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OZET

Eklem kikirdagi ile ilgili yapilan kok hicre calismalarinda, yetigkin
eklem kikirdaginda projenitor/kok hucre o6zelligine sahip hlcrelerin mevcut
olabilecegini ve bu hucrelerin bazi teknikler kullanilarak izolasyonlarinin
gerceklestirilebilecegi belirtimektedir. Bu nedenle c¢alismamizda, eriskin
insan femuru distal eklem kikirdagindan kondrosit ve projenitér/kék hicre
izolasyonu ve kulturlerinin yapilmasinin ardindan, in vitro ortamda, kok hicre
belirteci ekspresyonlarinin, farkli dokulara yénlenebilme kapasitelerinin ve
ultrastriktirel yapilarinin arastirilmasi amaglandi.

Calismamizda, eriskin insan eklem kikirdagi 6rneklerinden
pronaz/kollagenaz sindirimi ile kondrositlerin izolasyonu gergeklestirildi. Tam
kat kondrositlerin kiltir ortaminda ¢ogalmasina izin verilirken, projenitor/kok
hicre 6zelligini tasidigini dislindligimuaz hucrelerin fibronektin adhezyon
testini takiben koloniler secilerek planlanan parametrelerin uygulanabilmesi
icin kdltdrasyonlarina devam edildi. Calismada incelenen parametreleri
Ozetlemek gerekirse; kultirG yapilan kondrosit ve koloni hicre
suspansiyonlarinda, CD90, STRO-1, CD105, CD166 gibi kék hicre belirteci
expresyonlarinin  immunohistokimyasal ve flow sitometrik ydntemle
belirlenmesi, kondrosit ve koloni klltlr hiicrelerinin kondrogenez, adipogenez
ve osteogenez’'e yonlendiriimesi, bu iki hicre hattina ait hicrelerin
ultrastriktirel yapilarinin arastirilmasi parametreleri gergeklestirilmistir.

Calismada elde ettigimiz bulgular soyle 6zetlenebilir; kondrosit ve
koloni kulttr hatlari flow sitometrik yéntemler ile karsilastirildiginda, CD90,
STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyon dlzeylerinin benzer oldugu belirlendi.
Kondrosit ve koloni kdltir hdcreleri uzun sdreli kiltGrasyon sonrasinda
immunohistokimyasal olarak incelendiginde, her iki grup hicrenin de bu
belirteclerin  timUn0 eksprese ettikleri, bununla birlikte koloni Kkualtir
hicrelerinde immunoboyanma yogunlugunun daha fazla oldugu gézlemlendi.
Yonlendirme deneylerinde, koloni hlcrelerinin adipogenez ve osteogenez
surecinde, primer hdcrelerin ise kondrogenez slrecinde daha iyi sonuglar
verdigi belirlendi. Bu iki hicre hattinin ince yapilari incelendiginde, koloni
hicrelerinin kondrositlere gbére daha bol miktarda genislemis granulli
endoplazmik retikulum (GER) ve ribozom, daha az miktarda da lizozom
icerdigi tesbit edildi.

Sonucg olarak, bu calismada elde edilen bulgulardan yola cikilarak,
eriskin insan eklem kikirdaginda mevcut olan progenitor/kdk hucrelerin
mezenkimal kék hicre (MKH) o6zelligi tasiyabilecegi sOylenebilir. Ayrica,
kondrosit kdltir hicrelerinin de  uzun sdreli kdltirasyonu takiben MKH
Ozelligine yakin karakterler kazanabilecegi de belirtilebilir.

Anahtar Kelimeler: CD90; Stro-1; CD105; CD166; insan Eklem Kikirdagt;
Kok Hucre; Koloni Olusturabilen Hicreler



ABSTRACT

It has been reported that progenitor / stem cells might be present in
human articular cartilage. In articular cartilage stem cell studies it is stated
that cells with stem cell properties can be isolated with some techniques.
Therefore, we aimed to isolate and culture the chondrocytes and
progenitor/stem cells from adult human femoral distal articular cartilage, and
investigate the expression of stem cell markers, differentiation capacities and
ultrastructural features of these cells.

In our study, chondrocytes were isolated from adult human articular
cartilage biopsies with  pronase/collagenase digestion.  Full-depth
chondrocytes were cultured in different culture plates and single cell
suspension were seeded on the fibronectin coated petri dishes for isolation of
colony cells. Following seeding of chondrocytes, colony cells were selected
and seeded on a different culture dish. Briefly, the parameters of this study
were; determining the expression of stem cell markers such as CD90, STRO-
1, CD105, C166 with flow cytometry and immunofluorescence techniques,
induction of chondrocytes and colony cell lines to chondrogenesis,
adipogenesis and osteogenesis, investigation of ultrastructure of these two
cell lines.

Our findings can be summarized as; expression levels were similar
between chondrocyte and colony culture cell lines. Our immunofluorescence
studies showed that, expressions of all markers were observed in two cell
lines, and expression intensity of colony culture cell line was higher than
chondrocyte culture cell line after a long-term culture period. On cell
differentiation assay results, while chondrocyte culture cell lines were more
efficient in the process of chondrogenesis, colony cells were effective in the
process of adipogenesis and osteogenesis. When we analyzed the
ultrastructure of these two cell lines, we observed more expanded rough
endoplasmic reticulum (RER) and ribosomes but less lysosomes in colony
culture cell line cells than chondrocyte cell line.

In conclusion, according to the results of this study we can say that,
there are progenitor/stem cells within the adult articular cartilage which are
capable of mesenchymal stem cells (MSC) properties. Moreover, following
the long-term culture period, chondrocytes may gain similar features with
colony cells.

Keywords: CD90; Stro-1; CD105; CD166; Human Articular Cartilage;
Stem Cell; Colony Forming Cells
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GIRIS VE AMAG

Eklem kikirdagi damarsiz, sinirsiz ve matriks/hiicre hacim orani
yuksek olan bir bag dokusudur. Eklem kikirdagi kondrositleri, hiyalin kikirdak
matriksi ile cevrili sekilde yerlesik olup matriks proteinlerini salgilar veya
sindirirler. Bu salgilama ve sindirim iglemi doku matriksi homeostazi igin
zorunludur.

Eklem kikirdagi sinirh onarim kapasitesine sahip bir dokudur. Bu
bdlgedeki travmatik lezyonlar kronik dejenerasyonlara ve osteoartrite sebep
olabilmektedir. GUnumuzde, kikirdak tedavileri igin Mikrokirik (Microfracture)
ve Otolog Kondrosit implantasyonu (ACI) gibi bircok strateji gelistirimeye
calisiimistir. Fakat elde edilen sonuglara bakildiginda, semptomatik defekt
tedavi slreclerinde biyUk ilerlemeler kaydedilirken, uzun sdreli sonuglar
acisindan olumlu sonuglar elde edilememigtir. Uygulanan bu tedavi
prosedirleri bazi sinirlayici faktorlere sahiptirler ve halen geligtirilebilir
diizeydedirler. Ornegin, mikrokirik teknigi ile yapilan tedavi sireci sonucunda
fibroz kikirdak niteliginde doku olugsumu s6z konusu iken, otolog kondrosit
implantasyonu tekniginde ise hucreler kondrojenik 6zelliklerini koruyarak
cogaltilsalar bile defektli bélgenin boyutlarinin blyutk olmasina bagl olarak
yetersiz sayida hicre eldesi s6z konusu olabilmektedir. Kikirdak doku
muhendisligi alaninda, bu gibi sorunlarin ¢ézilebilmesi adina farkl hicresel
kaynaklarin arayigina gidilmistir. Bu suregte kok hucre kullanimlar ve
Ozellikle farkh kaynaklardan elde edilen mezenkimal kdk hicrelerin kullanimi
oldukca poptler hale gelmistir. Ornegin, kemik iliginden izole edilen
mezenkimal kok hucrelerin tedavi surecinde endokondral kemiklesme
surecine girdikleri, tip X kollajen ve alkalen fosfataz sentezi gergeklestirdikleri
belirlenmistir [1, 2]. Bu gelismelerin ardindan arastirmacilar doku spesifik kdk
hlcrelerin, rejenerasyon surecinde daha etkin olabilecegi gorustini ortaya
atmiglardir. Bu slrecgte en etkin mekanizma, erken dénem eklem kikirdagi
gelisim surecinin incelenmesi ve interstisyel blyimenin yani sira apozisyonel
olarak buylimenin de gergeklestiginin belirlenmesi olmustur. Bu literattr
bilgisini takiben yapilan calismalar eklem ylzeyinde bulunan bir grup
hacrenin kok hucre 6zelligini tagiyor olabileceklerini desteklemektedir.

Bu hucrelerin ilk kez Archer ve arkadaslar tarafindan 7 aylik sigir
eklem kikirdadi yuzeyel zonunda lokalize olduklari ve koloni olusturabilme
yeteneklerinin oldugu belirlenmistir. Bu calismalarda koloni olusturabilen
hicreler fibronektin  kaph kdltir kaplarinda 20 dakikalik fibronektin
uygulamasi ile diferansiyel yapisma testi uygulanarak segilmigtir. Koloni
olusturabilen hicrelerin transit amplifying hucrelerden fakl olduklari, uzun
sure kultur ortaminda farklilasmadan c¢ogaldiklari, telomer uzunluklarinin
kondrositlere goére daha uzun oldugu tesbit edilmistir. Yonlendirme



calismalarinda, kemik iligi kdkenli mezenkimal kdk hicrelerden farkli olarak,
terminal farkllasma gecirmedikleri ve ossifikasyona ugramadiklar
belirlenmistir.

Deneysel olarak eklem kikirdagi hasari olugturularak igsel onarim
mekanizmasinin harekete gecirilmesi ile ilgili kanitlar mevcuttur. Uterusda
fetal kuzularin troklear olugunda olusturulan yuzeyel defektlerden sonra bir
iyilesim sureci gozlendigi, oncelikle hiposelluler tedavi dokusunun belirdigi ve
ardindan kondrositlerle dolduruldugu rapor edilmistir [3]. Fakat sub-kondral
deneysel defektler kritik boyutlarda ise (>6mm), i¢sel onarim mekanizmasinin
yetersiz kaldigi gézlenmigstir [4]. Bununla birlikte, egder sub-kondral kemik
plaka Uzerinde yarik acilirsa (mikrofracture tekniginde oldugu gibi), kemik iligi
mezenkimal kék hiicreleri (Ki- MKH) lezyonun oldugu boélgede hizli bir
onarim sureci baslatirlar fakat olusan doku fibroz kikirdak niteligindedir ve
yUksek stresli biyomekaniksel c¢evreye dayanikli degildir [5]. Tim
arastirmalara ragmen halen kikirdak- kokenli kok hicrelerin kondral lezyon
tedavisine dogrudan katildiklarini gosteren net kanitlar yoktur. Bunun yani
sira eklem bodlgesinde bulunan kok hicreler igcin kesin belirtegler
bulunmamaktadir.

insan eklem kikirdagi tedavi siirecinde hiicre kaynagi olarak kullaniimak
Uzere, koloni olusturabilen kondroprogenitor/kdék hicreler, kondrosit kultdr
hicrelerine goére in vitro kosullarda daha iyi sonuglar elde edilmesini
saglayabilir. Fakat bu belirteglerin, kondrosit kultir hattindaki kultirasyona
bagli olarak mi1 ekspre olmaya basladiklari konusunda, kondroprojenitorler ile
kargilastirmali detayli bir ¢alisma literatirde yer almamaktadir. Bu bilgiler
Isiginda amacimiz, kondrosit kultGr hdcreleri ile, seg¢imi yapillan ve
kondroprogenitor/kdk hicre 6zelligi tasidigr dusundlen hicreleri kék hicre
belirteci olarak kabul edilen CD90, STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyon
dizeylerini Flow sitometrik, immiinofloresan yéntemlerle incelemek ve
Ultrastriktirel yOntemlerle Ozelliklerini kiyaslamak, bunun yanisira bu iki
farkli hldcre grubunda in vitro ortamda kondrogenezi, adipogenezi ve
osteogenezi indUkleyerek olusturulan pelletlerde rutin  boyalar ile
karsilastirmalarini yaparak farkliliklarini ortaya koyabilmektir.



GENEL BILGILER

2.1. Kikirdak Doku

Kikirdak matriksinin yapisal kompozisyonuna bagh olarak, insan
vicudunda bulunan kikirdak doku; elastik, fibréz ve hiyalin kikirdak olarak 3
ana grupta siniflandiriimaktadir (Sekil 2.1). Anatomik olarak insan vicudu
incelendiginde oynar eklem ylzeyleri hiyalin tip kikirdak ile kaph olup 6zel bir
terim olarak ‘eklem kikirdagr adini alir. Eklem ytizeylerinde bulunan kikirdak
doku, ylksek basinca dayanikli olup, surtinme kat sayisini en aza indirerek
eklem kikirdaginin hasar gérmesine engel olmaktadir [6].

A. Elastik kikirdak

B. Fibréz kikirdak

C.Hiyalin kikirdak

Sekil 2.1. Kikirdak tipleri. A. Elastik kikirdak, B: Fibroz kikirdak, C: Hiyalin
kikirdak [7].



2.2. Ekstremite Geligimi

Omurgalilarda iskelet sistemi, paraksiyal mezoderm, mezodermin
somatik plagi (lateral plak) ve néral krestten gelisir. Ekstremiteler lateral plak
mezoderminden koken alan somatik mezodermden gelisirken, noral krest
hucreleri bas ve yuz kemiklerini olusturur. Notokord ve noéral tup olusurken,
bu yapilarin dis yaninda bulunan intraembriyonik mezoderm, longitudinal iki
paraksiyal mezoderm sltununu olusturmak Uzere kalinlagirlar. Uglnci
haftanin sonuna dogru bu sutunlar somit adi verilen mezodermal doku
pargalarina ayrilir. Her somitte daha sonra iki parga olusur. Bunlar
dermomiyotom ve skleretomdur. Dermomiyotom, dermatom ve miyotom
bdlgelerini icerir. Dermatom bolgesindeki hicreler, derinin dermis tabakasini
olustururken miyotomi bodlgesindeki hucreler miyoblastlari (kas hucre
taslaklarini) olustururlar. Ventromedialde bulunan skleretom parganin
hdcrelerinden ise omurlar ve kaburgalar gelisir [8]

Embriyonik gelisimin 4. haftasinda ventrolateral vicut duvarinda
kabartilar seklinde ektremite tomurcuklari belirir. Ust ekstremite tomurcuklari
26. Ve 27. gunde belirginlesirken, alt ekstremite tomurcuklari 28. veya 29.
gunde belirginlesir [8] (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Embriyo gelisiminin 4. haftasinda ventrolateral vucut duvarinda
kabartilar  seklinde belirginlesen  ekstremite  tomurcuklari
gOrulmektedir [8].

Her bir ekstremite tomurcugu ektoderm ile gevrili bir mezenkim Kkitlesi
icerir. Gelisimin ilerleyen basamaklarinda bu hicreler farklilagir ve hem uzun
kemiklerin 6ncul taslaklarini olustururken, ayni zamanda eklem boslugunu
olusturacak bir suirece girerler [9]. Gelisen embriyonik kikirdak taslagr SOX-5,
SOX-6 ve SOX-9 gibi transkripsiyon faktorlerinin kontroli altindadir
[10].0zellikle SOX-9 ilk hicre yogunlagsmasinda hicre canhligi ve
farklilagsmasi asamasinda oldukg¢a 6nemlidir (Sekil 2.3).
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Interzona ait olan eklem yiizeyinde
kalan mezenkimal hiicreler eklem
kikirdagim ve sinoviyal membranlan olustururar.

Sekil 2.3. Sinoviyal eklem olusumundaki temel basamaklar [10].

Geligim surecinde kikirdak taslaklarinda, kikirdak olmayan ve interzon
olarak bilinen bdlge gelisir [11]. interzon olusumu sirasinda, artikular
projenitér hicreler en dnemli kondrojenik belirte¢ SOX-9 downregulasyonunu
uyarir [12]. Bu durumu kollajen tip Il ve diger kikirdak spesifik genlerin bu
boélgede downregiilasyonu takip eder [13-15]. Interzon bélgesindeki
kondrojenik ozellikleri baskilayici sinyaller ayni zamanda bu bdlgenin farkli
dokulari olusturmak lzere yénlenmelerine éncliliik etmis olurlar. interzon tek
tabaka olarak ortaya giktiktan sonra 3 farkli bélgeye ayrilir. Eklem ylzeylerini
kaplayan perikondriyum-benzeri iki kondrojenik tabaka ve avaskiler
mezenkim hUcreleriyle periferde vaskller mezenkim ile devam eden,
sinoviyal mezenkim tabakasi olarak adlandirilan kisimlardan olusur [16, 17].
inter zon bolgesinde eklem ylizeylerinin olusacagi bélgelerde ilk eklem
boslugu olusum slreci olarak sinovyal eklem kavitasyonlari meydana gelir
[18] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Sinoviyal eklem gelisimi. A. Yogunlasma. Eklem, c¢evre
mezenkimden  degil, yodunlasan blastemadan gelisir. B.

Kikirdaklasma ve interzon olusumu. interzon avaskiiler ve yiiksek
hicre yogunluguna sahiptir. C. Sinoviyal mezenkimin olusmasi.
Sinoviyal mezenkim interzon periferinden ve kan damarlarinin
bulundugu bolgeden gelisir. D. Kavitasyon. Kaviteler interzonun
periferinde merkeze vyakin bdlge olusur ve eklem boslugunu
olustururlar. E. Erigkin eklem yapisi [19].

Erken dénem eklem formasyonu sirecinde Whnt/beta-katenin’in en
etkin sinyal yolagdi oldugu tanimlanmistir [9, 20]. Bu yolagin yani sira diger bir
faktdr klasik Whnt/beta-katenin yolaginin Ust dalgasi olan Transforming
Growth Faktér beta (TGF-beta) sinyal yolagidir [21, 22]. Farelerde yapilan
calismalarda, TGF-beta tip Il reseptér yoklugunda TGF-beta sinyal yolu
kaybina bagli olarak interfalangial eklemlerin olusmadigi gézlenmistir. TGF-
beta tip Il reseptor aracih Wnt9a ve GDF5 regulasyonu ile eklem
morfogenetik gen dizenlenmesi gergeklestirimektedir [23]. Bone
morphogenetic proteinler (BMP) ve Growth Differentiation Faktérler (GDF) ile



Indian hedgehog, iskelet gelisimi ve eklem olusumunda yine etken olan diger
molekullerdir [24, 25].

