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OZET

Kikirdak yaralanmalarinda kullanilan tedavi segeneklerinde, hucre kultir
ortaminda Uretilen kondrositlere gereksinim duyulur. Klinik uygulamalar iki
cerrahi seansta gerceklestirilir ve maliyetlidir. Eger kondrositlerin izole edilmesi,
¢ogalmasi igin uyariilmasi ve ekstraseluler matriks Uretimi tek seansta in vivo
olarak basarilabilirse; tedavi tek seansta yapilabilir ve maliyet azaltilabilir.

5 farkh galisma grubunda, koyun dizlerinde 2,5 cm ¢apinda tam kat
kikirdak defekti olusturuldu. Bir grupta, olusturulan defektten elde edinilen
kikirdak doku klguk pargalara dogranilarak, defektli alana yerlestirildi ve Gzeri
kollajen membranla ortildu (MIV grup). Baska bir grupta, kollajen membrana
kullanimdan 6nce tip Il kollajenaz emdirildi. Bir bagka grupta kollajen membrana
hem kollajenaz hem de buyume faktorleri emdirildi. Diger bir grupta; Matriks
destekli otolog kondrosit implantasyonu (MACI) iki seansta uygulandi. Son grup
ise tedavisiz birakildi. 15 haftalik takip sonunda tamir dokulari makroskopik,
histomorfometrik ve glikozaminoglikan ile tip Il kollajen doku konsantrasyonu
acisindan biyokimyasal olarak kargilastirildi.

MACI ve MIV gruplarinda diger gruplara oranla daha iyi iyilesme goéruldd,
kendi aralarinda ise benzer sonug¢ verdiler. Kollajenaz veya buyume faktoru
eklenmesi daha iyi sonu¢ vermedi. Kollajenaz eklenmesinin ¢evre kikirdak
dokulara zararli etkisi gdzlenmedi.

Anlatilan yontemle, MACI ile benzer sonuglar elde etmek miumkuandur.
Defektli alana mikrokirik uygulanmasi sonrasi membranla ¢evrilmesinin Ustln
olup olmadiginin gdsterilmesi igin ileri calismalara gereksinim vardir. insanlarda
benzer sekilde sonuglar verip vermediginin gorulmesi igin yine ileri ¢calismalara
gereksinim vardir.

"MACI In vivo" teknigi dusuk maliyetli ve tek seansta uygulanabilir bir

tedavi yontemidir.

Anahtar Kelimeler: Glikozaminoglikan, Kikirdak Yaralanmalari, MACI, MIV, Tip

2 kollajen



ABSTRACT

Biologic treatment options for cartilage injuries require chondrocyte
expansion using cell culture. Clinical application is accomplished in two surgical
sessions and is expensive. If isolation of chondrocytes and stimulus for
proliferation and extracellular matrix synthesis can be achieved in vivo, the
treatment can be performed in one session and the cost can be reduced.

A 2,5 cm diameter full thickness chondral defect was created in knees of
5 groups of sheep. In one group, some of the chondral tissues obtained from
the creation of the defect were diced into small pieces and were placed into the
defect and were covered with a collagen membrane (MIV group) . In the other
group the collagen membrane was soaked in collagenase prior to usage. In the
next group the collagen membrane was soaked in both collagenase and growth
factors. Matrix induced autologous chondrocyte implantation (MACI) was
applied to another group in two sessions, and the last group was left untreated.
After 15 weeks of follow-up repair tissues were compared macroscopically,
histomorphometrically, and biochemically for tissue concentrations of
glycosaminoglycan and type Il collagen

MACI and MIV groups demonstrated better healing than others and were
similar. Addition of collagenase or growth factors did not improve results.
Addition of collagenase did not have detrimental effect on the surrounding
cartilage.

With the described method, it is possible to obtain comparable results
with MACI. Further studies are needed to see if it is superior to membrane
coverage over microfracture applied defective area. Further studies are also
needed to see if it works similarly in humans.

Low cost and one session application of the “MACI in vivo” technique are

appealing.

Key words: Cartilage injuries, Glycosaminoglycan, MACI, MIV, Type Il

collagen.



1. GIRiS VE AMAG

Eklem kikirdaginin 6zelligi, yapisi, fonksiyonu, hastaliklari ile ilgili bilgiler
ve bu eklem kikirdaklarinin tamir sorunu ilk kez 1743’de Hunter tarafindan dile
getirilmigtir. Hunter “Hipokrat zamanindan gunumuze kadarki bilgiler 1s1dinda,
Ulsere olmus bir kikirdak dokusu sorunlu bir hastalik olusturacaktir. Kikirdak
hasar goérdugunde, higbir zaman iyilesemez.” s6zl ile kikirdak hastaliklarinin
tedavisinin ne kadar sikintili bir stre¢ oldugunu belirtmistir. 1851’de Paget ise
“Inaniyorum ki; insanlarda higbir durumda, kaybedilen kikirdak dokusu kendini
yenileyemez veya yaralanmis kikirdak dokusu iyi bigimlendirilmis yeni kikirdak
dokusu ile tamir edilemez.” diyerek o tarihlerde kikirdak hastaliklarinin
zorlugundan ve tedavisinin olanaksizligindan bahsetmistir. Modern ¢ag ile
beraber kikirdak doku hastaliklarinin tedavilerine yonelik gelismeler olmustur.
Erich Lexer (Almanya) ve Henri Judet (Fransa) ,1900’lerin basinda hasarli
eklemlerin yenilenmesinde allogreft doku kullanmaya basladilar’?. Kikirdak
yaralanmalarinin agik tedavisinde; "Ev temizligi" prosedurt 1940'larda Haggart
ve Magnuson tarafindan yayginlastirildi®*. Haggart ve Magnuson bu prosediirle
eklem agrisi kaynagi olabilicek hasarli dokularin g¢ikarilimasi gerektigini
ongordiler. Bu amagla acgik sinovektomi, menisektomi, kondroplasti gibi
birtakim ydntemler tanimladilar®®. 1959 yilinda Pridie, subkondral drilleme
yoéntemi ile eklem yenilenmesi icin acik bir teknidi tanitti®>. Daha sonraki yillarda
artroskopi tekniginin kesfi ve etkin kullanimiyla beraber kikirdak cerrahi
tedavisinde hizli gelismeler oldu. 1980’lerde Lanny Johnson artroskopik
abrazyon artroplastisini tanimladi®. Friedmann 1984’de abrazyon artroplasti
sonuglarini agikladi’. Steadmann ise 1992'de mikrokirik ydntemini ortaya
koydu®. Kikirdak hastaliklarinin daha 6zgiin tedavisi, 1965'de Smith’in
kondrositleri ilk kez izole etmesi ve buyutmesi ile baglamistir. Petersen 1984’de
tavsan dizlerindeki kikirdak defektlerinin tedavisinde otolog kondrositleri
kullanmigtir. 1987°de Isveg'te otolog kondrosit implantasyonu (ACI) yoéntemi
tanitlmis ve insanda yine ilk kez bu ydntem isveg'te bu tarihte uygulanmistir.
Brittberg ve Peterson insanlar tzerinde ACI yontemi kullanilarak yaptiklari
calismalarini 1994 tarihinde vyayinlamislardir®. ACI y®nteminin bir (st

jenerasyonu olan Matriks destekli otolog kondrosit implantasyonu (MACI)
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2002’de Almanya’da Dr. Habermeyer ve Dr. Lichtenberg ile Amerika Birlesik
Devletleri'nde birkac merkezde tarif edilerek uygulanmaya baslanmistir™.

Sinovyal eklem yulzlerini gevreleyen ve surtinmeyi azaltarak agrisiz
harekete izin veren hiyalin kikirdak, su dolu makromolekuler agdan olusmus bir
ekstrasellUler matriks icine yerlesik kondrositlerden olusur. Kondrositler, kikirdak
matriks araciligiyla besin maddelerini ve oksijeni difuzyon yoluyla sinovyal
sividan alirlar. Hyalin kikirdagin avaskuler, andral ve hiposeliler bir doku olmasi
nedeniyle travmaya olan iyilesme yaniti oldukca kisitidir'""*. Kollajen, dokunun
geriime ve makaslama &zelliklerini saglar ve proteoglikanlari matriks iginde
immobilize eder. Kikirdagin mekanik davranigi, kollajen, proteoglikan ve
interstisiyel sivi komponentlerinin etkilesimine dayanir.

Kikirdagin avaskuler vyapisi ve farklilasmamis hicre vyetersizligi
nedeniyle, sadece kikirdagi ilgilendiren yaralanmalar, kanama ve fibrin pihtisi
olusumunu saglayamadigindan etkili bir iyilesme potansiyeline sahip dedgildir.
Bu durumda sadece kondrositler, sinirfli oranda c¢ogalarak yaralanma
bdlgesinde matriks makromolekullerinin sentezini artirirlar, fakat yeni matriks ve
hiicreler, yiizeyi hyalin kikirdak ile yapilandiramazlar™'. Kismi kalinliktaki
kikirdak yaralanmalarinda olusan onarim dokusu, hiyalin benzeri bir yapi da
icermesine ragmen Onemli oranda fibréz doku da igerir. Fibroz kikirdaktan
olugsan onarim dokusu, ¢evre saglam kikirdak dokuya benzer mekanik 6zellikleri
saglayamaz.

Kemik iliginde bulunan kok hicreler ancak subkondral kemigin batlinlagu
bozuldugunda defekte ulasip tamir sirecinde gorev alabilirler. Damarsal bir aga
sahip olan, kikirdak doku digsindaki diger dokularin iyilesme sirecinde, vaskuler
bir giris ve bununla birlikte doku ile matriksi olusturacak htcrelerin iyilesme
bdlgesine gogu olur. Ancak kikirdak iyilesmesinde vaskuler bir doku yoktur. Bu
nedenle hucreler bagka bir kaynaktan temin edilmelidir. Bunun bir yolu kemik
iligindeki mezenkimal kok hacrelerin  (MKH) defekte go¢ etmesinin
saglanmasidir. Bir diger yol ise kondrositlerin disaridan defekt igine
implantasyonu araciliyiyla gerceklesebilir'®. Bu amacla gelistirilen otolog
kondrosit implantasyon (ACI) ydonteminin bazi teknik dezavantajlari vardir. Bu

yontemde hassas bir hicre slUspansiyonu kullanmak gerekir. Periostu su



gegirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga periostu suture etmek
gerekir. ACI'nin ikinci seansinda artrotomi yapma gereksinimi dogar ki; periost
grefti kullanimi ve artrotomi yapilmasi komplikasyonlara acgiktir'’. Standart tek
katman hucre kualturinde kondrositler fenotipik olarak geri farklilagmaya
zorlanmaktadir. Hiucre suspansiyonu enjeksiyonu homojen olmayan dagilima
neden olmakta, hucrelerin periost greftinden sizarak kaybr mimkin olmakta ve
cerrahi siiresi uzun olmaktadir'®. Bu problemlere ¢6ziim amaciyla 1999 yilinda
MACI tarif edilmigtir. 2002 yilindan itibaren ACI'nin ikinci nesli olarak kabul
edilen ve U¢ boyutlu biyobozunur matrikslerin kullanildigi MACI yontemi klinik
kullanima girmistir'""°.

Doku muhendisligi G¢ ana bolimden olusur: hicreler, matriks ve bluyime
faktorleri. Matriksin gorevi hicreleri canli tutarak esit dagilimini saglamak, erken
donemde yeterli biyomekanik destek vermek ve kondrosit farklilasmasini ve
aramadde salinimina destek olmaktir. Kondrositler ancak U¢ boyutlu bir matriks
icinde kuresel fenotiplerini, yani farklilagsmis morfolojilerini koruyabilmektedirler.
Uzun sureli kultdr ortami kondrositlerin fibroblast morfolojisine dénmelerine ve
daha cok tip | kollajen sentezlemelerine neden olmaktadir?®. U¢ boyutlu ortamda
ise tip Il kollajen ve aggrekan sentezlemektedirler?’?2. Matriks olarak en sik
kollajen ve hyaluronan temelli malzemeler kullaniimaktadir'®. Hiicrelerin esit
dagihmini saglamak igin ilk olarak tip | ve tip lll kollajenden olusan membran
kullanilmis, kondrositler bu membran Uzerine ekilerek implante edilmislerdir?.
Kollajen membrana ekilen hicrelerin homojen dagilim gosterdikleri ve kondrosit
fenotiplerini koruduklari gdsterilmistir®.

Bes cm?den bilyiik kikirdak defektlerinin tedavisinde giinimiizde altin
standart tedavi yontemi MACI'dir. Ancak, bu yontemin bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu ydntemle hasta 6 hafta arayla iki defa cerrahi girigsim
gecirmekte ve ybontem pahaliya mal olmaktadir. Tek seansta
gerceklestirilebilecek ve en az MACI yontemi kadar iyi sonug verebilecek ucuz
bir yonteme ihtiyag¢ vardir. Bu yontemde amag¢ MACI yonteminde in vitro olarak
gergeklestirilen otolog kondrosit klltlr slrecini in vivo ortama tasimaktir. Bu

sayede tedavi tek seansta gergeklestirilebilecek ve maliyet dusurulebilecektir.



MACI yonteminde ilk asamada kondrositlerin izolasyonu, matriks
icerisine gomulmesi ve uygun kudltir ortaminda c¢ogaltilmasi gerekmektedir.
Hedeflenen yeni ydntemle kondrosit kdltirinin ilk asamasi olan kondrosit
izolasyonunun eklem iginde gercgeklestiriimesi, kondrosit kudltirinin ikinci
asamasl olan inkubatdrde hicre c¢ogaltmanin yine eklem igerisinde
gerceklestiriimesi amaclanmigtir. Ve MACI yonteminin son asamasi olan
matrikse gomull hicrelerin in vivo ortamda kikirdak matriksi Uretmesinin

denenen yontemle karsilastiriimasi planlanmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kikirdak Histolojisi

Kikirdak doku, 6zellesmis bir bag dokusu olup, diger butin bag dokular
gibi U¢ elemandan meydana gelmigtir: htcreler, lifler ve temel madde. Lifler ve
temel madde, hicrelerarasi madde ya da matriksi olustururlar. Kikirdakta temel
madde baglica proteoglikanlar (kondroitin sulfat) ve glikoproteinlerdir. Kikirdak
matriksi kondroitin sullfat igerdiginden olduk¢ca saglam olup, yapisal destek
fonksiyonu gormektedir. Kikirdak matriksinde, ayni zamanda lifler de bulunur ve
kikirdagin esnekliginden sorumludur.

Kikirdak, kondrosit denen hicreler ve yogun bir hicrelerarasi maddeden
olusan avaskuler bir dokudur. Kikirdak hacminin %95’inden fazlasini matriks
olusturur. Kondrositler sayica az olmasina ragmen matriksin Uretimi ve devamliligi
icin dnemlidir.

Matriks icerisinde kan damarlari olmadigi igin, icerigindeki fazla miktardaki
glikozaminoglikanlarin tip Il kollajen liflere olan orani, kan damarlari iceren ¢evre
bag doku ile arasinda madde diffizyonuna izin verecek duzeydedir. Boylece doku
canhhgini koruyabilmektedir.

Fotal hayatin erken devrelerinde kikirdak gecici olarak iskeletin hemen
tamamini  olusturur. Yetiskin memelilerde ise kemiklerin artikiler (eklem)
yuzeylerinde, tek iskeletsel destek olarak solunum yollarinda ve kulagin bazi
kisimlarinda gérilmeye devam eder. Matriks igerisinde kollajen ve elastik liflerin
bulunmasina bagl olarak dokunun gerilme kuvveti veya elastikiyeti artiriimis olur
ve dokunun viucudun farkli yerlerindeki mekanik ihtiyaglara uyumu saglanir. Liflerin
cinsi, fazlahgi veya azligi ile temel maddenin kimyasal O6zelligi kikirdagin
siniflandiriimasinda esas alinir. Genel olarak 3 tip kikirdak goralur (Sekil 1-2):

1-Hyalin kikirdak

2-Elastik kikirdak

3-Fibroz kikirdak
Bunlardan hyalin tip, kikirdak tipleri arasinda en karakteristik ve vicutta en fazla

olanidir. Diger kikirdak tiplerine ise belirli bolgelerde rastlanir.
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Sekil 1: Kikirdak Dokusunun Tipleri (www.antranik.org)
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Sekil 2: Kikirdak Dokusunun Tipleri Histolojik Gérunumleri (www.antranik.org)
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2. 2. Kikirdak Geligmesi ve Bliyiimesi

Diger destek dokulari gibi kikirdak dokusu da mezensimden gelisir.
Kikirdagin gelisecegi bir bdlgede mezensimal hlcreler uzantilarini kaybedip
yuvarlaklasir ve sikica biraraya gelerek kimeler olustururlar, ayni zamanda
kollajen lifler hucrelerarasi madde igerisinde depolanir. Bu sekilde kime
olusturmus hucre gruplarina kikirdaklasma merkezi denir. Hucrelere de artik
kondroblast adi verilir. SOX-9 transkripsiyon faktord, hdcrelerin kondroblastlara
farklilagsmasini baslatmaktadir. Kondroblastlardan salinan temel madde kollajen
lifleri cevirir ve maskeler. Etrafinda matriksin olusmasindan dolayr hucreler
nisbeten birbirlerinden ayrilir ve gittikge laktna olarak adlandirilan ku¢uk bosluklar
icerisinde yerlesim gosterirler. Daha fazla differansiyasyona ugrayarak olgun bir
kikirdak hlcresi ya da kondrosit karakterini kazanirlar. Bu hucreler vakuol, lipid ve
glikojen yonlerinden zengin hale gecgerler. Genigleyen kikirdak yiginlari etrafindaki
mezengim baskiya ugrar ve kikirdagin fibréz zari olan perikondriumu olugturur. Bu
zar bir tarafta kikirdak ile diger tarafta ise bag dokusu ile birlegir. Kan damarlari ve
sinirler ¢cevredeki gevsek bad dokusundan perikondriuma girerler. Kondrositlerin
beslenmesi, perikondriumda yerlesen kapillerlerden veya eklem kavitelerindeki
sinovyal sividan besinlerin diffUzyonu ile saglanir. Benzer sekilde artik maddeler
de hdcrelerden vaskuler perikondriuma gegerek uzaklasirlar. Kikirdagin daha da
buyumesi 2 yolla olur:

- interstisyel (Endogenous) Biiyiime: Béliinme yetenegine sahip olan,
gen¢ kondrositler prolifere olur ve yeni matriks meydana getirirler. Kendi
icerisinden genigleme olan bu tip kikirdak biyumesi, endogenous (interstisyel)
kikirdak buyUmesidir ve yalnizca nisbeten gen¢ kikirdaklarda goérulir. Geng
kikirdaklar hentz genigleyerek sekil alabilecek durumdadir. Olgun kikirdak
icerisinde gorulen hlcre gruplari ya da hicre yuvalarl interstisyel buyime
durdugunda goérilen duruma isarettir. Bagslangigta bdlinen kondrositten
kaynaklanan yavru hucreler tek bir lakiina igerisinde yerlesmislerdir. Yeni matriks
salgilandikg¢a, hdcreler arasinda ayrilma goértlmekte ve her hlcre kendi lakinasi
icerisinde kalmaktadir. Devam eden matriks salgilamasi sonucunda, hucreler

birbirinden uzaklagmaktadirlar. Interstisyel bilylime uzun kemiklerin uzamalarini
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saglayan epifizyal plaklarda ve endokondral kemik gelisimindeki kikirdak modelin
ortaya ¢ikisinda énemli rol oynar.

- Appozisyonal (Exogenous) Buyume: Kikirdagin hacmini arttirdigi ikinci
tip exogen (appozisyonal) buyume, perikondriumda ki hdcrelerin farklilagsmasi ile
gerceklesen bir buyume seklidir. Aktivite perikondriumun i¢ tabakasindan basglar.
Buradaki hucreler hem sekil hem de perikondriumun tip | kollajen igerigini
salgilama fonksiyonu acisindan fibroblastlari andirirlar. Kikirdak buyumesi
basladidinda, hicreler, SOX-9 transkripsiyon faktorin ekspresyonu sayesinde
differansiye olurlar; sitoplazmik uzantilari kaybolur, c¢ekirdek yuvarlaklasir ve
sitoplazma miktari artar. Hulcreler kondroblastlara farklanmaktadirlar.
Kondroblastlar, tip Il kollajen dahil kikirdak matriksini salgilamaktadirlar.
Appozisyonal buyume vyetiskin kisilerde ancak kikirdak onariminin gerektigi

durumlarda goralir.

2. 2. 1. Hyalin Kikirdak

Hyalin kelimesi Yunanca cam anlamina gelen hyalos kelimesinden kdken
alir. Taze iken, hyalin kikirdak seffaf, mavimsi-beyaz yiginlar halindedir™.

Fotiste hemen butin iskelet hyalin kikirdaktir, sonradan yerini kemige
birakir. Yetigkinde ise fazla hareketlilik gerektiren yerlerde gorulur. Yetiskinde
hyalin kikirdagin bulundugu yerler;

1- Eklemlerde (kemiklerin eklem yuzeylerinde)

2- Kostal kikirdaklar

3- Burun kikirdaklari

4- Larinks kikirdaklari

5- Trake ve brons kikirdaklari

2. 2. 1. 1. Hyalin Kikirdak Huicreleri

Kikirdakta 3 tip hicre bulunmaktadir; kondrojenik hicreler, kondroblastlar
ve kondrositler. Kondrojenik hucreler, mezengimal hucrelerden kdken alan ig
sekilli hicrelerdir. Ovoid gekirdekleri, 1-2 ¢ekirdekgikleri olan bu hicreler, klguk bir
Golgi kompleksi, az sayida mitokondriyon, biraz granuler endoplazmik retikulum

ve bol miktarda serbest ribozomlar igerir. Kondroblastlar, mezensimal hicrelerden
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ve kondrojenik hicrelerden gelisir. Protein sentezi icin gerekli organellere sahip
bazofilik hucrelerdir. Elektron mikroskopta, zengin granuler endoplazmik retikulum
ag\, iyi gelismis Golgi kompleksi, gok sayida mitokondriyon ve sekretuar vesikuller
icerdigi gorulUr. Kondrositler, matriks icerisinde kuguk kavitelerin ya da lakunalarin
icinde yerlesmis kikirdagin yapisal hucreleridir ve enkondral kemiklesmede
énemli bir rol oynadiklari diistiniilmektedir °. Kondrosit hiicreleri genellikle ovoid
veya sferikaldir. Eger birka¢ hlcre bir arada bulunuyorsa temas yuzeyleri
yassilagmistir. Her bir hiicre, merkezi yerlesmis, buyulk, sferikal cekirdege sahiptir,
cekirdekgik ise tek veya daha fazla olabilir. Stoplazma sahip oldugu fazla miktarda
serbest ribozomlardan ve nispeten iyi gelismis granuler endoplazmik retikGlimden
dolayl orta derece bazofiliktir. Gorunume ince granuller hakimdir. Ek olarak,
stoplazmada, buyuk hacimli mitokondriyonlar, vakuoller, yag damlaciklari ve bir
miktar glikojen bulunur. Canli kikirdakta kondrositler lakiinalari tamamen doldurur
fakat parafin kesitlerinde fiksasyon ve dehidratasyondan dolayi lakinalarla hiicre
arasinda bosluk gorulur; hdcre buztUsmustlr, ¢ok ender olarak lakinalarin
seklindedir. Yetiskinde kikirdak dokusu iginde htcreler gruplar halinde bulunabilir.
Her bir grup tek bir ana kondrositin Grinudur. Bir lakina iginde yerlesmis bir ana
hicreden koken almis olan bu hucreler grubuna izogen grup ya da hucreler
yuvasl denir. Kondrositlerin, izogen gruplar seklinde bulunmalari yeni
bolinduklerinin isaretidir. Yeni bolinmus bu kondrositler etraflarindaki matriksi
salgiladiklarinda, birbirlerinden uzaklasirlar. Bu hlcreler ayrica
metalloproteinazlari da salgilamaktadirlar. Bu enzim sayesinde kikirdak matriksi
parcalanir, hiicreler genisler ve yeniden vyerlesirle”?®. Kikirdak kiimesinin
periferine dogru hucreler eliptik sekil alir ve ylzeye paralel olarak duzlesir. Fotal
kikirdakta hucreler siklikla dizlesmistir ve hiicre yuvalari ender olarak gorulUr.

Kikirdak oncult hacreler, birgok sinyal molekulu tarafindan yonetilen bir
yolaktan gectikten sonra kikirdaga donugir. Bu molekullerden bazilari Indian-
hedgehog (lhh), Kemik morfojenik proteinleri (BMPs), ve Paratiroid-hormon-
iliskili-peptid (PTHrP)'dir?*°.

Kondrositler esas olarak iki islev yapmaktadir. Kikirdak dokusunun esas
hidcresel bolimunu olustururlar ve enkondral kemiklesme slrecinde, kemik

olusumunda &énemli bir rol oynamaktadirlar. Enkondral kemiklesme sureci,

15



osteoblast ve kondrositler arasindaki yakin iligkiye de guzel bir 6rnektir. Bu
surecte, damarsiz kikirdak dokunun yerini; yiksek oranda damarli, mineralize
doku alir ve ileride iskelet elemanlarini olusturacak mezenkimal oncullerin
embriyogenezdeki baslangi¢ elemanlari buraya yerlesir. Bu mezenkimal
yogunlagmasi ile iskelet elemanlarinin sekli, osteojenik yolak ve kondrojenik
yolak farklilasmalari saglanir®’*2%.

Kondrosit fonksiyonlari hormon bagimlidir. Glikozaminoglikan sentezi
tiroksin, buyime hormonu ve testesteron ile artarken; steroid, hidrokortizon ve
Ostrodiol ile azalir. Kikirdak baylimesi hipofizden salinan somatotropin ile
olmaktadir. Bu hormon kikirdak Gzerine direkt etkisi yoktur. Etkisini

karacigerden salinan insiilin benzeri bilyiime faktori (IGF-1) ile yapar®.

