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TESEKKUR

Ortopedi ihtisasina baslarken bana klinigin kapilarini acan, burada kendimi gelistir-
meme, kendi yolumu ¢izmeme firsat veren; ihtisasim boyunca da bu yolu aydinlat-
maya devam eden basta tez hocam Prof. Dr. Ulukan Inan olmak iizere sevgili hocalarim
Prof. Dr. Akin Turgut’a, Prof. Dr. Nusret Kése’ye, Prof. Dr. Abdurrahman Ozcelik’e,
Prof. Dr. Ciineyd Giinay’a, Do¢. Dr. Adnan Sevencan’a ve Dog¢. Dr. Mustafa Kavak’a
sonsuz tesekkiirler. Tezin yapilmasinda biiyiik emegi olan sevgili abim Op. Dr. Salih
Oguz’a, bagladigim ilk giinden itibaren bana giizel bir ekibin pargasi oldugumu hissetti-
ren tlim uzman abilerime, asistanlik siirecini keyifli hale getiren, birlikte bliylidiigiimiiz
biitiin asistan arkadaslarima, birlikte ¢alismaktan keyif aldigim -hemsiresi, sekreteri ve
personeliyle- tiim ortopedi ekibine, tez siirecinde siirekli birlikte ¢calistigimiz Eskise-
hir Osmangazi Universitesi Kok Hiicre Arastirma Merkezine tesekkiirlerimi sunarim.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’na projeye
verdikleri desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim. Bes y1l boyunca varligiyla asistanlik
hayatima renk katan sevgili abim Op. Dr. Durmus Ekin Dinger’e, tiim hayatim boyunca
oldugu gibi asistanlik siirecinde de desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen sevgili an-
nem, babam ve kardesime; sabri, 6zverisi ve ilgisiyle asistanlik siirecini de glizellestiren

sevgili Furkan Ayhan’a en i¢ten tesekkiirlerimle...



OZET

Tokmak, B. Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Diz Eklemi Tam
Kat Kikirdak Hasar1 Tamirine Etkisi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir,
2024. Kikirdak lezyonlari, ¢cagimizin en sik morbidite sebebi hastaligi osteoartritin
oncii lezyonlaridir. Osteoartrite gidisi dnlemek i¢in kikirdak lezyonlarinda iyilesme-
nin saglanmasi1 6nemli bir aragtirma konusudur. Literatiirde hem kok hiicre tedavisinin
hem eksozom tedavisinin kikirdak lezyonlarinda iyilesmeyi destekledigi yoniinde ca-
ligmalar mevcuttur. Biz de calismamizda bu iki molekiiliin rejeneratif etkisinin tam kat
kikirdak hasarinda tedavi etkinliklerini degerlendirmeyi, bunlar1 standart tedavi yon-
temi olan mikrokirik ile karsilagtirmay1 amagladik. Calismamizda 11 adet tavsanin her
iki dizi kullanildi. Tavsanlarin dizlerinde tam kat kikirdak hasar1 olusturulduktan sonra
postoperatif 0. glinde, 4. haftada ve 8. haftada intraartikiiler enjeksiyonlar1 yapildi. 1.
gruba sinoviyal s1v1 kokenli kok hiicrelerden alinan eksozomlar, 2. gruba sinoviyal si-
vidan elde edilen kok hiicreler, 3. gruba mikrokirik tedavisi uygulandi. 4. grup pozitif
kontrol grubu, 5. grup negatif kontrol grubu, 6. grup Sham kontrol grubu olarak plan-
landi. 3. Ayin sonunda tiim tavsanlar sakrifiye edildi. Kikirdak hasarindaki iyilesme
ICRS skorlama sistemi, H&E ve IF boyama ile degerlendirildi. Mezenkimal kok hiicre
ve eksozom ile tedavi edilen grupta iyilesmenin hiyalin kikirdak niteliginde oldugu,
ICRS skorlarinin hasar ve mikrokirik grubundan anlamli olarak ytiksek oldugu izlendi.
Eksozom grubunun ICRS skorlar1 kok hiicre grubundan bir miktar yiiksek olsa da is-
tatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Iki yontemin de fibroz igerigi diisiik na-
tiirel kikirdak yapisinda bir iyilesme dokusu saglayan, etkin tedavi yontemleri oldugu

kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Tam kat kikirdak hasari, eksozom, mezenkimal kok hiicre, mikro-
kirik

Destekleyen Kurumlar: Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

Tokmak, B. Effect of Synovial Fluid-Derived Mesenchymal Stem Cells on Repa-
iring Full-Thickness Cartilage Damage in the Knee Eskisehir Osmangazi Univer-
sity Faculty of Medicine, Medical Speciality Thesis in Department of Orthopedics
and Traumatology, Eskisehir, 2024. Cartilage lesions are the precursor lesion of os-
teoarthritis, which is the most common cause of morbidity. Ensuring the healing of
cartilage lesions to prevent the progression to osteoarthritis is important. In our study,
we aimed to evaluate the regenerative effects of exosomes and mesenchymal stem
cells(MSC) in the treatment of full-thickness cartilage injuries and compare them with
the standard microfracture treatment. 11 New Zealand male rabbits were used. Both
knees of the rabbits were subjected to full-thickness cartilage injuries after which, the
procedure continued with intra-articular injections at day 0, week 4 and week 8. Group
1 received exosomes subtracted from synovial fluid-derived MSC, Group 2 received
stem cells derived from synovial fluid, and Group 3 received microfracture treatment.
Group 4 served as the positive control group, Group 5 as the negative control group, and
Group 6 as the Sham control group. At the end of the 3rd month, rabbits were sacrificed.
Healing of cartilage lesions was evaluated using the International Cartilage Repair So-
ciety(ICRS) scoring system, H&E staining, and immunofluorescence staining. It was
observed that the healing in the group treated with MSC and exosomes was of hya-
line cartilage quality, with significantly higher ICRS scores compared to the injury and
microfracture groups. Although the ICRS scores of the exosome group were slightly
higher than those of the stem cell group, no statistically significant difference was de-
tected. We believe that both methods provide effective treatment modalities that yield

a healing tissue with low fibrous content and that resembles native cartilage structure.

Key Words: Full-thickness cartilage injury, exosome, mesenchymal stem cell, microf-
racture

Supported by: Eskisehir Osmangazi University Scientific Research Projects Coordina-
tion Unit



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI

SEKILLER DiZINI

TABLOLAR DIZINI

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1.  Kikirdak Dokusunun Anatomik ve Histolojik Ozellikleri
2.1.1. Kikirdak Ttrleri

2.1.2. Kondrosit

2.2.  Kikirdak Hasarlar1 ve Tiplendirmeleri

2.2.1. Klinik Siniflamalar

2.2.2. Histolojik Siniflamalar

2.3.  Kikirdak lyilesmesi ve inflamatuar Yanit

2.4. Kikirdak Hasarlarinda Tedavi Alternatifleri

2.4.1. Konservatif Tedavi

2.4.2. Cerrahi Tedavi

2.5.  Mezenkimal Kok Hiicre

2.6.  Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hasarli Dokudaki Etkileri
2.7.  Eksozom Ozellikleri ve Tiplendirmesi

2.8.  Eksozomlarin Hasarl1 Dokudaki Etkileri

vii

Sayfa
il

v

vi

vii

X1

Xii

EE N S S )

O O WD W

10
10
12

16
16
18
20



3.1.

3.2
3.2.1.
3.2.2.

3.3.
3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.4.

34.1.
3.4.2.
3.4.3.

3.5.
3.6.

4.1.
4.1.1.

4.2.
4.2.1.

4.2.2.

GEREC VE YONTEM
Deney Plani

Mezenkimal K6k Hiicrelerin Hazirlanmasi

Tavsan Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu
Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakteri-
zasyonu

Eksozomlarin Hazirlanmasi

Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Eksozom
Izolasyonu

Tavsan Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarinin
Akim Sitometri ile Immunofenotipik Karakterizasyonu

Tavsan Sinoviyal S1v1 Kokenli MKH Eksozomlarinin Uptake Analizi
Deneyin Uygulanmasi

Tavsanlarda Tam Kat Kikirdak Hasar1 Olusturulmasi

Tavsanlarda Mikrokirik Olusturulmasi

Tavsan Sinoviyal Sivi MKH Eksozomlarin ve Tavsan SS-MKH’lerin Tam
Kat Kikirdak Hasarli Tavsanlara Nakli

Sonuglarin Degerlendirilmesi

[statistiksel Degerlendirme

BULGULAR

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Degerlendirilmesi
Tavsan Sinoviyal S1v1 Kékenli Mezenkimal K&k Hiicrelerin izolasyonu-

nun Degerlendirilmesi

. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakteri-

zasyon Analiz Sonuglari

Eksozomlarin Degerlendirilmesi
Tavsan Sinoviyal S1vi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarinin
Akim Sitometri ile Immunofenotipik Karakterizasyon Sonuglari

Tavsan Sinoviyal Stvi MKH Eksozomlarinin Uptake Analizi

viii

Sayfa

23
23

24
24

25
28

28

29
29

30
30
31

31
32
33
34
34

34

35
38

38
39



X

Sayfa

43. Histolojik inceleme Sonuglar 40
5. TARTISMA 52
6. SONUC VE ONERILER 59

KAYNAKLAR 60



SIMGELER VE KISALTMALAR

ATP Adenozin Trifosfat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
FBS Fetal Bovine Serum

GAG Glikozaminoglikan

GVHD Graft versus Host Hastalig1

H&E Boyama Hematoksilen Eozin Boyama

ICRS Uluslararasi Kikirdak Tamir Cemiyeti
IF Immiinofloresan Boyama

[HC Immiinhistokimya Boyama

IL Interldkin

MCP Monosit Kemotaktik Protein

MKH Mezenkimal Kok Hiicre

MMP Matriks Metalloproteinaz

NSAIi Nonsteroid Antiinflamatuar flag

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCNA Prolifere Hiicre Niikleer Antijeni

SF Serum Fizyolojik

TGF-p Transforme edici biliylime faktor-beta
TNF-« Tiimor Nekroz Faktori-o

tSS-MKH Tavsan Sinoviyal S1vi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii



SEKILLER

Sayfa
2.1. Kikirdak Katmanlari 3
2.2. Bauer Jackson Siniflamasi 6
2.3. Eksozomlarin Sematik Gdsterimi 19
3.1. PKHG67 Ile Isaretlenmis Kok Hiicreler 28
3.2. Kikirdak Dokusunda Punc¢ Biyopsi ve Kiiret ile Kikirdak Hasar1 Olusturul-
mast 31
3.3. Kikirdak Hasar1 Olusturulmus Tavsanlara Eksozom, MKH ve PBS Uygu-
lamasi 32
4.1. Kiiltiiriin 8.Giinlinde Mezenkimal Kok Hiicreler 34
4.2. Kiiltiiriin 11.Glinlinde Mezenkimal Kok Hiicreler 35

4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri ile immunofenotipik Analizi 36
4.4. MKH’lerde CD105, Nestin ve CD45 Immiinofloresan Boyamasi 37
4.5. MKH’lerin Farklilastirma Analiz Sonuclar1 38

4.6. Farklilastirmanin BMP4 ve Osteonektinle Immunofloresan Boyamayla Gos-

terilmesi 38
4.7. Eksozomlarin Flow Sitometri ile Immunofenotipik Analizi 39
4.8. PKH26 Isaretli Eksozomlarin Uptake Analizi 40

4.9. Olusturulan Kikirdak Hasarlarinin Sakrifikasyon Sonrast Makroskopik G6-
runtisi 43
4.10. Sakrifikasyon Sonrasi Tiim Deney Gruplarinin H&E Boyama Sonuglari 44
4.11. Sakrifikasyon Sonras1 Tiim Deney Gruplarinin Safranin-O/Fast Green Bo-
yama Sonugclari 45

4.12. Tiim Gruplarin Tip-II,1,X Kollajen, TNF-ac ve MMP-3’iin Immiinohisto-

kimyasal Analizi 46
4.13. Tiim Gruplarda Tip-II Kollajenin Immiinoflorasan Analizi 47
4.14. Tiim Gruplarda Tip-X Kollajenin Immiinoflorasan Analizi 48
4.15. Tiim Gruplarda TNF-o’nin immiinoflorasan Analizi 49
4.16. Tiim Gruplarda MMP-3’{in Immiinoflorasan Analizi 50

xi



2.1.
22.
2.3.
2.4,
3.1.
4.1.
4.
43.
44.
4.5.
4.6.
47.

TABLOLAR

Outerbridge ve Modifiye Outerbridge Siniflamalari

Modifiye ICRS Siniflamasi

Mankin Siniflama Sistemi

Histolojik ICRS II Siniflama Sistemi

Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Akim Sitometri ile Degerlendirilen Yiizey Belirtecleri ve Yiizdeleri
Eksozom Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglari

Mezenkimal Kok Hiicre Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglar1
Mikrokirik Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglari

Tedavi Gruplarinin Karsilastirmali ICRS Skoru Analiz Sonuglari
Yiizey Degerlendirmesinin Istatistiksel Analizi

Canlilik Degerlendirmesinin Istatistiksel Analizi

xii

Sayfa

o 3 N W

24
36
41
41
42
42
51
51



1. GIRIS

Kikirdak lezyonlari, cagimizin en sik morbidite sebebi olan hastalig1 osteoartri-
tin O6ncii lezyonlaridir. Kikirdak dokusunun avaskiiler yapisi nedeniyle bu lezyonlarin
iyilesme potansiyelleri diisiiktiir. Gilinlimiizde osteoartritin altin standart tedavisi rep-
lasman cerrahileridir. Fakat bu cerrahilerin de kendi komplikasyonlarimin olmasi bizi
biyolojik iyilesmenin saglanmasi yoluna yonlendirmistir. Literatiirde bu amagla mik-
rokirik, mozaikoplasti gibi kikirdak yiizeyin yenilenmesine olanak taniyacak teknikler
tanimlanmis olsa da istenilen sonuglara ulagilamamistir. Mikrokirik tekniginde olusan
iyilesme dokusunun fibréz yapida olmasi erken aginmasina, bu asinma da erken do-
nemde basarisizliga sebep olmustur. Mozaikoplasti teknigi ise cerrahi hata payinin ytik-
sek olmasi, donor sahanin kisitli olmasi ve dondr sahada morbidite yaratmasi nedenle-
riyle kullanimi sinirlanmais bir tekniktir. Mezenkimal kdk hiicreler (MKH), rejeneratif
ozellikleri gdsterilmis multipotent hiicrelerdir (1). Ilerleyen calismalar mezenkimal kok
hiicrelerin salgiladiklar biiytime faktorleri ve diger yolaklarla hasarli bolgedeki rejene-
rasyon siirecine yol gosterdigini; proliferasyon, diferansiyasyon ve bolgedeki matriks
tiretimi gibi siiregleri diizenledigini gosterdi (2). Eksozomlar, hiicreler arasi iletisimi
saglayan, icerisinde mRNA, miRNA gibi niikleik asit ve protein yapilar tasiyan ekstra-
selliiler kargo vezikiilleridir (3). Mezenkimal kok hiicrelerin dokudaki rejeneratif etki-
lerine aracilik ettikleri diistiniilmektedir. Kok hiicre tedavileri dncelikle GVHD(Graft
vs Host Hastalig1), akut bobrek yetmezligi gibi hastaliklarda denenmis, hasarli hiicre-
lerin rejenerasyon yeteneklerini artirdiklarinin fark edilmesi tizerine diger alanlarda da
kullanilmaya baglanilmistir. Xiang ve arkadaslarinin 2022 yilinda yayinladiklari me-
taanalizde mezenkimal kok hiicrelerin literatiirde osteoartrit tedavisinde basarili oldu-
gundan ve eksozomlarin da umut vaat edici goziiktiiglinden bahsetmistir (4). Biz de
caligmamizda bu iki molekiiliin rejeneratif etkisinin tam kat kikirdak hasarinda tedavi
etkinliklerini degerlendirmeyi, bunu standart sayilan tedavi yontemi olan mikrokirik

ile karsilagtirmay1 planladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kikirdak Dokusunun Anatomik ve Histolojik Ozellikleri

Kikirdak dokusu, kondrositler ve bu hiicrelerden salgilanan matriks yapisindan olu-
san, bag dokusundan farklilasmis bir dokudur. Kikirdak hacminin %95’ inden fazlasini
olusturan matriksin temel yapitaslar1 kollajen, hiyaluronik asit ve proteoglikanlardir.
Merkezdeki proteoglikanlardan uzanan negatif yiiklii glikozaminoglikan yapilarin kol-
lajen yan zincirleri ile olan elektrostatik etkilesimi kikirdagin kopmaya ve yiiklenme-
lere kars1 direngli olmasini saglar. Tip-II kollajen miktarina oranla ytliksek miktarlarda
bulunan glikozaminoglikanlarin negatif elektrostatik yiikleri, bazal tabakay1 hidrofilik
bir hale getirir ve kikirdagin yiiksek su igeriginin korunmasini saglar. Bu hidrofilik
yapi, ancak periferindeki dokulardan difiizyon yoluyla beslenen kikirdak dokusunun
beslenebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Kikirdak doku avaskiilerdir. Ancak perikondriyumdan, perikondriyumu olmayan
eklem yiizey kikirdaklarinda da sinoviyal sividan diffiizyon yoluyla beslenebilir. Ayn1
zamanda lenfatik dolasima ve sinir yapilarina da sahip degildir. Diisiik beslenme po-
tansiyelleri nedeniyle diisiik metabolizmal1 hiicrelerdir.

Kikirdak dokusu, ¢cevresindeki dokularin biyomekanik ihtiyaclaria cevap verecek
sekilde hiyalin kikirdak, fibr6z kikirdak ve elastik kikirdak olmak tizere 3 gruba fark-

lilagmustir.

2.1.1. Kikirdak Tiirleri

a) Hiyalin Kikirdak: Hiyalin kikirdak homojen yapilidir. Saglikli dokuda beyaz-
mavimsi renkte camsi olarak goriiniir ve ismini buradan alir. Embriyonik dénemden
itibaren viicudumuzda en yaygin bulunan kikirdaktir. Erigkin bireylerde biiyiik hava
yollarinin yapisini, sternokostal baglanlatilari1 ve eklem yiizeylerinin hareketli ylizeyini
kaplayan kikirdaklar1 olusturur.

