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Kikirdak Onariminda Doku Miihendisligi Uygulamalari

Alpaslan Senkoylii*, Feza Korkusuz**

Giris

Bilim insanlar1 uzun siiredir, sinovyal eklemlerde
onarim ve rejenerasyon yetenegi sinirlt olan kikirdak
kayb1 veya dejenerasyonunun tedavisinde yeni yak-
lagim yollar1 iizerinde ¢alismaktadir. Burada onarim
ve rejenerasyon kavramlar1 arasindaki farki agikla-
mak gerekmektedir. Onarim, yaralanan eklem kikir-
dagiin hiyalin kikirdaga benzeyen ancak yapi, islev
ve igerik olarak farkli olan yeni bir doku ile yenilen-
mesidir. Rejenerasyon ise, normal eklem kikirdagin-
dan ayirt edilemeyen yeni doku olusumunu ifade
eder. Diger bir deyisle doku kendisi olarak yenilenir.
Doku miihendisligi, biyolojik dokulann sentetik
yada sentetik olmayan malzemeler iizerine yerlesti-
rilen hiicreler veya bunlara eklenen sistemik ya da
yerel diizenleyicilerle onarimidir (Sekil 1). Son yillar-
da yapay aglar ve hiicrelerin doku miihendisliginde
kullanilmasinin yan1 sira, biiyiimeyi ve farklilagmay1
tetikleyen veya oOnleyen sistemik veya yerel etkili
diizenleyicilerin doku miihendisliginde kullanilmast
s0z konusu olup; ozellikle genetik tastyicilar kulla-
narak bu mediatorlerin hasarli dokuya aktarilmasina
yonelik cok sayida disiplinler arast ¢alisma gergek-
lestirilmistir .

Modern anlamda tarihsel gelisimine bakilacak
olursa, 20. yiizyilin baslarinda Lexer taze
kadavradan aldig1 allogreftleri eklem rekonstriiksi-
yonunda kullanarak "doku miihendisligi" kavramini
ilk dile getiren arastirici olmustur @ Onceleri; kikir-
dak, kemik, dis ya da baska dokularin yapay
malzemelerle onarilmas1 cabas1 basarisizlikla
sonuclanmistir. Sonraki yillarda genel anlamda
malzeme teknolojisindeki gelismelerle birlikte tipta
yeni metal veya metal olmayan seramik ve polimer
gibi sentetik malzemelerin gelistirilmis olmas1 doku
mithendisligi uygulamalarina hiz vermistir.

Doku miihendisligi ile elde edilen dokular, in vivo
ortamda dogal dokular gibi fiziksel, kimyasal, bi-
yolojik uyarilara uyumla yanit verirler. Buna karsilik
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hiicre icermeyen bir implant, enzimler tarafindan
bozunur yada mekanik uyarilarla fiziksel 6zelliklerini
kaybeder. Bu gercek, doku miihendisligi yaklagim-
lariim temel dayanagini olu§turur™®.

Eklem kikirdag: kayiplarinda dokunun kendi ken-
dini onarma kapasitesi olduk¢a sinirlidir. Sinirh
onarim gerceklesse de olusan doku, biyomekanik
olarak orijinal eklem kikirdag ile ayn1 6zellikleri tasi-
mayan fibroz kikirdaktir. Miikemmele ulagma
icgiidiisiiyle bircok arastirici, eklem kikirdagi
onariminda degisik tedavi secenekleri iizerinde dur-
maktadir. Bu se¢eneklerden doku miihendisligi yak-
lagimlari, diger tip dallarinda oldugu gibi ortopedi ve
travmatolojide de 6nemli yer tutmaktadir. Bu yazida
kikirdak onanminda doku miihendisliginin yeri ve
konuya giincel yaklasim gozden gecirilecektir.
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Doku killtiirii In vivo
ortami implantasyon

Hiicre

Sekil 1: Doku miihendisligini tanimlayan sema. Elde edilen yeterli say1-da
hiicre uygun polimer agla birlestirilerek defektif bolgeye yerlestiriliyor.

Eklem Kikirdagimin Yapisi ve Doku
Miihendisligindeki Onemi

Eklem kikirdagi makroskopik olarak ince-
lendiginde, deformasyona diren¢ gosteren, sert,
parlak bir ylizey olarak goriiniir. Isik mikroskobunda
tek tip hiicrenin bulundugu, kan ve lenf damarlari ile
sinir u¢larinin bulunmadig1 bir doku goze carpar
(Sekil 2). Kas veya kemik gibi dokularla
karsilagtirildiginda eklem kikirdagi daha diisiik
metabolik aktivite gosterir. Tendon, ligament ve
meniskiis gibi diger bag dokulara benzer sekilde
eklem kikirdagi hiicre, eklem sivist ve makro-
molekiiler ag iskeletinden olusur. Yapisini ve
mekanik Ozelliklerini agirlikli olarak bu agdan alir.
Kondrositler eriskin eklem kikirdaginin yalnizca
% 1'ini olustururlar. Su, eklem kikirdaginin yas agir-
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Sekil 2 : Normal eklem kikirdagini gosteren 151k mikroskobu preparat1 (HE
x40).

