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OZET

Gungor, E. Tavsanda Adipose-Derived Stem Cells ve Kitosan Iceren Scaffoldun
Aurikular Kartilaj Rejenerasyonu Uzerine Etkisinin Deneysel Arastirilmasi,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dalh Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2024. Kartilaj greft
gerekebilen septorinoplasti ve septal perforasyon onarimi cerrahilerinde, greft yeterli
miktarda ve uygun formda olmayabilir. Gegmiste otolog greft ihtiyacini karsilamayt,
kikirdagin canliligini ve dayanikliligini artirmayi amaglayan PDS Plate, PRP,
Hyoluronik asit, biliylime faktorii enjeksiyonlart vb. yontemler denenmistir. Bu
yontemlerde istenilen verimin alinamamasi, arastirmacilar1 kok hiicre bazli tedavilere
yoneltmistir. Kok hiicre bazli tedavi ile hasarli kikirdak dokusu onarilarak defektlerin
kapatilabilecegi ve rinoplastide greft olarak ihtiyacin  giderilebilecegi
ongoriilmektedir. Bu ¢alismanin amaci; kartilaj rejenerasyonunda Adipose-Derived
Stem Cells ve Kitosan Igeren Scaffold etkinliginin deneysel arastirilmasidir.
Calismada 8 adet beyaz Yeni Zelanda Albino tipi erkek tavsan kullanildi. Her
tavsanin aurikular kartilajinda 6 mm ¢apinda dort defekt olusturuldu. Bu defektler
herhangi bir madde uygulanmayan bir kontrol grubu, ADSC, ADSC+KIS, KIS
uygulanan ti¢ ¢alisma grubu olmak tizere toplamda 4 farkli gruba ayrildi. Deney 10
haftada tamamlandi. Histopatolojik olarak Kartilaj viabilite skoru, periferal kondrosit
proliferasyonu ve nukleus kaybi incelendiginde KiS+ADSC uygulamasimin
rejenerasyonu kontrol grubuna goére anlamli derecede artirdigi goriildii. Defekt gap1
incelemesinde ADSC ve KiS’in tek basina kullamldig1 gruplarda, kontrol grubuna
gore anlamli derecede rejenerasyon gergeklestigi gozlendi ancak aralarinda anlaml
bir fark gériilmedi. ADSC ve KIS, birlikte kullanildiginda ise anlamli derecede bir
sinerjistik etki izlenmedi. Calismamiz, KiS’in aurikular Kartilaj rejenerasyonu
lizerine etkisini ortaya koyan literatiirdeki ilk c¢alismadir. Literatiirde eklem
kikirdaklarina uygulanan KiS’in tek basina rejenerasyon saglamadigi gosterilmisken,
calismamizda perikondriumlu aurikular kartilajda KiS’in tek basina etkili olabilecegi

gosterildi.

Anahtar Kelimeler: ADSC, kikirdak greft, kikirdak perforasyonu, septorinoplasti
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ABSTRACT

Gungor, E. Experimental Investigation of the Effect of Adipose-Derived Stem
Cells and Chitosan-Based Scaffold on Auricular Cartilage Regeneration in
Rabbits, Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine, Department of
Otorhinolaryngology, Medical Specialization Thesis, Eskisehir, 2024. In
septorhinoplasty and septal perforation repair surgeries that may require a cartilage
graft, the graft may not be large enough and of the appropriate form. In the past,
methods such as PDS Plate, PRP, Hyoluronic acid, growth factor injections, etc. have
been tried to meet the need for autologous grafts and increase the vitality and
durability of cartilage. Failure to obtain the desired efficiency in these methods has
led researchers to stem cell-based treatments. It is envisaged that the defects can be
closed by repairing the damaged cartilage tissue with stem cell-based treatment and
the need for a graft in rhinoplasty can be met. The purpose of this study; It is an
experimental investigation of the effectiveness of Adipose-Derived Stem Cells
(ADSC) and Chitosan-Based Scaffold (CBS) in cartilage regeneration. In the study, 8
white New Zealand Albino type rabbits were used. Four defects with a diameter of 6
mm were created in the auricular cartilage of each rabbit. These defects were divided
into four different groups in total: a control group in which no substance was applied,
and three study groups in which ADSC, ADSC+CBS and CBS were applied. The
experiment was completed in 10 weeks. When cartilage viability score, peripheral
chondrocyte proliferation and nucleus loss were examined histopathologically, it was
seen that CBS+ADSC application significantly increased regeneration compared to
the control group. In the defect diameter examination, a significant regeneration is
observe in the groups in which ADSC and CBS were used alone compared to the
control group, but no significant difference is observe between them. When ADSC
and CBS were used together, no significant synergistic effect was observed. Our
study is the first study in the literature revealing the effect of CBS on auricular
cartilage regeneration. While it has been shown in the literature that CBS applied to
articular cartilages alone does not provide regeneration, our study showed that CBS

alone can be effective in the auricular cartilage with perichondrium.

Key Words: ADSC, cartilage graft, cartilage perforation, septorhinoplasty
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1.GIRIS

Burun, temelde solunum ve koku duyusu organi olmasinin yaninda, viicudun
1s1  regiilasyonunu  saglamasiyla, solunan havayr yabanci cisim ve
mikroorganizmalardan arindirip nemlendirmesiyle, viicuda giren antijenlere verdigi
ilk tepkisiyle, yiizlin tam ortasinda yer almasiyla, sesin kalitesi lizerinde etkisiyle;
fonksiyonel ve estetik agidan viicudun Onemli bir orgamidir(l, 2). Yiiziin tam
ortasinda yer alan burun, c¢ikintili yapisiyla travmaya acgik konumdadir. Nazal
travmalarla ya da gelisimsel olarak ortaya ¢ikan septum ve nazal deviasyonlar,
deformiteler ve gegirilmis cerrahilere bagli septum perforasyonlari nedeniyle;
septoplasti, septorinoplasti ve septum perforasyon onarimi operasyonlar1 kulak-
burun-bogaz cerrahlarmin en sik yaptigt girisimsel islemlerdendir. Bu
operasyonlarda anatomik ya da edinilmis deformiteleri hem fonksiyonel hem de
estetik agidan diizeltmek amaglanir.

Septoplasti / septorinoplasti ameliyatlarinda, septum kikirdaginin deviye
kisimlar1 eksizyonu yapilirken bir yandan da serit kartilaj ¢ikarilarak, bu kartilaj
grefti ile burnun deformitelerinin diizeltilmesi amaglanir. Daha Once gegirilmis
operasyonlar, travma vb. nedenlerden otiirli yeterli greft ihtiyaci saglanamayabilir.
Septal kikirdak yetersiz veya yapisal olarak zayif oldugunda, burunun basarili bir
sekilde yeniden yapilandirmasi giiglesir. Bu durumda uzun vadeli tatmin edici
fonksiyonel ve estetik sonuglara ulagmak i¢in otolog kikirdak greft kullanmak
septoplasti / septorinoplastinin operasyonlarinda 6nemlidir(3). Otolog greft ihtiyaci
bu zamana kadar kulak ve kostal kikirdaklardan saglanmaktadir. Kulak kikirdagi,
hedef defektlere gore alinabilen ve uyarlanabilen, kolay erisilebilen bir greft
materyali kaynagidir(4). Kostal kikirdak ise bollugu, sertligi ve dondr bdlgesinin
kozmetik agidan daha az kaygi uyandiran bir bolge olmasiyla siklikla tercih
edilmektedir(5).

Kikirdak greftlerin dayanikliliginin, formunun muhafaza edilebilmesi yapilan
operasyonlarinin uzun dénemde tatmin edici sonuclar1 agisindan ¢ok dnemlidir. ideal
kikirdak grefti, burun rekonstriiktif ortaminda dis kuvvetlere dayanabilme, uyumlu
doku entegrasyonuna ve hizli iyilesmeye olanak saglayan biyolojik olarak aktif olma
gibi alict bolgenin klinik ihtiyaglarini karsilayacak 6zelliklere sahip olmalidir. Donor

sahada morbidite yaratmadan hazir ve erisimi kolay olmalidir. Ayrica cerrahi agidan



bakildiginda greft materyalinin hastalarin ihtiyaglarin1 karsilayacak kadar biiyiik
olmasi gerekir. Kikirdak greftler zaman igerisinde emilim ve hacim kaybina ugrama
egilimindedir. Konulan greftin zamanla canliliginin yitirmesi, septumda sagladigi
destegin kaybolmasina ve nazal deformasyona yol acarak revizyon cerrahi ihtiyaci
dogurabilir(6).

Kikirdak greft ihtiyacim karsilamayi, canliligini ve dayanikliligini artirmayi
ve kikirdak rejenerasyonunu saglamay1 amaglayan PDS Plate, PRP, Hyoluronik asit,
fasia veya amniyotik zarla sarmak, biiylime faktorii enjeksiyonlar1 vb. yontemler
denenmistir(7, 8). Bu yontemlerde maksimum verimin alinamamasi, arastirmacilari
kok hiicre temelli otolog kikirdak greft iiretimi ilizerinde yogunlasarak ihtiyacin
karsilanabilecegi konusuna yoneltmistir. Kok hiicre bazli tedavi ile hasarli kikirdak
dokusu onarimi, kikirdak defektlerin kapatilmasi ve rinoplastide greft olarak
ihtiyacin giderilebilecegi 6ngoriilmektedir(9).

En yaygin bilinen kok hiicre kaynagi kemik iligidir. Kemik iligi hiicrelerinin
toplanmasi nispeten yiiksek morbidite oranlar1 olan aci1 verici bir prosediirdiir. Yag
kaynakli kok hiicreler (Adipose-Derived Stem Cells — ADSC) ise, yag dokusundan
liposuction veya lipektomi vyoluyla kolay elde edilebilen, bol miktarda
farklilasmamis mezenkimal kok hiicre kaynagidir ve yiiksek proliferatif potansiyele
sahip olmasi nedeniyle olduk¢a avantajlidir(10). ADSC’ler ayni zamanda S-100
proteinleri, kollajen tip 11 ve Transforming growth factor-f (TGF-B)nin yiiksek
diizeyde ekspresyonu ile rejenerasyon saglanabilmektedir(11).

Kemik iligi kaynakli kok hiicreler ile kikirdak rejenerasyonunun séz konusu
oldugu tedavilerde, kok hiicrenin sahada ¢ogalma ve farklilagsmanin saglanabilecegi
ortamin olusturulmasi i¢in scaffolddan yararlanilmaktadir. Ortopedik cerrahilerde
‘mikrokirik tedavisi’ ile dizde kemige agilan milimetrik deliklerden, kemik
iligindeki kok hiicrelerin dejeneratif kikirdak dokusunun oldugu alana gelerek
kikirdak rejenerasyonu saglamasi amaglanir(12). Kikirdak dokusu rejenerasyonunda
onemli rol oynayan perikondriumun rejenerasyon hizi diisiik olmasi nedeni ile,
hasarli kikirdak alani tam onarilamadan fibrozis gelisebilmekte ve nedbe dokusu
olusmaktadir. Bu ylizden ADSC ile rejenerasyonun saglanabilmesinde scaffold 6nem

arz etmektedir.



