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Kikirdak doku miihendisliginde yenilikler

Innovations in cartilage tissue engineering

Hasan Havitgloglu*?

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Ana Bilim Dali, izmir
Dokuz Eyliil Universitesi, Kemik-Kikirdak Doku Biyoteknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi (KEKDOB), izmir

En sik goriilen eklem hastaliklarindan biri olan kikirdak hasar-
lari, bircok faktore bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Eklem
kikirdaginin herhangi bir hasar durumunda kendi kendini
onarma yetenegi kan damarlari, sinirler ve lenf damarlarin-
dan yoksun olmasi ve yeterli besin alamamasindan dolayi
sinirlidir. Hasar goren kikirdak dokusu bu zayif iyilesme kapa-
sitesinden 6tiirli yogun agriya sebep olur ve zamanla da oste-
oartrit (OA) gelisebilir. Doku miihendisligi, hiicrelerin, biyolojik
olarak parcalanabilen malzemelerin ve biyiime faktorlerinin
tek tek veya birlikte kullanimiyla gercek dokuyu biyolojik
olarak taklit edebilen, rejenerasyon siirecini iyilestiren yeni bir
yaklasimdir. Kikirdak doku yenilenme yeteneginin azligi sebe-
biyle doku miihendisligiyle ilgilenen arastirmacilar igin ¢ok
onemli olmustur. Ancak, en 6nemli konu da iskele-kikirdak
entegrasyonuyla ilgili sorunlardir. Son zamanlarda hicresel
icerik, materyal ve biyomolekiiler bilesiminin maniptlasyonu
yoluyla bu zorlugun ustesinden gelmek igin bircok girisimde
bulunulmustur. Bu nedenle, bu derlemede sadece giincel
tedavi stratejileri degil, ayni zamanda hiicre-iskele yapilari ve
etkilesimleri, hiicresel tedavilerle mezenkimal kok hiicreler
ve biyomateryaller, ayrica gelecekteki arastirmalari yonlen-
direcek olumlu yonler ve geriye kalan problemler Gzerinde
durulmustur.
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KIKIRDAK DOKUSU VE HASARLARI HAKKINDA
GENEL BILGi

Kikirdak sinovyal eklemlerde, omurgada, kaburga-
larda, dis kulaklarda, burunda ve solunum yollarinda,
cocuklarin ve ergenlerin blylime plakalarinda bulu-
nan avaskuler, andral ve alenfatik bir bag dokusudur.
insanlarda hiyalin, fibréz ve elastik kikirdak dokusu
olarak li¢ ana tirde mevcuttur.! Her lg¢ kikirdak tiird
de, hiicre disi matrisin (extra-cellular matrix, ECM) ana
bilesenlerini sentezleyen ve salgilayan diistik bir hiicre
yogunluguna (kondrositler) sahiptir.?

Cartilage damage, one of the most common joint diseases,
occurs due to many factors. The ability of the articular carti-
lage to self-repair in case of any damage is limited because
it lacks blood vessels, nerves and lymphatic vessels and does
not get enough nutrients. Damaged cartilage tissue causes
intense pain due to this poor healing capacity, and osteoar-
thritis (OA) may develop over time. Tissue engineering is a new
approach that can biologically mimic real tissue by using cells,
biodegradable materials and growth factors individually or in
combination, improving the regeneration process. However,
the most important issue is the problems of scaffold-cartilage
integration. Recently, many attempts have been made to
overcome this challenge through the manipulation of cellular
content, material, and biomolecular composition. Therefore,
this review focuses on not only current treatment strategies,
but also cell-scaffold structures and interactions, cellular
therapies, mesenchymal stem cells and biomaterials, as well
as positive aspects and remaining problems that will guide
future research.
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Hiyalin kikirdak camsi gortinimiyle insan viicudun-
daki en yaygin gorilen kikirdak seklidir. Eklem hiyalin
kikirdagi, 0,001-0,01 mertebesinde son derece dislk
bir surtiinme katsayisina sahip kayganlastirici bir ylizey
saglayarak eklem hareketlerine imkan verir.*%

