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OZET

5 cm?den biylk kikirdak defektlerinin tedavisinde giiniimiizde altin
standart MACI yontemidir. Ancak bu yontem icin hasta 6 hafta arayla iki defa
cerrahi girisim gecirmekte ve yontem ¢ok pahaliya mal olmaktadir. Tek seansta
benzer sonug verebilecek ucuz bir ydonteme ihtiya¢ vardir. Bu nedenle 6 haftalik
hucre kulturd ve matrikse gomme iglemine gereksinimi ortadan kaldiracak bir
yontem tasarladik. Bu yontemde amag in vitro kultlr surecini in vivo ortama
tagimaktir. Calismamizda, deney (kriyojel) grubunda 6 koyun, MACI grubunda
6 koyun ve kontrol grubunda 2 koyun olacak sekilde 14 adet koyun
kullaniimistir. Koyunlarin sag dizlerinin troklea bolgesinden standart boyutlarda
kikirdak ornekleri alinmis ve 15 haftalik izlem sonucunda, tim koyunlarin femur
distal uclan alinarak makroskopik, histomorfometrik ve immunhistokimyasal
olarak incelenmistir (Kruskal-Wallis ve Dunn yontemi). Makroskopik
degerlendirmede Deney ve MACI gruplari arasinda fark gorilmemis ancak iki
grupta kontrol grubuna gbére anlamh oranda farkli  bulunmustur.
Histomorfometrik incelemede MACI grubu Deney ve Kontrol gruplarina gore
anlamli derecede iyi tamir skoru gostermistir. Deney grubundaki iyilesme
(ortalama skor: 6,7) kontrol grubuna (ortalama skor: 4) gore daha iyi bulunduysa
da aradaki fark istatistiksel olarak anlamh degildir. immunhistokimyasal
incelemede Tip Il kollajen miktari Deney grubunda digerlerine oranla anlamli
olarak fazla tesbit edilmistir. MACI ve Kontrol gruplari Tip Il kollajen miktari
acisindan farkli bulunmamistir. Tip | kollajen orani ise her U¢ grupta benzer ve
farksiz bulunmustur. Sonug¢ olarak, Yeni yontemle elde edilen kikirdagin ne
kadar sure icerisinde olgunlasacagi, ne kadar dayanikl olacagi, defekti tam
doldurup doldurmayacagi bilinmemektedir. Ancak laboratuar imkanlarini

kullanmaksizin, tek seansta yapilabilmesi blyUk bir avantaj olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kikirdak, Kriyojel, in-vivo Kiiltir, Koyun Dizi



ABSTRACT

Today in the treatment of >5 cm2 cartilage defects gold standard is
MACI method. However, this method of surgical intervention for the patient
spends twice 6 weeks apart and method is very costly. An inexpensive method
that could yield the same result in a single session is needed. For this reason,
we have designed a 6-week cell culture and a method to eliminate the need for
the process of embedding matrix. In this method, the aim is to move the
environment from the process of in-vitro culture to the in vivo culture In our
study, the experimental (cryogels) group, six sheep; in MACI group, six sheep;
and in the control group two sheep are used a total of 14 sheep. From trochlea
region of the right knee of sheep cartilage samples were taken from the
standard sizes and As a result of 15-week follow-up, taking all the tips of the
distal femur of sheep; then examined with  macroscopically
histomorphometrically and immunohistochemically.(Kruskal-Wallis and Dunn
method) There is no difference between the experimental groups and the MACI
gorup in the macroscopic evaluation but both groups than the control group
were significantly different histomorphometric examination of the MACI group,
according to the experimental and the control groups showed significantly better
score repair Improvement in the experimental group (mean score: 6,7) than the
control group (mean score: 4) were found to be better but the difference was not
statistically significant Immunohistochemical examination of the amount of type
Il collagen has been observed in the experimental group significantly more than
others MACI and the control groups did not differ in terms of the amount of type
Il collagen The rate of type | collagen in all three groups were similar and
identical. As a result, The new method obtained from the cartilage doesn’t
known that How long will mature within, How much proof would be and how
much fill defects However, the use of laboratory facilities, can be made in a

single session is a great advantage

Key words: Cartilage, cryogels, In-vivo culture, Sheep Knee



GIRIS VE AMAG

Eklem kikirdaginin yapisi, fonksiyonu ve hastaliklari ile ilgili bilgiler ve
sinoviyal eklemlerdeki kikirdak hasarlarinin tamir sorunu, ilk kez 1743 yilinda,
arastirmaci William Hunter tarafindan su soézlerle vurgulanarak 6zetlenmigtir:
“‘Hipokrat zamanindan gunumuze kadar standart cerrahi yazarlarinin bilgilerini
alacak olursak, su sonucu buluruz; tlsere olmus bir kikirdak, ileride mutlaka ¢ok
sorunlu bir hastalik olusturacaktir. Kikirdak hasar gérdugu zaman, higbir zaman
iyilesemez.”' Bundan sonra 1800'li vyillarda yapilan deneysel ve klinik
calismalarda, kikirdak yaralanmalarinin iyilesmedigi veya kismen fibréz doku ile
iyilestigi ve eklem kikirdaginin - kemik dokusundan farkl olarak- kendi orijinal
dokusunu lretemedigi gézlemlenmistir.?*

Eklem kikirdagi; surtinmeyi azaltan ve yuklenmeyi dagitan, avaskuler,
sinirden ve lenfatikten yoksun 6zel bir yapidir. Kondrositler, kikirdak matriks
araciliiyla besin maddelerini ve oksijeni difizyon yoluyla sinovyal sividan
alirlar.

Kondroblastlar indiferansiye mezensim hucrelerinden (hareketle stimule
olurlar) kdken alir ve daha sonra lakunler igerisine yerleserek kondrosit haline
gelirler. Kondrositler kendi lakunlerinin igerisinde aramaddenin devamliligini
saglarlar. Kikirdak yaralandiginda defekte dogru bir miktar matriks akisi olur
ama bu defekti doldurabilecek duzeyde dedildir. Kondrositler de lakunlerinden
cikip defekte goc etme Ozelligine sahip dedildirler. Kemik iliginde bulunan kok
hicreler ise subkondral kemigin butanliglt korundugu surece defekte
ulasamazlar. Diger dokular iyilesirken vaskuler bir giris ve bununla birlikte
dokuyu ve matriksi olusturacak hucrelerin iyilesme bdlgesine gogu olur. Ancak
kikirdak iyilesmesinde vaskuler bir doku da yoktur. Bu nedenle hicreler baska
bir kaynaktan saglanmalidir. Bunun bir yolu kemik iligindeki mezenkimal kok
hdcrelerin  (MKH) defekte gb¢unu saglamak, bir digeri de kondrositlerin
disaridan defekt icine implantasyonu olabilmektedir. * Bu amagla gelistirilen
otolog kondrosit implantasyonunun (ACI) teknik dezavantajlari vardir. Bu
yontemde hassas bir hlcre suspansiyonu kullanmak gerekir. Periostu su
gecirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga dikis gecirmek gerekir.

ikinci seansta artrotomi yapmak gerekir ki bu ve periost grefti kullanimi



komplikasyonlara agiktir. > Standard tek katman hiicre kiiltiirinde kondrositler
fenotipik olarak geri farkllagsmaya zorlanmaktadir. Hicre suspansiyonu
enjeksiyonu homojen olmayan dagilima neden olmakta, hucrelerin periost
greftinden sizarak kaybir mumkin olmakta ve cerrahi suresi uzun olmaktadir.®
Bu problemlere ¢6zim 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.>’

Doku muhendisligi G¢ ana boélumden olusur: hucreler, matriks ve buyume
faktorleri. Matriksin gorevi hicreleri canl 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 donmelerine ve
daha c¢ok tip | kollajen sentezlemelerine neden olmaktadir.® Ug boyutlu ortamda
ise tip Il kollajen ve aggrekan sentezlemektedirler.®'® Matriks olarak en sik
kollajen ve hyaluronan temelli malzemeler kullanilmaktadir.” Hiicrelerin esit
dagilimini saglamak igin ilk olarak tip | ve tip Ill kollajenden olusan membran
kullanilmis, kondrositler bu membran (izerine ekilerek implante edilmislerdir."
Kollajen membrana ekilen hucrelerin homojen dagihm gosterdikleri ve kondrosit
fenotiplerini koruduklari gdsterilmistir."?

Hidrojeller, herhangi bir boyuttaki ve bicimdeki defekteri doldurabilmesi
ve minimal invasif olmasi nedeni ile enjekte edilebilen skafoldlar olarak
kullanilirlar. Hidrojel besin ve atiklarin transportunu desteklemenin yaninda 3D
bir ortam hazirlayarak hiucrelerin homojen dagilmasina ve hucrelerin kondrositik
yonde farklilagmasi neden olur. Hidrojeller fiziksel veya kimyasal olarak gapraz
baglardan olugmaktadir. Kimyasal hidrojeller kovalent baglarla bagh iken;
fiziksel hidrojeller iyonik, hidrojen veya hidrofobik etkilesimlerle bir arada
tutunmaktadirlar.” Kati haline sekil vermek igin ylizde 90 oraninda suya ihtiyac
duymasi, sivi ve kati olarak cift yonlu reaksiyon verebildigi icin diger maddelerin
varligindan etkilenmemesi, yine bilesimindeki ylUksek su orani nedeniyle
dayanikli olmasi, seritler halinde inceltilebilmesi, i1siya ve radyasyona karsi

dayanikli olmasi belli bagl Ozellikleridir. Hidrojelin toksik madde igermedigine,



bakteri olusumunu 6nledigine ama en 6nemlisi doku geligimi icin uygun bir
ortam olusturduguna inaniimaktadir.

5 cm?den biylk kikirdak defektlerinin tedavisinde giiniimiizde altin
standart MACI yontemidir. Ancak bu yontem icin hasta 6 hafta arayla iki defa
cerrahi girisim gecirmekte ve yontem ¢ok pahaliya mal olmaktadir. Tek seansta
benzer sonug verebilecek ucuz bir ydonteme ihtiya¢ vardir. Bu nedenle 6 haftalik
hucre kulturd ve matrikse gomme iglemine gereksinimi ortadan kaldiracak bir
yontem tasarladik. Bu yontemde amag in vitro kultlr surecini in vivo ortama

tasimaktir.



GENEL BILGILER

Kikirdak

Yetigkinlerde kikirdak dokusu kemiklerin eklem yuzeylerinde, trakea’'da,
bronglarda, burun’da, kulaklarda, larinks’de ve intervertebral disklerde bulunur.
Kikirdak dokuda; hicreler, badlar ve sekilsiz destek maddesi bulunur. Kikirdak
dokusu hucresel olmayan komponentten zengindir ve kan damarlari ile
sinirlerden yoksundur.

Kikirdak dokusunun 3 farkl tipi tanimlanmigtir; (Sekil 1)

1-Hiyalin kikirdak

2-Elastik kikirdak

3-Fibro-kikirdak.

Hiyalin kikirdak; mavi, camsi, piiriizsiiz, parlak gériinimdedir '® ve insan
vucudundaki kikirdak yapisinin buyuk bolumunu olugturur. Hiyalin kikirdak;
kemiklerin eklem ylzeylerinde, kaburga kemiklerinin i¢ yuzlerinde, larinks'te,
trakea'da ve brong agacinda bulunur. Hiyalin kikirdak ayrica; bebeklerde ve
gelisme c¢agindaki ¢cocuklarin epifiz bolgelerinde de bulunur. Mezenkimal doku
kdkenli olan eklem kikirdaginin yapisinda hiyalin kikirdak bulunmaktadir.’
Elastik kikirdak; dis kulak yolunda, dis meatus'un duvarlarinda, &staki
borusunda, epiglottis'te ve larinks'in bir bolimunde bulunur. Elastik kikirdagin
esas fonksiyonu, lUmenleri gevirerek onlara esneklik saglamaktir. Fibro-kikirdak
ise intervertebral disklerin anulUs fibrozlerinde, simfizis pubis'te ve genis
tendonlar ile buylk eklemlerdeki eklem kikirdaklari arasindaki baglantida
bulunur. Bitin kikirdak dokularin vicutta ¢ok énemli fonksiyonlarina karsin;

doku miihendisligi en gok eklem kikirdag ile ilgilenir."*
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Sekil 1: Kikirdak Dokusunun Tipleri (www.accessmedicine.com)

Eklem Kikirdagi

Eklem kikirdagi, diartrodial (keseli) eklemlerde agrisiz ve rahat hareket
saglamak amaciyla surtinmesi az, asinmaya dayanikl bir ylzey sadlar.
Hucreden fakir, lenfatik ve vaskuler yapilardan yoksun ancak kondrositler
tarafindan dretilmis bol miktarda ekstraselliler matriks igceren bir yapiya
sahiptir.'® Kikirdak pH’s1 7,4'tir."

Eklem kikirdagi; hayatimiz boyunca surekli olarak mekanik streslere
maruz kalr ki; bunlar, kikirdak dokusunun saglikh kalmasi icin gerekli
uyarilardir. ?° Yk tasimayan kikirdak incelir ve yumusar. Yiik tasiyan eklem
yuzey alanlarindaki kikirdak dokusu, daha kalin ve mekanik olarak daha
glgladar. Kikirdak dokusu; farkli yuklenme sekillerine goére, metabolik

degisiklerle uygun cevabi verir.?'
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Eklem Kikirdaginin Histolojisi
Eklem kikirdagi; kondrositler, su ve hucre disi matriks bilesenlerinden
olusmaktadir.” (Tablo 1)

Kondrositler %5

Hicre digi matriks

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

Tablo 1: Eklem kikirdaginin yapisal bilesenleri

Kondrosit Yapi ve Fonksiyonlari

Kondrositler, kikirdagin yapisal hucreleridir ve enkondral kemiklesmede
onemli bir rol oynadiklari diisiiniilmektedir.>?> Kondrositler enerjisini sinovyal
sividan hucre digi matrikse difuzyon yolu ile gelen glukozu kullanarak anaerobik
glikoliz ile saglarlar.

Kondrositler, bir matriksle c¢evrili lakina igine yerlesik hucrelerdir.
Kikirdagin yuzeyinde yassilagsmig, daha derin bodlgedekiler ise yuvarlak
sekildedir. (Sekil 2) Yuvarlak seklindeki hucreler tek olarak ya da kondronlar
icinde birka¢ tanesinin kimelenmesi seklinde bulunurlar. Kime olusturduklari
zaman bunlara izogen gruplar denir. Kondrositler belirgin nukleoluslu, iri bir
nukleusa sahiptir. Gen¢ kondrositler agik boyanan sitoplazmaya, bol mitokondri,
genis bir granulli endoplazmik retikuluma, iyi gelismis Golgi kompleksine ve bol
glikojen icerirken; yasli kondrositlerde, aktivite daha dusuk olup, organellerde
belirgin azalma vardir. Ancak bu hicrelerde serbest ribozom boldur,
kondroblastlara donutsebilme durumunda aktif protein sentezi yaparlar.
Yapisinda bulunan endoplazmik retikuluma ve iyi gelismis Golgi kompleksi ile
Tip2 kollajen, proteoglikanlar, hyltronik asit, kondronektin, kikirdak yikim
enzimleri(metalloproteinazlar) ile yikim o&nleyici enzimlerin(metalloproteinaz

doku inhibitérii) sentezlerler.?>*
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Sekil 2: Kondrositlerin laklina igindeki sekilleri

Perikondriyum; kikirdagi ¢evreleyen bag dokusudur. Tip 1 kollajenden
zengindir. Perikondriyumda bulunan hucreleri fibroblastlardan ayirt etmek
zordur. Bunlar, kikirdak olusumu sirasinda yeni hticre kaynagi olarak is gorur.
Matriksi, sentezleme kapasitesindeki hicresel bir i¢ tabaka ile fibriler bir dig
tabakadan olugur. Digtaki fibrilli tabaka mekanik destek, koruma ve diger
yapilara tutunmay! saglarken; icteki hucresel tabaka kikirdagin buyumesi
sirasinda yeni kikirdak hucrelerini olusturur. Bu yuzden kondrojenik tabaka
olarak da bilinir. Perikondriyum vaskuler bir tabaka olmasinin yaninda sinir ve
lenf damarida bulunur; kan damarlarinin tasidigi besinler kikirdak hucrelerini
besler. Kikirdagin perikondriyuma sahip olmadigi alanlarda (6zellikle eklem
yiizeyi) kikirdak hiicreleri eklem yiizeyini yikayan sinovial sividan beslenir.®

Kondrositleri cevreleyen ekstrasellller matriks 3 bdlgeye ayrilir. (Sekil 3)
1- Periselluler matriks; her bir kondrositi ¢cevreler,
2-Teritoriyal matriks; bir tek hicre ya da kondronun periselliler matriksini
cevreler. 50um genigligindeki bir bant seklindedir ve konroidin silfatga zengin
oldugu icin PAS(+) boyanir. Bu matriksin digi ise Tip Il kollajence zengin,
proteoglikanlarca fakirdir.

3- interteritoriyal matriks; kikirdagin bilyiik kismini olusturur ve dokunun yapisal

Ozelliklerini verir ve dokuyu korur.
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Periselliler ve teritoriyal matriks kondrositlerin interteritoriyal bolgeye

yapismasini, yuk altinda hucrelerin hasardan korunmasini ve mekanik
23,25,26

sinyallerin hucrelere ulagsmasini saglar.

Perikondrial
fibroblast

Perikondrium

Kondroblast

Kikirdak

Interterritoryal
matriks

Kondrosit

Territorya! matriks

Sekil 3: Kondrositleri gcevreleyen ekstrasellller matriks

Kondrositler hem mezoderm kokenli olabilir (6rnegin kaburga ve vertebra
kikirdaklar1), hem de ektoderm kokenli olabilir (kranial kikirdaklar gibi); fakat
endodermden gelismez. Kikirdaga donusebilme potansiyeline sahip kok
hicreler erigskin yasamda da vicutta bulunur ve kallus formasyonu, osteofit
formasyonu ya da ektopik kikirdak gibi durumlarda kondrositlere donusurler.
Kikirdak oncult hucreler, birgok sinyal molekulu tarafindan yodnetilen bir
yolaktan gectikten sonra kikirdaga doénusur. 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
hicresel bolimunu olustururlar ve enkondral kemiklesme slrecinde, kemik
olusumunda onemli bir rol oynamaktadirlar. Enkondral kemiklesme sureci,
osteoblast ve kondrositler arasindaki yakin iligkiye de guzel bir ornektir. Bu
surecte, damarsiz kikirdak dokunun yerini; yuksek oranda damarli, mineralize
doku alir ve ileride iskelet elemanlarini olusturacak mezenkimal oncullerin
embriyogenezdeki baslangic elemanlari buraya yerlesir. Bu mezenkimal
yogunlagmasi ile iskelet elemanlarinin sekli, osteojenik yolak ve kondrojenik

yolak farklilasmalari saglanir. %%
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Kondrosit fonksiyonlari hormon bagimlidir. Glikozaminoglikan sentezi
tiroksin, blyime hormonu ve testesteron ile artarken; steroid, hidrokortizon ve
Ostrodiol ile azalir. Kikirdak buylmesi hipofizden salinan somatotropin ile
olmaktadir. Bu hormon kikirdak Uzerine direkt etkisi yoktur. Etkisini
karacigerden salinan insulin benzeri biyume faktora (IGF-1) ile yapar.32

Hiicre Disi1 Matriks

Su: Eklem kikirdaginin yas agirhginin %65-80’ini olusturur. Bu durum
kikirdagin sikistirma ve zorlamalara kargi neden direngli oldugunu ortaya koyar.
Eklem kikirdagindaki su dagihmi homojen dedgildir, derin bolgelerde %65 iken
yuzeyel bolgelerde %80’dir. Osteoartritte eklem su icerigi %90’lara kadar ¢ikar.
Su iceriginin artisi, gegirgenligin artisina, dayaniklihgin azalmasina ve
elastisitenin Young modiiliisiinde azalmaya neden olur.’®3?

Kollajen: Eklem kikrdaginin yas agirliginin  %10-20’si iken, kuru
agirhginin %50’sini olusturur. Eklem kikirdagi 7 farkl tip kollajen igerir. Tip 2, 9,
11 temel yapiyi olustururken kiiciik oranlarda da tip 3, 6, 12, 14 bulunur. 33

Kollajen Tip 2

Eklem kikirdaginda baskin olan kollajenidir. Kollajen igeriginin %90-
95’inin igerir. Uclii Heliks glikoprotein yapisinda olup 425 kDa molekill
agirhgindadir. Tip 2 kollajen tensil gl¢ saglar. Bu tensil glgten yapisindaki
glisin, prolin, hidroksiprolin ve hidrojen baglari sorumludur. Hidroksiprolin
yalnizca kollajende bulunur ve idrardaki oOlgumleri kemik dongusu
degerlendiriimesinde kullanilir. Kondrosit adezyonunu destekler ve hucrelerin
fenotipik farklilasmasina yardimci olur.

Kollajen Tip 9

FACIT (Fibril associated collogens with interrupted triple helices) diye
adlandirilan kollajen ailesindendir. 222 kDa molekull agirligina sahiptir. Kollajen
fibriller ve diger makromolekuller arasindaki baglantiy1 saglar.

Kollajen Tip 11

Minor fibriler kollajendir. 545 kDa agirhgindadir. Tip 2 kollajenin fibril
capini diizenler ve kollajen érgiiniin bir arada tutulmasini saglar.''

Kollajen tip X enkondral kemiklesme sirasinda sadece hipertrofik
kondrositler tarafindan uretilir. Tip X kollajen, kikirdak dokusunun kalsifikasyonu
ile iligkilidir ve tip X kollajendeki genetik defekt durumunda Schmid’s metafizyel

kondrodisplazisi izlenir.®
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Proteoglikan: Eklem kikrdaginin yas agirhdminin  %10-15'idir.
Proteoglikanlar GAG’lar olarak bilinen alt Unitelerden olusur ve kondrositler
tarafindan yapilarak ekstraselliler matrikse salgilanirlar. Bir proteoglikan
monomeri, bir merkez (kor) proteinden ve buna kovalent olarak baglanmig bol
miktardaki GAG (kondroidin- 4 sulfat, konroidin-6 sulfat ve keratan sulfat)
olusur. (Sekil 4) Keratan sulfat miktari yagsla birlikte artarken, Kondroitin -4-sulfat
konsantrasyonu yasla birlikte azalir ve Kondroitin-6-silfat konsantrasyonu yasla
birlikte degismez. Kompresif gii¢ saglarlar.®®

GAG,; proteoglikan aggrekan molekul olusturmak igin, protein gekirdege
bir sekerle birleserek ag yapmak zorundadir. Aggrekan molekill; 205 kDa
molekul agirliginda olup igeriginin %87 kondroitin sulfat, %6 keratan sulfattir.
Kemiklerde bulunmaz. HiyalUronan ile etkilesim igcindedir ve yuksek osmotik
basingtan sorumludur. Baglanti proteinleri(Link protein); glikoprotein yapida
olup 45 kDa molekul agirhgindadir ve aggrekan mokelulleri ile hyaluronik asiti
baglar. HiyallUronan ise yluksek molekuler kutleli polisakkariddir. Glukoronik asit
ve N-asetil glukozamin'in ko-polimer(yardimci polimer)idir. Dokularin birgogunda
bulunur. Hucrelerin plazma membranlarinda sentezlenir. Yuksek turn-over
oranina sahiptir. Doku gelismesi ve farklilagsmasi surecinde dnemli role sahiptir.

Su ve plazma proteinleri dengesinde rol oynar.>>*

_..Roncroitin
A== sllfat

7

¥ 1
4 A & =
: 3 7 = o 7 & |Proteoglikar’ -
Link % : % : i aggrekan - !
Protein x { ; : molekill  Eg<  Keratan
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| : : § o BRI
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Sekil 4: Proteoglikan aggregati
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Kikirdak matriksinde anchorin ClIl, tenaskin, fibronektin kime
olusturmayan ve kollajen olmayan proteinler de bulunur. Bunlar kondrositler ile
kollajen fibrilleri arasindaki etkilesimden sorumludurlar.

Eklem Kikirdaginin Ozellikleri

Eklem kikirdagi; tabakalar halinde yerlesmis bir yapiya sahiptir.
Yetigkinlerde eklem kikirdagi genellikle hicresiz olmakla birlikte, toplam
kikirdak dokunun yaklasik %2’sini hiicreler olusturmaktadir.®” Kiigiik yaslarda
yogun olan hucre yogunlugu, yasla birlikte azalma gosterir, kikirdak daha
baskin hale geger.37 Bu azalma 20-30 yaslar arasinda pik yapar ve hulcre
yogunlugunun en az oldugu dénem bu yaslar arasindaki dénemdir. Eklem
kikirdagi icin en onemli hucresel kaynak kondrositlerdir. Butun kondrositler dar
bir hicresel bolgeden 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 kalsifiye
kikirdaktan baslayarak eklem yuzeyine dogru dikey ilerleyen ve yluzeyde
bukulerek paralel seyreden Tip Il kollajen lifleri organizasyonuna ve bu liflerin
arasinda kolonlar halinde yerlesmis sferik hudcreler ile ylizeyde yassilagsmis
kondrositler seklindeki bir mimariye sahiptir. Bu mimari, eklem yukinin
taginabilmesi icin 6zgiin bir yapidir.®

Eklem kikirdagi; hucresel morfoloji, biyomekanik bilesim ve yapisal
Ozellikler bakimlarindan birbirinden farkli olan dort tabakadan olugsmaktadir:
Yuzeyel tabaka, orta tabaka, derin tabaka ve kalsifiye olmus kikirdak tabaka.
(Sekil 5) "% Derin tabaka ile kalsifiye olmus kikirdak tabaka arasinda

“tidemark” adi verilen bir gegig bariyeri bulunmaktadir.
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Eklem lakirdad

Yizeyel tabaka(%10-20) {

Orta tabaka({%40-60)

Derin tabaka{%30) Tidemark

/; A7 N Subkondral kemik
@ ol .. = el O-\.\_
Kanselloz
Kemik

Sekil 5: Eklem kikirdagi tabakalari

Yuzeyel tabaka, sinoviyal sivi ile temas halindedir. Yluzeyel tabaka ile
orta tabaka arasinda hucre yogunlugu daha azdir. Orta tabakanin
histomorfolojik yapisi incelendiginde, daha tipik bir hiyalin kikirdak yapisi
g6zlenmektedir. Orta ile kalsifiye olmus kikirdak tabaka arasinda derin tabaka
yer almaktadir. Kalsifiye olmus kikirdak tabakasinin damarlanmasi iyi degildir,
bu sebeple re-modeling (yeniden yapilanma) sureci, damarlanmasi iyi olan
alanlardaki kadar iyi gerceklesmemektedir. Bu kikirdak tabakasi, hucre
yogunlugunun en az oldugu tabakadir. Aggrekan icerigi ve fibril ¢api, derin
tabakada maksimum seviyededir, kollajen igerigi ise yine derin tabakada en az
orandadir. Kalsifiye zondaki kondrositler, genellikle hipertrofik fenotipe sahiptir.
Boylece kirik iyilesmeleri surecindeki farklilasmalar daha kolay saglanmaktadir.
Hipertrofik hicrelerin bir diger sonucu da, tip 5 kollajen sentezinin arttirilmasi ve
ekstraseluler matriksin kalsifiye edilmesidir. Kalsifiye kikirdak ile sub-kondral
kemik arasi, duz bir bolgedir. Subkondral trabekuiler kemik, bu duz bdlgenin
hemen altinda yerlesmigstir. Subkondral kemigin yapi1 ve gérinuimu, eklem igine
ve yogunluguna kritik dnemde bagimhdir. Re-modeling ile subkondral kemik
yogunlugu degisebilmektedir. Subkondral trabekiler kemik, dogal yapisinda
homojen ve izotropik degildir. Subkondral dizlik ve trabekuller kemik, benzer
yapilarina ragmen farkli sekilde organize olmuslardir. Bu sayede mekanik

etkilerde farkl yollardan adaptasyon saglamaktadirlar.*>*!
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Yuzeyel tabaka ylksek konsantrasyonda kollajen fibrilleri icerir ve bunlar
birbirlerine dik agida yani eklem ylzeyine paralel dizenlenmigtir. Metabolik
aktivitesi duslUktur. Makaslama kuvvetlerine karsi koyar. Orta tabakada kollajen
fibrilleri oblik olarak duzenlenmistir. Bu bolgenin metabolik aktivitesi yuksektir ve
daha ¢ok kompresif guclere karsi koyar. Derin tabakada ise kollajen fibrilleri
vertikal yani ekleme dik olarak dizenlenmistir. Bu bdlge de kollajen boyutlari
artmistir ve kompresif guiclere karsi koyar. Tidemark bolgesinde kollajen fibrilleri
ilk bolgede oldugu gibi horizontaldir. Bu bolgenin 2 fonksiyonu vardir.
Makaslama kuvvetlerine kargi korumak ve bariyer gorevi gormek. Tidemark
zonu ¢ocuklardan ziyade eriskinlerde daha iyi gérinur. Bu bdlgeden kikirdak
kokenli eksostoz gelismez. Kalsifiye bolgenin anahtar komponenti hidroksiapatit
kristalleridir. Bu bolge ¢ipa gorevi gormektedir. Yuzeyel bolgeden derin bolgeye
inildikge, kondrosit hacmi artarken, kollajen lifleri eklem yuzeyine dik hale
gelir.19’42’43

Eklem kikirdaginin yuzeyel tabakasinda ki kollajen liflerinin yontu mekanik
acgidan ¢cok onemlidir. Kikirdak yuzeyi sivri bir cisimle delindiginde doku kollajen
lifleri boyunca ikiye ayrilir. Bu da bize dokunun mekanik davranisinin yone
bagliiginin bir gdstergesidir.** (Tablo 2)

Tabaka Kalinhk(um) | Ozellik Kollajen | Fonksiyon
Dizilimi

Yiizeyel 40 Metabolik Horizontal | Gerilmeye karsi
aktivite dusuk

Orta(Gegis) 500 Metabolik Oblik Kompresyona
aktivite yuksek karsi

Derin 1000 Kollajen boyutu | Vertikal Kompresyona

kargi

Tidemark 5 Bariyer Horizontal | Gerilmeye karsi

Kalsifiye 300 Hidroksiapatit - Ankor
kristalleri

Tablo 2:Eklem kikirdagi tabakalarinin 6zellikleri
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Kikirdak iyilesmesi

Kikirdak, metabolik olarak aktif bir dokudur. Hicre aktivitesine ragmen,
kikirdak dokuda intrensek tamir ve kuguk lezyonlarin ilerleyici hasara
déniismesini engelleme; ancak kisitl oranda saglanabilmektedir.***® izole
kondral ya da osteokondral lezyonlar agrinin ve fonksiyon kaybinin 6nemli
sebeplerinden biridir ve sadece bazi durumlarda bu izole lezyonlar
kendiliginden iyilesebilmektedir.

