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GIRIiS

Eklem kikirdagi; eklemlerimizdeki kemik yuzeylerini kaplayan,
purlzsiz, kaygan, beyaz ve dayanikl bir dokudur [1]. Oldukca kompleks olan
bu dokuda hucrelerin hacimsel orani % 1.7 olup; neredeyse aselller kabul
edilir [2]. Kan, lenf damarlari ve sinirleri  yoktur. Eklem ylzeyinden
subkondral kemige ilerledikce farkli tabakalardan olugsmaktadir. Ylizeyel, orta
ve derin tabakalarindaki hicre ve ekstraselller matriksi olusturan yapilarin
yogunluk ve dagilimlar farklihklar gésterir [1]. Ekstraselller matriksin kollajen
yapisi gerilme kuvvetini saglarken, proteoglikan yapisi ise sikismaya karsi
direncini yansitir [3].

Eklem kikirdaginin iyilesme kapasitesinin kisitlhi oldugu yuazyillardir
bilinmektedir. 1743 yilinda Hunter [4], “Bir kere bozulunca bir daha
onarilamadigini” belirtmigtir. Hunter’dan ginimuze; eklem kikirdagina bakig
oldukca degismis ve statik bir doku olarak degil, daha dinamik bir doku olarak
ele alinmaya baslanmistir [5]. Eklem kikirdaginin biyoloji, patofizyoloji ve
biyomekanigi konusundaki bilgilerimiz 6zellikle son ¢eyrek asirda oldukca

artmistir [6].

Oldukga dayanikh olan ve normal fizyolojik sartlarda seksen — doksan
yil bozulmadan kalabilen eklem kikirdagi; travma veya enflamatuar
hastaliklar nedeniyle zarar gorebilir ve/veya ilerleyici bir dejenerasyon
slrecine girerek daha erken yaslarda osteoartrit ile sonuglanabilir [7]. Hemen
hemen herkeste yasa bagl olarak kikirdaklarda fibrillesme seklinde yapisal
bozukluklar gorulebilirken, bunlarin  subkondral kist ve osteofitlerle
karakterize osteoartrite yol agip agmadigi kesin degildir [8]. Ancak, eklem
kikirdagindaki mekanik yaralanma, hicre apoptozisine neden olarak
dejeneratif degisiklikleri baslatabilir [9].

Eklem kikirdaginda olusan akut travmatik yaralanmalar daha ¢ok geng

hastalarda 6zellikle de spor yaralanmalari sonrasinda goérilmektedir [8]. Bu



yaralanmalar; kikirdakta sinirli kalan ytzeyel yaralanmalar ve subkondral
kemige penetre olan yani osteokondral yaralanmalar olarak iki gruba
ayrilabilir. Kikirdakta sinirli kalan yaralanmalarda; kondrositler ¢ogalip
toplansalar ve yeni matriks olusturmaya baslasalar bile defekti onarmada
yetersiz kalirlar [7]. Subkondral kemige penetre olan yaralanmalar ise; hyalin
kikirdak benzeri fibrokartilaj (HKBF) onarim dokusunun olugmasi ile iyilegir.
Bu onarim dokusu histolojik olarak hyalin kikirdaga benzese bile, bir sire
sonra bu dokuda genellikle dejeneratif degisiklikler olusmaktadir [10]. Fokal
osteokondral defektlerin en sik nedeni Osteokondritis Dissecanstir [8], ve
Osteokondritis Dissecans tanisi alan hastalarin uzun ddénem takibinde,
ilerleyici ve geri ddnlssiz bir hastallk olan osteoartrit oraninin arttigi
gosterilmigtir [11].

Osteoartrit ginimuzde kalp hastaligindan sonra en ¢ok is glcU
kaybina neden olan hastaliktir. Bireysel saglik giderleri artarken, tretim azalir
ve yasam Kkalitesi kotllesir [12]. Plastik, metal ve seramikten imal edilen
yapay eklemler milyonlarca hastanin agrisini gidermis ve hareketini saglamis
olsa da; bu protezlerin bazi olumsuzluklari vardir. Yapay eklemleri olan bu
hastalar implantlarini  korumak igin aktivitelerini kisitlamak durumunda
kalirlar. Bu da genc aktif hastalar icin hic de uygun degildir [8]. Total eklem
replasmaninin yetmezlik oranlari gen¢g ve orta yastaki hastalarda yasli
hastalara gore daha yuUksektir [13]. Eklem kikirdaginin 6zelliklerine sahip
sentetik bir materyal mevcut degildir ve replase edildiginde kikirdak ile kemik
arasindaki stabiliteye higbir zaman ulagilamaz [14]. Bu nedenle yuksek
seviyede aktivitelere devam etmek isteyen gen¢ hastalarda dejenere eklem
kikirdagini replase etmektense restore ederek agriyi gideren ve fonksiyonu
dlzelten ve de osteoartrit olusumunu geciktiren cerrahi tedaviler
6nerilmektedir [14]. Osteoartritle iliskili yapisal degisiklikler kikirdak digindaki
sinovya, subkondral kemik, gibi diger dokularda da olustugundan sadece
kikirdagi restore eden tedavilerin, osteoartritin tedavisine katkisinin oldukca
sinirli olacagr da belirtiimektedir [8]. Kikirdak defektlerinin erken tedavi

edilmesinin daha basarili olacagi, defekt eskidikge yani kroniklestikgce tedavi



girisiminin  basari oraninin azalacag! ileri surdlmustir [15,16]. Kikirdak
rekonstriksiyonunun iki hedefi vardir; birincisi, klinik olarak agrinin giderilip
eklem fonksiyonunun restorasyonu, ikincisi ise artrit olusumunu o6nlemek
veya geciktirmektir [15]. Boylelikle; total eklem replasmani 6zellikle aktif geng

hastalarda geciktirilebilecektir.

Eklem kikirdagini restore etmek icin birgok ydntem geligtirilmistir.
Eklemi yikama ve debridman, abrazyon, drilling, mikrokirik, osteokondral
otogreftler, osteokondral allogreftler, osteotomiler, otolog kondrosit nakli,
periosteal greftler perikondral greftler ve yapay matriksler ginimizde
kullanilan tedavi segcenekleridir [17, 18, 19]. Bu yontemler genel olarak iki ana
gruba ayrilabilir; (1) kikirdak onarim dokusunu uyaranlar yani intrinsik
kapasiteyi artiranlar ve (2) bir eklem ylzeyi transplante edenler yani yeni
kondrosit veya kondrojenik hlicre nakledenler [8; 20].

Sadece kikirdakla sinirli defektlerde kikirdak iyilesmesini uyarmak igin
subkondral kemigi gec¢cmenin bircok ydntemi gelistiriimistir; Sklerotik
subkondral kemigin rezeksiyonu, subkondral kemigin delinmesi yani drilling,
eklem vyUzeyinin abrazyonu, keskin aletlerle kuguk c¢aph catlaklar
olusturulmasi yani mikrokirik gibi [14, 21]. Subkondral kemigin penetrasyonu
ile vicudun kendi iyilesme kapasitesi kullanilmakta ve kemik iliginden gelen
mezenkimal kék hlcreleri ile kikirdak onarim dokusu olugsmaktadir. Eklem
yUzeyinde olusturulan bu yeni doku, normal eklem kikirdaginin yapisi,
bilesimi, mekanik 6zelliklerini ve dayanikliigini gésteremeyen HKBF’ dir [14,
22].

Osteokondral otogreft kullanilan mozaikplastide ise sinirli miktarda
dondr doku vardir. Donér bélge morbiditesinden bahsedilir [23]. Ve de greft
etrafinda yine HKBF doku olusmaktadir [24]. Capr 3 cm.nin Uzerindeki
defektlerin onariminda osteokondral allogreftlerin kullaniimasi gerekir [18].
Otolog kondrosit nakli fokal kondral defektlerin ve Osteokondritis

Dissecans’in tedavisinde basarli olarak kullaniimaktadir [25, 26, 27].



