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Ortopedi cerrahisinde yiiriitiilen en sik prosediirlerden biri ilerleyen yas, yaranmalar ve
cesitli travmalar sonucunda meydana gelen meniskiis lezyonlarinin tedavisidir.
Meniskiis  yaralanmalarindaki  artma  orani, efektif bir onarim  stratejisi
gelistirilmesindeki acil ihtiyacin gostergesi olmaktadir. Dogal meniskiis dokusunun
mikroskobik ve makroskobik Ozelliklerini taklit edebilecek bir malzeme halen
aragtirtlmaya devam etmektedir. Tez calismasi kapsaminda, meniskiis dokularinin
hiicresizlestirilmesi ile ultrayapinin korundugu ve jel sisteminin entegre edilerek in situ
capraz baglanabilir 3B i¢ ice gecmis ag yapilarindan olusan aseliiler hibrit iskeleler elde

edilmistir.

Tezin ilk kisminda deseliilerizasyon metotlarinin bir karsilastirilmas1  yapilmis;
Stiperkritik karbon dioksit (SCCO:) teknolojsi 6zgiin bir yontem olarak meniskiis
dokusunda denenmistir. Fiziksel 6n islem, tripsin ajani ile enzimatik ajitasyon ve SDS
ajan1 ile Kimyasal ajitasyonu birlestirilerek % 82 genomik DNA azalmasimi saglayan
optimum metot ortaya ¢ikarilmistir. scCO. deseliilerizasyonunda ise fiziksel 6n islem
ardindan tripsin ajani ile penetrasyon derinligi artirilmis ve 37°C ve 4500 psi basingta 1

saat prosesin gerceklestigi grup % 76 DNA azalmasi ile optimum grup olarak
[



belirlenmigtir. H&E ve DAPI boyamalart ile de gruplarin hiicresizlestirildigi
kanitlanmistir. Kolajen fiberlerin goriintiilenmesi Masson Trichrome boyamast,
proteoglikan yapilarinin dokudaki varligi Safranin/FCF boyamasi ile saglanmistir.
Histolojik caligmalara senkronize olan biyokimyasal analizlerde ise Hidroksiprolin
analizi ile kolajen miktarlarinda degisme yasanmadigi fakat DMMB analizinde GAG
miktarinda konvansiyonel deseliilerizasyon grubunda % 42 ve scCO> grubunda % 58
azalma yasanmistir. Her iki grupta da yas ve kuru agirliklarinda diisiisler yasanirken
scCO; grubunda daha fazla azalma goriilmiistiir. SEM analizi ile kolajen demetlerinin
organizasyonuna bakilmig ve deseliilerizasyon sonucu mindr gevsemeler bulunmustur.
GAG kaybina bagli olarak deseliilerize dokularda kompresif moduliisleri 22,8 + 0,91
MPa’dan konvansiyonel deseliilerize iskelede 15,26 + 0,28 MPa ve scCO deseliilerize
dokuda 14,49 + 0,48 MPa ‘a diisiis yasanmistir. MTT eliisyon metodu ile sitotoksisite

testi yapilan dokularda her iki grubun da % 75 {izeri hiicre canlilig1 tespit edilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde hibrit yapilarin sentezlenebilmesi i¢in polimer karigimlari
ve foto baslatict optimizasyonu yapilmistir. Oncellikle jelatin molekiilii metakrilik
anhidrit eklenerek fonksiyonellestirilmis ve fonksiyonellesme derecesi 'HNMR analizi
ile %75 bulunmustur. LAP foto baslaticisinin absorbsiyonunun UV A 1s1k spektrumu ile
cakismasi hizli bir in Situ polimerizasyon sagladigi goriilmiistiir. GeIMA ve destekledigi
hidrojellere, LAP ve 12959 ile UV 1sik altinda ¢apraz baglanarak olusturulan yapilara,
sisme, mekanik ve FTIR analizleri yapilmistir. Tek fazdan ise 2 fazli hidrojellerin daha
stabil ve dayanikli yapilar oldugu gozlenmistir. HAMA molekiilii 3. Faz1 saglamasi

adina yapilara eklenmis ve en yliksek mekanik dayanimi saglayan grup olmustur.

Nihai  alternatif  aseliiler iskelenin iretilmesinde  GelMA-Hibrit(G-Hibrit),
PEGDMA/HAMA-Hibrit(PG-Hibrit) ve PEGDMA/GelIMA/HAMA-Hibrit(PGH-Hibrit)
yapilart LAP foto baslaticisi ile olusturulmustur. Pre-jeller 5 mm kuru doku iskelesine
emdirilmis ve inkiibasyonu saglanmistir. UV 1sik ile arkali onlii capraz baglanan
gruplardaki kimyasal degisimler FTIR analizi ile incelenmis ve karakteristik pikleri
ortaya konulmustur. Sigme testi ile ¢apraz baglanan iskelelerdeki su alma kapasiteleri
Ol¢iilmiis ve capraz baglanan iskelelerin dogal dokuya yakin sisme fenomeni gosterdigi
bulunmustur. Basma analizi ile mekanik dayanimindaki iyilesmeler c¢apraz bagh
iskelelerde goriilmiis ve buradan ¢apraz baglama yogunlugu en fazla olan PGH-Hibrit

grubu bulunmustur. Aseliiler iskelelerin termal 6zelliklerinin saptanabilmesi i¢in TGA



ve DSC analizi yapilmis ve g¢apraz baglanmis yapilarin dekompozisyon ve protein
denatiirasyon sicakliklarinda iyilesmeler gozlenmistir. SEM ile doku iskeleleri
icerisindeki 3B hidrojel yapilarinin kolajen fiberleri kaplamasi goriintiilenmistir. Capraz
baglanan iskeleler PBS ve enzimatik degredasyonda % 25 alt1 agirlik kaybi ile dogal
dokuya benzer bir davranis sergilemistir. Deseliilerize ve hibrit iskelelere 1929 hiicre
hatti kullanilarak Alamar Mavisi ile 1., 4. ve 7. giinlerdeki hiicre proliferasyonu
incelenmigstir. 1. giinde kontrol gruba gore % 80 iistii olan canlilik hibrit yapilarda 7.
giinde daha fazla yiikselis gostererek kontrol grup ile yakin olmustur. Burada GelMA ve
HAMA polimerinin hiicrenin gogii ve proliferasyonunda daha etkin oldugu PGH-Hibrit
grubunda goriilen hiicre canlilik oraninin en yiiksek olmasi ile anlagilmigtir. Olusturulan
biyomalzemenin ayarlanabilen fizikokimyasal ve mekanik 6zellikleri ile meniskiis doku

miihendisliginde kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler:  Meniskiis  doku  miihendisligi,  deseliilerizasyon,

fotopolimerizasyon, hibrit yapilar, hidrojeller
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Treatment of meniscal tears that occur as aging, injuries, and various traumas is one of
the most performed in orthopedic surgery. The increasing rate of meniscal injuries
indicates the urgent need to develop an effective repair strategy. A biomaterial that can
mimic the microscopic and macroscopic properties of natural meniscus tissue is still
under investigation. Within the scope of the thesis study, acellular hybrid scaffolds
consisting of in situ cross-linkable 3D interpenetrating mesh structures were obtained by
decellularization of the meniscus tissues, in which the ultrastructure was preserved and

following by integrating the gel system.

In the first section of studies, the comparison between decellularization methods was
made; supercritical carbon dioxidee (scCO2) technology was tried by the original
method for meniscus tissue. By combining physical pretreatment, enzymatic agitation
with trypsin agent (0,05%), and SDS (0,5 %) chemical agitation was found out an
optimum method that ensures decreased 82% genomic DNA. For scCO;

decellularization protocol, physical pretreatment is performed and after that penetration
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depth is yielded by trypsin agent. And then decellularization group with diminished 76
% genomic DNA is obtained by 37°C temperature and 4500 psi pressure. Decellularized
tissue was confirmed by H&E and DAPI staining also. Masson Trichrome and
Safranin/FCF staining viewed collagen fibers and proteoglycans structure in tissue.
Biochemical studies that synchronized to histologic studies carried out collagen and
GAG amount to determine whether decreased or not. While collagen amount is not
changed in decellularized groups according to hydroxyproline assay, GAG amount in
conventional group and scCO, group was decreased by respectively 48% and 58%
seeing that DMMB analysis. Both two processes were caused by decreased wet and dry
weight of decellularized tissues, but scCO, group has been in a higher decline than
conventional. The organization of collagen fibrils was scanned by SEM analysis, and it
was observed minor loosen around fibers after decellularization. In the native tissue
(22.8 = 0.91 MPa) compressive modulus was diminished as to 15,26 + 0.28 MPa in
conventional and 14.49 + 0.48 MPa in scCO. group based on GAG reduction. Both
processes were obtained beyond 75% cell viability in cytotoxicity analysis via MTT

extraction method.

In the second section of the study, with the intent of synthesizing hybrid constructs,
there was working on optimization of polymer blends and photoinitiators choosing.
Firstly, the gelatin molecule was functionalized by adding methacrylic anhydride and
the degree of functionalization was found to be 75% by 'HNMR analysis. Owing to
overlaying absorbances of LAP photoinitiator and UVA light spectrum was resulted
with provided fast in situ polymerization. GeIMA and GelMA supported hydrogels
were conducted both of 12959 and LAP. Swelling, mechanical and FTIR analysis were
got on hydrogels. It has been observed that 2-blend (GelIMA/PEGDMA) hydrogels are
more stable and durable structures than single-phase ones. With the incorporating
HAMA molecules, 3-blends hydrogels were the highest mechanical strength and were

more resistant to swell than other blends.

G-Hybrid, PG-Hybrid, and PGH-Hybrid constructs that generated final alternative
decellularized scaffolds were produced by LAP photoinitiators. Following pre-gels
immersed through sonicator within 5 mm dry scaffolds was incubated 37°C for
avoiding gelation before crosslinking. Subsequently, acellular scaffolds that trapped

hydrogels are polymerized with UVA light by turning both sides. Chemical changes
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were determined with FTIR and presented characteristic peaks in native, decellularized
and hybrid structures. Water uptake capacities in cross-linked hybrid structures were
measured in swelling studies; it was found that hybrid scaffolds are similar to native
tissues about swelling phenomena. Enhanced mechanical properties were seen at
crosslinked scaffolds by compressive analysis and also in the PGH-hybrid group was
found the highest crosslink density due to 3 polymer blends. TGA and DSC analysis
were used to establish thermal properties in acellular scaffolds. Protein denaturation
where H-bond broke down between triple helix structure in collagen fibers and
decomposition transition temperatures were improved by adding hydrogels to acellular
scaffolds according to these analyses. Hydrogels in scaffolds that are covering collagen
fibrils were monitored with SEM. Cross-linked acellular scaffolds have exhibited a
behavior close to native tissues with below 25% mass loss in PBS and enzymatic
degradation. Cell viability and proliferation were examined through Alamar Blue, on
1st, 4th, 7th days, with L929 cell line in acellular hybrid scaffolds. On the first day, cell
viability in hybrid constructs has been above 80% while on the 7th day it is established
to further increase and close to the control group. Such rising that seen in the hybrid
structure have proved that GelMA and HAMA biopolymers are attractive for cell
migration and proliferation. It was concluded that the created biomaterial could be used
in meniscus tissue engineering with its tunable physicochemical and mechanical

properties.

Keywords: Meniscus tissue engineering, decellularization, photopolymerization, hybrid

structures, hydrogels

Vi



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince bana maddi ve manevi hep destek olan, bilimsel
calismalarda beni hep ileri adimlara tasiyan, bilgi ve deneyimleri 1s1ginda bana yol
gosteren ve biitiin tez ¢alismalarim boyunca bana giivenen ve cesaretlendiren c¢ok

degerli danisman hocam Prof. Dr. Halil Murat AYDIN’a;

Tez calismalarimin yiiriitiilmesinde yardimci olan ve bana gerekli imkani saglayan

saygl deger hocam Sedat ODABAS ve ¢alisma ekibine;

Tez calismalarimin tamamlanmasinda desteklerini esirgemeyen ve imkan saglayan

BMT Grup Ailesine;

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine (BAP),

FYL-2020-18602 numaral proje ile saglanan maddi desteklerinden dolayz;

3 yil boyunca her zaman yanimda olan, arkadagliklar1 ile beni motive eden, yardimsever
ve pozitif kisilikleri ile giizel bir ¢aligma ortami yaratan Ahsen SEYREK’e, Bengisu
TOPUZ’a, Giilcin Giinal KARATAS’a, Safa KARARMAZ’a, Selcan GULER’e ve
Zeynep CAGLAR a;

Her adimimda arkamda olan, maddi ve manevi anlamda destekleyen, bu siiregte beni
hi¢ yalmiz birakmayan annem Mazes ZIHNA’ya, babam Kadri ZIHNA’ya, ablam
Giilgin ZIHNA ya;

Ogrenci Evlerinde kurdugum o giizel dostluklarindan dolay: yurt arkadaslarima;

Tez caligmalarim boyunca gece ve giindiiz bana yaverlik yapan ve Hacettepe

Universitesi kampiisiinii giizellestiren Pofuduk, Zuko, Zarife ve Sansh Bebek’e;

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...

vii



ICINDEKILER

(@ 74 = LTSRS [
AB S T R A T iV
TESEKKUR ..ottt ettt te et ettt et e e e et e e teeteeteestesteentesteeneesreaneas Vii
107 1] = =1 viii
o] = I = ] | | Xii
CIZELGELER DIZINI.....oiuveeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt XV
SIMGELER VE KISALTMALAR ........coiiiteitecteeeeeeeeee et eee e eteeteeteeteeaeeae e eaeetestesaesaesaesae s XVi
1. ]3I T 1
2. ] N == [ R 3
2.1. Meniskis Yapisi ve FONKSIYONU ..............ooooiiiiiiiiii e 3
2.1.1. Meniskus Anatomisi ve VaskUIeritesi.............coivviiiiiiiiiiiiii e 3
2.1.2. Biyokimyasal KOMPOZISYONU ........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeee ettt 5
2.1.3. Fonksiyonu ve Mekanik OZelliKIEri............c.ccceeereeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 7
2.2. Meniskus Yaralanmalari ve Tedavileri...............ccccccccoviiiii 9
2.2.1. Yaralanma TiPIEI ...uuuei i 9
2.2.2. Meniskus Yaralanmalarinda Tedavi Yontemleri ...........ccccoovveeeviiiiiiiiiiinnneeenn. 11
2.2.3. Meniskus Allogreft Transplantasyonu (MAT) ve Ticari implantlar-................. 12
2.3. Meniskiis Doku MuUhendisligi................cooovriiiiiii e 13
2.3.1. Meniskus Doku Muhendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler ....................... 14
2.3.1. Meniskus Doku Muhendisliginde Kullanilan Hlcreler ............cccccvvvvvivivienee. 16
2.4. Doku Miihendisligindeki Hiicresizlestirme Yaklagimi...............cccccccccinnn. 17
2.4.1. Konvansiyonel Deselulerizasyon Ajanlari ve Teknikleri............cccccocoeeinnn. 18
2.4.1.1. FIizikSel TEKNIKIET ....ccoiiiieeeee e 18
2.4.1.2. Kimyasal AJANIAr ............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 19
2.4.1.3. ENZIMAtIK AJANIAT .....eetiiiiiiiiiiiiiiiiii i 20

2.4.2. Superkritik Akigkan Teknolojisi ile Deselllerizasyon .............cccccvvvvvviviiinnnnn. 21
2.4.3. Meniskus Dokusu ile Yapilan Hucresizlestirme Calismalari ......................... 22

viii



2.5. In situ Fotopolimerizasyon ve OzelliKIeri ................cc.ccooecvevecriiiee e 23

2.5.1. Polimerizasyon Mekanizmasi ve Fotobaslaticilar ............cccccoooviiiiinn, 24
2.5.2. Fotogapraz Baglanabilen Polimerler ..o, 26
2.5.2.1. Fonksiyonellestiriimis Jelatin (GelMA) ... 26
2.5.2.2. Poli (etilen glikol) dimetakrilat (PEGDMA) .........ccovviiiiiiiiii e, 26
2.5.2.3. Metakrilanmig Hyaluronik Asit (HAMA)........ccoorrriiiiiiie e 27
DENEYSEL CALISMALAR ......ooiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e eeeees 28

3.1. Tez calismasinda Kullanilan Malzemeler................ccccooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 28
3.2. Deselulerize Meniskiis Dokularinin Hazirlanmasi................cccccvvviiiiiinninnnnn. 29
3.2.1. MeniskUs DiSEKSIYONU........cciiiiiiiiiiiiiie e 29
3.2.2. Konvansiyonel Deselulerizasyon Protokollerinin Optimizasyonu ................. 30

3.2.3. Super Kritik Akiskan Teknolojisi ile Deselulerizasyon Protokollerinin

OPLIMIZASYONU ... e e e e e e e e e et e e e e e e eeeennes 32

3.2.4. Deselllerize Meniskus Dokularinin Karakterizasyonlari .............ccccceeeeveennn. 33
3.2.4.1. HistolOjik ANANIZIET ......ccooviiiiiiiiiiii e 33
3.2.4.1.1. Hematoksilen & Eozin (H&E) Boyamasi ..............cccevvviviiiiiiiiiinnnnnee 34
3.2.4.1.2. 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyamasi.............ccccccvvvvnnnn. 34
3.2.4.1.3. Masson Trichrome Boyamas! .........ccccovvuviiiiiiiiiiiiieciis e 35
3.2.4.1.4. Safranin/Fast Green Boyamas!..............uuuuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnne 35
3.2.4.2. Biyokimyasal Analizler..........cccccoiiiiiiiii 35
3.2.4.2.1. GeNOmMIiK DNA TaYiNi c...couuuiiiiiieeeieeieiiiie e 36
3.2.4.2.2. Toplam Kolajen Miktar TayiNi.........ccccceeeeiiieeeeieeeeiee e 36
3.2.4.2.3. Toplam GAG MiKtar TaYiNi.........uuuueermmimiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiieieeeeeenene. 37
3.2.4.3. Yas ve Kuru Agirlik DegiSimIeri ... 37
3.2.4.4. MOrfOlOjik ANGLIZ .....coovviiiiiiiiiiiiei e 38
3.2.4.5. Taramali Elektron Mikroskobi (SEM) Analizi ............ccccoiiiiiiiiiiiiinnnn, 38
3.2.4.6. BiyomeKanik ANAlIZI..........c.uiiiiiiiiiiii e 38
3.2.4.7. SitOtOKSISItE ANAIIZI.....ceeeeeeieeeeie e 38
3.3. Foto Capraz Baglanabilen Hidrojellerin Hazirlanmasiu................................... 39

3.3.1. Metakrilanmig Jelatinin Sentezi (GelMA) ve Fonksiyonellesme
Derecesinin Hesaplanmas! ... 40



3.3.2. Hibrit iskelede Kullanilacak Hidrojellerin Optimizasyonu ve

KaraKterizasSyonIari........coooouuuiiiiii e 41

3.3.2.1. UV ABSOrbans ANAliZi ...........coiiiiiiiiiiiiicie e 42
3.3.2.2. Sigsme Testi ve Sol Fraksiyon Analizi ............ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 42
3.3.2.3. Biyomekanik ANaliz.............uiiiiiiiiiiice e 43
3.3.2.4. KImMyasal ANAlIZ.........ccoooeimiiiie e 43
3.4. Hibrit Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ................c.cccooevieieie i 43
3.4.1. Hibrit Doku Iskelelerinin Karakterizasyonlar! ..............cccccceceeeeeeeeecceeeneane. 44
3.4.1.1. MOIfOIOJIK ANGLIZ.......ccoeeeeeeie e e 45
I e I | Y = 45
3.4.1.3. Sisme Testi ve Sol Fraksiyon Analizi ............ccceeeviiiiiiiiiiiiieccee e 45
3.4.1.4. MEKANIK ANALIZ.....cceee e 46
3.4.1.5. TermMal ANAIIZ .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb nennnnnee 46
I I G TS = Y N g 4 47
3.4.1.7. DeQredasyOn TSt ........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeebeeeeeb e 47
3.4.2. IN Vitro CaliSmalar...........ooooiiiiiiiiiiiiee e 48
3.4.2.1. Hucrelerin KUIRUrd ve EKIMi........ooooiiiiiiiiii e 48
3.4.2.2. HUcre Canllik ANAIIZi...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeieeiieeeeneeeeeeeneees 49

3.5. istatistiksel GaligSMalar ...................c.ccooiiviiiieeeeeeeeee e 49
4. SONUCLAR VE TARTISMA ..., 50
4.1. Desellilerize Meniskiis Dokularinin Hazirlanmasi ............ccccccccvvvvviiiiiinnnnnn. 50

4.1.1. Konvansiyonel Yontemlerle Deselulerize Edilen Gruplarin

KarakterizasSyOnIart ..............ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
4.1.1.1. Histolojik GaliSmalar ... 50
4.1.1.2. Biyokimyasal ANALIZIET ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 58

4.1.2. Superkritik Akiskan Teknolojisi ile Deselllerize Edilen Gruplarin

KarakterizasSyonIart............cooo i 62
4.1.2.1. Histolojik GaliSmalar ..........coooooiiiiiiee 62
4.1.2.2. Biyokimyasal ANALIZIET ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee 68

4.1.3. Meniskus Deselulerizasyonunda Kullanilan Yontemlerin

KarsHastiriIMast ... e 70

4.1.3.1. MOrfolojik AN@NIZ .......coeeeeiiie e 71



4.1.3.2. Su Tutma Kapasitesi ve Agirlik Degisimleri..........ccccooviieeiiiiiiiiiiiinneee, 72

4.1.3.3. Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM) Analizi..............ccccevvviiiiiinnneenn. 73
4.1.3.4. MeKaNIK ANANZ .....cooeeeieeee e 75
4.1.3.5. SitOtOKSISItE ANANIZI.....cceeeeiiiiiiie e 77

4.2. Fotogapraz baglanabilen Hidrojellerin Sentezi ve
Karakterizasyonlar! ... 78
4.2.1. Fonksiyonellestiriimig Jelatinin (GelMA) Karakterizasyonu ............ccccceeee.... 79
4.2.2. GelMA Destekli Hidrojellerin Karakterizasyonlari ...........cccccccvviiiiiiiiiiinnnnnn. 81
V2 N W G AV AN o 1o o T= 1 S 1= 1V 82
4.2.2.2. MOIfOlOjIK ANANZ ... e 84
4.2.2.3. Sisme ve Sol Fraksiyon Testi .......cooevuiiiiiiiiiiiiieie e 84
4.2.2.4. MeKaNIK ANALZ .....cooeeeiieeeee e 86
T el B | = Y - |4 PP 88
4.3. Hibrit Nihai Meniskiis iskelelerinin Karakterizasyonlari................c..c............ 90
4.3.1. MOrfolojik ANANIZ ........coooiiiiiiiii 92
e B e I | AN 4 = {74 R 93
4.3.3. Sisme ve Sol Fraksiyon Testi.....ccooeeieiiiiiiiiiiicce e 96
4.3.4. Mekanik OzelliKIErinin TayiNi........c.ccoveiieieeiee ettt s 97
4.3.5. Termal ANAIIZ .......oooeieiiii e 100
4.3.6. Taramali Elektron Mikroskobi (SEM) Analizi.........ccccccccciiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 105
4.3.7. PBS ve Enzimatik Degredasyon AnalizZi...........ccccceeveeieiiiiiiiiiieeeeeeeenn, 106
4.3.8. IN Vitro CaliSMalar.........cccoooeiiiiiiiie e 108
4.3.8.1. Alamar MavViSi TS ....cccovveiiiiiiiei e e e e e 109
D Y ORUM ..t 111
T N N N S P 118
B LR e 129
EK 1 — KalibDrasyOnlar..........oouuiiiiiiii e e e e e eens 129
(@Y€ ] =103 1Y |1 3OO 131

Xi



SEKILLER DiZINI

Sekil 2. 1. Meniskal baglantilarilarin anterior ve superior taraftan gorintimii [1]..oeereernreeseeenmeesseessseesseeenens 4
Sekil 2. 2. Meniskiis vaskiilerizasyonunun sematik gosterimi [14]. .5
Sekil 2. 3. Meniskiis Dokusundaki Kolajen Organizasyonu [17]....eeereesssesssesssssesssssssssssssesssssssens 6

Sekil 2. 4. Meniskiis Dokusunda Goriilen Hiicre Morfolojileri.(a)- ytzeysel hiicreler, (b)- fibroblast
benzeri hiicreler, (c)- fibrokondrosit benzeri hiicreler, (d)- kondrosit benzeri hiicreler [22]....7

Sekil 2. 5. Meniskiis dokusuna etki eden kuvvetler ve dagilimlari [24]. 8

Sekil 2. 6. Meniskiis yirtiklarinin tipleri. (A) Normal meniskiis, (B) Radyal yirtik, (C) cevrimsel yirtik,
(D) Horizontal flap, (E) Vertikal flap, (F) Kova sap1 yirtigy, (G) Oblik yirtik, (H) Kompleks yirtik,
(I) Horizontal yirtik, (i) Boynuz yirtiklari. [33]. 10

Sekil 2. 7. Hig¢ islem gérmemis diz eklemi i¢in tibial platonun iizerine diisen temas gerilimi (A),

menisektomi yapilmis bir dizdeki gerilim biiytkliglintin kii¢iik alanda toplanarak artmasi (B).

[42] deN UYATTANINISTIT. wcoueeereeseersreesseeeseeseeeseessseesseesssesssessssessssessseesssssssessssesssessssessssesssessssessssesssessssssssesssssssessaes 12
Sekil 2. 8. Siiperkrititk CO2’in kritik noktasini gosteren grafik [85]. ..cenremeernmeesmssseessmesssseessssssssssesssssseees 21
Sekil 2. 9. Serbest Radikal Polimerizasyonun BasamakKIar ......eeeesssssesssssssssesssssseees 25
Sekil 3. 1. Tez Calismasindaki Adimlar. 28
Sekil 3. 2. Meniskiis diseksiyonununda (A) Diz ekleminin genel goriintiisii, (B) tibia ytlizeyinin

sliperior goriintiisii, (C) disekte edilmis meniskiis dokulari. .30
Sekil 3. 3. GeIMA polimerinin SENtEZ aSAMAIATT. .......veuweeureeseeesreessersseessseesseesssesssessssesssesssessssssssesssessssessssssssesssssssseees 40

Sekil 4. 1. Islem gérmemis meniskiis dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon gruplarmin H&E boyamalari.

(A)-kontral, (B)-G-1, (C)-G-2, (D)-G-3, (E)- G-4, (F)-G-5, (G)-G-6, (H)- orvvverererrermrrerermrreeermeseesas 51
Sekil 4. 2. islem gérmemis (kontrol) ve deseliilerize gruplarin DAPI boyamalar1. (A)-kontrol, (B)-G-1,
(C)-G-2, (D)-G-3, (E)-G-4, (F)-G-5, (G)-G-6, (H)-G-7. (L0X) ..errerurrermrmrmerermrssersssssssssssesssssssssssssessanes 53
Sekil 4. 3. Kontrol ve Deseliilerize Meniskiis Dokularinin Masson Trichrome boyamasi. (A)-kontrol, (B)-
G-2.Grup, (C)-G-5.Grup, (D)-G-6.Grup, (E)-G-7.grubun (10X). 55
Sekil 4. 4. Islem gormemis doku (kontrol) ve optimal deseliilerizasyon gruplarinin Safranin-O/FCF
boyamasi. (A) Kontrol, (B) G-2, (C) G-5, (D) G-6, (E) G-7 (10X). 57
Sekil 4. 5. Islem gérmemis meniskiis dokusu ve konvansiyonel deseliilerize gruplarm DNA miktarini
gosteren histogram grafigi. **** P <0.000 1. c..ocoverreerrerienneereesseeserssesssesssesssssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssessssns 58
Sekil 4. 6. Konvansiyonel deseliilerize gruplarinin kolajen miktar tayinini gésteren histogram grafigi
(FP0,05)eeeeeesreeerssseeeesssseeesssseessssssessssssessssssesssss e sssss s8R RS R R R RS R R R R R R 60
Sekil 4. 7. Konvansiyonel deseliilerize gruplarinin GAG igerigini gosteren histogram grafigi. ... 61

Sekil 4. 8. Islem gérmemis (kontrol) ve scCO; deseliilerize meniskiis dokularinin H&E boyamalari. (A)-
kontrol, (B)- SK-1, (C)- SK-2, (D)- SK-3, (E)- SK-4, (F)- SK-5, (G)- SK-6 (10X)...cccccermmrerrmmererenn 63
Sekil 4. 9. Islem gérmemis (kontrol) ve scCO- deseliilerize meniskiis dokularmin DAPI boyamalar1. (A)-

kontrol, (B)- SK-1, (C)- SK-2, (D)- SK-3, (E)- SK-4, (F)- SK-5, (G)- SK-6 (10X). ccuvroerrrrrrme 65

Xii



Sekil 4. 10. Islem gérmemis doku (kontrol) ve scCO. deseliilerize gruplarmin Masson Trichrome
boyamalari. (A)- kontrol, (B)- SK-5, (C)- SK-6 (L10X). ceuveumreermeerrmeeesmsessmeesssmsesssmsssssessssssssssssssssssssssssssess 66

Sekil 4. 11. islem gérmemis doku (kontrol) ve scCO:. deseliilerize gruplarimin Safranin-O/FCF
boyamalari. (A)- kontrol, (B)- SK-5, (C)- SK-6 (L10X). ceveurreermeerrmeesmseesmeesssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 67

Sekil 4. 12. Islem gérmemis doku (kontrol) ve scCO, deseliilerize gruplarmn DNA miktarin1 gdsteren

histogram grafigi. **** p <0.0001 .....ccvcvurmeeermrrmeesesessesssssssssssss s 68
Sekil 4. 13. scCO: deseliilerize gruplarin kolajen miktar tayinini gdésteren histogram grafigi (*p<0,05). .69
Sekil 4. 14. scCO: deseliilerize gruplarinin GAG miktar tayinini gdsteren histogram grafigi (**p<0,01).

Sekil 4. 15. islem goérmemis doku (kontrol) ve deseliilerize gruplarinin morfolojik gériintiileri. (A) Islem
gdérmemis doku, (B) Konvansiyonel Deseliilerize grubu, (C) scCO- Deseliilerize grup. ... 71
Sekil 4. 16. Islem gérmemis doku (kontrol) ve deseliilerizasyon gruplarinin yas ve kuru agirhik tayinini

gosteren histogram grafikleri (*p<0.05) (F*P<0.01). .ovorenmrernmeesnmnessesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssens 72

Sekil 4. 17. Islem gérmemis (dogal) dokunun enine ve boyuna kesitlerinin (A, B); Konvansiyonel optimal
deseliilerize grubun enine ve boyuna kesitlerinin (C, D); scCO: optimal deseliilerize grubun enine

ve boyuna kesitlerinin (E, F) SEM goriintiileri. (1000X)

Sekil 4. 18. Islem gérmemis (dogal meniskiis) ve deseliilerize gruplarin gerilim-gerinim egrisi. ... 75
Sekil 4. 19. Islem gormemis (Kontrol) ve deseliilerize gruplarmn elastik ve kompresif moduliislerini

gosteren histogram grafikleri. (¥p<0.05), (¥FP<0.01). cccuorrerrernmeermrerernmesssssessssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssanes 77

Sekil 4. 20. Deseliilerize gruplarin % hiicre canliligini gosteren histogram grafigi. ... 78
Sekil 4. 21. GelMA-1 (A), GelIMA-2 (B) ve Jelatin (C) i¢in 'H-NMR analizindeki piklerin integral

P21 F21 41 2 DO TP 79

Sekil 4. 22. GelMA ve jelatin piklerin karsilastirmasini gésteren ¢akistirma spektrumu. .........cooceeeneeen. 80
Sekil 4. 23. Polimerizasyon dncesi ve 300 saniye sonrasi (A) LAP ve (B) 12959 fotobaglaticilarinin sol-
BEL YAPIIAT T cotteecrrir R 82

Sekil 4. 24. 12959 ve LAP fotobaslaticilarinin 200-400 nm dalga boylar1 arasindaki absorbans spektrumu.