2. 2. 1. 2. Hyalin Kikirdak Matriksi (Huicreleraras1 Madde)

Her ne kadar matriks taze durumda iken ve normal fiksasyondan sonra
homojen gorinlrse de, gercekte fazla miktarda sekilli ve sekilsiz hlcrelerarasi
maddelere sahiptir. Sekilli tip kollajen tarafindan simgelenir. Taze materyalde
kollajen, etrafindaki temel madde ile 15191 ayni derece kirdigindan goérinur halde
degildir. Fakat ince kesitlerde polarize mikroskop ile goézlenebilirler, ayrica tripsin
veya dilue alkalilerle muameleden sonra gorunudr hale gegerler. Elektron
mikroskobide ise ¢ok kolay gozlenirler. Kollajen lifler ender olarak demetler
halindedir, genellikle kece gibi orulmus ince bir ad olustururlar. Kollajen Iif
demetleri yalnizca eklem yuzeylerindeki hyalin kikirdakta gozlenir. Kikirdaktaki
kollagen tipi deri ve tendondakinden oldukga farklidir. Ug a-1 proteini igeren triple
helikslerden olugmustur (tip Il kollajen) . Hyalin kikirdakta bulunan kollajen diger
bag dokularindakinden daha az polimerizedir. Bununla birlikte kikirdak hicreleri,
dislk yogunluklarda kultarleri yapildiginda, oldukca onemli degisiklikler
gosterirler. Bu hucreler tip 1l kollajen yapimini durdururlar, bunun yerine
fibroblastlardaki gibi tip | kollajen yapmaya baglarlar. Dolayisi ile kondrositler
fibroblastlara dontismusglerdir. Hicreler tarafindan Uretilen ekstrasellller matriks
farklilagsmis hdcrelerin korunmasina yardimci olur. Kikirdagin temel maddesi
icerdigi proteoglikanlardan dolayir oldukga bazofiliktir. Proteoglikanlar buyuk bir
protein  6zUne sahip  (250.000 molekdl  agirhdinda)  polisakkarit
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glikozaminoglikanlardan olugsmuslardir. Kollajen lifler temel madde igerisine
gémulmasglerdir. Temel madde proteoglikan molekilleri tarafindan olusturulan
oldukga yuksek oranda hidrate olan jel benzeri materyallerden olusmustur.
Kollajen lifler matriks igerisinde organize olmuslardir ve proteoglikanlarin aku6z
fazlari besin maddeleri, dizenleyici maddeler ve metabolitlerin kan ile kikirdak
hicreleri arasinda diffuzyonuna misaade eder. Proteoglikanlarin, katyonlari
bagladiklarina inaniimaktadir. Bu yolla su ve elektrolitlerin matriks icindeki
tasinmasinda o6nemli rolleri vardir. Cok sayida uzun dallanma gdstermeyen
proteoglikanlarin glikozaminoglikan zincirleri oldukga hidrofiliktir; boylece hidrate
olmus yerler disuk konsantrasyonlu karbonhidratlar tarafindan olusturulmustur.

Hyalin kikirdak, yliksek konsantrasyonda sulfat gruplari igerdiginden, temel
madde bazik boyalar ile boyanmaktadir. Dolayisiyla, boyanmis kikirdagin
gosterdigi bazofili ve metakromazi, silfatlanmis proteoglikanlarin dagihmi ve
konsantrasyonu hakkinda fikir verebilir. Proteoglikanlar, embriyonik kikirdaklarda
her tarafta yaygindirlar, fakat olgun (yetiskin) kikirdaklarinda proteoglikanlar
degisik farkli bolgelerde yogunlasma gosterirler.

Kondrositleri gevreleyen ekstraselliler matriks 3 bolgeye ayrilir (Sekil 3).

1- Perisellller matriks; her bir kondrositi cevreler.

2- Teritoriyal matriks; bir tek hlicre ya da kondronun periselller matriksini
cevreler. 50um genisligindeki bir bant seklindedir ve konroidin sullfatca zengin
oldugu icin PAS (+) boyanir. Bu matriksin disi ise tip Il kollajence zengin,
proteoglikanlarca fakirdir.

3- interteritoriyal matriks; kikirdagin biyiik kismini olusturur ve dokunun
yapisal 6zelliklerini verir ve dokuyu korur.

Perisellller ve teritoriyal matriks kondrositlerin interteritoriyal bolgeye
yapismasini, yuk altinda hdcrelerin hasardan korunmasini ve mekanik

sinyallerin hiicrelere ulasmasini saglar®>**%".
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Sekil 3: Kondrositleri gevreleyen ekstrasellller matriks

Kapsuler (periselller) matriks, kondrositin hemen etrafinda ¢ok yogun
olarak boyanmis bir halka seklinde go6zlenir. En fazla konsantrasyonda
sulfatlanmis proteoglikanlar, hyaluronan, biglikanlar ve bazi glikoproteinler bu
bdlgede bulunmaktadir. Kapsuler matrikste tip VI kollajen lifler kondrositlerin
etrafini sikica 6rmuslerdir. Hiicre ylzeyindeki integrin reseptorlerine baglanarak
kondrositleri matrikse baglamaktadirlar. Bu matrikste ayrica tip IX kollajen de
yuksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Laktnalarin hemen gevresinde territorial
matriks bulunmaktadir. Bu bdlge, kapsller matriks kadar olmasa da
proteoglikanlardan zengindir ve koyu bazofilik boyanir. Toluidin mavisi ile
metakromazi gosterir ve PAS pozitiftir. Tip Il kollajen liflerinin rastgele dizenlenmis
agd! ile daha az miktarda tip IX kollajen igermektedir. Laklnalarin arasinda
yerlesen matriks ise daha az bazofilik olup, interterritorial matriks adini alir.
Proteoglikanlarin protein kisimlari grantler endoplazmik retikilimde yapilir. Stlfat
gruplarin eklenmesi ve paketlenme Golgi kompleksinde yapilir ve daha sonra
salgl vesikulleri halinde salinirlar. BUtin kikirdaklarda bulunan spesifik
proteoglikanlar, kondroitin 4-sulfat, kondroitin 6-sulfat, keratan sulfat ve az

miktarda hyaluronik asittir.

18



2. 2. 1. 3. Perikondrium

Eklem vyuzeyleri disinda, kikirdak perikondrium adi verilen siki bag
dokusunda olusmus kuvvetli bir tabaka ile kaphdir. Perikondriumun dis tabakasi
fibroz tabaka olarak adlandirilir. Tip | kollajen lifler, fibroblastlar ve kan damarlar
icerir. Perikondriumun i¢ tabakasi kondrojenik tabaka olarak adlandirilir ve daha
fazla hucreseldir. Bu tabaka kondrojenik hacreler igerir ve bu hUlcreler
kondroblastlara donusurler. Bu sekilde tabakalanma, aktif bluyume oldugunda fark
edilebilir. Aktif olarak yeni kikirdak Uretimi olmadiginda veya bliyumenin ¢ok yavas

oldugu kikirdakta belirgin degildir.

2.2.1. 4. Eklem Kikirdagi
Hareketli bilesme yerlerinin eklem ylzeylerini kaplayan kikirdaga eklem
kikirdadi denilmektedir. Eklem kikirdagi; kondrositler, su ve hicre digi matriks

bilesenlerinden olusmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Eklem kikirdaginin yapisal bilegenleri

Kondrositler %5

Hucre digi matriks

- Su %65-80
- Kollojen %10-20
- Proteoglikan %10-15
- Diger bilesenler (Adhesivler ve yaglar) <5

Batin kikirdak dokularin vicutta ¢ok o6nemli fonksiyonlari olmasina
ragmen; doku mihendisligi en cok eklem kikirdagi ile ilgilenmektedir®®. Eklem
kikirdaginin yapisi genellikle hiyalin kikirdaga benzer®®. Eklem kikirdagi, hiicreden
fakir, lenfatik ve vaskuller yapilardan yoksun ancak kondrositler tarafindan
Uretilmis bol miktarda ekstraselliiller matriks iceren bir yapiya sahiptir*®. Kikirdak
pH’s1 7,4'tir"".

Eklem kikirdagi; hayatimiz boyunca surekli olarak mekanik streslere
maruz kalir ki; bunlar, kikirdak dokusunun saglikh kalmasi igin gerekli

uyarilardir®?. Yik tasimayan kikirdak incelir ve yumusar. Yik tasiyan eklem

19



yuzey alanlarindaki kikirdak dokusu, daha kalin ve mekanik olarak daha
gugludur. Kikirdak dokusu; farkli yUklenme sekillerine gore, metabolik
degisiklerle uygun cevabi vermeye galigir*>#+%°.

Yetigkinlerde eklem kikirdagi nisbeten hucresiz olmakla birlikte, toplam
kikirdak dokunun yaklasik %2’sini hiicreler olusturmaktadir®®. Kiigiik yaslarda
yogun olan hucre yogunlugu, yasla birlikte azalma gosterir, kikirdak daha
baskin hale gecer®®. Bu azalma 20-30 yaslar arasinda pik yapar ve hiicre
yogunlugunun en az oldugu dénem bu yaslar arasindaki donemdir. Eklem
kikirdagi igin en 6nemli hucresel kaynak kondrositlerdir. Butin kondrositler dar
bir hiicresel boélgeden salinir.

Her ne kadar hyalin kikirdak yapisina sahip olsa da, eklem kikirdagi
diger hyalin kikirdaklardan (nazal ya da trakea kikirdaklari gibi) ayiran bazi
Ozellikleri vardir. Diger hyalin kikirdak yapilarinda bulunmayan Kkalsifiye
kikirdaktan baslayarak eklem yuzeyine dogru dikey ilerleyen ve yluzeyde
bukullerek paralel seyreden tip Il kollajen lifleri organizasyonuna ve bu liflerin
arasinda kolonlar halinde yerlesmis sferik hlcreler ile ylizeyde yassilasmis
kondrositler seklindeki bir mimariye sahiptir. Bu mimari, eklem yukunun
taginabilmesi igin 6zgiin bir yapidir®’.

Eklem kikirdaginin hem serbest yluzeyinde hem de tam karsisindaki kemik
ile iligkili yuzeyinde perikondrium bulunmaz. Kikirdagin perikondriyuma sahip
olmadigi alanlarda (6zellikle eklem yuzeyi) kikirdak hucreleri eklem ylzeyini
yikayan sinovial sividan beslenir®®. Eklem kikirdagi, gelisen kemigin sablonunu
olugturan hyalin kikirdagin bir kalintisidir ve yetigkin hayat boyunca varligini
stirdirir. Yetiskinde 2-5 mm kalinhgindadir ve dért bélgesi vardir*®*® (Sekil 4-5):

1) Yuzeyel (tanjansiyel) tabaka: Eklem yuzeyine en yakin, basinca direncli
bdlgedir. Cok sayida uzun yassi kondrositler icermekte ve bu hucreler, serbest
yuzeye paralel sekilde duzenlenen yogunlasmis tip |l kollajen lif demetleri ile
sariimislardir.

2) intermediyer (transizyonel) tabaka: Yiizeyel tabaka altinda yerlesen ve
matriks icerisinde rastgele dagiimis yuvarlak kondrositler iceren bolgedir. Kollajen

lifler daha az organizedir ve ylzeye dogru oblik duzenlenmektedirler.
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3) Derin (radyal) tabaka: Serbest ylzeye dikey kisa kolonlar seklinde
duzenlenen kuguk, yuvarlak kondrositler ile karakterize bir bolgedir. Kollajen lifler,
kolonlar arasinda ve kemigin uzun eksenine paralel sekilde siralanmislardir.

4) Kalsifiye tabaka: Kucuk kondrositler ile birlikte kalsifiye matriksin varligi
ile karakterizedir. Radyal tabakadan dizgun, dalgali, yiksek oranda kalsifiye bir
sinir ile ayrnlmigtir. Bu sinir Uzerinde, lakina igerisindeki kondrositin
proliferasyonu, interstisyel buyime icin yeni hlcreler saglamaktadir. Eklem
kikirdaginin yeniden yapilmasinda, kondrositler bu bodlgeden baglanti yuzeyine
goc etmektedirler. Kalsifiye bdlgenin anahtar komponenti hidroksiapatit

kristalleridir. Bu bdlge ¢ipa gorevi gormektedir.
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Sekil 4: Eklem kikirdagi tabakalari histolojik gorunuma

(http://www.lab.anhb.uwa.edu.au)
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Sekil 5: Eklem Kikirdagi tabakalari sematizasyonu (http://www.frontbiosci.org)

;I -

Yuzeyel tabakadan derin tabakaya inildikge, kondrosit hacmi artarken,
kollajen lifleri eklem yiizeyine dik hale gelir*'***',

Eklem kikirdaginin ylzeyel tabakasinda ki kollajen liflerinin yoni mekanik
acidan ¢ok onemlidir. Kikirdak yuzeyi sivri bir cisimle delindiginde doku kollajen
lifleri boyunca ikiye ayrlir. Bu da bize dokunun mekanik davraniginin yone

baglliginin bir gdstergesidir®® (Tablo 2).
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Tablo 2. Eklem kikirdagi tabakalarinin 6zellikleri

Tabaka Kalinlik(pm) Ozellik Kollajen Fonksiyon
Dizilimi
Yiizeyel 40 Metabolik aktivite Horizontal Gerilmeye
disuk karsi
Orta (Gegis) 500 Metabolik aktivite Oblik Kompresyona
yuksek karsi
Derin 1000 Kollajen boyutu Dikey Kompresyona
karsi
Tidemark 5 Bariyer Yatay Gerilmeye
karsi
Kalsifiye 300 Hidroksiapatit - Cipa
kristalleri

2.2.1. 5. Beslenme
Genellikle kikirdak, kan damarlarindan, lenfatiklerden ve sinirlerden

yoksundur>®°?

. Dolayisi ile kondrositler perikondriumdaki kan damarlarindan
diffuzyon yolu ile beslenirler. Bu duruma bagh olarak kikirdak hucrelerinde
metabolizma olaylari yavas yavas cereyan eder.

Bazi kikirdaklar her biri kiglik arter ya da arteriol iceren ve dallanma
gosteren kuguk kanallar ile delinmiglerdir. Bu kikirdak kanallarinin énemililigi
hakkinda bugiin pek bilgimiz yoktur. Onceleri bazi otérler bu kanallarin bagka
yerlere gitmek igin kikirdagi katettigini one surmuslerdi. Yakin gegmiste ise pek
cok otor bu kanallarin ilk gorevlerini kikirdagin intertisyel buyumesi ile
bagdastirmislar ve ikincil olarak da Ozellikle kikirdak derin hucrelerinin
beslenmesine yardim etmek Uzere ilave beslenme kaynagi olabileceklerini 6ne
surmuglerdir. Batun bunlara karsi kikirdagin perikondrial damarlardan diffuzyonla

beslendigine dair kusku bulunmamaktadir.
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2. 2. 1. 6. Retrogressif Degisiklikler

1- Beslenmenin yetersiz oldugu yasllik gibi durumlarda hyalin kikirdakta
hem hicresel hem de matrikse ait retrogressif (gerileyici) degisiklikler ortaya ¢ikar.
Yaglilik ile birlikte kikirdak daha az hucresel hale gelir ve proteoglikanlarin
azalmasi ile birlikte nonkollajendz proteinlerin artmasina bagli olarak matriks daha
az bazofili gosterir. Kikirdak seffafligini kaybetmeye baglamistir.

2- Asbestos transformasyonu adi verilen olayda blyuk kikirdak kimeleri
icinde kollajen liflere higbir sekilde benzemeyen, sikica paketlenmis kaba lifler
birikir. ipegimsi gériinimdeki bu lifler, daha genis bolgelere yayilabilir ve matriksin
yumusamasina ve hatta kavite olusmasina neden olabilir.

3- Kikirdak igerisindeki en onemli retrogressif degisiklik kalsifikasyondur.
Kalsifikasyon ayni zamanda kikirdagin kemiklesmesi sirasinda da gegici olarak
gorulebilir. Kalsifikasyonda c¢ok kuguk kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat
granulleri, hicrelerarasi madde igerisinde depolanir. Depolanma 6nce hucrelerin
etrafinda olur, sonradan butliin matrikse yayilir. Grandller buyur ve birlesir dolayisi
ile kikirdak sertlesir ve gevreklesir. Hicrelerarasi madde bu sekilde kalsifiye
olduktan sonra, kikirdagin beslenmesi icin gida maddelerinin diffuzyonuna
musaade edilmez, hucreler olur ve sonradan da kalsifiye matriks yavas bir sekilde

absorbe olur.

2.2.1.7.Rejenerasyon

Tahribata ugrayan veya yok olan bir kikirdak bdlgesinin rejenerasyon
yetenegi oldukga azdir. Gelisimini tamamlamis hyalin kikirdak dokusu,
rejenerasyon Ozelligi gostermez. Olay ancak perikondriumun aktivasyonu ile
saglanir. Perikondrial bag dokusu prolifere olarak hasar olan yeri doldurur. Bu
vaskularize bag dokusu asamali bir sekilde ve appozisyonal buyumeye benzer
sekilde kikirdak dokusuna donusur. Olgun kikirdakta goérulen bir yirtilma, ¢atlama
kikirdak tarafindan degil de siki fibréz bag dokusu tarafindan tamir olabilir ki,
sonradan kemik ile yer degistirebilir. Kikirdak hlcrelerin harap olmasi halinde

rejenerasyon gucu azalir.
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Eklem yuUzeylerinde perikondrium bulunmadigi icin, bu bdlgede gergek bir
rejenerasyon olmaz. Her ne kadar kirik ve kesik yuzeyler primitif fibréz kikirdak ile
onarilirsa da olay hyalin kikirdak rejenerasyonuna ulasamaz.

Kikirdak rejenerasyonu bazi durumlarda periost tarafindan da yapilabilir.
Kemik kiriklarinda, bu bdlgede daima dnce periosttan gelisen bir kikirdak dokusu

olusur.

2. 2. 2. Elastik Kikirdak

Bu tip kikirdak destek ile birlikte elastikiyetin de gerektigi yerlerde; dis
kulak, isitme borulari, epiglottis ve larinksin bazi boélumlerinde gorulir. Taze iken
seffaf degildir ve igerdigi elastik liflerin ortama hakimiyetinden dolayi sari renktedir.
Hyalin kikirdagin bir modifikasyonudur, fakat daha opaktir. Hicreleri yag ve
glikojen yoninden hyalin kikirdak hicrelerine oranla daha fakirdir. Matriksinde gok
fazla elastik lif yaninda kollajen lifler de bulunur. Kollajen lifler maskelenmig
durumdadir. Elastik liflerin kalinligi ve miktari farkhidir. Lifler kikirdagin i¢
taraflarinda daha genistir ve daha yogun paketlenmistir. Hyalin kikirdak gibi
blylime gosterir ve perikondrium ile gevrilidir (blyime hem insterstisyel ve hem
de perikondriumdan appozisyon ile olur). Elastik kikirdakta dejenerasyon daha az

goruldr.

2. 2. 3. Fibroz Kikirdak

Kuvvetli mukavemet ve destegin gerektigi yerlerde, intervertebral disklerde,
pubis symphisislerde ve diger bazi eklemlerin intra-artiktler disklerinde bulunur.
ilaveten bazi tendon ve ligamentlerin kemige bagli oldugu yerlerdeki kikirdak ile
omuz, kalca eklemlerini sinirlayan kikirdaklarda da goérularler. Fibroz kikirdak
higbir zaman tek basina bulunmaz. Ya asamali olarak komsu hyalin kikirdak ile
birlesir veya komsu siki fibor6z doku ile kaynasir. Elastik kikirdagin aksine fibroz
kikirdak hyalin kikirdagin modifiye olmus sekli degildir. Dens (siki) kollajendz bag
dokusundan meydana gelmistir. Lif bandlarinin arasinda hyalin kikirdak matriksi
bulunur ve bu matriks igindeki hicreleri iceren lakunalar yer alir. Hlcreler tek tek
veya izogen gruplar halinde olabilir, fakat ¢ogunlukla kisa siralar seklindedir.

Kondrositler, hyalin kikirdaktakilere benzer fakat hiicrelerarasi madde daha azdir.
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Fibroz kikirdak perikondriuma sahip degildir. Ligament ve eklem
kapsdullerinin siki bag dokulari ile yakin iligkilidir, dolayisi ile kikirdak ile siki bag
dokusu arasinda degisici bir yapi olarak dusunulebilir. Genel olarak normal bag
dokusuna benzer bir sekilde gelisir. Baslangigta ¢cok miktarda fibriller materyal ile
birbirlerinden ayriimig, fibroblastlar bulunur. Sonradan bu hucreler kondrositlere
donusur ve bunlar da kartilajindz matriksten olugsmus ince bir tabaka ile sarilir.

Fibroz kikirdak hucreleri, cok cesitli hicrelerarasi madde molekullerini
yalnizca gelisimi esnasinda degil, ayni zamanda olgun safhada da
sentezlemektedir. Bu durum, fibroz kikirdagin, mekanik gug¢, beslenme
degisiklikleri, hormonlardaki ve blyume faktorlerindeki degisiklikler gibi gevresel
faktor degisikliklerine cevap vermesini saglamaktadir. Hicrelerarasi madde, tip |
ve tip Il kollajen liflerinin ikisini de icermekte ve bu iki tip arasindaki oran, bolgelere
gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin; diz eklemi meniskiis bdlgesinde cok
az tip Il kollajen bulunmakta; intervertebral disklerde ise esit miktarda
bulunmaktadir. Bu oran, ayrica, yas ile birlikte de degismektedir. ileri yastaki

bireylerde tip Il kollajen miktari daha fazladir.

2. 3. Kikirdak Yaralanma ve lyilesmesi

Kikirdak metabolik olarak aktif bir dokudur. Ancak, kikirdagin avaskuler,
anodral ve hiposeluler bir doku olmasi nedeni ile travmaya olan yanit oldukga
kisitlidir. Hucresel dizeyde cevaba ragmen, intrensek tamir ve kiguk lezyonlarin
ilerleyici hasara doénusmesini engelleme; Kisitl derecede
saglanabilmektedir®**°. izole kondral ya da osteokondral lezyonlar agrinin ve
fonksiyon kaybinin énemli sebeplerinden biridir, sadece bazi durumlarda bu
lezyonlar spontan iyilesebilmektedir.

Eklem kikirdagi hasari 3 sekilde karsimiza ¢ikabilir:

1-Eklem kikirdagi ile sinirli defektler

2-Eklem kikirdaginin hicrelerine, matriksine ve subkondral bolgeye zarar
veren defektler

3-Eklem kikirdagi ve kemigin mekanik defektleri

Eklem kikirdaginin yapisi ve fonksiyonu, degisik derecelerdeki direkt

veya indirekt travmalarla bozulabilir. Bu travmalara iyilesme yaniti, travmanin
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siddeti ve derinligine gére degisir®®. Travma disinda, eklem kikirdaginda yikima
yol acan diger nedenler arasinda ise metabolik, genetik, vaskuler ve mekanik
nedenler sayilabilir™. Kikirdagin tim katlarini igeren yaralanmalarda, kemigin
de etkilenmesi sonucu osteokondral kirik olusabilir®’. lyilesmenin sonucunu
etkileyen faktorler arasinda; yas, meslek, aktivite diuzeyi, obezite, lezyonun
boyutu ve yerlesimi sayilabilir'™'*.

Eklem hasarinin tipi, hiicrelerin tek basina iyilesme yanitini da belirler®’.
Kondrositlerin matriks icerik degisikliklerine duyarlligi ve buna cevaben olugan
yeni molekil sentez yetenegi, iyilesme siirecinin 6nemli temelini olusturur®®=°.

Eklem kikirdaginda iyilesme yanitini sinirlandiran iki nemli faktor oldugu
dusundlmektedir; bunlar yeteri kadar kan desteginin olmamasi ve tamirde gorev
alan farklilasmamis hucrelerin eksikligidir. Kondrositler tamir goérevini ancak
bazi gerekliliklerin varhdr halinde vyerine getirebilir. Kondrositlerin verimli
calisabilmesi igin matriks glikoprotein kaybinin hicrelerin hizli ¢aligmasini
engellemeyecek duzeyde olmasi ve fibriler kollajenlerin saglam olmasi
gerekmektedir ayrica matriks hasarina cevap verebilecek diuzeyde vyeterli
kondrosit de ortamda mevcut olmalidir.

Travma ardindan olusan kikirdak doku ylzeyel defektlerinden sonra,
kondrositler farklhlasir ve sentezleri artar. Bu yeni sentezlenen matriks ve
farklilasan hacreler, doku defekt bdlgesini ¢ogu durumda tam olarak
dolduramamaktadir. Eklem kikirdaginin tamir sirecindeki sinirli kapasitesinin
altinda yatan sebep, proliferasyon ve matriks sentezinde ani bir durma
olmasidir®®. Eklem yiizeyinde meydana gelen kalici bir hasar, eklemin mekanik
fonksiyonunu degistirerek eklem dejenerasyonuna yol acgabilir, bu defekt
ivilesse bile eklem hareketlerinde kisitliliga sebep olabilir'*°".

Travma sonrasi Uguncl gunde kondrosit hucrelerinin = silyalarinin
uyariilmasi ile ¢evre kondrosit hlcreleri ¢cogalmaya ve ekstraseluler matriks
sentezlemeye baslarlar, ayrica tip Il kollajen miktarinda artis goralir.
Subkondral dokudaki ayrisma, eklem kikirdaginin iyilesmesinin sonuglari igin
kritik dneme sahiptir. Kikirdak hasarlarindan sonra olusan defektler, 6zellikle
yuzeyel defektler, subkondral kemik alani genisletir ve defekt bdlgesi igine

kanama olur. Kisa slre sonra tam kat defektler meydana gelir, hasarlanan
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bdlgeden kan ¢ikisi sonucu orada hematomlar olusur. Hematomun iginde fibrin
formlari ve fibriler kollajeni baglayan trombositler mevcuttur. Boylece oradan
bazi vazoaktif mediatorler ve buyume faktorleri salinir; TGF-Beta, trombosit-
kokenli buyume faktort (PDGF), kemik morfojenik proteinler (BMPs), insulin-
benzeri buyume faktora | ve Il (ILGF-I, ILGF-Il) ve digerleri. Bu buyume ve
farklilagsma faktorleri sayesinde, ilgili bdlgede bir tamir dokusu formasyonu
ortaya ¢ikar. Bu aktivasyon inflamatuar cevabi baslatir ve yara iyilesmesi sureci
devam eder®®®’.

Kikirdak tamir ve iyilesme surecinde de kemik dokusu tamirinde rol
oynayan cesitli faktorler, dogrudan rol oynayabilmektedir. Kikirdak ve kemik
dokularinin tamir surecinde rol alan molekullerin benzerligi, bu iki doku
formlarini  birbirine daha da yakinlagtirmaktadir. Osteokondral bdlge
defektlerinde, kondral alandaki iyilesme dokusunda; tip-1 kollajen ve non-
kollajen proteinler ile kondrosit-benzeri hicreler, matriks bilesiminde tip-2
kollajen ve proteoglikanlarin bulundugu goézlenmistir. Defektin daha derin
bdlgelerindeki hiucreler; immatur kemik, fibroz doku ve hiyalin-benzeri kikirdak
dretimini gergeklestirir58. Doku iyilesmesi surecinin sonucunda; hiyalin kikirdak
ve fibro-kikirdak formasyonlari arasinda tipik bir doku olusumu belirir. Bu yeni
olusum, normal eklem kikirdagi dokusundan, yapi ve biyomekanik fonksiyon
agisindan, farkliliklar géstermektedir™®°". Normal eklem kikirdagindan daha
fazla gecirgen ve daha az sertlikte olusmus olan yeni tamir dokusu belirgin
sekilde farklidir. Ayrica, yeni olusumda makromolekdl artisi oldugundan

eklemde daha fazla yapisal hasar meydana gelebilir.