Osteokondral otogreftler ile karsilastinidiginda; Otolog kondrosit nakli ile elde
edilen onarim dokusunun daha ¢ok HKBF’' dan olustugu gdsterilmigtir [28].
Kikirdak onarimi icin yapilan diger islemlere ek olarak o bdlgedeki artmis
yUkleri azaltarak onarim dokusunu korumak Uzere proksimal tibial veya distal
femoral osteotomiler de uygulanabilir [18]. YUk dagihmini degistirmek
amaciyla yapilan bu osteotomilerin, - tek bagslarina uygulandiklarinda bile -
kemigin acgiga c¢iktigr bdlgelerde HKBF doku olusmasini sagladig
gOsterilmigtir [14].

Kikirdak iyilesmesinden sorumlu ve tim uygulamalarda olugsabilen
HKBF onarim dokusu; subkondral kemige yapilan penetrasyon ile olusan
defekt boélgesindeki kanama, fibrin pihti [14] ve enflamatuar yara iyilesme
yanitt [20] sonucu olusur. Deneysel c¢alismalar HKBF onarim dokusunu
olusturmaktan sorumlu hucrelerin fibrin pihtiya kemik iliginden giren
osteokondral progenitor htcreler (mezenkimal kd&k hicreler) oldugunu
gbstermiglerdir [14, 19, 22]. Ancak onarim dokusunu olusturmak (zere
toplanan hicreler sadece bunlar olmayip, nétrofilleri de iceren enflamatuar
hicreler de buradaki yara iyilesmesine katkida bulunur [2].
Neovaskularizasyon ile vaskuler bir fibroblastik onarim dokusu olusur [10].
Bu granllasyon dokusunun kemik tarafindaki kisimda yeni kemik olusumu
géralurken, eklem bosluguna bakan tarafinda kikirdaga benzer bir doku
olusur. Olusan bu HKBF onarim dokusu, kikirdak onariminin temelini
olusturur, ve bu dokuyu kuvvetlendirmeye yonelik arastirmalar [20, 29, 30,
31, 32, 33, 34] yapiimstir.

Kikirdak iyilesmesinin fiziksel etkenlerden ne kadar etkilendiginin bir
gbstergesi olan devamli pasif hareket (continious passive motion = CPM);
kikirdak onarimina yénelik iglemlere yardimci olarak kullaniimaktadir [20, 31,
32]. Hatta sikigtirici yuklenmenin kondrosit farklilasmasina etkisi oldugu
gOsterilmistir [35]. Statik ylklenme glikozaminoglikan sentezini azaltirken,
dinamik yiklenme glikozaminoglikan sentezini artirmaktadir [36].



Kirk iyilesmesinde oldugu gibi kikirdak onariminda da elektrik
uyarilari, lazerler gibi fiziksel ajanlar denenmis ancak iyilesmeye etkileri
gOsterilememistir [20]. Ampirik olarak fibrille olmus kikirdak termal veya lazer
ile “stabilize” edilmektedir ancak bu ylUksek enerji uygulamalarinin uzun
dénemli sonugclari bilinmemektedir [6]. Fiziksel bir ajan olan radyoterapinin
HKBF onarim dokusuna etkilerini arastiran bir calismaya ise literatlrde

rastlanmamistir.

Radyoterapide kullanilan iginlarin, 4 Gy ve Uzerindeki dozlarda normal
yara iyilesmesini bozduklari bilinmektedir. iyonize edici radyasyon,
nétrofillerin; fibroblastlar ve endotelial hlicrelerin proliferasyonunu saglayan
etkilerini Onler. Fibrogenezis ve anjiogenezisi ayrica doza bagimli olarak
direkt olarak da engeller. Bununla birlikte, fibroblastlarin proliferasyon,
baglanma ve adezyon yetileri de azalir [37].

Radyasyona bagli olarak tim doku ve organlarda en sik gérilen gec¢
etki fibrozistir. Stre ve doza baglidir ve bdlgeden bdlgeye degisiklikler
gbsterir. Radyasyona bagli olarak ortaya cikan fibrozis tipik olarak homojen
degildir. Kemik fibrozisin g06rilmedigi nadir organlardandir. Kemikte
fibrozisten ziyade nekroz goérllir [38]. Subkondral kemikte osteonekroz
bulgulari gbsteren 50 Gy gibi ylksek dozlarda bile X isinlama, eklem
kikirdaginda dejeneratif degisiklikler olusturmamaktadir. Normal eklem
kikirdagi bu 1sinlamayi tolere edebilmektedir [39]. Eklem kikirdaginda
dejeneratif degisiklikler oldugunda X isinlarindan metabolik olarak
etkilenmesi daha olasidir [40].

Radyoterapi enflamatuar eklem hastaliklarinda ampirik olarak
kullanilmisgtir. DUslk doz radyoterapi gUnimuzde hala dejeneratif ve
romatizmal eklem hastaliklarinin  tedavisinde kullaniimaktadir. Ancak
deneysel modellerde kullanilarak etkilerinin arastiriimasi ve doz rejimlerinin

belirlenmesi ancak son zamanlarda mUmkdn olmustur [41, 42, 43]. Bu



calismalarda [41, 42, 43], genellikle disUk doz radyoterapi olarak 5 x 1.0
veya 5 x 0.5 Gy dozlar kullaniimaktadir.

Osteokondral yaralanmalarda onarim sureci tahmin edilebilir bir seyir
izlese de benzer defektlerde olusan kikirdak onarim dokusunun akibeti
oldukca farklilik gdsterebilir. Bazi osteokondral yaralanmalar en azindan
klinik olarak yillarca yeterli gelen bir eklem fonksiyonu saglayan HKBF
olusumu ile iyilesirken nicin bazilarinin bunu saglayamadigi ¢ok iyi bir
sekilde belirlenememistir. Osteokondral defekt modelinde olusan HKBF
onarim dokusunun yapisini ve mekanik 6zelliklerini, fiziksel bir ajan olarak X
Isinlart kullanarak degistirip, daha dayanikli bir doku elde edebilecegimiz
hipotezi ile bu ¢calismayi planladik.



GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma, Uludag Universitesi Hayvan Bakim ve Kullanim
Komitesi'nin onay! ile, Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’'nden temin edilen, ve agirliklari 2200 — 3750 gram arasi
degisen 20 adet saglikl disi Yeni Zelanda beyaz tavsani kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir tavsanin iki dizi kullanilarak; toplam 40 dizin eklem
ylzeylerinde, her dizde birer adet olmak Uzere osteokondral defektler
olusturuldu. Tavsanlarin birer dizleri ¢alisma grubu olarak kabul edilip
radyoterapi ile tedavi edilirken, diger dizleri kontrol grubunu olusturdu.
Calisma grubu dizlere osteokondral defektler olusturulduktan bir hafta sonra
disaridan i1sinlama seklinde digtk doz radyoterapi uygulandi. Bu tavsanlar
4, 8 ve 12 hafta takip edilecek ¢ gruba rasgele bdlindi. 4 ve 8 hafta takip
edilecek gruplarda 5’er tavsan bulunmaktaydi. 12 hafta takip edilecek grupta
ise 10 tavsan bulunuyordu. Histolojik degerlendirme; 4, 8 ve 12 hafta
gruplarinda; her gruptan 5 tavsanin 10 dizinde vyapildi. Biyomekanik
calismalar ise 12. haftadaki 5 tavganin 10 dizine yapildi.

Tavsanlarda kusma ve aspirasyon riski olmadigi bilindiginden [44],
sadece ilag doz hesaplamasinda dogru viacut agirhgini 6lgebilmek icin
cerrahi girisimden 4 saat dnce tavsanlar a¢ birakildi. Anestetik olarak 30 — 40
mg / kg dozunda ketamin HCI (Ketalar — PFIZER) , ve 3 — 5 mg / kg dozunda
ksilazin HCI (Rompun — BAYER) kas icine uygulandi [44]. Her iki alt
ekstremiteleri diz bdlgesi tiras edildi. On ve arka ayaklarindan baglanarak,
ameliyat sahasi %10 polivinil pirolidon iyot solusyonu (Batticon - ADEKA) ile
boyandi ve 6rtim yapildi. Enfeksiyon profilaksisi i¢cin 15 mg / kg dozunda
Sefazolin-Na (Cefozin — BILIM) kas igine uygulandi ve cerrahi islemler
sirasinda asepsiye dikkat edildi.

