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OZET

GIRIS VE AMAC

Eklem kikirdag:i hiyalin kikirdak yapisinda olup hasar gordiigli zaman iyilesme
kapasitesi olduke¢a diisiik bir dokudur. Heniiz optimal bir tedavi yontemi tanimlanmis
olmasa da hiicresel kaynakli eksozom tedavi ¢alismalar1 kikirdak defektleri tedavisinde
umut vaat etmektedir. Bu calismanin amaci ratlarin dizlerinde olusturulan kikirdak
lezyonlarina memeli ve bitki kaynakli eksozom tedavilerinin kikirdak iyilesme
stirecinde etkilerini incelemek.

MATERYAL METOD

Calismada 32 adet sprague-dawley tipi disi ratin sag dizleri kullanildi. Memeli
kaynakli (kikirdak ve siinnet derisi kaynakli mezenkimal kok hiicre) eksozom grubu,
bitki kaynakli(ananas ve kabak) eksozom grubu, mikrokirik grubu ve kontrol grubu
olarak 4 gruba ayrildi. Ratlarin sag dizlerine osteokondral defekt olusturulduktan iki
hafta sonra birer hafta arayla 3 eksozom enjeksiyonu yapildi. Son enjeksiyondan iki
hafta sonra calisma sonlandirildi. Sakrifikasyon islemi sonras1 dizler makroskopik,
histolojik ve immiinohistokimyasal olarak incelendi.

BULGULAR

Deney gruplart kontrol grubu ile karsilastinldiginda; kikirdak eksozom
grubunun (p<0.001), foreskin grubunun (p<0.001), ananas eksozom grubunun
(p<0.001) ve kabak eksozom grubunun (p<0.001) ortalama degerlendirme skorlarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir.

Histolojik skorlar incelendiginde, gruplari kendi arasinda ve kontrol grubu ile
karsilastirdigimiz zaman; kikirdak eksozomu, foreskin eksozomu, ananas eksozomu ve
kabak eksozomu gruplarinin ortalama ICRS skorlarinda kontrol grubunun skoruna gore
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (sirastyla; p<0.001, p<0.001, p<0.001,
p<0.004).

SONUC

Kikirdak hasar1 tedavisinde, mezenkimal kok hiicre kaynakli veya bitki kaynakli
eksozom kullaniminin, kikirdak iyilesmesi tizerine olan olumlu etkilerinden dolayi,
intraartikiiler eksozom uygulamasi alternatif bir tedavi yoOntemi olarak
degerlendirilebilir.

ANAHTAR KELIMELER

Kikirdak, eksozom, osteokondral defekt, mezenkimal kok hiicre



ABSTRACT

BACKGROUND AND AIM

Articular cartilage is in the structure of hyaline cartilage and when damaged, it
Is a tissue with a very low healing capacity. Although an optimal treatment method has
not been defined yet, cellular-derived exosome treatment studies show promise in the
treatment of cartilage defects. The aim of this study is to examine the effects of
mammalian and plant-derived exosome treatments on cartilage lesions formed in the
knees of rats on the cartilage healing process.

METHODS

Right knees of 32 sprague-dawley type female rats were used in the study. They
were divided into 4 groups as mammalian origin (mesenchymal stem cell originating
from cartilage and foreskin) exosome group, plant originating (pineapple and pumpkin)
exosome group, microfracture group and control group. Two weeks after the
osteochondral defect was created in the right knee of the rats, 3 exosome injections were
made at one-week intervals. The study was terminated two weeks after the last injection.
After the sacrification procedure, the knees were examined macroscopically,
histologically and immunohistochemically.

RESULTS

When the experimental groups were compared with the control group; A
statistically significant difference was found in the mean evaluation scores of the
cartilage exosome group (p<0.001), foreskin group (p<0.001), pineapple exosome
group (p<0.001) and pumpkin exosome group (p<0.001) compared to the control group.

When histological scores were examined, when we compared the groups among
themselves and with the control group; A statistically significant difference was found
in the mean ICRS scores of the cartilage exosome, foreskin exosome, pineapple
exosome and pumpkin exosome groups compared to the score of the control group
(p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.004, respectively).

CONCLUSION

In the treatment of cartilage damage, intra-articular exosome application can be
considered as an alternative treatment method because of the positive effects of using
mesenchymal stem cell or plant-derived exosomes on cartilage healing.

KEYWORDS

Cartilage, exosome, osteochondral defect, mesenchymal stem cell



1. GIRIS VE AMAC

Eklem kikirdag, hareket sisteminin agrisiz ve rahat hareket etmesini saglamak i¢in yiikii
kemik dokusuna iletebilen, siirtiinmesiz, asinmaya dayanikli bir yiizey saglar. Mezodemal
kokenli 6zellesmis bir bag doku olan eklem kikirdagi hiicreden fakir, lenfatik ve vaskiiler
yapilardan yoksun olmakla beraber kondrositler tarafindan tiretilmis bol miktarda ekstraselliiler
matriks igeren bir yapiya sahiptir. Eklem kikirdagi her ne kadar hyalin kikirdak yapisinda olsa
da, diger hyalin kikirdaklardan (nazal ya da trakea kikirdaklar1 gibi) ayiran baz1 6zellikleri
vardir. Subkondral kemik komsulugunda kalsifiye kikirdaktan baslayipeklem yiizeyine dogru
dikey ilerleyen ve yiizeyde agilanarak paralel seyreden tip II kollajen lifleri organizasyonuna
ve bu liflerin arasinda kolonlar halinde yerlesmis sferik hiicreler ile yiizeyde yassilagsmis
kondrositler seklindeki bir mimariye sahiptir. Bu kompleks mimari, eklem yiizeyine binen yiikii
tastyabilmek adina 6zgiin bir yapiya sahip olup, cesitli yontemlerle saglanan tamir dokusunda
amag bu yapiy1 tekrardan olusturmaktir.

Eklem kikirdagin avaskiiler yapisi, diisiik hiicre yogunlugu ve mitoz aktivitesindeki
yetersizlik yaralanmalar sonrasi iyilesmeyi kisitlamaktadir. Hasarlanma sonucu olusan defekt
ya hig iyilesmemekte ya da fibroz doku veya fibroz kikirdak olarak iyilesmektedir. Tyilesme
dokusunda hyalin kikirdak da bulunabilmektedir. Ancak, daha ¢ok tip Il kollajenin hakim
oldugu hyalin kikirdak yerine tip I kollajen yogunluklu fibroz kikirdak olusur ki bu kikirdak
tipi mekanik ve asinma Ozellikleri acgisindan hyalin kikirdagin yerini tutmaktan uzaktir. Bu
nedenle kikirdak hasarinda tedavi yontemlerinin hedefi sadece defektif sahanin doldurulmasi
degil, fonksiyonel olarak eklemdeki yiiklenmelere yanit verebilecek ve histolojik agidan ¢evre
dokuyla uyum gosterecek hyalin kikirdak yapisi olusturmaktir.

Kikirdak lezyonlarin tedavisinde tanimlanan ve giincel olarak kullanilan bir¢ok tedavi
alternatifi olmasina karsin ideal tedavi teknigi tanimlanabilmis degildir. Bugiin i¢in mevcut
onarim stratejileri; palyatif (artroskopik debridman ve lavaj), intrinsik onarimi saglayici
(mikrokirik veya nanokirik gibi kemik iligini uyarici ) ve rekonstriiktif (osteokondral greftleme
ve otolog kondrosit implantasyonu) yontemler bagliklar altinda gruplanir. Bu islemlerle cogu
hasta icin klinik iyilesme bildirilmesine ragmen hyalin eklem kikirdaginin biyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerini gosteren bir yontem saglanamamustir.

Son yillarda biyolojik tedavi yontemlerinin giincellenmesi ve hiicre tabanl tedavilerin
giindeme gelmesi ile kikirdak lezyonlarinin tedavisinde ciddi yol alinmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin kondrositlere farklilasma potansiyelleri nedeniyle yeni bir tedavi stratejisi olarak
dikkat ¢cekmistir. Kemik iligi, adipoz doku, sinovyal doku, umblikal kord kani1 ve amnion sivisi
kok hiicre izolasyonu igin siklikla kullanilan kaynak dokulardir. Doku iskelelerine implante
edilerek defektif sahaya yerlestirilen kok hiicre uygulamalari ve herhangi bir iskele
kullanilmadan yapilan uygulamalarla ilgili calismalar ideal tedaviyi bulmak adina devam
etmektedir. Bununla beraber bu tedavi yontemlerininde kendine 6zgii baz1 kisitlamalar1 ortaya
cikmistir. Artmis dondr yast nedeniyle proliferasyon kapasitesinin sinirli olmasi ve teknik
olarak hiicrelerin izolasyonu ve toplanmasi, uygun ortamda saklanmasi ve uygun sekilde
transportu kullanilabilirliklerini zorlastirmaktadir. Bunlara ek olarak, immiin reaksiyon,
tiimorigenesis ve istenmeyen bir etki olustugu taktirde transplante edilen hiicrenin dokudan
ayristirilamamasi gibi canli hiicre kullanmanin getirdigi bazi dezavantajlar mevcuttur. Bu



kisitlamalar nedeniyle hedef dokuda istenilen etkileri olusturan hiicreden bagimsiz hiicre
iriinlerinin kullanimi1 giindeme gelmistir.

Mezenkimal kok hiicreler mikrogevreyi ve dokudaki diger hiicreleri etkileyen
sitokinleri, biliylime faktorlerini ve pek ¢ok cesitli ¢Ozilinlir fonksiyonel faktorleri
salgilamaktadir. Ayrica bunlarin yaninda hedef hiicre ile iletisimi modiile eden eksozom gibi
hiicre dis1 vezikiiller de salgilanmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilen eksozomlar
doku miihendisliginde hiicre temelli tedavilerin getirdigi sinirlamalarin istesinden gelen yeni
bir alternatif tedavi yontemi olarak énem kazanmaktadir. Eksozomlar hiicreler arasi iletisimi
saglayan kiiresel sekilli, iki lipit tabakali membran ile ¢evrili keseciklerdir ve sinyal iletimi,
genetik madde aktarimi, bagisiklik yanitinin diizenlenmesi gibi birgok biyolojik islevde rol
oynar. Hiicreler arasi iletisimde hatta tiirler arasi1 veya canli alemleri (bakteri-memeli, bitki-
memeli) arasinda iletisimde rol aldiklar1 belirtilmektedir. Eksozomlarin farkli organizmalarda
salgilanma mekanizmalar1 biiyiik benzerlikler icerdiginden eksozom aracili hiicreler arasi
haberlesmenin evrimsel olarak korundugu bildirilmektedir. Eksozomlarda paketlenmis
biyolojik bilgilerin hiicreler arasinda aktarilabildigi ve alici hiicrelerin fenotipini degistirdigi
bilgisiyle beraber bu konuyla ilgili calismalar hiz kazanmistir.

Mezenkimal kok hiicreden tiiretilen eksozomlarin, kikirdak dokusunda hiicresel
proliferasyonu, migrasyonu ve matriks sentezini artirarak, apoptozu azaltarak ve bagisiklik
tepkisini modiile ederek kikirdak onarimini hizlandirdigi belirlenmistir. Biz bu g¢alismada
memeli ve bitki kaynakli eksozomlarin in vivo ortamda kikirdak hasarmni onarma
potansiyellerini, mevcut tedavi yontemlerine bir alternatif tedavi yontemi olma potansiyelini ve
bu tamir siireci esnasinda eksozomlarin immiinojenik ve onkojenik reaksiyonlarini incelemeyi
amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. EKLEM KIKIRDAGININ GENEL OZELLIKLERI

Kikirdak mezodermal kdkenli 6zellesmis bir bag dokudur. Diisiik siirtiinme katsayisi ve
kaygan ylizeyi ile kemiklerin birbiri lizerinde diizgiin bir sekilde kaymasini, rotasyon yapmasini
ve ylkiin aktarilmasini saglayan eklemlerimizdeki kemik ylizeylerini kaplayan, piiriizsiiz,
kaygan, beyaz ve dayanikli bir dokudur. Eklem kikirdaginin serbest yiizeyi eklem bosluguna
bakarken serbest olmayan yiizeyi subkondral kemik plagina tutunur (1,2).

Kompleks bir mimariye sahip olan eklem kikirdagi, esasen tek bir hiicre tipini, yani
kondrositleri gevreleyen ekstraseliiler matriksten meydana gelmektedir. Eklem kikirdagi
icerisinde herhangi bir kan damari, lenf damar1 veya sinir yoktur. Ekstraselliiler matriks azalan
konsantrasyonlarda su, proteoglikan, kolajen (esasen tip II) ve birtakim farkli proteinler ve
glikoproteinlerden meydana gelmektedir. Kikirdagin beslenmesi, sinovyal sividan ve bazal
subkondral kemikten basit difiizyon ile gerceklesmektedir (3,4). Yetiskin donemde ise
kikirdagin beslenmesi daha baskin olarak sinovyal sividan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle yas
ilerledik¢e kemik iligine dogru vaskiiler invazyon olmakta ve kikirdak kalitesi de olumsuz
yonde etkilenmektedir (5). Eklem kikirdagi, agirlik kuvvetlerini dagitarak eklem yiizeylerini
korumanin yaninda amortisor gorevi de goriir. Eklem kikirdaginin temel islevi, diisiik stirtiinme
katsayili ve kemikler arasinda diizgiin kayma hareketine izin veren ylizey olusturmaktir.

2.2 KIKIRDAK DOKUNUN YAPISI

Eklem kikirdaginin yapisi, kondrositler ile ti¢ boyutlu bir kollajen fibril ag1 iginde
stkismis proteoglikanlar ve matriks proteinlerinden olusan bir ekstraselliiler matriks ve yas
agirhigmin %65-80’ini olusturan sudan meydana gelir (1,6). Ekstraselliiler matriksin bilesimi
ve yapisal biitiinliigiini, kikirdagin yiik altinda seklini, esnekligini ve direncini korumasini
saglar.Fizyolojik diizeyde yiliklenmeler, dokunun fonksiyonuna uyumunu artiracak sekilde,
hiicrelerin matriks metabolizmasinit devam ettirmelerini saglar. Kollajen fibril ag1 gerici ve
makaslayict yiiklere, proteoglikanlar sikistiric1 yliklere karsi dokunun dinamik giicilinii
olustururlar. Bu fonksiyonel dayanisma, katmanli bir yapi ile saglanir (7,8)

Eklem kikirdak kalinlig1 viicuttaki lokalizasyonuna gore degiskenlik gdstermesine
ragmen yaklasik 1-7 mm arasinda ince bir tabaka halindedir (9) Bu doku, temas i¢in toplam
ylizey alanim arttirarak deforme olabilir, boylece toplam stres azaltilir. Eklem kikirdaginin
viskoelastik 6zelligini gosteren stres gevsemesi, uygulanan yiikler karsisinda olusan hasara
kars1 direnci gosteren benzersiz bir fonsiyondur (10). Eklem kikirdaginin kompresif ve
strtiinme kuvvetlerine karsi olan diren¢ fonksiyonu, ekstraseliiler matriks molekiillerinin
spesifik diizenine baghdir. Ozellikle, kollajen liflerinin mimarisi, uygulanan strese bagli olarak
deformasyon miktarini ve yoniinii biiyilik dl¢lide belirlemektedir (11).

Eklem kikirdaginin yapisi; yiizeyel tabaka (tanjansiyel), gecis tabakasi (transitional
zone), derin tabaka (radial \ orta tabaka) ve kalsifiye tabaka olmak {izere dort ayr1 tabaka
seklinde incelenir(9,12). Her bir tabakadaki ekstraselliiler matriks ise: periselliiler bolge,
teritoryal bolge ve interteritoryal bolge seklinde ti¢ bolgeye ayrilir (9).Eklem kikirdak tabakalari
ve ekstraselliiler matriksin bolgeleri yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerinden farkliliklar



gostermelerine karsin; birbirleri arasindaki sinirlar ¢cok belirgin degildir. Yiizeyel tabakada
kondrositler ve kollajen lifleri eklem yiizeyine paralel sekilde dizilmislerken, derine dogru hem
hiicreler hem de kollajen lifleri eklem yiizeyine gore dikleserek dizilim gostermeye baslarlar ve
derin tabakada kondrositler yiizeye gore tam dik sekilde kolonlar olusturarak organize olurlar.
Yiizeyel tabakada kondrositler elipse benzer sekilde iken alt tabakalarda daha yuvarlak
sekillidirler (9, 11, 12).

Kikirdak, lenf, sinir ve kan dam_armdan yoksun olmakla beraber, beslenme cevre
dokulardan difiizyon yoluyla olmaktadir. Igerik ve fonksiyon agisindan hyalin, elastik ve fibroz
olmak tizere tig tip kikirdak vardir.

Hyalin kikirdak en yaygin bulunun kikirdak doku alt tipidir. Cogunlugunu Tip-2-
Kollajen olusturur. Embriyolojik donemde gegici iskelet olarak gorev alir, kademeli olarak
kemik dokuya déniisiir. Glikozaminoglikan igerigi zengindir. Iskelet sisteminde epifizyel
plaklarda, solunum yollarinda, kostalarin sternumla bileskesinde ve eklem yiizlerinde
bulunmaktadir. Hyalin kikirdak matriksinin %70“ini su, %15%ini Tip-2-Kollajen, %10“unu
proteoglikan ve kalan kismini diger kollajenler meydana getirir. Hyalin kikirdak igerisinde en
fazla bulunan pretoeglikan aggregan olmakla beraber matriks disinda kalan kisminin biiyiik
kismini da Tip-2-Kollajen olusturmaktadir(12-14).

Elastik kikirdak, hyalin kikirdaga benzer fakat matriks ve pekondriyumu elastik lif
icerir. Daha esnek ve biikiilebilirdir, bu 6zelligine yapisinda tip II kollajene ek olarak bol
miktarda buldundurdugu elastik lifler sayesinde sahiptir. Hyalin kikirdaga gbére daha fazla
kondrosit igerirler. Elastik lifler yogunlasmis ag seklinde elastik kikirdakta bulunmaktadir.
Kulak kepgesi, dig kulak yolu, Ostaki tiipi ve larenks (epiglottis, aritenoid kikirdak vokal
proses) yapisina katilmaktadir(15).

