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OZET

Tavsan Osteokondral Defekt Modelinde Mikrokirik Lokalizasyonunun Histomorfolojik
Arastirilmasi

Dr. Ali thsan KILIC

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali

Balgova —IZMIR

Giris: Eklem kikirdagi, kanlanmasi ve iyilesme potansiyeli 1yi olmayan bir dokudur.
Kikirdak defektlerinde mikrokirik en sik kullanilan yontemdir. Mikrokirik cerrahisinde,
subkondral kemige rastgele delikler agilmaktadir. Bu deliklerin konumlarinin defekt ile olan
iligkisinin, iyilesmeye etkisi bilinmemektedir. Bu calismamizda tavsan diz osteokondral
defekt modelinde farkli mikrokirik lokalizasyonlarmmin, iyilesme {zerine etkisini
histomorfolojik agidan arastirmayi amagladik.

Gere¢ — Yontem: Calismamizda 29 adet eriskin Yeni Zelanda tavsani 5 gruba ayrild.
24 adet tavsanin sag dizinin patellar oluguna 5 mm c¢apinda ve 3 mm derinliginde kikirdak
defekti olusturuldu. Grup 1’e (defekt kontrol) sadece defekt olusturuldu (n=6). Grup 2’'de
(periferik tek) olusturulan defektin saat 12 hizasindan bir adet mikrokirik islemi uygulandi
(n=6). Grup 3'te (santral) ayn1 boyutlarda defekt olusturularak defektin santralinden bir adet
mikrokirik igslemi uygulandi (n=6). Grup 4'te (periferik ¢ift) olusturulan defektin saat 12 ve 6
hizasindan birer adet mikrokirik iglemi uygulandi (n=6). Defekt olusturulmayan ve cerrahi
uygulanmayan bes adet tavsan Grup 5 (saglikli kontrol) grubuna ayrildi (n=5). Deney
hayvanlar1 8 hafta sonunda sakrifiye edilerek; kikirdak iyilesmesi, makroskobik, histolojik,
immiinhistokimyasal ve SEM analizi ile degerlendirildi.

Bulgular: Periferik ¢ift (Grup 4) grubunda tiim parametrelerde (makroskobik,
histolojik ve immiinhistokimyasal parametreler) diger gruplara kiyasla daha iyi kikirdak
iyilesmesi gozlemlendi (P<0,05). Periferik cift (Grup 4) mikrokirik uygulanan grupta
ortalama defekt sahasmnin %79 unda, periferik tek (grup 2) grubunda defekt sahasinin
%73’linde, santral (Grup 3) grubunda defekt sahasinin %56’sinda ve kontrol (Grup 1)
grubunda defekt sahasinin %45’inde tamir dokusu izlenmistir. ICRS skoru (makroskobik
iyilesme degerlendirmesi) periferik tek (Grup 2) grubunda, santral (Grup 3) ve kontrol (Grup
1) grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Tip [ Kollajen ve Agregan
immiinreaktivitesi, santral grupta (Grup 3), periferik tek (grup 2) ve kontrol (Grup 1) grubuna
gore anlamli olarak daha gii¢lii bulundu (P<0,05).



Sonug: Bu ¢alismada, defektin periferik sinirindan yapilan mikrokirik isleminin defekt
bolgesini doldurmada daha iyi oldugunu tespit ettik. Bu ¢alismamiz, mikrokirik sahasindan
salian pluripotent hiicrelerin saglam kikirdak ile etkilesiminin, onarim dokusunun kalitesini
onemli Olglide arttirdigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler:Osteokondral Defekt, Mikrokirik, Kemik Iligi Stimiilasyonu,
Kikirdak Tamiri, Hayvan Modeli




ABSTRACT
Histomorphological Investigation of Microfracture Localization in Rabbit
Osteochondral Defect Model
Ali Ihsan KILIC, MD,
Department of Orthopaedics,
Dokuz Eylul University Hospital 35340,
Balcova, Izmir, Turkey

Introduction: Joint cartilage, is a tissue with poor blood supply and healing potential.
Microfracture is the most commonly applied method of treatment in cartilage defects of the
knee. In microfracture surgery, the holes are randomly drilled into the subchondral bone. The
location of the holes relative to the defect site and its effect on cartilage healing is still
unknown. In this study, we aimed to investigate the effect of different fracture localizations
on cartilage healing, in the rabbit knee osteochondral defect model from a histomorphological
perspective

Methods: In this study, 29 adult New Zealand rabbits were divided into 5 groups.
Cartilage defects with a diameter of 5 mm and a depth of 3 mm were created in the patellar
groove of 24 rabbits. In Group 1 (defect control) only the defect was created (n = 6). In Group
2 (peripheral single), 1 microfracture was performed at 12 o'clock of the defect (n = 6). In
Group 3 (central), a micro-fracture procedure was performed at the central of the defect (n =
6). In group 4 (peripheral double), one fracture was performed at 12 and 6 o'clock of the
defect (n = 6). Five rabbits with no defects and no surgery were divided into Group 5 (healthy
control) group (n = 5). The animals were sacrificed after 8§ weeks; cartilage healing was
evaluated by macroscopic, histological, immunohistochemical and SEM analysis.

Results: In the peripheral couple (Group 4) group, better cartilage healing was
observed in all parameters (macroscopic, histological and immunohistochemical parameters)
compared to the other groups (P <0.05). While %79 of the defect area was filled with repair
tissue in the peripheral double (group 4) group; 73% of the defect area in the peripheral single
(Group 2) group, 56% of the defect area in the central (Group 3) group and 45% of the defect
area of control (Group 1) group was filled with repair tissue, respectively. The ICRS score
(macroscopic cartilage healing assessment) was significantly higher in the peripheral single
(Group 2) group compared to the central (Group 3) and the control (Group 1) group. Type [
Collagen and Aggregate immunoreactivity were significantly stronger in the central group

(Group 3) than the peripheral single (group 2) and control (Group 1) group (P <0.05).



Conclusion: In this study, we found that the microfracture performed at the peripheral
margin of the defect was better at filling the defect site. This study proved, that the interaction
of the pluripotent cells, released from the microfracture site, with the intact cartilage
significantly enhanced the quality of the repair tissue.

Keywords:Osteochondral Defect, Microfracture, Bone marrow stimulation, Chondral
Repair, Animal Model



1.GIRIS VE AMAC

Eklem kikirdagi, deforme edici kuvvetlere kars1t direng gosteren, eklemlerin kemik
yiizeylerini kaplayan, piirlizsiiz, kaygan ve dayanikli bir dokudur(1) . Kompleks bir yapida
olan eklem kikirdaginda hiicrelerin hacimsel oran1 % 1-2 arasinda olup, neredeyse aselliiler
kabul edilir ve kan, lenf damarlar1 ve sinirleri yoktur.Kikirdak dokusunun hasarinda iyilesme,
hyalen kikirdak yerine fibroz kikirdaga benzer sekilde olmakta ve bu tamir dokusu hyalen
kikirdaga gore biyomekanik olarak daha az direncgli ve ¢ok kisa dayaniklik gostermektedir.Bu
biyolojik nedenlerden dolay1 tedavi edilmeyenkikirdak dokudaki minor yaralanmalar bile
genellikle tamir edilemeyip agri, hareketkisitliligi ve sonunda osteoartrite neden olarak kisinin
hayatin1 olumsuz yondeetkilemektedir(2—4).

Eklem kikirdaginin iyilesme kapasitesinil743 yilinda Hunter(5) "Bir kere bozulunca
bir daha onarilamadigini" belirtmistir. Hunter'dan giiniimiize; eklem kikirdagina bakis
oldukc¢a degismis ve eklem kikirdaginin biyoloji, patofizyoloji ve biyomekanigi konusundaki
bilgilerimiz 6zellikle son ¢eyrek asirda oldukga artmistir(6-8).

Kanlanma ve iyilesme potansiyeli iyi olmayan bu dokunun onarimina yardimeci
yontemler, klinik ve deneysel olarak birgok ¢alismanin konusu olmustur. Bunlardan; eklem
debridmani, otojen periost greftleri ile onarim, otolog kondrosit transplantasyonu, mikrokirik
olusturulmasi, sitokinlerin etkilerinin azaltilmasi, osteokondral otogreft—allogreftler,
demineralize kemik matriksi ve bliylime faktorleri uygulamalar1 gibi yontemler bir¢ok
calismada arastirilmistir(6). Diger tedavi yontemleri ile karsilastirildiginda tedavi maliyeti,
diisiik morbidite, kolay uygulanabilir olmasi ve minimal invaviz bir yontem olmas1 nedeniyle
gilinlimiizde klinik uygulamadaen fazla kullanilan yontem hala mikrokirik yontemidir(9,10).

Mikrokirik endikasyonlarina baktigimizda 2 cm2 den kiiciik, unikompartmantal, grade
3-4 kikirdak defektlerine uygulanmaktadir. Kondral defekt sahasina 2-3 mm araliklar ile
subkondral kemigi delmek suretiyle uygulanir(11,12). Mikrokirik cerrahisinin amaci
subkondral kemikte olusturulan perforasyonlar ile kemik iligindeki pluripotent hiicrelerin
defekt sahasina girmesi ve defekt bolgesinde ilerleyen siirecte fibrokartilaj bir iyilesme
saglamasidir(12). Subkondral bolgenin perforasyon teknikleri {izerine literatiirde;defekt
sahasina acilan perforasyon sayisinin, subkondral perforasyonda kullanilan aletlerin tipinin,
perforasyonun derinliginin, subkondral perforatér aletin genisliginin kikirdak iyilesmesi
iizerine etkilerinin ¢alismalar1 literatiirde bulunmaktadir(13—16). Ancak mikrokirik
cerrahisinde defetk sahasinauygulananperforasyonlarin lokalizasyon farkliliklarmin kikirdak

iyilesmesi tizerine etkisi hakkinda ¢alisma bulunmamaktadir.



Mikrokirik cerrahisinde, subkondral kemige rastgele bicimde delikler agcilmaktadir. Bu
deliklerin konumlarinin defekt ile olan iligkisinin, iyilesmeye olan etkisi bilinmemektedir. Bu
calismamizda tavsan diz osteokondral defekt modelinde farkli mikrokirik lokalizasyonlarinin,

iyilesme tlizerine etkisini histomorfolojik agidan arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. EKLEM KIKIRDAGININ YAPISI

2.1.1. Eklem Kikirdag:

Insan viicudunda ii¢ tip kikirdak vardir: Fibroz kikirdak, elastik kikirdak ve hiyalin
kikirdak. Insan viicudunda, sinovyal eklemlerin (diartrozlar) yiizeylerini &rten
kikirdak,Hiyalin Kikirdak tipidir. Sinovyal olmayan (sinartrozlar) eklemlerde de eklem
yiizeyini kikirdak dokusu kaplayabilir. Sinovyal olmayan eklemler kendi aralarinda fibr6z ve
kartilajendz olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Kartilajen6z sinartrozlarda eklemlesen kemik
yiizeyler eklemin bulundugu yere ve olusum bi¢imine gore fibréz kikirdak veya hiyalin
kikirdaklakapli olabilir. Sinartrozlarda, sinovyal eklemlerdeki gibi ¢ok yonlii eklem
hareketkabiliyetine sahip degildir(17).

Eklem kikirdagr 1-7 milimetre kalinliginda olmasina ragmen, kendine has yapisi
sayesinde eklem yiizeylerinde kayganlastirma, asinmaya dayaniklilik ve sok emilimi gibi
kikirdak fonksiyonlarini yerine getirilebilir.Bu sayede kikirdak dokusu, kisinin 6mrii boyunca
milyonlarca kez tekrar eden ¢ok yonliiyiiklenmelere maruz kalmasina ragmen biitiinliigiinii
koruyabilir.Kikirdak dokusu, mekanik olarak zor durumlar altinda ve metabolik
aktivitesidiisiik bir sekilde yasamasina ragmen, bu sartlara dayaniklilik gdsterme ve
fonksiyonlarin1 yerine getirme kabiliyeti ¢ok gelismistir. Kikirdak dokunun tek bir hiicre
hiicresel birleseni olan kondrositin diisiik metabolik aktivitesi temel olarak kikirdak doku
matriksin devamliligimin devam ettirmeyi amaglarken, dokuda olusan bir hasarin tamiri i¢in
genellikle yetersiz kalmaktadir. Kikirdak yapinin karmagik organizasyonunda meydana gelen
yaralanmalar genellikle tamir edilemeyip, kiside degisik seviyelerde kas iskelet

morbiditelerine yol agabilmektedir(18).

2.1.2. Eklem Kikirdaginin Histolojisi

Sinovyal (diartroidal) eklemlerin kikirdak dokusu 6zellesmis bir hiyalin kikirdaktir.
Eklem kikirdaginin kalinligi 1 ile 7 mm arasinda degismektedir. Eklem kikirdag: karakteristik
olarak; konveks eklem yiizeylerinde yiizeyin orta bolgesinde, konkav yiizeylerde ise eklem
ylizeyinin periferinde daha kalindir. Diger kikirdak dokulardan farkli olarak, eklem kikirdagi
fibroz yapida bir perikondrium tabakasi ile ¢evrelenmemistir. Histolojik olarak bu yapiyi,
ekstraselliiler matriks (ESM) ile kondrositler olusturur. Eklem kikirdaginda damar yapisi,
lenfatik sistem yapisi veya sinirler yoktur. ESM’i temel olarak su, proteoglikanlar (PG),

kollajen (esas olarak tip 2) ve cok daha az miktarlarda diger protein ve glikoproteinler



olusturur. Kollajen lifleri, eklem kikirdaginda gerilme kuvvetlerine karsi dayanikliligini

saglarken; PG molekiilleri sikigsmaya kars1 direncini saglar (18-20).

Eklem kikirdagimin yapisi; yilizeyel tabaka (tanjansiyel), gecis tabakasi (transitional
zone), derin tabaka (radial \ orta tabaka) ve kalsifiye tabaka olmak iizere dort ayr1 tabaka
seklinde incelenir(18,19,21). Herbir tabakadaki ESM ise: periselliiler bolge, teritoryal bolge
ve interteritoryal bolge seklinde ii¢ bolgeye ayrilir (18).Eklem kikirdak tabakalar1 ve ESM’in
bolgeleri yapisal ve fonksiyonel olarak birbirlerinden farkliliklar gostermelerine karsin;
birbirleri arasindakisinirlar ¢ok belirgin degildir (21). 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(18,19). Yiizeyel tabakada kondrositler elipse benzer sekilde iken alt tabakalarda daha
yuvarlak sekillidirler(18).

2.1.2.1 Eklem Kikirdak Tabakalar:

Yiizeyel Tabaka (Tanjansiyel) : Eklem yiizeyini olusturan kikirdagin {ist tabakasidir.
Yaklagik 0,2- 0,5 mm kalinligindir ve tiim eklem kikirdak kalinliginin %10-20’sini olusturur.
Yiizeyel tabaka iki ayr1 tabakadan meydana gelir. En iistte, eklemin kaygan yiizii lizerinde yer
alan lamina splendens, fibriller ve ¢cok az miktarda PG igeren ancak hiicre barindirmayan bir
katmandir. Bu katmanin altinda ise kollajen lifleri ve oval sekilli kondrositler yiizeye paralel
dizilmislerdir (18,19,21). Bu tabaka PG konsantrasyonu en az, PG agregatlar1 en kiigiik, su
miktar1 ve fibronektin konsantrasyonu ise en fazla olan kikirdak tabakasidir. Bu tabakadaki
kondrositler; PG'lar1 daha hizli bir sekilde yikarken, kollajen ve PG'lar1 daha az sentezledigi
ortaya koyulmustur. Yiizeyel tabaka kollajen liflerinin yiizeye paralel bir dizilis yapist
sergilemesi, bu takaya germe ve makaslama kuvvetlerine karsi dayanikliligisaglar. Ayrica
alttaki tabakalarin sikistirict giiglere karsi olan dayanikliliklarina da katki saglar. Bu tabakanin
kikirdak dokudan uzaklastirilmasit dokunun gegirgenligini arttirarak dokunun kompresyon
kuvvetlerine karst dayamikliligini azaltir. Yiizeyel tabaka ayni zamanda sinovyal sivi ile
matriksin derinlikleri arasinda bir bariyer gorevi de yaparak, kikirdak dokusunun bagisiklik

sisteminden izole edilmesini ve eklem i¢indeki zararli maddelerden korunmasini saglar(21).

Gecis Tabakasi (Transizyonel) : Bu tabaka eklem kikirdak kalinliginin %40-60"1n1
olusturur ve tabakadaki kollajen lifleri, daha az organize sekilde olup diizensiz bir bigimde

dizilmislerdir. Gegis tabakasindaki kondrositler, ylizeyel tabakadakilere gore biraz daha
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biliyiik ve yuvarlak goriiniimdedir.Bu tabakada kondrositler tek baslarina bulunabilecekleri
gibi hiicre gruplar1 olarak da bulunabilirler(18,19).Mikroskobik incelemede, bu tabakadaki
kondrositler daha fazla endoplazmik retikulum ve golgi aygiti icerdikleri ig¢in metabolik
olarak daha aktif hiicrelerdir. ESM 'te ise yiizeyel tabakaseviyesine gore daha ¢ok PG varken,

su igerigi azalmistir (21).

Derin tabaka (radial /orta tabaka) : PG yogunlugu en fazla olan ve su igerigi en az
olan kikirdak tabakasi derin tabakadir. Kikirdak kalinhiginin yaklasik %30’unu meydana
getirir. Eklem ylizeyine dik olacak sekilde organize olmus kalin kollajen lifleri igerir.
Kondrositler ise yuvarlak sekilli olup eklem yiizeyine dik kolonlarseklinde dizilmislerdir
(1,17,22).

En alt tabaka (Kkalsifiye):Eklem kikirdak dokusundaki en alt tabakadir. Bu
tabakayiderin tabakadan ayiran icerigi tam olarak aydinlatilamamis tidemark denilen bir yap1
bulunmaktadir. Derin tabakadaki kollajen lifler, tidemarkin i¢ine dogru uzanir. Yasin
ilerlemesi ile birlikte kikirdak kalinlig1 azalarak tidemarkin yiizeye yaklagmasina neden olur,
boylece derindeki kalsifiye kikirdak doku kemik dokusuyla yer degistirir. Kalsifiye tabaka,
istiindeki hiyalin kikirdagi altindaki subkondral kemik dokusuna baglayarak kikirdakile
kemik arasinda bir geg¢is noktasi olusturur. Bu tabaka, besin maddelerinin subkondral
kemikten kikirdaga gegisine engel olarak kikirdagin yalnizca sinovyal sividan beslenmesini
saglar. En alt tabakadaki kikirdak hiicreleri, iist tabakalardaki hiicrelere gore boyutlar ¢ok
daha kiigiiktiir ve ¢ok az miktarda endoplazmik retikulum ve golgi aygit1 icerir. Bu hiicreler
bazi bolgelerde tamamen kalsifiye matriks ile ¢evrelenmis olup, metabolizmalar1 da ¢ok

yavastir(18,21) (Sekil 1).



