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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
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yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.
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OZET

Giris ve Amag

Kikirdak doku, viicudu sekillendirmeye yardimci olan ve sonra onu destekleyen temel
biyolojik malzemedir. Kikirdak, sikistirici kuvvetlere direnme, kemik esnekligini artirma ve
esneklik ihtiyaci olan kemikli alanlarda destek saglama yetenegi dahil olmak {izere bir¢ok

isleve sahiptir.

Kikirdak greftleri; estetik burun ameliyatlari, konjenital ya da edinsel burun
deformitelerinin diizeltilmesi, mikrotia ve diger kulak deformitelerinin rekonstriiksiyonu gibi
bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte kikirdak dokusunun greft olarak
aktariminda degisik oranda rezorbsiyon gelisebilmektedir. Greft olarak alinan kikirdaklar %10-
90 oraninda canliligini siirdiirebilmektedir. Bununla birlikte kikirdak greft yasayabilirligini
artirmak adina literatiirde birgok c¢alisma mevcuttur.Kikirdak greftinin metil seliiloz ile
sarilmasi,fasya ile sarilmasi1 gibi bir¢ok bircok yontem mevcuttur. Bu calismalarda anlamli
sonuclar bulunsa da pratik uygulamalarda genel olarak kabul gormiis bir yaklagim

bulunmamaktadir.

Simvastatin, klinik kullanimda anti-hiperlipidemik ila¢ grubunda yer alan bir ilagtir.
Simvastatinin antihiperlipidemik etkilerinin yani sira ratlarda anjiogenezi tetikledigini gosteren
yaynlar yer almaktadir. Ayrica simvastatinin kemik iyilegsmesini arttirdigi ve inflamasyonu
azalttig1 gosterilmistir. Ratlarda simvastatinin enjekte edilebilir formatinin minimal invaziv
periosteal distraksiyon iizerinde etkisini inceleyen c¢alisma da mevcuttur. Bununla birlikte
bilgimiz dahilinde simvastatinin kikirdak sag kalimi iizerine etkisini arastiran yeterli calisma

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin oncelikli amaci; simvastatinin in vivo olarak uygulanabilen jel formatinin
gelistirilmesi, ikincil olarak amaci simvastatinin jel formunun blok halindeki kikirdak greftleri

cevresine uygulanarak, kikirdak greftlerinin sag kalimina etkisinin incelenmesidir.
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Gerec ve Yontem

Bu calisma in vitro ve in vivo olmak iizere iki asamali olarak gerceklestirildi. In vitro
asamasinda operasyonlar esnasinda alinan kikirdaklardan elde edilen kondroblastlar cogaltildi,
simvastatinin kondroblastlar {izerinde toksik dozu tespit edildi ve simvastatinin jel formati

uretildi.

Bu caligma in vivo ve in vitro olmak iizere iki agsamali olarak gergeklestirildi. Caligmanin
in vitro agamasinda operasyonlar esnasinda alinan kikirdaklardan elde edilen kondroblastlar in
vitro ortamda cogaltildi, simvastatinin kondroblastlar iizerinde toksik dozu tespit edildi ve

simvastatinin jel formati iiretildi.

Calismanin in vivo kismu ¢ift kor randomize bir ¢aligma olarak tasarlandi. Calismada on
iki adet “Yeni Zellanda” cinsi erkek tavsan her grupta 4 tavsan olacak sekilde, toplamda 3 grup

olarak diizenlendi. Bu gruplar:

Birinci grup: Kikirdak greftlerinin ek bir islem yapilamdan acili sahaya nakledildigi

kontrol grubu

Ikinci grup: Kikirdak greftlerinin simvastatin igermeyen jel siiriildiikten sonra alic1 sahaya

yerlestirildigi plasebo grubu

Uciincii grup: Kikirdak greftlerinin simvastatin igeren jel siiriildiikten sonra alic1 sahaya

yerlestirildigi deney grubu

Tavsanlara cerrahi igslem Oncesi, intramuskuler ketamin ve ksilazin ile anestezi saglandi.
Anestezi derinligi parmak kistirma, ekstremite cekme yanit1 ve kornea refleksi yoluyla kontrol
edildi. Cerrahi islem sirasinda anestezi derinligini korumak amaci ile gerekli durumlarda

Ketamin uygulamalar tekrar edildi.

Uygun anestezi derinligi saglandiktan sonra hayvanin her iki kulak ve sirt bolgesi tirag
edilerek operasyon masasina yiiziistii yatirildi. Cerrahi alan Povidon iyot %10 ¢dzelti ile

silinerek antisepsi saglandi ve steril ortiim uygulandi.

Tavsanlarin her iki kulaginda dorsal ylizde, orta hat boyunca uzanan arter lateralinde

kalacak sekilde 2 cm uzunlugunda vertikal insizyon ile 2x1 cm boyutunda kikirdak grefti
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deperikondriye sekilde elde edildi. Greft donor alan insizyonlar1 kanama kontrolii saglandiktan

sonra 4/0 monoflaman polypropylene siitiir materyali ile basit siitiire edildi.

Kikirdak greft donor alanlari igin sirtta interskapular bolgede orta hattin 1cm sag ve sol
tarafinda subkutan cepler olusturuldu. Kontrol grubundaki kikirdak greftleri ek bir igleme tabi
tutulmadan olusturulan ceplere yerlestirildi. Plasebo grubu ve simvastatin jel grubundaki
deneklerde kikirdak greftlerine lcc jel siiriildii. Deney grubundaki jeller % 1.5 simvastatin
icermektedir. Greftler jel ile birlikte olusturulan ceplere yerlestirildi. Kesiler 3/0 monoflaman
polypropylene siitiir materyali ile horizontal matris yontemi ile siitiire edildi. Cerrahi siireci

takiben tavsanlarin tekli kafeslerde uygun kosullarda bakimi ve beslenmesi saglandi.

Her grupta yer alan deneklerin yaris1 dordiincii haftanin sonunda, diger yarisi ise on ikinci
haftanin sonunda sakrifiye edilerek kikirdak greftleri alindi. Greft materyalleri Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik ve immiinokimyasal
olarak degerlendirildi. Alinan kikirdak dokusu 6rneklerinde kondrosit niikleus sayisi, kartilaj
matrix metakromazisi, periferal proliferasyon, fibrozis, vaskiiler proliferasyon, inflamatuar

degisiklikler ve kemik metaplazisi incelendi.

Verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism (versiyon 8.0; GraphPad Software, ABD)
ile gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile
incelendi. Verilerin normal dagilim analizinde gruplardan en az birinin normal dagilim
gostermedigi tespit edildi. Bu sebeple verilerin analizleri Kruskal-Wallis testini takiben
Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi ile gergeklestirildi. Kantitatif verilerin ifade edilmesinde

ortalama + standart sapma (s.s.). P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
Bulgular

Kontrol grubunda 4hafta ve 12 hafta sonucunda alinan 6rneklerde ciddi diizeyde periferal
kikirdak hiicre proliferasyonu, saglikli kikirdak hiicreleri izlendi. Inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, vaskiilarizasyon goriilmedi. Kemik metaplazisi goriilmedi. Masson-trikrom
boyamada fibrozis goriilmedi. Immunohistokimyasal ¢alismada ise gegdénemde 1 denek harig

kuvvetli glial fibrilik asit (GFAP) pozitif boyanma gozlendi.

Plasebo grubunda erken donemde periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli

kikirdak hiicrelerinde belirgin azalma oldugu goriildii. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre
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infiltrasyonu, yogun diizeyde vaskiilarizasyon izlendi. Orta derecede fibrosiz ve kuvvetli GFAP

pozitif boyamasi goriildii. Ge¢ donemde ise alinan drneklerde kikirdak dokusu goriilmedi.

Deney grubunda ise erken donemde periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli
kikirdak hiicrelerinde belirgin azalma oldugu goriildii. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, yogun diizeyde vaskiilarizasyon izlendi. Orta derecede fibrosiz ve kuvvetli GFAP
pozitif boyamasi goriildii. Ge¢ donemde alinan 6rneklerde bazi1 6rneklerde benzer bulgular

goriildi, baz1 6rneklerde ise kikirdak dokusunun tamamen destrukte oldugu goriildii.
Tartisma ve Sonug:

Calismamizda, simvastatinin jel formatinin kikirdak grefti sag kalimi {izerine olan etkisi

incelendi.

Calismanin sonucunda kondrosit niikleus sayisi, kartilaj matriks kromazisi ve periferal
proliferasyon kontrol grubunda diger gruplara kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunurken;
inflamasyon, vaskularizasyon ve fibrosiz plasebo ve simvastatin grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Plasebo ve simvastatin gruplar arasinda bu degerler
acisindan anlamli fark bulunmamaktadir. Bununla birlikte kemik metaplazisi ve GFAP

immiinreaktivitesi skoru acisindan tiim gruplar arasinda anlamli fark bulunmamustir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalar ile bizim ¢alismamiz sonuglar1 arasinda bazi benzerlikler
ve farkliliklar bulunmaktadir. Bizim ¢aligmamizda simvastatin inflamasyonu, vaskularizasyonu
ve fibrosizi arttirdigi sonucu ¢ikmistir. Ancak literatiir bulgular1 simvastatinin inflamasyonu
azalattig1 ve vaskularizayonu arttirdigr yoniindedir. Bununla birlikte ¢alismamizdaki bu
degisikliklerin simvastatinin kendi etkisi ile degil de enfeksiyona sekonder olarak meydana

gelen degisiklikler oldugu diisiiniilmektedir.

Kontrol grubunda kikirdak greft sag kalimimin devam etmesine ragmen, diger gruplarda
kikirdak greftlerinin tamamen rezorbsiyona ugramasi enfeksiyon, jelin kikirdak grefti
cevresinde inlamasyonu tetiklemesi ya da jel tabakanin kikirdak greft ¢cevresinde diflizyonu
engelleyerek greft beslenmesine engel olabilmesi nedeniyle olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sebep bunlardan biri ya da kiimiilatif etkisi olabilir.



Simvastatinin jel formunun kikirdak sag kalimina etkisini degerlendirecek calisma
yapilmamistir. Bu nedenle bu ¢aligma bundan sonra bu konuda yapilacak ¢alismalar i¢in fikir

verici bir ¢aligma niteligindedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Kikirdak, kikirdak grefti, kikirdak grefti sag kalimu,

simvastatin, simvastatin jel formu



SUMMARY

Introduction and purpose

Cartilage tissue is the basic biological material that helps shaping and supporting the body.
Cartilage has many functions, including the ability to resist compressive forces, increase bone

flexibility, and provide support in bony areas that need flexibility.

Cartilage grafts ; It is widely used in many areas such as aesthetic nose surgeries, correction
of congenital or acquired nasal deformities , reconstruction of microtia and other ear deformities
. However, different rates of resorption may develop in the transfer of cartilage tissue as a graft
. Cartilage graft can maintain its vitality at a rate of 10 -90%. However, there are many studies
in the literature that aim to increase cartilage graft viability. There are several methods for
wrapping the graft ranging from methyl cellulose to fascia . Although there are significant

results in these studies, there is no generally accepted approach in practical applications.

Simvastatin is a drug in the anti- hyperlipidemic drug group in clinical use . In addition to
the antihyperlipidemic effects of simvastatin, there are publications showing that it triggers
angiogenesis in rats. Furthermore, it has been shown that simvastatin increases bone healing
and reduces inflammation. There is also a study that examining the effect of the injectable form
of simvastatin on minimally invasive periosteal distraction in rats. However, according to our
knowledge, there are not enough studies investigating the effect of simvastatin on cartilage

survival.

The primary aim of this study; the development of a gel form of simvastatin that can be
administered in vivo, and the secondary aim is investigating the effect of the gel form of
simvastatin on the survival of cartilage grafts, by applying it around cartilage grafts in block

forms.
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Materials and Methods

This study was carried out in two stages, in vivo and in vitro. In the in vitro phase of the
study, the chondroblasts obtained from the cartilages were augmented in vitro, the toxic dose

of simvastatin on chondroblasts was detected and a gel format of simvastatin was produced.

The in vivo part of the study was designed as a double-blind randomized trial. Twelve
“New Zealand ” male rabbits were arranged as 3 groups in total, with 4 rabbits in each group.

These groups are:

First group: Control group in which cartilage grafts are transplanted to the recipient site

without any additional operation.

Second group: Placebo group in which cartilage grafts were placed in the recipient site

after application of a simvastatin-free gel

Third group: Experimental group in which cartilage grafts were placed in the recipient site

after applying gel containing simvastatin

Rabbits were anesthetized with intramuscular ketamine and xylazine before the surgical
procedure. The depth of anesthesia was checked by finger pinch, limb pull response and corneal
reflex. Ketamine applications were repeated when necessary in order to maintain the depth of

anesthesia during the surgical procedure.

