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KISALTMALAR

(OCB) On Capraz Bag

(ACB) Arka Capraz Bag

(DYB) D1s Yan Bag

(IYB) I¢ Yan Bag

(AM) Anteromedial

(PL) Posterolateral

(AMFL) Anterior Meniskofemoral Ligament
(PMFL) Posterior Meniskofemoral Ligament
(MKH) Mezengimal Kok Hiicre

(ESM) Ekstraselliiler matriks

(SDS) Sodyum dodesil siilfat

(GAQG) Glikozaminoglikan

(DNA) Deoksiriboniikleik asit

(RNA) Riboniikleik asit
(TGFB)Dontistiiriicii bliytime faktorii beta
(bFGF) Temel fibroblast biiyiime faktorii
(PAA) Perasetik asit

(PDS) Polidioksanon

(PGA) Poliglikolik asit

(PLA) Polilaktik asit

(PLGA) PoliL-glikolik asit

(PU) Poliiiretan

(PCL) Polikaprolakton

(PBS) Fosfat tampon ¢ozeltisi

(KMI) Kollajen meniskiis implant
(aDKA) a diiz kas aktini

(EDTA) Etilen diamintetraasetik asit

(DMEM) Dulbecco'nun degistirilmis eagle ortami1

vii



(MEM) Degistirilmis eagle ortami
(FBS) Fetal s1g1r serumu

(IBMX) 3-Isobutil-1-metilksantin
(BSA) Sigir serum albiimin
(DAPI) 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAB) 3,3’-diaminobenzidin
(H&E) Hematoksilen eosin

(MT) Masson trikrom

(DMMB) Dimetilen mavisi
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MENISKUS DOKUSUNUN ALLOGREFT DOGAL YAPI iSKELESI
KULLANILARAK BiYO-UYUMLULUGUNUN GELISTiRILMESI

Aylin KARA

Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyomekanik Anabilim Dal1
Inciralt1, 35340, Izmir

aaylinkara@gmail.com

OZET

Meniskiis dokusunun temel iglevi diz ekleminde yiik dagilimini saglamak ve gerilmeyi
azaltmaktir. Meniskiis dokusu, insan viicudundaki bu 6nemli islevinden dolay1 deneysel ve
klinik ¢alismalara konu olmaktadir.

Total veya parsiyal menisektomi ile sonuglanan meniskiis yirtiklart artroskopik
aragtirmalar i¢in sik goriilen durumlardir. Allogreftler veya sentetik meniskiis doku iskeleleri,
meniskiis yaralanmalarmin erken donemlerinde kullanilmaktadir. Fakat giiniimiizde uzun
vadeli kararlilik sorunlar1 ve immunolojik reaksiyonlar yaygin klinik kullanimi
engellemektedir. Transplantasyon agamasinda, aliciya bagka bir dondriin aselliiler meniskus
dokusunun implante edilmesi ve alicinin kok hiicreleri ile hiicrelendirilmesi dokunun kararliligi
ve immiinolojik reaksiyonlarmi asmak agisindan onemli bir yaklasimdir. Tez caligmasinda
gelistirilen bu yaklasim ile meniskiis transplantasyonunun onem kazanacagi ve meniskiis
onariminin saglanacag diisiiniilmektedir.

Tez calismasindaki amag; tavsan meniskiis dokusu kullanilarak aselliiler meniskiis
allogrefti gelistirmektir. Bu amag¢ dogrultusunda, tavsanlardan meniskiis dokular1 ¢ikartilmig ve
cok asamali yontemler ile sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilarak aselliiler hale getirilmistir.
Aselliilerizasyon iglemini takiben, meniskiislere tavsan kemik iliginden elde edilen mezengimal
kok hiicreler (MKH) ekilmistir. Calismalar sonucunda elde edilen dogal meniskiis doku
iskeleleri histolojik, immunohistokimyasal, biyokimyasal ve biyomekanik olarak incelenmistir.

Gergeklestirilen islemlerin sonucunda, mekanik gerilimi degismeyen, ekstraselliiler
matriksi korunan meniskiis dokusunun hiicresel bilesenleri dokudan uzaklastirilmis ve
MKH’ler korunan ekstraselliiler matrikse implante edilerek yeniden canlilik kazandirilmistir.

Boylelikle aselliiler dogal biyo-uyumlu meniskiis allogrefti gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meniskiis; Allogreft; Aselliilerizasyon; Doku Miihendisligi,

Mezensimal Kok Hiicreler
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DEVELOPMENT OF MENISCUS TISSUE BIO-COMPATIBILITY USING
ALLOGRAFT NATIVE SCAFFOLD

Aylin KARA

Dokuz Eylul University, Health Science Institute, Department of Biomechanics
Inciralti, 35340, izmir /TURKEY

aaylinkara@gmail.com

ABSTRACT

The main function of the meniscus tissue, which plays an important role in the
biomechanics of the knee joint is load distribution and therefore stresses reduction in the knee
joint. The meniscus leads to variety experimental and clinical research due to important function
of the human body.

Meniscus tears are frequent indications for arthroscopic evaluation which can result in
partial or total meniscectomy. Allografts and synthetic meniscus scaffolds have been used to
treatment of early degenerative meniscus. Problems related to immunological reactions, as well
as reduced initial and longterm stability restrain widespread clinical use so far. Therefore,
implantation of acellular meniscus tissue to recipient from different donor and vitalization with
recipient’s stem cells for the treatment of meniscus tissue on transplantation process is
significant approach. According to this thesis, it is believed that this approach will provide
meniscus regeneration.

The aim of this thesis to develop a new construct by tissue engineering of the rabbit
meniscus based on an acellular meniscus allograft. Thus rabbit meniscus collected and
acellularized using sodium dodecyl sulfate (SDS) in the multiple process steps. Following of
the acellularization process, the meniscus seeded with bone marrow derived mesenchymal stem
cells (MSC) obtained from rabbits. As a result of all these processes, native meniscus scaffolds
examined in histologically, immunohistochemically, biochemically and biomechanically.

In conclusion all these treatments produced acellularized scaffold that was removed
cellular components by preserving the extracellular matrix without any significant loss in
mechanical properties. MSCs was seed on preserved extracellular matrix to revitalization. Thus

allograft native biocompatible meniscus scaffold was produced.

Keywords: Meniscus; Allografts; Acellularization; Tissue Engineering; Mesenchymal

Stem Cells
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1. GiRiS VE AMAC

Meniskiis dokusu yiik dagilimi, ytik iletimi ve eklem kararliligint saglayarak gerilmeyi
azaltmasindan dolayi diz ekleminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Meniskiis yaralanmalar1 insan
viicudunda en sik goriilen yaralanmalardandir. Trafik kazalari, spor yaralanmalar1 gibi direk
travmalarla meniskiis hasarlar1 goriilebildigi gibi ilereyen yaslarla birlikte meniskiis dokusunun
elastikiyet kayiplar1 ve dejenerasyonlar1 sonrasi yaralanmalar olusabilmektedir.

Glinlimiizde iyilesmesi miimkiin olmayan meniskiis yaralanmalarinda kullanilan en
yaygin yontem artroskopi uygulamalaridir. lyilesme gerceklesmedigi durumlarda ise diz
protezleri kullanilmaktadir. Cesitli nedenlerle olusan meniskiis hasarlari, kikirdak
yaralanmalarina ve daha ileri donemlerde de atroza temel olusturabilmektedir. Artroz olugsmus
durumlarda ise, diz protezine kadar varan tedavi yontemleri nedeniyle is giicli kaybi, hareket
zorlugu, hasta memnuniyetsizligi ve ayrica milli ekonomimize de yiik olusturabilmektedir.
Diinyada ve iilkemizde her yil binlerce hastaya endoprotez uygulanmakla birlikte, biitiin bu
sorunlar halen devam etmektedir.

Doku miihendisligi yontemleri son zamanlarda oldukca ilerlemis, doku onarimi ve
yenilenmesi konusunda pek ¢ok aragtirmaya 1s1ik tutmustur. Halen gelismeye devam eden bu
yontemler arasinda aselliilerizasyon islemi ve mezensimal kok hiicreler (MKH) ile
desteklenmis doku iskeleleri yenilikgi tipta aragtirmaya oldukga acik yontemlerdir.

Bu tez calismasinda; meniskiis yaralanmalarini onarmak tizere MKH’ler ile desteklenmis
dogal doku iskelesinin gelistirilmesi ve transplantasyon iglemi sonucundaki inflamatuar yanitin
minimum diizeye indirgenmesi amaglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusundaki temel nokta,
meniskiis dokusunun aselliiler hale getirilerek dogal yapisinin korunmasidir. Bir diger 6nemli
nokta ise, elde edilemis aselliiler meniskiis dokusunun otolog MKH’ler ile yeniden
hiicrelendirilmesidir. Boylelikle meniskiis dokusu dogal yap1 6zelliklerini ekstraselliiler matriks
(ESM) ile birlikte koruyacak ve MKH’ler ile yeniden hiicrelendirilmesiyle kendisine 6zgii

hiicresel ag1 olusturabilecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER (LITERATUR BiL.GiSI)

Meniskiis dokusu yiik dagilimmi saglayarak gerilmeyi azaltamasi sebebiyle diz
ekleminde 6nemli bir role sahiptir. Femoral kondil ve tibial plato arasinda bulunan meniskiisler
yarim ay seklinde fibrokartilaginz doku 6zelligi gosterirler (Arnoczky, 1999; Fithian ve ark.,
1990; Rath & Richmond, 2000).

Meniskiis dokusunun yaralanmalarinda zorlu spor aktiviteleri veya yas ile iliskili doku
hasarlar1 siklikla karsilasilan sorunlardir. Ingiliz Ortopedik Spor Travma Artroskopi Dernegi
(BOSTAA) 100,000 kisiden 60-70’inin meniskiis problemlerinden sikayet¢i oldugunu
bildirmistir. Ortaya ¢ikan semptomlar kayma, dizin kilitlenmesi ve asir1 agri hissi olarak
karakterize edilmektedir (Neilson& Yde,1991). Meniskiis dokusu kismen damarl bir yapiya
sahip olmast nedeniyle herhangi bir yaralanmada iyilesme kapasitesi oldukga
zayiftir(Arnoczky, 1999; Arnoczky, 1983; Miller ve ark., 1994.). Bu nedenle meniskiis dokusu
kendiliginden iyilesemez ve cerrahi bir miidahale gereklidir. Avrupa’da her yil 400,000 ‘den
fazla hastaya meniskiis onarimi i¢in cerrahi ameliyat uygulanmaktadir(van der Bracht ve ark.,
2007). Amerika’da Amerikan Ortopedik Cerrahlar Akademisi’ne gore bu say1 her yilda 1
milyonun iizerine kadar ¢ikmaktadir.

Meniskiis onariminin saglanabilmesi icin pek c¢ok yontem gelistirilmistir. Meniskiis
dokusunun kismi veya tamamen diz ekleminden kaldirilmasi olarak bilinen menisektomi
yontemi agriyt dindirmek amaci ile giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Fakat sonucunda
eklem kikirdaginda hasarlara ve osteoartrite yol agmaktadir (Roos ve ark., 1995). Daha biiyiik
boyutlarda olusan yaralanmalarda uygulanan meniskiis transplantasyonunda ise doku reddi,
hastalik bulagma riski veya immiinolojik pek ¢ok olumsuz etken ile karsilasiimaktadir (Kuhn
& Wojtys, 1996).

Sonu¢ olarak meniskiis onariminin saglanabilmesi i¢in dikkate deger bir ¢6ziim hala
goriilememektedir. Meniskiis dokusunun yenilenmesini amaglayan doku miihendisligi
teknikleri umut verici bir c¢oziim sunmaktadir, ancak bu alanda diger dokularla

karsilastirildiginda ¢ok sinirlt bir anlayis bulunmaktadir.



2.1. Diz Eklemi

Diz eklemi insan viicudundaki en karmagik ve en biiylik eklem olarak bilinmektedir. Hem
mentese (ginglimu) hem de trokoid (pivot)eklem 6zelliklerini tasir.(Robert ve ark.,2012)Temel
olarak fleksiyon (ige dogru biikiilme) ve ekstansiyon (disa dogru uzama) hareketine olanak
saglar. Bunun yani sira ice dogru biikiilme hareketinde rotasyon (donme), abdiiksiyon (viicudun
orta ¢izgisine uzaklastirma) ve addiiksiyon (viicudun orta ¢izgisine yakinlastirma) hareketini
yaparken, disa dogru uzama hareketinde rotasyon yapamaz.

Diz ekleminin uygun fonksiyonu ile stabilitesi ligament biitiinliigii ile saglanir ve viicutta
sagittal planda hareket agiklig1 en fazla olan eklemlerden biridir. Bu nedenle yaralanmalara
oldukga acik bir eklemdir (DeLee, 2009).

Diz eklemi; sinoviyal sivi ile beslenen, eklem kapsiilii ¢evresindeki eklem yiizeyi ile
karakterize edilen sinoviyal (hareketli) eklemdir. Eklemedayaniklilik ve yapisal destek veren
tic kemikten olusur. Femur (uyluk kemigi) ile tibia (kaval kemigi) ligamentler ile birbirine
baglanir. Patella ise diz ekleminin anterior yiiziinde femur boyunca uzanan femoropatellar oluk
icinde yer alir. Fibula diz eklemi igerisinde tam olarak yer almasa da eklem kapsiiliine paralel

olmasindan dolay1 diz eklemi i¢inde varsayilabilir.

Ig yan bag

Sekil 1. Diz ekleminin anterior goriiniimii.
2.1.1.Ligamentler
Diz eklemi dort ana ligamentden olusmaktadir. Bu ligamentle; 6n ¢apraz bag (OCB), arka
capraz bag (ACB), dis yan bag (DYB), i¢ yan bag (IYB). Bu ligamentlerin yani sira; tibial
insersiyonel ligamentler, intermeniskal ligamentler ve meniskofemoral ligamentler

bulunmaktadir.



2.1.2.0n Capraz bag

On capraz bagin (OCB),ortalama genisligi 10 mm (7-12mm) veortalama uzunlugu 38 mm
(25-41mm)dir. OCB lateral femoral kondilin medial yiiziiniin posteriomedial kisesine yapisir.
Tibiada ise, tibia 6n kenarinin 15 mm arkasinda, 30 mmuzunlugunda ¢ukur bir bolgeye yapisir.
Diz 90 derece fleksiyonda iken OCB’m yapisma alanininorta noktasi, arka ¢apraz bagmn
yapisma alaninin 7 mm. 6niindedir. Baz lifler, transversintermeniskal bagin altindan gegerek
lateral meniskiisiin én boynuzuna kadar uzamr. OCB tibialplatoya yapisma alanina gore
anteromedial (AM) ve posterolateral (PL) demetler olmak iizere iki adetfonksiyonel demetten
olugmaktadir(Sekil 2). PLdemetlerAM demetlere gore daha kuvvetli ve daha kalindir.
Dizekstansiyonu sirasinda PL demetler gergin, AM demetler daha gevsektir. OCB’infemura
yapisma bolgesi diz fleksiyondayken horizontal hale gelirken AM demet gerilir, PL. demet
gevser. Kanlanmasi ise orta genikular arterin ligamentli dallar1 ve inferior genikuler arterin

terminal dallari ile gergeklesir (Insall &Scott, 1993).

Posterolateral

bundle

Anteromedial
8 bundle

7 AcLin §
| extension |
and
flexion

Anteromedial bundle

Posterolateral bundle

Sekil 2. OCB femoral yapisma bolgesi, anteriomedial ve posteriolateral demetlerin ekstansiyon ve fleksiyondaki

gorliniimii. (Johnson, Donald H 2007)

2.1.3.Arka Capraz Bag
ACB femur medial kondilinin lateral yiiziinden baslar, tibianin interkondiler araliginin
posterioruna yapisir (Sekil 3). ACB, OCB’a gore daha kuvvetlidir. Anterolateral bant ACB
kiitlesinin %65°1, posteromedial bant ise %35’ini olusturur. Anterolateral demetfleksiyonda,
posteromedial bant ekstansiyonda gerilir. Tibianin posterior translasyonunu engelleyen en
onemli yapidir. ACB kanlanmasi temel olarak orta genikuler arter ile gerceklesir (Insall &Scott,

1993).
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Sekil 3. Arka capraz bag femoral yapisma bolgesi, anteriolateral ve posteriomedial demetlerin goriiniimii.

(Johnson, Donald H 2007)

Di1s yan bag (DYB) lateral femoral kondilin dis yiiziine yapisir ve fibula basinin yan
tarafina dogru uzanir. DYB dize gelen varus yliklenmelerine kars1 ilk tepki veren bagdir. Medial
meniskiis ile baglantis1 olmasina karsilik lateral meniskiis ile bir baglantis1 yoktur. i¢ yan bag
(IYB) ise femur medial kondiline dogru uzanir ve tibianin medial yiizeyindeki adduktor
tuberkulun hemen asagisindadir. Femur medial epikondilinin posterosiiperior yiiziine ve
tibianin medial yliziine yapisir. Asagiya ve one dogru egik olarak uzanir. Yiizeyel ve derin
parcalart bulunur. Diz fleksiyonda iken 6ne, ekstansiyonda iken arkaya dogru hareket eder.
Fleksiyon sirasinda derin IYB gergin, yiizeyel IYB gevsektir.

Meniskofemoral ligamentler lateral meniskiisiin posterior boynuzundan medial femur
kondilinin lateral yiiziine kadar uzanir. Humphrey ligamenti 6nde posterior kollateral ligamente
uzanirken Wrisberg ligamenti ise posteriordan gecer. Gupta ve ark., bu baglarin varligini1 % 93
oraninda, insidansinin goriilme oraniniise % 50, olarak kadavra ¢aligmasi ile ortaya koymustur

(Gupte ve ark., 2002).



2.1.4.Insersiyonel ligament
Meniskiis dokusundaki dairesel kollajen fibriller, tibia subkondral kemigine baglanan
anterior ve posterior bolgelerde yerlesebilen ligamentler boyunca uzanir. Medial meniskiisiin
On boynuzunun insersiyonal ligamenti fan seklindedir ve interkondiler fossa alaninda, 6n ¢apraz

bagin yaklasik 6 veya 7 mm Oniindeki tibia iizerine baglanir (Sekil 4).

Sekil 4. Insersiyonel ligament (McDermott ve ark. 2010).

Transvers genikulat ligament olarak bilinen anterior intermeniskal ligament, lateral ve

medial meniskiislerin anterior boynuzlarinda birlesirler (Sekil 5).

Sekil 5. Transvers genikulat ligament (forseps ile gosterilen) (McDermott ve ark. 2010).



2.1.5.Meniskofemoral Ligamentler

Interkondiler centikteki femur medial kondilinin lateraline, lateral meniskiisiin posterior
boynuzunu birlestiren iki bag da tespit edilmistir. Bu baglar meniskofemoral baglardir. Anterior
meniskofemoral ligament, ACB’1n 6n tarafina uzanarak Humphrey ligamenti olarak, posterior
meniskofemoral ligament ise, ACB’nin arkasina uzanarak Wrisberg ligamenti olarak
adlandirilir (Sekil 6).

Kohn veMoreno 92 kadavra dizinde %50 Humphrey ligamentinin, %76 Wrisberg
ligamentinin oldugunu bildirmislerdir (Kohn & Moreno, 1995). Bu bilgi Lee ve ark.
gergeklestirdigi bir ¢alismada 138 hastanin %83’linde meniskofemoral ligamentleri MR
goriintiileri ile gostererek desteklemistir (Lee ve ark2000). Heller and Langman 140 kadavra
dizinin %71’inde meniskofemoral ligamentlerin bulundugunu goéstermistir. Bu caligmada,
Humphrey ligamentinin ¢apinin ACB’in 1/3’1 kadar, Wrisberg ligamentinin ise ACB’in 1/2
buytkliigiine kadar ¢ikabilecegini belirtmistir (Heller & Langman 1964). Ayrica
meniskofemoral ligamentlerin ¢ogunlukla bir dizde bulunabilecegi, diger dizde olmadigi not
edilmelidir (Wan & Felle 1995). Gupte ve ark. literatiirde yer alan bir derlemesinde, dizlerin %
93'linde en az bir meniskofemoral ligament bulundugunu ve genglerin yaslilara goére daha

yaygin prevalansa sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (Gupte ve ark (2002).

Sekil 6. Meniskofemoral ligamentler. LM lateral meniskiis; PMFL posterior meniskofemoral ligament;

AMFL anterior meniskofemoral ligamentleri; PCL arka capraz bag (McDermott ve ark. 2010).



2.2. Meniskiis Dokusu

Sinoviyal eklem olusumu iki asamadan olusmaktadir. ilk olarak, gelismekte olan
mezengimal blastoma, olusacak uzun kemigin kikirdaks1 modeline farklilasir. Komsu iskelet
elemanlari, interzon olarak bilinen ince mezensimal hiicre bantlar1 ile birbirinden ayrilir.
Interzon biyolojisi tam olarak anlasiimamis olmasina ragmen, bu yapilarin ii¢ tabakaya ayrildig
bilinmektedir; kikirdaks1 dokuyuérten iki dis kondrojenik tabaka ve ligamentler, meniskiis ve
sinoviyum gibi eklem igiyapilarmn olusumuna katkida bulunan bir ara tabaka. Interzon
olusumunun ardindan eklem boslugu, komsu kikirdaks: elemanlarin birbirinden ayri iki
mafsalli eklem yiizeyi olusturacak sekilde ayristirilmasi ile olusur. Bu gelisimsel stireglerin her
biri bozulmadan devam ederse sinovyal eklemlerin normal olusumu gézlemlenecektir (Ito &
Kida, 2000). Embriyogenez sirasinda mekanik uyari, meniskiisiin gelisimi i¢in gereklidir.
Fonksiyonel kas kasilmalari olmadiginda, meniskiis yogunlagsmalar1 daha erken goriiliir ve
hasar olusur sonrasinda da hizlica kaybolur (Mikic B, 2000).

Fare meniskiisiindeki matriks gen ekspresyonunun gelisimsel ilerlemesinde, meniskal
morfogenezisin dort farkli asamasi tanimlanmistir:1. evre, femur ve tibia eklem yiizeyleri
arasindaki mezensimal hiicre yogunlagmasi;2. evre, meniskal fibrokondroblastlarin gelismekte
olan meniskiis i¢cinde farklilasmasi;3. evre, meniskal ekstraselliiler matriks (ESM) sentezi ve
cokelmesi ve 4. evre, meniskal ESM olgunlagsmas1 (Pavlova ve ark. 2001). Bu sonuclar,
meniskiisiin farklt bir gelisim profili olan benzersiz bir bag dokusu oldugunu

distindiirmektedir.

2.2.1. Meniskiis Dokusunun Filogenetigi

Insan dizinin karmasik fonksiyonel morfolojik 6zelliklerinin pek cogu sadece insanlara
0zgll degildir. Hominidae (insangiller) tiim yasayan tetrapod akrabalari (amfibiler, reptiller,
kuslar ve memeliler) ile karmasik morfolojideki dizin ortak evrimsel tarihini paylasirlar(Good
ve ark., 2007; Lebel ve ark., 2010).