Eklem kikirdagi hasari 3 tipte olabilir;
1-Eklem kikirdagi ile sinirli defektler
2-Eklem kikirdaginin hicrelerine, matriksine ve subkondral bélgeye zarar veren
defektler
3-Eklem kikirdagi ve kemigin mekanik defektleri

Eklem hasarinin tipi, hucrelerin tek basina iyilesme yanitini da icerir.*’
Kondrositlerin matriks igerigi degisikliklerine duyarhligi ve yeni molekll sentez
yetenegi, iyilesme siirecinin dnemli temelini olusturur.*®°

Eklem kikirdaginda iyilesme yanitini sinirlandiran iki 6nemli faktér oldugu
dusunulmektedir; yeteri kadar kan desteginin olmamasi ve tamirde gorev alan
farklilasmamig hucrelerin eksikligidir. Matriks glikoprotein kaybinin hucrelerin
hizli  ¢alismasini engellemeyecek dizeyde oldugu durumlarda, fibriler
kollajenlerin saglam oldugu durumlarda ve matriks hasarina cevap verebilecek
dizeyde yeterli kondrosit olmasi durumunda kondrositler tamir gorevini
ustlenebilir.

Yuzeyel defektlerden sonra, kondrositler farklilasir, sentezleri artar. Cogu
vakada, yeni sentezlenen matriks ve farklilasan htcreler, doku defekt bdlgesini
tam olarak doldurmamaktadir. Eklem kikirdaginin tamir surecindeki sinirli
kapasitesinin altinda yatan sebep, proliferasyon ve matriks sentezinde ani bir
durma olmasidir.® Eklem yiizeyinde meydana gelen kalici bir hasar, eklemin
mekanik fonksiyonunu degistirebilir ve eklem dejenerasyonuna yol acarak, bu
defekt iyilesse bile eklem hareketlerinde kisitlilik olmasina yol acabilir.'>*"

Hasarlanmadan 3 gun sonra kondrosit hucrelerinin silyalarinin uyariimasi
ile cevre kondrosit hicreleri prolifere olmaya ve ECM sentezlemeye baglarlar ve
tip 2 kollajende artig gorulur. Eklem kikirdaginin iyilesmesinin sonuglari,
subkondral dokudaki ayrismaya kritik dnemde bagimlidir. Defektler, 6zellikle

yuzeyel defektler subkondral kemik alanini genisletir, defekt bdlgesi igine
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kanama olur. Kisa sure sonra tam kat defektler meydana gelir, hasarlanan
bdlgeden kan ¢ikisi sonucu orada hematomlar olugur. Hematom'un iginde fibrin
formlari ve fibriler kollajeni baglayan trombositler mevcuttur. Boylece oradan
bazi vazoaktif mediatorler ve buyume faktorleri salinir; TGF-Beta, trombosit-
kokenli buyume faktotu (PDGF), kemik morfojenik proteinler (BMPs), insulin-
benzeri bluyume faktort | ve Il (ILGF-I, ILGF-Il) ve digerleri. Bu buylime ve
farkhlasma faktorleri sayesinde, ilgili bdélgede bir tamir dokusu formasyonu
ortaya ¢ikar. Bu aktivasyon inflamatuar cevabi baslatir ve yara iyilesmesi sureci
devam eder.*%*’

Kemik dokusu tamirinde rol oynayan cesitli faktorler, kikirdak tamir ve
iyilesme siirecinde de direkt olarak rol oynayabilmektedir. iki dokunun tamir
surecinde rol alan molekullerin benzerligi, kemik ve kikirdak formlarini birbirine
daha da yakin kilmaktadir. Osteokondral bolge defektlerinde, kondral alandaki
iyilesme dokusunda; kondrosit-benzeri hucreler, matriks bilesiminde tip-2
kollajen ve proteoglikanlar ile tip-1 kollajen ve non-kollajen proteinler bulundugu
g6zlenmistir. Defektin daha derin bdlgelerinde yerlesmis hicreler; immatir
kemik, fibroz doku ve hiyalin-benzeri kikirdak Gretimi yapar.48 Doku iyilesmesi
surecinin sonucunda; hiyalin kikirdak ve fibro-kikirdak formasyonlari arasinda
tipik bir doku kompozisyonu ortaya ¢ikar. Bu yeni olusmus doku formasyonu,
yapi ve biyomekanik fonksiyon acgisindan, normal eklem kikirdagi dokusundan
farkliliklar gostermektedir.’>**°! Yeni olusmus doku, normal eklem kikirdagina
gore belirgin sekilde gegirgen ve az sertliktedir. Yeni dokuda ayrica
makromolekll artisi da oldugu igin eklemde daha fazla yapisal hasarla da
sonuglanabilir.

Eklem Kikirdak Lezyonlari

Diz ekleminin kikirdak lezyonlari, hem gériintiilenme yéntemleri,*°* hem
de yapilan artroskopiler sirasinda sik olarak kargimiza gikmaktadir. Geng atletik
bireyler de kikirdak lezyonlarinin en sik sebebi travma iken yasli insanlarda ise
dejenerasyondur. Otuzbinden fazla artroskopik girisimin incelendigi bir
calismada bu girisimlerin %61’inde kikirdak yaralanmasina rastlanmistir.>*>°
Bunlarin %19'u odaksal (yaygin olmayan) kondral ya da osteokondral
lezyonlardir.®**® Evre Il ve IV tek odaksal kikirdak defekti insidansi ise
%5,2'dir.°” Akut yaralanmalarda ise bu oran yiikselmektedir. Travmatik

hemartrozu olan hastalarin %20’sinde kikirdak yaralanmasi da vardir.*® 15-24
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yas arasindaki bireylerde %4-10 arasinda radyolojik olarak kikirdak lezyonu
bulunurken, 55 yasin Uzerindekilerde bu oran %80’dir. Kikirdak defektlerinin
baylk bir cogunlugu medial femoral kondilde gorilur (%58 — 80). Bunu patella
ve lateral tibia platosu takip eder. Daha az siklikta ise lateral femoral kondil,
troklea ve medial tibial platoda gorilirler.>®

Kikirdak lezyonu olan hastalarda agri, eflizyon ve mekanik semptomlar
olmaktadir. Femurda lezyonu olan hastalarda agri daha ¢ok medial ve lateral
tibiofemoral kompartmanda iken, yuk verme veya asiri aktivite ile agri ortaya
cikarabilir. Patellada lezyonu olanlarda ise agri daha ¢ok uzun sure oturma,
merdiven inip ¢ikma ve diz ¢gdkme sirasinda ortaya cikar.>®

Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Tedavi Endikasyonlari

Kikirdak yaralanmalarinin birgogu zamanla dejeneratif eklem hastaligina
ilerlemektedir.®® Adolesan dénemde kikirdak yaralanmasi olup tedavi gérmeyen
hastalar takip edildiginde 10 yildan az surede radyolojik olarak osteoartrit
bulgularinin gelistigi gorilebilir. °* Osteokondritis dissekans’li (OKD) hastalar
takip edildiginde ise %80’inde ikincil gonartroz gelistigi tesbit edilmistir.?? Bu
durumda kikirdak yaralanmasinin osteoartrite neden oldugu sdylenebilmektedir.
Her kikirdak yaralanmasinin osteoartrit ile sonuglanip sonuglanmayacagi merak
edilebilir. On mm’den kiglUk defektlerin ¢gevresindeki saglam kikirdakta basing
artisina rastlanmamistir. Ancak defekt 10 mm’den buylk oldugunda cevre
sadlam kikirdaga %64 daha fazla yiik binmektedir.®? Nitekim 10 mm capindaki
bir defektin 14 yillik takibi sonunda eklem araliginda %50 ya da daha fazla
daralma yaptigi gériilmistiir.®® Kikirdak yaralanmalarinin tedavilerinin denendigi
hayvan calismalarinda olusturulan defektlerin bir kisiminin kendiliginden
iyilestigi gorulmustur. Tedavi uygulanmadan iyilesmeyen defektlerin boyutuna
kritik boyut denmektedir. Her hayvan modeli i¢in ayrica saptanmis olan bu
boyutun insandaki karsiligi tam olarak bilinmemektedir. Bir caligmada insandaki
kritik boyutun 2 cm? oldugu iddia edilmistir.?* Ancak 2 cm®den kiiciik lezyonlarin
da spontan iyilesmedigi bilinmektedir. Bu nedenle ya bu boyut gercek
anlaminda kritik boyut olmayabilir ya da iyilesme icin etkili tek unsur defektin
boyutu degildir.

Tam kalinhk kikirdak yaralanmalarinda kendiliginden iyilesme
olabilmektedir. Bunun yaninda kismi kalinlk yaralanmalarda iyilesme

beklenmez.®>®® Yaralanmanin tidemark katmanini gecip gecmemesi bir bagka
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kritik noktadir. Tidemark artikiler kikirdagin derin katmani ile kalsifiye kikirdak
arasindaki ¢izgidir. Bu ¢izginin derinine inen yaralanmalarda subkondral kemik
batinltgu bozularak defekt kemik iligi ile iletisime gegmektedir. Kemik iliginde
iyilesmeye yardimci olabilecek mezankimal kok hucreler bulunmaktadir. Olgun
kondrositler etraflarindaki matriksin devamliligini  saglarlar. Yaralanma
durumlarinda go¢ etme, bdlinerek ¢odalma ve pihti olusturarak iyilesme
saglama gibi davraniglar gostermemektedirler. Bu nedenle tam kat kikirdak
yaralanmalarinda kemik iligi kokenli  hucreler tarafindan iyilesme
saglanabilmektedir.

Eklem Kikirdak Lezyonlarinin Siniflandirilmasi

Daha oOnceki yayinlar incelendiginde  kikirdak lezyonlarinin
siniflandinimasi 2 sisteme ayrildigi gorulur; sayisal ve tanimlayici sistem.
Sayisal sistemlerin ¢cogu lezyonlari 1’den 4’e veya 0'dan 4’e siniflandirmistir.
Lezyonun aldigi sayisal deger ne kadar yuksekse lezyon o kadar ciddi veya
blyUktlir. Bazi yazarlar lezyonu iyi tanimlamak i¢in ayni anda lezyonun boyutu,
derinligi veya vyeri gibi olgutlerle aciklayici sistemler gelistirmelerine ragmen
heniiz miikkemmel bir siniflama sistemi bulunamamistir.®’

Kikirdak lezyonlari ilk defa 1961 vyilinda Outerbridge tarafindan
makroskopik olarak siniflandiriimistir.® Bu siniflama sayisal sisteme uyan bir
siniflamadir ve Maldelbaum tarafindan kikirdadin kalinhdi da degerlendirilerek
modifiye edilmistir.(Tablo 3) Daha sonra kikirdak lezyonlari 1976°da Insall
1977'de Hungerford ve Ficat ' 1982'de Casscells’',1982’de Bandi’?, 1983'de
Beguin and Locker®, 1984’de Bentley and Dowd’*, 1987°de Dandy’°, 1989'da

Noyes and Stabler’® tarafindan sayisal olarak siniflandirimistir.
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Derece |Outerbridge

Modifiye Outerbridge

0 Normal kikirdak Kikirdak saglam

I Kikirdakda yumugsama ve siglik  |Kikirdakta yumusama ve kabariklik

Il Kikirdakda fragmantasyon ve Kikirdak kalinhiginin %50’den azinda derin ulser,
catlaklar (<1/2 inch) sacaklanma ve catlak

1] Kikirdakda fragmantasyon ve | Subkondral kemidi acikta birakmayan fakat
catlaklar (>1/2 inch) kikirdak kalinhdinin %50’den fazlasinda derin

ulser, sagaklanma ve gatlaklarin oldugu lezyonlar
vV Subkondral kemigi acikta birakan |[Subkondral kemigi acgikta birakan tam kat

lezyonlar

lezyonlar

Tablo 3: Outerbridge ve Modifiye Outerbridge siniflamasi

Tanimlayici-agiklayici

sisteme uyan ilk siniflama ise 1976 yilinda

Goodfellow ve arkadaslari tarafindan yapiimistir.”” Daha sonra 1988 yilinda

Bauer ve Jackson tarafindan artroskopik olarak lezyonun sekline goére bir
siniflama yapilmistir.”® (Tablo 4) Bu siniflamayi 1988'de Dzioba’®, 1993'de

Koshino ve Machida®, 1996’da Lewandrowski’nin®' siniflamalari takip etmistir.

Tip Sekil

I Cizgisel

| Yildiz seklinde
1 Flap

\Y, Krater

\% Sacaklanma
VI Degrading

Tablo 4: Bauer ve Jackson siniflamasi
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GuUnumuzde kikirdak yaralanmalarinin siniflamasi i¢in en sik kullanilan

siniflama sistemi Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegi (ICRS - International

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

ICRS (Uluslararasi kikirdak arastirma dernegi artikiler kikirdak evreleme sistemi)

Evre 0 Normal
Evre | Normale yakin
IA Yuzeyel lezyon, yumusama
IB Yuzeyel ¢atlaklar, yariklar
Evre Il Anormal - %50’den daha az derinlikte
Evre lll Siddetli anormal - %50’den daha fazla derinlige inen lezyonlar
A Kalsifiye kikirdaga kadar
B Subkondral kemige kadar
Evre IV Siddetli anormal — Subkondral kemik agikta

Tablo 5: Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegdi artikuler kikirdak evreleme

sistemi

Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Tedavi Yontemleri

ideal kikirdak yaralanmasi tedavisi cevresiyle tamamen biitiinlesmis,
mekanik olarak iglevsel ve defekt alaninda hyalin kikirdak olugsumu ile
sonuglanmalidir.?? Biyolojik olarak kabul edilebilir tamirde, kikirdak dokusu;
defekti kikirdak benzeri ara maddeyle doldurmus olmali, eklem ylzey konturunu
saglamis olmali, saglam cevre kikirdak ile birlesmis olmali ve yuk tagsimaya
uygun sekilde sert olmalidir.* Tim tedavi ydntemleriyle hyalin kikirdak elde
etmek mumkin degildir. Cogu zaman iyilesme dokusu karigik bir histolojiye
sahip olmakta ve doku igerisinde birden fazla kikirdak tipine rastlanmaktadir.
ideali artikiiler kikirdak elde etmektir. Artikiiler kikirdak hyalin kikirdagin kolonlar
seklinde hucre dizilimi ve derinlerde radyal, yuzeyde paralel organize olmus
kollajen liflerinden olusan ve bir tidemark ile kalsifiye kikirdak ve dolayisi ile
subkondral kemige bagh seklidir. Yani hyalin kikirdak ile igerigi ayni olup
organizasyon farki icermektedir ki tamir ydntemleri ile bunu elde etmek zordur.

Hyalin kikirdak tip 1l kollajen ve proteoglikan aramadde sentezleyerek
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salgilayan kondrositlerden olusur. Fibroz kikirdakta ise hem kondrosit hem de
fibroblast bulunur. Bu nedenle aramadde agirlikla tip | kollajenden olusur. Fibréz
doku ise fibroblastlardan olusur ve tip | kollajen agirlikli aramaddeye sahiptir. Bu
kikirdaklarin yuk altinda dayanikliliklari da yukaridaki siraya gore dusmektedir.

Cerrahi tedavi segeneklerini; palyatif, tamir ve rekonstriksiyon olmak
Uzere u¢ grupta toplamak muumkdnddr. (Tablo 6) Aktivitesi dusik ve yasli
hastalarda, debridman ve lavaj palyatif bir tedavi yontemi iken aktivitesi ve
yasam Kkalitesi ylksek olan orta yastaki hastalarda ise drilleme, mikrokirik ve
abrazyon artroplastisi gibi kikirdagi stimile eden tamir edici yontemler ile otolog
kondrosit implantasyonu, oto veya allogreftle mozaikplasti gibi kikirdagi
rekonstriikte eden ydntemler tercih edilmektedir.83848

Gunumuzde siklikla uygulanan tedavi yontemlerinin basinda kemik iligi
uyari yontemleri gelmektedir. Bu tedaviler sonucunda en iyi ihtimalle fibroz
kikirdak olusmaktadir. Osteokondral greftler ile yapilan tedavilerde ise hazir
olusmus artikiler hyalin kikirdak transfer edilmektedir. Daha ileri yontemlere
daha buyluk defektlerin tedavisi icin ihtiyagc duyulmustur. Hicre temelli bu
yontemlerin basinda otolog kondrosit implantasyonu gelmektedir. Bu yontemle
hyalin benzeri kikirdak elde edilebilmektedir. Olusan dokunun Kkalitesini
arttirmak ve iyilesmeyi hizlandirmak igin otolog kondrosit implantasyonu matriks
rehberli olarak da gerceklestirilebilmektedir. Son yillarda kdk hicreler
kullanilarak iyilesme saglamaya yonelik calismalar hiz kazanmistir. Kok
hdcrelerin dagilimini ve farklilagsmalarini saglamak iginse sentetik ya da organik
bircok doku iskeleti (¢cati, matriks ya da skafold da denmektedir) gelistirimekte

ve denenmektedir.®®
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Kikirdak lezyonlarinda kullanilan tedavi yontemleri

Tedavi Yontemi Endikasyonlar Sonug¢

Artroskopik debridman ve lavaj | Minimal semptomlar Palyatif

Kemik iligi uyarma teknikleri Klguk lezyonlar, dusik beklentili | Reparatif
hastalar

Osteokondral otogreft Klguk lezyonlar, dusuk / yuksek | Restoratif
beklentili hastalar

Osteokondral allogreft Kemik kaybi fazla olan lezyonlar, | Restoratif

dusuk / yuksek beklentili hastalar

Otolog kondrosit implantasyonu | YUksek beklentili hastalar, lezyon | Restoratif

blylk veya klgluk olsun kemik

kaybindan bagimsiz

Genetik muhendislik Deneysel Restoratif

Tablo 6: Artikiiler kikirdak lezyonlarinin tedavi secenekleri®®

Eklem Kikirdak Lezyonlarinda Uygulanan Cerrahi Yontemler

Eklemin Artroskopik Yikanmasi ve Debridmani

Kikirdak tamir edici etkisinin olmamasina ve kisa etki sureli olmasina
ragmen ABD’de en cok yapilan ortopedik ameliyatlar iginde 3.sirada yer alir.’
Radyografik olarak bulgulari ¢ok ilerlememis, mimkuin oldugu kadar geng yasta
olan, dizilim bozuklugu olmayan, mekanik semptomlari olan ve gikayetleri akut
olan hastalar secilmelidir. Ameliyat debridman, parsiyel menisektomi,
osteofitlerin alinmasi, parsiyel sinovektomi, serbest kikirdak pargalarinin ve
instabil kikirdaklarin temizlenmesi ile sonunda diz iginin yikanmasini igerir.28:8%-%

Kemik iligi Uyarim Yéntemleri

Subkondral kemigin bUitinldginin bozulmasi ve yeni kikirdak
olusumunun uyariimasi i¢in artroskopik olarak abrazyon, delme (drilleme) ya da
mikrokirik gibi kemik iligi uyari yéntemleri (KiUY) kullanilabilmektedir. Mikrokirik
yontemi tarif edildiginde endikasyon olarak evre IV odaksal ve dejeneratif

kikirdak yaralanmalari belirlenmistir.®! Son vyillarda endikasyonlari odaksal ve
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saglam kikirdak ile c¢evrelenmis (kapsanmig) yaralanmalar olarak degisim
gostermistir.®

KiUY’nin endikasyonlar aktif hastalarda femoral kondillerin, troklea ya da
patellanin, semptomatik, odaksal, yuksek evre kondral yaralanmalari ve
tesadiifen rastlanan kikirdak defektleri olarak dzetlenebilir.®® Kikirdak defektinin
nedeni dejeneratif eklem hastali§i olsa dahi KiUY’nin basarili olmasi icin
defektin odaksal tarzda olmasi 6n sarttir.%

KiUY cesitli Kkliniklerde degisik boyuttaki lezyonlara uygulanmaktadir.
Uygulanilabilecek st sinir 4 cm? olarak belirlenmistir.”> Buna ragmen bircok
yazar tarafindan ancak 2 cm?nin altindaki lezyonlara uygun bir tedavi yéntemi
olarak bildiriimektedir.®* Ust sinir talus icin 1,5 cm cap olarak belirlenmistir.*®

Mikrokirik yontemi 1997 yilinda Steadman ve arkadaslari tarafindan tarif
edilmistir.?® Mikrokirik artroskopik olarak gerceklesitirilir. Steadman’in tarif ettigi
orjinal teknikte U¢ portal kullaniimakla birlikte iki portalden de rahatlikla
gerceklestirilebilmektedir. Artroskopi portalleri defektin yerlesimine gore
belirlenmelidir.®” Oncelikle instabil kikirdak pargaciklari traslanarak temizlenir.
Hasarli kikirdak alani subkondral kemige inmeden, kalsifiye kikirdak zonunu da
kapsayacak sekilde debride edilir. Kalsifiye kikirdak tabakasinin kaldirilmasi
olusan yeni kikirdagin subkondral kemige daha iyi tutunmasini saglar.®® Buna
karsin kalsifiye kikirdak tabakasinin korunmasinin hyaline daha yakin kikirdak
olusmasi ile sonuglandigi savunulmustur.®

Defekt kenarlarindan baslayarak, saglam kikirdaga yakin bdlgede
kikirdagin hemen yanina mikrokirik bizi ile subkondral kemige dik olacak
sekilde delikler acilir. Mikrokirik bizinin konik sekilde olmasi sayesinde girilen
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 mevcuttur.®®* Mikrokirik olusturma islemi sirasinda
cekic kullanilir ve deliklerin mumkdn oldugu kadar birbirlerine yakin olmasi
saglanir. Cevreden baglayarak defekt ortasina dogru ilerlenir. Delikler 3 — 4 mm
araliklarla agilir ve aralarindaki duvarin kirillarak birlesmesinden kaginilir.
Deliklerin birlegsmesi subkondral kemik plaginin biyomekanik destegini bozabilir.
Yetersiz delik yogunlugu olusacak olan kikirdagin kalitesini ve defekti doldurma

miktarini etkiler. Derinlikleri 3 - 4 mm olmalidir.®’ Acilan deliklerden yag
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damlaciklarinin ¢iktigi gézlendiginde 3 — 4 mm, yani yeterli derinlige ulasiimis
demektir."®

Mikrokirik teknigi ile vaskuler sistemden kaynaklanan pluripotent
mezenkimal kok hucrelerinin ve bliyume faktorlerinin defektli bolgeye ulasmasi
saglanir. islem sonrasinda meydana gelen kanama, defektli bdlgenin hematom
ile dolarak fibrin tika¢ olusturmasini saglar. Bunu fibrovaskuler bir tamir dokusu
olan granllasyon dokusunun gelisimi izler. Mezenkimal kok hucreleri prolifere
olurlar ve buyume faktorleri ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle kondrositlere
donusurler. 2-4. Haftalarda yapilan histomorfik 6lgumlerde olusan dokunun
icinde fibrokartilaj dokusu tespit edilememistir.’®' 6-8. haftada fibrokartilaj
dokusu ve hyalin benzeri doku gorulmeye baglar. Bu doku normal hyalin
kikirdak dokusundan farklidir. Olusan bu fibroz kikirdak gerilmeye karsi direngli
olmakla birlikte baskiya karsi hyalin kikirdak kadar dayanikli degildir.?®:192103
8.haftadaki iyilesme dokusu incelendiginde %29’ nun fibréz doku, %30’nun
fibrokartilaj, %12’sinin granulasyon, %10’nun lezyon igini doldurmus olan kemik
dokusu ve %12’sinin hyalin benzeri kikirdak dokudan olustugu gérilmustr.""
Erken donemde olusan hyalin kikirdagin sekizinci aydan sonra fibroz kikirdaga
donuistigl deneysel olarak gosterilmistir.'%*

Kolay uygulanabilmesi, ucuz olmasi, ek hazirlik gerektirmemesi, tek
asamall olmasi ve diger girisimlerin ileri uygulamalarini engellememesi onemli
avantajlaridir.%’

Osteokondral Otolog Transferi ve Mozaikplasti

Osteokondral otolog transferi (OAT - Osteochondral Autologous
Transplantation) ilk olarak 1993’te Bobic ve Matsusue tarafindan tarif
edilmistir.'®'% 1991 yilinda hayvan deneyleri ile baslamis, 1992 yilinda
standardize ekipmanin geligtiriimesi ile klinik uygulamaya gegilmig, 1997°de ise
klinik sonuglar yayinlanmaya baslamistir.'®’

Hyalin kikirdak elde etmekteki zorluklar nedeniyle osteokondral allogreft
ya da otogreft uygulamalari gelistirilmigtir. Bu uygulamada amag, yuk binmeyen
veya daha az yuk bindigi kabul edilen bodlgelerden alinan osteokondral greftlerin
hasarli sahaya nakledilmesidir. Otogreft ile kikirdak birlesmesindeki zorlugun
Ustesinden kemigin kemige kaynamasi ile gelinmis olmaktadir.'® Yeri
degistiriimis hyalin kikirdagin devamliligini saglayan en onemli neden, saglam

bir tidemark ve subkondral kemik ile birlikte transfer edilmis olmasidir.'®
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Kikirdak defektinin bir cm’den derin oldugu, yani kemik defektinin de eslik
ettigi yaralanmalarda OAT ilk tercih edilecek ydntemdir.’®® OAT uygulamasi icin
kabul edilen defekt derinligi kikirdak kalinhdinin en az %50’sidir."'® OAT 2 — 6
cm? arasi lezyonlarin tedavisi igin uygun bir yéntemdir.'"""'? Uluslararasi
Kikirdak Tamir Dernegi'ne gore mozaikplasti icin defekt boyutu alt siniri bir cm
captir."™® Pratikte ise donor saha komplikasyonlarindan kaginmak igin 2 cm
captan kiciik lezyonlara uygulanir.’® Tek, tam kalinlik, 1-2,5 cm arasinda capa
sahip kikirdak defektleri artroskopik osteokondral greftleme ile tedavi edilebilir.®
Uc cm®den biyiik, saglam kikirdak ile cevrili olmayan, bir cm’den derin
defektlerde osteokondral taze ya da taze donmus allogreft kullaniima
endikasyonu da mevcuttur.''®

OAT, diz gibi talus, tibia, humerus, kapitellum ve femur basinin kikirdak
yaralanmalarinda da uygulanabilmektedir.""

Mozaikplasti teknigi Hangody ve Karpati tarafindan tarif edilmistir.""
Acik, mini-artrotomi ya da artroskopik olarak gercgeklestirilebilir. Defekt ¢api 2
cm’den klgukse ve dort - alti greftten daha fazlasi gerekmeyecekse artroskopik
olarak yapilabilir."”” Alti mm’lik silindirler artroskopik olarak alinabilecek en
blayuk greftlerdir. Daha buyugu artrotomi gerektirir ve patella ile donor sahanin
temas ihtimalini arttirirlar.®®

6 cm?den buyuk defektlerde mozaikplasti basarisizlikla
sonuglanmaktadir. Bunun bir nedeni bu kadar greftin bulunma problemi bir
digeri de bu defekti dolduracak kadar c¢ok sayida greftin sikisarak 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.”'®"" ilk tercih
femoral kondilin superolateral gikintisidir.