Sundugumuz calismada amacimiz, ADSC ve Kitosan Igeren Scaffold
(KiS)’un kikirdak rejenerasyonu ve kikirdak greft iiretimindeki potansiyelini ortaya
koymaktir. Bu amagla tavsan aurikulasinda, ADSC ile kikirdak hiicreleri tiretmek ve
KIS ile birlikte kullaniminda kikirdak rejenerasyonu iizerine etkisini,
fonksiyonelligini; objektif, deneysel olarak, histokimyasal yollarla gdstermeyi

planladik.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Burun Anatomisi

Burun, temelde solunum ve koku duyusu organi olmasinin yaninda,
viicudun 1s1 regiilasyonunu saglamasiyla, solunan havay1 yabanci cisim ve
mikroorganizmalardan arindirip nemlendirmesiyle, viicuda giren antijenlere verdigi
ilk tepkisiyle, yiiziin tam ortasinda yer almasiyla, sesin kalitesi iizerinde etkisiyle;

fonksiyonel ve estetik agidan viicudun énemli bir organidir(1, 2).

Burun temel olarak yumusak doku ve kaslarla ortiilii; taban1 asagida, tepesi
yukarida piramit seklinde kikirdak ve kemiklerden olugmaktadir. Orta hatta, kranial
kavite ile oral kavite arasinda konumlanmistir: siiperior labiumun siiperiorunda,
glabella’nin inferiorunda, cavitas nasi’nin oniinde, orbita ve maxiller 6n duvarlarin
arasinda bulunur. Onde nostriller vasitasiyla yiize, arkada choanae vasitasiyla
nasofarenkse agilir(13). Burun anatomisi internal ve eksternal olarak iki bdliime

ayrilir.
2.1.1. Nasus Externus (Eksternal Burun)

Eksternal burun yapisi piramite benzemektedir. Kemikten olusan iist kismi1
kemik c¢at1, kikirdaktan olusan alt kisim ise kikirdak ¢at1 olarak isimlendirilir. Kemik
catinasal kemikler, maksillanin frontal procesi ve frontal kemigin nasal spininden
olusur. Nazal kemiklerin frontal kemik (nazal spin) ile birlestigi yer nazion, {ist
lateral kartilajlarla birlestigi nokta rhinion (K noktasi) olarak tanimlanir. Nazion,
kemik radiksin en derin noktasidir. Kikirdak piramidi olusturan kikirdaklar ise septal,

sesamoid, tst lateral (upper lateral) ve alar kartilajlardir.

Septal kartilajin sekli dortgen olup, asil olarak burun septumunu olusturur.
On tarafta membrandz septumdan, arka tarafta vomer ve etmoid kemigin lamina
perpendikiilarisine kadar uzanir. Siiperior kisimda iist lateral kartilajlara siki sikiya
baglanarak burun sirtinin olugsmasma yardimci olur. Alt kenar1 burun apeksinde

columellay1 yapar.

Nazal kemiklerin hemen kaudalinde iicgen seklinde iist lateral kartilajlar

bulunmaktadir ve iist kenarlar1 nazal kemiklerin altina girmektedir. Nasal kemige ve



alar kartilaja fibroz bantlar ile baglanir. Upper lateral kartilajlarin medial kenar

kisimlari ise nasal septumun st kenarina baglanir(14).

Alar kartilajlar burunun tigte birlik alt kismini olusturur. Uzantilar1 olan crus
laterale ve crus mediale ile “C” seklinde bir yapidir. Alar kartilaj; crus laterale ile
burun kanatlarmin kartilaj iskeletini, crus medialelerin orta hatta birlesmesi ile
colummellayr ve aymi zamanda da burun ucunu (nazal tip) olusturur ve
sekillendirir(15). Nazal tip ve supratip bolgelerinin dayanikliligini ve estetik yapisini
da alar kartilajlar saglar(16). Alar ve st lateral kikirdak arasinda, fibroareolar bag
dokusu ve degisken sayida sesamoid kikirdaklar bulunabilir(17).

Burunun baslica 6nemli kaslari; musculus proserus, nazalis, levator labi

superioris alaque nasi, depressor septi’dir(18).

Deri ile osseokartilajindz g¢erceve arast yumusak doku, dort katmandan
olusur: deri alt1 yag, superficial musculer aponeurotic sistem (SMAS), derin yag
tabakasi ve perikondrium. Burun kaslar1 birbirlerine ve diger nazal yapilara SMAS
ile baglanir(19). Burun derisi kemik ¢at1 tizerinde olduk¢a incedir, kikirdak cati

tizerinde ve kranial boliimde kalinlasir ve kaudal kisimda sebasedz niteligi artar.
2.1.2. Cavitas Nasi (Internal Burun)

Nazal kavite, 6nde nostrillerden arkadaki koanalara kadar uzanmis olan,
septum ile ikiye ayrilmis tiip seklinde bir olusumdur. Nazal kavitenin tabaninin
anterior dortte tigliik boliimiinii maksillanin palatin ¢ikintisi, posteriorunu ise palatin
kemigin horizontal ¢ikintist yapar. Tavanini ise frontonazal, etmoidal ve sfenoidal
kisimlar olusturur. Nazal kavite tavanmin en iist kisminda, cevresinde olfaktor
epitelin bulundugu etmoid kemigin kribriform laminasi yer alir. Her iki nasal pasajin

medialini septum, lateral duvarini da konkalar olusturur.

Nazal kavitenin en dar kismu, Uist lateral kartilajlarin alt kenarlar1 ile septum
arasinda kalan internal nazal valv bolgesidir. Bu bolge rezistansin en fazla oldugu
yerdir. Eksternal nazal valv de; alt lateral kikirdaklarin kaudal u¢ kisimlari, buradaki

yumusak doku, membrandz septum ve nostril kenarlari ile olusan bolgedir.



2.2. Kikirdak Dokusu Yapisi

Kikirdak ekstraseliiler matriksinin kalict bir bozulma olmadan dokunun
mekanik streslere dayanmasina olanak tanityan saglam bir kivami vardir. Solunum
yolu, kulaklar ve burunda, yumusak dokular1 destekleyen yapiy1 olusturur. Esnekligi
ve plriizsiiz, kaygan yiizeyi nedeniyle, iskelet eklemleri i¢inde yastiklama ve kayma

bolgeleri saglayarak kemik hareketlerini kolaylastirir.
2.2.1. Genel Yapisi

Kartilaj dokusu, yumusak dokular1 desteklemek i¢in 6zellesen bag dokusudur.
Kartilaj dokulari, kondrosit, kondroblast ve bunlarin sentezledigi proteoglikanlar ve
kollajenler, fibrillerden meydana gelen ekstraseliiler matriksten olusur. Ekstraseliiler
matriks miktarlar1 ve diizenleri, Kartilaj tiplerinde farklilik gostermektedir(20).
Matriks; kartilaj dokunun esnek olma 6zelligini artirip, fiziksel etkilere karsi Kartilaj
dokudaki kalici olusabilecek sekil bozukluklarini engeller(21). Kartilaj dokusu 6teki
destek dokularindan farkli olarak, kan damarlarindan ve sinirden yoksundur. Matriks
kolloidal yapist burada énem arz eder ve bu yapiyla kondrositlerin beslenmesine
olanak saglar. Matriksi sentezleyip salgilayan kondrositler, matriks i¢indeki lakuna
adindaki gukurlarda yerlesir(22). Tiim kartilaj tiplerinin matriksinde gerilme direnci
icin kollajen, esneklik i¢in proteoglikanlar ve az miktarda birka¢ glikoprotein gibi
belli basli molekiiller bulunur(23).
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Sekil 2.1. Kikirdagin genel yapisi ve perikondrium(24)



Tim kikirdak tiirleri  sinirlerden, damar desteginden yoksundur ve
kondrositler besinleri ¢evredeki bag dokusundaki (perikondrium) kilcal damarlardan
difiizyon yoluyla alir. Avaskiiler bir dokudaki hiicrelerden beklenebilecegi gibi
kondrositler diisiik metabolik aktivite sergiler(24).

2.2.2. Perikondrium

Perikondrium, kartilaji ¢evreleyen, kartilaj ile kartilaj tarafindan desteklenen
dokular arasinda bir arayiiz olusturup, yogun bag dokusundan olusan bir kiliftir(24).

Bu tikiz bag dokusu, insanda eklem kikirdaklar1 harig tiim hiyalin kikirdaklar: sarar.

Perikondrium mezensimden gelismektedir. Perikondriumun dis tarafindaki
hiicreler fibroblastlara dontismekte, fibroblastlar ise kollajenéz yapida dens
karakterde matriks iiretmektedir. I¢ taraftaki hiicreler de kondroblast ve
prekondroblastlara farklilasmaktadir. Kartilaj dokusunun apozisyonel biiyiimesi
perikondriumun kondrojenik i¢ tabakasindaki hiicre proliferasyonu ile meydana
gelmektedir(25). Kartilaj biiyiime ve onarimi i¢in perikondrium ¢ok énemlidir ¢iinkii
hem kondrojenik ve hem de osteojenik &zellige sahiptir(26). Perikondrium tip |

kollajen liflerinden zengindir ve yapisinda bol miktarda fibroblast bulunur(24).

2.2.3. Kikirdak Dokusu Tipleri

Kartilaj bilesimindeki matriks miktar1 ve igerisindeki kollajen ve elastik
fibrillerin miktarina gore kartilaj dokusu hiyalin, elastik ve fibroz kartilaj olmak

tizere Ui¢ farkl: tiptedir.
Hiyalin Kikirdak

Insan viicudunda en yaygm kikirdak tipidir. Yapisindaki matriksin, 15181
gecirerek yar1 saydam olmasi sebebiyle ‘hyalos’ yani cam kelimesinden koken alir.
Yetiskinlerde hiyalin Kartilaj, hareketli eklem eklem yiizeylerinde, solunum yolu
duvarlarinda (burun, girtlak, trakea, brons), sternum ile eklemlendikleri kaburga
ventral taraflarinda ve epifiz plakalarinda bulunur. Epifiz plaklarinda uzun
kemiklerin boyuna biiylimesini saglar. Embriyoda hiyalin kikirdak, yavas yavas

yerini kemige birakan gecici iskeleti olusturur(24).

Hiyalin Kartilaj, agik mavi renktedir, siit benzeri bir gortinimdedir. Hiyalin

kikirdagin yapisinda yaklasik olarak %40 oraninda Tip 2 kollajen lifli bulunmaktadir.



Bu oran ile ciltteki kollajenin yaklasik bes katina ulasmaktadir(20). Kollajen fibrilleri
perikondriumdan dokunun derinine dogru uzanir. Hiyalin kikirdagin elastisitesi ¢cok
az olup, yapisindaki kollajen fibriller sayesinde basinca karsi ¢ok direnglidir.
Kondrositleri ovaldir, tek veya birden fazla sayida lakiinler igine konumlanmistir.
Hiyalin kikirdak metabolizmasi1 diisiiktiir ve rejenerasyonu da olduk¢a gii¢
olmaktadir(27). Kartilaj hasar1 oldugunda perikondriumdaki kondroblastlar hasara
ugrayan kisma yonelerek yeni Kartilaj olusumunu saglarlar. Eklem kikirdaklart

haricinde tiim hiyalin kikirdaklar perikondrium ile ortiiliidiir.