Temel yapitasin tip-II kollajen olusturur; ek olarak tip-VLIX,X,XI kollajene de
rastlanir. Tip-IV kollajen hiicrelerin matriks aga tutunmasini artirir, tip-IX kollajen
proteoglikanlarin etkilesimini artirir; tip-X kollajen, kollajenin hekzagonal 6rgii seklini

saglar, tip-XI kollajen fibril boyutunu belirler. Bu kollajenler, kikirdak matrikste yogun



olarak bulunduklari i¢in kikirdaga 6zgii kollajenler olarak bilinirler. Merkezdeki tip-11
kollajen liflerinin {izerine kovalent baglarla proteoglikanlar baglanir, bu proteoglikan-
lar izerine nonkovalent baglarla hiyaluronik asit (daha az olarak diger glikozaminogli-
kanlar) baglanirlar. Olusan bu proteoglikan kiimeleri, hiyaluronik asitin negatif yiiklii
yapisindan dolay1 hidrofilik bir zemin olusturur ve suyu tutar. Bu su igerigi yiiksek
yap1 biyomekanik olarak bir yay gibi davranir, gelen darbelerin absorbe edilmesine ve
yiizeye dagitilmasina elverisli bir yap1 olusturur. Bu 6zelligiyle eklem kikirdaklariin

yapisinda ¢ok dnemli bir gorev iistlenir.

Eklem Kikirdagi: Eklemlerin hareketli yilizeylerini kaplayan hiyalin kikirdak yapi-
sidir. Perikondriyumu olmamasi ile diger hiyalin kikirdaklardan ayrilir. Yetiskin birey-
lerde yaklasik 2-5 mm kalinliga sahiptir. Hiicrelerin yonelimi ve kollajen dizilimlerine

gore 4 katmandan olusur(Bkz. Sekil 2.1).

Stiperfisyal Zon { =

/ Transizyonel
_;. . : " )___.—-—- o

Zon o P

id h; . ol i
Y Derin Zon
rok TIDEMARK
& . . Subkondral Kemik
s \ Kanselléz Kemik

Sekil 2.1. Kikirdak Katmanlari(5)

Siiperfisyal (Tanjansiyel) Zon: Artikiiler yiizeye en yakin bolgedir. Yassilasmis
kondrositler ve yiizeye paralel yerlesmis yogun tip-1I kollajen demetlerini bulundurur.

Ara (Transizyonel) Zon: Siiperfisyal zonun hemen altindadir. Matriks i¢inde rast-
gele yerlesmis yuvarlak kondrositler ve oblik, diizensiz kollajen lifleri bulundurur.

Derin (Radyal) Zon: Kikirdagin yiizeyine dik yerlesmis kondrosit siitunlar1 ve
kollajen siitunlart igerir.

Kalsifiye Zon: Kii¢iik kondrositler ve kalsifiye olmus bir matriks bulundurur.Radyal

zondan dalgali, kalsifisiye bir ¢izgi olan tidemark (gel git) izi ile ayrilir. Bu hattin iize-



rindeki lakiinalarda, kondrositler prolifere olarak eklem yiizeyine dogru go¢ ederler ve

interstisyel bliylimeyi saglarlar.

b) Elastik Kikirdak: Kulak yapisinda, 6staki borusunda ve epiglotta bulunur. Hiya-
lin kikirdaga yapica benzer. Ekstra icerdigi elastin molekiilii nedeniyle daha esnek bir

yapiya sahiptir ve sarimtirak bir renkte goriiniir.

¢) Fibroz Kikirdak: Kikirdak dokusu ile bag dokusu arasinda bir yapidir. Tip-I kol-
lajen agirliklidir. Intervertebral disk yapisinda, simphisis pubis yapisinda ve bag kemik

bileskesinde bulunur.

2.1.2. Kondrosit

Kikirdak hiicreleri kendi sentezledikleri matriksin arasinda lakiina adi verilen bos-
luklarda bulunurlar. Lakiinalar igerisinde sayis1 8’e kadar ¢ikabilen kondrosit kiimeleri
bulunur. Graniillii endoplazmik retinakulumdan zengin hiicrelerdir.

Kikirdak dokusu basinca maruz kaldiginda ve serbestlendiginde, su igeriginde bir
pompa etkisi olusur ve su yer degistirir. Kan dolasimina sahip olmayan kikirdak do-
kusunda hiicrelerin beslenmesi diffiizyon yoluyla olur. Su i¢erigindeki bu yer degisik-
ligi diffiizyonu artirarak kikirdak hiicrelerinin beslenmesinin temelini olusturur. Bu ne-
denle kikirdak dokusu belli bir kalinliga kadar biiyiiyebilir. Hiicrelerin metabolizmasi
yavastir ve diisiik oksijen basincinda yasamaya adaptedir. Enerjilerini agirlikli olarak
oksijensiz solunum yaparak saglarlar. Yavas metabolizmalar1 nedeniyle boliinme ve
tyilesme potansiyelleri zayiftir.

Kikirdak dokusunda iyilesme 2 yolla olur: interstisyel biiyiime (kikirdak hiicreleri-
nin boliinerek cogalmasi ile) ve apozisyonel biiylime (perikondriyum hiicrelerinin fark-
lilasmasi ile). Interstisyel biiyiime uzun kemiklerin biiyiimesinde ve enkondral biiyii-
mede rol tistlenir. Eklem kikirdaklarinda perikondriyum olmadigi i¢in iyilesme sadece

interstisyel bliyiime ile olur.



2.2. Kikirdak Hasarlari ve Tiplendirmeleri

Kikirdak hasarlari klinik olarak ve histolojik olarak bir ¢ok farkli siniflandirma sis-

temi igerisinde degerlendirilir. Bu siiflandirmalarin hepsinin temeli hasarin derinli-

gidir. Subkondral kemige ulagsmayan hasarlar yiizeyel sayilirken; tidemark ¢izgisini

gecen hasarlar tam kat olarak isimlendirilir.

2.2.1. Klinik Simiflamalar

Outerbridge Artroskopik Siniflama Sistemi:

Kikirdaktaki hasarin derinligi temel

alinarak yapilmis bir siniflamadir. Sonrasinda modifikasyonlar yapilmistir (6). Tablo

2.1’de siniflamanin detaylar1 paylagilmistir.

Tablo 2.1. Outerbridge ve Modifiye Outerbridge Siniflamalari

| Grade | Outerbridge | Modifiye Outerbridge
Grade 0 | Saglam Kikirdak Saglam Kikirdak
Grade 1 | Yumusama ve 6dem Yiizey saglam ve eslik eden yumu-
sama ve 0dem
Grade 2 | Parsiyel Kikirdak defekti ve Y- | Kikirdak kalinhiginin =~ %50’sini
zeyel Fissiirler ( subkondral alana | gegmeyen ylizeyel fisstir-
ulagsmaz ve < 1,5 cm ) ler,sacaklanmalar
Grade 3 | Subkondral kemige uzanan fissiir- | Kikirdagin %50’sinden daha faz-
ler ve 1,5 cm’den daha biiyiik ki- | lasinin etkilendigi, subkondral ke-
kirdak hasari mige ulagsmayan derin iilserler ve
kondral flepler
Grade 4 | Ekspoze Subkondral Kemik Tam kat kikirdak hasar1 ( subkonral
kemige kadar )

Modifiye ICRS Smmiflama Sistemi:

Modifiye ICRS artroskopik siniflamasi, Ulus-

lararas1 Kikirdak Tamir Cemiyeti (ICRS) tarafindan hazirlanmis ve kikirdak defektin

derinligini baz alan bir siniflamadir (7). Tablo2.2’de de goriildiigii tizere kikirdak ha-

sarlar1 4 grade’e ayrilmistir.



Tablo 2.2. Modifiye ICRS Siniflamasi

’ Grade \ ICRS Siniflamasi

Grade 0 | Normal kikirdak

Grade la | Yumusama

Grade 1b | Yiizeyel catlaklar ve yariklanmalar

Grade 2 | Kikirdak kalinliginin %50’sini gegmeyen kikirdak defektleri

Grade 3a | Kikirdak kalinliginin %50’sinden fazlasini tutan kikirdak defektleri
Grade 3b | Kalsifiye dokuya kadar uzanan kikirdak hasarlari

Grade 3¢ | Subkondral kemigi gegmeyen kikirdak hasarlari

Grade 3d | Grade 3 hasar olup delaminasyonun eslik ettigi kikirdak hasarlari
Grade 4 | Ekspoze subkondral kemik, tam kat kikirdak hasari

Bauer ve Jackson Siniflama Sistemi: Siniflama lezyonun sekline gore yapilmistir.
Tip-I cizgisel fissiir, tip-II yi1ldiz sekilli yirtik, tip-IIT flep seklinde yirtik, tip-IV sub-
kondral kemigin goriindiigii krater seklinde defekt, tip-V kikirdak ayrigmasi olmadan
liflenme ve tip-VI dejeneratif goriiniimlii kikirdak degisikliklerinden ayrilmasi gii¢ olan

degrade goriiniimlii kikirdak olarak tariflenmistir(Bkz. Sekil 2.2) (8).

Fisslr Yildiz Flep

Krater Fibrilasyon Degrade

Sekil 2.2. Bauer Jackson Siniflamasi

2.2.2. Histolojik Simiflamalar

Tarihsel olarak Mankin ile baslayan kikirdak lezyonlarinin siniflandirilmasi O’Driscoll,
Wakitani, ICRS gibi siniflamalarla ¢esitlenmeye devam etmistir. Biz ¢alismamizda
olusturdugumuz kikirdak hasarlarini degerlendirmek i¢in ICRS II skorlamasini kul-

landik.



Mankin Siniflama Sistemi: Diger siniflamalarin onciilii kabul edilen skorlama sis-
temidir (9). Tablo2.3’de goriildiigii iizere kikirdak yapisini, hiicreleri, boyanmay1 ve

tidemark ¢izgisi ile iliskiyi degerlendirir.

Tablo 2.3. Mankin Siniflama Sistemi

Mankin Siniflamasi

I Yapi
Normal 0
Yiizey Diizensizligi 1

Pannus ve Yiizey Diizensizligi

Transizyonel Zona Ulasan Catlak

Kalsifiye Zona Ulasan Catlak

2
3
Radyal Zona Ulasan Catlak 4
5
6

Tamamen Dezorganize

II | Hucreler

Normal 0
Diffiiz Hiperseliilerite 1
Klon 2
Hiposeliilerite 3

IIT | Safranin-O Boyanmasi

Normal 0
Hafif Azalma 1
Orta Azalma 2
Ciddi Azalma 3
Hi¢ Boyanma Yok 4

IV | Tidemark Entegrasyonu

Intakt 0

Damarlar Tarafindan Caprazlasiyor 1




ICRS Skorlama Sistemi:
ICRS skorlama sistemi kikirdak hasarimin derinligini ve hiicre yapisini degerlendi-
ren detayl bir siniflamadir. 2010 yilinda giincelleme yapilmis, son halini almistir (10).

Calismamizda da Tablo2.4’de goriildiigi sekliyle kullanilmistir.

Tablo 2.4. Histolojik ICRS II Siniflama Sistemi

Skor

W

.. Diiz/siirekli
1 YUZEY

Diizensiz/siirekli degil

Hyalin

Karigik: Hyalin/Fibrokartilaj

1I MATRIKS Fibrokartilaj

Fibroz doku
Siitiin yapida

.. - Karigik: Siitiin yapida/kiimeler
11T HUCRESEL DAGILIM

Kiimeler

Bireysel hiicreler/disorganize

Genelde canli

v HUCRE POPULASYON CANLILIGI Kismen canli

%10’dan daha az canli

Normal

. Remodelling artmis
\% SUBKONDRAL KEMIK

Kemik nekrozu/Graniilasyon dokusu

Ayrilmig/Fraktiir/Kallus

Normal

Hafif azalmis

VII | MATRIKS BOYANMASI (METAKROMAZT) —
Belirgin azalmis

Boyanma yok

Belirgin, gii¢lii boyanma
VIII | MATRIKSIN TiP-II KOLLAJEN BOYANMASI | Orta derecede boyanma

Boyanma yok

Boyanma yok
IX | MATRIKSIN TiP-1 KOLLAJEN BOYANMASI | Orta derecede boyanma

Belirgin, gii¢lii boyanma

Boyanma yok
X | MATRIKSIN TiP-X KOLLAJEN BOYANMASI | Orta derecede boyanma

Belirgin, gii¢lii boyanma

Boyanma yok

XI TNF-o EKSPRESYONU Orta derecede boyanma
Belirgin, gii¢lii boyanma
Boyanma yok

XII MMP-3 EKSPRESYONU Orta derecede boyanma

O[NNI O =N || =N =N =|N|O =N WIO =N WO = WO~ NDWIO| =W O

Belirgin, giiglii boyanma

GENEL SKOR

N
o]




2.3. Kikirdak Iyilesmesi ve Inflamatuar Yanit

Yasam boyunca kikirdak dokusu travmaya maruz kalir ve bu siirecte kikirdak hiicre-
lerini ve matriksini kaybeder. Kalan matriks ve kikirdak hiicreleri yenilenir ve kikirdak
yeniden sekillenmeye devam ederek yapisini siirdiiriir. Rejenerasyon siireci, kondro-
sitlerin matriks kompozisyonunu algilayabilme ve yenilenebilme 6zelligi ile ilgilidir.
Sonrasinda ihtiyaca uygun matriks proteinlerini sentezleyerek yanit verirler. Ek olarak
matriks de kondrositler i¢in bir sinyal iletici gérevi goriir. Maruz kalinan basing kond-
rositler i¢in biyomekanik, elektriksel ve kimyasal sinyaller olusturur. Fakat hiicreler
yaslandik¢a protein sentez hizlarinda azalma, boliinme kapasitelerinde yavaslama olur.
Buna bagli olarak, bu sinyallere verdikleri yanitlar azalir, kikirdak yasla remodelasyon
yetenegini kaybeder ve travmalara daha duyarli hale gelir.

Geng kikirdak yapisinda bile kondrositler diisiik metabolizmali hiicrelerdir. Mat-
riksteki tip-1I kollajenin ve proteoglikanlarin yar1 dmiirlerinin uzun, yenilenme stirele-
rinin de uzun olmasi da eklendiginde kikirdak dokunun rejenereasyonu yavas bir doku
oldugu soylenebilir.

Kikirdak hasarlari, etkilenen kikirdak boliimiiniin derecesine gore kismi/parsiyel
ve tam kat kikirdak hasarlar1 olmak {izere iki tiptir. Kismi/parsiyel kikirdak hasarinda
subkondral kemik hasar gormezken, tam kat kikirdak hasarinda subkondral kemik de
hasarlanir. Aslinda kismi/parsiyel hasarlara gore, tam kat kikirdak hasarlar1 tamir agi-
sindan avantajlidir ¢linkii tamir kaynagini olusturacak kan damarlari devreye girer. Vas-
kiilarize memeli dokularinda hasara yanit nekroz, inflamasyon ve onarim fazi olmak
tizere 3 fazda goriiliir. Ancak eklem kikirdaginin avaskiiler bir yapida olmasi nedeniyle,
travmaya verdigi yanit degiskenlik gdsterir. Vaskiiler subkondral kemige kadar uzanan
derin/tam kat kikirdak hasar1 olusturan bir travma, daha biiylik bir klinik 6neme sa-
hiptir ve onarimin 3 fazinin da (nekroz, inflamasyon ve onarim) gerceklestigi goriliir.
Nekroz fazini takiben, zengin vaskiilaritesi nedeniyle, subkondral kemikte inflamas-
yon faz1 belirgindir. Ayrica subkondral kansell6z kemik, onarim fazi i¢in gerekli olan
fibroblastlara ve kondroblastlara farklilasan primitif hiicrelerden zengin bir kaynak-
tir. Boylece subkondral kemigi hasarlayan derin/tam kat kikirdak hasarlarinda fibroz,

fibrokartilajindz veya hyalin kikirdak benzeri yapi ile karakterize tamir yapilart geli-
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sir. Yiizey devamlilig1 yeniden diizenlenir. Subkondral kemige uzanan derin/tam kat
kikirdak hasarlarinda heksozamin igeriginde ve galaktozamin-glikozamin oranlarinda
azalma goriiliir. Ancak daha 6nemlisi hasardan 5-6 hafta sonra, Tip-I kollajenin sente-
zinden Tip-II kollajen sentezine dogru bir kayma goézlenir. Onarim dokusu %20 Tip-I
kollajenden olusan hyalin kikirdaga benzer bir goriiniime ulasir, bu da subkondral ke-
mige uzanan hasarlarda, onarim dokusunun fibrokartilaj ve hyalin kikirdagin bir kari-
sim1 oldugunu gosterir. Ancak bu tamir dokular1 her ne kadar hyalin kikirdaga benzese
de, normal hyalin kikirdaktan biyokimyasal ve biyomekanik olarak farklilik gosterir.
Olusan bu kikirdagin dayaniklilig1 yetersizdir. Izleyen aylarda fibrilasyon, yariklanma
ve yogun dejeneratif degisiklikler olusmaya baslar ve uzun dénemde, lokalize bir os-

teoartrit odag1 olarak dejenerasyona gider(11).

2.4. Kikirdak Hasarlarinda Tedavi Alternatifleri

Kikirdak hasarlarinin tedavisinde konservatif ve operatif yontemler kullanilabilir.
Konservatif tedavi kilo verme, eklem etrafindaki kaslarin giiclendirilmesi ve aktivite
modifikasyonlari ile ekleme binen yiikii azaltmay1, sonug olarak sikayetleri azaltmay1
amaglar. Ortez ve breysler, analjezik ve antiinflamatuar ilaglar semptomatik tedavide

kullanilan ajanlardir.

2.4.1. Konservatif Tedavi

Kikirdak hasarinin konservatif tedavisinde ilaglardan, kas giiclendirme amaciyla
egzersizlerden ve fizik tedaviden, ekleme binen yiikii azaltmak amaciyla kilo modifi-
kasyonundan ve eklem ¢evresi yumusak dokunun desteklenmesi i¢in ortez ve breys-
lerden faydalanilir. Kikirdak hasarinin medikal tedavisinde temel amag¢ semptomatik
diizelmenin saglanmasidir.

