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OZET

TAVUK STERNAL KIKIRDAK KSENOGREFTLERININ TAVSAN MODELINDE
HiSTOPATOLOJIK BiYOUYUMLULUK ANALIZi

Dr. Miyase ORHAN, UZMANLIK TEZI, KONYA, 2025

Amag: Bu calismada, deselliilarizasyon ve sterilizasyon islemlerine tabi tutulan tavuk
sternal kikirdaginm, aurikiiler otolog kikirdak greftleriyle histopatolojik diizeyde
karsilagtirilmast ve bu materyalin biyouyumluluk 6zellikleri ile tasiyict skafold
potansiyelinin deneysel hayvan modeli {izerinde degerlendirilmesi amaglanmistir.

Yontem: Calismada 12 adet beyaz Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Ksenogreftler,
kesimhaneden temin edilen tavuklardan elde edilerek %2 sodyum dodesil silfat iceren
deselliilarizasyon protokoliinden gecirildi ve etilen oksit ile sterilize edildi. Her tavsana 4
otogreft ve 4 ksenogreft implante edildi. Greftler 1. hafta, 1, 3 ve 4. ayda ¢ikarild.
Histopatolojik analizler Hematoksilen-Eozin, Alcian Blue, Masson Trichrome, Toluidin
Blue ve Glial Fibriler Asidik Protein immiinohistokimyasal boyalar1 ile gergeklestirildi.
Kondrosit niikleus kaybi, periferik kondrosit proliferasyonu, vaskilarizasyon, inflamasyon,
fragmentasyon, dev hiicre olusumu, kemik metaplazi, kalsifikasyon, fibrozis, rezorpsiyon,
glikozaminoglikan miktari, kollajen dlzeyi, metakromazi ve rejenerasyon kapasitesi
parametreleri degerlendirildi.

Bulgular: Makroskopik olarak, yalnizca bir denege ait 1. ve 3. ay greftleri haric tim greftler
eksplantasyon sirasinda yerinde gozlendi. Otogreft ve ksenogreft gruplar karsilastirildiginda,
kondrosit niikleus kaybi, inflamasyon, greft rezorbsiyonu, GAG miktar1 korunumu ve dev
hiicre varlig1 gibi histopatolojik parametre agisindan otogreft lehine anlamli farklar saptandi
(p<0,05). Buna karsilik, kemik metaplazi, kalsifikasyon ve matriks kolajen igerigi tiim
zaman noktalarinda her iki greft tiirlinde benzer diizeydeydi (p>0,05). Zamana baglh
analizlerde; kondrosit niikleus kaybi, inflamasyon, dev hiicre olusumu, greft rezorbsiyonu
ve GAG miktar1 gibi parametrelerde anlamli degisiklikler izlendi ve bu degisimlerde greft
tipinin de belirgin etkisi oldugu tespit edildi (p<0,001). Ancak matriks kolajen icerigi ile
rejenerasyon kapasitesi dort aylik takip boyunca stabildi ve greft tipine bagli anlamli bir fark
goOstermedi (sirasiyla p=0,204, p=0,936).

Sonug: Bu calisma, deselliilarize edilmis tavuk sternal kikirdagmin otogreft aurikiiler
kikirdakla histopatolojik diizeyde karsilastirildig literatiirdeki ilk deneysel hayvan modelini
sunmaktadir. Elde edilen bulgular, otogreftlerin biyolojik stabilite agisindan iistiin oldugunu
gostermistir. Ancak tavuk sternal kikirdagi, sekillendirilebilir yapisi, morfolojik uygunlugu,
biyogiivenligi ve tastyict skafold potansiyeliyle klinik uygulamalar i¢in umut vadeden bir
ksenogreft alternatifi olarak One ¢ikmaktadir. Bu materyalin, morfolojik stabilitesi ve
sekillendirilebilir yapis1 sayesinde, biyomiihendislik temelli modifikasyonlarla nazal cerrahi
ve rekonstriiktif prosediirlerde klinik olarak uygulanabilir bir skafold aday1 olabilecegi
ongorulmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyouyumluluk, Kikirdak, Ksenogreft, Skafold, Deneysel Model
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ABSTRACT

HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS OF BIOCOMPATIBILITY OF CHICKEN
STERNAL CARTILAGE XENOGRAFTS IN A RABBIT MODEL

Dr. Miyase ORHAN, SPECIALIZATION THESIS, KONYA, 2025

Objective: This study aimed to histopathologically compare decellularized and sterilized
chicken sternal cartilage with autologous auricular cartilage grafts and to evaluate the
biocompatibility properties and scaffold potential of this material in an experimental animal
model.

Methods: Twelve white New Zealand rabbits were used in the study. Xenografts were
obtained from chickens sourced from a slaughterhouse, subjected to a decellularization
protocol using 2% sodium dodecyl sulfate, and sterilized with ethylene oxide. Each rabbit
received four autografts and four xenografts. Grafts were explanted at 1 week, and at 1, 3,
and 4 months. Histopathological analyses were performed using Hematoxylin-Eosin, Alcian
Blue, Masson Trichrome, Toluidine Blue, and Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)
immunohistochemical stains. The evaluated parameters included chondrocyte nuclear loss,
peripheral chondrocyte proliferation, vascularization, inflammation, fragmentation, giant
cell formation, bone metaplasia, calcification, fibrosis, resorption, glycosaminoglycan
(GAG) content, collagen level, metachromasia, and regenerative capacity.

Results: Macroscopically, all grafts were observed in place at the time of explantation,
except for the 1st and 3rd-month grafts in a single subject. When comparing the autograft
and xenograft groups, statistically significant differences favoring autografts were found in
terms of chondrocyte nuclear loss, inflammation, graft resorption, preservation of GAG
content, and presence of giant cells (p<0.05). In contrast, bone metaplasia, calcification, and
matrix collagen content were similar between the two graft types across all time points
(p>0.05). Time-dependent analyses revealed significant changes in parameters such as
chondrocyte nuclear loss, inflammation, giant cell formation, graft resorption, and GAG
content, with the graft type having a prominent effect on these changes (p<0.001). However,
matrix collagen content and regenerative capacity remained stable over the four-month
follow-up and showed no significant difference based on graft type (p=0.204 and p=0.936,
respectively).

Conclusion: This study presents the first experimental animal model in the literature
comparing decellularized chicken sternal cartilage with autologous auricular cartilage at the
histopathological level. The findings demonstrated that autografts were superior in terms of
biological stability. However, chicken sternal cartilage stands out as a promising xenograft
alternative for clinical use due to its moldable structure, morphological suitability, biosafety,
and scaffold potential. With its morphological stability and malleable structure, this material
may serve as a clinically applicable scaffold candidate in nasal and reconstructive surgical
procedures, particularly when modified through bioengineering approaches.

Keywords: Biocompatibility, Cartilage, Xenograft, Scaffold, Experimental Model
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1. GIRIS VE AMAC
Kikirdak dokusu, mekanik yiik tastyan bolgelerde yapisal biitlinliigii saglayan, ancak diistik

vaskiilarizasyonu ve sinirlt rejenerasyon kapasitesi nedeniyle hasarlandiginda spontan
iyilesmesi oldukg¢a giic olan bir konnektif doku tiiridiir (1,2). Avaskiiler dogasi, besin
diflizyonunun kisithiligryla birlikte doku iyilesmesini olumsuz etkiler. Kikirdak defektlerinin
onarimi amaciyla klinik uygulamalarda otogreft, allogreft ve ksenogreft gibi cesitli greft
secenekleri kullanilmaktadir. Otogreftler, immiinolojik agidan yiiksek biyouyumluluklariyla
one ¢ikarken, smirli dondr sahasi ve ek cerrahi gereksinim nedeniyle bazi dezavantajlar
tagimaktadir (3). Allogreftler ise temin kolayligina karsin immiin reaksiyon riski ve yiiksek

maliyet gibi sinirlayici faktorlere sahiptir (4).

Kikirdak greftlerinin uzun donem basarisi, greftin konak dokuyla entegrasyonu, inflamasyon
diizeyi, doku rejenerasyonu, vaskiilarizasyon ve rezorpsiyon gibi biyolojik siireclerle
dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, greft materyallerinin zamanla gegirdigi histolojik
degisimlerin degerlendirilmesi, cerrahi uygulamalarda uygun greft se¢cimini ydonlendirmek
acisindan kritik dnemdedir (5). Ozellikle revizyon rinoplasti ve aurikula rekonstriiksiyonu
gibi kikirdak ihtiyacmin yiiksek oldugu durumlarda kullanilan greftlerin, uzun donemde
fonksiyonel ve estetik basariy: siirdlirebilmesi i¢in stabilite ve biyouyumluluk 6zellikleri

Onem arz etmektedir.

Son yillarda doku miihendisligi ve biyomalzeme biliminin gelismesiyle birlikte, alternatif
greft materyallerinin gelistirilmesi yOniinde Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu
kapsamda, biyomalzeme tabanl skafold sistemleri ve hiicre destekli yapilar {izerine yapilan
deneysel caligmalar, klinik uygulamalar agisindan umut verici sonuclar dogurmaktadir (6).
Ancak bu alanda, Ozellikle hayvan kaynakli ksenogreftlerin uzun dénem biyolojik
performansini inceleyen deneysel ¢alismalarin sayisi oldukca sinirhdir. Bu bilgi agigi,
deneysel ve klinik gecis siireclerini destekleyen kanita dayali verilerin eksikligine yol

acmaktadir.

Tavuk sternal kartilaji, gerek morfolojik yapist gerekse biyomekanik 6zellikleri agisindan
insan septal kikirdagina benzerlik gostermesi nedeniyle dikkat ¢gekmektedir. Literatiirde, bu
materyalin cerrahi egitim simiilasyonlarida kullanildig1 ve insan kikirdagina benzer sekilde
sekillendirilebildigi bildirilmistir (7). Tavuk kikirdagmin kolay temin edilebilir olmasi,
diisiik maliyeti ve belirli biyokimyasal islemlerle sterilize edilebilirligi, onu potansiyel bir

ksenogreft aday1 haline getirmektedir.



Bu caligmada, ksenogreft olarak kullanilan tavuk sternal kartilajinin belirli sterilizasyon ve
doku hazirlik islemlerinin ardindan, ayni bireyden elde edilen otolog aurikiiler kikirdak
grefti ile histopatolojik acidan karsilagtirilmasi amaglanmaktadir. Greftlerin zaman i¢inde
gecirdigi degisimler, kondrosit viabilitesi, inflamasyon diizeyi, GAG igerigi, kollajen
seviyesi ve doku entegrasyonu gibi parametreler lizerinden degerlendirilmistir. Calismanin
sonuglarinin, kikirdak doku miithendisligi ve alternatif greft arastirmalarina katki saglayarak,

gelecekteki klinik uygulamalara yonelik bilimsel temelleri giiclendirmesi hedeflenmektedir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kikirdak Doku

Kikirdak doku, eklem hareketlerini kolaylastiran, uzun kemiklerin gelisimine katki saglayan
ve mekanik destek sunan 6zellesmis bir bag dokusudur (8). Ekstraselliiler matriksi (ECM),
glikozaminoglikanlar (GAG), proteoglikanlar ve kollajen liflerinden zengindir (9-11).
ECM'nin sentezinden sorumlu baglica hiicreler kondrositler olup bu hiicrelerin 6nciisii olan

kondroblastlar, doku gelisimi ve yenilenmesinde rol alir (12).

Yapisal olarak, tip II kollajen lifleri ve proteoglikanlar dokuya rijidite ve elastikiyet
kazandirirken yiliksek su icerigi sayesinde sok absorpsiyonu saglar (13,14). Kikirdak,
mezenkimal kdkenli hiicrelerden farklilasir ve iki temel biiyiime mekanizmasi ile gelisim
gosterir: interstisyel biiyiime (kondrosit mitozu) ve apoziyonel biiyliime (perikondriumdan
yeni kondroblast olusumu) (9,11). Perikondrium, eklem kikirdagi disinda tiim kikirdak
tiirlerini ¢evreleyen yogun bag dokusudur; beslenmeyi destekler ve dokuya mekanik direng

kazandirir (9,15).
Kikirdak dokusu histolojik olarak ii¢ alt tipe ayrilir: hyalin, elastik ve fibroz kikirdak (16).

e Hyalin kikirdak en yaygin formdur; eklem yiizeyleri, burun, larenks, trakea, bronslar
ve epifiz plaklarinda bulunur. Embriyonik doénemde gecici iskelet yapilarini
olusturarak endokondral ossifikasyonun temelini olusturur (13). Mikroskopik olarak,
bazofilik boyanma gosterir; lakiin ¢evresindeki yogun proteoglikan i¢erigi nedeniyle
koyu boyanan alanlar teritoryal matriks, daha acik alanlar ise interteritoryal matriks

olarak adlandirilir (Sekil 1) (11).
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Sekil 1: Diistik biiyiitmede hyalin kikirdak kesiti. Kiiciik resim yiiksek biiyiitmede (H&E

kursun kalem ¢izimi)(11)

Elastik kikirdak, aurikula, dis kulak yolu, dstaki borusu, epiglot ve supraglottik

bolgelerde yer alir (9,17). Tip II kollajene ek olarak yogun elastik lif igerigi ile

tanimlanir (13). Kondrosit yogunlugu fazladir ancak ECM miktar1 gorece azdur.

Makroskopik olarak sar1 renkte goriiniir; Hematoksilen&Eozin ile eozinofilik,

Elastik Van Gieson ile siyah renkte boyanir (Sekil 2) (11).
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Sekil 2: Diisiik biiyiitmede elastik kikirdak kesiti. Kiiciik resim yiiksek
(H&E kursun kalem ¢izimi) (11)
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e Fibroz kikirdak, hyalin kikirdak ve yogun bag dokusunun birlesimi olup yiiksek
mekanik dayanim saglar. Intervertebral diskler, pubik simfiz gibi bolgelerde bulunur.

Kollajen lif yogunlugu belirgindir ve yap1 oldukga sikidir (13).

Kikirdak dokusu avaskiilerdir; beslenmesi diflizyon yoluyla gergeklesir ve bu nedenle
kendini yenileme kapasitesi olduk¢a sinirhidir (1). Hasar sonrasi rejenerasyon ¢ogunlukla
eksik olup, yerine bag dokusu formasyonu ile sonuglanabilir (13). Bu biyolojik 6zellikler,
kikirdak dokunun greft materyali olarak kullannmmda hem avantaj hem de sinirlayici

faktorler olusturmaktadir.

2.2. Kikirdak Greft Uygulamalar ve Biyouyumluluk

Kikirdak dokusu, vaskiilarize dokularin aksine sinirli rejenerasyon kapasitesine sahip
oldugundan, hasar sonrasi klasik yara iyilesme siireclerini etkin sekilde gerceklestiremez
(18,19). Bu ozellik, kikirdak defektlerinin kroniklesmesine ve cerrahi miidahale
gereksinimine yol acar (19). Kikirdak lezyonlarmin tedavisinde en yaygin kullanilan
yontemlerden biri, greft uygulamalaridir. Ideal bir greft materyalinin; biyouyumlu,
enfeksiyona direngli, mekanik olarak stabil, sekillendirilebilir ve uzun siireli doku

biitlinligiinii koruyabilir 6zellikte olmasi beklenir (5).
Kikirdak greftleri; otogreft, homogreft ve ksenogreft olmak {izere ii¢ ana gruba ayrilir.

e Otogreftler, aym1 bireyden elde edilen greftlerdir ve yiiksek biyouyumluluklari,
minimal immiin reaksiyon riskleri ile 6ne ¢ikarlar. Dondr saha morbiditesi, sinirli
miktarda doku temini ve cerrahi zorluklar gibi dezavantajlarina ragmen, giiniimiizde
en sik tercih edilen greft tiiriidiir (5,20). Ancak greftin ¢ikarilmasi, sekillendirilmesi
ve yerlestirilmesi; teknik uzmanlik ve cerrahi deneyim gerektirir (21).

e Homogreftler, ayni tiirden ancak farkli bireylerden elde edilen kikirdak dokulardir.
KBB pratiginde en sik kullanilan 6rneklerden biri 1sinlanmis kostal kikirdaktir. Bu
greftler, ozellikle rekonstriktif burun cerrahilerinde yapisal destek saglama
acisindan avantajlidir  (5,20). Bununla birlikte, rezorpsiyon oranlarindaki
ongoriilemezlik, enfeksiyon riski, deformasyon ve yiiksek maliyet gibi faktorler
nedeniyle siirlayicidir (5).

e Ksenogreftler, farkl tiirlerden elde edilen kikirdak dokularidir. Heterolog kaynakli
olmalar1 nedeniyle konak bagisiklik sistemi tarafindan tanmma riski tasirlar. Bu
durum, immiin yanitin tetiklenmesine ve greft reddine neden olabilir. Ancak,

kikirdak dokusunun immiinolojik antijenite acgisindan avantajli yonleri de
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bulunmaktadir: Major histo-uyumluluk antijenlerini sl diizeyde eksprese eden
ECM yapisi, antijen taninmasini azaltabilir. Ayrica kondrositler imminojenik
potansiyele sahip olsa da, yogun ECM organizasyonu nedeniyle makrofaj ve lenfosit

infiltrasyonu sinirlandirilabilir (22,23).

Bu baglamda, antijenik yapilarin kimyasal, enzimatik veya fiziksel yontemlerle azaltilmasi
sayesinde biyouyumluluk artirilabilir. Bu islem, ksenogreftlerin klinik uygulamalarda
kullanim potansiyelini genisletmektedir. Alternatif greft kaynaklarmn etkinligini artirmak
icin gelistirilen bu yaklasimlar, 6zellikle otogreftlerin yetersiz kaldig1 durumlarda 6nemli bir

¢6zim yolu sunabilir.

