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Osteokondral Doku Miihendisligi

Osteochondral Tissue Engineering
Soner CAKMAK ~

Ozet

Ortopedik cerrahide, osteokondral hasarlarin tedavisi hala tam olarak gergekle stirilememektedir. Osteokondral
hasarlar, ayni anda hem eklem kikirda g1 hem de subkondral kemikte hasarin gérildi gi durumlari ifade etmekte-
dir. Bu hasarlarin tedavisi i¢in kikirdak, kemik ve kikirdak-kemik ara ytzeyinin fiziksel ve kimyasal ézelliklerini g6z
onunde bulunduracak yaklagimlara ihtiya¢c duyulmaktadir. Osteokondral hasarlarin tedavisi igin birgok cerrahi
yoéntemi gelistirilmis olsa da bu yéntemler gegici bir iyilesme saglar. Bu nedenle tedavi edici alternatif yéntemler
Uzerinde yogun bir sekilde calisiimaktadir. Bu noktada, osteokondral doku mihendisligi, biyomalzeme, hicreler
ve cesitli biyoaktif molekdllerin kullanimiyla, osteokondral hasarlarin tedavisi i¢in 6n plana ¢gikmaktadir. Bu
derlemede, osteokondral doku mihendisliginin temelleri, osteokondral dokunun yapisi, osteokondral hasarlarin
tedavisinde kullanilan cerrahi yéntemler, bu alanda kullanilan biyomalzemeler ve tek/cok fazli doku iskelesi
tasarnimlari ve kullanimlari, kullanilan biytme faktorleri ve hicreler 6rnekleriyle anlatiimi, stir.

Anahtar Kelimeler: Osteokondral doku muhendisligi, cok fazli doku iskelesi, blylime faktorl, kondrosit, kdk
hucre

Abstract Treatment of osteochondral defects can not be completely achieved in orthopaedic surgery. Oste-
ochondral defects reflect damage to both the articular cartilage as well as the underside subchondral bone.
The treatment strategies should take into consideration the physical and chemical properties of cartilage,
bone and cartilage-bone interface. Although there are several surgical methods developed for the treatment
of osteochondral defects, both of them have ensured temporary healing. Therefore, there have been intense
efforts on alternative strategies for osteochondral regeneration. At this point, osteochondral tissue engineering
have come to the forefront by using the combinations of biomaterials, cells and several bioactive molecules.
In this review, fundamentals of osteochondral tissue engineering, osteochondral tissue structure and surgical
treatment methods, the biomaterials used and design of single/multiphasic scaffolds, growth factors and cells are
comprehensively presented with the current literature examples.
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Giris

Yaglanan popiilasyonla birlikte kikirdak dokuda goriilen asinma, osteokondral hasarlarin ana kaynagi olarak bilinen osteoartirit
adli hastaliga neden olmaktadir. 2008 yilindaki verilere bakilacak olursa, Avrupa Birligi sinirlarinda 39 milyon kigi ve 20
milyondan fazla Amerikal1 bu hastalikla ilikili biiyiik sikintilar yasamakta ve 2020 yilina kadar hasta sayisinin ikiye katlanac&1
ongoriilmektedir [1]. Osteokondral hasarlar, kemik, kikirdak ve kemik-kikirdak ara yiizeyinde goriilen bir rahatsizlik veya
dejenerasyon olarak tanimlanmakta ve insan viicudundaki herhangi bir eklem bolgesinde goriilebilmektedir. Bu tarz bir hasardaki
iyilesme, ancak bu farkli bolgelerdeki bilesenler gbz Oniine alinarak gergeklegebilir. Osteokondral hasarlarin tamiri veya tedavisi,
kemik, kikirdak ve kemik-kikirdak ara yiizey rejenerasyonunun ayni anda ve bir biitiinliik i¢erisinde ger¢eklesmesiyle miimkiin
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olmaktadir. Kemik doku ve kikirdak doku miihendisligi uzun yillardir iizerinde ¢aligilan arastirma alanlarindandir. Kemik
ve kikirdak biyolojisi, genel yapisi ve mekanik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasiyla, bu iki ayr1 bolgenin ayni anda tedavi
edilebilmesi i¢in kullanilan mevcut doku miihendisligi malzemelerine gore daha gelismis yapilara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Osteokondral Dokunun Yapisi Ve Ozellikleri

Osteokondral dokunun en iist katmanini kikirdak tabakasi olusturmaktadir. Kikirdak, insan viicudunun cesitli bolgelerinde
bulunan esnek ve destek gorevi goren bir dokudur. En 6nemli ii¢ kikirdak yapisi, fibroz kikirdak, elastik kikirdak ve hiyalin
kikirdak olarak siralanabilir. Hiyalin kikirdak, insan viicudunda en ¢ok bulunan ve 6zellikle eklem bolgelerini olu, sturan
kikirdak yapidir. Kikirdak temel olarak su, kollajen, proteoglikanlar, kondrositler ve dger proteinlerden olugsmaktadir. Her
bir bilegenin, kikirdagin destek i slevinin korunmasinda 6nemli bir rolii bulunur. Kikirdak hiicre di1,s1 matrisinde (ECM)
bulunan proteoglikanlara baglh glikozaminoglikanlar (GAG), yiiksek yogunlukta negatif yiike sahiptir. Bu negatif yiikler, su
icerisindeki aktif katyonlar1 kendisine ¢eker. Fazla su daha sonra turgora neden olarak ECM’nin yiiksek sikstirici kuvvetlere
karg1 koyabilmesini saglar [2]. Eklem kikirdaklarindaki ana GAG’lar kondroitin ve keratin siilfatlar iken ana proteoglikan ise
agregan’dir. GAG ve proteoglikanlar bir polimer a§ tabaka olugturarak yapisal kollajenlerle i¢ ice gecer [3]. Kollajen fiberlerin
varligi, eklem kikirdagina yapisal ve elastik dayanim saglar. Eklem kikirdaginda genellikle tip II kollajen bulunur fakat tip
V, VI, IX ve XI kollajen de bu kikirdak yapisinda bulunmakta ve bu kollajenlerin molekiiller arasi etkilesimlerde ve tip II
kollajen’in yapisal diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklar: dikiiniilmektedir [4]. Bunlara ek olarak, bu kikirdak yapisinda
bulunan tip X kollajenin kikirdak ve alt kismindaki kemik arasindaki mineralizasyona yardim ettgi diisliniilmektedir [5].
Osteokondral bolgenin igerigine bakilacak olursa bu yapinin farkli katmanlardan olu,stugu goriiliir-bunlar; siiperfisyal
tabaka, orta ve derin tabakadir (Sekil 1). Siiperfisyal tabaka eklem yiizeyinde yerlesmisken, derin tabaka mineralize kikirdak
tabakasina baglanir (subkondral kemik) ve orta tabaka da bu ikisinin arasinda kalan bolge olarak tanimlanabilir. Kikirdag:
olugturan her bir tabaka, hiicreler ve ECM bilesenleri acisindan kendine 6zgii karakteristik ve organizasyonel bir yapilanmaya
sahiptir. Stiperfisyal tabaka, yassilasmig kondrositlerin varlig1 ve ince kollajen fibrillerin eklem yiizeyine gore paralel bir sekilde
diizenlenmesiyle karakterize edilir. Hiicre yogunlugu bu tabakada en fazladir [6]. Orta tabakada, kondrositler kiiresel sekilde ve
kollajen fibriller siiperfisyal tabakadakilere gore daha kalin ve daha az diizenli bir sekilde organize olmustur. Derin tabakada ise
kondrositler ve fiberler eklem yiizeyine dik olacak sekilde diizenlenmistir ve kondrositler dikey bir kolon goriintiisii verir. Bu
tabakada, kollajen fibrillerinin kalinlif1 maksimum fakat, kollajen iceri§i minimum degerdedir. Tiim tabakalar géz oniinde
bulunduruldugunda, agregan derisimi doku derinliklerine inildik¢e, yani kemik bolgesine yaklastik¢a artig gosterir.
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Sekil 1. Osteokondral dokunun yapisi [7]

