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SIMGELER VE KISALTMALAR

BMP: KEMIK MORFOGENETIK PROTEIN (BONE MORPHOGENIC PROTEIN)
BSA : SIGIR SERUM ALBUMINI (BOVINE SERUM ALBUMIN)
OP: OSTEOJENIK PROTEIN

CDGF: KONDROBLAST KOKENLi BUYUME FAKTORU (CHONDROCYTE DERIVED
GROWTH FACTOR)

CMP: KOLLAJEN MIMETIK PEPTID
COMP: KIKIRDAK OLIGOMETRIK MATRIKS PROTEINI

DIAS: DERMISTEN-IZOLE EDILEN AGREKAN DUYARLI HUCRELER (DERMIS-ISOLATED
AGGRECAN-SENSITIVE CELLS)

DPBS: DULBECCO FOSFAT TAMPON COZELTISI

EGF: EPIDERMAL BUYUME FAKTORU (EPIDERMAL GROWTH FACTOR)

EGF: EPIDERMAL BUYUME FAKTORU (EPIDERMAL GROWTH FACTOR)

EKH: EMBRIYONIK KOK HUCRE

ESM: EKSTRASELLULER MATRIKS

FGF: FIBROBLAST BUYUME FAKTORU (FIBROBLAST GROWTH FACTOR)

FBS: FETAL BOVINE SERUM

GAG: GLUKOZAMINOGLIKAN

GER: GRANULLU ENDOPLAZMIK RETIKULUM

GS: JELATIN SUNGER (GELATINE SPONGE)

GM-EGF: EGF YUKLU JELATIN MIKROKURELER (EGF LOADED MICROSPHERES)
GS - MS - EGF: EGF YUKLU MIKROKURELER ICEREN JELATIN SUNGER
GS-MS-EGF-BMP 7: EGF VE BMP7 YUKLU MIKROKURELER ICEREN JELATIN SUNGER
HA: HYALURONIK ASIT

IGF: INSULIN BENZERI BUYUME FAKTORU (INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR)
Ki: KEMIK ILIGI

MSC: MEZENKIMAL STROMAL HUCRE (MESENCHIMAL STROMAL CELL)

MKH: MEZENKIMAL KOK HUCRE

MMSC: MULTIPOTENT MEZENKIMAL STROMAL HUCRE (MULTIPOTENT MEZENCHIMAL
STROMAL CELL)



MMP: MATRIKS METALOPROTEINAZLARI
NTPPHase: NUKLEOTID PIROFOSFOHIDROLAZ
PG: PROSTOGLANDIN
PDGF: PLATELET DERIVED GROWTH FACTOR (PLATELET KOKENLI BUYUME FAKTORU)
PGF: PLASENTAL BUYUME FAKTORU (PLASENTAL GROWTH FACTOR)
PEODA: POLI (ETILEN OKSIT) DIAKRILAT
PEGDA: POLI (ETILEN GLIKOL) DIAKRILAT
PEOT / PBT: POLI (ETILEN OKSIT) TEREFTALAT / POLI (BUTILEN) TEREFTALAT
PPC: PERIKONDRIUM KAYNAKLI PROGENITOR HUCRELER
(ePPC: Aurikiler, tPPC: Trakeal)
rER: RIBOZOMAL ENDOPLAZMIK RETIKULUM
SEM: TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOBU
TGF: SEKILLENDIRICI BUYUME FAKTORU B (TRANSFORMING GROWTH FACTOR B)

TIMP: DOKU INHIBITOR METALLOPROTEINAZLARI
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1. OZET

Bashk: EGF ILE BIYOSINYALLENDIRILMIS JELATIN DOKU ISKELESI
UZERINDE KONTROLLU rhBMP 7 SALINIMI ILE KIKIRDAK DOKU
REJENERASYONU

Arastirmacinin Adi, Fakiiltesi ve Yazisma adresi: BILGEHAN iLKER
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi

Anabilim Dali inciralti-izmir

Ama¢ ve Hipotez: Dogumsal veya edinsel nedenler (travma, tumor
rezeksiyonu) ile olusan kikirdak defektleri fonksiyonel ve estetik sorunlara yol
acmakta; kikirdak doku rejenerasyonu ise avaskuler yapisi geregi kisith ve ¢ogu
zaman yetersiz kalmaktadir. Farkh hiucre kaynaklari, doku iskeleleri ve cesitli
biyosinyal molekulleri kullanilarak yapilan kikirdak doku muhendisligi ¢alismalari
guncelligini korumaktadir. Siklikla erigskin kondrositler ve kdk hucre gruplar ile
yapilan hucre-polimer ¢alismalariyla invitro basarili sonuglar bildiriimesine ragmen,
yeterli hiicre elde etmedeki zorluklar ve yluksek maliyet problemleri nedeniyle klinik

uygulamaya gegirilebilen Grin olmamigtir.

Bu calismada, deney hayvanlari (tavsan) kulaklarinda olusturulacak kikirdak
defektlerinde yeni bir doku iskelesi Uzerinde (EGF ile biyosinyallendirilmis Jelatin
doku iskelesi) kontrolli rhBMP 7 salinimi gergeklestirilerek, dual bliytime faktorlerinin
perikondrial progenitor hucreler Uzerine etkisiyle ek hucre kaynagina gerek kalmadan
kikirdak doku rejenerasyon kapasitesinin arttirilmasi ve klinik pratikte kullanilabilecek

sekillendirilebilir, Hazir biyomalzeme olusturulmasi amaglanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada yaslari,1-1,5 kilolari, 2,5-3,5 kilo arasinda degisen
18 adet Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Denekler 5 gruba ayrildi. Grup 1 ‘de tavsan
kulaginda kikirdak yapidan sadece 1x1 cmlik rezeksiyon yapilarak suture edildi. Grup
2’ de olusturulan ayni buyuklukteki defekt icine EGF ile biyosinyallenmig Jelatin doku
iskelesi duz, Grup 3 ‘te ise rulo yapilarak yerlestirildi. Grup 4 ve Grup 5 igin hazir
doku iskelesine rhBMP 7 kontrolli salinimini saglayacak mikrokureler yerlestirildi ve

rhBMP 7 immobilize edildi. Hazirlanan BMP 7 kontrolli salinimina olanak saglayacak
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doku iskelesi Grup 4 te diz, Grup 5 ‘te rulo seklinde defektlere yerlestirildi.
Hazirlanan doku iskelelerinin morfolojik ve mekanik analizleri yapilarak c¢aligmaya
uygunlugu dogrulandi. 8 haftalik bekleme suresi sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek
histokimyasal ve immunohistokimyasal testler yapildi. Bulgular Ulutas ve modifiye
Pineda Histolojik Skorlama sistemine goére derecelendirilerek istatiksel analizlerle

kargilastirildi.

Bulgular: Histomorfolojik ve immunhistokimya sonuclari karsilastirildiginda,
kontrol grubunda hipertrofi ve ossifikasyon yodun go6zlenirken; EGF ile
biyosinyallenmis Jelatin doku iskelesi Uzerinde rhBMP 7 kontrolli salinimi saglanan
Grup 4 basta olmak Uzere tum doku iskelesi kullanilan gruplarda olusan onarim
dokusunun kikirdak doku oOzellikleri tagidigi goruldu. Doku iskelesinin duz olarak
yerlestirildigi Grup 2 ve Grup 4 gruplarda onarim dokusunun tim defekt alanini
kapladigi, doku iskelesinin defekt alanina rulo olarak yerlestiriimis oldugu Grup 3 ve
Grup 5 deneklerde, kondrogenezin iskele sekline gore sekil aldigi, defekt
santralinde yeni onarim dokusu olusmadigi gézlendi. EGF molekulinin tek olarak
kullanildigi iskele ile rhBMP 7 ile dual olarak kullanildigi gruplar kiyaslandiginda,
defekt dolulugu orani ve kikirdak gecis zon 6zellikleri arasinda anlamli farklar olsa

da, hicre morfolojisi ve matriks boyanmasi arasinda sinerjistik etkiye rastlanmadi.

Sonug: EGF ile biyosinyallendiriimis ve lGzerinde rhBMP 7 kontrolli salinimi
gerceklestirilen Jelatin sunger yapili doku iskelesinin, perikondrial progenitdr
hicrelerin etkisiyle kikirdak rejenerasyon kapasitesini arttirarak kikirdak doku
muhendisligi ¢alismalarinda kullanilabilecegi gorugtune variimistir. BOylece hucre-
polimer sistemlerinin dezavantajlarindan uzak, klinik uygulamaya gecirilebilecek
kolay ulagsilabilir, disuk maliyetli bir implant Uretilebilmesi icin érnek bir ¢alisma
olarak degerlendirilebilir. Kullanilan iskelenin sekillendirilebilir G¢ boyutlu yapisi her

tarlh kikirdak doku defekti icin kullanilabilirligi agisindan avantaj olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Skafold, perikondrium, kikirdak, rejenerasyon, rhBMP
7,EGF, dual buyime faktorl, kikirdak doku muhendisligi
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2. ABSTRACT

Title: The Cartilage Tissue Regeneration- Biosignalized Gelatin with EGF on Tissue
Scaffold with Controlled Release of rhBMP7

Researcher Name, Faculty and Correspondence address: BILGEHAN ILKER
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Plastic and Reconstructive Surgery
Department Inciralti —lzmir

Aim and hypothesis: Cartilage defects can be caused congenital or acquired
from trauma, tumor resection. Thus defects leads to functional and aesthetic
problems; cartilage tissue because of its avascular structure has a very limited
capacity for self repair. Cartilage tissue engineering studies are still under discussion
by using different cell sources, tissue scaffolds and variety of biosignals molecules.
Despite invitro with its cell-polymer studies reported successful results ofen with adult
chondrocytes and stem-cells groups can not be applied in clinical practice because of
its difficulties to obtain sufficient cells and high cost problems.

In this study as an animal experiment is used rabbit. In its ears will be created
cartilage defects and try to perform (biosignalized with EGF gelatin tissue scaffold)
release of rhBMP7 control on a new tissue scaffold. It is aimed to create ready
biomaterials which can be used in clinical practice, increase the capacity of cartilage
tissue regeneration by dual growth factors of perichondrial progenitor cells effects
without the needs of additional cell source. It is aimed to create ready biomaterials
which can be used in clinical practice, increase the capacity of cartilage tissue
regeneration by dual growth factors of perichondrial progenitor cells effects without

the nees of additional cell source

Materials and Methods: In this study 18 New Zelland Rabbits (age ranging 1-
1,5 years; weight ranging 2,5-3,5 kg) were used. Subjects were divided into 5 groups.
In the 1% Group; Only 1x1 cm resection was sutured on the rabbits ear cartillage
structure. On the 2™ group its also created the same magnitude defect of cartilage
structure and put into as a plain form the biosignalized with EGFR gelatin tissue
scaffolds. In Group 3 it was placed in roll form. In 4" and 5™ group it was placed
microspheres in a prepared tissue scaffold which will control the release of rhBMP7
and rhBMP7 were immobilized. Prepared rhBMP7 which will controll the release was
placed in defects on group 4 in plain form and group 5 in roll form. The suitability of

the prepared tissue scaffold in case of the study was verified by making
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morphological and mechanical analyses. At the end of the 8 weeks waiting period
animals were sacrificed and histochemical and immunohistochemical tests were
done. Results were graded according to Ulutas and Modified Pineda Histological

Scoring System and compared with statistical analysis.

Results: When histomorphological and immunohistochemistry results were
compared, it was intense observed hypertrophy and ossification in the control group,
and it was seen a repair on the cartilage tissue scaffold characteristics esspecially in
group 4 and all others where biosignalized with EGFR gelatin tissue scaffold provided
release control of rhBMP7. Group 2 and group 4 which tissue scaffold layer were
engrafting flatly, consisted tissue was lining all defect zone, group 3 and group 5
which tissue scaffold layer were engrafting rooled shape, chondrogenesis shapes
similar scaffold conformation and observed that central of defect didn’t demonstrated
new repair tissue. Whether EGF molecule signly using scaffold compaire with rhBMP
7 dualling using groups deffect repletion ratio between cartilage transition zone
properties significant difference, cell morphology between matrix coloration didn’t

encountered synergistic effect.

Conclusion: By biosignalized with EGFR and controlled release of rhBMP7
gelatin sponge structured tissue scaffold and effects of pericondrial progenitor cells
the cartilage regeneration capacity increase and this study can be a lightway for
being used in cartilage tissue engeneering. Thus it stands far from disadvantages of
cell-polymer system and it is considered as an example study for producing a low
cost implant in clinical application. The scaffold can be formed using three -
dimensional structure will be used for all kinds of benefits for cartilage defects.

Keywords: scaffold, greater depth of penetration, cartilage regeneration,
rhBMP 7, EGFR dual growth factor, cartilage tissue engineering
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3. GIRIS VE AMAGLAR

Kikirdak doku; Plastik, Rekonstruktif ve Estetik Cerrahi alaninda, basta
septorinoplasti ve mikrotia onarimi olmak Uzere kranioplasti, mentoplasti gibi birgok
operasyonda destek materyali olarak kullaniimaktadir. Kikirdak dokunun avaskuler
yapisi geregi, kendini yenileme kapasitesi sinirli ve gogu zaman yetersizdir (1-3). Bu
nedenle konjenital veya edinsel (travma, neoplazi, cerrahi rezeksiyon vb.) olarak
gelisebilen kikirdak defektlerinin olugturdugu fonksiyonel ve estetik bozukluklar ileri

rekonstriksiyon ¢ézumleri gerektirmektedir(1, 2, 4).

Bu defektlerin onarimi igin, otojen kikirdak greftleri veya hasarli bdlgeye
mekanik destek saglamak amaciyla, gesitli implantlarin yerlestiriimesi geleneksel
tedavi yaklasimlarindan bazilaridir(1, 2, 5, 6). Ancak yeterli miktarda uygun kikirdak
greftine ulagsmadaki zorluklar, donér alan problemleri, rezorbsiyon problemleri veya
biyomateryaller igin olasi enfeksiyon riski ve uyum problemleri, klinik uygulamada pek

¢cok soruna yol agmaktadir(1, 7).

Bilindigi Uzere, avaskuler oOzellikte olan kikirdak doku rejenerasyonu temel
olarak perikondrial oncu hucreler uzerinden gergeklesmektedir.1959 yilinda
kikirdaktan ayrilan perikondriumun, yeni kikirdak dokusu olusumuna neden oldugu
Lester tarafindan bildirilmistir.(8), Takip eden c¢alismalarla (9, 10), perikondrium
greftleri ve perikondrial fleplerle onarim gindeme gelmistir. (11, 12) ,(13, 14). Fakat
perikondrium etkisiyle sadece milimetrik boyutlarda kikirdak defektlerinin
onarilabildigi, daha blyuk kikirdak defektlerinin onariminda perikondriumun

rejenerasyon kapasitesinin yetersiz oldugu bir ¢ok ¢calismayla gosterilmistir(15).

Kikirdak doku onarimindaki bu geleneksel tedavi yontemleriyle yasanan
sorunlar, arastirmacilari doku mahendisligi yaklasimiyla yapay kikirdak doku uretme
calismalarina tesvik etmistir. Bu amagla, perikondrium rejenerasyon kapasitelerinin
arttinimasi ve/veya hucre —polimer modelleri Uzerinden kondroid doku uretme

calismalari guindeme gelmistir(16). Muhendislik ve yasam bilimlerinin prensiplerini
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birlestirerek;  doku fonksiyonlarini iyilestiren, koruyan veya onlarin yerini alan
biyolojik yer tutucularin gelistiriimesine dayanan disiplinler arasi yaklasim olarak
tanimlanan doku muhendisligi, son yillarda Plastik, Estetik ve Rekonstruktif Cerrahi

alaninda onemli bir ugras konusu haline gelmigtir.

Ik kez 1977 ‘de Green tarafindan tanimlanmig olan kikirdak doku mihendisligi
ve 1980'li yillarda guncellenmistir(17). Avaskuler yapiya sahip oldugu bilinen kikirdak
doku igin, doku muhendisliginin temel sorunu olan vaskilarizasyon problemleri
yasanmamaktadir. Cesitli bluyime faktorleri ile desteklenmis yapay matriksler
Uzerinde, perikondrium metabolizmasina ek biyosinyal molekullerinin salinimiyla
dogal kikirdak yapisina daha yakin, U¢ boyutlu kikirdak dokusu eldesinin mumkudn

olabilecegi savunulmus ve konuyla ilgili bir cok ¢alisma yapilmistir (7, 18-22).

Kikirdak doku muhendisligi yaklagimlarinda; ekstraselluler matriksi taklit ederek,
progenitdr hucrelerin adezyon ve proliferasyonunu saglayan , hicrelerin ve biyoaktif
molekillerin hasar boélgesine tasinimlarini saglayan, ¢ boyutlu ortam olusturan doku
iskelesi temel 6gelerden biridir. Zamansal ve mekansal olarak degradasyonun kontrol
edilmesiyle, skafoldlar yeni doku buyumesini artirabilir ve/veya yonlendirebilir. Doku
iskelesi olarak kullanilacak biyomateryal, doku ile uyumlu, uygun por yapisina, por
boyutuna, uygun mekanik 6zelliklere ve biyoparcalanabilirlie sahip olmalidir (23).
Bu amacla en ¢ok kullanilan sentetik polimerler polikaprolakton, poli laktik-ko-glikolik
asit, poli etilen glikol, polivinil alkol, politretandir. Dogal polimerler olarak ise aljinat,
jelatin ve kitosan kikirdak doku muhendisligi calismalarinda sik tercih edilen

polimerlerdir.

Doku muhendisligi yaklagsimlarinda en sik tercih edilen Kollajen molekulin
izolasyonundaki zorluklar ve yuksek maliyeti, Jelatin dogal polimerinin gindeme
gelmesine neden olmustur. Jelatin yapisal direncin en 6nemli saglayicisi olan doku
matriks elemani kollajenin denature hali olarak bilinir. Jelatin yapili yapay
matrikslerin, kondrositlerin g¢ogalmasini, yuvarlak morfoloji almasini ve kikirdak
matriks molekullerinin ekspresyonu ive tip Il kollajen surekli ekspresyonunu tesvik

ettigi bilinmektedir. Calisma kapsaminda biyouyumluluk, biyobozunurluk, katyonik
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karakterine bagli olarak hicre yapistirici ve Uremeyi destekleyici 6zellikleri nedeniyle
jelatin dogal polimerinden hazirlanarak, stabilizasyon igin Gluteraldehitle c¢arpraz
baglanmis EGF ile biyosinyallendiriimis makrogdzenekli doku iskelesi (NEODERM,
ARS Arthro Biyoteknoloji lab.) kullaniimigtir.

Kikirdak doku muahendisligi Ug¢lemesinin, dglincli onemli elemani biyosinyal
molekulleridir. Embriyonik gelisim sirasinda, doku onariminda rol oynayan bu
polipeptit yapisindaki kritik sinyal molekulleri; rejenerasyonu hizlandirmak veya
indUklemek icin kullanilabilir. Kondrojenik anabolik 6zellikli olarak bilinen, 6zellikle
TGFB, BMP ailesi, IGFl, PDGF, FGF 2 biyomolekulleri kikirdak doku
muhendisliginde biyosinyal molekulli olarak birgok c¢alismada kullaniimigtir.
Biyosinyaller hiucre kultir ortaminda destekleyici olarak kullanilabilecegi gibi gesgitli

yontemlerle doku iskelelerine immobilize edilebilir ve/veya yuklenebilirler.

Kondral lezyonlarin tedavisinde guncel yaklasimlardan bir tanesi bu yerel
dizenleyicilerin birlikte kullaniimasidir. S6zi gecen blyime faktorlerinin birlikte
kullanildiginda, birbirlerinin gen ekspresyonlarini arttirdidi, in vitro protein Gretiminin,
kartlaj matriks sentezinin, ortaya ¢ikan sinerjistik etkiyle arttigi literatirde birgok

calismada gosterilmistir (24).

Kartilaj rejenerasyonunda en aktif dizenleyici oldugu bilinen BMP 7 nin diger
anabolik kondrojenik faktorlerden olan IGF 1 le beraber uygulandiginda Kkartilaj
matriks sentezini daha fazla arttirdigi Chubinskaya ve arkadaslarinin yaptidi
calismada gosterilmistir (25). Yine Lim SM ve arkadaglari BMP-7 ve TGF-B2
biyomolekillerini kondral defektlerin onarimi igin dual buyume faktorleri olarak
kullanmis ve olumlu sonuglar elde etmigstir (26). Farkh bir calisma kapsaminda IGF-I
ve TGF-B1 kondrojenik buyume faktorlerinin dual kullanildijinda ortaya c¢ikardigi
kondrogenez lizerine olumlu sinerjistik etkiler Elisseeff J ve arkadaslari ile Holland TA
(27) ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismalarda gosterilmistir.
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Ancak kullanilan bu protein yapidaki biyosinyal faktérlerinin in vivo ortamda
yarilanma Omdurleri ¢ok kisadir, degredasyonlari gorece hizlidir. Boylece defekt
alaninda istenilen etkiyi gosterebilmeleri i¢in bir tagima sisteminin iginde bulunmalari,
yavas ve uzun sureli kontrolli salinim yapabilmeleri agisindan gereklidir. Kontrolll
salinim sistemlerinden son yillarin gézdesi mikroklre formulasyonlaridir. Mikroktreler

ilk olarak 1960’larda Chang tarafindan tasiyici sistem olarak hazirlanmistir (28).

Mikrokureler; etkin maddeyi molekiler diizeyde partikiller halinde tasiyan, farkh
fizikokimyasal Ozelliklere ve birkagc mikrondan mm boyutlarina kadar degisen cap
dagilimina sahip, monolitik yapidaki mikro tasiyicilardir. Hicre kapsulasyonu disinda,
hlcre buyumesi ve farklilagsmasinda buyuk bir Sneme sahip olan bayume faktorlerinin
etkinligini artirmak amaciyla da c¢esitli doku muhendisligi uygulamalarinda
kullaniimaktadir. Son yillarda etkin madde salimi ile ilgili yapilan pek ¢ok calisma,

bozunur polimer mikrokureler Gzerinde yogunlasmistir.

Bu bilgiler i1s1ginda, proje kapsaminda, kontrolli salinim sistemleri ve doku
muhendisligi temel ilkelerini birlestirerek, birden fazla biyoaktif molekllin ayni destek
matriksinden salimini gergeklestirebilecek doku iskeleri hazirlandi.  Biyosinyal
molekulleri olarak, daha once literatirde dual kullanimlariyla ilgili herhangi bir
calismaya rastlamadigimiz; kondrogenez Uzerinde en uyarici faktor olarak bilinen
BMP 7 ve olusacak neokartilaj dokusu igindeki matriks yapisinin ana duzenleyicisi
EGF biyomolekulleri kullanildi. S6zu edilen blyume faktorlerinin kikirdak doku
rejenerasyonu Uzerine sinerjistik etki olusturacaklari dusinudldid. Bu amagla
Gluteraldehit ile ¢arpraz baglanmis, biyouyumlu ve biyobozunur EGF ile
biyosinyallenmis Jelatin Stinger Matriks Gzerine, uygun dozda rhBMP 7 biyomolekulu
yukledigimiz, koaservasyon yontemi ile hazirlanan Jelatin mikrokureler yerlestirildi.
Hazirlanan doku iskelelerinin, porozite, partikil buyukligl, mekanik dayaniklilik,
sisme testleri ve morfolojik analizleri yapilarak ¢alisma igin uygunluklari dogrulandi.
Deneysel cerrahi asamasinda, tavsan kulak kikirdak defekti modelinde,
perikondriumun tek bagina onaramadig literaturde gosterilmis olan 1x1 cmlik kritik
kikirdak defekti olusturuldu. Kikirdak gelisimi igin 6ncli hlcre grubu, defekt
olusturulurken korunacak olan perikondriumda yerlesmis olan kondroprogenitor
hiacreler Uzerinden saglandi. Hazirlanan doku iskelelerinin  yumusak ve
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sekillendirilebir  yapisinin sagladigi avantajla, perikondriumla temas yuzeyi
degistirildiginde  kikirdak rejenerasyon kapasitesinin  etkilenme oranlarinin
karsilastirilabilmeleri i¢in, defekt alanlarina diuz ve 3 mm kalinhiginda rulolar halinde
yerlestirildi. .8 haftalik bekleme slresi sonrasinda defekt bdlgesinden alinan kesitlerin
makroskobik olarak go6zlemleri sonrasi histomorfolojik olarak degerlendiriimeleri
yapildi. Farkl histolojik skorlama sistemleri kullanilarak tim denekler derecelendirildi.

Tum sonuglar istatiksel olarak yorumlandi.

Ozet olarak gerceklestirdigimiz projenin amaclari:

1- Kikirdak doku muhendisliginde yeni bir doku iskelesinin kondrogeneze
etkilerinin arastirilmasi ve standart bir model olusturulmasi, (EGF ile biyosinyallenmig
Jelatin doku iskelesi bu amagla ilk defa bizim ¢alismamizda kullaniimigtir).

2- Kontrolli salinim sistemleri ve doku muihendisligi temel ilkelerini
birlegtirerek, birden fazla biyoaktif molekulin ayni destek matriksinden salimini
gerceklestirerek, ek hucre kaynaklarina gerek duymadan perikondrium rejenerasyon
kapasitesinin arttirlmasi; bdylece klinikte kullanilabilecek ¢ok fonksiyonlu yapilar elde
edilmesi.

3- Kondrogeneze etkileri bilinen EGF ve BMP 7 nin ayri ayri kondrogenez
uzerine etkilerinin arastiriimasinin yani sira kombine kullanimlari ile olasi sinerjistik
etkilerinin arastiriimasi,

4- Literatlirde, perikondrium etkisiyle kikirdak defektlerinin onarimi ile ilgili
calismalar 3-4 mmlik klguk defektlerde yapilmistir. Bu ¢alismada 1 cm’lik defektlerin
onarimi aragtiriimigtir.

5- Erigkin saglikli hayvanlar kullanilarak standart bir klinik model

olusturulabilirliginin aragtiriimasi.
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4. GENEL BILGILER

Bu bolumde, proje konusuyla ilgili literatur bilgileri U¢ temel bashk altinda
incelenmistir. ilk olarak kikirdak dokusunun histolojik yapisi ve 6zelliklerine yer
verilmistir. Ardindan kikirdak doku defektlerinin onariminda kullanilan yéntemlerden
s6z edilmistir. Son bdlimde ise kikirdak doku muhendisligi ilkeleri ve o6nceki

calismalar literatur esliginde anlatiimistir.

4.1. KIKIRDAK DOKU HISTOLOJIK YAPISI

Embriyonik donemde insan iskeletinin tamamini olusturan, organizmanin en
onemli yapitaglarindan olan kikirdak doku, icerdigi elementler sayesinde esi benzeri
olmayan bir kompozisyon olusturur. Bilesimindeki en 0Onemli elementler; ozel
hdcreleri, yumusak fakat dayanikli 06zel ekstraselliler matriks yapisi ve

beslenmesinin en 6nemli saglayicisi olan perikondrium olarak siralanabilir.

Organizmanin dayanikhlik ve esneklik gerektiren bolgelerinde iskelet yapisini
olusturan bu avaskuler 6zel bag doku yapisi, mekanik yuk altinda anisotropik

davranig sergileyen viskoelastik yapilar olarak tanimlanabilir.

Matriks icerisinde kollajen ve elastik liflerin bulunmasina bagli olarak dokunun
gerilme kuvveti veya elastikiyeti artirilmis olur ve dokunun vicudun farkh yerlerindeki
mekanik ihtiyaglara uyumu saglanir. Liflerin cinsi, fazlaligi veya azligi ile temel

maddenin kimyasal 6zelligi kikirdadin siniflandirimasinda esas alinir.

4.1.1. Kikirdak Hiicreleri

Embriyonel hayatin altinci haftasinda, mezenkimal hucreler perikondrium
kanallarinin geniglemis alanlarinda, kikirdak 6ncu hucreleri halinde gorilmeye baslar.

Bu 6ncu hucrelerden gelisen kondrositler mezenkimal hicre ailesindendir.

22



Kikirdak doku ile ilgili 3 hicre tipi vardir:
4.1.1.1 Kondrojenik Hucreler

Mezenkimal hucrelerden kdken alan i§ sekilli hacrelerdir. Stoplazmalari dardir,
bir- iki nukleoluslu, ovoid yapida bir nukleuslari bulunur. Elektron mikroskobik
incelemelerinde klguk bir Golgi kompleksi, az sayida mitokondri, az miktarda granuler
endoplazmik retikulum ve bol serbest ribozom igerirler. Kondrojenik hucreler, hem

kondroblast hem de osteoprojenitor hicrelere farklilasabilen yapidadirlar(29).

4.1.1.2. Kondroblastlar

Gen¢ kikirdak hucresi olarak tanimlabilen kondroblastlar, kuguk, yassi,
sitoplazmik uzantilari nedeniyle duzensiz sinirli hicrelerdir. Perikondrium yerlesimli
kondrojenik hicrelerden ve kondrifikasyon merkezindeki mezenkimal htcrelerden
koken alirlar. Bazofilik boyanirlar. Protein sentezi igin gerekli organellere sahiptir.
Elektron mikroskobi ile yapilan incelemelerde, zengin granuler endoplazmik retikulum
agi, iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondri yapisi ve bol miktarda

sekretuar vesikuller icerdigi goraltr(30).

4.1.1.3.Kondrositler

Kondrositler, kikirdak icinde bulunan ESM (Ekstraselliler matriks) bilesenlerini
ureten, devamhligini saglayan ve remodelize eden izole hucrelerdir. Kondrositler
doku hacminin %1-2’ ini olusturur. Genellikle periferde ovoid veya derinlere gidildikge
sferikal yapida bulunan kondrositler, kalin matriks yapisi ile gevrelenmigtir. Matriks
yapisi igerisinde laktna adi verilen kiguk kaviter yapilara gémula olarak bulunurlar.
Kondrositlerde protein sentezleyen hucrelerin genel 6zelliklerine sahiptir. Belirgin
nukleoluslu, merkezi yerlesimli, iri sferikal nukleuslari vardir. Nukleolus ise bir veya
daha fazla olabilir. Sitoplazma sahip oldugu fazla miktarda serbest ribozomlardan ve
nispeten iyi gelismis graniler endoplazmik retikulumdan dolayi orta derece bazofilik
boyanir. Goérinime ince grandller hakimdir. Sitoplazmalarinda, buylk hacimli

mitokondriyal yapilar, lipid ve glikojen vakuolleri gozlenir.
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Sekil 1 : Kondrosit EM goriintiisu

M:Mitokondri, rER: Ribozomal Endoplazmik Retikulum,N:Niikleus

Geng¢ kondrositler agik boyanan sitoplazmaya, bol mitokondri, GER ve iyi
gelismis Golgi kompleksine sahiptir ve bol glikojen icerir. Gen¢ kondrositlerdeki agik
ve bol mitokondrili sitoplazma yaslanmaya bagl olarak yaglanir ve protein sentez
aktivitesi duser(29, 30).

Kikirdak dokunun avaskuler yapisi nedeniyle kondrositler disuk parsiyel oksijen
basinci altinda solunum yapar ve glikozu anaerobik olarak metabolize ederler. Besin

ihtiyaglari matriksten difiizyon yolu ile saglanir.

Canli kikirdak dokuda kondrositler lakunalari tamamen doldurur; fakat parafin
kesitlerinde fiksasyon ve dehidratasyondan dolayi, lakinalarla hicre yapilari
arasinda bosluk gorular. Hiucre yapilari buzigsmaustur, ¢cok ender olarak lakunalarin
seklini alabilir. Yetiskinde kikirdak dokusu iginde hicreler gruplar halinde bulunabilir.
Her bir grup tek bir ana kondrositin Grinudur. Bir lakina iginde yerlesmis bir ana
hiacreden koken almis olan bu hucreler grubuna izogen grup ya da hucreler yuvasi

denir. Kondrositlerin, izogen gruplar seklinde bulunmalari yeni bdlinduklerinin
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isaretidir. Yeni bolinmuUs bu kondrositler etraflarindaki matriksi salgiladiklarinda,
birbirlerinden  uzaklagirlar. Bu  hucreler ayrica  metalloproteinazlari  da
salgilamaktadirlar. Bu enzim sayesinde kikirdak matriksi pargalanir, hicreler genisler
ve yeniden yerlesirler. Kikirdak kimesinin periferine dogru hicreler eliptik sekil alir ve
yuzeye paralel olarak duzlegir. Fetal kikirdakta hucreler siklikla duzlesmigtir ve hucre

yuvalari ender olarak gorulur.

Sekil 2. A. Mezenkimal hucreler, B. Mezenkimal hiicrelerin farklilagsmasi ile olusan kondroblastlar, C.

Kondroblastlar kendi HDM’lerini sentezlemeye baslayarak birbirlerinden uzaklasip olgunlastiklari kondrositler

D.Kondrositlerlerden ¢ogalan izogen hiicre gruplari

Kondrosit membrani pek ¢ok iyon kanallari igerir. Bunlardan potasyum kanallari
ve kalsiyum kanallari elektrofizyolojik ¢alismalarla tanimlanmistir. Bu iyon kanallari
sayesinde eklem kikirdaginda yer alan kondrositler, mekanik yuklenmelere iyon
degisimi ile cevap verirler. integrinler, kondrosit hiicre yiizey proteinlerini olugturan
blyUk bir ailedir. Hucre-hlcre ve hulcre-matriks iligkisini saglar. "a ve p”
subunitlerinden olusur. Kondrositler gogunlukla "a3B1" ve "aVB3" kombinasyonlu
integrinleri igerir. integrinler sinyal tagima kapasitesi ve baglanma segiciligi gdsterir.
Dinlenmekte olan kondrositte integrin seviyesi ¢cok duguktur. Metabolik olarak aktif
kondrositte ise integrin seviyeleri olduk¢a yuksektir ve yeni integrin subtipleri gelisir.
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Kondrosit membraninda ayrica pek ¢ok spesifik reseptorler yerlesmistir. Bu
reseptorler sayesinde gevredeki matrikse ragmen doku ve hormon sinyalleri kondrosit
membraninca taranabilir. Hyaluronan reseptorleri, kondrosit matriksin hicre ylzeyine
toplanmasinda ve matriks metabolizmasinda temel roli oynar. Proteoglikanlar,
hyaluronan reseptérleri ile kondrositlere baglanirlar. Kondrositler pek ¢ok doku
hormonu ve buyume faktorlerine spesifik reseptorleri araciligi ile cevap verebilirler.
Bu hormon reseptor iliskisi kikirdak gelisiminde ve erigkin kikirdak metabolizmasinin
duzenlenmesinde onemlidir. Ayrica bu iliski makromolekullerin sentezinde anabolik

aktivite saglamaktadir(31).
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Sekil 3. Kondrosit membranlarinda iyon degisimi sematik gosterimi

Yetiskin bir organizmada aktif halde olmayan kondrositin ¢ok disuk bir
metabolizma hizi vardir. Erigkin hayat boyunca hicre proliferasyonu gostermez.
immatiir dénemde ve gelisim siirecinde, iyilesme siirecinde, enzimatik olarak
indirgenip doku kulturlerine konuldugunda, kondrosit metabolik olarak aktiftir. Aktif
dénemde olduk¢a fazla miktarda ekstraselliler matriks Uretir. Ayrica immatir
kikirdak, proteoglikan icerigi ve baglayici protein igerigi bakimindan zengindir. Sonug
olarak hem yetigkin bir organizmada, hem de hayatin daha erken evrelerinde
kondrosit, enflamasyon ve travma gibi akut olaylara reaksiyon gosterebilir. Bu
reaksiyonlari da membrandaki spesifik reseptorlerler duzenler(32).
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4.1.2. Ekstraseliler Matriks(ESM)

Kikirdak dokusunda bulunan ekstraselliler matriks yapisi, diger bag doku
yapilarindan farkli olarak, ekstraselliler alan icine gdmulid makromolekuler matriks
yapisi igcermektedir. Oldukga siki bir kivam goésteren ESM kikirdak dokusuna,
mekanik zorlamalar karsisinda kalici sekil bozukluklarina yol agilmamasi igin gereken
esnekligi kazandirmaktadir. Bu yapinin sentezini saglayan icinde barindirdigi

Ozellesmis kikirdak hicreleridir.

Ekstraselluler matriksin bu 6zel yapisi kikirdagin bukulgenligi ve sikistirmaya
karsi olan direnci, sok ve darbe emici olarak gorev yapmasina olanak verir. Ayrica
¢ok duzgun yuzeyli olmasi nedeniyle eklemlerin surtinmesiz olarak hareketine
olanak saglanmasi, yumusak dokularin desteklenmesi araciligi ile normal seklin
korunmasi ve uzun kemiklerin geligsimindeki essiz rolu 6zel matriks yapisinin dnemli

gérevleridir.

Kikirdak matriksi diger bag doku matrikslerinden farkl olarak daha fazla sivi
icerir. Farkh kikirdak tiplerinde, farkli konsantrasyonlarda ve organizasyonlarda
makromolekiiller icerir. icerdigi sivi  miktar kikirdak agirhginin - %60-80'ini
olustururken vyapisal makromolekiller kikirdak kuru agirhiginin - %20 -40'ini
olustururlar. Matriks makroskopik olarak homojen goérinse de, molekuler yapisi Ug
sinif yapisal makromolekilden olusur. Bunlar asagida belirtildigi gibi kategorize

edilebilir:

¢ Glikozaminoglikanlar (GAG) ve Proteoglikanlar.
e Kollajen ile elastin igeren fibrdz proteinler.

¢ Adhezive proteinler.

Yari i1sik gecirgen matriksin kuru agirliginin % 40 ‘i kollajendir. Kollajen lifler ile
ara maddenin 1s191 yansitma indeksi yakin oldugundan, i1sik mikroskobu ile kollajen

segilemez ve matriks amorf, homojen gérinume sahiptir.
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Proteoglikanlarin yapisini buyuk oranda karbonhidratlar olustururken, diger
makromekuller protein yapidadir.(63,64) Kollajen lifler arasinda yalnizca hidrate
proteoglikanlar degil, ayni zamanda bunlarin GAG yan zincirleri de kollajen lifler ile
elektrostatik baglantilar olusturur. Bdylece temel ara madde ile matriksin fibrilleri
arasinda c¢apraz bagli bir molekuler iskelet olusturulur ki bu gerilmelere karsi olan

direncin temelini olusturur.

Matrikste iki bolge gozlenir;

e Her bir laklina etrafindaki territoryal matriks

e interterritoryal matriks

Territoryal matriks, 50um genisligindeki bir bant seklindedir ve PAS(+)
boyanmaya sebep olan konroiditin sulfat yapisinca zengindir. Bu bdlge ayni
zamanda yuksek bazofilik ve metakromatiktir. Bu matriksin digi ise Tip Il kollajence
zengin proteoglikanlarca daha fakirdir. Matriksin ¢ok kiguUk bir kismi ise (1-3um)
lakiinayr hemen cgevreler ve periselluler kapsul olarak bilinir. Burasi bazal lamina
benzeri bir materyale gomulu kiguk kollajen lif agindan olusur. Perisellller kapsulun

kondrositleri mekanik streslerden korudugu ileri surtlmastir(29).
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Sekil 4:Kikirdak dokusunun yapisi ve ESM bilegimi
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4.1.2.1. Glikozaminoglikanlar ve Proteoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG), genellikle bir Gronik asit ve bir heksozamin
tarafindan olusturulan, karakteristik tekrarlayan disakkarit birimlerinden meydana
gelmis olan dogrusal polisakkaritlerdir. Kikirdakta bulunan glikozaminoglikanlar
GAG

yapilarinin kompozisyonu, bag dokudaki dagilimlari ve kollajen lifler ile iligkileri Tablo

hiyaluronik asit, kondroitin sulfat, keratan suilfat ve dermatan sulfattir.

1’de 6zetlenmisgtir.

Tablo 1: GAG’larin kompozisyonu, dagilimi ve kollajen lifler ile olan iligkisi

GAG

Hiyaliironik asit

Kondroitin-4-siilfat

Kondroitin-6-stilfat

Dermatan siilfat

Heparan siilfat

Keratan siilfat

(kornea)

Keratan siilfat (iskelet)

TEKRARLAYAN
DISSAKARITLER

D-glukuronik asit D-
glukozamin
D-glukuronik asit
D-galaktozamin
D-glukuronik asit
D-galaktozamin

D-glukuronik  asit/ L-
iduronik asit

D-galaktozamin
D-glukuronik asit
D-galaktozamin
D-galaktoz

D-galaktozamin

D-galaktoz

D-glukozamin

DAGILIM

Sinovyalsivi,
kikirdak

Kikirdak,kemik,

kornea

Kikirdak, gobek bag,
deri

Deri, tendon, aort

Aort, akciger, bazal

lamina, karaciger

Kornea

Kikirdak

KOLLAJEN iLE

ELEKTROSTATIK iLiSKi

Esas olarak kollajen tip 2

Yiksek oranda kollajen tip 2

Yuksek oranda kollajen tip 1

Orta derecede Kol tip 3 ve 4

Hiyaluronik asit disindaki diger GAG polimer zincirlerinin, bir kor proteinine
baglanmasiyla proteoglikan molekllli olugsmaktadir. Proteoglikan molekull, telden
yapili, sapi protein 6zunu, kollari ise GAG’lari andiran ve bir test tupu firgasi olarak
sematize edilebilen Gg boyutlu bir yapidir (Sekil 5).
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Proteoglikanlarda karbonhidrat kisim hakimdir ve molekul kutlesinin %80-90’ini
olusturmaktadir.  Kikirdak doku iginde, proteoglikan molekulleri daha buyuk
molekuller halinde proteoglikan agregatlarini meydana getiren bir hiyalUronik asit
zincirine badli olarak gdsterilmektedir. Proteoglikan agregatlari, bir proteoglikan
molekull olan agregan baglanma proteini ile bir hiyalUronik asit molekuline
baglanmasi ve bu yapinin da kollajen lifler ile etkilesime girmesi sonucu olusmustur.
Proteoglikan molekullerinin  ¢cogunlugunun karbonhidrat kisminin i¢inde hidroksil,
karboksil ve sulfat gruplari ylksek orada bulundugundan dolay! yapi son derece
hidrofiliktir ve polianyon davranisi gosterir. Bu 6zelliklerinden dolayi proteoglikanlar
¢ok sayida katyonla elektrostatik baglar ile baglanabilirler. Proteoglikan agregatlari
son derece sulu yapilar olup molekdlin etrafini kalin bir ¢ozelti suyu tabakasi
cevrelemektedir. Kuru hacimlerinin yaklasik olarak 50 kati kadar suyu emerek yapi
icinde tutabilirler. Bu sekilde dokuya son derece guvenli bir osmotik cevre

saglamaktadirlar(29).