2.2.1. Biyouyumluluk
2.2.1.1. Deselliilerizasyon (Hiicresizlestirme)

Biyouyumluluk, bir materyalin konak organizma ile etkilesimi sonucunda zararl bir immiin
yanit olusturmadan hedeflenen dokuya entegre olabilme kapasitesini ifade eder. Doku
miihendisliginde biyouyumlu yapilarin olusturulabilmesi i¢in, greft materyalinin antijenite
Ozelliklerinden armdirilmas1  gereklidir. Bu amagla gelistirilen hiicresizlestirme
(deselliilerizasyon) yontemi, dokularin hiicresel ve genetik iceriklerinden armndirilarak,
yalnizca ECM’nin korunmasini ve bu matriksin yeniden hiicrelenmeye uygun bir biyolojik
skafold olarak islev gérmesini hedefler. Bu teknik; kalp, karaciger, akciger, bobrek, deri,
kornea, beyin ve yag dokusu dahil olmak iizere bir¢ok organ ve dokuda basariyla
uygulanmistir (10). Son yillarda, kikirdak doku miihendisligi kapsaminda da genis kullanim
alan1 bulmus; eklem (24), meniskiis (25,26), larenks (27), trakea (28-30) ve nazoseptal
kikirdak (31,32) gibi yapilarda etkili sonuglar elde edilmistir (33).

Hiicresizlestirme teknikleri {i¢ ana grupta toplanir:

o Kimyasal yontemler: Deterjanlar (SDS, Triton X-100), hipotonik/hipertonik

soliisyonlar
e Enzimatik yontemler: DNaz, RNaz gibi niikleik asitleri par¢alayan enzimler
o Fiziksel yontemler: Dondurma-¢6zme dongiileri, mekanik basing, sonikasyon

Uygulanacak yontem, dokunun kalinligi, hiicre yogunlugu ve hedef dokuya gore
uyarlanmalidir  (10). Ince dokular kisa siireli kimyasal islemlerle etkin sekilde

arindirilabilirken, kalin ve yogun yapilar daha uzun siirede ve kombine yontemlerle



islenmelidir. Ancak bu siirecte kullanilan kimyasal ajanlar, ECM’in dogal mimarisini ve
biyomekanik 6zelliklerini olumsuz etkileyebilir (34-36). Ozellikle tip II kollajen, elastin ve

proteoglikanlarin bozulmasi, skafoldun biyolojik islevini yitirmesine neden olabilir (37).

Etkin bir hiicresizlestirme protokoli, ECM'in yapisal biitlinliigiinii ve biyokimyasal
Ozelliklerini maksimum diizeyde korurken, hiicresel komponentlerin ve immiinojenik
materyalin tamamen elimine edilmesini saglamalidir. Yetersiz arindrma — inflamatuar
yanit; asir1 agresif islem — rejenerasyonun bozulmasi gibi sonuglara yol agabilir (35). Bu
nedenle, klinik ya da deneysel uygulamalarda kullanilacak doku iskelelerinin

hazirlanmasinda denge gdzeten hiicresizlestirme stratejileri biiylik onem tagimaktadir.

2.2.1.1.1. Kimyasal Yontemler

Kimyasal hiicresizlestirme yontemleri, hiicresel iceriklerin ve niikleik asit kalintilarinin
uzaklastirilmas1 amaciyla c¢esitli ajanlarmm kontrollii kullanimiyla gergeklestirilir. Bu
yontemler, Ozellikle dokunun kalnligina, hiicre yogunluguna ve hedeflenen kullanim

amacina gore secilerek uygulanir (10).

Asit ve alkali uygulamalari, hiicre membranlarinin ¢6ziinmesini saglayarak DNA ve RNA’y1
uzaklastirir. Asitler etkili dezenfeksiyon saglarken kolajen liflerini pargalayarak dokunun
mekanik biitiinliigiinii zayiflatabilir. Alkali ajanlar ise biiylime faktorlerinin yapisini bozarak

rejeneratif kapasiteyi diigiirebilir (34,38).

Alkol bazl1 ¢oziiciiler (metanol, etanol), lipitleri ¢ozerek hiicre zarmi destabilize eder ve
hiicrelerin ECM’den ayrilmasini kolaylastirir. Bu ajanlar, aktin iskeletini hedef alarak fokal
adezyonlarin ¢oziilmesini saglar (1). Ancak, yliksek konsantrasyonda ya da uzun siireli

uygulamalar ECM’nin sertlesmesine neden olabilir.

Ozmotik sok yontemleri, hiicre zarlarinin parcalanmasini saglamak igin hipotonik ve
hipertonik ¢dzeltilerin doniistimlii olarak uygulanmasi esasina dayanir. Hipotonik ¢ozeltiler
hiicreleri sigirerek lizise neden olurken, hipertonik ¢ézeltiler DNA-protein baglarini ¢6zerek
kalintilarin uzaklastirilmasini kolaylastirir. Ancak tek basma yeterli degildir ve genellikle

kimyasal/enzimatik iglemlerle kombine edilir (34,38).
Deterjanlar, kimyasal hiicresizlestirme protokollerinin temelini olusturur.

e Triton X-100: Iyonik olmayan bir deterjandir; ECM’yi nispeten korur ancak

hiicresel iceriklerin uzaklastirilmasinda sinirhidir (1).



e Sodyum dodesil siilfat (SDS): Giiclii bir anyonik deterjandir. Sitoplazmik
proteinleri ve niikleer materyali etkili bicimde uzaklastirir; 6zellikle kalin ve yogun
dokularda tercih edilir. Ancak dokuda kalint1 birakma riski nedeniyle sitotoksisiteye
yol acabilir ve bu nedenle yogun yikama protokolleriyle birlikte kullanilmalidir

(34,38).

Hiicresizlestirme ajanlarmin etkinligi doku tipine gére farklilik gdsterebilir. Ornegin, Xu ve
ark., aniiler fibrozis dokusunda SDS, Triton X-100 ve tripsin uygulamalarimi karsilastirmis;
SDS ve tripsinin ECM yapisin1 bozdugunu, Triton X-100’ln ise yapisal biitlinliigii en iyi
korudugunu gostermistir (39). Buna karsilik diger calismalarda SDS’nin; bdbrek,
temporomandibular eklem ve akciger dokularinda daha kapsamli bir hiicresel temizlik

sagladig1 rapor edilmistir (34,38).

Selatlayici ajanlar (EDTA, EGTA), hiicre-ECM etkilesiminde yer alan metal iyonlarmi
baglayarak hiicrelerin matriksten ayrilmasmi kolaylastirir. Ancak yiizeysel etki
gosterdiklerinden dolay1 genellikle enzimatik veya deterjan bazli protokollere yardime1 ajan

olarak kullanilirlar (10,34).

2.2.1.1.2. Enzimatik Yontemler

Enzimatik hiicresizlestirme yontemleri, hiicre iceriginin ve niikleik asit kalintilarinin
parcalanmasini saglamak amaciyla c¢esitli biyolojik katalizorlerin kontrollii sekilde
uygulanmasmi igerir. En sik kullanilan enzimler arasinda niikleazlar (DNAz, RNAz), tripsin,
kollajenaz, dispaz, lipaz ve termolizin yer alir. Niikleazlar, hiicre lizisi sonrasinda matrikste
kalan DNA ve RNA'y1 pargalayarak niikleik asit kalintilarin1 uzaklastirir. Endoniikleazlar,
DNA zincirini i¢ bolgelerden keserek kisa fragmanlara aywrir ve bu 6zelligi sayesinde

ekzoniikleazlara kiyasla daha etkili bir temizleme saglar (34).

Tripsin ve dispaz gibi proteolitik enzimler, hiicre zarmdaki proteinleri ve hiicre-matriks
baglantilarin1 parcalayarak hiicrelerin ECM’den ayrilmasini kolaylastirir. Kollajenaz ise
ECM’in yapisinda bulunan kollajen liflerine etki eder; bu nedenle dikkatli kullanilmasi

gerekir ¢linkii asir1 uygulama ECM yapisini bozabilir.

Enzimatik yontemler ¢ogunlukla tek basina yetersizdir. Ozellikle kalin, yogun veya yiiksek
hiicre icerikli dokularda etkinlikleri sinirhidir. Bu nedenle genellikle deterjanlarla (SDS,
Triton X-100) veya fiziksel yontemlerle kombinasyon halinde uygulanir. Literatiirde, enzim-

deterjan kombinasyonlar1 ile yapilan protokollerde DNA igeriginin %90’dan fazlasinin



temizlenebildigi bildirilmistir (1). Bu da enzimatik siireclerin, diger yontemlerle entegre

edildiginde hiicresizlestirme verimini belirgin sekilde artirdigini gostermektedir.

2.2.1.1.3. Fiziksel Yontemler

Fiziksel hiicresizlestirme yontemleri, dokulara mekanik veya termal etki uygulayarak hiicre
zarlarinin bozulmasmi ve igeriklerinin salinmasini hedefler. En yaygin kullanilan
yontemlerden biri olan donma-¢dziilme dongiisii, hiicre i¢i sivinin buz kristalleri haline
gelerek hiicre zarini par¢alamasima dayanir. Bu yontem, hiicresel igerigin uzaklastirilmasima
yardime1 olurken, ECM’nin makro yapisini bliyiik 6l¢iide koruyabilir. Ancak, tekrarlanan
donma-¢6ziilme islemleri, ECM’nin ultrastriiktiiriinde mikroskobik diizeyde bozulmalara
yol acabilir. Diger bir yontem olan yiliksek hidrostatik basing uygulamasi, hiicre zari
biitiinliigiinii kisa slirede bozarak hizli hiicresizlestirme saglar (34). Sonug olarak, fiziksel
yontemler genellikle destekleyici protokoller olarak kullanilmakta olup, ECM yapisinin

korunmasi istenen durumlarda tercih edilir.

2.2.1.2. Sterilizasyon

ECM bazli biyolojik iskelelerin sterilizasyonu, greftin giivenli transplantasyonu agisindan
deselliilarizasyon kadar kritik bir adimdir. Bu islem, potansiyel patojenleri ve endotoksinleri
elimine ederek, immiin yanit1 azaltmay1 ve enfeksiyon riskini ortadan kaldirmay1 hedefler

(34).

Literatiirde, gama 151n1 (GI), etilen oksit (EtO) ve siiperkritik karbondioksit (SC-CO:) gibi

sterilizasyon yontemleri yaygin olarak kullanilmastur.

e Gama 151 (GI), iyonlastirici radyasyon yoluyla DNA zincirlerini parcalayarak
mikroorganizmalarin replikasyonunu engeller (34,37). Ancak bu yontem, 15 kGy
altindaki dozlarda bile kollajen yapisin1 bozarak doku biitlinliigli ve mekanik
dayaniklilig1 olumsuz etkileyebilir (35). GI sterilizasyonu ilk kez 1961°de Dingman
ve Grabb tarafindan kikirdak homogreftlerinde kullanilmistir (40).

o Etilen oksit (EtO), DNA ve proteinlere alkil grubu ekleyerek mikroorganizmalarin
inaktivasyonunu saglar (37). EtO'nun sterilizasyon etkinligi yiiksek olmakla birlikte,
dokuda kalabilecek toksik yan iirlinlerin (etilen klorohidrin, etilen glikol)
uzaklastirilmasi i¢in ek islem gereklidir (41,42). Ayrica, doku morfolojisi iizerindeki
etkileri literatiirde tartismalidir (35). 1970’lerden itibaren EtO, NeuroSkeletal

Transplantation Laboratory tarafindan gelistirilerek yaygin hale getirilmistir (41).



1980 yilinda Prolo ve arkadaslari, EtO'nun bakteriler, mantarlar ve viriisler {izerinde

etkili oldugunu ve doku morfolojisini koruyabildigini gostermistir (41,42).

o Siiperkritik karbondioksit (SC-CO:), toksik kalint1 birakmayan, ¢evre dostu bir
sterilizasyon yontemidir. Ozellikle porcine dermal ECM modellerinde mekanik
ozellikleri biiylik oranda korudugu bildirilmistir. Bununla birlikte, farkli doku tipleri

iizerindeki uzun donem etkileri halen arastirilmaktadir (34,35).
2.3. KBB’de Kikirdak Greft Kullanim Alanlar ve Alternatif Materyaller

2.3.1. Rinoplasti ve Burun Rekonstriiksiyonu

Nazal rekonstriiksiyon, burun iskeletini olusturan kemik, kikirdak ve yumusak dokularin
birlikte degerlendirilmesini gerektiren karmasik bir cerrahi siirectir. Bu yapilari herhangi
birinde meydana gelen defektlerde, fonksiyonel ve estetik sonuglarin saglanabilmesi i¢in
yapisal onarimm miimkiinse primer cerrahi sirasinda gerceklestirilmesi Onerilmektedir.
Boylece hem burun agikliginin korunmasi hem de estetik hatlarin yeniden olusturulmasi

daha basarili bigimde saglanabilir (43).

Tarihsel olarak, rinoplastiye iliskin ilk girisimlerin M.O. 1000-800 yillar1 arasinda
Hindistan’da Sushruta tarafindan uygulandig: bilinmektedir. Deri flepleriyle yapilan burun
onarimlarina dair detayli tanimlar, modern burun cerrahisinin temelini olusturmustur (44).
Modern rinoplastinin onciisii olarak kabul edilen Jacques Joseph, 19. yiizyilin sonlarinda
otojen dokularm kullanimina onciiliik etmis ve kikirdak greftlerinin rinoplastideki yerini

bilimsel temellere dayandirarak belirginlestirmistir (45,46).

Kikirdak greftlerin se¢iminde ideal materyal; biyouyumlu, viicut tarafindan emilmeye
direncli, hacim ve sekil stabilitesi saglayabilen, kolay sekillendirilebilen ve uzun dénem
komplikasyonlara yol agmayan 6zellikler tasimalidir. Ancak bu kriterlerin tamamini ayni
anda saglayan tek bir greft materyali mevcut degildir. Bu nedenle her hastanin klinik
ozelliklerine, defektin biiyiikliigiine ve cerrahinin hedeflerine gore bireysellestirilmis bir

greft se¢imi yapilmasi en uygun yaklasimdir (47,48).

2.3.1.1. Otogreft

Otogreftler, immiin yanit olusturmamalar1 ve uzun dénemde doku biitlinliiglinii koruma
potansiyelleri nedeniyle rinoplasti ve burun rekonstriiksiyonunda en sik tercih edilen greft
tiirleridir. Nazal septum, aurikiiler konkal kikirdak ve kostal kikirdak, bu amagla kullanilan
baslica otolog kaynaklardir (49). Greftin hastanin kendi dokusundan elde edilmesi, biyolojik
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uyumu ve enfeksiyon riskinin diisiik olmas1 agisindan avantaj saglar. Bununla birlikte, donor
saha morbiditesi, sinirli doku hacmi ve cerrahi slirenin uzamasi gibi bazi1 dezavantajlar da

bulunmaktadir (3).

2.3.1.1.1. Nazal Septal Kikirdak

Nazal septum, hem fonksiyonel hava gecisini saglayan hem de burun yapisina destek sunan
anatomik bir yapidir. Embriyolojik gelisim sirasinda, noral krest kaynakli ektomesenkimal
hiicrelerden olusur. Posterior kismi1 zamanla kemiklesirken, anterior bolimii kikirdak
formunu korur. Yasla birlikte bu yapidaki kikirdak miktarinda azalma goriiliirken, erkeklerde

septal yiizey alaninin kadinlara kiyasla daha biiyiik oldugu saptanmistir (50).

Septal kikirdak, diiz yapisi, kolay sekillendirilebilmesi ve warping (sekil bozulmasi)
egiliminin diisiik olmas1 nedeniyle cerrahlar tarafindan siklikla tercih edilir. Ayn1 zamanda
burun i¢inden rahatlikla ulasilabilmesi, ek bir cilt kesisi gerektirmemesi sayesinde cerrahi
stireci basitlestirir (4,49). Ancak en bliyiik dezavantaji, sinirli hacimde elde edilebilmesidir.
Ozellikle burun yapismim yapisal biitiinliigiinii korumak adma septumun dorsal ve kaudal
kisimlarinda “L” seklinde en az 1 cm genisliginde destek birakilmasi gerektiginden,

kullanilabilir kikirdak miktar1 kisithidir (5,51).

Revizyon rinoplasti gibi daha genis hacimli greft gereksinimi olan ya da daha 6nce cerrahi
gecirilmis hastalarda septal kikirdagin yeterli olmamasi durumunda, aurikiiler veya kostal
kaynaklara yonelinir. Ayrica septal perforasyon, travma veya intranazal madde kullanimi
gibi durumlarda bu bolgeden greft elde edilmesi miimkiin olmayabilir (4). Literatiirde septal
kikirdakla ilgili rezorpsiyon oranlar1 %12 ile %50 arasinda bildirilmektedir. Ancak bu
rezorpsiyon genellikle fibr6z doku ile yer degistirerek belirgin bir estetik veya fonksiyonel

probleme neden olmadan siireci tolere edilebilir kilar (49).

2.3.1.1.2. Aurikiiler Konkal Kikirdak

Aurikiiler kikirdak, cymba concha ve cavum concha boélgelerinden elde edilir. Bu
bdlgelerden hasat sirasinda, 6zellikle dis kulak yapisinin estetik biitiinliiglinii korumak adina
antiheliks gibi destekleyici yapilarin zarar gormemesi 6nemlidir (5). Bu greft tipi, elastik ve
kavisli yapistyla burun sirt1 gibi diiz ylizeylerde kullanim agisindan sinirli olsa da, 6zellikle
burun ucu sekillendirmelerinde ve lateral kikirdaklarin desteklenmesinde uygun bir
secenektir (47). Ayrica dinamik bolgelerde ihtiyag duyulan esneklik gereksinimini
karsilayabilme avantajma sahiptir. Diiz olmayan yapis1 nedeniyle sekillendirilmesi zor

olabilir ve miktar olarak smirli hacim sunar. Ancak daha rijit greft materyalleriyle kombine
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kullanildiginda rekonstriiksiyonun stabilitesini artirabilir. Dolayisiyla konkal kikirdak,
uygun hasta secimiyle estetik ve fonksiyonel fayda saglayabilecek degerli bir otogreft
kaynagidir (48,49).