2. 4. Eklem Kikirdak Lezyonlari
Diz ekleminin kikirdak lezyonlari, hem gériintiileme yéntemleri®®®®, hem
de yapilan artroskopiler sirasinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Gorantileme

yéntemleri®®

ve yapilan artroskopiler sirasinda diz ekleminin kikirdak
lezyonlarina sik sik rastlanmaktadir. Travma, genc¢ atletik bireylerde kikirdak
lezyonlarinin en sik sebebi olarak gorulirken yasli insanlarda bunun sebebi
dejenerasyondur. Bir ¢alismada otuzbinden fazla artroskopik girisim incelenmis

ve bu girisimlerin %61’inde kikirdak yaralanmasi oldugu gorilmiistiir®*®°.
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Bunlarin %19’u odaksal (yaygin olmayan) kondral ya da osteokondral
lezyonlar®*®® iken Evre Ill ve IV tek odaksal kikirdak defekti insidansi %5,2'dir®’.
Akut vyaralanmalarda ise bu oranin yUkseldigi gorldlmastir. Travmatik
hemartrozu olan hastalarin %20’sinde kikirdak yaralanmasi da bulunmaktadir®®.
Radyolojik olarak kikirdak lezyonu 15-24 yas arasindaki bireylerde %4-10
arasinda iken, bu oran 55 yasin Uzerindekilerde %80’dir. Kikirdak defektlerinin
blyuk bir cogunlugu medial femoral kondilde goérulirken (%58-80) bunu patella
ve lateral tibia platosu takip eder. Daha az siklikta ise lateral femoral kondil,
troklea ve medial tibial platoda gériilmektedirler®.

Agri, efizyon ve mekanik semptomlar, kikirdak lezyonu olan hastalarda
gorulmektedir. Agrinin daha ¢ok medial ve lateral tibiofemoral kompartmanda
olmasli, femurda lezyonu olan hastalarda gorulir ve ylk verme veya asiri
aktivite ile agri ortaya cikarabilir. Agrinin daha ¢ok uzun sure oturma, merdiven
inip ¢ikma ve diz ¢okme sirasinda ortaya ¢ikmasi, patellada lezyonu olanlar igin

6zgundir®.

2. 4. 1. Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Tedavi Endikasyonlari

Kikirdak yaralanmalarinin bircogu zamanla dejeneratif eklem hastaligina
dogru ilerlemektedir’®. Kikirdak yaralanmasinin adolesan dénemde oldugu ve
tedavi gormeyen hastalar takip edildiginde radyolojik olarak osteoartrit
bulgularinin 10 yildan az siirede gelisti§i gorilebilir’’. Osteokondritis
dissekans’li (OKD) hastalar takip edildiginde ise %80Q’inde ikincil gonartroz
gelistigi tesbit edilmistir’”. Bu durumda kikirdak yaralanmasinin osteoartrite
neden oldugu sodylenebilmektedir. Her kikirdak yaralanmasinin osteoartrit ile
sonuglanip sonuglanmayacagi sorgulanabilir. On mm’den klguk defektlerin
cevresindeki saglam kikirdakta basing artisina rastlanmazken defekt 10
mm’den bilyiik oldugunda sadlam kikirdaga %64 daha fazla yiik binmektedir’.
Nitekim 10 mm c¢apindaki bir defektin 14 yillik takibi sonunda eklem aralhiginda
%50 ya da daha fazla daralma yaptigi gérilmistir’®. Kikirdak yaralanmalarinin
tedavilerinin denendigi hayvan c¢alismalarinda olusturulan defektlerin bir
kisminin kendiliginden iyilestigi gérulmustur. Tedavi uygulanmadan iyilesmeyen

defektlerin boyutuna kritik boyut denmektedir. Her hayvan modeli icin ayrica
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saptanmis olan bu boyutun insandaki karsiligi tam olarak bilinmemekle birlikte
bir calismada insandaki kritik boyutun 2 cm? oldugu iddaa edilmistir’®. Ancak 2
cm®den kiiciik lezyonlarin da spontan iyilesmedigi bilinmektedir. Bu nedenle bu
boyutun gercek anlamda kritik boyut olup olmadigi tartismalidir. Burada,
iyilesme icin etkili tek unsurun defektin boyutu olmadigi belirtilebilir.

Tam kalinlik kikirdak yaralanmalarinda kendiliginden iyilesme gorulurken
kismi kalinlik yaralanmalarda iyilesme beklenmemektedir’>’®. Bir baska kritik
nokta ise yaralanmanin tidemark katmanini gegip ge¢memesidir. Tidemark
artiktler kikirdagin derin katmani ile kalsifiye kikirdak arasindaki cizgidir. Bu
cizginin derinine inen yaralanmalarda subkondral kemik butunligu bozularak
defekt kemik iligi ile iletisime gegmektedir. Kemik iliginde iyilesmeye yardimci
olabilecek mezankimal kok hucreler bulunmaktadir. Olgun kondrositler
etraflarindaki matriksin devamliligini saglarlar ve yaralanma durumlarinda go¢
etme, bdlinerek cogalma ve pihti olusturarak iyilesme saglama gibi davraniglar
gostermemektedirler. Bu nedenle tam kat kikirdak yaralanmalarinda kemik iligi

kokenli hucreler tarafindan iyilesme saglanabilmektedir.

2. 4. 2. Eklem Kikirdak Lezyonlarinin Siniflandiriimasi

Daha onceki yayinlar arastirildiginda kikirdak lezyonlari iki sisteme
dayandirilarak siniflandiriimaktadir; sayisal ve tanimlayici sistem. Sayisal
sistemlerin ¢cogu lezyonlari 1°den 4’e veya 0’dan 4’e siniflandirmistir. Lezyonun
ne kadar ciddi veya buylk oldugu lezyonun aldigi sayisal degerin ne kadar
yuksek olduguna baghdir. Bazi yazarlarin ayni anda lezyonun boyutu, derinligi
veya yeri gibi dl¢ltlerle acgiklayici sistemler gelistirerek lezyonu iyi tanimlamaya
calismalarina ragmen henlz mikemmel bir siniflama sistemi ortaya
konamamistir’’.

Kikirdak lezyonlari ilk defa 1961 yilinda Outerbridge tarafindan
makroskopik olarak siniflandiriimistir’®. Bu siniflama sayisal sisteme dayali bir
siniflamadir ve Maldelbaum tarafindan kikirdagin kalinhid1 da degerlendirilerek
g6zden gecirilmistir (Tablo 3). Kikirdak lezyonlari sayisal siniflandirmaya tabi
tutanlar arasinda, 1976’da Insall”®, 1977°'de Hungerford ve Ficat®, 1982'de
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Casscells®',1982’de Bandi®®, 1983'de Beguin and Locker®®, 1984'de Bentley
and Dowd®" 1987’de Dandy®®, 1989'da Noyes and Stabler®®| gérmekteyiz.

Tablo 3. Outerbridge ve Modifiye Outerbridge siniflamasi

Derece Outerbridge Modifiye Outerbridge
0 Normal kikirdak Kikirdak saglam
I Kikirdakta yumugsama ve Kikirdakta yumusama ve kabariklik
sislik
Il Kikirdakta fragmantasyon | Kikirdak kalinhdinin %50’den azinda derin
ve gatlaklar (<1/2 inch) Ulser, sagaklanma ve gatlak
" Kikirdakta fragmantasyon | Subkondral kemigi agikta birakmayan fakat
ve gatlaklar (>1/2 inch) kikirdak kalinliginin %50’den fazlasinda
derin Ulser, sagcaklanma ve ¢atlaklarin
oldugu lezyonlar
v Subkondral kemigi acikta | Subkondral kemigdi acikta birakan tam kat
birakan lezyonlar lezyonlar

Goodfellow ve arkadaglar tarafindan tanimlayici-agiklayici sisteme uyan

ilk siniflama ise 1976 yilinda yapiimistir®’. Bauer ve Jackson tarafindan

artroskopik olarak lezyonun sekline gore bir siniflama 1988 yilinda yapilmigtir
(Tablo 4)%®. 1988'de Dzioba®, 1993'de Koshino ve Machida®, 1996’da

Lewandrowski'nin®' siniflamalari bu siniflamayi izlemistir.
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Tablo 4. Bauer ve Jackson siniflamasi

Tip Sekil
I Cizgisel
| Yildiz seklinde
[l Flep
\Y, Krater
\% Sacaklanma
VI Parcalanma

Gunumuzde kikirdak yaralanmalarinin siniflamasi igin en sik kullanilan

siniflama sistemi Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegdi (ICRS - International

Cartilage Research Society) tarafindan énerilen sistemdir (Tablo 5).

Tablo 5. Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegi artikller kikirdak evreleme

sistemi
ICRS (Uluslararasi kikirdak arastirma dernegi
artikuler kikirdak evreleme sistemi)
Evre 0 Normal
Evre | Normale yakin
1A Yuzeyel lezyon, yumusama
IB Yuzeyel ¢atlaklar, yariklar
Evre ll Anormal - %50°’den daha az derinlikte
Evre Il Siddetli anormal - %50°’den daha fazla derinlige inen lezyonlar
A Kalsifiye kikirdaga kadar
B Subkondral kemige kadar
Evre IV Siddetli anormal — Subkondral kemik agikta

Kikirdak lezyonlarini histopatoloji baz alinarak skorlayan ve siniflayan

sistemler de mevcuttur. Cesitli histolojik skorlama sistemleri; osteoartrit veya
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normal doku analizinde, in vivo tamir doku analizinde, kikirdak doku
muhendisliginde  kullaniimaktadir, ama sadece birkaginin  gegerliligi
denetlenmistir®.

« Osteoartritik kikirdak degerlendiriimesinde: HHGS/Mankin skoru,®
OARSI sistemi®.

« Kikirdak doku tamirinin hayvan deneysel @ modellerinde
degerlendiriimesinde: O’Driscoll skorlama sistemi®, Pineda skalasi®®, Wakitani
skorlama sistemi®’.

+ Kikirdak doku tamirinin insanlarda degerlendiriimesi: ICRS Visual
Histolojik skoru 11%.

« Kikirdak doku mithendisligi degerlendiriimesi: Bern skorlama sistemi®®.

2. 4. 3. Kikirdak Lezyonlarinda Goéruntiileme Yontemleri

Kikirdak yuzeylerin géruntilenmesinin temel hedefleri kikirdak yuzeyinin
batanligund, kikirdak matriksinin kalinhi@ini, hacmini ve subkondral kemikle
iliskisini degerlendirmektir. Bu amagla direkt radyografiden en gelismis kesitsel
tani yontemlerine kadar pek ¢ok metod birlikte kullaniimaktadir. Son yillarda
goruntlleme yontemleri tanisal oldugu kadar tedavi sonucunun takibi igin de
kullanilmaktadir. Manyetik rezonans goéruntileme (MRG) yuksek ¢ozumleme
gucu, coklu planda degerlendirme olanadi saglamasi dolayisiyla 6Ozelikle

ligamant6z ve meniskal yaralanmalar i¢in ginimuz radyolojik yontemleri iginde

en guvenilir bilgileri saglamaktadlrmo-

Kikirdak tek basina hasar gorebilecedi gibi beraberinde subkondral
kemikle beraber hasarlanmis olabilir. Osteokondritis dissekansta (OKD)
fragmante kikirdak avaskuller subkondral kemikle birlikte saglam kemikten
kismen veya tamamen ayrilir. Direkt radyogramda OKD daha ileri yas grubunda

daha c¢ok femur medial kondilinde gorulen spontan osteonekroza benzerlik

gOsterse de bu iki patolojik sure¢ klinik olarak birbirinden farkI|d|r1O1'102-

Avaskuller kemigin saglam kemikle olan iligkisi ve bu kemigin Uzerindeki

kikirdagin devamlihgr OKD evrelemesinde kullaniimaktadir.
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Evre 1 lezyonda kikirdak butinligu korunmakta ve subkondral kemik
saglam kemikle devamlilik gdstermektedir. intravenéz kontrast madde ile
avaskuler kemigi cevreleyen granulasyon dokusunda parlaklasma meydana
gelir. Evre 2 lezyonda kikirdakta fokal defektle birlikte avaskiler kemikte kismi
bir ayrilma vardir. Eklem araliginda sivi varsa T2-agirlikli goruntulerde fragmante
kemik ile saglam kemik arasinda eklem sivisina ait sinyal artisi izlenebilir.
Ancak eklem sivisinda artis s6z konusu degilse avaskuler kemidi ¢evreleyen
granulasyon dokusu fragmantasyondan ayrilamaz. Evre 3 lezyonda avaskuler
kemik Uzerindeki kikirdak ile birlikte saglam kemikten tamamen ayrilmistir,
ancak stabil 6zelliktedir. Evre 4 lezyonda ise osteokondral fragman eklem igine
dogru yer degistirmistir.

Klinik uygulamalarda, doktorlar kikirdak lezyonun tird hakkinda daha
fazla bilgi edinme gereksinimi duyarlar. Ayrica artroskopik girisim oncesi
kikirdak lezyon tiplemesi, lokalizasyonu ve derinligi gibi detaylari belirlemek igin,
en iyi onarim segenedini segmek ve cerrahi sonrasi semptomlari
degerlendirmek icin radyolojik gértintileme ydntemlerine ihtiyag vardir.

Bilgisayarli tomografi (BT) ile birlikte artrografi kullanimi, kikirdak doku
yiizey ve korturu ile kikirdak tamir dokusu hakkinda bilgi verebilir'®. BT’de
kemik yapisinin U¢ boyutlu rekonstriksiyonu ile birlikte, yararli bilgiler edilinir.

Kas-iskelet sistemi arastirma alaninda kullanilan MRG teknolojisindeki
son gelismeler klinisyenlere yeni olanaklar saglamistir. MRG, eklem yapisi ve
eklemde zaman iginde olugan degisiklikler hakkinda kesin ve guvenilir kantitatif
bilgiler vermektedir.

Kikirdak gorintileme igin kullanilan MRG’nin baslica avantajlari
sunlardir:

e Non-invaziv olmasi

e Tekrarlanabilirlik

e Dogruluk

MRG, kikirdak doku kaybi izleminde kantitatif 6lgim yapmasi vesilesi ile
kullanilabilmektedir. Ancak suan MRG Uzerindeki arastirmalar daha ¢ok buyuk

kikirdak doku yikimlarina yol acacak kikirdak hasarlarinin taninmasi uzerine
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yogunlasmigtir. Bazi goruntileme teknikleri erken kikirdak hasarinin
goOsterilmesinde duyarlidir. Bunlar; T2 haritalama (T2 mapping), gecikmis
gadolinyum tutan kikirdak MRG (delayed gadolinium enhanced MRI of
cartilage) (dAGEMRIC) ve T1rho’dir.

Yag baskili {i¢ boyutlu gradyan eko (3D-GRE)" kikirdak kalinhigi ve
kikirdak yuzeyi hakkinda kesin bilgileri saglar.

T2 agirlikli (cift) hizli spin eko (FSE) (T2-weighted (dual) fast spin
echo)'™ teknigi yag baskili ya da ya§ baskili olmadan kullanilarak hyalin
kikirdak i¢ yapisinin normal ya da anormal oldugu hakkinda bilgi verir.

dGEMRIC'®, negatif yiikiii bir MR kontrast intravenéz enjeksiyonu
sonrasl, kontrast maddenin dengeye ulasmasiyla T1 haritalama yaparak
kikirdak doku igerisinde glikozaminoglikan dagilimini degerlendirir.

Kantitatif T2 MRI'®, eklem kikirdaginin non-invaziv gériintileme
teknigidir ve hiyalin eklem kikirdagi ve onarim dokusunu ayirt edebilme
potansiyeline sahiptir'®. Normal eklem kikirdagi, T2 sekanslarinda subkondral
kemikten eklem ylzeyine dogru, tip Il kollajen Ilif matris organizasyon
(anizotropi) ile iligkili olarak sinyal artisi gosterir.

Kalitatif ve kantitatif T2 haritalama, 1.5 Tesla MR goérintileme
kullanilarak, hyalin kikirdagin kikirdak onarimi sonrasi olugan fibrokartilaj tamir
dokusu ayiriminda yardimci olur'®.

1.5-T MRI'da kikirdak doku T2 goéruntuleme, cerrahi kikirdak onarim
islemleri sonrasi kikirdak yapisini g¢alismak ve ayirt etmek igin kullanilabilen
non-invaziv bir ydntemdir'®.

Miknatislanma transferi (magnetization transfer, MT)'”" bir MR
goruntuleme sekli olup kikirdak makromolekuler igerigine duyarlidir. Palmieri ve

arkadaslar'”’

, mikrokirik ve otolog kondrosit implantasyonu tedavileri sonrasi
olusan kikirdak tamir dokularini bu yontemle karsilastirmislardir. Hasarli doku
ve onarim iglemleri sonrasi olusan kikirdak doku arasindaki farklar,
manyetizasyon transfer orani (MTR), olarak ifade edilmektedir, ancak bu oran
cok kucguktur ve bu yuzden MT goéruntuleme kikirdak onarim iglemleri sonrasi
hasarli ve tamir doku ayriminda ve dolayisiyla postoperatif takiplerde yarar

saglayamamaktadir. Ancak, bir baska c¢alismada, 24 aylk takiplerde,
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Miknatislanma transferi (magnetization transfer, MT) kullanilmis ve ACI
yonteminde tamir dokusu ile normal kikirdak dokusu MTR’si benzer sonug
gostermigtir. Bununla beraber mikrokirik kullanilan diger grupta tamir dokusu ile
normal kikirdak doku arasinda MTR agisindan anlamh farkliliklar oldugu

107

gOsterilmistir °*. Ayrica, T1rho olarak adlandirilan noninvaziv bagka bir kikirdak

goruntileme teknigi, kikirdak dokuyu kantitatif olarak biyokimyasal ve

biyomekanik sekilde degerlendirmek icin kullanilabilir'®.

2. 4. 4. Kikirdak Lezyonlarinda Prognoz ve Prognozu Etkileyen Olasi
Faktorler

Kikirdak  doku  defektinin igerigi ve  kenarlarinin  durumu
degerlendirildiginde iyi sinirlanmig, keskin kenarli defektlerin daha iyi prognoziu

109

oldugu bilinmektedir Lezyonun buyuklagu, sayisi, derinligi, derecesi,

geometrisi ve yeri de prognozu etkileyen diger faktorlerdir. Birden fazla sayida,
2 cm?2den bayuk, yuksek derece lezyonlarin dejenerasyon sureci daha
h|zI|d|r36- Kenarlari duzensiz ve keskin olmayan, yani kraterin ¢evresindeki

kikirdak bdlgesinin inceldigi lezyonlarin prognozu daha kétudir' - Varus
dizilimi gosteren bir dizde medialdeki, valgus dizilimi gdsteren bir dizde ise
lateraldeki lezyonlar ayni sekilde daha kétii prognoza sahiptirler*®. Hastaya ait
birgok faktor prognozu etkiler; yas, kilo, aktivite dizeyi, ailesel ve genetik

Ozellikler, alt ekstremite dizilimi, meniskuslerin ve baglarin durumu bunlarin en

6nem|i|eridir36- Olgunun romatolojik alt yapisinin varligi, kollajen doku
hastaliklarinin bulunmasi ve obezite gibi kisiye 6zgu faktorler prognozu negatif

etkileyecek diger faktorlerdir. Kikirdak lezyonlarinda prognostik faktorler Tablo

6'da gésterilmistir110’111-
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Tablo 6: Kikirdak lezyonlarinin dogal seyir sonuglarina etki edebilecek

prognostik faktorler

Olumsuz faktorler Olumlu faktdrler

| Lezyon sayts Bitden fazia 1

Lezyon yeri Yiklenme yiizeyi Yik almayan bolge

Derecesi ¥4 -2

Blylkidga »2 0Nt 2.t

Derinli Derin 81

Kib Obez hasta Zayf hasta

Yas >0 <40

Bad dokusu hastalidi Var Yok

Alivite dlzeyi Yilksek Diiglik

Eglik eden lezyonlar (meniskds, OCByirt) Var Yok
: At ekstremite diziimi Dizilim bozuklugu var Nomal

2. 4. 5. Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Tedavi Yontemleri
ideal kikirdak yaralanmasi tedavisi, cevresiyle tamamen bitinlesmis,
mekanik olarak iglevsel ve defekt alaninda hyalin kikirdak olusumu ile
sonuglanmalidir’®?. ideal kikirdak yaralanmasi tedavisinin biyolojik olarak kabul
edilebilirligi bazi gereksinimler ortaya cikarir. Tamir dokusunda, kikirdak
dokusu; defekti kikirdak benzeri ara maddeyle doldurmusg, eklem ylzey
konturunu saglamig, saglam cevre kikirdak ile birlesmis ve ylk tagsimaya uygun
sekilde sert olmalidir'®. Tim tedavi yéntemleriyle hyalin kikirdak elde etmek
mumkin olamamaktadir. Cogu zaman iyilesme dokusu karisik bir histolojiye
sahip olabilmekte ve doku icerisinde birden fazla kikirdak tipine
rastlanabilmektedir. ideal olan, iyilesme dokusunda artikiiler kikirdak elde
etmektir. Artikuler kikirdak; hyalin kikirdagin, kolonlar seklinde hicre dizilimi
olan derinlerde radyal, yuzeyde paralel organize olmus kollajen liflerinden
olusan, bir tidemark ile kalsifiye kikirdaga ve dolayisi ile subkondral kemige
bagh seklidir. Yani artikiler kikirdagin hyalin kikirdak ile icerigi ayni olup
organizasyon farki icermektedir ki tamir yontemleri ile hyalin kikirdagin birebir
aynisini elde etmek zordur. Hyalin kikirdak, tip Il kollajen ve proteoglikan
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aramaddenin sentezlenerek salgilandigl kondrositlerden olusur. Fibroz kikirdak
ise kondrosit ve fibroblasttan olugur. Aramadde agirlikla tip | kollajenden
olusmaktadir. Fibroz doku fibroblastlardan olusurken tip | kollajen agirhkli
aramaddeden olusur. Bu kikirdaklarin yukaridaki siraya gore yuk kaldirma
dayanikhliklari gelmektedir.

Cerrahi tedavi secenekleri; palyatif, tamir ve rekonstriksiyon olmak
Uzere U¢ grupta toplanabilir (Tablo 7). Yasl ve aktiviteleri yavaslamis hastalar
icin debridman ve lavaj palyatif bir tedavi yontemi olarak kullanilirken, drilleme,
mikrokirik ve abrazyon artroplastisi gibi kikirdagi stimule eden tamir edici
yontemler ile otolog kondrosit implantasyonu, oto veya allogreftle mozaikplasti
gibi kikirdagi rekonstrikte eden yontemler, yasam kaliteleri yliksek ve faal olan
orta yas grubundaki hastalar icin tercih edilmektedir''®"4 13,

Gunumuzde siklikla uygulanan tedavi yontemlerinin basinda gelmektedir.
Bu tedaviler sonucunda en iyi ihtimalle fibréz kikirdak olusmaktadir.
Osteokondral greftler ile yapilan tedavilerde ise hazir olusmus artiktler hyalin
kikirdak doku transfer edilmektedir. Daha ileri yontemlere daha buyuk
defektlerin tedavisi igin ihtiyag duyulmustur. Hacre temelli bu ydntemlerin
basinda otolog kondrosit implantasyonu gelmektedir. Bu yontemle hyalin
benzeri kikirdak elde edilebilmektedir. Olusan dokunun kalitesini arttirmak ve
iyilesmeyi hizlandirmak icin otolog kondrosit implantasyonu matriks rehberli
olarak da gergeklestiriliebilmektedir. Son yillarda kok hucreler kullanilarak
iyilesme saglamaya yonelik c¢alismalar hiz kazanmistir. Kok hucrelerin
dagilimini ve farklilagmalarini saglamak icinse sentetik ya da organik birgok
doku iskeleti (cati, matriks ya da skafold da denmektedir) gelistirimekte ve

116

denenmektedir’ . Yine bu amagla gesitli blyime faktorleri kondrosit gogalmasi

ve farklilagmasi igin kullaniimaktadir.
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Tablo 7: Artikiiler kikirdak lezyonlarinin tedavi segenekleri®

Kikirdak lezyonlarinda kullanilan tedavi yontemleri

Tedavi Yontemi | Endikasyonlar Sonug

Artroskopik Minimal semptomlar Palyatif

debridman ve

lavaj

Kemik iligi | Kiglk lezyonlar, disuk beklentili | Reparatif

uyarma teknikleri | hastalar

Osteokondral Klguk lezyonlar, dusik / yiksek | Restoratif

otogreft beklentili hastalar

Osteokondral Kemik kaybi fazla olan lezyonlar, | Restoratif

allogreft distk / yiksek beklentili hastalar

Otolog kondrosit | Yuksek beklentili hastalar, lezyon | Restoratif

implantasyonu blylk veya kigik olsun kemik
kaybindan bagimsiz

Genetik Deneysel Restoratif

mihendislik

2. 4. 5. 1. Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Uygulanan Cerrahi Yontemler
2.4.5.1.1. Eklemin Artroskopik Yikanmasi ve Debridmani

Eklemin artroskopik olarak yikanmasi ve debridmani kikirdak tamir edici
etkisinin olmamasina ve kisa etki sdreli olmasina ragmen ABD’de en ¢ok
yapilan ortopedik ameliyatlar icinde 3. sirada yer almaktadir'"’. Bu tedavi tir{
icin uygun olan hastalar, radyografik olarak bulgulari ¢ok ilerlememis, mimkun
oldugu kadar geng yasta olan, dizilim bozuklugu olmayan, mekanik semptomlari
olan ve sikayetleri akut gelisen hastalardir. Ameliyat; debridman, parsiyel
menisektomi, osteofitlerin alinmasi, parsiyel sinovektomi, serbest kikirdak
parcalarinin ve instabil kikirdaklarin temizlenmesi ve nihayetinde dizin igerisinin

yikanmasini igerir' 1®119120,
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2. 4. 5. 1. 2. Kemik iligi Uyarim Yéntemleri

Subkondral kemigin butinltgunin bozulmasi ve vyeni kikirdak
olugsumunun uyariimasi igin artroskopik olarak abrazyon, delme (drilleme) ya da
mikrokirik gibi kemik iligi uyari yontemleri (KiUY) kullanilabilmektedir. Mikrokirik
yontemi tarif edildiginde endikasyonlar olarak evre IV odaksal ve dejeneratif
kikirdak yaralanmalari belirlenmistir'®'. Son yillarda s6z konusu endikasyonlar
odaksal ve saglam kikirdak ile gevrelenmis (kapsanmig) yaralanmalar olarak
degisim gdstermistir'?.

KiUY’nin endikasyonlari aktif hastalarda femoral kondillerin, troklea ya da
patellanin, semptomatik, odaksal, yuksek evre kondral yaralanmalari ve
tesadiifen rastlanan kikirdak defektleri olarak dzetlenebilir'®. Kikirdak defektine
dejeneratif eklem hastaliyi neden olsa dahi KiUY’nin basarili olmasi igin
defektin odaksal tarzda olmasi 6n sarti bulunmaktadir'?.

KiUY, cesitli kliniklerde degisik boyuttaki lezyonlara uygulanmaktadir.
Uygulanilabilecek (st sinir 4 cm? olarak ortaya konmustur'®®. Buna ragmen
birgok yazar tarafindan KiUY, ancak 2 cm?nin altindaki lezyonlara uygun bir
tedavi yontemi olarak belirtimektedir'®*. Talus icin Gst sinir 1,5 cm cap olarak
belirlenmistir'%.

