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|. GIRIS VE AMAC

Kikirdak, &zellesmis bir bag doku tipidir. Ug tip kikirdak dokusu mevcuttur;
hiyalin, elastik ve fibroz kikirdak. Kikirdagin ana goérevi yumusak dokuyu
desteklemektir. Yapisinin diizgiin yiizeyli ve esnek olmasi eklem ylizeylerinin,
darbe emici ve kaygan olmasini saglar. Bu sayede eklemlerin hareket yetenegini
kolaylastirir. Kikirdak prenatal-postnatal donemde osteogenezis basamaklarinda

ana rol oynamaktadir.

Travma, enfeksiyon, romatolojik hastaliklar ve ¢esitli dejeneratif hastaliklar
nedeniyle kikirdak dokuda hasarlanma sik olarak goriilmektedir. Kikirdak lezyonu
bir kez baslamissa durdurulamamaktadir, fakat yavaslatacak secgenekler

mevcuttur(l).

Ortopedik cerrahide kikirdak lezyonlarinda artroskopik tragslama sonrasinda
enjektabl biyomolekiil uygulanmasi kii¢iik hasarlarda tercih edilen bir yontemdir.
Dabha biiyiik lezyonlarda mikrokirik ve drilleme uygulanabilir(2). Bu iki segenegin
yetersiz kaldigi olgularda transplantasyon, son seceneklerden biri olarak da

artroplasti secenegi uygulanmaktadir(2).

Kikirdak doku hasarlarinda ortopedik cerrahi teknikler, hiicre kiiltiirleri ve
transplantasyonlar ¢cogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle son yillarda doku
miithendisligi yaklasimiyla ti¢-boyutlu biyobozunur ve biyouyumlu polimerik
yapilarin ve dokulardan izole edilen hiicrelerin kullanimiyla laboratuar ortaminda
kikirdak dokusunun iiretilmesine calisilmaktadir. Bir ¢ok yeni gelistirilen
ortopedik cerrahi teknik ve eklem i¢i ajan uygulamalari kikirdak doku

iyilesmesinde umut verici olmaktadir(2).



Yapmis oldugumuz bu calismada ratlarin diz ekleminde olusturulan
kikirdak hasar1 sonrasinda Tip-2 Kollajen ve Hyaluronik asidin kikirdak doku

tyilesmesindeki etkileri arastirilmaktadir.

Eklem yiizeylerini olusturuan kikirdak doku insan hayati boyunca siirekli
yiik altinda kalmaktadir. lyilesme siirecinin izleminde inflamatuar siirecler,
kemokinler , kimyasal ajanlar , temel yap1 proteinleri ve neogenesiz ¢ok dnemli
rol almaktadir(3). Calismamizda kullandigimiz hyaluronik asit son yillarda
0zellikle deneme asamasinda kullaniliyor olup, Tip 2 kollajen heniiz yaygin olarak

tek veya kombine olarak kullanilmamustir.



Il. TARIHCE

Kikirdak lezyonlar1 yaklasik 200 yildir tip tarihini ilgilendirmektedir. 1743
yilinda Hunter(4) eklemlerdeki kikirdak lezyonlarini tanimlamistir. Kikirdak
dokunun iyilesme yeteneginin kisitli olmasi nedeniyle uzun yillar yapilan
calismalar tam tedaviyi saglayamamistir(5). 20.yiizyilin ikinci yarisinda agirlik
kazanan konu Insall’un artroskopik girisimleri ve kikirdak lezyonlarina miidahale

edebilmeleri ile hiz kazanmistir(6).



I1l. GENEL BIiLGILER

3.1 Embriyoloji

Kikirdak dokuda iki tip hiicre bulunmaktadir. Kondroblastlar , kikirdak
hiicrelerinin Onciileri ve matriks sentezleyen hiicrelerdir. Kondrositler ise olgun
kikirdak hiicrelerini ifade eder. Aslinda iki hiicre gelisimsel siirecte farklilasarak
olusan aymi kokene sahiptir. Kikirdak doku embriyonik donemde mezenkimal
yapidan koken alarak gelisir. Embriyonik dénemde oksijen konsantrasyonu fazla
oldugu zaman mezenkimden kemik doku, az oldugu zaman kikirdak doku
gelisir(7). Kikirdak doku fetiisiin iskelet yapisini olustururken, zamanla
embriyogenez basamaklar1 sayesinde kemikleserek olgun iskelet yapisim

meydana getirir(8).

Sekil 1: Kondrosit differansiyasyonu

a. Mezenkim,

b. Mezenkimal yapilarin differansiyasyonu ile meydana gelen kondroblastlar,

c. Kondroblastlar kendi matrikslerini sentezlemeye baslayarak birbirlerinden
ayrilmaya baslar , olgunlasarak kondrositleri meydana getirir,

d.Kondrositler ¢ogalarak kikirdak dokuyu olusturur. (Junqueira et al. 1993).




3.2 Kikirdak Dokusunun Yapisi:

Kikirdak, bol miktardaki hiicre dist matriks icine gdmiilii olan kikirdak
hiicreleri tarafindan olusturulmustur. Kikirdak dokusunun olusum asamalarina ve

gelisim mekanizmasina kondrogenez denilmektedir(7).

Kikirdak doku avaskiiler yapida olup kan ve lenf kapilerleri ile sinir
hiicrelerini  bulunmamaktadir(10). Kikirdak dokunun beslenmesi, ¢evre bag
dokulardaki kapilerlerden, eklem kikirdaklarinin ise sinoviyal sivisindan

difiizyonla gergeklesmektedir(11).

Kondrositler avaskiiler yapida oldugu igin diisik metabolik aktivite
gostermektedir. Kapiller dolasimin olmayisi sebebiyle kondrositler, diisiik oksijen
konsantrasyonlarinda solunum yapmak zorundadirlar. Dolayisiyla kikirdak

dokunun kendini yenileme ve tamir etme yetenegi ¢ok diisiiktiir(12).

Kikirdak dokunun matriksi yiiksek oraninda su (H20) igermektedir.
Matriksin organik igeriklerinin biiyilk ¢ogunlugu ise proteoglikanlardan ve
kollajenden olugmaktadir(11l). Yapisinda bulunan kollajenlerin tipi ve miktarina

gore li¢ alt tip kikirdak doku vardir ;

1-Hyalin Kikirdak
2-Elastik Kikirdak

3-Fibroz kikirdak



,0,,\(:; Kemik

Synovial membran

'\.\\I

Fklem Kansiilii

Sekil 2:Diz eklem yapis1 (Barewalls , 2007)

3.3.Hyalin Kikirdak

En sik bulunun kikirdak doku alt tipidir. Cogunlugunu Tip-2-Kollajen
olusturur. Iskelet sisteminde epifizyel plaklarda, solunum yollarinda, kostalarin
sternumla bileskesinde ve eklem yiizlerinde bulunmaktadir. Hyalin kikirdak
matriksinin %70’ini su, %15’ini Tip-2-Kollajen, %10’unu proteoglikan ve kalan
kismin1 diger kollajenler meydana getirir. Hyalin kikirdagin matriks diginda kalan

kisminin bityiik kismint da Tip-2-Kollajen olusturur(12).
Eklem kikirdagi 4 katmandan olusur;

1-Siiperfisyal katman: Eklem ile temas halinde olan, kollajen orani yiliksek

katman.
2-Transizyonel katman: Hiicrelerin seyrek olarak yerlestigi ge¢is bolgesi.

3-Radial katman: Eklemdeki kikirdagin %65°lik kismini olusturur. Yogun

hiicre igerir.



4-Irregiiler katman: Kemik dokuya komsu katman. Hiicresel dizilim ekleme dik

olacak sekildedir. Subkondral bdlge olarak da adlandirilir(13).

Sekil 3: Kikirdak doku histolojisi (Matsumi H. , San Diego University , 2008)

3.4.Elastik Kikirdak

Elastik kikirdak yapisinda bol miktarda Elastin kollajeni ihtiva eder. Bu
yapisinin daha elastik ve gerilime dayanikli hale getirmektedir. kulak kepgesinde ,

oOstaki borusunda, epiglotta bol miktarda bulunur(14).



Sekil 4: Elastik Kikirdak ( Tissue Histology , Yale 1999)

3.5.Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdak bag dokusundan zengin, fibréz kollajen ve
proteoglikanlardan olusan, daha kati ve elastik olmayan bir yapiya sahiptir.

Intervertebral disklerde simfizis pubiste bulunur(14).
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Sekil 5:Fibrokartilaj ( Tissue Histology , Yale 1999) fibroz kikirdak doku
histolojisi



3.6.Kikirdak Iyilesmesi

Kikirdak doku genel olarak c¢ok kisith bir iyilesme kapasitesine sahiptir.
Bunun nedenleri avaskiiler olmasi, lenfatik ve sinir hiicresi igermemesi, diisiik
metabolizmaya sahip olmasi. Hyalin kikirdak iyilesirken kondroblastlara ihtiyag
duyar. Kikirdak hasar1 gelistiginde perikondriumda, subkondrol zonda bulunan
kondroblastlarin  lezyona dogru prolifere olarak degisim  gdstermesi
gerekmektedir. Kondroblastlar, kondrositlere doniiserek derin kikirdak doku
lezyonlarma ulasmay1 hedefler. Eklem hattina veya subkondral hatta ulasan
lezyonlar hemen fibrotik doku ile kapatilir. Bu da kikirdak dokunun
fonksiyonlarinda eksiklik nedenidir. Kikirdak doku iki mekanizma ile iyilesme

saglamaktadir(9).

1.Intrensek mekanizma: Kondrositlerin ¢ogalmasiyla ara madde ve olusan doku
bosluklar1 gergek hyalin kikirdakla doldurulur. Primer iyilesmedir; ancak

lezyonun kiigiik ve etrafi siirl oldugu durumlarda gerceklesir(7).

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

fonksiyonel kayip meydana gelir(7).

Kikirdak dokunun iyilesmesindeki sinirlayict faktorler nedeniyle lezyonun

cap1 arttikca kikirdak doku dolayisiyla eklemde fonksiyonel kayip artmaktadir.



3.7. Hyaluronik Asit

Hyaluronik asit yunanca seffaf anlamma gelen ‘Hyalos’ kelimesinden
tiiremistir. Ilk olarak Karl Mayer ve John Palmer tarafindan 1934 yilinda
tammlanmustir. Insan goziinden 1964 yilinda izole edilebilmistir. Sinoviyada
bulunan B tipi sinovisitler tarafindan sentezlenir. Hyaluronik asit polisakkarit
yapidadir. Synoviyal sivida 2-3mg/ml miktarinda bulunur. Ayrica gobek

kordonunda 4mg, kanda 20-30mg/ml ve lenfatik sivida 1-50mikrogram/ml

oraninda bulunur. Toplamda 70 kg bir insanda 15 gr hyaluronik asit
bulunmaktadir(14).

Sekil 6: Hyaluronik Asit (Paulo Sérgio Lins Perazzo, BJOR, 2007)

Eklemlerde normal olarak kikirdak tabakasi iizerinde hyaluronik asitin
meydana getirdigi diizensiz yapida bir katman bulunmaktadir. Bu tabaka eklem
icindeki yikic1 yapiya sahip organik bilesenlere ve lizozomal enzimlere karsi
duvar gorevindedir. Ayrica kikirdak dokuda sentezlenip hiicre arast matrikslerden

eklem bosluga sizmaya c¢alisan proteinler, proteoglikanlar ve metabolik
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bilesiklerin gegisine engel olur(15). Koruyucu olan katmanin inflamatuar siiregte,
inflamasyon hiicreleri ,salinan sitokin ve kemokinler veya litik enzimler hasar
gormesi sonucunda kikirdak lezyonlar1 olusur ve dejeneratif siire¢ baglar. Serbest
hale gelen hyaluronik asit bilesenleri serbest hale gegerek eklem boslugu igine

diiser(16).