En sik kullanilan grup non-steroid antiinflamatuar ilaglardir(NSAII). Hizl etki gos-
teren ancak etkisi kisa siirede sonlanan ilaglardir. Prostaglandin sentezini inhibe eder-
ler. Analjezik ve antiinflamatuar etki gosterirler. Komorbiditesi olmayan hastalar igin
oral kullanima uygun semptomatik tedavi olarak siniflanmisken, orta yiikseklikte ko-
morbiditesi olan hastalar icin riskli olarak simiflanmistir. Yiiksek komorbiditeli has-

talara 6nerilmemektedir. Birinci kusak NSAII’lerin yan etkileri yiiksektir. Gastrik {il-
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serler ve buna bagh 6liimlerin %33’{i NSAII kullanimina bagli komplikasyon olarak
ortaya ¢cikmaktadir. Ikinci ve iiciincii kusak NSAII ile gastrik yan etkiler %50 azalmis-
tir. NSAII etkisini siklooksijenaz-2 (COX-2)’yi inhibe ederek gdstermektedir. NSAIl
tedavisi baslanan hastalarda ek hastalik yoksa gastrik yan etkiler i¢in profilaktik mide
koruyucu dnerilmemektedir. Orta riskli hastalarda ise non-selektif NSAII kullaniminda
onerilmekte fakat COX-2 selektif NSAII kullanan hastalarda 6nerilmemektedir. Birden
fazla komorbiditesi olan, yiiksek riskli hastalarda NSAII kullanimi 6nerilmemektedir.
Lokal form kullaniminin riskleri daha diisiik oldugundan 6zellikle yiiksek riskli hasta-
larda oral kullanima tercih edilmelidir.

Glikozaminler, 6zellikle kondroitin-siilfat, hyalin kikirdagin ana bilesenlerinden bi-
ridir. Kikirdak hasarinda, kikirdak komponentlerinin replase edilmesi ile kikirdak olu-
sumunun desteklenmesi tezi ile kullanima girmistir. Oral replasman tedavisinin kikir-
dak olusumunu desteklemekte yetersiz olup olmadig1 hala tartismali bir konudur ancak
destek tedavisi olarak kullanim1 olduk¢a yaygindir. Bu ilaglarin oral alimlarda emilimi
dusiiktiir ancak tek seferde yliksek dozlarda alindiginda emilimin artabilecegi ve kanda
seviyelerinin 6nemli 6l¢iide ylikselebilecegi bilinmektedir. OARSI nin (Osteoarthritis
Research Society International) 2019 kilavuzuna goére kondroitin preparatlarinin os-
teoartritin ilerlemesini 6nleme amaclh kullanimi 6nerilmemekle birlikte semptomatik
tedavi amaciyla kullaniminin yarar1 hala belirsizdir (12).

Hiyaliironik asit; glikozminoglikon yapida bir molekiil olup yiiksek negatif yiiklii
icerigi nedeniyle yiiksek hidrofiliteye sahiptir. Sivi tutulumu saglar ve sok absorbsi-
yonu fonksiyonunun saglanmasi i¢in elzemdir. Hem kikirdak dokuda hem sinoviyal
stvinin komponentleri arasinda yer alir. Sinovyal sivi i¢erigindeki hiyaliironik asitin
azalmasi, sinoviyal sivinin biyomekanik karakterini degistirir ve sonug olarak eklem
yiizeyleri arasindaki siirtiinme artar, eklem fonksiyonlarinda kotiilesmeye sebep olur.
Kikirdak iyilesmesini saglamasa da tiim eklem boslugunu doldururarak siirtiinmeyi
azalttig1 sonug olarak semptomatik bir iyilesme sagladig1 diisiiniilmektedir. Intraarti-
kiiler kullaniminda dordiincti haftada semptomatik etkilerinin bagladigini, 8. haftada
maksimum etkiye ulastigini ve 24. haftada etkilerinin ortadan kalktigini1 bildiren ya-
yimlar olmasina karsin (13) OARSI’nin 2019 kilavuzuna goére etkisi belirsiz olarak si-

niflanmistir (12).
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Kortizon, viicutta dehidrojenazlarla kortizole déniisen bir prohormondur. Intraarti-
kiiler kullanimlarinda antiinflamatuar etkisi amaclanir. Bolgesel inflamasyonu azalta-
rak hastanin agrisini azaltir (14). Akut donem semptomatik tedavide hiyaluronik aside

gore daha etkili oldugu diisiiniilmektedir (12).

2.4.2. Cerrahi Tedavi

Kikirdak lezyonlarinda cerrahi tedavinin amaci sadece semptomlarda rahatlama
saglamak degil, eklem hareketlerinin kazanilmasini saglamak, gelisecek osteoartritin
ontine gegmek ve kikirdak dokusunun rejenerasyonunu saglamaktir (15).

Akut kikirdak lezyonlarinda tek parca fragman varliginda bu parganin fiksasyonu
ilk 6nerilen tedaviyken, kronik lezyonlarda restorasyon ya da replasman teknikleri uy-
gulanabilir. Tedavi se¢imini yaparken kikirdak lezyonun yeri ve biiyiikliigii, ekstremite
dizilim bozuklugu olup olmadig1, hastanin yasi, cinsiyeti, donor sahalarin durumu, vii-
cut kitle indeksi ve hastanin fonksiyonel durumu g6z 6nitinde bulundurulmalidir. Cer-
rahi tedavi yontemleri kabaca 6 baglik altinda toplanmustir.

A) Kikirdak Fragmanin Fiksasyonu

Akut yaralanmalarda, fragmaninin fiksasyonunun 6zellikle geng hastalarda 1yi so-
nug verdigi gosterilmistir(16). Kikirdak fragmanin anatomik rediiksiyonu ve zeminin
hazirlanmasi teknigin kritik noktalaridir. Postoperatif rehabilitasyon kullanilan mater-
yale gore sekillenir. Emilebilir implantlarla da iyi sonuglar bildirilmistir, emilemeyen
implantlarin ise 6-8. haftalarda ¢ikarilmasi 6nerilir (17). Materyalden bagimsiz olarak
fiz hatt1 a1k ¢ocuklarda implantin fizle olan iliskisine dikkat edilmelidir.

Bu teknikte subkondral kemige uzanmayan lezyonlarin iyilesme orani daha diisiik-
tur.

B) Debritman ve Lavaj

Kiigiik lezyonu olan (<2cm?), fonksiyonel seviyesi diisiik, klinik sikayetleri fazla
olmayan hastalarda kullanilan palyatif bir yontemdir. Serbest kikirdak ug¢larinin ve ser-
best kikirdak fragmanlarinin uzaklastirilmas: ve eklemin yikanmasi temeline dayanir.
Drenajin amaci sinoviyal sividaki inflamatuar sitokinlerin, kikirdak fragmanlarin ve
kalsiyum fosfat kristallerinin temizlenmesidir. Debritman sirasinda dejenere olmus ki-

kirdak kenarlari, hasarlt meniskiis dokulari, osteofitler ve inflame sinoviyum temizle-
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nir. Inflamasyonun ve irritasyonun azalmasiyla gegcici bir rahatlama saglanir (18).

C) Kemik iligi Stimiilasyon Teknikleri

Pridie tarafindan ilk kez 1959 yilinda tanimlanmistir (19). Subkondral kemik doku-
sunun agiga ¢ikarilmasi ve kemik iliginden gelen kok hiicrelerle iyilesme saglanmaya
caligilmasi teknigin temelini olusturur. Farkl teknikler tanimlanmistir. Kiiciik lezyon-
larda (<2cm?) ve fonksiyonel seviyesi diisiik olan hastalarda ya da iyilesme potansiyeli
yiiksek geng-adolesan hastalarda tercih edilen restoratif bir islemdir. Kemik iligini sti-
miile etmek icin farkl teknikler tanimlanmistir; bu tekniklerin her birinde fibrokartilaj
tyilesme saglanir. Literatiirde erken donem sonuglari ¢ok iyiyken 2 yillik takiplerinde
memnuniyetin azalmasinin sebebi fibrokartilaj dokunun, hiyalin kikirdakla ayni islevi
gorememesi olarak agiklanmigtir. Kemik iligi stimiilasyonu i¢in literatiirde tanimlan-
mus farkl teknikler mevcuttur:

a) Abrazyon Artroplastisi

Yiizeyel kemigin shaver ya da burr yardimiyla temizlenmesi islemidir. Lezyonun
periferine ulasilmasi fakat saglam kikirdak dokunun korunmasi 6nerilir. Fokal defekt-
lerden ziyade yaygin dejenerasyonu olan artrotik dizlerde kullanilir.

b) Mikrokirik

Ik kez 1999 yilinda Steadman tarafindan tanimlanmustir (20). Hasarli kikirdak do-
kuda delikler agilarak kanlanan subkondral kemik dokunun agiga ¢ikarilmasi amagla-
nir. Isleme baslarken stabil bir kikirdak dokusu bulunana kadar lezyon kenarlar1 kiiret
yardimiyla temizlenir. Sar1 subkondral kemik dokusu goriilene kadar kalsifiye kikirdak
dokusu temizlenmelidir. Artroskopik awl yardimiyla subkondral kemige dik, 3-4 mm
aralikl delikler agilir (21). Artroskopik sivi basinc1 30 mmHg altina diisiiriiliir. Mikro-
kirik deliklerinden kan ve yag damlalarinin gelmesi islemin basarili oldugunu gdosterir.
Diren kurulmadan yerlestirilir (22).

c¢)Drilleme

Mikrokirik isleminin drilleme ile yapilmasidir. Pridie tarafindan tanimlanmistir (19).
Kirschner teli ya da 1,5-2 mm’lik driller kullanilir. Is1 artis1 ve buna bagli nekroz endi-
sesi olsa da bu konuda dezavantajin1 gosteren yeterli calisma yoktur.

d) Augmente Mikrokirik Ydntemleri

Kikirdak iyilesmesini desteklemek ve defekt alanini stabilize etmek i¢in yukaridaki



14

tekniklere ek yontemler uygulanabilmektedir.

AMIC (Autologous Matrix Induced Chondrogenesis) tekniginde tip-I ve tip-11I kol-
lajen iceren ¢at1 iskelet defekt alanina dikilir (23). Teknik tanimlandiktan sonra Anders
ve arkadaslarinin 38 hasta {izerinde yaptig1 bir kontrollii ¢aligmada mikrokiriga bir iis-
tiinligli gosterilememistir (24). Baska bir calismada da hastadan alinan periferik kan-
dan hazirlanan PRP emdirilmis poliglikolik asit-hiyaluronan c¢at1 ile yapilan onarimla-
rin, sadece kemik iligi stimiilasyon yontemlerine gore daha iyi bir kikirdak iyilesmesi
sagladig1 gosterilmistir (25).

D-Osteokondral Nakil

Klasik yiizeyel tamir yontemlerinde biyomekanik olarak zayif ve klinik degerlen-
dirmeleri suboptimal olan bir fibrokartilaj dokusu ile iyilesme elde edilir. Mozaikop-
lasti gibi osteokondral transplantasyon teknikleri, yiik tagiyan kikirdak defektlerinde
tekrar bir hiyalin ortii olusturmay1 amaglar.

Osteokondral transplantasyon tekniklerinin arkasindaki temel fikir kiiciik, silindi-
rik, birden ¢ok hiyalin kikirdak segmentinin hasarli alana mozaik benzeri bir motifte
yerlestirilerek ylizey biitlinliigiinlin tekrar saglanmasidir. Greftler gérece daha az yiik
tastyan patellofemoral eklem yiizeyinden alinir. Transfer edilen hiyalin kikirdak, fibroz
iyilesme dokusuna gore daha uzun 6miirlii ve dayanikli bir iyilesme saglar (26). Dondr
sahada ise kemik tiinelleri kanselloz kemikle, kikirdak yiizeyi ise fibrokartilaj doku ile
tyilesir.

Endikasyonlar ve Kontraendikasyonlar

Femoral kondilin kii¢iik boyutlu, tek odakli kikirdak lezyonlar1 bu cerrahinin te-
mel endikasyonu olsa da; tibiadaki, talustaki, patelladaki, humerus basindaki, femur
basindaki kikirdak hasarlarinda da kullanilir. Daha genis lezyonlarda (6zellikle 6piisen
lezyonlar varsa) daha koétii klinik sonuclar elde edilir. Eger dizde eslik eden yaralan-
malar da varsa (bag yaralanmasi, meniskiis yaralanmasi vb) tedavi edilmelidir. Tedavi
edilmemeleri halinde kikirdak dejenerasyonunun hizlanacagi ve daha kotii klinik so-
nuglar elde edilecegi dngoriilebilir (27).

Kontraendikasyonlar, ICRS’in 2021 yilindaki son kilavuzunda goreceli ve kesin
kontraendikasyonlar olarak 2 grupta incelenmistir.

Enfeksiyona ya da tiimore sekonder defektler, yaygin artrit (romatoid ya da dejene-
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ratif tip), yeterli dondr alan bulunamamasi, 50 yas ve lizeri hastalar, 8 cm? iizerindeki
defektler, 10 mm’den daha derin osteokondral hasarlanmalar, genel durumu cerrahiye
izin vermeyen hastalar kesin kontraendikasyon olarak tanimlanmigken; 40-50 yas ara-
sindaki hastalar, 4-8 cm? arasindaki defektler ve orta - ileri osteoartrit varligi goreceli
kontraendikasyon olarak tanimlanmstir (28).

Implantasyon sonrasinda hastalara erken hareket egzersizleri ve kas egzersizleri ve-
rilmelidir. Hastanin normal hayatina déonmesi 8-10 haftayi, miicadeleli sporlara doniisii
6 ay1 bulmaktadir.

Cerrahi sirasinda teknik zorluklar siklikla yasanmaktadir. Greftin istenen seviyenin
altinda veya lizerinde olmasi, greft alimi sirasinda erken kirilmalarin yasanmasi sik
yasanan teknik zorluklardan bir kacidir. Patellofemoral agri, dizde sislik olmasi sik
karsilagilan bir komplikasyon degildir.

Postoperatif donem hastalarin fonksiyonel degerlendirmesinde %92’lere varan miikemmel-
iyi sonuglar bildirilmistir (29).

5-Hiicre Bazh Tedaviler

Otolog Kondrosit Transplantasyonu

Islem donér alanlardan alman kikirdak hiicrelerinin laboratuvar ortaminda ¢ogal-
tilarak defektli alana geri verilmesi mantigia dayanir. Ik kez 1984 yilinda Peterson
ve ekibi tarafindan tanimlanmustir (30). Ik basamakta hastadan 200 ile 300 mg ara-
sinda kikirdak hiicresi toplanir. Kikirdak hiicreleri laboratuvar ortaminda ¢ogaltilir. 3-
6 hafta sonra acik cerrahi ile hazirlanan hiicreler alana implante edilir ve iizeri periost
ile ortiiliir. >5¢m? kullanildigim bildiren yazarlar mevcuttur. Tekrarlayan cerrahiler-
den kaginmak adina Peterson ve arkadaslar1 tarafindan sandvig¢ teknigi tanimlanmistir
(31). ilerleyen donemlerde periosteal hiperplazi ve periost elde edilmesindeki zorluk-
lar nedeniyle hiyaluranon bazli ¢atilar gelistirilmis olsa da bu tedavilerin higbiri rutin
algoritmada yer alamamastir.

Kok Hiicre Tedavileri

Tezimizin de konusu olan bu tedavi yontemi Boliim 2.5 ve 2.6’da detayli olarak
anlatilacaktr.

6-Biiyiime Faktorii Bazh Tedaviler

Kikirdak iyilesmesini saglamada diger bir strateji, lokal kikirdak dokusunu indiik-
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leyerek efektif bir iyilesme dokusu saglanabilmesidir. Bunun i¢in PRP, IGF-I, TGF-B
gibi farkl1 biiyiime farktorii ekstrakteleri denenmistir. Iyi sonug bildiren yayinlar olsa

da heniiz faydasi kanitlanmis tedaviler olarak kabul edilmemistir(29).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicreler ilk kez 1991 yilinda Caplan ve arkadaslari tarafindan
kii¢iik bir hiicre gévdesi ve bir ka¢ uzun,ince ¢ikintisi olan kok hiicre olarak tanimlan-
mustir (32). Mezenkimal kok hiicreler farkli hiicre gruplarina farklilagabilen (adiposit,
osteoblast ve kondroblast) ve kendi kendini yenileyebilen multipotent progenitor hiic-
relerdir (1). Mezenkimal kok hiicreler kemik iliginde, periferik kanda, sinovyumda,
yag dokusunda hatta sinovyal sivida dahi az sayida bulunurlar (33), (34). Uluslararas1
Hiicre Tedavileri Dernegi (ISCT), mezenkimal kdk hiicreleri tanimlayabilmek i¢in belli
standartlar getirmistir. Buna gére normal hiicre kiiltiir sartlarinda fibroblast benzeri bir
goriintli gostermelidir. MKH’lerin exvivo ortamda osteojenik, kondrojenik ve lipojenik
diferansiyasyonu gosterilmelidir. MKH’lerin ylizeylerinde CD73,CD90,CD105 eksp-
rese ettikleri ve CD11b, CD14, CD34, CD45,CD79 VE HLA-DR eksprese etmedik-
leri tespit edilmelidir (35). Mezenkimal kok hiicrelerin kondroblastlara farklilasabilme
0zelligi kullanilarak bu hiicrelerin sayisinin ¢ogaltilip hasarli alana enjekte edilmesi ve
bu bolgede iyilesme saglanmasi fikri hayvan ve insan deneylerinde denenmis; basaril

sonuglar alinmustir (36), (37).