ECM bilegsimindeki ve ayn1 zamanda diizenlenmesindeki farkliliklar osteokondral dokudaki her bir tabakanin mekanik

ozelliklerini onemli derecede etkilemektedir. Ornegin, siiperfisyal tabaka kollajen fibrillerin diizenlendigi yondeki gerilimlere
kars1 oldukca direnglidir ve bu sayede yiizeydeki kayma gerilimlerine kas; dokunun saglamligini korur [8]. Dokunun daha
da derinliklerine inildikce, mineralize yapinin da baglamasiyla osteokondral dokudaki sikistirma kuvveti siiperfisyal bolgeye
gore birkag kat fazlalik gosterir [ 9]. Osteokondral dokuyu olusturan her bir tabaka, farkli mekanik 6zelliklere sahiptir ve

her bir tabaka arasindaki siki stirma modiilii biiyilik farkliliklar gosterir. Siiperfisyal, derin tabaka, mineralize kikirdak ve
subkondral kemige ait elastik modiilleri sirasiyla, 0.079, 2.1, 320 MPa ve 5.7 GPa’dir [10]. Osteokondral ara yiizey, mineralize
kikirdak ve ona bitisik subkondral kemik arasindaki etkilegsimi ifade eder. Kollajen fiberler, yapisal olarak derin tabakadan
mineralize tabakaya kadar uzanir. Mineralize kikirdak bolgesindeki endokondral ossifikasyon (doku mineralizasyonu), kinin
hayat1 boyunca devam eder [6]. Mineralize kikirdak, mekanik olarak iist kismindaki tabakalara gore daha sa glam bir yapiya
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sahipken, bu yapinin mekanik dayanimi altindaki subkondral kemik tabakadan birkag kat daha diigsiiktiir [ 10]. Subkondral
kemik, insanlarda 0.2-0.4 mm araliginda bir kalinliga sahip kat1 kemik olarak tanimlanir. Subkondral kemik trabekiilii cok
fazla damarlanmigtir ve hem kendi hem de bitigigindeki eklem kikirdagi icin gerekli besinlerin tagimini saglar. Bu bolge, derin
tabakada bulunan kollajen fibriller i¢in bir baglanma bdlgesi gorevi goriir ve en 6nemli iki gorevi eklem bolgesinin seklini
korumak ve disaridan gelecek streslerin emilimini saglamaktir [11]. Kikirdak, eklemlere bir miktar sikistirma mukavemeti
kazandirsa da, subkondral kemik, kapladig: alanin biiyiikliigii ve diisiik elastik modiiliiyle eklem dayaniminin biiyiik bir kismini
saglamaktadir [1].

Subkondral kemigin, osteokondral rahatsizliklarin patolojisinde dnemli bir rol oynadig1 diisliniilmektedir [11]. Ayrica, bu
bolgeye uygulanan dis strese bagl olarak kemigin yeniden modellenmesine de aktif birsekilde katildig1 gosterilmigtir [12].
Radin ve digerleri tarafindan gergeklestirilen bir caligmada, tavsan dizine belirli miktarlarda yiik uygulandiginda, eklem kikirda-
ginda 6nce subkondral kemikte degisimlerin bagladig1 gozlemlenmistir [13]. Dolayistyla, subkondral kemikteki degisimlerin,
osteokondral hasarlarin erken belirteci oldugu goriilmiistiir. Ayn: zamanda, subkondral kemik miyelin kilif icermeyen serbest
sinir u¢larini yapisinda bulundurdugundan, bu bolgenin agri iiretiminin kaynagi olduguna inanilmaktadir [14]. Osteokondral
hasarlar sonucu eklem kikirda8inin kaybi, alt kismindaki subkondral kemgi etkiler ve bu bolgeyi &riya neden olan bir¢ok ds
kuvvete karsi savunmasiz birakmug olur [15].

Osteokondrol Hasarlar

Kikirdak hasarlari, hasarin ¢capina ve derinli gine bagl olarak kategorize edilmekle birlikte, bu hasarlarin en kotiisii ve en
maliyetlisi osteokondral hasarlardir. Osteokondral ara yiizey, mineralize kikirdak tabakasi ile subkondral kemik plakasi arasinda
siirekli bir kollajen fiber yerlesimi ve varligi bulunmadigindan dolay1, kikirdak tabakalar arasindaki en zayif bolgedir. Yetiskin
kikirdak, olgunlagmamis kikirdak yapisiyla kargilagtirildiginda, damar icermeyen, ince ve apoptoz egilimi yiiksek bir yapidir.
Bu nedenle, yas ilerledik¢e bu bolgede hasar olusma riski de ylikselir. Bunlara ek olarak, menapoz, diyabet ve inflamasyonu
onleyici tedavilerin kikirdak yapisimi zayiflattig1 ve kikirdagi daha kirilgan bir hale getirdigi cesitli aragtirmalarda gosterilmigtir

[3].
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Sekil 2. Eklem kikirdaginda gerceklesen (a) kismi kalinlikta ve (b) subkondral bélgeye kadar penetre etms tam kalinlikta
hasarlarin sematik gosterimi [16].