Baslica tetrapod simiflarinin diz anatomisi filogenetik olarak arastirilmistir. Timsah
meniskiisiiniin femur ve tibia yiizeyleri arasinda yer aldigi ve intermeniscal lgament ile
anteriorden birlestigi gosterilmistir. Kertenkele (Varanus varius) meniskiisleri ise lateraal
meniskilis femuru tamamen tibiadan ayiran devamli bir kiitle halinde medial meniskiis ise
dairesel sekilli ve merkezinde delikli bir yapiya sahip oldugu belirtilmistir. 215-70 milyon yil

oncesinde Mesozoik donemde, dinozorlarin femuru biigiinkii insanlarin femur yapisinda oldugu
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gibi i¢ rotasyon hareketini yapabiliyordu(Mossman ve ark. 1983). Senozoik donemde fosil
kertenkele, kus ve memeliler incelendiginde patella kemiginin gelismeye bagladig1 gériilmiistiir
(Romer, 1962). Kara ayilarinin dizleri incelendiginde klasik memeli dizi ile morfolojik a¢idan
oldukca benzedigi goriilmektedir (Parsons,1900;Lebel ve ark. 2010).

Farkli primatlarin meniskiisleri incelendiginde lateral meniskiis yapilarinin ti¢ farkl
morfolojisine rastlanir. Gliniimiizde yasayan lemuriform, Tarsius, Pango ailelerinin dizlerinde,
hilal sekilli lateral meniskiis ile tibia tek noktada temas halindedir. Catarrhinhes olarak bilinen
eski diinya maymunlarm tiimiinde halka seklinde lateral meniskiis goriilmektedir. Iki boynuzu
birlesmis lateral meniskiis tibia platosunun lateraline anterior kismindan baglanir. Hilal sekilli
lateral meniskiis sadece Homo sapiens tiiriinde bir anterior bir de posterior olmak iizere tibia
platosuna iki baglanti noktasi ile baglanir. Fosil kayitlar, insangillerde lateral meniskiisiin tibia
ile baglantis1 tek baglantidan ¢ift baglanti noktasina gegisini kanitlamistir (Preuschoft &
Tardieu, 1996).

Anterior

T—’ Lateral

»

o
&y Chimpanzee

" Homo sapiens

Sekil 7. Yasayan primatlarin {i¢ farkli meniskiis morfolojileri. (a) hilal seklindeki tek baglantiya sahip lateral
meniskiis, (b) halka seklindeki lateral meniskiis, (c) hilal sekilli iki baglanti noktasina sahip lateral meniskiis

(Lebel ve ark. 2010).
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2.2.2.Meniskiis Dokusunun Anatomisi

Meniskiisler femoral kondiller ve tibia platosu arasinda yer alan bir ¢ift yarim ay seklinde
fibrokartilagin6z yapilardir (McDermott ve ark. 2010; Arnoczky ve ark., 1992; Rath &
Richmond, 2000). Distal yiizeyler hafif konveks ve tibial plato ile temas halindedir. Proksimal
ylizeyler ise bunun tam aksine hafif konkav seklinde olup femoral kondiller ile temas halindedir
(McDevitt & Webber, 1990). Meniskiisler sekil yapis1 bakimindan tibia platolarinin diiz yiizeyi
ile femur kondillerinin konveks ylizeyi arasindaki uyumsuzlugu giderirler. Sekli ve piiriizsiiz
yapist sayesinde meniskiisler devamli etkilesim halinde oldugu iki eklem yiizeyi ile uyum

saglayarak diz ekleminin hareketine yardimci olmaktadir.

A B

Anterior cruciate ligament Transverse lignment

Ant. eruciuteligament

Ligament of
Tendon of Popliteus- I]ﬁisbtm f
Medial meniscus
Tibial collaterul

Figament

Lateral meniscits—

Fitular collateral |}
ligament

Ligament of Wrisherg
Posterior cruciale ligament

Sekil 8. (A) Sag tibianin yukaridan goriiniimii, (B) Sol diz ekleminin arkadan goriiniimii (Henry,1918).

Meniskiis dokusu arka boynuz, merkezi gévde ve On boynuz olarak iic boliime
ayrilmaktadir. Her dizde lateral (dis) ve medial (i¢c) meniskiis olamk {izere iki adet meniskiis
bulunmaktadir. i¢ meniskiis hilal bigimli olup, 6n ucu 6n ¢apraz bagin 6n tarafina tutunur, arka
ucu posterior interkondiler aralia (arka capraz bag ile lateral meniskiisiin arka ucu arasindaki
sahaya) tutunur. Periferik kisim ise fibroz kapsiile tibial kollaeteral ligamana sikica tutunmustur
(Sekil 8). Bu nedenle i¢ meniskiisler dis meniskiislere oranla daha az hareketlidirler (Arinci,

Elhan,2006).
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Di1s meniskiisler C harfi seklinde olup dairesel yapidadir ve tibiada i¢ meniskiise oranla

daha fazla yer kaplarlar. On boynuz 6n capraz bagmn arka ve dis bolgesinde kalan tibia

interkondiller alana yapisir. Arka boynuz ise i¢ meniskiisiin arka boynuzunun 6n bolgesinde

kalan tibia interkondiler alana yapisir (Arinci&Elhan,2006).

Meniskiisler medial ve lateral genikulat arterlerin siiperior ve inferior dallar1 ile

beslenirler. Bu damarlar dizin sinovial ve kapsiiler yapilar1 igerisinde perimeniskal kapiller

pleksusu olustururlar. Bu pleksus i¢ meniskiisiin periferal %10-30’unu, dis meniskiisiin

periferal %10-25’ini besler. Geri kalan meniskiis ve dis meniskiisiin popliteal hiatus alani

avaskiilerdir (Arnoczky & Warren,1982.)

Tablo 1. Kadavra dizinden alinan meniskiis dokusunun boyutlari (mm)

Ortalama | Standart sapma Oran
Medial meniskiis cevresi 99.0 9.3 84-119
Medial meniskiis govde genisligi 9.3 1.3 6.7-12.4
Medial meniskiis uzunlugu 45.7 5.0 30.1-56.1
Medial meniskiis genisligi 27.4 2.5 23.3-32.7
Lateral meniskiis ¢evresi 91.7 9.6 78-112
Lateral meniskiis gévde genisligi 10.9 1.3 8.3-14.5
Lateral meniskiis uzunlugu 35.7 3.7 29.5-51.2
Lateral meniskiis genisligi 29.3 3.0 24.0-36.3

Sekil 9. Meniskiis boyutlari. LMC; Lateral meniskiis ¢cevresi, LMW; Lateral meniskiis genigligi, LBMW; Lateral

meniskiis govde genigligi, LML; Lateral meniskiis uzunlugu, MMC; Medial meniskiis ¢evresi, MMW; Medial

meniskiis genisligi, MMBW; Medial meniskiis govde genisligi, MML; Medial meniskiis uzunlugu.
(McDermott ve ark., 2004).

13




2.2.3.Meniskus Dokusunun Organizasyonu
Meniskiis dokusu yiiksek oranda (%70) su icerigine sahiptir. Geriye kalan organik
bilesenler ise ekstraselliiler matriks ve hiicrelerdir (Makris ve ark.,2011). ESM’deki organik
bilesenlerin  biiylik ¢ogunlugunu (%75) kollajen yapilar1 olusturmakla birlikte
Glikozaminoglikan (GAG) (%17), DNA (%?2), adezyon glikoproteinleri (<%1) ve elastin
(<%1) onu takip eder (Makris ve ark., 2011;Herwig ve ark., 1984).

I¢ Meniskiis
Tip I (~%40)
Tip II (~%60)
Eollajen
("75) Dis Meniskiis
Tip I (~%99)

SU (%a70) ! ] ]
Glikozaminoolikan . » ) )
~%15) Eondroitin-6-siilfat (2640)

Eondroitin-4-siilfat (%6 10-20)
. Dermatan siilfat (%20-30)
Organik
Bilesenler (%030)

DNA (~%2) Eeratin siilfat (%615)

Adezyon Kollajen Tip VI
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Sekil 10. Meniskiis dokusunun biyokimyasal kompozisyonu.

Kollajen meniskiis dokusunun baslica fibriller bilesenidir. Dokunun her bdlgesinde ¢esitli
miktarlarda farkli kollajen tipleri bulunmaktadir. Tip I kollajen dokunun kirmizi-kirmizi
bolgesinde %90 oraninda bulunmasiyla en baskin kollajen tipidir. Diger kollajen tipleri ise; tip
I, tip I, tip IV ve tip VI olmakla birlikte %1’den daha az miktarda bulunurlar. Dokunun i¢
kisimlarini olusturan beyaz-beyaz bolgede kollajen tip I %60 oraninda bulunurken kirmizi

olarak adlandirilan vaskiiler bolgede bulunmamaktadir (Cheung, 1987).
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Eyre ve Muir 1970 yilinda yayinladig: bir calismada, eklem kikirdagindaki esas fibriller
kollajenin Tip II kollajen olmasina karsilik meniskiis igerigindeki ana fibriller kollajenin Tip I
kollajenoldugu belirtilmistir (Eyre&Muir 1975). Bu farklilik, fibrozkikirdak (tip I kollajen) ile
hiyalin kikirdak (tip II kollajen) ve meniskiis hiicreleri ile kondrositler arasindaki ayrimda
molekiiler bir kistas olarak kullanilabilir. Bununla birlikte, meniskiis dokusunda az miktarlarda
tip II kollajen vardir. Meniskiis dokusundaki kollajenin biiytlik kisminin tip I kollajen oldugu ve
daha az miktardaki tip II kollajen g6z dniine alindiginda yuvarlak/oval sekilli kondrosit benzeri
meniskiis hiicrelerinin hiyalin kikirdak dokusundaki kondrositler olmadigi sdylenebilir. i1k
olarak McDevitt ve ark. yuvarlak/oval sekilli meniskiis hiicrelerinin fibrokondrosit oldugunu
bildirmislerdir (McDevitt & Webber, 1990).

Proteoglikanlar ekstraselliiler matriksin baslica bilesenleridir. Bu molekiiller GAG’1
olusturan ana proteinlerdir. Meniskiis dokusunda bulunan GAG tipleri; kondroitin-6-siilfat
(%40), dermatan siilfat (%20-30), kondroitin-4-siilfat (%10-20) ve keratin siilfat (%15)
dir(Herwig ve ark., 1984; Verbruggen ve ark.,1996). Agrekan meniskiis dokusunda bulunan
baslica proteoglikandir, daha az sayida bulunan proteoglikanlar ise; decorin, biglikan ve
fibromodiilindir(Scott ve ark., 1997). I¢ ve orta bdlgelerden alian meniskiis eksplantlari kiiltiir
kosullarinda agirlikli olarak agrekan proteoglikanlari iiretirler. Periferal bolgedeki eksplantlar
hem daha az hem de daha kii¢iik proteoglikanlari iiretirler (Collier & Ghosh 1995). Valiyaveettil
ve ark. kopek meniskiisiinlin dis bolgesinde agrekan iiretilmedigini gdstermislerdir
(Valiyaveettil ve ark., 2005). Genellikle, meniskiis dokusunda iiretilen agrekan konsatrasyonu
eklem kikirdagina oranla ortalama 1/8 ile 1/10 arasindadir. Biglikan ve fibromodulin miktarinin
domuz meniskiisiiniin orta ve i¢ bolgelerinde periferal bolgeye gore daha yiiksek miktarda
oldugu bulunmustur. Bir diger yandan dekorin, periferal bolgede daha yaygin
bulunmaktadir(Scott ve ark., 1997). Agrekan, biglican, fibromodulin gibi 6zel proteoglikanlar,
meniskiisiin i¢ bolgesinde birikmektedir. Agrekan ile hyaluronan giiclii baglarla baglanarak
proteoglikan agregatlar1 olustururlar (Sekil 11). Agregatlar dokuda suyun kalmasi ve emilmesi
icin gereklidirler. Dekorin ve fibromodulin kollajen fibril olusumunu etkiler, biglikan ise

remodelling ve tamir siireclerinde rol alir (Verdonk, 2010).

15



Aggrecan monomers
2,200 aa

KS-rich region

,-..\\\

. Link protein M, - 210,000
~ 100 Chondroitin sulphate chains (CS)
~ 30 Keratan sulphate chains (KS)
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Sekil 11. Agrekan agregatinin yapisi (Verdonk, 2010).

Agrekan monomeri (kare icerisinde), farkli boyutlarda agregat olusturmak igin
hyoluronan omurgasina (ok ile gosterilen) baglanir (Sekil 11). Agrekan monomerinde ii¢
globular alan (G1, G2 ve G3) GAG, kondroitin siilfat ve keratan siilfati tagiyan iki uzatilmig
segmentile ayrilir. Baglanti proteini, hyaluronan ve agrekan monomer arasindaki agregat
yapisint dengeler. Bir hiyaluronana 200’e kadar agrekan monomeri baglanilabilir(Verdonk,
2010).

GAG’larin temel gorevleri meniskiis dokusunun basing altinda su emilimini saglayarak
dokuyu mekanik olarak basinglara karsit desteklemektir. Doku igerisinde bolgesel farklilik
gosteren bu molekiiller i¢ bolgelerde dis bolgelere gore daha yiiksek oranda bulundugu
gozlenmektedir (Scott ve ark., 1997). Kollajen fibriller ve proteoglikanlar dizilimleri,
yonelimleri ve miktarlar1 sayesinde meniskiis dokusunun karmasik mimarisini olusturarak
dokuya 6zgii biyomekanik karakteristigi saglarlar.

Adezyon glikoproteinleri meniskiis matriksinde bulunan, ESM bilesenleri ile hiicreler
arasindaki baglantiy1 olusturan diger dnemli bilesenlerdir. Baslica adezyon glikoproteinleri
fibronektin, trombospondin ve tip VI kollajendir (Miller & McDevitt 1991; Pereira ve ark.,
2013].
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2.2.4. Kollajen Fibrillerin Dizilimi

Kollajen tiim hayvanlarda bol miktarda bulunan bir proteindir. Insanlarda kollajen toplam
proteinin 1/3’iind, cildin kuru agirliginin 3/4’{inii olusturur ve ekstreselliiler matrisin (ESM) en
yaygin bilesenidir.

Omurgalilarda en az 46 farkli polipeptit zincirinden olusan 28 farkli kolajen tiirii
tanimlanmistir ve diger pek ¢ok protein de kolajenoz alanlar icermektedir (Brinckmann, 2005;
Veit ve ark., 2006). Dikkat ¢ekici bir sekilde, bugiine kadar tespit edilen en eski protein olarak;
68 milyon yillik Tyrannosaurus rex fosilinin fosillesmis kemiklerinin yumusak dokusunda
bozulmamis kollajen kesfedilmistir (Schweitzer ve ark., 2007, Asara ve ark., 2007).

Kolajenin belirleyici 6zelligi, li¢ paralel polipeptit zinciri ve iiglii heliks olusumu i¢in
poliprolin tip II (PPII) sarmal konformasyon halkasi birbiriyle ¢akismayan bir rezidii ile
dizildigi zarif bir yapisal motiftir (Sekil 12). Uglii heliks yapisi igerisindeki PPII sarmallarinin
sik1 paketlenmesi her ti¢ilincii rezidiiniin Gly olmasini gerektirir ve herhangi bir Xaa ve Yaa
amino asidi olabilen XaaYaaGly sekansinin tekrar1 ile sonuglanir. Fibriler olmayan kolajenlerin
ticlii heliksbolgesi i¢indeki belirli alanlar1 bozulmasina ragmen bu tekrar tiim kollajen tiplerinde
goriilmektedir (Brazel ve ark., 1987). Kollajen dizilimlerindeki Xaa ve Yaa aminoasitleri
sirastyla (25)-Prolin (Pro, 28%) ve (2S,4R)-4-hidroksiprolindir (Hyp, 38%). Kollajen
dizilimdeki en temel {i¢lii sarmal 10.5% orani ile ProHypGly’dir (Ramshaw ve ark., 1998).
Hayvanlarda, tropokollagen (TC) olarak bilinen kollajen ii¢lii sarmallar1, kompleks, hiyerarsik
bir bicimde bir araya gelerek doku, kemik ve bazal membranlarda makroskopik fiber aglar

olarak gdzlenir (Sekil 13).
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Sekil 12. Kollajen sarmal yapis1 (Ramshaw ve ark., 1998).
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Sekil 13. Meniskiis dokusunda bulunan kollajen tipleri.

Sekil 14. Meniskiis dokusunun kollajen fibril dizilimi. (sol) (1) Superfisiyel tabaka: rasgele dizilen kollajen

fibriller, (2) lamellar tabaka: radyal dizilimli kalin kollajen demetleri ve (3) derin tabaka: dairesel dizilimli

kollajen fibriller. Meniskiis igerisindeki kollajen fibrillerin dagilimi (sag)

(Petersen &Tillmann, 1997; Bullough ve ark.,1970).
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Meniskiis igerigindeki kollajen fibriller birbirinden farkli ii¢ tabakadan olusmaktadir
(Sekil 14). Femoral ve tibial ylizeyler ile etkilesimde olan meniskiisiin superior ve inferiorde
bulunan superfisiyal/yiizeyel fibril ag1 (1) 10 pm kalinliginda diizgiin bir dizilime sahip
olmayan fiberlerden olusmaktadir. Bu tabakanin hemen altinda lamellar tabaka bulunmakta
olup buraya yerlesmis dairesel kollajen fibriller radial dizilimdedir (2). Meniskiis merkezinde
bulunan fibriler ag meniskiisiin temel fibriler agini olusturur ve dairesel bir dizilime sahiptir
(3).

Meniskiis dokusu tabakalardan olusan benzersiz fibriller ag yapisinin yani sira daha
yaygin olarak bolgelere ayrilmaktadir. Bunlar; dizin 6n boliimiine denk gelen anterior boynuz,
arka boliimiine denk gelen posterior boynuz ve anterior ile posterior bolgeler arasindaki merkez

bolgesidir.

2.2.5. Meniskiis Dokusunun Damarlanmasi

Meniskus dokusunun biiyiik kismindadamar bulunmamasina ragmen aktif bir dokudur.
Meniskusmerkezi dogrudan eklem sivisindan beslenir ve merkeze dogru gidildikge
damarlanmanin azaldigr gozlenir. Meniskiis dokusunun kesit alan1 incelendiginde
damarlanmabdlgeleri goriilmektedir. Eklem kapsiili ile baglantili meniskiis periferi
damarlanmanin yogun oldugu kirmizi alan, damarlanma olmayan beyaz bolge ve bu iki bolge
arasinda kalan kirmizi-beyaz bolge olarak ayrilmaktadir.

Menizkiis dokusunun iyilesme potansiyeli damarlanma ile dogrudan iliskilidir. Periferik
kisim daha iyi beslendigi icin periferik yirtiklarin tamiri merkeze yakin bolgedeki yirtiklarin
tamirinden daha iyi sonu¢ vermektedir. (Kang ve ark., 2006)

Meniskiislerin periferal kisimlarmin beslenmesi agirlikli olarak lateral ve medial
genikiiler arterlerin superior ve inferior dalindan gerceklesir. Bu damarlardan ¢ikan dallar diz
ekleminin kapsiiler ve sinoviyal dokular etrafinda perimeniskeal kapiller sinir ag1 olustururlar.
Bu perimeniskal damarlar dairesel sekilde dizilerek eklemin merkezine dogru radial dallar
olustururlar. Eriskin meniskiisiinde damarlanma; medial meniskus periferinde % 10-30,lateral
meniskusde %10-25 civarindadir. Lateral ve medial meniskiislerin her ikisinde femoral ve tibial
yiizeylerin periferik kisimlarinda vaskuler sinoviyal katlantilar mevcuttur ve bu katlantilar kisa
terminal damarlar igerir. Lateral meniskus posterolateralinde yer alan popliteal hiatus
bolgesinde kanlanma goriillmez. Meniskus kanlanmasimna katkisi olmayan bu bdoliim

meniskuslerin hem superior ve hem de inferior yiizleri boyunca 1-3 mm. boyunca uzanir. Orta
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genikulat arter medial ve lateral genikulat arterlerin terminal dallariyla birlikte 6n ve arka
boynuzun vaskiiler sinoviyal ortiisii araciligiyla beslenmeye katk1 saglar. Bu sinoviyal damarlar
boynuzlarin tibial platoya tutunmasini saglayan insersiyonel ligamentlerin icinden dokuya girer
ve boynuzlari besleyen kisa, terminal endoligament6z damarlari olusturur (Gardner ER, 1968).
Meniskuslarin diger kisimlarinin beslenmesi sinovyal sividan difiizyon ya da mekanik
pompalama yolu ile gergeklesir. Meniskusun santral kismina dek uzanan pek cok kanaldan
olusan bu sistemin varhigi 1988’de elektron mikroskobu ile gdsterilmistir. Bu sistemin
meniskiis periferindeki damarlarla iliskide oldugu goriilmistiir. Ayrica meniskiis dokusunun
yiiklenme sirasinda sivi akisinin kolaylastirilmasinda, hidrostatik basincinin ayarlanmasinda,
sinovyal s1vi ve kan damarlarindan yoksunavaskiiler bolgelere besin tasinmasinda bu kanal
sisteminin rolii olabilecegi diistiniilmektedir (Clark ve ark., 1983.).

Yenidogan meniskiislerinde periferik alanin %50 si kanlanirken 40 yasinda bu oranin %
20 nin altina diismesi yasla birlikte damarlanmanin azaldigini gostermektedir. Meniskuslerin;
bebeklikte anlamli Olgiide yiiklenmeye ve kas kuvvetine maruz kalmadiklarindan
beslenmesinin yalnizca kan damarlar araciligiyla olabilecegi, difiizyon yoluyla beslenmenin
olmayacag1 ileri stirlilmistiir. Bipedal yiiriime ile beraber kas kuvvetleri meniskus
dokusuiizerine yeterli basinci olugturmaya basladiktan sonra, tamami kan damarlari ile beslenen

meniskus dokusunun yerini i¢ kismi damarsiz olan erigkin tipi doku almaya baslamaktadir.

2.2.6. Meniskiis Dokusunun Hiicresel Kompozisyonu

Meniskiis dokusunda yuvarlak ve oval sekilli birgok hiicre bulunmasindan dolay1 ve
ESM’in fibroz goriinimiinden dolay1 fibrokartilagindz doku olarak tanimlanmaktadir
(Ghadially ve ark., 1983).

Meniskiis dokusunda morfolojik olarak cesitli hiicre tipleri gézlenmektedir (Sekil 15).
Bunlardan birincisikirmiz1 vaskiilarize bdlgede yer alan uzun ve ince sitoplamik uzantilara
sahip uydu hiicreleridir. Kirmizi-beyaz bolgede, yer alan ve basi yiiklerine en ¢ok maruz kalan
fibrokondrositler bulunmaktadir. Fibroblast benzeri hiicreler, fusiform morfolojide,
meniskiisiin fibriler dis kisminda siiperfisiyal alanda yer alir ve sinoviyal siv1 ile etkilesim
halindedir. Avaskiiler hiyalin benzeri beyaz bolgede ise yuvarlak sekilli kondrositler yer

almaktadir (Hellio de Graverand ve ark., 2001).
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Sekil 15. Meniskiis dokusunun hiicresel dagilimi (Kawamura S, 2003; van der Bracht 2007).