After providing the appropriate depth of anesthesia, both ears and dorsal region of the
animal were shaved and the animal was placed face down on the operation table. Antisepsis
was achieved by wiping the surgical field with Povidone iodine 10% solution and sterile

dressing was applied.
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In the dorsal side of both ears of the rabbits, a 2 cm long vertical incision which is lateral
to the artery running along the midline was made, and a 2x1 cm cartilage graft was obtained
deperichondrially. Graft donor site incisions were simply sutured with 4/0 monoflaman

polypropylene suture material after controlling bleeding.

For the cartilage graft donor sites, subcutaneous pockets were created 1 cm to the right and
left sides of the midline in the interscapular region on the back. Cartilage grafts in the control
group were placed in the pockets that created, without any additional operation. In the placebo
group and simvastatin gel group, lcc gel was applied to the cartilage grafts. The gels in the
experimental group contain 1. 5% simvastatin. The grafts were placed with the gel in the
pockets that formed. Incisions were sutured with 3/0 monofilament polypropylene suture
material by using the horizontal matrix method. Following the surgical process, the rabbits were

cared for and fed in single cages under appropriate conditions.

Half of the subjects in each group were sacrificed at the end of the fourth week and the
other half at the end of the twelfth week, and cartilage grafts were removed. The graft materials
were evaluated histopathologically and immunochemically in the Pathology Department of
Marmara University Faculty of Medicine. Chondrocyte nucleus number, cartilage matrix
metachromasia, peripheral proliferation, fibrosis, vascular proliferation, inflammatory changes

and bone metaplasia were examined in the cartilage tissue samples.

Statistical analysis of the data was performed by using GraphPad Prism (version 8. 0;
GraphPad Software, USA). The conformity of the data to normal distribution was examined by
Kolmogorov Smirnov test. In the normal distribution analysis of the data, it was detected that
at least one of the groups did not show normal distribution. For this reason, the data were

analyzed by Dunn's multiple comparison test followed by Kruskal-Wallis test. Mean + standard
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deviation (s.s.). P<0,05 wvalues were considered statistically significant in expressing

quantitative data.

Results

In the samples of the control group which taken at the end of 4. and 12. weeks, peripheral
cartilage cell proliferation and healthy cartilage cells were observed at significant level.
Inflammatory cell infiltration and vascularization were not observed. No bone metaplasia was
observed. Masson-trichrome staining showed no fibrosis. In the immunohistochemical study,
strong glial fibrilic acid (GFAP) positive staining was observed except for 1 subject in the late

period.

In the placebo group, there was a significant decrease in peripheral cartilage cell
proliferation and healthy cartilage cells, in the early period. Intense and severe inflammatory
cell infiltration and dense vascularization were observed. Moderate fibrosis and strong GFAP
positive staining were observed. In the late period, no cartilage tissue was observed in the

samples has been taken.

In the experimental group, a significant decrease in peripheral cartilage cell proliferation
and healthy cartilage cells were observed in the early period. Intense and severe inflammatory
cell infiltration and dense vascularization were observed. Moderate fibrosis and strong GFAP
positive staining were observed. In the specimens that has been taken in the late period; it is
observed that, there were similar findings in some specimens, while the cartilage tissue was

completely destructed in the other specimens.

Discussion and Conclusion:

In our study, the effect of simvastatin gel format on cartilage graft survival was

investigated.
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As a result of the study, chondrocyte nucleus number, cartilage matrix chromasia and
peripheral proliferation were significantly higher in the control group compared to the other
groups; inflammation, vascularization and fibrosis were significantly higher in the placebo and
simvastatin groups compared to the control group. There is no significant difference between
placebo and simvastatin groups in terms of these values. Besides, no significant difference was

found between all groups in terms of bone metaplasia and GFAP immunoreactivity score.

There are some similarities and differences between the studies in the literature and the
results of our study. In our study, it was concluded that simvastatin increases inflammation,
vascularization and fibrosis. However, literature findings suggest that simvastatin decreases
inflammation and increases vascularization. However, these changes in our study are thought

to be secondary to the infection and not due to the effect of simvastatin itself.

Although cartilage graft survival continued in the control group; complete resorption of
cartilage grafts in the other groups suggests that, infection may be due to the gel triggering
inflammation around the cartilage graft or the gel layer may prevent graft nutrition by
preventing diffusion around the cartilage graft. The cause may be one of these or the cumulative

effect.

There have been no studies in order to evaluate the effect of the gel form of simvastatin
on cartilage survival. For this reason, this study is a suggestive study for future studies on this

subject.

KEY WORDS: Cartilage, cartilage graft, cartilage graft survival, simvastatin , simvastatin

gel form
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1. GIRIS VE AMAC

Kikirdak doku, viicudu sekillendirmeye yardimci olan ve sonra onu destekleyen temel
biyolojik malzemedir (Caplan, 1984). Kikirdak, sikigtirici kuvvetlere direnme, kemik
esnekligini artirma ve esneklik ihtiyaci olan kemikli alanlarda destek saglama yetenegi dahil

olmak iizere bir¢ok isleve sahiptir (Chang et al., 2021).

Kikirdak greftleri; estetik burun ameliyatlari, konjenital ya da edinsel burun
deformitelerinin diizeltilmesi, mikrotia ve diger kulak deformitelerinin rekonstriiksiyonu gibi
birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte kikirdak dokusunun greft olarak
aktariminda degisik oranda rezorbsiyon gelisebilmektedir. Greft olarak alinan kikirdaklar %10-
90 oraninda canliligini siirdiirebilmektedir (Cakmak et al., 2005). Bununla birlikte kikirdak
greft yasayabilirligini arttirmak adina literatlirde bir¢ok ¢alisma mevcuttur.Kikirdak greftinin
metil seliiloz ile sarilmasi (Erol, 2000) ,fasya ile sarilmasi (Daniel & Calvert, 2004) gibi bir¢ok
birgok yontem mevcuttur. Bu ¢aligmalarda anlamli sonuglar bulunsa da pratik uygulamalarda

genel olarak kabul gérmiis bir yaklagim bulunmamaktadir.

Simvastatin, klinik kullanimda anti-hiperlipidemik ila¢ grubunda yer alan bir ilagtir.
Simvastatinin antihiperlipidemik etkilerinin yani sira ratlarda anjiogenezi tetikledigini gosteren
yayinlar yer almaktadir (Zhu et al., 2021). Ayrica simvastatinin kemik iyilesmesini arttirdig1 ve
inflamasyonu azalttigt gosterilmistir (Gupta et al., 2019; Stein et al., 2005). Ratlarda
simvastatinin enjekte edilebilir formatinin minimal invaziv periosteal distraksiyon iizerinde
etkisini inceleyen ¢alisma da mevcuttur (Hao et al., 2018). Bununla birlikte bilgimiz dahilinde

simvastatinin kikirdak sag kalimi iizerine etkisini arastiran yeterli ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin 6ncelikli amaci; simvastatinin in vivo olarak uygulanabilen jel formatinin
gelistirilmesi, ikincil olarak amaci simvastatinin jel formunun blok halindeki kikirdak greftleri

cevresine uygulanarak, kikirdak greftlerinin sag kalimina etkisinin incelenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER
2. 1. Kikirdak Dokusu

Kikirdak dokusu, sikistirict kuvvetlere direnme, kemik esnekligini arttirma ve esneklik
ihtiyac1 olan kemikli alanlarda destek saglama yetenegi dahil olmak iizere birgok igleve sahip
bir dokudur. Kikirdak yapimindan sorumlu olan primer hiicreler, lakiin icerisinde yer alan
kondrositlerdir. Kikirdak matriksi fibroz doku ve ¢esitli proteoglikan ve glikozaminoglikan
kombinasyonlarindan olusur. Kikirdak bir kez sentezlendikten sonra lenfatik veya kan
kaynagindan yoksundur. Beslenmenin ve metabolizma sonucu olusan atiklarin
uzaklastirilmasinin esas mekanizmasi diflizyon ile olmaktadir (Chang et al., 2021). Kikirdak
matriksinde glikozaminoglikanlarin tip 2 kollojen fiber oranina yiiksek olmasi, ¢evreleyen bag
dokusundaki kan damarlar1 ile matrikse dagilmis olan kondrositler arasinda maddelerin
difizyonuna izin vermekte ve bdylece doku canliligmmin devamim sagllamaktadir (Ross &
Pawlina, 2016). Kikirdak;kemik gibi,fibr6z zar benzeri bir perikondrium ile g¢evrilidir. Bu
tabaka rejenerasyonda etkili degildir. Bu nedenle yaralanmadan sonra iyilesmesi yavastir. Aktif
kan akisinin olmamasi,herhangi bir kikirdak yaralanmasinin iyilegsmesinin uzun siirmesinin ana
nedenidir. Kikirdagin sinir innervasyonu yoktur ve bu nedenle yaralanmalarda veya hasar
gorme durumlarinda bir hassasiyet olmaz. Kikirdakta kalsifikasyon oldugunda kondrositler
olir. Bunu kikirdagin kemik benzeri doku ile yer degistirmesi takip eder.Kemikten farkli
olarak kikirdagin matriksinde kalsiyum yoktur. Bunun yerine,elastikiyet ve esnekligi saglayan

malzeme olan kondrotini yiiksek miktarda icerir (Chang et al., 2021).
2. 1. 1. Kikirdak Dokusu Hiicreleri

Kikirdak, kondrositlerden ve bol miktarda ekstraseliiler matriksden olusan avaskiiler bir
dokudur. Kikirdak hacminin %95 den fazlasi, bu dokunun fonksiyonel bir elemani olan
ekstraseliiler matriksten olusmaktadir. Kondrositler, seyrek, fakat matriksin {iretimini ve

devamlilig i¢in gerekli maddelerdir (Ross & Pawlina, 2016).

Kondrositler, hiicre dig1 matriksi (ECM) korur ve kikirdak matriksi iiretir. Kollajen liflerle
cevrili kondrositler, kikirdag: gii¢lii ancak esnek hale getiren maddeler salgilar. Genel olarak
kondrositler, intervertebral disklerde ve eklem kikirdaginda bulunurlar. Kondrositler, eklem
hareketlerinde tampon gorevi goren eklem kikirdaklarinda homeostazin saglanmasinda ¢ok
onemli rol oynarlar. Diger 6zellesmis dokulardaki hiicreler gibi, kondrositler de birbirinden

kikirdak matriksi ile ayrilirlar. Kondrositler ayrica kondral onarimdan da sorumludur;



rekonstruktif yapilar: nedeniyle,doku hasar1 durumunda dis travmaya yanit verirler (Nahian &

Sapra, 2022).
2. 1. 2. Perikondriyum

Perikondriyum, fibroblastlardan ayirt edilemeyen hiicrelerden olusan siki bag dokusudur.
Cogu agidan perikondriyum, bezleri ve pek ¢ok organi saran kapsiilii temsil etmektedir. Ayni
zamanda, yeni kikirdak hiicrelerinin kaynagi olarak da hizmet etmektedir (Ross & Pawlina,

2016).

Perikondriyumun dis bolgesi biiyiik dlclide kollajen tip I liflerinden ve fibroblastlardan
olusur, ancak kikirdak matrisine bitisik bir i¢ tabaka da boliinen ve kondrositlere farklilagsan

yeni kondroblastlar i¢in bir kaynak saglayan mezenkimal kok hiicreler icerir (Mescher, 2021).

Hyalin kikirdagi, sikica tutunmus bir bag dokusu olan perikondriyum sarmaktadir. Ancak
artikiiler eklem ytizeylerinin hyalin kikirdagi perikondriyuma sahip degildir (Ross & Pawlina,

2016).
2. 1. 3. Kikirdak Dokusunun Gelisimi ve Yapis1

Kikirdak gelisimi siireci olan kondrogenez, kondroprogenitér mezenkimal hiicrelerin
yuvarlak, birbirine yaklasmis hiicre kitlesi olusturmak iizere kiimelenmesi ile baglar.
Transkripsiyon faktorii SOX-9 (SRY-box transcription factor 9)’un ekspresyonu bu kiimelenen
hiicrelerin kondroblastlara farklilagmalarin1 tetikler ve bu hiicreler sonradan kikirdak matriksi
salgilar (SOX-9 ekspresyonu tip 2 kollojen salgilanmasi ile ayni zamana rastlamaktadir.).
Kondroblastlar matriks biriktirdikge birbirinden daha da uzaklasirlar. Matriks materyali ile
tamamen c¢evrelendiklerinde hiicreler kondrosit olarak adlandirilirlar. Kondrojenik nodiiliin
hemen ¢evresindeki mezenkimal doku ise perikondiyumu meydanan getirir (Ross & Pawlina,

2016).

Embriyolojik gelisim sirasinda,kikirdak farklilasmasi1 oncelikle merkezden disa dogru
gerceklesir; bu nedenle,daha merkezi hiicreler kondrositlerin 6zelliklerine sahipken periferik

hiicreler tipik kondroblastlardir (Mescher, 2021).

Kondrogenez pek ¢ok molekiil tarafindan diizenlenmektedir. Bunlarin arasinda ekstra

seltiler ligandlar, niikleer reseptorler, transkripsiyon faktorleri, adezyon molekiilleri ve matriks



proteinleri bulunmaktadir. Ayrica, kikirdak iskeletin gelisimi biyomekanik giicler tarafindan da

etkilenmektedir (Ross & Pawlina, 2016).