Anterior longitudinal insizyon ile yaklasilarak, medial parapatellar
artrotomi ile eklem kapsull agildi (Sekil 1). Patella laterale disloke edildi ve

diz tam fleksiyona getirilerek medial kondilin agirhk tasiyan yizeyine énce



bisturi ucu ile matkap ucunun kaymamasi icin yer isaretlendi. Daha sonra 2,5
mm matkap ucu ile 6zellikle biyomekanik testi i¢in sabit bir defekt
olusturabilmek icin; 3 mm derinliginde osteokondral defekt olusturuldu (Sekil
2). Olusturulan defektin ortasindan 1.0 mm Kirshner teli ile bir kez delinerek
yeterince kanamanin olusmasi saglandi (Sekil 3). %. 9 NaCl sollsyonu ile
yikamayi takiben patella redikte edilerek, eklem kapstli 4-0 emilebilen iplik
(Vicryl — JOHNSON & JOHNSON); cilt ise 5-0 emilemeyen iplik (Ethilon —
JOHNSON & JOHNSON) kullanilarak aralikh olarak dikildi (Sekil 4). Diger
taraf dize de ayni islemler uygulandiktan sonra; yaralarin Gzerlerine sprey
olarak uygulanan pansuman (OpSite — SMITH + NEPHEW) sikildiktan sonra
ek bir kapatma uygulanmadi. Tavsanlarin arka bacaklar tespit edilmeyip
serbest birakildi. Tavsanlar postoperatif donemde kafeslerinde tutuldu ve
standart yem ile beslendiler. Sadece postoperatif ilk gtin, icme sularina 1 — 2
mg / ml dozunda asetaminofen (Gripin Bebe — GRIPIN) konuldu [44].

Sekil 1: Anterior insizyon ve medial parapatellar artrotomi ile agihm.



Sekil 2: Patella laterale disloke edildikten sonra medial kondil eklem

ylzeyine 2,5 mm matkap ucu ile osteokondral defektin olusturulmasi.

Sekil 3: Olusturulan osteokondral defektin ortasindan 1,0 mm Kirshner teli ile

delinerek yeterince kanamanin olugsmasi saglandi.



Sekil 4: Eklem kapsula ve cilt aralikli dikislerle kapatildikian sonra pansuman
olarak sprey (OpSite — SMITH + NEPHEW) uygulanip yara agik birakildi.

Her bir tavsanin ¢alisma grubu dizine (sol dizi); Osteokondral defekt
olusturulduktan 7 gln sonra baglanmak lzere 5 glun eksternal radyoterapi
uygulandi. Radyoterapi uygulanmasi sirasinda agresiflesmemeleri igin;
cerrahi uygulamadaki dozlarda anestetik maddeler kas icine uygulanip
uyutulan tavsanlar, daha sonra sirtistl tahtadan bir plaka Gzerine yatirlarak
6n ve arka ayaklarindan baglanarak hareketsiz birakildilar. Standart dogrusal
bir hizlandirici (Siemens, Mevatron-KD2) kullanilarak elde edilen 6 MV
enerjili X 1ginlarinin hesaplanan maksimum doz derinligi 1,5 cm oldugundan,
tavsan diz eklemi Gzerine 1,5 cm kalinliginda (insan dokusuna esdeger
yogunluga sahip) bolus materyali koyuldu. Her bir tavsana isinlama
uygulanirken hizlandiriciya olan uzakhdi tekrar ayarlandi ve sadece sol
dizlerini icine alan 4 x 4 cnm’lik bir alan 1.0 Gy doz alacak sekilde isinlandi.
Tdm tavsanlara ardisik bes gln boyunca ayni islemler uygulandi ve her
birinin sol dizinin toplam 5 Gy (5 x 1.0 Gy) doz almasi saglandi

Tdmune ayni uygulamalarin yapildigi her birinde 5 tavsan bulunan

histolojik olarak degerlendirilecek G¢ grup daha 6nce de planlandigi sekilde;
l. grup, 4. haftada; Il. grup, 8. haftada; Ill. grup ise 12. haftada sakrifiye
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edildiler. I, Il ve lll. gruplardan alinan &rnekler yani her iki distal femurlari,
makroskopik olarak degerlendirilip, fotograflari gekilerek, % 10 formaldehit
solisyonu icine kondu. 3 gin formaldehit solisyonu icinde bekletilerek fikse
edilen drnekler formik asit ile dekalsifiye edilip parafine gdmuldikten sonra
doért mikronluk sagital kesitler alindi. Safranin-O ve Hemotoksilen-Eozin ile
boyanan preparatlar, 1silk mikroskobu ile degerlendirildi. O’Driscoll ve ark.
[31, 32] tarafinca 6nerilen ve literatlirde kabul géren [15, 45]; semikantitatif
histolojik bir skalaya gore (Tablo 1), hangi dize radyoterapi uygulandigini ve
hangi grubun kag¢ hafta takip edildigini bilmeyen bir ¢alismaci tarafindan
skorlandi. Bu skorlama yapilirken her preparatta degerlendirilen 6zellikler
sunlar idi: (1) iyilesme dokusunu olusturan, Baskin Dokunun Yapisr; hiicre
morfolojisi ve Safranin-O ile boyanmasina bakilarak; (2) iyilesme dokusunun
Yapisal Ozellikleri; yiizeyinin diizgiinligi, yapisal bitinligi, kalinhgr ve
komsu kikirdak ile baghligina bakilarak ve (3) Dejenerasyon Nedeniyle
Olusan Hicresel Degisikliklerin Olmamasi ise iyilesme dokusundaki
hiposelllerite, kondrosit kimelenmesi ve komsu kikirdakia dejeneratif

degisikliklerin olup olmamasi ile degerlendirildi (Tablo 1).
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Tablo 1: O’Driscoll [31, 32] Histolojik Skorlama Sistemi.

OZELLIK Skor

Baskin Dokunun Yapisi

Hicre morfolojisi
Hyalin eklem kikirdagi

Tam farklilasmamis mezenkim

o

Fibréz doku veya kemik
Matriksin Safranin-O ile boyanmasi

Normal veya normale yakin
Orta
Hafif
Yok

o = N W

Yapisal Ozellikler

Yizey dlzgunlaga
Diizglin ve bitlnltgu tam
Yiizeyel horizontal laminasyon
Fissurler: Kalinigin % 25 — 100°G kadar
Siddetli bozulma ve fibrillasyon

Yapisal bitinltk
Normal

o = N W

N

Hafif bozulma ve kistler
Siddetli disentegrasyon 0
Kalinlik
Normal komsu kikirdagdin % 100’0 2
Normal kikirdagin % 50 — 100’G
Normal kikirdagin % 50 > 0
Komsu kikirdak ile baglilik
Heriki tarafi da bagl 2
Tek tarafi bagli veya her iki tarafi kismen bagli
Bagh degil 0

Dejenerasyon Nedeniyle Olusan Hiicresel Degisikliklerin Olmamasi

HiposelUlerite
Normal sellilerite

Hafif hiposelllerite
Orta hiposelilerite

o = N W

Siddetli hiposelUlerite
Kondrosit kiimelenmesi
Yok
Hucrelerin % 25 >
Hucrelerin % 25 — 100°G
Komsu kikirdakta dejeneratif dedisikliklerin olmamasi

N

o

Normal selllerite, hiicre kimelenmesi yok, normal boyanma

3

Normal selllerite, hafif hiicre kiimelenmesi, orta boyanma 2
Hafif veya orta hiposelilerite, hafif boyanma 1
0

Siddetli hiposelllerite, boyanma ¢ok az veya yok

Toplam 0-24
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Cerrahi islemden 12 hafta sonra sakrifiye edilen ve biyomekanik olarak
test edilecek gruptaki bes tavsandan alinan on érnek %. 9 NaCl ile islatiimis
gazl bezlere sarilarak — 80 °C‘de dondurularak bekletildiler. Testin yapilacagi
guinden bir gece once ornekler + 4 °C’lik buzdolabina alinarak ¢ézildiler ve
sikistirma testi giinl ise buz kaliplari ile serin tutulan bir kaba alinarak oda
Isisinda birakildilar. Kurumamalari igin sikistirma testinin uygulandidi ana
kadar izotonik NaCl ile islatiimis gazli bez ile 6rttlu bir sekilde tutuldular.
Orneklerin femur diafizleri 1.5 x 1.5 cm’lik kaliplarda polyester icine gémiild.
Sonra buradan test cihazinin (INSTRON, Model no:4301) alt mengenesine
tutturuldu. Ust mengeneye ise 2 mm Kirshner teli (sivri olmayan) diiz ucu
asagl bakacak sekilde baglandi. Kirshner telinin tam defekt hizasina
gelmesine dikkat edilerek test 1 mm / dk hizinda uygulandi (Sekil 5).
Sikistirma testi sonucu elde edilen yik — deformasyon egrisinin genellikle ilk
1 mm’si igcinde ve 0,025 N GUzerindeki yiklerde gérilen korelasyon sabiti 0,97
den yuksek olan lineer kisimlarinin egimleri kikirdak sertligini vermek Uzere
hesaplandi [23, 46].