Iiginin yaklasik %80'ini olusturur. Su ile ag molekiil-
lerinin etkilesimi, dokunun mekanik 6zelliklerini
belirler. Eklem kikirdag: Tip 2, 6, 9, 10 ve 11 kolla-
jenlerini igcermekle beraber % 90-95'ini Tip 2 kolla-
jen olusturur. Tim doku boyunca uzanan bu kolla-
jen ag, proteoglikanlar1 da sararak dokunun biitiin-
lugiinti saglar ve gerilmeye karsi direng giiciinii
verir. Kondrositlerle ag arasindaki karsilikli dayanis-
ma, dokunun yasam boyu biitiinliigiiniin korun-
masin1 saglar. Kondrositlerle ag arasindaki iliski,
hiicrelerin ag makromolekiilerini sentezlemesiyle
siirli degildir. Ag, normal eklem hareketleri sirasin-
da hiicreyi mekanik hasardan korur ve hiicrenin
fenotipini siirdiirmesini saglar. Besinler, ag molekiil-
lerini sentezlemek i¢in gerekli maddeler, bozunan ve
yeni liretilen ag molekiilleri, metabolik artiklar ve
sitokin, biiylime faktorii gibi hiicre islevlerinin
diizenlenmesinde yardimci molekiiller agdan gecer-
ler. Ayrica bu molekiiller agda depolanabilirler.
Agdan gececek molekiiliin tipi ve ge¢is hizi, yogun-
luk ve ierigine baghdir “.

Kondrositler, yasam boyunca ag makromolekiil-
lerini yikar veya yapar. Yapim ve yikim arasindaki
dengeyi kontrol eden dizin veya iliski heniiz ¢ok iyi
anlasilamamistir. Ag, kondrositler icin uyart iletkeni
gorevini de goriir ve eklem yiizeyinde mekanik yiik-
lenmeyle olusan sinyalleri kondrosite iletir.
Kondrositler bu uyarilara yanit olarak, otokrin ve
parakrin mekanizma ile sitokinleri uyararak agda
degisiklikleri baslatir. Yer cekimsiz ortamlarda ve
uzayda kiiltire edilen kondrositler morfolojik
degisiklige ugrar. Bu nedenle eklem kikirdaginin
normal bilesimini siirdiirebilmesi i¢in az da olsa

hareket ve mekanik yiiklenmeye gereksinimi vardir
@567
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Kondrositler ve ag arasindaki biyolojik ve
mekanik etkilesim, kikirdak onariminda planlanan
¢6ziim yoluna karar vermede biiylikk 6nem tasir.
Onarim i¢in kullanilacak dogal ya da yapay malze-
menin bu etkilesimi 6rneklenmesi gerekmektedir.

Kikirdak Doku Miihendisligi

Kondral ve osteokondral kayiplarda, dokunun
kendini yenileme yeteneginin sinirli olmasi,
arastiricilart hiicreleri hasarli veya kayip bolgeye
uygulama ve barindirma yollarin1 aramaya itmistir.
Kikirdak doku miihendisligi bu sorunu ¢ézmek ic¢in
ortaya atilmis biyoteknolojik bir alandr. ilk kez 1977
yilinda Green tarafindan tanimlanmis ve 19801 yil-
larda giincellesmistir®. 1994'te Brittberg ve ark. ilk
klinik uygulama sonuglarmi bildirilmistir®. Kikirdak
doku miihendisliginde amag, elde edilen yapay
kikirdagin normal eklem kikirdagiyla ayni bi-
yomekanik Ozelliklere sahip olmasidir. Ancak bu
sekilde eklem yiiksek gerilme altinda kaldig: in vivo
ortamda normal islevlerini siirdiirebilir.

Hiicrenin Kokeni

Hiicreleraras1 islevsel agi1 olusturmak icin
metabolik etkinlikleri acisindan uygun hiicrenin
edinilmesi gerekmektedir. Chen ve ark., in vitro bir
calismada, transplante edilen hiicrenin sayisinin
sentezlenen ag§ miktannt etkiledigini
bildirmi§lerdir"”.  Arastiricilar  ¢ok farkli hiicre
secenekleri iizerinde durmuslardir: Eriskin eklem
kikirdag: kondrositi, periosteum ve perikondriumun
kambiyum tabakasindan elde edilen hiicreler,
mezenkimal kok hiicreler, sinovyal hiicreler, fetal ve
embriyonik onciil hiicreler (Fetal kok hiicreler ve
kondroblastlar) (Tablo 1). Tam kat eklem kikirdag:
kayiplarinda onarim ig¢in hiicre ile ag bileseni kul-
lanilmaktadir. lyilesme siireci sadece bu sistemle
degil, subkondral kemikten gelen diger hiicreler ve
bunlarin sentezledigi sitokinlerle birlikte olmak-
tadir™. Bu nedenle kikirdak doku miihendisligi
uygulamalannda kontrol edilemeyen bir¢ok
degiskenin varlig1 goz ard1 edilmemelidir.