2.3.1.1.3. Kostal Kikirdak

Kostal kikirdak, 6zellikle ileri derecede deformitesi olan vakalarda veya sekonder/tersiyer
rinoplastilerde siklikla tercih edilir. Genis hacimli kikirdak gereksiniminde ideal bir kaynak
olarak kabul edilir (48,52). En sik tercih edilen donor bdlge 7. kostadir; bunun disinda 5. ila
11. kaburgalar da greft elde etmek i¢in uygundur (47).

Tarihte ilk kez 1900 yilinda Von Mangoldt tarafindan sifilitik burun deformitelerinde 7.
kaburga kikirdag: greft olarak kullanilmistir (53,54). Daha sonra 1982°de Furlan, 8. ve 9.
kostal kikirdagin perikondriyumla birlikte tek parca halinde uygulanarak deformasyon

olmadan kullanilabilecegini gostermistir (54,55).

Kostal kikirdak, sert yapisi sayesinde kolay sekil verir ve ince dilimlense dahi seklini
koruyarak uzun siireli stabilite sunar. Dorsal biiyiitme gereken veya kompleks yapilarin
onarimi gereken durumlarda vazgegilmez bir secenek olabilir. Ancak bazi Onemli
dezavantajlara da sahiptir. En sik karsilasilan sorunlardan biri, kikirdak igerisindeki i¢sel

gerilimlerin serbest kalmasiyla olusan warping (sekil deformasyonu) riskidir (47).

Kostal kikirdagin ¢ikarimi ek cerrahi alan gerektirdigi icin, dondr saha morbiditesi agisindan
dikkatli olunmalidir. Kaburga bdlgesinden greft alinmasi sonrasi postoperatif agri, ciltte
belirgin skar, gdgiis duvarinda kontur bozuklugu ve nadiren yapisal deformasyonlar gibi
komplikasyonlar goriilebilir (47). Diseksiyon sirasinda pleura perforasyonu meydana gelirse
pnomotoraks gelisme riski vardir. Bu nedenle diseksiyonun dikkatli yapilmasi ve pleural
biitiinliiglin korunmas1 onemlidir (49). Ayrica ileri yasla birlikte kostal kikirdaklarin
kalsifikasyona ugrama egilimi artmakta, bu durum greftin sekillendirilmesini
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, operasyon oncesinde radyolojik degerlendirme yapilmasi
onerilir (43). Cerrahinin siiresini uzatmasi, operasyon maliyetini artirmasi ve postoperatif

agriya neden olmasi da diger sinirlayici faktorlerdir (47).

2.3.1.2. Allogreft

2.3.1.2.1. Homolog Kostal Kikirdak Greftleri

Allojenik kikirdak greftleri, 6zellikle otolog greftlere erisimin smirli oldugu durumlarda

rekonstriiktif burun cerrahisinde giderek daha fazla tercih edilen bir secenek haline gelmistir
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(23). 1k kez 1958°de Gibson ve ark. tarafindan yapilan deneysel ¢alismada, allojenik
kikirdagin iki y1l boyunca canliligint siirdiirebildigi, ancak zamanla bag dokuya doniisme
egilimi gosterdigi bildirilmistir. Bu doniisiim, greftin antijenitesine bagh olarak gelismekte
olup; immiinojenitenin azaltilmasi ve biyolojik stabilitenin artirilmasi amaciyla cesitli
isleme teknikleri gelistirilmistir (56,57). Cialit, glutaraldehit, mertiyolat, liyofilizasyon, GI

ve taze dondurma bu amagla kullanilan baglica yontemler arasinda yer almaktadir (57).

Literatiirde, kadavradan elde edilen kostal kikirdak greftlerine bagli komplikasyon
oranlarmin %3,25 ile %45 arasinda degistigi bildirilmistir. Ote yandan yilda 50’den fazla
rinoplasti gergeklestiren cerrahlarin %76,8’inin kadavra kaynakli kaburga kikirdaklarimi
tercih ettigi, bunun nedeninin de otogreftlere kiyasla cerrahi siirenin kisalmasi ve teknik
kolaylik saglanmasi oldugu belirtilmektedir. Buna karsin cerrahlarin %10’u enfeksiyon ve
sekil bozuklugu riski nedeniyle, %28’1 ise rezorpsiyon endisesiyle bu greftleri tercih

etmemektedir (4).

Gilinlimiizde en c¢ok kullanilan allojenik greft tiirleri arasinda 1sinlanmig kaburga kikirdag:
(IHCC) ve taze dondurulmus kikirdak (FFRG) yer almaktadir. IHCC, 30.000-60.000 Gy
aras1 gama 1simn1 ile sterilize edilerek hiicresel ve viral ajanlardan arindirilir. Bu sayede
immiin yanitin azaltilmasi ve dokuyla daha i1yi entegrasyon saglanmasi hedeflenir. IHCC’ nin
fibrovaskiiler biiyiime ile bag dokuya doniisme egilimi bulunsa da, uzun siireli hacim

stabilitesi saglayabildigi gosterilmistir (58).

Kridel ve ark., 24 yil boyunca 357 rinoplasti hastasinda IHCC kullanimini degerlendirmis;
%3,25 komplikasyon orant ile otojen greftlere giiclii bir alternatif oldugunu bildirmistir (59).
Harutyunyan ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir bagka calismada ise, allojenik nazal septal
kikirdak greftlerinin hasta memnuniyeti ve cerrahi basar1 agisindan tatmin edici sonuglar
sundugu gosterilmistir (23). Ote yandan bazi galigmalarda, gama 1sm1 uygulamasmin
kondrosit canliligini azalttig1, kikirdagin mekanik biitiinligiinii zayiflattigir ve enfeksiyon

riskini %31 e kadar yiikseltebilecegi belirtilmektedir (23,60).

FFRG, antibiyotik soliisyonuyla sterilize edildikten sonra 1ismlamaya maruz kalmaksizin -
40°C ila -80°C arasinda saklanarak hazirlanir. Genellikle 55 yas alt1 donorlerden elde edilen
bu greftlerin, kullanim Oncesinde tamamen ¢oziilmesi deformasyon riskinin
degerlendirilmesi agisindan dnemlidir. Richard G. Reish, 800°den fazla revizyon rinoplasti
olgusunda FFRG kullanmig ve basarili sonuglar bildirmistir (4). Son veriler, FFRG’ nin

otolog greftlerle benzer cerrahi sonuglar sundugunu ve IHCC’ye kiyasla daha diisiik
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komplikasyon oranlarina sahip oldugunu gostermektedir (4,61). Ayrica Vila ve ark.
tarafindan yapilan bir meta-analiz, otolog ve allogreft kostal kikirdaklar arasinda klinik
anlamli fark bulunmadigmi ortaya koymustur. Bu bulgular, uygun hasta secimiyle

allogreftlerin glivenli bigcimde kullanilabilecegini desteklemektedir (62).

Alternatif olarak, allojenik kikirdak greftlerinin immiinojenisitesini azaltmak amaciyla
hiicresizlestirme teknikleri uygulanabilir. Bu yontemle biyouyumluluk artirilsa da, yiiksek
maliyet ve erisim zorluklar1 klinik uygulamalar1 sinirlamaktadir (21). Allogreftlere yonelik
arastirmalar giiniimiizde de devam etmekte olup, farkl isleme yontemlerinin uzun dénemli

sonuglarmi degerlendiren genis 6lgekli caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.1.2.2. Tutoplast

2007 yilinda Jang ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan Tutoplast isleminden gegirilmis fasya
lata (TPFL), gilinlimiizde rinoplastide kullanilan biyolojik greft materyalleri arasinda yer
almaktadir. Her ne kadar FDA onay1 heniiz bulunmasa da, Almanya’da saglik otoriteleri
tarafindan onaylanmistir (63). Tutoplast (RTI Surgical Holdings Inc.), iliotibial banttan elde
edilen bir grefitir ve peroksit—aseton iglemleri ile kurutulduktan sonra 25.000 Gy gama 1smn1

ile sterilize edilerek hazirlanir (62).

Esnek ve dayanikli yapisi nedeniyle TPFL; burun sirtinin augmentasyonu, sekil verme ve
deformite diizeltme amaciyla kullanilabilmektedir (64). Ancak literatiirde bu greftin
kullanimyla ilgili smirhiliklar ve komplikasyonlar da bildirilmistir. Song ve arkadaslarmin
35 hastayr iceren caligmasinda, TPFL'nin dorsal biiylitme i¢in yetersiz kaldigr ve
komplikasyon oraninin %31’e ulastig1 vurgulanmistir (65). Ayrica Menger ve Nolst Trenité,
TPFL'nin 6zellikle kalkan greft olarak kullanildiginda yiiksek rezorpsiyon ve deformasyon
riski tasidigini, bazi hastalarda greftin tamamen emildigini ve her {i¢ hastadan birinde
belirgin postoperatif rezorpsiyon gelistigini rapor etmistir (66). Bu bulgular, TPFL
kullaniminda 6zellikle hacim koruyuculuguna ihtiya¢ duyulan alanlarda dikkatli olunmasi
gerektigini gdstermektedir. Uzun vadeli stabilite acisindan yeterince ongoriilebilir sonuglar

sunmamasi, uygulama alanini sinirlayabilir.

2.3.1.2.3. Aseliiler Allojenik Kadavra Dermisi

Aseliiler allojenik kadavra dermisi (AlloDerm; LifeCell Corp., Kaliforniya, ABD), otojen
greftlerin kamufle edilmesi, burun sirtindaki yiizeysel diizensizliklerin giderilmesi ve
destekleyici doku sunulmasi amaciyla gelistirilen bir biyomateryaldir. Ayrica septal

perforasyon onarimlari, lateral duvar destegi artirimi ve burun kemikleri ile cilt arasinda
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yapisikliklarin dnlenmesi gibi ¢esitli rekonstriiktif endikasyonlarda da kullanimi yaygindir.
AlloDerm, ¢evre dokularla yiiksek entegrasyon potansiyeline sahip olup implantasyondan
sonra yaklagik bir ay i¢cinde stabil hale gelir ve bu asamadan sonra ¢ikarilmasi giiglesir (58).
Ancak, belirli oranda emilim gosterdigi i¢in greft hacminin, hedef hacmi asacak sekilde
planlanmasi onerilmektedir. Ozellikle burun dorsumunda uygulandiginda, %20 ila %30

arasinda degisen rezorpsiyon oranlar1 bildirilmistir (67).

2.3.1.3. Ksenogreft

Ksenogreftler, farkli tiirlerden elde edilen biyolojik materyaller olup, rekonstriiktif burun
cerrahisinde Ozellikle otolog ve allogreft alternatiflerinin yetersiz kaldigi durumlarda
degerlendirilmistir. Tarihsel olarak, rinoplasti pratiginde pek ¢ok farkli ksenogreft materyal
denenmis, ancak baslangicta yiiksek komplikasyon oranlar1 nedeniyle bu uygulamalar smirh

kalmustir.

1892 yilinda Weir, saddle nose deformitesini diizeltmek amaciyla bir ordegin taze
sternumunu subkutan olarak yerlestirmistir. Ancak bu greft, immiin yanit nedeniyle
reddedilmis ve uygulama basarisizlikla sonuglanmustir (54,68). Ikinci Diinya Savasi
oncesine kadar, fildisi greftleri de cesitli cerrahlar tarafindan tercih edilmis; ancak bu
materyallerde yliksek enfeksiyon, deformasyon ve ekstriizyon oranlar1 goriilmistiir. Fildisi
grefti ile yapilan son bilinen uygulama 1926 yilina aittir ve 1987°de Benito Vilar Sancho
tarafindan literatiire kazandirilmistir (54,69). 1933 yilinda Stout, burun rekonstriiksiyonunda
formalinle sabitlenmis s1gir kikirdagini ilk kez kullanmis; ancak 1950—1955 yillar1 arasinda
bu materyalin de yiiksek enfeksiyon ve reddedilme oranlar1 nedeniyle klinik kullanimi1 terk

edilmistir (54,70).

Tiim bu basarisiz deneyimlere karsm son yillarda hiicresizlestirme ve sterilizasyon
tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde ksenogreftlerin yeniden degerlendirilmesi miimkiin
olmustur. Bu kapsamda gelistirilen Permacol (Tissue Science Laboratories plc, Ingiltere),
domuz kollajeninden elde edilen ve biyolojik olarak kalict 6zellik tagiyan bir implanttir.
2001-2008 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, 42 hastada septorinoplasti sirasinda
kullanilmis ve otolog kikirdak i¢in uygun bir alternatif olarak degerlendirilmistir (71).
Permacol’iin kullanildig1 58 hastalik bir baska ¢alismada da enfeksiyon, ekstriizyon veya
ciddi komplikasyon goriilmemis; konak dokuyla basarili kollajen entegrasyonu sagladigi
bildirilmistir (72). Benzer sekilde, Velasquez ve arkadaslari, bos burun sendromu

hastalarinda domuz ince bagirsak submukozasindan elde edilen ksenogreftlerin etkinligini
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arastirmig ve bu materyallerin kismen rezorbe olsa da konkalarin anatomik biitiinliigiinii
korudugunu ortaya koymustur (73). Elde edilen bu olumlu sonuglar, ksenogreftlerin uygun
sterilizasyon ve hiicresizlestirme siiregleri ile birlikte kullanildiginda rekonstriiktif burun
cerrahisinde gilivenilir bir alternatif haline gelebilecegini gostermektedir. Preklinik
aragtirmalar, daha diisiik maliyetli ve stirdiiriilebilir ksenogreftlerin gelistirilmesine yonelik
olarak devam etmektedir. Ozellikle hiicresizlestirilmis ksenogreft kikirdaklar, otolog ve
allojenik greftlere alternatif olarak doku miithendisligi alaninda umut vadeden materyaller

arasinda degerlendirilmektedir (21).

2.3.1.4. Doku Miihendisligi Yaklasimlar:

Doku miihendisligi, hasarli dokularin veya organlarin fonksiyonlarini yeniden kazandirmay1
hedefleyen multidisipliner bir bilim alanidir. Bu yaklasim, ii¢ temel bilesen etrafinda
sekillenir: hiicreler, biyouyumlu iskele materyalleri ve biliylime faktorleri. Bu unsurlar,
literatiirde “doku miihendisligi tigliisii” olarak adlandirilmakta ve bu bilesenlerin koordineli

etkilesimi basarili rejenerasyon siireci i¢in kritik oneme sahiptir (10).

2.3.1.4.1. Biyomalzemeler ve Skafoldlar

Klinik pratikte biyomalzeme kullanim1 giderek yayginlagsmakta; c¢esitli ticari iskele
materyalleri rekonstriiktif cerrahide onemli rol oynamaktadir. Bu iskeleler; insan dermisi
(AlloDerm®, GraftJacket®), fasya lata (AlloPatch®, FasLata®), domuz ince bagirsak
submukozas1 (CuffPatch™, Oasis®, Stratasis®), fetal sigir derisi (Durepair®,
SurgiMend™), at perikardi (DurADAPT™, OrthADAPT™) ve sigir perikardi (Peri-
Guard®, Vascu-Guard®) gibi biyolojik kaynaklardan elde edilmektedir (36). Ozellikle ECM
bazli skafoldlar, rejeneratif kapasitesi yiiksek ve biyouyumlu yapilar1 sayesinde doku
mithendisliginde genis kullanim alan1 bulmustur. Ancak ECM'nin dogrudan kullanimu,
immiin sistem aktivasyonuna neden olabileceginden hiicresizlestirme islemleri ile antijenite

azaltilmali ve biyouyumluluk artirilmalidir (39,74).

Kikirdak doku miihendisligi uygulamalari, bu iskeleler iizerine yerlestirilen kondrositler
araciligiyla yeni doku firetimini hedeflemektedir (6). Ancak uzun donemli klinik
uygulamalarda karsilagilan en biiyiik smirliliklardan biri, bu greftlerin yeterli mekanik
stabiliteye ulasamamasidir. Bu sorun, kikirdagin avaskiiler dogasi nedeniyle hiicresel
beslenmenin kisitli olmasit ve wvaskiiler entegrasyonun saglanamamasi ile iliskilidir.
Dolayisiyla, doku miihendisliginde yeni nesil materyaller ve besleyici mikrogevre

stratejilerine yonelik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (75).
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2.3.1.4.2. Hiicre Bazh Tedaviler

Kikirdak rejenerasyonu, rekonstriiktif cerrahinin giderek daha fazla entegre oldugu bir alt
alan haline gelmistir. Otolog kondrosit implantasyonu (ACI), 1990’h yillarda Isvegli
ortopedi cerrahlar1 tarafindan gelistirilmis ve 1997 yilinda FDA onayr alarak klinik
uygulamaya girmistir. Bu teknikte, artroskopik olarak hastadan almman kondrositler,
laboratuvar ortaminda enzimatik olarak ayristirilip ¢ogaltilmakta; ardindan 3—4 ay siiren

kiiltlirleme sonras1 defektli bolgeye cerrahi olarak implante edilmektedir (12).

Hiicre tabanli rejeneratif stratejilerde, en ¢ok tercih edilen kaynaklar arasinda mezenkimal
kok hiicreler (MSC’ler) yer almakta ve bu hiicrelerin kondrogeneze yonlendirilerek kikirdak
iiretimi saglanabilmektedir. Pluripotent hiicreler teorik olarak sinirsiz ¢ogalma kapasitesine
sahip olsa da, klinik giivenilirlikleri heniiz istenen diizeye ulasmamistir. Buna karsin,
farklilasmis kondrositlerle yapilan uygulamalar, 6zellikle otolog kondrosit implantasyonu
yontemiyle uzun siliredir giivenle kullanilmaktadir. Son yillarda, bu alanda cerrahi
morbiditeyi azaltmak ve tedavi etkinligini artrmak amaciyla “burundan dize kondrosit
transferi” gibi yenilik¢i uygulamalar da gelistirilmistir (2). Ayrica, 2014 yilinda Fulco ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen kiiclik olgekli bir gozlemsel g¢alismada, nazal
septumdan elde edilen otolog kondrositler kiiltiire edilerek olusturulan neokartilaj, melanom
sonrasi burun rekonstriiksiyonu yapilan bes hastaya basariyla uygulanmistir. Uygulama
sonrasi hi¢bir komplikasyon gozlenmemis; bir yillik takipte estetik ve fonksiyonel
sonuglarm tatmin edici oldugu rapor edilmistir (76). Bu bulgular, biyomiihendislik temelli
kikirdak rejenerasyonunun yalnizca teorik degil, pratik olarak da uygulanabilir oldugunu ve

gelecekte burun rekonstriiksiyonuna entegre edilebilecegini ortaya koymaktadir.

