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SIMGELER ve KISALTMALAR

PDGF Trombosit kokenli biiyltime faktorii
IGF Insuline like growth factor

FGF Fibroblast growth factor

rhBMP-2 Recombinant human bone morfogenik protein
PTH Paratiroid hormon

TGF-p Transforming growth factor-f
PG Prostoglandin

IL-1 Interlokin-1

dk Dakika

Szp Stiperficial zone protein

COMP Cartilage oligomericprotein

TIMP Tissue-induced metalloproteinase inhibitors
CDI Cartilage-derived inhibitor

GH Growth Hormon

HE Hemotoksilen eosin

MSA Multiplication stimulating activity
TNF-a Tiimor Nekroz Faktorii - Alfa

EGF Epidermal growth factor

TB Toluidin blue

h Saat

[o[€} Immiinglobulin G

Ort Aritmetik ortalama

SS Standart sapma

im Intra muskuler

iv Intra vendz

ark. arkadaslar

kg Kilogram

HGF 'Hepatocyte Growth Factor

PCNA Proliferating cell nucleer antigen



GIRIS VE AMAC

Eklem kikirdagi deforme edici kuvvetlere karsi direng gosteren karmasik bir
dokudur. Bu yapinin osteoartrit ve travma gibi nedenlerle hasar1 milyonlarca insani
etkileyen yaygin bir problemdir. Tam kat hasarinda dokunun kendi kendini onarma
kapasitesi oldukc¢a sinirlidir. Hasarin iyilesmesinde temel sorun, orijinal eklem kikirdag:
dokusuna uygun, dayanikli bir kikirdak elde edilmesinde karsilasilan ciddi gii¢liiklerdir.
Iyilesme, oynar eklemlerdeki hyalin kikirdak yerine fibroz kikirdak ile olmakta ve
bu tamir dokusu hyalin kikirdaga goére biyomekanik olarak daha az diren¢li ve ¢ok

kisa 6miirli olmaktadir (35).

Kanlanma ve iyilesme potansiyeli iyi olmayan bu dokunun onarmmina yardimci
yontemler, klinik ve deneysel olarak bir¢ok ¢alismanin konusu olmustur. Bunlardan; eklem
debridmani, otojen periost greftleri ile onarim, otolog kondrosit transplantasyonu,
mikrokirik olusturulmasi, sitokinlerin etkilerinin azaltilmasi, osteokondral otogreft-
allogreftler, demineralize kemik matriksi ve biiyime faktorleri uygulamalar1 gibi
yontemler birgok ¢aligmada arastirilmistir (8, 34, 44, 58, 81, 82, 93).

Tip I kollajen siingerine emdirilmis rekombinant insan kaynakli kemik morfojenik
protein (rhBMP-2), insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1), fibroblast biiylime faktori (FGF)
gibi biiylime faktorleri ile yapilan tam kat kikirdak defekti onarimlarinda asil amag; hyalin
kikirdak icinde daha yogun bulunan Tip-II kollajen oranini artirarak olusan kikirdagin
mekanik dayanikliligini artirmaktir. Birgok ¢alismada adi gegen biiylime faktorlerinin tip 11
kollajen oranini degisen oranlarda artirdigi saptanmistir (20, 34, 81, 82, 93). Fibroblastlar,
osteoblastlar ve kondrositleri igeren mezenkimal orijinli hiicreler igin potent bir mitojenik ve

kemotaktik faktor olan “Trombosit kokenli biiytime faktori” (PDGF)’niin lokal uygulanmasinin



eklem kikirdak hasari1 {lizerine etkilerini igeren ¢alisma yoktur. Biz bu c¢alismada, tam kat
osteokondral defektlerin onariminda hasarli kondrositlerde potent bir mitojenik ve
kemotaktik faktor oldugu bilinen PDGF’niin kikirdak onarimi siirecine lokal etkilerini

arastirmay1 amagladik.



GENEL BILGILER

EKLEM KIKIRDAGI

Normal eklem kikirdagi hyalin kikirdak yapisindadir. Diger destek doku
tiplerinden ayr1 olarak eklem kikirdagi sinir ucu ve kan damarlart igermez. Eklem
kikirdagini olusturan hyalin kikirdak esnek ve elastiki yapida, mavimsi beyaz, sedefi renkte
bir goriinime sahiptir (15, 16, 18, 101). Altindaki subkondral kemigi koruyan
biyomekanik fonksiyonu, hyalin kikirdagin biyokimyasal ve histolojik yapisi
sayesindedir (44). Yetiskin eklem kikirdagi histolojik olarak dort horizontal tabakaya
ayrilir (Resim 1). Bu tabakalarin hiicre tipleri ve molekiiler bilesimleri farklidir. Bu
tabakalar arasindaki morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel farkliliklar eklem
yiizeyinden olan derinlige baglhdir (22, 59);
1-Yiizeyel tabaka (superficial zone): Yiizeyel tabaka bir ile ii¢ kat yass1 hiicre igerir.
Bu hiicreler biitiin eklem kikirdagi hiicrelerinin %10"udur. Hiicreler kendi ekstraselliiler
matriks proteinlerini iiretebilirler. Eklemde bazal membran olmadigindan yiizeyel tabaka bazal
membranla esdegerdir. Kikirdag: ¢evre dokulardan ve viicut sivilarindan ayirir. Yiizeyel tabaka
hiicreleri irritasyona hassastir ve inlerlokin-I (IL-1)'e giiglii yanit verir (22, 59).
2-Orta ve derin tabaka (middle and deep zone): Bu tabakalar sferik yapidaki eklem
kondrositlerinden ve etrafin1 ¢evreleyen matriksten olusur. Bu hiicreler eklem kikirdaginin
%80'inden fazlasini meydana getirir. Derin tabakadaki kondrositler; kollajenler, proteoglikanlar,
glikoproteinler, hyaluronan ve indirgeyici enzimler gibi ekstraselliiler matriks komponentlerini
tiretebilirler. Derin tabaka kondrositleri koyu mor boyanirlar. Eklem lokalizasyonuna bagli olarak
tek hiicre seklinde veya chondrons denilen koloniler seklinde bulunabilir. Chondrons yapilari kikirdak
matriksi igerisinde fonksiyonel subkompartmanlardir (22, 59).

3-Tidemark tabakasi (tidemark zone): Tidemark 10 mikrometre (um.) kalinliginda hiicreden



bagimsiz bir ¢izgidir. Histolojik boyama ile goriiniir hale gelir. Kalsifiye ve kalsifiye olmamis
kikirdak arasinda yer alir. Molekiiler igerigi bilinmemektedir. Sadece kalsiyum i¢eren mineral
depozitlerinin burada biriktigi bilinmektedir. Tidemark’in metabolik artiklarin toplandigi bir
bolge oldugu soylenebilir. Bu ¢izgi yas arttik¢a yukartya dogru yer degistirir (22, 59).

4-Kalsifiye tabaka (calcified zone): Kondrositlerin en derindeki tabakasidir ve alttaki kemikle
bir sinir olusturur. Kemikten farkli olarak daha seyrek kalsifikasyon igerir. Ayrica subkondral
kemik hemotoksilen-eosin ile pembe-kirmizi boyanirken, kalsifiye kikirdak tabakasi agik mor

boyanir. Kemik yapidaki besinlerin kikirdaga diffiizyonunda bir bariyer gibi davranir (22, 59).

——-{{mm Yiizeyel % 10-20

j- Orta % 40-60

| _ Derin % 30
W Tide-mark
//7///// /3 malsifiye kikirdak

‘ ¢== Subkondral kemik

Resim 1: Normal eklem kikirdaginin histolojik goriintimii (22, 59).

Eklem kikirdaginin hiicreler ve matriks olmak iizere iki ana bileseni vardir. Eriskin eklem
kikirdaginin biiytik boliimiinii ekstraselliiler matriks olusturur. Hiicreler, yasa bagimli olarak
dokunun %5 -10 veya daha azim olustururlar. Kikirdak katmanlarinin hiicre, su, kollajen ve PG

icerigi katmanlara gore degisir (Resim 2).
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Resim 2: Kikirdak katmanlariin hiicre, su, kollajen ve PG igeriginin dagilimi (22, 59).

HUCRELER (KONDROSITLER)

Embriyonel hayatin altinc1 haftasinda mezensimal hiicreler perikondrium kanallarinin
genislemis alanlarinda kikirdak oncii hiicreleri halinde goriilmeye baglar. Bu 6ncii hiicrelerden
gelisen kondrositler mezensimal hiicre ailesindendir. Kondrositler, yuvarlak veya oval
cekirdekli, ¢ekirdege yakin hiicre merkezinde bir ¢ift sentriol ve iyi geligmis bir golgi aygit1 igeren
hiicrelerdir (59, 101).

Kondrosit membran1 pek ¢ok iyon kanallari igerir. Bunlardan potasyum kanallart ve kalsiyum
kanallar1 elektrofizyolojik caligmalarla tanimlanmistir. Bu iyon kanallari sayesinde eklemdeki
kondrositler, mekanik yiiklenmelere iyon degisimi ile cevap verirler.

Integrinler, kondrosit hiicre yiizey proteinlerini olusturan biiyiik bir ailedir. Hiicre-hiicre ve



hiicre-matriks iligkisini saglar, "a ve [ subunitlerinden olusur. Eklem kondrositleri
cogunlukla "o3B1" ve "aVB3" kombinasyonlu integrinleri igerir. Integrinler sinyal
tasima kapasitesi ve baglanma seciciligi gosterir. Dinlenmekte olan kondrositte integrin
seviyesi ¢ok diisiiktiir. Metabolik olarak aktif kondrositte ise integrin seviyeleri oldukca
yiiksektir ve yeni integrin subtipleri gelisir.

Kondrosit membraninda ayrica pek ¢ok spesifik reseptorler yerlesmistir. Bu reseptorler
sayesinde cevredeki matrikse ragmen doku ve hormon sinyalleri kondrosit membraninca
taranabilir. Hyaluronan reseptdrleri, kondrosit matriksin hiicre ylizeyine toplanmasinda ve
matriks metabolizmasinda temel rolii oynar. Proteoglikanlar, hyaluronan reseptorleri ile
kondrositlere baglanirlar.

Kondrositler pek ¢ok doku hormonu ve biiylime faktorlerine spesifik reseptorleri
araciligl ile cevap verebilirler. Bu faktorler arasinda "asidic fibroblast growth factor
(aFGF)", "basic fibroblast growth factor (bFGF)", "insulin like growth factor (IGF)",
"Paratiroid hormon (PTH)", "transforming growth factor-B (TGF-B)" sayilabilir. Bu
hormon reseptor iliskisi kikirdak gelisiminde ve eriskin kikirdak metabolizmasinin
diizenlenmesinde oOnemlidir. Ayrica bu iligki makromolekiillerin sentezinde anabolik
aktivite saglamaktadir (22, 59) .

Kondrosit metabolizmasini etkileyen histamin, serotonin, interlokin-1 (IL-I), B-
endorfin gibi katabolik mediyatorlerden IL-1'in reseptorii de iyi tanimlanmistir. Son
caligmalarda IL-I reseptor konfigiirasyonunda varyasyonlar saptanmistir. Sozii edilen
varyasyonlarin artrit patolojisinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Kondrositler normal
metabolizmalar1 esnasinda bir miktar prostoglandin E2 ve prostoglandin F2a (PGE2-
PGF2a) da iretir. IL-I stimiilasyonu ile PG sentezi 10 kat artar. Bu olay tamirin ve

enflamasyonun stimiilasyonunda yardime1 bir faktordiir (22, 59).



Yetiskin bir organizmada aktif halde olmayan kondrositin ¢ok diisiik bir
metabolizma hiz1 vardir. Eriskin hayat boyunca hiicre proliferasyonu gdstermez. Immatiir
donemde ve gelisim siirecinde, kirik iyilesmesi siirecinde, enzimatik olarak indirgenip
doku kiiltiirlerine konuldugunda, kondrosit metabolik olarak aktiftir. Aktif donemde
oldukca fazla miktarda ekstraselliiler matriks {iretir. Ayrica immatiir kikirdak, proteoglikan
icerigi ve baglayici protein igerigi bakimindan zengindir. Sonu¢ olarak hem yetiskin bir
organizmada, hem de hayatin daha erken evrelerinde kondrosit, enflamasyon ve travma
gibi akut olaylara reaksiyon gosterebilir. Bu reaksiyonlar1 da membrandaki spesifik
reseptorlerle diizenler (59).

MATRIKS

Kikirdak matriksi diger bag doku matrikslerinden farklidir. Daha fazla doku
sivist igerir. Ayrica daha farkli tiplerde, daha farkli konsantrasyonlarda ve
organizasyonlarda makromolekiiller igerir. igerdigi bu doku sivis1 kikirdak agirliginin %60-
80'ini olustururken yapisal makromolekiiller kikirdak agirliginin %20-40"1n1 olustururlar.
Matriksi olusturan kollajen lifler ve kondromukoproteinler kondrositler tarafindan
sentezlenir. Matriks makroskopik olarak homojen goriiniir. Bununla birlikte molekiiler yapisi
tic simif yapisal makromolekiilden olusur. Bunlar kollajenler, proteoglikanlar, nonkollajen
proteinler (glikoproteinler)'dir (18, 22).

1. Kollajenler: On bes makromolekiil protein igeren bir ailedir. Bu proteinler
karakteristik helikal aminoasit zincirleri icerir. Kollajenler eklem kikirdaginin kuru agirliginin
%50’sini olusturur. Eklem kikirdak kollajeni olduk¢a dayanikli, hayat boyu degismeden
kalan ve yarilanma siiresi 50-300 giin olan bir yapiya sahiptir.

Kollajen, kikirdagin seklini korumada ve tensil kuvvetini saglamada gérev alir. Ayrica

diger yapisal makromolekiiller olan proteoglikanlar ve glikoproteinler kollajen yapinin



lizerine tutunurlar. Boylece kollajen, eklem kikirdagina kuvvet uygulandiginda proteoglikan
akigina kars1 koyar (101).

