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1. GIRIS

Giris ve Amag

Travma, tiimor rezeksiyonlari, konjenital anomali onarimi ve estetik cerrahide
stk kullanilmasindan dolayr kikirdak greftlerinin popiilerligi giderek artmaktadir.
Viicudumuzda kikirdak grefti icin donor alanlar sinirlidir. Kikirdagin beslenmesi cilt
ve kemik dokunun aksine difiizyon ile saglamaktadir. Bu da kikirdak greftinin
yasayabilirligini azaltmaktadir. Greft sonrasi ge¢ donemde kikirdak greftinin
boyutunda azalma, seklinin degismesi ve rezorbe olmasi problemlerin basinda

gelmektedir (Bulam, Ayhan et al. 2015).

Geleneksel plastik cerrahi yontemleri ile organlarin islevsel bozukluklar1 ve
eksiklikleri “’benzeri benzer ile onar prensibi’’ ile saglanmaktadir. Bu klasik
yaklagim, alict alan morbidite sorunlarina neden olmaktadir. Ancak rejeneratif tip
uygulamalari hiicre, doku ve organlarin yap1 ve fonksiyonlarini kok hiicreler yoluyla
yeniden kazanmasini saglayarak donér alan problemlerinin dniine gecebilmektedir

(Johnson, Zhu et al. 2012).

Rejeneratif tip uygulamalarinda kok hiicre kullaniminin popiiler olmasi ile
birlikte ayn1 zamanda plastik ve estetik cerrahide kullanimi da giderek artmaktadir.
Son yillarda mezenkimal kok hiicrenin sadece hayvan deneylerinde degil insanlar
tizerinde de yliz genclestirme, osteoartrit gibi estetik ve eklem problemlerinde
kullanimi mevcuttur (Kim, Oh et al. 2017). Mezenkimal kok hiicreler kendi
kendilerini  yenileyebilme, farkli  dokulara  diferansiye  olabilmesi ve
immiinomodiilator ozellikleri nedeniyle rejeneratif tipta 6nemli bir yere sahiptir.
Mezenkimal kok hiicreler enjekte edildikleri yerde osteosit, adiposit ve kondrosite
doniisebilme potansiyeline sahiptirler (Goldberg, Mitchell et al. 2017). Bu
multipotent hiicreler kemik iligi kaynakli olabilecegi gibi yag doku, kan, disten de
elde edilebilir. Yag dokudan elde edilen kok hiicre kemik iligi kaynakli kok hiicreye
gore daha kolay elde edilmesi ve donor alan problemleri nedeniyle giinliik pratikte

daha sik tercih edilmektedir (Oh, Park et al. 2018).



Yiizdeki estetik iiniteleri olusturan kulak ve burunun biiylik kismi kikirdak
dokudan olugmaktadir.  Kikirdak dokunun o6zellikle intrinsik rejenerasyon
kapasitesinin yetersiz olusu yeniden yerine konmasii gerektirir. Modern tipta
kikirdak rekonstriiksiyonu alloplastik materyal, allojenik kikirdak greftleri ve otojen
greftlerle yapilmaktadir. Allojenik kikirdak greftlerinin enfeksiyona neden olmasi ve
yiiksek rezorpsiyon nedeniyle kullanimi smirlidir (Xu, Yang et al. 2018). Sentetik
alloplastik materyallerde yiiksek ekpozisyon ve infeksiyon oranlari bildirilmistir
(Borakati, Mafi et al. 2018). Giiniimiizde otolog kikirdak greft kullanimi en iyi
rekonstrilkksiyon secenegi olarak goriilmektedir. Ancak alict alan morbiditeleri

olusturmasi otolog greft kullanimin1 sinirlar.

Mezenkimal kok hiicrenin besi yeri olan conditioned medium; kok hiicrelerin
canliligint korudugu gibi onlarin diferansiasyonuna da neden olur. Mezenkimal kok
hiicreler kondrojenik diferansiasyon ozellikleri sayesinde yeni kikirdak olusumunu
ve kikirdak greftin yasayabilirligini arttirmaktadir. Conditioned medium’un
icerisinde bulunan biiyiime faktorleri ve ekzosomlar sayesinde ortamda bulunan
kondrositleri tetikledigi, kikirdak iiretimini arttirdig1 ve kikirdak greft yasayabililigini
arttirtig1 diisiiniilmektedir (Chen, Sun et al. 2019).

Bu calismanin amacit mezenkimal kok hiicre ve conditioned medium’un
kikirdak greft yasayabilirligine etkisinin gosterilmesidir. Calismada ayni1 zamanda
mezenkimal kok hiicre ve conditioned mediumun kikirdak greftinin iyilesmesine
etkisi kiyaslanarak kok hiicrenin enjekte edilmedigi ve yan etkilerinin ekarte edildigi,
sadece biiylime faktorleri ve ekzosomlarin oldugu conditioned mediumun histolojik

ve immiinohistokimyasal etkilerinin gosterilmesi amaglanmustir.

Genel Bilgiler

1.2.1 Kikirdak Doku
1.2.1.1. Kikirdak Doku ve Tslevi

Kikirdak yetiskin insanda, uzun kemiklerin eklem yiizeylerinde, trakea,
bronglar, burun, kulaklar, larinks ve intervertebral disklerde bulunan 6nemli bir

destek dokudur. Kikirdak hiicreleri, lifler ve sekilsiz amorf molekiillerden olusur.



Kan damari ve sinir igermez. Yetiskin kemiklerin ¢ogu fetal yasamda kikirdak
onciiller olarak mevcuttur. Temelde ti¢ farkli kikirdak tipi mevcuttur: hiyalin, elastik
ve fibroz kikirdak (Caplan, Elyaderani et al. 1997).

Hiyalin kikirdak, insan viicudunda en yaygm kikirdak tipidir. Hiyalin
kikirdak kemiklerin eklem yiizeyinde, kostalarn 6n yiizeyi-Sternum ile
bileskelerinde, larinkste, trakeada ve brons agacinda bulunur. Hyalin kikirdak ayni
zamanda fetiislerin ve biiyliyen g¢ocuklarin kemiklerindeki epifiz plakalarinda da

bulunur.

Dis kulagin kulak kepgesi, dis kulak yolu duvarlari, 6staki borusu, epiglot ve
larinksin bazi kisimlarinda ise elastik kikirdak bulunur (Seol, McCabe et al. 2012).

Fibroz kikirdak intevertebral disklerin annulus fibrozusunda, simfisiz pubiste,
biiytik eklem yiiziinde ve tendon-eklem kikirdagi arasindaki baglantilarda bulunur.
Intervertebral diskler, dis bir fibrokartilaj tabakasindan (annulus fibrosus) ve bag
dokusundan (niikleus pulposus) olusan 6zel yapilardir. Tiim kikirdak alt gruplarinin
viicudun islevini siirdiirmedeki onemine ragmen estetik ve rekonstriiktif cerrahide
oncelikli olarak burun ve kulak kikirdagimma yerine koymak pratikte zorlayaci

olmaktadir (Koga, Engebretsen et al. 2009).

Sinovyal eklemdeki primer yiik tagiyan yiizey fibroz eklem kikirdagidir. EKlem
kikirdagr zonal yapir gostermektedir. Yetiskin insanda eklem kikirdaginin biiyiik
kisminin aseliiler kisim olustururken sadece %2’lik kismini1 hiicreler olusturmaktadir
(Stockwell 1979). Fetal hayatta kikirdak hiicre sayisi en fazlayken biiyiime ile bu
sayl azalmakta ve 20 ila 30 yilda en disiik seviyesine iner (Stockwell 1979).
Kondrositler eklem kikirdaklarinda en 6nemli hiicrelerdir. Tiim kondrositler hiicre
zarma bitisik periseliiler alan ile g¢evrilidirler. Kikirdak doku kondrositlerin

sentezledigi hiicre dig1 matriks ile gevrelenmistir (Zhao, Hwang et al. 2017).

Hiyalin kikirdak yapis1 bir¢cok ¢aligmaya konu olmustur. Bu durumun tersine
elastik kikirdak daha az ilgi ¢ekmistir (Cox and Peacock 1977). Elastik kikirdak
olduke¢a esnek, biikiilebilir elastik fibrillerden zengin kikirdak tiiriidiir. Her ne kadar
mikroskobik baki altinda hiyalin kikirdaga ¢ok benzese de makroskobik olarak sari

rengi ile ayirt edilebilir. Bu kikirdak tipine ismini veren ancak goriinmeyen elastik



lifleri gdstermek i¢in 6zel boyama yontemleri kullanilir. Hiyalin gibi, elastik kikirdak
da lakuna denilen bosluklara yerlesmis tek veya ¢oklu kondrositlere sahiptir. Hiicre
dis1 elastik kikirdak matrisi daha yiiksek seviyelerde tip II kollajen igerir.
Kondrositler ve hiicre dis1 matris perikondriyum olarak bilinen dis katman iginde
bulunur. Perikondrium, iki farkli katmandan olusur. I¢ katman, kondroblastlar igerir
(heniiz hiicre dist matris iginde hapsolmamis ve bu kalin jel benzeri matriksin
bilesenlerini liretmeye devam eden kondrositler). Dis katman, i¢ katmana dogru
ilerlerken kondrositlere farklilasan fibroblastlar1 barindirir. Bu hareket ve
diferansiasyon sirasinda, fibroblastlar tip I kollajen ve hyaluronik asit salgilamasini
durdurur. Kondroblastlara doniistirken tip II kollajen ve kondroitin siilfat salgilamaya

baglar.

Elastik kikirdak hiicre dig matrisi elastin, fibrilin, glikoproteinler, kollajen tip
II, IX, X ve XI ve agirlikli olarak proteoglikan olan agrekan bulunur. Bu bilesenler
perikondriyumun i¢ kenarlarindaki kondroblastlar tarafindan tiretilir ve jel benzeri bir
ortam saglarlar. Kikirdak ic¢indeki kondrositler, toplam doku hacminin sadece %
2'sini olugturur. Tim kikirdak tiplerinin hiicre dist matrisi, kikirdakta baskin
proteoglikan olan agrekan'in etkisiyle suya (ozmotik etki) baglanir. Bu ozmotik etki,
esnek fakat saglam bir jel {retir. Agrekan yapisinin bir pargast olan
glikozaminoglikan (GAG) zincirleri suyu c¢eker ve dayanikli elastik yapisim
olusturur. Diger kollajen olmayan proteinler, sitokinlerle baglanan veya hiicre disi
matrisin organize edilmesine yardimci olan GAG'lari igerir. Elastik kikirdakta hiicre
dis1 matristeki elastik lifler bu dokunun belirleyici 6zelligidir. Elastik veya sar lifler,
fibrilini olusturan lif benzeri elastik zincirlerle birlikte polimerize olan elastin
proteinlerinden olusur. Serbest haldeyken bu zincirler diizensizdir. Gerilme
kuvvetleri bu zincirlerin tek formda dizilimine neden olur. Bu durum kikirdaklarin
orijinal pozisyonlarina geri donmelerini saglar. Kollajen lifleri benzer sekilde hiicre
dis1 matristeki diger molekiiller icin gili¢ ve yapisal bir gerceve saglayan bir ag
olusturur. Kollajen lifler, elastik liflerden farkli olarak her kikirdakta yiiksek
miktarlarda bulunur. Kollajen lifleri ayrica perikondrium iginde de bulunur; dis

katman kollajen bakimindan daha zengindir (Xue, Zhang et al. 2016).



Elastik kikirdagin temelde iki islevi bulunur. Birincisi dinlenme durumunda
donmeden 6nce gerilme, basma ve biikiilmeye yanit olarak seklini degistirebilmek,

ikincisi ise giiclii fakat esnek bir yap1 saglamaktir.

Dis kulak goreceli olarak korunmasizdir. Elastik kikirdagin sinirsiz, avaskiiler
ozellikleri ve esnek yapist kulagin travmaya dayanikliligini artirmaktadir. Esnek
yapistyla birlikte seklinin muntazam bi¢gimde korunmasi, sesleri i¢ kulaga

yonlendiren kulak kepgesinde olduk¢a 6nem kazanir.

Elastik kikirdak bunun disinda alar kikirdaklar, epiglot gibi bircok valv gorevi
goren yapida yaygin bicimde bulunur.

Kikirdagin temel hiicre dis1 matris elemanlari,

Kollajen tip 1l: Uclii helikal yapida bir glikoproteindir. 67 nm uzunlugunda
kendini tekrarlayan yapidadir. Molekiiler agirligi 425 kDa olan bu molekiil
kikirdagin ana yapisini olusturur. Gerim kuvvetini 6nemli oranda bu molekiil saglar.

Kondrositlerin dokuda adezyonunu destekler.

Kollajen tip I1X: FACIT (Fibril iliskili Aralikli Uglii Helikal Yapida Kollajen
Ailesi) grubu kollajenlere tiye disiilfit bagli heterodimer yapidadir. Molekiiler agirlig
222 kDa olan bu molekiil kikirdakta fibriller ile diger molekiilleri iliskilendirir. Tip II
kollajen ile baghdir.

Kollajen tip XI: Kiigiik fibriler kollajen olan bu molekiil 545 kDa agirligindadir.