Sekil 4. 25. (A) G-12959, (B) G-LAP, (C) PG-12959, (D) PG-LAP ve (E) PGH-LAP hidrohellerinin

MAKIOSKODIK GOTTUNTULETL. covuuieeeeeereeseceeeseerssees e seesseesseesssessse s es s ss s s s s s s e b s ssensaes 84
Sekil 4. 26. Hidrojellerin zamana bagli sisme oranlarini gosteren ¢izgi grafigi. ......oneeesonnesesninnenns 85
Sekil 4. 27. Hidrojellerin Sol Fraksiyon oranini gosteren grafik (*p<0.05). ..cccoommnnrrnnrernssernsssssnnennns 86
Sekil 4. 28. Olusturulan hidrojellerin gerilim-gerinim grafigi. .....ccoeseieeesseeeseesseeessesssseenns 87
Sekil 4. 29. Hidrojellerin (A) Elastik moduliisleri ve (B) Kompresif moduliislerini gosteren

histogram grafigi. (**p<0.01)(***p<0.001) (****P<0.0001) ..eeerrreermeemrmeemrreermmeerssmeersssserssesesssessssesssnees 87
Sekil 4. 30. Hidrojellerin ¢akistirmali olarak verilen FTIR spektrumlari. ... eenmeeseeeseessseenns 89

Sekil 4. 31. Capraz baglandiktan sonra hibrit iskelelerin i¢ kisimlarinin makroskobik gorintiileri.
(A) 1. Grup (72 saat inkiibasyon), (B) 2. Grup (4 saat inkiibasyon), (C) 3. Grup (4 saat
inkiibasyon + DHT) (37°C, 28 mbar), (D) 4. Grup (4 saat sonikasyon + 1 gece inkiibasyon)....91

Xiii



Sekil 4. 32. Pre-jelin aseliiler iskeleye emdirilmesinde kullanilan yéntemlerin (A) % sisme orani ve
(B) % sol fraksiyonunu gésteren grafik. (*p<0.05)(**p<0.001) 92
Sekil 4. 33. (A) G-Hibrit, (B) PG-Hibrit ve (C) PGH-Hibrit iskelelerinin ¢apraz baglama dncesi (sag)

ve sonrasinin (Sol) Morfolojik GOTTNEUIETT. ... ieeerereeerreeesseesssseessseesssseessseessssess s sesesssesssasesssssess 92
Sekil 4. 34. (A) G-Hibrit, (B) PG-Hibrit ve (C) PGH-Hibrit iskelelerin hi¢ islem gérmemis ve

deseliilerize iskeleler ile cakistirmall FTIR SPeKtrumIari.......ceeeneeneenssneessssessesssssssssseens 94

Sekil 4. 35. Hibrit aseliiler iskelelerin (A) zamana bagli olarak % sisme davranislarint ve (B) % sol

fraksiyonunu gosteren grafikler. 96

Sekil 4. 36. Hig islem gormemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin gerilim-gerinim grafikleri. ........ccoouceene.. 98
Sekil 4. 37. Hi¢ islem gormemis, deselillerize ve hibrit yapilarin (A) Elastik moduliisleri ve (B)
Kompresif moduliislerini gosteren histogram grafikleri. (*p<0.05)(**pP<0.01). ccccoormreeermrmeeeermsmeeesssenens 99
Sekil 4. 38. Hig islem gérmemis, deseltilerize ve hibrit yapilarin termogram grafikleri..........cconuvere. 101
Sekil 4. 39. Hi¢ islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin sicakliga bagli 1s1 akis grafikleri. 104
Sekil 4. 40. Deseliilerize dokunun 1 kX ve 5 kX deki enine kesitlerinin (A, D); PGH-Hibrit grubunun 1
kX VE 5 kX’deki enine kesitlerinin (B, E); PG-Hibrit grubunun 1 kX ve 5 kX’deki enine
kesitlerinin (C, F); deseliilerize dokunun 1 kX ve 5 kX’deki boyuna kesitlerinin (G, J); PGH-Hibrit
grubunun 1 kX ve 5 kX’deki boyuna kesitlerinin (H, K); PG-Hibrit grubunun 1 kX ve 5 kX’deki
boyuna kesitlerinin (I, L) SEM @OTUNTILETIL. cv.uurveureeseesssessmmessssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 105

Sekil 4. 41. Hig islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin (A) PBS icinde ve (B) enzimatik

soliisyon icinde zamana bagli olarak % degradasyonunu gosteren grafikler. ... 108
Sekil 4. 42. 1.929 hiicrelerinin P9 pasajindaki 2 giin sonundaki flask tizerindeki gériintimleri......... 108
Sekil 4. 43. Alamar Mavisi Analizinin 1. 4. Ve 7. gilinlerinin gruplardaki absorbans degerlerinin

gosteren histogram grafigi. .110

Xiv



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2. 1. Meniskiis doku miihendisliginde ¢alisilan sentetik/biyolojik polimerler ........ccoueenreenn. 14
Cizelge 2. 2. Meniskiis Deseliilerizasyon CalISMalari. ... ceereessssesseessesssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 22
Cizelge 3. 1. Konvansiyonel Deseliilerizasyon ProtoKOIIEr .......eeeeeeeseesseesseesssseseessseessessssessseenns 30
Cizelge 3. 2. Stiperkritik akigkan teknolojisi ile yapilan deseliilerizasyon gruplart. ... 32
Cizelge 3. 3. Jel emdirme yontemlerinin ProSESIEri.... o eeeressessessesssssesssssssssssssssesssessssssssssssssans 44

Cizelge 4. 1. islem gérmemis (kontrol) ve deseliilerize gruplarinda kalan artk DNA  miktar1 ve

VUZAC QZALISL 1ereeereereerseeeseesreesseessseesseessseeseesssees s esseesssess s s ee s es R RS eER eSS R R AR R R R 59
Cizelge 4. 2. Dogal ve deseliilerize meniskiis dokularinin mekanik 6zelliKleri. ........cnenrernsrersesenneenns 76
Cizelge 4. 3. Hidrojel sentezi i¢cin kullanilan gruplarin kisaltmalar1 ve jellesme siireleri.........c.ccneen. 81
Cizelge 4. 4. Dogal, deseliilerize ve hibrit meniskiis iskelelerinin 5 mm kuru agirlik oranlari.............. 93

Cizelge 4. 5. Dogal, deseliilerize ve hibrit iskelelerinin elastik ve kompresif moduliislerinin ortalama

[0 L7 <1=) o =) PPN 100

Cizelge 4. 6. Hig islem gormemis, deseliilerize ve hibrit gruplarin TGA termogramindan elde edilen

L7211 () OO 102

XV



Simgeler
MD

n

Ri

Kisaltmalar
ACB
DAPI
DMEM
DMMB
DMSO
DNA
DNAaz
DSC
ECM
FBS
FDA
EDTA
FTIR
GAG
GelMA
HA

HAMA

SIMGELER VE KISALTMALAR

Metakrilasyon Derecesi

Molar ¢apraz baglama yogunlugu (mol/cm?3)

Fotopolimerizasyon baslangi¢ hizi

Molar soniimleme katsayis1 (1/M.cm)

Arka Capraz Baglar
4’ 6-diamidino-2-phenylindole
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilen Mavisi

Dimetil siilfoksit

Deoksiribontikleik asit
Deoksiriboniikleaz

Diferansiyel Taramali Kalorimetri
Ekstra Seliiler Matriks

Fetal S1gir Serumu

Gida ve flag Kurumu

Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat tuzu

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

Glikozaminoglikan
Metakrilanmis Jelatin
Hyaluronik Asit

Metakrilanmis Hyaluronik Asit

XVi



HCI
HNMR
H&E
12959
KMI
LAP
LM
MA
MAT
MM
MTT
NACI
NAOH
OCB
PBS
PCL
PEG
PEGDMA
PGA
PLA
PLGA
PMCP
PU
RGD
RNA

scCO,

Hidroklorik asit

Proton Niikleer Manyetik Rezonans
Hematoksile&Eozin
2-Hydroxy-4'-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone
Kolajen Meniskiis Implant

Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate
Lateral Meniskiis

Metakrilik Anhidrit

Meniskiis Allogreft Transplantasyonu

Medyal Meniskiis
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
Sodyum Kloriir

Sodyum Hidroksit

On Capraz Baglar

Fosfat Tampon Cozeltisi

Polikaprolakton

Poli(Etilen Glikol)

Poli(Etilen Glikol) Dimetakrilat

Poliglikolik asit

Polilaktik asit

Polilaktik-co-glikolik asit

Perimeniskal Capillary Plexus

Poli {iretan

Arjinin- Glisin- Aspartik asit

Reoksiriboniikleik asit

Stperkritik karbondioksit
XVii



SDS Sodyum dodesil siilfat
SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu

TGA Termogravimetrik Analiz

Xviii



1. GIRIS

Osteoartrit gelisimiyle sonuglanan meniskiis lezyonlar1 diz ekleminde goriilen en sik
yaralanmalardan biridir. Amerika’da her yil gergeklestirilen 1,500,000 artroskopik diz
eklem cerrahisinden yaklasik %50°si bu yapilardan olan meniskiis ile iliskilidir. Bu
oranin diinya genelinde 2 kat1 oldugu diistiniilmektedir [1]. S6z konusu yaralanmalar,
femur ve tibia arasindaki anormal bir ylizey meydana getirmesiyle dize gelen yiiklerin
yeniden dagilimmi tetiklemektedir. Diz biyomekaniginde meydana gelen bu
degisiklikler tedavi edilmez ise bireyin hareket kabiliyetini etkileyebilmektedir.
Meniskiis dokusunun hipohiicresillik ve hipovaskiileritesinden dolayr kendiliginden

onarim mekanizmasi sinirli olmaktadir.

Fibrin yapistiricilar, zimbalar ve sutiir teknikleri belli bir yere kadar onarim saglandigi
icin meniskal yaralanmalarin yaklasik olarak % 85’1 cerrahi islemleri gerektirir.
Tedavinin altin standardi olarak kabul edilen kismi ya da total menisektomi ise
meniskiis aginmalarinda siklikla uygulanmaktadir [2]. Kisa donemde agri, sislik, gii¢
kayb1 gibi semptomlarin azalmasini saglayan tedavinin genis zaman araligindaki
incelemelerinde eklem araliginin darligi, kikirdak dejenerasyonu ve osteoartrit gelisimi
gozlenmistir  [3]. Menisektomi yapilan dizde allogreft trasplantasyonu diz
fonksiyonunun gelisimi ile hastalarin yagam kalitesini artirabilmektedir. Fakat implantin
hastalik tasima riski, ulasim zorlugu, ekonomiklik yonii vb. dezavantajlari
kullanimlarint kisitlar. Zenogreftler bu dezantajlar1 indirgeyebilse de immiin risk hala

ortopedi cerrahisinde problem olarak kalmaktadir.

Doku miihendisligi yaklagimlari meniskiis dokusununun rejenerasyonu i¢in umut vaat
eden alternatif tedavileri sunmaktadir. Piyasada bulunan kolajen meniskiis (KMI),
Actifit ve NUSurface implantlar1 dejeneratif asinmalarda kullanilmasiyla meniskiis
onarimini saglar. Yine de biyomekanik 6zelliklerini tam karsilayamadigi, implantin
ekstriize olmas1 ve erken degradasyonuyla destek malzeme niteligini kaybettigi igin
klinik caligmalarin alternatif iskelelere yonelimi saglamaktadir. Meniskiisiin dogasindan
otirti ideal doku onariminda; histoyapist ve anizotropik biyomekanik ozellikleri

bakimindan dogal dokuyu mimik edebilecek bir implanta ihtiya¢c devam eder.

Hiicresizlestirilmis iskeleler mikroyapinin = siirdiiriilmesi ile hiicre ekimi ve

proliferasyonu igin biyolojik olarak aktif olan, ayrica ECM kompozisyonunda
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gerceklesen minimum degisiklikler sayesinde mekaniksel davraniglarinin da korundugu
biyomimetik implantlardir. Deseliilerizasyon stratejilerinde sadece hiicrelerinden
arindirtlmis non-immiinojenik iskeleler elde etmek degil ayn1 zamanda yapidaki protein
ve protein bazli bilesenlerin siirdiiriilmesini amaclar. Meniskiis deseliilerizasyon
yontemlerinde enzimatik, kimyasal ve fiziksel muameleler ve bunlarin kombinasyonlari

siklikla kullanilmaktadir.

Sunulan tez calismasinda fiziksel, enzimatik ve kimyasal ajitasyon ile meniskiis
dokusun intakt yapisin1 koruyabilecek sekilde hiicresizlestirilmesi amaglanmistir.
Ayrica fibroz kikirdak dokuda ilk defa denenecek olan siiperkritik akiskan
karbondioksit teknolojisi ile deseliilerizasyon yontemi karsilastirma i¢in kullanilmistir.
Histolojik calismalar, biyokimyasal analizler, mekanik analiz ve ultrayapinin
mikroskobik olarak goriintiilenmesi hiicresizlestirmedeki yontemlerin basarisi igin

bakilmistir.

Calismanin ikinci kapsaminda hibrit iskele tiretiminde kullanilacak hidrojellerin serbest
radikal polimerizasyonu i¢in parametreleri optimize edilecektir. Jelatin molekiilii
modifiye edilerek, poli (etilen glikol) ve hyaluronik asit bazli bilesenlerin
fonksiyonellestirilmis tiirleri ile birlestirilip UV 151k altinda ¢apraz baglama verimliligi

saptanmistir.

Hibrit aseliiler iskelelerin belirlenen 6ncii jel formlariyla entegrasyonu ve ardindan UV
151k altinda in situ ¢apraz baglanabilirligi ti¢iincii adimda incelenmistir. Son zamanlarda
revacta olan hidrojel sistemlerinin bu ¢alismada kullanilmasi deseliilerizasyona sonucu
olusabilecek mekanik dayanimdaki diisiis ve GAG miktarinda azalmasindan dogan
dezavantajlart minimuma indirmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda, sisme testi ve
mekanik analiz ile su tutma orani ve mekanik davranigindaki degisimler tayin edilmistir.
Jel yapmin eklenmesi sonucu kimyasal yapidaki degisim ve termal ozelliklerindeki
degisime FTIR ve TGA, DSC analizleri ile bakilmistir. Ozellikle iskele icerisindeki jel
yapmin goriintiilenmesi ve capraz baglama sonucu kolajen fiberlerin morfolojisi
elektron mikroskobisi ile analiz edilmistir. Hibrit iskelelerin degredasyon ¢aligmasi PBS
ve enzimatik sollisyonlarda  yiritilmistir. Son olarak  biyomalzemenin
sitototoksisitesine bakilacak ve hidrojellerin hiicre canliligini ne kadar etkiledigi

kantitatif olarak verilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde genel olarak meniskiis dokusunun anatomisi, ultrayapisi, kompozisyonu,
biyomekanik ozellikleri, yaralanmalar1 durumunda yapilan tedavi ve yapilabilecek doku
mihendisligi ile onarim yaklasimlar1 ele alinmistir. Ayrica, yeni bir yaklasim olan
deseliilerizasyon ve gerekli muameleleri igin de literatiir arastirmasi yapilmis ve bu
kisimda yer verilmistir. Alternatif bir hibrit iskele olusturulmasinda kullanilacak serbest
radikal polimerizasyonu ve kullanilan polimerler ile ¢apraz baglama parametrelerinden

de ayrintili olarak bahsedilmistir.

2.1. Meniskiis Yapisi ve Fonksiyonu

Diz, oncelik olarak bacagin fleksiyon ve ekstansiyonuna izin verirken; rotasyonal,
translasyonal ve donme hareketlerinin de uyumunu saglayan karmasik bir oynar
eklemdir. Femoral ve tibial eklem yiizeyleri yapisal olarak ¢ok az bir stabilite saglar [4].
Bu ylizden, biyomekanik fonksiyonlarinin gerceklestirilmesinde artikiiler kikirdak,
meniskiis ve ligamentler diz eklemi i¢in 6nemli role sahiptir. Meniskiis dokulart,
artikiiler kikirdak {tzerindeki temas yilizey alanmi artirarak, dize gelen yiiklerin
dagilmasi ve artikiiler kikirdak tizerinde daha diisiik stresin sonug¢lanmasiyla diz eklemi
uyumunu artirmaktadir. Her bir dizde medyal ve lateral olarak bir ¢ift olan meniskiisler,

bu uyumun saglanmasi i¢in iiggensel kesit ve yarim ay seklini gostermektedir [5, 6].

2.1.1. Meniskiis Anatomisi ve Vaskiileritesi

Meniskiis, femur ve tibial plato arasinda konumlandirilmis, C- seklindeki fibroz-
kikirdak dokulardir. Konveks yapidaki femoral kondil ile temas halindeki proksimal
yiizeyleri konkav sekli ile uyum saglarken; distal ytizeyleri tibial plato i¢in nispeten diiz
yapist ile uyusmaktadir. Medyal meniskiis laterale gore daha az daireseldir ve buna
bagl olarak daha az yer kaplamaktadir. Boyut, sekil ve kalinlik bakimindan farklilik
gosteren medyal ve lateral meniskiis dokular tibial platonun sirasiyla %51-74 ve %75-
93’liik kisminin tizerini kapatmaktadir [7, 8]. Eklem kayganlig1 ve stabilitesini saglayan
meniskiis dokular1 cesitli ligamentler ile diz eklemine tutturulmaktadir. Dokudaki
posterior ve anterior kisimlarinda bulunan boynuz yapilarinin tibial platoya baglanmasi
ana baglant1 noktalarin1 olusturmaktadir [9]. Transverse ligamentler ile de lateral ve
medyal meniskils dokularinin anterior kisimlari birbirine baglanmaktadir. Lateral

meniskiisiin anterior boynuzunun dis ¢evresi tibial interkondiler tepesine giderken 6n



capraz baglarin arkasindan iliskilendirilmektedir. Arka(posterior) boynuzu ise medyal
femoral kondile, arka ¢apraz baglarin arkasinda ve oniinde bulunan, sirastyla Wrisberg
ve Humphrey ligamentleri ile baginti kurmaktadir [1]. Diz eklemindeki meniskal

baglant1 kesismelerinin 6nden (anterior) ve istten (siiperior) goriiniimii Sekil 2-1’de

verilmigtir.
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Sekil 2. 1. Meniskal baglantilarilarin anterior ve superior taraftan goriinimii [1].

Medyal meniskiis eklem kapsiiliiniin diginda bulunan medyal kolleteral ligamente
periferik olarak siki bir baglanti igindedir. Lateral meniskiisiin femur ve popliteal
tendona baglantis1 rotasyon sirasinda femoral kondil hareketiyle birlestirir; fleksiyon
sirasinda da popliteal tendon arka boynuzu geri g¢ekerek dokunun femur ve tibia
arasinda hapsolmasini engeller. Bu nedenle daha az haraketli bir yap1 sergileyen medyal

meniskiisiin yaranmalara egilimi lateral meniskiise kiyasla fazladir [10].

Meniskiisiin  vaskiiler anatomisine bakildiginda, dogumda hemen hemen tiim
meniskiisin  kanlandigr fakat 9. ayda i¢ bolgenin {igte biri avaskiiler oldugu
bilinmektedir. Yetiskinlige dogru bu azalisin devam etmesiyle her iki meniskiiste de
sadece periferal denilen dis bolgede ~%10-30 vaskiilerite goriinmektedir [11]. Vaskiiler
biiylimenin inhibitorii islevini géren endostatin/kollajen tip 18 bu azalmada etkin bir rol
oynamaktadir [12]. Meniskiis dokular1 kanlanma ve beslenme sekillerine 3 bolgeye ayri
bolgeye ayrilabilir. Sekil 2-2°de meniskiis vaskiileritesi ve bolgeleri goriilmektedir.
Kirmiz1 bolge meniskiisiin distaki 3’te birlik kismimi temsil eder ve bu bdlgenin
kanlanmasi iyi oldugu i¢in doku kan damarlarindan beslenme saglamaktadir. Kirmizi-
beyaz boélge ortanin 1/3’linti kaplamasiyla hem kan damarlarindan hem de sinoviyal

stvidan beslenmeyi almaktadir. Beyaz bolge ise tamamiyla avaskiiler yapida olmakla



beraber sadece sinoviyal sivi tarafindan beslenir. [13]. Dokuda goriilen bu
hipovaskiilerite yaralanma veya asinma durumlarinda iyilesme potansiyeline negatif

etki etmektedir.

PMCP

Sekil 2. 2. Meniskus vaskilerizasyonunun sematik gosterimi [14].

2.1.2. Biyokimyasal Kompozisyonu

Meniskiis dokusu, kolajen oryantasyonu ve kanlanma bolgeleri ile heterojenik bir yap1
sergilemektedir. Meniskiisiin genel olarak biyokimyasal kompozisyonu da % 72 su
igerigini ve % 28 oraninda organik bilesenlerini igerir. Bu organik bilesenler hiicre
bagintili matris yapilarina tekabiil etmektedir. Kolajenler organik bilenesenlerin %75°lik
kismin1 olusturarak dokunun temel bilesimi olmaktadir. Ardindan %17°lik kismini
glikozaminoglikanlar (GAG) takip etmekte ve % 2 oraninda DNA igerigi de dokunun

hipohiicreselligini ortaya koymaktadir.

Adhezyon glikoproteinleri ve elastin dokuda % 1’in altinda bulunmaktadir [15]. Kolajen
meniskiis dokusunda ana fibril bileseni olmasina karsin farkli kolajen tipleri dokunun
her bir bolgesinde degisen miktarlarda bulunur. Cheung ve arkadaglarinin yaptiklart bir
calismada dis bolgenin iigte 2’sinde Tip I kolajen birincil olarak gosterilirken i¢
bolgedeki tigte 1’lik kisimda %60 Tip 11 ve %40 Tip I kolajen goriilmiistiir. Kolajenin
diger varyantlar1 olan Tip III, V, VI dokuda minér bilesenler olarak mevcuttur [16].
Buradaki kolajen fiberlerinin organizasyonu dokunun mekaniksel fonksiyonlariyla
spesifiklesmektedir. Meniskiis dokusunda kolajen diizenlenisi ylizeysel, lamelar ve
derin katmanlar olmak tlizere 3 ayn tabaka ile gosterilmektedir. Yiizeysel ve lamelar
katmanlardaki kolajen fibriller rastgele hizalanarak femur ve tibia yiizeylerine temas
eden ag seklini olustururlar. Daha derin katmanlarda ise fiberler dis bdlgeye dogru

sirkumferansiyel (¢evrimsel) bir hizalama gosterirler. Meniskiisiin perifer kismindan



merkezine dogru goriilen bu sirkiimferansiyel fiberlere dik radyal fiberler yigin yapinin
rijiditesini artirmaktadir [17]. Sekil 2.3. teki kolajen fibril hizalanisinin katmanlar

arasindaki spesifikligi goriilmektedir.

Lamelar Katman

= Dis Derin Katman

Radyal Fiberler

ic Derin Katman .
—— Yiizeysel Katman

Sekil 2. 3. Meniskiis Dokusundaki Kolajen Organizasyonu [17].

Proteoglikanlar meniskiis dokusunun hidrasyon ve kompresif direncine yardimci olan
glikozaminoglikan dallari  ve merkez protein ¢ekirdekten olusan hidrofilik
glikoproteinlerdir. Birincil proteoglikanlar olarak dokuda agrekan, biglikan ve dekorin
bulunmaktadir. Birincil glikozaminoglikanlar ise kondroitin-4-siilfat (%40), kondroitin
6-siilfat (%10-20), Dermatan siilfat (%20-30), keratan siilfat (%15) ve hyaluronan (%3)
oranlarini igermektedir. Proteoglikanlarin yogunluklarinin bolgelere gore degisiklik
gostermesi meniskiis dokusundaki anizotropinin bir diger sebebini de olusturmaktadir.
Ic bolgenin 2/3’iinii olusturan molekiiller dis bolgede daha diisiik miktarda
goziikmektedir [18]. Negatif yiiklii bu polisakkarit molekiilleri ozmotik sismeye stimiile

ederek kompresif kuvvetlere karsi direng saglamaktadir.

Sitolojik olarak bakildiginda, bolgesellik ve beslenmeye gore dokuda 4 farkli
morfolojide hiicreler tanimlanmaktadir. Meniskiis dokusunda fibroblast benzeri,
fibrokondrosit, fibrosit ve kondrosit benzeri hiicre tipleri farkli olarak konumlanmis ve
hiicre baglantili matris yapis1 da iligkili olarak heterojenik 06zellik gostermistir.
Avaskiiler bolge olan i¢ kisimda baglantilar1 olmayan, yuvarlak tipteki artikiiler
kondrosit benzeri hiicreler goriiliirken, periferal kisimda fibroblast-benzeri olarak
tanimlanan fibroz; igsi veya oval yapidaki hiicreler gozlenmistir. Gegis bolgesi olan ve
damarlanmanin i¢ bolgeye gore nispeten goziiktiigii orta kisimda yuvarlak veya oval

morfolojideki fibrokondrositler bulunmaktadir [19]. Yiizeye yakin olan yerlerde ise



fibroblast benzeri hiicreler igsi ve hiicre wuzantilart olmayan bir morfoloji
sergilemektedir. Sekil 2.4.teki morfolojiler bolgelere gore farklilik gostermektedir.
Literatiir ¢calismalarinda morfolojik farkliliklarin yani sira hiicrelerin gen ekspresyon

profilleri de bolgelere gore degisiklik gostermistir [20, 21].

Sekil 2. 4. Meniskiis Dokusunda Goriilen Hiicre Morfolojileri.(a)- yiizeysel hiicreler,
(b)- fibroblast benzeri hiicreler, (c)- fibrokondrosit benzeri hiicreler, (d)- kondrosit

benzeri hiicreler [22].

2.1.3. Fonksiyonu ve Mekanik Ozellikleri

Meniskiis dokusunun ECM kompozisyonu ve ultrayapist direkt olarak mekanik
davranigin1  etkilemektedir. Temel olarak eklem stabilitesini saglama, eklem
lubrikasyonu, sok absorbsiyonu, gelen yiiklerin dagitilmasi ve artikiiler kikirdagin
beslenmesini saglama gibi essiz fonksiyonlara sahiptir. Diz eklemi normal aktivite
sirasinda viicut agirliginin 5 katina kadar; zorlu antrenmanlarda da viicut agirliginin 24
katina kadar yiiksek kuvvetlere maruz kalmaktadir. Meniskiis i¢indeki kolajen fiberler
bu yiiklerin %75’ini hoop (¢cember) gerilmelerine ileterek dokunun bu yiiklere
dayanmasini saglamaktadir. LM ve MM diz ekstansiyonunda sirasiyla yiiklerin % 70 ve
%50’sini dagitirken; 90°C’lik bir fleksiyonda bu oran %85 e artmaktadir [23]. Ucgensel
ve konkav yapis1 sayesinde Ve tibiofemoral eklemdeki temas yiizey alanini artirmasiyla

tibial kikirdak iizerindeki gerilimi azaltir.
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Sekil 2. 5. Meniskus dokusuna etki eden kuvvetler ve dagilimlari [24].

Normal fizyolojik yiliklenmeler altinda, meniskiis birincil olarak aksiyel tibiofemoral
yiiklerden olan (Fv) vertikal kuvvet ve (Fh) horizontal kuvvetleri tarafindan sikistirilir.
Vertikal kuvvet tibial platodan olusan yukari yonli kuvvetle (Ft) ters diiserken;
horizontal kuvvet meniskiis ektriizyonunu Onlemek icin boynuzlardan gelen baglayici
kuvvet (Fr) ile dengelenir. Ardindan aksiyel bir sikistirma (Ff) Sekil 2.5.de verildigi gibi
¢ekme gerilimlerine doniismektedir [24]. Boylelikle sirkiimferansiyel hizalanmig
kolajen fiberlerin ¢ekme dayanimi (100-300 MPa) radyal olarak hizalanan fiberlere (10-
30 MPa) gore 10 kat daha fazla olmaktadir. Aksiyel yondeki young (elastik) modiiliisii
ise proteoglikanlarin varligindan dolay1 2 kat daha fazladir [25]. Meniskiis dokusunda
genel olarak kolajen fiber oryantasyonu ¢ekme gerilimine, yliklerin dagitilmasma ve
rijiditesini katki sagladigi bilinmektedir. Biyokimyasal kompozisyonu da viskoelastik
davranig sergilemesine ve 1iyi bir sok absorbsiyonu Ozellikleri gostermesini

saglamaktadir.

Dokunun viskoelastik davranis gostermesinin nedeni yiiksek su igerigindeki sivi
(viskoz) faz ve kolajen-proteoglikanlardan olusan kati fazlarin olusturdugu bifazik
ozelliktendir. Meniskiis dokusuna bir kompresif yiikii uygulandiginda, elastik faz
baslayarak doku uygulanan yiike karsi elastik bir cevap sergiler. Senkronize olarak,
deformasyon gostermeden viskoz faz baslar. Bu noktada dokunun gecirgenligi aksiyel
yiikler boyunca sivinin yavasga ekstriizyonuna ve meniskal sekil ve yapinin
korunmasina yardimci olur. Bu mekanik davraniglart sayesinde de yiike dayanim
gostermekte ve iyi bir sok absorbsiyonu fonksiyonunu saglamaktadir. Ayrica sivini
salinmasiyla dokunun i¢ bolgelerinde beslenmeye yardimci olma ve bununla beraber

eklem lubrikasyonuna katkisi olmaktadir [26].

Dokuya radyal olarak yiiklenme yapildiginda, kayma gerilimi de kolajen fiberler

arasinda uyarilmaktadir. Tibial plato ve femoral kondil arasinda bulunan doku



stirtlinmesiz temas yiizeyi yarattigindan dolay1 dokunun kayma gerilimi genellikle ihmal
edilebilir [27].

2.2. Meniskiis Yaralanmalari ve Tedavileri

Diinya genelindeki eklem rahatsizliklarindan en yaygin goriileni diz osteoartritidir.
Gelisen ve gelismekte olan iilkelerde artan niifus yogunlugu, obezite ve yiikselen
teknoloji ile degisen yasam kosullar1 hastaligin goriilme riskini artirmaktadir. Genellikle
meniskiis yaralanmalariyla iliskili olan ©6n capraz bag (OCB) yirtilmalarinda da
osteoartrit  goriilme sitkligt  %21-40 arasindadir. Meniskiis onarimi
yapilmayan/yapilamayan hastalarda ise normal insanlara gore hastalik riski 14 kat daha
fazla olmaktadir [28].

Asemptomatik, dejeneratif yaralanmalar yaygin olarak yaslilarda goriilse de meniskal
bozukluklar pediyatrik niifiista goriilen diskoid meniskiisten atletlerdeki travmatik
yaralanmalara kadar her yasa uzanmaktadir. Genel olarak futbol, kayak, basketbol,

giires gibi sporlarda yaralanma vakalar1 daha fazla goriilmektedir [29].

Bu yaralanmalarin medyal meniskiiste lateral meniskiise gére 2:1 oran sikliginda oldugu
gbzlenmistir. Asinmalar asemptomatik olabilecegi gibi; agri, sislik, dizde Kitlenme,

sallanma ve tutuklama gibi semptomlarini da gésterebilmektedir [30].

2.2.1. Yaralanma Tipleri

Meniskiis dokusunda goriilen vaskiilerizasyonun heterojen olmasi nedeniyle olusan
yirtiklarin iyilesme potansiyeli de degisiklik gostermektedir. Yirtigin lokalizasyonunun
yani sira tipi ve boyutlar1 da iyilesmeyi ve tedaviyi etkilemektedir. Ozellikle periferal
halkaya dogru olan yirtiklarda iyilesme daha fazla goériilmektedir. Horizontal (yatay),
kompleks, radyal, ¢cevrimsel ve oblik meniskiis yirtiklari ile siklikla karsilagilmaktadir.
Horizontal ve kompleks aginmalar ¢ok yaygin olmakla beraber genelde osteoartrit gibi
dejeneratif hastalik spektrumlariyla meydana gelmektedir. Radyal, ¢cevrimsel, kova sapi
ve oblik asmnmalar ise akut yaralanmalarda ve gen¢ popiilasyonda daha fazla

goriilmektedir [29].

Cevrimsel yirtiklar daha yaygin olarak karsilasilan yaralanmalardir. Cevrimsel olan
kolajen fiberler boyunca goriilen bu yirtiklar 1 mm’den meniskiis uzunluguna kadar
degisebilmektedir. Genellikle 5 mm’den daha az olan ve dokunun tek bir katmaninda

bir yirtik meydana gelmis ise tedavinin gerekmedigi ve biyomekanik olarak dokunun



islevselligine devam edebilecegi gozlenmistir [31]. Kova sapi yirtiklari, gevrimsel
yirtiklarin  tiim katmanlarda goziiktiigii ve meniskiis govdesini ayirarak kikirdak
yiizeylerinin de asindirildigi yaralanmalardir. Radyal asmmalar g¢evrimsel olarak
hizalanmis kolajenlere dik bir bicimde gerceklesen ve siklikla OCB yaralanmalar ile
meydana gelen yirtik tiirlerindendir. Beyaz bolgeden baslayan yirtiklar kirmizi bolgeye
dogru ilerleyerek dokunun biyomekanik islevini engellemektedir. Oblik yirtiklar radyal
yirtiklarin  yana egimiyle dokunun i¢ taraflarina dogru yirtiklarin uzanmasiyla
gerceklesmektedir [32]. Horizontal yaralanmalar dokunun st ve alt tabakalarinin
olusturdugu kayma geriliminden kaynakli olarak gelismektedir. Daha c¢ok yash
hastalarda goriilen bu yirtiklarin onarimi digerlerine gore zor olmaktadir. Kompleks
asinmalar, meniskiisiin ¢oklu katmanlarindaki ¢oklu yirtiklar ile olugsmaktadir. Tedavisi
zor olan bu yaralanmalar dejeneratif durumlarda ortaya c¢ikar ve menisektomi
gerektirmektedir. Sekil 2.6’da da ayrintili olarak goriilen kompleks asinmalar osteoartrit
ilerlemesine neden olur. Sekilde goriilen flap yirtiklart meniskis yiizeyine yakin
yerlerde horizontal ya da vertikal olarak belirebilmektedir. Bu yaralanmalar genel
olarak travmalar sonucunda meydana gelirken iyilesmesi olanaksiz goriilen yirtik
tiplerindendir. Boynuz yaralanmalarinda posterior bolgede dejeneratif olarak karsimiza
cikmaktadir. Cevrimsel bir yirtik gozlendiginde ise iyilesme potansiyelinin yiiksek

olmasindan dolay1 onarim yapilabilmektedir [33].

Sekil 2. 6. Meniskiis yirtiklarinin tipleri. (A) Normal meniskiis, (B) Radyal yirtik, (C)
cevrimsel yirtik, (D) Horizontal flap, (E) Vertikal flap, (F) Kova sap1 yirtigi, (G) Oblik
yirtik, (H) Kompleks yirtik, (I) Horizontal yirtik, (I) Boynuz yirtiklari. [33].
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2.2.2. Meniskiis Yaralanmalarinda Tedavi Yontemleri

Yirtiklarin derinligi, uzunlugu, boyutu, yas ve semptomlar gibi hasta ile ilgili faktorler
iyilesmeyi etkilemektedir. Doku onarimindaki bir diger anahtar faktor ise hiicrelerin ve
inflamatér medyatdrlerin  yaralanma  bolgelerine ulasilabilirligidir.  Meniskiis
dokularindaki vaskiilerizasyon farkliliklar1 doku iyilesmesi ve tedavi yontemlerini de
bolgelere gore degistirmektedir. Kirmizi-kirmiz1 bolgelerdeki yaralanmalar daha kolay
iyilesebilirken, i¢ bolgelere de dogru tedavi gereksinimi artmaktadir. Genel olarak
kirmizi-kirmiz1 ve kirmizi-beyaz bolgelerdeki vertikal ¢evrimsel uzunlugu 5 mm’den
daha az olan ve asemptomatiklik gdsteren yaralanmalarda konservatif tedavilerin etkili
oldugu ve bu yirtiklarin biyomekanik &zellikleri etkilemedigi goériilmistir [34].
Horizontal, radyal, komplex aginmalar avaskiiler bolgede meydana geldiginden cerrahi
islem bu yaranmalar i¢in kacinilmaz olmustur [35]. Cerrahi tedaviler artroskopik
islemlerden agik ameliyatlara kadar degisebilmektedir. Meniskal siitiirler, vidalar ve
fibrin yapistiricilart ile yirtiklarin bir kismi kapanabilmektedir. Siitiir ve vidalar,
asmmalari sratbil konumda tutabilmekte fakat iyilesmeye katki saglayamamaktadir [36].
Ghadially ve arkadaslar1 kova sap1 avaskiiler yirtiklarda sinoviyal ve fibrin
yapistiricilarin siitiir ile tedavi edilen yaralara gore doku iyilesmesini destekledigini
gostermislerdir. Fakat dogal dokuya benzer mekanik dayanimin altinda olduklarindan
dolay1 diger tedavilere basvurulmaktadir [37]. Kismi veya total olarak dokuyu eksize
eden menisektomi artroskobik olarak yapilabilmektedir. Avaskiiler kisimdaki
yaralanmalar, flep yaralanmalari, horizontal ve kompleks yaralanmalar gibi semptomik
olanlarda menisektomi altin standart olarak kabul goriir. Parsiyel (kismi), subtotal ve
total olarak yapilan menisektomide yirtik genisligi ve tipinden dolayi eksize edilen doku
miktart degisiklik gosterir [35]. Genel olarak kismi menisektomi, biyomekanigi
etkileyen semptomlar1 azaltmada etkili olmasindan dolayi, ¢ok yaygin bir tedavi
yontemi olmustur [38]. Ayrica kismi menisektomi yapilan semptomatik meniskal
yaranmalarmn (flep yaralanmalar1) bliylik c¢ogunlugunda tedavide ilerlemeler
gozikkmistiir [39]. Kisa siire i¢in meniskal yirtiklarin semptomlarini hafifletmesine
ragmen, menisektomi uzun vadede osteoartritin ilerlemesini hizlandirmaktadir.
Menisektomi yapilmis bir diz eklemi 6 ay sonra incelendiginde 6nemli derecede lokal
artikiiler kikirdak dejenerasyonu gozlenmistir [40]. Diz eklemindeki temas yiizey
alanin1 artiran meniskiis dokularinin eksizasyonu ile temas gerilimlerinde artisa ve

eklem bosluklarinin daralmasina ve nihayetinde osteofit olusumuyla subkondral
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trabekdillerinin kirilmasina yol acarak osteoartritik degisiklikler yasanmasi sebep olarak
gosterilmektedir [41].

e
TN

Sekil 2. 7. Hi¢ islem gormemis diz eklemi ig¢in tibial platonun iizerine diisen temas

gerilimi (A), menisektomi yapilmis bir dizdeki gerilim biiyiikliglinlin kiigiik alanda

toplanarak artmasi (B). [42]’den uyarlanmustir.

2.2.3. Meniskiis Allogreft Transplantasyonu (MAT) ve Ticari implantlar

Meniskiis dokusunun eksikliginde goriilen osteoartiritin  Onlenmesi adina veya
onarilamaz bir yirtik durumu goézlendiginde transplantasyon terdpatik bir opsiyon olarak
goriilmektedir. Total meniskiis allogreft transplantasyonu (MAT) ve aseliiler iskeleler
(ticari implantlar) ile kismi meniskiis replasmanlari farkli indikasyonlara ve olasiklara
sahip olmaktadir. MAT igin total ya da subtotal menisektomi uygulamalar yeterli iken;
kismi meniskiis replasmaninda, ticari implantlar i¢in, periferik kisim ve meniskal
koklerin korundugu kismi menisektomi uygulanmast gerekli olmaktadir [43].
Allogreftler taze, taze-dondurulmus, kriyopreserve ve liyofilize edilmis tipte
bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilani taze dondurulmus ve gliserol ile
kriyopreserve edilmis meniskal allogreftleridir [44]. MAT; agr azaltilmasi, islevselligin
ve yasam kalitesinin artirilmasinda bir efektifligi kanitlanmasina ragmen rejeksiyon
riski ,pahalilifi ,uygun boyutun ayarlanamamasi, hastalik bulasma ve immiin risk

bakimindan kisitlamalara sahiptir [45].