2.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hasarhh Dokudaki EtKileri

Mevcut arastirmalara gore MKH’ler; immiin diizenlemeyi desteklemek icin bagi-
siklik sistemi ile etkilesime girme, periferik doku toleransini iyilestirmek icin yara-
lanma bdlgesine go¢ etme, inflamatuvar faktér salinimini 6nleme, ¢ok yonli farkli-
lasma ve cogalma icin yiiksek potansiyelin yani sira yarali hiicrelerin tamir aktivi-
tesini artirma ve doku onarmmini destekleme gibi islevlere sahiptir (38), (39), (40).
MKH’ler, alict doku mikrogevresini modiile eden ¢esitli biiyiime faktorleri salgilamak-
tadir. Bu biiyiime faktorleri neovaskiilarizasyon ve immunosupresyon gibi parakrin et-
kiler gostermektedir. Neovaskiilarizasyon, MKH’lerin enjekte edildigi dokuda tamir

hizin1 artiran ve iyilesmeyi saglayan bir mekanizmadir. Miyokard enfarktiisiinde ve se-
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rebrovaskiiler hastaliklarda yapilan ¢aligmalarda MKH’lerin, neovaskiilarizasyon igin
VEGF (vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii) ve HGF(hepatosit biiylime faktorii) salgi-
ladig1 goriilmiistiir. Bu proanjiyojenik ve parakrin etkilerin, MKH’lerin, serebral vas-
kiiler hasarlarin rejenerasyonunu ve erektil disfonksiyonun tedavisini sagladig belir-
lenmistir (41), (42). MKH’lerin ¢esitli doku tiplerine farklilasma yetenegi sinirsiz gibi
goriinmektedir. Bu alandaki ilk ¢alismalarda temel hipotez, multipotent kok hiicrelerin
hasarl1 alana gitmesi ve burada ¢ogalarak iyilesme saglamasi idi. Fakat MKH transp-
lantasyonu yapilan hayvan deneylerinde elde edilen sonuglara gore, MKH’lerin hedef
dokuda %1°den daha az tutundugu gézlenmistir (43). Bu durum MKH’lerin biyolojik
etkilerine aracilik eden faktorleri belirlemeyi amaclayan caligmalar yapilmasi ihtiya-
cint dogurmustur. Mezenkimal kok hiicrelerin salgiladiklar1 biiylime faktorleri ve di-
ger yolaklarla hasarli bolgedeki rejenerasyon siirecine yol gdsterdigini; proliferasyon,
diferansiyasyon ve bolgedeki matriks iiretimi gibi siirecleri diizenledigini gosterdi (2),
(44).2011 ve 2012 yillarinda Wu ve arkadaslar1 mezenkimal kok hiicrelerin salgilart ile
kondrositleri ekstraselliiler matriks salgilamasi ve prolifere olmasi i¢in stimiile edebil-
digini bildirdiler (45). Bu etki mezenkimal kok hiicrelerin yag dokusundan ya da kemik
iliginden alinmasindan bagimsiz olarak gozlendi. Caligma, mezenkimal kok hiicrelerin
sekresyonlarinin igerigi hakkinda detayli bilgi vermese de devam eden g¢aligmalarda
parakrin etkiyi olusturan salgilarin ¢esitli biiylime faktorleri, sitokinler ve ekstraseliiler
matriks molekiilleri oldugu belirlenmistir (46). Salgilanan molekiiller ¢evre dokunun
ihtiyacina gore sekillenmektedir. Lee ve arkadaglarinin yaptigi calismada kok hiicrele-
rin, inflamasyon varliginda (TNF-« varliginda), IL-6, IL-8, monosit kemotaktik protein
(MCP-1) gibi monosit go¢iinii saglayacak molekiilleri agirlikli olarak salgiladiklari bil-
dirildi (47). Mezenkimal kok hiicreler, sadece kimyasal yollarla degil, dinamik komp-
resyon kuvvetleri ile de uyarilabilmekte ve buna uygun bir yanit olusturabilmektedirler.
Bulunan bu molekiiller olusan yanitin bir parcasi olsa da mezenkimal kok hiicrelerin
etkilerini agiklamakta yetersiz kalmisti. 2009 yilinda Bruno ve arkadaslar1 gliserolle
indiiklenen bobrek yetmezliklerinde mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan eksozom
molekiiliinden bahsettiler (48). Devam eden stlire¢te MKH’lerin doku ile iletisiminde
cok etkili olan bu molekiil iizerinde ¢aligmalar yogunlasmaistir.

Mezenkimal kok hiicre tedavisinde; hiicre temelli preparatlar kullanilmasina bagl
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tiimor gelisim riski, genomik instabilite riski ve immiin reaksiyon riski mevcuttur. Te-
davide canli hiicre kullanilmasinin mikrovaskiiler yapilarda tikaniklik ve pulmoner em-
boli riski oldugu, nakil edilen hiicrelerin bulundugu yerde farkli bir dokuya doniisme
riskinin oldugu (heterotopik ossifikasyon-kalsifikasyon gibi) literatiirde bildirilmistir.
Ayrica hiicrelerin iiretimi, viabilitesinin korunmasi, preparatlarin tasinmasi da lojistik

ve teknik agidan problemlidir.

2.7. Eksozom Ozellikleri ve Tiplendirmesi

Eksozom ilk defa 1983 yilinda Stahl ve arkadaslar1 tarafindan retikiilositler tize-
rinde kesfedildi ve 1987 yilinda Johnstone ve arkadaglar1 tarafindan eksozom olarak
isimlendirildi (49), (50). Eksozom ¢ift katmanli lipit membran yapisina sahip multi-
vezikiiler cisimlerden olusan bir yapidir (51). Hiicreler arasi iletisimi saglar ve igeri-
sinde mRNA, miRNA gibi niikleik asitler, lipitler ve protein yapilar tasir. Ekstraselliiler
kargo vezikiilleridir (3). 30-150 nanometre boyutlarindadir. Mikrovezikiillerden 2 ma-
jor farki, multivezikiillerin hiicre membranindan ayrilmasi ile salgilanmalar1 ve daha
kiiclik yarigapa sahip olmalaridir. Membranlarinda Alix, tiimor duyarlilik proteini 101
ve tetraspandinleri (CD9, CD63, CD81) igerirler (52).

Viicudumuzda bir ¢ok hiicre iletisim i¢in eksozom salgilamaktadir. Kanda, idrarda,
BOS’ta ve salyada ekstrakte edilmistir (54). Eksozomlar hiicreler arasi iletisimde go-
revli partikiillerden bir tanesidir. Salgilandiklar1 hiicreden eksositozla ayrilirlar. Bilipit
membran yapilar1 nedeniyle iletisim kurduklar1 hiicreler tarafindan endositozla veya
flizyonla hiicre i¢ine kolayca alinabilirler ya da membranlarinda tasidiklar1 reseptor-
lerle hiicre mebranina baglanabilirler (55). Ayrica bilipid membranli yapisi sayesinde,
sadece bliyiik miktarlarda kargo ytikii tasimakla kalmaz, ayn1 zamanda yikici enzim-
ler veya kimyasallardan da igerigini korur (56). Eksozomlar prolifere olamazlar ancak
alic1 hiicreye biiylime faktorlerini, reseptorleri ve hatta genetik bilgiyi iletebilmekte-
dir. Eksozomlar, ulastiklar1 hiicrelerde biyolojik tepkilere neden olan antiinflamatuar,
antiapoptotik, antifibrotik, proanjiyogenetik, promitotik ve yara iyilestirme etkilerine
sahip TGF-1, HGF, FGF ve VEGF dahil olmak {izere baz1 sitokinler icerir. Bu vezi-
kiiller, ¢esitli fizyolojik ve patolojik aktiviteleri kontrol eden vezikiil aracilt bir tagima

sistemi olusturur. Eksozomlarin bu hiicrelerarasi iletisimi, bilim diinyasinda eksozom-
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larin istenen terapotik molekiiliin yiiklenebildigi, dogal bir ilag dagiticis1 olarak kulla-
nilabilecegi goriisiinii glindeme getirmistir (57).

Zhu ve arkadaslar1 2017 yilinda yayinladiklart caligmalarinda sinoviya hiicrelerin-
den elde ettikleri eksozomlarin kok hiicrelerden elde edilenlere gore osteoartrit mode-
linde daha basarili sonuglar verdigini bildirmis (58).Bu nedenle ¢alismamizi sinovial
hiicrelerden elde edilen eksozomlarla planladik.

Hiicresel sekresyonlar, kullanima hazir olarak hiicresel i¢eriklerden daha uygun te-
rapotiklerdir ve zaman kaybi olmaksizin hastalara ulastirilabilir. Giivenlik riskleri az-
dir. Cesitli mekanizmalarla hasarli dokunun mikrogevresini regiile edebilirler. Ancak
hala eksozomlarin klinikte insanlarda kullanilabilmesi i¢in pek ¢ok arastirma yapilmasi
gereklidir. Oncelikle, eksozomlar ile saglanan terapdtik destegin siiresi arastirilmalidir.
Ikinci olarak, biyokimyasal kompozisyonlar1 tam olarak tanimlanmalidir. Ugiincii ola-
rak, kullanim potansiyelleri belirlenmelidir. Dérdiincii olarak, hedef dokudaki etkileri
ve etkilenen molekiiler yolaklar agiklanmalidir. Besinci olarak, biyodagilimi, biyoak-

tivitenin siiresi ve uzun siireli giivenirligi aragtirilmalidir. Son olarak da, dl¢iilebilir ve
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stireklilik gosteren kaynak yaratilmalidir. Eksozomlarin giivenlik profillerini belirle-
yecek olan bu ¢aligmalar sayesinde, norodejeneratif ve diger ciddi hastaliklarin tedavi-
sinde terapdtik potansiyel daha az sinirli ve daha uygun opsiyonlara sahip olabilecektir

(59), (43).

2.8. Eksozomlarin Hasarlh Dokudaki Etkileri

Mezenkimal eksozomlar kompleks niikleik asit kargosu tasirlar. Bu kompleks ge-
nomik materyalle, biyokimyasal etkilesimlerle ya da dogrudan etkisiyle metabolizma-
nin diizenlenmesine katki saglar. Ayrica ekstraselliiler matriks proteinleri ve enzimle-
rinden zengin olduklari i¢in ekstraseliiler matriksin diizenlenmesine katki saglar.

Mezenkimal kok hiicrelerin dokular lizerindeki temel etkisi, doku homeostazisinin
saglanmasidir. Bu amagla bulunduklari mikrogevre igindeki degisikleri algilarlar ve
buna uygun bir yanit olustururlar. Temel islevi hiicreler arasi iletisimi saglamak olan
eksozomlar, bu dengenin kurulmasinda efektif bir aragtir. Gerek endositozla hiicre igine
girerek, gerek reseptor-ligant iligkisi kurarak hiicreler arasi iletisimi saglarlar.

Eksozomlarm karmasik biyolojik yapilari nedeniyle tiim etkileri anlagilamamis olsa
da Toh ve arkadagslari, 2016 yilinda yayinladiklar1 makalelerinde doku tizerindeki dii-
zenleyici etkilerini kabaca 4 baglik altinda toplamislardir (60):

Biyoenerjetik: Mitokondriler hiicrelerin enerji santralleridir. Hasarli dokularda, azal-
mi1s mitokondriyel biyogenez ve azalmis elektron transport zinciri proteinleri goriiliir.
Bu da ATP {iretiminin bozulmasina, hiicrenin homeostazis saglama yeteneginin bozul-
masina ve artan oksidatif stresle birlikte inflamatuar yanitin tetiklenmesine hatta hiicre
apoptozuna kadar giden bir siireci baglatir (61). Boyle bir siirecte hiicrenin yenilenmesi,
iyilesmesi biyoenerji homeostazisinin rejenerasyonuna baglidir. Eksozomlar glikolitik
yolak enzimlerinden zengin bir protein kargosu tasirlar(fosfoglikorilaz ve piriivat ki-
naz gibi glikolitik yolagin enerji iireten basamaklari basta olmak lizere) ve hiicre i¢cinde
ATP tiretimini desteklerler. Eksozomlarin bu etkileri 6zellikle reperfiizyon hasari tize-
rine olan ¢aligmalarda gozlenmistir (56). Glikolitik yolak oksidatif yolaga gore ¢ok
diisiitk miktarlarda enerji saglasa da artmis kapasitesi sayesinde hiicrenin enerji ihtiya-

cini biiytik 6l¢iide karsilar ve glikolitik yolak sonucu olugan son ve ara iiriinler anabolik
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stirecler ve oksidatif yikim siireci i¢in substrat olusturarak bu yolaklar1 desteklerler.

Hiicre Sayisi:  Yaralanmis kikirdak dokusunda bir inflamasyon cevabi olusur. Bu da
oksidatif stresin artmasina, hiicre apoptozunun hizlanmasina ve sonug olarak kikirdak
hiicrelerinin kaybina ve yapinin bozulmasina sebep olur. Kikirdak yapisinin korunabil-
mesi i¢gin hasarli bolgede hiicre proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks iiretimi artma-
lidir. Zhang ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklar1 calismada, eksozomlarin hiicre
proliferasyonunu ve dolayistyla kikirdak rejenerasyonunu hizlandirdigi gosterildi (62).
Hayvan modelinde olusturulan kikirdak hasar modelinde 2. haftada PCNA (Prolifere
Hiicre Niikleer Antijeni) pozitifligi gosterildi.

Bir hiicre stres altinda oldugunda etrafindaki hiicrelere tehlikede olduguna dair
sinyal yollar {ekstraselliiler ATP (Adenozin trifosfat), ADP(Adenozin difosfat) 6rnek
olarak verilebilir}. Bu tehlike isaretleri etraf dokularda inflamatuar yanit olusturur ve
apoptoz yolagim tetikler. Ekstraselliiler ATP ve ADP apoptotik molekiiller olsalar da
adenozine kadar pargalandiklarinda ERK 1/2 ve ALK fosforilasyonu ile proliferatif etki
gosterirler. ATP ve ADP ekstraselliiler matrikste spontan olarak AMP’ye doniisiirler.
AMP molekiilii bir ekstraselliiler 5’niikleotidaz olan CD73 ile adenozine doniisiir. Ek-
sozomlar sahip olduklar1 zengin CD73 rezervi ile apoptotik bir molekiilii proliferatif

etkili hale getirir.

Immiinomodiilasyon: Immiin sistem, yaralanmalarda viicudu korumak icin 6zelles-
mis savunma sistemidir. Sadece ilk travma anindaki yanitta degil sonrasindaki iyilesme
stirecinde de aktif olarak rol alir. Kikirdak yaralanmalarinda erken donemde travma
yamtt olarak IL-14, IL-6 ve MMP-3 (Matriks Metalloproteinaz-3) gibi inflamatuar si-
tokinler baskin olarak salgilanir. Bu sitokin salgilamasi1 devam ederse sitokinlerin dest-
ruktif etkilerine bagli olarak apoptoz, kikirdak hasar1 ve eklem hasar1 gelisebilir.

Bu inflamatuar sitokinler, temel olarak makrofaj gibi immiin hiicrelerden ve sinovi-
yumdan salgilanirlar. Ding ve arkadaslar1 2016 yilinda bu siiregte 2 farkli ¢esit makro-
fajin oldugunu gosterdiler (63). M1 makrofajlar basta IL-6 olmak iizere proinflamatuar
sitokinleri salgilayip lokal inflamasyonu destekler, MKH’lerin kondrosite doniisiimiinii

baskilarken; M2 makrofajlar basta IL-10 olmak iizere antiinflamatuar sitokinleri sal-
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gilarlar ve kikirdak hiicrelerinin yasam stiresini uzatirlar. Eksozomlarin devam eden
caligmalarda makrofajlart M2 yoniinde polarize olmaya ittigi, inflamatuar sitokin olu-
sumunu azalttig1 hatta osteoartrit gelisimini yavaslattigi gosterilmistir (64). Kikirdak
hiicrelerinin rejenerasyonunda bu inflamatuar siirecin regiilasyonu énemli goriilmek-
tedir.

Eksozomlar salgiladiklari trofik faktorlerle {INF-v(interferony), TGF-3(Transforme
edici biiyiime faktor-beta), HGF, hemoksijenaz-1, IL-6, prostaglandin E2} immiinmo-
diilator olarak ¢alisirlar. Immiinomodiilasyon etkisi bu molekiillerin higbiriyle defini-
tif olarak iliskilendirilmese de; eksozomlarin tasidiklar ¢esitli pro ve antiinflamatu-
var sitokinlerin sinerjistik etkisi ile immiinmodiilator olarak calistig1 diistintilmektedir.
Allojenik greftlerle yapilan bir calismada eksozomlarin Treg (Regiilatuar T hiicreleri)
hiicreleri aktive ettigi goriilmiistiir (65). Bu da etkilerinin immiinsupresif degil; immiin-

modiilatér oldugu yoniinde yorumlanmustur.

Eksozomal miRNA: Eksozomlar yapilarinda 150°den fazla RNA pargacigi tagirlar.
Bu mRNA’lar SMAD, AKT, ERK gibi 6nemli yolaklar1 diizenleyerek etkilerini goste-
rirler. Ornegin miRNA-125b ve miRNA-320, ADAMTS-4 ve MMP-13 iiretimini do-
wnregiile ederek ekstraselliiller matriks yikimini azaltirlar (66).

Eksozomlarda hiicre yapis1 olmadig: i¢in tiimor gelisim riski, genomik instabilite
riski, immiin reaksiyon, mikrovaskiiler yapilarda tikaniklik ve pulmoner emboli riski,
nakledilen hiicrelerin bulundugu yerde farkli bir dokuya doniisme riski gibi (heteroto-

pik ossifikasyon-kalsifikasyon vb) hiicreye bagli komplikasyonlar gézlenmez.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz eksozomlarin (I. deney grubu), mezenkimal kok hiicrelerin (II. deney
grubu) ve mikrokirik yonteminin (III. deney grubu) tam kat kikirdak hasarinin tami-
rine, dokunun rejenerasyonuna ve erken osteoartritin inflamasyon siirecine olan etkile-
rini gézlemlemek ve karsilastirabilmek amaciyla planlandi. Calismamiza baglamadan
yapilan gili¢ analizi ile toplam hayvan sayis1 11 olarak belirlendi. Deneysel model ola-
rak Yeni Zellanda tipi erkek tavsanlar kullanildi. Hayvanlarin her iki dizi de ¢aligmada
kullanildi. Tavsanlara xylazine 5 mg/kg intramiiskiiler ve ketamin 50 mg/kg intramiis-
kiiler veteriner esliginde uygulanarak anestezi saglandi. Calismamiz Eskisehir Osman-
gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan onaylandi. (Ta-
r1h:28.07.2021, Karar Metni Sayisi: 614-5/2021). Deneklerin cerrahileri, anestezileri
ve preoperatif/postoperatif bakimlar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Cerrahi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (TICAM) gerceklestirildi. 12
hafta sonunda tiim deney ve kontrol grubu hayvanlarina, etik kurallara uygun bir se-

kilde ytiksek doz anestezi esliginde 6tenazi uygulandi.

3.1. Deney Plam

I. Deney grubu: Hayvanlarin dizlerinde 4 mm’lik dermal punch biyopsi cihazi ile
tam kat kikirdak hasar1 olusturuldu. 6x10° hiicre/ml konsantrasyonda ss-MKH’lerden
(sinoviyal s1vi kdkenli mezenkimal kok hiicreler) elde edilen eksozomlar, 50 pul Phosphate-
Buffered Saline (PBS)’te diliie edilerek kikirdak hasarinin hemen ardindan (0. giinde),
4 haftada ve 8.haftada olmak tizere (3 kez) intra-artikiiler olarak her iki dize enjekte
edildi.