Yiizeyel Tabaka (%10-20)

Gegis Tabakasi (%40-60)

Derin tabaka (%20-30)

Tidemark

Subkondral kemik

Kanselloz kemik

Sekil 1: Eklem kikirdak dokusunun histolojik katmanlarinin sematik gosterimi

2.1.2.2 Eklem Kikirdak Matriksi Katmanlari

Eklem kikirdagi, ayni eklem i¢inde ve eklemler arasinda igerik bakimindan farklilik
gostermekle birlikte ayni temel biesenlerden meydana gelir. Yetiskin eklem kikirdaginin
matriksi, kikirdaga gerilim mukaveti veren ve kollagen fibrillerden meydana gelen yogun bir
agdan, suyu emme ve birakma yetenegi ile kikiradga basing direnci saglayan PG kafesinden
ve bu iki yapinin arasinda yer alan diger proteinlerden meydana gelen 6zel bir yapidir.
Matriksin tabakalara gore degisen yapisi, doku sivisi ile etkilesimini belirleyerek kikirdagin
mekanik 6zelliklerini ortaya ¢ikarir (23,24).

Matriksin diizeni ve igerigi, kondrositlerden uzakligina gore degiskenlik gosterir.
Periselliiler matriks, teritoryal matriks ve interteritoryal matriks olmak iizere ESM 3 bdlgeye

ayrilir (Sekil 2).

Periselliiler matriks: Kondrositin ¢evresini sararak ince bir tabaka olusturan bolgedir ve
hiicrenin gevresi ile sinyal iletimini diizenleyen bélgedir. Bu bolgede PG’lar, ankorin CII gibi kollajen
dis1 proteinler ve tip VI kollajen varken ilging bir sekilde bubdlgedefibriller halinde kollajen yok
denecek kadar azdir. Kondrositlerin sitoplazmikuzantilar1 periselliiler matriks boyunca uzanarak

teritoryal matrikse ulasir (25,26).
Teritoryal matriks:Periselliiler matriksi cevreleyen, kollajen lifler iceren ve yiik

altinda kondrosite mekanik destek veren bdlgedir. Kondrosit (veya kondrositler)
ilecevresindeki periselliiler matriks ve teritoryal matrikse kondron adi verilir. Teritoryal

matriks, bazi tabakalarda birden ¢ok kondrosit ve periselliiler matriksi ¢evrelerken, derin
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tabakalara dogru kondrositlerin olusturdugu kolonlar1 ¢evreler. Teritoryal matriksin hiicreye
yakin yerlerinde kollajen lifleri periselliller matrikse tutunurken, daha uzak bolgelerde
fibriller birbirleri ile ¢aprazlasarak hiicreyi disaridan ¢evreleyerek koruyan bir nevi 6rgiiden
bir sepet olustururlar. Bu bdlgedeki kollajen fibrillerinin kalinlig1 ¢evresindearttiginda ve
birbirlerine daha paralel bir dizilim gostermeye basladiklarinda interteritoryal matriksegecis
bagslar; ancak bu gecis cok keskin bir sinirla kendisini belli etmez(20,27,28).

Interteritoryal matriks: ESM’in en biiyiik bolgesidir ve ESM’e mekanik &zellikler
kazandirankisimdir. PG larinve kalin kollajen liflerin cogunlugu bu bélgede yer alir. Kikirdak
tabakalarinda daha once belirtilen, kollajen liflerinin degisik dogrultuda dizilmesi bu tabakada
olmaktadir. Boylece interteritoryal matriks, degisik kikirdak tabakalarinda degisik

organizasyon gosterir ve bu da her bir kikirdak tabakasinin farkli biyomekanik 6zellikte

olmasina yol acar(18)(21)(28).

Interteritoryal
Matrix

Periselliiler @
Matriks

Teritoryal
Matriks

Sekil 2: Eklem kikirdak matriks katmanlarinin sematik gosterimi

2.1.2.3 Kondrositler

Kondrositler, eriskin  eklem  kikirdaginin  toplam  hacminin ~ %1-2’sini
olusturmaktadir(29). Kondrositler eklem kikirdaginin degisik katmanlarinda degisik say1 ve
morfolojik 6zellikte bulunabilen, tiimi matriks sentezleyebilecek organellere sahip
hiicrelerdir. Kondrositler ve ekstraseliiler matriks arasindaki bu dayanisma dokunun yasam
biitiinltiglinli korumasini saglar. Ayrica bu matriks uyari iletkeni gorevi goriir ve bu sayede
mekanik yliklenme ile olusan sinyalleri kondrositlere ulastirir. Embriyonal hayatin altinci
haftasinda mezenkimal hiicreler, perikondrium kanallarinin genislemis alanlarinda kikirdak
oncli hiicreleri halinde goriilmeye baslar. Bu Oncii hiicrelerden gelisen kondrositler
mezenskimal hiicre ailesindendir. Kondrositler, yuvarlak veya oval c¢ekirdekli, c¢ekirdege

yakin hiicre merkezinde bir ciftsentriol ve iyi gelismis bir golgi aygiti igeren hiicrelerdir.
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Kondrositlerin hacimleri de siiperfisiyal tabakadan derine gidildik¢e artar (30-32).

Kondrositlerin temel fonksiyonlari, kikirdak dokuya biyomekanik 6zelliklerini veren
ESM“in devamliliginin saglanmasidir. Bu hiicreler mekanik yiiklenmeye, biiylime faktorleri
ve interlokinler gibi molekiillere ve baz1 farmakolojik ajanlara karsi duyarhdirlar.
Kondrositler, tiim bu 6zellikleri de g6z oniinde bulundurulunca, aslinda metabolik olarak
diger herhangi bir iyi kanlanan organin hiicresi kadar metabolik aktivite gosterir; ancak diisiik
hiicre yogunlugu nedeniyle bir biitiin halinde kikirdak dokusunun metabolik aktivitesi
oldukca diisiiktiir(19).

Eklem kikirdagindaki matriks sentezi ve hiicre yogunlugu, 20 ile 30 yas arasinda
kadar korunmaktadir. Artan yasla birlikte, hiicre iceriginde ve matris sentezinde progresif bir

azalma vardir. Hiicre yogunlugu derin bolgede en diisiik seviyededir(33).

2.1.2.4 Ekstraselliiler Matriks

Eklem kikirdak dokusu agirhiginin %65-80’ini su olusturmaktadir. Kikirdak dokuda
ESM’in su disindaki igerigi esas olarak kollajen ve PG’lar tarafindan olusturulsa da lipitler,
fosfolipitler, kollajen dis1 proteinler ve glikoproteinler de matriks igerisinde
bulunmaktadirlar(34).

Eklem kikirdak matriksinin su igerigi, yiizeyel tabakada agirliginin %801 iken, derin
tabakada bu oran %65 "ediismektedir. ESM igerisindeki molekiiler bosluklar sayesinde; suyun,
matriks igerisindeki akiskanligi ve dengesi saglanir. ESM igeriginde ¢6ziinmiis halde sodyum,
kalsiyum, klor ve potasyum mineralleri de bulunmaktadir. Kikirdagin siv1 igeriginin, kikirdak
icerisindeki molekiiller arasindaki bogluklarda eklem ylizeyi boyunca hareketi,
kikirdaginbiyomekanik 6zelliklerine katkida bulunmakla birlikte ¢6zlinmiis haldeki besinlerin
matriks icerisinde tasinmasinda da 6nemli rol oynar. Kikirdak dokunun su igerigi, hem kendi
basina hem de PG molekiilleri ile kurdugu iliski sayesinde, eklem kikirdaginin kompresyon
kuvvetlerine kars1 direng gostermesini saglar. ESM igerisindeki kii¢iik boyuttaki molekiiler
bosluklarin olusturdugu sivi akimina karsi gelisen siirtinme kuvveti, matriks i¢indeki
hidrostatik basing ile birlesince, eklem kikirdaginin ¢ok biiyilk miktardaki ezici yiiklere
dayanmasini saglar(34).

Eklem kikirdagi kuru agriliginin yaklasik %601 kollajen lifleri tarafindan meydana
gelir. Kollajen yogunlugunun, tiim kikirdak dokusunda hemen hemen ayni olmasina ragmen
kollajen liflerinin organizasyonu tabakalara gore degisiklik gostermektedir. Kollajen liflerinin
karakteristik 6zelligi, kikirdak dokusuna gerilme direncini kazandirir. Eklem kikirdagindaki

kollajenlerin % 90-95’1 tip II kollajen tipindedir ve ¢apraz bagl liflerin temel yapisini

12



olusturur. Kalan miktar1 ise tip VI, IX, X ve XI kollajenler olusturur. Tip IX kollajen,tip II
kollajen molekiilleri yilizeyi boyunca c¢apraz baglar olusturur ve Tip 2 kollajen lifleri ile PG
kiimeleri arasinda ara baglant1 olarak gorev goriir.Bu sayede fibril aginin aginin mekanik
stabilitesini arttirip bu ag tarafindan tutulmakta olan PG’larin sisme basincina direncini
arttirr(23).Tip XI kollajen molekiilleri ise tip II kollajen molekiillerine baglanarak ¢apraz
bagl lif yapisina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Tip IX ve XI kollajenleri,kollajen
fibrillerin olusmasinda ve stabil tutulmasinda yardimci olurlar. Tip VI kollajen, periselliiler
matrikste bulunarak kondrositlerin matrikse tutunmasina yardim eder. Tip X kollajen ise
sadece kalsifiye kikirdakta hiicrelerin ¢evresinde bulunur ve kikirdagin mineralizasyonunda

rol aldig diistinlilmektedir(21)(23)(35).

Tip II prokollajen zincirleri, ribozomal endoplazmik retikulum i¢inde sentezlenir.
Sentezlenen zincir burada ii¢lii sarmal formasyonunu kazanir ve karbonhidratlar da yapiya
dahil edilir. Olusan bu molekiil Golgi aygitina tasindiktan sonra burada glikozilasyona girer
ve olusan son prokollajen yapisi matrikse atilir. ESM’te prokollajen yapisindaki terminal
peptitler, enzimatik olarak molekiilden kopartilarak tropokollajen yapist olusur ve bunlar da
bir araya gelerek kollajen liflerini olusturur(27).

Kollajenin tipik makromolekiiler yapist ii¢lii sarmal seklinde birbiri lizerine dolanmis 3
adet alfa polipeptit (tropokollajen)zinciridir(18). Polipeptit yapisin1 olusturan ana
aminoasitler, glisin ve prolindir. Bunlarla beraber bulunan hidroksiprolin, olusturdugu
hidrojen baglar1 ile molekiile dayaniklilik kazandirir. Bagka bir aminoasit olan hidroksilisin
ise kovalent ¢apraz baglar meydana getirerekiic boyutlu kollajen yapisinin dayanikliligina
katkida bulunur. Capraz baglh lifler, kikirdak dokusuna gerilme direnci ve kuvveti verir. Bu
liflerden olusan ag ayrica igerisinde PG’lar tutararak, agregatlarin iclerine su cekilmesini
saglar ve dokunun sismesiyle kompresif kuvvetlere dayaniklihgma da katkida

bulunur(18)(36).

Proteoglikanlar, kikirdak dokusunun toplam agirliginin %10-15’1ni, kuru agirligininise
%25-30’unu olusturur. Kollajenler gibi PG’lar da kondrositler tarafindan tretilir ve ESM’e
salmir. PG temel olarak, bir ¢ekirdek protein molekiiliine kovalent olarak baglanmis
glikozaminoglikan(GAG) molekiillerinden olusur. Bu temel yap1 tasina agregan molekiilii
denir. Cok sayida agregan molekiilii, baglayici proteinler sayesinde bir adet hyaluronan
molekiiliine kovalent olmayan baglarla baglanarak PG agregatlarini  olusturur. PG
agregatlarinin olusturulmasi, PG’larin matriks i¢inde sabit tutulmasina ve kollajen ag1 ile PG

arasindaki devamliligmin saglanmasina yardimer olur. Agreganlar kollajen lifleri arasina
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girererek agregatlar halinde matriks PG miktarmin  %90’1n1  olustururlar. Agregat

olusturmamis biiyiik PG’lar ise matriks miktarinin%10’unu meydana getirirler(21)(24)(37).

GAG molekiilii, dallanmas1 olmayan, tekrar eden disakkarit iinitelerden olusan tek bir
zincirdir. Disakkarit zincirini olusturan molekiillerden en sik goriilenleri; kondroitin siilfat
molekiiliniin 4- ve 6- siilfat izomerleri olan keratan siilfat ve dermatan siilfat
molekiilleridir(18). Bu disakkarit kiimeleri i¢erdikleri siilfat ve karboksil gruplar1 sayesinde
negatif ylikliidirler ve bu nedenle birbirlerini iterken, daha sonra olusturacaklar1 PG
agregatlar1 i¢ine su ve katyonlar1 (kalsiyum, sodyum) ¢ekerler. Hyaluronat da bir GAG’dir
ancak diger GAG’lar gibi siilfat grubu icermez ve kendisi bir ¢ekirdek protein molekiiliine
baglanmaz. Hyaluronat ile olusturulan PG agregatinin igerisindeki baglayici proteinlerde
kayip veya yap1 bozulmasi gibi durumlarda (artrit, yaslanma gibi) PG agregatinin molekiil
biiyiikliigii azalir ve bu da ESM’in yapisini zayiflatarak kikirdagin biyomekanik 6zelliklerini
bozar(18,23)

Eklem kikirdagi matriksinde,agregat olusturmayan biglikan, decorin ve fibromodulin
isminde {li¢ tip PG daha vardir. Decorin bir dermatan siilfat zinciri igerirken, biglikan iki
dermatan siilfat zinciri igerir. Fibromodulin ise birden fazla keratan siilfat zinciri igerir.
Matriksteki tiim PG miktarinin %3’{inii olusturan bu PG’lar ¢ok daha kii¢iiktiirler ve kollajen
lifleri ile bir arada bulunurlar. Agregat olusturmayan bu PG’lar daha kiiclik cekirdek
proteinleri igerirler. Bunlarin temel fonksiyonu matriksteki diger molekiillere baglanarak
hiicre fonksiyonlarmin diizenlenmesine katkida bulunmaktir. Decorin ve fibromodulin tip 11
kollajene baglanarak kollajen agmin organizasyonuna katilirken biglikan periselliiler
matrikste tip VI kollajene baglanir. Bu kii¢iik agregat olusturmayan PG’lar ayrica matrikste
doniistliriicii biiyiime faktorii-P(transforming growth factor-P TGF-P) ile baglanarak bu
sitokinin kikirdak dokudaki fonksiyonlarini da diizenler (38,39).

ESM’te iizerinde kollajen dis1 proteinler ve glikoproteinler de bulunmaktadir. Bunlar,
kikirdak dokusu kuru agirhiginin yaklasik %15-20’sini olusturur. Bu molekiiller bazen
monosakkaritlere veya oligosakkaritlere bagli olarak bulunurlar ve temel islevlerinin ESM
yapisinin devamlilifinin korunmasi oldugu diistiniilmektedir. Bu molekiillere 6rnek olarak
ankorin CII, fibronektin, tenaskin ve kikirdak oligomerik proteini verilebilir. Ankorin CII,
kollajen liflerine baglanan bir kondrosit yiizey molekiiliidiir ve kondrositlerin matrikse
tutunmasini saglar. Fibronektin ve tenaskinin kikirdak dokusundaki fonksiyonlar: tam olarak
bilinmemekle birlikte hiicre ile matriks arasindaki iliskide ve dokunun osteoartrit veya

enflamatuar hastaliklara yanitinda rol oynadiklari diistiniilmektedir. Kikirdak oligomerik
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proteini kikirdak dokusunun teritoryal bélgesinde bulunur ve kondrositlere baglanir. Bu
proteinin dnemi sinovyal sividaki miktarmin kikirdak yapim yikim dongiisii hakkinda
bilgivermesi veya erken donem osteoartritin tanisinda kullanilabilmesidir(39).

2.1.3. Eklem Kikirdaginin Biyomekanigi

Eklem kikirdak yiizeyleri eklemin tiim aktiviteleri boyunca yiikiin eklem iizerinden
iletilmesinde bir ara yiiz olarak islev goriir. Bu islevi sirasinda incelenen ekleme gore degisik
oranlarda yiike maruz kalir. Ornegin, diz eklemi tiim aktiviteleri sirasinda ortalama olarak
viicut agirligmin 3 misli bir kuvvete dayanmak zorunda kalirken, bu yiiklenme kosu sirasinda
viicut agirhigiin 10 misli, ziplama ile ise 20 misli olabilmektedir. Eklem kikirdaginin dogal
yapist bu yiiklerin yarattig1 enerjinin saklanmasini ve eklem boyunca iletilmesini saglar.
Kikirdak dokunun mekanik enerjiyi kendi biinyesinde saklayip yiik kaldirildiginda bu enerjiyi
kullanmasi sayesinde kikirdak doku, deforme edici veya kirici giigler sonrasinda biitiinliigiini
korur ve formunu geri kazanabilir(40).