2.3.1.5. Alloplastik materyaller

Alloplastik materyaller, smnirsiz temin edilebilirlikleri ve diisiik maliyetleri sayesinde
Ozellikle Asya tilkelerinde yaygin olarak tercih edilmektedir (48). En sik kullanilan
alloplastik implantlar arasinda politetrafloroetilen (PTFE), silikon ve yiiksek yogunluklu
polietilen (Medpor) yer almaktadir (23). Bu materyallerin kullaniminda gézeneklilik diizeyi,
partikiil yapisi, kimyasal bilesimi ve implantin yerlestirilecegi anatomik bolge gibi faktorler
dikkate alinmahdir. Gozeneklilik, implant stabilitesini artirmak ve konak¢t doku
entegrasyonunu desteklemek acisindan avantaj saglayabilir. Ancak fazla gozeneklilik,
ozellikle enfeksiyon agisindan risk olusturabilecek bir yap1 sunarak bakteriyel invazyonu

kolaylastirabilir. Mevcut literatiirde, alloplastik materyallerin uzun donem etkinligi ve
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giivenligine iliskin sonuglar halen tartismalidir ve bu konuda daha fazla uzun donem takip
calismasina ihtiya¢ duyulmaktadir (58). Cogu alloplastik materyal yeterli sertligi
saglayamadigindan, yapisal destek veya rekonstriiktif onarim amaciyla yapilan
uygulamalarda yetersiz kalabilmektedir (43). Bu materyallerin bazi klinik raporlart olumlu
sonuglar icerse de, Bati iilkelerinde yaygin kabul gormedikleri ve kullanimlarinin sinirli

oldugu belirtilmektedir (47).

2.3.1.5.1. Silikon Implantlar

Silikon, ilk olarak 1953 yilinda Barrett-Brown tarafindan estetik cerrahide kullanilmistir
(54,77). Ekonomik, sekillendirilebilir ve nispeten biyouyumlu olmasi nedeniyle silikon
implantlar, rinoplastide yayginlik kazanmistir. Ancak gdézeneksiz yapisi nedeniyle doku ile
dogrudan entegrasyon zayiftir ve stabilizasyonu saglayabilmek i¢in kalin fibréz kapsiil
olusumuna ihtiya¢ duyar (78). Bu kapsiil, antibiyotik penetrasyonunu sinirlayan bir 6lii alan

olusturarak enfeksiyon riskini artirabilir (58,78).

Silikon implantlar ideal olarak burun kemigi periostu altina yerlestirilmelidir. Yiizeysel
yerlestirildiginde yer degistirme ve ekstriizyon riski artmaktadir (78). Erken donemde
komplikasyon oranlar1 yaklasik %35,5 olarak bildirilmis; uzun donemde ise dorsal nazal
implantlarda %10, kolumellar implantlarda %50'ye varan ekstriizyon oranlar1 rapor

edilmistir (58).

Tim alloplastik materyallerde oldugu gibi, kontaminasyon riskini azaltmak amaciyla

implant cebinin, insizyon hattindan uzak tutulmasi dnerilmektedir (58).

2.3.1.5.2. Politetrafloroetilen (Teflon, PTFE, Gore-Tex) implantlar

PTFE, hidrofobik yapiya sahip, 30 um'ye kadar gézenekli bir polimerdir. Bu yap1, implantin
dokuyla entegrasyonunu saglarken gerektiginde ¢ikarilmasini da kolaylastirir (58,78). Gore-
Tex® (W. L. Gore Associates, Flagstaff, Ariz.), PTFE bazli bir materyal olarak 1993 yilinda
estetik cerrahide kullanim onay1 almis ve 6zellikle yiiz plastik cerrahisinde yayginlagmistir.
Kesilebilir ve sekillendirilebilir yapisi, ylizey diizensizliklerinin diizeltilmesi veya kuglk
hacimli defektlerin onarimi i¢in avantaj saglar. Ancak, PTFE implantlar yapisal destek
gereken durumlar igin yeterli dayanikliligi saglayamaz (58). Komplikasyon oranlarmin
genellikle %3-5 arasinda bildirildigi bu implantlar giiniimiizde sinrli kullanim alanmna

sahiptir (78).
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2.3.1.5.3. Yiiksek Yogunluklu Polietilen (Medpor) implantlar

Medpor® (Porex Medikal, Fairburn, Ga.), 1970’lerde gelistirilen, yiiksek yogunluklu,
gbzenekli bir polietilen implanttir. Biyouyumlulugu yiiksektir ve esnek, sikistirilamaz bir
yapiya sahiptir. 80—100°C sicaklikta steril tuzlu suya batirilarak sekillendirilebilir 6zellikte
olup 6zellikle yiiz implantlarinda kullanim1 yaygindir. Medpor, ortalama 200 pm ¢apindaki
gozenekleri sayesinde konak doku biiylimesini destekleyerek implantin ¢evre dokularla
entegrasyonunu kolaylastirir (58). Klinik ¢calismalarda rinoplasti hastalarinda basarili estetik
sonuclar elde edilmis, enfeksiyon oranlar1 ise %0 ile %6,5 arasinda bildirilmistir. Ancak,
ozellikle 1ince cilt bolgelerinde ekstriizyon riski yiikksek oldugundan burun

rekonstriiksiyonundaki kullanimi smirh kalmistir (78).

2.3.2. Aurikula Rekonstriiksiyonu ve Orta Kulak Cerrahisi

Aurikula rekonstriiksiyonu, 6zellikle dogustan gelen mikrotia vakalarinin onariminda uzun
stiredir uygulanan bir cerrahi alandir. Modern anlamda kulak rekonstriiksiyonunun temelleri,
20. yiizyilin ikinci yarisinda atilmistir. 1959 yilinda Radford C. Tanzer, otolog kaburga
kikirdagimi kullanarak aurikula icin yapisal bir c¢ergeve olusturmus ve bu yaklasim
giiniimiizde hala otolog rekonstriiksiyonun temel yontemi olarak kabul edilmektedir (79,80).
1980’lerde Burt Brent, Tanzer’in teknigini rafine ederek daha estetik sonuglar sunan dort
asamal1 cerrahi yontemi gelistirmistir (80,81). 1993 yilinda Satoshi Nagata, daha az cerrahi
asama igceren ve detayli kikirdak sekillendirme teknikleri sunan iki asamali bir yaklagim

tanimlamistir (80,82). Giiniimiizde bir¢ok cerrah bu yontemi tercih etmektedir (80).

1990’larin basinda John Reinisch, Medpor (pordéz yiiksek yogunluklu polietilen)
implantlarin1 kullanarak kaburga kikirdagi gereksinimini ortadan kaldiran daha az invazif
bir rekonstriiksiyon yontemi ortaya koymustur (83). Biyomiihendislik temelli yaklagimlar
ise 1997 yilinda Cao ve arkadaslarinin, sigir kikirdak hiicreleri ile poliglikolik asit
(PGA)/polilaktik asit (PLA) kombinasyonunu kullanarak ilk aurikula iskeletini tiretmesiyle
baglamistir (80,84). Bu gelismeleri, 2018’de Zhou ve ekibinin, 3D baskilt PCL/PGA/PLA
bazli aurikula iskeletlerini bes hastada basariyla uygulamasi izlemistir (80,85). Giiniimiizde,
biyolojik olarak islevsel aurikula iskeletleri liretme ¢abalar1 stirmektedir (80). Ancak yeterli
sayida kondrojenik hiicre elde etme, bu alandaki en biiyiik smirliliklardan biridir. Kulak
kikirdagindan elde edilen hiicreler sinirli sayidadir ve hedef hacim igin 300-500 kat
genisletilmesi gerekmektedir. Hiicre kiiltiirii swasinda kondrositlerin ~ farklilagsma

potansiyelini kaybetmemesi i¢in biiylime faktorleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte, uzun
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vadeli biyouyumluluk, mekanik stabilite ve klinik giivenilirlik gibi konularda hala bazi

belirsizlikler devam etmektedir (78).

Timpanoplasti ameliyatlarinda hem otolog hem de allojenik greft materyalleri
kullanilabilmektedir. Otolog greftler arasinda; tam/bd liinmiis kalinlikta deri, yag, temporalis
fasyasi, tragal veya konkal perikondriyum ve kikirdak yer alirken, kadavra kaynakli
allogreftler, homogreftler ve ksenogreftler de alternatif olarak degerlendirilmektedir.
Ozellikle zaman kazanimu, diisiik dondr saha morbiditesi ve revizyon cerrahilerinde otolog
doku kithgr gibi nedenlerle islenmis kollajen allogreftler tercih edilmektedir. Cass ve
arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada, otolog greftler ile kollajen allogreftler karsilastirilmais;
genel basar1 oram1 %81,1 olarak saptanmistir. Perikondriyum + kikirdak greftleri, kollajen
allogreftlere kiyasla 7,5 kat daha yiiksek basari olasilig1 gostermistir. Ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Sonug¢ olarak, kollajen allogreftler, otolog
greftlerin kullanilamadig1 durumlarda etkili bir alternatif olabilir; ancak mevcut veriler,
perikondriyum ve kikirdak kombinasyonunun daha yiiksek basar1 oranlarma sahip oldugunu

gostermektedir (86).

2.3.3. Laringotrakeal Cerrahi

Trakeal ve subglottik stenoz, iist solunum yolunun ciddi daralmalarina neden olan ve yasami
tehdit edebilecek derecede morbidite ve mortaliteye yol acabilen klinik tablolardir. Trakeal
stenoz tedavisinde altin standart, trakeal rezeksiyon ile ugtan uca anastomozdur. Ancak,
eksize edilebilecek trakea uzunlugu sinirli oldugu icin bu yaklasim sadece kisa segment
stenozlarda uygulanabilir. Endoskopik lazer eksizyonu, balon dilatasyonu ve stentleme gibi

yontemler cogu zaman yalnizca gegici rahatlama saglamaktadir (78).

Subglottik stenozda ise cerrahi segenekler arasinda krikotrakeal rezeksiyon ve laringotrakeal
rekonstriiksiyon yer alir. Bu islemlerde siklikla otolog kostal kikirdak greftleri kullanilsa da,
dondr saha morbiditesi nedeniyle alternatif doku kaynaklar1 aragtirilmaktadir. Henderson ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada, tavsan modelinde artikiiler, aurikiiler ve nazal
kondrositler ile {iretilen doku miithendisligi tirlinii kikirdaklar karsilastirilmistir. Sonuglar,
aurikiiler kondrositlerden elde edilen greftlerin en yliksek stabilite ve biyokimyasal
uygunlugu sagladigini gostermistir. Bu nedenle, aurikiiler kondrositlerin laringotrakeal

rekonstriiksiyon i¢in en uygun hiicresel kaynak oldugu diisiiniilmektedir (87).

Glinlimiizde, biyobozunur polimerler (PLA, PLGA, PCL) ve 3D biyobask: teknikleri

kullanilarak yapay trakea iskelelerinin gelistirilmesi hedeflenmektedir (78). Johnson ve
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arkadaglari, hiicresizlestirilmis domuz trakeasi ve poli(caprolakton) bazli iskeleleri
kullanarak hibrit bir greft gelistirmistir. Hiicresizlestirme sonrasi iskeletin basing dayanimi
%63 azalmig; ancak 3D-bioplotting ile iiretilen C-sekilli iskelelerin gama 1sin1 ile sterilize
edilmesi sonrasi elde edilen dayanim, taze trakea ile benzer bulunmustur. Bu sonug,

intraluminal stent ihtiyacini azaltabilecek bir alternatif olarak dikkat ¢cekmektedir (88).

Sentetik trakealarin dogal vaskiiler kaynaktan yoksun olmasi ve enfeksiyona agik yapilari,
klinik uygulamalarda basarisizliga yol agmaktadir. Solunum yolu siirekli dis ortama maruz
kaldigindan, sentetik greftlerin kontaminasyona a¢ik olmasi, anastomoz yetmezligi ve
restenoz riskini artrmaktadir. Trakea sadece bir hava gec¢is kanali degil; ayn1 zamanda
yenilenebilir, sekil alabilir ve enfeksiyona direngli bir yapidir. Sentetik bir tiipii, bu kadar
karmasik ve fonksiyonel bir dokuya doniistiirmek, gilinlimiizde hala ¢oziilememis bir

problemdir (78).

2008 yilinda Macchiarini ve arkadaslari, ilk insan trakea naklini gergeklestirmistir.
Hiicresizlestirilmis trakea iskeleti, otolog kondrositler ve mezenkimal kok hiicrelerle
tohumlanmis, biyoreaktdrde kiiltiire edilerek hastaya nakledilmistir. Ancak, uzun dénem
sonuglar anastomoz bolgesinde tekrarlayan stenoz, stent ihtiyaci ve komplikasyon geligimi
ile sonuglanmigtir. Sonraki vakalarda ciddi komplikasyonlar bildirilmis, baz1 ¢alismalar etik
ihlaller nedeniyle geri ¢cekilmistir (89). Bu nedenle, biyomiihendislik temelli trakeal greftler
teorik olarak umut vaat etse de, preklinik basaridan klinik giivenilirlige gegiste ciddi bir

bosluk mevcuttur (78).

2.4. Amacg

Bu ¢alismanin amaci, deselliilarize ve sterilize edilmis tavuk sternal kikirdagmin ksenogreft
olarak uzun ddénem mikroskopik biyouyumlulugunu degerlendirmek ve histopatolojik
diizeyde otolog aurikiiler kikirdak greftleriyle karsilastrmali analizini yapmaktir.
Elde edilen verilerin, alternatif greft materyallerine yonelik deneysel ve translasyonel

arastirmalara histopatolojik agidan bilimsel temel olusturmasi hedeflenmektedir.

3. GEREC VE YONTEM

Bu galisma, Necmettin Erbakan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanan protokol (Karar No: 2022-077) kapsaminda gergeklestirildi. Calisma
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yiiriitiildii. Cerrahi islemler

sirasinda tiim deneklere miimkiin olan en az invaziv girisim uygulandi ve postoperatif bakim
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dikkatle saglandi. Deney siiresince tiim prosediirler aseptik kosullarda ve etik standartlara

uygun sekilde gerceklestirildi.

3.1. Ksenogreft Hazirhg:
1. Tavuk sternal kartilajlari, kesimhaneden taze olarak temin edildi (Sekil 3).

Sekil 3: Kesimhaneden alinmis tavuk sternumu

2. Alman doku orneklerinden perikondrium, kas ve tendon yapilar1 uzaklastirildi ve

sadece saf kikirdak dokusu izole edildi (Sekil 4).

Sekil 4: Perikondrium ve kas dokularindan arindirilmis sternal kartilaji

3. Lipid igerigini uzaklagtrmak amaciyla dokular, 100 cc metil alkol ve 100 cc

kloroform karigiminda 48 saat siireyle bekletildi (Sekil 5)
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Sekil 5: Metil alkol ve kloroform karisiminda 48 saat bekletilen kartilaj

4. Deselliilarizasyon amaciyla, DNA ve RNA kalintilarinin uzaklastirilmasi igin
kikirdak 6rnekleri asagidaki igerikte hazirlanan steril salin ¢ozeltisinde 2 saat siireyle

inkiibe edildi:
. 0.5 mg/mL DNAz Tip I (A3778.0050, PanReac AppliChem, Darmstadt, Germany)
. 50 png/mL RNAz (EN0531, Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania)

. %0.02 EDTA (Titriplex® III) (1.08418.0100, Supelco, Merck, Darmstadt,
Germany) (Sekil 6).

=
P ase

: Activity87asg  eazome
Starage 20¢ tine. s3c3ses, S0ME

Sekil 6:DNAz Tip I, RNAz, EDTA

5. Ardindan, hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasi ve matriksin aciga c¢ikarilmasi
amaciyla ornekler, %2 sodyum dodesil siilfat (SDS) (800-100-EG, MULTICELL,
Wisent Inc., Canada) ¢6zeltisinde 8 saat ¢alkanlandi (Sekil 7).
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Sekil 7: SDS

6. Kalintilarin uzaklastirilmasi igin 24 saat steril salinde bekletildi (Sekil 8).

Sekil 8: Steril salin ile yikanmuis tavuk sternal kartilaji

7. Ardindan @xAXIS AX-400 EO Gaz Sterilizatorii (Kordon Tip Saghk Arac
Geregleri Ltd. Sti., Izmir, Tiirkiye) ile;

4 saat boyunca %100 EtO gazina maruz birakildiktan sonra, 50—60 °C sicaklikta 12 saat
siireyle havalandirildi. Toplam sterilizasyon siiresi 16 saat olarak uygulandi. Islem siiresince
doku orneklerinin EtO gazi kalintilarindan tamamen arindirilmasi saglandi. Sterilizasyon

etkinligi, dozimetre ve biyolojik indikatdrlerle kontrol edilerek dogruland (Sekil 9).
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Sekil 9: EtO sterilizasyonu oncesi paketlenen ve sterilizasyon sonrasi tavuk sternal
kartilajlar

8. Sonrasinda 6 saat boyunca steril salinde bekletildi.

9. Ardindan, her bir kikirdak 6rnegi 1 % 1.5 cm boyutlarinda standart parcalara boliindii
(Sekil 10).

Sekil 10: Ix1.5 cm’lik parcalar elde edilmek iizere kesilen 1 tavuk sternal kartilajinin

pargalar

10. Son agamada, tiim ksenogreftler steril salin soliisyonunda 24 saat bekletildi ve cerrahi

implantasyon oncesi kullanima hazir hale getirildi.