Diz ekleminde kikirdak kalinhgi 0,9 — 3,7 mm arasi degismektedir. En
ince bdlge interkondiler ¢entigin laterali, en kalin bdlge ise medial kondilin orta
kismidir."'? Her ne kadar interkondiler centik ve troklea distal ve mediali donor
saha morbiditesi s0z konusu oldugunda greft alinmasi i¢in daha uygun bolgeler

olsa da bu bolgelerde kikirdak kalinhigr azdir. Kikirdak kalinhginin femoral
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kondillerdeki defekt bdlgesine uymasi agisindan yine troklea lateral anterior
yiiz( dnerilmektedir.'™®

Mozaikplastide kullanilan osteokondral greft boyutlari kullanilan sisteme
gore degisiklik gostermektedir. Dort, 6, 8 mm c¢apinda greftler alinabildigi gibi
bunlarin ara boyutlari da mevcuttur. Alinan greftler acilan yuvalardan 1 mm
kadar buyuk olmalidir ki yerlestirme sirasinda siki bir tespit mimkuin olsun.
Kiiclik captaki greftler ile eklem konturu daha iyi sekillendirilebilir.'® Ancak
kiguk silindirlerin kuvvet ve stabiliteleri daha azdir ve iglemin basamak sayisini
arttirirlar.®® Kondral defektler igin 15 mm uzunlugunda greft, osteokondral
defektler icin 20 - 25 mm 6nerilir.""" Bazi setlerde standard greft uzunlugu 8
mm’dir.'%

Osteokondral greftler tubuler osteotomlar ya da trefinler yardimi ile alinir.
Greftlerin eklem yiiziine dik olarak alinmasi ¢ok dnemlidir."®®'?! Greft alinan
saha bir yil iginde fibroz ve kemik doku karisimi ile dolar. Bu doku bazan
hipertrofiye ugrayarak kikirdak seviyesinin tstiine de gikabilir.2>'"

Tedavinin basarisini  belirleyen en 6énemli etken greftlerin hatasiz
yerlestiriimesidir. Cerrahin  mumkun oldugunca greftin kikirdak katmaninin
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 ¢cokme ya da fibroz pannus dokusu ile asiri
bilyimeye maruz kalabilirler.?® Greftler eklem yiiziiyle ayni seviyede
olmalidirlar.”"® Ek olarak, greftlerin eklem yiiziine gére bir mm yiiksek ya da bir
mm algak kalmasi tepe temas basincini belirgin sekilde arttirmaktadir.'?® Greftin
0,5 mm yiiksek kalmasi dahi {izerindeki baskiyi %50 arttirir.®?

Standard bir uygulamada mozaikplasti ile defekt alaninin %60 — 70’i
hyalin, %30 — 40’1 defekt tabanindaki kemikten kdken alan fibréz kikirdak ile
dolar.’” Defekt alaninda artikiller kikirdak ile kaplanan orani yiikseltmek icin ya
daha kuguk greftler kullanmak ya da greftleri blyuterek ortistirmek gerekir.
Kaguk greft kullanimi greftte ¢okme ile sonuglanabilir. Greftlerin értismesi, yani
sonraki greftin dncekinin bir kisminin yerine ge¢gmesi ile defekt alaninin %90 —
100’G kaplanabilir. Ancak greftlerin ortismesi tespit gluclnu azaltacaktir ve

rehabilitasyon déneminde bunu akilda bulundurmak gerekir.'**'%°
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Osteokondral greftler 6-14 hafta igerisinde tamamen entegre

olmaktadirlar.®®

Greftlerdeki kondrositler sinovyal sividan beslendikleri igin
transplantasyon sonrasi kan akimi kesilmis olsa dahi yasamlarini ve iglevlerini
stirdiiriirler.'®® 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 birlesmezler.'?® Birlesim yerleri makroskopik olarak devamli 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 artikuler kikirdak ile iyilesme saglama ihtimali olan tek
yontem olsa da, bir yayinda mozaikplastinin zaman igerisinde dejenere oldugu
ve kullanilmaya devam edilmesinin yararinin siipheli oldugu bildirilmistir."?°
OAT, kondrosit ihtiva eden dogal hyalin kikirdak naklini saglamasi yaninda
hastalik gecisine neden olmamasi ve guvenli bir kemik kaynamasinin olmasi
gibi avantajlari vardir.

Otolog Kondrosit implantasyonu

Kondrositler ilk defa Chesterman ve Smith tarafindan 1968 yilinda izole
edilerek kiiltirde cogaltiimislardir.”®' Bentley ve Greer 1971 yilinda kondrositleri

ayirarak kikirdak yaralanmalarini tedavi etmislerdir.'®?

Otolog kondrosit
implantasyonu konsepti Grande ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis Brittberg
tarafindan klinik uygulamaya geg;ilmi§tir.133’134 1997°de yontem FDA onayi
almistir. Bundan sonra Peterson tarafindan 11 yilhk sonuglar yayinlanarak
yayginlasmistir.’®>'% ik yilinda ydntem otolog kondrosit transplantasyonu
olarak anilmig ancak daha sonra isim yanligi duzeltilerek otolog kondrosit
implantasyonu (Autologous Chondrocyte Implantation — ACI) bu terimin yerini
almistir.”™’

ACI'nin 6li bosluk birakmamasi, allojenik doku kullanilmamasi ve donor
saha morbiditesi olmamasi gibi avantajlari yaninda iki ayri girigsim gerektirmesi,
acik cerrahi gerektirmesi, pahali olmasi, laboratuara transport gerektirmesi ve
kikirdak olusumu ve olgunlagsmasinin zaman almasi gibi dezavantajlari
vardlr.66’138’139’140
ACI, femoral kondiller, troklea ya da patellanin ICRS (International

Cartilage Research Society) evre Il ve IV kikirdak yaralanmalarinin tedavisinde
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endikedir. Onbes — 55 yaslar arasina uygulanabilmektedir."' Kirk yas ustiinde
kemik iligi uyari ydntemleri yerine ACI tercih etmek daha iyi sonug verir."" iki
cm?den kiiglik defektlerin tedavisinde ilk tercih mikrokirik ya da osteokondral
otolog transferdir (OAT). ki — 12 cm? bayuklugundeki tam kat kikirdak
defektlerinin tedavisinde ACI kullanilabilir. 2.5 — 3 cm?den biiyiik defektler ACI

ile tedavi edilmelidirler.’34142143144.145 i cm?

den buyuk defekti ve yuksek
aktivite seviyesi olan hastalarda ilk secenek tedavi ACI'dir."*® lyi cevrelenmemis
bilylik defektlerin ikinci secenek tedavisi ACI'dir."*

ACI; diz, ayak bilegi, omuz ve dirsege uygulanabilir. Cocukluk kondral
yaralanmalarinda en fazla sonucu bildiriimis ve en ¢ok tercih edilen
yontemdir.'®

ACI'nin ilk basamag@i eklemin artroskopik muayenesi ve Uretilmek Uzere
kikirdak doku alinarak laboratuara gonderilmesidir. Kikirdak doku femoral kondil
proksimallerinden yani trokleanin medial ya da lateral kenarindan ya da
interkondiler gentik cevresinden alinabilir.'?*%%"*® 140 — 500 mg arasi agdirlikta,
0,5X1cm-1X2cmlik g — dort serit seklinde kikirdak dokusu bir halka uglu

artroskopik kiiret yardimi ile alinyr. 124135:137.140.150.151

Alinan pargalar kas, bag
ya da kemik dokudan ayrilarak 1 — 3 mm>Ilik pargalara dogranir ve transfer
soliisyonuna atilir.”*>'*® Bazi laboratuarlar kikirdak pargalarinin laboratuarda
dogranmasini tercih etmektedirler. Ancak 1 mm®lik parcalara ayriimis
kikirdagin transport sirasinda daha dayanikli oldugu gésterilmistir.’*? Kikirdagin
derin katmanlardan alinmasina 6zen gosterilir ¢cunkli en fazla kondrosit
buralarda yerlesmektedir.”® Dokular %0,9’'luk NaCl igerisinde oda sicakli§inda
laboratuvara gonderilir. Birgok hucre kulturt laboratuari hicre beslemek igin
otolog serum kullanmaktadir. Bu nedenle kikirdak doku ile birlikte serum da
istemektedirler. Otolog serum elde etmek igin hastadan ameliyat 6ncesi 9 ml’lik
10 tipe kan alinir. Otuz dakika pihtilasmasi beklenir ve bir saat icerisinde
santrifij yapilir (15 dak 1000 - 1300 devir). Serum filtrelenerek ayrilir ve -4- -
8°C’de dondurularak laboratuara génderilir. Alinan dokuda 2 - 3 X 10° hiicre
vardir. Kikirdak saglam dokudan alinmalidir.

Laboratuara ulasan kikirdak dokular fosfat tamponlu salin (pH 7,2) ile
yikanir ve tripsin, kollajenaz ve hyaluronidaz kullanarak enzimatik ayristirmaya
tabi tutulur. Ayrilan hucreler hdcre kualtird yontemleri kullanilarak dretilir.

Uretmek Uzere alinan miligram kikirdak basina disen kondrosit sayisi yagla
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degismemektedir.'®® Kiltir sirasinda hastanin kendinden alinan serum
kullanilabilir.’® Otolog serumun hiicre kiiltiirinde kullaniimasi fetal bovine
seruma gore daha hizli cogalma saglamaktadir.”* Hiicrelerin ekim sirasinda
yogun olmasi istenen bir seydir. Mililitrede 20 — 100 milyon arasi hucre bir
matriks icerisinde farelerin ciltaltina yerlestirildiginde kikirdak olusturmaktadir.
Bu nedenle ideali mililitrede 30 milyon hiicre implante etmektir.””® Cesitli
iriinlerde degisik hiicre sayilari verilmektedir. 3.2 — 12X10° arasinda hiicre
saglayan laboratuarlar vardir.'?*137140.150.153 Qrtalama implante edilen hiicre
sayisl ise 4.5 milyondur.”®*>'*? Bu miktarda hiicre yaklasik iki — {i¢ haftada
iretilmektedir.'® Hazirlanan hiicreler siispansiyon halinde 4 derece sicaklikta
saklanir.’®” Uretilmis hicrelerin dondurularak daha uzun siire saklanmasi
denenmis ancak donan hiicrelerde implant olarak etkinlik kaybi gézlenmistir."*
Alinan kikirdak dokunun, ya da uretilmisg kondrositlerin normal oda sicakhginda
yedi gune kadar bekletimelerinde hucrelerin canliigina ya da g¢ogalma
potansiyellerine etkisi olmadigi gdsterilmistir.’®? 10 cm®ye kadar buyiklikteki
her defekt igin yaklasik 12 milyon hicre igeren bir sollisyon uretilmesi onerilir.
Hazirlanan hucre suspansiyonlarinin bir kalite kontrol protokolinden ge¢cmesi
gerekir. Bu protokol laboratuara gore degismektedir. Genellikle sterilite (bakteri
ve mantar tesbiti), endotoxin varligi, hicre canlihdi (%85’ten fazla olmasi
beklenir) ve hlcre sayisi ikiye katlanma zamani agisindan incelenerek teslim
edilir.135'138'156

Biyopsi ile implantasyon arasi sire dort - alti hafta kadar olabilmekle
birlikte cerrah ve hasta tarafindan belirlenecek uygun bir zaman aylarca da
beklenebilir.”™” Genellikle (ic - bes hafta icerisinde ikinci girisim artrotomi
uygulayarak yapilir."®® Medial parapatellar artrotomi yapilabilir. Medial kondil
lezyonlari icin 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 dlgulir. En iyisi bir eldiven
kagidi ya da aluminyum folyo ile sablon ¢ikarmaktir. Cevreden 1 — 2 mm buyuk
olacak sekilde bir sablon kesilir. Bu sablon periost Uzerine yerlegtirilir ve
cevresinden bisturi ile kesilerek greft alinir. Fazladan birakilan pay periostun

alindiktan sonraki gekme payldlr.149 Kondiller igin periost grefti alinacaginda 2
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mm daha buyUk, troklea ya da patella i¢in alinacaginda defektten 3 mm daha
bayluk 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 yapihr. Cilt alti yag
dokusunun kunt disseksiyonu sonrasi periosta kolayca ulasilabilir. Sablon
periost Uzerine yerlestirilir ve 15 numara bistlri ile gevresi kesilir. Periost
elevatori ile kaldinihr. Uzerinde fasya ya da yad dokusu olmamasina dikkat
edilir.'® Periost tibiadan siyrilirken kambiyum tabakasini tam alabilmek icin
mimkin oldugunca kemige yakin siyriimalidir.”®® Periostun uygun sekilde
alinmasi teknik olarak zordur. Uzerindeki katmanlarin da birlikte alinmasi fibréz
asiri buyume ihtimalini arttirir. Periostun sadece kendisinin alinmasi bu ytzden
énemlidir.'®

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

Periost greftinin kambiyum tabakasi subkondral kemige bakacak sekilde
yerlestirilir.”®* Uc — 4 mm araliklarla 6/0 vicryl ile saglam kikirdaga dikisler
atir.”® ACI-C icin tip I/lll kollajen membranin diizgiin katmani mekanik
saglamlik saglar ve dikilebilmesine olanak verir. 6/0 vicryl ile 3 mm araliklarla
dikilir.

Periost grefti cevre kikirdakla ayni seviyede ve defekt icinde kalmall,
saglam kikirdagin Uzerine ¢ilkan yama gibi olmamalidir. Digumler ne periost
Uzerinde, ne de saglam kikirdak Uzerinde olmali, tam birlesim yerinde
durmalidirlar. Aksi halde her iki dokuya da zarar verebilirler.'*

Periost kenarlari fibrin yapistirici ile muhurlenir. Fibrin yapistirici ile viral
enfeksiyon gecis ihtimalini duslnerek sadece dikis kullanip, izotonik
enjeksiyonu ile sivi kagisini kontrol ettikten sonra hicre suspansiyonu enjekte

eden cerrahlar da vardir.'® Enjeksiyon icin 18 gauge plastik intraket ve ppd
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enjektord kulanilir. Her tlp yaklasik 10 — 12 milyon hucre igerir ki bu miktar 10
cm?lik bir defekt icin yeterlidir."*® Debride edilmis defekt santimetrekaresine en
az 1 milyon hiicre verilmesi 6nerilmektedir.’® Son dikis atilir ve fibrin yapistirici
ile mihrlenir.”*"%® Enjeksiyon sonrasi diz tam ekstansiyona getirilerek greftin
kars! tarafla temas etmedigi dogrulanir.’*®

ACI| dayanikli bir iyilesme dokusu saglar.®® Periostun kondrositlerin
cogalmasini destekleyici parakrin etkisi vardir. Ayrica ekilmis kondrositlere
mekanik bariyer olusturur. ACI sonrasi yapilan histolojik incelemelerde
periostun hyalin benzeri bir katman altinda fibroz kikirdaga donuasmus artiklari
gozlenebilmektedir.'®® ACI sonrasi olusan rejenerasyon dokusu hyalin
kikirdagin tum oOzelliklerini tasimaktadir. Yapi taslari ayni olmakta ancak
mimarisinde farkliliklar gelismektedir.'® Olusan tamir dokusu hyalin benzeridir.
Ancak hyalin kikirdaktaki gibi kolonlar halinde kondrosit dizilimi gorulmez.
Bunun yerine osteoartritte gortlen kiumeler halinde kondrosit birikmelerine
rastlanir. Bu da dokunun olgunlagsmamis oldugunun goéstergesidir. Bir yil sonraki
incelemelerde ise kolonlar halinde dizilime yer yer rastlanmaktadir.®’

Kollajen dagilimi degerlendirildiginde dokularin %65’i fibroz kikirdak
agirlikli, %15'i hyalin, %17’si karisik ve %3'U fibréz doku agriliklidir. ilerleyen
zamanla kikirdak olgunlasmasi devam etmektedir. ikinci yilda yapilan
incelemede kondrositlerin halen olgunlagmadiklari, yeteri kadar tip Il kollajen
sentezlemedikleri, hala olgunlagsma surecinde olduklari ve olugsmus kikirdagin
da halen fibroz doku ile karisik kikirdaktan olustugu tesbit edilmistir.'®® Uclinci
ile besinci yillar arasi yapilan incelemelerde olgunlagsma surecinin halen devam
ettigi gorilmistiir.®® ACI sonrasi olusan dokunun ortalama kalinhigi 2,9 mm
olarak d&lglilmistir."®® Enjekte edilen kondrositler yergekimi etkisiyle defekt
pozisyonuna gore altta kalan bélgede birikerek buradan tamire baslarlar.'®®
Altinci ayda yapilan histolojik incelemelerde ylzeyel kisimlarin fibréz kikirdak
derin tabakalarin ise hyalin dzelligi gosterdigi saptanmistir.’24170

Kondrositlerin en fazla tutunma orani ilk 24 saatte gerceklesmektedir.
implante edilen hiicrelerin dordiincti haftaya kadar ancak %14’G yasamakta,
sonra sayica artis gostermektedirler.'"' Deneysel calismalar kemik morfojenik
proteinlerin kondrosit cogalmasi ve aramadde sentezi Uzerinde pozitif etkisi
oldugunu gostermisse de bu proteinlerin tumor baglatma ve ilerletme

potansiyelleri nedeniyle heniiz klinik kullanimlari mevcut degildir."’
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Cinsiyet, defekt buyuklugu, yerlesimi ya da sayisinin ve ek yaralanmaya
yonelik girisimlerin sonu¢ Uzerine etkisi goértlmemistir. Etkili olan tek unsur
yaralanma ile tedavi arasindaki sure olmustur. Bir yildan daha kisa surede
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 civarindadir.'3>138:142149.155.156.172
Medial femoral kondildeki lezyonlarin tedavi sonucu lateral femoral kondil ve
trokleadakilere oranla daha kotidiir.®"

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).'%%17

ACI girisiminden sonra hastalarin tekrar bir cerrahi gecirme ihtimali
yuksektir. Tekrar girisim gecirme oranlari %17 ile 57 arasi genig bir aralikta
bildirilmektedir. *"1%¢1774175 yas ya da defekt biyiikligi ile revizyon insidansi
arasinda baglanti yoktur." En fazla tekrar cerrahi gerektiren sorun periostun
hipertrofisi ya da ayrilmasidir.®® Periost hipertrofisi hastalarin %22’si ile 40’
arasinda gériilmekte, bunlarin da %13 -19'u semptomatik olmaktadir.'™
Hipertrofinin nedeni, periostun surtunme ile uyariimasi ve asagidan gelen yeni
kikirdagin iteklemesi oldugu distiniiimektedir.’”* Onceden iyi olan dizde takilma
ile agri ve eflizyon periost hipertrofisini digtunduren bulgulardir.

Kikirdak birlesme kusuru en sik medial femoral kondilde en az patellada
gorulur. Neden olarak patelladaki makaslama kuvvetlerinin birlesme Uzerinde
uyarici etkisi olabilecegi dngériilmektedir. ¢

ACI-C’de hipertrofi %3 - 10, birlesme kusuru %25 oraninda
gorilmektedir.”® Kollajen membran kullaniminda isin icinde periosttaki gibi
mezankimal kok hucreler ve buyume faktorleri olmadigindan hipertrofi
beklenmemektedir. Komplikasyon oranlari karsilastirildiginda ACl'da %27, ACI-
C’de %12 olarak bulunmustur.®
Matriks Rehberli Otolog Kondrosit implantasyonu
Otolog kondrosit implantasyonunun (ACI); hucre suspansiyonu

kullanmak, periostu su gegirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga
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dikis gecirmek ve ikinci seansta artrotomi yapmak gibi teknik dezavantajlari
vardir.® Standard tek katman hiicre kiltiirinde kondrositler fenotipik olarak geri
farkhlasmaya zorlanmaktadir. Hucre suspansiyonu enjeksiyonu homojen
olmayan dagihma neden olmakta, hucrelerin periost greftinden sizarak kaybi
mimkin olmakta ve cerrahi siiresi uzun olmaktadir.’° Bu problemlere ¢dziim
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 u¢ 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
kullanilimaktadir.'’” Tespit giicli basta yetersiz gdériinmekle birlikte zamanla
artmaktadir. '"® Fibrin yapistirici elde edebilmek igin 70 - 110 mg/ml fibrinojen
3000 KIE/ml aprotinin ile 4 IE trombin 40 mmol/L kalsiyum klorid karistirilir ve iki
karisim 37°C’ye kadar isitilir. Bu iki karisimin karistirilmasi ile yapistirici elde
edilir. '"®

MACI cerrahi tekniginin ilk asamasi AClI ile aynidir. Yz ml otolog kan ile
birlikte 5x10 mm boyutunda kikirdak doku alinarak laboratuara génderilir. Ug -
dort hafta iceriside otolog serum ve buyume faktorleri de kullanilarak 15 - 20
milyon hucre uretilir. Domuz kaynakli tip I/lll iki katmanl kollajen membranin
santimetrekaresi basina canliligi %85’in Uzerinde olan en az 1 milyon hucre
ekilmelidir.>*>'"® Defekt ACI'da oldugu gibi hazirlanir. Kanama kontrolii yapilir.
Aluminyum folyo ya da eldiven kagidi ile defektin sablonu cikarilir. implant
sablon seklinde kesilir. implantt kesmek ve vyerlestirmek icin uygulanan
manipulasyonun tutunmus hiicrelere zarar vermedigi gosterilmistir.®® Fibrin
yapistirici ile hacreli retikller puarizlt kisim subkondral kemige bakacak sekilde
yapistirilir. Ug dakika boyunca basing uygulayarak yapisma beklenir. Gerekirse

dikis ile kuvvetlendirilebilir.'®’

Dize birkag defa fleksiyon - ekstansiyon
yaptirilarak implatin stabilitesi kontrol edilir.'®?

MACI'de ameliyat sirasinda implantin kesilerek sekillendiriimesi gerekir.
Bu sirada kesilen kenarlardaki hucreler atiimaktadir. Bu degerli hucrelerin
atilmasini engellemek igin ameliyat sirasinda membrana hicre ekme iglemi tarif

edilmistir. Bu yontemde 1 milyon hicre igeren suspansiyon ve tip I/lll kollajen
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membran ameliyat masasina alinir. Membran kuru haliyle sablona uygun kesilir.
Poroz ylzeyine bir kap icerisinde hlicre suspansiyonu dokulir ve 10 dakika
beklenerek hucrelerin membrana tutunmasi saglanir. Poroz ve hucreli ylzey
defekte bakacak sekilde yerlestirilir. Fibrin yapistirici ve gerekirse birkag dikis ile
tespit edilir. Dikis atilacaksa iceriden disariya dogru atilir. Bu yonteme ACI-Cs
ismi verilmistir. Bu ydontem ile hicreler kultir ortaminda ekilmelerine gére daha
homojen dagilmaktadirlar.®84

MACI artroskopik olarak da uygulanabilir. Bunun igin defekt boyutlar
artroskopik olarak dlgilir. implant élglilen boyutlarda kesilir ve diizgiin ylizey
isaretlenir. Hucreli kisim icte kalacak sekilde katlanarak ekleme sokulur. Sivi
akisi kesilir ve icerideki sivi bosaltilir. implant defekte yerlestirilir. Bir spinal igne
ile implant altina fibrin yapistirici enjekte edilir. Membran altindan kabarciklar
geldigi gorulir. Probla membrana baski yaparak beklenir. implantin tasan
kisimlari punch ile alinir. Fleksiyon ekstansiyon hareketleri ile stabilite kontrol
edilir.”® Bes cm?ye kadar olan defektlerde MACI artroskopik olarak
uygulanabilmektedir.'®

MACI'de alti ayda histolojik olarak hyalin kikirdak olusmaya basglar.'®’
Altinci ayda yapilan histolojik incelemeler %75 oraninda hyalin kikirdak igerigi
gOstermektedir. Kikirdagin olgunlasmasi 18 ay kadar surmektedir. Bu sure
sonunda Uuglncu defa artroskopi yapilarak biyopsi alinan hastalarda hyalin
kikirdaga rastlanmis, fibroz kikirdaga ise rastlanmamistir.® Buna karsin MACI
sonras! hastalarin %25’inde hyalin, %42’sinde fibroz kikirdak, %33’Unde de
karisik kikirdak gdsteren yayin da mevcuttur. '

ACI-C ve MACIl'de periost kullanilarak uygulanan ACl’lara goére daha
fazla birlesme kusuru gorulmektedir. Delaminasyon ise en az MACI'de
gorilmektedir.'®® Matrikslerin kullanildigi yontemlerde 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
dismustir. ACl'da %26 olan hipertrofi insidansi MACl'de %5 olarak
belirlenmisgtir, 6% 181
Kikirdak Doku Muhendisligi
Kikirdak doku muhendisligi hastalik veya travma sonucu olusan doku

veya organ kaybinin onariminin veya yeniden yapilmasinin saglanmasi igin
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guncel bir segenek olarak tanimlanmistir. Doku muhendisliginde temel yaklagim
hdcrelerin, skafoldlarin ve sinyal faktorlerinin tek basina ya da birlikte
kullaniimasini igermektedir.

Kikirdagin yeniden yapilmasi ve onarimi i¢in hucre tabanli tedavi yeni
degildir. Otolog kondrosit transferi (ACT) klinik olarak hem kraniyofasiyal hem
de eklem kikirdak defektlerinde kullaniimigtir. 1987 den beri, ACT dlnya
capinda 12,000 den fazla hastada, tam kalinlik kikirdak defektlerini tedavi
etmek igin kullanilmaktadir.’®? Bu yaklagim, minimal invaziv bir tarzda hastanin
kikirdagindan kuguk biyopsiler almayi, alinan dokudan kondrositleri izole etmeyi
ve hucreleri in vitro blyutmeyi kapsamaktadir. Bu hicreler daha sonra yeni
kikirdak dokusu uretmek igin, periost veya membran altinda kikirdak defekt
bolgesine yerlestirilir. Kikirdak dokusunun dugik hiucre yogunlugundan dolayi
ACT'de en onemli sorun; biyopsi sonucu elde edilen hicrelerin az sayida
olmasidir. Kikirdak doku muhendisliginde arastirmalar sonucunda ilerlemeler,
yeni teknikler, hicre kaynaklari ve biyomateryaller bu sorunlarin Ustesinden
gelmek ve onarimin kalitesini artirmak i¢in kullaniimaktadir.

Hucre Kaynagi

Kikirdak doku muhendisligi icin uygun hucre kaynagdi hala tam olarak
tanimlanmamistir. Kondrositler, fibroblastlar, kok htcreler ve genetik olarak
modifiye edilmis hucreler kikirdak onarimi igin uygulanabilirlik potansiyelleri

bakimindan halen incelenmektedir. (Tablo 7)

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

Tablo 7: Kikirdak doku muhendisligi icin uygun hucre kaynaklari

Kondrositler; dogal kikirdakta bulundugu ve kikirdak ECM’sindeki rolleri

genis olarak c¢aligildidi i¢in en ¢ok tercih edilen hicre kaynagidir. Kondrositler,
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yuvarlak bir morfolojide olup tip Il kollajen ve sulfatlanmis glikozaminoglikan
(GAGs) gibi ECM molekullerinin senteziyle karakterizedirler. Kondrositler,
matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve doku inhibitér metalloproteinazlarini
(TIMPs) igeren anabolik ve katabolik sureglerin dengesi sayesinde kikirdak
matriksini korur ve yeniden sekillendirir. Kikirdak onariminda hucre kaynagi
olarak kullaniimasi icin bu o6zelliklerinin korunmasi 6nemlidir. Kikirdak doku
muhendisligi icin blyulk zorluklardan biri de defekt bdlgesini doldurmak igin
yeterli sayida hucre elde etmektir.

Eklem kikirdak dokusunun sadece %5-10'unu kondrositler olusturur, bu
nedenle Oncesinde buyutulip cogaltiimalari gerekir. Maalesef, tek katmanli
kultarlerde bluyime kondrositlerin farklilagsmasinda bozukluga neden olur, bu da
azalmig proteoglikan sentezi ve tip Il kollajen salinimiyla, artmis tip | kollajen
salinimina neden olur. Kollajenler, integrinler, buyume faktorleri, matriks
modulatoérleri, src homolog kollajen (SHC) gibi sinyal proteinlerinin aktivasyonu
ve hicre disi sinyal dizenleyici kinaz 1/2 (Erk1/2)'in salinimindaki degisiklikler
kondrositlerin farklilasma bozukluguna eslik eder ve geri dénisimsuiz olarak
farkhlagsmamis hacreler icin erken donemde marker veya sinyal olarak
kullanlr. 193:194.195.196,197,198

Agaroz, aljinat boncuk ve fibrin yapistirici gibi G¢ boyutlu kaltlrler artmis
aggrekan Uretimi ve tip Il kollajen salinimi sayesinde kondrosit fenotipini
koruyabilirler, 99200201

Eklem kikirdagi; hucresel morfoloji, biyomekanik bilesim ve yapisal
Ozellikler bakimlarindan birbirinden farkli olan tabakalardan olusmaktadir.
Yiizeyel, orta ve derin tabakalardan olusan anizotropik bir dokudur.?®®> Her
tabaka yapi ve iglevsel olarak gesitlilik gosterir ve farkli uyarilara cevap vererek
farkh proteinler sentezler. Her tabakadan izole edilen kondrositin farkli blyume
oranlari, gen ekspresyonu ve biyosentez seviyeleri vardir. Ornegin, ylzeyel
tabakadan izole edilen kondrositler artmig yuzeyel bolge proteini sentezlerken
(SZP), orta ve derin tabakadaki kondrositler artmis tip Il kollajen salinimina
neden olurlar. Tabakalar arasinda derinlik arttikca GAG ve kollajen saliniminda
artis gozlenir.?>>?** Bu da derin tabakayi ylizeyel tabakaya kiyasla mekanik
Ozellik bakimindan daha saglam yapar. Tipik olarak, eklem kikirdak muhendislik
calismalarinda hayvanlardan homojen hicre karigimlarini  kullanir. Bu

kondrositler yuksek miktarda ECM sentezler ancak bdlgesel organizasyondan
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eksiktirler. Bu nedenle ginumuzde bolgesel organizasyonun saglayabilmek icin
¢ok tabakali hidrojel ve porlu gradyent scaffoldlari iceren metotlar
arastiriimaktadir.

iki tabakali poli (etilen oksit) diakrilat (PEODA)*® ve gok tabakali poli
(etilen glikol) diakrilat (PEGDA)?*®® hidrojeller, eklem kikirdagi kondrosit
subgruplarinin buylimesine yardimci olmak igin dretilmistir. Coklu katmanlarin
ardisik fotopolimerizasyonunun kullanimiyla, hiicre gruplari 3D vyapilardaki
katmanlara bagsindan sonuna kadar dagitilabilir. Bu ¢ok katmanli yapilar dogal
kikirdaktakine benzer hiicre ve ECM dagilim paterni ortaya koyar.?%®

Eklem kikirdaginin  toplanmasindaki dondér morbiditesi, eklem
kikirdaginin dusuk mitotik ve biyoaktivitesi klinik kullanimini kisitlamistir. Bu
kisittamalarla birlikte, aurikular, nazoseptal ve kostal kikirdag:r kapsayan
vicudumuzdaki diger potansiyel hucre kaynaklari da arastirilmaktadir.