Genis bir kismi menisektomi yapildiginda eger meniskal periferal halka yapisini
koruyor ise replasman igin allogreftler tercih edilmemektedir. Klinik c¢alismalarda
kullanilan ‘kolajen meniskiis implant” (KMI, IVY Sports Medicine) ve ‘ACTIFIT’
(Orteq Bioengineering) adiyla ticarilesmis meniskiis implantlar1 kismi menisektomi

sonrasi replasman i¢in tercih edilmektedir. Kronik kismi meniskiis defektlerinde
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menisektomi sonrasi replasmanlart yapilan implantlarin kisa dénem g¢aligmalar1 umut
vaat etmektedir [17]. Burada Menaflex ticari adiyla da bilinen kolajen implantlari,
glikozaminoglikanlarla birlikte tip I sigir kolajen matriksten tiretilmistir. Tamamiyla
biyouyumlu olan implant, kismi menisektomi Oncesine gore hastalarin agri
seviyelerinde azalma, aktivitelerinde artig ve ileriki cerrahi prosediirlerlerin sayisinda
azalis gostererek tedaviye olumlu yanit vermistir [46]. Actifit meniskiis iskeleleri
gozenekli ve degrede olabilen (%80) poli(-e-kaprolakton) ve (%20) poliiiretan igeren
kompozit implantlardir. 1 yillik ¢alisma sonucunda implantin yerini hiicrelerin kendi
ECM’ini olusturmasiyla meniskiis dokusunun aldig1 gézlenmistir [47]. Kismi meniskiis
replasmanlar1 hem klinik ¢aligmalardaki basarilart hem de rekonstriiktif girisimdeki
kolayligi bakimindan cerrahlar tarafindan g¢okga tercih edilmektedir. Fakat uzun
vadedeki ¢alismalarda her iki iskelenin biiziilmesi ile bir basarisizlik ve hatta MAT’ a
gore daha diisiik operasyon ve basarida azalis raporlanmistir [48]. Kismi replasman
olarak, kisa ve orta donemde hiicre biiylimesini destekledigi goriilse de izotropik
yapilart anzizotropik meniskiisiin islevini tam olarak taklit edememesiyle bu iskeleler

sinirli olmaktadir.

Total meniskils replasmani icin MAT’a alternatif olarak anizotropik sentetik
biyomalzeme faz I klinik ¢alismalarina devam etmektedir. NUSurface (Active Implants)
olarak bilinen bu implant polikarbonat iiretan bazli olup, polietilen ile giiclendirilmistir.
PCU meniskal implantlarin  koyunlardaki ¢alismasinda  artikiiler kikirdak
dejenerasyonunu tamamiyla dnleyememesi rapor edilmis ve ¢alismalara devam edilmesi

gerektigi belirtilmistir [49].

2.3. Meniskiis Doku Miihendisligi

Langer ve Vacanti tarafindan 1993 yilinda doku miihendisligi, doku veya organlarin
eksikliklerinde islevlerini yerine getirebilen veya tamamen yerini alabilen ve destek
olabilen biyolojik sistemlerin gelistirilmesi yoniindeki multidisipliner bir arastirma alani
olarak tanimlamistir [50]. Biyomalzemelerden olusan doku iskeleleri, biiytime faktorleri
ve hiicreler doku miihendisligi yaklasimlarinda kullanilan major unsurlardir. Meniskiis
doku miihendisliginin rejeneratif tedaviler i¢in meniskiis dokusunda kullanimi
geleneksel tedavilere potansiyel bir alternatif olmustur. Meniskiis dokusu i¢in kullanilan

biyomalzemelerde de sentetik ve dogal polimerler ya da bunlarin kombinasyonlari
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olarak kismi ya da total meniskiis replasmanlari i¢in ¢alismalar1 hiz kazandirmaktadir.
Hiicre ekilmis sentetik ya da dogal iskeleler, hidrojeller ve hiicresizlestirilmis ECM
yapilar1 genel olarak meniskiis doku miihendisligi i¢in gelistirilen stratejilerindendir.
Basarili bir doku iskelesinden mekaniksel ve biyolojik olarak dizin fonsiyonelligini
saglama, konak¢1 doku integrasyonuna izin verme, degredasyonunun konake¢ir dokunun
rejenerasyonuyla korelayona sahip olmasi, gozenek boyutunun hiicre infiltrasyonuna

izin vermesi, genis skaladaki tiretilebilir olmas1 beklenmektedir.

2.3.1. Meniskiis Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Biyoabsorblanabilir sentetik polimerler, esnek iiretim teknikleri ile ayarlanabilen iskele
geometrileri ve dogal doku ile eslesebilen mekanik ozellikleri sayesinde meniskal
rejenerasyonda kullanimi umut vaat eder. Poliiiretan (PU), poli(kaprolakton) (PCL),
poli(glikolik asit) (PGA), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(laktik asit) (PLA)
iskeleleri meniskiis doku miihendisliginde kullanilan en yaygm biyomalzemelerden
olmaktadir. Bu iskeleler ¢esitli metotlar araciligiyla tretilebilirligi, gézenek boyutu ve
fiber kalinliginin tasarim spesifikligi, meniskiis dokusuna benzer mekanik 6zelliklerinin
ayarlanabilmesi bakimindan avantajlara sahiptir. Cizelge 2.1’ de sentetik iskeleler
kullanilarak meniskiis dokusunda sentetik ve sentetik/dogal polimerler ile yapilan in

vivo ¢aligmalar yer almaktadir.

Cizelge 2. 1. Meniskus doku muhendisliginde c¢aligilan sentetik/biyolojik polimerler

Kullanilan Malzeme Tiir izlemi Sonuglar REEERS

PCL/HYAFF Koyun 12 ay Osteoartrit hiicre ekilmis grupta [51]
menisektomi yapilan gruba gore
azaldig1 gozlenmistir. Fakat 12 ay
sonunda iskelenin posterior
bolgeden ekstriizyonu

gozlenmistir.

PLGA Kopek 12 hafta Kolajen tip I, IT ve agrekan artigi [52]
ile hyalin benzeri bolgelerde
fibréz-kikirdak olusumu

gozlenmistir.

PLDLA/PCL-T Tavsan 24 hafta Kronik inflamasyon cevabi, [53]
enfeksiyon ve iskele rejeksiyonu

gozlenmedigi rapor edilmistir.
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CF-PU-PLLA Kopek 20 hafta Calismada sonucunda karbon [54]

partikiilleri bulunmustur.

Poly(l-lactik Tavsan 14 hafta Kollajen6z doku i¢ bityiimesi ve [55]

asit)/poli iskelenin kondroprotektif etkisi

menisektomi yapilan dize gore

(p-dioksanon) gozlenmistir.

PGA-PLGA Tavsan 10 hafta GAG, kolajen tiretimi dogal [56]
meniskiis dokusuna benzer fakat
artikiiler kikirdak dejenerayonu

devam etmistir.

PGA-Hyaluronan Insan 3 hafta Matriks protein ekspreyonuna [57]
artis ve kolejen X ekspresyonunda

azalig gorilmiistiir.

PCL-PU Kopek 26 hafta Fibroz-kikirdak olusumu [58]
gozlenmistir. Polimere sinoviyal
reaksiyon ve makrofajlarin
olusumunun gorildigi

raporlanmustir.

Sentetik polimerlerin zayifligi olarak biyolojik aktivitelerinin eksikliklerinden dolay1
yabanci cisim reaksiyonu gosterdigi ¢esitli calismalardan goriilebilmektedir. Dogal bazli
polimerlerden meniskiis doku miihendisligi i¢in ipek, jelatin, seliildz, kolajen yapilar
cokca tercih edilmektedir. ipek doku iskelesi ile koyunlardaki 6 aylik in vivo
calismasinda enflamasyona rastlanmadigi ve iskelenin mekanik ozelliklerinin dogal
dokuya benzedigi rapor edilmistir. Bununla birlikte, replasmani yapilan defektte implant
ve konak¢i arasinda bir boslugun olustugu ve sabitlenemedigi gozlenmistir [59].
Rezorbe olabilen kolajen meniskiis iskeleleri klinik c¢aligmalardaki etkinligi ile
meniskiis rejenerasyonunda essiz bir biyomalzeme olarak yer almaktadir. Fakat KMI bir
kez nemlendirildiginde, kirilgan bir yap1 sergileyerek cerrahi islemleri daha zor hale
getirmektedir [60]. Buradan her bir bilesenin ileriki optimizasyonlara ihtiyaci oldugu ve

meniskiis doku miithendisligi i¢in arastirmalarin devam ettigi soylenebilmektedir.

Hidrojeller yiiksek oranda hidratlanmis, en az %30 su igerigine sahip, dogal veya
sentetik polimerik biyomalzemelerin  bir smifidir. Onlarin  bu hidratlanmig
karakteristikleri dogal ECM yapisini taklit etmesini saglamakta ve bundan dolay1 doku

miithendisligi ve protein tagima sistemlerinde yeni ve umut vaat eden bir¢ok hazirlama
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metotlarint gelistirmeye itmektedir. Hidrojel iskeleler, dogal meniskiis dokusunun
mikrogevresine benzerligi ve biyolojik olarak aktif meniskiis iskelelerinin
olusturulmasina katki saglamasi ile meniskal rejenerasyonlarda kullanilabilmektedir.
Kolajen bazli hidrojeller kismi meniskiis rekonstriiksiyonlar1 i¢in enjekte edilebilir
hidrojel ya da implante edilebilen iskeleler gibi gelistirilmektedir [61]. Hidrojeller
modifiye edilmeden kullanimlarinin dokunun fiziksel ve mekaniksel ihtiyacina
erisemedigi ve bu da onlarin klinikte kullanimmmi kisitlamaktadir [62]. Mekaniksel
dezavantajlarmin giderilmesinde genelde sitotoksik ajan olan capraz baglayicilar
kullanilmaktadir. Fonksiyonelligi de artiran daha az sitotoksik olan ¢apraz baglayicilar
ile mekanik dayanim arasindaki en iyi dengenin saglanmasini amaglayan calismalar

hidrojel iskeleleri i¢cin devam etmektedir.

Meniskiis transplantasyonunda zenogeftler ile yapilan c¢aligmalar dokunun kolay
ulagilabilirligi yoniinden popiilarite kazanmaktadir. Fakat hiicresel meniskiis greftleri
insanlarda bulunmayan alfa-gel epitpopu icermesiyle antikora bagli hiicresel
sitotoksisite mekanizmasini harekete gegirmektedir [63]. Deseliilerizasyon stratejisi ile
aseliiler doku grefti olusturma ideolojisi, meniskiis doku miihendisliginde, diger
greftlere gore yapisal ve biyouyumluluk durumlar karsilastirildiginda daha avantajh
olmaktadir. Meniskiis deseliilerizasyon ¢aligmalar1 ve yontemleri Boliim 2.4’te ayrintili

olarak verilmistir.

2.3.1. Meniskiis Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler

Dogal meniskiis dokusunun heterojenik yapisindan kaynakli olarak farkli hiicre
tiplerinin kombinasyonu, meniskiis doku miihendisligi ile olusturulan meniskiis
iskelelerinin gerekliligini olusturmaktadir. Meniskiis doku miihendisligi i¢in kullanilan
geleneksel iskelelerden ayri olarak, hiicrelerin kendiliginden ECM olusturmasi son
yillarda fonksiyonel kikirdak ve fibroz-kikirdak olusumunda kabul kazanmaya
baslamistir. Bu yaklagim, hiicreleri ayaralanabilir mekanik 6zelliklere sahip bir matrise
entegre etmeye tesvik etmektedir. Fibroz-kikirdak dokuda kullanilan potansiyel hiicre
kaynaklari olarak fibrokondrositler, kondrositler ve kok hiicreler 6rnek olarak

verilebilmektedir [64].

Kok hiicreler arasindan meniskiis doku miihendisliginde en yaygin olant mezenkimal

kok hiicrelerdir. Kemik iligi ya da yag dokusu gibi farkli doku kaynaklarindan elde
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edilebilen bu hiicreler kondrojenik hiicrelere spesifik besi ortami eklenmesiyle
farklilagabilmektedir [65]. Murinlerde yapilan bir c¢alismada mezenkimal kok
hiicrelerinin defekt bolgesine enjekte edilmesiyle kolajen II ekspresyonunun zamanla
artmastyla fibroz-kikirdak olusumu gozlenmistir. Kok hiicre morfolojilerinin meniskal

hiicrelere olan benzerlikleri rapor edilmistir [66].

Kolajen tip II’nin yan1 sira kolajen tip I iiretimini de saglayabilmesi fibrozkondrositleri
meniskal doku miihendisliginde uygun fenotiplere sahip olmasinda avantajli
kilmaktadir. Kondrositler ile ko-kiiltiiriinde dogal meniskiis dokusunu taklit edebilen bir
nis olusturmas: ile mekanik bitiinliigiin saglandig1 c¢alismalar meniskiis doku

miithendisligi i¢in umut vaat etmektedir [67, 68].

Meniskiis doku miihendisliginde hiicreler ile yapilan yaklasimlar sadece iskele bazli
yaklagimlara nazaran daha hizli iyilesme potansiyeli ve meniskal rejenerasyonu tesvik
etmektedir. Fakat klinikteki kullanim i¢in daha karmagsik prosediirler ve hiicre kaynagi
sikintist yasanmaktadir. Maliyet olarak iskele bazli yaklasimlar kullanima hazir bir
sekilde iiretildigi icin erisilebilirligi kolaydir. Hiicresel yaklasimlarin dis uyaranlar ile
mekanik ve biyokimyasal 6zellikleri sagladigi fakat implantasyonun zor oldugu ve hazir

raf tiriinti bakimindan regiilasyonlar agisindan limitasyonlar1 oldugu bilinmektedir.

Literatiirdeki meniskiis doku miihendisligi ¢aligmalarina bakildiginda farkli malzemeler
meniskiis rejenerasyonu i¢in incelenmis olsa da ideal bir iskele heniiz gelistirilmemistir.

Bu kapsamda transplantasyon i¢in potansiyel iskelelere ihtiyac hala devam etmektedir.

2.4. Doku Miihendisligindeki Hiicresizlestirme Yaklasim

ECM, ¢ok hiicreli organizmalarin yapisal entegresini siirdiiriilmesi i¢in sadece fiziksel
bir iskele gorevi gormekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicrelerin tutunmasi, organizasyonu
ve farklilasmasini destekleyecek biyokimyasal ve biyofiziksel sinyalleri saglamaktadir.
Deseliilerizasyon, zenojenik ve allojenik dondr dokulardan hiicrelerin ve onlarin
bilesenlerinin uzaklastirilmasiyla, gerekli biyomekanik ve biyolojik o6zelliklerin
korunabildigi non-immiinojenik doku iskelesi tiretime yontemidir. Deseliilerizasyon ile
dokuya spesifik ECM iskelelerinin iiretimi son yillarda popiiler olan top-down doku
mihendisligi yaklasimi olmaktadir. 1970’li yillarda deseliilerizasyon fikrinin ortaya
cikmasi ile deri, kalp kapakeiklari, arterler, ligamentler gibi yumusak doku

deseliilerizayonlar1 ve ardindan tiim organ deseliilerizasyon prosesleri gelistirilmeye
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baslanmigtir. Efektif bir deseliilerizasyon icin ECM bazl iskelelerin klinik kullanimi
icin gerekli kriterler ¢esitli raporlarda yayimlanmistir. Bunlar; (1) H&E ve DAPI gibi
histolojik incelemelerde higbir hiicre ¢ekirdegine rastlanmamasi, (2) kalan ¢ift sarmal
DNA’nin 200 baz ¢iftininin iizerinde olmamasi ve (3) ¢ift sarmal DNA’nin her mg kuru
doku basma 50 ng’dan az olmasi gibi kriterlerdir [69]. Deseliilerizasyonun basarili bir
sekilde istenilen gerekliliklerine wulagmasi icin farkli ajanlar ve teknikler

kullanilmaktadir.

2.4.1. Konvansiyonel Deseliilerizasyon Ajanlari ve Teknikleri

Hiicresel ve sitoplazmik membranlarin ¢oziilerek veya yikilarak hiicrelerin lizis
edilmesinde fiziksel, kimyasal ve enzimatik muamelelerden yararlanilmaktadir.
Prosesin gergeklestirilecegi dokunun kompaktligi, yag igerigi, kalinlig1 gibi faktorler
g6z oniinde bulunduruldugunda tek bir yontemden ziyade farkli kombinasyon ve
tekniklerin kullanimi deseliilerizasyon basarisina katki saglamaktadir. Kullanilan her
hiicre uzaklastirma ajan1 ve yontemleri ECM kompozisyonunda degisikliklere ve
ultrayapisninin yikimina yol agabilecegi icin deseliilerizasyonun bu dezavantajlarinin

minimize edilmesinde farkli protokol ¢alismalarina halen devam edilmektedir.

2.4.1.1. Fiziksel Teknikler

Fiziksel muameleler deseliilerizasyon prosesinde kimyasal ya da enzimatik ajanlarin
dokuya daha kolay penetre olmalar i¢in kullanilmaktadir. Dondurma-¢6zme ¢evrimleri,
hidrostatik basing, ajitasyon/emdirme en ¢ok kullanilan fiziksel metotlar arasindadir.
Dondurma-¢6zme ¢evrimleri hiicre iginde buz kristallerinin olusumuna ve bdylece
hiicresel membranin yikima ugratilarak hiicre lizisine neden olmaktadir. ECM
ultrayapisinda minor degisiklikler gosteren bu yontemde olusan buz kristallerinin
boyutu sicaklik degimlerinin hizi ile kontrol edilebilir [70]. Hidrostatik basing ile hiicre
lizisleme ajanlarmin dokuya iletilmesi, hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasindaki
etkinliginin hizlandirilmas1 ve artirilmasin1 daha kisa sitirede gergeklestirmektedir.
Basing gradyanlar1 uygulanan hiicresizlestirmenin genelde i¢i bos olan kan damarlari,
ince bagirsak dokularinda daha etkili oldugu kanitlanmistir [71]. Ajitasyon, emdirme ve

sonikasyon tekniklerinin ise kimyasal deterjan ve/veya enzimatik soliisyonlarin daha
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etkin bir bigimde hiicre lizisine ve hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasina katki

sagladig1 rapor edilmistir [72].

2.4.1.2. Kimyasal Ajanlar

Asitler niikleik asitleri yikarak ve sitoplazmik bilesenleri ¢ozdiirerek ECM’den
DNA’nin ayrismasinda kullanilmaktadir. Asetik asit kolajen yikimina neden olarak

dokunun mekanik 6zelliklerin azaltilmasina neden olmaktadir [73].

Bazlar kromozomal ve plazmid DNA’y1 denatiire edebilmektedir. Dermis gibi
dokularda siklikla kullanilan sodyum hidroksit, sodyum siilfit gibi bazlar matriste
bulunan yapisal bilesenlerin degredasyonuna yol agabilmektedir [74].

Hipotonik (diisiik tuz konsatrasyonu) ve hipertonik (yiiksek tuz konsantrasyonu)
sollisyonlar ozmotik sok etkisi ile hiicre patlatmasini saglamaktadir. Coklu hipotonik ve
hipertonik ¢evrimleri ile hiicre lizisinin ardindan kalintilarin da uzaklastiriimasi

miimkiin olmaktadir [75].

Iyonik, iyonik olmayan ve zwitteriyonik deterjanlar hiicre membranlarmi ¢dzebilen ve
proteinlerden DNA’y1 ayrnistirarak dokudaki hiicresel materyallerin uzaklagmasinda
etkin rol oynayan ajanlardir. Iyonik deterjanlardan olan sodyum dodesil siilfat (SDS),
proteinler arasindaki kovalent baglarin tahribi ile hiicrelerin uzaklastirilmasinda etkin
rol oynamaktadir. Fakat biiyiime faktorleri, glikozaminoglikanlar gibi biyomolekiillerin
eliminasyonuna sebep olarak doku biyomekaniginde ve biyolojik aktifliginde azalisa
yol agmaktadir [76]. Bunun igin arastirmacilar SDS ajaninin kisa maruz kalma siiresi
veya diisiik konsantrasyonlarda kullanimiyla coklu yikamalar da dezantajlarini
minimize ettiklerini ortaya koymuslardir [77] . Siirfaktan olarak da kullanilan Triton X-
100 iyonik olmayan deterjanlardandir. SDS’e gore daha fazla ultrayapinin korundugu
bu ajan ile hiicresizlestirme basarili bir sekilde gergeklestirilmistir [78]. Zwitteriyonik
deterjanlar akciger gibi daha ince dokularda hiicre uzaklastirilmasindaki basaris1 3-[(3-
Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS) ajani ile

denenen deseliilerizasyonda kanitlanmigtir [79].

Tri(n-butil)fosfat (TnBP) protein-protein etkilesimlerini yikan organik bir ¢oziiciidiir.
Tendonlarda denenen bir ¢alismada hiicre uzaklastirmada SDS kadar etkili oldugu ve

ESM yapisinin korundugu rapor edilmistir [80].
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Alkollerin polar hidroksil gruplar1 hiicre i¢ine difiize olarak hiicre ig¢indeki suyla yer
degistirip, dehidrasyon ile hiicreleri lizis edebilmektedir. Ayrica etanol veya metanol
kalan niikleik asitlerin dokudan wuzaklastirilmasi i¢in son yikama adimi olarak

kullanilabilmektedir.

2.4.1.3. Enzimatik Ajanlar

Niikleazlar, tripsin, kollajenaz, lipaz gibi enzimler deseliilerizasyon protokollerinde
sikca kullanilan ve hiicre kalintilar1 ve istenmeyen ECM bilesenlerini uzaklastirmada
yiiksek spesifiklik gosteren ajanlardir. Genelde tek baslarina kullanildiginda tim
hiicrelerin uzaklagmasinda etkili olmaz iken kimyasal ve fiziksel ajitasyonlar ile
kombinasyonlar1 hiicresizlestirmede etkin olmaktadirlar. Niikleazlar (DNAaz ve
RNAaz) dokudaki hiicre lizisinin ardindan niikletotidlerin uzaklagtirilmasini
kolaylastirmaktadir. DNA ya da RNA’nin u¢ zincirlerinin hidrolizi ile hiicre

uzaklastirilmasina olanak saglamaktadir [76].

Tripsin, serin proteazi olarak da bilinen, arginin ve lizin {izerindeki peptit baglarinin
ayrilmast ve hiicre-matris adhezyonlarin yikimi ile deseliilerizasyon proseslerinde
kullanilan enzimatik bir ajandir. Uzun inkiibasyonlar1 dokunun ultrayapisindaki
degisikliklere ve elastin ve kolajen gibi bilesenlerin azalmasina neden olabilmektedir.
Fakat yigin dokularda denenmis calismada bu siirenin ayarlanarak penetrasyonu

gelistirdigi ve hiicrelerin tamamen uzaklasabildigi kanitlanmigtir [81].

Kollajenaz, ECM ultrayapisinin korunmasi ve kolajen yikiminin 6nemli olmadigi klinik
durumlarda kullanilabilmektedir. Lipaz enzimi ise yag dokusunun ayrilmasina yardim

edebilen ve bdylece hiicresizlestirmede bir filtrasyon saglayan ajandir [82].

Enzimatik tabanli deseliilerizasyonlarda dikkat edilecek bir diger husus ise enzimlerden
saliman ve ECM degredasyonuna yol agan proteazlardir. Proteaz inhibatdrlerinin
kullanimi ile inhibasyon saglanabilmektedir. EDTA gibi selasyon ajanlari, aprotinin,

PMSF deseliilerizasyon protokollerinde kullanilan proteaz inhibitorlerindendir [83].

Bahsedilen deseliilerizayon ajanlar1 ve teknikleri konvansiyonel deseliilerizasyon olarak
da bilinmektedir. Gelisen teknoloji ile yeni deseliilerizasyon yontemleri de korele olarak

ilerlemektedir.
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2.4.2. Siiperkritik Akiskan Teknolojisi ile Deseliilerizasyon

Stiperkritik karbondioksit (scCO2) gida ve ilag¢ endiistrilerinde ¢ogu proseste kullanilan
ve ayni zamanda biyomalzemelerin sterilizasyonunda alternatif olarak umut vaat eden
bir yaklagim olmaktadir. Karbondioksit 31,1 °C sicaklik ve 1099 psi (74 atm) basingta
stiperkritikal duruma gecgerek, gaz benzeri vizkozitesi ve difiizyonitesi; sivi benzeri
yogunlugu ve ¢oOziicii Ozellikleri ile doku matrislerinden igeri kolayca niifuz
olabilmektedir. Bu kritik noktadaki sicakligin diisiik olmasi onun sicakliga duyarl
biyomalzemelerdeki kullanimini avantajli kilmaktadir. Sekil 2.8°de kritik noktanin
bulundugu grafik verilmistir. Bunlarin disinda CO2 kimyasal olarak inert olmasi, toksik
ozellik gostermemesi ve infaamasyon etkisinin olmamasi gibi 6zellikleri ile yesil tiretim
olarak ¢evreye zarar vermemektedir. Dogal zenginlik ve geri donistiiriilebilirlik
acisindan da ekonomik fizibilitenin endiistriyel boyutlarina katki saglamaktadir [84].
Stiperkrititk CO2’in bu avantajlar1 dikkate alindiginda doku miihendisligindeki

kullanim1 son yillarda revagta olmaktadir.

Superkritik
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Sekil 2. 8. Siiperkrititk CO>’in kritik noktasini gosteren grafik [85].

Aort dokusunun scCO- ile deseliilerizasyonunda polar ¢Oziicii olarak etil alkol
kullanilmis ve hiicre niikleuslar1 ve membranlar1 20 dk kadar kisa bir siirede etkili bir
sekilde uzaklastirildigi rapor edilmistir [86]. Aymi sekilde ¢o6ziicli olarak alkol
kullaniminin fosfolipitlerin de dokudan uzaklastirilmasina imkan sagladig1 gézlenmistir.
Kornea ve aort dokularinda ise scCO; deseliilerizasyonunun mekanik 6zellikleri

korudugu ve ECM ultrayapisina zarar vermedigi kanitlanmigtir [87]. Siiperkritik
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akiskan COz‘in difiizyonitesi sayesinde yi1gin dokulardaki deseliilerizasyon c¢alismalari
devam etmekte olup meniskiis gibi fibroz kikirdak dokularin deseliilerizasyonu ile ilgili
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tez calismasi kapsaminda konvansiyonel muamelelere

nazaran scCO; teknolojisi kullanilarak deseliilerizasyon gerceklesecektir.

2.4.3. Meniskiis Dokusu ile Yapilan Hiicresizlestirme Calismalari

Meniskiis onarimi ve rejenerasyonunda deseliilerize iskelelerin hazirlanmasi nispeten
yeni bir alan olmaktadir. Yiiksek spesifiklik gosteren ECM yapis1 kompleks biyolojik
ve biyomekanik oOzelliklerini mimik edebilecek intakt meniskiis iskelelerine ihtiyag
duyar. Yigin dokunun deseliilerizasyon proseslerinde genelde fiziksel bir 6n islem,
kimyasal ya da enzimatik ajanlarin penetrasyonuna izin verecek sekilde yapilmistir.
Cizelge 2.2°de intakt meniskiis dokusunda kullanilan deseliilerizasyon ajanlari ve

Ozellikleri verilmistir.

Cizelge 2. 2. Meniskiis Deseliilerizasyon Calismalari

Tiir Deseliilerizasyon Sonuclar Biyomekanik  Referans
Muameleleri Ozellikler
Koyun % 0,25 Tripsin, Hiicreler tamamiyla Basma sertliginde [88]
kolajenaz ve proteaz uzaklagtirllmis, GAG artig gozikkmiis
soliisyonlari ile miktarinda % 63’e kadar bir
ajitasyon azalma gorilmis
Domuz Fiziksel 6n islem, % % 95 oraninda genomik Basma modiiliinde [89]
0,1 SDS ile ajitasyon DNA azaligi, % 59 oraninda azalig, basma
GAG miktarinda azalma gegcirgenliginde artis
g0zikmis
insan % 2 (a/h) SDS ile Histoloji ¢alismalarinda Basma [90]
muamele hiicreler tamamiyla ozelliklerinde bir
uzaklastig1 gorillmiis degisiklik
gdzlenmemis
Koyun % 0,05 tripsin/edta ile % 55’¢ kadar genomik Basma ve ¢ekme [91]
ajitasyon, % 2 Triton DNA’da azalis ozelliklerinde
X-100 ile ajitasyon degisiklik
gbzlenmemis
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Sigir* % 0,1 SDS ile Hiicrelerin % 92’ye kadar Basma sertliginde [92]
sonikasyon azaldig1, % 61 oraninda da artig goziikmiis

GAG miktarinin azaldig1

raporlanmig
Koyun Fiziksel 6n islem, In vivo ¢alismasinda Dinamik [93]
NaOH ile inkiibasyon, meniskal allogreftlerin modiilliisiinde azalig
guadinin Kloriir ve basarili oldugu fakat gergeklesmis
sodyum asetat ile proteoglikanlarin
ajitasyon deseliilerizasyon sonunda

azaldig1 gorilmiis

Insan %0,05 Tripsin/EDTA  Deseliilerizasyon sonucunda Dinamik [94]
ile ajstasyon, % 2 hiicrelerin efektif bir bicimde  modiilliisiinde yar1
Triton X-100 ile uzaklastigi, insan yag yartya azalma
ajitasyon kokenli kok hiicreleri ile gergeklesmis
kiiltlirde hiicresel

infiltrasyonunun deseliilerize

NP iskelelerde goziiktiigii

raporlanmig
Domuz Fiziksel 6n islem, % 1 Genomik DNA’da % 90 Kompresif [95]
SDS ile ajitasyon azalis, % 50 GAG’da azalis ozelliklerinde yar1
yartya azalig
Tavsan® Fiziksel 6n islem, % % 91 oraninda genomik - [96]
0,1 Triton X-100 ile DNA’nin uzaklastigi, %
ajitasyon, % 0,25 90’dan fazla GAG kayb1
Tripsin ile ajitasyon yasandigi gézlenmis

*: intakt meniskiisten ziyade 10x3x3 mm dokular iizerinde deseliilerizasyon prosesleri

gerceklestirilmistir.

2.5. In situ Fotopolimerizasyon ve Ozellikleri

Polimerizasyon prosesinde monomer zincirleri soliisyonda bulunan diger monomer
zincirleri ile reaksiyona girerek 3B ag yapilarini olustururlar. Polimerizasyon reaksiyon
mekanizmalarina gore 2 tip olusum vardir: basamak polimerizasyon (1) ve zincir
biiylime polimerizasyonu (2). Zincir biiylime polimerizasyon metotlardan biri olan
fotopolimerizasyon 10 yili agkin siiredir biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir.
Goriiniir ya da UV-1s1k yardimu ile tersinir olmayan kovalent baglar meydana getirilerek

capraz baglanmig 3B yapilar in situ olarak gerceklestirilmektedir [97]. Kimyasal olarak
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capraz baglanmis olan ve bu proses ile olusturulan yapilar fiziksel ¢apraz baglanmig
esdegerlerine gore daha iyi mekanik Ozelliklerin yani sira fizyolojik kosullar altinda
stabilitesi yliksek olmasi bakimindan daha avantajli olmaktadirlar. Bunun disinda
ayarlanabilen UV dozaji ve toksik olmayan ajanlarin ¢apraz baglama i¢in kullanimi
fotopolimerizasyonu doku miihendisligi, ila¢ tasiimi ve biyosensorler i¢in avantajli

kilmaktadir.

2.5.1. Polimerizasyon Mekanizmasi ve Fotobaslaticilar

Fotopolimerizasyon prosesi i¢in polimerin metakrilat ya da akrilat gibi fotoreaktif
gruplar ile modifiye edilmis olmasi lazimdir. Bir fotobaslatici araciligiyla ve fotoreaktif
polimerler ile in situ polimerizasyon saglanmaktadir. Buradaki 1s1ga duyarli olan foto
baslaticilar zincir polimerizasyonunu baslatmak adina modifiye polimerde bulunan
karbon ¢ift baglarin serbest radikallere ayrismasini saglamaktadir [98]. Serbest radikal
polimerizasyon 3 adimda ilerlemekte olup bunlar; (1) baslama, (2) yayilma, (3)
sonlandirma adimlaridir. Baslama adiminda fotobaslatici gelen 15181 absorblayarak
serbest radikal tiretmektedir. Uretilen bu serbest radikaller monomer zincirinde bulunan
metakrilat ya da akrilat gruplarinin karbon ¢ift baglar1 (vinil gruplar) ile etkilesime
girerek serbest radikal monomerler olusturur. Yayilma adiminda ise bu monomerlerden
bir elektron polimer zincirindeki vinil gruplarindaki bir karbon ile tepkimeye girerek
onlara baglanir ve polimer zincirinin uzamasini saglar. Bu asama monomer
kalmayincaya dek devam eder ve sonlandirma adimina ilerlenir. Polimer zincirindeki iki
eslesmemis elektronunun daha uzun bir polimer zinciri meydan getirmesi ig¢in
birlestiginde ya da kombinasyonunda sonlanma adim1 baslar. Baska bir durum olarak,
orantisiz bir reaksiyon olarak bir polimer zincirindeki radikal merkez diger polimer
zincirindeki radikal merkeze aktarildiginda sonlandirma adimi olusur [99]. Sekil 2.9°da

serbest radikal polimerizasyondaki basamaklarin sematik hali verilmistir.
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Sekil 2. 9. Serbest Radikal Polimerizasyonun Basamaklari.

Fotobaslaticilar foto-duyarli bilesenler olup biyouyumlulukluklar1 ile sik¢a tercih
edilmektedir. Serbest radikal polimerizasyon igin Tip I ve Tip II fotobaslaticilar olarak
baglama mekanizmasina gore siniflandirilmistir. 2-hidroksi-4’-(2-hidroksietoksi)-2-
metilpropiofenon (Irgacure 2959) ve son yillarda kullanimi daha sik olan lityum fenil-
2,4,6-trimetilbenzoilfosfinat (LAP) 151k altinda fotonlar1 absorblayarak 2 serbest radikal
tiretimini saglayan tip I fotobaslaticilardir. Eosin Y ve riboflavin ikincil radikallerin
tiretimi i¢in hidrojen ektraksiyonunda yardimeci bir baglaticiya ihtiyag duyan tip II
fotobaslaticilardir.  Serbest radikal polimerizasyonda, 151k kaynagimin emisyon
spektrumu  kullanilan fotobaglaticinin  absorbsiyon spekturumu ile ¢akigmasi
gerekmektedir [100]. Fotobaslaticilarin kinetigi, baglama hiz1 (Ri) i¢in, esitlik 1°‘e gore

capraz baglanma verimi agisindan 6nem teskil etmektedir [101].

2¢elfCi
N hv

Ri = Esitlik 1.

Buradaki ¢ kuantum verimi, & baslaticinin soniimlemem katsayisi, I baslangig 1s1k
yogunlugu, Ci fotobaglatici konsantrasyonu ve f fotobaslatici etkinligidir. Paydada
bulunan N avogadro sayisini, h planck’s sabitini ve v 1518in frekansimi temsil eder.
Esitlige bakildiginda 1sik yogunlugu ve fotobaglaticinin yogunluk ve soniimleme

katsayisinin baslama hizin1 dogrudan etkiledigi goriilmektedir. Polimerizasyon hizi ise
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baglama hizinin  karekokii ile dogrudan iliskilendirilmektedir.  Boylelikle
fotopolimerizasyonun verimliligi UV 151k siddetine, dalga boyunun frekansina,
fotobaglaticinin  kinetigine gibi parametrelere bagli olmaktadir. Capraz baglama
efektifligi de polimerizasyon hizi araciligiyla biiyiik oranda belirlenebilip, optimizasyon

icin bir fikir vermektedir.

2.5.2. Fotocapraz Baglanabilen Polimerler

2.5.2.1. Fonksiyonellestirilmis Jelatin (GelMA)

Jelatin FDA (US Gida ve Ilag Kurumu) tarafindan dogal polimer olarak onaylanmis ve
medikal uygulamalarda potansiyel kullanimi son yillarda revagta olmustur. Kolajen
molekiiliinde bulunan triple helix (tiglii halkasal) yapinin tek molekiillere ayrigmasi ile
jelatin sentezlenmektedir. Kolajen denatiirasyonu ve hidrolizi denilen bu ayrisma
sonucu olusan jelatin molekiiliinde hiicre yapismasini saglayan Arjinin- glisin-aspartik
asit (RGD) protein sekanslar1 denatiirasyondan etkilenmez. Bu 6zelligi sayesinde de
doku miihendisligindeki kullanimlari olduk¢a fazladir. Fakat jelatinin hizli degredasyon
orani ve diisiik mekanik dayanimi gibi dezavantajlarindan dolay1 ¢aligmalarda genellikle
fonksiyonellestirilerek kullanilmaktadir [102].  Serbest amin uglarina mekakrilik
anhidritin baglanmasi ile fotogapraz baglama icin serbest radikallerin olusumuna izin
verilir. Bu sayede serbest radikal polimerizasyonun gergeklestirilmesine olanak tanir;
hizli ve in situ kiirlemeyi saglar [103]. Kikirdak, kardiyovaskiiler, tendon vb. doku
miihendisliginde esnek ve ayarlanabilen 6zellikleri sayesinde GeIMA polimerinin genis

bir kullanim agi oldugu ¢alismalarda kanitlanmistir [104-106].