Fibroz kikirdak, perikondriyum icermez, matriks tip I kollajene sahiptir. Hiyalin
kikirdak ile bag dokusu arasinda bir yapiya sahiptir. Dermatan siilfat ve kondroidin siilfatca
zengin az bir matrikse sahiptir. Burada kondrositler fibroblastlardan koken alirlar. Tendon ve
baglarin kemige yapigma yerinde, meniskiislerde ve iyilesen eklem kikirdaginda bulunur (16).

2.3.EKLEM KIKIRDAGININ TABAKALARI

Yiizeyel Tabaka (Tanjansiyel) : Eklem yiizeyini olusturan kikirdagin en iistte yer alan
tabakadir. Tim eklem kikirdak kalinliginin %10-20’sini olusturur (9). Yiizeyel tabaka iki ayr1
tabakadan meydana gelmektedir. En iistte, eklemin kaygan yiizii lizerinde yer alan lamina
splendens, fibriller ve ¢ok az miktarda prostoglandin i¢eren ancak hiicre barindirmayan bir
katmandir. Bu katmanin altinda ise kollajen lifleri ve oval sekilli kondrositler yiizeye paralel
dizilmislerdir (17,18). Bu tabaka prostoglandin konsantrasyonu en az ve prostoglandin
agregatlar1 en kiigiik, su miktar1 ve fibronektin konsantrasyonu ise en fazla olan kikirdak
tabakasidir. Bu tabakadaki kondrositler; prostoglandinleri daha hizli bir sekilde yikarken,
kollajen ve prostoglandinleri daha az sentezledigi ortaya koyulmustur. Yiizeyel tabaka kollajen
liflerinin ylizeye paralel bir dizilis yapis1 sergilemesi, bu takaya germe ve makaslama
kuvvetlerine kars1 dayaniklilig1 saglar. Ayrica alttaki tabakalarin sikistirict giiglere karsi olan
dayanikliliklarina da katki saglar. Bu tabakanin kikirdak dokudan uzaklastirilmasi dokunun
gecirgenligini arttirarak dokunun kompresyon kuvvetlerine karst dayanikliligini azaltir.
Yiizeyel tabaka ayn1 zamanda sinovyal siv1 ile matriksin derinlikleri arasinda bir bariyer gérevi
de yaparak, kikirdak dokusunun bagisiklik sisteminden izole edilmesini ve eklem i¢indeki
zararli maddelerden korunmasini saglar(19).



Gecis Tabakas1 (Transizyonel) : Bu tabaka eklem kikirdak kalinliginin %40-60"1n1
olusturur ve tabakadaki kollajen lifleri, daha az organize sekilde olup diizensiz bir bicimde
dizilmislerdir. Geg¢is tabakasindaki kondrositler, ylizeyel tabakadakilere gore biraz daha biiyiik
ve yuvarlak goriintimdedir. Bu tabakada kondrositler tek baslarina bulunabilecekleri gibi hiicre
gruplar1 olarak da bulunabilirler(17,18). Mikroskobik incelemede, bu tabakadaki kondrositler
daha fazla endoplazmik retikulum ve golgi aygit1 igerdikleri i¢in metabolik olarak daha aktif
hiicrelerdir. Ekstraselliiler matrikste ise ylizeyel tabaka seviyesine gore daha ¢ok prostoglandin
varken, su igerigi azalmistir (19).

Derin tabaka (radial /orta tabaka) : Prostoglandin yogunlugu en fazla olan ve su
icerigi en az olan kikirdak tabakasi derin tabakadir. Kikirdak kalinliginin yaklasik %30 unu
meydana getirir. Eklem yiizeyine dik olacak sekilde organize olmus kalin kollajen lifleri igerir.
Kondrositler ise yuvarlak sekilli olup eklem yiizeyine dik kolonlar seklinde dizilmislerdir
(20,21).

En alt tabaka (kalsifiye): Eklem kikirdak dokusundaki en alt tabakadir. Tip X kollajen
iireten hipertrofik kondrositler icerir. Bunun sonucunda yapisal bir biitiinlik saglanir ve
kikirdaga etki eden kuvvetlere karsi direng olusturur (22). Bu tabakayi derin tabakadan ayiran
icerigi tam olarak aydinlatilamamig tidemark denilen bir yapit bulunmaktadir (9). Derin
tabakadaki kollajen lifler, tidemark ad1 verilen kismin ig¢ine dogru uzanirlar. Yasin ilerlemesi
ile birlikte kikirdak kalinlig1 azalarak tidemarkin yiizeye yaklasmasina neden olur, bdylece
derindeki kalsifiye kikirdak doku kemik dokusuyla yer degistirir. Kalsifiye tabaka, iistiindeki
hiyalin kikirdag: altindaki subkondral kemik dokusuna baglayarak kikirdak ile kemik arasinda
bir gecis noktasi olusturur. Bu tabaka, besin maddelerinin subkondral kemikten kikirdaga
gecisine engel olarak kikirdagin yalnizca sinovyal sividan beslenmesini saglar. En alt
tabakadaki kikirdak hiicreleri, iist tabakalardaki hiicrelere gore boyut olarak ¢ok daha kiictiktiir
ve ¢ok az miktarda endoplazmik retikulum ve golgi aygit1 igerir. Bu hiicreler baz1 bolgelerde
tamamen kalsifiye matriks ile ¢evrelenmis olup, metabolizmalar1 da ¢ok yavastir(17,19) (Sekil
1).
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2.4 EKLEM KIKIRDAGI BILESENLERI

Eklem kikirdagi ekstraselliller matriks ve kondrositlerden olusur. Ekstraselliiler
matriksin ana bilesenleri su, proteoglikanlar, kollajen, glikoproteinler ve diger proteinlerdir.
Hyalin kikirdaginin homeostazi baslica kondrositler tarafindan saglanir. Kollajen, kikirdaklarin
gerilme ve yirtilma 6zelliklerini saglar ve matriks igindeki proteoglikanlar1 hareketsizlestirir
(18,23,24). Kikirdaklarin mekanik davranisi, kollajen, proteoglikanlar ve interstisyel sivi
bilesenler arasindaki etkilesime baglidir. Hiyalin kikirdaginin mekanik kuvveti, kati matrisin
gecirgenligi, dokudaki interstisyel sivinin akisi, kat1 ve sivi fazlar arasindaki denge ile
belirlenir (25).

2.4.1. KONDROSITLER

Kondrositler eklem kikirdaginin esas hiicreleridirler ve biitiin kikirdak hacminin yalniz
%1’ini meydana getirirler. Kondrositler, eklem kikirdak dokusunda essiz bir hiicre tipidir ve
kikirdak olusumu ve islevselligi icin gereklidir. Mezenkimal kok hiicrelerden ortaya cikar ve
TGF-B stiper ailesi, fibroblast biiyiime faktorleri ve insiilin benzeri biiylime faktorii-1'1 igeren
bir dizi sitokin ve transkripsiyon faktorii etkilesimi ile diizenlenir (26). Kondrositler
ekstraselliiler matriksin devamliligini saglayan 6zellesmis bir mikro ¢evre olusturur. Bu mikro
cevre kondrositi kendi matriksi i¢inde tutar ve bitisik kikirdak alanlarina gociinii engeller.
Nadiren kondrositler, dogrudan sinyal iletimi ve hiicreler arasindaki iletisim i¢in hiicreden
hiicreye temas olustururlar. Ancak biiylime faktorleri, mekanik yiikler, piezoelektrik kuvvetler
ve hidrostatik basinglar dahil olmak tizere ¢esitli uyaranlara cevap verirler Hiicre dig1 matriks
ile stirekli iletisim igindedir. Yuvarlak veya oval ¢ekirdekli, ¢ekirdege yakin hiicre merkezinde
bir ¢ift sentriol ve 1yi gelismis bir golgi aygiti igeren hiicrelerdir (27).

2.4.2. EKSTRASELLULER MATRIKS

Ekstraselliiller matriks {ic kistmda incelenir. Kondrositleri etrafindaki matrikse
baglayarak hiicreyi eklemin yiik almasi sirasinda meydana gelen sikistirma ve bozulma
kuvvetlerine karsi koruyan periselliiler matriks ile teritoryal matrikstir. Ilaveten bu kisimlar
eklemin iglevi esnasinda kikirdak dokuda goriilen sekil degisiklikleri ile ilgili mekanik
uyarilarin kondrosite iletilmesinde de gorevlidirler. Matrikse mekanik 6zelliklerini kazandiran
ise interteritoryal matrikstir (18). Periselliiler matriks, kondrositin etrafini gevirerek ince bir kat
meydana getiren kisimdir ve hiicrenin etrafi ile uyari iletimini ayarlayan kisimdir (9). Bu
kisimda Prostaglandinler, ankorin Cl1 gibi nonkollajen proteinler ve tip VI kollajen bulunurken
tuhaf bir sekilde bu kisimda fibriller halinde kollajen ¢ok ¢ok azdir (9,18). Kondrositlerin
sitoplazmik baglantilar1 periselliiler matriks boyunca devam ederek teritoryal matrikse erigir
(18).

Teritoryal matriks, periselliller matriksi saran, ince kollajen lifler bulunduran ve
yiiklenme esnasinda kondrositi mekanik olarak destekleyen kisimdir (9). Kondrosit ile
etrafindaki teritoryal matriks ve periselliiler matrikse kondron denir (9,12). Teritoryal matriks
baz1 kisimlarda birden fazla kondrosit ve periselliller matriksi kusatirken, derin katmanda
kondrositlerin meydana getirdigi kolonlar1 kusatir. Teritoryal matriksin hiicreye yakin
taraflarinda kollajen lifleri periselliiler matrikse baglanirken, daha uzak taraflarda fibriller
birbirleri ile kesisirler ve hiicreyi dis kismindan sarip koruyan bir ¢esit tabaka meydana
getirirler. Bu boliimdeki kollajen fibrillerinin kalinlig1 arttik¢a ve birbirlerine paralel bir hale



gelmeye basladikga interteritoryal matrikse gegcis baslar; fakat bu gecis ¢ok keskin bir sekilde
kendisini belli etmez (18). Ekstraselliiler matriksin en biiyiik kismi interteritoryal matrikstir ve
ckstraselliiler matriksin mekanik 6zellikleri tizerinde en ¢ok pay sahibi olan kisimdir. Eklem
kikirdak katmanlarinda daha dnceden s6z edilen kollajen liflerinin farkli yonlerde siralanmasi
iste bu boliimde olmaktadir. Bu nedenle interteritoryal matriks, farkli kikirdak katmanlarinda
farkl organize olur bu da her bir kikirdak katmaninin degisik biyomekanik 6zellikte olmasina
neden olur (9).

2.4.3.KOLLAJEN

Kollajen, kikirdagin seklini korumada ve tensil kuvvetini saglamada gorev alir. Ayrica
diger yapisal makromolekiiller olan proteoglikanlar ve glikoproteinler, kollajen yapinin {izerine
tutunurlar. Boylece kollajen, eklem kikirdagina kuvvet uygulandiginda proteoglikan akigina
kars1 koyar (28). Eklem kikirdag: Tip 11, VI, IX, X ve XI olmak {izere en az bes tip kollajen
icerir. Tlim bu kollajen tipleri, nihai kollajen fibrillerini olusturan temel ve en kiigiik molekiiller
olan, “al, a2, a3” ad1 verilen protokollajenlerin farkli sekil ve sayilarda birlesmesiyle olusur.
Eklem kikirdak kollajenine esneklik veren ve onu deri, kemik ve fibroz doku kollajeninden
ayiran yapi, li¢ adet al protokollajen igeren Tip II kollajendir. Eklem kikirdaginda bulunan
kollajenin %90-95°1 Tip II kollajendir. Bunun yaninda az miktarda Tip VI, IX ve XI kollajen
bulunur. Tip VI kollajen kondrositlerin ¢evresini saran matrikste yogundur ve hiicrelerin
matrikse yapigmasini saglar. Tip IX ise proteoglikan parca iceren kisa bir kollajen liftir. Tip 11
ile ¢apraz baglar olusturur ve hiicre dis1 matrikste proteoglikan pargalar ile etkilesir Tip 1V
kollejen normal eklem kikirdaginda az bulunur ancak osteoartritin erken doneminde belirgin
artis gosterir. Tip X kollajen kikirdagin kalsifikasyonu ile iliskilendirilmistir. Tip XI kollajen
ise kollajen orgiisiinii bir arada tutar. Fizyolojik kosullarda kollajen liflerinin metabolizmasi
yavastir ve liflerin yar1 dmrii yillarla 6l¢iiliir.(28, 29)

2.4.4PROTEOGLIKANLAR

Kondrositler tarafindan sentez edilip matrikse salinirlar. Proteoglikanlar ¢ekirdek
proteinlere kovalan olarak baglanmis kondroitin 4 stilfat, kondroitin 6 siilfat ve keratan stilfat
zincirlerinden olusur. Bu zincirlerde bir¢ok negatif yiiklii siilfat ve karboksilaz bulundugundan
matriksteki suyu ve i¢indeki pozitif yiiklii iyonlar1 ¢ekerler, negatif yiiklii kondroitin siilfat ve
keratan stilfat zincirleri ise birbirlerini iterler (30-32). Bdylece proteoglikanlarin kollajen ag1
icinde hapsolmasi saglanmis olur ki bu da kikirdagin iistiin biyomekanik 6zelliklerinin ortaya
cikmasinda biiyiik rol oynar (30). Proteoglikanlar eklem kikirdaginda kollajene bagli veya
kollajen aglar1 arasinda hapsolmus sekilde bulunabildikleri gibi, baglayici bir protein
vasitasiyla hyaluronik asite baglanmis yiizlerce kondroitin ve keratan siilfattan olugmus
proteoglikan agregati seklinde de bulunabilirler (30). Bu ana bilesenlerin disinda eklem
kikirdaginda farkli gérevleri olan ve heniiz gorevi anlagilamamis bir¢ok degisik madde bulunur.
Bir glikoprotein olan fibronektin yapismada goérev alirken, kondrokalsin kalsiyum
baglanmasinda, kemik morfogenik proteinler ise biiyiime faktorii olarak gorev alirlar (31).
Matrikste bir¢ok proteaz ve hyaluronidaz bulunur. Bunlardan lizozim enzimi kikirdaga giren
mikroorganizmalara karsi gorev alirken, matriksin yapimi ile yikimi arasindaki dengeyi
saglayan matriks metalloproteazlarin (MMP) en bilinenleri MMP-3, MMP-8, MMP-9 ve
MMP-13"tiir (31).

2.45HYALURONIK ASIT

Sinoviyada bulunan B tipi sinovisitler tarafindan sentezlenen hyaluronik asit
polisakkarit yapidadir. Synoviyal sivida 2-3 mg/ml miktarinda bulunur (33). Eklemlerde



normal olarak kikirdak tabakasi lizerinde hyaluronik asitin meydana getirdigi diizensiz yapida
bir katman bulunmaktadir. Bu tabaka eklem i¢indeki yikici yapiya sahip organik bilesenlere ve
lizozomal enzimlere kars1 duvar gorevindedir. Ayrica kikirdak dokuda sentezlenip hiicre arasi
matrikslerden eklem bosluga sizmaya calisan proteinler, proteoglikanlar ve metabolik
bilesiklerin gegisine engel olur (34). Koruyucu olan katmanin inflamatuar siiregte, inflamasyon
hiicreleri, salinan sitokin ve kemokinler veya litik enzimler hasar gérmesi sonucunda kikirdak
lezyonlar1 olusur ve dejeneratif siire¢ baslar. Serbest hale gelen hyaluronik asit bilesenleri
serbest hale gecerek eklem boslugu igine diiser (35). Hyaluronik asit viicutta normal yogunluk
ve miktarda bulundugu zaman, myoblastlarin differansiyasyonunu inhibe ederek inflamasyonu
engellerken, kondroblastlarin prolifere olup differansiyasyonunu stimule eder. Ayrica
kondroprotektif 6zelligini kikirdak dokuda lezyon meydana gelip serbest fragmanter hale
gectiginde baslatmaktadir (34).

2.5.KIKIRDAK LEZYONLARI

Eklem kikirdak dokusunun igerigi direk travmayla birlikte meniskiis lezyonlari, dizilim
bozukluklari, cevredeki osteokondral defektler, instabilite, akromegali, romatolojik hastaliklar,
Paget hastalig1, hemofili, vaskiiler ve kikirdak tiimorler gibi travmatik olmayan ya da dolayl
bir bicimde travma ile iligkili sebeplere bagli olarak bozulabilir. Kikirdak dokusunda goriilen
yaralanmalara kars1 olusturulan yanit cogu zaman dokunun onarimi igin yetersiz kalmaktadir.
Buna karsin kikirdak dokusu, travmanin sertligine ve meydana gelen lezyonun derinligine gore
cesitli tepkiler verir (19.21,36).

Kikirdak lezyonlarinda oncelikle meydana gelen degisiklik ilerleyici sekilde meydana
gelen kikirdak erezyonudur. Primer olarak yiik tasiyan ya da basing altinda kalan eklem
kikirdak dokusunun harabiyetidir. Mekanik basi olmayan bolgelerde de zaman igerisinde
dejenaratif olarak lezyonlar meydana gelmektedir (37, 38).

Kikirdak doku hasarlarinda kondrositlerin metabolizmasinda ve sentezlerinde artis
gozlenmektedir. Fakat es zamanl olarak lizozamal enzimlerin sentez ve aktivitesinde de
yiikselme olmaktadir. Meydana gelen mekanizma sonucunda proteoglikanlarda, hyaluronik
asitte ve kollajen miktarlarinda azalma, fonksiyonel olarak da gerileme goriiliir. Kaskada dahil
olan inflamatuar hiicreler nedeniyle ilerleme gosteren kikirdak yiizey bozulmasi meydana gelir.
Hyaluronik asitin molekiil agirligi enzimatik reaksiyonlar nedeniyle azalarak ekleme
kazandirdig elastikiyet ve kayganlastirici etkisi azalir. Synovial sivinin basing emici 6zelligi,
eklem ytizlerini yaglayici 6zelligi kaybolur. Meydana gelen dejenerasyon ve kikirdak dokunun
beslenmesinin bozulmasi, hyalin kikirdagin elastik ve dinamik fonksiyonunun kaybina,
kikirdak dokunun yiik tagima ve yiikii aktarma kapasitesinde kayiplara neden olur (39-41).

