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OZET

OZDEMIR E. Eklem Kikirdak Defektlerine Hiicreden Armndirilmis Insan
Plasentasi, Mezenkimal Kok Hiicre ve PRP Kombinasyonlarimin Uygulanmasi
ile Histolojik Iyilesmenin Degerlendirilmesi - Sican Modeli-. Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Tezi, Ankara 2019. Eklem
kikirdag1 hiyalin kikirdak yapisinda olup hasar gordiigii zaman iyilesme kapasitesi
oldukga diisiik bir dokudur. Heniiz optimal bir tedavi yontemi tanimlanmig olmasa da
doku miihendisligi ¢alismalar1 kikirdak defektleri tedavisinde umut vaat etmektedir.
Bu amacla hicreden arindirilmis insan plasentasinin  kikirdak defektlerinin
iyilesmesinde etkili bir biyocat1 olabilecegi hipotez edilmistir. Bu etkinin
mezenkimal kok hiicre ve PRP eklenmesi ile arttirilacagi 6ngoriilmistiir. Etik kurul
onay1 alinarak ¢aligmamiz sican modeli olarak tasarlandi. Denekler her grupta 7
hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Biitiin gruplarda her iki dize troklea bolgesine
2mm c¢apinda osteokondral defekt olusturuldu. Kontrol (K) grubuna herhangi bir
islem uygulanmadi. P grubuna sadece hiicreden armdirilmis insan plasentasi
biyogatis1, PK grubuna plasenta biyogatisi ile birlikte 10° mezenkimal kok hiicre, PP
grubuna plasenta biyogatis ile birlikte PRP, PKP grubuna ise plasenta biyogatis1,10°
mezenkimal kok hiicre ve PRP birlikte uygulandi. Siganlar 12 hafta takip sonrasi
Otenazi edilerek iyilesme International Cartilage Repair Score-2 skorlama sistemi
kullanilarak histolojik olarak incelendi. Veriler istatistiksel olarak incelendiginde tim
deney gruplarmnimn skorlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0.05). PKP grubunun skorlar1 deney gruplari arasinda en yiiksek olsa da
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Elde ettigimiz sonuglara gore
kikirdak defektleri iyilesmesinde hiicreden arindirilmis insan plasentast etkili bir
biyocatidir. Plasenta biyocatisinin etkinligi mezenkimal kdk hiicre ve PRP eklenmesi
ile artirilabilir. En fazla etki plasenta biyogatisi ile birlikte mezenkimal kok hiicre ve

PRP eklenmesi durumunda gorulebilir.

Anahtar Kelimeler: Kikirdak Defekti, Hiicreden Armndirilmis Insan Plasentasi

Biyocatisi, Mezenkimal Kok Hiicre, PRP



ABSTRACT

OZDEMIR E. Evaluation of Histological Healing of the Articular Cartilage
Defects with Application of Decellularised Human Placenta Scaffold,
Mesenchymal Stem Cells and PRP Combinations - Rat Model-. Hacettepe
University Faculty of Medicine, Thesis in Orthopaedics and Traumatology,
Ankara 2019. The articular cartilage is of a hyaline cartilage structure and the
healing capacity is very poor when it is damaged. Although an optimal treatment
method has not been defined, tissue engineering studies are promising in the
treatment of cartilage defects. For this purpose, it has been hypothesized that the
decellularized human placenta may be an effective scaffold in repairing of cartilage
defects. Its effect could be increased by the addition of mesenchymal stem cells and
PRP. Our study was designed as rat model after approval of the ethics committee.
The subjects were divided into 5 groups of 7 animals in each group. In all groups, 2
mm diameter osteochondral defect was formed in trochlea regions of their knee,
bilaterally. No additional procedure was performed in Control (K) group. Only the
decellularized human placenta scaffold was applied to the P group, together with the
placental scaffold 10° mesenchymal stem cells was applied to the PK group, together
with the placental scaffold PRP was applied to the PP group and together with the
placental scaffold, 10° mesenchymal stem cells and PRP was applied to the PKP
group. Rats were histologically evaluated with International Cartilage Repair Score-2
after they were euthanized following 12 weeks of follow-up. After the statistical
analysis of the data, the scores of all experimental groups were significantly higher
than the control group (p<0.05). The scores of the PKP group were the highest
among the experimental groups but not statistically significant (p> 0.05). According
to our results, the decellularized human placenta is an effective scaffold in the
healing of cartilage defects. The efficacy of the placental scaffold can be increased
by the addition of mesenchymal stem cells and PRP. The maximal effect can be
observed with addition of mesenchymal stem cells and PRP together in combination

with placental scaffold.

Key Words: Cartilage Defect, Decellularised Human Placenta Scaffold,
Mesenchymal Stem Cell, PRP
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1. GIRIS

Eklem kikirdag1 defektleri ortopedi pratiginde sik goriilen bir sorundur.
Cogunlukla travmaya veya dejeneratif siirece bagli olusur[1]. Eklem agrisi,
fonksiyon kaybi ve eklem dejenerasyonu ile sonuglanir. Bu sorunun tedavisi uzun bir
stireci kapsamaktadir ve ¢ogu zaman istenilen basari ile sonlanmamaktadir[2].
Semptomatik eklem kikirdagi defektlerinin tedavisi; lezyonun yeri, biiyiikligi ve
sayisina gore degiskenlik gostermektedir. Tedavi segenekleri arasinda otolog
osteokondral greft transferi, mikrokirik uygulama gibi kemik iligi stimulasyon
teknikleri bulunmaktadir[3]. Bu yontemlerin uzun dénem sonuglarinin iyi olmamasi
sebebiyle eklem kikirdaginin rejenerasyonunu hedefleyen biyolojik yoOntemler

arastirilmaktadir[2].

Eklem kikirdagi histolojik olarak hiyalin kikirdaktan olusmaktadir[4].
Kikirdak yapisi igerisinde damarlanma ve innervasyon olmadigindan rejenerasyon
kapasitesi oldukga diisiiktiir[5]. Eger kikirdak hasari subkondral kemige ulasir ise
kanlanma saglanacagi i¢in iyilesme ihtimali artar. Fakat bu iyilesme fibroz kikirdak
seklinde olur ve dayanikliligi hiyalin kikirdaga gore daha disiiktiir[6]. Bu yizden

daha dayanikli olan hiyalin kikirdak ile iyilesme tedavinin temel amac1 olmalidir.

Eklem kikirdagmin rejenerasyon kapasitesini artirmaya yonelik biyolojik
calismalar siirmektedir. Bu amagla kemik iligi, yag doku, sinovyum, periferik kan ve
umblikal korddan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kondrositlere doniisebildigi
gosterilmistir[7]. Baska bir yontem olarak kikirdak defektlerine gesitli
materyallerden yapilan biyocatilar (skafoldlar) uygulanarak rejenerasyon (zerine
calisilmistir. Biyocgatilar kikirdak hiicrelerinin adezyonu ve proliferasyonu igin 3
boyutlu bir ekstraseliiler matriks saglamaktadir[8]. Es zamanli olarak biyogatilar ile
kok  hiicre = uygulanmasimnin  rejenerasyon  potansiyelini  artirabilecegi

diistiniilmektedir[9].

Ekstraseluler matriks, hiicreler i¢in proliferasyon ortami olugturmalarinin yani
sira hiicrelerin davraniglarini da diizenler[10]. Hiicreden arindirilmis insan plasentasi
ekstraseliiler matriks agisindan oldukg¢a zengindir[11]. Hiicreden arindirilmig insan

plasentast literatiirde cilt defeklerinde, yag dokuda, karaciger ve damar
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rekonstriiksiyonunda kullanilmistir[12, 13]. Ideal bir biyogati; biyo-uyumlu, biyo-
yikilabilir, hiicre gogiine, cogalmasina ve biiyiime faktorii taginmasina izin veren
porozitede, dokuya toksik olmayan yapida olmalidir[14]. Hiicreden arindirilmis
plasentanin bu Ozellikler g6z Oniine alindiginda iyi bir biyogati olabilecegi

distiniilmiistiir.

Kikirdak rejenerasyonunda gorev alan TGF-B, FGF, IGF-1 gibi blyime
faktorleri tammlanmustir[4, 15]. Bu buyume faktorlerin trombositlerin icerisinde
mikrozomlarda paketlenmis halde bulundugu gosterilmistir[16]. Trombositten zengin
plazma (PRP) otolog kandaki tromobitlerin bazal degerlerinin iizerine ¢ikarilmasi
olarak tanimlanabilir[17]. Trombositlerin konsantre edilmesi ile bu buytume faktorleri

daha yuksek konsantrasyonda uygulanabilir.

Literatiirde kikirdak rejenerasyonun saglanmasi {izerine c¢alismalar
stirmektedir. Yapilan c¢alismamiz bu konuda hiicreden armndirilmis insan
plasentasiin, mezenkimal kok hiicrenin ve PRP'nin kullanildig: ilk ¢alisma olmasi
ozelligini tasimaktadir. Calismamizin amaglarindan birisi hiicreden armdirilmis insan
plasentasinin kikirdak rejenerasyonundaki etkinligini géstermektedir. Bir diger amaci
ise hiicreden arindirilmig insan plasentasinin; mezenkimal kok hiicre ve PRP
uygulanmasi1 ile kikirdak rejenerasyonundaki {iizerindeki etkinligin degisimini

gOstermektir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Eklem kikirdag:

Kikirdak dokusu histolojik goriintiisii ve ekstraseliiler matriks 6zelliklerine
gore 3 ana grup altinda toplanabilir. Bunlar hiyalin kikirdak, elastik kikirdak ve
fibroz kikirdaktir[18].

Eklem kikirdagi olduk¢a 6zellesmis bir bag dokusu olan hiyalin kikirdaktan
olusmaktadir. Bu hiyalin kikirdagin kalinligi 2-4 mm'dir. Hiyalin kikirdagin temel
gorevi plirlizsiiz ve kaygan bir ylizey olusturarak ylik dagilimmi diisiik stirtlinme
katsayili bir ortamda gergeklestirmektir. Eklem kikirdaginda damar yapisi, lenf

dolasimi ve innervasyon bulunmaz. Beslenmesini sinovyal sivi ve subkondral
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kemikten basit difiizyon ile saglamaktadir[19]. Eklem sagligi acgisindan eklem
kikirdaginin korunmasi kisith iyilesme kapasitesi olmasi sebebiyle onemlidir. Eklem
kikirdaginin karmagik yapisindan dolayr zarar gérmesi halinde hasta ve ortopedisti

zor bir siure¢ bekler. Eklem kikirdaginin fonksiyonunu yerine getirebilmesi igin

karmasik yapisinin korunmasi veya yeniden olusturulmasi gereklidir[20].

2.1.1. Eklem kikirdaginin yapisi ve bilesenleri

Eklemde kikirdagi iki ana bilesenden olusmaktadir. Bunlar ekstraseliiler
matriks (ECM) ve kondrositlerdir. Yogun bir ekstraseltler matriks ve bu matriks
icine seyrek olarak dagilmis, ileri derecede 6zellesmis kondrosit isimli hiicrelerden
olusur. Ekstraseluler matriks genel olarak su, kollajen, proteoglikan ve az miktarda
kollajen olmayan proteinler ve glikoproteinlerden olusur. Bu bilesenler sayesinde
kikirdak, mekanik 6zelliklerini devam ettirebilmek icin ekstraseltler matrikste biyiik

oranda su tutabilir[20].

Kondrositler, kikirdak dokunun temel hiicreleridir. Metabolik olarak aktif
hicrelerdir. Kollajen, glikoprotein, proteoglikan ve hyaliironan gibi ekstraseliiler
matriks bilesenlerini sentezlerler[21]. Metabolik aktiviteleri kimyasal ve mekanik
cevresel ortamlarindan etkilenmektedir. Bunlar arasinda en 6nemlileri anabolik veya
katabolik etkileri olabilen sitokinler ve buyime faktorleridir. Kondrositler
mezenkimal kok hiicrelerden kdken almaktadir[22]. Toplam kikirdak hacminin %1-5
arasini olusturmaktadir. Bu oranin diisiikliigii ekstraseliiler matriksin orantisal olarak
kikirdak dokuda daha fazla yer almasindan kaynaklanmaktadir[23]. Eklem kikirdagi
avaskiiler yapida oldugundan dolayr beslenmeleri eklem yilizeyinden difiizyonla
gerceklesir. Bu yiizden kondrositler diisiik oksijen yogunlugu olan bir ortamda diistik
metabolik hizla fonksiyon goriirler[24]. Kondrositler ekstraseliiler matriksin temel
sentezleyicisi olup bu sayede kompresyon, gerilim, strtinme gibi kuvvetlere direng

gosterilmesini saglar[22].

Ekstraseliiler matriksin yaklasik %65-80'ini su meydana getirmektedir. Bu
suyun da biiyiik ¢ogunlugu kollajenler aras1 mesafede bulunmaktadir[25]. igerisinde
sodyum, kalsiyum, klor ve potasyum bulunmaktadir[26]. Suyun konsantrasyonu

yiizeyel tabakadan derine ilerledik¢e diiser. Bu konsantrasyon farki sayesinde su



akis1 eklem ylizeyinden kikirdaga olarak besinlerin kondrositlere tagimasina yardim
eder. Kikirdagin kaygan yapisina katkida bulunur. Fibriller arasinda bulunan su bir
jel gibi gorev yapar. Kikirdaga kompresyon kuvveti uygulandiginda su ekstraseliiler
matriks icerisinde dagilmaya calisir ancak bu dagilima karsi direng oldukga
yiiksektir. Suyun basing altinda ekstraseliller matriks igerisinde dagilabilmesi fakat
yiiksek direng sebebi ile ekstraseliiler matriks disarisina ¢ikamamasi sebebi ile eklem

kikirdag: yiiklenme kuvvetlerine karsi dayaniklilik 6zelligini gostermektedir[20].

Ekstraseliiler matriksin  kuru agwrhigmin  yaklastk %60'mn1  kollajen
olusturmaktadir. Tip II kollajen hiyalin kikirdakta %90-95 orani ile en fazla miktarda
bulunan kollajen tipidir. Diger kollajen tipleri I, IV,V, VI, IX olarak siralanabilir.
Bunlar az miktarda bulunsa da tip 11 kollajenin stabilize edilmesinde ve kollajen ag1
olusumunda gorev almaktadir. Kollajen tglii heliks yapisi ile gerilim kuvvetlerine

kars1 ekstraseliiler matriksi stabilize eder[27].

Proteoglikanlar eklem kikirdagi ekstraseliiler matrikste kollajenden sonra
ikinci en fazla bulunan makromolekildur. Proteoglikanlar ylksek oranda
glikozillenmis protein monomerleridir. Biyokimyasal olarak bir adet proteine bagl
bir veya daha fazla glikozaminoglikan zincirinden olusmaktadir. Eklem kikirdag:
cesitli proteoglikan molekiillerini barindirir Bu molekiillerden sik bulunanlari;
aggrekan, dekorin, biglikan ve fibromodilindir. Aggrekan bu proteoglikanlar
arasinda en biiyiilk ve agir olanidir. 100 adetten fazla kondrotin silfat ve keratin
stilfat zincirini igerebilir. Hyaliironan ile baglayici proteinler aracilig1 ile birleserek
biliyiik proteoglikan kiimeleri olusturabilmektedir. Ekstraseliiler matriksin fibriller
aras1 mesafesini doldurarak eklem kikirdaginin ozmotik o6zelligini meydana
getirir[28]. Bu sayede kompresyon kuvvetlerine karsi eklem kikirdagi direng
gosterebilir. Kiimelenme yapmayan proteoglikanlarin esas gorevi kollajen ile
baglanabilmesidir. Dekorin, biglikan ve fibromodiilin bu grupta yer alir ve molekuler
yapist aggrekana gore kiigiik olsa da molar agidan benzer miktarda bulunmaktadir.
Dekorin ve fibromodiilin tip II kollajen ile baglanarak fibrilogenezde ve fibriller arasi
etkilesimlere yardim etmektedir. Biglikan kondrositlerin gevresinde yer alir ve tip VI
kollajen ile etkilesim halindedir[20].
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Sekil 2.1. Eklem kikirdag: ekstraseliiler matriks bilesenleri. [29]

Ekstraseliiler matriks  kondrositlere  yakinligina, bilesenlerine  ve
organizasyonuna gore ii¢ bolgeye ayrilir. Bunlar periseliiler, territoriyel ve
interterriyoriyel bdlgelerdir. Periseliiler bolge, kondrositlerin hemen yaninda yer alir
ve kondrositleri ¢evreler. Temel olarak proteoglikanlardan olusur. Bu matriks bdlgesi
kikirdak igerisinde sinyal iletimine yardimci olur. Territoriyel matriks, periseliiler
matriksi ¢evreler ve c¢ogunlukla kollajenden olusur. Hiicreler arasi iletisimde ve
yiiklenme kuvvetlerine kars1 direncte gorev alir. Interterritoriyel matriks ise bu iic
bélgenin en genis alanmmi kapsamaktadir. Eklem kikirdagmin biyomekanik
ozelliginin neredeyse tamami bu bolge tarafindan saglanmaktadir. Yapisinda
proteoglikanlar ve kikirdak tabakalarma gore dizilimi farklihik gosteren

kollajenlerden olusmaktadir[30].

Kollajen yapis1t ve ECM ile birlikte kondrositler kikirdagin tabakalarini
meydana getirirler. Bu zonlar yuzeyel, orta, derin ve kalsifiye olmak (izere 4
adettir[31].