Ekstraselliiler matriksin
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Sekil 5: ESM Proteoglikan bilesenleri
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4.1.2.2. Fibroz Proteinler

Fibroz proteinler, dokularda yapisal fonksiyonlari yerine getiren genigletiimis
molekullerdir. Duzenli, sekonder yapisal elementler olusturmak Uzere birlesen

spesifik aminoasitlerden olusurlar.

4.1.2.2.1.Kollajen

ESM’ in 6nemli bilesenidir ve insan viicudunda en bol bulunan proteindir, kuru
agirhgin yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir. Kollajen, kemik, tendon ve
derideki baslica protein turudir. Kikirdak doku kollajeni olduk¢a dayanikl, hayat

boyu degismeden kalan ve yarilanma suresi 50-300 gun olan bir yapiya sahiptir.

Kollajen, kikirdagin seklini korumada ve tensil kuvvetini saglamada gorev alir.
Ayrica diger yapisal makromolekuller olan proteoglikanlar ve glikoproteinler kollajen
yapinin  Uzerine tutunurlar. Boylece kollajen, eklem kikirdagina kuvvet
uygulandiginda proteoglikan akisina kargi koyar. Kayma gucune karsi direng
gOsteren dayanikh protein fiberleri meydana geldiginden bulundugu dokuya

dayaniklihk saglarken, gerilme direncini arttirir (Sekil 6).

Microfibril

Sekil 6. Kollajenin fibriler yapisi
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Kimyasal kompozisyonlarinin farkhliklari, morfolojik 6zelikleri, dagilimlari,

fonksiyonlari ve patolojileri ile fark edilen birkag htcre tipi tarafindan aretilirler.

Kollajen Molekiilii Yapisi

Kollajen liflerinin paketlenmis yapisi agildiginda, en alt biriminin alfa zincir
peptitleri oldugu gorulmektedir. 3 polipeptid alt biriminden olusan buklimlenmis Gglu
sarmal yapilya sahiptir. Polipeptid alt birimler olan alfa zincirler bir ortak eksen
etrafinda doénerek 3000 A uzunlugunda ve 15 A capinda kati bir gubuk benzeri
molekll yapisi olusturarak fibrilleri meydana getirir. Aminoasit dizileri tekrarlayan
polipeptid yapidadir.Kollajen proteininin ana yapisini glisin (%35,5), prolin (%12) ve
hidroksiprolin (%10) amino asitleri olusturmaktadir. Yapida ayrica daha az miktarda
olmakla birlikte lizin ve hidroksilizin amino asitleri de dikkati ¢ekmektedir.
Hidroksiprolin ve hidroksilizin amino asitleri kollajene has bir sekilde bu yapida
bulunurlar. Bu amino asitler prolin ve lizin amino asitlerinin protein molekull
sentezlenirken peptidil prolin hidroksilaz velizin hidroksilaz enzimlerinin etkisiyle
hidroksillenmesi sonucu olugurlar. Bir dokuda bulunan kollajen miktari yapisindaki
hidroksiprolin  miktarinin  tespit edilmesiyle belirlenebilmektedir. Prolin ve
hidroksiprolin, polipeptid omurganin rotasyonunu sinirlar ve bdylelikle Ggli sarmalin
stabilitesini arttirirlar (Sekil 7).

Kollajenin yapisinda bulunan amino asitlerin farkli sekilde ve oranda
dizilmesiyle farkh alfa-zincirleri; farkli alfa-zincirlerinin  bir araya gelerek

paketlenmesiyle de fakh kollajen lifleri olugsmaktadir (Tablo 2).

Kollajen tipleri, nihai kollajen fibrillerini olusturan temel ve en kuguk molekuller
olan, "al, a2, a3" adi verilen protokollajenlerin farkli sekil ve sayilarda birlesmesiyle
olusur. Kollajen liflerinin bilinen 28 farkli tara vardir. Fakat her nasilsa insan
vucudundaki kollajenin %90'indan fazlasi Tip I, Il, Il ve IV yapisindadir. Tip I, 1l ve Il
fibriller kollajenlerdir; fibrillerin lineer polimerleri, her bir kollajen molekulinun biraraya

toplanmasini yansitir. Tip IV (ve ayni zamanda Tip VII) iletisim agi olusturan
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kollajenlerdir ki, bunlara uyan yapi belirgin fibril yapilari degil, G¢ boyutlu ag
yapilandir(29, 30). Fibrildeki kollajen tiplerinin ¢esitliligi, kollajen fibrillerin
bayuklagunu ve seklini belirler. Diger mindr kollajen tipleri bu major fibril agi arasinda
dagilmis halde bulunur. Bazi kollajen turlerinin ise tam yapisi ve gorevi kesin olarak
belirlenememistir. Olayin fotal kikirdak dokunun kalsiflkasyonunda énemli oldugu
sanilmaktadir (Tablo 2).

Profing 4

Polyprolig el

Sekil 7. Kollajenin tekrarlayan peptid yapilarindan olusan helikal yapisi
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Kollajen Tipi

a-zincir diizeni

[a 1(DI2[a(h)]

[a(I]3

[a(ll)]3

[a1(IV)]2[02(IV)]

[t (V))[a2(V)] [a3(V)]

[a1(VD][a2(V1)] [a3(VI)]

[a1(VIN)]3

[a1 (VI3

[ (IX)][a2(1X)] [a3(1X)]

[a1(X)I3

[t (XD][02(X1)] [a3(XI)]

Yapisi

300nm,67nmsaril
fibriller

300nm,kiguk,67nm
fibriller

300nm,klguk,67nm
fibriller

390nm,C-term globuler

bdlge, non-fibriler

390nm,N-term globdiler
bdlge, kiiguk fiberler

390nm,N-term globdiler
bdlge, kiiglik fiberler

450nm, dimer
150nm,N-C
term,globiler bdlge

200nm,N-term,
globuler bdlge

150nm,C-term,
globliler bolge

300nm, kiguk fiberler

Tablo 2. Kollajen icerdikleri alfa zincir tiplerine goére kollajen tiplerinin lokalizasyonu

Lokalizasyonu

Deri,tendon,
kemik,kikirdak, vb.

Kikirdak

Deri ve kasta yogun

Tum bazal lamina

Tip | kollajen ile iligkili

Tip | kollajen ile iligkili

Epitel

Bazi endotel hiicreler

Kikirdak, tip Il kollajen
ile iligkili
Hipertropik ve

mineralize kikirdak

Kikirdak

Kollajen Sentezi

Kollajen sentezinde ilk asama bir kollajen prekursoria olan prokollajenin sentez
edilmesidir. Fibril yapida bireysel kollajen polipeptid zincirlerinin membrana bagh
ribozomlar Uzerinde translasyonlan ile prokollajen Uretimi meydana gelir (Sekil 8 ).
Daha sonra, belirli aminoasit kalintilarinin olagandisi modifikasyonlari gergeklesir. C
Vitamini ne bagimli bir reaksiyon ile secilmis prolin ve lizin aminoasit kalintilar
hidroksillenirler. Bu agsama, prokollajen molekullerinin sonradan hucre disinda

meydana gelecek agregasyonu ve fibrillerin olusumu igin gereklidir. Sonra bazi
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hidroksilizin kalintilari glukozillenirler. Golgi kompleksinde, ¢ adet pro a zinciri,

kendi Uzerlerine katlanarak sarmal hale gelirler. Daha sonra, Golgi kompleksinde

gelisen bir salgl kesesi plazma membrani ile birlesir ve yeni sentezlenen Ugli

Kollajen sarmallarini ekstraseluler bosluga salar. Yeni sentezlenen zincirlerin her bir

ucunun (C-terminal ve N-terminal) kiguk bir bolumi, tropokollajen Urlini ortaya

cikarmak Uzere proteazlar (prokollajen peptidaz gibi) tarafindan bdlunurler(29). Daha

sonra tropokollajen molekulleri kendi aralannda toplanip ¢apraz baglar kurarak olgun

Hiere igl
| oew_

l : [Her tlp e zInclr Igin mANA olugumu ]
..//\/\_,_ * Kyl peTlidn preprokalajen @ zincirerinin \]
\ sentez]. Isaret peptidlerinin irpllmast
\ ” |
| o
) o e )
/ OH Endoptazma reiulumunda zgil prol ve lizi |
OH kiklerinin hidroksilenmesi )
GG OH (5 hcrokilzi KoKerne gazinir galakdozd |
|v8 glukoz bagianmas! J
0H Gal-Gly
Prokolajan molekilierinin bir araya toplanmas|
Em (0l sarmal)
iy 25
! [szl peplidlor ]
’ {) -‘K i . ' . .
Q a% 0 ( ’“‘“‘“I"a et | G211 prokolajenin Golgi komplesing
| v ) | kesecikder aklanimasi
2 o Qazilebilr prokolzenin salg vezikiler halince
ol A\ 4 paketlenmesi
) i T Cenlriokes
/ i / : \.» Salg — » (MikrotibGlier ve mikrolifier tarafindan
. | / Kosecikier (destekienen salgl vazikillerinin ¢Gzllebili
gy (8 |prokolajen molekdillerini hilcre yizeyine aklamasi
{ | M .
\/ \ \ ) Hcre digt
Vi | ortem
| | |
| | O RO ,
! | ') | | Prokolajen molek0lerinin hicre dising bogafiimas,
A ) Prokalajen peptidaziar sarmal oluglurmayan kayit
I} (\/Prokoien | Prokolalen | ey ik bedmand gk,
,\ pepidazlar | peplidazier prokolajen, ghademeyen lropokolajens diniglorix
7\ |/ i N geuoquolalendoknmten Heikderinl olugturmak
\\ /r " W " |tz bir araya loplane
"‘ \ Tropokolajen
\ J
\ f Microliioll iginlan
|
| o

Lizil oksldaz enzimi tarahindan tropokolajen

| =

molgklileri arasinda kargiikl olugturulan
+—— | kovalen baglarla lifgik yaps! glglendirilr,

kollajen fibrillerini meydana

getirirler. Fibriller icindeki

kollajen molekullerinin
paketlenmesi, elektron
mikroskobu ile

gbzlemlenebilecek  seritli

bir modele sahip
tekrarlayan  karakteristik
bir yapiya yol acar.
Kollajenin fibriler dizilisi
lizil oksidaz adli enzim
tarafindan regule edilir.
Lizil oksidaz; olgun

kollajen liflerinde gorulen

gapraz kovalent baglar
yapmalarini sagdlarlar. Bu
capraz baglar, bag
dokunun dogru fonksiyon
gOstermesi

icin  gerekili

geriime  direncini  elde

etmede gereklidir.

Sekil 8 .Kollajen sentezi
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4.1.2.1.2. Elastin

Ekstraseluler matriks icindeki diger dnemli fibroz protein elastindir. Fibroblastlar
tarafindan sentezlenir. Akciger, damar duvarlari, cilt alti bag dokusu ve elastik

ligamentlerde bol bulunur; arterlerde en fazla bulunan ESM bilesenidir.

Elastin tarafindan uretilen elastik fiberler, derinin, damarlarin ve akcigerlerin
gerginlige bagl yirtilmadan, esneyebilmelerine olanak verir. Elastin; 6zellikle glisin,
alanin, valin gibi kuguk aminoasitlerden olusur. Prolin ve lizin aminoasitlerince
zengindir. Kiguk miktarda hidroksiprolin igermesine ragmen, hidroksilizin icermez.
Elastinin yapisinda hi¢ karbonhidrat bulunmaz; bu sebeple elastin bir glikoprotein

degildir(29). Kollajen bir ¢ok genetik ture sahipken, Elastin tek genetik tiptedir.

Elastin, kollajen gibi tg¢li heliks yapisina sahip degidir. Kendisini iceren dokuya
esneklik veren birbirine bagli karmasik bir yumak benzeri iletisim adi gibidir. Bu yapi,
birbirlerine dugumlenmis lastik serit topluluklarina benzer; digumler, dezmosin
¢apraz bagdlarini simgelemektedir. Elastin monomerlerinin dizenli sekonder protein
yapisindan yoksun olduklari gorulur; uzamaya izin veren daginik helezon yapilari
seklindedir; ¢unkl elastin hem gevsek hem de gerginken farkli bigimler

benimseyebilir(29).

Elastin sentezi, ekstraseluler bogsluk igine elastin oncusu olan tropoelastin
salgilanmasiyla baslar. Tropoelastin, daha sonra fibrilin de igeren glikoprotein
mikrofibrilleri ile etkilesime gecger. Fibrilin, tropoelastinin Uzerine emanet edildidi bir
iskele gibi gorev yapar. Tropoelastin polipeptidleri icindeki bazi lizin aminoasit
kalintilarinin yan zincirleri, lizin kalintilari olugturmak Uzere modifiye olurlar. Ardindan
uc tane lizin kalintisinin yan zinciri ile ayni ya da komsu tropoelastin
polipeptidlerinden gelen bir adet degisime ugramamig lizin kalintisinin yan zinciri,
dezmozin ¢apraz baglari olusturmak Uzere kovalent olarak baglanirlar Boylece dort

adet bireysel polipeptid zinciri kovalent olarak birbirleriyle baglanmis olurlar(30).
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4.1.2.3. Adheziv Proteinler

Doku igerisindeki spesifik gorevlerini yerine getirerek hucreler ile alt tabakalar
ve diger ESM molekllleri arasindaki baglantlyr kurarak dokunun metabolik
batinlGgund korurlar. Bunlardan fibronektin, vitronektin, laminin kondrositler ile ESM

molekulleri arasindaki iletigsimi saglayan dnemli glikoprotein yapilarndir.

4.1.2.3.1. Fibronektin

Fibronektin, fibroblastlar ve bazi epitel hicreleri tarafindan sentezlenen bir
glikoproteindir. Molekul kitlesi 222.000-240.000 Da arasinda olup htcreler ve bazi
ESM molekdlleri icin baglanma molekulleri icermektedir. Bu iligskiler normal hucre

gocu ve birlesmesine yardimci olmaktadir.

Fibronektin ylksek oranda oligometrik ¢apraz bag igeren dimerik bir molekuldur.

Genel olarak iki ayri formda Uretilmektedir. Bunlar:
Cozindr fibronektin: Karacigerden sentezlenerek kan akimina verilmektedir.

Céziinmez fibronektin: Hucre ylzeyinde toplanmakta ya da ESM icinde

birikmektedir. Bazi hucre yuzeylerinde ise fibriler yapida bulunmaktadir(29, 30).

4.1.2.3.2. Kondronektin

Kondronektin, fibronektine benzerdir ve tip 2 kollajen ile kondroidin-4,6 sulfat
hiyaluronik asit ve kondrosit yuzeyindeki transmembran proteini olan integrin igin
baglanma bdlgeleri tasir. Boylece kondronektin kondrositler ile matriksin amorf ve

fibriler elemanlari arasinda baglantinin devamliigini saglar(29, 30).
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4.1.2.3.3. Vitronektin

Vitronektin multifonksiyonel bir glikoproteindir. Hucrelerin baglanma ve yapisma
fonksiyonlarina aracilik etmektedir. ESM igerisinde kollajen ve fibronektin kadar
yaygin bir dagihm gdstermemekle birlikte genellikle fibronektin ile kolonize olarak

dermal elastik fiberlerinin ¢evresinde bulunur.

Vitronektin molekulinde de hucrelere baglanmak icin kullanilan RGD (arjinin-
glisi nasparagin) hicre baglanma dizisi bulunmaktadir. Bu RGD baglanma dizisi
ayrica hicrelerin in vitro olarak seruma yapismasini saglamaktadir. Vitronektin ayni
zamanda (Urokinaz plazminojen reseptorli olarak is gormektedir. Urokinaz
plazminojenin vitronektine baglanmasiyla plazminojen plazmine ddnusmektedir.
Plazmin ise ortamdaki fibrini degrade etmektedir. Degrade olan fibrin ise matriks
metalloproteaz (MMP) o6ncdllerini uyararak MMP’leri aktif hale getirir. MMP’ler ise
matriks molekullerini degrade ederek matriks yapisinin ve stabilitesinin bozulmasina

neden olarak kikirdak dokusunda hasara yol agmaktadir.

4.1.2.3.4. Laminin

Heterotrimerik bir glikoprotein olan Laminin, digerlerine benzer sekilde
hdcrelerin baglanma ve yapisma fonksiyonlarinda gorev almaktadir. Genel olarak
bazal laminada bulunmaktadir. TUmor hlcreleri metastaz suresince bazal laminadan
gecmek igin laminin reseptorlerini kullanmaktadir; metastazlar igin fibronektin ile

laminin igbirligi icinde oldugu kabul edilmektedir.

Laminin ekspresyonu gelismenin diuzenlenmesinde ortaya cgikar ve yaklasik
olarak kollajen tip 4 ile esit miktarda uretilir. Laminin Gzerinde heparin/heparin sulfat
ve kollajen 4 icgin spesifik baglanma bdlgeleri bulunmaktadir. Bazi in vitro hicre
kultarlerinde laminin, polistiren kultar kaplarina kaplanarak hicresel baglanma,

¢ogalma ve farklilagsma uyarilabilmektedir.
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Tablo 3. Kikirdak matriksinin yapisal makromolekaiilleri (31, 32)

MOLEKUL YERI FONKSIYON
KOLLAJENLER

Tip Il Kollajen Makrofibrilin ana komponenti Germe kuvveti saglar

Tip VI kollajen Periselltler alandaki mikrofibrillerde Germe kuvvetinin dagilimi
Tip IX kollajen Makrofibril ylizeyine ¢apraz baglanir Fibril-interfibriler baglanti
Tip X kollajen Perisellller kafes yapisinda bulunur. .Yapisal destek?

Tip XII-XIV kollajen

Olasilikla makrofibrilin yapisinda

Bilinmiyor

PROTEOGLIKANLAR

Agregan Major proteoglikandir. G1 bolgesiyle Kompresif dayaniklilik
hyaluronan baglar,

Decorin Eklem yuzeyi ve periselliler alanda Makrofibrilyapinin dizeni

Biglikan Agrekana benzer Bilinmiyor

Fibromodulin Dort keratan sulfat zinciri igerir Decorin gibi

Lumican immatiirken keratan siilfat icerir Decorin gibi

C Hucre ylzeyinde bulunur Hiicre-matriks yapismasinda

Perlecan Heparan stilfat icerir. . Hiicre matriks yapigmasinda

SZP Eklem yuzeyi ve sinovyal sivida Eklem kayganhginda gérev alir

GLIKOPROTEINLER

Yuzeyel tabaka hicrelerinde sentezlenir.

COMP
Kondrokalsin
Laminin

Kondroadherin

GAG

Trombospondin ailesinden bes kollu
Eklem kikirdaginda bolca bulunur
Perisellller alanda bulunur

Lékinden zengin bir proteindir

Tip Il kollajen baglar
Kalsiyum baglar
Bilinmiyor

Hiicre matriks yapisi

Hyaluronan

Keratan siilfat

Heparan siilfat

Kondroitin siilfat

Agrekanin G1 bolgesine ve

Agrekan ve fibromodulin yapisinda

Perlecan ve syndecan yapisinda

Agrekan ve Tip IX kollajen yapisinda

Agrekanin matrikste tutulmasi
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Cekirdek proteini
. Kondrotin siilfat zincirleri
Kollajen

Keratan siilfat zincirleri

Baglanti proteini

Agregan =

.,,, 3 ] f = : i
N i\*“"’
Hivaluronik asit ﬂ \——

A

Sekil 9. Kikirdak matriksinde molekiiler organizasyon

4.1.3. Matriks Metalloproteinazlari (MMP)

Matriks metalloproteinazlari kikirdak matriksinin intrinsik komponentleridir.
Stromelizin, jelatinaz, kollajenaz ve membran birlesik metalloproteinaz seklinde
siniflandirilir.  Kollajenazlar endoproteinazdir, Uglu heliks kollajen yapidadir.
Jelatinazlar indirgenebilir. Hem kollajenazlar hem de jelatinazlar kollajen harici diger
matriks proteinlerini de indirger. Stromelizinler pek ¢ok substrati indirgeyebilir.
Bunlarin arasinda proteoglikanlar da bulunur. Proteoglikanlar indirgenince

hyaluronan gibi molekulleri baglayamaz (32-34).

Metalloproteinazlar matriks molekullerinin normal dongusunu bozarak kollajen
fibrillerin ve bilegiklerin makro yapilarini parcalar. Normal kikirdakta ne kadar
metalloproteinaz oldugu bilinmemektedir. Ozellikle osteoartrit gelismesinde ve

ilerlemesinde rol aldiklari dustnulmektedir(32).
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Metalloproteinaz inhibitérleri "Tissue-induced metalloproteinase inhibitors
(TIMP)" olarak bilinir. TIMP 1, Il ve 1l ile "cartilage-derived inhibitor (CDI)" olmak
Uzere dort izoformu bilinmektedir. CDI kikirdakta dretiimez. Lenfatik sistemde
sentezlenip kikirdakta depolanir. Bu inhibitorler kollajen gibi matriks proteinlerine
baglanarak kikirdak matriksinin metalloproteinazlar tarafindan indirgenmesini blyuk
oranda oOnler(31, 32).

4.1.4. Kikirdak Doku Tipleri

icerdikleri ekstraselliiler matriks fibriler yapisina bagl olarak gére 3 tip kikirdak
bulunur. Her tip kikirdagin kendine 6zgu fonksiyonu ve yapisi vardir(29). Bu ozellikler

Tablo 4 ‘te 6zetlenmigtir.

Tablo 4. Kikirdak Doku Tipleri

Kikirdak Fonksiyon Yapi Lokasyon Hasara yanit
doku tipleri
Yuku dagitmak Tip Il KL Eklemler lyilegme kisitl,
Sternum Rejenerasyon komsu
Trakea kemikten hiicre

infiltrasyonu ile

Destek saglar Tip Il KL+EL Kulak lyilesme kisitl.
Bukdlgenmatriks Larinks Cevre dokudan
yapisi infiltrasyon  sonucu

skar dokusu

Yk transferi Kaba  Tipl KL IVD Skar olusumu

Gekme-germe Meniskus

glglerine direngli
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4.1.4.1. Hyalin kikirdak

Organizmada en yaygin bulunan kikirdak doku yapisidir. Hyalin kelimesi
Yunanca cam anlamina gelen hyalos kelimesinden koken alir. Taze iken, hyalin
kikirdak seffaf, mavimsi-beyaz yidinlar halindedir. Sert, basinca dayanikli, homojen

amorf matriksli dokudur.

Fetlste hemen butln iskelet hyalin kikirdak yapisindadir, birgok uzun kemigin
sablonunu olusturur. Yetiskinde ise fazla hareketlilik gerektiren yerlerde goérallr.
Burunda nazal septumda, larinks, kostalarin sternuma baglandigi ventral yuz, trakeal
ve bronsial halkalarda ve hareketli eklem ylzeylerinde bulunur. Epifizial plak hiyalin
kikirdaktan olusur. Hiyalin kikirdak matriks yapisi; tip Il kollajen, proteoglikan,
glikoprotein ve ekstraselliler sividan ibarettir. Matriksin kuru agirhginin % 40
kollajendir. Buna ilave olarak proteoglikan, glikoprotein ve ekstraselltler sivi bulunur.
Hiyalin kikirdak matriksi temel olarak tip Il kolajen icerir. Fakat Tip 1X, X, XI ve diger
kiguk kollajenler de az miktarda bulunur. Tip Il kollajen buyuk bantlar olusturmaz,

buna karsin liflerin kalinligi lakinalardan uzaklastik¢a artar(30, 35).

Hiyalin kikirdagin kaygan duzgun yuzeyli olmasi, sikigtirmaya karsi olan direnci
onun eklem yuzeyinde fonksiyon gormesine izin verir. Kikirdak avaskuler bir doku
oldugundan, besin maddeleri matriksteki hidrasyon sivisi boyunca diffizyonla
kondrositlere ulasir. Boyle bir yetersiz sistemde kikirdagin genigligi sinirl kalir. Yagla
birlikte PG miktari degiskenlik gosterir. Hormonlar ve vitaminler de kikirdagin
blyime, gelisimi ve fonksiyonu Uzerine etkilidir. Kikirdak yenilenmesi g¢ocukluk
doénemi hari¢ oldukga zayiftir. Rejenerasyon genellikle perikondriumdaki kondrojenik
hicrelerin defekt bolgesine girerek yeni kikirdagi olusturmasi ile gergeklesir. Kayip
(defekt) buylk ise bolgedeki fibroblastlar prolfere olarak siki bag dokusu (skar doku)
olusturulur(29, 30, 35).
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4.1.4.2. Elastik kikirdak

Elastik kikirdak matristeki elastin molekullerince karakterize edilir. Hiyalin
kikirdak matrisinde bulunan elemanlarin disinda, elastin ve baglayici ara
tabakalardan olusmaktadir. Bu fiberler ve lameller orsein gibi 6zel boyalarla

goruntulenebilmektedir.

Bu tip kikirdak destek ile birlikte elastikiyetin de (fleksibilite) gerektigi yerlerde; dis
kulak, isitme borulari, epiglottis ve larinksin bazi bélimlerinde gortlir. Taze iken, seffaf
degildir ve icerdigi elastik liflerin ortama hakimiyetinden dolayi sari renktedir. Hyalin
kikirdagin bir modifikasyonudur, fakat daha opaktir. Hiicreleri yag ve glikojen yéninden
hyalin kikirdak hicrelerine oranla daha fakirdir. Matriksinde ¢ok fazla elastik lif yaninda
kollajen lifler de bulunur. Kollajen lifler maskelenmis durumdadir. Elastik liflerin kalinlig
ve miktari farkhidir. Lifler kikirdadin i¢c taraflarinda daha genistir ve daha yogun

paketlenmistir. Elastik kikirdakta dejenerasyon daha az gorulir(30).

4.1.4.3. Fibroz kikirdak

Kuvvetli mukavemet ve destegin gerektigi yerlerde, intervertebral disklerde, pubis
symphisislerde ve diger bazi eklemlerin intraartikiiler disklerinde bulunur. ilaveten bazi
tendon ve ligamentlerin kemige bagh oldugu yerlerdeki kikirdak ile omuz, kalca
eklemlerini sinirlayan kikirdaklarda da gorulurler. Fibroz kikirdak higbir zaman tek
basina bulunmaz. Ya asamali olarak komsu hyalin kikirdak ile birlesir veya komsgu siki
fibroz doku ile kaynasir. Elastik kikirdagin aksine fibroz kikirdak hyalin kikirdagin
modifiye olmus sekli degildir. Dens (siki) kollajen6z bag dokusundan meydana
gelmistir. Lif bandlarinin arasinda hyalin kikirdak matriksi bulunur ve bu matriks igindeki
hdcreleri iceren laktnalar yer alir. Hucreler tek tek veya izogen gruplar halinde olabilir,
fakat cogunlukla kisa siralar seklindedir. Kondrositler, hiyalin kikirdaktakilere benzer
fakat hicrelerarasi madde daha azdir. Fibroz kikirdak perikondriuma sahip degildir.

Ligament ve eklem kapsdullerinin siki bag dokulari ile yakin iligkilidir, dolayisi ile kikirdak
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ile siki bag dokusu arasinda degisici bir yapi olarak dustnulebilir. Genel olarak normal
bag dokusuna benzer bir sekilde gelisir. Baslangigta ¢cok miktarda fibriller materyal ile
birbirlerinden ayrilmig, fibroblastlar bulunur. Sonradan bu hucreler kondrositlere

donusur ve bunlar da kartilajin6z matriksten olugsmus ince bir tabaka ile sarilir.

Fibroz kikirdak hucreleri, cok ¢esitli hicrelerarasi madde molekdllerini yalnizca
gelisimi esnasinda degil, ayni zamanda olgun safhada da sentezlemektedir. Bu
durum, fibréz kikirdagin, mekanik gig, beslenme degisiklikleri, hormonlardaki ve
bliyime faktorlerindeki degisiklikler gibi cevresel faktor degisikliklerine cevap
vermesini saglamaktadir. Hicrelerarasi madde, tip | ve tip Il kollajen liflerinin ikisini
de icermekte ve bu iki tip arasindaki oran, bdlgelere gore degisiklik
go6sterebilmektedir. Ornegin; diz eklemi meniskis boélgesinde ¢ok az tip Il kollajen
bulunmakta; intervertebral disklerde ise esit miktarda bulunmaktadir. Bu oran, ayrica,

yas ile birlikte de degismektedir.

4.1.5.Kikirdak doku rejenerasyonu ve geligimi

Dogumdan itibaren kikirdak dokusunun gelisimi interstisyel ve apozisyonel
olmak Uzere iki sekilde olmaktadir.(Sekil 10) Her iki durumda da yeni olusan
kondrositler, kollajen liflerin ve temel maddelerin sentezini gerceklestirmektedir.
Boylece buyume, basit bir hdcre artisgindan daha kompleks bir gsekilde

gerceklesmektedir.

Diger destek dokulari gibi kikirdak dokusu da mezenkimal orjinlidir. Geligim
bolgelerinde mezenkimal hucreler, uzantilarini kaybeder, yuvarlaklasarak yogunlasir.
Bdylece yogun hucrelerden meydana gelen bir kondrifikasyon merkezi ortaya gikar.
Bu hicreler daha sonra kondroblastlara farklilasirlar. Kondroblastlar hemen bir
matriks sentezlerler. Bu sureg¢ ilerlerken kondroblastlar kendine ait kuguk
kompartmanlar olan lakina igine hapsolurlar, bundan sonra artik kondrosit olarak
isimlendirilirler. Bu hlcreler halen bdlinme yetenegini strdurduklerinden, bir lakina
icinde 2-4 veya daha fazla hicre grubu olustururlar. Bu grup izogen grup olarak
tanimlanir ve bir tek ana hucrenin 1-2 veya daha fazla bolunmesi ile olusmustur.

44



izogen gruplar matriks Urettikge lakiinalar da bir birlerinden uzaklasir, kikirdak

icerden biiyiimeye baslar. Bu igsel (interstisyel) tipte biiyiimedir(29).

Gelismekte olan kikirdagin periferindeki mezengimal hucreler ise ilk olarak
fibroblastlara farklhlasir. Fibroblastlar siki kollajendéz bir bag dokusu olan
perikondriumu gekillendirir. Perikondrium kikirdagin  varhdini  ve buyumesini
surdurmesinde sorumludur. Perikondrium i¢ tabakasindaki kondrojenik hucreler
bdllinerek kondroblastlara farkhlasir. Bu htcreler matriks sentezleyerek kikirdagin
periferine ilaveler yaparlar. Bu blyume tipi ise appozisyonel biyiume olarak

tanimlanir(29).

Eklem kikirdaginda, apozisyonel hucre ekleyecek bir perikondriyum olmadigi
icin eklem yuUzeyindeki, zamanla yipranan hucreler ve matriks, kikirdagin i¢
kisimlarindan takviye edilir. Vicudun diger bolgelerinde bulunan kikirdaklarda ise,
matriks zamanla sertlesince interstisyel buyume azalir ve kikirdak bir bant halinde

sadece apozisyonel olarak buyur.

interstisyel  blylme vyalnizca hiyalin  kikirdagin  olusumu  sirasinda,
perikondriumu olmayan eklem kikirdagi ve epifizial plaklarda (kemik boyuna
baylimesi) meydana gelir. Bunlar digindaki vicut bdlgelerinde blylime ¢ogdunlukla
appozisyoneldir, kontrollt bir sure¢ olup kikirdagin yasami boyunca devam eder.

Sekil 10: Apozisyonel ve intersitisyel buyiime
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4.2. KIKIRDAK REJENERASYONUNDA KULLANILAN YONTEMLER

Kikirdak yapisinin bir kere zarar gordukten sonra spontan olarak iyilesme
gOsterme kapasitesi, dokunun avaskuler yapisi geregi ¢ok azdir. Cesitli yenileme
teknikleri ngorulse de, zarar gormus kikirdak dokunun yerini tam olarak alabildigi bir

teknik bulunamamisgtir.

Son otuz yilda klinik ve deneysel calismalarla 6n plana ¢ikan yapay matriksler,
blyume faktorleri, perikondrium, periosteum ve transplante edilen kondrositler ve kdk
hidcre gruplariyla osteokondral ve kondral kayiplarda kikirdak yapimi uyariimaya

baslanmigtir.

4.2.1. Mekanik yontemlerle kikirdak rejenerasyonunun arttiriimasi

Kikirdak dokuda mekanik hasar olusturarak rejenerasyonun tetiklenmesi
esasina dayanir. Siklik ylklenme ve hareketlendirme kikirdak onarimini uyarir.
Kikirdagin rejenerasyonunu arttirmak icin subkondral kemige penetrasyon
(mikrofrakturler), drille delme, osteotomiler, eklem distraksiyonu, abrazyonlar ve
baska yontemler denenmis, fakat istenilen sonuglar elde edilmemistir. Bu mekanik
uyaranlarla kikirdak rejenerasyonunu arttirmaya yonelik yontemlerin birbirlerine karsi

kesin Ustunlukleri de kanitlanmig degildir.

Burkart ve Imhoff ‘un 2001 yilinda, Agneskirchner ve arkadaslarinin 2002
yilinda, Steadman ve arkadaslarinin 2001 yilinda gercgeklestirdikleri ¢alismalarda
eklem yuzeylerinde osteokondral rejenerasyonu arttirmak igin mikrofraktir yontemini
kullaniimig, fakat yeterli sonug elde edilememistir. Miller ve arkadaglari 1999 yilinda
kikirdak rejenerasyonunu arttirmak icin eklem vyuzeylerinde drilleme ydntemini

kullanmiglardir.
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4.2.2. Otojen kikirdak greftleri ile onarim

En ideal yontem olarak bilinen otojen kikirdak greftleri, immunolojik ve

biyomekanik 6zellikleri ile gok iyi bir greft materyalidir (36-38).

Kikirdak greftler gesitli avantajlara sahiptirler; vaskiler beslenmeye ihtiyaglari
olmaz, kolay sekillendirilebilirler. Yeni yerlerine kolay adapte olmakta, doku
rejeksiyonuna neden olmamaktadir.(36, 39-41). Ancak kikirdak grefte uygun sekil
vermek igin kikirdagi kesmek, ezmek ve kirmak gibi islemler greftin émrin
kisaltmaktadir(42). Kikirdak greftlerin en Onemli dezavantajlarindan biri de
rezorbsiyona ugramalaridir. Ayrica verici alan kisitlamasi, yeterli kikirdak greft
miktarina ulagsmadaki zorluk bu yontemin diger dezavantajlari olarak sayilabilir(43).
Donér sahalarina gore otojen kikirdak greftler septal, aurikller ve kostal kikirdaklar

olarak Ug¢ grupta incelenirler:

Kostal kikirdak greftleri: Vicuttaki en buyuk kikirdak grefti kaynagidir.
Kolaylikla sekil verilebilir oldugundan ve fazla miktarlarda elde edilebildiginden ¢ok
yonla kullanim alanina sahiptir. En dnemli dezavantaji diger yontemlere gore daha
invazif olmalari ve yasl hastalarda kostalarin kalsifikasyona ugramalaridir. Bununla
birlikte kostal kikirdaklar semer burun deformitesinde, malar ve mandibular kontur

deformitesinde, dis kulak gibi karmasik yapilarin onariminda siklikla kullanihirlar.

Kulak kikirdak greftleri: Kulak konkasinin énemli bir kismi konkal kikirdak
grefti ya da kompozit tam kat kama greft seklinde donér saha deformitesi
olusturmadan belirli miktarlarda kullanilabilir. Kulak kikirdak grefti nasal
rekonstruksiyon, birincil ve ikincil rinoplastiler ve inverted nipple rekonstruksiyonlari
gibi farkh alanlarda ve islemlerde kullanilabilmektedir.

Septum kikirdak greftleri: Septum, iki tarafli submukozal disseksiyon sonrasi
sadece kikirdak olarak veya tek tarafll submukozal disseksiyon sonrasi
kondromukozal kompozit greft seklinde hazirlanabilir. Septal kikirdak greftleri birincil
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ve ikincil rinoplastilerde kullanilabilmektedir. Kompozit kondromukozal greft olarak
ise, g0z kapagi rekonstruksiyonlarinda destek ve konjunktival hattin saglanmasi gibi

amaglarla kullanilabilmektedir.

4.2.3. Perikondrial ve Periosteal greftlerle onarim

Perikondrium, kondroprogenitor hucrelerden zengin bir kaynak olup mekanik ve
inflamatuar mediatdrlere yanit olarak, yeni kikirdak matriksi olusturma potansiyeline
sahiptir. Buna 6rnek olarak guvercin gogsu deformitesi (pektus ekskavatum) olan
hastalarin cerrahisinde subperikondreal kikirdagin alinmasindan sonra yeniden
kikirdak formasyonunun olusmasi sdylenebilir. Perikondrium greftleri genellikle kostal
kikirdak veya kulak posteromedial taraftan alinmaktadir. Gen¢ hastalarda her iki
kaynak yeni kikirdak olusumu igin etkin bolgeler iken, yasl hastalarda perikondrium
kemik doku olusturmaya meyillidir. Lester 1959’da, perikondriumun yeni kikirdak
olusumuna neden oldugunu bildirmistir. Daha sonra 1972 vyilinda, Ohlsen ve
arkadaslari, guresci kulaginin etiyolojisi arastinilirken, perikondriumun kikirdak
olusturma kapasitesinin oldugunu gdstermistir. Ohlsen, Skoog ve Sohn, bunu,
perikondriumun altindaki kikirdaktan ayrilmasiyla, kontakt inhibisyonu ortadan
kalktigini ve bu nedenle yeni kikirdak olustugunu gostermiglerdir. Kilinikte,
1970‘lerden sonra, kikirdak doku kaynagi olarak perikondrium grefti kullaniimig, fakat
teknik zorluklar ve olusturacagi kikirdak miktarinin dnceden tespit edilememesi gibi
nedenlerle klinik olarak kullanim alanlari daralmistir. Bunun yaninda, perikondrium

greftinin 6rtd, kamuflaj veya dolgu amaciyla kullanimi halen s6z konusudur.

4.2.4. Allogreftler ve Xenogreftler

Allojenik (veya homolog) ve xenojenik kikirdak greftleriyle ilgili yapilan klinik ve
deneysel c¢alismalar degisik oranlarda basariya sahiptirler. Otolog greftler,
allogreftlere ve xenogreftlere oranla daha uzun bir sagkalima sahiptir (76). Bu, olusan
immun reaksiyonun miktari ile ters orantilidir. Kikirdak, immunitesi az bir doku olarak

kabul edilmektedir. Teorik olarak, i¢eriginde alici immun sistemini uyaracak ekspoze
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kondrosit yoktur. Bu, kondrositlerin vaskuler bir aga sahip olmayan matriks tarafindan
kusatiimis olmasindandir. Tiku ve arkadaslan vyaptiklari c¢alismada tavsan
kondrositlerinin HLA antijen (Class Il) salinimi yaptiklari ve kondrositlerin antijen
sunan hucre fonksiyonu goérdiklerini gostermislerdir(44). Sonug¢ olarak kondrositler
glcli immun cevap stimllasyonuna sahiptirler ancak rolatif olarak az sayida
olduklarindan ve yogun ekstraselller matriksin varhidi buylk olasilikla rejeksiyon

surecini yavaslatmaktadir.

Allogreftlerin sinirsiz kaynak teskil etmesi, verici alan morbiditesi yaratmamasi
gibi avantajlari vardir. Ozellikle maksillafasyal defektler igin tercih edildiklerini
goOsteren calismalar mevcuttur(43, 45, 46). Velidedeoglu ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir c¢alismada solventte prezerve edilmis kadavra homogreftlerin
augmentasyon rinoplastide basarili kullanimi bildirilmistir(43). Tum avantajlarina
ragmen allogreftlerin kullaniimasi doku uyusmazligi, zamanla hacmini kaybetmesi,
enfeksiyon tasima riski, hazirlanmasinin maliyetli olmasi, kadavradan doku alinarak

canli insana yerlestiriimesi gibi etik ve diger sorunlar yaratmaktadir(43, 47).

4.2.5. Alloplastik biyomateryallerle onarim

Verici alan morbiditesi yaratmamasi, sinirsiz kaynak teskil etmesi, istenilen
formatta Uretilebilmesi, kolay sterilizasyonu nedeniyle birgok galismada organik ve
inorganik implantlar kullaniimistir.  Konuldugu yere kotu adaptasyonu, ¢evre
dokulardan farkh mekanik 6zelliklere sahip olmasi, sik deformasyona, alerjik ve
enflamatuar reaksiyonlara neden olmasi, vlcuttan kolay disariya ¢ikmasi gibi son

derece ciddi istenmeyen yan etkilere sahiptir(45, 47).

4.2.6. Gen Terapisi

Gen terapi tekniginin en 6nemli avantaji kondrojenik bilgi tasiyan genlerin
hicrelere transfekte edilerek genetik olarak hazirlanacak dokunun kontrolinu
saglayabilmesidir(48). Viral (retrovirus ve adenoviris) ve nonviral (polimerler ve
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lipozomlar) ajanlar hicrelere transfekte edilerek uygulama gercgeklestiriimektedir.
Viral vektorlerin transfeksiyon verimlilikleri yuksek olmasina kargin guvenilirlikleri
dusuktar (49). Hucreler ve doku iskelelerinin limitsiz kombinasyonlari
dusunuldugunde, kikirdak doku rejenerasyonu igin uygulanan gen terapi pek ¢ok

arastirmaya konu olmaya devam edecektir.

43. KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIGi CALISMALARI

Doku muhendisligi, son yillarda Plastik, Estetik ve Rekonstruktif Cerrahi
alaninda onemli bir ugras konusu haline gelmistir. Plastik cerrahide yeni bir asama
olarak kabul edilebilecek doku muhendisligi, dokularin hicresel ve molekuler

dizeyde degistiriimesini saglar.

Doku muhendisligi, muhendislik ve yasam bilimlerinin prensiplerini
birlegtirerek; doku fonksiyonlarini iyilestiren, koruyan veya onlarin yerini alan biyolojik
yer tutucularin geligtirimesine uygulayan disiplinler arasi yaklasim olarak
tanimlanabilir. Daar ve Greenwood (2007) ise doku muihendisligi yaklasimiyla
gelistirilen rejeneratif tibbi hlicre, doku veya organlarin onarimi, replasmani veya

rejenerasyonuyla ilgilenen bilim dali olarak tanimlamistir (64).

Modern anlamda tarihsel gelisimine bakilacak olursa, 20. yuzyilin baslarinda
Lexer taze kadavradan aldigi allogreftleri eklem rekonstriksiyonunda kullanarak
"doku mihendisligi" kavramini ilk dile getiren arastirici olmustur. Onceleri; yapay
doku olusturma gabasi basarisizlikla sonuglanmistir. Sonraki yillarda genel anlamda
biyomalzeme teknolojisindeki gelismelerle birlikte tipta yeni sentetik malzemelerin

geligtiriimesi doku muhendisligi uygulamalarina hiz vermistir.