2.5.2.2. Poli (etilen glikol) dimetakrilat (PEGDMA)

Poli etilen glikol (PEG) toksisitesi ve immiinojenitesi olmayan, diisik maliyetli,
hidrofilitesi sayesinde klinik uygulamalarda FDA tarafindan olnay almis sentetik bir
polimerdir. Kendi kendine polimerize olamayan bu molekiiliin hidroksil gruplarina
akrilat ya da metakrilat gruplarinin modifikasyonu ile 1sik altinda ¢apraz baglanabilir
yapilar sunmaktadir. Fonksiyonellestirilmis PEG polimerlerinin kullanimi monomer
konsantrasyonu, molekiil agirhiginin degistirilmesi ile ayarlanabilir kimyasal ve

mekaniksel 06zelliklerini sayesinde doku miihendisligi, dental uygulamalar ve ilag
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tasinimlarina kadar genis bir alanda kullanimini avantajli kilmaktadir [107]. Kemik
doku miihendisligi i¢in c¢aligmasinda yiiksek mekanik dayanim gostermesi onu
ortopedik dokularin rejenerasyonu i¢in kilavuz olusturacagi bildirilmistir [108]. Protein
ve hiicrelere kars1 nonadeziv olmasina karsin GeIMA polimerinin katilimiyla yiiksek

hiicre yapismasi ve proliferasyonu elde edilmistir [109].

2.5.2.3. Metakrilanmis Hyaluronik Asit (HAMA)

Hyaluronik asit siilfatlanmamis glikozaminoglikanlardan biri olarak bilinen
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve kolay jellesebilir 6zellikleri sayesinde tek basina
ya da diger polimerler ile kombinasyonlari doku rejenerasyonu igin kullanimini
avantajl kilmaktadir. Metakrilat gruplarinin HA zincirindeki hidroksil ve reaktif amin
gruplarina eklenmesi ile olusturulan yapilar fonsiyonellestirilmemis HA hidrojellerine
gore rijiditesini, degredasyon direncini yiikseltirken biyouyumlulugunu da korumaktadir
[110]. Fotocapraz baglanabilir olan HAMA polimeri kemik ve kikirdak doku
miihendisliginde siklikla kullanilan, rejenerasyon kapasitesi yiiksek, mekanik ve fiziksel

ozellikleri gelistirilmis 3B yapilar olusturabilmektedir[111, 112].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsamindaki deneysel ¢aligmalar 3 ana adimdan olusmaktadir. Meniskiis doku
mithendisligi icin gelistirilen iskeleler her bir adimdaki prosese bagli olarak optimize
edilmistir. Caligmalarin ilk kisminda meniskiis deseliilerizasyon protokollerinin
gelistirilmesi; ikinci kisim olarak kullanilacak hidrojel sistemlerinin sentezi ila
parametre optimizasyonu ve nihai hibrit iskele iiretimi i¢in karakterizasyonlarinin
tamamlanmasi son adimi olusturmaktadir. Tez ¢alismalarindaki adimlar Sekil 3.1°de

sematik olarak verilmistir.

Meniskis Deselllerizasyon Fotopolimerizasyonile Hidrojellerin Hibrit Meniskiis iskelelerinin
Yontemi Optimizasyonu Olusturuimast Olusturulmasi ve Karakterizasyonlari

Konvansiyonel - "‘5"" Foto ‘
Deselilerizasyonu s¢CO; Deselllerizasyonu R bagiatict .
C "
- 12959
< > weo A o o
' : /
: uvA [Cnns <
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Metak 15 Hyaluronik Asit
. ¥
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Sekil 3. 1. Tez Calismasindaki Adimlar.

3.1. Tez cahismasinda Kullanilan Malzemeler

Deseliilerizasyon proseslerinde kullanilan kimyasal ajan SDS Merck (Almanya);
enzimatik ajanlardan olan Tripsin 1:250 Amresco (ABD) ve DNAaz | Invitrogen (ABD)
firmalarindan temin edilmistir. Selasyon ajant EDTA Disodyum dihidrat tuzu Amresco
(ABD); Hipotonik ve hipertonik ¢6zeltilerin hazirlanmasinda kullanilan Tris baz tuzu
Nzy Tech (Portekiz) firmasindan alinmistir. DNA miktarinin tayini i¢in Quant iT
PicoGreen dsDNA Assay Kiti Invitrogen (ABD)’den ve Masson’s Trichrome kiti ise
ScyTek Laboratories (ABD) firmasindan tedarigi saglanmistir. Histoloji ¢aligmalarinda
kullanilan formaldehit VWR Prolabo (UK), Fast Green ve Safranin-O Sigma-Aldrich
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(ABD), DAPI (Ever Bite Handset Mounting Medium with DAPI) Biotium (ABD)’dan
satin alinmistir. Hidrojel sentezi icin jelatin tip B (sigir jelatini), metakrilik anhidrit ve
Irgacure 2959, LAP Sigma Aldrich (ABD) firmasindan; PEGDMA 1000 Polyscience
(ABD) ve HAMA Cellink (isve¢) firmalarindan satin almmustir. Enzimatik
degredasyonu saglamasi amaciyla kollajenaz A Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan
temin edilmistir. L929 Fare Fibroblast hiicre hatt1t ATCC (ABD) bankasindan alinmustir.
Diisiik glikozlu Dulbecco besi ortami (L-DMEM), Anbiyotik-Antimiyotik (100X)
soliisyonu, Fetal sigir serumu (FBS), L-glutamin, Tripsin-EDTA (%0,25-w/PhenolRed)
Capricorn (Almanya) firmasindan temin edilmistir. MTT ajan1 Biovision (ABD);
Alamar Mavisi Invitrogen (USA) firmalarindan saglanmistir. Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan saglanmustir.

3.2. Deseliilerize Meniskiis Dokularmin Hazirlanmasi

Meniskiis dokusunun deseliilerizasyonunda insan meniskiisiine benzer mekanik ve
fiziksel 6zelliklere sahip hayvan tiirlerinden olan koyun diz eklemi ile ¢alisilmistir. Diz
eklemleri, meniskiis dokusunun elde ediminde kullanilmak iizere, kazan mezbahasindan
alinmistir. Doku diseksiyonunun ardindan yaklasik olarak ayni en-boy-uzunluklardaki
medyal meniskiisler hazirlanmistir. Dokular bir sonraki isleme kadar PBS igerisinde -

20°C’de muhataza edilmistir.

3.2.1. Meniskiis Diseksiyonu

sonra laboratuvara getirilmistir. Diseksiyon islemine ilk olarak patellanin diz
ekleminden ayrilmasiyla baslanmis; eklem iginin goziikmesi i¢in yag dokular bisturi
yardimiyla uzaklastirlmistir. MKL, LKL ve ardindan OCB ve ACB ligamentleri
kesilerek tibianin {izerindeki konkav meniskiis dokularina ulasilmistir. Medyal
meniskiis dokusu boynuzlarindan kesilerek ayrilmis ve boyutlar1 ortalama olarak
genisligi 9,12 = 0,38 mm, uzunlugu 25,73 + 1,01 mm ve yliksekligi 5,62 + 0,48 mm
olarak bulunmustur. Tibia yiizeyine ait siiperior goriintii ve disekte edilmis meniskiis

dokular1 Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3. 2. Meniskiis diseksiyonununda (A) Diz ekleminin genel goriintiisii, (B) tibia ylizeyinin

stiperior goriintiisii, (C) disekte edilmis meniskiis dokulari.

3.2.2. Konvansiyonel Deseliilerizasyon Protokollerinin Optimizasyonu

Konvansiyonel deseliilerizasyon yontemlerinde fiziksel, kimyasal ve enzimatik
muamelelerin her biri veya kombinasyonu ile ¢alisilmistir. Fiziksel deseliilerizasyon
i¢cin dondurma-¢dzme, ozmotik degisimler; kimyasal ajitasyon i¢in SDS ile yikama ve
tripsin ve niikleaz ile de enzimatik ajitasyon meniskiis dokularinda denenmistir. Toplam
7 grup ile c¢alistlmis ve kimyasallarin maruz kalma siirelerinin kisaltilmasi igin
gruplardaki parametrelerde sirasiyla iyilestirilme yapilmistir. Cizelge 3.1’ de gruplarin
parametreleri ayrintili olarak verilir. Meniskiis gibi kompakt bir dokuda hiicrelere
kimyasallarin daha kolay ulagilabilmesi i¢in 6n islemler uygulanmigtir. Fiziksel
ajitasyon ile hiicre membranlarinin pargalanmasi ve bdylece hiicrelerin lizis edilmesi

amaclanmaktadir.

Cizelge 3. 1. Konvansiyonel Deseliilerizasyon Protokolleri

Gruplar G-1.Grup G-3.Grup G-4.Grup G-5.Grup
Dondurma/ Dondurma/ Dondurma/ Dondurma/ Dondurma/
Cozme Cozme Cozme Cozme Cozme
Fiziksel Hipotonik PBS Hipotonik PBS Hipotonik = =
Ajitasyon Inkiibasyon Yikama Inkiibasyon Yikama Inkiibasyon
Hipotonik Hipotonik Hipotonik Hipotonik Hipotonik
Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon x2 Ajitasyon
Enzimatik - - - - - Tripsin/EDTA Tripsin/EDTA
Ajitasyon ajitasyonu ajitasyonu
Kimyasal %2(a/h) SDS %2(a/h) %0,5(a/h) %2(a/h) %0,5(a/h) %0,5(a/h) SDS %0,5(a/h) SDS
Ajitasyon ile yikama SDSile SDSile SDSile SDS ile ile yikama ile yikama
1k 1k 1k ki
yikama yikama yikama yikama (24 saat) (24 saat)
24 saat 24 saat 48 saat 24 saat
Casay  4SR0 @asad)  (esa)  (asa)
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PBS Yikama

Siiresi
48 saat 48 saat 48 saat 48 saat 48 saat 48 saat 120 saat

Buradaki dondurma-¢6zme ¢evrimleri 3 tekrar olacak sekilde sivisiz ve ardindan sivili
ortam ig¢inde yapilmistir. Hipotonik ¢ozelti olarak Tris tampon ¢ozeltisi pH 8.0 ve 10
mM olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir protokolde PBS yikamasi dncesinde DNAaz
enzimi ile 3 saat 37°C’de bir ¢alkalama islemi yapilmistir. Bu islemin disindaki tim
islemlerde ayni karistirma hizinda (110 rpm) orbital galkalayici (Thermoshae Gerhardt,

Almanya) ile ajitasyon yapilmustir.

On islemlerin etkisinin incelenmesi icin 1.ve 2. Gruplardan faydalanmistir. Fiziksel
ajitasyonun deseliilerizasyona etkisi i¢in %2 (a/h) SDS oranlar1 ve 24 saat maruz kalma
stireleri sabit tutulmustur. 1.grupta ozmotik sok icin hipotonik ¢ozelti ile inkiibasyon ve
ardindan ajitasyon oda sicakliginda gergeklestirilmistir. 2. Grup i¢in ise SDS muamelesi
oncesi 24 PBS yikamasi dokudan fazla kan ve viicut sivilarinin uzaklastirilmasi i¢in

yapilmistir.

SDS deterjan oranlarinin deseliilerizasyona ve dokunun biitiinligiine etkisinin
incelenmesinde 1. Grup ile 3. Grup kullanilmigtir. Burada %2 SDS (a/h) oranina karsilik
%0,5 SDS (a/h) gibi diisiik bir miktar denenerek hiicre uzaklastirmasina etkisi

gozlemlenmistir.

Kimyasal deterjana maruz kalma siiresi artik¢a hiicre uzaklagtirmasinin efektifligi ve
ECM biitiinliigiine etkisinin olup olmadig1 2. ve 4. gruplar arasinda karsilagtirilmistir.
On islem prosesi ve SDS oranlar1 degistirilmemistir. 4. gruptaki maruz kalma oran 48

saat olarak belirlenmistir.

Kimyasal ajanlarin artan sicakliklarda uygulanmasi ile hiicre uzaklastirilmasinda daha
etkili olmas1 3. grup ve 5. gruplar ile kanitlanmigtir. 3. grubun oda sicakligindaki SDS

ajitasyonuna karsin 5. grupta bu islem 45°C’de gerceklestirilmistir.

Tripsin enziminin deseliilerizasyon basarisina etkisi 5. Grup ile 6. grup kullanilarak
gosterilmistir. 5. Gruptaki 6n islemlerden sonra % 0,05 (a/h) Trispsin/EDTA ajitasyonu
6. grup i¢cin 37°C’de uygulanmis olup diger parametreler stabil olmustur. Proseste

EDTA tripsin enziminin aktivitesini artirmak amaciyla soliisyona eklenmistir.
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Deseliilerizasyon sonrast hiicre ve hiicre artiklarinin etkili bir sekilde uzaklagtirilmasinin
kanit1 olarak PBS ile yikama siireleri degerlendirilmistir. 6. Grubun devami niteliginde
bulunan 7. Grupta 120 saat PBS ile yikama 24 saatte bir ¢ozelti degistirilmesi suretiyle
yapilmistir.

3.2.3. Siiper Kritik Akiskan Teknolojisi ile Deseliilerizasyon Protokollerinin

Optimizasyonu

Stiper kritik akigskan teknolojisi ile deseliilerizasyon laboratuvarimizda bulunan yari-
kesikli reaktor (scCO; Inc., ABD) araciligiyla yapilmistir. Bu reaktdrdeki odanin ig
sicakligr 1sitmali ceket ile saglanirken; monitor ile sicaklik degeri disaridan kontrol
edilmistir. Prosese baglamadan once istenilen sicaklik ve basing degerleri yine monitor
yardimiyla ayarlanmigtir. Meniskiis dokusu paslanmaz celikten olusan delikli kafes
sistemine yerlestirilmis ve odanin igine konulmustur. Proseste co-solvent olarak %70
etanol yaklagik 150-200 ml civarlarinda reaktor kanalini doldurmustur. Sistemin
icerisine karbondioksit pompa yardimiyla aktarilmis olup, 37°C sicaklik 4500 psi
(306,21 atm)  basing  degerine  ulasildiginda  siiperkritik  karbondioksit
deseliilerizasyonuna baslanmis kabul edilmistir. Meniskiis gibi y1gin dokunun proses
oncesi On islemlerin deseliilerizasyona katkist ve bdyle bir fibroz-kikirdak dokuda ilk
defa denenen siiper kritik akiskan teknolojisinin hiicresizlestirmeye etkisi i¢in 6 adet
grubun optimizasyonuyla gidilmistir. SCCOz ile yapilan deseliilerizasyon gruplarindaki
basing degerleri 6nceki calismalar baz alinarak belirlenmistir [113]. Asagida bulunan

cizelge 3.2°de gruplarin protokolleri yer almaktadir.

Cizelge 3. 2. Stiperkritik akigskan teknolojisi ile yapilan deseliilerizasyon gruplart.

SK-1 SK-2 SK-3 SK-4 SK-5 SK-6
Dondurma- Dondurma- Dondurma- Dondurma- Dondurma- Dondurma-Cozme
Cozme Cozme Cozme Cozme Cozme
- NaOH ile

On islemler inkiibasyon
Hipotonik Hipotonik Hipotonik Hipertonik Hipotonik Tripsin/EDTA ile
Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon
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Hipertonik Hipertonik Hipertonik Hipotonik Hipertonik Hipertonik

Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon Ajitasyon
Dondurarak Hipotonik
Kurutma Ajitasyon
scCO, 4500 psi, 4500 psi, 4500 psi, 4500 psi, 4500 psi, 4500 psi,
Muamelesi
1 saat 3 saat 1 saat 1 saat 1 saat 1 saat
PBS yikamas1 24 saat 24 saat 120 saat 120 saat 120 saat 120 saat

Hipotonik ajitasyon igin ¢ozeltideki bilesim oranlari ayni kalirken, hipertonik ajitasyon
icin 50 mM Tris-HCI ile NaCI karistirilarak kullanilmistir. Liyofilizator (dondurarak
kurutma) islemi doku tamamen kuruyana kadar gerceklestirilmistir. Tripsin/EDTA ile
ajitasyonda %0.05 (a/h) oran1 ve 37°C sabit kalmigtir. CO2’nin 31°C ve 1071,8 psi (7,39
MPa) {izerinde siiperkritik akigkan olarak davrandigi icin sicaklik ve basing
parametreleri bu degerler lizerinde tutulmustur. Proses boyunca sicaklik 37-40°C
arasinda olmustur. Meniskils dokusunun biiytikliigii ve kompakt yapisindan dolayi
yiiksek basing degerinde calisilmistir. Basing degerleri sabit tutularak siire ve on

islemlerin hiicresizlestirmedeki etkisi incelenmistir.

3.2.4. Deseliilerize Meniskiis Dokularinin Karakterizasyonlar:

Meniskiis deseliilerizasyonu i¢in optimum yontem Ve protokoliin belirlenmesi adina
cesitli karakterizasyonlar konvansiyonel ve scCO: gruplari arasinda uygulanmistir.
Deseliilerizasyonun basar1  Olciitlerine, gruplar arasinda histolojik calismalar
gerceklestirilerek kalitatif analizine ve biyokimyasal caligmalar ile de kantitatif
analizlerine wuygulanarak bakilmistir. En verimli deseliilerizasyon yo6nteminin
belirlenmesi adina yiizeysel goriintiileme, morfolojik, biyomekanik analizler ve
sitotoksisite  testleri  konvansiyonel ve scCO, deseliilerizasyon  grubunun

karsilastirilmas1 amaciyla yapilmastir.

3.2.4.1. Histolojik Analizler

Hiicresizlestirmenin efektifligini gdsteren hiicre ¢ekirdekleri ve kalintilarinin dokudan
tamamen uzaklagsmis olmasinin kaniti olarak Hematoksilen&Eozin (H&E) ve 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI) boyamalar1 gergeklestirilmistir. Bu boyamalar ile
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hem hiicre c¢ekirdeklerine hem de sitoplazma bilesenleri ve ECM biitiinligiine
bakilmistir. Meniskiis dokusundaki ana bilesen olan kolajen yapilart Masson Trichrome
boyamasi ile  gorlintilenmistir.  Dokuya  viskoelastik  Ozelligi  saglayan
glikozaminoglikan yapilarmin bagli oldugu proteoglikanlarin  goriintiilenmesinde
Safranin-O/Fast Green boyamasindan yararlanilmistir. Meniskiis dokusundaki bolgesel
farkliliklarinda goriilmesi igin cross- section (enine) bir kesit alinarak histolojik
caligmalara devam edilmistir. Her bir gruptan alinan kesitler % 10 formalin ile fikse
edilmis ve fiksatif ajanin uzaklastirilmasi i¢in ¢esme suyu yikamasi 1-2 giin suretiyle
yapilmistir. Bu islemin ardindan, dehidrasyon siireci igin, % 70 alkolden % 100 absolute
alkole dogru bir inkiibasyon gergeklestirilmistir. Ksilende 1 saat bekletildikten sonra
parafin serisi dokulara uygulanmis ve ardindan parafin bloklamaya gecilmistir.
Boyamalar i¢in 5 mikron kalinliginda 6rnekler mikrotom yardimiyla alinmis ve 1 gece

etliv icinde (60°C) bekletilmistir.

3.2.4.1.1. Hematoksilen & Eozin (H&E) Boyamasi

Bazik bir boya olan Hematoksilen DNA/RNA gibi hiicre ¢ekirdek materyallerini
boyamaktadir. Eozin ise asidik boya olmasi nedeniyle sitoplazma yapilarini boyayarak
deseliilerizasyonun verimi i¢in bilgi vermektedir. Deparafinizasyonu yapilan 6rnekler
boyama icin ksilen ve ardindan %100’den %80’e dogru azalan bir alkol serisinden
gecirilmistir. Hemotoksilen salesinde 2-3 dk bekletildikten sonra asit alkol ile
matlastirilma saglanmistir. Hemen akabinde eozinde 15 dk duran 6rnekler dehidrasyona
tabi tutularak entallan ile kaplanmistir. Bu boyamada hiicre g¢ekirdekleri mavi/mor
renkte gozikiirken; ECM vyapilart pembe/kirmizi renge biirlinmektedir. Isik

mikroskobisi (Leica Microsystems, Almanya) ile her bir gruptan goriintiiler alinmustir.

3.2.4.1.2. 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyamasi

Meniskiis dokusundaki hiicre ¢ekirdekleri ve ECM biitiinliigiine DAPI boyamasi ile de
bakilmistir. Dapi, hiicre genetik materyeli olan DNA’nin adenin-timin bdlgelerine
baglanarak bir florasan kompleksi olusturmaktadir [114] . Bu sayede hiicre ¢ekirdek ve
kalintilar1 mavi renk olarak goriilmektedir. Deparafinizasyonu tamamlanan 6rnekler 5
dk dapi boyamasi ile karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Florasan atagmanli 151k

mikroskobunda her bir grup i¢in goriintii ¢cekilmistir.
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3.2.4.1.3. Masson Trichrome Boyamasi

Meniskiis dokusundaki kolajen fibrillerin oryantasyonu ve ultrayapisinin gozlenmesi
amaciyla Masson Trichrome boyamasi yapilmistir. Kit seklindeki boyanin kendi
protokolii uygulanmistir. Oncelikle parafini eritilen kesitler alkol serisi ile rehidre
edilmistir. Weigert's iron Hematoksilen ile 10 dk kadar bir muamele ardindan akan
¢esme suyunda yikanmistir. Biebrich scarlet-acid fuchsin ile 10-15 dk bekletilen
orneklere phosphomolybdic-phosphotungstic asit damlatilmistir. Kesitlerdeki kirmizilik
gecene kadar bekletilmis ve anilin mavisi ile 10 dakika kadar boyama saglanmis ve
asetik asit soliisyonun 3 dk bekletilmesiyle farklilasma olmustur. Distile su ile yikanan
ornekler dehidrasyon i¢in alkol serisine tabi tutularak entallan ile kaplanmistir. Bu
boyamada hiicre c¢ekirdekleri siyah, kolajen yapilari mavi ve sitoplazma kirmizi renkte

goriilmektedir. Goriintiiler 151k mikroskobisi ile alinmustir.

3.2.4.1.4. Safranin/Fast Green Boyamasi

Katyonik bir boya olan Safranin O glikozaminoglikanlarin yani sira proteoglikanlar
kirmiz/pembe renge boyamaktadir. Hiicre ¢ekirdekleri Weigert’s iron hematoksilen A-B
boyamasi ile koyu kirmizi/siyah rengini vermektedir. Fast Green ile de sitoplazma
yesil/gri-yesile biirlinmektedir. Parafini eritelen kesitler diger boyamalardaki gibi ksilen
ve azalan alkol serisinden gecirilmistir. Cekirdekleri Weigert’s iron hematoksilen A
boyasi ile Weigert’s iron hematoksilen B boyasi ayni oranda karistirilip preparatlarin
lizerine damlatilmigtir. Islemin ardindan ¢esme suyu yikamasi fazla boyanan akitilmasi
igin yapilmistir. Fast Green ile kesitlerin boyanmasinin ardindan %1 (h/h) asetik asit ile
10-15 saniye muamele edilmistir. %0,1 (a/h) Safranin O boyasi ile 5 dakika kadar
bekletilmis ve ardindan %95-100 alkol serisi uygulanmistir. Ksilende kesitler

bekletildikten sonra entallan uygulanarak kesitler mikroskop altinda goriintiilenmistir

3.2.4.2. Biyokimyasal Analizler

Hicresizlestirmedeki etkinlik histolojik boyamalar diginda biyokimyasal analizlerin
yapilmasi ile desteklenmistir. Islem gormemis (dogal meniskiis) ve deseliilerize

gruplara genomik DNA oOl¢iimii, kolajen miktar tayini i¢in hidroksiprolin analizi ve
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toplam glikozaminoglikanlarin miktarinin belirlenmesinde kullanilan DMMB analizi

yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

3.2.4.2.1. Genomik DNA Tayini

Deseliilerizasyon proseslerinde sonra meniskiis dokusundaki artik genomik DNA
miktart Picogreen analizi ile tespit edilmistir. Kullanilan test kiti dokuda bulunan tek ya
da ¢ift sarmal yapidaki DNA’larin tayinini yapabilmektedir. islem gérmemis (kontrol)
ve deseliilerize gruplardaki dokular 1 gece liyofilizatorde kurumaya birakilmistir.
Dokularin orta kismindan olacak sekilde 10 mg tartilarak % 70’lik etanol ile
sterilizasyon iglemi uygulanmigtir. Etanoliin uzaklagmasi i¢in PBS ile yikamay1 takiben
1 gece liyofilizatorde kurutulmustur. Steril Ornekler ependorflara yerlestirilmis ve
izerlerine 1 mg/ml Proteinaz K iceren amonyum asetat ¢ozeltisi eklenmistir. Dokularin
parcalanmasi i¢in 60°C’ye ayarlanmis etiiv igerisinde 1 gece boyunca bekletilmistir.
Picogreen analizi icin DNA stok soliisyonu artan konsantrasyonlarda hazirlanarak
kalibrasyon grafigi icin degerler olusturulmustur. Kit icerisinde verilen protokoliin
talimatlar1 ile 6rneklerden 50 pL alinmis ve 96 kuyucuklu kiiltiir kabina eklenmistir.
Uzerlerine picogreen boyasi 50 uL olacak seklide eklenerek karanlik ortamda ¢alisma
gerceklesmistir. Hazirlanan standart ve 6rnekler 485-520 nm’de mikroplate okuyucuda

her gruptan 3 okuma olacak sekilde absorbanslar1 okunmustur.

3.2.4.2.2. Toplam Kolajen Miktar Tayini

Dogal meniskiis ve deseliilerizasyon islemi sonrasinda dokulardaki kolajen miktar
degisiminin saptanmasi hidroksiprolin kiti ile gerceklestirilmistir. Hidroksiprolin
kolajen yikimiyla ortaya ¢ikan bir aminoasittir. Bu da deseliilerizasyonun kolajen
fiberler iizerinde bir etkisini incelemeye olanak saglamaktadir. 10 mg tartilan kontrol
(dogal meniskiis) ve deseliilerize dokular (n=3) 10N HCI ile 3 saat muamelenin
ardindan 10 pL ekstrakt alinarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina konulmustur. 1 gece
etiiv icerisinde 60°C’de kurutulan 6rneklerin iizerine sirasiyla kloramin T ve DMAB
ajan1 eklenmis 60°C’de 90 dk inkiibasyonu saglanmistir. Standart olarak yine
hidroksiprolinin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Hidroksiprolin Analizi 560

nm’de mikroplate okuyucuda gerceklestirilmistir.
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3.2.4.2.3. Toplam GAG Miktar Tayini

Deseliilerize gruplar ve kontrol grubundaki GAG miktarlar1 kalorimetrik olarak 1,9
dimetilmetilen mavisi (DMMB) ile incelenmistir. 10 mg tartilan kuru dokular 1 mg/mL
Proteinaz K aracilifiyla enzimatik olarak pargalanmistir. Metakromatik boya olan
DMMB hazirlanisinda 500 mL amonyum asetat, 8 mg 1,9-Dimetil-metilen mavisi ¢inko
Kloriir ¢ift tuzu, 40 mM Sodyum kloriir (NACI), 40 mM Glisin, 0,1 M HCI (Hidroklorik
asit) kullanilmistir. Hazrilanan soliisyon 0,45 mikron filtre ile siizdiiriilerek karanlik
ortamda bekletilmistir. Kalibrasyon grafiginde kullanilmak {izere kondroitin siilfat
amoyum asetat igerisinde c¢oziindiriilerek artan konsantrasyonlari standart olarak
hazirlanmistir. 40 pL 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabina yerlestirilmis ve ardindan
200 ul DMMB test soliisyonu eklenmistir. 525 nm dalga boyu ile mikroplaka

okuyucuda absorbanslari okunmustur.

3.2.4.3. Yas ve Kuru Agirhik Degisimleri

Hiicresizlestirme isleminin dokulardaki su tutma kapasitesine etkisini incelemek igin
yas ve kuru agirhik farklarindan yararlamlmistir. Islem gérmemis dogal doku ve
deseliilerize gruplarin yas agirliklar1 (n=4) hassas terazide tartilmis ve ardindan 1 gece
dondurarak kurutulmus agirliklarma bakilmistir. Su tutma kapasitesinin tayini i¢in

esitlik 2.”den yararlanilmistir [115].

.. Ws —Wwd -
Su Tutma Kapasitesi = BT — x 100 Esitlik 2.

Burada Ws dokularin 1slak agirliklarini, Wd kuru agirliklarini ifade etmektedir.

Deseliilerizasyon yonteminin dokudaki agirlik kayb ile iliskisini belirlemek amaciyla
konvansiyonel ve scCO; optimum deseliilerize gruplari arasinda bir agirhik
karsilastirilmast yapilmistir. Dogal meniskiis dokusu islem 6ncesinde tartilmis ve her bir
deseliilerizasyon asamasindan sonra agirlik degisiminin incelenmesi igin tartim

alinmustir.
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3.2.4.4. Morfolojik Analiz

Dogal meniskiis ve aseliiler gruplar arasinda hiicresizlestirme prosesinin fiziksel
goriiniimiindeki degisimleri igin morfolojik olarak goriintii makroskobik olarak

alinmustir.

3.2.4.5. Taramah Elektron Mikroskobi (SEM) Analizi

Meniskiis deseliilerizasyonu ile dokuda heterojenik bir hizalanig gosteren kolajen
fiberler ve oryantasyonundaki degisimler SEM analizi ile incelenmistir. Analiz
yapilacak islem goérmemis (kontrol) grubu ve hiicresiz gruplar 1 gece liyofilizatorde
kurutulmustur. Kurutulan Orneklerden, dokunun 3B kolajen ultrayapist ve
sirkiimferansiyel hizalanmadaki dizilisin goriintiilenmesi adina, cross-section (enine) ve
boyuna kesitler alinmistir. Hazirlanan kesitlere altin-paladyum (Au-Pd) kaplamasi
yapildiktan sonra taramali elektron mikroskobisinde (Tescan, Cekya) goriintiilenmistir.

Gorilintiileme 250x-5000x arasinda yapilmustir.

3.2.4.6. Biyomekanik Analizi

Meniskiis dokusunun anizotropik olan biyomekanik 6zelliklerinde 3B Kkolajen
ultrayapist ve GAG igerigi biliyiikk rol oynamaktadir. Deseliilerizasyon prosesleri ile
dokunun biyomekanik 6zelliklerdeki kayiplarin incelenmesi adina basma (Kompresif)
testleri yapilmistir. Islem goérmemis (kontrol) ve deseliilerize gruplarm posterior
bolgesinden (n=3) 6 mm biopsi punch yardimiyla kesilerek 6 x 5 mm bir silindirik
yapilar analiz i¢in olusturulmustur. Ornekler analize kadar PBS icerisinde bekletilmis
olup, 1000N yiik hiicresi ile basma analizi (Instron 5944, ABD) gerg¢eklestirilmistir.
Stress-strain grafigi bulunan degerler ile olusturulup, elastik modiiliisii grafik egrisinden
hesaplanmistir. Analiz konvansiyonel ve siiperkritik CO, deseliilerizasyonundaki

optimum gruplar ile gerceklestirilmistir.

3.2.4.7. Sitotoksisite Analizi

Aseliiller meniskiis dokularmin hiicre canliligindaki sitotoksik etkisini incelemek
amaciyla  3-(4,5-dimetiltiyazol2-il)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir ~(MTT) analizi
kullanilmistir. ISO standardadina goére in direkt MTT (eliisyon metodu) ile
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gerceklesmistir. Azot tankindan bulunan L.929 hiicre hatt1 %10 fetal sigir serumu (FBS),
% 1 antibiyotik-antimiyotik ve % 1 L-glutamin igeren DMEM besiyeri kullanilarak T75
flasklarda kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir. Dondurulmus hiicreler oOncelikle 37°C
sicakliktaki su banyosunda (Memmert, Almanya) ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 5 mL
besiyer iceren ¢oktiirme ortamina ¢ozdiiriilen hiicre eklenmistir. 2500 rpm’de 3 dk
santrifiijleme isleminden sonra ¢6zeltinin slipernatanti atilmistir. Hiicre pelletleri 1 mL
besiyer eklenmesiyle homojen ¢ozelti elde edilmistir. T75 flasklarmma 11 ml konulan
besi ortaminin igin hiicre siispansiyonu eklenerek CO, etiivde (Memmert, Almanya)

kiiltiire edilerek cogaltilmistir.

Hiicreler konfluens oldugunda Tripsin/EDTA soliisyonu kullanilarak yiizeyden
kaldirilmis ve 2500 rpm’de 3 dk santifiijlenmistir. Siipernatant dokiilerek kalan hiicre
pelletleri {izerine besi ortam1 eklenmis ve homojen c¢ozelti elde edilmistir.
Hemotosimetre ile hiicre sayimi yapildiktan sonra 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 2x10*
hiicre ekilmis ve 24 saat inkiibasyonu saglanmistir. Bu esnada her iki deseliilerizasyon
metodu i¢in dokuda kalabilecek hiicre artig1 ya da deterjan kalintilar1 i¢in 2 giin DMEM
yikamasi gergeklesmistir. % 70 etanol sterilizasyonuna ve 2 saat arkali 6nlii UVC 151k
altinda sterilizasyondan sonra 6rnekler 0,8 g doku (n=4) her bir grup i¢in tartilmistir.
Ekstraksiyon metodu uygulanan MTT analizinde steril malzemeler 0.2 g basina 1 mL
DMEM besiyeri olacak sekilde toplam 4 ml antibiyotik iceren DMEM i¢inde 1 gece
CO: etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonra kuyucuklardaki beisyer uzaklastirilip % 100
ekstraksiyon ortami eklenmistir. 1 giin sonra kuyucuklara formazan kristallerinin
olusturmasi adina 2,5 mg/mL MTT soliisyonu 600 uL. DMEM ile karanlik ortamda
koyulmus ve 3 saat CO: etiivde bekletilmistir. Formazan kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in
soliisyon uzaklastirilarak 405 pL DMSO koyulmustur. Siipernatanttan alinan 200 pL 96
kuyucuklu kiiltiir kabina 5 okuma olacak sekilde aktarim yapilarak 570/620 nm dalga

boylarindaki absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

3.3. Foto Capraz Baglanabilen Hidrojellerin Hazirlanmasi

Hibrit doku greftlerinin hazirlanmasinda 6ncelikle deseliilerize meniskiis dokularindan,
capraz baglama etkinligini incelemek amaciyla, 5 mm genisliginde iskeleler posterior
bolgeden almmistir. Medyal meniskiis dokusunda posterior bolge dokunun diger

kisimlarina gore daha diisiik dayanim gostermesi ile yaralanmalarda yiiksek prevelans
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gostermektedir [116]. Bu ylizden bu bélge ile tez ¢alismalarina devam edilmistir.
Burada, 6ncelikle ayri1 bir ¢alisma olarak hibrit hidrojellerin sentezi ve karakterizasyonu
foto capraz baglama i¢in parametre optimizasyonu yapilmistir. Ardindan deseliilerize

iskeleler ile birlesimi saglanarak UVA 1s1k altinda ¢apraz baglanmustir.

3.3.1. Metakrilanms Jelatinin Sentezi (GelIMA) ve Fonksiyonellesme Derecesinin

Hesaplanmasi

Jelatinin UV 151k altinda ¢apraz baglanabilmesi igin, polipeptit zincirindeki lizin ve
hidroksil lizin gruplari ile doymamis metakriloil monomer gruplar1 arasinda reaksiyon
gerceklestirilmistir. Laboratuvarimizda Oncesinde optimizasyonu yapilan GelMA
protokolii modifiye edilerek hazirlanmistir [117]. Oncelikle %8-10 (a/h) oraninda jelatin
PBS (pH=7.4) i¢inde 30 dakika kadar ¢ozdiiriilmiistiir. Karisim i¢in sicaklik 50°C’de
tutulmus ve balik ile manyetik karistiricida devam ettirilmistir. Metakrilik anhidrit %8-
10 (h/h) oraninda 0,5 mL/dk sabit akis hiziyla ¢ozeltiye eklenerek reaksiyon homojen
bir apak ¢6zelti olana kadar siirdiiriilmiistiir. 10-12 kDa cut-off degerine sahip diyaliz
membran kullanilarak fazla metakrilik anhidritin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz edilmistir.
Diyaliz islemi 4 hafta kadar 40°C’de siirekli karisarak ve giin asir1 yikama soliisyonu
degistirilerek devam etmistir. Saflastirma islemi ardindan 6rnekler toz haline gelmesi
icin liyofilize edilmis ve bir sonraki isleme kadar -80°C’de saklanmistir. GelMA

polimerinin hazirlanmasindaki adimlar Sekil 3.3te gorsel olarak verilmistir.

