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OZET

Belirli boyutun Gzerindeki kikirdak defektlerinin onarimi zordur. Bu defektlerin
onariminda en sik kullanilan yontem otolog kikirdak greftleridir. Donér alan
kisitlamasi bu yontemin en 6énemli dezavantajidir. Bu calismada yetiskin yag dokusu
kokenli mezengimal kdk hiicrelerden perikondriumun salgiladigi biyime faktorlerinin
etkisiyle kikirdak elde edilebilirligi ve kikirdak defektlerinin bu yolla onarimi arastirildi.

Bu amagla tavsan kulaginda perikondrium korunarak 2x2 cm kikirdak defekti
olusturuldu, ayni tavsandan cilt altt yag dokusu alinarak SVF elde edildi. ADAS
hicreleri Dil boyasi ile isaretlenerek ¢ farkll grupta deneye tabi tutuldu. Kikirdak
defektlerine Grup 1 de ADAS tan zengin SVF, Grup 2 de kulture edilerek ¢cogaltiimis
ADAS hiucreleri ve Grup 3 te kultire edilerek cogaltlmis ve Kartilojeneze
yonlendirilmig ADAS hucreleri verildi.

40 gun sonra tavsanlar sakrifiye edilerek kikirdak defektlerinde olusan onarim
dokusu makroskobik ve mikroskobik olarak degerlendirildi. Sonuclar Student t-testi
ile istatistiksel analize tabii tutuldu(p<0,05).

Sonug olarak; SVF kullanilan Grup 1. denek grubunda makroskobik olarak yeni
kikirdak benzeri doku olusumu saptansa da istatistiksel olarak kontrole nazaran
anlaml fark bulunmadi. Cogaltiilmig ADAS verilen Grup 2. denek grubunda ve

cogaltilarak kartilojeneze yonlendirilmis ADAS verilen Grup 3. denek grubunda



defektlerin tam ve tama yakin onarildi§i saptandi. Fakat olusan kikirdagin kalitesinin

orijinal kulak elastik kikirdak kalitesinden dusuk oldugu goéralda.

Anahtar kelimeler: Yetiskin yag dokusu kaynakli mezengimal kok hicre,

kikirdak rejenerasyonu, mezensimal kdk hicre, kikirdak rekonstriksiyonu

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 Dil 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.



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

GIRIS

Dogumsal ve edinsel (travma, tumor, rezeksiyon vb.) nedenlerle kikirdak
defektleri olusmaktadir. Olusan kikirdak defektleri fonksiyonel ve estetik sorunlar
yaratmaktadir. Kikirdagin kendini yenilemesi sinirlidir ve genellikle yetersizdir, bu
nedenle bu olgularda olusan kikirdak defektlerinin onarimi gerekmektedir(1-3).

MKH ile kikirdak defektlerinin onarimina dair yapiimis calismalar mevcuttur.
Calismalar sirasinda biyume faktorleri ve diger pahali hicre ayirma ve kaltur
yontemleri kullanilmig, bazi pozitif sonuclar da elde edilmistir(4-6). Bu calismalar
pahali ve uzun surelidir. Ayrica kiguk capli (3-4mm) ve buyime faktdrlerinden
zengin eklem yilzeylerinde osteokondral defektlerin onariminda basari saglanmistir,
fakat klinikte uygulanabilir bir yontem gelistiriimesine olanak saglamamistir(4,6).

Yetigkin yag dokusu kaynakli mezensimal kok hicreler (Adipose derived adult
stem cell, ADAS) 2001 yilinda Zuk ve arkadaslari tarafindan insan yag dokusundan
elde edilmistir(7-8). ADAS hiucrelerinin en 0Onemli avantajlarn arasinda elde
edilmelerinin diger kok hicre kaynaklarina gore kolay olmasi, verici alan
morbiditesinin  minimal olmasi, kuiltire edildiklerinde Greme 6zelliklerini  ve
multipotentligini kaybetmemeleri sayilabilir. in vivo ve in vitro calismalar ile ADAS
hicrelerinin  osteojenik, kondrojenik, adipojenik, hepatik, ndrojenik yoOnlere
farklilagabildikleri saptanmistir(9-12).

Bilindigi gibi kok hucrelerin farklilagsmasinda mikrocevre cok ©6nemli role
sahiptir(13). Kikirdak olusumunda ise ana kaynak perikondriumdur(14).
Perikondrium kicuk caph kikirdak defektlerini onarabilmektedir, oysa daha buyik



defektlerde yetersiz kalmaktadir(15-18). Perikondriumun kikirdak rejenerasyonu
sirasinda buyume faktorleri salgiladigi bilinmektedir(19). Tavsanlar Uzerinde yapilan
bu calisma sirasinda ADAS hicrelerinin perikondriumun salgiladigr  buyime
faktorlerinin etkisiyle kikirdak htcrelerine dénusumunin saglanabilecedi hipotezi

incelendi.

Amag

1- Perikondrium etkisiyle ADAS tan kikirdak elde ederek kikirdak defektlerinin
onariminda kullanilabilirliginin arastiriimasi.

2- Kikirdak elde edilebilmesi acisindan kdilttre edilmis, kiltire edilmemis ve
biyume faktort kullanilarak kartilojeneze yoOnlendirilmis ADAS hucrelerinin
kullanilmasi ve basari oranlarinin kargilagtiriimasi.

3- Daha ucuz ve basit bir yolla elde edilen ADAS iceren SVF den kikirdak elde
edilebilirliginin ve kikirdak defektlerinin onariminda kullaniminin arastirilmasi.

4- Literaturde MKH ile kikirdak defektlerinin onarimi ile ilgili caligmalar
kucuk(3-4mm) defektlerde yapilmistir. Bu calismada 2x2 cm boyutlarinda defektler
olusturularak yontemin bagarisi incelenmistir. Buyuk kikirdak defektlerinin
kullaniilmasi modeli klinige daha uygun hale getirmistir.

5- MKH kullanilarak yapilan kikirdak rejenerasyon calismalari daha siklikla
hiyalin kikirdakta yapilmaktadir. Bu calismada elastik kikirdak rejenerasyonu
calisilmigtir.



GENEL BILGILER

Kikirdak

Yapis! ve gorevi

Kikirdak insan iskeletinin 6nemli yapitaslarindandir ve viicudumuzda dayanaklik
ve esneklik gereken yerlerdeki iskelet yapisini olugturur. Yapi olarak avaskuler olup,
kondrositlerden ve ekstraseliler matriksten olusmaktadir.  Hiyalin, elastik ve
fibrokartilaj olmak Uzere ¢ tipi mevcuttur. Her tip kikirdagin kendine 06zgu
fonksiyonu ve yapisi vardir. Hiyalin kikirdak eklem ytzeylerinde, kaburga uglarinda,
larinks, trakea ve nazal septumda bulunur. Sert, basinca dayanikli, homojen amorf
matriksli dokudur. Elastik kikirdak dis kulak, nazal yapilar, larinks ve epiglotta yer
alir. Bol elastik liflere sahip oldugu icin elastik yapili ve sari renklidir. Hiyalin
kikirdaktan farkli olarak matriksi kalsifiye olmamaktadir. Fibrokartilaj destek gereken
gergin alanlarda, intervertebral diskler, bazi ligaman ve tendonlarin yapisinda
mevcuttur. Kondrositlerden ve dens konnektif dokuyla zengin matriksten ibarettir.
Kikirdak tipini belirleyen yapisal degisiklikler ekstraseltler matriksin igcerigine baghdir,
kondrositlerde her hangi bir degisiklik gdzlenmemektedir(20-23).

Perikondriumun ozellikleri

Perikondrium  kikirdagin  yuzeyinde yerlesen ve avaskiler kikirdagin
beslenmesini saglayan ince yapidir. Ince i¢c kambial ve dis fibroz katman olmak
Uzere iki kattan olusur. Dis katman damarlanma agisindan zengindir ve kikirdagin
beslenmesinde, i¢ katmansa rejenerasyonunda rol almaktadir.  O’Driscoll ve
Fitzsimmons yaptiklari calismada dis katmanin fibroblastlar icerdigi ve yara
kenarlarini  onardidi, i¢ katmaninsa kondroblastlar icerdigi ve yeni kikirdak
olusumunu sagladigini gostermiglerdir(14).

Perikondriumun kuguk kikirdak defektlerini (milimetrik) kendi basina onardigi
bilinmektedir. Perikondrial greftlerle kiicik kikirdak defektlerinin basarili onarimina



dair calismalar mevcuttur(15-16). Perikondriumun rejenerasyon kapasitesi buyuk
kikirdak defektlerinin onariminda yetersizdir. Tavsan kulaginda yapilan bir calismada
perikondriumun kikirdakta olusturulmus 1x1 cm defekti her hangi dis etken olmadan
kapatamadigi, defektin sadece kiyisinda bir miktar yeni kikirdak olustugu
gOzlenmigtir(17). Baska bir gcalismada perikondriumun 2x2 cm c¢apinda kikirdak
defektlerini kapatamadigi gorulmustir(18). Perikondriumun ince kambial katinda
kondroblastlar bulundugu ve bliytime faktorleri salgiladigi bilinmektedir. Duynstee ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada perikondriumun yeni kikirdak olustururken
TGFb ve FGF2 salgiladidi gosterilmigtir(19). TGFb ve FGF MKH hiicrelerden in vitro

ve in vivo kikirdak elde edilmesi icin sik kullanilan btuytme faktorleridir(24-25).

Kikirdak Onariminda Kullanilan Yontemler

Mekanik yontemlerle kikirdak rejenerasyonunun arttiriimasi

Kikirdagin rejenerasyonunu arttirmak igin mikrofraktirler, drille delme,
abrazyonlar ve baska yontemler denenmis, fakat istenilen sonuclar elde edilmemistir.
Burkart ve Imhoff 2001 yilinda, Agneskirchner ve arkadaglari 2002 yilinda,
Steadman ve arkadasglart 2001 vyilinda eklem yuzeylerinde osteokondral
rejenerasyonu arttirmak i¢in mikrofrakttr yontemini kullanmisg, fakat yeterli sonug elde
edememiglerdir. Muller ve Kohn 1999 yilinda kikirdak rejenerasyonunu arttirmak igin
eklem ylzeylerinde drilleme yontemini kullanmiglardir.  Fakat yeterli kikirdak

rejenerasyonu saglanamamistir (26-29).

Bagka materyallerle onarim

Kikirdak greftleri ile onarim

Bu amagcla kikirdak otogreft ve homogreftleri ile periostal ve perikondrial otojen
greftler kullaniimistir. En ideal yontem otojen kikirdak greftleridir(30-31). Yizde

kontur duzensizliklerini onarmak igin, Ozellikle nazal boélge basta olmak uzere



kullanilmaktadir. Otojen kikirdak greftleri yeni yerine kolay adapte olmakta, doku
rejeksiyonuna neden olmamakta, hacmini korumaktadir(30, 32-34). Fakat verici alan
morbiditesi yaratmakta, operasyon siresini uzatmaktadir. En dnemli dezavantaji ise
otojen kikirdak geftinin sinirh kaynaga sahip olmasidir(35). Eklem kikirdak
onariminda bu dezavantaji asmak icin Kooy ve Weis 2000 yilinda mosaicoplasty
olarak adlandirilan bir yontem yayinladilar. Eklem ytzeylerinden silindir seklinde
alinan osteokondral oto greftler baska eklem yizeyindeki defektlere implante edildi.
Greftler sinirli da olsa viabilite géstermelerine ragmen yontemin sinirli verici alan,
verici alan morbiditesi ve 2cm? den fazla defekte uygulanamamasi gibi dezavantajlari
goraldii(36)

Baska bir kaynak olan homogreftler sinirsiz kaynak tegkil etmesi, verici alan
morbiditesi yaratmamasi gibi avantajlara sahiptir.  Maksillofasiyal rekonstruktif
cerrahide bazen kullaniimaktadir(35, 37-38). Velidedeoglu ve arkadaslar tarafindan
2005 vyilinda yayimlanan calismada solventte prezerve edilmis kadavra
homogreftlerin augmantasyon rinoplastide bagarili kullanimi bildirilmistir(35). Tdm
avantajlarina ragmen homogreftlerin kullaniimasi doku uyusmazlhgi, zamanla hacmini
kaybetmesi, enfeksiyon tasima riski, hazirlanmasinin maliyetli olmasi, kadavradan
doku alinarak canli insana yerlestiriimesi gibi etik ve diger sorunlar yaratmaktadir(35,
39).

Perikondrial ve periostal greftler eklem yuzeylerindeki kiicik osteokondral
defektlerde basarilidir(15-16). Sari ve arkadaglarinin 2006 yilinda tavsanlar tizerinde
yapmis olduklari calismada perikondrial ve periostal greftler elde edilerek kendi
Uzerinde bukuldikten sonra pos haline getirilmis, icine kan enjekte edilerek
abdominal kas dokusuna gomulmugtir. Zamanla greftlerden fibrokartilaja benzer
doku elde edilmigtir. Yazarlar bu dokunun kikirdak kalitesinde olmasinin tartismali
oldugunu belirtmislerdir(15). Ulutas ve arkadaglarinin 2005 yilinda yayinlanan
tavsanlar Uzerinde yapilmis calismasinda perikondrial ve periostal greftler elde
edilerek tavsan kulagindaki kikirdak defekti onarilmistir. 1x1 cm defektin elastik
kikirdaga benzer dokuyla basarili sekilde onarildigr bildirilmis, periostal ve
perikondrial greftler arasinda fark bulunmamigtir(16). Tum calismalara ragmen

kiguk boyutlu perikondrial greftler klinikte yalnizca dejenere diz eklemi ylizeylerinde



kullanilabilmektedir. Diz ekleminin kanlanmasi, eklem sivisinda bol progenerator

ajanlarin bulunmasi perikondrial greftlerin kullanimina izin vermektedir(19, 40-41).