Hyaluronik asit viicutta normal yogunluk ve miktarda bulundugu zaman,
myoblastlarin differansiyasyonunu inhibe ederek inflamasyonu engellerken,
kondroblastlarin prolifere olup differansiyasyonunu stimule eder. Ayrica
kondroprotektif o6zelligini kikirdak dokuda lezyon meydana gelip serbest
fragmanter hale gectiginde baglatmaktadir(15).

3.7.1.Hyaluronik Asit Metabolizmas

Hyaluronik asit sentezinde kullanilan iki temel madde UDP-N-
asetilglukozamin ve UDP-glukoronik asittir. Sentez i¢in gerekli katalizor ve
enzimler hiicre membraninda bulunur. Diger polisakkaritler genel olarak golgi
cisminde sentezlenirken, hyaluronik asit sentez kaskadi hiicre membraninda
gerceklesir(17). Hyaluronik asit glikoz-amino-glikan iiyesi bir polisakkarit olup

bu grubun tek siilfat igermeyen 6rnegidir.
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Sekil 7:Hyaluronik Asit Biyokimyasal sematik (Nasi Main , 1986)

Hyaluronik asitin kandaki yari émrii 3-4 dakikadir. Periferden sentezlenerek
kan dolagimma ordan da lenfatiklere gegen hyaluronik asit bir miktar lenf
nodlarinda katabolize edilir. Kan dolagimi ile karacigere ulasan ¢cogunluk burada
yikilir ve temel iki bilesenine ayrilir. Dolasimdan bobrek glomeriillerinde filtre
olabilen sadece mindr hyaluronik asit deriveleridir. Bazal miktarda hyaluronik asit

dalak, lenf nodu ve kemik iliginde depo edilir(18).

3.7.2. Hyaluronik Asitin Gorevleri

Hyaluronik asitin eklem ve gevresindeki hemostazin saglanmasinda 6nemli
gorevleri vardir. En 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi su tutabilme ve osmotik
basing saglayabilmesidir. Bu sayede bulundugu eklemde mekanik direng artigina
neden olmaktadir. Ayni zamanda doku hidrasyonunu da saglamaktadir.
Proteoglikanlarin metabolizmasinda deriveleri ve tutundugu reseptorleri sayesinde
rol oynamaktadir. Bu es zamanli olarak eksternal hyaluronik asitin eklem igi
konsantrasyonunun artistyla sinovial sentezinin arttifina isarettir. Hiicre
farklilasmasini uyarir, hiicre migrasyonuna etki eder. En 6nemli 6zelliklerinden
biri eklem ylizeyine kaygan bir tabaka olusturarak dejenerasyon ve lezyon

olusmasina engel teskil eder(19).
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3.8.Tip 2 Kollajen

Kollajen molekiilleri bir araya gelerek kollajen fibrillerini, kollajen fibrilleri
belirli araliklarla dizilim gostererek kollajen liflerini olusturur. Tropokollajen
olarak da adlandirilir. Uglii heliks yapisinda alfa zincirlerden meydana gelir.
Kollajen insanda viicudunda en yogun bulunan proteinlerin basinda gelir.
Kikirdak dokunun yaklagik %350 kismini1 olusturur. Kollajen molekiillerinin
%90’lik kismint tipl , tip 2 ve tip 3 kollajen olusturur(20). Tip 2 kollajen yapisal
olarak protein derivesidir. Eklem kikirdaklarinda o6zellikle c¢ok miktarlarda

bulunur.

Sekil 8:Kollajenin ti¢lii heliks yapisi (Elsevier Saunders,2005)

13



3.8.1 Tip 2 Kollajen Metabolizmasi

Tip 2 kollajen kondrositlerde prokollajen olarak sentezlenir. Birden fazla
pottransizyonel modifikasyona ugrayarak hiicreler aras1 matrikse salinir. Matrikste
matiir kollajen sentezi baslar. Ekstraselliiler yapidaki kollajen miktar1 kikirdak
hastaliklari, lezyonlar1 ve sentezi i¢in anlamli belitre¢ olarak kullanilir(21).
Ornegin kikirdak lezyonu olan hastalarda radyografik olarak belirti gériilmeden

sinovial sividan tespit edilebilir.

( Alpha chains synthesis

Post-translational modifications

Proline and lysine hydroxylation l

Hydroxylation glycosylation l-/\/\,.

N-linked glycosylation (V/t?
Multimer assembly

i el N l :
Triple helix formation
Proline cis-trans isomerization W

Stabilization by HSP47

Endoplasmic
reticulum

[ N-linked oligosaccharide modification Golgi apparatus ]
intracellular
Procollagen processing W extracellular
N- and C-terminal propeptide cleavage l

Fibrillogenesis
Crosslinking

ECM suprastructure formation

Sekil 9: Kollajen sentez basamaklariHK J Paediatr (New Series) 2013;18:192-194

Kikirdak lezyonlarinin erken donemlerinde, kollajenaz enziminin
aktivitesindeki artist nedeniyle kollajen yikima ugrar. Uglii heliks sarmal
yapisindan neoepitop olarak isimlendirilen yeni yapi taslar agiga ¢ikar. Kollajenin

metabolizmasindaki meydana gelen bu degisikliklere eklem kikirdaginda hentiz
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klinik ve radyolojik bir degisiklik goriillmeden ¢ok daha erken baslamaktadir.
Kollajenin yikimi sonucu olusan yikim tirtinleri CTX-I1, Col 2-CTX, C2C, Coll 2-
1, Coll 2-1 NO2, C2C, C 1-2 C ve Coll 2-3/4- Clong, mono olup bu biyomaddeler
cesitli makine ve istasyonlar yardimi ile, immunoessay ile ve birgok farkli yontem

ile marker olarak kullanilmaya baglanmistir(22).

Tip 2 kollajenin katabolizmasina en iyi 1s1k tutacak sinovial sividan yapilan
Olgiimlerdir. Ciinkii serum Olgiimleri, glomeriiler atim Ol¢limleri yapisal
degisiklikleri tam olarak yansitamamaktadir(23). Kollagen tip 2 markerlarin

arastirilmasi hem maliyet a¢isindan hem de literatiir agisindan sinirlidir.

Microfibril
: kollgjen
/" molekiilii

/7 ‘?\4
/ A Rl s e polipeptid \%})l
% g X '!,‘T-; .' zinciri ‘%\D

Sekil 10:Tip 2 kollajen yapisi (Campbell 1999)

Yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki yaslanma, travma vb. etkenlerle kikirdak
yiizeyde meydana gelen diizensizlikler, kartilaj lezyonlar ile kikirdak kayiplarina
zaman icerinde inflamatuar siire¢ eslik etmektedir. Makrofajlardan salinan litik
enzimler,metalloproteinazlar ile tip 2 kollajen yikimma ve sentez inhibisyonuna
neden olur(24). Olusan yikim firtinler kemotaktik ajanlar gibi davranarak daha

fazla enzimatik reaksiyon gelismesine ve kikirdak lezyonun artmasina neden olur.
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3.8.2 Tip 2 Kollajen Gorevleri

Kartilaj doku temel olarak kollajen ve proteoglikanlardan meydana gelen,
hiicre dis1 matriks ve matriksin i¢ine yerlesmis olan kondrosit ve tiirevlerinden
olusmaktadir. Kollajen proteini eklem kikirdaginin bazal bilesenlerinden biri olup
elastikiyet ve direncte gorev alir. Eklem yiizey organizasyonunun onemli bir
pargasini tip 2 kollajen olusturmaktadir(25). Tip 2 kollajen kikirdak dokuya tensil

Ozellik kazandirir, proteoglikanlari matriks iginde mobil hale getirir.

3.9 Kikirdak Lezyonlar:

Kikirdak lezyonlarinda 6ncelikle meydana gelen degisiklik ilerleyici sekilde
meydana gelen kikirdak erezyonudur. Primer olarak yiik tagiyan ya da basing
altinda kalan eklem kikirdak dokusunun harabiyetidir. Mekanik basi olmayan
bolgelerde de zaman igerisinde dejenaratif olarak lezyonlar meydana
gelmektedir(26).

Kikirdak doku hasarlarinda  kondrositlerin ~ metabolizmasinda  ve
sentezlerinde artis gézlenmektedir. Fakat es zamanl olarak lizozamal enzimlerin
sentez ve aktivitesinde de ylikselme olmaktadir. Meydana gelen mekanizma
sonucunda proteoglikanlarda, hyaluronik asitte ve kollajen miktarlarinda azalma,
fonksiyonel olarak da gerileme goriiliir. Kaskada dahil olan inflamatuar hiicreler
nedeniyle ilerleme gosteren kikirdak yiizey bozulmast meydana gelir. Hyaluronik
asitin  molekiil agirhigr enzimatik reaksiyonlar nedeniyle azalarak ekleme
kazandirdig1 elastikiyet ve kayganlastirict etkiSi azalir. Synovial sivinin basing
emici Ozelligi, eklem yiizlerini yaglayici 6zelligi kaybolur(5). Meydana gelen
dejenerasyon ve kikirdak dokunun beslenmesinin bozulmasi, hyalin kikirdagin
elastik ve dinamik fonksiyonunun kaybina, kikirdak dokunun yiik tagima ve yiiki

aktarma kapasitesinde kayiplara neden olur.
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3.9.1 Kikirdak Lezyonlarimin Goriintiilenmesi

Kikirdak dokunun goriintiilenmesinin temel amaglari; eklem yiizeyinin
biitlinitigiinii degerlendirmek, kikirdak matriksin katman kalinligin1 gorebilmek,
lezyonun subkondrol kemige kadar ulasip ulasamadigini ayirt edebilmektir.
Amaglanan hedefler 15181inda direkt radyografiden baslayarak birden ¢ok teknik
kullanilmaktadir. Giiniimiizdeki zamanda goriintiileme teknikleri tan1 koymanin
yaninda tedavi takibi i¢in de dnem kazanmistir(27). Ozellikle magnetik rezonans
(MR) multiplanar goriintii saglamasi, kemik doku, yumusak doku, synovial siviya

kadar yiiksek kalitede bilgiler verebilmektedir.

Hasta degerlendirmede ortopedistler olarak kikirdak lezyonu hakkinda
detayli bilgiye sahip olma ihtiyact duyariz. Girisimsel artroskopi planlanan
olgularda lezyonun yeri ve tiplenmesi Onem arz eder. Artrografi , bilgisayarli
tomografi (BT) kikirdak doku tedavi ve takiplerinde 3 boyutlu olarak kullanilarak

onemli bilgiler saglayabilir.