II. Deney grubu: Hayvanlarin dizlerinde 4 mm’lik dermal punch biyopsi cihazi ile
tam kat kikirdak hasari olusturuldu. 6x10° hiicre/ml konsantrasyonundaki ss-MKH’ler,
50 ul PBS’te diliie edilerek kikirdak hasarinin hemen ardindan (0. glinde), 4.haftada ve
8.haftada olmak tizere (3 kez) intra-artikiiler olarak her iki dize enjekte edildi.

III. Deney Grubu: Hayvanlarin dizlerinde 4 mm’lik dermal punch biyopsi cihazi ile
tam kat kikirdak hasar1 olusturuldu. 0,5 mmlik Kirschner telleri ile mikrokirik olustu-

ruldu.
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IV. Deney Grubu: Hayvanlarin dizlerinde 4 mm’lik dermal punch biyopsi cihazi
ile tam kat kikirdak hasari olusturuldu. Tedavi verilmeyen bu grup, tam kat kikirdak
hasarini olusturmada basarili olup olmadigimizi kontrol etmek amaciyla pozitif kontrol
grubu olarak kullanildi.

V. Deney Grubu: Hayvanlara bir islem yapilmadi. Hasarsiz grup, negatif kontrol
grubu olarak kullanilda.

VI. Deney Grubu: Hayvanlarin dizlerinde 4 mm’lik dermal punch biyopsi cihazi
ile tam kat kikirdak hasar1 olusturuldu. Deney gruplari ile ayni1 zamanlarda 3 kez 50 pl
PBS enjeksiyonu yapildi. PBS bazinda verilen tedavilerin etkinliklerini PBS’ten alip

almadigini kontrol etmek amaciyla olusturuldu.

Tablo 3.1. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Grup Kikirdak Hasar1 | Hayvan Sayist | Uygulanan Tedavi
I.Grup Eksozom Grubu Var 3 Eksozom Preparati
II.Grup  Mezenkimal Var b Mezenkimal Kok
Kok Hiicre Grubu Hiicre Preparati
HI.Grup  Mikrokirik Var 2 Mikrokirik

Grubu

IV.Grup Pozitif Kontrol Var 1 Yok

Grubu

V.Grup Negatif Kontrol Yok 1 Yok

Grubu

VI.Grup Sham Grubu Var 1 PBS

Otenazi sonrasinda tiim deney ve kontrol grubu hayvanlarmin femur distali ve tibia
proksimali ¢ikarildi. Dokular, parafin bloklara gdmiilmek iizere %10’luk formaldehit

iceren kaplara aktarildu.

3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hazirlanmasi
3.2.1. Tavsan Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

Hayvanlarin diz eklemine 3 ml izotonik tuz soliisyonu (SF) enjekte edildi ve diz
birka¢ kez hareket ettirildikten sonra igerisinde sinoviyal sivi bulunan SF soliisyonu
geri ¢ekildi. Sinoviyal sivinin orijinal voliimii,toplam hacminden 3 ml izotonik tuz
soliisyonu ¢ikarilarak hesaplanip not edildi. Enjektdriin icerisindeki sinoviyal siv1 ve

1zotonik tuz soliisyonu 15 ml’lik konik tabanli tiiplere steril kabin i¢erisinde aktarildi.
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Uzerine 2 ml igerisinde %10 oraninda penisilin-streptomisin iceren HBSS(Hank den-
geli tuz soliisyonu) (Invitrogen) eklenerek 300 g’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant
atilip pellete 5 ml igerisinde %10 FBS (fetal inek serumu ), %0.2 primosin (Invivo-
gen), %1 (ml/ml) Glutamax (Sigma) bulunan DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) besiyeri eklenerek tekrar santrifiij
edildi. Pellet besiyeri ile reslispanse edilerek T25 kiiltiir flasklarina ekilerek 37 °C si-
caklikta, %5 Oy ve %5 C'O, igeren atmosferli inkiibatérde tutununcaya kadar kiiltiir
edildi. Her giin mikroskobik olarak takip edilip, tutunduktan sonra 3 giinde bir besiyeri
degistirildi, %70-80 konfluent olunca kiiltiir kabindan tripsin-EDTA ile kaldirilarak
yeni kiiltiir kaplarina 1/3 oraninda boliinerek ekildi. Daha 6nce 6n ¢alisma amagli izole
ettigimiz sinoviyal s1vi mezenkimal kok hiicrelerin, kiiltiire alindiktan sonra 5. glinde

kiiltiir kabina tutunduklar1 belirlenmisti.

3.2.2. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakteri-

zasyonu

a) Tavsan Sinoviyal S1vi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri
ile Immunofenotipik Analizi

Sinoviyal s1vidan izole ettigimiz hiicrelerin MKH’lere 6zgii karakteristik 6zellikleri
tasty1lp tasimadigini belirlemek i¢in karakterizasyon analizleri gerceklestirdik. 3. pa-
saja kadar kiiltiir edilen MKH’ler, ylizey belirtegleri bakimindan CD73, CD90, CD105,
CD45 ve CD34 antikorlari ile akim sitometri (flow sitometri) analizine alindi.

Bunun i¢in pasaj 3’e¢ gelmis olan hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildiktan sonra
kiiltiir medyumu igeren tiiplere aktarilip santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pellet restis-
panse edilip sayildiktan sonra 1x10° /ml olacak sekilde kendi medyumu iginde siispanse
edildi. Hiicreler daha sonra, belirlenen hiicre yiizey isaretcilerine 6zel fluorescein isot-
hiocynate (FITC)—, phycoerythrin (PE) ve PerCP— konjuge monoklonal antikorlari;
CD73, CD90, CD105, CD45, CD34 antikorlari ile oda 1sisinda (karanlikta) 45 dakika
inkiibe edildi. Yikama soliisyonu ilave edilip 5 dakika siireyle 500 xg’de santrifiij edil-
dikten sonra siipernatant atildi. Pelet 400/l yikama soliisyonunda resiispanse edildik-
ten sonra FACSCalibur (BD Biosciences) cihazinda okutuldu. Cell Quest programinda

(BD Biosciences) analiz islemleri gerceklestirildi.
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b) Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immunohisto-
kimyasal Analizi

Sinoviyal s1vidan izole ettigimiz hiicrelerin immunofenotipik karakterizasyon ana-
lizleri i¢in hiicreler, immunositokimyasal isaretleme yapilarak analize alindi. Bunun
i¢cin CD105, Nestin ve CD45 ile immunofloresan (IF) isaretlemeler yapildi. IF isaretle-
melerinde ise hiicreler metanolle fikse edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal
blok serum i¢eren PBS’de 30 dakika inkiibe edildi ve Antibody Diluent ile uygun oran-
larinda diltie edildi. Primer antikorlar eklenerek oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe
edildi. PBS ile 3X2 dakika yikama isleminden sonra immunfluoresans ¢aligsmalar i¢in
uygun fluoresans (FITC, TR) isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30 dakika in-
kiibe edildi. Son olarak niikleer boya iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting
Medium for flouresence with DAPI) ile kapatildi. Fluoresan mikroskopta (Leica DMI
4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi.

¢) Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhilastirma
Analizi

Bir bagka karakterizasyon analizi olarak hiicreler farklilastirma kiiltiir ortamina
alind1 ve SS-MKH’ler kemik, kikirdak ve adipoz hiicre hatlarina farklilastirmak iizere
uygun siirelerde kiiltiir edildi. Farklilagtirma sonrasinda adipojenik hiicreler Oil Red-
O boyasi, osteojenik hiicreler Alirazin Red-S boyasi, kondrojenik hiicreler de Alcian
Blue boyasi ile gosterilerek elde edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakterinde
olduklar1 dogrulanmaya caligildu.

Adipojenik Farklilasma

Kiiltiir kabma cm?’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen MKH’leri; i¢inde
%10 FBS, 0.5 mM isobutil-metilksantin, 10¢ M deksametazon, 10 ug/ml insiilin, 200
uM indometazin ve %1 penisilin-streptomisin bulunan MEM (Minumum Essential Me-
dium) kiiltiir medyumunda iki hafta kiiltiire edildi ve kiiltiir sonras1 hiicre i¢i biriken
lipitlerin, Oil Red-O histolojik boyamasi yapilarak pozitifligi gosterildi.

Osteojenik Farklilasma

Kiiltiir kabinin ¢m?’sinde 3000 adet hiicre olacak sekilde ekilen MKH’leri; 100
nM deksametazon, 0.05 uM askorbat-2-fosfat, 10 mM beta-gliserofosfat, %1 penisilin-

streptomisin ve %10 FBS iceren MEM Kkiiltiir medyumunda 4 hafta boyunca kiiltiire
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edildi. Ayrica osteojenik farklilasma Alizarin Red-S ile boyandi ve bu histolojik boya-
manin pozitifligi mikroskobik incelemelerle gosterildi. Farklilagsmis ve farklilasmamais
MKH hiicrelerinde osteonektin ve BMP4 proteinleri, immunofluoresan isaretleme ile
belirlendi.

Kondrojenik Farkhilasma

Kondrojenik farklilagsma mikropelet soliisyon kiiltiir teknigi kullanilarak gercekles-
tirildi. Ozetle 5x10° adet hiicre peleti, 15 ml’lik konik tabanli tiipte (Corning) ve 10x10°
adet hiicre peleti ise 10 mm’lik tek kuyucuklu petride goziin ortasina kiigiik damlacik
halinde koyularak kiiltiir edildi. 37 °C’de 2 saat yapismalar1 i¢in beklendikten sonra
hiicreler, 10 ng/ml transforming growth factor-81 (TGF-31; Biosource PHG0021),
50 pg/ml askorbat-2-fosfat (Wako Chemicals, Richmond, VA, USA), 0.1 uM dek-
sametazon (Sigma-Aldich, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland), 100 pg/ml sod-
yum piruvat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 40 pg/ml proline (Merck, Darms-
tadt, Germany), 50 mg/ml ITS premix (BD-Biosciences,Bedford, MA), %1 Penisilin-
streptomisin (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) igeren yiiksek glikoz DMEM kiil-
tiir medyumu ile 2 hafta kiiltiire edildi. 2 haftalik kiiltiir sonras1 petride bulunan pelet
kullanilarak, kondrojenik farklilasma kikirdak matriksinde bulunan fosfatl proteogli-
kanlar Alcian Blue boyamasi yapilarak belirlendi. Fotograflar ¢ekildikten sonra tiip-
teki pelet ile birlikte %4 paraformaldehit ya da %10 formalin ile fikse edilip parafine
gomiildii ve 5 um’lik kesitler alindi. Kesitlerde kondrojenik farklilasma, histokimyasal
olarak tekrar Alcian Blue ile gosterildi.

d) Tavsan Sinoviyal S1vi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PKH67 ile isa-
retlenmesi

Mezenkimal kok hiicreler “genel hiicre zar1 etiketleme icin PKH67 yesil floresan
hiicre baglayici kiti” (Sigma-Alrich, Almanya) kullanilarak PKH67 lipofilik yesil flore-
san boya ile boyandi. Prosediir iireticinin protokoliine gore yapildi. 1ul PKH 67 boyasi
iceren MKH/PBS siispansiyonuna 100 pl seyreltici C ilave edildi. MKH ve boya o6r-
nekleri hazirlandi ve 4 dakika hafifce karigtirildi. Fazla boya PBS yikamasi ile uzaklas-
tirildi. PKH67 ile boyanmis mezenkimal kok hiicreler floresan mikroskop kullanilarak

gorintiilendi(Bkz. Sekil3.1).
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Sekil 3.1. Tam Kat Kikirdak Hasarli Tavsanlarin Dizine Enjekte Edilen PKH67(yesil)
Isaretli MKH’ler (Scale bar: 50 zm).

3.3. Eksozomlarin Hazirlanmasi

3.3.1. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerden Eksozom

izolasyonu

6x10° sinoviyal siv1 kokenli mezenkimal kok hiicre, 6 adet T175 kiiltiir kabina
ekildi. Baglangigta %70 konfluensiye ulasincaya kadar hiicreler %10 FBS igeren L-
DMEM medyumunda c¢ogaltilip mikroskobik kontrolleri yapildi. Konfuluensiye ulas-
tiklarinda medyum degisimi yapildi ve bundan 48 saat sonra hiicrelerin kiiltiir med-
yumu toplandi, hiicre ve debrisinden kurtulmak i¢in hiicre medyumu 2000 xg’de 30
dakika santrifiij edildi. Hiicreden arindirilmig kiiltiir medyumunu igeren siipernatant,
pelleti bozmadan yeni bir tiipe aktarildi. izolasyon igin gerekli hacimde hiicreden yok-
sun kiiltiir medyumu yeni bir tiipe aktarilarak tizerine 1/2 hacimde total eksozom izo-
lasyonu (Invitrogen) reaktant eklendi. Homojen bir karisim olusuncaya kadar kiiltiir
medyum/reaktant karisimi vorteks ile veya pipetleme ile karistirildi. Ornekler 2-8°C’de
gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, drnekler 10.000 xg’de 1 saat 2-
8°C’de santrifiij edildi. Siipernatant aspirasyon ile atildiktan sonra, eksozomlar tiipiin
alt kismindaki pellette bulundu. Pelletin 1xPBS ile resiispansiyonu yapild: ve diger
analizler i¢in hazir hale getirildi. Her yapilan izolasyondan sonra eksozomlar akim si-
tometri ile ylizey belirtecleri acisindan analiz ile karakterize edildi. Literatiirde izole

edilmis eksozomlarin bir haftaya kadar 2-8°C’de, -20°C’de 6 ay, —80°C’de daha uzun
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stire stabil ve giivenli saklanabildigi bilgisi mevcuttur. Bizim deneyimiz i¢in yaklasik

2 ay —80°C’de saklanmasi yeterli oldu ve uygun kaliteyi sagladi (67).

3.3.2. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarinin

Akim Sitometri ile Immunofenotipik Karakterizasyonu

Her izolasyon sonrasi eksozomlarin bir kismi1 eksozomlara 6zgii yiizey belirtegleri
olan CD9, CD81 ve CD63 ile akim sitometrik analize alindi. Bu basamakta mikro-
kiirecikler kullanilarak eksozomlar goriiniir hale gelecek sekilde kati bir yiizeye sa-
bitlendi. CDS81 antikoru sabitlenmis immiinomanyetik kiireciklerin yardimiyla ekso-
zomlar goriiniir hale getirildi (Exosome-Human CD81 Flow Detection Reagent, Invit-
rogen). Mikrokiirecikler {izerinde bulunan eksozomlar akim sitometri analizine uygun
sekilde CD63 ve CD?9 ile isaretlenerek CD81 ylizey belirteci tastyan eksozomlarin diger
eksozom belirteci tagima oranlari sayisal olarak dl¢iildii. Negatif kontrol olarak serum
ve hiicre igermeyen bazal besiyeri, benzer deney asamalarindan gegirilerek elde edilmis
ornekler cihaz okumalarinda kullanildi. 300 pl PBS igerisindeki eksozomlar, belirle-
nen hiicre yiizey isaretgilerine 6zel floressein izotiyosiyanat(FITC)-, fikoeritrin (PE)
ve PerCP-konjuge monoklonal antikorlari, CD9 ve CD63 antikorlar: ile oda 1s1sinda
(karanlikta) 45 dakika inkiibe edildi.

Yikama soliisyonu ilave edilip 30 dk stireyle 2000 xg’de santrifiij edildikten sonra
siipernatant atildi. Pelet 400 pl yikama soliisyonunda resiispanse edildikten sonra FACS-
Calibur (BD Biosciences) cthazinda okutuldu. Cell Quest programinda (BD Bioscien-

ces) analiz islemleri gergeklestirildi.

3.3.3. Tavsan Sinoviyal S1ivi Kokenli MKH Eksozomlarinin Uptake Analizi

Eksozomlarin fonksiyonelligini karakterize etmek ve mezenkimal kok hiicreler ta-
rafindan sitoplazma icine alindiklarin1 gézlemlemek i¢in izole edilen eksozomlarin
membranlari etiketleme amaciyla ’PKH26 kirmizi floresan hiicre baglayici kiti (Sigma-
Alrich, Almanya)’ kullanilarak PKH26 lipofilik kirmiz1 floresan boya ile etiketlendi.
Prosediir iireticinin protokoliine gore yapildi. Kisaca, 1ul PKH26 boyasi igeren ek-
sozom/PBS siispansiyonuna 100ul diliient C ilave edildi. Eksozom ve boya 6rnekleri

hazirland1 ve 4 dakika hafifce karistirildi, fazla boya PBS yikamasi ile uzaklastirild.
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PKH26 etiketli eksozomlar, in vitro uptake analizi i¢in izole edilmis kok hiicreler ile
birlikte kiiltiirlendi. Floresan mikroskop kullanilarak 3 saatlik ortak kiiltiirden sonra

ornekler gozlendi.

3.4. Deneyin Uygulanmasi
3.4.1. Tavsanlarda Tam Kat Kikirdak Hasar1 Olusturulmasi

9-12 aylik Yeni Zellanda tiirii tavsanlarda artikiiler tam kat kikirdak hasar olustu-
rulmasi i¢in; tavsanlarin islem Oncesi anestezi protokolii veteriner hekim gézetiminde
xylazine 5 mg/kg intramuskiiler ve ketamin 50 mg/kg intramuskiiler maksimum doz-
lar olacak sekilde uygulandi. 50 mg/kg sefazolin sodyum ile cerrahi profilaksi yapildi.
Uygun anestezi iglemi sonrasinda her tavsanin her iki dizine saha temizligi (tiiy temiz-
ligi ve steril boyanma islemi) povidon 1yot ve %75’lik alkol ¢ozeltisi ile yapilip steril
ortiilerle kapatildi. Dize 6 cm’lik anterior cilt insizyonu ile girilip medial parapatellar
yaklasim ile patella kemigi lateralize edilip eklem ag¢ildi. Ardindan femur medial kon-
dili ekartorler ile gorliniir hale getirildi. Literatiirde kikirdak hasar1 yapmak i¢in pek
cok yontem bulunmaktadir (68), (69). Biz ¢alismamizda kikirdak hasari i¢in meka-
nik yontem kullandik. 4 mm ¢apinda bir dermal punch ve kiiretle defekt olusturulmasi
planlandi. Bunun i¢in 4 mm ¢apinda dermal punch tavsan femoral kondil kikirdaginin
kalinlhigi kadar (yaklasik Imm) manuel olarak ilerletildi. Kikirdak hasarinin tam kat olu-
sabilmesi i¢in subkondral dokuya kadar ilerlendi. Sonrasinda yilizeyde kalan kikirdak
doku subkondral kemige kadar kiiretle temizlendi(Bkz. Sekil3.2). islem sonras1 eklem
kapsiilii 3-0 poliglaktin emilebilir siitiirler ile, cilt ise 3-0 sentetik polyester eriyebilen
stitlir ile kapatildi. Cerrahi bolge uygun kosullarda kapatildiktan hemen sonra 26 gauge
igne ile patellar ligamentin medial tarafindan eklem igine dogru intraartikiiler hiicre
nakilleri yapildi(Bkz. Sekil3.3). Operasyon sonrasi tiim tavsanlar i¢in standart antibi-
yotik ve analjezik uygulandi. Tavsanlarin kafeste serbestce yiirlimelerine izin verildi.