Alloplastik materyaller

Organik ve inorganik implantlar kikirdak defektlerinin  onarimi igin
kullanilmaktadir. Verici alan morbiditesi yaratmamasi, sinirsiz kaynak teskil etmesi,
istenilen formatta Uretilebilmesi, kolay sterilizasyonu nedeniyle bircok deneysel ve
klinik calismalarda kullaniimigtir. Konuldugu vyere koti adaptasyonu, cevre
dokulardan farkli mekanik ©zelliklere sahip olmasi, sik deformasyona, alerjik ve
enflamatuar reaksiyonlara neden olmasi, vicuttan kolay disariya ¢ikmasi gibi son
derece ciddi istenmeyen yan etkilere sahiptir(37, 39).

Doku muhendisligi

Doku muhendisligi doku kaynagdi olarak yeni ufuklar agan, ayni zamanda umut
veren yontemler icermektedir(1). Kultur yapmak icin gereken baslangi¢ yetiskin
kondrositlerden veya kok hiicrelerden elde edilebilir.

Yetiskin kondrositlerin kultir ortaminda Uretilmesi ve kikirdak defektlerinin
onarimina dair calismalar mevcuttur(42-43). Otolog kondrositlerin implantasyonu
yontemi son 10 yildir kullanilmaktadir. Diz ekleminin az basi gelen yerinden
biyopsiyle kondrositler elde edilmekte ve monolayer kiltirde uretilmektedir. Mevcut
osteokondral kikirdak defektinin tzerine periostal greft sutlre edildikten sonra
defektle greft arasina cogaltiimis kondrositler implante edilmektedir. Postoperatif
donemde yapilan klinik, artroskopik ve histolojik muayenelerde tek lezyonlarda %
92, multipl lezyonlarda %67 basari saglanmigtir(44). Bazi basarili sonuglara ragmen
yontemin Klinikte uygulanmasini engelleyen ciddi dezavantajlari mevcuttur. Bu
dezavantajlar sirasiyla soyle 6zetlenebilir:

1. Doku elde etmek ve uygulamak zordur.

2. Yetigkin kondrositler zonal bellege sahiptir, yuzeysel kondrositlerden elde
edilen kilture edilmis kikirdak derinde yagsamamaktadir.

3. Monolayer kilturde dediferansiye olmaktadirlar. Yani kikirdak 6zelligini

kaybetmektedir.



4. Yetigkin kondrositlerin Gremesi sinirhdir, bireyin yagi arttikca azalmaktadir
Ayrica bol miktar baglangi¢ hiicre gerekmekte, dolayisiyla ciddi verici alan hasarina
neden olmaktadir.

5. Yetigskin hicrelerden yapilan kiltir sonuglari tahmin edilemez, avaskiler
olduklari icin yeni ortamda yasam kapasiteleri dusuktr.

6. Kullanilan yontemler maliyetlidir (45-48).

Kok Hicreler

Tanimi

Rejeneratif tip hizla gelisen bir bilim dahdir. Daar ve Greenwood (2007)
rejeneratif tibbi hiicre, doku veya organlarin onarimi, replasmani veya
rejenerasyonuyla ilgilenen bilim dali olarak tanimladilar. Rejeneratif tip vicudun
kayip veya hasarli dokusunun yeni fonksiyonel dokuyla replasmanini
hedeflemektedir.  Klasik tedavi yontemleriyle giderilemeyen doku veya organ
hasarlarinda devreye giren ultra modern yontemler icermektedir(49).

insan viicudu zarar goren doku ve hiicreleri onarmakla gorevli endogen sisteme
sahiptir.  Bu sistem kok hicreler ve onlari kontrol eden mekanizmalardan
olusmaktadir. Kok hicreler vicudumuzun tim dokularinda mevcuttur. Zaman
gectikge dokularimizdaki hicreler dogal ve dogal olmayan (travma, enfeksiyon,
enflamasyon) nedenlerle 6lmektedirler. Kok hticreler onlarin onarimiyla gorevlidirler.
Hucre olumiu gerceklestiginde kontrol mekanizmalari (humoral ve sinirsel) devreye
girerek kok htcreleri uyarmaktadir.  Uyarilan kok hacreler buyidk miktarlarda
cogalmakta ve undiferansiye “kok” halinden bulunduklari ¢evre etkisiyle farklilasmis

fonksiyonel hicrelere donismektedir (50-51).

Ozellikleri

Kok hicrelerin iki ana 6zelligi vardir:
1-Pluripotent dzelligini kaybetmeden sinirsiz sayida ¢ogala bilme



2-Uygun cevre kosullarinda uygun dokuya dontsebilme (50)

Kok hicrelerin mevcut doku ortaminda uygun donistm gecirdigi goralmasttr(2,
50, 52). Cevredeki hiicrelerden ve ekstraselller matriksken gelen molekuler sinyaller
kok hicrenin genlerine etki etmekte, “kok” ozelliklerini uyarmaktadir. Kok hicreler
yeni ortamda yerel mikro faktorlerin etkisiyle c¢ogalmakta ve degisim
gecirmektedir(51). Mesela insan noéral kok hicreleri kas dokusuna implante
edildiginde kas olusturdugu(Galli ve ark. 2000), kemik iligi kok hicreleri ndral dokuya
implante edildiklerinde sinir olusturdugu(Zhao ve ark. 2002; Mezek ve ark. 2003)
gOrulmustir(53-55).

Tam bu Ozellikler kok hucreler tzerindeki dikkatin artmasina ve bu konuda
gittikce artan sayida calisma yapilmasina neden olmustur. Buna ragmen kok
hicrelerin klinikte uygulanmasini engelleyen bazi dezavantajlari mevcuttur:

1. Canlidan elde edilen hiicre sayisinin yetersiz olmasi, bu nedenle kdk
hacreleri kltar ortaminda tretmek zorunlulugu

2. Implantasyon sonrasi olusan hiicre apoptozu
Onarilan dokunun damarlanma problemleri
Taslyici skaffold sorunlari
Etik sorunlar
Yuksek maliyet(50, 56-57)

Bu konuda ilk galismalar Becker ve arkadaglarina aittir. Kok hicreler(stem cell)

o g bk~ w

polipotent olup bircok farkli tipte hicreye donise bilmektedir. Kok hicreler
embriyonik ve yetiskin kok hicreler olmakla iki ana gruba ayrilmaktadirr(50, 52, 58).

Embriyonik kok hiicreler(EKH)

EKH totipotenttir. Yani her hangi doku veya hicre tipine donisebilmektedir.
Oysa yetiskin kok hiicreler pluripotenttir, daha az ¢esit hiicreye doéniismektedir. Ik
EKH zigottur. Tum diger hicreler ondan koken almaktadir. EKH implante olmamis
5-6 gunluk embriyodan elde edilmektedir(2, 50). EKH ilk defa 1981 yilinda Martin
tarafindan tanimlanmstir. ilk insan EKH hatti 1998 yilinda bilime sunulmustur(59).
2008 yilina kadar tanimlanmis olan 225 EKH hatti mevcuttur. EKH hatti teorik olarak

O0lumsiz (immortal) sayilmaktadir.  Besleyici kiltir ortaminda sinirsiz sayida
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cogalmaktadir. Elde edilen hiicrelerden biyume faktorleri ve bagka ajanlar etkisiyle
farkhlasmis ve farkli hiicre gruplari elde edile bilmektedir. Bu hiicre hatlarinin biyuik
bilimsel ve ekonomik dnemi mevcuttur. EKH klinik kullanimi sinirhdir, Gremesini
kontrol etmek zordur. Cogu zaman teratoma doniusmektedir(60) Totipotent 6zelligine
ragmen embriyonal kok hicrelerin kullanimi hakkinda bilgiler celigkilidir ve etik
sorunlar yaratmaktadir(61-62). Etik sorunlar nedeniyle bir¢ok tlkede EKH ile calisma
yapmak yasaktir veya sinirlanmis durumdadir. EKH kullanarak yeni canli yaratmak
perspektifi etik acidan sakincalidir ve bu nedenle c¢cogu arastirmaci embriyonik
olmayan kok hicrelere yonelmis durumdadir. Tim bu sorunlara ragmen EKH ile
calismalar buyik potansiyele sahiptir. Diyabet (Soria ve arkadaglari, 2000), omurilik
yaralanmalari (Hendricks ve arkadaglar, 2006), karaciger (Duan ve arkadaslari,
2007) ve kalp nakli (Kofidis ve arkadaslari, 2005) ile ilgili caligmalar
yuratilmektedir(63—66)

Yetigkin mezengimal kok hucreler(YMKH)

1963 yilinda Becker ve arkadaslari yaptiklari deneysel ¢alisma sirasinda kemik
iliginden elde ettikleri hicreleri radyasyona maruz kalmis siganlara enjekte ettiler.
Daha sonra sicanlara yapilan otopsi sirasinda dalakta ¢ok sayida noduller farkedildi.
Nodul sayisinin enjekte edilen hiicre sayisina esit oldugunu géren arastirmacilar her
hicreden bir nodil gelistigini disinduler. Daha sonraki calismalarda arastirmacilar
kemik iligi hucrelerinin kendini c¢ogalarak yenilendigini farkettiler, bdylece kok
hiicrelerin iki ana dzelliginden biri, degismeden kendini yenileme kegfedildi(67).

Friedenstein ve Petrakova 1966 yilinda sigan kemik iligi stromal fraksiyonundan
mezensimal kok hicreleri (MKH) ayirarak identifiye ettiler. Bu hticrelerin mezengimal
kokenli dokulara (kemik, bag, kas, kikirdak, yag) donuge bildigi goruldu. Ek olarak
MKH kemik iliginde hemopoetik hiicreler igin stromal destek fonksiyonu gormektedir.
MKH kemik iligi hiicre populasyonunda %0. 001-0. 01 paya sahiptir(Pittenger ve
arkadaglari, 1999)(68-69).

YMKH vicudumuzun her yerinde mevcuttur, pluripotent olup bircok dokudan
elde edilmektedir. Yapilan deneysel calismalarda periost, kemik iligi, dalak, timus,
kas, yag, 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) dokularindan
elde edilmistir(70-73). Amniotik sividan (De Coppi ve ark. 2007), umbilikal korddan
(Wharton maddesinden) (Wang ve ark. 2004) santral sinir sisteminden (Gage, 2000)
elde etmek mumkundir(74-78). En sik kullanilan kemik iliginden elde edilen kok
hicrelerdir. Elde edilen hcreler genelde %10 FBS(fetal bovine serum) eklenmis
Dulbecconun modifiye Eagle kulttir ortaminda inkube edilmektedir(Pittenger ve ark.
1999)(69). MKH kdlttrde fibroblastlara benzer morfoloji sergilemektedir(Resim 1).
Primer kualtirde Ureyen ve yilzeye yapisan MKH 12-16 gin sonra ylzeye
yapismayan hemopoetik hticre fraksiyonundan ayriimaktadir. Buyime faktori olarak
FGF-2 (fibroblast growth factor-2) kilttire eklenmesi MKH nin oseteojenik yénde
farklilasmasina neden olmaktadir(Martin ve ark. 1997)(79)

Resim 1: Kultdre edilmis yetiskin yag dokusu kdkenli ADAS. (40x blyitme)

Tum vyararh 06zelliklerine ragmen hala tam olarak acgiklanmamis konular
mevcuttur. Bu ylzden bir¢ok bilimsel merkezde MKH ile ilgili arastirmalar yogun
olarak devam etmektedir.

12



Cevrenin kok hicrelere etkisi

Kok hicre hatlarinin  degismeden devam etmesi veya farkllagmayaa
ugramasiyla ilgili bazi hipotezler mevcuttur. En yaygin hipotez kdk hicre
mikrogevresi veya ortamiyla ilgilidir. Mikrogevre kok hicreler ve onlarin etrafindaki
ekstraselluler matriks yerlesimli sinyal molekulleri, hicrelerarasi baglantilar ve
karsilikli etkilesimlerden olusmaktadir.

Bu G¢ boyutlu mikrocevre hicrelerdeki kontrol genlerine etki ederek MKH nin
‘kok’ Ozelliklerini uyarmaktadir. Bu etkilesim sonrasi MKH farklilasmamis halde
kendini  yenilemekte veya degiserek farkhlasmis  fonksiyonel hicreye
donusmektedir(80). Burada merak edilen konu kok hiicrelerin hangi mekanizmalarla
olduklari ortama uygun farklilasma gegirdikleridir. Mesela insan néral kok hicrelerin
kas dokusuna implante edildiginde kas olusturdugu(Gali ve ark. 2000), kemik iligi
kok htcreleri noral dokuya implante edildikte sinir olusturdugu(Zhao ve ark. 2002;
Mezek ve ark. 2003) gorulmustir(53-55). Yapilan bagka bir calismada karaciger
kaynakli kok hicrelerin insulin Greten ada hucrelerine donustigu goruldi(81). Bu
bulgular cevre etkilesiminin  kok hicre farkllagsmasinda ©6nemli oldugunu
gOstermektedir.