Kondrositler ve Kondroblastlar

Kikirdak doku miihendisliginde dogal olarak ilk
akla gelen hiicre tipidir. Bir¢ok arastirici tarafindan
kolay elde edilebildigi i¢in yaygin olarak farkl
polimer aglarla birlikte kullamlmstr™*-**-*), Erken
donemde kikirdak yiizeyinde yeterli onarimi
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Tablo 1: Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan hiicre
cesileri ve ag tipleri.

Hiicre Cesitleri Polimer Tipleri

Protein bazli polimerler
(Kolldjen, fibrin)

Karbohidrat bazli polimerler

(Aljinat, hiyalu-ranon, kitosan)

Enskin €k en Kikirdaar kondrositt
Periosteum ve perikondrium
kokenli hiicreler
Sentetik polimerler (PGA, PLA,
Karbon lif, PHBV)

Mezenkimal kok hiicreler

Fetal ve embriyonik onciil hiicreler

Sinovyal hiicreler

sagladiklar1 gozlenmistir. Ancak uzun donem
takiplerde ayn: tatminkar sonuglar elde
edilmemistir. Farklilasmis dokudan iiretildiklerinden
yeterli cogalma ve yeniden farklilasmay1 saglamada
yetersiz kaldiklarma deginilmektedir™. Ote yandan,
kikirdagin her katindaki kondrositin kendine o6zel
farklt biyokimyasal, morfolojik ozellikleri vardir. Tam
kat kikirdak ornegi alarak bu dokudan kondrosit
¢ozeltisi elde edip tek kath kiiltiir ortaminda iirete-
lim. Buradan elde edilen hiicrelerin tekrar aga
aktarildiginda, farkli tipte makromolekiil sentezleyen
farkli bicimde ayrimlagmis hiicrelerin birbiriyle
karisacagr oOngoriilebilir. Bu durumda erken
donemde her sey yolunda gibi goziikiirken, bir yil
sonra kikirdak yiizeyinde kalsifiye adaciklar goze
carpmaktadir. Bu farklilasmis kondrositlerin zona
ozel hafizalarnmn  varhgmi kanitlar™®. Bu  sorunun
istesinden gelebilmek i¢in, Kandel ve ark., farkli
kikirdak katlarindan elde ettikleri kondrositleri in
vitro olarak uygun katlarda tiretmigler ve orijinal ii¢
boyutlu eklem kikirdagini elde etmi§lerdir™?.

Kondrositlerin kiiltiire edilerek, kikirdak defek-
tine enjekte edilip, lizerinin tibia proksimalinden ali-
nan periost ortiisiiyle kapatilmasi insanlarda uygu-
lanan bir tekniktir"®. Bu teknigin uzun dénem takip-
lerinde yapilan kontrol artroskopilerde, onarilan
kikirdak yiizeyinde kalsifiye alanlar gozlenmistir.
Bunu yazarlar periostal flebe baglamakla birlikte,
yukarida s6z edilen nedenden dolay:r da boyle bir
sorun ortaya ¢cikmis olabilir.

Perikondrial ve Periosteal Hiicreler Her iki doku
da kondrojenik potansiyellerini kambiyum
tabakalarindaki proliferasyon potansiyeli olan

hiicrelerinden alir'">. Otojenik kokenli hiicreler
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kullanildiginda daha basarili sonuclar bildirilmistir.
Ancak yine de bu hiicrelerin uzun siire canli
kalmadig1 ve zaman icinde iyilesme dokusu i¢indeki
yogunluklarinin azaldigi bildirilmistir. Bunun yaninda
subkondral kemikle baglantida olan hiicrelerin kon-
drosit degil de osteoblastlara farklilagabilecegi
bildirilmigtir"”.

Mezenkimal Kok Hiicreler
Kemik iligi stromasinin multipotansiyel onciil
hiicreler igerdigi bilinmektedir. Burada yer alan
mezenkimal kok hiicreler uygun mikrogcevrede
osteosit, kondrosit, adiposit veya miyosit gibi farkli
hiicrelere doniisebilmektedir. Bu hiicrelerin potan-
siyel avantajlan sunlardir:
*  Doku kiiltiirtinde hizli ¢cogalabildikleri icin daha
az sayida hiicre yeterli olmaktadir"”.
* Kemik iliginin elde edilmesi goreceli olarak daha
kolaydur.
* Hiicre yogunlugu yasla birlikte azalmakla birlik-
te, yash kisilerde 6zellikle periosttan elde edilen
hiicreler yiiksek metabolik etkinlik gosterirler;

ancak ayrimlagma yetenekleri zamanla azala-
bitie(11,18).