-80°C, 0,010 mbar

GelMA polimeri Dondurarak Kurutma

Sekil 3. 3. GelMA polimerinin sentez asamalari.
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Sentezlenen GelMA’nin metakrilasyon derecisinin hesaplanmasi i¢in serbest amin
gruplarina baglanan metakrilat gruplarinin fonksiyonellesmemis jelatine gore yer
degistirilmesi ol¢iilmiistiir. Bu kapsamda hem metakrilasyon derecesinin tayini hem de
yan {rlin olan metakrilik asidin varligini belirlemek i¢in proton niikleer manyetik
spektroskobisi ('H-NMR) kullanilmistir. Bunun i¢in jelatin ve GelMA numuneleri 15
mg/ml olacak sekilde dotoryum oksit (D20) i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve analiz 300 MHz
Bruker Biospin cihazinda gerceklestirilmistir. Metakrilasyon derecesinin (MD) hesabi

esitlik 3.”e gore yapilmstir.

[ Lizin metilen piki GelMA
[ Lizin metilen piki jelatin

MD (%) =1-— Esitlik 3.

3.3.2. Hibrit JIskelede Kullamlacak Hidrojellerin Optimizasyonu ve

Karakterizasyonlari

Tez ¢aligmasinda kullanilacak hidrojeller i¢in foto baslatici bileseni ve farkli polimer
karisimlar incelenmistir. Oncelikle 12959 foto baslatici PBS (pH:7.4) icerisinde % 0,5
(a/h) olacak sekilde 40°C’de ¢oziindirilmistir. GelIMA %10 (a/h) oraninda stok
¢ozeltiye eklenmis ve termal jellesmenin 6nlenmesi i¢in 40°C sicaklikta soniklenmistir.
Homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar devam edilen bu islem ardindan prepolimer 5x5
mm silindirik disklere konulup UV 11k (UVP CL-1000L,) altinda ¢apraz baglanmistir.
Hibrit hidrojellerin olusturulmasi adina PEGDMA 9% 10 (a/h) oraninda c¢ozeltiye
eklenmistir. 12959 foto baslaticisi ile 810 pJ/cm? 1s1k siddetinde 9 dakikada jellesme
goziikmiistiir. Reaksiyona girmeyen polimer ve foto baslatict 1X PBS yikamas ile

uzaklastirilmas: saglanmistir.

Foto baslatict optimizasyonu i¢in LAP % 0,1 (a/h)’de PBS i¢inde ¢ozdiiriiliip stok
solisyonu hazirlanmistir.  GeIMA ve GeIMA/PEGDMA  hidrojelleri  ayni
konsantrasyonlar1 sabit kalacak sekilde stoktan hazirlanarak yapilmistir. LAP foto
baslaticisi ile 810 pJ/cm? 1s1k siddeti ile 5 dakikada jellesen hidrojeller sonrasinda 1X
PBS yikamasi yapilmistir.
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Literatiirde ilk defa denenecek olan GeIMA/PEGDMA/HAMA (PGH) karisiminda
HAMA agirlik¢a % 2 oraninda karisima eklenmistir.

3.3.2.1. UV Absorbans Analizi

12959 ve LAP foto baslaticilarina 365 nm deki absorbans derinligi ve molar soniimleme
katsayisinin hesaplanabilmesi adina UV absorbans 6l¢iimii yapilmigtir. Her iki foto
baslatict ajanin 3 mL’lik homojen stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Agirlikga %1 ‘den %
0,1 (a/h) ‘e dogru azalan konsantrasyonlar stok soliisyondan hazirlanmistir. Hazirlanan
numuneler 4 ml’lik quartz kiivetlerine konularak 200-500 nm dalga boyundaki
absorbanslart UV/Vis Spektrofotometre cihazi (Agilent Technologies, ABD) ile 6lgiim
alinmigtir. Beer-Lambert yasasina gore 365 nm’deki absorbansina gére molar

soniimleme katsayis1 Esitlik 4’e gore hesaplanmigtir [118].

A=c¢.L.C Esitlik 4.

Burada A absorbansi, € molar soniimleme katsayisi(1/M.cm), L soliisyon derinligini

(cm) ve C fotobaglaticinin molar konsantrasyonunu (M) temsil etmektedir.

3.3.2.2. Sisme Testi ve Sol Fraksiyon Analizi

Hidrojellerin sisme ozelliklerinin degerlendirilmesi fizyolojik kosullardaki yapisal
stabilitelerinin korunmasinin yani sira zamanla yap1 ve seklin uygunlugunu korumasini
belirlemek igin de yapilmaktadir. UV ile ¢apraz baglanan hidrojeller 1 gece
liyofilizatdrde baslangic kuru agirliklarinin (W,) tayini i¢in kurutulmustur. Bunu
takiben sisme analizi i¢in numuneler PBS (pH:7.4) i¢inde denge sisme modiilii elde
edilene kadar tutulmustur. Belirlenen zaman araliklarinda 1slak agirlik icin tartim
yapilmis ve 24. Saat sonunda denge modiiliine ulasilmistir. Numunelerin 1slak
agirliklar1 (Wh) igin filtre kagidinda fazla suyu alinarak tartilmistir. Sisme orani esitlik 5

ile hesaplanmustir.

P 100 Esitlik 5.
W,

Sisme Orant (%) =

42



Sol fraksiyonu olusturulan hidrojellerdeki ¢apraz baglanmamis monomerlerin miktarini
verebilen ve capraz baglama etkinligini gosteren analizdir. Fotopolimerizasyon
sonrasinda hidrojeller 1 gece boyunca kurutulmus ve ilk kuru agirliklart (W)
tartilmistir. Ardindan numuneler PBS tamponu igerisinde 37°C’de inkiibe edilmistir. 24
saat sonunda alinan numuneler tekrar dondurularak kurutulmus ve son kuru agirlik
tayini (W2) igin tartim yapilmistir. Sol fraksiyonu Esitlik 6°da verildigi gibi
belirlenmistir [119].

Sol Fraksiyon (%) = % x 100 Esitlik 6.

3.3.2.3. Biyomekanik Analiz

Fotobaslatict se¢imi, polimer karisimlart gibi ayarlanabilen fotopolimerizasyon
parametrelerinin etkinligini belirlemek adina mekanik analiz gergeklestirilmistir.
Hidrojel gruplar ¢apraz baglandiktan sonra analize kadar PBS ortaminda bekletilmistir.
Mekanik ozelliklerinin saptanmasinda 50 N yiik hiicresine sahip olan bir mekanik
analizor (Cell Scale, Kanada) ile basma testi uygulanmistir. 6 mm ¢ap ve 5 mm
yiikseklikteki hidrojeller 1 mm/dk basma hizina maruz birakilmistir. Elastisite modiilleri

cekme-uzama grafiginin egiminden elde edilmistir.

3.3.2.4. Kimyasal Analiz

Fourier Doniisiim Kizilotesi  Spektrofotometresi (FTIR) analizi ile hidrojellerin
kimyasal yapilarindaki degisimler tespit edilmistir. Hidrojel gruplar1 analizden 6nce -
80°C’de dondurularak kurutulmustur. 4000-600 cm™ spektrum araligindaki FTIR
Spektrofotometre (Agilent, ABD) cihazi ile analiz yapilmistir.

3.4. Hibrit Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi

Deseliilerizasyon isleminde basarili olan gruba c¢apraz baglanabilirligi ve in Situ
polimerizasyonunun meniskiis iskelesindeki etkinligini 6lgmek i¢in olusturulan jel

yapilar1 emdirilmistir. Hiicresiz meniskiis dokular ilk olarak liyofilize edilmistir. 5 mm
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kalinligindaki posterior bélgeden alinan iskeleler gelma hidrojeli araciligiyla emdirme
optimizasyonuna tabi tutulmustur. Burada, kalmliga gore emdirilecek prepolimerin
hacmi ve emdirme yoOntemleri optimize edilmistir. Morfolojik bir goriintiilleme
saglamasi amaciyla gida boyasi prepolimere eklenmis ve inkiibasyon saglanmustir.
Kantitatif bir analiz olarak sisme testi ve sol fraksiyon analizine (n=3) bakilmustir.
Cizelge 3.3’te gruplarin emdirilme yontemleri verilmis ve bu 4 grup tizerinden basarilt

protokole gidilmistir.

Cizelge 3. 3. Jel emdirme yontemlerinin prosesleri

1 2 3 4
EMDIiRME 72 saat 4 saat inkiibasyon 4 saat 4 saat
YONTEMLERI | inkiibasyon + 4 saat inkiibasyon sonikasyon
e + 3X vakum + 1 gece
inkiibasyon

Emdirme yontemlerindeki inkiibasyon 37°C’de gerceklesmis olup jelin vizkozitesinin
azalan sicaklikla arttig1 gézlenmistir. Sonikasyon islemi de 37°C sicakliga ayarlanarak
sonikator (ElmaSonic, Almanya) cihazinda gerceklestirilmistir. Diisiik vakum
uygulanmasi ile jelin hapsolma eetkinligi vakumlu etiiv cihazi (Memmert, Almanya) ile

arastirilmastir.

3.4.1. Hibrit Doku Iskelelerinin Karakterizasyonlari

Jelin, kuru doku igerisinde efektif olarak hapsoldugu grup ile nihai hibrit iskele i¢in
karakterizasyonlara devam edilmistir. Tez g¢alismasindaki hibrit meniskiis iskeleleri
parametreleri optimize edilen hidrojellerin emdirilmesi ile olusturulmustur. Dogal
meniskiis ve deseliilerize dokudan karsilagtirma amagli 5 mm kalinhiginda kesilmis
iskeleler ve hibrit meniskiis iskelelerine kimyasal, termal, mekanik, morfolojik,

sitotoksitite analizleri ve in vitro ¢alismalar1 uygulanmistir.
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3.4.1.1. Morfolojik Analiz

In situ foto ¢apraz baglanan iskeleler ile islem gormemis ve deseliilerize iskeleler
arasindaki morfolojik degisimler karsilastirilmistir. Hibrit iskelelerin islem sonrasindaki
agirlik degisimleri de kontrol ve pozitif kontrol olarak sirasiyla dogal ve deseliilerize

meniskiis iskeleleri baz alinarak saptanmustir.

3.4.1.2. FTIR Analiz

Hidrojel yapilarinin meniskiis iskelesi i¢indeki formunun incelenmesi ve kimyasal
yapisindaki degisikliklerinin saptanmasi Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektrofotometre

(FTIR) (Agilent, ABD) cihazi ile test edilmistir. 4000- 600 cm™ dalga boyu araliginda

calismalar yapilmis ve elde edilen spektrumlar karsilagtirilmastir.

3.4.1.3. Sisme Testi ve Sol Fraksiyon Analizi

Hibrit iskelelerin ¢apraz baglanmasiyla su tutma kapasitelerindeki degisim sisme testi
ile analiz edilmistir. Hi¢ islem gérmemis (kontrol), deseliilerize iskeleleri ve hibrit
gruplar (n=3) analiz 6ncesinde —80°C’de dondurularak kurutulmustur. Baslangi¢ kuru
agirliklarinin hassas terazi ile tartimi (Wo) yapilmistir. Ardindan iskeleler 3 ml PBS
(pH:7.4) soliisyonu igerisinde 37°C’de inkiibasyonu yapilmistir. 1., 6., 12. ve 24. saat
sonlarindaki 1slak agirliklari tartitlmistir (WSs). Sol fraksiyon testi igin 24 saat sisen
iskeleler tekrar -80°C’de liyofilize edilmistir. Son kuru agirliklarinin tartimi yapilmistir

(W1). Kiitlece sisme orani ve sol fraksiyonu sirasiyla Esitlik 7 ve 8’de verilmistir.

Ws—-Wo
Sisme Orant (%) = ——— x 100 Esitlik 7.
Wo
Wi
Sol Fraksiyonu (%) = Wo 100 Esitlik 8.
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3.4.1.4. Mekanik Analiz

Tez calismasinda iddia edilen, hidrojeller ile kolajen bazli meniskiis iskelesinin
birlesimi ile artacak mekanik dayanim bu analiz ile test edilmistir. Dogal meniskiis
dokusu ve deseliilerize meniskiis iskeleleri kontrol olarak hibrit iskelelerin mekanik
ozelliklerini iyilestirebildiginin kanit1 olarak basma testi uygulanmistir. Burada, her bir
gruptan n=3 olacak sekilde 5 mm ¢ap ve 6 mm yiikseklige sahip iskeleler 5 mm biopsi
punch yardimiyla kesilmistir. Analize 1slak doku iskelelerinin gétiiriilmesi gerektigi igin
tampon ¢ozelti igcinde Ornekler islatilmistir. Basma testi igin 2 kN yiik hiicresi
kullanilarak 1 mm/dk sabit hiz ile analiz kompresif mekanik analizor cihazi (Instron
5944, ABD) cihazi ile gergeklestirilmistir. Analiz sonundaki yer degistirmeye bagl
olarak verilen kuvvet ile gerilim-gerinim grafigi cizilmistir. Grafigin egiminden
elastisite modiilii hesaplanmis ve % uzama, kompresif modiiliis, elastisite modiiliisleri

tablo seklinde verilmistir.

Bulunan basma moduliislerinden aseliiler hibrit yapilarin ¢apraz baglama yogunlugu

Flory teorisi kullanilarak Esitlik 9’a gore hesaplanmigtir [120] .

E

n=gpr Esitlik 9.

Burada n molar ¢apraz baglamam yogunlugunu (mol/m?), E hibrit yapilarin kompresif
modulisiini (N/m?), R gaz sabitini (Nm/mol.K) ve T mutlak sicakligi (K) ifade
etmektedir.

3.4.1.5. Termal Analiz

Hig islem gormemis ve aseliiler iskelelerin sicakliga bagl olarak kiitlesinde meydana
gelen degisimler termogravimetrik analiz (TGA) ile 6lgiilmiistiir. Ornekler 1 gece
liyofilizatérde kurutulmustur. 10-12 mg meniskiis dokusunun orta bolgesinden
alimmistir. 25-600°C sicaklik araliginda 10°C/dk 1sitma hiziyla, azot ortaminda, Q600
SDT (TA Instruments, ABD) cihazi ile analiz gergeklestirilmistir.

Meniskiis iskelelerindeki termal degisikliklerin incelenmesi ic¢in diferansiyel taramali

kalorimetrik analiz (DSC) yapilmistir. Kontrol (dogal meniskiis), deseliilerize ve hibrit
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iskeleler liyofilizatorde 1 gece kurutulmus ve 10 mg kirmizi-beyaz bolgeden alinmustir.
Numuneler ardindan 10°C/dk 1sitma hiziyla, hava ortaminda, 10 - 600°C sicaklik
araliginda 1sitilmistir. Termal 6zellikler DSC Q2000 (TA Instruments, New Castle, DE,
ABD) cihazi ile dl¢iilmiistiir.

3.4.1.6. SEM Analizi

Hibrit iskelelerin i¢indeki hidrojel sistemi ve kolajen fiberler arasindaki dagiliminin
mikroskobik goriintiilenmesi SEM analizi GAIA3+Oxford XMax 150 EDS,Tescan
(ABD) ile yapilmistir. Deseliilerize ve hibrit kuru iskelelerden cross-section (enine) ve
cevrimsel kesitler alinarak altin-paladyum ile {izerleri kaplanmigtir. Kesitler tizerinde

taramal1 elektron mikroskobisi ile goriintiilleme 250X-5000X arasinda alinmistir.

3.4.1.7. Degredasyon Testi

Greftlerin gapraz baglanmasi ile hizli enzimatik degredasyon engellenerek dokunun
ileriki tedavilerdeki fizibilitesine katki saglanir. Capraz baglanmanin ve polimer
karisimlarinin meniskiis iskelelesindeki degradasyon hizina etkisi PBS ve enzimatik
soliisyonlar i¢indeki kiitle kaybi ile incelenmistir. Enzimatik degradasyon i¢in, hi¢ islem
gormemis doku, deseliilerize ve hibrit iskeleler liyofilizatérde kurutulmustur. Baslangic¢
kuru agirliklart (Wo) tartilan iskeleler 1U/mL Kkolajenaz A igeren 3 ml soliisyon
igerisine alinmigstir. 37°C’de 30 rpm ¢alkalama hiziyla 24 saat boyunca enzimatik
dgredasyon gergeklestirilmis ve belirlenen zaman araliklarinda alinan iskeleler PBS
icerisinde yikanarak liyofilize edilmistir. Kurutulan o6rneklerin son kuru agirliklar

tartilarak (W») Esitlik 10 araciligiyla yiizdece kiitle kayb1 hesaplanmustir.

% Kiitle Kaybt = % x 100 Esitlik 10.

PBS igerisinde degredasyon analizi i¢in dogal doku, deseliilerize doku ve hibrit yapilar
aynt sekilde kurutulmustur. Baslangic kuru agirliklar1 (Wo) tartildiktan sonra PBS
(pH:7.4) i¢ine alinan Ornekler 28 giin boyunca 30 rpm c¢alkalama hiziyla 37°C’de

degredasyona maruz birakilmistir. 1., 7., 14., 21. ve 28. giin sonlarinda iskelerin son
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kuru agirlik (W) tayini igin dondurularak kurutulmustur. Esitlik 10 ile degredasyon

orani hesaplanmustir.

3.4.2. In Vitro Calismalar

Tez caligmasinda kullanilan hidrojeller ile ¢apraz baglanan meniskiis iskelelerinin hiicre
canlilig1 ve proliferasyonu iizerindeki etkisi Alamar Mavisi analizi ile incelenmistir.

Hiicre kiiltiir calismalarinda L.929 Fare Fibroblast hiicre hatt1 kullanilmustir.

3.4.2.1. Hiicrelerin Kiiltiiri ve Ekimi

Deseliilerize ve sentezlenen hibrit iskeleler nihai sterilizasyonu i¢in 2 saat %70 (h/h)‘lik
etanol igerisinde bekletilmistir. Malzemeler daha sonra PBS ile muamele edilerek
etanoliin iskelelerden uzaklastirilmasi saglanmistir. 2 saat UV 1s1k altinda (254 nm)
arkal1 onlii olarak steril edilmistir. Sterilizasyonu saglanan iskeleler pens yardimiyla 24

kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinmistir.

L929 fibroblast hiicresi i¢in Oncelikle besi ortami hazirlanmistir. Bolim 3.2.4.7°de
belirtildigi gibi besiyeri hazirlanmigtir. Hiicreler ¢ogalana kadar kiiltiire edilmis ve 2
giinde bir besi ortami yenilenmistir.  Hiicreler konfluens oldugunda tripsin-edta
soliisyonu araciligiyla yiizeyden kaldirilmasi i¢in 5 dk inkiibasyonu CO; inkiibatorde
yapilmistir. Enzimin aktivitesini inhibe etmek i¢in besi ortami ¢ozeltiye eklenerek
santrifiijlenmistir. Slipernatant atilarak hiicre pelletleri 1 mL besi ortamu ile karistirilarak

homojen ¢ozelti elde edilmistir.

Hiicre sayimi hematosimetre ile yapilmistir. Hiicre siispansiyonundan 10 mikrolitre
alinmis ve hematosimetreye konulmustur. 2x10* hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu
kiiltir kabindaki her bir steril iskelelerin (n=3) yiizeyine ekim yapilmistir. Burada
kontrol olarak ayni miktarda hiicre bos kuyucuga ekilmistir. Hiicrelerin yapigmasi igin
CO; inkiibatore kaldirilmis ve 3 saat beklenilmistir. 3 saat sonunda 1 mL besi ortami

24°1i kiiltiir kaplarina eklenerek CO,, etiive kaldirilmistir.
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3.4.2.2. Hiicre Canlilik Analizi

Alamar mavisi analizinde aktif bilesenlerden resazurin hiicre igine girerek resofurine
indergenmektedir. Resofurinin florarasans 1simasiyla 570 nm dalga boyunda absorbans
okunabilmektedir. 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki RGD sekansi bulunan hibrit
iskelelerin ve deseliilerize iskelelerin 1., 4. ve 7. glinlerde Alamar Mavisi analizi
yapilmistir. Analiz i¢in, protokodeki gibi 1:10 Alamar Mavisi : Besi Ortami karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda bekletilerek iskelelerin iizerine 1 mL
eklenmistir. 4 saat CO etlivde inkiibe edildikten sonra kuyucuklardan 200 puL alinarak
96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilmistir. 570/620 nm arasinda n=5 okuma olacak

sekilde mikroplaka okuyucuda absorbanslart 6l¢iilmiistiir.

3.5. Istatistiksel Calismalar

Calisma kapsaminda bulunan sayisal degerler ortalama + standart sapma seklinde
verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlandirilmasi i¢in Graphpad Prism 8 programindan
yararlanilmistir. Anova tek yonlii analiz yontemi ile tukey ¢oklu karsilastirma ve sidak
testleri ile anlamlilik dereceleri dl¢iilmiistiir. Anlamli farklilik seviyesi % 95 olarak

alinmistir. (p<0.05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez c¢alismasi ii¢ ayr1 basamaktan olusmus olup, bu basamaklardaki
parametreler incelenerek optimizasyona varilmistir. Bu bdliimde (1) meniskiis
deseliilerizasyon metotlarinin incelenmesine, (2) fotopolimerizasyon ile hidrojellerinin
olusturulmas1 ve parametrelerinin  optimizasyonuna, (3) nihai hibrit meniskiis

iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonlarina ait sonuglara yer verilmistir.

4.1. Deseliilerize Meniskiis Dokularinin Hazirlanmasi

Biyomekanik ozellikleri ve ultrayapisiyla anizotropik olan meniskiis dokusunun
rejenerasyonu igin hiicresizlestirilmis iskeleler biyomimetik olmasi yoniinden avantajl
olmaktadir. Meniskiis deseliilerizasyonu i¢in basarili bir protokoliin olugturulmasi adina
yapilan calismalarda farkli metotlar ve ajanlar kullanilmistir. Hem hiicrelerin etkin bir
bicimde uzaklagsmasi hem de dokunun ultrayapisinin korunarak minumum derecede
hiicre dis1 bilesenlerini etkilemesinde ¢esitli parametreler denenmistir. Konvansiyonel
ve stiper kritik akiskan teknolojisi kullanilarak yapilan deseliilerizasyonda basarili olan

gruplar histoloji ¢caligmalar1 ve biyokimyasal analizler ile incelenmistir.

4.1.1. Konvansiyonel  Yontemlerle Deseliilerize Edilen Gruplarm

Karakterizasyonlari

4.1.1.1. Histolojik Calismalar

Deseliilerizasyon proseslerinin basar1 Olgiiti dokudan genomik DNA ve hiicre
artiklariin etkili bir bicimde uzaklastirilmasidir. H&E ve DAPI boyamalart hiicre
¢ekirdeklerinin uzaklastirilmasinin kanitinda kalitatif olarak kullanilan ¢alismalardandir.
IIk olarak konvansiyonel deseliilerizasyon olarak da bilinen fiziksel, kimyasal ve
enzimatik ajitasyonlarin kombinasyonuyla olusturulmus metot i¢in islem gérmemis
(dogal doku) doku ve Tablo 2.1°de verilen gruplar {izerinde H&E ve DAPI boyamalari
yapilmustir. Sekil 4.1. de verilen (A) kontrol dokuyu temsil ederken; (B) G-1. grubu (6n
islemli+%?2 SDS (a/h)), (C) G-2. grubu (sadece %2 SDS (a/h), 1 giin), (D) G-3. Grubu
(6n iglemli + %0,5 SDS (a/h)), (E) G-4. Grubu (%2 SDS (a/h), 2 giin), (F) G-5. Grubu
(6n islemli + %0,5 SDS (a/h), sicaklik degisimli), (G) G-6. Grubu (6n islemli + %0,5
SDS (a/h) sicaklik degisimli, %0,05 (a/h) tripsin/edta), (H) G-7. Grubu (6n islemli +
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%0,5 SDS (a/h) sicaklik degisimli, %0,05 (a/h) tripsin/edta, ekstra PBS yikamali) temsil
etmektedir.

Sekil 4. 1. islem gérmemis meniskiis dokusu (kontrol) ve deseliilerizasyon gruplarinin H&E
boyamalar1. (A)-kontrol, (B)-G-1, (C)-G-2, (D)-G-3, (E)- G-4, (F)-G-5, (G)-G-6, (H)-

G-7 (10X).
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Sekilde siyah oklar ile gosterilen kisimlarda (B, C, D, F) hiicre ¢ekirdeklerinin tam
olarak uzaklastirilamadigr ama kontrol grubuna gdre bu gruplarda hiicrelerin azaldig:
goriilmiistiir. Literatiirdeki verilere bakildiginda meniskiis hiicrelerinin genelde kolajen
fibrillerin arasinda kiimelendigi bilinmektedir. [121]. Burada, deseliilerizasyon prosesi
sonunda kolajen fibrillerinin gevsemesiyle bu yapilara bagli olan GAG’larin azalmasi
ile hiicrelerin agiga ¢iktig1 ve daha kolay uzaklastirilabildigi hipotezi dogrulanmustir.
Hiicrelerin E, G ve H figiirlerinde goziikkmedigi ve bu yapilarin deseliilerize oldugu
gozlenmistir. H&E boyamasi ile hiicre ¢ekirdeklerinin durumu goézlenirken ECM
biitinligiine de bakilmistir. Yuvarlik icinde isaretlenen radyal bag fiberlerin tiim
gruplarda da goziikmesi matris histoyapisinin deseliilerizasyon ajanlarina ragmen
sirdirildiigiini kanitlamistir. Sekil 4.2° de kontrol grubu olarak islem gérmemis
meniskiis dokusu (A) ve deseliilerize gruplarin (B) G-1, (C) G-2, (D) G-3, (E) G-4, (F)
G-5, (G) G-6, (H) G-7 DAPI boyamalar1 verilmistir. H&E boyamasindaki sonuglar
DAPI boyamasinda da tasdik edilmistir.
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Sekil 4. 2. Islem gérmemis (kontrol) ve deseliilerize gruplarin DAPI boyamalar1. (A)-kontrol,
(B)-G-1, (C)-G-2, (D)-G-3, (E)-G-4, (F)-G-5, (G)-G-6, (H)-G-7. (10X)

H&E boyamasindaki Sekil 4.1° de verilen B, D ve F figiirlerindeki ¢ekirdeklerin DAPI
boyamalarinda da bulundugu gézlemlenmistir. Buradaki sekillerde (A) kontrol grubu ile

karsilastirildiginda E, G ve H goriintiilerinde hiicreye rastlanmadigi ve deseliilerize
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oldugu H&E ve DAPI boyamalarinda ortiigmiistiir. Boliim 3.2.2°de verilen 6n islemin
deseliilerizasyon iizerindeki etkisinin incelenmesinde H&E ve DAPI boyamalarindan
faydalanilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2’deki B (G-1) ve C (G-2) figiirlerinde 6n islemin
meniskiis deseliilerizasyonu i¢in yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Dondurma ve ¢ézmenin
buz kristalleri yaratmasiyla ECM yapisinda kii¢iik bosluklar olusturdugu her iki sekilde
(B) figiiriinde goriilebilmektedir. On islemsiz %2 SDS (a/h) oranm (C-sikk1) muamele
siiresi 24 saat olsa bile dokudaki ECM biitlinliiglinlin kaybina yol a¢tigi da
sOylenebilmektedir. SDS oranlarinin deseliilerizasyon iizerindeki etkisinin incelenmesi
icin B (G-1) ve D (G-3) figiirlerinden yararlanilmig ve deterjan konsantrasyonunun
azaltilmasi hiicresizlestirme de tek basina efektif olmadigi sonucuna varilmigtir. Fakat
SDS miktarinin %2’den (a/h) %0,5’¢ (a/h) diistiriilmesiyle ECM biitiinliigiiniin daha iyi
korunabildigi sirasiyla (B) ve (D) figiirlerinden anlasilabilmektedir. Her iki sekilde de
(C) ve (E) figilirlerinde SDS’e maruz kalma siiresinin sirasiyla 24 saatten 72 saate
cikarilmasinin deseliilerizasyon {izerindeki etkisi incelenmistir. SDS maruz kalma
siiresinin uzatilmasiyla dokunun deseliilerize oldugu goriilmiistiir ve bu sonuglar
literatiirdeki veriler ile Ortiigmiistir [90]. Fakat her iki goriintide de ECM yap1
biitiinliiglinlin bozuldugu bunun da iyonik bir deterjan olan SDS’in ECM yapisina zarar
verdigi gozlenmistir. Sekilde 4.2 ve 4.3’teki (C) ve (F) siklarinda artan sicaklik
degisiminin deseliilerizasyon {izerinde olumlu bir etki gosterdigi H&E ve DAPI
boyamalarindan anlasilmistir. Burada sicaklik artisinin  lipit  yapidaki hiicre
membranlarini ¢ozen SDS’in daha efektif bir sekilde ¢alisabildigini gostermistir. Ayrica
45 °C’nin kolajen yapilarinda herhangi bir olumsuz etki saglamagi sekildeki
goriintiilerden anlasilmaktadir. Hiicre cekirdeklerinin bu grupta azalmis olmasina
ragmen meniskiis deseliilerizasyonu i¢in bu protokol tek basina yetersiz bulunmustur.
Tripsin/EDTA ajan1 penetrasyon artirict olarak ve enzimatik deseliilerizasyonu da
saglamak i¢in G-6 ve G-7. Gruba eklenmistir. (F) ve (G) figiirlerinden tripsin/edta
eklenmesinin  deseliilerizasyon tizerindeki Kkarsilastiritlmast saglanmistir.  Hiicre
uzaklastirilmiginin tamamiyla saglandigi ve ECM yapilarina zarar vermedigi (F) ve (G)
figiirlerinden anlasilmaktadir. (G) ve (H) figiirlerinde ise meniskiis deseliilerizasyonunu
sagladig1 goriilmistiir. Penetrasyonun artirilmasi ile SDS konsantrasyonunda azalis ve
24 saat maruz kalma siiresi hem dokudaki ECM yapisinin korunmasiyla hem de hiicre
cekirdeklerinin etkili bir sekilde uzaklastirilmasiyla meniskiis deseliilerizasyonu igin
optimal bir protokolii olusturmustur. Hiicre artiklarinin ve kimyasal ajanlarin etkili bir

sekilde uzatilabilmesi i¢in G-7 Grubunda (H) ekstra PBS yikamasi denenmis ve G-
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6.gruba (G) gore herhangi bir yan etki saglamadigi ve kalintilarin daha 1iyi
uzaklasabildigi goriilebilmektedir. H&E ve DAPI boyamalarina bakildiginda meniskiis
dokusunda hiicrelerin G-1 ve G-3 gruplarinda tam olarak uzaklagsmadig1 goriilmis olup
bu gruplar deseliilerizasyon i¢in yetersiz bulunmustur. G-4. Gruptaki protokoliin
deseliilerizasyonu saglamasina ragmen ECM biitiinliiglinlin korunmamasi dolayisiyla
secilmemistir. Meniskiis deseliilerizasyonu i¢in optimal gruplar olarak G-2, G-5, G-6 ve

G-7 protokolleri belirlenmis ve diger histolojik ¢alismalar bu gruplara yapilmistir.

Masson’s Trichrome kiti ile yapilan kollajen boyamasinda deseliilerizasyon sonucu
dokudaki kolajen fibrillerin varlig1 tespit edilmistir. Sekil 4.3’te Islem gérmemis ve
deseliilerize meniskiis dokularinin kolajen boyamalar: verilmistir. Burada (A) kontrol
grup olarak kullanilmis ve G - 2, 5, 6, 7 gruplar sirasiyla (B), (C), (D) ve (E) figiirleri

kontrol grubuna gore kiyaslanmistir.

f .‘\\':,«_\

Sekil 4. 3. Kontrol ve Deseliilerize Meniskiis Dokularinin Masson Trichrome boyamasi. (A)-

kontrol, (B)- G-2.Grup, (C)-G-5.Grup, (D)-G-6.Grup, (E)-G-7.grubun (10X).

Kolajen demetlerinin maviye boyandigi bu boyama ile kolajenlerin varligi tespit

edilmistir. (A) figiirii ile karsilastirildiginda tiim gruplarda deseliilerizasyon sonrasinda

55



kolajenler arasinda ufak bir gevseme goOziikmiistiir. Histo-yapiya etki etmeyen bu
gevsemenin kolajen fiberlerin hizalanmasima ve azalisina da etki etmemistir. Ayrica
meniskiis deseliilerizasyon protokollerinde kullanilan sicaklik artis1 ve tripsin enzimin
kolajen fiberlere zarar vermedigi (C), (D) ve (E) figiirlerinden anlasilmaktadir.
Heterojenik bir kolajen hizalanmasina sahip olan meniskiis dokusunda deseliilerizasyon

sonucunda ECM-kolajen yapisinin degismedigi bu histolojik ¢alisma ile gosterilmistir.

Proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar (GAG) olarak adlandirilan merkezi bir
proteinden olusmaktadir. Safranin-O Boyas1 proteoglikanlari pembe/kirmizi renge
boyarken, Fast Green sitoplazmayi yesil rengine boyamaktadir. Sekil 4.4’te dogal
dokudaki (A) proteoglikanlarin doku igerisinde yayildigi gozlenmistir. Sekildeki siyah
ok ile belirtilen kisimda proteoglikan kiimelenmesi farkli yonlerde hizalanmis kolajen

fiberlerin kesistigi bolge olmakta ve buradaki hiicre kiimelenmesini de agiklamaktadir
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Sekil 4. 4. Islem gérmemis doku (kontrol) ve optimal deseliilerizasyon gruplarinin Safranin-

O/FCF boyamasi. (A) Kontrol, (B) G-2, (C) G-5, (D) G-6, (E) G-7 (10X).

Deseliilerizasyon gruplarina bakildiginda dokuda proteoglikanlarin azalmasinin oldugu
sOylenebilmektedir. Fakat bazi protokollerde bu yapilarini korunabildigi (C) sikkinda
goziikmektedir. Siyah ok ile damarlanmanin etrafindaki proteoglikan kiimelenmesi
goriilmektedir. B, D, E siklarinda dogal dokuya gore azalma yagandig1 ama genel olarak
bakildiginda doku igerisinde hiicresizlestirme sonucu proteoglikanlarin oldugu

sonucuna varilmistir.
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4.1.1.2. Biyokimyasal Analizler

Hiicresizlestirme protokollerinin verimine histolojik ¢aligmalar disinda biyokimyasal
analizler ile de incelenmistir. Oncelikle genomik DNA’ nin kantitatif tayini ile 50 ng
altinda kalmip kalinmadigina bakilmistir. PicoGreen Kiti ile yapilan analizde
hiicresizlestirme sonucunda kalan artik DNA miktar1 meniskiis dokularinin kuru
agirliklart tizerinden hesaplanmistir. Sekil 4.5°te genomik DNA miktarlar: histogram
grafigi seklinde verilmistir. Kontrol grubu olarak dogal meniskiis dokusu baz alinmstir.
Tek yonli Anova analizi kontrol ve deseliilerize gruplarda arasinda yapildiginda

anlamli derecede fark bulunmustur.
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Sekil 4. 5. Islem gérmemis meniskiis dokusu ve konvansiyonel deseliilerize gruplarm
DNA miktarii gosteren histogram grafigi. **** P <0.0001.

Cizelge 4.1’de verilen sonuglara bakildiginda G-6 ve G-7 gruplarinin meniskiis
deseliilerizasyonunu sagladigr ve artik DNA miktarinin istenilen seviyede oldugu
goziikmektedir. H&E ve DAPI boyamalarinda da bu gruplar i¢in histoloji boyamalari
tutarlilik gostermistir. Histoloji gortintilerinde G-2. ve G-5. Gruplart igin hiicre
¢ekirdeklerinin tam uzaklasmadigi buradaki kantitatif analizde de dogrulanmistir. % 2
SDS ile yapilan 24 saatlik ajitasyonun (G-2) hiicrelerin uzaklastirilmasinda yetersiz
kaldig1 goriilmiistiir. On islem yapilarak SDS konsantrasyonunun % 0,5’e indirildigi ve
artan  sicakliklarda uygulanan deseliilerizasyonda (G-5) ise efektif bir

deseliilerizasyonun saglanamadigi ve tek basina yetersiz kaldig1 saptanmustir. Stabile ve
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arkadaslar1 Tripsin/EDTA ve ardindan Triton X-100 ajanlari ile yaptiklari meniskiis
deseliilerizasyonunda % 55 DNA azalmasimi raporlamistir [91]. Sunulan tez
calismasindaki G-6. ve G-7. Gruplar da fiziksel 6n islem ardindan Tripsin/EDTA ve
SDS ajanlar1 artan sicakliklarda uygulanarak genomik DNA azalmasi %70 {izerinde
olmustur. Buradan meniskiis gibi kompakt bir dokuda penetrasyon artirici ajanlarin ve
on islemlerin kullanimi ile hiicresizlestirmenin etkili bir sekilde yapilabildigi sonucuna
varilmistir. Kontrol grubuna gore en fazla DNA azalmasi G-7 grubunda saptanmistir.
PBS yikamasinin uzun tutulmasi sayesinde arttk DNA’nin daha fazla uzaklastigi
kanitlanmistir. Konvansiyonel meniskiis deseliilerizasyonunda kullanilan protokollerden
G-7. Grup 50 ng altindaki genomik DNA miktar1 ve tamamiyla hiicresiz histolojik

calismalari ile optimum grup olarak belirlenmistir.