Olduk¢a kompleks olan eklem olugsumu sureci bir ¢ok farkli olguyu
icerir. Sican fetuslari ile yapilan ¢aligmalarda arka ayak interdijital alanlardaki
mezenkim hucrelerinin fizyolojik hicre 6limU ile birlikte dejenerasyona
ugradigi gozlenmistir [26]. Mitrovic (1977) benzer sekilde tavuk ve sigan
embriyolarinda, interzon erken gelisim dalgasinda, farklilagsma surecinden
hemen sonra nekrozun gercgeklestigini ve kondrogenezin engellendigini tesbit
etmigtir [17, 27]. Bu goruslere ters olarak, sican ve tavsan dizinde eklem
kavitasyonu ile ilgili yapilan calismalarda hicre 6limdndn gézlenmedidi
Uzerinde durulmaktadir [28, 29]. Makrofajlarin interzon bdlgesinin periferinde
lokalize olduklari, ilerleyen suregte eklem boslugunun olusacagi alanda yer
almadiklari insan dokusu ile yapilan bir galismada gosterilmigtir [18].

Hyaluronik asit (HA) sentezinin eklem kavitasyonu igin oldukg¢a énemli
oldugunu vurgulayan yayinlar mevcuttur. HA sentezi icin gerekli olan, UDP
glukuronat, uridin diphosphoglucose dehidrojenaz aktivasyonu araciligi ile
olusturulur. Gelecekte eklem boslugunun olusacadi bolgede bu molekulin
dar bir hat seklinde ifade edildigi gézlenmistir. Bu bulgular, makrofajlardan
cok fibroblastik hicrelerin  vel/lveya komsu kondrositlerin  eklem
kavitasyonunda daha etkin olduklarini ortaya koymaktadir. CD44 ve
ekstrasellller hiyalironan arasindaki baglantilarin oldugu bu bdlgede
hiyalironan konsantrsyonunun artigiyla eklem kavitasyonunun olugturulmasi
kolaylastirilyor olabilir seklinde gorusler ortaya atilmisgtir [18, 30-32]. HA ve
CD44 arasindaki etkilesim hem hlcre adhezyonunu, hem de hucrelerin
ayrilma surecini hucre populasyonlarini ¢evreleyen HA konsantrasyonunun
artisina bagli olarak reseptér doygunlugu ile etkiliyor olabilir [33] ve bu
sekilde fonksiyonel bir eklem boslugu meydana getirilir [13, 18, 31].
Memelilerde, HA-sentaz-2 eksikliginde, sinovyal eklem defektleri tesbit
edilmistir. HA yani sira normal bir eklem boslugunun olusturulabilmesi igin
uygun oranda heperan silfat ekspresyonuna da ihtiya¢ duyulmaktadir. Fare
embriyolarinda yapilan galismalarda Ext1 (heperan stlfat sentezinde rol alan
tip Il transmembran glikosiltransferaz) eksikliginde ekstremitelerin proksimal
eklemlerinde dusuk lubrisin ekspresyonu ile birlikte diizgin olmayan eklem
yUzeylerinin olustugu gozlenmistir [34].

Klasik embriyoloji bilgilerimize goére, eklem kikirdagr kemik
taslaklarinin  olusmasindan sonra epifiz  bdlgesinde  endokondral
kemiklesmeden sonra hayat boyu kalici olan eklem ylzeylerini érten bir
tabaka olarak kaliciligini sardirar [35, 36]. Bu goéris bazi arastirmacilar
tarafindan curatalmastir. Bu yazarlara goére eklem kikirdagi, kavitasyonun
olustugu bdlgenin periferinde yer alan interzona ait hicrelerden gelismektedir
[14, 28, 30]. Yapilan ultrastriktirel incelemelerde interzon daha énce de
bahsedildigi gibi epifizyal son bdlgeler ve ince bir merkezi tabaka olarak farkl
zonlar olarak ayirt edilmektedir. interzon hiicreleri erken embriyogenezde
distan baslayarak kondrositlere farklanirlar ve epifiz ile birlikte kikirdak
taslagin ayni zamanda uzamasina katki saglamis olurlar. Ara zondaki



hicreler karsilikli lokalize olarak eklem kikirdagini olustururlar. Hyde ve
arkadaslar bir kikirdak matriks proteini olan matrilin-1‘in epifizyal kondrositler
tarafindan eksprese edilirken, eklem kikirdaginin bu proteini ifade etmedigini
gostermislerdir [37, 38]. Pacifici ve ark. [39] ile Koyama ve ark. [40] yapmis
olduklari c¢aligmalarda eklem kikirdagr kondrositleri ile uzun kemiklerin
taslagini olusturan kondrositlerin farkli embriyonik kokenden geldigini
vurgulamaktadirlar. Kikirdak taslagi kondrositleri farklanabilen, prolifere olan,
hipertrofiye giderek endokondral sirecteki apoptoza giren hicreler olarak
tanimlanirken, eklem kikirdagi kondrositlerinin ise hayat boyu daha stabil ve
kalici bir fenotipe sahip olduklari vurgulanmaktadir.

2.3. Diz Eklem Bélgesi Anatomisi

Diz ekleminin yapisina katilan kemik olugsumlari incelendiginde femur,
tibia, patella ve her ne kadar direkt olarak eklemin yapisina katilmasa da
eklemle ilgili bazi baglarin tutunma yeri olan fibula yer almaktadir.

Femur'un distal ucu birbirlerinden belirgin olarak ayri medial ve lateral
kondillerden olugur (Sekil 2.5). Bu kondiller tibia’nin proksimal ucundaki
kendileri igin uygun olan yuzeylere yerlesirler. Kondillerin sekilleri tibia’'nin
femur Uzerindeki hareketinde olduk¢ca blUylk ©neme sahiptir. Tibia’nin
proksimal ucunda femur'un kondillerinin yerlesecegi medial ve lateral
yuzeyler, interkondiler cikinti (eminens) denilen bir yapi ile birbirlerinden
ayrilirlar (Sekil 2.5). Tibia’nin bu ylUzeyleri meniscus adi verilen kikirdak
yapilarla derinlegtirilir ve eklem yaptigi femur’'un kondilleri i¢cin daha uygun
yuzeyler haline gelir. Bu meniskuslerin sagladigi ekstra derinlik 6zellikle
femur ve tibia’nin lateral kondillerinin uyumu agisindan blyulk énem tasir.

Anterior interkondiler Tuaberositas tibia

bilge A/A,q _

Posterior interkondiler
bolge

interkondiler
A s B interkondiler ¢ikinty

Sekil 2.5. A. Femur distal ucu. B.Tibial plato (Tibia distal ucu, eklem ylzeyi) L:
Lateral tibia kondili; M: Medial tibia kondili [41].

Diz ekleminin 6nemli baglarini inceledigimizde karsimiza ilk olarak
gapraz baglar ¢ikar. Capraz baglar ¢ok gugll, intrakapsuler baglardir ve tibia
Uzerindeki tutunma yerlerine gére adlandirilirlar. On (anterior) gapraz bag



(Sekil 2.6) tibia proksimal ylzindeki 6n interkondiler bélgede medial tibial
cikintinin hemen 6n yan tarafina tutunur. Arka (posterior) capraz bag (Sekil
2.6), 6n c¢apraz bagdan daha kalin ve gugludur. Yaklasik olarak 38 mm
uzunlugunda ve 13 mm genigligindedir. On capraz baga gore
yaralanmalarina daha az rastlanan ve hasta tarafindan daha iyi tolere edilen
arka capraz bag, medial femoral kondilin lateralinden ve interkondiler ¢entigin
tepesinden baslayarak asagida tibia’'nin arka interkondiler bélgesine uzanir.
Bu bolgede her iki meniskusun arka boynuzlari arasina tutunur.

Medial kollateral bag (ic yan bag; Sekil 2.6) erigkinlerde ve ¢ocuklarda
diz ekleminin en sik yaralanan bagidir. Ug-dért tabakada incelenen iki ayri
yapidan olusur: Yuzeyelde bulunan ve tibial kollateral bag olarak da
adlandirilan yuzeyel medial kollateral bag ve derinde yerlesmis kapsuler bir
yap! olan derin medial kollateral bag. Bu iki bag arasinda herhangi bir
badlanti bulunmaz ancak derin medial kollateral badin meniskofemoral ve
meniskotibial bolimleri bulunur ve bu bdlimler araciligiyla medial meniscus
ile baglanti halindedir. i¢ yan bad diz ekleminin abdiiksiyonunu ve
rotasyonunu sinirlar. Lateral kollateral bag (dis yan bag; Sekil 2.6) dizin ig
rotasyonunun sinirlanmasinda etkili olan temel yapidir. Medial kollateral
bagin aksine ekstrakapsuler bir bagdir ve dolayisiyla meniskuslerle
baglantisi yoktur. Dig yan bag hasarlarina siklikla o6n c¢apraz bag
yaralanmalari da eslik eder [41].

Sekil 2.6. A. Diz ekleminin énden gérintiisii. OCB: On ¢apraz bag; ACB: Arka
capraz bag; LK: Lateral kondil; MK: Medial kondil; MM: Medial
meniskus; LM: Lateral meniskus; TL: Transvers intermeniskal) bag.
B. Diz ekleminin arkadan goérintiisi. OCB: On capraz bag; ACB: Arka
capraz bag; LK: Lateral kondil; MK: Medial kondil; MM: Medial
meniskis; LM: Lateral meniskiis; PMFB: Posterior meniskofemoral
bag; MKL: Medial kollateral bag; LKL: Lateral kollateral bag [41].



2.4. Eklem Kikirdaginin Yapisi

Hiyalin eklem kikirdagi damarsiz, sinirsiz ve alenfatik bir yapiya
sahiptir [6]. Kondrositler toplam eklem kikirdagi hacminin %1-5 kadarini
olustururlar.  Kondositleri  ¢evreleyen matriksin  yapisini  ise, su,
proteoglikanlar, kollajenler ve kollajen olmayan proteinler olustururlar. Matriks
pH’s1 normal sartlar altinda 7.4’ tir. Bu dengedeki kaguk bir degisiklik bile
doku dengesinin bozulmasina sebep olabilir [42].

2.4.1 Kondrositler

Kondrositler eklem kikirdagr matriksi icerisinde lakuna adi verilen
bosluklar icerisine lokalize olmuslardir. Gelisim sirasinda, genellikle yuvarlak
bir morfolojiye sahiptirler. Fakat bu durum farkli yaslarda, patolojik
durumlarda ve kikirdak tabakalarinda dedgisiklikler gdsterebilir [43].
Kondrositler matriks aracili difuzyon ile metabolik inhtiyaclarini karsilarlar. Ayni
zamanda ekstraselliler matriks bilesenlerini, kollajen, proteoglikan ve
kollajen olmayan proteinleri, sentezlemektedirler [44]. Kondrositlerin
metabolik ihtiyaglari kikirdagin tabakalarina gére farklilik gdéstermektedir.
Ornegin, ylizeyel zon kondrositleri derin zon kondrositlerinden farkli
oranlarda proteoglikan ve agrekan sentezi gergeklestiriler [43]. Bu sekilde
olusturulan matriks kompozisyonu ile farkli yiklerin emilmesi, dagitilmasi s6z
konusu olabilmektedir. Kondrositler matriks dengesinin korunabilmesi adina
oldukca Ozellesmislerdir ve matriks yapisindaki degisiklikleri algilayarak
anabolik ve katabolik dengeyi saglamaktadirlar. Kondrosit yogunlugu yasa
bagh olarak zamanla azalmaktadir. Bunun yanisira, hucre yogunlugu
kikirdagin farkli bolgelerinde degisiklik gosterebilmektedir [45]. Ornegin,
meniskusler tarafindan korunan agirhk binmeyen boélgedeki hicresel
yogunluk agirlik binen bolgeye gore daha fazladir.

2.4.2. Su

Kikirdak dokunun vyas agirhdinin yaklasik %80 kadarini su
olusturmaktadir. Bu oran ylzeyel bdlgede derin bdlgelere nazaran daha
yUksektir.  Bu sayede vyiUk-bagimli  deformasyonlarin  &nlenmesi
gerceklestiriimis olur. Metabolik aktivitenin yerine getirilmesi ve dusuk
surtinmeli bir kayma yUzeyi olusturularak hasarlar en aza indirilmeye c¢alisilir
[46]. Su miktari kollajen aginin organizasyonuna ve sisme direncine bagli
olarak degisiklik gosterebilmektedir. Suyun matriks molekilleri ile olan
etkilesimine bagli olarak mekaniksel 6zellikleri degisebilmektedir [47]. Normal
yaslanma surecinde su igerigi azalirken, osteoartrit gibi durumlarda artis
gosterir. Suyun artigsina bagli olarak, gecirgenlik artar, gi¢ kaybi olusur ve
elastikiyet azalir.

2.4.3. Kollajen

Yas eklem kikirdaginin %10 kadarini olusturur. Kollajen, kikirdagin
seklini korumada ve germe kuvvetini saglamada goérev alir. Ayrica diger
yapisal makromolekuller olan proteoglikanlar ve glikoproteinler kollajen
yapinin Uzerine tutunurlar [48]. Kikirdak gerginligi kollajenlerin sahip oldugu
yaygin ¢apraz bagdlara ve fibriller mimariye baghdir. Kollajen fibriller G¢ es a-1
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zincirinin heliks yaparak olusturdugu yapilardir (Sekil 2.7) ve kikirdak
matriksinin temel mimarisini olustururlar [49].

Mikrofibriler agin agirlikh olarak %90-95’ini tip Il kollajen olusturur ve
eklem kikirdaginin gerilme kuvetini saglar [50]. Kollajen tip II'nin yani sira
kollajen Ill, VI, IX, X, XI, Xl and XIV'da erigkin matriks yapisina katilirlar [51].
Eklem kikirdagini olusturan kollajen fibrillerinin merkezinde Tip Il ve Tip Xl
kollajenler bulunur. Bu merkez yap!i etrafinda tabakalar halinde Tip Il kollajen
molekulleri ve fibrilin ylzeyine yapismis Tip IX kollajen bulunur. Fibrildeki
kollajen tiplerinin gesitliligi kollajen fibrillerin buyukligunu ve seklini belirler.
Diger minér kollajen tipleri bu major fibril agr arasinda dagilmis halde
bulunur. Tip IX kollajenin bir kondroitin sulfat yan zinciri vardir. Bu molekul
kollajen fibril ile proteoglikan arasinda c¢apraz bir bag olusturur. Bu 6zelligi
dolayisiyla makromolekulleri bir araya getirerek fonksiyonel bir kompleks
olusturabilir (Kollajen fibril-proteoglikan agregat kompleksi). Tip VI kollajen Ug¢
boyutlu bir ag olusturur; ancak fibril yapisinda degildir. Kondronlar igerisinde
bulunurlar. Tip VI kollajen, ylUksek germe (tensil) stresine olduk¢a
dayaniklidir ve eklemde germe stresini dagitmaktadir. Tip X kollajen, primer
olarak foétal buyime plagi kikirdaginin hipertrofik tabakasinda bulunur. Tip VI
kollajen gibi Tip X kollajen de ag sekillidir ve fibril yapisinda degildir. Ayrica
Tip X kollajen, protokollajen icermez. Ancak diger kollajen molekilleriyle
¢capraz baglanma sonucunda protokollajen molekullerini alir. Bu olayin fotal
kikirdak dokunun kalsifikasyonunda énemli oldugu saniimaktadir [48].

Kollajen moleklu

kollajen fibril

[ " 4 J
X A — -
< & J &
% kovalent baglar K “
€ J % 4)\; - -

Sekil 2.7. Klasik kollajen molekilinin yapisi. Ust panel, (i¢ a zincirinin
olusturdugu tek bir kollajen molekill. Alt panel, her ¢ sarmal
kollajen molekulindn olusturdugu yapilar 300nm uzunlugundadir.
Kollajen molekdlleri arasinda belirli ve sabit bir aralik bulunmaktadir
(67nm). Komsu kollajen molekulleri arasindaki stabilizasyon bir
molekiliin N terminali ile digerinin C terminali arasindaki kovalent
baglar ile saglanmaktadir [52].

2.4.4. Proteoglikanlar

Bu yapilar glikozaminoglikanlarin (kondroidin- 4 sdlfat, konroidin-6
sulfat ve keratan silfat) proteinlerle kovalent bag kurmasi sonucu olusurlar.
Bu polisakkarid protein molekdlleri i1slak agirhigin %10 kadarini olusturur ve
eklem kikirdaginin sikisma gucune karsi dayanikliligini saglarlar. Eklem
kikirdaginda bulunan proteoglikanlar iki ana sinif altinda incelenebilirler:
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genis yiginlar olusturan proteoglikan monomerleri ya da agrekanlar ve
dekorin, biglikan ve fibromodulin’i iceren kigUk proteoglikanlar [6]. Bu
molekiller kondrositlerde Uretilir ve matrikse salinimlari gergeklestirilir.
Kollajen aginin korunabilmesi igin proteogliakan molekulleri Gnemlidir.

Kollajen olmayan, matrilin ve kikirdak oligometrik protein (COMP) gibi
diger molekillerde matriks yapisinda 6nemli gorevlere sahiptirler. COMP
kollajen fibrillogenezinde katalizor olarak goérev alir. Kollajen tip IX ile COMP
veya matrilin-3 molekulinin etkilesimi duzgun bir eklem kikirdagr matriks
formasyonu igin oldukga 6nemlidir. Perlekan fibril olsumunu desteklerken
kollajen VI mikrofibrilleri, kollajen Il ve agrekan ile matrilin ve biglikan ya da
dekorinin olusturdugu kompleksler ile baglanirlar [53].

Canli yagsami boyunca, kikirdak surekli i¢sel bir bicimlenme sureci
gecirir ve bu sUrecte kaybedilen matriks makro molekulleri kondoristler
tarafindan tekrar olusturulmaya calisilir. Matriksin diizgin bir sekilde yeniden
dizenlenebilmesi kondrositlerin gevre makromolekkullerdeki degisiklikleri ve
matriks organizasyonunu algilayabilme kapasitelerine baglidir. Yapisi
bozulmus molekdllerin varliginin tesbiti de dahil olmak Uzere, eksik olan yeni
molekullerin uygun miktarda sentezlenmesi oldukga Onemlidir. Buna ek
olarak matriks, hucreler icin bir sinyal iletici olarak da goérev yapar. Eklem
kikirdagina yuk binmesi ile olusan mekaniksel, elektriksel ve fizikokimyasal
sinyaller ile sentez ya da dejeneratif yanitlarin olusturulmasi igin kondrositler
matriks araciligi ile uyariimis olur [54, 55]

2.5. Eklem Kikirdag: Tabakalari

Eklem kikirdag! kollajen oryantasyonun ve hicresel yogunlugun
degisiklik gosterdigi dort farkli bdlge igerir: (a) yuzeyel zon, (b) orta ya da
gecis zonu, (c) derin ya da radial zon, (d) kalsifiye zon.