MR goériintiilemenin diger tekniklerden belli bagh istiinliikleri mevcuttur.
Bunlar; invaziv olmamasi, kolay tekrarlanabilir olmasi, dogruluk oranin yiiksek
olmast aynm1 anda hem kemik dokuyu hem de yumusak dokularla sivi
komponentleri iyi degerlendirebilmesi(28). MR ¢alisma presnibinin temeli
magnetik dalgalara dayanmaktadir. Bu dalgalar her yiizey alanina tesir ederek
gorlintiin detayli, yogunlukarinin farkli olarak algilanmasina olanak saglar. MR
herhangi bir dokuya spesifik degildir, fakat her dokuyu ayrintili gosterebilecek
duyarliliga sahiptir.
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Sekil 11: Diz MRI gériintiisii, kikirdak lezyonu A.K.U Ortopedi ve Travmatoloji
arsivi 2018

3.9.2 Kikirdak Lezyonlarinda Siniflama

1961 yilinda ilk defa kikirdak lezyonlar1 Outerbridge tarafindan
siniflandirild;, bu smiflama makroskopikti(29). Sayisal sisteme dayanan bir
siniflama tlirtiydii. Ayni sekilde 1972 yilinda sayisal siniflamalar yapildi. Devam
eden siireglerde ¢esitli modifikasyonlar goriilsede giliniimiizde yaygin kullanilan
simniflama Uluslar Aras1 Kikirdak Arastirma Dernegi (ICRS) tarafindan

diizenlenen siniflamadir.
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Tablo I:International Cartilage Repair Society 2018

ICRS (Uluslararasi kikirdak arastirma dernegi
artikiiler kikirdak evreleme sistemi)
Evre 0 Normal
Evre | Mormale yakin
1A Yizeyel lezyon, yumusama
=] Yizeyel catlaklar, yanklar
Evre i Anormal - %50°den daha az derinlikte
Evre lll Siddetli anormal - %50'den daha fazla derinlige inen lezyonlar
A Kalsifiye kikirdaga kadar
ne Subkondral kemige kadar
Evre IV Siddetli anormal — Subkondral kemik acikta

3.9.3 Kikirdak Lezyonlarinda Tedavi Endikasyonlar:

Eklem kikirdak yiizey hasarlaninin ¢ogunlugu ilerleyicidir, tedavi edilmez
ise dejeneratif hastaliga ilerler. Pediatrik, adolesan, geng hasta popiilasyonlarinda
yapilan takiplerde lezyonlarin ilerleyerek osteoartrit ve ¢esitli dejeneratif
hastaliklara sebep oldugu goriilmiistiir(30). OCD olan gengler takip edildiginde
tedavi edilmeyen hastalarin %85 kadarmin dejeneratif eklem hastaliklarina
doniislim yaptig1 goriilmiistir. Bu bilgiler 1s18inda  kartilaj lezyonlarinin
osteoartirit ile sonuglanabilecegi soylenebilir. 1cm’den daha kiiciik lezyonlarin
etrafindaki saglam kikirdak dokuda yiik artisina rastlanmazken, 1cm’den biiyiik
captaki lezyonlarda cevre saglam kikirdak ylizeye binen yiikiin %65 oraninda
arttigr gorilmiistiir(31). Benzer bir ¢alismada lcm ve daha fazla defekt olan

hastalarin takiplerinde eklem araliginin %50°den fazla daraldigi saptanmistir(32).

Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda, bizim c¢alismamizda da oldugu
gibi, kikirdak dokunun bir miktar kendiliginden iyilestigi saptanmistir. Herhangi
bir tedavi uygulanmadan iyilesemeyen kikirdak defekt biiyiikliigiinii ifade etmek
i¢in ‘kritik boyut’ terimi kullanilmistir. Bu her canli i¢in degisen bir biiytikliiktiir,
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insanda 2 cm oldugu one siiriilmiistiir(33). Fakat bazi calismalarda 2cm olan

defektlerin iyilesebilecegi gosterilmistir.

Kikirdak lezyonlarini sadece biiyiikliikk ¢capina gore degerlendirmek yetersiz
olacaktir, lezyonun derinligi de dnem tasimaktadir. Ozellikle tidemarki gegen,
subkondral kemik bolgesine uzanan defektler iyilesme potansiyelleri agisindan
farklilik gostermektedir. Tidemarki geg¢ip kemik iligine ulasan lezyonlarda
mezenkimal kok hiicrelerin iyilesmeye yardimci oldugu diistiniilmektedir. Ancak
meydana gelen iyilesme dokusu, rejenerasyon 6zelligi kisith oldugundan dolay1

primer kikirdak doku kadar fonksiyonel olmamaktadir(34).

3.9.4 Kikirdak Lezyon Tedavi Secenekleri
3.9.4.1 Eklem Ici Yikama ve Traslama

Kikirdak doku hasarinin erken donemlerinde yakalanan yiizeyel lezyonlarda
uygulanmalidir. Yaklasik 3 cm’e kadar olan defektlerde, genellikle geng-orta yas
grubunda uygun endikasyonludur. Kartilajin shaverlanmasi ile eklem yiizey
kikirdaginda rejenerasyon siireci uyarilamaz(35). Yapilacak bu tedavi teknigi igin
en uygun hastalar radyografi bulgulari ¢ok kotii olmayan, hareketleri bagh
sikayetleri olan, aligment problemi olmayan, akut donem sikayetleri olan
hastalardir. Nihayetinde artroskopik olarak yapilan islem hasarli kikirdaklarin
temizlenmesi, meniskus ve cevre dokularinin temizlenmesi varsa osteofit

eksizyonu igerir; ileri derece hasarli kikirdaklar i¢in yetersiz kalacaktir.
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Sekil 12: Femur medial kondilde 1*1cm kikirdak lezyonu tiraslanmas1 A.K.U.
Ortopedi ve Travmatoloji arsivi 2018

3.9.4.2 Subkondral delme — Mikrokirik

1997 wyilinda Steadman ve arkadaslar1 mikrokirik teknigini  One
stirmiglerdir(36). Tanimlanan Steadman’in tekniginde artroskopik olarak ii¢ portal
aciliyordu. Portallerin yerleri ise lezyona gore degisiklik gosteriyordu. Mikrokirik
uygulanmadan Once instabil olan kikirdak bolgeleri temizlenir, kalsifiye kikirdak
katmanina kadar debridman uygulanir. Arkasindan mikrokirik islemi yapilarak
olusacak yeni kikirdagin subkondral katmana tutunmasi saglanir. Ancak tutunma
saglanmak istenen subkondral tabaka korunarak yapilan ¢aligmalarda da hyalin

kikirdaga yakin iyilesme goriildiigii tespit edilmistir(37).
Debridman yapilan hasarli boélgenin g¢evresinden baslanarak mikrokirik

telleri yardimi ile drilleme yapilir. Kullanilan tellerin u¢ kisimlariin prizmatik

olmasi nedeniyle derinlik kontrolii daha kolay saglanabilmektedir. Delikler hasarli
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bolgeye dik olacak sekilde planlanmalidir. Bu amagla yapilan mikrokirik
setlerinde 30,45 ve 90 derece egimli guide telleri mevcuttur. Agilacak delikler
miimkiin oldugunda birbirine yakin olur, araliklari 3-4 mm olmasma 06zen

gosterilir(38).

— 72202153

>

72202155

Sekil 13: Mikrokirik uygulamasinda kullanilan 40-65-90 derece egimli kikirdak
bizleri Ferkel Microfracture Pick ; Smith & Nephew ,

Subkondral bolgede damarsal yapilara ulagsma hedeflenir(39). Deliklerden
eklem bosluguna siiziilen yag damlaciklarinin goriilmesi subkondral bolgeye
ulasildigr anlamina gelir. Kanama saglanarak olusan fibrin pihitist ve hematom
sayesinde tamir siirecinin baglamasi hedeflenir. Hematom sonrasinda
fibrovaskiiler tamir mekanizmasinin baslangict olan graniilasyon dokusu
olusur(40). Mezenkimal kaynakli kok hiicreler prolifere olup olgunlasirlar,

dontisiim gostererek kondroblastlara ardindan da kondrositlere dontistirler.
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Erken donemlerde hyalin kikirdak benzeri doku olusumlart meydana
gelir,ancak yapilan incelemeler sonucunda 8.haftadan sonra fibrokartilaj dokunun

baskin oldugu goriilmiistiir(41,42).

En uygun endikasyonlar1 aktif hastada semptomatik, belirli bir odag1 olan
lezyon, kondral travmasi olan veya insidental olarak yakalanmis hasta grubu
olarak sayabiliriz(43). Teknigin basarili olabilmesi igin lezyonun yaygin olmamasi
gerektigi  bilinmelidir. Kullanilabilecek en {ist sinir 2*2cm  olarak  6n
goriilmistiir(44). Kolay uygulanabilmesi, maliyetinin az olmasi, yandas bir
hazirlik gerektirmemesi, bir basamakli islem olmasi, yapilacak ileri diizey
girisimlere engel olmamas1 mikrokirik tekniginin 6nemli avantajlar1 olarak One

cikmaktadir(44).

Sekil 14: Mikro kirik uygulanmis kikirdak lezyonu femur medial kondil A.K.U
Ortopedi ve Travmatoloji arsivi 2018
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3.9.4.3 Osteokondral otogreft - Mozaikplasti

Otolog greft trasnferi bilinen ilk olarak 1993 senesinde Bobic ve arkadaslari
tarafindan uygulanmistir(45). Dort yillik ¢alismalar ve deneyler sonucunda 1997

yilinda klinik ¢alismalarin1 yayinlamiglardir.

Bir santimetreden derin kikirdak lezyonlarinda, yani kemik defektinin de
esilk ettigi durumlarda, otogreft oncelikle tercih edilmesi gereken bir tekniktir.
2cm ¢apmdan biiyiik ve yaklasik 6cm’ye kadar olan lezyonlarda kullanimi
uygundur. Alt sinir gap1 olarak da 1 cm disiiniilmelidir, ancak pratikte 2cm’den

kiiciik alanlara uygulamak miimkiin degildir(38).

Teknik ag¢ik, mini artrotomi ya da artroskopik olarak uygulanabilir. Besten
fazla greft kullanilmayacaksa, lezyon ¢ap1 2*3 c¢cm ve daha altinda ise artroskopik
olarak gerceklestirilebilir(46). 6cm?’den biiyiik kikirdak lezyonlarinda artrotomi
uygulamak gerekebilir. Ilk defa Hangody ve Karpati tarafindan mozaikplasti
teknigi tarif edilmistir (47).

Biiyiik defektlerde (6¢cm? ve iistii) mozaikplasti tekniginin basarisizlik orani
cok yiiksektir. Basarisizlik nedenlerinden en 6dnemlisi de bu defekti kapatabilecek
otogreftin bulunamamasidir. Osteokondral greftler trefinler ya da osteotomlar
yardimi ile almabilir. Uygulanacak alana dik olarak yerlestirilmesi ¢ok
onemlidir(48). Ayrica greft alinan bolgeyede dikkat edilmelidir, ¢linkii uygun
teknikle alinmazsa hipertrofik fibr6z sekilde iyileserek eklem seviyesinin iistiine

cikarak ciddi semptomlara, hatta dejeneratif artrite sebep olabilir(32,49).

Kikirdak doku hasarlarinin tedavilerinde osteokondral otogreft kullanilmasi
etkili oldugu kadar giivenilir yontemdir. Otogreft uygulamalarinda doku
uyusmazligr beklenen bir durum degildir. Biiyiik ve genis kikirdak defektlerinde
rekonstriiksiyon i¢in gerekli miktarda otogreft alabilmek miimkiin degildir. Greft
yetersizligi dezavantaji nedeniyle, eklem kartilaj lezyonlarinda yiik tasimayan

yiizeylerden alinan birden fazla kiiclik greft yiik tasiyan ylizeydeki lezyonlara
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uygulanarak goreceli olarak tedavi protokolii olusturulmak istenmektedir.
Interkondiler notch ve gevresi, femur kondillerinin periferleri bu teknik icin uygun
goriilen  bolgelerdir(47). Transfer edilen hyalin  kikirdagin ~ devamlilik
gostermesinde en Onemli faktorlerden biri fonksiyonel bir tidemark olmasi ve

subkondral bolge ile beraber greftleme yapilmis olmasidir(50).

