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GIRIS VE AMAC

Kikirdak doku, yumusak dokuyu desteklemek amaciyla o6zellesmis olan bir bag
dokusu olup rekonstriiktif ve estetik cerrahide yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu doku plastik
cerrahi alaninda basta fonksiyonel septorinoplasti ve dogumsal kulak yoklugu (mikrotia)
onarimi basta olmak {izere mentoplasti, kranioplasti gibi birgok operasyonda destek materyali
olarak kullanilmaktadir. Kikirdak grefti kullanilarak yapilan onarimlarda ise, uygulanan
kikirdak greftinin zamanla deforme olabildigi veya rezorbe olarak hacminin azalabildigi
klinik olarak bilinen bir durumdur (1,2). Bu operasyonlarda greft materyali olarak kullanilan
kikirdak dokusunun yerlestirilme amacint gerceklestirebilmesi, canliliginit ve dayanikliligini
korumast ile rekonstriiksiyon ameliyatlarinin uzun dénem sonuglart direkt iligkilidir (3).

Kikirdakta olusabilecek yapisal sorunlara yol acabilen baglica iki siire¢ vardir.
Bunlardan ilki nekroz iken, ikincisi apoptozistir. Nekroz dokunun beslenme bozuklugu
sonucu olugan hiicre Oliimii, apoptozis ise programlanmis hiicre Olimidir. Nekrotik
degisikliklerden iyi bilinen cerrahi teknikler uygulanarak bir 6l¢iide kaginmak miimkiin olsa
da, apoptozisin sebep oldugu kikirdak hiicre 6liimlerinden nasil korunabilecegi heniiz tam
aciklanabilmis degildir.

Tetrasiklin grubu bir ilaglardan biri olan Doksisiklin bakteriyel protein sentezini inhibe
ederek antibiyotik olarak etki gosteren ilaglar olarak bilinirler. Ancak son zamanlarda yapilan
calismalar tetrasiklinlerin antimikrobial etkileri disinda da biyolojik 6zellikleri oldugu ve
birgok hiicresel fonksiyonu da etkilebilen pluripotent ilaglar oldugunu gostermistir (4).
Doksisiklinlerin bu etkileri arasinda matriks metalloproteinazlarin inhibisyonu, timor
kaynakli angiogenezis, kemik resorpsiyonu, polimorfik nétrofillerden oksijen radikal

salimmminin baskilanmasi, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) inhibisyonu ve
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peroksinitrit kurtarimi (scavenge) ile protein tirozine azotlanmasimin inhibisyonu gibi
ozellikleri sayilabilir.

Doksisiklin ve diger tetrasiklin tiirevlerinin matriks metalloproteinaz (MMP)
inhibisyonu yolu ile dokuya lokosit ve makrofaj akimini azalttigi, kollajenazlar iizerine
inhibisyon etkisi ile yara iyilesmesine etkili oldugu, damar intima kalinlasmasini azalttigi,
aortik anevrizmada, periodontal hastalikta ve artritde doku yikimini azalttigi, timor hiicre
invazyonunu, timor metastazini ve timor anjiogenezisini inhibe ettigi gosterilmistir (5). In
vitro olarak osteosarkomda tiimor hiicrelerinin ve endotelyal hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi, meme Karsinom hiicreleri, osteosarkom hiicreleri ve makrofajlarda apoptozise neden
oldugu ve kondrositlerin matriks sentezini azalttigi gdsterilmistir. Tetrasiklinlerin ayni1
zamanda notrofiller tizerinden reperfiizyon hasarini 6nledigi gosterilmistir (6).

Doksisiklin bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkilemesi nedeniye arastirmacilar tarafindan
bir¢ok alanda kullanilir olmustur. Deneysel ve klinik ¢aligmalar doksisiklinin romatoid artrit
ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegini gostermistir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda doksisiklinin submikrobiyal dozlarda kullanimi ile reperfiizyon hasarini
azaltic etkisine yonelik sonuglar artmistir. Ancak literatiirde doksisiklinin doku greftlerinin
canliligindaki etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alisma yoktur.

Bu nedenle c¢alismamizda doksisiklin kullanarak tavsan modelinde matriks
metalloproteinazlar1 inhibe etmeyi ve tavsanin bir kulagindan alinarak digerine nakledilen

kikirdak greftlerinin canliligini ve sagkalimini arttirmay1 amagladik.



GENEL BILGILER

KIKIRDAK DOKUSU GENEL YAPISI

Bag dokusunun o6zellesmis bir sekli olan kikirdagin ana gorevi, yumusak dokuyu
desteklemektir. Kikirdak, temelinde proteoglikan, kollajen ve sudan olusan ve ekstraseliiler
matriksi i¢inde kondrositlerin olusturdugu basit ancak yliksek oranda 6zellesmis bir yapiya
sahip bag doku elemanidir (7,8). Kikirdak yapisinin sahip oldugu koyu kivamdaki matriks,
esnekligi saglayarak mekanik zorlamalar karsisinda kalici sekil bozukluklarinin meydana
gelmesini Onler. Kikirdak yapisinda vaskiiler ag olmadigi i¢in iyilesme ve rejenerasyon
potansiyeli kisith olmaktadir (8,9). Bu nedenle kikirdak hasari fonksiyon ve icerik kaybina
neden olan skar olusumu ile sonuglanmaktadir (7—10). Yapisal olarak beslenmesi vaskiiler bir
agdan ziyade difiizyon ile oldugundan, sekil verilerek cesitli kontur diizeltmelerinde ve
rekonstriiksiyonlarda rahatlikla kullanilabilir olmaktadirlar. Bunun yaninda yapisinin basit
olmasi nedeniyle doku miihendisliginde bununla ilgili ¢alismalarda ¢ok hizli ilerlemeler
kaydedilmektedir (11).

Kikirdak, gelisen embriyoda mezodermden koken alir. Geng hayvanlarda ya
interstisyel alanda mitosis ile ya da perikondrium kaynakli hiicrelerin biiyiimesiyle meydana
gelir. Kikirdak hiicreleri, kondrosit adi1 verilen tek tip hiicrelerdir. Matriks iginde birbirine

degmeyecek sekilde kendilerine ait lakiinalarda tek tek veya gruplar halinde bulunurlar (Sekil
1).



Perikondrium Lakinalarda
kondrositler

Perikondrium Matriks Elastik
fibriller

Sekil 1. Genel kikirdak yapisi (12)

Matriks, kondrositler tarafindan sentez edilir (Sekil 2). Kikirdagin %70’i sudur.
Dehidrate edildiginde agirhigmmin % 40-70’i kollajen, % 15-40’1 proteoglikan ve % 5’i
kondrosittir (12). Eklem kikirdag: disindaki biitiin hyalin kikirdaklar, perikondrium adi verilen
kikirdak biiylimesi ve bakimi icin gerekli olan, yogun bag dokusundan olusmus bir tabaka ile
ortiiliidiir. Zengin kan damarlar1 bulunur. I¢ tabaka kondroblast adi verilen bag doku
hiicrelerden zengindir. Bu hiicreler kolaylikla farklilasarak kondrositleri olustururlar.
Perikondrium kikirdak dokusunun korunmasini, beslenmesini ve rejenerasyonunu saglar.
Kikirdak avaskiilerdir, lenfatik damar ve sinirleri yoktur. Beslenmesi perikondriumdaki

kapillerler yoluyla veya eklem kavitelerinin sinovial sividan diflizyonuyla olur. Biitiin



avaskiiler dokularin hiicrelerinde oldugu gibi kondrositler de diisilk metabolik aktivite

gosterirler (12).
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Sekil 2. Kikirdak hiicredis1 matriksi ve agrekan yapisi (12)

Kikirdakta mevcut ekstraseliiler matriks yas, hasar ve metabolik hastaliklarla degisme
egilimindedir. Ornegin matriksteki kollajen miktar1 yasla birlikte artarken proteoglikan
iceriginde azalma olusur. Bu nedenle matriks katilagir hatta kalsifiye olabilir. Yas ilerledikce

mineralizasyonu artan kostal kikirdagin greft olarak kullanilmasi teknik giicliikler gosterebilir.

Kikirdak Dokusu Tipleri

Degisik fonksiyonel ihtiyaglar nedeniyle her birinin matriks kompozisyonlarinda
goriilen farkliliktan dolay:r hyalin kikirdak, elastik kikirdak ve fibroz kikirdak olmak iizere 3
tipte kikirdak dokusu bulunur.

1- Hyalin kikirdak: Acik mavi renkte, siit gibi goriinen bu kikirdagin kondrositleri
oval olup, tek tek veya birkagt birden lakiinler i¢inde yerlesir. Kollajen fibrilleri

perikondriyumdan doku igine yayilir. En sik rastlanan tiirdiir ve matriksindeki kollajenin ¢ogu



Tip II kollajendir. Hyalin kikirdagin kuru agirligmin % 40’11 hiicrelerarasi amorf madde
icindeki kollajen olusturur. Kollajenin, submikroskopik boyutlardaki lifler formunda olmasi
ve bu fibrillerin temel madde ile hemen hemen ayni refraktif indekse sahip olmasi nedeniyle,
rutin histolojik incelemelerde amorf maddeden ayri secilemez. Embriyoda ossifikasyon
meydana gelene kadar gecici iskelet gorevini yapar. Basinca direnglidir. Yetiskin memelilerde
hyalin kikirdak hareketli eklem yiizeylerinde, biiyiilk solunum yollar1 duvarlarinda (burun,
larenks, trakea gibi) ve kostalarin sternuma baglandigi uglarda bulunur. Inspirasyonda

solunum yollarinin kollabe olmasini engeller.