Kikirdak appozisyonel ve intersitisyel olmak iizere iki tip biliylime yetenegine sahiptir.
Matriks salgilamasinin baslamasi ile birlikte kikirdak biiylimesi iki siirecin kombinasyonu

tizerinden devam eder. Bunlar:
1-Appozisyonel biiyiime, mevcut kikirdagin yiizeyinde yeni kikirdak olugumu
2-Intersitisyel biiyiime, mevcut kikirdak kitlesi iginde yeni kikirdak olusum siirecidir.

Appozisyonel biiyiime sirasindaiiretilen yeni kikirdak hiicreleri, kikirdagi saran

perikondriyumun i¢ kismindan tiiremektedirler (Ross & Pawlina, 2016).
2. 1. 4. Kikirdak Dokusu Tipleri

Icerdigi lif tipine ve yogunluguna gore baslica ii¢ tip kikirdak dokusu bulunur.Bunlar

hyalin,elastik ve fibroz kikirdaktir (Esrefoglu, 2009).
2. 1. 4. 1. Hyalin Kikirdak

Organizmada en sik izlenen kikirdak tiiriidiir. Eriskinlerde eklemlerin yiizeylerinde,
solunum yollarinda (burun, larinks, trakea, brons), kostalarin ventral uglarinda ve epifiz
plaklarinda bulunur. Eklem yiizeyleri disindaki tiim bolgelerde tamamen perikondriyum ile

kusatilmistir (Esrefoglu, 2009).

Hyalin kikirdak fetiisiin gelismekte olan iskeleti i¢in bir model olusturur. Erken fetal
gelisimde hyalin kikirdak, enkondral kemiklesme siireci ile gelisen kemikler igin prekiirsordiir.
Baslangigta ¢ogu uzun kemik, matiir kemigin sekline benzeyen kikirdak modelleri ile temsil

edilir (Ross & Pawlina, 2016).

Olgun kikirdak hiicreleri olan kondrositler lakunalar i¢inde yer alirlar. Canlida genis oval
sekilli olan bu hiicreler, histolojik teknikler sirasinda igerdikleri su, lipid ve glikojeni
kaybederek biiziistiikleri i¢in preparatlarda lakuna duvarlari ile kondrositler arasinda gercekte
bulunmayan bir bosluk kalir. Bu biiziisme nedeni ile kondrositlerin sitolojik 6zelliklerinin
incelenmesi 151k mikroskobik diizeyde zordur. Biizlisme olmasa da dehidrasyon sirasinda

kaybedilen su ve lipitlerden dolay1 sitoplazmalar1 vakuollii goriiliir (Esrefoglu, 2009).



Kikirdak matriksini sentezleyen kondroblastlar, iyi gelismis graniiler endoplazmik
retikulum, golgi kompleksi, sekresyon graniilleri, vezikiiller, lipid, glikojen, intermediyer

filamentler, mikrofilamentler ve mikrotiibiiller igerirler (Esrefoglu, 2009).

Hyalin kikirdak matriksi kondrositler tarafindan tiretilmektedir ve ili¢ ana molekiil sinifi

icermektedir:

1-Kollojen molekiilleri:Kollojen ana matriks proteininidir.%80 oraninda tip 2 kollojen

vardir.
2-Proteoglikanlar: Hyaluronan, kondrotin siilfat ve keratan siilfat

3-Coklu yapiskan glikoproteinler: Ankorin C II, tenasin ve fibronektin (Ross & Pawlina,
2016).

2. 1. 4. 2. Elastik Kikirdak

Hyalin kikirdak matriksinin normal bilesenlerine ilaveten ¢ok miktarda dallanan,
anastomozlasan elastik lif igeren kikirdak tipidir. Elastik liflerin varlig1 elastik kikirdagin hyalin
kikirdaktan daha elastik olmasini, egilip biikiilebilmesini saglar. Bu tip kikirdak elastikiyet
gereken dis kulak, dis kulak yolu, epiglottis, Ostaki tiipii ve larinkse (cuneiform, corniculat ve
epiglottis) izlenir. Hyalin kikirdaktan farkli olarak elastik kikirdak yaslanmayla birlikte
kalsifikasyona ugramaz (Esrefoglu, 2009).

2. 1. 4. 3. Fibroz Kikirdak

Kikirdak ile sik1 bag dokusu arasinda yapisal 6zellik gosterir. Kondrositler genellikle hiicre
dizileri yaparlar, nadiren izojen gruplar seklinde bulunurlar. Kondrosit gruplari arasinda yer yer
fibroblastlara da rastlanir. Fibroz kikirdak, intervertebral disklerde,baz1 eklemlerde
(sternoklavikular ve temporomandibular), sympisis pubiste, diz meniskuslarinda ve tendonlarin
kemige tutundugu bolgelerde bulunur. Fibroz kikirdagin hiicrelerinin sadece gelisim
doneminde degil, eriskin donemde de matriks molerkiillerini salgilamas1 bu kikirdagin dis
ortam sartlarina daima uyumlu kalmasini saglar (mekanik basing, beslenme sartlarinda

degisiklikler, hormonal degisiklikler v.b.) (Esrefoglu, 2009).

Fibroz kikirdagin ekstaseliiler matriksi hem tip 1 hem de tip 2 kollojen fibrillerinin

bulunmasi ile karakterizedir. Bu kollojenlerin nispi oranlar1 degisiklik gosterebilir. Ornegin ,



diz ekleminin meniskiisleri sadece az miktarda tip 2 kollojen icerirken, intervertebraldisk esit

miktarda tip 1 ve tip 2 kollojen fiberleri icermektedir (Ross & Pawlina, 2016).

Fibroz kikirdaktaki tip 1 ve tip 2 kollojen miktar1 arasindaki oran yas ile degigsmektedir.
Yasl bireylerde, tip 2 kollojen fibrillerini siirekli iireterek ¢evreleyen matriks i¢ine bosaltan

kondrositlerin metabolik aktiviteri nedeni ile tip 2 kollojen daha fazladir.

Bunun yaninda, fibréz kikirdagin ekstraseliiler matriksi, agrekandan daha yiiksek miktarda
versikan (fibroblastlar tarfindan salgilanan bir proteoglikan monomer) icermektedir. Versikan
da yiiksek diizeyde hidrate proteoglikan kiimeleri olusturmak iizere hyaluronani1 baglayabilir

(Ross & Pawlina, 2016).
2. 1. 5. Kikirdak Hasar1 ve Onarim Fizyolojisi

Kikirdak dokusunun hasar gérmesi durumunda onarim yetenegi sinirlidir. Kikirdak fazla
miktarda yogun ve tekrarlayici stresi tolere edebilir. Bununla birlikte kikirdak hasarlandiginda
en kiiciik hasarlarda bile iyilesme yetersizligi gostermektedir. Bu hasara yanitsizlik durumu,
kikirdagin avaskuler olmasina, kondrositlerin hareketsizligine ve matiir kondrositlerin sinirlt

profilferasyon yetenegine baglanabilir (Ross & Pawlina, 2016).

Kii¢iik cocuklar disinda, hasarl kikirdak, esasen yarali bolgeyi isgal eden ve yeni kikirdak
iireten perikondriyumdaki hiicrelere bagli olarak, yavas ve genellikle eksik bir onarimdan
gecer. Hasarli bolgelerde, perikondrium yeni kikirdak olusturmak yerine yogun bag
dokusundan bir yara olusturur. Kikirdagin onarim veya rejenerasyon i¢in zayif kapasitesi,

kismen damarsizligina ve diisiik metabolik hizina baghdir (Mescher, 2021).

Molekiiler diizeyde kikirdak onarimu, tip 1 kollojenin skar dokusu halinde biriktirilmesi ile
kikirdaga spesifik kollojenlerin ekspresyonu yoluyla onarim arasindaki kararsiz bir dengedir.
Bununla birlikte, yetiskinlerde iyilesmekte olan yara bdlgesinde siklikla yeni kan damarlar

gelisir ve asil kikirdak onarimi yerine kemik biiylimesi sitimule olur (Ross & Pawlina, 2016).

Literatiirde kikirdak hasar1 ve onarim fizyolojisi ile ilgili ¢alismalar yaygin olarak
osteoartrit modelleri lizerinde yapilmaktadir. Osteoartritte, etkilenerek hasar goren kikirdakta
nitrik oksit (NO) ve prostoglandin E2 (PGE2) {iretmi artar. Bu nedenle, hastalikli kikirdakta
aktive kondrositler tarafindan tiretilen NO ve PGE2, osteoartrittr hastaligin ilerlemesini modiile
edebilir ve bu nedenle terapotik miidahale i¢in potansiyel hedefler olarak diisiiniilmelidir (Amin

et al., 2000).



Kikirdak hasar1 patofizyolojisinde birtakim sitokinlerin rol oynadigi literatiirde yer
almaktadir. E. Roy Pettipher ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada tavsan diz eklemlerine
Interlokin-1 (IL-1) enjeksiyonunun, eklem boslugunda polimorfniikleer ve mononiikleer
l16kositlerin birikmesine ve eklem kikirdagindan proteoglikan kaybina neden oldugu

gosterilmistir (Pettipher et al., 1986).

Kikirdak hasarinda oldugu gibi onariminda da birtakim sitokinler rol almaktadir. Michael
E. Joyce ve arkadasarinin yaptig1 calismada Transforming Growth Factor-B (TGF-B) nin rat
femurunda kondrogenezis ve osteogenezis baglangicinda rol aldigi gosterilmistir(Joyce et al.,
1990). Guenther ve arkadaglarinin tavsan eklem kikirdak kiiltiirlerinde yapmis oldugu
calismada insiilin like growh faktér 1 (IGF-1)’in kollojen ve glikozaminoglikan sentezini
arttirdigi belirtilmistir (Guenther et al., 1982). Aymi zamanda Tyler ve arkadaglarinin
yaymnladigt ¢alismada IGF-1’in, IL-1’in etkisini antagonize ederek kikirdakta bozulmay1
azalttig1 bildirilmistir(Tyler, 1989).

Hasar gérmiis kikirdagin tedavisi icin birgok klinik ¢alisma yapilmistir. Bunlar arasinda
artroskopik debridman, mikrofraktiie, osteokondral allogreft, devamli pasif hareketler,
periosteal perkondral greftler ve kondrosit transplantasyonu bulunmaktadir (Suh et al., 1995).
Bu calismalar arasinda perikondriyal greftler iizerinde ¢ok durulmustur. 1972 de Skoog,
Ohlsean ve arkadaslar1 tarafindan yayimnlanan makalede tavsan kikirdagi perikondriyumunun
kondrojenik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Skoog et al., 1972). Yine Can ve arkadaslar
tarafindan yayinlanan bir ¢aligmada tavsan kulagindan tek tarafli perikondriyum korunarak
alinan kikirdak grefti sonrasinda defektin tamamen kikirdak dokusu ile onarildigt; her iki taraf
perikondriyumu alinan defekt alanlarinda kondrogenezin defekt alanina komsu alanlarda sinirh
oldugu,geri kalan sahanin fibrotik dokularla rejenere oldugu goriilmiistiir (Haberal Can et al.,
2008). Perikondriyumun kikirdak tamirindeki rolii nedeni ile tedavi amacl olarak insanlarda
ilk defa el bilegi ve parmak eklemlerinde basar1 ile kullanild1 (Suh et al., 1995). Pastacaldi ve
arkadaslar1 tarafindan romatoid artritli hastalarda el bileginde (Pastacaldi & Engkvist, 1979),
Engkvist ve arkadaslar1 tarafindan kii¢iik eklemlerde (Engkvist & Johansson, 1980)

perikondriyal greftler kullanilarak yapilan artroplastiler basarili sonuglar vermistir.



2. 2. Kikirdak Grefti
2. 2. 1. Kikirdak Grefti Taihgesi

Kikirdak grefti tarihgesine baktigimiz zaman bu konu ile ilgili ¢aligmalar 19.yy’m ilk
yarisina dayanmaktadir. Ancak klinik anlamda kullanimlari ¢ok daha ge¢ yillarda baslayacaktir.

Ilk kikirdak gerfti ¢alismalarmin Albert Teodore Middeldorpf (1824-1869) tarafindan
yapildig1 tahmin edilmektedir. Middeldorpf, deneysel modelde almis oldugu kikirdak
parcalarin1 peritona yerlestirmis; ancak bunlarin tamamen eridigini bildirmistir. 1872°de

F.W.Zahn fetal kikirdaklarla ilgili deneyler yapmig ancak basarili olamamaistir (Santoni-Rugiu
& Sykes, 2007).