3.2. Denekler

Bu calismada, agirliklar1 2500-3000 gram arasinda degisen, 4—6 aylik yasta toplam 12 adet
saglikli beyaz Yeni Zelanda tavsani (Oryctolagus cuniculus) kullanildi. Denekler, 22-24 °C
oda sicaklig1 ve %40—60 bagil nem oranina sahip, 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik dongiisti
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ile diizenlenmis ortamlarda, bireysel barinaklarda muhafaza edildi. Yem ve su ad libitum

(smnirsiz) olarak saglandi.

3.3. Cerrahi Prosediir

Tim cerrahi iglemler aseptik kosullarda ve etik standartlara uygun bigimde gerceklestirildi.

Genel anestezi amaciyla her tavsana intramiiskiiler yolla 5 mg/kg xylazin ve 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir uygulandi. Anestezi derinligi yetersiz bulundugunda, ayni1 karigimin
1/3’1 tekrar doz olarak verildi. Operasyon 6ncesi 30 mg/kg sefazolin, enfeksiyon profilaksisi
icin tek doz intramiiskiiler olarak uygulandi. Cerrahi hazirlik siirecinde, sirt bolgesi ve sag

aurikula tiras edilerek povidon iyot ile dezenfekte edildi.

Sag aurikulaya yapilan insizyon ile yaklagik 5 x 1.5 c¢cm boyutunda, perikondriumdan
tamamen arindirilmis otogreft elde edildi (Sekil 11,12).

Sekil 11: Sag aurikuladan otogreft eksizyonu
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Sekil 12: Otogreft ve ksenogreftlerin engraftasyon i¢in hazirlanist

Tavsanlarmn sirt bolgesinde, bilateral paraspinal alanda, her biri insizyon hattindan yaklagik
1,5 cm uzaklikta ve 2 cm araliklarla sekiz esit subkutan cep olusturuldu. Greftlerin

yerlestirilecegi bu cepler, kikirdaklarin rahatca sigabilecegi sekilde flep altina hazirlandi
(Sekil 13).

Sekil 13: Tavsan sirtinin implantasyona hazirlanmasi

Uluslararas1 ISO 10993-6 standardi (T1bbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi — Bolim
6: Implantasyon Sonras1 Lokal Etkiler i¢in Testler) dogrultusunda, greftlerin ¢evre dokuyla
etkilesimini daha dogru degerlendirebilmek amaciyla, implantasyon bdlgeleri insizyon
hattindan en az 1,5 cm uzaga yerlestirildi. Boylece biyolojik yanit1 etkileyebilecek dis
faktorler en aza indirildi (90). Otogreftler sag taraftaki ceplere, ksenogreftler ise sol taraftaki

ceplere yerlestirildi (Sekil 14).
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Sekil 14: Greftlerin cilt altina yerlestirilmesi

Tim greftler implante edildikten sonra, insizyon alanlar1 4/0 prolen ile primer siitiire edildi
(Sekil 15).

Sekil 15: Implantasyon sonrast siitiirasyon
Postoperatif donemde greft bolgelerinde herhangi bir komplikasyon gézlenmedi. Denekler,
islem sonras1 120 giin boyunca 6zel bakim protokollerine uygun olarak izlendi.

3.4. Cahsma Gruplan

e Otogreft Grubu: Sag aurikuladan elde edilen, perikondriumdan arindirilmis otolog
kikirdak dokular1
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e Ksenogreft Grubu: Tavuk sternumundan elde edilerek EtO ile sterilize edilmis

heterolog kikirdak dokular1

e Kontrol Grubu: Her gruptan birer kikirdak pargasi herhangi bir islem
uygulanmaksizin saklandi ve histopatolojik karsilastirmada referans olarak

kullanildi.

3.5. Eksplantasyon ve Takip Siireci

Islemden sonraki 1. hafta, 1, 3 ve 4. aylarda, tavsanlara ayn1 anestezi protokolii uygulanarak
eksplantasyon iglemi gerceklestirildi. Her zaman noktasinda, bir otogreft ve bir ksenogreft
uygun sekilde ¢ikarilarak histopatolojik incelemeye gonderildi. Eksplantasyon sirasinda sirt
bolgesi tirag edilip povidon iyot ile dezenfekte edildi. Greftlerin yerleri palpasyonla

belirlendikten sonra, kikirdak dokusunun tizerindeki cilt ve altindaki yumusak dokuyu iceren

oval insizyonlar yapildi (Sekil 16,17). Greft ¢ikarildiktan sonra kesi alan1 uygun cerrahi
tekniklerle kapatildi.

Sekil 17: Ksenogreftlerin eksplantasyonu

28



3.6. Histopatolojik Analiz

Tiim ornekler, %10’luk notral formaldehit soliisyonunda ayri ayr1 olacak sekilde fikse

edilerek patoloji laboratuvarina gonderildi. Rutin doku takip ve bloklama islemlerinin

ardindan, parafin bloklardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alindi.

Hazirlanan kesitler, agagidaki boyama yontemleri ile degerlendirildi:

Hematoksilen-Eozin (H&E): Kondrosit niikkleus kaybi, periferik kondrosit
proliferasyonu, internal ve/veya periferik vaskiilarizasyon, inflamasyon,
fragmentasyon, dev hiicre olusumu, kemik metaplazisi, kalsifikasyon, fibrozis ve

greft rezorpsiyonu parametreleri analiz edildi.

Masson Trichrome (MTK): Matriksin kolajen igerigi degerlendirildi. Kolajen

fibrilleri mavimsi renkte boyandi.
Toluidin Blue (TB): Matriks metakromazisi a¢isindan degerlendirildi.
Alcian Blue (AB): GAG igerigi analiz edildi.

GFAP immiinohistokimyasal boyama: Kondrositlerin rejenerasyon potansiyeli
degerlendirildi. Sitoplazmada goézlenen kahverengi boyanma, ara filamentler i¢in
pozitif GFAP sinyalini gosterdi. GFAP nin olgun kondrositlerde negatif saptanmasi,
rejenerasyonun ger¢eklesmedigini ortaya koydu (91,92).

Tim preparatlar, Olympus BX53 151k mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japan) kullanilarak

degerlendirildi.

Degerlendirilen Histopatolojik Parametreler

1.

2.

Kondrosit niikleus kaybi1
Periferik kondrosit proliferasyonu
Internal/periferik vaskiilarizasyon
Inflamasyon

Fragmentasyon

Dev hiicre olusumu

Kemik metaplazisi

Kalsifikasyon
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9. Fibrozis

10. Greft rezorpsiyonu

11. GAG miktar1 korunmasi
12. Matriks kolajen icerigi

13. Matriks metakromazi kaybi1

14. Rejenerasyon kapasitesi

Tim parametreler, Topkara ve arkadaslarinin yontemiyle benzer sekilde, dokunun analiz

edilen ylizdesine gore asagidaki sistemle puanlandi (91):

Oran (%) Derece
%0, 0
%l-25. i 1+
%2650l 2+
%5175 .o 3+
%76-100................. 4+

Histolojik degerlendirme, orneklerin ait oldugu gruplar gizli tutularak deneyden bagimsiz

deneyimli bir patolog tarafindan yapild1.

3.7. Veri Analizi

Verileri SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 25.0 paket programu ile analiz edildi.
Tanimlayic1 analizlerde frekans verileri say1 (n) olarak, sayisal veriler ortanca (minimum-
maximum) ile verildi. Bagimli ikiden fazla grupta ordinal verilerin dagilimi Friedman testi,
bagimli iki grupta sayisal verilerin dagilimi Wilcoxan isaretli sira testi kullanilarak
degerlendirildi. Bagimsiz iki grupta ordinal verilerin dagilimi Mann Whitney U

karsilastirildi. Tekrarlayan verilerin gruplar arasinda zamanla degisimi Repeated Measure

ANOVA testi ile degerlendirildi.

Tiim testler i¢in istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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(Post-hoc analizlerde gruplar arasi ¢oklu karsilagtrmalar yapilmis, ancak Bonferroni
diizeltmesi uygulanmamistir. Bu tercih, calismanin farkli zaman ve greft tipi degiskenlerinin
etkilerini genis kapsamli degerlendirme amaciyla yapilmistir. Bu nedenle elde edilen p-

degerleri diizeltmesiz sunulmus, yorumlarda ise Tip I hata olasilig1 dikkate alinmistir.)

4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Gozlem

Tim greftler, ¢ikarildiklar1 zaman noktasindan bagimsiz olarak eksplantasyon sirasinda
yerlerinde gozlendi. Sadece 12. denegin 1. ve 3. ay greftlerinde tam rezorpsiyon saptandi;
bu iki greft ¢ikarilmak istendiginde dokuda anlamli kikirdak dokusu izlenemedi. Diger tiim
orneklerde greft dokusu makroskopik olarak korundu. Ancak bazi greftlerde hacimsel
kii¢iilme meydana geldigi tespit edildi. Bu hacimsel kiigiilmenin zamana bagli sistematik bir

desen gostermedigi; bireysel biyolojik farkliliklarla iligkili oldugu gozlendi.

Ornegin, bazi tavsanlarda greftler 4 ay boyunca belirgin biitiinliigiinii korurken, baz
bireylerde her donemde farkli derecelerde hacimsel azalma izlendi. Makroskopik gériinlim
acisindan rastgele secilen ii¢ denege ait 1, 3 ve 4. ayda elde edilen greft gorselleri asagida
sunuldu (Sekil 18, 19). Bu 6rnekler, zaman i¢inde greft hacmindeki bireysel degiskenligi
gosterdi. Gozlenen hacim kaybinin standart dlgiilebilir kriterlerle sayisallastirilamamasi ve

subjektif degerlendirmeye dayanmasi nedeniyle bu veriler i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.

Ayrica, 10. ve 12. deneklerde 4. ayda eksplantasyonu planlanan greftler yerinde gdzlendi ve
makroskopik biitiinliiklerini koruduklar1 belirlendi. Ancak bu greftlerin ¢cevre dokularinda
yaygm inflamasyon saptandi. Oysa bu deneklerde iigiincii ay takiplerinde herhangi bir

enfeksiyon bulgusu izlenmemisti (Sekil 20).
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1. Ay (Otogreft) 3. Ay (Otogreft) 4. Ay (Otogreft)

Sekil 18: Otogreft grubuna ait ayni ii¢ denegin greftlerinin 1., 3. ve 4. ay makroskopik
goriiniimleri. ( Ust satir: Denek 2; Orta satir: Denek 5; Alt satir: Denek 8). Gorseller, zaman

icinde greft hacminde olusan bireysel farkliliklar: yansitmaktadir.
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1. Ay (Ksenogreft) 3. Ay (Ksenogreft) 4. Ay (Ksenogreft)

Sekil 19: Rastgele segilen ii¢ farkli denege ait ksenogreftlerin 1., 3. ve 4. aylardaki
makroskopik goriiniimleri. ( Ust satir: Denek 2; Orta satir: Denek 5; Alt satir: Denek 8).

Gorseller, zaman i¢inde greft hacminde olusan bireysel farkliliklar: yansitmaktadir.
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Sekil 20: 12. denegin 4. ayindaki greft bolgesinden alinan ornekte goriilen yogun

inflamatuar yanit.

4.2. Mikroskopik Gozlem

A B
Sekil 21: Farkl canlhilik diizeylerine sahip greft ornekleri A: Ksenogrefite, kondrosit

lakiinleri belirgin sekilde kaybolmus, hiicresel yapt silinmis ve ECM ’de yaygin solukluk
izlenmistir. Bu tablo, canliligini tamamen yitirmis devitalize bir kikirdak dokusunu
vansitmaktadir. B: Diisiik diizeyde hiicresel yogunluk ve canlilik gosteren otogreft materyali
izlenmektedir. C: Morfolojik biitiinliigii korunmus, yiiksek hiicresel organizasyona sahip

canli bir otogreft yapisi goriilmektedir (A,B,C: HE, x100 biiyiitme, Olympus BX53).
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A

Sekil 22: Greft Inflamatuvar yanit diizeylerini gosteren ksenogreft ornekleri A: Greft
cevresinde minimal diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenmekte olup, kondrosit
cekirdek yapilar: korunmus, ECM diizeni biiyiik ol¢iide devam etmektedir. Bu tablo, diisiik
siddette inflamatuvar yanitla uyumlu bir ksenogreft materyalini gostermektedir. B: Grefti
cevreleyen ve yer yer i¢ine ilerleyen lokosit infiltrasyonu, odem ve ECM organizasyonunda
bozulma ile inflamasyon siddetlenmistir. C: Yogun inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, apse
olusumu ve nekrotik alanlar izlenmekte; bu gériiniim, ileri diizeyde inflamasyon geligmig bir

ksenogreft materyalini temsil etmektedir (A,B,C: HE, x100 biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 23: Yiiksek derecede doku yikimi iceren ksenogreft ornegi. Kikirdak dokunun yapisal
biitiinliigii ileri diizeyde bozulmus, lakiin yapilart kaybolmus ve greft materyali ¢evreden
ayrilmigti. - Amorf yapiuar igerisinde parcalanmis kikirdak segmentleri ve yogun
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenmektedir. Bu tablo, canliligini kaybetmis ve fragmente
olmus bir ksenogreft materyalini goéstermektedir (Fragmentasyon skoru 4) (HE, x100
biiyiitme, Olympus BX53).
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Sekil 24: Dev hiicreli iltihabi graniilasyon dokusu gelisen ksenogreft ornegi. Cok ¢ekirdekli
dev hiicreler, kikirdak matriks kalintilart etrafinda kiimelenmis olup, yabanci cisim tipinde

iltihabi granulasyon paternini yansitmaktadwr (HE, x100 biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 25: Otogreftlerde ossifikasyon siirecine ait bulgular. A: Lakiinler arasinda mineralize
alanlar ve kemik benzeri eozinofilik matriks odaklar: izlenmektedir. Bu tablo, erken
ossifikasyon stirecine giren bir otogreft materyalini gostermektedir. B: Yaygin kalsifikasyon
alanlary, matriks yogunlugunda artis ve yer yer hiicresel organizasyon bozukluklar: ile

karakterizedir (A,B: HE, x100 biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 26: Otogreftlerde kolajen iceriginin degerlendirilmesi. A: Diisiik kolajen boyanmast ve
bozulmus ECM organizasyonu (Skor 1). B: Orta diizeyde kolajen boyanmast ve kismen
korunmus doku diizeni (Skor 2). C: Homojen ve yogun kolajen boyanmast ile yiiksek ECM
biitiinliigii gosteren iyi organize olmug bir otogreft materyali (Skor 3) (4,B,C: MTK, x100
biiyiitme, Olympus BX53).
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C
Sekil 27: Ksenogreftlerde kolajen yapisimin degerlendirilmesi. A: Minimal kolajen

boyanmasi, zayif ECM organizasyonu (Skor 1). B: Homojen kolajen dagilimi ile kismen
korunmug dokusal biitiinliik (Skor 2). C: Yogun ve kesintisiz kolajen boyanmast ile yapisal

stabiliteyi yansitan bir ksenogreft (Skor 3) (A,B,C: MTK, x100 biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 28: Otogreftlerde matrix metakromazi kaybinin degerlendirmesi. A: Homojen, koyu
mor-menekse metakromazi (Skor 0). B: Diizensiz ve zayiflamis mor tonlar (Skor 2). C:

Belirgin metakromazi kaybi ve soluk ECM boyanmasi (Skor 3) (4,B,C: TB, x100 biiyiitme,
Olympus BX353).

A

Sekil 29: Ksenogreftlerde matrix metakromazi kaybinin degerlendirmesi. A: Yaygin, homojen

metakromazi (Skor 0). B: Solukluk ve renk yogunlugunda azalma (Skor 2). C: Siddetli
metakromazi kaybi ve neredeyse hi¢ bovanma olmayan ECM goriiniimii (Skor 4) (A,B,C: TB,
x100 biiyiitme, Olympus BX53).
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Sekil 30: Otogreftlerde GAG varliginin degerlendirilmesi. A: Diisiik ve diizensiz boyanma,
azalmis GAG (Skor 1). B: Homojen boyanma ve korunmus GAG icerigi (Skor 2). C: Yaygin,
yogun mavi boyanma ile yiiksek GAG igerigi ve biyouyumluluk (Skor 3) (4,B,C: AB, x100
biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 31: Ksenogreftlerde GAG varliginin degerlendirilmesi. A: Lokalize gii¢lii boyanma ile
orta diizeyde GAG korunumu (Skor 2). B: Yaygin ve homojen mavi boyanma ile GAG varlig
(Skor 4) (A,B: HE, x100 biiyiitme, Olympus BX53).

Sekil 32: Otogreftlerde rejenerasyon kapasitesinin immiinohistokimyasal degerlendirilmesi.
A: Zayif sitoplazmik GFAP boyanmasi, diisiik rejeneratif aktivite (Skor 1). B: Artmis ancak
daginik pozitif GFAP boyanma alanlar (Skor 2). C: Homojen ve yaygin GFAP ekspresyonu
ile yiiksek rejeneratif kapasite (Skor 4) (A,B,C: GFAP, x100 biiyiitme, Olympus BX53).
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A
Sekil  33:  Ksenogreftlerde  rejenerasyon  kapasitesinin  immiinohistokimyasal
degerlendirilmesi. A: Pozitif boyanma izlenmemistir, anlamli rejeneratif yanit yoktur (Skor
0). B: Odaklanmis GFAP pozitifligi ile orta diizeyde rejeneratif yanit (Skor 2). C: Yaygin ve
homojen GFAP ekspresyonu ile yiiksek rejeneratif kapasite (Skor 4) (4,B,C: HE, x100
biiyiitme, Olympus BX53).

Otogreft grubuna ait histopatolojik parametrelerin zamana gore dagilimi Tablo 1°de,
ksenogreft grubuna ait veriler ise Tablo 2’de sunulmustur. Kontrol grubu yalnizca igslem
gdrmemis ve ¢evre dokuyla temasi1 olmayan kikirdak dokularindan olustugundan, bu grupta

periferik vaskiilarizasyon degerlendirmesi yapilamamuistir.

