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1. GIRIS, AMAC VE VARSAYIM

Osteoartrit, kondrogenez ve endokondral kemiklesme dinamik siireglerinin erken
donemde yapim, kronik donemde yikim etkileriyle olusan eklem hastaligidir. Erigkin
hayatta da, normal ve patolojik stres esliginde hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
kontroliinde esdeger siireg isletilir.

Rejeneratif tibbin tedavi stratejileri hiicre temellidir. Mezenkimal kok hiicreler
organizmanin Yyenileyici, onarict hazineleridir. Osteoartritli eklem kikirdaginda gerek
mezenkimal kok hiicre sayisinda azalma ve gerek kondrositlerin asir1 farklilagsmasinin
baskilanamamas1 sonucu yenileyici, onarici iglev saglanamamaktadir.

Ortopedi ve Travmatolji’nin ilgi alaninda olan kas iskelet sisteminde kikirdak
hasarlanmasi, kemik kikirdak harabiyeti (Osteoarthritis,Osteoartrit) ile seyreden
hastaliklarin tedavisinde; hiicre temelli onarim yontemlerinin arastirilmasi, tedavi
etkinliginin degerlendirilmesi giincel ve giindemdedir. Genglerde diz osteoartriti
gelisiminde en fazla bag yaralanmalar1 ve meniskiis yirtiklar ile olusan kronik travmatik
stiregler neden olmaktadir. Bu ¢alismadaki osteoartrit modeli de , geng insanlardaki diz
osteoartritinin en sik nedenlerine paralel olarak tasarlanmstir. Literatiirde; osteoartrit
tedavisinde dogrudan tiirdes (allogenic,allojenik) mezenkimal kok hiicre igyerlestirmesi ile
hiyaluronik asit beraber verilerek yapilan kikirdak onarimi ¢alismasina rastlanmamustir.

Bu ¢alisma ; 6zgiin, deneysel, bagimsiz-eszamanli kontrollii bir ¢alismadir.

AMAC
Tiirdes Mezenkimal Kok Hiicre ve/veya Hiyaluronik asit igyerlestirmesi ile kronik
travmatik diz osteoartritinde kemik kikirdak harabiyeti siirecinin
1.degisimini inceler,
2.yavaglatilmasini ve/veya
3. tedavisini amaglar.
VARSAYIM

Tiirdes Mezenkimal K6k Hiicre igyerlestirmesi kronik travmatik diz osteoartritinde

kemik kikirdak harabiyetini yavaslatir, dejenere kikirdagin saglikli kikirdaga doniisiimiinii

saglar.



2.GENEL BILGILER

2.1. Osteoartritin Tamimi,Yayginhgi ve Maliyeti

Osteoartrit (OA): Eklem kikirdagini olusturan kondrosit, hiicredisi ag
(extracellular matrix) ve subkondral kemikte, olagan yapim ve yikim siireglerinin,
mekanik ve biyolojik yollarla bozulmasidir.

Kalitsal, gelisimsel, metabolik veya travmatik, her ne etkenle olursa olsun,
diartrodial eklemin biitiin dokular1 etkilenir.

Hiicre ve hiicredis1 agdaki; morfolojik, biyokimyasal ve biyomekanik degisiklikler
sonucu eklem kikirdaginda yumusama, fibrilasyon, iilserasyon ve kayip, subkondral
kemikte yogunluk artis1 (sclerosis) ve eburnasyon, osteofitler ve subkondral Kistlerle OA
Hastalig: gelisir.

Klinikte OA Hastaligi; eklem agrisi, hassasiyet, hareket kisitliligi, krepitasyon,
nadiren sislik (effusion) ve degisik derecelerde yerel yangi(local inflammation) belirtileri
verir (1).

Yayginhgi ve Maliyeti

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, diinya genelinde 60 yas iizeri
insanlarin % 10’unun OA Hastaligi’ndan yakindigi, bunlardan % 80’inin hareket kisitliligi
oldugunu, % 25’inin de giinliik islerini yerine getiremedigi tahmin edilmektedir (2).

Bati iilkelerinde OA basta olmak {izere, eklem hastaliklarinin toplam maliyeti gayri
safi yurt i¢i hasilanin (GSYH) % 1-2,5’unu olusturmaktadir (3).

ABD’nde 50 yas iizeri erkeklerde is gii¢ kaybina ugrama nedenlerinden birincisi
Iskemik Kalp Hastaligi, ikincisi OA Hastaligr’dir. Yillik maliyetinin 60 bilyon dolardan
fazla oldugu hesaplanmistir (4,5).

Ulkemizde, Antalya’da yapilan epidemiyolojik bir arastrmada, sehir iginde
yasayan 50 yas iizeri bireylerde, diz ekleminde semptomatik OA siklig1 kadinlarda % 22.5,
erkeklerde % 8 bulunmustur (6). OA igin iilke ¢apinda yapilmis yayginlik ve maliyet

arastirmasi yoktur.



2.2.Eklem Kikirdaginin Yapisy,islevi ve Biyomekanigi

Eklem kikirdagi, kondrositler ve %65-80’ini suyun olusturdugu hiicredisi agdan
olusan Ozellesmis bir bag dokusudur. Hiicredisi agin yapitaslari, eklem kikirdagi yas
agirliginin %10-20’sini olusturan kollajenler (%95’ Tip 2 kollajen) ve % 10-15’ini
olusturan proteoglikanlardir (temel olarak agrekan) (7,8).

Kollajenler (tip 2,9,10) degisken yogunluk ve yonlenimlerle hiicredisi agin iig
boyutlu agsi Orgiisiinii yaparlar, eklem kikirdagina gerim(tensile) giicii ve esneklik

saglarlar (8,9,10) (Sekil 1).

Katmanlar Kollajen Dizilimi Kondrositlerin Goriiniimii
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Sekil 1. Eklem Kikirdaginin Temel Yapisal Anatomisi. ( Browne JE,Branch TP.Surgical Alternatives for
Treatment of Articular Cartilage Lesions J Am Acad Orthop Surg, 2000;8: 180-189. Tiirk¢eye cevrilerek

alind1.)



Proteoglikanlar karmasik yapili makromolekiillerdir. Oz (kor,core) proteine
baglanmis glikozaminoglikan (GAG) zincirlerden olusur. Eklem kikirdaginda bulunan
GAG’lar; Kondroitin Siilfat (CS), Keratan Siilfat (KS) ve Hiyaluronik asittir (HA) (Sekil
2). Herbir HA molekiilii yaklagik 100 agrekan kor proteinine nonkovalent olarak
baglanmistir. Her agrekan molekiilii kovalent olarak baglandigi bir¢ok CS ve KS zincirleri
bulundurur. Kor protein ve HA iliskisini saglayan ve birlestiren baglant1 proteinleridir.
Uronik asit, amino sekerler ve degisik konumlu siilfat esterlerinin olusturdugu kopolimer
yapidaki GAG zincirleri i¢in karakteristik yiiksek negatif yiik 6zelligini; CS zincirlerinde
stilfat ve karboksil gruplari, KS zincirlerinde siilfat gruplari, HA zincirlerinde karboksil
gruplar1 saglamaktadir (11,12) (Sekil 3).

Proteoglikan Agrekat

Keratan Siilfat

Kondroitin Siilfat
Baglanti
Proteinleri

Agrekan
kor protein

Sekil 2. Hiicredisi agin proteoglikan agrekati. (Nelson DL,Cox MM. Carbohydrates and Glycobiology
Glycoconjugates: Proteoglycans, Glycoproteins and Glycolipids. In Nelson DL,Cox MM (ed.).Lehninger
Principles of Biochemistry.W.H.Freeman Custom Publishing.Fourth edition.2005:238-272. Tiirk¢eye

cevrilerek alind1.)
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Sekil 3. Eklem kikirdag: hiicredisi aginda bulunan glikozaminoglikanlar ve tekrarlayan disakkarit
birimleri. (Nelson DL,Cox MM. Carbohydrates and Glycobiology Glycoconjugates: Proteoglycans,
Glycoproteins and  Glycolipids.In Nelson DL,Cox MM (ed.). Lehninger Principles of
Biochemistry.W.H.Freeman Custom Publishing.Fourth edition.2005:238-272. Tiirk¢eye ¢evrilerek alindi.)



Proteoglikanlar yapilarindaki yiiksek negatif yiiklerle su ve katyonlar1 tutarak
eklem kikirdaginda sisme basincinin olugmasini saglarlar. Yik altinda eklem kikirdagi
hiicredis1 agindan eklem araligina ve hiicrelerarast alana su ¢ikisi olur. Olusan osmotik
basing yiikiin dengeli dagitilmasint saglar ve boylelikle eklem kikirdagi hasar gérmez

(12)(Sekil 4).

Eklem yiiklenmesi
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Sekil 4. Eklem yiizeyinde yiiklenmelerin eklem kikirdaginda osmotik basin¢ ve karsilanmayan/fazla
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zorlanmalarin dagitlmasiyla karsilanmasi. ( Mow VC, Wang CC, Hung CT. The extracellular
matrix,intertitial fluid and ions as a mechanical signal trancducer in articular cartilage. Osteoarthritis
Cartilage. 1999;7(1):41-58. Tiirkgeye ¢evrilerek alindi.)