Mikrokirik yontemi 1997 yilinda Steadman ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmistir'®. Mikrokirik, artroskopik olarak gergeklestirilebilir. Steadman’in
tanimladigi orjinal teknikte, mikrokirikta ¢ portal kullaniimakla birlikte iki
portalden de rahatlikla kullanilabilmektedir. Artroskopi portalleri defektin

127 Oncelikle yapilmasi gereken instabil kikirdak

yerlesimine gore belirlenmelidir
parcaciklarinin traglanarak temizlenmesidir. Hasarli kikirdak alani subkondral
kemige inmeden, kalsifiye kikirdak zonunu da kapsayacak sekilde debride edilir.
Olusan yeni kikirdagin subkondral kemige daha iyi tutunmasi, kalsifiye kikirdak
tabakasinin  kaldirimasiyla saglanir'®. Buna karsin kalsifiye kikirdak
tabakasinin korunmasinin hyalin kikirdaga daha yakin kikirdak tamir dokusu
olusmasi ile sonuclandigi ileri striilmistiir'®.

Defekt kenarlarindan baslayarak, saglam kikirdaga yakin bolgede
kikirdagin hemen yanina mikrokirik bizi ile subkondral kemige dik olacak

sekilde delikler acilir. Mikrokirik bizinin konik sekilde olmasi sayesinde girilen
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derinlik kontrol edilebilmekte ve cihazi delikten ¢ikartmak kolay olabilmektedir.
Mikrokirik bizi defekte dik olarak uygulanmalidir. Bunu saglamak amaciyla 30,
45 ve 90 derece egimli bizler bulunmaktadir'®. Mikrokirik olusturma islemi
sirasinda ¢ekic kullanilir ve deliklerin mimkuin oldugu kadar birbirlerine yakin
olmasi saglanir. Cevreden baslayarak defekt ortasina dogru ilerlenir. Deliklerin
3-4 mm araliklarla acgilmasina calisilir ve aralarindaki duvarin kirilarak
birlesmesinden kaginilir. Deliklerin birlesmesi subkondral kemik plaginin
biyomekanik destedini bozabilir. Yetersiz delik yogunlugu, olusacak olan
kikirdagin kalitesini ve defekti doldurma miktarini etkiler. Mikrokirik bizi ile
olusturulan deliklerin derinliklerinin 3-4 mm olmasina ézen gosterilmelidir'?’. Ug-
dort mm derinlige ulasildigl, acilan deliklerden yad damlaciklarinin ¢iktigi
gozlendiginde anlasilir ki, bu da yeterli derinlige ulasildiginin gdstergesidir'.

Mikrokirik teknigi ile vaskuller sistemden kaynaklanan pluripotent
mezenkimal kok hlcrelerinin ve blylume faktorlerinin defektli bdlgeye ulagmasi
saglanir. islem sonrasinda meydana gelen kanama, defektli bdlgenin hematom
ile dolarak fibrin tika¢ olusturmasini saglar. Bunu fibrovaskuler bir tamir dokusu
olan granulasyon dokusunun gelisimi izler. Mezenkimal kok hucreleri prolifere
olurlar (¢cogalirlar) ve buylume faktorleri ile ¢evresel faktorlerin etkisi sonucu
kondrositlere donusurler. 2-4. haftalarda yapilan histomorfik dlgimlerde olusan
dokunun icinde fibrokartilaj dokusu bulunanmamistir™’. 6-8. haftada fibrokartilaj
dokusu ve hyalin benzeri doku goérilmeye baslar. Bu doku normal hyalin
kikirdak dokusundan farklidir. Olusan bu fibréz kikirdak gerilmeye karsi direngli
olmakla birlikte baskiya karsi hyalin kikirdak kadar dayanikli degildir’®'3%132,
Sekizinci haftadaki iyilesme dokusu incelendiginde, tamir dokusunun %29’unun
fiboroz doku, %30’'unun fibrokartilaj, %12’sinin grantlasyon, %10’unun lezyon
icini doldurmus olan kemik dokusu ve %12’'sinin hyalin benzeri kikirdak
dokudan olustugu gorilmistir'®'. Erken dénemde olusan hyalin kikirdagin
sekizinci aydan sonra fibroz kikirdaga donustigu deneysel olarak tespit
edilmistir’*.

Mikrokirik yonteminin dnemli avantajlari olarak kolay uygulanabilmesi,
ucuz olmasi, ek hazirlik gerektirmemesi, tek asamali olmasi ve diger girisimlerin

ileri uygulamalarini engellememesi sayilabilir'®.
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2.4.5.1. 3. Osteokondral Otolog Transferi ve Mozaikplasti

Osteokondral otolog transferi (OAT — Osteochondral Autologous
Transplantation) ilk olarak 1993’'te Bobic, Matsusue ve arkadaglari tarafindan
tanimlanmistir'*>'*®. OAT, 1991 yilinda hayvan deneyleri ile baglamis, 1992
yilinda standardize ekipmanin gelistiriimesi ile klinik uygulamaya gecilmis,
1997’de ise klinik sonuglar ortaya konularak yayinlanmaya baslanmistir™’.

Hyalin kikirdak elde etmekteki zorluklar nedeniyle osteokondral allogreft
ya da otogreft uygulamalari gelistirilmistir. Bu uygulamada amag, yuk binmeyen
veya daha az yuk bindigi kabul edilen bdlgelerden alinan osteokondral greftlerin
hasarli sahaya nakledilmesidir. Otogreft ile kikirdak birlesmesindeki zorlugun
iistesinden kemigin kemige kaynamasi ile gelinmistir'®®. Yeri degistirilmis hyalin
kikirdagin devamliligini saglayan en dnemli etken, hyalin kikirdagin saglam bir
tidemark ve subkondral kemik ile birlikte transfer edilmis oldugudur'®.

Kikirdak defektinin bir cm’den derin oldugu, yani kemik defektinin de eslik
139

ettigi yaralanmalarda OAT ilk tercih edilecek yontemdir
kabul edilen defekt derinligi kikirdak kalinhdinin en az %50’sidir'*®. OAT 2 — 6

141,142

. OAT uygulamasi igin
cm? arasl lezyonlarin tedavisi icin uygun bir ydntemdir . Uluslararasi
Kikirdak Tamir Derneg@i’ne gore mozaikplasti uygulanmasi igin defekt boyutunun
alt siirmin capi bir cm olmahdir'®. Pratikte ise, donor saha
komplikasyonlarindan kaginmak icin OAT 2 cm c¢aptan kuglk lezyonlara

uygulanir™®

. Tek, tam kalinhkta, 1-2,5 cm arasinda c¢apa sahip kikirdak
defektleri artroskopik osteokondral greftleme ile tedavi edilebilirler™®. U¢ cm®den
blyuk, saglam kikirdak ile c¢evrili olmayan, bir cm’den derin defektlerde
osteokondral taze ya da taze donmus allogreft kullanilma endikasyonu da
mevcuttur'*®. Diz gibi talus, tibia, humerus, kapitellum ve femur basinin kikirdak

yaralanmalarinda da OAT uygulanabilmektedir'*.

Mozaikplasti teknigi Hangody ve Karpati tarafindan tanimlanmistir'®®.
Acik, mini-artrotomi ya da artroskopik olarak gerceklestirilebilir. Defekt ¢api iki
cm’den klgukse ve dort - alti greftten daha fazlasi gerekmeyecekse artroskopik
olarak yapilabilir™. Altt mm’lik silindirler artroskopik olarak alinabilecek en
blayuk greftlerdir. Daha buyuk greftlerin kullanimi artrotomi gerektirir ve patella

ile donor sahanin temas ihtimalini arttirirlar’.

42



Altt  cm®den  biyik defektlerde  mozaikplasti  basarisizlikla
sonuglanmaktadir. Bunun bir nedeni bu kadar buyuklugu yapilandiracak greftin
bulunma problemi, bir digeri de bu defekti dolduracak kadar ¢ok sayida greftin

145

sikigsarak tespit olmasindaki problemdir Mozaikplasti yine de zorunlu

durumlarda 8 — 9 cm?®lik defektlerin tedavisinde de kullanilabilmektedir. Ancak
bu durumlarda donor saha morbiditesi yiiksek olmaktadir'“.

Osteokondral greftler femur kondillerinin posteriorlari, medial femoral
kondilin anteromediali, troklea medial ya da laterali, intekondiler c¢entigin
anterolaterali, patella ya da fibula basindan alinabilmektedir'*®'*". ik tercih
femoral kondilin superolateral ¢ikintisidir.

Diz ekleminde kikirdak kalinhgi 0,9-3,7 mm arasi degismektedir. En ince
bdlge interkondiler c¢entigin laterali, en kalin bodlge ise medial kondilin orta
kismidir'?. Her ne kadar interkondiler centik ile troklea distal ve mediali donor
saha morbiditesi s6z konusu oldugunda greft alinmasi i¢in daha uygun bodlgeler
olsa da bu bdlgelerde kikirdak kalinligi azdir. Kikirdak kalinliginin femoral
kondillerdeki defekt bolgesine uymasi agisindan yine troklea lateral anterior
yiizi dnerilmektedir'*®.

Mozaikplastide kullanilan osteokondral greft boyutlari kullanilan sisteme
gore degisiklik gostermektedir. Dort, alti, sekiz mm c¢apinda greftler alinabildigi
gibi bunlarin ara boyutlari da mevcuttur. Alinan greftler agilan yuvalardan bir
mm kadar buyuk olmalidir ki yerlestirme sirasinda siki bir tespit mimkun olsun.
Kiiclik captaki greftler ile eklem konturu daha iyi sekillendirilebilir™*®. Ancak
klguk silindirlerin kuvvet ve stabiliteleri daha azdir ayrica islemin basamak
sayisini  arttinrlar”.  Kondral defektler igin 15 mm uzunlugunda greft,
osteokondral defektler igin 20-25 mm o&nerilir'*2. Bazi setlerde standart greft
uzunlugu sekiz mm’dir™°.

Osteokondral greftler tibller osteotomlar ya da trefinler yardimi ile alinir.

138,151

Greftlerin eklem yuzine dik olarak alinmasi ¢ok dnemlidir . Greft alinan

saha bir yil iginde fibr6z ve kemik doku karisimi ile dolar. Bu doku bazen
hipertrofiye ugrayarak kikirdak seviyesinin Ustiine de cikabilir>'*’.
Tedavinin basarisini belirleyen en o6nemli etken greftlerin hatasiz

yerlestiriimesidir. Cerrahin mimkuin oldugunca greftin kikirdak katmaninin
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derinligini saglam kikirdagin derinligine uydurmaya galismasi gerekir'>?. Dizde
ortalama kikirdak kalinligi 1,69 mm’dir. Bir mm’den az oynamalarda kikirdak
cevre kikirdak ile hala temas halindedir ve bu da remodelasyona izin verir'>®.
Uygun yerlestiriimeyen greftler ¢okme ya da fibrédz pannus dokusu ile asir
bilyimeye maruz kalabilirler'’®. Greftler eklem yiizilyle ayni seviyede
olmalidirlar™®. Ek olarak, greftlerin eklem yiiziine gére 1mm yiiksek ya da 1mm
alcak kalmasi tepe temas basincini belirgin sekilde arttirmaktadir'®®. Greftin 0,5
mm yiiksek kalmasi dahi lizerindeki baskiyr %50 arttirir’.

Standart bir uygulamada mozaikplasti ile defekt alaninin %60-70’i hyalin,
%30-40"I defekt tabanindaki kemikten kdken alan fibréz kikirdak ile dolar™’.
Defekt alaninda artikiler kikirdak ile kaplanan orani yukseltmek icin ya daha
kuguk greftler kullanmak ya da greftleri buytterek ortistirmek gerekir. Klguk
greft kullanimi greftte ¢okme ile sonuglanabilir. Greftlerin 6rtismesi, yani
sonraki greftin dncekinin bir kisminin yerine ge¢cmesi ile defekt alaninin %90-
100°G kaplanabilir. Ancak greftlerin ortismesi tespit glcunu azaltacaktir ve
rehabilitasyon déneminde bunu akilda bulundurmak gerekir'>*'°,

Osteokondral greftler 6-14 hafta icerisinde tamamen entegre
olmaktadirlar'™®. Greftlerdeki kondrositler sinovyal sividan beslendikleri igin
transplantasyon sonrasi kan akimi kesilmis olsa dahi yasamlarini ve islevlerini
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surdarurler ™. Greftlerin kemik kisimlari arasinda kaynama problemi genellikle

gorilmezken kikirdak birlesim vyerlerinde iyilesme olmaz'’.

Osteokondral
greftlerin kikirdagi, ne gevre saglam kikirdak ile ne de aralarini dolduran fibr6z
kikirdak ile birlesir'®. Birlesim yerleri makroskopik olarak devamli gibi gériinse
bile histolojik incelemede yarik olarak kalmaktadir'®. Saglam tespit olmayan
greftlerin aralarindan sinovyal sivi gegisi ve bu nedenle subkondral kist olusumu
gozlenebilir'*®.

Her ne kadar artikiler kikirdak ile iyilesme saglama ihtimali olan tek
yontem olsa da, bir yayinda mozaikplastinin zaman igerisinde dejenere oldugu
ve kullaniimaya devam edilmesinin yararinin siipheli oldugu bildirilmistir'®®.
OAT’nin, kondrosit ihtiva eden dogal hyalin kikirdak naklini saglamasi yaninda
hastalik gecisine neden olmamasi ve guvenli bir kemik kaynamasini saglamasi

gibi avantajlari vardir.
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2. 4. 5. 1. 4. Otolog Kondrosit implantasyonu
Kondrositler ilk defa Chesterman ve Smith tarafindan 1968 yilinda izole
edilerek kiiltirde gogaltiimislardir'®. Bentley ve Greer 1971 yilinda kondrositleri

ayirarak kikirdak yaralanmalarini tedavi etmislerdir'’.

Otolog kondrosit
implantasyonu (ACI) konsepti Grande ve arkadaslari tarafindan gelistiriimis,
Brittberg tarafindan klinik uygulamaya gegilmistir'®'°®, 1997°de ACI yéntemi
FDA’'dan onay almistir. Bundan sonra Peterson tarafindan 11 yillik sonuglar
yayinlanarak yéntem yayginlagmistir'®*'®®_ Ik yilinda yéntem otolog kondrosit
transplantasyonu olarak anilmis ancak daha sonra isim yanligi dizeltilerek
otolog kondrosit implantasyonu (Autologous Chondrocyte Implantation — ACI)
bu terimin yerini almistir'®.

ACI'nin 61U bosluk birakmamasi, allojenik doku kullanilmamasi ve donor
saha morbiditesi olmamasi gibi avantajlari yaninda iki ayri girisim gerektirmesi,
acik cerrahi gerektirmesi, pahali olmasi, laboratuara transport gerektirmesi ve
kikirdak olusumu ile kikirdak olgunlagmasinin zaman almasi gibi dezavantajlari
vard|r76'167‘168‘169.

ACI; femoral kondiller, troklea ya da patellanin ICRS (International
Cartilage Research Society) evre Il ve IV kikirdak yaralanmalarinin tedavisinde
endikedir. Onbes-55 yaslar arasindaki hasta grubuna uygulanabilmektedir®.
Kirk yas ustinde kemik iligi uyari yontemleri yerine ACI yontemini tercih etmek
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daha iyi sonug verir'®. Iki cm®den kiiciik defektlerin tedavisinde ilk tercih

mikrokirik ya da osteokondral otolog transfer (OAT) ydntemleridir. 1ki-12 cm?
bayukligundeki tam kat kikirdak defektlerinin tedavisinde ACI ydntemi

kullanilabilir. 2.5-3 cm®den biyilk defektler ACI yydntemi ile tedavi

163.171.172.173.174 ki cm®den biyik defekti ve yiiksek aktivite

seviyesi olan hastalarda ilk tedavi segenegi ACI ydntemidir'™. lyi

cevrelenmemis bilyiik defektlerin ikinci segenek tedavisi yine ACI ydntemidir'”®.

edilmelidirler

ACI; diz, ayak bilegi, omuz ve dirsege uygulanabilmektedir. ACI yontemi,
¢ocuklardaki kondral yaralanmalarda en fazla sonug bildirilmis ve en ¢ok tercih
edilmis yontemdir'””.

ACI'nin ilk basamagini, eklemin artroskopik olarak muayene edilmesi ve

uretiimek Uzere kikirdak doku alinarak laboratuara gonderiime agsamasi
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olusturmaktadir. Kikirdak doku femoral kondil proksimallerinden yani trokleanin
medial ya da lateral kenarindan ya da interkondiler centik cevresinden
alinabilir™*1°%178 140-500 mg arasi agirlikta, 0,5x1-1x2cm’lik 3-4 serit seklinde
kikirdak  dokusu bir halka ucglu artroskopik kiret vyardimi ile
alinir'°4164.166.169.179.180 A \nan parcalar kas, bag ya da kemik dokudan ayrilarak

164,169 Bazi

1-3 mm®lik parcalara dogranir ve transfer soliisyonuna atilir
laboratuvarlar kikirdak pargalarinin laboratuvarda dogranmasini tercih
etmektedirler. Ancak 1 mm®liik parcalara ayrilmis kikirdagin transport sirasinda
daha dayanikli oldugu gosterilmistir'®’. Kikirdagin derin katmanlardan
alinmasina 6zen gosterilir ¢link{i en fazla kondrosit buralarda yerlesmektedir'®.
Dokular %0,9'luk NaCl igerisinde oda sicakliginda laboratuvara gonderilir.
Birgok hicre kdltart laboratuari hlcre besiyeri olarak otolog serum
kullanmaktadir. Bu nedenle laboratuar calisanlari, kikirdak doku ile birlikte
otolog serum da istemektedirler. Otolog serum elde etmek igin hastadan
ameliyat oncesi 9 ml'lik 10 tipe kan alinir. Otuz dakika pihtilagmasi beklenir ve
bir saat icerisinde santriflj yapilir (15 dak, 1000-1300 devir). Serum filtrelenerek
ayrilir ve -4°C- -8°C’de dondurularak laboratuara génderilir. Alinan dokuda
yaklasik olarak 2—3x10° hiicre vardir. Kikirdak saglam dokudan alinmalidir.
Laboratuvara ulasan kikirdak dokular fosfat tamponlu salin (pH=7,2) ile
yikanir ve tripsin, kollajenaz ve hyaluronidaz kullanarak enzimatik ayristirmaya
tabi tutulur. Ayrilan hucreler hdcre kualturd yodntemleri kullanilarak dretilir.
Uretmek Uzere alinan miligram kikirdak basina disen kondrosit sayisi yasla
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degismemektedir Kaltdr sirasinda hastanin  kendisinden alinan serum

kullanilabilir'®

. Otolog serumun hicre kudltirinde kullaniimasi fetal bovine
seruma gore daha hizli cogalma saglamaktadir'®. Hicrelerin ekim sirasinda
yogun olmasi istenen bir seydir. Mililitrede 20-100 milyon arasi hicre, bir
matriks icerisinde farelerin ciltaltina yerlestirildiginde kikirdak
olusturabilmektedir. Bu nedenle ideali mililitrede 30 milyon hucre implante
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etmektir'®. Cesitli Uriinlerde degisik hiicre sayilari verilmektedir. 3,2-12x10°

arasinda hiicre saglayan laboratuarlar vardir'®*%1%9179.181 " Qrtajama implante
edilen hiicre sayisi ise 4. 5 milyondur'®""". Bu miktarda hiicre yaklasik iki-iic

164

haftada Uretiimektedir Hazirlanan hiicreler siispansiyon halinde 4°C
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sicaklikta saklanir'®. Uretilmis hiicrelerin dondurularak daha uzun siire
saklanmasi denenmis ancak donan hicrelerde implant olarak etkinlik kaybi

gozlenmistir'”®

. Alinan kikirdak dokunun, ya da uretilmis kondrositlerin normal
oda sicakliginda yedi gune kadar bekletiimelerinin, hicrelerin canliliklarina ya
da cogalma potansiyellerine etkisinin olmadigi gosterilmistir'®. 10 cm®ye kadar
blayuklUkteki her defekt icin yaklasik 12 milyon hicre igeren bir sollsyon
uretilmesi Onerilir. Hazirlanan hicre suUspansiyonlarinin  bir kalite kontrol
protokolinden geg¢mesi gerekir. Bu protokol laboratuardan laboratuara goére
degismektedir. Genellikle hicre suspansiyonlari, sterilite (bakteri ve mantar
tesbiti) , endotoxin varligi, htcre canhligi (%85’ten fazla olmasi beklenir), hiicre
sayisi ve hucrelerin ikiye katlanma zamani agisindan incelenerek teslim
edilir167'178‘185.

Biyopsi ile implantasyon arasi sure dort-altt hafta kadar olabilmekle
birlikte cerrah ve hasta tarafindan belirlenecek uygun bir zaman aylarca da

beklenebilir'®.

Genellikle Ug-bes hafta igerisinde ikinci girisim artrotomi
uygulanarak yapilir'”. Medial parapatellar artrotomi yapilabilir. Medial kondil
lezyonlari igin subvastus yaklasim kullanilabilir'®. Defekt tabani ve kenarlari
saglam kikirdaga kadar temizlenir'®. Debridmanin yeterli yapiimasi olusan
kikirdagin saglam bir kikirdaga ve subkondral kemige tutunabilmesi igin
onemlidir. Debridmanda radikal olmak konservatif olmaya tercih edilir.

Periost grefti almadan 6nce defekt boyutlari olgulir. En iyisi bir eldiven
kagidi ya da aluminyum folyo ile sablon gikarmaktir. Cevreden 1-2 mm buyuk
olacak sekilde bir sablon kesilir. Bu sablon periost Uzerine yerlestirilir ve
cevresinden bistiri ile kesilerek greft alinir. Fazladan birakilan pay periostun
alindiktan sonraki cekme payidir'”®. Kondiller icin periost grefti alinacagi zaman
hesaplanan bulyuklikten 2mm daha buydk, troklea ya da patella igin
alinacaginda ise defektten 3mm daha buyuk greft alinir. Periost tibia
proksimalinin medialinden alinabilir. Pes anserinus ve medial kollateral yapisma
yerlerinin 2 parmak distalinde tibia posterior sinirinin hemen anteriorundan ayri
bir insizyon yapilir. Cilt alti yag dokusunun kint disseksiyonu sonrasi periosta
kolayca ulasilabilir. Sablon periost Uzerine yerlestirilir ve 15 numara bisturi ile

cevresi kesilir. Periost elevatérii ile kaldirilir. Uzerinde fasya ya da yag dokusu
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olmamasina dikkat edilir'’®. Periost tibiadan siyrilirken kambiyum tabakasini
tam alabilmek igin miimkiin oldugunca kemige yakin siyriimalidir'®®. Periostun
uygun sekilde alinmasi teknik olarak zordur. Uzerindeki katmanlarin da birlikte
alinmasi fibréz asiri bayume ihtimalini arttirir. Periostun sadece kendisinin
alinmasi bu yiizden dnemlidir'®,

Periost grefti yerine tip | ve tip Il domuz kollajeninden olusan gift
katmanli membran da (Chondrogide - Geizlich Pharma, Wolhusen, isvigre ya da
Restore-DePuy, Warsal, ABD) kullanilabilmektedir'®'°. ACI'nin tip I/lll kollajen
membran kullanilarak yapilan sekline ACI-C ismi verilmektedir'®. Bu
membranin kullaniimasinin sonucunda kalsifikasyon ya da hipertrofiye hig
rastlanmamistir™’. Tip 1/1ll kollajen gibi biyobozunur kollajen serit Bioseed C
(Biotissue, Freiburg, Aimanya) ile de benzer sonuglar alinmistir'®?. Bioseed-C ile
dort yillik takiplerde iyi sonuclar elde edilmistir'®. Tip Il kollajen ile yapilan
deneysel calismalardan beklenen basari elde edilememistir™*.

Periost greftinin kambiyum tabakasi subkondral kemige bakacak sekilde
yerlestirilir’™*. Ug-dért mm araliklarla 6/0 vicryl ile saglam kikirdaga dikisler
atir'®. ACI-C igin tip I/lll kollajen membranin diizgiin katmani mekanik
saglamlik saglar ve dikilebilmesine olanak verir. 6/0 vicryl ile 3 mm araliklarla
suture edilir.

Periost grefti ¢cevre kikirdakla ayni seviyede ve defekt icinde kalmali,
saglam kikirdagin uzerine ¢ikan yama gibi olmamalidir. Dagumler ne periost
Uzerinde, ne de saglam kikirdak (zerinde olmali, tam birlesim yerinde
durmalidiriar. Aksi halde her iki dokuya da zarar verebilirler'®.

Periost kenarlan fibrin yapistirici ile mahurlenir. Fibrin yapistirici ile viral
enfeksiyon gecis ihtimalini dlslnerek sadece dikis kullanip, izotonik
enjeksiyonu ile sivi kagisini kontrol ettikten sonra hlcre suspansiyonu enjekte
eden cerrahlar da vardir'™*. Enjeksiyon icin 18 gauge plastik intraket ve insiilin
(ppd) enjektora kulanilir. Her tip yaklasik 10-12 milyon htcre igerir ki bu miktar
10cm?lik bir defekt icin yeterlidir'”®. Debride edilmis defekt santimetrekaresine
en az 1 milyon hiicre verilmesi dnerilmektedir'®. Son dikis atildiktan sonra,
fibrin yapistirici ile mihirlenmesi sagdlanir'®'® Enjeksiyon sonrasi diz tam

ekstansiyona getirilerek greftin karsi tarafla temas etmedigi dogrulanir'’®.
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ACI| dayanikli bir iyilesme dokusu saglar'®. Periostun kondrositlerin
¢ogalmasini destekleyici parakrin etkisi vardir. Ayrica periost ekilmis
kondrositlere mekanik bariyer olusturur. ACI sonrasi yapilan histolojik
incelemelerde periostun hyalin benzeri bir katman altinda fibroz kikirdaga
donismiis artiklari gdzlenebilmektedir'®®. ACI sonrasi olusan rejenerasyon
dokusu hyalin kikirdagin tim 6zelliklerini tagimaktadir. Yapi taslari ayni olmakta

ancak mimarisinde farklliklar gériilebilmektedir'"

. Olusan tamir dokusu hyalin
kikirdak benzeri niteliktedir. Ancak hyalin kikirdakta oldugu gibi tamir
dokusunda kolonlar halinde kondrosit dizilimi goérilmez. Bunun vyerine
osteoartritte gorulen kimeler halinde kondrosit birikimlerine rastlanir. Bu da
dokunun olgunlasmamis oldugunun gostergesidir. Bir ¢alismada post-operatif
birinci yildaki incelemelerde ise tamir dokusunda kolonlar halinde kondrosit
dizilimine yer yer rastlanmaktadir'®.