Sekil 2.2. Hiyalin kikirdak dokusu(28)

Elastik Kikirdak

Hiyalin kartilaja benzer yapidadir. Sarimsi renkte olup, kondrositlerin
sekilleri de hiyalin kikirdaktaki kondrositlere benzemektedir ve yine hiyalin
kikirdakta oldugu gibi perikondriuma sahiptir. En 6nemli 6zelligi biikiilebilme
yetenegidir. Hiyalin kikirdaktan matriks ve perikondrium yapilarinda yogun elastik
lifler olmasiyla farklilik gosterir(23). Elastik lifler, ayr1 ayr hiicreler seklinde veya
birkag adet hiicreden olusmus izogen gruplar seklinde bulunur. Kollajen fibriller,
hiyalin Kartilaj yapisindan farkli olarak daha az bulunmaktadir. Elastik kartilajin
esnek olmasini saglayan elastik fibriller matrikste ag yapmis sekilde dizilirler. Elastik

fibriller perikondriumun hemen alt katmaninda gevsek sekilde goriilir ve ozel



boyalarla daha net izlenebilirler. insan viicudunda aurikular Kkartilajda, dis kulak yolu
duvari, dstakinin kartilaj kismi, epiglottis, larinksin kiineiform kartilaji elastik kartilaj
yapisindadir(21, 24).

Sekil 2.3. Elastik kikirdak dokusu(28)

Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdak, makroskobik olarak bakildiginda grimsi-beyaz renkte
goriiliir. Fibroz Kartilaj, tikiz bag dokusu ile hiyalin kartilaj arasinda bir gecis
formundadir. Diger kikirdaklarin aksine perikondrium ile sarili degildir(21). Fibroz
kartilaj tek basina ya da izogen gruplar halinde bulunmakta ve genellikle
birbirlerinden kaba tip I kollajen lifler ile ayrilmiglardir. Fibroz kartilaj matriksi ¢ok
fazla tip I kollajen igerdigi igin asidofildir(22). Matriksinde bolca kollajen icerdigi
icin de yiiksek gerilme direnci gosterir ve insan viicudunda basinca dayanikli
ozellikte olmasi gereken yerlerde bulunur. Embriyonel donemde fibroz Kartilaj
yapising, yetiskinlige gore daha fazla rastlanmaktadir. Yetiskinlik doneminde ise
intervertebral disk, eklem Kartilajlar1, simfizis pubis, tendon-kemik baglant1 yerleri

ve femur basi ligamentinde bulunur(21).



Sekil 2.4. Fibroz kikirdak dokusu(28)

2.2.4. Kikirdak Rejenerasyonu

Kartilaj metabolik agidan aktif dokudur ancak igerisinde kondrosit miktar1 az
olmasindan dolay1 yapim ve yikim hiz1 diisiiktiir. Bu yiizden tamir kapasitesi sinirli

olup kiigiik hasarlar bile kalic1 fonksiyon kaybina neden olabilir(29).

Kutanéz yapilarda meydana gelen travmalarda, sitokin ve biiyiime
faktorlerinin salimmmiyla anjiogenez ve genis ¢apta kollajen fibrillerin ve liflerin
birikimi gerceklesir. Skar olusumu, travmalarin ilk 24 saatinde basladigi igin,

genellikle kartilajlarin kendini onarmasindan daha 6nce gerceklesir(30).

Kartilaj gelismesi interstisyel ve apozisyonel olarak gerceklesir. Interstisyel
olarak mitozla ¢ogalan kondrositlerle kartilaj dokusunun i¢inden; apozisyonel olarak
da, perikondriumun sahip oldugu kondrojenik aktivitesiyle meydana gelir(24). Her
iki ¢ogalma sekli gelisim ¢agina dek devam etmektedir. Ancak perikondriumun
kondrojenik 6zelligi nedeniyle herhangi bir kartilaj hasart durumunda tekrar islevsel
hale gegebilir(31). Kikirdak olusumunda ara madde ¢ogalir. Hiicreler tek tek veya
gruplar seklinde ara maddeye dagilirlar. Olgun Kartilaj hiicreleri olan kondrositler,
doku rejenerasyonu gerektiginde kondroblastlara doniiserek tekrar sentez yapabilme

Ozelligi kazanirlar(32). Ancak siirekli kesintiye ugrayan matriks tiretimi ve hiicre
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boliinmesi nedeniyle bu yeni sentezlenmis matriks ve bdliinebilen kondrositler

defekti kapatmak igin yeterli olmaz.

Perikondrium hasara ugramis Kartilaj alaninda yeni kartilaj dokularinit gii¢ bir
sekilde ve genellikle de eksik olarak yapmaktadir. Perikondrium olgunlagmis
kartilaja temas ettigi zaman, yeni Kartilaj olusumu inhibe olmaktadir. Ancak yaygin
hasara ugramig alanlarda, perikondrium yeni kartilaj olusturamaz. Bunun sonucunda

da defekt yogun bag dokusundan olusan skar dokusu ile kapatilir(22).

2.3. Adipose-Derived Stem Cells (ADSC)

Mezenkimal kdk hiicreler, ilk olarak kemik iliginde tanimlanmis olan yetiskin
kok hiicrelerdir(33). Kok hiicreler, kendilerini yenileme yetenekleri ve multipotent
ozellikleri ile karakterizedir. Kemik iliginden tiiretilen kok hiicrelerin 1960'lardaki
kesiflerinden bu yana tedavi edici, yenileyici 6zellikleri ile arastirtlmaktadir. Kemik
iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerin kesfinden sonra bu hiicrelerin aslinda
hemen her dokudan oldugu anlagilmis ve tedavi amacl olarak; umblical korddan,
amniyotik sividan, periferik kandan, dis pulpasindan, dermisten ve yag dokusundan

izole edilmistir(34-36).

Yag dokusundaki mezenkimal kok hiicreler olan ADSC’ler, ilk olarak 2001
yilinda tanimland1 ve o tarihten bu zamana doku miihendisligi ve rejenerasyon igin

hiicre kaynagi olarak arastirilmaktadir(37).

ADSC kaynag genellikle deri alt1 yag dokusu olmaktadir ve karin, uyluk ve
koldaki deri alt1 yag dokusundan izole edilebilir. insan viicudunda bol miktarda yag
dokusu olmasi nedeni ile yiiksek miktarda kok hiicre elde edilebilir. ADSC’lerin elde
edilmesi, kemik iliginden kok hiicre elde edilmesi islemine kiyasla daha az aci verici
ve morbiditesi diisiik bir yontemdir. Deri altindan yag dokular1 lipoaspirasyon
yoluyla kolaylikla elde edilebilir ve bu yontem adipositlere zarar verirken

ADSC’lerin fonksiyonunu etkilemez(38).

Zuk ve arkadaglari(34) 2001 yilinda yag dokusundan ADSC’leri izole etmek
icin bir yontem gelistirdi. Yag dokular1 kiyildiktan sonra kollajenaz tip II ile
enzimatik sindirime tabi tutuluyor. Santrifiijden sonra elde edilen stroma vaskiiler

fraksiyonu (SVF) adi verilen petelle elde ediliyor. Bir mililitre SVF'de yaklasik 2 ila
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6 milyon hiicre elde edilebilmektedir. SVF, ADSC’leri, endotel hiicrelerini, endotel
progenitdr hiicrelerini, perisitleri, diiz kas hiicrelerini, lokositleri ve eritrositleri

igerir(39).

Hem aspire edilen hem de eksize edilen yag dokulari i¢in, yag dokusundan
kok hiicre verimi kemik iliginden daha yiiksektir. Aspire edilen bir gram yag dokusu
yaklasik 3,5 x 10% ila 1 x 10° ADSC iiretir. Bu, bir gram kemik iligi aspiratindan
izole edilen 500 ila 5 x 10* kemik iligi kaynakli multipotent kék hiicreler ile
karsilagtirildiginda olduk¢a fazladir(40). Bununla birlikte, liposuction ile elde
edilmis yag dokusundan ayristirilan ADSC veriminin, biitiin olarak eksize edilmis
yag dokusundan izole edilenin yaklasik yaris1 kadar oldugu rapor edilmistir(41).
ADSC’ler serum ve dimetilsiilfoksit iceren bir ortamda kolayca dondurularak
saklanabilir ve ayrica c¢ogalmasi ve farklilagsmasi, uzun bir silire boyunca

dondurularak korundugu kriyoprezervasyon isleminden de etkilenmez(42).

Adipoz dokusundan ADSC’leri izole etmenin bir diger sekli ise
emiilsifikasyon ve filtreleme yontemdir. Lipoaspiratin siringalar arasinda karistirilip,
{iriiniiniin filtrelenerek gerceklestirilmektedir. Ik asama, tercihen kadinlarda uylugun
yan tarafindan, tercihen erkeklerde ise karindan adipoz dokunun toplanmasini igeren
liposuction islemidir(43). Adipoz doku, 1 mm yan portlu liposuction kaniilii
kullanilarak yaklasik 40-50 ml aspirat alnarak toplanir. ikinci asama, adipoz
dokunun birbirine bagh iki adet 10 cc'lik siringa arasinda kaydirilmasiyla elde edilen
yagin  emiilsifikasyonunu icerir. Emiilsifikasyon ve filtreleme asamasi
tamamlandiginda ortaya c¢ikan {iriin, yiiksek kaliteli mezenkimal kok hiicreler
acisindan zengin, herhangi bir canli adiposit igermeyen, kullanima hazir yar1 saydam

bir sividir(44).
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Sekil 2.5. Emiilsifikasyon ve filtreleme yontemi ile ADSC elde edilmesi

ADSC’lerin yag dokusu icindeki lokalizasyonu heniiz tam olarak agikliga
kavusturulmamustir, ancak ADSC’lerin, yag dokusunun damar yapisinda oldugu ileri
stiriilmektedir(45). ADSC’lerin damardaki konumunun endotel ve adipositlerin
arasindaki arayiizde oldugu ve ADSC’lerin hem vaskiiler yapiy1 destekleme hem de
adiposit olusturma yetenegine sahip oldugu sonucuna varan calismalar da

mevcuttur(46).

ADSC’ler biiyiime ve c¢ogalma o&zelligi ile osteojenik, kondrojenik,

adipojenik, miyojenik veya norojenik hiicrelere farklilagabilir(47). ADSC’lerin
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spesifik bitylime faktorlerinin salgilanmasi yoluyla doku rejenerasyonunun bir aracisi
oldugu da disiiniilmektedir. ADSC’ler, temel fibroblast biiyiime faktorii (b-FGF),
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiytime faktori 1,
hepatosit biiyiime faktorleri (HGF) ve doniistiiriicti bitytime faktorii -p1 (TGF-B1)
gibi birgok biiyiime faktorii salgilar(48). ADSC’lerden salgilanan bu faktorler, hasarl
dokunun iyilesmesini tesvik eder. Ayrica, ADSC’ler ¢esitli tiirde biiylime faktori
reseptorlerini de eksprese eder ve bu reseptorler biiyliime faktorlerine duyarlidir. Bu
sayede ADSC’ler doku yenilenmesine aracilik eder. Nakledilen dokular,
baslangigtaki damar sisteminin eksikligi nedeniyle nakilden hemen sonra hipoksiye
maruz kalir ve apoptoz gecirme egilimi gosterir. Burada ADSC’ler tarafindan
salgilanan VEGF, b-FGF ve HGF seviyeleri 6nem kazanir, salgilanan bu faktorlerin

anjiogenezi indiiklemesi ile hipoksiyi diizelttigi tespit edilmistir(49).