2.6.KIKIRDAK IYILESMESI

Kikirdak doku genel olarak c¢ok kisith bir iyilesme kapasitesine sahiptir. Bunun
nedenleri avaskiiler olmasi, lenfatik ve sinir hiicresi igermemesi, diisiik hiicre sayisina ve diistik
metabolizma hizina sahip olmasidir. Hyalin kikirdak iyilesirken kondroblastlara ihtiya¢ duyar.
Kikirdak hasar1 gelistiginde perikondriumda, subkondrol zonda bulunan kondroblastlarin
lezyona dogru prolifere olarak degisim gostermesi gerekmektedir. Kondroblastlar,
kondrositlere doniiserek derin kikirdak doku lezyonlarina ulagsmay1 hedefler. Eklem hattina
veya subkondral hatta ulasan lezyonlar hemen fibrotik doku ile kapatilir. Bu da kikirdak
dokunun fonksiyonlarinda eksiklik nedenidir. Kikirdak doku iki mekanizma ile iyilesme
saglamaktadir (42,44).



1.Intrensek mekanizma: Kondrositlerin ¢ogalmasiyla ara madde ve olusan doku
bosluklar1 gergek hyalin kikirdakla doldurulur. Primer iyilesmedir; ancak lezyonun kiiciik ve
etrafi sinirh oldugu durumlarda gergeklesir.

2.Ekstrensek mekanizma: Eklem hattina ve/veya subkondral katmana ulasan
lezyonlarda devreye giren mekanizmadir. Temel iyilesme tabani hematoma dayanir. Hematom
tikaclarin yerini fibrotik dokular alarak lezyonu kapatir. Ancak fonksiyonel kayip meydana
gelir.

Kikirdak dokunun iyilesmesindeki sinirlayici faktdrler nedeniyle lezyonun ¢api arttikca
kikirdak doku dolayisiyla eklemde fonksiyonel kayip artmaktadir (41,43,44)

2.7. KIKIRDAK LEZYONLARINDA SINIFLAMA

1961 yilinda kikirdak lezyonlari Outerbridge tarafindan makroskopik olarak
siiflandirildi. Sayisal bir sisteme dayanan siniflama ilerleyen donemde kikirdak lezyonlarinin
artroskopik siniflandirilmasinda kullanilmistir (45).

Outerbridge siiflamasi en sik kullanilan siniflandirmalardan biridir. Kikirdak hasarinin
derinligini temel alir. Outerbridge siniflamasinin dezavantaji lezyonun derinligini ve
boyutlarini tanimlamamasidir.

Tablo 1 Outerbridge Siniflamasi

Evre 1 Eklem ylizii sismis, yumusamis ve kabarmis

Evre 2 Cap1 1 cm’den az olan fissiirler ve yariklar

Evre 3 Cap1 1 cm’den bilyiik, subkondral kemige kadar uzanan fissiirler
Evre 4 Subkondral kemik agikta

Sekil 2; Kikirdak lezyonlarinin artroskopik goriintiisii



Eklem kikirdak lezyonlarinin artroskopik olarak evrelendirilmesinde evrensel bir dil
olusturmak tizere 1997 yilinda International Cartilage Repair Society (ICRS) tarafindan standart bir
evreleme sistemi gelistirilmistir. Bu siniflamada kikirdak defektleri lezyonun derinligini dikkate
alarak 4 evre de smiflandirthir. ICRS smiflama sistemi kikirdak lezyonun derinligini,
lokalizasyonunu ve yiizeyin durumunu tanimlamasinin yani sira subkondral kemik tutulumunun
onemini de vurgular (46).

Tablo 2:Uluslararasi kikirdak arastirma dernegi artikiiler kikirdak yaralanmalari evreleme sistemi

Evre 0 Normal
Evre | Normale yakin

IA Yiizeyel lezyon

IB Yiizeyel catlaklar, yariklar
Evre 11 Anormal- % 50°den daha az derinlikte
Evre I1I Siddetli anormal- % 50°den daha fazla derinlige inen lezyonlar

[IIA
B Kalsifiye kikirdaga kadar
Subkondral kemige kadar

Evre IV Siddetli anormal — subkondral kemik a¢ikta

Kikirdak lezyonlarini sadece biiyiikliik capina gore degerlendirmek yetersiz olacaktir,
lezyonun derinligi de 6nem tasimaktadir. Ozellikle tidemarki gecen, subkondral kemik
bolgesine uzanan defektler iyilesme potansiyelleri acisindan farklilik gostermektedir.
Tidemark: gecip kemik iligine ulasan lezyonlarda mezenkimal kok hiicrelerin iyilesmeye
yardimec1 oldugu diisiiniilmektedir. Ancak meydana gelen iyilesme dokusu, rejenerasyon
ozelligi kisith oldugundan dolay1 primer kikirdak doku kadar fonksiyonel olmamaktadir.

2.8.KIKIRDAK LEZYON TEDAVI SECENEKLERI

Ideal kikirdak yaralanmas: tedavisi gevresiyle tamamen entegre, mekanik olarak islevsel
ve defekt alaninda hiyalin kikirdak olusumu ile sonuglanmalidir. Biyolojik olarak kabul
edilebilir tamirde, kikirdak dokusu; defekti kikirdak benzeri aramaddeyle doldurmus, eklem
ylizey konturunu saglamis, saglam ¢evre kikirdak ile birlesmis ve yiik tasimaya uygun sekilde
sert olmalidir. Bilinen tedavi yontemleriyle hiyalin kikirdak elde etmek miimkiin degildir. Cogu
zaman iyilesme dokusu karigik bir histolojiye sahip olmakta ve doku igerisinde birden fazla



kikirdak tipine rastlanmaktadir. Ideali artikiiler kikirdak elde etmektir. Artikiiler kikirdak
hiyalin kikirdagin kolonlar seklinde hiicre dizilimi ve derinlerde radyal, yiizeyde paralel
organize olmus kollajen liflerinden olusan ve bir tidemark ile kalsifiye kikirdak ve dolayisi ile
subkondral kemige bagl seklidir. Yani hiyalin kikirdak ile igerigi ayni olmakla birlikte
organizasyon farki igermektedir, ancak tamir yontemleri ile bunu elde etmek zordur. Hiyalin
kikirdak tip II kollajen ve proteoglikan aramadde sentezleyerek salgilayan kondrositlerden
olusur. Fibroz kikirdakta ise hem kondrosit hem de fibroblast bulunur. Bu nedenle ara madde
agirlikla tip I kollajenden olusur. Fibroz doku ise fibroblastlardan olusur ve tip I kollajen
agirhikli aramaddeye sahiptir. Bu kikirdaklarin yiik altindaki dayanikliliklar1 da yukaridaki
siraya gore diismektedir .

Kikirdak hasari olan hastalara uygulanan konservatif tedavi yontemleri (fizyoterapi, oral
veya intraartikiiler farmakolojik ajanlar) sadece sislik ve agr1 gibi semptomlarin kisa siireli
geriletilmesini saglarlar; ancak kikirdak dokunun dejenerasyon hizini yavaslatsalar da olusmus
kikirdak yaralanmalarinin iyilegsmesini saglayamazlar (47). Geng¢ ve orta yash bireylerde;
kikirdak lezyonlarinin, ilerleyen donemde osteoartrite ilerlememesi ve erken donemde tedavi
edilebilmesi icin cesitli tedavi yontemleri {izerinde aragtirmalar stirmektedir. Geng hastalarda
kikirdak yaralanmalarina yonelik uygulanan veya arastirilan yeni cerrahi tedavi yontemlerinin
hepsinin ortak amaci, kikirdaktaki defektlerin yapisal ve fonksiyonel olarak normal kikirdaga
yakin bir yapi1 ile doldurulmasi ve bu yapmin uzun siire dayanikli olmasidir; yani kikirdak
ylizeyin restorasyonudur(36,47).

Kikirdak lezyonlarinin tedavisinde kullanilan pek ¢ok cerrahi teknik, tam kat gelisen
lezyonlar sonrasinda eklem kikirdaginin kendiliginden iyilesme mekanizmasi ilizerinden
hareket eder(36). Hangi tedavinin uygulanacagina; lezyonun biyiikliigii, yeri, alt ekstremitenin
dizilimi, kisinin yas1, cinsiyet, viicut kitle indeksi ve hastanin fiziksel kapasitesi goz Oniine
aliarak tedavi yontemi segilir. Kikirdak defektlerinin tedavisi i¢in kullanilan giincel tedavi
yontemleri arasinda: artroskopik debridman, abrazyon artroplastisi, subkondral kemige
penetrasyon, mikrokirik, nanokirik, osteokondral otogreft-allogreft transferi, osteotomi,
yumusak doku greftleri, hiicre transplantasyonu, biiytime faktorleri ve yapay matriks kullanimi
gibi bir¢ok teknik tanimlanmistir. Gelisen doku miihendisligi ve teknoloji ile yeni kikirdak
olusturma yetenegine sahip dokular veya hiicreler ile de eklem kikirdak yiizeyinin
rejenerasyonunu saglanmaya ¢aligilmaktadir (48,49).

2.8.1.ARTROSKOPIK DEBRIiDMAN

Eklem debridmani ilk olarak Magnuson tarafindan tanmimlanmistir (50) . Eklem
debridmani, osteofit temizligi, sinovektomi, menisektomiyi igeren genis bir terimdir. Tiim bu
yontemlerin kondral defektlere etkisini 6l¢gmek zordur. Debridman ve lavaj, semptomlar1 az
olan, 2 cm? den kiigiik kikirdak lezyonu olan diisiik aktiviteli, hastalarda uygulanan palyatif bir
yontemdir. Dejeneratif eklem kikirdak defektlerinde, semptoma yonelik ve gecici etkili bir
yontemdir. Kollajen ve proteoglikan gibi bozulmus olan kikirdak komponentleri,
inflamasyanona sebeb olarak, kronik sinovit tablosuna neden olur. Bunlarin eklemden
uzaklistirilmas1 gegici bir siire agrinin gerilemesini saglar. Eklemin bol miktarda siviyla
yikanmasi, defekt bolgesinde yer alan gevsek siiperfisyal kikirdak dokunun alinmasi prensibine
dayanir (51). Bu tiir tedavilerin sonuglar1 kondral defektin biyiikligi, sayist ve
dejenerasyonundan etkilenir. Klinik uygulamada artroskopik debritman, mikrokirik gibi kemik
iligi stimiilasyon yontemlerinin bir pargasi olarak goriiliir .



2.8.2 KEMIK iLiGi SITUMULASYON YONTEMLERI

Bu tedavi yontemlerinde amag hiicre gogiinii ve kikirdak onarimai igin sitokin tiretimini
saglamaktir (52) . Pridie'nin delme yonteminin bir modifikasyonu olan mikrokirik, basit bir
artroskopidir ve semptomatik kondral defektler i¢in birinci basamak tedavi olarak kullanilan en
yaygin yontemdir (53). Ortopedik cerrahide hizli ve ucuz olmasindan dolayi sik kullanilan bir
yontemdir . Bu yontemlerde kikirdak lifli doku veya tip I kollajen iceren fibrokartilaj doku ile
onarilir ¢linkii kondroprogenitor hiicre sayis1 doku rejenerasyonunu elde etmek i¢in ¢ok azdir
ve yavastir buda daha sonra dejenerasyonlara yol agabilir (54).

Mikrokirik yontemi 1997 yilinda Steadman ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Kolay
uygulanabilmesi, ucuz olmasi, ek hazirlik gerektirmemesi ve diger girisimlerin ileri
uygulamalarini engellememesi nedeniyle kisa zamanda genis kullanim alani bulmustur (55).
Temelde delme yontemi ile ayn1 olmakla birlikte 1s1 liretmediginden ¢evredeki hiicrelere zarar
vermez. Mikrokirik basarisiz olsa dahi daha ileri tedaviler engellenmez, yani mikrokirik geri
doniisiimsiiz degildir. Kikirdak yaralanmasi olan bdlge ilizerinde kalan kikirdak, iyilesme
dokusunun olusumunu engelleyici 6zellige sahiptir. Bu nedenle her tiirlii onarim girisiminden
once debride edilmesi gereklidir (56,57).

Yontemin basar1 sansini artirabilmek i¢in saglam kikirdagin defekt etrafinda subkondral
kemige dik ag1l1 bir ¢cer¢eve olusturacak sekilde hazirlanmasi gereklidir. Bu sekilde bir hazirlik
iyilesme dokusunu basidan ve makaslama kuvvetlerinden korurken fibrin pithtinin tutunmasina
uygun ortam hazirlamaktadir (58).

Defekt kenarlarindan baglayarak, saglam kikirdaga yakin bolgede kikirdagin hemen
yanina mikrokirik bizi ile subkondral kemige dik olacak sekilde delikler acilir. Mikrokirik
bizinin konik sekilde olmas1 sayesinde girilen derinlik kontrol edilebilmekte ve cihazi delikten
cikartmak kolay olabilmektedir. Mikrokirik bizi, defekte dik olarak uygulanmalidir. Bunu
saglamak amaciyla 30, 45 ve 90 derece egimli bizler vardir.

Mikrokirik olusturma islemi sirasinda ¢ekig kullanilir ve deliklerin birbirlerine miimkiin
oldugu kadar yakin olmasi saglanir. Cevreden baslayarak defekt ortasina dogru ilerlenir.
Delikler 3-4 mm araliklarla acilir ve aralarindaki duvarin kirilarak birlesmesinden kaginilir.
Deliklerin birlesmesi subkondral kemik plaginin biyomekanik destegini bozabilir. Yetersiz
delik yogunlugu, olusacak olan kikirdagin kalitesini ve defekti doldurma miktarimi etkiler .
Derinlikleri 3-4 mm olmalidir. Agilan deliklerden yag damlaciklarinin ¢iktigi gézlendiginde
yani 3-4 mm inildiginde yeterli derinlige ulagilmis demektir (59-61).
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Sekil 3: Mikrokirik sematik cerrahi goriintiisii

2.8.3.0STEOKONDRAL OTOLOG TRANSFERI (MOZATKPLASTI)

Osteokondral Otolog Transferi ilk olarak 1993 yilinda tanimlanmustir (62). 1991 yilinda
hayvan deneyleri yapilmis bunu izleyen siirecte 1992 yilinda standart klinik cerrahi ekipmanlar
gelistirilmistir. 1997 yilindada klinik sonuglara ait ilk yayinlar yaymlanmistir. Kiigiik
osteokondral greftlerin eklem icine dizildigi mozaikplasti yontemi ise 1996 yilinda
yaymlanmistir (63, 64).

Hiyalin kikirdak elde etmekteki giigliikler osteokondaral otogreft ve allogreftlerin
gelistirilmesine yol agmistir. Bu yontemde kemigin kemige kaynamasi nedeniyle kikirdak
iyilesmesindeki zorluklar minimalize edilmistir. Yeri degistirilmis hiyalin kikirdagin en 6nemli
avantaji saglam bir tidemark ve subkondral kemik ile beraber transfer edilmis olmasidir.
Mozaikplastide greftler aras1 bosluklar digsal dokular ve matriks ile dolar. Mozaikplastideki
kikirdagin biiylik bir kismimi artikiiler kikirdak olustururken bosluklar arasindaki kiigiik
kisimlar fibrozkartilaj olusturur (65, 66) .

Defekt derinliginin 1 cm den biyiik oldugu kemik defektinin eslik ettigi durumlarda ilk
tercih tedavi yontemidir (67).



Resim 1: Mozaikplasti uygulanmis femur kondil kikirdak lezyonu

OOT igin defekt derinligi kikirdak kalinliginin en az %350 si olmalidir ve 2-6 cm?
defekler i¢in uygulanabilir (68). ICRS ye gore mozaikplasti igin defekt capi alt sinir1 1 cm iken
klinik uygulamalarda 2 cm den kii¢iik defeklere donoér saha problemlerinden kaginmak igin
uygulanir. Tek, tam kalinlik ve ¢apr 1-2.5 cm arasindaki kikirdak defektleri artroskopik
osteokondral greftleme ile tedavi edilebilir (69, 70).

Ozetle, 50 yasin altindaki hastalarda eklemlerin agirlik tasiyan yiizeylerinin odaksal
kondral ve osteokondral yaralanmalarinda, instabilite, dizilim bozuklugu, meniskiis ve bag
yaralanmalarinin es zamanl tedavisi ile birlikte OOT endikasyonu vardir. Ug cm? den biiyiik,
saglam kikirdak ile ¢evrili olmayan, 1 cm den derin defektlerde osteokondral taze ya da taze
donmus allogreft kullanilma endikasyonu da vardir (71).

Mozaikplasti Hangody ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir. Artroskopik, acik,
miniartrotomi seklinde uygulanabilir. Teknikler arasinda ¢ok fazla farklilik mevcut degildir.
Dort, alt1 par¢adan az defekt ¢apinin 2cm den kiigiik oldugu durumlarda artroskopik teknik
kullanilabilir. Artroskopik olarak alinabilecek en biiytlik greftler 6 mm boyutundadir. Altt mm
daha biiylik greftler patella ile donor saha arasindaki temasi artirir ve artrotomi gerektirir.
Femoral kondilin anteriorundaki lezyonlarin artroskopik tamiri miimkiinken, posteriordaki
defektler artrotomi gerektirebilir. Tibiada ye r alan ve patello femoral bolge defektleri i¢in agik
yontem Onerilir (72, 73).

2.8.4MIKROKIRIK VE MATRIKS

Matriksler kok hiicreleri i¢inde tutarak eklem i¢ine kagislari 6nlemektedir. Matriks
uygulamasinin periost greft uygulamasindan daha basarili oldugu gosterilmistir. Bu yontem



ACI ve MACI nin aksine artroskopik olarak tek seansta uygulanabilmektedir. Bu yontem 2 cm?
den biiyiikk lezyonlara mikrokirik uygulanmasinida saglar. Matriks ile kapama iyilesme
dokusunda olusan hipertrofiyide engellemektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ACI ve MACI ye
alternatif olarak bile onerilmektedir (74).

Matriks olarak sodyum hyaluronan kapli eriyebilen polimer kece, tip I ve III ¢ift
katmanli kollajen membran ya da chitosan-gliserolfosfat implantlar kullanilmistir. Hyaluronan
nin mezenkimel kok hiicrelerinin kondrosite farklilasmasinda olumlu etkisi gdsterilmistir.
Deneysel ¢alismalarda chitosan gliserol ve fosfat implantlarinin iyilesme dokusunda daha ¢ok
proteoglikan ve tip II kollajen icerdiginden hiyaline yakin bir kikirdak dokusu olusturdugu
diistintilmektedir (74, 75).