Meniskiis dokusunun2/3 kismindaki yuvarlak morfolojideki hiicreler yiiksek oranlarda
proteoglikanlar1 sentezledigi gosterilmistir (Tanaka ve ark. 1999). Proteoglikan sentezinin,
doza bagiml bir sekilde transforme edici biiylime faktorii beta'ya (TGF-B) duyarli oldugu
gosterilmigtir ve sentezleyen hiicrelerin kondrojenik fenotipe sahip oldugu oldugunu
diisiindiirmektedir (Tanaka ve ark., 1999). Oval ve yuvarlak morfolojideki hiicreler tarafindan
eksprese edilen biiylik boyutlu proteoglikan olan perlecanin meniskiisiin beyaz zonlarinda
bulundugu ve gii¢lii hiicre ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica perlecan oraninin meniskiis
yaralanmalarinda ve yaga bagl olarak diistiigii bildirilmistir (Melrose ve ark., 2005). Meniskiis
dokusu i¢inde en fazla miktarda bulunan GAG olan kondroitin siilfat ve onu izleyen keratan

siilfat da meniskiis hiicreleri tarafindan sentezlenir (Gruber ve ark., 2008).

2.2.6.1. Fibrokondrositler

Meniskiis dokusundaki tiim bolgelerde bulunan fibrokondrositler dokunun saglikli
kalmasini ve fonksiyonlarini siirdiirebilmesini devam ettiren ESM molekiillerini iiretir. Ayrica
doku igerigindeki tip I, II kollajen tiplerini ve daha az oranlarda tip III,IV,V ve VI kollajenleri
tiretir (Melrose ve ark., 2005; Stapletonve ark., 2008). Otolog fibrokondrositler saglam
meniskiis dokusunun contralateralinden biyopsi ile veya yirtilmis bolgeden toplanabilmekte ve
izole edilmektedir. Van der Bracht bir calismasinda fibrokondrositleri akim sitometrik olarak
arastirmistir (van der Bracht ve ark., 2007). Fibrokondrositler aljinaticerisinde kiiltiire edilerek
tip I kollajen, agrekan ve daha az miktarda tip II kollajen trettigi gézlemlenmistir. Ayrica
fibrokondrositler tek tabaka kiiltiir sisteminde kiiltiire edildiginde tip I ve II kollajen iirettigi

fakat agrekan tliretmedigi bildirilmistir (Verdonk ve ark., 2005).
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2.2.6.2. Eklem kondrositleri

Meniskiis dokusundaki kondrosit hiicreleri hiyalin kikirdak benzeri beyaz bolgede
bulunmaktadir. Bu hiicreler yiiksek oranda tip II kollajen ve agrekan iiretimi ile karakterize
edilirler (Kambic & McDevitt, 2005; Verdonk ve ark., 2005a; Valiyaveettil ve ark., 2005).

Peretti domuz meniskiistindeki kikirdak hiicrelerini arastirmistir. Bu ¢alismada otolog
kondrositler allograft meniskiis dokusu iizerinde kiiltiire edilmis ve meniskiisiin avaskiiler
bolgesine implante edilerek in vivo olarak incelenmistir. Calismanin sonucunda kondrositlerin
meniskiis dokusunu yenileyebilecegini tanimlamistir (Peretti ve ark., 2004). Bu nedenle
meniskiis doku miihendisliginde eklem kikirdagi hiicreleri kullanimmin daha fazla

arastirilmasinin yararl oldugu diisiintilmektedir.

2.2.6.3. Fibroblastlar
Fibroblastlarin aselliiler doku iskeleleri veya dondurularak kurutulmus allogreftler
tizerinde hiicre kiiltiirii calismalar gergeklestirilmistir (TG ve ark., 2006). Bir diger ¢alismada,
fibroblastlarin deney hayvani modelinde baslangicta fibrokartilagindz dokuya doniisebilen

fibrovaskiiler doku iirettigi gézlemlenmistir (Buma ve ark., 2004).

2.2.6.4. Mezensimal kok hiicreler

Kok hiicreler farkli dokulara farklilasma potansiyeline ve kendi kendini yenileme
yetenegine sahiptir (Arnoczky, 1999). Mezensimal kok hiicreler (MKH'ler), kemik, kikirdak,
tendon, yag, néronal doku, kas ve kemik iligi gibi farkli mezensimal dokulara farklilasabilirler
(Koc &Lazarus, 2001; Minguell ve ark., 2001; Muraglia ve ark., 2000; Pittenger ve ark., 1999).
Kemik iligi, doku miihendisliginde kullanilan en yaygin MKH kaynaklarindan biridir. Bunun
yaninda, kas, yag ve sinovyal membran gibi diger mezensimal dokulardan da izole edilebilirler
(Murphy ve ark., 2003). Kemik iligi kaynakli MKH'ler, tek tabaka kiiltiir sistemlerine yapisma
potansiyelleri sebebiyle kolayca izole edilebilir. Bu durumda, bu hiicreler, ¢esitli dokularo
olusturabilme potansiyellerini korumaktadirlar (Pittenger ve ark., 1999). MKH'ler, kiiltiir
ortam1 ve kiltiir kosullarina bagl olarak, in vitro ortamda farkli dokulara farklilasabilir. Bu
kiiltlir sistemleri, mikropelet ad1 verilen ¢ok yogun hiicre kiiltiirlerine dayanmaktadir. Hiicreler,
agregatlar/kiimelenmeler olusturarak hiicre-hiicre etkilesimlerini arttirabilirler. MKH'ler,
deksametazon ve TGF-f ile desteklenmis ortamda mikropelet olarak kiiltiire edilirse,

(fibro)kondrojenik farklilasma gergeklesir (Johnstone &Yoo, 1999; Yoo ve ark., 1998).
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Bir diger ¢alismada, otolog MKH'ler hiyaliironan ile karistirilmis ve menisektomi
uygulanmis keci dizine enjekte edilmistir. Calisma sonucunda bazi deney gruplarindaki
meniskiis dokularinda yeni doku olusumu goézlemlenmistir (Murphy ve ark.,
2003).Giintimiizde, yeni doku olusumunun bu hiicrelerin dis kaynakli beslenme etkisiyle

uyarilan yapisal yenilenmenin olabilecegi varsayilmaktadir.

2.2.7. Meniskiis Dokusunun Biyomekanik Ozellikleri

Meniskiis dokusu anatomik ve viskoelastik 6zellikleri sayesinde diz ekleminde pek cok
onemli goreve sahiptir. Meniskiis dokusunun baslica gorevi, diz eklemine gelen yiikleri
dagitmaktir. Meniskiisler basi, gerilme ve makaslama kuvvetlerine maruz kalirlar (Buma ve
ark., 2004). Cevresel olarak yerlesmis kollajen lifler ile 6n ve arka boynuzun tibiaya tutunma
ozellikleri sayesinde vertikal basi yiikleri horizontal hoop stresine cevrilir; boylelikle
meniskiisler eklem disina ¢ikmaktan korunur (Aspden & Hukins, 1989). Meniskiisler gerilme
ozellikleri sayesinde yiik tasinmasi ve sok absorbsiyonu goevlerini yerine getirirler (Vedi ve
ark., 1999; Boyd & Myers, 2003). Yiiklenme sirasinda lateral bolgedeki yiikiin %70’1, medial
bolgedeki yiikiin ise %50’si meniskiisler tarafindan iletilir (Shrive ve ark., 1978). Diz
ekstansiyondayken ekleme gelen yiiklerin %50’sini meniskiisler tasir ve dizin 90°
fleksiyonunda yiik tagima orani %85’e kadar ¢ikabilmektedir (Walker & Erkiuan, 1975).

Meniskiis dokusunun mekanik O6zellikleri i¢c ve dis bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. I¢c meniskiis dis meniskiise kiyasla daha yiiksek basing direncine sahiptir ve
gerilme dayanimi radyal yone gore dairesel dogrultuda daha yiiksektir (Sweigart, 2004).
meniskiis dokusu diz mekanigi ve stabilitesinde 6nemli rol oynamaktadir fakat kolaylikla hasar
gorebilmekte ve diisiik vaskiilaritesi nedeniyle iyilesme kapasitesi oldukga sinirhdir.

Meniskiisiin yiiklenmeye yanit1 diger biyolojik dokularda oldugu gibi iki fazhidir: ilk
asamada yiiklenmeye mekanik ya da elastik yanit olusur. Solid matriks ve doku i¢i sivilarin
kompresyonuyla meniskiisiin hidrostatik basinci artar. Ikinci asamada; sivinin disar1 ¢ikist
baslar. Bu agsamada, matriksin i¢indeki sivi zamana bagimli olarak disar1 ¢ikar. Biyomekanik
anlamda “creep” olarak alandirilan yavas bir sekil degisikligi goriiliir. Stvinin disart ¢ikist
meniskiisiin hidrostatik basicini diisiiriir. Sivi akimi, uygulanan basing, matriksin hidrostatik
basinci ve kollajen liflerindeki gerilme kuvvetleri arasinda bir denge kurulana kadar devam eder
(Aagaard&Verdonk, 1999; Athanasiou&Sanchez-Adams, 2009). Bu yanitlar sayesinde

meniskiis yiik altinda kaldiginda bir miktar sekil degistirir ve temas ylizeyini ve uyumunu
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arttirarak tlizerine gelen kuvveti dagitir, ylik ortadan kalkti§inda tekrar eski boyutlarina doner
ve ortama saldig1 siviy1 geri emer (Sekil 16). Bu sivi akimi hem fibrokondrositlerin hem de

eklemin beslenmesine katkida bulunur (Athanasiou & Sanchez-Adams, 2009).
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Sekil 16. Meniskiis dokusunun bifazik davranisi. (a)GAG’lar (.) doku i¢indeki su molekiillerine (~) baglanir. (b)
yiiklenme aninda su molekiilleri dokudan atilir. (c) yiikortadan kalktiginda GAG’lar su molekiillerini doku igine

ceker(Athanasiou & Sanchez-Adams, 2009).

2.2.8. Meniskiis Hasarlar1 ve Onarimi
Meniskiis Yaralanmalart

Normal meniskiis dokusu yarim ay sekilli ve fibrokartilaginéz yapidadir. Bu yapisindan
dolay1 c¢esitli durumlarda hastaliklar, hasarlar, travmatik yaralanmalar ve anormal gelisimler
ortaya ¢ikmaktadir. Ayni zamanda meniskiis kalsiyum pirofosfat kristal birikimi,
hemokromatozis gibi kalsifikasyona ve dokunun renk degisimine neden olan metabolik
hastaliklardan da etkilenebilmektedir (Bjelle, 1981). Bu durumlar meniskiisiin normal sekilde
calisgamasimi  etkilemekte ve viicuttaki sistemik degisiklikler nedeniyle lokal tedavi
uygulanamamaktadir. Dejenerasyon ve travma gibi diger durumlar ise dogrudan meniskiisii
etkiledigi i¢in tedavi edilebilmektedir.

Meniskiis dokusunun yaralanmaya yatkin bir doku oldugu bilinmektedir (Hough & Webber,
1990). Osteoartrit, hem meniskiis hem de cevresindeki kikirdaklarda dejeneratif degisikliklere
neden olmaktadir ve meniskiis yirtiklart ve ekstriizyonlarinin % 75't  osteoartrit ile
iligkilendirilmistir (Berthiaume ve ark., 2005; Lange ve ark., 2007). Osteoartrit medial posterior ve
lateral anterior boynuzlarin kalinlasmasina neden olmasi nedeniyle meniskiis geometrisini etkiler.
Bu durum da yaralanan dokunun biyomekanigini etkileyebilir (Bamac ve ark., 2000).

Meniskiis yaralanmalari, spor yaralanmalari, spor dis1 yaralanmalar ve tanimlanamayan

yaralanmalar olarak {i¢ tipe ayrilabilir. Meniskiis hasart olusturma riski en fazla olan spor
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futboldur, onu atletizm, Amerikan futbolu ve kayak izler ve spor yaralanmalaritiim meniskal
yaralanmalarinin% 32,4'inii olusturur. Spor dis1 yaralanmalar giinliik aktivitelerden kaynaklanir ve
% 38,8 orana sahiptir (Drosos & Pozo, 2004).Meniskiislerin travmatik lezyonlari sik olarak,
fleksiyon ve rotasyondaki dizin ekstansiyon pozisyonuna dogru hareket etmesi ile meydana
gelir. Medial meniskiis tibia lizerinde daha az hareketli oldugudan kondiller arasinda sikisip
yaralanabilir. En sik yaralanan bolge meniskiisiin arka boynuzu ve en sik goriilen yaralanma
tipi longitudinal yirtiktir. Yirtigin derinligi, uzunlugu ve pozisyonu yaralanma esnasindaki arka

boynuzun femoral ve tibial kondillere gére pozisyonuna baglidir (Miller, 2003).
Tedavi yontemleri

Meniskii yirtiklariin tedavisinde 6nceleri total menisektomi yaygin olarak kullanilan bir
yontemdi. Kisa siireli fonksiyonel iyilesme goriilmesine ragmen uzun siireli takiplerde artan
dejeneratif degisiklikler goriilmiistiir (Fairbank, 1948). En fazla dejeneratif degisikliklertotal
menisektomi sonrasi ortaya ¢ikmaktadir. Meniskiisiin 1/3'tiniin ¢ikarilmasinin bile, eklem
temas kuvvetlerini % 50 arttirdig1; total menisektominin ise uzun dénemde osteoartrit riskini
14 kat arttirdigr gosterilmistir (Roos ve ark., 1998). Meniskektomi eklem bogslugunda
daralmaya neden olur, rejenerasyon oranini diigiiriir, cevredeki kikirdak dokuda meydana gelen
dejeneratif degisikliklerde artisa ve dolayisiyla osteoartrit insidansinda artisa neden olur
(Fairbank, 1948; Jackson, 1968; Cox ve ark., 1975; McGinity ve ark., 1977; Allen ve ark., 1984;
Moon & Chung, 1988; Messner & Gao, 1998; Shelbourne & Dickens, 2007). Giiniimiizde
meniskiis yirtiklarinin tedavisinde en sik uygulanan tedavi artroskopik kismi menisektomidir
(Brindle ve ark., 2001). Bu tedavi, yirtik meniskiisten kaynaklanan mekanik bulgularin ortadan
kaldirilmasinda etkindir. Sonuglar total menisektomi ile karsilastirildiginda daha 1yi olmasina
ragmen dejenerasyon halen devam etmektedir (Burks ve ark., 1997; Shelbourne & Dickens,

2007).

Meniskiis iyilesmesine yardimei olmak igin, ¢esitli dikis yontemleri, bozunabilir doku
iskeleleri, hiicrelerin ve kan akisini saglayan kanallar gibi pek ¢ok yontem gelistirilmistir
(Ghadially ve ark., 1986; Zhang ve ark., 1988; Gershuni ve ark., 1989; Fox ve ark., 1993; Zhang
ve ark., 1995; Zhang&Arnold, 1996). Dikis teknikleri dokuyu yakinlastirabilir ve iyilesen
dokunun biiyiime siirecinde vaskiiler gecit kanallar1 saglayabilir. Erken donem dikis

calismalarinin ¢ogunda poliglikolik asit (PGA), poliglaktin veya polidioksanon (PDS) gibi
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absorbe olabilen dikislerin kullanilmistir. Fakat eklem hareketinin mekanik etkilerine karsi,
bozunabilen dikis iplikleri ile istenen destegin saglanamadig goriilmiistiir (Miller, 2003).

Meniskiis degisimlerinde kullanilan ilk metot transplantasyondur. Otogreft dokular
(hastadan alinan) ve allogreftler (insan kadavrasindan alinan) transplantasyonda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bursk ve ark., 1988; Arnoczky ve ark., 1992; Rath ve ark., 2001).
Transplantasyonun basaris1 dokunun saklanmasi, alicinin ve vericinin immiinolojik uygunlugu,
fiksasyon metodu, transplantin uzun siire biyolojik ve biyomekanik anlamda biitiinliigiini
korumasi gibi etkenlere baglidir (Jackson ve ark., 1992; Rodeo ve ark., 2000). Otogreft
transplantasyonunun immiin sistem tarafindan reddedilmemesi ve enfeksiyon olusturmamast
gibi avantajlart mevcuttur. Bunun yam sira doku boyutunda uyusmazlik uzun siiren cerrahi
islem dokunun alindig1 bolgede olusabilecek morbidite gibi dezavantajlar1 nedeniyle sorun
teskil etmektedir. Fakat allogreft transplantasyonunda bu sorunlar ortadan kalkmaktadir.
Otogreft transplantasyonu degerlendirmek ve allojenik transplantasyon avantajlarini gostermek
icin Stone ve ark. kopeklerde otojenik meniskiis transplantasyonu gerceklestirmistir. Bu
calismada meniskiis dokular1 diz ekleminden c¢ikarilmis ve yeniden ayni bolgeye implante
edilmistir. Deney sonucunda kopeklerin %50’sinde iyilesme olmasina karsilik iyilesme
bolgesinde kollajen anormallikleri tespit edilmis ve deneklerin %79’unda topallama
gozlemlenmistir (Stone ve ark., 1995).

Allogreftler literatiirde taze, kriyopreserve, taze donmus veya liyofilize olarak
tanimlanmistir. Liyofilize allogreft transplantasyonlarinda kikirdak hasarlari, sinovit gibi
istenmeyen sonuglarla karsilasilmis ve greftlerde kiigiilme saptanmustir. Taze ve kriyopreserve
allogreftler transplantasyon sirasinda canli hiicre igermeleri sebebiyle ESM iiretebilecegi gibi
immiinolojik reaksiyon olusturabilmeleri ¢ok yiiksektir (Peters & Wirth, 2003). Donmus
greftler daha az maliyetli ve daha az enfeksiyon riski tasgimasindan dolayi kriyopreserve
allogreftlere alternatif olusturmaktadir (Fabbriciani ve ark., 1997). Ayrica greftin donma-¢6zme
sayisinin, meniskiisiin kompresyona dayanma yetenegi iizerinde etkili oldugu gosterilmistir.
Tek bir dondurma-¢dzme dongiisiine tabi tutulmus meniskiislerin, dort kez dondurma-¢6zme
islemine tabi tutulan meniskiisten daha yiiksek bir Young modiiliine sahip olduklar
gosterilmistir (Lewis ve ark., 2008).

Verici hiicreleri ile alici hiicrelerinin yer degistirilmesinden (Arnoczky ve ark., 1992;
Jackson ve ark., 1993; Rodeo ve ark., 2000) bu yana fonksiyonel bir transplant icin ESM’in

korunmasi daha 6nemli hale gelmistir.
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Tablo 2.Meniskiis grefti kullanilan ¢aligmalar.

Model | Meniskiis | Kullamlan Bulgular Referans
otogreft
Periferdeyeniden vaskiilarizasyon ile
Keci Medial Meniskiis birlikte 1yilesme. Su icerigi % 6 artisi Jackson ve
ile proteoglikan icerigi artist ark.(1992)
Dokunun yenilenmesi ve
revaskiilarizasyonu. Kohn ve
Koyun Medial Patellar tendon | Normal meniskiis ile karsilastirildiginda | ark.(1992)
daha diisiik gerilme modiilii.
Meniskiisiin biiziilmesi ile baz1
dejeneratif degisiklikler
Infrapatellar | Normal dokuya gore diisiik gerilme
Koyun fat pad dayanimi1 Kohn
Medial Patellar Komplikasyon kikirdak dejenerasyonu | (1993)
_ tendon bulunmadi.
Insan )
Quadriseps
tendonu
Otogreft % 50' oraninda iyilesme. Stone ve
Kopek | Medial meniskils Onemli 6lciide kolajen ark.(1995)
dejenerasyonlari.
Semitendinou | Bir hastada hafif iyilesme. Johnson &
Insan Lateral s tendon(4) Eklem yiizeyi korunmadi ve iyilesme Feagin
N . (2000)
Patellar gozlenmedi.
tendon (1)
Meniskus Tiim deneklerde periferal iyilesme
Koyun | Medial otogreft (8) Meniskektomiye kiyasla defekt Szomor Ve
Meniskus boyutunda azalma. ark (2000)
allogreft (8) | Hafif yiizey fibrilasyonu ve fibrinoid
dejenerasyon.
Koyun | Medial Perikondriyum | Normalden diisiik gerilme dayanimi ve | Bruns ve
daha az yogun revaskiilarizasyon. ark.(1998)
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2.3 Doku Miihendisligi

Langer ve Vacanti doku miihendisligini, doku veya organlarin islevlerinin korunmasi,
yeniden diizenlenmesi, iyilestirilmesi ya da yeniden biyolojik dokularin olusturulmasi yéniinde
miihendislik ve temel bilimler ilkelerinin uygulanmasi olarak tanimlamigtir. (Langer ve
Vacanti, 1993). MacArthur ise Bringing the gap adli makalesinde “doku olusum prensiplerini
anlamak ve klinik uygylamalar i¢in fonksiyonel doku iiretiminde bu bilgileri uygulamak”
olarak tanimlamaktadir (MacArthur ve Oreffo, 2005).

Meniskiis doku miihendisligi, biyolojik ve biyomekanik o6zellikleri dogal meniskiis
dokusu ile uyumlu olan, ekleme zarar vermeyen bir {iriin gelistirmeyi amaglamaktadir. Bu
alanda pek cok calisma yapilmis fakat sinirli basarilara ulagilmistir. Meniskiisiin kendine 6zgii
fibriler dizilimi ve hiicre popiilasyonu nedeni ile taklit edilmesi zor bir dokudur. Ideal bir
meniskiis implanti, biyo-uyumlu, ¢evre dokularla etkilesimde, yeni damarlanmalara izin
verebilecek, yeni doku olusumu siirecinde eklem kikirdagina zarar vermeyecek, biyomekanik
olarak uyumlu ve doku beslenmesine izin verebilecek 6zelliklere sahip olmalidir. Sonug olarak
meniskiis doku miithendisliginde, doku iskeleleri ile birlikte kullanilan hiicre temelli yontem ve
dokudan endojen hiicreleri ayirarak hiicresiz doku iskeleleri kullanilan yontem olmak {izere
temelde iki yaklasim vardir. Hiicre kiiltiirii temelli yontemler ile kok hiicreler veya meniskal
hiicre tiplerinin 6zel kosullarda kiiltiire edilmesiyle ESM olusturmasi1 amag¢lanmaktadir. Bu
yontemler ile hiicreler arasi etkilesime olanak veren, toksik etki olusturmayan doku iskeleleri
kullanilmaktadir. Meniskiis yenilenmesindeki ideal bir yaklagim belirlenmemis olup her
yontem daha ileri aragtirmalar i¢in deger saglamaktadir.

Meniskiis dokusunun yapisal ve anatomik ozellikleri nedeniyle, fonksiyonel bir meniskiis
doku iskelesi elde edilmesi kadar iskelelerin hiicreler ile kiiltiire edilmesi de onemlidir. Bu
alanda farkli ¢aligmalar gergeklestirilmektedir. Mueller ve ark. bir ¢alismasinda meniskiis
dokusunda elde edilen hiicreleri KMI (Kollajen Meniskiis Implant) (CMI®, ReGen Biologics,
Hackensack, NJ, USA) iizerinde in vitro ortamda ¢ogaltmis ii¢ hafta sonrasinda kollajen doku
iskelesinin %50 oraninda biiziistiigii/azaldig1 goriilmiistiir (Mueller ve ark., 1999).
Immunohistokimya ¢aligmalarinda ise beyaz bdlgedeki hiicreler, hiicrelere kontraktil fenotip
veren alfa diiz kas aktin (0-DKA) proteini icin pozitif boyanmis ve miyofibroblastlar olarak
tanimlanmistir. Mueller ve ark. a-DKA’inin normal meniskal dokusundaki hiicrelerde % 10
oraninda mevcut oldugunu gdostererek bu hiicrelerin tek katmanli kiiltiirii boyunca tim

hiicrelerde a-DKA mevcut oldugunu belirtmistir (Mueller ve ark., 1999).
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Bir bagka in vitro ¢alismada ise insan kemik iliginden elde edilen MKH’ler ile tip I
kollajen doku iskelesi kullanilmistir. Bu ¢alismada MKH’ler kondrosit hiicrelerine
farklilagtirilarak tip I kollajen doku iskelesi icerisine enjekte edilmistir. Hiicrelerin doku
iskelelerine enjekte edilmesi, ylizeysel ekim ile karsilagtirildiginda ¢ogalan hiicrelerin sayica
daha ¢ok oldugu bulunmustur (Verdonk ve ark., 2006).