[k basarisiz caligmalar1 takiben Ollier tarafindan kikirdak greftlerinin hayatta kalabilmesi
icin perikondriyum ile birlikte nakledilmesi gerektigini bildirmistir. Friedrich Mangold (1859-
1909) tavsanlarda perikondriyum ile birlikte nakledilen kikirdagin 9 ay sonra hayatta
kalabilecegini gostermistir. Takiben bir hastada 3x5 cm boyutunda kikirdak greftini boyun cildi
altina yerlestirmis ve 8 ay sonra da larinksdeki defekti kapatmak i¢in boyundan kompozit flep
kaldirmigtir. Bu ameliyat 1900°de yapildi ve muhtemelen yapilan ilk kikirdak grefti vakasi
olmustur. Mangold takip eden yillarda eyer burun deformitesi bulunan iki hastada kikirdak

grefti kullanmistir (Santoni-Rugiu & Sykes, 2007).

Paul Bert kikirdak greftleri ile ilgili yaptigi ¢aligmalarda kikirdak greftlerinin
yasayabilecegini ve hatta kemik olusumuna yol acabilecegi sonucuna varmistir. Bert ayrica
kikirdak greftlerinin yasayabilirliginde alict sahanin 6nemli rol oynadigimi dogrulamistir

(Santoni-Rugiu & Sykes, 2007).

Fisher, kulak ve burun rekonstriiksiyonu i¢in perkondriyumlu ve perikondriyumsuz kosta
kikirdagi kullanmis ve perikondriyumun greft yasayabilirligi icin elzem olmadigini belirtmistir.
Hippolyte Morestin (1868-1919) orbital, malar ~ ve mandibular kemik defektleri
rekonstriiksiyonunda kikirdagin basari ile kullanilabilecegini belirtmistir. Heinrich Hellferich
(1851-1911) perikondriyuma yakin yerlestirilen kikirdak greftlerinin hayatta kalma oranlarinin
daha yiiksek oldugunu belirtmistir (Santoni-Rugiu & Sykes, 2007).

1923’te Harold Neuhof heterogreftler ile ilgili yapmis oldugu caligmalarin sonucunda

kikirdak greftin rezorbe oldugunu ve fibréz doku ile yer degistirdigini ancak yine de kaliciligt



nedeni ile kulak ve burun rekonstriiksiyonlar: i¢in kullanilabilecegini bildirmistir (Santoni-

Rugiu & Sykes, 2007).

Peer sonuglarini 1950’lerde yayinladigi ¢aligsmalarla nasal septum, kostal kikirdak ve kulak
kikirdaginin herm perikondriyumlu hem de perikondriyumsuz miikemmel greft kaynaklar
olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica 14 yillik uzun takipler sonucunda kikirdak
dokusunun canliligini uzun siire koruyabildigini gozlemlemis, greftin tamamen rezorbe oldugu

veya kemiklestigi hipotezini ¢liriitmiistiir (Santoni-Rugiu & Sykes, 2007).

Kikirdak greftleri, alinmasi ve sekillendirilebilmesinin kolay olmasi, seklini ve hacmini
uzun siire koruyabilmesi nedeniyle giiniimiizde hala greft kaynag: olarak tercih edilmekte, bu
ozellikler onu kulak ve burun rekonstriiksiyonu i¢in degerli kilmaktadir (Santoni-Rugiu &

Sykes, 2007).

Rinoplastide ¢esitli amaglarla degisik sekillerde greftler kullanilmaktadir. Bu greftlerden
bir tanesi olan dogranmis greftlerin kullanimi yakin zamanda Erol tarafindan Tiirk lokumu
greftleri (yani Surgicell’e sarili dogranmis kikirdak greftleri) tekniginin yayimlanmasiyla
yeniden popiilerlik kazandi (Daniel & Calvert, 2004). Erol yayinlamis oldugu ¢aligmada bu
teknigi soyle tammmlamigtir: Septal, alar, konkal ve kostal orjinlerden alinan kikirdak 11 numara
bisturi yardimai ile 0.5-1 mm (milimetre)’ lik parcalar halinde kesilir. Parenteral olarak alinan 1
santimetrekiipliik (cm?) kan, kikirdak kiitlesine eklenir. Bu kikirdak kiitlesi sonra Surgicell ile
sartlarak silindirik bir form elde edilir ve rifamisin ile nemlendirilir. Erol yapmis oldugu
calismada deviye septal kikirdagin dorsal kisminin asir1 eksizyonu ve Surgicell ile saril1 kiip
seklinde kikirdagun yerlestirilmesi sonrasi tiim hastalarda 1-10 yillik takipler sonrasi niiks
olmaksizin diiz bir burun elde edildigini belirtmistir. Teknigin ayni zamanda primer
rinoplastilerde,ince burun derisi olan hastalarda ve/veya asir1 dorsal rezeksiyon yapilan
hastalarda,rezeksiyon sonrast kemik diizensizliklerini kamufule etmede etkili oldugu

belirtilmistir (Erol, 2000).
2. 2. 2. Kikirdak Grefti Elde Edilmesi, Hazirlanilmasi ve Klinik Uygulanmasi

Kikirdak greftleri; estetik burun ameliyatlari, konjenital ya da edinsel burun
deformitelerinin diizeltilmesi, mikrotia ve diger kulak deformitelerinin rekonstriiksiyonu,
temporomandibuler eklem ankilozunun tedavisi ve kraniofasyal bolgedeki defekt onarimi gibi

birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Rinoplasti cerrahisinin baglangicindan bu yana, travmatik eyer burun deformitelerinin ve
sekonder cerrahi defektlerin rekonstriiksiyonunda greftler kullanilmaktadir (Daniel & Calvert,
2004). Sekonder rinoplastide otolog greftler icin septal kartilaj, aurikular kartilaj, kostalar, iliak
ve kalvaryal kemik olmak iizere bes tane potansiyel donor alan vardir. Septal kartilaj tercihen
kullanilir. Ciinkii ek insizyon gerekmez, donor saha morbiditesi olmaz, kikirdagin alinmasi

septumdaki egriligi diizeltebilir ve hava yolunu iyilestirebilir (Marin et al., 2008).

Kikirdak greftleri kulak rekonstriiksiyonunda da énermli yer tutmaktadir. Onciiliigiinii
Brent, Nagata, Tanzer, Walton ve Beahm’in kurdugu teknikler su anda kullanilan kulak
rekonstriiksiyonunun temelini olusturmaktadir. 1959 yilinda Tanzer, otolog kaburga kikirdag:
kullanarak kulak rekonstriiksiyonunda 6nemli bir yol kat etti. Caligmalarinda kikirdak greftleri
rezorbe olmadan kalici sonuglar elde etti. Kulak rekonstriiksiyonu igin otojen kaburga
kikirdaginin kullanimi, kalici dayaniklilik ile miikemmel estetik sonuglar sagladigindan,

mikrotia rekonstriiksiyonu i¢in en kalici tekniklerden biridir (Olshinka et al., 2017).

Temporomandibular eklem ankilozunun diizeltilmesi i¢in cerrahi olarak bir¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda kostakondral greft, sternoklavikular greft, metatars basi,
kalvaryal kemik grefti, kondroosseoz iliak crest grefti sayilabilir. Bunlar arasinda kosta kondral
gerftler, kondiler kikirdagin mandibulanin ana biiylime merkezi oldugu konseptine dayanarak

poptilerlik kazanmistir (Mehrotra & Sidebottom, 2017).

Mikrotia rekonstriiksiyonu i¢in en uygun yontem kostal kikirdaklarin kullanimidir (Pan et
al., 2008). Kikirdak greftleri dogustan kulak deformitelerinde kullanildig1 gibi 1sirma, yanma,
trafik kazalar1 sonucu olusan edinsel deformitelerde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Pearl
ve arkadaslar1 parsiyel kulak defektinin oldugu 50 hastada kostal kikirdak grefti kullanarak
basarili sonugclar elde ettiklerini bildirmislerdir (Pearl & Sabbagh, 2011).

2. 2. 3. Kikirdak Greftinin Sag Kalimimi Arttirmaya Yénelik islemler

Kikidak greftleri klinik olarak bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle

kikirdak greftlerinin sag kalimin1 arttirmaya yonelik bugiine kadar bir¢ok ¢alisma yapilmstir.

Orbay ve arkadaslarinin 2011 yilinda yayinlamis oldugu bir ¢alismada; yag dokusu
kaynakli kok hiicrelerin kiyillmig kikirdak greftleri sag kalimimi arttirdigini bildirmislerdir
(Orbay et al., 2012).
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Topkara ve arkadaglarinin tavsan kikirdaklari tizerinde yapmis oldugu bagka bir ¢alismada
konsantre edilmis biiytime faktoriiniiniin (CGF) kiy1lmis kikirdak greftleri tizerinde sag kalim1
arttirdig1 belirtilmistir (Topkara et al., 2016). Goral ve arkadaslarinin tavsan kikirdak greftleri
iizerinde yaptig1 baska bir calismada ise plateletten zengin fibrinin tavsan kikirdaklar1 sag
kalimi lizerinde olumlu etkisi oldugu gozlenmistir (Goral et al., 2016). Yine plateletten zengin
fibrinin kikirdak sag kalimi iizerine Giiler ve arkadaglarinin yaptig1 bagka bir calismada ise
benzer sonu¢ bulunmus; hatta inflamasyon ve fibrosizi kismen azalttig1 gézlenmistir (Giiler et

al., 2015).

Mekanik etkilerin de kikirdak sag kalimi lizerine nasil etki ettigi ile ilgili ¢aligmalar da yer
almaktadir literatiirde. Cakmak ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada kikirdak greftlerinde
ezilme siddeti arttik¢a kikirdak dokusunda sag kaliminda azalma ve kikirdak greftinde daha
fazla bag dokusuna doniisiim gozlenmistir (Cakmak et al., 2005). Botulinum toksinin kikirdak
greftlerinin ¢esitli formlarmin sag kalimi {izerine etkisini arastiran bir ¢alismada kikirdak
greftlerine yapilan miidahalelerin sag kalimi olumsuz azalttigi; botulinum toksinin kiyma

islemi yapilan kikirdak greftlerde sag kalimi arttirdig bildirilmistir (Kaya, 2019).

Tiim bu caligmalarin yani sira kikidak greft sag kalimi i¢in yapilan ancak olumsuz
sonuglanan bazi ¢aligmalar da literatiir de yer almaktadir. Cemal ve arkadaglarinin yaptig1 bir
calismada Surgicell ya da fasyaya sarilmayan kikirdak greftlerin sag kaliminin daha fazla
oldugu tespit edilmis (Firat et al., 2011). Yine Kazikdas ve arkadaslarinin tavsan kikidak
greftlerinde yapmis oldugu bir ¢alismada oksitlenmis rejenere seliiloz (Surgicell) ile sarilan
kikirdaklarda sag kalimin azaldigi, kondroblastlarin rejenere olma kabiliyetlerinin diistiigii ve
fibrosiz formasyonunun arttig1 belirtilmistir (Kazikdas et al., 2007). Yine baska bir ¢aligmada
fasyaya sarilmis ve dogranmis kikirdaklarda rezorbsiyonun tek parca blok halindeki kikirdak
greftlere gore daha fazla oldugu belirtilmistir (Fatemi et al., 2012).

2. 2. 4. Kikirdak Greftinin Sag Kaliminin Degerlendirilmesi

Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda zaman kikirdak sag kaliminin degerlendirilmesi

baslica makroskobik ve mikroskobik olarak iki sekilde yapilmaktadir.

Kikirdak sag kalimini degerlendirirken makroskobik Ol¢iit olarak sar1 kahverengi renkte
pigementasyonda artis, kikirdak rezorbsiyon ve distorsiyonu (Firat et al., 2011), parlaklik, renk

ve kapsiil formasyonu olusumu ile degerlendirilebilir (Goral et al., 2016).
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Mikroskobik incelemede ise hematoksilen-cozin, Masson trikrom, Evans van Gieson,
Safranin-O ve glial fibrilik asit (GFA) boyalar1 kullanilabilir. Glial fibrilik asit protein
kondrositlerin rejenerasyon potansiyelini gosterir (Calvert et al., 2006). H-E (Hematoksilen-
eozin) ile boyanmis boliimler, kondrosit canliligini ve kondroid dokusunun durumunu
degerlendirmek icin kullanilmistir. Masson's Trichrome, kolajen fibrillerini yesile boyayarak

matrisin kolajen igerigini gosterir. Orcein, matristeki elastik lifleri boyar (Giiler et al., 2015).

Histolojik degerlendirmede kondrositlerde niikleus kaybi, periferal proliferasyon;
matriksdeki kollojen ve elastik fiberler; c¢evre dokulardaki fibrosiz, inflamasyon,
vaskularizasyon, metaplazik kemik formasyonu, fragmantasyon ve rezorbsiyon kullanilabilir

(Gtiler et al., 2015).
2. 3. Simvastatin

Simvastatin, statin grubu antihiperlipidemik ilagtir. Bu sinif ilaglar HMG-KoA (3-hidroksi-
3 metilglutaril-koenzim A) inhibisyonu yaparak lipit seviyesini diisiiriirler. Bu smifta
lovastatin, atorvastatin, fluvastatin, pravastatin, simvastatin, rosuvastatin ve pitavastatin
bulunmaktadir. LDL (Low density lipoprotein) diizeyini diisiirmede en giiglii etki yapan
ilaglardir (Bertram G. Katzung, 2016).