Agrekan: Kondroitin = siilfat proteoglikant olan bu molekill 205 kDa
agirh@indadir. Yapisinda %87 kondroitin siilfat %6 keratan siilfat bulundurur.
Kikirdagin kuru agirliginin %10’u agrekandan olusur. Kemikte rastlanmaz. Hyaluran
ile etkilesime girer ve yiiksek miktarda negatif yiiklii yan gruplar igerir. Osmotik
basimnci onemli miktarda bu molekiil saglar. Birincil gorevi kollajen iskelenin

hidrasyonu ve dolgunlugunu saglamaktir.

Hiicre disi matriksininde yiiksek agrekan igerigi kikirdaga kompresyon
giiclerine dayanmayi1 saglar. Agrekan, biliylik multimolekiiler komplekslerden
hiyaluronan iceren kompleks agregan proteoglikanlar ailesine aittir (Kirn-Safran,

Gomes et al. 2004). Agrekan ailesine ait tim molekiiller hiyaluronan ile bagli amino



terminal gruplar1 igerir. Hiyaluronan ile iligkili molekiillerin kayb1 eklem

kikirdaklarinda dejenerasyonla sonuglanabilir.

Link protein: Glikoprotein yapida molekiiler agirligi 45 kDa olan agrekan ve

hiyaluronan arasinda iliski saglayan proteindir.

Matris Gla protein: Glikoprotein yapida molekiiler agirligi 12 kDa olan

molekiil. Kemikte de bulunur. Kalsifikasyonun inhibisyonunu saglar.

Ek olarak insan kikirdagi li¢c dermatan siilfat proteoglikan1 (biglikan, decorin,
epifikan) ve iki keratan stilfat proteoglikani ( fibromodulin, lumikan) igerir. Tiim bu
yapilarin disinda ne proteoglikan ne de kollajen olan ¢ok sayida kikirdak matris

proteini bulunur.

Biglikan: Kikirdagin temel kiiclik proteoglikan yapisinin saglar. Losinden

zengindir.
Fibromodulin: Kollajen tip I ve Il ile baglanir. Fibrillogenezi inhibe eder.

Kikirdak matris protein: Distilfit baghh 54 kDa agirliginda bir proteindir.
Amino asit dizilimi von Willebrand faktor ile cok benzer olan bu molekiil eklem dis1
kikirdagin ana yapisim olusturur. Ozellikle trakea, burun ve epifizyel kikirdakta

goriiliir. Trakeanin 1slak agirliginin %5 ini olusturur.

Hiyaluronan: Yiiksek molekiiler kiitleli bu molekiil glukronik asit ve N-asetil
glukozamin ko-polimeridir. Hiicre plazma membraninda sentezlenir. Yiiksek
donilisim hizina sahiptir. Doku olusumu ve diferansiasyonunda rol oynar. Su ve

plazma protein homeostazisinde 6nemlidir.

S100 protein: Asidik kalsiyum baglayan 21 kDa agirliginda molekiildiir. Cok
cesitli yapida bulunabilir. Islevi tam olarak bilinmese de kondrosit belirteci olarak
kullanilir. Kemigi kikirdaktan ayirir. Daha ¢ok hiicre i¢inde olusu nedeniyle
kalsiyum reseptor proteinlerinde goérev yaptigi, hiicre biiylimesi, hiicreler arasi

iletisimi sagladig ileri stiriilmistiir (Stefansson, Wollmann et al. 1982).



1.2.1.2. Kondrosit Yap1 ve Islevi

Kondrositler kikirdagin ana hiicreleridirler. Kondrositler her zaman
mezenkimal hiicrelerden, kondrosit prokiirsor hiicrelerden olusurlar. Kendilerine 6zel
belirtecleri olmayan bu progenitdr hiicreler tip I ve II kollajen, fibronektin,
proteoglikan gibi sentezledikleri molekiiller 6zel boyalarla boyanmasi ile taninirlar

(Dessau, von der Mark et al. 1980).

Kondrositler ~{ist ekstremitede, vertebrada mesodermden, kraniyal
kikirdaklarda ise ektodermden koken alirlar. Ancak higbir anatomik yerlesimde
endodermden kaynak almazlar. Yetiskin hayat boyunca kok hiicreler kondrojenik
potansiyellerini siirdiiriirler. Ozellikle kirik alanlarda ve iyilesme alanlarinda bu
potansiyeller gozlenebilir. Prekondrojenik hiicreler, gelisimin tiim asamalarinda
embriyonun farkli boliimlerinde ortaya ¢ikarlar. Erken donemlerde embriyoda somit
ve ekstremite tomurcuk mezenkiminde kondrojenik farklilasmasi baslamaktadir.
Bunu takiben ndral krest hiicrelerinin okiiler, otik ve mandibular kikirdaklara gb¢ii
baslar. Kondrojenik 6nciil hiicreler, Hint hedgehog (Ihh), Kemik Morfogenik Protein
(BMPs) ve Paratiroid Hormon (PTH), Paratiroid Hormon Related Peptit (PTHrP)
gibi cesitli sinyal molekiillerinin aracilik ettigi farklilasma yolunu takip eder

(Juppner 2000).

Kondrositler; kikirdak dokunun hiicresel yoniinii olustururlar ve endokondral
ossifikasyon siirecinde kemik olusumunda merkezi bir rol oynarlar. Endokondral
ossifikasyon siireci osteoblastlarla kondrositler arasindaki yakin islevsel iligskinin bir
ornegidir. Endokondral kemiklesme ile avaskiiler bir kikirdak sablonunun yerine
vaskiilarize, mineralize bir doku olusur. Bu yogun onciil hiicreler daha sonra

osteojenik ya da kondrojenik yol boyunca farklilasir.

Epifiz biiylime plakasinin olusumu, kondrositin farklilasma yolu i¢in iyi bir
ornektir. Biliylime plakasinda farklilasan kondrositler, farkli katmanlar halinde
diizenlenir. Dinlenme durumunda ve proliferatif donemdeki kondrositler epifizin
proksimalinde bulunurken, hipertrofik ve apopitoz kondrositler diyafiz yakininda
bulunur. Bu farklilagma yolu boyunca her asamada, kondrositler kollajenlerin,
proteoglikanlarin ve diger matris molekiillerinin farkli bir kompozisyonunu

salgilarlar (Karsenty and Wagner 2002). Hipertrofik kondrositler, hiicre disi



matrislerini aktif olarak parcalayan veya mineralize eden enzimler igeren vezikiilleri
barmndirirlar (Wuthier, Chin et al. 1985). Bu hiicreler apoptoza maruz kaldikga
onlardan geriye kalan doku boslugu daha sonra kan damarlari, osteojenik hiicreler ve
mezenkimal prekiirsorler ile doldurulur. Sonugta yeni trabekiiler kemik olusumunu

saglarlar (Karsenty 2001).

Olgun kondrositler sferik sekilli girintili kenarlar1 ile beraber oldukca kaba
endoplazmatik retikulum ve golgi aparati ile tanimnabilirler. Toluidin mavisi veya
Giemsa boyalar1 ile metakromatik olarak lekelenen yogun hiicre disi matris gozlenir.
Kondrositler proteoglikan graniillerinin gémiili oldugu, 20-70 nm kalinliginda
kollajen fibril tabakasi ile gevrilidir. In vivo ¢alismalar kondrosit gelisimi siirecinde
kollajen ekspresyonunda degisimler oldugunu gdstermistir. Kondrosit oncti hiicreleri
birincil olarak tip III kollajeni {iretirlerken, olgunlagan kondrositler tip II
ekspresyonunu gosterirler. Daha sonra tip X kollajen tiretimi de buna eklenir (Reddi,
Gay et al. 1977). Buna karsilik, kalsifiye kikirdak bolgesindeki kondrositler
genellikle kalin, ¢apraz bagli tip I kollajen fibrillerini igerir.

Hiicre iskeletinin gen ekspresyonundaki rolii heniiz tam olarak
¢Oziilememistir. Kondrositlerin hiicre dis1 matrisine transmembran protein
baglantilar1 yoluyla sabitlendigi varsayilmaktadir.  Transmembran baglantilar
(fibronexus ad1 verilen membran bileseni ile hiicre ici aktin filamentlerine baglanan
fibronektin vb.) muhtemelen fibronektin reseptoriinii igerir ve vinculin ile iligkilidir.
Boylece periseliiler bolgeden bilgilerin ¢ekirdege aktarilmasi miimkiin olur. Bu yol
ile kondrojenik farklilagsma siireci nukleus tarafindan yonetilebilir (Guilak and Mow
2000).

Kondrositler patolojik kosullarda, diisik oksijen basingli bir ortamda var
olma yetenegi bakimindan benzersizdirler. Ancak rejenerasyon kapasiteleri yine ayni

nedenlerle oldukga kisithdir.

1.2.1.3. Kikirdak Rejenerasyonu

Kikirdak doku yavas hiicre dongiisiine sahip metabolik olarak aktif bir

dokudur. Kikirdagin intrinsik tamir kapasitesi oldukca disiiktiir. Kiiciik lezyonlar



veya yaralanmalar bile ilerleyici hasarlara yol agabilir (Coutts, Healey et al. 2001).

Sadece baz1 durumlarda kendiliginden iyilesme miimkiin olur.

Her dokudaki hasar, hiicre kaynakli farkli bir onarim siirecini baslatir
(Buckwalter and Mow 1992). Kondrositlerin matris bilesimindeki degisimleri
algilama ve yeni molekiil sentezleme kabiliyeti onarim isleminin temelini olusturur
(Martin and Buckwalter 2002). Vaskiilaritesinin olmamasi ve diferansiye olmayan
hiicrelerin kikirdakta ¢ok az olusu onarim siireglerini olumsuz etkileyen iki ana
faktordiir. Kondrositler asagida siralanan belli kosullarda onarim 6zelliklerini

gosterebilir.

e Matriks proteoglikanlarindaki kaybin, hiicrelerin siiratle ¢ogalmasini
engellemeyecek Olcilide az olmast,
e Fibriler kollajen ana iskelenin tam kaybedilmemis olmasi,

e Doku iskelesini onaracak kapasitede kondrosit varligi.

Yiizeysel hasarlar olustugunda defekt kenarinda kondrositler cogalir ve matris
makromolekiillerinin sentezini artirir. Cogu kez sentezlenen matriks ve c¢ogalan

hiicreler, doku onarimini tam olarak tamamlayamaz.
1.2.2 Kok Hiicre ve Diferansiasyon

1.2.2.1. Kok Hiicre Tanim ve Tarihgesi

Doku miihendisliginde ksenojenik, allojenik ve otojenik kaynaklardan elde

edilen belirli tanimlanmais hiicreler veya kok hiicreler kullanilmaktadir (Tablo1.2)



Bobrek kok
hiicreleri

Hematopoietik

/ kok hiicre

Sekil 1.1: Kok hiicrenin diferansiyasyon yolagi (Friedenstein 1990).

Kok hiicreler, 6zel hiicrelere diferansiye olabilen ve mitoz yoluyla daha fazla
kok hiicre olusturmak igin boliinebilen biyolojik farklilagmamis hiicrelerdir.
Viicudun tiim doku ve organlarina temel hiicre kaynagini olusturlar (Sekil 1.1). Kok
hiicreler doku onarimu siireglerinde farkli rollere aracilik etmeleri ile rejeneratif tip ve
doku miihendisliginde 6nemli kullanim alanlari bulunmaktadir (Wang, An et al.
2014).

Insan kikirdak doku miihendisligi igin hiicre kaynagi olarak birgok farkli
hiicre tipi kullanilmigtir (Tablo 1.1). Bu hiicre tiplerinin proliferatif kapasiteleri,
kondrojenik diferansiasyonu ve matris bilesenlerini sentezleme yetenekleri agisindan
karsilagtirmali ¢alismalar da yapilmistir (Tablo1.2). Ancak herhangi bir hiicre tipinin,

kikirdak doku iiretimi i¢in digerlerinden {istiin oldugu gosterilememistir.
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Tablo 1.2: Kikirdak tiretimi i¢in bugiine kadar kullanilan hiicre kaynaklari.