Yapisal destek ve deformasyona karsi direng sagla-
mak, biyomekanik islevlerini yerine getirmek icin, kikir-
dak ECM’si, yiiksek oranda hidratli bir kollajen fibril ag|
icine yerlestirilmis benzersiz bir proteoglikan ailesi ice-
rir. Buna ek olarak islak agirliginin %60 ila %85’i kadar
su bulunur.®! Bu matrisin kondrosit aracili sentezi ve
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montaji, sirayla, duzinelerce kollajen olmayan prote-
in, proteoglikan ve glikoprotein senteziyle desteklenir.
Kollajen ve proteoglikanlarin bollugu, dagilimi ve turleri,
Uc kikirdak tipinin her birinde farklidir ve bu da gériinim
ve biyomekanik 6zelliklerde farkliliklara yol agar.!” Bir¢ok
farkl tipte kollajen molekull eklem kikirdaginda mevcut
iken temelini tip Il kollajen olusturmaktadir.®) Eklem
kikirdaginda bulunan diger kollajenler arasinda tip 1, tip
IV, tip IX, tip X, tip XI, tip XII ve tip XIV bulunur.®

Eklem kikirdaginin ECM yapisi, subkondral kemige
uygulanan baskilari azaltmasini ve soklari absorbe etme-
sini saglarken ayni zamanda kemik hareketini kolaylas-
tiran kaygan bir ylzey olusturur.t*2 Avaskiiler yapisi ve
hicre sayisi azligl nedeniyle duslik i¢sel iyilesme kapa-
sitesi sergiler.’! Bu nedenle eklem kikirdaginin yara-
lanmasi veya hasari hastalarda agri ve hareket kaybiyla
sonuglanir ve tibbi miidahale ihtiyaci gerekli olabilir.
Kikirdak hasarinin OA’ya dénliisme mekanizmasi Sekil
1’de gosterilmektedir. Farmasotik ve cerrahi tedavilerde-
ki sayisiz denemeye ragmen, hasarli kikirdak basarili bir
sekilde tamamen onarilamaz.*¥

Cerrahi yaklasim olarak uzun yillardir sik¢a kulla-
nilmakta olan ve herkes tarafindan bilinen otolog veya
allojenik olarak tercih edilen en popiiler yontem greft-
lemedir. Bu yontemde kisinin kendisinden (otogreft
uygulamasi) daha az yiik alan bir bolgeden alinan kikir-
dak parcasi hasarli dokuya implante edilir. Ancak bu
tedavi yontemi hem hasarli bolge disinda bir cerrahi
girisim gerektirmekte hem de sonuglar istenilen verim-
lilikte yenilenme gostermemektedir. Bu yontem baska
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bir dondrden alinan kikirdak pargasi ile de uygulanabilir
ancak bu versiyon immin reaksiyonlara ve dolayisiyla
da doku reddine sebep olabilir.'* Bu nedenle cerrahlar
daha etkili tedavi yontemleri gelistirmeye calisarak doku
muhendisligi uygulamalarina yonelmistir.

Doku muhendisligi; canli hlcreler, biyoaktif molekiil-
ler ve li¢c boyutlu gozenekli doku iskelelerinin bir kombi-
nasyonunu kullanarak, kemik ve kikirdak doku rejene-
rasyonu i¢in geleneksel tedavilerden daha umut verici bir
alternatiftir.® Sekil 2’de sematize edilmis olarak doku
muhendisliginin temelini olusturan bilesenler mevcuttur.

Kikirdak doku mihendisligi (cartilage tissue engine-
ering, CTE), hiicre biiyimesini ve cogalmasini destekle-
mek icin eklem kondrositleri veya mezenkimal kdk hiic-
reler (mesenchymal stem cells, MSC) ve bliylime faktorleri
(growth factors, GF) gibi ilgili hiicreleri iskelelere yerlestire-
rek iyilesmeyi artirma potansiyeline sahiptir. Kollajen,
jelatin, fibrin, ipek fibrin, aljinat, hiyaliironan, kondroitin
siilfat, agaroz ve kitosan gibi dogal polimerler ve polietilen
glikol, poli (laktid-ko-glikolik) asit (PLGA) ve polikaprolak-
ton (PCL) gibi sentetik biyomateryaller siklikla bu alanda
doku iskelesi dretiminde kullanilmaktadir.#*" Bununla
birlikte, dogal kikirdak ve yeni olusan kikirdak doku ara-
sindaki entegrasyon zorlu olmaya devam etmektedir, bu
nedenle doku iskelesinin biyoaktivitesini arttiracak eklen-
tiler yapilmaya devam edilmektedir. Sekil 3’te hasarli bir
boélgeye doku iskelesiimplante edildiginde zaman igerisin-
de hiicrelerin entegrasyonu ve vaskiler yapinin olusmasi
gosterilmektedir.