Eklem kikirdag: Tip II, VI, IX, X ve XI olmak lizere en az bes tip kollajen igerir .
Tim bu kollajen tipleri, nihai kollajen fibrillerini olusturan temel ve en kii¢iik molekiiller
olan, "al, a2, a3" adi verilen protokollajenlerin farkli sekil ve sayilarda birlesmesiyle olusur.

Eklem kikirdak kollajenine esneklik veren ve onu deri, kemik ve fibréz doku
kollajeninden ayiran yapi, ii¢ adet al protokollajen igeren Tip Il kollajendir. Tip Il kollajen
eklem kikirdak kollajeninin %901 olusturur. Eklem kikirdagini olusturan Kkollajen
fibrillerinin merkezinde Tip II ve Tip XI kollajenler bulunur. Bu merkez yap1 etrafinda
tabakalar halinde Tip II kollajen molekiilleri ve fibrilin yilizeyine yapismig Tip IX
kollajen bulunur. Fibrildeki kollajen tiplerinin gesitliligi, kollajen fibrillerin biiyiikliigiinii
ve seklini belirler. Diger mindr kollajen tipleri bu major fibril ag1 arasinda dagilmis halde
bulunur.

Tip IX kollajenin bir kondroitin siilfat yan zinciri vardir. Bu molekiil kollajen
fibril ile proteoglikan arasinda capraz bir bag olusturur. Bu 06zelligi dolayisiyla
makromolekiilleri biraraya getirerek fonksiyonel bir kompleks olusturabilir (Kollajen
fibril-proteoglikan agregat kompleksi). Tip VI kollajen ii¢ boyutlu bir ag olusturur; ancak
fibril yapisinda degildir. Kondronlar igerisinde bulunurlar. Tip VI kollajen, yiiksek germe
(tensil) stresi altindaki sinovyal doku, goézdeki trabekiiler ag gibi dokularda bulunur.
Eklemdeki gorevi de germe stresini dagitmaktir. Tip X kollajen, primer olarak fotal
biiyime plagi kikirdaginin hipertrofik tabakasinda bulunur. Tip VI kollajen gibi Tip X kollajen
de ag sekillidir ve fibril yapisinda degildir. Ayrica Tip X Kollajen, protokollajen igermez. Ancak
diger kollajen molekiilleriyle ¢apraz baglanma sonucunda protokollajen molekiillerini alir. Bu

olayin fotal kikirdak dokunun kalsifikasyonunda 6nemli oldugu sanilmaktadir.



Deri, kemik ve fibr6z doku kollajeni, iki adet al ve bir adet a2 protokollajeni igeren Tip |
kollajendir. Defektli eklem kikirdag:i kendi halinde iyilesmeye birakilirsa yeni olusan tamir
dokusunda Tip I kollajen yogunlugu artmis olarak gézlenir. Tip Il kollajen ise diisiik orandadir.
Bu fibroz kikirdak seklinde iyilesen kikirdak doku defektinin tipik 6zelligidir (22, 25).

2. Proteoglikanlar: Polisakkarit zincirlerinden olusan makromolekiillerin protein ¢ekirdeklere
kovalen bag ile baglanmasiyla olusur. Bu molekiillerin temel yapisi karbonhidratlardir. Eklem
kikirdagi en az g tip proteoglikan igerir (22, 59) (Resim 3);

a. Agregan proteoglikan: Biiyiik miktarda kondroitin siilfat ve keratan siilfat icerir.

b. Nonagregan proteoglikan (biglikan): Amino-terminal uca yakin bir adet dermatan siilfat veya
kondroitin siilfat zinciri igerir.

c. Nonagregan proteoglikan (dekorin): Amino-terminal uca yakin iki adet dermatan siilfat veya
kondroitin siilfat zinciri igerir.

Agregan proteoglikanlar, kikirdagin major proteoglikanlaridir. Matriksin interfibriler
araligimin biiyiik bir kismmi doldururlar ve kompresyon kuvvetlerine karsi dokuya sertlik ve
dayaniklilik verirler. Agregan; ii¢ globiiler (G) ve iki genisletilmis (extended) olmak iizere bes
adet bolgeden olusur. N-terminal protein parcasti Gl bolgesinden baslar ve
metalloproteinazlar i¢in ¢ok sayida saha icerir. Dekorin ve biglikan kollajene baglanarak
hiicre fonksiyonunu etkiler. Her ikisi de agregan'a gore daha kiigiik miktarlarda glikozaminoglikan
icerir. Dekorin ayricalikli olarak yiizeyel tabakada bulunur.

Eklem kikirdaginin kollajen fibrille kuvvetlendirilen solid matriksinin molekiiler

organizasyonu Resim 3’te goriilmektedir (62).
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Resim 3: Eklem kikirdaginin kollajen fibrille kuvvetlendirilen solid matriksinin molekiiler
organizasyonu.

3. Nonkollajen proteinler (Glikoproteinler): Bu molekiiller proteinle birlikte kii¢iik
miktarda oligosakkarit ve monosakkarit de igerirler. Bu molekiillerin bazilar1 matriksin
makromolekiiler yapisinin organizasyonunda ve devamlilifinda goérev alir. Bu ylizden doku
cimentosu olarak da adlandirilir. Geri kalan molekiiller ise kondrositler ile diger matriks
molekiilleri arasindaki iliskide gorev alir (22, 59). Kikirdagin major glukoproteini, "cartilage
oligomericprotein (COMP)"dir. Ag seklinde baglanan bes monomerden olusur. Kikirdak harici
matriksin major glukoproteini, fibronektindir. Normal kikirdakta ¢ok diisiik miktarda olup,
oraninin artmasi patoloji gostergesidir. Kondrokalsin eklem kikirdaginda bol miktarda bulunan
ve kalsiyum baglayan bir glukoproteindir. Laminin kondrositlerin periselliiler matriksinde
bulunur. Laminin kikirdak disi dokularda bazal membranin majér komponentidir. Kikirdakta
bazal membran olmadigindan gorevi tam bilinmemektedir (59). Tiim bu makromolekiillerden;
kartilaj spesifik Tip Il kollajen, biiyiik agregan proteoglikan ve hyaluronan kikirdak matriksinin
esas komponentleridir. Bu ti¢c molekiil birlikte doku kuru agirliginin %9011 olustururlar. Bu {i¢
major elementle birlikte bulunan diger kollajenler, kiigiik proteoglikanlar ve glikoproteinler

agirlik olarak olmasa da fonksiyonel olarak ¢ok énemlidirler (22, 59) (Tablo I).
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TABLO I:  Eklem kikirdag: matriksinin yapisal makromolekiilleri (22, 59)

MOLEKUL YERI FONKSIYON

KOLLAJENGENLER

Tipll kollajen Makrofibrilin ana komponenti Germe (tensil) kuvveti saglar

Tip VI kollajen Periselliiler alandaki Germe kuvvetinin dagilimi
mikrofibrillerde

Tip I1X kollajen Makrofibril yilizeyine ¢apraz Fibril-interfibriler baglant:
baglanir

TipX kollajen Periselliiler kafes yapisinda Tam bilinmiyor.Yapisal destek? Fotal
bulunur.Sadece Kikirdak kalsifikasyonu
Hipertrofik kondrositlerce
sentezlenir.

Tip Xl kollajen Makrofibrilin iginde ve tizerinde Tip 11 kollajen ile fibril yapisinin

bulunur

cekirdegini olusturur.

Tip Xl1I- X1V kollajenge

Olasilikla makrofibirilin yapisina
katilirlar

Bilinmiyor.

PROTEOGLIKANLAR

Agregan Mayor proteoglikandir. G1 Kompresif dayaniklilik saglar
bolgesiyle hyaluronan
baglar en fazla derin tabakada
bulunur.

Decorin Eklem yiizeyi ve periselliiler alanda | Makrofibril yapinin diizenlenmesi
bulunur

Biglican Aggrecan’a benzer Bilinmiyor

Fibromodulin Dort keratan siilfat zinciri igerir Decorin gibi

Lumican Immatiirken keratan siilfat igerir Decorin gibi

Syndecan Hiicre ylizeyinde bulunur.

Perlecan Heparan siilfat igerir.Hiicre Hiicre-matriks yapigmasinda gorevli

yiizeyinde bulunur

Siiperficial zone protein (SZP)

Eklem yiizeyi ve sinovyal sivida
bulunur

Yiizeyel tabaka hiicrelerince
sentezlenir.

Eklem kayganliginda gorev alir

GLIKOPROTEINLER

COMP
( Cartilage Oligomeric protein)

Trombospondin ailesinden bes kollu
bir molekiil

Tipll kollajen baglar ve karmagik
makrofibriler yapida gorev alir.

Kondrokalsin Eklam kikirdaginda bolca bulunur Kalsiyum baglar

Laminin Periselliiler alanda bulunur. Bilinmiyor.

Kondroadherin Lokin’den zengin bir proteindir Hiicre-matriks baglanmasinda gorevli.
GLIKOZAMINOGLIKANLAR

Hyaluronan Aggrecan’in G1 bolgesine ve Aggregan’in matristte

baglayici proteine
baglanir. Kollajenjen fibril ile
etkilesir.

tutulmasi.

Keratan stlfat

Agregan ve fibromodulin yapisinda
bulunur.

Heparan stilfat

Perlecan ve syndecan yapisinda
bulunur.

Kondroitin siilfat

aggrecan ve Tip IX kollajenjen
yapisinda bulunur.
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MATRIKS METALLOPROTEINAZLARI

Matriks metalloproteinazlari kikirdak matriksinin intrinsik komponentleridir. Stromelizin,
jelatinaz, kollajenaz ve membran birlesik metalloproteinaz seklinde simiflandirilir. Kollajenazlar
endoproteinazdir, tiglii heliks kollajen yapidadir. Jelatinazlar indirgenebilir. Hem kollajenazlar hem
de jelatinazlar kollajen harici diger matriks proteinlerini de indirger. Stromelizinler pek¢ok
substrat1 indirgeyebilir. Bunlarin arasinda proteoglikanlar da bulunur. Proteoglikanlar
indirgenince hyaluronan gibi molekiilleri baglayamaz (16, 18, 59).

Metalloproteinazlar matriks molekiillerinin normal dongiisiinii bozar. Kollajen fibrillerin ve
proteoglikan bilesiklerin makro yapilarini pargalar. Normal kikirdakta ne kadar metalloproteinaz
oldugu bilinmemektedir. Metalloproteinazlarin osteoartrit gelismesinde ve ilerlemesinde rol aldigi
diistiniilmektedir (59).

Metalloproteinaz inhibitorleri "Tissue-induced metalloproteinase inhibitors (TIMP)"
olarak bilinir. TIMP 1, 11 ve IlI ile “cartilage-derived inhibitor (CDI)" olmak tizere dort izoformu
bilinmektedir. CDI kikirdakta iiretilmez. Lenfatik sistemde sentezlenip kikirdakta depolanir.
Bu inhibitorler kollajen gibi matriks proteinlerine baglanarak kikirdak matriksinin

metalloproteinazlar tarafindan indirgenmesini biiyiik oranda nler (22, 59).

KIKIRDAK HASARI VE ONARIMI

Eklem kikirdak hasari restorasyonundaki zorluklar kondrositlerle ilgilidir. Kondrositler
izole yapilarina ragmen ¢evreden gelen mekanik etkilere, sitokinlere, biiyiime faktorlerine cevap
verebilir. Kondrositlerin  stimiilatorlerindeki  degisiklikler eklem kikirdagi yikiminin  ve
dejenerasyonunun sebebi olabilir. Diger biitiin biyolojik sistemlerde oldugu gibi eklem
kikirdaginin da dogal yapisini koruyabilmesi i¢in belli bir dengesi vardir. Baslangicta sentez sabit
kalmasina karsin denge zamanla yikim lehine doner ve bu andan itibaren hastanin semptomlar1 baslar

(13,14, 44, 56).
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Asirt mekanik stres veya enzimatik indirgenme matriks makromolekiiler yapisini bozar.
Ayrica protein eksiklikleri, vitamin A, C, D eksiklikleri, yiiksek enerjili radyasyona maruz
kalmak da kikirdak hiicre dizilimini bozar. Cesitli hormon tedavisi goren hastalarda da kikirdak
hasarina siklikla rastlanmaktadir (22, 44).

Baslangigta Tip II kollajen konsantrasyonu degismeden kalir. Ancak, kollajen agi hasar

gorebilir ve agregan protein konsantrasyonu azalmasina paralel olarak proteoglikan
agregasyonu azalabilir. Matrikste su konsantrasyonu artar. Matriksin sertligi azalir ve
gecirgenligi artar. Matriksteki bu bozulmay1 kondrosit algilar ve buna cevaben matriks sentezini,
proliferasyonunu ve indirgenmesini arttirir. Bu cevap dokuyu tamir edebilir ; doku statiistinii
degistirebilir, ya da kikirdak hacmini arttirabilir. Kondrositlerin aktivitesi yillarca artmis olarak
kalabilir. Yalmz katobolik aktivite anobolik aktiviteyi asarsa veya eklem kikirdagi tamamen
kaybolup subkondral kemik agiga ¢ikarsa kondrosit cevabi belirgin olarak azalir (22, 44).
Herhangi bir nedenle harap olan kikirdak alaninda nekrotik ve atrofik degisiklikler olur.
Defekt perikondrium veya cevre fasyalardan ilerleyen bag dokusu ile doldurulur. Bu bag doku
graniilasyon dokusu seklindedir. Yetiskinlerde tamir bu gevsek graniilasyon dokusunun kikirdak
dokuya doniismesi ile tamamlanir. Bu doniigiimlerde baslica uyaranlar dig mekanik etkenlerdir (22)
Tamir dokusundaki pek ¢ok hiicrenin sinovyumdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Eger
subkondral kemik tabakaya penetrasyon varsa kemik iliginden de hiicreler gelebilir (58).
Periosteal greftler ve otolog kikirdak hiicreleri kullanildiginda tamir dokusundaki hiicrelerin sadece
%7-8' inin transplante edilen dokudan geldigi goriilmiistiir (45, 58).

Olugan bu tamir dokusu normal hyalin kikirdaktan mekanik ve kimyasal olarak farklidir. Pek
¢ok arastirmaci kemik iligi hiicrelerini tamir olayinda kullanabilmek i¢in defekti subkondral
kemige kadar derinlestirirler. Boylece defekt birka¢ ayda fibrokartilajin6z doku ile dolar.