* Hem kemige hem de kikirdaga doniisebildikleri
icin osteokondral kayiplarin onarimi icin kul-
lanilacak kompozit greftlerin yerine kullanilabilir-
ler (18).

Yapilan in vivo c¢aligmalarda bu hiicrelerin defekt
bolgesinde farklilagabilmeleri i¢in disaridan yon-
lendirmeye gereksinim duyabildikeri gozlenmistir 1",
Insanlarda kikirdak doku kayiplannda kullanimi
heniiz olmamakla birlikte, kemik kayiplarinda kul-
lanim bildirilmistir™.

Sinovyal Hiicreler

Bu hiicre tipinin kikirdak doku miihendisliginde
kullanilma fikri; iki hiicre tipinin de ayni onciilden
geldigi diisiincesi ve hem fetal hem de eriskin
yasamda ayni mikrocevrede benzer gorevleri yerine
getiren hiicreler olmalan nedeniyle ortaya ¢cikmustir.
Uygun ag ve TGF- (5 (transforme edici biiyiime fak-
torii-beta) gibi biiylime faktorii ile birlikte kul-
lanildiginda parsiyel kikirdak kayiplarinin onarimin-
da kullanilabilecek bir hiicre grubudur(zo,m.

Periostal hiicreler ve kondrositlerin ayrigtirilmasi
birbirine benzeyen islemlerle yapilmaktadir.
Standart bir molekiiler biyoloji laboratuarinin
donanimi islemler icin yeterlidir. Kondrositlerin
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erken donemde polimer ylizeylere yapismalar1 ve
ortama uyumlan oldukga iyidir (Sekil-3a, 3b). Bu
hiicreler ag da sentezleyerek hiyalin benzeri iyilesme
dokusu olusturabilmektedirler. Ancak gec¢
donemdeki sorunlarin iistesinden gelebilmek igin
ileri arastirmalara gereksinim vardir®-*-2,

Doku Kiiltiirii Teknikleri

Kiiltiire edilen kondrositlerin ortamlar1 ne kadar
iyi olursa hiicrelerin ¢ogalmalari ve fenotiplerinin
stiregenligi o kadar iyi korunmaktadir. Belli bash iki
tip kiltiir teknigi bulunmaktadir: 1-Statik (Petri
kabinda) 2-Dinamik (Biyoreaktorlerde).

Statik Teknik

Bu teknikte, kikirdak doku alinip kollajenaz kul-
lanilarak enzimatik ayristirmadan sonra, icinde
medium, fetal calf serumu, antibiyotik ve biiylime
faktorii olan kiiltiir plaklarina konur. Doku Kkiitiirii
islemi siiresince plaklar viicut 1sisindaki (37,2°C)
inkiibatorlerde bekletilir. Daha sonra hiicrelerin
ortamlan iki veya ii¢ gilinde bir degistirilerek
metabolik artiklarin uzaklastirilmasi ve besinlerin
ortama eklenmesi saglanir. Bu islemde hiicrelerin
plak yiizeyinden ayrilmasi tripsin ile gerceklestirilir.
Yapilan pasajlarla yeterli hiicre elde edilince ag ile
birle§tirilir® (Sekil 3a).

Alpaslan Senkoylii, Feza Korkusuz

Sekil3: (a)
Flask yiizeyine
yapisip yayilmis
kondrositlerin
invert
mikroskop
gOriintiisii.
(b) Flask
yiizeyine
yapigmis
periost kokenli
osteoprogenitor
hiicrelerin
invert
mikroskopi
gOriintiisii.



Dinamik Teknik

Doku Kkiiltiirii fizyolojik sartlarin gergeklestirildigi
biyoreaktorlerde yapilir. Bu amagla fizyolojik besin-
leri, sivilan igeren bilgisayar kontrollii biyoreaktorler
gelistirilmistir. Biyoreaktorlerde mediyumun giinde
ortalama %50'si yenilenmektedir. Boylece metabolik
artiklar daha hizli uzaklagtinlmig ve yerine besinlerin
gecisi hizlandirilmis olur. Biyoreaktorlerin de degisik
tiirleri bulunmaktadir: Spinner flask, mikro
tastyicilar, perfiizyon kiiltiirleri, donen duvar biore-
aktoreri ®, 7, .

