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                                                      ÖZET 

 

Belirli boyutun üzerindeki kıkırdak defektlerinin onarımı zordur.  Bu defektlerin 

onarımında en sık kullanılan yöntem otolog kıkırdak greftleridir.  Donör alan 

kısıtlaması bu yöntemin en önemli dezavantajıdır.  Bu çalışmada yetişkin yağ dokusu 

kökenli mezenşimal kök hücrelerden perikondriumun salgıladığı büyüme faktörlerinin 

etkisiyle kıkırdak elde edilebilirliği ve kıkırdak defektlerinin bu yolla onarımı araştırıldı.  

Bu amaçla tavşan kulağında perikondrium korunarak 2x2 cm kıkırdak defekti 

oluşturuldu, aynı tavşandan cilt altı yağ dokusu alınarak SVF elde edildi.  ADAS 

hücreleri DiI boyası ile işaretlenerek üç farklı grupta deneye tabi tutuldu.  Kıkırdak 

defektlerine Grup 1 de ADAS tan zengin SVF, Grup 2 de kültüre edilerek çoğaltılmış 

ADAS hücreleri ve Grup 3 te kültüre edilerek çoğaltılmış ve kartilojeneze 

yönlendirilmiş ADAS hücreleri verildi.   

40 gün sonra tavşanlar sakrifiye edilerek kıkırdak defektlerinde oluşan onarım 

dokusu makroskobik ve mikroskobik olarak değerlendirildi.  Sonuçlar Student t-testi 

ile istatistiksel analize tabii tutuldu(p<0,05).  

Sonuç olarak; SVF kullanılan Grup 1.  denek grubunda makroskobik olarak yeni 

kıkırdak benzeri doku oluşumu saptansa da istatistiksel olarak kontrole nazaran 

anlamlı fark bulunmadı.  Çoğaltılmış ADAS verilen Grup 2.  denek grubunda ve 

çoğaltılarak kartilojeneze yönlendirilmiş ADAS verilen Grup 3.  denek grubunda 
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defektlerin tam ve tama yakın onarıldığı saptandı.  Fakat oluşan kıkırdağın kalitesinin 

orijinal kulak elastik kıkırdak kalitesinden düşük olduğu görüldü.  

  

Anahtar kelimeler: Yetişkin yağ dokusu kaynaklı mezenşimal kök hücre, 

kıkırdak rejenerasyonu, mezenşimal kök hücre, kıkırdak rekonstrüksiyonu 

 

                                                    SUMMARY 

 

Repair of large cartilage defects is mostly problematic.  For this, autologous 

cartilage grafts are most preferred one among the reconstructive alternatives. The 

most important disadvantage of this method is limited donor area.  In this study, it 

was investigated the possibility of regeneration of new cartilage tissue creating by 

adult adipose derived mesenchymal stem cells to be stimulated by perichondrium 

which secretes growth factors.  

For this purpose, three different groups (Group 1, 2 and 3) were designed by 

using both ears of the rabbits. The 2x2 cm cartilage defects were created leaving 

perichondrium intact in the rabbit’s ears. The defects of the right ears were used as 

experimental side and the left ones were used as control side in the same animal. 

Stromal vascular fraction (SVF) was obtained by taking subcutaneous fat tissue from 

the same animal.  Adipose derived adult stemcell (ADAS) were put to assay in three 

different groups by marking DiI stain.  ADAS rich SVF was applied into the cartilage 

defect in group 1, replicated ADAS in culture into the cartilage defect in group 2 and 

replicated and redirected in culture ADAS into the cartilage defect in group 3.  

After follow-up period, the rabbits have sacrificed after 40 days and the repaired 

tissue in the cartilage defects were evaluated by macroscopic and microscopic 

methods.  The results were statistically analyzed with the Student t- test (p value was 

0.05).  

As a result, although the experimental defects in the group 1 have showed 

cartilage-like tissue, no important statistically difference was found with the result of 

the controls. The group 2 and 3 have showed complete or near-complete cartilage 

formation in the defects by application ADAS. 
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In conclusion; the replicated ADAS used in the group 2 and the replicated and 

redirected ADAS used in the group 3 have produced complete or near-complete 

cartilage formation in the defects.  But, the quality of the new-formed cartilage has 

showed lower than the original elastic cartilage of the ear. 

 

Key words: Adipose derived adult stem cell, cartilage regeneration, 

mesenchymal stem cell, cartilage reconstruction                                                                         

 

 

                                                     GİRİŞ 

 

Doğumsal ve edinsel (travma, tümör, rezeksiyon vb.) nedenlerle kıkırdak 

defektleri oluşmaktadır.  Oluşan kıkırdak defektleri fonksiyonel ve estetik sorunlar 

yaratmaktadır.  Kıkırdağın kendini yenilemesi sınırlıdır ve genellikle yetersizdir, bu 

nedenle bu olgularda oluşan kıkırdak defektlerinin onarımı gerekmektedir(1-3).   

MKH ile kıkırdak defektlerinin onarımına dair yapılmış çalışmalar mevcuttur.  

Çalışmalar sırasında büyüme faktörleri ve diğer pahalı hücre ayırma ve kültür 

yöntemleri kullanılmış, bazı pozitif sonuçlar da elde edilmiştir(4-6).  Bu çalışmalar 

pahalı ve uzun sürelidir.  Ayrıca küçük çaplı (3-4mm) ve büyüme faktörlerinden 

zengin eklem yüzeylerinde osteokondral defektlerin onarımında başarı sağlanmıştır, 

fakat klinikte uygulanabilir bir yöntem geliştirilmesine olanak sağlamamıştır(4,6).  

Yetişkin yağ dokusu kaynaklı mezenşimal kök hücreler (Adipose derived adult 

stem cell, ADAS) 2001 yılında Zuk ve arkadaşları tarafından insan yağ dokusundan 

elde edilmiştir(7-8).  ADAS hücrelerinin en önemli avantajları arasında elde 

edilmelerinin diğer kök hücre kaynaklarına göre kolay olması, verici alan 

morbiditesinin minimal olması, kültüre edildiklerinde üreme özelliklerini ve 

multipotentliğini kaybetmemeleri sayılabilir.  İn vivo ve in vitro çalışmalar ile ADAS 

hücrelerinin osteojenik, kondrojenik, adipojenik, hepatik, nörojenik yönlere 

farklılaşabildikleri saptanmıştır(9-12).   

Bilindiği gibi kök hücrelerin farklılaşmasında mikroçevre çok önemli role 

sahiptir(13).  Kıkırdak oluşumunda ise ana kaynak perikondriumdur(14).  

Perikondrium küçük çaplı kıkırdak defektlerini onarabilmektedir, oysa daha büyük 
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defektlerde yetersiz kalmaktadır(15-18).  Perikondriumun kıkırdak rejenerasyonu 

sırasında büyüme faktörleri salgıladığı bilinmektedir(19).   Tavşanlar üzerinde yapılan 

bu çalışma sırasında ADAS hücrelerinin perikondriumun salgıladığı büyüme 

faktörlerinin etkisiyle kıkırdak hücrelerine dönüşümünün sağlanabileceği hipotezi 

incelendi.                                                  

                                                  

                                                          Amaç 

  

1- Perikondrium etkisiyle ADAS tan kıkırdak elde ederek kıkırdak defektlerinin 

onarımında kullanılabilirliğinin araştırılması.   

2- Kıkırdak elde edilebilmesi açısından kültüre edilmiş, kültüre edilmemiş ve 

büyüme faktörü kullanılarak kartilojeneze yönlendirilmiş ADAS hücrelerinin 

kullanılması ve başarı oranlarının karşılaştırılması.  

3- Daha ucuz ve basit bir yolla elde edilen ADAS içeren SVF den kıkırdak elde 

edilebilirliğinin ve kıkırdak defektlerinin onarımında kullanımının araştırılması.  

4- Literatürde MKH ile kıkırdak defektlerinin onarımı ile ilgili çalışmalar 

küçük(3-4mm) defektlerde yapılmıştır.  Bu çalışmada 2x2 cm boyutlarında defektler 

oluşturularak yöntemin başarısı incelenmiştir.  Büyük kıkırdak defektlerinin 

kullanılması modeli kliniğe daha uygun hale getirmiştir.  

5- MKH kullanılarak yapılan kıkırdak rejenerasyon çalışmaları daha sıklıkla 

hiyalin kıkırdakta yapılmaktadır.  Bu çalışmada elastik kıkırdak rejenerasyonu 

çalışılmıştır.                                                                                          
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                                                  GENEL BİLGİLER 

 

 

                                                   Kıkırdak 

 

Yapısı ve görevi  

           

Kıkırdak insan iskeletinin önemli yapıtaşlarındandır ve vücudumuzda dayanaklık 

ve esneklik gereken yerlerdeki iskelet yapısını oluşturur.  Yapı olarak avasküler olup, 

kondrositlerden ve ekstraselüler matriksten oluşmaktadır.  Hiyalin, elastik ve 

fibrokartilaj olmak üzere üç tipi mevcuttur.  Her tip kıkırdağın kendine özgü 

fonksiyonu ve yapısı vardır.  Hiyalin kıkırdak eklem yüzeylerinde, kaburga uçlarında, 

larinks, trakea ve nazal septumda bulunur.  Sert, basınca dayanıklı, homojen amorf 

matriksli dokudur.  Elastik kıkırdak dış kulak, nazal yapılar, larinks ve epiglotta yer 

alır.  Bol elastik liflere sahip olduğu için elastik yapılı ve sarı renklidir.  Hiyalin 

kıkırdaktan farklı olarak matriksi kalsifiye olmamaktadır.  Fibrokartilaj destek gereken 

gergin alanlarda, intervertebral diskler, bazı ligaman ve tendonların yapısında 

mevcuttur.  Kondrositlerden ve dens konnektif dokuyla zengin matriksten ibarettir.  

Kıkırdak tipini belirleyen yapısal değişiklikler ekstraselüler matriksin içeriğine bağlıdır, 

kondrositlerde her hangi bir değişiklik gözlenmemektedir(20-23). 

 

Perikondriumun özellikleri 

 

Perikondrium kıkırdağın yüzeyinde yerleşen ve avasküler kıkırdağın 

beslenmesini sağlayan ince yapıdır.  İnce iç kambial ve dış fibroz katman olmak 

üzere iki kattan oluşur.  Dış katman damarlanma açısından zengindir ve kıkırdağın 

beslenmesinde, iç katmansa rejenerasyonunda rol almaktadır.  O’Driscoll ve 

Fitzsimmons yaptıkları çalışmada dış katmanın fibroblastlar içerdiği ve yara 

kenarlarını onardığı, iç katmanınsa kondroblastlar içerdiği ve yeni kıkırdak 

oluşumunu sağladığını göstermişlerdir(14).  

Perikondriumun küçük kıkırdak defektlerini (milimetrik) kendi başına onardığı 

bilinmektedir.  Perikondrial greftlerle küçük kıkırdak defektlerinin başarılı onarımına 
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dair çalışmalar mevcuttur(15-16). Perikondriumun rejenerasyon kapasitesi büyük 

kıkırdak defektlerinin onarımında yetersizdir. Tavşan kulağında yapılan bir çalışmada 

perikondriumun kıkırdakta oluşturulmuş 1x1 cm defekti her hangi dış etken olmadan 

kapatamadığı, defektin sadece kıyısında bir miktar yeni kıkırdak oluştuğu 

gözlenmiştir(17).  Başka bir çalışmada perikondriumun 2x2 cm çapında kıkırdak 

defektlerini kapatamadığı görülmüştür(18).  Perikondriumun ince kambial katında 

kondroblastlar bulunduğu ve büyüme faktörleri salgıladığı bilinmektedir. Duynstee ve 

arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada perikondriumun yeni kıkırdak oluştururken 

TGFb ve FGF2 salgıladığı gösterilmiştir(19). TGFb ve FGF MKH hücrelerden in vitro 

ve in vivo kıkırdak elde edilmesi için sık kullanılan büyüme faktörleridir(24-25).                                              

 

                             

               

                   Kıkırdak Onarımında Kullanılan Yöntemler 

 

Mekanik yöntemlerle kıkırdak rejenerasyonunun arttırılması 

 

Kıkırdağın rejenerasyonunu arttırmak için mikrofraktürler, drille delme, 

abrazyonlar ve başka yöntemler denenmiş, fakat istenilen sonuçlar elde edilmemiştir.  

Burkart ve Imhoff 2001 yılında,  Agneskirchner ve arkadaşları 2002 yılında, 

Steadman ve arkadaşları 2001 yılında eklem yüzeylerinde osteokondral 

rejenerasyonu arttırmak için mikrofraktür yöntemini kullanmış, fakat yeterli sonuç elde 

edememişlerdir.  Müller ve Kohn 1999 yılında kıkırdak rejenerasyonunu arttırmak için 

eklem yüzeylerinde drilleme yöntemini kullanmışlardır.  Fakat yeterli kıkırdak 

rejenerasyonu sağlanamamıştır (26-29). 

 

Başka materyallerle onarım 

 

Kıkırdak greftleri ile onarım 

Bu amaçla kıkırdak otogreft ve homogreftleri ile periostal ve perikondrial otojen 

greftler kullanılmıştır.  En ideal yöntem otojen kıkırdak greftleridir(30-31).  Yüzde 

kontur düzensizliklerini onarmak için, özellikle nazal bölge başta olmak üzere 
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kullanılmaktadır.  Otojen kıkırdak greftleri yeni yerine kolay adapte olmakta, doku 

rejeksiyonuna neden olmamakta, hacmini korumaktadır(30, 32-34).  Fakat verici alan 

morbiditesi yaratmakta, operasyon süresini uzatmaktadır.  En önemli dezavantajı ise 

otojen kıkırdak geftinin sınırlı kaynağa sahip olmasıdır(35). Eklem kıkırdak 

onarımında bu dezavantajı aşmak için Kooy ve Weis 2000 yılında mosaicoplasty 

olarak adlandırılan bir yöntem yayınladılar.  Eklem yüzeylerinden silindir şeklinde 

alınan osteokondral oto greftler başka eklem yüzeyindeki defektlere implante edildi.  

Greftler sınırlı da olsa viabilite göstermelerine rağmen yöntemin sınırlı verici alan, 

verici alan morbiditesi ve 2cm2 den fazla defekte uygulanamaması gibi dezavantajları 

görüldü(36) 

Başka bir kaynak olan homogreftler sınırsız kaynak teşkil etmesi, verici alan 

morbiditesi yaratmaması gibi avantajlara sahiptir.  Maksillofasiyal rekonstrüktif 

cerrahide bazen kullanılmaktadır(35, 37-38). Velidedeoğlu ve arkadaşları tarafından 

2005 yılında yayımlanan çalışmada solventte prezerve edilmiş kadavra 

homogreftlerin augmantasyon rinoplastide başarılı kullanımı bildirilmiştir(35).  Tüm 

avantajlarına rağmen homogreftlerin kullanılması doku uyuşmazlığı, zamanla hacmini 

kaybetmesi, enfeksiyon taşıma riski, hazırlanmasının maliyetli olması, kadavradan 

doku alınarak canlı insana yerleştirilmesi gibi etik ve diğer sorunlar yaratmaktadır(35, 

39).  