2.1.2. Eklem Kikirdag: Tabakalar

Yiizeyel tabaka toplam eklem kikirdaginin yaklasik %10-20'lik kismini
olusturur. Daha derin tabakalar1 siirtiinme kuvvetlerine karsi korur. Bu tabakanin
kollajen lifleri siki bir bigimde ve eklem ylizeyine paralel olacak sekilde
dizilmiglerdir. Daha derin tabakalara oranla daha fazla kollajen miktarma sahip

olmasina karsin proteoglikan miktar1 daha diistiktiir[32]. Yiizeyel tabaka sayica daha



fazla yassilasmis kondrosit icermektedir. Bu tabakanin devamliligi daha derin
tabakalarin saghgi agisindan Onem tasimaktadir. Yizeyel tabaka direkt olarak
sinovyal s1vi1 ile temas halindedir ve kikirdagin maruz kaldig1 gerilim kuvvetlerine
kars1 direng gosterir.

Yiizeyel tabakanin hemen altinda yer alan orta tabaka, yiizeyel tabaka ile
derin tabaka arasinda anatomik ve fonksiyonel a¢indan koprii gorevi gormektedir.
Toplam kikirdak kalinliginin %40-60'1n1 olusturur. Bu tabakadaki kollajenler daha
kalindir ve daha oblik bir yapida yerlesmislerdir. Kondrositler daha yuvarlak
yapidadir ve yogunlugu daha azdir. Fonksiyonel olarak kompresyon kuvvetlerine
direng gdsteren ilk tabakadir.

Derin tabaka kompresyon kuvvetlerine karsi eklem kikirdaginin gosterdigi
direncte en biiyiik paya sahiptir. Eklem kikirdaginin kalimhiginin yaklasik %30'nu
olusturur. Bu tabakadaki kollajen lifleri eklem ylizeyine dik olarak dizilmiglerdir.
Kollajen liflerinin kalmhigmin ve proteoglikan miktarmin en fazla oldugu, su
konsantrasyonunun ise en az oldugu tabakadir. Kondrositler de bu tabakadaki
kollajenler gibi ekleme dik bir bigimde kolumnar yapida siralanmistir.

Derin tabaka ile kalsifiye kikirdak tidemark ile birbirinden ayrilmaktadir.
Derin tabaka, eklem kikirdag: igerisinde en yiiksek proteoglikan miktarina sahip
olmasi sebebi ile kompresyon kuvvetlerine karsi en biyik direng Kkuvvetini
saglamaktadir. Kalsifiye kikirdak tabakasi, derin kikirdak tabakasindaki kollajenlerin
subkondral kemige tutunmasini saglayarak stabilitesini saglar. Kalsifiye tabakada

hiicre sayis1 az ve hipertrofiktir[20, 33].
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Sekil 2.2. Eklem kikirdag: tabakalar1 - tabakalara gore kollajen ve kondrositlerin
dizilimi. [34]

2.1.3. Eklem Kikirdag Metabolizmasi

Eriskinlerde eklem kikirdag: ekstraseliiler matriksi yavas seyreden bir siirecte
sentezler[35]. Ekstraseliller matriks ile subkondral kemigin vaskiiler yapilari
subkondral plak ile birbirinden ayrilmistir. Kikirdak dokunun beslenmesi direkt
olarak kan damarlar1 veya lenfatikler yolu ile olmadigindan difizyon ile
gerceklesmektedir. Bu yiizden kondrositlerin temel enerji iiretim mekanizmasi
anaerobik metabolizmadir. Bu sentez siirecinde birtakim anabolik sitokinler ve
biiyiime faktorleri tarafindan siire¢ diizenlenmektedir[20]. Anabolik faktorlerin en
onemlileri transforme edici biuyume faktor (TGF-B), kemik morfojenik proteinleri
(BMP) ve insulin benzeri blyitme faktérudir (IGF-I). Normal kikirdak dokuda
ekstraseliiler matriksin sentezi ve yikimi dengeli olarak yapilmaktadir. IGF-1, TGF-
B, fibroblast buyime faktori (FGF) ve BMP ekstraseliler matriks sentezini
uyarirken, IL-1, TNF-a, IL-17, IL-18 gibi inflamatuvar sitokinler matriks
metalloproteinaz  enzim sentezini artirarak ekstraseliller matriks yikimini
saglamaktadir. Bu etkileri kondrositleri uyararak yapmaktadirlar. Ancak tek basina
herhangi bir sitokin veya biiylime faktori kikirdak matriksi sentezinde biitiin

sorumlulugu tagimamaktadir. Kondrositler biyokimyasal veya biyomekanik



faktorlerin  hasar verme ihtimaline karsi eckstraseliiler matriks tarafindan
korunmaktadir. Ekstraseliiler matriks igerisindeki proteoglikanlarin ortalama

yenilenme siiresi 25 yil, kollajenlerin ise birkag dekad siirebilmektedir[35].

2.1.4. Eklem Kikirdag: Biyomekanigi

Eklem kikirdag: viskoelastik yapiya sahip 6zellesmis bir bag dokudur. Eklem
ylzeyinde piiriizsiiz ve kaygan bir yiizey olusturarak subkondral kemige yiik
dagilimin saglar. Tekrarlayan yiiklenmelere karsi neredeyse yok denecek kadar az
miktarda asinma gostermektedir[36].

Biyokimyasal olarak eklem kikirdag: iki ana faza ayrilabilir. Bunlar sivi ve
kat1 fazlardir. Sivi fazin temel bileseni sudur, kat1 fazin ise poréz ve igerisinden sivi
gecigine izin veren ekstreseliiler matrikstir. Eklem hareketi sirasinda ani yiiklemeler
ekstreseliiler matriks c¢erisindeki intersisyel sivi basing kuvvetinde hizli bir artisa
sebep olur. Bu basingla beraber intersisyel sivi ekstraseliiler matriksten disar1 yonde
bir akisa ugramaktadir. Sivi akisina karsi ekstraseliiler matriks yogun direng
gostermektedir. Yiiklenme kuvveti ortadan kalktig1 anda interstisyel sivi tekrar eski
yerine donmektedir. Eklem kikirdagmin sivi gegirgenliginin az olmas1 sebebi ile
basing altindayken ekstraseliiler matriksten sivinin disar1 kagmasi 6nlenmektedir[37].

Eklem kikirdaginin viskoelastik yapisindan 2 ana mekanizma sorumludur.
Bunlar akim bagmmli ve bagimsiz seklindedirler. Akim bagmli mekanizma
interstisyel siviya ve bu sivinin akigt  esnasindaki direng kuvvetine
dayanmaktadir[38]. Sivi akis1 sirasindaki direng bifazik viskoelastik davranig
seklinde isimlendirilmistir[39]. Akim bagimli mekanizma ise kollajenlerin ve
proteoglikanlarin intrinsik viskoelastik davranisi tizerinden makromolekiiler diizeyde
gerceklesmektedir. Bu iki mekanizma es zamanli olarak birbirlerine yardimci olarak
calismaktadir. Interstisyel sivi yiiklenme kuvvetlerine karsi direng gostererek,
yiikklenme sirasinda kati matriks iizerine diisen stresi azaltmaktadir[40]. Eklem
kikirdagr biyomekanik olarak incelendiginde kuvvetlere karsi esneme ve stres-
gevseme yanitt gostermektedir. Eklem kikirdagina sabit ve devamli bir kuvvet
uygulandiginda; bir denge noktasina ulasilana kadar esnemesi devam eder[38].

Biyomekanik 6zellik olarak eklem kikirdagini tizerindeki yiik arttikga daha sert bir



dokuya doniismektedir. Bu sebepten dolay1 tek bir Young modulus degerine sahip
degildir[20].

Eklem kikirdaginin orta tabakalardaki kompleks yapisi ve dizilimi sayesinde
makaslama kuvvetlerine karisi1 direng gosterebilmektedir. Farkli yonlerde dizilmis;
fibril ici ve fibriller aras1 capraz baglar sayesinde kollajenler bu diren¢ kuvvetinin

temelini olusturmaktadir[41].
2.2. insan Plasentasi

Plasenta, embriyonik ve fetal gelisimi saglayan, Onemli immunolojik
ozellikleri bulunan dinamik, farkli ve gegici bir organdir. Plasenta dogum sirasinda
viicuttan atilsa da kok hiicre ve ekstraseliiler matriks agisindan zengin bir yapiya

sahiptir. Bu sebepten dolay1 rejeneratif tip alaninda oldukga ilgi gérmektedir[42].
2.2.1. insan Plasentas1 Yapisi

Insan plasentasi temel olarak trofoblastlar ve stromadan olusmaktadir. Villoz
stroma trofoblastlara destek olmakta ve plasentanin vaskiiler gelisimi i¢in ortam
olusturmaktadir. Stroma yapisinda ekstraseliiler matriks (ECM) kritik bir 6neme
sahiptir. ECM plasenta icindeki kok hucreler tarafindan tretilmektedir. Stroma
ekstraseliiler matriks agisindan olduk¢a zengindir. Bir¢ok tipte kollajen (1,3,4,5,6),
laminin, fibronektin ve fibrillin gibi molekulleri icermektedir. Bu makromolekiiller;
plasenta hiicrelerinin blyimesi ve remodeling lzerinde gOrev almaktadir. Plasenta
dinamik bir organ oldugundan ekstraseliiler matriks bilesenleri zamanla orantisal
olarak degisime ugramaktadir. Bu durumdaki temel sebep olarak plasentanin
oksijenasyonun gebeligin aylarma gdére degisim gOstermesi ile gen

ekspresyonlarindaki degisiklikler goriilmektedir[43].

Plasenta ekstreseliiler matriksi proteinler 4 ana grupta toplanmaktadir. Bunlar:
yapisal proteinler (kollajenler ve elastin), adezyon glikoproteinleri (fibronektin,
laminin), glikozaminoglikanlar (hyaliironan) ve proteoglikanlar (versikan, sindekan,
heparin siilfat) olarak siralanmaktadir. ECM biiylime faktorleri i¢in baglanma
bolgeleridir. Buyume faktorleri boylece sinyal iletimindeki gorevlerini
gostermektedir[42]. Ozellikle kollajen 1 olmak iizere sonrasinda fibronektin,

vitronektin, tenascin C, osteopontin; vaskiiler endotelyal blytime faktéri (VEGF),
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transforme edici blyime faktori-B (TGF-B), plateled derived biyume faktor
(PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) i¢in baglanma bolgeleri igermektedir[44].

2.2.2. insan Plasentas1 Hiicreden Arindirilmasi ve Kullanim Alanlar:

Cesitli dokularm hiicreden armdirilmis bigimleri biyolojik materyaller olarak
doku miihendisligi amaci ile kullanilmaktadir. Hiicreden arindirma islemleri dokuya
gore farklilik gostermektedir. Bu arindirma islemleri kimyasal, fiziksel ve/veya
enzimatik yontemler kullanilarak yapilmaktadir. Hiicreden arindirma islemi sonrasi
elde edilecek dokuda tamamen niikleik asitlerden ve hiicrelerden temizlenmis
olmalidir. Ayn1 zamanda elde edilen dokunun ekstraseliiler matriksinin fiziksel ve
kimyasal yapisinin korunmus olmasi gerekmektedir[45]. Hiicreden arindirma islemi
sirasinda lipofilizasyonda veya sterilizasyon asamasinda kac¢inilmaz olarak ECM
proteinlerinde yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Bu durum da direkt olarak
doku yanitim1 degistirmektedir[46]. Hiicreden arindirma islemleri literatiirde kalp,

akciger, bobrek ve plasenta lizerinde denenmistir.

Plasenta ECM agisindan olduke¢a zengin bir organdir. Hiicreden arindirilmis
plasenta daha once klinik olarak cesitli yumusak doku rekonstriiksiyonlarinda
kullanilmistir. Lumpektomi uygulanmis hastada yag doku iizerine etkisi ve genis cilt
defektlerinde yara iyilesmesi tizerine etkili oldugu gosterilmistir[47, 48]. Bu
uygulamalarda plasental biyocati tamamen hiicreden arindirilmis oldugundan
herhangi bir doku rejeksiyonu veya nekrozu gorilmemistir[48]. Kornea, kalp
kapake¢ig1, karaciger, damar, akciger, mesane dokularinin kendi ekstraselliiler
matriksleri 6zgiin dokunun rekonstriiksiyonlarinda kullanilmistir. Zengin ECM
icerigi sebebi plasenta evrensel bir biyogati 6zelligi tasimaktadir. Uygulandig:
dokudaki biiyiime faktorleri araciligi ile benzer dokuya doniisebilme potansiyeli
bulunmaktadir[49].

Plasentanin doku miihendisliginde biyolojik igeriginin yani sira temin edilme
asamasiin cerrahi bir miidahale gerektirmemesi de Snemli bir tercih sebebidir.
Plasenta dogum sirasinda spontan olarak disar1 atilmaktadir. Bu sebepten herhangi

bir dondr saha morbiditesine yol agmamaktadir[45].
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2.3. Biyogati

Biyogati (skafold), uygulandigi bolgede hiicre tutunmasina izin vererek doku
gelisimini saglayan biyomateryal olarak tanimlanmaktadir[50]. Literatlrde birgok
materyalden iretilmis ve farkli dokularda denenmis ¢ok sayida biyocgati
bulunmaktadir. Bir biyocatinin doku miihendisligi i¢in uygun olup olmadigim

belirleyen birtakim kriterler bulunmaktadir.

Biyouyumluluk bir biyogatinin temel sartlarindan birisidir. Hiicreler
biyogatiya tutunabilmelidir. Biyogati icerisinde fonksiyonlarin1 gdsterebilmeli, gog
edebilmeli ve ¢ogalabilmelidir. Biyog¢ati minimum diizeyde immin reaksiyon
vermelidir ¢iinkii siddetli bir inflamatuvar yanita sebep oldugu takdirde doku

tyilesmesini azaltici etki gosterebilir.

Ideal bir biyogati1 biyo-yikilabilir olmalidir. Uygulandiklar1 dokudaki orijinal
hiicreler zamanla cogalarak kendi sentezledikleri ekstraseltler matriks ile yer
degistirebilmelidir. Biyogatilar kalici implantlar olarak yerlestirilmezler. Yikilma
stireclerinde ortaya ¢ikan toksik olmamali ve viicuttan atilmalar1 sirasinda diger

organlara zarar vermemelidir[51].

Biyocatinin uygulandigi dokuya benzer diizeyde dayanikliliga sahip olmasi
gerekmektedir. Bu 6zellik 6zellikle ortopedi uygulamalarinda zorluk ¢ikarmaktadir.
Biyogati uygulandig1 dokudaki hedeflenen iyilesme saglanana kadar mekanik destek
olmalidir. Iyilesme siiresi kisiler aras1 farklilik gosterebileceginden ideal bir
biyogatinin dayaniklilig1 iyilesme siiresini olabildigince kapsamalidir. Biyomekanik
dayaniklilig1 artirilirken biyocatinin pordz yapisinin azalmasi bir dezavantajdir.
Pordz yapinin azalmasi hiicre hareketini azaltir ve damarlanmayi baskilar. Bu yilizden
mekanik dayaniklilik ile pordz yapi arasindaki ince denge biyocatinin uygunlugu

agisindan 6nemlidir[52].

Biyocatinin mikro-mimarisi biyolojik fonksiyonlarin  gdsterilebilmesi
yoniinden 6nemlidir. Yapisal olarak birbirleri ile baglantili olan porlar i¢cermelidir.
Bu porlar araciligi ile hiicreler biyocatiya yayilirlar ve dagilmis hiicrelerin
beslenmeleri saglanir. Yeterli oranda dagilmis ve uygun beslenmeye sahip hiicreler

tarafindan ekstraseliiler matriks sentezlenir. Yine bu por sistemleri aracilii ile
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hiicrelerin atik molekiilleri mikrogevrede birikmeden tahliye edilir[53]. Poroz
yapinin varliginin yaninda porlarin ¢aplar1 da bir biyocatinin uygunlugunu belirler.
Por ¢ap1 hiicrelerin go¢ edebilmesine izin verecek kadar genis, mikro-mimarinin

yogunlugunu artiracak kadar dar olmalidir[54].

Biyogatilar genellikle dogal polimerler, sentetik polimerler ve seramikler
olmak tiizere ii¢ ayr1 materyalden dretilirler. Bu iic materyal teker teker

degerlendirildiginde birbirlerine gore avantaj ve dezavantajlara sahiptir.

Seramik bazli biyocatilara 6rnek olarak hidroksiapetit (HA) ve tri-kalsiyum
fosfat (TCP) gosterilebilir. Biyomekanik olarak sert yapidadir, elastikligi azdir. Sert
ancak kirilgan olmasi sebebi ile doku miihendisligi ag¢isindan islenmesi zordur.

Kemik doku ile oldukga iyi biyo-uyumluluk gosterirler.

Sentetik polimer biyogatilardan birkag¢1 poli-L-laktik asit (PLLA), poliglikolik
asit (PGA) ve poli-dl-co-glikolik asit (PLGA)'dir. Sentetik olduklarindan mikro-
mimarileri olduk¢a diizglin ayarlanmistir ancak biyolojik aktiviteleri diistiktiir.
uygulandiklar1 doku tarafindan kabul edilmeyebilirler[51]. PLLA ve PGA yikilmalar1
hidroliz reaksiyonu ile gerceklesmektedir. Bu reaksiyon sonucunda karbondioksit
meydana gelerek ¢evre dokudaki pH degerini diigiirir ve doku nekrozuna yol
acabilir[55].