Kollajen dagilimi degerlendirildiginde dokularin %65’i fibroz kikirdak
agirlikli, %15'i hyalin, %17’si karisik ve %3’0 fibréz doku agriliklidir. ilerleyen
zamanla beraber kikirdak olgunlagsmasi devam etmektedir. ikinci yilda yapilan
incelemede kondrositlerin halen olgunlasmadiklari, yeteri kadar tip Il kollajen
sentezlemedikleri, hala olgunlasma surecinde olduklari ve olusmus kikirdagin
da halen fibroz doku ile karisik kikirdaktan olustugu tesbit edilmistir'®”. Ugiincii
ile besinci yillar arasi yapilan incelemelerde olgunlagsma surecinin halen devam
ettigi gorilmiistiir'®®. ACI sonrasi olusan dokunun ortalama kalinhi§i 2,9 mm
olarak olclilmiistir'®®. Enjekte edilen kondrositler yercekimi etkisiyle defekt
pozisyonuna gore altta kalan bdlgede birikerek buradan tamire baslarlar’®.
Altinci ayda yapilan histolojik incelemelerde yluzeyel kisimlarin fibroz kikirdak,
derin tabakalarin ise hyalin kikirdak ézelligi gdsterdigi saptanmigtir’™*'9°,

Kondrositlerin en fazla tutunma orani ilk 24 saatte gerceklesmektedir.
implante edilen hiicrelerin dérdiincii haftaya kadar ancak %14’t yasamakta,
sonra sayica artis gostermektedirler’. Deneysel calismalar kemik morfojenik
proteinlerin kondrosit ¢gogalmasi ve aramadde sentezi Uzerinde pozitif etkisi
oldugunu gostermigse de bu proteinlerin tumoér baglatma ve ilerletme

potansiyelleri nedeniyle heniiz klinik kullanimlari mevcut degildir®®.
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Cinsiyet, defekt buyukligu, defektin yerlesimi ya da defektin sayisinin ve
ek yaralanmaya yonelik girisimlerin sonug¢ Uzerine etkisi gortlmemistir. Etkili
olan tek unsur yaralanma ile tedavi baglangici arasindaki sure olmustur. Bir
yildan daha kisa siUrede tedavi olanlarda basari sansi daha fazla
bulunmustur'’®.

ACI'nin 11 yila kadar olan takiplerinde femoral kondilin tek defektlerinde
%85-92 arasi, patellofemoral eklemde ise %58-76 arasi basarili klinik sonug
elde edilmistir. Ortalama basari orani %85 civarindadr'®4167.171.178.183185201
Medial femoral kondildeki lezyonlarin tedavi sonucu lateral femoral kondil ve
trokleadaki lezyonlarin tedavi sonucuna oranla daha kétudir'®.

ACl'ya bagli komplikasyon insidansi %3,8'dir"®%. En sik gériilen
komplikasyonlar yeni olusan kikirdagin hipertrofisi (%5), yeni olusan kikirdak ile
cevre kikirdagin yetersiz birlesmesi (%4), greft olusma kusuru ya da yetersiz
olusmasi (%3) ve delaminasyon, yani yeni olusan kikirdagin subkondral
kemikten ayrilmasidir (%3)'9>%%2,

ACI girisiminden sonra hastalarin tekrar bir cerrahi gecirme ihtimali
yuksektir. Tekrar girisim gecirme oranlari %17 ile 57 arasi genis bir aralikta
bildiriimektedir'"®195203294 yagin jleri olmasi ya da defekt bliyikliigi ile revizyon
insidansi arasinda baglanti yoktur'®®. En fazla tekrar cerrahi gerektiren sorun
periostun hipertrofisi ya da ayrilmasidir'®’. Periost hipertrofisi hastalarin %22’si
ile 40’1 arasinda gériilmekte, bunlarin da %13-19'u semptomatik olmaktadir®®.
Hipertrofinin nedeni, periostun strtinme ile uyariimasi ve asagidan gelen yeni
kikirdagin ilerletmesi oldugu diisiiniimektedir®>. Onceden iyi olan dizde takiima
ile agri ve eflizyon periost hipertrofisini distunduren bulgulardir.

Kikirdak birlesme kusuru en sik medial femoral kondilde, en az patellada
goraltr. Neden olarak patelladaki makaslama kuvvetlerinin birlesme Uzerinde
uyarici etkisi olabilecegi éngdrilmektedir'.

ACI-C’de hipertrofi  %3-10, birlesme  kusuru %25 oraninda

gorilmektedir®®

. Kollajen membran kullaniminda isin iginde periosttaki gibi
mezankimal kok hucreler ve buyume faktorleri olmadigindan hipertrofi
beklenmemektedir. Komplikasyon oranlari karsilastirildiginda ACl'da %27, ACI-

C’de %12 olarak bulunmustur'.
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2. 4. 5. 1. 5. Matriks Rehberli Otolog Kondrosit implantasyonu

Otolog kondrosit implantasyonunun (ACI) ; hicre sUspansiyonu
kullanmak, periostu su gegirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga
dikis gecirmek ve ikinci seansta artrotomi yapmak gibi teknik dezavantajlari
vardir'’. Standart tek katman hiicre kiltiirinde kondrositler fenotipik olarak geri
farklilagsmaya zorlanmaktadir. Hucre suspansiyonu enjeksiyonu homojen
olmayan dagilima neden olmakta, htcrelerin periost greftinden sizarak kaybi
mimkiin olmakta ve cerrahi siiresi uzun olmaktadir'®. Bu problemlere ¢dzim
amaciyla 1999 yilinda matriks rehberli otolog kondrosit implantasyonu (MACI —
Matrix-guided Autologous Chondrocyte Implantation) tarif edilmistir. 2002
yilindan itibaren ACI'nin ikinci nesli olan ve Ug¢ boyutlu biyobozunur matrikslerin
kullanildigi MACI yéntemi klinik kullanima girmistir'”'°.

Fibrin yapistirici; fibrin ve trombin varliginda fibrinojenin polimerizasyonu
ile olusur. Sekil verilebilen, sitotoksisitesi olmayan, biyouyumlu ve biyobozunur
bir maddedir. Fibrin yapistirici kondral ve osteokondral fragmanlarin tespitinde
kullaniimaktadir®® Tespit glici basta yetersiz goriinmekle birlikte zamanla
artmaktadir’”’. Fibrin yapistirici elde edebilmek igin 70 - 110 mg/ml fibrinojen
3000 KIE/ml aprotinin, 4 |IE trombin ile 40 mmol/L kalsiyum klorid karigtirilir ve
iki karisim 37°C’ye kadar isitilir. Bu iki karisimin karistiriimasi ile yapistirici elde
edilir?®”.

MACI cerrahi tekniginin ilk asamasi ACI ile aynidir. Yz ml otolog kan ile
birlikte 5x10 mm boyutunda kikirdak doku alinarak laboratuara génderilir. Ug-
dort hafta icerisinde otolog serum ve buyume faktorleri de kullanilarak 15-20
milyon hacre uretili. Domuz kaynakl tip I/1ll iki katmanli kollajen membranin
santimetrekaresi basina canlihdi %85’in Uzerinde olan en az 1 milyon hucre
ekilmelidir?°>?% Defekt ACI'da oldugu gibi hazirlanir. Kanama kontrolii yapilir.
Aliminyum folyo ya da eldiven kagidi ile defektin sablonu g¢ikarilir. implant
sablon seklinde kesilir. Implanti kesmek ve vyerlestirmek igin uygulanan
manipulasyonun tutunmus hiicrelere zarar vermedigi gosterilmistir’®. Fibrin
yapistirici ile hacreli retikller plrazla kisim subkondral kemige bakacak sekilde

yapistirilir. Ug dakika boyunca basing uygulayarak yapisma beklenir. Gerekirse
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dikis ile kuvvetlendirilebili?'®. Dize birkac defa fleksiyon ve ekstansiyon
yaptirilarak implatin stabilitesi kontrol edilir®"".

MACI'de ameliyat sirasinda implantin kesilerek sekillendirilmesi gerekir.
Bu sirada kesilen kenarlardaki hucreler atiimaktadir. Bu degerli hicrelerin
atilmasini engellemek igin ameliyat sirasinda membrana hicre ekme islemi tarif
edilmistir. Bu yontemde 1 milyon hucre igeren suspansiyon ve tip I/lll kollajen
membran ameliyat masasina alinir. Membran kuru haliyle sablona uygun kesilir.
Poroz ylzeyine bir kap igerisinde hlicre suspansiyonu dokulir ve 10 dakika
beklenerek hucrelerin membrana tutunmasi saglanir. Poroz ve hucreli ylzey
defekte bakacak sekilde yerlestirilir. Membran fibrin yapistirici ve gerekirse
birkag¢ dikis ile etraf dokuya tespit edilir. Dikis atilacaksa igeriden disariya dogru
atilir. Bu yonteme ACI-Cs ismi verilmistir. Bu yontem ile hucreler kualtur
ortaminda ekilmelerine gére daha homojen dagilmaktadirlar?#?"3,

MACI artroskopik olarak da uygulanabilir. Bunun icin defekt boyutlari
artroskopik olarak 6lculir. implant élgllen boyutlarda kesilir ve diizgin yiizey
isaretlenir. Hucreli kisim igte kalacak sekilde katlanarak ekleme sokulur. Sivi
akisi kesilir ve igerideki sivi bosaltilir. implant defekte yerlestirilir. Bir spinal igne
ile implant altina fibrin yapistirici enjekte edilir. Membran altindan kabarciklar
geldigi gorllir. Probla membrana baski yaparak beklenir. implantin tasan
kisimlari punch ile alinir. Fleksiyon ekstansiyon hareketleri ile stabilite kontrol
214

edilir Bes cm®ye kadar olan defektlerde MACI artroskopik olarak

uygulanabilmektedir®'®.

MACI'de tedavi sonrasi altinci ayda histolojik olarak hyalin kikirdak
olusmaya baslar?'®. Altinci ayda yapilan histolojik incelemeler %75 oraninda
hyalin kikirdak igeriginin varligini géstermektedir. Kikirdagin olgunlasmasi 18 ay
kadar stirmektedir. Bu sure sonunda Uguncu defa artroskopi yapilarak biyopsi
alinan hastalarda hyalin kikirdaga rastlanmig, fibréz kikirdaga ise
rastanmamistir’’” Buna karsin MACI sonrasi hastalarin %25'inde hyalin
kikirdak, %42’sinde fibroz kikirdak, %33’Unde de karigik kikirdak gdsteren yayin
da mevcuttur?'®,

ACI-C ve MACI'de periost kullanilarak uygulanan ACllara gore daha

fazla birlesme kusuru gortulmektedir. Delaminasyon ise en az MACIde
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goriilmektedir'®. Matrikslerin kullanildigi yéntemlerde iyilesme dénemi boyunca
zaman zaman efiizyon ataklari gelisebilmektedir?’®. Sentetik malzemelere karsi
gec inflamatuar yanit olusma riski vardir?®®’. Periost kullanimina bagh hipertrofi
stk gorulen bir komplikasyondur. MACI ile bu komplikasyonun insidansi
dismastur. ACl'da %26 olan hipertrofi insidansi, MACI'de %5 olarak

belirlenmistir'®>2™°.

2.4.5.1. 6. Kikirdak Doku Miihendisligi

Kikirdak doku muhendisligi hastalik veya travma sonucu olusan doku
veya organ kaybinin onariminin veya yeniden yapilmasinin saglanmasi igin
guncel bir segenek olarak tanimlanmistir. Doku mihendisliginde temel yaklagim
hacrelerin, skafoldlarin ve sinyal faktorlerinin tek baslarina ya da birlikte
kullanilmasina dayanmaktadir.

Kikirdagin yeniden yapilmasi ve onarimi i¢in hdcre tabanl tedavi yeni
degildir. Otolog kondrosit transferi (ACT) klinik olarak hem kraniyofasiyal hem
de eklem kikirdak defektlerinde kullanilmigtir. 1987 tarihinden beri, ACT dlnya
capinda 12,000 den fazla hastada, tam kalinlik kikirdak defektlerini tedavi
etmek igin kullaniimaktadir®®’. Bu yaklasim, minimal invaziv bir tarzda hastanin
kikirdagindan kuguk biyopsiler almayi, alinan dokudan kondrositleri izole etmeyi
ve hucreleri in vitro blyutmeyi kapsamaktadir. Bu hlcreler daha sonra yeni
kikirdak dokusu Uretmek igin, periost veya membran altinda kikirdak defekt
bdlgesine yerlesgtirilir. Kikirdak dokusunun dusuk hicre yogunlugundan dolayi
ACT’de en Onemli sorun; biyopsi sonucu elde edilen hicrelerin az sayida
olmasidir. Kikirdak doku muhendisliginde arastirmalar sonucunda ilerlemeler
olmakta; yeni teknikler, yeni hlcre kaynaklari ve yeni biyomateryaller bu
sorunlarin  Ustesinden gelmek ve onarimin Kkalitesini artirmak igin
arastirilmaktadir.

- Hiicre Kaynagi: Kikirdak doku muhendisligi icin uygun hicre kaynagi
hala tam olarak tanimlanmamigtir. Kondrositler, fibroblastlar, kdk hucreler ve
genetik olarak modifiye edilmis hlcreler kikirdak onarimi igin uygulanabilirlik

potansiyelleri bakimindan halen incelenmektedir (Tablo 8).
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Tablo 8: Kikirdak doku muhendisligi igin uygun hicre kaynaklari

Kondrosit Kok Hiicreler
Artikuler Kemik iligi kaynakl
Aurikuler Adipoz doku kaynakli
Kostal Kas kaynakli
Nasoseptal Sinovya kaynakl
Periost kaynakl
Embriyonik

Kondrositler; dogal kikirdakta bulundugu ve kikirdak ECM’sindeki rolleri
genis olarak galisildigi icin en ¢ok tercih edilen hicre kaynagidir. Kondrositler,
yuvarlak bir morfolojide olup tip Il kollajen ve sulfatlanmis glikozaminoglikan
(GAGs) gibi ECM molekdllerinin sentezinden sorumludurlar. Kondrositler,
matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve doku inhibitdr metalloproteinazlarini
(TIMPs) iceren anabolik ve katabolik sureglerin dengesi sayesinde kikirdak
matriksini korur ve yeniden sekillendirirler. Kikirdak onariminda hucre kaynagi
olarak kullanilmalari i¢in bu 6zelliklerinin korunmasi énemlidir.

Kikirdak doku muhendisligi igin buyUk zorluklardan biri de defekt
bdlgesini doldurmak igin yeterli sayida hicre elde etmektir.

Eklem kikirdak dokusunun sadece %5-10'unu kondrositler olusturur, bu
nedenle oncesinde buyutulip cogaltiimalari gerekir. Maalesef, tek katmanli
kaltarlerde biyume kondrositlerin farklilasmasinda bozukluga neden olur, bu da
azalmis proteoglikan sentezi ve tip Il kollajen salinimiyla, artmis tip | kollajen
salinnmina neden olur. Kollajenler, integrinler, blyume faktorleri, matriks
modulatoérleri, src homolog kollajen (SHC) gibi sinyal proteinlerinin aktivasyonu
ve hucre disi sinyal duzenleyici kinaz 1/2 (Erk1/2)'in sahinimindaki degisiklikler
kondrositlerin farklilasma bozukluguna eslik eder ve geri donisimsuz olarak
farkhlasmamis hacreler igin erken donemde marker veya sinyal olarak

kullanil IrIar222,223,224,225,226,227
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Agaroz, aljinat boncuk ve fibrin yapistirici gibi G¢ boyutlu kaltirler artmis
aggrekan uretimi ve tip Il kollajen salinimi sayesinde kondrositler fenotipini
koruyabilirler?28-22%:2%0,

Eklem kikirdagi; hucresel morfoloji, biyomekanik bilesim ve yapisal
Ozellikler bakimlarindan birbirinden farkli olan tabakalardan olugsmaktadir.
Yiizeyel, orta ve derin tabakalardan olusan anizotropik bir dokudur®'. Her
tabaka yap!i ve islevsel olarak gesitlilik gosterir ve farkli uyarilara farkl cevaplar
vererek farkli proteinler sentezlerler. Her tabakadan izole edilen kondrositin
farkli blyume oranlari, farkli gen ekspresyonlari ve farkl biyosentez seviyeleri
vardir. Ornegin, yiizeyel tabakadan izole edilen kondrositler artmis yiizeyel
bdlge proteini sentezlerken (SZP) , orta ve derin tabakadaki kondrositler artmig
tip Il kollajen salinimina neden olurlar. Tabakalar arasinda derinlik arttikca GAG

ve kollajen saliniminda artis gozlenir®>#%

. Bu da derin tabakayi yuzeyel
tabakaya kiyasla mekanik 6zellik bakimindan daha saglam yapar. Tipik olarak,
kikirdak doku muahendisligi ¢alismalarinda hayvanlardan elde edilen homojen
hiacre karigimlari kullanilir. Bu kondrositler yuksek miktarda ECM sentezler
ancak bolgesel organizasyon bakimindan eksiktirler. Bu nedenle gunumuizde
bdlgesel organizasyonu saglayabilmek icin ¢ok tabakali hidrojel ve porlu
gradyent scaffoldlari iceren metotlar arastirilmaktadir.

iki tabakali poli etilen oksit diakrilat (PEODA)?** ve ¢cok tabakali poli etilen
glikol diakrilat (PEGDA)** hidrojeller, eklem kikirdag kondrosit subgruplarinin
blyimesine yardimci olmak igin Uretilmistir. Coklu katmanlarin ardisik
fotopolimerizasyonunun kullanimiyla, hicre gruplari 3D yapilardaki katmanlara
basindan sonuna kadar dagitilabilir. Bu ¢ok katmanh yapilar dogal
kikirdaktakine benzer hiicre ve ECM dagilim paterni ortaya koyar?*®.

Eklem kikirdaginin  toplanmasindaki dondér morbiditesi, eklem
kikirdaginin dusuk mitotik ve biyoaktivitesi klinik kullanimini kisittamigtir. Bu
kisittamalarla birlikte, aurikular, nazoseptal ve kostal kikirdagr kapsayan
vicudumuzdaki diger potansiyel hicre kaynaklari da arastiriimaktadir.

Aurikular kikirdak; kulak ve epiglottiste bulunan elastik bir kikirdaktir.
Eklem kikirdagina kiyasla aurikular kikirdakda kondrositlerin ikiye katlanma

zamani ve hiicre proliferasyonu dért kat hizli bulunmustur®®.
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Nazoseptal kikirdak, kraniyofasiyal ve plastik cerrahi uygulamalarinda
dikkat ¢geken hiyalin bir kikirdaktir. Yetiskin nazal kondrositlerinde yiksek oranli
kollajen I/l ve GAG birikimi olan matriks mevcuttur. Ayrica, nazal kondrositler
tek tabakada eklem kondrositlerden dért kat daha hizli prolifere olurlar®’.

Kondrosit kaynaklarinin karsilastirildigi bir calismada, inek nazal, eklem,
kostal ve aurikular kondrositleri poli (L-lactide-e-caprolactone) scaffoldlarda 4
hafta buyuatuldi. Baylme oranlari ve gen ekspresyonlari hicre tipiyle farklilik
gosterdigi tespit edildi. Tip Il kollajen ve aggrekan saliniminin en fazla kostal
kondrositlerde oldugu ve onu sirasiyla nazoseptal, eklem ve aurikular
kondrositlerin takip ettigi gorulda. Aurikular kondrositler en genis capa sahipken
kostal kondrositlerin en kalinlari oldugu goriildii*®®. Baska bir calismada ise
bliyuime faktorlerinin aurikular, nazal ve kostal kondrositler Uzerine etkileri
arastirimis ve buyume faktorl eklendikten sonra butliin hicre tiplerinde artmig
proliferasyon ve GAG/DNA igerigi ile artmis tip Il kollajen ekspresyonu oldugu
gosterilmistir®®.

Cilt, doku muhendisligi icin minimal invaziv, goreceli olarak bol fibroblast
kaynagl sunar. Kikirdak defektinde poli laktik asit (PLA) ag Uzerine direkt
fibroblast transferinin fibroz doku gelisimiyle sonu¢lanmasina ragmen, uygun
kosullar altinda kultirlendikleri zaman fibroblastlar tekrar kondrositik fenotipe
yonlendirilebilirler®®. Demineralize kemik varliginda ya da laktik asit varliginda
cilt fibroblastlari aggrekan ve tip Il kollajen gibi kikirdak oOzellikli matriks
proteinleri Gretirler®*’.

Kok hucreler, pluripotent hicrelerdir, farklilagsma olmaksizin her dokuya
donusebilmektedir. Degisik kosullarda degisik hlcrelere dontsebilme 6zelligine
sahiptirler. Bu nedenle klinik denemeleri de cekince olusturmaktadir. 1998
yilinda, kemik iliginden elde edilen kdk hicrelerin TGF- 1 varhdinda kulture
edildiginde kondrogenezis sagladi§i bulunmustur®*®. Kondrosite déniisme
potansiyeli olan kdk hicreler mezankimal kdk hucrelerdir (MKH). MKH’ler kemik
iligi, sinovyal membran, epidermis ve adipoz dokudan elde
edilebilmektedir®**2*424524¢ - Kemik iligindeki her 105 hiicreden biri MKH'dir**’.

Kok hucreleri icin birinci rezervuar kemik iligi olsa da, periost, kas, fetal kemik
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iligi, karaciger ve kan gibi dokularda da kok hucreleri oldugu yapilan
arastirmalarla ortaya konmustur.

Kemik iligi kaynakli kok hucreleri (BMSCs), cesitli kultur sartlarinda
kondrogenezise ugrar. In vitro kultlr icin, TGF-B ilavesi genellikle kultlr
metodundan ya da scaffolddan bagimsiz olarak kondrogenezi uyarir ama yine
de, kondrogenezisin derecesi scaffolda bagimhdir®*®.

in vitro kosullarda yapilan bir calismada, PGA da kiiltire edildikten sonra
fareye implante edilen sogukda korunmus insan BMSCs'leri 10 hafta sonra

kikirdaga benzer doku dretigi gorildi?*®

. BMSC'’lerin dezavantaji Urettikleri
matriksin mekanik buatunlgudar. Uzun dénemli agaroz kultirde, BMSC-yUkIu
jellerde kondrogenezis gozlenmistir; ancak Uretilen matriksin miktari ve mekanik
Ozellikleri ayni kisinin kondrositleri tarafindan dretilenden daha dusuk
diizeydedir®®.

Adipoz kaynakli kok hucreler (ADSC); daha dusuk yaslanma seviyeleri
ve istikrarll biyiimesiyle uzun sire kiltiri yapilabilir®™®'. Bu hicreler
immunfloresan ve flowsitometriyle tespit edildigi kadari ile mezensim kdkenlidir
ve TGF-B, askorbat ve deksametazon varliginda kondrositlere farklilasabilme
yetenegindedir®>.

FGF-2 ve BMP-6 gibi bliyume faktorlerinin kullanimi da ADSC’lerin
kondrogenezisini etkilemektedir. FGF-2, hucre proliferasyonunu arttirirken tek
basina BMP-6’da aljinat kulturlerde tip Il kollajen ile agregan ekspresyonunu
arttinr®*?** Kondrogenezise gitme &zelliklerine ragmen, kemik iligi gibi diger
kaynaklardan izole edilen kok hucrelere kiyasla ADSC’lerin daha dusik
kondrojenik potansiyelleri oldugu gésterilmigtir®>>2¢257.

Embriyonik kok hucreler (ESCs); blastokist safhasindaki embriyonun ig
hidcre kitlesinden elde edilmektedir. Bu hicreler pek ¢ok hucre tiplerine
farklilagsma vyetenegindedir. ESC’lerin saflastirmasindaki zorluklar klinik
kullanimlarini engellemektedir. Bu hiicre kaynagi yetiskin hicrelere gore daha
az immunojenik olduklarindan doku muhendisligi icin Umit verici bir kaynak gibi
g6zukmektedir. Bu hlcreler ayni zamanda hizli hiacresel buayime yetenegi ve
mezenkimal hicrelere yuksek farklilasma 6zelligine sahiptirler. Kondrogenezis

icin, ESC’ler farkhlasmadan o6nce embriyonik cisim (EB) aggregasyon
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safhasindan gecmelidir. insan ESC’leri ile yapilan bir calisma, insan ESC
kaynakli EB’lerin kondrojenik induksiyondan hipertrofik maturasyona kadar
kondrogenezis yetenedi oldugunu gdstermistir®®.

- Skafoldlar: Skafoldlar; kikirdak yenilemesinde hicre iletimi amaciyla
kullanilmaktadirlar. Skafoldlar, kikirdak doku dretimi igin ideal bir 3 boyutlu
ortam saglamaktadir. ideal bir skafold; bozulmayi yénlendirebilmeli ve kontrol
edebilmeli, hicre farkhlasmasini ve ekstraselller matriks tretimini desteklemeli,
besinlerin ve artik maddelerin difuzyonuna izin vermeli, dogal kikirdak dokusu
ile yapisma ve birlesme 0&zelliklerine sahip olmali, hucrelerin igerisine
yerlestirimesine uygun olmali ve defekt yerinin mekanik butinlugunu
saglayabilmelidir®®?®®. Skafold yikimi enzimatik veya hidrolitik sekilde
olabilmektedir.

Buglne kadar, kikirdak tamirinde skafold islevi gérmesi igin birgok dogal
ve sentetik madde denenmigtir. Arastirilan dogal polimerlerden birkaci; aljinat,
agaroz, fibrin, hiyalUronik asit, kollajen, jelatin, kitosan, kondroidin sulfat ve
sellloz'dur. Dogal polimerler, siklikla ylzey reseptorleri sayesinde hucrelerle
etkileserek, hlcre fonksiyonunu direkt olarak diuzenleyebilmektedir. Fakat bu
etkilesimler esnasinda bu polimerlerin immun cevapta artisa yol agabilecedi ve
bu sayede kullanilan biyomateryal igin vlcutta antijenite olusabilecegi
gosterilmistir.  Sentetik materyaller, dogal polimerlere gbére mekanik ve
degradasyon karakteristigi agisindan da farklilik gdstermektedir. Bugline kadar
arastirimis sentetik polimerlerden birkagi; polilaktik asit, poliglikolik asit,
polilaktik-glikolik asit, polietilen oksit, polipropilen oksit, polietilen glikol
polipropilen fumarat ve poliliretanlardir®®'26223 Sentetik polimerler; direkt
olarak hucre-skafold etkilesiminde rol oynamamaktadir buna kargin adezyon,
hlcre sinyallesmesi, yikim ve matriks bigimlenmesinde sentetik polimerler rol
oynayabilmektedir. Skafoldlar; hidrojeller, stingerler ve fibréz aglar olmak Uzere
ug sinifta incelenmistir.

- Hidrojeller: Hidrojeller; hucrelerin ve biyoaktif ajanlarin iletisim halinde
olmasini saglayan sisebilen aglardir. Herhangi bir boyuttaki defektleri kolaylikla

kapatabilmek icin enjekte edilebilen hidrojeller minimal invazif bir seklide
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uygulanabilir. Hidrojeller besinlerin ve artik maddelerin difizyonuna izin verirken
hiicrelerin 3 boyutlu yapi icinde homojen dagiimasini saglar®®*.

Hidrojeller ya fiziksel ya da kimsayal olarak c¢aprazbagh jellerdir.
Kimyasal caprazbagl jeller kovalent bagl iken fiziksel gaprazbaglh jelleri ise
iyonik, hidrojen bagi veya hidrofobik etkilesimler gibi ikincil gucler bir arada
tutar. Molekul agirligi, makromer konsantrasyonu, ¢apraz yontemi, ¢apraz bag
yogunlugu ve ag boyutu gibi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri hidrojelin sisme
oranini, mekanik giiciinii, hiicre canliigini ve bozulma oranini belirler®®®.

Polietilenglikol (PEG); goreceli olarak hareketsiz bir polimer olup
kondrogenezi destekler. PEG hidrojellere pargalanabilir laktik asitlerin
eklenmesi ile hiicre proliferasyonu ve ECM sentezi arttirilabilir®®.