2.5.1. Yuzeyel Zon

Yassi elipsoid hicreleri iceren en ince tabakadir. Hucreler eklem
yUzeyine paralel konumlanmiglardir. Eklem ytzeyini ¢ok ince bir film seklinde
sinovyal sivi sarmaktadir. Bu yapiya “lamina splendens” ya da “lubrisin” adi
verilir. Bu yapi sayesinde eklem yuzeyi oldukga kaygan bir ylUzey haline
getirilerek hareket sirasinda surtinme engellenmis olur. Bu zonda yer alan
kondrositler ylksek oranda kollajen sentezi yaparken, daha az miktarda
proteoglikan (retirler. Bu nedenle bu zon oldukgca yiksek su
konsantrasyonuna sahiptir. Yogun olarak fibronektin igerir. Fibronektin, a5f1
tipi integrin resept6éri ile kondrosit membranina baglanir [8]. Paralel
dizenlenmigs fibriller olduk¢a ylksek gerilme ve makaslama gucuine karsi
koyabilmektedirler. Bu zondaki degisiklikler eklem kikirdaginin mekanik
Ozelliklerini etkileyerek osteoartrit olusumuna neden olabilmektedir. Bu
tabaka ayni zamanda, buyuk makromolekuller igin bir filtre gbrevi gbrerek
eklem kikirdaginin sinovyal doku immun sisteminden korunmasini saglarlar
[46] (Sekil 2.8).
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2.5.2. Gegis Zonu (Orta Zon)

Gegis zonu yuzeyel zona gbre daha fazla yer tutar. Ylzeyel zonun
hemen altinda yer alir. Bu zonda hicre yogunlugu daha azdir, hiicreler daha
yuvarlak ve matrikse gelisi guzel dagihm gosterirler. Ekstraselliler matriks
(ESM) daha az kollajen fibril icerirken, daha fazla proteoglikan igerir. Buna
baglh olarak da daha az su bulundurur. Kollajen fibriller, eklem kikirdagi
ylUzeyine oblik dizende olacak sekilde yerlesim gOsterirler ve yuzeyel
zondaki fibrillere nazaran daha genis ¢aplara sahiptirler [8] (Sekil 2.8).

2.5.3. Derin Zon (Radial Zon)

Bu zon en genis ¢apli kollajen fibrilleri, en yogun proteoglikan igerigini
ve en az su miktarini igerir. Hicreler gecis zonundaki gibi yuvarlaktir fakat
eklem kikirdag1 yuzeyine dik konumda sutunlar seklinde dizilim gosterirler.
Bu zondaki kollajen fibriller hiucre dizilimine uyum saglayarak paralel

sutunlarin arasinda kemigin uzun ekseni dogrultusunda yerlesim gosterirler
[8] (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Erigkin eklem kikirdagi zonlarinin sematik gérunumda [56].

2.5.4. Kalsifiye Zon

Sahip oldugu kuguk kondrositler ve kalsifiye matriks ile karakterizedir.
Bazi alanlarda hucrelerin tamamen kalsifiye matriks ile cevrili olduklari
gbzlenir. Kalsifiye zondaki hiicreleri ¢cevreleyen matriks alanlarinda, buyime
plagindaki hipertrofik kondrositlerde oldugu gibi, kolajen tip X yogun olarak
bulunur [51, 54, 57]. Bu zon derin zondan tidemark adi verilen dizgln
olmayan dalgali bir yapiyla ayrilir. Subkondral kemige komsu ince bir
kalsifiye kikirdak tabakasi olarak tanimlanir. Yumusak hiyalin kikirdaktan
kemige gegciste rol oynar. Tidemark Uzerinde kondrositler prolifere olup yeni
hicreler olusturarak, interstisyal buyumeyi sagdlarlar. Yasa bagli olarak
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tidemark hattinin ylikselmesiyle artiktler kikirdak incelir ve kalsifiye kikirdak
kemik ile yer degistirir [8] (Sekil 2.8).

2.5.5. Tidemark

Tidemark dalgali ve duzgun olmayan bir hat sekilde derin zonu ve
kalsifiye zonu birbirinden ayirir. Tidemark ve kalsifiye zon mekaniksel glcin
subkondral kemige iletiminde oldukga 6nemli rol oynarlar [58]. Ultrastriktdrel
olarak incelendiginde tidemark fibrillerden olusmus bir band icermektedir. Bu
sayade kalsifiye zon ile kalsifiye olmamis bodlge arasinda bulunan kollajen
fibriller icin sinirlayici bir fonskiyon oynuyor olabilir. Metabolik molekdller i¢in
Tidemark tGzerinde kiguk bosluklar yer almaktadir [59] (Sekil 2.8).

Cizelge 2.1. Eklem kikirdagi tabakalarinin 6zellikleri [60].
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.. Metabolik . Gerilmeye
Yiuzeyel 40 aktivite diisik Horizontal Karsi y
. Metabolik . Kompresyona
Orta(Gegis) | 500 | \iivite yiksek Oblik kars|
Derin 1000 Kollajen boyutu Vertikal Komi;();zs?/ona
Tidemark 5 Bariyer Horizontal Gelillmeye
ars|
Kalsifiye | 300 | Maroksapatt i Ankor
o : B - )“
’ :.. ~ ..\.-'.:'7 . -. -
|- » » : » f;
ARE S\ P |
&1 ‘, A=A "!_ 's .“ t‘.‘
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Sekil 2.9. Eriskin eklem kikirdagi oksijen basinci [61].
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2.6. Ekstraselluler Matriks Yapisi

Kondrositler kikirdak matriksi igerisinde oldukga dugsik oksijen
basincinda canliliklarini idame ettirler. Bu oran genellikle ylizeyde %10, derin
zonlarda ise en az %1’e kadar dismektedir (Sekil 2.9). in vitro sirecte
kondrositler hipoksi ile indUklenebilir faktér 1-alfa (HIF-1a) aracihdi ile glikoz
tasiyici proteinleri (GLUTSs) ve anjiyogenik faktorleri (6rnegin, VEGF) stimule
ederek,bir ¢ok kikirdak anabolik geni aktif hale getirerek adaptasyonlarini
saglarlar [62, 63].

Kondrositleri ¢evreleyen ekstraselliler matriks, kondrositlere olan
uzakhigi ile farkli ozellikler gdstermektedir. Bu bolgeler farkh isimler
almaktadir: 1- Periselliiler matriks, 2- Teritoryal matriks, 3- interteritoryal
matriks. Periselliler matriks hdcrenin hemen etrafini ¢evreleyen bodlgede
lokalizedir. Periselliler matriksden sonra territorial matriks yer almaktadir.
Kondrositlere en uzak bdlge ise interterritoryal matriks olarak adlandilir.

Perisellliler matriks bolgesi, eklem kikirdagi kondrositlerinin yuzeyinde
bulunan reseptorler ile gevreden gelen farkli uyaranlara cevap olusturulan bir
alandir. Bu bolge agrekan, hiyalironan ve dekorin gibi proteoglikanlar
yonunden oldukga zengindir. Tip Il, VI ve IX kollajen fibronektin aracihgi ile
oldukca konsantre sekilde bu bodlgede lokalize olmustur. Tip VI kollajen
hemen kondrositlerin ¢gevresinde yer alir ve matriksin makromolekuler agina
tutunmasini saglar. Teritoryal matriks ise tip VI kollajen mikrofibrillerini
icerirken, gok az fibrillar kollajen igerir. interterritoryal matriks ise kollajen tip
Il, IX ve Xl ile baglanti kuran kollajen olmayan bélge igerir. Matriksin diger
molekulleri ve proteoglikanlar ile baglantilarin gerceklestigi bodlgedir. Bu
yapilar kikirdagin gerilmelere karsi direncini saglarlar [64-66] (Sekil 2.10).

2.7. Ekstraselliiler Matriks ve Hiicre Sinyalleri

ESM proteinleri, hicre ylzey reseptor sinyal aginda oldukca kritik ve
kompleks bir rol oynamaktadirlar. Her seyden once, ESM buyume faktorleri
icin bir rezervuar olarak hizmet etmektedir [67]. Kondrositler, mekaniksel ve
biyokimyasal degisikliklere ESM araciligi ile hicre yuzey buylume faktor
reseptdrleri ve adhezyon molekiilleri ile cevap verirler. ESM proteinleri, hiicre
davranisini, polaritesini, goég¢und, farkhlasmasini, proliferasyonunu ve
canlih@ini, intrasellller hicre iskeleti aracihgi ve blylume faktorleri sinyal
iletimi ile gergeklestirirler. Integrinler ve proteoglikanlar ESM yapisinda
bulunan en 6nemli adhezyon reseptdrleridir. Cevreden gelen uyarilarin
algilanmasi ve bu uyarilara kargi hicresel cevap olusturulmasi surecinde
etkindirler [67] (Sekil 2.11).
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Sekil 2.10. Normal eklem kikirdagi organizasyonu. Kondrositlerin hemen
cevresindeki bélge perisellller zon olarak isimlendirilirken, teritoryal
zon ise hemen periselliler matriksden sonra gelir. Kondrositlere en
uzak bolge ise interteritoryal zon olarak adlandirilir. Kondrositlerin
aktivitelerine bagli olarak bu bolgeler farkhliklar gosterirler [68].

integrinler, 18 a altiinite ve 8 B altiinitenin kovalent olmayan baglarla
24 farkh  kombinasyon olugturabilen heterodimerik transmembran
reseptorleridir. integrin dimerleri fakli ESM proteinlerine farkl afinitelerde
baglanarak ekspresyon motifleri ve hulcre igin sinyal yolaklari belirlenir.
integrinler, ESM kompozisyonuna ve fiziksel 6zelliklerine bagli olarak
mekaniksel ve kimyasal sinyalleri entegre ederek hulcre iskeleti yolu ile
diizenlemeleri saglarlar. integrin aracili hiicre adhezyon modelinde,
integrinler Arg-Gly-Asp (RGD) motiflerini tanir ve baglanirlar [67, 69].

integrinler, bagimsiz bir sekilde, ¢ok sayida sinyal yolunu aktive
edebildikleri gibi sinerjistik olarak da diger buylime faktor reseptérleri (insulin
reseptérd, tip 1 insdlin-benzeri blyime faktérl reseptdrt, VEGF reseptord,
TGF-b reseptéri, Platelet-kdkenli blylime faktor reseptéri (PDGF-b) ve
epidermal buytume faktér (EGF) reseptdrii) aracili sinyal yolu aktivasyonlarini
gergeklestirebilirler.



A B c Biyume faktori
AR g S L reseptorsiyal

aB integrinler reseptoér kompleksi kompleksi

T ERENN /%HL ,/’QOE&

Fokal adhezyon @
kompleksi
P “

Prolifersyon Apoptoz  Farklilasma / l \
Hucre gocu/
hucre sekil degisikligi Rasi/Raf

MEK
L\

/Q\‘/\

W ) Endozom aracili
reseptér déngusu

Sekil 2.11. integrinler ve blylme faktéri sinyal iletimi. A. integrinler hiicre
yuzeyinde lokalizedir ve ESM’de bulunan molekdllerle farkh afiniteler
ile etkilesimdedirler. Hlcre icerisinde ise hlicre iskeleti ile baglantilidir
ve sinyal iletiminde rol oynar. B. Integrinler sitoplazmik alanlari ile
etkilesim halindeki adaptérler araciigi ile buyime faktér reseptor
komplekslerini  etkileyebilirler. C. integrinler fokal adhezyon
molekdlleri ile birlikte lokalize olabilirler. Bu durumda blyime faktor
reseptori reseptor kompleksi ile etkilesime gecerek alt yolaklar
calistirabilir. D. integrinle biiyiime faktdr reseptér ekspresyonu orani
uzerinde etkilidirler [67].

2.8. Eklem Kikirdagi Homeostazi ve Yenilenmesi

Eklem kikirdak hasari restorasyonundaki zorluklar kondrositlerle
ilgilidir. Kondrositler izole yapilarina ragmen ¢evreden gelen mekanik etkilere,
sitokinlere, blyime faktérlerine cevap verebilirler.  Kondrositlerin
stimulatorlerindeki degisiklikler eklem kikirdagi yikiminin ve
dejenerasyonunun sebebi olabilir. Diger butin biyolojik sistemlerde oldugu
gibi eklem kikirdaginin da dogal yapisini koruyabilmesi icin belli bir dengesi
vardir. Baglangicta sentez sabit kalmasina karsin denge zamanla yikim
lehine doner ve bu andan itibaren hastanin semptomlari baglar. Baslangicta
Tip Il kollajen konsantrasyonu degismeden kalir. Ancak, kollajen agi hasar
gbrebilir ve agrekan protein konsantrasyonu azalmasina paralel olarak
proteoglikan agregasyonu azalabilir. Matrikste su konsantrasyonu artar.
Matriksin sertligi azalir ve gegirgenligi artar. Matriksteki bu bozulmayi
kondrosit algilar ve buna cevaben matriks sentezini ve proliferasyonunu
arttinr. Bu cevap dokuyu tamir edebilir, doku statlstni degistirebilir, ya da
kikirdak hacmini arttirabilir. Kondrositlerin aktivitesi yillarca artmis olarak
kalabilir. Yalniz katobolik aktivite anobolik aktiviteyi asarsa veya eklem
kikirdagi tamamen kaybolup subkondral kemik acgida c¢ikarsa kondrosit
cevabi belirgin olarak azalir. Herhangi bir nedenle harap olan kikirdak
alaninda nekrotik ve atrofik degisiklikler olur. Bu dedgisikliklere karsin doku
kendini yenilemeye caligir. Defekt perikondriyum veya cevre fasyalardan
ilerleyen bag dokusu ile doldurulur. Bu bag doku granilasyon dokusu
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seklindedir. Yetiskinlerde tamir bu gevsek granulasyon dokusunun kikirdak
dokuya donusmesi ile tamamlanir. Bu donusumlerde baglica uyaranlar dig
mekanik etkenlerdir. Tamir dokusundaki pek ¢ok hicrenin sinovyumdan
kaynaklandigi  dusunulmektedir. Eger subkondral kemik tabakaya
penetrasyon varsa kemik iliginden de hucreler gelebilir. Fakat olusan doku
tam bir hiyalin kikirdak 6zelligini tagimaz [48].

2.9. Eklem Kikirdagi Lezyonlar Etiyolojisi

Diz ekleminde meydana gelen eklem kikirdagi problemleri oldukga
yaygindir. Defektli bodlgeler, lezyonlu alanlar olarak isimlendirilirler. Farkh
etkenlere badli olarak, iki farklh kondral lezyon c¢esidi mevcuttur: fokal
lezyonlar ve dejeneratif lezyonlar. Fokal lezyonlar genellikle travma,
osteokondritis dissekans (Kemik uclarinda kan akiminin yetersizligi veya
kalsiyum eksikligi nedeniyle eklem kikirdagr parcasinin ayrilmasi veya
kirlmasiyla sonuglanan kemik kikirdak yangisi) veya osteonekroz sonucu
olusurlar. Dejeneratif defektlerin sebeplerini cok keskin hatlarla cizemesek de
genellikle ligament instabilizasyonu, meniskus yaralanmalari veya osteoartrit
sonucu olugurlar [70].

Travma eklem defektlerinin olusumundaki en yaygin sebeptir.
Genellikle spor yaralanmalari veya kazalar sonucu olusur. Makaslama gicu
kikirdak matriksi Uzerinde bazen subkondral kemige kadar ulagsan bir stres
kingr olusmasina neden olabilir. Femoral kondillerin g¢evresinde olusan
lezyonlarin % 40-50 kadar patella dislokasyonu sonucu bu mekanizma ile
olusur [71]. Bu durum 20-40 yas arasi geng¢ aktif bireylerde daha sik goérular.
Osteokondritis dissekans ilk kez 1888 yilinda Konig tarafindan tanimlanmigtir
[72]. Hastalarin femoral kondil bodlgesinde tekrarlayan mikrotravmalar
g6zlenir. Dizde en sik medial femur kondilinin dis yliztunde goérilir (% 75)
[73]. Osteonekroz primer olarak (spontan/avaskiler) ya da steroid tedavisi,
post-menisektomi, alkolizm gibi gesitli faktdrlerin etkisiyle sekonder olarak
olusabilir [74]. Osteoartrit 40 yasindan sonra kikirdak lezyonlarinin en sik
nedenidir.  Dejeneratif lezyonlar farkli  derinliklerde ve sekillerde
olabilmektedirler. Subkondral kemigin sertlesmesi daha az gug absorbsiyonu
yapmasina neden olur ve sonugta kikirdak matriksi zarar gortr. Bu bdlgeye
yukin binmesi lezyonu blyUtlr ve zamanla subkondral kemigin asinmasina
neden olur [70].

Meniskus vyirtiklarina bagll olarak fonksiyon kaybi ve ligament
hasarlarina bagl olarak stabilizasyon saglanamamasi sonucu kikirdak
dokuda hasar orani artis goOsterir [75]. Lewandrowski ve arkadaslar
meniskus yirtiklarinin %76 oraninda eklem kikirdagi defektlerine eslik ettigini
rapor etmiglerdir. Bunun yanisira uzunlamasina meniskus yirtiklarinin yatay
olanlara oranla eklem kikirdagi hasarlari ile daha fazla ilintili oldugunu
belirtmektedirler [76].
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2.10. Kikirdak Lezyonlarinin Tanimi

Uygun tedavi politikalarinin uygulanabilmesi igin lezyonlarin basit bir
siniflandirmaya tabi tutulmasi gerekmektedir. Outerbridge tarafindan
gelistirilen derecelendirme sistemi, klinikte kullanilan basit ve yararli bir
siniflandirmadir (Cizelge 2.2) [77]. Bunun vyani sira kullanilan farkli
derecelendirme sistemleri de kullaniimaktadir (Cizelge 2.3).