ADSC’ler trombosit tiirevli biiyiime faktorii (PDGF) reseptorleri o ve f'nin
yani sira VEGF, HGF, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve bFGF reseptorlerini de
eksprese eder. VEGF gogii artirir ve kondrojenik farklilasmay1 tesvik eder(50).
Kondrojenik farklilasma igin bunlar 6nemli ekstraseliiler matrix genleri Col2al ve
Acan, Col9al, Col27al ve Matnl’dir(51).

Vaskiilarize olmayan bir alanda ADSC’ler, kondrojenik farklilasma
potansiyele ve yliksek proliferatif kapasiteye sahip uygun bir hiicre tipi olarak kabul
edilmistir(52). Cesitli ¢alismalar, ADSC’lerin kondrojenik siirecinin, doniistiiriicii
biiyime faktori-Bl (TGF-B1) ve kemik morfogenetik proteini-2 (BMP-2)
kullanilarak basarili bir sekilde yiiriitiilebilecegini gostermistir(52). Ek olarak,
ADSC'ler tarafindan salgilanan eksozomlar da biyolojik bir katki maddesi olarak

kikirdak rejenerasyonu, hiicre go¢iinii ve farklilagsmay1 destekleyebilir(53).

Yapilan c¢aligmalarda, ADSC’lerin kondrojenik yeteneginin kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerden (BMSC) daha disik oldugu, ancak ADSC'lerin
BMSC'lerden daha biiyiik bir proliferatif kapasiteye sahip oldugunu
gosterilmistir(54, 55).

Ayrica kitosan, fibrin, atelokolajen ve hiicresizlestirilmis kikirdak bazli

birgok biyomateryal yap1 iskelesi, ADSC’lerin hayatta kalmasini, ¢cogalmasin ve
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farklilagmasini destekleyebilecek 3 boyutlu bir kiiltiir ortam1 saglamak {izere tasiyict

olarak kullanilmak {izere arastirilmaktadir(56).

2.4. Kitosan Iceren Scaffold (KIS)

Kikirdak rejenerasyonu igin bir diger umut verici yontem biyomateryal bazl
doku mihendisligidir. Kikirdak doku miihendisliginde rejenerasyon igin
iskele(scaffold) onemli rol oynar; kikirdak ekstraseliiler matriks benzeri mimariyi,
uygun mekanik destegi ve biyokimyasal ipuglarini saglayabilen bir scaffold
tasarlanmasi; hiicre biiylimesi ve kikirdak spesifik ekstraseliiler matriks tiretimini

tesvik etmek i¢in 6nemlidir(57).

Dogal bir katyonik polisakKkarit olarak kitosan, liyofilizasyon islemi yoluyla
scaffold imalatinda siklikla kullanilmistir(58). Kikirdak ekstraseliiler matriksinde
bulunan glikozaminoglikanlara kimyasal-yapisal benzerliginin, kikirdak spesifik bir
matrisin sentezini iyilestirdigi kanitlanmistir(58, 59). Kondrositler tarafindan yeni
salgilanan  kondroitin ~ siilfatlar, pozitif yiiklii kitosan ve negatif yikli
glikozaminoglikanlarin iyonik komplekslerinin olusumu yoluyla KIS tarafindan

yakalanarak ve glikozaminoglikan hidrolizinden de korunmus olur(60).

Kikirdak rejenerasyonu icin uygulanan KIS’in biyolojik islevselliginin,
Ozellikle de pro-kondrojenik potansiyelinin nasil artirilacagi da 6nemlidir. Bunun
icin daha once kondroitin siilfat, hyaluronik asit ve transforming growth faktor-beta
(TGF-B) gibi  biyomolekiilleri KiS’e  yiiklenerek  kondrojenik  aktivite
indiklenmistir(61). Bunun aksine kikirdak hiicresizlestirilmis matris ile birlestirilmis
scaffoldun kikirdak matris olusumunu 6nemli 6lgiide destekledigini, dolayisiyla
herhangi bir eksojen biiyiime faktorii kullanmadan kondrojenezi indiikledigine dair

kanitlar da vardir(62, 63).
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3.GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (HADYEK) 30/12/2022 tarihli ve 922-1/2022 kayit numarali onayi ile
gerceklestirildi. Takip siireci, tim cerrahi ve 6tenazi islemleri Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi’nde (TICAM)

uygulanmustir.
3.1. Deney Hayvani ve Deney Plani

Planladigimiz hayvan modelinde 8 adet saglikli Beyaz Yeni Zelanda Albino
erkek tavsan kullanildi. Tavsanlarin agirligt 2500-4000gr, yaslart da 3-4 ay
arasindaydi. Tavsanlar, 22 + 2 C sicaklikta ve 12’ser saat karanlik ve aydinlik
ortamin saglandigi kafeslerde (Radon marka tavsan kafesi) barindirilarak takip
edildi. Deney siirecinde, sanayi tarafindan iiretilen yem, taze sebze ve su ile

beslenmesi saglandi.
3.2. Calisma Gruplan

8 adet tavsan kullanildig1 ¢alismada, her tavsanin aurikular kartilajinda 6 mm
capinda dort defekt olusturuldu. Bu defektler herhangi bir madde uygulanmayan bir
kontrol grubu, ADSC, ADSC+KIS, KIS uygulanan ii¢ ¢alisma grubu olmak iizere
toplamda 4 farkli gruba ayrildi. 4 ayr1 grupta da, 8 tavsanin ayni anda cerrahi

islemleri yapilarak, ayn1 zaman diliminde ¢alisma gergeklestirildi.

Grup 1- Aurikuladan kikirdak ¢ikarilip, yerine herhangi bir madde eklenmeden
kapatildi.

Grup 2- Aurikuladan kikirdak ¢ikarilip, ¢ikarilan kikirdak bosluguna yalmzca KiS
enjekte edilerek kapatildi.

Grup 3- Aurikuladan kikirdak cikarilip, ¢ikarilan kikirdak bosluguna ADSC ve KIS
enjekte edilerek kapatildi.

Grup 4- Aurikuladan kikirdak ¢ikarilip, ¢ikarilan kikirdak bosluguna yalnizca ADSC
enjekte edilerek kapatildi.
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3.3. Anestezi

Tavsanlarin genel anestezisi intramuskuler yolla 35 mg/kg Ketamin HCL
(Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 8 mg/kg Ksilazin HCl (Rompun, Bayer, Almanya)
enjeksiyonuyla yapildi. Anestezinin derinligi ekstremite ¢ekme cevabina bakilarak
olgtildii. Gereklilik halinde baslangigtaki dozun bir bolii tigii oranda tekrarlayan ilag

uygulamasi yapilarak anestezi devamlilig1 saglandi.

Resim 3.1. Intramuskuler yolla tavsanlara anestezinin verilmesi
3.4. Cerrahi Oncesi Hazirhk

Anestezinin derinligi istenilen diizeye ulastiktan sonra ADSC elde etmek igin
planlanan tavsan sirt paravertebral bolgesi ve kikirdak c¢ikarilarak enjekte edilecek

ADSC ve KIS igin aurikula ventral yiiziinde yeterli cerrahi alan tiras edildi.

Resim 3.2. ADSC elde etmek igin sirt bolgesindeki alanin tirag edilmesi islemi
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Cerrahi sahalar Povidone-lodine (Batticon Antiseptik Soliisyon, Adeka,
Istanbul-Tiirkiye) soliisyonu ile boyand:. Cerrahi sahalar steril ortiiler ile ortiildii.
Cerrahi alana tiras yapildiktan sonra, post-op agriyr azaltmak amaciyla insizyon
alanma lokal anestezi olarak Prilocain (Citanest %2, Astra Zeneca, Istanbul-Tiirkiye)

uygulandi.
3.5. Cerrahi Prosediir

Deney iki cerrahi asamada gerceklesti. Ilk asama tavsan sirt paravertebral
bolgesindeki yogun yag dokusunun, ADSC iiretimi amaciyla ¢ikarilmasidir. Ikinci
asama ise aurikula ventral yiiziindeki esit boyutta kikirdaklarin ¢ikarilarak ADSC ve

KIS’in uygulanmasidir.
3.5.1. Yag Dokusunun Eksizyonu ve ADSC’nin Hazirlanmasi

Tavsan sirt paravertebral bolgesindeki yogun yag dokusundan ADSC tiretmek
amaciyla, tirag edilen bolgeye bistiiri yardimi ile insizyon yapildi. Cilt ve cilt alti

dokular gecilerek yag dokusuna ulasildi.

Resim 3.3. Tavsan sirt bolgesinde cilt alt1 dokular gegildikten sonraki yag dokusu
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Y seklindeki yag dokusunun tamami tiim deney tavsanlarindan enblock
sekilde c¢ikarildi. Cikarilan yag dokusu, ADSC iiretim sistemine uygun hale

getirilmek amaciyla bistiiri yardimu ile kii¢lik parcalara ayrildi.

Resim 3.4. Tavsan sirt bolgesinden alinan yag dokusunun hazirlanmasi

ADSC iiretim sistemine uygun biiytikliikte parcalara ayrilan yag dokusu, yag
kaynakli kok hiicre aparati SKIN KIT (INTRAFARMA, Italya) igerisinden gegirildi.

Resim 3.5. Yag kaynakli kok hiicre aparati SKIN KIT ile ADSC hazirlanmasi



20

Sistem igerisinde yag dokusu yikanarak kan, bag dokusu ve diger atiklardan
arindirtlldi. Yag kiimesi boyutlar1 yaklasik 0,3 ila 0,8 mm'ye kadar disiiriildi ve
yaklasik olarak 3 ml’lik ADSC otolog transplantasyona hazir hale getirildi.

Resim 3.6. ADSC’nin otolog transplantasyona hazir hale getirilmesi
3.5.2. Kitosan iceren Scaffoldun Hazirlanmasi

Tavsan santral aurikular arterlerinden 3 ml kan alindi. Kanama yerine basi
uygulanarak kanama durduruldu. Ardindan KIS icin BST-CarGel (Piramal Life
Sciences, Bio-Orthopaedic Division, ABD) taze, otolog tam periferik kanla 3:1
oraninda (kan:BST-CarGel) manuel olarak karistirildi ve kullanima hazir hale

getirildi.

Resim 3.7. Otolog periferik kan ile BST-CarGel’in karistirilmasi
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3.5.3. ADSC ve KiS’in Aurikular Kartilaja Uygulanmasi

Tavsanlarin her iki kulaginda aurikular Kkartilaja uygulanmak istenen
maddeler hazir hale getirildikten sonra, kartilaj tizerindeki cerrahi agamaya gecildi.
Kanama olmamasi1 ve kartilaj beslenmesinin bozulmamasi igin aurikula iizerinde
cerrahi islemin yapilacagi damarsiz ve kivrimlarinin az oldugu alanlar secildi. Lokal
anestezik ilag Prilocain (Citanest %2, Astra Zeneca, Istanbul-Tiirkiye)
subperikondrial olarak alana uygulandi.

Resim 3.8. Lokal anestezik Prilocain’in subperikondrial alana uygulanmasi

Lokal anestezigin uygulandig1 kulak ventral yiiziinde kikirdak kivrimlarinin
az oldugu yere yaklagik 1 cm’lik cilt ve cilt alt1 insizyonlar yapildi. Cilt flepleri nazik
bir sekilde eleve edildi ve subperikondrial diseksiyon yapilip kartilaja ulagildi.