Enfeksiyon profilaktisi i¢in 30 mg/kg/giin sefazolin 3 giin boyunca uygulandi.
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Sekil 3.2. Kikirdak Dokusunda Pung Biyopsi ve Kiiret ile Kikirdak Hasar1
Olusturulmasi

3.4.2. Tavsanlarda Mikrokirik Olusturulmasi

II1. deney grubundaki hayvanlara tam kat kikirdak hasar1 olusturulduktan sonra 0,5
mm’lik Kirschner telleri yardimiyla 2 mm derinliginde mikrokiriklar olusturuldu. En-

jeksiyon yapilmadi. Kalan prosediirler I. ve II. grupla ayni devam etti.

3.4.3. Tavsan Sinoviyal Sivi MKH Eksozomlarin ve Tavsan SS-MKH’lerin Tam
Kat Kikirdak Hasarh Tavsanlara Nakli

[.Deney grubu: Tam kat kikirdak hasar1 olusturulmus 3 adet tavsanin her iki dizine;
PKH-26/kirmizi ile isaretledigimiz, 6x10° adet sinoviyal s1v1 kokenli mezenkimal kok
hiicreden elde edilen eksozomlar, 50 pl PBS’te diliie edilerek kikirdak hasarinin hemen
ardindan (0. giinde), 4.haftada ve 8.haftada olmak tizere 3 kez enjekte edildi.

II.Deney grubu: Tam kat kikirdak hasar1 olusturulmus 3 adet tavsanin her iki dizine,
PKH-67/yesil ile isaretledigimiz 6x10° adet tSS-MKH, 50 ul PBS’te diliie edilerek
kikirdak hasarimin hemen ardindan (0. giinde), 4.haftada ve 8.haftada olmak iizere 3

kez enjekte edildi.
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Sekil 3.3. Kikirdak Hasar1 Olusturulmus Tavsanlara Eksozom, MKH ve PBS
Uygulamasi

3.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Caligmanin bu agsamasinda Hematoksilen&Eozin ve Safranin-O/fast green ile histo-
kimyasal boyanmis kesitlerde tam kat kikirdak hasarli dokunun tamiri ve rejenerasyo-
nuna yonelik histolojik inceleme yapildi. Bunun i¢in %10’luk nétral formalinde fiske
edilen dokular, %10 nitrik asit ¢ozeltisinde 3 giin boyunca dekalsifiye edildi. Dereceli
alkollerden gegirilerek dehidrate edildi ve parafine gomiildii. 2-3 um kalinliginda ke-
sitler alindi. Hematoksilen&Eozin, Safranin-O/fast green ile histokimyasal boyanmig
ve kollajen tip-LII ve X, TNF-a , MMP-3 antikorlar1 ile immunositokimyasal(IHC)
ve immunofloresan(IF) isaretlenmis parafin doku kesitlerinde tamir, rejenerasyon ve
inflamasyon iizerine MKH’lerin ve eksozomlarin etkisi kontrol ve mikrokirik gruplari
ile karsilastirilarak incelendi. Tam kat kikirdak hasarinin histolojik degerlendirmesinde
Modifiye ICRS Gorsel Histolojik Degerlendirme Skalas1 kullanildi(10). Buna gore ha-
sar; yiizey, matriks, hiicresel dagilim, hiicre popiilasyon canliligi, subkondral kemik,
matriks boyanmasi (metakromazi) agisindan Hematoksilen&Eozin ve Safranin-O/Fast
green boyamasi ile degerlendirildi. immunohistokimyasal analiz i¢in, Ultravision De-
tection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU) ve ABC Staining System
immunohistokimya kitleri kullanildi. Hiicreler PBS’le yikandiktan sonra metanolle 20

dk fikse edildi. PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok (Normal Sera) serum
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iceren PBS’de 30 dakika inkiibe edilerek verilen uygun diliisyon oranlarinda hazirla-
nan primer antikorlar eklenip oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edildi. PBS ile
3 kez yikama isleminden sonra immunohistokimyasal kit prosediirii aynen uygulanip
son asamada AEC kromojenle [AEC (RED) Substrat Kit] enzim kompleksi goriiniir
hale getirildi, Hematoksilen, Gills Formulation 2 ile ¢ekirdek zit boyamasi gergekles-
tirilip kurutulan preparatlar Crystal Mounting Medium ile kapatilip Leica DM 2500
Microsystems 151k mikroskobunda analiz edilip goriintiilendi (Negatif kontroller i¢in,
ayn1 yontem uygulanmis fakat primer antikor yerine PBS kullanilmistir). immunoflo-
resan analizlerde ise hiicreler metanolle fiske edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5
normal blok serum i¢eren PBS’de 30 dakika inkiibe edildi ve Antibody Diluent ile uy-
gun oranlarinda diliie edilen primer antikorlar eklenerek oda sicakliginda 2 saat siireyle
inkiibe edildi. PBS ile 3X2 dakika yikama isleminden sonra immunfloresan ¢alismalar
icin uygun floresan (FITC, TR) isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi, son asama niikleer boya igeren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting
Medium for flouresence with DAPI) ile kapatildi. Floresan mikroskopta (Leica DI 2500

Microsystems) incelenerek fotograflandi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Niimerik degiskenlerin gruplara goére normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
normalite testi ile degerlendirildi, degiskenlerin normal dagilim gostermedigi tespit
edildi ve nonparametrik testlerin kullanilmasi planlandi. Kruskal Wallis testi kullanildi
ve anlamli farklilik saptanan parametrelere gruplarin ikiserli karsilastirmasi i¢in Dunn’s
Testi uygulandi. Istatistiksel olarak anlamlilik degeri %95 giiven aralig1 icin p<0,05
olarak kabul edildi. Tiim analizler IBM SPSS Statistics Version 25 paket programi kul-

lanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Degerlendirilmesi

4.1.1. Tavsan Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu-

nun Degerlendirilmesi

Izole ettigimiz mezenkimal kok hiicreler, kiiltiire alindiktan sonra 3. giinde kiiltiir
kabina tutundu. Karakterizasyon ve eksozom eldesi i¢in gereken sayiya kadar kiiltiir
edildi. Kiiltiir sirasinda giinliik olarak 151k mikroskobik incelemeleri ve fotograf ce-
kimleri yapildi. izole edilen hiicrelerin faz-kontrast mikroskobu ile yapilan 11k mik-
roskobik incelenmelerinde (Bkz. Sekil 4.1) yildiz sekilli genis veya daha ¢ok fibroblast

benzeri morfolojiye sahip oldugu goriildii.

Sekil 4.1. izole Edilen ve Kiiltiire Alindiktan Sonra 8. Giinde Kiiltiir Kabina
Tutunmus Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Faz-kontrast
Mikroskobik goriintiileri. MKH’ler Genis, Yildiz Sekilli Genis veya Daha Cok
Fibroblast-benzeri Morfolojide Gozlendi(Scale bar=200 pm).
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Sekil 4.2. Izole Edilen ve Kiiltiire Alindiktan Sonra 11. Giinde Kiiltiir Kabina
Tutunmus Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Faz-kontrast
Mikroskobik Goriintiileri. MKH’ler Genis, Y1ldiz Sekilli Genis veya Daha Cok
Fibroblast Benzeri Morfolojide Gozlendi(Scale bar=200 pum).

4.1.2. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakteri-

zasyon Analiz Sonuglari

a) Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri
ile Immunofenotipik Analiz Sonuclar

Sinoviyal sividan izole ettigimiz hiicrelerin MKH’lere 6zgii karakteristik 6zellik-
leri tasty1p tasimadigini belirlemek i¢in karakterizasyon analizleri gergeklestirdik. Bun-
lardan ilkinde hiicreler akim sitometri ile immunofenotipik analize alindi. Bunun so-
nucunda flow sitometri cihazinda elde edilen bulgularda MKH’lerin CD90 (%62.21),
CD73 (%60.55) ve CD105’1 (%62.86) pozitif; CD45 (%0.72) ve CD34’ii (%0.41) ne-
gatif olarak eksprese ettigini belirledik(Bkz. Sekil 4.3). Elde edilen MKH’lerin ylizey
belirtecleri bakimindan CD73, CD90, CD105 pozitif ve CD45, CD34 negatif eksprese
ettigini belirledik(Bkz. Sekil 4.1). Boylece elde edilen kok hiicrelerin mezenkimal kdk
hiicre karakterinde olup olmadigi test edilmis oldu.

ISCT tarafindan belirlenen kriterlere uygun olarak elde edilen hiicrelerin MKH ol-

dugu ispatlanmis oldu (35).
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Sekil 4.3. Ugiincii pasajda Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri ile
Gergeklestirilen Immunofenotipik Analizlerinde CD90(%62.21), CD73(%60.55) ve
CD105’1 (%62.86) pozitif; CD45(%0.72) ve CD34’ii (%0.41) negatif olarak
belirlendi.

Tablo 4.1. Akim Sitometri ile Degerlendirilen Yiizey Belirtecleri ve Yiizdeleri

Antikor/ Belirteg Ismi || Yiizde Degeri
CD90 %62.21

CD73 %60.55
CD105 %62.86
CD45 %0.72

CD34 %0.41

b) Tavsan Sinoviyal Sivi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immunosito-
kimyasal Analiz Sonuclari

Immunositokimyasal bulgularda CD105 ve Nestin’i pozitif eksprese ettikleri; CD45’i
ise negatif olarak eksprese ettikleri teyit edildi(Bkz. Sekil 4.4). Bu bulgular bize sino-
viyal stvidan elde edilen hiicrelerin, MKH 6zelliklerine sahip oldugunu gosterdi ve bu

hiicreleri MKH olarak nitelememizi sagladi.
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Sekil 4.4. MKH’lerde immiinofloresanin Temsili Panelleri. MKH’ler CD105 (yesil)
(a), Nestin (yesil) (c) I¢in Pozitif ve CD45 (yesil) (b) I¢in Negatif Izlendi. Cekirdekler
DAPI (mavi) (a-c) ile Boyandi. (Scale barlar:50 um).

¢) Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlastirma
Analiz Sonuglari

Mezenkimal kok hiicrelerin multipotent potansiyellerini test etmek amaciyla fark-
lilagsma analizleri yapildi.

Adipojenik Farklilasma Sonuclar:

Mezenkimal kok hiicreler yontem kisminda detayli anlatildig: sekilde, adipojenik
farklilagsmaya elverisli kiiltlir ortaminda kiiltiire edildiler. Kiiltlir sonras1 Oil Red-O his-
tolojik boyamasi yapilarak hiicre i¢i biriken lipitlerin pozitifligi mikroskobik olarak
gosterildi(Bkz. Sekil 4.5).

Osteojenik Farklilasma Sonuglari

Mezenkimal kok hiicreler yontem kisminda detayli anlatildigi sekilde, osteojenik
farklilagmaya elverisli kiiltiir ortaminda kiiltiire edildi. Ayrica osteojenik farklilagma
Alizarin Red-S ile boyand1 ve bu histolojik boyamanin pozitifligi mikroskobik incele-
melerle gosterildi(Bkz. Sekil 4.5). Farklilasmis ve farklilasmamis mezenkimal kok hiic-
relerde osteonektin ve BMP4 proteinleri immunofluoresan isaretlenerek belirlendi(Bkz.
Sekil4.6).

Kondrojenik Farkhilasma Sonug¢lari

Mezenkimal kok hiicreler, yontem kisminda detayli anlatildigi sekilde, kondrojenik
farklilagmaya elverisli kiiltiir ortaminda kiiltiire edildiler. Kikirdak matriksinde bulunan
fosfath proteoglikanlar Alcian Blue boyamasi yapilarak belirlendi. Fotograflar ¢ekil-
dikten sonra tiipteki pelet ile birlikte %4 paraformaldehit ya da %10 formalin ile fikse
edilip parafine gomiildii ve 5 um’lik kesitler alind1. Kesitlerde kondrojenik farklilagma,

histokimyasal olarak tekrar Alcian Blue ile gosterildi(Bkz. Sekil 4.5).



Sekil 4.5. Farklilastirma Indiiksiyonu Sonras1t MKH’lerin Gériintiileri. a) Adipojenik
Farklilasma I¢in Tipik Olan Hiicre I¢i Lipit Damlaciklar1 Oil Red-O ile Pozitif
Boyandi. b) Osteojenik Farklilagma Sonras1 Mineral Nodiiller Alizarin Red-S ile
Boyandi. ¢) Kondrojenik Farklilastirma Sonras1 Alcian Blue Pozitif izlenen
Ekstraselliiler Matriks (Scale bar: a:20 um, b ve ¢:200 pm).

Sekil 4.6. MKH’lerin karakterizasyonu i¢in osteojenik farklilastirma analizleri.
MKH’lerin osteojenik farklilagsma kiiltlir kosullarinda kiiltiiriin 4.haftasinda
farklilagma sonrasi osteojenik belirtecler olan BMP4 (kirmizi) ve Osteonektin (yesil)

ile immunofloresan olarak pozitif isaretlenmesi. Cekirdekler DAPI ile mavi olarak
izlenmekte. (Scale barlar: 50 pm).

4.2. Eksozomlarin Degerlendirilmesi

4.2.1. Tavsan Sinoviyal Sivi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Eksozomlarinin

Akim Sitometri ile Iimmunofenotipik Karakterizasyon Sonuglari

Izole edilmis eksozomlarin karakterizasyonu, eksozoma 6zgii floresein izotiyosi-
yanat (FITC)-konjuge CD9 ve fikoeritrin (PE)-konjuge CD63 yiizey belirtegleri igin
flow sitometrisi analizi kullanilarak yapildi. Bu belirtecler, sinoviyal sividan {iretilen
mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin karakterizasyonu i¢in 6nemlidir. Elde edilen

sonuclara gore, CD9 (%44.40) ve CD63 (%35.33) degerleri %10’un tlizerinde oldugu
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i¢in pozitif olarak degerlendirildi(Bkz. Sekil 4.7). 1zole edilen vezikiillerin eksozom

ozelliginde olduguna karar verildi.

g g
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Sekil 4.7. MKH’lerden Elde Edilen Eksozomlarin Flow Sitometri ile Gergeklestirilen
Immunofenotipik Analizleri. MKH Eksozomlarmin Yiizey Belirte¢lerinden CD9
(%44.40) ve CD63 (%35.33) Pozitif izlendi.

4.2.2. Tavsan Sinoviyal Sivi MKH Eksozomlarimin Uptake Analizi

Mezenkimal kok hiicreler tarafindan eksozom alimini arastirmak i¢in, eksozom-
lar PKH26 kirmiz1 floresan boya ile etiketlendi. Eksozomlar etiketledikten sonra, kok
hiicrelerle birlikte kiiltiire edildiler. Sonugcta, hiicrelerle sadece 3 saatlik ortak kiiltiir-
den sonra elde edilen bulgularda, eksozomlarin mezenkimal kdk hiicre i¢ine alindigi
ve ¢ekirdegi cevreleyen sitoplazmik bolgelerde lokalize oldugu izlendi(Bkz. Sekil 4.8).

Boylece eksozomlarin fonksiyonel olarak karakterizasyonu yapilmis oldu.
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Sekil 4.8. Hiicre Uptake Analizi ile MKH’lerden Izole Edilen Eksozomlarin
Fonksiyonel Karakterizasyonu. a: Eksozomlarin MKH’lerle Ortak Kiiltiiriiniin
Baslangicinda Hiicrelerin Diginda Go6zlenen Hiicre Dis1 Eksozomlar. b-d: MKH’ler
Tarafindan Eksozom alimi, 3 Saatlik Ortak Kiiltiirden Sonra PKH26(kirmizi) ile
Gosterilmistir. Hiicre Cekirdekleri DAPI Boyasi(mavi) ile Etiketlendi. Scale bars: a
100 um; b 50 um; ¢ and d 20 pm.

4.3. Histolojik inceleme Sonuclari

Eksozom grubundaki (I. Grup) 3 tavsanin her iki dizinde tam kat kikirdak hasar1
olusturuldu. 3 kez eksozom enjekte edildi. Sakrifikasyon sonrasi yapilan histolojik in-
celemede ICRS skorunun median degeri 21,50 (Q1=20, Q3=22) olarak bulundu.

MKH grubundaki (II. Grup) 3 tavsanin her iki dizinde tam kat kikirdak hasar1 olus-
turuldu. 3 kez MKH enjekte edildi. Sakrifikasyon sonrasi yapilan histolojik incelemede
ICRS skorunun median degeri 18 (Q1=17, Q3=28 ) olarak bulundu.

Mikrokirik grubunda (III. Grup) 2 adet tavsanin her iki dizinde tam kat kikirdak ha-
sar1 olusturuldu. Sonrasinda mikrokirik uygulamasi yapildi. Sakrifikasyon sonrasi ya-
pilan histolojik incelemede ICRS skorunun median degeri 13 (Q1=10, Q3=15.5) olarak
bulundu.

Pozitif kontrol grubundaki (IV. Grup) tavsanin her iki dizinde tam kat kikirdak ha-

sar1 olusturuldu. Sakrifikasyon sonrasi yapilan histolojik incelemede ICRS skorunun
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median degeri 5.5 (Q1=4, Q3=7) olarak bulundu.

Negatif kontrol grubundaki (V. Grup) tavsanin dizlerine herhangi bir miidahalede
bulunulmadi. Sakrifikasyon sonrasi yapilan histolojik incelemede ICRS skorunun me-
dian degeri 28 (Q1=28, Q3=28) olarak bulundu.

Sham kontrol grubundaki (VI. Grup) tavsanin her iki dizinde tam kat kikirdak ha-
sar1 olusturuldu ve deney gruplari ile ayn1 zamanlarda PBS soliisyonu enjekte edildi.
Sakrifikasyon sonrasi yapilan histolojik incelemede ICRS skorunun median degeri 10
(Q1=8, Q3=12) olarak bulundu.