 Perikondrial ve periostal greftler eklem yüzeylerindeki küçük osteokondral 

defektlerde başarılıdır(15-16). Sarı ve arkadaşlarının 2006 yılında tavşanlar üzerinde 

yapmış oldukları çalışmada perikondrial ve periostal greftler elde edilerek kendi 

üzerinde büküldükten sonra poş haline getirilmiş, içine kan enjekte edilerek 

abdominal kas dokusuna gömülmüştür.  Zamanla greftlerden fibrokartilaja benzer 

doku elde edilmiştir.  Yazarlar bu dokunun kıkırdak kalitesinde olmasının tartışmalı 

olduğunu belirtmişlerdir(15). Ulutaş ve arkadaşlarının 2005 yılında yayınlanan 

tavşanlar üzerinde yapılmış çalışmasında perikondrial ve periostal greftler elde 

edilerek tavşan kulağındaki kıkırdak defekti onarılmıştır.  1x1 cm defektin elastik 

kıkırdağa benzer dokuyla başarılı şekilde onarıldığı bildirilmiş, periostal ve 

perikondrial greftler arasında fark bulunmamıştır(16).  Tüm çalışmalara rağmen 

küçük boyutlu perikondrial greftler klinikte yalnızca dejenere diz eklemi yüzeylerinde 
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kullanılabilmektedir.  Diz ekleminin kanlanması, eklem sıvısında bol progeneratör 

ajanların bulunması perikondrial greftlerin kullanımına izin vermektedir(19, 40-41).  

 

Alloplastik materyaller 

Organik ve inorganik implantlar kıkırdak defektlerinin onarımı için 

kullanılmaktadır.  Verici alan morbiditesi yaratmaması, sınırsız kaynak teşkil etmesi, 

istenilen formatta üretilebilmesi, kolay sterilizasyonu nedeniyle birçok deneysel ve 

klinik çalışmalarda kullanılmıştır.  Konulduğu yere kötü adaptasyonu, çevre 

dokulardan farklı mekanik özelliklere sahip olması,  sık deformasyona, alerjik ve 

enflamatuar reaksiyonlara neden olması, vücuttan kolay dışarıya çıkması gibi son 

derece ciddi istenmeyen yan etkilere sahiptir(37, 39).   

 

Doku mühendisliği  

 

Doku mühendisliği doku kaynağı olarak yeni ufuklar açan, aynı zamanda umut 

veren yöntemler içermektedir(1).  Kültür yapmak için gereken başlangıç yetişkin 

kondrositlerden veya kök hücrelerden elde edilebilir.  

Yetişkin kondrositlerin kültür ortamında üretilmesi ve kıkırdak defektlerinin 

onarımına dair çalışmalar mevcuttur(42-43).  Otolog kondrositlerin implantasyonu 

yöntemi son 10 yıldır kullanılmaktadır.  Diz ekleminin az bası gelen yerinden 

biyopsiyle kondrositler elde edilmekte ve monolayer kültürde üretilmektedir.  Mevcut 

osteokondral kıkırdak defektinin üzerine periostal greft sütüre edildikten sonra 

defektle greft arasına çoğaltılmış kondrositler implante edilmektedir.  Postoperatif 

dönemde yapılan klinik, artroskopik ve histolojik muayenelerde tek lezyonlarda  % 

92, multipl lezyonlarda %67 başarı sağlanmıştır(44).  Bazı başarılı sonuçlara rağmen 

yöntemin klinikte uygulanmasını engelleyen ciddi dezavantajları mevcuttur.  Bu 

dezavantajlar sırasıyla şöyle özetlenebilir:   

1.  Doku elde etmek ve uygulamak zordur.   

2.  Yetişkin kondrositler zonal belleğe sahiptir, yüzeysel kondrositlerden elde 

edilen kültüre edilmiş kıkırdak derinde yaşamamaktadır.  

3.   Monolayer kültürde dediferansiye olmaktadırlar.  Yani kıkırdak özelliğini 

kaybetmektedir.  
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4.  Yetişkin kondrositlerin üremesi sınırlıdır, bireyin yaşı arttıkça azalmaktadır 

Ayrıca bol miktar başlangıç hücre gerekmekte, dolayısıyla ciddi verici alan hasarına 

neden olmaktadır.   

5.  Yetişkin hücrelerden yapılan kültür sonuçları tahmin edilemez, avasküler 

oldukları için yeni ortamda yaşam kapasiteleri düşüktür.       

6.  Kullanılan yöntemler maliyetlidir (45-48).  

                                                     

 

                                       Kök Hücreler 

 

Tanımı 

 

Rejeneratif tıp hızla gelişen bir bilim dalıdır.  Daar ve Greenwood (2007) 

rejeneratif tıbbı hücre, doku veya organların onarımı, replasmanı veya 

rejenerasyonuyla ilgilenen bilim dalı olarak tanımladılar.  Rejeneratif tıp vücudun 

kayıp veya hasarlı dokusunun yeni fonksiyonel dokuyla replasmanını 

hedeflemektedir.  Klasik tedavi yöntemleriyle giderilemeyen doku veya organ 

hasarlarında devreye giren ultra modern yöntemler içermektedir(49).   

İnsan vücudu zarar gören doku ve hücreleri onarmakla görevli endogen sisteme 

sahiptir.  Bu sistem kök hücreler ve onları kontrol eden mekanizmalardan 

oluşmaktadır.  Kök hücreler vücudumuzun tüm dokularında mevcuttur.  Zaman 

geçtikçe dokularımızdaki hücreler doğal ve doğal olmayan (travma, enfeksiyon, 

enflamasyon) nedenlerle ölmektedirler.  Kök hücreler onların onarımıyla görevlidirler.  

Hücre ölümü gerçekleştiğinde kontrol mekanizmaları (humoral ve sinirsel) devreye 

girerek kök hücreleri uyarmaktadır.  Uyarılan kök hücreler büyük miktarlarda 

çoğalmakta ve undiferansiye ‘‘kök’’ halinden bulundukları çevre etkisiyle farklılaşmış 

fonksiyonel hücrelere dönüşmektedir (50-51).    

 

Özellikleri 

 

Kök hücrelerin iki ana özelliği vardır: 

1- Pluripotent özelliğini kaybetmeden sınırsız sayıda çoğala bilme 
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2- Uygun çevre koşullarında uygun dokuya dönüşebilme (50) 

Kök hücrelerin mevcut doku ortamında uygun dönüşüm geçirdiği görülmüştür(2, 

50, 52).  Çevredeki hücrelerden ve ekstraselüler matriksken gelen moleküler sinyaller 

kök hücrenin genlerine etki etmekte, ‘’kök’’ özelliklerini uyarmaktadır.  Kök hücreler 

yeni ortamda yerel mikro faktörlerin etkisiyle çoğalmakta ve değişim 

geçirmektedir(51).  Mesela insan nöral kök hücreleri kas dokusuna implante 

edildiğinde kas oluşturduğu(Galli ve ark.  2000), kemik iliği kök hücreleri nöral dokuya 

implante edildiklerinde sinir oluşturduğu(Zhao ve ark.  2002; Mezek ve ark.  2003) 

görülmüştür(53-55).  

Tüm bu özellikler kök hücreler üzerindeki dikkatin artmasına ve bu konuda 

gittikçe artan sayıda çalışma yapılmasına neden olmuştur.  Buna rağmen kök 

hücrelerin klinikte uygulanmasını engelleyen bazı dezavantajları mevcuttur:  

1.  Canlıdan elde edilen hücre sayısının yetersiz olması, bu nedenle kök 

hücreleri kültür ortamında üretmek zorunluluğu 

2.   İmplantasyon sonrası oluşan hücre apoptozu 

3.   Onarılan dokunun damarlanma problemleri 

4.   Taşıyıcı skaffold sorunları 

5.   Etik sorunlar  

6.   Yüksek maliyet(50, 56-57) 

Bu konuda ilk çalışmalar Becker ve arkadaşlarına aittir.  Kök hücreler(stem cell) 

polipotent olup birçok farklı tipte hücreye dönüşe bilmektedir.  Kök hücreler 

embriyonik ve yetişkin kök hücreler olmakla iki ana gruba ayrılmaktadırr(50, 52, 58).   

 

 Embriyonik kök hücreler(EKH) 

 

EKH totipotenttir.  Yani her hangi doku veya hücre tipine dönüşebilmektedir.  

Oysa yetişkin kök hücreler pluripotenttir, daha az çeşit hücreye dönüşmektedir.  İlk 

EKH zigottur.  Tüm diğer hücreler ondan köken almaktadır.  EKH implante olmamış 

5-6 günlük embriyodan elde edilmektedir(2, 50).  EKH ilk defa 1981 yılında Martin 

tarafından tanımlanmıştır.  İlk insan EKH hattı 1998 yılında bilime sunulmuştur(59).  

2008 yılına kadar tanımlanmış olan 225 EKH hattı mevcuttur.  EKH hattı teorik olarak 

ölümsüz (immortal) sayılmaktadır.  Besleyici kültür ortamında sınırsız sayıda 
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çoğalmaktadır.  Elde edilen hücrelerden büyüme faktörleri ve başka ajanlar etkisiyle 

farklılaşmış ve farklı hücre grupları elde edile bilmektedir.  Bu hücre hatlarının büyük 

bilimsel ve ekonomik önemi mevcuttur.  EKH klinik kullanımı sınırlıdır, üremesini 

kontrol etmek zordur.  Çoğu zaman teratoma dönüşmektedir(60) Totipotent özelliğine 

rağmen embriyonal kök hücrelerin kullanımı hakkında bilgiler çelişkilidir ve etik 

sorunlar yaratmaktadır(61-62).  Etik sorunlar nedeniyle birçok ülkede EKH ile çalışma 

yapmak yasaktır veya sınırlanmış durumdadır.  EKH kullanarak yeni canlı yaratmak 

perspektifi etik açıdan sakıncalıdır ve bu nedenle çoğu araştırmacı embriyonik 

olmayan kök hücrelere yönelmiş durumdadır.  Tüm bu sorunlara rağmen EKH ile 

çalışmalar büyük potansiyele sahiptir.  Diyabet (Soria ve arkadaşları, 2000), omurilik 

yaralanmaları (Hendricks ve arkadaşları, 2006), karaciğer (Duan ve arkadaşları, 

2007) ve kalp nakli (Kofidis ve arkadaşları, 2005) ile ilgili çalışmalar 

yürütülmektedir(63–66) 

 

Yetişkin mezenşimal kök hücreler(YMKH) 

 

1963 yılında Becker ve arkadaşları yaptıkları deneysel çalışma sırasında kemik 

iliğinden elde ettikleri hücreleri radyasyona maruz kalmış sıçanlara enjekte ettiler.  

Daha sonra sıçanlara yapılan otopsi sırasında dalakta çok sayıda nodüller farkedildi.  

Nodül sayısının enjekte edilen hücre sayısına eşit olduğunu gören araştırmacılar her 

hücreden bir nodül geliştiğini düşündüler.  Daha sonraki çalışmalarda araştırmacılar 

kemik iliği hücrelerinin kendini çoğalarak yenilendiğini farkettiler, böylece kök 

hücrelerin iki ana özelliğinden biri, değişmeden kendini yenileme keşfedildi(67).   

Friedenstein ve Petrakova 1966 yılında sıçan kemik iliği stromal fraksiyonundan 

mezenşimal kök hücreleri (MKH) ayırarak identifiye ettiler.  Bu hücrelerin mezenşimal 

kökenli dokulara (kemik, bağ, kas, kıkırdak, yağ)  dönüşe bildiği görüldü.  Ek olarak 

MKH kemik iliğinde hemopoetik hücreler için stromal destek fonksiyonu görmektedir.  

MKH kemik iliği hücre populasyonunda %0. 001–0. 01 paya sahiptir(Pittenger ve 

arkadaşları, 1999)(68-69).  

YMKH vücudumuzun her yerinde mevcuttur, pluripotent olup birçok dokudan 

elde edilmektedir.  Yapılan deneysel çalışmalarda periost, kemik iliği, dalak, timus, 

kas, yağ,  cilt,  retina (Mizuno ve Glowacki, 1996; Doherty ve ark.  1998; Bosch ve 
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ark.  2000; Levy ve ark.  2001; Zuk ve ark.  2001; Huang ve ark.  2002)  dokularından 

elde edilmiştir(70-73).  Amniotik sıvıdan (De Coppi ve ark.  2007), umbilikal korddan 

(Wharton maddesinden) (Wang ve ark.  2004) santral sinir sisteminden (Gage, 2000) 

elde etmek mümkündür(74-78).  En sık kullanılan kemik iliğinden elde edilen kök 

hücrelerdir.  Elde edilen hücreler genelde %10 FBS(fetal bovine serum) eklenmiş 

Dulbecconun modifiye Eagle kültür ortamında inkube edilmektedir(Pittenger ve ark.  

1999)(69).  MKH kültürde fibroblastlara benzer morfoloji sergilemektedir(Resim 1).  

Primer kültürde üreyen ve yüzeye yapışan MKH 12–16 gün sonra yüzeye 

yapışmayan hemopoetik hücre fraksiyonundan ayrılmaktadır.  Büyüme faktörü olarak 

FGF-2 (fibroblast growth factor-2) kültüre eklenmesi MKH nin oseteojenik yönde 

farklılaşmasına neden olmaktadır(Martin ve ark.  1997)(79)  

 

   
 

 

 

Tüm yararlı özelliklerine rağmen hala tam olarak açıklanmamış konular 

mevcuttur.  Bu yüzden birçok bilimsel merkezde MKH ile ilgili araştırmalar yoğun 

olarak devam etmektedir.  

 

Resim 1: Kültüre edilmiş yetişkin yağ dokusu kökenli ADAS. (40x büyütme) 
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Çevrenin kök hücrelere etkisi 

 

Kök hücre hatlarının değişmeden devam etmesi veya farklılaşmayaa 

uğramasıyla ilgili bazı hipotezler mevcuttur.  En yaygın hipotez kök hücre 

mikroçevresi veya ortamıyla ilgilidir.  Mikroçevre kök hücreler ve onların etrafındaki 

ekstrasellüler matriks yerleşimli sinyal molekülleri, hücrelerarası bağlantılar ve 

karşılıklı etkileşimlerden oluşmaktadır.  