2.8.5.0TOLOG KONDROSIT IMPLANTASYONU

Chesterman ve Smith 1968 yilinda kondrositleri ilk defa izole ederek kiiltiirde sayilarini
arttirarak iiretim yapmuslardir(76). 1971 yilinda Bentley ve Greer kondrositleri izole ederek
Kartilaj doku hasarlarinda tedavi amagl kullanmuslardir (77). OKI 1997 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Kurumu (U.S. Food and Drug Administration, FDA) onayi
almistir, bu tarihten baslayarak 11 yillik sonuglarini yaymlayan Peterson sayesinde teknik 6n
plana ¢ikarilmis ve yayginlagmistir (78).

Diz ekleminin yiik tagimiyan bir bolgesinden kiiciik bir kikirdak parcasi alinir.
Kondrositler 6zel bir doku kiiltiirii laboratuvarinda enzimatik olarak izole edilir. Hiicreler daha
¢ok sayida milyonlarca aktif kondrosit tiretmek i¢in in vitro sartlarda ¢ogaltilir. 2-3 hafta sonra
eklem agilir kondral defekt tibia yiizeyinden alinan periosteal doku ile kaplanir. Daha sonra in
vitro sartlarda liretilen kondrosit siispansiyonu periosteal yamanin altina enjekte edilir.

Otolog kondrosit implantasyonunun avantajlar1 allojenik greft kullanilmamasi, 6li
bosluklar kalmamasi, greft alinan saha hasar1 olmamasidir. Dezavantajlar1 ise iki ayr1 cerrahi
uygulama gerektirmesi, yiliksek maliyetli olmasi, kondrosit ¢ogaltilmasi ve kikirdak doku
olugsmasinin siire almasi ve transport islemleri gerektirmesidir(79).

Otolog kondrosit implantasyonu yontemini takiben yapilan histolojik caligmalarda
olusan kikirdagin hiyalin yada hiyaline benzer yapida oldugu bildirilmistir. Kikirdagin bir
kisminida fibrokartilajdan olugsmaktadir fakat bu fibrokartilaj kalite olarak yiiksek seviyede
oldugu bildirilmistir (80). Komplikasyon olarak %3,8 insidans vardir, en sik goriilen ise yeni
kartilaj dokuda hipertrofi meydana gelmesidir(81). Bunun disinda implante kartilajin gevre
doku ile uyumsuzlugu, yetersiz yeni doku olusumu, subkondral kemik ile greftin
ayrilmasidir(82). OKI uygulanan hastalarin sekonder cerrahi gegirme oranlar yiiksektir. Ancak
bu oranin yas ile veya defektin biiyiikligi ile ilgisi yoktur. En sik neden hipertrofik greft
olmustur(83). Greft altindaki periostun siirtiinme ile uyarilmasi hipertrofiye neden olmaktadir.
Patelladaki vertikal kuvvetlerin augmentasyon lizerinde etkili oldugu diisiiniilir ki en az
yetmezlige gidis bu bolgede goriilmektedir.



2.8.6.MATRIKS DESTEKLI OTOLOG KONDROSIT IMPLANTASYONU

Otolog Kondrosit Implantasyonu hassas bir hiicre siispansiyonu kullanmak, periostu su
gecirmez bir sekilde kapatmak ve bu nedenle kikirdaga dikis gecirmek gerekir. ikinci seansta
artrotomi yapmak gerekir ki artrotomi ve periost grefti kullanimi komplikasyonlara agiktir.
Standart tek katman hiicre kiiltirinde kondrositler fenotipik olarak farklilasmaya
zorlanmaktadir. Hiicre siispansiyonu enjeksiyonu, homojen olmayan dagilima ve periost
greftinden sizarak hiicre kaybina neden olmaktadir, ayrica cerrahi siireside uzundur. Tiim bu
sebeblerden dolay1 ¢oziim amagli 1999 yilinda MACI gelistirilmistir. 2002 yilindan itibaren
ACI nin ikinci nesli olan biyobozunur ii¢ boyutlu matrikslerin kullanildigt MACI gelistirildi
(84-86).

Matriksler ve kikirdak aramaddesi hiicreleri, defekt icerisinde tutunmalarini ve
islevlerini stirdiirmelerini destekleyecek yapisal catilar olugturmaktadir. Matriks olarak en sik
kollajen ve hyaluronan temelli malzemeler kullanilmaktadir (86). Hiicrelerin esit dagilimini
saglamak icin ilk olarak tip I ve tip III kollajenden olusan membran kullanilmis, kondrositler
bu membran tizerine ekilerek implante edilmistir (87). Kollajen membrana ekilen hiicrelerin,
homojen dagilim gosterdikleri ve kondrosit fenotiplerini koruduklari bildirilmistir. Tip 1
kollajen fibroblastik hiicre morfolojisini uyarmakta ve hiicreleri bu yonde yonlendirerek fibroz
aramadde Ttrettirmektedir. Tip II kollajen ise kondroblastik morfolojiyi uyararak GAG
aramaddesini iiretmeye yonlendirir. Bir matriksin por biiyiikliigli azaldik¢a (<50 mikrometre)
saglamligr artar, ancak hiicreleri daha ¢ok fibroblastik morfolojiye yonlendirir (88).

Suni matriksler biyobozunur olmali, biyouyumlu olmali, uygun siirede bozunmali ve
hiicre kolonizasyonuna izin vermelidir (89). Matriks rehberli otolog kondrosit implantasyonu
cerrahi tekniginin ilk asamasit ACI ile aynidir. Yiiz mililitre otolog kan ile birlikte 5x10 mm
boyutunda kikirdak doku alinarak laboratuvara génderilir. Ug - dort hafta iceriside otolog serum
ve bliylime faktorleri de kullanilarak 15-20 milyon hiicre tiretilir. Domuz kaynakli tip IIII iki
katmanli kollajen membranin her bir santimetrekaresi basina canliligi %85’in tlizerinde olan en
az 1 milyon hiicre ekilmelidir (90). Defekt ACI’da oldugu gibi hazirlanir. Kanama kontrolii
yapilir. Aliiminyum folyo yada eldiven kagidi ile defektin sablonu cikarilir. implant sablon
seklinde kesilir. Implant: kesmek ve yerlestirmek igin uygulanan manipiilasyonun tutunmus
hiicrelere zarar vermedigi gosterilmistir. Fibrin yapistirict ile hiicreli retikiiler piirtizlii kisim
subkondral kemige bakacak sekilde yapistirilir. Ug dakika boyunca basing uygulayarak
yapisma beklenir. Gerekirse dikis ile kuvvetlendirilebilir. Dize birkag defa fleksiyon-
ekstansiyon yaptirilarak implatin stabilitesi kontrol edilir (91, 92).

2.8.7.ALLOJENIK OSTEOKONDRAL VEYA KONDRAL GREFTLEME

Bu teknikte amag, kikirdak onarimini saglama degil yaralanmanin oldugu bolgeye
saglam osteokondral greftin aktarilmasidir. Greftler siklikla kadavradan alinmaktadir. Genis
osteonekrozlar, tiimor rezeksiyonlari, biiyiik travmalar ve cok ileri seviyedeki osteoartritli
hastalarda bulunan biiyiik kemik ve eklem kikirdak yaralanmalarinda basarili bir bigimde
uygulanmasina ragmen immiinolojik sorunlar, maliyetin yiiksek olmasi, hastalik bulasma
olasilig1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (93).

Kikirdak dokusu bagisiklik sisteminden soyutlanmis bir durumda bulunmasina karsin
bu yontemin immiinsiiprese bireylerde daha iyi sonuglar verdigi belirtilmistir. Fakat hala bu
islemler &ncesinde HLA testlerinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmamaktadir. ilk yapilan



uygulamalarda taze kadavradan elde edilen greft izotonik igerisinde muhafaza edilerek ilk bir
hafta icinde uygulanabiliyordu. Daha sonra bu greftleri muhafaza etmek amaciyla kiiltiir
ortamlar1 yapildi ve bu vesileyle kondrosit canliligi daha uzun zamanlar saglanabiliyordu. Yeni
bir osteokondral allogreftin iki haftadan fazla saklanmasi neticesinde kondrosit sayisinin
diistiigii, hiicrelerin canliliginin ya da metabolik faaliyetlerinin azaldig1 anlasiimustir. Ilerleyen
donemde depolama kosullarinin hafifletilmesi ve greftin elde edilmesini kolaylastirmak adina
donmus greftler planlandi. Kadavradan aliman ve hemen kullanilmayarak dondurulan bu
greftlerde, kondrositlerde 6zellikle yiizeyel katmanda 6liim goriilmekte (kondrositlerin yalnizca
%20-30’u canli kalmaktadir) ve bu da yerlestirilen dokudaki kikirdagin igeriginin daha hizh
deforme olmasina ve mekanik agidan zayiflamasina sebep olmaktadir.

Dondurularak bir kiiltiir ortaminda muhafaza edilen greftler ile birlikte taze
dondurulmus greftler de bulunmaktadir. Taze dondurulmus greftlerin diger dondurularak
muhafaza edilen greftlere nazaran daha az immiinolojik tepkilere ve daha az hastalik bulasina
sebep oldugu belirtilmistir. Fakat taze dondurma yontemiyle greftin biitiin kondrositleri
Olmektedir. Allogreftlerin kemik boliimleri ise giderek ¢ok yavas bir bigimde bireyin dogal
kemik yapisiyla yer degistirirken tiizerinde bulunan kikirdak icin mekanik bir dayanak
olmaktadir. Uzun dénem izlemlerde bu yontemin %65-85 arasinda basari ile uygulandigi ve
immiinolojik tepkilerin insanlarda hayvanlara nazaran daha nadir goriildiigii belirtilmistir.

Allogreftlerin uzun doénem canliliklarinin, yapilarindaki canli kondrosit miktarina ve
greftin mekanik saglamligina bagli oldugu tahmin edilmektedir. (94, 95) Bu uygulamanin
ayrica osteokondral yaralanmasi olup diger yenilenme tedavilerinin basarili olmadig1 ya da
basarili olamayacag: diisiiniilen hasta gruplarinda yapilmasinin uygun olacagi diistiniilmektedir
(95).

2.8.8.DOKU MUHENDISLIiGi

Son yillarda giderek artan sekilde uygulama alanlar1 bulan doku miihendisligi; biyolojik,
kimyasal ve miihendislik prensipleri uygulanarak, biyomateryaller, hiicreler ve biyolojik
faktorler kullanilmasiyla yasayan dokularin tamiri, restorasyonu ve yeniden olusturulmasi
olarak tanimlanabilir. 4 farkli sekilde kullanimi mevcuttur. Bunlar Otolog kondrosit
implantasyonunda oldugu gibi kondrositlerin in-vitro kiiltiir sonrasinda transplantasyonu,
defektif yere biyolojik faktorlerin yerlestirilmesi, nanoteknoloji kullanilarak yeni kikirdak
dokunun biiylimesini stimiile eden ii¢ boyutlu pordz skafoldlarin kullanimi ve son olarak
skafold, hiicreler ve biiylime faktorlerinin kombine kullanimidir (96).

Kondral ve osteokondral kayiplarda, konak dokunun kendini yenileme kapasitesinin
sinirlt olmasi, arastiricilart hiicreleri defektif bolgeye transplante etme yollarini aramaya
itmistir. Kikirdak doku miihendisligi bu sorunu ¢6zmek i¢in ortaya ¢ikmis biyoteknolojik bir
alandir. Elde edilen yapay kikirdak normal eklem kikirdagiyla ayni biyomekanik 6zelliklere
sahip olmalidir. Ancak bu sekilde eklem yiiksek streslere maruz kaldigi ortamda normal
fonksiyonunu siirdiirebilir.

Kikirdak doku miihendisligindeki en onemli zorluklardan biriside eklem kikirdak
yapisinin  katmanlarinda kondrositlerin fonsiyonel ve islevsel 6zelliklerinin farklilik
gostermesidir. Yiizeyel, orta ve derin katmanlardaki kondrositlerin metabolizmalar1 birbirinden



farklidir(97). Ornek olarak siiperfisyal tabaka kondrositleri yiizeyel bolge proteini sentezlerken
orta katman kondrositleri agirlikli olarak tip 2 kollajen sentezlerler. Subkondral bolgeye dogru
artan kollajen sentezi sayesinde derin tabaka daha dayaniklidir. Bu farkliliklar nedeniyle doku
mithendisligi tekniginde katmanlara hiicresel dagilim degisiklik gdstermesi gerekmektedir.
Tabakalar aras1 basarisizlik bu nedenden dolay1 olusmaktadir(98).

Bu homojen olmayan yapiy1 taklit etmek ve ekleme binen yiikii tolere edebilmek igin
farkl1 doku iskelelerinin kullanim1 6n plana ¢ikmustir. lyi bir skafold bozunmay1 6nleyebilmeli,
hiicre 6liimiinii kontrol altinda tutabilmeli, besin gecisine ve artik biyomaddelerin difiizyonuna
izin vermeli, kikirdak dokunun sagladigi dogal yapigsma desteklerini saglamali, matriks
olusumunu destekleyebilmeli ve tabi ki hiicre proliferasyonuna izin verebilmelidir (99).

Skafoldlar, dogal veya sentetik materyallerle imal edilebilir. Dogal polimer olarak
kitosan, jelatin, fibrin, hiyaluronan ve aljinat kullanilir iken; sentetik polimer olarak poli-
kaprolakton (PCL), poli-hidrosibutirik asit-ko-hidroksivalerik asit (PHBV), hidrojeller,
deselliilerize doku iskeleleri gibi yapi iskeleleri kullanilmaktadir. Hiicre kaynaklar1 arasinda
izole otolog kondrositler, kiyllmis otolog kikirdak, multipotent kok hiicreler (6rn, kemik iligi,
kas, sinovyum veya adipoz tiirevli mezenkimal hiicreler), pluripotent kok hiicreler ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC) bulunur. Kondroindiiktif biiyiime faktorleri temel
olarak transforming TGF-B siiper ailesinin iiyeleri, IGF-1 ve spesifik FGF familyasinin
iiyelerinden olusur. Bu biiyiime faktorleri, hiicre kiiltiirtindeki kok hiicrelerin kondrojenik
farklilagmasimni uyarmak veya kontrollii saliverilmesi, gen transdiiksiyonu/dagitimi veya
nanoparg¢acik dagitimi amaciyla kullanilmaktadir (100, 101).

3. EKSTRASELULER VEZIKULLER

Ekstraselliiler vezikiiler (EV) salgilandigi hiicreye ait spesifik bilgi tasiyan ve
hiicreleraras1 iletisimi sagalayan nanopartikiillerdir. ik defa 1970’ lerde Wolf tarafindan
plazmada gozlemlenmis ve trombosit tozu olarak adlandirilmislardir. EV’ler hiicre dis1 ortama
salinan tim membran vezikiiller i¢in kullanilan genel bir terimdir. Bu vezikiiller islevsellik,
olusum mekanizmalar1 ve biyofizyolojik acidan farkli 6zellikteki birgok vezikiil tiiriinii i¢inde
bulundurmaktadir (102-104).

Saliverilme mekanizmalar1 ve boyutlarina goére li¢c ana EV tipi tanimlanmigtir:
eksozomlar (150 nm'den daha kiigiik c¢apli), mikrovezikiiller/ektozomlar (100-1000nm) ve
apoptotik cisimler (>1000nm). Mikrovezikiiller ve apoptotik cisimcikler sirasiyla canli ve
O0lmekte olan hiicrelerde dogrudan plazma zarindan salinir. Eksozomlar, EV’lerin en kii¢iik
tiyesidir. Diger EV’lerden farklari; kargo igerikleri, lipid kompozisyonlar1 ve kendilerine 6zgii
biyogenez yolaklaridir (105).

EV’ler, igerisinde mesajci riboniikleik asitler (mRNAs) ve mikro riboniikleik asitler
(miRNAs) dahil olmak {izere g¢esitli RNA tiirlerini, ¢0ziliniir proteinleri ve transmembran
proteinlerini  barindiran lipid membranla ¢evrili yapilardir. EV’ler, prokaryot gibi
organizmalardan yliksek Okaryotlara ve bitkilere kadar degisen hiicreler tarafindan evrimsel
olarak salinmaktadir. Bu yapilar hiicre i¢i iletisim, membran proteinlerinin ve lipitlerin geri
doniistimii, bagisiklik modiilasyonu, anjiyogenez ve hiicresel proliferasyon ve farklilasma gibi
birgok siirecte rol oynamaktadir(106, 107).



3.1. EKSTRASELLULER VEZIiKULLERIN SINIFLANDIRILMASI

Hiicreler, farkli olusum mekanizmalarindan dolay1 farkli fizyolojik 6zelliklere, igerige
ve fonksiyona sahip c¢esitli vezikiiller salgilamaktadir. Bu yapilar mikrovezikiiller, apoptotik
cisimcikler ve eksozomlardir (106).

3.1.1. MiKROVEZIKULLER

Hiicre membranindan tomurcuklanarak dogrudan hiicre disina salgilanan vezikiillerdir,
Bu sebeple, endozomal yol ile meydana gelen eksozomlara gore, mikrovezikiiller tiiredikleri
hiicrenin membran bilesimini daha iyi yansitmaktadir. Mikrovezikiillerin boyutlar1 50-1000 nm
arasinda degisir ve sekil acisindan heterojen bir 6zellik gosterirler. Mikrovezikiillerin,
yapisinda plazma membran lipidleri ve proteinleri, sitoplazmik lipidler, proteinler ve niikleik
asitler bulunmaktadir. Mikrovezikiiller Ca2+ veya fosfolipid baglayic1 proteinlerin aracilik
ettigi hiicre i¢i olaylarin bir uyaran tarafindan (hipoksi, oksidatif stres veya kayma gerilimi)
tetiklenmesiyle olusmaktadir. Mikrovezikiil olusumunda kalpain, flippaz, floppaz, skramblaz
ve gesolin gibi bir¢cok enzim gorev almaktadir (108).

3.1.2.APOPTOTIK CIiSIMCIiKLER

Nekroz ve apoptoz en 6nemli hiicre 6lim mekanizmalaridir. Her iki mekanizma da
biyolojik uyaranlar tarafindan aktive edilmektedir. Nekroz, mekanik hasar veya patojenik bir
etki sonucu meydana gelirken, apoptoz programlanmis hiicre 6liimiidiir. Apoptoz sirasinda
hiicreler, toksik veya immiinojenik olabilecek hiicresel igeriklerin ekstraseliiler matrikse
gecisini Onlemek amaciyla apoptotik cisimcik adi verilen daha kiigiik yapilar olusturmaktadir.
Bu yapilar igerisinde DNA, RNA parcalari, histonlar ve organeller bulunabilir. Boyutlar1 50-
5000 nm arasinda degisen apoptotik cisimcikler, eksozom ve mikrovezikiiller gibi sekil
acisindan heterojen ozellik gosterir. Hiicrenin salgiladigi apoptotik cisimcikler fagositoz
yoluyla makrofajlar tarafindan yok edilmektedir..