Cizelge 4. 1. Islem gérmemis (kontrol) ve deseliilerize gruplarinda kalan artik DNA

miktar1 ve ylizde azalis1.

Kuru dokudaki Yiizde Azalma
genomik DNA miktari Miktari

(ng) (%)
Kontrol 207,52 + 6,64 -
G-2 86,01 £9,02 59
G-5 87,15+ 10,78 58
G-6 51,85 +8,82 75
G-7 36,99 + 2,04 82

Kuru meniskiis iskelesinin %72’sini kolajen yapilar1 olusturmaktadir. Dokudaki kolajen
miktar tayini i¢in hidroksiprolin miktar1 baz alinarak hesaplanmig ve 100 mg kolajenin
%12,5’u hidroksiprolini ifade ettigi verisinden yararlanilarak hesaplamalar yapilmistir.
Konvansiyonel deseliilerize gruplarinin kolajen miktar tayini sonuglart histogram

grafikleri seklinde Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4. 6. Konvansiyonel deseliilerize gruplarimin kolajen miktar tayinini goésteren

histogram grafigi (*p<0,05).

Burada islem gérmemis meniskiis dokusu (kontrol) 0,071 + 0,01 mg kolajen igerirken;
konvansiyonel gruplar da sirasiyla 2. grup 0,092 + 0,005 mg, 5. grup 0,097 £ 0,001 mg,
6. grup 0,098 + 0,007 mg ve 7. grup 0,102 + 0,001 mg kolajen icerigi tayin edilmistir.
Tek yonlii Anova Analizi yapildiginda deseliilerize gruplar ile dogal doku arasinda
anlaml bir artis bulunmustur. Burada deseliilerize gruplarin islem gérmemis dokudan
(kontrol) daha yiliksek miktarda kolajen igerigi literatiirdeki  meniskiis
deseliilerizasyonlarinda da goziikkmistiir [95]. Deseliilerizasyon sirasinda dokuda
kolajen matrisinin kalmasi ve diger hiicresel proteinlerin kaybi dolayisiyla kolajen
miktar1 hiicresizlestirmeden sonra kuru agirligin bir yiizdesi olarak artma egiliminde
olmustur. Deseliilerizasyon sonucunda dokunun kolajen iceriginde kayip olmamasi
histoloji ¢alismalariyla da ortiismektedir. Ozellikle Masson Trichrome boyamasidaki
kolajenlerin deseliilerize gruplarda basarili bir sekilde boyanmasi bu durumun kalitatif

sonucunu gostermektedir.

Dokunun igerisindeki glikozaminoglikanlarin tayini i¢gin DMMB Analizinin sonuglari
Sekil 4.7° de histogram grafigi seklinde verilmistir. Islem gérmemis dogal dokuda
(kontrol) 0,742 + 0,047 ug GAG, G-2’de 0,448 + 0,098 pg GAG, G-5 grubunda 0,513 +
0,074 ug GAG, G-6 grubunda 0,443 + 0,125 ug GAG ve G-7 grubunda 0,432 + 0,127
ng GAG igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Tek yonlii Anova analizi gruplarin
karsilagtirilmasi i¢in yapildiginda G-5 grubu ile dogal doku (kontrol) arasinda anlamli
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bir fark goriilmemistir. Sunulan veriler Safranin-O/Fast Green boyamast ile de tutarlilik

gostermistir.
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Sekil 4. 7. Konvansiyonel deseliilerize gruplarinin GAG igerigini gosteren histogram grafigi.

Literatlirdeki deseliilerizasyon verilerinden bakildiginda SDS muamelesi nedeniyle
gruplarda GAG azalmasi beklenmistir [122]. G-2 grubundaki protokolde %2 SDS (a/h)
oraninin %40 GAG azalmasina neden oldugu analiz edilmistir. G-5 grubunda ise SDS
oranin % 0,5 (a’h) konsantrasyonuna diisiiriilmesi ile % 31 GAG azalis1 gdstermis ve bu
da SDS konsantrasyonunun artik¢a proteglikanlara zarar verdigini ortaya koymustur. G-
6 ve G-7 gruplarinda sirasiyla %41 ve %42 azalma oldugu tespit edilmis ve buradaki
tripsin enziminin GAG azalmasinda rol oynadigi ancak SDS oranmin % 0,5’e (a/h)
diisliriilmesi ile glikozaminoglikanlarin miktarlarindaki azalis minumum derecede

tutulmaya ¢alisilmistir.

Fiziksel, kimyasal ve enzimatik muamelelerin kombinasyonu ile yapilan protokollerden
DNA miktarinin istenilen seviyede olmasi ve ECM ultra-yapisinin korunmasi gibi

parametreler g6z oniinde bulunduruldugunda 7. Grup optimum grup olarak se¢ilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, meniskiis dokusunun konvansiyonel deseliilerizasyonu
sonrasindaki DNA ve GAG miktarinin azalmasi dokuda bosluklu yapilarin olusmasinda
etkin rol oynamustir. Bu bosluklar da hibrit meniskiis iskelesinin tiretilmesi adiminda jel
emdirme isleminin kompakt yapi igerisine daha kolay yapilmasini kolaylastiracag:

diistinilmiistiir.
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4.1.2. Siperkritik Akiskan Teknolojisi ile Deseliilerize Edilen Gruplarin

Karakterizasyonlari

scCOz ile muammele gérmiis meniskiis dokularindaki gruplar {izerinde deseliilerizasyon
protokollerinin basaris1 i¢in karaterizasyonlar yapilmistir. ECM yapisinin ve hiicre
cekirdeklerinin gorilintiillenmesi i¢in histolojik caligmalar; dokudaki arttk DNA
miktarinin kantitatif analizi olarak Picogreen Analizi uygulanmistir. DMMB testi ve

Hidroksiprolin Analizi GAG ve kolajen iceriginin tayini i¢in gergeklestirilmistir.

4.1.2.1. Histolojik Calismalar

Cizelge 2.2°de verilen 6 adet deseliilerizasyon protokollerinin hiicresizlestirilme
etkinliginin belirlenmesinde H&E ve DAPI boyamalarindan yararlanilmigtir. Sekil
4.8’de (A)-islem gérmemis meniskiis dokusunu (kontrol), (B)- SK-1 grubunun (4500
psi-1 saat), (C)- SK-2 grubunun (4500 psi- 3 saat), (D)- SK-3 grubunun (4500 psi, 1
saat, ekstra PBS yikamasi), (E)- SK-4 grubunun (4500 psi, 1 saat, NaOH 6n islemli),
(F)-SK-5 grubunun (4500 psi, 1 saat, liyafilizator 6n islemli), (G)-SK-6 grubununun
(4500 psi, 1 saat, tripsin 6n islemli) H&E boyamalarini temsil etmektedir.
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Sekil 4. 8. Islem gérmemis (kontrol) ve scCO; deseliilerize meniskiis dokularmin H&E

- SK-6

(E)- SK-4, (F)- SK-5, (G)

SK-3,

(C)- SK-2, (D)-

-1

kontrol, (B)- SK

boyamalar1. (A)

(10X).
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Sekil 4.8’de bulunan (B) ve (C) siklarindaki siyah ok ile isaretlenen kisimlarda hiicreler
tespit edilmistir. Fiziksel on islemin ardindan 4500 psi basincin uygulandigi bu
protokollerde scCO- teknolojisi ile hiicresizlestirme meniskiis dokusu i¢in tam olarak
etkili olmamistir. (B) figiirtindeki 1 saat muamele (C) figiirlinde 3 saate ¢ikartilmis fakat
hiicreler ve artiklart y1gin yap1 sergileyen meniskiis dokusunun igerisinde hapsolmustur.
Buradan uygulanan basing siiresinin artikga hiicrelerin daha da derinlere ulagmasi
yorumuna ulasilmistir. (D) sikkindaki hiicre ¢ekirdeklerinde olan azalma PBS
yikamasiin uzun tutulmasi ile yasanmistir. (E), (F) ve (G) siklarindan ise hiicre

cekirdeklerinin ekstra 6n islemin etkisi ile uzaklastig1 anlasilmaktadir.

Sekil 4.9°da dogal doku ve scCO deseliilerize gruplarin DAPI boyalamalarina yer

verilmistir. H&E boyamasindaki sonuglar DAPI boyamasi ile uyusmustur.
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Sekil 4. 9. Islem gormemis (kontrol) ve scCO: deseliilerize meniskiis dokularinin DAPI
boyamalari. (A)- kontrol, (B)- SK-1, (C)- SK-2, (D)- SK-3, (E)- SK-4, (F)- SK-5, (G)- SK-6
(10X).

Her iki sekilde de (E), (F) ve (G) figiirlerinde etkili bir hiicre uzaklastirilmasi
goziikmektedir. SK-4. Grubun 6n isleminde NaOH ile inkiibasyon doku biitlinligiine



zarar vermigstir. Burada NaOH inkiibasyonu ¢oziicli gecirgenligini artirarak siiperkritik
akigkanin dokunun i¢ine daha iyi penetre olmasini saglamistir. Fakat literatiirde de
verildigi gibi kolajen fibrillerin yikimiyla ECM yapisin1 bozmaktadir [123]. Bu sebeple
bu protokol ile diger c¢alismalarda devam edilmemistir. SK-5. ve SK-6. grubun 6n
islemleri ve ardindan 4500 psi etkili bir meniskiis deseliilerizasyonunu sagladig: (F) ve
(G) siklarindan goriilebilmektedir. Meniskiis dokusunda ilk defa denenen scCO,
teknolojisi ile hiicresizlestirme prosesinin uygulanmasinda fiziksel ve enzimatik on
islemlere ihtiya¢ duyuldugu bu ¢alisma ile kanitlanmaktadir. % 70 (h/h) etanoliin ko-
solvent olarak kullanildig1 scCO, teknolojisinde dokunun dondurularak kurutulmasi ve
siirecin kuru doku iizerinden ilerlenmesi hiicresizlestirme basarisini artirmistir. Yine
ekstra bir 6n iglem olarak tripsin enzimi ile muamele (SK-6 grubu) siki paketlenmis
kolajen fiberlerin gevsemesine ve stliperkritik CO,’in hiicre uzaklastirilmasindaki
efektifligini saglamistir. ScCO, teknolojisi kullanilarak yapilan deseliilerizasyonda
H&E ve DAPI boyamalari sonucunda SK-5 ve SK-6 gruplarmin protokolleri etkili

oldugundan dolay1 diger analizlerde bu gruplar iizerinden gidilmistir.

Deseliilerizasyon sonucu kolajen demetlerinin goriintiilenmesinde Masson Trichrome

boyamasindan yararlanilmistir (Sekil 4.10.)

Sekil 4. 10. islem gérmemis doku (kontrol) ve scCO- deseliilerize gruplarinin Masson

Trichrome boyamalari. (A)- kontrol, (B)- SK-5, (C)- SK-6 (10X).
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Stiperkritik akigskan teknolojisi ile yapilan hiicresizlestirme isleminde dogal dokuya gore
kolajen hizalanmasinin degismedigi goriilmiistiir. Konvasiyonel yontemlerle yapilan
deseleliilerizasyona benzer seklide bu proseste de ECM proteinleri ve hiicre azalmasina
bagli olarak kolajen demetlerinin daha fazla aciga ciktigr goriilmektedir. Kontrol
grubundaki (A) radyal fiberlerin korundugu (B) ve (C) figiirlerindeki yuvarlak isaretli
bolgelerden anlasilabilmektedir. SCCO, ile yapilan hiicresizlestirme sonrasinda ECM
biitlinliigliniin korunmasinda yardimei kolajen yapilarinin siirdiiriilebildigi ve dokuya

zarar vermedigi literatiirdeki veriler ile de uyusmustur [124].

Safranin-O/Fast Green boyamasi ile proteoglikanlarin kontrol ve deseliilerize gruplar
arasindaki azalisina bakilmistir. Sekil 4.11° de islem gérmemis doku (A), SK-5 ve SK-6
gruplart ise sirastyla (B) ve (C) figiirlerinde verilmistir. Kontrol (A) grubuna gore
deseliilerizasyon sonunda dokuda proteoglikanlarin azaldigi gozlemlenmistir. SK-6
grubunda (C) en ¢ok azalmanin gergeklestigi ve tripsin/EDTA 6n islemiyle scCO:
akiskan teknolojisinin birlestiginde dokudaki proteoglikanlarin daha fazla gotiirildigi
sonucuna varimigtir. Bu kapsamda, meniskiis dokusunun ECM’indeki kolajen
fibrillerin arasina sikismis proteoglikanlar siiperkritik akiskan teknolojisindeki yiiksek

basingtan dolay1 konvansiyonel deseliilerizasyon gruplarma gore daha ¢ok etkilenmis

olduklar1 ¢ikarimi yapilmustir.

Sekil 4. 11. islem gormemis doku (kontrol) ve scCO: deseliilerize gruplarinin Safranin-O/FCF
boyamalar1. (A)- kontrol, (B)- SK-5, (C)- SK-6 (10X).
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4.1.2.2. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizlere histoloji ¢alismalarinda basarili gruplardan SK-5 ve SK-6 ile
devam edilmistir. Kalitatif analizlerde hiicre c¢ekirdeklerinin goriinmedigi bu gruplar
tizerinde genomik DNA miktar1 Picogreen analizi ile dlgiilmiistiir. Kuru doku iizerinden
hesaplamalar yapilarak mg doku basina diisen DNA miktar1 ng cinsinden standart
sapmayla birlikte verilmistir. Histogram grafigi araciligiyla genomik DNA miktarlar
kontrol ve deseliilerize gruplar i¢in Sekil 4.12°de verilmistir. Sonuglar burada tek yonlii

Anova analizi ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4. 12. Islem gérmemis doku (kontrol) ve scCO; deseliilerize gruplarin DNA miktarini
gosteren histogram grafigi. **** p <0.0001

Burada SK-5. grup 50,46 + 6,34 ng DNA igerigine sahip iken SK-6 grubunda 42,53 +
4,18 ng DNA miktar1 bulunmustur. SK-5 grubu kontrol grubuna goére %75,44 ve SK-6
grubu da %79,3 DNA azalmasi gergeklestirmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda tripsin/edta
on igleminin kullanilmasiyla tendon graftlerinde basarili bir scCO2 deseliilerizasyonu
gerceklestirilmis  oldugu goriilmiistir [125]. Literatiirde verilen parametrelerde
meniskiis dokusuna gore diizenlemeler yapildiginda, siiperkritik akiskan teknoloji
kullanilarak, hiicresizlestirme i¢in, optimal bir protokol bulunmustur. Kantitatif DNA
analizinde bulunan degerler scCO. deseliilerizasyon gruplarinda H&E ve DAPI
boyamalar1 ile de ortlismektedir. SK-5. grubun sinirda bir arttk DNA miktarina sahip
oldugundan SK-6. grubundaki 6n islemin meniskiis deseliilerizasyonu i¢in daha verimli
oldugu sonucuna varilmistir. Konvansiyonel deseliilerizasyon yonteminde de kullanilan
tripsin ajan1 fibroz kikirdak yapidaki dokularin hiicresizlestirmesinde kullanilacak

ajanlarin penetrasyonunu artirarak daha etkin oldugu hipotezi dogrulanmaktadir.
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Sunulan verilerden siiperkritik akigskan teknolojisinin meniskiis deseliilerizasyonu i¢in

kullanilabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Meniskiis dokusundaki major bilesen olan kolajenin miktar tayininde Hidrosiprolin kiti
kullanilmistir. Islem gdrmemis dokuya gore karsilastirildiginda scCO, deseliilerize
gruplarin kolajen miktarlarinda Tek yonlii Anova Analizinde anlamli derecede bir fark
bulunmamustir. Sekil 4.13’de dogal meniskiis dokusu (kontrol) 0,071 + 0,01 mg kolajen
igerirken, scCO: deseliilerize gruplarinn kolajen degerleri sirasiyla SK-5 grubunda
0,075 £ 0,005 mg ve SK-6 grubunda 0,072 + 0,005 mg olarak bulunmustur.
Deseliilerize gruplarin igslem gérmemis dokudan daha yiiksek miktarda kolajen igerigi
onceki boliimde verilen konvansiyonel meniskiis deseliilerizasyonunda da goriilmiistiir.
ScCO, deseliilerizasyonunun kolajen fiberlerde herhangi bir yikima sebebiyet
vermemesi Masson Trichrome boyamasinin yami sira kolajen miktar tayini ile de
gosterilmistir. SDS, Triton X-100 gibi kimyasal deterjanlarin ECM-kolajen yapilarin
bozdugu c¢aligmalardan goriilmektedir. ScCO2 teknoloji  kullanilarak yapilan

deseliilerizasyon ile bu zararin minimize edildigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 4. 13. scCO: deseliilerize gruplarin kolajen miktar tayinini gosteren histogram grafigi
(*p<0,05).

Dokunun igerisindeki glikozaminoglikanlarin tayini i¢in yapilan DMMB Analizi
sonuglart Sekil 4.15°de histogram grafigi seklinde verilmistir. Islem gérmemis dogal
dokuda 0,742 + 0,047 pg GAG; scCO: deseliilerize gruplarinda sirasiyla SK-5 grubunda
0,362 £ 0,110 png GAG ve SK-6 grubunda 0,312 + 0,073 pg GAG miktar1 bulunmustur.
Tek yonlii Anova analizi yapildiginda dogal dokuya gore anlamli derecede azalma

belirlenmistir. scCO: deseliilerize optimal gruplarinda 5. ve 6. gruplar i¢in sirasiyla %51
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ve %58 GAG igeriginde azalma olmus ve bu kantitatif sonuglar1 Safranin-O/FCF
boyamasindaki kalitatif sonuclar desteklemistir. Burada deseliilerizasyon sonucunda
dokudaki GAG azalmasi konvansiyonel deseliilerizasyon protokollerine gore daha fazla
olmustur. GAG zincirleri ECM bosluklarinin ¢ogunu doldurmaktadir ve siiperkritik
akiskan teknolojisinde dokuya yiiksek basincin girmesi ile GAG zincirlerindeki
kovalent bag yikimlar1 takriben ECM yapisindan basincin bosaltilmasiyla bu yapilarin
yuksek miktarda uzaklasabildigi sonucuna varilmistir. Huang ve arkadaslar1 kornea
dokusunda denedigi scCO, deseliilerizasyonu sonucu GAG miktarlarinda yar1 yariya
azalis bulmustur [126]. Bu da siki paketlenmis kolajen fiberlere bagli olan

proteoglikanlarin basingtan daha fazla etkilendigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4. 14. scCO: deseliilerize gruplarinin GAG miktar tayinini gosteren histogram grafigi
(**p<0,01).

Elde edilen verilerden scCO, teknolojisi ile de basarili bir meniskiis deseliilerizasyonu
yapilabildigi ortaya konulmustur. Farkli 6n iglemlerin bulundugu protokoller arasindan
6. Grup 50 ng altinda DNA icerigine sahip olmast ve meniskiis histoyapisinin
korunmasindan dolayr scCO, teknolojisi ile yapilan deseliilerizasyondan optimal

protokol olarak belirlenmistir.

4.1.3. Meniskiis Deseliilerizasyonunda Kullanilan Yontemlerin Karsilastirilmasi

Deseliilerizasyon yontemlerinde verimli olan gruplar arasinda karsilastirmali analizler
yapilmistir. Doku morfolojisinin proses sonundaki degisimleri, taramali elektron
mikroskobisi ile kolajen fiberlerin goriintiilenmesi, su tutma kapasitesi ve agirlik

degisimleri, mekanik 6zelliklerindeki azalisin tayinleri konvansiyonel deseliilerizasyon
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grubundaki 7. Grup (G-7) ve scCO, deseliilerizasyon grubundaki 6. Grup (SK-6)

arasinda yapilmaistir.

4.1.3.1. Morfolojik Analiz

Dokunun genel yapisinin gozlenmesi i¢in morfolojik analiz dogal dokuya gore
deseliilerize dokular arasinda gerceklesmistir. Islem gormemis doku (kontrol) ve

basarili deseliilerize gruplarin morfolojik analizleri Sekil 4.15” de verilmistir.

Sekil 4. 15. Islem gérmemis doku (kontrol) ve deseliilerize gruplarinin morfolojik gériintiileri.

(A) Islem gdrmemis doku, (B) Konvansiyonel Deseliilerize grubu, (C) scCO: Deseliilerize grup.

Deseliilerizasyon sonununda dokularda kontrol grubuna gore renk degisiminin
(beyazlasma) oldugu gozlenmistir. Bu morfolojik degisimin de meniskiis
deseliilerizasyonun efektif bir sekilde gerceklestiginin kanit1 olmustur. Deseliilerizasyon
islemleri sonunda meniskiis dokusu genel seklini ve mimarisini koruyabilmistir ve bu da
yontemlerin dokuya az zarar verdigini gostermistir. SCCO: deseliilerizasyonunda
dokunun i¢ boélgesinde bir kii¢iilme yasandigi (C) figiirtinde goriilmiis ve bunun nedeni
olarak basing ve co-solvent’in i¢ bolgelerdeki bag dokunun amorf kisimlarinda daha

fazla kayip yasattig1 ¢ikarimi yapilmistir.

71



4.1.3.2. Su Tutma Kapasitesi ve Agirhk Degisimleri

Deseliilerizasyon oncesinde yas agirliklar tartilan (n=3) meniskiis dokularinin proses
sonundaki agirlik degisimleri histogram grafigi seklinde verilmistir (Sekil 4.16.).
Konvansiyonel yontemlerin uygulandigi grupta % 3’liik bir agirhik kaybr ile anlamh
derecede bir fark bulunmamistir. scCO2 akiskan teknolojisinin ise dokuda % 32’lik

kayip ile anlamli derecede bir fark bulunarak analiz morfolojik goriintiiler ile

bagdagmustir.
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Sekil 4. 16. Islem gérmemis doku (kontrol) ve deseliilerizasyon gruplarinin yas ve kuru agirlik

tayinini gosteren histogram grafikleri (*p<0.05) (**p<0.01).

Hiicresizlestirme proseslerinden sonra liyofilize edilen dokular arasinda da Tek yonlii
Anova analizi ile anlamlandirilmistir. Dogal dokuya gore her iki grupta da kuru
agirliklarinda bir azalma gerceklesmistir. Kolajen fiberlerin gevsemesine bagli olarak
gerceklesen DNA ve yapisal olmayan proteinlerin kayb1 scCO: deseliilerize grubunun

kuru agirliginda daha c¢ok fark edilmistir.

Meniskiis dokusunun hidrasyon homeostazin1 siirdiirebilmesinde  siilfatlanmig
glikozaminoglikanlar 6nemli derecede rol oynamaktadir. Bu sebeple GAG igeriginde
meydana gelen azalma da dokunun artan su igerigi ve serbest su molekiillerinin salinimi
ile sonuglanabilmektedir. [127]. Bunun disinda siki paketlenmis kolajen fibrillerin ag
Orgiisiiniin agilmas1 ya da mekanik olarak zarar gérmesi su igerigini artiracak bir sisme

fenomenine yol agabilmektedir [128]. Boliim 3.1.5.4°te verilen denkleme gore kontrol
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ve deseliilerize gruplarin su tutma kapasiteleri hesaplanmistir. Dogal dokuda % 78 su
kapasitesi bulunurken konvansiyonel ve scCO, deseliilerize gruplarda sirasiyla % 79 ve
% 81 oraninda bulunmustur. Gézenekli yapinin artmasiyla da iligkilendirilen bu durum
ileriki ¢alismalarda yapilacak hibrit malzeme i¢in pre-jeller i¢in gecirgenlik saglayacagi

distinilmiistiir.
4.1.3.3. Taramal Elektron Mikroskobisi (SEM) Analizi

Taramali elektron mikroskobisi ile islem gormemis doku (kontrol) ve basarili
deseliilerize gruplarin dokudaki kolajen fiberlerin diizeni ve oryantasyonuna bakilmaistir.
Sekil 4.17°deki (A), (C), (E) figiirlerinde meniskiis dokusundan enine kesit alinmasiyla
kolajen oryantasyonun goriintiisii saglanmis olup; (B), (D), (F) figiirlerinde boyuna kesit

ile sirkiimferansiyel fiberlerin hizalanis1 ve 3B yapis1 gosterilmistir.

Enine kesit alinan bdlgelerde dokunun radyal olarak hizalanmis kolajen fiberlere
sirkiimferansiyel fiberlerin onlara dik bir sekilde hizalanma gosterdigi mavi oklarla (A,
C, E) belirtilmistir. Yogun bir sekilde paralel hizalanmis ¢evresel fiberlerin yarida
kesildigi enine kesit figilirlerinden anlagilmaktadir. Boyuna kesit alinan bolgelerde ise
yatay olarak hizalanmis kolajen fibrillerin dogal dokuda (B) figiiriinde sikica
paketlendigi goziikmiistiir. Bu paketlenmede, meniskiis dokusunun {ist katmanlarindan
kesit alindig1 icin, radyal fiberlerinde rol aldig1 ve 3B yap1 sergiledigi kirmizi ok ile
vurgulanmistir. (D) ve (F) figiirlerinde c¢evresel fiberlerin dogal dokuyla ayni
oryantasyonu sergiledigi ve deseliilerizasyon sonucu kolajen yapisinda bir degisme
olmadig1 gorilmistiir. Kolajen oryantasyonunun kontrol grubuna gore (A, B) hem
konvansiyonel hem de scCO, deseliilerizasyonu sonrasi 3B yapisinin bozunmadigi ve
fiberlerin ¢ok az zarar aldigt SEM analizi ile sonug¢lanmistir. Konvansiyonel
deseliilerizasyon (C, D) ve scCO2 deseliilerizasyon islemlerinin (E, F) kolajenin 3B
yapisint bozmadigi, sadece kontrol grubuna gore scCO, grubunun boyuna kesit alindigi
bolgede biraz daha fazla ECM fiberlerinin gevsemesiyle kolajen demetlerinin ayristigi
gozlenmistir. (A), (C) ve (E) figiirlerinde dogal dokuda ECM’deki kompakt yapida
deseliilerizasyon sonucu bosluklar oldugu goriilmiistiir. Kolajen demetlerinde goriilen
bu mindr gevseme ileriki ¢alismalarda iskeleye jel emdirmede yararli olacagindan bu
calismada onemli rol oynamistir. Bu kapsamda, hidroksiprolin analizindeki ve Masson
Trichrome histoloji ¢alismalarindaki deseliilerize gruplardaki kolajen miktar1 ve

ultrayapisinin degismedigi SEM analizi ile de desteklenmistir.
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Sekil 4. 17. Islem goérmemis (dogal) dokunun enine ve boyuna kesitlerinin (A, B);
Konvansiyonel optimal deseliilerize grubun enine ve boyuna kesitlerinin (C, D); scCO- optimal

deseliilerize grubun enine ve boyuna kesitlerinin (E, F) SEM goriintiileri. (1000X)
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4.1.3.4. Mekanik Analiz

Aniztropik yapidaki meniskiis dokusunun mekanik ozelliklerini 3 ortogonal yonde
incelemek daha anlamli olmaktadir. Sirkiimferansiyel, radyal ve aksiyel yonlerdeki
mekanik davraniglart degisebilmekte ve dayanimlarini kolajen fiberlerin oryantasyonu
ve ECM igerigine gore saglamaktadir. Kompresif yiiklere maruz kalan tek yon aksiyel
oldugu i¢in tez ¢alismasinda bu yondeki basma dayanimi ve elastik modiiliisleri i¢in
kompresif analizler yapilmistir. 2 kN yiik hiicresi uygulanan kontrol (dogal doku) ve
deseliilerize meniskiis gruplarinin gerilim-gerinim egrisi Sekil 4.18’de verilmistir.
Buradan dogal dokuya gore deseliilerize gruplarin rijiditelerinde azalma oldugu
gorilmiistiir. Gerinim-gerinim grafiginin lineer bolgesinden dokunun elastik (young)
modiiliisii hesaplanmig; kompresif modiiliisii ve % uzama miktarlar1 Cizelge 4.2°de

verilmigtir.

25

20

15

SK-dMen

Gerilim (MPa)

10 G-dMen

Native

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
Gerinim (%)

Sekil 4. 18. Islem gdrmemis (dogal meniskiis) ve deseliilerize gruplarin gerilim-gerinim egrisi.
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Cizelge 4. 2. Dogal ve deseliilerize meniskiis dokularmin mekanik 6zellikleri.

Dogal Meniskiis G-dMen SK-dMen
Elastik (Young’s) 52,59 + 3,10 33,45+ 0,28 30,16 £ 0,42
Moduliis (MPa)
Kompresif 22,8 +£0.91 15,26 + 0,28 14,49 + 0,48
Moduliis (MPa)
% Uzama % 48,95 % 60,73 %72,96

Deseliilerizasyon sonucu dokuda gelen mekanik kayipta GAG azalmasinin etkin rol
oynadig1 diisiinilmektedir. GAG zincirleri fizyolojik ortamda dogasi geregi negatif
yiikliidiir ve itme yiiklerinden dolay1 bir sisme basinct (Donnan ozmotik basinci) yaratir.
Basma sirasinda dokudaki negatif yiiklii GAG’lar, dokular arasi sivi igindeki pozitif
iyonlar1 ¢eker ve boylece glikozaminoglikanlar yoniinden zengin bdlgelerde siviyi
tutmalarina neden olur. Dokunun bu viskoelastik 6zelligi yapisal olmayan proteinlerin
kaybiyla azalmis ve kompresif ve elastik modiiliislerinde dogal dokuya gore Tukey
coklu karsilagtirma analizi ile bakildiginda anlamli derecede bir fark meydana gelmistir
(Sekil 4.19). Bursac ve arkadaslari meniskiis dokusunun kompresif davranisinin
GAG’lar ile pozitif korele iken; su tutma kapasitesi ile negatif korelasyona sahip
oldugunu belirtmiglerdir [116]. GAG deplesyonu ve su tutma kapasitlerindeki
degisimler mekanik analizin sonuglarmma bagli olarak tutarli olmustur. scCO:
deseliilerize grubu konvansiyonel deseliilerize meniskiise gore nispeten daha fazla
azalmistir. Meniskiis dokusunun elastik modiiliisii yas, tiir, alinan lokasyon ve hastalik
gibi etkenlerle degisebilmekle beraber 20-120 MPa civarlarinda olabilmektedir [129].
Basma modiiliisiinde ise su kaybina bagl olarak azalis yasanmis ve dogal dokuya gore
deseliilerize gruplar arasinda anlamli bir fark olmustur. Deseliilerizasyon prosesleri
sonrasi meydana gelen kayiplarin jel ile birlestirilecek hibrit malzemenin ¢apraz

baglanabilirligi hakkinda fikir verebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4. 19. Islem gormemis (Kontrol) ve deseliilerize gruplarin elastik ve kompresif

moduliislerini gosteren histogram grafikleri. (¥*p<0.05), (**p<0.01).

Deseliilerizasyon optimizasyonu ve karsilastirilmasindaki islemlerden ¢ikan en basaril
grup konvansiyonel deseliilerizasyon yontemlerinden olusan 7. Grup olmustur. Burada
fiziksel ve enzimatik 6n islemler kompakt bir yapidaki meniskiis dokusunda ECM
gevsemesini saglamis ve bdylece kimyasal deterjanlarin dokunun igine daha iyi niifuz
etmesini kolaylastirmistir. Hiicre artiklar1 ve kimyasallarin dokudan uzaklastirilmasinda
PBS yikamasinin uzun tutulmasi da protokoldeki bir bagka basarili adim olmustur [92].
Bu kapsamda, meniskiis deseliilerizasyonu i¢in fiziksel, kimyasal ve enzimatik
muamelelerin ~ kombinasyonu  deseliilerizasyon  verimini  artirict  olmustur.
Deseliilerizasyonun siiresi 9-10 giin olarak belirlenmistir. Bunun disinda fiziksel ve
enzimatik on islemler ile scCO2 teknolojisinin  Dbirlestirilmesi  meniskiis
deseliiliilerizasyonun da basarili sonuclar vermistir. Bu protokoldeki deseliilerizasyon
stiresi 8-9 giin arasinda tutulmustur. Karsilastirilmada scCO2 teknolojisinin daha fazla
GAG kaybina neden oldugu ve mekanik dayaniminda da buna bagh disiis
gerceklesmistir. Ama bu yontemin de ayr1 bir calismada deseliilerizasyonun yan
etkilerini minimize etmek i¢in protokol optimizasyonunun yapilabilece§i sonucuna

varilmistir.

4.1.3.5. Sitotoksisite Analizi

MTT, hiicrelerin metobolik aktivitelerinin degerlendiren bir analiz olup, canli hiicreler
tarafindan renk degisimini (mor renge kaymasi) olusturan reaksiyonlar meydana

gelmektedir. Deseliilerizasyon proseslerinde kullanilan enzimatik ve kimyasal ajanlarin
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dokudan tam olarak uzaklastirrlamamasi hiicreler iizerinde toksik  etki
gosterebilmektedir. Eliisyon metodu bir malzemedeki toksik bilesenlerin inkiibe oldugu
soliisyona gegerek ve hiicreler bu soliisyon ile Kkiiltiire edilerek malzemenin
biyouyumlulugu hakkinda bilgi verir. 24’1 kiiltiir kabma ekilen hiicrelerin DMEM
besiyeri ile inkiibasyonu burada kontrol grup olarak belirlenmistir. Bu gruba gore

deseliilerize dokularin absorbanslar1 yorumlanarak % hiicre canlilig1 olarak verilmistir.
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Sekil 4. 20. Deseliilerize gruplarin % hiicre canliligini1 gdsteren histogram grafigi.

Kontrol grubuna gore tek yonlii Anova analizi yapildiginda gruplar arasinda anlamli bir
fark ¢ikmamustir (p>0.05). Kontrol grubundaki %100 hiicre canliligi; konvansiyonel
deseliilerizasyon grubunda % 81 iken scCO. deseliilerize grubunda % 76 cikmustir.
Gruplarin higbiri sitotoksik 6zellik gostermemekle beraber doku igerisinde herhangi bir
deseliilerize ajanin olmadigin1 da kanitlamaktadir. Deseliilerizasyon proseslerinde ECM
tabanli bir doku iskelesi olusturulmasi sentetik malzemelere gore biyouyumlulugunda
limitasyonlar olmamasi bakimindan onlar1 klinik kullanimda onlarn avantajh

kilmaktadir [130].

4.2. Fotocapraz baglanabilen Hidrojellerin Sentezi ve Karakterizasyonlari

Hibrit biyomalzemenin olusturulmasinda ikinci adim olarak metaktilanmis jelatinin
(GelMA) hazirlanmasi ve ardindan GeIMA ve diger polimerler ile karigimlari hidrojel
yapisini olusturacak olan foto ¢apraz baglama igin parametrelerde optimizasyonlara

bakilmistir. Tez calismasimin bu kisminda polimer ve foto baslatici konsantrasyonlari
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sabit tutulmus olup; farkli polimer ve foto baslatici se¢iminin yapilmasi adina analizler

gerceklestirilmistir.

4.2.1. Fonksiyonellestirilmis Jelatinin (GelMA) Karakterizasyonu

Metakrilasyon derecesi; sisme davranisi, mekanik 6zellikleri, degredasyon siiresi gibi
GelMA hidrojelin fiziksel ve mekanik oOzelliklerini etkileyen oOnemli bir faktor
olmaktadir. Serbest amin gruplarina metakrilat gruplarin baglanmasiyla sentezlenen
GelMA polimerinde baglanmayan serbest amin gruplarinin miktar1 metakrilasyon
derecesini vermektedir. Bolim 3.2.2°de verildigi gibi gergeklestirilen GelMA

polimerinin metakrilasyon derecesi proton NMR ile hesaplanmistir.
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Sekil 4. 21. GelMA-1 (A), GeIMA-2 (B) ve Jelatin (C) i¢in "H-NMR analizindeki piklerin

integral alanlart.
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Sekil 4.20’de GelMAve jelatinin 'H-NMR analizi sonucu piklerinin integral alanlari
verilmistir. NMR spektrumundaki lizin metilenin proton pikleri {izerinden gidilmistir.
2.8 ppm-3.0 ppm arasinda sinyalleri olan bu piklerin alanlar1t MNOV A analiz programi
kullanilarak alinmis ve MD hesaplanmistir. Metakrilasyon derecesi buradan GelMA-1
icin %50 olarak bulunmustur. GelMA konsantrasyonu %10’a ¢ikartilip 1:1 oraninda
MA eklenmesi ile MD %75 olmustur. Bu artisin nedeni olarak jelatin molekiilii
icerisindeki serbest amino gruplarinin artmasiyla daha fazla metakrilik anhidritin
baglanmasi ve hidroksil gruplar gibi amino gruplarin disindaki niikleofilik

fonksiyonlarda ek metakrilat reaksiyonlarina yol agtig1 varsayilmistir [131].