Eklem kikirdagi gerilme ve kompresyon kuvvetlerine ileri derecede direnglidir.
Kikirdak dokunun tiimii bir arada calisan bir yap1 olsada kollajen lifleri arasindaki capraz
baglanmalar 6zellikle gerilme direncini olustururken, ezilme kuvvetlerine karsi ¢ok az bir
direng gosterirler. Kompresyon kuvvetlerine karsi direng, 6zellikle proteoglikanlar ve
bunlarin kollajen lifleri arasinda kalan su tarafindan saglanir. Kikirdak yiik altinda kaldiginda
kikirdak dokusu igerisindeki sivi yer degistirir. Uygulanan kompresyon kuvveti, negatif yiiklii
olan GAG’lar1 birbiri {izerine sikistirmaya calisir. Bu sirada PG agregati dokudan disariya
dogru ¢ikmaya zorlanir ve sivi da matriksin daha az kuvvete maruz kalan boliimlerine dogru
taginir. Kompresyon ortadan kaldirildiginda sivi, yiikten kurtulan yere geri doner. Saglam bir
kollajen agi, aralarindaki PG molekiillerinin tutacagi su miktarini belirler. Bu agin mekanik
yetmezlik ile veya dejeneratif eklem hastaliklarinda bozulmasi durumunda PG
makromolekiillerinin tuttugu su ve genisleyebilme yetenekleri artar; bu da molekiil i¢indeki
su miktarin1 arttirarak dokunun daha gecirgen ve daha yumusak olmasma yol agarak

dayanikliligini 6nemli 6l¢iide azaltir(41) (Sekil 3).
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Sekil 3: Eklem kikirdaginin kompresif yiikler altinda, kikirdagin laterale genislemesi ve
"tidemark"ta olusan makaslama kuvvetleri

Eklem kikirdak yapisinin bifazik 6zelligi onu tekrarlayan yiiklere kars1 dayanikli kilar.
PG’lar, kollajen ve diger makromolekiiller kikirdak dokusunun kat1 boliimiinii olustururken,
su stvi kismimi olusturur. Eklem kikirdagimin biyomekanik 6zelliklerinin tiimii bu iki fazin
birbiri ile etkilesimi sayesinde olusur. Matriksin kati kisminin mikroskobik diizeydeki poroz
ozelligi sayesinde; eklem yiizii yiike maruz kaldiginda, matriksin su igerigi bu bosluklar
aracilif1 ile kikirdak igerisinde yer degistirir ve kikirdak dokusunun kat1 béliimii kuvvetin ¢cok
az bir kismi ile karsilagir. Sivi kismin, yiiklerin biiyiik kismini karsilamasina karsin; kati
kismin, bu yiiklerden korunmus olmasina kat1 fazin gerilim kalkani(stress shielding) denir.
Normal bir kikirdakta, normal aktiviteler esnasinda eklem kikirdagina uygulanan yiikiin
%95’1ni interstisyel sivi karsilar(42). Eklem kikirdagi; sabit bir yiik (stress) altinda, zamanla
artan miktarda deformasyon (strain) gostermesi, kikirdak dokusunun viskoelastik
ozellikteoldugunu gosterir. Kikirdagin viskoelastik 6zelligi, akima bagli ve akimdan bagimsiz
olmak tizere iki oOzelligi ile olusur. Kikirdagin viskoelastikliginin, akimdan bagimsiz
ozelliginin kaynagi, matriksteki PG molekiiler arasindaki siirtiinmedir. Akima bagh
mekanizmanin temelinde ise matriksin su i¢eriginin akimi ve buna karsi olusan siirtiinmedir.
Interstisyel sivinin matriks iginde hareketi kikirdak dokunun viskoelastikliginin esas
kaynagidir. Dokunun gegirgenligi arttikca (yani por genisligi arttik¢a) yarattigi siirtlinme

azalir ve bunun sonucunda da yiik altinda iken ESM’i koruyacak gerilim kalkan etkisini
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gosteremez. Dejeneratif eklem hastaliklarindaki durum da buna (43,44).

Eklem kikirdaginin diger iki biyomekanik 6zelligi ise siinme ve gerilim bosalmasidir.
Her iki 6zellik de yine matriks icinde suyun yiik altinda yer degistirmesi sonucunda
olusmaktadir. Stinme, bir viskoelastik cismin sabit bir yiik altinda baslangicta hizli bir sekilde
deforme olmasi daha sonra da yavas yavas deformasyonun belli bir seviyeye kadar devam
etmesi durumunu tanimlar. Gerilim bosalmasi ise bir cismi belli bir deformasyon diizeyinde

tutmak icin gerekli olan baslangigtaki stresin zamanla azalmasini tanimlar (41).

Kuvvetler genellikle kompresif ve bazen c¢ekme kuvvetleri olarak incelense de
makaslama kuvvetleri de kikirdak dokunun sik¢a maruz kaldigi bir etkidir. Makaslama
kuvvetleri altinda kikirdagin davranis sekli biraz degisiklik gosterir. Makaslama kuvvetleri
altinda kikirdak dokusunun daha 6nce bahsedilen siinme ve gerilim bosalmasi 6zellikleri sivi
akimindan bagimsiz olarak PG ve kollajen matriks i¢indeki molekiiller arasindaki siirtlinmeye
baghdir. Makaslama kuvvetleri altindaki dayaniklilifina en ¢ok katkiy1 kikirdak tabakasinin
orta tabakasindaki diizensiz organize olmus kollajen lifleri saglar. Bu liflerin kuvvetin yoniine
gore yeniden organizasyonu ile kikirdaga gittikce artan bir dayaniklilik saglanmig

olur(18,28,40)

2.2. EKLEM KIKIRDAK HASARI

2.2.1. Eklem Kikirdag Yaralanmalar ve Kikirdak Onarimm

Artikiiler kikirdaktaki hastalikli ve travmatik doku bozukluklar1 tedavi edilerek yapisal
ve fonksiyonel olarak dogal kikirdak dokusunun 6zelliginin devam ettirilmesi i¢in ¢ok sayida
deneysel ve klinik deneme gergeklestirilmistir. Siire¢ hiicredigt matrikste proteoglikanlarin kaybi ve

kollajenoz fibriler agin yapisinda bozulmalar meydana gelmesi ile baglar. Bunu ise hiicre metaplazi ve

kaybr takip eder (45).

Eklem kikirdak hasar1 ve buna bagli yikim metabolik, genetik, mekanik, travma gibi
pek cok sebep goriilebilir. 3 tip kikirdak hasari vardir.

a. Yiizeyel matriks yikimi1 ve matrikste ayrilma olmaksizin, kondrosit ve matrikste
olusan kiint travmaya bagli mikro hasar

b.Parsiyel kikirdak defekti; subkondral kemige uzanmayankalsifiye kikirdak hattina
kadar olan kikirdak hasart.

c. Tam kat kikirdak defekti; subkondral kemigi de igine alan kikirdak hasari.
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Bu yaralanmalar, kemik iligi hiicrelerine de ulastigindan Gtiiri bir onarim tepkisi
ortaya cikarabilir. Bu tepki sonucunda, genel olarak fibrokartilaj ile dolu tamir dokusu
olusturur. Bu tip tamir dokusu, hyalin kikirdaga gore basinga daymimi ve dayanikliligi daha
zayiftir ve uzun dénemde yavas yavas dejenerasyona yol agar.Tiim bu yaralanma tiplerinin
iyilesme siireleri de farklidir. Lezyon lokalizasyonu da prognozda etkilidir. Bununla beraber
hasta yasi, cinsiyeti, aktivite diizeyi, obezite ve yapmakta oldugu meslek de iyilesme siirecini
etkiler(46).

Eklem kikirdag: iyilesme yanitinda, siirecin nasil ilerleyecegini belirleyeniki 6nemli
faktor oldugu diisiiniilmektedir; bunlar bolgesel kan dolagimi destegininyeterli olmamasi ve
tamirde gorev alan farklilasmamis hiicrelerin eksikligidir.Kondrositler tamir gorevini ancak
baz1 gerekliliklerin varligi halinde yerine getirebilir.Kondrositlerin diizgiin bir sekilde
caligabilmesi i¢cin  matriksteki  glikoprotein ~ kaybininhiicrelerin ~ hizli  ¢aligmasini
engellemeyecek diizeyde olmasi ve fibriller kollajenlerinsaglam olmasi gerekmektedir. Ayrica
matriks hasarina cevap verebilecek yeterli sayidakondrosit de ortamda mevcut olmalidir(47).

Kikirdak hasar1 sonrasi, kondrositler farklilagir ve sentezleri artar. Bu hiicrelerve
matriks, bazen doku defektini yeterince dolduramamaktadir. Tamir siirecindeki
buyetersizligin sebebi, matriks iiretiminde ve hiicre proliferasyonunda ani durma olmasidir
(28). Travmaya bagli hasar sonrasinda onarim siirecinde kollajen tip 2 diizeyi
artmaktadir.Subkondral kemik hasar1 kritik diizeydir. Ozellikle yiizeyel defektler,
subkondralkemik alanini genisletir, sonucunda kanama olusur. Kanama sonucu olusan
hematomi¢indeki mediatorler inflamatuvar siireci baglatir(47,48)

Osteokondral yaralanmayr takip eden 1iki hafta igerisinde, osteokondral
bolgedefektlerinde, kondral alandaki 1iyilesme dokusunda; tip 1 kollajen ve
nonkollajenproteinler ile kondrosit benzeri hiicreler, matriks bilesiminde tip 2 kollajen
veproteoglikanlarin ~ bulundugu  gozlenmistir.  Alti-sekiz  hafta  sonra  defektin
kondralkismindaki doku goreceli olarak yiiksek oranda kondrosit benzeri hiicreler, tip
IIkollajen ve proteoglikanlardan zengin bir matriks igerirken, yiiksek miktarlarda tip Ikollajen
de bulundurur(45,48). Doku iyilesmesi siirecinin sonucunda; hyalin kikirdakve fibrokikirdak
formasyonlar1 arasinda tipik bir doku olusumu belirir. Bu yeniolusum, normal eklem kikirdagi

dokusundan, yap1 ve biyomekanik fonksiyon agisindan, farkliliklar géstermektedir(6,41,48).
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2.2.2. Eklem Kikirdak Lezyonlarinin Degerlendirilmesi ve Simiflandirilmalari

Kikirdak yaralanmasi aksiyel yliklenmeye eslik eden burkulma veya makaslama
kuvvetleri ile meydana gelir. Spesifik bir semptomu ve 6zel bir muayene yontemi
olmadigindan dizde tan1 konulmasi en gii¢ lezyondur. Hastalarda en sik semptom agr1 olmakla
birlikte, tekrarlayan efiizyonlar ve mekanik sikayetlere de sebep olabilmektedir. Agr1
yaralanma yerine gore i¢ veya dis femoral kondilde, patellofemoral eklemde olabilir ve
ekleme yiikiin artmasiyla sikayetler artar. Patellofemoral eklemde lezyonu olan hastalarda
c¢okme-kalkma sirasinda, yokus ¢ikarken ve uzun oturma sonrasi agriya sebep olabilir. Eklem
hatt1 boyunca palpasyonla agri tespit edilebilir. Meniskopati ve bag yaralanmalar eslik
edebilir.

Tani i¢in, her iki diz tam ekstansiyonda basarak anteroposterior (AP) grafi, yiik
vermeden 30 derece fleksiyonda lateral diz grafisi ve patellofemoral eklem aksiyel grafisi
(Merchant) ilk bagvurulacak yontemlerdir. AP grafi ile tan1 koymak oldukga giictiir ve ancak
ileri vakalarda eklem aralifinda daralma ve subkondral skleroz uyarici olabilir. Eklem
araligini daha iyi degerlendirebilmek acisindan 45 derece fleksiyonda yiik vererek cekilecek
posterioranterior (PA) grafi (Rosenberg grafisi) oldukca faydalidir. Dizilim bozukluklarini
degerlendirmek acisindan alt ekstremite ortorontgenogram da ¢ekilmelidir (49).

Ancak  tam1  koymada en  duyarlh  non-invazif  yontem = manyetik
rezonansgoriintiilemedir(MRG). MRG ile kikirdak dokunun degerlendirilebilmesi yani sira
eklem kikirdaginin kalinligi da degerlendirilebilir(50). Ayrica MRG ile eslik eden
intraartikiiler lezyonlar da degerlendirilebilir. En iyi kikirdak degerlendirmesi proton dansiteli
fast spin eko (FSE-PD) ve T1 agirlikli, yag baskili, 3D gradient echo (3D-FS T1W GRE)
kesitleri ile yapilir. Yag baskilama sayesinde subkondral kemikten yag dokusundan gelen
parlak sinyallerin Oniine gecilir. 3D ise ince kesit, ¢ok yonlii goriinti elde edilmesini
saglarken gradient echo ile kikirdak dokudan alinan sinyallerin daha net hale gelmesi ve ¢evre
dokular ile sinovyal s1viya gore daha karsit bir goriintii olusturmasi saglanir(51).

Kikirdak patolojilerini degerlendirmede artroskopik girisim altin standarttir ancak
ortopedistin tecriibesi dnemlidir. Artroskopi ile tan1 koyulabilmesinin yani sira kikirdak
lezyonun boyu, derinligi degerlendirilebilir ve ayn1 seansta tedavisi yapilabilir(52)(53).

Kikirdak lezyonlar1 klinik ve histolojik olarak cok farkli

sekillerdesiniflandirilmaktadir. Lezyonun derinligi hemen hemen tiim siniflandirmalarin

19



temelini olusturmaktadir. Yiizeyel kikirdak hasarlar1 subkondral kemige ulasmazken,

subkondral kemige ulasan ve/veya gegen lezyonlara tam kat kikirdak yaralanmasi denir(54).,

2.2.2.1. Klinik (Artroskopik) Simiflamalar

Fokal kikirdak lezyonlari, diz artroskopisi sirasinda oldukc¢a sik karsilasilan
lezyonlardir. Curl ve ark. , inceledikleri 31 bin 516 diz artroskopisinden 19 bin 827 tanesinde
kikirdak patolojisi oldugu goriilmiistiir(55). Dizde tam kat kikirdak lezyonlarinin gergek
sikligiin %5-10 arasinda oldugu diisiiniilmektedir. Kikirdak hasarlarinda; Outerbridge, Bauer
Ve Jackson Smiflamasi ve Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegi Artikiiler Kikirdak
Yaralanmalar1 Evreleme Sistemi (International Cartilage Repair Society; ICRS)gibi
artroskopik degerlendirmeye dayanan evreleme sistemleri kullanilmaktadir (56)(57)(58).

Outerbridge Simiflamasi

Ik olarak 1960 yilinda menisektomi igin yapilan artrotomi sirasinda patellada
karsilagilan kikirdak hasarimmi tanimlamada kullanilan Outerbridge siniflamasi, daha sonar
kikirdak lezyonlarmin artroskopik siniflamasinda da kullanmilmistir (56). Outerbridge
smiflamasi en sik kullanilan siniflandirmalardan biridir. Kikirdak hasarinin derinligini temel
alir. Outerbridge smiflamasinin  dezavantaji lezyonun derinli§ini ve boyutlarini
tanimlamamasidir (resim). Outerbridge sisteminin gegerligi lizerineyapilan bir ¢alismada;
cerrahlar arasinda %68°1lik bir uyum oldugunu, dolayisiyla da bu sistemin orta derecede
giivenilir oldugunu bildirmislerdir (59).

Bauer ve Jackson Simiflamasi

Bauer ve Jackson; artroskopi sirasinda femoral kondilde karsilastiklar1 167 kikirdak
hasarini, 6 katagoriye ayirarak tanimlamiglardir. Kikirdak lezyonunun sekline gore;Tip I izole
cizgisel fissur, tip II yildiz seklinde, tip III flep seklinde, tip IV subkondral kemigin
goriindiigii krater seklinde, tip V ciddi kikirdak ayrigmasi olmaksizin liflenme ve tip VI
dejeneratif goriinimli kikirdak degisikliklerinden ayrilmasi gii¢ olan degrade goriiniimlii
kikirdak olarak tariflenmistir(57).

ICRS Smiflamas1 (Uluslararasi Kikirdak Arastirma Dernegi Eklem Kikirdak
Yaralanmalar:1 Evreleme Sistemi)

Eklem kikirdak lezyonlarmin artroskopik olarak evrelendirilmesinde evrensel bir dil
olusturmak tizere 1997 yilinda International Cartilage Repair Society (ICRS) tarafindan
standart bir evreleme sistemi gelistirilmistir. Bu simiflamada kikirdak defektleri lezyonun
derinligini dikkate alarak 4 evre de smiflandirilir (Sekil 4). ICRS siniflama sistemi kikirdak

lezyonun derinligini, lokalizasyonunu ve yilizeyin durumunu tanimlamasinin yani sira
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subkondral kemik tutulumunun &nemini de vurgular (58). Kikirdak lezyonlarina yapilan
islemler sonrasinda, kikirdak dokudaki iyilesmeyi degerlendirmek i¢inde makroskopik

skorlama sistemi mevcuttur (tablo 1). En kapsamli olan ve glinlimiizde en yaygin kullanilan

siniflamadir.
ICRS Grade 1~ Normale Yakin “;gfnf;“? ‘_f"_“"{’f;'
Yizeysel lezyonlar. Yumusak girinti (A) ik deneiginin
ve [ veya yiizeysel catiaklar (B) kT Sine helar Lzanan
ICRS Grade 0 — Normal lezyonlar

ICRS Grade 3 — Ciddi Anormal
Kikirdak defektler, kikirdagin % 50'den fazla kikirdak derinfigine (A) ve kalsifive tabakasina (B) kadar
uzanir, ancak subkondral kemikten (C) gegmez. Kabanntilar bu simifa dahil edilir (D).

Sekil 4: Uluslararas1 Kikirdak Arastirma Dernegi Eklem Kikirdak Yaralanmalar1 Evreleme
Sistemi (https://cartilage.org)
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Tablo 1: ICRS Makroskopik Kikirdak Tamir Degerlendirilmesi

Puan

1. Protokol A*
Cevre kikirdak ile ayni1 seviyede 4
Defekt derinliginin %75'i tamir dokusu 3
Defekt derinliginin %50'si tamir dokusu 2
Defekt derinliginin %25'i tamir dokusu 1
Defekt derinliginin %01 tamir dokusu 0

1. Protokol B*
Greftlenen yiizeyin %100' canli 4
Greftlenen yiizeyin %75'i canlt 3
Greftlenen yiizeyin %50'si canlt 2
Greftlenen yiizeyin %25'1 canl 1
Greftlenen yiizeyin %0'1 canli, silindirler kirik yada kayip 0

2. Cevre kikirdak bolgesine entegrasyon
Cevre kikirdak ile tam entegrasyon 4
Cevreyi belirleyen doku sinir1 < 1mm 3
Greftin 3/4'l entegre, 1/4'1i | mm'den genis belirgin sinir ile ayri 2
Greftin yarisi entegre, yarisi | mm'den genis sinir ile ayri 1
Her taraf ayri ya da 1/4'e kadar ayn 0

3. Makroskopik goriiniim
Saglam diizgiin yiizey 4
Liflenmis yiizey 3
Kiiciik, daginik catlaklar, yariklar 2
Bir miktar, kiiciik ya da az ama biiylik catlaklar 1
Greftli alanin toptan dejenerasyonu 0
Toplam puan
Evre 1 12 Normal

Normale
Evre 2 11-8 | yakimn
Evre 3 7-4 | Anormal
Siddetli

Evre 4 3-1 | anormal
* Protokol A: Otolog kondrosit implantasyonu, periost ya da
perikondriyum transplantasyonu, subkondral drilleme, mikrokirik, diger
* Protokol B: Mozaikplasti, Osteokondral Allogreft teknigi ve digerleri

2.2.2.2. Histolojik Simiflamalar

Ik olarak Mankin smiflamasi ile osteoartritte artikiiler dejenerasyon miktarmnin
degerlendirilmesi amaglanmistir(60). Kikirdak tedavisini degerlendirmeye yonelik O’Driscoll
skoru bunu takip etmistir. Glinlimiizde kikirdagin histolojik degerlendirmesi i¢in bir¢ok

siniflama tanimlanmigtir. Pineda ve Wakitani gibi basit siiflamalar veOsScore, Sellers,
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Fortier, O’Driscoll, International Cartilage Repair Society (ICRS) I and II skorlar1 gibi
kompleks siniflamalar en ¢ok kullanilan evleme sistemleridir (61-65).