3.1.3.EKSOZOMLAR

Hemen hemen tiim bakteriler, arke bakteriler ve 6karyotik hiicreler, hiicre dis1 bosluga
nano boyutta membran vezikiilleri salgilamaktadir (109). Bu hiicre dis1 vezikiiller cesitli
proteinler, niikleik asitler (DNA, mRNA, miRNA, IncRNA) ve lipitler igeren; sferik ve ¢ift
katmanl proteolipit yapisindadir (109, 110). ilk baslarda uzun bir siire hiicre dis1 artiklar olarak
degerlendirilmislerdir fakat yapilan son ¢alismalar EV’lerin ¢ok yonlii fizyolojik ve patolojik
fonksiyonlara sahip olduklarini géstermektedir. Hiicreler arasi iletisimde hatta tiirler aras1 veya
canli alemleri (inter-kingdom) arasinda iletisimde rol aldiklar1 belirtilmektedir.

Eksozomlarin diger EV’lere gore daha onemli olmasimin nedeni, tagidiklart RNA
(miRNA, mRNA) kargolaridir. Hiicreler arasi etkilesimde rol oynayan eksozomlar, tasidiklar
RNA’lar sayesinde alici  hiicreye aktarildiklarinda o  hiicrenin  fonksiyonunu
degistirebilirler(111). EV’lerin farkli organizmalarda salgilanma mekanizmalar1 biiyiik
benzerlikler icerdiginden EV-aracili hiicreler aras1 haberlesmenin evrimsel olarak korundugu
bildirilmektedir (109). Son on yilda, EV'lerde paketlenmis biyolojik bilgilerin hiicreler arasinda



aktarilabildigi ve alici hiicrelerin fenotipini degistirdigi gosterildikten sonra EV'lere olan
bilimsel ilgi hizla artmistir (110).

3.2.EKSOZOMLARIN BiYOGENEZI, YAPISI VE iCERIiGIi

Hiicreler, molekiillerin hiicre i¢ine alinmasi ve salgilanmasi i¢in olduk¢a karmasik bir
membran agina sahiptir. Bu karmasik yap1 sayesinde hiicreler hem endositoz ile dis ortamdan
makromolekiilleri hiicre igine alabilmekte hem de ekzositoz yoluyla sentezlenen proteinleri ve
karbonhidratlar1  hiicre disina salgilayabilmektedir(112). Proteinlerin  hiicre disina
salgilanmasinda farkli mekanizmalar kullanilabilir. Biiyiik biyomolekiillerin ekzositoz yoluyla
hiicre digina salgilanmasi en yaygin mekanizmadir. Ayrica, multivezikiiler cisimcigin (MVB)
plazma zar1 ile birlesmesi sonucunda igeriginin hiicre digina salimi da diger ekzositoz
mekanizmasini olusturmaktadir. Hiicre disina salinan bu kii¢iik membran vezikiiller endositik
kokene sahip yapilar olduklart i¢in bu mekanizma ayni zamanda endozomal sisteme ait bir
salgilama islemidir. Endositik vezikiiller, ge¢ endozom, erken endozom ve lizozom endozomal
sistemde yer alan diger yapilardi (113). Endositik vezikiiller klatrin bagimli ve klatrin bagimsiz
endositoz ile meydana gelir ve erken endozom ile birlesir. Ge¢ endozom ise erken endozomun
olgunlagmasiyla meydana gelmektedir. Ge¢ endozomdan MVB olusumunda en 6nemli faktor
ge¢ endozomun plazma membraninin iceri dogru biikiilmesiyle tomurcuklanmasidir.
Eksozomlarin biyogenezi de endozomal sistem igerisinde baglamaktadir (114).

Eksozomlar herhangi bir hiicresel organel igcermeyen kiigiik bir sitozol oranina sahip,
cift katli lipit katmaniyla cevrilmis endositik yollarla meydana gelmis yapilardir (115).
Endositoz sonucu olusan endositik vezikiiller erken endozomla birleserek ge¢ endozoma
olgunlagsmaktadir. Bu olgunlagma siiresince ge¢ endozoma ait hiicre zarinin liimen i¢ine dogru
kivrilmasiyla intraliiminal vezikiil olarak adlandirilan ¢ok sayida kii¢iik membran vezikiiller
olusmaktadir. Igerisinde gok sayida intraluminal vezikiil barmdiran bu yapt MVB olarak
adlandirilmaktadir. Son adimda MVB hiicre plazmasi ile birleserek boyutlar1 30-150 nm
arasinda degisen intraluminal vezikiilleri eksozom olarak hiicre digina salgilamaktadir (116).
Ancak olusan her MVB, igerigini eksozom olarak disar1 salgilamamaktadir. MVB’nin plazma
membraniyla birlesmek disinda izleyecegi farkli metabolik yollar da bulunmaktadir. Bu
alternatif yollardan birisi MVB’lerin lizozomlarla birleserek yapilarinin parcalanmasi sonucu
iceriklerinin hiicreye geri doniisiimiidiir. Diger bir metabolik yol ise melanozomlar, azurofilik
graniilleri gibi 6zellesmis lizozom benzeri organellerin olusumuna katkida bulunmalaridir
(117). Yapilan ¢alismalar MVB’nin olustuktan sonra sahip oldugu kolesterol seviyesine bagl
olarak izleyecegi metabolik yollar1 belirledigini gdstermistir. Kolestrol seviyesi diisiik olan
MVB’ler lizozoma dogru hedeflenirken, sadece kolestrol seviyesi yiiksek olan MVB’ler plazma
membrani ile birleserek igeriklerini eksozom olarak disar1 salgilamaktadir(116, 117).

ESCRT (Tasinim i¢in Gerekli Endozomal Ayirma Kompleks Proteinleri) mekanizmasi
MVB olusumunda merkezi bir rol oynamaktadir (116). ESCRT’ler 4 ana alt birimden (ESCRT-
0,- I,-11,-1TI) ve yardimci proteinlerden (AAA ATPase ve Vps4) olusmaktadir (118). Tasinim
icin Gerekli Endozomal Ayirma Kompleks Proteinleri-0, ubukitin proteinlerinin taninmasinda
ve siralanmasinda gorev almaktadir. ESCRT-I ve II plazma membraninin liimen igerisine
tomurcuklanmasini saglarken, ESCRT-III vezikiilin ayrilmasindan sorumlu olmaktadir.



Birbirinden bagimsiz yapilmis dort ¢alismada HelLa ve HEK293 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda
Hrs ve STAM proteinlerinin inhibisyonu sonucu eksozom salgisinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Calismalar ESCRT-0 kompleksinin bir alt birimi olan séz konusu bu proteinlerin
eksozom salgilanmasinda etkin bir rolii oldugunu gostermistir (118).

Farkl1 hiicrelerden salgilanan eksozomlarda yapilan proteomik analizler ESCRT-II ve
ESCRT-III komplekslerine sahip alt birimlerin varligini ortaya koymustur. David ve ark.,
ESCRT-III kompleksiyle iligkili bir protein olan ALIX’in endozomlarda vezikiillerin limen
icerisine dogru tomurcuklanmasini tetikledigini gostermistir (119) . Ancak ¢alismalar ESCRT
ailesine ait tiim alt gruplar inhibe edildigi takdirde, eksozom olusumunun durmadigini ve
devam ettigini gostermistir. Bu bulgular eksozom olusumunda sadece ESCRT mekanizmasinin
aract olmadigini, ESCRT kompleksinden bagimsiz MVB olusum mekanizmalarinin da var
oldugu fikrini ortaya ¢ikarmistir.

ESCRT kompleksi olmadan gerceklesen eksozom olusumunda en basit sfingolipid olan
seramid molekiilleri etkili olmaktadir. Seramidler apoptoz ve hiicresel stres sirasinda notr
sfingomiyelinaz (nSMase), asit sfingomiyelinaz (aSMase) ya da novo sentezi etkisi ile meydana
gelirler. Caligmalarda nSMase inhibisyonu sonucu eksozom biyogenezinde azalma oldugu
tespit edilmistir. Bu gozlemler MVB olusumunda farkli biyogenez mekanizmalarinin yer
aldigini 6ne siirmektedir. Ancak, bu 6nerilen iki mekanizma arasindaki gegisi hangi sinyallerin
kontrol ettigi tam olarak bilinmemektedir (120).

3.3.EKSOZOMLARIN MOLEKULER BILESIMi

Eksozom veritabaninin en giincel verilerine gore, birgok farkli hiicre tiiriinden elde
edilen eksozomlarda 41860 protein, 4946 mRNA, 2838 miRNA ve 1116 lipid tiri
tanimlanmigtir. Bu veriler eksozom igeriginin oldukc¢a karmasik oldugunu gostermektedir
(121).

Protein Bilesimi: Eksozomlar, rastgele dizilmis bir protein igerigi yerine; sitozol,
plazma membrani ve izledigi endositik yollardan kaynakli belirli protein ailelerine ait spesifik
protein tiirlerini igerir. Proteomik analizler eksozomlarda kollajen, integrin ve galaktin gibi
ECM ve hiicre ylizey proteinlerinin; epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) gibi hiicre
ylizey reseptorlerinin varligini ortaya koymustur (116, 122). Endozomal kaynakli olmalarindan
dolay1 eksozomlarin yapisinda aneksin ve flotillin gibi protein tasinmasinda gorev alan ve
membran fiizyonu i¢in dnemli olan proteinler de yer almaktadir.

Eksozomlar, hedef hiicrenin belirlenmesinde yer alan tetraspanin ve MVB’den
eksozom biyogenezinde rol oynayan Alix ve TSG101 proteinlerini icermektedir (122, 123).
Eksozomlarda, hiicreler arasi adezyon molekiilii-l, CD 146, CD9, CD18, CD11a, CD11b,
CDll1c ve CDI166 gibi bircok adezyon molekiilleri yer almaktadir. Ek olarak eksozomlarda
CD9, CD63, CD81 ve CD82 iceren tetraspaninler oldukca fazladir ve bu proteinler eksozomlara
Ozgii hiicre ylizey belirteglerini olusturmaktadir (116). Eksozomlarda Rab proteinlerini igeren
sitozolik proteinler ise eksozomun fiizyon olaylarini diizenlemektedir. Ek olarak, Hsp70 ve Hsp
90 1s1 sok proteinleri ve GTPazlar eksozomlarda en sik goriilen diger proteinlerdir. Endozomal
kaynakli olmalarina ragmen, eksozomlar endoplazmik retikulum, mitokondri veya Golgi
cisimcigine ait proteinleri icermezler (124, 125).



Lipid Bilesimi: Proteinlere benzer sekilde eksozom yapisinda yer alan lipidler de
eksozomlarin salgilandiklar1 ve koken aldig: hiicrelere 6zgidir (126). Eksozomlar daha ¢ok
kolestrol, digliserid ve sfingolipid ailesine ait seramid ve sfingomiyelin, fosfolipit ve
fosfatidilkolin (PC), fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE), fosfotidilinositol (PI) gibi
gliserofosfolipidleri icermektedir. Fosfatidilserin flippaz, floppaz ve skramblaz enzimleri
sayesinde dis membran proteinlere baglanarak sinyal iletiminde ve membran fiizyonunda gérev
almaktadir. Sfingomiyelin ise eksozomlarin sabit bir yapida kalmalarini saglarken ayni
zamanda hiicreler tarafindan salimini da kolaylastirmaktadir (127). Bu lipitlere ek olarak
eksozomlar prostaglandinler, l6kotrienler gibi biyoaktif 6zellikteki lipidleri ve fosfolipaz C gibi
lipid metabolizmasi i¢inde aktive olan enzimleri de bilesiminde bulundurmaktadir. Bu
ozellikleri sayesinde eksozomlar biyoaktif lipidlerin alic1 hiicrelere aktarilmasini saglayan lipid
tastyicist olarak gorev alabilmektedir (128).

Niikleik Asit Bilesimi: Eksozomlarda mRNA ve miRNA’nin varligi ilk defa 2007
yilinda yapilan calismalarla gosterilmistir. Yapilan bu 6nemli kesiften sonra fare ve insan
hiicresi kokenli eksozomlarda binlerce farklt mRNA tiirii tanimlanmistir. Lotvall ve ark.
eksozomlarin yapisinda yer alan mRNA’larin islevsel 6zellikte olduklarini da belirtmislerdir.
Eksozomal mRNA’lar ¢ogunlukla hiicre dongiisii, anjiyogenez ve histon modifikasyonlarinda
gorev alan aktif yapilardir. In vitro galismalarda fare kaynakli eksozomlarin RNA igeriklerini
insan mast hiicrelerine aktarabildigi ve alict hiicrelerde fareye ait bu proteinlerin
translasyonunun gerceklestigi belirtilmistir. Bu 6zellik eksozomlarin genetik bilgi aktarimini

saglayarak hiicreler arasi iletisimde olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir
(129, 130).

3.4 EKSOZOMLARIN HEDEF HUCREYE ALINMASI

Eksozomlarin hedef hiicrelerini nasil sectikleri ve secilen bu hiicrelere iceriklerini nasil
aktarabildigi hala arastirilan bir konudur. Bu asamada eksozomlarin hedef doku ve organlara
ulagtiktan sonra her bir hiicre tarafindan hiicre i¢ine alinma mekanizmalarinin anlagilmasi
oldukca oOnemlidir. Literatiirde giinlimiize kadar yapilan caligmalarda s6z konusu bu
mekanizmalar genel olarak {i¢ ana baslik altinda toplanmaktadir (131, 132).

Reseptor - Ligand Etkilesimleri: Bu mekanizma eksozomlarin plazma membraninda
bulunan transmembran proteinleri ile alict hiicrelerin plazma membraninda bulunan
reseptorlerin dogrudan etkilesimiyle gergeklesmektedir. Literatiirde yapilan bazi ¢aligmalar
eksozomlarin test edilen tiim hiicreler tarafindan alinabilecegini gosterirken, bazi ¢alismalar
eksozomlarin hedef hiicrelere alinmasinin hiicre tiirline 6zgii, dogru reseptor-ligand
etkilesimleri ile gergeklesebilecegini gostermektedir(133).

Membran fiizyonu: Membran flizyonu, eksozomlarin hedef hiicrelerin plazma
membrani ile dogrudan birleserek iceriklerini alici hiicrelerin sitoplazmasina aktarmasiyla
gergeklesmektedir (133, 134).

Endositoz: Endositoz, hiicrelerin pargaciklari veya molekiilleri igine aldigi aktif bir
stirectir. Eksozomlarin hiicre icine alinmasinda en ¢ok calisilan endositik yolaklar klatrin
bagimli ve kaveolin aracili endositoz, makropinositoz ve fagositozdur. Klatrin bagiml
endositoz, plazma membraninin igeri biikiilmesi i¢in gerekli proteinlerin membranda bir araya



gelmesiyle baglamaktadir. Plazma membraninin igeri dogru biikiilmesiyle olusan bu yap1
sonraki asamada klatrin ile kaplanarak klatrin Ortiilii cukur yap1 olusturmaktadir. Dinamin
proteini ile yapmnin plazma membranindan kopmasi ger¢eklesmektedir(135).

Bircok ortak o6zellige sahip olan makropinositoz ve fagositoz mekanizmalar1 ayni
zamanda oldukcga onemli farkliliklara da sahiptir. Fagositoz hiicre membran proteinlerine 6zgii
reseptorlerin varligini gerektiren aktin bagimli bir endositoz tiiridiir. Fagositozun eksozomlar
icin bir alim mekanizmasindan daha ¢ok onlarin yok edilmesini saglayan bir mekanizma olup
olmadigi hala arastirilmaktadir (136).

3.5.EKSOZOMLARIN FiZYOLOJIK VE BiYOLOJIiK GOREVLERI

Eksozomlar canlilardaki bircok biyolojik aktivite {izerinde pleoitropik etki
gosterebilmektedir. Eksozomlar fizyolojik agidan kan pihtilasmasinda, yara iyilesmesinde ya
da immiin sistemin diizenlenmesinde katkida bulunurken, ek olarak eksozomlarin otoimmiin
sistem, bulagici hastaliklar ve kanser gibi patofizyolojik durumlarda da onemli roller aldig:
belirtilmektedir (137).

Bircok hiicre tarafindan salinan; tiikiiriik, idrar ve kan gibi tiim biyolojik sivilarda
bulunan eksozomlarin en 6nemli biyolojik 6zelligi kargo iceriklerini alic1 hiicrelere aktararak
hiicre igi iletisimde kilit bir role sahip olmalaridir. Yapilan arastirmalarda, tiimor hiicrelerinden
tiiretilen eksozomlarin sahip oldugu onkojenik kargo igerigini alici hiicrelere aktararak hedef
hiicrelerde genetik ekspresyonu diizenledigi ve tiimor gelisimi, metastazi ve ilag direnci
olusumunda etkili oldugu bildirilmistir. Eksozom ve hiicre arasinda gerceklesen bu
mekanizmalarin ilerleyen zamanlarda tam olarak anlasilmasi immiin kontrol noktas1 blokaji
gibi yeni kanser tedavi yontemlerinin bulunmasina olanak saglayabilir (138, 139).

Eksozomlar koken aldiklar: hiicrelere benzer 6zellik gostermeleri ve bu hiicrelere 6zgii
yiizey belirtegleri tagimalar1 sayesinde bir¢ok hastalik i¢in tanisal arag¢ olarak kullanilabilir
(140). Eksozomlarin hastaliklarin erken tani ve teshisinde kullanilmasi, biyogenez sirasinda
secilen eksozomal kargo iceriginin yiizey belirtegleri agisindan zengin olmasi temeline
dayanmaktadir. Zengin protein icerigi sayesinde eksozomlar tespit edilemeyecek kadar az
oranda eksprese edilen yiizey belirte¢lerinin bulunmasina olanak saglamaktadir. Eksozomlarin
diger bir biyolojik 6zelligi ise immiin modiilasyonunda gorev almalaridir (140, 141).