Bu üç boyutlu mikroçevre hücrelerdeki kontrol genlerine etki ederek MKH nin 

‘kök’ özelliklerini uyarmaktadır.  Bu etkileşim sonrası MKH farklılaşmamış halde 

kendini yenilemekte veya değişerek farklılaşmış fonksiyonel hücreye 

dönüşmektedir(80).  Burada merak edilen konu kök hücrelerin hangi mekanizmalarla 

oldukları ortama uygun farklılaşma geçirdikleridir.  Mesela insan nöral kök hücrelerin 

kas dokusuna implante edildiğinde kas oluşturduğu(Gali ve ark.  2000), kemik iliği 

kök hücreleri nöral dokuya implante edildikte sinir oluşturduğu(Zhao ve ark.  2002; 

Mezek ve ark.  2003) görülmüştür(53-55).  Yapılan başka bir çalışmada karaciğer 

kaynaklı kök hücrelerin insulin üreten ada hücrelerine dönüştüğü görüldü(81).  Bu 

bulgular çevre etkileşiminin kök hücre farklılaşmasında önemli olduğunu 

göstermektedir.  

Başka bir hipotez hücrelerarası füzyonu (cell-cell fusion) ön planda tutmaktadır.  

Bu hipoteze göre her hangi bir ortamda bulunurken kök hücreler yerel hücrelerle 

füzyona girerek onların özelliklerini kazanmaktadırlar(Wurmser ve Gage, 2002)(82).  

İn vitro yapılan çalışmalarda sinir hücrelerinin erkek EKH lerle (Ying ve ark.  2002) 

veya kemik iliği hücrelerinin erkek EKH lerle (Terada ve ark.  2002)  füzyona girdiği 

görüldü(83-84).   İn vivo yapılan başka bir çalışmada kemik iliği kökenli MKH lerin 

Purkinje nöronları, kardiyomiyositler ve hepatositlerle füzyon yaptığı rapor edildi 

(Alvarez-Dolado, 2003)(85).  Bu hücreler dual fenotipe, tetraploid kromozomlu büyük 

nukleusa sahipti.  XXXY kromosomlu hücrelerin mevcutluğu hücrelerarası füzyonun 

kök hücre değişiminde rolünü ispatlamaktadır.  Diğer yandan hücre füzyon sayısının 

az olduğu gözlendi.  Bu nedenle hücrelerarası füzyon hipotezi kök hücre 

implantasyonları sırasında dokulardaki büyük miktarda gözlemlenen hücre 

rejenerasyonunu açıklamamaktadır(Orlic ve ark.  2002)(86).  Gelecek çalışmaların bu 

yönde devam etmesi kök hücre değişimini daha iyi aydınlatacaktır.                         
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                    Yetişkin mezenşimal kök hücre kaynakları 

  

 Kemik iliği kaynaklı mezenşimal kök hücreler (Bone marrow-derived stromal 

stem cells veya BMSC) 

 

Kemik iliği veya stroması konnektif doku hücrelerinden oluşan heterojen bir 

populasyondan oluşmaktadır.  Bu hücreler kemik iliğindeki hematopoezis için destek 

yapı oluşturmaktadır (Tavassoli ve Friedenstein, 1983)(87).  Stromal hücreler aynı 

zamanda hematopoetik kök hücreler için mikroçevre yaratmaktadır.  BMSC 

denildiğinde mezenşimal dokulara dönüşmek potansiyeline sahip bir grup kemik iliği 

hücresi akla gelmektedir.  Bu hücreler arasında multipotent özellikli, tüm mezenşimal 

dokulara dönüşebilen farklılaşmamış hücre alt grubu mevcuttur.  Bu hücre 

popülasyonu tüm postnatal dokularda mevcuttur ve mezenşimal kök hücre 

(mesenchymal stem cells, MSC) olarak adlandırılmaktadır (88).  İlk defa Friedenstein 

ve Owen tarafından 1960 yılında bulunmuş, daha sonraki çalışmalarda özellikleri 

öğrenilmiştir (68).  Yapılan doku kültüründe fibroblastlara benzer hücrelerden oluşan 

ayrı yerleşimli koloniler (colony-forming unit fibroblasts, CFU-Fs) gözlenmiştir(89).  

CFU-F kök hücre özelliklidir ve birçok dokuya dönüşebilmektedir(90).  Bu hücreler in 

vitro çalışmalarda kemik (Beresford ve ark.  1993), bağ dokusu (Altman ve ark.  

2002), yağ dokusu (Beresford ve ark.  1992), kıkırdak (Johnstone ve ark.  1998) ve 

kas dokusuna (Wakitani ve ark.  1995) dönüşmektedir.  CFU-F in vivo çalışmalarda 

implante edildikleri yerde küçük kemik, kas ve kıkırdak yığınları oluşturmaktadır(91-

94).  Benzer hücreler diğer mezenşimal dokulardan,  sinovyum (De Bari ve ark.  

2003), tendon (Salingcarnboriboon ve ark.  2003), iskelet kaslarından (Bosch ve ark, 

2000), yağ dokusundan  (Zuk ve ark.  2001, 2002; Erickson ve ark. , 2002) elde 

edilmiştir(7–8).  Klinik ve deneysel çalışmalarda en sık kullanılan kemik iliğinden elde 

edilen kök hücrelerdir(50). 
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Cilt kaynaklı yetişkin mezenşimal kök hücreler (Skin-derived precursor (SKP) 

stem cells) 

 

 Cilt vücudumuzun en büyük organıdır.  Epidermis ektodermal, dermis 

mezodermal kökenlidir.   Toma ve arkadaşlarının 2001 yılında sıçanlar üzerinde 

yaptıklar çalışma sırasında dermisten multipotent özellikli hücreler eldeedilmiştir.  

Çalışma sırasında bu hücrelerin proliferasyon ve farklılaşma sonrası nöronlara, glial 

hücrelere, düz kaslara ve yağ hücrelerine dönüştüğü görüldü.  Oluşan nöronlar 

periferik nöronlara ve Schwann hücrelerine benzemekteydi.   SKP kök hücreler 

embriyonik nöral krest kalıntısıdır.  Embriyogenez sırasında ciltte bulunmaktadır, 

yetişkinlerde az miktardadır (95) SKP hücreleri Schwann hücreleri kaynağı gibi 

önemlidir.  Schwann hücreleri omurilik yaralanmalarında rejeneratif amaçla deneysel 

çalışmalarda kıllanılmaktadır.  Bu hücreleri elde etmek için klasik yöntem olarak sinir 

sisteminden biyopsi alınmaktadır.   Biyopsi alınması her zaman sinir sitemine zarar 

vermek demektir.  Aynı zamanda Schwann hücreleri zayıf üreme özelliğine sahiptir.  

McKenzie ve arkadaşlarının 2006 yılında yapmış oldukları çalışma sırasında 

neonatal SKP kökenli Schwann hücreleri ezilmiş siatik sinir defektine implante 

edilmiştir.  Bu hücreler başarılı bir şekilde rejenere olan aksonları mielinize 

etmişlerdir.  Osteojenik potansiyeli yüksek olan SKP hücreler kemik rejenerasyonu 

için de iyi kaynak olabilmektedir(96).  

 

Amniyotik sıvı kaynaklı mezenşimal kök hücreler (Amniotic fluid-derived stem 

cells) 

 

De Coppi ve arkadaşları 2007 yılında amniyotik sıvıdan kök hücreler elde ettiler.  

Bu farklılaşmamış hücrelerin EKH ait bazı yüzey markerlarına sahip olduğu saptandı.  

Bu hücreler EKH ve MKH arasında geçiş oluşturmaktadır.  Hızlı üremekte, kültür 

ortamında besleyici katman gerektirmemektedir.  Hücre sayısının iki katına çıkması 

(doubling time) 36 saatte olmakta, in vivo ortamda teratom oluşturmamaktadır.  EKH 

benzer şekilde her üç embriyonik katman mezoderm, ektoderm ve endoderm 

kaynaklı dokulara dönüşe bilmektedir.  Adipojenik, miyojenik, endotelyal, nöronal ve 
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hepatik özellikleri mevcuttur.  Böyle geniş bir grup dokuya dönüşebilmesi ve teratom 

oluşturmaması amniyotik sıvı kökenli kök hücrelerin önemini arttırmaktadır(75).  

 

Umblikal kord kaynaklı mezenşimal kök hücreler (Umbilical cord-derived stem 

cells) 

 

Umblikal kordun hem kanından, hem de Wartin jelinden kök hücre elde etmek 

mümkündür.  Umblikal kord kanı hem pluripotent kök hücreler, hem de hematopoetik 

kök hücreler için kaynaktır (Kogler ve ark.  2004)(97).  Wang ve arkadaşları 2004 

yılında Wartin jelinden kök hücreler elde ettiler.  Bu hücreler düşük immunojeniteye 

sahiptirler.  Hem anne, hem de çocuk için kullanılabilmektedirler.  Umblikal kord 

kökenli kök hücreler kök hücre bankası yaratmak için en ideal adaylardır(74).    
 

                       
                  Yetişkin Yağ Dokusu Kaynaklı Mezenşimal Kök Hücreler 
                           (Adipose derived adult stem cell veya ADAS)  

 

Tarihçe 

 

Son yıllarda kök hücrelerle ilgili çok sayıda çalışma yapılmıştır.  Genelde kemik 

iliği kökenli MKH kullanımıyla gerçekleştirilen bu çalışmaların hücre kaynağıyla ilgili 

bazı dezavantajları mevcuttur.  MKH elde etmek için kemik iliği aspirasyonu gibi 

travmatik yöntem kullanılması, spinal veya genel anesteziye ihtiyaç duyulması, elde 

edilen kök hücre sayısının aspiratta düşük miktarda bulunması yeni MKH kaynakları 

arayışına neden olmuştur(8, 90).   

 2001 yılında Patricia A.  Zuk ve arkadaşları tarafından insan lipoaspiratından 

multipotent özellikli hücreler elde edildi.  İnsan lipoaspiratından kök hücreden zengin 

stromal vasküler fraksiyon (SVF) elde edildi.  Elde edilen SVF kültüre edilerek insan 

fibroblastları, kas hücreleri, preadipositler, kemik iliği kökenli MKH ile karşılaştırıldı.  

İmmunohistokimyasal ve immunoflorasens özellikleri incelendi.  İn vitro ortamda farklı 

kültür ortamları kullanılarak kök hücrelerden osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve 

miyojenik farklılaşma gözlemlendi.  Bu çalışma sonucu bilim dünyasına yeni bir kök 
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hücre kaynağı sunulmuş oldu.  Yetişkin yağ dokusu kaynaklı kök hücre (adipose 

derived adult stem cell, ADAS) olarak adlandırılan hücreler diğer dokulardan elde 

edilen MKH kıyasla bazı avantajlara sahiptir.  Kolay ve bol miktarda elde edilmesi, 

liposuction gibi az travmatik ve az ağrılı yönteme ihtiyaç duyulması yönteme olan 

ilgiyi arttırmaktadır.  Zuk ve arkadaşlarının bu çalışmasını dünyanın birçok ülkesinde 

yapılmış ve yapılmakta olan benzeri çalışmalar izledi.  ADAS hücrelerinin özeliklerini 

araştıran in vivo ve in vitro çalışmalar sırasında mezenşimal dokuların onarımında 

başarılı sonuçlar elde edilmiştir(7-8).   

  Halvorsen ve arkadaşlarının 2001 yılında yapmış oldukları çalışma sırasında 

ADAS hücrelerinin osteojenik farklılaşması gerçekleştirildi.  Ascorbat, beta-

glycerophosphat, dexamethazon ve vitamin D(3) kullanarak ADAS hücrelerinin in 

vitro ortamda değiştiği, ekstrasellüler matrikste kalsium fosfat toplandığı görüldü(9).   

Seo ve arkadaşlarının 2005 yılında yapmış oldukları çalışmada uygun 

medyumda insan ADAS hücrelerin hepatositlere dönüştüğü gözlemlendi.  Farklılaşan 

ADAS hücrelerinin hepatositlere benzer şekilde albumin ve diğer fraksiyonlarda 

proteinler ürettiği görüldü.  Çalışmacılar sonuç olarak ADAS hücrelerin organ 

naklinde seçenek olarak kullanılabileceğini söyledi(11).   

Safford ve arkadaşlarının 2002 yılında yayınladıkları çalışmada insan 

lipoaspiratından elde edilmiş ADAS hücreleri valproik asit, butilleştirilmiş 

hidroksiyanizol, insulin ve hidrokortizon etkisiyle farklılaştırıldı.  Farklılaşma kültür 

ortamıyla etkileşim sonrası ADAS hücrelerinde immunhistokimyasal yöntemlerle sinir 

dokusuna ait filament M, netsin ve NeuN maddeleri tayin edildi.  Sinir dokusuna 

dönüşe bilmesi ADAS hücrelerinin ‘’kök’’ potansiyelinin mezenşimal doku sınırını 

aştığının göstergesidir(12).  

Erickson ve arkadaşlarının 2002 yılında yapmış oldukları çalışma sırasında 

ADAS hücreleri kıkırdak yönünde farklılaştırıldı.  İnsan lipoaspiratından elde edilen 

ADAS hücreler in vitro ortamda alignat matriks üzerinde kondrojenik medyum 

kullanılarak çoğaltıldı.  Daha sonra nude farelere subkutan plana implante edilen 

hücrelerin bol miktarda kıkırdak matriks sentezlediği görüldü(5). Huang ve 

arkadaşlarının 2004 yılında benzeri çalışmayı yayımladılar.  İnsan lipoaspiratından 

SVF elde ederek TGFb1, askorbik asit, insulin ve transferin etkisiyle in vitro kültürde 
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kıkırdağa benzeyen milimetrik nodüller oluşturdular.  Nodüller incelendiğinde tip2 

kollajen,  kondroitin-4-sülfat ve keratan sülfattan zengin olduğu görüldü(10).   

 

Özellikleri ve avantajları 

 

Cilt altı yağ dokusu kemik iliği gibi mezenşimal kökenlidir.  Benzer şekilde 

stromal desteğe sahiptir.  Kolaylıkla izole edile bilen stromada destek hücrelerle 

beraber kök hücreler de mevcuttur.  SVF de (stromal vascular fraction) endoteliyal 

hücreler, perisitler, kas hücreleri daha fazla bulunmakla beraber kök özellikleri olan 

bir grup hücre ayırt edilmiştir.  Preadipositler olarak adlandırılan bu grup mezenşimal 

kökenli dokulara dönüşebilmektedir(7-8).  