Bagka bir hipotez hlcrelerarasi fuzyonu (cell-cell fusion) 6n planda tutmaktadir.
Bu hipoteze gore her hangi bir ortamda bulunurken kok htcreler yerel hicrelerle
fuzyona girerek onlarin 6zelliklerini kazanmaktadirlar(Wurmser ve Gage, 2002)(82).
In vitro yapilan calismalarda sinir hiicrelerinin erkek EKH lerle (Ying ve ark. 2002)
veya kemik iligi huicrelerinin erkek EKH lerle (Terada ve ark. 2002) fuzyona girdigi
goriildii(83-84). In vivo yapilan bagka bir calismada kemik iligi kokenli MKH lerin
Purkinje noronlari, kardiyomiyositler ve hepatositlerle flizyon yaptidi rapor edildi
(Alvarez-Dolado, 2003)(85). Bu hucreler dual fenotipe, tetraploid kromozomlu buyik
nukleusa sahipti. XXXY kromosomlu hicrelerin mevcutlugu hicrelerarasi fiizyonun
kok hicre degisiminde roliint ispatlamaktadir. Dider yandan hicre fliizyon sayisinin
az oldugu gozlendi. Bu nedenle hicrelerarasi fuzyon hipotezi kok hicre
implantasyonlari  sirasinda dokulardaki bliyuk miktarda go6zlemlenen hicre
rejenerasyonunu aciklamamaktadir(Orlic ve ark. 2002)(86). Gelecek ¢caligsmalarin bu
yonde devam etmesi kok hiicre degisimini daha iyi aydinlatacaktir.
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Yetigkin mezensimal kok htucre kaynaklari

Kemik iligi kaynakli mezengimal kok hicreler (Bone marrow-derived stromal
stem cells veya BMSC)

Kemik iligi veya stromasi konnektif doku hicrelerinden olusan heterojen bir
populasyondan olusmaktadir. Bu htcreler kemik iligindeki hematopoezis igin destek
yap! olusturmaktadir (Tavassoli ve Friedenstein, 1983)(87). Stromal hicreler ayni
zamanda hematopoetik kok htcreler igin mikrogcevre yaratmaktadir. BMSC
denildiginde mezengimal dokulara dénigsmek potansiyeline sahip bir grup kemik iligi
hicresi akla gelmektedir. Bu hicreler arasinda multipotent dzellikli, tim mezensimal
dokulara doénusebilen farklilasmamis hiicre alt grubu mevcuttur. Bu hicre
populasyonu tim postnatal dokularda mevcuttur ve mezensimal kok hicre
(mesenchymal stem cells, MSC) olarak adlandiriimaktadir (88). ilk defa Friedenstein
ve Owen tarafindan 1960 yilinda bulunmus, daha sonraki calismalarda oOzellikleri
ogrenilmistir (68). Yapilan doku kultirinde fibroblastlara benzer hiicrelerden olusan
ayn yerlesimli koloniler (colony-forming unit fibroblasts, CFU-Fs) gdzlenmistir(89).
CFU-F kok hicre 6zelliklidir ve birgok dokuya dénusebilmektedir(90). Bu hicreler in
vitro ¢aligmalarda kemik (Beresford ve ark. 1993), bag dokusu (Altman ve ark.
2002), yag dokusu (Beresford ve ark. 1992), kikirdak (Johnstone ve ark. 1998) ve
kas dokusuna (Wakitani ve ark. 1995) dénusmektedir. CFU-F in vivo calismalarda
implante edildikleri yerde kigik kemik, kas ve kikirdak yiginlari olusturmaktadir(91-
94). Benzer huicreler diger mezensimal dokulardan, sinovyum (De Bari ve ark.
2003), tendon (Salingcarnboriboon ve ark. 2003), iskelet kaslarindan (Bosch ve ark,
2000), yag dokusundan (Zuk ve ark. 2001, 2002; Erickson ve ark. , 2002) elde
edilmigtir(7—8). Klinik ve deneysel ¢alismalarda en sik kullanilan kemik iliginden elde
edilen kok hucrelerdir(50).
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Cilt kaynakls yetiskin mezensimal kok hicreler (Skin-derived precursor (SKP)

stem cells)

Cilt vicudumuzun en buydk organidir.  Epidermis ektodermal, dermis
mezodermal kdkenlidir. Toma ve arkadaglarinin 2001 yilinda siganlar Gzerinde
yaptiklar calisma sirasinda dermisten multipotent 6zellikli htcreler eldeedilmistir.
Calisma sirasinda bu hicrelerin proliferasyon ve farklilasma sonrasi noéronlara, glial
hicrelere, diz kaslara ve yag hicrelerine donustigu goéruldi. Olusan néronlar
periferik ndronlara ve Schwann hucrelerine benzemekteydi. = SKP kok hucreler
embriyonik ndral krest kalintisidir. Embriyogenez sirasinda ciltte bulunmaktadir,
yetiskinlerde az miktardadir (95) SKP hucreleri Schwann hicreleri kaynagi gibi
onemlidir. Schwann hucreleri omurilik yaralanmalarinda rejeneratif amacla deneysel
calismalarda killanilmaktadir. Bu hicreleri elde etmek igin klasik yontem olarak sinir
sisteminden biyopsi alinmaktadir. Biyopsi alinmasi her zaman sinir sitemine zarar
vermek demektir. Ayni zamanda Schwann hicreleri zayif ireme 0Ozelligine sahiptir.
McKenzie ve arkadaslarinin 2006 yilinda yapmis olduklari calisma sirasinda
neonatal SKP kdkenli Schwann hicreleri ezilmis siatik sinir defektine implante
edilmistir.  Bu hucreler basarili bir sekilde rejenere olan aksonlari mielinize
etmislerdir. Osteojenik potansiyeli yiksek olan SKP hicreler kemik rejenerasyonu
icin de iyi kaynak olabilmektedir(96).

Amniyotik sivi kaynakli mezensimal kok hucreler (Amniotic fluid-derived stem

cells)

De Coppi ve arkadaslari 2007 yilinda amniyotik sividan kdk hiicreler elde ettiler.
Bu farklilasmamis hiicrelerin EKH ait bazi ylizey markerlarina sahip oldugu saptandi.
Bu hicreler EKH ve MKH arasinda gecis olusturmaktadir. Hizli Gremekte, kulttr
ortaminda besleyici katman gerektirmemektedir. Hucre sayisinin iki katina ¢gikmasi
(doubling time) 36 saatte olmakta, in vivo ortamda teratom olusturmamaktadir. EKH
benzer sekilde her t¢ embriyonik katman mezoderm, ektoderm ve endoderm

kaynakli dokulara donlise bilmektedir. Adipojenik, miyojenik, endotelyal, néronal ve
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hepatik Ozellikleri mevcuttur. Boyle genis bir grup dokuya dénusebilmesi ve teratom

olusturmamasi amniyotik sivi kdokenli kok hicrelerin 6nemini arttirmaktadir(75).

Umblikal kord kaynakli mezensimal kdk hicreler (Umbilical cord-derived stem

cells)

Umblikal kordun hem kanindan, hem de Wartin jelinden kdk hiicre elde etmek
mumkandiar. Umblikal kord kani hem pluripotent kok hiicreler, hem de hematopoetik
kok hucreler icin kaynaktir (Kogler ve ark. 2004)(97). Wang ve arkadaglari 2004
yilinda Wartin jelinden kok hicreler elde ettiler. Bu hicreler disik immunojeniteye
sahiptirler. Hem anne, hem de cocuk igin kullanilabilmektedirler. Umblikal kord
kokenli kok hicreler kdk hiicre bankasi yaratmak icin en ideal adaylardir(74).

Yetigkin Yag Dokusu Kaynakli Mezengimal Kok Hucreler
(Adipose derived adult stem cell veya ADAS)

Tarihce

Son yillarda kok hicrelerle ilgili cok sayida ¢alisma yapilmistir. Genelde kemik
iligi kokenli MKH kullanimiyla gerceklestirilen bu ¢aligmalarin hiicre kaynagiyla ilgili
bazi dezavantajlari mevcuttur. MKH elde etmek igin kemik iligi aspirasyonu gibi
travmatik yontem kullaniimasi, spinal veya genel anesteziye ihtiya¢ duyulmasi, elde
edilen kok hicre sayisinin aspiratta dusuk miktarda bulunmasi yeni MKH kaynaklari
arayigina neden olmustur(8, 90).

2001 yilinda Patricia A. Zuk ve arkadaslar tarafindan insan lipoaspiratindan
multipotent 6zellikli hiicreler elde edildi. insan lipoaspiratindan kok hiicreden zengin
stromal vaskdiler fraksiyon (SVF) elde edildi. Elde edilen SVF kuiltire edilerek insan
fibroblastlari, kas hucreleri, preadipositler, kemik iligi kokenli MKH ile karsilastirildi.
immunohistokimyasal ve immunoflorasens ozellikleri incelendi. in vitro ortamda farkli
kaltar ortamlari kullanilarak kok hucrelerden osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve
miyojenik farkhlasma gozlemlendi. Bu c¢alisma sonucu bilim diinyasina yeni bir kdk
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hicre kaynagi sunulmus oldu. Yetiskin yag dokusu kaynakl kdk hiicre (adipose
derived adult stem cell, ADAS) olarak adlandirilan hicreler diger dokulardan elde
edilen MKH kiyasla bazi avantajlara sahiptir. Kolay ve bol miktarda elde edilmesi,
liposuction gibi az travmatik ve az agrili yonteme ihtiya¢ duyulmasi yonteme olan
ilgiyi arttirmaktadir. Zuk ve arkadaslarinin bu ¢calismasini dinyanin bir¢cok tlkesinde
yapilmis ve yapilmakta olan benzeri calismalar izledi. ADAS hicrelerinin 6zeliklerini
aragtiran in vivo ve in vitro ¢alismalar sirasinda mezengimal dokularin onariminda
basarili sonuglar elde edilmistir(7-8).

Halvorsen ve arkadaslarinin 2001 yilinda yapmig olduklari ¢alisma sirasinda
ADAS hicrelerinin osteojenik farklilasmasi gerceklestirildi. Ascorbat, beta-
glycerophosphat, dexamethazon ve vitamin D(3) kullanarak ADAS hucrelerinin in
vitro ortamda degistigi, ekstraselltler matrikste kalsium fosfat toplandigi géraldi(9).

Seo ve arkadaslarinin 2005 yilinda yapmis olduklari calismada uygun
medyumda insan ADAS hiicrelerin hepatositlere donustugu gozlemlendi. Farkllasan
ADAS hicrelerinin hepatositlere benzer sekilde albumin ve diger fraksiyonlarda
proteinler Urettigi goruldid. Calismacilar sonug olarak ADAS hicrelerin organ
naklinde segenek olarak kullanilabilecegini soyledi(11).

Safford ve arkadaslarinin 2002 vyilinda vyayinladiklari c¢aligsmada insan
lipoaspiratindan elde edilmig ADAS hicreleri valproik asit, butillestirilmis
hidroksiyanizol, insulin ve hidrokortizon etkisiyle farkhlastinldi. Farklilagsma kalttr
ortamiyla etkilesim sonrasi ADAS hiicrelerinde immunhistokimyasal yontemlerle sinir
dokusuna ait filament M, netsin ve NeuN maddeleri tayin edildi. Sinir dokusuna
donige bilmesi ADAS hicrelerinin “kok” potansiyelinin mezengimal doku sinirini
astiginin gostergesidir(12).

Erickson ve arkadaglarinin 2002 yilinda yapmig olduklari ¢aligma sirasinda
ADAS hiicreleri kikirdak yoniinde farkhlastirildi. insan lipoaspiratindan elde edilen
ADAS hicreler in vitro ortamda alignat matriks Uzerinde kondrojenik medyum
kullanilarak cogaltildi. Daha sonra nude farelere subkutan plana implante edilen
hicrelerin  bol miktarda kikirdak matriks sentezledigi goruldi(5). Huang ve
arkadaglarinin 2004 yilinda benzeri ¢alismay! yayimladilar. Insan lipoaspiratindan
SVF elde ederek TGFb1, askorbik asit, insulin ve transferin etkisiyle in vitro kiltirde
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kikirdaga benzeyen milimetrik noduller olusturdular. Noduller incelendiginde tip2

kollajen, kondroitin-4-silfat ve keratan sulfattan zengin oldugu gorildi(10).

Ozellikleri ve avantajlari

Cilt alti yag dokusu kemik iligi gibi mezengsimal kokenlidir. Benzer sekilde
stromal destege sahiptir. Kolaylikla izole edile bilen stromada destek hicrelerle
beraber kdk hicreler de mevcuttur. SVF de (stromal vascular fraction) endoteliyal
hicreler, perisitler, kas hicreleri daha fazla bulunmakla beraber kok 6zellikleri olan
bir grup hicre ayirt edilmistir. Preadipositler olarak adlandirilan bu grup mezensimal
kokenli dokulara dénugebilmektedir(7-8).