Lezyonun tanimlanmasi asamasinda oOnemli kriterler, lezyonun
lokasyonu, boyutlari (6rn. yuzey alani), sekli(orn. dairesel, koseli) ve
cevresinde sinir igerip icermemesidir (cevresi cevrili, kismen c¢evrili ya da
acik). Bunlarin yani sira lezyon derinligi, hafif (kismi kalinlik), orta derecede
(tam kalinlik) veya subkondral kemige yayilim gostermis, seklinde tanimlanir
[78].

Cizelge 2.2. Outerbridge artroskopik derecelendirme sistemi [79].

Evre O Normal kikirdak

Evre | Odem ve yumusama

Evrell Kismi defektler, fisstr olusumu <1.5¢cm

Evre lll Subkondral kemige dogru fissur olusumu> 1.5cm
Evre IV Subkondral kemigin etkilenmesi

Cizelge 2.3. Uluslararasi kikirdak Onarim Dernegi tarafindan Onerilen ICRS
derecelendirme sistemi [79].

Evre 0 |Normal kikirdak

Evre | |Normal kikirdaga yakin 6zellikler (yuzeyel zon lezyonlart)

Evre Il  |[Normal olmayan kikirdak (kikirdagin %50 derinligine ulasan
lezyonlar)

Evre Il |Ciddi anormal kikirdak (kikirdagin %50 derinligini gecen lezyonlar)

Evre IV |Ciddi anormal kikirdak (subkondral kemigi iceren lezyonlar)
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2.11. Cerrahi Prosediirler

Hasarli eklem kikirdaginin tedavisi klinik anlamda halen ortopedik
cerrahlar igin olduk¢a kompleks bir sorundur. Eklem kikirdad: tedavi
prosedurleri genellikle artroskopik olarak gergeklestiriimektedir. Artroskopi
sirasinda, cerrah bir artroskop kullanarak eklemin c¢evresinde u¢ kuguk
insizyon olusturur. Bazi durumlarda ise etkilenen bdlgeye dogrudan
mudahale gerektigi icin cerrahiye basvurulabilir. Daha uzun acgik insizyonlara
ihtiya¢c duyulabilir. Bazen kikirdak ameliyatlari yapilirken, menikus veya
ligament yirtiklarina da midahale edilmek istenebilir.

Genellikle, artroskopik prosedirlerden sonra hastanin iyilesmesi
geleneksel cerrahi midahaleye gbre daha kisadir.

Kikirdak restorasyonu igin kullanilan en yaygin prosedurler:

o Delme (Dirilleme)
e Mikrokirik yontemi
o Abrazyon Artroplastisi
o Osteokondral greft
o Osteokondral otogreft
o Osteokondral allogreftler
o Periosteal grefler
o Perikondral greftler
« Otolog hucre imlantasyonu
o Otolog kondrosit implantasyonu
o Farkh kaynaklara ait hucrelerin implantasyonu
o Enzimatik tedavi teknikleri

2.11.1.Delme (Dirilleme)

Delme yontemini 1957 yilinda ilk kullanan kigi Smillie’dir [80]. Ardindan
1959 yilinda yontemin daha yaygin hale gelmesine 0n ayak olan ise Pridie’dir
[81]. Prosedir yuksek devirli bir delici yardimi ile subkondral kemigin
delinmesini icermektedir. Bu ydntem duasik invazyon nedeni ile kiguk
kondral defektlerin tedavisi icin kullanilan, kemik iligi sitimilasyonu prensibine
dayanan bir ydntemdir [82, 83]. Ancak, bu teknigin, termal nekroz ve fibrdz
kikirdak olusumu gibi dezavantajlari vardir [84].

2.11.2.Mikrokirik Yontemi

Mikrokirik yontemi ilk kez Steadman [85] tarafindan ortaya konmus
olup, fokal kondral defektlerin fibroz kikirdak niteliginde bir doku ile tamirini
icerir. Kikirdak yaralanmasi olan bolge Gzerinde kalan kikirdak, yeni dokunun
olusumunu engelleyecegdi igin onarim girisiminden once bdlgenin debride
edilmesi gerekir [86]. Hasarli bolge kikirdak artiklarindan temizlendikten
sonra kemige 5 mm araliklarla ve birkag mm derinliginde uzanan delikler
acilir. Boylece bu deliklerden kemik iligindeki kok hlcrelerinin hasarl bolgeye
ulasmasi icin bir yol acgilmis olur (Sekil 2.12). Hasarli bolgede olusan kan
pihtisinin igine yerlesen kdk hucrelerinin, uygun ortam saglandiginda kikirdak
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benzeri hicrelere donisme yetenedi vardir. Son yillarda, bu pihtinin hasarli
bdlgeye daha iyi tutunup organize olabilmesi igin matriks adi verilen c¢ati
implantlari gelistiriimistir. Cogu kollajenden yapilan bu zar seklinde dokular
mikro-kirik yapildiktan sonra hasarli bolgeye yapistirilabilir. Yeni kikirdak
benzeri doku olugana kadar, ameliyat sonrasi alti-sekiz hafta streyle koltuk
degnegdi kullanarak eklemi yuklenmeden korumak gerekir.

JA_/‘; Debride edilen kikirdak defekti

Kemik yluzeyde olusturulan
mikro kiriklar

Sekil 2.12. Mikrokirik yontemi temel basamaklari. A. Defekli bolgenin debride
edilmesi. B. Kemik yuzeyinde olusturulan mikro kiriklar [87].

Sekil 2.13.  Mikrokirik teknidi ile olusturulan oluklardan hicreler hasarli bdlgeye
g6¢ ederek doku tamiri mekanizmasi ¢alistiriimis olur [88].

2.11.3.Abrazyon Artroplastisi

Eklem bolgesindeki eklem kikirdagi bazi durumlarda tamamen ortadan
kalkar ve kemik ylUzeyleri ortaya ¢ikar. Bu durum yuzeyde kalan kemigin
daha sert ve parlak olmasina neden olur. Artroskopi sirasinda cerrah 6zel bir
ekipman kullanarak abrazyon artroplasti iglemini gerceklestirir. Abrazyon
artroplastisinin prensibi, eklem yUzeyindeki sert ve parlak kemik dokusunun
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traglanmasina dayanir. Bu traslama hareketine bagh olarak kemikte bir
iyilesme yaniti ortaya cikar. Zamanla kan damarlari bu alani doldurur ve
fibréz kikirdak dokusuna benzer skar doku olusumu gergeklesir. Abrazyon
artroplastisi sonrasi olusan fibr6z kikirdak dokusu, hiyalin kikirdak igin tipik
olan tip Il kollajenden ziyade tip | ve tip lll kollajen igerir. Fibréz kikirdak
normal eklem kikirdagina gére daha dayaniksizdir. Ozellikle agirlik binen
alanlarda hiyalin kikirdak kadar etkin islev gérememektedir. Olusturulan yeni
fibroz kikirdak diz agrilarini yeterince ortadan kaldiramayabilir. Bu yontem
genellikle gecici bir cézimdur. Belirtiler bu ameliyattan bir sire sonra tekrar
ortaya c¢ikabilir [89].

2.11.4.0steokondral Greft

Osteokondral greftleme (veya mozaikplasti), semptomatik (agril)
kikirdak ve osteokondral lezyonlarin tedavisinde bagvurulan bir yontemdir.
Klguk silindirik kikirdak-kemik yapilarin defektli bdlgelere
transplantasyonunu igerir. Bu teknik 90’h yillarin baginda gelistiriimis ve uzun
sureli sonuglarina bakildiginda olumlu sonuglar alinmigtir. Osteokondral
greftleme ¢ogu zaman tek bir insizyon bdlgesinde yapilabilen bir prosedur
olmasinin yani sira bazi durumlarda artroskopik prosedirler de uygulanabilir.
Ornek almak i¢in kullanilan bir ekipmanla donér bdlgeden silindirik tikaglar
elde edilir. Genellikle donér bdlge, eklem bdlgesinde agirlik binmeyen
alanlardan segilir. Elde edilen silindirik tikaglarin yerlestirilebilecedi uygun cap
ve derinlikte yuvalar yine 6zel ekipmanlar ile olusturulur. Olusturulan yuvalar
yaklagik 15-25 mm derinligindedir. Ardindan, onceden elde edilmis olan
silindir tikaglar uygun yuvalara transplante edilir. Transplantasyon islemi
sirasinda silindir tikaglarin eklem ytzeyinin morfolojik yapisina uygun olarak
yerlestiriimesine dikkat edilir [90] (Sekil 2.14).

2.11.4.1.0steokondral Otogreft

Kikirdak defektlerinin tedavisinde osteokondral otogreft guvenilir bir
greft kaynagidir. Ancak buyuk ve genis defektlerin rekonstriksiyonunda,
yeterli osteokondral otogreft elde edilmesi genelde mumkin olmamaktadir
[91].

2.11.4.2.0steokondral Allogreft

Osteokondral allogreftler, abrazyon artroplastisi, subkondral delme gibi
daha konservatif cerrahi ydontemlerle yeterli sonucun alinamadigi geng
hastalarda, eklem yuzeyindeki buyluk defektlerin (>2 cm) kapatilmasinda 6n
planda olan bir yéntemdir. Taze osteokondral [92] greftlerin genelde daha
uygun oldugu kabul edilmekle beraber, dondurulmus greftlerle de oldukca
basarili sonugclar bildiriimektedir [93].
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Sekil 2.14. Osteokondral greftleme teknigi. A. Kikirdak-kemik silindirlerin elde
edilmesi ve olusturulan uygun yuvalara yerlestirimesi. B. Medial
kondil hasar (ICRS evre lll) olan bdlgeye dondr bélgeden elde edilen
3 silindirin yerlegtirilmis durumu [94, 95].

2.11.5.Periosteal Greft

Periosteal greftler kondrojenik potansiyellerinin olmasina bagl olarak
eklem kikirdagr defektlerinde kullanilabilmektedirler. Yapilan pre-klinik
calismalarda da otolog periosteal greft transplantasyonunun kikirdak tamir
prosedurleri igin uygun olabilecegi belirtiimektedir [96].

2.11.6.Perikondral Greft

1959 yilinda ilk kez Lester transplante edilen perikondriyumdan yeni
kikirdak olusturulabilecedini rapor etmistir [97]. Bu prosedur daha sonra farkl
arastirmacilar tarafindan da desteklenmistir [98-101]. Greft dokusu, kisitl
miktarda elde edilebildiginden, perikondral otogreftin insanlarda kullanimi
kUguk eklemler ya da buyuk eklemlerdeki kliguk defektler ile sinirlidir.

2.11.7. Otolog Hiicre implantasyonu

2.11.7.1.0tolog Kondrosit implantasyonu

Otolog kondrosit implantasyonu (OKi) eklem kikirdagi tedavi siireci
icin olduk¢a umut vaat edici bir yontem olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Teknik
iki ayri cerrahi prosedir icermektedir. ilk basamak olarak eklem bdlgesinin
agirhik binmeyen bir bdlgesinden artroskopik olarak kikirdak érnekleri elde
edilir. Enzimatik bir islem sonrasi in vitro hiicre kaltirinde yeterli hiicre sayisi
elde edildikten sonra, hlicreler tek bagina veya degrade olabilen bir materyal
ile defektli bélgeye enjekte edilirler. Enjeksiyondan sonra periostal kapak
veya kollajen membran ile Uzerleri kapatilir. Brittberg [102, 103] iki
arastirmasinda da OKIi prosediirii uzun siireli olumlu sonuglarini rapor
etmigstir. Ancak, hicrelerin hipertrofik sirece girerek ossifikasyona gittikleri ve
integrasyonun olduk¢a zayif oldugu daha sonraki ¢calismalarda belirtilmigtir
[104].
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2.11.7.2.implantasyon igin Diger Hiicre Kaynaklari

Otolog kondrositlerin yani sira kemik iligi kdkenli stromal hcreler
[105], periostal hlcreler [106], iskelet kas hicreleri [107], adipositler [108] ve
sinovyal fibroblastlar da [104, 109, 110] eklem kikirdagi tedavileri igin
alternatif hicre kaynaklari olarak gdsteriimektedir. Transplantasyon
prosediriiniin uygulanabilmesi igin bu hiicrelerin yeterli sayida (en az 1x107)
elde edilebilmesi gereklidir. Ancak, MKH'lerin hlcre kultirinde ¢ogaltiimasi
ve farkhlasmasi oldukga kontrolli ve kompleks bir kondrojenik farklilasma
mekanizmasini igcerir. Bu surecgte bilinmeyen bir ¢ok basamak halen
mevcuttur [111].

2.11.8.Enzimatik Tedavi Teknikleri

Bir cok galisma, enzimatik sindirim ile transplante edilen hlcrelerin
veya kikirdak dokunun konakgi bolgeye daha iyi entegre olacagini ileri
sirmektedir. Lee ve ark. [112] ile Hunziker ve ark. [113] kondroitinaz ABC
kullanarak ylzeyel zondaki proteoglikanlari uzaklastirmislardir. Kondroitinaz
ABC segici olarak kollajen matriksi etkilemeden proteoglikanlari degrede
edebilmektedir [114]. Enzim muamelesinden sonra artan yapisma kuvvetini
ve hlcre populasyonunu gostermislerdir. HiyalUronidaz (%0.1 - 0.3) ve
kollajenaz (tip VII, 10-30 U/ml) uygulamasindan sonra lezyon bdlgesinde
anlaml dizeyde kondrosit yogunlugunun ve entegrasyonun arttidi, ara
yuzeyin daha dayanikh hale geldigi gosterilmigtir [115, 116].

“*ﬁ

Hiicrelerin kiltdr

gin kikirdak

A
omegi alinir

Kiiltiire
edilen
hiicrelerin

Sekil 2.15. Otolog Kondrosit implantasyonu proseddir(i [117].
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Ancak, dokular 48 saat silre ile enzim muamelesi gérdugunde, 28 gun
sonunda tekrar olusturulamayan proteoglikan kaybi go6zlenmigtir. Klinik
uygulamalarda, enzimatik uygulamanin kisa sureli olmasi dnerilmektedir.

Kollajenaz, kollajen peptit baglarini koparan bir enzimdir. Kisa sureli
kollajenaz (tip 1) uygulamasi ile sadece yarali bolge gevresi etkilenir ve tim
kikirdak doku zarar gérmemis olur. Boylece, projenitdér hucreler konak
dokudan yarali kikirdaga dogru go¢ edebilirler.

Khan ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis olduklari bir galismada,
kikirdak entegrasyon yuzuk-disk modelinde sitokin aracili katabolik bir etki
olusturulmasini anabolik bir slrec¢ izlemigtir. Uygulamanin yapilmadigi grup
ile karsilastiriidiginda sitokin uygulanan grupta entegrasyonun daha iyi
saglandigi belirtilmigtir [118].

2.12.Kok Hicreler
Kok hucreler kendilerini yenileyebilme, uzun sure bolunebilme ve diger
hicre tiplerine farklanabilme yetenekleri olan farklanmamis hicrelerdir.

Sekil 2.16. Kok hiicreler farkh hiicre tiplerine farklanabilmektedirler [119].

Kendini yenileme terimi kok hucrelerin yasam boyunca sayilarini
korumak ve yeni kok hlcreler yapmak Uzere gergeklestirdikleri boélinme
islemini tanimlamak igin kullanilir. Bu bolinme islemi sonucunda bdlinen
hicreler farkllasmamig olan dizeylerini korurlar. Kendini yenileme programi
kendini yenilemeyi uyaran proto-onkogenler ile kendini yenilemeyi sinirlayan
veya genomun butinlugind koruyan tumdr baskilayicilar arasindaki denge
sayesinde gercgeklesir. Bu her iki hicre i¢ci mekanizma ile nisten gelen dig
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sinyaller hucrelerin kendini yenileme slreclerinin kontrolinu saglar. Kok
hicre, dokudaki degisen gereksinimlere yanit olarak hicre dongusu igindeki
durumunu yeniden duzenler, zaman iginde gelisim yetkinligini degistirir (6rn;
pluripotent olmaktan multipotent olmaya donusebilir), boylece yagsamin farkli
sureclerinde farkli bir kendini yenileme programi uygular. Kendini yenileme
hdcrenin gogalma (proliferasyon) mekanizmasinin aynisi degildir. Her ne
kadar ikisi de hlcre bélinmesi olsa da hicre ¢odalmasi tim kok ve oncu
hdcreler icin kullanilan genel bir hiicre bolinmesi bigimidir ve kavram olarak
kendini yenilemeyi de kapsar. Kendini yenilemede bdélinmeden sonra ortaya
cikan yavru hucrelerden en azindan birisinin gelisim yetkinligi agisindan
bdlinme dncesindeki hiicreye benzemesi gerekir.

Kendini yenilemek kok hucrelerin surekli gerceklestirdigi bir davranig
olmayabilir. Ornegin, radyasyona tutulan farede art arda yapilan nakillerde
hematopoetik kdék hicre (HKH) bdlinme etkinligi kazanir, ancak fizyolojik
kosullarda HKH c¢ogunlukla sessizdir. Noéral kok hucreler in vivo kosullarda
farkhlasmadan once sinirli sayida bdlinme gecirirken kuiltir ortamina
alindiklarinda ¢ok yogun olarak kendini yenileme surecine girerler. Bu sakh
kalmig boélinme 06zelligi doku tamir mekanizmasi veya yenilenmesi
gerektiginde kok hucrelerin essiz hicreler olmalarini saglar.

Asimetrik hicre boélunmesi (AHB) kendini yenileme ile farkhlasma
arasinda bir dengenin olugmasi igin gereken hicre bolunmesi tipidir. Bir
baska ifadeyle, AHB sonucunda kok hucre kendini yenileme iglevini yerine
getirirken ayni suregte farkhlasmak Uzere bir yavru hlicre de Uretmis olur.
Bdylece, bolinen her kok hucre kendi sayisini, artma ve azalma olmaksizin
sabit tutar. AHB’ nin molekuler mekanizmasi farkli canli turlerindeki kok
hiucrelerde aydinlatildikga bunun son derece korunmus bir stre¢ oldugu

anlasihr [120].
AOS

Kendini yenileme

h
W < Hiicre
-t farklilasmas|
Kdk hiicre Onciil hiicre

Sekil 2.17. Kdk hicrelerin asimetrik bélinmesi [121].
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Koék hucreler, elde edildigi kaynaklarina goére; |I) Embriyonik kdk
hacreler ve Il) Erigkin kok hucreleri seklinde siniflandirilirken, farklanabilme
yeteneklerine gore ise; 1) totipotent (tUm organizmayi olusturabilen), 2)
pluripotent [Her U¢ germ yapragi (ektoderm, mezoderm ve endoderm) kokenli
tim dokulari olugturabilen], 3) multipotent (kdken bakimindan birbiriyle
yakindan iligkili en az 4 farkh hucre tipini olusturabilen), 4) tripotent (koken
bakimindan birbiyle yakindan iligkili en fazla 3 farkli hicre tipini
olusturabilen), 5) bipotent (kdken bakimindan birbiyle yakindan iligkili en ¢ok
2 farkh hucre tipini olusturabilen) ve 6) unipotent ( yalnizca 1 hcre tipini
olusturabilen) kok huicreler seklinde siniflandirilir [122, 123].