Kikirdak doku muhendisligi ilk kez 1977 yilinda Green tarafindan tanimlanmis
ve 1980'li yillarda guncellenmistir. 1994'te Brittberg ve ark. ilk klinik uygulama
sonuglarini bildirilmistir(17).
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Doku muhendisliginde temel yaklagim (Sekil 11); hacreler, skafoldlar, sinyal
faktorlerinin tek tek ya da kombine olarak kullaniimasidir. (50). Kikirdak dokusunun

doku muhendisligi uygulamalarinda bu yaklasimlar kullanilabilir;

1) Yeni izole edilmis ya da kultiirii yapilmig hicrelerin implantasyonu;
herhangi bir doku iskelesi kullanmadan hiicre gruplarinin dogrudan hasarin

oldugu bolgeye enjekte edilmesi.

2) In vitro ortamda uretilmig hiicre ve doku iskelesinden olusan biyohibrid
malzemenin implantasyonu; Otolog hiicreler ya da allojenik hiicreler bir doku

iskelesi araciligiyla hasarl bolgeye implante edilmesi.

3)Kontrollii ilag salim sistemleri ile doku mihendisligi teknikleriyle
gelistirilen doku iskelerinin birlestiriimesi ve perikondrium etkisiyle kikirdak

doku onarimina gidilmesi.

4) Doku iskelesi-biyosinyal molekiili (buyume faktorii ve genler) modeli
ile sistemleri kullanilarak gergeklestirilen doku miihendisligi yaklagimiyla yeni

kikirdak doku olusumunun saglanmasi.

Hucre izolasyonu ve gogalmasi

i
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Doku iskelesi

Hidrojel Sunger Ag  + %ﬁ
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+ Blylime faktorleri

in situ polimerizasyon

In vitro kiiltlr
T 122 22NN PR RN
 H— EE- @
+Mekaniksel +Goziinebilen +Biyoreaktor
uyari faktorler

K S

Doku iskelesinin pargalanmasi
ve yeni doku olusumu

Sekil 11.Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan yaklagsimlarin sematik gosterilmes
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4.3.1 Kikirdak doku muhendisliginde hiicre kaynagi

Kikirdak doku muhendisligi i¢cin esas kisitlayici, uygun hicrelerin saglanmasidir.

Kondrositler; dogal kikirdakta bulundugu ve kikirdak ESM’indeki rolleri genis
olarak c¢alisildigi igin en ¢ok tercih edilen hucre kaynagidir. Kondrositler, yuvarlak bir
morfolojide olup tip Il kollajen ve suilfatlanmis glikozaminoglikan (GAGs) gibi ESM
molekullerinin senteziyle karakterizedirler. Matriks metalloproteinazlar (MMPSs) ve
doku inhibitér metalloproteinazlarini (TIMPs) iceren anabolik ve katabolik sireclerin
dengesi sayesinde kikirdak matriksini korur ve vyeniden sekillendirir. Kikirdak
onariminda hicre kaynagi olarak kullaniimasi i¢in bu 06zelliklerinin korunmasi
onemlidir. Kikirdak doku muhendisligi icin buyuk zorluklardan biri de defekt bolgesini

doldurmak igin yeterli sayida hiucre elde etmektir.

Birgok canli  tirinde vyapilan deneysel c¢alismalarda ekstrasellller
matrikslerinden ayrilan kondrositlerin fenotipik olarak stabilitelerinin yitirdikleri
gozlenmistir. Tek tabaka halinde inkube edildiklerinde plak Uzerinde duzlesip, yayilip
fibroblast haline geldikleri bilinmektedir. Benya ve ark nin da yapitiklari ¢alismada
kulak kartilajindan elde edilen kondrositlerin tek tabaka halinde inkibe edildiklerinde
Tip 2 kollajen sentezinin giderek azaldigini ve Tip 1 kollajen sentezinin arttigini
(fibroblastlarda ve bazi  andiferansiye = mezensimal hucrelerdeki  gibi)

gozlemiglerdir(51).

Kondrositleri, dogal ortamlarindaki gibi G¢ boyutlu yapida tutmak, hicrelerin
dogal ozelliklerini korumalarina ve kendi uygun ekstraselliler matriks igeriklerini
sentezlemelerini  saglayabilir. Bonaventure ve ark. tek tabakal kultirde
“‘dediferansiye” olmus insan kikirdak hucrelerinin, tekrar kondrosit fenotipine dénup
tip 2 kollagen ve genis agregasyonlu proteoglikan sentezleyebildigini gostermistir(52).
Tek tabakall kultirde birka¢ hiucre bolunmesinden sonra bile kondrositlerin, in vivo
ortamda tekrar eski fenotiplerine donebilecegi bilinmektedir. Fonksiyonlarinin geri
donusumu yani sira biyolojik olarak yikilabilen hidrojen polimerleri iginde sferik

sekillerini geri kazanabilirler ve karakteristik matriks molekullerini Gretebilirler. Agaroz,
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aljinat boncuk ve fibrin yapistirici gibi Gi¢ boyutlu kiltarler artmis aggrekan Gretimi ve

tip 1l kollajen salinimi sayesinde kondrosit fenotipini koruyabilirler(53-55).

Kondrositlerin en fazla tutunma orani ilk 24 saatte gerceklesmektedir. implante
edilen hucrelerin dérdincu haftaya kadar ancak %14’G yasamakta, sonra sayica artig
gostermektedirler(42). Deneysel galismalar kemik morfojenik proteinlerin kondrosit
¢ogalmasi ve aramadde sentezi Uzerinde pozitif etkisi oldugunu gostermigse de bu
proteinlerin tumor baglatma ve ilerletme potansiyelleri nedeniyle hentz Kklinik

kullanimlari mevcut degildir(12).

Kikirdagin yeniden yapilmasi, yapilandiriimasi ve onarimi icin hucre tabanl
tedavi yeni degildir. Otolog kondrosit transferi (ACT) klinik olarak hem kraniyofasiyal
hem de eklem kikirdak defektlerinde kullaniimistir. 1987 den beri, ACT dinya
capinda 12,000 den fazla hastada kullanilmistir. (56). Bu yaklasim, minimal invaziv
bir tarzda hastanin kikirdagindan kuguk biyopsiler almayi, alinan dokudan
kondrositleri izole etmeyi ve hucreleri in vitro buylutmeyi kapsamaktadir. Bu hucreler
daha sonra yeni kikirdak dokusu Uretmek igin, periost veya membran altinda kikirdak
defekt bolgesine yerlestirilir. Kikirdak dokusunun dusuk hucre yogunlugundan dolayi
ACT’de en 6nemli sorun; biyopsi sonucu elde edilen hucrelerin az sayida olmasidir.
Kikirdak doku muhendisliginde arastirmalar sonucunda ilerlemeler, yeni teknikler,
hucre kaynaklari ve biyomateryaller bu sorunlarin tstesinden gelmek ve onarimin

kalitesini artirmak igin kullaniimaktadir.

Eklem kikirdagi; hicresel morfoloji, biyomekanik bilesim ve yapisal 6zellikler
bakimlarindan birbirinden farkli olan tabakalardan olugsmaktadir. Ylzeyel, orta ve
derin tabakalardan olusan anizotropik bir dokudur(57). Her tabaka yapi ve iglevsel
olarak cesitlilik gosterir ve farkli uyarilara cevap vererek farkli proteinler sentezler.
Her tabakadan izole edilen kondrositin farkli buyime oranlari, gen ekspresyonu ve
biyosentez seviyeleri vardir. Tabakalar arasinda derinlik arttikca GAG ve kollajen
saliniminda artis go6zlenir(58, 59). Bu da derin tabakay! yluzeyel tabakaya kiyasla

mekanik o6zellik bakimindan daha saglam yapar. Tipik olarak, eklem kikirdak
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muhendislik ¢galigmalarinda hayvanlardan homojen hucre karigimlarini kullanir. Bu
kondrositler yluksek miktarda ESM sentezler ancak bdlgesel organizasyondan
eksiktirler. Bu nedenle gunumuzde bdlgesel organizasyonun saglayabilmek igin ¢ok

tabakali hidrojel ve porlu gradyent skafoldlari iceren metotlar arastiriimaktadir.

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

proliferasyonu 4 kat hizli bulunmustur(60, 61).

Nazoseptal kikirdak, kraniyofasiyal ve plastik cerrahi uygulamalarinda dikkat
ceken hiyalin bir kikirdaktir. Yetigkin nazal kondrositlerinde yuksek oranli kollajen 11/
ve GAG birikimi olan matriks mevcuttur. Ayrica, nazal kondrositler tek tabakada

eklem kondrositlerden 4 kat daha hizli prolifere olurlar(62).

Kondrosit kaynaklarinin karsilastirildigi bir galismada, inek nazal, eklem, kostal
ve aurikular kondrositleri poli(L-lactide-g-caprolactone) skafoldlarda 4 hafta
blyutlldld. Baylime oranlari ve gen ekspresyonlari hicre tipiyle farkhlik 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 genig c¢apa sahipken kostal kondrositlerin en

kalinlari oldugu goruldu(63).

Kondrojenik potansiyeli olan hiicreler de dogru polimer ve uygun kosullar
icinde kikirdak gelisimini saglayabilir. Ornegin, Mizuno ve ark.(138) demineralize
kemik matriksi iceren tip 1 kollagen sungerler Uzerine insan dermal fibroblastlarini

ekmisler ve tip 2 kollajen iceren kartilaj benzeri doku elde etmislerdir.

Allojenik veya xenojenik kaynakh kondrositler de kikirdak muhendisligi i¢in
kullanilabilir. Allojenik veya xenojenik kikirdaklarin batin olarak kullanimi klinik olarak
basarili olmasa da bu kaynaklardan izole edilen kondrositlerden doku

muhendisliginde faydalanilabili. Ancak bu hucrelerin ekstraselliler matriksi
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uzaklastirildiginda major histokompatibilite antijenlerinin ekspoze olmasi ve bunlarin
olusturacagi immun yanit arastiricilarin kargisindaki problemlerden biridir. Bunun igin
tasiyici iskeletin; hem kondrositlerin kendi estrasellliler matrikslerini olusturmasini

saglayan hem de immun yanittan koruyan yapida olmasi beklenir.

Fibroblastlar: Cilt, doku miuhendisligi i¢cin minimal invaziv, goreceli olarak bol
fibroblast kaynagi sunar. Kikirdak defektinde PLA ag uzerine direkt fibroblast
transferinin fibr6z doku gelisimiyle sonuglanmasina ragmen, uygun kosullar altinda
kultarlendikleri zaman fibroblastlar tekrar kondrositik fenotipe ydnlendirilebilirler
Demineralize kemik varliginda ya da laktik asit varliginda cilt fibroblastlari aggrekan

ve tip Il kollajen gibi kikirdak 6zellikli matriks proteinleri Uretirler(64).

Kok hiicreler: Kok hicreler, pluripotent hicrelerdir, farklilagsma olmaksizin her
dokuya donusebilmektedir. Degisik kosullarda degisik hlcrelere donusebilme
Ozelligine sahiptirler. Bu nedenle klinik denemeleri de ¢ekince olusturmaktadir. 1998
yilinda, kemik iliginden elde edilen kdk hucrelerin TGF- B1 varhiginda kultire
edildiginde kondrogenezis sagladigi bulunmustur(65). Kondrosite dénisme
potansiyeli olan kdk hucreler mezankimal kok hicrelerdir (MKH). MKH’ler kemik ilidi,
sinovyal membran, epidermis ve adipoz dokudan elde edilebilmektedir. (66-69).
Kemik iligindeki her 105 hlcreden biri MKH'dir(70). K&k hicreleri igin birinci rezervuar
kemik iligi olsa da, periost, kas, fetal kemik iligi, karaciger ve kan gibi dokularda da

kok hicreleri oldugu, yapilan arastirmalarla ortaya konmustur.

insan, tavuk, tavsan ve kopek mezensimal kdk hiicrelerinde (MKH) yapilan
bircok calismada kontrol altindaki in vitro kosullarda kemik, yag tendon, kas ve
kikirdak benzeri dokulara farklilastiklari gézlenmistir. MKH’ni TGF 8, deksametazon,
IGF, bFGF gibi kondrojenik bir ortamda kiltire ederek kondrogenezis
gerceklestiriimistir. Kondrogenezisin delili de ortamda kikirdak ekstrasellller matriks
elemanlarinin ve kondrositlere 6zel gen ekspresyonlarinin saptanmasidir. Tum bu
bulgular, fakli kaynaklardan gelen hucrelerin kikirdak muhendisligi  igin
kullanilabilecegi fikrinin dogmasina yol acmis ve bircok deneysel galismaya yon

vermistir
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Sonug olarak, kikirdak doku miihendisligi i¢cin uygun hiicre kaynagi hala
tam olarak tanimlanmamistir. Kondrositler, fibroblastlar, kok hucreler ve genetik
olarak modifiye edilmis hulcreler kikirdak onarimi i¢in uygulanabilirlik potansiyelleri
bakimindan halen incelenmektedir. (Tablo 5)

Tablo 5. Hiicre Kaynagi

Perikondrium Kemik iligi kaynakh

Artikiler Adipoz doku kaynakli

Aurikular Kas kaynakh

Kostal Sinovya kaynakl

Nasoseptal Periost kaynakli
Embriyonik

4.3.2. Doku Kiltiirii Teknikleri

Hucre ekimi teknigiyle yudrutilen doku muhendisligi ¢alismalarinda, kulttre
edilen hdcrelerin ortamlari ne kadar iyi olursa hlcrelerin gogalmalari ve fenotiplerinin

suregenligi o kadar iyi korunmaktadir. iki tip kiltir teknigi bulunmaktadir(71).

1-Statik (Petri kabinda).

2-Dinamik (Biyoreaktorlerde).

Statik Teknik

Bu teknikte, kikirdak doku alinip kollajenaz kullanilarak enzimatik ayristirmadan
sonra, icinde medium, fetal calf serumu, antibiyotik ve biylime faktéri olan kalttr
plaklarina konur. Doku kuatlra islemi suresince plaklar vicut isisindaki (37,2°C)

inkibatorlerde bekletilir. Daha sonra hucrelerin ortamlari iki veya u¢ gunde bir
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degistirilerek, metabolik artiklarin uzaklastiriimasi ve besinlerin ortama eklenmesi
saglanir. Bu islemde hucrelerin plak ylzeyinden ayrilmasi tripsin ile gergeklestirilir.

Yapilan pasajlarla yeterli hiicre elde edilince doku iskelesi ile birlegtirilir.

Dinamik Teknik

Doku kualtaru fizyolojik sartlarin gergeklestirildigi biyoreaktorlerde yapilir. Bu
amacla fizyolojik besinleri, sivilari iceren bilgisayar kontrolli biyoreaktorler
gelistiriimigtir. Biyoreaktérlerde mediyumun ginde ortalama %50'si yenilenmektedir.
Boylece metabolik artiklar daha hizli uzaklastiriimig ve yerine besinlerin gegisi
hizlandiriimig olur. Biyoreaktorlerin de degisik turleri bulunmaktadir: Spinner flask,

mikrotagiyicilar, perfuzyon kuilturleri, donen duvar biyoreaktorleri(72-74).

Her iki teknikte de, dusuk hucre yogunlugunda hucrelerin buyime hizi
artmaktadir. Ortamda hucre basina disen besin miktari azaldik¢a hicre daha gok
farklilasmaktadir. Dogal olarak bu sorun statik kultlirlerde daha ¢ok gorulir. Buna
karsin dinamik uygulamalarin maliyeti yuksektir ve daha 6zel laboratuar donanimi
gerektirmektedir (72, 74).

Doku kultirinde elde edilecek hicre sayisi da énemlidir. Hicre ekim yogunlugu
ve tohum ekme metodu, yeterli hucre-hiucre etkilesimleri saglamak igin gereken
hdcrelerin uygun sayisi, dikkatle Uzerinde durulmasi gereken bir durumdur Bir bagka
deyisle defekti onarmak icin kullanilacak yapay dokuda hucre yogunlugu ne
olmalidir? Genel olarak 6nerilen hiicre/doku iskelesi orani 4-10x106 /mm?3diir(74).
Birgcok yaklasimda agregatlar ya da yuksek yogunluklarda ekilerek embriyonik
kikirdak geligsimi sirasinda hucrelerinin dogal yogunlagsmasi taklit edilmeye calisilir.
Daha yuksek baslangi¢ yogunluklarinda ekim, tahminen bu, hlcre-hucre etkilesimleri
icin, daha fazla ESM sentezini ve ¢okelmesini kolaylastirma egilimi yaratir. Singer ve
orgu skafoldlarda, dinamik tohumlama hucresel dagihmi artirabilir, hidrojeller ise eger
hlcreler jelasyon sirasinda sirasinda yeterince suspanse edilebilirse tipik olarak tek
tip hicre dagiimini destekler(75).
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4.3.3. De-differansiyasyon olgusu

Kikirdak hicreleri ortam degisimlerine oldukga duyarlidir.  Ozellikle
mikrogevrelerinde anlik degisim gen ifadesi duzeyinde kendini gosterir. Vucut
icerisinde U¢ boyutlu ortamda bulunan kikirdak hacreleri kiltir kaplarinda
cogaltiimaya baslandiginda, kikirdak hicrelerinin ilk karsilastigl etki 2 boyutluluktur.
ilk andan itibaren yiizeye tutunmak icin integrinler araciligi ile gerekli fokal yapilari
olustururlar. Ayni anda i¢ sinyaller ile gen ifadelenme duzeylerini degistirerek
dedifferansiyasyon dongusune girerler. Bu olgu temelde hicrelerin belirli gen ifadeleri
kaybederek kikirdak morfolojisinden fibroblast oOncillerine donlsumi olarak
aclklanabilir. Bu olgu hucrelerin tek tabakali kultur kaplar yerine doku iskelesi

kullaniimasi ile agiimaktadir. Sekil 12’ de bir de-differansiyasyon olgusu verilmigtir.

Sekil 12. A) Dogal dokuda kikirdak morfolojisi B) Kultiir kabina ilk ekim C) Kiiltiir kabinda

fibroblast benzeri gogalma davranigi

4.4. KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIGINDE DOKU iSKELELERI

Kikirdak doku rejenerasyonunda oldukga gobzenekli doku iskelelerinin doku
muhendisligi yaklagimiyla kullaniimasi, diger tedavi ydntemlerine alternatif olarak s6z
konusu olmustur(76). Cok sayida skafold materyali kikirdak yenilenmesinde hicre

ve/veya biyosinyal, uyarici molekuler i¢in tagiyici olarak kullaniimaktadir.
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Dokunun vyapisi ve fonksiyonunun devamhligi icin hdcre digi matriks,
ekstraselliler agindan 6neminden bahsedilmistir. Hlcre digi matriksi taklit ederek,
hlcrelere ve buyume faktorlerine yapisal destek saglayarak, hicrelerin yapigsmasini
ve uUremesini saglayacak doku iskelesi temel ogelerden biridir. Skafold yapilari

kikirdak doku dretimi igin cazip olan bir U¢ boyutlu bir ortam saglar.

Bu da kullanilacak doku iskelesi tipini en az hucre tipi kadar onemli kilar. Buna
dayanarak ideal agi olusturabilmek igin Uzerinde calisilan malzemenin o6zellikleri
Hunziker tarafindan oOzetlenmistir. Bu 06zelliklerin bes tanesini elde edebilen

arastiricilar tatmin edici sonug elde etmis demektir(71, 77) :

a) Uygun ylzey kimyasi: Kondrositler, fonksiyonlarini yerine getirebilmek
icin bir zemine baglanmaya gereksinim duyan hicrelerdir. izolasyonun ardindan
hlcreler polimerik yapiya ekildiklerinde yapiya baglanmalari gerekmektedir. Bu
nedenle polimerin, hlcrelerin baglanmasi ve aktivite géstermesi icin uygun yapiya
sahip olmasi ve bunun icin gerekli olan fonksiyonel gruplari tagsimasi gerekmektedir.

b) Porozite: Doku iskelesine ekilen hicrenin ve doku iskelesine
yerlestirilen biyosinyal molekulinin yapisabilmesi, migrasyonu; ayrica metabolik
atiklarin ve besinlerin tasinmasi i¢in onemlidir. Porlar arasinda baglantilar olmahdir.
Polimerik iskelet ya da sunger yapisi hazirlanirken uygun teknikler kullanilarak

g6zenek miktari ve boyutu ayarlanabilmektedir.

C) Tastyicilik: Buyume faktorl destekli sistemlerde doku iskelesinin bu tip

molekulleri kontrolli salabilme 6zelliginin olmasi gerekir.

d) Adezyon: Huicrenin normal biyokimyasal ve salgl fonksiyonlarini
olusturabilmesi i¢in doku iskelesi hucrelerin yapismasini kolaylastiracak oOzellikte
olmalidir.

e) Biyobozunurluk: Doku iskelesi yeniden sekillenme sureci igin gerekli
olan bozunma 06zelligine sahip olmalidir. Rezorbsiyon suresi kontrol edilebilmelidir.
Bozunurken orijinal ag olusumuna izin vermelidir. Biyobozunur polimerler, suda
¢6zlinebilir formlara dénismeden 6nce vicutta kimyasal tepkime ile dedisime

ugramaktadir. Pargalanmalari, genellikle uzun bir zaman periyodunda olusan hidroliz
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gibi bir kimyasal tepkime i¢erdiginden, daha uzun sureli (birka¢ giin—birkacg yil) etken
madde salimi i¢in kullaniimaktadir. Bir biyobozunur polimerlerin vlicuttaki degisimleri
temel olarak iki yolla olabilmektedir:

Bunlardan birincisi; polimer, -OH, -COOH veya diger hidratize gruplari
olusturmak uUzere, vucutta hidrolize ugrayan bir yan zincir gruplarina sahip
olmasindan dolay! polimerin bozunarak suda g¢dziinebilir hale gegmesidir. Ikinci
bozunma yolu; Suda ¢dzinebilen bir polimerin, hidroliz olabilen bir gapraz baglayici
madde ile ¢apraz baglanmasiyla polimer ¢dézliinmeyen forma dontsur. Ancak vicutta
bu ¢apraz baglarin hidroliz olmasiyla veya pargalanmasiyla biyobozunma gergeklesir.

Zamansal ve mekansal olarak degradasyonun kontrol edilmesiyle,
skafoldlar yeni doku buyumesini artirabilir ve/veya yodnlendirebilir. Ancak, bir denge
bulunmahdir; hizli bozunma yapisal destek ve sekil korunmasindan taviz verirken;
yavas bozunma, yeni kikirdak ECM uretimini engelleyebilir. Ornegin, Solchaga ve
arkadaslari, yaptklari osteokondral lezyon modelinde daha distuk bozunma oranlari
olan skafoldlarla buyuk kalinlikta kikirdak elde edildigini gostermis, fakat kirik ve

fissurlerin yeni olusan kikirdak yizeyinde belirgin oldugunu gérmuslerdir(78).

f)]Hacim Stabilitesi: Kullanilan ag zamanla sigsme veya buziusme gibi hacim
degisikleri gostermemelidir. Bu durumda vyerlestirildigi defektli alanin duzlugu ve

purtzsuzlugu kaybolur.

g)Biyouyumluluk: Konak dokuya vyerlestirildiji zaman c¢evre dokuyla
batlnlesebilmelidir. Vicut igcerisinde higbir sekilde reaksiyona girmemeli; dokular igin
tamamen inert olmali ve immunolojik tepkiye yol agmamalidir. Ayrica pargalanma
urunleri de vucuda zarar vermemeli, toksik etki gostermemelidir. Bu da ancak
biyouyumlu malzemelerle saglanabilir. Greftle konak doku devamlili§i saglanamazsa

batinlesme elde edilememis demektir.

h)internal Yapigsma: Yapay matriks yapisi bosluga dolduruldugunda internal

yapigsma Ozelligi olmazsa bosluktan tekrar disari ¢ikar.

)Elastiklik: Doku iskelesinin dogal sertligi de bu agidan énemlidir. Ozellikle
eklem ylUzune yerlestirilecekse bir takim kuvvetlere direnebilmesi gerekir. Ek olarak

mekanik 6zellikler agisindan konak dokuya benzemelidir.
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i)Cerrahi Teknige Uygunluk: Klinik uygulamalarda kullanilacak cerrahi teknige

uygun olarak sivi veya kati formda olmasi istenebilir.

Sayilan bu 6zellikleri elde edebilme ¢abasi arastiricilari dogal yada sentetik ¢ok

farkl malzemeler Uzerinde galismaya itmistir(49).

Kikirdak muhendisligi icin biyoaktif skafoldlar olarak arastiriimis dogal polimerler
sunlardir: Aljinat, Agaroz, Fibrin, HA, Kollajen, Jelatin, Kitosan, Kondroitin Stlfat ve
Seluloz’dur. Dogal polimerler, genellikle, hlicre ylzey reseptorleri ile etkilesim
yoluyla hucre fonksiyonu dizenler veya yonlendirir. Ancak bu etkilesimle ayni
zamanda immdan sistem yanitini stimale edebilir, boylelikle antijenite ya da materyalle
beraber hastalik tasinmasi suphesine yol agabilir. Buna ek olarak, dogal polimerler
mekanik olarak daha kalitesizdir ve deg@isken bigcimde konak enzimatik yikimina

ugrayabilir(79).

Sentetik polimerler, daha fazla kontrolli ve belirlenebilir 6zelliktedir; polimerin
kimyasal ve fiziksel Ozellikleri modifiye edilerek mekanik ve degradasyon
karakteristikleri degistirilebilir. Kikirdak rejenerasyonu igin arastiriimis sentetik
polimerler: poli (a-hidroksi esterleri), PEG, poli (Hidrofilik), poli (propilen fumaratlar)
ve polilretanlardir. Bununla birlikte, sentetik polimerlerde oOzellikli olarak
birlestiriimedikge yapisma, hucre sinyali, yonlendiriimis degradasyon ve matriks
remodelingi gibi direk hicre skafold etkilesimlerinin yarari yoktur. Buna ek olarak,

yapinin degradasyonu ile toksik veya iltihabik bir cevap ortaya cikarabilirler.

4.4.1.Dogal Polimerlerden Olusan Doku iskeleleri:

Kabaca protein bazlilar ve karbohidrat bazlilar olarak ikiye ayrilabilirler:
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4.4.2. Protein bazl dogal doku iskeleleri

Kollajen ve fibrin yapilari bu amagla kullanilabilir. Bu tlr doku iskeleleri dogal
kaynakl oldugundan hucre yuzey reseptorlerini taniyan ligandlar tagiyabilirler. Bu
durum biyouyumluluk agisindan bir avantaj saglar. Ancak kaynaklarin sinirli olmasi,
fabrikasyondaki zorluklar, immun cevap, allogreftten tasinabilecek hastaliklar ve

bozunma hizinin degisiklik gostermesi karsilasilan sorunlarin baginda gelir.

Kollajen: Bu alanda kullanilan malzemelerin basinda kollajen gelir. Kollajen, en

eski olmanin yaninda Uzerinde en ¢ok calisilan protein yapisindaki polimerlerdendir.

Wakitani ve arkadaslari kollajen jeller igerisine kondrosit ekimi yapmiglar ve 6
hafta sonunda farklilasmis fenotipin devam ettigini ve GAG sentezini
g6zlemlemislerdir(80). Kollajen matriksler tavsanlarda hasarli bdlgeye implante
edildiginde yeterli hiyalin kikirdak doku olusturdugu saptanmis, ancak yeterli mekanik
dayanim saglanamamistir Nehrer ve ark. yapmis olduklari in vitro ¢alismada, Tip 1
kollajen ag ile Tip 2 kollajen agi kargilastirmislardir. Her iki aga da kondrositleri
ekmislerdir. iki haftalik siire sonunda Tip 2 kollajenden yapilan agda kondrosit
morfolojisi korunmus, DNA igerigi artmis, glikozaminoglikan yapimi da daha fazla

olmustur(81).

Jelatin: Basitce denature kollajen diyebilecegimiz jelatin c¢esitli doku
muhendisligi calismalarinda denenen bir baska proteindir. Jelatin, kondrositleri bir
arada tutan ve yapisal direncinin en énemli saglayicisi olan doku matriks elemani
olan kollajenin denature halidir. Biyouyumlu oldugu bilinen Jelatin, bazi potansiyel
difizyon sinirlamalari mevcut olsa bile kondrositleri desteklemesi ve gorinir i1sikta
capraz baglanmasi igin modifiye edilebilir. Ayrica jelatin yapili yapay matriksler,
kondrositlerin  ¢ogalmasini, yuvarlak morfoloji almasini ve kikirdak matriks
molekullerinin ekspresyonu ile proteoglikanlarin artmis uzaysal birikimini ve tip Il

kollajen surekli ekspresyonunu tesvik eder(82).
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Fibrin: Fibrinojen ve tromboninin polimerizasyonu sonucu olusan dogal bir
polimerdir ve bir yara yapistirici kadar iyi biyouyumluluk gosterir. Fibrin mekanik
olarak kuvvetli olmamasina ragmen ekstra-vaskuler kompartmanda yara iyilesmesi
temel yardimcilarindandir. Bu temel bilgilere dayanarak birgok arastirici fibrini bos
olarak, hicre ile yada buylme faktori ile birlikte degisik doku muhendisligi
uygulamalannda kullanmislar ve kikirdak doku muhendisligi i¢in de uygun
olabilecegini ifade etmislerdir(83, 84). Baglayici integrin yoluyla hucre-matriks
etkilesimlerini kolaylastirabilir(85). Fibrin yapistirici da politretan gibi diger polimerler
ile bir araya getirilerek hucre ekim viyabilitesi ve dagitimi gelistiriimis, agregan ve tip
Il kollajen ekspresyonunu arttiriimistir(86). Atlarla yapilan c¢alismalarda, hasarli
bolgede ylksek oranda kollajen 1l ve GAG igeren hiyalin doku olusumu
g6zlenmistir(76). Ancak fibrin bozunma Urlnlerinin, fizyolojik yapilar olmalarina
ragmen immun cevaba neden olduguna dair ¢alismalar mevcuttur(87). Ayrica bu

malzemenin yapisal kararlihdi da yoktur.

4.4.3. Karbohidrat Bazli Polimerler

Agaroz: Temelde galaktoz igeren ve Asya deniz yosunlarindan elde edilen
lineer polisakkarit yapisinda bir polimerdir. inert olusu ve mekanik olarak in vitro iyi
sonuglar alinmasiyla kabul goren bir polimerdir. Kompresyon sirasinda, mekanik
kuvvetlerin iletilmesi ile olusan deformasyonel ylklenme sonucu kondrosit cevabiyla
ilgili yapilan calismalarda siklikla kullanilir(88). Ancak memelilerde bu polimeri

yikacak sistemlerin yetersiz olusu degredasyon sorununu birlikte getirmistir(89).

Aljinat: Aljinat, kahverengi alglerde bulunan polianyonik bir polimerdir ve iyonik
olarak kararli gapraz baglanmig jeller olusturmak igin iki degerli katyonlar ile ¢apraz
baglanabilir. Yapilan in vitro ¢calismalarda aljinat jelin kikirdak doku muhendisligine
uygun bir polimer oldugu bildirilmistir. Mezenkimal kok hucrelerin bu polimere
ekildiginde kondrosite farkhlastigi goézlenmistir(90). Buna karsin yapilan in vivo
calismalarda, yabanci cisim dev hucrelerle karakterize immun reaksiyon olusturdugu
bildirilmistir(91).
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Aljinat boncuklar ve hidrojeller, kondrositleri arttirmak ve kok hucre
diferansiyasyonunu induklemek igin kullanilmigtir. Yakin gecmiste, arastirmacilar
hibrid skafoldlar yapmak i¢in sentetik adezyon peptidlerini aljinat jellerle ya da bagka

malzemeler ile aljinati bir araya getirerek modifiye etmiglerdir(92, 93).

Hiyaluronik Asit: Kikirdak doku rejenerasyonu igin kullanilan bir bagka polimer
olan Hyaluronik Asit (HA) eklem kartilaj aginin karbohidrat yapisindaki lineer yapida
dogal bir bilesenidir. HA hlicre proliferasyonu, morfolojileri, enflamasyon ve yara
tamiri gibi hiicresel streglerde énemli bir rol oynar. Hicre ile skafold etkilesimlerinde
Hyaluronik asit (CD44, CD54 ve CD168 molekulleri ile ) hucre yluzeyi reseptoru
gorevi yaparak biyoaktif bir skafold gibi igslev gorebilir. Kikirdak dokuda agregan
olusumu sirasinda, Keratin Silfat ve Kondroitin Silfatin baglandi§i kor molekail
olarak iglev gorur ve oncelikle vucutta bulunan Hiyaluronidaz molekulleriyle yikilirak
atilirlar. Orijinal haliyle implante edilebildiginde olduk¢a biyouyumlu bir molekuldur.
Hiyaluronik asitin farkli kimyasal yapida daha stabil formlarinin gelistiriimesine ihtiyag
vardir(94). Stabil bir ag olabilmesi igin fotopolimerizasyonda HA, metakrilat gruplari
ile modifiye edilebilir, bdylece molekuler agirhgr ve konsantrasyonunun degistiriimesi
ile genis bir Ozellik yelpazesi elde eder. Artmis makromer konsantrasyonlari
sayesinde, sisme oranlari ve hucre viabilitesi duserken, ag yapisinin kompresif
modull ve molekulin yikim suresi belirgin olarak artar(91). Skafold 6zelliklerindeki bu
varyasyonlar aurikuler kondrositlerin in vivo neokartilaj olusturmasinda etkili
olmustur(95). Liu ve ark yeni bir in vivo tavsan defekti modelinde, MKH ekilmis HA-
jelatin hidrojeller kullanarak onarim Kkalitesini arastirmiglardir. Yalniz MKH 'lerin
kullanildig1 defektlerde periferik kartilaj defekt alaninda hiyalin benzeri kikirdak ve
ortada fibréz onarim gérulurken; skafold ve MSC ile onarim uygulanan defektlerde,
cevre kikirdak doku ile iyi butinlesmis, zonal mimariye uygun ve elastik, saydam ve

saglam bir kikirdak doku olugsumu izlenmistir(96).

Kitosan: Kabuklu deniz hayvanlari, artropodlarin dis ylzeyinde bulunan
kitinden elde edilen doku muhendisliginin degisik alanlarinda denenmekte olan bir
biyosentetik polisakarit tlrevi polimerdir. Molekuler yapisi hiyaluronik asit ve
glukozaminoglikana benzer. Fizyolojik sicakliklarda jel ve oda sicakliginda sivi halde
olan, bu yar kristalin polimer, iyi biyouyumluluk, dusuk toksisite ve biyobozunurluk
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gibi olumlu o6zellikleri nedeniyle son yillarda biyomedikal ve ila¢ alaninda kitosan
kullanimi artmistir.Kitosan lizozomlar tarafindan in vivo bozunabilir, GF (Blylime
faktorleri) ve adezyon proteinleri ile etkilesime girebilir. Buna ek olarak mekanik
ozelliklerini artirmak igin, kitosan veya kitosan turevlerini iyonik veya kovalent olarak
¢apraz baglamak icin bir dizi yontem kullaniimistir. Kitosan hibrid hidrojeller iki
boyutlu ve Gg¢ boyutlu kultirlerinde normal kondrosit fenotipini destekler(97). Su ¢ekip
sisme 0zelligi olan bu polimerin yapilan in vitro galismalarda kondrositlerin yapismasi

icin ¢ok uygun oldugu sonucuna variimigtir.

Tablo 6.Kikirdak Doku Miihendisliginde Kullanilan Doku iskeleleri

DOGAL POLIMERLER PROTEIN BAZLI POLIMERLER
Agaroz Fibrin
Aljinat Kollajen
Seliiloz Jelatin
Kollajen Laminin
Kitosan KARBONHIDRAT BAZLI POLIMERLER
Kondroitin Siilfat Polilaktik Asit
Fibrin Glue Poliglikolik Asit
Jelatin Hyaluronik Asit
Hyaluronik Asit Agaroz
ipek Fibroin Aljinat
SENTETIK POLIMERLER Kitosan
Poli(a hidroksi ester) ENJEKTABL POLIMERLER
Polietilen glikol Aljinat
Poli(NiPAAmM) Kollajen
Polipropilen fumarat Fibrin
Polilretan Hyaluronik Asit
Polivinil alkol Polietilen glikol

Skafoldlar, kikirdak doku muhendisligi i¢in hidrojel, sunger ve fibréz mesh
yapisinda kullanilabilir(98).(Sekil 13)
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Sekil 13.Cesitli skafold yapilari: a) Hidrojeller, b)Siingerler, c)Mesler

4.4.4. Hidrojel yapisindaki doku iskeleleri

Su igerisinde ¢dzUnmeden gisebilme 6zelligine sahip, ¢apraz bagli, u¢ boyutlu
ag yapih polimerler olan hidrojeller kontrolli salinim sistemi olarak da, doku iskelesi
olarak da kullanilabilirler (99). Su icerigi kendi kutlesinin %100’Unden fazla olan
hidrojellere de super absorbant; su disinda ¢ozucullerde en az %20 veya daha fazla

sisebilen jeller ise kserojel olarak adlandirilir.

Yapilarinda ¢ok fazla miktarda su bulundurma, yumusak ve esnek olma gibi
bircok fiziksel Ozelliklerden dolayi hidrojeller, canli dokularla buyuk bir benzerlik
gosterirler ve doku iskelesi olarak siklikla kullanilirlar. Hidrojeller, kolayca herhangi bir
boyut ve sekildeki defektleri dolduran enjektabl skafoldlar olarak kullanilabilir ve
minimal invaziv bir prosedurle implante edilebilir niteliktedir. Yuvarlak morfolojiyi
koruyarak tipik kondrositik fenotipi indUkleyebilirler. Hucrelere mekanik yukleri ileterek

kontrolli kuvvet uygulama yetenegine sahiptirler(99).

Uc boyutta capraz baglanmalarla olusan ag yapisindaki baglar kovalent ya da
iyoniktir. Bir polimerin hidrojel 6zelli§gi gosterebilmesi igin ana zincirinde ya da yan
dallarinda hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid gibi hidrojen bagi olusturabilme

yetenegine sahip gruplarin bulunmasi gerekir. Bu gruplardan dolay! bagl duruma
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gecen su nedeniyle ¢apraz bagh polimer hacim ve kitle artisiyla sismeye baslar(100,
101). Kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van
der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla
hidrojellerin U¢ boyutlu yapisi gergeklesir. Fiziksel capraz bagh jellerin dis gevre
degisimine fazlaca duyarli olduklari bilinmektedir (102). Fotopolimerizasyon,
ultraviyole veya gorundr 1sik kullanilarak hidrojellerde kullanilan kimyasal ¢capraz bag
yontemidir ve polimerizasyon Uzerine mekansal ve zamansal kontrolle homojen bir
hicre ekimi saglar(103). Fotobaslatici kosullarin dikkatli gértintilenmesi bu ¢capraz

baglanmis aglar icinde hucre canliligini optimize etmeyi saglar.

Bir hidrojelin capraz bagh yapisi Sekil 14’de verilmistir(100, 101)

Sekil 14. Capraz bagh hidrojelin yapisi.

A: Dort fonksiyonlu gapraz baglar, B: Cok fonksiyonlu gapraz baglar, C-D: Zincir uglari, E: Dolagmis ve birbirine karismis polimer zincirler, F:
iki zincir takilmasi, G: Capraz baglanmamis kiigiik zincirler, Mc: iki gapraz

Hidrojeller son zamanlarda doku muhendisliginde, 6zellikle enjekte edilebilir
formlarda kullanilan malzemelerdir. Kikirdak doku c¢alismalarinda en c¢ok
kullanilanlarinin basinda Pluronics® (blok kopolimer; polietilenglikopolipropilen ),
kollajen, fibrin glue ve Matrigel™gelir. Bu malzemeler toksisite sorunu nedeniyle
kimyasal yerine fiziksel olarak c¢apraz baglanmaktadir. Ancak bu ydntemler

malzemenin mekanik dayanimini azaltmakta ve kullanim alanlarini kisitlamaktadir.
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Hidrojeller ¢ok iyi su tutabilme ve sulu ortamda sisebilme yeteneklerinden dolayi
biyoteknoloji, biyomuhendislik, biyomedikal, eczacilik, tarim, veterinerlik, yiyecek
endustrisi gibi alanlarda yaygin olarak kullanilimaktadir. Biyomateryal 6zellige sahip
hidrojeller, tip, eczacilik, veterinerlik gibi alanlarda; kontrolli salinim sistemleri, yapay
organ yapimi, kontakt lens yapimi, enzim immobilizasyon sistemleri, ilag tasiyici
sistemler, kemik hastaliklari tedavisi igin materyal, sentetik kikirdak, yara ortuleri,

ameliyat ipligi ve buna benzer pek ¢ok uygulamada etkin olarak kullanilirlar.

4.4.5. Suingerler

Poréz skafoldlar yapilardir. Por boyutu ve baglantilari hicre infiltrasyonu ve
gocu, matriks birikimi, dagilimi ve besin, atik aligverisinde etkilidir. Porozite kavrami
ise, hicre yapismasi igin yuzey alanini belirler. Buglne kadar, porojen stuzdirme,
dondurarak kurutma, gaz ile kopuklenme gibi ¢esitli yontemler de dahil olmak Uzere,
stingerleri Uretmek igin kullaniimistir. Bu Uretim yontemleri doku formasyonunu
etkileyerek skafoldun mimarisini degistirir ve GF 'lerin enkapsulasyonu igin

kullanilabilir.

Poli (a-hidroksi esterler), poliglaktin/poly-dioksanon, kitosan, ipek fibroin, HA,
kollajen ve jelatin dahil olmak Uzere ¢ok sayida malzeme sunger skafoldlar imal

etmek i¢in kullaniimigtir.

4.4.6. Mesler

Mesler; bosluk hacmi, lif capi ve yonelmesinde farkliliklar ile hicre davranisini
belirleyen dokunmus veya dokunmamis liflerden olusan agdlardir. Dokunmamis
megler; genis bos hacmi ve ylzey alani sayesinde hlicre rejenerasyonunu daha rahat
saglarken, dokunmus mesler daha saglamdir. Genel olarak, bu prefabrik formlar
mekanik olarak stabil bir skafold olusturmak igin hicreler ile in vitro kultarlenebilir ve
daha sonra tam bir onarim icin in vivo implante edilir. Prefabrik skafoldlarin

dezavantaji dizensiz sekilli-kusurlarini doldurmadaki zorluktur ve ¢evreleyen kikirdak
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ile eksik iletisim tam entegrasyonu engelleyebilmektedir(104). Ug¢ boyutlu fiber

birikimi, dizenlenmis desenler ile skafoldlari olugturmak i¢in kullanilan bir tekniktir.