Her iki teknikte de diisiik hiicre yogunlugunda
hiicrelerin biiyime hizi1 artmaktadir. Ortamda hiicre
basina diisen besin miktar1 azaldik¢a hiicre daha
cok farklilagmaktadir. Dogal olarak bu sorun statik
kiiltiirlerde daha ¢ok goriiliir. Buna karsin dinamik
uygulamalann maliyeti yiiksektir ve daha 6zel labo-
ratuvar donammi  gerektirmektedir®®,*®.  Yazarlarin

daha ¢ok statik Kkiiltiirlerle deneyimi mevcut-
,r(22,23,24,25)

Doku kiiltiiriinde elde edilecek hiicre sayist da
onemlidir. Bir baska deyisle defekti onarmak igin
kullanilacak yapay dokuda hiicre yogunlugu ne
olmalidir? Onerilen hiicre/ag oram 4-10x10° /mm’
diir. Biz caligmalarmmzda 5-6x10° /mm’ yogunlukta
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hiicre kullanmaktayiz"*-=->,

Kullanilacak Agin Tipi

Eklem kikirdagi
ekstraseliiler agdan almaktadir. Bu nedenle agin ori-
jinal eklem kikirdagi agini taklit etmesi gereklidir. Bu
da ag tipini en az hiicre tipi kadar 6nemli kilar.

mekanik Ozelliklerini

Buna dayanarak ideal agi olusturabilmek icin
izerinde calisilan malzemenin o6zellikleri Hunziker
tarafindan 6zetlenmistir. Bu 6zelliklerin bes tanesini
elde edebilen arastiricilar tatmin edici sonug elde
etmis demektir'! 1,29) :

* Porozite: Aga ekilen hiicrenin yapisabilmesi,
migrasyonu, metabolik atiklarin ve besinlerin
tasinmasi icin 6nemlidir. Porlar arasinda baglan-
tilar olmalidur.

*  Tasiyicihik: Biiylime faktorii destekli sistemlerde

agin bu tip molekiilleri kontrollii salabilme 6zel-

liginin olmasi gerekir.

Adezyon: Ag hiicrelerin yapigsmasini kolaylastir-

malidir. Bu 6zellik hiicrenin normal biyokimyasal

ve salgi fonksiyonlarini olusturabilmesi igin
gereklidir.

* Biyobozunurluk: Ag, yeniden sekillenme siireci
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icin gerekli olan bozunma o6zelligine sahip
olmalidir. Rezorbsiyon siiresi kontrol edilebilme-
lidir. Bozunurken orijinal ag olusumuna izin ver-
melidir.

* Hacim Stabilitesi: Kullanilan ag zamanla gsigsme
veya biiziigme gibi hacim degisikleri goster-
memelidir. Bu durumda eklem yiiziiniin diizlugi
ve pliriizsiizligt kaybolur.

*  Biyouyumluluk: Ag, konak dokuya yerlestirildigi
zaman ¢evre dokuyla biitiinlesebilmelidir. Bu da
ancak biyo-uyumlu malzemelerle saglanabilir.
Greftle konak doku devamlilig1 saglanamazsa
biitiinlesme elde edilememis demektir.

* Internal Yapisma: Bir ag bosluga doldurul-
dugunda internal yapigsma oOzelligi olmazsa
bosluktan tekrar disar1 cikar.

* [Elastiklik: Agin dogal sertligi de bu acidan
onemlidir. Ozellikle eklemde bir takim kuvvetlere
direnebilmesi gerekir. Ek olarak mekanik 6zellik-
ler acisindan konak dokuya benzemelidir.

* Cerrahi Teknige Uygunluk: Klinik uygulamalar-
da cerrahi teknik olarak artroskopi secilecekse,
basta s1vi1 formunda olup yerlestirildikten sonra
katilagmas1 istenir. Ancak, bu esnada hacim
degisikligine ugramamalidir. Artrotomik olarak
uygulanacaksa, kat1 olmasi tercih edilir. Boylece
ag defektif bolgeye kolayca sikistirilabilir ve
eklem yiizeyinde kalan fazla kismi tiraglanabilir.
Sayilan bu 6zellikleri elde edebilme i¢giidiisii

arastiricilart  dogal yada sentetik c¢ok farkli

malzemeler iizerinde ¢alismaya itmistir.

Dogal Polimerlerden Olusan Aglar

Dogal polimerlerin osteokondral kayiplarin
tedavisinde kullanilmasi fikri ilk kez Speer ve
arkadaglar1 tarafindan ortaya atilmistir. Tavsan diz
eklemlerinde olusturulan osteokondral kayiplarda
siinger formunda kollajen kullanmislar ve tamir
dokusunun orijinal eklem kikirdagina benzer 6zellik-
ler tasidigin ifade etmislerdir (30). Dogal polimerleri
kabaca protein bazlilar ve karbohidrat bazlilar olarak
ikiye ay1rabiliriz.