Cesitli eklem kikirdagi hasarlar1 bulunmaktadir. Bunlardan, kikirdak iizerinde en az zararlt olan1 mikrokiriklardir (microfrac-
tures). Kikirdak mikrokiriklar: ¢iplak gozle goriilemeyecek boyuttadir fakat karakteristik olarak siiperfisyal bolgedeki GAG
kaybimi etkiler. Kikirdak mikrokiriklari, eklem kikirdaginin incelmesine ve mineralize kikirdak tabakasinin kalinlamasina
neden olur [3]. Ikinci tiir kikirdak lezyonu ise kondral hasardir. Kondral hasarlar iki kisma ayrilir; kismi kalinlikta (partial
thickness) ve tam kalinlikta (full thickness) olanlar (Sekil 2). Kismi1 kalinliktaki kikirdak hasarlar1 sadece eklem kikirdagindaki
bir problemi belirtirken, tam kalinliktaki kikirdak hasarlar1 subkondral bolgeye kadar ilerlems kikirdak problemlerini ifade
eder. Eger hasar subkondral bolgeyi de iceriyorsa bu tiir problemlere osteokondral hasar denmektedir.



Osteokondral Doku Miithendisligi

Osteochondral Tissue Engineering — 12/ 45

0. Derece — Saghkl Kikirdak 1I. Derece —Kismi Kalinlikta Hasar
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Sekil 3. Outerbridge Kikirdak Hasarlar1 Siniflandirma Sistemi

Kikirdak lezyonlari, bilimsel ve medikal amaclarla farkli numaralandirma sistemleriyle siniflandirilmaktadir. Bu siniflandir-
malardan en yaygini, Sekil 3’te gosterilen “Outerbridge Stmiflandirma Sistemi”dir. Bu yontemde, bes farkli numaralandirma
bulunmaktadir. Outerbridge sistemine gore 0 Derece, s&likli kikirdagi ifade eder. Birinci (I) Derece lezyonlar kikird&in sismesi
ve yumugamasi anlamina gelir. Klinikte en ¢ok goriilen II. Derece lezyon, cap1 1.5 cm’den kiiciik olan kismi kalinlikta kondral
hasari belirtir. Cap1 1.5 cm’den biiyiik tam kalinlikta osteokondral hasar ise III. Derece olarak siniflandirilir. Subkondral kenglin
de hasar gordiigii durumlar ise IV. Derece kikirdak lezyonlar1 olarak isimlendirilir. Outerbridge Siniflandirma Sisteminin
yaninda, Noyes ve Stabler Yontemi, Histolojik/Histokimyasal Siniflandirma Sistemi ve ayni zamanda Uluslararas1 Osteoartrit
Aragtirma Kurumu ve Kikirdak Histopatolojisi Degerlendirme Sistemi gibi farkli degerlendirme sistemleri de bulunmaktadir

[1].

Osteokondral Hasarlarin Tedavisi

Osteokondral hasarlar, klinikte kullanilan geleneksel yontemler ya da ileri doku miihendisBi stratejileri kullanilarak tedavi
edilebilir. Asagidaki boliimde, bu yontemler kisaca aciklanmustir.

Klinik yontemler

Klinik tedavi yontemleri, osteokondral hasarlar1 tedavi edebilme kapasitelerine gore siniflandirilmaktadir. Gegici tedavi
yontemleri (palliative treatment methods) genellikle hasarli kikirda §in tamamen iyilegmesini saglamazken, onarici tedavi
yontemleri (reparative treatment methods) ise hasarli bolgeyi bazi biyolojik malzemeler kullanarak iyiletjrir. Kikirdak, kemik
ve kikirdak-kemik ara yiizeyinin kendine 6zgii yapisindan dolay1 en ideal yontem olarak gii¢lendirici tedavi (restorative
treatment) yaklagimi 6n plana ¢ikmaktadir.

Gegici tedavi yontemleri (palliative treatment methods)

Upmeier ve digerlerine gore kikirdak hasarlarini en az zararla tedavi edebilen klinik yontem artroskopik debridman uygulamasi-
dir [17]. Bu yontemde, hasarli kikirdak ya da kemik bulundugu bolgeden uzaklastirilir fakat yontemin en dnemli dezavantaji
ise uzaklastirilan bolgeyi yenisiyle degistirecek herhangi bir islemin uygulanmamasi olarak sdylenebilir. Bu islem sirasinda,
hasarli bolgenin tiim debrisi yikama ile uzaklastirilir. Cerrahi olarak ¢cok daha az islem gerektirse de bu yontemin biiyiik capl
osteokondral hasarlarin tedavisinde ¢ok faydali olmadig1 goriilmiistiir [18].

Artroskopik debridmana benzer diger yontemler artroplasti ve kondroplastidir. Abrezyon artroplastide hasarli bolgede
piiriizlii bir yiizey olusturulur, bu sayede kan buraya yapigir ve pihtilagsmaya baglayarak bu bolgede fibroz kikirdak geligir.
Fakat bu yontemin dezavantaji ise subkondral bolgeye d@rudan ulasilamamasidir. Bu yontem, debridman yonteminde oldigu
gibi femur, tibia veya patella’sinda 0.0127 — 0.0254m>’den daha kiigiik ¢apta hasarlar1 olan hastalara uygulanabilmektedir
[1]. Kondroplasti ise kikirdagin diizensizlesmis koselerini lazer veya radyo frekansi bazli algilayici kullanarak tiraglama ve o
bolgeyi piiriizsiizlestirme temeline dayanir. Bu yontem, III. Derece kikirdak hasarlarinin tedavisinde kullanilmaktadir, fakat
islem sirasinda dokunun yiiksek sicakliklara ¢ikmasiyla kondrositlerin 6liim riski bulunmaktadir [ 19].

Onarici tedavi yontemleri (reparative treatment methods)

Bir iist boliimde anlatilan yontemlere gore daha fazla cerrahi iglem gerektiren yontem mikrokiriktir (microfracture). Mikrokirik,
kondral hasarlarin tedavisinde kullanilan ilk yontemdir [20]. Mikrokirik veya subkondral delme islemi esnasinda, delme iglemi
sayesinde subkondral bolge uyarilarak mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) hasarli bolgeye go¢ii sglanir [20, 21]. MSC’ler bu
bolgedeki iyilesme siirecini baglatir ve fibroz kikirdak olusumuna 6nciiliik eder. Mikrokirik yonteminin, operasyon sonrasindaki
18 ve 36 aylik siirecte faydasinin azaldig1 goriiliirken, diz bolgesine uygulanan bir diger mikrokirik ¢aligmasinda, operasyondan
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6-7 yi1l sonra diz fonksiyonlarinda gelisme elde edildigi gosterilmistir [22, 23]. Mikrokirik operasyonu sonrasinda rehabilitasyon
siirecine ihtiya¢ duyulmaktadir ve genellikle bu yontemle iyilesme kondroplasti gibi diger yontemlere gore ¢cok daha uzun
siirede gerceklesmektedir [24]. Dolayisiyla, bu yontem daha ¢ok diger yontemlerle birlestirilmektedir.

Silindirik sekildeki o ondral
doku eklem kikird:
tagimayan bélgesi

EKLEM
KIKIRDAGI

Sekil 4. Mozaikplasti yonteminin sematik gosterimi [16].