Kikirdak doku rejenerasyonunda kullanilan bir diger polimer olan
hiyaluronik asit kikirdaga o6zgun lineer bir polisakkaritdir. Keratin sulfat ve
kondroitin sdlfatin baglanmasi igin temel bir molekul olrak goérevi yapar ve
hiyalUrinidaz enzim ile yikima ugrar. HA; hicre c¢ogalmasi, morfolojisi,
enflamasyon ve yara iyilesmesi gibi hicresel sireglerde bir rol oynadigi gibi
hidcre yuzeyinde bulunan reseptorleri (CD44, CD54 ve CD168) sayesinde
biyoaktif skafold olarak gérev yapar®®®. HA metakrilat gruplar ile modifiye
edilebilir. Bu sayede hidrojelin sisme orani ve hicre canlihdl azalirken,
makromer konsantrasyonlari, kompresyon modiiliisii ve bozulma siiresi artar?®’.

Fibrin yapistirici dogal bir polimer olup trombin ve fibrinojenin
polimerizasyonu ile olusur. Doku yapistirici olarak iyi biyouyumluluk gdsterir ve
integrin baglayicilari ile hiicre-matriks etkilesimini kolaylastirir?®®. Otolog kandan
yapildigi i¢in dogal bir skafold goérevi gorur. Tek dezavantaji uygulandiginda
bazulmeye egimli olmasidir. Son zamanlarda fibrin jelin G¢ hafta boyunca sabit
kalmasini saglamaya yonelik calismalar yapilmaktadir?®®.

Tip 1 kollajen skafoldlar; tam kat kikirdak defektlerinin otolog kondrosit
transferi ile tedavisinde kullanilmistir?’®. Aljinat; kahverengi deniz yosunlarinda
bulunan polianyonik polimerlerdir ve iki degerlikli katyonlarla ¢apraz baglanarak
kararli jel haline gelebilir. Aljinat boncuk ve hidrojeller kondrosit geniglemesini

r271 ,272.

ve kok hdcrelerin uyariimasi igin kullaniimaktadi Son zamanlarda,
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arastirmacilar hibrid skafoldlar olugturmak icin aljinat jelleri sentetik adezyon
peptitleri ile veya diger materyallerle modifiye etmeye calismaktadirlar?”%™.

Agaroz; asya yosunlarinda uretilmis ve sogutuldunda katilagabilen lineer
polisakkarittir. Agarozu sik kullaniimasinin nedeni hlcrelere uygulanacak
mekanik yukleri aktarabildiginden, deformasyon olusturacak yuklenmelerde
kondrosit cevabini 8lgebilmek icindir?™®.

Kitosan bir biyosentetik polisakkarit olup eklembacaklilarin dig iskeletinde
bulunan kitinden ttirevmistir. Oda sicakliginda sivi iken ve fizyolojik sicakliklarda
bir jel seklindedir. Kitosan; biyouyumlu, in vivo sartlarda lizozim ile yikilabilen,
blyuime faktorleri ve adezyon proteinleri ile etkilesime girebilen yari kristal
polimerdir?’®2"7,

- Suingerler: Siungerler; poroz skafoldlar olup 6zellikleri deliklerin boyutuna,
g6zeneklilige ve baglanirhda gore degisir. Gozeneklilik; hiucre adezyonu ile
yuzey alanini belirlerken, deliklerin boyutu ve baglanirhlik ise, hicre
infiltrasyonunu, gdéc¢lnu, matriks depolanmasini ve dagilmasini, besin ve atik
degisimini etkiler””®. Bugiine kadar siinger (retmek igin birkag yoéntem
kullanilmigtir. Bu yontemler skafoldun mimarisini etkilemis ve bu sayede
skafoldun doku formasyonu degistirilerek ve biayume faktorleri kullanilabilir hale
gelmistir®™®.

Yine buglne kadar doku muhendisliginde bircok sunger kullaniimistir.
Bunlardan birkagl; poli-alfa-hidroksi esteri, alginat, poliglaktin/polidioksanon,
kitosan, silk fibroin, HA, kollajen ve jelatindir. Poli-1,8 oktanediol sitrat-POC yeni
bir elastomer urtind olup, eriyebilir sekilde Uretildi ve in vitro ortamda kondrosit
biylimesini destekledigi gorildi®®. Bu POC materyali ile kompresif yiiklenme
sonucu olugan deformasyonlarin tamamen onarilmasi mumkun hale geldi. Buna
ek olarak emilebilir poliglaktin/polidioksonan ise, tam kat kikirdak defektlerinde
kullanildi ve kikirdak dokusunda hizli iyilesmeyi ve birlesmeyi sagladigi
gosterildi®®!. Kitosan; donma-kurutma ve liyofilizasyon isleminden sonra siinger
sekline donisebilir®’.

- Mesler: Mesler; dokunmus veya dokunmamis liflerden olusan aglardir.
Dokunmamis megler; genis bos hacmi ve ylzey alani sayesinde hicre

rejenerasyonunu daha rahat saglarken, dokunmus mesler daha saglamdir. En

60



sik kullanilan mesler poli-a-hidroksi esterleridir. Bu mesler 1990’lardan beri
kullaniimaktadir. Bunlarin icinde en iyi bilinenleri PLA, PGA ve kopolimer olan
PLGA’dir. PGA bu grubun en hidrofilik olani olup tamamen dogal yollardan
metabolize olabilmektedir. Diger taraftan PLA ise yapinda metil grubu
oldugundan hidrofobiktir ve ge¢ metabolize olur. PGA ve PLA’nin kopolimeri
olan PLGA ise mekanik ve metabolize olma bakimindan en iyisidir. Shin ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada kopolimer igine PGA ve PLA %50’li %50
katildiginda yikimin daha hizli oldugunu ama PGA'nin %75 ve PLA'nin %25
katildiginda ise yikimin yavasladigini gdstermislerdir®®.

Poliester skafoldlar, tip Il kollajen ve HA gibi biyolojik ajanlar ile modifiye
edilebilirler. Tip Il kollajen baglanmis PLLA/PLGA konak doku infiltrasyonu ve
kapsul olusumunu engelleyerek inflamatuar yaniti azaltirken, kondrosit
¢ogalmasini ve GAG depolanmasi artmistir. PLGA yuzeyine HA baglanmasi ise
GAG ve kollajen sentezini arttirmistir’®>?%*. Ayrica tavsanlarda yapilan bir
calismada PLGA skafold igine ekilen MKH’lerin 12 hafta sonra parlak, beyaz
hiyalin kikirdak olusturdugu gésterilmistir?®°.

Selliloz ve HA tlrevleri gibi dogal materyaller fibroz skafold olarak kabul
edilmiglerdir. Dokunmamis sellloz'a kalsiyum fosfat eklendiginde hucrelerin
daha iyi tutundugu gosterilmistir®®.

- Uyarici Faktorler: Doku muhendisligi triadinin Gglncl pargasi olarak
uyarici faktorler 2 gruba ayrilmaktadir:
e Biuylime Faktorleri ve Etkileri

TGF-B, FGF, BMP ve IGF gibi birgcok buyume faktori ve HA, kondroitin
sulfat ve insulin gibi diger ¢ozunebilir faktorlerin, kikirdak doku mahendisligine
etkileri arastinimistir. Arastirmalar sonucunda, TGF- ailesi Uyelerinin kikirdak
gelisiminde major rol oynadigi gosterilmigtir. TGF-B ailesi Uyeleri, kikirdak
farklilagmasini sagladigi, embriyonik ve yetigskin MKH’lerde kikirdak Uretimini ve
ekstraselliiler matriks sentezini arttirdidi igin yaygin olarak kullaniimaktadirlar®’.

TGF-B1’in 6ncl hudcreler arasindaki etkilesiminden sorumlu iken, TGF-
B2'nin hipertrofik farklilagsmadan ve TGF-B3’Un de MKH farklilagsmasindan

sorumlu oldugu gosterilmistir. Bir diger buyime faktdérd olan IGF-1,
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proteoglikanlarin  Uretimi ve tip2 kollajene doénUsumuandeki analobik
metabolizmada gorev almaktadr?®2892%

FGF-2, yara iyilesmesinde gorevli bir mitojendir. Kondrositlerin tek tabaka
haline genislemesini ve ¢ogalmasini arttirir bu sayede ekstraselller matriks
birikimi artarken ve iyilesmede hizlanmig olur?®"292:293.294.295

BMPler, hem kondrogenezisi, hem de osteogenezisi etkiler ve implant
bdlgesinde osteokondral birlesmeye yardimci oldugu igin in vivo osteokondral
defekt c¢alismalarinda kullanilabili. Bu morfojenik proteinler, kondrosit
farklilagmasini ve ekstraseluler matriks kompozisyonunu duzenleyebilmektedir.
Ozellikle, BMP-2 ve BMP-7'nin kondrositlerde ve oncli hiicrelerde matriks
dretimini arttirdig1 gosterilmistir. BMP-2; TIMP-1, Sox 9, tip Il kollajen ve
aggrekan uretimlerini arttinir, BMP-7 ise proteoglikandan zengin ekstraselller

matriks Gretimini arttirirken ve skafoldlara fibroblast girisini azaltir*®®.

2.4.5.1.7. Gen Tedavisi

Gen tedauvisi; viral veya viral olmayan vektorler kullanilarak 6zel genlerin
eklem icerisine dogrudan in-vivo veya dolayli ex-vivo sekillerde yerlegtiriimesini
icerir®®"2%:2% Dogrudan in-vivo yaklasim, vektdriin dogrudan eklem bosluguna
yerlestiriimesi ile olurken; ex-vivo yaklasimda, vicut diginda genetik yapisi
degistirilmis hiicrelerin viicuda yeniden transferi vardir*®.

Hem viral (retrovirls, adenoviris gibi) hem de viral olmayan (polimerler
ve lipozomlar) ajanlar kullanilabilmektedir. Viral vektorler tipik olarak daha hizli
transfeksiyon glucune sahip olmakla beraber, daha fazla guvenlik riski
tasimaktadir. viral olmayan ajanlar ise daha diguk tranfeksiyon gucline ragmen,
daha guvenilirdir. FuGen 6, eklem kondrositlerinde guvenle kullanilabilen bir
non-viral ajandir ve bu ajanin IGF-1 ile birlikte kullanildidinda etki glicu %35
arttig gdsterilmistir®’.

Transfekte edilen skafoldlarda artmis proliferasyon oranlari ve tip |l
kollajenler ile aggrekan artigi goOsterilmistir. Ayrica, PGA slngerlerle yapilan
calismalarda, sadece 6 haftada yara iyilesmesi ve defektlerin giderilebildigi

302

gosterilmistir™. Kikirdak rejenerasyonu igin gen tedavisi henliz c¢ok yeni

olmakla beraber, daha iyi arastirmalarla gelistirilebilecek bir tedavi modelidir.
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- Hidrostatik Basing: Eklem boglugunda kikirdaklar, azalmig oksijen ve
aralikli hidrostatik basing etkisinde bulunur. in vitro sartlarda da ayni durum
yaratilarak kikirdak Uretilebilecedi dusunulmustur. Dugslk oksijen yogunlugu
(%5) proliferasyonu ve tip Il kollajen salinimini ve kikirdak spesifik matriks
proteini sentezini arttirir®®. Kondrositler; 10 MPa basingta ve 1 Hz'de, giinde 4
saat ve haftada 5 gun sireyle tutuldugu zaman; 8 haftada kollajen Uretimi
artarken ve GAG kaybinin azaltildi§i gézlenmistir*®*. Bu calismalar sonucunda;
0,1 MPa basincin Sox 9 ve aggrekan madde; 10 MPa basincin ise tip Il kollajen

{iretimi icin ideal basing degerleri oldugu gésterilmistir*®®.

- Dinamik Kompresyon: Dinamik kompresif yuklemelerin; kondrosit ve
kok hucreler Gzerine uyarici etkisi oldugunu gdsteren o6nemli kanitlar
bulunmaktadir. Kondrositler kompresif yUklenmelerde sikisabilmekte ve
davranis degisikligi goOstermektedirler. Tek bir kez yuklemeden surekli

306 y{iklenme

yuklenmeye kadar degisen birgcok yuklenme denenmistir
rejimlerinin hicre tipine, ekim yogunluguna ve skafolda en uygun hale
getiriimesi gerekmektedir. Dinamik kompresif yuklenmeler; agaroz jelde
kondrositleri olumlu yonde uyarirken, doku yapistirici jelde etkili olmadigi
gosterilmistir®®’.

Katabolik ve anabolik etki olarak yeni matriks sentezini arttirarak yeniden
yapilanmay! saglar®®. Uniaksiyel olarak yapilan tek yiiklenmenin (1 kPa, 1 Hz,
30 min) proteoglikan ve Kkollajen sentezini arttirdigi ve mekanik 6zellikleri
gelistirdigi gosterilmistir’®. Ayrica biyime faktérleri ile yiiklenme arasinda
sinerjistik etki oldugu gorinmektedir. Mauck ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada agaroz jele uygulanan ylklenmeye TGF-B ve IGF eklenmesi ile

kollajen igeriginin ve proteoglikan sentezinin arttigi gdsterilmistir®™.

- Biyoreaktorler: Biyoreaktorler, kikirdagin in vitro ortamda hizli
blyUimesini ve gelismesini saglamakla gorevlidir. Besin transportu ve
hidrodinamik bir ortam saglanarak kikirdak spesifik matriks proteinlerinin
sentezine olanak saglarlar Poroz skafoldlara ekilmis dinamik hicrelerin daha

hizhh tutundugu ve daha iyi hicre dagilimini oldugu goérulmustir. Bu etkiler
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skafold bagimli olmakla beraber, statik kultlrle karsilastirildiginda artmis hucre

proliferasyonu ve biyokimyasal icerik gdzlenmistir’™.

Uzun sdreli in-vitro
kiltlrlerde disuk makaslama kuvveti ekstraselliler matriks Uretimini ve birikimini
uyarirken, yiksek makaslama kuvveti ise GAG birikimini baskilamaktadir. Genel
olarak, yUksek hucre yogunluklarinda; hudcre-hicre etkilesimlerinin daha iyi
olmasi sebebiyle GAG konsantrasyonlari da yluksek bulunurken, dusik htcre
yogunlugu olan biyoreaktdr kultirlerinde basarisiz sonuclar elde edilmistir. Su
ana kadar arastirlmisg biyoreaktérlerden birkagli sunlardir:  bir paralel
biyoreaktor, donen duvarli biyoreaktdr ve konsantrik silindir biyoreaktér. Yakin
zamanda yeni bir dalgali duvarl biyoreaktor gelistiriimis ve bu biyoreaktorle
yapilan galismalarda artmis kondrosit proliferasyonu ve ekstraselller matriks
depolanmasi gosterilmistir. IGF-1 gibi bazi buyime faktorlerinin  de
biyoreaktorlere  eklenmesi ile  olusturulacak  kombinasyonlarin  da

kullanilabilecegi belirtilmigtir®'2313-314,

2. 4. 6. Eklem Kikirdak Lezyonlarinda iyilesmenin Degerlendirilmesi
Kikirdak iyilesmesinin degerlendirimesinde goéruntileme yodntemleri,
klinik skorlar, artroskopik inceleme gibi dolayli ve biyomekanik, histolojik ve
biyokimyasal ydntemler gibi dogrudan yéntemler vardir’™®. Radyolojik
goruntileme yontemleri tamir dokusunun durumunu ve kompozisyonunu
degerlendirerek biyomekanik, histolojik ve biyokimyasal yapisi hakkinda fikir
verir. invazif olmamalari en bllyik avantajlaridir. Her ne kadar MR goriintileri
son yillarda gelisen sekanslar sayesinde kikirdagin durumunu basari ile
yansitsa da kikirdak yaralanmalarinda hala altin standard artroskopik prob ile
muayenedir®’®. Klinik skorlar hastalarin ameliyat sonrasi semptom ve islevsel
durumlarinin objektif degerlendiriimelerine ve karsilastirilmalarina olanak verir.
Tamir dokusunun yapisi ya da zamana karsi dayaniklihgi konusunda bilgi
vermezler. Artroskopik inceleme sirasindaki degerlendirmelerin karsilastirilabilir
olmasi amaciyla skorlama sistemleri gelistiriimistir. ICRS ve OAS (Oswestry
Artroskopi  Skoru) kikirdak tamirlerinin degerlendiriimesinde guvenilir ve

tekrarlanabilir bulunmustur®'’.
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Kikirdak tedavi yontemlerinin sonuglarini degerlendirmede ICRS ve OAS
puanlamalari dogrulanmis ydéntemlerdir®'®. Bunlara ek olarak Diz Yaralanmasi
ve Osteoartrit Cikti Skoru (Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score-
KOOS) da 6nerilen dogrulanmis skorlardandir. Degerlendirmede Lysholm diz
skoru, Tegner skalasi, WOMAC osteoartrit indeksi, Cincinnati skoru ve SF36
gibi genel ya da hastalia 6zel skorlar destekleyici olarak kullanilabilir'®'™.
Skorlamanin ameliyat dncesinde bir defa ve ameliyat sonrasinda yilda bir defa
yapilarak kaydedilmesi dnerilmektedir'”.

Eklem kikirdak lezyonlarinin tedavisinde kullanilan tim tedavi
yontemlerin de kikirdak dokunun orijinal kikirdak alici sahasi ile batinlesmesi
sorun olabilmektedir. Alici doku ile butlinlesme iki sekilde olmaktadir; vertikal ve
lateral®’®. Vertikal bitiinlesme genellikle sorunsuz gerceklesirken, lateral
bitiinlesme kronik bir sorun olmaktadir®®®. Bu biitiinlesme siirecini etkileyen

bircok faktdr bulunmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez galismasinin etik kurallara uygunlugu, Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2010/41
sayili karar ile onaylanmistir. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakdiltesi Deney
Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Tibbi Cerrahi Arastirma Unitesi Cerrahi
Arastirma Laboratuari’'nda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan denekler dis
merkezden temin edilmigtir. Yaslar 1-2 arasinda degisen 19 adet koyun
kullanilmig, ¢alisma suresince 6zel bir agilda tutulmus ve kisittama yapilmadan

standart koyun yemi ve su ile beslenmistir. Koyunlar 5 farkl grupta toplanmistir:

1. 4 koyun ‘MACI in vivo’ (MIV grup) grubunda,

2. 4 koyun MIV+kollajenaz grubunda,

3. 4 koyun MIV+kollajenaz+blyume faktorleri (BF) grubunda,
4. 4 koyun MACI grubunda,

5. 3 koyun ise kontrol grubunda

kullanilacak  sekilde  kulaklarinda bulunan seri numaralarina goére
numaralandiriimistir. Denek sayisi Onceki benzer calismalardan edinilen
sonuglar Uzerinde yapilan gu¢ analizi sonucu %95 guvenilirlik aralidi

verebilecek minimum denek sayisi olarak belirlenmigtir.

Anestezi/Analjezi

MACI grubundaki deneklere 2 kez, kalan diger 4 grubtaki deneklere ise 1
kez, asagidaki standart cerrahi hazirliklar uygulanmistir. Cerrahiden 30 dk dnce
10 ml ciltalti cefquinom (Cobactan LA %7,5, Turkiye) antibiyotik profilaksisi
yapilmis ve postoperatif 3 gun boyunca devam edilmistir. Cerrahi anestezi
amaciyla deneklerin kuadriceps kasina 6nce 0,3 mg/kg intramuskuler olarak
ksilazin (Rompun, Bayer, Kanada) 15 dakika sonra 2 mg ketamin (Ketalar,
Phizer W. Lambert, Tarkiye) kullaniimigtir. Cerrahi girisim sirasinda anestezi
derinligi kalp hizi ya da kan basinci yontemi kullanilarak takip edilmigtir. Post-
operatif bakim asamasinda hayvanlarin 24 saat boyunca sessiz ve Ilik bir
alanda iyilesme slrecini gecirmeleri saglanmis ve analjezi i¢cin 8 cc

intramuskuiler metamizol (Dolarjin, Turkiye) uygulamasi yapilmistir.
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Cerrahi Teknik

Anestezi uygulamasi sonrasi butin hayvanlarin sag dizlerine standart
hazirliklar uygulanmigtir. Bu amagla, dizler ekstansiyona getiriimig, tras edilmis,
antiseptik sollsyon uygulanmis ve cerrahi ortller ile ortllerek, aseptik kosullar
saglanmistir.

Tum koyunlarin sag dizlerine orta hat insizyonu ile girilerek medial
parapatellar artrotomi ile diz eklemlerine ulasilmistir. Troklea santral kismina
bistiri ve kiiret yardimi ile ¢api 2,5 cm olan (yaklasik 5 cm?lik) daire sekilli,
derinligi subkondral kemige ulasan (kalsifiye kikirdak tabakanin gikariimasina
0zen gosterilerek) kikirdak defekti olugturulmustur. Deney gruplarina uygulanan
islemler asagida sematize edilmistir (Sekil 6).

1. MiV Grubu: 4 koyun bu gruba dahil edilmistir. Bu gruptaki deneklerde,
denek dizlerine yapilan cerrahi sonrasi alinan kikirdak doku, hassas terazide
Olculerek 200 mg’hik kisim ayrilmistir. Bu kikirdak doku bistiri yardimiyla 1
mm?1iik kiiclik parcalar halinde dogranmistir. Kikirdak dokunun alindigi kisimda
defekt tabani, kemikten kanama olmamasina dikkat edilerek subkondral kemige
kadar tekrar kuretlenmistir. Defekt igerisi fibrin yapistirici (Tisseel, Baxter,
U.S.A.) doldurularak elde edilen 1 mm®Iiik kikirdak parcalari homojen dagilacak
sekilde vyerlegtiriimigtir. Ardindan islemde kullanilacak olan tip I/lll kollajen
membran (Chondrogide - Geistlich Pharma, Wolhusen, isvigre) defekt boyut ve
seklinde kesilerek purtzlli ylzeyi defekt tabanina bakacak sekilde kapatilmis,
islem sonrasi 5 dakika beklenmisti. Membranin tasan kisimlari makasla
traslanarak patella redikte edilmistir. Dizin hareketi ile membranin stabilitesi
kontrol edilmis ve diz serum fizyolojik ile yikanarak suture edilmistir. Deneklerin
sag arka ayaklarinin altina tirnaktan tel gegirmek suretiyle tenis topu baglanmis,
bu ekstremiteye yuk vermeleri engellenmistir. 6 hafta sonunda tenis toplari
cikartilmis ve koyunlarin serbest hareket etmelerine izin verilmigtir. 15 haftalik
takip suresi sonrasinda koyunlar sakrifiye edilip, femur distal kisimlari 6énce
fotograflanmig, ardindan eksize edilerek, histolojik ve biyokimyasal acidan

inceleme igin hazirlanmistir.
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2. MiV+ Kollajenaz Grubu: Bu denek grubuna 4 koyun dahil edilmistir.
ilk grupla (MiV grubu) benzer islemler uygulanmis ancak farkl olarak defekt
tabanina, 1 mm>lik kikirdak pargalari yerlestirildikten sonra yapistirilan kollajen
membran uygulama o6ncesi 30 dk boyunca %0,2'lik tip |l kollajenaz
solisyonunda (Biochrom AG, Berlin, Germany) bekletiimis ve sonunda tip Il

kollajenaz emdirilmis sekilde uygulanmistir.

3. MiV+ Kollajenaz + Biiyiime Faktérii (BF) Grubu: Deney grubunda 4
adet koyun kullanilmigtir. MIV + Kollajenaz + BF grubunda yukaridaki MiV+
Kollajenaz grubuna ek olarak kollajen membrana Insulin (1 g/L) — Transferrin
(0,55 g/L) — Selenium (0,00067 g/L) (ITS solution 1% (v/v), Gibco, Invitrogen,
NY) ve askorbik asit 50 pg/mL (0,4mL solution, Gibco, Invitrogen, NY)
emdirilmistir.

4. MACi Grubu: 4 koyun MACI grubu olarak ayriimis gikan kikirdak
parcalar 1mm?® luk parcalar halinde doku transfer solisyonuna atilarak hicre

kultara laboratuarina nakledilmistir.

- Hiicre Kulturu: Dokular steril PBS ile yikanip her parga Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, 10% FBS, 1% penicillin — streptomycin, 1% amphotericine B,
2,5% L-glutamine (Biochrom AG, Berlin) ) iceren 15 mL’lik falcon tuplerine
yerlestiriimigtir. %0,5 kollajenazla 48 saat muamele edilmis ve her parca bir kultlr
kabina ekilmistir. Kultlir kaplarina DMEM (10% FBS, 1% penicillin — streptomycin, 1%
amphotericine B, 2,5% L-glutamine (Biochrom AG, Berlin) destekli) eklenmis ve
37°C’de, %5 CO2'li ortamda inkiibe edilmistir. Flasklar konfluense ulasana dek her 3 - 4
glnde bir mediumla beslenmistir. Stire¢ sonunda tim tuplerdeki hicreler tripsinaz ile
kaldiriimig, trypan mavisi ile viabilite testi yapilmig ve santrifij yapilarak pellet haline
getirilmistir. Hlcre pelleti 2,5 cm ¢apinda daire seklinde kesilmis ve sterilize edilmis tip
/Il kollajen membran (Chondrogide - Geistlich Pharma, Wolhusen, Isvigre)'in puiriizlii
tarafina yerlestirilerek 48 - 36 saat daha inkube edilmistir. Denek basina ekilen hlcre

sayisi yaklasik olarak 2.000.000 (iki milyon) olmustur.
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ikinci uygulama icin MACI grubu deneklere tekrara preoperatif hazirliklar
uygulanmis ve eski medial parapatellar insizyon kullanilarak sag dizleri
acilmigtir. Defekt tabani, kemikten kanama olmamasina dikkat edilerek
subkondral kemige kadar tekrar kuretlenmistir. Gelisen kanamalar adrenalinli
kompres ile durudurularak isleme devam edilmistir. Defekt tabanina fibrin
yapistirici (Surgicell Baxter, ABD) suriilerek MACI implantinin parizlii tarafi
defekte ve duzgun tarafi eklem bosluguna bakacak sekilde yerlestiriimis ve en
az 5 dakika beklenmigtir. Membranin tasan kisimlari makasla traslanarak
patella redukte edilmistir. Dizin hareketi ile membranin stabilitesi kontrol edilmis
ve diz serum fizyolojik ile yikanarak kapatiimigtir. Deneklerin sag arka
ayaklarinin altina tirnaktan tel gecirmek suretiyle tenis topu baglanarak bu
ekstremiteye yuk vermeleri engellenmistir. Tenis toplari 6 hafta sonra ¢ikarilarak
koyunlarin hareketi serbest birakilmistir. Toplam takip slresi 15 haftayi
tamamlayan koyunlar sakrifiye edilerek femur distalleri fotograflanmig, femur
distalleri eksize edilerek, histolojik ve biyokimyasal acgidan inceleme igin

hazirlanmistir.