Aurikular kikirdak; kulak ve epiglottiste bulunan elastik bir kikirdaktir.
Eklem kikirdagina kiyasla aurikular kikirdakda kondrositlerin 2’e katlanma
zamani ve hiicre proliferasyonu 4 kat hizli bulunmustur.?®’

Nazoseptal kikirdak, kraniyofasiyal ve plastik cerrahi uygulamalarinda
dikkat geken hiyalin bir kikirdaktir. Yetiskin nazal kondrositlerinde yuksek oranli
kollajen Il/l ve GAG birikimi olan matriks mevcuttur. Ayrica, nazal kondrositler
tek tabakada eklem kondrositlerden 4 kat daha hizli prolifere olurlar.?®

Kondrosit kaynaklarinin karsilastirildigi bir galismada, inek nazal, eklem,
kostal ve aurikular kondrositleri poli(L-lactide-e-caprolactone) scaffoldlarda 4
hafta buyutlldd. Blyume oranlari ve gen ekspresyonlari hicre tipiyle farklihk
gosterdigi tespit edildi. Tip Il kollajen ve aggrekan saliniminin en fazla kostal
kondrositlerde oldugu ve onu sirasiyla nazoseptal, eklem ve aurikular
kondrositlerin takip ettigi goruldu. Aurikular kondrositler en genis ¢apa sahipken
kostal kondrositlerin en kalinlari oldugu goriildi.?*

Baska bir calismada ise buylme faktorlerinin aurikular, nazal ve kostal
kondrositler Uzerine etkileri arastirilmig ve buyume faktoru eklendikten sonra
batln hucre tiplerinde artmis proliferasyon ve GAG/DNA igerigi ile artmis tip Il
kollajen ekspresyonu oldugu gosterilmistir.?'

Cilt, doku mihendisligi icin minimal invaziv, goreceli olarak bol fibroblast
kaynag! sunar. Kikirdak defektinde poli laktik asit (PLA) ag uUzerine direkt

fibroblast transferinin fibroz doku gelisimiyle sonu¢lanmasina ragmen, uygun

42



kosullar altinda kulturlendikleri zaman fibroblastlar tekrar kondrositik fenotipe
yonlendirilebilirler.”’” Demineralize kemik varliginda ya da laktik asit varliginda
cilt fibroblastlari aggrekan ve tip Il kollajen gibi kikirdak o6zellikli matriks
proteinleri Uretirler.?'

Kok hucreler, pluripotent hicrelerdir, farklilagsma olmaksizin her dokuya
donusebilmektedir. Degisik kosullarda degisik hicrelere déonusebilme 6zelligine
sahiptirler. Bu nedenle klinik denemeleri de cekince olusturmaktadir. 1998
yilinda, kemik iliginden elde edilen kok hucrelerin TGF- B1 varhiginda kuilture
edildiginde kondrogenezis sagladigi bulunmustur.?™ Kondrosite déniisme
potansiyeli olan kdk hicreler mezankimal kok hicrelerdir (MKH). MKH’ler kemik
iligi, sinovyal membran, epidermis ve adipoz dokudan elde edilebilmektedir.
214215216217 Kemik iligindeki her 105 hiicreden biri MKH’dir.?'® Kok hiicreleri igin
birinci rezervuar kemik iligi olsa da, periost, kas, fetal kemik iligi, karaciger ve
kan gibi dokularda da kok hucreleri oldugu, yapilan arastirmalarla ortaya
konmustur.

Kemik iligi kaynakh kok hucreleri (BMSCs), cesitli kultir sartlarinda
kondrogenezise ugrar. In vitro kultur igin, TGF-B ilavesi genellikle kultur
metodundan ya da scaffolddan bagimsiz olarak kondrogenezi uyarir ama yine
de, kondrogenezisin derecesi scaffolda bagimlidir.?™

in vitro kosullarda yapilan bir calismada, PGA da killtiire edildikten sonra
fareye implante edilen sogukda korunmus insan BMSCs’leri 10 hafta sonra
kikirdaga benzer doku uretigi gérijldij.zzo BMSC'lerin dezavantaji Urettikleri
matriksin mekanik butinligudir. Uzun dénemli agaroz kultirde, BMSC-yUkIU
jellerde kondrogenezis gozlenmigstir; ancak Uretilen matriksin miktari ve mekanik
Ozellikleri ayni kiginin kondrositleri tarafindan dretilenden daha dusuk
diizeydedir.?*'

Adipoz kaynakli kdk hicreler (ADSC); daha diusuk yaslanma seviyeleri

222 By hicreler

ve istikrarli buUyUmesiyle uzun sure kultira yapilabilir.
immunfloresan ve flowsitometriyle tespit edildigi kadar ile mezensim kokenlidir
ve TGF-3, askorbat ve deksametazon varliginda kondrositlere farkhlasabilme
yetenegindedir.??®

FGF-2 ve BMP-6 gibi bluyume faktorlerinin kullanimi da ADSC’lerin
kondrogenezisini etkilemektedir. FGF-2, hlcre proliferasyonunu arttirirken tek

basina BMP-6’da aljinat kulturlerde tip Il kollajen ile agregan ekspresyonunu
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arttirir.??*?% Kondrogenezise gitme 6zelliklerine ragmen, kemik iligi gibi diger
kaynaklardan izole edilen kdk hucrelere kiyasla ADSC'lerin daha dusuk
kondrojenik potansiyelleri oldugu gdsterilmigtir.22:2%7:228

Embriyonik kok hucreler (ESCs); blastokist safhasindaki embriyonun i¢
hidcre kitlesinden elde edilmektedir. Bu hicreler pek c¢ok hicre tiplerine
farkhlasma vyetenegindedir. ESC’lerin saflastirmasindaki zorluklar klinik
kullanimlarini engellemektedir. Bu hucre kaynagi yetiskin hicrelere gore daha
az immunojenik olduklarindan doku muhendisligi igin Umit verici bir kaynak gibi
g6zukmektedir. Bu hucreler ayni zamanda hizli hucresel buyime yetenegi ve
mezenkimal hicrelere ylksek farklilasma 6zelligine sahiptirler. Kondrogenezis
icin, ESC’ler farklilasmadan o6nce embriyonik cisim (EB) aggregasyon
safhasindan gecmelidir. insan ESClleri ile yapilan bir g¢alisma, insan ESC
kaynakh EB’lerin kondrojenik induksiyondan hipertrofik maturasyona kadar
kondrogenezis yetenegi oldugunu gdstermistir.?%°

Skafoldlar

Skafoldlar; kikirdak  yenilemesinde  hiicre iletimi  amaciyla
kullaniimaktadirlar. Skafoldlar, kikirdak doku uretimi igin ideal bir 3 boyutlu
ortam saglamaktadir. ideal bir skafold; bozulmayi yénlendirebilmeli ve kontrol
edebilmeli, hicre farklilasmasini ve ekstraselller matriks Uretimini desteklemeli,
besinlerin ve artik maddelerin diflizyonuna izin vermeli, dogal kikirdak dokusu
ile yapisma ve birlesme Ozelliklerine sahip olmali, hdcrelerin igerisine
yerlestirimesine uygun olmali ve defekt yerinin mekanik butinluguni
saglayabilmelidir.?®*?*'  Skafold yikimi enzimatik veya hidrolitk sekilde
olabilmektedir.

Bugune kadar, kikirdak tamirinde skafold islevi gormesi 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 yluzey reseptorleri sayesinde hucrelerle
etkileserek, hucre fonksiyonunu direkt olarak duzenleyebilmektedir. Fakat bu
etkilesimler esnasinda bu polimerlerin immun cevapta artisa yol agabilecegi ve
bu sayede kullanilan biyomateryal igin vlcutta antijenite olusabilecegi
gOsterilmistir. Sentetik materyaller, dogal polimerlere gbére mekanik ve
degradasyon karakteristigi agisindan da farklilik gostermektedir. Bugune kadar

arastirimis sentetik polimerlerden birkagi; polilaktik asit, poliglikolik asit,
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polilaktik-glikolik asit, polietilen oksit, polipropilen oksit, polietilen glikol
polipropilen fumarat ve poliliretanlardir. 22232 gentetik polimerler; direkt
olarak hticre-skafold etkilesiminde rol oynamamaktadir buna karsin adezyon,
hdcre sinyallesmesi, yikim ve matriks bigimlenmesinde sentetik polimerler rol
oynayabilmektedir. Skafoldlar; hidrojeller, singerler ve fibroz aglar olmak Uzere
uc sinifta incelenmistir.

Hidrojeller

Hidrojeller; hucrelerin ve biyoaktif ajanlarin iletisim halinde olmasini
saglayan sgsisebilen aglardir. Herhangi bir boyuttaki defektleri kolaylikla
kapatabilmek igin enjekte edilebilen hidrojeller minimal invazif bir seklide
uygulanabilir. Hidrojeller besinlerin ve artik maddelerin diftizyonuna izin verirken
hiicrelerin 3 boyutlu yap! icinde homojen dagilmasini saglar.?*

Hidrojeller ya fiziksel ya da kimsayal olarak caprazbagh jellerdir.
Kimyasal caprazbagl jeller kovalent bagh iken fiziksel gaprazbagli jelleri ise
iyonik, hidrojen bagi veya hidrofobik etkilesimler gibi ikincil gugler bir arada
tutar. Molekul agirhgi, makromer konsantrasyonu, capraz yontemi, ¢apraz bag
yogunlugu ve ag boyutu gibi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri hidrojelin sisme
oranini, mekanik gucunu, hucre canliigini ve bozulma oranini belirler.2¢

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

Kikirdak doku rejenerasyonunda kullanilan bir diger polimer olan
hiyaluronik asit kikirdaga 6zgln lineer bir polisakkaritdir. Keratin sulfat ve
kondroitin sulfatin baglanmasi icin temel bir molekul olrak goérevi yapar ve
hiyalurinidaz enzim ile yikima ugrar. HA; hucre ¢ogalmasi, morfolojisi,
enflamasyon ve yara iyilesmesi gibi hiucresel surecglerde bir rol oynadigi gibi
hicre 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 hucre canlihgl azalirken,
makromer konsantrasyonlari, kompresyon modiiliisii ve bozulma siiresi artar.?*®

Fibrin yapistirici dogal bir polimer olup trombin ve fibrinojenin
polimerizasyonu ile olugur. Doku yapistirici olarak iyi biyouyumluluk gosterir ve
integrin baglayicilari ile hiicre-matriks etkilesimini kolaylastirir.?*® Otolog kandan

yapildigi igin dogal bir skafold goérevi gorur. Tek dezavantaji uygulandiginda
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buzilmeye egimli olmasidir. Son zamanlarda fibrin jelin 3 hafta boyunca sabit
kalmasini saglamaya yénelik calismalar yapiimaktadir.?*°

Tip 1 kollajen skafoldlar; tam kat kikirdak defektlerinin otolog kondrosit
transferi ile tedavisinde kullaniimistir.?*" Aljinat; kahverengi deniz yosunlarinda
bulunan polianyonik polimerlerdir ve 2 degerlikli katyonlarla gapraz baglanarak
kararli jel haline gelebilir. Aljinat boncuk ve hidrojeller kondrosit genislemesini
ve kok hiicrelerin uyarilmasi icin kullaniimaktadir.?**?** Son zamanlarda,
arastirmacilar hibrid skafoldlar olugturmak icin aljinat jelleri sentetik adezyon
peptitleri ile veya diger materyallerle modifiye etmeye calismaktadirlar.?*424°

Agaroz; asya yosunlarinda uretilmis ve sogutuldunda katilagabilen lineer
polisakkarittir. Agarozu sik kullanilmasinin nedeni hicrelere uygulanacak
mekanik yukleri aktarabildiginden, deformasyon olusturacak yuklenmelerde
kondrosit cevabini lgebilmek icindir.?*°

Kitosan bir biyosentetik polisakkarit olup eklembacaklilarin dig iskeletinde
bulunan kitinden tlrevmistir. Oda sicakliginda sivi iken ve fizyolojik sicakliklarda
bir jel seklindedir.Kitosan; biyouyumlu, in vivo sartlarda lizozim ile yikilabilen,
bliyume faktorleri ve adezyon proteinleri ile etkilesime girebilen yari kristal
polimerdir.24724

Sungerler

Slngerler; poroz skafoldlar olup &zellikleri deliklerin  boyutuna,
gozeneklilige ve baglanirhga gore degigsir. Gozeneklilik; hiucre adezyonu ile
yuzey alanini belirlerken, deliklerin boyutu ve baglanirhlik ise, hucre
infiltrasyonunu, goég¢linl, matriks depolanmasini ve dagilmasini, besin ve atik
degisimini etkiler.?*® Bugiine kadar siinger Uretmek icin birkac ydntem
kullaniimigtir. Bu yontemler skafoldun mimarisini etkilemis ve bu sayede
skafoldun doku formasyonu degistirilerek ve biyume faktorleri kullanilabilir hale
gelmistir.2>°

Yine bugune kadar doku muhendisliginde birgcok sunger kullaniimigtir.
Bunlardan birkagi; poli (alfa-hidroksi esteri), alginat, poliglaktin/polidioksanon,
kitosan, silk fibroin, HA, kollajen ve jelatindir. Poli(1,8 oktanediol sitrat-POC)
yeni bir elastomer GrGnU olup, eriyebilir sekilde uretildi ve in vitro ortamda
kondrosit bllylimesini destekledigi goriildi.?®" Bu POC materyali ile kompresif
yuklenme sonucu olugan deformasyonlarin tamamen onarilmasi mumkun hale

geldi. Buna ek olarak emilebilir poliglaktin/polidioksonan ise, tam kat kikirdak
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defektlerinde kullanildi ve kikirdak dokusunda hizli iyilesmeyi ve birlesmeyi
sadladigi gosterildi.>*? Kitosan; donma-kurutma ve liyofilizasyon isleminden
sonra siinger sekline dénusebilir.>>?

Mesler

Mesgler; dokunmus veya dokunmamis liflerden olusan aglardir.
Dokunmamis mesler; genis bos hacmi ve yuzey alani sayesinde hicre
rejenerasyonunu daha rahat saglarken, dokunmus mesler daha saglamdir. En
sik kullanilan megler poli( a-hidroksi ester)’leridir. Bu megler 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 galismada kopolimer icine PGA ve PLA %50’li %50
katildiginda yikimin daha hizli oldugunu ama PGA’nin %75 ve PLA'nin %25
katildiginda ise yikimin yavasladigini géstermislerdir.?*

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
cogalmasini ve GAG depolanmasi artmistir. PLGA ylizeyine HA baglanmasi ise
GAG ve kollajen sentezini arttirmistir.?*%>® Ayrica tavsanlarda yapilan bir
calismada PLGA skafold i¢ine ekilen MKH’lerin 12 hafta sonra parlak, beyaz
hiyalin kikirdak olusturdugu gdsterilmistir.?*°

Selliloz ve HA tirevleri gibi dogal materyaller fibréz skafold olarak kabul
edilmiglerdir. Dokunmamis sellloz'a kalsiyum fosfat eklendiginde hucrelerin
daha iyi tutundugu gdsterilmistir.%*’

Uyarici Faktorler

Doku muhendisligi triadinin Gglncl pargasi olarak uyarici faktorler 2
gruba ayrilmaktadir buyume faktorleri ve mekanik uyaranlar.

Blyume Faktorleri ve Etkileri

TGF-B, FGF, BMP ve IGF gibi birgcok buyume faktéri ve HA, kondroitin
sulfat ve insulin gibi diger ¢ozunebilir faktorlerin, kikirdak doku muihendisligine
etkileri arastinimistir. Arastirmalar sonucunda, TGF-3 ailesi Uyelerinin kikirdak

gelisiminde major rol oynadigi gosterilmigtir. TGF-B ailesi uyeleri, kikirdak
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farklilagmasini sagladigi, embriyonik ve yetigskin MKH’lerde kikirdak Uretimini ve
ekstraselliiler matriks sentezini arttirdi§i icin yaygin olarak kullanilimaktadirlar.?*®

TGF-B1’in dncu hucreler arasindaki etkilesiminden sorumlu iken, TGF-
B2'nin hipertrofik farklilagsmadan ve TGF-B3’Uun de MKH farklilagsmasindan
sorumlu oldugu gosterilmistir. Bir diger buyime faktora olan IGF-1,
proteoglikanlarin  Uretimi ve tip2 kollajene donisumundeki analobik
metabolizmada gorev almaktadr.2°%:260:261

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,262263:264.265.266

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 6ncl hiicrelerde matriks
dretimini arttirdigi  gosterilmistir. BMP-2; TIMP-1, Sox 9, tip 2 kollajen ve
aggrekan uretimlerini arttirir, BMP-7 ise proteoglikandan zengin ekstraselller
matriks Uretimini arttirirken ve skafoldlara fibroblast girisini azaltir.2*’

Gen Tedavisi

Gen tedavisi; viral veya viral olmayan vektorler kullanilarak 6zel genlerin
eklem icerisine dogrudan in-vivo veya dolayli ex-vivo sekillerde yerlestiriimesini
icerir.268269.270 Dogrudan in-vivo yaklasim, vektdriin dogrudan eklem bosluguna
yerlestiriimesi ile olurken; ex-vivo yaklagsimda, vicut diginda genetik yapisi
degistirilmis hiicrelerin viicuda yeniden transferi vardir."

Hem viral (retrovirls, adenovirus gibi) hem de viral olmayan (polimerler
ve lipozomlar) ajanlar kullanilabilmektedir. Viral vektorler tipik olarak daha hizl
transfeksiyon glcune sahip olmakla beraber, daha fazla gulvenlik riski
tasimaktadir. viral olmayan ajanlar ise daha dusuk tranfeksiyon glicine ragmen,
daha guvenilirdir. FuGen 6, eklem kondrositlerinde guvenle kullanilabilen bir
non-viral ajandir ve bu ajanin IGF-1 ile birlikte kullanildiginda etki glicu %35
artti§1 gosterilmistir.?”2

Transfekte edilen skafoldlarda artmis proliferasyon oranlari ve tip2
kollajenler ile aggrekan artigi gosterilmigtir. Ayrica, PGA sungerlerle yapilan

calismalarda, sadece 6 haftada yara iyilesmesi ve defektlerin giderilebildigi
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gosterilmistir.2”® Kikirdak rejenerasyonu igin gen tedavisi heniiz ¢ok yeni
olmakla beraber, daha iyi arastirmalarla gelistirilebilecek bir tedavi modelidir.

Hidrostatik Basing

Eklem boslugunda kikirdaklar, azalmis oksijen ve aralikh hidrostatik
basing etkisinde bulunur. In vitro sartlarda da ayni durum yaratilarak kikirdak
uretilebilecedi digunulmustur. DUglk oksijen yodunlugu (%5) proliferasyonu ve
tip2 kollajen salinimini ve kikirdak spesifik matriks proteini sentezini arttirir.?’*
Kondrositler; 10 MPa basingta ve 1 Hz'de, gunde 4 saat ve haftada 5 gun
sureyle tutuldugu zaman; 8 haftada kollajen Uretimi artarken ve GAG kaybinin
azaltildi§i gdzlenmistir.>”® Bu galismalar sonucunda; 0,1 MPa basincin Sox 9 ve
aggrekan madde; 10 MPa basincin ise tip2 kollajen Uretimi igin ideal basing
degerleri oldugu gdsterilmistir.2"®

Dinamik Kompresyon

Dinamik kompresif yuklemelerin; kondrosit ve kok hucreler Uzerine
uyarici etkisi oldugunu gdsteren 6nemli kanitlar bulunmaktadir. Kondrositler
kompresif  yUklenmelerde sikisabilmekte ve davranis degisikligi
gostermektedirler. Tek bir kez yuklemeden surekli yuklenmeye kadar degisen
birgok yuklenme denenmistir.?”” Yiiklenme rejimlerinin hdcre tipine, ekim
yogunluguna ve skafolda en uygun hale getiriimesi gerekmektedir. Dinamik
kompresif yliklenmeler; agaroz jelde kondrositleri olumlu yénde uyarirken, doku
yapistirici jelde etkili olmadig gdsterilmistir.?”

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 kollajen sentezini arttirdigi ve mekanik 6zellikleri
gelistirdigi gosterilmistir.??® Ayrica bliyiime faktérleri ile yiiklenme arasinda
sinerjistik etki oldugu goérunmektedir. Mauck ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada agaroz jele uygulanan yliklenmeye TGF-B ve IGF eklenmesi ile
kollajen iceriginin ve proteoglikan sentezinin arttigi gdsterilmistir.?’

Biyoreaktorler

Biyoreaktorler, kikirdagin in vitro ortamda hizli bayimesini ve gelismesini
saglamakla gorevlidir. Besin transportu ve hidrodinamik bir ortam saglanarak
kikirdak spesifik matriks proteinlerinin sentezine olanak saglarlar Poroz
skafoldlara ekilmis dinamik hucrelerin daha hizli tutundugu ve daha iyi hucre

dagilimini oldugu goralmustar. Bu etkiler skafold bagimli olmakla beraber, statik
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kilturle karsilagtirildiginda artmis hicre proliferasyonu ve biyokimyasal icerik
gozlenmistir.?®> Uzun sireli in-vitro kiltiirlerde diisiik makaslama kuvveti
ekstraselller matriks Uretimini ve birikimini uyarirken, yuksek makaslama
kuvveti ise GAG birikimini baskilamaktadir. Genel olarak, yuksek hucre
yogunluklarinda; hucre-hucre etkilesimlerinin daha iyi olmasi sebebiyle GAG
konsantrasyonlari da yuksek bulunurken, dusuk hicre yogunlugu olan
biyoreaktor kultlrlerinde basarisiz sonuglar elde edilmistir. Su ana kadar
arastiriilmis biyoreaktorlerden birkagi sunlardir: bir paralel biyoreaktor, donen
duvarl biyoreaktor ve konsantrik silindir biyoreaktor. Yakin zamanda yeni bir
dalgal duvarl biyoreaktor gelistiriimis ve bu biyoreaktorle yapilan ¢alismalarda
artmis kondrosit proliferasyonu ve ekstraseliler matriks depolanmasi
gOsterilmistir. IGF-1 gibi bazi buyume faktorlerinin de biyoreaktorlere eklenmesi
ile olusturulacak kombinasyonlarin da kullanilabilecegi belirtilmistir. 28284285

Eklem Kikirdak Lezyonlarinda iyilesmenin Degerlendirilmesi

Kikirdak iyilesmesinini degerlendiriimesinde goérintlileme yontemleri,
klinik skorlar, artroskopik inceleme gibi dolayli ve biyomekanik, histolojik ve
biyokimyasal ydéntemler gibi dogrudan ydntemler vardir.?®® Radyolojik
goruntileme yontemleri tamir dokusunun durumunu ve kompozisyonunu
degerlendirerek biyomekanik, histolojik ve biyokimyasal yapisi hakkinda fikir
verir. invazif olmamalari en biyiik avantajlaridir. Her ne kadar MR gériintiileri
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 dayanikliigi konusunda bilgi
vermezler. Artroskopik inceleme sirasindaki degerlendirmelerin karsilastirilabilir
olmasi amaciyla skorlama sistemleri geligtiriimistir. ICRS ve OAS (Oswestry
Artroskopi Skoru) kikirdak tamirlerinin degerlendiriimesinde gulvenilir ve
tekrarlanabilir bulunmustur.?®®

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 onerilen dogrulanmis skorlardandir. Degerlendirmede Lysholm diz

skoru, Tegner skalasi, WOMAC osteoartrit indeksi, Cincinnati skoru ve SF36
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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 tum tedavi
yontemlerin de kikirdak dokunun orijinal kikirdak alici sahasi ile batinlesmesi
sorun olabilmektedir. Alici doku ile batliinlesme 2 sekilde olmaktadir; Vertikal ve
Lateral.?®® Vertikal biitlinlesme genellikle sorunsuz gergeklesirken, lateral
biitiinlesme kronik bir sorun olmaktadir.?®" Bu biitiinlesme siirecini etkileyen

birgcokfaktor bulunmaktadir.
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GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasinin etik kurallara uygunlugu, Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 2010/46
sayili karari ile onaylanmistir. Calisma Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Deney
Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Tibbi/ Cerrahi Arastirma Unitesi Cerrahi
Arastirma Laboratuari’nda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan denekler dis
merkezden temin edilmigtir. Yaslari 1-2 arasinda degisen 14 adet koyun
kullaniimig, calisma suresince 6zel bir agilda tutulmus ve kisittama yapilmadan
standart koyun yemi ve su ile beslenmistir. Deney grubunda 6 koyun, MACI
grubunda 6 koyun ve kontrol grubunda 2 koyun olacak sekilde kulaklarinda
bulunan seri numaralarina gore numaralandiriimigtir. Denek sayisi onceki
benzer caligmalardan edinilen sonuglar Gzerinde yapilan gug¢ analizi sonucu
%95 guvenilirlik araligi verebilecek minimum denek sayisi olarak belirlenmigtir.

Anestezi/Analjezi

MACI grubuna 2 kez, deney ve kontrol gruplarina ise 1 kez, asagidaki
standart cerrahi hazirliklar uygulanmigtir. Cerrahiden 30 dk énce 10 ml ciltalti
cefquinom (Cobactan LA %7,5, Turkiye) antibiyotik profilaksisi yapiimis ve
postoperatif 3 glin boyunca devam edilmistir. Cerrahi anestezi amaciyla
deneklerin kuadriceps kasina 6nce 0,3 mg/kg intramuskuller olarak ksilazin
(Rompun, Bayer, Kanada) 15 dakika sonra 2 mg ketamin (Ketalar, Phizer
W.Lambert, Turkiye) kullaniimistir. Cerrahi girisim sirasinda anestezi derinlgi
kalp hizi ya da kan basinci yontemi kullanilarak takip edilmigtir. Post-operatif
bakim asamasinda hayvanlarin 24 saat boyunca sessiz ve ilik bir alanda
iyilesme surecini gecirmeleri saglanmis ve analjezi igin 8 cc intramuskuler
metamizol (Dolarjin, Turkiye) uygulamasi yapilimistir.

Cerrahi Teknik

Anestezi uygulamasi sonrasi buatin hayvanlarin sag dizlerine standart
hazirhklar uygulanmigtir. Bu amacla, dizler ekstansiyona getirilmis, tras edilmis,
antiseptik solisyon uygulanmis ve cerrahi ortuler ile ortulerek, aseptik kosullar
saglanmistir.

Tum koyunlarin sad dizlerine orta hat insizyonu ile girilerek medial
parapatellar artrotomi ile diz eklemlerine ulasiimistir. Troklea santral kismina

bistiiri ve kiiret yardimi ile gapi 2,5 cm olan (yaklasik 5 cm? ‘lik) daire sekilli,
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derinligi subkondral kemige ulasan (kalsifiye kikirdak tabakanin ¢ikariimasina

0zen gosterilerek) kikirdak defekti olusturulmustur. (Resim 1)

i

Resim 1: Cerrahi teknik; a) Orta hat insizyon ve medial parapatellar yaklagim,
b) troklear defektin boyutlari, c) bistlri yardimiyla defektin olusturulmasi, d)
kikirdak parcalarin transfer solisyonuna alinmasi
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MACI Grubu

6 koyun MACI grubu olarak ayrilmis cikan kikirdak parcalar 1mm? Ik pargalar
halinde doku transfer solusyonuna atilarak hdcre kultura laboratuarina nakledilmistir.