Resim 3.9. Cilt insizyonu ve subperikondrial diseksiyon
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Kikirdaklara subperikondrial elevasyon yapildiktan sonra, her grupta esit
miktarda kikirdak eksizyonu yaparak standardize etmek amaciyla 6 mm c¢apinda
punch biyopsi (KAl MEDICAL, Kai industries co.ltd, Japonya) aletiyle delik agilip,
icerisinde kalan kartilaj perikondriumu yerinde birakilarak disar1 alindi. Alan serum
fizyolojik ile temizlendi, spang¢ yardimi ile kurulandi ve insizyona 4-0 Polyglactin
910 (VICRYL,; Ethicon Inc.) ile suturasyon yapildi.

Literatiirde, kendiliginden rejenerasyonu onlemek i¢in 3 mm’lik bir cap,
kritik biiyiikliikteki defekt olarak kabul edilmistir(64). Bu ylizden 6 mm ¢apinda
punch biyopsi aleti kullandik.

Resim 3.11. Eksize edilen kikirdak parca

Kikirdak eksizyonu her grup i¢in ayni sekilde tekrarlandi. 1. grup her tavsanin
sol kulaginda, 2. 3. ve 4. grup ise her tavsanin sag kulaginda planlandi. itina ile
yapilan suturasyon sonrasi her grup icin hazirlanan ADSC ve KIS, kikirdak

defektlere deney gruplarina uygun olarak enjektor yardimiyla 1’er ml uygulandi.
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Resim 3.12. ADSC ve KIS uygulanmasi

Tavsanin sag kulaginda 2. 3. ve 4. gruplar, distalden proksimale dogru ayni
sirada uygulandi. Tiim hayvanlarda ayn1 numaralandirma sistemi kullanildi. islem
sirasinda gruplarin birbiri ile ve kontrol grubu ile karigarak yanlis sonug vermemesi
amactyla aralarinda en az birer cm mesafelik saglam cilt ve eleve edilmemis

perikondirum birakildi ve kontrol grubu ayr1 kulakta planlandi.

Resim 3.13. Sol kulak: 1. grup, sag kulak distalden proksimale: 2. 3. 4. Grup

Antibiyotik profilaksisi i¢in cerrahi sonrasi donemde tavsanlara intamuskuler
(im) olarak 50 miligram (mg) / kilogram (kg) dozda bir kez seftriakson (Rocephin Im
1 gr, Roche) uygulandi. Postoperatif donemde cerrahi sahada insizyon yerlerinde
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ayrilma, yara yeri enfeksiyonu, hematom, perforasyon gibi bir komplikasyon

gbzlemlenmedi.

Hayvan modelleri iizerinde ge¢miste yapilan galismalarda, genel olarak
kikirdak rejenerasyonun 8 ila 12 haftada gozlemlenmesi nedeni ile ¢aligmanin 10.
haftada tamamlanmasi kararlastirildi(65-68). Deney hayvanlarmin tamamina 10.
hafta sonunda letal dozda (150 mg/kg) tiopental sodyum ile sakrifikasyon yapildi.
Aurikulalarin cerrahi islem yapilan kisimlari, sakrifikasyondan hemen sonra
kesilerek gruplara ayrildi ve numara verildi. Alinan spesmenlerin %10 formaldehit
ile fiksasyonu yapildi ve patolojik incelemeye kadar uygun sartlarda muhafaza edildi.
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Resim 3.15. Spesmenlerin kesitlere ayrilmasi islemi
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Resim 3.16. Kesitlerin numaralandirilarak fiksasyona hazir hale getirilmesi

3.6. Histolojik inceleme Yontemleri
3.6.1. Isik Mikroskobu icin Parafin Bloklarin Hazirlanmasi

Malzemeler sirasiyla statik bir vakumlu doku izlem cihazinda ve parafin
terminalinde dereceli alkollerden gecirildi ve rutin bir yontem kullanilarak parafine
gomiildi. Kizaklt mikrotom bigagt kullanilarak parafin bloklardan 3-4 pm
kalinliginda kesitler elde edildi.

3.6.2. Histopatolojik Inceleme

Calismanin histopatolojik hazirliklar1 ve degerlendirilme islemleri ESOGU
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali biinyesinde gergeklestirildi. Histopatolojik
degerlendirmelerin tiimii deneyimli iki patolog tarafindan yapildi. Hazirlanmig
kesitler Hematoksilen ve Eozin ile boyandi. Preparatlara grup isimleri yerine farkli
harf ve sayilar yazilarak kodlanma yapildi. Patologlara preparatlarin hangi gruba ait
oldugu sdylenmedi. Preparatlar rastgele sekilde patologlara verildi. Histopatolojik
incelemeden once bu sekilde gruplarin bilgileri kodlanarak, patolojik inceleme

sirasinda olusabilecek subjektif degerlendirmelerin 6niine gecilmesi amaglandi.

Hazirlanan doku oOrnekleri 1s1k mikroskobu ile degerlendirildi. Kartilajin
mikro yapisi, Kartilaj viabilitesi ve beraberinde uygulandigit ADSC ve KIS sonrasi

olusan doku reaksiyonlar1 degerlendirildi. Numuneler yedi parametre ile incelendi.
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1. Histopatolojik kikirdak viabilite skoru

2. Fibrozisin olup olmadig1 ve siddeti

3. Kondrositlerin niikleus kayiplari

4. Periferal kondrosit proliferasyonu

5. Defektlerin fiziki ol¢iimii

6. Inflamasyonun var olup olmadig, tipi ve siddet derecesi
7. Yabanci cisim reaksiyonu incelemesi

Histopatolojik kikirdak viabilite skoru gegmiste Cakmak ve ark.(69)

calismasinda kullandig: skorlama sistemiyle derecelendirildi. (Tablo 3.1)

Tablo 3.1. Histopatolojik kikirdak viabilite skorlama tablosu

Histopatolojik Kikirdak Viabilite Skoru Skorlama
Normal-canli kikirdak dokusu Alt1
Kikirdakta fokal rezorbsiyon Bes
Kikirdakta multi-fokal rezorbsiyon Dort
Kikirdakta yaygin rezorbsiyon Ue
Kikirdakta rezorbsiyon ile beraber fokal ossifikasyon Iki
Kikirdakta rezorbsiyon ile beraber multi-fokal ossifikasyon Bir
Yaygin ossifikasyon Sifir

Kondrosit nukleus kayb1 ve periferal kondrosit proliferasyonu skorlama

parametreleri:
%0-%25 arasi: 1 puan
%25-%50 arasi: 2 puan
%50-%75 arasi: 3 puan

%75 ve lizeri: 4 puan
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Fibrozisin olup olmadigi ve siddetinin derecesi; minimal(1), orta(2) ve

siddetli(3) seklinde degerlendirilerek puanlandi.

Inflamasyonun olup olmadig, akut ya da kronik, inflamasyon tipi tip-1 ve tip-
2 seklinde degerlendirildi. inflamasyonun siddeti hafif(1 puan), orta(2 puan) ve
siddetli(3 puan) seklinde puanlandi.

Kartilaj defekti fiziksel 6lgtimleri ise Kartilajlarda yapilan 6 mm c¢apindaki
deligin mikroskopik Ol¢iilmesiyle yapildi. Deney sonucu goézlenen degisikliklerin

skorlar1 not edilip sonrasinda da istatiksel olarak analiz edildi.
Yabanci cisim reaksiyonu var ya da yok olarak degerlendirildi.
3.7. Istatistiksel Analiz

Preparatlardaki histopatolojik kikirdak viabilite skorlari, inflamasyonun var
olup olmadigi, varsa tipi ve siddeti, fibrozisin varligi ve ne siddette oldugu, kondrosit
niikleus kaybi, periferik kondrosit proliferasyonu ve defektin fiziki dl¢iim
parametreleriyle tim gruplar karsilastirildi. Parametrelerin gruplar arasi farkliligimi
karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans analizi kullanildi. Gruplar arasi farkliligin
belirlenmesinde Tukey testi, ¢oklu karsilastirma testi olarak kullanildi. Analizlerin
tamami1 SPSS 21.0 paket programi ile gerceklestirildi ve p<0.05 olasilik degeri
anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

Hayvan deneyi modelimiz planladigimiz gibi 8 hayvan ile tamamlandi. 10
haftalik takipte 6len hayvan olmadi ve hayvanlarda herhangi bir hastalik bulgusu

gozlenmedi.
4.1. Histolojik Inceleme Bulgulari

Calismada tiim parametreler KIS (grup 2), KIS + ADSC (grup 3) ve ADSC
(grup 4) gruplarinda degerler birbirleri ile ve kontrol (grup 1) grubuyla karsilastirildi.

4.1.1. Kartilaj Viabilite Skorunun Incelenmesi

Kikirdak viabilite skoru Cakmak ve ark. ge¢miste ¢alismalarinda kullandig:
sekilde belirlendi(69).

Tablo 4.1. Kikirdak viabilite skoru istatiksel analizi

Kontrol KiS KIiS+ADSC | ADSC Coklu
(1) (2) (3) (4) p* Karsilastirma
ort.ss ort.ss ort.%ss ort.ss p**

Kartilaj

Viabilite | 2 134083 | 2,75£1,04 | 3,75+0,71 | 3,38+1,30 | 0,015 1-3:0,014
Skoru

* Tek Yonlii Varyans Analizi
** Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

4.5
4.0 —
3.5
3.0 -
2.5 -
2.0 -

Kartilaj Viabilite Skor

1.5
1.0 -

Kontrol Kis ADSC+KIS ASDC
Grup

Grafik 4.1. Kikirdak viabilite skoru grafigi
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Kikirdak viabilite skoru degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda en az

bir grubun digerlerinden farkli oldugu belirlenmistir (p=0.015).

Histopatolojik kartilaj viabilite skoru, istatiksel analizi sonucunda
KIS+ADSC uygulanan grup (grup 3) ile kontrol grubu (grup 1) arasinda anlamli
derecede fark elde edildi (1-3: p=0.014). Her iki grup karsilastirildiginda KiS ve
ADSC birlikte kullanildigr grupta kikirdak viabilite skorunun istatiksel olarak

anlamli derecede yiikseldigi goriildii.

En yiiksek viabilite skorlar;, KIS ve ADSC (grup 3) birlikte kullaniminda

saptand1. Yalnizca bu grupta, iki deney hayvaninin viabilite skoru 5 oldugu goriildii.

Yalnizca KIS (grup 2) veya yalmizca ADSC (grup 4) uygulanan gruplarda ise
histopatolojik Kartilaj viabilite skorunun kendi aralarinda ve kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli olmasa dahi; kontrol grubuna gore
viabilite skorunun yiiksek oldugu saptandi. (KiS+ADSC (3,75) > ADSC (3,38) > KIS
(2,75) > kontrol (2,13)).

Resim 4.1. KIS+ADSC uygulanan, viabilitesi 4 olan bir preparat (H&E, x40)



Resim 4.3. KIS uygulanan, viabilitesi 4 olan bir preparat (H&E, x40)
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Resim 4.4. Kontrol grubunda, viabilitesi 1 olan bir preparat (H&E, x20)

4.1.2. Fibrozis Derecesi

Fibrozis varlig1 incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

bulunamadi (p=0,964). Tiim gruplarda ¢ogunlukla minimal dereceli fibrozis goriildi,

yalnizca bir preparatta siddetli fibrozis izlendi.