Dogal polimer biyocatilar (kollajenler, proteoglikanlar vs) ise biyolojik olarak
aktif materyallerdir. Hdcreler icin yiksek oranda tutunma bdlgeler igerirler ve
cogalmalari1 uyarirlar. Biyo-yikilabilir 6zellikte olmalar1 sebebi ile zamanla
uygulandiklar1 dokunun kendi ekstraseliiler matriksini sentezlemesine olanak
saglarlar. Dogal polimerlerin homojen bir bigimde biyocati olarak elde edilmeleri

oldukga zor bir iglemdir. Ayrica biyomekanik olarak zayif materyallerdir[51].

Ekstraseliiler matriks biyocatilart bu ii¢c temel biyogatiya ek olarak son
zamanlarda O6nem kazanmistir. Dogal polimer biyocatilarin yapisinda siklikla
kollajen, proteoglikanlar, fibrin, laminin, fibronektin bulunmaktadir. Bu molekiiller
aynt zamanda ekstraseliiller matriksin temel bilesenleridir. Dogal ve naturel
polimerler biyogat1 olarak yaygin olarak kullanilsa da hiicresel mikrogevre (nis)

olusturma 6zellikleri diisiiktlir. Bir baska deyisle uygulandiklar1 bolgede hiicresel ve
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molekiler organizasyonu yeterli miktarda saglayamazlar. Ekstraseliiler matriksin
kendisinin dogal indiiktiif bir biyogati oldugu ve doku-organ rejenerasyonunda
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir[56].

Ekstraseliiler matriks biyogatisi; allojenik veya ksenojenik dokulardan elde
edilerek deseliilerize edilerek hazirlanmaktadir. Diger biyocatilara gore {istiin oldugu
noktalar bulunmaktadir. Uygulanma aninda mimarisi ve esnekligi ile mekanik giicii
sentetik ve naturel polimerlere gore daha yiiksektir. Ug boyutlu yapisi sayesinde
mekanik kuvvet saglamasma ek olarak hiicrelerin gociinii, hiicre dongiisiinii
diizenlemektedir. Bu mekanotransdiiksiyon 06zelliginin yaninda fibril yapis1
sayesinde biiyiime faktorleri ve sitokinlere baglanma noktalar1 saglayarak hiicrelerin
fonksiyonlarin1 diizenler. Ekstraseliiler matriks biyogatisi bu biyomekanik ve
biyokimyasal 6zellikleri ile doku rejenerasyonu i¢in dnemle gerekli olan dogal bir
mikrogevre (nis) olusturmaktadir. ideal biyogatimin dzellikleri arasinda bulunan biyo-
uyumluluk, biyo-yikilabilirlik 6zelliklerine sahiptir. Ayrica immiinolojik 6zellikleri
oldukca diisiiktiir. Deseliilerizasyon islemi sirasinda hiicrelerin tamamen ortadan
kaldirilmast ve geride kalan ekstraseliiler matriksin son derece az antijenik olmasi
sebebi ile immunolojik reaksiyon neredeyse hi¢ vermezler. Bahsedilen
avantajlarindan  Otliri  ekstraseliller matriks  biyocatilar1  umut  vadeden

biyomateryallerdir[57].
2.4. Kok Hiicre ve Uygulamalan

Kok hiicreler kendini yenileme 6zelligi bulunan, 6zellesmis alt sira hiicrelere
doniigebilen farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine
gore gruplanirlar. Pluripotent hiicreler insan viicudundaki hemen hemen her hiicreye
doniisebilme kapasitesine sahiptir. Multipotent hiicreler ise daha belirli alt sira
hiicrelere  doniisebilmektedir. Bu  yetenekleri  sayesinde rejeneratif  tip
uygulamalarinda oldukc¢a 1ilgi gormektedirler. Kikirdak rejenerasyonu goze

alindiginda farkl tipte kok hiicrelerin kullanilabilecegini bilmek gereklidir[58].

Embriyonik kok hiicreler 5 giinliik blastokistlerden koken almaktadir[59].
Embriyonik kok hticre olarak nitelendirilebilmek igin, pluripotent hiicre kokenli

olmali, normal karyotipe sahip olmali, embriyonik fazda siirekli olarak
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cogalabilmeli, spontan olarak iic embriyonik germ tabakalarina (ektoderm,
mezoderm, endoderm) farklilasma yetenegine sahip olmalidir[60]. Mezenkimal kdk
hiicreler ise genis bir yelpazede mezenkimal dokulara (mezodermal, non-epitelyal,
non-hematopoetik) farklilasma gdsterebilen hiicreler olarak nitelendirilirler. Kemik
iligi, beyin, karaciger, kemik, retina, yag doku, sinovyal doku, amnitoik sivi,

umblikal kord ve plasentadan izole edilebilirler[61, 62].

Insan embriyonik kok hiicreler pluripotent Gzelliktedir. Embryonik kok
hlcrelerin kondrositlere in-vitro ortamda doniisebilecegi gosterilmistir[58]. Ayrica
fibrin glue igerisine yerlestirilmis embriyonik kok hiicrelerin in-vivo ortamda (domuz
dizi osteokondral defekt modeli) hiyalin kikirdak rejenerasyonu ve entegrasyonu
gosterdigi sonucuna varilmistir[63]. Fakat literatiirde farklilasmamis embriyonik kok
hiicrelerin immiin sistemi baskilanmis farelerde teratoma olusturdugu gosterilmistir.
Bu yiizden embriyonik kok hiicrelerin hedef dokuya farklilastirildiktan sonra

uygulanmasi veya farklilagmamis hiicrelerin ¢ikarilmasi 6nerilmektedir[64, 65].

Mezenkimal kok hicreler; multipotent, anti-inflamatuvar ve immunmodilatér
ozelliklerinden dolay1 kikirdak rejenerasyonunda uzun zamandir ilgi gérmektedir.
Mezenkimal kok hicrelerin tanimlanmasi igin Uluslararast Hlcre Terapi Toplulugu
(ISCT) tarafindan kriterler belirlenmistir. Bu kriterler; li¢ farkli mezodermal alt
siraya (osteoblastlar, kondrositler, adipositler) farklilagabilmesi, CD73, CD90,
CD105 pozitif olmas1 ve HLA-DR negatif olmasidir[66]. Mezenkimal kok hiicrelerin
in-vitro ortam ¢alisilmas1 sonucunda IGF-1, VEGF, IGF-2, FGF gibi parakrin
faktorleri salgiladiklar1 gosterilmistir. Fakat in-vitro ortamdaki bu faktorlerin etkileri
in-vivo ortama kismen yansitilabilmistir. Mezenkimal kok hicreler sentez
yeteneklerinin yani sira immunolojik 6zelliklere de sahiptir. Son ¢alismalarda
mezenkimal kok htcrelerin olduk¢a az non-immunojenik oldugu ve bireyler arasinda
herhangi bir immun reaksiyon yaratmadan kullanilabilecegine yonelik kanitlar
bulunmustur. In-vivo ve in-vitro ortamda anti-inflamatuvar ve immunsupresif
yetenekleri oldugu gosterilmistir. Bu etkilerini immun hiicrelerin maturasyonunu
engelleyerek yaparlar. Ayrica TGF-B, NO, prostoglandin E-2, IL-10 gibi anti-

inflamatuvar sitokinler sentezlerler[67].
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Eklem kikirdagi igerisinde mezenkimal kok hiicrelerinin  bulundugu
gosterilmis olsa da bu hiicrelerin kikirdak hasarma karsi rejenerasyon kapasiteleri
yetersizdir. Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin in-vitro ortamda
transforme edici buyume faktori-B3 (TGF-B3) ve deksametazon varliginda
kondrositlere doniistiigli ve kondrositlerle iligkili genleri tasidigi gosterilmistir[68].
Baska bir ¢alismada nanofibréz skafold ile kemik iligi kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin ~ biliylime  faktorlerinin ~ varliginda  kondrositlere  farklilastigi
gosterilmistir[69]. Mezenkimal kok hiicreler kondrositlere doniisiimii sirasinda TGF-
B1 ile uyarildiginda tip 2 kollajen ve agrekan sentezi i¢in gerekli mRNA sentezi
artar. Kemik iliginden koken alan mezenkimal kdk hiicrelerin yani sira; yag dokudan,
sinovyal stvidan ve umblikal korddan kéken alan mezenkimal kok hiicrelerin basaril

bir sekilde kondrositlere doniisebildigi gosterilmistir[58].

Insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, insan klinik ¢alismalarinda daha
giivenli kullanimimin saglanmasi i¢in hayvan modellerinde in-vivo ortamdaki
davramslar1 calisilmistir. Insan kaynakli mezenkimal kok hicrelerin  immun
sistemleri saglam olan hayvan modellerine uygulandigi ¢aligmalarda immunojenik
rejeksiyon saptanmamistir[70]. Tavsan modelinde olusturulan kikirdak defektine
insan mezenkimal kok hiicre uygulanmasi sonrasi hiyalin benzeri kikirdak olustugu

literatiirde rapor edilmistir[71].
2.5. Trombositten Zengin Plazma (PRP)

Viicudun normal kan havuzunda bulunan trombositler; kan pihtilasmasinda
gorevlerinin yani sira c¢esitli bliylime faktorleri salgilayarak yaralanan dokudaki
iyilesme siirecinde katki saglamaktadirlar. Trombositler biiyiime faktorleri,
immunojenik molekiiller, enzimler ve inhibitorleri gibi sayis1 1100'den fazla olan
protein icermektedir. Biyoaktif molekiller trombositler icerisindeki a-granillerinde
bulunmaktadir[72]. Bu proteinler iyilesme kapasitesi bulunan hasarli dokudaki
hiicrelerde mitogenezi uyarirlar ayrica dokunun damarlanmasini artiran angiogenezi
de artirirlar. Trombositten zengin plazma, normal smirlardan daha yiiksek miktarda
trombosit konsantrasyonuna sahip plazma olarak tanimlanabilir. PRP, normal
trombosit degerinin ortalama 4-5 kati1 miktarda trombosit icermektedir. Bu yiiksek

orandaki trombosit konsantrasyonu teorik olarak yiiksek ortamdaki blyiime faktor
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konsantrasyonunu artirarak iyilesme asamasina destek olur. PRP igerisinde bulunan
blylime faktorlerinden bazilari: platelet-derived growth faktér (PDGF), transforme
edici buyume faktorli (TGF-B), vaskiler endotelyal biuyume faktori (VEGF) ve
epitelyal growth faktori (EGF)'dur. Biylime faktorlerinin %70'i ilk on dakika
icerisinde neredeyse tamami ise ilk bir saat icerisinde trombositlerden
salgilanmaktadir. Viicudun dogal proteinlerini igermesi ve sentetik olmamasi
yoniinden avantajlidir[73]. Literatiirde yapilan in-vitro ¢alismalarda trombositlerden
salgilanan biiylime faktorleri ile hiicrelerin mitojenik, kemotaktik ve sentez
yetenekleri arasinda doz-yanit iligkisi oldugu gosterilmistir[74]. Ancak bu doz-yanit
iliskisi ¢cogu biiyiime faktorii icin lineer degildir. Bazi biiylime faktorleri i¢in doz
yiikseldikce etki artarak bir noktada sabit kalmakta, bazilarinda ise maksimum doza
ulasildiginda inhibisyon gostermektedir. Bu doz-yanit iliskisi bliylime faktorii tipi ve
hiicre tipine bagli oldugundan optimum trombosit konsantrasyonu belirsizligini

korumaktadir[74-76].
PRP, l6kosit ve fibrin igerigine gore 4 ayri aileye boliinmiistiir.

(1) Pure Platelet Rich Plasma (P-PRP): Lokositten fakir plazma olarak da
isimlendirilebilir. Iceriginde minimal diizeyde I6kosit barindirir ve aktivasyonu
sonrast fibrin ag1 oram disiiktiir. Elde edilen {iriin sivi veya jel seklinde
olabilmektedir. Bu sayede uygulanacak bolgeye bagl olarak enjekte edilebilir veya
jel formu kullanilabilir. Hazirlanis1 smrasinda plazmaferez gibi laboratuvar

gereksinimi oldugundan giinliik kullanimi pratik degildir.

(2) Leukocyte and Platelet Rich Plasma (L-PRP): Hazirlanan iiriin 16kositleri
ve aktivasyon sonrasi diisiik diizeyde fibrin agin1 icermektedir. Bu gruba dahil
iiriinler de s1vi veya jel formunda kullanilabilir. Ticari olarak en sik kullanilan PRP

alt tipidir.

(3) Pure Platelet Rich Fibrin (P-PRF): Lokositten fakir fibrin olarak
isimlendirilebilir. Iceriginde yiiksek oranda fibrin ag1 icermesinin yaninda l5kosit
icermemektedir. Sadece jel formunda bulunduklarindan enjeksiyon iirlinii olarak

kullanilamazlar. Giiglii fibrin matriksi sayesinde kat1 fazda uygulanabilirler.
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(4) Leokocyte and Platelet Rich Fibrin (L-PRF): Igerigi I6kositler ve yiiksek
oranda fibrin agindan olugsmaktadir. Ucuz bir yontemdir. Cam tiiplerde antikoagiilan
kullanilmadan santrifiijle elde edilir. Olusan materyal trombositten zengin fibrin

matriks kat1 fazda kullanilabilir.

PRP'nin alt aileleri farkli igeriklere sahip olduklarindan 6nemlidir. Bu
icerikleri sayesinde kullanim alanlar1 farklilik gostermektedir. PRF'ler kati
yapilarindan dolayi1 oral, maksillofasyal cerrahide ve cilt iilserlerinde tercih edilirler.
PRP'ler ise enjekte edilebilir formlar1 sayesinde ortopedik uygulamalarda daha
siklikla kullanilirlar[77].

PRP'nin son drund icerisinde I6kosit bulunup bulunmamas: gerektigi
literatiirde tartisma konusudur. Lokositler inflamasyonun erken doneminde
bakterilerin ve hiicresel debrisin ortadan kaldirilmasinda gorev alirlar. Lokosit iceren
PRP kullanilmast sonrasi enfekte yumusak doku yaralanmalarinda bakteri
Olusumunu engelledigi gosterilmistir. Ancak, bazi caligmalarda PRP igerisindeki
1okosit arttikca IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi inflamatuvar sitokinlerinin
konsantrasyonlarinin  arttigi  gosterilmistir. Bunlarin  yan1 swra  nétrofiller
metalloprotezlar salgilayarak reaktif oksijen iriinlerini ortaya c¢ikararak akut
inflamatuvar cevapta kas hasar1 yaratabilirler. Bu pozitif ve negatif etkileri tiim
dokular ve tim klinik durumlar igin genellenemez[72]. Lokositlerin avantajli oldugu
durumlarin varligi gézardi edilemez. Lokositler inflamatuvar hiicreler olmalarina ek
olarak farkli kemokinler, anti-inflamatuvar sitokinler ve opioid peptidler (b-endorfin,
metenkefalin ve dinorfin-a) ile anti-nosiseptif etkiye de sahiptir. Bu sayede klinik

olarak agrinin azalmasini saglarlar[77].

Molekuler duzeyde osteoartrit gibi dejeneratif durumlarda PRP'nin kondrosit
ve sinovisitleri stimule ederek kikirdak matriksi olusumuna yardim ettigi in-vitro
caligmalarda gosterilmistir[78]. Ayrica tip 2 kollajen ve proteoglikan sentezini
artirdignr  gosterilmistir[79]. Bu anabolik etkinin TGF-B {izerinden oldugu
diistiniilmektedir. TGF-B'nin kemik iligi kok hiicrelerinin  kondrositlere
donitisiimiinde gerekli oldugu bulunmustur[80]. 2013 yilinda yapilan bir 21 adet in-
Vivo Ve in-vitro arastirmanin dahil oldugu meta-analiz ¢alismada; PRP'nin kondrosit

cogalmasini, proteoglikan sentezini ve tip 2 kollajen depolanmasii arttirdigi
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goriilmistiir. Ayrica bes adet calismada ise mezenkimal kok hiicrelerin kondrositlere

farklilastig1 gosterilmistir[81].
2.6. Eklem Kikirdag: Yaralanmasi

Eklem kikirdagi defektleri, fokal kondral hasarlardan ilerleyici dejeneratif
hastaliga uzanan genis bir yelpazeye sahiptir[82]. Dejeneratif kikirdak defektleri
cogunlukla sinirlar1 belirsiz yaralanmalardir. Ligament dengesizligi, meniskiis
yaralanmalar1 veya osteoartrite bagli gelisirler. Fokal kikirdak defektlerinin ise
sinirlart daha belirgindir. Travma, osteokondritis dissekans gibi nedenlere bagl
ortaya cikarlar. Literatiirde osteokondral yaralanmalara bazi yazarlar tarafindan
belirli  travmaya  bagli veya travma  Oykiisi  olmayanlar  seklinde

gruplandirilmaktadir[83].
2.6.1. Kikirdak Yaralanmalarimin Simiflandirilmasi

Kikirdak defektlerinin smiflamasi i¢in giinlimiizde siklikla kullanilan iki
siiflanama sistemi; Outerbrigde smiflamast ve ICRS (International Cartilage
Repair Society) smiflamasidir[84]. Outerbridge smiflama sistemi 4 evreye
ayrilmistir. Evre 1 de kikirdak yilizeyinde yumusama ve sisme goriilmektedir. Evre 2
ve 3'te kikirdak yiizeyinde pargalanma (fragmantasyon) ve fisslirlesme
goriilmektedir. Bu pargalanma ve fissiirlesme lcm'den kiigiik ise evre 2, 1 cm'den
biliyiik ise evre 3 olarak smiflandirilir. Evre 4'te ise kikirdak defekti subkondral
kemige ulagmistir[85].
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Sekil 2.3. Outerbridge smiflamasi. Outerbridge, R.E., The etiology of
chondromalacia patellae. J Bone Joint Surg Br, 1961. 43-b: p. 752-7. [85]

2003 yilinda yayinlanan ICRS sistemi defektin yiizey alanmin yam sira
derinligini de hesaba katmaktadir. Bu yonii ile Outerbrigde siniflamasina iistiinliik
saglamaktadir. ICRS sistemi 4 evreye ayrilmistir. Eger kikirdak intakt yiizeye sahip
fakat fibrilasyon ve/veya yumusamaya sahip ise evre la, bu bulgularin yani sira
yiizeyel laserasyonlar ve fissiirler bulunuyor ise evre 1b olarak siniflandirilir. Evre 2
de defekt derinlesmektedir fakat bu derinlik kikirdak derinliginin %50'sinden azini
olusturur. Evre 3'te derinlik toplam kikirdak kalinliginin %50'sini geger. Evre 3 kendi
icerisinde 4 alt gruba ayrilir. Kalsifiye tabakaya ulasmamis ise evre 3a, ulasmis ise
evre 3b, kalsifiye tabakay1 ge¢gmis ancak subkondral kemige ulagmamais ise evre 3c,
kikirdak yiizeyinde kabarciklar var ise evre3d olarak smiflandirilirlar. Evre 4'te ise

defekt subkondral kemige ulasaral tam kat osteokondral defekt seklini alir[86].
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Sekil 2.4. ICRS siniflamasi. Brittberg, M. and C.S. Winalski, Evaluation of cartilage
injuries and repair. J Bone Joint Surg Am, 2003. 85-A Suppl 2: p. 58-69. [86]

2.6.2. Kikirdagin Yaralanmaya Yanit1 ve Dogal Seyri

Eklem kikirdaginin yaralanmaya olan yaniti; yaralanmanin siddetine ve
derinligine baghdir. Diisiik enerjili ve yiizeyel yaralanmalar, eklem kikirdaginda
hiicresel ve matriks diizeyinde hasarlanma yaparak dejenerasyon kaskadini aktive
eder. Ancak bu dejenerasyon siirecinde eklem ylizeyinde goriilebilir bir degisiklik

meydana getirmezler. Daha siddetli yaralanmalar eklem yuzeyinde gorilebilir



21

fissiirlere ve parsiyel kikirdak kayiplarina yol agarlar. Tam kat yaralanmalarda ise

subkondral kemik de hasar gormektedir[87].