Hucre Kiilttra

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
yerlestirilmistir. %0.5 kollajenazla 48 saat muamele edilmis ve her parga bir
kultar kabina ekilmistir. Kultir kaplarina DMEM (10% FBS, 1% penicillin —
streptomycin, 1% amphotericine B, 2.5% L-glutamine (Biochrom AG, Berlin)
destekli) eklenmis ve 37°C’de, %5 CO;'li ortamda inklibe edilmistir. Flasklar
konfluense ulasana dek her 3-4 ginde bir mediumla beslenmigtir. Sireg
sonunda tum tuplerdeki hucreler tripsinaz ile kaldiriimig, trypan mauvisi ile
viabilite testi yapilmis ve santrifij yapilarak pellet haline getirilmigtir. Hucre
pelleti 2.5 cm ¢apinda daire seklinde kesilmis ve sterilize edilmis tip I/lll kollajen
membran (Chondrogide - Geistlich Pharma, Wolhusen, isvigre)in piriizli
tarafina yerlestirilerek 48 - 36 saat daha inkube edilmistir. Denek basina ekilen
hlcre sayisi yaklasik olarak 2. 000. 000 (iki milyon) olmustur.

ikinci uygulama icin MACI grubu deneklere tekrara preoperatif hazirliklar
uygulanmig ve eski medial parapatellar insizyon kullanilarak sag dizleri
acllmigtir. 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) sirilerek MACI implantinin plriizli tarafi
defekte ve duzgun tarafi eklem bosluguna bakacak sekilde yerlestiriimis ve en
az 5 dakika beklenmistir. Membranin tasan kisimlari makasla traslanarak
patella redukte edilmistir. Dizin hareketi ile membranin stabilitesi kontrol edilmig
ve diz serum fizyolojik ile yikanarak kapatiimigtir. Deneklerin sag arka
ayaklarinin altina tirnaktan tel gecgirmek 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, ekize

edilmig ve histolojik inceleme i¢in hazirlanmistir.(Resim 2)
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Resim 2: MACI uygulanmig defekt

Deney Grubu

in vivo doku miihendisligi icin deney grubunda bulunan 6 koyunun sag
dizlerine kikirdak defekti uygulanarak defektten elde edilen kikirdak doku 1
mm?Iik parcalara ayrilmistir. in vivo sartlarda hiicre kiiltiir(i ortami yaratabilmek
amaciyla tip Il kollajenaz emdirilmis kollajen kriyojel kullaniimistir. Kriyojeller;
jelatin, distile su ile ¢ozunerek (30 dakika, 200 rpm) hazirlanan % 6 (w/v)
konsantrayonda polimer ¢ozeltisi ile gapraz baglayici olarak kullanilan distile su
ile % 6 (v/v) konsantrasyonda hazirlanan gluteraldehit ¢ozeltisi karistiriimis ve
kriyojenik kosullarda (-16°C) 16 saat sure ile kriyojellesme gergeklestiriimis ve
hazirlanmigtir. Oda sicakligina gelmesi beklenen kriyojeller sekil verme
isleminin ardindan hucreler igin toksik etki yaratmamasi igin gluteraldehitin
fazlasini uzaklastirmak amaciyla 3 periyotda toplam 1 saat distile su ile
karistirarak yikama gerceklestirilmistir. 1mm®liik kikirdak parcalarindan 140 -
200 mg agirlik edecek kadari (10-12 adet) defekt icerisine aralikh olarak
yerlestiriimigtir. Defekt tabanina fibrin yapistirici surulerek implant defekt
icerisine tespit edilmistir. Fleksiyon ekstansiyon hareketleri boyunca implantin
stabil oldugu gozlendikten sonra diz katlar halinde kapatilmis ve deneklerin sag
arka ekstremitelerine yUk vermemeleri icin ayaginin altina tenis topu
baglanmistir. 6. haftadan sonra top ¢ikarilarak hayvanlar serbest bastiriimis ve
15. hafta sonunda sakrifiye edilerek kikirdak iyilesme bolgesi fotograflanmis ve

histolojik inceleme igin eksize edilmigtir. (Resim 3)
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Resim 3: Deney grubunda cerrahi uygulama; a) Kikirdak pargalar ve kriyojel, b)
kikirdak parcalarin defekt icine yerlestiriimesi ve fibrin yapistirici ile tespit, c)
kollajenaz emdirilmis kriyojelin defekt Uzerine vyerlestiriimesi, d) uygulama
sonunda goéruanam.

Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ise sadece tek girisimde defekt uygulanmis, 6 hafta ylk
vermeden mobilize olmasi i¢in sag ayaklarinin altina tenis topu baglanmisg,
sonrasinda serbest harekete izin verilmis ve 15 hafta sonucunda sakrifiye
edilerek fotograflanmig ve histolojik inceleme igin eksize edilmistir.

Makroskopik Degerlendirme

Tuam gruplarin deney sonu makroskopik degerlendirmesi Rudert ve
arkadaslar tarafindan belirlenen Olgutlere goére yapilarak skorlandiriimigtir.
(Tablo 8)
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Kriter

Renk

Yuzey

Puan Makroskopik ozellikler

Dolma 1

2

N = WO N -~ W

Cevre kikirdak seviyesinin belirgin altinda
Cevre kikirdak ile ayni seviyede, santral
depresyon

Cevre kikirdak ile ayni seviyede
Kahverengi ya da sari

Beyaz

Cevre kikirdak ile ayni

Paruzla

Duzgun

Tablo 8: Defektin makroskopik degerlendirme kriterleri 2%2

Histolojik Degerlendirme

Histolojik inceleme igin defekt alanindan, defekt distali saglam kikirdak

dokudan ve kontrolateral diz troklear bolgeden ornekleme yapilmistir. Deney

grubunda sag troklear olugun saglam kismindan ve kontrolateral diz troklear

olugundan alinan dokular tip Il kollajenazin eklem kikirdagina yapabilecegi

etkinin degerlendiriimesi amaciyla edinilmis olup bu dokularda kikirdak kalinligi,

hidcre yogunlugu, katman kalinliklari, tip Il kollajen miktari ve hucre dizilimi

histolojik olarak karsilastiriimistir. Ornekler %10’luk nétral formaldehit iceren

kaplar igerisine konulmus, bir gecelik formaldehit tespit islemi 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 fast

green histokimyasal boyalari ile boyanmigtir. (Tablo 9)
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Kategori
1. Hakim dokunun dogasi
Hticresel morfoloji
Hyalin artiktler kikirdak
Kismen farklilasmis mezankim
Fibroz doku ya da kemik
2. Yapisal ozellikler
Yiizey dizenliligi
Duzgun ve saglam
Yuzeyel yatay laminasyon
Fissurler: kalinligin %25-100’a
Belirgin bozulma, fibrilasyon dabhil
Yapisal blitiinliik
Normal
Hafif bozulma, kistler dahil
Belirgin bozulma
Kalinlk
Normal komsu kikirdagin %100’
Normal kikirdagin %50-100'u
Normal kikirdagin %0-50’si
Komsu kikirdaga yapisma
Greftin iki ucunda yapisma
Tek ugta ya da her iki ugta kismi yapisma
Yapisma yok
3. Dejenerasyonun hiicresel degisikliklerinden
bagimsizhik
Hiposelliilarite
Normal selltlarite
Hafif hiposellUlarite
Orta hiposellularite
Siddetli hiposellularite
Kondrosit gruplasmasi

Gruplar yok

Puan

O =~ N W

N

—

o =~ N W
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Hucrelerin %25’inden az 1

Hucrelerin %25-100’U 0
4. Komsu kikirdakta dejeneratif degisikliklerden
bagimsizhik
Hiicresel 6zellikler

Normal sellularite, gruplasma yok

Normal sellUlarite, hafif gruplagsma

Hafif ya da orta hiposellularite

o =~ N W

Siddetli hiposellularite

Fibrilasyon
Fibrilasyon yok
Kikirdak kalinhiginin %25’inden az
Kikirdak kalinhginin %25-50’si
Kikirdak kalinhiginin %50’sinden fazla

o =~ N W

5. Osteokondral greft uizerinde fibr6z doku evet/hayir
tabakasi varhgi
6. Subkondral kemigin alici ile kaynamasi evet/hayir

Tablo 9: Modifiye O'Driscoll Skorlama Sistemi 29%2%*

immunohistokimyasal isaretleme

Mikrotomla adheziv lamlara 5um kalinhginda alinan kesitlere uygulanan
igslemler asagida belirtildigi gibidir.
1. Kesitler deparafinizasyon islemi igcin 60 OC etivde 1 saat bekletildikten sonra
oda isisinda 3X10 dakika ksilolden gegirildi.
2. Rehidratasyon iglemi icin derecesi giderek azalan alkol serilerinden
gegcirilerek distile suya alindi.
3. Fiksasyon ve parafine gomulmekten kaynaklanan antijen maskelenmesini
ortadan kaldirmak igin tripsin (pH: 7,6) icinde 370C (Bio-Optica Milano Spa®)
30 dakika muamele edildi.
4. Bu islemden sonra taze hazirlanmis fosfath tuz tamponu (PBS) ile 3X5
dakika yikandi.
5. Distile suda %12,5’luk hazirlanmis hidrojen peroksit (H202) ile endojen

59



peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi i¢in 10 dakika inkibe edildi.

6. PBS ile 3X5 dakika yikandi.

7. Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolay! olusabilecek zemin
boyamasini engellemek i¢cin Novocastra TM Protein Block ile 8 dakika inkube
edildi.

8. Dokularin Gzerindeki protein blok uzaklastirilarak yikama yapilmadan PBS
icinde %0.5'lik sigir serum albumin (BSA) ile sulandiriimig Tip | Kollajen (Anti-tip
| Kollajen, Abcam; ab6308, 1/300) ve Tip Il Kollajen (Anti-tip Il Kollajen, Abcam;
ab34712, 1/50) primer antikorlar damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir
kap icinde oda i1sisinda 1 gece inklbe edildi.

9. PBS ile 3X5 dakika yikandi.

10. Biotin ile baglanmig polyvalent sekonder antikor (Scytek®) damlatilarak oda
Isisinda 10 dakika bekletildi.

11. PBS ile 3X5 dakika yikandi.

12. Streptavidin peroksidaz enzim reagenti ile 10 dakika inklbe edildi.

13. PBS ile 3x5 dakika yikandi.

14. Peroksidaz substrati olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve boyanma
yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 3-5 dakika inkube edildi.

15. Distile suda 5 dakika yikandi.

16. Hematoksilen ile 5-10 saniye zit boyama yapildi.

17. Akarsuda berraklasana kadar yikandi.

18. Kesitler derecesi artan alkollerden gegirilerek dehidrate edildi.

19. Ksilolden 3x5 dakika gegirildi.

20. Entellan ile kapatildi.

Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer antikor icermeyen %0,5
PBS-BSA damlatildi. Daha sonra protokole ayni sekilde devam edildi.

Tdm dokular, Olympus® BX50 (Olympus GmbH, Almanya) 1sik mikroskobu
ile incelenerek ayni mikroskoba eklenmis Nikon® CoolpiX5000 dijital kamera
(Nikon Corp. Tokyo, Japonya) ile resimleri gekildi.

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

edilmigtir.
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istatistiksel Analiz

Uc¢ grubun makroskopik inceleme skorlari, histomorfometrik skorlari ve
immunhistokimyasal sonuglari Kruskal-Wallis ve Dunn yontemi kullanilarak
kargilastiriimis farklarin anlaml olup olmadigi kontrol edilmigtir. Tum analizler
icin SPSS istatistik analiz yontemi (standart sirim 16,0, SPSS, Chicago, IL)
kullaniimigtir. 0.05'den dusik bulunan p degerleri istatistiksel olarak anlamli

olarak kabul edilmigtir.
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BULGULAR
Makroskopik inceleme
MACI grubunda 8, deney grubunda 8 ve kontrol grubunda 2 adet olmak
Uzere toplam 14 koyunun trokleasi makroskopik olarak Rudert ve arkadaglari
tarafindan belirlenen dlgutlere gore skorlandirildi(Resim 4) (Tablo 10). Sonuglar,
nonparametrik dlgimler ve dusik denek sayisi nedeniyle Kruskal Wallis testi ile

degerlendiriimis ve 0.05’ten kuguk p degeri anlamli kabul edilmistir.

Grup ve Tavsan

numarasi Dolma Renk Yiizey Toplam
MACI Grubu

I 2 3 1 6
I 3 3 2 8
Il 2 2 1 5
v 2 3 2 7
\Y 3 2 2 7
\ 2 3 1 6
Ortalama 6,5
Deney Grubu

I 3 3 2 8
I 2 2 1 5
Il 2 3 1 6
v 2 3 2 7
\Y 2 2 1 5
VI 2 2 2 6
Ortalama 6,17
Kontrol Grubu

I 1 1 1

I 1 2 1 4
Ortalama 3,5

Tablo 10: Tum gruplarin makroskopik olarak degerlendiriimesi
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Resim 4: Makroskopik gérinim

Makroskopik degerlendirmede Deney, MACI ve kontrol gruplari arasinda

fark goralmemistir.

Histolojik inceleme
Histomorfometrik inceleme
Istk mikroskopik degerlendirmede semikantitatif modifiye O’Driscoll

histomorfometrik skorlama sistemi kullaniimigtir.(Tablo 11)
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MACI Grubu Deney Grubu Kontrol
Grubu

Kategori I m v v viir 1 mivvvil 1
1. Hakim dokunun dogasi
Hucreselmorfoloji 2 2 2 2 2 2 0 0 2 2 0 2 0 O
2. Yapisal ozellikler
Yuzey duzenliligi 2
Yapisal battnlik 1
Kalinlik 0
Komsu kikirdaga 1
yapisma
3.Dejenerasyonun hucresel degisikliklerinden bagimsizlik
Hiposellularite 1 2 2 2 1 3 1 0 O
Kondrosit Tt 1 1 1 1 1 1 1 0

gruplagsmasi

a A AN
. A A ow
o o AN
N =2 N
a A o N
o o o o
a0 AN
©O O A -
. o o N
A 0o O -
-~ o o o
O O A -

-~ O
—
-
o -
o

4 Komsu kikirdakta dejeneratif degisikliklerden bagimsizlik

Hicresel 6zellikler 2 2 2 2 2 2 1 0 0 2 01 1 O
Fibrilasyon 2 2 2 2 2 2 1 0 1 2 11 1 1
5.0steokondral greft Lizerinde fibroz doku tabakasi varhgi

Evet: 1 o 1t 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 A1
Hayir: 0

6.Subkondral kemigin alici ile kaynamasi

Evet: 1 T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1
Hayir: 0

TOPLAM 12 15 14 15 11 16 8 1 7 9 7 8 4 4
ORTALAMA 13,83 6,67 4

Tablo 11: Tum gruplarin histomorfometrik incelenmesi

Histomorfometrik incelemede MACI grubu Deney ve Kontrol gruplarina
gore anlamli derecede iyi tamir skoru gostermistir. Deney grubundaki iyilesme
(ortalama skor: 6.7) kontrol grubuna (ortalama skor: 4) gore daha iyi bulunduysa

da aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
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immiinhistokimyasal inceleme

Dokularda geligsen kikirdagin yapisini belirlemek amaciyla hyalin kikirdak
gostergesi olan tip | ve tip Il kollajen icerigi immunhistokimyasal olarak tesbit
edilmigtir.(Tablo 12)

Grup ve Tavsan numarasi | Tip | Kollajen | Tip Il Kollajen
MACI Grubu
I 3 2
! 3 1
]! 3 1
v 3 1
\' 2 2
VI 3 1
Deney Grubu
I 2 3
! 3 2
i 3 2
v 3 2
\') 2 3
VI 3 2
Kontrol Grubu
I 3 1
! 3 1

Tablo 12: Tum gruplarin immunhistokimyasal incelemesi

immunhistokimyasal incelemede Tip Il kollajen miktari Deney grubunda
digerlerine oranla anlamli olarak fazla tesbit edilmistir. MACI ve Kontrol gruplari
Tip Il kollajen miktari agisindan farkh bulunmamistir. Tip | kollajen orani ise her

Uc grupta benzer ve farksiz bulunmustur.
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Defekt cevresindeki saglam kikirdagin degerlendiriimesinde kontrolateral

saglam kikirdaga kiyasla makroskopik ya da histolojik agidan herhangi bir fark

bulunmamisgtir.

MACI Grubu

Safranin-O

Deney Grubu

Resim 5: MACI ve Deney grubunun Safranin-O boyasi ile X60 buyutmelerdeki

histolojik goruntuleri.

MACI Grubu

Tip |
Kollajen
immunbhisto-
kimyasal
boya

Deney Grubu

Resim 6: MACI ve Deney grubunun Tip | Kollajen immunhistokimyasal

boyasi ile X60 buyutmelerdeki histolojik goruntuleri.
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MACI Grubu Deney Grubu

Tip Il
Kollajen
immunbhisto-
kimyasal
boya

Resim 7: MACI ve Deney grubunun Tip Il Kollajen immunhistokimyasal boyasi
ile X60 buyutmelerdeki histolojik goruntuleri.
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TARTISMA

Artiktler kikirdak, diartrodial eklemlerde agrisiz ve rahat hareket
saglamak amaciyla sudrtinmesi az, asinmaya dayanikh bir ylzey saglar.
Hucreden fakir, lenfatik ve vaskuller yapilardan yoksun ancak kondrositler
tarafindan dretilmis bol miktarda ekstraselliler matriks igceren bir yapiya
sahiptir."®

Artikuler kikirdagin avaskuler yapisi, dusuk hucre yogunlugu ve mitoz
aktivitesindeki yetersizligi yaralanmalar sonrasi iyilesmesini engellemektedir.15
Yaralanma sonucu olusan defekt ya hi¢ iyilesmemekte ya da fibréz doku veya
fibroz kikirdak olarak iyilesmektedir.>® lyilesme dokusunda hyalin kikirdak da
bulunabilmektedir. Ancak daha ¢ok Tip Il kollajenin hakim oldugu hyalin kikirdak
yerine Tip | kollajen yogunluklu fibroz kikirdak olusur ki bu kikirdak tipi mekanik
ve asinma Ozellikleri acgisindan hyalin  kikirdagin  yerini  tutmaktan

uzaktlr.151‘295’296

Kikirdagin iyilesme problemi vicudun tamir yanitini
destekleyecek ydntemlerin yaygin olarak arastiriimasina neden olmustur.?*’

Otolog kondrosit implantasyonunun (ACI); hucre suspansiyonu
kullanmak, periostu su gegirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga
dikis gecirmek ve ikinci seansta artrotomi yapmak gibi teknik dezavantajlari
vardir.® Standard tek katman hiicre kiltiirinde kondrositler fenotipik olarak geri
farkhlasmaya zorlanmaktadir. Hucre suspansiyonu enjeksiyonu homojen
olmayan dagihma neden olmakta, htcrelerin periost greftinden sizarak kaybi
mimkin 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 ¢ boyutlu biyobozunur matrikslerin
kullanildigi MACI yéntemi klinik kullanima girmistir.>’

Doku muhendisligi ¢ ana bolumden olusur: hicreler, matriks ve buyume
faktorleri. Matriksin gorevi hiucreleri canl tutarak esit dagilimini saglamak, erken
donemde yeterli biyomekanik destek vermek ve kondrosit farklilasmasini ve
aramadde salinimina destek olmaktir. Kondrositler ancak ¢ boyutlu bir matriks
icinde kuresel fenotiplerini, yani farklilasmis morfolojilerini koruyabilmektedirler.
Uzun sureli kultdr ortami kondrositlerin fibroblast morfolojisine donmelerine ve

daha cok tip | kollajen sentezlemelerine neden olmaktadir.® Ug¢ boyutlu ortamda
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ise tip Il kollajen ve aggrekan sentezlemektedirler.*'® Matrikse hiicrelerin
tutunmasi gerekir. Tutunmayan hucreler defekt igerisinde duramayarak
kaybolacaktir. Ayrica tutunmayan hucreler c¢ogalamaz ve aramadde
iretemezler.* Matriksler ve kikirdak aramaddesi hiicreleri defekt icerisinde
destekleyecek yapisal ¢atilar olusturmaktadir.* Matriks olarak en sik kollajen ve
hyaluronan temelli malzemeler kullaniimaktadir.” Hiicrelerin esit dagilimini
saglamak igin ilk olarak tip | ve tip Ill kollajenden olusan membran kullaniimis,
kondrositler bu membran {zerine ekilerek implante edilmislerdir." Kollajen
membrana ekilen hicrelerin homojen dagilim gosterdikleri ve kondrosit
fenotiplerini koruduklari gésterilmistir.'?

Hicrelere ya da buyume faktorlerine dayali tedavilerde iyilesme
ilerleyene kadar hucrelerin ya da buyume faktorlerinin defekt icerisinde
tutulmalarini saglayacak matrikslere ihtiya¢ vardir. Bu amagla kemik matriksleri,
kollajenler, hyaluronan, fibrin, karbon fiberler, poroz polilaktik asit,
politetrafloroetilen poliester ve bunlara benzer birgok polimer denenmistir.’
ideal matriks, hiicreler kendi cevrelerini olusturana kadar destek saglayan gecici
bir ¢ati olusturandir. Kondrositlerin kendi matriksini olusturma hizinda yani

2% deal matriks ayrica iyi tespit

birka¢c ay igerisinde yok olmasi gerekir.
edilebilmeli, hudcreleri koruyabilecek mekanik glce sahip olmali, sitotoksik
olmamali, hucre tutunmasina uygun olmali, biyobozunur olmali ve yeni kikirdak
remodele olduk¢a matriksin yerini alabilmeli, toksik olmamali ve inflamasyonu
uyarmamalidir.* Tip | kollajen fibroblastik hiicre morfolojisini uyarmakta ve
hlcreleri bu yonde yonlendirerek fibréz aramadde Urettirmektedir. Tip 1l kollajen
ise kondroblastik morfolojiyi uyararak GAG (glukozaminoglikan) aramadde
uretmeye yonlendirir. Bir matriksin por buyuklugu azaldikga (<50 mikrometre)
saglamhigi artar, ancak hiicreleri daha cok fibroblastik morfolojiye yonlendirir.2%

Ticari formlari bulunan iskeletlerin kargilastinldigi bir calismada jel
sistemlerinin daha homojen hlicre dagilimi sagladigi, daha fazla tip Il kollajen
salgilanimini destekledigi bildirilmigtir. Membran tipi iskeletlerde hucreler birden
fazla tabakalar halinde yerlesmektedirler. Ancak jel sistemlerinin mekanik
ozellikleri defekt tedavisinde problem yaratabilmektedir.>*

5 cm?den biylk kikirdak defektlerinin tedavisinde giiniimiizde altin
standard MACI yontemidir. Ancak bu yontem icin hastanin 6 hafta arayla iki

defa cerrahi girisim gecirmesi, maliyetinin olduk¢a ylksek olmasi (yaklagik
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11000 TL) ve Saghk Bakanhgi tarafindan o6zel izin alinmasi gerekliligi bu
ameliyatin uygulanmasinda karsilagilan en blyuk sorunlardir. Tek seansta
benzer sonug verebilecek ucuz bir ydonteme ihtiyac vardir. Bu nedenle 6 haftalik
hdcre kultirt ve matrikse gomme islemine gereksinimi ortadan kaldiracak bir
yontem tasarladik. Bu ydntemde in vitro kualtir sureci in vivo ortama
tasinmaktadir. Bu yontemin MACI kadar basarili olmasi halinde hastalar tek
ameliyat gecirerek tedavi olabilecek ve olgu basina en az 10000 TL tasarruf
saglanabilecektir.

Tavsan, kikirdak defekti modeli icin en sik tercih edilen hayvandir.
Cerrahi girisim ve orneklerin manipulasyonu igin yeterli bayuklige sahip ve bu
buyuklik icin diger hayvanlarla kiyaslandiginda daha ekonomik ¢6zim
olusturmaktadir.®’

Tavsan dizinden alinan 3,5 mm ¢apindaki kikirdak dokudan kondrosit
iretiimesinde doku yetersizligine bagli %50 basarisizlik bildirilmistir.>*' Bu
nedenle doku muhendisligi gibi bol kondrosite ihtiya¢ duyulan deneylerde model
olarak daha biiyiik hayvanlarin kullaniimasi 6nerilmektedir.®®' Daha biyiik
hayvanlarin ayrica cerrahi kolayligi ve artroskopik girigim imkéni da
olabilmektedir. Tavsan dizinde olusturulabilecek defekt ¢api ortalama 4 mm
kadardir. Daha blyuk ya da birden fazla defekt icin koyun, kegi ya da kdpek
kullanilabilmektedir. Uluslararasi Kikirdak Arastirma Toplulugu (ICRS -
International Cartilage Research Society) kikirdak iyilesmesi modeli olarak
keciyi dnermektedir.’®? Ancak koyun, ayni agirliktaki kegiye oranla daha biiyiik
dize sahiptir ve bu nedenle artroskopik girisimler daha rahat
gerceklegtirilebilmektedir. Bunlarin yaninda koyun edinmek daha kolaydir ve
koyun dizi insan dizine boyut, yap! ve tamir kapasitesi agisindan
benzerdir.**%%33% Koyun modelinin biyokimyasal, biyomekanik, histolojik ve
yuzey ince yapisi bakimindan insandaki kismi kalinlik kikirdak yaralanmalarini
basari ile taklit etmesinden dolayi biz galismamizda bu modeli tercih ettik.>%

Deneysel hayvan modellerinde ortopedik c¢aligmalar igin genellikle diz
eklemi tercih edilmektedir. Dizde defekt yerlesimi igin kullanilacak alanlar
troklear oluk, medial ve lateral femoral kondiller, troklear cikinti ve patellar
eklem yiizeyidir.**' Bunlarin icerisinde en sik medial femoral kondil ve troklear
oluk tercih edilmektedir. Troklear oluk daha duz ve genis bir yuzey sagladigi,

cerrahi olarak kolay ulasilabildigi ve patellar kikirdak kadar kalinlikta kikirdaga

70



sahip oldugu i¢in tarafimizca tercih edilmistir.® Ancak, patellofemoral yuklenme
orani yUksek olsa da femoral kondillerdeki aksiyel yluklenmenin aksine, troklear
olukta kikirdaga gelen yiik makaslama yonindedir.*® Bu nedenle troklear
defektler kondiler defektlerden daha iyi iyilesmektedir.>*® Képek ve kecilerde 6
mm’lik bir defektin troklea yerlesiminde spontan iyilesme goruldigu ancak ayni
boyuttaki defektin medial femoral kondil yerlesiminde iyilesmenin olmadigi
bildirilmistir.3°°2%3%" Trokleada gerceklesen iyilesme kondil defektlerine kiyasla
daha az hyalin kikirdak, daha c¢ok fibroz doku ve daha az GAG igerigi ile
gelismektedir, 308209310

Dizdeki en kalin kikirdak patellanin eklem yulzeyinde bulunmaktadir.
Ozellikle kondrosit Uretilmesi (izerine planlanan ya da benzeri calismalarda bu
bdlge tercih edilmektedir.>"" Kondrosit tretmek icin doku troklear c¢ikintilardan
edinilebilmektedir.>'? Otolog osteokondral greftler ise yine troklear ¢ikintilardan
alinabildigi gibi, patellar oluktan, karsi diz femoral kondilinden, ayni kondilin
kranialinden ya da karsi kompartmandan edinilebilmektedir.?9393313
Calismamizda defekt yaratiima sirasinda edinilen kikirdaklar saglam kikirdak
oldugundan bunlar donor olarak kullaniimis ve ek bir kikirdak kaynagina ihtiyag
duyulmamistir. Ancak deney grubunda defekt vyapilirken elde edilen
kikirdaklarin timunin kullaniimasi yerine otolog kondrosit implantasyonu ya da
MACI icin alinmasi 6nerilen 140 — 200 mg kadar kikirdak kullanilarak klinik

senaryo taklit edilmistir.'24135:137.140.150.151

Kikirdak defekti modellerinde deneyin saglikh sonug¢ verebilmesi ve
denenen yontemin gercekten basarili ya da basarisiz oldugu sonucuna
varilabilmesi igin defektin spontan olarak iyilesmediginin bilinmesi gereklidir. Her
ne kadar bu amagla kontrol gruplari kullanilsa da kendiliginden iyilesmenin
olmadigi bilinen modeller tercih edilmelidir. Konu ile ilgili kritik boyut defekt
kavrami ortaya atilmigtir. Yani, hangi c¢aptan blylk defektlerde spontan
iyilesme olmaz? Bu konuda dikkat ¢eken yayinlarin agiklamasi su sekildedir:
Defektin spontan iyilesmesi icin kritik defekt boyutu diye birsey yoktur. Kritik
boyut defektin derinligidir. Kalsifiye kikirdagi gecmeyen derinlikteki defektlerde
iyilesme olmaz ya da c¢ok sinirli olur, oysa kalsifiye kikirdagin zarar gordugu
durumlarda iyilesme fibroz doku ya da fibréz kikirdak agirlikli olarak

gerceklesmektedir.’™ Ancak bu gériislere karsin kritikk boyutun varligini
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savunan yazarlar da vardir. Ornegin tavsanlarda, kegilerde ve atlarda 3 mm’den
kiiclik defektlerin hyalin ya da fibroz kikirdak ile spontan iyilestigi®'*>*'® kegilerde
ve kdpeklerde ise 6 mm’ye kadar olan troklear defektlerin spontan iyilestigi*®®-%
bildirilmistir. Koyun icin belirlenen kritik boyut ¢api ise 6 mm’dir.%3" Mevcut
calismada defekt ¢api 25 mm olarak belirlenmis ve spontan iyilesme olmadigi

kontrol grubu ile dogrulanmistir.

Deneysel amaglh yaratilan defektler genellikle daire seklindedir. Bazi
calismalarda uygulanacak tedavi ya da implant sekline 6zel, Gi¢ggen ya da kare
gibi defekt sekilleri yaratilmistir.®'®3'° Bizim calismamizda daire seklinde defekt

olusturulmustur.