1987'de ilk hidroksi-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitérii olan
lovastatin, 6nce ABD'de ve daha sonra diger bircok iilkede piyasaya siiriildii (Tobert, 2003).
Merck & Co., Inc. (Rahway, NJ USA) ayrica lovastatinden kimyasal olarak yalnizca ek bir yan
zincir metil grubuna sahip olmasiyla ayrilan simvastatini gelistirmistir. Simvastatin ilk olarak

Isvec'te Nisan 1988'de ve ardindan diinya capinda tanitildi (Pedersen & Tobert, 2004).

Statinler ayrica oksidatif stresi azaltirlar ve aterosklerotik lezyonlarin stabilitesinde artis ile
birlikte vaskuler inflamasyonu azaltirlar. Akut koroner sendromdan hemen sonra, lipit diizeyine
bakilmaksizin rediiktaz inhibitorleri ile beraber tedaviye baglamak standart uygulama haline

gelmistir (Bertram G. Katzung, 2016).
2. 3. 1.Simvastatin’in Farmakodinamik ve Farmakokinetik Ozellikleri

Simvastatin, inaktif lakton 6nilact halinde olup gastrointestinal kanalda hidrolize edilerek
aktif olan B-hidroksil tiirevine doniigiir. Statinlerin hepsinde oldugu gibi simvastatin de
karaciger de ilk ge¢is eliminasyonuna ugrar. Simvastatin CYPs (Sitokrom P450) 3A4 ve 3A5

enzimleri tarafindan metabolize edilir. Kolesterol sentezi gece yarisi ile saat 02:00 arasinda
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maksimum diizeye ulastig1 icin Ozellikle ilaglarin bu vakitte alinmasi Onerilir (Bertram G.

Katzung, 2016; Laurence L. Brunton, 2023).

Simvastatin lipofilitesi yiliksek bir statin olup%60-85 oraninda absorbe edilir. Buna ragmen
karacigerden ilk ge¢is eliminasyonu yiiksek oldugu i¢in %5’den daha az biyoyararlanima
sahiptir. Kana gecen simvastatinin %95 den daha fazlasi plazma proteinlerine baglanir. Yar1

omrii yaklasik olarak 2-5 saattir.%80 den fazlasi ile hepatik yolla atilir (Neuvonen et al., 2008).

Simvastatin  klinik kullanimda yaygin olarak oral yoldan alinan tablet formu
bulunmaktadir. Lokal etki gosteren jel ya da krem formu bulunmamaktadir. Bu formlar1 daha

cok deneysel ¢aligmalarda hayvan modelleri iizerinde kullanilmaktadir.

Simvastatin hidroksimetilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitoriidiir. Bu
enzim, de novo kolesterol sentezinde hiz kisitlayict basamak olan HMG-CoA ’nin mevalonata
doniistimiinii katalize eder. Bu enzimin statinler tarafindan rekabet¢i inhibisyonu, hepatik
kolesterol sentezini azaltir. Hiicre ici kolesterol konsantrasyonundaki azalma, hepatosit hiicre
yiizeyinde LDL reseptor ekspresyonunu indiikler. Bu da dolasimdan LDL-C ekstraksiyonunun
artmasina ve dolasimdaki LDL-C konsantrasyonunun azalmasina neden olur. Statinlerin ayrica
HDL-C (high density lipoprotein) kolesterol konsantrasyonundaki artiglar ve trigliserit
konsantrasyonundaki diisiisler dahil olmak iizere diger lipit parametreleri lizerine de yarali

etkileri vardir (Maron et al., 2000; Schachter, 2005).

Statinler ayrica atorejonik lipoprotein diizeyini azaltabilecegi diger mekanizmalar arasinda
apoliporotein B100’lin hepatik sentezinin inhibisyonu ve trigliseritten zengin lipoproteinlerin

sentezi ve salgilanmasindaki azalma yer almaktadir (Ginsberg et al., 1987; Schachter, 2005)
2. 3. 2. Simvastatin’in Yan etkileri ve Diger Ilaclarla Etkilesimleri

Statin toksisitesi veya intolerans1 en yaygin olarak SAMS (Statin-associated muscle
symptoms)’ler seklinde bulgu verir. Statin tedavisinin daha ciddi olabilen diger yan etkileri
arasinda yeni baglayan tip 2 diabetes mellitus, norolojik ve ndrokognitif etkiler, hepatotoksisite,

renal toksisite yer alir (Ward et al., 2019).

Bazi hastalarda serum aminotransferaz aktivitesi yiikselir (Normalin ii¢ kat1 kadar). Bu
durum karaciger toksisitesi ile iligkili degildir ve genellikle gecicidir. Aminotransferaz diizeyi
izlenen ve stabil olan hastada semptom goriilmezse tedaviye devam edilmelidir. Bu bulgu, daha

ciddi bir hepatik toksisitenin habercisidir. Bu hastalar keyifsizlik ve anoreksi ile basvururlar.
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Bu tip hastalarda,serum aminotransferaz diizeyini siirekli olarak normal degerin {ist limitinin
iic katindan yiiksek seyreden asemptomatik hastalarda ilag hemen kesilmelidir (Bertram G.

Katzung, 2016).

Rediiktaz inhibitorii kullanan hastada plazma kreatinin kinaz aktivitesi ¢ok az yiikselir ve
bu durum genellikle agir fiziksel aktivite ile iliskilidir. Nadiren hastada kreatin kinaz
aktivitesinin belirgin olarak artmasiyla birlikte ¢izgili kaslarda genel bir rahatsizlik ve
giigsiizliik goriiliir. [lag kesilmezse bobrek hasaria neden olan myoglobinemi gelisir (Bertram

G. Katzung, 2016).

Simvastatin karacigerde biiylik 6l¢clide CYP3A4 enzimi ile metabolize edildigi i¢in giiclii
CYP3A4 inhibitorleri ile beraber kullanimindan kaginilmalidir. Bu ilaglar arasinda eritromisin,
klaritromisin, itrakonazol, telitromisin, ketakonazol, posakonazol, HIV proteaz inhibitorii
nefazadon yer almaktadir. Bunun tersine fenitoin, griseofulvin, barbitiiratlar, rifampin ve
tiazolidindionlar gibi ilaclar CYP3A4 ekspresyonunu arttirarak bu enzime bagimli statinlerin

plazma konsantrasyonunu azaltirlar (Bertram G. Katzung, 2016).
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2. 3. 3. Simvastatin’in Doku Iyilesme ve Sag Kalimina Etkisi, Antijiperlipidemi

Disindaki Etkileri
Simvastatin, klinik kullanimda anti-hiperlipidemik ilag grubunda yer alan bir ilagtir.

Bununla birlikte literatlir ¢alismalarina bakildiginda kesif noktasi net bir sekilde yer
almamakla birlikte anti-hiperlilipemik etkileri disinda bir¢ok etkilerinin kanitlandig1 ¢caligsmalar

yer almaktadir.

Simvastatinin antihiperlipidemik etkilerinin yani sira ratlarda anjiogenezi tetikledigini
gosteren yayinlar mevcuttur (Zhu et al., 2021). Asai ve arkadaslar1 diabetik farelerde yaptigi
bir ¢alismada topikal simvastatinin lenfanjiogenez ve anjiogenez aracilig1 ile yara iyilesmesini
hizlandirdigin1 gostermistir (Asai et al., 2012). Ratlarda simvastatinin enjekte edilebilir
formatinin minimal invaziv periostal distraksiyon lizerinde etkisini inceleyen ¢aligma da
mevcuttur (Hao et al., 2018). Ayrica simvastatinin kemik iyilesmesi arttirdig1 ve inflamasyonu
azalttifina yonelik calismalar da mevcuttur (Gupta et al., 2019; Stein et al., 2005). Statinlerin
immiinmodiilator ve antiinflamatuvar etkileri serum kolesterol diisiiriicii etkilerinden
bagimsizdir. Simvastatinin osteoartrit progresyonunu yavaglatmada faydali oldugu ve kartilaj
hasarini azalttig1 gosterilmistir (Aktas et al., 2011). Yine baska bir calismada simvastatinin
embriyoda kikirdak farklilasmasinda etkili oldugu bulunmustur (Kramer et al., 2012). Bununla
birlikte simvastatinin kikirdak sag kalimi iizerine etkisini arastiran yeterli calisma

bulunmamaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Bezmialem Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay1 (Protokol
kodu: E.79986 Tarih:05.10.2022 ) alinarak in vivo asamasi Marmara Universitesi Patoloji
Anabilim Dali ile Bezmialem Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde; in vitro asamast SFA-ARGE labaratuvarinda gergeklestirildi.
3. 1. In Vitro Cahsma ve Jel Uretimi
3. 1. 1. In Vitro Kikirdak Dokusu Elde Edilmesi

Bu caligma in vivo ve in vitro olmak iizere iki agsamali olarak gergeklestirildi. Caligmanin
in vitro asamasin SFA ARGE (istanbul-Tiirkiye) labaratuvarinda gerceklestirildi. Bu asamada
operasyonlar esnasinda alinan kikirdaklardan elde edilen kondroblastlar in vitro ortamda
cogaltildi, simvastatinin kondroblastlar {izerinde toksik dozu tespit edildi ve simvastatinin jel
format1 iretildi. Calismanin in-vitro metodolojisi gerceklestirilirken sirasiyla asagidaki

basamaklar takip edildi:

1- insan kondrosit hiicreleri, Chondrocyte Growth Medium, DMEM (Dulbecco Eagle's
minimal essential medium) ve RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium 1640)
icinde 72 h £ 24 h 37+1 C, %5 CO2 ortaminda ¢ogaltildi; konfluensi (hiicrelerin yaklasarak
dokulagma iletisimi baslatmas1) faz-kontrast invert (Leica DMI 1500X) mikroskop takip edildi.

2- Cogalma sonrasinda, 24 kuyucuklu plateler i¢ine, doku iskelesine, siyiric1 yardimiyla
alinan kondrositler, 7 giin + 3 giin boyunca, doku iskelesi {izerinde proliferasyonu i¢in
beklenildi. Proliferasyon i¢in deney diizeni su sekilde olmustur:

Test prosediirii, OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) 439
yonergesine gore hazirlanmistir. Test, 3 boyutlu, {li¢ tekrarli olarak (numune, pozitif kontrol ve
negatif kontrol) gerceklestirilmistir. Prosediire gore, doku {izerine sivi iirtinler i¢in 30 ul, kat1
tirtinler i¢in 25 mg numuneleme yapilmigtir. Stvi numuneler nylon bariyer ile kapatilmigtir. 35
dakika 37°C, 5% CO2, 90% RH kosullarinda inkiibe edilmistir. Stire sonunda oda kosullarinda
seviye 2 giivenlikli laminer akisl biyogilivenlik kabininde 25 dakika bekletilmistir. Dokuya
konulan numune, oda sicakliginda Dulbeco soliisyonu ile yikanmistir. Y1ikama sonrasi, Dulbeco
sollisyonu i¢inde 24 saat 37°C, 5% CO2, 90% RH kosullarinda inkiibe edilmistir. Siire sonunda
Dulbeco soliisyonu yikanip tekrar eklenerek 18 saat daha 37°C, 5% CO2, 90% RH kosullarinda
inkiibe edilmistir. Siire sonunda, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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(MTT) protokoliine gore canlilik spektrofotometre ile (570 - 600 nm) okunarak analiz
edilmistir. Sonuglar, kabul kriterlerine gore kategorilendirilmistir.

3- Hiicre proliferasyonu, faz-kontrast invert (Leica DMI 1500X Marka) mikroskop ile
takip edildi.