2- Elastik kikirdak: Sar1 renkte olup, kondrositlerin sekli hyalin kikirdaktaki
kondrositlere benzerdir. Hyalin kikirdak gibi perikondriumu bulunur. Cevreleri kapsiille
cevrilidir. Tek tek hiicreler seklinde veya birkac hiicreden olusan izogen gruplar halinde
bulunurlar. Kollajen fibriller bu kikirdakta da geri plandadir. Fakat bu kikirdaga esneklgini
kazandiran elastik fibriller, matrikste aglar olusturucak sekilde 6n planda izlenirler. Elastik
fibriller perikondriyumun hemen altina denk diisen sahalarda gevsek diizenlenme gosterirler.
Daha esnek ve biikiilebilir olan elastik kikirdagin matriksinde Tip II kollajene ek olarak bol
miktarda elastik lif vardir. Kulak kepcesi, Ostaki tiipii, epiglot ve aritenoid kikirdagin vokal

cikintilarinda bulunur. Elastik kikirdakta kemiklesme olmaz, dejenerasyon da daha az goriiliir.

3- Fibroz kikirdak: Bag dokunun yogun oldugu bazi viicut bdlgelerinde bulunur. Gri-
beyaz renklidir. Bol fibriler elemanlar arasinda kondrositler ve az oranda matriksten olusur.
Kondrositler tek tek veya giftler halinde bulunurlar. Bazen kollajen fibriller arasinda sira
seklinde yerlestikleri de olur Viicudun zorlanmalarla kars1 karsiya kaldig:1 ve agirlik tasiyan
bolgelerinde, yogun bir ag seklinde oriilmiis, Tip I kollajen lifleri igeren matrikse sahip
kikirdagidir. Intervertebral diskte, bazi ligamanlarin kikirdakla kapli kemik yiizeyine

baglandiklar yerlerde ve simfizis pubisde bulunur.

Kikirdak Greftleri ve Kaynaklari

Otojen kikirdak, immiinolojik ve biyomekanik oOzellikleri ile c¢ok iyi bir greft
materyalidir (13). Kikirdak greftler kemik greftlere nazaran cesitli avantajlara sahiptirler;
vaskiiler beslenmeye ihtiyaclar1 olmaz, kolay sekillendirilebilirler. Ancak kikirdak grefte
uygun sekil vermek i¢in kikirdagi kesmek, ezmek ve kirmak gibi islemler greftin dmriini

kisaltmaktadir (14). Kikirdak greftlerin en 6nemli dezavantajlarinden biri de rezorbsiyona



ugramalaridir. Dondr sahalarina gore otojen kikirdak greftler septal, aurikiiler ve kostal

kikirdaklar olarak ii¢ grupta incelenirler.

Kostal kikirdak greftleri: Viicuttaki en bliyiik kikirdak grefti kaynagidir. Kolaylikla
sekil verilebilir oldugundan ve fazla miktarlarda elde edilebildiginden ¢ok yonlii kullanim
alanina sahiptir. En 6nemli dezavantaji diger yontemlere gore daha invazif olmalari ve yaslh
hastalarda kalsifikasyona ugramalaridir. Bununla birlikte kostal kikirdaklar semer burun
deformitesinde, malar ve mandibular kontur deformitesinde, dis kulak gibi karmasik yapilarin

onariminda siklikla kullanilirlar.

Kulak kikirdak greftleri: Kulak konkasinin dnemli bir kism1 konkal kikirdak grefti
ya da kompozit tam kat kama greft seklinde dondr saha deformitesi olusturmadan belirli
miktarlarda kullanilabilir. Kulak kikirdak grefti nasal rekonstriikksiyon, birincil ve ikincil
rinoplastiler ve inverted nipple rekonstriiksiyonlar1 gibi farkli alanlarda ve islemlerde

kullanilabilmektedir.

Septum kikirdak greftleri: Septum, iki tarafli submukozal disseksiyon sonrasi sadece
kikirdak olarak veya tek tarafli submukozal disseksiyon sonrasi kondromukozal kompozit
greft seklinde hazirlanabilir. Septal kikirdak greftleri birincil ve ikincil rinoplastilerde
kullanilabilmektedir. ~Kompozit kondromukozal greft olarak ise, goz kapag:
rekonstriiksiyonlarinda  destek ve konjunktival hattin saglanmasi gibi amagclarla

kullanilabilmektedir.

Allogreftler ve Xenogreftler: Allojenik (veya homolog) ve xenojenik kikirdak
greftleriyle ilgili yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar degisik oranlarda basartya sahiptirler.
Otolog greftler, allogreftlere ve xenogreftlere oranla daha uzun bir sagkalima sahiptir (15).
Bu, olusan immiin reaksiyonun miktar ile ters orantilidir. Kikirdak, immiinitesi az bir doku
olarak kabul edilmektedir. Teorik olarak, igeriginde alict immiin sistemini uyaracak ekspoze
kondrosit yoktur. Bu, kondrositlerin vaskiiler bir aga sahip olmayan matriks tarafindan
kusatilmis olmasindandir. Tiku ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada tavsan kondrositlerinin
HLA antijen (klas 2) salinimi yaptiklari ve kondrositlerin antijen sunan hiicre fonksiyonu
gordiiklerini  gostermiglerdir (16). Sonu¢ olarak kondrositler gii¢lii immiin cevap
stimiilasyonuna sahiptirler ancak rolatif olarak az sayida olduklarindan ve yogun ekstraseliiler

matriksin varligi biiylik olasilikla rejeksiyon siirecini yavaslatmaktadir.
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Kikirdak Hasari ve iyilesmesi

Erigkin memelilerde kikirdak doku yaralanmalar1 veya kikirdak doku Kesileri orijinal
kikirdak dokusu olusumu ile iyilesemez. Bunun yerine nekrotik ve atrofik degisiklikler
meydana gelir. Yarali alan daha sonra perikondriyum tarafindan olusturulan bag dokusu ile
doldurulur. Kikirdak doku sinirli derecede yenilenme kapasitesine sahiptir. Kondrositler
yaralanma  sonrasinda  bozulmadan  kalabilirlerse = matriks  6gelerini  yeniden
olusturabilmektedir (17). Kikirdak hiicresi etrafindaki vaskiilaritesi olmayan yiiksek dansiteli

ekstraseliiler matriks iyilesme tizerinde dogrudan etkilidir (18,19).

MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

Matriks Metalloproteinazlar enzimleri bazal membrani ve matriks elemanlarin
yikabilen ¢inko bagimli endopeptidaz ailesidir. Birgok farkli tiirlerde tanimlanan katalitik
aktivitelerinde metal iyonlarina bagimliliklarindan ekstraseliiler matriksin (ESM) yapisal
proteinlerini parcalayabilme yeteneklerinden dolay1 ayrica 6zgiin evoliisyon sekanslari
nedeniyle “Matriksinler” olarak da adlandirilirlar. Embriyo gelisiminde, doku sekillenmesi ve
morfogenezinde, artrit, periodontit, glomeriilonefrit, ateroskleroz, doku iilserasyonu gibi
hastaliklarda ve kanserde hiicre invazyonu ve metastazinda 6nemli rolleri vardir (20,21).
Ayrica MMP’ lar romatoid artrit, osteoartrit, otoimmiin ulseratif deri lezyonlar1 ve tumor
hiicresi invazyonu ve metastazi gibi cesitli patolojik durumlarda ekstraseliiler matriksin
yikimindan primer sorumludur (22).

Matriks Metalloproteinazlar enzimleri patolojik ve fizyolojik pek ¢ok olayda gorev
alirlar. Organogenezis, yara tamiri, inflamatuar hiicre diapedezisi ve anjiogenezis bu
enzimlerin etki gosterdigi baslica olaylardir. Bu etkilerini hiicre dis1 matriks proteinlerini
yikarak gostermektedirler (23). Biitin MMP enzimleri inaktif olarak sentezlenmekte ve
terminal amino zincirinde meydana gelen proteolitik temizlenme ile aktif hale
dontismektedirler (24).

Baslangicta her MMP' nin kendine 6zgii bir substrati oldugu diistiniilmiis ve MMP
enzimlerinin adlandirilmasi buna gore yapilmis ancak son yillarda MMP enzimlerinin pek ¢ok
hiicre dis1 matriks bilesenini yikabildikleri gosterilmis ve numaralandirilarak tanimlanmasi
kabul edilmistir. Ornegin interstisyel kollajenaz olarak bilinen MMP-1 kazein, jelatin, alfa-1
antitiripsin, myelin temel protein, L-selektin, pro-TNF ve interlokin-1 beta' y1 yikabilmektedir
(23-25).

Matriks metalloproteinazlar enzimleri hiicre disi matriks bilesenlerini  yikici

etkilerinden dolay1 bag dokusu yikimi ile seyreden hastaliklarda arastirmalarin odak noktasi
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olmaya baglamislardir. Asirt MMP aktivitesinde matriks yikimi goriiliir; bu da romatoid artrit,
osteoartrit, periodontitis ve kronik iilserasyon ile iliskilidir.

Notrofiller ve makrofajlar MMP enzimlerinin ana kaynagidir; inflamatuar siireglerde
l6kositlerden salgilanan MMP enzimlerinin I6kositlerin damar disina kacarak dokuya
gecebilmelerine ortam hazirlamasi doku hasarinin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Notrofillerin hiicre dist matriks bilesenlerini yikarak ortaya cikarttiklari molekiiller de

patolojik siirecte rol oynayabilir niteliktedir (26,27).