Hiicre Tipi

Kaynak

Embriyonik kok hiicre (ESC)

(Park and Im 2013)

Indiiklenmis pluripotent k&k hiicre (IPS)

(Park and Im 2013)

o Dermal fibrolasttan izole IPS (Koyama, Miura et al. 2012)

o Sinovyal hiicrelerden izole IPS (Kim, Son et al. 2011)

o Kondrositlerden izole IPS (Wei, Zeng et al. 2012)

o Fetal noral hiicrelerden izole IPS (Medvedev, Grigor'eva et al. 2010)

1. Mezenkimal kok hiicre (MSC) (Gardner, Archer et al. 2013)

o Kemik iligi kaynakli MSC (Caplan 2007)

o Yag kaynakli MSC (Mahmoudifar and Doran 2010)

o Umblikal kord kan1 kaynakli MSC (Pievani, Scagliotti et al. 2014)

o Periferal kan kaynakli MSC (Tondreau, Meuleman et al. 2005)

o) Amniyotik sivi kaynakli MSC (Kolambkar, Peister et al. 2007)

o Plasenta kaynakli MSC (Li, Chen et al. 2012)

o Umblikal kord matrisi (Warton jeli) kaynakli | (Baksh, Yao et al. 2007)

MSC

o Periost kaynakli MSC (Jansen, Emans et al. 2008)

o) Dental pulpa kaynakli MSC (Barachini, Danti et al. 2014)

o Sinovyum kaynakli MSC (Chang, Chen et al. 2014)

o Kas kaynakli MSC (Andriamanalijaona, Duval et al.
2008)

2. Tanimlanmis hiicreler

o Fetal kondrosit (Mahmoudifar and Doran 2005)

o) Neonatal kondrosit (Saha, Kirkham et al. 2010)

o Jiivenil kondrosit (Adkisson IV, Martin et al. 2010)

o) Eklem kikirdag: kaynakli kondrosit (Jakob, Demarteau et al. 2004)

o) Septum kikirdagi kaynakli kondrosit (Tay, Farhadi et al. 2004)

o Kosta kikirdagi kaynakli kondrosit (Tay, Farhadi et al. 2004)

o Kulak kepcesi kikirdagi kaynakli kondrosit (Park, Jin et al. 2004)
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Tablo 1.3: Bugiine kadar kikirdak kullanilan ve karsilastirmasi yapilan hiicre

kaynaklari.
Karsilagtirmasi yapilan hiicre kaynaklar In In Kaynak

vitro | vivo
Embriyonik kdk hiicre (ESC)- Dermal | Var Yok | (Liu, Goldberg et al.
fibroblasttan izole IPS karsilastirmasi 2012)
Embriyonik kok hiicre (ESC)- Dermal | Var Yok | (Koyama, Miura et al.
fibroblasttan izole IPS karsilastirmasi 2012)
Embriyonik kdk hiicre (ESC)- Dermal | Var Var | (Cheng, Kapacee et al.
fibroblasttan izole IPS kargilagtirmasi 2014)
Kondrositlerden izole IPS- Eklem kikirdagi Var Var | (Wei, Zeng et al. 2012)
kaynakl1 kondrosit karsilastirmasi
Kemik iligi kaynakli MSC- Yag kaynakli | Var Yok | (Kimand Im 2009)
MSC
Kemik iligi kaynakli MSC- Yag kaynakli | Var Yok | (Sakaguchi, Sekiya et al.
MSC- Periost kaynakli MSC- Kas kaynakli 2005)
MSC- Sinovyum kaynakli MSC
Kemik iligi kaynakli MSC- Umblikal kord | Var Yok | (Baksh, Yao et al. 2007)
matrisi (Warton jeli) kaynakli MSC
Kemik iligi kaynakli MSC- Yag kaynakli | Var Var | (Kim, Kim et al. 2008)
MSC- Sinovyum kaynakli MSC
Kemik iligi kaynakli MSC- Kulak kepgesi | Var Yok | (Saha, Kirkham et al.
kikirdagi  kaynakli  kondrosit-  Neonatal 2010)
kondrosit
Kemik iligi kaynakli MSC- Yag kaynakli | Var Var | (Pleumeekers,
MSC- Eklem kikirdagr kaynakli kondrosit- Nimeskern et al. 2014)
Septum kikirdagi kaynakli kondrosit- Kulak
kepgesi kikirdagi kaynakli kondrosit
Kemik iligi kaynaklt MSC- Fetal kondrosit Var Yok | (Mahmoudifar and

Doran 2010)

Eklem kikirdagi kaynakli kondrosit- Septum | Var Var | (Kafienah, Jakob et al.
kikirdag: kaynakli kondrosit 2002)
Jivenil kondrosit- Eklem kikirdagi kaynakli | Var Var | (Adkisson 1V, Martin et
kondrosit al. 2010)
Kulak kepgesi kikirdagi kaynakli kondrosit- | Var Yok | (Tay, Farhadi et al.
Septum kikirdagi kaynakli kondrosit- Kosta 2004)

kikirdag: kaynakli kondrosit
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Kok hiicre kavrami, 19. yiizyilin sonunda, bazi dokularin (kan, cilt, vb.), kisa
stire olsa da kendini yenileyebilme yeteneginin olabilecegi varsayimi ile ortaya
cikmistir (Berthiaume, Maguire et al. 2011). Yillar sonra, kok hiicrelerin ayri1 bir
antite olarak tamimlanmasi ile beraber, in vivo transplantasyonlari sonrasi
gosterdikleri yiiksek potansiyellerinin fark edilmesi bu konudaki ¢aligmalarin

sayisini artirmistir.

Kikirdak dokusu miihendisliginde kok hiicreler, kikirdak onarimi igin
giivenilir adaydir. Kikirdak doku miihendisliginde embriyonik kaynakli veya
mezenkimal kaynakli kok hiicreler giincel calismalarda kullanilmaktadir (Tuan,
Chen et al. 2013).

Mezenkimal kok hiicre terimi ilk kez Caplan tarafindan kullanilmigtir (Caplan
1991). Giincel mezenkimal kok  hiicre  yaklagiminda, kemik iligi
transplantasyonlarinda kemik iliginin ektopik kiiltiire edilebilmesi yol gostermistir.
Kemik iligi hiicrelerinin nakli sonrasi farkedilen osteojenik ozelliklerinin, aslinda
kiiciik bir alt hiicre grubu ile iligkili oldugunu gosterilmesi kok hiicre varliginin ilk
kanitlarindandir (Friedenstein 1990). Fark edilen bu alt grup hiicrelerin hemapoetik
hiicrelerden farkli bicimde plastige hizla yapistiklar1 gdzlenmistir. Ayn1 zamanda bu
hiicrelerin kiiltiirlerinde fibroblast benzeri yapida olmalar1 stroma kaynakli oldugunu
akla getirmistir. Ayni yillarda in vivo kok hiicre transplantasyonu ile, birden fazla
iskelet dokusunun (kemik, kikirdak, adipoz doku ve fibroz doku) in vivo olarak

tiretilebilecegi gosterilmistir (Friedenstein 1990).

1.2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicre

Kendini yenileme kapasitesi olduk¢a yliksek olan mezenkimal kok hiicreler
bircok dokudan elde edilebilir. Mezenkimal yolak ile kondrositlere, osteoblastlara,
adipositlere ve miyositlere farklilasabilen bu hiicrelerin, pluripotentten ziyade
multipotent  olduklar1  diislinlilmektedir. Bununla birlikte, ndral hiicreler,
kardiyomiyositler, hepatositler, pankreas hiicreleri ve endotel hiicreleri dahil olmak
tizere diger hiicre tiplerine farklilasmalar da literatiirde bildirilmistir (YYang, Xiong et

al. 2014). Bu nedenlerle pluripotent 6zellikler de gostermektedirler.
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Embriyonik kok hiicreler elde edilirken embriyolarin imhasi, tiimor olusturma
egilimi ve allojenik greftlerin immiin red potansiyeli gibi dezavantajlar1 bulunur.
Ayrica embriyonik kok hiicreler 6nemli etik kaygilar igermektedir (Ben-David and
Benvenisty 2011). Timoér olusma ihtimali embriyonik kok hiicrelerin  Klinik
uygulamasini smirlayan énemli bir engeldir, terminal diferansiasyon gosteren diger

kok hiicrelerde ise bu durum daha az goriilmektedir.

1.2.2.3. Kondrojenik Diferansiyasyon

Giiniimiizde dogal kikirdagin biyokimyasal ve islevesel 6zelliklerini gosteren
kikirdak heniiz iiretilememistir. Uretilen yapay kikirdak dokular dogal kikirdakla
ayni hatta daha yiiksek GAG konsantrasyonlar1 igermesine ragmen, kollajen tip II
igerikleri oldukga diisiiktiir (Kafienah, Cheung et al. 2008). Nispeten yiiksek kollajen
tip 1 seviyeleri ve goreceli olarak diisiik kollajen tip II diizeyleri ile dogal kikirdaktan
uzak kompozisyon gostermektedirler (Somoza, Welter et al. 2014). Bu durum zayif

biyomekanik 6zelliklere ve diisiik dayaniklilik diizeylerine sebep olur.

Kok hiicreler greft sag kalimini arttirmak i¢in kullanildiginda kondrojenik
diferansiasyonun kontrolii 6nemli bir asamadir. Kiiltiir ortaminda diferansiasyonun
baslatilmasi ve kondrositik fenotipi korumak i¢in 6zel farklilagma biyomolekiilleri
gerekir. Transforming Growth Factor - (TGF-B) sitokin iiyeleri, 6zellikle TGF-B1
ve TGF-B3, kikirdak gelisiminin diizenlenmesinde birincil rol oynamaktadir. Bone
Morfogenic Protein (BMP) ve Fibroblast Growth Factor (bFGF) sitokinleri de
kondrojenik indiiksiyonu saglar (Freyria and Mallein-Gerin 2012).

MSC kondrojenik diferasiasyonla kullanildiginda, agrekan ve kollajen tip II
gibi anahtar kikirdak belirtecleri iiretebilmektedir. Ancak ortaya ¢ikan hiicresel
fenotip daha ¢ok hipertrofik kikirdaktir (Pelttari, Steck et al. 2008). Kollajen Tip X,
matris metaloproteinaz 13 ve alkalin fosfataz gibi doku mineralizasyonu ve hipertrofi
belirteglerinin ekspresyonu, dogal olmayan matriks kompozisyonunu gosterir.
Diferansiasyon kondrositik asamada sonlanmak yerine, endokondral ossifikasyona
dogru ilerler. Kondreojenik diferasiasyon esnasinda hipertrofiye doniisiimii
engellemek igin, matriks iskele se¢imi ve doku kaynagi, diizenleyici sitokinlerin
uygulanmasi ve hipoksik doku kiiltiir ortam1 gibi 6nlemler alinmaktadir (Lee, Kim et
al. 2013).
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1.2.3 Conditioned Medium

Conditioned Medium (CM) mezenkimal kok hiicrelerin besi yeri olarak
tanimlanir. Kok hiicreler bu besi yeri ile tasinir ve enjekte edilir. Contioned medium
kok hiicre igermeyen kisima verilen isimdir. Kok hiicrelerin hangi yone diferansiye
olacagi heniiz netlik kazanmamustir. Ayrica kanserojen etkileri oldugu bilinmekte
olan kok hiicrelerin ortamda bunu tetikledigine dair g¢alismalar bulunmaktadir.
CM’un igerisinde biiytime faktorleri, sitokinler, enzimler, niikleik asitler ve biyoaktif

lipidler bulunmaktadir (Tan, Tjio et al. 2021).

CM clde edilmesi nispeten daha kolaydir. Terépotik ve kozmesotik olarak
elde edilebilir. CM {iriinleri daha 6nce karakterize edilse de CM'nin goreceli bir
yeniligi nedeniyle klinik uygulamada terapotik olarak kullanimi, standartlastirilmis
yontemlerle {irtin karakterizasyonu ve potens parametreleri kesin olarak

belirlenmemistir ve bu parametreler dnemli 6l¢iide degisebilir (Li, Ngo et al. 2019).

Spesifik sitoprotektif ve immiinomodiilator faktorlerin seviyeleri, belirli bir
klinik uygulama i¢in gosterdikleri veya algilanan 6nemi baglaminda degerlendirilir.
Bazi durumlarda CM hazirhigl, icerdigi proinflamatuar faktorlerin, protein
konsantrasyon seviyesine gore yapilir. Ancak bugiline kadar multifaktoryel iiriin
bilesiminin karakterizasyonu ve korelasyonu, giivenligi ve etki giicii son derece

smirhdir (Chen, Chang et al. 2018).

CM igerisinde fibroblast growth faktor (FGF), vaskiiler endotelial growth faktor
(VEGF), hepatosit growth faktor (HGF), sitokin, kemokin ve ekzosom sayesinde
anjiogenezi ve yara iyilesmesini arttirdigi ve greft yasayabilirligini arttirdigi

diistinmekteyiz.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney hayvanlar

2.1.1. Deney hayvanlarinin temini ve bakimi

Deneylerde kullanilan biitiin tavsanlar Kobay Deney Hayvanlari A.S.
(Ankara, Tiirkiye)’den temin edildi (Sekil 2.1). Mezenkimal kaynakli kok hiicre
izolasyonu ve ¢ogaltilmas1 Tekgen Saglik Hizmetlerinde gercgeklestirildi. Toplamda

21 adet New Zealand tipi tavsan kullanildi.

= T —

Sekil 2.1: New Zealand tavsan

16



Tavsanlar zemin doseme materyali olarak kaba c¢am talasi kullanilarak,
konvansiyonel polikarbon kafeslerde (Tecniplast, Varese, Italy) muhafaza edildi
(Sekil2.2). Uygun sabit sicaklik (24 °C) ve uygun sabit nemde (%45) tutularak
deneyler tamamlandi. Kafesler 12 saat giindiiz ve 12 saat gece dongiisiinde,
giriiltiden ve titresim yaratacak cihazlardan uzak odalarda tutularak barmma

saglandi. Pelet yem ve su ile yiyecegi kadar beslendiler.

AR
400 g
R

Sekil 2.2: Kafesler ve saklanma ortamlar:

Deneyler baslamadan o6nce Kobay A.S. veteriner hekimi tavsanlari
degerlendirdi. Tavsanlarda beslenme yetersizligi, enfeksiyon ve acik yara gibi
bulgularin yani sira bagka bir saglik problemini isaret edecek herhangi bir bulguya
rastlanmadig@i dogrulandi. Cerrahi islemler genel anestezi altinda, veteriner hekim
gozetiminde yapildi. Tavsanlarin rutin bakimlar islem sonrasi bakim odalarinda

yapildi.
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2.1.2. Deney hayvanlarinin secimi

Kikirdak grefti iyilesmesi i¢in mezenkimal kok hiicre ve conditioned
medium’un etkisini arastirmak i¢in yaptigimiz bu calismada immun negatif etkileri
en aza indirmek i¢in New Zealand tiirlinde tavsan kullanilmasina karar verilmistir

(Serel, Cerkez et al. 2020).