Sekil 15: Mozaikplasti uygulanmis femur kondil kikirdak lezyonu
Cankaya Ortopedi , Ankara , 2014,

25



3.9.4.4 Osteokondral Allogreftler

Kartilaj defektlerinde kullanilan osteokondral allogreftler, abrazyon
artropastisi, subkondral drilling ve konservatif tedavilerin yetersiz kaldigi
durumlarda uygulanmalidir(35). Kikirdak yiizeydeki biiyilk defektlerin
(15mm’den biiylik) tedavisinde kullanilabilir. Osteokondral allogreftler
immiinolojik a¢idan ¢ok ciddi problemler meydana getirmez. Yeni hazirlanmig
allogreftlerin  genel olarak daha etkili oldugu kabul gormektedir(51).

Dondurulmus greft uygulanan hastalarda da basarili sonuglar elde edilmistir.

Sekil 16:Osteochondral Allograft Studies , William D. Bugbee, MD, AOSS
Journal
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3.9.4.5. Otolog Kondrosit implantasyonu

Chesterman ve Smith 1968 yilinda kondrositleri ilk defa izole ederek
kiiltiirde sayilarii arttirarak tretim yapmuislardir(52). 1971 yilinda Bentley ve
Greer kondrositleri izole ederek kaartilaj doku hasarlarinda tedavi amacl
kullanmuslardir(53). OKI 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Kurumu (U.S. Food and Drug Administration, FDA) onay1 almistir, bu tarihten
baslayarak 11 yillik sonuglarini yaymlayan Petersen sayesinde teknik on plana

cikarilmis ve yayginlasmistir(54).

Otolog  kondrosit implantasyonunun avantajlar1  allojenik  greft
kullanilmamasi, 6lii bosluklar kalmamasi, greft alinan saha hasari olmamasidir.
Dezavantajlari ise iki ayr1 cerrahi uygulama gerektirmesi, yliksek maliyetli olmasi,
kondrosit ¢ogaltilmast ve kikirdak doku olusmasinin siire almasi ve transport

islemleri gerektirmesidir(55).

Otolog kondrosit implantasyonu femoral kondiller, patella, troklea ICRS
gore evre 3 ve 4 kikirdak yaralanmalariin tedavisinde kullanilmalidir. Hastalarin
yas aralign 20-50 arasindadir. Ozellikle 40 yasin iizerindeki hastalarda mikrokirik
ve benzeri tekniklere gore daha iyi iyilesme yanitlari gozlenmistir(56). Kiiciik
defektlerin tedavisinde, 2cm?, ilk tercih mikrokirik ya da osteokondral otolog
transfer iken, multiple 2cm? defekt varsa OKI kullanilabilir. 2.5-3cm? lezyonlarda
OKI kullanilmas1 endikedir(57). Pediatrik hastalarda en sik tercih edilen

yontemdir.

OKI uygulamasinin ilk adimi artroskopik olarak eklem muayenesi,
kondrosit {iretimi i¢in kartilaj doku alinmasi, laboratuvara transport
edilmesidir(58). Alinacak dokular igin femur troklea c¢evresi uygundur. Alinan
materyal %0,9 NaCl soliisyonunda transport edilir. Genellikle kiiltiiricin otolog
serum gerekmektedir. Serum elde etmek i¢in ise hastadan alinan kan pihtilagsmasi
beklenir, ardindan santrifiij uygulanir. Filtre kullanilarak serum ayristirilir ve -4
santigrad derecede saklanarak kiiltiir ekimi i¢in kullanilir. Serumun otolog olarak

kullanilmasi bovine gore ¢ok daha hizli iiretim saglamaktadir(59). Yaklasik 10cm
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defekt icin gerekli implantasyon materyali 8 haftada saglanabilmektedir. Cerrahi
islemler defektin biiyiikliigline gére mini artrotomi yapilarak 6.haftadan itibaren

uygulanabilmektedir(60).

Komplikasyon olarak %3,8 insidans vardir, en sik goriilen ise yeni kartilaj
dokuda hipertrofi meydana gelmesidir(61). Bunun disinda implante kartilajin
gevre doku ile uyumsuzlugu, yetersiz yeni doku olusumu, subkondral kemik ile
greftin ayrilmasidir(62). OKI uygulanan hastalarin sekonder cerrahi gegirme
oranlan yiiksektir. Ancak bu oranin yas ile veya defektin biyiikligi ile ilgisi
yoktur. En sik neden hipertrofik greft olmustur(63). Greft altindaki periostun
sirtinme ile uyarilmasi hipertrofiye neden olmaktadir. Patelladaki vertikal
kuvvetlerin augmentasyon iizerinde etkili oldugu diisiiniiliir ki en az yetmezlige

gidis bu bolgede goriilmektedir.

3.9.4.6 Doku Miihendisligi

Travma ve hastalik nedenleri ile doku veya organ kayiplarinin yeniden
yapilmast ve onarimi i¢in yeni donemde gelistirilmis bir tekniktir doku
miihendisligi. Temel yaklasim skafoldlarin, sitokinlerin ve kondrositlerin bir arada
kullanilmasidir. Kartilaj dokudaki diisiik hiicre yogunlugu nedeniyle biyopsi
sonucu elde edilen materyalin az olmasi doku miihendisligindeki en Onemli
sorunlardan biridir. Yeni hiicre kaynaklari, yeni biyomateryaller bu sorunu

¢cozebilmek icin gelistirilmeye devam etmektedir(64).

Doku miihendisliginde kikirdak doku i¢in en uygun hiicre kaynagi hala
bulunamamistir.  Genetik  olarak  modifiye  edilmis  hiicreler, kok
hiicreler,kondrositler ve fibroblastlar kikirdak onarimi i¢in potansiyelleri ve

uygunluklari i¢in incelenmektedir.
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Uvygun Hiicre Kavnaklari

-kostal
-aurikiiler
-artikiiler
-nasoseptal
-adipoz dpku
-kemik iligi
-periost
-sinovia
-embriyonik

-kondrosit hiicreleri uygun hiicre kaynaklarindan bazilaridir.

Dogal kartilaj dokuda bulundugu i¢in ve matriksteki fonksiyonlar1 fazla
oldugu i¢in kikirdak doku miihendisliginde kondrositler en ¢ok ilgi géren hiicre
tipidir. Fakat kondrositlerin hiicre miktar yogunlugunun az olmasi doku
miihendisligi i¢in ciddi zorlayici bir sebeptir. Eklem kartilaj ylizeyin sadece
%S5’1ik kistmi kondrositleri ihtiva eder(65). Cogaltilmasi gereken kondrositlerin
kiiltiir ortamlarinda rejenerasyon yeteneklerini kaybettikleri bilinmektedir. Fibrin
yapistirici, agaroz, aljinat taneleri kondrosit fenotipini korumada yardimci

olabilir(66).

Eklem kikirdak katmanlarinda kondrositlerin fonsiyonel ve islevsel
ozellikleri farklilik gosterir. Yiizeyel, orta ve derin katmanlardaki kondrositlerin
metabolizmalar1 birbirinden farklidir(67). Ornek olarak siiperfisyal tabaka
kondrositleri yiizeyel bolge proteini sentezlerken orta katman kondrositleri
agirlikli olarak tip 2 kollajen sentezlerler. Subkondral bolgeye dogru artan
kollajen sentezi sayesinde derin tabaka daha dayaniklhidir. Bu farkliliklar
nedeniyle doku miihendisligi tekniginde katmanlara hiicresel homojen dagilim
saglanmast gerekmektedir. Tabakalar arasi basarisizlik bu nedenden dolay1

olugsmaktadir(68).
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Stem cell, kok hiicre, pluripotent 6zellige sahip hiicrelerdir. Bunun anlanu
degisik kosullar altinda ¢ok farkli hiicrelere doniisebilmesidir. Son yillarda gozde
konulardan biri olan kok hiicrelerin, kemik iliginden izole edilip TGF- sitokine
ile uyarildiginda kondroblastlara doniistiigii gosterilmistir(69). Kondrositlere
dontigebilen mezenkimal kok hiicreler adipoz dokuda, sinoviyal membranda,

kemik iliginde bulunur.

Yag doku kaynakli stem cell istikrarli bliylime kapasitesi, yaslanma gecikme
ozelligi ile kiltiir i¢in uygun hiicre tipidir(70). Bu hiicre de TGF-B sitokine ile
uyarildiginda kondroblastlara doniisebilmektedir. Yapilan c¢alismalarda FGF-2
hiicre proliferasyonunu arttirirken, tip 2 kollajen sentez metabolizmasini arttirdigi
gosterilmistir(71). Kondroblastlara doniisebildigi ispatlanmis olmasina ragmen
hasarlt doku tamiri i¢cin de gerekli olan kondrojenik 6zellik adipoz doku kok

hiicrelerinde kemik iligi kaynakli olanlara gére ¢ok daha diistiktiir(72).

Blastokist sathasinda olan hiicre kaskadindan embriyonik stem cell izole
edilebilmistir. Pluripotent 6zellige sahip olan bu hiicreleri klinik olarak
saflastirmak c¢ok zordur. Erigkin kok hiicrelere gore ¢ok daha az immunojenik
oldugu i¢in odak kaynagidir. Ayn1 zamanda ¢ok hizli hiicresel biiyiime yetenegine
sahiptirler. Embriyonik hiicrelerin erigkin kondrogenesize ugrayabildikleri

gosterilmistir(73).

Skafoldlarin kartilaj doku rejenerasyonunda hiicre iletimi maksadiyla
kullanim1 6n plana ¢ikmistir. Kikirdak doku iiretimi i¢in optimum ii¢ boyutlu
ortami saglamaktadir. Iyi bir skafold bozunmay1 &nleyebilmeli, hiicre 6liimiinii
kontrol altinda tutabilmeli, besin gecisine ve artik biyomaddelerin difiizyonuna
izin vermeli, kartilaj dokunun sagladigi dogal yapisma desteklerini saglamali,
matriks olusumunu destekleyebilmeli ve tabi ki hiicre proliferasyonuna izin
verebilmelidir(74). Giiniimiizde skafold amacgl olarak aljinat, fibrin, agaroz,

hyaluran, kollajen, jelatin, kitosan, selliiloz, siilfat ve kondroidin kullanilmaktadir.
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3.9.4.7 Gen Tedavisi

Vektorler araciligi ile in-vivo veya ex-vivo olarak 6zel genlerimn eklem
igerine yerlestirilmesidir(75). Vektor dogrudan ekleme birakiliyorsa in-vivo,
genetik  yapist disarda degistirilmis hiicrelerin yeniden ekleme transferi
gerceklesiyorsa ex-vivo olarak tanimlanir. Islem hem viral konak ile hem de
direkt vektor ile yapilabilir. Yapilan ¢aligmalarda sadece 6 haftalik bir siirecte
lezyonlarin tamir edilebildigi gortilmistiir(76). Gen tedavisi kikirdak doku hasar
tamirlerinde daha emekleme asamasinda olmasina ragmen biiyiik bir potansiyele

sahiptir.
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IV. GEREC VE YONTEM

Bu calismamizda ratlarin dizlerinde kikirdak doku lezyonu olusturup,
hyaluronik asit ve tip 2 kollajen uygulandi. Amacimiz bu iki kikirdak yap1 tasinin

iyilesme tizerine etkilerini histopatolojik olarak gostermekti.