Matriks Metalloproteinazlarin Simiflandirilmasi
Omurgalilarda yirminin {izerinde MMP tanimlanmis olup Matriks metalloproteinazlar

yapisal ve/veya substrat 6zelliklerine gore kendi i¢lerinde en az 5 alt gruba ayrilirlar. (Tablo

1).

Tablo 2. Omurgahlarda tammlanmis baz1 matriks metalloproteinazlar ve siniflamasi

Matrilisinler Matrilisin (MMP-7)
Matrilisin-2 (MMP-26)

Kollajenazlar Kollajenaz-1 (MMP-1)
Kollajenaz-1 (MMP-8 16kosit
like)

Kollajenaz-1 (MMP-13)

Stromelisinler Stromelisin-1 (MMP-3)
Stromelisin-2 (MMP-10)
Metalloelastaz (MMP-12)
Stromelisin-3 (MMP-11)

Jelatinazlar Jelatinaz-A (MMP-2)
Jelatinaz-B (MMP-9)
Membran-tipi MMP’ler MT1-MMP (MMP-14)

MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)
MT5-MMP (MMP-24)
MT6-MMP (MMP-25)

MMP: Matriks metalloproteinazlar.
MT: Membran-tipi

Matriks metalloproteinazlarin en basit yapisal alt sinifi matrilisindir ve bir sinyal
peptid, bir propeptid domain ve ¢inko baglayici alan1 kapsayan katalitik “domain”den olusur
(28). Kollajenazlar ¢k olarak, tip I, II, III ve diger fibriler kollajenlerin dogal sarmal yapilarini
yikan, prolinden zengin mentese bolgesi vasitasiyla katalitik “domain”e baglanmis basit
hemopeksin benzeri “domain” igeren kiiglik “domain” yapilar bulundururlar (29,30).
Stromelisinler kollajenazlara benzer yapisal “domain”lere sahip olup matrilisinler gibi genis

substrat 6zellikleri bulunur ve proteoglikanlar, fibronektin ve laminini kapsayan ¢ogu ECM



proteinlerini yikarlar (30). Jelatinazlar katalitik “domain”leri iginde fibronektin tip-I’nin {i¢
kez tekrarini igceren ek bir bdlge igerir. Bu onlara gelatin ve ayni zamanda tip-1V, V, VII ve X
kollajen, fibronektin ve laminini yitkmak igin bir iistiinliik saglar (29.30). Jelatinaz A (MMP-
2) ve Jelatinaz B (MMP-9) olmak tizere iki tipi vardir. Molekiil agirligi 72 kDa olan MMP-2
fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler, makrofajlar, osteoblastlar ve kondrositler
tarafindan salinir Jelatinaz A’nin karakteristik 6zelligi ise PMNL’lerden salinmamasidir.
Molekiil agirligit 92 kDa olan MMP-9 TIMP-1 tarafindan baskilanir ve polimorfoniikleer
notrofillerden salinir (31,32). MMP’lerin besinci biiyiik alt grubu membran tipi MMP’lerdir
(MT-MMP). Bu MMP’ler glikozilfosfatidilinozitol tutunma noktalar1 veya C-terminal
transmembran “domain”leri vasitasiyla hiicre yilizeyine tutunur ve diger ECM substratlari

kadar jelatin, fibronektin ve aggrecan’1 yikarlar (30).

Signal/Prodomain Catalytic Domain  Hinge Hemopexin
PRCGVPD Region
¥

Collagenase

Family {Zm.
MMP-1, 8, _ .

13,18

Gelatin Binding
X ¥

Gelatinase [
Family WM
MMP-2, 9
Stromelysin
Family W_ : Ine
MMP-3, 10, 11

RXKR
Membrane-Type i
Family )
MiviP-14, 15, @D=w In¥
16,17

Transmembrane

Matrilysin 2
MMP-7 In¥

Sekil 3. Matriks metalloproteinazlarin yapisal alanlari. Hinge region (dayanak alam) (6)

Jelatinaz A (MMP-2)

1972 yilinda Haris ve Krane jelatinaz aktivitesini romatizmali eklem dokusunda
gozlemlemiglerdir (33). 1978 yilinda sigan kemik kiiltiiri dokusunda stromelisinl ve
kollajenaz 1°den farkli olarak bir jelatinaz aktivitesi belirlenmistir (34). Bunu takip eden yilda
fare timor dokusunda temel membran tip IV kollajenini sindiren benzer bir enzim tespit
edilmistir. Bu enzim ilk olarak tip IV kollajenaz olarak adlandirilmistir. Diger ismi 72kDa
jelatinaz’dir. MMP-2 fare tiimorii, tavsan kemigi, insan cildi ve dis eti dokusundan izole

edilmigtir. Collier ve arkadaslar1 1988 yilinda sinyal dizisi hari¢ tam niikleik asit dizisini
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yayinlamistir (35). MMP-2 Kkatalitik bolge icerisinde ii¢ tekrarli fibronektin tip II bolgesi
icermektedir; bu enzimin jelatin substratina baglanmasini saglamaktadir ve Jelatinaz A’y1 en

uzun MMP’lerden biri yapmaktadir (Sekil 4).

Jelatinaz B (MMP-9)

Sopata ve Dancewicz tarafindan 1974 yilinda insan polimorfoniikleer 16kositlerinde
bir jelatinaz belirlenmistir (36). Bu aktif olmayan bir enzimdir. Tip-V kollajenini
parcalayabilen benzer bir enzim tavsan makrofajinda tespit edilmis ve ilk olarak tip-V
kollajenaz olarak adlandirilmasi saglanmistir (37). Notrofillerin kollajenaz ve jelatinaz
aktiviteleri ayrigtirilmis, enzim saflastirilarak karakterize edilmis ve cDNA’sinin dizisi ortaya
konmustur (38). Jelatinaz-B MMP’lerin en biiyiigiidiir ve ti¢ fibronektin benzeri bolge ile bir
kollajen tip-V benzeri bolge icermektedir (Sekil 4). Molekiiler agirligi 92,000 Dalton oldugu
icin 92 kDa jelatinaz olarak da adlandirilir. TIMP-1, pro-MMP-9’a baglanarak, enzimin
aktivasyonunu ve aktivitesini kontrol edebilen bir kompleks olusturur. Jelatinaz B’nin insan
notrofil formu molekiil i¢i bir disiilfit bagi ile lipokaline bagli olarak bulunur. Bazi

calismalarda bu protein insan plazmasinda 95 kDa’luk jelatinaz olarak tespit edilmistir (39).

MMP-2 72kDa
(Gelatinase A)

MMP-9 . 92 kDa
(Gelatinase B)
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Sekil 4. MMP-2 ve MMP-9’un Sematik Yapisi. MMP’lar sinyal peptid, propeptid alani,
aktif kismi, fibronektin benzeri alan, Zn++ baglayic1 alan, kollajen V benzeri
alan ve hemopeksin benzeri membran ankordan olusmaktadir (24)



Stromelizinler

Stromelizin 1 (MMP 3) ve stromelizin 2 (MMP 10) benzer substrat 6zgilliigiine sahip
iken, MMP 3’iin proteolitik etkinligi MMP 10’a gére daha yiiksektir. MMP 11, stromelizin 3
olarak da adlandirilmasma ragmen diger MMP’ler i¢inde simiflandirilir ¢ilinkii sekans ve
substrat 6zgiilligi MMP 3 ve 10’dan ayridir (40).

Fibroblastlardan pro-stromelizin-1 olarak iiretilen Stromelizin-1 ¢ok sayida substrati
pargalar. Baslica substratlar1 proteoglikanlar, tip IV kollajen, laminin ve fibronektindir. Jelatin
ve kazeine daha diisiik ilgi gosterir, tip III ve IX kollajeni de bir telopeptidaz gibi kesebilir.
Hiicresel fibrinolizde de onemli islevi oldugu diistiniilmektedir. Stromelizin-2, stromelizin-1
ile aym substratlar1 parcalar fakat bulunduklar1 dokular farklidir. Ornegin keratinositlerde
yalnizca stromelizin-2 uyarilirken Romatoid sinovya sivisinda yalnizca stromelizin-1 bulunur.
Yara iyilesmesi sirasinda ise keratinositlerde her ikisi de eksprese edilir. Stromelizin-3
digerlerinin ESM substratlarin1 par¢alamazken 6zgiil olarak al-tripsin inhibitoriinii pargalar.
Fizyolojik rolii kesin olarak bilinmemekle birlikte epitelyal tiimorlerin stromasinda c¢ok
miktarda bulundugu i¢in serin proteaz inhibitorlerini baskilayarak plazmin gibi enzimlerin

matriks proteinlerini par¢alamasini sagladig: diigiiniilmektedir (41).

Metalloproteinazlarin inhibisyonu

Metalloproteinazlarin katalitik aktivitesi 6zgiil doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan
kontrol edilir (42,43). Metalloproteinazlar ile bunlarin 6zgiil doku inhibitorleri arasindaki
denge matriks pargalanmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ayrica a2- makroglobulin ve
plazminojen aktivator inhibitérii de dogal proteinaz inhibitorleri arasinda bulunmaktadir
(42,43).

Matriks metalloproteinazlarina benzer sekilde bunlarin doku inhibitorleri de
ekstraseliiler matriks parcalanmasinin neden oldugu birgok biyolojik ve patolojik durumda
Onem tasimaktadir. Ciinkii MMP’larin katalitik aktivitesi TIMP’ler tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlar sadece MMP’larin katalitik aktivitesini bloke ederken, diger serin,
sistein, aspartik proteazlar lizerinde etkileri yoktur. TIMP’ler multifonksiyonel proteinlerdir,
inhibitor etkileri disinda biiyiime faktorlerine benzer etki, anjiyojenezisi inhibe edici etki gibi
baska fonksiyonlar1 da bulunur (42,43).