Tablo 4.2. Fibrozis skoru istatiksel analizi

Kontrol KiS KiS+ADSC | ADSC Coklu
1) (2) 3) (4) p* Karsilastirma
ort.£ss ort.£ss ort.£ss ort.£ss p**
Fibrozis | 1,37+0,51 | 1,37+0,52 | 1,37+0,74 1,50+0,53 | 0,964 -

* Tek Yonlii Varyans Analizi
** Tukey Coklu Karsilastirma Testi
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Resim 4.5. KIS uygulanan, minimal fibrozis goriilen bir preparat (H&E, x100)

Resim 4.6. ADSC uygulanan, siddetli fibrozis goriilen preparat (H&E, x100)
4.1.3. Kondrosit Nukleus Kaybi Miktar1 incelemesi

Histopatolojik kondrosit nukleus kaybi miktar1 degerlerinin gruplar arasi
karsilagtirllmasinda en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu belirlenmistir

(p=0.011).



Tablo 4.3. Kondrosit nukleus kaybi1 miktari istatiksel analizi
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Kontrol KiS KiS+ADSC | ADSC Coklu
@ 2 3 4) p* | Karsilastirma
ort.ss ort.%ss ort.xss ort.xss p**
Kondrosit
Niikleus 3,62+0,51 2,87+0,64 2,62+0,51 3,37+0,74 {0,011 1-3:0,014
Kayb1
* Tek Yonlii Varyans Analizi
** Tukey Coklu Karsilastirma Testi

4.5
5 4.0
=,
M
b
5
E 3.9
—
=
2 —
g 3.0 1
4
L)
c ——
o
X 925 -

2.0

I I I
Kontrol KIS ADSC+KIS ASDC
Grup
Grafik 4.2. Kondrosit nukleus kaybi grafigi
Histopatolojik kondrosit nukleus kaybi miktarinin, istatiksel analizi

sonucunda KIS+ADSC uygulanan grup (grup 3) ile kontrol grubu (grup 1) arasinda
anlamli derecede fark elde edildi (1-3: p=0.014). Her iki grup karsilastirildiginda KiS

ve ADSC birlikte kullanimi sonrast histopatolojik Kondrosit nukleus kayb1

miktarinda istatiksel olarak anlamli derecede azalma oldugu goriildii. En diisiik

kondrosit nukleus kaybi, KIS ve ADSC (grup 3) birlikte kullaniminda saptandi.
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Yalnizca KIS (grup 2) veya yalnizca ADSC (grup 4) uygulanan gruplarda ise
kondrosit nukleus kaybi miktarinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli olmasa dahi; kontrol grubuna gére daha
diisiik oldugu saptandi. (Kontrol (3,62) > ADSC (3,37) > KIS (2,87) > KIS+ADSC
(2,62)).

Resim 4.7. KIS+ADSC uygulanan, kondrosit nukleus kayb1 miktar1 2 olan bir
preparat (H&E, x20)

Resim 4.8. ADSC uygulanan, kondrosit nukleus kayb1 miktar1 3 olan bir preparat
(H&E, x20)
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Resim 4.9. KiS uygulanan, kondrosit nukleus kayb1 miktar1 2 olan bir preparat
(H&E, x20)

Resim 4.10. Kontrol grubunda, kondrosit nukleus kaybi miktar1 4 olan bir preparat
(H&E, x20)

4.1.4. Periferal Kondrosit Proliferasyonunun Incelenmesi

Histopatolojik periferal kondrosit proliferasyonu degerlerinin gruplar arasi

karsilagtirlmasinda en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu belirlenmistir

(p=0.004).
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Kontrol KisS KiS+ADSC | ADSC Coklu
Q 2 3 4) p* |Karsilastirma
ort.xss ort.xss ort.xss ort.xss p**
Periferal 1-2:0,007
Kondrosit 1,50+0,53 | 3,00+0,92 | 3,00+0,53 | 2,62+1,18 | 0,004 1-3:0.008
Proliferasyonu -
* Tek Yonlil Varyans Analizi
** Tukey Coklu Karsilagtirma Testi
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Grafik 4.3. Periferal kondrosit proliferasyonu grafigi

Histopatolojik periferal kondrosit proliferasyonu degerlerinin istatiksel analizi

sonucunda, KiS+ADSC uygulanan grup (grup 3) ile kontrol grubu (grup 1) arasinda

ve yalnizca KIS uygulanan grup (grup 2) ile kontrol grubu (grup 1) arasinda anlaml
derecede fark elde edildi (1-3: p=0,008, 1-2: p=0,007). Her iki grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda KiS ve ADSC birlikte kullanimi ve yalnizca KIS kullanimi

sonrast histopatolojik periferal kondrosit proliferasyonu degerleri istatiksel olarak

anlamli derecede ylikselme oldugu saptandi.

En yiiksek periferal kondrosit proliferasyonu degerleri, KIS ve ADSC (grup

3) birlikte kullaniminda ve yalnizca KIS uygulandiginda (grup 2) saptandi.
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Yalnizca ADSC (grup 4) uygulanan gruplarda ise histopatolojik periferal
kondrosit proliferasyonu degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel
olarak anlamli olmasa dahi; kontrol grubuna goére periferal kondrosit proliferasyonu
degerlerinin yiiksek oldugu saptandi. (KiS+ADSC (3,00) = KIS (3,00) > ADSC (2,62) >
kontrol (1,50)).

- 2’ “.‘ S Fie -
O s u®”

Resim 4.11. KiS+ADSC’nin uygulandig, periferal kondrosit proliferasyonu 3 olan
bir preparat (H&E, x10)

Resim 4.12. ADSC’nin uygulandigi, periferal kondrosit proliferasyonu 2 olan bir
preparat (H&E, x10)
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Resim 4.13. KiS’in uygulandig, periferal kondrosit proliferasyonu 4 olan bir
preparat (H&E, x10)

Resim 4.14. Kontrol grubunda, periferal kondrosit proliferasyonu 1 olan bir preparat
(H&E, x10)



39

4.1.5. Bosluk Capinin incelenmesi
Histopatolojik bosluk ¢apmin incelemesinde, degerlerin gruplar arasi
karsilagtirlmasinda en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu belirlenmistir

(p<0.001).

Tablo 4.5. Bosluk capimin istatiksel analizi

Kontrol KiS KiS+ADSC | ADSC Coklu
1) (2) 3) 4) p* Karsilastirma
ort.ss ort.ss ort.ss ort.ss p**
1-2:0,001

B(‘j’ilp“lk 5.37+0,51 | 3,18+1,03 | 3.06£090 | 3.43+145 | <0,001 | 1-—3:<0,001
1 4: <0,001

* Tek Yonlii Varyans Analizi
** Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

Bosluk ¢ap1, kontrol grubunda %10.5, KiS grubunda %47, ADSC+KIS
grubunda %49, ADSC grubunda %42.83 oraninda azaldi. (6 mm’den bosluk cap1

¢ikarilip, 6 mm’ye oranlanarak hesaplanmstir.)
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Grafik 4.4. Bosluk cap1 grafigi
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Histopatolojik bosluk ¢apinin incelemesinde, istatiksel analizi sonucunda tiim
calisma gruplarinda (grup 2, 3 ve 4) ile kontrol grubu (grup 1) arasinda anlamli
derecede fark elde edildi (1-2: p=0.001, 1-3: p<0.001, 1-4: p<0.001). U¢ ¢alisma
grubu da karsilastirildiginda KIS ve ADSC’nin birlikte veya ayr1 ayri uygulanmasi
sonrasinda olusturulan 6 mm’lik boslugun istatiksel olarak anlamli derecede
kiigiildiigli saptandi. Ancak calisma gruplariin (grup 1, 2 ve 3) kendi aralarinda
istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli fark goriilmedi. (p>0.05)

6 mm’lik bosluk c¢apmin KIS uygulamasinda 2 mm’ye, ADSC+KIS
uygulamasinda 1.5 mm’ye, ADSC uygulamasinda ise 1 mm’ye kadar distigi
preparatlar goriildii. Bosluk capinin ortalama degeri en diisiik KIS+ADSC’de (grup
3) oldugu izlendi. (Kontrol (5.37) > ADSC (3,43) > KIS (3,18) > KiS+ADSC (3,06)).

Resim 4.15. KIS+ADSC nin uygulandigi, 6 mm’lik bosluk ¢apinin 1.5 mm’ye
diistiigii saptanan bir preparat 6rnegi (H&E, x20)
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Resim 4.16. ADSC’nin uygulandigi, 6 mm’lik bosluk ¢apmin 1 mm’ye diistiigii
saptanan bir preparat 6rnegi (H&E, x20)

Resim 4.17. KiS’in uygulandig1, 6 mm’lik bosluk ¢apinin 2 mm’ye diistiigii saptanan
bir preparat 6rnegi (H&E, x20)
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Resim 4.18. Kontrol grubunda, 6 mm’lik bosluk ¢apinin 6 mm olarak kaldig1

saptanan bir preparat 6rnegi (H&E, x20)

4.1.6. inflamasyon Varhg), Tipi ve Siddetinin Degerlendirilmesi

Inflamasyon tipi ve siddeti incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli fark bulunamadi (p=1.000, p=0,580).

Tablo 4.6. Inflamasyon varlig1, tipi ve siddetinin istatiksel analizi

Kontrol Kis KiS+ADSC | ADSC Coklu
(1) (2) 3) 4) p* | Karsilastirma
ort.£ss ort.£ss ort.£ss ort.£ss p**
I“ﬂ?r“;‘;isy"“ 2,0040,00 | 2,00+0,00 |  2,00+0,00 | 2,00+0,00 | 1,000 -
Inflamasyon | 15 35| 112:035 | 1,0060,00 | 1,00£0,00 | 0,580 -
Siddeti
* Tek Yonlii Varyans Analizi

** Tukey Coklu Karsilagtirma Testi
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Inflamasyon tipine bakildiginda (tip 1 / tip 2) tiim gruplarda tip 2
inflamasyon goriildii. KIS+ADSC ve yalnizca ADSC uygulanan gruplarda (grup 3 ve
4) tiim preparatlarda minimal inflamasyon izlendi. KIS uygulanan grupta (grup 2) ve
kontrol grubunda (grup 1) genel olarak hafif inflamasyon izlendi ancak her iki grupta

yalnizca birer preparatta orta dereceli inflamasyon goriildii.

Resim 4.19. KiS’in uygulandig1, hafif dereceli inflamasyon saptanan bir preparat
(H&E, x20)

Higbir preparatta yabanci cisim reaksiyonu ve herhangi bir enfeksiyon

bulgusu (ciltte eritem, akinti vs.) gézlemlenmedi.
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5.TARTISMA

Kikirdagin canliligmi ve dayanikliligini artirmak, rejenerasyona uygun
ortam hazirlamak i¢in kok hiicre temelli tedavi yontemleri ve scaffoldun yarar
arastirilmaya devam etmektedir. Literatiirde, tavsanlarda allojenik kemik iligi
kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerle indiiklenen kondrositlerle; kikirdak
defektlerinin piiriizsiiz ve ¢evre dokuyla benzer renge sahip bir sekilde tamamen
onarilabilecegi gosterilmistir(70). Ayrica mikrotiasi olan insanda, aurikula kikirdagi
ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin bir scaffolda ekilerek; normale
yakin  esneklikte, rekonstriiksiyona uygun kikirdak {retilebilecegi  de

gosterilmistir(71).