En sik kullanilan mesler poli( a-hidroksi ester)leridir. Bu megler 1990’lardan beri
kullaniimaktadir. Bunlarin igcinde 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
calismada kopolimer icine PGA ve PLA %50’li %50 katildiginda yikimin daha hizli
oldugunu ama PGA’nin %75 ve PLA’nin %25 katildiginda ise yikimin yavagladigini
gOstermiglerdir(105).

4.5. KIKIRDAK DOKU REJENERASYONUNDA BiYOSINYAL MOLEKULLERI

Tablo 7.Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan Biyosinyal molekiilleri

BuyumeFaktori/Sitokin Duzenleyici Etki
TGF-81, BMP 7 Progenitor hiicrelerin kondrojenik farklilasmasi
TGF-B1, IGF-1, FGF, BMP 4,7, EGF Kondrosit proliferasyonu

TGF-31, BMP-2, 4, 6, 7, IGF-1,EGF Matriks sentezi

TGF-B1, IGF-1, BMP 7, IL-4, 6 Matriks metalloproteinaz (MMP) inhibisyonu
TGF-B1, FGF inflamatuar hiicrelerin hareketi

TGF-B1, BMP-2, FGF, PDGF, EGF Osteokondral organizasyon

FGF, PDGF, IL-13, 17, 18, TNF-a MMP aktivasyonu

BMP-2, FGF, PDGF, EGF, IL-1B, TNF-a Matriks degradasyonu
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Embriyonik gelisim sirasinda, doku onariminda rol oynayan bu polipeptit
yapisindaki kritik sinyal molekulleri; hidcre bodliunmesini tesvik eden mitojenler,
proliferasyonu uyaran ve farkli fonksiyonlari da olan buyume faktorleri ve doku

tiplerinin olusumunu saglayan morfojenler; olarak siniflandirilabilir.

Kikirdak doku muhendisligi uygulamalarinda biyosinyal molekulu olarak
kullanilan sitokinler ve buyume faktorleri, onemli dizenleyici etkileri ile Tablo 7' de

Ozetlenmistir.

Buyume faktorleri, molekll agirliklari 4000-60000 Da arasinda degisen, ¢cok
az miktarlari bile hlcresel aktiviteleri etkileyebilen biyolojik olarak aktif dogal
polipeptid hormonlardir (106). Stanley Cohen, 1974 yilinda “buylme faktord” terimini,
ilk defa, ¢ézllebilir olan, T lenfositler ve makrofajlar tarafindan Uretilen bir madde icin
kullanmistir(107). Bunlar, hlcre proliferasyonunu, kemotaksisini ve matriks sentezi

gibi anahtar hicresel olaylari, 6zgin reseptorlerine baglanarak dizenlerler (108).

Doku iskeleleri gibi, perikondrial hUlcrelerin  yuvalanabilecegi destek
biyomateryalleri ile hicre blyumesinin lokal etkili bidyime hormonlari ile
sinyallenmesine olanak taniyan kontrolli salim teknolojileri kikirdak doku
muahendisliginin  garpici gelismelerindendir. Buylume faktorleri ve diger katki
maddeleri, hicre differansiyasyonu ve doku olugsumu kontrol igin in vitro kalttr
ortamina ya da in vivo verilebilmesi icin yapilara dahil edilerek eklendigi bir ¢ok
¢alismanin olumlu sonuglan literatirde gbdze carpmaktadir. DUzglin gelisen bir
kondrogenez sureci i¢in bu biyoaktif molekullerin sekans seklinde ortamda
bulunmalarina ihtiyag vardir. Bir gok biyoaktif molekllin birarada kulanimi ile ortaya
cikan sinerjistik etkiyle, kondrogenezin aktif sekilde uyarildigina dair galismalarin

olumlu sonuglari mevcuttur (109).
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Kikirdak rejenerasyonu Uzerinde etkili oldugu bilinen biyoaktif molekuller TGF-
B, FGF, EGF, BMP ailesi ve IGF gibi bir dizi buyime faktoru; bagimsiz veya

sinerjistik olarak, hucre tipi ve kultur kogullarina bagli olarak arastiriimigtir (118).

Bu bdlimde kikirdak rejenerasyonunda etkili olan blyume faktorleri ile ilgili
genel bilgi verilecek, ardindan c¢alismamizda kullandigimiz rhBMP 7 ve EGF

molekullerinin kondrogeneze etkileri literatir esliginde anlatilacaktir.

4.6.1. Fibroblast Growth Faktor (Fibroblast growth factor, FGF)

Fibroblast buylume faktorleri, osteokondral gelisme siurecinde dnemli dizenleyici
rollere sahip, 35 kDa agirliginda proteinlerdir. Hem asidik (FGF1) hem de bazik
(FGF2) olmak Uzere iki tip FGF tanimlanmistir. FGF2 1974 yilinda karakterize
edilmigtir (110).

invitro calismalarda, 6zellikle FGF 2’ nin, osteoblast ve kondroblast hiicreleri
Uzerinde mitojenik etkilerinin  oldugu dikkati c¢ekmektedir. Ayrica, kondrosit
farklilasmasinin gesitli asamalarinda da etki goOsterirler. Kondrogenez sirasinda
kondrositlerin tek tabaka haline genislemesini ve ¢godalmasini arttirir, bu sayede ESM
birikimi artarken ve iyilesme de hizlanmis olur. Hucrelerin hipertropik fenotipe

farklilagsmasinda kuvvetli bir baskilayici faktér oldugu da unutulmamalidir(153,154).

Isogai ve ark. doku iskelesi Uzerine implante edilmis kondrositlerde FGF 2 nin,
yavas saliniminin kulak kartilaji gelisimi Uzerindeki etkilerini arastirmig ve olumlu

sonuglari bildirilmistir. (111) .

4.6.2. Insiilin benzeri biiyiime faktérleri( IGF)

izole edilmis biiyiime hormonuna (GH) bagimli biyime faktérii, kikirdakta
sulfat bilesimini artirmasindan dolayr ilk kez 1957°de Salmon ve Daughaday
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tarafindan sllfasyon faktdrl olarak tanimlanmistir (112). 1978’de insulin benzeri
yapisal 6zellikleri nedeniyle bu peptidler Insulin-Like Growth Factors (IGF)-Insiilin
benzeri buyume faktorleri olarak adlandinimistir (113).IGF 1 molekulindn kikirdak
dokuda proteoglikanlarin dretimi ve Tip 2 kollajene donusumindeki anabolik

metabolizmada goérev almakta oldugu bildirilmistir.

4.6.3. Transforme Edici Buyume Faktoriu Beta (TGF B)

Arastirmalar sonucunda, TGF ailesi Gyelerinin kikirdak doku gelisiminde majoér
rol oynadigi gosterilmigtir. Kollajen sentezinin en gug¢lu uyaricisi olarak kabul
edilen TGFB molekulinln, in vitro ve in vivo ortamlarda kondrojenik farklilasmayi

indUkledigi bilinmekte ve siklikla galismalarda kullaniimaktadir.

TGFB matriks molekillerinin  ekspresyonunu duzenler. Fibroblastlarca
fibronektin ve proteoglikan, kollajen ve tenaskin sentezini; keratinositlerce de
fibronektin sentezini uyarir. Onemli bir etkisi de matriks molekdllerini degrade eden
proteazlara karsi bunlarin inhibitorlerinin Gretimini uyarmasidir. Matriksi organize
edebilme 6zelligi nedeni ile remodelling olayinda gérev yapar. Bdylece proteazlarin
matriks molekullerini degrade ederek yapinin stabilitesini ve butinluguint bozmasina

karsi dokuyu korumaktadir (114)

TGFB slper ailesi ¢ok sayida blyume faktérl icermektedir. Bunlarin iginden
TGFB1 ve TGFB2 kondrositlerin olgunlagmasini ve gogalmasini uyarmaktadir. Ayrica

vaskuler invazyonu ve tumor olusumunu 6nleyerek dokuyu korumaktadir(152).

4.6.4. Epidermal Growth Faktor( EGF)

Epidermal Growth Faktor (EGF) ilk olarak 1962 yilinda Cohen tarafindan
bulunmusg, Urogastron ile idantik bir polipeptittir. Cohen, erkek farelerin

submandibular tukirik bezlerinde Sinir Blyume Faktorinid (NGF) izole etmeye
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calisirken bu bezlerden elde ettigi salginin yeni dogan farelere enjekte edildiginde,
erken dis surmesi ve erken gozkapagi acilisina neden oldugunu gozleyerek etken
maddeyi izole etmis ve bu maddeye epidermisin gelisimini hizlandirici etkisinden
dolay! Epidermal Growth Factor (EGF) adini vermistir(115).

Epidermal buyime faktori, 53 aminoasitten olusmus 6000 Da molekuler
agirhginda tek zincirli bir polipeptittir (116). Molekulin bir ucu —NH2 grubu, diger ucu
ise —COOH grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit, 6 sistein kdkline sahiptir ve 3 tane
disUlfit bagi icerir. Bu disUlfit baglari sayesinde intramolekuler yapi belirlenir ve
biyolojik etkinlik saglanabilir.(Sekil 15)
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Sekil 15. EGF*nin yapisi (Das 1982) (gri hat: disulfit baglar)

EGF’Un ilk saptanan etkileri epitelizasyona ve keratinizasyona yol agmasidir.
Daha sonra yapilan detayll arastirmalarda EGF’Un etki mekanizmalari daha da
detayh anlasiimistir. EGF, epidermal ve mezodermal hicre proliferasyonunu stimile
etmektedir ve bunu da hucre i¢ci basamaklarda membran kaynakh reseptorler ve
ligandlar Uzerinden gergeklestirmektedir. Epidermal growth faktdrin reseptorine
baglanmasi tirozin kinazi aktive eder; fibronektin, hyaluronik asit gibi ekstraselluler
matriks molekullerinin salgilanmasina ve kontakt inhibisyonun olmadigi hucrelerin
¢ogalmasina neden olan DNA sentezini uyarir. Epidermal blyime faktorl, baslica

fibroblastlar ve epitelyal hicreler olmak Gzere birgok hlcre tipinde mitojenik etki ile
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proliferasyonu uyarici role sahiptir. Etkili oldugu hicrelerde iyon alinimini, glikolizisi,
DNA ve RNA ile protein yapimini arttirici 6zellik gosterir. Ekstraselliler matrikste yer
alan fibronektin, kollajenler, laminin ve glikozaminoglikanlar gibi proteinlerin sentez ve

donusumunu etkiler.

Kondrosit proliferasyonunu arttirarak, kondrogenezi tetikler. Kartilaj matriks
sentezini uyarirken, katabolik degradasyonu inhibe eder. Ayrica kondrositlerin
fizyolojik  kosullarda  diziimi ve ESM kompozisyonunun en  6nemli

duzenleyicilerindendir.

4.6.5. Kemik Morfojenik Proteinler

Kemik morfojenik proteinler (BMP), Transforming buyume faktora (TGF) buyuk
ailesinin bir Uyesi olarak organizmada bir ¢ok gelisimsel ve organogenetik sure¢
icinde yer almaktadir ve bu biyomolekillerin kikirdak doku gelisiminde anahtar rol

oynadiklari belirlenmigtir (117).

Kemik Morfojenik Protein kavrami ilk kez 1965'de Urist tarafindan ortaya
atilmistir. Urist ve arkadaslari yaptiklari calismada kemik doku yenilenmesinden aktif
bir protein-matriks toplulugunun sorumlu oldugunu ortaya koymustur (118). Diger adi
osteojenik protein olan bu biyomekillerin daha sonra 80'li ve 90l vyillarda
rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi ile rekombinant olarak
uretiimeleri saglanmistir(119). 2002 yilinda Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan onaylanan iki farkh BMP UrinU medikal marketlerde yerini almistir. Bu
urinler rekombinant insan kemik morfojenik proteini-2 (rhBMP2) ve rekombinant
insan kemik morfojenik proteini-7 (rhBMP7)dir (120). Rekombinant BMP’ler ile
literatiirde ¢ok gesitli galismalar mevcuttur. Ozellikle bu galismalar osteokondral

defektler, omurga cerrahisi ve kirik iyilesmesi konularinda toplanmistir (120).
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4.6.5.1. Kemik morfojenik proteinlerin yapisal 6zellikleri

BMP 1 hari¢ tum kemik morfojenik proteinler TGF [ super ailesinin bir
Uyesidir ve aralarinda birgok vyapisal tlrdeglik bulunur. Aminoasit dizilimleri

korunaklhdir ve tum aile Gyeleri gibi oncu molekulden sentezlenir.

Yapilari homo ve heterodimer yapilarinin disulfid baglari ile birbirine
baglanmasindan olusmustur. Bu homodimer ve heterodimer yapilari biyolojik olarak
aktif konformasyonda bulunurlar. Kemik morfojenik proteinlerdeki aktif dimer
formasyonu molekuller arasi bir bag ve 6 adet molekdl igi disulfid baglari ile bir araya

gelen yedi sistein molekili ile olusur (120) .

Tum aile Qyeleri gibi, hicre yuzeyindeki serin-treonin kinaz reseptorlerine
baglanarak; hicre igi metabolik aktivitelerin ve ¢ok ¢esitli metabolik yolaklarin aktive
olmasi saglanir. Boylece hlcre ¢ogalmasi ve farkhlasmasi tetiklenmis olur. BMP’lerin

sinyalizasyon yolagi Sekil 16’da verilmigtir.

Hucre yuzeyinde TGF ( super ailesi igin Tip I, Tip Il ,Tip Ill olmak tzere 3 gesit
reseptor bulunmaktadir. Bunlardan sadece Tipl ve Tipll, kemik morfojenik proteinlerin

baglanmasinda ve aktivasyonunda ve sinyalizasyonda etkilidir (121) ,(122)

Bir sinyal, hicrede sitosol igerisinde donusturildigu anda, dogrudan nukleus
icerisine aktarilir. Smad ailesinin Uyeleri dogrudan tip | reseptdriine baglanir ve onu
fosforile eder. Aktif haldeki bir Smad uUyesi reseptér kompleksinden ayrilarak diger
Smad Uyeleri ile oligomerize olur ve nukleus iclerine gé¢ eder. Smad ailesi bu gogten
sonra genomdaki 06zel bolgelere baglanarak gen aktivitesini dizenler. BMP
reseptorleri Smad1, Smad5 veya Smad8'’i fosforile ederler (Sekil 17).BMP sinyal
aktarimi duzenlenmesinde sadece Smad ailesi sorumlu degildir. Hay ve ark.
yaptiklari ¢alismalarda protein kinaz C'nin BMP 2’nin indukledigi osteoblastlardaki

apoptoz olayinda temel rol oynadigini bulmuslardir(123).
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Sekil 17 :Kemik morfojenik proteinlerin etki mekanizmalar

Kemik morfojenik protein kodlanmasindan ve sinyalizasyonundan bu glne

kadar 20 kadar genin sorumlu oldugu ortaya c¢ikarilmisgtir (124).
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Kemik morfojenik proteinler alt ailesi 10 ‘dan fazla protein grubu icerir. BMP’ler
ve bunlarin reseptorleri, karmasik ve birbiriyle c¢akigsan bir sekilde eksprese
edildiginden her bir genin 06zgul islevi maskelenir(124). Tablo 8 ‘de insanda
tanimlanan kemik morfojenik proteinler ve belirlenen temel fizyolojik rolleri verilmigtir.
Genel olarak kemik ve kikirdak gelisiminde rol oynasalar da, tablodan da gorulebildigi

gibi, cok cesitli fizyolojik olaylarda rol oynadiklari ortaya konulmustur (167-175)

BMP’ lerin embriyonik ve dogum sonrasi dénemde birgcok dokuda var olduklari
belirlenmistir. Embriyolojik yasam slrecinde hedef organlari farklilasmamis
perivaskiler bag dokusu hucreleriyken, eriskin donemde hedef farklilasmis
hacrelerdir. Hem kemik, hem kikirdak gelisimi Uzerinde 6nemli dizenleyici etkilere
sahip olan bu molekullerin, bu etkileri 6zellikle kok htcrelerde, progenitor perikondrial
hucrelerde ve hucrelerin  ¢ogalmasini  indUkleyen biyolojik reaksiyonlarin

aktivasyonunda gorulmektedir (124) .

BMP islevinin hicre ve organ kultirlerinde arastirilmasi, BMP sinyallerinin,
kondrosit c¢ogalmasini dizenlemede induktif bir role sahip oldugunu ortaya
koymustur. Buna karsilik, kondrositlerin hipertrofik farklilasmasinda bu proteinlerin

rolune iliskin geliskili sonuglar elde edilmistir (139).

BMP molekullerinin, diger biyosinyal molekulleri gibi, yeterli induksiyon
yapabilmesi igin yavas olarak salinim yapabilme 6zelligine sahip tasiyiciyla birlikte
kullanilmasi gerekmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde BMP lerin in vitro etkilerinin
50-200 ng / ml ¢ok dusuk dozlarda ortaya ¢iktigr gozlenmistir. Bununla birlikte, ticari
olarak mevcut rhBMP7 nin yogun proteolitik tiketimi olan bazi ¢alismalarda, yuksek
dozlarda (400ng/ml kadar) kullanildidi bilinmektedir (125). Kullanilan rhBMP’ nin
dozaji tutunabilece@i uygun doku iskelesi kullanimiyla ya da kontrolli salinimini

saglayan mikrokure sistemleriyle azaltilabilir. (168)
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Tablo 8. Kemik morfojenik proteinler ve temel fizyolojik rolleri

ADLANDIRMA

BMP-2a

Osteogenin

GDF-10

BMp-2b

Vrgl, Dvré

OP-1

OP-2

OP-3

GDF-2

GDF-11

CDMP-3, GDF-7

CDMP-2 , GDF-6
CDMP-1 , GDF-5

GDF-9b

Temel Fizyolojik Rolii

Kemik ve kikirdak morfogenezi
vekalp olusumu

Kemikmorfogenezinin
diizenlenmesinde negatif rol

Kemikmorfogenezinin
dizenlenmesinde negatif rol

Kemik ve kikirdak morfogenezi ve
bdébrek olusumu

Kemik morfogenezi ve ekstremite
gelisimi

Kemik ve kikirdak morfogenezinde
hipertrofi

Kikirdak ve kemik morfogenezi,
bdébrek formasyonu

Kemik morfogenezi/spermatogenez

Spermatogenez

Kemik morfogenezi ve

kolinerjiknéronlarin olusumu

Kalp morfogenezi

Aksiyal iskelet, Go6z , Bobrek
vepankreas geligimi
Tendon,Ligamentve duyu

néronlarinin geligimi
Kikirdak gelisimi ve hipertrofi
Kondrogenez ve anjiyogenez
Yumurta fizyolojisi
Embriyonik gelisim
Embriyonik gelisim

Embriyonik gelisim
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4.6.5.2. Kemik Morfojenik Protein 7 (BMP7)

BMP 7 (osteojenik protein / OP-1) 49kD’luk bir propeptit yapisidir. ilgili sentez
geni insanda 20.kromozom Uzerinde bulunur. (Sekil 18)

Chromosome 20 - NC_000020.10
[ 5204358 [S3003TR2

TIAPRE BHPT
FTHRR FRL¥RH

Sekil 18. rhBMP7’e ait kromozom lokasyon haritasi

BMP 7, N terminalindeki farkhlk ile diger TGF ailesi tyelerinden ayrilir. BMP 7
diger BMP’lerde oldugu gibi Smad1, Smad5 veya Smad8 sinyal yoladi Uzerinden
dizenlenir (126).Ana yapida 7 sistein bulunur ki, bu yapilardan BMP 7lerin disuilfit
baglari yaparak dimer formasyonu almasi saglanir. BMP 7’ye ait kristal yapi modeli

Sekil 19’ da verilmigtir:

Sekil 19.BMP7 Kristal yapi modeli (231)
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BMP 7, fetal gelisimde sentezlenmeye baslar ve erigskin ddnemde de devam
eder. Yagla ve kartilaj doku dejenerasyonu gelisen durumlarda, kondrositlerden
salgilanan BMP 7 gen ve protein ekspresyonu azalir; fakat henlz tanimlamayan bir
mekanizma ile BMP 7 nin hicre ici etkileri degismez; farkli bir anlatimla, hasarl
kikirdak dokusunun BMP 7 nin anabolik etkilerine verdigi cevapta azalma olmaz

(127, 128). Bu 0zelligi ile diger kondrojenik buyume faktorlerinden ayrilir.

BMP 7 geligsim sirasinda iskelet kaslarinda, sinirler, kan damarlari, kikirdak ve
perikondriumda, onlarin c¢alismasi sirasinda bolca eksprese edilir ve yapilarinin
dizenlenmesinde dnemli roller Ustlenir. Yapilan ¢alismalar BMP 7’nin bobrek ve g6z

gibi bazi organlarin gelisiminde olan etkileri de ortaya konmustur(129).

Son yillardaki calismalarla BMP 7’nin en blylUk rolinin kikirdak ve
perikondrium olusumunda, olduguna dair c¢alismalar mevcuttur(130). Kondrosit
diferansiyasyon evrelerinin ve ESM kompozisyonunun en ©Onemli duzenleyicisi
oldugu, kartilaj doku gelisimi ve defektlerinde gelisimi tetikleyen “gold standart”
blyime faktérl olarak belirlenmigtir (131). IL 1, IL 6,IL 8, BMP 1 ve BMP 7 gibi
saylisiz katabolik sitokininin etkisini azaltarak kartilaj degradasyonunu onleyici etkileri
bilinmektedir(170, 132).

4.6.6. Biyosinyal Taginiminda Kontrollii Salinim Sistemleri

Kikirdak dokusu sinirli bir yenilenme yetenegine sahip oldugu ig¢in uygun
hdcrelerin, biyomateryallerin ve biyosinyal faktorlerinin hasarli bolgeye etkin sekilde

aktaracak yaklasimlarin gelistiriimesi gerekmektedir.

Doku muhendisligi c¢alismalarinda kullanilan protein yapidaki biyosinyal
molekdllerinin invivo yarilanma omdurleri ¢ok kisadir. Bozunma ve pargalanmalari
gorece hizli molekuller olduklari igin etkileri oldukca kisa surmektedir. Boylece defekt
olan bolgede etkili olabilmeleri icin ¢ok ylksek dozlarda kullaniimalari gerekir. Bu
denli yuksek dozda kullaniimalari, hem hedeflenmeyen dokularda toksik etkilere

neden olabilir, hem de tedavi maliyetini blylk oranda arttirir. Bu nedenle, bir tasima
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sisteminin iginde bulunmalari bodlgede yavas ve uzun sureli kontrolli salinim

yapabilmeleri agisindan gereklidir.

Kontrolli salim sistemleri, “Organizma igin gerekli olan etkin maddenin salim

hizini kontrol ederek hedef hiicreye, dokuya veya organa ulastiran sistemler” olarak

tanimlanmaktadir (133).

Bu amacgla c¢esitli biyosinyal molekullerinin, kontrolli salinim sistemleriyle
desteklenmis matriksler yardimiyla defekt bdélgesinde lokalizasyonunu amaclayan

cesitli galismalar surdurdimustir (134, 135)

Doku muhendisligi yaklasimlarinda, kontrolli salinim ve tasiyici sistem olarak
en ¢ok kullanilan yapilar hidrojel, mikroklre, nanokapsul ve lipozom sistemleridir.
(136).Diger tasiyici sistemlerin  dusik mekanik o6zelliklerinden kaynaklanan
kisittamalar nedeniyle, biyosinyal molekullerinin hedef bdlgeye ulastiriimasinda, son

yillarin gézdesi mikroklre formulasyonlaridir.

Calismamizda da kondrogenez uzerindeki olumlu etkilerini arastirdigimiz EGF
ve BMP 7 bluyume faktorlerinin doku Uzerine kontrolli salinimi, hazirlanan Jelatin
yapili mikrokire formulasyonlari ile saglandigindan bu boélimde mikrokureler
hakkinda ayrintili bilgi verilecektir:

4.6.6.1. Kontrollii salinim sistemlerinden Mikrokiirelerin ozellikleri

Mikrokureler, ¢aplari birka¢ mikrondan mm boyutlarina kadar dedisen, etkin
molekdilleri belirlenen hedef bolgelere tasiyabilme 6zelligine sahip, kati, kiresel
mikrotasiyici sistemlerdir. Hucre kapsulasyonu diginda, hicre buyumesi ve
farklilasmasinda buyuk bir 6Gneme sahip olan blyume faktorlerinin etkinligini artirmak

amaciyla da gesitli doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimaktadir.
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4.6.7.1.1.Mikrokiire Hazirlama Yontemleri

Mikrokurelerin hazirlanmasinda pek c¢ok farkli maddenin kullanildigi cesitli

teknikler Tablo 9 ‘da 6zetlenmistir:

Tablo 9: Mikrokiire Hazirlama Yontemleri

Polimerlesme Emdlsiyon Polimerlesme
Suspansiyon polimerlesmesi
Emiilsiyon olusturma Yag/su emlilsiyonu

Coziicii buharlagtirma Su/yag emiilsiyonu

Sul/yagd/su emdilsiyonu
Koaservasyon(Faz ayrimi) Basit ve kompleks koaservasyon
Polikondenzasyon Siispansiyon ve emiilsiyon polikondenzasyon

Puskiirterek kurutma
Puskiirterek dondurma

Dispers fazda jellesme ve ¢arpraz baglanma

Hazirlanan mikrokure formulasyonlarindan etkin madde salinimini etkileyen

faktorler Tablo 10 ‘da 6zetlenmistir:

Tablo 10. Mikrokiirelerden biyomolekiil salinim hizini degistiren parametreler

Molekul kitlesi Molekdl agirhg Ph Hazirlama yontemi

Polimerle etkilesimi Biyobozunurlugu Sicaklik Partikal buyakliga

Partikdl buyakliGga Kristal yapisi Karistirma hizi Etkin madde miktari

Mikrokdre igindeki Polarite Garpraz baglayici

yerlesimi ajanin cinsi ve
derisimi
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5. GEREG VE YONTEM

5.1. Galisma Kapsaminda Kullanilan Doku iskelelerinin hazirlanmasi:

Calismada EGEF ile biyosinyallenmis Jelatin Stinger doku iskelesi olarak, ARS
Arthro Biyoteknoloji Laboratuarinda hazirlanan, ticari ismiyle NEODERM olarak
bilinen hazir doku iskelesinden yararlaniimistir. Hazir doku iskelesine koaservasyon
yontemi ile hazirlanan rhBMP 7 yUkli Jelatin mikrokirelerin yiklenmesi ve Jelatin
Sunger matriks yapisi Uzerine embedding ydntemi ile immobilizasyonu Ege

Universitesi Eczacilik Fakultesi Biyoteknoloji laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

5.1.1. Kullanilan Malzemeler

Calismamizda, matriks tasariminda oncul malzeme olarak Jelatin polimeri
kullaniimistir. Difco (USA) den satin alinan Bacto Jelatin, koaservasyon teknidi ile
cesitli asamalardan gegirilerek, birbiriyle baglantih ¢ok sayida pordan olusan bir
yapiya sahip, polimetrik 6zellikte, jelatin mikrokurelerden olugsan matriks elde edildi.
Elde edilen sentetik matriksin doku icinde sisebilme ve yikilabilme 06zelliklerinin
kontrol altina alinmasi igin polimer fazinda, BDH (ingiltere) den ticari olarak elde
edilen Gluteraldehit (50%) kullanilarak ¢apraz baglanmasi saglandi. Sigma(A.B.D)
araciligiyla elde edilen EGF (human recombinant) , jelatin mikrokurelere yuklendi.
Grup 4 ve Grup 5’te kullanilan rh BMP7, ProSpec (A.B.D.) firmasindan elde edildi.
Calismada kullanilan buyume faktorlerinin stabilitelerini korumak igin, ¢alismanin her

asamasinda soguk zincir kurallarina dikkat edildi.

Diger reaktif maddeler tim kimyasal Urunler, analitik seviyede ve herhangi bir

saflastirmaya tabi tutulmadan satin alindigi gibi kullanildi.
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5.1.2. Jelatin Suingerlerin hazirlanmasi (GS)

Yaklasik 30 dakika, 2000 rpm'de santrifuj edilen akdz jelatin gozeltileri oda
sicakligina sogutulmaya birakildi. Daha sonra ¢ozelti 4°C’deki buz-su banyosuna (Su
banyosu; BUCHI B-480, isvicre) konarak 10 dakika daha karistirildi. Diger taraftan
2.0 mL, 5% GA c¢oOzeltisi deiyonize suda hazirlandi ve ¢ozelti icine eklenerek 30
dakika 4°C’de karigtirildi. Hazirlanan ¢ozelti sivi nitrojen iginde dondurularak kaliplar
icine dokuldu. Ardindan 24 gozlu petri kaplarina aktarilarak 24 saat dondurularak
kurutularak slnger yapisinda iskeleler hazirlandi. Elde edilen slingerler 1 saat

boyunca UV isinlari ile sterilize edildi ve GS (Jelatin stinger) olarak isimlendirildi.

5.1.3. Jelatin mikrokiirelerin hazirlanmasi (GM)

Jelatin mikrokureler Nastruzzi' nin (137) tarifledigi koaservasyon teknigiyle
hazirlandi. Kisaca, akoz jelatin ¢ozeltisi (%15), parafin iceren yagh ¢ozeltiye damla
damla eklendi ve 1000 rpm de santrifije edilerek yag-su karisimindan olusan
emulsiyon hazirlandi. Hazirlanan emulsiyon buzlu su ¢ozeltisine daldirilarak hizli bir
sekilde sogutuldu ve filtre edildi. Emdulsiyon icinde geriye kalan yagin giderilebilmesi
igin jelatin mikrokurelerden olusan ¢ozelti Gzerine 100 mL aseton eklenerek 30 dakika
kanstinldi, filtre edildi ve vakum firininda (Vakum kurutucu; Nive EV-018, Turkiye)
kurutulduktan sonra 4°C saklandi. EGF iceren mikroklreler hazirlamak amaciyla
¢ozdurilmus EGF (Sigma, USA) ile EGF (1 ml fosfat tampon ¢ozelti icinde 50 - 750
ngr EGF, pH"7.4) ve heparin (50 pl) (Nevparin, Mustafa Nevzat ilag Sanayi AS,
Tuarkiye) ,akdz jelatin ¢ozeltisine eklendi. Olugsan Jelatin mikroktreler GM-EGF (EGF

yuklU jelatin mikrokdreler) olarak isimlendirildi.

Sekil 20: Carpraz baglayici ajan olarak GA kullanilan Jelatin siingerlerin kimyasal kompozisyonu

1
Lys
peptide backbone
CH
Lys ﬁ) (| 2)s
CH),  NH, He N=CH
| | ' -
NH, (CHy), Hﬁ N|=CH
™ ke
dis Glutaraldeh
utaraldehyde —
Lys
crosslinked gelatin 84




5.1.4. EGF yukli jelatin mikrokiireler igeren Jelatin Stingerlerin Hazirlanmasi

EGF iceren mikrokureler, kopukler halinde jelatin ¢ozeltiye ilave edilerek jellerle
kanistirildi. Petri kaplarina dokulerek -20°C"de bir gin sureyle liyofilize edilerek
kompozit singer formulasyonlari elde edildi. Jelatin mikroktrelerle hazirlanan jelatin
stingerlere EGF dozu 15 ugr/ cm2 olacak sekilde aktarim yapildi. On milimetre
kalinhginda hazirlanan iskeleler 1 saat sure ile UV altinda tutularak sterilize edildi.
Elde edilen stngerler GS - MS - EGF (EGF yukli mikrokureler iceren jelatin siinger)
olarak isimlendirildi. Calisma kapsaminda kullanilan EGF yUkli mikroklrelerden
olugsan Jelatin doku iskelesi, ARS Arthro Biyoteknoloji Laboratuarlarinda Uretilerek,
NEODERM Yara ve Yanik Ortlist ismiyle hazir ticari Griin olarak bulunmaktadir.
(Sekil 21).

5.1.5. Doku iskelesine rhBMP 7 immobilizasyonu:

Bu calismada kullanilan rhBMP 7 biyomolekulinin (Sekil 22) EGF ile
koimmobilizasyonu, Grup 4 ve Grup 5’te cerrahi girisim éncesi , 1cmx lcmx 3mm
boyutunda hazirlanan iskelenin igine embedding yontemi ile immobilize edilmigtir .
Doku iskelelerine rhBMP7 immobilizasyonu igin, doku iskeleleri %70 (v/v) etanol
¢Ozeltisi ve Dulbecco fosfat tampon ¢dzeltisinde (DPBS, pH=7.4) 5 kez yikanmistir,
ardindan 5 pug/mL rhBMP7 (ProsPEC, A.B.D.) ¢dzeltisi (DPBS icinde hazirlanarak)
emdirilerek,12 saat boyunca 4°C’de calkalanmistir. rh BMP7 immobilize edilen doku
iskeleleri DPBS ile yikanmis ve daha sonra dondurarak kurutma (freeze-drying)
yontemi ile -80°C’de 1 gun boyuncaliyofilize edilmistir. Elde edilen doku iskelesi GS-
MS-EGF-BMP7 olarak isimlendirilmigtir. rh BMP-7 miktarlar yukleme g¢ozeltisindeki

konsantrasyona bagli olarak, kuru doku iskelesi basina 10 ng olarak hesaplanmistir.
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Sekil 21 :NEODERM,ARS Arthro

Sekil 22 :rh BMP 7

Sekil 23: A)GS-MS-EGF

B) rh BMP 7 immobilize edilmis GS-MS-EGF

Sekil 24: Doku iskelerinin makroskobik goriiniimi



5.2. DENEYSEL CALISMA

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul onayi alinarak yapilan bu
calismanin deneysel cerrahi uygulamalari Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari

Arasgtirma Laboratuarinda yuratulda.

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onerilen laboratuar hayvani kullanim
kilavuzunda belirtilen sartlarda bakimi yapilan ve Dokuz Eylil Universitesi Deney
Hayvani Arastirmalari Laboratuarindan temin edilen 18 adet, 1-1,5 yas araliginda,

2,5-3,5 kg agirhginda, erkek Yeni Zellanda tavsani kullanildi.

5.2.1. Deney Hayvanlarinin Bakimi

Deney hayvanlarinin bakimi, ¢alisma slresince ‘Dokuz Eylul Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuari Usul ve isleyis Esaslar’
dogrultusunda D. E. U. Deney Hayvanlari Laboratuar' nda yapildi. Denekler tgerli
gruplar halinde, standart kafeslerde, standart nem ve ortam sicakhginda barindirildi.
(Sekil 30) Deneklerin standart tavsan yemi ve suyun yaninda haftanin ¢ gund,
havug ve taze marul ile beslenmelerine 6zen gosterildi. Cerrahi sonrasinda
deneklerin yem ve suya ulagsmalarinda bir sikinti olmadigr goéruldid. Calisma
suresince, higbir denekte anlamli kilo kaybi olmadi. Operasyon sirasinda ve
sonrasinda ayllma sirasinda oda sicakhgl 30 derecede tutularak hipotermiden
kacginildi. Postoperatif dénemde, ilk 10 gin insizyon hatlari gunlik steril
pansumanlarla izlendi. insizyon hatlari; Octenisept solliisyonlu temizlik sonrasinda,
hem gerekli nemi saglamak, hem de antibakteriyel koruma amaciyla %2 Mupirosin
icerikli pomad (BACTROBAN %2 pomad) ile kapatildi. Pansumanlarin Uzerine
selfmutilasyonu engellemek amaciyla, tavsan kulak boyutuna uygun diktirilen sapka
ateller uygulandi.(Sekil 31) 10 gun sonra acgik birakilan insizyon hatlarinin zarar
gérmemesi agisindan, takip eden 10 gun Uzerlerine tie-over pansumanlar gevsek

sekilde suture edildi. Kullanilan dikis materyallerinin erime suresini takiben, tieover
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pansumanlar alindi. insizyon hatlari, cerrahi ve pansuman materyali kalintilarini
temizlemek amaciyla bol SF ile yikandi. Tum kontrol ve deney gruplari bu islemden
sonra 8 hafta sure ile takip edildi. Tavsanlarda 8 haftalik takip suresi sonunda flep

nekrozu goérulmedi.

Sekil 25:3 ‘erli gruplar halinde barindinilan denekler

Denekler renkli kupeler ve cerrahi uygulanan kulaklar renkli kalemlerle
numaralandirilarak gruplara ayrildi. Renkli kiipeler, denek kulaklarina genel anestezi

altinda, her grup farkli renk olacak sekilde yerlestirildi.(Sekil 25)

Tavsanlarin her iki kulaklari da deneyde isleme tabi tutularak, ayni tavsanin her
bir kulagi ayri bir grup olarak kullanilabildi. Boylelikle 18 hayvan, 35 kulak olarak ayri

ayri degerlendirildi.
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Sekil 26: A)Gruplandirmak igin kullanilan renkli kiipeler B) Pansumanlarln'ﬁzeri-ne
ozel hazirlatilan sapka ateller C) Tieover pansuman

5.2.2. Cerrahi Prosediir

Tavsanlar Uzerindeki tim cerrahi prosedirler Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakulltesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuarinda, Tavsan Ameliyathanesinde

steril kosullarda uygulandi.
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5.3.2.1.Cerrahi Aletler

1. Kuyumcu penseti 2. Bistiiri sapi, Bistiri (no: 15) 3. ince disseksiyon makasi
4. Mikromakas 5.ince uclu otomatik ekartdr 6.Perikondrium elevatorii
7. ince uclu portegii (10cm) 8. Siitiir makasi 9. Koter 10.Kumpas

11.Hassas terazi (Sekil 27)

Sekil 27:Cerrahi Aletler

5.3.2.2. Anestezi

Deneklerin anestezi Ketamin (Ketalar 500 mg) 35 mg/kg ve Ksilazin klorur
(Basilazin % 2) 5mg/kg intramuskuler uygulama ile saglandi. Analjezik etki igin
Prilokain (Citanest) 1 mg/kg, cerrahi dncesi rejyonel olarak kulak kdék sinirlerine

uygulandi. Bu uygulama ile yaklasik 30 dakika sure ile anestezi saglandigi goruldu.
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Cerrahi iglemin 30 dakikayr astigi
durumlarda ketamin enjeksiyonu 5
mg/kg intramuskuler olarak
tekrarlandi.(Sekil 28)

Sekil28:Anestezik Ajanlar

5.3.2.3 Kikirdak Defekti Olusturulmasi

1. Tavsanlara 35 mg/kg Ketamin + 5 mg/kg Ksilazin ile anestezi yapilarak sirt

ustu yatirildi.

2. Bilateral kulaklar trag edilerek povidon iyodin solusyonla temizlendi, ardindan

kulak kok sinirinden Prilokain ile rejyonel anestezi saglandi.

3. Kulak posteriorundan yapilan insizyonun ardindan, preoperatif dlgumlerle
belirlenen 1,5cm x 1,5 cm perikondrokutan6z flep (cilt perikondriumdan airilmadan)

perikondrium elevatori ve mikromakas yardimiyla eleve edildi.( Sekil30 A-B-C)

4. Her iki yuzeydeki perikondriuma zarar vermeden, zeminde 1x1 cmlik kondral
defekt olusturuldu. Elde edilen tim kikirdak greftlerin agirliklari hassas terazi ile

Olcllerek, defekt boyutunun ayni oldugu dogrulandi.

5. Kontrol grubundaki deneklerde, defekte herhangi bir midahale yapilmadan,
perikondrokutandz flepler 4,0 PGA suturler ile iade edildi. Grup 2 ve Grup 4 deney
gruplarinda kullanilacak doku iskelesi defekt Gzerini tamamen orterek, defekte paralel
olacak duz sekilde, perikondrokutan6z flepler arasina yerlestirildi. Grup 3 ve Grup 4
deney gruplarinda kullanilacak doku iskelesi, defekt kenarlarinin perikondriumla
temas etmesi engellenecek sekilde 3 mm kalinliginda rulolar yapilarak yerlestirildi.
Tam gruplarda 4.0 PGA suturler aracihigiyla perikondrokutanéz flepler yerlerine

suture edildi.
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Sekil 29:Perikondrokutanoz flebin elevasyonu

( sematik gizim)

Perikondrium

Sekil 30: A) 1,5x1,5 cm lik perikondrokutandz flebin igsaretlenmesi B)Perikondrakutanoz flep kaldirildiktan
sonra eksize edilecek 1x1 cmlik kikirdak dokunun isaretlenmesi C) Perikondrium elevatoérii ile kikirdak
dokunun elevasyonu
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Sekil 31: A) 1X1 cmlik
kikirdak doku eksizyonu B)
Eksize edielen kikirdak
doku, diiz ve rulo yapilarak
yerlestirilen doku iskelesi C)
Doku iskelesinin kondral
defekte diz olarak
yerlestiriimesi D) Doku
iskelesinin kondral defekte
rulo yapilarak yerlestiriimesi

Sekil 32: Olusturulan
kondral defekte diiz
ve rulo olarak doku
yerlestirilmesinden
sonra
perikondrokutan6z
fleplerin doku
iskelelerinin iizerine
sitiire edilmesi.
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5.3.2.4. Deney Gruplari

Calismada kullanilan doku iskelelerinden EGF ile biyosinyallendiriimis Jelatin
doku iskelesi (NEODERM) ARS Arthro Biyoteknoloji ve Kirikkale Universitesi AR-GE
labaratuarlarinda hazirlanmigtir.  Hazir doku iskelesinde rhBMP 7 yuUklu
mikrokurelerin  yerlestirilerek kontrolli salinim saglanmasi Ege Universitesi
Eczacicilik Fakultesi Biyoteknoloji laboratuarinda yapildi. Hazirlanan doku
iskelelerinin morfolojik ve mekanik &zelliklerinin analizi Ege Universitesi Eczacilik
Fakiltesi Biyoteknoloji labaratuarinda yapildi. Hazirlanma ve analiz asamalari
calismamizin 5.1. bolumunde ayrintili olarak anlatilmistir. Hazirlanan doku iskeleleri
istenilen boyuta getirildikten sonra uygun kosullarda sterilize edildi. Asagida belirtilen
deney gruplarinda, tarif edildigi Uzere defekt Uzerine yerlestirilmistir.(Tablo 11)
Tavsanlarin her iki kulaklar da deneyde isleme tabi tutularak, ayni tavsanin her bir
kulagi ayri bir grup olarak kullanilabildi. Boylelikle 18 hayvan, 35 kulak olarak ayri
ayri degerlendirildi. Her grupta 7 adet defekt olusturuimus tavsan kulagindan

olusuyordu.