TIMP ailesi, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olmak tiizere bugiine kadar
tanimlanmis olan dort iiyeden olusmaktadir. Aralarinda yaklasik olarak %41-52 sekans

benzerligi bulunur. Bunlarin ortak 6zellikleri 12 tane korunmus sistein rezidiisiine sahip
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olmalar1 ve metalloproteinazlar ile nonkovalent kompleksler olusturarak inhibe etmeleridir

(42,43).

DOKSISIKLIN

Tetrasiklinler yapica birbirine ¢cok yakindan benzeyen ve bir tetrasiklik bilesik olan
Naftasenkarboksamid’ den tiireyen genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Ilk tetrasiklin
antibiyotigi 1948 yilinda Streptomyces aureofaciens’ ten elde edilen klortetrasiklindir. Daha
sonra oksitetrasiklin, tetrasiklin, dimetilklortetrasiklin adli diger dogal tetrasiklinler tedavi
amagli kullanima girmislerdir. Bunlar1 yar1 sentetik tetrasiklinler olan metasiklin, doksisiklin
ve minosiklin izlemistir. Tetrasiklinler bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek
suretiyle bakteriostatik etki olustururlar.

Doksisiklin tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir. Doksisiklin genellikle monohidrat ve
hyclate formu olmak {izere iki kimyasal formiil halinde kullanilmakta olup bakteri
ribozomlarinda protein sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriostatik etki olustururlar.
Bakteri hiicresi igine, hiicre dis duvarindaki porin kanallarindan ge¢mek ve sitoplazma
membranindaki aktif transport mekanizmasi tarafindan hiicre igine pompalanmak suretiyle
girerler. Bakteri hiicresi icine girdikten sonra ribozomlarin 30S alt-birimine baglanirlar ve
bunun sonucu 50S alt-biriminin akseptor noktasina (A noktasina) aminoasil transfer RNA’
nin baglanmasini bloke ederler ve peptid zincirine amino asid eklenmesini olanaksiz duruma

getirirler.

* H20

" : OH
H CH3 H OH H N(cH3)2

Sekil 5. Doksisiklinin kimyasal yapisi(C22H24N, Og .H,0) (4)
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Giliniimiizde yapilan son ¢alismalar, doksisiklin ve diger tetrasiklin tiirevlerinin giiclii
MMP inhibitérii olduklarini, antibiyotik etkileri disinda bir¢ok hiicresel foksiyonu etkileyen
pluripotent ilaglar oldugunu gostermistir (4). Kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklinler
ile yapilan caligmalar antibiyotik ve anti-MMP etkisinin molekiiliin farkli bolgelerinde
oldugunu gostermistir. Buna gore tetrasiklinlerin antibiyotik etkileri A halkasinin karbon-4
pozisyonundaki dimetilamino grubunda, anti-MMP aktivitesi karbon-12 hidroksil ve karbon-
11 karbonil oksijen grubunda bulunmaktadir (44).

Tetrasiklinin antimikrobiyal ve antibiyotik Ozelliklerinden ayr1 olarak kolajenolitik
aktiviteyi engelleyen bir 6zellige sahip oldugunu gésteren bu sonug, devam eden ¢aligsmalarda
da dogrulanmistir (45,46). Yapilan g¢alismalarda minosiklin, doksisiklin ve tetrasiklinin
kolajenolitik aktiviteyi inhibe ettigi goOsterilmis iken tetrasiklin grubu disindaki
antibiyotiklerin bu etkiye sahip olmadigi bulunmustur (45,46).

Tetrasiklinlerin anti-MMP aktivitesine dayanarak yapilan caligmalarda doksisiklin ve
diger tetrasiklin tiirevlerinin yara iyilesmesi tizerine etkili oldugu (6), 16kosit akisin1 azaltarak
doku hasarini (4,44,47) ve damar intima kalinlasmasin1 azalttigi1 (44,48) gosterilmistir. Ayrica
aortik anevrizma (49), periodontal hastalik (4) ve artritte doku yikimini azalttigi (50), timor
hiicre invazyonu, timor metastazt (51,52) ve tiimor anjiogenezisini inhibe ettigi (53)
gosterilmistir. Myokard infarktiisii sonrast doksisiklin kullanimi ile MMP inhibisyonu
saglanmig ve muhtemel doku hasar azaltilmistir (54).

Doksisiklin’in MMP inhibisyon mekanizmasi tam olarak anlagilmamistir. Yapilan
calismalar bu mekanizmalarin; Pro MMP’lerin oksidadif inhibisyonu, doksisiklinin dogrudan
enzimle iligkili Zn+2 veya Cat+2’ya baglanarak aktif bolgeyi bloke etmesi, proenzimi
aktivasyon esnasinda pargalanmaya yatkin hale getiren yapisal degisiklikleri indiiklemesi,
MMP mRNA transkripsiyonunun inhibisyonu, ekstraselliiler aktivasyon esnasinda pro-MMP
zimojenin yikilmast ve MMP koruyucu alfa-1p’nin inhibisyonu, indirekt olarak serin
proteazlarin (PNL elastaz) aktivite azalmasi ile olabilecegini varsaymaktadir (4).
Tetrasiklinlerin periodonditis ve kemik rezorpsiyonu azaltilmast amaciyla onlarin yakin
zamanda tespit edilen intrensek-antienflamatuvar aktivitelerinden faydalanilmistir (47).
Tetrasiklinler kollejenazlar {izerine olan etkileri ve antienflamatuvar 6zellikleri nedeniyle
romatoid artritte de kullanilmistir. Doksisiklinin 16kosit, makrofaj ve kondrosit kollejenazi
invitro olarak inhibe ettigi belirtilmistir (50).

Tetrasiklinlerin diger antienflamatuvar mekanizmalar1 c¢esitli asamalarda meydana

gelmektedir. Bu mekanizmalardan biri arasidonik asit ve prostoglandin E2 inhibisyonu ile
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inflamatuvar hiicre yikiminin engellemesidir. Ayrica 16kosit tip kollejenaz (MMPS) inhibe
ederek nitrik oksit ve L arginin metabolizmasi etkileyerek antienflamatuvar etki gosterdikleri

diistiniilmektedir (4-6).

Farmakokinetik

Tetrasiklinler oral veya parenteral olarak verilirler. Lokal uygulama i¢in merhem ve
damla formlart bulunur. Oral verilislerinden sonra doksisiklin ve minosiklin (%90-100)
disindaki tetrasiklin tiirevleri sindirim kanalindan genellikle diizensiz ve tam olmayan (%60-
70) bir absorbsiyona ugrarlar. Sindirim kanalindan tetrasiklinlerin baslica absorbe oldugu

yerler, mide ve ince barsaklardir. Karacigerde metabolize olurlar. Baslica eliminasyon yollar1

bobreklerdir (45).

Yan Etkileri

1- Gastrointestinal sistem bozukluklari: Sindirim mukozasina irritan etkileri
sonucunda bulanti, kusma ve diyare olusabilir.

2- Karaciger bozukluklari: Yiiksek dozda oral ve ozellikle parenteral tetrasiklin
uygulanmas1 durumunda agir sarilik tablosu gelistigi bildirilmistir.

3- Bobrek bozukluklari: Bobrek hastalarinda protein sentezini inhibe ederek ve bir
katabolik etki olusturarak iiremi tablosunu agirlastirabilirler.

4- Dislerde renklenme yapabilirler

5- Allerjik belirtiler: Urtiker gibi.

6- Hematolojik bozukluklar.

7- Fotosensibilizasyon.

8- Psodotiimor serebri (45).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismanin hayvanlarin canl kaldigi dénemlerini igeren kismi, Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi
Anabilim Dali ve Histoloji Anabilim Dalinin ortak caligmasi ile birlikte yapilmistir.
Calismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi tarafindan 2012-81
No’lu proje olarak desteklenmistir (Ek 1). Calisma 6ncesinde Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onay1 alinmistir (Ek 2).

HAYVANLARIN OZELLIKLERI VE BAKIM KOSULLARI

Calismanin hipotezinin ispat1 i¢in; kulakta kikirdak dokusunun yeterli olmasi, cerrahi
sonuglarin elde edilmesi ve histopatolojik incelemenin daha kolay olmasi nedeniyle daha 6nce
de kullanilmis olan tavsan modeli uygun goriilmistiir (55). Deneysel ¢alisma i¢in 21 adet
saglikli Beyaz Yeni Zelanda tipi tavsan kullanilmistir. Yaslar1 26-28 hafta arasi olarak
belirlenen tavsanlarin agirliklar1 2000-3000 gr arasinda bulunmaktaydi. Tavsanlar 21 = 1 °C
sicaklikta, % 40-60 nem ihtiva eden ve 12 saatlik gece/gilindiiz standartlarinin saglandig:
laboratuvar kosullarinda ve veteriner gézetiminde barindirildilar. Tavsanlarin timi serbest
kullanimda su ve standart pelet yem ile beslendiler. Tedavileri siiresince birbirlerine zarar
vermelerini 6nlemek i¢in 3’1l veya 4’lii olarak bakim havuzlarinda takip edildiler. Deney

hayvanlarinin her biri numaralandirildi.