32317-3-GELATIN.1.0d
32317-3-GELATIN 6

30463-1-GELMA L g
30463-1-GELMA 5§

Sekil 4. 22. GelMA ve jelatin piklerin karsilastirmasini gosteren ¢akistirma spektrumu.

Sekil 4.21.de GelMA - jelatin piklerinin ¢akistirmasini gosteren bir veri sunulmustur.
GelMA’nin methacryloyl gruplarma ait yeni proton pikleri 5.6 ppm, 5.34 ppm ve 1.93
ppm olarak bulunmus ve bu da jelatinin fonksiyonellestigini goOstermistir.
Renklendirilmis a bolgesindeki pikler (5.6 — 5.34 ppm) metakrilik ¢ift baglar1 (=CH-)
temsil ederken; serbest lizin pikinin (-CH:NH2) GelMA NMR spektrumunda
fonksiyonellesmemis jelatine gore azaldigi b bdlgesi (2.91 ppm) i¢in isaretlenmistir.
1.93 ppm bdlgesi ise metakrilik asidin metil gruplarini (-C(CHs)=CHz) ifade etmektedir.

Buradaki metakriloil gruplari, UV 1sik altinda ve foto baslatici varliginda, serbest
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radikal polimerizasyon ile kovalent olarak capraz bagl sistemlerin olusmasina katki
saglayacaktir. NMR spektrumlarinda goriilen 7.25-28 ppm piki jelatinin aromatik amino
asit kalintilarin1  temsil etmistir. Bu datalardan jelatinin iyi bir sekilde
fonksiyonellestirildigi, yeni yapida olusan proton pikleriyle ve lizin metilen sinyalinin
azalmasiyla, '"H-NMR spektrumundan anlagilmaktadir. Karakterizasyon sonunda % 75
MD’sine sahip olan GelMA polimeri ile hidrojel ve hibrit iskelelerin sentezine devam
edilmistir. Ayn1 konsantrasyon ve proses ile literatiirdeki ¢alismalarda da % 70

civarinda yiiksek metakrilasyon derecesine sahip oldugu gézlenmistir [132].

4.2.2. GeIMA Destekli Hidrojellerin Karakterizasyonlari

% 10 GelMA (a/h) hidrojelinde foto baslatici etkisinin incelenmesi, PEGDMA ve
HAMA bilesenleri ile karisimlarindaki davranislarinin degisimleri i¢in kimyasal ve
mekanik analizler yapilmistir. Cizelge 4.3’te gruplarin detayli agiklamalarina yer

verilmistir.

Cizelge 4. 3. Hidrojel sentezi i¢in kullanilan gruplarin kisaltmalar1 ve jellesme siireleri.

12959 LAP
% 10 GelMA (G) 10 dakikada 5 dakikada kati
kati hidrojel hidrojel formu
formu gozlendi.
gozlendi.
% 10 GelMA/ % 10 PEGDMA (PG) 10 dakikada 5 dakikada kat
kat1 hidrojel hidrojel formu
formu gozlendi.
gozlendi.

% 0,5 Irgacure ve % 0,1 LAP konsantrasyonlar1 yiiksek biyouyumluluklar: ile
literatiirdeki caligmalarda kullanilmakta olup artan konsantrasyonlarm da hiicre
canliligini etkiledigi bildirilmistir [133]. Foto baslaticilarin konsantrasyonlar1 bu sebeple

sabit kalmis ve gapraz baglama yogunlugu i¢in denemeler yapilmistir.
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Sinirlt dallanmis polimere sahip olan sistemin sinirsiz molekiillere gegisine sol-gel
(soluble-gelation) gegisi denir. Burada, jellesmenin ilk ortaya ¢iktigi nokta jel noktasi
olarak adlandirilir [134]. Jellesme noktasi LAP foto baslaticisi i¢in hem G hem de PG
grubunda 12959’a goére daha diisiik olmustur. Sekil 4.23’de (A) figiri LAP foto
baslaticisinin ¢apraz baglama oOncesi sol (soluble) ve sonrasi jel (gelation) yapisini
gosterirken; (B) figiirii 12959 foto baslaticisinin ayni zaman igerisinde ‘soluble’ halde

kaldigini gostermektedir.

Sekil 4. 23. Polimerizasyon oncesi ve 300 saniye sonrasi (A) LAP ve (B) 12959

fotobagslaticilarinin sol-gel yapilar.

810 uJ/cm? 151k siddetinde 12959 300 saniyede kat1 jel olusumu sergileyemedigi ve tam
kati bir hidrojel i¢in 600 saniye gerektigi goriilmiistiir. LAP i¢in bu deger 300 saniyede

yeterli olarak fotogapraz baglama reaksiyonunun gecikmesini engellemistir.

4.2.2.1. UV Absorbans Tayini

UV/Vis spektrofotometre ile fotobaslaticilarin farkli dalga boylarinda absorbans
degerlerine bakilmistir. Sekil 4.24’te LAP foto baslaticisinin maximum absorbans

gosterdigi bolge 375 nm civarlarinda olmakta ve 365 nm dalga boyunda da kayda deger
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bir absorbansi bulunmaktadir. 12959 ise 365 nm’de zayif bir absorbans gostermekte ve
bu da 365 nm ve daha uzun dalga boylarindaki kullanimin1 smirlamaktadir.
Fotopolimerizasyonun ilk basamagi olan baslangic hizi direkt olarak foto baslatici
tarafindan absorblanan 1s1k ile orantili oldugundan dolay1 12959’un etkinligi LAP foto
baslaticisina gore daha diisiik olmustur. Molar sonlimleme katsayist (365 nm’de)
absorbans - foto baslatici konsantrasyon grafiginin egiminden elde edilmis; 12959 ve
LAP igin sirasiyla 4,7 1/M.cm ve 231,3 1/M.cm olarak bulunmustur. Degerler literatiir
ile de benzerlik gostererek LAP foto baslaticisinin polimerizasyon veriminin daha iyi

oldugu sdylenebilmektedir [135].
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Sekil 4. 24. 12959 ve LAP fotobaglaticilarinin 200-400 nm dalga boylari arasindaki absorbans
spektrumu.

Fotobaslaticinin se¢imi fotopolimerizasyon igin birincil bileseni olusturmaktadir. Foto
baglaticinin absorbsiyon spektrumu kullanilan 151k kaynagi ile irradyasyon profilinin
bliyiik kismiyla ortiismelidir. Yiiksek molar soniimleme katsayisi ile de sonuglanan bu
durum reaktif baslatici tiirlerin konsantrasyonlarini artirmaktadir [136]. LAP foto
baslaticisinin 365 nm’deki absorbansinin fazla olmasi jellesme noktasinin daha diisiik

ve polimerizasyon baslangi¢ hizinin neden daha hizli oldugunu agiklamaktadir.

Tez calismast kapsaminda LAP foto baslaticisinin etkinligi kolajen iskelesini hizli bir
seklide in situ ¢apraz baglamasi acisindan avantajli bulunmus ve HAMA polimeri ile

olusturulan jel yapilarinda sadece LAP fotobaslaticisi kullanilmistir.
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4.2.2.2. Morfolojik Analiz

GelMA hidrojelinin saydamliginin ¢ift ve tgli fazli gruplarindaki davranisi igin
morfololojik olarak goriintiilenmistir. Burada GelMA kattkili tiim gruplarda saydamlik
yapisinin  korundugu goriilmiistiir (Sekil 4.25.). Ayrica PEGDMA ve HAMA
eklenmesiyle hidrojelin stabilitesinin arttigi ve yapmin daha kararli hale geldigi de

goriintiilerden anlagilmistir.

& HACETTEPE B. HACETTEPE
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HA CETTEPE
UNIVERSITESI
UNIVERSITESI

.

HACETTEPE _
UNIVERSITESI

HACETTEPE

Sekil 4. 25. (A) G-12959, (B) G-LAP, (C) PG-12959, (D) PG-LAP ve (E) PGH-LAP

hidrohellerinin makroskobik goriintiileri.

4.2.2.3. Sisme ve Sol Fraksiyon Testi

Hidrojellerin sisme karakteristikleri gozenek boyutunu, mekanik 6zelliklerini ve capraz
baglama derecesini biiyiik oranda etkileyebilmektedir. Capraz baglama derecesi yliksek

olan hidrojellerde kiiciik gozenek boyutu ile ag yapisinin icerisine daha diisiik
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kapasitede su alabilmektedir. GeIMA hidrojelerine PEGDMA ve HAMA eklenmesiyle

olusturulan i¢ i¢e ag yapilarina ait sisme orani (%) Sekil 4.26.de verilmistir.

G-12959
o~ B G-LAP
X
= PG-12959
G 400+ PG-LAP
© — = —
2 ~+ PGH-LAP
O 200 -
r

0 1 1 1 1

1.saat 6.saat 12.saat 24. saat

Sekil 4. 26. Hidrojellerin zamana bagli sisme oranlarini gésteren ¢izgi grafigi.

PGH-LAP ve PG-LAP hidrojellerinin 12. saatten sonra denge sisme noktasina ulastigi
goriilmektedir. GelMA hidrojeli i¢cin LAP ve 12959 foto baslaticisinin sisme oranlari
digerlerine gore daha fazla olmus ve bu da 3B ag yapisinin daha gevsek oldugunu
gostermektedir. G-LAP ve G-12959 jelleri arasinda anlamli bir fark (p>0.05)
bulunmamistir. PEGDMA polimerinin eklenmesiyle her iki foto baslatici i¢in sisme
oranlari anlamli derecede (p<0.05) azalmistir. HAMA’nin yapiya katilmasi daha siki
paketlenen bir ag yapis1 sergileyerek yiiksek ¢apraz baglama yogunlugunu ve bu yiizden
daha az su alma kapasitesine sahip olmasini saglamistir. Bu analizde PGH-LAP grubu

en az sisme orani ile ¢capraz baglama yogunlugunun daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Capraz baglama etkinligi ayrica sol fraksiyon analizi araciligiyla da hidrojeller iizerinde
yapilmistir. Bu analiz ile fotopolimerizasyon sonucunda hidrojelin 3B ag yapisina
kovalent bagli olmayan polimer zincirlerinin agirlik fraksiyonu olarak da

tanimlanmaktadir [137] .
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Sekil 4. 27. Hidrojellerin Sol Fraksiyon oranini gosteren grafik (*p<0.05).

Sekil 4.27.de hidrojellerin sol fraksiyon yiizdeleri verilmis olup ¢apraz baglanmamis
monomerlerin orani artik¢a sol fraksiyon agirligi da artmaktadir. Buradan PGH-LAP
grubununda radikal polimerizasyon ile ¢apraz baglama efektifliginin digerlerine gore
daha verimli oldugu bilgisine ulasilmistir. Sadece G-12959 ve PGH-LAP arasinda tek
yonlii Anova analizine gore anlamli bir fark bulunmustur. Buradaki sonuglar sisme testi
ile de tutarlilik gostermis ve yiiksek sisme oranina sahip olan G-12959 ve G-LAP diger
gruplara gore daha yiiksek sol fraksiyona sahip olmuslardir.

4.2.2.4. Mekanik Analiz

Hidrojellerin  prepolimer konsantrasyonunun artirilmasi, prepOlimerin  yiiksek
metakrilasyon derecesi, prepolimer karigimlar1 gibi ayarlanabilen 6zellikleri sayesinde
mekanik dayanimlari da yiikseltilebilmektedir. Yiiksek polimer konsantrasyonu ve
metakrilasyon derecesi hiicreler i¢in toksik olabilecegi bakimindan biyomalzemenin
kullanimin1 siirlamaktadir. Bu tez caligmasinda hiicreler i¢in 1limli konsantrasyon ve
metakrilasyon dereceleri kullanilarak polimer karisimlar1 ve foto baglatict secimi ile
hidrojellerin mekanik o6zelliklerindeki degisimler incelenmistir. Sekil 4.28’de
sentezlenen hidrojel gruplarinin gerilim-gerinim grafigi verilmistir. GelMA hidrojelinin
her iki foto baslatici i¢cin de mekanik dayanimlarinin hemen hemen ayni oldugu
goriilmektedir. PEGDMA polimerinin eklenmesi ile dayaniklilik yiikselmis ve bu da
polimer karisimlar1 ile hazirlanan hidrojellerin mekanik davraniglarinin istenilen

diizeyde ayarlanabilecegini gdstermistir.
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Sekil 4. 28. Olusturulan hidrojellerin gerilim-gerinim grafigi.

En yiiksek mekanik dayaniklilik gosteren grubun PGH-LAP oldugu grafikten
belirlenmistir. Grafigin egiminden elastik moduliislerine gidilerek gruplar arasindaki

anlamlilik degerlerine Anova Tukey karsilastirma testi ile bakilmistir (Sekil 4.29.).
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Sekil 4. 29. Hidrojellerin (A) Elastik moduliisleri ve (B) Kompresif moduliislerini
gosteren histogram grafigi. (**p<0.01)(***p<0.001)(****p<0.0001)

G-12959, G-LAP, PG-12959, PG-LAP ve PGH-LAP gruplariin elastik modiilusleri
sirastyla 0,231 + 0,045 MPa, 0,36 = 0,13 MPa, 1,462 + 0,1 MPa, 1,48 + 0,16 MPa, 2,25
+ 0,11 MPa olarak bulunmustur. Foto baslatici se¢iminin mekanik &zellikleri
karsilastirildiginda hem gelma hem de gelma-pegdma gruplari iginde anlamli bir fark
(p>0.05) gortilmemistir. Fakat farkli prepolimerlerin yapiya eklenmesi ile daha fazla i¢

ice gecmis 3B ag sistemi olusturulmus olup capraz baglanmanin artirilarak elastik
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moduliislerinde artma egilimi olmustur. Sadece GeIMA ya da sadece PEGDMA’nin
capraz baglandigi calismada her iki polimerin karistirilmasiyla elde edilen hidrojellerin
digerlerine gore daha yiiksek elastik moduliislerine ulasildigi raporlanmistir [138].
Burada da aym konsantrasyonlarin kullanimi ile young moduliislerinde artis
gbzlenmistir. HAMA polimeri ile de yapilan kombinasyonun en basarili sonuglar
verdigi; elastik ve kompresif moduliislerinden anlagilmaktadir. % 10 GelMA ve % 2
HAMA konsantrasyonlarinin denedigi bir ¢alismada hibrit hidrojellerin  basma
dayanimlar1 tekli gruplarina gore yiikseltildigi rapor edilmistir [139]. Aym sekilde
HAMA katkili PGH-LAP grubunun en yiiksek basma modiiliisiine (0,753 MPa) sahip
oldugu Sekil 4.29. (B) sikkindan gozlenmektedir. G-1 ve G-LAP gruplarinin basma
dayanimlar1 sirasiyla 0,061 ve 0,08 MPa olurken; PEGDMA kombinasyonlari
yapildiginda bu degerler 0,417 ve 0,416 MPa’a artmstir.

4.2.2.5. FTIR Analizi

Fourier -Transform Infrared Spektroskobi (FTIR) malzeme igindeki atomlarin baglari
arasinda gortilen titresim frekanslarindan gegcis piklerini veya molar absorbsiyonlarini
gozleyen spektroskobik bir metottur. Spesifik kimyasal gruplarin belirlenmesinde
siklikla kullanilan karakterizasyon yontemi tez c¢aligmasinda sentezlenen hidrojeller
arasindaki kimyasal yapilarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. Sekil 4.30.da tim

hidrojel gruplarinin ftir spektrumlarinin karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 4. 30. Hidrojellerin ¢akistirmali olarak verilen FTIR spektrumlari.

Spektrumda 3300 cm~""den 3250 cm™ arasindaki genis sinyal peptit baglarindan N-H
gerilme titresimiyle ve amide A’nin hidroksil gruplarindan O-H gerilme titresimleriyle
iligkilendirilmistir. 3075 cm™ de goriilen pik Amide B baginin N-H geriliminden
gelmektedir. 1600 cm™ bolgesindeki pikler amide I bagi i¢in C=0 gerilmesini temsil
ederken 1543 ve 1452 cm™ amide Il piki olup C-N gerilimini ve N-H biikiilmesini
gostermektedir. 1452 cm™' ‘deki pik kolajenin CH bagmi; Amide III bagindaki N-H
biikiilmesini 1239 cm™ dalga boyunda goézlenen pikler temsil etmektedir. Bu pikler
kolajenden gelen spesifik pikler olup GeIMA ve hibrit yapilarindan da gozlenmistir.
Pegdma’nin yapiya katilmasiyla () ile isaretlenen alanda goriilen 1101 cm™""deki pik
olusmustur. Bu pik -C-O-C-‘nin C-O asitmetrik gerilim titresimiyle iligkilendirilmis
olup pegdma polimerinin hidrojel yapilarina iyi bir entegrasyonunu gdstermektedir
[140]. HAMA hidrojelinin  karakteristik piki 1708 cm™ C=0 ester bagini
gostermektedir. PGH-LAP grubunda bu pikin gézlendigi, ayrica 950 ve 856 cm™' de

goriilen piklerin de (b) HA zincirinden gelerek HAMA’ nin hidrojel igindeki varligi
sOylenebilmektedir [141].
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Fotopolimerizasyon ile hidrojeller olusturulmus olup bu ¢alisma i¢in istenilen 6zellikler

de parametreler su sekilde ayarlanmistir:

(1) Kolajen bazli meniskiis dokusu i¢in UV ¢apraz baglama siiresinin minumum
olacag1 ve fotopolimerizasyonun yogun yapi1 srgileyen iskelede bleaching

Ozelligi yaratacak olan LAP foto baslaticisinin se¢imi uygun bulunmustur.

(2) GeIMA polimerinin tek bagina kullanimina gére PEGDMA polimeri ile
kombinasyonlarinda yiliksek mekanik dayanim ve diisiik sisme oran1 gostermesi
sebebi ile PG gruplart meniskiis doku miihendisligi i¢in kullaniminda daha

efektif olacagi sonucuna varilmistir.

(3) PG grubuna HAMA eklenmesi g¢apraz baglama derecesini artirmis ve i¢ ige
gecen bir 3B ag yapisinin olusturararak gerek mekanik gerekse fiziksel

davraniglarda hidrojel grubun 6ne ¢ikarmaistir.

Bu ylizden sonraki ¢aligma olan hibrit iskelelerin olusturulmasinda G-LAP, PG-LAP ve
PGH-LAP hidrojelleri iizerinden gidilmistir.

4.3. Hibrit Nihai Meniskiis iskelelerinin Karakterizasyonlar

Tez c¢aligmalar1 kapsaminda hibrit meniskiis iskelelerinin gelistirilme basaris1 islem
gormemis (dogal) doku, deseliilerize meniskiis iskelesi ve hibrit iskeleler arasinda
karsilastirma yapilarak kanitlanmistir. Yogun bir doku olan meniskiiste capraz
baglamanin efektifligine bakilmasi adina 5 mm kalinliginda iskeleler posterior bolgeden
alinmigtir. Vertikal (cross-section) olarak alinan kesitler iizerinde jelin gegirgenligini
belirlemek i¢in farkli metotlar denenmistir. Sekil 4.31°de jelin igine kirmizi gida boyasi
(gellan gum) eklenerek emdirilmesi ve ardindan c¢apraz baglanmasi sonucundaki

dokunun i¢ kistmlariin goriintiileri yer almaktadir.
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Sekil 4. 31. Capraz baglandiktan sonra hibrit iskelelerin i¢ kisimlarinin makroskobik
goriintiileri. (A) 1. Grup (72 saat inkiibasyon), (B) 2. Grup (4 saat inkiibasyon), (C) 3. Grup (4
saat inkiibasyon + DHT) (37°C, 28 mbar), (D) 4. Grup (4 saat sonikasyon + 1 gece inkiibasyon).

2. ve 3. gruplardaki jelin kolajen yapilariyla tam olarak entegre olamadigi
goriilmektedir. Kantitatif bir analiz adina sisme ve sol fraksiyon testi iskelelere
uygulanmis olup metotlar arasinda anlamlilik degerleri Olgiilmiistiir. Sekil 4.32°de
verilen grafiklerden 2. grubun en fazla sisme ve sol fraksiyon orani gosterdigi goriilmiis
ve jel emdirme fotograflari ile de sonuglar Ortiigmiistiir. 3. grup nispeten daha diisiik
sisme gosterse de 1. ve 4. gruba gore sol fraksiyonu ve sigsme orani daha yiiksek
olmustur. Hem jel emdirme fotograflarindan hem de kalitatif analizlerden elde edilen
verilere gore 1. ve 4. gruplarin jel i¢cin gecirgenligi daha fazla olmus ve capraz
baglanabilirligin incelenmesinde kullanimlart uygun bulunmustur. 4. grubun sonikator
prejelin - meniskiis iskelesindeki 3B  kolajen fibrillerin arasina  dagilimini
kolaylagtirmasinin yani sira 1. gruptaki 72 saat inkiibasyonu da yaklasik olarak 16 saate
diisiirmiistiir. Bu yiizden 4. gruptaki metot ile nihai hibrit iskelelerin olusturulmasina

devam edilmistir.
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Sekil 4. 32. Pre-jelin aseliiler iskeleye emdirilmesinde kullanilan yontemlerin (A) %

sisme oran1 ve (B) % sol fraksiyonunu gosteren grafik. (*p<0.05)(**p<0.001)

4.3.1. Morfolojik Analiz

Deseliilerize iskelelere G-LAP, PG-LAP ve PGH-LAP jellerinin emdirilerek UV 151k
(365 nm) ile beser dakika gapraz baglanmis hallerinin makroskobik goriintiisii Sekil
4.33’te verilmistir. Capraz baglanmis iskelelerde hafif bir renk degisimi yasanmis olup
iskele boyutlarinin ayni kaldig1 goriilmustiir.

Sekil 4. 33. (A) G-Hibrit, (B) PG-Hibrit ve (C) PGH-Hibrit iskelelerinin ¢apraz baglama

oncesi (sag) ve sonrasinin (sol) morfolojik goriintiileri.
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Iskelelerdeki agirlik degisimleri i¢in dogal ve deseliilerize gruplar baz almmustir.
Cizelge 4.4. de kuru agirlik degisimleri ortalama + sd seklinde verilmistir. Deseliilerize
iskelelere jelin katilmasi ile agirliklarinda artis gozlenmis bu da jellerin yapiya
katilmasinin gostergesi olmustur. G-LAP diger gurplara gore daha az agirlik degisimine
maruz kalmasi makromer konsantrasyonunun daha diisiik olmasi ile agiklanmistir. Ayni
seklide PGH-LAP en yiiksek makromer konsantrasyonu ile daha fazla agirlik orani

gostermistir.

Cizelge 4. 4. Dogal, deseliilerize ve hibrit meniskiis iskelelerinin 5 mm kuru agirlik oranlari.

Dogal doku d-Men G-LAP PG-LAP PGH-LAP
5 mm kuru 0,0602 + 0,041 + 0,0604 + 0,072 + 0,081 +
agirhk (g) 0,01 0,003 0,013 0,012 0,003

4.3.2. FTIR Analizi

Capraz baglanan iskelelerin dogal ve deseliilerize yapilarma gore kimyasal
degisikliklerinin saptanmasi adina FTIR analizi yapilmistir. Hibrit iskelede enkapsiile
olan jel yapilar1 arasinda dogal ve deseliilerize meniskiis dokularindaki karakteristik
pikler baz alinarak karsilagtirma yapilmistir. Kuru iskele iizerinden yapilan analizin

sonuglart Sekil 4.34.te cakistirma grafikleri olarak verilmistir.
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Sekil 4. 34. (A) G-Hibrit, (B) PG-Hibrit ve (C) PGH-Hibrit iskelelerin hi¢ islem

gormemis ve deseliilerize iskeleler ile ¢akistirmali FTIR spektrumlari.

Grafiklerde genel olarak deseliilerizasyondan sonra kolajen yapilarinin korundugu, jel

emdirilmis yapilarda da emdirme metodunun iskeleye zarar vermedigi ve kimyasal

yapisini siirdiirebildigi goriilmiistiir. i1k figiirde (A) dogal, deseliilerize ve G-LAP hibrit

meniskiis iskelelerinin karsilastirilmasi yapilmistir. Buradaki pikler 3330 cm™ Amid A

bolgesinin N=H gerilimini, 2922 cm™ Kkolajen zincirindeki simetrik CH grubunu, 2855
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cm™ C-H asimetrik gerilimi, 1744 cm™ dokudaki lipidleri, 1632 cm™ Amid |
bolgesindeki C=0O gerilimini, 1524 cm™ Amid II’deki N-H biikiilmesini ve C-C, C-N
gerilimini, 1334 cm™! kolajenin yan zincirindeki CH titresimlerini, 1230 cm™ Amid 11
bolgesindeki C-N gerilimini, 1080 siilfatlarin simetrik gerilimlerini temsil etmektedir.
Deseliilerizasyon sonucu dokuda da goriilen aymi pikler, GelMA’nin dokuya
emdirilmesi ile de tiim gruplarda gozlenmistir. 1438 cm™ bolgesindeki pikin absorbansi
hibrit yapilarda daha fazla olmus ve bunun da jelatinin C-H fonksiyonel grubundan
oldugu soylenmistir [142]. GeIMA makromolekiilii kolajen bazli oldugu i¢in kolajene
ve aminoasitlerine ait piklerin ¢akistigi goriilebilmektedir. Bunun yani sira (a) ile
isaretlenen alanda 1159 cm™’deki pikin G-LAP hibritinde absorbans azalmasinin
nedeni olarak tirozin amino asidinin UV 1sik altindaki C-OH ve C-O kisimlari ile
iligkilendirilmistir [143]. B figiiriinde (a) ile isaretlenen bolgede PG-Hibrit grubu igin
PEGDMA eklenmesiyle gelen bir pik 1101 cm™"de goriilmistiir. Bu da deseliilerize
yapiya PG polimerinin iyi bir seklide entegre edildigini gostermektedir. G-hibrit
grubunda bahsi gegilen 1159 cm™ bolgesinden absorbans azalmasiyla capraz
baglanmanin iskele igerisinde gerceklestigi bu grup icin de sdylenebilmektedir.
Bunlarin disinda Amid A (3295 cm™), B (3078 cm™), 1 (1632 cm™), Il (1543 cm™!) ve
Il (1446 cm™) bolgelerine ait pikler hibrit grupta da goriilmiis ve kolajen fiberler
yapilarinin zarar gormedigi belirlenmistir. HAMA polimerine ait karakteristik piklerden
olan 1030 cm™ ve 950 cm™! (C) sikkindaki PGH-Hibrit grubu igin isaretlenmistir. S6z
konusu pikler metakrilanmig hyaluronik asidin iskele igerisine kapsiile olmasini
kanitlamaktadir [144]. Islem gérmemis ve deseliilerize gruplarindaki piklerin bu grup
icin Ortlistiigli gortilmiistiir. Kolajenin triple helix yapisinin seklini siirdiiriilmesinde
hidrojen baglar1 6nemli rol oynar. Yapinin gevsemesi i¢in hidrojen baglarinin yikim
gerekli olmakla beraber C-H siddetinin azalmasi da buna bir kanit olusturur. Dogal
dokuya gore 1446 ve 2922 cm™’de gorilen C-H gerilmelerinin absorbanslar
deseliilerize dokuda azalmigtir. Hibrit gruplar da ise bu piklerde bir artis goziiktiigl ve
capraz baglama ile hidrojen baglarmin da olustugu sodylenebilmektedir. Bununla
beraber, PGH grubunda kolajen igerisindeki intermolekiiler baglarin oldugu ve bunun
sonucunda CH simetrik (2922 cm™) ve asimetrik gerilimlerdeki (2855 cm™!) pik

yogunlugu artmistir [145].

95



4.3.3. Sisme ve Sol Fraksiyon Testi

Dogal dokunun deseliilerize dokuya gore sisme davranisinin daha az oldugu Bolim
4.1.3.2.de su tutma kapasitesilerinden anlagilmaktaydi. Buna sebep olarak meniskiisii %
78 oraninda kolajen igerigine sahip olmasi ve bu kolajenlerin hizalanis1 ile 3B i¢ ige
gecmis bir ag yapisi olusturmasiyla sisme davranisinin kisitlanmasi sdylenmistir.
Deseliilerizasyon prosesleri ile kolajen fiberlerdeki mindr gevseme dokunun sismeye
egilimini de agiklamaktadir. Buradaki bosluklarin jel yapilariyla doldurulup UV 1sik ile
capraz baglanmasi ile dogal dokuya benzer bir 3B ag yapist sergilenmesi, kullanilan
polimerlerin kolajen fiberler ile de hidrojen bagi olusturmasi sonucu stabil yapilarin

sisme davranislarinda azalma egilimi goézlenmistir.

Sekil 4.35’de 24 saatlik sisme oranlart ve hibrit yapilardin sol fraksiyon oranlari

verilmigtir.
3004 A )
& Dogal Doku
- d-Men
&
5 200 G-Hibrit
£ W PG-Hibrit
I» -7 PGH-Hibrit
ur 100
2
0 1 1 1 1
1.saat 6.saat 12.saat 24. saat
B
100 o
-o= G-Hibrit
X 80+ === PG-Hibrit
2 ~ PGH-Hibrit
O 60+
>
E
© 40—
S
w
8 20—
—¥
0

T T T
G-Hibrit PG-Hibrit PGH-Hibrit

Sekil 4. 35. Hibrit aseliiler iskelelerin (A) zamana bagli olarak % sisme davranislarii ve (B) %

sol fraksiyonunu gosteren grafikler.
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Descliiliilerize meniskiisiin  sisme oraninin belirlenen zaman araliklarinda alinan
Olctimler ile de artig1 goriilmektedir. Dogal meniskiis dokusunun ise 12. Saatten sonra
denge sisme oranina ulagsmis ve denge noktasini da saglamistir. G-hibrit grubu
deseliilerize (pozitif kontrol) iskeleye gore sisme davranmisinda azalis gostermesine
ragmen dogal dokuya (negatif kontrol) 12. Saatten sonra da sisme egilimi gozlenmistir.
24. Saat sonunda dogal dokuda % 174,47 + 11,6; deseliilerize dokuda % 235,37 + 6,4;
G-Hibrit yapida % 194,17 =+ 7,41; PG-Hibrit yapida % 176,81 + 3,1 ve PGH-Hibrit
grubunda % 166,7 =+ 6,74 olarak bulunmustur. Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile
Anova analizi yapilmis ve dogal doku ile deseliilerize doku arasinda anlamli derecede
artis bulunmustur (p<0000.1). Diger gruplarda bir fark gorilmemistir. PG ve PGH
hibrit iskeleler en diisiik sisme davranislart ile ¢apraz baglamanin efektifligini
kanitlamis olup; sol fraksiyon oranlari da c¢apraz baglama derecesiyle diismiistiir.
Serbest radikal polimerizasyon esnasinda 3B ag yapisinin i¢inde reaksiyona girmemis
cift baglar sisme sirasinda salinarak baslangi¢ kiitle kaybmna neden olabilmektedir.
Agirlik fraksiyonundan hesaplanan sol fraksiyonu da buna bagli olarak artma

egiliminde olmaktadir [146] .

4.3.4. Mekanik Ozelliklerinin Tayini

Yiirlime sirasinda ortalama pik kuvvetleri medyal meniskiiste 1200-2000 N civarlarinda
Olgtilmektedir. Meniskiis dokusu bu aksiyel yiiklenmelerin %80’ini karsilayabilmektedir
[147]. Giinlik hayatta etki eden bu aksiyel yiiklenme ile hibrit meniskiis iskelelerinin
mekanik 6zellikleri de 2 kN yiik hiicresi kullamlarak analiz edilmistir. Islem gérmemis
ve deseliilerize dokular da kontrol gruplar olarak analizde kullanilmistir. Uygulanan
kuvvet ve iskelelerin yer degisimlerinden olusturulan gerilim-gerinim grafigine Sekil

4.36’da yer verilmistir.
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Sekil 4. 36. Hig islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin gerilim-gerinim grafikleri.

Islem gérmemis doku burada elastisitesi en yiiksek negatif kontrol, deseliilerize doku
ise en digiik elastisite ile pozitif kontrol olarak belirlenmistir. Dogal meniskiise yakin
bir mekanik dayanim sergileyen PGH-Hibrit grubu diger kombinasyonlarina gore daha
basarili bir mekanik 6zellik gostermistir. Hidrojellerde kullanilan polimer karigimlarinin
azaldik¢a elastisitenin distigi gozlenmistir. Grafigin egiminden elastik ve basma
modiiliislerine gidilmis ve Anova Tukey karsilastirma testi ile anlamlilik dereceleri

hesaplanmustir.
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Sekil 4. 37. Hi¢ islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin (A) Elastik moduliisleri ve (B)
Kompresif moduliislerini gosteren histogram grafikleri. (*p<0.05)(**p<0.01).

Sekil 4.37°de verilen elastik ve basma moduliis degerlerinde her iki grafikte de dogal
doku ile PGH-Hibrit arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). G-Hibrit ile
deseliilerize doku arasinda da anlamli bir fark bulunmazken elastik ve basma
moduliisleri dogal dokuya goére azalmistir (**p<0.01). PG-Hibrit ile PGH-Hibrit
arasinda anlamli bir fark bulunmamasina ragmen dogal dokuyu goére moduliislerinde
azalma yasanmistir. Cizelge 4.5.de ortalama + sd seklinde sayisal degerler
gozlenmektedir. Deseliilerizasyon sonucu dokudaki GAG kaybma bagli olarak
gergeklesen mekanik kayip iskelelerin ¢apraz baglanma verimini gostermis ve dogal
dokuya yakin degerlere ulasilmaya ¢alisilmistir. Burada hidrojellerin doku igindeki in
situ polimerizasyon tarafindan deseliilerize iskelelere gore mekanik oOzellikleri
gelistirilmistir.  Meniskiis elastik moduliisii 10-120 MPa arasinda tiirlere, analiz
yontemine, uygulanan kuvvete, hastalik durumlarina gore degisebilmektir [25, 148].
Zhang ve arkadaslar1 saglikli ve dejeneratif diz eklemleri caligmasinda meniskiis
dokusunun 20-23 MPa maximum basma dayanimin oldugunu gostermislerdir [149].
Bulunan degerler litaratiir ile paralellik gosterirken ¢aligmada yapilan sigme testi ile
tutarlilik gostermistir. Capraz baglama yogunlugunun jelde kullanilan polimer
karisimlariyla artirabilmesinin  yaninda mekanik 6zelliklerini de pozitif olarak
etkileyebildigi sonucuna varilmistir. Hibrit gruplar arasinda G-hibrit en diisilk mekanik

dayanim gostermesi tek basina meniskiis dokusu i¢in kullanimini sinirlandirmistir. Bu
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ylizden bu grup haricindeki PG-Hibrit ve PGH-Hibrit ile diger analizlere devam

edilmistir.

Cizelge 4. 5. Dogal, deselulerize ve hibrit iskelelerinin elastik ve kompresif
moduliislerinin ortalama degerleri

Dogal Doku | d-Men G-Hibrit PG-Hibrit PGH-Hibrit
Elastik 52,59 +3.18 |33,45+0,28 | 3559+3,6 |418+1,42 45,04 + 3,12
Moduliis
(MPa)

Kompresif 22,8 +0.91 13,05+ 0,46 | 14,58 +0,5 17,13+2,05 |19,43+1,31
Moduliis
(MPa)

% Uzama 49,54 69,1 68,15 63,23 53,6

Flory-Rehner terorisine gore olusturulan polimerin uygulanan kuvvet karsindaki
davranig1 ¢apraz baglamanin molar yoginlugu hakkinda bilgi verebilmektedir [150].
Verilen denklem (Esitlik 7.) capraz baglanan hibrit yapilarin molar yogunlugu su
degerlerde bulunmustur; G-Hibrit grubunda 1875,81 + 67,49 mol/m3, PG-Hibrit
grubunda 2266,40 + 271,25 mol/m?* ve PGH-Hibrit grubunda 2569,71 + 173,85 mol/m?
‘tiir. Buradan GelMA polimerinin PEGDMA ile senkronizasyonunda gerek mekanik
dayanimi gerek ise ¢apraz baglama 6zelliklerinin artirilarak meniskiis dokusuna benzer
yapilar elde edilebilecegi anlagilmaktadir. Hidrojellerin ayarlanabilen bu o6zellikleri
sayesinde ideal iskelelerin olusturulmasinda kullanilabilecegi ¢apraz baglanmis hibrit

yapilarin gosterdikleri mekanik iyilesmeler ile kanitlanmistir.