Genel olarak tiim deneysel metodlarda olusan tamir dokusu normal dokuya goére daha
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yumusaktir. Yiik karsisinda daha kirilgan bir dokudur ve morfolojisiyle kimyasal bilesimi
farklidir. Ortalama bir y1l sonra tamir sahasina komsu kikirdakta progresif dejenerasyon saptanir.
Bu dejenerasyon tamir dokusuna da yayilir. Yenileyen bu dejenerasyon operasyon tekniginden,
defektin kenar stresinden veya bozulmus eklem mekaniginden kaynaklanabilmektedir (45, 58, 102).
Eklem kikirdak hasarinin tamirinde amag, eklem kikirdaginin tam restorasyonu, agrilarin ortadan
kaldinlmasi, azalan veya kaybolan eklem hareketinin ve eklem fonksiyonunun yeniden kazanilmasi

olmalidir.

Eklem kikirdagimin kendini yenileme kapasitesi ve ¢6ziim yollar
Bilim adamlar1 uzun zamandir sinovyal eklemlerde eklem kikirdaginin kaybindan veya
dejenerasyonundan sonra onarim veya rejenerasyonunu saglama yollarini aramaktadirlar.
Burada onarim ve rejenerasyon kavramlari arasindaki farki ortaya koymak gerekmektedir.
Onarim, yaralanan eklem kikirdagimin hyalin kikirdaga benzeyen ancak yapi, fonksiyon ve
kompozisyon olarak farkli olan yeni bir doku ile restorasyonudur. Rejenerasyon ise, normal
eklem kikirdagindan ayirt edilemeyen yeni doku olusumunu ifade eder (19, 21, 23).
Eklem kikirdaginin travma veya osteoartrit sonrasinda kendini yenileme sorunu iyi
bilinmektedir. Tedavi edilmemis kikirdak kayiplarindaki onarim dokusu tipik olarak fibroz
kikirdaktir. Yakin zamana kadar, yaralanmis kikirdak yilizeyini onaracak ve olasi dejeneratif artriti
onleyecek etkili bir tedavinin olmadig: bilinmektedir. Ancak otolog kondrosit transplantasyonu ile
baslayan kikirdak doku miihendisligi timit vericidir (36).

Lezyonun derinligine ve biiyiikliigiine bagh olarak iki tip kikirdak onarim mekanizmasi
vardir. Hastanin kaniyla veya kemik iligiyle baglantisi olmayan izole kikirdak lezyonlar1 kollajen
ve proteoglikan gibi metabolik {iriinlerin iiretimi ile onarilmaya c¢alisilir. Buna "intrinsik

onarim" denir. Bu iyilesme tipi yetersizdir ve Onemli bir onarim dokusu olusturmaz.
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Kikirdak ve altindaki kemige ulasan lezyonlarda ise, kemik iligi ve kan onarim islemine Katilir.
Buna ise "ekstrinsik onarim" denir. Mezenkimal hiicrelerle olusan bu onarim sonucunda
metaplastik degisim ile fibroz kikirdak olusur (36). Son otuz yilda klinik ve deneysel ¢alismalarla
on plana ¢ikan yapay matriksler, biiylime faktorleri, perikondrium, periosteum ve transplante
edilen kondrositlerle osteokondral ve kondral kayiplarda kikirdak yapimini stimiile edilmeye
baglanmustir (20, 24, 29, 38, 47, 48, 55, 57, 61, 65, 71, 74).

Siklik yiiklenme ve hareket kikirdak tamirini uyarir. Ayrica, halen Kklinik olarak

uygulanan osteotomiler, subkondral kemige penetrasyon (mikrokirik olusturma) ve eklem
distraksiyonu gibi bircok ameliyatla kikirdak kayiplari onarilmaya ¢alisilmaktadir. Ancak bu
yontemlerin birbirlerine karsi kesin tistiinliikleri kanitlanmis degildir (21).
Artroskopideki ve goriintiilleme tekniklerindeki ilerlemelerle ortopedik cerrahlarin kondral
kayiplarin  sikhigin1 ve tiplerini ayirt edebilme sanslart artmistir. Lezyonlarin dogru
taninabilmesi degerlendirmeyi ve tedavi planini da Kolaylastirmistir. Tiim bu ilerlemelere
karsin halen uygulanan tekniklerle hyalin kikirdakla ayn1 mekanik ve biyokimyasal 6zelliklere
sahip dokunun elde edilmesi miimkiin degildir. Yapilan tedaviler sonucunda elde edilen fibroz
kikirdak osteoartrit gelisme siirecini timiiyle engelleyememektedir (9, 10).

Eklem kikirdaginin yasa bagl ilerleyici olmayan degisikliklerini (yiizeyel fibrilasyon,
fokal lezyonlar gibi) osteoartrit sendromunun bir parcasi olarak kabul etmemek gerekir. Bu tip
lezyonlar genelde semptom olusturmaz ve eklem fonksiyonlarini fazla etkilemezler. Eklem
kikirdagiin izole ve ostekondral kayiplar1 genelde travma sonucu olusur. Eklem yiizeyinin biiyiik
boliimii de saglamdir. Bu lezyonlar genelde aktif olan adelosanlarda veya geng¢ eriskinlerde
goriiliir. Eklem agrisi, efflizyon ve mekanik disfonksiyon gibi semptomlara neden olur. Izole
kondral ve osteokondral lezyonlarin prognozunun tam olarak bilinmemesine karsin, klinik

deneyimler bu lezyonlarin, tedavi edilmezse kendiliginden iyilesemeyecek ve dejeneratif
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artrit gelismesine neden olacagini gortermistir. Bu nedenle kayiplarin tedavisi osteoartrit
gelisimini Onler veya geciktirir. Tek basina debridmanin sonuglar1 ¢ok degisken oldugu icin,
arastiricilar farkli tedavi metodlari tizerinde durmaktadirlar (58).

Subkondral kemige penetrasyon, mikrokirik, osteokondral multipl otogreft transferi,
osteotomi, eklem distraksiyonu, yumusak doku greftleri, kondrosit transplantasyonu, biiyiime
faktorleri ve yapay matriks kullanimi gibi degisik tedavi yontemleri yeni eklem yiizeyi
olusumunu uyarmak i¢in kullanilmaktadir (8-10, 12, 17, 19-21). Bu yontemlerin tiimi ile
ilgili bircok klinik ¢aligma olmakla birlikte, sonug¢larinin karsilastirilmasi ¢ok giictiir. Bunun
nedeni, yontemlerin uygulandigi hastalarin deney hayvanlarmin yas gruplari, doku kayiplarinin
tipleri, geri kalan saglam dokuda osteoartrit varligi ayni degildir. Ayn1 zamanda, bu klinik ve

deneysel ¢alismalarin bir ¢ogu ileriye doniik veya kontrollii de yapilmamustir (9, 10, 12, 19).

Subkondral kemige penetrasyon (Foraj):

Yeni eklem yiizeyi olusumunun uyarilmasi igin yapilan ve sik kullanilan orijinal bir
yontemdir. Tam kat kayiplarda veya ileri derecede kikirdak dejenerasyonu olan bolgelerde
subkondral bolgeye uzanan delikler agilmasi kanamaya ve kikirdak yiizeyde fibrin pihti
olusumuna neden olur. Yiizey asir1 ylikten korunursa, ayrimlagmamis mezenkimal hiicreler
pithtiya goc eder ve burada prolifere olur. Bazen, bu hiicreler kondrosite ayirimlasir ve
fibrokartilajindz bir ylizey olustururlar. Genelde bu doku eklem kikirdagi ile aymi ozelliklere
sahip degildir ve uzun doénem takip sonuglar1 basarili bulunmamistir. Ortopedik cerrahlar,
zamanla yontemi gelistirerek, artroskopik olarak eklemi yikayip, kikirdakta abrazyon
uygulayip, subkondral kemige penetrasyon yapmiglardir.

Sonuglardaki farkliliklarin, sonunda olusan tamir dokusunun kalitesi ve miktarindaki

kisisel degisikliklerden olustugu distiniilmektedir. Olusan dokunun kalitesi ve miktar ile
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semptomatik ve fonksiyonel degisimi karsilastirilan bir ¢alisma yoktur. Yapilan bir deneysel
calismada, tavsanlarin dizlerinde subkondral abrazyon ile penetrasyon karsilastirmistir (19-21).
Subkondral penetrasyonun abrazyona goére daha saglikli bir tamir dokusu olusturdugu

diistiniilmektedir.

Mikrokirik olusturma:

Bu yoOntemle abrazyon ve penetrasyona gore daha az doku hasart olusturuldugu
diisiiniilmektedir. Subkondral kemige dogru mekanik alet yardimiyla delikler olusturulur.
Onarmmin uyarilmasi amaglanir. Bu teknikle diger yontemlerle olusturulan termal etkiler ortaya
cikmaz. Ancak, yine de bu yontemle digerlerini karsilastirilan ileriye doniik, kontrolli bir
calisma yapilmadigindan fibréz kikirdagin olusumu ve semptomlarin gerileme diizeyi ile ilgili

somut bir bilgi yoktur (4, 21).

Osteokondral multipl otogreft transferi (Mozaikplasti):

Femur eklem yiiziindeki lokal osteokondral veya kondral kayiplarin tedavisinde, yiik
tasimayan eklem yliziinden alinan osteokondral greftlerin hasarli bolgeye transferidir. Aktarilan
dokunun orijinal eklem kikirdagi olmasi nedeniyle iimit verici bir girisim oldugu bildirilmistir .
Bu greftin kemik bolimii iyilesmektedir. Silindirik greftler arasindaki bosluklarin kikirdak doku
ile her zaman dolmamasi, yerlestirilen greftlerde seviye farki gibi birtakim sorunlar1 oldugu

vurgulanmaktadir. Uzun donem takip sonuglariyla ilgili bir bilgi yoktur (4, 21).

Osteokondral allogreftler:

Lokal osteokondral kayiplarda son yillarda kullanilan bir yontemdir. Uzun dénem klinik
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takiplerinde, izole osteokondral kaybi1 olan segilmis hastalarda girisim agriy1 azaltmakta ve greftler
biitiinliiglinii korumaktadir. Bu yontemle tedavi edilen hastalarin bir kisminda 20 yil sonra bile
dejeneratif artrit veya herhangi bir komplikasyon gelismedigi goriilmiistiir. Bunlara karsin,
kondral ve ossedz dokunun iyilesme mekanizmasi, allogreftin immunojenitesi ve uzun dénem

takiplerdeki biyomekanik 6zellikler gibi sorular halen cevapsizdir (20, 21).

Osteotomiler:

Klinik deneyimler, cerrahlarin kalca ve diz eklemlerindeki lokalize kikirdak
dejenerasyonlarinin veya kayiplarinin tedavisinde osteotomileri benimsemelerini saglamustir.
Eklem yiizeylerinin temas konfigiirasyonlarini degistirerek dejenere veya defektif kikirdaga binen
stresi azaltir. Boylece, azalmig yiiklenmeyle birlikte eklem yiizlerindeki kayma hareketi fibroz
kikirdak olusumunu uyarir. Ayrica, patolojik bolgeye binen yiikiin azalmasi ve intraossedz
basincin azalmasi gibi mekanizmalarla agr1 da azalir. Bazi cerrahlar eklem debridmani ve
subkondral penetrasyonu bu yontemle kombine etmisler, ancak bu yontem ¢ok sik
kullanilmamaktadir.

Hastanin yasi, obesite, ileri derecede eklem dejenerasyonu, instabilite, eklem hareket genisligi,
fazla diizeltme gibi parametreler sonuglar1 etkilemektedir. Klinik ¢alismalar segilmis hastalarda
sonuclarin iyi oldugunu bildirmekle birlikte, ge¢ donemde semptomlar yeniden baslamaktadir.

Bu yontem kalca ve diz eklemleri disinda nadiren kullanilir (19, 21).

Eklem distraksiyonu:
Bu yontem, 6zellikle ayak bilegi posttravmatik dejeneratif artritinde artrodeze alternatif
olarak Onerilmektedir. Van Valburg ve arkadaslari (99) 11 hastalik serilerinde, ilizarov tipi

eksternal fiksator uygulayarak, eklemi ilk beg giin giinde 0, 5 mm distrakte etmislerdir. Ameliyattan
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birkag giin sonra ylirlimeye izin vererek, 6-12 hafta sonra hareket baslamislardir. Eksternal
fiksator yirmi hafta sonra ¢ikarilmistir. Higbir hastada ankiloz gelismemis, hastalarin tiimiiniin

agris1 azalmis, bes hastada agrisiz hareket, alt1 hastada da hareketlerde artma saptanmistir (19, 20).

Periosteal ve perikondral greftler:

Klinik ve deneysel calismalar, eklem kikirdagi kayiplarina Periosteal ve
perikondral greftler yerlestirildiginde yeni kikirdak yapimini uyardigini goéstermistir (65). Genelde
aragtirmacilar bu teknik konusunda olumlu sonuglar bildirmektedir. Ayrimlasmamis hiicrelerin
veya kondrositlerin yas ilerledikce eklem yiizii olusturma yeteneklerinin azaldigim
gostermektedir. Yasla ilgili bu ¢ikarim yukarida anlatilan diger teknikler i¢in de gecerlidir.
Diger faktorler esit oldugu zaman geng hastalar kikirdak ylizeyi tamir etme veya olusturma

konusunda daha avantajhidirlar ( 19, 21, 65).

Yapay matriksler:

Detektif bolgeye konan yapay matriks, konak hiicrelerin niifuz etmelerine matriks
olusturmalarina ve yeni olugan hiicrelerin yapismasina izin verir, bazen de hiicreleri uyarir. Karbon
lif, bu amagla kullanilan yapay matrikslerdendir. Kikirdak doku tamiri i¢in bir iskelet olugturdugu
ve onarimi uyardigr gosterilmistir. Kikirdak kayiplarinin  biiylime faktérii ve hiicre
transplantasyonu ile tedavisinde bu olusumlarin defekt iginde stabilizasyonuna ve
salinimina ihtiya¢ vardir. Bu yaklasimlarin basaris1 biiyilkk oranda yapay matrikse baglidir.
Arastiricilar bu amagla bircok biyolojik veya biyolojik olmayan, eriyebilir veya eriyemeyen
malzeme lizerinde ¢alismaktadirlar.