, (17 Yaralanma veya
’ “— enfeksiyon

¥
¥
i
]
(]

PPRYye (pattern-recognition
receptors) alarmin baglanmas:

=) Alarmin salinim
14-3-3e dahil

)
3

% g P & ;* " =, PRR: RAGE
; : and TLR4/2
P l\ f.q*.ll" d TLF
Osteoclsst  HSP S10048/9 4
HMGB1, IL-33,
14-3-3¢ Macrophage

ATy
oy 8%

@ Enflamasyon (E_} Enfllamasyon f’I:l. Katabelik fenctipe Fibroblast
artisi oncilsii “—' polarizasyon
v maddelerin salirm /
k& * Kikirdak bozulmas: e
5 * Eklem iitihak s —:::
¥ * Kemik yeniden jekillenmesi e N
A THNFo, MCP1, IL-6
Txl Kikardak bozulmam | + _'_".' e @
; MMP3, MKIP13 Chl:l‘dfi-ﬁ:r?li'

Created in BioRender.com bio

Sekil 1. Kikirdak hasarinin osteoartrite doniisme mekanizmasi.
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Sekil 2. Doku miihendisligi yaklasimi ve bilesenleri.

Biyomalzeme olarak doku i¢erisine yerlestirilen doku iskelesine hiicre gdciu ve cogalmasi

(N () ()
©, @ O—w

a,g,z& B f&?&.?&.
B » ®» @ *
%

& %
% % p| | W i.

‘on
Konak dokuya biyomalzeme Biyomalzeme ylzeyine Immiin hiicrelerin yaniti
implantasyonu protein emilimi
) (=)
4 \5/

B g . J

.‘.* e ofﬁ __ i o
‘ ®

*n Y r
immiin yanit sonrasi énci Hedef dokunun yeniden Doku rejenerasyonu ve
hicrelerin salinmasi sekillenmesi (remodelling) damarlanma olusumu

Created in BioRender.com bio

Sekil 3. Doku rejenerasyonu icin biyomalzemelerin implantasyonu.



Uygun bir doku iskelesi, hiicrelerin prolifere olmasi
ve tutunmasi icin optimal bir mimari gerektirmekte-
dir. Biyomalzemelerin yuzey kimyasi, bilesimi, ECM’yi
taklit edebilmesi, gdzenek yapisi ve morfolojisi, ayrica
mekanik 6zelliklerinin hedef dokuya benzemesi kikirdak
doku muhendisliginde iskele Uretiminde ¢ok onemlidir.
Uretilecek olan iskelenin dogal dokuyla biyomimik olarak
benzemesi implantasyon sirasinda entegrasyonu gelisti-
recektir.l®!

KIKIRDAK HASARLARI iCiN UYGULANAN
GUNCEL TEDAVILER

Klinikte eklem kikirdagl hasarlarinda sikga kullanilan
otolog kondrosit implantasyonu (autologous chondrocyte
implantation, ACl), mikrokirik olusturma, trombositten
zengin plazma (platelet-rich plasma, PRP) ve kok hiicre
tedavileri gibi yontemler mevcuttur. Ancak bu yéntemlerin
kendilerine gore avantaj ve dezavantajlari olmasinin yani
sira hasar boyutu da tedavide 6nemli bir etkendir.?” Son
yillarda gelistirilen bazi yontemler bu geleneksel sayilabi-
lecek tedavilerin 6nline gecmektedir.

Diinya capinda sirketler, OA veya travmanin neden
oldugu kikirdak hasarlarini diizeltmek icin onarici veya
yenileyici 0zellikte hicre bazli Grlinler gelistirmeye odak-
lanmistir. Bunu basarmak icin farkli stratejiler uygulan-
mstir. lyi bilinen ACI yéntemi, destekleyici bir matris veya
doku iskelesi tirlindi, yani matris ile iliskili otolog kondrosit
implantasyonu (MACI) icerecek sekilde gelistirilmistir. Son
zamanlarda, destekleyici matrisli veya destekleyici matris
olmadan otolog veya allojenik kok hiicrelerin intraarti-
kiler enjeksiyon yoluyla uygulanmasini iceren drlnler de
ortaya cikarilmaktadir. Baska bir strateji ise, 3 boyutlu
(3-dimentional, 3D) biyouyumlu hiicreler ile destekli doku
iskelelerini cerrahi olarak implante etmektir. Ancak, hiicre
bazli tedaviler, kati diizenlemelere tabi tutulmaktadir.!