Sekil 5: Bir 6rnege biyomekanik sikistirma testi uygulanirken.
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Radyoterapi uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) dizlerdeki
defektlerin histolojik skorlari ve biyomekanik sikistirma testi sonuglari
istatistiksel olarak Wilcoxon testi kullanilarak karsilastirildi. Ayrica, farkli
sUrelerdeki skorlarin ve farklarinin degisimi Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildi. Kruskal-Wallis testinde anlamli bir farkliik bulundugunda ise
Mann-Whitney testi ile bu farkin hangi iki grup arasinda oldugu belirlendi.
Tam bu istatistiksel testlerde anlamlilik sinirt p < 0,05 olarak belirlendi.
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BULGULAR

Makroskopik olarak degerlendirildiginde; 4, 8, ve 12 haftalik 6rneklerin
hepsinde de her iki dizdeki osteokondral defekt belirlenebiliyordu. Defektler
genellikle c¢evre normal kikirdaga gbére daha beyazimsi ve sinirlari
belirlenebilen bir iyilesme dokusu ile onarilmis idi (Sekil 6) . Ciplak gézle
bakildiginda; radyoterapi grubu ve kontrol grubu dizler arasinda belirgin bir
farkhhk tespit edilmedi, ayrica hangi zaman grubuna ait olduklarini anlamak
olanaksizdi. Orneklerin hi¢ birinde; osteofit, kikirdak erozyonu, sinoviyal
hipertrofi gibi makroskopik osteoartrit bulgularina rastlanmadi.

Sekil 6: 12. haftada sakrifiye edilen bir tavsanin sag diz medial kondilindeki
defekt bélgesi kolaylikla belirlenebilmekte (ok).

Defekt olusturulduktan 12 hafta sonra alinan ve biyomekanik olarak
sikistirma testi ile degerlendirilen érneklerden elde edilen sonuglar Tablo 2'de

verilmektedir. YUk — deformasyon egrisinin diz kisimlarinin egimleri olarak
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hesaplanan kikirdak sertlikleri; radyoterapi uygulanan tarafta 153,20 + 61,91
N/mm iken; kontrol defektlerinde 161,87 + 64,55 N/mm idi, ve aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p = 0,686).

Tablo 2: Biyomekanik test sonuglari (N / mm)

Denek

No Rayoterapi | Kontrol
1 92,3 114,3
2 99,6 182,7
3 180,9 257,1
4 242,6 163,3
5 150,7 91,9

Her ne kadar her bir tavsanin kendisinde kontrol defekti olugturulduysa
da, mikroskopik olarak degerlendirildiginde gruplarin karsilastirilabilmesi ve
zamana bagl olarak ortaya ¢ikabilecek bir degisimi g6zlemleyebilmek igin
tavsanlarin vicut agirliklari da karsilastinldi. 4. hafta, 8. hafta ve 12.
haftalarda sakrifiye edilen gruplarda, vicut agirliklari benzerdi (sirasiyla; |.
Grupta; 2728 + 329 gram; Il. Grupta; 2674 + 134 gram; lll. Grupta; 2740 +
595 gram idi) (Kruskal-Wallis, p = 0,632).

O’Driscoll degerlendirme skalasinin hiicre morfolojisinden ve Safranin-
O boyanmasindan aldiklari skorlar 6zellikle degerlendirildi ancak radyoterapi
uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) dizler arasinda fark bulunamadi
(sirasiyla p = 0,773 ve p = 0,577). Hyalin kikirdak benzeri doku her grupta
gorulebilmekte idi. Sekil 7°’de hyalin kikirdaga olduk¢a benzer bir dokunun 4
haftada olustugu goérilmekte. Normale yakin miktarlarda proteoglikan
sentezlendiginin bir gdstergesi olan, Safranin-O ile normale yakin boyanma;
sadece 4. haftalik I. Grupta kontrol dizlerde gérilirken, yine ayni grupta hig
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boyanma olmayan &rnekler de mevcuttur. Safranin-O ile iyi boyanan ve

boyanmayan iki 6rnek Sekil 8 a ve b’de gorilmektedir.

Sekil 7: Osteokondral defekt olugturulduktan 4 hafta sonra alinan yukaridaki

Ornekte hyalin kikirdaga oldukga benzer bir iyilesme dokusunun olusmus
oldugu gdérulmekte. Bu érnek radyoterapi uygulanmamis kontrol dizlerden
birinden alinmistir. Sinir tam belli olmamakla birlikte resmin sol alt tarafinda

normal eklem kikirdagi gérulmekte (Hemotoksilen-Eozin; x 100).
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Sekil 8 a, b: Safranin-O boyanmasi; lyi boyanan (a; x 200) ve kétii boyanan
(b; x 100) iki 6rnek gérulmekte.
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En uzun takip siremiz olan 12 haftalik 6rnekler incelendiginde;
radyoterapi uygulanan dizler arasinda, hyalen benzeri iyilesme dokusunu
olusturabilen ve bu dokuyu Kkoruyabilenler bulunurken, radyoterapi
uygulanmayan (kontrol) bir dizde ise 12 haftada iyilesme dokusunun
dejenere oldugu goruldi (Sekil 9 a ve b ye bakiniz). Bu érneklerin varligi en
azindan radyoterapi uygulanan osteokondral defektlerde dayanikli ve hyalin
kikirdaga oldukga benzer dokularin olusabilecegini gbstermekteydi. Ancak
Radyoterapi uygulanip dejenere olmus bir érnek de mevcuttu.

Sekil 9 a: 12 hafta takip edilen Radyoterapi uygulanmig bir érnek (iyilesme
dokusu alanin sag tarafinda; Hemotoksilen-Eozin; x 100).
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Sekil 9 b: 12 hafta takip edilen Radyoterapi uygulanmamis bir érnek
(lyilesme dokusu alanin sag tarafinda; Hemotoksilen-Eozin; x 100).

Histolojik olarak degerlendirildiginde ise O’Driscoll [31, 32] skalasina
gére orneklerdeki HKBF onarim dokularinin aldigr skorlar Tablo 3’te
Ozetlenmigtir. Baskin dokunun yapisi ve yapisal 6zellikler agisindan alinan
skorlar bakimindan, radyoterapi alan (¢alisma) ve almayan (kontrol) 6rnekler
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir ( sirasiyla p = 0,728 ve p = 0,152 ).
Dejenerasyon nedeniyle olusan hicresel degisikliklerin  olmamasi
bakimindan, 4. haftada kontrol grubu lehine anlamli bir fark olusurken (p <
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Tablo 3: Histolojik skorlarin 6zeti.

0,05); 8. ve 12. haftalarda bu fark ortadan kalkmaktadir (sirasiyla p = 1,000
ve p=0,317).