Hucre kaynagi olarak ADAS ¢ok uygundur. Diger kdk hiicre kaynaklarina gore
daha verimlidir (61). 1 gr yag dokusundan 10. 000-25. 000 kok hucre elde edile
bilmektedir (98). Yapilan baska bir calismaya gore 1gr cilt alti yag dokusundan 5000
kok hicre elde edilmistir. Kargilastirma yapildiginda 1gr kemik iliginden 100 — 1000
arasi kok hicre ayirmak mimkindar(99). Diger bir deneysel ¢alismaya gore 1gr yag
dokusundan 350.000 preadiposit izole edilebilmektedir(100). Lipidden zengin
adipositlerin kdk hucrelere doénustiyt, daha sonra bu yeni olusan kok htcrelerin
baska dokulara (mesela kemik) donustugu gozlemlenmistir(101). En 6nemlisi canliya
minimal zarar verilerek blyuk miktarlarda yag dokusu, dolayisiyla yag dokusu kokenli
kok hicre elde etmek mumkindir. Yagd emme(liposuction) gibi az travmatik
yontemle insandan litrelerce doku ve infiltrasyon sivisi karisimi olan lipoaspirat elde
edilmektedir(1, 5, 9). ADAS hdicreleri kuiltire edildiginde Ureme 06zelligini,
pluripotentligini kaybetmemektedir (58, 61). ADAS Kartilojenik, osteojenik, miyojenik,
norojenik, adipojenik 6zelliklere sahiptir(9-12). Tdm bunlar ADAS hucrelerini essiz
otolog doku kaynagi yapmaktadir.

Kikirdak onarimmda yeri
ik defa 2001 yilinda Zuk ve arkadaglari ADAS hiicrelerden kikirdak elde ettiler.

Bu calismayi dunyanin bircok merkezinde kikirdak rejenerasyonuyla ilgili yapilan
calismalar izledi. 2002 yilinda Erickson ve arkadaglarinin ADAS hicrelerinin in vitro
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ve in vivo kosullarda kikirdaga doniisiminii gosteren calismasi yayinlandi. insan
lipoaspiratindan elde edilen ADAS hucreler in vitro ortamda kartilojenik ortam ve
alignat matriks kullanilarak kulttire edildi. Ayni hiicreler daha sonra nude farelerin cilt
alti dokusuna enjekte edildi. Hem in vitro, hem de in vivo ¢alisma sonucu ADAS
hicrelerinin  bol miktarda kikirdak matriks elemanlari sentezledigi, dolayisiyla
kikirdaga dontisumu gozlendi(7-8).

Huang ve arkadaslarinin 2004 de yayinladiklar deneysel ¢alismada in vitro
kosullarda ADAS hicrelerinin kartilojenik ortam(TGF b1, insulin, transferin ve
askorbik asit) etkisiyle 48 saat icinde nodiller olusturdugu ve tip2 Kkollajen,
kondroitin—4-sulfat ve keratan sulfat sentezeledidi goéruldi. Kikirdak icin ozellikli
sayilan bu proteoglikanlarin salgilanmasi neokartilojenezi géstermektedir(10).

Suresh ve arkadaslari 2003 yilinda tavsanlarda osteokondral defektlerin ADAS
hicrelerle onarimina dair deneysel calismayi yayinladilar. Calisma sirasinda
tavsandan kemik iligi, dermis, yag dokusu ve periosteum alinarak kok hicre elde
edilmistir. Daha sonra tavsanlarin femur basinda 6x3x1mm osteokondral defekt
olusturularak farkli hayvanlarda ADAS hiicreleri, kemik iligi kokenli kék hucreler,
periosteum  kokenli kok hicreler, dermis kokenli  kék  hicreler ve
otogreft(osteokondral) ile onarildi. 2, 6, 12, 24 hafta sonra sakrifiye edilen
hayvanlarin onarilmig femur bagi defektleri histolojik ve biyomekanik incelemeye tabii
tutulmustur. En iyi sonuclar ADAS hucreleriyle onarilan deneklerden elde edilmigtir.
Yazarlar elde edilen sonuclarin dikkate deger oldugunu, ama ADAS hicrelerin
kikirdak onarimina katkisinin daha fazla arastiriimasi gerektigini savunmuslardir(61).

Wei ve ark. 2006 yilinda yayinladiklari in vitro deneysel ¢alismada tavsandan
elde edilen ADAS hcreleri kondratin sulfat ile kombine edilmistir. ADAS hucreleri
fibrin skafold Gzerinde deneye tabi tutulmustur. Kontrol grubunda sadece ADAS
hicreleri, deney grubunda ADAS hicreleri ve kondratin sulfat kullanilan galismada
14 giin sonra deneklerden elde edilen dokular histolojik olarak analiz edilmistir. Her
iki grupta ADAS hiicrelerinin kondrositlere donustigu gorilse de deney grubunda
kondratin sulfat etkisiyle daha fazla hicre proliferasyonu, proteoglikan sentezi
izlenmigtir. Elde edilen veriler ¢evredeki glikozaminglikan yapili kondratin sulfatin
ADAS hicrelerden neokartilaj olugsmasina pozitif yonde etki ettigini
gostermektedir(1).
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Bagka bir calismada ADAS hiicrelerinin farklilagsmasi icin adenoviriis sentezli
GDF-5 (growth and differentiation factor 5) kullanilmigtir.  Sican ADAS hiicreleri
GDF-5 sentezleyen adenovirls vektériyle kombine edildikten sonra in vitro kikirdak
olusumu izlenmigtir. Kontrol gruplarinda ADAS hucreleri Greyen ortama GDF-5 ve
TGFb eklenerek deney grubuyla karsilastinimistir.  Tam gruplarda neokartilojenez
gOzlemleyen arastirmacilar GDF-5 in kondrojenik oldugunu, bu amacla hicre kulttrt
¢alismalarinda kullanilabilecegini gosterdiler(59).

Dragoo ve arkadaglan 2007 yilinda yapmis olduklari in vivo ¢alismada ADAS
hicreleri ile osteokondal defektleri basarili bir sekilde onardilar. Tavsan femur
basinda 3x4mm capinda tam kat osteokondral defekt olusturuldu ve in vitro
cogaltilarak buyime faktorleri kullanilarak kartilojeneze yonlendirilmis ADAS hicreleri
yerlestirildi. 8 hafta sonra femur baglarindan alinan histolojik preparatlarda kikirdak
gelisimi gozlendi(4).

Koga ve arkadaglari 2007 yilinda yayinladiklari calismada mezensimal kokenli
dokulardan (eklem zari, kemik iligi, yag ve kas) kok hicre elde ederek onlarin
kikirdak olusturma kapasitelerini karsilastirdilar. /n vitro calismada dokulardan elde
edilen hicreler birka¢c pasaj cogaltilarak buylume faktorleri etkisiyle kikirdaga
donistiruldi. in vivo deney sirasinda ayni sekilde elde edilen ve kiltiir ortaminda
cogaltilan kok hicreler kollajenle karigtirilarak tavsanin femurunda trokanterik
bolgede olusturulan 5x5x3mm osteokondral defekte yerlestirildi. Defektin Gzeri
otolog periostal greftle kapatildi. in vitro ve in vivo benzer sekilde en iyi kikirdak
olusumu eklem zari ve kemik iligi kokenli kok hticrelerin ¢cevresinde gorildi(6).

ADAS hicrelerinin kondrojenik kapasitesi ile ilgili literatirde yayinlanmis ¢ok
sayida in vitro ve in vivo calisma mevcuttur. Diger mezensimal dokulardan elde
edilen kok htcrelerin kartilojenez yoniunde daha iyi sonu¢ verdigine dair bilgilere
ragmen ADAS hicrelerinin diger kaynaklardan elde edilen kdk hicrelere nazaran
ciddi avantaji mevcuttur. Bu hucreleri elde etmek igin verici organizmaya ¢ok az
zarar verilmektedir. Ayrica ADAS hucrelerinin daha disik kikirdak olusturma
kapasitesi hakkinda bilgiler celigkilidir ve tekrar arastirilmasina ihtiya¢ vardir. Tam bu
bilgileri g6z 6ninde bulundurarak calismamizda perikondriumun salgiladigr buyime

faktorlerinin etkisiyle ADAS hicrelerinden kikirdak olusturulmasi hipotezi incelendi
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GEREC VE YONTEM

Calisma Yeni Zelanda cinsi, beyaz, digi, 1200-1500gr agirhginda 3-5 aylk
konvansiyonel kosullarda yetistirilmis tavsanlar Gzerinde yapildi. Tavsanlara deney
suresince ‘Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuari Usul ve Isleyis Esaslar’ dogrultusunda D. E. U. Deney Hayvanlari
Laboratuari’ nda bakim uygulandi. Deney siresince tavsanlar standart tavsan yemi
verilerek standart sicaklik ve nem ortaminda tutuldu.

Tavsanlar tizerindeki cerrahi prosediirler Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Aragtirma Laboratuar’ indaki hayvan ameliyathanesinde steril
kosullarda uygulandi. Yag dokusundan kok hiicre elde edilmesi islemi Dokuz Eylil
Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik A. D. laboratuarinda yapildi. Deney prosediirii
oncesinde literatirde belirtildigi sekilde kok hiicre elde edilmesi isleminin Dokuz EylUl
Universitesi olanaklari ile elde edilebilirliginin test edilmesi amaciyla 6n calisma

planlandi.

On Caligma

Oncelikle yag dokusundan kok hiicre elde edilebilirligini kanitlanmasi ve
calismanin yapilacagl hayvan turindn belirlenmesi amagclandi. Calisma sirasinda
diger deneyler sirasinda kullanilan ve yeni sakrifiye edilmis siganlarin cilt alti yag
dokusundan mezensimal kok hicreler elde edilerek ve in vitro ¢ogaltilarak blyime
faktort araciligiyla kikirdak dokusuna donustiruldi(Resim 2).
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Resim 2: Sican ADAS hucrelerinde kondrojenik farklilasma. Safranin O
boyasi ile gorilen morsu alan proteoglikan kiimesini gbstermekte (10x
blyltme)

Calismanin amaci kok hucrelerden kikirdak elde edilerek kikirdak defektlerinin
onariminda kullaniimasi oldugundan ve bunun icin tavsan kulagi kullanimi daha
uygun oldugundan 6n calisma tekrar bir adet tavsan Uzerinde de uygulandi.
Calismanin cerrahi prosedir kisminda belirtildigi  sekilde(Bkz. Birinci cerrahi
prosedur; cilt alt/ yag dokusunun elde edilmesi) kasik yag dokusu alindi. Yag dokusu
belirtildigi gibi(Bkz. Yag dokusundan SVF elde edilmesi, ADAS hicrelerden kalttr
elde edilmesi ) isleme tabi tutuldu. Elde edilen ADAS hicreler ile in vitro ve in vivo
olmak Uzere 6n calisma yapildi.

In vitro kikirdak elde edilmesi
50. 000 ADAS tip icerisinde kultire edildi.  Kalttr ortami olarak kondrojenik

uyarici ortam (%10 FBS(fetal bovine serum)+antibiyotik(streptomisin/penisilin
karigimi)+5ng/ml FGF+6,25ng/ml transferin+5ng/ml TGFb+6,25ng/ml
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insulin+100ng/ml dexametazon+50nM/ml askorbik asit+1mMsodyum
piruvat+6,25ng/ml selenium) kullanildi.  Ortam 2 gunde bir degistirildi. 21. giln
olusan kikirdak parcasinin boyutu Olculerek histolojik degerlendiriime yapildi.
Hemotoksilin eozin ve alcian blue ile boyama yapilarak olugsan doku parcasinin daha
¢cok mezensimal orijinli oldugu gosterildi. AB ile yapilan boyama hicreler arasinda
proteoglikan kimelesmesini, dolayisiyla kikirdaga benzer doku olustugunu tespit
etti(Resim 3). Elde ettigimiz in vitro dokunun kikirdak benzeri oldugu gdsterildi.

Resim 3: /n vitro kikirdak elde edilmesi. AB boyamasi. (10x bilyitme)

in vivo kikirdak defekti onarimi

On calismanin ikinci asamasinda yag dokusundan elde edilen ADAS ile defekt
onarimi test edildi. Ayni tavsana ikinci seans cerrahi uygulanarak sag ve sol
kulaginda 2x2cm kikirdak defekti olusturuldu. Sag kulaktaki kikirdak defekte 5. 000.
000 ADAS verildi. Sol kulaktaki defekt kontrol amaciyla bos birakildi(Bkz. ikinci
cerrahi prosedir; kikirdak defekti olusturulmasr). 40. gin denek yuksek doz
phenobarbitale verilerek sakrifiye edildi. Her iki kulak makroskobik ve mikroskobik
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olarak incelendi. Her iki kulaktaki defektin kontrakte olarak ve kenardan
rejenerasyon sonucu bir miktar kaculdigid ve onarim dokusuyla doldugu goralda.
Denek kulakta defektin %100 onarilmis oldugu, onarim dokusunun kikirdak ve
mezensimal doku karisgimindan olustugu go6zlendi. Istk  mikroskobunda
incelendiginde kontrol sol kulakta defektin kismen rejenere oldugu bunun da daha
¢cok kenardan geldigi gozlendi(Resim 4-5).

On calisma sonuglar tavsan cilt alti yag dokusundan ADAS elde edilebilirligini,
bu kok hicrelerin in vitro olarak yonlendirilerek kikirdak elde edilebilirligini ve ADAS
ile tavsan kulagindaki defektin onarilabilecegini ortaya koymustur.

On calisma sonugclarinin umut verici olmasi (zerine literatirde daha 6nce
rastlanmamis olan ADAS ile tavsan kulagindaki genis kikirdak defektlerinin onarimi

ile ilgili calismamiz planlanmistir.

Resim 4: ADAS verilmis sag kulak defekti
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Resim 5: Kontrol sol kulak defekti

Deney Gruplari

Toplam 15 adet tavsan, her grupta 5 denek olacak sekilde 3 grupta deneye tabii
tutuldu. Her grupta tavsanlarin sag kulaklari denek, sol kulaklari da kontrol gruplari
olarak kullanildi. Sonucta 3 adet denek, 3 adet de kontrol olmak tizere toplam 6 grup
elde edildi.