Protein Bazh Polimerler

Kollajen, en eski olmanin yaninda iizerinde en
¢ok calisilan protein yapisindaki polimerlerdendir.
Kondrositleri alti hafta boyunca kollajen jel iginde
takip eden bir grup arastirmaci, hiicrelerin ortama
iyi adapte olduklanni ve tip-2 kollajen, proteoglikan

gibi ag makromolekiillerini sentezleyebildiklerini
gostermi§lerdir®”. Nehrer ve ark., yaprmus olduklar in
vitro ¢alismada, Tip 1 kollajen ag ile Tip 2 kolla-jen
ag1 karsilastirmiglardir. Her iki aga da kondrosit-leri
ekmislerdir. Iki haftalik siire sonunda Tip 2 kol-
lajenden yapilan agda kondrosit morfolojisi korun-
musg, DNA icerigi artmis, glikozaminoglikan yapimi
daha fazla olmu§tur®®. Frenkel ve ark., kikirdak
doku miihendisliginde ag modeline yeni bir goriis
getirerek farkli fiziksel yapida iki katlt bir iskelet kul-
lanmiglardir. 11k kat subkondral kemikle iligkili olan,
hiicre beslenmesini saglayan molekiillerin gegisine
izin veren yogun kollajen katidir. ikinci kat ise kon-
drositlerin  bilyiimesini ve metabolizmasini
destekleyen poroz kollajen katidir. Tavsan mo-
delinde deney gruplarinda hiyalin benzeri kikirdak
elde edildigi gosterilmi§tir®”. Biz osteokondral ka-
yiplarin rejenerasyonunda yeni bir yontem kulla-
narak, kalsiyum fosfat-kollajen kompozitini ag
olarak kullandik (Sekil4a, 4b). Bu in vitro denemede
normalde bir giinde degrade olan kollajenin
kalsiyumla daha stabil davranarak iki haftada
bozundugunu gdzlemledik. Ayrica, ortamda
(normalde olmayan) siilfiiriin bulundugunu sap-
tadik. Bu da siilfiire glukozaminoglikanlarin olus-
tugunun dolayli gostergesidir. Sonugta, bu kompo-
zit osteokondral kayiplarin tedavisinde doku
mithendisligi amaciyla kullanilabilme potansiyeli
olan bir yapay agdir'®.

Basitge denatiire kollajen diyebilecegimiz jelatin
denenen bir baska proteindir. Kondrosit gelisimini

Sekil 4: (a)
’ Hidroksiapatit-kol-

lajen iskeletine
ekilmis kondrosit-
lerin 151k
mikroskobundaki
(HE, X20) ve (b)
tarama elektron
mikroskobundaki
goriiniimii (X2000).
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destekleyen bazi calismalar olmakla birlikte®”, sub-

kondral kemik gibi vaskiilerize dokularda inflamatu-
ar reaksiyon olusturdugu bilinmektedir'' 1.

Fibrin, kan adi verilen sivi bag dokunun
ekstraseliiler aginin ¢ogunlugunu olusturan fibrino-
jenin polarize formudur. Fibrinojen damar disina
cikinca yada patolojik durumlarda polimerize olarak
fibrine doniisiir. Fibrin mekanik olarak kuvvetli
degildir, ancak ekstra-vaskiiler kompartmanda doku
iyilesmesine yardimci olur. Bu temel bilgilere daya-
narak bir¢ok arastirici fibrini bos olarak, hiicre ile
yada biiyiime faktorii ile birlikte degisik doku
mithendisligi uygulamalannda kullanmislar ve kikir-
dak doku miihendisligi icin de uygun olabilecegini
ifade etmislerdir®>®. Ancak sonradan yapilan calis-
malarda kollajende oldugu gibi bu molekiile kars1
da immun reaksiyon gelistigini bildiren ¢aligmalar
yaymlanm§tir™”.

Karbohidrat Bazh Polimerler

Bu grup icinde yer alan agardz, temelde galak-
toz igceren ve deniz iirlinlerinden elde edilen bir
polimerdir. Inert olusu ve mekanik olarak in vitro iyi
sonuglar alinmastyla kabul goren bir polimerdir®®.
Ancak memelilerde bu polimeri yikacak sistemlerin
yetersiz olusu degredasyon sorununu birlikte getir-
mistir™.

Aljinat kalsiyum iyonlariyla polimerize olan kar-
bohidrat yapisinda jeldir. Yapilan in vitro ¢aligmalar-
da aljinat jelin kikirdak doku miihendisligine uygun
bir polimer oldugu bildirilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin bu polimere ekildiginde kondrosite fark-
lilagtign gozlenmi§tir™. Buna karsin yapilan in vivo
caligmalarda, yabanci cisim dev hiicrelerle karakte-
rize immiin reaksiyon olusturdugu bildirilmistir®".

Hiyaluronan eklem kikirdagi aginin karbohidrat
yapisindaki bir bilesenidir. Orijinal haliyle implante
edilebildiginde oldukca biyouyumlu bir molekiildiir.
Ancak stabil bir ag olabilmesi i¢in c¢apraz baglan-
mas1 gerekmekte, bu da biyo-uyumlulugunu etkile-
mektedir’I’. Bu nedenle hiyaluronanin farkli
kimyasal yapida daha stabil formlarinin gelistirilme-
sine ihtiyag vardir®?.