Ksenogreft kontrol grubundaki Orneklerde ise rejeneratif kapasiteyi degerlendirmek
amaciyla uygulanan GFAP immiinohistokimyasal boyama yontemi teknik olarak yetersiz
kalmistir; sitoplazmada pozitif boyanma izlenmediginden, bu 6rneklerde rejeneratif yanit

analizi gergeklestirilememistir.

Ayrica 12 numarali denegin 2. ve 3. ay greftlerinde histopatolojik inceleme i¢in yeterli
miktarda kikirdak dokusu bulunamamustir. 10. ve 12. deneklere ait 4. ay greftlerinde ise,
yogun inflamasyona bagh olarak ¢evre dokular net sekilde secilememistir. Bu nedenle bu

orneklerde periferik vaskiilarizasyon parametresi puanlamaya dahil edilmemistir.

Otogreft olan kontrol grubunun tamaminda kondrosit niikleus kayb1 0; Grup I’de 7’sinde 0,
5’inde 1+, Grup II’de 10’unda 1+, 1’inde 2+, 1’inde 3+, Grup III’te 1’inde 0, 4’linde 1+,
4’linde 2+, 3’linde 3+, Grup [V’te 6’sinda 1+, 3’linde 2+, 2’sinde 3+ ve 1’inde 4+ olarak
bulunmugstur. Otogreft olan kontrol grubunun tamaminda inflamasyon 0; Grup I’de 1’inde
0, 7’sinde 1+, 3’linde 2+, 1’inde 3+, Grup II’de 3’iinde 0, 4’linde 1+, 5’inde 2+, Grup III’te
9’unda 0, 2’sinde 1+, 1’inde 2+, Grup IV’te 4’linde 0, 7’sinde 1+ ve 1’inde 4+ olarak
bulunmugtur. Kontrol grubundaki 6rnekler yalnizca islem gérmemis kikirdak dokularindan
olustugu ve cevre dokuyla temas etmedigi ig¢in bu grupta periferik vaskiilarizasyon

parametresi degerlendirilememistir.
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Ksenogreft grubunda kondrosit niikleus kaybi; kontrol grubunda 2’sinde 0, 8’inde 1+,
2’sinde 2+; Grup I’de 11’inde 1+, 1’inde 2+; Grup II’de 1’inde 2+, 1’inde 3+, 9’unda 4+;
Grup III’te 11’inde 4+; Grup IV’te tamaminda 4+ olarak degerlendirilmistir. Ksenogreft
grubunda inflamasyon; Grup I’de 1’inde 1+, 6’sinda 2+, 5’inde 3+; Grup II’de 6’sinda 2+,
3’linde 3+, 2’sinde 4+; Grup III’te 1’inde 1+, 7’sinde 2+, 2’sinde 3+, 1’inde 4+; Grup [V’te

I’inde 1+, 4’tinde 2+, 3’linde 3+, 4’iinde 4+ olarak tespit edilmistir.

40



Tablo 1: Otogreft Grubunda Histopatolojik Bulgularin Dagilimi

Kontrol (n=12) Grup I (n=12) Grup Il (n=12) Grup I (n=12) Grup IV (n=12)

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Kondrosit 12 | - - - 7 5 - - -1 1 1 1 4 4 3 - 6 3 2
Nukleus Kayb1
Periferal 11| 1 - - - 9 3 - 1 8 3 - 2 8 2 - 2 8 2 -
Proliferasyon
internal 12 | - - - 12 | - - - 12 | - - - 1 | 1 - - 12 | - - -
Vaskdlarizasyon
Periferal = = = = 2 7 2 1 - 8 - - 3 9 - - 1 10 | 1 -
Vaskularizasyon
inflamasyon 2 -1 - |- 1171131 3|45 - 9 | 2 | 1| - 4 | 7| - | -
Fragmentasyon | 12 - - - 1] 1 - - 12 | - - - 9 3 - - 10 | 1 1 -
Dev Hicre 12 | - - - 10 | 2 - - 8 4 - - 10 | 2 - - 10 | 2 - -
Kemik 12 | - - - 12 | - - - 10 | 1 - - 12 | - - - 9 3 - -
Metaplazi
Kalsifikasyon 12 - - - 1] 1 - - 9 2 - - 10| 2 - - 8 4 - -
Fibrozis 12 | - - - 4 7 1 - 1 6 5 - 2 7 3 - 1 7 4 -
Greft 12 | - - - 11| 1 - - 10 | 2 - - 5 7 - - 4 7 1 -
Rezorbsiyonu
GAG Miktan | - - - 3 - - - 8 - - 3 9 - - 4 8 - 1 5 6
Korunmasi
Matrix Kolajen | - 1 110 1 - 1 8 3 - 6 4 2 - - 7 5 - 3 3 5
Icerigi
Matrix 12 | - - - 8 4 - - - 6 5 1 - 6 5 1 - 7 4 -
Metakromazisi
Kayb1
Rejenerasyon - 2 2 6 - 4 6 2 - 6 - 5 - 7 1 3 1 6 2 -
Kapasitesi
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Tablo 2: Ksenogreft Grubunda Histopatolojik Bulgularin Dagilimi

Kontrol (n=12) Grup I (n=12) Grup Il (n=12) Grup I (n=12) Grup IV (n=12)

0 1123 0 1123 0 11213 0 112 |3]| 4 0 112 |3]| 4
Kondrosit Nukleus Kaybi 2 82| - - 1 (1) - - -1 111 - - -] -1 11 - -l -] -] 12
Periferal Proliferasyon 12 | - | - | - 10 2 |- - 4 |61 - 3 /611 - 4 1 4]11]3] -
internal Vaskdilarizasyon 1 13[3]3 - | 51413 4 | 2[5 - 2 (712 |-]| - 2 | 713 |- -
Periferal Vaskularizasyon = -l - - - 2 |72 - - 1318 - 1154 1 - 3143 -
inflamasyon = = =1 = - 1 |65 - - 1613 - 11712 1 - 114]|13]| 4
Fragmentasyon - 51115 8 4 - - 5 -1 -13 4 2| -|1| 4 5 -1 2] - 5
Dev Hucre 122 | - - | - 10 2 | -|- - 14124 - 3|62 - 2 13|5(1] 1
Kemik Metaplazi 12| -1 -1 - 12 - - - 11 -] -1- 11 -1 - - - 1101 - | - -
Kalsifikasyon 122 | - | -] - 12 - - - 8 | -11]1 9 -1 2 - - 10 |1 - | - 1
Fibrozis 122 | - | - | - 1 8 | 3] - - 11173 1 |5(4|1] - 3 13|33 -
Greft Rezorbsiyonu 122 | -] -] - 6 51|11 - 1 14)|-1]4 1 (1|51 4 - 3133 3
GAG Miktar1 Korunmasi - -13|8 - - 213 1 (5|24 5 1413 - - 3|72 - -
Matrix Kolajen Icerigi - 4144 - - |66 1 (2|72 1 (254 - 1 [3[6|2]| -
Matrix Metakromazisi Kaybi 3 15|31 7 51 -1 - - 12|44 - -|6]1] 5 - 11413 4
Rejenerasyon Kapasitesi - - - - - 1 125 1 |1]-14 3 |1]-12]| 6 3| -1-12]7
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4.3. Otogreft Grubu
Otogreft grubuna ait histopatolojik bulgularin zamana bagl degisimi, kontrol, 1 hafta (Grup I),
1 ay (Grup II), 3 ay (Grup III) ve 4 ay (Grup IV) olmak iizere bes farkli grupta degerlendirilmis

ve bu bulgular Tablo 3’te karsilagtirmali olarak sunulmustur.

Istatistiksel analiz sonuglarma gére; kondrosit niikleus kayb1 (p<0,001), periferal proliferasyon
(p<0,001), periferal vaskiilarizasyon (p=0,019), inflamasyon (p<0,001), fibrozis (p<0,001),
greft rezorbsiyonu (p<0,001), GAG miktarinin korunmasi (p<0,001) ve matriks metakromazisi

(p<0,001) parametrelerinde gruplar arasinda anlamli diizeyde fark tespit edilmistir.

4.4. Ksenogreft Grubu
Ksenogreft grubuna ait histopatolojik bulgular, kontrol, 1 hafta (Grup I), 1 ay (Grup II), 3 ay
(Grup III) ve 4 ay (Grup 1V) olmak lizere bes farkli zaman noktasinda degerlendirilmis ve

karsilagtirmali veriler Tablo 4’te sunulmustur.

Istatistiksel analiz sonuglarina gdre; kondrosit niikleus kaybi (p<0,001), periferal proliferasyon
(p<0,001), inflamasyon (p<0,001), fibrozis (p<0,001), greft rezorbsiyonu (p<0,001), GAG
miktarinin korunmasi (p<<0,001) ve matriks metakromazisi (p<0,001) parametrelerinde gruplar

arasinda anlamli diizeyde fark saptanmustir.
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Tablo 3: Otogreft Grubunda Histopatolojik Bulgularin Karsilastirilmasi

OTOGREFT GRUBU Post-hoc p value**
Kontrol | Grupl | Grupll | Grup | GruplV | p* pt | pAc | pAP | pAE | PBC | PBD | PBE | pCD | pCE | pDE
(n=12* | (n=12)8 | (n=12)° i (n=12)F
(n=12)°

Kondrosit 0 (0-0) 0 (0-1) 1(1-3) 2(0-3) | 1,5(1-4) | <0,001 | 0,025 | 0,001 | 0,003 | 0,002 | 0,014 | 0,011 | 0,007 | 0,141 | 0,176 | 0,655
Nukleus Kayb1
Periferal 0(0-1) 1(1-2) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) | <0,001 | 0,002 | 0,004 | 0,008 | 0,005 | 0,655 | 0,180 | 0,180 | 0,414 | 0,414 | 1,000
Proliferasyon
internal 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0(0-0) | 0,406 | 1,000 | 1,000 | 0,317 | 1,000 | 1,000 | 0,317 | 1,000 | 0,317 | 1,000 | 0,317
Vaskdlarizasyon
Periferal - 1(0-3) 1(1-4) 1(0-1) 1(0-2) | 0,019 - - - - 0,126 | 0,096 | 0,414 | 0,026 | 0,039 | 0,083
Vaskularizasyon
inflamasyon 0 (0-0) 1(0-3) 1(0-2) 0 (0-2) 1(0-4) | <0,001 | 0,002 | 0,006 | 0,102 | 0,007 | 0,564 | 0,022 | 0,339 | 0,020 | 0,454 | 0,035
Fragmentasyon 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-1) 0(0-2) | 0,186 | 0,317 | 1,000 | 0,083 | 0,180 | 0,317 | 0,317 | 0,414 | 0,083 | 0,180 | 1,000
Dev Hiicre 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0(0-1) | 0,319 | 0,157 | 0,046 | 0,157 | 0,157 | 0,414 | 1,000 | 1,000 | 0,317 | 0,414 | 1,000
Kemik Metaplazi 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-0) 0(0-1) | 0,064 | 1,000 | 0,180 | 1,000 | 0,083 | 0,180 | 1,000 | 0,083 | 0,180 | 1,000 | 0,083
Kalsifikasyon 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-4) 0 (0-1) 0(0-1) | 0,155 | 0,317 | 0,202 | 0,157 | 0,046 | 0,257 | 0,564 | 0,180 | 0,414 | 1,000 | 0,157
Fibrozis 0 (0-0) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) | <0,001 | 0,007 | 0,003 | 0,004 | 0,002 | 0,008 | 0,194 | 0,084 | 0,366 | 0,763 | 0,317
Greft 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0(0-2) | <0,001 | 0,317 | 0,157 | 0,008 | 0,007 | 0,317 | 0,014 | 0,011 | 0,025 | 0,020 | 0,157
Rezorbsiyonu
GAG Miktan | 4 (3-4) 3(3-4) 3(2-3) 3(2-3) | 2,5(1-3) | <0,001 | 0,025 | 0,006 | 0,002 | 0,001 | 0,020 | 0,011 | 0,009 | 0,705 | 0,157 | 0,180
Korunmasi
Matrix  Kolajen | 2 (1-3) 2(1-3) [ 15(1-3)| 2(2-3) | 25(2-4) | 0,119 | 0,317 | 0,206 | 0,096 | 0,417 | 0,058 | 0,317 | 0,782 | 0,021 | 0,101 | 0,705
Icerigi
Matrix 0 (0-0) 0(0-1) |15(1-3)|15(1-3) | 1(1-4) | <0,001|0,046 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,010 0,010 | 1,000 | 0,861 | 1,000
Metakromazisi
Kayb1
Rejenerasyon 3(1-4) 2 (1-3) 2 (1-4) 1(1-4) 1(0-4) | 0,184 | 0,031 | 0,168 | 0,077 | 0,077 | 0,465 | 1,000 | 0,951 | 0,751 | 0,643 | 0,885
Kapasitesi

Median (min-max); *: Friedman Testi; **: Wilcoxan Isaretli Sira Testi (bonferoni diizeltmesi uygulanmadan p degerleri sunulmustur)
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Tablo 4: Ksenogreft Grubunda Histopatolojik Bulgularin Karsilagtiriimasi

KSENOGREFT GRUBU Post-hoc p value**
Kontrol | Grupl | Grupll | Grup | GruplV | p* pt | pAc | pAP | pAE | PBC | PBD | PBE | pCD | pCE | pDE
(n=12* | (n=12)8 | (n=12)° i (n=12)F
(n=12)°

Kondrosit 1(0-2) 1(1-2) 4 (2-4) 4 (4-4) 4 (4-4) | <0,001 | 0,705 | 0,003 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,001 | 0,180 | 0,180 | 1,000
Nukleus Kayb1
Periferal 0 (0-0) 0 (0-1) 1(0-2) 1(0-3) 1(0-3) | <0,001 | 0,157 | 0,011 | 0,008 | 0,010 | 0,020 | 0,008 | 0,017 | 0,380 | 0,132 | 0,496
Proliferasyon
internal 2 (0-3) 2 (1-3) 1(0-2) 1(0-2) 1(0-2) | 0,070 | 0,708 | 0,047 | 0,054 | 0,013 | 0,107 | 0,047 | 0,101 | 0,873 | 1,000 | 0,655
Vaskdlarizasyon
Periferal - 2 (1-4) 3(2-3) 2 (1-4) 2(1-3) | 0,392 - - - - 0,166 | 0,608 | 0,257 | 0,317 | 0,068 | 0,336
Vaskularizasyon
inflamasyon 0 (0-0) 2 (2-3) 2 (2-4) 2 (1-4) 3(1-4) | <0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,564 | 0,577 | 0,226 | 0,206 | 0,755 | 0,160
Fragmentasyon 3(1-4) 0 (0-1) 3(0-4) 1(0-4) 2(0-4) | 0,074 | 0,006 | 0,590 | 0,640 | 0,750 | 0,034 | 0,017 | 0,020 | 0,722 | 0,670 | 0,670
Dev Hicre 0 (0-0) 0 (0-1) 2 (1-4) 2 (1-3) 2 (0-4) | <0,001 | 0,157 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,003 | 0,003 | 0,004 | 0,564 | 0,380 | 0,748
Kemik Metaplazi 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0(0-1) | 0,406 | 1,000 | 0,317 | 0,317 | 0,317 | 0,317 | 0,317 | 0,317 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Kalsifikasyon 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-4) 0 (0-2) 0(0-4) | 0,236 | 1,000 | 0,209 | 0,157 | 0,180 | 0,109 | 0,157 | 0,180 | 0,336 | 0,465 | 1,000
Fibrozis 0 (0-0) 1(0-2) 2 (1-3) 1(0-3) 2 (0-3) | <0,001 | 0,002 | 0,002 | 0,004 | 0,007 | 0,016 | 0,380 | 0,431 | 0,046 | 0,194 | 0,608
Greft 0(0-0) |05(0-2) | 3(0-9 2(0-4) | 2,5(1-4) | <0,001 | 0,020 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,719 | 0,794 | 0,943
Rezorbsiyonu
GAG Miktan | 3 (2-4) 4(2-4) | 1,5(0-3) | 1(0-2) 1(0-2) | <0,001 | 0,035 | 0,006 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,002 | 0,060 | 0,086 | 0,725
Korunmasi
Matrix Kolajen | 2(1-3) | 2,5(2-3) | 2(0-3) 2 (0-3) 2(0-3) | 0,159 | 0,209 | 0,660 | 0,931 | 0,582 | 0,070 | 0,190 | 0,024 | 0,527 | 0,666 | 0,206
Icerigi
Matrix 1(0-3) 0(0-1) | 25(14)|25(24) | 3(1-4) |<0,001 0,070 | 0,007 | 0,005 | 0,005 | 0,003 | 0,002 | 0,003 | 0,365 | 0,476 | 0,887
Metakromazisi
Kayb1
Rejenerasyon - 3(1-4) |35(-4) | 35(-4) | 4(-4) | 0873 - - - - 0,714 | 0,629 | 0,903 | 0,391 | 0,669 | 0,671
Kapasitesi

Median (min-max); *: Friedman Testi; **: Wilcoxan Isaretli Sira Testi (bonferoni diizeltmesi uygulanmadan p degerleri sunulmustur)
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4.5. Otogreft—Ksenogreft Karsilastirmasi (Tablo 5)
Kontrol grubu ile Grup I, II, III ve IV’te otogreft dokularda, ksenogreft dokulara kiyasla
kondrosit niikleus kaybi anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (sirasiyla p<0,001;

p=0,008; p<0,001; p<0,001; p<0,001).

Periferal proliferasyon, yalnizca Grup I’de otogreftlerde anlamli diizeyde daha yiiksek

saptanmustir (p<<0,001).

Internal vaskiilarizasyon, tiim gruplarda otogreftlerde ksenogreftlere kiyasla anlamh sekilde
daha distk bulunmustur (swrasiyla p<0,001; p<0,001; p=0,009; p=0,001; p<0,001).
Periferal vaskiilarizasyon, Grup I, III ve IV te otogreftlerde daha diisiik diizeyde izlenmistir

(strastyla p=0,010; p<0,001; p=0,007).