Grup 1

Bu grupta ADAS hucreleri acisindan zengin olan SVF in uygun mikrocevre
saglandigi takdirde herhangi bir isleme tabi tutulmadan kikirdak olusturma kapasitesi
incelendi.

Grup 1 sag kulak: Sag kulakta kikirdak defekti olusturularak perikondrokitantz
flep altina ADAS tan zengin SVF(10-12. 000. 000 canli karisik hiicre) verildi. SVF
deki kok hicre oranin %1-2 oldugunu dusunursek, defekte verdigimiz ADAS hucre
sayis! yaklasik 100.000 -200.000 arasinda degismektedir.
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Grup 1 sol kulak: Sol kulakta kikirdak defekti olusturularak perikondrokitantz

flep 5/0 vikrille yerine suture edildi. Kontrol olarak perikondriumun tek basina
kikirdak onarma kapasitesi belirlendi(Resim 6).

Grup 2

Bu grupta kultir ortaminda cogaltilan ayristiriimis ADAS hicrelerinin kikirdak
olusturma kapasiteleri degerlendirildi. Bu gruptaki islem iki seansta yapildi. ilk
seansta tavsanin kasik yag dokusundan ADAS hiicreleri elde edildi ve bu hicreler
kaltar ortaminda gogaltildi.

Grup 2 sag kulak: Kiltire edilerek ¢ogaltiimig ADAS htcreleri (5.000.000 canli

hicre) 200mM MKH biyume ortaminda(mesenchymal stem cell growth medium)
stispanse edildi ve ikinci seansta ayni sekilde sag kulaktaki kikirdak defektine verildi.
Grup 2 sol kulak: Sol kulaktaki kikirdak defektine kontrol amacgla 200m MKH

bldytme ortami verildi.

Grup 3:

Bu grupta kidltir ortaminda kartilojeneze yonlendirilen ADAS hicrelerinin
kikirdak olusturma kapasiteleri incelendi. Bu gruptaki islem de iki seansta
gerceklestirildi. ilk seansta ADAS hiicreleri alinarak kiiltiir ortaminda ¢ogaltild.

Grup 3 sag kulak: Sag kulakta TGFbl ile indiklenmis ve kartilogeneze

yonlendirilmig 5.000.000 hiicre 200m MKH biyime ortaminda stspanse edilerek
kikirdak defektine verildi.
Grup 3 sol kulak: Kontrol i¢gin 5.000.000 ADAS hucresi 200m MKH de siispanse

edilerek sol kulaktaki kikirdak defektine verildi.
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GRUP 1
Sag kulaktaki GRUP 1
defekte SVF Sol kulaktaki
verildi. Denek defekt bos
birakildi. Kontrol
GRUP 2
Sag kulaktaki GRUPZ
defekte Sol kulaktaki
(;Oga|t1| mis defekte MKH
ADAS hiicreleri mediumu
verildi. Denek verildi.
Kontrol
GRUP 3 GRUP 3
Sag kulaktaki defekte Sol kulaktaki
cogaltilmis ve bllyiime defekte
faktorl verilerek cogaltilmig ADAS
kartilojeneze hicreleri veridli.
yonlendirilmis ADAS Kontrol
hicreleri verildi. Denek

Resim 6: Deney gruplarinin sematik gorinimu
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Deneysel Prosedir
Birinci cerrahi prosedur; cilt alt/ yag dokusunun elde edilmesi

A. Tavsana i. m. ketamin 25mg/kg + xylazin 5mg/kg karigimiyla genel anestezi
uygulandi.

B. Tavsan ameliyat masasina sirt Ustl yatirilarak kasik bolgesi tiras edildi.

C. Bolge daha sonra betadin solisyonuyla temizlenerek orta sagital hattan
yapilan insizyonla cilt kati acildi.

D. Tavsanin kasik boélgesindeki cilt alti yag dokusu(20-25ml) eksize edildi.

E. Elde edilmis yag dokusu steril enjektor icinde laboratuara goturildi(Resim
7-8)

Resim 7: Tavsamn kasik yag dokusunun alinmasi
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Resim 8: Y ag dokusunun steril enjektorle transportu

Yag dokusundan SVF elde edilmesi

A. Yaklasik 20-25 ml hacimli yag dokusu doku makasiyla kicuk parcalar
halinde dograndi.

B. Antibiyotik iceren 20 ml HBSS (Hank's buffered salt solution) ile 5 kere
yikanarak kan ve diger yapilarin yag dokusundan uzaklagtiriimasi saglandi(resim 9).

C. Yag dokusu % 0,2 Tip 2 kollajenaz soliisyonu ile 37 °C de 2 ile 3 saat
karistirilarak calkalandi(Resim 10)

D. %10 FBS(fetal bovine serum) eklenerek kollajenaz aktivitesi durduruldu ve
400xg de 10 dakika santrifij yapildi. Ust sivi atilarak alttaki pellett hiicreleri ile
calismaya devam edildi.

E. Hicre pelleti icindeki eritrositleri uzaklastirmak icin 20 ml hicre lizis tamponu
eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

E.300xg de 10 dakika santriftij yapildi ve Ust sivi atildi. Htcre pelleti 5ml PBS
(phosphate buffered saline) ile karistirldi(Resim11)
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G. Hucre suspansiyonu 100 mm c¢apa sahip delikli yapidan suzdaraldd. 50 ml
lik tipte toplanan hiicreler bu seferde 40 nm capa sahip delikli yapidan stizdaraldu.
Baoylelikle hicre disindaki buyuk yapilardan ayrildi.

H. 50 ml tlpte toplanan hiicre stspansiyonu 45 derece aclyla tutulan 20 ml
histopaque soltisyonu tzerine damla damla birakilarak histopaque soliisyon tzerinde
kalmasi saglandi.

I. 400xg de 30 dakika santrifilj yapilarak hiicrelerin gradient olarak ayriimasi
saglandi. Santriftj sonrasi en Ustte beyaz bulutumsu bir tabaka dikkatlice ¢ekilip yeni
bir tipe aktarildi(Resim 12)

J. Bu hicre suspansiyonun hacmi kadar yikama tamponu eklendi ve 300xg de
10 dakika santrifiij yapildi. Ust sivi atildi ve tekrardan yikama tamponu ile hiicreler
karistirilarak santrifij edildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi.

K. Elde edilen SVF trypan blue ile boyanarak 1sik mikroskobu altinda sayildi.
10-12. 000. 000 canh hicre sayilldi. SVF 200m SF ile siuspanse edilerek
kullanildi(Resim 13).

Resim 9: Kucuk parcalara ayrilmis ve yikanmis yag dokusu
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Resim 10: Kollajenazla islenmis ve hiicrelere ayrilmis yag dokusu

Resim 11: Tuptun dibinde ADAS ile zengin hicre pelleti gorilmekte
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Resim 12: Santrifuj sonrasi histopague madde Uzerinde toplanan ADAS tan
zengin bulutumsu tabaka

Resim 13: Isik mikroskobunda ADAS gorunttleri (40x blydtme)
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ADAS hicrelerinden kiltiir elde edilmesi

A. Hucreler 130cm? lik hiicre kiltird kaplarina ekildi. MKH biylime
ortami((mesenchymal stem cell growth medium) ile kiltire edildi.

B. 2 gin sonra ortam yikanarak degistirildi ve hicre yogunluguna gore
pasajlandi.

C. % 90 confluent olunca tekrar pasajlandi.

D. 3 gun arayla 2-3 pasaj daha yapilarak yaklasik 5.000.000 ADAS elde edildi.
Hucreler 200m MKH bliyume ortaminda suspense edilerek kullanima hazir duruma

getirildi.
Blyume faktoru araciligryla ADAS hiicrelerinin kartilojeneze yonlendirilmesi

A. Ayni yontemle elde edilen SVF MKH bilyiime ortamindal45 cm? hiicre
kaltart kabina ekildi.

B. Confluent olan 6rnekler %10 DMEM(Dulbecco modified eagle medium)
%20 PBS igeren mediumda donduruldu.

C. Tekrar agllarak hiicreler 130 cm? kaplara ekildi. Sayilari 1. 500. 000
gelinceye kadar MKH blyume ortaminda ¢ogaltildi

D. 145 cm? hicre Kkiltir kabina pasajlanarak %1 PBS iceren DMEM
solisyonunda bekletildi.

E. Hducreler kultir kabina yapisinca 10ng/ml TGFb eklendi.

E. 2. gun sonunda ortam yikanarak 4. giin sonunda hucreler kullanima hazir
hale getirildi. 5. 000. 000 kok hicre 200m MKH buylime ortaminda stispense edildi.

G. Kontrol amagl sol kulaktaki defekte vermek igin yukarida tarif edildigi
gibi(Bkz. ADAS hicrelerinden kulttr elde edilmesi) 5. 000. 000 kok hticre hazirlandi

ADAS hucrelerinin isaretlenmesi

Elde ettigimiz dokunu verdigimiz ADAS hucrelerinden olustugunu kanitlamak
amaciyla isaretleme iglemi uygulandi.
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A. Tum gruplarda hazirlanan hicre suspansiyonlart kikirdak defektine
verilmeden once Dil boyasliyla isaretlendi. Dil boyasi ile isaretlenen kdk hucreleri
mikroskobik inceleme sirasinda DAPI ile tayin edildi.

B. aMEM solisyonda 1x1076 hicre/cc hesabiyla 5 pl/ml Dil (fluorescent
lipophilic tracer) boyasi eklendi

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

D. 5 dakika 450xg’de santriflj edilerek phosphate-buffered saline sollisyonla
tekrar stispansiyon yapildi.

Ikinci cerrahi prosediir; kikirdak defekti olusturulmas:

A. Yagin alinmasi sirasinda kullanilan ayni yontem ile anestezi verilerek tavsan
sirtistll pozisyonda yatirildi.

B. Bilateral kulaklar tirag edilerek povidon iodin sollisyonuyla temizlendi.

C. Kulak posteriyorundan 2x2 cm boyutlarda insizyon yapilarak kikirdak
Uzerinden bazi proksimale dogru olacak sekilde perikondrokitanoz flep (cilt ve
perikondrium bir birinden ayrilmadan kompozit sekilde) eleve edildi(Resim 14)

D. Her iki yuzeydeki perikondrium tabakasi titiz bir sekilde korunarak kikirdak
2x2cm boyutlarda eksize edildi(Resim 15-16)

E. Perikondrokitantz flep yerine sutire edilerek sivi gecirmeyecek bosluk
olusturuldu.

E. Kok htcreler stuspansiyon halinde travmatize olmamalari icin yavas akimla
ve buyuk menfezli plastik enjektor araciligiyla her gruba uygun icerikte defekte
verildi(Resim 17).



Resim 15: Kikirdak diseksiyonu
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Resim 16: Eksize edilmis kikirdak

Resim 17: Olusturulmus hermetik defekte ADAS slispansiyonu verilmesi
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Tum denekler 40. gun yiuksek doz phenobarbitale kullanilarak sakrifiye edildi.
15 hayvanda toplam 30 kulak olmak Uzere sonuclar makroskobik ve mikroskobik
olarak degerlendirildi.

Degerlendirme

Makroskobik degerlendirme

Olusturulmus kikirdak defekt bélgesi 6ncelikle cilt ve cilt alti dokulardan diseke
edilerek ayrildi. Boyut olarak, cevredeki kikirdak kenariyla iligkisi, kalinhk ve
deformasyon derecesine gore degerlendirildi. Daha sonra cevresinde 5-6mm salim
kikirdak birakilacak sekilde kesilerek butin olarak histolojik incelemeye tabii tutuldu.

Mikroskobik degerlendirme

A. lsik Mikroskobik Doku izleme Protokoli;

Ornekler Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Laboratuarinda igleme tabii tutuldu. %10’luk formaldehit ile tespit edilen dokular,
fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra,
dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinden
gecirildi. Ardindan aseton ve ksilen serilerinden gegirildi. 60°C’lik ettv icinde parafin

ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar i¢cerisine gémdaldu.

B. Hematoksilen-Eozin ile Boyama Protokoli;

Mikrotom (Reichert-Jung) araciligi ile alinan 5p'luk parafin  kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi icin %96’dan %70’e
azalan alkol serilerinden gegcirilen kesitler distile su ile yikandi. 2 dakika
hematoksilen (33230, Riedel-de Haen, Almanya) ile boyamanin ardindan, boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi icin 5 dakika akarsuda yikanan kesitler, 30
saniye eozin (1345, Merck, Darmstadt, Almanya) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5
dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %70, %80 ve %96’lik alkol
serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma amaciyla 30’ar dakika iki

37



degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya)
ile kapatildi.

C. Orcein ile Boyama Protokolij;

Kesitler %70’lik alkole kadar dehidratasyon yapildi. Kapagi kapali salede 90 dk
tutulduktan sonra akarsuda yikandi. %70’lik alkolle ¢alkalama yapildiktan sonra 1 dk
Light Green’de tutuldu. Akarsuda calkalanip %70’lik alkolden baglayip dehidratasyon
yapildi. Kesitler seffaflagtirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan
sonra entellan ile kapatildi.

D. Alcian Blue ile Boyama Protokol;

Kesitler distile suya alindi. 5 dk Alcian Blue (pH: 2,5) uygulandiktan sonra
distile su ile yikandi. 5 dk Eosin’de tutulduktan sonra tekrar distile su ile yikandi.
%70’lik alkolden absoli alkole dogru alkol serilerinden gegcirildi. Seffaflastirma
amaclyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

E. Dilile boyama protokolu;

Kesitlerin bir boélimd Toluidin Blue ile boyandi. Bu kesitler flloresan
mikroskobunda Dil boyasi(1,1-dioctadecyl-3. 3. 3’,3'-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate) ile isaretlenmis ADAS hucrelerinden gelismis kondrositleri tayin etmede
kullanildi(Resim 18).