Pluripotent kok hicreler, kendilerini yenileyebilme yetenekleri olan
hentz herhangi bir hiicre veya doku soyuna yonlendiriimemis hicrelerdir. Bu
hicrelerin telomeraz aktiviteleri pozitiftir. Pluripotent kék hicreler, her ¢
germ vyapragina ait herhangi bir somatik hicreye farklanabilirler.
Yonlendiriimemis evrede Octomer- 4 (Oct-4), Telomeraz aktivitesi, CD10,
Stage specific antigen-3 (SSEA-3), Carcinoembriyonic antigen (CEA),
Carcinoembriyonic antigen cell adhesion molecule-1 (CEA-CAM-1) gibi
embriyonik fenotip belirteclerini eksprese ederler. 400 veya daha fazla sayida
ard arda farklanmadan populasyon olusturabilme yetenegine sahiptirler.
Ayrica bu hicrelerin ektoderm koékenli 7, mezoderm kdkenli 18 ve endoderm
kokenli 11 farkh hicre tipine farklanabildikleri de gdsterilmigtir [122, 124].

Erigkin  kOk hucreler, farklanacaklari hicre soyu yonunde
yonlendiriimis hucreler olup boélinme, ¢odalma ve farklanma yetenekleri
mevcuttur. Ayni zamanda kendilerini yenileme yetenekleri de vardir.
Multipotent, tripotent, bipotent veya unipotent 6zellikli htcreler olup kismen
farklilagmiglardir. Yasamlari boyunca 50-70 defa farklanmadan populasyon
olusturabilirler. Bu hucreler olugturacaklari doku veya hucreye iliskin spesifik
belirteclerden bazilarini eksprese ederler [122, 124].

Eriskinde kemik iligi stromal hicreleri veya mezenkimal projenitér
hicreler olarak ta bilinen mezenkimal kok hacreleri (MKH) kendini
yenileyebilen multipotent projenitér hicrelerdir ve birkag farkli mezenkimal
soylara faklanabilme o6zelligine sahiptirler [125-127]. Buglne kadar, birgok
farkh omurgall tirine ait MKH’nin kemik, kikirdak, yag, tendon ve kas
dokulart gibi dokularda yer alan tlire 6zgu hucrelere farklanabildigi
gosterilmigtir [105, 128, 129]. Ek olarak, bu hicrelerin hepatik, renal, kardiyak
ve noral hucreler gibi diger bazi hicrelere de farklanabildikleri belirtiimektedir
[130-134]. Bu ylzden, bu hicreler bazen multipotent bazen de pluripotent
kok hucreler seklinde de tanimlanabilmektedir [135].

MKH’nin in vitro kultirt ¢alismalari gostermistir ki, bu hacreler CD10,
SH2(CD105), SH3, SH4(CD73) , SB10 ve Stro-1 gibi kendilerine 6zgu hlcre
yuzeyi antijenleri ve peptidlerine sahiptirler. Ayrica bu hucrelerin CD49,
CD54, CD90(THY-1), CD102, CD 121a,b, CD123, CD124 ve CD166 gibi
diger adhezyon molekulleri ve bliyume (growth) faktor/sitokin reseptdrlerini
de eksprese ettikleri de vurgulanmistir [136, 137].
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Diger taraftan, bu hicreler endotel hicrelerine 6zgu CD31,
monositler/makrofajlara (CD14), lenfositler (CD11a/LFA-1), I6kositler(CD45),
eritrositler (glycophorin A) ve diger hematopoietik hicrelere 6zglu CD3,
CD14, CD19, CD34, CD38 ve CD66b gibi hicre belirteclerini eksprese
etmemektedirler [135, 138]. Alsalameh ve arkadaglarinin erigkin insan eklem
kikirdagi ve kemik iliginde yaptiklari bir calismada; eklem kikirdagindan ve
kemik iliginden izole ettikleri bazi hicrelerin CD105 ve CD166 gibi hucre
ylzeyi belirteclerini birlikte eksprese ettiklerini ve bu hicrelerin in vitro
ortamda  adipogenez, kondrogenez veya osteogenez  ydnlinde
farklanabildiklerini dolayisiyla bu hucrelerin multipotent 6zelligi olan projenitor
hicreler olabileceklerini, ayrica bu hucrelerin eklem kikirdagindan izole
edilen tm hdcrelerin yaklasik %4’ Unu olusturduklarini belirtmiglerdir [139,
140].

2.13. Eklem Kikirdaginda Var Oldugu Diisiiniilen Projenitor Hiicreler
Eklem kikirdag! gelisimi ve buyumesi ile ilgili daha once yapilan
calismalarda, eklem kikirdaginin eklem yuzeyinden sekonder kemiklesme
merkezine dogru aposizyonla (yluzeyden derin tabakalara dogru hucre
eklenmesi) buyddugu ve bu olayin eklem yizey kondrositlerinin
proliferasyonu ile gerceklestirildigi gosterilmigtir [30, 141]. Arastirmacilar bu
surecte, hiucre bélinmesi ve farklilasma kontroll ile kok hicrelerin ylizeyde
ya da ylzeye yakin bdlgelerde olabilecedi hipotezini ortaya atmiglardir. M.
Domestica ile yapilan ilk galismalarda arka ekstremitelerin eklem bdélgesine
bromodeoxyuridine enjeksiyonu yapilarak eklem kikirdagi geligimi, hicre
proliferasyonu takibi ile incelenmeye c¢ahsiimistir [141]. ilk enjeksiyondan
sonra kikirdak dokuda bircok hicre isaretlenmis, fakat tekrarlanan
enjeksiyonlardan sonra eklem kikirdag1 yuzeyel bélgesinde kiguk bir hiicre
kimesi belirlenmistir. Bu isaretlenen hucreler ile ilgili olarak birgok agiklama
yapilabilir, dncelikle arastirmacilarin 6ngordukleri distiince, kok hlcre adayi
bu hucreler uzatilmig hucre siklusuna dahil olduklari icin ancak birkag
enjeksiyondan sonra belirlenebilmislerdir seklindedir [142]. Archer ve ark. ilk
kez 1999 yilinda, 7 aylik sigir eklem kikirdagi ylzeyel zonunda kolon
olusturabilen hucrelerin secimini gerceklestirmigler ve bu hucrelerin derin
zonlarda bulunmadigini gostermiglerdir. Ayni grup, 2004 yilinda, 7 gunlik
siIgir Metakarpofalangeal eklem ylizeyinden kdk hticre izolasyonu yaparak bu
hicrelerin kismi karakterizasyonlarini iceren bir rapor yayinlamiglardir [143].
Bu calismanin temelini Jones ve Watt'in yapmis oldugu insan epidermal kdk
hicreleri arastirmasi olusturmaktadir [144]. Bu arastirmaya goére epidermis iki
tip hiicre icermektedir. Bu hicrelerden birinin kok hicre, digerinin ise kendini
yenileyebilme kapasitesi daha duguk ve terminal diferansiyasyona daha
yatkin hicre tipi oldugu belirtilmistir. Ayni ¢alismada, kok hucrelerin yuzeyel
integrin ekspresyonlarinin ¢ok yuksek oldugu, bu nedenle fibronektin gibi
ekstrasellliler matriks proteinlerine hizli bir sekilde tutunabildikleri, bir
hicreden ardisik olarak bes defa boélinmeyle en az 32 hicreli koloni
olusturabilme yeteneklerinin (Colony forming efficiency, CFE) diger hlcrelere
oranla 4 kat daha ylksek oldugu ve bu yeteneklerinden yararlanarak in vitro
ortamda %90 saflikla izolasyonlarinin yapilabilece@i vurgulanmigtir. Derideki
kok hucreleri tanimlayip, izole etme esasina dayanan bu uygulamalari (Jones
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and Watt, 1993) temel alarak, 2004 yilinda [143] in vitro ortam olarak
fibronektini kullanarak, izole ettikleri tam olgunlagsmamis immatur buzagi
eklem kikirdagr kondrositlerinin  kultirasyonunu  yapmiglardir.  Bu
calismalarda fibronektinin secilme sebebi, 6zellikle immatir eklem kikirdagi
yuzeyel hucrelerin Urettigi hlcresel fibronektinin ekstrasellliler domeyni olan
A izoformunun (fibronektinin EDA izoformu) eklem ylzeyinin matriksi i¢cinde
fazla miktarda dagihm gdéstermesidir [145, 146]. Archer ve grubunun yaptigi
daha sonraki ¢alismalarda; in vitro kultir ortaminda integrin B1a5 dizeyi
yUksek olan bir grup eklem yUzeyi kondrositlerinin fibronektine kargi yiksek
afinite gosterdigi ve bu hacrelerin koloni olusturma egilimine sahip oldugu
belirtiimistir. Buna ilaveten bu grubunun dider c¢alismalarda, bu
kondrositlerden farkh bir sekilde Notch ve onun ligandlari gibi hiicre kaderini
belirleyici proteinlerin gogunu da eksprese ettigi gdsterilmistir [143, 147, 148].

Diaz-Romero ve arkadaslarinin 2005 yilinda insan eklem kikirdagdi ile
yaptiklari bir galismada ise, eklem kikirdagi hicreleri izole edilmis ardindan
kilture edilerek degisik fenotipik belirtecleri incelenmigtir [149]. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore, eklem kikirdagi hacreleri kiltire edilmesiyle birlikte bu
hiicrelerin dedifferansiye olarak fibroblast benzeri hucrelere dénustukleri
ardindan da proliferatif bir 6zellik kazandiklari belirtiimigtir. Ayrica bu
calismada hucrelerin kiltirasyon suresinin artisiyla birlikte CD10, CD90,
CD105 ve CD166 gibi bazi MKH markerlerini artan bir oranda eksprese
ettikleri de vurgulanmistir. S6zu edilen bu markerleri pozitif gésteren bu
hicrelerin potansiyel MKH’ler olabilecegini belirtmislerdir.

Yapilan baska bir calismada, olgunlasmamis sigir metakarpofalangeal
eklem Dbolgesinden yine fibronektin adhezyon yoéntemi ile elde edilen
kondroprojenitdér hulcrelerin, telomer uzunluklari, benzer PD’ye (P<0.05)
sahip olan geri farklanan kondrositlerden daha uzun oldugu tesbit edilmigtir.
Bunun yanisira kondroprojenitorlerin telomeraz ektivitesinin 2.6 kat daha
fazla oldugu da belirlenmigtir. 3D pellet kultarlerinde kikirdaga yodnlendirme
deneylerinde SOX9, Notch-1, agrekan ifadelerinin oldugu da gdzlenmigtir
[150].

2.14. Eklem Kikirdagi Dokusuna Ait Kék Hiicrelerin Ozellikleri

Eklem kikirdagindan izole edilen koloni olugturabilen hicreler plastige
yapisabilme o&zellikleri, hlicre ylzey belirtegleri eksprese etmeleri (CD105,
CD73 ve CD90), hematopoetik hlicre ylzey antijenlerini eksprese etmemeleri
(CD34 ve CD45) ve osteoblast, adiposit veya kondroblast gibi multipotent
farklilagsma yeteneklerine sahip olduklari icin mezenkimal kdk hicreler olarak
siniflandinimaktadirlar [143, 151-153].

Kritik olarak, tamir ve rejenerasyon acisindan, deney hayvanlarinda
yapilan c¢aligmalarda, eklem kikirdagi-kékenli kdék hicreler kondrojenik
medyum igerisinde yuksek yogunlukta pellet Kkaltird olusturuldugunda
terminal farkhlasma gegirmezler ve kalici kikirdak o6zelligini kaybetmeden
korurlar [153]. Buna kargin, benzer yontem kullanilarak, kemik iligi kokenli
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stromal hlcrelerde transkripsiyon faktéri Runx2 ve ylksek dizeyde kollajen
tip X ve matrilin-1 ekspresyonu gozlenmistir [153]. Eklem kikirdagi kokenli
hucreler, kemik iligi kaynakli MKH'lere islevsel olarak esdeger gorulmesinin
yani sira, farklilagma potansiyelleri, hipertrofi ve mineralizasyon yetenekleri
sinirli oldugu belirlenmistir.

2.15. Hipotez

Konu ile iligkili gahsmalar incelendiginde, eklem kikirdagi tedavi
suregleri igin ¢ok farkli ydontem ve hicre kaynagi arayislarinin suregeldigi
gOrulmektedir. Doku muhendisligi calismalarinda dikkat ¢geken nokta eriskin
kok hucrelerin potansiyelleridir. Eklem kikirdagl yapisinda bulundugu one
surtlen kok/kondroprojenitor hacrelerin bazi MKH spesifik belirtecleri
eksprese ettikleri bilinmektedir. Fakat bu belirteglerin, kondrosit kalttr
hattindaki kultirasyona bagh olarak mi ekspre olmaya basladiklari
konusunda, kondroprojenitdrler ile karsilastirmali detayli bir calisma
literattirde yer almamaktadir. Bu projedeki hipotezimiz: insan eklem kikirdagi
tedavi surecinde kullanilmak Gzere, eklem kikirdaginda bulunan
kondroprogenitor/kdk hucrelerin, kondrosit kultir hatti hlcrelerine gbre in
vitro kosullarda eklem kikirdagi yapisini tekrar olusturabilmesi agisindan
daha iyi sonuglar elde etmemizi saglayabilir. Bu c¢alismada amacimiz,
ginidmuizde uygulanan yodntemlerde kullanilan kondrosit kdltir hatti ile,
secimi yapilan ve kondroprogenitor/kdk hacre o6zelligi tasidigr dusinilen
hicreleri kdk hlcre belirteci olarak kabul edilen CD90, STRO-1, CD105 ve
CD166  ekspresyon dizeyleri gbéz o6ninde tutularak Flow sitometrik,
imminofloresan ydntemlerle incelemek ve Ultrastrilkitirel yontemlerle
kiyaslamak, bunun yanisira bu iki farkh hicre grubunda in vitro ortamda
kondrogenezi, adipogenezi ve osteogenezi indukleyerek olusturulan
pelletlerde rutin boyalar ile karsilagtirmalarini yaparak farklarini oraya
koyabilmektir.
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GEREC VEYONTEM

3.1. Kikirdak Orneklerinin Eldesi
Bu calisma, 20-40 yaslar arasinda toplam 6 adet insana (n:6) ait

eklem kikirdagi érneklerinde yaritildi. Ornekler, Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dalinda kikirdak disinda diz patolojisi olan (menisklis veya c¢apraz
bagd lezyonu ) ve bu nedenle atroskopik cerrahi gereken hastalarin
kendilerinden biyopsi temini i¢in izin alinmasini takiben femurlarinin
yuklenme bolgesi disindaki distal uclarindan 0,3 X 0,3 cm boyutlarinda
kikirdak biyopsileri seklinde temin edildi.

3.2. Kikirdak Dokusundan Hiicre izolasyonu, Kiiltiirasyonu, Koloni
Secimi (Fibronektin Adhezyon Testi) ve Kultari (n: 6)
Oncelikle hlcre izolasyonu icin, elde edilen eklem kikirdagi 6rnekleri,

Pronaz igeren (70 U ml", 3 saat 37 C°) (DMEM/ F12,HEPES, Gentamisin)
solisyona alindi ve parafilm ile agzi iyice kapatildiktan 37 °C’de 3 saat
calkalayicida donduruldu. 3. saatin sonunda tuplerden pronaz uzaklagtirildi
ve dnceden filtre edilmis (300 U ml”, gece boyu 37 °C ) kollajenaz iceren
(DMEM/ F12,HEPES, Gentamisin, %5 fetal buzagi serumu) sollsyona
alinarak tuplerin etrafi tekrar parafiim ile kaplandi, tekrar 37 ©°C’de
calkalayicida bir gece donduraldi.

Bu islemlerin yani sira fibronektin adhezyon testlerini uygulayabilmek
icin petri kablari ekimden bir gece dnce fibronektin ile kaplandi. Bu islem igin
1:1000 oraninda fibronektin solusyonu (PBS, 1TmM MgCI2, 1mM CaCl2,
fibronektin) hazirlandi. Petri kablarina 1.5 ml olacak sekilde slispansiyondan
eklenerek bir gece boyunca +4 C°de saklandi.

Ertesi sabah kollajenaz ve hucreleri igeren tlpler 40um’lik Falcon
marka cell strainer (hucre elegi) ile 50 ml’ lik tlplere steril bir sekilde stzuldl.
Hucre stspansiyonu 2000 rpm de 10 dakika santrifij edildi ve hicrelerin dibe
¢Okmesi saglandi. Dikkatli bir sekilde medyum uzaklastirildiktan sonra
tiplere 5 veya 10 ml SFM (Serum Free Media) eklendi ve iyi bir sekilde
karistirildi. Her bir tipten 10ul numune alinarak ependorf tlplerine konuldu
ve 1:10 oraninda SFM ile diltie edildi. Dilue edilen her bir tipten 10ul alinarak
hemositometre ile hicre sayimi yapildi. Hiicre sayimindan sonra kondrosit
kaltar hatti ve fibronektin adhezyon testi uygulamasi ile klonal segimin
yapilabilmesi i¢in ayri ayri ekimleri gergeklestirildi. Kondrosit kultlr hatti icin
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petri kabina ekim yapildi ve uygun medya igerisinde kultirasyonu
gergeklestirildi. Koloni segimi igin ise, her bir fibronektin kapli petri kabinda
4000 hcre olacak sekilde ekim yapilarak 20 dakika 37 C°de inkubasyonlari
saglandi. Daha sonra medyum uzaklastirildi ve taze medyum [Penicillin
10000 mg ml'/Streptomisin 10000 U mI™", 0.1 mM askorbik asit, 0.5 mg ml-1
L- glukoz, 100 mM HEPES, 1 mM sodyum piruvat, 2 mM L-glutamin and 10%
fetal bovine serum (FBS)] eklenerek yapisan huicreler igin medyum yenilendi
ve 3., 6., 10. gunlerde 32 hucreden fazla sayida hiicre igeren koloniler
sayildi. 32 hucreden fazla hicre igceren koloniler kondroprogenitér/kok hiicre
kolonileri olarak deg@erlendirildi. Kondroprogenitor/kdk hicre kolonisi olarak
kabul edilen hicre topluluklari daha sonra isaretlenip, koloni se¢cme silindiri
icerisinde tripsinizasyon islemini takiben igerisinde kultir medyumu iceren 24
gbzenekli kultdr kaplarina alinarak gogalmaya birakildi.