Mankin siniflamast olusan kikirdagin yapisini, hiicreleri, boyanmay1 ve tidemark
entegrasyonunu degerlendiren ve diger simiflamalarin onciilii kabul edilen skorlama
sistemidir(60).

Wakitani skorlamasi, hiicre morfolojisi, matriks boyanmasi, yiizey diizenligi, kikirdak
kalinlig1 ve defektin sinirlarmin ¢evre kikirdaga entegrasyonunu degerlendiren 5 kriter ile
toplam 14 puanla degerlendirilir ve Pineda siniflamasinin modifikasyonudur (63).

ICRS smiflamasi, yiizeyin diizenliligini, matriks morfolojisini, hiicre dagilimini,
hiicrelerin canliligini, subkondral kemigi ve kikirdak mineralizasyonunu degerlendirir. ICRS
IT ise 14 kriteri degerlendiren kollajen tip 2 immunhistokimyasal boyama gerektiren kapsamli

bir siniflamadir(64,65).

O’Driscoll  simiflamast  kikirdak morfolojisini, yiizey diizenliligini, yapinin
entegrasyonunu, c¢evre doku ile iliskisini ve yeni olusan kikirdagin ¢evre saglam kikirdak
dokusuna gore yiiksekligini degerlendiren skorlama sistemidir (Tablo 2)(66). Pineda nin basit
degerlendirme sistemi ile O’Driscoll siniflamasi karsilastirildiginda her iki sistemde giivenilir
oldugu bulunmus olup, O’Driscoll siniflamasi daha kikirdak tamir dokusu hakkinda daha
fazla bilgi vermektedir (67).

Tablo 2: Modifiye O’Driscoll Histolojik Kikirdak Tamir Skorlamasi

Modifiye O’Driscoll Histolojik Skorlamasi Skor
. % Hyalin kikirdak 80-100 8
60-80 6
40-60 4
20-40 2
0-20 0
I1. Yapisal ozellikler
A. Yiizey diizensizligi Priizsiiz ve intakt 2
Catlaklar 1
Ciddi bozulma, fibrilasyon 0
B. Yapisal biitiinliik Normal 2
Hafif bozulma , kist icerme 1
Ciddi biitiinliik kaybi 0
C. Kalinhik 100% of normal bitisik kikirdak 2
50% to 100% veya normaldan kalin 1
0-50% 0
D. Komsu kikirdaga tutunma Her iki ugtatutunma 2
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Tek uctan yada kismen ¢ift ucuna
tutunmus

—

Tutunma yok 0
II1. Kondrosit kiimelesmesi
Normal hiicresellik, kiimelesme yok 2
Hafif hiposeliilerite, <25% kondrosit
kiimelesme 1
Hafif hiposeliilerite, >25% kiimelesme | 0
IV. Komsu kikirdaktaki dejenerasyon
Normal hiicresellik , kiimelesme yok,
normal boyanma 3
Normal hiicresellik, hafif kiimelesme,
orta boyanma 2
Hafif hiposeliilerite, hafif boyanma 1
Ciddi hiposeliilerite, hafif boyanma 0
V. Subkondral kemigin yeniden
olusturulmasi
Tamamen olusma 2
%50 den fazla 1
50% den az 0
V1. Tamir dokusunun subkondral kemige
tutunmasi
Tamamen, boliinmemis 2
<100% >50% 1
<50% 0
VII. Safrinin-O boyama
>8(0% homojen pozitif boyanma 2
40%-80% 1
<40% 0
27
Toplam skor max
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2.2.3 EKLEM KIKIRDAK HASARINDA TEDAVi SECENEKLERI

Kikirdak hasar1 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 iyilesmesini saglayamazlar (47). Geng ve orta yash
bireylerde; kikirdak lezyonlarinin, ilerleyen donemde osteoartrite ilerlememesi ve erken
donemde tedavi edilebilmesi i¢in ¢esitli tedavi yontemleri lizerinde aragtirmalar siirmektedir.
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 yap1 ile doldurulmasi ve bu yapinin uzun siire dayanikl

olmasidir; yani kikirdak yiizeyin restorasyonudur(45,47).

Kikirdak lezyonlarinin tedavisinde kullanilan pek ¢ok cerrahi teknik, tam kat gelisen
lezyonlar sonrasinda eklem kikirdaginin kendiliginden iyilesme mekanizmasi iizerinden
hareket eder(45).Hangi tedavinin uygulanacagina; lezyonun biiyiikliigii, yeri, alt ekstremitenin
dizilimi, kisinin yasi, cinsiyet, viicut kitle indeksi ve hastanin fiziksel kapasitesi géz Oniine
alinarak tedavi yontemi segcilir. Kikirdakdefektlerinin tedavisi i¢in kullanilan giincel tedavi
yontemleri arasinda: artroskopiktraglama, abrazyon artroplastisi, subkondral kemige
penetrasyon, mikrokirik, kiiciikcapli mikrokirik, osteokondral otogreft transferi, osteotomi,
yumusak doku greftleri, hiicre transplantasyonu, biiyiime faktorleri ve yapay matrikskullanimi
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 ¢alisilmaktadir(6,8,27).

2.2.3.1.Artroskopik Debridman ve Lavaj

Debridman ve lavaj, semptomlar1 az olan, 2 cm2 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 uzaklistirilmasi gegici bir siire agrinin gerilemesini saglar.
Eklemin bol miktarda siviyla yikanmasi, defekt bolgesinde yer alan gevsek siiperfisyal
kikirdak dokunun alinmasi prensibine dayanir (68). Ancak giiniimiizde osteoartriti mevcut

olan hastaya onerilmemektedir (69).
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2.2.3.2. Kemik Iligi Stimulasyon Teknikleri

Pridie tarafindan ilk olarak 1959 yilinda tanimlanan bu teknik zamanla geliserek
giiniimiize kadar gelmistir(70). Subkondral kemikaciga cikarilarak, kemik iliginden
pluripotent kok hiicre migrasyonunu saglanir; fibrokartilaj kikirdak doku olusturulmasi
amaclanir (45). 3 ¢esit kemik iligi stimiilasyon teknigi tanimlanmistir: Abrazyon Artroplastisi,
Subkondral Drilleme ve Mikrokirik.

Abrazyon Artroplastisi

Abrazyon Artroplastisi, defektin debridmani sonrasinda subkondral kemigin kiiret ya
da motorize burr yardimiyla subkondral kemikten 1-3 mm tiraglanarak uygulanir. Artroskopik
tekniklerdeki gelisme ve tecriibeye parallel olarak, subkondral kemige daha az zarar veren
subkondral drilleme ve mikrokirik uygulamasindan sonra artik giincel kullanimi olmayan bir
tekniktir(71,72). Buna ragmen 2015 yilinda yayinlanan bir ¢alismada; en az 20 yillik takibi
olan hastalarin %67,9 'unda yeni bir cerrahi islem gerektirmedini belirtmislerdir(73).

Subkondral Drilleme

Defektin debridmani sonrasi, bolgedeki kanama ve mezenkimal kok hiicre gelisimini
kolaylastirmak amaciyla subkondral kemige drilleme yapilmasi islemidir. Islem sirasinda 1s1
hasar1 ve termal nekroz olusturmasi teknigin dezavantaji iken talus gibi ulasimin gii¢ oldugu
bolgelerde oldukea etkili olmaktadir(74,75).

Mikrokirik

Mikrokirik, 1994°de Steadman tarafindan tarif edilen bir tekniktir ve yine Steadman’in
klinik calismalar1 ile popularize hale gelmistir(4). Halen klinik uygulamada kemik iligi
stimulasyon tekniklerinden en popiiler olan1 ve en sik kullanilanidir. Subkondral kemigin
daha az zarar gormesi ve drilleme sirasinda olusabilecek termal nekroz riskinin olmamasi
mikrokirik tedavisini yillar i¢erisinde diger kemik iligi stimiilasyon tekniklerine gore 6n plana
cikarmustir (12,74,76).

Diger kikirdak tamir yontemelerine gore daha minimal invaziv ve ucuz olmasi, tam
artroskopikuygulamanin kolayligi, kolay wulasilabilir bir tedavi olmasi ve basarisizlik
durumunda diger alternatif tamir metodlarinin uygulanabilir olmasi1 mikrokirik tekniginin
avantajlar1 olarak siralanabilir(77).

Mikrokirik tekniginde; diagnostik artroskopik girisim sonrasinda, defekt sahasindaki
serbest kikirdak fragmanlar shaver ve kiiret yardimiyla subkondral kemige kadar temizlenir.
Defekt sahasinin hazirlanmasi sonrasinda mikrokirik islemine gegilir. Defekt sahasina gore

degisik acilarda hazirlanmis artroskopik bizler kullanilarak, defekt yiizeyine 90 derece agiyla
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subkondral tabakaya uzanan 3-4 mm aralik ve derinlikte delikler acilir. Agilan deliklerden yag
damlaciklar1 ve kanamanin geldigi goriiliinceye kadar biz derinlestirilebilir.

Mikrokirik tedavisi; lezyon boyutu 4 cm? “ye kadar olan geng — orta yash hastalarda,
semptomatik fokal kikirdak lezyonlarimin tedavisinde uygulanabilir. Lezyonun boyutu
hakkinda literatiirde celigkili yayinlar olsa da tedavinin basarili oldugu hasta grubu, lezyon

boyutunun 2 cm®’in altinda olan 45 yas alt: hastalar oldugu goriilmektedir(77,78).

s W

=
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Sekil 5:Eklem kikidak defektine bir subkondral kemik delicisi ile mikrokirik islemi
uygulanmasi

2.2.3.3. Osteokondral Transplantasyon

Kikirdak defekti olan alanin, bagka bir insandan veya ayni hastanin ekleminin yiik
tasimayan bolgesinden alinan osteokondral greftlerle doldurulmasi yontemidir. Diz ekleminin
yiik binen bdlgelerinin fokal kondral ve osteokondral defektlerinde kullanilir. Otolog
osteokondral transfer ilk olarak 1993 yilinda Bobic ve Matsusue tarafindan,mozaikplasti ise
1996 yilinda Bobic ve Hangody tarafindan tanimlanmistir(79,80)Mini artrotomi ya da
artroskopik olarak yapilabilmektedir. Osteokondral greftler; femur kondillerininposteriorlari,
medial femoral kondilin anteromediali, lateral femoral kondilin anterolaterali, troklea medial
ya da laterali,interkondiler g¢entigin anterolaterali, patella ya da fibula bagindan
alinabilmektedir.Greft almak icin standardize cerrahi ekipman kullanilir.Standardize
boyutlarda ve silindirik sekilde aliman greftler, defekt alanina pres-fit yerlestirilirek, intakt
kikirdak yiizeyi olusmasi amaclanir(81).Otogreftler 1-4 cm? bityiikliigiinde defektlerde uygun
tedavi yontemidir. 4-8 cm” arasi lezyonlarda palyatif olarak kullanilabilir ancak 4 cm2 iizeri

lezyonlarda donér alanin morbiditesi artar(82).
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Allogreftler ise 3 cm® {izeri lezyonlarda endikedir. Allogreft kullanilmasinin
immunolojik reaksiyonu (doku reddi) ve bulasici hastalik riskleri vardir (Sekil 6)(83).

Greft alic1 aleti kikirdak doku yiizeyine dik olarak yerlestirmek ve alinan iki greft arasi
en az 3mm intakt doku birakmak donor saha i¢in 6nemlidir. Alinan greftler, defekt bolgesine
dik olarak yerlestirilerek pres-fit sikistirilir ve doldurulur (Sekil 7). Bu teknigin avantaji,tamir
dokusunda hyalin kikirdak olusmasidir. Defekt alanin ancak %70’inin doldurulabilmesi,
dondr alanin morbiditesi, santral greftlerin nekroz potansiyeli ve diizensiz kikirdak yiizey

olusumu gibi dezavantajlar1 vardir(47,82).

Sekil 6: Eklem kikidak defektinin osteokondral allogrefte uygun sekilde temizlenerek
allogreftin yerlestirilmesi
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Sekil 7: Eklem kikidak defektine mozaikplasti uygulamasi

2.2.3.4. Otolog Kondrosit Transplantasyonu

Otolog hiicreler ile kikirdak defektlerin tamiri ilk olarak 1984-87 de Peterson
tarafindan tanimlanmistir(84). Son yirmi yilda popiiler olan bir diger yontemdir. Kikirdak
defekti 2cm2’den biiylik ve aktivite diizeyi yiiksek olan hastalarda tercih edilen bir
yontemdir. Otolog kondrosit transplantasyonu iki asamali bir iglemdir. Cerrahi teknikte ilk
olarak artroskopi yapilir ve kikirdak doku, femoral kondil proksimallerinden yani trokleanin
medial ya da lateral kenarindan ya da interkondiler ¢entik ¢evresinden almabilir. ilk asamada
artroskopi ile alinan 200-300 mg kikirdak hiicrelerinin laboratuar ortaminda ekstraselliiler
matriksinin uzaklastirilarak kiiltiire edilmesi saglanir. Ikinci asamada defektli alanin tibia
medialinden alinan periostal yama ile kapatilmasi ve igerisine yaklasik 0.5 ml kondrosit
siispansiyonu enjekte edilmesi takip eder (Sekil 8). Periost, 5-0 veya 6-0 emilebilir dikislerle
dikilebilir veya fibrin yapistirict kullanilarak yapistirilir. Burada periost kullanilmasinin
amaci, pluripotent mezenkimal kok hiicreler icermesi, kolay elde edilebilir ve transfer
edilebilir, kondrojenik biliylime faktorleri iceriyor olmast ve yapisal bir katman

olusturmasidir(85,86).
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Sekil 8: Eklem kikirdak defektine laboratuar ortaminda hazirlanmis kikirdak hiicre kiiltiirti
siispansiyonun uygulanmast

Matriks Destekli Otolog Kondrosit Implantasyonunu

Otolog kondrosit transplantasyonu yapilan hastalarda iyi sonug¢lar alinmasina ragmen,
periost hipertrofisi ve bolgesel kemiklesme; periostun, saglam kikirdaga tespit edilirken
saglam kikirdak {izerinde yarattig1 travma etkisi, yetersiz mekanik stabilite, yeni kikirdak
dokusu igerisinde kondrositlerin heterojen dagilimi komplikasyonlar1 olabilmesi matriks
destekli otolog kondrosit implantasyonunu dogurmustur (87). Bu yontemde, yapay ii¢ boyutlu
yapilar (doku iskeleleri) kondrositleri tasir ve periost Ortiisiine gerek kalmaz. Doku
iskelesinden yapilan matriks zamanla biodegredasyona ugrayarak yeni kikirdak doku olusur.
Matriks olarak; hayvan kaynakli kollajenler (siklikla kollajen tip 1 ve 3), hyaluronan ve
polimerler (PLA: polilaktik asit ve PLGA: polilaktik-ko-glikolik asit ) kullanilmaktadir. Bu
matriksler transosse6z olarak, fibrin yapistirici kullanarak, siitur veya ankor ile fikse

edilebilmektedir(88).
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2.2.3.5. Kikirdak Doku Biyomiihendisligi

Biyomiihendislik, hastalik veya travma sonucu olusan doku veya organ kaybinin
rejenerasyonu ve normal islev gorebilmesi i¢in hiicre, iyilestirici molekiil ve yapisal doku
iskelelerini miihendislik ve biyoloji bilimini kullanarak gergeklestiren ¢ok disiplinli arastirma
alanidir (89).

Kondral ve osteokondral kayip ve hasarlarda dokunun kendi kendini onarma
yeteneginin kisith olmasi, ¢aligmalarda hiicrelerin hasarli veya kayip bolgelere uygulanma ve
barindirilma yollarinin incelenmesi konusuna yogunluk verilmesine sebeb olmustur. Kikirdak
doku miihendisligi bu sorunu ¢6zmek igin ortaya atilmis biyoteknolojik bir alandir. ilk kez
1977 yilinda Green tarafindan tanimlanmis ve 1980°li yillarda gilincellenmistir (90). 1994°te
Brittberg ve ark. Ilk klinik uygulama sonuclarini bildirmistir(91). Kisaca “Kikirdak Doku
Miihendisligi” hastalik veya travma sonucu olusan doku veya organ kaybnin onariminin veya
yeniden yapilmasini saglamasi igin giincel bir secenek olarak giderek gelismektedir(6,89).

Metabolik etkinlik a¢isindan uygun Ozelliklere sahip hiicre eldesi, hiicreler arasi
islevsel ag1 olusturmak icin olduk¢a dnemlidir. Yapilan ¢aligmalarda kullanilmak iizere tedavi
edebilecek kikirdak tipine ve bulundugu bolgeye gore cok farkli hiicre secenekleri: eklem
kikirdagi kondrositi, periostium ve perikondriumun kambiyum tabasindan elde edilen
hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, synovial hiicreler, fetal ve embriyonik 6nciil hiicreleri gibi
hiicreler lizerinde durulmustur.

Kikirdak miihendisligi yaklasimlarindan en sik bagvurulardan biri dogal ve sentetik
polimerik hiicre ve iskelelerinin kullanimidir. Hiicre iskeleleri biyouyumlu, hiicre
yapismasi,bliyiimesi ve farklilagmasina izin veren, ii¢ boyutlu yapisini yeterli siire koruyan,
biyolojik olarak c¢oziilebilen, toksik ve immiin riski olmayan, liretim siireci belirlenmis,
tekrarlanabilir, ucuz ve kolay iiretilebilen, cerrahi sirasinda boyutu ve sekli kolay uyarlanabilir
olmalidir. 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 yap1 iskeleleri kullanilmaktadir.
Deneysel aragtirmalar; kikirdak doku miihendisliginde,6ntimiizdeki yillarda ¢ok daha umut

veren gelismeler olacagimigdostermektedir(92).
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3. GERECLER YONTEM

“Tavsan  Osteokondral  Defekt Modelinde  Mikrokirik  Lokalizasyonunun
Histomorfolojik Aragtirilmasi” bagslikli deneysel calismamiz, 03.04.2018 tarihinde Dokuz
Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 17/2018 Protokol Numarali
onay1 almarak, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney Hayvanlari
Laboratuari’nda gerceklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlar1 Ve Gruplandirma

CalismamizdaDokuz Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’ndan temin edilen, 3100-4300 gram agirli§inda, beyaz Yeni Zelanda
tiirh 29 adet tavsan kullanildi.Hayvanlarcalismaya baslamadan oOnce standart laboratuar
kosullarinda (12 saat giindiiz-12 saat gece olacak sekilde 1siklandirma altinda, %50-60 nem ve
20-22°C oda sicakhiginda) bekletildi, hayvanlarmlaboratuar ortamina alismalari saglandi.
Serbest (ad libitum) yem ve su verilen29 adet tavsan, randomize secilerek sag dizine islem
uygulanacak sekilde 4 gruba ve cerrahi islem uygulanmayacak sekilde (kontrol) toplam 5

gruba ayrild1 ( Tablo 3).