Kesitlere kikirdak defektlerinde kullanilan histolojik derecelendirme yéntemi
uygulanarak, olusmus dokunun kalitesi belirlendi. Bunun icin Ulutas ve arkadaslari
tarafindan elastik kikirdak icin geligtiriimis ve 2005 yilinda yayinlanmis histolojik
derecelendirme yontemi kullanildi(Tablo1).

Gruplar kendi aralarinda ve kontrol gruplari ile kargilastirilarak sonuclar Student
t-testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

38



Resim 18: Kikirdak defektine verilmeden 6nce Dil boyasi ile isaretlenmis ve
40 guin sonra DAPI ile tayin edilmis kok hiicreler (40xblyiitme)

Tablo 1: Kikirdak rejenerasyonunun histolojik olarak degerlendiriimesi(15).

Hucre morfolojisi Cevre kikirdakla baglanti
Fibr6z doku + mezensim(az) Cevreyle baglanti yok 0
Fibroz doku + mezengim(gok) Tek tarafta baglanti mevcut 1
Mezensim + kikirdak(az) Tam taraflarda baglanti mevcut 2

Mezensim + kikirdak(cok)

mhwml—‘

Kikirdak(%100)

39



BULGULAR

Makroskobik Degerlendirme

Grup 1

Hem kontrol, hem de denek grubunda defektin bir miktar kiculduga,
kenarlardan minimal kalinlasma seklinde kikirdak rejenerasyonu oldugu goraldu.
Kontrol grubunda defektin santral alanlarinda yeni doku olusumu olmadigi veya
minimal doku rejenerasyonu oldugu izlendi. Oysa tim denek grubunda santralde
bazi alanlarda yeni doku olusumu gozlemlendi ve defektin onarim miktari kontrol

grubundan daha fazla olarak izlendi(Resim19-20).

Grup 2

Kontrol grubunda defektin bir miktar kiigildugl, kenarlardan minimal kalinlagma
seklinde kikirdak rejenerasyonu oldugu goruldi. Bu gortnti grup 1. kontrol grubuyla
benzerlik gostermektedir. Denek grubunda kontrol grubuna benzer olarak defekt
kenarlarinda yeni kikirdak olugsumu ile beraber defektin santralinin de tamamen
doldugu izlendi. Defektin santralindeki yeni dokunun kikirdak benzeri saydam
gumasi renkte oldugu ve cevre kikirdakla kiyaslandiginda ince oldugu saptandi.
Santraldeki bu dokunun kismi olarak elastik kikirdaga benzer sertlikte oldugu

belirlendi. Kontrol grubunda santral alan rejenerasyonu gozlenmedi(Resim 21-22).

Grup 3

Hem denek, hem de kontrol grubunda defektin tamaminin veya tamama yakin
yeni dokuyla doldugu izlendi(Resim 23—-24). Her iki kulakta olusan dokunun renk ve
yapisinin kikirdakla uyumlu oldugu goruldi. Denek tarafta olusan dokunun
kalinliginin kontrol tarafa nazaran daha fazla oldugu ve kivaminda daha sert oldugu

saptandi.
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Tum denek ve kontrol gruplarini karsilastirdigimiz zaman en iyi sonuclarin Grup
2. denek ve Grup 3. denek ve kontrol gruplarinda oldugu gézlemlendi. Grup 1.
denek grubunda(sadece SVF kullanilan) sonuglarin kontrol grubuna nazaran daha iyi
oldugu, fakat 2x2 cm kikirdak defektini tam onaramadigi gérulda.

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

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

Resim 23: Grup 3, kontrol grubu sol kulak




Resim 24: Grup 3, denek grubu sag kulak

Mikroskobik Degerlendirme

Grup 1

Hem denek, hem de kontrol grubunda periferde bir miktar rejenerasyon ve yeni
kikirdak olusumu go6zlendi. Denek grubunda bunun disinda defektin diger
alanlarinda da kismi yeni doku olusumu gozlenmekteydi. Olusan doku daha c¢ok
mezensim goruntili olsa da bazi alanlarda kondrosite benzer yeni hiicreler saptandi.
Grup 1. denek defektlerinde yeni doku olusumu Grup 3. ve Grup 2. denek
defektlere ragmen az olsa da Grup 1. kontrol defektlere nazaran 6nemli 6lclide
fazlaydi(Resim 25-28).

Grup 1. denek grubu icin hiicre morfolojisi degerleri 1-2, ortalama 1,8 ve cevre
ile baglanti deg@erleri 1, ortalama 1 olarak derecelendirildi. Grup 1. kontrol grubu icin
hicre morfolojisi degerleri 1, ortalama 1 ve cevre ile baglanti degerleri 0-1, ortalama
0,6 olarak belirlendi(Tablo 2).



Defekt alan: Defekt kenar1

Resim 25: Grup 1. kontrol grubu. Olgu 5. Kikirdak kenarinda minimal
rejenerasyon gorilmekte. HE boyamasi. (4x blyitme)

Y eni olusan kikirdak 5 : Defekt kenar:

Resim 26: Grup 1. kontrol grubu. Olgu 5. Kikirdak kenarinda minimal
rejenerasyon goridlmekte. HE boyamasi. (20x biylyme)




Eski defekt kenar1

Y eni olusan kikirdak

Resim 27: Grup 1. denek grubu. Olgu 3. Kismi yeni doku olusumu mevcut.
HE boyamasi. (4x biyttme)

Y eni olusan kikirdak

Defekt kenar1

Resim 28: Grup 1. denek grubu. Olgu 3. Kismi yeni doku olusumu mevcut.
AB ile boyamada lacivert renk proteoglikan toplanmasini gostermekte. (20x
blyltme)
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Grup 2

Grup 2. kontrol defektlerin histolojik gorintileri Grup 1. kontrol gortintilerine
benzer oOzelliklerdeydi. Grup 2. denek defektlerin histolojik degerlendirmesi yeni
doku olusumunu, bu dokunun daha fazla kikirdaga benzer oldugunu géstermektedir.
Kontrol grubundan farkli olarak denek grubunda sadece defekt kenarinda degil, ayni
zamanda defekt santral alanlarda da yeni doku olusumu goézlemlendi. Bu doku
makroskobik goéruntisine uygun olarak miksrokobik incelemede de normal
kikirdaktan farkliydi. Eski kikirdak hicrelerinin yaninda daha kuigtk, daha agirlikli
mezensime benzer hicreler mevcuttur. Bu hicreler arasinda kicgik, ama kondrosite
benzer morfolojili hiicreler saptandi. Bu hiicrelerin ¢cevresinde proteoglikan ve elastik
fibrillerin toplanmasi yeni olugsan dokunun elastik kikirdak benzeri oldugunu
kanitlamaktadir(Resim 29-30).

Grup 2. denek grubu icin hiicre morfolojisi degerleri 3-4, ortalama 3,2 ve cevre
ile baglanti degerleri 1-2, ortalama 1,8 olarak derecelendirildi. Grup 2. kontrol grubu
icin hicre morfolojisi degerleri 1, ortalama 1 ve cevre ile baglanti degerleri 0-1,

ortalama 0,8 olarak belirlendi(Tablo 2).

Y eni olusan kikirdak Eski defekt kenar:

Resim 29: Grup 2. denek grubu. Olgul. Yeni doku olusumu. AB ile
boyamada lacivert renk proteoglikan toplanmasini gostermekte. (4x
blyltme)
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Y eni olusan kikirdak Defekt kenar:

Resim 30: Grup 2. denek grubu. Olgul. Y eni doku olusumu. Orcein ile
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandigini gostermekte. (4x
blyltme)

Grup 3

Grup 3. denek taraf defektlerinde sadece kenarlarda degil, diger alanlarinda da
yogun yeni doku olusumu gozlemlendi. Bu dokuda mezensimal hiicrelerin yani sira
Grup 2. denek grubundan farkli olarak daha fazla kondrosite benzer hicreler
gorilmektedir. Bu hucreler ister yapi, isterse de proteoglikan ve elastik liflerin
hicreler arasi alana toplanmasi acisindan kikirdak karakterlidir. Grup 3. kontrol
grubundaki goruntiler Grup 2. denek defektlerinin goruntileriyle benzerdir. TGFb
verilen Grup 3. denek tarafindaki defektlerde yeni olugsan dokunun ozellikleri
acisindan kikirdaga daha ¢ok benzedigi mikroskobik inceleme ile gdsterilmistir(Resim
31-35).

Grup 3. denek grubu icin hiicre morfolojisi degerleri 3-4, ortalama 3,8 ve cevre

ile baglanti degerleri 1-2, ortalama 1,8 olarak derecelendirildi. Grup 3. kontrol grubu



icin hticre morfolojisi degerleri 2-4, ortalama 3 ve cevre ile baglanti degerleri 1-2,

ortalama 1,8 olarak belirlendi(Tablo 2).

Y eni olusan kikirdak )
Eski defekt kenar1

Resim 31: Grup 3. denek grubu. Olgul. Y eni doku olusumu. AB ile boyamada
lacivert renk proteoglikan toplanmasini gostermekte. (4x biyttme)
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Resim 32: Grup 3. denek grubu. Olgul. Y eni doku olusumu. Orcein ile
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandigim gostermekte. (20x
blyltme)

Y eni olusan kikirdak Eski defekt kenar:

Resim 33: Grup 3. kontrol grubu. Olgu3. Y eni doku olusumu. HE ile
boyama. (4x buyitme)
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Eski defekt kenar1

Y eni olusan kikirdak

Resim 34: Grup 3. deney grubu. Olgu3. Y eni doku olusumu. Orcein ile
boyamada morumsu renk elastik fibrillerin toplandigini gostermekte. (4x
buyitme)

Resim 35: Grup 3. deney grubu. Olgu3. Buyuk lakunal1 eski kondrositlerle
beraber benzer yapili, amakuicik lakunali yeni kondrosite benzer hiicreler
gorilmekte. AB ile boyamada lacivert renk proteoglikanlarin toplandigin
gostermekte. (40x bilyttme)
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istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar bilgisayarda Sigmaplot programi kullanilarak Student t-testi ile
degerlendirildi. Her grup kendi icinde denek ve kontrol olarak ve diger gruplarla
capraz sekilde kargilastirildi. Grup 1. denek(SVF verilen) ve kontrol(bog birakilan)
gruplar arasinda makroskobik degerlendirme sirasinda denek grup sonugclari daha iyi
olmasina ragmen iki grup arasindaki fark hicre morfolojisi ve gevre ile baglant
skorlari agisindan istatistiksel olarak anlamli degildi(p>0,05). Grup 2. denek
grubun(cogaltilmis ADAS verilen) sonuglari kontrol(sadece MKH ortami verilen) grup
sonugclariyla karsilastirildiginda makroskobik degerlendirmeye uygun olarak hicre
morfolojisi ve cevre ile baglanti skorlari denek grubunda istatistiksel olarak anlamli
sekilde iyi bulundu(p>0,05). Ayni zamanda Grup 2. denek grubun(cogaltilmis ADAS
verilen) sonugclari Grupl. denek grubu(SVF) sonuglari ile gapraz kargilastirildi. Grup
2. denek tarafinda elde edilen skorlama sonuclari Grup 1. denek tarafindan elde
edilenlerden istatistiksel olarak anlamli olacak dizeyde iyi bulundu. Grup 3.
denek(cogaltilmis ve kartilojeneze yonlendirilmis ADAS verilen) ve kontrol(¢cogaltiimis
ADAS verilen) gruplar arasinda yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi. Grup 3. denek ve kontrol gruplarin sonuclari capraz
degerlendirmede Grup 1. denek ve kontrol sonuglarindan iyiydi ve istatistiksel olarak
anlamli fark mevcuttu(p>0,05). Grup 3. denek ve kontrol gruplarla Grup 2. denek
grubu sonuclari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
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Tablo 2. Kikirdak defektlerinin histolojik derecelendirmeye gore degerlendirilmesi

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Hucre Cevreyle | Hicre Cevreyle | Hicre Cevreyle
morfolojisi | baglant/ | morfolojisi | baglant/ | morfolojisi | baglant
D Olgul 2 1 3 2 4 2
E Olgu2 2 1 3 2 4 2
N Olgu3 2 1 3 2 4 2
E Olgu4 1 1 3 1 3 1
Y Olgu5 1 1 4 2 4 2
K Olgul 1 1 1 1 2 2
O Olgu2 1 1 1 0 3 2
N Olgu3 1 0 1 1 3 1
T Olgu4 1 1 1 1 3 2
R Olgu5 1 0 1 1 4 2
O
L
TARTISMA
Dogumsal ve edinsel(travma, timor rezeksiyonu vb) nedenlerle kikirdak
defektleri olusmaktadir(1-3). Kikirdagi sararak beslenmesinden ve

rejenerasyonundan sorumlu olan perikondrium tabakasi ancak milimetrik diizeydeki
defektleri onarabilmektedir.  Perikondriumun rejenerasyon kapasitesi genellikle
olusan defektlerin blyukligi g6z onlne alinirsa yetersizdir(15-16).