Literatirde tavsanlar Gzerinde yapilan ¢ogu deneyde immobilizasyona
gerek duyulmamigtir,292293:320:321322 Kgpeklerde ise immobilizasyon ydntemi
olarak ya 10 gun sureli eksternal fiksatdr uygulamasi ya da 3 hafta sireli dizi 90
derece fleksiyonda tutan algi atel ile immobilizasyon tercih edilmistir.>'23%
Maymun deneyinde ise daha Ozenli bir iyilestirme programi uygulanmis ve
cerrahi sonrasi 2 hafta 70° fleksiyonda algi ile immobilizasyon uygulanarak
sonrasinda tam ylk tasima ve haftada 3 defa sedasyon altinda hareket arkinin
%85'ini kazanana kadar pasif egzersiz yapilmistir.*** Koyunlarda daha cok
tercih edilen agil boyutlarini daraltarak 1 hafta kadar aktivite kisitlamasi

olmustur.3%°313

Calismamizda, daha 6nce koyunlarda basariyla uygulanmis
olan ve yiik vermeden mobilizasyonu saglayan bir yéntem kullaniimistir.**® Bu
yonteme gore koyunlarin arka ayaklarinin altina tirnaktan tel gegirmek suretiyle
tenis topu baglanmig ve bu ekstremiteye yuk vermeleri engellenmistir. Tenis

toplari 6 hafta sonra cikarilarak koyunlarin hareketi serbest birakilmistir.3%°

Chondrogide (Geistlich Pharma, Wolhusen, isvigre) domuz kaynakl tip |
ve tip Il kollajenden olusan iki katmanli bir membrandir. Tip | kollajenden
olusan duzgin ve tip Il kollajenden olusan puruzli yuzeyleri vardir. Dizgun
yuzey sivilara gegirgen ancak hucrelere degildir. Bu ylzey hucrelerin kaybini
engellerken inflamatuar proteinlerin tamir bolgesine girmesine kargi bariyer de
olusturur. 7 Plrizlii yiizey 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
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kollajen membranda hucre farklilagsmasi hyaluronana kiyasla daha geg, tip Il
kollajen sentezi daha az olmakta, ancak hicre dizilimi dogal kikirdaga daha ¢ok
benzemektedir. Hyaluronan ve jelatin de ise hizlh farklilasma ve ylksek
miktarda tip Il kollajen sentezi olur. Fakat hicre dagihmi dogal kikirdaga
benzemez. **’

HyalUronik asit bazli bir skafold olan Hyalograft C, artroskopik uygulama
sonucunda Uzerine bir dikis gerektirmeden, hiyalin kikirdak dokusu ile tamir
sonucunda yuksek klinik basari ile kullanilmaktadir, fakat uzun dénem takipleri
bulunmamaktadir.328:32°

Calismamizda kullanilan jelatin kriyojenik kosullarda polimerize edilmis
bir kriyojeldir. Temel yapisini Tip | kollajen olusturmaktadir. Kullanimindaki
amag kikirdak parcalarini defekt icerisinde tutmak, Tip Il kollajenaz salarak
kondrosit izolasyonu ve kondrositlerin matriks devamhligini sagladiklari fazdan,
proliferatif faza gec¢melerini saglamak ve defekt icerisinde hlcre kultard
kosullarini meydana getirerek iyilesmeye katkida bulunmaktir. Her ne kadar
histomorfometrik olarak olusan iyilesme dokusunun kalitesi MACI’ye oranla
dusuk bulunduysa da, bu yontem ile makroskopik olarak en az MACI kadar
defekt dolusu ve MACI'den ve kontrol grubundan daha fazla Tip Il kollajen
sentezi tesbit edilmigtir. Tip Il kollajen igeriginin Ustiin olmasi biyokimyasal
olarak bu iyilesme dokusunun hyalin kikirdaga daha vyakin oldugunu
gostermektedir. Histolojik incelemede deney grubunda mozaik bir gorintiden
cok homojen bir dagihm dikkati cekmekteydi ki, bu kollajenazin yerlestirilen
kikirdak parcalarinin erimesinde ve kondrositlerin in vivo izole edilmesinde eftkili
oldugunu gostermektedir. Kriyojele emdiriimis kollajenazin eklemin defekt
digindaki saglam kikirdagina zarar vermesi yontemin en buyuk ¢ekincelerinden
birini olugturmaktaydi. Saglam kikirdaktan alinan doku 6rneklerinin kontrolateral
dizden farkli olmamasi da kollajenazin gerek kriyojel tarafindan sinirlandiriimis,
gerekse de seyrelerek diger kikirdak bolgelerine etki edememis oldugunu
gOstermektedir. Kondrosit hucre kultarlerinde genellikle buylime faktorleri de
kullanilmaktadir. Bu faktorler kondrosit proliferasyonunu uyarmaktadir.
Calismada birden fazla degiskenin etkisinin denenmesi uygun olmayacagindan
ve sonuglarin yorumlanmasi mimkidn olamayacagindan bu faktorler
eklenmemigtir. Ancak buyume faktorlerinin  de  kriyojel araciligiyla

salinabilmesinin histomorfometrik skorlari yukseltebilecedi kanisindayiz.
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Kikirdak iyilesmesi zaman alan bir siirectir. iyilesme olduktan sonra bile
tamir dokusu zaman igerisinde dejenere olabilmektedir. Bu nedenle takip suresi
ne kadar uzun olursa denenen tedavi yonteminin etkinligi konusunda o kadar
guvenilir bir sonuca varilabilir. Ancak uzun takip sudreleri is gucu ve galismanin
maliyeti acisindan her zaman muUmkin olamamaktadir. Yine takip suresi
icerisinde denek kaybi da artmakta ve bu da sonuglarin degerlendiriimesini
zorlastirmaktadir.  Kopekler  Gzerinde  yogun  kikirdak  arastirmalari
gerceklestirmis bir grup, iyilesme dokusunun ¢ogunun cerrahi sonrasi 15
haftada gercgeklestigini ve bu nedenle 15. hafta degerlendiriimesinin 6nemli
oldugunu savunmaktadir.**®* Tavsanlar lizerinde yapilmis deneylerde en az 8
hafta en fazla 52 hafta sonunda o&tenazi uygulanarak degerlendirme
yapilmistir. 320321330331 Ancak calismalarin cogunda, her ne kadar yetersiz
oldugu onaylansa da, 12  hafta takip sonucu degerlendirmeye
gegilmigtir 332:333.3%4

Kdpeklerde yapilan calismalarda ise takip streleri 12 hafta ile 52 hafta
arasi  degismekle birlikte 15 haftada sonlandirilan  arastirmalar

cogunluktadir.38:312:335.336

Koyunlarda da durum benzer olup en az 12 hafta
takip gergeklestiriimis olup 6-12 aylik takipler siktir.309313318.337 Bizde bu
calismalari temel alarak toplam takip stiremizi 15 hafta olarak belirledik.

Yeni yontemle elde edilen kikirdagin ne kadar sure igerisinde
olgunlagsacagi, ne kadar dayanikli olacagi, defekti tam doldurup doldurmayacagi
bilinmemektedir. Ancak laboratuar imkanlarini kullanmaksizin, tek seansta

yapilabilmesi buyuk bir avantaj olusturmaktadir.
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SONUG VE ONERILER

Kikirdak mezensimden koken alan kondrosit, kondroblast ve su yuklu
matriksten olugan Ozellesmis konnektif yapiya sahip bir dokudur. Vicutta
yumusak dokuya destek veren, eklem ylzeyinin surtinmesini azaltan ve
mekanik darbelerin emilimi gibi goérevlere sahiptir. Bu derece dnemli gorevleri
olan kikirdak dokunun hasarlarinda veya eksikliginde olusabilecek deformite ve
fonksiyon kaybi, agir patolojileri de beraberinde getirebilmektedir.

Diz eklem kikirdak lezyonlari, etyolojisi ne olursa olsun, klinikte
semptomatik veya siklikla asemptomatik sekillerde karsimiza g¢ikmaktadirlar.
Eger tedavi edilmezlerse, insan hayatini olumsuz sekilde etkileyen osteoartrit ile
sonuglanabilirler. Dolayisiyla, kikirdak lezyonlarinin gekline, derinligine,
bayukligune ve hastanin yasina, beklentilerine gbre uygun sekilde tedavi
edilmeleri gereklidir. Kikirdak lezyonlarinda ideal tedavi yontemi, orijinal hiyalin
kikirdak doku ile biyolojik iyilesme ve entegrasyon saglanarak, hastanin
agrisinin azaltiimasini ve tekrar fonksiyonel bir eklem kazanmasini amagclar.
Sadece mozayikplasti, otolog kondrosit implantasyonu ve doku muhendisligi
teknikleri ile bu hedefe yaklasiimistir. Fakat ne yazik ki, su ana kadar tarif
edilmis tedavi yontemlerinin higbirinde uzun dénemde ideal hiyalin kikirdak
amacina ulasilamamistir.

Kikirdak iyilesmesinin en buylk problemi iyilesmeyi saglayacak
hidcrelerin  bulunmamasidir.  Kondrositler kendi  lakUnlerinin igerisinde
aramaddenin devamliligini saglarlar. Kikirdak yaralandiginda defekte dogru bir
miktar matriks akisi olur ama bu defekti doldurabilecek dizeyde degildir.
Kondrositler de lakunlerinden ¢ikip defekte go¢ etme 6zelligine sahip dedgildirler.
Kemik iliginde bulunan kok hucreler ise subkondral kemigin butanlugu
korundugu slrece defekte ulasamazlar. Diger dokular iyilesirken vaskuler bir
giris ve bununla birlikte dokuyu ve matriksi olusturacak hucrelerin iyilesme
bdlgesine gogu olur. Ancak kikirdak iyilesmesinde vaskuler bir doku da yoktur.
Bu nedenle hucreler bagka bir kaynaktan saglanmalidir. Bunun bir yolu kemik
iligindeki mezenkimal kdk hicrelerin (MKH) defekte goguna saglamak, bir digeri
de kondrositlerin disaridan defekt icine implantasyonudur.

“‘Canlinin kendi vucudunda olusturdugu kikirdagi biz, yine canlinin

kikirdak lezyonlarinin tedavisinde in-vivo ortamda olugturabilir miyiz?” sorusuna
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cevap bulmak amaciyla, kriyojelin “in-vivo” kualtir ortami olarak kikirdak
dokunun buyumesi Uzerine etkisi hakkinda yapilmis olan bu c¢alismanin
sonunda iki 6nemli sonug elde edilmigtir:

1. Kriyojel grubu, MACI grubu ile kargilastirildiginda; makroskopik olarak
birbirlerine yakin iyilesme elde edilmistir.

2. Kriyojel grubunda MACI grubuna gore tip Il kollajen igeriginin Ustin olmasi
biyokimyasal olarak bu iyilesme dokusunun hyalin kikirdaga daha yakin

oldugunu gostermektedir.

Bu galismanin yukarida belirtilen iki sonucundan yola ¢ikarak; su an “in-
vitro” kultur ortamlarinda dretilen ve maliyeti ¢ok yuksek olan eklem kikirdak
dokusunun, kriyojel matriks kullanilarak, canlinin kendi “in-vivo” ortaminda
uretiimeye baslanabilecedi fikrinin guclendigi sdylenebilir. Bu teknik ile kikirdak
lezyonlarinin tedavi yontemleri arasina yakin gelecekte, maliyeti duguk, etkin,
mini-artrotomi veya artroskopik olarak kolay uygulanabilir alternatif bir tedavi

secenegi katilabilecegini sdyleyebiliriz.

Sonug¢ olarak, bu deneysel calisma, kriyojelin yeni kikirdak olugumu
Uzerine etkisini arastiran ilk 6érnek olmasi acisindan 6énemlidir, ancak konunun

daha iyi anlasiimasi i¢in daha ileri deneysel ve klinik aragtirmalara ihtiyag vardir.

76



KAYNAKLAR

. Hunter W. Of the structure and diseases of articular cartilages. Philos
Trans R Soc London 1743;42:514-521

. Keith A. The anatomical and physiological principles underlying the
treatment of injuries to muscles, nerves, bones & joints. London: H.
Frowde, Oxford University Press; 1919. The origin of our knowledge
concerning articular cartilage in health and disease: sayfa 290-303

. Paget J. Healing of cartilage. Classics of orthopaedics. Philadelphia:
Lippincott; 1976. sayfa 276-277

. Coutts RD, Healey RM, Ostrander R, et al. Matrices for cartilage repair.
Clin Orthop 2001;(391 Suppl):S271-9

. Marcacci M, Kon E, Zaffagnini S, et al. Arthroscopic second generation
autologous chondrocyte implantation. Knee Surg Sports Traumatol
Arthrosc 2007;15(5):610-9.

. Selmi TA, Verdonk P, Chambat P, et al. Autologous chondrocyte
implantation in a novel alginate-agarose hydrogel: outcome at two years.
J Bone Joint Surg Br 2008;90(5):597-604.

. lwasa J, Engebretsen L, Shima Y, Ochi M. Clinical application of
scaffolds for cartilage tissue engineering. Knee Surg Sports Traumatol
Arthrosc 2009;17(6):561-77.

. Ochi M, Uchio Y, Kawasaki K, Wakitani S, lwasa J. Transplantation of
cartilage-like tissue made by tissue engineering in the treatment of
cartilage defects of the knee. J Bone Joint Surg Br 2002;84(4):571-8.)

. Manfredini M, Zerbinati F, Gildone A, Faccini R. Autologous chondrocyte
implantation: a comparison between an open periosteal-covered and an
arthroscopic matrix-guided technique. Acta orthopaedica Belgica.
2007;73(2):207-18

10.Galois L, Freyria AM, Grossin L, et al. Cartilage repair: surgical

techniques and tissue engineering using polysaccharide- and collagen-
based biomaterials. Biorheology. 2004;41(3-4):433-43.

77



11.Gikas PD, Bayliss L, Bentley G, Briggs TW. An overview of autologous
chondrocyte implantation. J Bone Joint Surg Br 2009;91(8):997-1006.

12.Gigante A, Bevilacqua C, Ricevuto A, Mattioli-Belmonte M, Greco F.
Membrane-seeded autologous chondrocytes: cell viability and
characterization at surgery. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc
2007;15(1):88-92.

13.Chung C,Burdick A.J. Engineering cartilage tissue. Advanced Drug
Delivery Reviews 60(2008) 243-262

14.Meyer U, Wiesmann HP. Bone and Cartilage Engineering, Springer —
Verlag Berlin Heidelberg 2006

15.Mankin HJ. The response of articular cartilage to mechanical injury.
JBone Joint Surg Am 1982;64: 460-466.

16.Freemont AJ. ,Hoyland J. , Lineage plasticity and cell biology of
fibrocartilage and hyaline cartilage, European Journal of Radiology, cilt
57: 32-36,2006

17.Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Basic Histology Appleton and
Lange, 1995, Eighth Edition, sayfa 124-131.)

18.Tibesku CO, Szuwart T, Kleffner TO, Schlegel PM, Jahn UR, Van Aken
H, Fuchs S. Hyaline Cartilage Degenerates after Autologous
Osteochondral Transplantation. J Orthop Res. 22: 1210-1214, 2004.

19.Miller MD. Review of Orthopaedics Fifth Edition Saunders Elsevier,2008;
sayfa 39.

20.Stockwell RA. Cartilage failure in osteoarthritis: Relevance of normal
structure and function. A review. Clinical Anatomy 1991;4: 161-191.

21.Hall AC, Horwitz ER, Wilkins RJ. The cellular physiology of articular
cartilage. Exp Physiol 1996;81: 535-545.

22.Hunziker, EB. Mechanism of longitudinal bone growth and its regulation
by growth plate chondrocytes. Microsc Res Rech 28(6):505-19,1994

23.Mescher, LA. Junqueira's Basic Histology, Twelfth Edition, Chapter 7
Cartilage, 2010

24.Ulrich-Vinther M, Maloney MD, Schwarz EM, Rosier R, O’'Keefe RJ.
Articular Cartilage Biology. J Am Acad Orthop Surg 2003;11:421-430.

25.Buckwalter  JA, Rosenberg LC, Hunziker  EB.  Articular

cartilage:composition, structure and response to injury, and methods of

78



facilitating repair. In: Ewing JW (ed) Articular cartilage and knee joint
function: basic science and arthroscopy. Raven Press, New York,
(1990)p 19-56

26.Buckwalter JA, Mankin HJ. Articular cartilage: tissuedesign and
chondrocyte-matriks interactions. Instr Course Lect 47:477-486, 1998

27.Juppner, H. Role of parathyroid hormone-related peptide and Indian
hedgehog in skeletal development. Pediatr Nephrol 14(7):606-11,2000.

28.Katagiri, T. And Takahashi, N. Regulatory mechanisms of osteoblast and
osteoclast differentiation. Oral Dis. 8(3):147-59,2002

29.Schumacher BL, Hughes CE, Kuettner KE, Caterson B, Aydelotte MB.
Immunodetection and partial cDNA sequence of the proteoglycan,
superficial zone protein, synthesized by cells lining synovial joints. J
Orthop Res 1999;17(1):110- 20.

30.Schumacher BL, Block JA, Schmid TM, Aydelotte MB, Kuettner KE. A
novel proteoglycan synthesized and secreted by chondrocytes of the
superficial zone of articular cartilage. Arch Biochem Biophys
1994;311(1):144-52.

31.Klein TJ, Schumacher BL, Schmidt TA, et al. Tissue engineering of
stratified articular cartilage from chondrocyte subpopulations.
Osteoarthritis Cartilage 2003;11(8):595-602.)

32.Eyre, D. Collogen of articular cartilage, Arthritis Res., 4:30 ,2002

33.Mankin HJ, Mow VC, Buckwalter JA, lannotti JP, Ratcliffe A. Articular
cartilage structure, composition, and function. In: Buckwalter JA, Einhorn
TA, Simon SR, editors. Orthopedic basic science: biology and
biomechanics of the musculoskeletal system. Rosemont (IL)7 American
Academy of Orthopaedic Surgeons; 1999. p. 444— 70.

34.Mendler M, Eich-Bender SG, Vaughan L, Winterhalter KH, Bruckner P.
Cartilage contains mixed fibrils of collagen types II,IX, and XI.J. Cell Biol
108(1):191-7,1989

35.Watanabe H, Yamada Y, Kimata K. Roles of aggrecan, a large
chondroitin sulfate proteoglycan, in cartilage structure and function. J
Biochem (Tokyo) 124:687—693, 1998

36.Bayliss MT, Osborne D, Woodhouse S, Davidson C. Sulfation of

chondroitin sulfate in human articular cartilage. The eVect of age,

79



37.Stockwell RA, Meachin G. In Freeman MAR. (ed.) Adult Articular
Cartilage,2nd edn. Pitman Medical, Tunbridge Wells,69-144, 1979

38.Breinan HA, Hsu HP, Spector M. Chondral Defects in Animal Models:
Effects of Selected Repair Procedures in Canines. Clin Orthop. 39:219-
230, 2001

39.Browne JE, Branch TP. Surgical alternatives for treatment of articular
cartilage lesions. J Am Acad Orthop Surg 2000;8:180-189.

40.Hunziker, E.B. Articular cartilage repair: basic science and clinical
progress.A review of the current status and prospects.Osteoarthritis
Cartilage 10(6):432-63,2002

41.Mow VC, Proctor CS, Kelly MA. Biomechanics of articular cartilage. In:
Nordin M, Frankel VH, editors. Basic biomechanics of the
musculoskeletal system. Philadelphia Lea & Febiger;1989. p. 31— 57.

42.Eyre DR, Weis MA, Wu J. Articular cartilage collagen:An irreplaceable
framework?, European Cells and Materials, cilt12:57-63,2006

43.Wong M, Wuethrich P, Eggli P, Hunziker E. Zone-specific cell
biosynthetic activity in mature bovine articular cartilage: a new method
using confocal microscopic stereology and quantitative autoradiography.
J Orthop Res 1996;14(3):424— 32.

44 Ateshian GA, Hung CT. The natural synovial joint properties,
Proceedings of Institute of Mechanical Engineers. Part J: Journal of
Engineering Tribology, cilt 220:657-670,2006

45.Coutts RD, Healey RM, Ostrander R, Sah RL, Goomer R, Amiel D.
Matrices for cartilage repair. Clin Orthop Relat Res. 2001; 271-9

46.Roughley PJ. Articular cartilage and changes in arthritis: noncollagenous
proteins and proteoglycans in the extracellular matrix of cartilage.
Arthritis Res.2001; 342-7

47.Buckwalter JA, Hunziker EB, Rosenberg LC. Articular Cartilage:
Composition and Structure. Woo S.L., Buckwalter J.A.(ed) Injury and
Repair of the Musculoskeletal Soft Tissues. American Academy of
Orthopaedics Surgeons, 1988; 405-25

48.Buckwalter JA, Mankin HJ. Articular Cartilage, |. Tissue design and
chondrocyte-matrix interactions. J Bone Joint Surgery. Am 1997; 600-11

80



49.Martin JA, Buckwalter JA. The role of chondrocyte-matrix interactions in
maintaining and repairing articular cartilage. Biorheology 2000; 37(1-
2),129-40

50.Buckwalter JA, Mow VC. Cartilage Repair in Osteoarthritis. In Moskowitz
RW, Howell DS, Goldberg VM, Mankin HJ (ed.). Osteoarthritis: Diagnosis
and Management 2nd edn. W.B. Saunders, Philadelphia, 1991;71-107

51.Mankin HJ, Mow VC, Buckwalter JA. Articular cartilage repair and
osteoarthritis. In: Buckwalter JA, Einhorn TA, Simon SR, editors.
Orthopedic basic science: biology and biomechanics of the
musculoskeletal system. Rosemont (IL)7 American Academy of
Orthopaedic Surgeons; 1999. p. 472— 88.

52.Recht MP, Kramer J, Marcelis S, Pathria MN, Trudell D, Haghighi P,
Sartoris DJ, Resnick D. Abnormalities of articular cartilage in the knee:
analysis of available MR techniques. Radiology 1993;187:473-478.

53.Potter HG, Linklater JM, Allen AA, Hannafin JA, Haas SB. Magnetic
resonance imaging of articular cartilage in the knee. An evaluation with
use of fast-spin-echo imaging. J Bone Joint Surg Am 1998;80:1276-
1284.

54.Curl WW, Krome J, Gordon ES, Rushing J, Smith BP, Poehling GG.
Cartilage injuries: a review of 31,516 knee arthroscopies. Arthroscopy
1997;13:456-460

55.Gikas PD, Bayliss L, Bentley G, Briggs TW. An overview of autologous
chondrocyte implantation. J Bone Joint Surg Br 2009;91(8):997-1006.

56.Hjelle K, Solheim E, Strand T, Muri R, Brittberg M. Articular cartilage
defects in 1,000 knee arthroscopies. 2002;18(7):730-4.

57.Widuchowski W, Lukasik P, Kwiatkowski G, et al. Isolated full thickness
chondral injuries. Prevalance and outcome of treatment. A retrospective
study of 5233 knee arthroscopies. Acta chirurgiae orthopaedicae et
traumatologiae Cechoslovaca. 2008;75(5):382-6.

58.Noyes FR, Bassett RW, Grood ES, Butler DL. Arthroscopy in acute
traumatic hemarthrosis of the knee. Incidence of anterior cruciate tears
and other injuries. J Bone Joint Surg Am1980;62(5):687-95, 757.

59.Campbell CJ. The Healing of Cartilage Defects. Clin Orthop. 64: 45-63,
1969

81



60.Frisbie DD, Oxford JT, Southwood L, et al. Early events in cartilage
repair after subchondral bone microfracture. Clin  Orthop.
2003;(407):215-27.

61.Prakash D, Learmonth D. Natural progression of osteo-chondral defect in
the femoral condyle. The Knee. 2002;9(1):7-10.

62.Kock NB, Smolders JM, van Susante JL, et al. A cadaveric analysis of
contact stress restoration after osteochondral transplantation of a
cylindrical cartilage defect. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc
2008;16(5):461-8.

63.Coons DA, Barber FA. Arthroscopic osteochondral autografting. The
Orthopedic clinics of North America. 2005;36(4):447-58.

64.Nehrer S, Chiari C, Domayer S, Barkay H, Yayon A. Results of
chondrocyte implantation with a fibrin-hyaluronan matrix: a preliminary
study. Clin Orthop. 2008;466(8):1849-55.

65.Caplan Al, Elyaderani M, Mochizuki Y, Wakitani S, Goldberg VM.
Principles of cartilage repair and regeneration. Clin Orthop.
1997;(342):254-69.

66.Bobic V, Noble J. Articular cartilage--to repair or not to repair. J Bone
Joint Surg Br 2000;82(2):165-6.

67.Giurea M, Aichroth PM, Duri Z. Classification of articular cartilage lesions
of the knee at arthroscopy, The Knee, 5, 159-164, 1998

68.0uterbridge RE. The etiology of chondromalacia patellae. J.Bone Jt Surg
1961;43B:752-757

69.Insall J, Falvo KA, Wise DW. Chondromalacia patellae. A prospective
study. J Bone Surg 1976;58A:1-8.

70.Ficat RP, Philippe J, Hungerford DS. Chondromalacia patellae: a system
of classification. Clin Orthop 1979;144:55-62.

71.Casscells SW. Chondromalacia of the patella. J Pediatr Orthop
1982;2:560-564.

72.Bandi W. Chondromalacia of the patella. Etiology and pathogenesis,
clinical aspects, therapy and prognosis. Z Unfallmed Berufskr
1982;75:155-160.

82



73.Dougados M, Ayral X. Proposition d’un score des lesions cartilagineuses
du genou par la Societe Francaise d’Arthroscopie. Acta Orthop. Belg.
1994;60:suppl. I.

74.Bentley G, Dowd G. Current concepts of etiology and treatment of
chondromalacia patellae. Clin Orthop 1984;189: 209-228

75.Dandy D. Arthroscopic Management of the Knee. New York: Churchill
Livingstone, 1987.

76.Noyes FR, Stabler CL. A system for grading articular cartilage lesions at
arthroscopy. Am J Sports Med 1989;17: 505-513.

77.Goodfellow J, Hungerford DS, Zindel M. Patello-femoral joint mechanics
and pathology, I: functional anatomy of the patello-femoral joint. J Bone
Jt Surg 1976;58B:287-290.

78.Bauer MD, Jackson RW. Chondral lesions of the femoral condyles, a
system of arthroscopic classification. Arthroscopy 1988;4:97-102.

79.Dzioba RB. The classification and treatment of acute cartilage lesions.
Arthroscopy 1988;4:72-80.

80.Koshino T, Machida J. Grading system of articular cartilage degeneration
in osteoarthritis of the knee. Bull Hosp Jt Dis 1993;53:4146.

81.Lewandrowsky KU, Ekkernamp A. Classification of articular cartilage
Lesions of the Knee at Arthroscopy. Am J Knee Surg 1996;9:121]129.

82.Magnussen RA, Dunn WR, Carey JL, Spindler KP. Treatment of focal
articular cartilage defects in the knee: a systematic review. Clin Orthop.
2008;466(4):952-62.

83.Freedman BK, Fox JA, Cole BJ. Knee Cartilage: Diagnosis and Decision
Making, In: Miller Cole, ed. Textbook of Arthroscopy. Philadelphia: WB
Saunders;2004.p555-67

84.Minas T,Nehrer S. Current concepts in the treatment of cartilage defects.
Orthopaedics 1997;20:525-38

85.Sgaglione NA, Miniaci A, Gillogy SD, Carter TR. Update on advanced
surgical techniques in the treatment of traumatic focal articular cartilage
lesions in the knee. Arthroscopy 2002;18:9-32

86.Pearce SG, Hurtig MB, Clarnette R, et al. An investigation of 2
techniques for optimizing joint surface congruency using multiple
cylindrical osteochondral autografts. Arthroscopy 2001;17(1):50-5.

83



87.Moseley JB, O’'Malley K, Petersen NJ, et al.A controlled trial of
arthroscopic surgery for osteoarthritis of the knee N.England J. Medicine
2002;347:81-8.

88.Jackson RW, Dieterichs C. The results of arthroscopic lavage and
debridement of osteoarthritic knees based on the severity of
degeneration: a 4- to 6-year symptomatic follow-up. Arthroscopy
2003;19:13-20.

89.Cain EL, Clancy WG. Treatment algorithm for osteochondral injuries of
the knee. Clin Sports Med 2001;20:321-42

90.Ritchie P, McCarty EC. Surgical management of cartilage defects in
athletes: Clin Sports Med 2005;24:163-74

91.Steadman JR, Rodkey WG, Rodrigo JJ. Microfracture: surgical technique
and rehabilitation to treat chondral defects. Clin Orthop 2001;(391
Suppl):S362-9.

92.Millett PJ, Huffard BH, Horan MP, Hawkins RJ, Steadman JR. Outcomes
of full-thickness articular cartilage injuries of the shoulder treated with
microfracture. Arthroscopy 2009;25(8):856-63.

93.Mithoefer K, Williams RJ, Warren RF, et al. Chondral resurfacing of
articular cartilage defects in the knee with the microfracture technique.
Surgical technique. J Bone Joint Surg Am 2006;88 Suppl 1:294-304.

94.Zantop T, Petersen W. Arthroscopic implantation of a matrix to cover
large chondral defect during microfracture. Arthroscopy
2009;25(11):1354-60.