5. Kontrol Grubu: Kontrol grubunda ise; bu grupta bulunan 3 koyunun
tek bir seansta sag dizlerine defekt uygulanmisg, baska ek bir isleme maruz
birakilmamislardir. 6 hafta yik vermeden mobilize olmalari i¢in sag ayaklarinin
altina tenis topu baglanarak, 6 hafta sonrasinda serbest harekete izin verilmigtir.
Yine 15 haftalik takip sdreci sonunda sag dizler fotograflanarak sakrifiye
edilmigtir. Histolojik ve biyokimyasal incelemeler icin sag femur distalleri eksize

edilmistir.
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[ MIV Gruby } [MIWKQIIGrubuJ LMIWKGIHBFGrubuJI MACI Grubu H Kontrol Grubu ]

4 Koyun 4 koyun 4 Koyun 4 Koyun 3 lio]rm

MIV Grubu MIV+Koll Grubu MIV+Koll+BF Grubu
Membrana herhangi Membrana Tip Membrana Tip Il kollajenaz,
birsey eklenmeyecek | | kollajenaz eklenecek TS+ ve askorbik asit eklenecek

Media parapatellar gingimle sag diz eklemine ulagilacak. Femoral oluga 3 cm® boyutunda (2.7 cm capinda daire
seklinde) dennligi subkondral kemige kadar olan defekt olusturulacak.

— 1

(Ainan kikidak omeginin 200mg’1 1mm®lilk parcalara ) (Alinan kikirdak omeqi Tmm®lik parcalara
dogranacak ve defekt tabanina yerlegtinlecek. Fibrin dogranacak ve transfer solisyonuna alinarak hilcre
yapistinci sikilarak (zen gruba ozel membran ile kapatilacak. | |kiiltiri laboratuanna transfer edilecek

Membranin diizgiin yizeyi ekleme, pirizli yiizeyl defekie
bakacak sekilde yerestirlecek. Diz hareketlen ile membranin 6 Hafta
saglam oturmadi gorlirse dikis lle kuvvetlendinlecek.

Hazilanan hiicreler tip Il kollajen membran
I_| (Chondrogide) tzenne gdmiilecek
|
Cerahi uygulanan ayak aliina tenis topu tespit 2 giin
edilecek.

Defektlere membranin diizgin yiizeyi ekleme

6 Hafta bakacak sekilde fibrin yapigtinci ile uygulanacak.
Diz hareketleri le membranin saglam oturmadig
gorilirse dikig ile kuvvetlendinlecek.

birakilacak

{Tenis topu cikanlarak koyunun hareketlen serbest

.G 1R Hafta

FﬂKoyunlarsakrifiye edilerek heriki diz eklemlen alinacak ve makroskopik ve fotografik inceleme yapilacak. Omekler F
istolojik inceleme ye alinacak.

Sekil 6. Deneysel ¢alisma algoritmasi
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Makroskopik Degerlendirme

19 denek belirtilen sureler sonunda sakrifiye edilmis. Femur distalleri
eksize edilerek oncelikle makroskopik olarak degerlendiriimeye alinmistir. Bu
asamada puanlama icin Rudert tarafindan o&nerilen skorlama sistemi
kullaniimigtir (Tablo 9)

Tablo 9: Kikirdak iyilesme makroskopik degerlendiriimesi igin puanlama

sistemi.
Kriter Skor Makroskopik Ozellikler
Doluluk 1 Komsu kikirdak yiizeyinin
o6nemli oranda asagisinda
2 Komsu kikirdak ylzeyiyle ayni
seviyede, merkezi ¢okme
3 Komsu kikirdak ylzeyiyle ayni
seviyede
Renk 1 Kahverengi veya sari
2 Beyaz
3 Komsu kikirdakla ayni renkte
Yuzey 1 Puruzli
2 Duzgun, purizsiz

Histolojik Degerlendirme

Histolojik inceleme yapilirken sadece defekt alani c¢alismaya dahil
edilmemis, ayni zamanda defekt bolgesine denk gelen kontralateral diz troklear
bolgeden ve dizin defekt karsisina denk gelen patellar bdlge kikirdak
dokusundan o6rnekleme yapilmistir. Deney gruplarinda, defekt alani diginda,
kontralateral diz troklear bodlge kikirdak doku ve ayni taraf diz patelladaki
saglam kikirdak dokunun ¢alismaya dahil edilme sebebi tip Il kollajenazin eklem
kikirdagina yapabilecegdi etkinin degerlendiriimesidir. Bu amagcla bu dokularda
kikirdak kalinligi, htucre yogunlugu, katman kalinliklari, tip 1l kollajen miktari ve
hiicre dizilimi histolojik olarak karsilastiriimistir. Ornekler %10’luk nétral

formaldehit igeren kaplar igerisine konulmus, bir gecelik formaldehit tespit islemi
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ardindan rutin takip islemine sokulmustur. Rutin takip isleminde dokular
sirasiyla alkol, ksilol ve parafin solusyonlarinda bekletiimiglerdir. Hazirlanan
parafin bloklardan elde edilen 5 mikron kalinhgindaki kesitler hematoksilen
eosin ve safranin-o histokimyasal boyalari ile boyanmigtir. Preparatlarin 1gik
mikroskopik duzeyde (Nikon Eclipse 80i) incelenmig, Nikon dijital kamera, DS-
L1) dijital kamera yardimi ile fotograflama islemi yapilmigtir. Isik mikroskopik
degerlendirmede semikantitatif modifiye O’Driscoll histomorfometrik skorlama

sistemi kullaniimistir?®42*}(Tablo 10).

Tablo 10. Modifiye O’Driscoll Skorlama Sistemi

Kategori Puan
1. Hakim dokunun dogasi

Hiicresel morfoloji

Hyalin artikuler kikirdak

Kismen farklilasmis mezankim

Fibréz doku ya da kemik

2. Yapisal ozellikler

Yizey diizenliligi

Duzgln ve saglam 3
Yilzeyel yatay laminasyon 2
Fissurler: kalinhdin %25-100'G 1
Belirgin bozulma, fibrilasyon dahil 0
Yapisal biitiinliik

Normal 2
Hafif bozulma, kistler dahil 1
Belirgin bozulma 0
Kalinlik

Normal komsu kikirdagin %100’U 2
Normal kikirdagin %50-100’U 1
Normal kikirdagin %0-50’si 0
Komsu kikirdaga yapisma

Greftin iki ucunda yapisma 2
Tek ucta ya da her iki ugta kismi yapisma 1
Yapigsma yok 0

3. Dejenerasyonun hiicresel
degisikliklerinden bagimsizhik
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Hiposelliilarite

Normal sellllarite 3
Hafif hiposellllarite 2
Orta hiposellllarite 1
Siddetli hiposellilarite 0
Kondrosit gruplagmasi
Gruplar yok 2
Hucrelerin %25’inden az 1
Hucrelerin %25-100'U 0
4, Komsu kikirdakta dejeneratif
degisikliklerden bagimsizlik
Hiicresel 6zellikler
Normal sellllarite, gruplagsma yok 3
Normal sellllarite, hafif gruplagsma 2
Hafif ya da orta hiposellllarite 1
Siddetli hiposellilarite 0
Fibrilasyon
Fibrilasyon yok 3
Kikirdak kalinliginin %25’'inden az 2
Kikirdak kalinliginin %25-50’si 1
Kikirdak kalinliginin %50’sinden fazla 0
5. Osteokondral greft lizerinde fibréz doku evet/hayir
tabakasi varligi
6. Subkondral kemigin alici ile kaynamasi evet/hayir

Dokularda gelisen kikirdagin yapisini belirlemek amaciyla hyalin kikirdak
gOstergesi olan tip | ve tip Il kollajen igerigi immunhistokimyasal olarak tesbit

edilmistir.

Biyokimyasal Degerlendirme
5 farkli grupta, koyunlar sakrifiye edildikten sonra iglem yapilan dizin
femur distali, defektli bolgenin karsisina denk gelen patella ve kontralateral

dizde defekt olusturulan kisma denk gelen bdlge drneklem igin alinmigtir. Bu
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bdlgelerden alinan oOrneklerin yarisi histalojik inceleme igin ayrilmisti. Kalan
diger yansi glikozaminoglikan (GAG) ve tip Il kollajen konsantrasyonu
Olculebilmesi icin, GAG ve tip Il kollajen ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) kitleri temin edilene kadar biyokimyasal incelemede kullaniimak
Uzere -80°C ‘de saklanmistir.

Biyokimyasal inceleme icin ayrilan doku ornekleri, GAG ve tip Il kollajen
ELISA kitleri temin edilince, islem yapmadan bir gece 6nce -80°C ‘den
cikartilarak ¢oziinmesi amaci ile 4°C ‘de bekletilmistir. Dokular ¢ozildikten
sonra, Orneklerin yarisi tip 2 kollajen konsantrasyonu, diger yarisi ise GAG

konsantrasyonu ol¢timesi igin bolustiralmustar.

o Kollajen Tip 2
- Doku Homojenizasyonu: 100 mg doku 1 ml fosfat tamponu (pH=7,4)
kullanilarak homojenize edildikten sonra hlcre membraninin yikilmasi igin -
20°C’de 1 gece saklanmistir. Homojenat 5000 devirde 5 dk santrifiij edilmis ve

supernatant ¢calisma icin alinmistir.

- Yontem: Kollajen tip Il (Col II), ELISA yontemiyle CUSABIO ELISA Kkitleri
kullanilarak calisiimistir (Kollajen tip Il katalog no: CSB-EQ027291SH). ELISA
plakalarindaki kuyucuklar Col II'ye spesifik antikor ile kapldir. Ornekler ve
standartlar kuyucuklara pipetlenmis ve immobilize antikora baglanmasi
saglanmstir. Kuyucuklarin yikanmasiyla baglanmamis maddeler
uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara Col II'ye spesifik biotinlenmis antikor
eklenmistir. Kuyucuklarin tekrar ylkanmasindan sonra kuyucuklara avidin
konjuge Horseradish Peroksidaz (HRP) dahil edilmistir. Baglanmamis avidin-
enzim reaktifinin yikanarak uzaklastirlmasindan sonra kuyucuklara substrat
solusyonunun eklenmesiyle, baslangi¢ta baglanan Col II'nin miktari oraninda
renk degisikligi olusmasi beklenmigtir.

Stop solusyonunun eklenmesiyle maviden sariya renk degisikligi

olmaktadir ve rengin yogunlugu 450 nm’de olgulmasgtar.

74



e Silfate Glikozaminoglikan
- Doku orneklerinin Hazirlanmasi: 50 mg doku’ya 1 ml ekstraksiyon tamponu
(15 mg papain igeren pH'I 6,4 olan 0,2 M sodyum fosfat tamponu) eklenmis ve
65°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler 10000 devirde 10

dk santriflj edilmis ve supernatant galisma igin alinmistir.

- Yontem: Siulfate Glikozaminoglikan (sGAG) , Blyscan Silfate
Glikozaminoglikan Assay kiti kullanilarak kantitatif dye-binding yontemle
calisiimigtir.

Tlaplere 100 pl 6rnek ve standartlar pipetlendikten sonra 1 ml Blyscan
dye reaktifi eklenerek 30 dakika mekanik calkalayicida karistiriimistir. Bu
sturede sGAG-dye kompleksi olusmustur.

12000 devirde 10 dk santrifuj edildildikten sonra Ustte kalan supernatan
dokulmuis, altta kalan pellete ise baglanan dye'in ¢dzulmesi icin 0,5 ml
dissociation (¢6zinme) reaktifi eklenmigstir. Vorteks ile karigtirildiktan sonra 200
ul plate alinarak 656 nm’de absorbanslari okunmustur. Daha sonra standart egri

kullanilarak konsantrasyon hesaplanmistir.

istatistiksel Degerlendirme

Makroskopik degerlendirme skorlari, histomorfometrik skorlar ve tip Il
kollajen ile GAG konsantrasyonu acisindan biyokimyasal degerler 5 farkli
grupta istatistiksel olarak karsilastinildi. Dagilimda benzerlik gdsteren gruplar
Kruskal-Wallis yontemi kullanilarak belirlendi, farkliik gdsteren gruplar ise
Mann-Whitney U metodu ile tespit edildi. Anlamlilik dizeyinin 0,05 seviyesinde
kalmasi igin Bonferroni ayari kullanildi. Grup igi karsilastirmalar, Wilcoxon
isaretli sira testi (Wilcoxon signed rank test) kullanilarak yapildi. istatistiksel
analizler SPSS (SPSS 16.0, Chicago, IL, ABD) vyazilimi kullanilarak
gerceklestirildi. P < 0,05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
Takip periodu esnasinda; 1. grup (MiV Grubu), 3. grup (MiV+ kollajenaz+
BF Grubu) ve 4. grup (MACI Grubu)'tan 1’er adet koyun deneyden bagimsiz
sebeplerle 6lmis dolayisi ile toplam denek sayisi 19°dan 16’ya dusmustar.
Makroskopik skorlama, histomorfometrik skorlama ve tip Il kollajen ile GAG
konsantrasyonu agisindan biyokimyasal dederlendirme sonuglari asagida

(Tablo 11) listelenmisgtir.

Tablo 11: Sonuclarin o6zeti'. Defektli alanin  histomorfometrik
skorlamasi.? Kontralateral dizden troklear bélgeden alinan saglam kikirdak
histomorfometrik skorlamasi.® Iipsilateral bdlge patellar kikirdak dokunun
histomorfometrik  skorlamasi.* Defektli alan kikirdak dokunun GAG
konsantrasyonu (ug/mL).° Kontralateral dizden troklear bolgeden alinan saglam
kikirdak dokunun GAG konsantrasyonu (ug/mL).° ipsilateral bdlge patellar
kikirdak dokunun GAG konsantrasyonu (ug/mL).” Defektli alan kikirdak dokunun
tip 1l kollajen konsantrasyonu (ng/mL).? Kontralateral dizden troklear bélgeden
alinan saglam kikirdak dokunun tip Il kollajen konsantrasyonu (ng/mL).°
ipsilateral boélge patellar kikirdak dokunun tip Il kollajen konsantrasyonu

(ng/mL)."° Grup ortalama degerleri.

Mv MIV+KOLLAJENAZ MIV+KOLLAJENAZ+BF MACI KONTROL

Denek No 1 (2 |3 |ORT™|6 |6 |7 |& |ORT |9 [11 |12 |ORT |14 (18 |16 [(ORT |17 [18 |18 | ORT
Makroskopik . .
Skor 8§ |7 i |6 6 |5 (5 |5 |8 3 5 34 T |5 4 |5 3 |3 |3 |3
Histolojik sker. =

] 1 1 (7 |7 7 1
LQZ';O n 0|8 |8 |9 6 |8 8 |8 8 0|9 g8 |8 2 |2 |2 |2
H|stulny:ksko: 4 |24 |24 |24 |24 (24 |24 |24 | |H |24 | W 8N NN N N U N
Saglam
:::?]':f“m 20 (24 (26 |20 (20 |26 (26 [2¢ |24 |26 |24 [20 |24 |26 |20 |20 |26 |24 |24 |24 |24

GAGLezyon' | 115| 117|113 1150 110 122|116 109 | 1143/ 108 | 9.9 |76 | 943 | 118[ 121 | 119) 1133 | 104 105| 104 | 1043
GAGSaglam® | 9.9 | 107 1041|1023 | 95 | 100 126 108 [1075| 98 | 113 | 97 | 1027| 102] 103 | 98 | 1043 | 17| 114 118 11
GAG Patella® 10| 108| 108| 1080 | 15[ 118|108 | 1.0 | 1130 1.8 | 106 | 1.9 1143 | 116 1.0 [ 118 | 1147 | 115 114 14| 1143

f:g’ojﬁ?t'p": 225/ 347|206 2593| 92 100/ 86 |80 |895 75 |67 |64 687|418 400 | 415 4100|2524 25 | 247
nggrl];'}t'p"’ 90 (93 (73 883 | 126 67 [67 |89 |87 13|63 |88 880 |67 62 |94 743 |83 85 80 |82
g:::]]:'mmn; 84179 (78 (803 (89 (92 (7786 |86 |73 |86 91 883 |8 |78 |82 830 85 86 |88 863
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Makroskopik inceleme

Makroskopik inceleme igin 2 arastirmaci (CY, YSC), birbirinden bagimsiz
olarak preparatlari incelemis ve puanlamistir. Daha sonra iki arastirmacinin
ortalama puan degeri kaydedilmigtir.

Gruplar, makroskopik olarak degerlendirildiginde kontrol grubunda
iyilesme bulgusu gézlenmemistir. 1. grup (MIV grubu), 2. grup (MiV + kollajenaz
grubu) ve 4. grup (MACI grubu) diger iki grup olan 3. grup (MiV + kollajenaz +
BF grubu) ve 5. grup (kontrol grubu)’'dan daha ylksek skorlar almiglardir ancak
bu farklihk istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamigtir. Belirtitildigi  Uzere
degerlendirme iki farkli goézlemci tarafindan yapilmis, gdzlemciler arasi
guvenilirlik kappa degeri 0,84 olarak hesaplanmistir. Gruplarin makroskopik

gorunumleri Sekil 7°de gosterilmigtir.

¥ g_“ Y = aa ' é—_’ﬂ
MIv MIV+COLLAGENASE  MIV+COLLA.+GF MACI CONTROL

Sekil 7: Orneklerin makroskopik gorinimi. Kontrol grubunda iyilesme
gbzlenmemistir. Diger gruplarda, iyilesme bulgulari saptanmistir. MiV, MiV +
Kollajenaz ve MACI gruplari BF eklenen gruba gore daha yilksek puan

almiglardir.

Histolojik ve Biyokimyasal inceleme

Dagilim  analizi  histomorfometrik  skorlarda  (p=0,018), GAG
konsantrasyonlarinda (p=0,018) ve tip Il kollajen konsantrasyonlarinda
(p=0,006) sonuglarini verdi. Ayrica farklarin kokeni ikili karsilastirmalarla
istatistiksel olarak analiz edildi.

Histolojik kesitler; iki farkli arastirmaci tarafindan badimsiz olarak,

modifiye O'Driscoll Puanlama Sistemi kullanilarak puanlanmistir ve her bir
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ornek icin on kesit kullanilmis ve bu kesitlerin aldigi puanlarin ortalamasi
alinmistir.

Histomorfometrik olarak MIV grubu (skor=9), MACI grubu (skor=9) ile en
yuksek ortalama puani aldilar. Bu skor, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli gérildii (p=0,018). Ancak, MiV ve MACI gruplarinin
sonuglari diger iki grup sonuglariyla karsilastirilinca istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,064 ve p=0,197). Diger iki tedavi grubu da, tedavi edilmeyen
kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha vyiiksek skorlar aldilar (MiV +
Kollajenaz grubu igin p=0,026, MiV + Kollajeneaz + BF grubu icin p=0,034).

Gruplar icerisinde lezyon olusturulan bdlgedeki kikirdak doku sonuglari
ile saglam kikirdak doku sonuglari kiyaslanmak istendiginde, sira puanlari
dusuk olmasina ragmen, gecerli bir istatistik karsilastirma kigUk 6rneklem
boyutu nedeniyle yapilamadi. Puanlama islemi iki farkli arastirmaci tarafindan
gerceklestirildi. Gozlemciler arasi guvenilirik kappa degeri 0,84 olarak
hesaplandi.

En yiksek doku GAG konsantrasyonu MACI, MiV ve MIV + kollajenaz
gruplarinda dlguldi. Bu gruplar ve kontrol grubu arasindaki farklar anlamli
bulundu (sirasiyla p = 0,046, p = 0,046, p = 0,032). MiV + kollajenaz + BF
grubunda GAG konsantrasyonu kontrol grubuna (istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi) oranla daha dusik oélguldi. GAG doku konsantrasyonu agisindan
MACIi, MiV ve MIV + kollajenaz gruplari arasinda fark yoktu. Lezyonlu
kisimlardan alinan érneklerdeki GAG konsantrasyonlari, ayni denegin saglam
kikirdak dokularindan (ayni taraf patella ve kargi taraf femoral oluktan alinan
ornekler) alinan 6rneklerdeki GAG konsantrasyonlarindan daha yuksekti; ancak
orneklem boyutunun kiguk olmasi sebebiyle farki ortaya koyacak gecerli bir
istatistiksel kargilastirma yapilamadi.

En yiiksek tip Il kollajen konsantrasyonlari MACI grubunda élgildi. MACI
grubunda, MIV grubu hari¢ (p=0,05), diger tiim gruplara oranla tip Il kollajen
konsantrasyonu anlamli derecede yuksek bulundu (kontrol grubu igin p=0,046,
MiV + Kollajenaz grubu igin p=0,034, MIV + Kollajenaz + BF igin p=0,034). MiV
grubu, tip Il kollajen konsantrasyonu agisindan kontrol grubuna gore anlamli

derecede yiiksek (p=0,046), MiV + kollajenaz grubuna gdre ise yiksek
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bulunmustur  (p=0,034). MIV + kollajenaz grubunda tip Il kollajen
konsantrasyonu kontrol grubuna goére anlamli derecede yuksek c¢ikmistir
(p=0,032). MiV + kollajenaz grubunun tip Il kollajen konsantrasyonu agisindan
MACI (p=0,034) ve MIV gruplarina (p=0,034) gore anlaml derecede disik
oldugu gdzlenmistir; buradan ortama kollajenaz eklenmesinin olumsuz etkisinin
olabilecegi sonucuna varilabilir. Ortama buylme faktérl solUsyonunun
eklenmesi sonuglari etkilememistir, MiV + kollajenaz + BF grubu tip 1l kollajen
konsantrasyonu acisindan kontrol grubuna (p=0,046) gore anlamli derecede
yuksek degerlere sahipken, diger gruplara (p=0,034) gore ise anlamli derecede
dusuk degerlere sahiptir. Kontrol grubunda tip Il kollajen konsantrasyonu,
lezyonlu kisimdan alinan orneklerde ayni denegin saglikli kismindan alinan
orneklere gore 3 - 4 kat daha dusuktir. MACI grubunda ise tip Il kollajen
konsantrasyonu, lezyonlu kisimdan alinan érneklerde yine ayni denegin saglikli
kismindan alinan 6érneklere gore yaklasik 5 kat daha ylksektir. Bu oran MiV
grubu igin Ug kattir. MiV + kollajenaz grubunda ise ayni denekten, lezyonlu ve
saglam alandan alinan o6rneklerde tip Il kollajen konsantrasyonu agisindan
benzer sonuclar elde edilmistir. BF eklenen grupta ise ayni kontrol grubunda
oldugu gibi tip Il kollajen miktari saglam kikirdaktan alinan 6rnekte lezyonlu
ornege gore daha yuksek sonug¢ vermistir. Ayni hayvanin saglam kikirdak
dokulari arasindaki kargilastirmalar, drneklem buUyuklugunun yetersiz olmasi
nedeniyle gegerli istatistiksel sonuglar vermemistir.

Deneklerde, ipsilateral patella ve karsi taraf femoral oluktan elde edilen
saglam kikirdak 6rnekleri makroskopik, histomorfometrik ve biyokimyasal olarak
karsilastirimistir. GAG ve tip Il kollajen doku konsantrasyonlari, kalinliklar,
makroskopik ve mikroskopik gorinumler agisindan bir farklilik saptanmamigtir.

Gruplarin histolojik mikroskopik goranamleri Sekil 8'de verilmistir.
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MV MIV+COLLAGENASE ~ MIV+COLLA.+GF MACI CONTROL

Sekil 8: Safranin O boyasi kullanilarak o6rneklerin mikroskopta buyuttlmas
histolojik goruntuleri. Kontrol grubunda ¢ok seyrek iyilesme dokusu goraltyor.
MiV ve MiV + kollajenaz gruplari olgun situnlu kikirdak yapisi gdsteriyor. MIV +
kollajenaz grubunda goérulen iyi bigimli kikirdak yapisi lezyon boyunca homojen
olarak segcilemiyordu, ama adaciklar bigiminde preparatlarin degisik alanlarinda
g6rildi. Bunun aksine MiV grubunda, lezyonlu alan boyunca iyi bigimli kikirdak
yapilarl homojen bir sekilde dagilmisti. MiV + kollajenaz + BF grubu ylizeyinde
kollajen membran kalintilari ile beraber segilen daha az organize olmus bir
gérinti meveuttu. MACI grubunda ise daha az organize ama tatmin edici

kalinlikta iyilesme izlendi. Lezyon alani boyunca homojen oldugu goérulda.
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5. TARTISMA

Kikirdak dokusu avaskuler, anoéral ve hiposelller bir doku olmasi nedeni ile,
travmaya olan yanit olduk¢a Kkisithdir. Hicresel dizeyde cevaba ragmen,
intrensek tamir ve kiguk lezyonlarin ilerleyici hasara donusmesini engelleme
kisith derecede saglanabilmektedir® .

Yaralanma sonucu olusan defekt ise ya hi¢ iyilesmemekte ya da fibroz
doku veya fibréz kikirdak olarak iyilesmektedir®®. Tamir dokusunda eklem
kikirdaginin esas icerigi olan hyalin kikirdak da bulunabilmektedir. Ancak daha
cok tip Il kollajenin hakim oldugu hyalin kikirdak yerine Tip | kollajen yogunluklu
fibréz kikirdak olusur ki bu kikirdak tipi mekanik ve asinma ozellikleri agisindan
hyalin kikirdagin yerini tutamamaktadir'®%2'322 Kikirdagin iyilesme problemi
vicudun tamir yanitini destekleyecek yontemlerin yaygin olarak arastiriimasina
neden olmustur®?,

Kikirdak lezyon tedavi yéntemlerinden ACI’'nin 81U bosluk birakmamasi,
allojenik doku kullanilmamasi ve dondr saha morbiditesi olmamasi gibi
avantajlari yaninda iki ayri girisim gerektirmesi, agik cerrahi gerektirmesi, pahali
olmasi, laboratuara transport gerektirmesi ve kikirdak olusumu ile kikirdak
olgunlasmasinin zaman almasi gibi dezavantajlari vardir’®167168169 * standart
tek katman hidcre kdlturinde kondrositler fenotipik olarak farklilagmaya
zorlanmaktadir. Hiucre suspansiyonu enjeksiyonu homojen olmayan dagilima
neden olmakta, hucrelerin periost greftinden sizarak kaybi mimkin olmakta ve
cerrahi siiresi uzun olmaktadir'®. Bu problemlere ¢6ziim amaciyla MACI
yontemi tarif edilmistir. ACI’'nin ikinci nesli olarak tarif edilen ve (i¢ boyutlu
biyobozunur matrikslerin kullanildigi MACI yéntemi klinik kullanima girmistir'”'°.

Kikirdak doku muhendisligi, kikirdak dokusunun hastalara nakledilmek
Uzere laboratuvar kosullarinda veya in vivo olarak olusturulmasiyla ugrasan
bilim dalidir. Doku muhendisliginin ilgi alanlarini U¢ ana baslik altinda
inceleyebiliriz: Hucreler, matriks ve buylume faktorleri. Matriksin goérevleri,
kondrositleri canh tutarak bu hulcrelerin esit dagilimini saglamak, erken
donemde bu hicrelere yeterli biyomekanik destek vermek ve kondrosit

farklilagsmasi ile aramadde salinimina destek olmaktir. Kondrositler ancak ¢
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boyutlu bir matriks i¢inde kuresel fenotiplerini, yani farklilasmis morfolojilerini
koruyabilmektedirler. Uzun sdreli kdltir ortami  kondrositlerin  fibroblast
morfolojisine ddnmelerine ve dolayisiyla daha ¢ok tip | kollajen
sentezlemelerine neden olmaktadir®. U¢ boyutlu ortamda ise tip Il kollajen ve

aggrekan sentezlemektedirler?'?%.