Yiizeyel yaralanmalar ile eklem kikirdaginin mikroskopik anatomisi ve
fizyolojisi bozulabilir. Bu yaralanmalar kikirdak kaybina sebep olmadan gorlebilir.
Yiizeyel yaralanma kondrositlere zarar vererek onarim gerekli olan i¢in metabolik
kapasitelerini kisitlar, preteoglikan konsantrasyonunu azaltir, hidrasyonu artirir ve
kollajenlerin fibriler organizasyonunu bozar[88, 89]. Yiizeyel yaralanma sonucu
proteoglikanlarin kaybolmasi, su konsantrasyonunun ytikselmesi, eklem kikirdaginin
sertliginin azalmas1 ve hidrolik gecirgenliginin artmasi eklem ylizeyine uygulanan
kuvvetlerin subkondral kemige daha yiiksek oranda iletilmesine sebep olur.
Subkondral kemigin yiiksek oranda kuvvete maruz kalmasi sonucu kendisinin sertligi
artar. Boylece darbe kuvvetlerinin kismen hasarlanmig kikirdak doku tizerindeki
siddeti artis gosterir. Bu kisir dongii ile ylizeyel kikirdak hasarlarinin parsiyel
kalinlikta kikirdak hasarlarina doniistiigii diistiniilmektedir[87].

Parsiyel kikirdak defektlerine verilen fizyolojik yanitta kikirdak dokunun
avaskiiler yapis1 6nemli bir engel olusturmaktadir. Parsiyel kikirdak yaralanmasi
sonucu travma bolgesinde kanama ve fibrin pihtis1 olusumu goriilmez. Bu yilizden bir
inflamatuvar yanmit da fizyolojik olarak baglatilamaz. Fizyolojik yanit ancak
kondrositler tarafindan c¢ogalma ve ekstraseliiler matriks sentezinin artirilmasi
seklinde verilmektedir. Fakat yeni sentezlenen ekstraseliiler matriks ve cogalan

kondrositler eklem yiizeyini yeniden olusturmaya yetmez[89].

Tam kat eklem kikirdagi yaralanmalari subkondral kemige penetre
olmaktadir. Bu sayede hasarlanmis bolgeye hiicreler ve kan dokusu ulasabilmektedir.
Boylelikle teorik olarak bu tip yaralanmalar daha yiliksek oranda iyilesme
kapasitesine sahiptir[90]. Yaralanma bdlgesinde meydana gelen kanama hematom
olusumuna ve kok hiicre gogiine izin vermektedir. Ancak bu mekanizma ile
kondrositler tarafindan; hiyalin kikirdaga gore daha diisiik sertlikte, daha diisiik
direng Ozellikli ve daha kot asinma katsayist bulunan fibrokikirdak meydana
gelmektedir[91].
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2.6.3. Eklem Kikirdag Lezyonlar1 Tedavisi

Kikirdak lezyonlarinin tedavisi i¢in birgok yOntem tanimlanmistir. Bu
yontemler uygulanirken lezyonlarin biiyiikliigii, derinligi, hastanin yas1 ve daha 6nce
denenen tedavi sekilleri g6z Oniine alinmalidir. Tedavi Oncesinde hastalarin
ekstremiteleri biitiin olarak ele alinmalidir. Herhangi bir dizilim bozuklugunun
bulunmasi, ligament yetersizligi ve meniskiis patolojisinin tedavi sirasinda ihmal
edilmesi, kikirdak igin uygulanan tedavinin erken donemde basarisizligi ile
sonuclanabilir[92]. Eklem kikirdagi lezyonlar1 tedavisindeki temel amag hiyalin
kikirdagin elde edilmesidir. Osteokondral otogreft transferi, otolog kondrosit
implantasyonu gibi restoratif yontemler ve rejeneratif tip ile hiyalin benzeri kikirdak
iretilebilmis olsa da tam olarak hiyalin kikirdak tretilmesi basarilamamistir[93].
Eklem kikirdagi lezyonlarinin tedavisi konservatif yontemler, cerrahi yontemler ve

doku miihendisligi calismalar1 seklinde gruplandirilabilir.

Artroskopik  Kemik iligi ~ Otolog
debridman stimulasyonu kondrosit
ve lavaj implantasyonu

Osteokondral
greftleme

Klinik Sonug

Palyatif —_ Reperatif —_ Restoratif

Sekil 2.5. Tedavi yontemlerinin sonuglarinin kesisimi. [87]
2.6.3.1. Konservatif Yontemler

Cerrahi olmayan yontemler kikirdak lezyonlarina bagli semptomlar1 kontrol
altina alabilmek veya eklem kikirdaginin dejenerasyon siirecini uzatmak amaci ile
kullanilmaktadir. Farmakolojik ve non-farmakolojik olarak siiflandirilabilirler.

Non-farmakolojik yontemler sicak-soguk uygulamalar, breys kullanilmasi, fizik
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tedavi, yik vermeme veya =zorlayici aktivitelerin azaltilmasi gibi aktivite
modifikasyonlar1 olarak siralanabilir. Farmakolojik yontemlerden baslicalar1 anti-
inflamatuvar ilaclar, analjezikler, viskosuplementasyonlar ve lokal steroid
uygulamalaridir[94]. Mevcut, konservatif yontemler ile sadece gegici olarak agri
kontrolii saglanabilir. Bu yontemlerin uzun donemde hastaligin dogal seyrine etki

ettigi gosterilememistir[95].
2.6.3.2. Cerrahi Yontemler

Eklem kikirdagi lezyonlarinin cerrahi tedavisinde birgok yOntem
bulunmaktadir. Bu yontemlerin basaris1 eklem kikirdagi defektinin yerine,
biiyiikliigline, sekline, derinligine, hastanin yasma ve aktivite seviyesine gore
degismektedir.  Cerrahi yontemler palyatif, onarict (reperatif) ve canlandirici
(rejeneratif/restoratif) olarak gruplandirilir. Bu gruplarin klinik olarak sonuglari
birbirleri ile kesisim halindedir. Klinik pratigi siklikla palyatif yontemler ve onarici

yontemler olusturmaktadir[84].
2.6.3.2.1. Palyatif Yontemler

Artroskopik lavaj ve Debridman: Eklem icerisindeki inflamasyon ve
mekanik irritasyonun giderilmesini hedeflemektedir. Debridman ile fibrile olmus
kikirdak yiizeyleri diizeltilir, eklem hareketini engelleyen osteofitler alinir ve
inflamatuvar sinovyum dokusu temizlenir. Lavaj ile kikirdak ylizeyleri yikanarak
sinovit miktar1 ve kalsiyum fosfat kristalleri azaltilir. Bu yontem ile uzun stireli yarar
saglanamasa da se¢ili hasta grubunda semptomatik fayda saglanir[92]. Literattrdeki
calismalara gore bu yontemin en etkili oldugu hasta grubu lokalize mekanik
semptomlart bulunan, dizilim bozuklugu olmayan ve cerrahi geg¢irmemis
hastalardir[96]. Ayrica konservatif yontemlerle Kkarsilastirildiginda artroskopik
debridman ve lavajin fonksiyonel sonucglar1 daha iyi olarak rapor edilmistir. Bu
yilizden fiziksel aktivitesi diislik hastalarda mantikli bir tercihtir ancak uzun dénemde

sorunu ortadan kaldirmayacagi bilinmelidir[97, 98].
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2.6.3.2.2. Onaric1 (Reperatif) Yontemler

Onaric1 (reperatif) yontemlerin ortak amaci eklem kikirdagindaki hasarh
bolgeye tamir 6zelligi bulunan hiicrelerin yeterli miktarda ulagmasini saglamaktir.
Bu hedefe ulasmak icin kemik iligi penetre edilerek kikirdak defekti alaninda
kanamaya sebep olunur. Kemik iligine ulasilan delikler mikrokirik, drilleme ve
abrazyon artroplastisi yontemleri ile agilmaktadir. Bu yontemler sonucu elde edilen
kikirdak defektlerindeki tedavinin temel amaci olan hiyalin kikirdagin aksine fibroz
kikirdak olup tip 1 kollajen agisindan zengindir. Fibroz kikirdak biyomekanik olarak
zaylf oldugundan herhangi bir ekstremite dizilim bozuklugunun diizeltilmesi
onerilmektedir. Kemik iligi stimulasyon teknikleri olarak da isimlendirilen bu grupta
abrazyon artroplastisi, subkondral drilleme ve mikrokirik uygulanmasi yontemleri
bulunmaktadir[94].

Abrazyon Artroplastisi: Teknik olarak tam kat kikirdak defektinin
sinirlarindaki stabil olmaya kikirdak debride edildikten sonra subkondral kemige
abrazyon islemi 4.5 mm'lik burr yardimi1 2 mm derinliginde uygulanir. Kapiller yatak
bu seviyeden yeterli oranda kanamaya sebep olur[99]. 1980'li yillarda popiilerize
olan bu yontemin literatiirdeki sonuglar1 degiskendir. Bu yontem i¢in en uygun hasta
grubu ektremite dizilim bozuklugu olmayan ve yilksek hareket talebi bulunmayan
hastalardir[83].

Subkondral Drilleme: Literatirde 1959 yilinda Pridie tarafindan tarif
edilmistir. Tekniginde subkondral kemigin yiiksek hizli drill yardimi ile delinmesi
sonucu kanama ve pihtt elde edilerek iyilesme mekanizmasi baslatilmis olur. En
onemli dezavantajlarindan birisi drilleme sirasinda aciga ¢ikan 1sinin termal
osteonekroza sebep olma potansiyelidir. Iyilesme dokusu biiyiik oranda fibrokikirdak
yapisinda olsa da hiyalin benzeri kikirdak elde edildigi de rapor edilmistir[83].

Mikrokirik Uygulama: Kemik iligi stimulasyon teknikleri arasinda
literatlirde en fazla uygulanan tipidir. Felsefesi diger kemik iligi stimulasyon
tekniklerinde oldugu gibi subkondral kemigin perfore edilmesi ile kok hiicreler,
bliylime faktorleri gibi kemik iligi bilesenlerinin kikirdak defektine dokiilmesini

saglamaktir. Kemik iligi bilesenleri zamanla remodele olarak fibrokikirdaga
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dontismektedir[100]. Endikasyonu, <2 cm?, etrafi normal kikirdak ile ¢evreli, kemik
kayb1 olmayan, fokal evre 3-4 kikirdak lezyonlaridir. Teknigindeki ilk asama
defektin ¢evresindeki stabil olmayan kikirdagin debridmanidir. Sonrasinda teknik
icin tasarlanmis awl yardimi 2-3 mm araliklarla 2-4 mm derinliginde delikler
acilir[101]. Bu yontem ile drillemenin termal etkilerinden korunmus olunur. Iyilesme
dokusu fibrokikirdak ile hyalin benzeri kikirdagin hibridi olarak rapor edilmistir.
Kemik iligi stimulasyon teknikleri arasinda komplikasyon orani en diisiik ve hyalin
benzeri kikirdak orani en yiiksek olanidir. Fakat iyilesme dokusu zamanla
fibrokikirdak oram1 daha da artarak dejenerasyona ugramasi kagmilmazdir[34].
Cerrahi sonrast devamli pasif eklem hareketin ve kisitli ylik verilmesinin sonuglar
lizerine olumlu etkisi gosterilmistir[102]. Literatiirde 11 yillik takip sonucu

fonksiyonel sonuglarinin iyi oldugu rapor edilmistir[103].
2.6.3.2.3. Canlandirici (Rejeneratif/Restoratif) Yontemler

Eklem kikirdagi defekterinin canlandirict tedavisi hasarli bolgeye saglam
yapida kikirdagin transfer edilmesini veya hasarli bdlgede yeniden kikirdak doku
iretilmesini  kapsamaktadir. Literatirde uygulanan eklem kikirdagi transfer
yontemleri; osteokondral otogreft transferleri (mozaikplasti), osteokondral allogreft
transferleridir.  Yeniden kikirdak iretilmesi konusunda otolog kondrosit

implantasyonu ve doku miihendisligi ¢aligmalar1 bulunmaktadir[33].

Osteokondral Otogreft Transferi (Mozaikplasti): Diz ekleminde bulunan
daha az yiik tasiyan bolgelerden alinan osteokondral tikaclarin daha ¢ok yiik tasiyan
hasarli bolgeye transfer edilmesi islemidir[104]. Diz ekleminin {i¢ boyutlu yapisi goz
Oniine alindiginda donor sahadan alinan kikirdagmn yiizeyi ile transfer edilecek
bolgenin yiizey uyumunun benzerligi tedavinin bagarisin1 belirleyen temel
faktorlerden birisidir. Literatlirdeki yiizey uyumunun degerlendirildigi biyomekanik
calismada 0.5 mm disarida olan greftlerin 0.5mm daha gdmiilmiis greftlere gore daha
fazla kuvvet altinda kaldig1 gosterilmistir. Bu yiizden Onerilen tikaglarin kikirdak
yiizeyi ile aym1 hizada birakilmasi olsa da disarida birakilmasindan daha fazla
gomilmesi 6nerilmektedir[87]. Bu yontem ile hasarli bolgeye bir veya birden fazla
tikag transfer edilebilir. Alindan greftin genigligi 2.5mm ile 10mm arasinda

degismektedir. Eger birden fazla tika¢ kullanilir ise tikaglar arasindaki alan
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fibrokikirdak ile iyilesme gosterir. Bu teknigin kullanimindaki kisitlayic1 basamak
dondr sahanin  yeterliligidir.  Literatirde 4 cm? (st sinmrma  kadar
uygulanabilmektedir[105]. Hangody ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada 83
hastanin ikincil artrokopilerinde 69 hastada hiyalin kikirdagin korundugu fakat 14
hastada ise dejenere oldugu goriilmiistiir[106]. Literatiirde osteokondral tikaglarin
yuzeyinde hiyalin kikirdak devamliligin1 korur iken tikaglar ¢evresinde fibrokikirdak
oldugu rapor edilmistir. Literatiirde fonksiyonel sonug¢larmin iyi oldugu rapor

edilmektedir[107].

Osteokondral Allogreft Transferi: Osteokondral allogreft transferlerinin
prensipleri otogreftler ile benzerdir. Elde edildikleri kaynak agisindan farklilik
gostermektedir. Dondr saha morbiditesi bulunmadigi otogreftelemedeki genis
defektlere uygulanamama gibi temel kisitlayici basamak asilmis olur. Genis
defektlere uygulanma avantaji getirse de kadavradan alindigi i¢in bulasici hastaliklar
ve immonojenik reaksiyon potansiyeli gibi dezvantajlara sahiptir. Allogreftlerin
dondurulmasindan dolay1 kondrositleri canliliginin devami tartisma konusudur[108].
Literaturde orta-uzun donem sonuglar1 cesaret verici olsa da greft temin edilmesi,
tam olarak uygun boyutta greft bulunmasi ve teknik olarak zor olmasi bu teknigin

yaygin olarak kullanilmasini engellemektedir[109].