4- Dokulagsma tamamlandiktan sonra, simvastatin ile ilgili ¢alismalar baglanildi.
Simvastatin iceren doku i¢i infiizyon sivi formiilasyonlar hazirlanildi. Simvastatin uygulama
dozunu belirlemek {izere, kondrosit lizerindeki sitotoksisite veya irrtasyon analizleri yapilild.
Buna gore, % 1, 1.5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 oranlartyla toksisite ve/veya
irritasyon testleri yapilarak, simvastatinin non-irritan spektrumu belirlenildi (Tablo 1). Bu
caligmalar, OECD 439 (Organisation for Economic Co-operation and Development) Test
protokoliine gore gerceklestirildi. Calisma OECD 439 protokoliine gore, spkektrofotometrik
metot ile yapilirken, konfirmasyonunda faz-kontrast invert (Leica DMI 1500X) mikroskop

goriintiileri kullanildi.
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Resim 1: In vitro asamada kondroblast proliferasyonuna ait 6rnek tiipler (Ustte) ve

prolifere olan kondroblastlarin mikroskop altindaki goriintiisii (Altta)
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Negative control NC
Positive control PC
Test Chemical No. %90 Simvastatin
Test Chemical No. %100 Simvastatin
Test Chemical No.
Test Chemical No
Test Chemical No.
Test Chemical No.
Test Chemical No.
Test Chemical No.
FIXED DESIGN OF 96 WELL PLATE Test Chemical No.
Test Chemical No. 10

Lo nawWN -

PLATE2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK empty empty empty empty empty empty
B NC PC %90 Simval %100 Sim: o o o o o o o 0|Tissuel
c NC PC %90 Simval %100 Sim o o o o o o o o
D NC PC %90 Simval %100 Sim: o o o o o o o 0|Tissue2
E NC PC %90 Simval %100 Sim: o o o o o o o o
F NC PC %90 Simval %100 Sim: o o o o o o o 0|Tissue3
G NC PC %90 Simval %100 Sim: o o o o o o o o
H empty empty empty empty empty empty empty empty empty empty empty empty
IMPORT:
PLATE 1
1 2 3 4 5 6 7 8 S 10 11 12
A 0,041 0,041 0,04 0,041 0,041 0,041
B 0,561 0,062 0,05 0,045 Tissuel
C 0,576 0,065 0,043 0,042
D 0,577 0,06 0,047 0,044 Tissue2
E 0,584 0,059 0,045 0,046
F 0,59 0,065 0,049 0,046 Tissue3
G 0,594 0,063 0,042 0,043
H
RESULTS
Relative viability %
100.0
100 &
83.6 g
734
58.1
50 -+ 413
Blank 0,041 36,6 30,1
0,041
0,04 15.0 136
o y — . , . \ . EmEmm
0081 Q B s 5 5 = s s 5 A = s
0,081 = = -8 @ ef S8 8% 28 2% g8 e 8 g8
Mean 0,040833 =2 p =2 =22 =2 =2 =2 =2 =2 =2
E E E E E E E E E E
@ @ @ > @ @ @ > [ @
CodeN* [Tissue Raw data Blank corrected data_|mean |3 of viabi [ mean SD. meanof [SD V%
n Alig. 1 Al Aligq. 1 Alig. 2 of aliquotes | of OD of OD viabilities {of viabilitid [%]
NC 1 0,561 0,576| 0,520167| 0,535167| 0,527667| 97,80661 NC 0,5395| 0,011751 100,0| 2,178107] 2,178107
2 0,577 0,584 0,536167] 0,543167| 0,539667 | 100,0309 PC 0,0215] 0,002466 4,0] 0,457172] 11,47182
3 0,59 0,594| 0,549167| 0,553167] 0,551167| 102,1625 %90 Simval 0,005167 10,0005 1,0/ 0,092678| 9,677419
PC 1 0,062 0,065| 0,021167] 0,024167| 0,022667| 4,201421 %100 Sim: 0,0035| 0,000764 0,6]| 0,141569] 21,82179
2 0,06 0,059 0,019167]| 0,018167| 0,018667 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
3 0,065 0,063| 0,024167] 0,022167| 0,023167 4,294099 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
%90 Simvaj 1 0,05 0,043| 0,009167] 0,002167| 0,005667| 1,050355 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
2 0,047 0,045| 0,006167| 0,004167| 0,005167| 0,957677 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
3 0,049 0,042| 0,008167] 0,001167| 0,004667| 0,864998 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
%6100 Sim 1 0,045 0,042 0,004167]| 0,001167| 0,002667| 0,494285 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
2 0,044 0,046 0,003167]| 0,005167| 0,004167| 0,77232 0| -0,04083 0| -7,56874 o o
3 0,046 0,043| 0,005167] 0,002167| 0,003667| 0,679642 0| -0,04083 0| -7,56874 0 o
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874
o 1 o 0| -0,04083| 0,04083| -0,04083| -7,56874
2 o 0| 0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874 Cl
3 0 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 7,56874
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 NC NI qualified
o 1 o 0| 0,04083| -0,04083| -0,04083 PC |
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 %90 Simvail
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 %6100 Simv||
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083 ol
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083
o 1 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083
2 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874
3 o 0| -0,04083| -0,04083| -0,04083| -7,56874

Tablo 1: Simvastatin sitotoksisite ¢aligmasi analizi gosterilmektedir. %1.5 konsantrasyon

degerinden sonra kondroblastlarda viabilite azalmasi tespit edilmistir.
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3. 1. 2. Jel Uretilmesi

Bir beher i¢inde bitkisel gliserin tartilip (0.5 gr) lizerine hidroksi etil seliiloz polimeri (0.8
gr) eklenildi.

Ikinci beherde pentilen glikol (30 gr) ile simvastatin (0.75) ¢dziildii ve su (17.2 gr) eklendi.
2000-3000 rpm (revolutions per minute) doniis hizinda mekanik karistirici ve homojenizator
yardimi ile iiriin karistirildi. Kivam almasi i¢in ikinci beherde ¢oziinen etken madde igeren

karisim birinci beherin iizerine yavas yavas ilave edilerek homojenizasyona devam edildi.

Final iiriin seffaf hale gelmesi i¢in Polisorbat T-80 (0.75 gr) ylizey aktif maddesi ilave
edildi, ph kontrol edilerek jel kivamina gelen iiriin ambalaj igerisine konarak iiretim iglemi

tamamlanda.

3. 2. Hayvan Calismasi

Calisma c¢ift kor randomize bir ¢calisma olarak tasarlandi. Calismada on iki adet “Yeni
Zellanda” cinsi erkek tavsan (ortalama agirliklari:3-4 kg, ortalama 4 aylik) her grupta 4 tavsan
olacak sekilde, toplamda 3 grup olarak diizenlendi (Tablo 2). Kikirdak grefti olarak kulak ve

alic1 alan olarak dorsal interskapular bolge kullanildi.

Deney hayvanlarinin tamamini standart fiziksel sartlarin saglandigi; 12 saat karanlik, 12
saat aydinlik siklusunda, 20-21°C sicakliginda tekli kafeslerde barindirildi. Deneklerin
beslenme ihtiyaglari, standart laboratuvar yemi ve musluk suyu verilerek diizenli olarak

karsilandu.
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4 adet
1-Kontrol
Grubu tavsan Kikirdak greftleri ek bir isleme tabi tutulmadi.

4 adet
2-Plasebo Kikirdak greftleri simvastatin icermeyen jel ile birlikte tavsan sirtinda
Grubu tavsan subkutan ceplere yerlestirildi.

4 adet
3-Deney Kikirdak greftleri simvastatin igeren jel ile birlikte tavsan sirtinda subkutan
Grubu tavsan ceplere yerlestirildi.

Tablo 2: Calisma gruplar1 dagilimi

3. 2. 1. Anestezi

Tavsanlara cerrahi islem Oncesi, 35mg/kg ketamin (Ketasol® flakon Richter
Pharma,Wels,Austria), 10 mg/kg ksilazin (Rompun® flakon, Bayer, Leverkusen,Germany)
intramuskuler yol ile anestezi saglandi. Anestezi derinligi parmak kistirma, ekstremite ¢gekme
yanit1 ve kornea refleksi yoluyla kontrol edildi. Cerrahi iglem sirasinda anestezi derinligini

korumak amaci ile gerekli durumlarda Ketamin uygulamalar1 tekrar edildi.

Uygun anestezi derinligi saglandiktan sonra hayvanin her iki kulak ve sirt bolgesi tirag

edilerek operasyon masasina yiiziistii yatirildi.

3. 2. 2. Kikirdak Greftlerinin Hazirlamilmasi ve Yerlestirilmesi

Cerrahi alan Povidon iyot %10 ¢ozelti (Poviderrn®, Sultanbeyli,Istanbul) ile silinerek

antisepsi sagland1 ve steril ortiim uygulandi.

Tavsanlarin her iki kulaginda dorsal ylizde, orta hat boyunca uzanan arter lateralinde
kalacak sekilde 2 cm uzunlugunda vertikal insizyon planlandi (Resim 1). Planlanan insizyon
yapilarak subperikondriyal plana ulasildi ve bu planda disseksiyona devam edildi. Kikirdak her

iki yiizeyden serbestlendikten sonra 2x1 cm boyutunda kikirdak grefti bisturi yardimi ile
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kesilerek elde edildi (Resim 2). Greft donor alan insizyonlar1 kanama kontrolii saglandiktan
sonra 4/0 monoflaman polypropylene siitiir materyali (Monoprolen®, Ethicon, San Lorenzo,

Puerto Rico) ile basit siitiire edildi.

Resim 2: Kulak dorsal yiizde, orta hatta uzanan arter lateralinde kalacak sekilde insizyonun

planlanmas1 goriilmektedir.

Resim 3: Deperikondriyalize olarak elde edilen 2x1 cm boyutundaki kikirdak grefti

gosterilmektedir.

Kikirdak greft donor alanlari igin sirtta interskapular bolgede orta hattin 1cm sag ve sol
tarafinda insizyonlar yapildi. Cilt alti planda kas fasyasi iizerinde disseksiyon yapilarak
kikirdak greftlerin yerlesebilecegi cepler olusturuldu. Olusturulan ceplerin birbiri ile istirakli

olmadig1 kontrol edildi. Kontrol grubundaki kikirdak greftleri ek bir igleme tabi tutulmadan
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olusturulan ceplere yerlestirildi. Plasebo grubu ve simvastatin jel grubundaki deneklerde
kikirdak greftlerine 1cc jel siiriildii. Deney grubundaki jeller % 1.5 simvastatin igermektedir.

Greftler jel ile birlikte olusturulan ceplere yerlestirildi. Kesiler 3/0 monoflaman polypropylene

siitlir materyali (Monoprolen®, Ethicon, San Lorenzo, Puerto Rico) ile horizontal matris

yontemi ile siitiire edildi (Resim 3).

Resim 4: Interskapular bolgede, subkutan planda olusturulan cebe kikirdak greftinin
yerlestirilmesi (list solda); alici alanin primer suture edilmesi (iist sagda); simvastatin ve
plasebo grubu deneklerde kikirdak greftlerin jel ile birlikte ceplere yerlestirilmesi (altta)

gosterilmektedir.

Daha sonra tavsanlarin tekli kafeslerde uygun kosullarda bakimi ve beslenmesi saglandi.
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Her grupta yer alan deneklerin yaris1 dordiincii haftanin sonunda, diger yarisi ise on ikinci
haftanin sonunda sakrifiye edilerek kikirdak greftleri alindi. Greft materyalleri Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik ve immiinokimyasal

olarak degerlendirildi.
3. 3. Sonuclarin incelenmesi
3. 3. 1. Makroskopik Degerlendirme

Greft donor bolgesi, greftlerin alic1 bolgeye adaptasyonu ve greftte olusan makroskopik

degisiklikler degerlendirildi.
3. 3. 2. Histolojik Degerlendirme

Tiim gruplardan elde edilen toplam 24 adet kikirdak dokusu %10 formaldehit
sollisyonunda fikse edildi ve rutin histolojik degerlendirmelere tabi tutuldu. Yiikselen alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildi, ksilen i¢inde seffaflastirildi ve parafine gomiildii. 24
adet parafin blok elde edildi. Alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson Trichrom
boyalar1 ve glial fibrilik asit protein (GFAP) immunhistokimyasal ¢alismasi uygulandi. Viabl
lakunalardaki kartilaj hiiclererinin sitoskeletal komponentini gdstermek icin glial fibrilik asit
protein kullanilmistir. Yaklagik Sum kalinliginda alinan parafin kesitler genel histopatolojik
degerlendirilme i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) ve Masson trikrom ile boyandi. Hazirlanan
preperatlar Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Patoloji
laboratuvarinda ayn1 patolog tarafindan degerlendirildi. Kikirdak dokusunda kondrosit niikleus
say1si, kartilaj matrix metakromazisi, periferal proliferasyon, fibrozis, vaskiiler proliferasyon,
inflamatuar degisiklikler ve kemik metaplazisi incelendi. Degerler tim lam iizerinde
semikantitatif olarak degerlendirildi. %0-25 (skor 1), %25-50 (skor 2), %50-75 skor 3) ve %75-
100 (skor 4) skorlandi. Kesitlerde GFAP immunoreaktivite derecesi %0-25 (skor 1), %25-50
(skor 2), %50-75 skor 3) ve %75-100 (skor 4) immunboyanma seklinde degerlendirildi ve
skorlandi. Tiim degerlendirmeler gruplar hakkinda bilgisi olmayan bir patolog tarafindan 151k

mikroskobu (Olympus BX-53, Tokyo, Japonya) altinda degerlendirildi.
GFAP immiinhistokimyasi:

EPITOMIC Cambridge, United Kingdom firmasindan tedarik edilen; AC-0002A GFAP
(EP13) antikoru ile 1:100 antikor diliisyonu ile 32 dakika Antikor inkiibasyonu uygulandi,
Antijen Retrieval yontemi i¢in ROCHE/ Cell Conditioning 1 (CC1) (EDTA) ile CC1 32 dakika
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Standart protokolii uygulandi. Sekonder goriintiilleme i¢cin ROCHE/ UltraView Universal DAB
Detection Kit ile Standart UltraView IHC Protokolii uygulandi, tiim islemler ROCHE/Ventana
BenchMark XT IHC Stainer (ROCHE/Ventana, Tucson AZ — USA) cihazi iizerinde yapildi.