Grup 1. Tavsan kulaginda sadece kikirdak defekti olusturulan grup
(KONTROL).

Grup 2: Olusturulan defekte EGF ile biyosinyallendirilmis Jelatin
dokuiiskelesi(GS-MS-EGF) defektin tamamini  dolduracak sekilde duiz olarak
yerlestirildi.

Grup 3: Olusturulan defekte EGF ile biyosinyallendirilmis Jelatin doku iskelesi
(GS-MS-EGF )kenarlarin perikondriumla temas yuzeyini azaltacak sekilde rulo haline
getirilerek yerlestirildi.

Grup 4: Olusturulan defekte rhBMP 7 immobilizasyonu yapilmig EGF ile
biyosinyallendiriimis Jelatin doku iskelesi (GS-MS-EGF-BMP7) defektin tamamini

Ortecek sekilde perikondrium altina diz olarak yerlestirildi.

Grup 5: Olusgturulan defekte rhBMP 7 immobilizasyonu yapilmig EGF ile
biyosinyallendirilmis  Jelatin  doku iskelesi (GS-MS-EGF-BMP7)kenarlarin
perikondriumla temas yuzeyini azaltacak sekilde rulo haline getirilerek yerlestirildi.
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Tablo 11. Deney Gruplari

DENEY CERRAHI PROSEDUR
GRUPLARI

Sadece kondral defekt olusturulan grup

Kondral defekt + GS-MS-EGF Jelatin iskele ,DUZ sekilde
Kondral defekt +GS-MS-EGF Jelatin iskele, RULO seklinde
Kondral defekt + GS-MS-EGF-BMP7 Jelatin iskele ,DUZ sekilde

Kondral defekt + GS-MS-EGF-BMP7 Jelatin iskele ,RULO seklinde

5.3.2.5. Deneklerin Sakrifikasyonu ve Histopatolojik doku orneklerinin alinmasi

TUim kontrol ve deney gruplari 8 hafta slre ile takip edildi.8. hafta sonunda
genel anestezi altinda, ylksek doz Ketamin (70 mg/kg ve Ksilazin klorar 10mg/kg ile
intrakardiyak enjeksiyon ile saglanan sakrifikasyonun ardindan olusan yeni kikirdak

doku 5-6 mm saglam doku birakilacak sekilde eksize edildi.

Sekil 33 A) Perikondrokutanoz fleplerin sitiirasyonu B)Denekler postoperatif ilk 10 giin giinliik
pansumanla izlendi. C)8. haftada sakrifikasyon dncesi insizyon hatlarinin gériiniimi
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6. DEGERLENDIRME YONTEMLERI

6.1. Doku iskelelerinin morfolojik ve biyomekanik olarak degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda hazirlanan doku iskelerinin morfolojik ve biyomekanik
degerlendirmeleri Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuarinda

yapimigtir.

6.1.1. Morfolojik Analiz

Bir doku iskelesinin hicre ve doku etkilesimlerinde kullanilabilmesi icin gerekli
temel parametreler icerisinde, biyouyumlu olmasinin yaninda, htcrelerin gelisimine
ve biyosinyal molekdillerinin tagsinmasina izin verecek sekilde uygun gézenek yapi ve
boyutuna sahip olmasi beklenir. Tez kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin hicre
gelisimini destekleyecek gozenek yapi 6zellikleri ve mikrokure yapilari, vakum altinda
ince altin- paladyum tabakasi kaplandiktan sonra tarama elektron mikroskopi (SEM)
(Jeol Model 6400 ) ile incelenmistir. Elde edilen SEM mikrograflari Sekil 34ve 35’de

verilmigtir.

Sekilde verilen taramali elektron mikrograflar incelenecek olursa kullanilan
biyomalzemenin olduk¢a gozenekli oldugu, gozeneklerin birbiri ile i¢ ice yapida
bulundugu ve kikirdak gelisimi icin uygun gozenek buyuklUklerine sahip oldugu
gorulebilmektedir.(Sekil 39)

Hazirlanan doku iskelerinin SEM analizleri sonucunda, mikrokire yapilarinin
her iki doku iskelesi Uzerinde homojen dagilim gosterdikleri, kimelenme
olusturmadiklari, kireselliklerini koruduklari gosterildi. Yerlestirildikleri defekt alaninin
tum ylzeyine esit miktarda biyosinyal molekulint tasiyabilirlikleri test edildi.
Analizler sonucunda, GS-MS-EGF-BMP7 olarak isimlendirilen doku iskelesinin yuzey
yapisinin, GM-EGF mikrokurelere gore daha puruzli oldugu ama kureselligini
yitirmedigi gozlendi.($ekil39) Tasidigi dual biyosinyal molekulit ve rhBMP7
molekulunin embedding yontemi ile iskeleye immobilize edilmis olmasi nedeniyle

daha purizll bir yapiya sahip oldugu gosterildi.(Sekil34,35)
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Sekil 34: EGF yiiklii jelatin mikrokiireler ve EGF .BMP 7 yiiklii jelatin mikrokiirelerin SEM analizleri A)GM-
EGF (x1600), B) GM-EGF-BMP 7 (x1600).

b 5 3 g

PBK Y 2

Sekil 35.Doku iskeleleri kesitlerinin SEM goériintiileri . A)\GM-EGF B) GM-EGF-BMP 7

6.1.2. Porozite

Hazirlanan Jelatin sunger formulasyonlarinin porozite degerleri literatlrde
yaygin kullanimi olan sivi yer degistirme metodu ile olgtldd (138). Bu ydontemde 10
mL°lik beher igerisine bilinen hacme sahip bir sivi (etil alkol) konularak, icine atilan
formulasyon 5 ile 7 dakika (sungerdeki baloncuk ¢ikigi bitene kadar) suresince sivi
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icerisinde bekletildi. Bu sure i¢inde sahip oldugu hacim kadar sivinin yer degistirmesi
s6z konusudur. Bu galigsmada yer degistirici olarak etil alkol kullanildi. Bu yonteme
gore asagidaki esitlikler kullanilarak sungerlerin % porozite degerleri hesaplandi.
(Tablo 12 ‘de doku iskelerinin porozite ve partikil bUyUkligu analiz dederleri

verilmistir).

% Porozite = [1 — (6zglil yogunluk / gergek yodunluk)] x 100 (Esitlik 1)
Ozgiil yogunluk = W / (V2 — V3) (Esitlik 2)
W: slingerin agirhigi
V2: etanol ve etanol igerisinde bekletilmis singerin toplam hacmi
V3: siinger sividan ¢ikarildiktan sonra kalan etanoliin hacmi
Gergek yogunluk = W/ VO (Esitlik 3)
VO: stingerin kuru hacmi
Toplam hacim: V= (V2-V1) + (V1-V3)=V2-V3

V1: sivi yer degistiricisi olarak kullanilan etanoliin hacmi

6.1.3. Partikul Bayukligu Analizi

Doku iskelesindeki slnger yapilarinin ve /veya mikrokire hazirlanma
asamasinda; ¢ozeltideki jelatin konsantrasyonunun, santrifij hizinin degistiriimesi ya
da ylUzey aktif maddelerin eklenmesi gibi deneysel kosullarin degistiriimesiyle farkli
bayuklukte mikrokureler elde etmek miumkundur (139). Surfaktan maddelerin
eklenmesi hem olusturdugu reaksiyonlarla invivo yan etkilere yol acabileceginden

hem de biyouyumlulugu etkileyebilecedinden bu ¢calismada kullaniimamisgtir.

Calismada kullanilan iskelelerin ortalama partiktil boyutlari ve mikroklrelerin
boyut dagilim egrileri “Partikil boyutu analiz cihaz” Mastersizer (S Surum, Malvern

Instruments Ltd, ingiltere ) ile belirlendi. Cozlicli olarak Aseton kullanildi.

Hazirlanan mikrokurelerin  ortalama caplari 42.80-58.60 um arasinda

degismekteydi.
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Partikil boyut dagihm egrileri ise:
%10’ u 16.50 um (GM-EGF) ve 21.17 (GM-EGF-BMP7) um altinda
%50’si 38.11 um (GM-EGF) ve 47.97 (GM-EGF-BMP7) um altinda

%901 76.16 um (GM-EGF) ve 92.29 (GM-EGF-BMP7)um altinda

Tablo 12. Cahsmada kullanilan mikrokiire boyutlari ve partikiil dagihm egrileri

D (v,0.5): Partikullerin %50 ‘sinin boyutu verilen degerin altinda, %50 si verilen degerin Ustlindedir
.Median deger olarak da adlandirilir.

D (v,0.1):Partikillerin %10 ‘unun boyutu verilen degerin altindadir.

D (v,0.9):Patikillerin %90’ inin boyutu verilen deg@erin Usttindedir.

VMD: Ortalama mikrokulre hacim degeri

SMD: Ortalama mikrokure ylizey alan ¢api

6.1.4. Mekanik Ozelliklerin Analizi

Termal ve mekanik Ozellikler, biyomalzemelerin kullanim performansini
dogrudan etkileyen 6zelliklerdir. In vitro ve in vivo doku mihendisligi ¢calismalarinda
implant olarak kullanilan doku iskeleleri uygulama sirasinda yenilenecek dokunun
ozelligine gore belli bir gerilime maruz kalir. Dolayisiyla uygulamalarda kullanilacak
olan iskelelerin mekanik dayanimlarinin belirlenmesi gereklidir. Elastikiyet, belli
Ol¢lde sikistirma ve basinca dayanikhlik gibi biyomekanik 6zellikler doku iskelesinin
kolay implante edilebilmesi ve uzun dénem uygulamalarda basari saglanabilmesi igin

tasimasi gereken kritik 6zelliklerdir.
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Jelatin sunger formulasyonlarinin mekanik dayanikhliklari Texture Analyser
(TA-XTPIus, Stable Microsystems, UK) cihazinda incelendi (Sekil 36). 15 mm c¢apa
ve 2 mm yukseklige sahip stngerlerin Uzerine, 500 N’luk bir yike sahip ve 1
mm/dk’lik sabit hizla kuvvet uygulanmis olup, slngerlerin gerilim-gerinim
(stress/strain) egrileri elde edildi. (Sekil 36) Egrilerdeki dogrusal bolgenin egiminden

sungerlerin elastik modul degerleri hesaplandi.

Gerilim (MPa) T i'l Sekil 36.Gerilim -Gerinim Egrisi

.---'/.-.-- -
0 "2 3 4 3 Gerinim (%)

Gerilim, kuvvetin orijinal kesit alanina bolunmesi ile ifade edilmektedir (Esitlik 4).

Gerinim ise, kuvvet uygulamasi sirasinda olusan boy degisiminin, kuvvet

uygulamadan onceki ilk boyuna bolinmesi ile elde edilmektedir. (Esitlik 5)

Gerilim (MPa)= Kuvvet (F)/Alan (A) (Esitlik 4)

F: Kuvvet

A: Birim alan

Gerinim (%)= dL/L (Esitlik 5)

dL: Kuvvet uygulamasi sirasinda olugsan boy degisimi
L: Kuvvet uygulanmadan énceki boy degisimi

Elastik modul (N/mm2)= Gerilim/Gerinim=F/A |/ dL/L=FxL / AxdL

Malzemenin dayaniminin yani mukavemetinin 0Olglisu olarak tanimlanan
literatirde “Young modulu” olarak da gegen “elastik modul”, elastik deformasyondaki

(cekme deformasyonu, gekme gerinimi) birim uzama ile normal gerilme (¢cekme ya da
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basma gerilmesi) arasindaki dogrusal iligkinin bir sonucu olup “birim uzama basina

gerilme” olarak tanimlanir.

Genel olarak elastik polimerler gerilim-gerinim egrilerinde iki karakteristik
deformasyon bdlgesine sahiptir. DUsuk gerinimlerde, artan gerinime badimli olarak
gerilim hizli bir sekilde artmaktadir. Elastik bolgede gozlenen keskin egimler kantitatif
olarak materyalin yuksek elastik moduline sahip oldugunu gostermektedir. Yuksek
gerinimlerde gerilim, artan gerinime bagimli olarak sadece kuguk bir artis gosterir ve
kopma noktasinda sona erer. Kopma noktasi materyalin kirilganlk o6zelliginin bir

gostergesidir (140).

Tamamen gigirilmis jelatin iskeleler yumusak, sungerimsi ve esnektir. Asagidaki
grafikten her bir iskele icin elde edilen ‘gerilim-gerinim’ edrilerini gdstermektedir.
Sekilden anlagilacagi gibi, sadece EGF ile biyosinyallenmis iskeleler dusuk gerinim
degerlerinde gerilimde hizli artig gostermektedirler. Dolayisiyla EGF ve rhBMP 7
koimmobilizasyonu yapilmis iskelelerin bagil olarak daha sert bir yapiya sahip

olduklari soylenebilir.

Fakat hazirlanan doku iskelelerinin ¢ok gozenekli pordz yapisi dolayisiyla,
elastik modul degerlerinin tam olarak belirlenmesi, karmasaya yer verilmemesi igin
farkli bir mekanik test cihaziyla dogrulanmasi gerekliligi dusunuldi. Bu amacla
hazirlanan doku iskelerinin gerim direngleri Lloyd Mechanical Testing Machine (Lloyd
Instruments, LRX 5K) cihazinda da élguldu. Dérder ayri numune seklinde, 2cm x 5cm
x 0,8 cm boyutlarinda rektanguler suinger yapilari, 6zel klempler aracihgiyla, cihazin
fiske ve hareketli Unitelerine yerlestirildi. Test hizi 2 mm/dk olarak ayarlandi.
Numunelerin gerim direncleri ve elastik modul ortalama deg@erleri cihaza bagh bir

bilgisayar Uzerinde elde edilerek, diger cihazla yapilan dlgimler dogrulandi.
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Gerilim(MPa)

S-EGF-BMP 7
S-EGF

GS-MS-EGF

GS-MS-...

Gerinim (%)

GS-MS ve GS-MS-EGF doku iskelerinin Gerilim-Gerinim egrileri

GS-MS-EGF ve GS-MS-EGF-BMP7 doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerinde anlaml
farkhlik go6zlenmedi. Her iki doku iskelesinde de elastik modul dederleri yliksek
bulundu. Bu 06zellik, deneysel calismamizda olusturacagimiz defekte yerlestirilen
doku iskelesinin kolay sekillendirilebilir olmasi ac¢isindan 6nemliydi. GS-MS-EGF
doku iskelelerinde elastik modul degerleri biraz daha dusik bulundu. Elde edilen
degerlerle GS-MS-EGF doku iskelelerinin, GS-MS-EGF-BMP7 slingerlere gére daha
yumusak ve kirilgan oldugu, fakat calismamizda kullanilis sekilleriyle bu farkin

sonuglari etkilemeyecegdi sonucuna varildi.

GS-MS-EGF GS-MS-EGF-BMP7

Sekil 37.GS-MS-EGF ve GS-MS-EGF-BMP7 doku iskelerinin elastik modiil degerleri
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6.1.5. Sisme ozellikleri

Jelatin sunger yapisindaki doku iskeleleri igin sisme c¢alismalari 6rneklerin
37°C’de Dulbecco fosfat tampon c¢ozeltisinde (DPBS, pH=7.4) rehidrasyonuyla
gerceklestirilmistir. Ornekler tampon ¢ézeltisi icerisinden cikartilmis, lizerindeki fazla
cozelti filtre kagidi ile uzaklastiriimistir. Sisme oranlari gravimetrik olarak asagidaki

esitlik (Esitlik 6) kullanilarak kuru temelde belirlenmistir:
Sisme orani = (W- W0)/W0 (Esitlik 6)

WO jelatin iskelenin kuru agirligini, W ise yas agirligini géstermektedir.

Sisme testlerinin sonucunda elde edilen sisme oranlari 27-40 arasinda
degismektedir. Tablo 13 ‘te de goruldugu gibi sadece GS-MS-EGF iskelerinin sisme
oranlari daha dusuktur. EGF ve rhBMP 7 koimmobilizasyonuyla hazirlanan Jelatin
stnger (GS-GM-EGF-BMP 7) gbdzenek boyutlarinin ve i¢sel baglantilarinin bagil
olarak daha buyidk olmasindan dolayl sisme oranlari daha yuksektir. Sisme

prosesinin 3 dakika igerisinde hizli bir sekilde tamamlandigi belirlenmigtir.

Tablo 13 :Hazirlanan doku iskelelerinin morfolojik 6zellikleri kargilagtirmasi.

(€Tey LN ST QTN WNEN SNV ) 16.50-76.16 21.17-92.29

Ortalama gbzenek gapi (um) [REYEY 158.60

Denge sisme orani(%) 27.0+1.4 40.6x0.7

Elastik modull (o[Te[-1yl 0,00523+0,0001 0,00942+0,0001
(N/mm2)
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6.2. Histokimyasal degerlendirme yontemleri

Sakrifikasyon sonrasi alinan doku kesitleri Isik mikroskobik inceleme igin
%10’luk formaldehit solisyonunda fikse edildikten sonra, parafine gomualdu ve 5-6
Mm kalinhginda kesitler alindi. Rutin takip asamalarindan sonra, genel morfolojiyi
g6zlemek igin Hematoksilen—Eosin, kollajen icerigini degerlendirmek igin Masson

Trikrom ile boyanarak 11k mikroskop ile histolojik inceleme yapildi.

Kikirdak dokusu histokimyasal incelemeler icin %10’luk formolde 24-48 saat
bekletilerek fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastiriilmasi amaciyla 1 gece akarsu
altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol
serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkl aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez
yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular sert parafin bloklar
icerisine gomuldi. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligi ile 5y kalinhdinda
kesitler alindi (Tablo 14).

Tablo 14 :Doku takip protokolii.

Fiksasyon %10’luk formol 24-48 saat

Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96'lk alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Xylol 1-2 30’ar dakika

Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin
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6.2.1. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolu

Alnan kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde tutuldu.
Ardindan ilki 20 dakika (etlivde) diger ikisi 10’ar dakikalik Gg¢ farkli ksilene tabi tutuldu.

Daha sonra dehidratasyon islemi igin 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi,

kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E,

Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi.

Boyamanin

ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi i¢in 10 dakika akarsuda

yilkanan Kkesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,

Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve

2 seri absolu alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika Ug¢

degdisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany)

ile kapatildi (Tablo 16).

Tablo 15 :Hematoksilen-Eozin boya protokolii.

60°C etiivde 30 dakika
Ksilen 1 (etlivde) 20 dakika
Ksilen 2 (oda isisinda) 10 dakika
Ksilen 3 (oda isisinda) 10 dakika
%100’lik alkol Calkalama
%96’hk alkol Calkalama
%80’lik alkol Calkalama
%70’lik alkol Calkalama
Distile Su Calkalama
Hematoksilen 10 dakika
Akarsu 10 dakika
Eozin 2 dakika
%70-80-96-100-100’liik alkol Calkalama
Ksilen 1 20 dakika
Ksilen 2 20 dakika
Ksilen 3 20 dakika
Entellan
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6.2.2. Masson Trikrom Boya Protokolii

Deparafinizasyon igin 1 gece 60°C’lik etlivde bekletilen kesitler Gg¢ farkh ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda c¢alkalandiktan
sonra masson trikrom boyama seti (2049 GBL, istanbul, Tirkiye) icerisinden dokular
Uzerine 4 damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla Ferrik Klorir ¢ozeltisi
damlatildi ve 10 dakika bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan
2 damla asit-alkol ¢ozeltisi 4 dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau
asit Fuksin Azofloksin ¢ozeltisi dokunun Uzerini tamamen kaplayacak sekilde
uygulandi 4 dakika bekletilen kesitler distile su ile yikandi. Daha sonra 2 damla
Fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika muamele edildikten sonra
uzaklastirildi ve 8 damla acgik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin ardindan
distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gecirildi. Ksilen ile seffaflagtirma

yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

6.2.3. Histolojik Degerlendirme Sonug¢larinin Skorlanmasi

Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanarak kikirdak hicre morfolojisi ve dagilimi
degerlendirilip, Masson Trikrom boyama ile kollajen fibrillerinin ve kikirdak yapinin
varligi ile matriks boyanmasi gdsterildikten sonra, bu iki boyamada kikirdak gegis
zonu degerlendirilerek morfoloji ve dokunun saglam doku ile iligkisi skorlandi.
Kesitlere kikirdak defektlerinde kullanilan histolojik derecelendirme yontemi
uygulanarak, olusmus dokunun kalitesi karsilastirmali olarak belirlendi. Hucre
morfolojileri ve ¢evre kikirdak doku ile baglanti noktalarindaki rejenerasyon igin
Ulutas ve arkadaslar tarafindan gelistiriimis ve 2005 yilinda yayinlanmis olan
histolojik derecelendirme yontemi kullanildi (13). (Tablo 16) Defekt alanindaki doluluk
orani ve matriks boyanmasi igin ise sonuclar neokartilaj dokusunun degerlendiriimesi
icin modifiye edilen Pineda skorlama sistemi kullanilarak degerlendirildi(222).
(Tablol7) Boylece tum gruplardaki bulgularla ortaya koyulan kikirdak
rejenerasyonunun istatiksel olarak karsilastirimasina olanak saglandi.
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Tablo 16.Kikirdak Dokuda Rejenerasyonun Histolojik Skorlamasi (23)

Fibréoz doku + Mezenkimal doku (Az)

Fibr6z doku + Mezenkimal doku (Gok) 2
Mezenkimal doku + Kikirdak doku (Az) 3
Mezenkimal doku + Kikirdak doku (Gok) 4
Kikirdak doku (%100) 5
FomidrbibomeRogere |
Cevreyle baglanti yok 0
Tek tarafta baglanti mevcut 1
Tiim taraflarda baglanti mevcut 2

Tablo 17. Modifiye Pineda Skorlama Sistemi (222).

PINEDA HISTOLOJIK SKORLAMA SISTEMI Puanlama

% 125 1
% 100 0
% 75 1
% 50 2
% 25 3
%0 4
oo
Normal boyanma 0
Az boyanma 1
Belirgin olarak az hoyanma 2
Silik boyanma 3
Boyanma yok 4
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6.2.4. immiinhistokimyasal degerlendirme

Tip-1 prokollajen Boyama Protokolii

Alinan kesitler oncelikle 60 ° C'lik etivde 1 gece bekletildi, daha sonra
seffaflagtirma amaciyla 30" ar dakika u¢ degisim Ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol
serilerinden gegcirilip distile suda calkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi
Pappen ile cizildi. Ardindan dokular 15 dakika 370 C de Tripsin ile muamele edildi. 3
kez fosfat tamponlu saline (PBS) ile yikanan kesitler 10 dk Hidrojen Peroksit ile oda
Isisinda muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapildi ve 1 saat bloklama solUsyonu
(TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile bekletildi. Primer antikor rat spesifik anti-
tip-1 prokollajen antikoru (1:100; Bios, 1932R, Rb aVit) ile + 4 °C’ de 1 gece
bekletildi. Ertesi gun PBS ile yapilan yikamadan sonra biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain Kit, San Francisco, USA) ile 30
dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan immunohistokimyasal
reaksiyonun gorunarligint saptamak amaciyla Diaminabenzidinamine (DAB)
(Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer’s
Hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol
ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra Entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Germany) ile kapatildi.

6.2.5. immunohistokimyasal Degerlendirme Sonuglarinin Skorlanmasi

imminhistokimya, ECM’'de bulunan yapisal proteinlerden kollajen tip—1 igin
yapilmistir. Hucrelerdeki Tip-1 prokollajen molekullerinin dagilimini belirlemek igin
Tip-1 prokollajen antikor boyamasi yapildi. Gruplar arasi Tip-1 prokollajen
molekullerinin dagilimini belirlemek igin, kikirdak dokusunun dért farkli bélgesinde en
az 10 ayn alandan semikantitatif dlgimler yapildi. Boya tutulumuna goére Ornekler

skorlandi. Semikantitatif skorlama asagidaki gibi tanimlandi(Tablo 18).
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Tablo 18. immiinhistokimyasal Boyanma Ozelliklerine gére Skorlama

Pozitif boyanma yok
Zayif Boyanma

Orta Boyanma ,1-3 arasi pozitif boyanma

Gii¢lii Boyanma

Sekil 38:Dogal kikirdak dokusunun Tipl prokollajen antikoru ile boyanmasi sonucu fibrillerin goriintlisti

6.3. Istatiksel Degerlendirme

Tdm gruplarin makroskopik inceleme skorlari, histomorfometrik skorlar ve
immuanhistokimyasal sonuglari Windows igin SPSS 16,0 istatistik programinda
ANOVA ve Mann Whitney U testi kullanilarak analiz edildi. Veriler p degeri olarak
ifade edildi. p<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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7. BULGULAR

Calisma her kulak bir grup ve yediser adet olacak sekilde 18 denek ile
yuratuldd. Calisma sirasinda denek kaybi veya calisma digi birakilacak herhangi bir
komplikasyon gelismedi.

7.1. Bulgularin Makroskobik Degerlendirilmesi ve istatiksel Analizleri

Dokular histolojik inceleme icin fikse edilmeden 6nce her defekt gross olarak
incelendi ve defektin son hali fotograflandi. Tum gruplardaki denekler &éncelikle
olusturulan 1x1 cm lik kikirdak defektinin doluluk oranina gére makroskobik olarak
degerlendirildi. Tum kontrol ve denek gruplarinin defekt doluluk oranlari Pineda
Histolojik Skorlama Sistemi kullanilarak skorlandi. Onarim dokusunun bitisigindeki
saglam kikirdakla farkini belirleyen kikirdak gecis zonu o&zellikleri dederlendirildi.
Defekt alaninda olusan onarim dokusunun renk, saglamlik, yuzey O6zellikleri
degerlendirildi. Sonuglar Windows igin SPSS 16,0 istatistik programinda ANOVA ve

Mann Whitney U testi ile karsilastirmali olarak degderlendirildi.

Tablo 19 :Pineda Histolojk Skorlama Sistemine goére Defekt dolulugu oranlarininTanimlayici istatiksel analizi

3,4,4,4,3,4,4 3,71+0,48

3231221 2,00+0,81
2,2,2,2,1,2,3 2,00+0,57
0,1,0,0,1,0,1 0,42+0,53
1211211 1,28+0,48
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Pineda Skorlama sistemi/ Defekt dolulugu

M Pineda Skorlama sistemi/
Defekt dolulugu

Grup 1
Grup 2

Grup 3

Grup 4 Grup 5

Sekil 39: Tum gruplarda Defekt Dolulugu oranlarinin Pineda Skorlama sistemine gore degerlendirme sonuglari

Histomorfometrik incelemede Pineda Skorlama sistemine goére kontrol grubu
(Grupl) ve tim deney gruplari arasinda onarim dokusu defekt dolulugu ve gevre
kikirdak baglantilar agisindan oldukg¢a anlamli fark vardi. (Hepsinde p degeri < 0,05 )
(Tablo 19) Kontrol grubu kabul edilen Grup 1’teki deneklerde olusturulan defektin
yalnizca perikondrium etkisiyle, ancak ortalama % 25 oraninda kapandigi (ortalama
olarak 3,71+0,48) ve doku iskelesi kullanilan tim deney gruplarinda ise perikondrium
rejenerasyon kapasitesinin anlamh orandidi artarak defekti kapattigi gézlendi. En iyi
onarim dokusu Grup 4 ‘teki deneklerde goOzlendi; ortalama 0,42+0,53 degeri ile
neredeyse tum deneklerdeki defektlerin tamamina yakin kapanmig oldugu goézlendi.
rhBMP 7 nin kontrolli saliniminin gergeklestirildigi EGF ile biyosinyallendirilmis
Jelatin doku iskelesi kullanilan Grup 4 ve Grup 5 ‘te, yalnizca EGF kullanilan doku
iskelesi gruplarina gore anlamli oranda defekt dolulugu oraninin arttigi gézlendi. Dual
blyume faktort kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin rulo yapilarak perikondrium
etkisinden uzaklastirildigi Grup 5 teki deneklerde ise defekt dolulugu orani Grup 4 ‘e
gore anlamh olarak azdi.(p: 0,015) (Tablo 20)
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Tablo 20 : Defekt dolulugu oranlarina goére gruplarin Mann Whitney U testi ile istatiksel karsilastiriimasi

7.1.1. Grup 1, Makroskobik Degerlendirme

Kontrol grubunda perikondrium diseke edildiginde, defektin minimal kontrakte
olarak kiguldugu goruldu. (Sekil 40) Grup igerisinde tUm deneklerde, defektin klguk
bir kisminda onarim dokusu gorulurken, ozellikle defekt kenarlarinda, komsu
kikirdakla baglanti bolgelerinde yaygin fibrozis ve yer yer ossifiye doku dikkati ¢ekti.
Tum defekt alanlarinda ylzey dizensizligi mevcuttu. Doku katlandiginda defekt
kenarlarinin dahilinde minimal egilme goéruldi. Kontrol grubunda defektin santral
alanlarinda yeni doku olugsumu olmadigi veya minimal doku rejenerasyonu oldugu
izlendi. Oysa tum denek gruplarinda santralde bazi alanlarda yeni doku olusumu
gozlendi ve defektin onarim miktari kontrol grubundan daha fazla olarak izlendi.
(Sekil 45) Grup 1.kontrol grubu igin Pineda histolojik skorlama sonuglarinin
tanimlayici istatiksel analizlerine gore defekt dolulugu degerleri ortalama 3,71+0,48
olarak derecelendirilerek, tUm deney gruplarina goére anlamli derecede dusuk
bulundu.(p< 0,05) (Tablo20)
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Sekil 40. Grup 1 (Kontrol grubu) ,denek 3, makroskobik gorinim.

7.1.2. Grup 2, Makroskobik Degerlendirme

EGF ile biyosinyallenmis Jelatin Singer Matriksin (GS-MS-EGF) defekt alanina
diz olarak yerlestirildigi Grup 2’de, perikondrium diseke edildiginde kontrol grubuna
gore defektin daha az kontrakte oldugu, defekt santralinde daha fazla onarim dokusu
oldugu goruldu. Defektin santralindeki yeni dokunun kikirdak benzeri saydam gumusi
renkte oldugu ve gevre kikirdakla kiyaslandiginda daha ince oldugu saptandi. Ancak
dokunun Grup 4 ve Grup 5 deneklere gére daha yumusak ve daha kirilgan oldugu
disunuldi. Doku katlandiginda olusan dokuda minimal egilme saptandi.(Sekil 41 )
TUm deneklerde, saglam kikirdak dokuyla en az 2 bélgeden baglanti bolgesi icerdigi
goriuldi.(Sekil 46,47)
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Sekil 41 :Grup 2, denek 2, makroskobik goriiniim.

Grup 2 denek grubu icin Pineda histolojik skorlama sonuglarinin tanimlayici istatiksel

analizlerine gore defekt dolulugu degerleri ortalama 2,00+0,81 olarak derecelendirildi.
7.1.3. Grup 3, Makroskobik Degerlendirme

EGF ile biyosinyallenmis Jelatin Singer Matriksin (GS-MS-EGF) defekt alanina,
perikondrium etkisinden uzaklagtirarak rulo olarak yerlestirildigi Grup 3'te defekt
alaninin bir miktar ki¢uldugu, rulo kenarlarindan minimal kalinlasma seklinde onarim
dokusu olustugu, fakat defekt santralinde gelisen yeni onarim dokusunun defekt

kenarlarinda matriksin temas ettigi ylizeylere goére ¢ok daha ince oldugu gézlendi.

Bu goérintu grup yuzey duzensizligi agisindan Grup 1 kontrol grubuyla benzerlik
gOstermekteydi. Matriksin temas ettigi ylzeylerde c¢evre kikirdakla baglanti
bdlgelerinde matriks sekline uygun bicimde yaygin fibrozis goérintist hakimdi ve bu
dokuyla santralde gelisen onarim dokusundan keskin sinirlarla ayriimaktaydi. (Sekil
42) Matriksin rulo olarak yerlestigi Grup 5 deneklerin kesitlerinde de ayni gérinim

mevcuttu.
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Grup 3 denek grubu icin Pineda histolojik skorlama sonuglarinin tanimlayici
istatiksel analizlerine gore defekt dolulugu degerleri ortalama 2,00+0,57 olarak
derecelendirildi.

Sekil42. Grup3, Denek4,
makroskobik goriniim

7.1.4. Grup 4, Makroskobik Degerlendirme

EGF ile biyosinyallenmis Jelatin Singer Uzerinde rhBMP 7 kontrollu
salinimi gergeklestiren (GS-MS-EGF-BMP 7)  matriksin defekt alanina diz
yerlestirildigi Grup 4 ‘ te perikondrium diseke edildiginde kotraksiyonun diger gruplara
oranlara ¢ok daha az oldugu goéruldi. Defektler hemen hemen tumuyle kikirdak
dokuya benzer alanlar ile doluydu ve dizenli doku ile iyi bir devamlilik vardi. Santral
defekt alaninin tamamen onarim dokusuyla dolduruldugu, defektin kenarlariyla
onarim dokusunun sinirlarinin diger gruplara gore daha fazla kayboldugu goérulda.
Santralde olusan yeni dokuda fibrozis ve kemiksi doku diger gruplara gére ¢ok daha
az gbze carpmaktaydi. Olusan dokunun katlandiginda etraf dokuyla bukullgenligi
arasinda minimal fark oldugu gdzlendi. (Sekil 43-44)
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Grup 4 denek grubu igin Pineda histolojik skorlama sonuglarinin tanimlayici
istatiksel analizlerine gore defekt dolulugu degerleri ortalama 0,42+0,53 olarak
derecelendirildi. Tum denek ve kontrol gruplarini karsilastirdigimiz zaman en |yi
sonugclarin Grup 4 te oldugu, 1x1 cm’lik defektin neredeyse tim deneklerde tamamen
onarildigi, yeni olusan dokunun her bdlgeden c¢evre kikirdakla badglantili oldugu

gozlendi.

Sekil43.Grup4,Denek1

Makroskobik +Goriiniim

Sekil 44 Grup 4, Denek 6

,Makroskobik goriiniim




7.1.5. Grup 5, Makroskobik Degerlendirme

EGF ile biyosinyallenmis Jelatin Sunger Gzerinde rhBMP 7 kontrolli salinimi
gerceklestiren (GS-MS-EGF-BMP7) matriksin defekt alanina rulo yapilarak
yerlestirildigi Grup 5 ‘ te perikondrium diseke edildiginde kontraksiyonun yine daha az
oldugu goruldi. Santral defekt alaninda bir miktar onarim dokusu gelistigi, ama
defekt alanini tam dolduramadigi g6zlendi. Kullanilan doku iskelesinin perikondriuma
temas ettigi bolgeler ve gevresinde, diger alanlara gore daha kalin bir onarim dokusu
gelistigi gézlendi. Makroskopik olarak en fazla dikkat ¢ceken defektin kenarlarinda
perikondriyum yapisinin hipertrofik oldugu, Grup 3 ‘ teki deneklere benzer sekilde
onarim dokusu sinirlarinin  santraldeki onarim dokusuyla keskin sinirlarla
ayrilmasiydi.(Sekil 45)

Grup 5 denek grubu icin Pineda skorlama sonuglarinin istatiksel analizlerine goére

defekt dolulugu degerleri ortalama 1,28+0,4 olarak derecelendirildi.

Sekil 45: Grup 5, Denek 2, Makroskobik goriinim
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7.2. Mikroskobik Degerlendirme Sonuglari

Tam gruplar asagida tek tek irdelendi. Basim sirasindaki magnifikasyonun
yaniltici olmamasi igin tum patoloji resimlerinin sag alt kdsesine bar eklendi.

Her preparattaki bar degeri resmin altinda belirtildi.

7.2.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirme Sonuglari

7.2.1.1. Grup 1

Kikirdak defekti olusturulan deneklere ait hematoksilen- eozin boyal kikirdak
doku Kkesitleri incelendiginde, Ozellikle saglam kikirdak dokusu ile defektin
olusturuldugu bdlge arasinda yogun fibréz bag dokusu ve bazi alanlarda 6zellikle
defektin periferinde, perikondriuma komsu boélgelerde az miktarda rejenerasyon
gozlendi. Defektteki genel alan olarak kondrogenezin en az gézlendigi gruptu. Grup
1’de bunun digsinda, defektin etraftaki saglam kikirdak dokusuna yakin bolgelerde,
iyilesme ve az miktarda yeni kikirdak doku olusumu dikkati ¢ekti. Yeni olusan az
miktardaki dizensiz goérunimlli dokuda fibroz bag dokusu ve osteoid benzeri
miksomatdéz doku yogunlugunun yaygin oldugu ve iyilesme dokusunun buyuk
bolimuna kapladigi goruldu. Osteoid dokunun iginde lakunlar iginde kondrositlerden
cok daha c¢ok osteoblastlara benzeyen hucreler tespit edilmistir. Baskin olan hucre
grubu osteosit ve fibroblastlardi. Defekt yerinin ¢evre kikirdakla olan baglantisinin da
hemen hemen olmadigi bazi deneklerde ise tek tarafli baglanti oldugu goze carpti
(Sekil 46-47).

Grup 1. denek grubu igin hicre morfolojisi degerleri ortalama 1,71+0,95,ve gevre

kikirdak ile baglanti degerleri ortalama 0,85+ 0,37 olarak derecelendirildi.
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Sekil 46: Grup 1’e ait HE boyali kesit.
Defekt limeni (L), yeni olusan doku (=) goriilmektedir.
Defekt kenarlarinda minimal rejenerasyon gézlenmekte.Defekt merkezinde onarim dokusu olusmamis.

H&E x4 bluytutme. Bar 500um.

Sekil 47 Grup 1’e ait HE boyal kesit.

Defekt liimeni (L), yeni olusan doku (=) goriilmektedir.

H&E x10 buyitme; bar 200 um, x40 blyltme, bar 50um.
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7.2.1.2. Grup 2

Grup 2’ye ait histolojik gorunttler Grup 1’in goruntilerine gore farkli 6zellikteydi.
Grup 2'de defektlerin histolojik degerlendirmesinde, olusan yeni dokunun Grup 1’de
olusana gore daha fazla kikirdak dokuya benzer oldugu dikkati ¢ekti. Bu grupta
sadece defekt periferinde degil, ayni zamanda defektin merkez bolgelerinde yeni
kikirdak benzeri doku olusumu izlendi. Defekt kenarindaki olgun hucrelerle
karsilastinldiginda, daha kiguk, daha yuvarlak hicreler benzer hicreler kondrosite
benzer morfolojili fakat disorganize dagilim gostermekteydi. Bu hucrelerin defekt
alaninin tama yakin kismini kapladigi, ayrica c¢evre saglam kikirdakla olan

baglantisinin da hemen hemen birkag kenardan oldugu goze carpti. (Sekil 48,49,50)

Grup 2. denek grubu igin hidcre morfolojisi degerleri, ortalama 3,42+0,53 ve

cevre kikirdakla ile baglanti degerleri ortalama 1,28+0,48 olarak derecelendirildi.

Ijisorg’ailzeilkﬁ;ijk s de
y Iaku/nlar’dan ‘Blusan yuvarlak,” 4
/" Kondrosit morfo_lpjili o 7 200 pm
" hiicreler o -

Wy { i ’ v o A. # ¢ " o

Sekil 48 :Grup 2’e ait HE boyali kesit.
Defekt liimeni (L), yeni olusan doku (=) goriilmektedir.

H&E x4 buyitme. Bar 500um.
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Disorganize kondrosit
benzeri hiicre adaciklari
izogen gruplér ’
olusturmusg goériniimde

-

100 pm
A 3
Sekil 49: Grup 2’ye ait HE boyali kesit.
Defekt limeni (L), yeni olusan doku @ ) gériilmektedir.
H&E x10 buyltme; bar 200 um, x20 biiylitme, bar 100um
[ g
o o r> P
Geng kondrosite benzer
I— hiicrelerden olusan . S
- 13 > disorganize adaciklar ) -
A \; — 2 _»
Kikirdak gegis zonu, /
00 Defekte komsu saglam kikidakla g
perikondrial olgun baglanti noktalari ®e 2
kondrositler -
- . 100 pm

Sekil 50: Grup 2’e ait HE boyali kesit.

Defekt limeni (L), yeni olusan doku, (=) , %25 ile %75"nin radial dizilim gésteren,cogunlugu konrosit

morfolojisinde kugtik, yuvarlak hicreler

H&E x4 biyutme. Bar 500um.
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7.2.1.3. Grup 3

Grup 3’e ait histolojik goruntuler Grup 2’deki histolojik gorinumlere benzer
Ozellikler gostermekteydi. Olusan yeni onarim dokusunun Grup 2’deki deneklerde ki
gibi kikirdak dokuya benzer sekilde organize olduklari dikkati ¢cekti. Grup 2’deki gibi
kiguk, yuvarlak, daha agirlikli mezenkime benzer hicreler gbézlendi. Bu kiguk
hdcreler kondrosite benzer morfolojili hucreler olarak yorumlandi. Bu hucrelerin
defekt kenarlarini merkeze dogru tama yakin kapladigi, olusturulan boglugu grup
2’deki gibi tam kapatamadigi bunun da rulo halinde olan doku iskelesinin yapisindan
kaynaklandigi dusundldi. Defekt kenarlarinda iyilesme goéruldi, ancak merkeze
dogru iyilesme dokusunun adaciklar halinde ve perikondrium kenarinda kiimelendigi
goruldu. Doku iskelesinin temas ettigi bolgelerden uzaklastik¢a, santralde defekt
[imenine dogru fibréz dokuda artis oldugu gozlendi. Ayrica ¢gevre saglam kikirdakla

olan baglantisinin da birka¢ kenardan oldugu gdze c¢arpti (Sekil 51,52)

Grup 3 denek grubu icin hicre morfolojisi degerleri ortalama 3,42+0,37 ve gevre

kikirdakla ile baglanti degerleri * ortalama 1,28+0,53 olarak derecelendirildi.

Sekil 51: Grup 3’e ait HE boyali kesit.

Defekt liimeni (L), yeni olusan doku #) gériilmektedir. H&E x4 biiyiitme. Bar 500um.

Doku iskelesinin temas ettigi bolgelerde kiimeler halinde geng kondrositler yogun olarak gozlenmekteydi.
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Sekil 52: Grup 3’e ait HE boyali kesit.

Defekt ltimeni (L), yeni olugan doku ( sgpgorilmektedir.

Doku iskelesinin temas ettigi bolgelerden uzaklastikga kiiglk lakunlu geng kondrosit kiimeleri azalmaktaydi.