2.2. Deney gruplarinin belirlenmesi

21 New Zealand tavsan her grupta 7 fare olacak sekilde rastgele 3 gruba
ayrild.

1. Grup: Kontrol grubu; sadece kikirdak greft yapildi.

2. Grup: Kok Hiicre Grubu; kikirdak greft sonrasinda mezenkimal kok hiicre

enjekte edildi.

3. Grup: Conditioned Medium Grubu; kikirdak greft sonrasinda conditioned
medium enjekte edildi.

2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Eldesi ve Kiiltiire Edilmesi

Calismamizda kopek adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (cAD-
MSC) kullamld:. Hiicreler Tekgen Saglik Hizmetleri (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan
“VetStem- D009/40” koduyla satin alindi. Mezenkimal kok hiicrelerin
biiytitiillmesinde %15 fetal sigir serumu (Sigma Aldrich-F7524), %2 L-glutamin
(Sigma Aldrich- G6392) ve %1 antibiyotik-antimikotik soliisyon (Sigma Aldrich) ile
desteklenmis diisiik glikozlu Dulbecco's Modified Eagle besiyeri (DMEM) (Biowest-
L0060) - A5955) kullanilda.

2.3.1. Hiicrelerin Coziilmesi Ve EKimi

-80°C’den alinan kriyo tiipler hizla 37°C’de ¢ozdiriildi. Tiip icerisindeki
stispansiyon 15 ml’lik tiiplere aktarildi ve lizerine 10mL 6nceden 37°C’ye getirilmis
besiyeri ilave edildi. Tiip 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1.
Pellet 5 ml besiyeri siispanse edildi ve 2 adet 25cm? flaska paylastirildi. 48 saat
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boyunca hiicreler %80 doygunluga ulasana kadar %5 CO?2 igeren bir atmosfer altinda
37°C'lik bir inkiibatorde kiiltiire edildi.
2.3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyon Analizleri

Uluslararas1 Hiicre Terapisi Dernegi'ne gore, bir hiicrenin MSC olarak kabul
edilebilmesi i¢in; kdk hiicreler, CD105, CD146, CD73 ylizey antijenlerini yliksek
diizeyde ve anti-HLA-DR, CD19, CD25 yiizey antijenlerini diisiik seviyelerde ifade

etmelidir.

Tekgen Saglik Hizmetleri Istanbul firmasindan “VetStem- D009/40” koduyla
satin alinan mezenkimal kok hiicrelere ait karakterizasyon analizleri “akis sitometrik
yontemle” firma tarafindan gerceklestirildi. Analizlere ait sonuglar, ¢alismanin sonug

bolumiinde tablolar halinde sunuldu.

2.3.3. Hiicrelerin Tripsinizasyonu, Pasajlanmasi Ve Dondurulmasi

25cm? flasklara ekimi yapilan hiicreler %80 doygunluga ulastiktan sonra
75cm? flasklarda 13mL besiyeri igerisinde pasajlanarak cogaltildi. Hiicrelerin
besiyerleri li¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Bu isleme ait deney basamaklar1

asagidaki sekilde gerceklestirildi;
1. Flaskin igerisindeki besiyeri atild1
2. Flask steril PBS ile yikandi

3. Flasklara; 25cm2 flask igin 1-2 ml, 75cm? flask igin 3-5SmL &nceden 37°Cye
wsitilmis tripsin/EDTA ilave edildi

4. Flask inkiibatorde 4-5 dakika bekletildi.

5. Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler 15 ml’lik tiiplere topland1
6. Tiiplere 5’er ml besiyeri ilave edildi

7. Tiipler 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi

8. Siipernatant atild1

9. Pellet istenen miktarda, 6nceden 37 °C ye getirilmis besiyeri igerisinde siispanse
edildi
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10. Hiicre siispansiyonu sayildi, seyreltilerek flasklara ve plakalara pasajlanarak
donduruldu

11. Dondurulacak hiicre silispansiyonuna 1:1 oraninda soguk %95 besiyeri, %5
DMSO ilave edildi. Elde edilen siispansiyon kriyo tiiplere paylastirilarak 20°C’de

sakland1

12. -20°C’de bir saat bekletildikten sonra kriyo tiipler 3-4 hafta igerisinde

coziilecekse -80°C’ye, uzun siire saklanacaksa siv1 nitrojende saklandi

2.3.4. Hiicrelerin Sayilmasi

Yapilacak tiim deneylerde belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi i¢in hiicre

stispansiyonunun mililitresindeki hiicre miktarmin belirlenmesi gerekmektedir.

Sayim islemi Tripan Mavisi boyamasi kullanilarak yapilir. Y6ntemin prensibi,
membran biitiinligli bozulmus hiicrelerin, Tripan Mavisi boyasini hiicre igine
almalar1 ve 6lii hiicre olarak degerlendirilmeleri veya membran biitiinliigiini koruyan

hiicrelerin ise membrandan boya gecisine izin vermemelerine dayanmaktadir.

75 cm?1lik flasklarda kiiltiire edilmis hiicre besiyerinin aspirasyonunu takiben
hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicreleri kaldirmak i¢in 750 pl Tripsin/EDTA
eklendi. 2-3 dakika inkiibatorde bekledikten sonra, hiicreler kaldirildi. 1000 rpm’de 3
dk santrifiij sonras1 siipernant kismi atildi. Hiicreler tekrar besiyeri ile karigtirildi.
Hiicre sayimi i¢in ‘Scepter Automated Cell Counter’ adi1 verilen otomatik hiicre sayim

cihaz kullanildi.

2.4. Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler Ait Kosullandirilms

Besiyerinin Hazirlanmasi

CAD-MSC hiicrelerinin, 10° hiicre / ml olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara
ekimi yapildi. Hiicrelerin besiyeri, giinliik olarak daha az FBS (%7-%5-%2) igeren
ortamla degistirilerek %80 yayginliga ulasana kadar kiiltiirlenmeleri saglandi.
Boylece hiicreler sirayla serumsuz ortama adapte edilerek ve oksidatif strese baglh
degisikliklerin, toksinlerin ve istenmeyen proteinlerin gelismesi engellendi. %80

yaygimliga ulasildiginda hiicrelerin {izerindeki besiyerleri toplandi ve 0.22 pm
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filtrelerden gecirildi. Steril kabin icerisinde kosullu besiyerleri 1 ml’lik hacime sahip
insulin enjektorlerine aktarildi. Enjeksiyon islemlerinde kullanilmak iizere —70°C de

saklandi.

2.5. Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ve Kosullandirilmis

Besiyerinin Enjeksiyon Islemleri icin Hazirlanmasi

Mezenkimal kok hiicre uygulanmasi yapilacak deney grubu i¢cin CAD-MSC
hiicrelerinin 2.3.3’de belirtildigi sekilde sayimlar1 yapildi. Her insulin enjektdriinde
2x10°8 hiicre / 0.5ml olacak sekilde hazirland1 (Sekil 2.3). Insiilin enjektdriine
aktarilan hiicrelerin siispanse edildigi besiyeri igerisine FBS eklentisi yapilmadi.
Tiim bu islemler enjeksiyon isleminin hemen dncesinde gergeklestirildi (Oh, Park et
al. 2018).

Mezenkimal kok hiicrelere ait kosullandirilmis besiyerleri 2.4’te belirtildigi
sekilde hazirlandi. —70°C’de saklanan enjektorler deney oncesinde c¢ikartilarak,

inkiibator igerisinde 37 °C’ye kadar 1sitild1.

Sekil 2.3 : Enjekte edilen kok hiicre ve conditioned medium

2.6. Cerrahi Islemlerin Yapilmasi

3 grupta toplam 21 New Zealand tavsanda ¢alisma gerceklestirildi. 30 mg/kg
ketamin intraperitoneal ve 5mg/kg ksilazin anestezisi yapildi. Veteriner hekim
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tarafindan her 2 kulak tras edildi (Sekil 2.4). Tavsanlar supin pozisyona alind1 (Sekil
2.5). Her tavsanin her iki kulagina posteriordan yaklasildi. Daha sonra povidion iyod
(Batticon, Adeka) ile antisepsi saglandi (Sekil 2.5). 15 numara bistiiri ile cilt kesisi
yapildi. Kikirdak greft kesi hattina gelmeyecek sekilde cilt flebi eleve edildi (Sekil
2.6, 2.7). 10mm ¢apindaki punch ile alinacak kikirdak sinirlar1 belirlendi (Sekil 2.8).
10x10 mm boyutunda kikirdak greft ince uglu elevator yardimiyla alindi (Sekil 2.9,
2.11). Bu sirada anterior perikondrium korundu (Sekil 2.10). Kikirdak greft tekrar
donor alana yerlestirildi (Sekil 2.12). 2 adet yuvarlak 5/0 propilen (Dogsan, Tiirkiye)
sitlir ile tespit edildi (Sekil 2.13). Cilt sivi gecirmeyecek sekilde 5.0 propilen
(Dogsan, Tiirkiye) ile siirekli olarak kapatildi. Pansumani yapildi (Sekil 2.14).
Tavsanlar 120 giin takip edildikten sonra sakrifiye edildi.

R\ b

2 4

Sekil 2.4: Tavsanlara anestezi verilip her 2 kulak posterior trag edilmesi, tavsanlar

supin pozisyona alinmast
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Sekil 2.5: Supin pozisyonda tavsan kulaklarina posteriordan yaklasilmasi, Povidion

iodiir ile antisepti saglanmasi

Sekil 2.6: 15 numara bistiiri ile oblik kesi yapilmasi
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Sekil 2.7: Kikirdagin eksplore edilmesi

4

Sekil 2.8: 10mm ¢apinda punch ile alinacak kikirdak greftin sinirlarini belirleme
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Sekil 2.10: Elevasyon sirasinda anterior perikodriumun korunmasi
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Sekil 2.12: Kikirdak greftin tekrar yerine yerlestirilmesi
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Sekil 2.14: Cilt primer siitiirasyonu ve Povidion Iodiir ile pansuman yapilmasi
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Sekil 2.15: Kulagin anterior yiiziinlin goriintiisi

2.6.1. Anestezi

Cerrahi iglemler ve enjeksiyonlar ayni cerrahi ekip tarafindan gergeklestirildi.
Aseptik sartlarda tiim tavsanlara intraperitoneal yolla ketamin hidrokloriir (30 mg/kg-
Ketalar®, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) verildi. Ayn1 zamanda Xxylazine hidroklorit
(5 mg/kg-Rompun®, Bayer, Tiirkiye) karisimi ile anestezi indiiksiyonu saglandi.
Mezenkimal kaynakli kok hiicre, conditioned medium enjeksiyonu ve 120 giin sonra

yapilan sakrifikasyon islemlerinin tiimii genel anestezi altinda gerceklestirildi.

2.6.2. Kikirdak greft modeli olusturulmasi

Genel anestezi altinda tavsanlarin her iki kulak posterior tiiyleri tras edildi.
Ardindan povidon iyot ¢ozeltisi ile tiim kulak dezenfeksiyonu saglandi. Steril ortii
kopiik pano tizerine serildi ve tavsan bu pano iizerine sabitlendi. Kurumasi sonrasi

povidon iyot ¢dzeltisi steril serum fizyolojik ile uzaklastirildi.
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Tavsan kulaklarina kikirdak greft cilt siitlirasyonu altina denk gelmemesi i¢in
flep seklinde eleve edilerek subkutan diseksiyonu yapildi. Kulak kikirdak posterior
perikondrium diseke edilerek kikirdaga ulasildi. 10 mm c¢apinda punch ile eksize
edilecek kikirdak greft alan1 belirlendi (Serel, Cerkez et al. 2020). Kulak kikirdagi
anterior perikondrium saglam birakilacak sekilde elevator yardimiyla eksize edildi

(Sekil 2.15).

10 mm’lik yuvarlak sekilli kikirdak greft donor alana tekrar yerlestirildi
(Sekil 2.16). 5/0 yuvarlak propilen ile 2 adet siitiir ile yerine adapte edildi. Flep
seklinde eleve edilen cilt 5/0 keskin propilen ile sivi sizdirmayacak sekilde siitiire

edildi.

Kontrol grubu olan 1. Gruba siitiirasyon sonrast herhangi bir islem yapilmadi.
2. Gruba siitiirasyon sonrast kikirdak greft hizasina gelecek sekilde 4 kadrandan
mezenkimal kaynakli kok hiicre enjeksiyonu yapildi (Sekil 2.17). 3. Gruba
stitiirasyon sonras1 kikirdak greft hizasina gelecek sekilde 4 kadrandan conditioned
medium enjeksiyonu yapild: (Sekil 2.17). Insizyon hatti povidion iodiir siiriilerek

kapatildi.