Tablo 3: Deney Hayvanlarimi Gruplandirma ve Uygulanan islemler

n Grup Gruplar
1
6 (Defekt | Osteokondral Defekt ( Hasar Kontrol Grubu )
Kontrol)
6 ) Osteokondral Defekt + Periferik Mikrokirik Uygulamasi (Saat 12
Hizasindan)
6 3 Osteokondral Defekt + Santral Mikrokirik Uygulamasi

Osteokondral Defekt + Periferik Mikrokirik Uygulamasi (Saat 12 Ve
6 Hizasindan)

Saglikli | Diz eklemine herhangi bir islem uygulanmadi.
kontrol

Toplam=29 diz Toplam 29 Adet Tavsan
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3.2. Anestezi Ve Cerrahi Islem

Tiim hayvanlara cerrahi islem 6ncesi 5 mg/kg Xylazin (Alfazyne, Ege vet Hayvancilik
San. ve Tic. Ltd. Sti. Bornova / iZMiR) ve 35 mg/kg Ketamin (Ketalar, Eczacibag1 Ila¢ San.
ve Tic. A.S. Liileburgaz / KIRKLARELI) intramuskuler yolla verilerek genel anestezi
uygulandi. Preoperatif cerrahi enfeksiyon profilaksisi amaciyla hayvanlara birinci kusak
sefalosporin (sefazolin sodyum, Sefazol, Mustafa Nevzat ilag Sanayii A.S. Yenibosna-
ISTANBUL) 50mg/kg dozda verildi.

Genel anestezinin yeterliligi kontrol edildikten sonra tavsanlarin sag diz bolgesi tras
makinesi ile traslanarak temizlendi. Cerrahi bdlge polyvidon iyot (Batticon, Adeka ila¢ San.
ve Tic. A.S Maslak / ISTANBUL) kullanilarak lokal antisepsi saglanmasinmn ardindan steril
olarak ortiildii. Kullanilan cerrahi aletler, Avrupa Sterilizasyon Enstitiisii kriterlerine uygun
olarak 135°C ve 2 atm basing altinda buhar ile otoklavda sterilize edildi.

Literatiirde tarif edildigi gibi yaklagik 5 cm lik longitiidinal cilt insizyonu sonrasi
subkutan yumusak dokular diseke edilip medial parapatellar yaklasimla eklem kapsiiliine
ulagildi.Patella laterale devrildikten sonra eklem kapsiilii agilarak diz fleksiyona alinarak
femoral kondiller ve femur patellar olugu aciga cikarildi (Sekil 9). Femur patellar
olugunda,ucu diiz hale getirilmis 5 mm ¢apinda matkap ucu ve delici motor yardimiyla 3 mm
derinliginde osteokondral defekt olusturuldu. Derinligi standart boyutlarda yapilabilmesi i¢in
matkap ucundan cetvel yardimiyla vertikal yonde 3 mm dlgiilerek isaretlendi. Mikrokirik
islemi, 0,9 mm ¢apinda ve 3 mm derinlik olusturacak sekilde daha 6nceden hazirlanmis biz
(awl) ile uygulandr (Sekil 10)(93)(94)(95). Islem uygulanan 24 hayvan 4 gruba ve islem
uygunlanmayan 5 hayvan saglikli kontrol grubu olacaksekilde, hayvanlar randomize segilerek

toplam 5 gruba ayrild (Sekil 10)(Sekil 11).

Sekil 9: Cerrahi islem basamaklar1. Steril sartlar altinda anterior longitudinal insizyonla cilt
ve ciltaltinin gegilerek, eklem kapsiiliine ulagilmasi ve eklemin medial parapatellar yaklagimla
acilip patellanin laterale deviye edilerek eklemin ortaya ¢ikarilmasi (soldan saga).
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Sekil 10: Osteokondral defekt olusturmak i¢in kullanilan 5 mm ¢apindaki ucu diiz matkap ucu
ve mikrokirik islemi i¢in kullanilan 0,9 mm capindaki alet(biz/awl) (solda). Mikrokirik i¢in
kullanilan aletin 3 mm derinliginin cetvel yardimiyla isaretlenmesi (ortada). Olusturulan
defekt capinin cetvel yardimiyla kontrol edilmesi (sagda).

e Grup 0 (Saghkh kikirdak kontrol grubu) : Herhangi bir cerrahi islem
uygulanmadi.( n =5)

e Grup 1 (Hasar Kontrol Grubu) :Tavsanlarin sag dizinde femur patellar oluguna 5
mm c¢apinda 3 mm derinliginde sadece osteokondral defekt olusturuldu (Sekil 13). (n
=6)

e Grup 2 (Periferik Tek Mikrokirik Uygulamasi - Saat 12 hizasi) :Tavsanlarin sag
dizine ayni biiyiikliikte osteokondral defekt olusturulduktan sonra, defektin saat 12
hizasi periferinden kiint sekilde 0,9 mm kalinligindaki awl ile 3 mm derinliginde 1
adet subkondral kemikte perforasyon olusturularak mikrokirik uygulamasi
gerceklestirildi (Sekil 14). (n=6)

e Grup 3 (Santral Mikrokirik Uygulamasi) :Tavsanlarin dizine subkondral
defektolusturulduktan sonra defektin santralinden ayni1 awl ile ayni
derinliktesubkondral kemigel adetperforasyon yapilarak mikrokirik uygulamasi

gerceklestirildi (Sekil 14). (n=6)
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e Grup 4 (Periferik Cift Mikrokirik Uygulamasi — Saat 12 ve 6 hizas1) :Tavsanlarin
dizine subkondral defekt olusturulduktan sonra defektin saat 12 ve 6 hizasindan awl
ile subkondral kemige2 adet perforasyon yapilarakmikrokirik uygulamasi
gergelestirildi (Sekil 14). (n=6)

Islem sonras tiim cerrahi bolge steril serum fizyolojik ile yikandi.Eklem kapsiilii ve fasya
emilebilir siitlirlerle (Vicryl 4/0), cilt ise primer olarak yine emilebilir siitiirler (Vicryl 2/0) ile
usuliine uygun kapatildi. Cilt kapandiktan sonra pansuman yapilip cerrahi alana postop Opsite

sprey (Smith&Nephew) uygulandi ve hayvanlaroperasyon sonrasi takibe alind1 (Sekil 15).

Grup 0 : islemyapilmamis saghkh kikirdak
kontrol grubu

Grup 1: Sadece defekt olusturulmus
kontrol grubu

Grup 2 : Defektin periferinden (saat12
hizasindan) uygulanmig mikrokirik islemi

Grup 3 : Defektin santralinden (orta
noktasindan ) uygulanmis mikrokirk
islemi

Froule ' \ai \ ,

Grup 4: Defektin proksimalve distal
periferinden (saat12 ve 6 hizasindan)
uygulanmig mikrokirik islemi

<>

5 mm 0,9 mm

Sekil 11: Deney hayvanlarina uygulanan islemlerin sematik gosterimi

35



5 mm

\J

£

o o A e 25, 4
) e o ey . . s ]
: 2 o : 5 o : R R -
3 s s ' o e e e S 5
e e '.*a'.;‘:? e SR .
v o ::" v :" ::“ a f P -‘:‘:u"u"u"u"n‘-‘a‘:::‘:u" a
! " ! 5 2 X o
s = = =
SR = R S S e
= e L ! 5 2 x i X e el

Grup 1 ( Defekt Kontrol ) Grup 2

3 mm

¢

e, ) ¥ OO v
: : o e o :
! ) - -- -u ) 'u o

]

]
-

w

Sekil 13: Tavsan femur patellar oluguna daha 6nceden hazirlanmis drill ile osteokondral
defekt olusturulmasi ve mikrokirik islemi
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Sekil 14: Islem uygulanan gruplarin tavsan dizlerinde gosterimi (soldan saga: sadece defektin
gosterimi, santralden mikrokirik islemi, saat 12 hizasinda mikrokirik islemi, saat 12 ve 6
hizasindan mikrokirik islemi)

Sekil 15: Islem sonrasi eklem kapsiilii ve fasya emilebilir siitiirlerle (Vicryl 4/0), cilt ise
primer olarak yine emilebilir siitiirler (Vicryl 2/0) ile usuliine uygun kapatildu.

Calismamizdaki tavsanlarin cerrahi islem sonrasindastandart yem ve su ile serbest (ad
libitum) beslenmesi saglanarak, giinliik yara yeri bakimi ve takibi yapildi.Tiim tavsanlarin
kafes igerisinde serbest yiiriimelerine izin verilerek, herhangi bir hareket kisitlilig
uygulanmadi. Postoperatif antibiyotik ve analjezi uygulanmadi.Cerrahi bolge enfeksiyonu
veya tavsanda gelisebilecek sistemik enfeksiyon bulgulari bakimindan gézlem altinda tutuldu.
Tavsanlar, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuarinda iki
hayvan barindiran kafeslerde 8 hafta takip edildi. Calisma siiresince deney hayvanlarinda

lokal veya sistemik bir enfeksiyon yasanmadi.
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3.4. Deney Hayvanlarinin Sakrifikasyonu

Planlanan sekiz haftalik takip siiresinin sonunda, tiim hayvanlar yiiksek doz thiopental
sodium (Pental, /brahim Etem Ulagay I[la¢c Sanayi Tiirk A.S. Topkapi — ISTANBUL)
uygulanarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasinda, deney hayvanlarinin sag diz eklemleri
tekrar acilarak, diz eklemi etrafindaki tiim yumusak dokular temizledi. Femur distali net
olarak ortaya konduktan sonra tam kat kikirdak hasar1 olusturulmus sag femur distali kondiler
bolgedeki saglam ve hasar olusturulmus tim eklem kikirdagini igerecek sekilde eklem
hizasinin 1 cm proksimalinden aksiyel planda testere yardimi ile kesildi ve femoral kondiller
deney hayvaninin viicudundan uzaklastirildi. Hayvanlardan alman distal femur
materyallerinin, makroskopik incelemede kullanilmak {izere dijital kamera ile yanlarina 6lg¢ek
(cetvel) yerlestirilerek fotograflari ¢ekildi.Cerrahi islem uygulanmis her gruptan randomize
secilmis 2 adet distal femur parcasi (4 Grup : 8 adet distal femur) defekt sahasinin orta
noktasindanhassas doku testeresi yardimiylasagittal planda ikiye ayrildi.Parcanin bir yarisi
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Gériintiillemeincelemesi yapilmak iizere Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii Malzeme Aragtirma Merkezine ulastirildi. Parcalarin diger yarist ve
deneklerden alinan 6rnekler formaldehid ile 48 saat fikse edildikten sonra histolojik inceleme
amaciyla Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalina

ulastirildi.

3.4. Makroskopik Degerlendirme

Sakrifikasyon oncesinde tiim tavsanlarin dizleri lokal 1s1 artisi, renk degisikligi, fistiil
gibi morfolojik enfeksiyon bulgular1 yoniinden incelendi.Sakrifiye edilen tiim tavsanlarin diz
eklemleri acgilarak, enfeksiyon bulgular1 agisindan degerlendirildi. Tavsanlarin her bir dizi
oncelikle makroskopik olarak degerlendirilmeye alindi.Makroskopik puanlama icin ICRS
skorlama sistemikullanildi(Tablo 1). Dokular bir ortopedist ve iki histolog tarafindan ayr1 ayr1
degerlendirildi. Ayr1 ayr1 degerlendirmeler sonucu elde edilen ICRS skorlarinin ortalamalari
alind1.

Eksize edilen tiim distal femurlarin, yanlarina bir 6l¢ek (cetvel) yerlestirilerek dijital
fotograf makinasi ile fotograflar1 ¢ekildi. Tavsan dizlerindeki defektsahasininne kadarlik
kisminin tamir dokusu ile doldugudijital ortamda bilgisayar yazilimi(Image J version 1.46,

National Institute of Health, Bethesda, MD) ilekantitatif hesaplandi(Sekil 16).

38



4 DSC_0216JPG (50%) - 0 b
120.09x80.06 mm (6000x4000); RGE; 92MB

4 Image) = X

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Qjojglol4[zs|al o @O Ql=igle]s] | |»

j‘; Rezults
File Edit Font Results

|Area |Mean |Min |Max ‘Perim. |%Area |
1 5.839 34884 183 T1 11175 0

Sekil 16: Tavsan dizlerindeki defekt sahasmmin ne kadarlik kisminin tamir dokusu ile
doldugunun dijital ortamda bilgisayar yazilimi (Image J version 1.46, National Institute of
Health, Bethesda, MD) ile kantitatif hesaplanmasi.

3.5. Mikroskopik Degerlendirme

Isik Mikroskopu Doku Takibi Prosediirii:

Dokular histokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formolde 24-48 saat bekletilerek
fiske edildi. Ardindan kemik dokunun dekalsifikasyonu i¢in dokular, EDTA soliisyonunda 3
hafta bekletildi. Daha sonra EDTA’nin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda
yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirastyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser
dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30’ar
dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez yumusak parafin ile immersiyonu
saglandiktan sonra dokular sert parafin bloklar igerisine gémiildii. Rotary mikrotom (RM

2255, Leica) araciligl ile Sp kalinliginda kesitler alindi.

Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii
Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra

dehidratasyon islemi icin 5 degisim azalan alkol serilerinden gecirildi, kesitler distile su ile
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calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,
%380, %96 ve 2 seri absolii alkolden gecirilen kesitler seffaflagstirma amaciyla 20°ser dakika {i¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi.

Masson Trikrom Boya Protokolii

Deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler ii¢ farkli ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda calkalandiktan sonra
masson trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) icerisinden dokular iizerine 4
damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik kloriir ¢zeltisi damlatildi ve 10 dakika
bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol ¢ozeltisi 4
dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi
dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde uyguland: 4 dakika bekletilen kesitler distile su
ile yikandi. Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika muamele
edildikten sonra uzaklastirildi ve 8 damla acik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin
ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gecirildi. Ksilen ile

seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal Boya Prosediirii:

Alnan kesitler oncelikle 60 [1C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra seffaflagtirma
amaciyla 30" ar dakika {i¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda calkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi pappen ile cizildi. Ardindan
dokular 15 dakika 370C de Tripsin ile muamele edildi. 3 kez fosfat tamponlu saline (PBS) ile
yikanan kesitler 10 dk Hidrojen Peroksit ile oda 1sisinda muamele edildi. Tekrar PBS ile
yikama yapildi ve 1 saat bloklama soliisyonu (TA125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile
bekletildi. Primer antikor rat spesifik anti- tip 1 kollajen, anti- tip 2 kollajen ve anti-agrecan
antikorlar1 ile + 4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-
mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain
Kit, San Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminabenzidinamine

(DAB) (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere mayer’s
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hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol

serilerinden geg¢irildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildu.

Safranin O Boya Prosediirii

Deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler {i¢ farkli ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda calkalandiktan sonra
safranin O boyama seti (Sciencell Cat.8348) icerisinden dokular iizerine %0.1 Fast Green
damlatilip 10 dakika bekletildi. Ardindan preparatlar %1 asetik asit igerisinde 15 saniye
calkalandi. Daha sonra preparatlar %0.1 Safranin O ile 30 dakika muamele edildi. Boyamanin
ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gecirildi. Ksilen ile
seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi.

Histolojik Degerlendirme

Histolojik olarak kikirdak dokusunun iyilesmesini, tamir doku miktar1 ve hiicre
kalitesi agisindan degerlendirmek i¢in Modifiye O’Driscoll Skorlama sistemi kullanildi
(Tablo 2)(66). Her bir ornekte kikirdak morfolojisi, yiizey diizenliligi, rejenere yapinin
entegrasyonunu, ¢evre doku ile iliskisi ve yeni olusan kikirdagin c¢evre saglam kikirdak
dokusuna gore yiiksekligi gibi kriterler ile degerlendirilerek 0 ile 27 puan arasinda
degerlendirildi. Yeni olusan kikirdak dokusunun, cevre (saglam) kikirdak dokusu ile
arasindaki mesafesi, her iki lateral kenarlardandigital ortamda bilgisayar yazilimi (Image Tool
version 3.0, UTHSCSA) ile 5’er farkli yerden 6l¢iim (ym: mikrometre cinsinden) alinarak
ortalama degerlerin toplami hesaplandi (Sekil 17). Yeni olusan kikirdak dokusunun komsu
kikirdaga tutunma durumu O ile 2 puan arasinda Modifiye O’Driscoll Skorlamasindaki alt
grubuna gore ayrica degerlendirilmeye alindi (Tablo 2).Anti-tip 1 kollajen, anti-tip 2 kollojen
ve Anti-agreganantikorlar1 ile boyanan kesitlerde, kikirdaktaki iyilesme dokusuOlympus
BXS51 floresan mikroskop (Almanya) ile incelenip, rejenere olan bolgeki kollajen I ve II’nin
ve agreganinimmiinreaktivitesi 0 ile 3 (0: immune tutulum yok 3: ¢ok giiclii immune tutulum
var) arasindaskorlandi. Analizleruygun istatistiksel yontemlerle anlamlilik acgisindan

degerlendirildi.
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Sekil 17: Yeni olusan kikirdak dokusunun komsu kikirdak ile arasindaki mesafenin 6l¢imii
(Image Tool version 3.0, UTHSCSA)

3.6. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Goriintiileme

Dokular %2.5 gluteraldehit ile fikse edildikten sonra fosfat tamponu ile yikand.
Osmium tetroksit ile sekonder fiksayon islemi sonrasi fosfat tamponla yikanarak alkol
serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi yapildi. Ornekler oda sicakliginda 30 dk
kurutulmus ve analiz giinline kadar desikator icerisinde saklanmistir. Analiz O6ncesinde
ornekler piring tastyicilar iizerine yerlestirilerek sputter-coater ile yaklasitk 200 A°
kalinhiginda altin ile kaplanmustir. Altin kaplama islemleri sonrasi dokular, Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi’nde Quanta 205FEG (FEI, Thermo Fisher
Scientific) Taramali Elektron Mikroskobundaincelendi.