Kollajen, fibrin, hiyaluronan, karbon lif, hidroksiapatit, poroz polilaktat,

poliglikolat, politetrafloroetilen, polyester ve aljinatlar gibi yapay matriksler kikirdak
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onariminda kullanilmistir. Matrikslerin hangisinin daha iistlin oldugunu ortaya koyacak verilere
ihtiyag vardir. Ozellikle, sinovit olusturma ile ilgili veriler cok azdir. Kollajen jel, fibroz glikolik
asit ve fibrinin hayvan deneylerinde, hiicre yapismasi ve uyumu ile ilgili sonuglar1 timit
vericidir. Fibrin biiyiime faktorlerinin kontrollii saliimi i¢in uygundur (19, 21, 31, 33, 36, 39,

51, 66, 80, 89, 90, 94, 104, 105).

Kikirdak doku miihendisligi

Kondral ve osteokondral kayiplarda, konak dokunun kendini yenileme kapasitesinin
siirlt olmasi, arastiricilar hiicreleri defektif bolgeye transplante etme yollarini aramaya itmistir.
Kikirdak doku miihendisligi bu sorunu ¢dzmek igin ortaya ¢ikmis biyoteknolojik bir alandir. ilk
kez 1977 yilinda Green tarafindan tanimlanmistir (38). 1990’11 yillarda Brittberg ve arkadaslar
(11, 12) tarafindan klinik uygulama sonuglart bildirilmistir. Elde edilen yapay kikirdak normal
eklem kikirdagiyla ayni biyomekanik o6zelliklere sahip olmalidir. Ancak bu sekilde eklem
yiiksek streslere maruz kaldigi in vivo ortamda normal fonksiyonunu siirdiirebilir (12, 21, 36,
38, 86, 96).

Kikirdak doku miihendisligi ile tedavi edilebilecek klinik sorunlar sunlardir:

1- Osteokondritis dissekans

2- Osteokondral kiriklar

3- Kondral kiriklar

4- Osteonekroz

5- Dejeneratif eklem hastalig1 (osteoartrit)
Bu bes klinik sorun patogenez ve prognoz agisindan birbirinden farklidir. Bu nedenle yapay

kikirdak ile tedavi sonuglar1 da birbirinden farkli olacaktir. Ornegin, geng bir hastadaki

osteokondral kirik, osteonekrozu olan yasli bir hastadan daha farkli klinik, biyolojik ve mekanik
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sonuglar olusturur.

Kikirdak doku mihendisliginde, degisik konular iizerinde arastirmalar
yiriitilmektedir. Bu arastirmalar, transplante edilecek hiicrenin kokeni, hiicrenin hangi ¢
boyutlu matrikse ekilecegi, doku kiiltiirii teknikleri ve siiresi, yapay kikirdagin tespit sorunlari

tizerinde yogunlasmaktadir (37, 55, 95).

Biiyiime faktorleri

Molekiil agirliklar1 4000-60000 dalton arasinda degisen, ¢ok az miktarlart bile
hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Farkli faktorlerin gorevleri ve etkileri ile
ilgili yeni buluslar siirmektedir. Hiicresel fonksiyonlari endokrin, parakrin, otokrin veya
intakrin mekanizmalarla saglar (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

Biiytime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o faktor
i¢in reseptore sahip olup olmamasma baghdir. Reseptore baglanma sonucu hiicre i¢inde
Ozgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki, cogunlukla tirozin kinaz
uyarilarak saglanir. Her hiicrenin farkli biiylime faktorleri i¢in farkli sayida reseptorii
bulunur. Biiyiime faktorlerinin o bolgedeki konsantrasyonu ve reseptore baglanan miktari,
elde edilecek sonucu belirler. Matriks de, biiyiime faktorlerinin ¢oziinebilirligini
degistirerek, hiicresel aktiviteleri diizenleyecek faktor konsantrasyonunun degismesini
saglayabilir. Ayrica matriks, biiylime faktorlerinin baglanip ¢6ziilmesini ayarlayarak,
ortamdaki faktorler igin rezervuar gorevi goriir. Yine matriks, herhangi bir hiicrenin,
herhangi bir biliyiime faktoriine verecegi yanit1 belirleyebilir (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

Iskelet sistemiyle ilgili primer diizenleyici bilyiime faktorleri; IGF, FGF, TGF-B,
PDGF ve rhBMP’dir (tablo Il). IGF, ilk kez Daughaday ve Salmon (28, 78) tarafindan

tanimlanmistir. Bu aragtirmacilar hipofizektomi yapilan ratlarda biiylime hormonu (GH)’nun
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invitro olarak kikirdakta siilfat emilimini stimiile ettigini bulmuslardir. GH tedavisi verilen
hayvanlarda "sulphation factor" denilen bir madde tanimlanmistir (28). Bu bulus dolasimda GH
etkisini yoneten bir faktor oldugu yonilindeki arastirmalara hiz vermis ve somatomedin
bulunmustur. Birka¢ yil sonra da IGF-I tanimlanmistir. En son olarak da rat karaciger
hiicrelerinde bulunan ve IGF-II’ye benzeyen bir otokrin faktér olan "MSA (multiplication

stimulating activity)" tanimlanmistir (78).

Biiytime faktorleri, proliferasyon, migrasyon, matriks sentezleme ve ayrimlagsma
gibi birgok hiicresel aktiviteyi etkilemektedirler. FGF, IGF ve TGF-f'min kondrosit
metabolizmasint ve kondrogenezisi etkiledigi gosterilmistir. Kemik matriksi bu molekiillerle
birlikte, BMP ve PDGF’yi de igerir. Bu nedenle, kemigin agiga ¢ikmasma neden olan
osteokondral yaralanmalar veya subkondral penetrasyon, mikrokirik, osteotomi gibi girisimler,

kikirdak onariminda énemli rol oynarlar.

Kondral ve osteokondral kayiplarin biliytime faktorleriyle lokal tedavisi sadece
subkondral kemige penetrasyon uygulamasindan daha istiindiir. Yapilan bir deneysel
calismada, kobay dizinde kismi kalinlikta kondral kayip olusturulmus ve buraya TGF- kontrollii
salmimi1 yapan fibrin matriks yerlestirilmistir. TGF-B nin kikirdak tamirini uyardig
gosterilmistir. Kondral defekti dolduran hiicreler buraya sinovyal dokudan gociip, fibroz
matriks olusturmuslardir. Hiicrelerin biiylime faktorlerine yanit1 yas ilerledik¢e azalmaktadir (14,

53, 54, 60, 63, 75, 88).

Geng yastaki kisilerdeki kondral veya osteokondral kayiplarin biiyiime faktorleriyle
tedavisi umut vericidir. Ancak bu tedavi yaklasimi ileri arastirmalarla desteklenmelidir. Ciinkii,

biiylime faktorleri sadece eklem icindeki kikirdag: degil, tiim dokular: etkilemektedir.
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TABLO II: iskelet sistemiyle ilgili baslica biiyiime faktérleri (46, 50)

BUYUME FAKTORU

TEMEL ETKISi

IGF-1 (Somatomedin-C)

Mitojenik, anabolik, Growth Hormon'un bazi

etkilerini diizenler.

Mitojenik, anabolik, genel olarak IGF-1 den

IGF-II* daha az etkili

o Mitojenik, anjiojenik, hiicre ayrimlagsmasinda
FGF-1** (asidik fibroblast growf
faktor) etili

FGF-2 ** (bazik fibroblast growt

Mitojenik, anjiojenik, hiicre ayrimlagsmasinda

faktor) etkili
TGF-p ++ Multifonksiyonel
BMP Kemik formasyonu indiikleyici
++
Mitojenik
PDGF***

*IGF-I ve IGF-II. Yapisal ve biyolojik olarak insiilinle ilgilidir.

** FGF-1 ve FGF-2 . En az dokuz tiyesi bulunan FGF ailesinin prototipleridir.

++ TGF-p ve BMP. Cok biiyiik bir ailenin 6nde gelen iiyeleridir. Bu aile, en az 5 ¢esit TGF-f, en az
on bes ¢esit BMP ile birlikte aktivinler, inhibinler ve diger morfogenezis faktorlerini igerir.

*** PDGF .
baglanmalariyla {i¢ alt form igerir.
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Iskelet sisteminde biiyiimeyi diizenleyen GH- IGF-I aksidir (46, 92) . Hipotalamus'tan
GHRH (growth hormone releasing hormone) salinir, bu da 6n hipofizden GH sekresyonuna neden
olur. GH sistemik dolagima girerek karaciger ve biiylime plag: gibi hedef dokulara gider. GH'un
spesifik hiicre ylizey reseptoriine baglanmasi ile hiicreler IGF-I liretmeye baslar. IGF-I dolasima
katilarak hedef hiicrelere gidebilir (endokrin etki), ayni hiicrenin yiizey reseptoriine baglanip etki
edebilir (otokrin etki), veya etraftaki hiicreler tizerinden etki edebilir (parakrin etki). IGF-I
negatif feedback etki ile kendi sentezini regiile eder.

Rat karacigerlerinde yapilan g¢alismalara dayanilarak IGF-I'in serumdaki diizeyinin
karacigerdeki depolardan kaynaklandigi distiniilmektedir. Ancak IGF-1 bagka dokularda da
sentezlenebilir. Bu dokularda IGF-1 m-RNA seviyesi GH tarafindan arttirtlir. Bu da IGF-I'in
hem endokrin, hem parakrin, hem de otokrin etkiye sahip oldugunu gostermektedir (46, 50, 92).

IGF’lerin; GH etkilerini yonetmek, insiilin benzeri metabolik aktivite ve otokrin etkiyle
biiylime stimiilasyonu olmak {izere {i¢ ana gorevi vardir. GH sekresyonu ve IGF-I serum diizeyleri
yasla birlikte azalir. Bunun muhtemel nedeni azalmis fizik aktivitedir. Beslenme IGF-I
konsantrasyonu regiilasyonunda 6nemli bir faktérdiir. Hem akut, hem uzun siireli agliklar serum

IGF-I diizeyini azaltir (46, 73).

Epidermal growth factor (EGF); urogastron ile idantik olup 53 amino asitlik bir
polipeptittir. Birgok dokuda bulunur ve trombosit degraniilasyonu sirasinda salinir.
Hiicrelerin ¢ogunda EGF'e ait reseptorler bulunur. En ¢ok sayida reseptor epitel hiicrelerde
bulunur; ancak endotel hiicreler, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde de reseptorler vardir.
Epitel hiicreler, endotel ve fibroblastlar i¢in kemotaktik 6zelligi vardir. Anjiogenezi ve
kollajenaz aktivitesini uyarict 6zellige sahiptir.

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF); mezenkimal hiicreler igin mitojen olarak ilk kez

bulunan bu faktoriin anjiogenezi uyardigi ve yara iyilesmesinde roli oldugu gosterilmistir.
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Hem asidik hem de bazik olmak iizere iki tip FGF tanimlanmistir. Bazik FGF'in
damarlanmay1 uyaric1 6zelligi yaklasik 10 kat fazladir. Endotelial hiicreler FGF'yi hem
sentezler hem de ona yanit verirler. Her iki tip FGF de endotel proliferasyonu ve motiliteyi
arttirarak neovaskiilarizasyonu hizlandirir. Heparinin etkilerini gii¢clendirir. Bazik FGF,
ayrica kollajen sentezini de uyarir; yara kontraksiyonunu, epitelizasyonu, fibronektin ve

proteoglikan sentezini uyarir.

PDGF,; lokal olarak iiretilen ve lokal olarak etki gosteren bir growth faktordiir.
Trombositlerin alfa graniilleri i¢inde bulunur. 32000 dalton agirliginda bir glikoprotein olan
PDGF, 2 disiilfit bagiyla baglanmis boliimden olusur. A ve B adim alan bu {niteler %56
oraninda benzerlik gosterirler. Homodimer (PDGF-AA, PDGF- BB), heterodimer (PDGF-
AB) sekillerinde ifade edilen faktoriin her ti¢c formunun biyolojik aktiviteleri temelde benzer
olup B {initesi mitogenezi biraz daha giiclii uyarabilir. Tiimorler, endotel hiicreler,
makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve trombositler PDGF benzeri biiyiime faktorleri salgilarlar.
Trombositlerin i¢inde depolanirlar (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

PDGEF yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar. Trombositlerde ve yara iyilesmesinin erken
evresinde olusan sivinin igerisinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. PDGF fibroblastlari,
osteoblastlar1 ve kondrositleri iceren mezenkimal orijinli hiicreler i¢in potent bir mitojenik ve
kemotaktik faktordiir ve bdylece doku rejenerasyonunu ve onarimini arttirma yeteneginde
olduguna inanilmaktadir. PDGF reseptorleri kondrositleri igceren bir takim hiicre tipleri iizerinde
tanimlanmistir  ve reseptorlerin  sayist1 IL-I gibi inflamatuar sitokinlerin varligiyla

diizenlenmektedir (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

PDGF; makrofajlar ve polimorf niiveli 16kositlerin kemotaksisini uyarir. Fibroblast
ve diiz kas hiicrelerinde hem kemotaksis hem mitogenezi uyarir. PDGF, kollajen, hyaliiran

ve fibronektin sentezini uyarir; ayrica kollajenaz aktivitesini arttirir (14, 53, 54, 60, 63, 75,
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88).

PDGF’niin bir alandaki konsantrasyonu, hangi hiicrelerin ona daha ¢ok yanit verme
yeteneginde oldugunu gosterir, ¢linkli farkli hiicreler, farkli PDGF konsantrasyonlari ile o

ortama c¢ekilirler.