Kok hiicre temelli tedavi basarilarinin giderek artmasi ve kullanim alaninin
genislemesi; kemik iligine alternatif olarak toplanmasi sirasinda nispeten daha diisiik
morbiditesi olan, hastaya daha az aci veren, daha kolay elde edilebilen ve bol
miktarda farklilagmamis mezenkimal kok hiicre kaynagir olan ADSC’ler iizerinde
calismalar yapilmasina neden olmustur. Tavsanlar {izerinde, ADSC ile kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerin kiyaslandigi deneysel ¢alismalar, kikirdak rejenerasyonda
ADSC’nin daha yiiksek proliferasyon gosterdigini ortaya koymustur(72, 73). Buna
ek olarak, lipoaspiratin ameliyathanede hemen islenip uygulanabilmesine olanak
saglayan mekanik SVF yontemiyle {iretilen ADSC’nin kikirdak rejenerasyonu
sagladigmmin kanitlanmasi; bu yontemin cerrahlar tarafindan benimsenerek iskelet
sisteminin farkli bolgelerinde kikirdak rejenerasyonu saglamak amaciyla rutin olarak
kullanilmasimin oniinii agmistir(74, 75). Literatiirde, ADSC’nin sagladigi Kartilaj
rejenerasyonun klinik etkisi; osteoartriti olan hastalarin dizlerine uygulanan ADSC
tedavisinin klinik sonuglari ile gosterilmistir(11, 76-78). Koh ve arkadaslari(77) , diz
osteoartriti olan 30 yashi hastada, artroskopik cerrahilerde eklem i¢i ADSC
enjeksiyonu tedavisinin neredeyse tiim hastalarin takiplerinde klinik olarak anlaml
iyilesme sagladigin1 ortaya koymustur. Jo ve arkadaslari(76) ise, osteoartritik dize
ADSC’nin eklem igi enjeksiyonunun, olumsuz olaylara neden olmadan, diz
ekleminin fonksiyonunu diizelterek agrisimi iyilestirdigini ve eklem kikirdaginin
yenilenmesiyle kikirdak kusurlarin1 azalttigini; yaptiklart  klinik, radyolojik,

artroskopik ve histolojik degerlendirmeler ile gostermistir.



45

Oh ve arkadaslar1(79), gergeklestirdigi hayvan deneyi modelinde, tavsan
aurikulasinda 15 x 15 mm’lik defektler olusturdu. Bu defektlerde O, 2 ve 4. gilinde
ticer kez ADSC uygulanan g¢alisma grubu ile kontrol grubunu, 4 haftalik gézlem
sonrast karsilastirdi. Kontrol grubunda 13,0 £ 1,52 mm’lik bir aciklik kalmisken,
calisma grubunda defektin 1,5 + 1,78 mm’ye kadar diistiigiinii tespit ederek;
ADSC’nin kontrol grubuna gore, kikirdak defektinde anlamli derecede (p=0,008)
rejenerasyon sagladigini ortaya koymuslardir. Calismamizda kikirdakta olusturulan 6
mm capinda defektlere, 10 haftalik gézlem sonrasi, kontrol grubunda 5,37+£0,51 mm
iken, birer kez ADSC uyguladigimiz ¢alisma grubunda 3,43+1,45 mm’ye kadar
distii. Oh ve arkadaslarina benzer sekilde, ADSC ile kikirdak rejenerasyonunun
saglandig1 c¢alismamizda, istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ ortaya elde
edildi(p<0,001). Oh ve arkadaslari, kikirdak defektinde ortalama %90 oraninda (13,5
mm / 15 mm) kapanma saptamisken, biz calismamizda defekt ¢apinin ortalama %42
oraninda (2.47 mm / 6.00 mm) kapandigin1 gozlemledik. Oh ve arkadaslari, ADSC
uygulamasini glinasir1 li¢ kez tekrarlayarak bizim bir kez ADSC uyguladigimiz
calisma grubumuzdan ¢ok daha yiiksek bir oran elde etmislerdir. Deneyimizde
ADSC + KIS uyguladigimiz ¢aligma grubunda ise olusturulan defektin cap1 3,06 +
0,90 mm’ye diistii ve kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir sonug elde
edildi(p<0,001). ADSC + KIS uyguladigimiz defektte ortalama %49 oraninda (2.94
mm / 6.00 mm) kapanma sagland1 ve bu oran tek basina ADSC uyguladigimiz
gruptan daha yliksekti ancak istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli bir fark
yoktu (p>0,05). Oh ve arkadaslarinin yalmizca ADSC’yi giin asir1 tger kez
uyguladiklarinda elde ettikleri ortalama %90’lik kapanma oranini, deneyimizde birer
kez uyguladigimz ADSC + KIS grubunda da elde edemedik. Burun
operasyonlarinda greft ihtiyacin1 karsilamayi amaclayarak planladigimiz deneyde,
ADSC’yi yalnizca ameliyat sirasinda kullanmak KBB cerrahi pratiginde daha
uygulanabilir bir yontemdir. Bu nedenle ¢alismamizda, ADSC’yi yalnizca bir kez

uygulayarak kikirdak rejenerasyonu iizerine etkisini ortaya koymayi planladik.

Tu ve arkadaslar1(80), tavsan aurikular kikirdak tizerinde olusturduklari
hayvan deneyi modelinde, perikondriumun korundugu kikirdagi, perikondriumun
cikarildigr kikirdak ile karsilagtirdiginda; dolagimin daha hizli yenilendigini, daha
¢ok kondrositin hayatta kaldigini ve daha fazla kikirdak rejenerasyonu
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gerceklestigini istatistiksel olarak anlamli (p<<0.001) bir sekilde ortaya koymustur.
Duynstee ve arkadaslari(81) ise, perikonriumun kikirdak rejenerasyonu {izerine
etkisini inceledikleri tavsan modellerinde; 3 mm ¢apinda kikirdak eksize edilerek
olusturulan defektlerin perikondriumun korundugu, perikondriumun sadece yiizeysel
fibroz kismi c¢ikarildigi ya da perikondriumu tamamen c¢ikarildigi li¢ grupta
rejenerasyonu karsilastirmistir. Ilging bir sekilde, perikondriumun tamaminin
korundugu 6rnekte kikirdak defekti fibréz doku ile dolmus ve bunun da kikirdak
rejenerasyonunu engelledigini tespit etmislerdir. Perikondriumun sadece yiizeysel
kismi1 ¢ikarildiginda yeni bir kikirdak dokusu olustugunu; buna karsilik,
perikondrium tamamen ¢ikarildiginda ise kikirdagin tek basina higbir rejenerasyon
belirtisi gostermedigini ortaya koymuslardir. Calismamizda kikirdak defektlerin
perikondriumunu her iki tarafta tamamen koruduk. Tim deney gruplarinda fibrozis
tespit ettik ancak ¢ogunlukla minimal dereceliydi. Kontrol grubunda, perikondriumu
korunmus 6 mm ¢apindaki kikirdak eksize edilerek olusturulan boslugun ortalama
%90’ lik boliimiinde (5.37 mm / 6.00 mm) kikirdak rejenerasyonu goriilmedi. Kontrol
grubunda  perikondrium, tek basmma  belirgin  kikirdak  rejerenasyonu
saglayamamisken; defekt icerisine uygulanan ADSC ve KiS’in tiim ¢alisma
gruplarinda kikirdak rejenerasyonu saglayarak kikirdak defektini kapattigim
istatiksel olarak anlamli sekilde ortaya koyduk (p<0,001).

Can ve arkadaslar1(82) , tavsan aurikulasinda yaptiklari deneysel ¢alismada,
travmatize edilmis perikondriumun kartilaj tizerinde soyulmadan birakilmasi
sonrasinda  greft etrafinda  ossifikasyonun  gelistigini  gdzlemlemislerdir.
Perikondriumu tamamen korudugumuz c¢alismamizda, kikirdak {izerinden
perikondriumu nazikge eleve ederek travmatize etmemeye c¢alistik ancak
histopatolojik  inceleme  sonucglar1  ossifikasyon  olusumunu  tamamen
engelleyemedigimizi gosterdi. Tim preparatlar1 histolojik inceleme sirasinda
ossifikasyonu ve kikirdak canliligini degerlendirdigimiz Kartilaj viabilite skoru ile
puanladik. ADSC + KIS uygulandig1 calisma grubunda viabilite skoru 3,75+0,71
geldi ve bu sonug¢ kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksekti
(p=0.014). ADSC + KIS grubunda, fokal ve multifokal ossifikasyona daha az
rastlanmisken, kontrol grubundaki preparatlarda daha fazla ossifikasyon olusarak

viabilite skorunun diistiigii goriildii. ADSC’nin KIS ile birlikte kullanilmasimnin



47

rejenerasyonu istatiksel olarak anlamli derecede artirirken, bir yandan da

ossifikasyonu azalttigini ortaya koyduk.

Bahrani ve arkadaslar1(83), tavsan aurikulasinda 2 x 2 cm'lik kikirdak
pargay1 ¢ikararak yerine ADSC enjekte ettigi ¢alismada; ti¢, dort, bes ve alt1 aylik
siirelerde kikirdak rejenerasyonunu incelemistir. Ugiincii ayda defekt bolgesinde
kiicik yeni kikirdak adaciklari, dordiincii ayda dogal kikirdak kalintisiyla devam
eden bir ¢izgi halinde diizenlenmis ve heniiz olgunlagmamais bir yeni kikirdak kiitlest,
besinci ayda yeni kikirdagin kikirdak boslugunu doldurmak icin olgun bir plaka
olusturmaya calistig1, altinc1 ayda ise dogal kikirdaktaki boslugu tamamen dolduran
1yi bi¢imlendirilmis olgun kikirdak plakalari gézlemlemislerdir. Deneyimizde ¢izgi
halinde diizenlenmis kikirdak kiitlesi ADSC c¢alisma grubunda 10. haftada
gozlemlenmistir. Mason ve arkadaslari(65), tavsanda kikirdak rejenerasyonu
tizerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada 8 ve 12 haftalik takip sonucunda tam ve tama
yakin kikirdak rejenerasyonu tespit etmislerdir. Trzeciak ve arkadaslar1(84), otolog
kondrosit transplantasyonu yaptiklar1 kikirdakta 8 ve 12 haftadan sonra anlamli bir
degisiklik géormemis ve en iyi sonuglar nakil sonrasi 8. haftada elde edildigini
bildirmislerdir. Literatiir taramamiza gore Bahrani ve arkadaglarinin caligmasi
disinda tavsan aurikulasinda 6 aya kadar artarak devam eden kikirdak rejenerasyonu

sonucu bulunamamustir.