Onaylanmis hiicre bazli Urlinler (otolog kondrosit
implantasyon Uriinleri) mevcuttur. Halihazirda onayla-
nan veya gelistirilmekte olan kondrosit bazli trlnlerin
¢ogunlugu, artroskopik olarak toplanan kondrositle-
rin, ikinci bir prosediir sirasinda implantasyondan 6nce
bir matris veya iskele malzemesi icinde ekilerek matris
ile uygulandigr ACI Grinleridir (JACC, MACI, Ortho-ACl,
Spherox, Novocart 3D, Cartlife, vs.). Bu Urlnler, bir sivi
hiicre slispansiyonu ve bir peristomal flep veya Carticel
ve ChondroCelect gibi bir kollajen membran kullanimini
icermektedir.?

Eklem kikirdaginin hasar gérmesi eklem izerinde
daha fazla strese ve yapida dizilim bozukluklarina neden
olur. Bu nedenle erken donemde teshis konulursa yuk-
lenmeyi azaltmak ve hastaligin ilerlemesini yavaslata-
bilmek icin osteotomi yontemi kullanilabilir. Bu yontem
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oncelikli olarak diz bélgesinde uygulanir ve eklem igin
koruyucu bir arag olarak kullanilabilir.??

Eklem distraksiyonu ise iki ylizeyin birbirinden uzak-
lastirilmasi sayesinde yiiklenmeyi azaltmak icin alani
arttiran, kemiklerin birbirinden ayrildig1 ve distraksiyon
bolgesinin harici bir ¢erceve kullanilarak sabitlendigi
daha yeni bir tekniktir. Dejeneratif bolgeyi gecici olarak
rahatlatirken bu yontem ise genellikle ayak bilegi ve
dizdeki OA durumlari igin kullanilmistir. Eklem distraksi-
yonunun hastalara kisa vadeli klinik ve yapisal faydalar
sagladigl, dokuz yila kadar etkisi oldugu gosterilmistir.[%*!

Bunlara ek olarak, agrili subkondral kistlerin mevcut
oldugu durumlarda subkondral plastiyle tedavi uygu-
lanabilir. Kistlerin kalsiyum fosfatlar ve/veya kemik iligi
konsantreleriyle doldurulmasi saglanir. Bu sayede agri
hafifletilerek iyilesme hedeflenmektedir.¥

TEDAVIDE KIKIRDAK DOKU MUHENDISLiGi
YAKLASIMLARI

Kikirdak hasarlarinda hiicresel tedaviler, blylime
faktorleri ve doku iskeleleri kullanimi son yillarda hiz
kazanmaktadir. Ozellikle kikirdak hasarlarinda uygu-
lanan hiicre tedavisi, klinik dncesi ve klinik ortamlar-
da buyuk olglide arastirilmaktadir. Bu calismalarin kisa
vadeli sonuglari oldukga ikna edici olsa da, uzun vadede
sadece minimal veya ylizey kikirdak yaralanmasi olan
hastalar bu tedavilerden daha yiliksek oranda fayda gor-
mektedir.?

Lv ve ark., 12-residue self-assembling peptide (KLD12)
ve link protein N-peptide, KLPP) olmak Uzere iki 6zel ola-
rak tasarlanmis islevsellestirilmis kendi kendine birlesen
peptit hidrojel kullanarak neo-kikirdak ile konak¢r doku-
yu entegre etmeye calismistir. Bu peptitler, kondrosit
ve kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre (bone mar-
row-derived stem cells, BMSC) gocuini indikleyen disik
sitotoksisiteye sahip islevsellestirilmis bir nano yapiya
sahiptir. KLPP, in-vitro olarak KLD-12’ye karsi daha iyi
performans gostermistir.®