Eklem kikirdaginin biyomekanigi ve islevi, ¢ok fazli viskoelastik malzeme
ozelligiyle acgiklanmaktadir: 1. Siv1 faz: Eklem yiizeyine etkiyen yiikklenmeyi, eklem
kikirdagindan eklem araligina ve hiicreler arasi alan su ¢ikisi ile olusan osmotik basing
karsilar. 2. Negatif yiikli kati faz: Yogun-siingerimsi, giicli kollajen ag1 yliksek
yogunluklu negatif yiiklii proteoglikanlarla birlikte osmotik basicla karsilanamayan/fazla
zorlamalar1 dagitarak karsilar. 3.0yon faz: Sodyum, kalsiyum, Kklor, vb. ¢oziiniir
elektrolitler negatif yiikli kati hiicredist ag1 notralize ederler. Bu ii¢ 6zellik kikirdak
yapmin mekanik-elektrokimyasal 6zelligi olarak tanimlanmaktadir. Eklem yiiklenmesi
karsisinda kikirdak; farkli katmanlarda sivi akisi, sikistirici, basing ve makaslama
zorlanmalarma kars1 farkli ancak tek bir birim olarak davranis gdsterir ve biyomekanik
sinyallerle kondrositlerin islevini diizenler (12) (Sekil 5). Yiizeyel katman, tiim yiiklenme
etkisinin yaridan fazlasini karsilanmasinda, kayma temas basmcini, yliksek miktarda sivi
girig/cikisini saglayarak hareketli eklemin sivi basinglamasi ile kikirdagin kayganlastiric

ozellik kazanmasinda basrol oynar (13)(Sekil 6).
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Sekil 5. Eklem kikirdagimin yapisi,katmanlar ve kalnhiklarinin oram (%).Kondrosit dagilim ve

Mekanik-elekrokimyasal sinyaller ile kondrositlerde biyosentetik olaylarin isleyisinin gosterimi. ( Mow

VC, Wang CC, Hung CT. The extracellular matrix,intertitial fluid and ions as a mechanical signal trancducer

in articular cartilage. Osteoarthritis Cartilage. 1999;7(1):41-58. Tiirkgeye gevrilerek alindi.)
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Sekil 6. Hareket ve eklem yiiklenmeleri altinda canhli-icinde eklem kikirdagimin ortam ve mekanik

davranmimu.

(Wong

M, Carter

DR.Articular

cartilage  functional  histomorphology  and

mechanobiology.Bone.2003;33:1-13.Tiirk¢eye gevrilerek alindi.)



2.3. Osteoartritin Fizyopatolojisi ve Eklem Kikirdaginda Degisiklikler

Hiyalin eklem kikirdaginin tek hiicresi olan kondrositler metabolik olarak
aktiftirler. Fizyolojik ve patolojik durumlarda kikirdak metabolizmasini diizenlerler.
Kondrositler, kondrosit-hiicre dis1 ag arasinda biyomekanik sinyaller, biiyiime faktorleri,
sitokinler ve integrinler araciligiyla olusan iletisim agmda normal kikirdakta dengede olan
yapim ve yikim olaylart OA hastaliginda yikim lehine gelisir. Kondrositlerde yapim
etkisini diizenleyen biiylime faktorleri, sinovya ve kondrositlerden salinan TIMP (tissue
inhibitors of metalloproteinase) yani metalloproteinazlarin doku inhibitorleridir.
Kondrositlerde yikim etkisini diizenleyen  sitokinler, sinovya ve kondrositlerden salinan
MMP’dir (matrix metalloproteinase) (9,14,15,16).

Eklem kikirdaginin en onemli biliyiime faktorleri; TGFB (transforming growth
factor beta), IGF-1 (insulin like growth factor) ve bFGF’dir (basic fibroblast growth
factor). TGFp; kondrositlerin ¢ogalmasini, proteoglikan {retimini artirir. IL-1’in
(interleukin-1) etkisini baskilar, TIMP’lar1 uyarrr. OA’li kikirdagin TGFp etkisine
duyarliligi artar. 1GF-1; kondrositlerin ¢ogalmasmni, GAG ve tip 2 kollajen tiretimini
artirir. OA’li kikirdagin IGF-1 reseptorlerinde ve IGF-1’e hiicresel yanitta azalma olur.
bFGF ; kondrositlerin farklilasmasini ve ¢ogalmasim artirir. Diisiik konsantrasyonlarda
GAG iiretimini uyarwrken, yiiksek konsantrasyonlarda GAG iiretimini baskilar
(9,14,15,16,18).

Sitokinler, yangisal olaylarda rol oynayan hiicrelerarasi sinyal proteinleridir,
inflamatuar hiicrelerden salinirlar. EKlem kikirdaginda etkisi olan en 6nemli sitokinler; IL-
1 ve TNF-a (tumor necrosis factor alpha)’dir. 1L-1; 6zellikle 1L-1P agrekan, tip 2 kollajen
ve proteoglikan iiretimini baskilar. Prostaglandin iiretimini, MMP aktivasyonunu uyarir.
TNF-a ; IL-1 benzeri etki yapar. OA’li kikirdagm subkondral kemik hasarinda rol alir.
Sitokinlerin uyarmmi ile NO (nitrik oksit) dretilir. OA’li kikirdagin sinovya ve
kondrositlerinde iINOS (inducible nitric oxide synthase) yani indiiklenebilir NO sentaz
enzimi araciligiyla kollajen ve proteoglikanlarin {iretimi baskilanir (9,14,15,16,18).

MMP yani matriks metalloproteinazlar katalitik bolgelerinde ¢inko (Zn) metali
bulunduran; kollajenazlar, stromelizinler, jelatininazlar gibi hiicre dis1 agda yikici etkisi

olan enzim ailesidir. MMP-13’iin (kollajenaz 3), OA’teki hipertrofik kondrositlerde normal



kikirdaktaki kondrositlere gore yiikksek oranda bulundugu gosterilmistir (17). MMP
enzimlerinin etkileri TIMP yani metalloproteinazlarin doku inhibitorleri tarafindan
baskilanir. MMP enzimleri ile yakm iliskili olan ADAMTS (a disintegrin and
metalloprotinase with trombospondin motifs) proteinaz enzim ailesi de kikirdaktaki yikim
olaylarma katilir. Disintegrin zinciri integrinlere baglanarak integrin aracili hiicrelerarasi
iletisimi bozar. ADAMTS-4  ve ADAMTS-5 insan eklem kikirdaginin en 6nemli
agrekanazlaridir. Agrekan kor proteinini baglant1 yerinden pargalayarak kikirdagin en

onemli proteoglikani olan agrekan yapisini bozarlar ( 16,18) (Sekil 7).
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Sekil 7. Osteoartritte kikirdak ve hiicredist agin dongiisii. Kondrositlerden salinan MMP enzimleri
(kollajenaz ve proteinazlar) kollajen ve proteoglikanlari pargalar. Pargalanan matriks molekiilleri, IL-1 ve
TNF-a salmim artisina ve bunlara bagli olarak NO artisina yol agar. Matriks molekiil pargalari;sinovyal
stvi,kan ve idrarla atilir. (Poole AR,Kobayashi M, Yasuda T,Laverty S. ve ark.Type Il collagen degradation
and its regulation in articular cartilage in osteoarthritis.Annals of the Rheumatic Diseases. 2002; 61(Suppl
2):78-81.2008;Harrison Principles of Internal Medicine 17.baski, renkli sekil. Ttrkceye gevrilerek alindi.)



Normal eklem kikirdaginda; obesite, travma, kikirdakta fokal hasar, eklemi
ilgilendiren ya da ekleme yakimninda kirik sonrasi kemik dokuda yeniden sekillenme,
dizilim bozukluklar1 ile eklemde yiiklenmesinde degisme anormal yiiklenmeye yol agar.
Eklem kikirdaginin normal fizyolojisinin bozuldugu yaslanma, infeksiyon-sepsis, yangi,
kalitimsal degisim ve viskoelastik malzeme 6zelliginde bozulma durumlarinda ise normal
yiiklenmeler bile kikirdak hasarlanma nedenidir. Her iki durumda da kondrosit/hiicre dis1
ag yaralanmasi enzim aracili yikimla artar. Kikirdaktaki normal disi onarim yaniti
kollajenlerin bozunumu, proteoglikan kaybi1 ve eklemde, ¢evre kaslarda giicsiizliik,
propsepsiyon kaybinin eklenmesi ile mekanik yetersizlik geligir. Artan eklem kikirdak
yikimi, subkondral kemik hacminde genisleme, kemigin goriiniir yogunlugunda artma,
kemigin malzeme yogunlugunda azalma, Sinovyal yangi ve sislik agriya yol agar. Yeni
kemik olusumu (osteofitler) ve degisen kinematik hareket kisitliligi olusturur. Bu olaylar

silsilesi ile osteoartritin kisir dongiisii devam eder, hastalik ilerler (9,20) (Sekil 8).