CALISMANIN MATERYAL VE METODU
Calismada Yeni Zelanda tipi 21 adet eriskin erkek tavsan 7°li gruplara ayrilarak
kullanild1. Deneydeki 1.Gruptaki (Kontrol grubu) ve 2.Gruptaki (Doksisiklin verilen grup)
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tim hayvanlarin anestezi uygulamasi sonrast sol kulaklarindan 1x1cm lik kikirdak greftleri
almarak karst kulaga yerlestirildi. Deney ve kontrol grubundaki nakledilen kikirdak
greftlerinin agirliklar1 hassas terazi (Sartorius Precision balance BP 310 S) ile 6l¢iildii. Insan
omriindeki 1 yila karsilik gelen tavsandaki 3 aylik ¢alisma siiresi belirlendi.(Rudderman RH,
Guyuron B, Mendelsohn G. The fate of fresh and preserved, non-crushed and crushed
autogenous certilage in the rabbit model. Ann Plast Surg. 1994;32:250-254.) 3 ay boyunca
Deney grubuna giinliik 30 mg/kg/giin doksisiklin (Monodox®, Deva-istanbul) hazirlanarak
giinliik tek doz gavaj yontemi ile verildi. Kontrol grubuna da ayni miktarda igme suyu gavaj
yontemi ile oral olarak verildi. Deney grubunda kullanilan doksisiklin dozu in vivo yapilmis
calismalardaki MMP’yi inhibe eden en uygun doz oldugu i¢in se¢ildi (56).

Sham grubu 3. Grup olarak belirlendi ve hayvanlara sadece cerrahi stres yasatildi,
anestezi uygulamasi sonrasi sol kulaktaki kikirdagina sadece bistiiri ile ¢izik atildi, greft
olarak kikirdak kaldirilmadi veya nakledilmedi. Sham grubunda sadece kan parametrelerine
bakildu.

Tiim hayvanlarin preoperatif, postoperatif 1.hafta, postoperatif 1.ay ve postoperatif
3.ayda heparinli enjektorler ile kanlari alindiktan sonra kanlar 30 dk igerisinde santrifiije
alindi. Dakikada 1000 devirden 15 dk santrifiij uygulandi, kanin iist kisminda biriken
plasmalar ependorf tiiplerine alindi ve tiipler numaralandirildiktan sonra -85°C derin
dondurucuda saklandi. Tim deneklerin kanlarinda MMP-3, MMP-9 ve TIMP-1 aktivitelerine
biyokimyager esliginde MMP-3, MMP-9 ve TIMP-1 rabbit ELISA kitleri (CUSABIO
BIOTECH Co.td.) ile bakildi. Deney kitin igindeki kullanim talimatina uygun olarak Tip
Fakiiltesi Hematoloji laboratuarinda caligildi. Microplate ELX 800 (Bio-tek Ins.) marka
ELISA okuyucuda 450 nm’de spektrofotometrik olarak okundu. Postoperatif 3.ayda deney
sonlandirildi. Deney ve kontrol grubundaki nakledilen kikirdaklar ¢ikarilarak agriliklar tekrar
6l¢iildii. Donor sahadan cilt biopsileri alindi ve histolojik karsilastirmanin yapilabilmesi i¢in
bitlinliigii bozulmamis sag kulak kikirdaklarindan 0,5x0,5 cm’lik ek kikirdak biopsileri

alindu.

ANESTEZI VE CERRAHI iSLEMLER

Cerrahi islem 6ncesinde deneklere 5 mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir (Rompun®,
Bayer-istanbul) ve 40 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Pfizer-istanbul) kas
i¢ine uygulanarak anestezi saglandi. intramuskiiler anestezik sonras1 10 dk beklendi ve tiim
sicanlarin kulak eksternal cildi traslandiktan sonra hayvanlar prone pozisyona alinarak %10

povidon iyot ¢6zeltisi ile temizlenmesi takiben operasyon sahasi steril ortiilerle hazirlandi
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(Sekil 6). Operasyona baglamadan 6nce hayvanlarin sol kulak venlerinden kan 6rnekleri alindi
ve heparinli tiiplerde uygun kosullarda saklandi. Tavsanlara profilaktik olarak preoperatif ve
cerrahi sonrasi 3 giin 40mg/kg/giin intramuskiiler Sulbactam-Ampicillin (Duobactam im/iv
1000mg/4 cc, Eczacibasi Ilag Sanayi, Istanbul-Tiirkiye) yapildi. Cilt altina operasyon sirasi ve
sonrasinda agriy1 azaltmasi ve kanama kontroliine yardimci olmasi i¢in 1 ml kadar adrenalinli
lidokain hidrokloriir ( Jetokain ampul, Adeka) enjekte edildi. Deney devam ederken liizumu
halinde uygulanan anestezi dozunun iicte bir orani yeniden verilerek anestezinin devami

saglanmistir.

Sekil 6. Tavsanin operasyon oncesi hazirhg:

Operasyon mikrocerrahi aletleri ile gergeklestirildi. Steril sartlarda sol kulak kepgesi

dorsal yiiziine ‘H’ harfi seklinde cilt-ciltalti-subperikondrial insizyon yapild: (Sekil 7).

Sekil 7. H’ harfi seklinde cilt-ciltalti-subperikondrial insizyon ve lokal anestezik
uygulamasi
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Yeterili ekspozisyon sonrasida kikirdaga ulasildi ve kikirdaktan 1x1 cm boyutlarinda
kikirdag cikarmak icin gerekli dlgiimler cetvel ile yapildi. Olgiim sonrasi insizyonlar bistiiri

yardimi ile yapild1 (Sekil 8).

Sekil 8. Ekplorasyon sonrasi kikirdagin insizyonu

Kikirdak ¢evre dokularda tamamen serbestlendikten sonra 1x1 ¢cm boyutlarinda biitiin

olarak ¢ikarildi (Sekil 9).

Sekil 9. Kikirdagin ¢ikarilmasi
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Cikarilan kikirdagin iizerinde kikirdaga yapisik olan perikondrium dokusu elevatdr ile

ayrildi (Sekil 10).

Sekil 10. Kikirdagin perikondriumunun elevator yardim ile siyirilmasi

Perikondriumu ayrilmis olan kikirdagin boyutlar tekrar 6lgtildii (Sekil 11).

Sekil 11. Kikirdak boyutlarinin dlgiilmesi
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Cikarilmis olan kikirdaklarin hassa terazide agirliklart 6l¢iilerek kaydedildi (Sekil 12).

Sekil 12. Kikirdaklarin hassas terazide olciimleri

Kikirdagin alindigr edilen kulak cildi 4/0 ipekle sutiire edildi. Karst kulagin
proksimaline kulak tabanina paralele 1cm lik insizyon yapilarak kulagiin perikondriumunun
tizerine kikirdak greftlerinin yerlestirilecegi pos hazirlandi. Sol kulaktan alinan kikirdaklar

tartildiktan sonra hazirlanan posa en blok olarak yerlestirildi (Sekil 13).

Sekil 13. Kikirdak greftinin alici alana yerlestirilmesi
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Alict saha cildi 4/0 ipekle sutiire edildi. Donor sahada hematomu engellemek igin

bolster tarzi siki pansumani yapildi ve hayvanlar bakim havuzlarina alind1 (Sekil 14).

Sekil 14. Cerrahi sonrasi donor sahamin kapatilmasi

Cerrahi sonrasi 1 hafta boyunca hayvanlarin giinliik yara pansumanlar1 ve postoperatif
3 giin boyunca antibiyotikleri yapildi. Postoperatif 1.glinden itibaren deney grubuna gavaj
yontemi ile 30mg/kg/gilin doksisiklin 3 ay boyunca verildi. Kontrol grubuna ise ayni yontem
ile sadece igme suyu verildi (Sekil 15).

Sekil 15. Gavaj yontemi ile ilacin verilmesi
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Postoperatif 7.giin, 1.ay ve 3.ay hayvanlarin kanlarindaki MMP-3, MMP-9 ve TIMP-1
degerlerinin oOlgiilebilmesi i¢in sol kulak venlerinden yaklagik 2 cc kanlari heparin ile

yikanmis enjektorlere alindi (Sekil 16).

Sekil 16. Kulak veninden kan alinmasi

Postoperatif erken veya ge¢ donemde komplikasyon yasanmayan hayvanlarin
takibinde yapilan veteriner degerlendirmesinde sham grubundan 2 hayvanda ve deney
grubundan 1 hayvanda mantar enfeksiyonu saptandi ve veteriner Onerisi ile hayvanlar
deneyden cikarilarak izole edildi ve tedavilerine baslandi. Diger hayvanlarin takibinde sorun
yasanmamasi lzerine deney plandigi gibi 3.ayda sonlandirildi. Deneydeki tiim tavsanlarin
kontrol kanlar1 alindiktan sonra yiiksek doz anestezik enjeksiyonunu takiben sakrifiye edildi.
Sag kulaklarina nakledilmis olan kikirdak greftleri ¢ikarildi (Sekil 17).

R N

Sekil 17. Postoperatif 3.ayda kikirdaklarin ¢ikarilmasi
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Hassas bir sekilde kikirdak iizerine yapisik olan fibrotik dokular temizlendi ve
kikirdak kurutulduktan sonra tarti sonuglari alindi. Saglam olan sag kulak kikirdagindan
histolojik karsilastirmanin yapilmasi i¢in 0,5x0,5 cm’lik greft yapilmamis saglikli kulaklardan

kikirdak biyopsileri alinarak deney sonlandirildi.

IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME

Alinan kikirdak doku oOrneklerinde inceleme i¢in kikirdak dokusundan 6 um
kalinliginda kesitler alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya indirildi. Suya
indirilen kesitler antijen retrival i¢inde mikrodalga firinda 20 dk kaynatildi. Oda 1sisinda 20
dk sogumaya birakildiktan sonra kesitler PBS ile yikandi. Bu asamadan sonra hidrojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de Hden 24229) hazirlanan
%3’liikk hidrojen peroksit (H20,) ile 20 dk muamele edildi. Distile su i¢inde ¢alkalanarak
kesitler Fosfat Buffer Solusyonu (PBS; pH 7.6) ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor
baglanmalarin1 bloklamak tiizere kesitlere %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V Block,
LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra kesitler nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda
sulandirilmig primer antikor ile 1 saat siire ile inkiibe edildi. Kullanilan antikorlar, rabbit
polyclonal anti-PCNA antibody (ABCAM (2426), USA) ve mouse monoclonal keratin
antibody, Pan Ab-1 (AE1/AE3, Thermo LabVision, USA) ile 1 saat siire ile inkiibe edildi.
Kesitler 3 kez PBS ile yitkama sonrasinda 20 dk sekonder antikor soliisyonunda (Biotinylated
Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez PBS’de yikanan kesitlere 20 dk
streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin Peroxidase, LabVision, TS-015-HR)
uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk 3-amino 9 etil karbazol (AEC)
kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi. Akarsuda 5 dk
yikanan kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG) konarak

lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

“TUNEL” Boyama

Parafin bloklardan lam iizerine aliman 5 pum’lik kesitler 1 gece 37 °C’lik etiivde
tutulduktan sonra toluolde 3x5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan alkol
serilerinden (%100, %95, %70) 3’er dk gecirilip distile suya indirildi. 5 dk distile suda tutulan
kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dk oda 1sisinda proteinaz K (20 pg/ml ,
Chemicon, 21627) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen peroksidazi bloklamak
icin metanolde hazirlanan %3’liik H,O,” de 5 dk bekletildi. Distile su ve PBS ile
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calkalandiktan sonra lam iizerinde kesitlerin etrafi hidrofobik kalem (Zymed, 00-8899) ile
cizilerek havuz olusturuldu ve kesitlere 5 dk oda 1sisinda dengeleme tamponu uygulandi.
Daha sonra kesitler 37 °C’de TdT enziminde 1 saat bekletildikten sonra durdurma/yikama
tamponuyla 15saniye calkalandive oda 1sisinda 10 dk bekletildi. 3 kez PBS’de yikanan
kesitlere antidigoksigenin konjugati uygulandi ve oda 1sisinda 30 dk tutuldu. Kesitlere 3 kez
PBS ile yikama sonrasinda 10 dk diamino benzidin (DAB) kromojen soliisyonu (LabVision,
TA-002-HAC) uygulamasi yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 10 dk Metil green
uygulanarak zit boyama yapildi. Distile sudan hizla gecirilen kesitler %100 N-Butanolden de
hizla gegirildi. Dehidrate edilen kesitler 3x2 dk toluolde tutulduktan sonrakapatma soliisyonu

konarak lamel ile kapatildi ve 151k miroskobunda degerlendirmeye alindi.

Prolifere Hiicre Niikleer Antijeni (PCNA)

Prolifere hiicre niikleer antijeni; molekiiler agirligi 36-kDa olan hiicre siklusu ile ilgili
niikkleer matriks proteinidir (57,58). PCNA, hiicre siklusunun proliferasyon fazin
goriintiilemek i¢in kullanilan bir antijendir (59). Hiicre kinetigini 6lgmede giiclii ve germ
hiicrelerinin proliferasyon aktivitesinin degerlendirilmesinde ucuz, basit ve dogru bir
yontemdir (57).

Prolifere hiicre niikleer antijeni, hiicrede iki ¢esit immunreaktivite sekli gosterebilir.
Graniiler reaksiyon, muhtemelen replizoma bagli PCNA kaynaklidir. Sitoplazmik reaktivite
ise mitotik hiicrede saptanmaktadir. S fazinda graniiler PCNA immunreaktivitesi, alt fazlara
gore farkliliklar gdstermektedir. Erken S fazinda niikleusta, dagilimi homojen olmayan kiigiik
noktaciklar seklinde izlenir. Bu noktalar, niikleus periferinde ve periniikleoler kisimda
bulunmazlar. Muhtemelen ¢ok sayida replizom demetleri bulunduran, replikom bdélgelerine
baghdir. S fazina ilerledik¢e, noktaciklarda belirgin artis vardir. Daha sonra niikleus
periferinde ve periniikleoler alanda da noktaciklar izlenir. S fazinin sonlarina dogru,
noktaciklarin sayisinda ve boyutlarinda artis olmaktadir. Bunun nedeni, ge¢ replike olan
heterokromatin yakinlagsmasidir. S fazinin sonunda ise DNA replikasyonu olmaktadir ve
noktaciklarda artis sinirlt sayidadir (60,61).

Spermatogenezin etkinligi; spermiyohistogenez, mayozdaki germinal hiicre kayb1 ve
spermatogonyum proliferasyon aktivetesine baglhidir. PCNA, germinal hiicre kayiplarinin
teshisinde kullanilir. Ciinkii geminal hiicre kaybinda, 6zellikle PCNA diizeyi azalmis ve DNA
sentezinde bozulma uyarilmistir. Ayrica PCNA, DM’nin spermatogenez lizerine etkilerinin,
histolopatolojik bulgularla dogrulanmasinda ve germ hiicre kinetiginin degerlendirilmesinde

de kullanilmaktadir (57).
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Kikirdak biyopsilerinde PCNA antikoru ile isaretlenen doku kesitlerinde hiicrelerde
niikleer boyanma pozitif olarak kabul edildi. Hiicre proliferasyonu maksimum boyanma
gosteren alanlardaki hiicrelerin sayilmasi ile skorlandi. Isik mikroskobu altinda her bir
preperattan rastgele 10 farkli alan X20 objektifte sayilarak pozitif hiicre yogunlugu
degerlendirildi. Semikantitatif degerlendirme asagidaki bicimde yapildi; yok (-), cok az (%),

az (+), orta (+1), cok sayida (+++).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizin verileri “SPSS (ver.16.0) programi”na yiiklendi. Caligma sonucu elde
edilen sayisal veriler ortalamatstandart sapma olarak verildi. Verilerin degerlendirilmesinde;
agirlik farklarinin karsilastirilmasinda ve farkli zaman dilimlerinde alinan kanlarin analiz
sonucu elde edilen MMP degerleri tekrarlayan 6lgiimlerinde Mann-Whitney U testi varyans

analizi kullanarak karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 alindi.
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BULGULAR

MAKROSKOPIK INCELEME BULGULARI

Tim spesimenler yerlestirildikleri yuvada c¢ikarildiklar1 sirada makroskopik olarak
incelendi. Kapsiil olusumu, damarlanma durumu, kikirdak izlenebilirligi, rezorpsiyon miktar1
acisindan gozlemlendi. Deney ve kontrol grubunda blok kikirdak yapis1 tamamiyla
korunmustu. Dogal kikirdak renklerinde herhangi bir degisiklik izlenmiyordu; parlak inci
rengi goriinim mevcuttu. Kikirdak boyutlarinda azalma izlenmiyordu. Kontrol grubunda

deney grubuna gore kikirdagin etrafini daha fazla fibrozisin daha yogun oldugu goriildii.

AGIRLIK INCELEME BULGULARI

Deney ve kontrol gruplarinda sol kulaktan alinan kikirdaklar hayvanlarin sag kulaktaki
hazirlanan ceplerine yerlestirilmeden once ve deney sonlandirilip kikirdaklar 3. Ayda
cikarildiktan sonra hassas terazide tartildi. Her spesimen icin ayr1 ayri kendi agirligr yiizdesi
tiriinden artis veya azalis hesaplandiktan sonra istatistiksel analizler yapildi. Yapilan istatik
sonuclart dogrultusunda 3 ay boyunca doksisiklin tedavisi alan grubun kikirdaklarindaki
agirhik azalmasi, kontrol grubundaki kikirdak greftlerinin agirliklarindaki azalma ile
karsilastirildi. Mann-Whitney U testi ile yapilan karsilatirma sonucunda; doksisiklin alan
deney grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha az kikirdak

agirlik kaybi oldugu gozlendi (p=0,005).

IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
Kontrol ve deney gruplarindan alinan kikirdak greftleri ve cerrahi miidahaleye maruz

kalmamis saglam kikirdak biyopsileri 151tk mikroskobu altinda her bir preperattan rastgele 10
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farkli alan X20 objektifte sayilarak pozitif hiicre yogunlugu TUNEL ve PCNA boyamalart ile

ayr1 ayr1 semikantitatif olarak degerlendirildi ve ortalamalar: alindi. Yapilan degerlendirme

sonucunda 3 ay Doksisiklin tedavisi alan gruplarda nakledilen kikirdak greftlerinde, ilag

verilmemis kontrol grubuna gore daha az TUNEL boyama gosteren apopitotik hiicre oldugu

ve kontrol grubuna gore daha fazla PCNA ile boyanan proliferatif hiicre oldugu goriildi

(Sekil 18-22). Kikirdak grefti yapilmayan kontrol ve doksisiklin gruplarinin saglam
kikirdaklar karsilastirildiginda TUNEL ve PCNA ile boyanan hiicre sayilar1 arasinda faklilik

saptanmadi (Tablo 2).

Tablo 2. Kikirdaklarin immunhistokimyasal degerlendirmesi

(#) ¢cok az, (+) az, (++) orta, (+++) cok sayida

TUNEL PCNA
Kontrol grubu kikirdak grefti +++ +
Kontrol grubu saglam kikirdak + +
Doksisiklin grubu kikirdak grefti | + ++
Doksisiklin grubu saglam kikirdak | + +

PCNA : Prolifere hiicre niikleer antijeni, TUNEL:Terminal deoxynucleotidyl transferase — mediated

dUTP — biotin nick endlabeling.