Kitosan kabuklu deniz hayvanlannda bulunan
kitinden elde edilen doku miihendisliginin degisik
alanlarinda denenmekte olan bir polimerdir.
Molekiiler yapisi hiyaluronik asit ve glukozaminog-
likana benzer. Su cekip sisme 0Ozelligi olan bu
polimerin yaptigimiz in vitro ¢alismada kondrosit-
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lerin yapismasi icin ¢ok uygun oldugu sonucuna
vardik (Sekil 5) (24). Kitosan, Hunziker'in tanim-
ladig1 porozite, tasiyicilik, adezyon, biyobozunurluk,
elastiklik oOzelliklerini tasimasi nedeniyle bizi c¢ok
yiireklendirdi. Buna karsin, tavsanlarda yaptigimiz in
vivo ¢alismada yabanci cisim dev hiicreleri ile karak-
terize immiin reaksiyonu gozlemlememiz polimere
giivenimizi sarstt (Sekil 6). Bunun igin kitosanin
yeterince saflastirilmadigl sonucuna vararak, daha
saf kitosanla ve farkli hayvan modelleriyle yapilan
calismalarin gerektigi sonucuna vardik®’.

Sekil 5: Kondrositin kitosana yapistigini gosteren transmisyon elektron
mikroskobu fotografi. Ok kitosana komsu hiicre duvarindaki baglanti
kompleksini (desmozom) gosteriyor (x20000).

Sekil 6: Kitosana kars1 gelisen asir1 sinovit ve pannus olusumu (HE,
x40).

Sentetik Polimerlerden Olusan Aglar

Sentetik polimerler 6zellikle ortopedik cerrahide
fiksasyon ve dikis materyali formlarinda giivenle ve
yaygin olarak kullamlmaktadir®. Kikirdak doku
miithendisliginde de hiicrelerin yerlestirildigi li¢
boyutlu iskeleti olusturmak i¢in ¢ok degisik sentetik
polimer secenekleri iizerinde durulmustur.
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Kikirdak Onanmmda Doku Miihendisligi Uygulamalan

Poli a-hidroksi asitler (poliglikolik asit, polilaktik
asit) ortopedik cerrahide oldukc¢a yaygin klinik
uygulamalar1 olan polimerlerdir. O nedenle, biyo-
uyumlu bu polimerler kikirdak doku miihendisligi
icin yapilan deneysel calismalarda sik¢a denen-
mislerdir. Bu grup polimerler kiitlesel bozunma
ozelligindedirler. Bu durumda ortama aniden biiyiik
miktarda yikim iiriinii salinabilir. Polimerin molekiil
agirligina gore bozunma siiresi degisir. Ortaya ¢ikan
yikim tirtinleri asidiktir. Eger ¢evre doku iyi kan-
lanamiyorsa ve metabolik aktivitesi diisiikse biriken
artiklar inflamatuar reaksiyona neden olabilmekte-
dir™. Yikim iiriinii olarak karsilastirildiginda, polilak-
tik asitin (PLA) iirtinii olan laktik asit, poliglikolik
asitin (PGA) iiriinii olan glikolik aside gore daha biy-
ouyumludur. Kondrositler, 12 giinliikk inkiibasyon
esnasinda 2mg/ml konsantrasyondaki laktik asiti
tolere ederler. Ancak, ayn1 konsantrasyondaki gliko-
lik asit hiicre metabolizmasin etkiler. Kondrositlerin
laktik asiti daha rahat tolere edebilmelerinin nedeni,
normalde de anaerobik metabolizmay1 kullan-
malaridir®”. Doku miihendisliginde kullanilan bir
baska poli-a-hidroksi asit, e-kaprolaktondur.
Tendon ve kemik kayiplarinda iimit verici sonuclar
elde ettigimiz bu polimerin biyo-uyumlulugu dikkat
gekicidir(%,47). Bu nedenle, kikirdak doku miihendis-
liginde de ag olmaya aday bir polimerdir.

Brittberg ve ark, karbon lifi ag olarak kullanip,
kondrositlerle birlestirerek tavsanlarin dizlerinde
olusturduklar1 osteokondral kayiplara yerlestir-
mislerdir. Karbon lif kullanilan gruplarda ilk 12 hafta
icinde hiyalin benzeri kikirdak olugmus ancak, 52.
haftada bu kikirdaginin kalitesi bozulmustur. Karbon
lifin daha sert oldugunu ve kikirdak dokunun viskoe-
lastik  6zelliklerini tasimadigii  savunmu§lardir®,
Karbon lif tek bagina insan kikirdak kayiplannda kul-
lanilmig ve yabanci cisim reaksiyonu yaparak
sinovite neden oldugu gozlenmistir®”.