Xu ve arkadaslar1(85), Trombositten Zengin Fibrin (PRF) ve ADSC
kombinasyonunun kikirdak rejenerasyonu iizerine etkisini, hayvan deneyi modelinde
incelemislerdir. Kontrol, ADSC, PRF ve ADSC+ PRF olmak {izere her dort grupta,
tavsan aurikulasinda 5 x 5 mm’lik kikirdak defektler olusturarak, uyguladiklari
maddelerin rejenerasyona etkisini bir, iki ve {i¢iincii ayda kontrol etmislerdir. Ilging
bir sekilde, ADSC’nin tek basina kikirdak rejenerasyona etkisini (birinci ayda: %7.4,
ikinci ayda: %9.3, lg¢iincii ayda: %15.4), literatiirdeki benzer hayvan deneyi
calismalar1 ve bizim sonuglarimizin (%42.83) aksine oldukga diisiik bulmuslardir(79,
83). Deneyin sonlandigi igiincii ayda, defektlerdeki ortalama onarimi kontrol
grubunda %1.68, ADSC grubunda %15.4, PRF grubunda %32, ADSC+ PRF
grubunda %89.37 oldugunu gozlemlemislerdir. ADSC+ PRF’nin kontrol grubuna
gore, kikirdak defektinde anlamli derecede (p<0,001) rejenerasyon sagladigini ortaya
koymuslardir. Calismamizda kikirdakta olusturulan 6 mm ¢apinda defektlerde, 10
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haftalik gdzlem sonrasi, kontrol grubunda %10.5, ADSC grubunda %42.83, KIS
grubunda %47, ADSCHKIS grubunda %49 oraninda kikirdagin onarildigini; ADSC
ve KiS’in tek basina ve birlikte kullanimlarinda, kontrol grubuna gére kikirdak
rejenerasyonunun istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttigin1 gézlemledik(p<0,001).
ADSC uygulamasinin etkisinin, Xu ve arkadaslarinin ¢alismasindaki sonuglarindan
oldukga yiiksek oldugunu gordiik (%42.83 - %15.4) ancak KIS’in ADSC ile birlikte
kullanildiginda sinerjistik etkisini, PRF’nin ADSC ile kombinasyonu kadar yiiksek
saptamadik (%49 - %89.37). PRF’yi tek basina uygulandiklarinda elde ettikleri
sonuclar, ¢alismamizda tek basina uyguladigimiz KiS ile karsilastirildiginda ise,
KIS’in kikirdak onarimi daha yiiksek oldugu goriildii (%47 - %32).

Zhang ve arkadaslar1(86), Poli(L-glutamik asit) ve kitosan bazli kompleks
scaffoldun (PLGA/KIS) ADSC ile birlikte kullaniminin kikirdak rejenerasyonu
tizerine etkisini, tavsanda eklem kikirdagina olusturduklar1 4 mm ¢apinda defektin
onarimini inceleyerek ortaya koymuslardir. Kontrol grubuna yalmizca PLGA/KIS,
calisma grubuna ise in vitro ortamda ADSC-PLGA/KIS inkiibasyonu yaptiktan sonra
tavsan femur trokleasina uygulamislardir. Kontrol grubunda defektin fibroz doku ile
dolduruldugunu ve higbir onarim bulunamadigini; ¢alisma grubunda ise 12 haftanin
sonunda, defekt ve normal doku arasindaki arayiiziin ayirt edilemeyecek diizeyde,
kikirdagin rejenere oldugunu hatta subkondral kemigin de onarilarak yeni kikirdakla
iyi bir sekilde biitiinlestigini ortaya koymuslardir. Zhang ve arkadaslari,
calismalarinda ADSC+PLGA/KIS’in tama yakin sagladig1 onarimi ile, ¢alismamizda
ADSCHKIS grubumuzda %49’luk oraninda rejenerasyona gore daha iyi bir sonug
elde etmislerdir. Zhang ve arkadaslarinin aksine, bosluk capi karsilagtirilmasi ve
periferal kondrosit rejenerasyonu parametrelerimizde, KIS ve KIS+ADSC gruplari
arasinda istatiksel olarak anlamli sonu¢ elde edemedik (p>0,05). Ayrica KIS’in
kontrol grubumuzdan anlaml bir sekilde (p<0,05) yiiksek kikirdak rejenerasyonu
ortaya konulmusken, Zhang ve arkadaslar1 tek basmma PLGA/KIS’in rejeneratif
etkisini gérememistir. Bu durumun troklear eklem kikirdaginin aurikuladan farkli

tipte ve perikondriumdan yoksun olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiik.

Odabas ve arkadaslari(87), yaptiklar1 hayvan deneyinde Kemik
Morfogenetik Protein-7 (BMP-7)’nin ve kriyojel scaffoldun kikirdak rejenerasyonu

tizerinde etkisini gostermislerdir. Tavsan aurikulasinda olusturduklar1 15 x 15 mm
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kikirdak defektlerine, kontrol, yalnizca scaffold, primer kondrositlerle tohumlanmis
scaffold, genetigi degistirilmis (BMP-7 eksprese eden plazmidi tasiyan)
kondrositlerle  tohumlanmis  scaffold  uygulamak  iizere dort  grupta
gerceklestirmislerdir. Calismamiza benzer sekilde tiim perikondrium ve vaskiiler
bolgeleri korumak igin 6zen gostermisglerdir. 4 aylik takip sonrasinda tiim gruplarda
cesitli miktarlarda kikirdak adaciklarinin = olusumu  sergilenmisken, yine
calismamizda oldugu gibi defektlerin iginde kalsifiye odaklar ortaya cikmustir.
Kondrositlerle tohumlanmis scaffold gruplarinda, tek basina uygulanan scaffolda

gore anlamli derecede rejenerasyon oldugunu gostermislerdir.

Leslie ve arkadaslari(88), mikroaljinatli ADSC’lerin kikirdak rejenerasyonu
tizerindeki etkisini tavsan aurikulasinda kikirdaklara 3 mm’lik defektler olusturarak;
kontrol, par¢alanmayan mikroaljinat, ADSC + par¢alanmayan mikroaljinat, ADSC +
parcalanabilir mikroaljinat, otogreft olmak iizere bes grupta deneysel caligmayla
incelemislerdir. 12 haftanin sonunda kontrol ve otogreft grubunda belirgin kikirdak
rejenerasyonu  goriilmezken, en yiiksek kikirdak rejenerasyonu ADSC +
parcalanmayan mikroaljinat iceren grupta yaklasik olarak %30 oraninda
gozlemlemislerdir ve bu oran diger calisma gruplarinda da %10-20 arasinda
izlenmistir. Calismamiza benzer sekilde ortalama kikirdak rejenerasyonu %50’nin
altinda kalmistir. Tiim ¢aligma gruplarinda ayni1 zamanda %20-40 oraninda immatiir
kemik olusumu ile iyilesme goriildiiglinii ortaya koymuslardir. Bu sonuglar,
calismamizda tiim gruplarda karsimiza ¢ikabilen multifokal veya fokal kemik
olusumlariyla diisen viabilite skorularini  destekleyici  sekilde benzerlik
gostermektedir ve doku miihendisligi ile kulak kikirdagi defektlerinde kemik
olusumuna iligkin diger raporlarla tutarlidir(89). ADSC’lerin kikirdak rejenerasyon
modellerinde kullanilirken bu kok hiicrelerin multipotent oldugu bir ¢ok hayvan
modelinde vurgulanmamigtir (Zhang ve ark.(86), Xu ve ark.(85), Bahrani ve
ark.(83), Oh ve ark.(79)). Sonuglarimizda oldugu gibi, Leslie ve arkadaslarinin da
gormezden gelmedigi ossifikasyon, ADSC’lerin multipotent oldugunu ve
kondrojenik, osteojenik ve adipogenik soylar boyunca farklilasabildigini gostererek;

gelecekteki deney metotlarinda dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymustur.
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6.SONUC VE ONERILER

ADSC ve KiS’in, burun operasyonlarinda kikirdak greft ihtiyacini
karsilamak ve greftin canliligini, dayanikliligini artirmak iizere kullanilabilecegi
hipotezini kurdugumuz calismamiz, aurikular kikirdakta ADSC ve KiS’in etkisini
karsilastirmasi ve birlikte kullanildigindaki sinerjik etkiyi incelemesiyle literatiirde

iktir.

Calismamiz neticesinde histopatolojik kartilaj viabilite skoru istatiksel
analiz sonucunda sadece KiS+ADSC uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda
anlamli derecede fark elde edildi (p=0.014). En yiiksek viabilite skorlari, KIS ve
ADSC birlikte kullaniminda saptandi, iki preparatta viabilite skoru 5 oldugu goriildii.
Periferal kondrosit proliferasyonu degerlerinin istatiksel analizi sonucunda,
KIiS+ADSC uygulanan ve yalmzca KiS uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda
anlamli derecede fark elde edildi (p=0,008, p=0,007). Kondrosit nukleus kaybi
miktari, istatiksel analizi sonucunda KiS+ADSC uygulanan grup ile kontrol grubu
arasinda anlamli derecede fark elde edildi (p=0.014). Histopatolojik olarak
kikirdaksiz kalan bosluk ¢apmin incelemesinde, istatiksel analizi sonucunda tiim
calisma gruplarinda ile kontrol grubu arasinda anlamli derecede fark elde edildi
(p<0.001) ve en dar ¢ap ADSC+KIS grubunda goriildii. Tiim gruplarda tip 2
inflamasyon goriildii ve nerdeyse tiim preparatlarda minimal inflamasyon izlendi.
Higbir preparatta perforasyon, yabanci cisim reaksiyonu ve herhangi bir enfeksiyon

bulgusu gozlemlenmedi.

ADSC ve KIS, birlikte kullanildiginda sinerjistik etki ile rejenerasyonu
artirdigini - gordiik ancak bu etki yalmzca ADSC veya yalmzca KIS ile
karsilastirildiginda higbir histopatolojik incelemede istatiksel olarak anlamli bir
sonu¢ vermedi. Hayvan sayisinin az olmasi istatiksel olarak anlamli bir sonug
citkmamasina neden olmus olabilir. Deney tavsani sayilarinin artirilarak yapilan
bundan sonraki ¢alismalar i¢in, daha farkli ve istatiksel olarak da anlamli sonuglar

elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Yalnizca KIS uygulamasinin tavsan aurikulasinda kartilaj rejenerasyonuna
etkisini gdsteren galisma literatiirde mevcut degildir. KIS iizerine yapilan galigmalar

daha ¢ok eklem kikirdag: tizerinde kikirdak rejenerasyonuna odaklanmistir ve bu
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calismalarda tek basma KIiS’in kikirdak rejenerasyonunu anlamli derecede
artirmadig1  gdsterilmistir. Ancak calismamizdaki KIS uygulamas: ile ADSC’ye
benzer diizeyde rejenerasyon gosterilmistir ve istatiksel olarak aralarinda anlamli
fark ortaya koyulamamistir. Bu durumun troklear eklem kikirdaginin aurikuladan
farkli tipte ve perikondriumdan yoksun olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini
disiindiik. Yalnizca KIS wuygulamasim1 KIS+ADSC ile kiyasladigimizda da
aralarinda anlamli bir fark elde edemedik. Bu sonu¢ ADSC eklenmesinin
rejenerasyona anlamli bir katkida bulunmadigini gosterdi. Sonug olarak KIS’in tek
basina perikondrium kaynakli biiyltime faktorleri ve kondroblastlara uygun ¢ogalma
ortam1 saglayarak kikirdak rejenerasyonu i¢in tek basma etkili olabilecegi

gosterilmistir.

ADSC ve KiS’in diger bas boyun bolgelerinde greft ihtiyacini karsilamak
ve rejenerasyon iizerinde potansiyelini ortaya koymak ic¢in daha fazla galismaya
ihtiyag vardir. Larenks cerrahilerinde, otolojik vb. girisimlerde de etkinliginin ortaya

konulmasi yeni tedavi yontemlerinin niinii agabilir.

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiire farkli bilgiler sunmaktadir.
Sonuglarimizin gelecekte yapilacak arastirmalara 6n bilgi ve yon vermesinin yani

sira farkli bir bakis acis1 kazandirmasi agisindan da faydali olduguna inaniyoruz.
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