PDGF, hayvan modellerinde, etkili bir yara iyilesmesi destekleyicisi olarak
gosterilmistir. Tavsan kulagi modelinde epitelizasyon hizini arttirdigi saptanmistir . Farelere
yerlestirilen subkiitan sponglara hergiin PDGF beta enjekte edilmis ve enjeksiyon
yapilmayanlara oranla, yapilanlarda tedavinin 7. giliniinde hiicre miktarinda ve kollajen
iceriginde artma saptanmustir. Farelerdeki insizyonel yaralanmalara kollajen vezikiil i¢cinde
PDGF-BB uygulandiginda, 7 hafta sonunda, kontrollere oranla, yara iyilesmesi daha
belirgin olarak saptanmistir. Radyasyon uygulanmis kobaylardaki insizyonel yaralar,
kollajen vezikiil icinde PDGF-BB ile desteklendiginde, 7 ve 12. giinlerde, yaranin
saglamliginda belirgin artma oldugu gosterilmistir. Diabetik farelerde eksizyonel yaralar,
PDGF"in topikal uygulanimi ile desteklendiginde daha hizli kapanmistir (14, 53, 54, 60, 63,

75, 88).

PDGF ve yara iyilesmesinde aktif olan diger biiylime faktorlerinin roliine ait indirekt
kanitlar, mikrofraktiirle tedavi edilen kikirdak defektlerine verilen iyilesme cevabinda
goriilebilir. Bu prosiidiir kondral lezyonun iginde ve etrafinda artroskopik delici ile subkondral
kemik i¢inde mikroperferasyonlar olusturmay: igerir. Kemigin mekanik biitiinliigi deliklerin
dikkatli bir sekilde agilmasiyla saglanir. Artroskopik delici subkondral kemige gectiginden emin
olmak ve kanamay1 gozleyebilmek i¢cim 2-4 mm lik derinlige kadar ilerletilir. PDGF gibi
biiyiime faktorleri defekt bolgesine salinirlar, bunlar kikirdak etrafindaki hiicreler {izerinde
kemotaktik ve mitojenik etkiler gosterirler ve mezinkal kok hiicrelerini infiltre ederler. Bu, yeni

doku formasyonu igin otolog hiicrelerle olustulan yap1 iskelesinin yerlestirilmesi ile
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genisletilebilen zenginlestirilmis bir ¢evre saglar (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

PDGEF *“lin kikirdak onarimi lizerine etkileri asagidaki sekilde 6zetlenebilir :

. Kondrosit proliferasyonu arttirir
. Kondrosit kiiltiirlerinde proteoglikan sentezini artirarak diizenler,
. Dinlenme zonundaki kondrositlerin matiirasyonunu inhibe eder.

Somatomedinler (insiilin benzeri biiyiime faktorleri); esas olarak hepatosit ve

fibroblastlarca sentezlenir ve fibroblast proliferasyonunu uyarmada PDGF ile birlikte ¢alisir.

PDGF ve FGF gibi maddeler, hiicrelerin, hiicre siklusuna erken girmelerini saglayan (GO ve
G1) kompetans faktorii olarak davranirlar. insiilin, EGF ve somatomedinler de progresyon
faktorii olarak davranir ve hiicre siklusunun diger basamaklarinin ilerlemesini saglar (S1,
G2, M) (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

TGF-B ; trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, bobrek gibi farkli dokulardan

izole edilmistir. Trombositlerin alfa graniilleri iginde yogun miktarda bulunur, hasarlanan
bolgeye degraniilasyonla salinir. Makrofajlar tarafindan kendi {iiretimini otokrin yolla
diizenler. Ayrica monositleri uyararak FGF, PDGF, TNF-a, IL-I gibi biiylime faktorlerinin

salintmin1 saglar. Hemen hemen tiim hiicrelerin TGF-f i¢in reseptorii vardir ve en azindan
teorik olarak TGF-f ile uyarilabilirler (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

TGF-p, makrofajlar i¢cin kemotaktiktir; fibroblast kemotaksisi ve proliferasyonunu
uyarir. TGF-f, Kkollajen sentezinin en giiclii uyaricisi olarak bilinir. Ayrica kollajenazi
aktive eden diger faktorlerin uyarici etkisini azaltir. TGF- fibroblastlarca fibronektin ve

proteoglikan sentezini; keratinositlerce de fibronektin sentezini uyarir. Yara kontraksiyonun

da rol oynar. Matriksi organize edebilme 6zelligi nedeni ile remodeling olayinda gérev yapar.
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TGF-B tek basina, endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, baska bir kofaktorle

birlikte anjiogenezi stimiile eder. Ayrica epitelyal hiicre proliferasyonunu uyarir (14, 53, 54,

60, 63, 75, 88).

TGF-a; hem EGF hem de vaccinia biiyiime faktoriine (VGF) benzer. EGF ile %30
yapisal benzerlik gosterir; EGF'nin daha otokrin caligabilen bir varyanti olarak kabul
edilebilir. Uyarilmis makrofajlar, trombositler ve keratinositler ve viicuttaki diger bazi
hiicrelerce sentezlenir. Biyolojik etkilerini EGF reseptorlerine baglanarak gosterir.
Mezensimal, epitelyal, endotelyal hiicre biiyiimesini ve endotel hiicre kemotaksisini uyarir.
Endotelial hiicre proliferasyonunu saglamasi acisindan EGF ile aymi gilicte; ancak
anjiogenezi stimiile etmesi agisindan 10 kat daha gi¢lidir. Agar plaklarinda fibroblast

uyarimi saglarken, TGF-f 'nin mutlaka olmasi gereken bir kofaktoriidiir (14, 53, 54, 60, 63,
75, 88).

IL-1; ilk olarak endojen bir pirojen ve lenfosit proliferasyon uyaricisi olarak
tanimlanmistir. Makrofajlar tarafindan oldugu gibi, baz1 baska hiicrelerce de, bakteriyal
trinler, C5a, immiin kompleksler, gama interferon ve prostaglandinlerin uyarimi ile
salgilanir. Epitel hiicreleri, polimorf niiveli I6kositler, monosit ve lenfositler igin
kemotaktik; fibroblastlar i¢in degildir. IL-1, fibroblast proliferasyonunu, arasidonik asit
metabolizmasini, kollajen sentezini, kollajenaz ve hyaliironidaz aktivitesini uyarir.
Vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. Interlokin-2 (IL-2); ise esas
gorevi T hiicre biiylime faktorii olarak davranmaksa da, yara iyilesmesinde rol oynayabilir

(14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).

Tiimér nekroz faktorii-alfa (TNF-a ); admi ilk olarak, in vitro tiimor hiicreleri igin

sitostatik veya sitosidal bulundugu i¢in almistir. Kanser kaseksisi, endotoksik sokta da rol
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oynadig1 diistiniilmektedir. Sonralari, tiimoér hiicrelerinin oldugu kadar, normal hiicrelerin
de TNF reseptorlerine sahip oldugu gosterilmistir. Kaseksiye neden olan kasektin ile

idantik oldugu ve ates yiikseltici 6zelligi oldugu gosterilmistir (14, 53, 54, 60, 63, 75, 88).
TNF-a; TNF-B ile uyarilmis makrofajlar tarafindan sentezlenen, 157 amino asitli

bir polipeptittir. Fibroblastlar i¢in mitojenik 6zellik tasir; kollajen ve kollajenaz biyosentezi
ve PgE2 salinnmmi uyarir. In vitro, endotel proliferasyonunu inhibe etmesine ragmen
anjiogenezi uyarici etkisini, ikinci bir mesajc1 yoluyla yaptigi sanilmaktadir. Bir seri
hiicresel fonksiyonu diizenleyen degisik faktorlerin salinmasini uyarir (14, 53, 54, 60, 63,

75, 88).

KIKIRDAK DEFEKTLERINDE DiGER TEDAViI YONTEMLERI

Eklem kikirdak hasar1 sonrasi defekti periost, perikondrium, demineralize kemik matriksi,
aljinat slingerlerle veya otolog hiicre ve sentetik maddelerle doldurup iyilesmeyi stimiile etmek
konusunda pek ¢ok deneysel ve klinik calisma mevcuttur. Iyilesme kalitesini arttirmak igin
devamli pasif hareket (CPM), defektin tedavi 6ncesi "kondroitinaz ABC" ile muamelesi, ek
biiylime faktorlerinin kullanilmasi gibi yontemler denenmistir. Subkondral kemik tabakasina
penetrasyon ve kombine periost ve perikondrium transplantasyonu, defektte rejenerasyonu
arttirir. Boylece yiiksek hiicre yogunlugu olan bir doku olusur. Ancak, yapisal, kimyasal ve
mekanik Ozellikleri normal dokudan farklidir. Otolog veya allojenik kikirdak hiicreleriyle,
biiylime faktorleriyle, polilaktik asit matriksle ve periosteal hiicrelerle yiiklenmis dacron veya
teflon gibi maddelerin, karbon fiber petlerin kullanimi denenmistir (1, 10, 58, 64, 69).

Periosteal ve perikondral greftler, travmatik, debride edilmis, rezeke edilmis eklem
kikirdaginin yerine yumusak doku interpozisyonel greftlerinin yerlestirilmesi esasina dayanir.

Alinacak sonugta yas, eklem hareketi, tamir dokusunun korunma sekli 6nemlidir. Periosteal ve
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perikondral greftlerin undiferensiye hiicre kaynagi olduklart distiniilmektedir. Ortamin iyi
hazirlanmasi ve biiyiime faktorleriyle desteklenmesi durumunda hyalin benzeri kikirdak ile tamir
saglanabilir. Ancak interpozisyon greftleri zaman i¢inde enkondral ossifikasyon gosterirler.
Bu da tamir dokusunda kirilmalara ve uzun dénemde kotii sonuglara neden olur. Tip V
kollajenin varligi enkondral ossifikasyonun habercisidir. Hareket, normal yiik verme ve geng yas
enkondral ossifikasyonun minimal olmasi1 yoniinde pozitif etkenlerdir (1, 44, 45, 69, 77).

Otolog kondrosit implantasyonu biiyiik ilgi géren bir bagka yontemdir. Kondrosit kiiltiirleri
hastadan alindiktan 3-4 hafta sonra reimplante edilir. Implantasyonda osteokondral defektler
debride edilir ve periosteal flep normal kikirdak sinirina dikilir. Kondrosit kiiltiirii periosteal flep
altina yerlestirilir. Flebin hiicre katmani eklem tarafinda olmalidir. Boylece yeni matriks i¢in GH
ve hiicre kaynagi hizmeti verebilir. Bu yontemle hyalin benzeri kikirdak gelistirilmistir.
Osteokondral otogreftler ve allogreftler, kikirdak defektine subkondral kemigin ve hyalin
kikirdagin full-thickness olarak yerlestirilmesi esasina dayanir. Burada kok hiicrelerinin
enkondral ossifikasyonu veya fibrokartilaj olusturma gibi problemler yoktur ama iki
santimetreden daha biiyiik ¢apli defektlerde kullanimi oldukga zordur. Osteokondral defektlere
tek veya multipl plaklar yerlestirilebilir. Multipl plaklar yerlestirilirse, yontem "mozaikplasti"
adin1 alir. Burada problem dondr ve alict hyalin kikirdak arasi boslugun fibrokartilajla dolmasidir.
Son zamanlarda, posttravmatik osteokondral defektlerde allogreft uygulamalar ile ilgili ¢alismalar

vardir (2, 4, 5).
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dal,
Patoloji Anabilim Dal1 olanaklar1 kullanilarak yapildi. Calismamizda ortalama agirligr 2500 gr
(1600-3000 gr) olan 24 adet matiir (18 haftalik) Yeni Zelanda tipi Albino tavsan kullanildi.
Tavsanlar standart laboratuar diyeti ve su ile beslendi.
Tavsanlar; her grupta 8 adet olacak sekilde ii¢ gruba ayrilarak birinci gruba tam kat osteokondral
defekt olusturulan grup (A), ikinci gruba tam kat osteokondral defekt olusturulup defektin
kollajenle dolduruldugu gruba (B), il¢iincli gruba tam kat osteokondral defekt olusturulup
defektin kollajen siingerle dolduruldugu ve lokal PDGF uygulanan gruba (C) harfleri verildi. Bu
gruplarin hepsi toplam 12 hafta takip edildi. Calisma i¢in biitiin tavsanlarin sag diz medial
femoral kondilleri kullanildi.
CERRAHI TEKNIK

Tiim tavsanlar operasyondan 12 saat dnce a¢ ve susuz birakildilar. Ameliyattan bir Saat
nce tiim tavsanlara proflaktik olarak 75 mg/ kg sefazolin sodyum (Sefazol®-Mustafa Nevzat
Ilag sanayi) intramuskiiler (i.m) yolla verildi . Ameliyatlarda anestezi yontemi olarak tavsanlarda
enjeksiyon anestezisi uygulandi. Bu amagla sedasyon i¢in Xylazine hidroklorid 10 mg/kg
(Rompun %2 Bayer), anestezi amaciyla Ketamin hidrokloriir (Ketalar®-Parke &Davis) 50 mg/kg
dozunda i.m olarak uygulandi. Daha sonra operasyon i¢in tavsanlarin sag dizi tras edildi. Biitiin
tavsanlar operasayon masasma almayi takiben, sag diz bdlgesi povidone—iodine (Betadine®)
soliisyonu ile boyandi. Ameliyat sahasi acikta kalacak sekilde steril Ortiilerle ortiildii. Sag diz
bolgesinde 3 cm .lik medial parapatellar insizyonla cilt, cilt alt1 faysa gegildikten sonra, medial
artrotomi ile patella laterale disloke edilerek diz eklemine ulasildi (Resim:4). Medial femoral
kondilin yilk tasiyan bolgesinde, 2.7 mm.lik matkap ucu (Synthes®) ve el perforatdrii