Sekil 2.16: Kikirdak greft modeli
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Sekil 2.17: Kikirdak grefte 0.5 cc conditioned medium ve mezenkimal kok hiicre

2x10° 0.5 cc insiilin enjektorii ile enjekte edilmesi

2.6.3. Cerrahi sonrasi takip

Ameliyat sonrasi tavsanlarin anesteziden uyanmasi beklendi. Sorun olmadigi
gozlendiginde kafeslerine geri alindi. Agr1 kontrolii i¢in cerrahi sonrasi igme sulari
yoluyla 2 mg/ml parasetamol verildi. Giinliik olarak tavsanlar ameliyat sonrasi, genel
durum, viicut agirligl, malniitrisyon, enfeksiyon bulgular1 yoniinden yakin gozlendi.
Insizyon hattma giinliik pansuman yapildi. Deney boyunca hicbir tavsan kaybi

olmadi.

2.6.4. Kikirdak greftin ¢ikarilmasi

120. giinde genel anestezi altinda tavsanlarin kulak tiiyleri tras edildi.
Ardindan povidon iyot ¢Ozeltisi ile antisepsi saglandi. Eski insizyondan girilerek
kikirdak greftlere erisildi (Sekil 2.18). Kikirdak greftler etrafinda 5 mm saglam
kikirdak icerek sekilde ¢ikarildi (Sekil 2.19).
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.l
Sekil 2.18: Kikirdak greftlerin 120 giin sonra eski insizyondan girilerek eksplore

edilmesi

medbar SKIN M/

e
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Sekil 2.19: Kikirdak greft etrafinda 5 mm saglam kikirdak igerecek sekilde en-blok

anterior cilt ile birlikte eksize edilmesi
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2.6.5. Otenazi Uygulanmasi

120. giinde genel anestezi altinda eter inhalasyonu ile 6tenazi uygulandi.

2.7. Degerlendirme yontemleri

Elde edilen preparatlara histolojik degerlendirme, immiinohistokimyasal

degerlendirme ve elektron mikroskopik goriintiileri degerlendirildi.

2.7.1. Histolojik degerlendirme

Hematoksilen-Eosin boyama yontemi ile tiim ornekler histolojik olarak
degerlendirildi. Greft dokusunun insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu, kulak
kikirdag: insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu ve greftin ¢evre kikirdak ile

entegrasyonu degerlendirildi.

Masson trikrom boyama yontemi ile greft dokusunun insizyon simirindaki
kondrosit  proliferasyonu, kulak kikirdagi insizyon smirindaki kondrosit
proliferasyonu ve greftin gevre kikirdak ile entegrasyonuna ek olarak yeni kollojen

tiretimi degerlendirildi.

Isik mikroskobi preparasyonu ve histolojik skorlama; Tiim gruplardan alinan
kulak kikirdak parcalart 151k mikroskobik incelemeler i¢in fosfat tamponlu %10’luk
formalin soliisyonuna konularak fikse edildi ve ardindan yiikselen alkol serilerinden
(%70, %90, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate edildi. Ksilen i¢ginde 1 saat siireyle
seffaflastirma islemi uygulandi. Bunu takiben 56°C’deki etiivde sivi parafin i¢inde
bir gece bekletilen parcalar ertesi giin parafin bloklara gomiildii. Greft bolgesinden
mikrotom (Thermo Scientific, HM 340E) ile 4 mikrometre kalinliginda kesitler
pozitif sarjli lam tizerine alind1. Her bir dokudan alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin

(Empire Genomics BPK4088-2) ve Masson Trikrom boyamalar1 yapildi.

Histolojik degerlendirme i¢in Serel ve arkadaslarinin calismalarinda kullanilan
skorlama o6lgiitleri modifiye edilerek kullanildi (Serel, Cerkez et al. 2020).
Hematoksilen-Eozin ve Mason Trikrom ile boyanan preparatlarda greftlenen
kikirdak pargasimnin iki ucunda ve kulagin kendi kikirdak dokusunun insizyon

siirindaki kondrosit proliferasyonlart ile greft ve kulak kikirdaginin entegrasyonu
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degerlendirildi. Degerlendirmelerde greftin her iki ucu da incelendi. Skorlama

asagidaki sekilde yapildi:

Kulak kikirdaginin greft bolgesine yakin uglarindaki kondrosit proliferasyonu:

0 (sifir) Kondrositlerde Proliferasyon yok

1 Cok az sayida proliferasyon gosteren kondrositler

2 Az sayida proliferasyon gosteren kondrositler

3 Belirgin kondrosit proliferasyonu

4 Oldukga artmis, bol miktarda kondrosit proliferasyonu

Greftlenen kikirdak parc¢asinin iki ucundaki kondrosit proliferasyonu:

0 (sifir) Kondrositlerde Proliferasyon yok

1 Cok az sayida proliferasyon gdsteren kondrositler

2 Az sayida proliferasyon gosteren kondrositler

3 Belirgin kondrosit proliferasyonu

4 Oldukca artmis, bol miktarda kondrosit proliferasyonu

Greftin cevre kikirdakla entegrasyonu:

0 (sifir)  Hig entegrasyon yok. Kulak kikirdag: ve greft arasi bag doku ile dolu

1 Kulak kikirdag: ve greft arasindaki alan kismen fibroblastlarla
doldurulmus

2 Kulak kikirdagi ve greft arasindaki alan tamamen fibroblastlarla
doldurulmus

3 Kulak kikirdag: ve greft arasindaki alan kondroblastlarla doldurulmus

4 Kulak kikirdag: ve greft arasindaki alan tamamen kondrositlerle

doldurulmus, tam entegrasyon

2.7.1.1 Hemotoksilen-Eozin Boyama

Parafin kesitler 1 saat ksilende bekletildi ve daha sonra azalan alkol
serilerinden gecirilip (%100, %96, %90, %70) distile suya indirilerek rehidrate
edildi. Kesitler hematoksilende 20 dakika bekletilerek c¢ekirdek boyanmasinin
gerceklestirilmesinin - ardindan, akan c¢esme suyunda 15 dakika bekletilerek
mordanlama gerceklestirildi. Ardindan sitoplazmik boyanma i¢in eozinde 1 dakika
boyanan kesitler distile suyla yikandiktan sonra yiikselen alkol serilerinden (%70,
%90, %96 ve %100) gegirildi. Ksilene alinip 15 dakika bekletildikten sonra Bio
Mount (Bio-optica CAT#1611) ile kapama islemi gergeklestirildi. Kesitler genel
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morfolojik 6zellikleri Nikon Eclipse 151k mikroskobunda (Nikon® Instruments Inc.,

USA) degerlendirmeye alindi.

2.7.1.2. Masson Trikrom Boyama

Parafin kesitler 1 saat ksilende bekletildi ve azalan alkol serilerinden gegirilip
(%100, %96, %90, %70) distile suya indirilerek rehidrate edildi. Kesitler demirli
hematoksilende 4 dakika boyandi ve ¢esme suyunda 10 dakika morarmaya birakildu.
Ardindan Ponceau ksilidin-asit fuksin soliisyonu ile 5 dakika boyandi. 2 dakika
%1°lik asetik asitte bekletildi. Sonrasinda, Orange G- fosfo volframik asit ile 10
dakika boyanan kesitler 2 dakika %1’lik asetik asitte bekletildi. Light green boyasi
ile 8 dakika boyandiktan sonra tekrar %1 lik asetik asitte 2 dakika bekletildi. Daha
sonra ylikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100 etanol) gecirilerek
dehidrate edilen kesitler ksilene alindi. 15 dakika ksilende bekletildikten sonra Bio
Mount (Bio-optica CAT#1611) ile kapatildi. Kesitler genel morfolojik 6zellikler ve
bag dokusu elemanlarindaki Ozellikleri belirlemek iizere Nikon Eclipse 1s1k

mikroskobunda (Nikon® Instruments Inc., USA) degerlendirmeye alindi.

2.7.2. Immiinohistokimyasal degerlendirme

Tavsan monoklonal antikorlart ile yeni kikirdak tiretimini gosteren tip II
kollajenlerin degerlendirilmesi; tanimlanan immunohistokimyasal yontemlere uygun
bi¢cimde yapildu.

Parafin bloklardan alinan kesitlerde tip II kollajen immiinoreaktivitesini
degerlendirmek {izere kollajen tip II rabbit-polyclonal antikoru (28459-1-AP;
Proteintech; UK) ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Parafin bloklardan
pozitif sarjli lamlar iizerine alman 4 pum’lik kesitler 1 gece 56 °C’lik etiivde
bekletilerek parafin fiziksel olarak uzaklastirildi. Ksilende 30 dakika bekletildikten
sonra azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90, %70) 2’ser defa 5’er dakika
gecirilip distile suya indirilerek rehidratasyon saglandi. PBS ile yikamanin ardindan
kesitler antijen geri kazanimi igin tripsin ¢ozeltisinde 1 saat 37°C derecelik etiivde
bekletildi. Etlivden ¢ikarildiktan sonra oda 1sisina gelene kadar bekletilip ardindan ii¢
defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Sonrasinda endojen peroksidaz aktivitesini
bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’lik H2O2’de 20 dakika karanlikta

bekletildi. Ug kez PBS ile yikamanin ardindan lam iizerindeki dokularin etrafi
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hidrofobik kalemle ¢izilerek havuz olusturuldu. Dokularin iizerine 6zgiil olmayan
antikor baglanmalarimi bloklamak i¢in HRP kiti (TL-125-HL; Thermo Fisher
Scientific; USA) icindeki protein blok soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildi.
Ardindan kesitler iizerine 1/100 diliisyondaki kollajen tip 2 primer antikoru
damlatilarak 4 °C’de 1 gece bekletildi. Ertesi giin 3 kez PBS ile yitkama sonrasinda
10 dakika biyotinlenmis sekonder antikor (Abcam, ab93677) soliisyonu uygulandi.
Sonrasinda ii¢ kez PBS’de yikanan kesitlere 10 dakika streptavidin peroksidaz
soliisyonu (Abcam, ab93677) uygulandi ve yine 3 kez PBS ile yilkamanin ardindan
10 dakika AEC kromojen soliisyonu (TA-125HA; Thermo Fisher Scientific; USA)
uygulamasi gerceklestirildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 2 dakika Mayer
hematoksilende (Bio-optica 60002) bekletilerek ¢ekirdek zit boyama yapildi. Cesme
suyunda yikanan kesitler su bazli kapatici (Sigma-aldrich F4680) ve lamel ile
kapatilarak tip 2 kollajen immiinreaktiviteleri Nikon Eclipse 1s1tk mikroskobunda
(Nikon® Instruments Inc., USA) degerlendirmeye alindi. Nikon Eclipse 1s1k
mikroskobunda (Nikon® Instruments Inc., USA) 20X biyiitme ile ¢ekilen
goriintlilerdeki immiinreaktivite, Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) yazilimi ile semikantitatif olarak 6l¢iilmiis ve degerler istatiksel olarak

degerlendirilmistir.

2.7.3. Elektron mikroskobik degerlendirme

Greft alanlarindan alinan doku 6rnekleri %2,5’luk 0.1 M PBS tamponlu (pH
7.2) glutaraldehit fiksatifi icerisinde +4°C’de 4 saat fikse edildi. PBS tampon ile
yikanmalarinin ardinda, %4’lik osmiyum tetroksit ile 1 saat postfikse edildiler.
Yiikselen aseton serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate
edildikten sonra Epon 812 kit (Sigma Aldrich 45359 gomiildiikten sonra 60°C’deki
etiivde 1 gece boyunca polimerizasyon i¢in bekletildi. Ultramikrotomda (Leica EM
UC7) (Sekil 2.21) alinan yar1 ince kesitler (1 um) toluidin mavisi boyasi ile boyandi.
Yari ince kesitlerde yer tayini yapildiktan sonra bakir gridler lizerine alinan yaklasik
60 nm kalinligindaki ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmistir.
Ince kesitler, Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Rejeneratif ve Restoratif
Tip Arastirma Merkez (REMER, Istanbul)’ de elektron mikroskobu (GeminiTEM
500, Carl Zeiss, Almanya) ile incelendi (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20: Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Sekil 2.21: Ultramikrotom
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2.8. istatistiksel Analiz

Kantitatif degiskenler icin tanimlayici istatistikler ortalama, standart
deviyasyon ve minimum-maksimum olarak sunulmustur. Normalite testleri Chi-
Square testleri ve histogram grafikleri kullanilarak yapilmistir. Tiim degiskenler
normal dagilim gostermistir. Bu nedenle, teknigimizin sonuglarinin agiklanmasi igin
Kruskal Wallis siralamali tek yonli varyans analizi kullanilmistir. Kruskal Wallis
sonuclarindaki degisimler ise ortalama, standart deviyasyon ve %95 giiven araligi
verilerek sunulmustur. Degiskenler arasindaki korelasyonu gostermek ic¢in Pearson
korelasyon katsayisi kullanilmistir. Kikirdak olusumunu ile iligkili olabilecek
faktorleri belirlemek icin greft doku insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu,
kulak kikirdagi insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu, greftin ¢evre kikirdak
ile entegrasyonu ve tip 2 kollojen miktar1 degiskenleri kullanilarak tekli lineer
regresyon analizleri yapilmistir. Tiim analizler i¢in p<0.05 degeri anlamli kabul
edilmistir. Istatiksel analiz icin SPSS® istatistik programi ve Graphpad Prizim®
programi kullanilmistir (version 23.0 for Mac OS; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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3. BULGULAR

3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyon Sonuglari

Tekgen Saglik Hizmetleri Istanbul firmasindan “VetStem- D009/40” koduyla

satin alinan mezenkimal kok hiicrelere ait karakterizasyon analizleri “akis sitometrik

yontemle” firma tarafindan gerceklestirildi. Analizlere ait sonuglar, ¢alismanin sonug

boliimiinde tablolar halinde sunuldu (Tablo 3.1, 3.2).