Ideal bir doku iskelesi temel olarak biyo-uyumlu ve yeni doku olusumu ile es zamanl,
kontrol edilebilir biyo-bozunur 0&zelliklere sahip olmalidir. Ayni1 zamanda hiicrelerin
tutunmasina, yeni doku gelisimine, besin maddelerinin ve atiklarin akisina olanak saglayan
yeterince biiyiik ve birbiri ile etkilesim halinde olan gozenekli ii¢ boyutlu yapida olmalidir. Bu
Ozelliklerin yaninda dogal doku ile uyumlu mekanik davranis géstermelidir (Hutmacher, 2000).

Doku iskelesi yapiminda ¢ogunlukla polimerler kullanilirlar (Dabrowskive ark., 2010;
Isikli ve ark., 2011). Doku miihendisliginde kollajen, polyester benzeri polihidroksilalkanoatlar
gibi dogal polimerler ve polilaktik asit (PLA), poliglikolikasit (PLGA) ve poli iiretan (PU) gibi
sentetik polimerler siklikla kullanilmaktadir. Dogal malzemelerin potansiyel avantajinin yani
sira inflamatuar ve antijenik dezavantaj olusturmaktadir (Furthmayer, 1976). Bu malzemelerin
uzun izolasyon ve saflagtirma islemleri sinirh fiziksel ve mekanik 6zellikler teskil etmektedir.
Tabloda 3’te goriildiigii gibi fibrin jeller, agaroz, seliiloz, hiyoluronik asit, ipek ve kollajen

meniskiis doku iskelesi uygulamalarinda kullanilmistir (Tablo 3).

Tablo 3.Dogal ve sentetik polimerler kullanilarak gelistirilen meniskiis doku iskeleleri.

Malzeme Hiicreler Sonuclar Referans
PGA-PLGA Fibrokondrosit GAG, kollajen iiretimi ve Ibarra ve ark.
(koyun) organizasyonu 1997
PGA Fibrokondrosit Hiicre proliferasyonu, GAG, kollajen | Aufderheide
(tavsan) tiretimi fakat diisiik mekanik and
dayanim Athanasiou,
2005
PGA-PLGA Meniskal Mekanik dayanimi yiiksek, meniskiis | Kang ve ark.
kondrositler benzeri doku olusumu fakat diisiik 2006
(tavsan) kollajen ve GAG iiretimi
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Tablo 3.Dogal ve sentetik polimerler kullanilarak gelistirilen meniskiis doku iskeleleri (devam).

PLLA Meniscus Artan eklem kikirdagi kondrosit Gunja and
hiicreleri ve orant ile kollajen tip II ve GAG Athanasiou,
eklem kikirdagi tretimi 2009
kondrositleri
PCL MKH Hiicre ekimi ile artan gerilme Baker ve ark
ozellikleri, yiiksek oranda kollajen 2011
fakat diisiik oranda GAG {iretimi
Tip I kollajen | Fibrokondrosit Tip II kollajen temelli yapilar hiicre | Mueller ve
Tip II kollajen | (s181r) sayisinda azalma, ¢ok sayida ark., 1999
kollajen ve GAG iiretimi
gostermistir.
Kollajen I- Fibrokondrosit ESM iiretimi, hizli yenilenme ve Martinek ve
GAG (Regen | (koyun) hiicre ekim sonrasinda ark. 2006
Menaflex) vaskularizasyon olusumu
belirlenmistir.
Kollajen Meniskal hiicreler | Hiicrelerin iyi yayilmasi ve ESM Gruber ve ark.
siinger (s1g1r (insan), TGFbeta | olusumu (2008)
derisinden)
Kollajen tipI | MKH (insan) Perfuzyon islemi ile hiicre Petri ve ark.
(KMI) kiiltiirtinde proliferasyon arttis1 ve 2012
hiicre farklilasmasi ile mekanik
uyarim
Kollajen I- Fibrokondrosit Biyomekanik o6zellikler hiicre ekimi | Ndreu-Halili
GAG (insan) ile gelistirilmis, kollajen tip I, II ve 2011

GAG iiretimi saptanmigtir.
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Tablo 3.Dogal ve sentetik polimerler kullanilarak gelistirilen meniskiis doku iskeleleri (devam).

Ipek fibroin Orta: insan eklem | Hiicre ekimi sonrasinda Mandal ve
kondrosit, basidayanimi gelistirilmis ve diistik | ark. 2011 a
Perifer: insan tip I, IT kollajen ve GAG iiretimi
dermalfibroblast . L
gbzlenmistir.
Mandal ve ark. 2011a ile Mandal ve
karsilastirildiginda daha da ark. 2011b

Mezensimal kok | . . ... .
tyilestirilmis basi dayanimi, yiiksek

hiicreler o
kollagen, GAG ve agrakan iiretimi
gozlenmistir.
Dinamik kiiltiir ile doku iskelelerinin | Marsano ve
periferinde yiiksek kollajen tip I ve ark. 2006 b
Hyaluronan Eklem . A
versican uretimi ve orta kisimda
kondrositler

kollajen tip I, II, agrekan iiretimi

belirlenmistir.

Giinlimiizde segmental meniskiis defektlerinin tedavisinde kullanilabilen iki adet sentetik
meniskiis doku iskelesi mevcuttur. Menaflex (ReGen Biologics Inc., Hackensack, New Jersey,
ABD), daha énceden sigir asil tendonundan elde edilmis kollajen meniskiis implant (KMI)
olarak bilinen doku iskelesinin, i¢ine hiicrelerin biiylimesini kolaylastirmak i¢in kollajen lifleri
GAG’larla zenginlestirilmis, meniskiisiin anatomik ve biyomekanik ozelliklerini taklit eden
gozenekli sentetik doku iskelesidir (Stone K. Prosthetic knee joint meniscal cartilage. US Patent
No. 4, 880). KMI’nin erken dénem tahribatlar1 sonrasinda gelistirilen Menaflex kopekler
tizerinde denenmistir. Yiiriitiilen ¢alismalarda erken sonuglar {imit vaat etse de bir y1l sonraki
degerlendirmelerde total menisektomi grubuna gore anlamli bir fark yaratamamistir (Stone ve
ark., 1995). Actifit (Orteq, Londra, Ingiltere) ise, gozenekli, biyo-bozunur, poliiiretan sentetik
bir doku iskelesidir. Yaklasik bes y1l icinde yavas bozunabildigi ve par¢alaninca toksik olmayan
bilesenlerin giivenle viicut disina atildigi soylenmektedir. Menaflex’e gore Actifit ile ilgili

caligmalar daha az olmakla birlikte; doku iskelesinin i¢inde meniskiis benzeri dokunun gelistigi,
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gosterilmistir. Actifit mensikal implant1 ile temas alaninin arttig1 ve temas basinglarinin parsiyel
menisektomili dizlere gore azaldig1 gosterilmistir (Brophy ve ark., 2010). Daha sonra yiiriitiilen
koyun meniskiis defekti caligmasinda doku iskelesinin altinda kalan eklem kikirdag iizerine
olumsuz bir etkisi olmadig1 ve parsiyel menisektomi ile benzer sonuglar verdigi saptanmistir
(Maher ve ark., 2010). Fakat ayn1 ¢aligmada eklemin orta hattina yakin kikirdak hasar1 gelistigi
gozlenmis ve bu durumun yetersiz yiik transferi veya asir1 yiiklenmelerin eklem yiizeylerinde
yogunlagsmasi nedenli olabilecegi diisiinlilmiistiir (Rongen ve ark. 2014).

Poliuretan kullanilarak iiretilen doku iskeleleri ile yiiriitiilen ilk klinik ¢alismalarin
sonugclari, implantin biyo-uyumluluk gosterdigi ve doku biiyiimesine olanak verdigini ortaya
koymaktadir (Verdonk ve ark., 2011). Verdonk ve ark. ICRS (International Cartilage Repair
Society) evreleri ikinin altinda olan 52 hastada yiirtittiikleri iki y1l takipli calismasinda; alt1 ayin
sonunda hastalarda anlamli ve klinikle uyumlu fonksiyonel iyilesme oldugu ve bu degerlerin
ikinci yildaki son takibe kadar giderek daha da iyilestigini bildirmislerdir (Verdonk ve ark.,
2012). Kikirdak yikimin azalmasi ve osteoartrit olusumunun engellenmesi gibi etkiler uzun
donem siiren ¢aligmalar sonucunda anlasilacagi ongoriilmektedir (McDermott ve ark., 2010;
Spencer ve ark., 2012).

Doku miihendisligi ¢aligmalari, yumusak ve sert doku iskeleleri gelistirmek igin bir¢cok
olasilik sunmaktadir. Ozellikle aselliilerizasyon yontemi ve onu takiben dokunun MKH’ler ile
canlilik kazanmasi, antijenite acgisindan, dokunun biyoaktif rol kazanmasinda c¢ok etkili bir

yontem olabilecektir.

2.4. Aselliilerizasyon

Aselliilerizasyon yontemi, dokunun hiicresel i¢eriginden arindirilmasi ve hiicresiz ESM’i
korunmus doku iskelesi elde edilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Aselliilerizasyon
yonteminde gesitli teknikler denenmis olup en sik kimyasal yontem kullanilmistir. Kimyasal
yolla hiicresel yapilarin uzaklastirilmasi islemi sonucunda ii¢ boyutlu yapisi iyi korunmus ESM
elde etmek amaglanmaktadir. Aselliilerizasyon islemi sonucunda elde edilen ESM fonksiyonel
bir halde GAG, protein yapilar1 ve biiyiime faktorlerini icerirse daha ideal tasiyici olarak doku
mithendisliginde kullanilabilir (Mokry ve ark., 2013). Sentetik doku islekeleri, kolay
islenebilirligi, bilesenlerinin tam olarak bilinmesi ve pek ¢ok tliretim teknigine sahip olmalari
gibi avantajlarina karsilik hiicrelerin tutunmasi ve proliferasyonu agisindan dogal yapilar kadar

uygun destek verememektedir. Canli dokudan aseliilerizasyon yontemi ile elde edilen ESM’in

32



dogal doku 6zelliklerinin korunabilmesi ve canli sistemde bulunan hiicrelerin yerlesmesi ile
cogalmasi i¢in destek saglamasi ilham verici bir yaklasimdir. Boylelikle doku nakillerinde,
vericiden alinan dokulardan aselliilerizasyon yontemi ile dogal bir doku iskelesi elde
edilebilecek doku kaybi olan bolgeleye implante edildiginde alicinin hiicreleri i¢in uygun bir
ortam olusturulmus olacaktir. Bu yontem, hem doku nakilleri i¢in kaynak olusturabilecek hem

de dogal doku iskeleleri ile tedavi yontemi gelistirilmesine olanak saglayabilecektir.

Dokulardan hiicrelerin arindirilmasi i¢in pek ¢ok aselliilerizasyon yontemi gelistirilmistir.
Aselliilerizasyon siirecinde hiicrelerin dokulardan arindirilmasi kullanilan dokunun, kékenine
biyokimyasal yapisina ve aselliilerizasyon i¢in se¢ilmis fiziksel, kimyasal ve enzimatik ajanlara
baghdir. Islemlerin her biri dokunun mikro yapisim ve biyokimyasal ozelliklerini
etkilemektedir. Aselliilerizasyonun basarili olabilmesi dokularin mikro yapilarinin ve
biyokimyasal ozelliklerinin degistirilmeden ya da degisimin en aza indirilmesi ile ESM

biitiinliiglinlin korunmasina baglidir.

2.4.1. Aselliilerizasyon Ajanlari
Aselliilerizasyon i¢in kullanilan ajanlar fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
siiflandirilmaktadir. Uygulanacak yontem ve kullanilacak basamaklar dokunun hiicresel

yogunluguna, kalinligina, biyokimyasal yapisindaki molekiillere bagli olarak se¢ilmelidir.

2.4.1.1. Fiziksel Ajanlar

Fiziksel ajanlarin tek basina kullanildig1 yontemler mevcut olsa da dokudan hiicrelerin
arindirilmasina yeterli olmadigi goriilmektedir (Naal ve ark., 2008). Aselliilerzizasyon iglemine
yardimc1 olmasi i¢in fiziksel uygulamalar yapilabilir. Dondurma-¢6zme, dogrudan basing, ses
dalgalarinin kullanimi gibi yontemler fiziksel aselliilerizasyona ornek gosterilebilir (Gulati ve
ark.,1988; Freytes ve ark., 2008; Funamoto ve ark., 2010). Bu yontemler arasinda etkili yontem
olarak dondurma-¢6zme yontemi, hiicre icinde olusan buz kristalleri ile hiicrelerin
par¢alanmasina ve dokularin acilmasi ile birlikte kimyasal ajanlarin doku igerisine

girebilmesini saglayarak aselliilerizasyon islemine yardimci basamak olusturmaktadir.
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2.4.1.2. Kimyasal Ajanlar

Asitler ve Bazlar

Asit ve bazlar biyolojik molekiillerin hidrolitik yikimini saglayarak hiicresel bilesenleri
¢ozer. Fakat asit ve bazlarin kullanimi doku i¢in 6nemli hasarlara neden olacagindan dikkatlice
secilmelidir. Ornegin, asetik asit siilfatlanmis GAG’lara zarar vermezken, kollajen fibrillerde
hasara neden olur (Dong ve ark., 2009). Perasetik asit (PAA) ise yaygin olarak dezenfeksiyon
ve sterilizasyon amaciyla kullanilmaktadir. ESM {iizerinde hasara neden olmadan nuklear
kalintilarinin uzaklagtirilmasindan dolay1 aselliilerizasyon ajani olarak kullanilabilmektedir
(Hodde ve ark., 2007). Bazlar deri aselliilerizasyonunun erken basamaklarinda killarin
uzaklastirilmasi i¢in kullanilmig fakat biiyiime faktorlerini dokudan uzaklastirmasi ve kollajen
fibrillere zarar vermesi nedeniyle mekanik 6zellikler olumsuz olarak etkilenmistir. (Reing ve
ark., 2010).

Hipotonik ve Hipertonik Cozeltiler

Hipertonik ve hipotonik c¢ozeltiler dokular iizerinde osmotik sok etkisi gostererek
hiicrelerin parcalanmasina neden olur (Cox and Emili ve ark.,2006.) Maksimum osmotik etki
icin hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler dongii halinde dokudan gegirilebilir. Bu ¢ozeltiler ayrica
pargalanan hiicrelerin dokulardan uzaklastirilmasina da yardimer olurlar. Tek basina hipotonik
ve hipertonik ¢ozeltiler dokudan hiicrelerin ayrilmasinda etkili olmazlar ve deterjanlar ile

birlikte kullanildiginda daha etkili sonuglar verirler (Yang ve ark.,2009).

Deterjanlar

Dokularin aselliilerizasyonunda iyonik, iyonik olmayan deterjanlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Deterjanlar hiicre zarmi ¢ozerek proteinleri denatiire etmesinden dolay1
aselliilerizasyon i¢in 6nemli bir basamak olusturur. Dokularin hiicrelerden arindirilmasinda
deterjana maruz kalma siiresi ESM’in zarar gérmemesi i¢in 6nemli bir faktordiir. Ayrica farkl
deterjan kombinasyonlarinin kullanilmasi, ESM’in hasar gormesi ile sonuglanmaktadir (Rieder

ve ark., 2004).

SDS hiicre ve nukleus zarini1 parcalayarak ESM proteinlerini denature etmektedir.
Aselliilerizasyon yontemi i¢in oldukca uygun ozelliklere sahip oldugu pek c¢ok calisma ile
gosterilmistir (Reing ve ark., 2010; Lumpkins ve ark., 2008; Stapleton ve ark., 2008; Deeken
ve ark., 2011). SDS'nin hiicre ve niiklear icerigi etkili bir sekilde kaldirdig1 gosterilmistir ancak,
ayn1 zamanda GAG, biiyiime faktorleri ve kollajen fibrillere zarar verebilmektedir (Reing ve

ark., 2010; Lumpkins ve ark., 2008; Stapleton ve ark., 2008; Deeken ve ark., 2011). Yiiksek

34



konsantrasyonlarda kullanilan SDS sadece hiicre igerigini ortadan kaldirmakla kalmaz ayni
zamanda ESM proteinlerine ve kollajen fibrillere zarar verebilir. Diisiik konsantrasyonlar bu
zarar1 en aza indirmek i¢in tercih edilmelidir. SDS’nin yam sira Triton X-100 hiicreleri
parg¢alamak amaciyla sik kullanilan iyonik olmayan bir deterjandir (Reing ve ark., 2010; Yang
ve ark., 2009;). Doku icerisindeki protein-protein etkilesimlerine zarar vermeden dokunun
hiicresel icerigini kaldirabilir. Fakat bu etki ince dokularin aselliilerizasyonu i¢in Onerilebilir,

bobrek, karaciger gibi daha yogun dokularin aselliilrizasyonu i¢in yetersiz kalmaktadir.

2.4.1.3. Biyolojik Ajanlar
Enzimler

Aselliilerizasyon isleminde sik kullanilan enzimler hiicresel igeriklerin ve ESM
bilesenlerinin uzaklastirilmasinda oldukea etkilidir. Tripsin hiicresel yapilarin uzaklastiriimasi
amaci ile kullanilan proteolitik enzimdir. Fakat tripsinden kaynaklanan matriks hasar1 dokunun
hem mekanik hem de biyolojik 6zelliklerinde degisime neden olur (Yang ve ark., 2009).
Niikleazlar DNA ve RNA'y1 parcalayarak niiklear maddenin dokulardan ¢ikarilmasina yardime1
olmak i¢in kullanilir. Enzimlerin niikleer maddeye erisebilmesi i¢in hiicrelerin pargalanmasi
gerekir, dolayisiyla niikleaz basamaklar1 bir protokoliin sonuna dogru uygulanir. Daha verimli
parcalanma ve dolayisiyla DNA'nin daha verimli ¢ikarilmasi i¢in Benzonaz gibi kisitlama
icermeyen endoniikleazlar kullanilabilir (Petersen et al., 2010). Ayrica dokunun enzimler ile
muamele edilme siiresi de dikkate alinmasi gereken bir noktadir. Uzun inkiibasyon donun
ESM’ine zarar verirken kisa inkiibasyon ise hiicresel icerigin dokudan tamamen
uzaklastirilmasini onler.

Enzimatik Olmayan Ajanlar

Etilendiamintetra asetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA) gibi
selatlayict ajanlar daha hassas bir aselliilerizasyon i¢in kullanilmaktadir. Bu maddeler Ca ve
Mg gibi iyonlar tutabilme 6zelligi sayesinde ESM proteinlerinden hiicrelerin ayrilmasini
kolaylastirir (Klebe, 1974). Bu ajanlar diger aselliilerizasyon ajanlariin hiicreleri pargalamasi
ile ortaya ¢ikan endojen proteinazlardan ESM’1i korur (Booth et al., 2002).

Uygun bir aselliilerizasyon iglemi i¢in secilen yontemler ve bahsedilen tiim ajanlar
aselliiler hale getirilecek dokunun ozellikleri dogrultusunda belirlenmelidir. Dokularin
aselliilerizasyonu her dokunun sahip oldugu ESM proteinleri, kollajen yapilar1 ve hiicresel

icerigine bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirmanin tipi
Bu tez caligmasi onarimi miimkiin olmayan meniskiis doku yaralanmalarinin

iyilestirilmesi {izerine planlanmis arastirmaya yonelik deneysel bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirma yeri ve zamani

Aragtirma Dokuz Eyliil Universitesi'nde Biyomekanik Anabilim Dali, Biyokimya
Anabilim Dali ve Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 ortakligr ile 9.10.2014-10.6.2017
tarihleri arasinda yiiriitiilmistiir.

3.3. Arastirmanin evreni ve orneklemi

Bu tez calismasi insan tlizerinde degil deney hayvanlari kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4. Calisma materyali
Calismada deney hayvanlari (tavsan) kullanilmistir. 2,5-3 kg agirligindaki 30 adet Yeni

Zellanda Beyaz Tavsam Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim
Dali’ndan temin edilmistir. Temel deney materyali olarak ise tavsan meniskiisleri ve tavsan
kemik iliginden elde elde edilen hiicreler kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin degiskenleri

Deney gruplarn su sekilde siralanmistir;

Grup 1 (n=10): Bu c¢alisma grubu; kontrol grubu olarak tasarlanmistir. 10 adet tavsanin
sag dizlerindeki medial meniskiisler uygun cerrahi islem ile ¢ikarilip herhangi bir isleme
tabitutulmadan incelemeye alinmistir. Boylelikle diger gruplardaki meniskiis dokularinin
histolojik, biyokimyasal ve biyomekanik oOzellikleri dogal meniskiis dokular1 ile
karsilastirilmistir.

Grup 2 (n=10): Bu grup; aselliilerizasyon deney grubu olarak tasarlanmistir. 10 adet
tavsanin sag dizlerindeki medial meniskiisler uygun cerrahi islem ile ¢ikarilip %0.1 g/mL SDS
(sodyumdodesilsulfat) ile aselliiler hale getirilmistir. Aselliiler meniskiis dokular1 histolojik,
biyokimyasal ve biyomekanik olarak arastirilmustir.

Grup 3 (n=10) Bu grup; meniskiisii alinan tavsanlara, laboratuvar kosullarinda aselliiler
hale getirilmis meniskiis dokularinin, tekrar MKH’ler ile canlilik kazandirilmasi amaci ile
olusturulmustur. Ilk olarak, tavsanlarin sag dizindeki medial meniskiisler c¢ikartilarak
laboratuvar kosullarinda aselliiler hale getirilmistir. Bu isleme paralel olarak ayni tavsanlarin
kemik iliklerinden mezengimal kok hiicrelerin izolasyon islemi gergeklestirilmistir. MKH’lerin
tanimlanmasi ve farklilastirilmasinin ardindan aselliiler haldeki meniskiis dokularina ekimleri

gerceklestirilmistir. Aselliiler meniskiis dokularinin kok hiicreler ile yeniden farklilastiriimasi
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sonucunda meniskis
arastirilmustir.

3.6. Veri toplama araclar

dokusunun hiicresel,

biyokimyasal ve biyomekanik ozellikleri

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kitlerin listeleri ilgili

tablolarda gosterilmistir. (Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8)

Tablo 4. Caligmada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari.