Baskin Dokunun Yapisi Radyoterapi Kontrol p=
4. hafta 3,60 + 1,81 520+3,03 0,216
8. hafta 2,40 £ 1,67 2,802,777 0,705
12. hafta 4,20 +2,48 3,20+2,16 0,500
Yapisal Ozellikler Radyoterapi Kontrol p=
4. hafta 4,60 + 2,88 7,20+3,49 0,104
8. hafta 2,20+1,78 2,80+248 0,276
12. hafta 420+2,16  4,00£2,00 0,785
Dejenerasyonun Olmamasi | Radyoterapi Kontrol p=
4. hafta 5,20 +£1,92 7,40 £1,30 0,041
8. hafta 4,00+£1,73 4,00+£1,73 1,000
12. hafta 5,60 £ 0,54 5,40+0,54 0,317
Toplam Skor Radyoterapi Kontrol p=
4. hafta 13,40 £5,77 19,80+7,80 0,068
8. hafta 8,60 +4,39 9,60 £6,06 0,892
12. hafta 14,00 +4,52 12,60+3,97 0,478

O’Driscoll skorlama sisteminin her (¢ bdliminde ve de toplam
skorlarda radyoterapi uygulanan dizlerde istatistiksel olarak anlamli olmasa
da 4. haftada daha disik olan ortalama degerlerin, 12. haftada yine
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte kontrol grubundan hafifce
yuksek oldugu Tablo 3’te gbrilmektedir.
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Sekil 10: Toplam histolojik skorlarin farkli gruplardaki dagilimi.

Sekil 10°’da O’Driscoll skorlama sistemine goére 4., 8. ve 12. haftalarda
sakrifiye edilen tavsanlarin radyoterapi uygulanan ve uygulanmayan (kontrol)
dizlerinde HKBF iyilesme dokusunun toplam skorlarinin ortalamalari ve
standart sapmalari gésterilmektedir. Bu sekilde daha iyi goérllebilen ve
zamanla ortalama skorlarin kontrol dizlerinden ziyade radyoterapi uygulanan
dizler lehine olan degisimi bu dizlerin skorlarinin farklari alinarak tekrar

degerlendirildi.

Radyoterapi uygulanan dizlerin toplam skorlarindan kontrol dizlerin

toplam skorlarin ¢ikariimasi ile elde edilen farklarin dagiliminda her ne kadar,
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Kruskal-Wallis testi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik olmasa da (p = 0,107), farklarin zamana gore dagilimi Sekil 11°deki
gibiydi ve zamanla radyoterapi uygulanan dizler ydoninde degisme egiliminde

oldugu izlenimini vermekteydi.

Fark
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Sekil 11: Her bir radyoterapi uygulanan dizin toplam skorundan, kontrol dizin
toplam skorunun ¢ikariimasi ile elde edilen farklarin zamana gére dagilimi.
(Pozitif degerler farkin radyoterapi uygulanan dizler yéntinde; negatif degerler
ise kontrol grubu yéninde olustugunu géstermektedir.)

Dejenerasyonun olmamasi bakimindan ilk grupta (4. hafta) anlaml bir
fark ortaya ciktigindan ve hlcresel degisiklikleri daha ayrintili olarak
degerlendirebilmek icin hiposelllerite ve hiicre kimelenmesi de istatistiksel
olarak ayrica degerlendirildi. Hiposelllerite acisindan radyoterapi ve kontrol
gruplari arasinda anlaml bir fark tespit edilemedi (p = 0,480). Kérlenmis bir

calismaci tarafindan Sekil 12’de gdésterilen kondrosit kiimelenmelerinin tim
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kondrositlere oraninin belirlenmesi ile skorlandiriidiginda ise; Sekil 13'deki
grafikte de goérildigu Uzere; 4. haftada radyoterapi uygulanan dizlerde
kontrol grubuna gére daha ¢ok kondrosit kiimelenmesi tespit edilirken (p <
0,05), 12. haftada bu agidan higbir fark bulunamamistir (p = 1,000).

/™

Sekil 12: Kondrosit kiimelenmesi gorilmekte (ok) (Hemotoksilen-Eosin, x
400. Bu kimelenen hucrelerin tim kondrositlere oranina gére skorlanmasi

kérlenmig bir caligmaci tarafindan yapildi.

Kontrol grubundaki kondrosit kiimelenmesindeki zamanla olusan bu
degdisim Kruskal-Wallis testi ile anlamli bulunurken (p < 0,05), Radyoterapi
grubunda anlaml bir degisim yoktu ( p = 0,584). Kontrol grubundaki degisim
Ozellikle 4. ve 8. haftalar arasinda idi (Mann-Whitney testi; p < 0,05).
Kondrosit kimelenmeleri kontrol grubunda ilk 8 haftada gériimeye
baslanirken, radyoterapi uygulandiginda ise ilk 4 hafta iginde olugsmaktadir.
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Sekil 13: Hicre kiimelenmesi agisindan O’Driscoll skorlama sistemine gére

alinan skorlarin dagilimi (kimelenme hi¢ yoksa 2 puan alinmaktaydi)
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TARTISMA VE SONUG

Eklem kikirdaginda olugan travmatik defektlerin onarimi yUzyillardir
hekimleri ugrastiran bir konu olmustur. Bu travmatik defektlerin de
tetikleyebilecedi dejeneratif degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilen
osteoartrit, yakin gecmise kadar sadece mekanik bir aginma durumu olarak
g6rilirken, ginimuzde bu hastaligin cok daha kompleks bir slire¢ sonucu
ortaya ciktigi anlasiimistir [7, 47, 48]. Osteokondral defektlerde olusan
HKBF onarim dokusunun yapisal ve mekanik 6zelliklerinin fiziksel bir ajan
olan radyoterapiden nasil etkilendigini arastirdigimiz ¢alismamizda; defekt
modelimiz daha c¢ok gen¢ hastalarda goérilen ve fokal osteokondral
defektlerin en sik nedeni olan Osteokondritis Dissecans’in modelidir [8].
Osteoartritte olusan kikirdak defektleri, akut osteokondral defektlere gére
birgok farkliik gdsterdiginden ayri olarak ele alinmalidir. Ancak yine de
osteoartritteki kikirdak defektlerini tedavi etmek igin kullanilan birgok
yontemde [14, 22, 24, 28], HKBF onarim dokusu olustugundan, bu dokuyu
etkileyebilecek tedaviler osteoartritin tedavisine yardimci bir yontem olarak
kullanilabilir. Bu ¢calismamiz, kikirdak iyilesme dokusuna fiziksel bir ajan olan
Xsinlarinin etkilerini aragtiran éncdl bir calisma niteligindedir. Dozaj, stire ve
olasi etkiler dusundlerek yapilan ¢calisma planinda asiri bir hayvan tiketimine
neden olmamak icin gruplarin sayilari sinirli tutulmustur. Calismamizin
istatistiksel degeri sinirli olup, daha ¢ok sayida hayvan kullanilarak dozaj ve

stre hesaplamaya ydnelik ek calismalara gerek duyulabilir.

Radyoterapi son yillarda gittikce azalmakla birlikte, artroz/tendinopati
ve heterotopik ossifikasyon profilaksisi endikasyonlari gibi malignite disi
nedenlerle de kas-iskelet sistemine uygulanabilmektedir [49]. HKBF iyilesme
dokusuna X isinlarinin  etkilerini arastiran bir c¢alisma literatlrde
bulunamamigtir. X 1sinlart kullanilan ¢algmalarda [39, 40] ise, genellikle
normal kikirdaga etkileri arastiriimistir. Ddsdk doz radyoterapi 6zellikle artritik
durumlarda anti-enflamatuar amagla kullanildigindan; yapilan ¢alismalarda

[41, 42, 43], 1siyla inaktive edilmis M. tuberculosis uygulanarak olusturulan
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artrit  modelleri kullanilmis ve kikirdakta olusabilecek dejenerasyon
6nlenmeye calisiimigtir. Bu calismalarda distk doz radyoterapinin 6zellikle

anti-enflamatuar etkinligi arastiriimigtir.