Nie ve ark., eklem kikirdagl onariminda decellulari-
zed living hyaline cartilage graft, (dLhCG) adinda kikir-
dak doku muhendisligi ve hiicresizlestirme teknolojisinin
avantajlarini birlestiren allojenik hiyalin kikirdak greftini
gelistirmislerdir. Domuz diz eklemine bu yapiyr implante
ettikten sonra alti aylik izlemde, rejenere hiyalin benzeri
kikirdakli yeni dokunun morfolojisi, bilesimi, fenotipi,
mikro yapisi ve mekanik 6zellikleri histoloji, biyokimya-
sal testler, DNA mikrodizileri ve mekanik testler yoluyla
gosterilmistir. Allojenik dLhCG ile eklem kikirdag) teda-
vilerinin viicutla uyumlu ve dogal kikirdakla iyi entegre
oldugu belirtilmistir.2"
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Park ve ark., bir tavsan modelinde (retmis olduk-
lari kondrosit sferoidlerinin onarici kapasitesini ve bu
sayede urettikleri ECM’yi incelemislerdir. Yapilar, in-vitro
olarak onemli ECM birikimi olusumunu desteklerken,
ayrica in-vivo ¢evredeki kikirdak dokulariyla miukemmel
entegrasyon sergilemistir.?®! Buna ek olarak Gryadunova
ve ark., ise sigir intervertebral disk eksplantlarina nazal
kondrosit (nasal chondrocyte, NC) sferoidlerinin enjek-
te edilmesi ile minimal invaziv bir prosediirde nikleus
pulposusunun (NP) rejenerasyonu icin 6nemli bir calisma
sunmustur.??

Kikirdak Doku Miihendisliginde in-vivo Uygulamalar

Li ve ark. membranla modifiye edilmis mezenkimal
kok hiicrelerin (MSC), transglutaminaz-2 asiri ekspresyo-
nunun bir ayirt edici 6zellik oldugunu ve modifiye edilmis
MSC’ler ile bir anchor gibi kullanildigi yaralanma bolgesi-
ne etkilerini arastirmistir. Bu hedeflenen MSC tasinmasi,
in-vivo kikirdak hasarinin onarimi igin daha iyi histolojik
skorlama ve gen ekspresyonu sonucu vermistir.B%

Lu ve ark., kikirdak rejenerasyonunu arttirmak icin
BMSC ile fonksiyonellestirilmis hiicresiz matris turevli
doku iskeleleri kullanmustir. iskeleler, tavsanlarda tam
kalinlikta kikirdak kusurlarina implante edilerek alti ay
izlemden sonra denekler sakrifiye edilmistir. Olusturulan
defektlerin dogal dokuya benzer purtizsiiz bir ylizeye sahip
neo-kikirdak dokusu ile doldugu gézlemlenmistir.s!

Gong ve ark., tavsan modelinde osteokondral yaralan-
manin onariminda cift katmanli 3D baskili doku iskelele-
rinin etkisini arastirmistir. Ust ve alt katmanlar sirasiyla
anti-enflamatuvar o6zellikteki interlokin-4 (IL4-) yukli
Gelatin methacryloyl (GelMA) ve polycaprolactone (PCL)
with hydroxyapatite (HA)’dan olusmaktadir. interlékin-4
yiklu yapilarda 6nemli 6l¢lide daha fazla doku entegre
oldugu gozlemlenmistir.

Sun ve ark. ise 3D biyo baskili anizotropik yapidaki
PCL igeriginde ikili buylime faktori kullanilarak tretilmis
[PLGA mikrokiirelerinde donistirici biylime faktori
beta-3 (TGF-B3) ve kemik morfogenetik protein 4 (BMP4)]
ve MSC yukli hidrojellerden olusan yapilarin daha iyi
kikirdak rejenerasyonuna yol actigini bildirmistir. Tavsan
modelinde diz kikirdak hasari lizerinde etkileri in-vivo
olarak gozlemlenmistir. Alti aylik takipte, arastirmacilar,
kontrol grubuna kiyasla greftin cevreleyen dokuyla daha
saglam entegrasyonuyla sonuglanan daha iyi mikroda-
mar olusumunun yani sira makroskopik olarak da bu
yapilarin normal kikirdakla benzerligi dikkat cekmistir.=*

Doku iskeleleri ve Hidrojellerle Gergeklestirilen
Calismalar

PNIPAm, yapisinda hem hidrofilik (amid kismi) hem de
hidrofobik (izopropil kismi) bolgeleri iceren amfifilik 1siya
duyarli bir polimerdir. Kwon ve Matsuda, kikirdak dokusu
onariminda kondrosit immobilizasyonu icin isiya duyarli
destek olarak PNIPAm ve PEG’den olusan bir kompozit
yapiyl kullanmislardir. Bu 3D baskili yapi, mikemmel
hiicre canliligl ile hilicre sayisinda minimum bir azalma
gostererek dogal kondrositlerin morfolojik 6zelliklerini
korumustur.®¥ Ma ve ark. ise enjekte edilebilir bir ¢ozelti
olarak metakrilat-polilaktit (MAPLA) ve 2-hidroksimetil
metakrilat (HEMA) ile konjuge PNIPAm hidrojelini gelis-
tirmislerdir. Bu biyolojik olarak emilebilir 1siya duyarli
hidrojel, birka¢ ay boyunca artan mekanik mukavemet
altinda bile higbir toksisite gdstermemistir.=!