Otolog Kondrosit Implantasyonu: Otolog kondrositlerin hiyalin kikirdak
olusturmak amac1 ile kikirdak defektine implante edilmesidir. 2-10 cm?
boyutlarinda,subkondral plagi zarar gormemis, iyi smirli semptomatik kikirdak
defetlerinde tercih edilebilecek bir yontemdir. Genellikle artroskopik debridman,
kemik iligi stimulasyon teknikleri ve osteokondral otogreft transferi gibi tedavilerin
basarisiz oldugu durumlardan sonra uygulanmasi 6nerilmektedir. Teknigi iki agsamali
cerrahi gerektirmektedir. Ik asamada eklem artroskopik olarak degerlendirilir ve bu
sirada minimal diizeyde yiik tasiyan bolgedeki normal kikirdak dokudan tam kat
biyopsi alinir. Alinan biyopsi in-vitro ortamda kiiltiire edilerek ¢ogaltilir[92]. Kulttr
ortaminda kondrositler farklilagabilir ve tip 2 kollajen sentez yeteneklerini
geridoniisebilir sekilde azaltabilirler[110]. Kulturdeki kondrositlerin biyosentetik
aktiviteleri ile kiiltiire yerlestirilen hiicre sayisi ile lineer bir iligki vardir. Bu yiizden

biyopsi sirasinda alinan hiicre sayis1 0nemli olsa da basarili implantasyon igin
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gereken hiicre sayis1 tam olarak bilinmemektedir[111]. Ikinci asamasinda kiiltiir
ortaminda tretilen kondrositler kikirdak defektinde skar dokusu debride edildikten
sonra implante edilir. Sonrasinda tibiadan almman periost implante edilen
kondrositlerin iizerine siki bir sekilde dikilerek hiicre kagis1 engellenir. Implante
edilen kondrositler maturasyon siirecinde proliferatif faz, matriks tiretimi fazi ve
maturasyon fazindan ge¢mektedirler. Hastalarin uyumu, maturasyon siirecinin
bozulmamasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Erken donemde, hiicresel organizaasyonun
saglanmas1 devamli pasif hareket uygulanir. Ilk 4-6 hafta aras1 matriks {iretimi
asamasinda yiikk vermeden mobilizasyon Onerilir. Maturasyon fazina gectikge
kontrollii olarak yiik verilmeye baslanir[92]. Maturasyon siireci bir ile iki yil arasinda
degismektedir. Teknigin ilk kullanilmaya baslandigi zamanlarda periost greftinin
hipertrofisine ~ bagli  ikincil  artroskopik  cerrahiler = %20-25  oraninda
gerekmekteydi[112]. Periost yerine sentetik kollajen membranlarin kullanima
gecmesi ile bu oranin %5 ve altina indigi rapor edilmistir[113]. Bu teknik sonucunda
elde edilen kikirdak dokusunun karakterinin Ongdriilemez olmasi endise
yaratmaktadir. Literatiirde otolog kondrosit implantasyonu uygulanan 20 hastanin
ikinci yillarinda ikincil artroskopi yapildigi bir calismada, histolojik olarak 13
hastada hiyalin ve hiyalin benzeri kikirdak goriiliirken 7 hastada da fibroz veya fibro-

hiyalin kikirdak karigimi rapor edilmistir[114].
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Biyocati

™~ Doku

Miihendisligi

Buyume
faktorleri

Sekil 2.6. Biyomiihendislik triadi. [51]

Rejeneratif Tip ve Doku Miihendisligi: Literatiirde eklem kikirdagi
defektleri i¢in uygulanan yontemler sonucu Ongdriilebilir basarida hiyalin kikirdak
iiretilmesi gergeklestirilemediginden bu amag i¢in arastirmalar devam etmektedir.
1990'i yillardan giiniimiize uzanan zaman diliminde doku mihendisligi
interdisipliner bir arastirma alanidir. Icerisinde miihendislik, materyal bilimi, biyoloji
ve kimya gibi disiplinleri barindirarak hasar gérmiis dokularin, gelistirdigi biyolojik
materyallerle eski fonksiyonlarin1  gérmelerini  saglamay1r amaglar. Doku
mithendisliginin basaris1 hiicreler, biiyiime faktorleri ve biyocat1 (skafold)'lara

baglidir. Bu {i¢ bilesene doku miihendisliginin triadi denmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Caligma 36 adet 300 gr ve {lizeri, Wistar albino cinsi erkek sican ile
gerceklestirilmistir. Calisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'ndan 2017/48-07 numarali izin belgesi alinmistir. Caligma mali olarak
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi tarafindan THD-2018-16887 proje

numarasi ile desteklenmistir.

Calismada siganlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrilarak
incelenmistir. 1. grup (K) kontrol grubudur. 2. gruba (P) sadece hiicreden arindirilmis
edilmis insan plasentast uygulanmistir. 3. gruba (PK) hiicreden arindirilmis edilmis
plasenta ile birlikte kok hiicre uygulanmistir. 4. gruba (PP) hiicreden armdirilmisg
edilmis plasenta ile birlikte PRP uygulanmistir. 5 gruba (PKP) da hicreden
arindirilmis plasenta+PRP+kok hiicre uygulanmistir. Hayvan sayisimi azaltabilmek
icin sicanlarin her iki dizine de cerrahi islem uygulanmistir. 1 adet sicandan PRP

hazirlanabilmesi i¢in uygun anestezi altinda 15ml intra-kardiyak kan alinarak 6tenazi

uygulanmaistir.

Grup Ornek sayisi
Kontrol grubu (K) 14
Sadece hiicreden arindirilmis insan plasentasi biyogatist (P) 14
Hiicreden arindirilmis insan plasentasi biyogatis1 + Kok hiicre (PK) 14
Hiicreden arindirilmis insan plasentasi biyogatisi + PRP (PP) 14
Hiicreden arindirilmis insan plasentast biyogatis1 + Kok hiicre + 14

PRP (PKP)

Tablo 3.1. Gruplara gore cerrahi islem planlanan diz sayilar1.

Calismanin stireci plasentanin hiicreden ayrilarak biyogatinin olusturulmasi,
kok hiicrelerin ¢ogaltilmasi ile baglamistir. Biyocgati ve kok hiicrelerin hazirlanmasini
takiben cerrahi prosediir uygulanmis ve hayvanlara 12. haftada 6tenazi uygulanarak

histolojik inceleme yapilmistir.
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3.1. Plasentanin hiicreden arindirilmasi

Caligmada daha oOnceden farkli deneylerde kullanilan plasenta parcasi
kullanilmistir.  -80 °C’den alinan doku pargalari ilk olarak derin dondurucuya (-20
°C) daha sonra da buzdolabma (+4°C) konularak dereceli olarak ¢ozdiiriilmiistiir.
Daha sonra ¢ozdurulen dokular 1 litrelik sise igerisinde hazirlanan ve aralikli olarak
24 saat icerisinde 3 kere degistirilen PBS igersine alinarak 24 saat boyunca

calkalamali karistiricida ¢alkalanmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Dokularin PBS igerisinde 24 saat boyunca yikanmasi.

Bu asamadan sonra dokular %1 (w/v)’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
icerisine alinarak sabit ¢alkalama hizinda 24 saat boyunca calkalamaya birakilmistir
(Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Dokularin %1 (w/v)’lik SDS igerisinde 24 saat boyunca ¢alkalanmasi.

Daha sonra SDS ¢ozeltisinden ¢ikarilan dokular PBS ¢6zeltisi ile en az 3 kez
yikanarak dokularin igerisinde kalan fazla SDS ortamdan uzaklastirilmistir. Bundan
sonra doku igerisindeki lipitlerin uzaklastirilmasi i¢in PBS icerisindeki dokular ayr1

tiiplere alinarak 48 saat boyunca izopropanol icerisinde bekletilmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Dokularin izopropanol igerisinde bekletilmesi.

Dokular izopropanol ¢o6zeltisinden alindiktan sonra en az 3 kez PBS ile

yikanirmig ve son agamaya ge¢ilmistir. Son asamada dokularda kalan DNA ve
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RNA’lar uzaklastirilmigtir. Bunun igin dokular tek bir tiipe alinarak DNAse ve
RNAse enzim karisiminda 37°C ‘de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Dokulardan DNA ve RNA’larin uzaklastirilmasi.

Son olarak dokular PBS igerisinde yikanarak petri kaplarina dokiiliir ve 48
saat boyunca liyofilize edilmistir (Sekil 3.5., Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).

Sekil 3.5. Dokularin PBS ile yikanmasi.



P S

Sekil 3.7. Hiicreden armdirilmis yapilarin liyofilize edilmesi
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3.2. K6k Hucrelerin Uretilmesi
3.2.1. Mezenkimal kok hiicre izolasyonu ve Kiiltiirde ¢ogaltilmasi

Calisma kapsaminda 2016/03 toplant1 ve 01 Karar numarali etik kurul karar1
ile aragtirmalarda kullanilmak iizere saglikli kemik iligi nakli dondrlerden elde edilen
ve arsivimiz cryostoklarinda izole edilerek mononukleer hiicreler kullanilmistir.
Sekiz yasinda, bayan, saglikli kemik iligi vericisinden elde edilen -196C'de saklanan
mononukleer hiicreler 37C'deki su icerisinde ¢Ozilerek T-75 doku kiiltiir kabina
20x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 10 ml biiyiime besi yeri (DMEM-LG, %10
fetal bovine serum, %21 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) icerisinde 37C, %5
CO2’li inkiibatore yerlestirilmistir. Hlcreler 4. pasaja gelene kadar hicre kulturine

devam edilerek adezyon gosteren fibroblastoid hiicreler elde edilmistir.

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonunu takiben hiicreler 25 cm? flasklarda
4x10° hiicre/cm? olacak sekilde %10 FBS (Gibco, USA), %1 Penisillin-streptomisin
ve %1 L-Glutamin iceren DMEM-LG (Biological Industries, Israil) igeren 5 ml
medyum ile 37° C, %5 CO2 ve nemli ortaminda kiiltiire konulmustur. Kiltirler 24-48
sonrasinda taze medyumla degistirilerek flask tabanma yapigmayan hiicreler
uzaklastirilmistir. Her gtin diizenli olarak inverted mikroskopla kontrol edilerek 3—4
giinde bir kiiltiir ortam1 degistirilerek kiiltiire devam edilmistir. Hicreler 7-12 giin
icerisinde flaskin ylizeyini %70-80 kapladigi zaman %0.25 oraninda hazirlanan
Tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilmigtir. Sonraki pasajlarda 4x10% hiicre/cm?
olacak sekilde 75 cm? lik flasklara ekim yapilarak hiicreler gelistirildi. Bu sekilde 3.
pasaja kadar ¢ogalma islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2. Mezenkimal kok hucrelerin immunfenotiplendirilmesi (Akim Sitometri

Calismasi)

Insan kemik iliginden izole edilen hiicreler akim sitometri cihazinda
antikorlar ile tamimlanmistir. Antikor paneli olarak; CD29 (e-bioscience, USA),
CD34 (BD Biosciences, USA), CD44 (e-bioscience, USA), CD45 (BD Biosciences,
USA), CD73 (BD Biosciences, USA), CD90 (BD Biosciences, USA), CD105 (e-
bioscience, USA), CD146 (BD Biosciences, USA) kullanilarak Navios (Beckman

Coulter, USA) akim sitometri cihazi ile analizler yapilmastir.
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3.2.3. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin degerlendirmesi

Mezenkimal kok hiicrenin adipojenik ve osteojenik hicre serilerine
farklilasma potansiyelini degerlendirmek i¢in hiicre kiiltiir ortamma gerekli olan
uyaranlar eklenmistir. Farklilagmaya yonlendirilmis olan hiicreler morfolojik olarak

ve histokimyasal boyamalarla degerlendirilmistir.

Osteoblast Hucre Farkhilagsmasi: Tripsinize edilmis olan MKH’ler 9,6
cm?lik propilen petri kaplarina 2x10% hiicre/cm? olacak sekilde ekim yapilmistr.
Hiicreler, petri kaplar1 igini %60-70 oraninda kapladigi zaman, DMEM-LG
(Biological Industries, Israil) igerisine %10 FBS (Gibco, USA), 100 nM
dexamethasone (Sigma, USA), 10 mM beta glycerophosphate (Sigma, USA) ve 0,2
mM ascorbic acid (Sigma, USA) ilave edilerek hazirlanmig olan osteoblast
farklilasma medyumu petrilerdeki hiicrelere 2’ser ml ilave edilmis ve 30 gun
suresince 3-4 giin araliklarla kiiltiir ortami degistirilerek takip edilmistir. Sire
bitiminde farklilagsmasi beklenen hiicreler Alizarin Kirmis1 S (Sigma, USA) boyasi

ile boyanarak farklilasma potansiyeli analiz edilmistir.

Adiposit Hiicre Farkhlagsmasi: Tripsinize edilmis olan MKH’ler 9,6 cm? lik
propilen petri kaplarma 2x10° hiicre/cm? olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler,
petri kaplart i¢ini %90-100 oraninda kapladigi zaman, DMEM-LG (Biological
Industries, Israil) icerisine %10 FBS (Gibco, USA), 1uM dexamethasone (Sigma,
USA), 60 uM indomethacine (Sigma, USA), 500 uM IBMX (Sigma, USA) ve 5
pug/ml insulin (Sigma, USA) ile hazirlanmis olan farklilasma ortami konularak
farklasma yapilmistir. Otuz gin suresince 3-4 giin araliklarla medyumu
degistirilerek takip edilmistir. Bu siire sonunda farklilasan hiicreler Oil Red O
(Sigma, USA) boyasi ile boyanarak tespit edilmistir.

MKH Kkiiltiirlerinin Fe ile isaretlenmesi: Flask icerisindeki hucreler
konfluent hale getirildikten sonra 50 ug/ ml endorem (Endorem: ferumoxide ile
isaretli magnetik isaretli) ve 0,375 ug/ml poly-L-Lysine ile 24 saat inkube edilmistir.
Daha sonra hiicreler PBS ile 3 kez yikanacak ve %0,25 Tripsin/EDTA ile yapisan
hicreler kaldirilmis ve trypan mavisi ile canlilik/hiicre sayis1 bakilmistir. Her bir

sican icin 1x10° hiicre olacak sekilde PBS igerisinde uygulama i¢in hazirlanmistir.
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3.2.4. Mezenkimal kok hiicre morfolojisi ve cogalma ozellikleri

Monontikleer hiicreler 25 cm?’lik flasklarda (T25) kiiltiir ortamma

konulduktan 48 saat sonra adezyon gosteren igsi yapida hiicreler gozlenmistir.

Sekil 3.8. Kiiltir ortaminda ¢ogalan mezenkimal kok hiicrelerin  “inverted”

mikroskoptaki gérinimi. (B:10x buyutme)
3.2.5. Mezenkimal kok hicrelerin immunfenotiplendirilmesi

Mezenkimal kok hiicreler Pasaj 5°de akim sitometri ile hiicre blyiikligii ve
grantilaritesine gore degerlendirilmis ve homojen bir hiicre populasyonu elde
edilmistir. Hicrelerin adezyon molekillerine 6zgi CD105, CD90, CD73, CD29 ve
CD44 yizey antijenlerinin ekspresyonu %97 Uzeri pozitif oldugu ve hematopoetik
kokenli hucrelere 6zgi CD14, CD 45 ve CD34 lerin ise negatif olduklari

gbzlenmistir.
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Data Set 2: ES P5 MSC Data Set 1: ES P5 MSC Data Set 1: ES P5 MSC
Saglikli 2018-01-11 492 Saglikli 2018-01-11 493 Saglikli 2018-01-11 493
[Ungated] . [L]CDYOFITC / CD34 PE __[L1CD105 APC / CD14 PC7
1000 - 10 M-+‘ Mo 10 N'*J Nes
1073 1024
B g
E § 10 e x 10"
a o i S
10° 1094
R I [ TR TR P TR "R S
0 500 1000 CD90FITC CD105 APC
FSINT Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
Gate Number %Total %Gated All 6,362 63.6 100.0 All 6,362 63.6 100.0
All 10,000 100.0 100.0 M-- 27 0.3 0.4 N-- 6 0.1 0.1
S 5,859 58.6 58.6 M-+ 1 0.0 0.0 N-+ 0 0.0 0.0
M+- 6,183 61.8 97.2 N+- 6,145 61.5 96.6
M++ 151 1.5 2.4 N++ 211 241 3.3
Data Set 2: ES P5 MSC Data Set 2: ES P5 MSC
Saglikli 2018-01-11 492 Saglikli 2018-01-11 492
[S] CD45 FITC / CD73 PE . [S] CD29APC / CD44 PC7
T+lic.. [T+ U+ fuey
1004 107
& O
™M 101_‘ o
~ 10"
5
7] = N Ch U+
ﬂI)D 16‘ 1;12 10° [u)o T :}2 ,
CD45 FITC ! CD;;’APC ! 10
Gate Number %Total %Gated
All 5 859 58.6 100.0 Gate Number %Total %Gated
T-- 0 0o o0 All 5,859 58.6 100.0
T+ 5799 580 99.0 U-- 0 00 00
T+ 0 00 00 U+ 2 00 00
Tes 60 0.6 1.0 Us- z 00 00

U++ 5,855 58.6 99.9

Sekil 3.9. Mezenkimal kék hicrelerin immunfenotiplendirilmesi.
3.2.6. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma kapasitesinin degerlendirilmesi

Osteojenik farkhlasma: Kiiltiir kaplarinda yaklasik olarak 7 giin sonra
kiglik koyu renkte depolanmalar goruldi ve kaltirin ilerleyen ginlerinde bunlar
giderek artmigtir. Yirmi bir giliniin sonunda, kiltir kabi ¢ok sayida amorf
depolanmalar ile kaplanmis ve hiicreler agikga goriilmistir. Mezenkimal Kok
hiicrelerin in vitro osteojenik potansiyelleri 21 giinlin sonunda yapilan Alizarin red

boyasi ile boyanan kalsiyum mineralizasyonunun gosterilmesi ile tespit edilmistir.
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A B

Sekil 3.10. Osteojenik vasat i¢inde uyarilan mezenkimal kok hicrelerin gérintimd.
(A: Alizari red boyasi ile boyanmis osteojenik hiicreler 10x, B: Alizari red boyasi ile

boyanmamis osteojenik hiicreler 10x)

Adipojenik farkhlasma: Kdltlrler, adipojenik vasat iginde farklilagsmaya
konulduktan 21 giin sonra Oil Red O boyasi ile boyandilar ve kirmiziya boyanan ¢ok

sayida homojen lipit damlaciklar1 goriilmiistiir.