Pozitif ve negatif kontrol gruplari arasindaki farklilik (p=,000) anlamli olarak sap-
tandi; bu veri tam kat kikirdak hasarinin basarili bir sekilde olusturuldugu; deneysel
modelin basaril bir sekilde gerceklestirildigi seklinde yorumlandi.

Eksozom ile tedavi edilen grubun (I. grup) histolojik inceleme sonuglarinin, sham
grubuna (VI. Grup) gore, pozitif kontrol grubuna (I'V. Grup) gore ve mikrokirik grubuna
(III. Grup) gore anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi. Negatif kontrol grubu (V. Grup)
ile aralarinda anlamli bir farklilik olmadigi saptandi(Bkz. Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Eksozom Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglari

Karsilastirilan Gruplar p Degeri
I. Grup (Eksozom) | IV. Grup (Hasar) ,000
I. Grup (Eksozom) | VI. Grup (PBS) ,006
I. Grup (Eksozom) | V. Grup (Hasarsiz) || 1,00

Mezenkimal kok hiicre ile tedavi edilen grubun (I1. grup) histolojik inceleme sonug-
lariin, pozitif kontrol grubuna (I'V. Grup) gore anlamli olarak ytiksek oldugu saptandi.
Negatif kontrol grubu (V. Grup) ile, sham grubu (VI. Grup) ile ve mikrokirik grubu (II1.
Grup) ile aralarinda anlamli bir farklilik olmadig: saptandi(Bkz. Tablo4.3).

Tablo 4.3. Mezenkimal K6k Hiicre Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglari

Karsilastirilan Gruplar p Degeri
II. Grup (Kok Hiicre) | IV. Grup (Hasar) ,022
II. Grup (Ko6k Hiicre) | VI. Grup (PBS) ,488
II. Grup (Ko6k Hiicre) | V. Grup (Hasars1z) || ,151




42

Mikrokirik ile tedavi edilen grubun (III. grup) histolojik inceleme sonuglarinin, ne-
gatif kontrol grubuna (IV. Grup) gore anlamli olarak diisiik oldugu saptandi. Pozitif
kontrol grubu (V. Grup) ile ve sham grubu (VI. Grup) ile aralarinda anlaml1 bir farkli-
lik olmadig1 saptandi(Bkz. Tablo4.4).

Tablo 4.4. Mikrokirik Grubunun ICRS Skoru Analiz Sonuglar

Karsilastirilan Gruplar p Degeri
. Grup (Mikrokirik) | IV. Grup (Hasar) 1,000
. Grup (Mikrokirik) | VI. Grup (PBS) 1,000
. Grup (Mikrokirik) | V. Grup (Hasarsiz) || ,001

Calismamizda temel aldigimiz 3 tedavi yontemi karsilastirildiginda, eksozom gru-
bunun ICRS median degeri 21,50 (Q1=20, Q3=22) iken; MKH grubunun ICRS median
degeri 18 (Q1=17, Q3=28), mikrokirik grubunun median degeri 13 (Q1=10, Q3=15.5)
olarak bulundu. Eksozom ve MKH gruplarinin sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmedi(p=1.00). Eksozom grubunun sonugclart istatistiksel ola-
rak anlamli sekilde mikrokirik grubunun sonuglarindan daha iyi bulunmusken (p=.025),
MKH grubu ile mikrokirik grubu arasinda anlamli bir farklilik gortilmedi(p=1.00)(Bkz.
Tablo4.5).

Tablo 4.5. Tedavi Gruplarinin Karsilastirmali ICRS Skoru Analiz Sonuglar

Karsilastirilan Gruplar ve Median Degerleri p Degeri

Grup Median Degeri | Grup Median Degeri

I. Grup 21.50 II. Grup | 18 1.00
(Eksozom) (Kok Hiicre)

I. Grup 21.50 1. Grup | 13 0.25
(Eksozom) (Mikrokirik)

II. Grup | 18 1. Grup | 13 1.00
(Kok Hiicre) (Mikrokirik)

Negatif kontrol grubu eklem kikirdaginin Hematoksilen&Eozin ve Safranin-O bo-
yamast ile histolojik analizi yapildiginda, doku yiizeyinin diiz ve siirekli oldugu, mat-
riksin hyalin kikirdak yapida oldugu, hiicresel dagilimin siitun yapida oldugu, hiicrele-
rin genelde canli oldugu, subkondral kemigin, kikirdagin mineralizasyonunun ve mat-

riks boyanmasinin normal oldugu gozlendi(Bkz. Sekil 4.10 ve Sekil 4.11; 1. satir).



43

Hem eksozom grubunda hem kok hiicre grubunda, doku yiizeyinin diiz ve siirekli
oldugu, matriksin yer yer yariklanmalar olsa da daha ¢ok hyalin kikirdak yapida ol-
dugu, hiicresel dagilimin nadiren karigik kiimeler halinde ve daha ¢ok siitun yapida
oldugu, hiicrelerin genelde canli oldugu gozlendi(Bkz. Sekil 4.10 ve Sekil 4.11; 5 ve
6. satirlar). Stiperfizyal tabakada orta derecede ve orta tabakada belirgin, giiclii bo-
yanma gdsteren kollajen tip-II immunopozitif, kondrositler goriildii(Bkz. Sekil 4.13).
Stiperfizyal ve orta tabakada genelde kollajen tip-I immunonegatif kondrositler yaygin
olmakla birlikte, orta tabakada nadiren orta derecede Kollajen tip-I immunopozitif bo-
yanan kondrositler de izlendi. Siiperfizyal ve orta tabakada genelde TNF-o, MMP-3
immunonegatif kondrositler yaygin olmakla birlikte, stiperfizyal tabakada nadiren orta
derecede TNF-a ve MMP-3 immunopozitif boyanan kondrositler de izlendi(Bkz. Sekil
4.15 ve Sekil 4.16).

Hasar grubunda, doku yiizeyinin diizensiz oldugu ve siirekli olmadigi, matriksin
fibrokartilaj yapida oldugu, hiicresel dagilimin kiimeler halinde oldugu, hiicrelerin kis-
men canlt oldugu, subkondral kemikte graniilasyon dokusu oldugu, kikirdagin mine-
ralizasyonunun yeterli olmadig1 ve matriks boyanmasinin belirgin olarak azaldig1 goz-
lendi.

Sham grubunda, doku yiizeyinin diizensiz oldugu ve siirekli olmadigi, matriksin
fibrokartilaj yapida oldugu, hiicresel dagilimin bireysel ve disorganize yapida oldugu,
hiicrelerin kismen canli oldugu, subkondral kemikte graniilasyon dokusu oldugu, ki-
kirdagin mineralizasyonunun yeterli olmadig1 ve matriks boyanmasinin belirgin olarak

azaldig1 gozlendi(Bkz. Sekil 4.10 ve Sekil 4.11; 3. satir).

Sekil 4.9. a-Eksozom Grubu, b- MKH Grubu, ¢c- Mikrokirik Grubu
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H&E Boyvama

Kontrol

Hasar

Sham

Mikrokirik

Eksozom

Sekil 4.10. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdaginin H&E Boyama Goriintiileri Sunulmaktadir. Kontrol Grubundaki Diizenli
Stitunlar Halinde Hiyalin Kikirdak Yapisina Benzer Bir Histoloji, MKH ve Eksozom
Gruplarinda Izlenmisken Mikrokirik Grubunda Kiimeler Halinde Fibréz Dokudan
Zengin lyilesme Dokusu Oklarla Gésterilmistir. (Ol¢ii cubuklari: 100 pm).
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Sekil 4.11. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdaginin Safranin O/Fast Green Boyama Goriintiileri Sunulmaktadir. Hasar
Grubundaki Belirgin Safranin-O boyama kaybi, Proteoglikanlarin Azaldigini
Gostermektedir. MMP’ler Tarafindan GAG’larin Yikimi Baslatildigi i¢in Bu
Boyanma Kayb1 Degradasyonun Erken Belirtisi Olarak Yorumlandi. MKH ve
Eksozom Uyguladigimiz Gruplarda Negatif Kontrol Grubuna Benzer Sekilde
Yeniden Safranin-O Boyanmasini Belirlememiz Dokunun Normale Dénmeye
Basladigini Gostermektedir(Ol¢ii Cubuklart: 100 pm).
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Sekil 4.12. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdaginin Tip-ILI,X Kollajen, TNF-a ve MMP-3 Boyamasi ile
Immunohistokimyasal Analizi. (Ol¢ii Cubuklar1: 50 pm.)
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Sekil 4.13. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdagmin Tip-II Kollajen Boyamast ile immunofloresan Analizi. 1. Satirda
Normal Bir Kikirdak Yapisindaki Tip-II Kollajen Boyanmasin1 Gérmekteyiz. Ikinci,
Ucgiincii ve Dérdiincii Satirlarda(Hasar, Sham, Mikrokirik Gruplarinda) Zayif
Boyanma Izlerken Besinci ve Altinc1 Satirdaki MKH ve Eksozom Gruplarinda Tekrar
Saglam Kikirdak Dokusuna Benzer Bicimde Tip-1I Kollajen Uretimine Bagh
Boyanma Gérmekteyiz. Hiicre Cekirdekleri Mavi DAPI boyasi ile Boyanmustir. (Olgii
Cubuklari: 20 um.)
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Sekil 4.14. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdagmin Tip-X Kollajen Boyamasi ile Immunofloresan Analizi. Tip-X Kollajen
Kikirdak Degradasyonuyla Ortaya Cikmaktadir. Hasar, Sham ve Mikrokirik
Gruplarinda Goriilen Boyanmay1; Kontrol Grubuna Benzer Sekilde MKH ve
Eksozom Gruplarinda Gérmememiz Burada Yikimm Azaldigina Isaret
Etmektedir.(Ol¢ii Cubuklari:20 pm.)
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Sekil 4.15. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdagmin TNF-a Boyamasi ile Immunofloresan Analizi. TNF-o Inflamasyona
Katilan Major Proinflamatuar Sitokindir. Hasar, Sham ve Mikrokirik Gruplarinda
Goriilen TNF-a Boyanmast Hem MKH Grubunda Hem Eksozom Grubunda Cok
Diisiik Oldugu Gériildii. Bu Gruplarda Inflamasyonun Dengelendigini Diisiinmek

Miimkiindiir. (Ol¢ii Cubuklari: 20 um.)
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Sekil 4.16. Kontrol, Hasar, Sham, Mikrokirik, MKH ve Eksozom Gruplarinda Eklem
Kikirdagmin MMP-3 Boyamasi ile Immunofloresan Analizi. MMP-3 Aktivasyonu ile
Kikirdaktaki Ekstraseliiler Matriks Degrade olur, Kollajen Yikilir ve Kikirdak Hasar1
Artar. Hem MKH Grubunda Hem Eksozom Grubunda MMP-3 ile Boyanmanin Cok
Daha Diistik Oldugu Goriildii. Burada Kikirdak Hasarinin Sinirlandigini Diistinmek
Miimkiindiir. (Ol¢ii Cubuklari: 20 um.)
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ICRS skorunun parametreleri alt baslik olarak tek tek degerlendirildiginde, eklem
ylizey diizgiinliigiiniin negatif kontrol grubunda diger tiim gruplardan anlamli bir se-

kilde farkl1 (p<0.05) oldugu goriildii(Bkz. Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Yiizey Degerlendirmesinin Istatistiksel Analizi

Karsilastirilan Gruplar p Degeri
L. Grup (Eksozom) V. Grup (Hasars1z) || ,000
II. Grup (Ko6k Hiicre) | V. Grup (Hasarsiz) || ,000
III. Grup (Mikrokirik) | V. Grup (Hasarsiz) || ,000

Istatistiksel analizde hicbir tedavi yonteminin yiizey diizgiinliigii bakimindan sag-
likli kikirdak dokusu ile benzer yap1 gostermedigini bulmustuk. Fakat incelemeleri-
mizde eksozom ve MKH gruplarinda hiyalin kikirdaga daha yakin, inflamatuar yanitt
daha diistik bir doku iyilesmesi izlenmisti. Bu durumu yiizey degerlendirmede kullani-
lan 2 birimli degerlendirme sisteminin yetersizligi ile agiklamanin daha dogru olacagi
kanaatindeyiz.

Hiicresel canliligin her 3 tedavi grubunda da pozitif kontrol grubundan istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde farkli ( p<0.05) oldugu goriildii(Bkz. Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Canlilik Degerlendirmesinin Istatistiksel Analizi

Karsilagtirilan Gruplar p Degeri
I. Grup (Eksozom) IV. Grup (Hasar) || ,000
II. Grup (Ko6k Hiicre) | IV. Grup (Hasar) || ,000
1. Grup (Mikrokirik) | IV. Grup (Hasar) || ,000
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5. TARTISMA

Kikirdak dokusu, diisiik oksijen basinci altinda yasayan, metabolizma hizlar dii-
stk kondrositlerden olusur. Bu nedenle iyilesme ve kendini yenileyebilme potansiyeli
diisiik bir dokudur. Kikirdak lezyonlar1 ¢agimizin en sik morbidite sebebi olan oste-
oartritin dncii lezyonlaridir. Kikirdak dokusunun yapist nedeniyle de tedavi yanitlar
diisiik lezyonlardir. Bu nedenle 6zellikle ileri osteoartritin giiniimiizdeki altin standart
tedavisi artroplasti cerrrahileridir. Artroplastinin kendine has komplikasyonlarinin ol-
mast, erken evre hastalarda endikasyonu olmamasi, protezin émriiniin kisitl olmasi,
hastalarin bu tip major cerrahi igslemlerden ¢ekincelerinin olmasi gibi sebepler bizi bi-
yolojik iyilesmenin saglanmasina ydnlendirmektedir. Ozellikle erken evre lezyonlarda
hedeflenen biyolojik iyilesme igin ¢esitli teknikler (mikrokirik, drilleme, osteokondral
nakiller...) gelistirilmis olmasina karsin hedeflenen iyilesme dokusunun bu yontemlerle
elde edilememis olmasi yeni tedavilerin arastirilmasini gerektirmistir (70).

Kok hiicre tedavileri dncelikle GVHD, akut bobrek yetmezligi gibi hastaliklarda
denenmis, hasarli hiicrelerin rejenerasyon yeteneklerini artirdiklariin fark edilmesi
tizerine diger alanlarda da kullanilmaya baslanilmistir. MKH’ler kondrositlerin ekst-
raselliiler matriks sentezi ve proliferasyonunu destekler, hiicresel fonksiyonlar i¢in ho-
meostatik mikrogevrenin korunmasinda destek saglar. MKH’ler hasar bolgesine go¢
ederler, prolifere olurlar ve matriks komponentlerini de sentezlemeye baslarlar (71).
Ayrica salgiladiklar1 biiytime faktorleri ve diger yolaklarla hasarli bolgedeki rejeneras-
yon siirecine yol gosterir; proliferasyon, diferansiyasyon ve bolgedeki matriks iiretimi
gibi siirecleri diizenler (2), (44). Xiang ve arkadaslar1 2022 yilinda yayinladiklar1 me-
taanalizde mezenkimal kok hiicrelerin literatiirde osteoartrit tedavisinde basarili oldu-
gundan ve eksozomlarin da umut vaat edici goziiktiiglinden bahsetmistir (4). Biz de
caligmamizda kok hiicre tedavisi ile hiyalin kikirdaga daha yakin, diizgiin yiizeyli bir
kikirdak iyilesme saglanabildigini gdsterdik. Femoral kondilde tam kat kikirdak hasar1
olusturdugumuz tavsanlarimizin MKH uygulamasindan sonraki 12. haftadaki histolo-
jik incelemelerinde doku yiizeyinin diiz ve siirekli oldugu, matriksin karisik yani hyalin
ve fibrokartilaj yapida oldugu, hiicresel dagilimin karigik, yani siitun yapida ve kiime-

ler halinde oldugu, hiicrelerin genelde canli oldugu, subkondral kemikte graniilasyon
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dokusu oldugu, kikirdagin mineralizasyonunun normal oldugu ve matriks boyanma-
siin hafif azaldig1 gozlendi(Bkz. Sekil 4.10). Tip-II kollajen ile yaptigimiz immun-
histokimya ve immunofloresan boyamalarinda hasar kontrol gruplarinda boyanma go-
remezken MKH grubumuzda tip-II kollajenle boyanma izledik. Bu bize iyilesmenin
fibroz skar dokusundan ziyade kikirdak dokusunun ekstraselliiler matriksi ile uyumlu
oldugunu gosterdi. Tip-I kollajen ile yaptigimiz immunhistokimya ve immunoflore-
san boyamalarinda hasar kontrol gruplarinda yogun boyanma goriiliirken kok hiicre
grubumuzda boyanmanin ¢ok daha az oldugu goriildii. Skar dokusunun yogunlugunun
daha az oldugu yoniinde yorumlandi. TNF-o, MMP-3 gibi proinflamatuar sitokinlerin
immunhistokimya ve immunofloresan boyamalarinda ise hasar grubunda yiiksek tutu-
lum goriiliikken kok hiicre grubumuzda boyanmanin ¢ok daha diisiik oldugu goriildii.
Kok hiicre verilen grupta inflamatuar fazin yavasladigi ve onarim fazina gegildigi goz-
lendi(Bkz. Sekil 4.13, 4.15, 4.16). Bu bulgular hasarin iyilesme trendinde oldugunu
gostermektedir.