Hucrelerin matrikse tutunmasi gerekir.
Tutunmayan hucreler defekt icerisinde duramayarak kaybolacaktir. Ayrica
tutunmayan hiicreler cogalamayip ve aramadde (Uretemeyeceklerdir®.
Matriksler ve kikirdak aramaddesi hucreleri defekt icerisinde destekleyecek
yapisal catilar olusturmaktadir®™. Matriks olarak en sik kollajen ve hyaluronan
temelli malzemeler kullanilmaktadir®®*. Hiicrelerin esit dagilimini saglamak igin
ilk olarak tip | ve tip lll kollajenden olusan membran kullaniimig, kondrositler bu
membran (izerine ekilerek implante edilmislerdir®. Kollajen membrana ekilen
hdcrelerin homojen dagihm gosterdikleri ve kondrosit fenotiplerini koruduklari
gosterilmistir®.

Kikirdak lezyon tedavilerinde eger hicreler ve buyume faktorleri
kullanilacaksa, iyilesme icin hlcrelerin ya da buyume faktorlerinin defekt
icerisinde tutunmalarini saglayacak matrikslere ihtiya¢ vardir. Bu amagla kemik
matriksleri, kollajenler, hyaluronan, fibrin, karbon fiberler, poroz polilaktik asit,
politetrafloroetilen poliester ve bunlara benzer bircok polimer denenmistir'®.
ideal bir matriks dokusundan beklenen hiicreler kendi cevrelerini olusturana
kadar destek saglayaci gegici bir ¢ati olusturmasidir. Kondrositlerin ise kendi
matriksini sentezleyip olusturduktan sonra yani birka¢ ay igcerisinde yok olmasi
beklenir®>?°. ideal matriks ayrica iyi tespit edilebilmeli, hiicreleri koruyabilecek
mekanik glce sahip olmali, sitotoksik olmamali, hicre tutunmasina uygun
olmali, biyobozunur olmali ve yeni kikirdak remodele oldukga matriksin yerini
alabilmeli ve inflamasyonu uyarmamalidir'®. Tip | kollajen, fibroblastik hiicre
morfolojisini uyarmakta ve hucreleri bu yonde yonlendirerek fibr6z aramadde
urettirmektedir. Tip |l kollajen ise kondroblastik morfolojiyi uyararak GAG
(glukozaminoglikan) aramadde Uretmeye yonlendirir. Bir matriksin por
bayukligu azaldikga (<50 mikrometre) saglamligi artar, ancak hucreleri daha
cok fibroblastik morfolojiye yonlendirir®?®. Kikirdak lezyon tedavilerinde eklem

kikirdagina en benzer dokuyu elde etmek amaclanir. Eklem kikirdagi icerigi
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hyalin kikirdak icerigine benzemektedir. Hyalin kikirdak dokusu da yapisal
olarak tip Il kollajen ve GAG ihtiva etmektedir. Biz de c¢alismamizda
biyokimyasal olarak tip Il kollajen ve GAG konsantrasyonlarini dlgerek bu icerigi
ne kadar elde edebildigimizi sorguladik.

Tavsan, kikirdak iyilesme konusunda yapilan c¢alismalarda en sik
kullanilan deney hayvanidir. Tavsanlar, cerrahi girisim ve oOrneklerin
manipulasyonu igin yeterli blyuklige sahip ve bu buyudklik igin diger
hayvanlarla kiyaslandiginda daha ekonomik ¢dziim olusturmaktadir®®’. Tavsan
dizinden alinan 3,5 mm c¢apindaki kikirdak dokudan kondrosit Uretiimesinde
kikirdak doku yetersizligine bagdli %50 basarisizlik bildirilmistir**’. Bu nedenle
doku muhendisligi gibi bol kondrosite ihtiya¢ duyulan deneylerde model olarak
daha biiyiik hayvanlarin kullaniimasi énerilmektedir®*’. Daha biiyiik hayvanlarin
ayrica cerrahi kolayligi ve artroskopik girisim imkani da olabilmektedir. Kikirdak
doku miahendisligi calismalar, alan olarak daha buylk kusurlarda ¢6zim
bulmaya calisir, dolayisiyla bu tur ¢alismalar daha bol miktarda kikirdak doku
gerektirirler. Daha blyuk ya da birden fazla defekt i¢in koyun, kegi ya da kdpek
kullanilabilmektedir. Uluslararasi Kikirdak Arastirmalari Toplulugu (International
Cartilage Repair Society-ICRS) kikirdak defekt modeli olarak keciyi tavsiye
etmektedir®®. Benzer agirliktaki koyunun, keciye oranla daha biiyiik dize sahip
oldugu bilinmektedir, ayrica koyunlarin dizlerinin bayuklUk, yapi ve iyilesme
kapasitesi yoOnleriyle insan dizine daha ¢ok benzedigi bazi c¢alismalarda
belirtilmistir*?®*?_ Biz de, koyun modelinin biyokimyasal, biyomekanik, histolojik
ve ylzey ince yapisi bakimindan insandaki kismi kalinhk kikirdak
yaralanmalarini basari ile taklit etmesinden dolayi ¢alismamizda denek olarak
koyunu tercih ettik**°*3'*32 3 mm’den daha kiiciik captaki kikirdak defektleri
kendiliginden iyilesme egilimindedir******. Daha biiyiik hayvanlarda, kikirdak
defektlerinde spontan iyilesme sinir igin krittk sinir 6 mm c¢apa kadar

artmaktadir’>®

. Koyunlarda yapilan c¢alismalardan bilindigi kadariyla 6 mm
capindan daha kucguk buyuklukteki kikirdak lezyonlarinin spontan iyilestigi
bilinmektedir®**3*". Bizim ¢alismamizda bu bilgiler géz éniinde bulundurularak
capl 25 mm olan ve alan olarak yaklasik 5 cm®*ye tekabiil eden defekt

olusturulmustur. Kendiliginden bir iyilesmenin olmadigi yaptigimiz ¢alismada
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kontrol grubu ile de teyit edilmistir. ACi ve MACI yéntemleri icin endikasyon 2
cm®den bilylk kikirdak defektleridir®®®. 2-5 cm?lik kikirdak defektlerinde
alternatif tedavi yontemi OATdir**. Ancak 5cm?® U(zerindeki kikirdak
lezyonlarinda OAT vyapilmasi 6nerilmemektedir, dolayisiyla ACI ve MACI
5cm*den bilylik defektlerde tek ¢oziim secenegdidirler. Dogal olarak biz de
calismamizda yaklasik 5cm? biyikliginde kikirdak defekti olusturmayi
hedefledik.

Deneysel hayvan modellerinde ortopedik calismalar igin agirlik tasima
Ozelliginden de oturd genellikle diz eklemi tercih edilmektedir. Dizde defekt
yerlesimi icin kullanilacak alanlar troklear oluk, medial ve lateral femoral
kondiller, troklear gikinti ve patellar eklem yiizeyidir**’. Bunlarin igerisinde en
sik medial femoral kondil ve troklear oluk tercih edilmektedir. Troklear oluk daha
diz ve genis bir ylzey sagladigi, cerrahi olarak kolay ulagilabildigi ve patellar
kikirdak kadar kalinlikta kikirdaga sahip oldugu icin tarafimizca tercih
edilmistir'”?*. Ancak, patellofemoral yiiklienme orani yilksek olsa da femoral
kondillerdeki aksiyel yuklenmenin aksine, troklear olukta kikirdaga gelen yuk
makaslama yoniindedir*’. Bu nedenle troklear defektler kondiler defektierden

37 Kopek ve kegilerde 6 mm'lik bir defektde troklea

daha iyi iyilesmektedir
yerlesiminde spontan iyilesme goruldigu ancak ayni boyuttaki defektin medial
femoral kondil yerlesiminde iyilesmenin olmadig bildirilmistir®*”>*'**2 Trokleada
gerceklesen iyilesme kondil defektlerine kiyasla daha az hyalin kikirdak, daha
cok fibroz doku ve daha az GAG igerigi ile gelismektedir®*>344:34°,

Patella, dizdeki en kalin kikirdagin bulundugu yizeydir. Ozellikle
kondrosit Uretiimesi Uzerine planlanan ya da benzeri ¢alismalarda patella tercih

36 Kondrosit Uretmek icin doku troklear cikintilardan elde

edilmektedir
edilebilmektedir**’. Otolog osteokondral greftler ise yine troklear gikintilardan
alinabildigi gibi, patellar oluktan, karsi diz femoral kondilinden, ayni kondilin
kranialinden ya da karsi kompartmandan edinilebilmektedir**®3*93%° Ancak bir
yandan da eklem kikirdaginda kikirdak defekti olustururken ayni zamanda
saglikh kikirdak doku da elde etmis oluruz. Deneysel galismamiz esnasinda
bagka bir yerden saglam kikirdak doku alip dondr saha morbiditesi

olusturmaktansa, kikirdak defekti olusturulan bdlgeden alinan kikirdak doku
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verici doku olarak kullaniimistir. MACI yéntemi icin drnek verecek olursak,
yeterli miktarda kondrosit Uretimi saglayabilmek icin yaklasik 140-200 mg
kikirdak doku ihtiyaci vardr>":392:353.354.355

Kikirdak doku tamirleri igin yapilan ¢alismalarda olusturulan defektler
genellikle daire seklindedir. Bazi ¢alismalarda uygulanacak tedavi ya da implant
sekline 6zel, licgen ya da kare gibi defekt sekilleri yaratilmistir***>*". Kendi
calismamizda daire seklinde defekt olusturmayi tercih ettik.

Deneyimizde klinik senaryo benzerini olusturmak ve yontemler arasinda
karsilastirma yapabilmek i¢in hem MACI grubunda hem de MIiV grubunda esit
miktarlarda kikirdak dokusu kullanilmistir. Fazla olarak artan dokular
kullaniimamistir. Klinik senaryoya uygun olarak; MACIi grubuna iki cerrahi
seans, MiV grubuna ise tek cerrahi seans uygulanmistir. Klinik senaryoya
benzetilebilmesi acgisindan butin tedavi yontemlerinin iki seansta yapiimasi
dusunulebilir. Bu amagla ilk seansta defekt olusturulacak, ikinci seansta ise
yapilmasi dusinilen tedavi prosediirleri uygulanarak, MiV grubu da dahil olmak
Uzere, deneyin yaralanma ve tedavi seklinde iki farkli agsamada gerceklesen
klinik senaryoya benzetilmesi saglanabilecektir. Ancak biz ¢calismamizda hem
klinik senaryoyu saglayabilmek hem de takip surelerini kisaltabilmek amaci ile
ikinci kez operasyona alinan deneklerin kikirdak defekt bolgelerini debride edip
tazeleyerek yeni olusmus kikirdak hasarina benzetmeye calistik.

Literatirde kikirdakla ilgili ¢alismalar incelendiginde, immolizasyondan

358,359,360,361

yararlaniilmadigi gorulmektedir . Denek hayvani olarak kopekler

kullanildiginda, immobilizasyon igin eksternal fiksator veya dizi belirli bir sire

fleksiyonda tutan ortopedik algi atel kullanildigi belirtilmigtir®®2263

. Maymun
deneyinde ise daha Ozenli bir iyilestirme programi uygulanmis ve cerrahi
sonrasi 2 hafta 70° fleksiyonda al¢i ile immobilizasyon uygulanarak sonrasinda
tam yuk tasima ve haftada U¢ defa sedasyon altinda hareket arkinin %85’ini

364

kazanana kadar pasif egzersiz yapiimistir™". Koyunlarin immobilizasyonu igin

daha ¢ok tercih edilen yéntem ise adil boyutlarinin kiigiltiimesidir*®®>*®. Biz
calismamizda, agirlik verilmesini 6nleyen ama bu esnada mobilizasyona ve
eklem hareketlerine izin veren eski ve basarili bir yontemi kullandik. Bu

yontemde, tenis topu opere edilen arka ekstremitenin altina tirnaktan tel
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gecgirmek suretiyle baglanmis, bu sayede ekstremitenin agirlik tasimasi
engellenmig, ayni zamanda cerrahi girisim sonrasinda tamir edilen tendonlarin

367

6 hafta sure ile dinlenmesi saglanmistir™’. Tenis toplari 6 hafta sonra

cikartilarak koyunlarin hareketi serbest birakilmistir®®’.

Chondrogide (Geistlich Pharma, Wolhusen, Isvigre) domuz kaynakli tip |
ve tip Il kollajenden olusan iki katmanli bir membrandir. Tip | kollajenden
olusan duzgun ve tip Ill kollajenden olusan puruzll yuzeyleri vardir. Duzgun
yuzey sivilara gegirgen ancak hucrelere degildir. Bu ylzey hucrelerin kaybini
engellerken inflamatuar proteinlerin tamir bolgesine girmesine kargi bariyer de
olusturur'®. Piriizl ylzey ise hiicre tutunmasina ve cogalmasina olanak
verecek matriks Ozelligindedir. Kikirdak matriksi olustukga bozunur*®. Hiicre
ekilerek pazarlanan hali MACI'dir. (Verigen, Leverkusen, Almanya)®®. Tip I/l
kollajen membranda hucre farklilagmasi hyallironana kiyasla daha geg, tip Il
kollajen sentezi daha az olmakta, ancak hucre dizilimi dogal kikirdaga daha ¢ok
benzemektedir. Hyallronan ve jelatinde ise hizl farklilagma ve ylksek miktarda
tip Il kollajen sentezi olur. Fakat hiicre dagilimi dogal kikirdaga benzemez>*°.

HyaluUronik asit bazl bir skafold olan Hyalograft C, artroskopik uygulama
sonucunda Uzerine bir dikis gerektirmeden, hiyalin kikirdak dokusu ile tamir
sonucunda yuUksek klinik basari ile kullaniimaktadir, fakat uzun dénem takipleri
bulunmamaktadir®’®"".

MACTI'nin orijinal taniminda cift katmanh | ve Il kollajen membran

kullanilmaktadir®™

. Membranin purizlli yuzleri gevsek bir yapiya sahiptir.
Hucrelerin yapismasi, prolifere olmasi ve matriks Uretimi igcin bu membran
uygun bir yuzey ihtiva eder. Membranin duzgun ylzeyi ise yogun bir yapiya
sahiptir, bu yapi beslenme igin besin maddelerinin gegisine izin verirken hicre
kaybina imkan vermez'®. Bu calismada, orijinal MACI implanti Gretmek icin
yapilandirilan membran kullanildi. Kikirdak dokularin t¢ boyutlu olarak daha iyi
homojen dagihmini saglayacak diger maddeler kullanilabilirdi ancak bu galisma
icin degiskenleri asgari sayida tutmaya calistik.

Matir kondrositleri, proliferatif fazdaki kondrositlere donutstlirmekteki en
onemli asama matriks dokunun kaldiriimasidir*”®. Hiicre kiltir laboratuarlarinda

bu asama tip Il kollajenaz enzimi ile asilir. Enzim kollajenleri denature eder ve
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bunun sonucu olarak kondrositler etraf matriks dokudan serbestlenmis olurlar.
Uygun kosullar saglandiginda bu kondrositler ylzeyde vyeterli miktara
ulasincaya kadar gogalmaya baslarlar. in vitro ortamda saglanan uygun kosullar
ayni zamanda in vivo ortamda da saglanabilmektedir. Ancak esas problem
kondrositleri bulunduklari matriskten izole etmekte yasanmaktadir. Biz
¢alismamizda, tip | / lll kollajen membrani tip Il kollajenaz solisyonuna batirdik.
Bunu yapmamizdaki amag, gergekten tip Il kollajenaz solisyonu doku
parcalarina etki ederek kollajeni parcalayip kondrositlerin ¢ogalmasina ve
matriks Uretmelerine izin veriyor mu sorusuna cevap aramakti.

BiylUk kikirdak defektleri tedavisinde en basarili teknik MACI ydntemi
oldugundan, yaptigimiz deney sonugclarini bu yontemle karsilastirmayi tercih
ettik®*3™. Calismamizda, beklendigi gibi kontrol grubunda kayda deger
herhangi bir bir iyilesme goérulmedi. Tedavi gruplari icerisinde en basarili
sonuglar ise MACI grubunda elde edilmistir. Kikirdak doku parcalarinin sadece
kollajen membranla cevrildigi MIV grubunda ise yine iyi sonuglar elde edilmistir.
Makroskopik ve histomorfometrik olarak MACI ve MiV gruplari benzer sonuglar
vermistir. MACI ve MIV gruplarindaki lezyonlu dokularin GAG konsantrasyonlari
acisindan karsilastirlmalarinda yine benzer sonuglar alinmigtir ve yine bu
gruplardaki lezyonlu dokular ayni deneklerden alinan saglikh dokularla da
kargilagtirlmig, tamir  dokularindaki GAG konsantrasyonlari  saglikli
dokulardakinden daha yuksek bulunmustur. Bu bahsedilen fark istatistiksel
olarak anlamli degildi ancak sunu da belirtmek gerekir ki sinirh 6rneklem
bayUkligu nedeniyle istatistiksel karsilastirmalar ¢ok guvenilir olmamaktadir.
MACI ve MiV gruplarinda tip Il kollajen konsantrasyonlari saglam kikirdak doku
ile karsilastirildiginda anlamli derecede fazla (3-6 kat) bulunmustur. MACI
grubunda MIiV grubuna gére tip Il kollajen konsantrasyonu yiiksek bulunmasina
ragmen bu yukseklik istiatistiksel olarak anlamli degildi. Ortama kollajenaz
eklenmesi beklenen etkiyi gostermemigtir. Kollajenaz eklenen gruplarda
makroskopik ve histomorfometrik olarak daha koétu sonuglarla karsilasiimistir.
Yine kollajenaz eklenen gruplarin tamir dokulari GAG konsantrasyonu
acisindan diger gruplarla ve saglikli dokularla benzer sonuglar vermesine

ragmen, tip Il kollajen konsantrasyonu agisindan anlamli belirgin disuk degerler
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gorulmustur. Boyle bir sonucun, ekledigimiz kollajenaz solUsyonunun yeni
olusan kikirdak dokulari da olumsuz etkilediginden kaynaklandigini
dusundyoruz. Yine kollajenaz eklenen grupta, deneklerin patellasindan alinan
ornekler,ki buradan alinan ornekler lezyona yerlestirlen membranin karsi
yuzliyle temas etmektedir, karsi dizden alinan dérnekler ile karsilastiriimis ve
aralarinda anlamli bir fark gdsterilememistir. Dolayisiyla bu sonuglardan
kollajenaz sollisyonunun etraftaki diger kikirdak dokulara kisa dénem olumsuz
etkileri olmadidi ¢cikarimini yapabiliriz.

Blayume faktorleri, hicre kaltirlerinde kondrosit gogalmasini tegvik etmek
ve hizlandirmak i¢in yaygin olarak kullanilirlar. En sik kullanilan bayime faktoru
solusyonlari; insulin, transferrin, selenyum ve askorbik asitten olugan ITS +

askorbik asit soliisyonudur®®*"

. Calismamizda hucre kultaru igin tavsiye edilen
konsantrasyonlar kullanilimistir®”®*"". Tedavi gruplari arasinda biyiime faktorii
kullanilan tedavi grubu en koétu sonuglari vermistir. Blyume faktdrt eklenen
grupta hem GAG konsantrasyonlari hem de tip Il kollajen konsatrasyonlari diger
calisma gruplarina ve saglam kikirdak dokularina goére dusuk c¢ikmistir.
Reaktiflerin biri veya kombinasyonu bu olumsuz etkiye sebep olmus olabilir ama
tam mekanizmanin anlagilabilmesi igin daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Kikirdak lezyonlarinin  iyilesmesi zaman almaktadir. Deneysel
calismalarda kikirdak iyilesmesi icin takip surelerini 6 ile 52 hafta arasinda
degisken sekilde gdsteren calismalar mevcuttur3>®-340:362.365366378.379 ()7 takip
sureleri, iyilesme oranini ve saglamhigini degerlendirmek icin daha iyi olsa da,
bu her zaman mumkin olamamaktadir. Kikirdak doku iyilesmesi Uzerine
kopeklerde cgalisan bir grup yazar minimum takip slresini 15 hafta olarak
tavsiye etmislerdir®®®. Bizim calismamizda 15. haftada sonuclandirilmistir. Daha
uzun takip suresi daha iyi iyilesme sonugclari verebilecegi gibi dejenerasyon ve
olumsuz sonuglar da ¢ikartabilirdi.

Calismamizin en zayif yani 6rneklem bUyuklugunin kuguk olmasidir.
Deneysel calismada buyuk deney hayvanlarinin kullaniilma zorunlulugu daha
blyluk kaynaklar gerektirmektedir. Hem ekonomik hem de etik degerler goéz

onunde bulundurulunca c¢alismada daha buyudk 6rneklem icin yeterli denek

88



kullanilamadi ve bu da calismamizda istatistiksel degerlendirmede zorluklar
olusturdu.

Calismamizin sonucunda MiV tekniginin MACI ydéntemi ile benzer
sonuglar verdigini gdzlemledik. MiV tekniginin klinik kullanimi durumunda, tek
bir cerrahi oturumda MACI ydntemine kiyasla daha az maliyetle kikirdak
lezyonlarini tedavi etmek mumkin olacaktir. Kikirdak lezyonlarinin onarimi igin
tek oturumda gergeklestirilebilecek diger bazi segenekler de vardir. Bunlar
arasinda en yaygin kullanilanlardan bir tanesi defektli alanin debride edilip
mikrokirik yonteminin uygulanmasi ve sonrasinda ise Uzerinin sentetik veya

381

kollajen membranla ortlilmesidir™". Literatirde bu yodntemin basarisini da

yetersizligini de gdsteren galismalar mevcuttur ama yine de bu yontem siklikla

381382 Aragtirmanin bir sonraki basamagi bahsedilen bu

tercih edilmektedir
yontemle galistigimiz yontemin karsilastiriimasi olabilir.

Maliyet konsunda ise 5 cm®den biiyiik kikirdak defektlerinin tedavisinde,
MACI yo6ntemine alternatif ydéntem olarak gordigimiz ve hatta MACI
yonteminin bazi dezavantajlarini kaldiracagini ileri strdigimiz MiV yoéntemi
ayni zamanda ekonomik olmasi agisindan da MACI ydéntemine tercih
edilebilecektir. MACI yéntemi icin hastalar 6 hafta arayla iki defa cerrahi girisim
gegirmektedir. Bu Ulkemiz kosullari dusunuldiginde, cerrahide kullanilacak
malzemeler, isglcu kaybl, yatak Ucreti vs. gibi konular maliyeti oldukga ylksek
tutmaktadir (yaklasik 15000 TL) ve ayrica Saglik Bakanligi tarafindan 6zel izin
alinmasi gerekliligi bu ameliyatin uygulanmasinda karsilagsilan en bUyuk
sorunlardir. MIV yéntemi tek seansta benzer sonug verebilecek ucuz bir yéntem
olarak dusunulerek tasarlanmistir. Bu nedenle 6 haftallk hicre kultiri ve
matrikse gomme islemine gereksinimi ortadan kaldirmak hedeflenmigtir. Bu
yontemde in vitro kiltar sureci in vivo ortama tasinmaktadir. Bu yontemin MACI
kadar basarili olmasi halinde hastalar tek ameliyat gegirerek tedavi olabilecek

ve olgu bagina en az 10000 TL tasarruf saglanabilecektir.
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SONUG VE ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar 6zetlenecek olursa;
1. Kikirdak dokusunun travmaya yaniti avaskuler, andral ve hiposeluler bir

doku olmasindan 6turl oldukga kisithdir.

2. ACl ve MACI 5 cm*den biiyilk kikirdak defektlerinde tek ¢6ziim
segenegidir.
3. ACI ydnteminin 6lU bosluk birakmamasi, allojenik doku kullaniimamasi

ve dondr saha morbiditesi olmamasi gibi avantajlari yaninda iki ayri girisim
gerektirmesi, agik cerrahi gerektirmesi, pahali olmasi, laboratuara transport
gerektirmesi ve kikirdak olusumu ile kikirdak olgunlagmasinin zaman almasi
gibi dezavantajlari vardir. Bu problemlere ¢6zim amaciyla MACI yontemi tarif
edilmistir.

4, MACI yonteminin de bazi dezavantajlar vardir. MACI yontemi hem iki
farkli seansta gergeklesmekte hem de yuksek maliyete sebep olmaktadir.

5. MiV tekniginin Klinik kullanimi durumunda, tek bir cerrahi oturumda
MACI yontemine kiyasla daha az maliyetle kikirdak lezyonlarini tedavi etmek
mumkun olabilir.

6. Kikirdak lezyonlarinin onarimi igin tek oturumda gercgeklestirilebilecek
baska secenekler de vardir. Bunlar arasinda en yaygin kullanilanlardan bir
tanesi defektli alanin debride edilip mikrokirik yonteminin uygulanmasi ve
sonrasinda ise Uzerinin sentetik veya kollajen membranla ortiimesidir.
Arastirmanin bir sonraki basamagi bahsedilen bu ydntemle calistigimiz

yontemin kargilastiriimasi olabilir.
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BMPs
PTHrP
IGF-I
IGF-II
PDGF
OKD
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MRG
BT
dGemric
FSE
MT
MTR
Kiuy
OAT
GAG
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TIMPs
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PEODA
PEGDA
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BMSCs
ADSCs

SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

: Matriks destekli otolog kondrosit implantasyonu
: MACI in vivo
: Mezenkimal kok hicre
: Otolog kondrosit implantasyon
: Indian-hedgehog
: Kemik morfojenik proteinleri
: Paratiroid-hormon-iliskili-peptid
: Insiilin benzeri biiylime faktori-
: Insiilin benzeri bilylime faktori-I
: Trombosit-kdkenli buyume faktoru
: Osteokondritis dissekans
: Uluslararasi Kikirdak Aragtirma Dernegi
: Manyetik rezonans goérintuleme
: Bilgisayarli tomografi
: delayed gadolinium enhanced MRI of cartilage
: Fast spin echo
: Miknatislanma transferi
: Manyetizasyon transfer orani
: Kemik iligi uyar1 yontemleri
: Osteokondral otolog transferi
: Glikozaminoglikan
: Matriks metalloproteinazlar
: Doku inhibitor metalloproteinazlari
: SRC homolog kollajen
: Ekstraseluler matriks
: Poli (etilen oksit) diakrilat
: Poli (etilen glikol) diakrilat
: Poli laktik asit
: Kemik iligi kaynakli kok hucreleri

: Adipoz kaynakl kok hucreler
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ESCs
EB

PEG
BMP
OAS
HADYEK
BF
DMEM

: Embriyonik kok hucreler

: Embriyonik cisim

: Polietilengliko

: Kemik morfojenik protein

: Oswestry Artroskopi Skoru

: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
: BuyUime Faktorleri

: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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Tablo 8 (Kikirdak doku muhendisligi icin uygun hucre kaynaklari)

Tablo 9 (Kikirdak iyilesme makroskopik degerlendiriimesi
icin puanlama sistemi)

Tablo 10 (Modifiye O’Driscoll Skorlama Sistemi)

Tablo 11 (Sonugclarin 6zeti)

Sayfa No
19
22
31
32
32

37
39
54

7

72
76

135