Adi, Modeli

Cahismadaki Kullanim Amaci

Inkiibator/ Heraus, Heracell 150

Hiicrelerin inkiibasyonu

Santrifiij/ Hettich, Universal 32

Hiicresiispansiyonlarinin ayristirilmasi

Su banyosu/ Memmert, WB 7

Gerekli kimyasallarin ¢éziinmesi

Orbital ¢alkalayic1/ BioSan PSU 201

Cozeltilerin uzun siirelerde ¢alkalanmasi

Calkalayici inkiibator / Shellab SI16

Cozeltilerin istenen sicakliklarda uzun siire ¢alkalanarak

inkiibe edilmesi

Etiiv / Memmert

Kimyasallarin istenen sicakliga getirilmesi

Hassas terazi / Denver Ins. S1234

Kimyasallarin tartimi

Manyetik karistiric1 / Labart SHS

Kimyasallarin karigimi

pH metre / Hanna

Cozeltilerin pH ayarlanmasi

Distile su cihaz1 / GFL 2004

Distile su eldesi

Derin dondurucu-20°C / GLE30

Kimyasallarinsaklanmasi

+4°C buzdolabi/ Indesit, T5

Kimyasallar ve hiicre kiiltiirii ortamlarinin saklanmasi

-40 °C derin dondurucu / GLE30

Kimyasallalarin saklanmasi

Mikrodalga firin / Galanz

Immunohistokimyada “antigen retrieval” islemi

Otoklav / Nuve OT/O32

Hiicre kiiltiiriinde gerekli malzemelerin sterilizasyonu

Azot tanki / Airluquid GT18

Hiicrelerin ve dokularin uzun sure saklanmasi

Laminer flow/ Nuve, MN 120

Hiicre kiiltiiriinde steril ortamin saglanmasi
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Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari (devam).

Ters-faz mikroskop / Olympus
CKX41SF, Japonya

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicrelerin izlenmesi

Fluoresan Mikroskop

Immnunfluoresan goriintiilemeler

Isik mikroskoskobu / Olympus
BHS50

Histolojik incelemeler

Mikrotom /RM 2255, Leica

Histolojik kesitleri alinmasi

Digital kamera / Olympus DP71

Histolojik goriintiileme

Akis sitometre / Facs Aria I11/ BD
Bioscience

Hiicre yiizey isaretleyicilerinin analizi

Plak okuyucu (BioTek ELX 800)

96 kuyulu plaklarin absorbanslarinin okunmasi

Schimadzu AG-10

Biyomekanik analizler

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar ve kullanim amaclari.

Ad1

Cahismadaki Kullanim Amaci

Tris-HCl/Applichem

Hiicresizlestirme tampon bileseni

Sodium dodesil siilfat (SDS)/Applichem Hiicresizlestirme tampon bileseni

Etanol/Sigma Hiicresizlestirme tampon bileseni
EDTA/Applichem Hiicresizlestirme tampon bileseni
DAB kromojeni/Roche Immiinohistokimyasal arastirmalarda tampon

bileseni

Hidrojen peroksit/Bio Optica

Immunohistokimyasal arastirmalarda tampon
bileseni

Sitrat tamponu

Immunohistokimyasal arastirmalarda tampon
bileseni

Hematoksilen & eosin/Bio Optica

Histolojik ¢alismalarda nukleus/stoplazma
boyasi

Etanol/Merck

Rutin doku takibinde dokularin yikanmasi
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar ve kullanim amagclar1 (devam).

Aseton/Merck Rutin doku takibinde dehidrasyon iglemi
Ksilol/Merck Rutin doku takibinde seffaflagtirma islemi
Formaldehit Rutin doku takibinde dokularin fiksasyonu
Parafin Rutin doku takibinde dokularin gémiilmesi
DMEM ortami/Biochrome MKH’lerin izolasyon asamasindaki besi ortami

bileseni

MEM ortami/Biochrome

MKH’lerin fibroblast hiicrelerine
farklilagtirllmasinda ortam bileseni

Fetal Bovine Serum (FBS)/Biochrome

Hiicrelerin biiylime ortami bileseni

PBS/Biochrome

Yikama ¢ozeltisi

L-Glutamine /Biochrome

Hiicrelerin biiylime ortami bileseni

Penisilin-streptomisin-amfoterisin
karigimi/Biochrome

Hiicrelerin biiyiime ortami bileseni

Tripsin/EDTA/Biochrome

Pasajlama isleminde hiicrelerin kaldirilmasi

Biocoll-Ayirma ¢ozeltisi/Biochrome

MKH’lerin izolasyonu

Deksametazon/Applichem

MKH’lerin adiposit ve kondrosit
farklilastirilmasinda besi ortami bileseni

Askorbik asit/Applichem

MKH’lerin kondrosit farklilastirilmasinda besi
ortami bileseni

Insiilin/Biochrome

MKH’lerin kondrosit farklilastirilmasinda besi
ortami bileseni

basic-FGF/Cell Signaling

MKH’lerin fibroblast farklilastirilmasinda besi
ortami bileseni

Indometasin/Cell Signaling

MKH’lerin adiposit farklilastirilmasinda besi
ortami bileseni

IBMX (3-izobiitil-1-metilksantin)/Cell
Signaling

MKH’lerin adiposit farklilagtirilmasinda besi
ortami bileseni
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasallar ve kullanim amaclar1 (devam).

Insiilin-Transferrin-Selenyum
karisimi/Cell Signaling

MKH’lerin adiposit ve kondrosit
farklilagtirllmasinda besi ortami bilegeni

TGF-betal/Cell Signaling

MKH’lerin kondrosit faklilagtirilmasinda besi

ortami bileseni

DAPI boyasi/Applichem

Dokularin niikleotit boyamasi

Flow cytometry i¢in yikama soliisyonuBD

Akim sitometri analizinde yikama soliisyonu

CD29, CD34, CD45, CD90, CD73,
CD117, HLA-DR Antikorlari/Abcam

Akis sitometrik analizlerdeki monoklonal
antikorlar

Tip I-1I kollajen antikoru

Immiinohistokimyasal boyamasi

Agrekan/ Vimentin antikoru

Immiinohistokimyasal boyamasi

25 ve 75¢m? Flask/Greiner

Hiicre kiiltiirii kaplari

15 ve 50 mL tiipler/Greiner

Hiicre kiiltiirii ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

6-24-96 well plate/Greiner

Hiicre kulturt ve hiicre canlilik analizleri

Tablo 6. Calismada kullanilan kitler ve kullanim amaglari.

Ad1

Cahsmadaki kullanim amaci

Massson trikrom kit/Bio-Optica

Kollajen boyamasi

Alcian blue kit/Abcam GAG boyamasi

Oil Red O/Abcam Yag hiicrelerinin boyanmasi
DNA izolasyon kiti/M&N NucleoSpin Tissue | Total DNA 6l¢iimii

GAG ol¢iim kiti/Amsbio Total GAG 6l¢iimii

Kollajen ol¢iim kiti/QuickZyme

Total kolajen 6l¢timii

XTT hiicre canlilk 6l¢tim kiti/Cell Signaling

Hiicrelerin canliliginin 6l¢iilmesi

LDH Sitotoksisite analiz kiti/Roche

Hiicrelerin toksisite analizi
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3.6.1. Yontem

3.6.1.1. Meniskiislerin elde edilmesi
Tavsanlar, cerrahi operasyon dncesi intramuskular yol ile 5 mg/kg ksilazin ve 35 mg/kg

ketamin verilerek anestezi altina alinmustir. Deri dezenfekte edilerek, kaslara zarar vermeden
medial parapatellar artrotomi yontemi ilediz acilmistir (Rijk ve ark., 2008). Boylece meniskiis

dokular elde edilmistir.

3.6.1.2. Aselliilerizasyon islemi
Tavsan meniskiis dokularinin aselliilerizasyon islemi i¢in iki farkli yontem kullanilmistir.
[k olarak tavsan meniskiis dokular1 sadece kimyasal aselliilerizasyon yontemi (Sandmann ve
ark., 2008) ile icerisinde sodyum dodesil sulfat (SDS) deterjani bulunan ¢ozelti i¢inde 15 giin
stire ile 37 °C’de bekletilmistir. Ardindan tabloda goriildiigii gibi distile su ile yikama ve %70
etanol ile sterilizasyon asamalar1 sonrasinda incelenmistir. Tiim basamaklar kimyasallarin

orneklere iyi bir sekilde niifuz edebilmesi i¢in ¢alkalayict inkiibatorde gerceklestirilmistir.

Tablo 7. Aselliilerizasyon yontemi (1)

1. giin distile su ile yitkama | 37 °C*de, 24 saat Yikama

2-14. giinler aras1 | %1, %2, %5 SDS 37 °C‘de, 15 giin Aselliilerizasyon
15. giin distile su ile yitkama | 37 °C*de, 24 saat Yikama

16. giin %70 etanol oda sicakliginda 24 saat | Sterilizasyon
17-18-19. giinler PBS 37 °C‘de, 3 giin Yikama

Tez caligmasinda kullanilan diger yontem ise fiziksel, kimyasal, enzimatik yontemlerin
hepsini iceren ¢cok asamali aselliilerizasyondur. Yontem, Stapleton’un yonteminde degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Meniskiis dokular1 tavsanlardan elde edildikten sonra, ilk olarak
dondurma ¢6zme islemine tabi tutulmustur. Bu islem -20 °C’de dondurma ve oda sicakliginda
tamamen coziilene kadar ¢cozme olacak sekilde 3dongii halinde gerceklestirilmistir. Bu agsama
dokulara hipotonik tampon (10 mM tris HCl, 10 KIU/mL Aprotinin ve %0.1g/mL EDTA)
eklenerek tekrarlanmistir. Daha sonra, dokular hipotonik ¢ozelti icerisinde 37°C’de 24 saat
yikanmistir. Kimyasal basamakda dokular, hipotonik tampona %0.1 g/mL SDS eklenerek 45
°C’de 48 saat boyunca ve ardindan PBS, 10 KIU Aprotinin ile oda sicakliinda 24 saat boyunca
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yikanmistir. Bu basamagi enzimatik basamak izleyerek nukleaz tamponu 3 kez (50 mM tris
HCL21 mM MgClz, 50 pg/mL BSA, 50 U/mL DNAaz, 1 U/mL RNAaz) kullanilarak dokular
37 °C’de 3 saat boyunca yikanmistir. Meniskiis dokular1 yikama ¢ozeltisi (PBS, 10KIU
Aprotinin, %0.1 g/mL EDTA) ile oda sicakliginda 24 saat boyunca yikanmis ve hipertonik
tampon (50 mM tris HCI, 1.5 M NaCl) icerisinde 37 °C’de 24 saat boyunca bekletilmistir.
Ardindan dokular yikama ¢o6zeltisi igerisinde oda sicakliginda 24 saat boyunca yikanmis ve
%0.1 g/mL perasetikasit (PAA) icerisinde 3 saat boyunca yikanarak dezenfekte edilmistir. Bu
asama sonrasinda sterilizasyona dikkat edilerek aseptik kosullar saglanmistir. Son olarak
dokular yikama ¢ozeltisi ile 45 °C’de, 37 °C’de ve oda sicakliginda yikanarak kimyasallardan
aridirilmistir. Tiim basamaklar ¢alkalayici inkiibatérde gergeklestirilerek tiim c¢ozeltilerin

dokulara niifuz etmesi saglanmstir.

Tablo 8. Aselliilerizasyon yontemi (2)

Dondurma-¢6zme -20 °C- oda sicaklig ] 3kez
Hipotonik tampon ile dondurma-¢6zme | -20 °C- oda sicakligi ] 3kez
Hipotonik tampon ile yikama +4 °C’de 24 saat
Hipotonik tampon ile yikama 37°C’de 24 saat
9%0.1 SDS ile aselliilerizasyon 45°C’de 48 saat
Yikama oda sicakliginda 24 saat
Nukleaz tamponu 37 °C’de 3 saat ] 3kez
Hipertonik tampon 37 °C’de 24 saat
Yikama 37 °C’de 24 saat
%0.1 PAA ile sterilizasyon oda sicakliginda 3 saat
Yikama 45 °C, 37 °C’de ve oda
sicakliginda 24 saat
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3.6.1.3. Aselliilerizasyon isleminin karakterizasyonu

3.6.1.3.1. Histolojik ve immunohistokimyasal arastirmalar

Tavsan meniskiis dokularininhiicresel icerikleri, kollajen fibriller ve GAG yapilar
aselliilerizasyon islemi sonrasinda incelenmistir. Dokular, rutin doku takibi i¢in dokular
formalin ile fiske edilmistir. 1 gece akarsu altinda yikanarak fiksatif uzaklastirilmistir. Ardindan
%70’den %96’ya dogru artan etil alkol serilerinden gecirilerek dehidre edilmistir. Bu islemi
takiben, 20’ser dakika 4 degisim aseton sollisyonundan gecirildikten sonra 2 kez xylolde 30’ar
dakika bekletilenmistir. Rutin doku takibindeki islemler 60°C’de etiivde gergeklestirilmis ve
son olarak dokular parafine gémiilmiis ve dondurulduktan sonra 5 pum kesitleri alinarak
boyamaya hazirlanmstir.

Hematoxilen&eosin boyamasi i¢in, Sum parafin kesitler alinmig ve deparafinizasyon
islemi i¢cin 60°C’del gece etlivde birakildiktan sonra, 20 dakika ii¢ degisim ksilol uygulanmustir.
Dehidratasyon islemi i¢in %95’den %70’e dogru azalan etil alkol serilerinden gegirilen kesitler
10 dakika akarsu altinda yikanmistir. Hematoksilen ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklastirilmast i¢cin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin boyasi ile
boyanarak sirasiyla %80 ve %95 alkol serilerinden gegirilip kurutulan kesitler seffaflastirma
islemi sonrasinda sonra entellan ile kapatilarak 1s1ik mikroskobunda incelenmistir (Sun, ve ark.,
2012).

Ayrica Masson tricrome boyamasi yapilarak kollajen yapilar gézlemlenmistir. Bu islem
icin doku takibi sonrasi deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler biri
etiivde olmak iizere ti¢ farkli ksilolde 20’ser dakika tutulmustur. Azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler distile suda c¢alkalandiktan sonra Masson Trikrom boyama setiboyanmuistir.
Boyama icin, dokular iizerine Weigert’s iron hematoksilen A soliisyonu ile Weigert’s iron
hematoksilen B ¢ozeltisi damlatilarak nukleuslarin boyanabilmesi icin 10 dakika bekletilmistir.
Yikama islemi yapilmadan preparatlar kurutulduktan sonra Pikrik asit alkolik C ¢ozeltisi
damlatilarak 4 dakika bekletilmis vedistile su ile hemen yikandiktan sonra kesitlere uygulanan
Ponceau asit fuksin azofloksin D soliisyonu 4 dakika bekletilerek hiicre sitoplazmalarinin
boyanmasi saglanmistir. Preparatlar distile su ile yikandiktan sonra Fosfomolibdik asit E
cozeltisi damlatilarak 10 dakika bekletilmis ve yikama yapilmadan Masson anilin blue F
sollisyonudamlatip 5 dakika bekletilerek bag dokusunun boyanmasi saglanmistir. Boyamanin
ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden geg¢irilmis ve ksilol ile

seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatilarak ve 151k mikroskobunda incelenmistir.
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GAG yapilarinin gozlenmesi i¢in dokular Alcian blue ile boyanmistir. Bu islem i¢in doku
takibi sonrasi deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler biri etiivde olmak
tizere ti¢ farkli ksilolde 20’ser dakika tutulmustur. Daha sonra azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda calkalandiktan sonra 30 dk Alcian blue ile boyanmustir. Akarsu altinda 2 dk yikanan
kesitler distile su ile ¢alkandiktan sonra Nuklear fast red ile 5 dk boyunca yavasca kaynayana
kadar 1sitilip sogutuldu ve akarsu altinda 1 dk boyunca yikanmistir. Ardindan artan alkol
serilerinden gecirilmistir. Ksilol ile seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatilmis ve

151k mikroskobunda incelenmistir (Bjornsson, ve ark. 1993).

Immunohistokimyasal arastirmalar, kollajen Tip I, II, agrekan ve vimentin antikorlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu igslem i¢in, 6ncelikle 60 °C’lik etiivde 3 degisim 20’ser
dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edilmistir. Distile
suile 10 dakika boyunca yikanip dokuya zarar vermeden ¢evresi dakopen ile sinirlandirilmistir.
Antikorlar i¢in Tripsin soliisyonu i¢inde 37 °C etiivde 15 dakika bekletilen kesitlere, doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaci ile 5 dakika %3’liik hidrojen peroksit uygulanmistir.
Fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile
inkiibe edilip yikama yapilmadan kollajen tip LII, agrekan ve vimentin antikorlari ile 1 saat
+40°C’de inkiibe edilmistir. Fosfat tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis
sekonder antikorlar ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda enzim isaretli avidin-biyotin
kompleksi (streptavidin) 30 dakika boyunca uygulandiktan sonra reaksiyonun goriiniir hale
getirilmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) kullanilmis ve hematoksilen ile zemin boyamasi

yapildiktan sonra 151k mikroskobu ile incelenmistir (Sun, ve ark., 2012).

3.6.1.3.2. Biyokimyasal Arastirmalar
Total kollajen Analizi
Aselliilerizasyon islemi sonrasinda dokularin igerigindeki kollajen miktarlar1 Total
Kollajen Kiti (Quickzyme Biosciences, Leiden The Netherlands) ile hidroksiprolin-prolin
miktarma bagl olarak &l¢iilmiis ve dogal meniskiis dokusu ile karsilastirilmistir. Ik olarak
dokular tartilmis ve 6M HCI ile 95°C’de 20 saat boyunca hidroliz edilmistir. Ornekler
soguduktan sonra 13000g’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Dokular seyreltilmis ve uygun
standartlar kit talimatlarina bagl kalmarak hazirlanmistir. Ornekler 60 °C’de 60 dk. Boyunca
calkalayict inkiibatorde inkiibe edildikten sonra sogutulmus ve 570 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak dl¢giilmiistiir (Hanemaaijer R., ve ark. 2011).
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Total DNA Analizi

Aselliilerizasyon islemi sonrasinda dokulardaki DNA iceriginin degisip degismedigini
arastirilmistir. Meniskiis dokularindan DNA, NucleoSpin® Tissue kit (Macherey-Nagel) ile
ekstrakte edilip, 260 nm dalga boyunda UVnanodrop ile 6l¢iilmiistiir. ilk olarak dokular tartilip
kiiciik pargalara ayrilmis ve 25 uL Proteinaz K ¢ozeltisi icinde gece boyunca 56 °C’de hidroliz
edilmistir. Santriflij basamaklarindan geg¢irilen 6rneklerden saf DNA eliisyonu elde edilmis ve
260 nm dalga boyunda nanodrop ile DNA miktarlar1 6l¢iilmiistiir (Elder. ve ark. 2010).

Total GAG Analizi

Elde edilen aselliiler meniskiis dokusundaki glikozaminoglikan (GAG) miktarlar
metakromatik boya olanl,9 dimetilmetilen mavisi (1,9 DMMB) ile incelenmistir. Deney
prensibi, GAG’larin boyaya baglanmasi1 sirasinda absorpsiyon spektrumunda bir kayma
olusturmasina ve kaymanin siilfatlanmis glikozaminoglikan miktari ile dogru orantili olmasina
dayanir. Ornek degerleri, siilfatlanmis glikozaminoglikanlarin pg/ml, standart egri ile tespit
edilir. Deney kondroitin 4 ve 6 siilfat, heparin, keratin ve dermatan siilfatlar1 tespit eder. Doku
iskeleleri papain ile hidroliz edildikten sonra, 1,9 DMMB c¢ozeltisi eklenerek 530 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile GAG miktarlar1 6l¢iilmiistiir(Mort & Roughley, 2007).

3.6.1.3.3. Biyomekanik Testler

Meniskiis dokulariin biyomekanik testler ile mekanik 6zellikleri incelenmistir. Tez
calismasinin bu boliimiinde; aselliilerizasyon isleminin meniskiis dokusunun biyomekanik
Ozellikleri tizerindeki etkileri arastirtlmistir. Bu amagla, meniskiis dokularina, test cihazina
yerlestirilecek olan doku boyutlarina uygun ekipmanlar ile basing testleri uygulanmistir. 2,5mm
capinda biopsi kaniilii ile dikkatli bir sekilde meniskiis ornekleri kesilerek, indentasyon testi
icin silindirik numuneler elde edilmistir. Elde edilen meniskiis numunelerinin kalinliklar
Olctildiikten sonra, dokunun kaymamasi1 ve gergeklestirilecek test icin elde edilen standart
numunelere uyacak sekilde 6zel olarak tasarlanmis, 2,5mm c¢apinda paslanmaz celik bir pot
igerisine yerlestirilmistir. Standart meniskiis numuneleri 6zel olarak tasarlanmig pot igerisine
yerlestirildikten sonra, numunelere yine 2,5mm c¢apinda diiz uglu indenter ile basi yiiki
uygulanmistir. Bas1 deplasman parametresi 2mm ile sinirlandirilarak meniskiisiin malzeme
karekteristigi indentasyon testi ile belirlenmistir. Tim testler aksiyel yiik altinda
Elektromekanik Akiiator ile gergeklestirilmistir. (5 kN AG-X; Shimadzu, Japan) (Hayes ve ark.,
1972).
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Indenter Tip
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Sekil 17. Meniskiis dokulariin indentasyon testinin sematik goriiniimii ve test diizenegi.

3.6.1.3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.6.1.3.4.1. Kemik iligi aspirasyonu
Kemik iligi aspirasyonu i¢in; tavsanlar anestezi altina intramuskular yol ile 5 mg/kg
ksilazin ve 35 mg/kg ketamin verilerek alinmistir. Deri dezenfekte edilmis ve ardindan lumbar
bolgesinin arkasindan sirasiyla cilt, cilt alti, kemik zar1 ve kemige girilerek, kemik iligi heparin
iceren enjektor yardimi ile ¢ekilmis ve kemik iligi aspirasyonu elde edilmistir (Boo ve ark.,
2011)
3.6.1.3.4.2. tMKH’lerin izolasyonu ve karakterizasyonu
Tavsanlardan alinan kemik iligi PBS ile siispanse edilerek kemik iligi siispansiyonu
Biocool Seperation iizerinde tabakalandirilmistir. Mononiiklear tabaka toplanarak diistik glikoz
igeren, antibiyotik/antimikotik ile desteklenmis diisiik glikoz igeren Dulbecconun degistirilmis
eagle ortam1 (DMEM-LG; 1000 mg L_1D-glukoz) kullanilarak yikanmigtir. Hiicreler %10 FBS
(fetal sig1r serumu), %1 antibiyotik/antimikotik ve 200 mM glutamin ile desteklenmis biiyltime
ortami1 (DMEM-LG) ile 1x10° hiicre/cm? olarak flasklar1 kaplayacak sekilde kiiltiire edilmistir
(Tan S. L., ve ark. ). Izole edilen ve flasklara yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri inverted
mikroskopta calisma siiresince incelenmistir. Immiinofenotipik dzelliklerininbelirlenmesi i¢in
ylizey Dbelirtegleri ile isaretlenerek akim sitometrikanalizler —gerceklestirilmistir.
Farklilagmakapasitelerinin belirlenmesi i¢in ise kondrojenik, adipojenik ve fibroblastik olarak

hiicrelerfarklilastirilmistir (Sik-Loo Tan ve ark., 2013).
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tMKH’lerin akim sitometrik analizleri, 3. pasaj (P3) sonrasinda, FACS Arialll akim
sitometri cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicreler Acutase Cell detechment Solution
(StemCell, BD) kullanilark tripsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre sayimi yapilmis ve hiicre
sayis1 belirlendikten sonra (yaklasik olarak 5x10° hiicre) PBS icinde homojenize edilmistir.
tMKH’leri, fluoresan izotiyosiyonat (FITC)-, fikoeritrin(PE)-, allophycocyanin (APC)-,
fikoeritrin siyanin 5.5 (PECy>)- ile konjuge, CD 73 (APC - rabbit IgGix), CD 90 (FITC-
rabbit IgGi, k) hiicre ylizey isaretleyicilere pozitif ve CD 34 (PE — rabbit IgGi), CD 45
(PE/Cy>“rabbit IgG1, k), tavsan hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel monoklonal antikorlar ile
negatif isaretlenmistir. 15 dakika boyunca oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edilen hiicreler
1200 rpm’de 5 dk. santiriij edildi. Siipernatan uzaklastirilmis ve 500 pl hiicre yikama ¢ozeltisi
eklenip restispanse edilmistir (Shaofeng, ve ark. 2009). Siispansiyon halindeki hiicreler FACS
Aria III akim sitometri-hiicre ayrimlama cihazinda okutularak 6nce tanimlanmis ardindan hiicre
ayrimlama islemi yapilarak ayrilmistir. Ardindan FaxDiva Software programu ile veriler elde
edilmistir.