Kondral ve osteokondral hasarlarin tedavisinde kullanilan bir diger onarici yontem ise mikrokiriga gore daha fazla cerrahi iglem
gerektiren allogreft (bagka bir bireyden alinan yama malzemesi) ve otogreftlerin (hastanin kendisinden alinan yama malzemesi)
kullantmidir. Her iki osteokondral greft ¢esidi de fokal kikirdak hasarlarinin tedavisinde kullanilan mozaikplasti tekniine
uygulanabilmektedir. Mozaikplasti yontemi ilk defa L. Hangody tarafindan 1990’larda gelistirilmistir [25]. Bu yontemde, daire
seklindeki osteokondral yamalar, ameliyat esnasinda vericiden alimarak hasarli bolgeye implante edilir (Sekil 4). Bu yontemde,
allogreftlerin hastalik yayma, bagisiklik reaksiyonu gibi 6nemli dezavantajlar1 bulunmaktayken, otogreftler ise birden ¢ok
cerrahi iglem gerektirmesi ve yamanin alindig1 bolgede kalic1 hasar olugsma gibi sikintilar icerir [26].

Giiclendirici tedavi yontemleri (restorative treatment methods)

Su anda kullanilan tek gii¢lendirici tedavi yontemi otolog kondrosit implantasyonudur (ACI). Bu yontem, ilk kullanilmaya
ba§1and1g1 1990’11 ylllardan beri birgok modifikasyon gecirmigtir [27]. Birinci jenerasyon ACI yonteminde, s1vi kondrosit
bariyer olugturma zorunlulugu gibi yonteml karmasgiklastiran zorluklar bulunmaktaydi [28]. ikinci jenerasyon ACI yonteminde
ise bu ilk jenerasyondaki sikintilar ¢oziilmiis ve iki asamali ¢ok daha kolay bir yontem gelistirilmistir. Ikinci jenerasyon ACI
yonteminin ilk asamasinda, artroskopik degerlendirme ve biyopsi islemi gerceklestirilir. Biyopsi malzemesi toplandiktan sonra
kondrositler izole edilir, in vitro’da ¢@altilir. Kondrositler daha sonra hasarli bélgeye ekilir ve periosteal flap ile ¢evrelenir
(Sekil 5). Carticel R isimli ve FDA tarafindan onayl bir ticari ACI iiriiniisu anda klinikte kullanilmaktadir.

Femur Kondrositler enzimatik
SsTaa islemlerle dokudan Kiltire edilen otolog
R AT izole edilir kondrositlerin
Yk tagimayan saglikh siispansiyonu
dokuya biyopsi yapilir hazirlanir
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~< hasar tzerine adilir
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kikirdagi
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Sekil 5. Otolog kondrosit implantasyonunun (ACI) sematik gosterimi [16].

ACT nin bir agama gelistirilmis formunda ise hastadan izole edilen ve ¢ogaltilan kondrositler sentetik bir matrisle birlegstirilir
ve bu yontem matris-temelli kondrosit implantasyonu (MACI) olarak adlandirilir [ 29]. Bu yontemde, biyobozunur matris
icerisinde bulunan kondrositler periosteal flap kullanmadan hasarli bolgeye impante edilir. Hyalograft R ticari adiyla bilinen
hiyaluronik asit bazli kikirdak yamasi klinikte kullanilmaktadir. Genellikle, ACI ve MACI yontemleri, iki ayr1 cerrahi iglem
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ihtiyaci, goreceli olarak daha uzun siirede iyilesme ve implante edilen kondrositlerin uzun siirede olgunlamasi gibi kisitlamalar1
icermektedir [30].

Osteokondral doku miihendisligi yontemleri

Diger doku miihendisligi uygulamalarinda oldugu gibi osteokondral doku miihendisliginin temel bilesenleri; doku iskelesi,
hiicreler ve biiyiime faktdrleridir. Osteokondral doku miihendisliginde kullanilan ¢esitli doku iskeleleri, uygun hiicre kaynaklari
ve biiyiime faktorleri asagidaki boliimlerde detaylandirilmastir.

Fiziksel/Kimyasal Hiicresel/Biyolojik

Tek gdzeneklilige Ayni biyolojik L . el
Tek Fazh ve eg mimariye sahip gevre icerisinde <l
bir malzeme tek bir hiicre tipi ;d‘:’;:_’“;( -
iki fark hucre tipi e e
- (veya iki tire
Iki farkl malzeme veya farklilastirilmig tek é,.z‘,d_#
||<I Fazh farkh gozeneklilikte ve I hiicre tipi) veya bilyiime
m!kro \.’E/‘fefia makro — faktérleri veya biyoaktif —
!mmarlde |k.\ farkh tabaka peptitlerin eklenmesiyle
iceren tek bir malzeme elde edilen iki farkh
e biyolojik gevre e——
Ug farkl hicre tipi
Ug farkh malzeme veya EVE:; u:;htulre tek hi
I farkl gozeneklilikte ve A e et
Ug‘. Fazli 8 tipi) veya bliylime

mikro ve/veya makro
mimaride Ug farkl tabaka
igeren tek bir malzeme

faktérleri veya biyoaktif
peptitlerin eklenmesiyle
elde edilen g farkh
biyolojik cevre

Sekil 6. Cesitli osteokondral doku iskelesi tasarim yaklasimlari [31](John Wiley& Sons yayinevinden izin alinmstir).

Doku iskeleleri, miihendislik {iriinii dokunun gelisimini ve yapisini etkileyebilmektedir. Dolayisiyla osteokondral doku miihen-
disligi prensibinde, saglikl1 bir doku iyilesmesini saglayabilmek i¢in dogal dokunun i¢erisinde bulundwu in vivo kompleks
yapiy1 goz oniinde bulundurmak gerekir. Osteokondral doku iskelesi tasarimlari, yapilan ¢alsmanin amacina bagh olarak, tek
fazly, iki fazli veya ¢ok fazli olarak kategorize edilir (Sekil 6). Tek fazli yaklagimlarda, iiretilen iskele tek bir malzemeden ya
da bilesimi ya da yapisinda herhangi bir degisim bulunmayan tek tiir bir kompozitten olusur. Hiicresel veya biyolojik agidan
bakildiginda ise tek fazli doku iskeleleri yapisinda birden fazla farkli hiicre bulundurmaz ve biyoaktif molekiillerin da gilim1
yap1 boyunca bir degisiklik gostermez. Diger yandan, iki fazli veya ¢ok fazli doku iskeleleri, cok tabakali yap1 elde etmek icin
iki veya daha fazla farkli malzemeden, kompozitten veya mimariden olwur. Bu iskeleler, fiziksel 6zelliklerine basli olarak
yapt igerisinde derinlik boyunca defisimler saglanabilecek tek tiir malzemeden de iiretilebilmektedir. Ayrica ¢ok fazli doku
iskelelerinin farkli katmanlarina farkl: tiirde hiicrelerin ekimi veya farkli biyoaktif molekiillerin eklenmesi de miimkiindiir. Baz1
osteokondral doku iskelesi uygulamalarinda hala tek fazli yaklaym kullanilmasina ragmen, son yillardaki calismalar ¢ok fazli
tasarimlara kaymustir. Cok fazli doku miihendisligi yaklagimlarinin en 6nemli avantaji, kikirdak ve kemik gelisimine 6zgii
fiziksel veya kimyasal bilesenler icermesidir.