Tablo 3.1: Kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri

CD105-PE CD146-FITC CD73-PE
Qua | Events | %Gate | %Tota | Qua | Events | %Gate | %Tota | Qua | Events | %Gate | %Tota
d d | d d l d d |
UL 9 0.10 0.09 UL 131 1.45 1.31 UL 16 0.18 0.16
UR 7346 81.52 73.46 UR 8262 91.69 82.62 UR 6272 70.90 62.72
LL 152 1.69 1.52 LL 305 3.38 3.05 LL 354 4.00 3.54
LR 1504 16.69 15.04 LR 313 347 3.13 LR 2204 24.92 22.04
PE: Phycoerythrin, FITC: Fluorescein isothiocyanate
Tablo 3.2: Kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri
CD19-PerCP CD25-APC Anti-HLA-DR-PE
Qua | Events | %Gate | %Tota | Qua | Events | %Gate | %Tota | Qua | Events | %Gate | %Tota
d d 1 d d 1 d d 1
UL 5518 62.38 55.18 UL 5946 67.22 5946 | UL 6007 67.24 60.07
UR 1943 21.96 19.43 UR 1264 14.29 12.64 UR 1758 19.68 17.58
LL 1373 15.52 13.73 LL 1588 17.95 15.88 LL 1163 13.02 11.63
LR 12 0.14 0.12 LR 48 0.54 0.48 LR 6 0.07 0.06
APC: Allophycocyanin, PE: Phycoerythrin, PerCP: Peridinin-Chlorophyll

3.2. Histolojik Degerlendirme Sonuclari

Isik mikroskopik incelemelerde conditioned medium grubunda (Grup 3)

kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla greft doku insizyon smirindaki kondrosit

proliferasyonunda, kulak kikirdagi insizyon siirindaki kondrosit proliferasyonunda

ve greft kikirdak dokunun ¢evre kikirdak doku ile entegresyonunda artis oldugu

goriilmiistiir (Sekil 3.1). Istatistiksel

analizler

sonucunda conditioned medium

38




grubunda (Grup 3) greft doku insizyon simirindaki kondrosit proliferasyonunda
kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla anlamli (p=0.008) bir artis oldugu, kok hiicre
grubunun (Grup 2) da kontrol grubuna (Grup 1) gore artmis oldugu ve istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu goriilmiistiir (p=0.01).Kulak kikirdagi insizyon
smirindaki kondrosit proliferasyonu conditioned medium grubunda (Grup 3) kontrol
grubuna (Grup 1) kiyasla anlamli derecede artmistir (p= 0.04). Kok hiicre grubunda
(Grup 2) da kontrol grubuna (Grup 1) oranla artis goriilmiis ve istatistiksel olarak
anlamli oldugu gosterilmistir (p=0.02). Greftin ¢evre kikirdak ile entegrasyonu
acisindan kiyaslandiginda, conditioned medium grubunda (Grup 3) kontrol grubuna
(Grup 1) kiyasla entegrasyonda istatistiksel olarak anlamli artig goriilmiistiir
(p=0.006). Kok hiicre grubunda (Grup 2) da kontrol grubuna (Grup 1) oranla artis
goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterilmistir (p=0.01) (Tablo 3.3).

Kontrol Grubu Kok Hiicre Grubu

& e

Hematoksilen-Eozin

Mason Trikrom

Sekil 3.1: A: Hematoksilen-Eozin boyamasi, B: Masson Trikrom boyamasi. Kontrol
(Grup 1), kok hiicre (Grup 2) ve conditioned medium (Grup 3) gruplarinin histolojik
olarak degerlendirilmesi (10X; insert: 4X)
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A GREFTDOKU iNSIZYON SINIRINDAKI B  KULAK KIKIRDAGI iNSIZYON C

KONDROSIT PROLIFERASYONU SINIRINDAKI KONDROSIT GREFTIN GEVRE KIKIRDAK ILE
PROLIFERASYONU ENTEGRASYONU
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Tablo 3.3: Kontrol (Grup 1), kok hiicre (Grup 2) ve conditioned medium (Grup 3)
gruplarinin greft doku insizyon smirindaki kondrosit proliferasyonu (A), kulak
kikirdag: insizyon smirindaki kondrosit proliferasyonu (B) ve greftin ¢evre kikirdak

ile entegrasyonu (C) acisindan istatistiksel olarak kiyaslanmasi. (****p<0.0001,

*+*p=0,0001 to 0.001, **p=0.001 to 0.01, *p=0.01 t0 0.05 )

3.3. Immiinohistokimyasal Degerlendirme Sonuglar

Hasar (Grup 1), kok hiicre (Grup 2) ve conditioned medium (Grup 3) gruplari
tip II kollajen ekspresyon seviyesi agisindan kiyaslandiginda tip II kollajen
ekspresyonunun conditioned medium (p=0.0002) ve kok hiicre grubunda (p=0.001)
hasar grubuna kiyasla anlamli derecede arttigr goriilmiistiir. Ayrica conditioned
medium grubundaki (Grup 3) tip II kollajen ekspresyonu kok hiicre grubuna (Grup 2)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p=0.003) (Sekil 3.2; Tablo
3.4).
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Kontrol Grubu Kok Hiicre Grubu Conditioned Medium Grubu
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Sekil 3.2: Kontrol (Grup 1), kok hiicre (Grup 2) ve conditioned medium (Grup 3)

grubunda tip II kollajen ekspresyon seviyelerinin immiinohistokimyasal analizleri

Tip Il Kollajen Ekspresyonu

580

3000+

20004

1000 -

Tablo 3.4: Kontrol (Grup 1), kok hiicre (Grup 2) ve conditioned medium (Grup 3)
gruplart arasinda tip II kollajen ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak

kiyaslanmasi (***p=0.001; **p=0.003; 666 p= 0.0002)
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3.4. Elektron Mikroskobik Degerlendirme Sonuclari

Ultrastriiktiirel diizeyde hasar grubunda kikirdak dokuda bulunan

kondrositlerin morfolojisinde anomali goriilmiistiir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Hasar grubunda morfolojisi bozulmus kondrosit

3.5. Istatistiksel Analiz Sonuclar1

Greft Doku insizyon Smirindaki Kondrosit Proliferasyonu,

Ranks

Gruplar N Mean Rank

Grup 1 6 5,33
Greft doku insizyon Grup 2 5 8,30
sinirindaki kondrosit 5 1325
proliferasyonu Grup 3 ’

Total 17
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Bu calismada,

gruplar greft doku insizyon sinirindaki kondrosit

proliferasyonuna gore karsilastirilmistir. Grup 1 igin greft doku insizyon sinirindaki

kondrosit proliferasyonu puan sira ortalamasi 5.33, grup 2 i¢in greft doku insizyon

smirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira ortalamasi 8.30 ve grup 3 igin greft

doku insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira oralamalar1 13,25’tir.

GREFT DOKU INSiZYON SINIRINDAKI KONDROSIT PROLIFERASYONU

Aritemetik Ortalama Standart Sapma
Grup1]1,83 0,408
Grup 212,6 1,517
Grup 33,83 0,408

Kruskal Wallis Test

Test Statistics®P

Greft dok
insizyon

sinirindaki
kondrosit
proliferasyonu

u

Df

Chi-Square

Asymp. Sig.

8,337
2
,015

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplar

Hastalarin greft doku insizyon smirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira

ortalamalarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmustiir.

(****p<0.0001, ***p=0.0001 to 0.001, **p=0.001 to 0.01, *p=0.01 to 0.05)
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Kulak Kikirdagi Insizyon Smirindaki Kondrosit Proliferasyonu;

Ranks
Gruplar Mean Rank
Grup 1 6 5,83
Kulak kikirdag: insizyon
ulak kikirdagi insizy Grup 2 5 8.60
smirindaki kondrosit
. Grup 3 6 12,50
proliferasyonu
Total 17

Bu c¢alismada, gruplar kulak kikirdagi insizyon sinirindaki kondrosit

proliferasyonuna gore Kkarsilastirilmistir. Grup 1 i¢in kulak kikirdagi insizyon

siirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira ortalamasi 5.83, Grup 2 igin kulak

kikirdag insizyon simirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira ortalamasi 8.60 ve

Grup 3 i¢in kulak kikirdagi insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira

oralamalar1 12,50dir.

KULAK KIKIRDAGI INSIZYON SINIRINDAKI KONDROSIT PROLIFERASYONU

Aritemetik Ortalama

Standart Sapma

Grup 1 2,33 0,816
Grup 2 2,8 1,304
Grup 3 3,67 0,516

(Kruskal Wallis Test)

Test Statistics®P

Kulak kikirdagt
insizyon
sinirindaki
kondrosit
proliferasyonu

Chi-Square 5,807
df 2
Asymp. Sig. ,045

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplar
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Hastalarin kulak kikirdag: insizyon sinirindaki kondrosit proliferasyonu puan sira
ortalamalarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmiistiir.

(****p<0.0001, ***p=0.0001 to 0.001, **p=0.001 to 0.01, *p=0.01 to 0.05).

Greftin Cevre Kikirdak ile Entegrasyonu;

Ranks

Gruplar N Mean Rank

Grup 1 6 5,42
Greftin gevre kikirdak ile Grup 2 5 8,10
entegrasyonu Grup 3 6 13,33

Total 17

Bu c¢aligmada, gruplar greftin g¢evre kikirdak ile entegrasyonuna gore
kargilastirtlmistir. Grup 1 icin greftin ¢evre kikirdak ile entegrasyonu puan sira
ortalamasi 5.42, Grup 2 ig¢in greftin ¢evre kikirdak ile entegrasyonu puan sira
ortalamasi 8.10 ve Grup 3 i¢in greftin ¢evre kikirdak ile entegrasyonu puan sira

oralamalar1 13,33’ tiir.

GREFTIN CEVRE KIKIRDAK ILE ENTEGRASYONU
Avritemetik Ortalama Standart Sapma
Grup 1 1,74 0,408
Grup 2 2,6 1,14
Grup 3 3,67 0,516

Kruskal Wallis Test

Test StatisticsaP

Greftin gevre
kikirdak ile
entegrasyonu
Chi-Square 8,367
Df 2
Asymp. Sig. ,015

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplar
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Hastalarin greftin ¢evre kikirdak ile entegrasyonu puan sira ortalamalarina gore

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistir. (****p<0.0001,
***p=0.0001 to 0.001, **p=0.001 to 0.01, *p=0.01 to 0.05)

Tip 2 Kollajen Miktart,
Ranks
Gruplar Mean Rank
Grup 1 5 3,00
Grup 2 5 8,00
Tip 2 kollajen miktar1
Grup 3 5 13,00
Total 15

Bu calismada, gruplar tip 2 kollajen miktarina gore karsilastirilmistir. Grup 1

icin tip 2 kollajen miktar1 sira ortalamasi 3, Grup 2 i¢in tip 2 kollajen miktar1 sira

ortalamasi 8 ve Grup 3 i¢in tip 2 kollajen miktari sira oralamalar1 13’tiir.

TiP 2 KOLLAJEN MIKTARI

Aritemetik Ortalama

Standart Sapma

Grup 1 799,2 93,593
Grup 2 1348,2 122,077
Grup 3 2570,4 323,12

Kruskal Wallis Test

Test Statistics®P

Tip 2 kollajen
miktari
Chi-Square 12,522
df 2
Asymp. Sig. ,002

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplar

Hastalarin tip 2 kollajen miktar1 sira ortalamalarina gore gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goérilmistir. (****p<0.0001, ***p=0.0001 to 0.001,

**p=0.001 to 0.01, *p=0.01 to 0.05)
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4. TARTISMA

Travma, yaniklar, cilt kanseri rezeksiyonu ve rekonstriiksiyon gerektiren
konjenital deformiteler, burun ve kulak kemigi defektlerini iceren yiiz defektleri
bircok kisiyi etkilemektedir. Kikirdak defektlerin yillik insidansinin 415.500 oldugu
gosterilmistir (Partridge and Julian 2008). Kikirdak defektleri igeren bu tiir
durumlarin estetik sorunlarin yani sira bazi1 durumlarda da yasami tehdit ettigi tahmin
edilmektedir (Amodeo 2007). Kikirdak deformitelerinin onarimi igin alloplastik
implantlar, allogreftler, otolog dokular kullanilmaktadir. Kikirdak gerektiren
rekonstriiksiyonlarda sentetik implantlarin yiiksek enfeksiyon oranlari, ekpozisyon
gibi sorunlar nedeniyle kullanimi sinirhidir. Allojenik kikirdak greftleri yiiksek
rezorpsiyon oranlart (>% 70) ve hastalik bulagsma riski nedeniyle problemler
olusturur (Tuan, Chen, and Klatt 2013). Otolog kikirdak greftleri bu seg¢enekler
arasinda halen altin standart olarak gosterilmektedir. Otolog kaynaklarin dondr saha
morbiditesi ve rezorbsiyona ugramasi giiniimiiz rekonstriikktif ve estetik cerrahi
alaninda ciddi bir problemdir. Kikirdak greft gerektiren durumlarin bu kadar fazla
olusu ve kikirdak greftlerindeki rezorbsiyon oraninin yiiksek olmasi greft
yerlestirildikten sonra ge¢ donemde istenmeyen sonuglara neden olmaktadir. Bu
calismada kikirdak greftlerin yasayabilmesi ve rezorbsiyon oraninin az olmasim
arastirmak icin mezenkimal kok hiicre ve conditioned mediumun etkisi

arastirilmastir.