3.6.1.3.4.3. tMKH’lerin farkhlastirilmasi

tMKH ’lerinin Kondrojenik Farklilastirilmast

tMKH’lerin kondrojenik farklilagsmasi tMKH’lerin izolasyonundan itibaren 3. pasaj
sonrasinda gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda 3000 hiicre/cm? olacak yogunlukta
ekilen MKH’ler, icerisinde %10 FBS, %1 penisilin- streptomisin, 100 uM deksamethazon, 10
ng/ml TGFp (transforme edici biiylime faktorii-f1), 50 pg/ml askorbik asit ve 50 mg/ml
ITS+Premiks bulunan DMEM-HG kikirdaklasma ortamina ekilmistir. Hiicrelerin igerisinde
bulundugu medyum haftada iki kez degistirilerek 37°C ve %5 CO?2 igeren ortamda 2 hafta
boyunca Kkiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 2. haftasi sonunda, kondrositler tarafindan iiretilen
proteoglikanlarinvarliginin belirlenmesi i¢in alcian mavisi ile boyanarak kondrojenik
farklilasma belirlenmistir (Oliver ve ark. 2015).

Alcian blue boyamasi i¢in, kuyulardaki besiyerleri alindi ve 2 ml PBS ile yikandiktan
sonra 2 ml paraformaldehit eklenerek ve 45 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda
bekletilmistir. 45 dakika sonrasinda formalin uzaklastirilarak distile su ile 2 kez yikanmustir.
Kuyucuklara 3 ml alcian blue ¢ozeltisi eklenerek 45 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Boya PBS ile yikandiktan sonra alkol serileri (%25, %35, %50, %75, %90,

%100) ile yikanan kuyucuklar mikroskop altinda goriintiilenmistir.
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tMKH’lerinin Adipojenik Farklilastirilmasi

tMKH’leri adipojenik farklilagsmasi, tMKH’lerin izolasyonundan itibaren 3. pasaj
sonrasinda gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda 3000 hiicre/cm?* olacak yogunlukta
ekilen tMKH’ler; icinde %10 FBS, 0.5mM isobutil-metilksantin, 10-6M deksametazon, 10
pg/ml insulin, 200 uM indometazin ve 1% penisilin- streptomisin eklenmis MEM besi ortamina
ekilerek besi ortami haftada iki kez degistirilmis ve hiicreler 4 hafta boyunca 37°C ve %5 CO2
iceren ortamda kiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 4. haftas1 sonunda, intraselliiler yag damlaciklarinin
varliginin belirlenmesi i¢in adipojenik farklilasmay1 gosteren Oil red O ile boyanmustir (Oliver
ve ark. 2015).

Oil red o boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alinarak 2 ml PBS ile yikandiktan sonra
2 ml paraformaldehit eklenerek 45 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir.
45 dakika sonrasinda formalin uzaklastirild1 ve distile su ile 2 kez yikanmistir. Kuyucuklara
2ml oil red o ¢ozeltisi eklenerek karanlikta 45 dakika boyunca karanlikta oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Boya distile su ile 2 kez yikandiktan sonra hemotoksilen ile 1 dakika inkiibe
edildi ve kuyucuklar alkol serilerinden (%25, %35, %50, %75, %90, %100) gecirilerek

fiksasyon sagland1 ve hiicreler mikroskop altinda goriintiilendi.

tMKH’lerinin Osteojenik Farklilagtirilmast

tMKH’leri osteojenik farklilasmasi, tMKH’lerin izolasyonundan itibaren 3. pasaj
sonrasinda gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda 3000 hiicre/cm? olacak yogunlukta
ekilen MKH’ler; 100 nM dexamethasone, 0.05 uM askorbik asit, 10 mM§p-gliserofosfat, %1
penisilin- streptomisin ve %10 FBS iceren MEM Kkiiltiir medyumunda 37°C ve %5 COz iceren
ortamda kiiltiire edilmistir. Kiiltiir siiresi boyunca hiicrelerin medyumlar1 3-5 giin araliklarla
tazelenmis ve kiiltliriin 4. haftasinda hiicre dis1 kalsifikaston gosterilmesi amaciyla alizarin
kirmizisi ile boyanarak osteojenik farklilasma gosterilmistir (Oliver ve ark. 2015).

Alizarin kirmizis1 boyamast i¢in kuyucuklardaki besiyeri alinmig ve kuyulara 2 mIPBS
eklenip 1 dakika kadar bekletildikten sonra PBS uzaklagtirilmigtir. Sonrasinda kuyulara 2 ml
formalin eklenerek 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletilmistir. 45 dakika
sonrasinda formalin uzaklastirildi ve distile su ile 2 kez yikandi. Distile sudan sonra 2 ml
alizarin kirmizis1 soliisyonu eklenerek 45 dakika boyunca oda 1sisinda bekletilmistir. 45 dakika

sonrasinda boya alind1 ve distile su ile iki kez yikanarak mikroskopta incelenmistir.
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tMKH’lerin Fibroblastik farklilastirilmast

tMKH’lerin fibroblastik farklilasmasi tMKH’lerin izolasyonundan itibaren 2. pasaj
sonrasinda gergeklestirilmistir. Kiiltiir kabinda 3000 hiicre/cm? olacak yogunlukta ekilen
tMKH'’ler; icinde %10 FBS, 1ng/ml bFGF ve %! antibiyotik eklenmis a-MEM besiyerinde
kiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 3. giiniinde besiyerine Sng/ml oraninda TGF-f§ eklenerek, kiiltiir
islemi 37°C ve %5 CO: igeren ortamda2 hafta boyunca devam ettirilmistir. tMKH’lerin
fibroblastik farklilagsma potansiyellerinin belirlenebilmesi icin H&E ile boyanmistir (Oliver ve
ark. 2015).

H&E boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alinip 2 ml PBS ile yikandiktan sonra 2 ml
paraformaldehit eklenerek ve 45 dakika boyunca karanlikta oda sicaklifinda bekletilmistir.
Formalin uzaklastirilmasi i¢in distile su ile 2 kez yikanmistir. Kuyucuklara 2ml H&Ec¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edilmistir. Kuyucuklar tekrar distile su ile yikanip
alkol serilerinden (%25, %35, %50, %75, %90, %100) gecirilerek mikroskop altinda

goriintiilenmistir.

3.6.1.3.4.4. Aselliiler meniskiis dokularinin yeniden hiicrelendirilmesi
Meniskiis dokusunda kondrosit, fibroblast ve fibrokondrosit olmak iizere ti¢ farkl: hiicre
tipi goriilmektedir. Meniskiis dokusunun bu yapisindan dolay1 1-6 pasajlar arasinda olan
farklilagtirilmis hiicrelerden hiicre kokteyli (MKH+fibroblast+kondrosit) olusturulmus ve her
bir hiicre tipi igin 2x10° hiicre/cm? olacak sekilde, 3x3x2 mm?® boyutlarindaki meniskiis doku
iskelelerine hiicrelerin ekimi gerceklestirilmistir. Boylelikle dokunun dogal hiicre icerigini
bozmadan biyo-aktifliginin saglanmis ve hiicrelendirmenin gelisimi XTT Cell Viability Kit ile

canliliklari, LDH Cytotoxicity Detection Kit ile toksisite analizleriger¢eklestirilmistir.

Grup 1: Elde edilen doku iskelelerinin hiicrelendirilmesinde ilk olarak sadece fibroblast
hiicreleri kullanilmistir. Yukarida anlatildigr sekilde MKH’ler izole edildikten sonra fibroblast
hiicrelerine farklilagtirllmis ve ekimleri gerceklestirilmistir. Hiicreler 1-6 pasajlar arasinda,

3

2x10° hiicre/cm? olacak sekilde, 3x3x2 mm® boyutlarindaki aselliiler meniskiis doku

iskelelerine hiicrelerin ekimi gergeklestirilmisir.
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Grup 2:Elde edilen doku iskelelerinin hiicrelendirilmesinde ikinci grup olarak sadece
kondrositler kullanilmistir. MKH’ler izole edildikten sonra kondrosite farklilastirilmis ve
ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicreler 1-6 pasajlar arasinda, 2x10° hiicre/cm? olacak sekilde,

3x3x2 mm?® boyutlarindaki meniskiis doku iskelelerine hiicrelerin ekimi gerceklestirilmisir.

Grup 3: Bu grupta ise doku iskelelerine hiicre ekiminde {i¢ hiicre tipi kullanilmistir. 1-6
pasajlar arasinda olan farklilastirilmis hiicrelerden (fibroblast+kondrosit) ve farklilasmaya
almmayan MKH’lerden hiicre kokteyli olusturarak ve her bir hiicre tipi i¢in 2x10° hiicre/cm?
olacak sekilde, 3x3x2 mm?® boyutlarindaki meniskiis doku iskelelerine hiicrelerin ekimi

gerceklestirilmistir.

3.6.1.3.4.5. Doku iskelelerine ekilen hiicrelerin canhihk analizi
Doku iskeleleri tizerinde hiicre biiylimesi hiicre canlilik analizi ile izlenmis olup 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-diphenyltetrazolium bromiir formazan ile (XTT Viability Kit, Cell
Signaling Technology) tayin edilerek spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda ve
sitotoksisite analizi LDH Cytotoxicity Detection Kit (Roche) ile 490 nm dalga boyunda

Olciilerek doku iskelelerine hiicrelerin ekiminin ardindan 3, 7, 14. giinlerde gergeklestirilmistir.

3.6.1.3.4.6. Yeniden hiicrelendirilmis meniskiis dokularimin histolojisi
Aselliilerizasyon iglemi sonrasi yeniden hiicrelendirilen meniskiis doku iskeleleri
histolojik ve immiinolojik olarak 3.6.1.3.1. boliimde anlatildig1 sekilde incelenmistir. H&E
boyamasi iledokunun genel morfolojik yapisi, alcian blue boyamasi ile GAG yapilari, masson
trikrom boyalari ilekollajen fibriller, immunohistokimyasal yontem ile doku icerisindeki tip II,

II kollajen, agrekan ve vimentin yapilari incelenmistir.
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3.7.Arastirma Plam ve Takvimi:

Tez konusunun belirlenmesi ve literatiir aragtirmasi

Nisan 2013- Kasim 2013

4

Etik kurul izni ve yonetim kurulu onay1
Kasim 2013- Ekim 2014

2

Kimyasallarin temini ve meniskiis dokularinin
tavsanlardan elde edilmesi
Ekim 2014-May1s 2015

]

Aselliilerizasyon islemi ) N . . .
ve karakterizasyomu Histolojik Biyokimyasal Biyomekanik
May1s2015-Mayrs 2016 aragtirmalar aragtirmalar aragtirmalar
1
Hiicre kiiltiirii galismalari Tavsanlardan - Kok hiicrelerin izolasyonu
Haziran 2015-Nisan2016 |[=*| kemik iligi eldesi ve tanimlanmasi

4

Kok hiicrelerin aselliiler
dokulara ekimi
Kasim 2016-Aralik 2016

4

m) | Canlilik analizleri

Yeniden hiicrelendirilen aselliiler
dokularin biyo-uyumluluk

¢alismalari

Aralik 2016-Ocak 2017

m) | Toksisite analizleri

= | Biyokimyasal incelemeler

-

4

Histolojik incelemeler

Verilerin Toplanmasi, Degerlendirilmesi ve Tez Yazimi

Ocak 2017-Haziran 2017

4

Tez savunmasi — Temmuz 2017
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3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Her deney en az 3’er kez tekrarlanarak elde edilen tiim veriler SPSS 16,0 istatistik
programi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin analiz edilebilmesi amaci1 ile one-way ANOVA ve Mann Whitney U testleri

kullanilmis, p< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alinarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.9. Arastirmanin simirhhklar

Bu tez calismasinda tavsan meniskiis dokularinin aselliilerizasyonu in vitro olarak
degerlendirilmis ve sonuglari olduk¢a umut vericidir. Fakat ileri donem caligsmalarda in vivo
meniskiis transplantasyonu yapilarak aselliiler doku iskelelerinin canli sistem ig¢indeki
davraniglar1 da arastirllmas1 gerekmektedir. Tavsan meniskiis dokular1 insan meniskiis
dokularina gére boyut olarak kiiciik kalmaktadir. ileri calismalarda insan meniskiis dokularimnimn
da ayn1 yontem ile aselliiler hale getirilip in vitro kosullarda yeniden hiicrelendirilmesi ile biyo-

uyumluluk ¢alismalarinin gergeklestirilmesi meniskiis rejenerasyonu i¢in diisiiniilebilir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Bu tez calismasi, Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 20 Kasim 2013 tarihinde 4/22/2013 numarali toplantida 95/2013 protokol numarast
ile onaylanmustir.

Etik kurul onay formu EK-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

Dogal meniskiis dokusu hem fibriller dizilim hem de hiicresel kompozisyon olarak
heterojen Ozellikler gostermektedir. Doku icerigindeki hiicresel bilesenlerin dagilimi ile
kollajen fibriller olusur ve yonelimleri belirlenir. Bu nedenle meniskiis dokusu bolgelere
ayrilmis ve kendi icerisinde gruplandirilmaktadir. Tez ¢alismasinda histolojik boyamalar ile
elde edilen sonuglar, asagida sematize edildigi gibi, meniskiis dokusunun kirmizi, kirmizi-

beyaz, beyaz ve siiperfisiyel bolgeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 18).

Siiperfisiyal bolge

T

Kirmizi bolge
Beyaz bolge

Kirmizi-Beyaz bolge

Sekil 18. Meniskiis dokusunun bdlgelerinin sematiza goriiniimii.

4.1. Aselliilerizasyon isleminin Histolojik ve Immunohistokimyasal Bulgular
Yontem 1

Meniskiis dokuslarinin aselliilerizasyon islemi i¢in SDS deterjan1 kullanilarak sadece
kimyasal aselliilerizasyon yontemi uygulanmistir. Bu yontem ile meniskiis dokular1 19 giin
stiren kimyasal aselliilerizasyon islemine tabi tutulmustur. Dokular distile su ile yikanarak %1,
%2 ve %35 konsantrasyonlarinda SDS ile muamele edilmistir. Ardindan yikama islemleri ile

kimyasallardan arindirilarak HE boyamalari ile tim bolgeler incelenmistir.
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Sekil 19. Dogal meniskiis dokusunun HE boyamasi goriintiileri. (A) beyaz, (B) kirmizi-beyaz, (C)
kirmizi ve (D) siiperfisiyal bolgeler (Biiyiitme: 20x).

Sekil 20. % 1 SDS ile aselliilerizasyon islemi sonrast HE boyamasi goriintiileri. (A) beyaz, (B) kirmizi-beyaz,
(C) kirmiz1 ve (D) siiperfisiyal bolgeler (Biiyiitme 20x).
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Sekil 21. % 2 SDS ile aselliilerizasyon islemi sonrast HE boyamasi (A) beyaz, (B) kirmizi-beyaz, (C) kirmizi ve
(D) stiperfisiyal bolgeler (Biiyiitme 20x).

Sekil 22. % 5 SDS ile aselliilerizasyon islemi sonrast HE boyamasi (A) beyaz, (B) kirmizi-beyaz, (C) kirmizi ve
(D) siiperfisiyal bolgeler (Biiyiitme 20x).
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Dogal meniskiis dokusunun kirmizi, kirmizi-beyaz, beyaz, siiperfisiyal bolgelerinin
yogun hiicresel icerigi Sekil 19°da goriilmektedir. HE boyama sonuclarinda %1 SDS kullanilan
deney grubunda hiicrelerin biiyiikk cogunlugunun doku icerisinde kaldig1 ve aselliilerizasyon
yonteminin basarili olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 20). %5 SDS grubunda hiicrelerin ortadan
kaldirildig1 fakat yiiksek miktarda deterjan kullaniminin kollajen fibrillere ve dokunun
histomorfolojik yapisina zarar verdigi belirlenmis olup Sekil 21°de gdsterilmistir. %2 SDS
kullanimi1 ise kimyasal yontem ile aselliilerizasyon i¢in en uygun oran oldugu, hem dokuya
zarar vermedigi hem de biiyiik 6l¢iide hiicrelerin ortadan kaldirildigi gézlemlenmistir (Sekil
22). Fakat dokunun tiim hiicresel igeriginin kaldirilmasi i¢in yeterli olmadigi, kullanilan
kimyasal yonteme ek olarak farkli tamponlarin da eklendigi yeni bir yontem gelistirilebilecegi
diisiiniilmistiir. Bu nedenle fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin bir arada kullanildig1

farkli bir aselliilerizasyon yontemi denenmistir.

Yontem 2

Gelistirilen ikinci aselliilerizasyon yontemi meniskiis dokularinin fiziksel, kimyasal ve
enzimatik uygulamalarla muamele edildigi yontemdir. Fiziksel islemlerle meniskiis dokulari
dondurularak ¢oziilmiistiir. Meniskiis dokusunun siki paketlenmis fibriller yapisi bu iglem ile
nispeten agilmis, dokularin gevsemesini ve sonraki basamaklarda kullanilan kimyasallarin doku
icerisine daha iyi niifuz etmesini saglamaktadir. Kimyasal basamakta kullanilan SDS anyonik
deterjan1 meniskus dokusu ic¢indeki hiicreleri parcalamak amaci ile kullanilmistir. Hipotonik
tamponlar kullanilan ¢ozeltilerin ph degerinin sabit tutulmasini saglamistir. Ayrica tampon
icindeki proteaz inhibitorii olan EDTA ve aprotinin endojen proteinlerin ESM’e zarar vermesini
Onlemistir. Hipertonik tampon ise dokunun osmotik basinca maruz kalmasini saglayarak
hiicrelerin parcalanmasini saglayarak niiklear icerigi uzaklastirmistir. Kullanilan enzimler
(DNaz ve RNaz) kalan niiklear igerigi parcalamistir. Dokunun sterilizasyon asamasinda PAA
kullanilmis ve dokular dezenfekte edilmistir. Son basmakta birka¢ kez yikama islemi ile
kimyasallar dokulardan arindirilmistir. Boylelikle %0.1 SDS kullanimu ile fiziksel, kimyasal

ve enzimatik islemlerle aselliiler hale getirilmis doku iskelesi elde edilmistir.
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Sekil 23. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin H&E boyamasi goriintiileri. Dogal (A) ve aselliiler (B)

meniskiis dokularinin kirmizi bolgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokularinin kirmizi-beyaz bolgeleri,
dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularinin beyaz bolgeleri, dogal (G) ve aselliiler (H) meniskiis dokularinin

siiperfisiyal bolgeleri. Bog lakiinalar oklar ile gosterilmektedir.
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Fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin bir arada uygulandigi aselliilerizasyon
isleminde kontrol grubu ile karsilastirildiginda meniskiis dokularinin hiicresel igeriginin
kaldirildig1 ve lakiinalar igerisindeki hiicrelerin arindirildigr gézlemlenmistir. H&E boyamalari

sonuclarinda aselliilerizasyon isleminin basarili oldugu goriilmiistiir (Sekil23).

HE boyamalarina ek olarak kollajen, GAG yapilar1 da histolojik olarak incelenmistir.
Masson trikrom ve Toluidin blue boyamalarinda sirasiyla kollajen ve GAG yapilarinin

korundugu goézlenmistir.

Masson trikrom boyamasinda meniskiis dokusu icindeki kollajen demetlerin varligi
goriilmektedir (Sekil 23). Masson trikrom boyamasinda kollajen fibriller mavi, sitoplazma
kirmizi/pembe niikleuslar ise siyah/koyu mavi renkte boyanmaktadir. Sekil 24 de A,C.E ve G
goriintiilerinde islem gérmemis meniskiis dokusunun boyamalar1 B,D,F ve H goriintiileri ise
aselliilerizasyon islemi sonras1 boyamalardir. Dogal meniskiis dokular ile karsilastirildiginda
aselliilerizasyon islemi sonrasinda doku icerigindeki kollajen fibrillerin varligi tespit edilmistir.
Kollajen fibrillerin en yogun oldugu kirmizi alanlar aselliilerizasyon islemi sonrasinda da mavi

renge boyanmis ve fibrillerin zarar gérmedigi gosterilmistir.

Alcian blue boyamasinda doku igerigindeki proteoglikanlar mavi renge, hiyalin kikirdak
bolgeleri ise pembe renge boyanmaktadir. GAG yapilarinin meniskiis dokusunun tiim bolgeleri
incelendiginde doku igerisindeki dagiliminin 6nemli Ol¢lide degismedigi aselliilerizasyon
islemi sonrasinda mevcut oldugu gosterilmistir (Sekil 25). Dogal dokunun tiim bolgelerinde
daha parlak boyanan GAG yapilari aselliilerizasyon islemi sonrasinda biraz daha soluk olarak
boyanmustir. Aselliilerizasyon isleminin hiicresel igerigi dokudan uzaklastirmasi nedeniyle
hiicrelerin etrafindaki GAG'larin nispeten azaldigini sdylenebilir, fakat genele bakildiginda

meniskiis dokusu igeriginde hala GAG'larin bulundugu sonucuna varilmaktadir.

Immunohistolojik arastirmalarda meniskiis dokusundaki kollajen tip I, tip II, agrekan ve
vimentin yapilar1 incelenmistir. Doku genelinde koyu kahverengi olarak boyanan bu yapilar
hem islem gérmemis meniskiis dokusunda hem de aselliiler meniskiis dokusunda gézlenmistir

(Sekil 26,27,28,29).
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Sekil 24. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin Masson trikrom boyamalarinin goriintiileri. Dogal (A) ve

aselliiler (B) meniskiis dokularmin kirmizi bolgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokularinin kirmizi-
beyaz bolgeleri, dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularinin beyaz bolgeleri, dogal (G) ve aselliiler (H)

meniskiis dokularinin siiperfisiyal bolgeleri.
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Sekil 25. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin Alcian blue boyamalarinin goriintiileri. Dogal (A) ve aselliiler
(B) meniskiis dokularinin kirmizi bolgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokulariin kirmizi-beyaz
bolgeleri, dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularinin beyaz bdlgeleri, dogal (G) ve aselliiler (H) meniskiis

dokularinin siiperfisiyal bdlgeleri.
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Sekil 26. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin tip I kollajen boyamasi goriintiileri. Dogal (A) ve aselliiler (B)

T
N

meniskiis dokularinin kirmizi bdlgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokularinin kirmizi-beyaz bolgeleri,
dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularinin beyaz bolgeleri, dogal (G) ve aselliiler (H) meniskiis dokularinin
siiperfisiyal bolgeleri. Oklar tip I kollajen yapilarini igaret etmektedir.
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Sekil 27. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin tip II kollajen boyamasi goriintiileri. Dogal (A) ve aselliiler

(B) meniskiis dokularinin kirmizi bolgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokulariin kirmizi-beyaz
bolgeleri, dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularin beyaz bolgeleri, dogal (G) ve aselliiler (H) meniskiis
dokularinin siiperfisiyal bdlgeleri. Oklar tip II kollajen yapilarini isaret etmektedir.