Eksozomlar, 2015 yilinda yilinda Yanez ve arkadaglarinin miyokard infarktiisiinde
rejeneratif etkilerinden bahsetmesinin ardindan; dejeneratif siireclerde kullanilabilecek
bir tedavi alternatifi olarak goriilmeye baslanmistir (72). Eksozomlar ekstraselliiler
matriks protein ve enzimlerinden zengin olduklari icin, ekstraselliiler matriks home-
ostazisini diizenleyebilir (62). Mezenkimal kok hiicre tedavisinin dokudaki iyilestirici
etkilerinin, hasarl1 dokuya rejenere olabilme 6zelliklerden ziyade hasarli dokuda sag-
ladig1 immiinregiilasyon ve mevcut hiicreleri indiikleme yetenegine bagli oldugu dii-
stiniilmektedir (60). Bu etkilerini eksozomlar araciligi ile sagladig1 diisiintildiigiinde;
eksozomlar hiicresiz nanotedavi partikiilleri olarak hayli iyi bir tedavi secenegi ola-
rak karsimiza c¢ikmaktadirlar. Zhang ve arkadaglar1 2016 yilinda yayinladiklar1 ma-
kalelerinde kikirdak hasar1 olusturduklar: sicanlarda eksozom tedavisinin, tedavi ver-
medikleri hayvanlara gbre ylizeyi daha diizgiin, hiyalin kikirdak yapisina daha ben-
zer bir iyilesme dokusu ile tamir oldugunu bildirmisler (62). Biz dncelikle 6rnekleri-
mizde PKH26 boyasi ile isaretlenmis eksozomlarimizi degerlendirdik ve immunoflo-
resan gortintiilemede eksozomlarin hiicreler tarafindan tutuldugunu gézlemledik(Bkz.
Sekil 4.13). Femoral kondilde tam kat kikirdak hasar1 olusturdugumuz tavsanlarimizin

eksozom uygulamasindan sonraki 12. haftadaki histolojik incelemelerinde doku yii-
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zeyinin diiz ve siirekli oldugu, matriksin karisik, yani hyalin ve fibrokartilaj yapida
oldugu, hiicresel dagilimin karisik, yani siitun yapida ve kiimeler halinde oldugu, hiic-
relerin genelde canli oldugu, subkondral kemikte graniilasyon dokusu oldugu, kikir-
dagin mineralizasyonunun normal oldugu ve matriks boyanmasinin hafif azaldig1 goz-
lendi(Bkz. Sekil 4.10). Tip-II kollajen ile yaptigimiz immunhistokimya ve immunof-
loresan boyamalarinda hasar kontrol gruplarinda boyanma géremezken eksozom gru-
bumuzda tip-II kollajenle boyanma izledik. Bu bize iyilesmenin fibr6z skar dokusun-
dan ziyade kikirdak dokusunun ekstraselliiler matriksi ile uyumlu oldugunu gdésterdi.
Tip-I kollajen ile yaptigimiz immunhistokimya ve immunofloresan boyamalarinda ha-
sar kontrol gruplarinda yogun boyanma goriiliirken eksozom grubumuzda boyanmanin
¢ok daha az oldugu goriildii. Skar dokusunun yogunlugunun daha az oldugu yoniinde
yorumlandi. TNF-a, MMP-3 gibi proinflamatuar sitokinlerin immunhistokimya ve im-
munofloresan boyamalarinda ise hasar grubunda yiiksek tutulum goriiliiken eksozom
grubumuzda boyanmanin ¢ok daha diisiik oldugu goriildii. Eksozom verilen grupta inf-
lamasyon fazinin yavasladigi ve onarim fazina gecildigi gézlendi(Bkz. Sekil 4.13, 4.15,
4.16). Bu bulgular hasarin iyilesme trendinde oldugunu gostermektedir.

Hasar grubunda belirledigimiz belirgin Safranin-O kayb1; proteoglikanlarin azal-
digi, MMP’ler tarafindan GAG’larin yikimi baslatildigi i¢in degradasyonun erken be-
lirtisi olarak yorumlandi. Bu, proteoglikanlarin sentezinden sorumlu olan kondrositle-
rin, hasara bagl nekrozundan kaynaklanabilir. Zira 151k mikroskobik incelememizde
bu bilgiyi destekleyen piknotik niikleuslu kondrositlere rastlanmigti. MKH ve ekso-
zom uyguladigimiz gruplarda 12 hafta sonra kikirdak dokusunda yeniden Safranin-
O boyanmasini belirlememiz, kondrositlerin varligiyla proteoglikan icerigin artmasi,
GAG’larin yeniden sentezlenmeye baslamas1 ve dokunun normale donmeye basladi-
gin1 gostermektedir. Hiperselliilarite ile ekstraselliiler matriksin yeniden sentezlenmeye
baslamasi; birbiri ile uyumlu ilerleyen ve tamirin basladigini gésteren bulgulardir(Bkz.
Sekil 4.11). Bu veriler 1s1ig81inda MKH ve eksozom uygulanan gruplar karsilastirildiginda
tamir ve rejenerasyon agisindan eksozomlarin en az MKH’ler kadar etkili oldugu be-
lirlenmistir.

Tip-II kolajen, hiyalin kikirdakta bulunan temel bilesendir ve saglikli eklem ki-

kirdaginin stabilitesinin korunmasinda ve biyolojik islevlerini yerini getirebilmesinde
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temel rolii {istlenir. Iyilesen yeni kikirdakta Tip-II kolajen ne kadar fazla ise biyomeka-
nik giicii o kadar fazladir ve orijinal eklem kikirdagina o kadar benzerlik gdsterir. Fa-
zaeli ve arkadaslarinin si¢an ve tavsanlarda osteokondral defektler tizerinde eksozom-
larin onarici etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, iyilesme dokusunun yiiksek diizeyde
tip-1I kollajen igeren hiyalin kikirdak dokusu ile oldugu goriilmiistiir. Konservatif te-
davi edilen yaralanmalarda ise bir bagisiklik onarim fenotipinin olustugu gozlenmistir
(57). Calismamizda, MKH ve eksozom tedavisi uygulanan gruplarda kondrosit belir-
teci (Tip-II kollajen) ekspresyonunda onemli bir artis ve 1yilesme dokusunda normal
kikirdaga benzer tipik hiyalin 6zellikler izlenmistir(Bkz. Sekil 4.13).

Inflamasyonda TNF-a ve MMP-3 artis1 gzlenir. TNF-o inflamasyona katilan ma-
jor proinflamatuar sitokindir. MMP-3 aktivasyonu ile kikirdaktaki ekstraseliiler matriks
degrade olur, kollajen yikilir ve kikirdak hasari artar. Kikirdak hasarini gosteren 6nemli
bir katabolik faktordiir. Tip-X kollajen kondrosit hipertrofisine neden olur. Eklem kikir-
daginin matriksinde eksprese edilir. Stiperfizyal zonda 6zellikle prolifere olan kondro-
sitlerin kiimelerinin etrafinda gdzlenir. insanda osteoartritte eklem kikirdaginda yiizey
fibrilasyonu ve osteofitik olusumlarla izlenir (73). Calismamizin sonuglarina gore, hem
MKH grubunda hem eksozom grubunda TNF-a, MMP-3 gibi proinflamatuar sitokinle-
rin immunhistokimya ve immunofloresan boyamalarinda boyanmanin ¢ok daha diisiik
oldugu gorildii(Bkz. Sekil 4.13, 4.15, 4.16). MKH’lerin ve eksozomlarin farklilasma
ve tamir i¢in yiiksek potansiyelinin yani sira immiin regiilasyonu desteklemek i¢in ba-
g1siklik sistemi ile etkilesime girme, periferik doku toleransini iyilestirmek icin yara-
lanma bolgesine go¢ etme, inflamatuar faktor salinimini 6nleme, doku onarimini des-
tekleme ve yarali hiicrelerin aktivitesini artirma 6zelliklerine sahip oldugunu gdésterdi.
no Calismamizin hasar, sham ve mikrokirik gruplarinda, fibrokartilaj doku paterni ile
birlikte yiiksek oranda Tip-I ve Tip-X kollajen, TNF-a« ve MMP-3 izlendi. GAG be-
lirgin derecede azalmisti. Yiizey diizensizdi. Dejeneratif degisiklik belirtisi olarak da
hiposelliilarite ve kondrosit kiimelesmeleri vardi. Hasar, sham ve mikrokirik gruplari
hasarsiz grupla karsilagtirildiginda, diisiik oranda Tip-II kollajen ekspresyonuna eslik
eden artmus Tip-1 kollajen , Tip-1I kollajen Tip-X kollajen, TNF-ao ve MMP-3 pozitifligi
gozlendi.

MKH ve eksozom gruplarinda ise kikirdak matrisindeki Tip-II kollajen pozitifli-
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ginin arttig1 hatta negatif kontrol grubu ile benzer oldugu goriildii. MKH ve eksozom
uygulamasi sonrasi hiicre migrasyonu, farklilagmasi ve profilerasyonu artar. Buna bagl
olarak matriks sentezinin arttigi, MKH ve eksozomlarin immun yanitt modiile ettigi,
mikrogevreyi rejenerasyona uygun hale getirdigi ve daha az proinflamatuar fenotipe
dogru kaydirdig1 gozlendi.

Calismamizin temel amaglarindan biri olarak MKH ve eksozom tedavileri ICRS
skorlari ile karsilastirildiginda; eksozom grubunun sonuglarinin mikrokirik grubunun
sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugunu (p=.025) fakat
kok hiicre grubunun sonuglarinin, mikrokirik grubunun sonuglarina gore yiiksek olsa
da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p=1.00). Kok hiicre ve eksozom teda-
vileri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasa da; eksozom grubunun ICRS
skorlarmin [Q2=21,50 (Q1=20, Q3=22)], kok hiicre grubuna [Q2=18 (Q1=17, Q3=28)]
gore bir miktar daha yiiksek oldugu goriildii. Her iki tedavi yonteminin ICRS skorlari-
nin da hasar grubuna goére anlamli derece yiiksek oldugu goriildii(p=.000, p=.022).

Calismamizin sonuglarina gore eksozom tedavisinin en az kok hiicre tedavisi ka-
dar etkili oldugunu gézlemledik. Hatta istatistiksel olarak anlamli olmasa bile ekso-
zom grubumuzun [Q2=21,50 (Q1=20, Q3=22)] ICRS skorlarinin kok hiicre grubumuza
[Q2=18 (Q1=17, Q3=28)] gore daha yiiksek oldugunu bulduk. Ayn1 mekanizma {ize-
rinden etki eden bu iki tedavi yonteminde eksozom lehine bu kiigiik farki gérmiis ol-
mamizin olas1 sebeplerini su sekilde siralayabiliriz:

1)Bu alanda yapilan ¢aligmalarda maksimum tedavi yanitin1 saglayacak mezenki-
mal kok hiicre miktar1, eksozom miktari, bir kok hiicrenin intraartikiiler ortamda salgi-
ladig1 eksozom ve diger iletisim molekiillerinin miktarlar1 heniiz kantitatif bir sekilde
tanimlanamamustir. Bu nedenle ¢alismamiz literatiir verilerine dayanarak planlanmis
olsa da verilen tedavi dozlarinin denk olmamasi boyle bir sonuca sebep olmus olabilir.

2)Zhang ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar arastirmalarinda mezenkimal kok
hiicrelerle yaptiklar1 ¢alismalarda immiin yanit olusabilecegi; daha optimal sonuglar
alabilmek i¢in desensitizasyon ya da immiinsupresyon yapilmasi gerekebileceginden
s0z etmisler (74). Mezenkimal kok hiicrelerin zit immiin etki olusturmadigi ile ilgili de
literatiirde yayinlar mevcuttur (75). Zhang ve arkadaslar1 2016 yilindaki yayinlarinda

ise eksozom tedavisinde boyle bir immiin yanit gérmediklerinden s6z etmisler (62).
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Bizim ¢alismamizda hayvanlarimizin hi¢birine immiimsupresyon verilmedi. Aradaki
kiigiik farki eksozom molekiiliiniin immiinregiilatuar etkinliginin yiiksek olmasi sek-
linde yorumlayabilecegimiz gibi, MKH antijenik yapisinin olusturdugu immiin yanita
sekonder olusan inflamasyonun etkisi olarak da yorumlamak miimkiindiir.

3) Mezenkimal kok hiicreler, kikirdak hiicrelerinin aksine yiiksek protein liretim
hizina sahip, metabolizma hizlar1 yiiksek hiicrelerdir. Diz eklemi gibi diisiik oksijen
basingli bir iyilesme ortaminda MKH’lerin etkinliklerini tam gdsterememis olmalari
eksozom grubunda ICRS skorlarinin daha iyi olmasin agiklayabilecek teorilerden bir
digeridir.

4) Mezenkimal kok hiicrelerin salgiladiklar1 eksozom igerikleri ¢evrelerinden ge-
len etkilere gore degisebilmektedir. Xu ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda LPS’ye
(lipopolisakkarit - proinflamatuar bir islev goriir) maruz birakilan MKH’lerin eksozom
igeriklerinin daha potent bir antiinflmatuar yapiya sahip olduklarini gostermisler (76). 1.
deney grubunda kullanilan eksozomlar ve II. deney grubunda kullanilan MKH’ler ayn1
rezervden elde edilmis olsalar bile bir kok hiicre grubu besiyerinde salg1 yaparken di-
gerinin intraartikiiler, halihazirda proinflamatuar sitokinlerden zengin bir ortamda salgi
yapiyor olmasi farkli potentte igerik iiretmelerine; bu durum da farkli tedavi yanitlari
alinmig olmasina sebep olmus olabilir.

5) Yan ve arkadaslar1 3 boyutlu hiicre kiiltiiriinde yetisen, basinca maruz kalan kok
hiirelerin eksozomlarinin; hiicre kiiltiiriinde kikirdak iyilesmeyi desteklemede daha ba-
sarili oldugunu gostermisler (77). Bu acidan diisiiniilecek olursa eklem i¢inde siirekli
kompresyon-dekompresyon siklusuna maruz kalan kok hiicre ile, besi yerinde serbest
takip edilen hiicrenin salgi profilinin de potensinin de degisebilecegini diisiinebiliriz.

Tiim bu teoriler eksozom tedavisinde aldigimiz yiiksek ICRS skorlarini agiklamada
rol sahibi goziikseler de; elimizdeki verilerle hem eksozom tedavisinin hem kok hiicre
tedavisinin kikirdak hasarinda etkin tedaviler oldugunu séylemek miimkiindiir. iki te-
davi yonteminin karsilastirilmasi i¢in ileri caligmalar bize daha fazla bilgi verecektir.

Mikrokirik tedavisi ilk kez 1999 yilinda Steadman tarafindan tanimlandiginda mii-
dahale edilmeyen olgulara gore daha yiiksek bir klinik rahatlama ve iyilesme dokusu
elde edildigi bildirilmistir (20). Arastirmalar devam ettikce 2 yil icinde klinik sikayetle-

rin geri dondiigii goriilmiistiir (29). Bu klinik kétiilesmede, elde edilen iyilesme doku-
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sunun hiyalin kikirdak yapisinda degil, fibroz skar dokusu seklinde olmasi suglanmig-
tir. Biz calismamizdaki mikrokirik grubunu inceledigimizde, doku yiizeyinin diizensiz
oldugu ve siirekli olmadigini, matriksin hyalin ve fibrokartilaj karisik bir yapida oldu-
gunu, hiicresel dagilimin bireysel ve disorganize oldugunu, hiicrelerin canli oldugunu,
kondrositlerin yer yer kiimeler halinde veya siitun yapida karisik bir gériiniimde oldu-
gunu, subkondral kemikte remodellingte artis oldugunu, kikirdagin mineralizasyonu-
nun yeterli olmadigini ve matriks glikozaminoglikan boyanmasinin azaldigini gozlem-
ledik(Bkz. Sekil 4.11). Kollajen tip-I immunhistokimyasal ve immunofloresan boya-
masinda siiperfizyal tabakada ve fibrokartilaj matrikste belirgin, gli¢lii boyanma goste-
ren immunopozitif disorganize bireysel kondrositler goriildii. Bu literatiirde daha 6nce
bahsedilen skarla iyilesme ile uyumlu olarak yorumlandi. Kollajen-II immunofloresan
boyamasinda immunonegatif kondrositler izlendi(Bkz. Sekil 4.13).

Mikrokirik tedavisi, uzun yillar boyunca altin standart tedavi olarak goriilmiis olsa
da fayda bazinda hiicre bazli tedavilerin gerisinde kalmistir. Fakat kombine tedavilerin
icinde (mikrokirik + eksozom ya da mikrokirik + kok hiicre) tedaviye katki saglayip
saglamayacagi sonraki arastirmalarin konusu olacaktir.

Calismamiz kontrol gruplari da dahil edilerek planlanan bir hayvan ¢aligmasi olup,
eksiklerini degerlendirecek olursak:

1) Hayvan sayimizin sinirli olmasi nedeniyle gruplarimiz nonparametrik dagilim
gosterdi. Daha yiiksek hayvan sayisi ile daha giivenilir sonuglar elde edilebilirdi.

2) Takiplerimiz 3 ay siire ile planladi ve tiim hayvanlarimiz 3. ayinda sakrifiye
edildi. Daha uzun takip ve aralikli sakrifikasyonlarla tedavi hizin1 ve sonuglarini de-
gerlendirmek daha giivenli olabilirdi.

3) Tedavilerin etkinlikleri tek baslarina degerlendirildi. Kombine tedavilerin dahil
edildigi tedavi gruplari, klinik uygulama i¢in yol gosterici olabilirdi.

4) Elde edilen eksozom miktar1 besi yerine ekilen kok hiicre sayisi lizerinden de-
gerlendirildi. Molekiiler bazda yapilan 6lgiim yontemleri ile daha kantitatif bir deger-

lendirme yapilabilirdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sinoviyal sividan elde edilen eksozom tedavisi de kok hiicre tedavisi de kikirdak
hasarinda hiyalin kikirdak dokusu ile iyilesmeyi saglayan etkili tedavi yontemleridir.
Mikrokirik tedavisi ise skar dokusu ile iyilesmeyi saglayan diger tedavi yontemlerine
gore daha az etkili bir tedavi yontemidir. Eksozom tedavisi hiicresel bir yap1 icermemesi
nedeniyle giivenli; etkinlik olarak da kok hiicre tedavisine nazaran daha yiiksek ICRS
skorlar1 bulunmus olmasi nedeniyle etkili bir tedavi alternatifi olarak karsimizdadir.

Ilerleyen donemlerde gelisen teknolojinin de yardimiyla daha kantitatif 6lgiim yon-
temleriyle tedavi dozlar1 hakkinda daha net kriterler koymak miimkiin olacaktir. Hay-
van deneylerinde 1yi sonuglar alinan bu tedavi yontemlerinin insanlarda yapilan ran-
domize kontrollii ¢alismalara ihtiyac1 devam etmektedir. Hem eksozomlarin, hem kok
hiicrelerin diger tedavi yontemleri ile kombine tedavi sekillerinin (skafoldlarla des-
teklenmeleri, mikrokirik tedavisiyle birlestirilmesi, eklem i¢i diger enjeksiyon mater-
yalleri ile birlestirilmesi gibi) degerlendirmesi de ileri ¢calismalara konu olabilir. Kok
hiicreden salgilanan eksozomlarin ¢esitliligi ve igerigi kok hiicrenin bulundugu ortama,
mekanik ya da biyolojik tetikleyicilere bagli olarak degismektedir. Dolayisiyla tedavi
oncesinde ya da tedavi sirasinda intraartikiiler olarak kok hiicrelerin indiiklenmesi, te-
davi sonrasindaki rehabilitasyon ve yiik verme programinin tedaviye etkisi yine ilerle-

yen ¢aligmalar i¢in konu olmaya adaydir.
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