Tavsan kulaginda yapilan bir calismada perikondriumun kikirdakta olusturulmus
1x1 cm defekti onaramadigi, bagka bir calismada ise 2x2 cm c¢apinda kikirdak
defektlerini kapatamadigi gorulmustir(17-18). Biz de bu nedenle daha givenilir
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sonu¢ elde etmek icin calismamizda perikondriumun tek basina onarmasinin
mumkin olmadidi biayuk(2x2 cm) kritik hacimli kikirdak defektlerini kullandik.

Kikirdak rejenerasyonunu arttirmak icin yeni yontemler tzerinde caligmalar
yapilmigtir.  Kikirdak defektlerini onarmak icin kullanilan yontemleri asagidaki
gruplara ayirabiliriz:

o Kikirdagin rejenerasyonunu arttirici mekanik yontemler
o Greft kullanimi

o Inorganik implant kullanimi

0 Hucre kulturd iceren yontemler

0 Kombine yontemler

Mekanik yontemler bashgdi altinda giriste Ozetlenen bu yontemler arasinda
mikrofrakturler, drille delme, abrazyonlar denenmig, fakat istenilen sonuglar elde
edilmemigtir. Burkart ve Imhoff 2001yilinda, Agneskirchner ve arkadaslari 2002
yilinda, Steadman ve arkadaslari 2001 yilinda eklem yizeylerinde osteokondral
rejenerasyonu arttirmak i¢in mikrofrakttr yontemini kullanmisg, fakat yeterli sonug elde
edememiglerdir.  Mdller ve arkadagslari 1999 yilinda kikirdak rejenerasyonunu
arttirmak igin eklem ytzeylerinde drilleme yodntemini kullanmiglardir. Sonuclar yine
yetersiz olarak bildirilmistir(26-29)

Rejenerasyon arttirici  yontemlerin basarisiz olmasi nedeniyle kikirdak
onariminda gundmizde en c¢ok kullanilan yontem kikirdak greftleridir.  Kikirdak
greftleri otogreft veya homogreft seklinde olabilir. Bagka bir kaynaktan elde edilen
homogreftler sinirsiz kaynak teskil etmesi, verici alan morbiditesi yaratmamasi gibi
avantajlara sahiptir ve maksillofasiyal rekonstriktif cerrahide bazen kullaniimaktadir.
Tam avantajlarina ragmen homogreftlerin kullanimi doku uyusmazlgi, zamanla
hacmini kaybetmesi, enfeksiyon tagima riski, hazirlanmasinin maliyetli olmasi gibi
dezavantajlari nedeniyle kisittanmaktadir. Ayrica kadavradan doku alinarak canli
insana yerlestiriimesi gibi etik ve diger sorunlar yaratmaktadir(35,37-39).

En ideal ve en cok kullanilan yontem otojen kikirdak greftleridir(30-31). Otojen
kikirdak greftleri yeni yerine kolay adapte olmakta, doku rejeksiyonuna neden
olmamakta, hacmini korumaktadir(30, 32-34). Fakat verici alan morbiditesi

yaratmakta ve operasyon siresini uzatmaktadir. En Onemli dezavantaji da



kullanilabilecek dondr alanlardan elde edilebilecek kikirdak greftlerinin miktarinin
sinirh olmasidir(35-36).

Rekonstriktif cerrahide temel prensiplerden biri onarim dokusunun mdmkin
oldugunca orijinaline benzer dokudan elde edilmesidir. Bilindigi Gizere viicudumuzda
uc tip kikirdak mevcuttur. Bunlardan 6zellikle elastik kikirdak agisindan yeterli donor
alan saglanmasi mimkun degildir. Kikirdak donor alani agisindan en buyik kaynak
olan kaburga uclarindan elde edilen hiyalin kikirdaktir. Bu nedenle buytk elastik
kikirdak gereksinimi olan (6rnegin dogumsal mikrotia olgularda uygulanan kulak
onarimlarinda oldugu gibi) durumlarda defektleri hiyalin kikirdakla onarmak
zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. ideal onarimda ise elastik kikirdak defektlerinin gene
elastik kikirdak greftleri ile onarimi gerekmektedir(35-37,39).

Eger kok hiicre yontemi ile elastik kikirdak elde edilmesi saglanabilirse bu yolla
elastik kikirdak defektlerinin orijinaline uygun onarimi saglanabilecektir. Sonuglara
bakildiginda 6zellikle Grup 3. denek defekterde elde edilen kikirdak benzeri dokunun
iceriginin elastik liflerden zengin olmasi kok hicre kullanilarak elastik kikirdak elde
edilebilecegini ortaya koymaktadir.

Perikondrial ve periostal greftler eklem yuzeylerindeki kicgik osteokondral
defektlerde basarilidir(15-16). Sari ve arkadaslarinin 2006 yilinda tavsanlar tizerinde
yapmis olduklari calisma sirasinda perikondrial ve periostal greftler otolog kanla
kombine edilerek kullaniimistir. Zamanla greftlerden fibrokartilaja benzer doku elde
edilmistir. Yazarlar bu dokunun kikirdak kalitesinde olmasinin tartismali oldugunu
belirtmiglerdir(16). Ulutas ve arkadaslarinin 2005 yilinda yayinlanan tavsanlar
Uzerinde yapilmis ¢alismasinda perikondrial ve periostal greftlerle tavsan kulagindaki
1x1 cm kikirdak defekti onarilmistir(15). Tim calismalara ragmen perikondrial ve
periostal  greftler  klinikte sadece dejenere diz eklemi yilzeylerinde
kullanilabilmektedir(40—41).

Organik ve inorganik implantlar kikirdak defektlerinin  onarimi igin
kullanilmaktadir. Verici alan morbiditesi yaratmamasi, sinirsiz kaynak teskil etmesi,
istenilen formatta Uretilebilmesi, kolay sterilizasyonu nedeniyle bircok deneysel ve
klinik calismalarda kullaniimigtir. Konuldugu vyere koti adaptasyonu, cevre
dokulardan farkli mekanik 6zelliklere sahip olmasi, sik deformasyona, allerjik ve
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enflamatuar reaksiyonlara neden olmasi, kolay vicuttan disariya cikmasi gibi
istenmeyen yan etkilere sahiptir(37, 39).

Hucre kaltard ihtiva eden yontemlerde temel prensip az miktarda hiicre elde
ederek kuoltir ortaminda ¢cogaltmak ve defekti onaracak kalitede doku elde etmektir.
Kikirdak icin gereken baglangi¢ yetigkin kondrositlerden veya kok hiicrelerden elde
edilebilir.

Yetiskin kondrositlerin kultir ortaminda Uretilmesi ve kikirdak defektlerinin
onariminda kullanimina dair ¢aligmalar mevcuttur(42-43). Otolog kondrositlerin
implantasyonu yontemi son 10 yilda kullanilmaktadir. Bazi basarili sonuclara
ragmen vyetiskin kondrosit kultirlerinin klinikte uygulanmasini engelleyen ciddi
dezavantajlari mevcuttur. Bu dezavantajlar su sekilde siralanabilir;

1. Doku elde etmek ve uygulamak zordur.

2. Yetiskin kondrositler zonal bellege sahiptir ve yiizeysel kondrositlerden elde
edilen kdltur kikirdak derinde yasamamaktadir.

3. Monolayer kiltirde dediferansiye olmaktadirlar. Yani kikirdak 6zelliklerini
kaybetmektedirler

4. Yetigkin kondrositlerin Gremesi sinirlidir, bireyin yagi arttikga treme
azalmakta ve bol miktar baslangi¢c hicre gerekmektedir, bu da ciddi verici alan
hasarina neden olmaktadir.

5. Yetigkin hicrelerden yapilan kiltir sonuglari tahmin edilemez, avaskiler
olduklari icin yeni ortamda yasam kapasiteleri dusuktr.

6. Kullanilan yontemler maliyetlidir(45-48).

Kok hicrelerden de kikirdak elde etmek miamkunddr. Kok hucreler
vicudumuzun 0&len veya =zarar goren hicrelerini onarmakla gorevlidirler.
Viucudumuzda her giun sinirh sayida 6len veya zarar goren hucreleri
yenilemektedirler. En blytk sorun kok hucrelerin onarim kapasitelerinin sinirh
olmasi, blyik doku kayiplarinda yetersiz onarim ve dusuk kaliteli skar dokusu
olusumudur (50-51). Kok hucreler yeni ortamda yerel mikro faktorlerin etkisiyle
cogalmakta ve uygun dokuya donismektedir(50, 52-53, 55).

Kok hicreler embriyonik ve vyetiskin kdk hicreler olmak Uzere 2 grupta
incelenebilir. EKH ilk defa 1981 yilinda Martin tarafindan tanimlanmistir. ilk insan
EKH hatti 1998 yilinda kullaniimigtir(59). Bu hucreler multipotenttir, teorik olarak
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Olumsuzdir ve her turlu hicreye donusebilmektedir. Besleyici kiltir ortaminda
sinirsiz sayida ¢cogalmaktadir. Bu hicre hatlarinin biyuk bilimsel ve ekonomik 6nemi
mevcuttur. Fakat ayni zamanda ciddi dezavantajlari da mevcuttur. EKH klinik
kullanimi - sinirhdir, Gremesini kontrol etmek zordur. Cogu zaman teratoma
donusmektedir. Embriyonal kok hucrelerin kullanimi hakkinda bilgiler geliskilidir ve
etik sorunlar yaratmaktadir. Bu etik sorunlar nedeniyle birgok Glkede kullanimi yasak
veya sinirlidir(60-62).

YMKH ile ilgili ilk calismalar Becker ve arkadagslarina aittir(1963). Friedenstein
ve Petrakova ilk defa 1966 yilinda sigan kemik iligi stromal fraksiyondan mezensimal
kok hucreleri (MKH) ayirarak identifiye ettiler. YMKH vicudumuzun her yerinde
mevcuttur, pluripotent olup bircok dokudan elde edilmektedir. En sik kullanilan kemik
iliginden elde edilen kok hticrelerdir(70-78).

Bu hucrelerin mezensimal kokenli dokulara (kemik, bag, kas, kikirdak, yag)
donugsebildigi gosterilmistir. MKH kemik iligi hiicre populasyonunda %0. 001-0. 01
paya sahiptir(68-69).

Kemik iligi kaynakl kok hucrelerin birgok dezavantaji mevcuttur. Sinirh sayida
elde edilmesi, kemik iligi ponksiyonu gibi agrli ve travmatik yontem kullaniimasi
kemik iligi kaynakli kok hiucrelerin kullanimini sinirlamaktadir(90,99).

Diger kok hucrelerin kullanimindaki dezavantajlart nedeniyle biz ¢alismamizda
elde edilmesi ve uygulanmasi daha kolay olan yag kokenli yetiskin mezengimal kok
hiicreleri(ADAS) kullandik. ilk defa 2001 yilinda Zuk ve arkadaslari tarafindan insan
lipoaspiratindan elde edilmistir. Lipoaspirattan kdk hiicreden zengin stromal vaskuler
fraksiyon (SVF) elde edilerek fibroblastlar, kas hicreleri, preadipositler, kemik iligi
kokenli MKH ile karsilastirilmistir. in vitro ortamda farkl kiltir ortamlari kullanilarak
kok hicrelerden osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve miyojenik farklilagsma
gOzlemlenmigtir(7-8). Diger kok hiicre kaynaklarina gore daha verimlidir (61). 1gr
yag dokusundan 10. 000-25. 000 kok hicre elde edilebilmektedir (98). Yapilan
bagka bir calismaya goére 1gr cilt alti yag dokusundan 5000 kok hticre elde edilmistir.
Karsilagtirma yapildiginda 1gr kemik iliginden 100 — 1000 arasi kok hiicre ayirmak
mumkindir(99). Diger bir deneysel calismaya gore 1gr yag dokusundan 350. 000
preadiposit izole edilebilmektedir(100).
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Huang ve arkadaslarinin 2004 de yayinladiklar deneysel galismada in vitro
kosullarda ADAS hiucrelerin kondrojenik ortam etkisiyle 48 saat icinde nodiiller
olusturdugu ve tip2 kollajen, kondroitin—4-silfat ve keratan silfat sentezledigi
gorulda. Kikirdak icin 6zellikli sayilan bu proteoglikanlarin salgilanmasi yeni kikirdak
olustugunu gostermektedir(10).

Suresh ve arkadaslari 2003 yilinda tavsanlarda osteokondral defektlerin ADAS
hicrelerle onarimina dair deneysel calismay! yayinladilar.  Calisma sirasinda
tavsandan kemik iligi, dermis, yag dokusu ve periost alinarak kok hicre elde
edilmistir. Daha sonra tavsanlarin femur basinda 6x3x1mm osteokondral defekt
olusturularak farkli hayvanlarda ADAS hcreleri, kemik iligi kdkenli kok hucreler,
periost kdkenli kok hicreler, dermis kokenli kok hucreler, otogreft(osteokondral) ile
onarilmistir. 2, 6, 12, 24 hafta sonra sakrifiye edilen hayvanlarin onarilmis femur
bagsi defektleri histolojik ve biyomekanik incelemeye tabii tutulmustur. En iyi sonuclar
ADAS hucreleri ile onarilan deneklerden elde edilmistir(61).