Bu calismalarin uzun yillardir devam etmesine ve
umit verici sonuglar alinmasina karsilik, klinik uygula-
malarda yer alabilecek urlinlere dontisebilmesi oldukca
yavas gerceklesmektedir. Bu cabalarin bir baska dali,
gelecekteki atilimlart mimkdin kilabilecek bazi yeni heye-
can verici teknolojilerin (6rnegin, mikro fabrikasyon, 3D
baski) dahil edilmesi olmustur.E®

Hafezi ve ark, 2021 yilinda yayinlanan makalesinde,
simdiye kadar gerceklestirilen calismalar ya yeni bir doku
buyiumesi sirasinda mikro-gevresel ipuglarini CTE igin
saglamak, ya da orijinal dokunun biyokimyasal ve biyo-
mekanik 6zelliklerini manipule ederek kikirdak benzeri
yapilarin iyilesmesini yonlendirmek igin ¢ok gesitli hidro-
jeller ve hiicre kaynaklari kullanilmistir. Mevcut kikirdak
tedavilerini giincellemek amaciyla, son yillarda fibriler
yapi olusumlarindan ve ¢apraz bag atilarak i¢ yapisi glic-
lendirilmis olan modifiye hidrojeller gelistirilerek in-vivo
iyilesme amaciyla gerekli denemeler gerceklestirilmekte-
dir. Bu sayede hem kendi kendini yenileme potansiyeline
sahip hem de kikirdak hasarlarinda implante edilebilecek
ve dokudaki agsi yapiy taklit edebilen hidrojel sentezi
alaninda gelismeler yasanmaktadir.7”

Bir baska ¢alismada (Campos ve ark, 2019) kondrosit
fenotipinin korunmasi veya yeniden elde edilmesiyle ilgili
zorluklar tartisilarak, doku iskeleleri Gizerinde gercekles-
tirilen in-vitro hiicre kiltir incelemeleri anlatilmakta-
dir. Dogal ve sentetik biyomalzemelerin, gozenekli-fiber
yapida ve ¢ok katmanli olarak kullanildigl cesitli tasa-
rimlar ele almaktadir. Daha sonra ise, farkli hiicrelerle
ekimleri yapilmis olan iskelelerinin mekanik 6zelliklerini
ve bu yapi iskelelerinin kiicik hayvanlarda in-vivo imp-
lantasyonun ardindan, yapisal ve islevsel olarak dogal
dokuya benzeyen doku tiretme agisindan basarisini rapor
etmektedirler.®
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Bazi genlerin yeni olusan, saglikli ve hastalikli kikir-
dakta ekspresyon diizeylerindeki farkliliklari CTE igin Ure-
tilen doku iskelelerinin detayli arastirmalarina da isik tut-
maktadir. Kabir ve ark. tarafindan yayinlanan bir maka-
lede, gen ekspresyon analizleri gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (real time polymerase chain reaction,
RT-PCR) yontemi ile yapilan ¢alismalar incelenmis olup
onarim dokusundaki kondrojenik genleri saptamak igin
Ug farkli ¢alisma degerlendirilmistir.® Bu calismalar-
da ¢ogunlukla kikirdak icin 6nemli oldugu kabul edilen
COL2A1: COL1A1, ACAN, COL11A1, PRG4 ve SOX9 genleri
kullanilmistir.“4 Bir calismada, tip Il kollajen ve agre-
kan, embriyonik kok hiicre, (embryonic stem cell-ESC)’den
tlretilen MSC’lerin BMP2 ve Wnt-5a tedavisini takiben,
tedavi edilmemis MSC’lere gore 10 kat daha fazla usta-
yarlanim edildigi gosterilmistir.*? BM-MSC’lerin, 6zellikle
CD271’i eksprese edenlerin, plastik adheran BM-MSC’lere
kiyasla kondral defektlerde daha yiiksek seviyelerde agre-
kan, tip Il kollajen ve SOX9 gen ekspresyonunu indtkledigi
gosterilmistir."!