Sekil 27 ve 28'de oklar ile gosterilen tip I ve tip II yapilarinin aselliilerizasyon igleminden
etkilenmedigi, islem gérmemis doku ile karsilastirildiginda aselliiler doku ile benzer oranlarda

boyandig1 belirtilmektedir.



Sekil 28. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin vimentin yapilarinin immunohistokimya boyamalar1. Dogal

(A) ve aselliiler (B) meniskiis dokularinin kirmizi bélgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokularmin
kirmizi-beyaz bolgeleri, dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularmin beyaz bélgeleri, dogal (G) ve aselliiler

(H) meniskiis dokularinin siiperfisiyal bolgeleri. Oklar vimentin yapilarini isaret etmektedir.
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Sekil 29. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin agrekan yapilarinin immunohistokimya boyamalari. Dogal

(A) ve aselliiler (B) meniskiis dokularinin kirmizi bélgeleri, dogal (C) ve aselliiler (D) meniskiis dokularmin
kirmizi-beyaz bolgeleri, dogal (E) ve aselliiler (F) meniskiis dokularmin beyaz bolgeleri, dogal (G) ve aselliiler

(H) meniskiis dokularmin siiperfisiyal bolgeleri. Oklar agrekan yapilarini isaret etmektedir.

Doku igerisindeki agrekan ve vimentin yapilart Sekil 28 ve 29'da oklar ile gosterilmistir.
Immunohistokimyasal boyamalar ile incelenen agrekan ve vimentin yapilarinin, dogal ve
aselliiler doku karsilastirildiginda tiim bolgelerde benzer olarak boyandigi ve zarar gérmedigi

sonucuna varilmistir.
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4.2. Aselliilerizasyon isleminin Biyokimyasal Bulgular
Total Kollajen iceriginin olgiilmesi
Aselliiler ve dogal meniskiis dokularinin kollajen igerikleri hidroksiprolin-prolin
miktarina bagli olarak ile spektrofotomektrik olarak ol¢iilmiistiir. Histolojik boyamalarda da
alian sonuglara es deger olarak meniskiis dokusundaki total kollajen igeriginin dogal meniskiis
dokusunda 45.53+0.41 ug/ml, aselliiler dokuda ise 42.90+0.30 ug/ml olarak bulunmustur (Sekil
30). Verilerin istatistiksel anlamliligt Man Whitney U Testi ile p<0,05 anlamlilik diizeyinde

degerlendirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Total GAG igeriginin olgiilmesi
Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin total GAG igerikleri 1,9 DMMB testi ile
Ol¢iilmiistiir. Sekil 30 da goriildiigii gibi GAG igeklerinin degismedigi gosterilmistir. Dogal
meniskiis dokusunda 9.45+0.60 ug/ml oranin GAG=+0.43 igerirken aselliilerizasyon islemi
sonrasinda 9 ug/ml oraninda GAG igerdigi gosterilmistir. Verilerin istatistiksel anlamliligi Man
Whitney U Testi ile p>0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmis ve istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamastir.

Total Kollajen Analizi Total GAG analizi
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W Dogal meniskiis ™ Aselliiler meniskiis Dogal meniskiis  Aselliler meniskis

Sekil 30. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularin total kollajen ve GAG igerikleri.
(Ort+SD, her kosul 6 kez tekrarlanmistir.)
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Total DNA igeriginin olgiilmesi
Histolojik boyamalara ek olarak meniskiis dokularinin aselliilerizasyon islemi 6ncesinde
ve sonrasinda total DNA igerikleri nanodrop ile 6l¢iilmiistiir. Sekil 28’de goriildiigii gibi dogal
meniskiis dokularmin total DNA igerigi 40.5 ng/ml olarak ol¢iiliirken aselliilerizasyon islemi
sonrasinda 10.02 ng/ml oraninda 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar Man Whitney U Testi ile
p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmis ve istatistiksel olarak anlamli azalig saptanmistir.

Total DNA Analizi

50 *
[ 1

ng/ul

Dogal meniskiis  Aselliiler meniskiis

Sekil 31. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularin total DNA 6l¢iimlerinin sonuglari.

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalig saptanmustir.)

4.3.Aselliilerizasyon Isleminin Biyomekanik Bulgular1

Biyomekanik testler Biyomekanik Anabilim Dali’nda gelistirdigimiz doku boyutuna
uygun ekipmanlar ile ger¢eklestirilmistir. Hayes ve ark. gelistirdigi asagida belirtilen denklem
sistemine dayali olarak indentasyon testleri ger¢eklestirilmistir.

E =P —-v?/2awk
Biyomekanik Test

p Yiik 1,400
a Indenter Cap1 = 1,200
i P = 1,000 I
\% Possion Oran1 Yumusak doku i¢in 0,45 S
©
w Indentasyon miktari g 0,800
h doku kalinlig1 @ 0,600
k a/h < 0,400
2 0,200
0,000

Dogal meniskiis  Aselliiler meniskiis

Sekil 32. Dogal ve aselliiler meniskiis dokularinin biyomekanik test sonuglari.
(Ort£SD, her kosul 6 kez tekrarlanmustir.)
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Biyomekanik testler ile islem gormemis ve aselliiler hale getirilmis meniskiis dokularinin
mekanik dayanimi dlgiilerek sirasiyla 1.199 N ve 1.056 N olarak bulunmustur. Biyomekanik
test sonuglari istatistiksel olarak Man Whitney U Testi ile degerlendirilmis ve p>0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Boylelikle aselliilerizasyon isleminde

dokunun mekanik dayaniminin degismedigi gosterilmistir (Sekil 32).

4.4. Hiicre Kiiltiirii Cahlsmalari

Aselliiler meniskiis dokularinin yeniden hiicrelerndirilmesi ve biyo-uyumluluk
ozelliklerinin arastirilabilmesi i¢in hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiiri
calismalar icin rejenerasyon kapasitesi yiiksek olan MKH’ler kullanilmistir. MKH’ler Yeni
Zellanda Beyaz tavsanlarinin kemik iliklerinden elde edilerek aseptik kosullarda ¢cogaltilmis ve

farklilagsma kapasiteleri incelenmistir.

4.4.1. tMKH’lerin izolasyonu
Kemik iliklerinden kok hiicreler izole edildikten sonra T-25 cm?’ lik flasklara ekilip
37°C’de %5 COzigeren inkiibatorde muhafaza edilmistir. Hiicrelerin besi ortamlar1 3-5 giin
arasinda tazelenmigtir. Sekil 33'de gosterildigi gibi hiicreler fibroblast benzeri igsi yapiya

sahiptir.

Sekil 33. Tavsanlarin kemik iliklerinden ayrilan hiicrelerin 2. 4. ve 7. giinlerdeki goriintiileri. (a) 2. giin, (b) 4.
giin, (c) 7. glin. Biiyiitme 20X.

67



Hiicrelerin ¢ogalmasi ve morfolojik 6zellikleri inverted mikroskop ile takip edilmistir.
Sekil 34’de kiiltiir kabinin yiizeyine yapismis olan hiicrelerin ikinci giinde tek tek sonraki
giinlerde koloni olusturup ¢ogaldiklar1 goriilmiistiir. 7. giinde hiicreler kiiltiir kab1 ylizeyinde
yaklasik % 70 yogunluk gdsterdiginde pasajlama islemi yapilmistir. Birinci kiiltiir sifirinci
pasaj (PO) olarak kabul edilerek ii¢ kez pasajlama (P1,P2,P3) islemi yapilarak alt kiiltiirler elde
edilmistir (Sekil 34).

Sekil 34. tMKH’lerinin mikroskop goriiniimleri. P1 (a ve d), P2 (b ve e), P3 (c ve f), a-b-c 4. giin, d-e-f 7. giin
mikroskop goriintiileri. (Bilyiitme: 20X).

4.4.2. tMKH’lerin karakterizasyonu

4.4.2.1. tMKH’lerin akim sitometri analizi

tMKH’leri P3’e alindiktan yaklagik 10 giin sonra %70 yogunlagdigi (konfluent) ve
kiiltir  kaplarinin  yiizeyini  kapladigt gozlenmistir. Hiicrelerin, kok hiicre olarak
tanimlanabilmesi icin karakterizasyon calismalar1 akim sitometrik analizler ile
gerceklestirilmistir. Hiicreler hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD 45 ve CD 34 isaretlerini
yiizeylerinde gostermedikleri, ayn1 zamanda bu hiicrelerin mezensimal kok hiicre belirteci olan
CD 90 ve CD 73 antijenlerini yiizeylerinde gosterdikleri goriilmustir. tMKH’leri
tanimlandiktan sonra mezensimal kok hiicreler ayrimlama yapilarak farkli bir tiipe toplanmustir.
Analiz edilen toplam hiicre siispansiyonundan pozitif 6zellik gosteren % 92.8 oraninda hiicre
oldugu belirlendi ve bu hiicreler kiiltiire devam edilmesi amaci ile ayrimlama yapilarak

toplanmistir.
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Sekil 35. tMKH'lerin akim sitometrik analiz sonuglari.

69



4.4.2.2. tMKH’lerin farkhlagsma kapasiteleri

Kondrojenik farklilastirma i¢in tMKH’leriki hafta kondrojenikbesiyeri ile kiiltiirleri
yapildi ve hiicrelerin kondrosit benzeri hiicrelere farklilastiklarigdriildii. Kiiltiiriin ikinci
haftasinda alcian blue ile boyanan hiicrelerde kondrositlertarafindan iiretilen proteoglikanlarin
mavi renkte boyandigi goriildii (Sekil 36a).

Fibroblastik farklilasma i¢cin tMKH’lerfibroblastik besiyerinde iki hafta siire ilekiiltiirlere
edildi ve hiicrelerin fibroblast benzeri hiicrelere farklilastiklar1 gosterildi. Kiiltiiriin ikinci
haftasinda hematoksilen&eosin ile yapilan boyama sonrasinda igsi yapidaki hiicreler goriildi
(Sekil 36b).

Osteojenik farklilagtirma i¢in uyarilan tMKH’lerinin osteoblast benzerihiicrelere
farklilagtiklar1 gézlenmistir. Osteojenik farklilastirma besiyerine alinan tMKH’leri kiiltiiriin 4.
haftasinda alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize kemiknodiilleri goriilmiistiir (Sekil 36¢).

Adipojenik olarak farklilastirmak i¢in tMKH’ler adipojenik besiyerinde iki hafta siire ile
kiiltiirleri stirdiiriildii ve hiicrelerin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar1 gosterildi.
Kiiltiirtin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi renkte yag

damlaciklar1 goriildii (Sekil 36d).

Sekil 36. tMKH'lerin kondrojenik (a-e), fibroblastik (b-f), osteojenik (c-g) ve adiposit (d-h) faklilasmasi.
Biiyiitme; a-b-c-d 10X, e-f-g-h 20X.
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4.4.3. tMKH’ler ile meniskiis dokusunun hiicre popiilasyonu olusturulmasi

tMKH’leri tanimlanip farklilagsma kapasiteleri gosterildikten sonra meniskiis dokusunun
kendine 6zgii hiicre popiilasyonu elde edilmeye calisilmistir. Bu amagla, farklilagsan kondrosit,
fibroblast hiicreleri ve farklilasmayan MKH’ler ayn1 kuyucuklar igerisine ekilmis ve 14 giin
stire ile kiiltiir edilmistir. Boylelikle meniskiis dokusuna 6zgii hiicre igerigi olusturulmustur.

Hiicre kiiltiiriiniin 3, 7, 14. giinlerde canlilik analizleri yapilarak hiicre canlilig1
Olclilmiistir. 14 gilinliikk kiiltiir boyunca tMKH’lerin canliliklarinin  giderek arttigi
gozlemlenmistir. Her bir hiicre grubunun canlilik oranlar1 one way ANOVA analizi ile p<0.05
anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir. Sekil 37°de gosterildigi gibi 3, 7 ve 14. giinlerde
fibroblast ve kondrosit gruplarina gore hiicre karigimi olarak hazirlanan hiicrelerin canlilik

oranlarinda istatistiksel olarak anlaml artis oldugu saptanmustir.

XTT Canlilik Analizi

2,1 [ l
ES
[ ——
18 r = | I
1,5 —— I
1,2 L
, — &
0,9 T I
I
0,6 _
0,3
0
3.gln 7. gun 14. glin
Fibroblast Kondrosit Hicre karigimi

Sekil 37. tMKH'lerin canlilik analizi sonuglari.
(Ort£SD, *p<0.05 diizeyinde istatistiksel anlamli artis, deneyler 4 kez tekarlanmustir).

Fibroblast, kondrosit ve karisim olarak hazirlanan hiicreler, kiiltiir siiresi boyunca
inverted mikroskop ile incelenmistir. 14. giin sonunda tek bir kuyucuk icerisinde bulunan farkli
hiicre popiilasyonu olusturdugu gozlenmistir. Sekil 38’de goriildiigii gibi i8si yapidaki
fibroblastlar, fibroblastlardan daha yuvarlak bir sekle sahip kondrosit hiicreleri ve meniskiis
dokusu igeriginde bulunan fibrokondrosit benzeri hiicreler ayn1 kuyucuk igerisinde ¢ogalmaya
devam etmistir. Meniskiis dokusunun kendine 6zgii hiicresel igerigini olusturabilmek amaciyla
hazirlanan hiicre karisiminin icerisinde farklilasmamigs MKH’lerin yine karisim olarak

hazirlanan besi ortaminda fibrokondrositlere doniistiigii diisiiniilmektedir.
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Sekil 38. Hiicre karisimmin A; kiiltiir kabindaki, B; HE boyamasi sonrasi mikroskop goriintiileri.
Fibroblast (ok), kondrosit (liggen), fibrokondrosit (yildiz). Biiylitme 20X.

4.4.4. Aselliiler dokularin yeniden hiicrelendirilmesi
Aselliiler meniskiis dokularini yeniden hiicrelendimek amaci ile dokulara fibroblast,
kondrosit, fibroblast-kondrosit ve fibroblast-kondrosit-MKH hiicre karisimi olacak sekilde 4
grup haline ekim yapilmistir. Hiicre kiiltiir 14 giin boyunca izlenerek XTT canlilik ve LDH
toksisite analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica histolojik olarak HE, masson trikrom ve alcian

blue boyamalari ile arastirilmastir.

XTT Canhihk Analizi LDH Toksisite Analizi
1,000
2,000 —
0,800
1,500 —
0,600
1,000 0,400
0,500 0,200
0,000 0,000
3. glin 7. giin 14. giin 3. glin 7. glin 14. giin
M fibroblast MW kondrosit & hicre karigimi m fibroblast ® kondrosit = hiicre karisimi

Sekil 39. Aselliiler meniskiis dokularina ekilen hiicrelerin XTT ve LDH analizlerinin sonuglart.

(*p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artig saptanmistir. (Ort+SD, deneyler 4 kez tekrarlanmistir.)
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Meniskiis dokularinin yeniden hiicrelendirilmesi c¢alismalarinda kontrol grubunda
aselliiler meniskiis dokular1 iizerine hiicre ekimi yapilmadan, diger gruplarda ise aselliiler
dokular {izerine sirasiyla fibroblast, kondrosit ve hiicre karisimi (fibroblast, kondrosit,

MKH'ler) ekilerek 14 giin boyunca kiiltiir calismalar1 gergeklestirilmistir.

14 giinliik kiiltirde XTT canlilik analizleri ile glin gectikce hiicrelerin meniskiis dokulari
icinde ¢ogalmaya devam ettigi ve canliliklarini siirdiirdiglinii gozlenmistir. Hiicre karigimi
grubu, fibroblast ve kondrosit hiicrelerinin ekildigi gruplar ile karsilastirildiginda hiicre
canliliginin daha hizli bir artis gésterdigi saptanmistir. Gruplar arasinda ve giinlere gore degisen
canlilik oranlar1 one way ANOVA analizi ile degerlendirilmistir. Sekil 39°da 3. giinde hiicre
karigimi grubunun canlilik orani diger gruplara gore p<0.05 anlamlilik diizeyinde daha yiiksek
oldugu ve 7. Giinde 3. giine gore hiicre karisimi grubunda istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu saptanmustir. Ayrica 14 giinliikk kiiltiir siirecinde LDH toksisite analizleri de
gerceklestirilerek toksik bir etki goézlenmedigi belirtilmistir. Elde edilen sonuclar one way
ANOVA analizi ile p>0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmis ve Sekil 39°da goriildiigi
gibi gruplarin ortalamalar: standart sapmalara gore belirlenmis ve istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamustir.

Aselliiler meniskiis dokulari elde edilen hiicreler ile yeniden canlandirilmig ve histolojik
olarak incelenmistir. Doku genelindeki hiicre dagilimi hematoksilen&eosin boyamasi,
kondrojenik hiicreler ve GAG’lar alcian blue boyamasi ile kollajen demetler ise masson trikrom
boyamasi yapilarak incelenmistir. Aselliilerizasyon islemi ile hiicrelerden arindirilan lakiinalar
icerisine yeniden hiicrelerin yerlestigi goriilmektedir. Ayrica dokunun genel yapisinin da

degismedigi goriilmektedir.
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Sekil 40. Fibroblast ile kiiltiire edilen aselliiller meniskiis dokularinin H&E (A,B ve C), Masson trikrom (D,E ve
F), Alcian blue (G, H ve I) boyamalarinin mikroskop goriintiileri.

Hiicre kiiltiirii caligmalar ile elde edilen fibroblastlar kiiltiir ¢aligmalarinin 14. giiniinde
aselliiler meniskiis dokularina ekilmistir. 14. giin sonunda meniskiis dokularinin ug, orta, dis
alanlar1 histolojik boyamalar yapilarak incelenmistir (Sekil 40). H&E boyamasinda meniskiis
dokusunun en fazla u¢ (A) ve dis (C) alanlara hiicrelerin yerlestigi goriilmektedir. Orta (B)
bolgede ise hiicre sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir. masson trikrom boyamasi ile
kollajen fibrillerin hasar gérmedigi ve doku igerisinde varligin1 korudugu ug (D), orta (E) ve
dis (F) alanlarda gosterilmistir. GAG yapilar1 yeniden hiicrelendirilen meniskiis dokusunun ug
(G), orta (H) ve dis (I) alanlarinda bulunduklar: alcian blue boyamasi ile belirtilmistir (Sekil
42).
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Sekil 41. Kondrosit ile kiiltiire edilen aselliiler meniskiis dokularinin H&E (A,B ve C), Masson trikrom (D,E ve
F), Alcian blue (G, H ve 1) boyamalarinin mikroskop goriintiileri

Mezensimal kok hiicrelerden farklilastirilmis kondrositlerin aselliiler dokular iizerine
ekim islemi gerceklestirilmistir. 14. giin sonunda HE boyamasi ile histolojik olarak incelenen
dokularin ug (A), orta (B) ve dis (C) bolgelerinde fibroblast kiiltlir sonuglarina gore daha fazla
sayida hiicre oldugu saptanmistir. Masson trikrom boyamasinda da goriilen hiicreler meniskiis
dokusunun ug (D), orta (E) ve dis (F) bolgelerinde kollajen demetlerinin aralarinda yer aldigi
gbzlenmistir. Alcian blue boyamasinda ise dokularin ug¢ (G), orta (H) ve dis (I) bolgelerinde
proteoglikanlar mavi renkte boyanmustir (Sekil 41).
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Sekil 42. Karigim halindeki hiicreler ile kiiltiire edilen aselliiler meniskiis dokularinin H&E (A,B ve C), Masson
trikrom (D,E ve F), Alcian blue (G, H ve I) boyamalarinin mikroskop goriintiileri.

Hiicre kiiltiirli galismalari ile elde edilen fibroblast, kondrosit ve MKH'ler ile olusturulan
hiicre karigimi kiiltiiriin  14. giintinde aselliiler meniskiis dokularina ekilmistir. Yeniden
hiicrelendirilen dokular 14 giin boyunca hazirlanan karigim olarak hazirlanan besi yeri
icerisinde bekletilmis ve 3-5 giin arasinda besi yeri tazelenmistir. 14. glin sonunda dokular ug,
orta, dis alanlar1 histolojik boyamalar yapilarak incelenmistir (Sekil 42). H&E boyamasinda
meniskiis dokusunun ug (A), orta (B) ve dis (C) alanlarinda hiicrelerin yerlesimi goriilmektedir.
Ekimi gergeklestirilen hiicrelerin dis bolgelere yerlesmelerinin yani sira dokunun i¢ alanlarina
dogru ilerledigi tespit edilmistir. Masson trikrom boyamasi ile kollajen fibrillerin hasar
gormedigi ve doku igerisinde varligint korudugu ug¢ (D), orta (E) ve dis (F) alanlarda
gosterilmistir. GAG yapilar1 yeniden hiicrelendirilen meniskiis dokusunun ug (G), orta (H) ve

dis (I) alanlarinda hiicreler arasinda bulunduklar1 Alcian blue boyamasi ile belirtilmistir.
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Sekil 43. Fibroblast ile yeniden hiirelendirilen aselliiler meniskiis dokularinin Tip I kollajen (A,B,C), Tip II
kollajen (D,E,F), Agrekan (G,H,I), Vimentin (J,K,L) boyamalart.

Fibroblastlar ile yeniden hiicrelendirilen aselliler =~ meniskiis dokularinin
immunohistolojik boyamalar1 Sekil 43’de gosterilmistir. Tip I kollajen oklar ile gosterilen
dokunun ug (A), orta (B) ve dis (C) alanlarinda gézlenmektedir ve orta alanda biiyiik kollajen
demetleri (B) daha belirgin sekilde gozlenmektedir. Tip II kollajen de ayn1 sekilde dokunun ug
(D), orta (E) ve dis (F) alanlarinda gosterilmektedir. Agrekan yapilari hiicrelendirilmig
dokularin ug (G), orta (H) ve dis (I) alanlarinda koyu kahverengi bdlgeler olarak goriilmektedir.
Vimentin boyamalar ise u¢ (J), orta (K) ve dis (L) alanlarinda oklar ile belirtilmis ve dokunun

orta bolgesinde diger bolgelere gore daha yogun olarak bulundugu gézlenmistir.
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Sekil 44. Kondrosit ile yeniden hiicrelendirilen meniskiis dokularinin Tip I (A,B,C), Tip II (D,E,F), Agrekan
(G,H,I), Vimentin (J,K,L) boyamalari.

Sekil 44°de kondrosit ile kiiltiire edilen aselliiler dokularin immiinolojik boyamalar1
goriilmektedir. Tip I ve tip II kollajen boyamalarinda sirastyla dokularin ug (A,D), orta (B,E)
ve dis (C,F) alanlarinda alanlarinda oklar ile kollajen demetleri gosterilmistir. Agrekan yapilari
ise dokunun orta (H) bolgesine gore ug (G) ve dis (1) bolgelerde daha yogun olarak gézlenmistir.
Vimentin yapilari ise dokunun ug (J), orta (K) ve dis (L) bolgelerinde oklar ile belirtilmistir.
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Sekil 45. Olusturulan hiicre karigimi ile yeniden hiicrelendirilen meniskiis dokulariin Tip I (A,B,C), Tip I
(D,E,F), Agrekan (G,H,I), Vimentin (J,K,L) boyamalari.