Eksozomlar koken aldig: hiicre tiiriine bagli olarak immiin baskilayici ya da immiin
uyarict Ozellik gosterebilmektedir. Kanser hiicreleri tarafindan galektin 9 ve Fas ligand1 gibi
immiin hiicrelerin apoptozonu indiikleyen kargo icerigine sahip eksozomlarin {iretimi ve salimu,
kanser hiicrelerinin immiinsupresif etki i¢in kullandigi mekanizmalardan biridir (139). Antijen
sunan hiicrelerden salinan eksozomlar immiinolojik cevap aktivasyonunda onemli bir role
sahiptir. Antijen sunan dendritik hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin, antijene 6zgii T hiicresi
aktivasyonunu indiikledigi belirtilmektedir (142).

Hiicrelerdeki gereksiz, istenmeyen hiicresel atiklar1 veya toksik iirtinleri disar1 atmakta
gorev alan eksozomlar sahip olduklari bu biyolojik 6zellikleriyle hiicreleri i¢ ve dis strese karsi
korumaktadir. Yapilan ¢alismalarda retikiilositlerin eritrositlere olgunlagsmasi sirasinda hiicre
icin hicbir islevsel 6zelligi bulunmayan transferin reseptorlerinin eksozomlar ile hiicreden
uzaklastirildigr gosterilmektedir (143). Eksozomlarin sahip oldugu bu 6nemli biyolojik ve
fizyolojik ozellikler lizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir ve bu arastirmalar gelistirilerek
devam etmektedir. Bu ¢alismalar arasinda eksozomlarin doku onarimi ve rejenerasyonuna olan



etkisi heniiz aragtirmacilar tarafindan yeteri kadar aydinlatilamamais olsa da, eksozomlar hiicre
ve doku miihendisligi uygulamalari i¢in oldukga limit verici yeni stratejiler sunmaktadir (144 ).

3.6.KIKIRDAK HASARINDA EKSOZOMLAR

Hastalikli ya da zarar gormiis dokularin onarimi ve rejenerasyonu i¢in mezenkimal kok
hiicrelerden (MKH) ve diger hiicre kaynaklarindan tiiretilen ekstraseliiler vezikiillerin kullanimi
rejeneratif tip uygulamalari i¢in alternatif bir segenek sunmaktadir. Son yillarda ekstraseliiler
vezikiillerin, 6zellikle eksozomlarin doku miihendisligi alanindaki potansiyelinin anlasilmasi
icin ¢cok sayida ¢alisma gergeklestirilmesine ragmen, nanoboyuttaki bu kii¢iik vezikiillerin doku
onarimi ve rejenerasyonundaki potansiyeli ile ilgili aydinlatilmasi gereken daha bir¢cok nokta
bulunmaktadir.



4 MATERYAL METOD

““Kikirdak hasar1 tedavisinde intraartikiiler eksozom tedavisi: Deneysel calisma’’
baslikli arastirma projemiz 10.08.2021 tarihinde 2021-045 protokol numaras1 ve 2021/08-8
karar numarasi ile Yeditepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunca bilimsel ve
etik agidan uygun goriiliip onaylanmistir. Tiim deneysel galismalar Yeditepe Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi aragtirma iinitesi ve ameliyathanelerinde yapilmistir.

4.1.CALISMA PLANI

Calismamiza iskelet maturasyonu tamamlanmais, agirligi ortalama 350 gram, Sprague-
Dawley 1rkindan 32 disi sican dahil edilmistir. Hayvanlar kontrolli sicaklik ve 151k altinda
konvansiyonel sartlarda, hareketlerini kisitlayacak standart kafeslerde barindirilmistir. Su ve
gidaya serbest erisimleri saglanmistir. Sicanlarin sag dizlerinde ¢alisilmis, toplam 32 diz
caligmada degerlendirilmistir.

Calismamizda 32 sigan 4 grup olacak sekilde incelenmistir. Her bir denegin sag dizinde
once cerrahi yontemlerle osteokondral defekt olusturulmus ardindan ; 1. Gruba memeli
kaynakli (foreskin ve saglikli kikirdak) eksozom, 2. Gruba bitki kaynakli (ananas ve kabak)
eksozom, 3. Gruba mikrokirik yontemi ve 4. Grupta kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

Memeli kaynakli eksozom verilecek grup (n:10) ikiye boliinerek; birinci gruba (n:5)
saglikli kikirdak dokusundan elde edilen eksozomlar, ikinci gruba foreskin kaynakli (n:5)
mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlar verildi.2. grup dedigimiz bitki kaynakli
eksozom verilen deneklerimiz (n:10) iki gruba ayrildi. Birinci gruba ananas kaynakli (n:5)
eksozom, ikinci gruba kabak kaynakli (n:5) eksozom verildi. Geriye kalan ratlarda ikiye
boliinerek mikrokirik grubu (n:6) ve kontrol grubunu (n:6) olusturdular.

Resim 2: Caligmada kullanilan eksozomlar; kikirdak kaynakli, foreskin kaynakli, ananas
kaynakli ve kabak kaynakli eksozom



4.2 HAYVANLARIN HAZIRLANMASI, CERRAHI TEKNiK ve DENEYSEL
MODEL

4 gruptaki deney hayvanlarmma da aymi cerrahi oncesi prosediir uygulandi. Denek
hayvanlarinin ortalama agriklart1 350 gr olarak hesaplandi. Bu prosediire gére hayvanlara
verilmek tlizere 0. dakikada 10 mg/kg Xylazine HCI (Rompun®, Bayer) ve 3. dakikada 90mg/kg
Ketamin HCI (Ketalar®, Pfizer) insiilin enjektorii ile intraperitoneal olarak verilerek anestezi
uygulandi.

Cerrahi siiresi boyunca ihtiya¢ duyulmasi halinde 0,1ml ek doz uygulandi. Post-operatif
donemde hayvanlarin rahat olabilmeleri i¢in 1lik ortamda bakimlar1 saglanmis, 1 giin boyunca
pansumanlariin korunmasina dikkat edildi.

Resim 3: Calismada kullanilan ameliyat sahas1 ve cerrahi setler

Klasik anestezi prosediirii uygulanip denek hayvanlarmin indiiksiyonu saglandiktan
sonra biitiin ratlarin sag dizleri yikanip tras edildi. Antiseptik olarak %10’luk Povidon-Iyot
iceren Batticon (Adeka, Istanbul) soliisyonu kullanildi. Batticon ile hayvanlarin dizleri steril
edildi. Cerrahi steril oOrtii kullanilarak o6rtme islemi saglandi. Ortopedi cerrahisinde
kullandigimiz kii¢lik kemik ve kii¢iik yumusak doku setleri steril olarak temin edildi.



Resim 4: Cerrahi operayon i¢in hazirlanan rat; Cerrahi operasyon i¢in anestezi almis,
operayon bdlgesi tras edilmis ve antiseptik soliisyon ile cerrahi saha steril olarak hazirlanmis

Ratlarin sag dizlerine diz fleksiyondayken patella {ist poliinden baslayip tuberositas
tibiaya kadar uzanan longitudinal insizyon yapildi. Cilt cilt alti yumusak doku baglantilar1 ve
kanlanmas1 korunarak tek kesi ile gecildi. Medial parapatellar yaklagim ile artrotomi yapildi.
Patella laterale devrilerek femoral kondiller ortaya konuldu.

Resim 5: Rat dizinde cerrahi ortiim sonrasi operasyon baglangi¢ ant

Medial femoral kondilde 1,5 mm capinda ve 1 mm derinliginde silindirik tam kat
kondral defekt dril yardimiyla olusturuldu. Diz eklemi serum fizyolojik ile yikandi.



Resim 6: Cerrahi operasyon asamalari

Resim 7: Medial femoral kondilde 1,5x1,5x 2 mm biiyiikliigiindeki osteokondral defekt



Eklem kapsiilii Ethicon marka 2-0 vicryl ile usuliine uygun kapatildi. Ciltalt1 ve cilt3-0
prolen sutiir ile usuliine uygun sekilde kapatildi. Cerrahi islemden sonra deneklerin agrisinm
azaltmak i¢in Carprofen 4 mg/kg ve profilaktik antibiyotik olarak Cephtriaxon Na sodyum 50
mg/kg 3 giin verildi. Cerrahi sonrasinda ratlarin dizlerine herhangi bir tespit uygulanmadi ve
serbest dolasmalarina izin verildi.

Mikrokirik Uygulamasi

Mikrokirik grubundaki ratlara osteokondral defekt olusturulduktan sonra defekt
sahasinda subkondral kemigi gececek sekilde k teli yardimi ile mikrokirik islemi uygulandi.

Resim 8: Mikrokirik uygulamasi

Intraartikiiler eksozom uygulmasi

Postoperatif 2. haftadan itibaren toplamda 3 defa olacak sekilde her hafta ayn1 giin ve

saatte eksozom enjeksiyonu yapildi. Deney hayvanlar1 eklem i¢i enjeksiyon sonrasi normal
kafes aktivitesine birakildi



Resim 9: Islem sonrasi ratlarim takip edildigi kafesler

Memeli ve bitki kaynakli eksozom uygulanacak gruplar 5’er rat olacak sekilde iki esit
gruba ayrild1.

1. Gruba saglikli kikirdaktan izole edilen eksozomlar, 100 mg/dl dozunda intraartikiiler
olarak birer hafta arayla 3 defa enjekte edildi.

2. gruba foreskin (siinnet derisi) mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlar 100 mg/dl
dozunda intraartikiiler olarak birer hafta arayla 3 defa enjekte edildi.

3. gruba bitki-ananas kaynakli eksozomlar, 100 mg/dl dozunda intraartikiiler olarak
birer hafta arayla 3 defa enjekte edildi.

4. gruba bitki-kabak kaynakli eksozomlar, 100 mg/dl dozunda intraartikiiler olarak birer
hafta arayla 3 defa enjekte edildi.

Resim 10: Eklemici eksozom enjeksiyon uygulamasi



En son enjeksiyondan sonra 2 hafta siire ile takip edildi. Takip siirelerinin sonunda ratlar
karbondioksit tankinda uygun sekilde sakrifiye edilerek sag alt ekstremitelerinde femur
diafizinin ortasindan baslayip tibia diafizinin ortasina kadar olan bdlge osteotomi yapilarak
cikarildi. Eklem kapsiiliine kadar olan yumusak dokular ve kaslar siyrilarak eklem kapsiili,
eklemici dokular ve distal femurlar histopatolojik inceleme i¢in ¢ikarildi.

4.3.DEGERLENDIRME

Calismamizda makroskopik acidan ICRS, mikroskopik acidan histolojik ICRS
skorlama sistemi kullanildi.

4.3.1.Makroskopik Degerlendirme:

Blok doku 6rnegi makroskopik olarak Uluslararas1 Kikirdak Aragtirma Dernegi Tamir
Degerlendirmesi-1 (ICRS-1) skoru ile 2 farkli aragtirmaci tarafindan degerlendirildi.

1.DEFEKT ONARIMININ DERECESI
Cevre kikirdak ile ayn1 seviyede

Defekt derinliginin %75°1 tamir dokusu
Defekt derinliginin %50si tamir dokusu
Defekt derinliginin %25°1 tamir dokusu
Defekt derinliginin %0°’1 tamir dokusu

OFrRrNWMA

SINIR BOLGESINE ENTEGRASYON

Cevre kikirdak ile tam entegrasyon

Cevreyi belirleyen doku <I mm

Greftin %41 entegre, /4’0l | mm’den genis belirgin sinir ile
ayri

oOFrLrNWA

Greftin yaris1 entegre, yarist | mm’den genis sinir ile ayr1
Her taraf ayr1 ya da %4’e kadar ayri

MAKROSKOPIiK GORUNUM

Saglam diizgiin ylizey

Liflenmis yiizey

Kiiciik, daginik catlaklar, yariklar

Bir miktar, kii¢iik yada az ama biiylik ¢atlaklar

Greftli alanin toplam dejenerasyonu

Degerlendirme Toplam puan
Grade | Normal 12

Grade II Kismen normal 11-8

Grade Il Anormal 7-4

Grade IV _Ciddi anormal 3-11

oOFrRrNWA

Tablo 3: ICRS kikirdak degerlendirme skalasi



4.3.2. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme i¢in ayrilan rat distal femoral kondil materyalleri % 10’luk
formaldehitte 72 saat bekletildikten sonra doku oOrneklerine fiksasyon asamasindan sonra
dokular Morse soliisyonunda (%10 sodyum sitrat ve %22,5 formik asit) dekalsifiye edildi. Doku
Takip cihazi ile 15 saat sliren doku takip isleminde alkol, ksilen ve parafin agsamalarindan
gegirilerek dehidratasyon, seffaflandirma ve doku sertlestirme islemi tamamlandi. Daha sonra
doku gdbmme cihazinda parafine gdomme islemi yapilarak dokular blok haline getirildi. Bloklar
buzdolabinda sogutulduktan sonra Leica marka mikrotom cihazinda 5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Hematoksilen Eozin boyama igin kesit alinan preparatlar deparafinizasyon
islemi icin etlive kaldirilarak 65 derecede 1,5 saat bekletildi. Etiivden ¢ikarilan preparatlar
ksilende 20 dakika bekletildi. Etil alkol serilerinde (%100, %90, %80) 10 dakika tutularak
cesme suyunda yikandi. Yikama isleminden sonra Hematoksilen boyasinda (Facepath marka)
2,5 dakika bekletildi. Tekrar ¢cesme suyunda yikandiktan sonra asit alkol soliisyonuna 1 defa
batirilip tekrar ¢cesme suyuna alindi. Amonyakli suya 3 defa batirilarak tekrar ¢cesme suyunda
yikamaya alindi. Yikama isleminden sonra Eozin soliisyonuna 1,5 dakika bekletildi. Alkol
serilerine (%80, %90, %100) 4-5 defa batirilarak boyama islemi tamamlandi. Preparatlar
kurutulmak tizere etiive kaldirildi. Etiivden ¢ikarildiktan sonra ksilende seffaflanmasi icin 10
dakika bekletildi. Ksilenden ¢ikarilan preparatlara entellan damlatilarak lam tizerine lamel
kapatildi. Kapama isleminin ardindan mikroskobik incelemeye gegildi. Ornekler hangi gruba
ait oldugu bilinmeden laboratuvara gonderilen numaraya gore etiketlenerek histologun kor
degerlendirme yapmasi saglandi.

Kikirdak tamir yontemlerinin makroskopik olarak degerlendirilmesinde temelde iki
sistem vardir; ICRS (International Cartilage Regeneration Society) ve OAS (Oswestry
Arthroscopy Score ). Smith ve ark. ICRS ve OAS ’mn gecerlilik degerlendirmesinde her iki
skorlama sisteminin de kikirdak tamir sonuglarinin degerlendirmesinde gegerli oldugunu
saptamiglardir.  OAS  ICRS’den  farkli  olarak  artroskopik  greftin  sertligini
degerlendirebilmektedir. ICRS greft hipertrofisinin degerlendirmesinde yetersiz bulunmasina
ragmen artroskopik olarak degerlendirilemeyecek eklemler i¢in 6nemini korumaktadir . Bizde
calismamizda artroskopik olarak degerlendirilemeyecek kadar kii¢iik eklem kullandigimiz i¢in
gecerlilik bakimindan fark tasimayan ICRS makroskopik ve mikroskopik degerlendirme
sistemini kullanmay1 planladik. Bu degerlendirme sisteminde defekt onarimin derecesi, sinir
bolgesine entegrasyon ve makroskopik goériiniim 4’er puan olmak {izere toplamda 12 puan
iizerinden degerlendirilmektedir. Defekt onariminin derecesi ¢evre kikirdak ile ayni seviyede
ise 4 puan, defekt derinliginin %75°1 tamir dokusu ise 3 puan, derinliginin %50°’1 tamir dokusu
ise 2 puan, derinliginin %25°1 tamir dokusu ise 1 puan ve defekt derinliginde degisiklik yoksa
0 puan olarak degerlendirilmektedir. Sinir bdlgeye entegrasyon tam ise 4 puan, cevreyi
belirleyen doku < Imm ise 3 puan, defekt alaninin % ‘i entegre % ‘ii 1 mmden genis belirgin
sinir ile ayri ise 2 puan, defekt alaninin yaris1 entegre yarisi 1 mmden genis belirgin sinir ile
ayri ise 1 puan, her taraf ayr1 ya da % ‘i ayr1 ise O puan olarak degerlendirilmistir. Makroskopik
goriiniim saglam diizgiin ylizey ise 4 puan, liflenmis yiizeyden olusuyorsa 3 puan, kii¢iik catlak
yariklar i¢eriyorsa 2 puan, bir miktar kii¢iik catlaklar ile az sayida biiyiik catlaklar iceriyorsa 1
puan, tiim sahanin dejenerasyonu olmasi ise 0 puan olarak degerlendirilmistir. Toplam puan 12
ise normal, 11-8 araliginda ise normale yakin, 7-4 araliginda ise anormal, 3-1 araliginda ise ileri
diizey anormal olarak degerlendirilmektedir.

Mikroskobik olarak degerlendirmede tamir dokusunun kalinligi, implante edilen doku
kalintilarinin olup olmadig1 ya da bunlara kars1 immun reaksiyon durumu, tamir dokusunun



hiyalin kikirdak icerigi, eklem yiizliniin piirliz durumu, yeni olusan kikirdagin biitlinliigii,
hiyalin kikirdagin devamliligi ve hiicresel bilesenleri, tamir dokunun etraf doku ile
integrasyonu, subkondral kemik ile integrasyon, subkondral kemigin durumu arastirilacak.
Degerlendirme i¢in gecerliligini kanitlamis ve objektif degerlendirme ydntemi olan
yontemlerden modifiye edilmis ICRS degerlendirme skalasi hem okuyucular aras1 hem de ayni
okuyucunun tekrar degerlendirmelerinde yiliksek oranda tutarlilik gosterdigi icin diger
yontemlere gore daha iistlin kabul edilmistir ve kullanilmistir . Bu degerlendirme sisteminde
hemotoksilen eozin ile ylizey 6zelligi devamli ise 3 puan, devamliligi bozulmus diizensiz ise 0
puan olarak degerlendirilmistir. Matriks hiyalin kikirdak igeriyorsa 3 puan, hiyalin ve fibroz
kikirdak iceriyorsa 2 puan, fibroz kikirdak igeriyorsa 1 puan, fibréz dokudan olusuyorsa 0 puan
olarak degerlendirilmistir. Hiicrelerin dagilimi diizenli siitunlar halinde ise 3 puan, siitun ve
kiimeler halinde karisik ise 2 puan, kiimeler halinde ise 1 puan, bagimsiz diizensiz hiicrelerden
olusuyorsa 0 puan olarak degerlendirilmistir. Hiicre popiilasyonu baskin olarak canh
hiicrelerden olusuyorsa 3 puan, kismen canli hiicreler igeriyorsa 1 puan, canli hiicreler < %10
ise 0 puan olarak degerlendirilmistir. Subkondral kemik normal yapida ise 3 puan, artmis
remodelling varsa 2 puan, nekroz ya da graniilasyon dokusu iceriyorsa 1 puan, alttan ayrilmis
veya kallus olusumu varsa 0 puan olarak degerlendirilmistir. Kikirdak mineralizasyonu normal
ise 3 puan, anormal veya uygunsuz konumda ise O puan olarak degerlendirilmistir. Tidemark
devamliligi normal ise 3 puan, devamliligi bozulmussa 1 puan, devamlilig1 hi¢ yoksa ya da hi¢
secilemiyorsa 0 puan olarak degerlendirilmistir. Bu skorlamalar sonucunda alinan puan ne
kadar az ise kikirdak tamirinin mikroskobik olarak o kadar basarisiz oldugu sdylenebilir.