Dokularin kesit yliziinden (i¢ yan) ve On yliziinden, yeni olusan kikirdak ile ¢evre

kikirdak arasindaki tutunma yapilar goriintiilendi.
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Sekil 18: Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi i¢in hazirlanmis dokular

3.7. Istatistiksel Analiz Yéntemi

Veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 25 (IBM Corp., Armonk,
New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler birim
sayisi (n), yiizde (%), ortalama+standart sapma (x £ss) , ortanca (M), 25.yilizdelik (C1) ve
75.ytizdelik(C3) degerleri olarak verildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi
Shapiro Wilk normallik testi ve Q-Q grafikleri ile degerlendirildi. Gruplar arasi
kargilastirmalar normal dagilim gosteren degiskenlerde tek yonlii varyans analizi ile yapildi.
Tek yonlii varyans analizi sonucu fark bulunmasi durumunda ¢oklu karsilastirma testi olarak
Tukey HSD testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen degiskenlerde gruplarin
karsilagtirilmasinda Kruskal-Wallis analizi kullanildi. Kruskal-Wallis analizi sonucu fark
bulunmasi durumunda ¢oklu karsilastirmalar Dunn-Bonferroni testi ile yapildi. . p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Makroskobik degerlendirme
4.1.1. Tamir Dokusunun Defekt Sahasina Oram

Cerrahi islem uygulanmis gruplar makroskobik olarak;Tamir Dokusunun Defekt
Sahasima Oranive Makroskobik ICRS Skoru agisindan degerlendirilmistir. Periferik ¢ift (saat
6 ve 12 hizasi) mikrokirik uygulanan grupta ortalama defekt sahasinin %79 u tamir dokusu ile
doldugu izlenirken, periferik tek (saat 12 hizas1) grubunda %73, santral grubunda %56 ve
kontrol grubunda %45 tamir dokusu ile doldugu gézlemlenmistir (Tablo 5).

Tablo 4: Tamir Dokusunun Defekt Sahasina Oran1 Ortalamasinin gruplara gore dagilimi

Gruplar N X Sd Minimum Maksimum
Kontrol 6 0,45 0,14 0,28 0,62
Periferik tek 6 0,73 0,09 0,58 0,81
Santral 6 0,56 0,19 0,23 0,78
Periferik ¢ift 6 0,79 0,05 0,71 0,84

Levene homejenlik testi: p=0,585 ANOVA F=8,14 p<0,001

Tablo 5: Gruplar aras1 Tamir Dokusunun Defekt Sahasina Orani ortalamasiin Tukey HSD
testi ile karsilastirilmasi

Karsilastirilan gruplar X farki P
Periferik Cift vs. Kontrol 0,33 0,002
Periferik Cift vs. Santral 0,23 0,034
Periferik Cift vs. Periferik Tek 0,06 0,862
Periferik Tek vs.Kontrol 0,27 0,009
Periferik Tek vs. Santral 0,17 0,156
Santral vs. Kontrol 0,11 0,506
Tukey HSD post hoc testi

Tamir Dokusunun Defekt Sahasina Orani  ortalamasiistatistiksel — olarak
degerlendirildiginde, periferik c¢ift ve periferik tek grubu kontrol grubunagore anlamli olarak
daha yiiksektir. AyricaTamir Dokusunun Defekt Sahasina Orani ortalamasi, periferik cift
grubunda; santral gruba gore anlamli olarak daha yiiksektir. Periferik ¢ift ile periferik tek,
periferik tek ile santral, santral ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamaistir (Tablo 5-6).
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4.1.2. ICRS Makroskopik Kikirdak Tamir Degerlendirilmesi

Makroskobik ICRS skoru; defekt derinliginin tamir dokusuna orani, ¢evre kikirdak

bolgesine entegrasyon ve kikirdak tamir dokusu yiizeyinin goriiniimii acisindan toplam 0 ile

12 puan arasinda degerlendirilmistir. Ortalama ICRS skorlar1 periferik ¢ift grubunda 7,67,

periferik tek grubunda 6,83, santral grupta 4,50 ve kontrol grubunda 4 puan olarak

hesaplanmstir (Tablo 7).

Tablo 6: ICRS skoru ortalamasinin gruplara gore dagilimi

Gruplar N X Sd Minimum  Maksimum
Kontrol 6 4,00 1,26 2,00 6,00
Periferik tek 6 6,83 0,75 6,00 8,00
Santral 6 4,50 2,22 4,00 7,00
Periferik ¢ift 6 7,67 0,82 7,00 9,00

Levene homojenlik testi: p=0,927 ANOVA F= 17,49 df:3 p<0,001
ICRS: International Cartilage Repair Society skoru

Tablo 7: Gruplar aras1 ICRS skoru ortancasinin Tukey HSD testi ile karsilastirilmasi

Karsilastirilan gruplar X farki p

Periferik Cift vs Kontrol 3,67 <0,001
Periferik Cift vs Santral 3,17 <0,001
Periferik Cift vs Periferik Tek 0,83 0,522
Periferik Tek vs Kontrol 2,83 0,001
Periferik Tek vs Santral 2,33 0,005
Santral vs Kontrol 0,50 0,839

Tukey HSD post hoc testi

ICRS skoru ortalamasi gruplararasi istatistiksel olarak karsilastirildiginda, periferik

cift ve periferik tek grubunda kontrol ve santral grubuna gore ortalama ¢ok yiiksek ve anlamli

bulunmustur. Ayrica periferik ¢ift ile periferik tek grubu, kontrol ile santral grubu arasindaki

farkistatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 7-8).
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4.2. Histolojik Degerlendirme

Histolojik parametleri degerlendirmek i¢in kesit alinan dokular hematoksilen eozin,
masson trikrom ve safranin O ile histokimyasal boyamalar yapildi.

Deneklerden elde edilen diz osteokondural defekt modeline ait kesitler
degerlendirildiginde saglikli kontrol grubuna (Grup 0) ait kikirdak dokusunun normal yapida
oldugu, eklem yiizeyinin normal oldugu ve hyalin kikrdaga ait kondrositlerin normal yapida
bulunduklar1 gozlendi. Grup 1’deki (defekt kontrol) kesitler degerlendirildiginde hyalin
kikirdak defektinde olugsmaya baslayan matriksin diizenli olmadigi, dokuda yer alan kondrosit
ve fibrillerin organize dagilim gostermedigi ve ayrica kikirdak yiizeyinin diizgiin olmadigi
goriildii. Grup 3 (santral) ve 4'te (periferik ¢ift) kondrositlerin iyi organize oldugu ve
adaciklar olusturdugu gozlendi. Grup 3 (santral) ve 4’te (periferik ¢ift) diger gruplara gore
hyalin kirdak defekt bolgesinde olusan temel madde miktarinda artis ve daha fazla kollajen
olusumu dikkati ¢ekti. Eklem ylizeyinin daha regiiler oldugu dikkati ¢ekti. Safranin O
boyanmast GAG’larin, rejenerasyon gosteren kikirdakdaki gelisimini gostermektedir. GAG
yapist arttikca kahverengi renk daha koyulagmaktadir. Bu calismada santral ve periferik
olarak yapilan defektlere bakildiginda GAG olusumunun ve kollajen fibril olusumunun

histokimyasal boyalarla artmig oldugu goézlendi.
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Sekil 19: Tavsan diz osteokondral defekt modelinde elde edilen kesitlerin histokimyasal

boyalarina ait histolojik goriintiiler.
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Kikirdak tamir dokusunda hematoksilen eozin (al-a5), masson trikrom (b1-b5) ve safranin O
(c1-c5) ile boyanmis kesitler. al, bl ve ¢l de normal kikirdak dokusu gozlenmektedir. al-5
resimlerinde Gruplarda hiyalin kikirdak dokusu yerine, gelisen fibrokartlajendz doku siyah ok
(=») ile isaretlenmistir.b1-5 kesit resimlerinde masson trikrom 3'lii bag dokusu boyamasinda
temel madde ve kollajen olusumu ( ==») siyah ok ile isaretlenmistir.c1-5 Safranin O kesit

resimlerinde kikirdak matriksi siyah yildiz (%) ile isaretlenmistir.

4.2.1 Saghkh Kontrol Grubunun Degerlendirilmesi

Saglikli kontrol grubu, kiyas amaclimorfolojik ve histolojik olarak degerlendirilmistir.
Herhangi bir defekt veya cerrahi islem uygulanmadigi i¢in ICRS, Modifiye O’Driscoll
Skorlamasi, Tamir Dokusunun Defekt Sahasina Orani, Komsu Kikirdaga Tutunma Skoru,
Komgu Kikirdak ile Mesafe oOlgiimii  degerlendirilememistir. Saglam kikirdak boyanma

miktarlart histolojik ve immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmistir.

Tablo 8: incelenen parametrelerin saglikli gruptaki degerleri

Parametreler N X Sd Minimum Maksimum
Safranin O 5 2,00 0,00 2,00 2,00
Tip 1 Kollagen 5 2,83 0,41 2,00 3,00
Tip 2 Kollagen 5 2,83 0,41 2,00 3,00
Agregan 5 2,83 0,41 2,00 3,00

4.2.2.Modifiye O’Driscoll Histolojik Kikirdak Tamir Skorlamasi

.Modifiye O’Driscoll Histolojik Kikirdak Tamir Skorlamasi, yeni olusan kikirdak
dokunun miktar1 ve tamir dokusunun kalitesi(hiicre miktari, hyaline kikirdaga benzeme orant,
dejenereasyon, vs) acisindan genel bir degerlendirme skorlamasidir. Modifiye O’Driscoll
Histolojik Kikirdak Tamir Skorlamasiyla O ile 27 puan arasinda degerlendirme yapilmistir
(Tablo 2). Defektin periferinden ¢ift ( saat 12 ve 6 hizasi) mikrokirik uygulamasi yapilan
grupta ortalama Modifiye O'Driscoll skoru20,8 ile en yiiksek puani alirken diger gruplarda
sirastyla; santral 15,8 , periferik tek 13,0 ve kontrol grubu 4,2 puan almistir (Tablo 9).

48



Tablo 9: Modifiye O’Driscoll skoru ortalamasinin gruplara gore dagilimi

Group N Ortanca X (Sd) %25 %75

Kontrol 6 4,50 42 (2,3) 2,00 6,00
Periferik Tek 6 13,50 13,0 (2,2) 11,00 14,00
Santral 6 16,00 15,8 (2,6) 13,00 18,00
Periferik Cift 6 21,00 20,8 (0,4) 21,00 21,00

Kruskal-WallisH = 20,33 3 df. P =<0,001

Tablo 10: Gruplar aras1t Modifiye ODriscoll skoru ortancasinin S-N-K testi ile
karsilastirilmast

Karsilastirilan gruplar * Fark Siralamasi q p
Periferik Cift vs Kontrol 108,00 6,23 <0,05
Periferik Cift vs Periferik Tek 64,00 4,89 <0,05
Periferik Cift vs Santral 44,00 4,98 <0,05
Santral vs Kontrol 64,00 4,89 <0,05
Santral vs Periferik Tek 20,00 2,26 >0,05
Periferik Tek vs Kontrol 44,00 4,98 <0,05

*S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi

Gruplar arast1 Modifiye O'Driscoll skoru ortancasi istatiksel degerlendirildiginde,
periferik cift, periferik tek ve santral grubunda kontrol grubuna gore 3 kat daha yiiksektir.
Yine periferik c¢ift grubu Modifiye ODriscoll skoru, periferik tek, kontrol ve santral
grubundan daha yiiksektir. Santral ve periferik tek grubu ortanca degerleri istatistiksel olarak

anlamli bulunmamaistir (Tablo 9-10).

4.2.3. Kikirdak Tamir Dokusunun Saglam Kikirdaga Tutunma Skorlamasi

Mikrokirik cerrahisi sonrasi olusan yeni dokunun komsu kikirdaga tutunma durumu
Modifiye O’Driscoll Skorlamasinin alt grubuna gore lateral kenarla tutunmanin hi¢ olmamasi
“0”, tek kenardan tutunmasi “1”, her iki kenara tutunmasi “2” puan seklinde puanlanarak
degerlendirildi. Gruplarin ortalama skorlar1 sirasiyla; periferik ¢ift (saat 6 ve 12 hizasi) grubu
1,5 , periferik tek grubu 1,5 , santral grubu 1,17 ve kontrol grubu 0,33 olarak
degerlendirilmistir (Tablo 11).
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Tablo 11: Komsu Kikirdaga Tutunma ortancasi ve ortalamasinin gruplara gére dagilimi

Gruplar N Ortanca X (Sd) %25 %75

Kontrol 6 0,000 0,33 (0,52) 0,000 1,000
Periferik tek 6 1,500 1,50 (0,55) 1,000 2,000
Santral 6 1,000 1,17 (0,75) 1,000 2,000
Periferik cift 6 2,000 1,50 (0,84) 1,000 2,000

Kruskal-Wallis - H= 8,43 df:3 p=0,038

Tablo 12: Gruplar aras1 Komsu Kikirdaga Tutunma ortancasinin S-N-K testi ile
karsilastirilmasi

Fark q |
Karsilastirilan gruplar *

siralamasi
Periferik Cift vs. Kontrol 58,50 3,38 <0,05
Periferik Cift vs. Santral 18,00 1,38 >0,05
Periferik Cift vs. Periferik Tek 1,50 0,17 >0,05
Periferik Tek vs.Kontrol 57,00 4,36 <0,05
Periferik Tek vs. Santral 16,50 1,87 >0,05
Santral vs. Kontrol 40,50 4,59 <0,05

*S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi

Karsilastirilan gruplar arast Komsu Kikirdaga Tutunma ortancasi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; periferik ¢ift, periferik tek ve santral grubu, kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksektir. Diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (Tablo 11-12).

4.2.4. Kikirdak Tamir Dokusunun Komsu Kikirdak ile Mesafesi (ym)

Kikirdak defekti cerrahi uygulamasinda, yeni olusan kikirdak tamir dokusunun komsu
kikirdaga tutunma miktari, kikirdak iyilesmesinin degerlendirilmesi agisisindan 6nemli bir
parametredir. Islem uygulanmis tiim gruplarda yeni olusan kikirdak dokusunun, cevre
(saglam) kikirdak dokusu ile arasindaki mesafesi, her iki lateral kenarlardandigital ortamda
bilgisayar yazilimi (Image Tool version 3.0, UTHSCSA) ile 5er farkli yerden yapilan 6lgiim
(ym: mikrometre cinsinden) alinarak ortalama degerlerin toplami hesaplandr (Sekil
16).Yapilan ol¢timler sonrasinda periferik ¢ift grubunun ortalama her iki lateral saglam kenara
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toplam mesafesi 19,83 ym ile en az olarak 6l¢iildii. Diger gruplarda ortalama mesafe sirasiyla;
santral grupta 40,12 ym, periferik tek grubunda 43,18 ym ve kontrol grubunda ise 106,08 ym
olarak olciildii (Tablo 13).

Tablo 13: Komsu Kikirdak ile Mesafe ortancasi ve ortalamasinin gruplara gore dagilimi

Gruplar N Ortanca X (Sd) %25 %75
Kontrol 6 218,65 106,08(219,36) 133,19 302,18
Periferik tek 6 152,46 43,18(158,06) 122,67 190,99
Santral 6 97,23 40,12(95,35) 60,88 107,76
Periferik ¢ift 6 13,56 19,83(17,35) 0,00 23,56

Kruskal-Wallis - H= 15,99 df:3 P =0,001

Tablo 14: Gruplar aras1 Komsu Kikirdak ile Mesafe ortancasinin S-N-K testi ile
karsilastirilmast

Karsilastirilan gruplar Fark
siralamasi q P

Kontrol vs. Periferik Cift 89,0 5,14 <0,05
Kontrol vs. Santral 44,0 3,36 <0,05
Kontrol vs. Periferik Tek 11,0 1,25 >0,05
Periferik Tek vs. Periferik Cift 78,0 5,96 <0,05
Periferik Tek vs. Santral 33,0 3,74 <0,05
Santral vs. Periferik Cift 45,0 5,09 <0,05

S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi

Gruplar arasinda kikirdak tamir dokusunun, komsu kikirdak dokusu ile arasindaki
mesafesi istatistiksel degerlendirilmesinde; kontrol grubunda periferik c¢ift ve santral grubuna
gore, periferik tek grubunda santral ve periferik ¢ift grubuna gore, santral grubunda periferik
cift grubuna gore anlamli olarak ¢ok yiiksektir. Kontrol ile periferik tek grubu arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 13-14).
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4.3. Immiinhistokimyasal Degerlendirme

Yeni olusan dokunun hyalin kikirdaga benzeme durumunu ve matriks proteoglikan
yapisini degerlendirmek i¢in de immiinhistokimyasal boyalarla histolojik degerlendirme
yapildi.

Immunhistokimyasal incelemelerde kikirdak tamir dokusunda tip 1 kolajen, tip 2
kolajen ve agreganin immun aktiviteleri degerlendirildiginde; immunpositif hiicre dagiliminin

grup 3 ve 4’te daha yogun oldugu dikkati ¢ekti.
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Sekil 20: Tavsan diz osteokondral defekt modelinde elde edilen kesitlerin

immiinhistokimyasal boyalarina ait histolojik goriintiiler.
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Kikirdak tamir dokusundan elde edilen kesitlere ait resimlerde; tip 1 kollajen (al-a5), tip 2

kollajen (b1-b5) ve agregan (cl-c5) antikorlarinin immunreaktiviteleri gdzlenmektedir.

Antikorlarinin immunreaktiviteleri siyah yildiz (%) ile isaretlenmistir.

4.3.1. Tip 1 Kollajen

Tip 1 Kollajen, insan viicudundan en fazla bulunan kollajendir. Kikirdak iyilesme

dokusunda tip 1 kollajen artis1 izlenir(6). Calismamizdaki gruplardan alinan dokularin Tip 1

kollajen immiinreaktivitesi 0 ile 3 puan arasinda (0: reaksiyon yok, 3: Cok gii¢lii reaksiyon

var) degerlendirilmistir. Gruplarin ortalama Tip 1 Kollajen immiinreaktivitesi en gii¢cliiden en

aza sirastyla; periferik ¢ift grubu (ort: 2,83),santral grup (ort: 1,50), periferik tek grubu (ort:
1,17) ve kontrol grubu (ort: 1,00)seklindedir.