Yaptigimiz tez ¢alismasmin etik uygunlugu Afyon Kocatepe Universitesi
Hayvan Deneyeleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan AKUHADYEK-
179- 17-Referans nolu arastirma, 49533702 say1 numarali sayfa ile onaylanmaistir.
Calismamiz Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik ve Arastirma Deney
Hayvanlar1 Merkezi’'nde gerceklestirilmistir. Tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin
denekler Kocatepe Deney Hayvanlart Merkezi’'nden temin edilmistir.
Calismamizda toplam 32 adet Wester Albino tiirli rat kullanilmistir. Deneklerin
yaglart ortalama 6 ay olarak hesaplandi. Deney hayvanlari ayn1 merkezde
polietilen karisimlarindan yapilmis olan kafeslerde, her kafeste iki adet kobay
olacak sekilde bakimlar1 saglandi. Hayvanlara rutin yem ve su verildi. Cerrahi
uygulandiktan sonra hayvanlar1 sularina Sulphamezathine (sulfadimidin sodyum,
CEVA-DIF) %16’k soliisyon verilerek profilaksi saglandi. Hayvanlarin rutin

giinliik temizlikleri ve pansumanlari yapildi. Hayvanlar 4 farkli gruba ayrilds ;

1-Mikrokirik grubu 8 adet rat

2-Mikrokirik sonrasi hyaluronik asit enjekte edilen 8 adet rat
3-Mikrokirik sonrasi tip 2 kollajen uygulanan § adet rat
4-Mikrokirik sonrast H.A. ve T2K birlikte uygulanan 8 adet rat

Hayvanlar gruplarina gore isimlendirelerek ikigerli olarak kafeslerine alindu.
Deneklerin sayis1 onceden yapilan caligmalar ve istatistiksel anlamlarina gore 6
olarak hesaplandi. Her gruba iki adet hayvan giivenlik amaciyla eklendi. En az 6
denek kullanarak yapilan ¢alismada gii¢ analizi sonucu %95 olarak hesaplandi.
Kullanilan Wester Albino tiirii denek hayvanlarinin DNA benzerligi %99 olmasi

calismamizin gii¢ analizini kuvvetlendirmistir.
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4.1 Anestezi ve Analjezi

4 gruptaki deney hayvanlarina da ayni cerrahi oncesi prosediir uygulandi.
Denek hayvanlarinin ortalama agriklar1 400gr olarak hesaplandi. Bu prosediire
gore hayvanlara verilmek iizere Xylazinbio (ksilazin etken madde, Bioveta, Cek
Cumhuriyeti) 50ml %2’lik ¢ozeltiden 400 grama 0,1ml olacak sekilde, Alfamine
(Ketamin etken madde, Atafen, izmir) 50ml %10’luk ¢dzeltiden 400 grama 0,3ml
olacak sekilde insiilin enjektoriine toplam 0,4ml anestezik karigim hazirlandi.
Hayvanlarin kuadriseps kasi i¢ine IM uygulanarak anestezi indiiksiyonu saglandi.
Cerrahi siiresi boyunca ihtiya¢ duyulmasi halinde 0,Iml ek doz uygulandi. Post-
operatif donemde hayvanlarin rahat olabilmeleri i¢in 1lik ortamda bakimlari

saglanmis, 1 giin boyunca pansumanlarinin korunmasina dikkat edildi.

' XYLAZIN BIO 2%

¥ solutie mjectabllé penlru cabaline,
: bovine, caini i pisici
. xllazma
-
n,
I
N
0,

N XYLAZIN BIO 2% &
:: solufie injectabila pentru cabaine,  #
5 bovine, cini i psa :
\ 1 x50 ml lazina 50ml ¥
§' Numai pentru uz veterinat ;
\

a»o veta, &

Repul macm ‘

Sekil 17: Xylazin Bio %2 ksilazin etken madde, Alfamine %10 ketamin etken
madde
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4.2 Cerrahi Teknik

Klasik anestezi prosediirii uygulanip denek hayvanlarinin indiiksiyonu
saglandiktan sonra biitiin ratlarin sag dizleri yikanip tras edildi. Antiseptik olarak
%10’luk Povidon-Iyot igeren Batticon (Adeka, Istanbul) soliisyonu kullanildi.
Batticon ile hayvanlarin dizleri steril edildi. Cerrahi steril ortii kullanilarak 6rtme
islemi saglandi. Ortopedi cerrahisinde kullandigimiz kiigiik kemik ve kiiciik

yumusak doku setleri steril olarak temin edildi.

00 -

Batticon

—t b

Sekil 18:Batticon , Poviodin-iyon %10

i

Sekil 19:Ortopedik cerrahi kiiciik set aletleri
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Sekil 20:Anestezi altinda dizi traslanmis rat

Sekil 21:Anestezi altinda cerrahiye hazirlanan rat

35



Sekil 22:Streril 6rtme islemi

Sag diz paramedian insizyon ile acildi. Cilt cilt alti yumusak doku
baglantilar1 ve kanlanmas1 korunarak tek kesi ile gegildi. Patellar tendona ulasilda.
Patalla laterala deviye edilecek sekilde S insizyon ile patellar tendon kesildi.
Patella laterala devrildi. Femur  medial kondiline 0,8mm Kirschner teli
kullanilarak, dnceden hesaplanmis minimal hasar boyutu olan kondilin %10-%20
arasinda olacak sekilde 1 adet kikirdak lezyonu olusturuldu. Lezyonun subkondral

kemigi de igerek sekilde olmasina 6zen gosterildi.
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Sekil 23:Paramedian insizyon

Sekil 24:Cilt cilt alt1 insizyonu
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Sekil 25:Ratin distal femuru, diz eklemi

Sekil 26:Sag diz femoral kondiller
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Sekil 27:Sag diz rat mikro kirik islemi yapilirken

Sekil 28:Mikro kirik sonrasinda olusturulan kikirdak lezyonu

39



4.2.1 Mikrokirik Grubu

8 adet ratin dahil oldugu grupta 1.giin mikrokirik cerrahi prosediirii
uygulandi. Mikrokirik yapildiktan sonra kanama kontrolii yapilip patellar tendon
onarildi. Cilt ve cilt altt onartmi emilebilen ve polictilen siiturlar ile yapildi.
Ardindan pansuman yapildi. Hayvanlarin sularina profilaktik olarak 100ml suya
0,1ml sulfametazin eklendi. 1 ay sonunda mikrokirik grubundaki 4 denek
hayvanina ayni cerrahi anestezi prosediirii uygulanarak indiiksiyon saglandi.
Indiiksiyon sonrasinda hasta HADYEK ilkelerine uygun sekilde sakrifiye edildi.
Eski insizyonlar kullanilarak diz eklemine ulasilip femur kondilleri total olarak
eksize edildi ve histopatolojik olarak hazirlanmak tizere yumusak dokularindan
ayrildi. Geriye kalan 4 hayvan ise ayn islem sirast uygulanarak 2.ayin sonunda
sakrifiye edildi ve doku Ornekleri hsitopatolojik inceleme i¢in ayrildi. Her iki
islem sirasinda hayvanlardan kan 6rnekleride biyokimya tiiplerine alinarak uygun

sartlarda saklandi.

=

Sekil 29:Sakrifiye edilmis ratin femur kondil eksizyon materyali
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4.2.2 Hyaluronik Asit Grubu

8 adet ratin dahil olduguu grupta 1.glin ayn1 anestezi ve cerrahi prosediir
uygulandi. Bu gruptaki ratlarin patellar tendonlar1 onarlip ciltaltt doku
kapatildiktan sonra hyaluronik asit enjeksiyonu uygulandi. Hyaluronik asit
(hyaluronic acid sodium 20.21mg/ml ph:6.7 OSM 312  particle size:0,4
swellbility:13,9 Taic bdde vestigita microgram/gr:0.53 protein content <%0.1
intracellular toxin:<0.5 EU/ML ) saf olarak akici bir formda temin edildigi i¢in
enjektabl olarak uygulanmasinda herhangi bir sikinti yasanmadi. Yaptigimiz
literatlir arastirmalar1 sonucunda rat dizleri i¢in yapilmis deneylerde sitotoksik
dozun 2.4ml oldugu tespit edildi. Bu gruptaki her ratin dizine 0,4ml saf
hyaluronik asit enjekte edildi. 1.aymn sonunda klasik anestezi ve cerrahi prosediirii

izleyerek 4 rat1 sakrifiye edildi. Femur kondillerini histopatolojik inceleme i¢in

ayrildi. 2.aym sonunda geriye kalan 4 rata ayn1 islemi uygulandi.

Sekil 30: Insiilin enjektérii igerisinde %10 diliie edilmis 0,4ml hyaluronik asit
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4.2.3 Tip 2 Kollajen Grubu

Bu gruba dahil 8 ratin hepsine 1.giin sirasiyla anesteszi prosediirii uyglanip
indiiksiyon saglanip arkasindan mikrokirik cerrahisi yapildi. Kanama kontrolii
yapildiktan sonra patellar tendon onarilmadan toz halinde bulunan Tip 2 Kollajen
hassas farmakolojik tartida dl¢timleri yapilarak diz i¢ine 30 mikrogram uygulandi.
[la¢ uygulanmasindan sonra patellar tendon onarilip cilt cilt alt: onarildi. 1.aym
sonunda 4 rat, 2.aymm sonunda 4 rat anestezi indiiksiyonu sonrasi sakrifiye

edilerek femur kondilleri eksize edildi. Histopatolojik inceleme igin ayrildi.

Sekil 31:Tip 2 Kollajen su, asit ve yag i¢inde santrifiij yardimu ile ¢oziinme islemleri
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Sekil 32:Hassas farmakolojik terazi yardimi ile Tip 2 Kollajen dl¢timii
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Sekil 33:Tip 2 kollajen uygulama dozu 30 mikrogram
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4.2.4 Kombine Grup

Bu grupta bulunan 8 ratin hepsine klasik anestezi ve cerrahi prosediirii
uygulandi. Hayvanlarin sag dizlerine tip 2 kollajen ve hyaluronik asit uygulandi.
l.ayin sonunda 4 rat sakrifiye edilerek femur kondil eksize edildi 6rneklemek icin

ayrildi. Ayn sekilde 2.ay sonunda sakrifikasyon gerceklestirilerek drnekler alindi.

Sekil 34:Kombine grup 1.ay sonunda femur distal total eksizyon materyali

4.3 Histopatolojik inceleme

Sakrifiye edilen ratlardan alman total femur eksizyon materyalleri
labaratuvara transport edilmek i¢in formaldehit soliisyonuna alindi. Laboratuvara
alman kemik ornekleri %3 Nitrik asitte dekalsifiye edildikten sonra %10 Notral
formalinde fikse edildi. 7 giinliik fiksasyon sonrast ornekler otomatik doku takip
cihazi (Leica TP1020) histolojik olarak takip edildi ve parafine gomiildii. Parafin
bloklardan 5 p kalinlikta kesitler lam f{istiine alindi ve genel kemik dokusu
Ozelliklerini ve bag doku yapilanmasi ve Tip 2 kollajeni ayrintili olarak
degerlendirebilmek i¢in Van Gieson boyamasi ile boyandi ve 151k mikroskobu

(Nikon E-600) ile degerlendirildi.
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Degerlendirme siirecinde kirik bolgesinde kikirdak olusumu ve tamir
kalitesi Klasik kikirdak doku tamiri kriterleri olan O’Driscol ve Modified Mankin
degerlendirmeleri (veya simiflamalar1) ile degerlendirildi. Degerlendirme

siirecinde asagida yazili kriterler kullanildi.