(Aesculap®) kullanilarak, Messner ve Gillquist'in (58) tarif ettigi yontemle 3.5 mm c¢apinda, 4
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mm derinliginde tam kat osteokondral defekt olusturuldu (Resim:5). Defektte meydana gelen
kanama ve olusan mikro debrisler serum fizyolojik ile yikanarak uzaklastirildi. A grubundaki 8
tavsanda olusturulan defekt bos birakildi. Daha sonra patella rediikte edildi. Eklem kapsiilii 4/0
keskin igneli vicryl ile siitiire edildi. Cilt 3/0 keskin igneli ipek ile usuliine uygun kapatildi.
Ameliyat bolgesi tekrar Betadine® ile silindi. B grubundaki 8 tavsanda olusturulan defekt Tip I
kollajen (Ativene®, Davol Inc, Cranston, USA\) siinger ile dolduruldu (Resim :6). Daha sonra
patella rediikte edildi. Eklem kapsiilii 4/0 keskin igneli vicryl ile siitiire edildi. Cilt 3/0 keskin igneli
ipek ile usuliine uygun kapatildi. Ameliyat bolgesi tekrar Betadine® ile silindi. C grubundaki 8
tavsanda olusturulan defekt Ativene® kollajen siinger ile dolduruldu. Daha sonra kollajen
siinger iizerine 62.5 ngr hPDGF (human platelet deriveted growth factor) (Sigma® Catalog
no:P-8147, St. Louis, USA) (Resim:7) enjekte edilerek emdirildi. Daha sonra patella rediikte
edildi. Eklem kapsiilii 4/0 keskin igneli vicryl ile siitiire edildi. Cilt 3/0 keskin igneli ipek ile

® jle silindi. Tavsanlar anestezi

usulline uygun kapatildi. Ameliyat bolgesi tekrar Betadine
etkisinden kurtulup uyanana dek diger tavsanlardan izole edildi. Daha sonra normal giinliik
aktivitelerini yapacak sekilde oOnceki kafeslerine alindi. Tavsanlara herhangi bir hareket
kisitlamas1 uygulanmadi. Ameliyat sonras: ilk {i¢ gilinde, giinde iki doz olacak sekilde 75
mg/kg sefazolin sodyum (Sefazol®) proflaksi amagli im. olarak yapildi. Cerrahi sonrast ilk 10
ginlik dénemde, A grubundan bir, ve C grubundan bir tavsan, gastroenterit ve enfeksiyon
nedeniyle kaybedildi. Tiim gruplara ait hayvanlar 12. haftanin sonunda % 7.5'luk potasyum kloriir
(KCI-Biosel) enjekte edilerek sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi sag dize ayni insizyonla
girilerek femoral kondiller acgiga ¢ikarildi. Daha sonra gigli testere yardimiyla diz eklemi
suprakondiler bolgeden osteotomize edildi ve olusturulan defektlerin fotografi ¢ekilip,

makroskopik skorlamasi yapildi. Daha sonra histopatolojik inceleme yapilmak tizere %10'luk

tamponlanmis formalin soliisyonuna alindu.
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Resim:4: Cerrahi teknik diz ekleminin makroskopik goriintiisii

Resim:5: Cerrahi teknik diz ekleminin makroskopik goriintiisii —defekt olusturulmasi
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Resim:6: Kollajen tip-1 (Ativene)

Resim:7: PDGF (Sigma)
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HiSTOPATOLOJIK iNCELEME

%10'luk  notral formalin  soliisyonundaki  femur kondillerinin  histopatolojik
degerlendirilmesi Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD’da aymi patolog tarafindan
yapildi. Dokular formalin soliisyonundan, dekalsifiye edilmek tizere formik asit- formalin zayif
asit soliisyonuna alindi. Bu soliisyon 5-10 cm® % 90'lik formik asit + 5 cm® formalin distile
su ile 100 cm*e tamamlanarak hazirlandi. Dekalsifikasyon 48 saatte tamamlandi. Dekalsifiye
olan dokulardan parafinize edilmek iizere, 22 no bisturi ile defektli alan1 da i¢ceren drnekleme
yapildi. Parafinize bloklar -4 °C'de 20 dakika bekletildikten sonra, dort mikrometre inceliginde

kesit alinarak hemotoksilen-eosin (HE) ile boyandi (6, 81, 82).

Kikirdak matriks boyamasi
Kikirdak matriks her {i¢ grupta da Toluidin blue (TB) ile boyandi. Cevre saglam

kikirdak dokuyla kiyaslandi.

Tip 11 kollajen antikor ile yapilan immunohistokimyasal inceleme

immunohistokimyasal boyama icin Collogen Type I, Ab-2 (Neomarkers®, St. Louis,
USA) boyasi kullanildi. Hazirlanan kesitler polilizinli lamlara alindi, ksilenle deparafinize
edildi, azalan derecelerde etil alkolden gegirildi, PPS (fosfat bazli salinle) ile yikanarak ve
"Biotinylated link" 10 dakika; "Streptavidin-HRP" 10 dakika ve "AEC substrate-
Choromogen solution" 10 dakika uygulandi, mikrodalga firinda inkiibe edildi. Daha sonra
distile su ile yikandiktan sonra AEG substrate kromojen soliisyonu uygulandi ve 37° etiivde 15
dakika inkiibe edildikten sonra kapama mediast ile kapatilarak boyama sonuglar
degerlendirildi.

Histolojik degerlendirme, HE ile boyanan kesitlerde "Sellers'in modifiye histolojik
degerlendirme skalas1" kullanilarak yapildi (Bu skala onarim esnasindaki degisiklikleri

incelemek i¢in dizayn edilmistir.) (Tablo 1V). Bu skala kullanilarak tamir sirasindaki
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degisiklikler incelendi. Degerlendirme i¢in defekt ortasindan alinan bir kesit kullanildi.
Degerlendirme skalasindaki skor, "0" (normal kikirdak) ile "31" (tamir olmamis kikirdak)
puan arasinda olacak sekilde, sekiz kategoride diizenlendi.

1. Kkategoride; defekt simirindaki marjinal kikirdak ile defekti dolduran kikirdagin
karsilastirilmasi yapildi. Normal komsu kikirdak dokuya oranla defektin dolmasi yiizde
olarak degerlendirildi. Buna gore defektin %100 dolmasi, yeni dokunun tiim defekti
doldurdugunu ve normal eklem yiizeyine dogru yayildigini gosterir.

2. kategoride; tamir dokusunun onu c¢evreleyen kikirdakla uyumu ve biitiinlesmesi
incelendi.

3. kategoride; matriks boyanmasi yapildi. Yeni olusan matriksin orijinal matrikse nazaran
boyanma ve boya tutma 6zellikleri incelendi.

4. kategoride; hiicresel morfoloji degerlendirildi. Buna gore yeni kikirdak olusumu, yiizeyel
tabakada siitunlar halinde organize olan kondrositlere bakilarak o6lgilildii. Bu siitunlarin
genisligi total tamir dokusu genigligine boliinerek 6l¢tim yapildi.

5. kategoride; sinirlar dahil edilmeden defektin yapisina bakildi. Bu yapi, tamir dokusu
icindeki yiizeyle baglantisiz bosluklarin sayis1 ve genisligine gore degerlendirildi. Eger genis
catlaklar varsa ve bunlar eklem yiizeyi kollapsi ile birlikteyse not edildi.

6. kategoride; yeni olusan kikirdagin yiizey yapisi incelendi. Fibrilasyon olup olmamasi ve
diizensizlik puanlamay belirledi.

7. kategoride; subkondral kemigin tamiri incelendi. Subkondral kemigin orijinal Tidemark
Cizgisi'ne kadar olan rejenerasyonuna bakildi. Yeni olusan subkondral kemigin orijinal
Tidemark Cizgisi'nin altinda veya iistiinde olmasi belirleyici faktdr oldu.

8. kategoride; yeni Tidemark olusumuna bakildi. Defektin toplam genisligi olusan yeni

Tidemark'a boliinerek 6l¢tim yapildi.
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Tablo I11: Modifiye Histolojik Degerlendirme skalas1 (81, 82)

KATEGORI 1:Normal komsu kikirdak yiizeye oranla defektin dolmasi

PUAN

%91-110

%111-125

%76-90

%51-75

%26-50

<%25

KATEGORI 2:Tamir dokusunun onu cevreleyen kikirdak ile uyumu:

Normal devamlilik ve uyum

Azalmis hiicresellik

Devamlilikta bir viizde eksiklik

Devamlilikta her iki viizde de eksiklik

KATEGORI 3 : Matriks boyanmasi

Normal

Onemsiz azalma

Orta derecede azalma

Onemli azalma

Boyanma yok

KATEGORI 4 : Hiicresel morfoloji

Normal

Kondrosit morfolojisi tasiyan yuvarlak hiicreler cogunluktaysa:

Siitunlar seklinde radial zone'un %75 ten fazlasi

Siitunlar seklinde radial zone'un %25-%75' i

Siitunlar seklinde radial zone'un %25 ten azi (dezorganize)

N = O

Kondrosit morfolojisi tasiyan yuvarlak hiicreler %50 ise:

Siitunlar seklinde radial zone'un %75 ten fazlasi

Siitunlar seklinde radial zone'un %25-%75"i

Siitunlar seklinde radial zone un %25 ten azi (dezorganize)

Fibroblast benzeri igsi hiicreler cogunluktaysa:

KATEGORI 5: Tiim dcfektin yapisi (smirlar dahil olmadan)

el

Normal

1-3 kiiciik bosluk

1-3 biiviik bosluk

3 ten fazla biiviik bosluk

Yarilma va da fibrilasyon

KATEGORI 6: Yiizeyin yapisi

gel

Normal

Onemsiz flbrilasyon va da diizensizlik

Orta derece fibrilasyon va da diizensizlik

Siddetli fibrilasyon va da diizensizlik

KATEGORI 7 :Yeni subkondral kemigin yiizde olarak degeri :

gel

Yeni kemik oriiinal Tidemark in altindavsa:

% 90-100

%75-89

%50-74

0025-49

< %25

LN IO

Yeni kemik orijinal Tidemark ‘in iistiindeyse:

% 90-100

%75-89

%50-74

%25-49

< %25

KATEGORI 8: Tidemark olusumu

Tam olusum

%75-99

%50-74

%25-49
<%25

o
S ow I\)l—‘O%bml\)l—\D
Z

37




BULGULAR
MAKROSKOBIK BULGULAR

Dokular histolojik inceleme igin fikse edilmeden 6nce her defekt gros olarak incelendi
ve defektin son hali fotograflandi. Tamir dokusunun bitisigindeki normal kikirdaktan farki
degerlendirildi. Spontan iyilesmeye birakilan (A) grubu, kollajen siinger ile doldurulan
(B) grubu ve kollajen siinger ile doldurulup lokal PDGF uygulanan (C) grubu kendi
aralarinda karsilastirildiginda 12. hafta sonunda benzer makroskopik 6zellikler gosterdiler.
Onikinci haftada hem B hem de C grubundaki tamir kikirdaginin rengi ve yapisi
bitisigindeki normal kikirdaga ¢cok benziyordu (Resim 8, 9). Defektler hemen hemen tiimiiyle
hyalin kikirdak alanlari ile doluydu ve diizenli doku ile iyi bir devamlilik vardi. Kontrol grubunda
ise defektin rengi beyaz ile mor arasindaydi ve ¢cogu defektte yilizey diizensizligi devam ediyordu.
C grubundaki defektteki onarim dokusunun yiizeyi A ve B grubundaki defektte gore daha diiz ve
diizenliydi .12 haftanin sonunda makroskobik olarak defekt bulutumsu beyazdi ve simnirlari
belirsizdi (Resim:10).

Tim bu bulgular 15181nda, makroskopik iyilesmede her ii¢ grubun kikirdaginin ayni
ozellikleri gosterdigi saptandi. Lokal uygulanan PDGF’nin matiir kikirdagin defekt alanindaki

makroskopik iyilesmesine pozitif katkisi goriildii.

Istatistiksel analiz
Istatistiksel analiz SPSS 11 programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki farki
arastirmak icin Mann-Whitney-U testi ve grup i¢i histopatolojik farkliliklart incelemek igin

Kruskal-Wallis testi kullanildi. p<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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Resim 8: Kontrol grubunun makroskobik goriintiisii (Defektin bos birakildigi grup), A grubu

Resim 9: Kollegen siinger ile defektin dolduruldugu B grubunun makroskobik goriintiisii
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Resim 10: Kollajen siinger ve lokal PDGF uygulanan C grubunun makroskobik goriintiisii

MIKROSKOBIK BULGULAR

Histolojik degerlendirme, HE ile boyanan kesitlerde Sellers'in modifiye ettigi
histolojik degerlendirme skalas: kullanilarak yapildi (Tablo 1V). Bu skala kullanilarak
tamir sirasindaki degisiklikler incelendi. Degerlendirme i¢in defekt ortasindan alinan bir
kesit kullanild1 (Resim 11, 12, 13, 14).
1. Her {i¢ grup arasinda 4. ve 5. kategori hari¢ diger 6 kategoride istatistiksel olarak anlamli
sonug elde edildi (Tablo V).
2. A grubunda; defekt yapisi, defektin dolmasi, onarim dokusunun ¢evre kikirdak ile uyumu
ve yeni subkondral kemik gelisimi biitiin hayvanlarda yiiksek sonug elde edildi.
3- B grubunda 5. kategori (Tiim defektin yapisi (sinirlar dahil olmadan)) hari¢ diger tiim
kategorilerde A grubuna oranla histolojik parametrelerde belirgin diizelme oldugu dikkati

cekti.
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4- C grubunda ise tiim kategorilerde hem B hem A grubundan daha olumlu sonuglar elde
edildi. Fakat hiicresel morfoloji (kategori 4) ve tiim defekt yapisi (kategori 5) kategorilerinde
hem gruplar arasinda hem de ayni1 grup igerisindeki degisik hayvanlar arasinda birbirinden
farkliliklar gostermekteydi.

5- A grubu ve B grubu kendi aralarinda istatistiksel olarak parametreler kiyaslandiginda 1, 7,
ve 8. kategorilerde anlamli sonug¢ bulunurken; 2, 3, 4, 5 ve 6. kategorilerde her iki grup
arasinda anlamli istatistiksel veriler elde edilemedi (p<0.05).

6- A ve C grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda; 4. ve 5. kategori haricinde diger tim
kategorilerde anlamli istatistiksel farkliliklar bulunmustur.