Kikirdak ve kemik, birbirlerinden farkli yapi, mekanik ve biyokimyasal mikrogevrelere sahiptir ve osteokondral doku
miihendisliginde uygulanan yaklagimlarda bu farkliliklar gozetilmediginde hasarlarin iyilegmesi sinirli kalmaktadir. Tiim
bu farkli parametrelerin hepsini ayn1 anda yapisinda bulunduracak doku iskelelerin iiretimi ¢ok zor olsa da, fonksiyonel
osteokondral yapilarin daha kisa siirede iiretilmesinde doku farkliliklarini 6n plana alan sistemlerin kullanimi gelecekte umut
vaat etmektedir [31]. Osteokondral doku miihendisli §inde kullanilan farkli doku iskelesi yakla simlari, biiylime faktorleri,
hiicreler ve dogru hiicre secimiyle ilgili bilgiler asagidaki boliimlerde anlatilmigtir.

Tek fazli doku iskeleleri
Osteokondral hasarlarin tedavisinde doku miihendisligi yaklagimi yillardir kullanilmaktadir ve bu alandaki ilk tedavi yontemi
tek fazli doku iskeleleriyle gerceklestirilmistir. Hidroksiapatit veya polikaprolakton ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi
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polimerler tek fazli iskeleler olarak osteokondral hasarlarin tedavisi icin arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir [32, 33, 34].
Bu malzemelerin her biri, uygun bozunma hizi, mukavemet, gozeneklilik gibi 6zellikleri ayarlanacak gsekilde iiretilebilmektedir.
Bu sayede elde edilen biyomalzeme, doku mikrocevresini taklit edebilmekte ve dokunun yeniden yapilanmasina yardim
etmektedir. Tek fazli doku iskelesi denildginde, kullanilan malzemenin bilesimi ve fiziksel ve kimyasal 6zellikleri doku iskelesi
boyunca aynidir. Ayrica bu iskeleler, birden fazla malzemenin karigimindan olusabilmekte ve yapiya gézenekler boyunca
bir jel faz1 eklenebilmektedir [ 35]. Chu ve di gerleri 1995 yilinda, ticari olarak satilan poli-L-laktik asit (PLLA) kiiplerini
kullanarak osteokondral bir doku iskelesi liretmslerdir [33]. Bu doku iskelelerine, Yeni Zelanda beyaz tasanlarindan izole
edilen perikondrositler ekilmistir. Bu ¢alismada, iiretilen doku iskelesinin etkinligi hem in vitro hem de in vivo deneylerle
incelenmigtir. Histolojik boyamalar ve tip I ve II kollajen testleri uygulanarak ¢ejtli performans analizleri gerceklestirilmisgtir.
In vivo implantasyon sonras, hiicreler tarafindan iiretilen kollajenin %81°i tip I ise de bu doku iskelesinin hiicre yapigmasini ve
perikondriyal hiicrelerin yapr icerisindeki canliliklarini destekledigi goriilmiistiir.

Malda ve digerleri tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, sikistirarak kaliplama (compression molding) ve 3-boyutlu fiber
birikimi (3D fiber deposition) gibi iki farkli doku iskelesi iiretim yontemi kullanilarak, farkli gozenek yapilarina sahip ve
biyobozunur poli(etiken glikol) tereftalat/poli(biitilen tereftalat) (PEGT/PBT) doku iskeleleri iretilmistir [36]. Sikigtirarak
kaliplama yontemiyle iiretilen doku iskelelerinin ortalama gézenek ¢ap1 182 um iken 3-boyutlu fiber birikimi yontemiyle
tiretilen doku iskelelerinin ortalama gézenek capr 525 um’dir. Bu iki iskele mekanik yonden analiz edilmis, yapilara kondrosit
ekilmis ve 14 giinliik kiiltiir gergeklestirilmistir. Uc giinliik in vitro kiiltiirden sonra, sikistirarak kaliplama yontemiyle iiretilmisg
doku iskelelerinde, 3-boyutlu fiber birikimi yontemiyle iiretilene gore iskele mg’si basina daha fazla DNA bulunmus fakat
14 giin sonunda iskeleler arasinda herhangi bir fark goriilmemigtir. Ayn1 zamanda, iskeleler arasinda in vitro GAG iiretimi
acisindan bir fark gézlenmemisg, fakat deri alt1 implantasyonu sonrasinda 3-boyutlu fiber birikimi yontemiyle iiretilmig doku
iskelelerinde ¢ok daha fazla GAG iiretimi tespit edilmatir. Ayrica, 3-boyutlu fiber birikimi yontemiyle iiretilen doku iskeleleri
mekanik olarak diger yontemle iiretilenlere gore daha iyi sonuclar vermistir.

Coburn ve digerleri tek fazli doku iskelesi tasarimina farkli bir yaklagim getirmiglerdir [37]. Yaptiklar1 caliymada, diisiik
yogunluga sahip poli(vinil alkol)-metakrilat ve yapiya biyolojik etkinlik saglayan kondroitin siilfat-metakrilat elekroegirilmis
nanofiber doku iskeleleri iiretmislerdir. iskelelerin iiretimi, polimerlerin etanol banyosuna elektroegirilmesiyle gerceklestirilmis-
tir. Uretilen bu doku iskeleleri ile daha sonra kegiden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin in vitro kondrogenezi iizerine
deneyler yapilmistir. Kiiltiir sonrasinda, fiber doku iskelelerinin hiyalin kikirdaga benzer tipik 6zellikler gosterdigi ve mekanik
olarak daha esnek yapida olduklar goriilmiistiir. Hiicrelerin, doku iskelelerinin i¢ kisimlarina kadar goc ettigi goriilmiis ve
yapilarda kikirdak benzeri doku olusumu tespit edilmistir. Pellet kiiltiir ile karsilagtirildiginda, nanofiber doku iskeleleri, artan
ECM iiretimi ve kikirdaga 6zgii genlerin ifade seviyeleri ile mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagmasini artirmagtir.
Hiicre icermeyen nanofiber iskeleler, siganda olugturulan osteokondral hasarin bulundugu bolgeye implante edildiginde, hasarl
bolgenin biiyiik oranda hiicre-hiicre ds1 matris ile kaplandig1 ve histolojik boyamalarla bu bolgede yiiksek miktarda proteoglikan
tiretimi goriilmiistiir. Ayrica, yapiya kondroitin siilfatin eklenmesiyle kikird&a 6zgii kollajen olan tip II’nin in vitro ve in vivo
sentezinde onemli oranda artig elde edildigi belirtilmisgtir.