4.3.5. Termal Analiz

TGA (termogravimetrik analiz) malzemenin termal stabilitesi ve sabit oranda
isitildiginda 6rnekte meydana gelen agirlik degisimlerinin fraksiyonunu vermektedir.
Olusturulan hibrit yapilarin termal degisimlerinin saptanmasi i¢in analiz 25-600°C

sicaklik araliginda gergeklestirilmistir. Sicaklik artisina bagl olarak % kiitle kayiplari
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termal degredasyonun gostergesi olmustur. Sekil 4.38’de gruplarin termogramlari

cakistirilmistir.
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Sekil 4. 38. Hig islem gérmemis, deselulerize ve hibrit yapilarin termogram grafikleri.

Capraz baglanmis gruplarin dekompozisyonunun hi¢ islem gérmemis ve deseliilerize
dokuya gore nispeten daha yiliksek sicakliklarda meydana geldigi grafikten
goriilmektedir. Absorblanan su molekiillerinin 6rneklerden uzaklastirilmasi ilk bozunma
faz1 olan 25-120°C’de iligkilendirilmistir. Hi¢ islem gormemis dokudaki su kaybina
bagli olarak kiitle kayiplar1 %10,44, deseliilerize grubunda %11,59; PG-Hibrit grubunda
% 8,98 ve PGH-Hibri grubunda % 7,43 oraninda bulunmustur. Hidrofilitesi yliksek
biyopolimerlerin  zincirlerine sikica baglanan ve liyofilizasyon isleminde dahi
malzemede hapsolabilen su kapasitesinde ¢apraz baglanmayan iskelelerde daha fazla
diistis yasanmistir. Hidrojellerdeki polar gruplara suyun baglanmasi sayesinde bu

basamakta termal kararlilig1 artirdig1 sdylenebilmektedir [151].
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Cizelge 4. 6. Hig islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit gruplarin TGA termogramindan elde

edilen veriler.
Bozunma Dekompozisyon | % 50 Ayrisma | Isitma sonunda
Baslangici sicakhig1 sicakhigi kalan kiitle
(Tstart) (Tonset-Tmax) (Dnalf)
C) °C) C) (%)
Islem gormemis 26.28°C 1.293.33° C 340.97° C 9% 23.42° C
doku 2.371.99° C
d-Men 26.83°C 1.285.62°C 338.79° C % 23.05° C
2.368.32°C
PG-Hibrit 26.15° C 1.291.65° C 359.79° C %16.25° C
2.391°C
3.412.34°C
PGH-Hibrit 26.047° C 1.294.92° C 376.18° C % 19.47° C
2.398°C
3..432.49° C

Ikinci termal degredasyon fazinin baslangig sicakligi (Tonset) dogal ve deseliilerize ECM
ve ECM tabanli hibrit malzemelerde genel olarak 285-294°C arasinda goriilmektedir.
Dogal dokuda, kolajen, proteoglikan ve diger proteinlerin miktarlar1 deseliilerize
dokudan daha fazla olmasi ve kolajen triple helixte bulunan hidrojen baglar1 dolasiyla,
dekompozisyon sicakligi nispeten deseliilerize gruba gore yiiksek olmustur. Hibrit
gruplar ise baslangic sicakliginda herhangi bir termal kararlilik gostermemistir. Fakat
orneklerin % 50’sinin termal degredasyona ugradig sicakliklarda hi¢ islem gérmemis
ve deseliilerize dokularin daha diisiik sicakliklarda dekompozisyon yasadigi ve 3.
polimerin eklenmesi ile de bu sicakligin diger hibrit yapiya goére yiikseldigi
bulunmustur. Proteinlerin denatiire oldugu bu sicakliklarin hibrit gruplar yiiksek
cikmas1 fiziksel ve kovalent baglar ile termal stabilitelerini saglayabildigini

kanitlanmistir.
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PG ve PGH aseliiler iskelelerde sirastyla 391°C ve 398°C sicaklik degerlerinde ikinci
bir bozunma yasandig1 grafikten anlasilmaktadir. Bu fazin hibrit gruplarda bulunan
ECM proteinlerinin termal degradasyonu ile iliskilendilmis olup, hidrojellerin dokuya
emdirilmesi sonucu kovalent ¢apraz baglamaninin triple helix yapilarii gii¢lendirerek
daha yiiksek sicakliklarda yikimi ile sonuglanmistir. Max. Bozunma sicakligt (Tmax)
hibrit gruplarda kontrol ve deseliilerize meniskiis iskelelerine gore yliksek sicakliklara
kaymistir. ECM yapisina entegre olan hidrojellerin dekompozisyonu PG ve PGH Hibrit
yapilar i¢in 412.34°C ve 432.49 °C sicaklik degerlerinde olmustur. Literatiirdeki GelMA
destekli hidrojellerin max. bozunma sicakliklar1 417°C civarlarinda bulunarak bulunan
degerler ortiismektedir [152]. Buradan fotopolimerizasyon sonucu dekompozisyon
fazindaki termal kararliligin saglandigi goriilmektedir. HAMA polimerinin eklenmesi
ile GelMA’nin fonsiyonellesmemis lizin gruplar1 ile HAMA’nin anyonik gruplar
arasinda elektrostatik etkilesimler gelisimi dogrultusunda PG-Hibrit gruba gore termal

stabiliteyi gelistirmistir [153].

DSC analizi ile kuru orneklerin denatiirasyon sicakliklarini gosteren grafikler
karsilagtirmali olarak Sekil 4.39’da verilmistir. PGH-Hibrit grubunda 131°C, PG-Hibrit
grubunda 139°C , dogal dokuda 129°C ve deseliilerize dokuda 121°C’de goriilen
ekzotermik gecislerin kolajen molekiiliiniin stabilizasyonu saglayan 'H-bagli suyun
salinmasiyla iliskilendirilmistir. Literatiirde de kuru kolajen yapilarinda 120-150°C
derecelerde goriilen genis pikte triple helix yapisinin denatiirasyonu ve bagli su
molekiillerinin evaporasyonu gozlenmistir [154]. Evaporasyon sicakliklarinin daha
yiiksek degerlere kaymastyla kolajen fiberler arasinda enkapsiile hidrojellerin stabiliteyi
artirdig1 anlagilmaktadir. Deseliilerize dokuda ise proteoglikan ve diger yapisal olmayan
proteinlerin azalmasindan dolay1 diisiik sicakliklarda denatiirasyon goziikmektedir. 150-
170 °C arasinda ikinci goziiken piklerin kolajenin ti¢lii halkasal yapidan random sarmala
doniistimiinii gosterir ve konformasyonal degisikliklerin basladiginin gdstergesi olarak
kabul edilir. D-MEN grubunda 156°C’de baslayan bu degisiklik dogal dokuda 159°C ve
PGH grubunda 163°C’ de olmustur. PG hibrit grubunda bu pik gozlenmemistir.
Grafikte gozlemlenen 3. Gegis protein denatiirasyonu ve kolajen kristtalesmesi ile
iligkilendirilmistir. Kuru kolajen molekiiliinde de 200°C civarlarinda goriilen bu gegis
tez ¢alismasinda 200- 215°C degerleri arasinda bulunmustur. Dogal dokuda 211°C iken

deseliilerize dokuda 177°C deki 3. Gegis deseliilerizasyon sonucu termal 6zeliklerindeki
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diisiisii gostermistir. UV ile ¢apraz baglanmis gruplarda ise PGH ve PG igin sirsiyla 205
°C ve 210°C sicakliklarinda protein denatiirasyonunun baglangici olmustur. Bu
sicakliklarin dogal dokuya yakin olusu ve deseliilerize dokuya gore yiiksek sicakliklara
kaymasi termal dayanimmin artirdigimi kanitlamistir. Capraz baglanmis kolajen
fiberlerin denatiirasyon sicakliklarinda literatiirde de artis gézlenmis ve analiz sonuglari

literatiir ile de uyum gostermektedir [155].
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Sekil 4. 39. Hi¢ islem gérmemis, deselllerize ve hibrit yapilarin sicakliga bagh i1si akis
grafikleri.

Sonuglar TGA analizi ile de ortiismekte olup deseliilerize iskelelerin ¢apraz baglanmasi
ile termal davranislarinin degistirilebilecegini kanitlamistir. PGH ve PG hibrit
gruplarindaki termal karakteristik Ozellikler hemen hemen ayni olmustur. Meniskiis
dokusu igerisinde 3B ag sistemi olusturan hidrojeller ile kolajen fiberlerin fiziksel
olarak da birbirine baglanmasi i¢ ice ge¢mis yapilar olusturarak giiglii hibrit yapilar

sergilenmesini saglamistir.
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4.3.6. Taramah Elektron Mikroskobi (SEM) Analizi

Deseliilerize iskeleler icinde hapsolan jellerin kolajen fiberler arasindaki dagilimi ve
capraz baglama sonucu dokudaki ultrayapinin goriintiilenmesinde SEM analizi
kullanilmistir. Deseliilerize ve hibrit iskelelerin enine (crossover) ve boyuna kesitlerinin

SEM goriintiileri 4.40’ta verilmistir.

Sekil 4. 40. Deseliilerize dokunun 1 kX ve 5 kX ‘deki enine kesitlerinin (A, D); PGH-Hibrit
grubunun 1 kX VE 5 kX’deki enine kesitlerinin (B, E); PG-Hibrit grubunun 1 kX ve 5 kX’deki
enine Kesitlerinin (C, F); deseliilerize dokunun 1 kX ve 5 kX’deki boyuna kesitlerinin (G, J);
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PGH-Hibrit grubunun 1 kX ve 5 kX’deki boyuna kesitlerinin (H, K); PG-Hibrit grubunun 1 kX
ve 5 kX’deki boyuna kesitlerinin (I, L) SEM goriintiileri.

Descliilerize meniskiis dokusundan alinan enine alinan kesitlerdeki ¢evresel fiberlerin
arasindaki bosluklar yapilar1 (A) ve (D) figiirlinde gorilmektedir. Hidrojel sistemi
emdirelerek capraz baglanan hibrit iskelerdeki bu bosuklarin doldugu ve hidrojeller
sayesinde smooth (pliriizsiiz) bir yap1 ortaya c¢iktigi (B), (C), (E), (F) gorintiilerden
anlagilmaktadir. (E) ve (F) siklarinda bulunana mikroporlar iginde kolajen demetlerini
saran bir hidrojel tabakasi oldugu ve bunun sonucunda enkapsiilasyonun verimli bir
derecede saglandig1 sdylenebilmektedir. (G; L)’ye giden figiirler sirkiimferansiyel fiber
demetlerinin hizalanisinin gosterilmesi amaciyla dokunun i¢ kisimlarindan alinmistir.
Deseliilerizasyon sonrasindaki kolajen oryantasyonunun degismedigi Bolim 4.1.3.3°de
tartisilmistir. Cevrimsel hizalanan fiberlerdeki mindr gevsemeler (H), (I), (K) ve (L)
siklarindan anlasilacagi lizere hidrojellerin emilmesini ve enkapsiilasyonuna izin
vermistir. Fibril demetlerinin hizalanis1 hidrojel tabakasinin altindaki ¢ikintilardan (H;
L) anlasilmaktadir. Her 1ki hibrit grupta da yiizey morfolojilerinde bir farklilik goriilmiis
ve FTIR analizindeki kimyasal analiz ile yapisal farklilik desteklenmistir. Ayrica, i¢
kismlardan alinan bu kesitler hidrojellerin sadece ylizeyde degil dokunun i¢ kisimlarma

da ulastig1 ve burada da piiriizsiiz bir tabaka yarattig1 bu analiz ile kanitlanmstir.

4.3.7. PBS ve Enzimatik Degredasyon Analizi

Doku miihendisliginde bir biyomalzenin basarisin1 degradasyon hizi biiylik oranda
etkilemektedir.  iskelelerin bozunma hizi ¢ok yiiksek oldugunda hiicrelerin kendi
ECM’ini 6rmesine kadar iskelenin destekleyememesine, diisiik oldugundan malzemenin
yabanci cisim rekasiyonu sonucunda inflamasyona yol agmasina neden olmaktadir
[156]. Bu yiizden biyomalzemenin trasplante edilecegi lokasyona gore degradasyon
hizlar1 polimer konsantrasyonu, ¢apraz baglama yogunlugu gibi parametreler ile kontrol
edilebilmektedir. Sekil 4.41’de PBS ve enzimatik (kolajenaz A) soliisyonlar: iginde
zamana bagli olarak gerceklesen % kiitle kayiplar1 verilmistir. PBS degradasyonu 4
haftalik siirede gerceklesmis olup bozunma hizlari analiz sonunda dogal dokuda %
19.29 + 0.34, deseiilerize dokuda % 26 + 3.2, PG-Hibrit grubunda % 21,41 + 2,2 ve
PGH-Hibrit grubunda da 21,18 + 1,6 olarak bulunmustur. Enzimatik degradasyon
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viicut i¢inde bulunan, kolajen ve diger protein degradasyonlarindan sorumlu matriks
metallaproteinazlarin (MMP) tiirii olan kollajenaz enzimi ile taklit edilmistir. 24 saatlik
enzimatik degradasyon sonucunda dogal dokuda %17,82 + 0,84 , deseliilerize iskelede
%20,34 + 2,49 , PG-Hibrit grubunda %17,95 + 2,41 ve PGH-Hibrit grubunda %17,12 +
3,7 olan bozunma hizlar1 hesaplanmistir. Verilerden deseliilerize matrisin degradasyon
hiz1 diger gruplara gore daha fazla oldugu anlasilmaktadir. Deseliilerize yapinin ¢apraz
baglanmasi ile degradasyon hizimi diisiirerek ayarlayabildigi ve dogal dokuya benzer
degradasyon orani gosterdigi goriilmiistiir. Meniskiis dokusunun tamiri i¢in kullanilan
biyomalzemelerde degradasyon hizinin uzun olmasi beklenmektedir [157]. Tez
caligmasinda kullanilan GelMA destekli hidrojel yapilarinin da degradasyonu hizi
PEGDMA ve HAMA’nin senkronizasyonuyla kontrol edilmis ve olusturulan 3B ag

yapisinin siki paketlenmis kolajen fiberler arasinda stabil olmasini saglamistir.

100~
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80~ o d-Men
PG-Hibrit
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Sekil 4. 41. Hig islem gérmemis, deseliilerize ve hibrit yapilarin (A) PBS i¢inde ve (B)

enzimatik soliisyon i¢inde zamana bagl olarak % degradasyonunu gosteren grafikler.

4.3.8. In Vitro Calismalar

Olusturulan deseliilerize ve hibrit iskelelerinin viicut i¢inde kullanimina uygunlugu i¢in
biyouyumluluk c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. ~ Sitotoksisite analizleri yapilan
orneklerde hiicre canliligi hesaplanmis ve gruplar arasindaki farklar tartigilmistir. L929
fare fibroblast hiicresinin 9. pasaji (P9) kullanilmistir. P9 1929 hiicreleri ekim igin
konfluens olana kadar T75 flasklarda kiiltiire edilmistir. Sekil 4.42°de L.929 hiicrelerinin

ekim 6ncesindeki konfluens durumunun 11k mikroskobisindeki goriintiileri verilmistir.

Sekil 4. 42. 1929 hiicrelerinin P9 pasajindaki 2 gilin sonundaki flask iizerindeki

goriiniimleri.
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4.3.8.1. Alamar Mavisi Testi

Alamar mavisi testi ile deseliilerize ve hibrit iskeleler iizerinde 1., 4. ve 7. giinlerde
hiicre proliferasyonuna bakilmistir. Sekil 4.43°te verilen histogram grafiginde iki yonli
Anova analizi yapilmig ve anlamlilik dereceleri ilizerinden tartismalar yapilmistir. L929
hiicre proliferasyonunun tiim gruplarda 7. giine kadar yiikseldigi goziikmektedir. 1. giin
verilerine kiyasla tim gruplarda 4. ve 7. ginde hiicre proliferasyonunda artis
gozlenmistir. 1. Gliniin verilerinde hiicre canlilig1 kontrol grubu % 100 alindiginda tiim
gruplarda % 75 tlizeri olmustur. 1. glindeki kontrol grubu baz alindiginda Anova ¢ok
yonli karsilastirma analizinde gruplarda anlamli bir fark bulunmustur (p<0000.1). 4.
giinde de yine kontrol grubuna gore anlamlilik dereceleri diiserek 7. glinde kontrol, PG
ve PGH arasinda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0.05). Deseliilerize iskeleler ise
%90 {stii canliligina ragmen hibrit gruplardaki canliliga erisememistir. Tiim gruplarda
1. ve 4. gilinkii absorbanslarinda anlamli bir artis bulunmustur (p<0.0001). 4. ve 7.
giinde kontrol grubunda anlamli bir fark goriilmezken d-MEN, PG-Hibrit ve PGH-
Hibrit gruplarinda anlamli artis tespit edilmistir (p<<00.1)(p<0.0001) (p<0.0001).

Deseliilerize gruba gore hibrit iskelelerdeki proliferasyon hizi daha fazla olmus ve
bunun sebebi olarak da GeIMA ve HAMA polimerlerinin entegrasyonu gosterilmistir.
GelIMA’nin RGD sekanslarindan dolay1 hiicre canliligini pozitif olarak etkiledigi
literatiirden Dbilinmektedir [158]. HAMA polimeri de burada hiicre tutunmasi ve
yayilimini regiile ederek proliferasyonu artirmis ve PG-hibrit eslenigine gore daha fazla
hiicre canliligina sahip olmustur. Meniskiis doku miihendisliginde de sik¢a kullanilan
hyaluronik asit kullanimi ile dogal mikrogevrenin mimik edilmesi sonucu
rejenerasyonun da saglandigi rapor edilmistir [61]. Hyaluronik asidin hiicre
migrasyonunu ve proliferasyonunu hizlandirmasiyla ECM  komponentlerinin
ekspresyonlarini artirdigt  ve bunun sonucunda meniskal lezyonlarda hizli bir sekilde
yara iyilesmesinde kullanilmasmin umut vaat ettigi bildirilmistir [159]. Meniskiis
dokusunun pepsin i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanan ECM ¢ozeltisinin GeIMA polimeri ile
birlestirilmesi ile olusan hidrojellerin hiicre proliferasyonu ve farklilagmasinda etkin
olduklari bildirilmistir [160]. Buradan yola ¢ikarak intakt aseliiler meniskiis iskelesine
emdirelen pre-jelin de hiicreler iizerinde pozitif etkisi goriilmiis ve ileriki ¢alismalarda

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4. 43. Alamar Mavisi Analizinin 1., 4. Ve 7. giinlerinin gruplardaki absorbans

degerlerinin gosteren histogram grafigi.

Kontrol grubundaki 4. giinden itibaren proliferasyon hizinin daha diisiik olmasinin
sebebi olarak kiiltlir kabindaki hiicreler i¢in yilizey alanmin kiigiikk olmasi ileri
stiriilmiustiir. Yiizey alani/hacim artik¢a hiicrelerin yayilimi ve proliferasyonu daha hizli
olmaktadir. Kiiltiir kabina gore ¢aligma gruplar1 3B yapilari sayesinde, yiizey alanlarinin

artirtlmasindan dolayi, hiicre canliligindaki verimini gostermistir.

Deseliilerize meniskiis iskelerinin stabilitilerinin = saglanmasinda ¢esitli ajanlar
kullanilmaktadir. Kimyasal c¢apraz baglayict ajanlart fiziksel ve mekaniksel
ozelliklerinin gelistirse de biyouyumluluklarinda limitatasyonlar goriilebilmektedir.
Deseliilerize meniskiis iskelelesinin gluteraldehit gibi kimyasal ajanlar kullanarak
capraz baglanabildigi fakat kimyasal capraz baglayicinin hiicre canliligin azaltip
ilerleyen kiiltiir giinlerinde toksisiteye sebep oldugu raporlanmistir [161]. Bu ¢alisma da
ise cevresel olarak zararli olmamasi ve kimyasal toksik ajanlarin kullanmamas: gibi
fotopolimerizasyonun avantajlar1 sayesinde sinirli biyouyumluluga sahip olmayan

capraz baglanmis doku iskeleleri iiretilmistir.
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5. YORUM

Sunulan tez ¢alismasinda, meniskiis dokusu hiicresizlestirilerek kolajen organizyonunu
ve yapisini koruyabilen destek biyomalzeme olusturulmus olup, bu yapinin jel
sistemiyle entegrasyonu ve ardindan UV 1sik altinda ¢apraz baglanmasi ile hibrit doku

iskeleleri basarili bir bicimde sentezlenmistir.

v Meniskiis deseliilerizasyonu i¢in 2 farkli metot uygulanmis ve Kkarsilastirilmasi
yapilmistir. Konvansiyonel metot olan fiziksel, kimyasal ve enzimatik
muamelelerin  kombinasyonuyla gerceklestirilmis; scCO, teknolojisi ise
meniskiis dokusu i¢in 0Ozgiin bir metot olarak 6n islemler yardimi ile

uygulanmistir.

v Konvansiyonel deseliilerizasyondaki protokollerde dondurma ¢6zme g¢evrimleri
ve ozmotik sok ile fiziksel ajitasyon, tripsin enzimi yardimiyla penetrasyon
saglanmasi, SDS kimyasal ajaninin  konsantrasyonlarimin  ayarlanmasi
incelenemistir. Fiziksel ajitasyon sonrast tripsin enzimi ile etkinlestirilerek % 0,5
(a/h) gibi diisiik konsantrasyonda SDS kullanimini i¢eren kimyasal ajitasyonun
yapilmast H&E ve DAPI boyamalarinda hiicre c¢ekirdeklerinin tamamen

uzaklagmasi ile optimum protokol olarak belirlenmistir.

v" H&E ve DAPI boyamalarinda yan1 zamanda ECM biitiinliigiinii de bakilmig ve
dogal doku ile kiyaslandiginda konvansiyonel deseliilerize dokunun
histoyapisint korudugu gozlenmistir. Diger histolojik c¢aligmalarda Masson
Trichrome ve Safranin-O boyamalari ile deseliilerizasyon prosesi sonucu kolajen
fiberler ve proteoglikanlar goriintiilenmistir. ECM  biitiinliiglinii  koruyan
konvansiyonel deseliilerize grupta kolajen fiber yapilarinda kontrol dokuya gore
bir farklilik goriilmemistir. Enzimatik ve kimyasal ajitasyonun dokudaki
proteoglikanlarin yogunlugunu azalttigt ama genel olarak dokuda kalan

proteoglikanlarin varligi Safranin-O boyamasi ile tayin edilmistir.
v' Kalitatif analizlerin yani sira kantitatif analizler de yapilarak deseliilerizasyon

verimine bakilmistir. Hiicresizlestirme proseslerinin kabul kriterlerinden biri

genomik DNA’nin 50 ng altinda olmasidir. Picogreen analizi ile kontrol gruba
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gore konvansiyonel deseliilerize grupta anlamli bir derecede (p<0.0001) DNA
azalmasi1 207,52 + 6,64 ng’dan 36,99 + 2,04 ng’a diismiistiir. % 82 bir azalma ile

meniskiis dokusunun basarili bir bigimde hiicresizlestirildigi belirlenmistir.

Hidroksiprolin ve DMMB analizinde kontrol dokuya gore kolajen ve GAG
miktarlarindaki azalis tespit edilmistir. Buna gore, kontrol dokuda 0,071 + 0,01
mg kolajen bulunurken desliilerize meniskiiste 0,102 + 0,001 mg kolajen miktari
bulunarak kullanilan deseliilerizasyon prosesinin kolajen yikimina sebebiyet
vermedigi kanitlanmigtir. Kontrol grubundaki 0,742 + 0,047 pg GAG
deseliilerizasyon sonrasi 0,432 + 0,127 pug GAG ile anlamli derecede (p<0.05)

azalma gostermistir.

ScCO, muamelesi ile yapilan deseliilerizasyonda ise 4500 psi basing ve 37°C
sicaklikta 1 saat yapilan proses fiziksel ajitasyon ve tripsin enziminin yardimiyla
kompakt dokuda verimli bulunmustur. H&E ve DAPI boyamalarinda hiicre
cekirdeklerinin tamamiyla wuzaklastigt ve ECM yapisinin  korundugu

goriilmiistiir.

Kolajen boyamasinda deseliilerizasyon sonrast kontrol grubuna gore bir
degisiklik saptanmazken; Safranin-O boyamasinda proteoglikanlarin prosesten

etkilenerek uzaklastigi saptanmistir.

ScCO, deseliilerize grubun biyokimyasal analizinde; genomik DNA miktar
42,53 + 4,18 ng bulunarak kontrole gore %79.3 oraninda anlamli derecede
(p<0.0001) azalma ger¢eklesmistir. 0,072 + 0,005 mg kolajen miktar1 bulunan
scCO deseliilerize grubun kontrol ile aralarinda bir fark bulunmamistir. Fakat
0,312 £ 0,073 ug GAG miktar1 ile % 58 azalma yasamistir. Intakt olarak scCO>
teknolojisi ile deseliilerize edilen dokunun i¢ boélgelerinde kiigiilme yasadigi
proses sonucu gergeklesmistir. I¢ bolgelerde daha fazla olan proteglikanlarin da
buna bagh olarak konvansiyonel gruba gore daha fazla GAG azalmasi yasadigi

yorumuna varilmaistir.

Konvansiyonel deseliilerize meniskiiste % 3’likk bir yas agirlik kaybi scCO>

deseliilerize meniskiiste % 32’lik yas agirlik kaybina yiikselmistir. Kuru
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agirliklarinda da her iki grupta da bir kayip goziikkmistiir. Bunun sonucunda su

tutma kapasitelerinde her iki metot i¢inde ufak bir artig goziikkmiistiir.

Heterojenik kolajen hizalanmasi gdsteren meniskiis dokusunun deseliilerizasyon
Oncesi ve sonrasindaki taramali elektron miktoskobisi goriintiilerinde her iki
deseliilrizasyon yontemin de sikica paketlenmis fiberlerin gevsemesine Yol
actig1 soylenebilmektedir. Kontrol dokuya goére mikro bosluklarin olusumu
scCO; deseliilerizasyonunda daha fazla gozlenmistir. Bunlarin disinda,
hiicresizlestirme islemi ile intakt dokuya benzer sekilde kolajen fibrillerin 3B

yapisinin korundugu ve organizasyonunun siirdiiriildigli besirlenmistir.

Anizotropik mekanik 0Ozellik sergileyen meniskiis i¢in 22 MPa civarlarinda
basma modiiliisii bulunurken; konvansiyonel deseliilerize grupta 15 MPa ve
scCO deseliilerize grupta 14 MPa civarlar1 basma moduliisii tayin edilmistir.
Gerilim-gerinim grafiginden konvansiyonel deseliilerize grubun mekanik
dayanimi daha iyi ¢ikmigstir. Bu da scCO2 grubundaki daha fazla diisen GAG

miktar ile iliskilendirilmistir.

Eliisyon metodu ile yapilan sitotoksisite testinde her iki deseliilerizasyon
yonteminde de % 75 lzeri hiicre canlilifi bulunmus ve deseliilerize dokularin

biyolojik aktifligi kanitlanmistir.

Meniskiisiin intakt deseliilerizasyonu i¢in her iki yontem de basarili
bulunmustur. Ortalama 10 giin olan deseliilerizasyon prosesi scCO, teknolojisi
ile 8 giine indirilmistir. Y1gin dokunun deseliilerizasyonu icin 6n islemlerin
kimyasal muamele siirelerini diigiirdiigii ayrica kimyasal deseliilerizasyona gore
yesil ¢oziici olan siiperkritik karbondioksit ile de aseliiler dokularin

iretilebildigi sonucuna varilmistir.

Tez caligmasinin ikinci boliimiinde GelMA sentezi yapilmis ve HNMR analizi
ile metakrilasyon derecesi % 75 olarak hesaplanmistir. Methacryloyl gruplarina
ait yeni proton pikleri 5.6 ppm, 5.34 ppm ve 1.93 ppm olarak bulunmus ve bu da
jelatinin  fonksiyonellestigini gostermistir. GelMA  destekli hidrojellerin
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fotopolimerizasyon ile olusturulmasinda LAP ve 12959 fotobaslaticilar

denenmistir.

LAP foto basalaticis1 kullanilarak 300 saniyede kati jel olusumu goézlenirken
12959 ile maruz kalma siiresi 600 saniyeye ylikselmistir. UV spektrofotometre
ile 365 nm dalga boyunda gosterdikleri absorbans degerleri analiz edilen her iki
foto baslatictda LAP molekiiliiniin daha fazla 15181 absorbe ettigi bulunmustur.
Molar soniimleme katsayilar1 absorbans - foto baslatici konsantrasyon
grafiginden 12959 ve LAP i¢in sirasiyla 4,7 1/M.cm ve 231,3 1/M.cm olarak
bulunmustur. Bu sebeple LAP fotobaslaticis1 daha fazla serbest radikal tireterek

daha hizli in situ ¢apraz baglanmay1 saglamistir.

GelMA ve PEGDMA polimerleri 1:1 oraninda karistirilarak hem LAP hem de
12959 foto baslaticilart ile denenmis ve HAMA nin oldugu karisim sadece LAP
foto baglaticist ile olusturulmustur. Sentezlene hidrojellerin sisme ve sol
fraksiyon analizler ile G-1 ve G-LAP en yiiksek sisme oranlarina sahip oldugu,
PGH-LAP ise en diigiik sigme orani gosterdigi belirlenmistir. Sol fraksiyon ile
G-l ve G-LAP hidrojellerinin ¢apraz baglanmamis monomerlerin daha fazla

oldugu ve capraz baglama yogunlugunun da diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

Hidrojellerin gerilim-gerinim grafiginde en fazla dayanimi PGH-LAP grubu
sergilemis ve 0,753 MPa basma moduliisii gostermistir. GeIMA’ nin 12959 ve
LAP hidrojelinde 0,061 ve 0,08 MPa civarlart seyredilirken; PEGDMA
senkronizasyonu ile bu degerler 0,417 ve 0,416 MPa kadar 5-6 kat artmistir. Bu
da hidrojellerin polimer oranlart degistirilerek ayarlanabilen mekanik 6zelliklere

sahip olabilecegini kanitlamistir.

Hidrojellerin kimyasal yapilarina FTIR ile incelendiginde jelatin bazl
hidrojellerde kolajenden gelen spesifik piklerin GeIMA ve hibrit yapilarindan da
gbzlendigi goriilmiistiir. Pegdma’nin yapiya eklenmesiyle 1101 cm™"deki pik ve
HAMA polimerinin entegrasyonu 856 ve 950 cm~"’deki pikler ile de yapiya

katildiklarini belirlenmistir.
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v' Aseliiler meniskiis iskelesinin ¢apraz baglama efektifligini incelemek i¢in
dokudan 5 mm genislik, 6 mm yiiksekliginde yapilar alinmis ve prepolimer
igerisinde 4 saat sonikasyon ve ardindanl gece inkiibasyonu sonucunda jelin
dokuda enkapsiile oldugu morfolojik, sisme ve sol fraksiyon analizleri ile

belirlenmistir.

v' G-Hibrit, PG-Hibrit ve PGH-Hibrit yapilarin arkali 6nlii 810 pJ/cm? UV isikta
capraz baglanmasi sonucunda iskele boyutlarinda bir degisim yasanmadigi

morfolojik olarak goriilmiistiir.

v' Kimyasal yapidaki degisikliklerin  saptanmasinda FTIR  analizinden
yararlanilmigtir. GelMA ve destekli hidrojellerinde de bulunan kolajenin
karakteristik pikleri hibrit yapilarda da goriilmiistiir. Fotp ¢apraz baglamanin
kolajen fiberleri arasinda da saglandigi 1155 cm™ pikin dogal ve deseliilerize
dokunun grafigine gore hibrit gruplarda absorbansinin azalmasiyla goriilmiistiir.
PEGDMA polimerinin eklenmesi ile 1011 cm™ ve HAMA polimerinin katilimi
ile 1030 cm™ ve 950 cm~"’deki piklerin goriilmesi hidrojellerin deseliilerize yapi

igerisinde basaril bir sekilde entegre olduguna 1s1k tutmustur.

v’ Sisme testinde 24 saat sonunda deseliilerize iskele % 205 orani ile en fazla sisen
grup olurken; % 165,7 sisme orani gosteren PGH-Hibrit en az sisen grup
olmustur. Islem gérmemis doku % 178, PG-hibrit % 176 ve G-hibrit % 186
sisme oranlaria sahip olmustur. Capraz baglanan iskelelerin sol fraksiyonuna

bakildiginda PGH-Hibrit grubunda en az agirlik kayb1 (%10) gézlenmistir.

v' 2kN yiik hiicresi ile tim gruplara basma analizi yapilmis ve basma
modiiliislerinden molar ¢apraz baglama yogunluklarma gidilmistir. Islem
gormemis doku 22,8 + 0,91 MPa, deseliilerize doku 13,05 + 0,46 MPa, G-Hibrit
14,58 + 0,5 MPa, PG-Hibrit 17,3 + 2,05 MPa ve PGH-Hibrit de 19,43 + 1,31
MPa kompresif moduliisleri bulunmustur. Buradan G, PG ve PGH Hibrit
yapilarin capraz baglama yogunluklar1 sirasiyla 1875,81 = 67,49 mol/m?,
2266,40 = 271,25 mol/m?® ve 2569,71 + 173,85 mol/m? olarak hesaplanmistir.

Gerilim-gerinim grafiginin egiminden elastik moduliisleri 35,59 + 3,6 MPa (G-
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Hibrit), 41,8 + 1,42 MPa (PG-Hibrit),45,04 + 3,12 MPa (PGH-Hibrit) olan

capraz baglanmis yapilarin mekanik dayanimi gelistirdikleri goriilmiistiir.

TGA analizinde iskelelerin dekompozisyon sicakliklarina ve termal
degredasyonlarina bakilmigtir. 25-120°C arasinda koljen fiberler arasinda bagl
su molekiillerinin uzaklastirllmas1 ile iliskilendirilen agirhik kayiplar
yasanmustir. ECM yapisinin bozunma baslangici olarak d-Men grubunda 285°C,
dogal dokuda 293 °C , PG hibritte 291,65 °C ve PGH hibritte 294,92 °C
bulunmustur. Dogal ve deseliilerize dokulardan farkli olarak hibrit yapilarda 3
basamakli bir bozunma olmus ve bu da hidrojellerin entegrasyonuyla max
bozunma sicakliklarinin yiikselmesini saglamistir. D-MEN ve dogal doku igin
368°C ve 371°C olan maximum bozunma PG ve PGH hibrit gruplar i¢in 391°C
ve 398°C’ artmustir. Iskele icerisindeki GelMA destekli hidrojellerin max.
bozunmas: ise PG ve PGH icin 412,34 °C ve 432,49 °C olmustur. DSC
analizinde d-Men igin 177 °C araliginda, dogal dokuda 212 °C, PG ve PGH
hibrit iskelede sirasiyla 220 °C ve 205 °C’de protein denatiirasyon baslangi¢
sicakliklar1 saptanmistir. Capraz baglama ile termal kararliliklarinda hafif bir

artis gozlenmistir.

PBS igerisinde 28 giinliik degradasyon gerceklesmis olup kiitle kayiplart analiz
sonunda dogal dokuda % 19,29 + 0,34, deseliilerize dokuda % 26 + 3,2, PG-
Hibrit grubunda % 21,18 + 2,2 ve PGH-Hibrit grubunda da 21,41 + 1,6 olarak
bulunmustur. Enzimatik degradasyon i¢in dogal dokuda % 17.82 + 0.84, d-Men
% 20,34 + 2,49, PG-Hibrit grubunda % 17,95 + 2,41 ve PGH-Hibrit grubunda

% 17,12 + 3,7 olarak % bozunma hiz1 24 saat silire sonunda hesaplanmustir.

Alamar Mavisi ile hiicre proliferasyonunda gruplar arasinda degisim igin 1.,4.
Ve 7. Giinlerde analiz yapilmistir. 1. Giinilin verilerinde hiicre canliligi kontrol
grubu % 100 alindiginda tiim gruplarda % 75 iizeri olmustur. 4. ve 7. giinlerde
hiicre canlilig1 artarak % 90 iistii seviyelere gelmistir. Tiim gruplarda 1. ve 7.
giin arasindaki absorbanslari arasinda anlamli derecede bir artis bulunmustur

(p<0.0001). PGH grubu burada PG’ye gore hiicre proliferasyonunda daha fazla
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artis yasamis ve GelMA ve HAMA biyopolimerlerinin iskeleye katilmasiyla

hiicre malzeme etkilesimini artirdig1 goriilmuistiir.
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