Wei ve ark. 2006 yilinda yayinladiklari in vitro deneysel ¢alismada tavsandan
elde edilen ADAS hicreleri kondratin sulfat ile kombine edilerek fibrin skafold
Uzerinde deneye tabi tutulmustur. Kontrol grubunda sadece ADAS hucreleri, deney
grubunda ADAS hiicreleri ve kondratin sulfat kullanilan ¢aligsmadan 14 giin sonra
sonuclar histolojik olarak analiz edilmistir.  Her iki grupta ADAS hicrelerin
kondrositlere farklilagsmis oldugu gorilse de deney grubunda kondratin stlfat etkisiyle
daha fazla hticre proliferasyonu, proteoglikan sentezi izlenmigtir. Elde edilen veriler
cevredeki glikozaminglikan yapili kondratin silfatin ADAS hticrelerinden yeni kikirdak
olugsmasina pozitif ydonde etki ettigini gostermektedir(1).

Bagka bir calismada ADAS hicrelerin farklilasmasi icin adenoviriis sentezli
GDF-5 (growth and differentiation factor 5) kullanilmigtir.  Sican ADAS hiicreleri
GDF-5 sentezleyen adenovirls vektériyle kombine edildikten sonra in vitro kikirdak
olusumu izlenmigtir. Kontrol gruplarinda ADAS hucreleri Greyen ortama GDF-5 ve
TGFb eklenerek deney grubuyla karsilastinimistir.  Tam gruplarda neokartilojenez
gOzlemleyen arastirmacilar GDF-5 kondrojenik oldugunu, bu amacla hiicre kultart
calismalarinda kullanilabilecegini gosterdiler(58).

Dragoo ve arkadaglan 2007 yilinda yapmis olduklari in vivo ¢alismada ADAS
hicrelerle tavsan femur basinda 3x4mm capinda tam kat osteokondral defektleri
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basarili bir sekilde onardilar. Sekiz hafta sonra femur baslarindan alinan histolojik
preparatlarda kikirdak gelisimi gozlendi(4).

Koga ve arkadaslarinin 2007 yilinda yayinladiklari ¢alismada mezengimal
kokenli dokulardan (eklem zari, kemik iligi, yag ve kas) kok hticre elde ederek onlarin
kikirdak olusturma kapasiteleri kargilastirildi. /n vitro ve in vivo tavsan femur basinda
olusturulan 5x5x3mm osteokondral defektlerde MKH ile kikirdak onarimi 6zellikleri
arastirildi. Tum MKH gruplarinin kikirdaga donastigu, fakat en iyi sonug eklem zari
ve kemik iligi kokenli kok hiicrelerin ¢evresinde goruldugu kaydedilmigtir(6).

Bazi calismalarda diger mezengsimal dokulardan elde edilen kék hiicrelerin
kartilojenez yoninde daha iyi sonu¢ verdigine dair sinirh sayida bilgi olmasina
ragmen ADAS hucrelerin kondrojenik kapasitesi ile ilgili literattirde yayinlanmis birgok
in vitro ve in vivo ¢alisma mevcuttur. Ayrica ADAS hicrelerin daha dusuk kikirdak
olusturma kapasitesi hakkinda bilgiler geliskilidir ve tekrar degerlendiriimesine ihtiyac
vardir.

ADAS hiucrelerin kok hicre calismalarinda kullanimini arttiran ¢cok sayida
avantaj da saptanmistir. Minimal verici alan morbiditesi ile bol miktar pluripotent kdk
hicre elde etmek mumkundir (61, 98-100). ADAS hicreleri kultire edildiginde
ureme Ozelligini, pluripotentligini kaybetmemektedir (58, 61). ADAS kondrojenik,
osteojenik, miyojenik, norojenik, adipojenik Ozelliklere sahiptir(9-12). Tum bunlar
ADAS hucrelerini egsiz otolog doku kaynagi yapmaktadir.

Buna ragmen kok hucrelerin klinikte uygulanmasini engelleyen bazi faktorler
mevcuttur:

1. Canlidan elde edilen hicre sayisinin yetersiz olmasi, bu nedenle kok
hacreleri kltar ortaminda tretmek zorunlulugu

2. Implantasyon sonrasi olusan hiicre apoptozu
Onarilan dokunun damarlanma problemleri
Taslyici skaffold sorunlari
Etik sorunlar
Yuksek maliyet(50, 56-57)

Kok hicrelerin klinikte uygulanmasini engelleyen 6nemli problem maliyet

o g kM w

sorunudur. Maliyetin fazla olmasina sebep pahali buyime faktorleri, skafoldlar ve
kaltar ortamlaridir. Kok hucrelerin kikirdak defektlerin onarimi amaciyla Kklinikte
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kullanimini  engelleyen dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi, 0Ozellikle maliyetin
azaltilmasi gerekmektedir. Bu nedenle kok hiicre kaynagi olarak 6zellikle daha kolay
ve ¢ok sayida elde edilebilir olan ADAS hiicrelerini tercih ettik.

Kok hicrelerin tam olarak ayrilmadigi SVF nin ADAS ydninden zengin
oldugunu varsayarak maliyeti azaltmak ve Kklinik uygulama yoninden Kkolaylik
acisindan bunu da kullandik. Pahali biyume faktorleri kullanmak yerine uygun
mikrogevrenin(perikondrium) kikirdak olusumu saglayabilecegi hipotezini arastirdik.

Perikondriumun ince kambial katinda kondroblastlar bulundugu ve biylume
faktorleri salgiladidi bilinmektedir. Duynstee ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismada perikondriumun yeni kikirdak olustururken TGFb ve FGF2 salgiladigi
gorulmustiar(19) TGFb ve FGF MKH hicrelerden in vitro ve in vivo kikirdak elde
edilmesi icin sik kullanilan buytme faktorleridir. (24-25)

Perikondrium ince i¢c kambial ve disg fibroz katmandan olusmaktadir. Dis
katman damarlanma agisindan zengindir ve kikirdagin beslenmesinde, i¢ katmansa
rejenerasyonunda rol almaktadir. O’Driscoll ve Fitzsimmons yaptiklari calismada dis
katmanin fibroblastlar icerdigi ve yara kenarlarini onardigi, i¢ katmanin kondroblastlar
icerdigi ve yeni kikirdak olusturdugu goralmastir. Calisma sirasinda ayrica dis fibroz
katmanin yeni kikirdak olusumunu durdurdugu ve fibrozise neden oldugu
gosterilmistir(14). Bu ince orani bozmamak icin ¢calismamizda her iki katmani iceren
perikondrium ve Uzerindeki cilt ayrilmadan kikirdak Uzerinden kompozit
flep(perikondrokiitandz) olarak kaldirildi.

Perikondriumu ayni zamanda buyume faktorleri salgilayan ve hucrelerin
tutunacagl skafold gorevinde kullandik. Verdigimiz ADAS ince tabaka
halinde(monolayer kdltir) i¢ kambial kata tutunacagini ve bu kattan beslenerek
cogalacagini dusundik.

Ayrica kulak perikondriumu mikrogevre olarak kullaniimasi ile literatirde daha
Uzerinde durulmamis olan elastik kikirdak elde etmeyi planladik. Yayinlanan
calismalari incelersek genellikle tavsan femur ucundaki osteokondral defektlerin
kullanildigini gorebiliriz.  Tavsan femurunun ucundaki eklem ylzey boyutunu
dusundrsek kullanilan defekt boyutunun 3-4mm den fazla olmadidi anlasiimaktadir.
Oysa boyle kucik defektin kendi basina kapanma ihtimali yUksektir. Biz
calismamizda buyuk kikirdak defekti kullanarak perikondriumun tek basina defekti
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onarmasi ihtimalini ortadan kaldirdik. ~ADAS vermedigimiz kontrol gruplarinda
defektin kenarindan milimetrik boyutlarda kikirdak rejenerasyonu izlendi. Oysa
ADAS verdigimiz kikirdak defekterinde basarili onarim sagladik. Bu sekilde elde
ettigimiz sonugclarin klinige uygulanabilir nitelikte oldugunu disinmekteyiz.

SVF de az sayida ADAS olmasinin kismi rejenerasyona neden oldugunu
diisinmekteyiz.  insandan ya§ emme(liposuction) gibi az travmatik yontemle
litrelerce yag dokusu, dolayisiyla milyonlarca ADAS elde edilebilir. Oysa tavsandan
elde ettigimiz kasik yag dokusu sadece 20-25 gramdir, elde edilen SVF icindeki
ADAS miktari yaklasik 100.000-200. 000 kadardir. insandan daha fazla SVF,
dolayisiyla daha fazla ADAS elde edecegimiz igin kikirdak defektlerini SVF
kullanarak onarabilecedimizi umuyoruz. Bunun icin daha fazla yag dokusu olan
blytk hayvanlar tizerinde deneysel ¢calismaya ihtiyac duyulmaktadir.

Yukarida belirtildigi Gzere tavsan kasik yag dokusundan elde edilen SVF
icindeki MKH sayisinin yetersiz olabilecedi dustincesiyle 2. Grup planlanarak
uygulandi. MKH ortaminda SVF kultire edilerek yaklagik 5. 000. 000 ADAS elde
edildi.  Onarim dokusunun Kkalitesinin elastik kikirdaktan daha dusik oldugu
gozlemlense de ADAS verdigimiz sag kulak defektleri basarili bir sekilde onarildi.

Bu sonu¢ da yukarida belirtildigimiz ADAS hicre sayisinin arttiriimasinin
kikirdak onarimi Uzerinde olumlu etki yapacag! tezimizi kanitlamaktadir. Kok
hiicrelerden tam olarak ayrilmadan elde edilen SVF ile perikondriumun mikrogevresi
kullanilan Grup 1. denek grubu hem maliyet, hem de klinige uygulanabilirlik
acisindan en uygun olan gruptur. Bu grupta makroskobik olarak yeni doku elde
edilmig olmasina ve mikroskobik olarak elastik lifler de igerdigi gosterilmesine ragmen
istatistiksel olarak Grup 1. kontrol grubu ile arasinda anlamh fark bulunmadi. Bu
sonu¢ SVF kullanimi acgisindan olumsuz olarak gorilse de SVF ile onardigimiz
kikirdak defektlerinde kismen onarim dokusunun gorilmesi tmit vericidir.

Kesitlere kikirdak defektlerinde kullanilan histolojik derecelendirme yodntemi
uygulanarak, olusmus dokunun kalitesi belirlendi. Bunun icin Ulutas ve arkadaslari
tarafindan elastik kikirdak igin geligtiriimis ve 2005 yilinda yayinlanmis histolojik
derecelendirme kullanildi. Bu histolojik derecelendirmede hiicre morfolojisi ve gevre

dokuyla baglanti esas alinarak puanlama yapilmaktadir(Tablol).
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Tam denek ve kontrol gruplarini karsilastirdigimiz zaman en iyi sonuclarin Grup
2. denek ve Grup 3. denek ve kontrol gruplarinda oldugu gozlemlendi. Grup 1.
denek grubunda(sadece SVF kullanilan) sonuglarin kontrol grubuna nazaran daha iyi
oldugu, fakat 2x2 cm kikirdak defektini tam onaramadigi goruldi. Bu da kdk hiicre
sayisinin, dolayisiyla kullanilan SVF miktarinin artirilmasi ile daha iyi sonuclar elde

edilecegini gostermektedir.

SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz sonuclar tavsanlarda ADAS hicrelerinin perikondrium etkisiyle
kikirdak defektlerini onarabileceg@ini kanittamaktadir. ADAS hucreleri perikondrium
etkisiyle her hangi biyime faktorii ve skafolda ihtiya¢ kalmadan kikirdaga benzer
dokuya donusmektedir. Olusan doku kalitesi elastik kikirdaktan daha dusuktir. Yeni
olusan dokuda bol miktar elastik liflerin belirlenmesi ADAS uygun cevrede(elastik
kikirdak ve perikondrium) uygun dokuya(elastik  kikirdak) farklilagtigini
kanitlamaktadir. Bu dokunun mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi igin yeni
arastirmalara ihtiyag vardir.

Kikirdak defektlerinin SVF verilen Grup 1. denek kapsaminda kismi, gogaltilmis
ADAS verilen Grup 2. denek kapsaminda tam onarimi buyuk defektler icin yeterli
miktarda ADAS hicresine ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Bunun igin ya SVF
icindeki ADAS kulture edilerek cogaltiimali, ya da daha fazla yag dokusu(daha fazla
SVF) elde edilmelidir. Calismanin yapildigi tavsan gibi kiigik hayvanlarda elde
edilebilecek yag dokusu miktari az oldugundan kicguk miktarda SVF elde
edilmektedir.  Ayrica klinik uygulama agisindan insanda yag emme yontemi ile
kolaylikla minimal dondr alan morbiditesi yaratarak cok miktarda SVF elde etmek
mumkundir. Bu durum calisma sonugclarinin klinige uygulanmasi acgisindan son
derece Umit vericidir. Daha fazla yag dokusu elde etmek icin daha iri hayvanlarda
arastirma yapilmalidir.

Grup 3. kapsaminda kartilojeneze yonlendirilmis deneklerle sadece ¢cogaltiimis
ADAS verilen kontroller arasinda anlaml fark olmamasi perikondriumun salgiladigi
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blytme faktorlerinin yeterli oldugunu gostermektedir. Kok hiicre calismalarinin en
onemli dezavantaji maliyettir. Grup 3. den elde edilen sonuglar uygun mikrogevrenin
kikirdak farklilasmasi acisindan yeterli oldugunu ortaya koymustur. Yeterli miktarda
SVF elde edilmesi ve farklilagma igin uygun mikrogevre kullanimi hem yontemin
maliyetini distrecek, hem de uygulamayi kolaylastiracak ciddi avantajlardir.

Bu sonugclar 1s1ginda yontemin klinik calismalarda planlanarak desteklenmesine
ihtiyag vardir.
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