Tablo 15: Tip-I kollejen ortancasinin gruplara gore dagilimi

Gruplar N Ortanca X (Sd) %25 %75
Kontrol 6 1,00 1,00 (0,00) 1,0 1,0
Periferik tek 6 1,00 1,17 (0,41) 1,0 1,0
Santral 6 1,50 1,50 (0,55) 1,0 2,0
Periferik ¢ift 6 2,00 2,33 (0,52) 2,0 3,0

Kruskal-Wallis - H=14,75 df: 3 P =0,002

Tablo 16: Gruplar aras1 Tip-I kollejen ortancasinin S-N-K testi ile karsilastirilmasi

Fark

Karsilastirilan gruplar siralamasi q P

Periferik Cift vs. Kontrol 76,00 4,39 <0,05
Periferik Cift vs. Periferik Tek 65,00 4,97 <0,05
Periferik Cift vs. Santral 43,00 4,87 <0,05
Santral vs. Kontrol 33,00 2,52 >0,05
Santral vs. Periferik Tek 22,00 2,49 >0,05
Periferik Tek vs. Kontrol 11,00 1,25 >0,05

S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi
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Tip 1 kollajen ortancasi gruplar arasi istatistiksel karsilastirildiginda; periferik ¢ift
grubunda diger gruplara gore daha yliksek olup bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(Tablo 15-16).

4.3.2. Tip 2 Kollajen

Eklem kikirdagi kuru agriligimin yaklasik %60°1 kollajen lifleri tarafindan meydana
gelir. Kollajen lifleri, kikirdak dokusuna gerilme direncini kazandirir. Eklem kikirdagindaki
kollajenlerin % 90-95°1 Tip 2 kollajen tipindedir. Gruplardan alinan dokularin Tip 2 kollajen
immiinreaktivitesi 0 ile 3 puan arasinda (0: reaksiyon yok, 3: Cok gii¢lii reaksiyon var)
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme sonrasunda periferik ¢ift grubu ortalama 2,83 puan
alarak en fazla immiinreaktivite gosterir iken kontrol grubu ortalama 1,00 puan alarak en az
immiinreaktivite gésteren grup olmustur. Santral grup ortalama puani (ort: 2,17), periferik tek

gruptan (ort: 1,33) daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 17: Tip 2 kollejen ortancasinin gruplara gére dagilimi

Gruplar N Ortanca X (Sd) %25 %75

Kontrol 6 1,00 1,00 (0,00) 1,0 1,0
Periferik tek 6 1,00 1,33(0,52) 1,0 2,0
Santral 6 2,00 2,17(0,41) 2,0 2,0
Periferik cift 6 3,00  2.83(0,41) 3,0 3,0

Kruskal-Wallis - H=15,67 df: 3 P <0,001
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Tablo 18: Gruplar aras1 Tip 2 kollejen ortancasinin S-N-K testi ile karsilastirilmasi

Fark

Karsilastirilan gruplar siralamasi q P

Periferik Cift vs. Kontrol 89,00 5,14 <0,05
Periferik Cift vs. Periferik Tek 71,00 5,43 <0,05
Periferik Cift vs. Santral 28,00 3,17 <0,05
Santral vs. Kontrol 61,00 4,66 <0,05
Santral vs. Periferik Tek 43,00 4,87 <0,05
Periferik Tek vs. Kontrol 18,00 2,04 >0,05

S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi

Gruplar aras1 Tip 2 kollejen ortancas istatistiksel olarak karsilastirildiginda, periferik
cift ve santral grubunda diger gruplara yiiksek olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, periferik tek ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamuistir (Tablo 17-18).

4.3.3. Agregan

Proteoglikanlar, kikirdak dokusunun toplam agirliginin %10-15’ini, kuru agirliginin
ise %25-30’unu olusturur. Kollajenler gibi PG’lar da kondrositler tarafindan tiretilir ve ESM’e
salmir. PG temel olarak, bir ¢ekirdek protein molekiiliine kovalent olarak baglanmig
glikozaminoglikan (GAG) molekiillerinden olusur. Bu temel yapinin en Onemlisi agregan
molekiiliidiir. Tiim gruplardan alinan dokularin immiinreaktivitesi 0 ile 3 puan arasinda (0:
reaksiyon yok, 3: Cok giiclii reaksiyon var) degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme
sonrasunda periferik ¢ift grubu ortalama 2,67 puan alarak en fazla immiinreaktivite gosteren
grup olmustur. Diger gruplar sirasyla; santral grup (ort: 2,33) , periferik tek grubu (ort: 1,33)
ve kontrol grubu (ort: 1,0) seklindedir.

Tablo 19: Agregan ortancasinin gruplara gore dagilimi

Gruplar N Ortanca X (Sd) %25 %75

Kontrol 6 1,00 1,00 (0,00) 1,0 1,0
Periferik tek 6 1,00 1,33(0,52) 1,0 2,0
Santral 6 2,00 2,33 (0,52) 2,0 3,0
Periferik gift 6 3,00 2,67 (0,52) 2,0 3,0

Kruskal-Wallis - H=17,55 df: 3 P <0,001
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Tablo 20: Gruplar aras1 Agregan ortancasinin S-N-K testi ile karsilastirilmasi

Karsilastirilan gruplar s1r£lzl;:1(as1 q |

Periferik Cift vs. Kontrol 82,00 4,73 <0,05
Periferik Cift vs. Periferik Tek 64,00 4,89 <0,05
Periferik Cift vs. Santral 14,00 1,58 >0,05
Santral vs. Kontrol 68,00 5,20 <0,05
Santral vs. Periferik Tek 50,00 5,66 <0,05
Periferik Tek vs. Kontrol 18,00 2,04 >0,05

S-N-K: Student-Newman-Keuls post hoc testi

Cerrahi islem uygulanmig tiim gruplarda Agregan ortancasi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; periferik ¢ift ve santral grubunda kontrol ile periferik tek grubuna gore
yiiksektir (p<0,05). Periferik ¢ift ile santral grubu, periferik tek ile kontrol grubu arasindaki

agregan ortancasi farki istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Tablo 19-20).
4.4. Arastirma gruplarimin tiim parametrelerde degerlendirilmesi

Tiim parametreler degerlendirildiginde periferik ¢ift grubu diger gruplardan iistiin
olarak degerlendirilmistir. Santral grubu hiicresel kalite agisindan periferik tek ve kontrol
grubuna gore daha iyl sonug¢ vermistir. Gruplarin tek bir tablo icerinde istatistiksel agidan

degerlendirilmesi agagida belirtilmistir (Tablo 15).

Tablo 21: Arastirma gruplarina gore incelenen parametrelerden ortalama/ ortancasi
istatistiksel olarak 6nemli bulunanlarin dagilimi

Gruplar Kontrol Periferik tek Santral
Kontrol - MOD,
Periferik ICRS, TDO, KKT ICRS
Tek

MOD, KKT, KKM, TIP-
Santral oD, ’ ’ KKM, TIP-II, A -

IL, A

ICRS, MOD, TDO, KKT
Periferik KKM’ HK ”}IP I :FIP II, MOD, KKM, TIP-1, | ICRS, MOD, TDO, KKM,
Cift T A ’ ’ TIP-II, A, TIP-1, TIP-II,
TDO: Tamir Dokusu Orani, ICRS: International Cartilage Repair Society skoru

MOD: Modifiye ODriscoll skoru, KKT: Komsu Kikirdaga Tutunma,
KKM: Komsu Kikirdak ile MesafeTiP-I : Tip-I kollejen, TIP-I I: Tip-II kollejenA: Agregan
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4.6. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi i¢in her cerrahi islem uygulanmis
gruptan 2 tane doku randomize olarak sakrifikasyondan hemen sonra se¢ildi. Se¢ilen dokular
hassas doku testeresi ile sagittal planda tam orta hattan ikiye ayrildi. Ikiye ayrilan dokunun bir
yani histolojik degerlendirmeye gonderilirken diger yanit SEM analizine dahil edildi.

Dokularin i¢ yandan ve 6n yiizden ¢oklu biiyiitmelerde goriintiileri alindi. Yeni olusan
kikirdak dokunun komsu kikirdak ile olan iliskisi ve yeni olusan dokunun organizasyonu 8.
hafta sonunda goreceli olarak degerlendirildi.

Periferik ¢ift (saat 6 ve 12 hizas1) grubunda 6n yiizden yapilan goriintiilerde yeni
olusan kikirdak dokudan fibriler yapinin komsu kikirdaga uzandig1 ve neredeyse kapandigi
izlendi. Periferik tek ve santral grupta tamir dokusunun komsu kikirdaga dogru fibriler yap1

olusturdugu ancak periferik ¢ift grubuna gore daha az kaynasma gostedigi izlenmistir.

Sekil 21:Tamir dokusu ile saglam kikirdak doku arasindaki bolgenin iistten goriinimii. 1.
grupta defektin kapanmadigi olusan fibrillerin dokuya yeterince tutunamadigr gozlenmistir. 2.
ve 3. gruplarda defekt bolgesinde kaynagsma oldugu fakat diizgiin bir iyilesme olmadigi
gosterilmistir. 4. Grupta iyilesmenin daha fazla oldugu ve tamir dokusu ile saglam kikirdak
arasindaki mesafenin kapandig1 goriilmektedir. Ok ile gosterilen bolgede yeni fibrillerin
olustugu ve dokunun tamir edildigi goriilmektedir.
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+: Tamir dokusu, x: saglam kikirdak doku ok: tamir dokusu ile saglam kikirdak doku
arasindaki sinir 1: Grup 1 ( defekt kontrol), 2: Grup 2 (periferik tek), 3: Grup 3 (santral), 4:
Grup 4 (periferik ¢ift)

Sekil 22:Cerrahi islemden 8 hafta sonrasinda tamir dokusunun i¢ yandan goriiniimii. Cerrahi
islem uygulanmis tim gruplarda defekt bolgesindeki tamir dokusu ve yeni olusan kikirdak
doku gosterilmistir. 4. grup ve 3. grupta diger gruplara gore tamir dokusu daha homojen fibril
organizasyonu gostermektedir. 1. grupta ise tamamen daginik bir tamir dokusu izlenmektedir.

+: Tamir dokusu, x: saglam kikirdak doku Ok: tamir dokusu ile saglam kikirdak doku
arasindaki sinir, Yildiz: subkondral kemik 1: Grup 1 ( defekt kontrol), 2: Grup 2 (periferik
tek), 3: Grup 3(santral), 4: Grup 4 (periferik ¢ift)
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5. TARTISMA

Bu deneysel ¢aligmada osteokondral defektin periferinden yapilan mikrokirik islemi
(subkondral perforasyon) ile santralden yapilan mikrokirik islemi makroskobik, histolojik ve
immiinhistokimyasal olarak karsilastirildi. Her grupta makroskobik ICRS skoru, histolojik
Modifiye O’Driscoll skoru, kikirdak defektindeki olusan tamir dokusunun defekt sahasina
orani, olusan yeni kikirdagin komsu kikirdaga olan mesafesi, tip 2 kollajen, tip 1 kollajen ve
agregan miktar1 degerlendirildi.

Eklem kikirdagi damar,lenf ve sinir yapisi icermeyen bir dokudur. Bu nedenle eklem
kikirdak hasar1 sonrasindakondrositler, sinirli mitoz ve yeni kikirdak olusturma kapasitesine
sahiptir. Kikirdak hasarinin tedavisindeki amag, saglam doku ile tamamen uyum saglamis,
mekanikolarak yeterli giice sahip ve hasarli bolgeyi tamamen doldurmus bir hiyalin kikirdak
olusumudur (2—4). Bu konudabir¢ok c¢alisma mevcut olmasina ragmen, eklem kikirdak
onarimi i¢in mevcut deneysel veklinikgalismalarda heniiz dogal eklem kikirdaginin yapisi ve
fonksiyonu elde edilememistir(6,96). Diger tedavi yontemleri ile karsilastirildiginda tedavi
maliyeti, diisiik morbidite, kolay uygulanabilir olmas1 ve minimal invaviz bir yontem olmasi
nedeniyle giinlimiizde klinik uygulamada en fazla kullanilan yontem hala mikrokirik
yontemidir(9,10).Pridie tarafindan ilk olarak 1959 yilinda tanimlanan bu teknik, zamanla
gelismeye devam etmis veSteadman tarafindan klinik c¢alismalar ile popular hale
gelmistir(4,12,70,74,76). Mikrokirik bir kemik iligi stimiilasyon ydntemi olup, Steadman
tarafindan 2 cm?* den kii¢iik, unikompartmantal, evre 3-4 kikirdak defektlerine,eklem kikirdak
defekt sahasimna 2-3 mm araliklar ile subkondral kemigin delinmesi seklinde tarif edilmistir
(12).

Mikrokirik yonteminde subkondral kemik delinerek, kemik iliginden gelen pluripotent
hiicrelerin defektin kikirdak tamir dokusu olusmunda rol oynadig1 diistiniilmektedir(97)(98).
Yaptigimiz deneysel ¢alismada gruplar degerlendirildiginde; diger mikrokirik yapilan gruplar,
defekt kontrol grubuile karsilastirildiginda Modifiye O’Driscoll histolojik skorlamasi
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha iyi c¢ikmistir (P<0,05)(Tablo 9-10). Bu sonug,
mikrokirik yonteminin literatiirde genel kabul gormiis kisa donem olumlu etkilerini
desteklemektedir.Calismamizin, literatiirdeki sonuclar1 desteklemesi uygulamis oldugumuz
hasar olusturma ve mikrokirik ile tedavi yontemlerimizin uygun oldugunu destekler
niteliktedir.

Tavsan dizlerindeki defekt sahasindaki tamir dokusunun defekt sahasina orani (ne
kadarlik kisminin tamir dokusu doldugu)degerlendirildiginde en fazla periferik ¢ift (ort: 0,79)
grubunda sonra sirasiyla periferik tek (ort: 0,73), santal (ort: 0,56) ve kontrol (ort: 0,45)
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grubunda defektin kikirdak tamir dokusu ile doldugu izlenmistir (Tablo 5).Istatistiksel olarak
tamir dokusu dolulugu degerlendirildiginde;periferik cift ve periferik tek grubunda kontrol
grubuna, yine periferik ¢ift grubunda santral grubuna gore daha yiiksektir (Tablo 6). Periferik
cift ile periferik tek, periferik tek ile santral, santral ile kontrol grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir(P>0,05)(Tablo 6).Shapiro ve arkadaslarinin yaptigi
calisma; kikirdak defektinin mikrokirik islemi sonrast olusan tamir dokusunun 6zelliklerini
gostermistir. Caligmaya 122 tavsan dahil edilmis ve operasyon sonrasi ilk giinden 48. haftaya
kadar gruplar olusturularak sonuglar karsilastirlmistir. Uciincii giinden itibaren kemik
iliginden gelen kok hiicrelerin, defektin periferinetutundugu goézlenmistir(97). Bizim
calismamizda daperiferik ¢ift ve periferik tek grubunun diger gruplara gore kikirdak defektini
daha fazla doldurmasi; periferden mikrokirik yapildiginda pluripotent hiicrelerin saglam
kikirdaga,santrale gore daha yakindan tutunma gostererek proliferasyon gosterdigi i¢in defekti
daha fazla tamir dokusu ile doldurmasi yukaridaki ¢alisma iledogrulanmaktadir.Periferik ¢ift
ile periferik tek, periferik tek ile santral, santral ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamas1 gruplardaki hayvan sayilarinin yetersizligine yorumlanmistir.

Periferik tek yapilan grupta hiicreler, defektin saat 12 hizasindan agrege olarak defekti
doldurmaya calismaktadir. Defekt sahasini goz oniinii aldigimizda mikrokirik deliginden
gelen pluripotent hiicreler, bir kenardan saglam kikirdak hiicresine tutunarak geriye kalan
alan1 doldurmaya ¢alismaktadir. Santralden yapilan islemde ise defektin tam orta noktasindan
gelen pluripotent hiicreler ¢ok yonlii ¢evre kikirdaga dogru yol almaktadir. Periferik tek
yapilan grup ile santral grup karsilastirildiginda; periferik tek yapilan grupta hiicrelerin karsi
saglam kikirdaga ulagsma mesafesi, santral tek yapilan gruptan daha fazladir (Sekil 11-12).
Santralden yapilan islem sonucunda defektin merkezinden ¢ikan hiicreler saglam kenara yarisi
kadar mesafede ve daha fazla (¢cok yonlii) saglam kikirdak ile etkilesimi oldugu
distiniilmektedir. Santralden yapilan islemde, hiicreler perifere ulasip tutunarak defekti
doldurmaya c¢alisirken defektin merkezi bos kalmaktadir.Bu durum, mikrokirik uygulanmis
gruplarin makroskobik ICRS skoru karsilastirildiginda periferik ¢ift ve periferik tek grubu
kontrol ve santral grubuna gore yliksek ve istatiksiksel olarak anlamli sonu¢ vermesiyle
desteklenmistir (Tablo 7-8).Santral islem grubunun makroskobik ICRS skorunda periferik c¢ift
ve periferik tek grubuna gore diisiik puan almasi, santral grubunun defekti doldurmaya
calisirken defektin merkezi bos kalmasina ve dolayisiyla defekti doldurma miktarinin az
olmasina yorumlanmaktadir.

Kikirdak defektlerinin iyilesmesinde, kikirdak tamir dokusunun c¢evre kikirdaga

tutunmasi, tamir  dokusunun  degerlendirilmesinde = Onemli  bir  parametredir
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(62,65).Calismamizda cerrahi islem uygulanmis gruplar Modifiye O’Driscoll Skoru alt
grubuna gore; lateral kenarin her ikisine tutunmasi 2 puan, tek kenardan tutunmasi 1 puan ve
tutunmanin olmamasi 0 puan seklinde puanlanmis ve tamir dokusunun her iki lateral kenara
olan uzakligmin toplami bilgisayar yazilimi ile mikrometre (ym) cinsinden kantitatif
Olciilerek degerlendirilmistir (Tablo 2)(Sekil 16). Ayrica cerrahi islem uygulanmis her gruptan
randomize se¢ilmis ikiser tavsan dizininTaramali Elektron Mikroskop (SEM) analizi ile
goreceli degerlendirilmesi  yapilmistir  (Sekil 19-20). Komsu Kikirdaga Tutunma
puaniperiferik ¢ift, periferik tek ve santral grubunda kontrol grubuna goredaha yiiksektir
(P<0,05)(Tablo 12). Diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Olusan yeni kikirdagin saglam kikirdak kenarina olan mesafesi (ym) degerlendirildiginde;
kontrol grubunda periferik ¢ift ve santral grubuna gore, periferik tek grubunda santral ve
periferik ¢ift grubuna gore, santral grubunda periferik cift grubuna gore istatistiksel anlamli
yiiksektir (P<0,05)(Tablo 14). Kontrol ile periferik tek grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamigstir. Periferik tek grubu ile santral grup tutunma orani agisindan
karsilagtirildiginda periferik grup ortalama 1,5 puan iken santral 1,17 puan almistir (Tablo
11). Periferik tek grubu ile santral grubun komsu kikirdaga mesafesi karsilastirildiginda ise
periferik tek 43,18 ym iken santral 40,12 ym seklinde hesaplanmistir (Tablo 13). SEM analizi
ile yapilan goreceli degerlendirmede de benzer sonuglar goriilmiistiir (Sekil 19-20). Bu iki
degerlendirmede periferik tek grup ile santral grubunda farkli sonu¢ c¢ikmasinin
sebebiniKomsu Kikirdaga Tutunma skorunun bir puanlama sistemi olmasi ve semi-kantitatif
bir sonu¢ olmasina yorumluyoruz. Periferik tek grubu kendi icinde degerlendirildiginde;
olusan tamir dokusu hepsinde bir kenara tutunmus ve minimum 1 puan almistir. Kantitaif
“Komsu Kikirdak ile Mesafesi” dlglimiinde yeni olusan kikirdagin her iki kenarina olan
mesafesinin toplami1 degerlendirilmeye alinmistir. Bu sebep ile santral grubun toplam
mesafesi periferik tek grubuna goére daha az iken Komsu Kikirdaga Tutunma skorunda daha
az puan aldigin1 diigiinmekteyiz.