Diger bir tek fazli ¢ok tercih edilen doku iskelesi ise doku miihendisli gi uygulamalarinda siklikla kullanilan kollajen
yapilardir. Zhou ve digerleri, dondurarak kurutma yontemiyle kollajen (COL) ve kollajen/hidroksiapatitten (COL/HA) olsan
iki farkli doku iskelesi iiretmigler ve bu iskelelere insan kokenli mezenkimal kok hiicreler ekmislerdir [38]. Bu hiicrelerin her
iki iskele iizerinde osteojenik ve kondrojenik farklilamalari, hematoksilen-eozin (H& E), Alcian mavisi, Alizarin kirmizis ve
3,3’-diaminobenzidin tetrahidrokloriir gibi ¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemlerle karsilagtirmal1 olarak
incelenmisgtir. Her iki iskele de ortalama 147 Um gozenek capindadir ve her iki iskele ylizeyinde de yiiksek oranda fibroblast
benzeri morfolojide hiicre bulundugu goriilmiistiir. Iskeleler, bazal ortamin aksine kondrojenik ortamda kiiltiire edildiklerinde
Alcian mavisi ve tip II kollajen yoniinden pozitif boyama gostermstir. Benzer sonuglar, osteojenik ortamda Alizarin kirmizisi
ve tip I kollajen ile de elde edilmistir. Karsilagtirmali analizler sonucunda, COL doku iskelesinin kondrojenik ortamda ECM
olusumu yoOniinden daha iyi sonuclar verdigi goriilmiis, osteojenik ortamda ise hidroksiapatitin varligina bagl olarak COL/HA
doku iskelelerinde daha iyi sonuglar elde edilmstir [38]. Yapilan calsmalarda, tek fazli doku iskelelerinin kondrosit ve kemik
hiicrelerinin yapigmasini ve ¢ogalmasini destekledigi gosterilmis fakat bu iskelelerin osteokondral doku tedavisinde veya
rejenerasyonunda fiziksel yapilarindaki eksikliklerden dolay1 yeterli olmadiklar1 belirtilmistir.

iki-fazli ve cok fazli doku iskeleleri
Osteokondral hasarlarin yeniden yapilandirilmasinda, iki veya ¢ok fazli doku iskelelerinin daha iyi sonuclar verecgi diisiiniil-
mektedir. Bu yapilarin liretiminde, kikirdak yapisina ve diger subkondral kemik/kemik fazina benzeyen iki farkli malzeme
kullanilir. Ayrica, iki farkli faz arasinda gecis gorevi gorebilecek bir ara fazin kullanilmasi da miimkiindiir [39]. iki farkli fazin
birbiriyle biitiinliigii, in vivo kosullarda fazlarin ayrilma olasili§ina kars1 dikkate alinmalidir.

Kollajen bu caliymalarda da doku ECM’sinin en temel protein yapis1 olmasi nedeniyle y@unlukla kullanilan bir malzeme
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Chen ve dgerleri tarafindan yapilan calsmada, iist katmani kollajen ve alt katman1 PLGA ve
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kollajen siingerden olusan bir osteokondral doku iskelesi iiretilmitir [40]. Coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma yontemiyle elde

edilen gozenekli PLGA iskele tip I kollajen ¢ozeltisi i¢erisine daldirilmig ve daha sonra bu yap1 lizerine kollajen asidik ¢ozeltisi

eklenerek katilastinlmistir. Kemik iligi kokenli MSC’ler (BMSC) kollajen-PLGA/kollajen iki-fazli doku iskelesine ekilmd,
bir hafta in vitro kiiltiir yapilmis ve iskeleler deney hayvanlarinin femoral eklem bolgesine implante edilmistir. iImplantasyon

bolgesi incelendiginde, iskele igeren hasarli bolge yiizeyinin piiriizsiiz old@gu ve doku iskelesinin ¢evresindeki dokuyla iyi bir
entegrasyon sagladig1 goriilmiistiir. Implantasyondan 4 ay sonra yapilan histolojik boyamalar, kikirdak ve onun altindaki kemik

benzeri yapilarin olustugunu gostermisgtir.

Osteopenic
ditterentiation

Tissue Engineering Osteochondral Composites Transplant fabrication

Sekil 7. (a) Distal femur hasariyla ayn1 boyutta ve capta polipropilen negatif kalip, (b) hazirlanan doku iskelesi; sol, GCH
tabakasi; sag, GCBB tabakast, (c) deneysel tasarim semast [41]. P2 ikinci ve P3 ise iiciincii pasajdaki hiicreleri ifade etmektedir
(John Wiley&Sons yaymevinden izin alinmstir).

Deng ve digerleri tarafindan bir fazi jelatin, kondroitin siilfat ve sodyum hiyaluronattan (GCH) dger fazi ise jelatin ve sigir
kemik seramiginden (GCBB) olusan iki fazl1 bir doku iskelesi tiretilmstir (Sekil 7) [41]. Calismada kullanilan hiicrelerden,
tavsan kikirdagindan izole edilen kondrositler kondrojenik ortamda ve BMSC’ler ise osteojenik ortamda 5 giin kiiltiire
edilmistir. Hiicre iceren ve hiicre icermeyen doku iskeleleri sonrasinda Yeni Zelanda tawanlarinin sag distal femur patellasinda
olusturulan osteokondral hasarlara implante edilmitir. H& E boyamalar diizgiin bir kikirdak tabakasinin olstugunu gostermistir.
Implantasyon bolgesi incelendiginde, kikirdak ve kemik tabakalarinin sikstirma mukavemetleri sirasiyla 5.86 = 0.77 MPa ve
13.44 £ 0.89 MPa olarak bulunmus, ve bu degerlerin dogal osteokondral dokunun sikstirma mukavemeti olan 16.05+ 1.97
MPa degerine ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Doku iskelesi incelendiginde, hiicre iceren doku iskelesi ylizeylerinde beyaz
hiyalin kikirdak tabakasinin ve ayni zamanda kikirdak ve kemik benzeri yapilarin da olstugu belirlenmistir. Hiicre icermeyen
doku iskelesinde ise olusan kemik ve kikirdak bolgelerinin hiicre igerene gore cok daha geffaf oldugu ve immiinohistokimyasal
boyamalarda olugan dokunun hiyalin kikirdak olmadig1 gosterilmistir.