 Hücre kaynağı olarak ADAS çok uygundur.  Diğer kök hücre kaynaklarına göre 

daha verimlidir (61).  1 gr yağ dokusundan 10. 000-25. 000 kök hücre elde edile 

bilmektedir (98).  Yapılan başka bir çalışmaya göre 1gr cilt altı yağ dokusundan 5000 

kök hücre elde edilmiştir.  Karşılaştırma yapıldığında 1gr kemik iliğinden 100 – 1000 

arası kök hücre ayırmak mümkündür(99).  Diğer bir deneysel çalışmaya göre 1gr yağ 

dokusundan 350.000 preadiposit izole edilebilmektedir(100). Lipidden zengin 

adipositlerin kök hücrelere dönüştüyü, daha sonra bu yeni oluşan kök hücrelerin 

başka dokulara (mesela kemik) dönüştüğü gözlemlenmiştir(101).  En önemlisi canlıya 

minimal zarar verilerek büyük miktarlarda yağ dokusu, dolayısıyla yağ dokusu kökenli 

kök hücre elde etmek mümkündür.  Yağ emme(liposuction) gibi az travmatik 

yöntemle insandan litrelerce doku ve infiltrasyon sıvısı karışımı olan lipoaspirat elde 

edilmektedir(1, 5, 9).  ADAS hücreleri kültüre edildiğinde üreme özelliğini, 

pluripotentliğini kaybetmemektedir (58, 61).  ADAS kartilojenik, osteojenik, miyojenik, 

nörojenik, adipojenik özelliklere sahiptir(9-12).  Tüm bunlar ADAS hücrelerini eşsiz 

otolog doku kaynağı yapmaktadır.   

 

Kıkırdak onarımında yeri 

 

İlk defa 2001 yılında Zuk ve arkadaşları ADAS hücrelerden kıkırdak elde ettiler.  

Bu çalışmayı dünyanın birçok merkezinde kıkırdak rejenerasyonuyla ilgili yapılan 

çalışmalar izledi.  2002 yılında Erickson ve arkadaşlarının ADAS hücrelerinin in vitro 
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ve in vivo koşullarda kıkırdağa dönüşümünü gösteren çalışması yayınlandı.  İnsan 

lipoaspiratından elde edilen ADAS hücreler in vitro ortamda kartilojenik ortam ve 

alignat matriks kullanılarak kültüre edildi.  Aynı hücreler daha sonra nude farelerin cilt 

altı dokusuna enjekte edildi.  Hem in vitro, hem de in vivo çalışma sonucu ADAS 

hücrelerinin bol miktarda kıkırdak matriks elemanları sentezlediği, dolayısıyla 

kıkırdağa dönüşümü gözlendi(7-8).   

Huang ve arkadaşlarının 2004 de yayınladıkları deneysel çalışmada in vitro 

koşullarda ADAS hücrelerinin kartilojenik ortam(TGF b1, insulin, transferin ve 

askorbik asit) etkisiyle 48 saat içinde nodüller oluşturduğu ve tip2 kollajen, 

kondroitin–4-sulfat ve keratan sulfat sentezelediği görüldü.  Kıkırdak için özellikli 

sayılan bu proteoglikanların salgılanması neokartilojenezi göstermektedir(10).  

Suresh ve arkadaşları 2003 yılında tavşanlarda osteokondral defektlerin ADAS 

hücrelerle onarımına dair deneysel çalışmayı yayınladılar.  Çalışma sırasında 

tavşandan kemik iliği, dermis, yağ dokusu ve periosteum alınarak kök hücre elde 

edilmiştir.  Daha sonra tavşanların femur başında 6x3x1mm osteokondral defekt 

oluşturularak farklı hayvanlarda ADAS hücreleri, kemik iliği kökenli kök hücreler, 

periosteum kökenli kök hücreler, dermis kökenli kök hücreler ve 

otogreft(osteokondral) ile onarıldı.  2, 6, 12, 24 hafta sonra sakrifiye edilen 

hayvanların onarılmış femur başı defektleri histolojik ve biyomekanik incelemeye tabii 

tutulmuştur.  En iyi sonuçlar ADAS hücreleriyle onarılan deneklerden elde edilmiştir.  

Yazarlar elde edilen sonuçların dikkate değer olduğunu, ama ADAS hücrelerin 

kıkırdak onarımına katkısının daha fazla araştırılması gerektiğini savunmuşlardır(61).   

Wei ve ark.  2006 yılında yayınladıkları in vitro deneysel çalışmada tavşandan 

elde edilen ADAS hücreleri kondratin sulfat ile kombine edilmiştir.   ADAS hücreleri 

fibrin skafold üzerinde deneye tabi tutulmuştur.  Kontrol grubunda sadece ADAS 

hücreleri, deney grubunda ADAS hücreleri ve kondratin sulfat kullanılan çalışmada 

14 gün sonra deneklerden elde edilen dokular histolojik olarak analiz edilmiştir.  Her 

iki grupta ADAS hücrelerinin kondrositlere dönüştüğü görülse de deney grubunda 

kondratin sulfat etkisiyle daha fazla hücre proliferasyonu, proteoglikan sentezi 

izlenmiştir.  Elde edilen veriler çevredeki glikozaminglikan yapılı kondratin sulfatın 

ADAS hücrelerden neokartilaj oluşmasına pozitif yönde etki ettiğini 

göstermektedir(1).  
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Başka bir çalışmada ADAS hücrelerinin farklılaşması için adenovirüs sentezli 

GDF-5 (growth and differentiation factor 5) kullanılmıştır.   Sıçan ADAS hücreleri 

GDF-5 sentezleyen adenovirüs vektörüyle kombine edildikten sonra in vitro kıkırdak 

oluşumu izlenmiştir.  Kontrol gruplarında ADAS hücreleri üreyen ortama GDF-5 ve 

TGFb eklenerek deney grubuyla karşılaştırılmıştır.  Tüm gruplarda neokartilojenez 

gözlemleyen araştırmacılar GDF–5 in kondrojenik olduğunu, bu amaçla hücre kültürü 

çalışmalarında kullanılabileceğini gösterdiler(59).   

Dragoo ve arkadaşları 2007 yılında yapmış oldukları in vivo çalışmada ADAS 

hücreleri ile osteokondal defektleri başarılı bir şekilde onardılar.  Tavşan femur 

başında 3x4mm çapında tam kat osteokondral defekt oluşturuldu ve in vitro 

çoğaltılarak büyüme faktörleri kullanılarak kartilojeneze yönlendirilmiş ADAS hücreleri 

yerleştirildi.  8 hafta sonra femur başlarından alınan histolojik preparatlarda kıkırdak 

gelişimi gözlendi(4).   

Koga ve arkadaşları 2007 yılında yayınladıkları çalışmada mezenşimal kökenli 

dokulardan (eklem zarı, kemik iliği, yağ ve kas) kök hücre elde ederek onların 

kıkırdak oluşturma kapasitelerini karşılaştırdılar.  İn vitro çalışmada dokulardan elde 

edilen hücreler birkaç pasaj çoğaltılarak büyüme faktörleri etkisiyle kıkırdağa 

dönüştürüldü.  İn vivo deney sırasında aynı şekilde elde edilen ve kültür ortamında 

çoğaltılan kök hücreler kollajenle karıştırılarak tavşanın femurunda trokanterik 

bölgede oluşturulan 5x5x3mm osteokondral defekte yerleştirildi.  Defektin üzeri 

otolog periostal greftle kapatıldı.  İn vitro ve in vivo benzer şekilde en iyi kıkırdak 

oluşumu eklem zarı ve kemik iliği kökenli kök hücrelerin çevresinde görüldü(6).   

ADAS hücrelerinin kondrojenik kapasitesi ile ilgili literatürde yayınlanmış çok 

sayıda in vitro ve in vivo çalışma mevcuttur.  Diğer mezenşimal dokulardan elde 

edilen kök hücrelerin kartilojenez yönünde daha iyi sonuç verdiğine dair bilgilere 

rağmen ADAS hücrelerinin diğer kaynaklardan elde edilen kök hücrelere nazaran 

ciddi avantajı mevcuttur.  Bu hücreleri elde etmek için verici organizmaya çok az 

zarar verilmektedir.  Ayrıca ADAS hücrelerinin daha düşük kıkırdak oluşturma 

kapasitesi hakkında bilgiler çelişkilidir ve tekrar araştırılmasına ihtiyaç vardır.  Tüm bu 

bilgileri göz önünde bulundurarak çalışmamızda perikondriumun salgıladığı büyüme 

faktörlerinin etkisiyle ADAS hücrelerinden kıkırdak oluşturulması hipotezi incelendi     

 



 21 

                                       GEREÇ VE YÖNTEM 

                                      

 

Çalışma Yeni Zelanda cinsi, beyaz, dişi, 1200-1500gr ağırlığında 3-5 aylık 

konvansiyonel koşullarda yetiştirilmiş tavşanlar üzerinde yapıldı.  Tavşanlara deney 

süresince ‘Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Araştırma 

Laboratuarı Usul ve İşleyiş Esasları’ doğrultusunda D. E. Ü.  Deney Hayvanları 

Laboratuarı' nda bakım uygulandı.  Deney süresince tavşanlar standart tavşan yemi 

verilerek standart sıcaklık ve nem ortamında tutuldu.   

Tavşanlar üzerindeki cerrahi prosedürler Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deney Hayvanları Araştırma Laboratuar’ ındaki hayvan ameliyathanesinde steril 

koşullarda uygulandı.  Yağ dokusundan kök hücre elde edilmesi işlemi Dokuz Eylül 

Üniversitesi Tıbbi Biyoloji ve Genetik A. D.  laboratuarında yapıldı.  Deney prosedürü 

öncesinde literatürde belirtildiği şekilde kök hücre elde edilmesi işleminin Dokuz Eylül 

Üniversitesi olanakları ile elde edilebilirliğinin test edilmesi amacıyla ön çalışma 

planlandı.  

                                          

 

                                              Ön Çalışma  

 

Öncelikle yağ dokusundan kök hücre elde edilebilirliğini kanıtlanması ve 

çalışmanın yapılacağı hayvan türünün belirlenmesi amaçlandı.  Çalışma sırasında 

diğer deneyler sırasında kullanılan ve yeni sakrifiye edilmiş sıçanların cilt altı yağ 

dokusundan mezenşimal kök hücreler elde edilerek ve in vitro çoğaltılarak büyüme 

faktörü aracılığıyla kıkırdak dokusuna dönüştürüldü(Resim 2). 
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Çalışmanın amacı kök hücrelerden kıkırdak elde edilerek kıkırdak defektlerinin 

onarımında kullanılması olduğundan ve bunun için tavşan kulağı kullanımı daha 

uygun olduğundan ön çalışma tekrar bir adet tavşan üzerinde de uygulandı.  

Çalışmanın cerrahi prosedür kısmında belirtildiği şekilde(Bkz. Birinci cerrahi 

prosedür; cilt altı yağ dokusunun elde edilmesi) kasık yağ dokusu alındı.  Yağ dokusu 

belirtildiği gibi(Bkz. Yağ dokusundan SVF elde edilmesi, ADAS hücrelerden kültür 

elde edilmesi ) işleme tabi tutuldu.  Elde edilen ADAS hücreler ile in vitro ve in vivo 

olmak üzere ön çalışma yapıldı.  

 

İn vitro kıkırdak elde edilmesi 

 

50. 000 ADAS tüp içerisinde kültüre edildi.   Kültür ortamı olarak kondrojenik 

uyarıcı ortam (%10 FBS(fetal bovine serum)+antibiyotik(streptomisin/penisilin 

karışımı)+5ng/ml FGF+6,25ng/ml transferin+5ng/ml TGFb+6,25ng/ml 

Resim 2: Sıçan ADAS hücrelerinde kondrojenik farklılaşma. Safranin O 
boyası ile görülen morsu alan proteoglikan kümesini göstermekte (10x 
büyütme) 
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insulin+100ng/ml dexametazon+50nM/ml askorbik asit+1mMsodyum 

piruvat+6,25ng/ml selenium) kullanıldı.  Ortam 2 günde bir değiştirildi.  21.  gün 

oluşan kıkırdak parçasının boyutu ölçülerek histolojik değerlendirilme yapıldı.  

Hemotoksilin eozin ve alcian blue ile boyama yapılarak oluşan doku parçasının daha 

çok mezenşimal orijinli olduğu gösterildi.  AB ile yapılan boyama hücreler arasında 

proteoglikan kümeleşmesini, dolayısıyla kıkırdağa benzer doku oluştuğunu tespit 

etti(Resim 3).  Elde ettiğimiz in vitro dokunun kıkırdak benzeri olduğu gösterildi.  

                                     

      
 

 

 

İn vivo kıkırdak defekti onarımı 

 

Ön çalışmanın ikinci aşamasında yağ dokusundan elde edilen ADAS ile defekt 

onarımı test edildi.  Aynı tavşana ikinci seans cerrahi uygulanarak sağ ve sol 

kulağında 2x2cm kıkırdak defekti oluşturuldu.  Sağ kulaktaki kıkırdak defekte 5. 000. 

000 ADAS verildi.  Sol kulaktaki defekt kontrol amacıyla boş bırakıldı(Bkz. İkinci 

cerrahi prosedür;  kıkırdak defekti oluşturulması).  40.  gün denek yüksek doz 

phenobarbitale verilerek sakrifiye edildi.  Her iki kulak makroskobik ve mikroskobik 

Resim 3: İn vitro kıkırdak elde edilmesi. AB boyaması. (10x büyütme) 
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olarak incelendi.  Her iki kulaktaki defektin kontrakte olarak ve kenardan 

rejenerasyon sonucu bir miktar küçüldüğü ve onarım dokusuyla dolduğu görüldü.  

Denek kulakta defektin %100 onarılmış olduğu, onarım dokusunun kıkırdak ve 

mezenşimal doku karışımından oluştuğu gözlendi.  Işık mikroskobunda 

incelendiğinde kontrol sol kulakta defektin kısmen rejenere olduğu bunun da daha 

çok kenardan geldiği gözlendi(Resim 4-5).   

Ön çalışma sonuçları tavşan cilt altı yağ dokusundan ADAS elde edilebilirliğini, 

bu kök hücrelerin in vitro olarak yönlendirilerek kıkırdak elde edilebilirliğini ve ADAS 

ile tavşan kulağındaki defektin onarılabileceğini ortaya koymuştur.  

Ön çalışma sonuçlarının umut verici olması üzerine literatürde daha önce 

rastlanmamış olan ADAS ile tavşan kulağındaki geniş kıkırdak defektlerinin onarımı 

ile ilgili çalışmamız planlanmıştır.   

 

           
         

    

 

Resim 4: ADAS verilmiş sağ kulak defekti 
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                                           Deney Grupları 
 

Toplam 15 adet tavşan, her grupta 5 denek olacak şekilde 3 grupta deneye tabii 

tutuldu.  Her grupta tavşanların sağ kulakları denek, sol kulakları da kontrol grupları 

olarak kullanıldı.  Sonuçta 3 adet denek, 3 adet de kontrol olmak üzere toplam 6 grup 

elde edildi.   