7.2.1.4. Grup 4

rhBMP-7 immobilize edilmis EGF ile biyosinyallendirilmis jelatin doku
iskelesinin defekti kaplayacak sekilde duz olarak yerlestirildigi Grup 4’te defektlerde,
tum deneklerde defekt alaninda, kikirdak doku kalinligini kargilayacak sekilde totale
yakin onarim dokusu gozlenmistir. Yeni olugsan dokunun 6zellikleri agisindan da diger
gruplara gore tum defekt alaninda daha fazla kondrosit adaciklari icerdigi, matriks
yapisi agisindan da kikirdak dokuya daha benzer Ozellikler gosterdigi mikroskobik
inceleme ile gosterilmistir. BayUk lakunali eski kondrositlerle beraber, benzer yapil,
ama kuguk lakunali yeni kondrosite benzer hicreler organize lakunlar halinde tum
defekt alaninda yaygindi. Ossifikasyon, sadece defekt birlesim hattinda goraldu.
Neokartilaj dokunun iginde osifikasyon odagina rastlanmadi. Bu grupta tim alanda
olusan yeni doku igerisinde yer alan hicrelerin kondrosite benzer sekillerinin yaninda,
tum defekt kenarlarinin ¢evre saglam kikirdakla olan baglantisinin da tim taraflarda

oldugu goze carpti. (Sekil 53,54).
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Grup 4 denek grubu igin hicre morfolojisi degerleri ortalama 3,85+0,37 ve
cevre kikirdakla ile baglanti degerleri ortalama 1,85+0,37 olarak derecelendirildi.

Sekil 53: Grup 4’e ait
kesit.

Defekt limeni (L), yeni
olusadoku,kondrosit
kiimeleri (
gorilmektedir. H&E x4
blyutme. Bar 500um.

Sekil 54 : Grup 4’e ait kesit.
Defekt liimeni (L), yeni olusan doku,kiiciik lakunler halinde yeni kondrosit kiimeleri (%) gériilmektedir.

H&E x40 biyutme; bar 50 um, x20 biyitme, bar 100um.
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7.2.1.5. Grup 5

Grup 5’e ait histolojik goruntiler diger Grup 3 ve 4’teki histolojik gértiinimlere
benzer 6zellikler géstermekteydi. Grup 5'te defektlerin histolojik dederlendirmesinde,
olusan yeni dokunun kikirdak dokuya benzedigi dikkati ¢ekti. Bu grupta defekt
kenarlarinda olusan yeni doku icerisinde yer alan hucrelerin morfolojik olarak
kondrositlere ¢ok benzedigi gobzlenirken, defekt merkezinde daha c¢ok fibroblast
proliferasyonu ve fibroz 6zelliklere sahip onarim dokusu gdzlenmekteydi. Defektin
kenarlariyla onarim dokusunun sinirlarinin  keskin sinirlarla ayrildiyi  géze
carpmaktaydi. Bu hucrelerin defekt yerini rulo olarak konulmasina badli olarak
tamamen kaplayamadigi ve ayrica ¢evre saglam kikirdakla olan baglantisinin da bazi
kenarlarda tam olmadigi goze carpti. (Sekil 55,56 ).

Grup 5 denek grubu i¢in hiicre morfolojisi degerleri ortalama 3,71+0,48 ve gevre
kikirdakla ile baglanti degerleri ortalama 1,57+0,53 olarak derecelendirildi.

Sekil 55 Grup 5’e ait kesit.

Defekt Iiimeni (L), yeni olusan doku (=) gériilmektedir.

H&E x4 buyitme. Bar 500um.
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Sekil 56 :Grup 5’e ait kesit.

Defekt liimeni (L), yeni olusan doku =) gériilmektedir.

H&E x40 buyiltme; bar 50 um, x20 biyitme, bar 100um.

7.2.1.6. HE sonuglarinin skorlanmasi ve istatiksel Analizi

Hematoksilen-Eosin (HE) ile boyanarak kikirdak hucre morfolojisi ve dagilimi
degerlendirilip, kikirdak gecis zonu degerlendirilerek morfoloji ve dokunun saglam
doku ile iligskisi skorlandi. Kesitlere kikirdak defektlerinde kullanilan histolojik
derecelendirme ydntemi uygulanarak, olusmus dokunun kalitesi belirlendi. Huicre
morfolojileri ve ¢evre kikirdak doku ile baglanti noktalarindaki rejenerasyon igin
Ulutas ve arkadaslarn tarafindan elastik kikirdak igin gelistiriimis ve 2005 yilinda
yayinlanmis histolojik derecelendirme yéntemi kullanildi (13). Ardindan sonuglar
semi-kantitatif olarak kritik buyUklUkte kikirdak defekti iyilesmesi icin istatistiksel
olarak degerlendirildi.(Tablo 21)

Histomorfometrik incelemede Pineda Skorlama sistemine gére hiicre morfolojisi
ve kikirdak gegis zonu degerlerine bakildiginda en olumsuz degerler kontrol grubu

kabul edilen Grupl deneklerde, en olumlu sonuglar ise Grup 4 deneklerdeydi. Hucre
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morfolojisi agisindan, defekt alaninda olusan onarim dokusu Grup 1 deneklerde
kondrosit morfolojisi hucre yogunlugu yerine osteoblast ve fibroblast benzeri
miksamatdz doku yodunlugundan ibaretti. Grup 1 deneklerde onarim dokusu yuzeyi
dlzensiz ve gevre kikirdak dokuyla en fazla 2 noktadan baglanti i¢ceriyordu. Oysa tum
denek gruplarinda en az bir baglanti noktasi vardi ve daha ¢ok kondrosit morfolojili
hicre yogdunlugu hakimdi. (Tablo 21-22) Deney gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiginde hicre morfolojisi olarak istatiksel olarak anlamli farklar izlenmedi,
fakat kondrosit morfolojili hiicrelerin en yogun gézlendigi gruplar Grup 4 ve Grup 5
deneklerdi. Kikirdak gecis zonunun devamlihdr en iyi Grup 4 deneklerdeydi. Doku
iskelelerinin rulo olarak yerlestirildigi Grup 3 ve Grup 5 te cevre kikirdak doku
baglanti sayisi, Grup 2 ve Grup 4 e gore anlamh olarak az olsa da, baglanti

noktalarinda kikirdak gecis zonu devamliligi agisindan sonuglar benzerdi.

Tablo 21: Hiicre Morfolojisi (ULUTAS) 6zelliklerinin Tanimlayici istatiksel analizi

1,1,31,2,3,1 1,71+0,95

3,4,3,334,4 3,42+0,53
3,3,4,3,3,3,3 3,42+0,37
4,444,434 3,85+0,37
3,44,434,4 3,71+0,48
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Hiicre Morfolojileri/ULUTAS

4
3
2 W Hiicre
1 Morfolojileri/ULUTA
0 9
Grup Grup
Grup Grup
1 3 A Grsup

Sekil 57: Skorlama Sistemine gore Hiicre Morfolojisi 6zelliklerinin Gruplararasi karsilagtiriimasi

Tablo 22 :Hiicre morfolojisi 6zellikleriyle gruplarin Mann Whitney U testi ile istatiksel karsilagtiriimasi
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Tablo 23 Ulutas Histolojk Skorlama Sistemine gére Kikirdak Gegis Zonu 6zelliklerinin istatiksel analizi

1,111,110

0,85+ 0,37
1,1,1,2,1,2,1, 1,28+0,48
1212211 1,28+0,53
2222221 1,85+0,37
1211222 1,57+0,53

Cevre Kikirdak doku baglantilar
JULUTAS

2
1,5
1

M Cevre Kikirdak doku

0,5 baglantilari JULUTAS
0

Grup 1
Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup s
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Tablo 24:Kikirdak gecis zon 6zelliklerine gére gruplarin Mann WhitneyU testi ile istatiksel karsilagtiriimasi

Grup 1-2
Grup 1-3
Grup 1-4
Grup 1-5

Grup 2-3

Grup 2-4

Grup 2-5
Grup 3-4
Grup 3-5

Grup 4-5

7.2.2. Masson Trikrom Boyama Histolojik Degerlendirme Sonuglari

Bag dokusunu goézlemlemek, kollajen doku gelisimi ve yayginhdini incelemek
icin Masson Trikrom U¢lu bag dokusu boyamasi yapildi. Bu boyama sonucunda
nukleuslar siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen fibriller ve mukus yapisi mavi
gorulmektedir. Masson Trikrom boyama ile kollajen fibrillerinin ve kikirdak dokunun
yap! varligi ile matriks boyanmasi gosterildikten sonra matriks boyanmasi igin
sonuglar; neokartilaj dokusunun degerlendiriimesi icin modifiye edilen Pineda
skorlama sistemi kullanilarak derecelendirildi (222). Ardindan elde edilen bulgular

istatiksel olarak degerlendirildi.

7.2.2.1. Grup 1

Grup 1'deki deneklere ait defektlerin Masson Trikromla boyali kesitlerinde en
cok dikkat ceken defekt kenarlarinda kisitli miktarda gelisen yeni matriks yapisinin
¢ok duzensiz ve silik boyanmis olmasiydi. Yeni kikirdak doku olusumunun oldukca

sinirli oldugu, matriks yapisinin ise daha ¢ok fibrotik ozellikli bag dokusu oldugu
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go6zlendi.(Sekil 58,59) Matriks ylzeyinde fibroblast ve osteoblastlara benzer hiicre
gruplar yogunluktaydi. Diger gruplara gore ¢ok az oranda rastlanan kollajen fibriler
yapisi defekt alaninda yer yer daginik ve duzensiz gérunamdeydi.

Sekil 58 :Grup 1 'e ait Masson

baélnlk ,diizensiz yapida
kollajen fiberler

Trikrom boyama kesiti.

MT x4 buyitme. Bar 200pum

Yogun fibrotilsbag
doku hiicreleri

Sekil 59 :Grup 1 e ait Masson Trikromla boyama kesiti

MT x20 biiyitme. Bar 500um

Grup 1. denek grubu icin matriks
boyanma 6zelliklerine gére dederleri
ortalama 3,42+ 0,53 derecelendirildi
ve diger tum gruplara gore en silik
matriks boyanma 06zelligine sahip
oldugu karsilastirmali garpraz

istatiksel testler ile de dogrulandi.

(p=<0,05)
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7.2.2.2. Grup 2

Grup 2’deki deneklere ait defektlerin Masson Trikromla boyali kesitlerinde yeni
kikirdak doku olusumunun defektin totale yakin kismini kaplayacak kadar iyi oldugu
izlendi. Ayrica matriks boyanmasi incelendiginde boyanmanin &zellikle defekt
kenarlarinda olmak Uzere oldukga belirgin oldugu gézlendi.(Sekil 60,61 ) Periferden
santrale dogru uzanan yogun Kkollajen fibriler yapisi dikkat c¢ekiciydi. Kondrosit
morfolojili kiiguk yuvarlak hicreler tum defekt alaninda yaygin olmasina ragmen bazi
alanlarda daha yodun kimeler olusturduklari gézlendi. Defekte komsu perikondrium
alanlarinda kalinlasma dikkat ceken baska bir 6zellikti. Defekt ylzeyinde gdzlenen

fibroblast ve osteoblast kimeleri cok daha azdi.

=%egun

Z kollajen

fibriler

Sekil 60 :Grup 2 ye ait Masson
» Trikrom boyali kesit,
= ‘Filorob‘las;tz\le\L

MT x4 biyitme. Bar 200pum
osteoblast

benzeri hiicrelec
: " b3 -

Sekil 61: Grup 2 ye ait Masson Trikrom boyali kesit, MT x20

Q morfol jjl Yrtk\re
gruple ev!*

biiylitme. Bar 500um

Grup 2. denek grubu i¢in matriks boyanma 0zelliklerine gore degerleri ortalama
1,00+0,57 olarak derecelendirildi.
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7.2.2.3. Grup 3

Grup 3’deki deneklere ait defektlerin Ggll bag dokusu boyasi masson trikromla
boyali kesitlerinde doku iskelesinin temas ettigi bolgelerde neokartilaj dokunun
yogun, defekt santralinde ise minimal rejenerasyon oldugu gozlendi. Ayrica matriks
boyanmasi incelendiginde boyanmanin doku iskelesinin temas ettigi yerlerde oldukca
belirgin, defekt merkezine yaklastikga boyanmanin silik bir hal aldigi goézlendi.(Sekil
62) Bu iki bodlge arasinda hucre morfolojileri belirgin olarak farklydi. Periferde
kondrosit morfolojili, yuvarlak, kiigik hicre gruplari yogun izlenirken, merkeze dogru

fibroblast proliferasyonlari dikkat ¢ekiciydi.

Sekil 62 :Grup 3’e ait Masson Trikrom boyali kesit,

MT x4 buylitme. Bar 200

Grup3. denek grubu i¢in matriks boyanma 6zelliklerine goére degerleri ortalama
1,00+0,48 olarak derecelendirildi.
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7.2.2.4. Grup 4

Grup 4’teki deneklere ait defektlerin Ugli bag dokusu boyali kesitlerinde yeni
olusan dokuda yer alan kikirdak benzeri hacrelerin 2’li 3’lu gruplar olusturarak
lakunlar halinde bulundugu ve kikirdak dokusu hucreleri olan kondrositlere morfolojik
olarak ¢ok benzerlik gosterdigi gobzlendi. Matriks boyanmasi incelendiginde
boyanmanin 06zellikle defektin merkezinde olmak Uzere tim bdlgelerde oldukca
belirgin oldugu gdzlendi.(Sekil 63,64,65) Diger gruplardan farkli olarak osteoblast

morfolojili hiicrelere ¢ok az rastlandi.

Grup 4 denek grubu igin matriks boyanma 0ozelliklerine gore degerleri
ortalama 0,42+0,53 olarak derecelendirildi. Tum gruplar arasinda en gugli matriks

boyanmasi 6zelligine bu grup sahipti ve bu deger istatiksel olarak da anlamliydi.

Sekil 63 :Grup 4’e ait Masson Trikrom boyali kesiti,

MT x4 biyitme. Bar 200pum
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7.2.24.Grup 5

Grup 5 ‘teki deneklere defektlerin Ggli bag dokusu boyal kesitlerinde yeni
kikirdak doku olusumunun, doku iskelesi ve dual bluyume faktdrinun yerlestirildigi
bdlgelerde oldukga iyi oldugu, bu yoniyle Grup 4 denekler ile benzerlik gdsterdigi,
ayrica matriks boyanmasi incelendiginde boyanmanin defekt kenarlarinda oldukga
belirgin oldugu gdézlendi. Doku iskelesi rulo olarak yerlestirildigi icin iskelenin olmadigi
defektin merkezinde ise kondrosit benzeri hlcrelerinin yogunlugunun az ve matriks

boyanmasinin oldukga silik oldugu izlendi. (Sekil 66,67)

Grup 5 denek grubu icin matriks boyanma 6zelliklerine gore dederleri ortalama
0,57+0,53 olarak derecelendirildi.
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Sekil 66: Grup 5’ e ait Masson Trikrom boyali doku kesiti

MT x4 biyitme. Bar 500pum

Sekil 67: Grup 5 e ait Masson Trikrom boyali
doku kesiti

MT x20 biiyitme. Bar 100um
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7.2.2.6 Masson Trikrom Boyama Sonuglarinin istatiksel Analizi

Bag dokusunu goézlemlemek ve kollajen doku olusumunu incelemek igin
Masson Trikrom Ugli bad dokusu boyamasi yapildi. Masson Trikrom boyama ile
kollajen fibrillerinin ve kikirdak yapinin varhgi ile matriks boyanmasi gdsterildikten
sonra matriks boyanmasi i¢in sonugclar; modifiye Pineda skorlama sistemi kullanilarak
derecelendiriimig(222), ardindan elde edilen skorlama sonuglari istatiksel olarak

degerlendirilmistir.

Grup 1 “ e gore Grup 2, Grup 3,Grup 4 ve 5’te Kollajen fibriler yapi miktarinin
arttigi, en gugli matriks boyanma 6zelliginin ise Grup 4 ‘ te oldugu gozlendi. Diger
denek gruplari arasinda matriks boyanmasi acgisindan istatiksel olarak anlamh fark
bulunmasa da, Grup 5 deneklerin de matriks boyanmasinin diger deneklere goére
daha guglu oldugu gozlendi.(Tablo 25-26) Defektin rulo olarak yerlestirildigi, Grup 3
ve Grup 5 deneklerde de olusan onarim dokusu miktari daha az olsa da, onarim
dokusundaki matriks boyanma 6zelligi agisindan Grup 2 ve Grup 4 ile sonuglar

benzerdi.

Tablo 25 Matriks boyanma 6zelliklerine gore gruplarin skorlamasi(PINEDA)

4,4,4,3,3,3,3

3,42+ 0,53

1,1,12,11,0 1,00+0,57
1112112 1,00+0,48
0,1,0,0,0,1,1 0,42+0,53
1,1,0,1,1,0,0 0,57+0,53
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or N WH

Matriks Boyanma Ozellikleri /
PINEDA

B Matriks Boyanma
Ozellikleri / PINEDA

Tablo 26:Matriks boyanma 6zelliklerine gore gruplarin Mann Whitney U testi ile istatiksel kargilagtiriimasi

Grup 1-2
Grup 1-3
Grup 1-4

Grup 1-5

Grup 2-3

Grup 2-4
Grup 2-5
Grup 3-4
Grup 3-5

Grup 4-5
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7.2.3. immiinhistokimyasal Boyama Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Hucrelerdeki Tip-1 prokollajen molekdllerinin varligini belirlemek i¢in Tip-1
prokollajen Antikor boyamasi yapildi. Gruplar arasi Tip-1 prokollajen molekillerinin
dagilimini belirlemek igin, kikirdak dokusunun doért farkli bélgesinde en az 10 ayri

alandan semikantitatif dlctimler yapildi.

Geng kondrositlerde gugli prokollajen ekspresyonuna bagh olarak en guglu
immuan pozitif boyanma Grup 4 deneklerde gdzlendi. Grup 2 ve 5 deneklerde orta-
glclt immanpozitif boyanma goézlenirken, Grup 3 deneklerde daha zayif boyanma
paternine rastlandi. Grup 1 kontrol grubundaki deneklerde ise oldukga zayif-silik bir
boyanma paterni mevcuttu.

Sekil 68 :Grup 1’e ait immunhistokimyasal boyanma doku
kesiti(zayif-orta boyanma)
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Sekil 69: Grup 2  ye ait immiinhistokimyasal boyanma doku kesiti(orta-gliglii boyanma)

(Defekti dolduran disorganize az bir kismi radial dizilim gosteren kondrositlerde orta siddette Tip-lekspresyonu .)
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Sekil 70: Grup 3 ¢ e ait immiinhistokimyasal boyanma doku kesiti(orta-zayif boyanma)

(Defekti dolduran disorganize az bir kismi radial dizilim gdsteren kondrositlerde orta siddette Tip-1

kollajen ekspresyonu .)
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Sekil 71:Grup 4 ‘ e ait
immiinhistokimyasal
boyanma doku kesiti
,en gli¢lii immiin
pozitif boyanma

Cogunlugu radial
dizilimde geng
kondrositlerin
olusturdugu kuvvetli
Tip-1 kollajen
ekspresyonu

Sekil 72 :Grup 5° e ait
immiinhistokimyasal
boyanma doku kesiti
(geng kondrositlerde orta-
glclu Tip-1 prokollajen
ekspresyonu .)
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Tablo 27 : Gruplarin kikirdak dokusunda Tip1 prokollagen dagilimi

1,28+ 0,48
2,14+ 0,37
2,00 £0,57
2,57+ 0,53

2,14+ 0,37

immunhistokimyasal boyanma 6zelliklerine gére
histolojik skorlama

2,5

1,5 B immunhistokimyasal
1 boyanama 6zelliklerine

gore histolojik skorlama
0,5

Grup 1
Grup zGrup 3 Grup 4 G 5
rup

immunhistokimyasal boyanma skorlanma sonuglarina gore, tim deneklere ait
kesitler incelendiginde, Grup 1 kontrol grubunda immunpozitif boyanma skoru 1,28+
0,48, duz olarak yerlestirlen EGF ile biyosinyallenmis doku iskelesi yerlestirilen
deneklerin oldugu Grup 2’'de 2,14+ 0,37; EGF ile biyosinyallenmis doku iskelesinin
rulo olarak yerlestirildigi Grup 3’te 2,00 +0,57, EGF ve rhBMP 7’nin dual olarak
kontrolli saliniminin saglandigi doku iskelenin duz olarak yerlestirildigi Grup 4’ te
2,57+ 0,53 ve ayni iskelenin rulo olarak yerlestirildigi Grup 5 ‘te 2,14+ 0,37 olarak
belirlendi. Tanimlayici istatiksel verilere gére en gugli ve belirgin immun pozitif
boyanmanin Grup 4  teki deneklerde oldugu gozlendi. (Tablo 27)
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immunhistokimyasal bulgularin skorlanmasi sonuglari ve tanimlayici istatiksel
calisma sonuglari birlikte degerlendirildiginde; gruplarin istatiksel
kargilagtirimalarinda kontrol grubu olarak kabul edilen 1. Grupla diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak Tip 1 prokollagen immunpozitif boyanmasi yéninden
belirgin farklar oldugu géze carpmaktadir. Kontrol grubu ve doku iskelesi kullaniimig
olan deney gruplari kargilastirildiginda, Iumen epitelinde Tip 1 Prokollajen
molekulunun dagihminda kontrol grubuna gore, deney gruplarinda anlamli fark vardi
(p<0,05). Tum deney gruplari(Grup 1,2,3,4) deneklerin doku kesitleri kendi aralarinda
karsilastinildiginda ise Tip 1Prokollajen molekulinin dagiliminda istatiksel olarak
anlamh farklar gézlenmedi. (p=0,05). Kontrol grubuna goére en anlamli immunpozitif
boyanma, rhBMP 7 ve EGF biyomolekullerinin dual olarak kontrolli salinimlarinin
saglandigi ve defektin Gzerini értecek sekilde diz olarak yerlestiriimis olan doku
iskelesinin kullanildigi Grup 4’teki deneklerde rastlandi (p:0,04). Ayrica immunpozitif
boyanma agisindan grup 4 ‘e ait deneklerin kesitleri Tip 2 prokollajen dagilimi

acisindan tum gruplara gore daha yogun olarak boyandidi gozlendi.

Tablo 28: immunhistokimyasal sonuglaragdre gruplarin Mann WhitneyU testi ile istatiksel kargilagtinimasi

Grup 1-2
Grup 1-3
Grup 1-4
Grup 1-5
Grup 2-3
Grup 2-4
Grup 2-5
Grup 3-4

Grup 3-5

Grup 4-5
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8. TARTISMA

1743 yilinda Hunter'in “Hipokrat zamanindan gunumuze kadar, kikirdak
yapisinin bir kere kaybedilirse bir daha asla yenilenemeyeceg@i bilinmektedir”
aciklamasi bilim adamlarini, gegen U¢ yuz yil boyunca kikirdak rejenerasyon
kapasitesinin arttinimasi konusunda calismalara tesvik etmistir. Cesitli yenileme
teknikleri 6ngorulse de, zarar gormus avaskuler kikirdak dokunun yerini tam olarak

alabildigi bir teknik bulunamamigtir.

Kikirdak defektlerini onarmak icin, glinimuze kadar kullanilan yontemler

asagidaki sekilde gruplandirilabilir:
1. Kikirdagin rejenerasyonunu arttirici mekanik yontemler
2. Otojen kikirdak greftleri
3. Perikondrial greft ve flepler, periosteal greftler
4. Allogreftler ve Xenogreftler
5. Alloplastik materyaller, implant ve protez uygulamalari
6. Gen terapisi
7. Hucre kultlru iceren yontemler

8. Doku muhendisligi galigsmalari

Mekanik yuklenme ve hareket ile kikirdak dokuda rejenerasyon kapasitesinin
tetiklenmesinden yola c¢ikarak; mikrofrakturler, drille delme, osteotomiler, eklem
distraksiyonu gibi mekanik yontemler gelistirilerek kikirdak doku defektleri onariimaya
cahsiimigtir. Bu yontemlerin bir kismi, halen klinikte kullaniilmasina ragmen,
neokartilaj dokunun hem yetersiz miktarda olusu, hem de fibr6z dokudan zengin
olmasi klinik kullanimlarini kisitlamigtir.(35, 141-143).

Kikirdak defektlerinin  onariminda en ideal yontem, otojen kikirdak
greftleridir(36-38). immiinolojik ve biyomekanik ézellikleri ile gok iyi bir greft materyal
olan otojen greftler; kolay sekillendirilebilme, yeni yerlerine kolay adapte olabilme,
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doku rejeksiyonuna neden olmama gibi c¢esitli avantajlara sahiptir. (36, 39-41). En
onemli dezavantajlarindan biri zamanla rezorbsiyona ugramalari ve hafizalar
nedeniyle sekil bozuklukluklarina yol acabilmeleridir. Ayrica dondér alan kisitlamasi
nedeni ile yeterli kikirdak greft miktarina ulagsmadaki zorluk bu ydntemin diger
dezavantajlarindandir(43). Kikirdak greftinin ilk klinik kullaniminin 1896 yilinda Konig
tarafindan yapildigi bilinir(144). Guyuron ve arkadaslari 1994 yilinda, deneysel olarak
otojen kikirdak greftlerinde canlilik oranlarinin %70 ile %90 arasinda degistigini, ve
ayni yiIl yayinlanan klinik arastirmalarinda ise, canhligin %87,5 gibi yUksek oranlarda
oldugunu bildirdiler(145). Dondr sahalarina goére otojen kikirdak greftler septal,
aurikuler ve kostal kikirdaklar olarak u¢ grupta incelenirler. Rekonstriktif cerrahide
temel prensiplerden biri onarim dokusunun mumkin oldugunca orijinaline benzer
dokudan elde edilmesidir. Organizmada bulunan g tip kikirdak dokudan, 6zellikle
elastik kikirdak icin yeterli dondr alan saglanamaz. Kikirdak doku donor alani
acisindan en buyuk kaynak, kosta uclarindan elde edilen hiyalin kikirdaktir. Bu
nedenle blyuk elastik kikirdak gereksinimi olan durumlarda, defektleri hiyalin
kikirdakla onarmak zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir(59,64). Yeterli miktarda otojen
kikirdak greftine ulasilamadiginda, allojenik veya xenojenik olarak farkli kaynaklardan
elde edilmig kikirdak greftleri kullanilabilir (76). Fakat doku uyusmazligi, kisa sirede
rezorbsiyona ugramalari, enfeksiyon riski ve etik sorunlar nedeniyle kullanimlari hala
tartismalidir(43, 45, 46).

Lester'in 1959'da, perikondriumun yeni kikirdak olusumuna neden oldugunu
bildirmesinden sonra, 0&zellikle 1970‘lerden sonra kikirdak kaynadi olarak
perikondrium greft ve flepleri siklikla tercih edilmig; ancak greftin alinmasindaki ve
yerlestiriimesindeki cerrahi zorluklar, defektin doldurulabilmesi igin gerekli miktarin
onceden bilinememesi gibi sorunlar nedeniyle kullanim alanlari daralmistir. Bu
greftler eklem yuzeylerindeki kliglik osteokondral defektlerde basarilidir(13, 14). Sari
ve arkadaglarinin 2006 yilinda tavsanlar GUzerinde yapmis olduklari g¢alismada
perikondrial ve periostal greftler elde edilerek kendi Gzerinde bukulldikten sonra pos
haline getirilmis, icine kan enjekte edilerek abdominal kas dokusuna gomulmustur.
Zamanla greftlerden disuk kalitede kabul edilen fibrokartilaja benzer doku elde
edilmistir (14). Ulutas ve arkadaslarinin 2005 yilinda yayinlanan tavsanlar Gzerinde

yapilmis calismasinda perikondrial ve periostal greftler elde edilerek tavsan
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kulagindaki kikirdak defekti onarilmistir. 1x1 cm defektin elastik kikirdaga benzer
dokuyla basarili sekilde onarildigi bildirilmis, periostal ve perikondrial greftler
arasinda fark bulunmamigtir(13). Tum c¢alismalara ragmen kuguk boyutlu perikondrial
greftler klinikte yalnizca dejenere diz eklemi ylzeylerinde kullanilabilmektedir (146-
148) Greftler sinirh da olsa viabilite gdstermelerine ragmen ydntemin sinirli verici
alan, verici alan morbiditesi ve 2 cm’den fazla defekte uygulanamamasi gibi

dezavantajlari da bulunmaktadir(149)

Kikirdak doku onariminda alloplastik materyaller ve cesitli implantlar da tercih
edilen bir baska yontemdir. Donor alan morbiditesi yaratmamalari, sinirsiz kaynak
olusturmalari, istenilen sekil ve formatta Uretilebilmeleri gibi avantajlari olsa da; sik
deformasyon, alerjik ve enflamatuar reaksiyonlar gelistirmeleri nedeniyle klinik

kullanimlarindan kaginilmaktadir (45, 47).

Yukarida bahsedilen yodntemlere alternatif olarak, kondral defektlerin
onariminda kullanilan bir diger yontem, doku muhendisligi yaklagimiyla, perikondrium
rejenerasyon kapasitelerinin arttinilmasi ve/veya vyeni kondroid doku Uretme
calismalaridir (16).Doku muhendisligi, geleneksel biyomedikal arastirmalardan elde
edilen bilgileri, klinikte doku replasmanina uyarlayan 6zel bir aragtirma alani olarak
tanimlanabilir (64). Bu yaklasimla, cerrahi islemler sonucunda gorulen morbidite ve
fibrozis ile gelisen skar gibi sorunlar olmadan, laboratuar kosullarinda kayip dokuyu

rekonstrikte edecek dokular olusturulmaya calisllir.

Kikirdak dokunun avaskuler vyapisi, sadece kondrositter ve ECM
elamanlarindan olusacak sekilde basit bir yapiya sahip olmasi doku muhendisligi
galismalarinin 6zellikle bu alanda yodunlagsmasina neden olmustur. ilk kez 1977
yilinda Green tarafindan tanimlanan kikirdak doku mahendisliginin ilk klinik uygulama
sonuglari 1994'te Brittberg ve ark. tarafindan bildirilmistir(17). Wong VW ve ark ise
hazirladiklari derlemede 6ncu hucrelerin icinde bulundugu mikrogevre (perikondrium,
periost, endotel, epitel vb) ve buyume faktorleri, uygun bir skafold ile birlikte kombine

kullaniminin doku muhendisligi igin yapi tasi oldugunu vurgulamiglardir (150).
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Kikirdak doku muhendisliginde temel strateji, dokunun iyilesme potansiyelini
hem mekanik, hem de biyolojik agilardan artirma ozelligi bulunan cesitli
komponentlerin bir arada kullaniimasidir. Buradaki komponentler genel olarak iki
baslik altinda siniflanabilir. Bunlardan ilki, icinde hlcre uygulanmasina ve/veya
tutunmasina (perikondrial progenitor hicreler, MSC, kemik iligi) izin verecek 6zellikte
yuksek derecede ve birbiriyle baglantih por6z yapidaki matrikslerdir(skafold). Diger
grubu ise biyosinyal molekulleri (buyume faktorleri, hormonlar) olusturur (69). Doku
muhendisliginde bu iki gruptan olusturulan c¢esitli kombinasyonlar araciligiyla
iyilesmenin artirlmasi amagclanir. Buradan yola ¢ikarak kikirdak doku muhendisligi

uygulamalarinda bu yaklagimlar kullanilabilir;(151)

1)Herhangi bir doku iskelesi kullanmadan hucre gruplarinin dogrudan hasarin

oldugu bdlgeye implantasyonu.

2) Otolog hcreler ya da allojenik htcrelerin bir doku iskelesi araciligiyla defekt

alanina implante edilmesi.

3)Kontrolll ilag salim sistemleri ile doku muhendisligi teknikleriyle gelistirilen
doku iskelerinin birlestiriimesi ve perikondrial progenitdr hucrelerin etkisiyle kikirdak

doku onarimina gidilmesi.

4) Doku iskelesi-biyosinyal molekull — gen terapisi modeli ile yeni kikirdak doku

olusumunun saglanmasi.

Kikirdak doku muhendisligi icin esas kisitlayici, uygun hicre kaynaginin hala
tam olarak tanimlanmamis olmasidir. Kondrositler, fibroblastlar, kok hucreler ve
genetik olarak modifiye edilmis hucreler kikirdak onarimi igin uygulanabilirlik
potansiyelleri bakimindan incelenmektedir(18,19). Her hicre kaynaginin birbirine
gorece ustunlUkleri ve dezavantajlari deneysel caligmalarla ortaya konsa da, tum
hicre gruplar icin asil kisitlayici; hicrelerin elde edilmesi, karakterizasyonu, kultire
edilmelerindeki teknik zorluklar, dolayisiyla zaman ve maliyet problemleri nedeniyle

klinik uygulamaya gegcirilememeleridir(21).

Kikirdak rejenerasyonu calismalari oncelikle immatur hayvanlardan izole

edilmis kondrositlere odaklanmigtir. Kondositlerle yapilan ¢alismalardaki segim
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amaci, yetiskin kikirdakta yaygin bulunmasi ve ESM Uretimi, desteklenmesi ve
yeniden yapilandirmadaki rolleridir. Neonatal ve geng¢ kondrositler yasl donorlerden
daha hizli blyime oranlart ve hizli in vitro ¢ogalma kapasiteleri ve daha fazla
kondrojenik potansiyele sahiptir. Bu 6zellikleri kondrositlerin gogaltiimasi ve ESM den
zengin neokartilaj Uretmek igin avantajli olmasina ragmen, yasli hastalar igin klinik
ortamda immatur kikirdagin kullanilmasi mdmkuin olmayabilir(59). Dondr saha
kisithhgr da hesaba katildiginda yagh hastalar icin kullanim alani daha da

sinirlanmaktadir.

Ortopedik cerrahide artikuler defektler icin, hiicre-polimer modeli ile gelistirilen
otolog kondrosit transplantasyonu ile son 20 yildir kismen basarili sonuglar alinsa da,
yetiskin kondrosit kulturlerinin klinikte uygulanmasini engelleyen ciddi dezavantajlari

mevcuttur. Bu dezavantajlar su sekilde siralanabilir (59, 152):

1-Dokulardan hucre elde etmek, gerekli bolgeye transplante etmek zordur.

2 -Yetiskin kondrositler zonal bellege sahiptir ve yluzeysel kondrositlerden elde

edilen kultur kikirdak, derinde canliigini yitirmektedir.

3-Monolayer kulturde zamanla dediferansiye olarak kikirdak o6zelliklerini

kaybetmektedirler,

4-Yetigkin kondrositlerin Gremesi sinirhdir, bireyin yagi arttikga uUreme
azalmakta ve bol miktarda baslangic hicre gerekmektedir, bu da ciddi verici alan
hasarina neden olmaktadir. Yasli hastalarda kullanimlari kisthdir.

5-Yetiskin hlcrelerden yapilan kiltar sonuglari tahmin edilemez, avaskuler
olduklari i¢in yeni ortamda yasam kapasiteleri duguktur.

6-Yontem nedeni ile hastanin immobilizasyon suresi daha uzundur.

7-Tek asamali bir prosedir olarak uygulanamaz. Once hiicrelerin izolasyonu,
laboratuar ortaminda kultire edilmesi, sonra gerekli bolgeye transplante edilebilmesi
gereklidir, dolayisiyla zaman problemleri.

8- Kullanilan yontemler maliyetlidir (153, 154).

Kikirdak doku muhendisligi hiicre-polimer modeliyle yapilan son g¢alismalar,

¢ok yonlu potansiyele sahip ve dokulardan da bolca izole edilebilen kok htcrelere
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odaklanmistir. Kok hucrelerin iki ana 0Ozelligi, pluripotent 6zelligini kaybetmeden
sinirsiz  sayida c¢ogalabilme ve uygun c¢evre kosullarinda uygun dokuya
donusebilmeleridir (155). Cevredeki hucrelerden ve ekstraselliler matriksken gelen
molekuller sinyaller kok hlcrenin genlerine etki etmekte, “kdk” o6zelliklerini
uyarmaktadir. Kék hlcreler yeni ortamda yerel mikro faktorlerin etkisiyle cogalmakta
ve degisim gecirmektedir(156, 157). Bu konuda ilk c¢alismalar Becker ve
arkadasglarina aittir. Kok hucreler embriyonik ve yetiskin kok hucreler olarak iki ana
gruba ayrilmaktadir (191,192). Tim bu o6zellikler kék hticreler Gzerindeki dikkatin
artmasina ve bu konuda gittikce artan sayida c¢alisma yapilmasina neden
olmustur(158).

Erickson ve arkadaslarinin 2002 yilinda yapmis olduklari galisma sirasinda,
insan lipoaspiratindan elde edilen kék hlcreler in vitro ortamda alignat matriks
Uzerinde c¢ogdaltilmig, daha sonra farelere subkutan plana implante edilmistir.
Farklilagtirilan hucrelerin bol miktarda kikirdak matriks sentezledigi gorulmagtar.
(159). Huang ve arkadaslarinin 2004 yilinda yayinladiklari benzeri ¢alismada da
insan lipoaspiratindan SVF elde ederek TGF p1, askorbik asit, insulin ve transferin
etkisiyle in vitro kultirde kikirdaga benzeyen milimetrik noduller olusturmayi
basarmiglardir.(160). Dragoo ve arkadaslari 2007 yilinda yapmis olduklari in vivo
calismada kok hucrelerle tavsan femur basinda 3x4 mm c¢apinda tam kat
osteokondral defektleri basarili bir sekilde onarmislardir(161). Embriyonik kok
hicrelerin de BMP 2 ve BMP 4 ile stimule edildikleri bir galismada aktif kondrogenizin

saglandigina dair yayinlar mevcuttur.(162).

Buna ragmen kok hucrelerin klinikte uygulanmasini engelleyen bazi

dezavantajlari mevcuttur (163-165):

1. Canlidan elde edilen hicre sayisinin yetersiz olmasi, bu nedenle kok
hacreleri kultar ortaminda tretme zorunlulugu,
2. implantasyon sonrasi olusan hiicre apopitozu

3. Onarilan dokudaki vaskularizasyon problemleri
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4.Kok hucrelerin uygun dokuya diferansiye olabilmeleri igin, gerekli nise ihtiyag
duymalari. (Matur dokuda, disardan verilecek kok hicre, dokunun kendine 6zgu
hiicrelerinin klonal tikenmesinden 6tiri uygun nisi olusturamaz.) invitro ortamda
farklhlastiriimalari igin tasiyici skafold ve biyosinyal molektllerine gereksinim duyar.

5. Embriyonik kok hucreler igin immunite problemleri, etik sorunlar

6. Kok hucrelerin kontrolsuz kullanimi sonucunda gelisen uygunsuz bolinme
potansiyelleri kanserojen etki olusturabilir. In vitro ortamda kazanilan basarilar,
biyolojik sureg¢ icerisinde, multifaktériyel uyaranlarin devreye girmesi sonucunda bu
prekanserojen ve  karsinojen  etkilerinin  nasil  ortadan  kaldirilacagini
gOsterememektedir.

7. Tek asamali prosedur olarak uygulanamalari, zaman problemleri

8. Yuksek maliyet

Daha d6nce de belirtildigi gibi, kikirdak doku muhendisligi yontemiyle yapay
kikirdak olusturulmasi yonunde c¢ok sayida g¢alisma olmasina ragmen, henuz
fonksiyonel, G¢ boyutlu yapilarin olusturulmasi igin gerekli hiicre organizasyonu ve
aktivitelerinin kontroll, s6zu edilen nedenler ile saglanamadigi icin, klinik uygulamaya
gegcen bir Gran olmamigtir. Tum hucre gruplanyla ilgili temel sorun, deneysel
calismalarda elde edilen basarili sonuclarin klinik pratikte kullanilamamasidir. Bu
nedenlerle, in vitro sonuglar basaril olsa da in vivo ¢alismalar optimizasyona ihtiyac
duymaktadir. Bu sorunu ¢ozmek amaciyla c¢alismalar, perikondrial progenitor
hacrelerin davraniglarini tetikleyecek ve kontrol edecek, rejenerasyon hizlanmasi igin
gerekli biyoaktif ajanlarin salimini saglayabilen multi-fonksiyonel doku destekleri
olusturulmasi Uzerine yogunlagsmigtir. (7, 18-22) Eger, herhangi bir hucre kaynagina
gerek kalmadan, perikondriumun zaten var olan rejenerasyon kapasitesi bu sekilde
arttinlabilirse, hem kikirdak defektlerinin orjinaline uygun onarimi saglanacak hem de

klinik uygulamada kullanilabilecek hazir biyomalzemeler Uretilebilecektir.

Biz de calisma kapsaminda, kontrolli ilag salinim sistemleri ile doku
muhendisligi tekniklerini birlestirerek, uygun makrogevre varliginda perikondrial
progenitor hucrelerin rejenerasyon kapasitesinin arttirilarak, ek hiicre kaynagina
gerek duymadan, kikirdak doku olusumunun saglanabileceg@i hipotezini arastirdik.
Bu yolla kondral lezyonlarin tedavisi i¢in klinikte kullanilabilecek, maliyeti ylUksek
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olmayan, kolay ulaslilabilir bir implant olusturmayi hedefledik. Proje kapsaminda,
biyosinyal molekulleri olarak; kondrogenez uzerinde en uyarici faktor olarak
belilenen BMP 7 ve olusacak neokartilaj doku icindeki matriks yapisinin ana
dizenleyicisi oldugu bilinen EGF biyomolekdillerini sectik Literatirde daha o6nce
sinerjistik etkilerinin arastiriimadigini  bildigimiz bu molekullerin ayni matriks
yapisindan kontrolli salinimlarini saglayarak kondrogenezdeki etkilerini arastirdik.
Bu amacgla, piyasada yara ve yanik Ortusu olarak hazir bulunan EGF ile
biyosinyallendirilmis Jelatin stingerden (NEODERM, ARS Arthro Biyoteknoloji lab.)
yararlandik. Maliyetinin ¢ok yuksek olmadigi bilinen, kolay ulasilabilir hazir
biyomalzemenin c¢alismamizda doku iskelesi olarak secilmesinin, calisma
sonuglarinin klinik pratikte kullanilabilirligi agisindan buyuk avantaj saglayacagini
dusunduk. Bizim c¢alismamizda koaservasyon yontemi ile hazirlanan Jelatin
mikrokurelere rhBMP7 biyomolekull immobilize edilerek hazir biyomalzemeye
yuklenmistir. Gerekli goruldigu taktirde, farkh biyosinyal molekulerinin de hazir
bulunan doku iskelesine immobilize edilmesi, bu molekullerin de kikirdak doku

rejenerasyonuna olasi katkilarini arastirmak icin kullanilabilir.