X isinlarindan farkh da olsa, yine radyasyon yayarak etki eden radyo-
sinovektomi, romatoid artritin tedavisinde cerrahi sinovektominin  bir
alternatifi olarak sinoviyal enflamasyonu kontrol altina almak igin kullanilan
bir nikleer tip yéntemidir. Eklem igine B 1simasi yapan bir madde verilerek
uygulanir. in vitro bir calismada [50], bu isimanin kondrosit kiltiiriinde;
kollajen Uretiminin azalmasi, nitrik oksit Uretimi, hicre 6lum0 gibi olumsuz
etkileri oldugu gdsterilmistir. Ancak, yine beta 1simasi yapan farkli maddeler
kullanilarak tavsanlarda yapilan in vivo calismalarda [51, 52] ise, radyo-
sinovektominin eklem kikirdagina hasar verdiginin bir kaniti bulunamamisgtir.
Pirich ve ark. [53], romatoid artriti olan 13 hastaya radyasyon sinovektomi
uygulaylp 13 ay takip ettikleri calismalarinda; magnetik rezonans
goruntileme ile eklem kikirdaginda herhangi bir hasar tespit edemediklerini

bildirmislerdir.

Diger fiziksel ajanlardan olan lazer konusundaki ve normal eklem
kikirdaginin sadece biyomekanik olarak degerlendirildigi bir ¢calismada [54]
ise, immobilizasyon uygulandiginda normal eklem kikirdaginda olusan
yumusamanin disaridan duisuk enerjili lazer uygulanarak 6nlenebildigi
bildirilmigtir. Deneysel osteoartrit modelinde lazer uygulamasinin stres
proteinleri azaltarak, eklem kikirdaginin patofizyolojisinde iyilesme sagladigi
gosterilmigstir [34]. Elektromanyetik alan uygulamalarinin da TGF-$ ve diger
bayime faktorlerini artirdigi, glikozaminoglikan Gretimini artirdigi ve anti-
enflamatuar etkileri oldugundan osteoartrit tedavisinde etkili olabilecegi
bildirilmistir [33, 55]. Cook ve ark. [56] ise, tavsanda olusturulan
osteokondral defektlere ultrasound uygulamiglar ve iyilesme dokusunun
kontrol grubuna gére morfolojik ve histolojik olarak daha iyi oldugunu
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bulmuslardir. Tim bu calismalar bize; HKBF iyilesme dokusunun degisik

fiziksel ajanlardan etkilenebildigini gostermektedir.

Eklem kikirdak defektlerine ybnelik denenecek bir tedavi yénteminin
oncelikle; cesitliligi az oldugundan, kolay Uretilip bakilabildiginden ve diz
eklemi de morfolojik olarak insan dizine benzediginden; kiagik bir hayvan
modeli olan tavsanda denenmesi énerilmektedir [15, 45]. Yeni Zelanda beyaz
tavsanlarinda iskelet olgunlugu genelde 4 - 6 ayda olustugu ve iskelet
olgunlugunu tamamlamamis tavsanlarda defektlerin  kendiliginden
iyilesebildigi bilinse de [15] gen¢ hayvanlarda da yeterli kikirdak iyilesmesi
saglanamadigindan, on calismalarda kullanilabilecegi belirtilmistir [45].
Galismamizda (sol taraf dizine) deneyin yapilacagi her bir tavsan igin, kontrol
defekti ayni tavsanin diger (sag taraf) dizinde olusturuldugundan; yetiskin
tavsanlar kullanildigindan ve farkli sireler takip edilen gruplarin vicut
agirhklarinin  dagiliminda anlamh bir fark olmadigindan (p = 0,632);
c¢alismamizi gergeklestirdigimiz tavsanlarin vicut agirliklarinin etkisinin en az

olacagini dugiinmekteyiz.

Deneysel osteokondral defekt onariminin defektin yerlesiminin farkh
olmasindan anlamli olarak etkilenmedigi bildirilmistir [45]. Karsilagtinlabilir ve
standart bir defekt genellikle yuvarlak sekilde olusturulmaktadir. Pineda ve
ark.’nin galismasinda [57]; iki farkh defekt ¢capindaki (2.7 ve 1.5 mm) iyilesme
dokularinda histolojik olarak anlamli farkliik olusmadigi gésterilmistir. Capi
3mm den daha bilylk defekiler olusturmanin da vyarari olmadig
belirtiimektedir [45]. Bu bilgiler 1sidinda calismamizda 2,5 mm’lik matkap
ucunu defekt olusturmakta kullandik.

Osteokondral defektlerde olusan iyilesme dokusunun eklem ylzeyi
tarafinda HKBF onarim dokusu olusurken, kemik tarafinda ise yeni kemik
olusumu ile iyilestigi bilinmektedir [7]. Biyomekanik test ile sadece HKBF
onarim dokusunun sertligini  6lgmek amaglandigindan, olusturulan

osteokondral defektin kemik iyilesmesi olusan derinliginin anlami sinirli olsa
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da, biz yine de tim tavsanlarda standart olarak 3 mm defekt olusturmaya
gayret ettik. Olusan HKBF iyilesme dokusunun biyomekanik olarak testi
konusunda bir standart yoktur ve calismalarda farkli teknikler kullaniimigtir.
Wakitani ve ark. [58] calismalarinda 6nce igne penetrasyonu ile kikirdak
kalinligini belirlemigler ve daha sonra sabit bir yik uygulayarak deformasyon
miktarini  belirleyerek sertligi 6lgmuglerdir. Messner [46] ise, bizim de
kullandigimiz yéntemi tarif ettigi calismasinda; sabit hizda deformasyon
olusturmus ve bunun icin gereken yukin olusturdugu, yik deformasyon
egrisinin egimini hesaplayarak dokunun sertligi 6lgmastir. Bu yontem Nam
ve arkadaslari [23] tarafinca da osteokondral transplantasyonu
degerlendirmede kullaniimigtir. Her iki ydntemde de degisik ¢aplarda pordz
veya diz vyuzeyler kullanilmigtir, ancak iyilesme dokusu konkav veya
konveks vylzeyler olusturabilecedinden temas ylzey alanlar farkl
olabilecektir. Bu nedenle tam Kkalitatif bir degerlendirme tartismahdir.
Calismamizda c¢ok farkli sonuglar cikmayip, standart sapmanin kiictik olmasi
(Radyoterapi uygulanan tarafta 153,20 + 61,91 N/mm iken; kontrol
defektlerinde 161,87 + 64,55 N/mm) yOntemimize olan guvenimizi artirirken;
yine de biyomekanik test igin gercek dizeni olusturabildigimiz konusunda
endiseler tasimaktayiz. Istatistiksel anlamhliga ulasamamamiz denek
sayisinin az olmasindan kaynaklanabilecegi gibi yukaridaki nedenlerle de

olusabilir.

HKBF onarim dokusunun yapisal ve mekanik 6zelliklerini
degistirebilmek amaci ile verdigimiz radyoterapinin zamanlamasini
planlarken, 6zellikle multipotent kék hicrelerden kondrositlerin olusmaya
bagladiklari zaman dilimini kapsamasini amagcladik. Shapiro ve ark.nin
1993’teki calismasinda [19], osteokondral defektlerde HKBF onarim
dokusunun olusumunu incelemisler ve ilk kikirdak ekstraselller matriksin
sentezlendiginin belirtisi olan Safranin-O ile boyanmayl 10. gunde
gorduklerini bildirmislerdir. Biz de radyoterapiyi 10. gunude igine alacak bir
dénemde verdik (7, 8, 9, 10 ve 11. glnlerde 1.0 Gy isinlama). Daha erken

dénemde uygulanacak radyoterapi; kanlanmayi azaltarak, kdk hucrelerin
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naklini ve iyilesmenin enflamasyon fazini baskilayacaktir [37]. Radyoterapiye
fibor6z dokunun kondrositlerden daha hassas oldugu bilindiginden [37, 39];
fibrovaskiler bir iyilesme dokusu olustuktan sonra fibréz dokunun
hakimiyetini azaltip, kondrojenik hicrelerin 6n plana ¢ikmasi amaglandr. X
Isinlarinin - vaskilarizasyonu Onledigi  bilinmektedir [38]. Ge¢ ddnemde;
dejenerasyon surecinde olugan neovaskullarizasyonu Onleyerek faydali
olabilir.  Bizim  calismamizda  dejenerasyon olan  preperatlarda
neovaskularizasyona rastlanmadi. Yine de dejenerasyon slrecine etkisini

aragtiran calismalara ihtiya¢ vardir.