 

Grup 1 

 

Bu grupta ADAS hücreleri açısından zengin olan SVF in uygun mikroçevre 

sağlandığı takdirde herhangi bir işleme tabi tutulmadan kıkırdak oluşturma kapasitesi 

incelendi.   

Grup 1 sağ kulak: Sağ kulakta kıkırdak defekti oluşturularak perikondrokütanöz 

flep altına ADAS tan zengin SVF(10-12. 000. 000 canlı karışık hücre) verildi.  SVF 

deki kök hücre oranın %1-2 olduğunu düşünürsek, defekte verdiğimiz ADAS hücre 

sayısı yaklaşık 100.000 -200.000 arasında değişmektedir.  

Resim 5: Kontrol sol kulak defekti 
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Grup 1 sol kulak: Sol kulakta kıkırdak defekti oluşturularak perikondrokütanöz 

flep 5/0 vikrille yerine sütüre edildi.  Kontrol olarak perikondriumun tek başına 

kıkırdak onarma kapasitesi belirlendi(Resim 6).  

 

Grup 2 

 

Bu grupta kültür ortamında çoğaltılan ayrıştırılmış ADAS hücrelerinin kıkırdak 

oluşturma kapasiteleri değerlendirildi.  Bu gruptaki işlem iki seansta yapıldı.  İlk 

seansta tavşanın kasık yağ dokusundan ADAS hücreleri elde edildi ve bu hücreler 

kültür ortamında çoğaltıldı.   

Grup 2 sağ kulak: Kültüre edilerek çoğaltılmış ADAS hücreleri (5.000.000 canlı 

hücre) 200µl MKH büyüme ortamında(mesenchymal stem cell growth medium) 

süspanse edildi ve ikinci seansta aynı şekilde sağ kulaktaki kıkırdak defektine verildi.   

Grup 2 sol kulak: Sol kulaktaki kıkırdak defektine kontrol amaçla 200µl MKH 

büyüme ortamı verildi.  

 

Grup 3: 

 

Bu grupta kültür ortamında kartilojeneze yönlendirilen ADAS hücrelerinin 

kıkırdak oluşturma kapasiteleri incelendi.  Bu gruptaki işlem de iki seansta 

gerçekleştirildi.  İlk seansta ADAS hücreleri alınarak kültür ortamında çoğaltıldı.   

Grup 3 sağ kulak: Sağ kulakta TGFb1 ile indüklenmiş ve kartilogeneze 

yönlendirilmiş 5.000.000 hücre 200µl MKH büyüme ortamında süspanse edilerek 

kıkırdak defektine verildi.  

Grup 3 sol kulak: Kontrol için 5.000.000 ADAS hücresi 200µl MKH de süspanse 

edilerek sol kulaktaki kıkırdak defektine verildi.  
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GRUP 1  
Sağ kulaktaki 
defekte SVF 
verildi. Denek  

GRUP 1 
Sol kulaktaki 
defekt boş 
bırakıldı. Kontrol  

GRUP 2 
Sağ kulaktaki 
defekte 
çoğaltılmış 
ADAS hücreleri 
verildi. Denek 

GRUP 2 
Sol kulaktaki 
defekte MKH 
mediumu 
verildi. 
Kontrol  

GRUP 3 
Sağ kulaktaki defekte 
çoğaltılmış ve büyüme 
faktörü verilerek 
kartilojeneze 
yönlendirilmiş ADAS 
hücreleri verildi. Denek 

GRUP 3 
Sol kulaktaki 
defekte  
çoğaltılmış ADAS 
hücreleri veridli. 
Kontrol  

Resim 6: Deney gruplarının şematik görünümü 
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                                       Deneysel Prosedür 

 

Birinci cerrahi prosedür; cilt altı yağ dokusunun elde edilmesi  

 

A. Tavşana i. m. ketamin 25mg/kg + xylazin 5mg/kg karışımıyla genel anestezi 

uygulandı.  

B. Tavşan ameliyat masasına sırt üstü yatırılarak kasık bölgesi tıraş edildi.  

C. Bölge daha sonra betadin solüsyonuyla temizlenerek orta sagital hattan 

yapılan insizyonla cilt katı açıldı.  

D. Tavşanın kasık bölgesindeki cilt altı yağ dokusu(20-25ml) eksize edildi.  

E. Elde edilmiş yağ dokusu steril enjektör içinde laboratuara götürüldü(Resim 

7–8) 

 

              
 

 

 

Resim 7: Tavşanın kasık yağ dokusunun alınması       
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 Yağ dokusundan SVF elde edilmesi 

 

A. Yaklaşık 20-25 ml hacimli yağ dokusu doku makasıyla küçük parçalar 

halinde doğrandı.  

B. Antibiyotik içeren 20 ml HBSS (Hank's buffered salt solution) ile 5 kere 

yıkanarak kan ve diğer yapıların yağ dokusundan uzaklaştırılması sağlandı(resim 9).  

C. Yağ dokusu % 0,2 Tip 2 kollajenaz solüsyonu ile 37 0C de 2 ile 3 saat 

karıştırılarak çalkalandı(Resim 10) 

D. %10 FBS(fetal bovine serum) eklenerek kollajenaz aktivitesi durduruldu ve 

400xg de 10 dakika santrifüj yapıldı.  Üst sıvı atılarak alttaki pellett hücreleri ile 

çalışmaya devam edildi.  

E. Hücre pelleti içindeki eritrositleri uzaklaştırmak için 20 ml hücre lizis tamponu 

eklendi ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi.  

F. 300xg de 10 dakika santrifüj yapıldı ve üst sıvı atıldı.  Hücre pelleti 5ml PBS 

(phosphate buffered saline) ile karıştırıldı(Resim11) 

Resim 8: Yağ dokusunun steril enjektörle transportu 
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G. Hücre süspansiyonu 100 µm çapa sahip delikli yapıdan süzdürüldü.  50 ml 

lik tüpte toplanan hücreler bu seferde 40 µm çapa sahip delikli yapıdan süzdürüldü.  

Böylelikle hücre dışındaki büyük yapılardan ayrıldı.  

H. 50 ml tüpte toplanan hücre süspansiyonu 45 derece açıyla tutulan 20 ml 

histopaque solüsyonu üzerine damla damla bırakılarak histopaque solüsyon üzerinde 

kalması sağlandı.  

İ.  400xg de 30 dakika santrifüj yapılarak hücrelerin gradient olarak ayrılması 

sağlandı.  Santrifüj sonrası en üstte beyaz bulutumsu bir tabaka dikkatlice çekilip yeni 

bir tüpe aktarıldı(Resim 12) 

J.  Bu hücre süspansiyonun hacmi kadar yıkama tamponu eklendi ve 300xg de 

10 dakika santrifüj yapıldı.  Üst sıvı atıldı ve tekrardan yıkama tamponu ile hücreler 

karıştırılarak santrifüj edildi.  Bu işlem 3 kere tekrarlandı.  

K. Elde edilen SVF trypan blue ile boyanarak ışık mikroskobu altında sayıldı.  

10-12. 000. 000 canlı hücre sayıldı.  SVF 200µl SF ile süspanse edilerek 

kullanıldı(Resim 13).  

 

             
 

 
Resim 9: Küçük parçalara ayrılmış ve yıkanmış yağ dokusu 
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Resim 10: Kollajenazla işlenmiş ve hücrelere ayrılmış yağ dokusu 

Resim 11: Tüpün dibinde ADAS ile zengin hücre pelleti görülmekte 
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Resim 12: Santrifuj sonrası histopaque madde üzerinde toplanan ADAS tan 
zengin bulutumsu tabaka 

Resim 13: Işık mikroskobunda ADAS görüntüleri (40x büyütme)  
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ADAS hücrelerinden kültür elde edilmesi 

 

A. Hücreler 130cm2 lik hücre kültürü kaplarına ekildi.  MKH büyüme 

ortamı((mesenchymal stem cell growth medium) ile kültüre edildi.  

B. 2 gün sonra ortam yıkanarak değiştirildi ve hücre yoğunluğuna göre 

pasajlandı.   

C. % 90 confluent olunca tekrar pasajlandı.  

D. 3 gün arayla 2-3 pasaj daha yapılarak yaklaşık 5.000.000 ADAS elde edildi.  

Hücreler 200µl MKH büyüme ortamında süspense edilerek kullanıma hazır duruma 

getirildi.  

 

Büyüme faktörü aracılığıyla ADAS hücrelerinin kartilojeneze yönlendirilmesi  

 

A. Aynı yöntemle elde edilen SVF MKH büyüme ortamında145 cm2 hücre 

kültürü kabına ekildi.   

B. Confluent olan örnekler %10 DMEM(Dulbecco modified eagle medium)  

%20 PBS içeren mediumda donduruldu.  

C. Tekrar açılarak hücreler 130 cm2 kaplara ekildi.  Sayıları 1. 500. 000 

gelinceye kadar MKH büyüme ortamında çoğaltıldı 

D. 145 cm2 hücre kültür kabına pasajlanarak %1 PBS içeren DMEM 

solüsyonunda bekletildi.  

E. Hücreler kültür kabına yapışınca 10ng/ml TGFb eklendi.   

F. 2.  gün sonunda ortam yıkanarak 4.  gün sonunda hücreler kullanıma hazır 

hale getirildi.  5. 000. 000 kök hücre 200µl MKH büyüme ortamında süspense edildi.  

G. Kontrol amaçlı sol kulaktaki defekte vermek için yukarıda tarif edildiği 

gibi(Bkz. ADAS hücrelerinden kültür elde edilmesi)  5. 000. 000 kök hücre hazırlandı 

 

ADAS hücrelerinin işaretlenmesi  

 

Elde ettiğimiz dokunu verdiğimiz ADAS hücrelerinden oluştuğunu kanıtlamak 

amacıyla işaretleme işlemi uygulandı.  
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A. Tüm gruplarda hazırlanan hücre süspansiyonları kıkırdak defektine 

verilmeden önce DiI boyasıyla işaretlendi.  DiI boyası ile işaretlenen kök hücreleri 

mikroskobik inceleme sırasında DAPİ ile tayin edildi.   

B. αMEM solüsyonda 1×10^6 hücre/cc hesabıyla 5 μl/ml DiI (fluorescent 

lipophilic tracer) boyası eklendi 

C. 5% CO2 ortamda 37°C de 20 dakika bekletildi, 

D. 5 dakika 450xg’de santrifüj edilerek phosphate-buffered saline solüsyonla 

tekrar süspansiyon yapıldı.  

                               

İkinci cerrahi prosedür;  kıkırdak defekti oluşturulması   

 

A. Yağın alınması sırasında kullanılan aynı yöntem ile anestezi verilerek tavşan 

sırtüstü pozisyonda yatırıldı.      

B. Bilateral kulaklar tıraş edilerek povidon iodin solüsyonuyla temizlendi.  

C. Kulak posteriyorundan 2x2 cm boyutlarda insizyon yapılarak kıkırdak 

üzerinden bazı proksimale doğru olacak şekilde perikondrokütanöz flep (cilt ve 

perikondrium bir birinden ayrılmadan kompozit şekilde) eleve edildi(Resim 14) 

D.  Her iki yüzeydeki perikondrium tabakası titiz bir şekilde korunarak kıkırdak 

2x2cm boyutlarda eksize edildi(Resim 15–16) 

E. Perikondrokütanöz flep yerine sütüre edilerek sıvı geçirmeyecek boşluk 

oluşturuldu.  

F.  Kök hücreler süspansiyon halinde travmatize olmamaları için yavaş akımla 

ve büyük menfezli plastik enjektör aracılığıyla her gruba uygun içerikte defekte 

verildi(Resim 17).  
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Resim 14: Perikondrokütanöz flebin kaldırılması 

Resim 15: Kıkırdak diseksiyonu 
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Resim 16: Eksize edilmiş kıkırdak  

Resim 17: Oluşturulmuş hermetik defekte ADAS süspansiyonu verilmesi 
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Tüm denekler 40.  gün yüksek doz phenobarbitale kullanılarak sakrifiye edildi.  

15 hayvanda toplam 30 kulak olmak üzere sonuçlar makroskobik ve mikroskobik 

olarak değerlendirildi.  

 

                                       Değerlendirme 

 

Makroskobik değerlendirme 

 

 Oluşturulmuş kıkırdak defekt bölgesi öncelikle cilt ve cilt altı dokulardan diseke 

edilerek ayrıldı.  Boyut olarak, çevredeki kıkırdak kenarıyla ilişkisi, kalınlık ve 

deformasyon derecesine göre değerlendirildi.  Daha sonra çevresinde 5-6mm salim 

kıkırdak bırakılacak şekilde kesilerek bütün olarak histolojik incelemeye tabii tutuldu.   

                         

Mikroskobik değerlendirme     

A.   Işık Mikroskobik Doku İzleme Protokolü; 

 Örnekler Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim 

Dalı Laboratuarında işleme tabii tutuldu.  %10’luk formaldehit ile tespit edilen dokular, 

fiksatifin uzaklaştırılması amacıyla 1 gece akarsu altında yıkandıktan sonra, 

dehidratasyon amacıyla 20’şer dakika %70, %80 ve %96’lık etil alkol serilerinden 

geçirildi.  Ardından aseton ve ksilen serilerinden geçirildi.  60˚C’lik etüv içinde parafin 

ile immersiyonu sağlandıktan sonra dokular parafin bloklar içerisine gömüldü.  

 

B.   Hematoksilen-Eozin İle Boyama Protokolü; 

Mikrotom (Reichert-Jung) aracılığı ile alınan 5µ’luk parafin kesitler 

deparafinizasyon işlemi için 1 gece 60˚C’lik etüvde bırakıldıktan sonra, 30’ar dakika 

iki değişim ksilene tabi tutuldu.  Ardından rehidratasyon işlemi için %96’dan %70’e 

azalan alkol serilerinden geçirilen kesitler distile su ile yıkandı.  2 dakika 

hematoksilen (33230, Riedel-de Haen, Almanya) ile boyamanın ardından, boyanın 

fazlasının dokudan uzaklaştırılması için 5 dakika akarsuda yıkanan kesitler, 30 

saniye eozin (1345, Merck, Darmstadt, Almanya) boyası ile boyandı.  Aynı şekilde 5 

dakika akarsu altında yıkama yapıldıktan sonra sırasıyla %70, %80 ve %96’lık alkol 

serilerinden geçirilip havada kurutulan kesitler şeffaflaştırma amacıyla 30’ar dakika iki 
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değişim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) 

ile kapatıldı.  