1-YUZEY

Diizgiin devaml

Kesintili, irregiiler

2-MATRIKS

Hyalin

Hyalin/fibrokartilaj

fibrokartilaj

Fibréz doku

HUCRE DAGILIMI

Kolumnar yap1

Kolumnar-Cluster

Cluster

Tek tek hiicreler

HUCRE POPULASYONU CANLILIGI

Cogu canli

Kismen canli

%10 altinda canli

SUBKONDRAL KEMIK

Normal

Artmis remodelling

Kemik nekrozu Graniilasyon dokusu

Tutunmama, kirik

KIKIRDAK MiNERALIZASYONU

Normal

Anormal, uygunsuz lokalizasyon 0
Tablo 4: ICRS histolojik degerlendirme skalas1
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4.3.3. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismamizda ratlardan elde edilen eklem kikirdagi dokularinda SOX9, Tip II Kollajen
ve Aggrekan ekspresyonunu belirlemek igin avidin-biotin-peroksidaz yontemi uygulandi.
Polilizinli lamlara aliman eklem kikirdagi kesitleri bir gece inkiibe edilmek iizere etiivde
60°C’de bekletildi. Ardindan ksilen ve azalan alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edildi ve
3 dakika distile su ile yikanarak alkol uzaklastirma islemi yapildi. Daha sonra antijen geri
kazanim i¢in % 10’luk hazirlanan sitrat buffer icerisinde elektrikli ocak {izerinde 1s1 gegirimi
saglanacak sekilde bir kapta sabitlenerek yaklasik 30 dakika 82°C’de 1s1l islem uygulanildi.
Sonrasinda sogumasi i¢in 10’ar dakika araliklarla soguk su bulunan bir kap icerisinde sitrat
buffer dokiilmeden sale ile birlikte lamlar yerlestirildi ve 2 kez suyu 1s1 alis verisi i¢in
degistirildi. Distile su ile 5 dakika yikanan preparatlar ardindan fosfat tamponu (PBS) ile
yikama islemine tabi tutuldu. Endojen peroksidaz aktivesini engellemek i¢in preparatlar 20
dakika % 3’liik hidrojen peroksidaz (H202) icerisinde bekletildi. Ardindan 3 defa 5’er dakika
tekrarli PBS ile yikama islemi gerceklestirildi. Antijenik alanlarin disinda kalan alanlarin
kapatilmasini saglayan serum blok 5 dakika bekletilmek tizere boyama kiti Thermo Scientific
icerisinden alinarak dokular tizerine damlatildi ve nem kabinine preparatlar dizildi. Daha sonra
ilk damlatilan preparattan baslanilarak PBS ile yikama islemi 1-2 defa c¢alkalanmak iizere
yikama gerceklestirildi ve ardindan sirasiyla ayarlanan dokulara SOX9, Tip II kollajen ve
Agrekan Primer Antikorlart belirlenen oranlarda hazirlanarak (SOX9:1/250, Tip 11 Kollajen ve
Agrekan:1/100) damlatildi. Negatif kontrol i¢in dokulara sadece antikor diliisyon soliisyonu
damlatildi. Ardindan nem kabininde bulunan preparatlar 1 gece +4°C’de bekletilerek ve ertesi
giin 30 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakilarak inkiibe edildi. PBS ile yikama 3 defa 5 ‘er
dakika olmak {iizere tekrar edildi. Daha sonra dokulara baglanma 6zelligi gdsteren Biotin-
Sekonder Antikor ile 30 dakika oda 1sisinda nem kabininde inkiibe edildi. 3 kez tekrarlanan
PBS ile 5’er yikama isleminden sonra 25 dakika Strepdavidin-Peroksidaz dokulara damlatilarak
nem kabininde bekletildi. Yeniden 3 kez PBS ile 5’er dakika yikama isgleminden sonra
immiinreaktiviteleri goriiniir hale getirmek i¢in Di-Amino-Benzidin (DAB) ile 15 dakika
muamele edildi. Ardindan 3 kez 5’er dakika distile su ile yikama isleminden sonra hazirlanan
4/1 oraninda Gill hemotoksilen ile 5 dakika muamele edilerek zit boyanan kesitler elde edildi
ve akan musluk suyunda 5 dakika yikama islemi gerceklestirildi. Son olarak artan alkol
serilerinden gecirilen dokularin suyu uzaklastirilip ksilenden gegirilerek seffaflastirma ve
kapatma soliisyonu Entellan ile kapatildi.

Gruplar arasinda SOX9, Tip II Kollajen (COL-I1) ve Agrekan (ACAN) Gen ekspresyon
diizeyleri immiinohistokimya sonucu 6l¢iim yapilarak degerlendirildi

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada yapilan istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 28.0 (IBM, Armonk,
NY, ABD) kullanilarak yapild1 ve tiim testlerde anlamlilik diizeyi %5 yani o= 0.05 olarak
alind1.

Calismadaki tiim verilerin tanimlayicr istatistiksel degerleri hesaplanmistir (ortalama,
standart sapma, ortanca). Normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi
karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis test, farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde post hoc Dunn
test kullanildi. Diger degiskenlerin kontrol ve deney gruplarina gore ortalamalarinin birbirinden
farkli olup olmadigini test ederken parametrik olmayan testlerden bagimsiz 6rneklem Mann-
Whitney U testi kullanildi.



5. BULGULAR

5.1 MAKROSKOPIiK BULGULAR

Elde edilen doku oOrnekleri iki farkli arastirmaci tarafindan ¢ift kor olarak ICRS
skorlama sistemine gore makroskobik olarak degerlendirildi. Makroskobik ICRS skoru; defekt
derinliginin tamir dokusuna orani, ¢evre kikirdak bolgesine entegrasyon ve kikirdak tamir
dokusu ylizeyinin goriinlimii agisindan toplam 0 ile 12 puan arasinda degerlendirildi. Ortalama
ICRS skorlar1 kikirdak eksozom grubunda 8,7 puan, foreskin eksozom grubunda 8,5 puan,
ananas eksozom grubunda 8,2 puan, kabak eksozom grubunda 7,9 puan, mikrokirik grubunda
8,3 puan ve kontrol grubunda 5,8 puan olarak hesaplanmistir. Deney gruplar1 kendi icerisinde
karsilastirildiginda kikirdak eksozomu, foreskin eksozomu, ananas eksozomu ve kabak
eksozomu ortalama skorlar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir (p>0.05).
Eksozom verilen grup ile mikrokirik grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamistir (p>0.05). Deney gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda; kikirdak
eksozom grubunun (p<0.001), foreskin grubunun (p<0.001), ananas eksozom grubunun
(p<0.001) ve kabak eksozom grubunun (p<0.001) ortalama degerlendirme skorlarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir.

Resim 11: Medial femoral kondilin makroskopik goriintiileri



ICRS-1 Makroskopik degerlendirme
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Tablo 5 :Calisma gruplarinin ortalama ICRS-1 skorlarimin karsilastiriimasi
5.2 MIKROSKOPIK BULGULAR

Mikroskopik olarak histolojik parametleri degerlendirmek i¢in kesit alinan dokulara

hematoksilen eozin ile histokimyasal boyamalar yapildi. Deneklerden elde edilen diz
osteokondral defekt modeline ait kesitler, 6 kriterden olugsan histolojik skorlama sistemi olan
ICRS ile degerlendirildi. Histopatolojik incelemeler sirasinda preparatlarin fotograflari
cekilerek histolojik veriler kayit altina alindi

KONTROL

x20 x20

Resim 12: Kontrol grubuna ait histolojik goriintii



KONTROL grubuna ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii. Resimde
siyah oklar kikirdak yiizeyini, siyah ok basi tidemark’1 ve beyaz ok basi kikirdak hiicrelerini
gostermektedir. Resimde kikirdak yiizeyinde fibroz olusumlar dikkat cekicidir. Kikirdak
hiicrelerinin proliferasyon olarak diizensizligi goriilmektedir. Sol taraftaki resimde tidemark
belirgindir. Resimlerde sol taraftaki goriintii kapsiilii gostermektedir. Sag taraftaki resimde
Kikirdak yiizeyinde fibroz doku olusumu gozlemlenmistir. Resimler x20’lik biiyiitmededir.
Skala 100 mikrometredir.

SAGLIKLI

‘:fa"“’
.l_b‘ (Y »qu

x20 x20
Resim 13:Saglikli kondrosit kaynakli eksozom verilen gruba ait histolojik goriintii

SAGLIKLI gruba ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii. Resimde
siyah ok bas1 tidemark’i, beyaz ok bas1 kikirdak hiicrelerini ve siyah yildiz endokondral
kemiklesmeyi gostermektedir. Kikirdak hiicrelerinin proliferasyon olarak diizensizligi
goriilmektedir. Resimde tidemark belirgindir. Resimlerde sol taraftaki goriintii kapsiilii
gostermektedir. Resimler x20’lik biiyiitmededir. Skala 100 mikrometredir.

Tablo 6’da gruplarin histolojik incelemelerinin ICRS skorlaria gére ortalama sonuglari
+ standart deviasyon degerleri ve median degerleri verilmistir. Histolojik olarak incelendiginde,
ICRS histolojik skorlama sistemine gore tamir dokusu yiizeyi degerlendirildigi zaman; kikirdak
eksozom grubunda {i¢ Ornekte, foreskin eksozom grubunda ii¢ Ornekte, ananas eksozom
grubunda iki 6rnekte, kabak eksozom grubunda bir 6rnekte ve mikrokirik grubunda iki 6rnekte
diiz (regiiler) iken kontrol grubundaki 6rneklerin tamama irregiilerdi.

ICRS histolojik skorlama sistemine gore kikirdak hiicre dagilimi degerlendirildigi
zaman,; kikirdak eksozom grubunda bir 6rnekte ve mikrokirik grubunda bir 6rnekte hiicreler
kolon seklinde yerlesim gosteriyordu.

ICRS histolojik skorlama sistemine gore hiicre matriks yapis1 degerlendirildigi zaman;
kikirdak eksozom grubunda bir ornekte, foreskin eksozom grubunda bir drnekte, ananas
eksozom grubunda iki 6rnekte, kabak eksozom grubunda bir 6rnekte ve mikrokirik grubunda
iki 6rnekte hyalin benzeri goriintii vardi.

ICRS histolojik skorlama sistemine gore hiicre popiilasyon canliligi degerlendirildigi
zaman; kikirdak eksozom grubunda iki 6rnekte, foreskin eksozom grubunda ii¢ 6rnekte, ananas
eksozom grubunda bir 6rnekte, ve mikrokirik grubunda iki 6rnekte hiicrelerin ¢ogu canli idi.

ICRS histolojik skorlama sistemine gore subkondral kemigin 6zelligi degerlendirildigi



zaman; kikirdak eksozom grubunda bir 6rnekte, foreskin eksozom grubunda iki 6rnekte, ananas
eksozom grubunda bir 6rnekte normal subkondral kemik goriintiisii vardi.

ICRS histolojik skorlama sistemine gore kikirdak mineralizasyonu degerlendirildigi
zaman; kikirdak eksozom grubunda ii¢ 6rnekte, foreskin eksozom grubunda ii¢ 6rnekte, ananas
eksozom grubunda bir 6rnekte, ve mikrokirik grubunda iki 6rnekte kikirdak mineralizasyonu
normal goriiniimde idi.

KIKIRDAK FORESKIN ANANAS KABAK MIKROKIRIK | KONTROL
EKSOZOMU EKSOZOMU | EKSOZOMU | EKSOZOMU GRUBU GRUBU
KIKIRDAK _YVQZEY Ortxsd | 1,80+1,63 | 1,80+1,63 | 1,20+1,64 | 0,60+1,34 | 1,20+1,64 0
OZELLIGI Med 3 3 0 0 0 0
KIKIRDAK Ortt 240,70 2,20+0,44 | 1,80+1,09 | 1,80+0,83 | 2,40+0,54 | 1,20+0,83
MATRIKS YAPISI Med 2 2 1 2 2 1
H(UJCRE Orttsd | 1,80+0,83 | 1,60+0,54 | 1,40+0,54 | 1,20+0,44 | 1,60+0,89 | 0,81+0,83
DAGILIMI Med 2 2 1 1 1 1
HUCRE POPUEASYON Orttsd 241,22 2,60+0,54 | 1,80+1,09 | 1,20+1,09 211,22 0,8+1,09
CANLILIGI Med ) 3 > 2 7 0
SUBKONDRAL Ortxsd | 1,80+0,83 | 2,20+0,83 | 1,40+1,14 | 1,60+1,34 | 1,60+0,89 140,70
KEMIK OZELLIGI Med 2 2 1 2 2 1
KIKIRDAK Ortxsd | 1,20+1,64 | 1,80+1,64 | 1,20+1,64 | 0,60+1,34 | 1,20+1,64 0+0
MINERALIZASYONU Med 0 3 0 0 0 0
TOTAL ICRS Orttsd | 10,60+1,51 | 12,20+0,83 | 8,8+0,83 710,70 10+1,58 | 3,80+0,44
SKORU med 10 12 9 7 10 4

Tablo 6 Gruplarin elde edilen ICRS skorlarinin ortalama ve median degerleri

Histolojik olarak ICRS simiflandirmasinin parametreleri gruplara gére incelendiginde;
foreskin eksozomu grubunun ortalama skorunun 12,20+0,83 oldugu, kikirdak eksozomu
grubunun ortalama skorunun 10,60+1,51 oldugu, ananas eksozomu grubunun ortalama
skorunun 8,8+0,83 oldugu, kabak eksozomu grubunun ortalama skorunun 740,70 oldugu,
mikrokirik grubunun ortalama skorunun 10+1,58 oldugu ve kontrol grubunun ortalama
skorunun 3,80+0,44 oldugu saptanmistir. Ortalama ICRS skorlarina bakti§imiz zaman foreskin
grubunun en yiiksek skora sahip oldugu, kikirdak eksozom grubunun ikinci en yiiksek skora
sahip oldugu, ananas eksozom grubunun {i¢iincii en yiiksek skora sahip oldugu kabak eksozom
grubunun ise diger ii¢ gruptan daha diisiik bir skora sahip oldugu goriilmekle beraber
istatistiksel olarak diger gruplarla kabak grubunun arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p
degeri swrasiyla: 0,22, 0,17 ve 0,38). Gruplarn kendi arasinda ve kontrol grubu ile
karsilastirdigimiz zaman; kikirdak eksozomu, foreskin eksozomu, ananas eksozomu ve kabak
eksozomu gruplarinin ortalama ICRS skorlarinda kontrol grubunun skoruna gore istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (sirasiyla; p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.004).

Kikirdak eksozom grubunun, foreskin eksozom grubunun, ananas eksozom grubunun
ve kabak eksozom grubunun hem total ICRS Skorlari, hem de kikirdak ylizey 6zelligi, kikirdak
matriks yapisi, hiicre dagilimi, hiicre popiilasyon canliligi, subkondral kemik o6zelligi ve
kikirdak mineralizasyonu ortalama degerleri ile kontrol grubunun degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.001).



ICRS Histolojik Skor Ortalama Degerleri
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(Kruskal Wallis test&post hoc Dunn test p<0.05)

Tablo 7 :Calisma gruplarmin ICRS skorlarinin karsilagtiriimasi

KABAK

Resim 14: Kabak grubuna ait histolojik goriintiiler

KABAK grubuna ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii. Resimde
siyah oklar kikirdak yiizeyini, siyah ok bas1 tidemark’1 ve beyaz ok basi kikirdak hiicrelerini
gostermektedir. Resimde kikirdak yiizeyi diizgiin seyretmistir. Kikirdak hiicrelerinin
proliferasyon olarak diizensizligi goriilmektedir. Resimlerde sol taraftaki goriintii kapstilii



gostermektedir. Sag taraftaki resimde fibroz dokunun varlig: dikkat ¢ekicidir.Resimler x20’lik
bliylitmededir. Skala 100 mikrometredir.

ANANAS
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Resim 15:Ananas grubuna ait histolojik goriintiiler

ANANAS grubuna ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii. Resimde
siyah oklar kikirdak yiizeyini, siyah ok basi tidemark’1 ve beyaz ok basi kikirdak hiicrelerini
gostermektedir. Resimde kikirdak yilizeyinde fibréz olusumlar dikkat cekicidir. Kikirdak
hiicrelerinin proliferasyon olarak diizensizligi goriilmektedir. Sol taraftaki resimde tidemark
belirgin degildir. Resimlerde sol taraftaki goriintii kapsiilii gostermektedir. Sag taraftaki
resimde Kikirdak yiizeyi normal histolojik boyutundadir.Resimler x20’lik biiylitmededir. Skala
100 mikrometredir.



FORESKIN
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Resim 16: Foreskin grubuna ait histolojik goriintii

FORESKIN grubuna ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii. Resimde
siyah kikirdak yiizeyini ve beyaz ok bas1 kikirdak hiicrelerini gostermektedir. Resimde kikirdak
yiizeyinde diizensizlik dikkat ¢ekicidir. Kikirdak hiicrelerinin proliferasyon olarak diizensizligi
goriilmektedir. Resim x20’lik biiyiitmededir. Skala 100 mikrometredir.