A B

Sekil 3.11. Adipojenik vasat i¢cinde uyarilan mezenkimal kok htcrelerin gérinima.
(A: Oil Red O boyasi ile boyanmis adipojenik hiicreler 10x, B: Oil Red O boyasi ile

boyanmamis adipojenik hiicreler 20x)
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3.3. Trombositten Zengin Plazma (PRP) Hazirlanmasi

Trombositten zengin plazma (PRP) hazirlanmasi i¢in 1 adet sigcandan 10 ml
kan intrakardiyak olarak alinmistir. Kan alinmasinin ardindan sicana 6tenazi islemi

uygulanmaistir.

Sekil 3.12. Sigandan intra-kardiyak kan alinmasa.

Alman kana 1ml sodyum glukonat antikoagilan ilave edildikten sonra 1200

devirde 5 dakika santrifiij edilerek eritrositler ayristiriimigtir.
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Sekil 3.13. Alinan kanin 1 ml sodyum glukonat ile karigtirilmas.

Eritrositler ayristirildiktan sonra tekrar 1200 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Kapag1 yerlestirilerek cerrahi islem sirasinda kullanima hazir hale

getirilmistir.

[— —

Sekil 3.14. 5 dakika boyunca 1200 devirde santrifij edilmesi.
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Sekil 3.15. 1200 devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra kapaginin takilarak

kullanima hazirlanmasi.
3.4. Cerrahi islem
3.4.1. Anestezi Uygulamsi

Cerrahi 0Oncesi siganlara anestezi ic¢in ksilazin ve ketamin karisimi
hazirlanmistir. Karigimin dozu 35 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg xylazine olacak sekilde
ayarlanmigtir. Hazirlanan enjekte edilebilir karisim siganlara intraperitoneal yolla

verilmistir.
3.4.2. Cerrahi Prosedur

Sicanlarda uygun anestezi saglandiktan sonra diz anterior hat insizyonu ile
cilt ve cilt alt1 doku ge¢ilmistir. Diz eklemlerine medial parapatellar yaklasim ile
artrotomi uygulanarak troklea bolgesi ortaya cikarilmistir. Tim gruplarda ortak
olarak troklea bdlgesi 2 mm drill yardimi ile 3 mm derinliginde osteokondral hasar

olusturulmustur.



Sekil 3.17. 2 mm drill yardimu ile troklea bolgesine agilan osteokondral defekt.

42
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Osteokondral defekt olusturulduktan sonra kontrol grubunda (K) herhangi bir
uygulama yapilmadan diz eklemi kapatilmistir. Hiicreden armdirilmis insan
plasentast grubunda (P) acilan defekte, Oncesinde uygun boyutlarda kesilmisg
hiicreden armdirilmig insan plasentas1 biyogatis1 yerlestirilerek diz eklemleri
kapatilmigtir. Hiicreden arindirilmis insan plasentast ve kok hiicre grubunda (PK)
ayni boyutlardaki plasenta biyogatisi bir petri kab1 igerisinde her bir diz i¢in ayr1 ayr1
10° mezenkimal kok hiicre birlestirilerek acilan osteokondral defekt icerisine
yerlestirilmistir. Hiicreden arindirilmis insan plasentas1 ve PRP grubunda (PP) aym
boyutlarda kesilmis plasenta biyogatisi ile PRP ile birlestirilerek osteokondral defetin
igerisine yerlestirilmistir. Son olarak hiicreden arindirilmis insan plasentasi, kok
hiicre ve PRP (PKP) grubunda ayni sekilde kesilen plasenta biyogatisi ile PRP ve 10°

mezenkimal kok hiicre petri kabinda her diz i¢in ayr1 ayri1 birlestirilerek osteokondral

defektin igerisine yerlestirilmistir.

Sekil 3.18. Petri kabinin igerisinde uygun boyutlarda kesilmis hiicreden arindirilmis

insan plasentasi biyogatisi ve enjektor igerisinde 10° mezenkimal kok hicre.
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Sekil 3.19. Petri kabi icerisinde hiicreden arindirilmis insan plasentasi biyogatisi ve

mezenkimal kdk hiicrenin birlestirilmesi.

Sekil 3.20. Hiicreden arindirilmig insan plasentasinin mezenkimal kdk hiicre ile

birlestirildikten sonra osteokondral defekte uygulanmis hali.
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3.5. Cerrahi Islem Sonrasi1 Takip ve Otenazi

Sicanlarin cerrahi sonras1 bakim ve takipleri Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari'nda gergeklestirilmistir. Her gruba ait siganlar ayn1 kafeste
takip edilmislerdir. Siganlar 12 hafta takip edilmistir. Deney sirasinda kontrol (K) ve
hiicreden arndirilmigs insan plasentast gruplarindan (P) birer adet hayvan
kaybedilmistir ancak sonrasindaki 12 haftalik takip siire¢lerinde deneklerde kayip
yaganmamigtir. Deneklerde herhangi bir komplikasyon gozlenmemistir. Deneklere
Otenazi uygulanarak uyluk anteriorundan yapilan insizyon ile uyluklar1 diz ve kalca

eklemlerinden dezartikiile edilmistir. Sonrasinda sadece diz bolgesi kalacak sekilde

spesmenler kiigiiltiilerek histolojik inceleme i¢in hazirlanmistir.

Sekil 3.21. Otenazi sonras1 uyluk anteriorundan yapilan insizyon ve uyluk kemiginin

diz ve kalga eklemlerinden dezartikulasyonu.
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3.6. Histolojik Inceleme

Almman doku Ornekleri, tamponlanmis 9%10'luk noétral formaldehit
solisyonunda 48 saat stre ile fikse edildikten sonra otomatik doku takip cihazinda
sirast ile alkol, ksilen ve parafinden gecirildikten sonra yatay pozisyonda olacak
sekilde parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklara gémiilen dokulardan mikrotom
cihazi ile 5 mikron kalinliginda 100 adet seri kesit alind1. Elde edilen seri kesitler,
deparafinizasyon yapildiktan sonra Masson's Trichrome ve Hematoxylin-Eosin
boyasi ile boyanarak 151k mikroskobunda incelenmek iizere hazirlandi. Preperatlar
Leica D6B upright reserve 1sik mikroskobunda DFC 7000 dijital color kamera ile
incelenerek goriintiileri dijital ortama kaydedilmistir. Histolojik skorlar, International
Cartilage Repair Score-2 (ICRS-2)'de tanimlanan parametrelerin gérsel analog

skalasina gore hesaplanmistir[115].

0% 100%
KK : LL MM

ICRS-2 Toplam
degerlendirme skoru

o, Dazte,

li

Sekil 3.22. ICRS-2 Toplam degerlendirme skoru, 0% fibréz doku. 100% hiyalin
kikirdak. [115]

3.7. istatistiksel Analiz

Her bir grup igin ICRS-2 toplam degerlendirme skorlar1 hesaplanmistir.
Bulunan skorlari ortalama degerleri Kruskal-Wallis testi ile analiz edilerek birbirleri
ile olan iliskisi degerlendirilmistir. Degerlendirmede giiven aralig1 0.05 olarak kabul

edilmistir. Veriler bilgisayar ortaminda SPSS v23 ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Sicanlar cerrahi iglem sonrasi 12 haftalik takip edildikten sonra Otenazi
uygulanarak elde edilen dokularda ICSR-2 toplam degerlendirme skorlari
hesaplanmigtir. Deney sirasinda kontrol (K) grubundan ve plasenta (P) grubundan
birer sigan kaybedildiginden bu iki grupta 12'ser diz, PP grubunun histolojik
degerlendirilmesinde iki hayvanin preparatlar1 skorlama i¢in yeterli olmadigimdan 10
adet diz, PK ve PRP gruplarin kaylp yasanmadan 14'er diz histolojik

degerlendirmeye alinmistir.

ICRS-2 Kontrol | Plasenta | Plasenta ve Plasenta, Plasenta ve

Toplam Kok Hucre | Kok Hicre PRP

Degerlendirme ve PRP

Skoru (K) (P) (PK) (PKP) (PP)
Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
(n=12) (n=12) (n=14) (n=14) (n=10)

1L 15 30 90 75 50

IR 20 40 90 80 55

2L 20 55 70 75 50

2R 20 60 50 75 60

3L 15 70 75 80 90

3R 20 60 30 80 80

4L 20 50 50 70

4R 20 45 70 40

5L 15 50 30 35

SR 15 60 70 30

6L 20 40 85 90 40

6R 25 45 85 90 60

L 90 75 70

R 75 60 70

Ortalama 18,75 50,4 68,5 68,2 62,5

Tablo 4.1. Kontrol ve Deney gruplarinin histolojik analiz skorlar1 ortalamalari.
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Verilerin toplam degerlendirme skorlar1 alindiginda kontrol grubunun (K)
ortalamas1 18.75+3.1, plasenta grubunun (P) ortalamas1 50.4+11.1, plasenta + kok
hicre grubunun (PK) ortalamas: 68.5+20.8, plasenta + PRP grubunun (PP)
ortalamas1 62.5+15.1, plasenta + kok hiicre + PRP (PKP) grubunun ortalamasi ise
68.2+£19.5 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1.). Veriler gruplar icerisinde normal
dagilim gostermediginden Kruskal-Wallis testi ile sira ortalamalar1 karsilagtirilmistir.
Sira ortalamas1 (mean rank) K grubunda 6.5, P grubunda 27.21, PK grubunda 42.11,
PP grubunda 36.6 ve PKP grubunda 42.36 olarak hesaplanmistir.

Gruplar N ICRS-2 Toplam Degerlendirme Skorlar1 Sira Ortalamalari
(Mean rank)
K 12 6.5
P 12 27.21
PK 14 42.11
PKP 14 42.36
PP 10 36.6
Tablo 4.2. Kontrol ve Deney gruplarinin histolojik analiz skorlarinin sira
ortalamalar.
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
g' 100.00
= I T
€ 0.0
g T
82 60,007

plam_|
Skoru

40,00

20,00

ICRS2_To

0.00 T T T
PK PKP FP
Gruplar

= —
g«

Sekil 4.1. Toplam degerlendirme skorlarinin gruplara gore dagilima.
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Deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; P grubun (p:0.048), PP
grubunun (p:0.001), PK grubunun (p<0.001) ve PKP grubunun (p<0.001) toplam
degerlendirme skorlar1 istatistiksel anlamli olarak kontrol grubuna gore yuksek

oldugu gorilmiistiir,

Deney gruplar1 kendi icerisinde karsilastirildiginda PK, PP ve PKP grubunun
toplam degerlendirme skorlarinin P grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Ancak PK, PP ve PKP gruplarinin ortalama toplam degerlendirme skoru P grubuna
gore yiiksek olmasina karsi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). PKP
grubunun toplam degerlendirme skoru PK ve PP grubuna gore yiiksek bulunmustur

fakat bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). PP ve PK

gruplar1 arasinda toplam degerlendirme skorlar1 agisindan anlamli  fark
gosterilememistir (p>0.05).

Kontrol grubu ile Test Standart | Standart Sig. | Adj. Sig.

Deney gruplarinin Istatistigi hata test

karsilastirilmasi istatistigi
K-P -20.708 | 7.338 -2.822 0.005 | 0.048*
K-PP -30.100 | 7.696 -3.911 0.000 | 0.001*
K-PK -35.607 | 7.071 -5.036 0.000 | 0.000*
K-PKP -35.857 | 7.071 -5.071 0.000 | 0.000*
Deney gruplarinin kendi

aralarinda karsilastiriimasi
P-PP -9.392 7.696 -1.220 0.222 | 1.000
P-PK -14.899 | 7.071 -2.107 0.035 |0.351
P-PKP -15.149 | 7.071 -2.142 0.032 | 0.322
PP-PK 5.507 7.442 0.740 0.459 | 1.000
PP-PKP 5.757 7.442 0.774 0.439 | 1.000
PK-PKP -0.250 6.794 -0.037 0.971 | 1.000

Tablo 4.3. Toplam degerlendirme skorlarinin gruplara gore istatistiksel analizi.




Sekil 4.2. Kontrol grubunun Hematoksilen- Eosin ve Masson's

boyanmasi 2.5x blyutme.

Sekil 4.3.K grubu 10x blyttme.

Trikrom

ile
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Cerrahi iglem sirasinda olusturulan defekt kontrol grubunda dogal iyilesmeye

birakilmigtir. 12 haftanin sonunda minimal diizeyde kikirdak olusumu izlenmistir.

o Y

&0 ‘v; ',\\' u

N

Sekil 4.4. P grubunun Hematoksilen- Eosin ve Masson's Trikrom ile boyanmasi 2.5x
blyitme.
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Sekil 4.5. P grubu 10x blyutme.

Deney sirasinda olusturulan defekte, plasenta hiicreden armdirilmis biyogati
olarak eklendiginde kikirdak yapiminin baslamis oldugu izlenmistir. Fakat kikirdak
gelisiminin iyi oldugunu belirten; kondrositlerin lakuna icerisinde tek tek ve
birbirlerinden ayr1 olarak izlenmedigi goriilmistiir. Bu grupta kondrositlerin dortli
izogen guruplar halinde bulundugu yani kondrosit intramembrandz ¢ogalma
evresinde oldugu izlenmistir. Dolayisiyla bu gurupta kikirdak matriks yapisal olarak
oldukga geridir. Bu grup; kok hiicre ve PRP eklenmis gruba gore gelisme agisindan
zamansal olarak daha geri bir evrededir. Fakat hiicre morfolojisi izlendiginde
hiicrelerin kendi lakunalarini yapmaya basladigi goriilmiistiir ancak buna ragmen

PRP ve kok hiicre eklenen gruplarin gerisinde oldugu izlenmistir.
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s Trikrom ile boyanmasi

'

Sekil 4.6. PK grubunun Hematoksilen- Eosin ve Masson

2.5x blyitme.

Sekil 4.7. PK grubu 10x blyutme.
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Plasental biyogatiya mezenkimal kok hiicre eklenmesi kondrosit yapimini
artirdigr  gorilmiistir. Fakat PP grubuyla Kkarsilastirildiginda hem kondrosit

cogalmasinda hem de matriks yapiminda az da olsa geride oldugu izlenmistir.

Sekil 4.8. PP grubunun Hematoksilen- Eosin ve Masson's Trikrom ile boyanmasi

2.5x blyitme.
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Sekil 4.9. PP grubu 10x biyutme.

Plasental biyocatiya PRP eklendiginde tek basina plasenta eklenmis gruba
gore kondrosit kiimelenmesinin azaldig1 yani kondrosit ¢ogalmasini sitiimiile ettigi
anlagilmistir. Ayrica hiicre gelismisligini ifade eden; kondrositlerin gelismis
lakunalar icerisinde izlenmesi bu gurupta énemli dlglide artmistir. Bu grupta kikirdak

yapiminin daha ileri seviyesini ifade eden matriks yapimi oldukga ilerlemistir.

Sekil 4.10. PKP grubunun Hematoksilen- Eosin ve Masson's Trikrom ile boyanmasi

2.5x buyltme.
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Sekil 4.11. PKP grubu 10x biiyiitme.

PKP grubunda hem mezenkimal kok hicre eklenerek potansiyel kondrosit
sayisina takviye yapmasi hem de PRP’nin mitojen ve matriks yapmmini uyarici etkisi
sebebiyle en kisa zamanda en gelismis kikirdak yapimi seviyesine ulasilmistir. Bu
grupta eriskin kikirdak histolojisine benzer bigcimde kondrositler geliskin lakunalar
icerisinde tek tek izlenmistir. Ayrica bu gurupta lakunalar etrafinda siilfath
glikozaminoglikanlardan zengin metakromatik teritoryal matriks, kikirdak matriks ve
laliinalar aras1 kollajenden zengin ve glikozaminoglikandan fakir interteritoryal

matriks gelisimi izlenmistir.
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5. TARTISMA

Eklem kikirdagi; damarlanmasinin olmamasi, metabolizmasinin yavas olmasi
gibi yapisal 6zelliklerinden dolay1 yaralanma sonrasi yenilenme kapasitesi oldukca
diistik bir dokudur[5]. Bu durumdan dolayr eklem kikirdagi hasar1 olustuktan sonra
hastalar ve ortopedistler i¢in tedavisi zor olan bir sorun haline doniismektedir. Bu
sorunun ¢oziilebilmesi i¢in literatiirdeki tanimlanmis yontemlerin higbirisi ile eklem
kikirdaginin orijinal yapisi olan hiyalin kikirdak elde edilememistir[2]. GUnimuzde
hiyalin kikirdak rejenerasyonu i¢in doku miihendisligi calismalart 6n plana

cikmaktadir.

Doku miihendisligini i¢in temelde {ii¢ ana bilesen gereklidir. Doku
miihendisliginin triad1 olarak isimlendirilen bu bilesenler uygun bir biyogati, kok
hiicre ve blylme faktorleridir[51]. Calismamiz da biyomiihendisligin triadi dikkate
alarak tasarlanmigtir. Literatiirde biyogati olarak hiicreden armndirilmis insan
plasentas1 esliginde mezenkimal kok hiicre ve PRPmin beraber kullanmildigr ilk

calisma olmas1 yoniinden 6nemlidir.