Tablo I1:Mankin ve O’Driscoll kriterleri

Modified Mankin

Morfoloji

Yiizey Diizenliligi

Komsu Baglanma

Hiicre Popiilasyonu

Kikirdak Tikag¢ Kalitesi

O’Driscol

Morfoloji

Matrix

Yiizey Diizenliligi

Yapisal Biitiinliik

Kalinlik/Yara Dolma

OsteoKondralBaglanma

KomsuBaglanma

Hiicre Yogunlugu

Kiimelesme Dagilim

Yukarida yazili kriterlerin degerlendirilmesinde kriterlerin tiimiinde ayni skorlama

uygulandi.
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Eger kritere ait hi¢bir degisim yoksa “0” (“sifir”)

Eger kritere ait hafif olumlu yonde degisim varsa “1”

Eger kritere ait olumlu yonde degisim varsa “2”

Eger kritere ait belirgin derecede olumlu yonde degisim varsa “3”
Eger kritere ait ¢ok belirgin derecede olumlu yonde degisim varsa “4”

Her gruba ait kesitlerin tamami ayr1 ayr1 151tk mikroskop altinda
degerlendirilerek skorlandi. Skorlama icin kesitlerin farkli bolgelerinden 10
alanda x10 objektif biiyiitme altinda her bir kriter ayr1 ayr1 hesaplama yapildi.
Skorlama sonunda her parametre i¢in sayilan degerlerin ortalamalar1 her grup icin
ayrt ayri olacak sekilde alindi. O’Driscoll smiflamasi i¢in kullanilan 9
parametreye ve Modified Mankin siniflamas: i¢in kullanilan 5 parametreye ait
degerlerin ortalamalar1 gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi.
Gruplarin degerleri arasinda istatistiksel farkliligin tespiti amaciyla One Way
ANOVA istatistiksel analiz testi uygulandi. Degerlendirme i¢in SPSS for

Windows 23.0 istatisksel analiz programi uygulandi.

Sekil 35:Hyaluronik Asit enjekte edilen femur distal mikroskopisi 1.ay
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Sekil 37:Tip 2 kollajen uygulanan femur distal mikroskopisi 1.ay
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Sekil 38:Kombine uygulanan femur distal mikroskopisi 1.ay
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V. BULGULAR

Her grup icin elde edilen degerler hem O’Dricoll hem de Mankin
siniflandirmasinda birbirlerine simetrik bir egri ¢izmekteydi ki bu elde edilen

sonuglarin ve metodolojinin dogrulugunu kanitlar nitelikte bir bulguydu.

Tablo I11:Mankin ve O’Driscoll siniflama karsilagtirmasi

Kikirdak iyilesmesi

45
40
35 36,3

30

25

20
15 &3 158 15,1

11,8
10 2

Kontrol Kontrol 2 Ay T2C T2C2Ay HyA HyA2Ay Mix Mix2A

==@==(0'driscoll ==@==Mankin

Tablo-I1lI’te goriildiigii lizere yapilan degerlendirmede HA grubundaki
iyilesmenin ve sonrasinda Kombine 2Ay grubundaki iyilesmenin mikrokirik
grubu degerlerine ¢ok yakin oldugu gozlendi. ilging olarak HA 2Ay grubunda
lyilesmenin diger gruplara gore ¢ok diisiik diizeyde oldugu tespit edildi. Bu durum
HA’nimn akut etkisinin daha belirgin oldugunu ve uzun siireli ek doz gerekliligini
ortaya koymustur. Diger yandan Kombine grubunda ve Kombine 2Ay grubunda
degerlerin yiiksek oldugu ve Kombine 2Ay grubunda Kombine grubuna gore daha
fazla artis olmasi1 doza bagimli iiziin siireli tedavide olumlu yonde iyilesme olarak

degerlendirildi.
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Tablo 1V:O’Driscoll gruplara gore alinan puanlari

O'driscol Siniflamasi

45
40
35 36,3

30

25
20
15

10

Kontrol  Kontrol 2 T2C T2C2Ay HyA HyA2Ay Mix Mix2A
Ay

Tablo V: Mankin siniflamasina gore gruplarin aldigi puanlar

Mankin Siniflamasi

3,5

2,5

1,5

0,5

Kontrol  Kontrol 2 T2C T2c'Ay HyA HyA2Ay Mix Mix2A
Ay

=@=— Morfoloji =@=—"Yiizey Duzenliligi ==@-KomsuBaglanma
=—=@=—Hiicre Poplilasyonu ==@=Kikirdak TikagKalitesi
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Tablo V1:0’Driscoll siniflama kriterlerinin puanlari

O'driscoll Siniflamasi

50
40
30
20
10
0 P e——) 9= ——C—=_ o 9=
\\ & \\:' ’b\ ,\'b"l Q} (\"' (\:' e ’b\ ' &Q,". Ny
o{\c}o ®,§ & \\@Q\‘? &\«'b \L_OQ& Q?,b‘;}?’ *OQS) Q\Qf)@ o‘\& & &\@@
< Q}\& & (&0 <& @’& (‘)\;0* €
N 0‘7 \{_0 \2\
==@= Kontrol =@=—Kontrol 2 Ay T2C —@=T2C'Ay
=@=HyA HyA2Ay == \\]ix == \ix2A
Tablo VII1:0’Driscoll siniflama toplam puanlar
O’DRISCOLL SINIFLAMASI
Mikrokirik | Mikrokink | Tip2Kollaje | Tip2Kollajen | Hyaluranik Hyaluronik
1. Ay 2. Ay n1 Ay 2. Ay Asitl. Ay | Asit2.Ay 2"/1’; 2":;
Morfoloji 34 3,4 2,7 2,3 3,4 2,5 28 | 2.7
Matrix 343 3.4 2,6 2,5 2,8 2,4 24 | 25
Yiizey Diizenliligi 3,4 3,1 2,6 2,3 2,7 2,1 24 |31
Yapisal Biitlinliik 3,6 3,1 2,4 3 2,9 2,2 26 | 2.9
Kalinlik/Yara Dolma 3,5 3,1 2,9 2,9 3,3 2,1 28 |31
OsteoKondralBaglanma | 3,5 3,2 2,8 2,7 3,2 2,3 27 |28
KomsuBaglanma 3,2 3,2 2,5 2,5 3,1 2,2 25 |29
HucreYogunlugu 3 3 2,6 2,4 3,2 2,2 34 | 34
Kumelesme Dagilim 3,1 3,3 2,5 2,5 3 2 27 |32
Subkondral Kemik 3,4 2,6 2,8 2,7 3,2 2,2 27 |33
Hiicre Popiilasyonu 3,5 3,5 2,5 2,4 3,1 2,5 20 |32
Kikirdak Tika¢Kalitesi 3,5 3,1 2,5 2,3 3,5 1,9 26 | 32
40,4 38 31,4 30,5 37,4 266 |3 |3
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Tablo VIII:Mankin siniflamasi toplam puanlari

MANKIN SINIFLAMASI

Mikrokirikl Mikrokirik Tip2Kollajen | Tip2Kollajen | Hyaluronik| Hyaluronik | Mix

1.Ay 2.Ay 1.Ay 2.Ay Asit 1.Ay | Asit2.Ay | 1.Ay g/l,z(y
Morfoloji 3,4 34 2,7 2,3 3,4 25| 28| 27
Yiizey 3,4 31 2,6 2,3 2,7 21| 24| 31
Diizenliligi
Komsu 3,2 3,2 2,5 2,5 31 22| 25| 29
Baglanma
Hiicre 3,5 35 2,5 2,4 31 25| 29| 3.2
Popiilasyonu
Kikirdak 3,5 3,1 2,5 2,3 3,5 1,9 2,6 3,2
Tikag
Kalitesi

17 16,3 12,8 11,8 15,8 11,2 | 13,2 | 151
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Sekil 40:Hyaluronik asit grubu 2.ay mikroskopisi, femur distal
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Sekil 41:Tip 2 kollajen grubu 2.ay mikroskopisi, femur distal

Sekil 42:Kombine grup 2.ay mikroskopisi, femur distal
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Biitiin gruplardaki dizlerin histopatolojik incelemesi sonrasinda Grnekler
elektron mikroskopisi altinda incelendi. Her gruptaki lezyonun eklem ylizeyinde
kapandig1 goriildii. Ancak iyilesme dokusu ayni degildi. Ozellikle subkondral

doku ve tidemark bolgeleri incelendiginde kombin grubun diger ii¢ gruba nazaran

daha iyi oldugu goriildii.

RN Signal A = SE1 Mag= 100X S 100 pm
WD = 25mm EHT = 20.00 kV kontrol-1.ay yuzey —

I Signal A = SE1 Mag= 100X N 200 pm
WD= 24mm EHT = 20.00 kV kontrol-1.ay derin

Sekil 44:SEM mikrokirik grubu 1.ay subkondral alan ve tidemark goriintiisii
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NN Signal A = SE1 Mag= 100X o 300 pm
WD = 26 mm EHT = 20.00 kV HA 1.ay-yuzey

Sekil 45: SEM HA grubu 1.ay eklem yiizey goriintiisii

SR Signal A = SE1 Mag= 100X _ 300 pm
WD= 25mm EHT = 20.00 kV HA 1.ay-derin

Sekil 46:SEM HA grubu 1.ay subkondral alan ve tidemark goriintiisii
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I Signal A = SE1 Mag= 100X 200 um
WD= 25mm EHT = 20.00 kV T2C 1.ay-yuze

Sekil 47:SEM T2C grubu 1.ay eklem yiizeyi

N Signal A=SE1  Mag= 100X - 300 um
WD= 25mm EHT = 20.00 kV T2C 1.ay-derin

Sekil 48:SEM T2C 1.ay subkondral bolge goriintiisii

58



V45 iy Signal A = SE1 Mag= 100X i 200 pm
WD= 27 mm EHT = 20.00 kV Mix 1.ay-yuzey

Sekil 49 SEM kombine grup 1.ay eklem yiizeyi

VA0 kY Signal A = SE1 Mag= 100X . . 200 ym
WD= 26mm EHT = 20.00 kV Mix 1.ay-derin

Sekil 50:SEM kombine grup 1.ay subkondral alan ve tidemark

59



Ao ey Signal A = SE1 Mag= 100X 300 um
WD = 28mm EHT = 20.00 kV Kontrol 2.ay-yuzey

Sekil 51:SEM mikrokirik grubu 2.ay eklem yiizeyi

B SignalA=SE1  Mag= 100X - 200 pm
WD= 26 mm EHT = 20.00 kV Kontrol 2.ay-derin

Sekil 52 :SEM mikrokirik grubu 2.ay subkondral alan
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VA0 ey Signal A = SE1 Mag= 100X 200 um
WD= 29 mm EHT = 20.00 kV HA 2.ay-yuzey

S Sinal A = SE1 Mag= 100X ' 200 um
WD= 27mm EHT = 20.00 KV HA 2.ay-derin

Sekil 54: SEM HA grubu 2.ay subkondral alan
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VA5 ey Signal A = SE1 Mag= 100X 200 um
WD= 28mm EHT = 20.00 kV T2C 2.ay-yuze

Sekil 55:SEM T2C grubu 2.ay eklem yiizeyi

VA0 iy Signal A = SE1 Mag= 100X A 200 ym
WD= 26 mm EHT = 20.00 kV T2C 2.ay-derin

Sekil 56:SEM T2C grubu 2.ay subkondral alan
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ZEISS Signal A = SE1 Mag = 100X
WD = 26 mm EHT = 20.00 kV

Mix 2.ay-yuzey

ZEISS Sinal A = SE1 Ma = 100X
WD = 24 mm EHT = 20.00 kV

200 um

Mix 2.ay-derin

Sekil 58: SEM kombine grup 2.ay subkondral alan
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VI. TARTISMA

Kikirdak doku avaskiiler, anéral ve hiicresel yogunlugu diisiik bir doku
olmasi nedeniyle lezyonlara verdigi cevap oldukc¢a zayiftir. Kondrosit olarak
cevap olusturabilmesine ragmen lezyonun ilerlemesine engel olunamaz. Primer

iyilesme saglanamaz, travmalarin hasara donlismesi tam olarak engellenemez(77).