Osteoartrit olusunda nedensellik
( Etiopathogenesis )

Anormal stres
Normal eklem fizyolojisi

Normal stres
Anormal eklem fizyolojisi

! ‘\/’l i
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Eklem yiiklenmesinde dedisme

Biyomalzeme yorgunlugu

t
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Kollajen bozunumu,Proteoglikan kayh
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Sekil
Osteoarthritis. In Moskowitz RW (ed). Osteoarthritis; Diagnosis and Medical/Surgical Management. Fourth
edition. Lippincott Co, Philadelphia.2007:27-49. )

8 . Osteoartrit olusunda nedensellik. (Poole AR,Guilak F,Abramson SB. Etiopathogenesis of

10



Baglangic fazinda; ylizeyel katmanda baslayan siire¢ eklem kikirdaginin
kayganlastirict 6zelliginin kaybi, siirtiinme artis1 fibrilasyon ve catlaklarin olugsmasina yol
agar. flerleme fazinda: anormal kinematik ve yiiklenme makaslama zorlanmalarinda artis,
kikirdagin sikistirict kuvvetlerinde azalan malzeme sertligi (elastic modulus) nedeniyle
normal yiiklenmelerde de hasarlanmanin artis1 lehinedir.Yiik azaltilmasi hastaligin

hizlanma seyrini dizginler ( 20,21) (Sekil 9).
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Sekil 9. Osteoartritin mekanik catisi,baslangic ve ilerleme fazlari. (Andriacchi TP,Miindermann A,Smith

RL,Alexander EJ ve ark.A Framework for the in vivo Pathomechanics of Osteoarthritis at the Knee. Annals
of Biomechanical Engineering.2004;32(3):447-457. Tirrk¢eye cevrilerek alindi.)
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2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kendini yenileyebilme (self renewal) ve c¢okdizili farklilagma (multilineage
differantion) yetenegi olan hiicrelere kok hiicre denir. Kikirdak, kemik, yag dokusu,
tendon, kas ve diger bag dokularina farklilasabilen hematopoetik olmayan eriskin stromal
hiicrelere de mezenkimal kok hiicre (MKH) denir ( 22,23).

MKH’lere, kaynak aldig1 dokuya gére on isimlendirme yapilmaktadir. Yag dokusu
kaynakli kok hiicreler, periost dokusu kaynakli kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok
hiicreler gibi. Kaynagin ayni canli olmasi halinde otojenik, ayni tiirden fakli canli olmasi
halinde allojenik (tiirdes) olarak tanimlanmaktadir (25).

MKH’ler organizmanin yenileyici, onarici hazineleridir. Travma, kirik, yangi,
nekroz ve tiimorlerle agiga ¢ikan sinyaller MKH’1 uyarir. Kemotaksis ve bulunduklari
yerel ¢evrenin de etkisiyle MKH’ler bag dokusu dizilerine farklilasirlar (26,27,28).

Kemik iliginde yer alan hiicrelerin % 0.01’i MKH’dir. Bu nedenle hiicre temelli
tedavi stratejilerinde vazgegilmez olarak ilk basamak laboratuar kosullarinda MKH’lerin
eldesi ve ¢ogaltilmasidir (22).

Fibroblastoid goriinlimlii farklilasmamis kemik iligi kaynakli MKH’ler yiizey
belirtegleri ile tanimlanabilmektedir. MKH’ler; CD34 ve CD14 gibi hematopoetik kok
hiicre belirtegleri bulundurmazlar. CD44, CD29 ve CD71 gibi hiicredis1 ag reseptorleri
vardir. SH2 (CD105) ve SH3 (CD71) MKH belirtegleridir (30).

Cogaltilan MKH’ler 6zel kosullarda hiicre disinda hedef hiicre ve dokuya
farklilastirilabilir. Kondrogenez i¢in TGFB3 iceren bazal hiicre besiyeri, deksametason,
vitamin C fosfat, prolin, FGF2, HODD, BMP4 kullanilanlar arasindadir. Kondrositlerin
farklilastig1; Sox-9 gen ekspresyonu, hiicredist agda tip 2 kollajen varliginin antikorlu
boyamayla, proteoglikan yogunlugu ve mineralizasyonun safranin O boyama ile

gosterilmesi ile olur (28,31).
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2.5. Kondrogenez

Kondrogenez ve endokondral kemiklesme embriyogenez, cocukluk c¢aginin
biiyiiyen iskelet sistemiyle smirlanmaz. Erigkin hayatta da, normal ve osteoartrit hastaligi
gibi patolojik stres esliginde hiicresel ve molekiiler mekanizmalar kontroliinde esdeger
stirec isletilir. Erigkin eklem kikirdaginda kikirdak dokunun hasarlanmaya yanitinda ikincil
kemiklesme merkezleri olusmaksizin kondrogenez ve kondrosit maturasyonu olur. Ancak
gerek mezenkimal kok hiicre sayisinda azalma ve gerek kondrositlerin - asiri
farklilagsmasimin bozulan hiicredis1 ag, hiicre adezyon molekiilleri, transkripsiyon faktorleri
ve sinyallerle baskilanamamasi sonucu yenileyici, onarici islev saglanamamaktadir

(32,33,34) (Sekil 10).

Mezenkimal Hiicreler ‘ Kondrosit Onciilleri Kondrositler
Gogalma Yogunlagma | Kararlilasma Farklilasma Biyime
AN |-» ay}ap B %-3@ > ®
>
LA s

‘ Hiyaluronan

Sekil 10. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrosite Farkhlagsmalar1 ve Hiyaluronan (Hiyaluronik asit).
(Shum L, Coleman CM, Hatakeyama Y, Tuan RS: Morphogenesis and dysmorphogenesis of the
appendicular skeleton. Birth Defects Res Part C Rev Embryo Today .2003;69:102-122.Tiirkgeye ¢evrilerek
almdi)
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3. GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu’nca
yapilan 09.06.2008 tarih ve 72 sayili , 13.06.2008 tarih ve 86 sayili toplantilarda bu
caligma , 45/2008 prokol no.’lu arastirma projesi olarak etik kurul onay1 almustir.

Deneysel ¢alisma, rastgele se¢ilmis 30 adet (4-6 aylik yaklasik 250 g.) disi Wistar
Albino tipi siganla yapildi. Sigan dizlerinin morfolojik olarak insan dizine yakin olmalart,
kolay ulasilir olmalari, bakimlarinin kolay ve dayanikliliklarinin yiiksek olmasi nedeniyle
deneysel ¢aligmada tercih edildi.

Sicanlar DEU Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dal1 ,Deneysel Cerrahi ve
Arastirma Laboratuvarlari’ndan temin edildi.

Deneysel cerrahi islemler ve hayvan bakimi,izlem ve tedavileri DEU Laboratuvar
Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali ,Deneysel Cerrahi ve Arastrma Laboratuvarlari’nda
yapild1.

Deney grubundaki siganlarin sadece sag dizlerine cerrahi yapildi.

27 sigcanin sag dizi ameliyat mikroskobu altinda mikrocerrahi ile diz Onii-i¢i bag
dengesizligi olusturularak kronik travmatik diz osteoartriti yapildi. 3 sigan ise allojenik
mezenkimal kok hiicre vericisi olarak deneyin 2. asamasinda kemik ilikleri alinmak {izere
bekletildi.

Cerrahi yapilan 27 sigandan rastgele segilen 6 sigan,cerrahiden 6 hafta sonra her iki
dizi osteoartrit gelisiminin degerlendirilmesi i¢in sakrifiye edilip histolojik ve morfolojik
olarak incelendi. Cerrahi yapilmayan sol dizleri Grup 2 (6 hf. L-Kontrol) ,cerrahi yapilan
sag dizleri Grup 1(6 hf. R-OA) olarak isimlendirildi.

Kalan 21 sigan rastgele 7’serli ii¢ altgruba ayrilip,osteoartrit gelisen dizlerine eklem
ici injeksiyon verildi. Altgruplarin birincisi Grup 3 (SF) ise yalnizca serum fizyolojik
verildi.Bu grup tedavi gruplarinin kontrol grubu idi. Altgruplarin ikincisi Grup 4 (HA+SF)
hyaluranik asit ( Hyalgan®) ve serum fizyolojik verildi. Altgruplarin Giglinciistinde Grup 5
(HA+MKH) allojenik mezenkimal kdk hiicre hyaluronik asit ve allojenik mezenkimal
kok hiicre beraber verildi. Grup 3,4 ve 5 eklem i¢i injeksiyon sonrasi 6 hafta izlendikten

sonra sakrifiye edildi.
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Ameliyat oncesi ve sonrasi standard laboratuvar yemi ve su ile kisitlamasiz (ad
libitum) beslendi. Hareket kisitlamasi yapilmadi. Biyolojik ritme uygun olarak 12 saat
karanlik-12 saat aydinlikta her gruba ait siganlar iki kafese ayrilarak -3 veya 4’erli olarak-
barindirildi

3.1. I.Asama: Sicanlarda Kronik Travmatik Diz Osteoartriti Olusturma

DEUTF Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali ,Deneysel Cerrahi ve
Arastirma Laboratuvarlari’nda ameliyat oncesi tiim siganlara profilaktik amacla 15mg/kg
Sefazolin Na (Sefazol®) gluteal kas i¢ine (i.m.) uygulandi. Ayr1 bir enjektorle karsi taraf
gluteal kas i¢ine (i.m.) 35 mg/kg Ketamin HCI (Alfamine®) ve 5 mg/kg Ksilazin HCI
(Alfazyne®) verilerek anestezi saglandi. Sag dizleri tiraglanip temizlendikten sonra
povidon iyot (Baticon®) siiriilerek cerrahi alan hazirligi yapildi (Resim 1, 2, 3). Deney
stiresince sterilitenin saglanmas1 ve devam ettirilmesi ile yardimci personelin olasi
laboratuvar kazalar1 ve yaralanmalarma kars1 steril eldiven, koruyucu onliikk, maske gibi
onlemler alindi. 27 siganin sag dizleri, kronik travmatik diz osteoartriti gelistirmek
amaciyla ameliyat mikroskobu altinda mikrocerrahi ile diz ©on-i¢ bag dengesizligi
olusturmak i¢in asagidaki yontemle ameliyat edildi:

Orta hat uzunlamasina cilt, ciltalt1 kesilip (Resim 4), medial parapatellar insizyonla
kuadriseps-patellar tendon tenotomize edilip,patella laterale devrildi (Resim 5). i¢ Yan Bag
ortaya ¢ikarildi (Resim 6). Proksimal ve distal tutunma yerlerine yakin yerlerden, kemik
dokulara hasar verilmeden kesildi (Resim 7).On ¢apraz bag kesilip, i¢ meniskiis mini
klemple tutulduktan sonra tamami cerrahi olarak ¢ikarildi (Resim 8, 9). Arka capraz bag ve
dis meniskiisiin hasarlanmamasina 6zen gosterildi Arka capraz bag ve dis meniskiisiin
hasarlanmamasma 6zen gosterildi (Resim 10). One c¢ekmece(anterior drawer) ve ice
zorlama (varus stress) testleri tatbik edilerek diz eklem instabitesi gelistirildiginden emin
olundu (Resim 11). Eklem ig¢i serum fizyolojik ile yikanip patella yerine yerlestirildi.
kuadriseps-patellar tendon 6-0 emilebilir dikis materyali (Vicryl Plus Antibacterial
(Polyglactin 910) Suture, Johnson&Johnson Gateway®) ile dikildi (Resim 12). Cilt 3-0
emilmeyen dikis materyali (ipek,Surgicare Silk Suture®) ile dikildi (Resim 13). Si¢anlarin

tiimiinde cerrahi ayni kisi tarafindan yapildi.
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Resim 1: Ameliyat mikroskobu ve cerrahi
saha hazirlig1 tamamlandigindaki goriiniim

Resim 2:Sag diz ekleminin cilt killarinin Resim 3: Sag diz ekleminin yan
traglanmasi sonrasi 6n arka goriiniimi gorliiniimii ve diz altina destek konulmasi

Resim4: Orta hat uzunlamasina cilt, Resim 5: Medial parapatellar insizyonla
ciltalt kesisi kuadriseps-patellar tendon tenotomize edilip
patellanim laterale devrilisi
(sar1 ok; patellayr gosteriyor)
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Resim 6: I¢ Yan Bag’mn
ortaya ¢ikarilmasi
(sar1 ok; I¢ Yan Bag)

'Resim 8: I¢c meniskiisiin ¢ikarilmis hali

Resim 7: I¢ Yan Bag'mn kesilisi
(sar1 ok; I¢ Yan Bag distal tutunma
yerinden kesildikten sonra)

Resim 9: On Capraz Bagimn kesilen
ucu tutulmus (sar1 ok), i¢ meniskiis
goriinmiiyor
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Resim 10: Korunan Arka Capraz Bag Resim 11: One ¢ekmece ve
mikroklemple kontrolii ice zorlama testleri tatbik edilerek
diz 6n-i¢ bag dengesizliginin kontrolii

Resim 12: Patella yerine yerlestirildikten
sonra kuadriseps-patellar tendon dikiliyor

Resim 13: Cilt dikildikten sonraki dizin son goriintiisii
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3.2. II. Asama: Allojenik Mezenkimal K6k Hiicrelerin Kiiltiirle Eldesi

1. asamadan 3 hafta sonra DEUTF Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali,
Deneysel Cerrahi ve Arastirma Laboratuvarlari’ndan kafes iginde 3 sigan Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarina getirildi.

Allojenik kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre vericisi olarak kullanildi. Kas i¢i
(im.) 35 mg/kg Ketamin HCI (Alfamine®) ve 5 mg/kg Ksilazin HCl (Alfazyne®) ile
anestezi saglandi.Kapali,kiint bag boyun ¢ekilmesi ile akut servikal ¢ikik olusturularak
Otenazi yapildi.

Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarinda
cerrahi sterilasyon kosullar1 hazirlanip, povidon iyotla (Baticon®) boyama ve Ortme
sonrast her iki femur,her iki tibia kemikleri ¢ikarilip proksimal ve distal uglar1 kesildikten
sonra laminar akisli kabinde kemik iligi elde edildi.Kemik iliginden mezenkimal kok hiicre

kiiltiirii eldesi i¢in ayn1 laboratuvarda ¢aligmalara baglandi.

Kemik iliginden mezenkimal kok hiicre Kkiiltiirii eldesi icin yapilan islemler

Gerec¢

1.Sican

2. Anestezik ilaglar

3.Aliiminyum folyo kapli disseksiyon tepsisi

4.25 santimetrekare yiizeyli kiiltiir kabi

5.Etil alkol(%70)

6.Cam Petrie kaplari(15 cm. ¢apli)

7.Steril disseksiyon seti

8.Santrifiij tlipleri

9.Besi ortami(a-MEM)

10.Fotal sigir serumu(%210 FBS)

11.Penisilin(100 U/ml)+Streptomisin(100 U/ml)

12.Gentamisin(100 U/ml)

13.Amfoterisin B
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Yontem
1.Anestezi ve Otenazi sonrasinda sican viicudunun dis yliziiniin dezenfeksiyonu igin
hayvani bir pens ile kuyrugundan tutarak derin bir kap igerisinde alkole tamamen daldirild:
ve 5 dakika bekletildi.
2.Alkol banyosundan sigan ¢ikarilip aliiminyum folyo kapli disseksiyon tepsisine sirt1 alta
gelecek sekilde yerlestirildi.
3.Her iki arka bacak derisini steril makas pens ve bistiiri yardimiyla ve sirayla siyirdiktan
sonra ayaklar1 kesilip, ayrildi ve uzaklastirildi.
4.Bacaklar1 steril bir Petrie kabina yerlestirildi.
5.Gereksiz olan kullanilmis malzeme ve gévde kabinin digma ¢ikarilda.
6.Kemikler tlizerindeki kaslar steriliteye bozmadan ayirilip, uzaklastirildi.
7.Steril kosullar altinda, tibia ve femur kemiklerini c¢ikartarak yogun antibiyotik-
antimikotik iceren primer besi ortami igine alindi (Resim 14).
8.Steril makas yardimiyla kemiklerin metafizyel uglar1 kesildi.
O.insiilin enjektdrii ile kemikiligi bosluguna primer besi ortamu verilerek, santrifii]
tiiptindeki kemik iligi besiortami i¢cinde toplanda.
10.Santrifiij tiipii icindeki kemik iligini pipetleyerek hiicre siispansiyonu haline getirildi.
11.Kemik  1iligi, primer besi ortamu (a-MEM)+Fo6tal  sigr  serumu(%10
FBS)+Penisilin(100U/ml)+Streptomisin(100 U/ml)+Gentamisin(100 U/ml) i¢inde 5 dakika
stireyle 100 rpm’de santrifiij ederek iki kez yikandi.
12.Santrifiij sonunda iist siviy1r dokerek hiicreleri primer besi ortami ile siispanse edip,
ayristirmay1 takiben 25 santimetrekare ylizeyli hiicre kabinda 37 C%de ve %5
karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi.
13.Primer kiiltiirlerden hiicrelerin tiremesini 24-48 saat araliklarla inverted mikroskopla
gozlendi. Hiicrelerin tiremesine gore 2-3 giinde bir besi ortami degistirildi (Resim 15,16).
14 Bu ortam degisikliklerinden sonra kiiltiir kabinin yiizeyinde bulunan fibroblastik
goriiniimlii hiicreler kemik iligi mezenkimal hiicreler olup diger kan hiicreleri ve yilizeye

tutunmayan hiicreler (hematopoetik kok hiicreler) besiortamimin alinmasiyla uzaklastirildi

(22) (Resim 17,18).
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Resim 15: Laminar akimli kabinde kiiltir
kaplarinda besi ortaminin degistirilmesi

Resim 16: Hiicreler kiiltiir kabinin ylizeyine tutunarak ¢ogaliyorlar
ve daha biiyiik kaplara geciriliyor

l

Resim 17: Mikroskopla hiicreler inceleniyor
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Resim 18: 18. giinde mezenkimal kok hiicrelerin x400 biiylitmede
fibroblastik yapida goriinimii

3.3. IlI.Asama:Tedavi Gruplar ve Eklem ici icyerlestirme

Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii Laboratuvarmda
donmus Mezenkimal K6k Hiicreler oda sicakhiginda hizla ¢oziiliip, kiiltiir ortami ve fosfat
tampon soliisyonunda santrifiij edildi (450.000 hiicre /0.15 ml) ve hiyaluronik asit
soliisyonu (0.15 ml) ile tekrar siispanse edildi. 7 ayri insiilin enjektoriine 0.3 ml’lik her
birinin yogunlugu  450.000 hiicre/0.30 ml.olacak sekilde hazirlandi. 1.asamada
anlattigimiz anestezi ,sag dizlerin traglanmasi, steril boyama  islemlerinin aynen
uygulanmasi sonrasinda Grup 5 (HA+MKH) siganlara eklem i¢i injeksiyon yapildi.

Grup 4 (HA+SF) verilmek tizere, Hyaluronik asit (0.15 ml) ve %0.9 NaCl serum
fizyolojik (0.15 ml) verilecek gruplara 0.3 ml igceren 7 ayr1 enjektdr olarak eklem igi
injeksiyon i¢in hazirlandi.