-

Atk

Sekil 18. Tavsamin kikirdak greftinin alinmadigi saglam kikirdagindaki PCNA

boyamasi. Ok basi; cogalmakta olan kondrositleri gostermekte. Altta

izlenen oklar ise PCNA pozitif boyanmis olan hiicreleri gostermekte, X400.
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Sekil 19. Kikirdak greftlerinin 3 ay sonraki PCNA ile boyanmis histolojik goriiniimii,
X400. A) Kontrol grubunda nakledilen kikirdak greftlerinin 3 ay sonraki
histolojik goriiniimii ve PCNA ile boyanms hiicreler. B) Doksisiklin grubunda
nakledilen kikirdaklarin 3 ay sonraki histolojik goriiniimii. Doksisiklin
grubunda daha fazla sayida PCNA pozitif hiicre izlenmektedir.

Sekil 20. TUNEL ile boyanms greft yapilmayan bir tavsan kikirdagi. Ok; TUNEL
pozitif boyanmis olan apopitotik hiicreyi gostermektedir, X400.

.;'(' :-i‘ y
o
'y
Sekil 21 Kikirdak greftlerinin 3 ay sonraki TUNEL ile boyanmis histolojik goriiniimii,
X400. A) Kontrol grubundaki kikirdak greftlerinde TUNEL ile boyanmis
hiicreler. B) Doksisiklin grubundaki kikirdak greftlerinde TUNEL ile

boyanmus hiicreler. Kontrol grubunda daha fazla TUNEL pozitif kikirdak
hiicresi dikkati cekmektedir.

b ¥
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O TUNEL
H PCNA

Kontrol Kontrol Doksisiklin Doksisiklin
grubu grubu saglam grubu grubu saglam
kikirdak  kikirdak  kikirdak  kikirdak
grefti grefti

Sekil 22. Kikirdak TUNEL ve PCNA boyamasi sonrasinda histotojik sayimlarimn
degerlendirmesi.

PCNA : Prolifere hiicre niikleer antijeni, TUNEL:Terminal deoxynucleotidyl transferase — mediated
dUTP — biotin nick endlabeling.

BIYOKIMYASAL BULGULAR

Deney gruplarindaki MMP3, MMP9 ve TIMP1 &lglimleri daha onceden santrifiij
edilmis ve plasmalar1 alinmis olan kan 6rnekleri derin dondurucudan ¢ikarilip uygun kosullar
saglandiktan sonra biyokimyager esliginde 450 nm lik mikroplate okuyuculu ELISA
okuyucuda ¢alisildi (ELX 800 ELISA okyucu). Alman kan sonuglari gruplar arasinda ve
kendi iclerindeki farkli zaman dilimlerinde ayr1 ayr1 karsilastirildiginda Doksisiklin alan
grupda 7. giin ve 30. giinlerdeki MMP-3 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli azalma

izlenmistir.
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1] mmp3_0
5,04 B mmp3_7
Cmmp3_30
& B mmp3_o0
o
4 571
4 0
3,57
3,07
17
o
17
2,57 O
2,0
I I I
Kontrol Deney Sham

grup

Tablo 3. Matriks Metalloproteinaz-3 degerlerinin tiim gruplardaki 0. giin, 7. giin, 30.

giin ve 90. giinlerdeki ortalama degerleri
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TARTISMA

Kikirdak mezensimden koken alan kondrosit, kondroblast ve su yiiklii matriksten
olusan 6zellesmis konnektif yapiya sahip bir dokudur. Viicutta yumusak dokuya destek veren,
eklem yiizeyinin siirtlinmesini azaltan ve mekanik darbelerin emilimi gibi gorevlere sahiptir.
Bu derece onemli gorevleri olan kikirdak dokunun hasarlarinda veya eksikliginde
olusabilecek deformite ve fonksiyon kaybi, agir patolojileri de beraberinde getirebilmektedir.

Gilinimiizde plastik cerrahi uygulamalarinda kikirdak grefti kullanimi estetik ve
rekonstriiktif uygulamalarinda onemli bir yere sahiptir. Yapilmis olan birgok ¢alisma,
kullanilan kikirdak greftlerinin klinik olarak basarili sonuglar verdigini gostermistir. Ancak
kikirdak dokusu, viicutta kisitli miktarda bulunur ve kikirdak defekti veya deformitesi gibi
onarilmasi gereken durumlarda, yine bir kikirdak dokusunun kullanilmasi tercih edilir.

Kikirdak grefti kullanilarak yapilan onarimlarda ise, uygulanan kikirdak greftinin
zamanla deforme olabildigi veya rezorbe olarak hacminin azalabildigi klinik olarak bilinen bir
durumdur (1,2). Bu tip istenmeyen etkiler, kikirdak grefti kullanilarak yapilan septorinoplasti,
dogumsal kulak yoklugu (mikrotia), gibi 6zellikli ameliyatlarin 6zellikle uzun donemli
sonuglarin1  etkileyerek basarisin1  azaltabilmekte ve diizeltici ek islemlere gerek
duyulabilmektedir (1). Kikirdak greftinin canliliginin ve yapisal 6zelliklerinin miimkiin
oldugunca korunabilmesi bu agidan ¢ok dnemlidir.

Kikirdakta olusabilecek yapisal sorunlara yol acabilen baglica iki siire¢ vardir.
Bunlardan ilki nekroz iken, ikincisi apoptozistir. Nekroz dokunun beslenme bozuklugu,
apoptozis ise programlanmis hiicre 6liimiidiir. Nekrotik degisikliklerden iyi bilinen cerrahi
teknikler uygulanarak bir Ol¢lide kaginmak miimkiin olsa da, apoptozisin sebep oldugu

kikirdak hiicre 6liimlerinden nasil korunabilecegi heniiz tam agiklanabilmis degildir.
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Kikirdak greftinin ilk klinik kullaniminin 1896 yilinda Konig tarafindan yapildig:
bilinir. Daha sonraki yillarda, kostal ve septal kikirdak greftlerinin canlilig1 {izerine de
calismalar yapilmistir (55). Guyuron ve arkadaslart 1994 yilinda, deneysel olarak otojen
kikirdak greftlerinde canlilik oranlarinin %70 ile %90 arasinda degistiini ve ayni yil
yayinlanan klinik arastirmalarinda ise, canliligin %87,5 gibi yiiksek oranlarda oldugunu
bildirdiler (62). Verwoerd ve arkadaslar1 ise 1991°de ezilmis kikirdak greftlerinde yiiksek
oranda nekroz olustugunu tespit etmistir. Yine Bujia ve arkadaslari ezilmis kikirdak
greftlerinde canli kondrositlerin %10 ile %30 arasinda kaldigini tespit etmislerdir (63). Bu
caligmalardan, kikirdak greftlerin yiiksek canlilik oranlarina sahip oldugu, ancak, travma gibi
faktorlerin bunu olumsuz etkiledigi sonucuna varilabilir. Bizde ¢alismamizda greft materyali
olarak kullanilan kikirdak dokusunun yerlestirilme amacin1 gergeklestirebilmesi, canliligini ve
biitiinliiglinli korumas ile direkt iliskili oldugundan ¢alismamizda kikirdak yasayabilirliginde
doksisiklin MMP inhibisyonu iizerinden etkisini incelemeyi amagladik.

Doksisiklin tetrasiklin grubunda yer alan bir antibiyotiktir. Ancak son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar tetrasiklinlerin bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkileyen pluripotent ilaglar
oldugunu gostermistir. Doksisiklin ve diger tetrasiklin tiirevlerinin MMP inhibisyonu ile
dokuya l6kosit ve makrofaj akimini azalttigi, kollejenazlar iizerine baskilayici etkisi ile yara
tyilesmesine etkili oldugu, damar intima kalinlasmasin1 azalttigi, aortik anevrizma,
periodontal hastalikta ve artritisde doku yikimimi azalttigi, tiimdr hiicre invazyonunu, timor
metastazi ve timor anjiogenezisini inhibe ettigi gosterilmistir (4,6).

Doksisiklin MMP inhibisyonu sayesinde anjiogenezi ve dokulara l6kosit akimini
azaltir, bu sayede inflamatuar yaniti azaltir. Tetrasiklinler ayn1 zamanda makrofajlar ve
mezengial hiicrelerdeki nitrik oksit sentezi i¢in mRNA’nin destabilizasyonunu ve salinimini
inhibe eder, tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve reaktif oksijen tiirevlerini azaltir (4).
Deneysel ¢aligmalarda o6zellikle MMP2 ve MMP9’un ECM degradasyonu ile yara
tyilesmesinde Onemli oldugu saptanmistir. ECM degradasyonunda asil rolii MMP’lerin
oynadig1 digiiniilmektedir (6,21). MMP’ler ECM degradasyonu ile pek ¢ok normal biyolojik
stirece (embriyonik gelisim, organ morfogenezi, sinir biiyiimesi, yara iyilesmesi, endometriyal
siklus vb) ve patolojik siirece (artrit, kanser, kardiyovaskiiler hastalik, periodontal hastalik,
cilt iilserasyonu, vb) katilir (4,6). Bu biyolojik ve patolojik siireglerde MMP’lerin proteolitik
aktiviteleri endojen olarak makroglobulin ve doku tipi-MMP (TIMP) inhibitorleri tarafindan
kontrol edilir (6,29,64). Endojen inhibitorler disinda birgok eksojen MMP inhibitorii
gosterilmistir. Eksojen inhibitorler TGF, retinoid, heparin, kortikosteroidler, tetrasiklinler,
sentetik MMP inhibitérleri, deksametazon, katesin olarak bilinir (4,64).
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Tetrasiklinlerin ayn1 zamanda nétrofiller iizerinden reperflizyon hasarmi engelledigi
gosterilmistir (4). Doksisiklinin birgok hiicresel fonksiyonu etkilemesi nedeniye arastirmacilar
tarafindan ilgi ¢ekici bir ilag olmustur. Litaratiirde yara iyilesmesi (21), kemik rezorpsiyonu
(47,65), damar hasar1 (28,48), aterom plaklarinin olusmasinin engellenmesi, myokard
enfarktiisii sonras1 ventrikiil hipertrofisinin engellenmesi (54), gibi bir¢ok klinik ve deneysel
calismada kullanilmistir. Ancak doksisiklinin kikirdak rezorpsiyonunu engellenmesinde
kullanilmasi ile ilgili herhangi bir ¢alisma yoktur.