Calismamiz kapsaminda, perikondriumu, hem kondroprogenitér hucre
kaynagdi, hem de buyume faktorleri salgilayan mikrogevre goérevinde kullandik.
Bilindigi Uzere; perikondrium, kikirdak doku yuzeyinde yerlesen ve avaskuler kikirdak
yapisinin beslenmesini saglayan ince yapidir. Kondroprogenitér hicrelerden zengin
bir kaynak olup mekanik ve inflamatuar mediatorlere yanit olarak, yeni kikirdak
matriksi olusturma potansiyeline sahiptir. Tip 1 kollajenden zengindir. ince i¢ kambial
ve dis fibroz katman olmak Uzere iki katmandan olusur (33,34). O’Driscoll ve
Fitzsimmons yaptiklari bir ¢alismada dis katmanin fibroblastlar icerdigi ve yara
kenarlarini onardigi, i¢ katmaninsa kondroblastlar igerdigi ve yeni kikirdak olusumunu
sagladigini gostermiglerdir(166). Erigkin kikirdak dokusunun baskin buyume sekli
olan apozisyonel blyime sirasinda perikondriumun igindeki fibroblastlar boélinerek
cogalirlar ve kondroblastlara farkhlanirlar. Kondroblastlar, tip Il kollajen dahil kikirdak
matriksini salgilar ve kendi etraflarini hlcrelerarasi madde ile c¢evrelerler.
Perikondriumun ince kambial katinda bulunan kondroblastlarin salgiladigi TGFb ve
FGF2 gibi buyume faktorleri etkisiyle kuguk kikirdak defektlerinin (milimetrik)

onarilabildigi Duynstee ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada da
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gOsterilmistir(146). Kolesteatom cerrahisinde acik kavitenin doldurulmasi icin sik
kullanilan kikirdak greft metodu Uzerine Tu ve arkadaslarinin 2008'de yaptiklari bir
calismada perikondriumunu koruyarak kullanilan kikirdak greftlerinde canli kondrosit
sayisinin, kodrogenezisin ve revaskularizasyonun, perikondriumsuz kullanilan
kikirdak greftlerine oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir (167). Bunun nedenini
ise perikondriumdan beslenen kikirdak dokusunun perikondrium olmadigi zaman
nutrientler ve oksijenizasyonunun olmamasi, revaskularizasyonun olmamasina
baglanmaktadir. Ancak bogalan lakunalarin hangi hiucre 6lumu ile gerceklestigine bu

calismada deginilmemigtir(189).

Perikondrium etkisiyle milimetrik boyutlarda kikirdak defektlerinin onarilabildigi
fakat perikondriumun rejenerasyon kapasitesinin daha buyuk kikirdak defektlerinin
onariminda yetersiz oldugu gdsterilmistir(15). Pribitkin ve ark. ve Ozbek ve ark. da
yaptigi calismada; tavsan kulak kikirdaginda olusturulan milimetrik boyuttaki kikirdak
defektlerinin perikondrium yardimi ile onarilabildigi, ancak daha blyuk defektlerde
defektlerde perikondriumun yetersiz kaldigini ifade etmislerdir(15, 168). Ozbek ve
ark. yaptiklari in vivo galismada perikondrial flep ile kikirdak doku defektlerinin
onarildiklarint  géstermislerdir(168). Kilinigimizde yapilan &nceki calismamizda
perikondriumun etkisi ile yag dokusu kaynakli kdk hicrelerin (ADAS), normal doku
rejenerasyonu ile kapatilamayan 2x2 cmlik tavsan kulak kikirdagi defektlerini
onardidini, ancak literatirdeki c¢alismalara paralel olarak 2x2 cmlik defektlerde,

perikondriumun onarimda yetersiz kaldigi belirlenmigtir(169).

Ayrica; Haverich ve arkadaslarinin yaptigi, hicre implantasyonlari yapilarak
gerceklestirilen bir gcalismada, perikondrium kaynakl progenitdr hicreler (PPC) kdk
hlcrelere alternatif olarak incelenmis ve daha elastik ve daha proliferatif sonuglar
elde edilmistir. Bunu burada varolan kok hicrelere kanit olarak (CD44 ve CD9O0 +)
gostermiglerdir. Calismada aurikuler kaynakli PPC ler (ePPC) trakeal PPC (tPPC) ve
MKHIler (KiKKH) karsilastirilmis, PPC, MKH ile karsilastirilabilir bir proliferatif
davranis  gostermistir.  Kondrojenik uyarima  bakildiginda  diferansiyasyon
stimiUlasyonundan bagimsiz bir sekilde, Kollajen | ekspresyonu tium hucre tiplerinde
benzer iken, tPPC ve MSC ile karsilastirildiginda ePPC kollajen II, agrekan ve COMP

un daha yuksek ekspresyonu ile sonuglanmigtir (170).
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Perikondrium rejenerasyon kapasitesi mekanik ve inflamatuar mediatorlere
yanit olarak, siklik yuklenme ve hareketle arttinlabilir. Skoog ve ark, yaptiklari
calismada perikondriumun altindaki kikirdaktan ayrilmasinin, kontakt inhibisyonu
ortadan kaldirdigini ve bu sayede yeni kikirdak olustugunu gdstermislerdir(9, 10).
Verwoerd ve ark tarafindan yapilan calismada, perikondriumun travmaya cevap
olarak yuksek miktarlarda farkli morfolojiye ve buylime potansiyeline sahip kikirdak
doku gelistirdigi  gosterilmistir(171). Ozellikle cerrahi diseksiyonda, defekt
kenarlarinda, kikirdagin tam kat kesildigi sirada perikondrium ve kikirdak dokunun
hasarlandi§i ve bu hasara yanit olarak perikondriumun buylme faktorleri salgiladigi
bilinmektedir. Bu salgilanan biyoaktif molekuller araciigiyla perikondrium ig
tabakasindaki fibroblastlar kondroblastlara farklilanarak Tip 2 kollajen dahil matriks
sentezi yapar(172). Haberal ve ark. tarafindan vyapilan bir calismada ise
perikondriumun travmaya cevabinin sadece yeni kikirdak olugumu degdil ayni
zamanda ossifikasyon da oldugu bulunmustur. Haberal ve ark. cerrahi girigsim
sirasinda perikondriumun altindan c¢alismanin ossifikasyonu engelleyebilecegdini

savunmuslardir (173).

Bu nedenle c¢alismamizda, kikirdak defekti olustururken, perikondrium ve
Uzerindeki cilt ayrilmadan kikirdak Uzerinden kompozit flep (perikondrokiitan6z)
olarak kaldinimigtir. Bizim c¢alismamizda da Ozellikle kontrol grubunda,
histomorfolojik degerlendirmede kikirdak doku gelisiminin yani sira ossifikasyon da
g6zlenmistir, farkh bir deyisle perikondrium altinda caligilarak kikirdak dokuya
mudahale edilse bile, kikirdak hasar bdlgelerinde bir miktar ossifikasyon gézlenebilir.
Yine de bu sonuca varmadan 6nce cerrahi sirasinda minimal de olsa perikondrium

hasarinin olusabilecedi g6z ardi edilmemelidir.

Kikirdak doku rejenerasyonu Uzerine onceki deneysel calismalarda, deney
hayvani olarak siklikla mice, immiinsuprese ratlar ve tavsanlar tercih edilmistir. Ug
hayvan grubunun da yapilacak olan deneysel ¢alismaya gore gorece olarak avantaj
ve dezavantajlari vardir. Birden fazla cerrahi girisim gerektiren deneysel

calismalarda, anestezi dayanikliiginin yuksek olmasi, boyut olarak kiguk olmalari
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nedeniyle cerrahi manuplasyonlarinin ve bakimlarinin kolay olmasi nedeniyle ratlar
tercih edilmektedir. Ozellikle doku miihendisligi ve kok hiicre ¢alismalarinda yabanci
doku reddi az oldugu ve allojenik transplantasyona izin verdigi i¢in immunsuprese
ratlar siklikla kullaniimistir. Kikirdak defekt onarim Gzerine yapilan rat ¢alismalarinin
aslil kisitlayicisi kikirdak doku hacimlerinin kuguk olmasi ve gorece rejenerasyon
kapasitelerinin yuksek olmasidir. Tavsan filogenetik olarak rat ve micelara gore daha
gelismis bir hayvandir. Genel anestezi dayaniklihdi goreceli olarak daha dusuktur,
ayrica hayvan bakim ve barinma islemleri daha zordur. Fakat kikirdak doku hacminin
ve cerrahi girisim uygulanacak organin yapisal buyukligu agisindan manuplasyona
daha ¢ok izin vermekte, bu nedenle klinik model olarak kullanilabilirligi daha fazladir.
Plastik, Estetik ve Rekonstruktif Cerrahi uygulamalar acgisindan elastik kikirdak
acisindan zengin olmasi nedeniyle perikondrium rejenerasyon kapasitesinin
arttinilmaya calisildigi doku muhendisligi galismalarinin neredeyse tamaminda tavsan
kulak bolgesi tercih edilmigtir. Ortopedik olarak dejeneratif artrite yonelik yurutulen
deneysel galismalarda ise diz eklem yuzey defektleri tercih edilmektedir. Biz de dual
bliyime faktdri kullanarak hazirladigimiz doku iskelesinin yerlestiriimesinde
sagladigi kolaylik ve perikondrium rejenerasyon kapasitesinin insan modeline
yakinligi acgisindan c¢alismamizda doku hacmi yeterli kabul edilen tavsan kulak

bdlgesi Uzerinde galistik.

Calisma bulgularinin Kklinik olarak uygulanabilmesi icin her yas grubuna hitap
etmesi gerekliginden yola ¢ikarak, ¢calismamizda 1-1,5 yas arahdinda (2,5-3,5 kg)
erigskin hayvanlar tercih ettik. Oysa dnceki ¢alismalarin gogunda, doku rejenerasyonu
ve yara iyilesmesinin daha hizli oldugu, 2-6 aylik gen¢ deney hayvanlarinda
calisiimig ve olugsan dokunun daha immatur oldugu sonucuna varilmigtir. Ayrica
literatlr incelendiginde yapilan galismalarda, tum gruplar ayni cins olmak Uzere
cinsiyet farkhliginin sonuglar Gzerine anlamli etkileri olmadigi anlasiimig, bakim

kolayhgi nedeniyle ¢alismamizda 18 adet, erkek tavsan kullaniimigtir.

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 amacla

kontrol gruplari kullanilsa da, kendiliginden iyilesmenin olmadigi bilinen modeller
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tercih edilmelidir. Konu ile ilgili kritik boyut defekt kavrami ortaya atiimistir. Yani,
hangi captan buylk defektlerde perikondrium etkisiyle spontan onarim olmaz? Bu
konuda dikkat ¢ceken 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 ¢ok sinirl olur, oysa
kalsifiye kikirdagin zarar gordugu durumlarda iyilesme fibréz doku ya da fibroz
kikirdak agirhkh olarak gerceklesmektedir (174). Ancak bu goruslere karsin kritik
boyutun varligini savunan yazarlar da vardir. Ornegin tavsanlarda, kecilerde ve
atlarda 3 mm’den kulguk defektlerin hyalin ya da fibréz kikirdak ile spontan iyilestigi
(175, 176) kegilerde ve kopeklerde ise 6 mm’ye kadar olan troklear defektlerin
spontan iyilegtigi (177, 178) bildirilmigtir. Koyun igin belirlenen kritik boyut ¢api ise 6
mm’dir, (179) Literatirdeki calismalarda c¢ogunlukla 3-5 mm lik defektlerde
calisilirken, bizim calismamizda tavsan kulaginda olusturulan ve daha oncede
spontan kapanmanin gozlenmedigi belirtilen 10 mm x10 mm defektler olusturuldu ve
bu capta bir defektin perikondrium etkisiyle spontan iyilesmedigi, kontrol grubu ile de
dogrulanmistir. Calismamizda Grup 1 Kontrol grubu igcin Pineda histolojik skorlama
sonugclarinin tanimlayici istatiksel analizlerine gore defekt dolulugu degerleri ortalama
3,71+0,48 olarak derecelendirilerek, tUm deney gruplarina gore anlamli derecede
dusuk bulunmus (p< 0,05) olup, bu sonug¢ da literatirle uyumlu olarak dogru kritik

boyutta defekt olusturdugumuzu dogrulamistir.(Tablo 22)

Deneysel amagli olusturulan kikirdak defektleri genellikle daire seklindedir. Bazi
calismalarda uygulanacak tedavi ya da implant sekline 6zel, ti¢cgen ya da kare gibi
defekt sekilleri de yaratiimistir (180, 181). Calismamizda komsu perikondrium temas
yuzeylerinin degistiriimesiyle gelisecek rejenerasyon kapasitesi de karsilastiriimak
istendigi icin, kare seklinde defekt olusturulmustur. Boylece perikondriumla temas
eden yuzeyin her kenarda esit olarak dagilimina olanak saglanmig, histolojik
kesitlerin alinmasi sirasinda herhangi bir esitsizlik olmasi ve bu durumun sonuglari

etkilemesi dnlenmisgtir.

Trakeal defektler, eklem ylzeylerindeki kondral kayiplar veya mikrotia gibi
konjenital defektlerde ihtiyag duyulan neokartilaj boyut, sekil, konum ve derinligi
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farkhdir. Kullanilan doku iskelelerinin sekillendirilebilir ve tG¢ boyutlu olmasi, her tirlG
kondral defekt icin kullanilabilirligi agisindan avantaj saglar. Bu amagla ¢alisma
kapsaminda kullanilan doku iskeleleri, sekillendirilebilir mekanik o6zelliklere sahip
olarak fabrike edilmigtir. Ayrica, farkli kondral defektlerde kullanilabilirligini
degerlendirmek amaciyla defekt ylzeyine, hem diz hem de rulo vyapilarak
yerlestiriimigtir.  Olusan neokartilaj doku ve g¢evre kikirdak baglantilari
degerlendirildiginde, rulo yapilarak yerlestirlen Grup 3 ve Grup 5 defektlerin
santralinde neokartilaj doku gelismedigi, oysa defekt ylzeyine temas eden tim
yuzeylerde, doku iskelesinin sekline uygun olarak kondrogenezin yonlendigi
gozlenmigtir. Boylece, hazirladigimiz doku iskelelerinin farkli anatomik bolgelerdeki
defektler icin, farkl sekil, boyut ve derinlikte kullanilabilecegi sonucuna variimistir. Bu

da galismamizin klinige uygulanabilirliginin bir belirteci olarak kabul edilebilir (182).

Tavsanlarda yuratilen kikirdak doku muhendisligi ¢alismalarina ait literattr
incelendiginde, cerrahi iglemlerin tamamlanmasindan histopatolojik degerlendirme
icin deneklerin sakrifikasyonu icin gecen surenin aktif kondrogenez slireci agisindan
en az 6 hafta olmasi gerektigi, farkli doku iskelesi ve/veya biyosinyal molekdlleri
kullanilan g¢alismalarda ise bu surenin 6 hafta ile 12 hafta arasinda tutuldugu
g6zlenmistir(183). Kondroprogenitor huacreler icin kendi matriksini olusturma hizi
yaklasik 6-8 haftadir(184).Calismalardaki stre farkhligi; farkli  biyosinyal
molekillerinin reseptdr etkilesimleri ile kondrogenez aktiflestirme zamanlarinin
farklihgi, kullanilan matriks yapilarindaki hucre tutunma oranlarindaki degisimler,
matriks fabrikasyon yontemleri, degradasyon surelerinin farklihgi, ¢carpraz baglayici
ajanin sagladigr matriks stabilizasyonlari oranlarinin degiskenligi, kontrolli salinim
teknolojilerinin ~ zamanlamaya etkileri gibi bircok faktérin etkilesiminden
kaynaklanmaktadir (185, 186). Ayrica, kullanilan biyosinyal molekullerinin 6zgul doku
icersindeki anlik dlgimlerinin yapilamamasi, yarilanma émurlerinin ¢ok kisa olusu, bu
faktorlerin  allosterik  yapilarinin ~ 6zgul ligandlariyla  baglanma  esiginin
konsantrasyonlari agisindan degerlendiriimesindeki olanaksizliklar, dnceki deneysel
calismalarin sunmus oldugu zaman araliklarinda farkliliklarin meydana gelmesine
sebep olmaktadir (182). Tez kapsaminda yapilan ¢alisma, buylime faktoru etkisinde
kulak kikirdak hasarlarinin iyilesmesi olarak genel bir perspektife indirgenirse, yapilan

calismaya benzer literatlrde birkag¢ galisma mevcuttur.
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Hong ve ark. jelatin doku iskelesi destekli BMP 2 ile yurGttikleri deneysel
calismada bu surenin kondral defektler igin 8 hafta, osteokondral defektler igin 12

hafta olmasi gerektigini belirtmiglerdir (187).

Hollinger ve ark. ise tavsanlarda kondral defektler igin, BMP 2 ile destekledikleri
jelatin hidrojel kullanilan ve farkli zaman dilimlerinde olusan neokartilaj dokuyu
karsilastirdiklar: bir ¢calismada, 6 haftalik bekleme suresinin yeterli oldugu kanitina

varmiglardir (188).

Ozgenel ve ark. ise yaptiklari calismada (189) tavsan kulak kikirdaginda 20
mmx20 mm'lik bir defekt alanindaki kikirdak gelisimini 8 haftalik (2ay) bir strede
incelemiglerdir. 2 aylik sonuglarda ince tabakali bir yeni kikirdak yapisi ortaya

koymuslardir, fakat elastik belirtecler hakkinda g¢alisma yapilmamistir.

Bos ve ark. yaptiklari ¢calismada (190) tavsan kulagindan olusturduklar 6
mm’lik hasar alaninda olusan blylime faktorl etkilerini 28 gunlik calisma ile
incelemiglerdir. Bos ve ark. buradaki amaci kikirdak iyilesmesinde erken donemde
ortaya ¢ikan buyume faktori ve matriks degisimlerini ortaya koymaktir. Yaptiklari
calismada TGf-B1,TGF- B 3 ve EGF buyume faktorlerinin 3 ginden itibaren anlamli
sekilde arttigini ortaya koymusglardir.

Bu bilgiler dogrultusunda, biz de calismamizda cerrahi islemler sonrasinda,
histopatolojik incelemelere kadar gegen sureyi, tim gruplarda sekiz hafta olarak
belirledik. Clnkd progenitdr hicrelerin kendi matriksini sentezleme hizi olarak 6
haftalik bekleme suresinin yeterli oldugu birgok deneysel calismada Dbildirilmis
olmasina ragmen, daha yash progenitor hicrelerle yapilan galismalarda matriks
sentezinin 8 haftaya kadar uzadigini beliten c¢alismalara rastladik. Fakat
galismamizin zayif noktalarindan biri tGm gruplarda tek bir zaman diliminde
calismakti; deney gruplari ve hayvan sayisi arttirilarak farkli zaman dilimlerini iceren

gruplar olusturulmasi galismamizi daha guglu kilabilirdi.

Kikirdak doku muhendisligi yaklasimlarinda; hucre digi matriksi taklit ederek,
kondroprogenitdr hicrelere ve buyume faktorlerine yapisal destek ve rezervuar

olusturan, oncul hucrelerin yapismasi ve proliferasyonu igin ideal U¢ boyutlu ortam
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saglayan doku iskeleleri temel 6gelerden biridir. Gézenekli yapidaki bu tg¢ boyutlu
malzemeler, ylzeyine penetre olan 6nclu hucrelerin ve biyosinyal molekullerinin
koordinasyonunu ve kolonizasyonunu da destekleyerek hucrelerin G¢ boyutta

migrasyonunu, salinimini ve yayilimini indtkler (191).

ArtikUler kartilaj defektlerinde yapilan bazi calismalar; sinoviyal hucrelere,
herhangi bir taglyici sistem olmadan dogrudan enjeksiyonla TGFB1 ve BMP 2 gibi
bliyime faktorlerinin aktarilmasi ile sinovyum inflamasyonu, eklem fibrozisi ve

osteofit gelisimi sonucu kikirdak yikimiyla sonuglanmigstir (192).

Doku iskelelerinin dogal doku ve organlarin yapisini blyuk olgude taklit
edebilecek Ozellikte olmasi, doku muhendisliginin onemle Uzerinde durdugu
konularin baginda gelmektedir. Bu dogrultuda, iskele tasariminda uygulanacak
yontemlerin ve fabrikasyon asamasinda kullanilacak olan malzemelerin mutlaka

tasimasi gereken temel 6zellikler tanimlanmigtir (193).

(2) Kullanilan yontem, yeni sekillenen dokunun integrasyonunu ve
vaskularizasyonu desteklemek amaciyla, doku iskelesinin gdézenekli yapida ve
gozenekleri arasinda baglantilarin olmasini saglayabilmeli, ayrica istenilen

sekil ve boyutlarda iskele hazirlanabilmesine izin vermelidir.

(2) Secilen malzeme, biyouyumlu ve bozunur 06zellikte olmall,
malzemenin bozunma hizi yeni sekillenmekte olan dokunun hiziyla dengede
olmali ve bozunma sonunda agida ¢ikan yan Uriinler toksik olmamalidir. ideal
matriks, progenitor hicreler kendi c¢evrelerini olusturana kadar destek
saglayan gegici bir ¢ati olmalidir. Kondroprogenitér hicreler igin ise, kendi
matriksini olugturma hizinda yani yaklasik 6-8 hafta iginde rezorbe olmalidir
(184, 194).

3) Hazirlanan doku iskelesi; hicre yapismasi, farklilagsmasi,
¢ogalmasi ve hicre gogu icin uygun yuzey kimyasi ve ylzey topografisine

sahip olmalidir.
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(4) Yeni doku olusumunun ilk asamalarinda yapisal butanluguna

muhafaza edebilmeli, yeterli mekanik dayanima sahip olmalidir.

Kikirdak yenilenmesinde hucre tasiyici matriks tasariminda cesitli sentetik ve
dogal biyobozunur polimerler kullaniimistir. Arastirilan dogal polimerlerden birkagi;
aljinat, agaroz, fibrin, hiyaltronik asit, kollajen, jelatin, kitosan, kondroidin sulfat ve
selliloz’dur. Dogal polimerler, siklikla ylzey reseptorleri sayesinde hucrelerle
etkileserek, hucre fonksiyonunu direkt olarak duzenleyebilmektedir. Fakat bu
etkilesimler esnasinda bu polimerlerin immin cevapta artisa yol agabilecegi ve bu

sayede kullanilan biyomateryal icin vicutta antijenite olusabilecedi gosterilmistir (49).

Sentetik materyaller, dogal polimerlere gbére mekanik ve degradasyon
karakteristigi agisindan da farklihk géstermektedir. Bugline kadar arastiriimis sentetik
polimerlerden birkaci; polilaktik asit, poliglikolik asit, polilaktik-glikolik asit, polietilen
oksit, polipropilen oksit, polietilen glikol ve polilretanlardir (140,(195) Sentetik
polimerler, daha fazla kontrolli ve davraniglari belirlenebilirdir, polimerin kimyasal ve
fiziksel Ozellikleri modifiye edilerek mekanik ve degradasyon karakteristikleri
degistirilebilir. Bununla birlikte, sentetik polimerlerde 6zellikli olarak birlestiriimedikce
yapisma, hucre sinyali, yonlendiriimis degradasyon ve matriks remodelingi gibi direk
hicre skafold etkilesimlerinin yarari yoktur. Buna ek olarak, yapinin degradasyonu ile
toksik veya iltihabik bir cevap ortaya gikarabilirler. Yogun ve ¢ok yonlu surmekte olan
calismalardan da anlagilabilece@i gibi, kikirdak doku muhendisliginde hangi agin
daha Ustun oldugu henuz kesinlesmemistir. Her materyalin avantaj ve dezavantajlari
mevcuttur (140).

Doku iskelesi matriks tasariminda, slphesiz en ¢ok kullanilan biyomalzeme
kondrositleri bir arada tutan ve yapisal direncin en 6nemli saglayicisi olan doku
matriks elemani Kollajendir. Tip | kollajen fibroblastik hlicre morfolojisini uyarmakta
ve hucreleri bu yonde yonlendirerek fibroz aramadde Urettirmektedir. Tip Il kollajen
ise kondroblastik morfolojiyi uyararak GAG (glukozaminoglikan) aramadde Uretmeye
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yonlendirir. Kollajen yapidaki matrikslerin ayrica kollajen sentezini de uyardigi tespit
edilmistir(230).

Dogal polimerlerin kondral defektlerin tedavisinde kullaniimasi fikrini ilk kez
ortaya atan Speer ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, tavsan diz eklemlerinde
olusturulan osteokondral kayiplarda singer formunda kollajen kullaniimis ve onarim

dokusunun orijinal eklem kikirdagina benzer 6zellikler tagidigi bildirilmigtir.(196)

Fujisata ve arkadaslarinin farelerde kollajen slnger Uzerinde, b FGF ile
gerceklestirdikleri bir bagka ¢alismada da kollajen sunger yapida matrikslerin kartilaj

doku rejenerasyonu igin ¢ok uyumlu oldugu bildirilmigtir (197).

Ancak Kollajen izolasyonunun teknik olarak zor ve pahali olmasi Kklinik
kullanimini kisitlamaktadir. Bu problemin asilmasi igin ise, son yillarda kollajen
yerine, kolajenin denature hali olarak bilinen Jelatin kullanimina basvurulmusgtur
(198).

Jelatin yapili yapay matrikslerin, kondrositlerin ¢ogalmasini, yuvarlak morfoloji
almasini ve kikirdak matriks molekullerinin ekspresyonu ile proteoglikanlarin artmig
uzaysal birikimini ve tip Il kollajen slrekli ekspresyonunu uyardigi bilinmektedir(7).
Doku muhendisligi uygulamalarinda jelatinin doku destek malzemesi olarak
secilmesinde biyolojik, fiziksel ve kimyasal 06zelliklerinin kolaylkla kontrol
edilebilmesi, biyouyumlulugu, antibakteriyal ve hidrofilik 6zellikleri ve enzimatik olarak
parcalanabilmesi gibi parametreler en 6nemli nedenlerdir (214). Antijenik 6zellik
tasimaz ve immunojenik degildir. Kolay jellesme 6zelligine sahip oldugundan hidrojel
hazirlamasinda ¢ok yaygin kullanilir. Jelatin polimeri de, Kollajen gibi, dogal ve/veya
sentetik pek ¢ok polimerle uyusabilir ve bu polimerlerle ayni ¢ézlclde ¢ozunebilir
Ozellikte oldugundan dolayi, olarak karigim seklinde hazirlanan (kompozit) doku
iskelelerinin Uretiminde de siklikla kullanihr(151,199, 200).
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Jelatinin biyomalzeme olarak kullaniimasi, kikirdak doku mihendisligi agisindan
pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Ancak dusuk mekanik 6zellik gibi bir dezavantaja da
sahiptir (199, 201). Bu da uygulamalardaki alanlarini kisitlar. Fakat yan zincirlerinde
cok fazla sayida fonksiyonel gruplara sahip olmasindan dolayi kolaylikla modifiye
edilebilir ve bu sekilde mekanik 6zellikleri gelistirilebilir (214). Jelatinin ultraviyole ve
gama 1ginlamasi yoluyla fiziksel ¢apraz baglanmasi saglanabilir. Ayrica jelatin
kolayca kimyasal olarak da gapraz baglanabilir. Capraz baglanmasiyla termal ve
mekanik kararlihgi arttigi i¢in uzun sureli biyomedikal uygulamalarda kullanilabilir.
Genellikle c¢apraz badlayici olarak bifonksiyonel ajanlar olarak bilinen GA

(Gluteraldehit) , diizosiyanat, karbodiimidler, poliepoksi bilesikleri kullanilabilir (202) .

GA, Ozellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla kullanilan
bifonksiyonel bir reaktiftir. Ozellikle jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik molekdillerle
birlikte glutaraldehit ile gapraz baglar olusturmasi esasina dayali immobilizasyon
yontemi oldukga kullanilir (214). Yontem kolay uygulanabilir olmasi diginda,
immobilize sistemin termal, iglevsel ve ayni zamanda da depo kararhiligini arttirmasi
bakimindan tercih edilmektedir. GA mikroorganizmalar igin kismen toksik etki
gostermesine ragmen biyoaktif sisteme kazandirdigi avantajlardan dolayr %1’in
altindaki derigsimlerde GA kullanilarak toksik etki en aza indirilerek, immobilizasyonlar

da gerceklestirilebilmektedir (203).

Gunumuzde, yapilan pek ¢ok c¢alismanin sonucunda, jelatin temelli
biyomateryaller Uzerinde olusturulan kondrogenez icin anabolik faktorlerin kontrolll
salinimlarinin kondrogenezi destekledigi, elde edilen neo-kikirdak yapinin kalitesinin
gelistirildigi, yapinin implante edildigi bolgelerdeki dokularla entegre oldugu ve klinik
arastirmalarda kullanilmak Uzere uzun sureli kikirdak doku onarimlar icin uygun
olduklari dusunulmektedir (237).

Guo ve ark.’nin, U¢ boyutlu jelatin matriks aracihgiyla TGF-B1 aktarimi
yaptiklari galismalarinda da kondrositlerin kuresel morfolojilerini koruduklari ve
kikirdaga 6zgu ECM bilesenlerini yuksek miktarda salgiladiklari gézlenmistir ((204,
205).

161



Doku iskelelerinin sahip olmasi gereken 6nemli fiziksel dzellikler (gdzeneklilik,
mekanik dayanim) ve hasara 60zgu geometriye sahip doku iskelelerinin hazirlanmasi,
tercih edilen fabrikasyon yonteminin teknolojik altyapisina ve basarisina buyuk
Olcide baglidir. Doku iskelesi fabrikasyon yontemleri geleneksel yontemler ve
serbest kati hal yéntemleri olarak iki grupta toplanmaktadir. Geleneksel yontemlerden
kaynaklanabilen yetersiz gdzeneklilik kontroli ve iskele geometrisi, serbest kati hal
uretim yontemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Fiber baglama, elektro-
egirme, ¢ozlcu-dokimu/parcacik uzaklastirma, faz ayrimi (koaservasyon) ve
dondurarak kurutma siklikla kullanilan ydntemlerdir. Bu dretim yontemleri doku
formasyonunu etkileyerek skafoldun mimarisini degistirir ve GF 'lerin enkapsulasyonu

igin kullanilabilir.

Sungerler, 6zellikleri por boyutu, porozite ve ara baglantilarina bagh olan poréz
skafoldlardir. Por boyutu ve baglantilari hicre infiltrasyonu ve gog¢u, matriks birikimi
ve dagilimi ve besin ve atik aligveriginde etkili iken, porozite, hucre yapigmasi igin
yuzey alanini belirler. Buglne kadar, porojen suzdirme, dondurarak kurutma, gaz ile
kopuklenme gibi gesitli yontemler de dahil olmak Uzere, sUngerleri Uretmek igin
kullanilsa da; spesifitesi yuksek por ylzey alanina sahip, 3 boyutlu, kalin doku
iskeleleri Uretebilmek igin dondurarak- kurutma yoéntemi sik tercih edilir ((187). Bu
yontem de hazirlanan polimer ¢ozeltileri uygun sartlar altinda dondurulup, daha
sonra liyofilize edilmektedir. Liyofilizasyon islemiyle polimer ¢dzucusu uzaklastirilarak

porlu doku iskeleleri elde edilmis olur. (187).

Calisma kapsaminda, hazir doku iskelesi olarak kullanilan, piyasada hazir ticari
urun olarak bulunan, NEODERM (ARS Arthro Biyoteknoloji lab.)dondurarak-kurutma
yontemi ile Jelatin slnger formunda hazirlanan bu biyomalzemenin stabilizasyonu

icin carpraz baglayici ajan olarak GA kullaniimistir.

Bu parametrelerle hazirlanan Jelatin doku iskelelerinin daha fazla icsel
baglantiya, daha buyuk gozenek boyutuna ve uygun biyobozunurluk hizina sahip

oldugu gosterilmistir. Doku muhendisligi alaninda kullanilan doku iskelelerinin i¢sel
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baglantili gozeneklere sahip olmasinin, hucrelerin yayilmasi ve besin maddelerinin
tasinimi  agisindan oldukga o©nemli oldugu bilinmektedir(206). Ayrica doku
iskelelerinde gozeneklerin ¢ok kuguk olmasi durumunda, goézeneklerin hucreler
tarafindan tikandigi; bunun da hlcre penetrasyonunu ve ESM olusumunu engelledigi
bilinmektedir (207).

Bugline kadar, poli (a-hidroksi esterler), poliglaktin/poly-dioksanon, kitosan,
ipek fibroin, HA, kollajen ve jelatin dahil olmak Uzere ¢ok sayida malzeme, kikirdak
doku muhendisligi c¢alismalarinda sunger yapili skafoldlar imal etmek igin

kullaniimigtir.

Xio ve ark. tarafindan domuz aurikular defekt bdlgesinde gergeklestirilen bir
c¢alismada, kitosan ve jelatin polimerlerinden dondurarak —kurutma yontemi ile gesitli
bilesimlerle slinger yapida skafoldlar hazirlanmis ve bu skafoldlarin kikirdak doku
muhendisligi icin kullanilabilirligi arastiriimistir. Hazirlanan sfakold yapilari tGzerinde
defekt alanina otolog kondrosit implantasyonlari yapiimis, 10 hafta sonunda gelisen
neokartilaj dokuda gugclu Tip 2 kollajen ekspresyonu saptanmis ve toplam GAG igerigi
dogal kulak kikirdaginda bulunanin % 90’1 kadar bulunmustur. Calismanin
sonucunda jelatin temelli singer skafoldlarin kondrosit adezyonu, migrasyonu ve
proliferasyonunu kolaylastirdigi, kitosan bazli singer skafoldlarin da GAG yapisina

benzerliklerinden 6tirt ESM sentezini arttirdigr savunulmustur (199).

Kikirdak doku muhendisliginin diger énemli bileseni biyosinyal molekulleridir.
Hucre yuzeylerindeki reseptdrlere baglanarak hicre gogalmasi, farklilasmasi veya
gogu gibi hicre i¢i dizenlemeleri yapan bu proteinler rejenerasyonu hizlandirmak
veya indUklemek igin kullanilabilir. Bu molekduller yalnizca hicre farklilagsmasini degil
ayni zamanda gen ifadesi duzenlenigini de etkilemektedirler. Ayrica hucrelerin
metabolik aktivitesine etki ederek anabolik ve katabolik sireclerin dengelenmesinde

merkezi bir rol oynarlar (118,119).
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Son yillarda doku muahendisleri, kikirdak dokusunun onarimini gesitli yonlerden
destekleyen morfojenetik proteinler, buyime ve transkripsiyon faktorleri gibi
biyosinyal molekuller tUzerinde derinlemesine galisarak surekli yeni bir faktorin etki
mekanizmasini ortaya c¢ikarmaktadirlar. Kondrogenezde etkili oldugu bir¢cok
calismayla gosterilmis olan biyoaktif molekuller TGF-B, FGF, EGF, BMP ailesi ve IGF
gibi bir dizi buyume faktort; bagimsiz veya sinerjistik olarak, hucre tipi ve kultir
kosullarina bagl olarak arastiriimistir. Bu faktorler disinda VEGF, PDGF, Wnt3a ve
Wnt7a gibi bircok biyomolekillin de kondrogeneze yardimci oldugu bilinmektedir,
fakat in vivo etkilerinin minimal olmasi nedeniyle gincel Kkartilaj rejenerasyon

¢alismalarinin diginda tutulmaktadir (208-211).

Biyosinyaller hiucre kultur ortaminda destekleyici olarak kullanilabilecegi gibi
cesitli yontemlerle doku iskelelerine immobilize edilebilir ve/veya yuklenebilirler.
Boylelikle, doku iskeleleri vicuda implante edildiklerinde, hasarli bolgedeki hucrelere
de etki edebilmeleri planlanmaktadir. Ayrica bu faktorlerin farkli mezenkimal dokulara

enjeksiyonuyla da in vivo kikirdak doku olusumu uyariimistir (233).

Mekanik olarak hasarlanan kikirdak dokuda tetiklenen rejenerasyon ile buyume
faktorleri ilavesinin sinerjistik bir etkiye sahip oldugu da disinilmektedir. Mauck ve
arkadaslar agaroz jel ile yaptiklari bir calismada, uyarici yanitin TGF-1 ve IGF
eklenmesiyle arttinlabildigini, proteoglikan ve kollajen igeriginin artarak denge
agregat modulu icerdigini gostermiglerdir (212). Bagska bir ¢alismada ise buylime
faktorlerinin aurikular, nazal ve kostal kondrositler Uzerine etkileri arastiriimis ve
bliyime faktéri eklendikten sonra butin hicre tiplerinde artmis proliferasyon ve

GAG/DNA icerigi ile artmis tip 1l kollajen ekspresyonu oldugu gdsterilmigtir (213).

BMP ‘ler buyume faktorleri arasinda 6zel bir 6neme sahiptir. Mevcut doku
hlcrelerini progenitor hicrelere donustirme yetenegine sahip tek morfojen buylime
faktoru ailesidir (167). BMPler, hem kondrogenezisi, hem de osteogenezisi etkiledigi
ve osteokondral birlesmeye yardimci oldugu igin in vivo osteokondral defekt
c¢alismalarinda siklikla kullanilir. Bu morfojenik proteinler, kondrosit farklilasmasini ve

ekstraseluler matriks kompozisyonunu diuzenleyebilmektedir. Yeteri kadar deneysel
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calisma olmasa da, osteokondral defektlerin tedavisi icin, 6zellikle BMP 7 umut
vericidir (214,235)

Calisma kapsaminda kontrolli salinimi saglanan biyosinyal molekillerinden biri
olan BMP 7’nin osteojenik regulasyondaki etkileri ¢ok iyi bilinmektedir. Rekombinant
DNA teknolojilerindeki gelismeler sayesinde rhBMP 7 (OP-1) kemik hasarlarinda
kullanilabilecek ilk ticari Urtn olarak piyasaya surulmustur (Stryker, ABD).Son yillarda
en buyuk rolindn kikirdak ve perikondrium olusumunda, olduguna dair calismalar ile
kikirdak doku rejenerasyonunu tetikleyen “gold standart” biylime faktérli olarak
belirlenmistir(130). Kondrositlerin migrasyonu, c¢ogalmasi ve farklilagmasinin en
onemli uyaricisidir. Proteoglikandan zengin ESM sentezini guclu bir sekilde
uyarirken, kompozisyonun dizenlenmesinde de anahtar molekuldir(131). Ayrica IL
1, IL 6,IL 8 gibi sayisiz katabolik sitokininin etkisini azaltarak kartilaj degradasyonunu
Onleyici etkileri de bilinmektedir (170, 132). Literatirde rhBMP 7 biyomolekulinin
hiyalin kikirdak olusumunu destekledigini gosteren birgok deneysel galisma vardir
(215).

Ektraselluler matriksteki proBMP 7 ile fibrillin-1 proteini birbirini etkilemekte ve
bu sebeple proBMP7’nin hedefi ekstraselluler fibrillin mikrofibrilleri olmaktadir (216).
Fibrillin-1 olmadan da TGF B ve BMP 7 'nin aktiviteleri cok yuksektir; bu da, fibrillin- 1
eksprese edilen dokularda blyime regulasyonunun bozulmasina yol acgar(176).
Ayrica BMP 7’nin kikirdak hucrelerinde kolajen tip Il, kolajen tip VI, aggrecan,
fibronektin, hyalurunan sentezini indukledigi ac¢iklanmistir(217, 218). Yapilan
calismalarda kikirdak hucrelerinde BMP7 yolagi baskilandiginda hicrede agrekan ve

proteoglikan sentezinin dramatik olarak dugtugu gozlemlenmigtir (219).

Bu calismalarin yaninda Cho ve ark, yaptiklarn ¢alismada olusan bir kikirdak
hasarindan 1 gun sonra hasar bolgesinde BMP 2 aktivitesinin arttigini, hasar
bolgesinde BMP 14 aktivitesinin 7 gun sonunda tepe noktaya ulastigi ve BMP 3,
BMP 4 ve BMP 7’nin kikirdak hasarinin tamiri igin aktivitelerinin 14. giin sonunda bile

yuksek duzeyde bulunduklarini gostermiglerdir (220).
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rh BMP 7 ile yapilan bir tavsan kartilaj defekt modelinde, kemik ve kikirdak doku
igin son derece uyaricl bir molekul olmasina ragmen, defekt alaninda osteofit
formasyonu gelismemis, bu da kontrolstuz bir fibroblast formasyonuna yol agcmadigi
seklinde yorumlanmistir (221). Doku iskelesi destekli c¢alismalarda, skafoldlara
fibroblast girisini azaltarak defekt alaninda fibrozisi azalttigini gdsteren yayinlar
mevcuttur(167).

Calisma kapsaminda kullanilan diger biyosinyal moleklli olan, EGF’nin
kondrogenezdeki etkileri asagidaki gibi 6zetlenebilir:
e Kondrosit proliferasyonu ile kondrogenezin tetiklenmesini, sellUlarite artisi
saglar.
e Kondrositlerin fizyolojik kosullarda diziliminin dizenlenmesinde en 6nemli
molekullerdendir.
e Kartilaj matriks sentezinde stimulasyon, katabolik degradasyonda ise

inhibisyon saglar (128).

2007 yilinda Gumusderelioglu tarafindan yarutalen bir galismada RGD, EGF ve
BMP 6 biyosinyalleri ayni doku iskelesinin biyosinyalizasyonunda kullanilarak
karsilastinimis; en yuksek glikozaminoglikan ve DNA icerigi artisi EGF ile

biyosinyallendirilen doku iskelelerinde bulunmustur (222).

Kondrojenik anabolik 6zellikli olarak bilinen bu biyomolekillerin, kikirdak
defektlerinin onarim sirecine ait ¢alismalarda, birlikte, kombine kullaniimasina dair
calismalar kikirdak doku muhendisligi agisindan olduk¢a populer yaklasimlardir.
SO0zU gecen buyume faktorlerinin birlikte kullanildiginda, birbirlerinin  gen
ekspresyonlarini arttirdigi, kondrosit migrasyon ve proliferasyonunun tetiklendigi, in
vitro protein uretiminin, kartilaj matriks sentezinin, ortaya c¢ikan sinerjistik etkiyle
daha fazla uyarildigi, tek kullanimlarina gore daha aktif bir kondrogenez sureci
gelistigi literatlrde bir cok ¢alismada gdsterilmistir (109,170,24).
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Fakat hangi kondrojenik anabolik faktorin birlikte kontrolli salinimiyla en aktif
kondrogenezin saglanacagina dair net bir sonuca ulagilamamigtir. Olasi sinerjistik

etkileri arastirmak icin hayvan modellerinde galismalar hizla devam etmektedir.