Grup 3 (SF), kontrol grubuna verilmek tizere %0.9 NaCl serum fizyolojik verilecek
gruplara 0.3 ml SF igeren 7 ayr1 enjektor olarak eklem i¢i injeksiyon i¢in hazirland1.

Soguk zincir kosullarnda korunarak, DEUTF Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim
Dali , Deneysel Cerrahi ve Arastirma Laboratuvarlari’na getirildi. Grup 4 (HA+SF) ve
Grup 3 (SF) sicanlara eklem ig¢i injeksiyon yapildi.  Siganlarin tiimiinde eklem igi

injeksiyonlar ayni kisi tarafindan yapildi.
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3.4.1V.Asama: Histolojik inceleme

3. asamadan 6 hafta sonra 4. asamaya ge¢ildi. Otenazi islemine baslanmadan once,
sicanlarin yasatildiklar1 barmaklardan tek tek alinarak gotiirilmesine 6zen gosterildi. 2.
asamada anlatildig1 gibi anestezi ve Otenazi yapildi. Cerrahi saha traglanmasi, steril
boyama ve Ortme sonrasinda sag diz eklemleri cerrahi olarak ¢ikarilip, dijital fotograflari
cekildi. Olii hayvanlar hastanenin enfekte tibbi atik posetine konarak imha edildi.

Ornekler histolojik olarak asagida anlattigimiz yontemler sonrasinda incelendi:

Histokimyasal inceleme

%10 formalin soliisyonu i¢erisinde tespit edilen 6rnekler, % 5 lik EDTA soliisyonu
ile dekalsifiye edildikten sonra rutin parafin takibe alindi. Elde edilen kesitler
hematoksilen-eosin ile boyanarak doku morfolojisi incelendi. Ayrica kesitler Toludin
(Toluidine) mavisi ile boyanarak doku proteoglikanlarina bakildi

Parafin doku takibi

Tespit edilen Ornekler, fiksatiflerin uzaklastirilmalar1 amaciyla 1 gece akar su
altinda yikandiktan sonra, % 5'lik EDTA soliisyonu igerisinde 4-6 hafta bekletilen 6rnekler
(her hafta soliisyon degistirilerek) dekalsifikasyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra
ornekler dehidratasyon amaciyla 15’er dakika % 60’dan % 95’e artan etil alkol serilerinden
gecirildi. Ardindan 15 dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimma ve seffaflastirma
amaciyla 15°er dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. 60°C’lik etiiv igersinde 15 dakika
1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip 30’ar dakika parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii.

Hematoksilen-Eozin boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alman 5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon iglemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki
degisim ksilene tabi tutuldu. . Grup 4’c ait bir 6rnekten uygun kesit almamadig: i¢in
degerlendirme diginda kaldi.

Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den %060’a azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. 2 dakika hematoksilen (01562E,

Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, fazla boyanin
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dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akar suda yikanan kesitler 30 saniye eozin
(01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni
sekilde 5 dakika akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirastyla %80 ve %95’lik alkol
serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi.
Toluidin Mavisi Boyamasi

Sw’luk parafin kesitler, deparafinizasyon islemi i¢cin 1 gece 60°C’lik etiivde tutulduktan
sonra 30’ar dakika iki de§isim ksilen uygulanacak ve ardindan rehidratasyon amaciyla
azalan alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra %0.5 toluidine mavisi soliisyonu ile
boyanan kesitler akar su altinda yikandiktan sonra artan alkol serilerinden geg¢irildi. Ksilen

ile seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

3.5. V. Asama: Istatistik

SPSS 15.0 istatistik programi kullanildi. Nonparametrik testlerle analiz yapild:.
Grup ig¢i verilerin homojenliginin degerlendirmesi Levene testi ile yapildi. ICRS (
International Cartilage Repair Society, Uluslararasi Kikirdak Onarim Toplulugu)
Histolojik Degerlendirme Skalasiyla degerlendirilen verilere (Tablo 1) doéniisiim uygularak
yeni verileri yazildi (Tablo 2) . (-, 0, 1, 2, 3) verileri swrasiyla (1, 2, 3, 4, 5) olarak
doniistiiriildii. (35)

ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasiyla degerlendirilen verilerin (Tablo 1) deger
atfedilen verilerinin ortalamalar1 alinarak ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasina
atfedilen puanlar (Tablo 3) hesaplanda.

Biitiin gruplarda verilerin ortanca, ortalalama (ort.) ve standart hata (SH) degerleri
Anova Testi ile hesaplandi.

Grup 1 ve GRUP 2 arasindaki karsilastirmalar Mann Whitney U Testi ile yapildi.
Grup 3, Grup 4, Grup 5 arasindaki karsilastirmalarda Kruskal —Wallis Varyans Analiz
Testi uygulandi. Grup 1, 2, 3, 4 ve 5’in ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasina atfedilen
puanlartyla nonparametrik post-hoc istatistik analizi yapildi. p<0.05 anlaml fark olarak

degerlendirildi.
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Tablo 1: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasina Gore Gruplarin Verileri

1.Grup | 2.Grup | 3.Grup | 4.Grup | 5.Grup
ehf-L 6hf- R | SF SF+ MKH+
Kontrol | OA HA HA
Yiizey Diiz,dtizenli 3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3-
3-3-3 3-3-3 | 3-3-3 3-3-3 | 3-3-3
Diizensiz - - - - -
Matriks Hiyalin 3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3-
3-3-3 3-3-3 | 3-3- 3-3-3 | 3-3-3
Hiyalin/fibrokartilaj | 2-2-2- | - 2-2-2-2- | 2-2-2- | 2-2-2-2-
2-2-2 2-2-2 2-2-2 | 2-2-2
Fibrokartilaj - - 1-1-1-1- | - -
1-1-1
Fibr6z doku - - - - -
Hiicre dagilimi | Kolumnar - - - 3-3-3- |-
3-3-3
Kolumnar/kiimeler | - - - 2-2-2- | -
halinde 2-2-2
Kiimeler halinde - - 1-1-1-1- | - 1-1-1-1-
1-1-1 1-1-1
Tek tek 0-0-0- | 0-0-0- | 0-0-0-0- | - 0-0-0-0-
hiicre/karisik 0-0-0 0-0-0 | 0-0-0 0-0-0
Hiicre Baskin 3-3-3- - - 3-3-3- | 3-3-3-3-
populasyon 3-3-3 3-3-3 | 3-3-3
canlilig1 Kismen - 1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- | 1-1-1-1-
1-1-1 | 1-1-1 1-1-1 | 1-1-1
%10’dan az - - - - -
Subkondral Normal 3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-3-
kemik 3-3-3 3-3-3 | 3-33 3-3-3 | 3-3-3
Artan sekil - - - - -
degisikligi
Nekroz/granulasyon | - - - - -
doku
Ayrilmig/kirik - - - - -
Kikirdak Normal 3-3-3- | 3-3-3- |- - 3-3-3-3-
mineralizasyonu 3-3-3 3-3-3 3-3-3
Anormal/uygun - - 0-0-0-0- | 0-0-0- |-
olmayan konum 0-0-0 0-0-0
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Tablo 2: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasina Doniisiim Uygulanan Veriler

1.Grup 2.Grup | 3.Grup | 4.Grup | 5.Grup
ehf-L 6hf- R SF SF+ MKH+
Kontrol OA HA HA
Yiizey Diiz,dtizenli 5-5-5-5- | 5-5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5-
5-5 5-5 5-5-5-5 | 5-5-5 5-5-5-5
Diizensiz 1-1-1-1- |1-1-1-1-|1-1-1- | 1-1-1- 1-1-1-
1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Matriks Hiyalin 5-5-5-5- | 5-5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5-
5-5 5-5 5-5-5-5 | 5-5-5 5-5-5-5
Hiyalin/fibrokartilaj | 4-4-4-4- | 1-1-1-1- | 4-4-4- | 4-4-4- 4-4-4-
4-4 1-1 4-4-4-4 | 4-4-4 4-4-4-4
Fibrokartilaj 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 3-3-3- | 1-1-1- 1-1-1-
1-1 1-1 3-3-3-3 | 1-1-1 1-1-1-1
Fibr6z doku 1-1-1-1- |1-1-1-1-|1-1-1- | 1-1-1- 1-1-1-
1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Hiicre dagilimi | Kolumnar 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- | 5-5-5- 1-1-1-
1-1 1-1 1-1-1-1 | 5-5-5 1-1-1-1
Kolumnar/kiimeler | 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- | 4-4-4- 1-1-1-
halinde 1-1 1-1 1-1-1-1 | 4-4-4 1-1-1-1
Kiimeler halinde 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 3-3-3- | 1-1-1- | 3-3-3-
1-1 1-1 3-3-3-3 | 1-1-1 3-3-3-3
Tek tek 2-2-2-2- | 2-2-2-2- | 2-2-2- | 1-1-1- | 2-2-2-
hiicre/karisik 2-2 2-2 2-2-2-2 | 1-1-1 2-2-2-2
Hiicre Baskin 5-5-5-5- | 1-1-1-1- | 1-1-1- | 5-5-5- | 5-5-5-
populasyon 5-5 1-1 1-1-1-1 | 5-5-5 5-5-5-5
canliligi Kismen 1-1-1-1- | 3-3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3- | 3-3-3-
1-1 3-3-3 3-3-3-3 | 3-3-3 3-3-3-3
%10’dan az 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- |1-1-1- | 1-1-1-
1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Subkondral Normal 5-5-5-5- | 5-5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5- | 5-5-5-
kemik 5-5 5-5 5-5-5-5 | 5-5-5 5-5-5-5
Artan sekil 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- |1-1-1- | 1-1-1-
degisikligi 1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Nekroz/granulasyon | 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- | 1-1-1- |1-1-1-
doku 1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Ayrilmis/kirik 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 1-1-1- |1-1-1- | 1-1-1-
1-1 1-1 1-1-1-1 | 1-1-1 1-1-1-1
Kikirdak Normal 5-5-5-5- | 5-5-5-5- | 1-1-1- | 1-1-1- | 5-5-5-
mineralizasyonu 5-5 5-5 1-1-1-1 | 1-1-1 5-5-5-5
Anormal/uygun 1-1-1-1- | 1-1-1-1- | 2-2-2- | 2-2-2- | 1-1-1-
olmayan konum 1-1 1-1 2-2-2-2 | 2-2-2 1-1-1-1
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Tablo 3: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasia Atfedilen Puanlar