Grup [-1V’te, otogreftlerde inflamasyon diizeyi, ksenogreftlere kiyasla anlamli sekilde daha
disiiktiir (swrastyla p=0,006; p=0,001; p<0,001; p<0,001).

Fragmentasyon, kontrol grubu ile Grup II-1V’te otogreftlerde daha diisiik oranda saptanmistir

(srastyla p<0,001; p=0,027; p=0,044; p=0,039).

Dev hiicre olusumu, Grup II, III ve IV’te otogreftlerde anlamli sekilde daha az gézlenmistir

(srastyla p<0,001; p<0,001; p=0,001).

Fibrozis diizeyi, yalnizca Grup II’de ksenogreftlerde anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur
(p=0,011).

Greft rezorbsiyonu, Grup II-IV’te otogreftlerde anlamli olarak daha diisiiktiir (p<0,001).
GAG miktar1 korunumu, kontrol grubu ile Grup II-IV’te otogreftlerde daha yiiksek tespit
edilmistir (swrasiyla p=0,001; p=0,024; p<0,001; p<0,001).

Benzer sekilde, matriks metakromazi kaybi, bu gruplarda otogreftlerde anlamli derecede

daha diisiiktiir (sirasiyla p=0,001; p=0,028; p=0,002; p=0,006).

Son olarak, rejenerasyon kapasitesi, yalnizca Grup I’te otogreftlerde ksenogreftlere gore daha

diisiik bulunmustur (p=0,006).

Kemik metaplazi ve kalsifikasyon, her iki greft tiirlinde de tiim gruplarda oldukca diistik
diizeyde gozlenmis ve bu parametreler acisindan otogreft ile ksenogreftler arasinda anlamli bir
fark saptanmamustir (p>0,05). Matriks kolajen icerigi de tiim zaman noktalarinda her iki greft

tiirlinde benzer diizeyde bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 5: Calisma Gruplarinda Otogreft ve Ksenogreft Dokularda Histopatolojik Bulgularin Karsilastirilmasi

Kontrol (n=12) Grup I (n=12) Grup Il (n=12) Grup I (n=12) Grup IV (n=12)
Otogre | Ksenogr p Otogre | Ksenogr p Otogre | Ksenogr p Otogre | Ksenogr P Otogre | Ksenogr P
ft eft ft eft ft eft ft eft ft eft
Qggfgﬁ%“‘ 0(0-0) | 1(0-2) [<000] 0(0-1) | 1(1-2) | 0,008 1(1-3) | 4(2-4) | <000 | 2(0-3) | 4(44) [<000]| 15(1- | 4(4-4) |<0,00
1 1 1 4) 1
Proliférasyon | 0(0-1) | 0(0-0) [ 0,755 | 1(1-2) | 0(0-1) | <000 | 1(0-2) | 1(0-2) | 04151 | 1(0-2) | 1(0-3) | 0833 ] 1(0-2) | 1(0-3) | 0,887
1
- UiKlirizasy | 0(0-0) | 2(0-3) [<0,00 | 0(0-0) | 2(1-3) |[<0,00] 0(0-0) | 1(0-2) [ 0,009 [ 0(0-1) | 1(0-2) | 0,001 0(0-0) [ 1(0-2) | <0,00
1 1 1
Vaskiiatizasy - - - 1(03) | 2(1-4) [0010| 1(1-4) | 3(23) [ 0190 [ 1(0-1) | 2(1-4) |[<0,00]| 1(0-2) | 2(1-3) | 0,007
1
- TEMAESYOn 10 (0-0) | 0(0-0) | 1,000 | 1(0-3) | 2(2-3) [ 0,006 | 1(0-2) | 2(2-4) | 0,001 | 0(0-2) | 2(1-4) |<0,00 1(0-4) | 3(1-4) | <0,00
1 1
ORI 170 (0-0) | 3(1-4) |<0,00| 0(0-1) [ 0(0-1) [ 0,319 0(0-0) [ 3(0-4) [ 0,027 | 0(0-1) | 1(0-4) [ 0044 ] 0(0-2) | 2(0-4) | 0,039
1
PEV TR 0(0-0) | 0(0-0) | 1,000 | 0(0-1) | 0(0-1) | 1,000 | 0(0-1) | 2(1-4) | <000 0(0-1) | 2(1-3) |<0,00| 0(0-1) | 2(0-4) | 0,001
1 1
MRz 0(0-0) | 0(0-0) | 1,000 | 0(0-0) | 0(0-0) | 1,000 0(0-4) | 0(0-1) | 0,713 | 0(0-0) | 0(0-1) [ 0,755 | 0(0-1) | 0(0-1) | 0,514
RapTirasyot 1 0(-0) | 0(0-0) | 1,000 0(0-1) | 0(0-0) | 0,755 | 0(0-4) | 0(0-4) | 0833|0(0-1) | 0(-2) |[0880 | 0(0-1) | 0(0-4) | 0,590
e 0(0-0) | 0(0-0) | 1,000 | 1(0-2) | 1(0-2) | 0,160 | 1(0-2) | 2(1-3) | 0011 | 1(0-2) | 1(0-3) | 0,316 | 1(0-2) | 2(0-3) | 0,630
REZrbsiyonu | 0 (0-0) | 0(0-0) | 1,000 | 0(0-1) | 0,5(0-2) | 0,078 | 0(0-1) | 3(0-4) [ <0,00| 0(0-1) | 2(0-4) | <0,00| 0(0-2) | 2,5(1-4) | <0,00
1 1 1
oranmasi | 4 (3-4) | 3(2-4) [ 0,001] 3(3-4) | 4(2-4) [059 | 3(2-3) | 1,5(0-3) | 0,024 | 3(2-3) | 1(0-2) |<0,00| 25(1- [ 1(0-2) | <0,00
1 3) 1
;(e)r%}”é(n 2(1-3) | 2(1-3) | 1000 2(1-3) | 25(2-3) | 0242 15(1- | 2(0-3) | 0514 | 2(2-3) | 2(0-3) | 0347 | 25(1- | 2(0-3) | 0178
3) 4)
Mf‘ﬁé&?mazi 0(0-0) | 1(0-3) |0001]0(-1) | 0(-1) [0755] 15(1- | 25(1-4) | 0,028 | 1,5(1- | 2,5(2-4) | 0,002 | 1 (1-4) | 3(1-4) | 0,006
3) 3)
RS | 3 (1-9) - - 2(1-3) | 3(1-4) | 0,006 | 2(1-4) | 3,5(0-4) | 0,052 | 1(1-4) | 3,5(0-4) | 0,266 | 1(0-4) | 4(0-4) | 0,242

Median (min-max); *: Mann Whitney U Test
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4.6. Zaman—Greft Etkilesimi
Otogreft ve ksenogreft gruplar1 arasinda histopatolojik bulgularin zamanla degisimi Tekrarl

Olciimlerde ANOVA testi ile incelendi.

Kondrosit niikleus kaybinin zamanla degisiminde anlamli diizeyde fark bulundu (p<0,001)

ve greft tipinin de bu farkta etkisi oldugu tespit edildi (p<0,001) (Sekil 34).

KONDROSIT NUKLEUS KAYBI
4,00

= OTOGREFT
== KSENOGREFT

2,00

Estimated Marginal Means

1,00

00

Kontrol Grup | Grup Il Grup I Grup IV

Sekil 34: Greft Tipine Gore Kondrosit Nukleus Kaybi Diizeyinin Zamanla Degisimi

Periferal proliferasyon diizeyinin zamanla degisiminde anlamli diizeyde fark bulundu

(p<0,001) ve greft tipinin de bu farkta etkisi oldugu tespit edildi (p=0,005) (Sekil 35).
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PERIFERAL PROLIFERASYON

—— OTOGREFT
125 —— KSENOGREFT

75

50

Estimated Marginal Means

25

0o

Kontrol Grup | Grup Il Grup I Grup IV

Sekil 35: Greft Tipine Gore Periferal Proliferasyon Diizeyinin Zamanla Degisimi

Internal vaskiilarizasyon diizeyinin zamanla degisiminde anlaml diizeyde fark bulundu

(p=0,048) ve greft tipinin de bu farkta etkisi oldugu tespit edildi (p=0,029) (Sekil 36).

INTERNAL VASKULARIZASYON

20
== OTOGREFT
= KSENOGREFT

Estimated Marginal Means

Kontrol Grup | Grup Il Grup I Grup IV

Sekil 36: Greft Tipine Gore Internal Vaskiilarizasyon Diizeyinin Zamanla Degisimi

Tavsanlarda incelenen inflamasyon diizeyinin zamanla degisimi anlamli diizeyde fark
kaydedildi (p<0,001); inflamasyonun zamanla degisiminde greft tipinin de etkisi oldugu
belirlendi (p<0,001) (Sekil 37).
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INFLAMASYON

30
= OTOGREFT
= KSENOGREFT

25

20

Estimated Marginal Means

Kontrol Grup | Grup Il Grup Il Grup IV

Sekil 37: Greft Tipine Gore Inflamasyon Diizeyinin Zamanla Degisimi

Dev hiicre diizeyinin zamanla degisiminde istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark
kaydedildi (p<0,001); dev hiicre diizeyinin zamanla degisiminde greft tipinin de etkisi
oldugu belirlendi (p=0,001) (Sekil 38).

DEV HUCRE
25

= OTOGREFT
== KSENOGREFT

20

Estimated Marginal Means

Kontrol Grup | Grup Il Grup I Grup IV

Sekil 38: Greft Tipine Gore Dev Hiicre Diizeyinin Zamanla Degigimi

Greft rezorbsiyon diizeyinin zamanla degisiminde istatistiksel olarak anlaml diizeyde fark
kaydedildi (p<0,001); greft rezorbsiyonun zamanla degisiminde greft tipinin de etkisi oldugu
belirlendi (p<0,001) (Sekil 39).
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GREFT REZORBSIYONU
25

= OTOGREFT
== KSENOGREFT

20

Estimated Marginal Means

Kontrol Grup | Grup Il Grup Il Grup IV

Sekil 39: Greft Tipine Gore Greft Rezorbsiyon Diizeyinin Zamanla Degisimi

GAG miktann korunma diizeyinin zamanla degisiminde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde fark kaydedildi (p<0,001); GAG miktar1 korunma diizeyinin zamanla degisiminde
greft tipinin de etkisi oldugu belirlendi (p<0,001) (Sekil 40).

GAG MIKTARI KORUNMASI

= OTOGREFT
== KSENOGREFT

Estimated Marginal Means

Kontrol Grup | Grup Il Grup lll Grup IV

Sekil 40: Greft Tipine Gore GAG Miktari Korunma Diizeyinin Zamanla Degigimi

Periferal vaskiilarizasyon (zaman p = 0,011; greft p = 0,285), fragmentasyon (zaman p =
0,047; greft p = 0,059), fibrozis (zaman p < 0,001; greft p = 0,292) ve matriks
metakromazisi kaybi (zaman p <0,001; greft p =0,070) bulunarak degerlerin zamana bagl

anlamli degistigi, ancak iki greft tipi arasinda kalic1 seviye farki olmadig: goriildii.

Kemik metaplazi (zaman p = 0,068; greft p = 0,392) ile kalsifikasyon (zaman p = 0,068;

greft p = 0,798) yalnizca smirda zayif etkiler sergilerken, matriks kollajen icerigi (zaman
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p = 0,115; greft p = 0,204) ve rejenerasyon kapasitesi (zaman p = 0,745; greft p = 0,936)

dort aylik izlem boyunca tamamen stabil kaldi.

5. TARTISMA

Kikirdak doku, diigiik vaskiilaritesi ve smirli rejeneratif kapasitesi nedeniyle spontan
iyilesme potansiyeli diisiik bir dokudur. Bu nedenle, kikirdak defektlerinin onariminda
siklikla cerrahi greft uygulamalar: tercih edilmektedir. Klinik pratikte otogreft, allogreft ve
ksenogreft gibi farkli greft tiirlerinden yararlamilmaktadir (22). Otogreftler, yiliksek
biyouyumluluklar1 sayesinde minimal immiin yanit olusturma avantaji sunmakla birlikte;
smirlt doku kaynagi ve ek cerrahi saha gereksinimi gibi onemli dezavantajlara sahiptir. Bu
smirlamalar, alternatif olarak oOzellikle 1sinlanmis homogreft kostal kikirdak gibi
allogreftlerin kullanimini glindeme getirmistir. Nitekim, bu tiir greftlerin diisiik
komplikasyon oranlar1 ile uzun donemli stabilite saglayabildigi bildirilmektedir (23,59).
Ancak yliksek maliyet ve smirli erisim gibi faktorler, bu materyallerin yaygm kullanimini
kisitlamaktadir. Bu nedenle hayvan kaynakli ksenogreftler; kolay temin edilebilirlikleri ve

diisiik maliyetleriyle cazip alternatifler olarak degerlendirilmektedir.

Kangesu ve arkadaslari, 1987—1990 yillar1 arasinda gluteraldehit ile korunmus ve 1sinlanmis
sigir kikirdaginin (Chondroplast) nazal rekonstriiksiyon amaciyla kullanimini incelemis; 18
hastanin 7’sinde greftin rezorbe oldugunu ve ortalama 6.8 ay icinde deformitenin
tekrarladigimi bildirmistir. Dort hastada enfeksiyon nedeniyle greftlerin ¢ikarildigi; yalnizca
yedi hastada greftlerin uzun vadede stabil kaldig1 rapor edilmistir (93). Buna karsilik, 1993
yilinda yayimlanan bir bagka calismada igmmlanmis sigir kikirdagi spreader greft olarak
kullanilmis ve bes yillik takip siirecinde tatmin edici hacimsel stabilite sagladig1 belirtilmistir
(94). Benzer sekilde, Bhattacharya ve arkadaslari, ke¢i konkal kikirdagmi alkol, gama
isinlama  ve glutaraldehit uygulamalar1 ile deselliilarize ederek immiinojenitesini
degerlendirmis; in vivo testlerde dort aylik implantasyon sonrasinda inflamatuar hiicre
infiltrasyonuna rastlamamistir. Calismanin insan fazinda ise 15 hastada otogreftlerle
karsilastirma yapilmis; ksenogreftlerin 18 aylik takip siiresince stabil kaldig1 ve rezorpsiyon
gostermedigi belirtilmistir (95). Ancak bu c¢alismalarda kullanilan glutaraldehit, gama
isinlama ve alkol gibi yontemlerin ECM iizerinde potansiyel toksik etkiler tasidigi
bilinmektedir. Bu ajanlar, 6zellikle GAG ve kollajen igeriklerinde bozulmalara yol agarak

greftin biyomekanik biitiinliiglinii zayiflatabilir. Bu nedenle ¢aligmamizda, daha kontrollii ve
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dogru konsantrasyonda ECM yapisini koruyabilecek SDS temelli deselliilarizasyon yontemi

tercih edilmistir.

SDS’nin farkli konsantrasyon ve uygulama siireleriyle kullanildig: cesitli deselliilarizasyon
protokolleri, literatiirde kapsamli bi¢cimde degerlendirilmistir. Bu ¢alismalar, yalnizca
hiicresel icerigin uzaklastirilmasi degil, ayn1 zamanda ECM'in yapisal ve biyokimyasal
biitiinligliniin korunmasi agisindan da Onemli sonuglar ortaya koymustur. Bhamare ve
arkadaslar1 keci aurikiiler kikirdaginda uyguladiklar1 farkli yontemlerden yalnizca tigiinde
—%?2 sodyum deoksikolat + %2 SDS, %35 dimetil siilfoksit + %2 SDS ve %] tripsin +
damitilmis su— GAG ve kollajen iceriklerinin korundugunu ve mekanik dayanimi yiiksek
iskeleler elde edildigini bildirmistir (74). Benzer sekilde, Kang ve arkadaslar1 insan nazal
septum kikirdaginda yalnizca 1 saat silireyle uygulanan %1 Triton X-100 + %2 SDS
kombinasyonunun MHC-I/II ekspresyonunu baskilayarak immiinojenisiteyi belirgin sekilde
azalttigini bildirmistir (32). Bu bulgu, SDS’nin Triton X-100 ile birlikte kullanildiginda kisa
stirede etkili bir antijen eliminasyonu saglayabildigini gostermektedir. Ancak burada
gbzlenen basarmin, esas olarak SDS'nin etkinliginden kaynaklandigi, Dahl ve arkadaglarinin
calismasiyla desteklenmektedir; s6z konusu calismada %1 Triton X-100’iin tek basina
uygulandiginda DN A uzaklastirmada yetersiz kaldigi, buna karsin SDS igeren protokollerin
belirgin sekilde daha etkili bir deselliilarizasyon sagladigi raporlanmistir (96). Benzer
sekilde, Schneider ve arkadaslari, insan eklem kikirdaginda uygulanan 24 farkli protokol
arasinda SDS’nin DNA eliminasyonundaki {istiinliigiinii ortaya koymustur (24). Ote yandan,
SDS’nin yiiksek etkinligine ragmen uzun siireli uygulamalarin ECM biitiinliigii {izerinde
olumsuz etkiler olusturabilecegi de rapor edilmistir. Elder ve arkadaglari, %2 SDS’nin kisa
stireli uygulanmasiyla DNA igeriginde %33 oraninda azalma saglandigmi ve ECM
stabilitesinin korundugunu bildirmistir. Ancak uygulama siiresi 8 saate uzatildiginda, DNA
icerigi %46’ya kadar azalmig; bununla birlikte GAG kaybi artmig ve bu durum, doku
hidrasyonu ile mekanik dayanimda belirgin azalmaya yol agmistir (97). Bu bulgular,
SDS’nin etkinliginin siireyle birlikte arttigini; ancak asir1 maruziyetin ECM biitiinliiglinii
olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. Ote yandan, Sandmann ve arkadaslarmnin insan
meniskiis dokusu {izerinde yiiriittiikleri calismada %2 SDS’nin iki haftalik uygulamasi ile
etkili hiicre eliminasyonu saglanmig; ancak daha diisiik konsantrasyon (%1 SDS) yetersiz
bulunmustur (26). Uzun uygulama siiresi, biiyiik ve yogun meniskiis dokusu i¢in gerekli
olup; Elder calismasinda tercih edilen daha kisa siirenin ise daha kii¢iik hacimli kikirdaklara

yonelik olarak optimize edildigi diistiniilmektedir. Bu durum, kikirdak dokusunun boyut ve
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yogunlugunun, deselliilarizasyon siirecinin siiresi ve etkinligi lizerinde belirleyici bir rol
oynadigini ortaya koymaktadir. Calismamizda kullanilan greft boyutu, literatiirde en yakin
ornek olan Ryu ve arkadaglarinin ¢alismasina benzerlik gostermektedir. Bu nedenle, s6z
konusu ¢alismada uygulanan %2 SDS ile 8 saatlik deselliilarizasyon protokolii, doku
ozellikleri agisindan en uygun yaklasim olarak degerlendirilmis ve ayni yontem tercih

edilmistir (17).