Kikirdak rejenerasyonu zor ve oldukca 6zellesmis bir doku oldugundan
yeniden lretilebilmesi i¢in uygun ortam (nis) olusturulmasinin bu siirecte kritik bir
yer sahibi oldugu diisliniilmiistiir[56]. Bu ortamin saglanmasi i¢in biyogati olarak
hiicreden armdirilmis insan plasentas1 diistniilmistiir. Hiicreden arindirilmis
biyogatilarin kendi orijinal dokularma doniisebildigi literatiirde rapor edilmistir.
Insan plasentas1 ise icerigindeki ekstraseliiler matriksin zengin olmasindan dolayi
evrensel bir biyogati olarak segilmistir[49]. Bu amagla kikirdak defektlerinde
kullanim1 daha 6nceden rapor edilmemis olup potansiyel olarak etkili olabilecegi
distiniilmiistiir. Calismamizin  sonucunda plasenta tek basina, osteokondral
defektlerde kikirdak olusumunu arttirdig: istatistiksel anlami olarak gosterilmistir. P
grubunun histolojik incelemesinde kondrositlerin lakunalar icerisinde izogen dortli
gruplar halinde oldugu ve kikirdak rejenerasyonunun basladigi goriilmiistiir. Bu
siirecin kikirdak rejenerasyonun intramembranéz ¢ogalma asamasinda oldugu
izlenmis olup kikirdak rejenerasyonunun erken sathasinda oldugu soylenebilir.
Hiicreden arindirilmis insan plasentasmin kikirdak rejenerasyonu igin uygun bir

ortam hazirladig1 sonucuna varilmaistir.
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Literatirde mezenkimal kok hiicrelerin  kondrositlere doniisebildigi
gosterilmistir[58]. Kok hiicre uygulamalarmin bir biyogati esliginde kullanilmasi ile
etkinliklerinin artirilabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismamizda hiicreden arindirilmis
insan plasentas1 esliginde mezenkimal kok hiicre kullanildigi grubun skorlarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dl¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Kikirdak dokunun igerisinde kendi kok hiicreleri bulunmaktadir[68]. Bu kok
hiicrelerin yaninda deney sirasinda olusturulan osteokondral defektlerden de kok
hiicreler hasarli alana ulagmistir. Ancak kikirdak hasarinin iyilesmesinin dogal
seyrinde bulunan bu hicrelerin yanina, ¢alismamizda eklenen mezenkimal kok
hiicreler ile kikirdak rejenerasyon potansiyelinin artirildigr séylenebilir. Artirilan

iyilesme potansiyel ile de histolojik olarak anlamli sonug elde edilmistir.

Doku miihendisliginin {igiincli ayag1 olan biliyiime faktorleri uygulamalart ile
kok hiicrelerin kondrositlere doniistigli ve matriks sentezinin artirildig literatiirde
rapor edilmistir[80]. GilnUmuzde populer olarak PRP bu blyume faktorlerinin
kaynagi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir[81]. Calismamizda; hiicreden
arindirilmis insan plasentasi ile birlikte PRP kullanilarak ortamdaki biiylime faktorii
miktarmin  artirillacagt  ve kikirdak rejenerasyon siirecine etkili olacagi
diisiiniilmiistiir. Calismamizin histolojik analizinde PP grubunda kondrositlerin
kiimelesmeden ziyade gelismis lakunalar igerisinde oldugu goriilmiistiir. Bu durum
kikirdak yapiminin ileri sathasinda oldugunu gostermistir. Kikirdak defektli alana
hiicreden arindirilmis biyocati ile PRP uygulanmasi kikirdak yapimini uyarmstir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda PP grubunun histolojik skorlar1 istatistiksel
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Hiicreden arindirilmis insan plasentas: ile

birlikte PRP uygulanmasi kikirdak iyilesmesinde etkili olmustur.

Calismamizda kikirdak rejenerasyonu i¢in en uygun ortam olarak hiicreden
arindirilmis insan plasentasi ile birlikte uygulanan mezenkimal kok hiicre ve PRP ile
saglanacag1 diisliniilmistiir. Bu grupta kok hiicrelerin li¢ boyutlu biyocat1 yapisi
icerisine dagilacagt ve PRP'nin saglayacagi biiylime faktorleri ile kikirdak
rejenerasyonu artacagi ongoriilmiistiir. PKP grubunda erigkin eklem kikirdagindaki
gibi kondrositler lakunalar icerisinde tek tek izlenmistir. Ayrica lakunalar etrafinda

stilfatli glikozaminoglikanlardan zengin metakromatik teritoryal matriks, kikirdak
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matriks ve lakiinalar arasi kollajenden zengin ve glikozaminoglikandan fakir
interteritoryal matriks gelisimi izlenmistir. PKP grubunun histolojik analizine
bakildiginda iyilesme skorlarinin kontrol grubu ve diger deney gruplarma gore
yiiksek oldugu goriilmiistiir. PKP grubunda diger gruplara gore en gelismis kikirdak
histolojisine daha hizli bir sekilde ulasilmistir. PKP grubunun diger gruplara tistiin
olmasi kikirdak rejenerasyonu i¢in uygun ortamin(nis) ne kadar 6nemli oldugunu bir

kez daha gdstermistir.

Kikirdak iyilesmesinde tek basina hiicreden arindirilmis insan plasentasi
biyogatisinin kullaniminin kikirdak iyilesmesine katkis1 olmakla beraber daha yavas
seyretmektedir. Fakat bu biyogatiya kok hiicre eklenmesi durumunda iyilesmeyi
zamansal anlamda hizlandirdigr gozlemlenmistir. Bu iyilesme mevcut dokuda
bulunan kok hiicrelere takviye olarak eklenen kok hiicrelerin kondrosite dénmesi ile
aciklanabilir. Bu anlamda hiicreden armdirilmis plasenta kok hicreleri kondrositlere
doniistirme kapasitesi agisindan basarili olarak izlenmistir. Hiicreden arindirilmis
plasenta (zerine PRP eklenmesi yerel kok hiicreleri uyarip kondrosit ve kikirdak
matriks yapimini artirmakta basarili oldugu izlenmistir. PKP grubunda PRP’nin
hiicre gelisimine olan pozitif etkisi; hem yerel kok hiicreler hem de disaridan eklenen
kok hucreler Gzerine olmustur. Ayrica PKP grubu hem hiicre sayisi hem de
fonksiyonel olarak diger gruplara istiindiir ve diger tiim guruplara gore daha iyi
kikirdak iyilesmesi izlenmistir. Calismamizda hiicreden arindirilmis plasentanin
etkisinin sadece cat1 olarak olmadigi, kok hiicrelerin kondrositlere evrilmesine
olanak saglamasi agisindan iyi bir malzeme oldugu sOylenebilir. Calismamizin
sonuglari ile hiicreden arindirilmig insan plasentas1 biyogatis1 kikirdak rejenerasyonu
icin uygun bir biyogat1 oldugu hipotezi desteklenmistir. Bu biyogatinin etkinliginin
mezenkimal kok hiicreler ve PRP ile etkisinin artirilabilecegi gosterilmistir. En
blyilk etkinin ise mezenkimal kok hiicre ile PRP'nin birlikte kullanilmasi sonucu

elde edildigi gosterilmistir.

Calismamiz literatiire gore rejeneratif yontemler grubuna dahildir[84]. Bu
grupta yer alan diger iki ana yontem mozaikplasti ve otolog kondrosit
implantasyonudur. Bu yontemler sonucu elde edilen bizim ¢aligmamizda da oldugu

gibi hiyalin benzeri kikirdaktir[107, 114]. Mozaikplasti beraberinde don6r saha
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morbiditelerini getirmektedir. Bu sebepten dolayr uygulanabilecegi yiizey alam
kisithdir[105]. Bizim ¢alismamiz gibi doku miihendisligi yontemleri ile benzer
kalitede kikirdak {iretilebilecegi gibi hastalar dondr saha morbiditelerinden ve
kullanim yilizey alani kisitlamasindan kurtarilabilir. Bir diger yontem olan otolog
kondrosit implantasyonu iki asamali bir cerrahi gerektirmektedir[92]. Yine bu
yontemin zaman igerisindeki gelisiminde biyogati ile beraber kullaniminin sonuglari
iyilestirdigi ve komplikasyonlarini azalttigi gézlemlenmistir[113]. Bu yOntem
sonucunda da biiyiik ¢ogunlukla hiyalin benzeri kikirdak elde edilmektedir[114]. Bu
faktorler goz Oniine alindiginda benzer 6zellikteki kikirdak elde edilmesi daha zor ve
maliyetli bir siire¢ gerektirmektedir. Bizim calismamizin klini§e uyarlanmasi
durumunda hastalar iki asamal1 cerrahiden kurtulabilir ve in-vitro ortamda ¢ogaltilan

kondrositler in-vivo ortama alinabilir.

Kemik iliginin stimulasyonunu hedefleyen onarici (reperatif) yontemler ile
amag hasarli bolgeye kok hiicrelerin ulagmasini saglamaktir. Ancak bu yontemlerde
elde edilen kikirdak ¢ogu zaman fibrokikirdak 6zelligindedir[94]. Kemik iliginden
hasarli bolgeye ulasan kok hiicreler inflamasyonu baglatarak iyilesme siirecine
girerler[100]. Ancak bu yontemde ortamda hiicrelerin davraniglarin1 diizenleyecek
bir biyocat1 yoktur. Kok hiicreler tarafindan kendi ortamlarimi diizenleyecek biiyiime
faktorleri ortama salinsa da hiyalin kikirdak tiretilmesi miimkiin olmamaktadir[34].
Bizim c¢aligmamizda hiicreden arindirilmis plasenta osteokondral defekte
yerlestirildiginde iyilesmenin bagladigi fakat geriden geldigi goriilmiistiir. Hiicrelerin
tutunacagi bir biyogat: varliginda kemik iligindeki kok hiicreler ile yavas da olsa
daha kaliteli kikirdak iiretilebilir. Bizim ¢aligmamizda kullanilan yontem ile reperatif

yOntemlerle iiretilen kikirdaga gore daha kaliteli kikirdak elde edilmesi miimkiindiir.

Calismamizin birtakim kisitliliklar1 meveuttur. 11k olarak elde edilen dokunun
biyomekanik 6zellikleri degerlendirilmemistir. Biyomekanik degerlendirme ile elde
edilen kikirdak dokunun dayanikliligi 6lgiilebilir. Incelenecek denek sayisi,
hayvanlarin her iki dizine de cerrahi yapilarak artirilmaya calisilmigtir. Ancak
gruplardaki denek sayist daha da artirilarak daha anlamli sonuglara ulasilabilir.
Uygulanan kok hiicrelerin sayis1 her bir denek igin 10° olarak belirlense de bu say1

optimize edilememistir. Sican modeline uygulanan insan mezenkimal kok
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hiicrelerinin davranigt konusunda endise duyulsa da literatiir ile paralel olarak
imunojenik rejeksiyon reaksiyonu gézlenmemistir ve hedef hiicre olan kondrositlere
dontisiimii gergeklesmistir[70]. Son olarak uygulanan biyogati, kok hiicre ve PRP
akut bir lezyona uygulanmistir. Kronik lezyonlardaki iyilesme kapasitesini

belirlemek i¢in ayr1 bir calisma gereksinimi vardir.

Calismamiz, kikirdak defektlerinde hiicreden arindirilmig insan plasentasi
biyocatisinin, mezenkimal kok hiicrelerin ve PRP'nin kullanildig: ilk ¢aligma olmasi
ile literatiire katki saglamistir. Calismamiz sonucunda elde edilen hiicreden
arindirilmis insan plasentasinin kikirdak rejenerasyonu i¢in iyi bir skafold oldugu ve
etkisinin mezenkimal kok hiicre ve PRP ile artirilabileceginin gosterilmesi ile hiyalin

kikirdak tiretilmesi ag¢isindan 6nemli bir adim atilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Eklem kikirdagi hasarlar1 tedavisi ortopedistler i¢in 6nemli bir sorundur.
Ozellikle geng yasta gelisen kikirdak hasarlarmin tedavisi igin biyolojik ¢oziim
arayiglar1 giliniimiiz literatiiriiniin temelini olusturmaktadir. Bu amacla doku

mithendisligi ¢calismalari ile hiyalin kikirdagin tretilebilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore kikirdak rejenerasyonu icin en
onemli gereklilik uygun ortamin(nis) saglanmasidir. Bu ortam tek basina biyogati,
kok hiicre, PRP uygulamalarindan ziyade birlikte uygulanmalar1 ile daha basarili
olarak olusturulabilir. Hiicreden armdirilmis plasenta biyogatisi, kOk hicreleri
kondrositlere dondiirme kapasitesi agisindan basarili  bulunmustur. Hiicreden
arindirilmig insan plasenta biyocatisiin kikirdak rejenerasyonunda etkili bir biyogati
oldugu gorilmiistiir. Hiicreden arindirilmis insan plasentasinin  kikirdak
rejenerasyonundaki etkinligi mezenkimal kok hiicre ve PRP'nin ayr1 ayn
uygulanmasi ile artirildigr gosterilmistir. Fakat bu etki en ¢ok hepsinin beraber

uygulanmasi ile goriilmiistiir.

Doku miihendisligi triad1 kullanilarak basarili bir kikirdak rejenerasyonu elde
edilen bu yontem ile hiyalin kikirdak {iretilmesine daha da yaklasilmigtir. Tam olarak
hiyalin kikirdak i¢in gerekli olan kok hiicre sayisi, biiylime faktdrlerinin
konsantrasyonu halen belirsizligini korumaktadir. Uygun biyogat1 secilmesi, bu
ortammn uygun miktardaki kok hiicre ve biiylime faktorii konsantrasyonu ile

zenginlestirilmesi ile hiyalin kikirdagin iiretilebilecegi diisiilmektedir.



63

KAYNAKLAR

1. Lories, R.J. and F.P. Luyten, The bone-cartilage unit in osteoarthritis. Nat Rev
Rheumatol, 2011. 7(1): p. 43-9.

2. Makris, E.A., et al., Repair and tissue engineering techniques for articular cartilage.
Nat Rev Rheumatol, 2015. 11(1): p. 21-34.

3. Lamplot, J.D., K.A. Schafer, and M.J. Matava, Treatment of Failed Articular
Cartilage Reconstructive Procedures of the Knee: A Systematic Review. Orthop J
Sports Med, 2018. 6(3): p. 2325967118761871.

4. Tatari, H., [The structure, physiology, and biomechanics of articular cartilage:
injury and repair]. Acta Orthop Traumatol Turc, 2007. 41 Suppl 2: p. 1-5.

5. Fosang, A.J. and F. Beier, Emerging Frontiers in cartilage and chondrocyte biology.
Best Pract Res Clin Rheumatol, 2011. 25(6): p. 751-66.

6. Simon, T.M. and D.W. Jackson, Articular Cartilage: Injury Pathways and
Treatment Options. Sports Med Arthrosc Rev, 2018. 26(1): p. 31-39.

7. Fisher, J.N., et al., The Application of Stem Cells from Different Tissues to Cartilage
Repair. Stem Cells Int, 2017. 2017: p. 2761678.

8. Ge, Z., et al., Functional biomaterials for cartilage regeneration. J Biomed Mater
Res A, 2012. 100(9): p. 2526-36.

9. Kazemnejad, S., et al., Current State of Cartilage Tissue Engineering using
Nanofibrous Scaffolds and Stem Cells. Avicenna J Med Biotechnol, 2017. 9(2): p.
50-65.

10. Hoshiba, T., et al., Decellularized matrices for tissue engineering. Expert Opin Biol
Ther, 2010. 10(12): p. 1717-28.

11. Leonel, L., et al., Decellularization of placentas: establishing a protocol. Braz J
Med Biol Res, 2017. 51(1): p. €6382.

12. Hoshiba, T., et al., Decellularized Extracellular Matrix as an In Vitro Model to
Study the Comprehensive Roles of the ECM in Stem Cell Differentiation. Stem Cells
Int, 2016. 2016: p. 6397820.

13. Flynn, L., et al., Adipose tissue engineering with naturally derived scaffolds and
adipose-derived stem cells. Biomaterials, 2007. 28(26): p. 3834-3842.

14. Khaled, E.G., et al., Tissue engineering for bone production- stem cells, gene
therapy and scaffolds. Open Orthop J, 2011. 5 Suppl 2: p. 289-95.

15. Goldring, M.B., Chondrogenesis, chondrocyte differentiation, and articular

cartilage metabolism in health and osteoarthritis. Ther Adv Musculoskelet Dis,
2012. 4(4): p. 269-85.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

64

Heijnen, H.F.G., et al., Activated Platelets Release Two Types of Membrane
Vesicles: Microvesicles by Surface Shedding and Exosomes Derived From
Exocytosis of Multivesicular Bodies and J-Granules. 1999. 94(11): p. 3791-3799.

Hall, M.P., et al., Platelet-rich plasma: current concepts and application in sports
medicine. J Am Acad Orthop Surg, 2009. 17(10): p. 602-8.

Mescher, A.L., Cartilage, in Junqueira’s Basic Histology: Text and Atlas, 15e. 2018,
McGraw-Hill Education: New York, NY.

Carballo, C.B., et al., Basic Science of Articular Cartilage. Clin Sports Med, 2017.
36(3): p. 413-425.

Sophia Fox, A.J., A. Bedi, and S.A. Rodeo, The basic science of articular cartilage:
structure, composition, and function. Sports Health, 2009. 1(6): p. 461-8.

Archer, C.W. and P. Francis-West, The chondrocyte. Int J Biochem Cell Biol, 2003.
35(4): p. 401-4.