Hucre buyumesi ve g¢ogalmasi olaylarinin baglamasinda temel rolu Ustlenen
bayime faktorlerinin dogal suregte oldugu gibi zamanlamalarinin taklit edilerek
ortama bu araliklarla verilmesinin klasik uygulamalarda oldugu gibi bir anda
veriimelerine gobre c¢ok daha etkili olacagi dusunulmustir. Ancak doku
muhendisliginde blylume faktorlerinin dogal bulunma surelerinin taklit edilerek ortama
zamana bagh bir sekilde sunulmasi etkin bir biyomimetik yaklasim olacagi halde,
literatirde birden fazla biyoaktif molekulin ayni destek matrisinden salimini
gerceklestirerek c¢ok fonksiyonlu yapilar elde edilmesi konusunda fazla sayida

calisma bulunmamaktadir.

Chubinskaya ve ark. 2003 yilinda, artikiler defektler icin aljinat matriks Uzerinde
BMP 7 ve IGF 1 in dual salinimlarini saglamiglardir. S6zu edilen anabolik faktorlerin
defekt alanina tek tek uygulandiklari gruplara gore, kombine salinim gerceklestirilen
grupta, hem kondrosit proliferasyonunun hem de proteoglikan sentezinin anlaml

derecede arttigini bildirmiglerdir (25).

Kim ve ark. nin 2007 yilinda gerceklestirdigi kapsamli c¢alismada ise,
mezenkimal kok hicreler Uzerinde, kondrogenez Uzerine en etkili oldugu bilinen BMP
ailesinin 3 udyesi (BMP 2, BMP 6, BMP 7) ile TGF B2'nin ayri ayri kombine
salinimlariyla kondroid doku elde edilmeye calisiimistir. En fazla kondroid doku
eldesi BMP 7 ve TGF B2 molekdllerinin beraber kullanildigi grupta saglanmis
olmasina ragmen, tim kombine gruplarda tek molekll kullanilan gruplara goére
anlamli derecede kartilaj rejenerasyonunun arttigi bildirilmistir (223). BMP 7 ve TGF
B2 biyomolekullerinin kondrogenezdeki sinerjistik etkileri Lim SM ve ark.’nin 2009
yilinda hidrojel yapili matriks Uzerinde gerceklestirdikleri calismada da gosterilmigtir
(26).

167



2005 yilinda Holland ve ark. IGF1 ve TGF 1 kondrojenik bluyume faktorlerini,
polietilen glikol fumarat yapida hazirladiklari hidrojel matriks Uzerinde jelatin
mikrokurelere immobilize ederek osteokondral defektlere yerlestirmis, kondrogenez
icin olumlu sonuglar elde etmislerdir (27). Bu iki biyomolekulin dual kullanildiginda,
kartilaj rejenerasyonunda gosterdigi, olumlu sinerjistik etkiler Elisseeff J ve ark.

tarafindan yapilan ¢alismada da bildirilmigtir (133).

Schmidt ve ark. ise deneysel osteokondral defekt modelinde, ayni matriks
Uzerine yerlestirdikleri IGF 1 ve PDGF molekdllerinin, hem kondrosit kultirla Gzerinde
hem de aselliler onarim seceneginde, kartilaj rejenerasyonu uzerindeki sinerjistik
etkilerini arastirmislardir. Kondrosit kultarleri kullandiklari gruplarda, dual kullanimla
daha fazla ve daha duzenli bir kartilaj matriks sentezi gerceklestigini; hicre
kullanmadan dogrudan defekt alanina yerlestirilen grupta ise kondrosit migrasyon ve
proliferasyonunun daha fazla uyarildigina dair olumlu sonuglarini 2006 yilinda

yayinlamiglardir(224).

Cok yonli etki, farkli faktorlerin birlikte aktariimasiyla da olusabilir. Ornegin,
anabolik bir buyume faktora ile (6rnegin IGF-1), katabolik reaksiyon gdsteren
sitokinlerin bir inhibitdorunun (6rnegin IL-1) birlikte kullanilmasiyla; bir yandan matriks
parcalanmasi kontrol altina alinirken diger yandan hasar gormus kikirdak matrisinin

yeniden yapilandiriimasi saglanmistir (225).

Blyume faktorlerinin sinerjistik etkiyle kondrogenezi daha aktif bir sekilde
uyardigi bilgisinden yola ¢ikarak, ozellikle PDGF, VEGF, TGF-B, FGF ve EGF gibi
birgcok biylime faktérinli bir arada barindiran otolog trombositten zengin plazma,
kikirdak defekt onarim surecini aragtiran bir¢ok calismada kullaniimis ve olumlu
sonuglari bildirilmistir (226). PRP ile benzer sekilde, kemik iligi aspirasyon
materyalinin santrifGju ile edilen otojen igerik, 6zellikle PDGF ve TGF B1 olmak Gzere
blyume faktorleri agisindan zengindir. Osteokondral defekt olugturulan havyan
modellerinde yapilan otolog konsantre kemik iligi aspirasyon materyali (BMC) ile
mikrofraktdr ile onarim karsilastirma c¢alismalarinda, BMC uygulanan gruplarda

kondrogenezisin aktif bir sekilde uyarildigi, neokartilaj dokusunun ise orijinal hyalin
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kikirdak modeliyle uyumlu oldugu gosterilmistir (191). Bu olumlu etkinin nedenleri
arasinda BMC icinde yodun bulunan PDGF ve TGF B1° in sinerjistik etkileri

olabilecegi gosterilmistir.

Bulunan az sayidaki c¢aligmalarin bir kismi da kemik doku muhendisligi
calismalaridir. BMP 2 ve TGF B3’Un aljinat hidrojellerden kombine salinimi (227),
BMP 2 ve VEGF'’in jelatin mikrokureler icerisine hapsedilmesinin ardindan ayni
g6zenekli matriks icerisinden kontrolli salinimi (228) , BMP 2 ve IGF 1’in iki katmanli
capraz bagh jelatin kaplamalardan salimini(229) gergeklestirilmis; bu faktorlerin tek

basina salinimina kiyasla kemik rejenerasyonundaki pozitif etkileri bildirilmistir.

Biz de bu bilgiler 1siginda, literatirde daha O6nce sinerjistik etkilerinin
arastirildigina rastlamadigimiz; kondrogenez Uzerinde en uyarici faktér olarak
belirlenen rhBMP 7 ve neokartilaj doku igindeki matriks yapisinin ana dizenleyicisi
olan EGF biyomolekullerinin ayni matriks Uzerinde kontrolli salinimlarini saglayarak

kondroid doku eldesini arastirdik.

Bilindigi Uzere, biyosinyal molekull kullanilan doku muhendisligi ¢galismalarinin
en onemli kisitlayicisi, bu molekullerin ¢ok dusuk derisimlerde etkin, bozunmalari ve
parcalanmalari goérece hizli, frajil molekuler yapida olmalaridir. Cogu proteinin in vivo
ortamda yarilanma Omdurlerinin kisa olmasi, etkilerinin kisa surmesine neden
olmaktadir. Bdylece hasarin oldugu bdlgeye terapotik dozda ulastirilabilmeleri igin
yuksek miktarda ve tekrarlanarak verilmesi gerekmektedir. Bu durum, hem tedavi
maliyetlerinde artisa neden olmakta, hem de hedeflenen organlar igin terapétik olan
bu doz, hedeflenmeyen organlarda hasara yol acgabilmektedir (192). Rekombinant
proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlardan yoksun olduklari, bdylece gerekli
konformasyonu kazanmalarinin ve tedavide etkin olmalarinin gu¢ oldugu

unutulmamasi gereken bagka bir problemdir (230).

iste rekombinant proteinlerin tim bu sinirlayici etkilerinin Ustesinden gelebilmek

igin ilgili biyosinyal molekullerinin bir tagima sisteminin i¢cinde bulunmalari, bélgede
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yavas ve uzun sireli kontrolli salinim yapabilmeleri agisindan gereklidir. Doku
baylimesinin lokal etkili biGyume hormonlari ile sinyallenmesine olanak taniyan
kontrolli salim teknolojileri doku muhendisliginin garpici gelismelerindendir. Buyime
faktorlerinin tasiyici sistemler icerisine hapsedilmesi ve kontrolli salimlarinin
saglanmasi hem biyoaktif faktori kullanim alaninda lokalize edecek, hem
bozunmadan koruyacak hem de gerekli miktarin sure igerisinde kontrollu bir sekilde
ortama saglanmasini gergeklestirerek kullanilan toplam miktarin ve maliyetin
azaltiimasinda etkili olacaktir. Ayrica mikro/nano boyutlu olan bu yapilarin ulasiimasi
zor bolgelere gidebilmesi ve olusabilecek yan etkileri engellemesi agisindan da

tasinim sistemleri gereklidir (231).

Taslyici sistem olarak en ¢ok kullanilan yapilar arasinda hidrojel, mikrokure,
nanokapsul ve lipozom bulunmaktadir (136). Hidrojeller, su ile etkilestiklerinde
¢ozinmeyen ancak suyu emerek sisebilen, U¢ boyutlu polimerik agsi yapilardir.
Hidrojeller biyosinyal moleklll tagsinmasini destekler ve enkapsule ettikleri hicreleri
Uc boyutlu homojen ortamda suspanse ederler. Fizyolojik kosullara benzer sekilde
tasidiklari molekullere, mekanik yukleri ileterek kontrolli kuvvet uygulama yetenegine
sahiptirler. Mekanik ozellikleri, capraz baglama yogunlugu ile degistirilebilse de sinirh
mekanik dzellikleri nedeniyle, kikirdak doku muhendisligi ¢galismalarinda, biyosinyal
molekulll tasinmasindan ziyade hicre enkapsulasyonu igin kullaniimaktadir (232). Bu
sorunun Uustesinden gelebilmek igin son yillarda hidrojeller Uzerine, biyosinyal
molekull yuklenmis mikrokure formulasyonlari yerlestiriimektedir. Bu nedenle son
bu konuda yapilan son c¢alismalar, bdlgesel organizasyonu yeniden olusturacak
katmanh hidrojeller Gzerinde mikroklre sistemleri iceren portz skafoldlar Gzerinde
yogunlasmigtir (59). PLGA, PEG, OPF, HA gibi polimerik malzemelerden olugan,
hidrojeller GUzerinde kollajen, jelatin, kitosan, fibrin, alginat polimerlerinden hazirlanan
mikrokureler siklikla tercih edilen tasiyicilardir. Boylece hem hiicre enkapsulasyonu,
hem de gerekli sinyalin hasarli bolgede uzun sureli ve kontrolli salimi

gerceklestirilebilmektedir.

Guo ve ark., tavsanlarda MSC ler ile osteokondral defekte yonelik yaptiklari bir
calismada, hucre taslyici sistem olarak OPF (oligo (poli (etilen glikol) fumarat)

polimerinden hazirladiklari hidrojel Uzerine, fabrikasyon surecinde TGF (1 yuklu
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jelatin mikrokureler yerlestirmisler ve defekt alanina implante etmislerdir. Calismanin
sonucunda elde ettikleri olumlu sonuglar ile kikirdak doku muhendisligi
calismalarinda hicre enkapsulasyonu i¢cin OPF hidrojellerin uygun bir tasiyici sistem
oldugunu, fakat biyosinyal molekulinin tasinmasi igin jelatin mikrokirelerle
immobilize edilmesini 6nermislerdir (233). Bagka bir calismada ise, TGF B 1 ve IGF 1
yukli PLGA mikrokureler polimer/hicre konsantrasyonu ile karistiriimis ve
fotopolimerizasyon ile hidrojel yapisi olusturulmustur. 2 hafta sonunda GAG ve hicre
yogunlugunda belirgin bir artisa rastlanmistir(234). Literatliirde olumlu sonuglari
bildirilen baska bir calismada ise TGF B1, PEODA (Poli (Etilen Oksit) Diakrilat) ve
fibrinden olusan hidrojel icine dahil edilmistir. Bu sistemlerden biyomolekullerin
salinim profilleri, bozunma ve yayilma 06zelliklerine gore belirlenir. S6zU edilen bu
calismalarda da, blylime faktéri saliniminin matriks ¢apraz baglanma yogunlugu
ve/veya mikrokurelerin buyudkligindeki varyasyonlar ile kontrol edilebildiginin

Uzerinde durulmustur.

Hidrojellerin aksine, diger 3 tasiyici sistem kiresel formdadir. Lipozomlar, hlicre
zarina benzeyen lipid tabakalarindan olusan kiresel yapilardir. Hidrofilik ve
hidrofobik malzemelerin her ikisini de kapsulleyebilmektedirler. Biyobozunur olmalari
ve toksik olmamalari nedeniyle dikkatleri Uzerine ¢eken ilk biyosinyal tasima
sistemlerinden olan lipozomlar, distk mekanik dayanima sahip olmalari ve

kararsizliklari nedeniyle Kklinik kullanimda zorluk ¢ikarmaktadirlar.

Hidrojel ve lipozomlara ait bu yetersiz mekanik Ozellikler nedeniyle, doku
muhendisligi ¢calismalarinda biyosinyal taginimi igin, mikroklre formulasyonlari, son

yillarin en gézde yaklasimi olmustur (235).

Literatirde ilk kez 1960’larda Chang tarafindan tasiyici sistem olarak tasarlanan
mikrokureler, 1980 ‘lerde Franklin Lim ve Anthony M. Sun tarafindan Tip 1 Diyabet
tedavisinde klasik yontemlere alternatif olarak 6ne surulmustiar (236). Mikrokureler,
etkin maddeyi molekuler duzeyde partikuller halinde tasiyan, farkh fizikokimyasal
Ozelliklere ve birka¢ mikrondan mm boyutlarina kadar degisen ¢ap dagihmina sahip,

monolitik yapidaki mikro tasiyicilar olarak tanimlanabilir.
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Wang ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda yayinlanan bir calismada, PLGA
ve ipek kompozitinden olusan mikrokurelere rhBMP 2 ve rh IGF 1 yuklenmis,
ardindan bu mikrokireler aljinat jel iskelelere yiklenmigtir. Uretilen iskelelerin insan
mezenkimal kok hicreleri (MKH) Uzerindeki osteojenik ve kondrojenik farklilagsmasi
incelenmigtir. Deney sonucunda, yukli mikrokirelerden biyosinyallerin kontrolll
olarak salindigi ve mikrokurelerin buyime faktoru tasinimi icin ideal sistem oldugu

sonucuna varilmigtir (237).

Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisine yonelik olarak Garbayo
ve arkadasglari tarafindan yapilan bir baska calismada ise, glial hucre kaynakli
norotrofik faktor (GDNF) yUkli mikropartikuller sigan striatumuna enjekte edilmistir.
invivo ortamda 5 haftadan fazla bir siire, mikrokiirelerin GDNF saldigini ve

mikrokulrelerin protein salinimi igin uygun sistemler oldugu belirtilmistir (238).

Kim ve arkadaslar ise, TGF 1 biyomolekulinu kitosan mikrokUrelere yuklemis
ve elde edilen mikrokureleri gdzenekli kitosan doku iskelelerine gomerek, TGFB1’in
kontrolli olarak hasar bélgesine salinmalarini saglamiglardir. Calismanin sonucunda
kondrosit proliferasyonunun ve matris sentezinin arttiyi, s6zi edilen buyume

faktoranan defekt bolgesine yeterli olarak ulastirilabildigi ifade edilmistir (74).

Biz de c¢alismamiz sirasinda, kullandigimiz biyosinyal molekullerinin
kullanimlarindaki sinirlayici etkilerinden kaginmak igin, literatirde gosterilmis olumlu
Ozellikleriyle doku muhendisligi ¢alismalarinda ideal kontrolll tasiyici sistem olarak
kabul edilen mikrokureleri tercih ettik. Bu amagla laboratuar sartlarinda hazirladigimiz
jelatin mikrokurelere EGF ve rh BMP 7 biyomolekiillerini yikledik. Jelatin siinger
yapisindaki hazir doku iskelemize immobilize ederek uzun ve surekli salinimlarini
sagladik. Boylece blyume faktorlerinin ¢cok kisa olan yari dGmarleri nedeniyle, yuksek
dozlarda kullanilmasindan kaynaklanan toksik etkilerle kargilasmadik, hem de

calismamizin maliyetini dnemli dlgude azalttik.
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Literatur incelendiginde, kontrolllu salinim sistemlerinden mikrokurelerin tagimasi

gereken Ozellikler agagidaki gibi siralanabilir (217):

« Etkin maddeyi kontrolli bir sekilde hedef bdlgeye etkin maddenin yapisi ve

aktivitesini degistirmeden salmali,
« in-vitro ve in-vivo kosullarda dayanikli olmali,
+ Etkin madde yap! ve aktivitesi Uzerinde degisiklige neden olmamali,
* DUsuk dozda etkin madde kullanimina olanak saglamali ve buna bagl olarak
toksisiteyi azaltmali,
* Biyolojik sistemle uyumlu bir yapi gostermeli,
* Biyolojik olarak pargalanabilmeli ve par¢calanma artnleri toksik olmamaill,

* DUsuk dozlara ragmen yuksek etki saglamahdir (217).

Bu amacglarla, kikirdak doku muhendisligi c¢alismalarinda, mikrokure
hazirlanmasinda siklikla kullanilan polimerler; kollajen, jelatin, kitosan, fibrin ve
alginattir (238).

GUnumuzde, vyapilan pek ¢ok c¢alismanin sonucunda, dayanikli yapisi
nedeniyle Jelatin mikroklre formalasyonlari igin sikga kullaniimaktadir. Jelatin temelli
biyomateryaller ile hazirlanan mikrokirelerle, anabolik faktorlerin  kontrolll
salinimlarinin kondrogenezi destekledigi, elde edilen neokartilaj yapinin kalitesinin
gelistirildigi, yapinin implante edildigi bolgelerdeki dokularla entegre oldugu ve klinik
arastirmalarda kullaniimak Uzere uzun sureli kikirdak doku onarimlari igin uygun
olduklari dusunulmektedir (239, 240). Ayrica tasidigi amino gruplari nedeniyle sahip
oldugu pozitif ylkle, negatif polimerler veya yizeylerle etkilesimde bulunabilmekte,
metal iyonlariyla selat olusturarak mikrokurelerin gapraz baglanmasini saglamaktadir.
Bu nedenle c¢alisma kapsaminda kontrolli salinimi saglamak Uzere mikrokire

formuUlasyonlarinin jelatin temelli hazirlanmasina karar verilmistir.

173



Laboratuar sartlarinda mikrokture hazirlama yontemlerinden ise, siklikla
polimerlesme, ¢6zicu buharlastirma, koaservasyon, puskurterek kurutma ve

puskurterek dondurma teknikleri kullanilir (241).

Calisma kapsaminda, biyosinyal faktorlerinin tasinimi ve salinimi saglayan

mikrokureler koaservasyon yontemi ile hazirlanmigtir.

Koaservasyon, bir polimer c¢ozeltisinden herhangi bir etki ile polimerin
¢ozunurlGgunun azalarak polimerce zengin damlaciklarin ortamdan ayrilip, ortamla
karismayan ayri bir faz olusturmasi olarak tanimlanabilir. Bu yontemde, polimer
¢Ozeltisi sogutulduktan sonra ayrilmisg olan fazi ¢bzicu yapidan uzaklastirilir ve
geriye kalan polimerlerce zengin faz katllasarak doku iskelesini olusturur.
Koaservasyon tekniginin diger tekniklere gore kolay hazirlanmasi, porlu yapiyi
saglamasi, biyouyumlulugu saglayan mekanik ozellikleri saglamasi nedeniyle

calisma kapsaminda tercih edilmistir.

Hazirlanan mikrokurelerin doku iskelelerine yuklenmesi igin ¢ozeltiye karistirma
(242), doku iskelesine emdirme (243) ve fuzyon (244) gibi farkli teknikler
kullanilmaktadir. ilk teknikte, doku iskelesini retmek iizere olusturulan cozeltiye,
mikrokureler belirli oranlarda eklenmekte ve daha sonra doku iskelesi uretimine
gecilmektedir. Emdirme (embedding) tekniginde, mikrokureler ya doku iskelesinin
farkli bolgelerine enjekte edildikten sonra doku iskelesi kurutulmakta ya da doku
iskelesinin tum yuzeyi islatilmis mikrokureye batirilma suretiyle mikrokurelerin iskele
iclerine girmesi saglanmaktadir. Son teknik olan flzyon ise emdirme ile benzer
Ozellikte olup, ugucu bir sivi ile 1slatilan mikroklrelerin iskelelere ylUklenmesi

yontemidir.

Calismamizda, hem matriks tasariminda hem de mikrokure tasariminda, onciil
malzeme olarak kollajenin denatire formu olan Jelatin polimeri kullanilarak
koaservasyon teknigi ile ¢esitli agamalardan gecirilmisg, birbiriyle baglantili gok sayida
pordan olusan bir yapiya sahip, polimetrik dzellikte, jelatin mikrokurelerden olusan

matriks elde edilmig; biyosinyal molekullerinin immobilizasyonu sonrasinda jelatin
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mikrokurelerin doku iskelelerine yuklenmesi igin ise, uygulama kolayligi agisindan

embedding yontemi tercih edilmistir.

Bu islemler sonucunda yuksek elastik 6zellige sahip jelatin mikrokUreler iceren
Jelatin Singerler elde edilmistir. Hazirlanan bu iskelenin énemli bir avantaji, sivi
ortamlarda hizla sisebilmesidir. Jelatin singer yapisindaki bu doku iskeleleri igin
sisme calismalari 6rneklerin 37°C’de Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisinde (DPBS,
pH=7.4) rehidrasyonuyla gergeklestiriimistir. Sisme testlerinin sonucunda elde edilen
sisme oranlari 27-40 arasinda degdismektedir. GS-MS-EGF iskelerinin sisme oranlari
daha dusuktir. EGF ve BMP 7 koimmobilizasyonuyla hazirlanan Jelatin siinger (GS-
GM-EGF-BMP 7) gbzenek boyutlarinin ve igsel baglantilarinin bagil olarak daha
blyUk olmasindan dolayl sisme oranlari daha ylUksektir. Sisme prosesinin 3 dakika
icerisinde hizli bir sekilde tamamlandigi belirlenmigstir. Dakikalar iginde gerceklesen
ve ciplak gozle de farkedilebilen bu genlesmenin orani %300°den fazla olarak
Olcliimustir Bu o6zelligi sayesinde kikirdak defekt zeminine yerlestirildikten sonra
defektin geometrik yapisina uyum sagladigi gibi, ek olarak c¢esitli faktorler (buyume

faktorleri, proteinler) icin de tasiyici gorevi gorebilmektedir.

Calismamiz kapsaminda, hazirladigimiz bu doku iskelelerinin genleserek
sekillendirilebilme 6zelliginden faydalanarak, Grup 3 ve Grup 5 deneklerde rulo haline
getirerek defekt zeminine yerlestirdik. Perikondrium temas yuzeyini azalttigimiz bu
gruplarda, ayni doku iskelesinin diz olarak defekt zeminine yerlestirildigi gruplardan
istatiksel olarak anlamli oranda daha az kartilaj benzeri doku elde ettik. Elde ettigimiz
yeni onarim dokusu, sadece doku iskelesinin temas ettigi bolgelerde yogunlagsmisti.
Santrale gidildikce defekt dolulugu orani ve matriks boyanma 6zelligi azalmaktaydi.
Doku iskelesinin temas etmedigi bolgelerde ise neredeyse hi¢ yeni onarim dokusu
olusmamigti.  immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda da defekt
santralinde Tip 1 kollajen ekspresyonuna rastlanmayan bdlgeler cogunluktaydi. Oysa
defekt zeminine, defekt seklinde diz olarak doku iskelesi yerlestirilen gruplarda tim
defekt alanlarinda yeni onarim dokusu, tum alanlarda Tip 1 Kollajen ekspresyonu
gozlenmekteydi. Bu sonug, kullanilan doku iskelelerinin gekillendirilebilir ve Ug¢
boyutlu oldugunu gdstermektedir. Bu 6zelligin her tlrli kondral defekt igin klinik

kullanilabilirflik acisindan avantaj saglayacagini dustinmekteyiz. Cunku, trakeal
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defektler, eklem ylzeylerindeki kondral kayiplar veya mikrotia gibi konjenital

defektlerde, intiya¢c duyulan neokartilaj boyut, sekil, konum ve derinligi farklidir.

Doku muhendisliginde doku iskelesinin morfolojik ve mekanik ozellikleri, in vitro
ortamda veya in vivo implantasyon sirasinda yapisal olarak kararli ve dayanikl
olmasini saglamasi agisindan oOnemlidir. Buna ek olarak, tasarlanmig doku
icerisindeki hucrelerin biyolojik isleyis ve fonksiyonlarini 6nemli 6lgctde etkilemektedir
(245). Dolayisiyla, doku iskeleleri uygulama sirasinda yenilenecek dokunun 6zelligine
gore belli bir gerilime maruz kalir ve kullanilacak bu doku iskelelerinin mekanik
dayanimlarinin belirlenmesi gereklidir. Ayrica, mekanik ozellikler, olusan dokuda
spesifik hlcre fonksiyonlarini da etkilemektedir. Bu amagla, ¢alisma kapsaminda
hem hazir olarak kullandigimiz EGF ile biyosinyallenmis Jelatin Singer(NEODERM,
ARS Arthro) ve hem de rhBMP 7 immobilize ettgimiz jelatin mikrokurelerle
hazirladigimiz dual blyime faktori tasiyan Jelatin stnger yapisindaki doku

iskelesinin galismamiza uygunlugu agisindan mekanik 6zelliklerini test ettik.

Biyomekanik testler sonucu her iki doku iskelesinde elde ettigimiz elastik modul
degerleri literattirle uyumlu degerlerdi ve bu sonuglar galismamizda olusturacagimiz
defekte vyerlestirilen doku iskelesinin kolay sekillendirilebilir olmasi agisindan
onemliydi. GS-MS-EGF doku iskelelerinde elastik modul degerleri biraz daha dusuk
bulundu. Elde edilen degerlerle GS-MS-EGF doku iskelelerinin, GS-MS-EGF-BMP7
stingerlere goére daha yumusak ve kirilgan oldugu, fakat calismamizda kullanihg

sekilleriyle bu farkin sonuglari etkilemeyecegdi sonucuna varildi.

Doku muhendisligi alaninda kullanilan doku iskelelerinin porlu ve bu porlarin
birbirleriyle baglantili olmasi hicrelerin gogu; besin maddelerinin ve hicresel atiklarin
transferi agisindan oldukga énemlidir (244,245). Ozellikle 100-150 uym boyutundaki
g6zenekler hucrelerin doku iskelesinin i¢ kisimlarina dogru ilerlemesine olanak
saglamaktadir(246). Tum bu nedenlerden dolay! doku iskelesi eldesinde kullanilan
teknigin por, por boyutu, por dagilimi ve porlarin birbirleriyle olan baglantisi agisindan

tutarli olmasi gereklidir (244). Bir kikirdak hlcresi in-vivo kosullarda yaklasik olarak
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30-40 mikrometre boyutlarindadir. Fakat bu hucreler tek bir duzlemde teker teker
bulunmazlar bir lakin icerinde kime halindedirler. Bu nedenle 100-300 mikronluk
gozenekler kikirdak gelisimi igin oldukc¢a idealdir. Calismamizda kullanilan doku
iskelerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan dondurarak kurutma teknigi ile 100 pm
boyutunda gobzeneklerin elde edilmesi mumkindir(247). Bu yontemde, dondurma
prosesi sirasinda, c¢ozelti icerisinde buz kristalleri olusmakta ve daha sonra bu
kristaller liyofilizasyon ile uzaklastirilarak porlu bir yapi elde edilmektedir. Olusan
yapinin por boyutu, dondurma hizi ile degistirilebilmektedir. Seol ve arkadaslari, 100-
200 um boyutunda porlara sahip kitosan doku iskelelerini dondurarak kurutma
yontemi ile elde etmigler, dondurma hizini degistirerek por boyutunu 400 pm ye
cikarmiglardir. Farkh por boyutuna sahip bu iskelelerin kemik ve kikirdak doku
muhendisligindeki uygunluklarini arastirmiglar ve tum gruplar i¢in olumlu sonuglar
elde etmislerdir (248).

Bu calismada hazirlanan hdcre Uzerinde toksik etki gostermeyen bu
formUlasyonlarin  kondroprogenitdor hucrelerin - yapismasi ve proliferasyonunu
saglayabilecek uygunlukta por Ozellikleri ve mekanik dirence sahip olduklari

gOsterilmistir.

Hazirlanan doku iskelerinin SEM analizleri sonucunda, mikrokire yapilarinin
her iki doku iskelesi Uzerinde homojen dagilim gosterdikleri, kimelenme
olusturmadiklari, kireselliklerini koruduklari gosterildi. Yerlestirildikleri defekt alaninin
tum ylzeyine esit miktarda biyosinyal molekuluna tasiyabilirlikleri test edildi. SEM
analizleri sonucunda, GS-MS-EGF-BMP 7 olarak isimlendirilen doku iskelesinin
yuzey yapisinin, GM-EGF mikrokurelere gore daha puruzlu oldugu ama kureselligini
yitirmedigi go6zlendi.Tasidigi dual biyosinyal molekuli ve rhBMP7 molekulinin
embedding ydontemi ile iskeleye immobilize edilmis olmasi nedeniyle daha purtzli bir

yaplya sahip oldugu gozlendi.

Bu bilgilerin dogrultusunda, c¢alismamizda perikondriumun tek basina
onaramadigi literatirde gosterilmis olan olan 1x1 cmlik defekt olusturulan alana,

perikondrial kondrogenitor hicrelerin tutunmasina ve ortama lokal olarak eklenen ek
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biyosinyal faktorlerinin tasinmasina olanak saglayan biyouyumlu bir doku iskelesi
yerlestiriimis ve devamliligi bozulan kikirdak doku hasariyla tetiklenen rejenerasyon

kapasitesi arttirilmaya c¢alisiimistir.

Sadece perikondrium etkisiyle kikirdak rejenerasyonu arastirilan kontrol
grubunda (Grup 1) olusturulan defektin santral alanlarinda minimal doku
rejenerasyonu oldugu, olusan yeni dokuda makroskobik olarak da gdzlenebilen
fibrozis ve ossifikasyonun hakim oldugu gézlenmistir. Oysa tim denek gruplarinda,
doku iskelesinin temas ettigi tum defekt alanlarinda totale yakin yeni doku olusumu
izlenmis ve defektin onarim miktari tim gruplarda kontrol grubundan istatiksel olarak

daha fazla olarak gézlenmistir.

Grup 1 de, defekt alaninin ¢evre kikirdakla olan baglantisinin da hemen hemen
olmadidi bazi deneklerde ise tek tarafli baglanti oldugu géze carpti. Oysa biyosinyal
molekllt kullaniimis olan tim denek gruplarinda defekt alani ve saglam kikirdak
doku arasindaki gegis zonu en az iki bolgeden baglanti igeriyordu. Ayrica Grup 1
deneklerde az miktarda olusan onarim dokusu, tum deney gruplarina daha silik
matriks boyanmasi ve daha zayif immun pozitif boyanma 6zelligine sahipti. Bu
bulgular literatur bilgileriyle uyumlu bulunarak perikondriumun tek basina 1x1 cm’lik

defekt alanini onaramayacagi sonucuna varildi.

Ayrica hazirlanan doku iskelelerinin yumusak ve sekillendirilebilir yapisinin
sagladigl avantajla, defekt alanlarina diz (Grup 2 ve 4) ve 3 mm kalinhidinda rulolar
halinde (Grup 3 ve 5) perikondriumla temas ylUzeyleri dedistirilerek yerlestirildi.
Boylece perikondrium etkisi uzaklastirildiginda kikirdak rejenerasyon kapasitesinin
etkilenme oranlarinin karsilastinima sansi elde edildi. Histomorfolojik sonuglara
bakildiginda, ayni 6zelliklere sahip doku iskelesi defekt alanini kaplayarak; komsu
perikondrium tim yUzeylerine temas edecek sekilde yerlestirildiginde(Grup 2 ve 4),
rulo olarak yerlestirilen gruplara gore (Grup 3 ve 5) makroskobik olarak daha fazla
onarim dokusu elde edildi. Mikroskobik incelemelerde hem defekt doluluk alani orant,

hem de cevre kikirdak doku baglanti bolgeleri orani istatiksel olarak anlamli kabul
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edilecek duzeyde fazlaydi. Oysa doku iskelesinin rulo yapilarak yerlestirildigi
gruplarda, doku iskelesinin komsu perikondriuma temas ettigi bolgelerden merkeze
dogru gelisen bir onarim dokusu mevcuttu ve defekt santrali bos olarak

g6zlenmekteydi(Grup 3 ve Grup 5).

Deney gruplari, hiicre morfolojisi agisindan kendi aralarinda degerlendirildiginde
istatiksel olarak anlamh farklar izlenmedi, fakat kondrosit morfolojili hlcrelerin en
yogun gozlendigi gruplar dual biyosinyal molekulu uygulanan Grup 4 ve Grup 5

deneklerdi.

Kikirdak gegis zonunun devamliliginda en iyi, dual buyume faktori immobilize
edilen iskelenin defekt alanina duz olarak yerlestirildigi Grup 4 deneklerdeydi. Doku
iskelelerinin rulo olarak yerlestirildigi Grup 3 ve Grup 5 te cevre kikirdak doku
baglanti sayisi, Grup 2 ve Grup 4 e gore anlamh olarak az olsa da, baglanti

noktalarinda kikirdak gegis zonu devamliligi agisindan sonuglar benzerdi.

Ancak hem mikroskobik incelemeler, hem de immunhistokimyasal sonugclara
gore dual buyume faktora kullanilan gruplarla ortama tek tek verilen gruplar arasinda
neokartilaj dokusundaki hicre morfolojisi ve matriks boyanmasi arasinda istatiksel
olarak anlaml fark gézlenmedi. Bagka bir deyisle ayni doku iskelesi Uzerinde EGF ve
rh BMP 7 biyomolekullerinin defekt alanlarina kontrolli saliniminin dual olarak
saglanmasiyla, tek baslarina verilmelerinin neokartilaj dokunun kalitesi Uzerinde
sinerjistik etki saglamadigi, sadece defekt dolulugu oranlari ve saglam kikirdakla

baglanti noktalari sayisinin arttirabildigini gostermektedir.

Bizim c¢alismamizda defekt alaninda olusan yeni onarim dokusunun
immunhistokimyasal incelemesi Tip 1 prokollajen ekpresyonu ile degerlendirilmigtir.
Tip 1 prokollajenin neokartilaj dokusunda varligi, perikondrial dnct hucrelerin defekt
alanina migrasyonu ve adezyonun uyarildigi ve kondroblastlarin proliferasyonun

gerceklestiginin  dnemli belirteclerindendir. Gauss ve ark.’nin yapmis oldugu
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calismada, Tip 1 kollajen ekpresyonunun kondrosit fenotipinin stabilitesini
gostermesinin yani sira hucre -hlcre ve hucre- matriks etkilesimini isaret ettigi ortaya
konmustur(249). Frenkel ve ark.; tavsan aurikular defekt modelinde iyilesme
dokusunda Tip 1 ve Tip 2 kollajen seviyelerini karsilagtirdiklari invivo ¢alismada, Tip
1 kollajen ekspresyonunun erken dénemde artmaya basladidini, 6 haftada ise Tip 1
ve Tip 2 kollajen ekspresyonlarinin es zamanli artis gosterdigini, 24 haftada ise Tip 2
Kollajen ekspresyonununda artis devam ederken Tip 2 Kollajen miktarindaki
azalmanin dikkat cekici oldugunu belirtmislerdir. (250) EGF ‘in kolajen sentezi
(agirlikli olarak kolajen tip 1) Gzerindeki etkileri géz 6nine alindiginda tez kapsaminda

erken donemde ortaya c¢ikan kollajen Tip | sentezi daha kolay agiklanabilir (251).

Tip 1 prokollajen ekspresyonu, perikondrial dncu hacrelerin defekt alanina
migrasyonu ve adezyonunun gerceklestigi, kondroblastlarin proliferasyonu ile
baslayan kondrogenez strecinin en énemli belirteglerindendir, fakat olusan kikirdak
dokunun tipini belirleyemez. Oysa neokartilaj dokusunun hangi tip kikirdak dokuya
yonelimi oldugunun bilinmesi hangi tip defektlerde tercih edilmesi gerektigini
belirleyecektir. immiinohistokimyasal olarak Tip 1/Tip 2 kollajen orani, Elastin, Fibrilin
1, Agrekan molekillerinin arastirimasi elastik kikirdaga yonelimi belirlemek igin
anahtar molekullerdir ve c¢alismamizin devaminda immunhistokimyasal olarak

arastirilmalari planlanmigtir.

Galismamizin en 6nemli kisitlayicilarindan biri, olusan onarim dokusunun
elastisitesini belirleyecek olan biyomekanik 6zelliklerinin arastiriimamis olmamasidir.
Kikirdak doku rejenerasyonu periferden merkeze dogru azalarak devam ettigi icin,
neokartilajin santralinden saglam kikirdak baglanti noktalarina uzanan bolgelerden
alinan oOrneklerle gerceklegtirilen germe testleri ile elastik kikirdaga yonelim

belirlenehbilir.

Calismamizda tum deney gruplarinda kullanilarak, kondrogenez sulreci igin
olumlu sonuglari ortaya ¢ikarilmis temel matriks yapisi EGF ile desteklenmis Jelatin

Sungerdir. Piyasada yara-yanik ortusu olarak (NEODERM, ARS Artro Biyoteknoloji
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Lab.) hazir bulunmaktadir. Digtk maliyetli, son derece biyouyumlu ve tGzerinde farkli
biyomolekullerin kontrolli salinimlarina izin verecek sekilde fabrike edilmig, tamamen
sekillendirilebilir olan bu biyomalzemenin, ilerleyen donemlerde farkh Kkartilaj
rejenerasyonu c¢alismalarinda kullanimi muUmkun olacaktir. Fakat oncelikle, bu
malzeme ile olusturulan onarim dokusunun; otojen kikirdak greftleriyle benzer
sonuglara yol agip agmadigi karsilastirmali calismalarla ortaya konmalidir. Yapilacak
boyle bir caligmada, otojen kikirdak greftleri ile benzer mekanik ve histokimyasal
Ozellikler saptanirsa; kolay ulasilabilir klinikte kullanimi mamkdn olan bir yapay
kikirdak modeli i¢in temel olusturulabilir. Bu yontemle olusturulan kikirdak doku,
rekonstriksiyonda buyuk yenilik getirecegi gibi doku muahendisligi icin komplike
dokular olusturulmasina onemli katkilar saglayacaktir Boylece 1743 yilinda William
Hunter in “Hipokrat zamanindan gunimuize kadar, kikirdak yapisinin bir kere
kaybedilirse bir daha asla yenilenemeyecegi bilinmektedir’ s6zi 300 yil sonra tarihe

karismis olacaktir.
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9.

SONUG VE ONERILER

Doku iskelesi kullanilan tim deney gruplarinda, sadece
perikondrium etkisiyle kikirdak onariminin arastirildigir Grup 1
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
fazla neokartilaj doku olusmustur. Olusan neokartilaj dokunun
matriks boyanma Ozelligi, kikirdak gecis zon Ozellikleri, hlcre
morfolojisi, immunhistokimyasal 6zelligi Grup 1 deneklerde diger
deney gruplarina goére anlamli derecede olumsuz oldugu da
eklenirse, tim deney gruplarinda kontrol grubuna gore kikirdak
dokuya benzer, mekanik olarak da daha gugli yeni doku

olusturuldugu soylenebilir.

Uygun skafold ile ortama lokal ve kontrolli olarak verilen EGF ve
rh BMP 7 ile olusan tam kat kikirdak defekti gruplarinda,
makroskobik olarak daha fazla onarim dokusu gozlense de,
histolojik ve immunhistokimyasal sonuglar arasinda istatiksel
anlamli fark bulunmamistir. Makroskopik dizeyde orijinale yakin
seviyede iyilesme gorulse de, olusan kikirdak benzeri dokunun

kalite 6zellikleriyle ilgili anlamli farklar gdzlenmemisgtir.

Ayni doku iskelesinin defekt Uzerine rulo yapilarak, perikondrium
etkisinin uzaklastirilarak yerlestirildigi gruplarda, iskelenin temas
etmedigi yuzeylerde neokartilaj gelisimi diger deney gruplarina
gore daha azdir. Bu sonug, iskeleye tutunan perikondrial
progenitdr hdcrelerin onarimin temel basamagini olusturdugunu

gOstermektedir.
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Sekillendirilebilir 6zellikte prefabrike edilmis olan doku iskelerinin
defekt alanina rulo olarak yerlestirildigi gruplarda, yeni onarim
dokusu matriksin temas ettigi bolgelerde gelismis, defekt
santralinde yeni onarim dokusuna rastlanmamistir. Bu oOzellik,
calisma kapsaminda hazirlanan matriks yapisiyla farkli boyut,
sekil ve derinliklerde olabilen kikirdak defektleri onarimi

yaplilabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda kulak kikirdak bolgesinde
olusturulan hasarin iyilestiriimesi igin perikondrial rejeneratif
hdcrelerin belirli bir sire normal metabolizmalarina ek EGF ve
BMP 7 sentezi saglayacak ve kikirdak iyilesme surecini
hizlandiracak, uygun kikirdak gelisimini saglayacak biyouyumlu
Jelatin doku iskelelerinin kullanildigi bir doku muhendisligi
calismasi gergeklestirilmistir, Olusan neokartilaj dokusunun hangi
tip kikirdak olusumuna yoneliminin saptanmasi igin daha fazla

immunohistokimyasal ve biyomekanik arastirmaya ihtiyag vardir.

Gergeklestirilen tez kapsaminda, elde ettigimiz sonuglar,
tavsanlarda uygun biyosinyal molekulleri ve uygun skafold
kullanimi ile perikondrial progenitor hicrelerin ek hicre kaynagina
gerek duymadan  kikirdak  defektlerini  onarilabilecegini
kanitlamaktadir. Olusan dokunun kalitesi ve mekanik 6zelliklerinin
degerlendirildigi daha ileri arastirmalarla desteklendigi taktirde,
klinik uygulamaya gecirilebilen hazir bir implant olusturulmasi icin
temel olusturabilir. Boylece hlucre-polimer modeliyle
gerceklestirilen kikirdak doku muhendisligi uygulamalarinin klinikte
kullanimina ait kisitlayicilarin énline gecilmis olacaktir. In-vitro
ortamda uretilen kikirdak doku yerine, canlinin kendi perikondrium
rejenerasyon kapasitesi arttirilarak kikirdak doku olusturulmasi

hem ucuz, hem de kolay uygulanabilecek bir tedavi yontemi olarak
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dusunulebilir.  Kullanilan matriks yapisinin ticari drin olarak
uretilmis bir biyomalzeme olmasi bu agidan buyuk avantaj

saglayacaktir.
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