3.3. Kiltiru Yapilan Hiicre Suspansiyonlarinda (Kondrosit Kiiltir
Hatti ve Koloni Hiicre Hatti)) CD90, STRO-1, CD105 ve CD166
Ekspresyonlarinin Flow Sitometrik Yontem ile Belirlenmesi (n:6)
Bu bdolimde, eklem kikirdagindan izole edilip kaltiri gerceklestirilen

kondrosit kultar hatti ve koloni hicre hatlarinin 3. pasajini takiben, kék hicre
belirtecleri olan CD90 (Ab11155, Abcam), STRO-1 (MAB1038, R&D
Systems), CD105 (Ab53318, Abcam), CD166 (393-050, Ancell)
kompozisyonlari, Flow sitometrik yontemle arastirildi.

Bu amag igin, kondrosit kaltir hatti ve koloni hicre hatti, belirlenen
stire sonunda hucrelerin tripsinizasyonu gergeklestirilerek hucreler flask
yuzeyinden kaldirldi ve uygun solisyon (DMEM+%10 FCS) icerisinde hucre
stuspansiyonu haline getirildi. Daha sonra hicre stspansiyonu ependorf
tiplerine bollinerek yikama islemleri gerceklestirildi. Ik basamak olarak her
bir ependorf tlplne primer antikorlar (1:100) eklendi. 30 dakika +4 °C
karanlk ortamda inkiibasyonu saglandi. inkiibasyondan sonra 7000 rpm’de
90 sn santrifi edildi. Isaretli olmayan primer igin slipernatant uzaklastirihlarak
sekonder antikor (1:100) eklendi. Sekonder antikolarlarla birlikte 20 dakika +4
°C karanlk ortamda inkibe edilerek ardindan tekrar ylkama asamalari
uygulandi. En son asama olarak supernatant uzaklastirlidi ve 600 pl yikama
solisyonu ile birlikte inceleme sireci igin flow taplerine aktarildi ve
Fluorescence-activated cell sorting cihazi (FACS) ile incelemeler yapildi.
Bdéylelikle elde edilen hiicre hatlarinin, galisilan kok hlicre belirteglerini hangi
oranlarda eksprese ettigi ve kdk hticre profilinin hangi oranda oldugu agikhga
kavusturulmaya caligildi.
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3.4. Kultara Yapilan Hiicre Hatlarinda (Kondrosit Kiiltiir Hatti ve
Koloni Hiicre Hatti), CD90, STRO-1, CD105 ve CD166
Ekspresyonlarinin immiinofloresan Yéntemi ile incelenmesi (n:6)
Bu parametre icin, secilerek elde edilen kondrosit kiltir hatti ve koloni

hatti hlcreleri, gdzenekli kultir lamlarina ekildi, belirli bir kaltirasyon
suresinden sonra PBS ile kisa slreyle yikandi, %95’lik soguk ethanol ile 10
dakika fikse edildi, PBS ile yikandi (3X10 dakika), PBS ile dilue edilmis CD90
(sc-9163), STRO-1 (MAB1038), CD105 (sc-20632), CD166 (sc-8548) primer
antibodileri (2ug/ ml ) ile bir gece inkibe edildi. Ertesi sabah PBS ile
yikamadan sonra, 1/200 oraninda dilie edilmis isaretlenmis uygun sekonder
(Vector) antikorlar ile 30 dakika inklibe edildi. Vectashield mounting medium
(Vector) ile kapatildi ve flioresan mikroskobu (Olympus BX61) ile
incelenerek fotograflandirildi.

3.5. Kultira Yapilan Hiicre Hatlarindan (Kondrosit Kiiltiir Hatti ve
Koloni Hiicre Hatti), Hiicre Pelletlerinin Olusturulmasi,
Kondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez’e Yonlendirilmesi (n:6)
Kondrosit ve koloni olusturan hicre kultlrlerinde yeteri kadar hticre

cogaltildiktan sonra kondrogenez, adipogenez ve osteogenez’ e
yonlendiriimeye calisildi. Boylelikle, elde edilen kondrosit kultur hatti ve
koloni olusturan kultir hdcrelerinin - 3 farkli  doku tipine farklanip
farklanamadiklari test edilmeye calisildi.

3.5.1. Kondrogenez (n:6)
Hucreler, sirasiyla 24 gézenekli kalttir kaplari, 25 cm2’lik flasklar ve 75

cm2’lik flasklara transfer edilerek, %80 konfluent oluncaya kadar gogaltildi,
sonrasinda da 0.5 X 10° oranindaki hiicre miktari, icerisinde HEPES,
gentamisin, L-proline, insulin transferrin selenium (ITS) ve pirGvat ile
supplemente edilmis dusuk glukoz DMEM’den olugsan medyum ile sodium
pyruvate (1 mM), ascorbate 2 — phosphate (37,5 ug/ml), dexamethasone (10-
8 M) ve recombinant human TGFB1 (10 ng/ml) iceren kondrogenez
medyum’lu 1,5 mllik ependorf tlplerine alindi, 2000 devirde 10 dakika
slreyle santrif(ij edildi ve %5 oraninda CO: iceren 37°C’lik ortamda kuiltlire
edildi. Kaltdrler her 2-3 ginde bir taze medyum ile beslendi. 3 haftalk
kiltirasyon sonunda pelletler PBS ile yikandiktan sonra tamponlanmig nétral
formalin ile fikse edildi, parafin ile bloklandi, 5-6 pm kalinhdindaki parafin
kesitler alindi, alinan Kkesitlere Alsiyan mavisi histokimyasal boyasi
uygulanarak 11k mikroskobu (Axioplan Zeiss, Almanya) ile fotograflandirildi.
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3.5.2. Adipogenez (n: 6)
Hucreler %10 oraninda FBS iceren Dulbecco’ Modified Eagle

medyumu icerisinde %80 konfluent oluncaya kadar cogaltildiktan sonra,
serum icermeyen medyum (Serum free medium, SFM) ile yikandi,
tripsinizasyon isleminden sonra hucreler kaldirilarak hemositometri ile
sayimlari yapildi. Her bir ependorf tipunde 0.5x10° hiicre olacak sekilde
hesaplamalar yapilarak 1,5 ml'lik ependorf tiplerine alindi, 2000 devirde 10
dakika sureyle santriflj edildi uygun medyum icerisinde (Adipogenez
medyumu, 500 uM methylisobutylxanthine, 1 uyM dexamethasone, 60 pM
indomethacin ve 5 pg/ml insdlin) kdltirasyonlari (%5 CO,, 37°C)
gerceklestirildi. 3 hafta boyunca belirli araliklarla medyum degisikligi yapildi.
Klltirasyonun 3. haftasi sonrasi, pellet kilturleri direkt kaltir ortamindan
alinarak dondurma kesitlerin alinabilmesi igin kriyomatriks icerisine gémuldu.
Kroystat ile kesitler elde edildikten sonra Oncelikle havada kurumalari
saglandi. Daha sonra formalin ile fiksasyon iglemi gerceklestirilerek, 1-10
dak akan su altinda yikama iglemi gerceklestirildi. ilk olarak %60 isopropanol
icerisine alindi. Daha sonra %60 isopropanol ile hazirlanmis % 0,3 ‘luk oil red
O ile 15 dakika boyandi. Boyama igleminden sonra tekrar %60 isopropanol
icerisine alindi. Distile su ile yikanarak, su bazl bir kapatici ile kapatildi.
Boyanmis lipid vakuoll iceren hicreler, mikroskobik (Axioplan Zeiss,
Almanya) inceleme sonrasi belirlendi.

3.5.3 Osteogenez (n:6)
Hucreler, sirasiyla 24 gézenekli kalttir kaplari, 25 cm?2’lik flasklar ve 75

cm2’lik flasklara transfer edilecek, %80 konfluent oluncaya kadar ¢ogaltildi,
sonrasinda da 0.5 X 10° oranindaki hiicre miktari, igerisinde , DMEM, %10
FBS ve osteogenik supplementler ( 100 nM dexamethasone, 10 mM -
glycerophosphate ve 0,05 mM L-ascorbic acid 2- phosphate ) igeren
osteogenez medyum’lu 1,5 ml’lik ependorf tuplerine alindi, 2000 devirde 10
dakika sireyle santriflij edildi ve %5 oraninda CO, igeren 37°C’lik ortamda
kiltare edildi. Kalttrler her 2-3 gunde bir taze medyum ile beslendi. 3 haftalik
kiltirasyon sonunda pelletler PBS ile yikandiktan sonra tamponlanmig nétral
formalin ile fikse edildi, parafin ile bloklandi, 5-6 ym kalinigindaki parafin
kesitler alindi, kesitlerdeki kalsiyum igerigi Alizarin Red boyamasi ile
histokimyasal olarak belirlendi  (Axioplan Zeiss, Almanya) ve
fotograflandirildi.
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3.6. Kulturu Yapilan Hiicre Hatlarinin (Kondrosit Kiiltiir Hatti ve Koloni
Hicre Hatti) Ultrastriktirel (Transmisyon Elektron Mikroskopu)
Yontem ile incelenmesi (n:6)

Oncelikle medyum icerisinde serbest halde bulunan hiicrelerin TEM ile

incelenebilmesi icin fiksasyon igslemi gerceklestirildi. Yeterli yogunluga ulasan
hicre hatlari, serum icermeyen medyum (Serum free medium, SFM) ile
yikandi, tripsinizasyon igleminden sonra hicreler kaldirilarak hemositometri
ile sayimlari yapildi. Ardindan ependorf tiipleri igerisine, 0.5 X 10° hiicre
olacak sekilde hucreler bolundu. Hucreler kendi medyumlari icerinde 1000
rom’de 5 dakika santrifuj edildi. Supernatant uzaklastirildi ve 0,1 M Kakodilat
tampon ilave edildi ve suspanse olan hucreler tekrar 1000 rpm’de 5 dak
santriflj edildi. Tekrar solisyon uzaklastirilarak, %2.5’lik gluteraldehit ilave
edilerek, reslspanse edilen hicreler 20 dak oda isisinda bekletildi. Fikse
olan hucreler 1000 rpm'de 5 dakika santrifij edildi. Supernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 0.1 M kakodilat tampon ile 3 kez 5’er dakika
yikandi. Hucre yikama igleminden sonra 1000 rpm’de 5 dak santriflj edildi.
Bu sekilde fiksatif saglikli bir sekilde uzaklastirimis oldu. Ardindan
postfiksasyon icin hicreler %1’lik Osmiyum tetraoksit (OsO,) ile reslispanse
edildi ve 1 saat oda isisinda inkubasyona birakildi. 1 saat sonunda 1000
rom’de 5 dakika santriflij edildi. Solisyon uzakalastirildi ve 0.2 M Kakodilat
tampon ile 3 kez 5 dakika yikama iglemi gergeklestirildi (OsO,4 fikasyonundan
sonra Ornekler +4 derecede 0.2 MKakodilat tamponunda birka¢ gun
saklanabilir). Hucreler yikama isleminden sonra 1000 rpm’de 5 dakika
santriflj edildi ve solUsyon uzaklastirildi. Ardindan hicreler %2’lik agara
gomuldi. Agar gdmme islemine 2 dakika kala hazirlandi ve sicak olarak
eklendi. Agar eklenir eklenmez 3500 rpm’de 2 dakika santriflj edildi. Santrif(j
isleminden sonra agarin tamamen dondugu goézlendi ve ependorflar
icerisinden agar nazik bir sekilde cikarildi. Bu agsamada hucrelerin zarar
gérmemesi ¢ok oemli. Hucrelerin bulundugu alanlar kesilerek fazla agar
uzaklastirildi ve hiicre-agar 6rnegi yaklasik 1mm3’lik pargalara ayrildi. TEM
takibi icin érnekler cam siselere alindi. Sirasi ile %30, %50 ve %70’lik etanol
serilerinden 2'ser kez 10 dakika olmak Uzere muamele edilerek
dehidratasyon iglemi gercgelestirildi. Ardindan %70’lik etanol uzaklastirilarak
doymus uranil asetat solusyonu eklendi ve 30 dakika oda isisinda
inkibasyonu saglandi. Tekrar %70’lik etanole alindi ve artan etanol
serilerinden gegirilerek (%85, %95, %100) en son propilen oksite alindi ve 10
dakika bekletildi. Bir sonraki inkluzyon basamagi icgin sirasiyla, propilen
oksit/resin (2:1) 1 saat , propilen oksit/resin (1:1) 1 saat ve propilen
oksit/resin (1:2) geceboyu oda isisinda tutuldu. Ertesi glin absolute resin
icerisine alinarak 2 kez 1 saat bekletildi. Kapstullere absolute resin eklenerek
ornekler kapsullere yerlestirildi. Ve son basamak olarak polimerizasyon igin
gbmulmuas olan 6rnekler 60 derecede 48 saat inklbe edildi. Kapsullerden

35



cikarilan drneklerden (Leica Ultracut UCT) 300 nm’lik kalin ve 70 nm’lik ince
kesitler 150 meshlik bakir gridlere alinarak, uranil asetat ve kursun sitratla
kontrastlanarak incelemeye hazir hale getirildiler.

3.7. istatistiksel Analiz
Kondrosit kultar hatti ve koloni kultur hatti htcrelerine ait flow bulgulan

student t - testi yontemi ile istatistiksel olarak karsilagtirildi (p<0,05).

Calisilan belirteglerin immunoboyanma yogunluklari, image j programi
ile analiz edilip, istatistiksel olarak kargilastiriimalari student-t testi yéntemi ile
gerceklestirildi (p<0,05). Image j programi ile boyanmis olan hucrelerin
yogunluklari belirlenerek yine ayni yazilim ile grafiklendirilerek sematize
edildi.
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BULGULAR

4.1. Kikirdak Dokusundan Hiicre izolasyonu, Kiiltiirasyonu, Koloni
Secimi (Fibronektin Adhezyon Testi) ve Kulturd
Izolasyonu vyapilip monolayer kultur ortamina ekilen kondrositler

kidltrasyonun baslangicinda, yuvarlak gérinim sergilemekteydiler (Sekil
4.1a). Ancak monolayer kaltirin 5. gundnde, bagslangigta yuvarlak
gorinumld olan eklem kikirdagi kokenli hicrelerin fibroblast benzeri morfoloji
sergiledikleri gézlemlendi (Sekil 4.1b). Kiltirasyonun 12. gindnde, eklem
kikirdagi kokenli hicre gruplarinin olustugu belirlendi. Bu hicre gruplari
incelendiginde, bazi gruplarin en az 32 ve daha fazla hicre igerdigi
g6zlenirken, bazi gruplarin bu hlcre sayisina ulasamadidi goéruldi (Sekil
4 1a-d). Literatirde de belirtildigi Uzere, en az 32 veya daha fazla hlcre
iceren gruplar, koloni olarak isimlendiriimektedir (Sekil 4.1d). Monolayer
kaltar suOreci takip edilerek, ilerleyen Kkultir asamalarinda da hucre
morfolojileri kayit altina alindi (Sekil 4.1e-f).

4.2. Kultara Yapilan Hiicre Suspansiyonlarinda (Kondrosit Kultir
Hatti ve Koloni Hiicre Hatti), CD90, STRO-1, CD105 ve CD166
Ekspresyonlarinin Flow Sitometrik Yontem ile Belirlenmesi

4.2.1. Kulturu Yapilan Kondrosit Kiltar Hatti Stispansiyonlarinda, CD90,
STRO-1, CD105, CD166 Ekspresyonlarinin Flow Sitometrik
Yontem ile Belirlenmesi
insan eklem kikirdagindan izole edildikten sonra 3. pasajdaki kondrosit

kulturlerinde, caligilan protenleri eksprese eden hucrelerin oranlarini tesbit
etmek amaciyla uygulanan flow sitometri metodu sonucunda elde edilen
veriler kantitatif olarak degerlendirildi ve Cizelge- 4.1’de &6zetlendi.

Kondrosit hlicre slUspansiyonlarinda, calisilan belirtegleri eksprese
eden hucrelerin oranlari soyle 6zetlenebilir;

CD90: %96,2+ 2,1; Stro-1: %19,1+ 6,6; CD105: %37,4+14,4; CD166: %68,9+
12,1; CD105/CD166: %25,4+18,2. Elde edilen bulgulardan anlasildi§i gibi,
CD90 en yiksek oranda kondrosit kiltlr hatti tarafindan eksprese edilmekte
idi (Cizelge — 4.1; Sekil 4.2a; Sekil 4.2¢; Sekil 4.2e; Sekil 4.29).
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Sekil 4.1. Eklem kikirdagi dokusundan izole edilerek kultlire edilen hicrelerin
morfolojik gérintlleri. a: izolasyondan hemen sonra tek tabaka kultir
ortamina ekilen yuvarlak goérindmlu, cevrelerinde territoryal
matriksleri bulunmayan kondrositler (oklarla). b: Tek tabaka kulttrin
5. gunindeki fibroblast benzeri hiicre morfolojisi (oklarla). ¢: Tek
tabakal kultirde 32 sayisina ulasamamis koloni olusturamayan
hicreler gézlenmektedir. d: Tek tabakali kiltirde en az 32 sayisina
ulagsmis koloni olusturan hucreler gézlenmektedir. e: Tek tabaka
kaltard 20. gin. d: Tek tabaka kulttrdn ilerleyen strecteki gérintisa.
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4.2.2. Kultiura Yapilan Koloni Hiicre Hatti Siispansiyonlarinda, CD90,
STRO-1, CD105, CD166 Ekspresyonlarinin Flow Sitometrik
Yoéntem ile Belirlenmesi
insan eklem kikirdagindan izole edilen ve in vitro ortamda kiltire

edildikten sonra koloni segimini takiben koloni olusturan hicre kultirinin 3.
pasajinda, calisilan protenleri eksprese eden hucrelerin oranlarini tesbit
etmek amaciyla uygulanan flow sitometri metodu sonucunda elde edilen
veriler kantitatif olarak degerlendirildi ve Cizelge-4.1’de 6zetlend:i;

Koloni hlcre sUspansiyonlarinda, calisilan belirtegleri eksprese eden
hdcrelerin oranlari sdyle 6zetlenebilir;

CD90: %96,4+ 1,4; Stro-1: % 13,4+ 3,1; CD105: %42,3+9,8; CD166:
%78,4+ 5,9; CD105/CD166: %27,3+ 10,6. Elde edilen bulgulardan anlasildigi
gibi, kondrosit kultur hattinda oldugu gibi CD90 en yuksek oranda koloni
hicre hatti tarafindan eksprese edilmekte idi (Cizelge — 4.1; Sekil 4.3a; Sekil
4.3c; Sekil 4.3e; Sekil 4.3f).