Kikirdak doku miihendisliginde potansiyel kul-
lanim1 olan bir bagka polimer de PHBV (poli [3-
hidroksibutirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit]) dir. In
vitro ortamda bakterilere sentez ettirilen bu biyolojik
iirtin daha sonra bazi kimyasal islemlerden geciril-
erek lic boyutlu matriks haline getirilir. Yaptigimiz
calismalarda, kemik doku miihendisliginde
osteoblastlarin ¢ogalmasi ve ayrimlagsmasinda etkin
oldugunu in vitro ve in vivo olarak gozlemledik.
Buradan yola ¢ikarak tavsan diz ekleminde olustu-
rulan osteokondral kayiplara, PHBV agina kondrosit
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ekerek elde ettigimiz yapay kikirdagi yerlestirdik.
Sonucta deney gruplarinda bosg biraktigimiz kontrol
gruplarina gore makroskopik ve mikroskopik olarak
daha kaliteli bir kikirdak benzeri dokunun olus-
tugunu izledik (Sekil 7, 8). Buna karsin komsu
dokuda az da olsa yabanci cisim reaksiyonu mev-
Cutlll(so,sl).

Sekil 7: Tavsanin her iki dizinde olusturulan standart osteokondral kayip
bir tarafta bos birakilirken (Kalin ok), diger tarafta poli hidroksi-biitirat+
kondrositten olusan yapay kikirdak ile onarilmustir (ince ok). 8. haftada
her iki dizin makroskopik goriintiisii.
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Sekil 8: Poli hidroksi-biitirat+kondrositten olusan yapay kikirdagin in vivo
mikroskopik goriintiisii. Yapay kikirdagin ¢evre dokuya iyi entegre oldugu

ancak yine de subkondral kemikte yabanci cisim reaksiyonu dikkat
cekiyor (HE, x25)

Biiytime Faktorleri ve Kikirdak Doku
Miihendisligi

Biiytime faktorleri, diger dokularda oldugu gibi
kikirdak onarimi i¢in de vazgecilmez makro-
molekiillerdir. Yapilan bir ¢alismada normal ve artri-
tik dizlerde biiytime faktorii yanitt incelenmistir. Bu
ilging calismada, patolojik dizlerdeki kondrositlerin,
kondrogenezisin vazgecilmez biiyiime faktor-
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lerinden insiilin benzeri biiyiime faktorii-1' e yanit
vermedigi goriilmiistiir. Buna karsin transforme
edici biiyiime faktorii- , interlokin-1'in katabolik etki-
sini inhibe ederek kikirdak onarimini arttirmistir.
Kemik morfogenetik proteini-2 ise, interlokin-1'in
yoklugunda bu etkisini gostermistir®. Bir baska
calismada ise, transforme edici biiyiime faktorii-
ailesinin kikirdak yapmmum uyardign gosterilmistir®™.
Hiicrelerin bityiime faktorlerine yaniti yas ilerledikge
azalmaktadir. Geng yastaki kisilerdeki kondral veya
osteokondral kayiplann biiyiime faktorleriyle
tedavisi umut vericidir. Ancak bu tedavi yaklasimi
dikkatle yapilacak bircok aragtirmayi gerektirmekte-
dir. Ciinkii, biiyiime faktorleri eklem icinde sadece
kikirdag: degil, tiim dokular etkilemektedir®®.

Greftin Tespiti

Otolog kikirdak transplantasyonunun onciisii
Brittberg ve ark., tibia proksimalinden aldiklan
periostal grefti defekt yiizeyine diktikten sonra,
bunun altina kondrosit siispansiyonunu enjekte
etmektedirler. Bu sistem ¢ogunlukla caligmakla bir-
likte, az da olsa kars1 eklem yiizeyinin siirtmesiyle
ayrilan periostal flep kenarindan kondrositler
ekleme akabilmektedir'”. Bu nedenle arastiricilar
farkli ¢coziimler bulmaya c¢aligmaktadir. Bunlardan
biri, iki boliimden olusan polilaktattan yapilmis bir
sistemdir. Birinci boliim polimer agdir ve buna in
vitro olarak hiicre ekilir. Buna bagli olan ikinci
boliim ise subkondral kemige sabitlenen capadir.
Ancak bu sistemi gelistirmek icin deneysel calis-

malar siirmektedir'?.

Sonug

Otolog kikirdak transplantasyonunun orta
donem izlem sonuglari, kikirdak doku miihendis-
liginin bilesenlerinden olan hiicre ve doku kiiltiirii
sorununun, biiyitk oranda halledildigini gosteriyor.
Burada, geriye ii¢ boyutlu ag sorunu kaliyor.
Yukarida tartisildigi gibi heniiz Hunziker'in tanim-
ladig1 ozellikleri biiyiik oranda tasiyan bir ag elde
edilememistir. Bunun icin yeni polimerlerin denen-
mesinin yaninda, denenmis olan polimerlerin yeni
iiretim sekillerinin ve yeni kompozitlerinin gelistir-
ilmesine ihtiya¢ vardir. Bu sistemde, iyi kontrol
etmek kaydiyla, biiyiime faktorlerine de yer verilme-
lidir.
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