3. 3. 3. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism (versiyon 8.0; GraphPad Software, ABD)
ile gerceklestirilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile
incelendi. Verilerin normal dagilim analizinde gruplardan en az birinin normal dagilim
gostermedigi tespit edildi. Bu sebeple farkli gruplarin verilerinin gruplar arasi analizleri
Kruskal-Wallis testini takiben Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi ile gerceklestirildi. Grup ici
karsilagtirmalarda Mann Whitney testi uygulandi. Kantitatif verilerin ifade edilmesinde

ortalama + standart sapma (s.s.). P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4.BULGULAR
4. 1. Makroskopik Bulgular

Cerrahi islemden sonra ilk haftada simvastatin grubunda 3 denekte greft alici sahada
enfeksiyon belirtileri goriilmesi {izerine bu hayvanlar ¢alisma dis1 birakildi (Resim 4). Bu
hayvanlarin yerine yeni tavsanlar ayni cerrahi prosediirler uygulanarak ¢alismaya yeniden dahil
edildi. Bu durum haricinde takiplerde deneklerde ve preparatlarda herhangi bir problem ile
karsilasilmadi. 1. ay ve 3. ay sonunda, takibin sona erdirildigi deneklerde kikirdak donor

alaninin sorunsuz iyilestigi ve kulak kikirdak desteginin bozulmadigi goriildii.

Resim 5: Cerrahi islemi takiben ilk haftada simvastatin grubunda greft alic1 sahada olusan

abse odag1 gosterilmektedir.

Greft alic1 saha a¢ildig1 zaman, hem 4 hafta sonra hem de 12 hafta sonra kontrol grubu
tavsanlarda kikirdak greftlerin subdermal bolgede ¢evre dokuya yapisik oldugu ve yapisal
biitiinliigiiniin bozulmadig1 gorildi. Kikirdak greftlerinde gozle goriiliir bir rezorbsiyonun
olmadigi, doku elastikiyeti ve renginin korundugu goriildii (Resim 5). Kontrol grubu
deneklerde kikirdak greftleri ¢evre dokudan rahatlikla diseke edilebildi. Buna karsin plasebo
ve simvastatin gruplarinda ise her iki donemde alinan kontrol 6rneklerinde kikirdak greftlerin
kismen rezorbe oldugu, alic1 sahada fibrosiz ve bazi deneklerde lokalize enfeksiyon ve abse

formasyonlarinin oldugu goriildii.
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Resim 6: Kontrol grubunda 4 hafta ve 12 hafta sonra alinan kikirdak greftler

gorlilmektedir.
4. 2. Histolojik Bulgular
4 hafta sonunda kontrol grubundan alinan 6rnekler:

Ciddi diizeyde periferal kikirdak hiicre proliferasyonu, saglikli kikirdak hiicreleri izlenildi.
Inflamatuar hiicre infiltrasyonu, vaskiilarizasyon goriilmedi. Kemik metaplazisi goriilmedi
(Resim 6,7). Masson-trikrom boyamada fibrozis goriilmedi (Resim 8). immunohistokimyasal

calismada ise kuvvetli GFAP (Resim 9) pozitif boyanma gozlendi.
4 hafta sonunda plasebo grubundan alinan érnekler:

Bir denekten alinan 6rnekte periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli kikirdak
hiicrelerinde belirgin azalma oldugu goriildii. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
yogun diizeyde vaskiilarizasyon izlenmedi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer
groniilom ve dev hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Masson-
trikrom boyamada orta diizeyde fibrozis, immunohistokimyasal ¢alismada ise kuvvetli GFAP

pozitif boyanma gozlenmedi.

Diger denekten alinan 6rneklerin birinde yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
yogun diizeyde vaskiilarizasyon izlenmedi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer
groniilom ve dev hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Kesitlerde

rezidii kartilaj dokusu saptanmadi. Kartilaj dokusunun tamamen destriikte oldugu diisiiniild.
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Digerinde ise lenf nodu izlenmedi. Kartilaj dokusu ve/veya kartilaj destriiksiyonu lehine

yorumlanabilecek inflamasyon goriilmedi.
4 hafta sonunda simvastatin grubundan alinan érnekler:
Deneklerden alinan 6rneklerin incelemesi su sekildedir:

1. numune: Periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli kikirdak hiicrelerinde
belirgin azlik mevcuttur. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yogun diizeyde
vaskiilarizasyon izlendi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer groniilom ve dev
hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir (Resim 10,11). Masson-
trikrom boyamada orta diizeyde fibrozis (Resim 12), immunohistokimyasal calismada ise

kuvvetli GFAP (Resim 13) pozitif boyanma gozlendi.

2. numune: Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yogun diizeyde
vaskiilarizasyon izlendi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer groniillom ve dev
hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Kesitlerde rezidii kartilaj

dokusu saptanmamuistir. Kartilaj dokusunun tamamen destriikte oldugu diisiiniildi.

3. numune: Periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli kikirdak hiicrelerinde
belirgin azlik mevcuttur. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yogun diizeyde
vaskiilarizasyon izlendi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer groniilom ve dev
hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Masson-trikrom boyamada
orta diizeyde fibrozis, immunohistokimyasal calismada ise kuvvetli GFAP pozitif boyanma

gozlendi.

4. numune: Kas dokusu izlenmistir. Kartilaj dokusu ve/veya kartilaj destriiksiyonu lehine

yorumlanabilecek inflamasyon goriilmedi.
12 hafta sonunda kontrol grubundan alinan é6rnekler:

Ciddi diizeyde periferal kikirdak hiicre proliferasyonu, saglikli kikirdak hiicreleri izlendi.
Inflamatuar hiicre infiltrasyonu, vaskiilarizasyon goriilmedi. Kemik metaplazisi fokal alanda
mevcuttur. Masson-trikrom boyamada hafif fibrozis goriilmiistiir. Immunohistokimyasal
calismada ise bir denekten alinan 6rnekte kuvvetli, digerinden alinan 6rnekte zayif GFAP

pozitifligi gézlendi.
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12 hafta sonunda plasebo grubundan alinan érnekler:

Kas dokusu izlendi. Kartilaj dokusu ve/veya Kkartilaj destriikksiyonu lehine

yorumlanabilecek inflamasyon goriilmedi.
12 hafta sonunda simvastatin grubundan alinan érnekler:
Deneklerden alinan 6rneklerin incelemesi su sekildedir:

1. numune: Kas dokusu izlendi. Kartilaj dokusu ve/veya kartilaj destriiksiyonu lehine

yorumlanabilecek inflamasyon goriilmedi.

2. numune: Periferal kikirdak hiicre proliferasyonu ve saglikli kikirdak hiicrelerinde
belirgin azlik mevcuttur. Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yogun diizeyde
vaskiilarizasyon izlendi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer groniilom ve dev
hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Masson-trikrom boyamada
orta diizeyde fibrozis, immunohistokimyasal calismada ise kuvvetli GFAP pozitif boyanma

gozlendi.

3 ve 4. numuneler: Yogun ve siddetli inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yogun diizeyde
vaskiilarizasyon izlendi. Inflamasyon histiyositik hiicrelerin ve yer yer groniilom ve dev
hiicrelerin eslik ettigi siddetli aktif kronik inflamasyon tipindedir. Kesitlerde rezidii kartilaj

dokusu saptanmamuistir. Kartilaj dokusunun tamamen destriikte oldugu diisiiniildii.
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Resim 7: Hasar diizeyi diisiik kartilaj dokusunda periferal proliferasyon alani

Hematoksilen eosin goriintiisii (x20)
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Resim 8: Hasar diizeyi diisiik, saglam yapida kartilaj dokusu Hematoksilen eosin

gorlintiisii (x10)
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Resim 10: Hasar diizeyi diisiik kartilaj dokusunda GFAP immiinhistokimyasal boyamasi
(x20)
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Resim 11: Hasar diizeyi yiiksek, yogun inflamasyon ile destriikte olmus kartilaj dokusunun

Hematoksilen eosin goriintiisii (x10)

Resim 12: Hasar diizeyi yiiksek, yogun inflamasyon ile destriikte olmus kartilaj dokusunda

bos lakiinlerin (kondrosit niikleus sayisinda diislis) Hematoksilen eosin goriintiisii (x20)
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Resim 14: Hasarli kartilaj dokusunda GFAP immiinhistokimyasal boyamasi (x20)
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4. 3. istatistiksel Analiz

Kondrosit niikleus sayilar1 incelendiginde hem birinci hem de iiciincii ayda plasebo ve
simvastatin grubunda kontrol grubuna kiyasla daha az niikleus sayist gozlenmistir (***p

<0,001).

*kk*%

*kk*k

55— b |
7 Kk EA Kontrol
§ 4- e kkkE 4 Plasebo
4 E3 Simvastatin
o 3-
X
He )
Z
= 2-
[72]
o
" é é
o
X
0 1 1 1 1

NG GGG
\0 Qr \0 Qr \0 qr

Grafik 1: Gruplar aras1 kondrosit niikleus sayisi. (****p <0,0001).
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Gruplar arasi kartilaj matriks metakromazisi skoru karsilastirdiginda, kartilaj matris
metakromazisi skoru hem birinci hem de iiglincli ayda simvastatin ve plasebo gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik bulunmustur (birinci ay: **p <0,01 ve {igiincii

ay: ¥*¥**p <0,0001).

*%*

*kkk

*%*

%k %k EaA Kontrol
B4 Plasebo
E3 Simvastatin

Kartilaj matris metakromazisi
skoru

NG GGG
\0 qr \0 qr \0 qr

Grafik 2: Gruplar arasi kartilaj matriks metokromazisi skoru. (**p <0,01 ve ****p

<0,0001).



36

Gruplar arasi periferal proliferasyon skoru karsilastirdiginda, periferal proliferasyon skoru
hem birinci hem de iiciincii ayda plasebo ve simvastatin grubunda kontrol grubuna kiyasla

anlamli sekilde diisiik bulunmustur (****p <0,0001).
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Grafik 3: Gruplar aras1 periferal proliferasyon skoru. (***p <0,001).

Gruplar aras1 inflamasyon skoru karsilastirdiginda, inflamasyon tiim gruplarda benzer

bulunmugtur.
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Grafik 4: Gruplar aras1 inflamasyon skoru.



Vaskiilarizasyon skoru incelendiginde gruplar arasinda bir farklik bulunmamustir.

Vaskiilarizasyon skoru
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Grafik 5: Gruplar arasi vaskiilarizasyon skoru.

Fibrozis skoru incelendiginde gruplar arasinda bir farklik bulunmamistir.
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Grafik 6: Gruplar arasi fibrozis skoru.
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Kemik metaplazisi skorlar1 incelendiginde {igiincii ayda plasebo ve simvastatin grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli gekilde diisiikk bulunmustur (sirasiyla ***p <0,01 ve **p

<0,01).
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Grafik 7: Gruplar aras1 kemik metaplazisi skoru.

GFAP immiinreaktivitesi skorlart incelendiginde gruplar arasinda bir farklik

bulunmamastir.
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Grafik 8: Gruplar aras1t kemik GFAP immiinreaktivitesi skoru.
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5. TARTISMA

Kikirdak greftleri; estetik burun ameliyatlari, konjenital ya da edinsel burun
deformitelerinin diizeltilmesi, mikrotia ve diger kulak deformitelerinin rekonstriiksiyonu,
temporomandibuler eklem ankilozunun tedavisi ve kraniofasyal bolgedeki defekt onarimi gibi
birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kikirdak doku gerektiren deformitelerin
rekonstriiksiyonu i¢in otolog dokular, allogreftler, alloplastik implantlar kullanilabilir.
Alternatif kaynaklarin uygulanmasindaki en biiyiik endige, allojenik ve ksenojenik hiicre ve
dokularda bulunan ilgili immiinojenisite riski olmustur. Bununla birlikte, otolog onarim
teknikleri immiinolojik endiseleri ortadan kaldirdig1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
allojenik kikirdak greftlerinde dokuda skarlasma ve greftler ile hastalik tasmmast riski
mevcuttur (Revell & Athanasiou, 2009). Bu nedenlerden 6tiirii otolog greftler giiniimiizde
yaygin kullanim alanina sahiptirler. Ancak otolog kikirdak greftlerinde 6ngdriilemez oranlarda
rezorbsiyon goriilebilmekte ve bu durum uzun donemde istenmeyen sonuglara yol
acabilmektedir. Bu ¢alismada, simvastatinin jel formatinin kikirdak grefti sag kalimi tizerine

olan etkisi incelendi.