Calisma Grubumuzla Gergeklestirdigimiz Kikirdak
Doku Miihendisligi Calismalan

Kikirdak doku muhendisligi alaninda kendi yapmis
oldugumuz makalelere bakacak olursak; Cecen ve ark.
hidroksiapatit (HA), seliiloz, poli-L-laktik asit (PLLA) ile
kondrosit benzeri hiicrelerle birlestirilmis lif kabagi bazli
iskelelerin biyouyumlulugunu ve biyomekanik 6zellikle-
rini arastirmistir (Sekil 4). Doku iskelelerini karakterize
etmek icin taramali elektron mikroskobu (SEM), mekanik
cekme testi, enerji dagilimli x-1sin1 spektrometrisi (EDS),
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) yontemlerine
basvurulmustur. Kondrositlerin lif kabag bazli iskeleler
Uzerindeki canliligl XTT testleriyle analiz edilerek doku
iskelelerinin metabolik olarak toksik 6zellik gostermedigi
bulunmustur. Hematoksilen ve eozin (H&E), Masson trik-
rom, toluidin mavisi ve imminohistokimya yontemleri
ile elde edilen histolojik degerlendirmeler ise doku iske-
lelerindeki hiicrelerin proteoglikan ve tip |-l kollajenleri
tanimlayan hicre disi matris Grettigi gosterilmistir.“?

K

(a) (b)
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Kara ve ark. fiziksel, kimyasal ve enzimatik yontemlerin
bir kombinasyonuyla modifiye edilmis bir hiicresizlestirme
yontemiyle biyolojik fonksiyonel meniskis iskeleleri elde
etmistir. Bu amagla, hucresizlestirme islemi uygulanan ve
karakterizasyonlarla dogrulanan yapilar tavsan mezen-
kimal kok hticrelerinden elde edilen fibroblast, kondrosit
ve fibrokondrositlerden olusan bir meniskis hiicre popi-
lasyonuyla yeniden hiicrelestirilmistir. Hiicresizlestirilmis
ve yeniden hucrelendirilmis meniskiis iskeleleri biyokim-
yasal, biyomekanik ve histolojik olarak analiz edilmistir
(Sekil 5). DNA, kollajen ve GAG icerikleri arastirilan ¢alisma-
da uygulanan hucresizlestirme yontemlerinin yapisal ve
biyokimyasal 6zelliklere sahip meniskus dokusunu taklit
etmede etkili oldugunu gosterilmektedir.“!

Cok katmanli yapida Uretilen meniskiis doku iskele-
sinde, Ust katman olarak poli 3-hidroksibutirat-ko-3-hid-
roksivalerattan (PHBV), tibial platoya komsu olan alt
katman olarak hidroksiapatit nano tozlari ve stronsiyum
ranelattan ve son olarak orta katmanda ise dayanikli
seliloz liflerinden tiretilmis lif kabagindan yararlanil-
mistir. Tavsanlarda bilateral medial meniskiis 6n boy-
nuzunun avaskiler bélgesinde 1,5 mm silindirik defekt
olusturulduktan sonra ¢ grup olarak karsilastirma yapil-
mistir. Bir gruba hasar uygulandiktan sonra higbir mal-
zeme implante edilmeden kapatilmistir. Diger grupta
uretilen doku iskeleleri implante edilmistir. Son olarak
da hazir satilan politiretan doku iskelesinden yararla-
nilmistir. Tim hayvanlar sekiz hafta sonra sakrifiye edi-
lerek makroskopik, biyomekanik ve histolojik analizler
icin bilateral diz eklemleri alinmistir. Hi¢bir malzeme
implante edilmeden bos birakilan gruba kiyasla Uretilen
¢ok katmanli iskelelerin GUstiin biyomekanik sonuclar
gosterdigi, ayrica herhangi bir toksik etki gostermedigi
saptanmistir.[*

Colpankan Giines ve ark. ipek fibroin ve genipin ile
¢apraz bagli kitosan polimeri kullanarak biyolojik olarak
uyumlu iskele Gretmistir. Morfoloji ve kimyasal yapila-
rin karakterizasyonu igin taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve Fourier donisimlli kizildtesi spektroskopisi
(FTIR) kullanilmis, ayrica yapt iskelelerinin mekanik 6zel-
likleri icin basma testleri ile dinamik mekanik analizler-