ICRS 1.Grup 2.Grup |3.Grup |4.Grup |5.Grup
PUANI | 6hf-L 6hf-R | SF SF+HA [ MKH+HA
Kontrol
ORT. ORT. |ORT. |ORT. |ORT.
PUAN |PUAN |PUAN [PUAN |PUAN
Yiizey Diiz,diizenli 3 3 3 3 3 3
Diizensiz 0
Matriks Hiyalin 3 2,50 3 2 2,50 2,50
Hiyalin/fibrokartilaj 2
Fibrokartilaj 1
Fibr6z doku 0
Hiicre dagilimi | Kolumnar 3 0 0 0,5 2,50 0,5
Kolumnar/kiimeler 2
halinde
Kimeler halinde 1
Tek tek 0
hiicre/karisik
Hiicre Baskin 3 3 1 1 2 2
populafyon Kismen 1
canlilig: %10’dan az 0
Subkondral Normal 3 3 3 3 3 3
kemik Artan sekil 2
degisikligi
Nekroz/granulasyon 1
doku
Ayrilmis/kirik 0
Kikirdak Normal 3 3 3 0 0 3
mineralizasyonu [‘Anormal/uygun 0
olmayan konum
0-18 14,5 13 9,5 13 14
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4.BULGULAR

4.1. Makroskopik Goriintiiler
Cerrahi sonrasi 12.hafta, eklem i¢i injeksiyon sonrasi 6. haftada makroskopik goriintiiler

asagida verilmistir (Resim 19, 20, 21).

Y e

0 U

Resim 19: Grup 3(SF) : i¢ femur kondil Resim 20: Grup 4(SF+HA) :i¢ femur kondili
dis ylizii boyunca (sar1 oklar) ve medial tibial dis tarafinda kiiglik osteofit (sar1 ok) ve

plato dis kenarinda osteofitler(kirmizi oklar) . kondil yiizeyinde diizlesme (kirmiz1 ok)

Medial tibial platoda belirgin matlasma

b AN "

o
Resim 21: Grup 5(MKH+HA) : i¢ femur kondili normal,dis tarafta yumusak biyofilm tabaka (sar1 oklar).
Osteofit yok. Medial tibial plato eklem yiiziinde matlagma yok.Arka ¢apraz bag korunmus
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4.2. Histolojik Kesitler

Grup 2(6 hf L-Kontrol) histolojik kesitleri asagida verilmistir (Resim 22, 23).

Resim 22: Eklem yiizeyi diiz, devamlilig1 var. Hiicreler normal gériintimlii olup,
hipertrofik ve piknotik ¢ekirdekli hiicreye rastlanmadi (H&E boyama, x200)

’ e Yl — e P 1’? A R, P4
Resim 23: Katmanlara gére mineralizasyon: Yiizeyel ve orta katmanda

az,derin katmanda ¢ok yogun (TM boyama, x200) (sar1 ok yiizeyel katmant,
kirmiz1 ok orta katmani, siyah ok ise derin katmani gostermektedir)
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Grup 1 (6 hf.R-OA) histolojik kesitleri asagida verilmistir (Resim 24, 25).

Resim 24: Eklem yiizeyi diiz, devamliligi var. Hiicreler yer yer hipertrofik (sar1 oklar),
sayica az. Piknotik ¢ekirdekli hiicreler (kirmizi oklar) tek tik meveut (H&E boyama, x200)

Resim 25: Mineralizasyon yiizeyel katmanda az, orta ve derin katmanda yogun
(sar1 ok ylizeyel katmani, kirmizi ok orta katmani, siyah ok ise derin katmani
gostermektedir) (TM boyama, x200)
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Grup 3 (SF) histolojik kesitleri asagida verilmistir (Resim 26, 27).

Resim 26: Eklem yiizeyi genelde diiz ve devamliligi var, yer yer fibrilasyon izleniyor
(sar1 oklar). Cok fazla hipertrofik hiicre dikkat ¢ekici (mavi oklar).
Piknotik ¢ekirdekli hiicreler tek tiikk mevcut (yesil oklar). (H&E boyama, x200)

Resim 27: Eklem yiizeyi ve derin katman dahil tim eklemde Toludin mavi
boyama hakimiyeti proteoglikan yogunlugunun ¢ok fazla oldugunu gésteriyor
Hipertrofik hiicre hakimiyeti izleniyor (TM boyama, x200).
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Grup 4 (SF+HA) histolojik kesitleri asagida verilmistir (Resim 28, 29).

~
i A |
Ty :
3 ¢
&

Resim 28: Eklm yiizeyi diiz, devamlilig1 var. Hipertrofik hiicrelerin fazla oldugu
gozleniyor. Diger dort grupta olmayan kolumnar sekilli kondrositler dikkat ¢ekici.
(H&E boyama, x200)

:.

Resim 29: Mineralizasyon yiizeyel ve orta katmanda az, derin katmanda ¢ok yogun.
(sar1 ok ylizeyel katmani, kirmizi ok orta katmani, siyah ok ise derin katmani
gostermektedir) (TM boyama, x200).
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Grup 5 (MKH+HA) histolojik kesitleri asagida verilmistir (Resim 30, 31).

et

Resim 30: Eklem yiizeyi diiz, devamliligi var. Tek tek ancak belirgin hipertrofik
Hiicre (sar1 oklar) ve yer yer piknotik ¢ekirdekli hiicreler (kirmizi oklar) mevcut
(H&E boyama, x200)

Resim 31: Mineralizasyon yiizeyel katmanda az, orta ve derin katmanda yogun
(sar1 ok ylizeyel katmani, kirmizi ok orta katmani, siyah ok ise derin katmani
gostermektedir) (TM boyama, x200).
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4.3. Verilerin Istatiksel Analizi

Grup1l,2,3,4ve5

Biitiin gruplarin ayr1 ayr1 grup i¢i verileri homojendir.

Grup 1 ve Grup 2 karsilastirmalari

Kikirdak yiizey 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Matriks yapisinda hiyalin/fibrokartilaj karma o6zellik varligi agisindan farklidir
(p<0.05,=0.01).

Grup 1 hiyalin/fibrokartilaj karma ozelligi ort.+SH 440 iken,Grup 2
hiyalin/fibrokartilaj karma 6zelligi ort.+£SH 140 olup,Grup 1 lehinedir.

Hiyalin, fibrokartilaj veya fibroz doku agisindan fark yoktur(p>0.05).

Hiicre dagilim 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Hiicre populasyon canliliginda, baskin ve kismi hiicre populasyon canliliklar1
farklidir (p<0.05,=0.01).

Grup 1 baskm hiicre populasyon canlilig1 ort.+=SH 5+0 iken Grup 2 baskin hiicre
populasyon canlilig1 ort.&=SH 1£0 olup,Grup 1 Ilehinedir.Grup 2 kismi hiicre populasyon
canlilig1 ort.+SH 3+0 iken Grup 1 kismi hiicre populasyon canlilig1 ort.£SH 1+0 olup,Grup
2 lehinedir.

Subkondral kemik 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Kikirdak mineralizasyon 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Grup 3, 4 ve S karsilastirmalan

Kikirdak yiizey 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Matriks yapisinda fibrokartilaj 6zellik agisindan farklhidir (p<0.05,=0.0001).
Grup 3 fibrokartilaj 6zelligi ort.+SH 340 iken Grup 4 ve Grup 5 fibrokartilaj 6zellkleri
ort.=SH 1+0 olup, Grup 3 Iehinedir.

Hiyalin, hiyalin/fibrokartilaj karma o6zellik veya fibroz doku agisindan fark
yoktur(p>0.05).

Hiicre dagilim 6zellikleri farklidir(p<0.05,=0.0001).Grup 4 i¢in kolumnar hiicre
ort.£SH 5+0 iken Grup 3 ve Grup 5’te kolumnar hiicre ort.+£SH 1+0 olup,Grup 4 lehinedir.
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Grup 4 i¢in kolumnar hiicre/hiicre kiimeleri karma 6zelligi ort.+=SH 440 iken Grup 3 ve
Grup 5’te kolumnar hiicre/hiicre kiimeleri karma o6zelligi ort.=SH 1+0 olup,Grup 4
lehinedir.Grup 3 ve 5°te hiicre kiimeleri 6zellikleri ort.+SH 3+0 iken Grup 4’te hiicre
kiimeleri 6zelligi ort.+SH 1+£0, Grup 3 ve 5 lehinedir.Grup 3 ve 5’te tek tek/daginik
yerlesimli hiicreler ort.=SH 2+0 iken Grup 4’te ort.+SH 140 olup, Grup 3 ve 5 lehinedir.