 

C. Orcein İle Boyama Protokolü; 

Kesitler %70’lik alkole kadar dehidratasyon yapıldı.  Kapağı kapalı şalede 90 dk 

tutulduktan sonra akarsuda yıkandı.  %70’lik alkolle çalkalama yapıldıktan sonra 1 dk 

Light Green’de tutuldu. Akarsuda çalkalanıp  %70’lik alkolden başlayıp dehidratasyon 

yapıldı.  Kesitler şeffaflaştırma amacıyla 30’ar dakika iki değişim ksilende tutulduktan 

sonra entellan ile kapatıldı.  

 

D.   Alcian Blue ile Boyama Protokolü; 

Kesitler distile suya alındı.  5 dk Alcian Blue (pH: 2,5) uygulandıktan sonra 

distile su ile yıkandı.  5 dk Eosin’de tutulduktan sonra tekrar distile su ile yıkandı.  

%70’lik alkolden absolü alkole doğru alkol serilerinden geçirildi.  Şeffaflaştırma 

amacıyla 30’ar dakika iki değişim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatıldı.  

 

E.   DiI ile boyama protokolü; 

Kesitlerin bir bölümü Toluidin Blue ile boyandı.  Bu kesitler flüoresan 

mikroskobunda Dil boyası(1,1’-dioctadecyl-3. 3. 3’,3’-tetramethylindocarbocyanine 

perchlorate) ile işaretlenmiş ADAS hücrelerinden gelişmiş kondrositleri tayin etmede 

kullanıldı(Resim 18).   

Kesitlere kıkırdak defektlerinde kullanılan histolojik derecelendirme yöntemi 

uygulanarak, oluşmuş dokunun kalitesi belirlendi.  Bunun için Ulutaş ve arkadaşları 

tarafından elastik kıkırdak için geliştirilmiş ve 2005 yılında yayınlanmış histolojik 

derecelendirme yöntemi kullanıldı(Tablo1).   

Gruplar kendi aralarında ve kontrol grupları ile karşılaştırılarak sonuçlar Student 

t-testi ile istatistiksel olarak değerlendirildi.  
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Tablo 1: Kıkırdak rejenerasyonunun histolojik olarak değerlendirilmesi(15). 

 

Hücre morfolojisi Çevre kıkırdakla bağlantı 

Fibröz doku + mezenşim(az)              1 Çevreyle bağlantı yok                          0 

Fibröz doku + mezenşim(çok)            2              Tek tarafta bağlantı mevcut                 1 

Mezenşim + kıkırdak(az)                    3              Tüm taraflarda bağlantı mevcut           2 

Mezenşim + kıkırdak(çok)                   4                      

Kıkırdak(%100)                                   5  

 

 
 
                                        
                                       

 

Resim 18: Kıkırdak defektine verilmeden önce DiI boyası ile işaretlenmiş ve 
40 gün sonra DAPİ ile tayin edilmiş kök hücreler (40xbüyütme) 
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                                           BBUULLGGUULLAARR    

 
                            Makroskobik Değerlendirme 
 

Grup 1  

 

Hem kontrol, hem de denek grubunda defektin bir miktar küçüldüğü, 

kenarlardan minimal kalınlaşma şeklinde kıkırdak rejenerasyonu olduğu görüldü.  

Kontrol grubunda defektin santral alanlarında yeni doku oluşumu olmadığı veya 

minimal doku rejenerasyonu olduğu izlendi.  Oysa tüm denek grubunda santralde 

bazı alanlarda yeni doku oluşumu gözlemlendi ve defektin onarım miktarı kontrol 

grubundan daha fazla olarak izlendi(Resim19-20).   

 

Grup 2 

 

Kontrol grubunda defektin bir miktar küçüldüğü, kenarlardan minimal kalınlaşma 

şeklinde kıkırdak rejenerasyonu olduğu görüldü.  Bu görüntü grup 1.  kontrol grubuyla 

benzerlik göstermektedir.  Denek grubunda kontrol grubuna benzer olarak defekt 

kenarlarında yeni kıkırdak oluşumu ile beraber defektin santralinin de tamamen 

dolduğu izlendi.  Defektin santralindeki yeni dokunun kıkırdak benzeri saydam 

gümüşi renkte olduğu ve çevre kıkırdakla kıyaslandığında ince olduğu saptandı.  

Santraldeki bu dokunun kısmi olarak elastik kıkırdağa benzer sertlikte olduğu 

belirlendi.  Kontrol grubunda santral alan rejenerasyonu gözlenmedi(Resim 21–22).   

 

Grup 3 

 

Hem denek, hem de kontrol grubunda defektin tamamının veya tamama yakın 

yeni dokuyla dolduğu izlendi(Resim 23–24).  Her iki kulakta oluşan dokunun renk ve 

yapısının kıkırdakla uyumlu olduğu görüldü.  Denek tarafta oluşan dokunun 

kalınlığının kontrol tarafa nazaran daha fazla olduğu ve kıvamında daha sert olduğu 

saptandı.   
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Tüm denek ve kontrol gruplarını karşılaştırdığımız zaman en iyi sonuçların Grup 

2.  denek ve Grup 3.  denek ve kontrol gruplarında olduğu gözlemlendi.  Grup 1.  

denek grubunda(sadece SVF kullanılan) sonuçların kontrol grubuna nazaran daha iyi 

olduğu, fakat 2x2 cm kıkırdak defektini tam onaramadığı görüldü.  
 

 

 

       
 
 

Resim 19: Grup 1, kontrol grubu sol kulak 
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Resim 20: Grup 1, denek grubu sağ kulak 

Resim 21: Grup 2, kontrol grubu sol kulak 
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Resim 22: Grup 2, denek grubu sağ kulak 

Resim 23: Grup 3, kontrol grubu sol kulak 
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                                    Mikroskobik Değerlendirme 
 

Grup 1 

 

Hem denek, hem de kontrol grubunda periferde bir miktar rejenerasyon ve yeni 

kıkırdak oluşumu gözlendi.  Denek grubunda bunun dışında defektin diğer 

alanlarında da kısmi yeni doku oluşumu gözlenmekteydi.  Oluşan doku daha çok 

mezenşim görüntülü olsa da bazı alanlarda kondrosite benzer yeni hücreler saptandı.  

Grup 1.  denek defektlerinde yeni doku oluşumu Grup 3.  ve Grup 2.  denek 

defektlere rağmen az olsa da Grup 1.  kontrol defektlere nazaran önemli ölçüde 

fazlaydı(Resim 25–28).    

Grup 1.  denek grubu için hücre morfolojisi değerleri 1-2, ortalama 1,8 ve çevre 

ile bağlantı değerleri 1, ortalama 1 olarak derecelendirildi.  Grup 1.  kontrol grubu için 

hücre morfolojisi değerleri 1, ortalama 1 ve çevre ile bağlantı değerleri 0-1, ortalama 

0,6 olarak belirlendi(Tablo 2).   

Resim 24: Grup 3, denek grubu sağ kulak 
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Resim 25: Grup 1. kontrol grubu. Olgu 5. Kıkırdak kenarında minimal 
rejenerasyon görülmekte. HE boyaması. (4x büyütme) 

Resim 26: Grup 1. kontrol grubu. Olgu 5. Kıkırdak kenarında minimal 
rejenerasyon görülmekte. HE boyaması. (20x büyüyme) 

Defekt alanı Defekt kenarı 

Yeni oluşan kıkırdak Defekt kenarı 
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Resim 27: Grup 1. denek grubu. Olgu 3.  Kısmi yeni doku oluşumu mevcut. 
HE boyaması. (4x büyütme) 

Resim 28: Grup 1. denek grubu. Olgu 3. Kısmi yeni doku oluşumu mevcut. 
AB ile boyamada lacivert renk proteoglikan toplanmasını göstermekte. (20x 
büyütme) 

Yeni oluşan kıkırdak 

Eski defekt kenarı 

Yeni oluşan kıkırdak 

Defekt kenarı 
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Grup 2 

 

Grup 2.  kontrol defektlerin histolojik görüntüleri Grup 1.  kontrol görüntülerine 

benzer özelliklerdeydi.  Grup 2.  denek defektlerin histolojik değerlendirmesi yeni 

doku oluşumunu, bu dokunun daha fazla kıkırdağa benzer olduğunu göstermektedir.  

Kontrol grubundan farklı olarak denek grubunda sadece defekt kenarında değil, aynı 

zamanda defekt santral alanlarda da yeni doku oluşumu gözlemlendi.  Bu doku 

makroskobik görüntüsüne uygun olarak miksrokobik incelemede de normal 

kıkırdaktan farklıydı.  Eski kıkırdak hücrelerinin yanında daha küçük, daha ağırlıklı 

mezenşime benzer hücreler mevcuttur.  Bu hücreler arasında küçük, ama kondrosite 

benzer morfolojili hücreler saptandı.  Bu hücrelerin çevresinde proteoglikan ve elastik 

fibrillerin toplanması yeni oluşan dokunun elastik kıkırdak benzeri olduğunu 

kanıtlamaktadır(Resim 29–30).  

Grup 2.  denek grubu için hücre morfolojisi değerleri 3-4, ortalama 3,2 ve çevre 

ile bağlantı değerleri 1-2, ortalama 1,8 olarak derecelendirildi.  Grup 2.  kontrol grubu 

için hücre morfolojisi değerleri 1, ortalama 1 ve çevre ile bağlantı değerleri 0-1, 

ortalama 0,8 olarak belirlendi(Tablo 2).   

 

        
 

Resim 29: Grup 2. denek grubu. Olgu1. Yeni doku oluşumu. AB ile 
boyamada lacivert renk proteoglikan toplanmasını göstermekte. (4x 
büyütme) 

Eski defekt kenarı Yeni oluşan kıkırdak 
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Grup 3 

 

Grup 3.  denek taraf defektlerinde sadece kenarlarda değil, diğer alanlarında da 

yoğun yeni doku oluşumu gözlemlendi.  Bu dokuda mezenşimal hücrelerin yanı sıra 

Grup 2.  denek grubundan farklı olarak daha fazla kondrosite benzer hücreler 

görülmektedir.  Bu hücreler ister yapı, isterse de proteoglikan ve elastik liflerin 

hücreler arası alana toplanması açısından kıkırdak karakterlidir.  Grup 3.  kontrol 

grubundaki görüntüler Grup 2.  denek defektlerinin görüntüleriyle benzerdir.  TGFb 

verilen Grup 3.  denek tarafındaki defektlerde yeni oluşan dokunun özellikleri 

açısından kıkırdağa daha çok benzediği mikroskobik inceleme ile gösterilmiştir(Resim 

31-35).   

Grup 3.  denek grubu için hücre morfolojisi değerleri 3-4, ortalama 3,8 ve çevre 

ile bağlantı değerleri 1-2, ortalama 1,8 olarak derecelendirildi.  Grup 3.  kontrol grubu 

Resim 30: Grup 2. denek grubu. Olgu1. Yeni doku oluşumu. Orcein ile 
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandığını göstermekte. (4x 
büyütme) 

Yeni oluşan kıkırdak Defekt kenarı 
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için hücre morfolojisi değerleri 2-4, ortalama 3 ve çevre ile bağlantı değerleri 1-2, 

ortalama 1,8 olarak belirlendi(Tablo 2).   

 

         
   

 

 

Resim 31: Grup 3. denek grubu. Olgu1. Yeni doku oluşumu. AB ile boyamada 
lacivert renk proteoglikan toplanmasını göstermekte. (4x büyütme) 

Eski defekt kenarı 
Yeni oluşan kıkırdak 
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Resim 32: Grup 3. denek grubu. Olgu1. Yeni doku oluşumu. Orcein ile 
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandığını göstermekte. (20x 
büyütme) 

Resim 33: Grup 3. kontrol grubu. Olgu3. Yeni doku oluşumu. HE ile 
boyama. (4x büyütme) 

Eski defekt kenarı Yeni oluşan kıkırdak 

Yeni oluşan kıkırdak 
Defekt kenarı 
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Resim 34: Grup 3. deney grubu. Olgu3. Yeni doku oluşumu. Orcein ile 
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandığını göstermekte. (4x 
büyütme) 

Yeni oluşan kıkırdak 

Eski defekt kenarı 

Resim 35: Grup 3. deney grubu. Olgu3. Büyük lakunalı eski kondrositlerle 
beraber benzer yapılı, ama küçük lakunalı yeni kondrosite benzer hücreler 
görülmekte. AB ile boyamada lacivert renk proteoglikanların toplandığını 
göstermekte. (40x büyütme) 
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                                İstatistiksel Değerlendirme 

 

Sonuçlar bilgisayarda Sigmaplot programı kullanılarak Student t-testi ile 

değerlendirildi.  Her grup kendi içinde denek ve kontrol olarak ve diğer gruplarla 

çapraz şekilde karşılaştırıldı.  Grup 1.  denek(SVF verilen) ve kontrol(boş bırakılan) 

gruplar arasında makroskobik değerlendirme sırasında denek grup sonuçları daha iyi 

olmasına rağmen iki grup arasındaki fark hücre morfolojisi ve çevre ile bağlantı 

skorları açısından istatistiksel olarak anlamlı değildi(p>0,05).  Grup 2.  denek 

grubun(çoğaltılmış ADAS verilen) sonuçları kontrol(sadece MKH ortamı verilen) grup 

sonuçlarıyla karşılaştırıldığında makroskobik değerlendirmeye uygun olarak hücre 

morfolojisi ve çevre ile bağlantı skorları denek grubunda istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde iyi bulundu(p>0,05).  Aynı zamanda Grup 2.  denek grubun(çoğaltılmış ADAS 

verilen) sonuçları Grup1. denek grubu(SVF) sonuçları ile çapraz karşılaştırıldı.  Grup 

2.  denek tarafında elde edilen skorlama sonuçları Grup 1.  denek tarafından elde 

edilenlerden istatistiksel olarak anlamlı olacak düzeyde iyi bulundu.  Grup 3.  

denek(çoğaltılmış ve kartilojeneze yönlendirilmiş ADAS verilen) ve kontrol(çoğaltılmış 

ADAS verilen) gruplar arasında yapılan değerlendirmede istatistiksel olarak anlamlı 

fark bulunmadı.   Grup 3.  denek ve kontrol grupların sonuçları çapraz 

değerlendirmede Grup 1.  denek ve kontrol sonuçlarından iyiydi ve istatistiksel olarak 

anlamlı fark mevcuttu(p>0,05).  Grup 3.  denek ve kontrol gruplarla Grup 2.  denek 

grubu sonuçları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı.   
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Tablo 2.  Kıkırdak defektlerinin histolojik derecelendirmeye göre değerlendirilmesi 

 

 Grup 1 Grup 2 Grup 3 

 Hücre 

morfolojisi 

Çevreyle 

bağlantı 

Hücre 

morfolojisi 

Çevreyle 

bağlantı 

Hücre 

morfolojisi 

Çevreyle 

bağlantı 

Olgu1 2 1 3 2 4 2 

Olgu2 2 1 3 2 4 2 

Olgu3 2 1 3 2 4 2 

Olgu4 1 1 3 1 3 1 

D 

E 

N 

E 

Y  Olgu5 1 1 4 2 4 2 

Olgu1 1 1 1 1 2 2 

Olgu2 1 1 1 0 3 2 

Olgu3 1 0 1 1 3 1 

Olgu4 1 1 1 1 3 2 

K 

O 

N 

T 

R 

O 

L 

Olgu5 1 0 1 1 4 2 

                                               
                                             

 
                                              TARTIŞMA 
    
 

Doğumsal ve edinsel(travma, tümör rezeksiyonu vb) nedenlerle kıkırdak 

defektleri oluşmaktadır(1–3). Kıkırdağı sararak beslenmesinden ve 

rejenerasyonundan sorumlu olan perikondrium tabakası ancak milimetrik düzeydeki 

defektleri onarabilmektedir.  Perikondriumun rejenerasyon kapasitesi genellikle 

oluşan defektlerin büyüklüğü göz önüne alınırsa yetersizdir(15-16).  