95.Van Bergen CJ, de Leeuw PA, van Dijk CN. Treatment of osteochondral
defects of the talus. Revue de chirurgie orthopédique et réparatrice de
I'appareil moteur. 2008;94(8 Suppl):398-408.

96.Steadman JR, Rodkey WG, Singelton SB, Briggs KK. Microfracture
technique for full thickness chondral defects: technique and clinical
results. Oper Techn Orthop. 1997;7:300-307.

97.Gobbi A, Nunag P, Malinowski K. Treatment of full thickness chondral
lesions of the knee with microfracture in a group of athletes. Knee Surg
Sports Traumatol Arthrosc 2005;13(3):213-21.

84



98.Frisbie DD, Morisset S, Ho CP, et al. Effects of calcified cartilage on
healing of chondral defects treated with microfracture in horses. Am J
Sports Med 2006;34(11):1824-31.
99.Bae DK, Yoon KH, Song SJ. Cartilage healing after microfracture in
osteoarthritic knees. Arthroscopy 2006;22(4):367-74
100.Cole BJ, Lee SJ. Complex knee reconstruction: articular cartilage
treatment options. Arthroscopy 2003;19 Suppl 1:1-10.
101.Frisbie DD, Oxford JT, Southwood L, Trotter GW, et al. Early events in
cartilage repair after subchondral bone microfracture. Clin Orthop
2003;215-27
102.Mainil-Varlet P, Aigner T, Brittberg M, et al. Histological assessment of
cartilage repair. J Bone Joint Surg Am 2003;85:45-7
103. Jakobsen R, Engebertsen L, Slauterbeck JR. An analysis of the quality of
cartilage repair studies. J Bone Joint Surg Am 2005;87:2232-9
104.Mitchell N, Shepard N. The resurfacing of adult rabbit articular cartilage
by multiple perforations through the subchondral bone. J Bone Joint Surg
Am 1976;58(2):230-3.
105.Bobi¢ V. Arthroscopic osteochondral autograft transplantation in anterior
cruciate ligament reconstruction: a preliminary clinical study. Knee Surg
Sports Traumatol Arthrosc 1996;3(4):262-4.
106.Matsusue Y, Yamamuro T, Hama H. Arthroscopic multiple osteochondral
transplantation to the chondral defect in the knee associated with anterior
cruciate ligament disruption. Arthroscopy 1993;9(3):318-21.
107.Hangody L, Kish G, Karpati Z, Szerb |, Udvarhelyi |. Arthroscopic
autogenous osteochondral mosaicplasty for the treatment of femoral
condylar articular defects. A preliminary report. Knee Surg Sports
Traumatol Arthrosc 1997;5(4):262-7.
108.Marcacci M, Kon E, Zaffagnini S, et al. Multiple osteochondral
arthroscopic grafting (mosaicplasty) for cartilage defects of the knee:
prospective study results at 2-year follow-up. Arthroscopy 2005;21(4):462-
70.
109.Gross AE. Repair of cartilage defects in the knee. The journal of knee
surgery. 2002;15(3):167-9.

85



110. Gautier E, Kolker D, Jakob RP. Treatment of cartilage defects of the talus
by autologous osteochondral grafts. J Bone Joint Surg Br 2002;84(2):237-
44.

111.Hangody L, Rathonyi GK, Duska Z, et al. Autologous osteochondral
mosaicplasty. Surgical technique. J Bone Joint Surg Am 2004;86-A
Suppl:65-72.

112.Thaunat M, Couchon S, Lunn J, et al. Cartilage thickness matching of
selected donor and recipient sites for osteochondral autografting of the
medial femoral condyle. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc
2007;15(4):381-6.

113.Gross AE. Cartilage resurfacing: filling defects. The Journal of
arthroplasty. 2003;18(3 Suppl 1):14-7.

114.Hangody L, Fules P. Autologous osteochondral mosaicplasty for the
treatment of full-thickness defects of weight-bearing joints: ten years of
experimental and clinical experience. J Bone Joint Surg Am 2003;85-A
Suppl:25-32.

115.Hangody L, Kish G, Karpati Z, et al. Mosaicplasty for the treatment of
articular cartilage defects: application in clinical practice. Orthopedics.
1998;21(7):751-6.)

116.0hlendorf C, Tomford WW, Mankin HJ. Chondrocyte survival in
cryopreserved osteochondral articular cartilage. J Orthop Res
1996;14(3):413-6.

117.Ahmad CS, Guiney WB, Drinkwater CJ. Evaluation of donor site intrinsic
healing response in autologous osteochondral grafting of the knee.
Arthroscopy 2002;18(1):95-8.

118.Outerbridge HK, Outerbridge RE, Smith DE. Osteochondral defects in
the knee. A treatment using lateral patella autografts. Clin Orthop
2000;(377):145-51

119.Barber FA, Chow JC. Arthroscopic chondral osseous autograft
transplantation (COR procedure) for femoral defects. Arthroscopy
2006;22(1):10-6.

120.Chow JC, Hantes ME, Houle JB, Zalavras CG. Arthroscopic autogenous
osteochondral transplantation for treating knee cartilage defects: a 2- to 5-
year follow-up study. Arthroscopy 2004;20(7):681-90.

86



121.Terukina M, Fujioka H, Yoshiya S, et al. Analysis of the thickness and
curvature of articular cartilage of the femoral condyle. Arthroscopy
2003;19(9):969-73.

122. Agneskirchner JD, Brucker P, Burkart A, Imhoff AB. Large osteochondral
defects of the femoral condyle: press-fit transplantation of the posterior
femoral condyle (MEGA-OATS). Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc
2002;10(3):160-8.

123.Nakagawa Y, Suzuki T, Kuroki H, et al. The effect of surface incongruity
of grafted plugs in osteochondral grafting: a report of five cases. Knee
Surg Sports Traumatol Arthrosc 2007;15(5):591-6.

124.Horas U, Pelinkovic D, Herr G, Aigner T, Schnettler R. Autologous
chondrocyte implantation and osteochondral cylinder transplantation in
cartilage repair of the knee joint. A prospective, comparative trial. J Bone
Joint Surg Am 2003;85-A(2):185-92.

125.Haklar U, Tuzuner T, Uygur |, Kocaoglu B, Guven O. The effect of
overlapping on the primary stability of osteochondral grafts in
mosaicplasty. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc 2008;16(7):651-4

126.Makino T, Fujioka H, Terukina M, et al. The effect of graft sizing on
osteochondral transplantation. Arthroscopy 2004;20(8):837-40

127.Kircher J, Patzer T, Magosch P, Lichtenberg S, Habermeyer P.
Osteochondral autologous transplantation for the treatment of full-
thickness cartilage defects of the shoulder: results at nine years. J Bone
Joint Surg Br 2009;91(4):499-503.

128.Leo BM, Turner MA, Diduch DR. Split-line pattern and histologic analysis
of a human osteochondral plug graft. Arthroscopy 2004;20 Suppl 2:39-45.

129.Lane JG, Tontz WL, Ball ST, et al. A morphologic, biochemical, and
biomechanical assessment of short-term effects of osteochondral
autograft plug transfer in an animal model. Arthroscopy 2001;17(8):856-
63.

130.Kock NB, Van Susante JL, Buma P, Van Kampen A, Verdonschot N.
Press-fit stability of an osteochondral autograft: Influence of different plug
length and perfect depth alignment. Acta orthopaedica. 2006;77(3):422-8.

87



131.Chesterman PJ, Smith AU. Homotransplantation of articular cartilage and
isolated chondrocytes. An experimental study in rabbits. J Bone Joint Surg
Br 1968;50(1):184-97.

132.Bentley G, Greer RB. Homotransplantation of isolated epiphyseal and
articular cartilage chondrocytes into joint surfaces of rabbits. Nature.
1971;230(5293):385-8.

133.Grande DA, Singh IJ, Pugh J. Healing of experimentally produced lesions
in articular cartilage following chondrocyte transplantation. The Anatomical
record. 1987;218(2):142-8.

134.Brittberg M, Lindahl A, Nilsson A, et al. Treatment of deep cartilage
defects in the knee with autologous chondrocyte transplantation. The New
England journal of medicine. 1994;331(14):889-95.

135.Peterson L, Brittberg M, Kiviranta |, Akerlund EL, Lindahl A. Autologous
chondrocyte transplantation. Biomechanics and long-term durability. Am J
Sports Med 2002;30(1):2-12.

136.Peterson L, Minas T, Brittberg M, Lindahl A. Treatment of osteochondritis
dissecans of the knee with autologous chondrocyte transplantation: results
at two to ten years. J Bone Joint Surg Am 2003;85-A Suppl:17-24.

137.Jones DG, Peterson L. Autologous chondrocyte implantation. J Bone
Joint Surg Am 2006;88(11):2502-20)

138.Browne JE, Anderson AF, Arciero R, et al. Clinical outcome of
autologous chondrocyte implantation at 5 years in US subjects. Clin
Orthop 2005;(436):237-45.

139.Baums MH, Heidrich G, Schultz W, et al. Autologous chondrocyte
transplantation for treating cartilage defects of the talus. J Bone Joint Surg
Am 2006;88(2):303-8.

140.Dozin B, Malpeli M, Cancedda R, et al. Comparative evaluation of
autologous chondrocyte implantation and mosaicplasty: a multicentered
randomized clinical trial. Clinical journal of sport medicine : official journal
of the Canadian Academy of Sport Medicine. 2005;15(4):220-6.

141.Minas T. Autologous chondrocyte implantation for focal chondral defects
of the knee. Clin Orthop 2001;(391 Suppl):S349-61.

88



142.Peterson L, Minas T, Brittberg M, et al. Two- to 9-year outcome after
autologous chondrocyte transplantation of the knee. Clin Orthop
2000;(374):212-34.

143.Gillogly SD, Voight M, Blackburn T. Treatment of articular cartilage
defects of the knee with autologous chondrocyte implantation. The Journal
of orthopaedic and sports physical therapy. 1998;28(4):241-51.

144.Minas T, Peterson L. Advanced techniques in autologous chondrocyte
transplantation. Clinics in sports medicine. 1999;18(1):13-44, v-vi.

145.Vanlauwe J, Almqvist F, Bellemans J, et al. Repair of symptomatic
cartilage lesions of the knee: the place of autologous chondrocyte
implantation. Acta orthopaedica Belgica. 2007;73(2):145-58.

146.Minas T, Chiu R. Autologous chondrocyte implantation. The American
journal of knee surgery. 2000;13(1):41-50.

147.Knutsen G, Drogset JO, Engebretsen L, et al. A randomized trial
comparing autologous chondrocyte implantation with microfracture.
Findings at five years. J Bone Joint Surg Am 2007;89(10):2105-12.

148.Micheli LJ, Moseley JB, Anderson AF, et al. Articular cartilage defects of
the distal femur in children and adolescents: treatment with autologous
chondrocyte implantation. Journal of  pediatric  orthopedics.
2006;26(4):455-60.

149.Gillogly SD, Myers TH. Treatment of full-thickness chondral defects with
autologous  chondrocyte implantation. Orthop Clin  North Am
2005;36(4):433-46

150.Bentley G, Biant LC, Carrington RW, et al. A prospective, randomised
comparison of autologous chondrocyte implantation versus mosaicplasty
for osteochondral defects in the knee. J Bone Joint Surg Br
2003;85(2):223-30.

151.Buckwalter JA. Articular cartilage injuries. Clin Orthop 2002;(402):21-37.

152.Yilmaz BC, Yilmaz C, Yilmaz NS, Balli E, Tasdelen B. Optimal transport
time and conditions for cartilage tissue samples and expanded
chondrocyte suspensions. Orthopedics. 2010;33(1):25-9.

153.Brittberg M, Tallheden T, Sjogren-Jansson B, Lindahl A, Peterson L.
Autologous chondrocytes used for articular cartilage repair: an update.
Clin Orthop 2001;(391 Suppl):S337-48.

89



154.Tallheden T, Bengtsson C, Brantsing C, et al. Proliferation and
differentiation potential of chondrocytes from osteoarthritic patients.
Arthritis research & therapy. 2005;7(3):R560-8.

155.Peterson L, Minas T, Brittberg M, Lindahl A. Treatment of osteochondritis
dissecans of the knee with autologous chondrocyte transplantation: results
at two to ten years. J Bone Joint Surg Am 2003;85-A Suppl:17-24.

156.Micheli LJ, Browne JE, Erggelet C, et al. Autologous chondrocyte
implantation of the knee: multicenter experience and minimum 3-year
follow-up. Clinical journal of sport medicine: official journal of the Canadian
Academy of Sport Medicine. 2001;11(4):223-8.

157.Gillogly SD. Treatment of large full-thickness chondral defects of the
knee with autologous chondrocyte implantation. Arthroscopy 2003;19
Suppl 1:147-53.

158.Halbrecht JL, Klick BC. Improvement in bone homeostasis following
autologous chondrocyte implantation of the knee. Orthopedics.
2006;29(1):61-9.

159.Baums MH, Heidrich G, Schultz W, et al. The surgical technique of
autologous chondrocyte transplantation of the talus with use of a
periosteal graft. Surgical technique. J Bone Joint Surg Am 2007;89 Suppl
2:170-82.

160.Brittberg M. Autologous chondrocyte transplantation. Clin Orthop
1999;(367 Suppl):S147-55

161.Krishnan SP, Skinner JA, Bartlett W, et al. Who is the ideal candidate for
autologous chondrocyte implantation? J Bone Joint Surg Br
2006;88(1):61-4.

162.Briggs TW, Mahroof S, David LA, et al. Histological evaluation of
chondral defects after autologous chondrocyte implantation of the knee. J
Bone Joint Surg Br 2003;85(7):1077-83.

163.Erggelet C, Kreuz PC, Mrosek EH, et al. Autologous chondrocyte
implantation versus ACI using 3D-bioresorbable graft for the treatment of
large full-thickness cartilage lesions of the knee. Archives of orthopaedic
and trauma surgery. 20009.

164.Kreuz PC, Mlller S, Ossendorf C, Kaps C, Erggelet C. Treatment of focal

degenerative cartilage defects with polymer-based autologous

90



chondrocyte grafts: four-year clinical results. Arthritis research & therapy.
2009;11(2):R33.

165.Lee CR, Grodzinsky AJ, Hsu H, Spector M. Effects of a cultured
autologous chondrocyte-seeded type Il collagen scaffold on the healing of
a chondral defect in a canine model. J Orthop Res 2003;21(2):272-81.

166.Niemeyer P, Pestka JM, Kreuz PC, et al. Characteristic complications
after autologous chondrocyte implantation for cartilage defects of the knee
joint. Am J Sports Med 2008;36(11):2091-9.

167.Brittberg M, Nilsson A, Lindahl A, Ohlsson C, Peterson L. Rabbit articular
cartilage defects treated with autologous cultured chondrocytes. Clin
Orthop 1996;(326):270-83.

168.Grigolo B, Roseti L, De Franceschi L, et al. Molecular and
immunohistological characterization of human cartilage two years
following autologous cell transplantation. J Bone Joint Surg Am
2005;87(1):46-57.

169.Roberts S, Menage J, Sandell LJ, Evans EH, Richardson JB.
Immunohistochemical study of collagen types | and Il and procollagen [IA
in human cartilage repair tissue following autologous chondrocyte
implantation. The Knee. 2009;16(5):398-404.

170.Briggs TW, Mahroof S, David LA, et al. Histological evaluation of
chondral defects after autologous chondrocyte implantation of the knee. J
Bone Joint Surg Br 2003;85(7):1077-83.

171.Kamarul T, Selvaratnam L, Masjuddin T, et al. Autologous chondrocyte
transplantation in the repair of full-thickness focal cartilage damage in
rabbits. Journal of orthopaedic surgery (Hong Kong). 2008;16(2):230-6.

172.Minas T, Chiu R. Autologous chondrocyte implantation. The American
journal of knee surgery. 2000;13(1):41-50.

173.Wood JJ, Malek MA, Frassica FJ, et al. Autologous cultured
chondrocytes: adverse events reported to the United States Food and
Drug Administration. J Bone Joint Surg Am 2006;88(3):503-7.

174.Henderson |, Gui J, Lavigne P. Autologous chondrocyte implantation:
natural history of postimplantation periosteal hypertrophy and effects of
repair-site debridement on outcome. Arthroscopy 2006;22(12):1318-
1324.e1.

91



175.Zaslav K, Cole B, Brewster R, et al. A prospective study of autologous
chondrocyte implantation in patients with failed prior treatment for articular
cartilage defect of the knee: results of the Study of the Treatment of
Articular Repair (STAR) clinical trial. Am J Sports Med 2009;37(1):42-55.

176.Haddo O, Mahroof S, Higgs D, et al. The use of chondrogide membrane
in autologous chondrocyte implantation. The Knee. 2004;11(1):51-5.

177.Kaplonyi G, Zimmerman |, Frenyo AD, Farkas T, Nemes G. The use of
fibrin adhesive in the repair of chondral and osteochondral injuries. Injury.
1988;19(4):267-72.

178.Homminga GN, Bulstra SK, Bouwmeester PS, van Der Linden AJ.
Perichondral grafting for cartilage lesions of the knee. J Bone Joint Surg
Br 1990;72(6):1003-7.

179.Cherubino P, Grassi FA, Bulgheroni P, Ronga M. Autologous
chondrocyte implantation using a bilayer collagen membrane: a
preliminary report. J Orthop Surg 2003;11(1):10-5.

180.Gille J, Ehlers E, Okroi M, Russlies M, Behrens P. Apoptotic chondrocyte
death in cell-matrix biocomposites used in autologous chondrocyte
transplantation. Annals of anatomy 2002;184(4):325-32.

181.Bartlett W, Skinner JA, Gooding CR, et al. Autologous chondrocyte
implantation versus matrix-induced autologous chondrocyte implantation
for osteochondral defects of the knee: a prospective, randomised study. J
Bone Joint Surg Br 2005;87(5):640-5.

182.Behrens P, Ehlers EM, Kéchermann KU, et al. [New therapy procedure
for localized cartilage defects. Encouraging results with autologous
chondrocyte implantation]. MMW Fortschritte der Medizin.
1999;141(45):49-51.

183.Lubowitz JH, Poehling GG. Saving our cells: advances in tissue
engineering for focal cartilage defects. Arthroscopy 2009;25(2):115-6.

184.Steinwachs M. New technique for cell-seeded collagen-matrix-supported
autologous chondrocyte transplantation. Arthroscopy 2009;25(2):208-11.

185.Ronga M, Grassi FA, Bulgheroni P. Arthroscopic autologous chondrocyte
implantation for the treatment of a chondral defect in the tibial plateau of
the knee. Arthroscopy 2004;20(1):79-84.

92



186.Petersen W, Zelle S, Zantop T. Arthroscopic implantation of a three
dimensional scaffold for autologous chondrocyte transplantation. Archives
of orthopaedic and trauma surgery. 2008;128(5):505-8.

187.Zheng M, Willers C, Kirilak L, et al. Matrix-induced autologous
chondrocyte implantation (MACI): biological and histological assessment.
Tissue engineering. 2007;13(4):737-46.

188.Brun P, Dickinson SC, Zavan B, et al. Characteristics of repair tissue in
second-look and third-look biopsies from patients treated with engineered
cartilage: relationship to symptomatology and time after implantation.
Arthritis research & therapy. 2008;10(6):R132.

189.Anders S, Schaumburger J, Schubert T, Grifka J, Behrens P. [Matrix-
associated autologous chondrocyte transplantation (MACT). Minimally
invasive technique in the knee]. Operative Orthopadie und Traumatologie.
2008;20(3):208-19.

190.Nehrer S, Chiari C, Domayer S, Barkay H, Yayon A. Results of
chondrocyte implantation with a fibrin-hyaluronan matrix: a preliminary
study. Clin Orthop 2008;466(8):1849-55.

191.Munirah S, Samsudin OC, Chen HC, et al. Articular cartilage restoration
in load-bearing osteochondral defects by implantation of autologous
chondrocyte-fibrin constructs: an experimental study in sheep. J Bone
Joint Surg Br 2007;89(8):1099-109.

192.Marlovits S, Zeller P, Singer P, Resinger C, Vecsei V. Cartilage repair:
generations of autologous chondrocyte transplantation, European Journal
of Radiology 57 2006-p 24—31.

193.Goessler UR, Bugert P, Bieback K, Baisch A, Sadick H, Verse T, Kluter
H, Hormann K, Riedel F. Expression of collagen and fiberassociated
proteins in human septal cartilage during in vitro dedifferentiation,
International Journal of Molecular Medicine 14 (2004) 1015—-1022.

194.Goessler UR, Bugert P, Bieback K, Sadick H, Baisch A, Hormann K,
Riedel F. In vitro analysis of differential expression of collagens, integrins,
and growth factors in cultured human chondrocytes, Otolaryngology- Head
and Neck Surgery 134 (2006) 510-515

195.Goessler UR, Bieback K, Bugert P, Heller T, Sadick H, Hormann K,

Riedel F. In vitro analysis of integrin expression during chondrogenic

93



differentiation of mesenchymal stem cells and chondrocytes upon
dedifferentiation in cell culture, International Journal ofMolecularMedicine
17 (2006) 301-307.

196.Goessler UR, Bugert P, Bieback K, Deml M, Sadick H, Hormann K,
Riedel F. In-vitro analysis of the expression of TGF Dbeta-
superfamilymembers during chondrogenic differentiation of mesenchymal
stem cells and chondrocytes during dedifferentiation in cell culture,
Cellular & Molecular Biology Letters 10 (2005) 345-362.

197.Goessler UR, Bieback K, Bugert P, Naim R, Schafer C, Sadick H,
Hormann K, Riedel F. Human chondrocytes differentially express matrix
modulators during in vitro expansion for tissue engineering, International
Journal of Molecular Medicine 16 (2005) 509-515

198. Schulze-Tanzil G, Mobasheri A, De Souza P, John T, Shakibaei M. Loss
of chondrogenic potential in dedifferentiated chondrocytes correlates with
deficient Shc—Erk interaction and apoptosis, Osteoarthritis and Cartilage
12 (2004) 448-458.

199.Buschmann MD, Gluzband YA, Grodzinsky AJ, Kimura JH, Hunziker EB.
Chondrocytes in agarose culture synthesize a mechanically functional
extracellular matrix, Journal of Orthopaedic Research 10 (1992) 745-758

200.Homicz MR, Chia SH, Schumacher BL, Masuda K, Thonar EJ, Sah RL,
Watson D. Human septal chondrocyte redifferentiation in alginate,
polyglycolic acid scaffold, and monolayer culture, Laryngoscope 113
(2003) 25-32.

201.Lin Z, Willers C, Xu JA, Zheng MH. The chondrocyte: biology and clinical
application, Tissue Engineering 12 (2006) 1971-1984

202.Darling EM, Athanasiou KA. Rapid phenotypic changes in passaged
articular chondrocyte subpopulations, Journal of Orthopaedic Research 23
(2005) 425-432.

203.Darling EM, Hu JCY, Athanasiou KA. Zonal and topographical
differences in articular cartilage gene expression, Journal of Orthopaedic
Research 22 2004 1182-1187.

204.Hidaka C, Cheng C, Alexandre D, Bhargava M, Torzilli PA. Maturational
differences in superficial and deep zone articular chondrocytes, Cell and
Tissue Research 323 2006 127-135.

94



205.Sharma B, Williams CG, Kim TK, Sun DN, Malik A, Khan M, Leong K,
Elisseeff JH. Designing zonal organization into tissueengineered cartilage,
Tissue Engineering 13 (2007) 405—-414.

206.Kim TK, Sharma B, Williams CG, Ruffner MA, Malik A, McFarland EG,
Elisseeff JH. Experimental model for cartilage tissue engineering to
regenerate the zonal organization of articular cartilage, Osteoarthritis and
Cartilage 11 2003 p653—664.

207.Van Osch GJVM, Mandl EW, Jahr H, Koevoet W, Nolst-Trenite G,
Verhaar JA. Considerations on the use of ear chondrocytes as donor
chondrocytes for cartilage tissue engineering, Biorheology 41 (2004) 411—
421.

208.Kafienah W, Jakob M, Demarteau O, Frazer A, Barker MD, Martin |,
Hollander AP. Three-dimensional tissue engineering of hyaline cartilage:
comparison of adult nasal and articular chondrocytes, Tissue Engineering
8 (2002) 817-826.

209.Isogai N, Kusuhara H, |kada Y, Ohtani H, Jacquet R, Hillyer J, Lowder E,
Landis WJ. Comparison of different chondrocytes for use in tissue
engineering of cartilage model structures, Tissue Engineering 12 (2006)
691-703.

210.Tay AG, Farhadi J, Suetterlin R, Pierer G, Heberer M, Martin |. Cell yield,
proliferation, and postexpansion differentiation capacity of human ear,
nasal, and rib chondrocytes, Tissue Engineering 10 (2004) 762—770.

211.Yan H, Yu C. Repair of full-thickness cartilage defects with cells of
different origin in a rabbit model, Arthroscopy 23 (2007) 178-187.

212.Yates KE, Forbes RL, Glowacki J. New chondrocyte genes discovered
by representational difference analysis of chondroinduced human
fibroblasts, Cells Tissues Organs 176 (2004) 41-53.

213.Johnstone B, Hering TM, Caplan AL, Goldberg VM, Yoo JU. In vitro
chondrogenesis of bone marrow-derived mesenchymal progenitor cells,
Experimental Cell Research 238 (1998) 265272

214.English A, Jones EA, Corscadden D, et al. A comparative assessment of
cartilage and joint fat pad as a potential source of cells for autologous
therapy  development in knee  osteoarthritis. Rheumatology
2007;46(11):1676-83.

95



215.Concaro S, Hildner F, Peterbauer A, et al. Human adipose-derived stem
cells contribute to chondrogenesis in coculture with human articular
chondrocytes. Tissue engineering. Part A. 2009;15(12):3961-9.

216.Nimura A, Muneta T, Koga H, et al. Increased proliferation of human
synovial mesenchymal stem cells with autologous human serum:
comparisons with bone marrow mesenchymal stem cells and with fetal
bovine serum. Arthritis and rheumatism. 2008;58(2):501-10.

217.Gnecchi M, Melo LG. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells:
isolation, expansion, characterization, viral transduction, and production of
conditioned medium. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.).
2009;482:281-94.

218.Rosset P, Coipeau P. [What's new in fundamental research:
osteogenesis and stem cells]. Revue de chirurgie orthopédique et
réparatrice de I'appareil moteur. 2007;93(4 Suppl):2S55-8.

219.Coleman RM, Case ND, Guldberg RE. Hydrogel effects on bone marrow
stromal cell response to chondrogenic growth factors, Biomaterials 28
(2007) 2077-2086.

220.Pang YG, Cui PC, Chen WX, Gao PF, Zhang HZ. Quantitative study of
tissue-engineered cartilage with human bone marrow mesenchymal stem
cells, Archives of Facial Plastic Surgery 7 (2005) 7-11

221.Mauck RL, Yuan X, Tuan RS. Chondrogenic differentiation and functional
maturation of bovine mesenchymal stem cells in long-term agarose
culture, Osteoarthritis and Cartilage 14 (2006) 179-189

222.7uk PA, Zhu M, Mizuno H, Huang J, Futrell JW, Katz AJ, Benhaim P,
Lorenz HP, Hedrick MH. Multilineage cells from human adipose tissue:
implications for cell-based therapies, Tissue Engineering 7 (2001) 211-
228

223.Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, De Ugarte DA, Huang JL, Mizuno H, Alfonso
ZC, Fraser JK, Benhaim P, Hedrick MH. Human adipose tissue is a source
of multipotent stem cells, Molecular Biology of the Cell 13 (2002) 4279
4295

224.Chiou M, Xu Y, Longaker MT. Mitogenic and chondrogenic effects of

fibroblast growth factor-2 in adipose-derived mesenchymal cells,

96



Biochemical and Biophysical Research Communications 343 (2006) 644—
652.

225.Estes BT, Wu AW, Guilak F. Potent induction of chondrocytic
differentiation of human adipose-derived adult stem cells by bone
morphogenetic protein 6, Arthritis and Rheumatism 54 (2006) 1222-1232.

226.Huang JL, Kazmi N, Durbhakula MM, Hering TM, Yoo JU, Johnstone B.
Chondrogenic potential of progenitor cells derived from human bone
marrow and adipose tissue: a patient-matched comparison, Journal of
Orthopaedic Research 23 (2005) 1383—1389.

227.Im GL, Shin YW, Lee KB. Do adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells have the same osteogenic and chondrogenic potential as bone
marrow derived cells? Osteoarthritis Cartilage 13 (2005) 845-853.

228.Winter A, Breit S, Parsch D, Benz K, Steck E, Hauner H, Weber RM,
Ewerbeck V, Richter W. Cartilage-like gene expression in differentiated
human stem cell spheroids: a comparison of bone marrow-derived and
adipose tissue-derived stromal cells, Arthritis and Rheumatism 48 (2003)
418-429.

229.Toh WS, Yang Z, Liu H, Heng BC, Lee EH, Cao T. Effects of culture
conditions and bone morphogenetic protein 2 on extent of chondrogenesis
from human embryonic stem cells, Stem Cells 25 (2007) 950-960.

230.Bryant SJ, Anseth KS. Controlling the spatial distribution of ECM
components in degradable PEG hydrogels for tissue engineering cartilage,
Journal of Biomedical Materials Research Part A 64A (2003) 70-79.