Akkiraju, H. and A. Nohe, Role of Chondrocytes in Cartilage Formation,
Progression of Osteoarthritis and Cartilage Regeneration. J Dev Biol, 2015. 3(4): p.
177-192.

Bhosale, A.M. and J.B. Richardson, Articular cartilage: structure, injuries and
review of management. Br Med Bull, 2008. 87: p. 77-95.

Poole, C.A., Articular cartilage chondrons: form, function and failure. J Anat, 1997.
191 (Pt 1): p. 1-13.

Maroudas, A., et al., The effect of osmotic and mechanical pressures on water
partitioning in articular cartilage. Biochim Biophys Acta, 1991. 1073(2): p. 285-94.

Linn, F.C. and L. Sokoloff, MOVEMENT AND COMPOSITION OF INTERSTITIAL
FLUID OF CARTILAGE. Arthritis Rheum, 1965. 8: p. 481-94.

Eyre, D., Collagen of articular cartilage. Arthritis Res, 2002. 4(1): p. 30-5.

Poole, A.R., etal., Type Il collagen degradation and its regulation in articular
cartilage in osteoarthritis. Ann Rheum Dis, 2002. 61 Suppl 2: p. ii78-81.

Moreland, L.W., Intra-articular hyaluronan (hyaluronic acid) and hylans for the
treatment of osteoarthritis: mechanisms of action. Arthritis research & therapy,
2003. 5(2): p. 54-67.

Eggli, P.S., et al., Matrix compartments in the growth plate of the proximal tibia of
rats. Anat Rec, 1985. 211(3): p. 246-57.

Decker, R.S., E. Koyama, and M. Pacifici, Articular Cartilage: Structural and
Developmental Intricacies and Questions. Curr Osteoporos Rep, 2015. 13(6): p.
407-14.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

65

Mow, V.C. and X.E. Guo, Mechano-electrochemical properties of articular
cartilage: their inhomogeneities and anisotropies. Annu Rev Biomed Eng, 2002. 4:
p. 175-200.

Harris, J. and D. Flanigan, Management of Knee Articular Cartilage Injuries. 2011.

Matsiko, A., T.J. Levingstone, and F.J. O'Brien, Advanced Strategies for Articular
Cartilage Defect Repair. Materials (Basel, Switzerland), 2013. 6(2): p. 637-668.

Sandell, L.J. and T. Aigner, Articular cartilage and changes in arthritis. An
introduction: cell biology of osteoarthritis. Arthritis Res, 2001. 3(2): p. 107-13.

Buckwalter, J.A., Articular cartilage: injuries and potential for healing. J Orthop
Sports Phys Ther, 1998. 28(4): p. 192-202.

Ateshian, G.A., et al., Finite deformation biphasic material properties of bovine
articular cartilage from confined compression experiments. J Biomech, 1997. 30(11-
12): p. 1157-64.

Mow, V.C., M.H. Holmes, and W.M. Lai, Fluid transport and mechanical
properties of articular cartilage: a review. J Biomech, 1984. 17(5): p. 377-94.

Mow, V.C., et al., Biphasic Creep and Stress Relaxation of Articular Cartilage in
Compression: Theory and Experiments. Journal of Biomechanical Engineering,
1980. 102(1): p. 73-84.

Hayes, W.C. and A.J. Bodine, Flow-independent viscoelastic properties of articular
cartilage matrix. J Biomech, 1978. 11(8-9): p. 407-19.

Setton, L.A., et al., Mechanical properties of canine articular cartilage are
significantly altered following transection of the anterior cruciate ligament. J Orthop
Res, 1994. 12(4): p. 451-63.

Lobo, S.E., et al., The Placenta as an Organ and a Source of Stem Cells and
Extracellular Matrix: A Review. Cells Tissues Organs, 2016. 201(4): p. 239-52.

Chen, C.P. and J.D. Aplin, Placental extracellular matrix: gene expression,
deposition by placental fibroblasts and the effect of oxygen. Placenta, 2003. 24(4): p.
316-25.

Martino, M.M., et al., Growth factors engineered for super-affinity to the
extracellular matrix enhance tissue healing. Science, 2014. 343(6173): p. 885-8.

Leonel, L., et al., Decellularization of placentas: establishing a protocol. Braz J
Med Biol Res, 2018. 51(1): p. e6382.

Badylak, S.F., D.O. Freytes, and T.W. Gilbert, Extracellular matrix as a biological
scaffold material: Structure and function. Acta Biomater, 2009. 5(1): p. 1-13.

Flynn, L., J.L. Semple, and K.A. Woodhouse, Decellularized placental matrices for
adipose tissue engineering. J Biomed Mater Res A, 2006. 79(2): p. 359-69.



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

66

Choi, J.S,, et al., Full-thickness skin wound healing using human placenta-derived
extracellular matrix containing bioactive molecules. Tissue Eng Part A, 2013. 19(3-
4): p. 329-39.

Burgkart, R., et al., Decellularized kidney matrix for perfused bone engineering.
Tissue Eng Part C Methods, 2014. 20(7): p. 553-61.

Chan, B.P. and K.W. Leong, Scaffolding in tissue engineering: general approaches
and tissue-specific considerations. Eur Spine J, 2008. 17 Suppl 4(Suppl 4): p. 467-
79.

O'Brien, F.J., Biomaterials & scaffolds for tissue engineering. Materials Today,
2011. 14(3): p. 88-95.

Hutmacher, D.W., Scaffolds in tissue engineering bone and cartilage. Biomaterials,
2000. 21(24): p. 2529-43.

Ko, H.C., B.K. Milthorpe, and C.D. McFarland, Engineering thick tissues--the
vascularisation problem. Eur Cell Mater, 2007. 14: p. 1-18; discussion 18-9.

O'Brien, F.J., et al., The effect of pore size on cell adhesion in collagen-GAG
scaffolds. Biomaterials, 2005. 26(4): p. 433-41.

Liu, H., E.B. Slamovich, and T.J. Webster, Less harmful acidic degradation of
poly(lacticco-glycolic acid) bone tissue engineering scaffolds through titania
nanoparticle addition. International journal of nanomedicine, 2006. 1(4): p. 541-
545.

Burdick, J.A., et al., Acellular biomaterials: an evolving alternative to cell-based
therapies. Sci Transl Med, 2013. 5(176): p. 176ps4.

Sheng, Y., et al., Extracellular Matrix Scaffolds for Tissue Engineering and
Regenerative Medicine. Current Stem Cell Research & Therapy, 2017. 12(3): p. 233-
246.

Kalamegam, G., et al., A Comprehensive Review of Stem Cells for Cartilage
Regeneration in Osteoarthritis. Adv Exp Med Biol, 2018. 1089: p. 23-36.

Bongso, A., Blastocyst culture for deriving human embryonic stem cells. Methods
Mol Biol, 2006. 331: p. 13-22.

Pera, M.F., B. Reubinoff, and A. Trounson, Human embryonic stem cells. J Cell Sci,
2000. 113 ( Pt 1): p. 5-10.

Budd, E., et al., The Potential of microRNAs for Stem Cell-based Therapy for
Degenerative Skeletal Diseases. Current Molecular Biology Reports, 2017. 3(4): p.
263-275.

Bianco, P., P.G. Robey, and P.J. Simmons, Mesenchymal stem cells: revisiting
history, concepts, and assays. Cell Stem Cell, 2008. 2(4): p. 313-9.

Manunta, A.F., et al., The use of embryonic cells in the treatment of osteochondral
defects of the knee: an ovine in vivo study. Joints, 2016. 4(2): p. 70-9.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

67

Saito, T., et al., Hyaline cartilage formation and tumorigenesis of implanted tissues
derived from human induced pluripotent stem cells. Biomed Res, 2015. 36(3): p.
179-86.

Aldahmash, A., et al., Teratoma formation in immunocompetent mice after
syngeneic and allogeneic implantation of germline capable mouse embryonic stem
cells. Asian Pac J Cancer Prev, 2013. 14(10): p. 5705-11.

Dominici, M., et al., Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal
cells. The International Society for Cellular Therapy position statement.
Cytotherapy, 2006. 8(4): p. 315-7.

Schmitt, A., et al., Application of stem cells in orthopedics. Stem Cells Int, 2012.
2012: p. 394962.

Mackay, A.M., et al., Chondrogenic differentiation of cultured human mesenchymal
stem cells from marrow. Tissue Eng, 1998. 4(4): p. 415-28.

Wise, J.K., et al., Chondrogenic differentiation of human mesenchymal stem cells on
oriented nanofibrous scaffolds: engineering the superficial zone of articular
cartilage. Tissue Eng Part A, 2009. 15(4): p. 913-21.

Lo Monaco, M., et al., Stem Cells for Cartilage Repair: Preclinical Studies and
Insights in Translational Animal Models and Outcome Measures. Stem Cells Int,
2018. 2018: p. 9079538.

Yan, H. and C. Yu, Repair of full-thickness cartilage defects with cells of different
origin in a rabbit model. Arthroscopy, 2007. 23(2): p. 178-87.

Arnoczky, S.P. and S. Sheibani-Rad, The basic science of platelet-rich plasma
(PRP): what clinicians need to know. Sports Med Arthrosc Rev, 2013. 21(4): p. 180-
5.

Hussain, N., H. Johal, and M. Bhandari, An evidence-based evaluation on the use of
platelet rich plasma in orthopedics - a review of the literature. SICOT J, 2017. 3: p.
57.

Mooren, R.E., et al., The effect of platelet-rich plasma in vitro on primary cells: rat
osteoblast-like cells and human endothelial cells. Tissue Eng Part A, 2010. 16(10):
p. 3159-72.

Wang, H.-L. and G. Avila, Platelet rich plasma: myth or reality? European journal
of dentistry, 2007. 1(4): p. 192-194.

Ranly, D.M., et al., Platelet-derived growth factor inhibits demineralized bone
matrix-induced intramuscular cartilage and bone formation. A study of
immunocompromised mice. J Bone Joint Surg Am, 2005. 87(9): p. 2052-64.

Dohan Ehrenfest, D.M., et al., Classification of platelet concentrates (Platelet-Rich
Plasma-PRP, Platelet-Rich Fibrin-PRF) for topical and infiltrative use in
orthopedic and sports medicine: current consensus, clinical implications and
perspectives. Muscles, ligaments and tendons journal, 2014. 4(1): p. 3-9.



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

68

Kazemi, D. and A. Fakhrjou, Leukocyte and Platelet Rich Plasma (L-PRP) Versus
Leukocyte and Platelet Rich Fibrin (L-PRF) For Articular Cartilage Repair of the
Knee: A Comparative Evaluation in an Animal Model. Iranian Red Crescent medical
journal, 2015. 17(10): p. €19594-e19594.

Zhu, Y., et al., Basic science and clinical application of platelet-rich plasma
for cartilage defects and osteoarthritis: a review. Osteoarthritis and Cartilage, 2013.
21(11): p. 1627-1637.

Gaissmaier, C., J.L. Koh, and K. Weise, Growth and differentiation factors for
cartilage healing and repair. Injury, 2008. 39 Suppl 1: p. S88-96.

Smyth, N.A,, et al., Platelet-rich plasma in the pathologic processes of cartilage:
review of basic science evidence. Arthroscopy, 2013. 29(8): p. 1399-4009.

Merkely, G., J. Ackermann, and C. Lattermann, Articular Cartilage Defects:
Incidence, Diagnosis, and Natural History. Operative Techniques in Sports
Medicine, 2018. 26(3): p. 156-161.

Willers, C., D. J. Wood, and M.-H. Zheng, A current review on the biology and
treatment of articular cartilage defects (Part | & Part I11). Vol. 07. 2003. 157-181.

D, J. and D. C, Management of Knee Articular Cartilage Injuries, in Modern
Arthroscopy. 2011.

Outerbridge, R.E., The etiology of chondromalacia patellae. J Bone Joint Surg Br,
1961. 43-b: p. 752-7.

Brittberg, M. and C.S. Winalski, Evaluation of cartilage injuries and repair. J Bone
Joint Surg Am, 2003. 85-A Suppl 2: p. 58-69.

Alford, J.W. and B.J. Cole, Cartilage restoration, part 1: basic science, historical
perspective, patient evaluation, and treatment options. Am J Sports Med, 2005.
33(2): p. 295-306.

Lohmander, L.S.,, et al., Increased levels of proteoglycan fragments in knee joint
fluid after injury. Arthritis Rheum, 1989. 32(11): p. 1434-42.

Mankin, H.J., The response of articular cartilage to mechanical injury. J Bone Joint
Surg Am, 1982. 64(3): p. 460-6.

Goldberg, V.M. and A.l. Caplan, Biologic restoration of articular surfaces. Instr
Course Lect, 1999. 48: p. 623-7.

Nehrer, S., M. Spector, and T. Minas, Histologic analysis of tissue after failed
cartilage repair procedures. Clin Orthop Relat Res, 1999(365): p. 149-62.

Lewis, P.B., et al., Basic science and treatment options for articular cartilage
injuries. J Orthop Sports Phys Ther, 2006. 36(10): p. 717-27.

Wakitani, S., et al., Present status of and future direction for articular cartilage
repair. J Bone Miner Metab, 2008. 26(2): p. 115-22.



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

69

Simon, T.M. and D.W. Jackson, Articular cartilage: injury pathways and treatment
options. Sports Med Arthrosc Rev, 2006. 14(3): p. 146-54.

Marcacci, M., G. Filardo, and E. Kon, Treatment of cartilage lesions: what works
and why? Injury, 2013. 44 Suppl 1: p. S11-5.

Harwin, S.F., Arthroscopic debridement for osteoarthritis of the knee: predictors of
patient satisfaction. Arthroscopy, 1999. 15(2): p. 142-6.

ke, R.W., et al., Tidal irrigation versus conservative medical management in
patients with osteoarthritis of the knee: a prospective randomized study. Tidal
Irrigation Cooperating Group. J Rheumatol, 1992. 19(5): p. 772-9.

Merchan, E.C.R. and E. Galindo, Arthroscope-guided surgery versus nonoperative
treatment for limited degenerative osteoarthritis of the femorotibial joint in patients
over 50 years of age: A prospective comparative study. Arthroscopy: The Journal of
Arthroscopic & Related Surgery, 1993. 9(6): p. 663-667.

Sansone, V., et al., Long-term results of abrasion arthroplasty for full-thickness
cartilage lesions of the medial femoral condyle. Arthroscopy, 2015. 31(3): p. 396-
403.

Steadman, J.R., W.G. Rodkey, and J.J. Rodrigo, Microfracture: surgical technique
and rehabilitation to treat chondral defects. Clin Orthop Relat Res, 2001(391
Suppl): p. S362-9.

Freedman, K.B., S.J. Nho, and B.J. Cole, Marrow stimulating technigque to augment
meniscus repair. Arthroscopy, 2003. 19(7): p. 794-8.

Kon, E., et al., Arthroscopic second-generation autologous chondrocyte
implantation compared with microfracture for chondral lesions of the knee:
prospective nonrandomized study at 5 years. Am J Sports Med, 2009. 37(1): p. 33-
41.

Steadman, J.R., et al., Outcomes of microfracture for traumatic chondral defects of
the knee: average 11-year follow-up. Arthroscopy, 2003. 19(5): p. 477-84.

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

Hangody, L., et al., Autologous osteochondral grafting--technique and long-term
results. Injury, 2008. 39 Suppl 1: p. S32-9.

Hangody, L. and P. Fules, Autologous osteochondral mosaicplasty for the treatment
of full-thickness defects of weight-bearing joints: ten years of experimental and
clinical experience. J Bone Joint Surg Am, 2003. 85-A Suppl 2: p. 25-32.

Hangody, L., et al., Clinical experiences with autologous osteochondral
mosaicplasty in an athletic population: a 17-year prospective multicenter study. Am
J Sports Med, 2010. 38(6): p. 1125-33.

Torrie, A.M., et al., Osteochondral allograft. Current reviews in musculoskeletal
medicine, 2015. 8(4): p. 413-422.



109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

70

Sherman, S.L., et al., Fresh osteochondral allograft transplantation for the knee:
current concepts. J Am Acad Orthop Surg, 2014. 22(2): p. 121-33.

Benya, P.D. and J.D. Shaffer, Dedifferentiated chondrocytes reexpress the
differentiated collagen phenotype when cultured in agarose gels. Cell, 1982. 30(1):
p. 215-24.

C. Chen, A, etal., Chondrocyte transplantation to articular cartilage explants in
vitro. Vol. 15. 1997. 791-802.

Moyad, T.F., Cartilage Injuries in the Adult Knee: Evaluation and Management.
Cartilage, 2011. 2(3): p. 226-236.

Gooding, C.R., et al., A prospective, randomised study comparing two techniques of
autologous chondrocyte implantation for osteochondral defects in the knee:
Periosteum covered versus type /111 collagen covered. Knee, 2006. 13(3): p. 203-10.

Henderson, 1., et al., Autologous chondrocyte implantation for treatment of focal
chondral defects of the knee--a clinical, arthroscopic, MRI and histologic evaluation
at 2 years. Knee, 2005. 12(3): p. 209-16.

Mainil-Varlet, P., et al., A New Histology Scoring System for the Assessment of the
Quality of Human Cartilage Repair: ICRS Il. The American Journal of Sports
Medicine, 2010. 38(5): p. 880-890.



	Çalışmada daha önceden farklı deneylerde kullanılan plasenta parçası kullanılmıştır.     -80 oC’den alınan doku parçaları ilk olarak derin dondurucuya (-20 oC) daha sonra da buzdolabına (+4oC) konularak dereceli olarak çözdürülmüştür. Daha sonra çözd...