Tavşan kulağında yapılan bir çalışmada perikondriumun kıkırdakta oluşturulmuş 

1x1 cm defekti onaramadığı, başka bir çalışmada ise 2x2 cm çapında kıkırdak 

defektlerini kapatamadığı görülmüştür(17–18).  Biz de bu nedenle daha güvenilir 
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sonuç elde etmek için çalışmamızda perikondriumun tek başına onarmasının 

mümkün olmadığı büyük(2x2 cm) kritik hacimli kıkırdak defektlerini kullandık.   

Kıkırdak rejenerasyonunu arttırmak için yeni yöntemler üzerinde çalışmalar 

yapılmıştır.  Kıkırdak defektlerini onarmak için kullanılan yöntemleri aşağıdaki 

gruplara ayırabiliriz: 

o Kıkırdağın rejenerasyonunu arttırıcı mekanik yöntemler 

o Greft kullanımı 

o İnorganik implant kullanımı 

o Hücre kültürü içeren yöntemler 

o Kombine yöntemler  

Mekanik yöntemler başlığı altında girişte özetlenen bu yöntemler arasında 

mikrofraktürler, drille delme, abrazyonlar denenmiş, fakat istenilen sonuçlar elde 

edilmemiştir.  Burkart ve Imhoff 2001yılında,  Agneskirchner ve arkadaşları 2002 

yılında, Steadman ve arkadaşları 2001 yılında eklem yüzeylerinde osteokondral 

rejenerasyonu arttırmak için mikrofraktür yöntemini kullanmış, fakat yeterli sonuç elde 

edememişlerdir.  Müller ve arkadaşları 1999 yılında kıkırdak rejenerasyonunu 

arttırmak için eklem yüzeylerinde drilleme yöntemini kullanmışlardır.  Sonuçlar yine 

yetersiz olarak bildirilmiştir(26-29) 

Rejenerasyon arttırıcı yöntemlerin başarısız olması nedeniyle kıkırdak 

onarımında günümüzde en çok kullanılan yöntem kıkırdak greftleridir.  Kıkırdak 

greftleri otogreft veya homogreft şeklinde olabilir.  Başka bir kaynaktan elde edilen 

homogreftler sınırsız kaynak teşkil etmesi, verici alan morbiditesi yaratmaması gibi 

avantajlara sahiptir ve maksillofasiyal rekonstrüktif cerrahide bazen kullanılmaktadır.  

Tüm avantajlarına rağmen homogreftlerin kullanımı doku uyuşmazlığı, zamanla 

hacmini kaybetmesi, enfeksiyon taşıma riski, hazırlanmasının maliyetli olması gibi 

dezavantajları nedeniyle kısıtlanmaktadır.  Ayrıca kadavradan doku alınarak canlı 

insana yerleştirilmesi gibi etik ve diğer sorunlar yaratmaktadır(35,37-39).  

 En ideal ve en çok kullanılan yöntem otojen kıkırdak greftleridir(30-31).  Otojen 

kıkırdak greftleri yeni yerine kolay adapte olmakta, doku rejeksiyonuna neden 

olmamakta, hacmini korumaktadır(30, 32-34). Fakat verici alan morbiditesi 

yaratmakta ve operasyon süresini uzatmaktadır.  En önemli dezavantajı da 
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kullanılabilecek donör alanlardan elde edilebilecek kıkırdak greftlerinin miktarının 

sınırlı olmasıdır(35–36).  

Rekonstrüktif cerrahide temel prensiplerden biri onarım dokusunun mümkün 

olduğunca orijinaline benzer dokudan elde edilmesidir.  Bilindiği üzere vücudumuzda 

üç tip kıkırdak mevcuttur.  Bunlardan özellikle elastik kıkırdak açısından yeterli donör 

alan sağlanması mümkün değildir.  Kıkırdak donor alanı açısından en büyük kaynak 

olan kaburga uçlarından elde edilen hiyalin kıkırdaktır. Bu nedenle büyük elastik 

kıkırdak gereksinimi olan (örneğin doğumsal mikrotia olgularda uygulanan kulak 

onarımlarında olduğu gibi) durumlarda defektleri hiyalin kıkırdakla onarmak 

zorunluluğu ortaya çıkmaktadır. İdeal onarımda ise elastik kıkırdak defektlerinin gene 

elastik kıkırdak greftleri ile onarımı gerekmektedir(35–37,39).   

Eğer kök hücre yöntemi ile elastik kıkırdak elde edilmesi sağlanabilirse bu yolla 

elastik kıkırdak defektlerinin orijinaline uygun onarımı sağlanabilecektir.  Sonuçlara 

bakıldığında özellikle Grup 3.  denek defekterde elde edilen kıkırdak benzeri dokunun 

içeriğinin elastik liflerden zengin olması kök hücre kullanılarak elastik kıkırdak elde 

edilebileceğini ortaya koymaktadır.   

Perikondrial ve periostal greftler eklem yüzeylerindeki küçük osteokondral 

defektlerde başarılıdır(15-16).  Sarı ve arkadaşlarının 2006 yılında tavşanlar üzerinde 

yapmış oldukları çalışma sırasında perikondrial ve periostal greftler otolog kanla 

kombine edilerek kullanılmıştır.  Zamanla greftlerden fibrokartilaja benzer doku elde 

edilmiştir.  Yazarlar bu dokunun kıkırdak kalitesinde olmasının tartışmalı olduğunu 

belirtmişlerdir(16).  Ulutaş ve arkadaşlarının 2005 yılında yayınlanan tavşanlar 

üzerinde yapılmış çalışmasında perikondrial ve periostal greftlerle tavşan kulağındaki 

1x1 cm kıkırdak defekti onarılmıştır(15).  Tüm çalışmalara rağmen perikondrial ve 

periostal greftler klinikte sadece dejenere diz eklemi yüzeylerinde 

kullanılabilmektedir(40–41).  

Organik ve inorganik implantlar kıkırdak defektlerinin onarımı için 

kullanılmaktadır.  Verici alan morbiditesi yaratmaması, sınırsız kaynak teşkil etmesi, 

istenilen formatta üretilebilmesi, kolay sterilizasyonu nedeniyle birçok deneysel ve 

klinik çalışmalarda kullanılmıştır.  Konulduğu yere kötü adaptasyonu, çevre 

dokulardan farklı mekanik özelliklere sahip olması,  sık deformasyona, allerjik ve 
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enflamatuar reaksiyonlara neden olması, kolay vücuttan dışarıya çıkması gibi 

istenmeyen yan etkilere sahiptir(37, 39).   

Hücre kültürü ihtiva eden yöntemlerde temel prensip az miktarda hücre elde 

ederek kültür ortamında çoğaltmak ve defekti onaracak kalitede doku elde etmektir.  

Kıkırdak için gereken başlangıç yetişkin kondrositlerden veya kök hücrelerden elde 

edilebilir.  

Yetişkin kondrositlerin kültür ortamında üretilmesi ve kıkırdak defektlerinin 

onarımında kullanımına dair çalışmalar mevcuttur(42-43).  Otolog kondrositlerin 

implantasyonu yöntemi son 10 yılda kullanılmaktadır.  Bazı başarılı sonuçlara 

rağmen yetişkin kondrosit kültürlerinin klinikte uygulanmasını engelleyen ciddi 

dezavantajları mevcuttur.  Bu dezavantajlar şu şekilde sıralanabilir;     

1.  Doku elde etmek ve uygulamak zordur.   

2.  Yetişkin kondrositler zonal belleğe sahiptir ve yüzeysel kondrositlerden elde 

edilen kültür kıkırdak derinde yaşamamaktadır.  

3.  Monolayer kültürde dediferansiye olmaktadırlar.  Yani kıkırdak özelliklerini 

kaybetmektedirler 

4.  Yetişkin kondrositlerin üremesi sınırlıdır, bireyin yaşı arttıkça üreme 

azalmakta ve bol miktar başlangıç hücre gerekmektedir, bu da ciddi verici alan 

hasarına neden olmaktadır.  

5.  Yetişkin hücrelerden yapılan kültür sonuçları tahmin edilemez, avasküler 

oldukları için yeni ortamda yaşam kapasiteleri düşüktür.       

6.  Kullanılan yöntemler maliyetlidir(45-48).  

Kök hücrelerden de kıkırdak elde etmek mümkündür.  Kök hücreler 

vücudumuzun ölen veya zarar gören hücrelerini onarmakla görevlidirler.  

Vücudumuzda her gün sınırlı sayıda ölen veya zarar gören hücreleri 

yenilemektedirler.  En büyük sorun kök hücrelerin onarım kapasitelerinin sınırlı 

olması, büyük doku kayıplarında yetersiz onarım ve düşük kaliteli skar dokusu 

oluşumudur (50-51).   Kök hücreler yeni ortamda yerel mikro faktörlerin etkisiyle 

çoğalmakta ve uygun dokuya dönüşmektedir(50, 52-53, 55).   

Kök hücreler embriyonik ve yetişkin kök hücreler olmak üzere 2 grupta 

incelenebilir.  EKH ilk defa 1981 yılında Martin tarafından tanımlanmıştır.  İlk insan 

EKH hattı 1998 yılında kullanılmıştır(59).  Bu hücreler multipotenttir, teorik olarak 
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ölümsüzdür ve her türlü hücreye dönüşebilmektedir.  Besleyici kültür ortamında 

sınırsız sayıda çoğalmaktadır.  Bu hücre hatlarının büyük bilimsel ve ekonomik önemi 

mevcuttur.  Fakat aynı zamanda ciddi dezavantajları da mevcuttur.  EKH klinik 

kullanımı sınırlıdır, üremesini kontrol etmek zordur.  Çoğu zaman teratoma 

dönüşmektedir.  Embriyonal kök hücrelerin kullanımı hakkında bilgiler çelişkilidir ve 

etik sorunlar yaratmaktadır.  Bu etik sorunlar nedeniyle birçok ülkede kullanımı yasak 

veya sınırlıdır(60-62).   

YMKH ile ilgili ilk çalışmalar Becker ve arkadaşlarına aittir(1963).  Friedenstein 

ve Petrakova ilk defa 1966 yılında sıçan kemik iliği stromal fraksiyondan mezenşimal 

kök hücreleri (MKH) ayırarak identifiye ettiler.  YMKH vücudumuzun her yerinde 

mevcuttur, pluripotent olup birçok dokudan elde edilmektedir.  En sık kullanılan kemik 

iliğinden elde edilen kök hücrelerdir(70-78).  

Bu hücrelerin mezenşimal kökenli dokulara (kemik, bağ, kas, kıkırdak, yağ)  

dönüşebildiği gösterilmiştir.  MKH kemik iliği hücre populasyonunda %0. 001–0. 01 

paya sahiptir(68-69).  

Kemik iliği kaynaklı kök hücrelerin birçok dezavantajı mevcuttur.  Sınırlı sayıda 

elde edilmesi, kemik iliği ponksiyonu gibi ağrılı ve travmatik yöntem kullanılması 

kemik iliği kaynaklı kök hücrelerin kullanımını sınırlamaktadır(90,99).  

Diğer kök hücrelerin kullanımındaki dezavantajları nedeniyle biz çalışmamızda 

elde edilmesi ve uygulanması daha kolay olan yağ kökenli yetişkin mezenşimal kök 

hücreleri(ADAS) kullandık.  İlk defa 2001 yılında Zuk ve arkadaşları tarafından insan 

lipoaspiratından elde edilmiştir.  Lipoaspirattan kök hücreden zengin stromal vasküler 

fraksiyon (SVF) elde edilerek fibroblastlar, kas hücreleri, preadipositler, kemik iliği 

kökenli MKH ile karşılaştırılmıştır.  İn vitro ortamda farklı kültür ortamları kullanılarak 

kök hücrelerden osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve miyojenik farklılaşma 

gözlemlenmiştir(7-8).  Diğer kök hücre kaynaklarına göre daha verimlidir (61).  1gr 

yağ dokusundan 10. 000-25. 000 kök hücre elde edilebilmektedir (98).  Yapılan 

başka bir çalışmaya göre 1gr cilt altı yağ dokusundan 5000 kök hücre elde edilmiştir.  

Karşılaştırma yapıldığında 1gr kemik iliğinden 100 – 1000 arası kök hücre ayırmak 

mümkündür(99).  Diğer bir deneysel çalışmaya göre 1gr yağ dokusundan 350. 000 

preadiposit izole edilebilmektedir(100).   
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Huang ve arkadaşlarının 2004 de yayınladıkları deneysel çalışmada in vitro 

koşullarda ADAS hücrelerin kondrojenik ortam etkisiyle 48 saat içinde nodüller 

oluşturduğu ve tip2 kollajen, kondroitin–4-sülfat ve keratan sülfat sentezlediği 

görüldü.  Kıkırdak için özellikli sayılan bu proteoglikanların salgılanması yeni kıkırdak 

oluştuğunu göstermektedir(10).  

Suresh ve arkadaşları 2003 yılında tavşanlarda osteokondral defektlerin ADAS 

hücrelerle onarımina dair deneysel çalışmayı yayınladılar.  Çalışma sırasında 

tavşandan kemik iliği, dermis, yağ dokusu ve periost alınarak kök hücre elde 

edilmiştir.  Daha sonra tavşanların femur başında 6x3x1mm osteokondral defekt 

oluşturularak farklı hayvanlarda ADAS hücreleri, kemik iliği kökenli kök hücreler, 

periost kökenli kök hücreler, dermis kökenli kök hücreler, otogreft(osteokondral) ile 

onarılmıştır.  2, 6, 12, 24 hafta sonra sakrifiye edilen hayvanların onarılmış femur 

başı defektleri histolojik ve biyomekanik incelemeye tabii tutulmuştur.  En iyi sonuçlar 

ADAS hücreleri ile onarılan deneklerden elde edilmiştir(61).   