Hiicre populasyon canliligi, baskin hiicre populasyon canliliklar1 agisindan farklidir
(p<0.05,=0.0001).Grup 4 ve 5’te baskin hiicre populasyon canliliklar1 ort.£SH 5+0 iken
Grup 3’te hiicre kiimeleri 6zelligi ort.=SH 140, Grup 4 ve 5 lehinedir.Hiicre populasyon
canliligr,kismi ve <10% hiicre populasyon canliliklar1 agisindan fark yoktur.

Subkondral kemik 6zellikleri agisindan fark yoktur(p>0.05).

Kikirdak mineralizasyon 6zellikleri agisindan farkhidir (p<0.05,=0.0001).Grup 5’te
normal kemik mineralizasyonu ort.=SH 5+0 iken Grup 3 ve 4 ‘te ort.+SH 1+0 olup,Grup 5
lehinedir.Grup 3 ve 4’te anormal,uygun olmayan yerlesimli mineralizasyonlar1 ort.+SH

2+0 iken Grup 5’te ort.=SH 120 olup, Grup 3 ve 4 lehinedir.

Grup 1, 2, 3, 4 ve 5 ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasina atfedilen puanlarinin

post-hoc analizleri

Grup 1 ve Grup 2 arasindaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.041)
Grup 1 ve Grup 3 arasidaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.020)
Grup 1 ve Grup 4 arasindaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.041)
Grup 1 ve Grup 5 arasindaki fark anlamli degildir.(p>0.05=0.56)

Grup 5 ve Grup 2 arasindaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.023)
Grup 5 ve Grup 3 arasindaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.036)

Grup 5 ve Grup 4 arasindaki fark anlamlidir.(p<0.05=0.048)

Grup 4 ve Grup 2 arasindaki fark anlamli degildir.(p>0.05=1.00)
Grup 3 ve Grup 2 arasindaki fark anlamli degildir.(p>0.05=1.00)
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4.4. Bulgularin Histogramlarla Gosterimi

Yizey

| Grup Il Grup I Grup IV Grup V Grup

6 Hf-L Kontrol | 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|! Puan 3 3 3 3 3

Sekil 11: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Gore Yiizey
Puanlar1 ve Histogrami

Hicredisi Ag

| Grup Il Grup 111 Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol | 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|- Puan 2,5 3 2 2,5 2,5

Sekil 12: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Goére Hiicredist Ag
Puanlar1 ve Histogrami



Hiicre Dagilimi

| Grup Il Grup Il Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol | 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|- Puan 0 0 0,5 2,5 0,5 |

Sekil 13: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Goére Hiicre Dagilimi
Puanlar1 ve Histogramu

Hiicre Popiilasyon Canliligi

| Grup Il Grup Il Grup IV Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol | 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|l Puan 3 1 1 2 2

Sekil 14: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Gore Hiicre Populasyon Canliligi
Puanlar1 ve Histogrami



Subkondral Kemik

| Grup Il Grup 11l Grup IV Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol | 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|l Puan 3 3 3 3 3 |

Sekil 15: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Goére Subkondral Kemik
Puanlar1 ve Histogramu

Kikirdak Mineralizasyonu

| Grup IV Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol [ 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|l Puan 3 3 0 0 3

Sekil 16: : ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Gére Kikirdak Mineralizasyonu
Puanlar1 ve Histogrami



ICRS Puan Toplami

L
vl -
il
-
L
il -
il

| Grup Il Grup Il Grup 1V Grup V Grup
6 Hf-L Kontrol 6 Hf-R OA SF SF+HA MKH+HA
|! ortalama 14,5 13 9,5 13 14

Sekil 17: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinin Gruplara Gore Atfedilen Puan Ortalamasi
ve Histogrami



5.TARTISMA

Eklem instabilitesi sonrast OA gelistirme modelleri ile bir¢ok hayvan tiirii tizerinde
izlem ¢aligmalar1 yapilmakta, OA hastaligini diizenleyici yeni tedavi segcenekleri denenerek
etkinlikleri sinanabilmektedir (36,37,38).

T.Hayami ve arkadaglari, 10 haftalik Sprauge Dawley erkek siganlarin; 6n ¢apraz
bag, i¢ yan bag kesilmesi ve i¢ meniskiisiin tamaminin ¢ikarilmasiyla olusturduklar1 kronik
travmatik OA modelinde eklem kikirdagi ve subkondral kemikteki degisiklikleri 1, 2, 4, 6
ve 10 haftalik izlem g¢alismasiyla incelemislerdir. Cerrahi sonrasi1 6.haftada medial tibial
plato kikirdak yiizeyinde fokal hasarlanma, kikirdak kalinliginda incelme ve osteofit
varligi, 10. haftada da bunlara ek olarak subkondral kemik hacminin arttigin1 saptamislar
ve bulgularn ileri evre OA ile uyumlu oldugunu belirtmislerdir (39).

M.J.Janusz ve arkadaslari, yaklasik 350 g. agirligi olan Male Lewis sicanlarin; i¢
yan bag kesilmesi ve i¢ meniskiisiin tamaminin c¢ikarilmasiyla olusturduklart OA
modelinde 1, 2, 3 ve 6 haftalik izlem caligmasiyla OA hastaligindaki degisiklikleri
incelemislerdir. Cerrahi sonrasi 6.haftada medial tibial plato kikirdak yiizeyinde yaygin
hasarlanma, belirgin osteofit ve periostal proliferasyon varligini saptamislardir (40).

Bu calismada yaklasik 250 g. agirligi olan Wistar Albino disi siganlarin; 6n ¢apraz
bag, i¢c yan bag kesilmesi ve i¢ meniskiisiin tamamimin ¢ikarilmasiyla olusturulan kronik
travmatik OA modelinde eklem kikirdak yiizeyi ve subkondral kemikte, Grup 1 cerrahi
sonrasi 6.haftada goriilmesi beklenen literatiirdeki oOrneklere benzer degisiklikler
saptanmadi. Bu 6zellikler agisindan Grup 2 (kontrol grubu) ile farkli degildir. Makroskopik
degerlendirmelerde Grup 3 (tedavi gruplarinin kontrol grubu) medial tibial plato eklem
kikirdak yiizeyinde kikirdak yiizeyinde incelme olarak yorumlanan artmis matlagsmaya dair
goriinim ve medial femur kondili, medial tibial plato dis kenarlarinda osteofit benzeri
yapilar1 mikroskopik degerlendirmelerde saptanmadi. Bu yoniiyle Wistar Albino sicanlarla
uygulanan yontemle kronik travmatik OA modelinde 6 haftalik siirecin eklem kikirdak
yiizeyinde —fibrilasyon disinda- osteoartritik degisiklikler (fokal hasarlanma, incelme) ve
subkondral kemikte degisiklikler saptamak agisindan yeterli olmadigi, daha uzun siire

beklemek gerekecegi sonucuna varilmigtir. Bunun yaninda hiicredisi ag, hiicre populasyon
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canliligi, kikirdak mineralizasyonu kapsaminda bu ¢alismadaki deney modeliyle erken evre
osteoartrit degisiklikleri gruplararas farklarla gosterilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteoartritli eklem iginde go¢ seyri hangi yapilara ve
eklem kikirdagindaki hangi katmanlara olmaktadir?

J.Mary Murphy ve arkadaglar1 Western Cross kegilerinde on ¢apraz bag kesilmesi
ve i¢ meniskiisiin tamaminin ¢ikarilmasiyla olusturduklar1 kronik travmatik OA modelinde
cerrahi sonrasi 6. haftada otolog mezenkimal kok hiicre ve hiyaluronik asit karisimini
eklem igine verip, cerrahi sonrasi 12. ve 26. haftalarda sonuglarini degerlendirmislerdir.
Yesil refle veren proteinleri igeren retroviral vektor plasmidlerini otolog mezenkimal kok
hiicrelere transdiiksiyon yapmislar, eklem i¢ine verildiklerinin 6 hafta sonrasinda fléresan
mikroskopide inceleyerek sinovyal kapsiil, yag yastigr ve lateral meniskiiste hiicre
tutulumuna igaret eden floresan yogunlugunun oldugunu gostermislerdir. Ancak i¢ ve dis
femur kondilleri ve tibial platolarda hem saglam hem de hasarlanmis kikirdak dokularinda
hiicre tutulumuna rastlamamislardir. Mezenkimal kok hiicrelerin eklem igine
verildiklerinin 6 hafta sonrasinda i¢ femur kondilinde osteoartritin histolojik
degerlendirmesinde kikirdak yiizeyinde yikim, osteofit olusumu ve subkondral sklerozun
kontrol grubuna gore daha az oldugunu, eklem kikirdag: ylizey yapisinda ve subkondral
kemikte normale yakin veriler oldugunu belirtmislerdir. Mezenkimal kok hiicrelerin eklem
icine verildiklerinin 20 hafta sonrasinda neomeniskal doku olusumunu yaninda belirgin
OA bulgularinin oldugunu belirtmisler, ancak osteoartritin histolojik degerlendirmesini
kontrol grubuyla kiyaslayan verilerinden bahsetmemislerdir(41). Bu c¢alismada
mezenkimal kok hiicrelerin osteoartritli eklem i¢inde go¢ seyrini gosterecek isaretleme
yapilmamustir.