Kikirdak greft sag kalimi calismalarinda en yaygin olarak kullanilan deney modeli
tavsandir (Bulam et al., 2015). Tavsanlarda, insana benzer sekilde kikirdak greft kaynagi olarak
septal, kostal ve aurikiiler kikirdaklar kullanilabilir. Literariire baktigimizda insan ve
tavsanlarda yapilan calismalarda bu alanlardan alinan kikirdak greftleri sag kalimi iizerinde
anlamli fark goriilmemistir (Buyuklu et al., 2011; Hizal et al., 2011). Calismada yeterli miktarda
kikirdaga ulasmamizi miimkiin kildig1 i¢in ve olusacak donor saha morbiditesi daha az olacagi
icin donor kikirdak olarak kulak kikirdag: tercih edildi. Greft alici alan olarak ise daha dnce
yapilan c¢alismalarda sik¢a kullanilan ve alinan kikirdak greftlerinin yerlesebilecegi kadar
yeterli hacim imkan1 saglayan sirt bolgesi tercih edildi. Sirtta kikirdak greftlerinin yerlestirildigi
ceplerin arasinda yeterince uzaklik olmasina dikkat edildi ve boylece ceplerin sonradan birbiri

ile istirakl1 olmaolasiligi engellendi.

Literatiirde yer alan kikirdak greft caligmalarinda genellikle 8 haftalik takip siiresi
yapilmaktadir (Firat et al., 2011; Orbay et al., 2012; Ozturk & Aydin, 2013). Zalzal ve
arkadaglar yayinladiklar1 ¢aligmada kikirdak greftleri icin 8 hafta ve 16 hafta gézlem siireleri
sonuglar1 arasinda anlamli fark bulmadiklarini bildirmislerdir (Zalzal et al., 1986). Ozdemir
tavsanlarda yaptigi c¢aligmada kikirdak greftlerinde 56. giin ile 90. giinler arasinda

histokimyasal ve immiinhistokimyasal anlamli farklar bulmasi nedeni ile takip siiresinin
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minimum 90 giin olmas1 gerektigini belirtmistir (H., 2008). Tarhan ve arkadaslar1 tavsanlarda
greftler lizerine yapmis oldugu calismada 4, 8, 12 ve 16 haftalik takip siireleri kullanmiglardir
(Tarhan et al., 2008). Bizim ¢alismamizda net sonuglar elde etmek adina literatiirdeki benzer
caligmalar goz oniinde bulundurularak kikirdak greftlerinin yaris1 4 hafta, yaris1 12 hafta siire

ile takip edildi.

Kikirdak greftleri, dokuya destek amacli olarak kullanildig1 rekonstriiksiyon cerrahisinde
daha c¢ok blok halinde kullanilmaktadir. Mekanik kuvvetlere maruz kalma kikirdak greft sag
kaliminda azalmaya neden olabilmektedir. Cakmak ve arkadaslarinin tavsan kikirdak grefti
iizerine yapmis oldugu ¢alismada kikirdak greftlerinin ciddi sekilde ezilmesinin yaygin nekroza
ve hacimde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Cakmak et al., 2005). Yine baska bir
calismada kikirdak greftleri biitiinliigiinii bozan islemlerin (ezme, kiyma) greft sag kalimi
iizerinde olumsuz etki yaptig1 belirtilmistir (Kaya, 2019). Bu nedenle ¢aligmamizda mekanik
kuvvetlerin greft sag kalimi tizerindeki etki durumunu ortadan kaldirmak, tek bir degiskenin
greft sag kalimi lizerine olan etkisini gézlemlemek amaci ile tiim kikirdak greftleri blok halinde

kullanilmistir.

Kikidak greftleri klinik olarak bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle
kikirdak greftlerinin sag kalimini arttirmaya yonelik bugiine kadar bir¢cok calisma yapilmistir.
Yag dokusu kaynakli kok hiicreleri (Orbay et al., 2012), konsantre edilmis biiytime faktorii
(Topkara et al., 2016), plateletten zengin fibrin (Goral et al., 2016) gibi biyolojik faktorlerin

uygulanmasi sonucunda kikirdak greft viabilitesinin arttig1 gosterilmistir.

Tiim bu caligmalarin yaninda literatiirde kikidak greft sag kalimi i¢in yapilan ancak
olumsuz sonuglanan baz1 ¢aligmalar da yer almaktadir. Cemal ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada Surgicell (Ethicon, Somerville, NJ) ya da fasyaya sarilmayan kikirdak greftlerin sag
kaliminin daha fazla oldugu tespit edilmis (Firat et al., 2011). Kazikdas ve arkadaslarinin tavsan
kikidak greftlerinde yapmis oldugu bir ¢alismada oksitlenmis rejenere seliiloz (Surgicell) ile
sarilan kikirdaklarda sag kalimin azaldigi, kondroblastlarin rejenere olma kabiliyetlerinin
diistiigii ve fibrosiz formasyonunun arttigi belirtilmistir (Kazikdas et al., 2007). Yine baska bir
caligmada fasyaya sarilmis ve dogranmis kikirdaklarda rezorbsiyonun tek parca blok halindeki

kikirdak greftlere gére daha fazla oldugu belirtilmistir (Fatemi et al., 2012).

Literatiire bakildiginda kikirdak grefti sag kalimi degerlendirilmesi igin birtakim

parametreler kullanilmistir. Bulam, Ayhan ve arkadaslar tavsan kikirdak greftlerinde sag
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kalimi degerlendirirken agirlik kaybini degerlendirmislerdir (Bulam et al., 2015). Cakmak ve
arkadaslar1 ise yaptig1 ¢alismada matriks metakromazisi, lakunalardaki kondrosit nuleus kayb1
ve fibrosize bakmiglardir (Cakmak et al., 2005). Viabl lakunalardaki kartilaj hiiclererinin
sitoskeletal komponentini gostermek i¢in glial fibrilik asit protein kullanilmistir (Orbay et al.,
2012). Calismamizda agirlik ve boyut degisimi kullanilmamistir. Bunun nedeni plasebo ve
simvastatin gruplarindan alinan kontrol orneklerinde kiyaslanabilir ve saglikli, biitlinligii

korunmus kikirdak grefti bulunmamasadir.

Calismanin sonucunda kondrosit niikleus sayisi, kartilaj matriks kromazisi ve periferal
proliferasyon kontrol grubunda diger gruplara kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunurken;
inflamasyon, vaskularizasyon, fibrosiz ve GFAP immiinreaktivite skoru agisindan gruplar arasi
anlamli fark bulunmamistir. Bununla birlikte kemik metaplazisi skoru 3. ayda kontrol grubunda

plasebo ve simvastatin grubundan anlamli olarak yiiksek ¢ikmustir.

Literatiirde simvastatinin kikirdak grefti sag kalimi {izerine etkisini arastiran caligsma
bulunmamakla beraber yara iyilesmesi ve baska doku sag kalimlari iizerine etkilerini arastiran
caligmalar mevcuttur. Asai ve arkadaslari; topikal simvastatinin, diabetik farelerde
lenfanjiogenez ve anjiogenez araciligi ile yara iyilesmesini hizlandirdigini gostermistir (Asai et
al., 2012). Stein ve arkadaglar1 ratlarda yapmis oldugu calismada simvastatinin kemik
iyilesmesi arttirdigini ve inflamasyonu azalttigi gostermistir (Stein et al., 2005). Hao ve
arkadaglar1 simvastatinin enjekte edilebilir formunun minimal invaziv periostal distraksiyon
uygulanan ratlarda kemik formasyonunun inflamasyon olmadan arttirdig1 gosterilmistir (Hao
et al., 2018). Otuki ve arkadaslar1 farelerde yaptig1 ¢aligmada ise simvastatinin topikal
uygulamasinin, kroton yagmin neden oldugu akut tahris edici kontakt dermatitte

antiinflamatuar etkiye sahip oldugunu gostermistir (Otuki et al., 2006).

Statinler sistemik olarak kullanildig1 zaman hepatobilier sistem, muskuler sistem gibi
bir¢ok sistem iizerine yan etki olusturabilecek ilaglardir. Uzun siireli kullanimda bu risklerin
ortaya ¢ikma ihtimali artmaktadir. Ayrica ilk gecis eliminasyonu yliksek olup, sistemik
kullanimda yar1 6mrii 2-5 saattir (Neuvonen et al., 2008). Calismamizda bu olas1 yan etkilerin
ontine gegmek, simvastatinin kikirdak greftlerine etki siliresini miimkiin oldugunca uzatmak ve
islemi tekrarlamadan uygulanabilirligini kolaylastirmak adina simvastatin jel formatinda

kullanilmistir.
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Literatiirde yer alan caligmalar ile bizim ¢alismamiz sonuglar1 arasinda bazi benzerlikler
ve farkliliklar bulunmaktadir. Bernard ve arkadaslari farelerde yapmis oldugu caligmada
deneysel olarak olusturulan artritlerde simvastatinin inflamasyonu baskiladigini géstermislerdir
(Leung et al., 2003). Morsdof ve arkadaglar1 farelerde iskemik flep modellerinde yaptigi
calismada simvastatin uygulanan hayvanlarda yeni damar olusumlari goézlemlemislerdir
(Morsdorf et al., 2009). Bizim ¢alismamizda her {i¢ grup arasinda inflamasyon, fibrosiz ve
vaskularizasyon agisindan anlamli fark saptanmadi. Ancak ¢alismamizdaki bu degisikliklerin
simvastatinin kendi etkisi ile degil de olusan kronik enfeksiyona bagl olarak meydana gelen

degisiklikler oldugu diisiiniilmektedir.

Kontrol grubunda kikirdak greft sag kalimmin devam etmesine ragmen, diger gruplarda
kikirdak greftlerinin tama yakin rezorbsiyona ugramasi enfeksiyon, jelin kikirdak grefti
cevresinde inlamasyonu tetiklemesi ya da jel tabakanin kikirdak greft ¢cevresinde diflizyonu
engelleyerek greft beslenmesine engel olabilmesi nedeniyle olabilir. Bu durum,bahsettigimiz
sebeplerden biri ya da hepsinin kiimiilatif etkisi sonucu olusabilir. Deneklerde takip siiresince
enfeksiyonu diisiindiirecek bulgular yoktu. Plasebo grubu ve simvastatin grubu jellerden deney
oncesi alinan numuneler ile 6rneklerde lireme tespit edilmemistir (Resim 15). Cerrahi islem
sirasinda sterilizayon kosullarina dikkat edilmesine ragmen plasebo grubu ve simvastatin
grubunda mikro enfeksiyon odaklarinin yaygin olarak goriilmesinin nedeni tam olarak
anlagilamamistir. Deney siiresi sonunda kikirdak greftlerinin alinmasi igin alict saha
incelendiginde kiiciik, sinirli abse odaklarinin goriildii (Resim 5). Deney takip siiresi o denek
icin sonlandirilacagi ve denekte klinik bulgu olmamasi sebebi ile goriilen abse odaklarindan
kiiltiir 6rnegi alinmadi. Jel canli i¢in yabanci bir madde olmasi nedeni ile inflamasyonu
tetikleyebilir. Ancak istatistik sonuglarina gore her ti¢ grupta inflamasyon arasinda anlamli fark
bulunmamasit bu ihtimali geri planda birakmaktadir. Bununla birlikte jel deneklerde
inflamasyon siddeti diisiik olan kronik inflamasyona neden olabilir ve bu nedenle gruplar
arasinda anlamli fark olmayabilir. Patoloji O6rneklerinde kronik inflamasyon goriilmesi bu
durumu destekler niteliktedir. Bildigimiz kadariyla kikirdak greft cevresi yapt kalmliginin,
kikirdak greft ile ¢evre doku arasindaki difiizyonuna nasil etki ettigi ile ilgili bir calisma
literatiirde yer almamaktadir. Greft ¢evresi zarf kalinlig1 kadar greft kalinligir da difiizyon
iizerinde etkilidir. Kikirdak dokunun oksijen difiizyon katsayis1 diger dokulara gore daha
diisiiktiir (Androjna et al., 2008). Bu durum hem greftin kendi kalinliginin hem de ¢evre doku

kalinliginin kikirdak doku beslenmesinde 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sonu¢ olarak simvastatinin kikirdak grefti {izerine Ongoriilen etkisi g¢alismamizda
goriilmemistir. Ancak bildigimiz kadariyla daha 6nce simvastatinin jel formunun kikirdak sag
kalimina etkisini degerlendirecek ¢aligma yapilmamistir. Bu nedenle, calismamiz bundan sonra

konu ile ilgili yapilacak ¢aligmalar i¢in fikir verici bir ¢aligma niteligindedir.
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6. SONUC

Bu calismada simvastatinin jel formunun kikirdak greft sag kalimi iizerine etkisi
arastirilmistir. Calismanin sonucunda kikirdak greft sag kalimi, sivastatin ve plasebo grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha az bulunmustur. Simvastatinin kikirdak greft gevresi
dokuda inflamasyon, fibrosiz ve vaskularizayonu anlamli derecede degistirmedigi goriilmiistiir.
Ancak bu durumun simvastatinin sadece kendi etkisi ile degil; enfeksiyon ve ¢evre dokuda
tetiklenen kronik inflamasyonun, simvastatinin karsit etkileri ile dengelenmesi sonucunda

olustugu diisiiniilmektedir.

Simvastatin jel formunun kikirdak greftler iizerine etkisini arastiran muhtemel ilk ¢alisma
olmasi nedeniyle, ¢aligmamizin bu alanda yapilacak olan diger ¢aligmalara 151k tutacagi

diistiniilmektedir.
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