Deselliilarizasyonun temel amaci, hiicresel icerigin miimkiin olan en {ist diizeyde
uzaklastirilmasidir. Ancak literatiirde yaygin kabul gordiigii lizere, uygulanan yonteme
bakilmaksizin DNA’nin %100 oraninda elimine edilmesi teknik olarak miimkiin degildir.
Bu nedenle, protokollerin bagarisi yalnizca mutlak eliminasyon kriterine gore degil, immiin
yanit olusturmayan diizeyde bir hiicresel azaltim saglama yeterliligi {iizerinden
degerlendirilmelidir. Gilbert ve arkadaslari, ticari olarak kullanilan deselliilarize doku
iirlinlerinde dahi diisiik miktarda artik DNA kalintisinin bulunabildigini; ancak bu diizeydeki
kalintilarm immiinojenite agisindan klinik olarak anlamli bir sorun olusturmadigini
bildirmistir (98). Calismamizda elde edilen histopatolojik veriler degerlendirildiginde,
deselliilarizasyonun etkinliginin yalnizca baslangigta degil, zaman icinde de siirdiigii
gozlemlenmistir. ik hafta greftlerinde bazi kondrosit niikleuslarmin silik ve fragmente
yapida izlenmis olmasi, islemin tam etkinligine dair yiizeysel bir soru isareti dogurabilecek
gibi goriinse de; bu yapilarin canlilik belirtisi tagimadig1 ve yalnizca morfolojik artiklar
oldugu, takip eden donemlerde niikleuslarin tamamen kaybolmasiyla dogrulanmustir.
Nitekim birinci aydan itibaren greftlerde belirgin niikleus kaybi saptanmis; liglincii ve
dordiincii ay 6rneklerinde ise kondrosit lakiinlerinin tamamina yakininin bos oldugu tespit
edilmistir. Bu progresif yap1 kaybi, uygulanan deselliilarizasyon protokoliiniin hiicresel
immiinojeniteyi anlamli 6l¢iide ortadan kaldirildigini diisiindiirmektedir. Ayrica, histolojik
kesitlerde ECM’in morfolojik biitlinliigiiniin korunmus olmasi, hem etkili hiicresel
eliminasyona hem de yapisal stabiliteye isaret etmektedir. Bu bulgular, uygulanan

protokoliin klinik kullanim i¢in potansiyel tagidigin1 gdstermektedir.

Deselliilarizasyon igslemiyle ksenogreftlerde hiicresel immiinojenite biiyiik l¢lide azaltilmis
olsa da, bu materyallerin biyolojik giivenliginin tam anlamiyla saglanabilmesi i¢in, doku
biitiinliiglini bozmadan etkili sterilizasyonun gerceklestirilmesi zorunludur. Klinik
uygulamalarda yaygin sekilde kullanilan allogreft ve ksenogreftlerin sterilizasyonunda GI
siklikla tercih edilmektedir. Bununla birlikte, GI uygulamasmin kollajen yapida

denatiirasyona yol acgarak biyomekanik 6zellikleri zayiflatabilecegine dair literatiirde baz1
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veriler bulunmaktadir. Bu nedenle sterilizasyon amaciyla yalnizca teorik degil deneysel
kanitlarla da desteklenen EtO tercih edilmistir. Lee ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen
bir caligmada, liyofilize kostal kikirdak greftlerine uygulanan GI, EtO ve otoklav yontemleri
incelenmis; ilk bes haftada GI ile sterilize edilen greftlerin daha stabil oldugu bildirilmis,
ancak 10. haftada EtO ve GI arasinda biyouyumluluk agisindan anlamli bir fark kalmadigi
gosterilmistir (57). Bu sonug, EtO’nun uzun donem dokusal stabilite agisindan yeterli
diizeyde etkinlik sundugunu desteklemektedir. Calismamizda EtO ile sterilize edilen
greftlerde erken donemde herhangi bir enfeksiyon bulgusu izlenmemistir. Dordiincii ayda iki
ksenogreft 6rneginde smirl apse formasyonu tespit edilmistir; ancak bu durumun, greftin
tavsan sirtinda eklem hareketlerine yakin bir bolgeye implante edilmesi nedeniyle gelisen
gecikmis yara iyilesmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Yine bu olgularda iicilincii ay
kontrollerinde herhangi bir inflamatuvar bulguya rastlanmamis olmasi, apse olusumunun
ge¢ donemde ve olasilikla subklinik bir inflamatuvar siirecin ilerlemesiyle iligkili oldugunu
diistindiirmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, EtO sterilizasyon yonteminin hem
dokunun biitiinliigiinii biiylik 6l¢iide korudugu hem de immiinolojik agidan kabul edilebilir

bir giivenlik profili sundugu kanaatine varilmistur.

Deselliilarizasyon ve sterilizasyon siireclerinin basariyla tamamlanmasmin ardindan elde
edilen ksenogreft dokular, rejeneratif tipta biyolojik skafold olarak dikkat cekici bir
potansiyele sahiptir (33,99). Bu tiir yapilarin hiicre dig1 matriks bilesenlerini koruyarak
yeniden hiicrelenmeye olanak tanimasi, onlar1 ozellikle kikirdak doku miihendisligi
uygulamalarinda cazip hale getirmektedir. Ornegin, domuz nazal septum kikirdags; yiiksek
mekanik dayaniklilig1 ve yapisal stabilitesi nedeniyle replasman materyali olarak 6n plana
cikmaktadir (100). Schwarz ve arkadaslari, bu dokudan elde ettikleri skafoldlar1 insan septal
kondrositleri ile ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda incelemis ve kollajen tip II ile agrekan
sentezinin desteklendigini gostermistir (3). Gong ve arkadaslar1 ise domuz aurikiiler
kikirdagindan hazirladiklar: liyofilize tabakalar1 kondrositlerle sandvi¢ modeliyle kombine
ederek subkutan olarak implante etmis; sonugta olgun kikirdak benzeri yapilarin elde
edildigini raporlamistir (101). Buna karsm, Kim ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calisgmada, domuz kikirdagi kaynakli skafoldlar tavsan kondrositleriyle kiiltiire edilerek
tavsan burun sirtina implante edilmis; inflamasyonsuz bir yap1 olugsmasina ragmen, anlamli
diizeyde neo-kikirdak olusumu gézlenmemistir (102). Bu bulgu, hiicre ekiminin rejeneratif
kapasiteyi artrmadaki rolii konusunda literatiirde halen fikir birligi saglanamadigini

gostermektedir. Bomhard ve arkadaslari, deselliilarize edilmis domuz nazal septum
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kikirdagini tavsan modelinde test etmis ve hiicre ekimi yapilan ile yapilmayan gruplari
karsilastirmistir. Hiicre ekimi yapilan grupta septum perforasyon orani diisiik bulunmus olsa
da, hiicresiz greftlerin daha yiiksek yapisal stabilite ve biyouyumluluk gosterdigi
raporlanmistir (90). Tim bu bulgular dogrultusunda, ¢alismamizda yalnizca ekstraselliiler
matriksin  biyolojik skafold potansiyeli incelenmis, herhangi bir hiicre ekimi
gerceklestirilmemistir. Elde edilen histopatolojik  bulgular, deselliilarize edilen
ksenogreftlerde matriks kolajen igeriginin ve rejeneratif kapasitenin otogreftlerle benzer
Olciide korundugunu ortaya koymustur. Bulgularimiz, uygulanan protokolin ECM
biitlinliigiinii korudugunu ve bu yapilarin biyolojik skafold olarak kullanim potansiyelini

destekledigini diisiindiirmektedir.

Ksenogreft materyalinin se¢iminde yalnizca morfolojik uygunluk ve mekanik dayaniklilik
degil, ayn1 zamanda biyogiivenlik faktorleri de temel belirleyici olmustur. Ozellikle
sterilizasyon ve dezenfeksiyon islemlerine en direngli ajanlar arasinda yer alan prion
hastaliklarmma yatkinlik a¢isindan degerlendirildiginde; sigwr, keci ve geyik gibi tiirlerin
yiiksek risk tasidigi; buna karsin tavuk, at ve kopeklerin bu hastaliklara dogal direng
gosterdigi, cok sayida epidemiyolojik ve deneysel ¢alisma ile gosterilmistir (103). (104).
Tavuklarm 6zellikle Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) gibi prion hastaliklarma
yiiksek dozlu parenteral veya oral maruziyet karsisinda dahi direngli olmasi, bu tiiri
ksenogreft biyogiivenligi agisindan gii¢lii kilmaktadir. Bu sebeple calismamizda, prion riski

tasimayan bir tiirden elde edilen ksenogreft materyali tercih edilmistir.

Son yillarda, otolog greftlere alternatif olarak farkli biyomateryallerin rinoplasti
uygulamalarinda kullanimina yonelik ilgi artmistir. Bu kapsamda, Marianetti ve arkadaglar1
revizyon rinoplasti vakalarinda burun sirt1 diizensizliklerini 6nlemek amaciyla at perikard
zarmi kullanmis ve bu materyalin giivenli ve etkili oldugunu bildirmistir (105). Benzer
sekilde Chang ve arkadaslari, at skapular kikirdagindan elde edilen Mega Kikirdak-E (L&C
Bio, Seul, Kore) materyalini silikon implantlarla karsilagtirmis; benzer dorsal biiyiitme
sagladigin1 ve diisiik rezorpsiyon orani sundugunu raporlamistir. Ancak bu caligmada
greftlerin yanlis pozisyonlanma orani yliksek bulunmus ve uzun vadeli doku entegrasyonuna
iliskin veriler yetersiz kalmistr (48). Bu durum, elde edilen sonuglarin dikkatli
yorumlanmasimni gerektirmektedir. Onemli bir sinirhlik olarak, mevcut klinik ¢alismalarda
alternatif materyallerin etkinligi cogunlukla tek basma degerlendirilmis; otogreftlerle
histolojik ya da immiinolojik diizeyde dogrudan bir karsilastrma yapilmamistir. Bizim

calisgmamizda ise, deselliilarize edilmis tavuk sternal kikirdagi, otogreftlerle ayn1 hayvan
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modelinde ve es zamanl kosullarda sistematik bigimde karsilastirilmistir. Bu yoniiyle
calismamiz, yalnizca yeni bir biyomateryalin potansiyel kullanimini1 ortaya koymakla
kalmayip ayni zamanda bu materyalin klinik translasyona uygunlugunu ¢ok boyutlu ve

objektif kriterlerle degerlendiren 6ncii bir deneysel model sunmaktadir.

Deselliilarize kikirdak materyallerin biyolojik davranislarini inceleyen deneysel calismalar,
bu yapilarin uzun vadeli glivenligi ve dayanikliligna iligkin 6nemli bilgiler sunmaktadir.
Ryu ve arkadaslarmin sigan modelinde gerceklestirdigi ¢calismada, subkutan yerlestirilen
deselliilarize kikirdaklarda ilk iki ay boyunca inflamasyon gézlenmis, ancak bu yanit besinci
ayda kaybolmustur. Kolajen yapisinin korundugu tespit edilirken tigiincii aydan itibaren
kalsifikasyon gelistigi bildirilmistir (17). Bizim calismamizda ise kemik metaplazisi ve
kalsifikasyon gibi istenmeyen histopatolojik degisikliklerin her iki grupta da diisiik diizeyde
ve benzer oranlarda izlendi. Bunun yaninda mikroskobik incelemelerde greft
rezorpsiyonunun zamanla belirgin sekilde arttig1 ve histolojik biitiinliigiin azaldig1 saptandi.
Ancak bu bulgular her zaman makroskobik gozlemlerle birebir ortiismedi. Ornegin,
mikroskobik olarak %75—-100 oraninda rezorpsiyon izlenen ve 4+ skoru verilen bazi greftler
eksplantasyon sirasinda halen yerindeydi. Bu greftlerde sadece hacimsel kii¢iilme veya
yogunlukta azalma gozlendi. Bu durum, rezorpsiyon skorlarinin greftin tamamen ortadan
kalkmasini degil, mikroskopik diizeydeki doku kaybini ifade ettigini gostermektedir. Ayrica
baz1 hayvanlarda dort ay sonunda greftlerin biiyiik oranda korunmus olmasina karsin bazi
bireylerde erken donemde bile belirgin hacim kaybi izlenmesi; bireysel immiin yanit
farkliliklari, mikrosirkiilasyon diizeyi ve fizyolojik 6zelliklerin rezorpsiyon siirecini

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Tavuk sternal kikirdaginin alternatif greft materyali olarak degerlendirilmesine yonelik
bulgulardan biri, Weinfeld’in ¢alismasinda ortaya konmustur. Bu c¢alismada, s6z konusu
materyalin insan nazal septumuna olan morfolojik benzerligi nedeniyle cerrahi simiilasyon
modeli olarak kullanildig1 bildirilmis; sekillendirilebilir yapisi1 ve farkli greft tiirlerine
doniistiiriilebilme yetenegi agisindan dikkat cekici bulundugu vurgulanmistir (7). Bu
ozellikler, tavuk sternal kikirdagini yalnizca deneysel arastrmalar i¢in degil, potansiyel
klinik uygulamalar agisindan da degerli bir biyomateryal aday1 haline getirmektedir. Mevcut
calismamiz ise, bu materyalin potansiyel kullanimini ortaya koymakla kalmamis; ayni
zamanda bir¢ok histolojik parametre lizerinden otogreftlerle es zamanli ve sistematik

bicimde karsilagtirildig literatiirdeki ilk kapsamli deneysel ¢aligmadir.
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Calismamizin en gii¢clii yonlerinden biri, zamana bagli doku yanitlarinin ¢ok sayida
histopatolojik parametre {izerinden detayli ve ¢ok boyutlu bicimde degerlendirilmis
olmasidir. Ayrica, ksenogreft ve otogreftlerin ayn1 hayvan modeli igerisinde karsilagtirmali
olarak test edilmesi, bulgularin nesnel ve dogrudan yorumlanmasina olanak tanimistir.
Ancak ¢alismanin bazi sinirlamalar1 da mevcuttur: 6rnek sayisinin nispeten diigilk olmast,
greftlerin insan burun anatomisinden farkli bir anatomik bolgede test edilmesi ve bazi
orneklerde enfeksiyon ya da teknik nedenlerle veri kayiplarinin yasanmasi bu smirlamalar

arasinda yer almaktadir.
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6. SONUC VE ONERI

Otogreftler, halen kikirdak rekonstriiksiyonunda histolojik biitiinliik ve biyolojik uyum
acisindan altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak doku kaynaginin sinirli olmasi ve
ek cerrahi alan gereksinimi gibi dezavantajlar, alternatif materyallere olan ilgiyi
artirmaktadir. Deselliilarize edilmis tavuk sternal kikirdagi; genis erisilebilirligi, diistik
maliyeti, sekillendirilebilir yapis1 ve prion riski tasimamasi gibi avantajlariyla dikkat ¢ekici

bir ksenogreft adayidir.

Literatiirde ilk kez, tavuk sternal kikirdagi otogreftlerle ayn1 hayvan modelinde es zamanli
ve sistematik sekilde karsilastirilmis; boylece biyolojik davranisi ¢cok boyutlu olarak
degerlendirilmistir. Tavuk kikirdaginin morfolojik olarak insan nazal septumuna benzerligi
ve cerrahi olarak kolay sekillendirilebilmesi, o6zellikle rinoplasti ve yiiz
rekonstriiksiyonlarinda kullanilabilirligini desteklemektedir. Ancak uzun vadeli preklinik ve
klinik arastirmalarla biyogiivenlik ve fonksiyonel etkinliginin daha kapsamli bigimde

degerlendirilmesi gerekmektedir.
Oneriler:

1. Deselliilarizasyon protokollerinin standardizasyonu saglanmali, farkli ¢oziicii
kombinasyonlarmin doku biitiinliigli, GAG igerigi ve kollajen stabilitesi iizerindeki

etkileri uzun vadeli olarak degerlendirilmelidir.

2. Farkl sterilizasyon yontemlerinin (6zellikle gama 1sinlama, EtO ve ultraviyole
tekniklerinin) tavuk kikirdag1 iizerindeki biyomekanik ve histolojik etkileri

karsilastirilmalidir.

3. Canl hiicre ekimi (6rnegin kondrosit veya mezenkimal kdk hiicre) ile kombine
edilen  ksenogreftlerin  neovaskiilarizasyon ve rejenerasyon  kapasitesi

arastirilmalidir.

4. Immiinohistokimyasal ve molekiiler analizler ile ksenogreftlere karsi olusabilecek

diistik diizeydeki immiin yanitlar ayrintili sekilde incelenmelidir.

5. Klinik 6ncesi modellerde, burun sirt1 veya aurikiiler rekonstriiksiyon gibi spesifik

anatomik bdlgelerde bu materyalin fonksiyonel performansi test edilmelidir.

6. Uzun donem takip caligmalariyla, greftin kaliciligi, rezorpsiyon profili ve potansiyel

komplikasyonlar1 degerlendirilmelidir.
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