7- B ve C grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda; 1. (Normal komsu kikirdak yiizeye oranla
defektin dolmasi) ve 4. kategoriler hari¢ diger tiim kategorilerde anlamli istatistiksel farklilik

elde edildi.
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. Cevre . . Tiim .. Subkondral . Total skor
Grup Defektin Kkirdakla Matriks Hiicresel defektin Yiizeyin Kkemik Tidemark p Ortalama
dolmasi boyanmast  morfoloji yapisi olusumu skor
uyum yapisi onarimi
&(TS% 233+082 283+040 3,00+000 33337  2,83+117 250055 3504055  2,66+052 0,187 2300237  287+0,81
()Brt(r:S8)S 1,00+0,00° 2,62+0,52 2,75+0,46 3,62+1,06 2,87+0,83 2,50+0,53 2,00+0,53? 2,00+0,00° 0,001 19.37+£2.13 2,42+0,92?
grt(’fgg 1,0060,00°  1,00:0,00" 1504055 250+0,55 1,67+0,82° 1,00:0,00"  1,17040%  1,17+040° 0,001  11.00+1.67  1,37:0,64™
P 0,001 0,001 0,001 0,151 0,070 0,001 0,001 0,001 0.001 17.9545.30 0,001

A grubu: Tam kat osteokondral defekt olusturulup tedavi edilmeyen kontrol grubu.
B grubu: Tam kat osteokondral defekt olusturulup kollajen siingerle doldurulan grup.

C grubu: Tam kat osteokondral defekt olusturulup rekombinant PDGF emdirilmis kollajen siingerle doldurulan grup.

& Aile B arasinda anlaml diizeyde fark var (p<0,05).
b Aile C arasinda anlamli diizeyde fark var (p<0,05).
% Bile C arasinda anlaml diizeyde fark var (p<0,05).

Tablo 1V: Calismadaki {i¢ grubun istatistiksel olarak karsilastiriimasi
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8- A grubunda Toluidin blue (TB) ile boyandiginda kikirdak matrikste boyanma (¢evre
saglam kikirdakla kiyaslandiginda) saptanmazken B grubunda matriks boyanmasi orta
derecede azalmis ve C grubunda ise hafif azalmis olarak izlendi (Resim 15, 16, 17).

9- Tip-Il kollajen boyama sonuglar ; A grubunda hi¢ boyanma saptanmadi, B grubunda hafif-
orta derecede ve C grubunda ise orta-kuvvetli derecede pozitif intrasitoplazmik boyanma

saptand1 (Resim 18, 19, 20).

Resim 11: 40X (HE) A grubunda eklem defektini dolduran ¢ogu yuvarlak kondrosit
morfolojisinde fibrokartilijenaz doku.
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Resim 12: 40X (HE) B grubu defektin %25’inden azinda radial dizilim gosteren (disorganize)
kondrosit siitlinlar1

Resim 13: 40X (HE) C grubu iki nolu defekt ;defekti dolduran ¢ogunlugunu kondrosit
morfolojisinde ve yuvarlak hiicrelerin olusturdugu ancak dizorganizasyon gosteren
kondrositler.
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Resim 14: 40X (HE) C grubu bir nolu denek ; ¢ogunlugunu konrosit morfolojisinde yuvarlak
hiicrelerin olusturdugu ve %25 ile %75 nin radial dizilim gosterdigi kondrositler.

Resim 15: 40X (TB) A grubu (kontrol grubu) ; gelismekte olan fibrokartilajin6z dokuda
matriks boyanmasinin olmadigi goriilmekte.
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Resim 16: 40X (TB) B grubunda defektin % 25-75’inde radial dizilim gosteren
kondrositlerde orta derecede azalmis matriks boyamasi

Resim 17: 40X (TB) C grubu (Kollajen siinger doldurulan ve lokal PDGF verilen grup) ;
hafifce azalmis kondroid matriks boyanmasi.
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Resim 18: 40X, (kollajen Tip-II, immunohistokimyasal (IHK) boyama)
A grubu boyanma negatif

Resim 19: 40X, (kollajen Tip-II, immunohistokimyasal (IHK) boyama). B grubunda defekti
dolduran disorganize az bir kismi radial dizilim gdsteren kondrositlerde orta siddette Tip-11
kollajen ekspresyonu .
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Resim 20: 40X, (kollajen Tip-II, immunohistokimyasal (IHK) boyama). C grubu ; cogunlugu
radial dizilimde konrositlerin olusturdugu kuvvetli Tip-I1 kollajen ekspresyonu
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TARTISMA

Eklem kikirdagi, kondrositler, ekstraseliiler matriks, su, kollajenler, nonkollajen
proteinler ve proteoglikanlardan olusur. Eklem hareketi i¢in gerekli olan diisiik
siirtiinme yilizeyini saglar ve bunun i¢in kikirdagin yapisal biitiinliigii sarttir. Herhangi
bir travma ya da osteoartrit sonucu olusan hasarda smirli iyilesme kapasitesi olan bir
dokudur. Uygulanan degisik teknikler, hasar sonrasi tamir dokusu olusturmada kismen
basarilt olmustur; fakat eklem kikirdagini olusturan hyalin kikirdagin biyomekanik
fonksiyonunu ve histolojik yapisini, tam olarak yeniden olusturabilecek tek bir ideal

yontem heniiz gelistirilememistir (16, 18, 44).

Bu c¢alismada 62.5 ngr lokal PDGF emdirilmis kollajen siinger uygulamas: ile
matiir tam kat kikirdak defektinde histolojik olarak iyilesme saglandigi
gozlemlenmistir. Schmidt ve ark. (79) PDGF-BB’nin 4.7 ile 300 ngr arasindaki
dozlarda, benzer sekilde kondrosit proliferasyonunu arttirdigini goézlemlemislerdir.
Bizim bulgumuz bu anlamda literatiirle uyumludur.

Eklem kikirdagi dayanikliligini arttirdig: bilinen yiiksek Tip-II kollajen oraninin
lokal PDGF uyguladigimiz grupta immunohistokimyasal yodntemle yogun olarak
boyandigini tespit ettik. Calismamizda B grubundaki defektin immunohistokimyasal olarak
Tip-11 kollajen boyamasi sonucu, orta siddette boyandigi gézlenmistir. Tuncel ve ark. (93) tavsan
dizinde yaptig1 ¢alismada 4. ve 12. haftada kontrol ve IGF-I verilen gruplarin her ikisi birden
immunohistokimyasal olarak Tip-1l kollajen boyasi ile boyanmistir, 4. haftada fark gériilmemis
ama 12. haftada IGF-I verilen grup ¢ok daha kuvvetli Tip-II kollajen boyanmasi gézlenmistir.
Fujimato ve ark. (34) yine tavsanlarda yaptigi ¢calisgmanin bir yillik sonuglarint yayinlamis ve
kontrol grubunda defektin hem yiizeyel hem de derin kisimlarinda Tip-11 kollajen boyasi ile

boyanma gostermistir. Bununla birlikte Sellers ve ark. (82) Tip-II kollajen i¢in Kantitatif

49



immunhistokimyasal boyamada, onarim kikirdagi ve normal komsu kikirdak arasinda, rhBMP-2
ile tedavi edilen ve edilmeyen defektler arasinda farklilik saptamamislardir.

PDGF uyguladigimiz grupta histolojik skor 11.00+1.67 iken, tedavi uygulanmayan grupta
bu deger 23.00+2.37 bulundu (p<0.001). Bu sonugla lokal PDGF uygulamasinin sinirli tam kat
kikirdak lezyonlarinda basariyla uygulama alani bulabilecegi kanisindayiz. Sellers’in modifiye
histolojik skorlama sistemi genel kabul gormiis bir skorlama sistemi olmasindan dolayr bu
yontem kullanildi (34, 79, 81, 82, 93). Sellers ve ark. (81, 82) 6 aylik ¢alismalarinda thBMP-2
tedavi uygulanan grupta histolojik skor 8.6+ 4.1 ve 1 yillik calismada 9+2.71 olarak anlamli
bulmuslardir. Ayni yazarlar 1 yillik caligmada ise histolojik skoru kontrol grubunda 14.30+5.58
olarak bulmuslardir (p<0.05). Tuncel ve ark. (93) 12. hafta sonunda IGF-I ile tedavi edilen grupta
histolojik skoru 5.5 (4-9) ve kontrol grubunda 12 ( 8-17 ) bulmuslardir (p<0.05).

Hayvan modelinde sag diz medial femoral kondilde tam kat hasar olusturduk. Medial
femoral kondili, eklemin yiik binen kompartmani olmasi nedeniyle tercih ettik. Median
parapatellar insizyon sonrasi patellay1 laterale devirerek medial femoral kondilde defekt
olusturduk. Diz ekleminin anatomik yapisi, hareketli olmasi, biyomekanik ozellikleri,
cerrahi erisim ve ac¢iliminin kolay olmasi tercih edilmesinin baslica
sebepleridir. Literatiirde yer alan pek ¢ok calismada diz eklemini ve defekt alani
olarak medial femoral kondil kullanilmistir (40, 58, 72, 93). Bununla birlikte baz1
otorler; patello-femoral eklem ya da interkondiler olukta defekt olusturmuslardir (27, 30,
34, 84). Tim bu caligmalarda defekt boyutu bizim caligmamiza benzer sekilde dort ila alti
milimetre ¢apindadir. Fortier (30), atlarin patello-femoral ekleminde kikirdak iyilesmesini
calismis ve atlardaki kikirdak iyilesme siirecinin, diger kii¢iik hayvanlara nazaran daha yavas
ilerledigini, iyilesme safhalarinin insan kikirdagi ile daha fazla benzestigini savunmustur. Sellers

ve ark. ise troklear olukda tam kat kikirdak defektleri olusturmuslardir (81, 82).
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Biz c¢alismamizda viicutta reaksiyon yapmadig: i¢in kollajen siinger kullandik (Tip-I
kollajen). Calismamizda doku reaksiyonu ve sinovit bulgularina rastlanmadik. B ve C
gruplarinda defektleri tip I kollajen siingeri ile kapatmamizin amaci, hayvanda yabanci doku
reaksiyonuna yol agmadan, hiicre migrasyonu ve proliferasyonu i¢in bir iskelet yapi
saglamakti. Ayrica kollajen siinger, lokal PDGF ile tedavi edilen grupta etken maddenin
defekt alaninda kalmasi igin destek gorevi yapti. Tuncel ve ark. da (93) tavsan diz eklemi
kikirdak defektlerinde IGF-I ile tedavi edilen tavsanlarda bizim calismamizda oldugu gibi
kollajen siinger kullanmuislardir. Ciinkii kollajenin yiiksek diizeyde absorbe olan ve biyolojik
olarak uyumlu bir materyal oldugu bilinmektedir . Wakitani (100), tavsan diz eklemi kikirdak
defektlerine "Hepatocyte Growth Factor (HGF)" ve kontrol grubu igin salin soliisyonu
verirken defekti bizim ¢alismamizda oldugu gibi kollajen siinger ile doldurmustur. Nixon (68)
atlarin patello-femoral eklemlerinde yaptigi ¢aligmada defekt alanina lokal IGF-I uygulamis ve
bunu otojen fibrin yapida pihtilarla desteklemistir. Fujimoto (34), tavsanlarin diz
eklemlerindeki kikirdak defektlerine "bFGF" uygularken, sigir asil tendonundan elde
edilmis kollajen siingeri, "bFGF"iin tasiyicisi olarak kullanmigtir. Arastirmaci, bir baska
grupta da tasiyici olarak kollajen jel kullanmistir. Sonugta kollagen siinger‘in hiicre gogiinii
inhibe edebilecegini, kollajen jel kullaniminin daha yararli oldugunu bildirmistir. Fujimoto'nun
bulgularma gore, kullanilan kollajen siingerin absorbsiyon &zelligi  fazladir  (34).
Calismamizda, kullanilan kollajen siinger sakrifikasyon sonrasi onikinci haftada tiim
vakalarda rezorbe olmustu.

Yapilan invivo c¢alismalarin tamamina yakininda, disardan verilen biliyiime faktorii
defekt alanina lokal uygulandigindan biz de PDGF’yi lokal olarak uyguladik (7, 26, 34, 41, 49,
68, 76, 81, 82, 85, 93, 100). Nixon, atlarin diz eklemlerindeki kikirdak defektlerine 25ug.

IGF-I uygulamistir (68). Sellers ve ark. bizim ¢alismamiza benzer sekilde 5 pgr rhBMP-2
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emdirilmis kollajen siinger doldurmuslardir (81, 82). Yine Fujimato ve ark tam Kkat
osteokondral defektin i¢ine bFGF emdirilmis kollajen siinger ile doldurmustur (34). Tuncel ve
ark. tam kat osteokondral defekti Su gr rekombinant IGF-1 emdirilmis kollajen siinger ile
doldurmustur (93). Tim adi gegen ¢alismalarda olusturulan tam kat kikirdak lezyonlarinda
belli oranda iyilesme saglandigi bildirilmistir.

Bizim ¢alismamizin zayif noktalarindan biri tek bir zaman diliminde ¢alismakti (12 hafta);
hayvan sayisi arttirtlarak farkli zaman dilimlerini igeren gruplar olusturulmasi ¢alismamizi daha
giiclii kilabilirdi.

U¢ ayin kikirdak iyilesmesinin tamamlanmasinda smir olan bir siire oldugu
diisiiniilerek ¢aligmamiza 12. haftada son verildi. Nitekim bu siirede hyalin benzeri kikirdagin
olusumunu ve Tip-II kollajenin olusumunu gordiik. Yine silirenin yetersizligi nedeniyle
osteofitleri gormedik kanisindayiz. Sellers’in 1 yillik ¢alismasinda bizim ¢alismamizdan farkl
olarak bos defekti olan eklemlerin %12.5’inde, kollajen siinger ile tedavi edilen eklemlerin
%62.5’unda ve kollajen siinger emdirilmis rhBMP-2 ile tedavi edilen hastalarin %66.7’sinde
kiiciikle orta boy arasinda biiylikliigli degisen osteofitler gbozlendi. Tiim osteofitler insizyon
bolgesindeki troklear olugun medial boliimiinde lokalize idi (82).