Etyolojisi farketmeksizin meydana gelen defekt ya hi¢ iyilesemez ya da
fibrotik doku ile yeri kapatilir. Fibrokartilaj ile mekanik olarak iyilesme saglanmis
ancak fonksiyonel kayip olusur(78). Fonksiyonel kaybin nedeni iyilesme
dokusunda meydana gelen fibrokartilajin tip 1 kollajen igermesidir. Hyalin
kikirdak asil olarak tip 2 kollajen ihtiva eder. Tip 1 kollajen eklemin kayganlik,
esneklik ve elastikiyet 6zelligini kazandiramaz; mekanik asinma kaginilmaz sonug
olarak karsimiza ¢ikar(79). Kikirdak dokunun bu kisith kapasitesi hiicrelerin

hasara yanit cevabinin incelenmesi konusunda arastirma odaklari olmustur.

Sekil 59:Hasarli kartilajin fibrokartilaj ile iyilesmesi ( Cartilage Repair Center,
2015)
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Kikirdak doku lezyonunun tedavi seceneklerinden otolog kondrosit
implantasyonunun  allojenik doku kullanilmamasi, dondr alanda morbid bir
lezyon birakmamasi gibi avantajlart mevcutken; pahali olmasi, iki ayri1 cerrahi
islem gerektirmesi, laboratuvar transport islemi, kikirdak doku olusumunun uzun
stire almas1 gibi dezavantajlart vardir(55,80). Tek tabakadan olusan kiiltiirde
kondrositler fenotip olarak degisim gosterirler. Homojen dagilim saglayan hiicre
stispansiyonunun enjeksiyonu; periost greftinden disar1 ¢ikarak implantasyon
kaybina neden olmaktadir(81). Ikinci nesil OKI ii¢c boyutlu biyolojik matrikslerin
kullanildig1 yeni bir yontemdir; implantasyon problemlerinin iistesinden gelmek

amaciyla gelistirilmistir ve klinik kullanimi1 mevcuttur(82).

Biiyiime faktorleri kartilaj doku hasarlarinda kullanilacaksa defekt igerisinde
tutunmalarin1 saglayacak matriks yapilarina ihtiya¢ duymaktadir. Yeni olusacak
hiicrelerin ve faktorlerin tutunmasit amaciyla fibrin, karbon fiber, kollajen,
polilaktik asit, kemik matriks ve benzeri ¢ok sayida biyolojik matriks
kullanilmistir(83). Optimum matriksten beklenen implantasyon gerceklesene
kadar gecici bir destek katman saglayabilmesidir. Ekstraselliiler matriks
kondrositler tarafindan sentez edilmeye basladigi zaman ise biyolojik matriksin
kaybolmasi beklenir. Optimum matriks sitotoksik olmamali, pro-inflamatuar etki
yaratmamalidir. Biyolojik matriks olarak tip 1 kollajen kullanildiginda
fibroblastik hiicreleri uyararak fibroz ara madde iiretimini arttirmaktadir. Tip 2
kollajen kullanildiginda kondroblastlarin metabolik aktivitesini uyararak
polimerik amino-glikan’larin sentezini arttirmaktadir. Tip 2 kollajen sayesinde
normal eklem kikirdak yapisinda olan ve bir glikoz-amino-glikan olan hyaluronik
asit deriveleri daha fazla sentezlenir ki; bu da eklem yiizey iyilesmesinde nemli
bir pozitif etkidir(84). Yaptigimiz ¢alismada tip 2 kollajenin bu &zelliginden

yararlanmak amaclandi.

Eklemi olusturan kikirdak dokunun bir ¢ok katmaninda tip 2 kollajen
yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Yapisal olarak kikirdak doku lezyonlarinda
kilit rol oynamaktadir. Kikirdak dokunun tensil giiciiniin, -elsastikiyetinin,

mekanik sertliginin saglanmasinda major rol oynar. Kikirdak doku lezyonlarinda
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patofizyolojinin temellerinden birisi de tip 2 kollajen yapi agmin hasarli
olmasidir. Anabolizma ve katabolizma arasindaki dengenin bozulmasi ve
yikiminin artmasi ile tip 2 kollajen yikim {iriinlere ekleme ve syonivaya geger.
Katabolik maddeler eklem icinde pro-inflamatuar etki gostererek zaten mevcut
olan hasarin hizli birsekilde ilerlemesine neden olur(85). Yaptigimiz ¢alismada
eklem kikirdak hasar1 olan bolgede katabolik etkiyi azaltmak ve yikilan tip 2
kollajenin yerini doldurabilmek amaciyla dizde tip 2 kollajen konsantrasyonunu
arttirildi. Bu sayede tedaviye destek olmanin yani sira ilerleyici olan eklem

hasarini da durdurmak amaglandi.

/_ ANABOLIZMA

Kondrositler, ECM"yi olusturan kollajen
va proteoglikan molekilleri iiretir.

KONDROSIT -

Kondrositler, bozulmus ECM
molekiillerini yok eden proteolitik
enzimler iretir.

ECM - Ekstraselller matriks KATABDLIZMA

Proteoglikanlar ve kollajenden olusan Kondrositler ve ECM,

kikurdak metabelizmasindaki dengeyi saglar.

Sekil 60:Kondrosit Metabolizmasi ( Cell Tissue Res. 2003)

Hyaluronik asit eklem kartilajinda synoviyal sivinin ndtralizasyonunu
saglayarak kikirdak yikim diriinlerinin katabolik etkilerine karsi koyar (tip 2
kollajene benzer bir 6zellik olarak). Ayni zamanda yikim gerg¢eklesmis bolgede
tamir agsamasinda rejenerasyonun artmasinda énemli rol oynar(34,86). Hyaluronik
asitin analjezik ve anti-inflamatuar etkilerinin oldugu bilinmektedir. Gotoh ve

Ghosh yaptiklar1 farkli iki hayvan deneyinde hyaluronik asidi diz i¢i enjeksiyon
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olarak uygulamiglar. Hyaluronik asidin iki fazli etki yarattigi gosterilmistir. Akut
donemde lubrikasyon saglar, uzun donemde ise kikirdak doku katabolizmasini

engelleyici, protektif etki gosterir(86,87).

Lubrikator proteinler

Artikller Yuzey

Hvaluronik asit

Sekil 61:Eklem yiizeyinde hyaluronik asit (Clinical Orthopedics Research, 1997)

Hyaluronik asitin travmlarda sok absorpsiyonu sagladigi ve mekanik olarak
da eklem yiizeyini korudugu Schiavinato’'nun yaptigi calismalarla
gosterilmistir(88). Travmatik Kkartilaj doku lezyonlarinda hyaluronik asit
enjeksiyonu ile iyi sonuglar alindigi bildirilmistir, ve bu etkisinin ylizey koruyucu
ozelliginden kaynaklandigi one siiriilmiistiir(88). Leardini yaptigi ¢alisgmada 6n
capraz bag riiptiire edilen hayvanlarda intraartikiiler hyaluronik asit uygulanmasi
ile artrit olusturulmus. Sonrasinda olusan artrit modelinin iyilesmesinde
hyaluronik asidin yararli oldugu gosterilmistir(89). Yaptigimiz c¢alismada
travmanin etkilerini revers olarak etkilemesini bekledigimiz hyaluronik asit tek ve

tip 2 kollajen ile kombine kullanildi.

Masif kikirdak lezyonu olan hastalarda cerrahi tedavi segenekleri 6n plana
cikarken, heniiz yeni baglayan ancak teadvi gerektiren hastalarda diz i¢1
enjeksiyonlarin onemli bir yeri vardir(90). Hyaluronik asit enjeksiyonlari her
zaman ayni diizeyde etki gostermemekle birlikte klnik amac¢ agriyr gidermek ve
hareket kapasitesini arttirmaktir. Histopatolojik diizeyde ise lezyon kaynakli aciga
cikan yikim {irlinlerinin meydana getirecegi progresif etkiyi engellemek, kikirdak

yiizey rejenerasyonuna destek olmaktir(91). Ciinkii kikirdak dokuda ekstraselliiler
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matriksi olusturan asil yapilardan biri proteoglikanlardir. Proteoglikanlardaki
kayip hem kondrosit sentezini hemde kondrositlerin metabolizmasini yavaslatir.
Eklemde en 6nemli sayilacak proteoglikan da hyaluronik asittir. HA synoviyal
stvinin yapisinda bulunur ve elastikiyet saglar(92). Siirtiinme etkisini azaltarak
lubrikasyonu saglar. Synovial sivinin viskoelastik yapisin1 belirleyen HA’nin
miktart ve molekiil agirlidir(93). Hyaluronik asitin proteogilikanlarin sentezinin
arttirdig1, ekstraselliiler matriksin yikimini azalttigi gosterilmistir(94). Hyaluronik
asitin protektif etkilerinin metalloproteinaz enzim inhibisyonu yapmasina
baglanmaktadir(95). HA bu etkisini CD 44 reseptorleri ile etkilesime girerek
gosterir. Synovial stvida HA TNF-a gibi inflamatuar bir sitokinin sentezini azaltip
etkisini diisiiriir, ki bu sayede antiinflatuar 6zellik gosterdigi ve eklemde protektif
oldugu gosterilmistir(96). Ratlarin dizinde lezyon sonrasi hyaluronik asit
miktarm1 yliksek tutmak i¢in enjeksiyon uygulandi, yaptigimiz calismada

hyaluronik asitin bu 6zelliginden faydalanma amaclandi.

Hyaluronik asit diz i¢i enjeksiyonda radyoaktif olarak isaretlenip
bakildiginda 2 saat i¢inde synovial sivida goriiliip, 6.saatte kartilaj dokuya
gecmektedir. Drenaji lenfatik sistemde 4.giinden sonra goriilmemektedir(97).
Fakat hyaluronik asitin etkilerinin daha uzun siirdiigii bilinmektedir, ki bu da
biyolojik etkilerinin farkli yolaklardan oldugunu diislindiirmektedir. Yaptigimiz
caligmada tek doz hyaluronik asit uygulamamizin nedenlerinden biri bu biyolojik
etkisidir®. Yiiksek molekiil agrilikli hyaluronik asit deriveleri eklemde daha uzun
stire kalabilmektedir. Ayrica pozitif feed-back mekanizmasi ile hyaluronik asit

kendi sentezini uyarmaktadir(98).

Hayvan deneylerinde yapilan ¢aligmalarda hatr1 sayilir diizeyde hyaluronik
asit kullanilmistir. Kikuchu, Shimizu ve Yoshioka’nin yaptig1 {i¢ ayr1 ¢aligmada
tavsanlarda on capraz bag kesilerek kikirdak lezyon modeli olusturulmus, HA
enjeksiyonu yapilan dizlerde synoviya ve kikirdagin histolojik degerlendirilmesi
yapilarak kikirdak kalinligi ve kalitesinin pozitif yonde etkilendigi sonucuna
varilmistir(98,99,100). Baska bir ¢alismada menisektomi yapilan ratlarin dizlerine
HA uygulanarak kikirdak doku ftizerindeki etkileri incelenmis ve pozitif etki

goriilmistiir, 6zellikle remodellingi arttirdigr gosterilmistir(101).
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Hyaluronik asit enjeksiyonu ile ilgili yapilan Kanada merkezli klinik
calismada 458 diz kullanilmis. Hastalarin yas ortalamasi 65, tedavi sonrasi 26
haftalik takip mevcutmus. Klinik yanit olarak %77 oraninda iyilesme goriilmiis.
Ayni1 hastalara 8.ay ikinci doz enjeksiyon uygulanarak tedavi sonuglarinin %84’e

¢iktig1 gorilmiistiir(102).