Indiiklenmis pluripotent kdk (IPS) hiicrelerin kullanimi, insan embriyolarmnin
toplanmasiyla ilgili etik sorunlarin iistesinden gelinmistir. Tiimore doniisiim ve
immiin reddi ile ilgili sorunlar ise giiniimiizde bu hiicrelerde halen devam etmektedir
(Ben-David and Benvenisty 2011). Mezenkimal kok hiicrelerin kaynaklari arasinda,
kemik iligi, kemik dokusu, yag dokusu, amniyon sivisi, amniyon zari, gingiva,
endometriyum, menstriiel kan, periferik kan, plasenta ve fetal zarlar, tiikiiriik bezi,
stinnet derisi, subamniyotik-kord astar zari, sinoviyal sivi sayilabilir. Tim bu
kaynaklar mezenkimal kok hiicreler, kikirdak greft iyilesmesinde ¢ok Onemli
avantajlar sunabilir. Mezenkimal kok hiicreler, c¢esitli insan dokularindan elde
edilebilir. Ancak, kemik iligi ve yag dokusu en sik segilen donér alanlardir.

Kondrojenik diferansiasyon kapasitelerinin yiiksek olusu yani sira, mezenkimal kok
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hiicreler in vivo direkt terapdtik etkileri gostermektedirler. MSC enjeksiyonlart ile
cok sayida parakrin etki gosteren biyoaktif molekiil salinimi olur. Bu parakrin etki
antiapopitotik, immiin modiilasyon, antiskar ve kemoatraktan fonksiyonlar1 saglar
(Griffin, Ritter, and Mahon 2010). immiinomodiilasyon etki derecesi ¢evreye,
matriks ve ylizey cevresine yerel enflamatuar kosullara baglidir. Calismamizda
kikirdak greft yasayabilirligi arttirmak ve rezorbsiyonu onlemek i¢in mezenkimal
kok hiicreler New Zealand tavsan kulak kikirdaginda kullanilmistir. Se-Joon ve ark.
yaptiklar1 calismada New Zealand tiiri tavsan kulaginda kikirdak defekt
olusturulduktan sonra yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre enjekte ederek 30
giin sonra yeni kikirdak olusumu, tip 2 kollojen iiretimi ile ve masson trikrom
boyamasi ile gosterilmistir. Wei ve ark. calismasinda mezenkimal kok hiicrelerin
kartilaj yapimi1 ve rejenerasyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Khalilifar ve ark.
yaptiklar1 caligmada yeni kartilaj iiretiminde kulaktan elde edilen mezenkimal kok
hiicre, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre, yag doku kaynakli mezenkimal
kok hiicre karsilastirilmis ve hepsinde kikirdak iiretiminin arttirildigi gosterilmistir
(Khalilifar, Baghaban Eslaminejad et al. 2019). Cheng ve ark. mezenkimal kok
hiicrenin ~ kikirdak  olusumuna katkisini  hematoksilen eozin boyamasiyla
gostermislerdir. Bu ¢alismalardan yola ¢ikarak ¢alismamizda kikirdak greft modeli
olusturduktan sonra 2. Grubumuza mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu yapildi.
Kikirdak ¢aligmalarinda sik kullanilan ve yeni kikirdak olusumunu gosterdigi bilinen
hematoksilen eozin boyamalar1 ile degerlendirildi. Literatiire uygun sekilde kok

hiicre verilen grup kontrol grubundan daha anlamli bulundu.

(Calismamizda histolojik analizde masson trikrom ve hematoksilen eozin boyasi
ile boyanan kikirdak greftlerin kondrosit aktivasyonu, migrasyonu ve ¢ogalmasi ile
yeni kikirdak olusumunun gosterilmesi amacglanmistir. Gruplar arasinda ozellikle
Mezenkimal kaynakli kok hiicre bulunduran 2. Grup ve conditioned mediumun
oldugu 3. Gruplarda boyamanin yogunlasmasi ekstraselliiler matris sentezinin bu
gruplarda arttigin1 gostermektedir. Benzer bigimde elastin fibrillerin kontrol grubuna

gore daha yogun boyandig1 goriilmiistiir.

Kok hiicreli gruplarda gozlenen hiyalin kikirdak yoniinde agirlikli diferansiasyon

kok hiicrelerin uyarict biyomolekiilleri (TGF- B3, askorbik asit, IL-10 vb...) yoluyla
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kondrojenik diferansiyasyonu saglamaktadir (Somoza et al. 2014). TGF-B3, kok
hiicre proliferasyonunda, diferansiasyon ve matriks iiretimi dahil olmak {izere
hiicresel aktivitenin bir¢ok yoniinii diizenleyen bir proteindir (Yun and Moon 2008).
Zhao ve ark. yaptiklar1 ¢alismada TGF-B3’tin conditioned medium grubunda da
arttig1 gosterilmistir (Zhao, Hwang et al. 2017). Bu nedenle MSC ve CM uyarici
proteinler i¢in bir depo gorevi goriir ve anti-inflamatuar etki olusturarak uygun bir

biyouyarici ortam yaratir, kondrogenezi saglar.

Literatiirde birgok c¢alisma gostermistir ki doku rejenerasyonunda
mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi ile bir ¢igir ac¢ilmistir. Bu hiicreler gerek
nakledildigi dokuda gerekli hiicrelere diferansiye olarak gerek ise ortama
salgiladiklari faktorler ile etki gostermektedirler (Chen, Sun et al. 2019). Ancak kok
hiicre kiiltiirii bagh basina zor ve karmasik bir siirectir. Tekrarlayan seanslar igin
tekrarlayan kiiltiir ve pasajlar gerektirmektedir. Kiiltlirlin enjeksiyon amaci ile bir
yerden bir yere tasinimi zordur ve soguk zincir gerektirmektedir. Hiicrelerin doku
reaksiyonu olusturma riski diisiik de olsa mevcuttur (lkehara 2013). Bu yan etki ve
zorluklarin asilmasi amaciyla bu trofik faktorlerin izolasyonu ve bir tedavi rejimi
olarak kullanimi giiniimiizde kok hiicre tedavilerine Oncii rol oynamaktadir.
Literatiirde trofik faktdrlerin yara iyilesmesinde, nérodejeneratif hastaliklarda faydali
olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (Kim, Choi et al. 2013). K&k hiicrelerin kiiltiire
edildikleri ortama eksozom, sekretom ve mikrovezikiiler salgi yaptigi bilinmektedir
(Bhang, Lee et al. 2014). Kiiltiir esnasinda trofik faktorlerden zengin olan bu ortama

“Conditioned medium (CM)” ad1 verilmektedir.

Bu etkinin incelenmesi ve yapilacak caligmalar ile kok hiicre tedavilerinin
yerini bu parakrin salgilarin alabilecegi konusunda Ongoriiler mevcuttur (Lam,
Reuveny et al. 2020). Bu sebeple MSC’lerin salgilarindan olusan Conditioned
Medium deney grubu 3 olarak secilmistir. Conditioned Mediumun klasik kok hiicre
tedavilerine istiinliikleri bulunmaktadir. Tedavi planindan daha 6nce {iretilebilir,
dondurulup-kurutularak uzun siire saklanabilir, bir yerden bir yere taginmasi daha
kolaydir (Fukuoka, Suga et al. 2012). Hiicresel icerik olmadigindan alic1 ile donor
arasinda immiinolojik uyuma gerek yoktur (Kim, Choi et al. 2013). Caligmamizda

literatiirler ile benzer sekilde CM’nin avantaj olarak goriilen bu &zelliginin test
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edilebilmesi i¢in P6 pasajindan elde edilen Conditioning Medium -20 °C’de

dondurularak saklanmis ve uygulama giinii ¢ozdiiriilerek kullanilmustir.

Calismamizda CM grubu ile MSC grubunun sonuglar1 benzer sekilde diger
kontrol grubuna gore belirgin diizeyde listlin olarak saptanmistir. Literatiirde Aryan
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 2. Derece derin yaniklarin tedavisinde kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerden elde edilen Conditioned Medium kullanilmis ve bu grupta
yara iyilesmesi daha iyi olarak bulunmustur (Aryan, Bayat et al. 2018). Literatiir ile
uyumlu olarak CM grubu mikroskopik parametrelerde; MSC grubu ve kontrol
grubundan en yiiksek skorlar1 alan grup ve istatistiksel olarak kikirdak greft
tyilesmesinde en iyi sonu¢ alinmistir. Sun ve ark. yaptiklar1 ¢caligmada MSC kaynakli
kok hiicrelerden elde edilen Conditioned Medium akut yara iyilesmesinde galisilmis
ve minimal ya da skarsiz yara iyilesmesi sagladigi gozlenmistir (Sun, Zhang et al.
2019).

Se-Joon ve ark. yaptiklari ¢alismada tavsan kulak kikirdak defektlerinde
adipoz kaynakli kok hiicre ve besi yeri olan sekretomlarini kiyaslamiglardir. Kok
hiicrenin kulak kikirdaginda rejeneratif artiga neden oldugu; IGF-1, TGF-B1 ve tip 2
kollojen seviyelerini  besi yeri olan sekrotom grubuna karsi anlamli sekilde
arttirdigin1 gostermislerdir (Oh, Choi et al. 2020). Bizim ¢alismamizda kok hiicre
grubu kikirdak tiretimi anlamli ¢ikmasina ragmen conditioned medium grubu kok

hiicre grubundan da anlamli sonuglanmastir.

Caligmamizda literatiir ile uyumlu olarak MSC grubunda yeni kikirdak
olusumunu gosteren tip 2 kollojen boyasiyla yapilan immiinhistokimyasal inceleme
skorlar1 kontrol grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur. CM grubunda ise tip 2
kollojen {iiretimi hem MSC grubundan hemde kontrol grubundan daha iyi

sonuglanmistir.

CM grubunda kondrositlerin kiimelesmesinin ve yeni kikirdak olusumu i¢in
organizasyonunun anlamli sekilde fazla oldugu gosterildi. Bu etki istatistiksel olarak
kok hiicre ve kontrol grubuna goére anlamli olarak gosterildi. Mezenkimal kok
hiicrelerin; Vaskiiler Endotelyal Growth Factor (VEGF), Platelet Derivated Growth
Factor (PDGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) ve anjiyopoietin-1

salgilayarak dokuda anjiyogenezi, perisitlerin gdciinii, kondrosit proliferasyonunu ve
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yara iyilesmesini hizlandirdig1 bilinmektedir (Sadat, Gehmert et al. 2007). Bu
faktorlerin CM da yogun olarak bulundugunu ve dokulardaki vaskiilarizasyonun
arttirdigin1 belirten ¢alismalar mevcuttur (Park, Kim et al. 2010). Zhao ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada CM’nin fare kulaginda kikirdak olusum modelinde; TGF-B3
artis1 yaparak kikirdak olusumunu arttirdigi saptanmistir (Zhao et al. 2016).
Calismamizin sonuglarinda benzer sekilde CM grubunda kikirdak greft iyilesmesinde
en iyi grup olarak saptanmis ve kikirdak greft iyilesmesinde ve rezorbsiyonu

azaltmada CM tedavisinin etkili oldugu sonucuna ulagilmistir.