Bizim ¢aligmamizda makroskobik olarak C grubundaki (lokal PDGF igeren kollajen
stinger) defektteki onarim dokusunun yiizeyi A ve B grubundaki defektte gére daha diiz ve
diizenliydi. Sellers ve ark.calismasindada bizim calismamiza benzer sekilde thBMP-2 ile yapilan
caligmaya benzer sekilde bos birakilan ve kollajen stinger ile doldurulan gruba gére rhBMP-2
emdirilmis kollajen siinger ile tedavi edilen grupta defekt daha diiz ve diizenliydi (81, 82).
Calismamizda her ii¢ grup i¢cinde modifiye histolojik degerlendirme skoruna gore yaptigimiz
degerlendirmede gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in Mann-Whitney-U ve grup i¢i

histopatolojik farkliliklar1 incelemek i¢in Kruskal-Wallis Testi kullanilarak, her 3 grup arasinda
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kategorilerdeki histolojik degisiklikler saptandi ve P<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi. 3
grubun Kruskal Wallis istatistik yontemi ile yaptiimiz istatistik calismasinda kategoriler
arasinda 4. kategori (4.kategori de; hiicresel morfoloji degerlendirildi) ve 5. kategori (Tim
dcfektin yapisi (sinirlar dahil olmadan)) hari¢ diger 6 kategoride istatistiksel olarak anlamli
sonug elde edildi (P< 0.05). Bunun sebebi 12 haftanin yetersiz olmasi olabilir.

A grubunda defekt yapisi, defektin dolmasi, onarim dokusunun ¢evre kikirdak ile
uyumu ve yeni subkondral kemik gelisimi (Kategori 1, 2 ve 7) biitiin hayvanlarda yiiksek
sonug¢ elde edildi. A grubunun makroskopik yapist 12.haftanin sonunda bulutlu beyazdi ve
sinirlar1 belirsizdi. Mikroskopik olarak toluidin mavisi ile gelismekte olan fibrokartilajendz
dokuda matriks boyanmasinin olmadigi goriildii. A grubunda HE ile yapilan boyamada eklem
defektini dolduran ¢cogu yuvarlak kondrosit morfolojisinde fibrokartilajen6z doku goriildii. Bu
bulgular Fujimato ve ark. ¢alismasi ile uyumludur (34).

B grubunun makroskopik goriintiisii 12. haftada tamir kikirdaginin rengi ve yapisi
bitisigindeki normal kikirdaga c¢ok benziyordu. Defektler hemen hemen tlimiiyle hyalin
kikirdak alanlar ile doluydu ve diizenli doku ile 1yi bir devamlilik vardi. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak 12. hafta sonunda Tuncel ve ark. (93) ¢alismasinda kontrol grubunda, yani kollajen
stinger ile doldurulan ve spontan iyilesmeye birakilan matiir ve immatiir tavsanlarin makroskopik
goriintiisii defektin yiizeyi donuk ve irregiilerdi ve rengi beyaz ile pembe arasindaydi ve gogu
defektte yiizey diizensizligi devam ediyordu. Fujimato ve ark. (34) calismasinda kollajen siinger
doldurulup spontan iyilesmeye birakilan grupta 12. haftada bizim ¢alismamizdan farkli olarak
kollajen siingere ragmen defekt makroskopik olarak kahveringimsi olarak izlendi.

B grubunda mikroskopik olarak 5. kategori (Tim dcfektin yapist (smirlar dahil
olmadan)) hari¢ diger tiim kategorilerde A grubuna oranla istatiksel olarak histolojik

parametrelerde belirgin diizelme oldugu dikkati ¢ekti. Tuncel ve ark.(93) calismasindaki
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kontrol grubunda bizim ¢alismamizdan farkli olarak 12. haftada defekt fibrokartilaj doku ile
kaplanmis ve irregiiler yiizeyli olup orijinal dokuyla zayif benzerlik bulundugu belirtilmistir.
Tidemark olusumu ortalama %55’lik defektlerde goriildii. Sellers’in histolojik skorlama
sistemine gore farkliliklar yukarida adi gegcen caligmanin kontrol grubunda matriks boyamasi,
hiicre morfolojisi ve yeni tidemark olusumu bakimindan degisik haftalarda farklilik vardi. Bu
calismada, spontan iyilesmeye birakilan immatiir ve matiir kikirdaklarda histolojik iyilesme
acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedigi bildirilmistir. Sadece histolojik
puanlamada "Kategori 4" olarak degerlendirilen hiicre morfolojisi karsilastirilmasinda immatiir
kikirdak 12. haftanin sonunda, normal kondrosit morfolojisine yakin 6zellikte tamir hiicreleri
icermesi nedeniyle daha iyi olarak degerlendirilmistir. Sellers ve ark. rhBMP-2 ile yaptiklari 1
yillik ¢alismada kontrol grubu ve kollajen siinger tampon ile tedavi edilen defektler arasinda
herhangi bir bireysel kategoriye veya bilesik skora gore belirgin bir farklilik bulunmadigim
bildirmislerdir (82).

Calismamizda yeni subkondral kemik olusumu i¢in, lokal PDGF uygulanan grupta bir
hayvan hari¢ hepsinde 1 puan (%75-89) verilmistir, ancak Tuncel ve ark. IGF-I ile tedavi
edilen bu grupta 12 haftanin sonunda %88-100 arasinda bulmuslardir. Calismamizda A
grubunda 3 ve 4 puan, B grubunda ise 2 veya 3 puan (yani %25-74) arasinda alan subkondral
kemik olusumu, Tuncel’in serisinde kontrol grubunda %58-94 arasinda bildirilmistir (93).
Kubo (52), immatiir ratlarin femoral kondillerinde kikirdak defekti olusturmus ve 1-48 hafta
arasinda spontan iyilesmelerini rapor etmistir. Arastirmaciya gére, 12. haftadan itibaren tamir
dokusu, ¢evre saglam kikirdak ile benzesir ve tamir dokusundaki hiicreler, kondrositlerden ayirt
edilemeyecek morfolojik 6zelliktedir.

B grubundaki defektin 12. hafta sonunda Toluidin mavisi ile boyandiginda defektlerin

%25-75’inde radial dizilim gosteren kondrositlerde orta derecede azalmis matriks boyanmasi
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teshit edildi. Yine ¢alismamizda B grubundaki defektin immunohistokimyasal olarak Tip-II
kollajen boyamasi sonucu orta siddette Tip-IlI kollajen ekspresyonu gézlemlendi. Tuncel ve ark
(93). calismasinda 4. haftada kontrol ve IGF-I verilen gruplar her ikisi birden Tip-Il kollajen
boyasi ile immunohistokimyasal olarak boyanmustir, ama 12.haftada IGF-I verilen grup ¢ok daha
kuvvetli Tip-Il kollajen ekspresyonu gozlenmistir. Tuncel ve ark. ¢alismasinda Toluidin mavisi
ile matriks boyanmasi IGF-1 verilen gurupta 8. ve 12. haftada kontrol grubuna oranla
calismamiza benzer sekilde iyi matriks boyanmasi gozlenmistir (93). Tuncel (93) immatiir ve
matlir tavsanlarda, Shida (85) immatiir ratlarin diz eklemlerinde defekt olusturmus ve PCNA
(proliferating cell nucleer antigen) boyasi ile immunohistokimyasal olarak boyandigini

gostermiglerdir.

Nixon (68), atlarin patellofemoral eklemlerinde defekt olusturmus ve IGF-1 ile tedavi
edilen grubun kontrol grubuna oranla kondrosit organizasyonunu (kategori 4) daha iyi oldugunu

saptamistir.

Wakitani (100), tavsan diz eklemlerinde osteokondral defekt olusturarak bir grubun
dizine IGF-I'e yapi olarak ¢ok benzeyen HGF, diger grubun dizine ise salin soliisyonu enjekte
etmistir. Alt1 ay sonra defektleri incelediginde, ¢alismamiza benzer sekilde HGF verilen
grupta defekt dolumunun daha iyi oldugunu, tiim makroskobik ve histolojik bulgularin biiyiime

faktorii verilen grupta daha iyi oldugunu bildirmistir.

Neidel (67), 1992°de tavsan dizinde tam kat defektlerine IGF-1, EGF, FGF uygulamis ve
tiim bu ¢alismalarin aksine biiylime faktdrlerinin hiicre replikasyonu, proteoglikan sentezini ve
defekt dolumunu stimiile etmedigini rapor etmislerdir.

Van Susante ve ark. (98), sigir kondrositlerinde biiyiime faktorlerine olan cevapsizligin

degisik serum konsantrasyonlarinda invitro aragtirmislar ve yeni tamir kikirdagi olusumunda
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biiylime faktorlerinin rolii olabilecegini tesbit etmislerdir.

C grubunda ise tiim kategorilerde hem A hem B grubundan daha olumlu sonuglar elde
edildi. Fakat hiicresel morfoloji (kategori 4) ve 5.kategori (Tiim defektin yapis1) hem gruplar
arasinda hem de ayni grup icerisindeki degisik hayvanlar arasinda birbirinden farkliliklar
gostermekteydi. Tuncel ve ark. ¢alismasinda bizim ¢alismamizdan farkli olarak 12. haftanin
sonunda kontrol grubu ve IGF-I grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda kategori I, V ve
VIII de farkliliklar vardi (93). Sellers ve arkadaslarinin ¢alismasinda rhBMP-2 ile tedavi edilen
defektlerin skorlari kenarda biitiinlesme (kategori 2), hiicresel morfoloji (kategori 4), tiim defektin
yapisi (sinirlar dahil olmadan) (kategori 5) ve tidemarkta yeniden sekillenme (katogori 8) tedavi
edilmeyenlere gore belirgin sekilde daha tistiindii (P<0.05). rhBMP-2 ile tedavi edilen defektlerin
total skorlari tedavi edilmeyen defektlere gore anlamli derecede daha iyiydi (P<0.05), bu daha iyi
bir histolojik goriiniimii ifade etmekteydi . Sellers’in ¢alismasinda 4 ve 5 kategoride diizelme
olmasi 12 haftanin bu kategorilerin diizelmesi i¢in yeterli olmadigini gostermektedir (82).

Bizim lokal PDGF emdirilmis kollajen siinger ile tedavi ettigimiz grubun histolojik
degerlendirmesinde 4. kategorinin histolojik skorlamasinda grup igerisindeki denekler
genellikle 2 (Kondrosit morfolojisi tagityan yuvarlak hiicreler ¢ogunluktaysa: Siitunlar seklinde
radial zone'un %25 ten azi (dezorganize)) veya 3 (Kondrosit morfolojisi tasiyan yuvarlak
hiicreler %50 ise; Siitunlar seklinde radial zone'un %25-%75' i) puanla degerlendirilmistir.
Bizim ¢alismamizdan farkli olarak Sellers ve ark. calismasinda lokal rhBMP-2 emdirilmis
kollajen siinger ile tedavi edilen grubun histolojik degerlendirmesinde 4. kategorinin
histolojik skorlamasi rhBMP-2 ile tedavi edilen defektler ig¢in skorlar 1 puan (cogunlukla
kondrosit morfolojisi tastyan yuvarlak hiicreler ve siitiinlar seklinde radial zone’un %25-75) ile 2
(cogunlukla kondrosit morfolojisi tagiyan yuvarlak hiicreler ve siitiinlar seklinde radial zone’un

%25 ten az1) puan arasindaydi (81, 82). rh BMP-2 emdirilmis kollajen siinger ile tedavi edilen 4.

56



katerogoride tanimlanan skorlar belirgin sekilde diizelmis olmasina ragmen thBMP-2 ile tedavi
edilen defektlerin herhangi bir kategoride 0 puanlik bir skoru mevcut degildi (82).

Calismamizin C grubu histolojik degerlendirmesinde 5. kategorideki deneklerin grup
igerisinde {i¢ denek’e 1 (1-3 kiigiik bosluk), iki denek’e 2 (3 biiyiik bosluk) ve bir denek’e 3 (3
ten fazla biiylik bosluk) puan verildi. A ve B grubunda ise puanlar 2, 3 ve 4 (Yarilma ya da
fibrilasyon mevcut olmasi) arasinda degisti. Oysa bizden farkli olarak Sellers ve
arkadaslarinin ¢alismasinda rhBMP-2 ile tedavi edilen dokuz defektin besinde defektte kategori
5 agisindan normalken, bos defektlerle veya kollagen siinger ile doldurulan defekt ile
dolduranlarin sadece onalti defektin dordiinde normal olarak goriildii (82).

Lokal PDGF ile yaptigimiz bu ¢aligmada kontrol grubu ile kiyaslandiginda kategori 4
ve 5 haricinde biitiin parametrelerde istatistiksel olarak anlamli sonucun ¢ikmasi, Schmidt ve
ark. ortaya koyduklar1 PDGF’nin fibroblastlari, osteoblastlari ve kondrositleri iceren
mezenkimal orijinli hiicrelerin potent bir mitojenik ve kemotaktik faktdr oldugu ve bdylece
doku rejenerasyonunu ve onarimint arttirma yetenegine sahip oldugu sonucunu
desteklemektedir; yine ayni ¢alismada belirtilen PDGF reseptorleri kondrositleri igeren bir
takim hiicre tipleri {izerinde tamimlanmistir ve reseptorlerin sayist IL-1 gibi inflamatuar
sitokinlerin varligiyla diizenlenmektedir sonucunu desteklemektedir (79).

Sonu¢ olarak PDGF’nin lokal tasiyicilarla kombine edilerek giivenle uygulanabilecegini,
ancak benzer kondrojenik etkili biiylime faktorlerinin bir kokteyl olarak uygulanmasim

arastiran ¢aligmalara ihtiyac oldugunu diistinmekteyiz.
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SONUC

1. Lokal PDGF emdirilmis kollajen siingerle tedavi edilen tam kat osteokondral defektler
kontrol grubunda olusturulan defektlere gére daha komplet dolmus ve subkondral kemige
daha iyi tutunmustur.

2. Lokal PDGF, tam kat osteokondral defektin makroskopik ve mikrokopik diizeyde orijinale
yakin seviyede iyilesmesine katkida bulunmustur.

3. Lokal PDGF ile tedavi edilen tam kat kikirdak defektlerinde Tip-Il kollajen olusumu daha
iyl diizeydedir. Bu da olusan kikirdagin kontrol grubuna goére dayanikliliginin daha fazla
olacaginin gostergesidir.

4. Lokal PDGF uygulamasinin bir tastyict (Tip-1 kollajen) ile beraber kullanilmasi tam kat
kikirdak defektlerinin iyilesmesinde olumlu katki yapmustir.

5. Lokal PDGF uygulamasinin matriks olusumunu arttirdigi  gosterilmistir.
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