Bu calismaya baslamadan 6nce; bir adet tavsanin sol dizinde daha
6nce tarif edildigi sekilde bir osteokondral defekt (6n deneme olarak)
olusturulmustu. Postoperatif onuncu giinde sakrifiye edilen bu tavsanin sol
diz medial kondilindeki defekt ciplak gbzle bakildiginda belirlenebilmesine
ragmen, bir iyilesme dokusu tarafindan doldurulmustu (Sekil 14). Histolojik
olarak degerlendirildiginde ise bu dokunun; fibro-vaskdler bir iyilesme dokusu
oldugu gdrilmekteydi (Sekil 15). Mezenkimel kok hicreler 10. glnde
fibroblastik goérinimde oldugundan [58], bu hicrelerden  kondrosit ve
fibrositlere ddnidsecek olanlarin bu iyilesme dokusunda ayirt edilebilmesi
mimkiin degildi. ileride kemik, kikirdak ve fibréz dokuya farklilagacak
hicreleri igcinde barindiran bir iyilesme dokusu olusmustu. Bu nedenle,
Isinlamanin  zamanlamasinin;  fiboréz  dokunun hakimiyetini  azaltip,

kondrojenik hicrelerin 6n plana ¢ikmasi amacina uygun oldugunu distnduk.

Mezenkimal htcrelerin, osteoblast, kondroblast, veya fibroblasta
farkhlagmasini etkileyen lokal ve sistemik faktdrlerin neler oldugu tam olarak
belirlenememistir [19]. GUnimUzde kondrogenezisi diizenleyen bazi faktorler
iyi bilinmektedir. Bunlar; insulin benzeri biyime faktérd - 1 (IGF-1),
déndstirich bayume faktoérd - B (TGF-B), kemik morfojenik proteinleri (BMP),
blyime/farklilagsma faktéri - 5 (GDF-5), fibroblast blyime faktért (FGF),
platelet kaynaklh buyime faktéri (PDGF) ve kikirdak kaynakli morfogenik
proteindir (CDMP) [2, 15]. Bu fakt6rlerden TGF-f ‘nin en etkili oldugu
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distnUlmektedir ve en ¢ok calisilanidir [59, 60]. Bu anabolik faktérlerin yani
sira timor nekroz faktdérl - a (TNF-a) ve interldkin - 1 ve 17 (IL-1 ve IL-17)
gibi katabolik sitokinler de sirece etki etmektedir [61]. Poole [48], kikirdak
onarimi  hedeflerine yoénelik yazisinda anabolik faktérler verilirken bu
sitokinlerin bloke edilmesinin yararl olabilecegini vurgulamigtir. Enflamatuar
hastaliklarda ampirik olarak kullanilan radyoterapinin sitokinleri nasil
etkidigini gbsteren ayrintili calismalar olmasa da bazi enflamatuar sitokinleri
azalttigi bildirilmigtir [41, 42, 43, 62]. Radyoterapinin hangi sitokinleri nasil
etkiledigi kesin olarak belirlenmediginden, X isinlari Gzerinden olumlu veya
olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi muhtemeldir.

Sekil 14: Bir tavsanin sol dizinde olusturulan osteokondral defektin on glin
sonraki hali gérilmekte (ok). Defekt, fibrdz bir iyilesme dokusu ile dolmustu.
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Sekil 15: Sekil 14’teki defektin mikroskopik olarak gérinimu

(Hemotoksilen — Eosin, x100).

Bizim galismamiz sirasinda, yakin zamanda yayinlanan in vitro bir
calismada Margulies ve ark. [62]; Radyoterapi uygulanan ¢ocuklarda olusan
deformitelerin nedenini arastirmaya yonelik olarak; farkll dozlarda X
isinlarinin epifiz kikirdagindan alinarak kdltiirde dretilen kondrositlere etkisi
arastirmiglar; ve X isinlarinin -uygulanan doza bagli olarak- kondrositleri
prematlr olarak olgunlastirip farkhlastirdiginin kanitlari bulmuslardir (yani
uygulanan radyoterapinin kondrositleri daha olgun ve farklilasmis olmaya
zorladigi ifade ediliyor). Bu bulgu radyoterapinin olumlu bir etkisi olarak
yorumlanabilir. Yalmz bu Kkondrositlerin  mekanik kuvvetlere maruz
kalmadigini unutmamak gerekir. in vitro calismalarda elde edilen sonuglarin
in vivo c¢alismalarda her zaman elde edilmesi kesin degildir. Bizim
calismamizda 4. haftada radyoterapi uygulanan defekt bélgelerinde kontrol
defektlere gbre daha fazla dejenerasyona ait bulgularin olmasinda (p < 0,05);
olusan HKBF dokunun serbestce hareket eden tavsanlarin dizinde maruz

kaldigr mekanik kuvvetlerin etkisi oldugunu disinmekteyiz. Margulies ve ark.
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[62] yine ayni calismada; normal eklem kikirdaginin kollajeni olan kollajen-II
miktarinda da artig tesbit etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise kollajen tipine
ybnelik bir inceleme vyapimadi. Yine ayni g¢alismada [62] hipertrofik
kondrositlerce Uretildigi digtnulen alkalen fosfataz Uretiminin de doza bagl
olarak arttigr  bulunmustur. Eklem kikirdaginda olusan dejeneratif
degisiklikler, kondrositlerin (buyime plaginin kalsifiye olan bdlgelerinde ve
kirlk kallusunda gdérulen) hipertrofik fenotipte farkhlagmasi ile iligkilidir.
Matriks kalsifiye olup kikirdagi daha kirilgan hale getirir ve dogal 6zelliklerini
kaybetmesine neden olur [48]. Bunun sonucu olarak da dejeneratif
degisiklikler olusur. Biz caligmamizi planlarken bdyle bir yayin olmadigindan
bu perspektiften yararlanamadik. Galismamizi kuvvetlendirmek icin kollajen
tipi tespiti ve alkalen fosfataz 6lguma yapilabilir.

Matriks mineralizasyonu; dejenerasyon olugsumundaki etkisi nedeniyle
yakin zamanlarda daha 6énem kazanmistir ve Uluslararasi Kikirdak Onarim
Birligi (ICRS)’'nin 6énerdigi histolojik degerlendirme skalasinin bir bélimdni
olusturmaktadir [47]. Ancak biz benzer calismalarda daha c¢ok tercih edilen
ve karsilastirma yapilabilmesi acisindan kullaniimasi tavsiye edilen [15, 45],
O’Driscoll ve ark. [31, 32] tarafinca 06nerilen degerlendirme skalasini
kullanmayi tercih ettik. Literatirde sik¢a kullanilan diger bir histolojik
degerlendirme skalasi Pineda ve ark.’nin [57] sistemini; Wakitani’'nin [58],
modifiye ederek olusturdugu yari-nicel sistemdir ancak bu sistemin O’Driscoll
sistemine bir GstanlGga yoktur [15, 45].