CM igerisinde bulunan biiylime faktorleri sayesinde kondrositleri
tetikledigi ve ortamda bulunan hiicreleri aktive ederek kikirdak iiretimini arttirdigi
diistiniilmektedir. Kikirdak tiretiminde ilk etapta ortamda yiiksek miktarda tip 2
kollojen bulunmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerde diferansiyasyon hangi yone
gidecegi tam olarak bilinmedigi i¢in CM’da ortamda kondrojenik yolagi aktive
etmesi kok hiicreye karsi biiyiik bir avantaj olarak goriilmektedir. Igerisinde kok
hiicre bulunmadan sadece CM verilen 3. Grupta kondrojenik yolagin aktive oldugu,
yeni kondrositlerin olustugu, tip 2 kollojenden zengin ekstraselliiler matriks
meydana geldigi goriildii. Kikirdak greft rezorbisyonunu engellemede ve yeni
kikirdak tiretimine katki saglama agisindan CM klinik pratikte herhangi bir tlimdral
etkisi olmadan ve herhangi bir immiin reaksiyon olustirmadan giivenle

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Kikirdak  greftleri  rekonstriiktif ve  estetik cerrahide  siklikla
kullanilmaktadir. Greftlerin yasayabilirligi ve rezorbsiyona ugramasi en sik
problemdir. Calismamizda kikirdak greft yasayabilirligini arttirmasi igin literatiirde
etkinligi birgcok kez kanitlanmis olan mezenkimal kok hiicre kullanilmistir.
Mezenkimal kok  hiicrelerin  kikirdak greft yasayabilirligi arttirdigi  bizim
calismamizda da gosterilmistir. Ancak son yillarda kok hiicrelerin hangi yone
diferansiye olacagi, tiimoral olusuma neden olmasi ve immiin reaksiyona neden
olduklar1 i¢in kullanimi kisithdir. Ayrica kok hiicrelerin donor alan gerektirmesi,
elde edilmesinde ki zorluklar ve saklanma kosullari nedeniyle klinikte rutin
kullanim1 kisithdir. Conditioned mediumun igerdigi biiyiime faktorleri, eksozomlar
ve uyarict mediatorler sayesinde yeni kikirdak olusumu ve kikirdak greft
yasayabilirligini arttirdign gosterilmistir. Immiin reaksiyona neden olmamasi ile

giivenle kullanilabilecegini diistinmekteyiz.
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T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

MEZENKIMAL KOK HUCRE VE CONDITiONED MEDIiUM’UN
KIKIRDAK GREFT YASAYABILIRLIGINE ETKIiSi

“Dr. Abdullah UNLU”
Tez damisman: Dr.Ogr.Gor. Mustafa SUTCU
Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali

TIPTA UZMANLIK TEZI / Konya, 2021

Travma, tiimor rezeksiyonlari, konjenital anomali onarimi ve estetik
cerrahide sik kullanilmasindan dolayr kikirdak greftlerinin popiilerligi giderek
artmaktadir. Viicudumuzda kikirdak grefti i¢in donor alanlar sinirhdir. Kikirdagin
beslenmesi cilt ve kemik dokunun aksine difiizyon ile saglamaktadir. Bu da kikirdak
greftinin yasayabilirligini azaltmaktadir. Greft sonrast ge¢ donemde kikirdak
greftinin boyutunda azalma, seklinin degigsmesi ve rezorbe olmasi problemlerin
basinda gelmektedir. Bu ¢alismanin amaci mezenkimal kok hiicre ve onun besi yeri

olan conditioned mediumun kikirdak greft yasayabilirligine etkisini arastirmaktir.

Kikirdak greft hayvan modeli i¢gin New Zealand tipi tavsanlarin kulak
kikirdagr kullanildi. 21 adet tavsan randomize sekilde 3 grubu ayrildi. Kulak
kikirdaginda 10x10mm otojen kikirdak greft olusturuldu. Grup 1 kontrol grubu
olarak secildi. Grup 2 kikirdak greftlemesi sonrasinda adipoz kdkenli mezenkimal
kok hiicre enjekte edildi. Grup 3 kikirdak grefti sonrasinda conditioned medium
enjekte edildi. Tiim tavsanlar 120 giin takip edildi. Kikirdak greftleri etrafinda 5 mm
saglam kikirdak igerek sekilde eksize edildi. Kikirdak greftleri histolojik

degerlendirme icin hematoksilen eozin ve masson trikrom boyama ile
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degerlendirildi. Immiinohistokimyasal degerlendirme icin tip 2 kollajen boyamas:

yapildi. Elektron mikroskobunda kikirdak iiretimi incelendi.

Histolojik degerlendirme sonrasinda CM enjekte edilen grup 3’te kondroblast
olusumu, migrasyonu ve yeni kikirdak olusumu grup 1 ve grup 2’ye gore daha
yiiksek saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kok hiicre enjekte
edilen grup 2’de kontrol grubuna goére kondroblast olusumu, migrasyonu ve yeni
kikirdak olusumu yiiksek olarak belirlenmistir ve istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Immiinohistokimyasal boyama sonrasinda tip 2 kollajen miktar1 CM
enjekte edilen grup 3’te grup 1 ve grup 2’ye gore daha fazla goriilmiistiir. Istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Kok hiicre enjekte edilen grup 2’de kontrol grubu (grup
1) gore tip 2 kollajen miktar1 fazla olarak belirlenmistir. Bu sonug istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.

Travma, yaniklar, cilt kanseri rezeksiyonu ve rekonstriiksiyon gerektiren
konjenital deformiteler, burun ve kulak kemigi defektlerini iceren yiiz defektleri
bircok kisiyi etkilemektedir. Kikirdak deformitelerinin onarimi i¢in alloplastik
implantlar, allogreftler, otolog dokular kullanilmaktadir. Kikirdak gerektiren
rekonstriiksiyonlarda sentetik implantlarin yiiksek enfeksiyon oranlari, ekpozisyon
gibi sorunlar nedeniyle kullanimi siirlidir. Allojenik kikirdak greftleri yiiksek
rezorpsiyon oranlart (>% 70) ve hastalik bulagsma riski nedeniyle problemler
olugturur (Tuan, Chen, and Klatt 2013). Otolog kikirdak greftleri bu secenekler
arasinda halen altin standart olarak gosterilmektedir. Otolog kaynaklarin donor saha
morbiditesi ve rezorbsiyona ugramasi giinlimiiz rekonstriiktif ve estetik cerrahi
alaninda ciddi bir problemdir. Kikirdak greft gerektiren durumlarin bu kadar fazla
olusu ve kikirdak greftlerindeki rezorbsiyon oranmmin yiiksek olmasi greft

yerlestirildikten sonra ge¢ donemde istenmeyen sonuglara neden olmaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler kendi kendilerini yenileyebilme, farkli dokulara
diferansiye olabilmesi ve immiinomodiilator 6zellikleri nedeniyle rejeneratif tipta
onemli bir yere sahiptir. Mezenkimal kok hiicreler enjekte edildikleri yerde osteosit,
adiposit ve kondrosite doniisebilme potansiyeline sahiptirler (Goldberg, Mitchell et
al. 2017). Bu multipotent hiicreler kemik iligi kaynakli olabilecegi gibi yag doku,
kan, disten de elde edilebilir. Yag dokudan elde edilen kok hiicre kemik iligi

kaynakli kok hiicreye gore daha kolay elde edilmesi ve donor alan problemleri
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nedeniyle glinliik pratikte daha sik tercih edilmektedir (Oh, Park et al. 2018). Tiim bu
kaynaklar mezenkimal kok hiicreler, kikirdak greft iyilesmesinde c¢ok Onemli
avantajlar sunabilir. Kondrojenik diferansiasyon kapasitelerinin yiiksek olusu yani
sira, mezenkimal kok hiicreler in vivo direkt terapotik etkileri gdstermektedirler.
MSC enjeksiyonlart ile ¢ok sayida parakrin etki gosteren biyoaktif molekiil salinimi
olur. Bu parakrin etki antiapopitotik, immiin modiilasyon, antiskar ve kemoatraktan
fonksiyonlar1 saglar (Griffin, Ritter, and Mahon 2010). immiinomodiilasyon etki
derecesi cevreye, matriks ve ylizey cevresine yerel enflamatuar kosullara baghdir.
Wei ve ark. calismasinda mezenkimal kok hiicrelerin kartilaj yapimi ve
rejenerasyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Khalilifar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
yeni kartilaj iiretiminde kulaktan elde edilen mezenkimal kok hiicre, kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicre, yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
karsilastirilmis ve hepsinde kikirdak iiretiminin arttirildigi gosterilmistir (Khalilifar,
Baghaban Eslaminejad et al. 2019). Literatiire uygun sekilde kok hiicre verilen grup
kontrol grubundan daha anlamli bulundu. K6k hiicrelerin kullanimi tiimére dontistim
ve immiin reddi ile ilgili sorunlar giinimiizde halen devam etmektedir (Ben-David

and Benvenisty 2011).

CM igerisinde bulunan biliylime faktorleri sayesinde kondrositleri
tetikledigi ve ortamda bulunan hiicreleri aktive ederek kikirdak {iretimini arttirdigt
diistiniilmektedir. Kikirdak tiretiminde ilk etapta ortamda yiiksek miktarda tip 2
kollojen bulunmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerde diferansiyasyon hangi yone
gidecegi tam olarak bilinmedigi i¢in CM’da ortamda kondrojenik yolagi aktive
etmesi kok hiicreye kars1 bilyiik bir avantaj olarak goriilmektedir. Icerisinde kok
hiicre bulunmadan sadece CM verilen 3. Grupta kondrojenik yolagin aktive oldugu,
yeni kondrositlerin olustugu, tip 2 kollojenden zengin ekstraselliiler matriks
meydana geldigi goriildi. Kikirdak greft rezorbisyonunu engellemede ve yeni
kikirdak iiretimine katki saglama agisindan CM klinik pratikte herhangi bir tiimoral
etkisi olmadan ve herhangi bir immiin reaksiyon olustirmadan, doénor alan

gerektirmemesi ile giivenle kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Conditioned Medium, Kok Hiicre, Kikirdak Greft
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8. SUMMARY

The Effect Of Mesenchymal Stem Cell And Conditioned Medium On Cartilage
Graft Viability

The popularity of cartilage grafts is increasing due to their frequent use in
trauma, tumor resections, congenital anomaly repair and aesthetic surgery. In our
body, the donor areas for cartilage grafting are limited. The nutrition of the cartilage
is provided by diffusion, unlike the skin and bone tissue so that reduces the viability
of the cartilage graft. after the graft has healed, reduction in the size, change in shape
and resorption of the cartilage graft are among the leading problems. The aim of this
study is to investigate the effect of mesenchymal stem cell and conditioned medium,

on cartilage graft viability.

Ear cartilage of New Zealand type rabbits was used for the cartilage graft
animal model. 21 rabbits were randomly divided into 3 groups. 10x10mm
autogenous cartilage graft was created in the ear cartilage. Group 1 was chosen as the
control group. group 2 is after cartilage grafting, adipose-derived mesenchymal stem
cells were injected. group 3 is after cartilage grafting, conditioned medium was
injected. All rabbits were followed for 120 days. The cartilage grafts were excised
with 5 mm of intact cartilage around them. Cartilage grafts were evaluated with
hematoxylin eosin and Masson trichrome staining for histological evaluation. Type 2
collagen staining was performed for immunohistochemical evaluation. Cartilage

production was examined under the electron microscope.

After histological evaluation, chondroblast formation, migration and new
cartilage formation were found to be higher in group 3, which was injected with CM,
compared to group 1 and group 2, and it was found to be statistically significant.
Chondroblast formation, migration and new cartilage formation were found to be
higher in stem cell injected group 2 compared to the control group and were found to
be statistically significant. immunohistochemical staining, the amount of type 2
collagen was higher in group 3, which was injected with CM, compared to group 1

and group 2 and Statistically significant. The amount of type 2 collagen was
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determined to be higher in stem cell injected group 2 compared to the control group
(group 1). This result was found to be statistically significant.

Trauma, burns, congenital deformities requiring skin cancer resection and
reconstruction, facial defects including nasal and ear cartilage defects affect many
people. Alloplastic implants, allografts, autologous tissues are used for the repair of
cartilage deformities. The use of synthetic implants in cartilage-requiring
reconstructions is limited due to problems such as high infection rates and exposure.
Allogeneic cartilage grafts problems due to their high resorption rate (>70%) and risk
of disease transmission. Autologous cartilage grafts are still shown as the gold
standard among these options. Donor site morbidity and resorption of autologous
graft is a serious problem in today's reconstructive and aesthetic surgery field. The
higher of conditions requiring cartilage grafts and the high rate of resorption in
cartilage grafts cause undesirable results in the late period after graft.

Mesenchymal stem cells have an important place in regenerative medicine
due to their self-renewal, differentiation into different tissues and
immunomodulatory properties. Mesenchymal stem cells have the potential to
transform into osteocytes, adipocyte and chondrocyte where they are injected. These
multipotent cells can be derived from bone marrow as well as from adipose tissue,
blood, and teeth. Stem cells obtained from adipose tissue are preferred more
frequently in daily practice due to their easier obtaining and donor area problems
compared to bone marrow-derived stem cells. All these resources mesenchymal stem
cells can offer very important advantages in cartilage graft healing. Besides their
high chondrogenic differentiation capacity, mesenchymal stem cells show direct
therapeutic effects in vivo. MSC injections, a large number of bioactive molecules
with paracrine effects are released. This paracrine effect provides antiapoptotic,
immune modulation, antiscar and chemoattractant functions. The degree of
immunomodulation effect depends on the environment, matrix and surface
environment, local inflammatory conditions. Wei et al. In this study, it was shown
that mesenchymal stem cells are effective in cartilage formation and regeneration.
Khalilifar et al. In their study, mesenchymal stem cells obtained from the ear,

mesenchymal stem cells derived from bone marrow, mesenchymal stem cells derived

62



from adipose tissue were compared in the production of new cartilage and it was
shown that cartilage production was increased in all of them. In accordance with the
literature, the group given stem cells was found to be more significant than the
control group. Problems related to the use of stem cells, tumor transformation and

immune rejection still continue today.

It is thought that the growth factors in the conditioned medium activated
chondrocytes and increase the cartilage production by activating the cells in the
environment. In the production of cartilage, there is a high amount of type 2 collagen
in the environment firstly. Since it is not known exactly in which direction the
differentiation will take in mesenchymal stem cells, activating the chondrogenic
pathway in the medium in CM is seen as a great advantage against stem cells. It was
observed that the chondrogenic pathway was activated, new chondrocytes were
formed, and an extracellular matrix rich in type 2 collagen was formed in the 3rd
group, in which only CM was given without stem cells. In terms of preventing
cartilage graft resorption and contributing to the production of new cartilage, we
think that CM can be used safely in clinical practice without any tumoral effects and

without causing any immune reaction, as it does not require a donor area.

Keywords: Conditioned Medium, Stem cell, Cartilage Graft
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