Caligmamizda  cerrahi islem  uygulanan  gruplar  histolojik  olarak
degerlendirildiginde;histolojik Modifiye O’Driscoll skoru periferik cift, periferik tek ve
santral grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak 3 kat daha yiiksektir. Yine
periferik c¢ift grubu genel histolojik Modifiye O’Driscoll skoru, diger islem uygulanan
gruplardan istatistiksel anlamli olarak daha yiiksektir (Tablo 10). Santral iglemin ortalama
Modifiye O’Driscoll Skoru (15,8), periferik tek grubundan (13,0) daha yiiksektir ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Tip 2 kollajen immiinreaktivitesi gruplar

arasinda karsilastirildiginda periferik ¢ift (ort: 2,83) ve santral grubunda (ort: 2,17) diger
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gruplara gore yliksek olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunurken, periferik tek
(ort: 1,33) ile kontrol grubu (ort: 1,0) arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamuistir (Tablo 18).Santral grupta mikrokirik iglemi sonrasinda periferik tek gruba gore
saglam kikirdak ile daha fazla iliskide olmasi santral grubundaki pluripotent hiicrelerin
orijinal kikirdaga benzeme oranimi arttirdigr distiniilmektedir (Sekil 11-12). Kikirdak
yapisinin temel proteoglikani olan Agregan’in immiinreaktivitesi gruplar arasinda
karsilastirildiginda periferik ¢ift (ort: 2,67) ve santral grubunda (ort: 2,33) kontrol(ort: 1,0)ile
periferik tek grubuna(ort: 1,33)gore yiiksektir (p<0,05)(Tablo 19-20). Periferik ¢ift ile santral
grubu, periferik tek ile kontrol grubu arasindaki agregan ortancasi farki istatistiksel olarak
anlamli bulunmamigtir. Agregan ile Tip 2 kollajen immiinreaktivitesi karsilastirildiginda
benzer sonuglar elde edilmistir. Bu sonucu,yukarida ifade ettigimiz saglam kikirdak kenara
tutunma miktar1 iligskisi desteklemektedir.Shapiro ve arkadaslarinin yaptigr calismada
mikrokirik iglemi sonrasi olsan pluripotent hiicrelerin saglam kikirdak dokuya tutunduktan
sonra hiicre farklilagmasinin gerceklestigi ifade edilmistir(97). Bu durum da bizim
sonucumuzu destekler niteliktedir.

Calismamizdaki gruplar aras1 Tip 1 kollajen immiinreaktivitesi degerlendirildiginde
periferik c¢ift grubunda, santral, periferik tek ve kontrol grubuna gore ( sirasiyla ort: 2,33,
1,50, 1,17, 1,00)yiiksek olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,05)(Tablo 15-16). Diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlh
bulunmamuistir. Tavsanlarin kikirdak kalinliklart 0.25 mm ile 0.75 mm arasinda iken, insan
kikirdak kalinlig1 yaklagik 2.2 mm-4.3 mm arasinda degismektedir. Tavsan kikirdaginin ince
olmasi sebebiyle olusturdugumuz kikirdak defekti modelinde, 3 mm defekt derinligi alaninda
kemik dokununda defekt alaninda bulundugunu aciklamaktadir(99). Deney hayvam
osteokondral defekt modelimizde de defekt tabaninda kemik doku bulunmakta ve mikrokirik
sonrasi olusan pluripotent hiicreler kemik dokuylada iliski gostermesinden dolayr Tip 1
kollajen immiinreaktivitesinin bu sekilde sonuglandigini diisliniiyoruz. Ayrica tavsan
kikirdaginin  hasar gdérmesi sonrasi, spontanrejenerasyonun tamamlamas: 24. haftay
bulmaktadir (97).Calismamizdaki deney hayvanlari ise 8. haftada sakrifiye edilmistir.
Kikirdak tamir dokusunun rejenerasyon evresinde erken faza denk gelmektedir. Hayashi ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada; ratlara tam kat kikirdak defekti ve mikrokirik uygulamasi
yapilarak, ilk gilinden 56. giine kadar kikirdak iyilesmesinin karakteristik o6zellikleri
gosterilmistir ve cerrahi islem sonrast 8. haftanin kikirdak iyilesmesi i¢in erken faz olarak
degerlendirilmistir. Ratlarda yapilan calisma ile de bu sonug¢ desteklenmektedir (100). Erken

fazda kemik iliginden gelen hiicrelerin farklilagsmasinin daha az olmasi sebebiyle, Tip 1
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Kollajen immiinreaktivitesi Tip 2 kollajen ve Agregan immiinreaktivitesi ile
karsilagtirildiginda, periferik ¢ift grubu santral gruptan, santral grup periferik tek grubundan
veperiferik tek grubuda kontrol grubundanbenzer sekilde yiiksek ¢ikmistir (Tablo 21).

Mikrokirik yonteminin etkinligi iizerine literatiirde birgok ¢alisma mevcut olmasina
ragmen, uygulama teknigi iizerine literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Baglica defekt
sahasina acilan perforasyon sayisinin, subkondral perforasyonda kullanilan aletlerin tipinin,
perforasyonun derinliginin, subkondral perforatér aletin genisliginin kikirdak iyilesmesi
iizerine etkilerinin ¢aligmalar1 literatiirde bulunmaktadir(13—-16).

Subkondral kemik perforasyonunda kullanilan perforator ¢api ile ilgili literatiirde
ulagilabilensinirli sayida ¢alisma mevcuttur.Eldracher ve arkadaslari,koyunlarin diz troklear
bolgesine dikdortgen seklinde 4x8 mm boyutlarinda bir tam kat kikirdak defekt olusturarak,
defekt bolgesine 1.0 mm ile 1.8 mm likfarkli kalinlinliktaki maktap ucu kullanilarak yapilan
subkondral perforasyon isleminin kikirdak iyilesmesi iizerine etkisi incelemistir. Sonuglar
islemden 6 ay sonra makroskopik skorlama, histolojik skorlama, immiinohistokimya (tip I ve
tip II kollajen) ve mikro-BT ile degerlendirilmis. 1.0 mm'lik matkap ucu 1.8 mm'lik ile
karsilastirildiginda; 1.0 mm'lik matkap ucu subkondral kemigi delmenin daha iyi ortalama
toplam histolojik skora, tip II kollajen i¢in daha yiliksek immiinoreaktiviteye yol actigi
goriilmiig(13). Orth ve arkadaslarinin yaptigi benzer bir ¢aligmada, koyunlarda tam kat
kikirdak defektine 1.0 mm ile 1.2 mm farkli kalinliktaki biz (awl) kullanilarak mikrokirik
uygulanmistir. Islemden 6 ay sonra yapilan degerlendirmede, 1.0 mm’lik bizin (awl) 1.2
mm’lige gore histolojik olarak daha i1yi sonu¢ verdigi gosterilmistir(101).Ancak tavsanlarda
Min ve ark. yaptig1 calismada defek alanina farkli ¢ap ve farkli sayida mikrokirik islemi
uygulamiglardir. Sonu¢ olarak defekt sahasina farkli ¢aplarda ve farkli sayida mikrokirik
yapmanin defekt sahasini dolduran pluripotent hiicrelerin sayisinin istatistiksel anlamli
olmadigimiifade etmislerdir. Ancak defekt sahasina daha fazla mikrokirik yapilmasinin
goreceli olarak daha fazla hiicrenin defekt sahasini doldurugunu gostermislerdir (102).
Marchand ve arkadaslari ise 0.5 mm ile 0.9 mm’lik farkli ¢cap deliklerle tavsan trokleasindaki
tam kat kikirdak defektlerine yapilan mikrokirikislemi ile 6 aylik siire sonundagap
farkliliginin tedavi tizerine etkili bir fark olusturmadigini bildirmislerdir(103).

Kikirdak defektlerinde kullanilan kemik iligi stimiilasyonu tekniginde; subkondral
kemik perforasyonunda, perforasyon derinligininbiz(awl) veya matkap ucu ilekemik iligi yag
damlaciklarinin ve kanamanin goriilecegi derinlige kadaryapilmasi onerilmektedir(4,12).
Literatiirde mikrokirik yaparken ne kadar derinlikte yapilmasi gerektigine dair bir dizi

caligmaya ulasilmistir.Chen ve ark.’larmin tavsan dizlerinde yaptigicalismalarda; tam kat
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kikirdak defektlerinde subkondral perforasyon derinligini, 2 mm ile 6 mm derinlikte
yapmanin farkini ortaya ¢ikarmistir. 6 mm derinlikte yapilan subkondral perforasyonda 2
mm’ye gore anlamli bir sekilde tamir doku miktarmin arttigim1 ve tamir dokusu
kalitesininiyilestigini gostermistir(14—16).

Kikirdak iyilesmesi arastirmalarinda kullanilan deney hayvanlart modellerinde,
kikirdak defekti genellikle hayvanlarin femur medial kondil, troklea ya da tibia plato
kikirdaginda tam kat (1 mm ile 5 mm capinda olacak sekilde) kikirdak defektiolusturmak
seklindedir. Tavsanlarda olusturulan bu hasar boyutlarinda bile spontan iyilesme goriildiigii
rapor edilmis olup, tavsanlarda olusturulan kritik kikirdak defekt capinin 4 mm — 5 mm
olmas1 gerektigi belirtilmistir(99,104,105) Calismamizdaki tavsan osteokondral defekt
modelinde de 5 mm ¢apinda defekt olusturulmustur. Bu modellerin en biiylik sikintist defektin
derinligini ayarlamak i¢in standart cihazlar kullanilamamasidir. Ciinkii kikirdak iyilesmesini
etkileyen faktorler hem defektin biiyiikliigii, hem de derinligidir(105). Bunun yaninda insan
kikirdak kalinligi, tavsanlarin kikirdak kalinliklart ile karsilagtirildiginda; insan femur
kondilinde ortalama kikirdak kalinlig1 yaklagik 2.2 mm - 4.3 mm iken, tavsanlarda ise 0.25
mm - 0.75 mm arasinda degismektedir. Bundan dolay1 tavsanlarda olusturulan kikirdak
defektleri subkondral kemigide icermekte ve olusturulan defektler tam kat kikirdak
defektinden daha ¢ok osteokondral defekt modeli olmaktadir(106). Olusturdugumuz kikirdak
defekti modelinde, standart uygulama icin 5 mm c¢apindaki diiz matkap ucundan itibaren
vertikal yonlii 3 mm lik uzaklik cetvel yardimiyla belirlendi. Boylece her tavsan dizinde ayni1
derinlikte standart osteokondral kikirdak defekti olusturuldu. Ayrica hayvanlarin diz
biyomekanigi insan dizinden ¢ok farklidir. Fakat yine de bu deneylerden elde edilen sonuglar
insan eklem kikirdag: tamiri i¢in yol gosterici olmustur.

Cerrahi islem uygulanmis tiim gruplar degerlendirildiginde,defektin periferik sinirindan
yapilan mikrokirik isleminde yeni olusan kikirdak dokusunun miktar1 artar iken defektin
periferik sinir1 ile olan etkilesiminin artmasi ise yeni olusan kikirdak dokunun kalitesini
(hyalin kikirdaga benzemesi) artirmaktadir (Tablo 21). Santralden yapilan mikrokirikta,
olusan dokunun kalitesi artmakta iken; defekti doldurma miktar1 ve makroskobik ICRS skoru,
periferik tek yapilan mikrokirik islemine goére azalmaktadir. Bu durum, mikrokirik islemi ile
subkondral kemikten olusan pluripotent hiicrelerin saglam kikirdaga olan mesafesi ve saglam
kikirdak ile olan etkilesimiile agiklanmaktadir. Santralden yapilan islemde olusan pluripotent
hiicrelerin, defektin tiim kenarlarina ulagmasi i¢in kalan mesafe daha kisa ve her yonde (360
derece) saglam kikirdaga tutunur iken; periferden tek (saat 12 hizasi) yapilan islemde

hiicrelerin, defektin kars1 tarafina ulagsmas1 gereken mesafe daha fazla ve bir yonde tutunarak
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ilerlemektedir. Periferik tek yapilan islemde pluripotent hiicreler tek bir yonden saglam
kikirdak ile etkilesimi mevcut oldugu igin, pluripotent hiicrelerin saglam kikirdak ile
etkilesiminin daha az olmasindan dolayr immiinhistokimyasal immiinreaktivite sonuglari
santrale gore daha diisiiktlir. Santralde yapilan islemde ise olusan pluriponent hiicrelerin
saglam kikirdak kenar1 ile her yonde tutunmasi i¢in daha kisa mesafesi oldugu icin
immiinhistokimyasal immiinreaktivite orani yliksek ¢ikmaktadir (Tablo 16,18,20). Ancak
santralden yapilan islemde, delikten gelen pluripotent hiicreler periferinden tutunarak defekti
doldurdugu i¢indefektin santrali bos kalmaktadir. Bu durum santralden yapilan islemde tamir
dokusu miktar1 ve ICRS makroskobik skoru periferik tek yapilan isleme gore daha diisiik
sonuclanmasi ile dogrulanmaktadir. Periferik ¢ift (saat 12 ve 6 hizasi) yapilan islemde ise her
iki delikten gelen pluripotent hiicrelerin saglam kikirdak ile etkilesimi her iki yonden ve daha
fazladir. Bu sonug; periferik ¢ift (saat 12 ve 6 hizas1) grubu diger gruplar ileICRS
makroskobik skoru, Modifiye O Driscoll skoru, goreceli SEM analizi, kikirdak tamir dokusu
miktar1 ve immiinhistokimyasal boyanma skorlari ile karsilastirildiginda daha ytiksek ¢ikmasi
ile dogrulanmaktadir (Tablo 21).

Calismamizin kisithiklar1 arasinda en bastatavsan dizlerindekiosteokondral defekt
alaninin kronik degil de akut olarakolusturulmasi sayilabilir. Bu durum hayvanlarda
olusturulan kikirdak defekt modelini, insanda gelisen eklem kikirdak hasarina gére daha az
benzer yapmaktadir. Tavsanlarin kikirdak kalinligi insanlarin kikirdak kalinligma gore ¢ok
daha incedir. Bu c¢alismanin smirlayici etmenleri; takip siiresinin kisaligi, denek hayvan
sayisinin azligr ve farkli zamanlarda sakrifiye edilmis hayvan gruplarinin eksikligi olarak
siralanabilir. Diger kisitliliklar; olusan kikirdak dokunun biyomekanik degerlendirmesinin
yapilamamasi, gross makroskopik degerlendirmede mikro-bilgisayarli tomografi incelemesi
yapilamamasi, defekt bolgesine daha farkli konfiigiirasyonda mikrokirik uygulanmis gruplarin
olmamasidir. Gelecekte belirtilenkisitliliklar goz oOniinde bulundurularak daha kapsamli

caligmalar yapilmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

1.

Periferden yapilan mikrokirik islemlerinde (periferik ¢ift ve periferik tek), kemik
iliginden gelen pluripotent hiicreler defektin periferik sinirina (saglam kikirdak kenar1)
tutundugu icin defekt doldurma miktari, diger islem yapilan gruplara gore daha fazla
olmaktadir.

Defektin santralinden mikrokirik islemi yapilan grupta, defektin santralinden gelen
pluripotent hiicreler ¢evre kikirdaga ¢ok yonlii yayildig: i¢in diger gruplara gore defekt
doldurma miktar1 daha az olmaktadir. Ancak saglam kikirdak ile ¢ok yonlii etkilestigi
icin periferik tek grubuna gore tamir dokusu hiicre kalitesi daha iyi olmaktadir.
Mikrokirik isleminde subkondral kemige acilan deligin defektin periferik smirina
(saglam kikirdaga) olan mesafesinin 6nemli oldugunu diisiinliyoruz. Subkondral
kemikten gelen hiicrelerin defektin periferik sinirla (saglam kikirdak) olan etkilesim
miktarinin artmasi hiicre kalitesini artirirken; subkondral kemige agilan deligin
defektin periferik sinirma olan mesafesinin azalmasi kikirdak tamir dokusu miktarin
arttirdig1 yaptigimiz ¢alisma sonucunda goriilmiistiir.

Tiim parametreler degerlendirildiginde, periferik ¢ift grubu diger gruplardan gerek
defekt doldurma miktari, gerekse tamir dokusu hiicre kalitesi olarak daha iyi
sonuclanmistir.

Bu deneysel calisma sonucunda, kiiciik kikirdak defektlerine mikrokirik cerrahi
yontemi uygulanirken periferden baglayarak mikrokirik uygulanmasinin, defekt tamir
dokusu miktar1 ve kalitesini arttirmada onemli oldugunu diisiinmekteyiz.Mikrokirik
cerrahisinde klinik uygulamada defekt sahasina agilandeliklerin konumlarinin defekt
ile olan iliskisi, defektin hangi tarafina delik agilacagi ve bunlariniyilesmeye olan
etkisini agiklamak icin daha ¢cok deneysel ve klinik ¢alismaya ihtiyag vardir.
Calismadaki tavsanlar, farkli zamanlarda sakrifiye edilecek yeni gruplar eklenerek
daha fazla tavsan kullanilarak, zamana bagli kikirdak degisikliklerinin gézlemlenmesi
ve klinik sonuglara daha ¢ok yol gdsterebilmesi i¢in koyun, keci, at gibi diz eklemleri
daha biiyiikk hayvan modelleriyle deneylerin yiiriitiilmesi ¢alismamizin sonuglarini
daha acik sekilde ortaya koymak i¢in gereklidir.

Calismamizdaki sonuglar, kikirdak defekt tamiri i¢in kullanilan doku miihendisligi,
kikirdak allogrefti, kok hiicre uygulamalarina ve klinikte kullanilan cerrahi yontemlere

yol gdsterici olabilir.
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