Kikirdak iyilesmesi konusundaki deneysel ¢alismalarin metodolojisini
derleyen Ruderte gb6re [15]; kikirdak defektlerine ydnelik tedavi
girisimlerinde; normal eklem kikirdagi dokusunu aynen olusturmak
gerekmeyebilir ve muhtemelen de mimkin degildir. Onemli olan olusan
dokunun; yuzeyinin dizglin olmasi, subkondral kemikle entegrasyonu ve
normal fizyolojik mekanik yUkleri tolere edebilmesidir. Yani klinik olarak etkili
bir tedavi olarak kabul etmeden 6nce mutlaka semptomatik ve fonksiyonel

iyilesmenin devamlihdi gdsterilmelidir. Olusan dokunun dayanikhligi en
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6nemli élcttlerinden biridir. Her ne kadar yapisal 6zellikleri benzemese de en
az iki yil fonksiyon gdsteren ve yapisini koruyan bir doku olugturabilmenin
klinik 6nemi oldukgca fazladir [8]. Shapiro ve ark.nin calismasinda [19];
osteokondral defektlerdeki iyilesme dokusunun en erken 4 haftada HKBF
onarim dokusunun olustugu ve 12. haftaya kadar tamamen olgunlastidi
gbsterildiginden, deneysel ¢alismalarda [23, 30, 59, 63, 64, 65, 66] genellikle
12 haftalik takip sOreleri kullaniimaktadir. Ancak 48 haftadan sonra
dejeneratif degdisikliklerde artis oldugundan ve bu dejenerasyon 12 aya kadar
strdiginden bu agidan da degerlendirebilmek icin en az 6 aylk bir takip
suresi O6nerilmektedir [45]. Biz calismamizda literatirde genellikle tercih
edilen 12 hafta takip sdresini kullandik. Ancak sonuglarimizin istatistiksel
olarak anlamli ¢citkmamasi ve anlamh olmasa da; 4. haftadakine gore 12.
haftada skorlar kontrol grubu dizlerde oldukga azalirken, radyoterapi
uygulanan dizlerde azalmamasi (Sekil 10’a bakiniz), daha uzun sdreli bir
takipte; kontrol grubunda dejenerasyonun artip skorun daha da disebilecegi

ve istatistiksel anlam olugturabilecegi izlenimi vermektedir.

Calismamizda 4. haftada radyoterapi uygulanan dizlerde kontrol
grubuna gore daha ¢ok kondrosit kiimelenmesi tespit edilmistir (p < 0,05).
ODriscoll skorlama sisteminde [31, 32] dejeneratif bir degisiklik olarak ele
alinan kondrosit kimelenmesinin; yeni kondrosit sayisi artisindan veya
dejenerasyondan kaynaklandiginin ayriminin  yapilabilmesi icin ileri
¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak; disik doz x isinlama -in vivo kosullarda- HKBF onarim
dokusunun mekanik 6zelliklerini etkiledigi gbsterilemese de vyapisal
6zelliklerini degistirebilecegi kanisindayiz. Son zamanlarda etkileri daha
ayrintih  olarak incelenmeye baglanan X iginlari; kikirdak onarim
calismalarinda yardimei bir arag olarak denenebilir. istenen ve istenmeyen
etkilerinin daha ayrintili olarak belirlenebilmesi ve akla uygun olarak
kullanilabilmesi icin daha kapsaml ve uzun sureli galismalara ihtiyac vardir.
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OZET

Eklem kikirdaginin iyilesme kapasitesinin  kisith  oldugu iyi
bilinmektedir. Olusan bir travmatik defekt subkondral kemigi gegerse kemik
iliginden gelen multipotent kék hicreleri ile hyalin kikirdak benzeri fibrokartilaj
(HKBF) doku olusarak iyilesirler. Olusan bu iyilesme dokusu genellikle bir
sUre sonra dejenere olarak osteoartrite neden olur. Calismamizda dusik doz
X isinlan kullanarak, osteokondral defektlerde olusan bu HKBF dokunun
yapisi ve mekanik 6zelliklerini gelistirmeyi ve bdylelikle daha fazla hyalin
kikirdaga benzeyen ve daha dayanikl bir doku olusturmayi amagladik.

20 adet tavsanin 40 dizinin medial kondilinde osteokondral defekt
olusturuldu. Her tavsanin sadece bir dizine postoperatif 7. ginden itibaren 5
gln boyunca her gin 1 Gy (5 x 1.0 Gy) radyoterapi uygulandi. 4. ve 8.
haftalarda beger tane tavsan 12. haftada ise kalan 10 tavsan sakrifiye edildi.
12 hafta takip edilen tavsanlardan 5 tanesinin her iki dizindeki defekt bélgesi
biyomekanik olarak sikistirma testi ile degerlendirildi. Geri kalan 15 tavsanin
(4, 8 ve 12 hafta takip edilen beser tavsan) dizlerindeki defekt bélgesi ise;
6nce makroskopik olarak degerlendirildi, daha sonra da mikroskopik olarak
incelendi. Calisma ve kontrol gruplari O’Driscoll skorlama sistemine gére

kargilastirildi.

Biyomekanik olarak test edilen 12 haftalik defektlerde radyoterapi
uygulanan ve kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (sirasiyla 153,20 + 61,91 ve 161,87 £ 64,55 N/mm; p=0,686).
Makroskopik olarak degerlendirildiginde ¢alisma ve kontrol dizleri arasinda
ve farkli sireler takip edilen gruplar arasinda bir fark tespit edilemedi.
Histolojik olarak degerlendirildiginde ise O’Driscoll skorlama sistemine gére
aldiklari toplam puanlar agisindan ¢alisma ve kontrol dizlerindeki defektler
arasinda anlamli bir fark yoktu (p = 0.300). Sadece 4. haftada kontrol
dizlerine gbére calisma grubunda daha fazla dejenerasyon kaydedildi
(p<0.05). 8. ve 12. haftalarda ise bu fark kayboluyordu.
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Sonug olarak; -in vivo kosullarda- distk doz x 1sinlama uygulanan
HKBF onarim dokusu ile normal HKBF onarim dokusunun mekanik ve
histolojik 6zellikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk
saptanmamistir. Ancak 4. haftada c¢alisma grubunda daha fazla kondrosit
kimelenmesi gibi yapisal degisiklikler gordimustir. X isinlarinin istenen ve
istenmeyen etkilerinin daha ayrintili olarak belirlenebilmesi ve akla uygun
olarak kullanilabilmesi icin daha kapsamli ve uzun sireli calismalara ihtiyac

vardir.

Anahtar kelimeler: Distk Doz X Isinlama, Hyalin Kikirdak Benzeri
Fibrokartilaj, Deneysel Osteokondral Defekt.
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SUMMARY

The Effects of Low Dose X Irradiation on Structural and Mechanical
Properties of Hyaline Cartilage like Fibrocartilage repair tissue in
Experimental Osteochondral Defect Model

It is well known that, healing capacity of articular cartilage is limited. if
the traumatic defect penetrates to the subchondral bone, hyaline cartilage
like fibrocartilage (HCLF) tissue will be formed by the multipotent stem cells
derived from bone marrow. This repair tissue eventually will degenerate and
progress to osteoarthritis. In this study, our purpose was to modify the
structure and mechanical properties of this HCLF tissue by using low-dose X
irradiation, thus, obtaining a more durable tissue that is more resembling to

hyaline cartilage.

The osteochondral defects were created on the medial condyles of 40
knees of 20 rabbits. Beginning from 7"" day postoperatively, only one knee of
each rabbit was exposed to 1 Gy of radiotherapy for 5 days (5 x 1.0 Gy). Five
of the rabbits sacrificed on 4™ and five of them on 8" week and the rest 10
rabbits on 12" week. Defects of both knees of five of the rabbits those
followed for 12 weeks were examined biomechanically by compression test.
All of the defects on the knees of 15 rabbits (5 rabbits on each 4™, 8" and12"
weeks) first evaluated macroscopically and then examined microscopically.
The study and the control groups were compared according to the scoring
system of O’Driscoll.

The defects that were biomechanically tested on 12" week; there was
no statistically significant difference between radiotherapy and control groups
(153,20 + 61,91 and 161,87 + 64,55 N/mm respectively; p=0,686). When
examined macroscopically; neither difference was found between the study
and the control groups nor between groups that were followed for different

time intervals. When examined microscopically, there was no significant



difference between the study and the control groups in respect to the total
scores got from O’Driscoll system (p=0.300).The only difference was the
more degeneration recorded in study group at 4" week (p < 0.05). This

difference disappeared at 8" and 12" weeks.

In conclusion; there is no statistically significant difference detected
between mechanical and histological properties of normal HCLF repair
tissues and those of ones exposed to low dose X irradiation. However, some
structural alterations such as chondrocyte clustering at 4™ week were
observed. More extended and longer studies should be done for more
detailed definition of wanted and unwanted effects of X rays and for rational
use of them.

Key words: Low Dose X Irradiation, Hyaline Cartilage Like

Fibrocartilage, Experimental Osteochondral Defect
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