Wei ve ark.  2006 yılında yayınladıkları in vitro deneysel çalışmada tavşandan 

elde edilen ADAS hücreleri kondratin sülfat ile kombine edilerek fibrin skafold 

üzerinde deneye tabi tutulmuştur.  Kontrol grubunda sadece ADAS hücreleri, deney 

grubunda ADAS hücreleri ve kondratin sülfat kullanılan çalışmadan 14 gün sonra 

sonuçlar histolojik olarak analiz edilmiştir.  Her iki grupta ADAS hücrelerin 

kondrositlere farklılaşmış olduğu görülse de deney grubunda kondratin sülfat etkisiyle 

daha fazla hücre proliferasyonu, proteoglikan sentezi izlenmiştir.  Elde edilen veriler 

çevredeki glikozaminglikan yapılı kondratin sülfatın ADAS hücrelerinden yeni kıkırdak 

oluşmasına pozitif yönde etki ettiğini göstermektedir(1).  

Başka bir çalışmada ADAS hücrelerin farklılaşması için adenovirüs sentezli 

GDF-5 (growth and differentiation factor 5) kullanılmıştır.   Sıçan ADAS hücreleri 

GDF-5 sentezleyen adenovirüs vektörüyle kombine edildikten sonra in vitro kıkırdak 

oluşumu izlenmiştir.  Kontrol gruplarında ADAS hücreleri üreyen ortama GDF-5 ve 

TGFb eklenerek deney grubuyla karşılaştırılmıştır.  Tüm gruplarda neokartilojenez 

gözlemleyen araştırmacılar GDF–5 kondrojenik olduğunu, bu amaçla hücre kültürü 

çalışmalarında kullanılabileceğini gösterdiler(58).   

Dragoo ve arkadaşları 2007 yılında yapmış oldukları in vivo çalışmada ADAS 

hücrelerle tavşan femur başında 3x4mm çapında tam kat osteokondral defektleri 
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başarılı bir şekilde onardılar.  Sekiz hafta sonra femur başlarından alınan histolojik 

preparatlarda kıkırdak gelişimi gözlendi(4).   

Koga ve arkadaşlarının 2007 yılında yayınladıkları çalışmada mezenşimal 

kökenli dokulardan (eklem zarı, kemik iliği, yağ ve kas) kök hücre elde ederek onların 

kıkırdak oluşturma kapasiteleri karşılaştırıldı.  İn vitro ve in vivo tavşan femur başında 

oluşturulan 5x5x3mm osteokondral defektlerde MKH ile kıkırdak onarımı özellikleri 

araştırıldı.  Tüm MKH gruplarının kıkırdağa dönüştüğü, fakat en iyi sonuç eklem zarı 

ve kemik iliği kökenli kök hücrelerin çevresinde görüldüğü kaydedilmiştir(6).   

.  Bazı çalışmalarda diğer mezenşimal dokulardan elde edilen kök hücrelerin 

kartilojenez yönünde daha iyi sonuç verdiğine dair sınırlı sayıda bilgi olmasına 

rağmen ADAS hücrelerin kondrojenik kapasitesi ile ilgili literatürde yayınlanmış birçok 

in vitro ve in vivo çalışma mevcuttur.  Ayrıca ADAS hücrelerin daha düşük kıkırdak 

oluşturma kapasitesi hakkında bilgiler çelişkilidir ve tekrar değerlendirilmesine ihtiyaç 

vardır.   

ADAS hücrelerin kök hücre çalışmalarında kullanımını arttıran çok sayıda 

avantaj da saptanmıştır.  Minimal verici alan morbiditesi ile bol miktar pluripotent kök 

hücre elde etmek mümkündür (61, 98-100).  ADAS hücreleri kültüre edildiğinde 

üreme özelliğini, pluripotentliğini kaybetmemektedir (58, 61).  ADAS kondrojenik, 

osteojenik, miyojenik, nörojenik, adipojenik özelliklere sahiptir(9-12).  Tüm bunlar 

ADAS hücrelerini eşsiz otolog doku kaynağı yapmaktadır.   

Buna rağmen kök hücrelerin klinikte uygulanmasını engelleyen bazı faktörler 

mevcuttur:  

1.  Canlıdan elde edilen hücre sayısının yetersiz olması, bu nedenle kök 

hücreleri kültür ortamında üretmek zorunluluğu 

2.   İmplantasyon sonrası oluşan hücre apoptozu 

3.   Onarılan dokunun damarlanma problemleri 

4.   Taşıyıcı skaffold sorunları 

5.   Etik sorunlar  

6.   Yüksek maliyet(50, 56-57) 

Kök hücrelerin klinikte uygulanmasını engelleyen önemli problem maliyet 

sorunudur.  Maliyetin fazla olmasına sebep pahalı büyüme faktörleri, skafoldlar ve 

kültür ortamlarıdır.  Kök hücrelerin kıkırdak defektlerin onarımı amacıyla klinikte 
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kullanımını engelleyen dezavantajların ortadan kaldırılması, özellikle maliyetin 

azaltılması gerekmektedir.  Bu nedenle kök hücre kaynağı olarak özellikle daha kolay 

ve çok sayıda elde edilebilir olan ADAS hücrelerini tercih ettik.   

Kök hücrelerin tam olarak ayrılmadığı SVF nin ADAS yönünden zengin 

olduğunu varsayarak maliyeti azaltmak ve klinik uygulama yönünden kolaylık 

açısından bunu da kullandık.  Pahalı büyüme faktörleri kullanmak yerine uygun 

mikroçevrenin(perikondrium) kıkırdak oluşumu sağlayabileceği hipotezini araştırdık.   

Perikondriumun ince kambial katında kondroblastlar bulunduğu ve büyüme 

faktörleri salgıladığı bilinmektedir. Duynstee ve arkadaşlarının yapmış olduğu 

çalışmada perikondriumun yeni kıkırdak oluştururken TGFb ve FGF2 salgıladığı 

görülmüştür(19)  TGFb ve FGF MKH hücrelerden in vitro ve in vivo kıkırdak elde 

edilmesi için sık kullanılan büyüme faktörleridir.  (24-25)                                               

Perikondrium ince iç kambial ve dış fibroz katmandan oluşmaktadır.  Dış 

katman damarlanma açısından zengindir ve kıkırdağın beslenmesinde, iç katmansa 

rejenerasyonunda rol almaktadır.  O’Driscoll ve Fitzsimmons yaptıkları çalışmada dış 

katmanın fibroblastlar içerdiği ve yara kenarlarını onardığı, iç katmanın kondroblastlar 

içerdiği ve yeni kıkırdak oluşturduğu görülmüştür.  Çalışma sırasında ayrıca dış fibröz 

katmanın yeni kıkırdak oluşumunu durdurduğu ve fibrozise neden olduğu 

gösterilmiştir(14).  Bu ince oranı bozmamak için çalışmamızda her iki katmanı içeren 

perikondrium ve üzerindeki cilt ayrılmadan kıkırdak üzerinden kompozit 

flep(perikondrokütanöz) olarak kaldırıldı.   

Perikondriumu aynı zamanda büyüme faktörleri salgılayan ve hücrelerin 

tutunacağı skafold görevinde kullandık.  Verdiğimiz ADAS ince tabaka 

halinde(monolayer kültür) iç kambial kata tutunacağını ve bu kattan beslenerek 

çoğalacağını düşündük.   

Ayrıca kulak perikondriumu mikroçevre olarak kullanılması ile literatürde daha 

üzerinde durulmamış olan elastik kıkırdak elde etmeyi planladık.  Yayınlanan 

çalışmaları incelersek genellikle tavşan femur ucundaki osteokondral defektlerin 

kullanıldığını görebiliriz.  Tavşan femurunun ucundaki eklem yüzey boyutunu 

düşünürsek kullanılan defekt boyutunun 3-4mm den fazla olmadığı anlaşılmaktadır.  

Oysa böyle küçük defektin kendi başına kapanma ihtimali yüksektir. Biz 

çalışmamızda büyük kıkırdak defekti kullanarak perikondriumun tek başına defekti 
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onarması ihtimalini ortadan kaldırdık.  ADAS vermediğimiz kontrol gruplarında 

defektin kenarından milimetrik boyutlarda kıkırdak rejenerasyonu izlendi.  Oysa 

ADAS verdiğimiz kıkırdak defekterinde başarılı onarım sağladık.  Bu şekilde elde 

ettiğimiz sonuçların kliniğe uygulanabilir nitelikte olduğunu düşünmekteyiz.  

SVF de az sayıda ADAS olmasının kısmi rejenerasyona neden olduğunu 

düşünmekteyiz.  İnsandan yağ emme(liposuction) gibi az travmatik yöntemle 

litrelerce yağ dokusu, dolayısıyla milyonlarca ADAS elde edilebilir.  Oysa tavşandan 

elde ettiğimiz kasık yağ dokusu sadece 20-25 gramdır, elde edilen SVF içindeki 

ADAS miktarı yaklaşık 100.000-200. 000 kadardır.  İnsandan daha fazla SVF, 

dolayısıyla daha fazla ADAS elde edeceğimiz için kıkırdak defektlerini SVF 

kullanarak onarabileceğimizi umuyoruz.  Bunun için daha fazla yağ dokusu olan 

büyük hayvanlar üzerinde deneysel çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.  

Yukarıda belirtildiği üzere tavşan kasık yağ dokusundan elde edilen SVF 

içindeki MKH sayısının yetersiz olabileceği düşüncesiyle 2.  Grup planlanarak 

uygulandı.  MKH ortamında SVF kültüre edilerek yaklaşık 5. 000. 000 ADAS elde 

edildi.  Onarım dokusunun kalitesinin elastik kıkırdaktan daha düşük olduğu 

gözlemlense de ADAS verdiğimiz sağ kulak defektleri başarılı bir şekilde onarıldı.   

Bu sonuç da yukarıda belirtildiğimiz ADAS hücre sayısının arttırılmasının 

kıkırdak onarımı üzerinde olumlu etki yapacağı tezimizi kanıtlamaktadır.  Kök 

hücrelerden tam olarak ayrılmadan elde edilen SVF ile perikondriumun mikroçevresi 

kullanılan Grup 1.  denek grubu hem maliyet, hem de kliniğe uygulanabilirlik 

açısından en uygun olan gruptur.  Bu grupta makroskobik olarak yeni doku elde 

edilmiş olmasına ve mikroskobik olarak elastik lifler de içerdiği gösterilmesine rağmen 

istatistiksel olarak Grup 1.  kontrol grubu ile arasında anlamlı fark bulunmadı.  Bu 

sonuç SVF kullanımı açısından olumsuz olarak görülse de SVF ile onardığımız 

kıkırdak defektlerinde kısmen onarım dokusunun görülmesi ümit vericidir.   

 Kesitlere kıkırdak defektlerinde kullanılan histolojik derecelendirme yöntemi 

uygulanarak, oluşmuş dokunun kalitesi belirlendi.  Bunun için Ulutaş ve arkadaşları 

tarafından elastik kıkırdak için geliştirilmiş ve 2005 yılında yayınlanmış histolojik 

derecelendirme kullanıldı.  Bu histolojik derecelendirmede hücre morfolojisi ve çevre 

dokuyla bağlantı esas alınarak puanlama yapılmaktadır(Tablo1).  
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Tüm denek ve kontrol gruplarını karşılaştırdığımız zaman en iyi sonuçların Grup 

2.  denek ve Grup 3.  denek ve kontrol gruplarında olduğu gözlemlendi.  Grup 1.  

denek grubunda(sadece SVF kullanılan) sonuçların kontrol grubuna nazaran daha iyi 

olduğu, fakat 2x2 cm kıkırdak defektini tam onaramadığı görüldü.  Bu da kök hücre 

sayısının, dolayısıyla kullanılan SVF miktarının artırılması ile daha iyi sonuçlar elde 

edileceğini göstermektedir.  

 

                                          

                                  SONUÇ VE ÖNERİLER 

    

 

Elde ettiğimiz sonuçlar tavşanlarda ADAS hücrelerinin perikondrium etkisiyle 

kıkırdak defektlerini onarabileceğini kanıtlamaktadır.  ADAS hücreleri perikondrium 

etkisiyle her hangi büyüme faktörü ve skafolda ihtiyaç kalmadan kıkırdağa benzer 

dokuya dönüşmektedir.  Oluşan doku kalitesi elastik kıkırdaktan daha düşüktür.  Yeni 

oluşan dokuda bol miktar elastik liflerin belirlenmesi ADAS uygun çevrede(elastik 

kıkırdak ve perikondrium) uygun dokuya(elastik kıkırdak) farklılaştığını 

kanıtlamaktadır.   Bu dokunun mekanik özelliklerinin belirlenmesi için yeni 

araştırmalara ihtiyaç vardır.   

Kıkırdak defektlerinin SVF verilen Grup 1.  denek kapsamında kısmi, çoğaltılmış 

ADAS verilen Grup 2.  denek kapsamında tam onarımı büyük defektler için yeterli 

miktarda ADAS hücresine ihtiyaç olduğunu göstermektedir.  Bunun için ya SVF 

içindeki ADAS kültüre edilerek çoğaltılmalı, ya da daha fazla yağ dokusu(daha fazla 

SVF) elde edilmelidir.  Çalışmanın yapıldığı tavşan gibi küçük hayvanlarda elde 

edilebilecek yağ dokusu miktarı az olduğundan küçük miktarda SVF elde 

edilmektedir.  Ayrıca klinik uygulama açısından insanda yağ emme yöntemi ile 

kolaylıkla minimal donör alan morbiditesi yaratarak çok miktarda SVF elde etmek 

mümkündür.  Bu durum çalışma sonuçlarının kliniğe uygulanması açısından son 

derece ümit vericidir.  Daha fazla yağ dokusu elde etmek için daha iri hayvanlarda 

araştırma yapılmalıdır.   

Grup 3.  kapsamında kartilojeneze yönlendirilmiş deneklerle sadece çoğaltılmış 

ADAS verilen kontroller arasında anlamlı fark olmaması perikondriumun salgıladığı 
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büyüme faktörlerinin yeterli olduğunu göstermektedir.  Kök hücre çalışmalarının en 

önemli dezavantajı maliyettir.  Grup 3.  den elde edilen sonuçlar uygun mikroçevrenin 

kıkırdak farklılaşması açısından yeterli olduğunu ortaya koymuştur.  Yeterli miktarda 

SVF elde edilmesi ve farklılaşma için uygun mikroçevre kullanımı hem yöntemin 

maliyetini düşürecek, hem de uygulamayı kolaylaştıracak ciddi avantajlardır.    

Bu sonuçlar ışığında yöntemin klinik çalışmalarda planlanarak desteklenmesine 

ihtiyaç vardır.   
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