Bu bulgulardan anlasildigi Uzere, kondrosit kultir hatti ve koloni
olusturan hicre kultirlerine ait flow bulgulari Student t - testi ydntemi ile
istatistiksel olarak karsilastirildiginda; iki grup arasinda, kok hucre belirteci
eksprese eden hilcre ylzdeleri acisindan istatistiksel bir farkin olmadigi
belirlendi (p<0,05).

Cizelge 4.1. Kondrosit kiltir hiucre hatti ve koloni hicre hattinin flow sitometri
metodu sonucu elde edilen verilerin kantitatif olarak degerleri.

Belirtec ismi Koloni (%) Kondrosit (%)
CD90 %96,4+ 1,4 %96,2+ 2,1
Stro-1 % 13,4+ 3,1 %19,1+ 6,6
CD105 %42,3+9,8 %37,4+t14,4
CD166 %78,4+5,9 %68,9+ 12,1

CD15/CD166 %27,3+ 10,6 %25,4+18,2
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Sekil 4.2.  Eklem kikirdagindan izole edilip kaltlrt yapilan kondrosit kaltar hattinin
Flow Sitometrik analizleri. a: CD90; c: STRO-1; e: CD105; g: CD166.
Her bir belirteg igin kullanilan ilgili izotip kontroller. b: CD90 izotip; d:
STRO-1 izotip; f: CD105 izotip; h: CD166 izotip; 1: CD105/CD166.
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Sekil 4.3 Eklem kikirdagindan izole edilip kultiru yapilan koloni hucre hattinin
Flow Sitometrik analizleri. a: CD90; c: STRO-1; e: CD105; g: CD166.
Her bir belirtec icin kullanilan ilgili izotip kontroller. b: CD90 izotip; d:
STRO-1 izotip; f: CD105 izotip; h: CD166 izotip; 1: CD105/CD166.
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4.3. Kiltari Yapilan Hiicre Hatlarinda (Kondrosit Kiiltiir Hatti ve
Koloni Hiicre hatti), CD90, STRO-1, CD105 ve CI?166
Ekspresyonlarinin Inminofloresan Yontemi ile Incelenmesi

4.3.1 Kiltira Yapilan Kondrosit Kiltir Hattinda CD90, STRO-1, CD105,
CD166 Ekspresyonlarinin immiinofloresan Yéntem ile
incelenmesi:

Kondrosit kiltir hattina ait hlcrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve

CD166 ekspresyonlarina ait immudnoboyanma yogunluklarinin dagihimliari
semi-kantitatif olarak degerlendirildi ve Cizelge-4.2’de dzetlendi.

CD90 immunoboyanmasi, kondrosit kuoltir hattina ait hicrelerin
¢ogunlugunda, goézlendi. Bu yogunluk miktari genel olarak bu hUcreler
incelendiginde zayif pozitif [(+)] olarak belirlendi (Cizelge-4.2; Sekil 4.4a).

STRO-1, immunoboyanmasi, CD90 immunoboyanmasina gbre daha
az sayida hucre tarafindan ifade edilirken ayni zamanda reaksiyon siddeti
pozitif [+] olarak belirlendi. (Cizelge-4.2; Sekil 4.4Db).

CD105 immunoboyanmasi, kondrosit kudltir hattina ait htcrelerin
¢ogunlugunda reaksiyon verirken, reaksiyon siddetti yogun pozitif [++] olarak
belirlendi. imminoboyanmalar daha ¢ok sitoplazmik alanlardaydi ( Cizelge-
4.2; Sekil 4.4c).

CD166 immunoboyanmasi, CD105 immunoboyanmasina gére yogun
pozitifi [++] olarak degerlendirildi (Cizelge-4.2; Sekil 4.4d). CD105/CD166
immuoboyanmasi incelendiginde yine ayni sekilde hucrelerin  buyuk
cogunlugunda fakat koloni hlcrelerine gbére daha az reaksiyon verdikleri
belirlendi (Cizelge-4.2; Sekil 4.4e).

Calisilan  proteinlere ait negatif kontrol kesitlerinde, higbir
immunoboyanmaya rastlanmadi (Sekil 4.4f).
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Sekil 4.4. Kondrosit kiltir hattinda kok hicre belirteci ekspresyonlari (oklar). a:
CD90; b: STRO-1; ¢c: CD105; d: CD166; e: CD105/CD166; f: negatif
kontrol.

4.3.2. Kiltiiri Yapilan Koloni Hiicre Hattinda CD90, STRO-1, CD105,
CD166 Ekspresyonlarinin immiinofloresan Yontemi ile
incelenmesi:

Koloni olusturan hiicrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve CD166,

ekspresyonlarina ait immuadnoboyanma yogunluklarinin dagihimlari semi-
kantitatif olarak degerlendirildi ve Cizelge-4.2’de 6zetlendi.
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CD90 immunoboyanmasi, koloni olugturan hucrelerin ¢cogunlugunda,
go6zlendi. Bu yogunluk miktari bazi hucrelerde yogun pozitifti (Cizelge-4.2;
Sekil 4.5a).

STRO-1, imminoboyanmasi, CD90 immunoboyanmasina benzerlik
gbstermekteydi. imminoboyanmalar daha c¢ok sitoplazmik alanlardaydi
(Cizelge-4.2; Sekil 4.5b).

CD105 immunoboyanmasi, koloni olusturan huacrelerin buyuk
cogunlugunda gozlendi.( Cizelge-4.2; Sekil 4.5¢).

CD166 immunoboyanmasi, CD105 immunoboyanmasi ile benzerlik
gOstererek, hulcrelerin buyik c¢ogunlugunda goézlendi, (Cizelge-4.2; Sekil
4.5d). CD105/Cd166 immuoboyanmasi incelendiginde yine ayni sekilde
hdcrelerin  buydk c¢ogunlugunda immunoboyanma gdézlendi. BlyUk
blyultmelerde, CD105/CD166 immunoboyanmasinin hlcre gdvdelerinde
nukleus gevresinde yogunlastigi gozlendi (Cizelge -4.2; Sekil 4.5e).

Calisilan  proteinlere  ait negatif kontrol kesitlerinde, hicbir
immunoboyanmaya rastlanmadi (Sekil 4.5f).

Calisilan belirteclerin immunoboyanma yogunluklari, image j programi

ile analiz edilip, istatistiksel olarak karsilastiriimalari sigma stat programi ile
gerceklestirildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Koloni hiicre hattinda kok hticre belirteci ekspresyonlari (oklar). a: CD90;
b: STRO-1; ¢c: CD105; d: CD166; e: CD105/CD166; f: negatif kontrol.
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Cizelge 4.2. Kondrosit kultiir hatti ve koloni hicre hatti hiicrelerinde CD90, STRO-
1, CD105 ve CD166, ekspresyonlarina ait immunoboyanmalarinini
semi-kantitatif degerlendiriimeleri.0:Negatif; (+): Zayif Pozitif;
+:Pozitif; ++: Yogun pozitif; +++: Cok yogunpozitif

HUCRE CD105/CD
GRUBU CD90 Stro-1 CD105 | CD166 166
Kondrosit +) . . . o
kdltar hatti
Koloni hiicre
hattinda ++ +++ +++ +++ +++
3,5
. *
2,5
2
* M kondrosit kilkdr hatti
15 T T M koloni kaktur hatt

0,5

CDs0 STRO-1 CD105 CD166

Sekil 4.6. Kondrosit ve koloni hiicre hattinin immUinoboyanma yogunluklari analiz
sonuglari (p degeri <0.05 olarak kabul edilmigtir).

4.4. Kiulturu Yapilan Hiicre Hatlarindan (Kondrosit Kiltiur Hatti ve
Koloni Hucre Hatti), Hiicre Pelletlerinin Olusturulmasi,
Kondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez’e Yonlendirilmesi

4.4.1. Kondrogenez
Kondrogenez medyumu icerisinde kondrogenez'e ydnlendirilen

kondrosit kultir ve koloni olusturan kultir hdcreleri, kondrogenez sureci
sonunda Alsiyan mavisi ile boyanarak, kikirdak matriksinin olugup
olusmadigi, hicrelerin kikirdak hicrelerine donusip dénismedigi morfolojik
olarak degerlendiriimeye calisildi. Elde edilen pelletlerden kesit alinip Alsiyan
mavisi ile boyandiktan sonra i1sik mikroskopu ile incelendignde; heriki hicre
grubunda da hudcret+matriks yerlesimi lakinalarin olusup olusmadigi ve
ekstraselliler matriks alanlarinda territoriyal ve interterritoriyal matriks
alanlarinin olusmasi agisindan degerlendirildiginde, kondrogenez olayinin
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gerceklestigi, buna ragmen koloni olusturan hucre grubundan elde edilen
kondrogenik dokunun kondrosit kiltir hatti hlcrelerine oranla daha kétl
kalitede oldugu belirlendi (Sekil 4.7).

Sekil4.7. Alsiyan mavisi ile pozitif boyanan kondrogeneze yonlendiriimis kondrosit
ve Kkoloni hlcre pelleti kesitleri. a-b: kondrosit kultar hatti, htcre
cekirdekleri hematoksilen ile boyanmis olup, territoriyal
matrikslerinin(ttm) ise Alsiyan mavisi ile pozitif boyanmigs ve lakinalari
belirginlesmis (oklarla) optimal kikirdak dokusu alanlarini da igerdigi
g6zlenmektedir ; c-d: koloni hucre hatti; hiicre gekirdekleri hematoksilen
boyamasi ile, territoriyal matrikslerinin(ttm) ise Alsiyan mauvisi ile pozitif
boyanmis oldugu gorulmektedir. Lakinalar belirginlesmemis ve
kondrosit kaltr hlcrelerine oranla daha kétu goérintiye sahip kikirdak
dokusu olustugu gézlenmektedir.
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4.4.2. Adipogenez
Adipogenez medyumu igerisinde, kondrosit ve koloni olusturan kaltir

hicrelerinin, adipogenezi sireci sonunda yad dokusunu olusturup
olusturamadiklart % 0,3 ‘luk oil red O ile boyanarak, degerlendirimeye
cahsildi. Elde edilen pelletlerden kesit alinip oil red O ile boyandiktan sonra
IStk mikroskopu incelendiginde; heriki hucre grubunda da adipogenez
olayinin gercgeklestigi, buna ragmen koloni olugturan hucre grubundan elde
edilen adipogenik dokunun kondrosit kilttr hlcrelerinkine oranla morfolojik
acidan daha iyi kalitede oldugu ve daha belirgin yag damlalarina sahip
oldugu belirlendi (Sekil4.8).

Sekil 4.8. Adipogeneze yonlendiriimis kondrosit ve koloni hlicre pelleti kesitleri.
Oil red O boyamasi. a-b: kondrosit kiltlr hatti ¢c-d: koloni hiicre hatti,
yag damlaciklari (oklar)

4.4.3. Osteogenez
Osteoogenez medyumu igerisinde osteogenez’e yonlendirilen

kondrosit kultur hatti ve koloni olusturan kultir hucreleri, osteogenez sureci
sonunda Alizarin kirmizisi ile boyanarak, kemik matriksinin olusup
olugsmadigi, hucrelerin kemik hucrelerine donusup donusmedigi morfolojik
olarak degerlendirlmeye caligildi. Elde edilen pelletlerden kesit alinip Alizarin
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kirmizisi ile boyandiktan sonra 1sik mikroskopu ile morfolojik agidan
incelendignde; Sadece koloni olugturan hicre grubunda osteogenez olayinin
gerceklestigi, belirlendi (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. a-b: Adipogeneze ydnlendirilmis koloni hlicre pelleti kesitleri. Alizarin
Red boyamasi. km: kemik matriksi alanlari.

4.5. Kultara Yapilan Hiicre Hatlarinin (Kondrosit Kiiltiir Hatti ve Koloni
Hiicre Hatti) Ultrastriktirel (Transmisyon Elektron Mikroskopu)
Yontem ile Incelenmesi
TEM gdzlemlerimiz sonucunda; kondrosit Kkaltir hattini olugturan

hacrelerin  eliptik sekilli, okromatik ve genellikle gentikli yapida nukleusa

sahip, genislemis yapidaki granulli endoplazmik retikulum (GER) ve
ribozomlar diginda az sayida organel i¢ceren hicrelerden olustugu gozlendi.

Bu hucreler, tubuler tipte mitokondrileri ve az sayidaki lizozomlari ile dikkat

cekiciydiler. Lizozomlardan bazilari, konsantrik lamelli yapilar icermekteydi.

Ayrica bu hicreler, yluzeylerinde birgcok uzantiya sahiptiler (Sekil 4.9). Koloni

hicre hattini olusturan hicrelerin blyUk 6lgide kondrosit kiltGr hattini

olusturan htcrelere benzerlik gosterdigi, ancak bununla birlikte daha bol ve
genislemis sisternalara sahip GER igerdikleri ve ayrica lizozomal yapilarin

daha az yogun ve daha az sayida oldugu belirlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. a-b: Kondrosit kiiltiir hattina ait bir hiicre. a: Okromatik ve centikli
yapidaki nukleus izlenmektedir. b: Geniglemis yapidaki granGllu
endoplazmik retikulum (GER) (oklar) yapilari izlenmektedir. Yogun
miktarda lizozom vyapilari géze carpmaktadir. c-d: Koloni hicre
hattina ait bir hiicre. ¢: kondrosit kiltlr hattina benzer sekilde gentikli
nukleus icermektedir. d: Daha fazla sayida geniglemis grandlli
endoplazmik retikulum (GER) sisternasina (oklar) sahip oldugu dikkat
cekmektedir. Lizozom vyapilarinin daha az sayida oldugu
g6zlenmektedir.
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TARTISMA

Eklem kikirdagi, damarsiz, sinirsiz ve sinirli onarim kapasitesine sahip
bir doku oldugundan bu Dbdlgedeki travmatik lezyonlar kronik
dejenerasyonlara ve osteoartrite sebep olabilmektedir [154]. GlUnUimulzde
kikirdak tedauvisi igin kullanilan birgok teknik mevcuttur. Son yillarda en etkin
metod olarak iki ydontem (zerinde durulmaktadir. ik yéntem, mikrokirik
yontemi olup bu yontemde subkondral plak Uzerinde bir lezyon olusturulur.
Bu sekilde kemik iliginden defektin oldugu bdlgeye dogru kanamaya izin
verilerek kemik iligi stromal hucrelerinin defektli bélgeye gécu saglanir ve
yara iyilesim sUreci baslatilmis olur. Yontem oldukga basittir ve sadece bir
operatif prosedir icermektedir. Fakat arastirmacilar yeni olusan dokunun
eklem kikirdagi yapisindan daha ¢ok fibroz kikirdaga benzer oOzellikler
tasidigini vurgulamaktadirlar [5, 155]. Bunun yaninda, diger baz raporlarda
yeni olusan dokunun kireglenme ya da kemiklesme egilimi goOsterdigi
belirtiimektedir [156]. ikinci yontem ise otolog kondrosit implantasyonudur
(OKI). Bu yéntemde, kikirdak dokusu 6rnegi yine ayni eklem bdlgesinin
normal bolumunden elde edilir. Alinan kikirdak orneginden hucreler elde
edilir ve 10-12 kat cogaltilarak tekrar lezyonun olustugu bolgeye, uzerine
hicrelerin dagilmasini 6nleyecek bir parga konularak implante edilirler [102].
Tedavi goren hastalarin rehabilitasyon suregleri ise yaklasik 1 yil kadar
siirmektedir. Otolog kondrosit implantasyonu (OKi) vyaklasik 15 yildir
uygulanmaktadir ve bu slre¢ igerisinde adim adim farkli yenilikler
denenmektedir. Ornegdin, lezyon Uzerine hiicrelerin dagiimasini énleyici bir
bariyer olarak kullanilan periostal kapak yerine tip | ve tip Ill kollajen ihtiva
eden sentetik kollajenler degisik yollar ile uygulanmaktadir [157]. Buna kargin
monolayer hucre kultiru sirasinda 7 populasyon artigi sonrasinda hucrelerin
kondrojenik potansiyellerini kaybettikleri ve buyuk defektlerde sinirli onarim
gOsterebildikleri  vurgulanmaktadir [158]. Bu bulgular dogrultusunda
arastirmacilar kikirdak doku muhendisligi ¢alismalari igin farkli kaynaklar
arama surecine girmigler ve erigkin kok hucreler olarak eklem kikirdaginin
kendi yapisinda bulunan kok hdcrelerin bulunup bulunmadigr Uzerinde
durmaktadirlar.