231.Tuli R, Li WJ, Tuan RS. Current state of cartilage tissue engineering.
Arthritis Res Ther 2003;5:235-238.

232.Barnewitz D, Endres M, Kruger L, Becker A, Zimmermann M, Wilke I,
Ringe J, Sittinger M, Kaps C. Treatment of articular cartilage defects in
horses with polymer-based cartilage tissue engineering grafts,
Biomaterials 27 (2006) 2882—-2889.

97



233.Barnes CP, Sell SA, Boland ED, Simpson DG, Bowlin GL. Nanofiber
technology: designing the next generation of tissue engineering scaffolds.
Adv Drug Deliv Rev 2007;59:1413-1433.

234.Geutjes PJ, Daamen WF, Buma P, Feitz WF, Faraj KA, van Kuppevelt
TH. From molecules to matrix: construction and evaluation of molecularly
defined bioscaffolds. Adv Exp Med Biol 2006;585:279-295.

235.Bryant SJ, Anseth KS. Hydrogel properties influence ECM production by
chondrocytes photoencapsulated in poly(ethylene glycol) hydrogels,
Journal of Biomedical Materials Research 59 (2002) 63-72.

236.Bryant SJ, Anseth KS. The effects of scaffold thickness on tissue
engineered cartilage in photocrosslinked poly(ethylene oxide) hydrogels,
Biomaterials 22 (2001) 619-626.

237.Chen WY, Abatangelo G. Functions of hyaluronan in wound repair,
Wound Repair and Regeneration 7 (1999) 79-89.

238.Burdick JA, Chung C, Jia XQ, Randolph MA, Langer R. Controlled
degradation and mechanical behavior of photopolymerized hyaluronic acid

networks, Biomacromolecules 6 (2005) 386—391.

239.Mosesson MW. Fibrinogen and fibrin structure and functions, Journal of
Thrombosis and Haemostasis 3 (2005) 1894—1904.

240.Eyrich D, Brandl F, Appel B, Wiese H, Maier G, Wenzel M, Staudenmaier
R, Goepferich A, Blunk T. Long-term stable fibrin gels for cartilage
engineering, Biomaterials 28 (2007) 55-65.

241.De Franceschi L, Grigolo B, Roseti L, Facchini A, Fini M, Giavaresi G,
Tschon M,Giardino R. Transplantation of chondrocytes seeded on
collagenbased scaffold in cartilage defects in rabbits, Journal of
BiomedicalMaterials Research Part A 75A (2005) 612-622

242. Awad HA, Wickham MQ, Leddy HA, Gimble JM, Guilak F. Chondrogenic
differentiation of adipose-derived adult stem cells in agarose, alginate, and
gelatin scaffolds, Biomaterials 25 (2004) 3211-3222.

98



243.Erickson GR, Gimble JM, Franklin DM, Rice HE, Awad H, Guilak F.
Chondrogenic potential of adipose tissue-derived stromal cells in vitro and
in vivo, Biochemical and Biophysical Research Communications 290
(2002) 763-769.

244.Connelly JT,Garcia AJ, Levenston ME. Inhibition of in vitro
chondrogenesis in RGD-modified three-dimensional alginate gels,
Biomaterials 28 (2007) 1071-1083.

245.|lwasaki N, Yamane ST, Majima T, Kasahara Y, Minami A, Harada K,
Nonaka S, Maekawa N, Tamura H, Tokura S, Shiono M, Monde K,
Nishimura Sl. Feasibility of polysaccharide hybrid materials for scaffolds in
cartilage tissue engineering: evaluation of chondrocyte adhesion to polyion
complex fibers prepared from alginate and chitosan, Biomacromolecules 5
(2004) 828-833.

246.Mauck RL, Soltz MA, Wang CCB, Wong DD, Chao PHG, Valhmu WB,
Hung CT, Ateshian GA. Functional tissue engineering of articular cartilage
through dynamic loading of chondrocyte-seeded agarose gels, Journal of
Biomechanical Engineering-Transactions of the Asme 122 (2000) 252—
260.

247.Sechriest VF, Miao YJ, Niyibizi C, Westerhausen-Larson A, Matthew
HW, Evans CH, Fu FH, Suh JK. GAG-augmented polysaccharide
hydrogel: a novel biocompatible and biodegradable material to support
chondrogenesis, Journal of Biomedical Materials Research 49 (1999)
534-541.

248. Subramanian A, Lin HY. Crosslinked chitosan: its physical properties
and the effects of matrix stiffness on chondrocyte cell morphology and
proliferation, Journal of Biomedical Materials Research Part A 75A (2005)
742-753.

249.Bhardwaj T, Pilliar RM, Grynpas MD, Kandel RA. Effect of material
geometry on cartilagenous tissue formation in vitro, Journal of Biomedical
Materials Research 57 (2001) 190-199.

99



250.Hile DD, Amirpour ML, Akgerman A, Pishko MV. Active growth factor
delivery from poly(D,L-lactide-co-glycolide) foams prepared in supercritical
CO(2), Journal of Controlled Release 66 (2000) 177-185

251.Kang Y, Yang J, Khan S, Anissian L, Ameer GA. A new biodegradable
polyester elastomer for cartilage tissue engineering, Journal of Biomedical
Materials Research Part A 77A (2006) 331-339.

252.Nettles DL, Elder SH, Gilbert JA. Potential use of chitosan as a cell
scaffold material for cartilage tissue engineering, Tissue Engineering 8
(2002) 1009-1016.

253.Shin HJ, Lee CH, Cho LH, Kim YJ, Lee YJ, Kim LA, Park KD, Yui N, Shin
JW. Electrospun PLGA nanofiber scaffolds for articular cartilage
reconstruction: mechanical stability, degradation and cellular responses
under mechanical stimulation in vitro, Journal of Biomaterials Science-
Polymer Edition 17 (2006) 103—-119.

254.Hsu SH, Chang SH, Yen HJ, Whu SW, Tsai CL, Chen DC. Evaluation of
biodegradable polyesters modified by type Il collagen and Arg-Gly-Asp as
tissue engineering scaffolding materials for cartilage regeneration, Artificial
Organs 30 (2006) 42-55.

255.Yoo HS, Lee EA, Yoon JJ, Park TG. Hyaluronic acid modified
biodegradable scaffolds for cartilage tissue engineering, Biomaterials 26
(2005) 1925-1933.

256.Uematsu K, Hattori K, Ishimoto Y, Yamauchi J, Habata T, Takakura Y,
Ohgushi H, Fukuchi T, Sato M. Cartilage regeneration using mesenchymal
stem cells and a three-dimensional poly-lactic-glycolic acid (PLGA)
scaffold, Biomaterials 26 (2005) 4273—-4279.

257.Muller FA, Muller L, Hofmann |, Greil P, Wenzel MM, Staudenmaier R.
Cellulose-based scaffold materials for cartilage tissue engineering,
Biomaterials 27 (2006) 3955-3963

100



258.Rosier RN, O'Keefe RJ, Crabb ID, Puzas JE. Transforming growth factor
beta: an autocrine regulator of chondrocytes, Connective Tissue Research
20 (1989) 295-301.

259.Tuli R, Tuli S, Nandi S, Huang X, Manner PA, Hozack WJ, Danielson KG,
Hall DJ, Tuan RS. Transforming growth factor-betamediated
chondrogenesis of human mesenchymal progenitor cells involves N-
cadherin and mitogen activated protein kinase and Wnt signaling cross-
talk, Journal of Biological Chemistry 278 (2003) 41227—41236.

260. Gooch KJ, Kwon JH, Blunk TR, Langer R, Freed LE, Vunjak- Novakovic
G. Effects of mixing intensity on tissue-engineered cartilage,
Biotechnology and Bioengineering 72 (2001) 402—-407.

261.Roberts AB, Kondaiah P, Rosa F, Watanabe S, Good P, Danielpour D,
Roche NS, Rebbert ML, Dawid IB, Sporn MB. Mesoderm induction in
Xenopus laevis distinguishes between the various TGF-beta isoforms,
Growth Factors 3 (1990) 277-286.).

262.Martin |, Suetterlin R, Baschong W, Heberer M, Vunjak-Novakovic G,
Freed LE. Enhanced cartilage tissue engineering by sequential exposure
of chrondrocytes to FGF-2 during 2D expansion and BMP-2 during 3D
cultivation, Journal of Cellular Biochemistry 83 (2001) 121-128.

263.Miot S, De Freitas PS, Wirz D, Daniels AU, Sims TJ, Hollander AP,
Mainil-Varlet P, Heberer M, Martin |. Cartilage tissue engineering by
expanded goat articular chondrocytes, Journal of Orthopaedic Research
24 (2006) 1078-1085.

264.Schmal H, Mehlhorn AT, Zwingmann J, Muller CA, Stark GB, Sudkamp
NP. Stimulation of chondrocytes in vitro by gene transfer with plasmids
coding for epidermal growth factor (hEGF) and basic fibroblast growth
factor (bFGF), Cytotherapy 7 (2005) 292-300.

265. Stevens MM, Marini RP, Martin |, Langer R, Shastri VP. FGF-2 enhances
TGF-beta 1-induced periosteal chondrogenesis, Journal of Orthopaedic
Research 22 (2004) 1114-1119.

101



266. Veilleux N, Spector M. Effects of FGF-2 and IGF-1 on adult canine
articular chondrocytes in type Il collagen-glycosaminoglycan scaffolds in
vitro, Osteoarthritis and Cartilage 13 (2005) 278-286

267.Park Y, Sugimoto M, Watrin A, Chiquet M, Hunziker EB. BMP-2 induces
the expression of chondrocyte-specific genes in bovine synovium-derived
progenitor cells cultured in three-dimensional alginate hydrogel,
Osteoarthritis and Cartilage 13 (2005) 527-536.

268.Evans CH, Gouze JN, Gouze E. Osteoarthritis gene therapy. Gene Ther
2004;11:379-389.

269.Chen AC, Nagrampa JP, Schinagl RM, Lottman LM, Sah RL.
Chondrocyte transplantation to articular cartilage explants in vitro. J
Orthop Res 1997;15: 791-802.

270.Saraf A, Mikos AG. Gene delivery strategies for cartilage tissue
engineering, Advanced Drug Delivery Reviews 58 (2006) 592—-603.

271.Steinert AF, Noth U, Tuan RS. Concepts in gene therapy for cartilage
repair. Injury 2008;39:97-113.

272.Madry H, Kaul G, Cucchiarini M, Stein U, Zurakowski D, Remberger K,
Menger MD, Kohn D, Trippel SB. Enhanced repair of articular cartilage
defects in vivo by transplanted chondrocytes overexpressing insulin-like
growth factor | (IGF-I), Gene Therapy 12 (2005) 1171-1179.

273.Grande DA, Mason J, Light E, Dines D. Stem cells as platforms for
delivery of genes to enhance cartilage repair, Journal of Bone and Joint
Surgery-American Volume 85A (2003) 111-116

274.Scherer K, Schunke M, Sellckau R, Hassenpflug J, Kurz B. The influence
of oxygen and hydrostatic pressure on articular chondrocytes and

adherent bone marrow cells in vitro, Biorheology 41 (2004) 323-333.

275.Hu JC, Athanasiou KA. The effects of intermittent hydrostatic pressure on
self-assembled articular cartilage constructs, Tissue Engineering 12
(2006) 1337-1344.

102



276.Miyanishi K, Trindade MCD, Lindsey DP, Beaupre GS, Carter DR,
Goodman SB, Schurman DJ, Smith RL. Dose- and time-dependent effects
of cyclic hydrostatic pressure on transforming growth factor-beta 3-
induced chondrogenesis by adult human mesenchymal stem cells in vitro,
Tissue Engineering 12 (2006) 2253-2262.

277.Davisson T, Kunig S, Chen A, Sah R, Ratcliffe A. Static and dynamic
compression modulate matrix metabolism in tissue engineered cartilage,
Journal of Orthopaedic Research 20 (2002) 842—-848

278.Hunter CJ, Mouw JK, Levenston ME. Dynamic compression of
chondrocyte-seeded fibrin gels: effects on matrix accumulation and
mechanical stiffness, Osteoarthritis and Cartilage 12 (2004) 117-130.

279.De Croos JNA, Dhaliwal SS, Grynpas MD, Pilliar RM, Kandel RA. Cyclic
compressivemechanical stimulation induces sequential catabolic and
anabolic gene changes in chondrocytes resulting in increased extracellular
matrix accumulation, Matrix Biology 25 (2006) 323—-331

280.Waldman SD, Couto DC, Grynpas MD, Pilliar RM, Kandel RA. A single
application of cyclic loading can accelerate matrix deposition and enhance
the properties of tissue-engineered cartilage, Osteoarthritis and Cartilage
14 (2006) 323-330

281.Mauck RL, Nicoll SB, Seyhan SL, Ateshian GA, Hung CT. Synergistic
action of growth factors and dynamic loading for articular cartilage tissue

engineering, Tissue Engineering 9 (2003) 597-611.

282.Freed LE, Marquis JC, Vunjaknovakovic G, Emmanual J, Langer R.
Composition of cell-polymer cartilage implants, Biotechnology and
Bioengineering 43 (1994) 605-614

283.Hu JC, Athanasiou KA. Low-density cultures of bovine chondrocytes:
effects of scaffold material and culture system, Biomaterials 26 (2005)
2001-2012.

103



284.Gemmiti CV, Guldberg RE. Fluid flow increases type Il collagen
deposition and tensile mechanical properties in bioreactor-grown

tissueengineered cartilage, Tissue Engineering 12 (2006) 469-479.

285.Saini S, Wick TM. Concentric cylinder bioreactor for production of tissue
engineered cartilage: effect of seeding density and hydrodynamic loading

on construct development, Biotechnology Progress 19 (2003) 510-521

286.Schachar NS, Novak K, Muldrew K, Zernicke RF, McGann LE. Articular
cartilage joint surface reconstruction techniques. Journal of orthopaedic

science: official journal of the Japanese Orthopaedic Association.
1999;4(6):457-61.

287.Riyami M, Rolf C. Evaluation of microfracture of traumatic chondral
injuries to the knee in professional football and rugby players. Journal of
orthopaedic surgery and research. 2009;4:13.

288.Smith GD, Taylor J, Almqvist KF, et al. Arthroscopic assessment of
cartilage repair: a validation study of 2 scoring systems. Arthroscopy
2005;21(12):1462-7.

289.Van den Borne MP, Raijmakers NJ, Vanlauwe J, et al. International
Cartilage Repair Society (ICRS) and Oswestry macroscopic cartilage
evaluation scores validated for use in Autologous Chondrocyte
Implantation (ACI) and microfracture. Osteoarthritis and cartilage / OARS.
2007;15(12):1397-402.)

290.Khan IM, Gilbert SJ, Singhrao SK, Duance VC, Archer CW. Cartilage
integration: Evaluation of the reasons for failure of integration during

cartilage repair. A review. European cells and materials 2008;16:26-39.

291.Tognana E, Chen F, Padera RF, Leddy HA, Christensen SE, Guilak F,
Vunjak-Novakovic G, Freed LE. Adjacent tissues (cartilage, bone) affect
the functional integration of engineered calf cartilage in vitro. Osteoarthritis
Cartilage 2005;13:129-138.71

292.Rudert M, Wilms U, Hoberg M, Wirth CJ. Cell-Based Treatment of
Osteochondral Defects in the Rabbit Knee with Natural and Synthetic

104



Matrices: Cellular Seeding Determines the Outcome. Arch Orthop Trauma
Surg. 125:598-608, 2005

293.Nam EK, Makhsous M, Koh J, Bowen M, Nuber G, Zhang LAQ.
Biomechanical and Histological Evaluation of Osteochondral
Transplantation in a Rabbit Model. Am J Sports Med 32:308-316, 2004.

294.Strauss EJ, Goodrich LR, Chen CT, Hidaka C, Nixon AJ. Biochemical
and Biomechanical Properties of Lesion and Adjacent Articular Cartilage
after Chondral Defect Repair in an Equine Model. Am J Sports Med.
33:1647-1653, 2005

295.Buckwalter JA, Mankin HJ. Articular Cartilage li: Degeneration and
Osteoarthrosis, Repair, Regeneration and Transplantation. J Bone Joint
Surg. 79A:612-632, 1997.

296.Buckwalter JA, Mow VC. Cartilage Repair in Osteoarthritis. In: Moskowitz
RW, Howell DS, Goldberg VM, (eds) Osteoarthritis: Diagnosis
Andmanagement. Saunders, Philadelphia, pp: 71-107, 1992.

297.Sah RL, Klein TJ, Schmidt TA, Albrecht DR, Bae WC, McGowan KB,
Temple MM, Jadin KD, Schumacher BL, Chen AC, Sandy JD. Articular
Cartilage Repair, Regeneration, and Replacement. In: Koopman WJ, (eds)
Arthritis and Allied Conditions. A Textbook of Rheumatology. Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia, pp: 2277-2301, 2004.

298.Bell E. Strategy for the selection of scaffolds for tissue engineering.
Tissue engineering. 1995;1(2):163-79

299.Nehrer S, Breinan HA, Ramappa A, et al. Chondrocyte-seeded collagen
matrices implanted in a chondral defect in a canine model. Biomaterials.
1998;19(24):2313-28

300.Gavénis K, Schmidt-Rohlfing B, Mueller-Rath R, Andereya S, Schneider
U. In vitro comparison of six different matrix systems for the cultivation of

human chondrocytes. In vitro cellular & developmental biology. Animal.
2006;42(5-6):159-67.

105



301.An YH, Friedman RJ. Animal Models of Articular Cartilage Defect. In: An
YH, Friedman RJ, (eds) Animal Models in Orthopaedic Research. CRC
Press LLC, Boca Raton, pp: 309 - 325, 1999.

302.Lu Y, Markel MD, Swain C, Kaplan LD. Development of Partial Thickness
Articular Cartilage Injury in an Ovine Model. J Orthop Res. 24:1974-1982,
2006

303.Siebert CH, Schneider U, Sopka S, Wahner T, Miltner O, Niedhart C.
Ingrowth of Osteochondral Grafts under the Influence of Growth Factors:
6-Month Results of an Animal Study. Arch Orthop Trauma Surg. 126:247-
252, 2006

304.Stuetzle H, Hallfeldt K, Keldler S, Schweiberer L. Experimentelle Und
Klinische Ergebnisse Mit Teildemineralisierter Knochenmatrix. In:
Schnettler R,Markgraf E, (eds) Knochenersatzmaterialien Und
Wachstumsfaktoren. Georg Thieme Verlag, Stuttgart, pp: 85-89, 1997.

305.Jackson DW, Lalor PA, Aberman HM, Simon TM. Spontaneous Repair of
Full-Thickness Defects of Articular Cartilage in a Goat Model. A
Preliminary Study. J Bone Joint Surg. 83A:53-64, 2001

306.Huibregtse BA, Samuels JA, O’Callaghan MW. Development of a
Cartilage Defect Model of the Knee in the Goat for Autologous
Chondrocyte Implantation Research. Trans Orthop Res Soc. 25:797,
1999.

307.Breinan HA, Minas T, Barone L, Tubo R, Hsu HP, Shortkroff S, Nehrer S,
Sledge CB, Spector M. Histological Evaluation of the Course of Healing of
Canine Articular Cartilage Defects Treated with Cultured Autologous
Chondrocytes. Tissue Eng. 4:1998.

308.Breinan HA, Minas T, Hsu HP, Nehrer S, Sledge CB, Spector M. Effect of
Cultured Autologous Chondrocytes on Repair of Chondral Defects in a
Canine Model. J Bone Joint Surg. 79A:1439-1451, 1997

309.Hoemann CD, Hurtig M, Rossomacha E, Sun J, Chevrier A, Shive MS,

Buschmann MD. Chitosan-Glycerol Phosphate/Blood Implants Improve

106



Hyaline Cartilage Repair in Ovine Microfracture Defects. J Bone Joint
Surg. 87A:2671-2686, 2005.

310.Hurtig MB, Fretz PB, Doige CE, Schnurr DL. Effects of Lesion Size and
Location on Equine Articular Cartilage Repair. Can J Vet Res. 52:137-146,
1988

311.Aroen A, Heir S, Loken S, Reinholt FP, Engebretsen L. Articular
Cartilage Defects in a Rabbit Model, Retention Rate of Periosteal Flap
Cover. Acta Orthop. 76:220-224, 2005

312.Lee CR, Grodzinsky AJ, Hsu HP, Martin SD, Spector M. Effects of
Harvest and Selected Cartilage Repair Procedures on the Physical and
Biochemical Properties of Articular Cartilage in the Canine Knee. J Orthop
Res. 18:790-799, 2000.

313.Pearce SG, Hurtig MB, Clarnette R, Kalra M, Cowan B, Miniaci A. An
Investigation of 2 Techniques for Optimizing Joint Surface Congruency
Using Multiple Cylindrical Osteochondral Autografts. Arthroscopy. 17:50-
55, 2001

314.Fuller JA, Ghadially FN. Ultrastructural Observations of Surgically
Produced Partial Thickness Defects in Articular Cartilage. Clin Orthop.
86:193-205, 1972

315.Butnariu-Ephrat M, Robinson D, Mendes DG, Halperin N, Nevo Z.
Resurfacing of Goat Articular Cartilage by Chondrocytes Derived from
Bone Marrow. Clin Orthop. 330:234-243, 1996.

316.Convery FR, Akeson WH, Keown GH. The Repair of Large
Osteochondral Defects. An Experimental Study in Horses. Clin Orthop
Relat Res. 82:1972.

317.Shahgaldi BF, Amis AA, Heatley FW, McDowell J, Bentley G. Repair of
Cartilage Lesions Using Biological Implants. J Bone Joint Surg. 73B:57-
64, 1991.

107



318. Tytherleigh-Strong G, Hurtig M, Miniaci A. Intra-Articular Hyaluronan
Following Autogenous Osteochondral Grafting of the Knee. Arthroscopy.
21:999-1005, 2005

319.Kuroki H, Nakagawa Y, Mori K, Ohba M, Suzuki T, Mizuno Y, Ando K,
Takenaka M, lkeuchi K, Nakamura T. Acoustic Stiffness and Change in
Plug Cartilage over Time after Autologous Osteochondral Grafting:
Correlation between Ultrasound Signal Intensity and Histological Score in
a Rabbit Model. Arthritis Res Ther. 6:R492-504, 2004.

320.Mendelson S, Wooley P, Lucas D, Markel D. The Effect of Hyaluronic
Acid on a Rabbit Model of Full-Thickness Cartilage Repair. Clin Orthop
Relat Res. 424:266-271, 2004

321.Katayama R, Wakitani S, Tsumaki N, Morita Y, Matsushita I, Gejo R,
Kimura T. Repair of Articular Cartilage Defects in Rabbits Using Cdmp1
Gene-Transfected Autologous Mesenchymal Cells Derived from Bone
Marrow. Rheumatology (Oxford). 43:980-985, 2004

322.Cohen SB, Meirisch CM, Wilson HA, Diduch DR. The Use of Absorbable
Co-Polymer Pads with Alginate and Cells for Articular Cartilage Repair in
Rabbits. Biomaterials. 24:2653-2660, 2003

323.Lee CR, Grodzinsky AJ, Hsu HP, Spector M. Effects of a Cultured
Autologous Chondrocyte-Seeded Type li Collagen Scaffold on the Healing
of a Chondral Defect in a Canine Model. J Orthop Res. 21:272-281, 2003.

324.Gill TJ, McCulloch PC, Glasson SS, Blanchet T, Morris EA. Chondral
Defect Repair after the Microfracture Procedure: A Nonhuman Primate
Model. Am J Sports Med. 33:680-685, 2005

325.Schlegel TF, Hawkins RJ, Lewis CW, Turner AS. An in vivo comparison
of the modified Mason-Allen suture technique versus an inclined horizontal
mattress suture technique with regard to tendon-to-bone healing: A
biomechanical and histologic study in sheep. J Shoulder Elbow Surg
2007;16:115-121.

108



326.Fuss M, Ehlers EM, Russlies M, Rohwedel J, Behrens P. Characteristics
of human chondrocytes, osteoblasts and fibroblasts seeded onto a type
I/lll collagen sponge under different culture conditions. A light, scanning
and transmission electron microscopy study. Annals of anatomy
2000;182(4):303-10.

327.Schlegel W, Nurnberger S, Hombauer M, et al. Scaffold-dependent
differentiation of human articular chondrocytes. International journal of
molecular medicine. 2008;22(5):691-9.

328.Marcacci M, Zaffagnini S, Kon E. Arthroscopic autologous chondrocyte
transplantation: technical note. Knee Surg Sports Traumatol Arthrosc
2002;10:154-159.

329.Gobbi A, Kon E, Berruto M, Francisco R, Filardo G, Marcacci M.
Patellofemoral full-thickness chondral defects treated with Hyalograft-C: a
clinical, arthroscopic and histologic review. Am J Sports Med
2006;34:1763-1773.

330.Nakanishi T, Kawasaki K, Uchio Y, Kataoka H, Terashima M, Ochi M.
Ag-041r, a Cholecystokinin-B/Gastrin Receptor Antagonist, Stimulates the
Repair of Osteochondral Defect in Rabbit Model. Eur J Pharmacol.
439:135-140, 2002

331.Tuncay IC, Ozdemir BH, Demirors H, Karaeminogullari O, Tandogan NR.
Pedunculated Synovium Grafts in Articular Cartilage Defects in Rabbits. J
Invest Surg. 18:115-122, 2005

332.Mason JM, Breitbart AS, Barcia M, Porti D, Pergolizzi RG, Grande DA.
Cartilage and Bone Regeneration Using Gene-Enhanced Tissue
Engineering. Clin Orthop Relat Res. 379 Suppl:S171-178, 2000

333.Hattori K, Takakura Y, Ohgushi H, Habata T, Uematsu K, Yamauchi J,
Yamashita K, Fukuchi T, Sato M, lkeuchi K. Quantitative Ultrasound Can
Assess the Regeneration Process of Tissue-Engineered Cartilage Using a
Complex between Adherent Bone Marrow Cells and a Three-Dimensional
Scaffold. Arthritis Res Ther. 7:552-559, 2005.

109



334.Hattori K, Takakura Y, Morita Y, Takenaka M, Uematsu K, lkeuchi K. Can
Ultrasound Predict Histological Findings in Regenerated Cartilage?
Rheumatology (Oxford). 43:302-305, 2004

335.Glenn RE Jr, McCarty EC, Potter HG, Juliao SF, Gordon JD, Spindler
KP. Comparison of Fresh Osteochondral Autografts and Allografts: A
Canine Model. Am J Sports Med. 34:1084-1093, 2006

336.Nehrer S, Breinan HA, Ramappa A, Hsu HP, Minas T, Shortkroff S,
Sledge CB, Yannas 1V, Spector M. Chondrocyte-Seeded Collagen
Matrices Implanted in a Chondral Defect in a Canine Model. Biomaterials.
19:2313-2328, 1998

337.Lu Y, Hayashi K, Hecht P, Fanton GS, Thabit G 3rd, Cooley AJ, Edwards
RB, Markel MD. The Effect of Monopolar Radiofrequency Energy on
Partial-Thickness Defects of Articular Cartilage. Arthroscopy. 16:527-536,
2000

110



MACI
MKH
ACI
PAS
BMP
PTHrP
lhh
IGF
kDa
FACIT
GAG
ECM
PDGF
ICRS
Kiuy
OAT
MMP
TIMP
SZP
PEODA
PEGDA
PLA
BMSC
ADSC
ESC
EB
PEG
OAS
DMEM

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

: Matrix-guided Autologous Chondrocyte Implantation
: Mezenkimal Kok Hicre

: Otolog Kondrosit implantasyonu

: Periyodik asit shift

: Kemik morfojenik proteinleri

: Paratiroid-hormon-iligkili-peptid

: Indian-hedgehog

: insiilin benzeri biiyiime faktorii

: Kilodalton

: Fibril associated collogens with interrupted triple helices
: Glikozaminoglikan

: Ekstraselluler Matriks

: Trombosit-kdkenli buyime faktéta

: Uluslararasi Kikirdak Aragtirma Dernegi
: Kemik iligi uyar1 yontemleri

: Osteokondral otolog transferi

: Matriks metalloproteinazlar

: Doku inhibitor metalloproteinazlarini

: YUzeyel bolge proteini

: Poli (etilen oksit) diakrilat

: Poli (etilen glikol) diakrilat

: Poli laktik asit

: Kemik iligi kaynakli kdk hacre

: Adipoz kaynakli kdk hucreler

: Embriyonik kok hucreler

: Embriyonik cisim

: Polietilenglikol

: Oswestry Artroskopi Skoru

: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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	             GİRİŞ VE AMAÇ
	5 cm2’den büyük kıkırdak defektlerinin tedavisinde günümüzde altın standart MACI yöntemidir. Ancak bu yöntem için hasta 6 hafta arayla iki defa cerrahi girişim geçirmekte ve yöntem çok pahalıya mal olmaktadır. Tek seansta benzer sonuç verebilecek ucuz bir yönteme ihtiyaç vardır. Bu nedenle 6 haftalık hücre kültürü ve matrikse gömme işlemine gereksinimi ortadan kaldıracak bir yöntem tasarladık. Bu yöntemde amaç in vitro kültür sürecini in vivo ortama taşımaktır.
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