Calismamizda doksisiklinin kikirdak resorbsiyonunu azaltmaktaki etkisini arastirdik.
Doksisiklin kikirdak naklinden hemen sonraki giin baglanmis ve 3 ay boyunca araliksiz olarak
giinlik 30mg/kg dozundan verilmistir. Doksisiklin ve kontrol gruplarmin yapilan
histopatolojik incelemesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢evre dermiste inflamatuar
infiltrasyonun derecesinin bariz azaldigi ve kikirdak resorbsiyon miktarinin daha az oldugu
saptandi. Yapilan biyokimyasal degerlendirmeler sonucunda MMP-3 miktarlarinin
doksisisklin grubunda 7. giinde ve 30. giinde azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonug doksisiklinin
MMP inhibisyonu yaptigin1 tekrar gostermektedir. Kikirdak rezorbsiyon miktarmi 6lgmek
icin deneyimizde kikirdaklarin greft olarak nakli oncesi ve nakilde 3 ay sonraki agirliklar
Olgtilmistiir. Kikirdagin ilk ve son agirliklar arasindaki fark doksisiklin grubunda daha az
olarak bulunmustur.

Kikirdaklarin  greft olarak naklinden 3 ay sonraki yapilan histopatolojik
degerlendirmede kikirdaklardaki apopitoza ugramis olan hiicrelerin degerlendirilmesinde
TUNEL boyamas: kullanildi. Nakledilen kikirdaklar i¢in kontrol grubu ve doksisiklin grubu
birbirleri ile ve nakledilmemis saglam kikirdak ile karsilastirildi. Nakledilmeyen saglam
tavsan kikirdaklarinda fizyolojik olan TUNEL pozitif boyanmis apopitotik hiicreler goriildii.
Kikirdak grefti olarak nakledilen kontrol ve doksisiklin gruplarinda saghkli kikirdak
dokusuna gore beklendigi gibi daha fazla apopitotik hiicreye rastlandi. Ancak doksisiklin
tedavisi alan grupta kontrol grubuna gore cok daha az apopitotik hiicreye rastlandi.
Doksisiklin tedavisi alan grupta daha az apopitoza ugramis hiicre bulunmasi tezimizi destekler
nitelikte olup kikirdakta nakil sonrasi olan agirlik azalma miktarlarindaki farkida
aciklamaktadir.

Her hangi bir nedenle estetik veya rekonstriiktif amagl kikirdak grefti gerektiren bir
durumda ileri donemdeki sonuglarinin daha verimli olmas1 belki de kikirdak resorbsiyonuna
bagli sekonder diizeltme gerektirebilecek vakalarin oniine gegebilmek i¢in ucuz maliyetli,
kolay kullanilabilecek olan doksisiklinin faydali olabilecegi goriisiindeyiz. Ancak tavsan

omriinde 3 aylik donem insan yagaminda 1 senelik siirece karsilik gelmektedir. Bu sartlarda
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caligmanin klinik olarak insanda uygulanmasi durumunda bir senelik doksisiklin tedavisi ¢ok
uzun bir siire¢ olacagindan, tedavi siiresinde azaltma ve en uygun siireci bulma ile ilgili

calismalarimiz devam etmektedir.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Estetik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim
Dali’nda gergeklestirilen ¢alismada Yeni Zellanda tipi tavsanlarda deneysel olarak doksisiklin

kullanima ile kikirdak resorbsiyonunun azaltici etkisi aragtirildi.

Elde ettigimiz bulgular 15181nda asagidaki sonuglara varildi:

1- Doksisiklin kikirdak grefti uygulamalarinda kikirdagin resorbsiyon miktarini anlamli
olarak azaltti.

2- Yillardir antibiyotik olarak kullanilan doksisiklin son yillarda MMP inhibitorii etkisi
nedeniyle giindeme gelmistir. Deneyimizde doksisiklinin MMP azaltic1 etkisi
biyokimyasal olarak da kanitlanmis oldu.

3- Kikirdak greftlerinin yasayabilirligini etkili birgok tedavi yontemi tarif edilmistir,
bunlarin bir¢ogu uygulamasi zor, bir kismi da efektif bulunmamaistir ve bu konuda tam
bir goriis birligi saglanamamastir.

Doksisiklin  tedavisi resorbsiyon miktarin1 azaltict etkisiyle, giivenle ve kolay

kullanilabilecek, maliyeti ucuz bir tedavi yontemi olabilecegi goriisiindeyiz.
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OZET

Modern plastik cerrahi uygulamalarinda kikirdak grefti kullanimi estetik ve
rekonstriiktif uygulamalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Ancak kikirdak dokusu, viicutta kisitl
miktarda bulunur ve kikirdak defekti veya deformitesi gibi onarilmasi gereken durumlarda,
yine bir kikirdak dokusunun kullanilmasi tercih edilir. Kikirdak greftinin canliliginin ve
yapisal Ozelliklerinin miimkiin oldugunca korunabilmesi bu a¢idan c¢ok Onemlidir.

Caligmada Yeni Zellanda tipi 21 adet eriskin erkek tavsan 7°li gruplara ayrilarak
kullanildi. Deneydeki 1.Grup; Kontrol grubu, 2.Grup; Doksisiklin tedavisi alan grup ve
3.Grup; Sham grubu olarak ayrildi. ilk iki gruptaki tiim hayvanlardan anestezi uygulamasi
sonrast sol kulaklarindan 1xlem lik kikirdak greftleri alindi. Agirliklar 6lciildiikten sonra
kikirdaklar kars1 kulaga yerlestirildi. Sham grubunda kikirdak nakli yapilmadi, sadece
kikirdak iizerine bistiiri ile kesi yapilarak cerrahi stres yasatildi. Deney grubuna 3 ay boyunca
giinliik 30/mg/kg/gilin doksisiklin gavaj yontemi ile verildi. Kontrol grubuna ise benzer stresin
olusturulmas1 i¢in ayni yontem ile igcme suyu verildi. Tim hayvanlarin preoperatif,
postoperatif 1.hafta, postoperatif 1. ay ve postoperatif 3. kan drnekleri alindi.

Deney baslangicindan sonraki 3. ayda sonlandirildi. Kontrol ve deney grubundaki
kikirdak greftleri ¢ikarildi ve agirliklar tekrar olciildii. Ug ay boyunca doksisiklin tedavisi
alan gruptaki kikirdak agirligindaki azalma miktarlari kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
daha az olarak bulundu. Ayrica doksisiklin verilen gruptaki MMP-3 miktarlar1 7. giinde ve 30.
giinde azalmis olarak bulundu. Alan kikirdak greftlerinin histopatolojik incelemesinde ise
doksisiklin verilen grupta kontrol grubuna gore daha fazla oranda prolifere olan hiicre ve daha
az oranda apopitoza ugramis hiicre goriildi. Bu veriler kikirdak grefti rezorbsiyonundaki

doksisiklinin azaltici etkisini gostermis olup klinik uygulamalarda sikca kullandigimiz bir
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ilacin farkli bir mekanizma iizerinden plastik cerrahide yeni bir kullanim olusturmasina zemin

hazirlamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Doksisiklin, matriks metalloproteinaz, kikirdak grefti, apopitoz
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THE USE OF DOXYCYCLINE TO REDUCE RESORPTION OF
CARTILAGE GRAFTS

SUMMARY

The use of cartilage grafts has an important place in modern aesthetic and
reconstructive plastic surgery applications. However, the cartilage tissue in the body has a
limited amount. Deformities or defects of the cartilage tissue can only be repaired with itself.
Therefore graft viability of the cartilage becomes very important in this point of view.

21 adult male New Zealand rabbits were used in this study and they are divided into
three groups; Group 1 (Control group), Group 2 (doxycycline treatment group) and Group 3
(Sham group). Cartilage grafts with 1x1 cm dimention harvested from the left ears of first two
groups after anesthesic application. Grafts were placed against the opposite ear after
measuring weights. No cartilage transplantation applied to Sham group, only a scalpel
incision was made on their cartilage to give the surgical stress. The dose of 30/mg/kg/day was
given to the experimental group by the method of gavage for 3 months. Drinking water was
given to the control group with the same method to give the same stress. All animals
preoperative, postoperative 1% week, postoperative 1% month and postoperative 3" month
blood samples were collected.

The experiment was ended 3 months after graft application. Cartilage grafts were
removed after 3 months and weights of control and experimental groups were measured
again. Weight reduction in the cartilage grafts of doxycycline group was significantly found
less than the control group. In addition, MMP-3 results of the doxycycline group were found
low in 1% week and 1% month. Histopathological examination of cartilage grafts in
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doxycycline group showed more proliferating cells and less apoptotiz cells than the control
group. These data demonstrated the effect of doxycycline in reducing the cartilage graft
resorption. This drug is frequently used in clinical applications but our study shows a

different mechanism of doxycycline that generates a new usage for plastic surgery.

Key Words: Doxycycline, matrix metalloproteinase, cartilage graft, apoptosis
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