Eklem kikirdagi gelisim slrecinde, énce sekonder ossifikasyon
merkezinin gelistigi, sonrasinda eklem ylzeyinden aposizyonla eklem
kikirdaginin  buyudugu ve bu olayin eklem yuzey kondrositlerinin
proliferasyonuyla gercgeklestirildigi gosterilmistir [30, 141]. Yapilan bu
calismlardan sonra eklem vylzeyine vyakin alanlarda stem/progenitér
hiicrelerin lokalize olabilecedi fikri guclenmeye baslamistir [141, 143, 147-
150]. Bu gorise dayanarak, bu hicreler bu bdlgeden izole edilip tedavi
amagcli transplantasyon igin kullanilabilir mi sorusu akla gelmektedir. Bu
amacla, deney hayvani veya buzadi eklem kikirdaginda vyapilan
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calismalarda, epidermal kokenli progenitor hicrelerin 6zelliklerinden [144]
faydalaniimigtir [30]. Epidermal kok hucrelerin yiksek duzeyde B1 integrin
ekspre ettikleri ve bl yuzden de kolaylikla ve ¢ok hizli bir sekilde tip IV
kollajen, fibronektin veya keratinosit ekstraselliler matriks ortamina adheze
olabildikleri, yuksek duzeyde koloni olusturma yeteneklerinin bulundugu
belirtilmigtir [144]. Bu yuzden Archer 1994 yilinda, buzag! eklem kikirdaginda
yaptigi bir calismasinda in vitro ortam olarak fibronektini kullanip, izole ettigi
tam olgunlasmamis immatir buzagr eklem kikirdagr yuzey zonu
kondrositlerini 6nceden fibronektin ile kaplanmis petri kutularinda, uygun
besiyeri ortaminda monolayer kultirind yapti. Bu calismalarda fibronektin
secilme sebebi, dnceden gdsterildigi gibi fibronektinin EDA izoformunun
Ozellikle eklem kikirdagi ylzeyel zonu matriksi iginde, diger zonlardan daha
fazla miktarda dagilim gdstermesiydi [145, 146]. Sonucta, bir grup eklem
yuzeyi kondrositlerinin fibronektine karsi yuksek affinite gdsterdigini, bu
hiicrelerin koloni olusturabilme egilimine sahip oldugunu ve bu hucrelerin
fibronektin reseptorid olan hicre ylzeyi molekullerinden integrin 1a5’i
yuksek duzeyde ekspre etigini FACS analizi kullanarak belirlenmistir. Bu
calismay! takip eden sirecte kdk hiicre belirteci olarak kabul edilen bazi
markerlar kullanilarak izolasyonu gergeklestirilmis bu hticrelerin bu belirtegleri
hangi oranlarda eksprese ettikleri arastirilmaya c¢aligiimigtir.

Bu yUzden bizim bu c¢alismamizda, ilk hedef olarak Jones ve Watt
(1993) ile Archer (1994) tarafindan epidermal kdk hicreleri ve immatur
buzagi eklem kikirdaginda uygulanan yontemleri kullanarak, eklem kikirdagi
kdkenli  kodroprogenitor/kbk  htcreleri  izole edilip  kultirasyonlari
gerceklestirilerek ve yine izole edilen kondrositlerle embryonik/erigskin kdk
hiicre belirteclerini (CD90, STRO-1, CD105, CD166) hangi dizeyde
eksprese ettikleri flow sitometrik yontemlerle karsilastirildi.

Bu amagla, 1 glin 6nceden fibronektin ile kapladigimiz petri kutularina
uygun besiyeri ortaminda, izole ettigimiz ve igerisinde kondroprogenitor/kdk
hicre icerdigine inandigimiz eklem kikirdagi kokenli kondrosit toplulugunu
ektik. Literatirde yer alan protokole uyarak ve daha onceki ¢calismamizda da
kullanmis oldugumuz teknigi takip ederek fibronektine adheze olan ¢ok hizli
bir sekilde ¢ogalarak yuksek dizeyde koloni olusturabilme yetenegi ile ilk 10-
12 gUnlik kdltGrasyon sdresi igerisinde koloni  olusturabilen hucre
toplulukarinin segimleri yapildi. Koloni segimi yapilarak kaltire edilen kalttr
hicrelerinin yani sira insan eklem kikirdagindan izole edilerek direkt kalttrQ
yapilan kondrosit kultirasyonlarina paralel streclerde devam edildi.

Daha dénce yapilan kondrosit monolayer kultlrt galismalarinda, kultire
edilen kondrositlerin dedifferensiyasyon ile fenotiplerini ve genotiplerini
degistirdiklerini, kiltirasyon baslangicinda yuvarlak gérinumli kondrositlerin
kiltirasyonun ilerlemesiyle fibroblastik bir goérinim aldiklari, hicre
yuzeyinde bulunan kikirdak belirteci olan molekullerin zamanla azaldig,
kondrositlerin tip Il kollajen yerine tip | kollajen salgilamaya basladiklar
belirtiimigtir [149, 159]. Calismamizda kultire edilen hUcrelerin literatire
uygun olarak baslangigta yuvarlak bir fenotipe sahip olduklar, kultirasyon
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suresi ilerledikge fibroblastik bir gorinum kazandiklari gérildi. 3 pasaj
boyunca kultirasyonlari yapilan ve bu sure¢ sonunda flow sitometrik
incelemelere alinan hulcrelerde ekpresyon duzeyleri kargilastirildiginda,
yluzde degerlerinin kondrosit kultir hattina kiyasla koloni olusturabilen
hiicrelerde daha yuksek oldugu tesbit edildi. Fakat istatistiksel analizler ile
degerlendirmeler yapildiginda anlamh bir fark olmadigi belirlendi. Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak eklem kikirdagindan izolasyonlari yapilarak direkt
ekimi yapilan kondrosit kultir hatti hicrelerinde bir sire sonra kiltirasyon
sartlarina bagh olarak calisilan belirtegleri eksprese etmelerini, bu hlcrelerin
geriye farklanma surecine girdikleri seklinde yorumlanabilir [149]. Kiltlrasyon
strecinde meydana gelen bu ekspresyon degisikligi ile kondrosit ve koloni
hdcre hatti hlicreleri neredeyse ayni dizeyde ekspresyon seviyelerine sahip
hale gelmektedirler.

Calismamizdaki diger bir parametremiz, kondrosit kultlr hatti ve koloni
hicre hattl, 3. pasaj sonunda embryonik/erigkin kdk hucre belirteglerini
(CD90, STRO-1, CD105, CD166) imunohistokimyasal olarak hangi
yogunlukta eksprese ettikleriydi. Immiino boyanma yogunluk dagilimlarina
bakildiginda, koloni olusturabilen hicrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve
CD166'nin ekspresyon yogunluklarinin, kondrosit kualtir hattina gére daha
fazla oldugu goéruldi. Mezenkimal kék hicre belirtegleri olarak kabul edilen
CD90, STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyonlarinin yiksek olmasi insan
eklem kikirdaginda mezenkimal kok hucrelerinin varligina isaret etmektedir
[122, 140].

Monolayer kulturlerde fibroblast benzeri hucrelere donusen ve
kondrosit  ozelligini kaybeden eklem kikirdagi kokenli kondrositler,
stspansiyon veya high-density kulturlerine alindiginda, redifferensiyasyonla
yeniden yuvarlak sekil alarak kondrosit 6zelligini aldigi ve kikidak dokusuna
6zel ESM proteinlerini salgilamaya basladiklari vurgulanmaktadir [160, 161].
Bu calisma, diger bir parametre olarak, koloni olusturan kondroprogenitor
hicreler ve kondrositler pellet haline getirilip 21 gin sure ile adipogenez,
kondrogenez ve osteogenez yonunde farklanmalarini uyarici besi yerlerinde
kllturasyonlari saglanarak yag, kemik ve kikirdak dokularina farklanabilme
yeteneklerinin olup olmadigi, sayet yetenekleri var ise ne Ol¢glide oldugu
belirlenmeye c¢alisildi. Farklanma strecleri sonunda; elde edilen doku
Orneklerine ait kesitler yag, kemik ve kikirdak dokuya 6zgu rutin boyalarla
boyanip degerlendiriimesi ile kondrosit hicre hatti kdltir hucrelerinin
kondrogeneze yonlenme acgisindan daha basarili, adipogenez ve osteogenez
acisindan koloni hucrelerinin daha basarih olduklari gbézlendi. Ayrica,
kondrosit kultart hucrelerinin osteogenez yonunde farklanamadiklari da
belirlendi. Bununla birlikte, farklandirma sonucu elde edilen dokularin igerik
yonunden bu ug farkli dokunun in-vivo suregteki doku yapisina uyumlulugu,
henliz tam olarak test edilememis olup bu dokularin fonksiyonelligi
arastinimay! bekleyen bir konudur. Diger bir énemli nokta ise segimi
yapilarak c¢ogaltilan koloni olugsturabilen hucrelerin kendi igerisinde farkli
potansiyellere sahip olabilecekleridir. Kultlrasyon slrecinde secilen
kolonilerde farkh ekspresyon dizeylerinin elde edilmesi bu olasiligi
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gUclendirmektedir. Bunun yani sira kiltir ortaminda koloni olusturabilen
hicrelere ek olarak farklilasmis olan hucrelerin destekleyici nitelikte rol
oynayabilecekleri fikri de bu veriler dogrultusunda énem kazanmaktadir. Bu
fikri destekler nitelikte mezenkimal kék hucreler ile kondrositlerin birlikte
kultire edilmesi ile birbirlerine desteklik saglayarak kondrogenezin daha
saglikli bir sekilde gerceklesebilecegi Uzerinde durulmaktadir [162].

Calismamizdaki son parametre, kondrosit hiicre kultir hatti ve koloni
hicre hattinin ince yapisinin arastiriimasiydi. Genel olarak kondrosit hlcre
hatti ve koloni hlcre hattina ait hucrelerin ince yapisi karsilastirildiginda,
genel olarak benzer ozellikler tagidiklarini belirledik. Farkli olarak koloni
hicrelerinin daha bol ve geniglemis sisternalara sahip GER icerdikleri ve
ayrica lizozomal yapilarin daha az yogun ve daha az sayida oldugu
belirlendi. Geniglemis GER yapilarina dayanarak, protein Uretimi bakimindan
koloni hiicrelerinin daha aktif olduklarini sdyleyebiliriz.

Sonug olarak, literatlirde yer alan bilgiler ile birlikte, eklem kikirdagi
dokusu mezenkimal karakterde hucreleri belirli oranlarda icermektedir. Fakat
buna ragmen, halen kikirdak kdkenli kék hicrelerin kondral lezyon tedavisine
dogrudan katildiklarini gosteren net kanitlar yoktur. Bunun yani sira eklem
bolgesinde bulunan kok hucreler igin kesin belirtecler bulunmamaktadir.
Fakat bu konuda yapilan ¢alismalarda, eklem kikirdagi igin kdk hlcre adayi
hicrelerin bazi 6zelliklerinden bahsedilmektedir. Ornedin bu hiicrelerin
Notch-1 pozitif oldugu bilinmektedir. Notch sinyal yolagi hicre kaderinin
belirlenmesinde oldukca etkindir. Ozellikle kdk hiicre 6zelligine sahip
hicrelerde aktif oldugu bilgisi literatirde yer almaktadir [163]. Defektli yada
osteoartritli dokularda Notch1 aktif kondrositlerin varligi gosterilmistir [164,
165]. Bu hicrelerin  migrasyon yapabildikleri histolojik  verilerle
desteklenmistir.  Olgunlasmamis eklem kikirdagi ex vivo kudltdr
calismalarinda, deneysel hasarli eksplantlar FGF2 varliginda kondrosit
yiginlari  olusturmaktadirlar, yigindaki hucreler Notch1 ekpresyonu
gbstermektedirler [166]. Osteoartritli kikirdak dokuda kondrosit yiginlarinda
Notch1 ekpresyonunun artmasi bir anlamda kok hicre sayisindaki artisi
gosterdigi vurgulanmaktadir [140]. Notch1 aktivasyonu kalici olarak tim
kondrosit yiginlarinda bulunmamaktadir, bu sirecin kondrosit yiginlari arasi
potansiyal farka bagli olabilecegi vurgulanmaktadir [167]. Dikkat cekici
olarak, hucre kiumelerinde bulunan hicreler hem erigkin hem de eriskin
olmayan fenotipik 6zellikler géstermektedirler. Bazi hiicreler CD105/CD166
ve Notch1 ekspresyonu gdsterirken bazilari kollajen tip Il ve X igin pozitif
reaksiyon vermektedirler [165, 168, 169]. Eklem kikirdagi spesifik kdk hicre
belirteclerinin kesin belirlenememis olmasina bagh olarak, in vitro ve in vivo
populasyon takip deneyleri sinirlidir. Normal erigkin insan eklem kikirdagi-
spesifik kdk hicreleri, izole edilen tam kat kondrositlerden daha fazla oranda
telomeraz aktivitesi gobsterdikleri belirtiimistir.  Aralarindaki telomeraz
aktivitesine bakildiginda eklem-kikirdag: kokenli kok hucrelerin 7 kat daha
ustdn olduklari belirlenmigtir [151].
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Literatirde yer alan bilgilere uyumlu olarak, daha 06nce yapmis
oldugumuz g¢aligmalarimizda eklem kikirdaginin ylizeyel bdlgesinde CD105
ve CD166 pozitif hlcrelerin lokalize olduklarini gérdik [170]. Bunun yani sira,
kondrosit ve kok/kondroprojenitor hucre hattini belirli bir kiltdrasyon
suresinden sonra flow sitometrik yontemlerle karsilastirdigimizda koloni
olusturabilen hulcrelerde belirte¢ yogunlugunun daha fazla oldugunu fakat
istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirledik. Yénlendirme deneylerimizde
ise koloni hucrelerinin adipogenez ve osteogenez sirecinde olumlu sonuglar
verdigini fakat kondrogenezde ise kondrosit kultir hattinin daha verimli
oldugu gozlemledik. Kondrosit kultar hatti hacreleri kultur sireci sonucunda
hicreler geri farklaniyor olabilecegi gibi elemine olarak koloni hicrelerinin
baskin hale gelmesi ile de sonuclaniyor olabilir. Diger bir 6nemli nokta ise
secimi yapilarak ¢ogaltilan bu koloni olugturabilen hicrelerin kendi igerisinde
farkh potansiyellere sahip olabilecekleri ve farklilagsmis olan hucrelerin de
destekleyici nitelikte kiltir ortaminda bulunup bulunmalarinin gerekliligidir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizin bulgulari  dogrultusunda koloni
olusturabilen huUcrelerin potansiyel farklari ve farkhlasmis hdcrelerin
destekleyici 6zellikleri goz dnune alinarak belirli oranlarda bu hicre hatlarinin
kombinasyonlari elde edilip bilinmeyen sorulara yanitlar aranmaya devam
edilebilir. Erigkin insan kOk hucre galismalarinda arastiriimayi bekleyen daha
bircok soru halen varligini surdurmektedir.  Dolayisiyla bu konuda daha
detayli ve molekuler dizeyde yeni arastirmalara gereksinim vardir denilebilir.
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SONUGLAR

Eklem kikirdagi tedavi protokollerinde guinumuzde kullanilan kondrosit
kaltur hacreleri ile, secimi yapilan ve kondroprogenitor/kok hucre o6zelligi
tasidig1 dusundlen koloni hicreleri, kbk hlicre belirteci olarak kabul edilen
CD90, STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyon dlzeyleri,ultrastriktirel
Ozellikleri, in vitroda kondrogenez, adipogenez ve osteogeneze ybdnlenebilme
Ozellikleri agisindan incelendiginde; asagida belirtilen sonuclar elde edilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

Flow sitometrik analizlere gére, CD90, STRO-1, CD105 ve CD166
kOk hicre belirtecleri 3. pasaj sonunda hem kondrosit kultlr
hicrelerinde hem de koloni Kkualtdr hicrelerinde eksprese
olmaktadirlar.

Flow sitometrik analizlere gére, CD90, CD105 ve CD 166 koloni
kaltdr hocrelerinde daha yUksek ekspresyon oranina sahipken,
STRO-1 ekspresyonunun ise kondrosit klltlr hicrelerinde biraz
daha fazla eksprese olmaktadir.

Flow sitometrik sonuglara gore, bu iki hiicre hatti CD90, STRO-1,
CD105 ve CD166 ekspresyon duzeyleri agisindan anlamli bir
farklhilik géstermemektedir.

Kondrosit kiltGr hicreleri uzun sireli kiltGrasyon sirecinden sonra
secimi yapilmis olan koloni kultur hdcreleri ile benzer diuzeyde
ekspresyon seviyelerine ulagsmaktadir. Bu streg, hicrelerin geri
farklanma mekanizmasinin devreye girmesine bagli olabilecegi gibi
kiltur sartlarinda farklanmis hucrelerin eleminasyonuna da bagli
olabilir.

imminofloresan analizlerine gére, CD90, STRO-1, CD105 ve
CD166 kok hiicre belirtecleri, 3. pasaj sonunda hem kondrosit
kaltdr hicrelerinde hem de koloni kilttir hicrelerinde eksprese
olmaktadirlar.
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6)

7)

8)

9)

imminofloresan analizlerine gdére, CD90, STRO-1, CD105 ve
CD166 kok hicre belirtecleri koloni kuiltir hlcrelerinde, kondrosit
kaltdr hicrelerine gore daha yogun ekprese olmaktadir.

Kondrosit kultur hatti ve koloni kultar hatti hicrelerinin adipogenez,
osteogenez ve kondrogeneze farklanma sdregleri sonunda; elde
edilen pellet 6rneklerine ait kesitler yag, kemik ve kikirdak dokuya
6zgl rutin boyalarla boyanip degerlendirildiginde; kondrosit kultar
hatti hiicrelerinin kondrogeneze yonlenme agisindan daha basarili,
adipogenez ve osteogenez agisindan koloni hucrelerinin daha
basarili olduklari sdylenebilir. Bununla birlikte bu ¢alismada,
kondrosit kaltara hicrelerinin osteogenez yéninde
farklanamadiklari da belirlendi.

Kondrogeneze yOnlendiriimede, kondrosit ve koloni hicre
hatlarinin birlikte kualtirasyonlari daha iyi sonug¢ verebilir. Bu
durumda, kondrositler ve koloni hucrelerinin karsihkli etkilesim
halinde bulunmalarina bagli olarak daha iyi nitelikte kikirdak
matriks Uretimi  gergeklesebilir. Bu konudaki calismalarin
surdirilmesi gerekmektedir.

Yonlendirme deneylerinin sonuglarina bagh olarak, bu ¢alismada,
Ozellikle kondrogeneze yodnlenmede, koloniler arasinda farkhlik
go6zlendi. Elde edilen bu farkl sonuglar, aslinda izole edilip secilen
koloniler arasinda kimlik agisindan farkliliklar bulunabilecegini
gbsterebilir.  Klltirasyon slrecinde secilen kolonilerde farkli
ekspresyon duzeylerinin  elde edilmesi de bu olasihgi
glclendirmektedir.

10) /n vitroda 3. pasajda elde edilen kondrosit ve koloni hiicre hatti

hdcrelerinin  ince yapilarinin  genel olarak benzer 6zellikler
tasidiklar belirlendi. Bununla birlikte, koloni hiicrelerinin daha bol
ve genislemis sisternalara sahip GER igerdikleri ve ayrica
lizozomal yapilarin daha az yogun ve daha az sayida oldugu
belirlendi. Geniglemis GER yapilarina sahip olduklarindan dolayi,
koloni hdcrelerinin protein Gretimi bakimindan daha aktif olduklari
sOylenebilir.
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