Olusturulan hiicre karigimi ile yeniden hiicrelendirilen aselliiler dokular icerisinde tip I ve
II kollajen, agrekan, vimentin yapilar1 daha yogun olarak gozlenmistir. Sekil 45°de dokunun ug
(A), orta (B) ve dig (C) olarak tiim alanlarda tip I kollajen bulunmakta olup u¢ bolgesinde
hiyalin kikirdak benzeri alanlada daha yogun boyandigi gozlenmistir. Tip II kollajen ise
dokunun u¢ (D), orta (E) ve dis (F) alanlarinda belirtilmis ve orta bdlgede fibriller arasina
hiicrelerin yerlestigi gozlenmektedir. Agrekan yapilari koyu kahverengi boyanmis olarak
dokunun u¢ (G), orta (H) ve dis (I) alanlarinda hiicrelerin arasinda bulunmaktadir. Vimentin
boyamalar1 ise u¢ (J), orta (K) ve dis (L) alanlarinda oklar ile belirtilmis ve dokunun ug

bolgesinde daha yogun olarak gozlenmistir.

79



S. TARTISMA

Geleneksel tip uygulamalarindaki zorlu cerrahi yontemler hem hasta memnuniyeti hem
de uygulanabilirlik agisindan gii¢ olmakla birlikte yeni yontemlerin gelistirilmesinde de ilham
verici gii¢ olmustur. Tip uygulamalarinda sentetik tiriinlerin kullanilmasi yerine dogal {iriinler

ve bu Uriinlerin uygulanmasi arastirilmaktadir.

Biyo-aktif dogal doku iskelelerinin implantasyonu canli sistemi ile uyum saglayacak ve
uzun siire kararliligin1 korumasi bakimindan avantaj saglamaktadir. Dogal iiriinler ile hem
biyolojik olarak uyumlu malzemeler kullanilmis olur hem de ikinci cerrahi isleme gerek
duyulmaz. Literatiir bilgisine bakildiginda arastirmalarda sentetik malzemelerin kullaniminin
basarili sonuglar getirdigi goriilmektedir, fakat klinik uygulamalarda ayn1 basar1 uzun dénem
takiplerde gozlenmemektedir. Klinik uygulamalarda sentetik malzemelerin kullanimi kolaydir
fakat gecici ¢6ziim sunmakla beraber dogal bir uygulama olmadigi icin iyilesme diizeyini
azaltmaktadir. Bu nedenle dogal yontemler ile elde edilmis doku veya malzemelerin tercihi

kullanilabilirligi ve iyilestirme kapasitesini arttirmaktadir.

Doku miihendisligindeki yeni metotlar, 6rnegin; dokunun aselliilerizasyonu ve otolog
hiicrelerin ekimi, transplantasyon problemlerinin ¢oziimii i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir
(Tischer ve ark., 2007). Gliniimiizde bir¢cok organ ve doku (tendon, kalp kapaklari, sinirler,
0zofagus vb.) farkli metotlar kullanilarak aselliilerize edilmektedir (Lichtenberg ve ark., 2006).
Allograft aselliilerizasyonu i¢in farkli yontemler kullanilmistir. Tekrarlayan donma/¢6zdiirme
(Tischerve ark.,2007) ve yiiksek basing (Diehl ve ark., 2006;Naal ve ark., 2008) islemleri gibi
cesitli kimyasal olmayan metotlar aselliilerizasyon i¢in kullanilmaktadir. Naal ve ark., 10
dakika boyunca 600 MPa basingta yiiksek basing uygulamasi ile meniskal kikirdak
tyilestirmesinin biyomekanik 6zelliklerde negatif bir etki olusturmadigini gostermistir. Ayrica,
kollajen yapilarmin (kollajen I, II, II) veya peptidoglikan kompozisyonlarinin (versikan,
agrekan, baglant1 proteini), kontrol grubuna goére immunohistokimyasal boyamalarinda
farklilik saptanmamistir (Naal ve ark., 2008). Fakat yine de, tekrarlayan donma/¢6zdiirme ve
yiiksek basing uygulamalari hiicre kalintilar1 biraktigi i¢in potansiyel immunojenik reaksiyonlar
olusturabilmektedir. Immunojenik reaksiyonlarm iistesinden gelmek igin cesitli kimyasal
metotlar gelistirilmistir. Ornegin, tripsin kolajen baglar1 par¢alamadigi igin koyun kalp
kapake¢iginin aselliilerizasyonunda basarili olarak kullanilmistir. Fakat meniskiis dokusu, sikica
paketlenmis ESM ile fibrokartilaj ve kollajenden olustugu i¢in aselliilerizasyon igleminde

tripsin tek basina yetersiz kalmaktadir. i1k kez koyun meniskiis dokusu, ¢ok asamali enzimatik
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islem ile tripsin, kollajenaz ve proteaz kullanilarak aselliiler hale getirilmistir (Maier ve ark.,
2007)Fakat bu yontemde de; kullanilan enzimler nedeniyle ekstraselliiler matrisin bir boliimii
par¢alanmistir. Meniskiisiin  su igeriginin diizenlenmesinde Onemli rol oynayan
glikozaminoglikanlar (GAG) ise kismen ortadan kaldirilmistir ve biyomekanik ozellikler

negatif olarak etkilenmistir.

Basaril1 bir aselliilerizasyon yontemi ile ekstraselliiler matriks bilesenleri korunarak dogal
dokunun yapisal 6zelliklerinin bozulmamasi amaglanir. SDS gibi iyonik deterjanlar hiicre ve
nukleus zarin1 pargalayarak proteinleri denature etmektedir. Ayn1 zamanda GAG’lari, biiyliime
faktorlerini ortadan kaldirip kollajen yapilara zarar verdigi gosterilmistir (Lumpkins ve ark.,
2008). Bu nedenle farkli deterjanlar veya ¢oziicli tabanli soliisyonlar meniskiis
aselliilerizasyonunda kullanilmistir. SDS, Triton-X ya da Tri-(n-butil) fosfat benzeri ajanlar
biitiin hiicreleri ve hiicresel kalintilar1 ortadan kaldirir (Gilbert ve ark., 2006) ve 6n ¢apraz bag,
sinir greftleri ve kalp kapakgilari i¢in kullanishdir fakat meniskiis dokusu i¢in heniiz gegerliligi
bulunmamaktadir (Hudson ve ark., 2004; Lichtenberg ve ark., 2006, Stone ve ark., 2006).
Patella tendonunun aselliilerizasyon ¢alismasina gore SDS, Triton-X veya Tri-(n-biitil)
fosfattan daha basarili oldugu gosterilmistir. Ayrica Triton-X, tri-(n-biitil) fosfat ve SDS
karsilastirildiginda ise SDS’nin hiicre ekstraksiyonu i¢in daha etkili oldugu belirtilmektedir
(Cartmell ve ark., 2000).

Gergeklestirilen tez calismasinda tavsan meniskiis dokusu, aselliilerizasyon yontemi ile
ESM korunarak allogreft dogal doku iskelesi gelistirilmis ve tavsanlardan elde edilen MKH’ler
ile meniskiis dokusunun hiicresel popiilasyonu olusturularak aselliiler doku iskelelerinin
yeniden hiicrelendirilmesi saglanmistir. Uygulanan birinci yontem, insan meniskiis dokusunun
aselliilerizasyonunda kullanilan bir yontemdir. Sadece kimyasal basamak iceren yontemde %2
SDS kullanilarak aselliilerizasyon islemi uygulanmis, histolojik ve biyomekanik aragtirmalar
ile incelenmistir. Calismada insan meniskiis dokusunun kollajen fibrillerine zarar verilmeden
ve biyomekanik gerilimi degistirilmeden basarili bir sekilde aselliiler hale getirilmistir
(Sandman ve ark., 2008). Ayn1 yontem %1, %2, %5 SDS konsantrasyonlar1 kullanilarak,
tavsan meniskiis dokularinin aselliiler hale getirilmesi amaci ile uygulanmistir (Yontem 1). HE
boyamalarina bakildiginda %1 SDS kullaniminin hiicresel i¢erigi degistirmedigi (Sekil 20), %2
SDS kullaniminin hiicresel i¢erigin kaldirilmasinda daha fazla etkili oldugu (Sekil 21), %5 SDS
kullaniminin ise dokunun histopatolojik yapisindaki en 6nemli bilesen olan kollajen fibrillere

zarar verdigi goriilmiistiir (Sekil 22). Referans ¢alismasindan (Sandman ve ark., 2008) farkli
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sonuglar elde edilmesinin nedeni; tavsan meniskiis dokusunun insana gore daha ¢ok sayida
hiicre icermesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Chevrier ve ark. c¢alismasinda tavsan,
koyun ve insan meniskiis dokular1 karsilastirilarak, dokularin benzer hiicre morfolojisine sahip
oldugu fakat en fazla hiicrenin tavsan meniskiis dokusunda bulundugu bildirilmistir (Chevrier
ve ark., 2009). Tavsan meniskiis dokusunun tiim bolgelerinde goriilen yogun hiicresel icerigi
nedeniyle tek basina kimyasal aselliilerizasyon yontemi hiicrelerin arindirilmasinda yeterli

olmamustir.

Ikinci ydntemde fiziksel, kimyasal ve enzimatik olmak {izere ii¢ fakli ydntem
birlestirilerek kullanilmistir. Meniskiis dokusunun siki paketlenmis kollajen fibrilleri ve bu
fibrillerin kendilerine 6zgii dizilimleri nedeniyle kullanilan kimyasallarin doku igerisine niifuz
edebilmesi oldukga gii¢ olmaktadir. Bu nedenle, fiziksel basamakta dondurma-¢6zme islemleri
uygulanarak siki fibril demetlerinin agilmasi saglanmis ve kimyasallarin dokunun i¢ bolgelerine
girebilmesi kolaylastirilmistir. Kimyasal yontem ile SDS deterjan1 kullanilarak hiicrelerin
parcalanmasi saglanmistir. Bunun yani sira tampon ¢ozeltilere eklenen proteinaz inhibitorleri
(aprotinin ve EDTA), endojen proteinleri inhibe ederek kullanilan SDS’in ESM’e zarar
vermesini Onlenmistir. Hipotonik ¢6zelti sonrasi hipertonik tampon kullanilmasi ise osmotik
sok olusturarak hiicrelerin parcalanmasini saglamis ve DNA proteinlerden uzaklastirilmistir.
Enzimatik yontem ile DNA ve RNA pargalanarak niiklear maddenin dokulardan ¢ikarilmasi
saglanmigtir. Boylelikle % 0.1 SDS kullanilarak tavsan meniskiis dokulart ESM’e zarar
vermeden aselliiler hale getirilmis ve histolojik, biyokimyasal ve biyomekanik arastirmalar ile

karakterize edilmistir.

Histolojik aragtirmalarda meniskiis dokularinin kirmizi, kirmizi-beyaz, beyaz ve
stiperfisiyal bolgeleri ayr1 ayri arastirilarak tiim doku incelenmistir. HE boyamalarinda, dogal
meniskiis dokusunun aselliilerizasyon islemi sonrasinda yogun hiicresel iceriginin tamamen
ortadan kaldirildig1 gosterilmistir (Sekil 23). Meniskiis dokusunun kirmiz1 bolgesinde diger
bolgelere gore daha yogun hiicresel yerlesim oldugu bilinmektedir. Bu bolgedeki hiicrelerin
dokudan kaldirildig: tiim boyamalarda gosterilmistir. Dokunun ug bdlgesi olan beyaz bolge
damarsiz bolge olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla daha az hiicre igermesi beklenir fakat
tavsan meniskiis dokusunun beyaz boélgesinde de hiicrelerin sayica fazla oldugu goriilmektedir
(Sekil 23 E). Beyaz, kirmizi-beyaz ve siiperfisiyel bolgelerde bulunan lakiinalara yerlesmis
hiicrelerin dokudan uzaklastirildigi gosterilmistir (Sekil 23 F,D,H). Masson trikrom boyamasi

ile meniskiis dokularinda bulunan kollajen fibriller incelenmistir. Aselliilerizasyon islemi

82



sonrasinda, kollajen fibrillerin dokunun tiim bolgelerinde varligimmi korudugu Sekil 24°de
gosterilmistir. Kimyasal basamakta tampona eklenen proteaz inhibitorleri ile fibriler agin zarar
gormemesini saglanmistir. GAG yapilan ise aselliilerizasyon iglemi sonrasinda alcian blue

boyamasi ile incelenmis ve doku igerisinde bulundugu goézlenmistir (Sekil 25).

Immunohistokimyasal incelemelerde meniskiis dokusundaki tip I, tip II kollajen,
vimentin ve agrekan yapilar aragtirtlmigtir. Meniskiis dokusunun ESM yapisi temel olarak tip
I kollajen fibrillerden olusmaktadir. Kirmizi bolgede yaklasik %80 oraninda tip I kollajen
bulundugu, beyaz bolgede tip II kollajen %60 oraninda, tip I kollajen %40 oraninda bulundugu
gosterilmistir (Cheung, 1987). Sekil 26’da tip I kollajen fibriller hem dogal dokuda hem de
aselliilerizasyon sonrasinda doku genelinde gozlenmektedir. Sekil 27°de tip II kollajen fibriller
dokunun beyaz (F) ve kirmiz1 (B) bolgelerinde yogun olarak boyandigi goriilmektedir. Agrekan
ise meniskiis dokusunun su absorbsiyonunu saglayan en biiyiik proteoglikanidir ve dokunun
geneline yayilmis olarak gdzlenir (Scott ve ark., 1997). Immunohistolojik incelemelerde hem
tip I, IT kollajenin hem de ESM proteinleri olan agrekan ve vimentin yapilarinin aselliilerizasyon

islemleri sonrasinda da doku igeriginde bulundugu gozlenmistir.

Histolojik incelemelere ek olarak dogal doku ile aselliiler meniskiis dokusunun total
DNA, kollajen ve GAG igerigi biyokimyasal olarak analiz edilmistir. Aselliilerizasyon islemi
sonrasinda meniskiis dokularindan DNA izolasyonu yapilarak total igerik dl¢iilmiistiir. islem
gormemis meniskiis dokularinda 40,5 ng/ml olan DNA, aselliilerizasyon islemi sonrasinda
10,02 ng/ml bulunmustur. Istatistiksel olarak analiz edilen sonuglarin p<0,05 diizeyinde anlamli
oldugu saptanmistir (Sekil 31). Dokunun total kollajen igerigi hidroksiprolin-prolin miktarina
bagl olarak 6l¢iilmiis ve dogal dokuda 45,53 ug/ml, aselliilerizasyon sonrasi ise 42,90 ug/ml
olarak bulunmustur (Sekil 30). GAG miktarlar1 1,9 DMMB testi ile dlgiilerek dogal ve aselliiler
doku igerikleri karsilastirilmistir. Analiz sonucunda dogal dokuda 9,45 ug/ml, aselliiler dokuda
ise 9,00 ug/ml olarak Olciilmiistiir (Sekil 30). Biyokimyasal incelemeler ile elde edilen total
kollajen ve GAG miktarlari istatistiksel olarak test edilmis ve p>0.05 diizeyinde anlamli 6l¢iide
degismedigi belirlenmistir. Elder ve ark., eklem kikirdagini %2 SDS kullanarak aselliiler hale
getirmistir. Aselliilerizasyon islemi sonrasinda total DNA, kollajen ve GAG analizleri ile
dokular1 incelemislerdir. Kollajen miktarlarinin degismedigi, DNA ve GAG oranlarinin
istatistiksel olarak anlamli azaldigi gosterilmistir (Elder ve ark. 2010). Tez ¢alismasinda
uygulanan fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemler ile hiicresel igerik arindirilirken dokunun

en az diizeyde hasar gérmesi amag¢lanmistir. Kimyasal yontem basamaginda kullanilan % 0,1
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SDS Elder ve ark. kullandig1 konsantrasyondan oldukga diisiiktiir. Bu nedenle dokunun ESM’1

zarar gdrmemis ve biyokimyasal analizler ile dogrulanmistir.

Aselliilerizasyon isleminin dokuya zarar vermemesi biyomekanik dayanim agisindan
oldukca onemlidir. Aselliiller dokularin greft olarak kullanilabilmesinin temelde iki kosulu
vardir; birincisi dokunun tamamen hiicresiz olmasi ile immiinolojik yaniti en aza indirgemek;
ikincisi biyomekanik 6zelliklerini koruyarak dayanikli olmasi ve transplantasyon sonrasinda
islevsel kay1p olusturmamasidir. Aselliilerizasyon igleminin dokunun biyomekanik dayanimina
etkisini arastirmak icin biyomekanik testler gerceklestirilmistir. Biyomekanik gerilmeler
dokunun ESM’i ile dogrudan iligkilidir. Histolojik ve immunohistokimyasal olarak ESM’in
zarar gormedi8i saptanmis ve biyomekanik testler ile desteklenmigstir. Laboratuvarimizda
gelistirdigimiz tavsan meniskiis dokusunun boyutlarina uygun ekipmanlar ile basma testleri
gerceklestirilmistir. Bu testler sonucunda olusturulan denklem sistemine bagli olarak dokularin
elastisite modiiller1 hesaplanmistir. Literatiir incelemelerinde meniskiis dokularinin
biyomekanik test sonuglari, kullanilan test metoduna bagli olarak farklilik gostermektedir
(Abdelgaied ve ark., 2015). Gergeklestirilen tez calismasinda kullanilan yontemde standart
ornek boyutlar1 elde edilmis ve tiim dokularin kalinliklar1 Slgiilerek elastisite modiilii dogal
dokuda 1,199 N, aselliiler dokuda 1,056 N olarak bulunmustur (Hayes ve ark., 1972).
Istatistiksel olarak degerlendirilen test sonuclarinda p>0,05 diizeyinde anlamli bir fark

saptanmamustir (Sekil 32).

Meniskiis dokusunda ii¢ farkli hiicre tipi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi doku
yiizeyinin hemen altinda bulunan kondrositler, ikincisi fibr6z kisimda bulunan fibroblastlar ve
lictlinciisii ise dokunun i¢ ve orta kisminda bulunan fibrokondrositlerdir. Tez ¢caligmasinda hiicre
kiltlirii aragtirmalar1 ile meniskiis dokusuna 6zgili olan hiicre popiilasyonu elde edilmeye
calisilmistir. Bu amagla; tavsanlardan kok hiicreler izole edilmis ve karakterizasyon calismalari
ile mezensimal kok hiicre olduklar1 gosterilmistir (Sekil 35). Uygun besi ortamlar1 icerisinde
farklilagtirilan hiicreler ile meniskiis dokusunun sahip oldugu hiicresel icerik fibroblast,
kondrosit ve fibrokondrosit olacak sekilde elde edilmistir (Sekil 38). Elde edilen her bir hiicre
tipi esit oranlarda kullanilarak bir karisim olusturulmus ve aselliiler hale getirilmis dokulara
ekilmistir. Meniskiis dokularinin yeniden hiicrelendirilmesi ile XTT canlilik analizleri ve LDH
toksisite analizleri gerceklestirilerek hiicre canlilifinin giin gectikge arttig1 ve ayni zamanda
toksik herhangi bir etki olusmadigr gosterilmistir (Sekil 39). Canlilik analizlerinde fibroblast,

kondrosit ve MKH olarak olusturulan hiicre karigimi grubu diger gruplara gore en yiiksek
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seviyede canlilik gostermistir. Elde edilen bu sonucun hiicreler arasi sitokin aligverisinin en
ylksek seviyede olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Aselliiler meniskiis dokularinin
yeniden hiicrelendirilmesi calismalarinda sadece fibroblast ekimi yapilan grupta hiicreler
dokunun daha ¢ok dis bolgelerine yerlesmis ve ¢ogalmistir. Dogal meniskiis dokusunda da
fibroblast hiicrelerinin dis bolgelerde fazla sayida bulunmasi bu sonug ile iliskilendirilebilir.
Sadece kondrosit ekimi yapilan grupta ise dokunun ug¢ ve orta bolgelerine daha fazla hiicrenin
girdigi gézlenmistir. Bu sonu¢ meniskiis dokusunun u¢ boélgesinin hiyalin kikirdaga benzer
yapida olmasindan kaynaklandig: diisliniilmektedir. Hem fibroblast, hem kondrosit hem de
farklilagan fibrokondrositlerin ekildigi grupta ise en fazla hiicre yogunlugu elde edilmistir.
Hiicreler meniskiis dokusunun geneline yayilarak ug, orta ve dis bdlgelerin tiimiinde
gbzlenmistir. Hiicre karisimi olan grubun diger gruplar ile karsilastirilmasinda en iyi sonug

verdigi goriilmektedir.

Hiicre kiiltiirti caligmalar1 meniskiis dokusunun hiicresel i¢eriginin dogala en yakin olacak
sekilde elde edilmesi amaci ile planlanmis olup 6zgiin bir yontemdir. Bu yontem ile meniskiis
dokusunun rejeneratif kapasitesinin daha da artacagi diisiiniilmektedir. Boylece aselliiler
meniskiis doku iskelesi ileri transplantasyon calismalarinda hem immun yaniti ortadan
kaldirabilecek hem de yeniden hiicrelendirilmesi ile doku hasarlarinin tedavisinde etkin rol

oynayabilecektir.

Tez caligmasinda elde edilen sonuglara gore tavsan meniskiis dokusunun biyomekanik
gerilimi degistirilmeden, ekstraselliiler matriks korunarak hiicresel igeriginin dokudan
uzaklagtirilldigr goriilmiistiir. Elde edilen aselliiler allogreft doku iskelesinin, meniskiis
tedavisindeki zorlu cerrahi uygulamara, alternatif bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
yontemin yaygin kullanimi ile geri doniisiimii olmayan ve ikinci bir ameliyat gerektiren protez
cerrahisinin azalabilece8i ve onun yerine biyoaktif olarak gii¢lendirilmis aselliiler meniskiis

doku iskelelerinin etkin olarak kullanilabilecegi 6ngdriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen tez calismasinda hem kimyasal aselliilerizasyon hem de fiziksel,
kimyasal, enzimatik yontemlerin bir arada uygulandig: iki farkl aselliilerizasyon yontemi
kullanilmigtir. Kimyasal aselliilerizasyon yonteminde (Yontem 1) farkli konsantrasyonlarda
(%1, %2, %5) SDS deterjani uygulanmis fakat %1 ve %2 SDS denemesinde tam olarak hiicresel
icerik uzaklastirllamadigr gibi %5 SDS denemesinde dokunun histopatolojisine zarar
verilmigtir. Fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin kullanildigi ¢ok basamakli
aselliilerizasyon yonteminde (YOntem 2) istenilen sonug alinmig ve dokunun histopatolojisine
zarar verilmeden hiicresel igerigi uzaklastirilmistir. Aselliilerizasyon islemi sonrasinda
dokularin dogal yapiya oldukg¢a yakin bir icerige sahip oldugu histolojik ve immiinolojik

aragtirmalarla ortaya koyulmus, biyokimyasal analizler ile desteklenmistir.

Aselliilerizasyon islemi sonrasinda hiicre kiiltiiri ¢aligsmalar1 gergeklestirilerek tavsan
kemik iliginden MKH’ler izole edilip meniskal hiicre popiilasyonu olusturulmustur. Aselliiler
meniskiis dokularina tMKH’leri ekilerek canliliklar: ile toksisiteleri analiz edilmistir. Hiicre
karisimi olarak hazirlanan hiicrelerin aselliiler meniskiis dokularindaki lakiinalara yerlestigi ve

canliliklarini siirdiirdiigii saptanmistir.

Gergeklestirilen in vitro ¢aligmalar ile aselliiler tavsan meniskiis dokusunun biyolojik
olarak uygunlugu belirlenmis, ileri c¢aligmalarda in vivo arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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