Cok fazli doku iskelesinin kullanildi §1 bir ¢ali smada ise kikirdak bolgesi icin ¢apraz ba gli kollajen-kitosan, kollajen
jel ve s1 gir kemik biiyiime faktorii (b BMP), kemik bolgesi i¢in kollajen ile modifiye edilmi, s s1g1ir siingerimsi kemik ve
iki faz1 birbirinden ay1iran kollajen bir membran kullanilmigtir [42]. Adipoz kokenli kok hiicreler, kollajen jel kullanilarak
doku iskelesine ekilmis ve daha sonra hiicre iceren ve icermeyen bu iskeleler Yeni Zelanda beyaz tasanlarinda olusturulan
osteokondral hasarlarin bulundugu bolgeye implante edilmistir. On iki hafta sonunda, histolojik incelemeler, hiicre iceren
gruplarda osteokondral benzeri dokunun hasarli bélgeyi tamamen doldurdu gunu gdstermigtir. Bu bulgular, osteokondral
hasarlarin rejenerasyonunda ¢ok fazli ve hiicre iceren sistemlerin etkinligini ortaya koymaktadir.

Osteokondral hasarlarin tedavisinde kullanilmak iizere iki-fazli doku iskeleler kullanilmakla beraber ¢ok fazli ve her fazinda
farkli hiicre ve/veya hiicre gruplarinin ekildigi daha kompleks sistemler de bulunmaktadir. Jiang ve digerleri agaroz hidrojel,
PLGA ve 45S5 biyoaktif camdan (BG) olusan 3 fazli doku iskelesi iiretmglerdir (Sekil 8) [39]. Bu fazlar, kikirdak i¢in kondrosit
iceren agaroz hidrojel, kondrosit iceren agaroz hidrojel-PLGA mikrokiire ara yiizey ve kemik bolgesi i¢in osteoblast iceren
PLGA-BG mikrokiire doku iskelesinden olsmaktadir. Ug fazli doku iskelesi iizerinde gerceklstirilen kondrosit-osteoblast
ikili kiiltiir (co-culture) sonucunda, kikirdak bolgesinde bulunan kondrositlerin kiiresel morfolojide oldgu, ara yiizeyde ise
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hem kiiresel hem de uzamig kondrositlerin bulundugu ve kemik bdlgesindeki hiicrelerin ise yayilmis osteoblast-benzeri yapida
olduklar: goriilmiigtiir. Her li¢ bolgedeki hiicrelerin de kiiltiir boyunca canliliklarini koruduklart goriilmiistiir. Her iki bolge icin
kikirdak ve kemik yapiya 6zgii analizler gergeklstirilmigtir. Kikirdak tabakasinda kiiltiir boyunca kollajen ve GAG iiretimi
devam etmistir. Kemik bolgesinde ise mineralizasyonun varlg1 Alizarin kirmizis1 boyamasiyla gosterilmistir.

Sekil 8. Cok-fazli doku iskelesinin genel goriiniimii. (G) hidrojel, (I) hidrojel + mikrokiire ara yiizey ve (M) kemik bolgesi [39]
(Springer Nature yayinevinden izin alinmistir).

Cakmak ve digerleri tarafindan gelistirilen ¢cok fazli bir osteokondral doku iskelesi iizerinde, kondrosit ve hBMSC ikili kiiltiirleri
gergeklestirilmistir (Sekil 9). Bu ¢cok katmanli doku iskelesinde, kemik ve ara yiizey bolgeleri i¢in farkli gozenek ¢apina
ve mekanik ozelliklere sahip ipek doku iskelesi, kikirdak bolgesi icin ise yapisinda hiicre yapi,stirict sekans arjinin-glisin-
aspartik asit-serin (RGDS) bulunduran peptit amfifil hidrojeller kullanilmi stir. Ozellikle ikili kiiltiir ortaminda kondrositlerin
bulunmasinin, hBMSC’lerin osteojenik farklilagmasini anlamli bir gekilde artirdi1§1 goriilmiis ve geli stirilen bu sistemin
osteokondral doku miihendisligi ¢caligmalari i¢in bir model olusturabilecegi gosterilmistir. Klinik uygulama agamasinda ve/veya
ticari olarak kullanilmaya baglanmus ¢esitli {iriinler bulunmaktadir. Bu {iriinler genellikle doku miihendisligi yaklagimlariyla
tiretilmis ve cerrahi yontemlerle birlestirilmistir [44].

Osteokondral Doku Miihendisliginde Kullanilan Bliyiime Faktorleri

Kemik ve kikirdak hasarlarinin tedavisinde kullanilan doku iskeleleri genellikle tek balarina yeterli destegi saglayamayabilir.
Caligmalarda kullanilan hiicreler, subkondral kemik bolgesine kadar go¢ etseler bile bu bolgede beklenenin aksine hiyalin
kikirdak yerine fibroz kikirdak olusumu gézlemlenebilir. Bu iki kikirdagin birbirlerinden ¢ok farkli oldugu goz 6niine alin-
diginda, hiicre ¢o galmasini ve farklilagmasini belirli yonde uyaracak ve hizlandiracak ¢e sitli biiyiime faktorlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Viicut icerisinde bir osteokondral hasar olustugunda dogal yollardan biiyiime faktorleri salgilanir ancak aym
biiylime faktorlerinin, doku miihendisligi uygulamalarinda benzer islevi saglamasi i¢in cok yiiksek derisimlerde kullanilmasi
gerekmektedir (Athanasiou ve digerleri, 2009). Biiylime faktorleri, in vitro ve in vivo deneylerde ¢esitli yonlerden siklikla
kullanilmaktadir. Istenilen dokularin rejenerasyonu ve tedavisinde, biiyiime faktorleri farkli miktarlarda ve yontemlerle ¢sitli
sistemlere eklenmektedir. Ancak istenilen sonuclarin elde edilebilmesi i¢in uygun biiyiime faktoriiniin se¢imi ¢ok dnemlidir.
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Sekil 9. Osteokondral doku miihendisligi uygulamalari icin model olarak gelistirilen ¢ok fazli doku iskelesi [43] (John Wiley&
Sons yayinevinden izin alinmistir).

Biiyiime faktorleri, osteokondral hasarlarin tedavisinde bir¢coksgkilde kullanilabilir. Angele ve d&erleri tarafindan gercek-
legtirilen bir calismada, hiyaluronan ve jelatinden olugan kompozit bir doku iskelesi kullanilmigtir [45]. BMSC’ler, transforme
edici bilyiime faktorii-B1 (TGF-31) iceren kondrojenik ortam igerisinde siispanse edilmiy ve doku iskelelerine ekilmistir. Cesitli
zamanlarda gergeklestirilen histoloji sonuglarina gore, hiicre iceren doku iskelelerinde tip II kollajenle gosterilen ECM iiretimi
goriilmiistiir. TGF-B1 varhiginda 14 giin kiiltiire edilen doku iskeleleri, farelere implante edilms,ve in vitro ¢calsmadakilere
benzer umut vaat edici sonuglar elde edilmistir.