Yaptigimiz ¢aligmada ratlarin dizlerinde olusturulan kikirdak lezyonlarinin
iyilesmesini takip ettik. 4 grubun histopatolojik olarak incelemelerinde Mankin ve
O’Diriscoll kriterlerini kullandik. Mikrokirik grubu ile kombine grubun iyilegsme
diizeyleri birbirlerine yakin oldugu goriildii. Tek basina hyaluronik asit enjekte
edilen grup ile tek basina tip 2 kollajen uygulanan dizlerde iyilesme diizeylerinin
yetersiz, c¢ogunlukla skar dokusu ile hasarin kapandigi gorildi. Her iki
biyomolekiiliin birlikte uygulandigi kombine grubun iyilesme oranin yiiksek ve
hyalin kikirdak dokusuna yakin bir doku ile lezyonlarin kapandigi goriildii.
Mankin ve O’Driscoll puanlamasinda da en iyi skora sahip olan kombine grup

oldugu goriildii.

Hyaluronik asitin tek bagina uygulandigi ratlarin dizlerinde 1.ay
sonuglarinda iyi skorlar elde edilip, 2.ay incemelerinde puanlarin diismesi akut
donemdeki iyilesmenin devami icin tek basina hyaluronik asitin yetmedigi

yoniinde yorumland.
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VII. SONUC

Ortopedik kikirdak lezyon tedavileri son donemde ilgi ¢ekici hale gelmistir.
Cerrahi Oncesi tedaviler, cerrahi girisimler ve doku miihendisligi yogun olarak
kullanilmaktadir. Ancak tedavi seceneklerinden hicbiri yiizde yliz sonug elde

edememistir.

Yaptigimiz bu calismada daha ¢ok cerrahi Oncesinde kullanilan diz igi
enjeksiyon materyali olan hyaluronik asiti tip 2 kollajen ile kombine ederek tedavi
sonuclarint gozlemle amaglandi. Diz i¢i enjeksiyonlardan farkli olarak bu
calismada kikirdak lezyonlari olusturuldu. Kikirdak lezyonu teknigi olarak
mikrokirik yonteminin segilmesinin nedeni hem lezyon olusturulup hem de
lyilesme kaskadini uyarmakti. Subkondral kemik dahil olmak iizere hasar
meydana getirilmesi iyilesme uyarilmasini tetiklemek i¢in uygun bir girisim plani
oldu. Arkasindan enjeksiyonlar uygulandi ve uygun Kriterlerle sahip histopatolojik

inceleme yapildi.

Yapilan incelemelerin sonucunda kikirdak lezyonlarina mikrokirik
uygulanmasinin, 6zellikle subkondral kemige ulagilanlarda, en iyi uzun donem
sonuglar1 verdigi goriildii. lyilesmenin uyarildigi bu vakalarda hyaluronik asit
uygulamasi tek basina 1.ayda akut donemde etkili iken kronik donemde etkisini
stirdiirememistir. Histopatolojik sonuclar1 yeterli olarak bulunmadi. Sadece tip 2
kollajen uygulanmasi da yeterli iyilesme saglayamamigtir. Her iki biyomolekiiliin
birlikte uygulandigi kombine grup daha i1yi sonug¢ vererek histopatolojik olarak

kikirdak dokuya yakin iyilesme sagladig: gorildii.

Calismamizdan ¢ikarilacak sonu¢ olarak son donemde yaygin olarak
kullanilan hyaluronik asitin tek basina kullanilmasimin yerine tip 2 Kkollajen ile
kombine edilerek kullanilmasi, yeni g¢alismalarin Oniinii agmast i¢in degerli
oldugu o6n goriilebilir. Ayrica kikirdak hasarlarinda mikrokirik uygulanmasinin

diger tedavi secenekleri ile kombine kullanilmasi daha iyi sonuglar alinabilecegini
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diisiindiirebilir. Kikirdak iyilesmesinde multifaktdryel etkilerin ve ¢ok sayida

biyolojik kaskadlarin etkili oldugu akilda tutulmalidir.
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VIII. OZET

Amag: Ratlarin dizlerinde olusturulan kikirdak lezyonlarina hyaluronik asit

ve tip 2 kollajenin tedavi ve iyilesme siirecinde etkilerini incelemek.

Materyal Metod: Calismada 32 adet wester albino tipi ratin sag dizleri
kullanildi. Mikrokirik grubu, hyaluronik asit grubu, tip 2 kollajen grubu ve
kombine grup olmak lizere 4 gruba 8er adet rat ayrildi. Ratlarin sag dizlerine
paramedian insizyon ile yaklasilip femur medail kondillerine 0.8mm K teli
yardimi ile subkondral kemigi de iceren mikrokirik uygulanip kikirdak lezyonu
olusturuldu. Mikrokirik grubu tedavi iyilesme takibine birakildi. Hyaluronik asit
grubuna ilk giin cerrrahi sonrasi ve tek doz olarak 0,4ml HA enjeksiyonu
uygulandi. tip 2 kollajen grubuna ilk giin tek doz olarak 30mikrogram T2C
uygulandi. kombine gruba HA ve T2C birlikte uygulandi. 1.aymn sonunda her
gruptan 4 hayvan sakrifiye edilip sag distal femur eksize edildi ve histopatolojik
inceleme icin labaratuvara gonderildi. Geriye kalan deney hayvanlart 2.ay
sonunda sakrifiyeedilerek ayni islem uygulandi. Laboratuvara alinan kemik
ornekleri %3 Nitrik asitte dekalsifiye edildikten sonra %10 Nétral formalinde
fikse edildi. 7 giinliik fiksasyon sonrasi 6rnekler otomatik doku takip cihazi (Leica
TP1020) histolojik olarak takip edildi ve parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5 p
kalinlikta kesitler lam iistiine alind1 ve genel kemik dokusu o6zelliklerini ve bag
doku yapilanmasi ve Tip 2 kollajeni ayrintili olarak degerlendirebilmek icin Van
Gieson boyamasi ile boyandi ve 1sitk mikroskobu (Nikon E-600) ile
degerlendirildi. Degerlendirme siirecinde kirik bolgesinde kikirdak olusumu ve
tamir kalitesi klasik kikirdak doku tamiri kriterleri olan O’Driscol ve Modified
Mankin degerlendirmeleri (veya siniflamalari) ile degerlendirildi. Degerlendirme
stirecinde asagida yazili kriterler kullanildi. Gruplarin degerleri arasinda
istatistiksel farkliligin tespiti amactyla One Way ANOVA istatistiksel analiz testi
uygulandi. Degerlendirme i¢in SPSS for Windows 23.0 istatisksel analiz programi

uygulandi

72



Bulgular: Her grup igin elde edilen degerler hem O’Dricoll hem de Mankin
simiflandirmasinda birbirlerine simetrik bir egri ¢izmekteydi ki bu elde edilen
sonuglarin ve metodolojinin dogrulugunu kanitlar nitelikte bir bulguydu. HA
grubundaki iyilesmenin ve sonrasinda Kombine 2Ay grubundaki iyilesmenin
mikrokirik grubu degerlerine ¢ok yakin oldugu gozlendi. Ilging olarak HA 2Ay
grubunda iyilesmenin diger gruplara gore ¢ok diisiik diizeyde oldugu tespit edildi.
Bu durum HA’nin akut etkisinin daha belirgin oldugunu ve uzun siireli
kullaninminda ek doz gerekliligini ortaya koymustur. Diger yandan Kombine
grubunda ve Kombine 2Ay grubunda degerlerin yiiksek oldugu ve Kombine 2Ay
grubunda Kombine grubuna gore daha fazla artis olmast doza bagiml iiziin stireli

tedavide olumlu yonde iyilesme olarak degerlendirildi.

Sonug¢: Calismamizdan ¢ikarilacak sonug olarak son donemde yaygin olarak
kullanilan HA nin tek basina kullanilmasmin yerine T2C ile kombine edilerek
kullanilmast yeni ¢alismalarin 6niinii agmasi i¢in degerli oldugu 6n goriilebilir.
Ayrica kikirdak hasarlarinda mikrokirik uygulanmasinin diger tedavi secenekleri
ile kombine kullanilmasi daha iyi sonuclar alinabilecegini diisiindiirebilir.
Kikirdak iyilesmesinde multifaktoryel etkilerin ve c¢ok sayida biyolojik
kaskadlarin etkili oldugu akilda tutulmalidir
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IX. SUMMARY

Absract: Investigation of effect of hyaluronic acid and type 2 collagen

therapy and recovery duration in cartilage lesions of rat knees

Material method: Right knee of 32 wester albino species rats were used in
study.32 rats were divided into 4 groups with each count was 8.Group names
were: microfracture, hyaluronic acid,type 2 collagen and Combined.
Microfracture was done by 0.8mm k wires to both cartilage and subchondral bone
of medial condyle in right knees of rats with paramedian incision approach.The
Microfracture Group were left to recovery follow up.Single dose of 0.4 ml HA
intraarticular injection was done following surgery in Hyaluronic Acid Group.
Single dose of 30 microgram T2C intraarticular injection was done following
surgery in Type 2 Collagen Group.T2C and HA were together applied in
Combined Group. In the end of first month 4 rats from each group were
sacrificed.Distal femur of them were excised and sent to lab for histopathological
examination.Rats who were left were also sacrificed in the end of second month
for the same application. The bone specimens were fixed in %10 neutral formalin
after decalcification with %3 nitric acid in lab.After 7 days of fixation specimens
were histologically followed up with Leica TP1020 automatic tissue follow up
device and then buried into paraffin.5 p width cut sections from paraffin were
applied onto thin plates.In order to detailed evaluation of bone,connective tissue
and type 2 collagen they were stained by Van Gieson’s method and investigated
under light microscope Nikon E-600.The recovery quality and cartilage formation
in fracture site were evaluated by classic cartilage tissue recovery classifications
of O’Driscoll and Modified Mankin in evaluation process.In evaluation process
the written criterias were used as follows. One Way ANOVA statistical analysis
test were applied to determine the statistical differences between group
values.’SPSS for Windows 23.0’statistical analysis program was applied for

evaluation.
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Results: The values obtained for each group were symmetrical to each other
in both O'Driscoll and the Mankin classifications, which was evidence of the
results and the validity of the methodology. It was observed that the healing in the
HA group and in the Combined 2month group were very close to the values of the
Microfracture group.interestingly, the healing in HA 2 month group was found to
be very low in comparison to other groups. This indicates the acute effect of HA
is more prominent and demonstrates the necessity of additional doses in long term
therapies. In the other hand, higher values in the combined group and in the
combined 2month group and more increase in the combined 2month group than in
the combined group were evaluated as improvement in the positive direction of

the continuous dose dependent treatment.

Conclusion: As a result of our study, it can be predicted that the use of
hyaluronic acid in combination with type 2 collagen instead of hyaluronic acid
alone is valuable to open new studies. In addition, the use of microfracture in
cartilage damage combined with other treatment options may bring to better
results. It should be kept in mind that multifactorial effects and numerous

biological cascades are effective in cartilage healing
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