Sekil 4.a-c. Lif kabagi temelli sol-gel ile PLA ve kltosan kaplanan (a), sol-gel yontemi ile HAp ve kitosan kaplanan (b), genipin ile ¢apraz baglanm|§

kitosan hidrojel doku iskelesi uygulamasi (c).
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den yararlanilmistir. Agirlikga %0,3 ile ¢capraz baglanmis
hidrojel kompozit doku iskelesi bu karakterizasyonlar
dogrultusunda segilerek biyouyumlulugu arastintmistir.
iskelelerin in-vitro analizleri icin tavsan mezenkimal kdk
hicreleri ekilerek sitotoksisite, canlilik, proliferasyon ve
kollajen miktarlan élciilmiistiir. Uretilen hidrojel kompo-
zit doku iskelesinin kikirdak dokusuna uyumlu oldugunu
ve tavsan mezenkimal kok hucreleri Uzerinde gelismis
canlilik gosterdigi sonucuna varilmistir.“

Perpelek ve ark.’nin makalesinde kullanilan biyoaktif
Helix aspersa ekstraktlari (slime ve mukus), sert doku
rejenerasyonu igin gozenekli doku iskeleleri Gretmek igin
kitosan (CHI) matrisiyle beraber kullanilmistir. Fiziksel,
kimyasal ozellikler, antimikrobiyal aktivitenin yani sira
kemik ve kikirdak rejenerasyonu igin in-vitro biyoaktivite
Olctlmdistur. Mukus ve slime birlesimi, CHI matrisinin
mekanik ozelliklerini ve biyolojik bozunma oranini art-
tirmistir. SEM gortintiileri, daha yuksek ekstrakt icerigi
ile ortalama gozenek boyutunun azaldigini gosterirken,
mukus ve slime ekstraktlari, iki bakteri susu lzerinde
de antimikrobiyal etki gostermistir. iskelelerin Saos-2 ve
SW-1353 hiicre hatlar ile in-vitro sitotoksisitesi, osteo-
jenik ve kondrojenik aktiviteleri, ALP aktivitesi, biyomi-
neralizasyon, GAG, COMP ve hidroksiprolin igerigi 6lcul-
mustlr. Hiicre canliligl sonuglari, ekstraktlarin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda Saos-2 ve SW1353 hiicreleri
Uzerinde proliferatif bir etkiye sahip oldugunu gosterir-
ken mukus ve slime ylklemesi osteojenik ve kondrojenik
aktiviteyi de arttirmistir.el

Tamburaci ve ark. kikirdak-kemik dokusu arayiizii-
nd taklit etmek icin farkli polimer katmanlarinda tak-
viye olarak Si-ikameli nanohidroksiapatit partikiilleri
(Si-nHap) ve silika bazli POSS nano-kafesleri kullan-
mislardir. Yaygin olarak kullanilan biyopolimerler olan
kitosan ve zein, yapiyi taklit etmek icin polimer katmani
olarak secilmistir. Kitosan/Si-nHap mikro gézenekli kat-
man ve zein/POSS nanofiber katmani, bir kemik-kikirdak
doku arayiiziinii taklit edecek sekilde tasarlanmistir. iki
katmanli doku iskeleleri, morfolojik, fiziksel ve mekanik
ozelliklerin belirlenmesi icin SEM, basma analizi, sisme
ve biyolojik bozunma testleriyle karakterize edilmis-
tir. Ayrica, osteosarkom ve kondrosarkom hiicre hatlari
kullanilarak LDH, proliferasyon, floresan gorintileme
ve ALP aktivite deneyleri ile in-vitro hiicre kiltlrd calis-
malari yapilmistir. ALP ekspresyon seviyeleri, Si katkili
nHap katkisinin gelismis osteojenik potansiyel goster-
digini ortaya koymustur. Histolojik veriler, kikirdak ve
kemik araylziini taklit eden hem fiber hem de gozenekli
tabakalarin homojen hiicre dagilimi ve matris olusumu
sergiledigini gostermistir.7

Sonug olarak, kikirdak doku muhendisligi gelismekte
olan bir alan olup ¢alismalar devam etmektedir. Halen en
siklikla uygulanan ileri derece kikirdak doku hasarlarin-
daki implant cerrahisi yerine hiicresel kikirdak tedavileri,
yapi iskeleli tedaviler ve hidrojeller zamanla daha fazla
yer bulacaktir.
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