Biiyiime faktorlerinin dogrudan kiiltiir ortamina eklendi gi ¢calismalarin yaninda, bunlarin etkinligini artirmak ve hizli
yarilanma Omiirleri gibi kisitlamalarimi azaltmak i¢in cesjtli yollarla doku iskelelerine yiiklendigi ¢aligmalar da bulunmaktadir.
Wang ve digerleri kemik biiylime faktorii-2 (BMP-2) iceren PLGA doku iskelesi ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I)
iceren ipek doku iskeleleri kullanarak ¢esitli in vitro ¢alismalar gerceklestirmiglerdir [46]. Her iki biiyiime faktorii de doku
iskelesi iiretim agamasinda yapilara eklenmistir. Bu ¢calismada, BMP-2 iceren PLGA, IGF-I iceren PLGA, BMP-2 igeren ipek
ve IGF-I iceren ipek olmak lizere dort farkli deney grubu olusturulmug ve doku iskeleleri tizerinde insan BMSC’lerin (hBMSC)
osteojenik ve kondrojenik farklilasmalar1 incelenmistir. IGF-I iceren PLGA doku iskelelerinde kemik siyaloprotein (BSP) gen
ifadesi digerlerine gore 10 kat fazlayken, en iyi osteojenik farklilasma BMP-2 iceren ipek doku iskelelerinde goriilmiigtiir.
Tip II kollajen gen ifadesine bakildginda ise hBMSC’lerin kondrojenik farklilamasi, hem BMP-2 hem de IGF-I tarafindan
uyarilmigtir. Tiim bu sonuglar cesitli biiyiime faktorlerinin, osteokondral hasarlarin tedavisinde gerekli oldidunu gostermektedir.

Osteokondral doku miihendisliginde kullamlan diger biiyiime faktorleri ise BMP ailesinin diger iiyeleri (BMP-7 vs.), TGF-8
ailesinden TGF-32 ve TGF-33 ve trombosit¢e zengin plasma (PRP) olarak siralanabilir.
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Osteokondral Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicreler Ve Hiicre Se¢imi

Osteokondral hasarlarin tedavisi igin uygun hiicre secimi biiyiik 6nem tagimaktadir. Iskelelere ekilen hiicreler, doku iskelesinin
cevresindeki doku ile etkilesim yolunu degistirebilmekte ve bu da iyilesme siirecini etkilemektedir. Osteokondral tedavide
genellikle iki tip hiicre kullanilmaktadir. Bunlar, progenitor yani onciil hiicreler ve dokuya 6zgii hiicreler olarak tanimlanabilir.
Kok hiicreler olarak bilinen 6nciil hiicreler bir¢ok farkli hiicre tipine farklilasabilme yeteneklerinden dolayi arastirmalarda
siklikla kullanilmaktadir. Dokuya 6zgii hiicreler ise hasarli bolge etrafinda bulunan, kikirdak yeniden yapilandirilmasi icin
kondroblast ve kemik i¢in osteoblast olarak adlandirilan hiicrelerdir.

Kikirdak dokuya 6zgii hiicreler olan kondrositler, in vitro osteokondral doku miihendislgi caligmalarinda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir [35, 47]. Birgok ¢alismada da kondrositlerin kullanimiyla daha fonksiyonel kikirdak dokunun elde edildi gi
gorililmiistiir [48, 49]. Ancak, kondrositlerin viicutta sinirli sayida bulunmasi (toplam kikirdak hacminin%35’inden az) nedeniyle
bu hiicrelerin kullanimi1 deneysel calismalarda sikinti yaratabilmektedir. Kondrositlerin izolasyonu, bulundugu kollajen matrisin
kollajenaz enzimiyle parcalanmasini gerektirir. Bu $]lem hiicrelere ¢ok zarar verir [50]. Ayrica, bu hiicreler kiiltiir ve ¢@altma
esnasinda fenotiplerini kolay kaybeder [51].

Kondrositlerin dezavantajlarini gidermek amaciyla bir¢ok aratirmaci ¢oziim arayigina girmistir. Yonenega ve dgerleri
tarafindan yiiriitiilen bir caligmada, kondrosit izolasyonu ve kiiltiirii ile ilgili sikintilara ¢6ziim aranmistir [52]. Kondrositlerin
izolasyonunda kullanilan kollajenazin zararlarindan dolayi, aragtirmacilar 6ncelikle optimum kollajenaz derigimi ve inkiibasyon
siiresini bulmak icin calismiglardir. Ger¢ek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve apoptoz fotometrisi analizleri,
kollajenaz derisiminin 24 saatlik inkiibasyon i¢cin %0.15’e, 6 saat i¢in %0.6’ya ve 4 saat icin %1.2’ye diisiirlilebilecegini
gostermigtir. Ayrica, bu derisimlerle izole edilen hiicreler, 1 haftalik kiiltiir sonrasinda maksimum sayiya ulagmigtir. Tiim bu
sonuglar, hiicre kazaniminda 10 katlik artig elde edildigini gostermistir [52].

Sheehy ve digerleri kondrositlerin proliferasyon yoniinden, ayni kosullardaki MSC’lerden ¢ok daha iistiin 6zelliklere sahip
olduklarini gérmiiglerdir [53]. Domuzdan izole edilen kondrositler ve kemik iligi kokenli MSC’ler, kanallar iceren hidrojellere
ekilmig ve ayn1 kosullarda kiiltiire edilmigtir. Toplam 6 haftalik kiiltiir sonunda, mekanik analizler, biyokimyasal ve histolojik
boyamalar, kondrositleri iceren hidrojellerde MSC’lere gore ¢ok daha fazla matris birikimine saret etmistir.

Kondrositlerin eldesi ve kullanimiyla ilgili yukarida bahsedilen sorunlardan dolay1, ¢ogu aragtirmaci progenitor hiicre olan
kok hiicrelerle calismaya baglamigtir. Kok hiicreler, viicudun bir¢ok yerinde bulunur fakat ¢alsmalarin ¢ogu mezenkimal kok
hiicrelerle gergeklestirilmektedir. MSC’ler hizli iiremelerinden ve multipotent 6zelliklerinden dolay1 osteokondral hasarlarin
tedavisi i¢in iyi bir hiicre kaynagidir. MSC’ler dokularda diisiik yogunlukta bulunmaktadir ve bu nedenle klinik uygulamalarda
kullanilabilecek sayiya ulagmak i¢in laboratuvar ortaminda ¢o galtilmalart gerekir [ 54]. MSC’ler, osteokondral hasarlarin
tedavisinde uygun fenotipin eldesi i¢in osteojenik, kondrojenik veya osteokondral ikili kiiltiir ortaminda kiiltiire edilebilir.
Ancak bu hiicrelerin, in vivo’da bir hiicre tipinden baska bir hiicre tipine beklenmeyen farklilasmalar1 goriilebilmektedir [55].
Hiicreler, tip II kollajen ve agregan gibi kikirdaga 6zgii gen ve proteinleri ifade ederken, ayn1 zamanda hipertropik belirte¢ler
olan tip X kollajen ve alkalin fosfataz gibi gen ve proteinleri de ifade edebilirler [56, 57].
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