MIKROKIRIK

Resim 17:Mikrokirik grubuna ait histolojik goriintiiler

MIKROKIRIK grubuna ait Hematoksilen Eozin ile boyanmis histolojik goriintii.
Resimde siyah oklar kikirdak yiizeyini, siyah ok basi tidemark’1 ve beyaz ok bas1 kikirdak
hiicrelerini gostermektedir. Resimde kikirdak ytlizeyinde hafif derecede fibroz olusumlar dikkat
cekicidir. Kikirdak hiicrelerinin proliferasyon olarak diizensizligi goriilmektedir. Resimde
tidemark belirgindir. Resimlerde sol taraftaki goriintii kapsiilii gdstermektedir. Resimler x20°1ik
biiylitmededir. Skala 100 mikrometredir.

5.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Alman doku kesitlerinde embriyonik gelisim sirasinda 6nem tagiyan ve 6zellikle iskelet
gelisiminde transkripsiyon faktorii olarak adlandirilan SOX9 gen ekspresyonu, kikirdak
gelisiminde kondrositlerin tutunmasini ve matriks olusumuna destek gérevi goren ekstraselliiler
matriks elemanlart tip-1l kollajen (COL-II) ve agregan (ACAN) gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi i¢in immiinohistokimyasal boyama uygulandi. Dokulardan elde edilen kesitlerdeki
ortalama yogunluk diizeyleri gosterilmistir. Her bir grubun negatif kontrol dokusunda herhangi
bir ekspresyon gozlenmez iken SOX9 ekspresyonun belirlenmesi icin ifade edildigi alan olan
kondrosit hiicrelerine bakildi, COL-II ekspresyonunun belirlenmesi i¢in bulundugu bag dokusu
alanma bakilirken ACAN ekspresyonunun belirlenmesi i¢in ise eksprese edildigi alan olan
kondrositlerin lakiina ¢evresi ve bag dokusu alanlar1 gozlemlendi.

SOX9, gen ekspresyonuna bakildig1 zaman kikirdak eksozom grubunda, foreskin
eksozom grubunda, ananas eksozom grubunda ve kabak eksozom grubunda ekspresyonunun
artis1 gézlenmektedir. Deney gruplari kendi icerisinde karsilastirildiginda kikirdak eksozomu,
foreskin eksozomu, ananas eksozomu ve kabak eksozomu Sox9 overekspresyonu agisindan
istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir (p>0.05). Eksozom verilen grup ile mikrokirik
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0.05). Deney gruplari
kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; kikirdak eksozom grubunun (p<0.001), foreskin
grubunun (p<0.001), ananas eksozom grubunun (p<0.001) ve kabak eksozom grubunun



(p<0.001) ortalama degerlendirme skorlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmustir.
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Tablo 8: Calisma gruplarinin Sox9 gen ekspresyonlari
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Tablo 9: Calisma gruplarinin ACAN gen ekspresyonlart

ACAN gen ekspresyonuna bakildigi zaman kikirdak eksozom grubunda, foreskin
eksozom grubunda, ananas eksozom grubunda ve kabak eksozom grubunda ekspresyonunun
artis1 gozlenmektedir. Deney gruplarindan foreskin eksozom grubu diger eksozom gruplariyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak farklilik saptanmistir (p<<0.001). Eksozom verilen grup ile
mikrokirik grubu arasinda ACAN ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamistir (p>0.05). Deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda; kikirdak
eksozom grubunun (p<0.001), foreskin grubunun (p<0.001), ananas eksozom grubunun
(p<0.001) ve kabak eksozom grubunun (p<0.001) ortalama degerlendirme skorlarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanmastir.
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Tablo 10: Calisma gruplarinin COL-II gen ekspresyonlari

COL-Il  gen ekspresyonuna bakildigi zaman kikirdak eksozom grubunda, foreskin
eksozom grubunda, ananas eksozom grubunda ve kabak eksozom grubunda ekspresyonunun
artig1 gozlenmektedir. Deney gruplarindan foreskin eksozom grubu diger eksozom gruplariyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak farklilik saptanmistir (p<0.001). Eksozom verilen grup ile
mikrokirik grubu arasinda COL-II ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0.05). Deney gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda; kikirdak
eksozom grubunun (p<0.001), foreskin grubunun (p<0.001), ananas eksozom grubunun
(p<0.001) ve kabak eksozom grubunun (p<0.001) ortalama degerlendirme skorlarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmastir.



6. TARTISMA

Kikirdak defektlerinin tedavisi i¢in pek c¢ok yontem gelistirilmis olmasina ragmen
mevcut tedavi yontemleri ile kaliteli ve kollajenden zengin kondrosit hiicrelerinin diziliminin
uygun oldugu bir kikirdak elde etmek miimkiin degildir. Tedavi yontemlerinin basarisiz
olmasinin altinda iki 6nemli neden yatmaktadir, bunlardan birincisi kikirdagin homojen
olmayan yapisindan kaynakli kendisine has biyomekanik 6zelliklerinin taklit edilememesi ve
avaskiiler, anoral ve hiposeliiler bir doku olmasi nedeni ile hasara karsi yeterli bir yanit
verememesidir. Kikirdakta olusan geri doniisiimsiiz hasar agr1 ve fonksiyon kaybina neden
olacagi i¢in yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasina ihtiya¢ vardir. Biz de bu ¢alismada deney
hayvaninda bir osteokondral defekt modeli olusturduktan sonra, intraartikiiler olarak eksozom
tedavisi uygulayip, eksozomlarin kikirdak iyilesme potansiyellerini ortaya koymaya c¢alistik.
Calismanin subgruplarina baktigimizda ise, baslica memeli ve bitki kaynakli eksozomlar
araciligi ile tiirler aras1 etkilesimin basarili bir sekilde gergeklestigini gosterdik. Osteokondral
defektlerde kullanilan mevcut tedavi yontemlerinden biri olan mikrokirik uygulamasi ile
eksozom tedavisini karsilastirarak, gilinliik pratikte intraartikiiler eksozom tedavisinin basarili
bir sekilde uygulanabilecegini gosterdik. Literatiire baktigimiz zaman eksozom kaynagi olarak
kemik iligi kaynakli kok hiicreler, adipoz doku kaynakli kok hiicreler, kordon kani kaynakli
kok hiicreler ve sinovyal doku kaynakli kok hiicreler eksozom kaynagi olarak sikca
kullanilmaktadir. Biz calismamizda foreskin dokusundaki mezenkimal kok hiicrelerden ve
saglikli kikirdak dokusundan elde ettigimiz eksozomlarin kikirdak iyilesmesi {izerine etkisini
arastirdik.

Pek ¢ok sayida caligma, osteokondral defekt olusturulan hayvan modelleri araciligiyla
enjekte edilen eksozomlarin etkinligini gdstermistir. Ornegin, Zhang ve ark (145) kritik boyutlu
osteokondral kusurlar1 olan sigan modellerine haftalik olarak MSC eksozomlar1 enjekte ettiler.
Eksozomlarin, yiliksek ekstraselliiller matriks olusumu ile ameliyattan 2 hafta sonra onarimi
baslattigint  kesfettiler. Eksozomlarin in vitro floresan goriintiilemesinde, kondrositler
tarafindan 24 saat icinde hizli bir sekilde endositozlandigini ve 12 saatte maksimum yogunluga
ulagtigin1 ortaya koydular. Yakin tarihlerde yapilmis bir bagka calismada ise Chen ve
arkadaglar1 (146) tarafindan fare modelleri kullanilarak yapilan kondrosit eksozomlari
enjeksiyonlarinda, eksozomlarin 12 hafta boyunca haftalik olarak enjekte edildigi ve bunlarin
terapotik etkilerinin 4. hafta gibi erken bir tarihte gozlemlenebildigi rapor edilmistir.
Dolayistyla, dogal hiicreler tarafindan eksozom tiiketiminin hizli oldugu sonucuna varilabilir.
Bununla birlikte, eksozomlar yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksisite gosterebileceginden,
sikligi azaltmak icin ylksek dozda bir enjeksiyon uygulanmamalidir (147). Bizde
olusturdugumuz modelde literatiirle uyumlu olarak ameliyattan sonra eklem kapsiiliiniin
iyilesmesini takiben haftalik eksozom enjeksiyonlarmma basladik. Her bir denege 3’er
enjeksiyon yaptiktan sonra son enjeksiyondan 2 hafta sonra sakrifikasyon islemini
gerceklestirdik. Yeni olusacak kikirdak dokusunun fibréz karakterde olmasina izin vermemek
adina optimum zaman araligina ulagsmay1 hedefledik. Ciinkii eksozomlarin kondrositler iizerine
etki edip defektif sahaya migrasyonunu baslatmalari ile fibroblastlarin ayn1 bdlgede fibroz
kikirdak olusturmalar1 birbirine ¢ok yakin zaman dilimleriyle iligkilidir. Osteokondral defektin
istenilen karakterde ekstraselliiler matriks ile dolmas1 bu tedavi stratejilerinin ana amaglarindan
biridir. Etyolojisi farketmeksizin meydana gelen defekt ya hi¢ iyilesmez ya da sert fibrotik doku
ile kapatilir. Fibrokartilaj ile mekanik olarak iyilesme saglanmig olur ancak fonksiyonel olarak
cevre dokuyla uyumlu olmayan bir iyilesme meydana gelir (148). Fonksiyonel kaybin nedeni
iyilesme dokusunda meydana gelen fibrokartilajin tip 1 kollajen igermesidir. Hyalin kikirdak
asil olarak tip 2 kollajen ihtiva eder. Tip 1 kollajen eklemin kayganlik, esneklik ve elastikiyet
ozelligini kazandiramaz; mekanik asinma kaginilmaz sonug olarak karsimiza ¢ikar (149).



Eksozomlar, iiretildikleri hiicreler tarafindan serbest birakildiktan sonra, ilgili
reseptorlere baglanarak hedef hiicreleri dogrudan aktive veya inhibe edebilirler. Hiicreler arasi
iletisime ve gen diizenlemesine aracilik eden endositoz yoluyla genetik materyali fonksiyonel
proteinlere aktarabilirler veya c¢evirebilirler, ve bunun sonucunda hiicresel fonksiyonu
degistirebilirler (150). Hiicresel etkilesimde yer alan bir sinyal molekiilii olarak, eksozomlar ya
eklem hasarinin ilerlemesini yavaglatabilirler ya da eklem kikirdak onarimini tesvik edebilir
(151). Spesifik olarak, terapotik hiicreler, 6zellikle mezenkimal kok hiicreler tarafindan
salgilanan eksozomlar, hasarli doku ortamin1 diizenlemek ve sonraki rejeneratif siireci koordine
etmek i¢in biyoaktif maddelerini transfer ederek kikirdak hasarinin tedavisinde kullanilmak
istenmektedir. Hiicresel dongiiyii bu kadar kuvvetli manipiile eden bu kii¢iik kargolarin
istenilen etkilerinin yaninda istenmeyen etkilerinin varligida sorgulanmaktadir. Ancak hiicresel
tedavilerden sonra konak¢inin hiicreye verdigi yanit ve hiicrenin konakgiya karsi verdigi
tepkiler immiinolojik ve onkolojik endiseleri akillara getirmistir. Eksozomlarin kullanimi,
hiicresel tedavilere gore daha yiiksek giivenlik profili, daha diisiik immiinojenisite ve dogrudan
timor olusturamama nedeniyle hiicresel muadillerine gére onemli avantajlar sunmaktadir
(152). Bizde galismamizda histolojik olarak ¢ikarilan materyalleri inceledigimizde saglikli
dokularin higbirinde hipertrofi ile karsilasmadik ancak takip siiresinin kisa olmasi nedeniyle
onkogenetik bir siire¢ hakkinda uzun siireli saglikli bir veri elde edemedik.

Tam olarak aydinlatilamayan ve halen arastirilmakta olan konulardan biriside farkli
hiicre tiplerinden gelen eksozomlarin farkli etkilere sahip olmasidir. Zhu ve arkadaslar
osteoartrit tedavisinde sinovyal membran kaynakli mezenkimal kok hiicre tarafindan salgilanan
eksozomlar ile uyarilmis pluripotent kok hiicre tarafindan salgilanan eksozomlarin etkilerini
karsilastirmiglardir (153). Olusturduklar1 fare modelinde her iki eksozomun da osteoartriti
azalttigin1 bulmuslar, ancak uyarilmis pluripotent kaynakli eksozomlarin, kondrosit goc¢ii ve in
vitro proliferasyon iizerinde daha giiglii bir etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Bagka bir
calismada, Chen ve arkadaslari, kondrositlerden tiiretilen eksozomlarin kollajen birikimini
arttirdigini ve tasarlanmig yapilarda vaskiiler bilyiimeyi en aza indirdigini, verimli ve
tekrarlanabilir bir sekilde kikirdak gelistirdigini, tedavi edilen doku mithendisligi yapisinin ise
hipertrofi ile karakterize edildigini bulmuslar. (146). In vitro olarak eksozomlar kikirdak
progenitor hiicre proliferasyonunu uyarabilir ve mRNA ve protein seviyelerinde kondrojenez
ile ilgili faktorleri onemli 6lgiide tesvik edebilirler.

Osteokondral defekt olusturulan pek ¢ok preklinik modelde farkli hiicre kaynaklarindan
elde edilen eksozomlar ile istenilen kondral iyilesmenin saglandigi tespit edilmistir(154). Bu
kondral tamir siirecinin altindaki fizyopatolojik mekanizmada apoptozun inhibisyonu, hiicre
gbclinii ve proliferasyonun artist oldugu ve bu etkilere eksozomun dogrudan etki ettigi
gosterilmistir (155). Daha dnce yara iyilesmesi modelinde kullanilan siinnet derisi kaynakli kok
hiicrelerden elde edilen eksozomlarin yara iyilestirici etkisini hiicrelerde hiicre go¢iinii, yeni
damar olusumunu, enflamasyon cevabini ve ¢cogalmayi tetikleyerek etki ettigi gosterilmistir
(156). Bu calismada eksozom verilen gruplarda kontrol grubuna kiyasla artan hiicre gocii ve
cogalmasi, yeni damar olusumunun indiiklenmesi, ¢ogalma ile ilgili bilylime faktorlerinin gen
seviyelerinde artis ve ilgili sinyal yolagi proteinlerindeki degisim gdosterilmistir. Hiicre
hareketlerinin altinda yatan muhtemel molekiiler mekanizmalar, mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) yolu ile iliskilendirilmistir. Bizim ¢alismamizda da eksozom gruplari arasinda
yer alan siinnet derisi kaynakli kok hiicreden izole edilen eksozomlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kikirdak iyilesmesinde anlamli derecede olumlu etki gostermislerdir.

Bununla birlikte calismamizda bazi sinirlamalar mevcuttur. Oncelikle calismamiz insan



kikirdag: tizerinde degil, denek hayvan kikirdagi iizerinde yapilabilmistir. Ancak biyolojik
goriintiisti insan kikirdagina benzer 6zellikler gostermesi ve yogun kondrosit icerigi sebebi ile
hizli iyilesme gostermesi agisindan denek hayvani olarak kullanilan siganlar ¢alismaya
uygunluk gostermektedir. Siganlarin hizli metabolizmalari, bakim kolayligi ve Iimmiin
yanitlarinin insan kadar kuvvetli olmamasi ve en az maliyetli olmasi bakimindan pek ¢ok
caligmada kullanilmaktadir. Bir diger kisitlilik ise deney hayvanlarindaki osteokondral defekt
alani, cogu insan dogasinin aksine kronik degil de akut olarak olusturulmustur. Bu da siganda
olusturulan kikirdak defekt modelini insanda olusanin aksine daha az benzer yapmaktadir.
Ancak yine de literatiire bakildiginda bu tarz tiim ¢alismalarin benzer sekilde basladigir ve
yapildig1 diistiniildiigiinde bu sinirlamalar g6z ardi edilebilir.

Mezensimal kok hiicreden tiiretilen eksozom tedavisi, ¢esitli hastaliklarin, 6zellikle de
inflamatuar bileseni olan hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir strateji olarak ortaya
cikmaktadir (157). Genetik materyali tagima, hiicre dis1 bozulmadan koruma ve alici hiicrelere
oldukea secici bir sekilde iletme konusundaki dogustan gelen yetenekleri, MSC'den tiiretilen
eksozomlarin, kanser ve potansiyel olarak rejeneratif tip icin gen terapilerinin yani sira kiigiik
molekiiller i¢in ideal bir dagitim sistemi oldugunu diisiindiirmektedir (158). Bunlara ek olarak,
cesaret verici klinik oncesi veriler, MSC'den tiiretilen eksozom terapdtiklerinin, giivenlik ve
cok yonliiliik acisindan hiicre bazli terapiden daha iistiin olabilecegini gdstermektedir (159,
160). Bununla birlikte, klinik kullanimlarini optimize etmek i¢in kritik teknik hususlar ve olasi
yan etkilerin belirlenmesi mutlaka ele alinmalidir (160). Ayrica, biyomiihendislik ve hiicresel
modifikasyon tekniklerinin hizli ilerlemesiyle, eksozom alanindaki bir sonraki adim, eksozom
yiizeyinin ve i¢eriginin miithendisligi veya modifikasyonu olacaktir; bu, eksozom kullanimlarini
hem tanis1 konulmamis hastaliklarda biyobelirte¢ olarak hem de mekanizmasi anlasilamamis
fizyopatolojik stirecleri aydinlatma konusunda 6niimiizdeki siirecte karsimiza ¢ikaracaktir.

7. SONUC

Sonug olarak ¢alismamizda ratlarda deneysel osteokondral defekt modelinde eklem igi
eksozom uygulamasinin kikirdak iyilesmesi tizerine makroskopik, histolojik ve genetik olarak
olumlu etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Eksozom uygulamasi kontrol grubuna kiyaslandiginda,
yeni olusan tamir dokusunun histolojik agidan orijinal kikirdaga daha ¢ok benzeyen, etraf
dokuyla daha uyumlu, biyomekanik olarak daha kuvvetli ve daha organize bir yap1 oldugu
gorlilmiistiir. Bu verilerin 15181 altinda, insandaki kikirdak hasarini daha gergekc¢i yansitmak
adina ratlarda olusturdugumuz bu modeli daha fazla sayida ve daha biiyilik deney hayvanlarinda
planlayarak kikirdak hasariin tedavisini gelistirmeye yonelik calismalar yapilmalidir.
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