Mezenkimal kok  hiicrelerin  kondrosit ~ Onciillerine  ve  kondrositlere
farklilastiklarindan nasil emin olabiliriz?

Hiicreler ylizey reseptor belirtegclerine gore tanimlanabilmektedir. Kemik iligi
kaynakli mezenkimal koék hiicrelerin tanimlanmasii saglayacak tek bir belirte¢ heniiz
bulunamamaistir. Bunun yerine mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasinda yiizey reseptor
belirteglerinin kombinasyonu kullanilmaktadir. CD44 hiyaluronan reseptorii, hiyaluronan-

proteoglikan agrekatlarmin kondrosit hiicre ylizeyine tutunmasinda kritik rol oynar.
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Mezenkimal kok hiicreler, hematopoetik hiicrelerin en énemli belirtecleri olan CD34 ve
CD45 tasimazlar.

Mitsuhiko Kubo ve arkadaglari, in vitro eksojen Tip 1 kollajene yiiklenmis
mezenkimal kok hiicreleri CD44(+) ve CD45(-) hiicre yiizey belirtegleri ile tanimlamislar.
Cogalma yetenekleri, boyanma ozellikleri ile gdosterilen hiicrelerin yaklasik yarisinda
CDA44(+) ve CD45(-) yiizey 0zelligi saptamiglardir (42).

J.Mary Murphy ve arkadaglar1 yukarida bahsettigimiz caligmalar1 kapsaminda
mezenkimal kok hiicreleri CD44(+) / CD34(-) ve SH4(+) / CD14(-) yiizey belirtegleri ile
tanimlayip, in vitro kosullarda mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik kiiltiirlerde
hiicredig1 agmin proteoglikan zengin 6zelliklerini Safranin O boyamasi ve yiiksek tip 2
kollajen icerigini de kollajen tip 2 antikora 6zgii boyama ile saptamiglardir. Fare sirtinda
ciltalt: dokuya osteojenik kiiltiirlerde hidroksiapatit/kalsiyum fosfat yapay agimna yiiklenmis
mezenkimal kok hiicreleri yerlestirip 6 hafta sonrasinda kemik, ilik, yag dokusu ve
kikirdak dokuya farklilagabildiklerini in vivo kosullarda gostermislerdir (41). Bu ¢alismada
mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi, kondrosit Onciillerine ve kondrositlere
farklilagsma yetenekleri degerlendirilmemistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin ve farklilastiklar1 kondrositlerin ne kadar1 apopitoza
ugramaktadir?

Apopitotik hiicrelerin tespiti  TUNEL boyamasi ile yapilabilmektedir. Boyama
Ozelligi gosteren hiicrelerin, toplam hiicre sayisina orani apopitotik hiicre orani olarak
hesaplanmaktadir. Mitsuhiko Kubo ve arkadaslar1 tavsanlarda osteokondral lezyon
olusturup eksojen kollajen jel ile dolgu yaptiklar1 grupla, osteokondral lezyonu bos
brraktiklar1 kontrol gruplarmin oldugu deneysel ¢alismalar1 kapsaminda her iki grupta da
cerrahi sonrasi 2. haftaya kadar artan, 2.-8. haftalar arsinda azalan TUNEL(+) apopitotik
hiicre dagiliminin oldugunu ve eksojen kollajen kullaniminin mezenkimal kok hiicrelerin
kondrosite farklilasma aktivitesini etkilemedigini belirtmislerdir (42). Bu ¢alismada
TUNEL boyama yapilmamistir. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrosite farklilagsma
aktiviteleri ve kondrosit apopitozu degerlendirilmemistir. Dolayisiyla, mezenkimal kok
hiicrelerden farklilasan kondrosit Onciilleri ve kondrositler, metabolik  aktivasyon
gosteriyorlar mi, buna bagh degisiklikleri hangi siirelerde bekliyoruz sorusuna bir yanit da

verilmemistir.
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Bu caligmada, ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinda deger atfedilen verilerin
ortalamalar1 karsilastirildiginda 6. haftada cerrahi yapilan sag diz 13, kontrol sol diz 14.5
bulundu. Sag diz eklem injeksiyonu yapilan tedavi gruplarinda 12. haftada sag diz ICRS
puan ortalamalar1 serum fizyolojik ile 9.5, serum fizyolojik ve hiyaluronik asit karigimu ile
13, tiirdes mezenkimal kok hiicre ve hiyaluronik asit karigimi ile 14 bulundu. Tiirdes
mezenkimal kok hiicre igyerlestirmesi yapilan grupta erken donem osteoartrit hastaliginda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farkl (p<0.05; 0.023, 0.036, 0.048) ve daha
iyi, kontrol grubuyla istatistiksel olarak anlamli farki olmayan (p>0.05=0.56) yakin
sonuglara ulasildi. Bu sonuglarla, yukarida belirtilen literatiir ve bu ¢aligmanin eksik kalan
yonleri smirliliginda tiirdes mezenkimal kok hiicrelerin osteoartritin erken doneminde
tedavide kullanilabilecegi soylenebilir.

Sonug olarak, ¢ogunlukla otolog mezenkimal kemik kok hiicrelerinin tercih edildigi
kikirdak onarimi i¢in hiicre tedavi modellerine ek olarak tiirdes mezenkimal kemik kok
hiicrelerinin de kullanim1 bu ¢alisma ile desteklenebilecektir. Elde edilen sonuglarmn tiirdes
mezenkimal kok hiicre igyerlestirmesi yapilan grupta erken donem OA hastaliginda diger
gruplara gore daha iyi olmasi ve kontrol grubuna yakin sonuglara ulagmasi “Tiirdes
Mezenkimal Kok Hiicre icyerlestirmesi kronik travmatik diz osteoartritinde kemik kikirdak
harabiyetini yavagslatir, dejenere kikirdagin saglhkl kikirdaga  doniisiimiinii saglar”
varsayimmini dogrular niteliktedir. Tedavi amaglh nakledilen kok hiicrelerin isaretlenerek
takip edilmesi, belirteglerinin immiinohistokimyasal olarak gdosterilmesi ve iyilesme
stireglerinin farkli donem periyotlarinda (kisa, orta ve uzun donem) incelenerek, bu

hiicrelerin akibetlerinin belirlenmesi gereklidir.
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OZET

Amag: Mezenkimal kok hiicreler organizmanin yenileyici, onarici hazineleridir.Bu
deneysel ¢alisma, Tiirdes Mezenkimal Kok Hiicre ve/veya Hiyaluronik asit i¢yerlestirmesi
ile kronik travmatik diz osteoartritinde kemik kikirdak harabiyeti siirecinin degisimini

inceler, yavaslatilmasini ve/veya tedavisini amaglar.

Yontem: 27 adet siganin sag dizinde mikrocerrahi ile 6n ¢apraz bag,i¢ yan bag kesilip, i¢
meniskiisiin tamami ketamin ve ksilazin kas i¢i anestezi altinda ¢ikarildi. 3 adet sigan
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre vericisi olarak sakrifiye edildi. 6.haftada 6 adet
sican erken evre osteoartrit gelisimini gostermek i¢in sakrifiye edilerek her iki diz eklemi
cikarildi. Ayn1 donemde geriye kalan 21 sigan 3 gruba ayrilarak sag diz eklem igine
sirastyla 0.30 ml. serum fizyolojik, 0.15 ml. serum fizyolojik ve 0.15 ml. hiyaluronik asit
karigimi, 450.000 hiicre/0.15 ml. tiirdes mezenkimal kok hiicre ve 0.15 ml. hiyaluronik asit
karisimi injekte edildi.12.haftada anestezi altinda yasamlar1 sonlandirilan sicanlarin sag diz

eklemleri ¢gikarildi, ICRS histolojik degerlendirme skalasina gore incelendi.

Bulgular: ICRS Histolojik Degerlendirme Skalasinda  deger atfedilen verilerin
ortalamalar1 karsilastirildiginda 6. haftada cerrahi yapilan sag diz 13, kontrol sol diz 14.5
bulundu. Sag diz eklem injeksiyonu yapilan tedavi gruplarinda 12. haftada sag diz ICRS
puan ortalamalar1 serum fizyolojik ile 9.5, serum fizyolojik ve hiyaluronik asit karigimu ile
13, tiirdes mezenkimal kok hiicre ve hiyaluronik asit karisimi ile 14 bulundu. Tiirdes
mezenkimal kok hiicre igyerlestirmesi yapilan grupta erken donem osteoartrit hastaliginda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farkli (p<0.05; 0.023, 0.036, 0.048) ve daha
iyi, kontrol grubuyla istatistiksel olarak anlamli farki olmayan (p>0.05=0.56) yakin

sonugclara ulasildi.

Cikarimlar: Erken evre kronik travmatik diz osteoartritinde tiirdes mezenkimal kok

hiicre ve hiyaluronik asit karigimi ile hastaligin ilerleme seyri yavaglar. Tedavi amagh
nakledilen hiicrelerin isaretlenerek takip edilmesi, belirteglerinin immiinohistokimyasal

olarak gosterilmesi ve hiicrelerin akibetlerinin belirlenmesi gereklidir.
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