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OZET

Kikirdak greftleri rekonstruktif cerrahide yaygin olarak
kullaniimaktadirlar. Kullanilan kikirdak greftlerinin dayaniklilidi ve yasayabilirligi,
rekonstriksiyon ameliyatlarinin uzun donemli sonuglarini etkilemektedir.
Kikirdak dokunun besin ve oksijen kaynagi olan perikondrium, kikirdak
dokunun canlihginin devaminda ve iyilesmesinde 6nemli gorevlere sahiptir. Bu
amacla kikirdagin birincil beslenmesini saglayan doku olan perikondriumun,
korundugu ve korunmadigi durumlarda travmatik kikirdagin htcre o6lim
mekanizmalarindan olan apoptozis profilini ¢alismayi planladik. Calisma
sonucunda, kikirdak greftleri arasinda programlanmis hicre olumu farki
saptanirsa bu cerraha kikirdak greftlerinin uygulanma prensipleri konusunda yol
gOsteriyor olabilecektir.

Calismamizda Wistar tipi 99 adet erigskin sican deney hayvani olarak
kullanildi.  Perikondriumu  vaskulerize, perikondrium ile birlikte ve
perikondriumsuz kikirdak greft gruplari kendi iglerinde skorring yapilan ve
yapilmayan gruplara bolundd. Gruplar 1 hafta, 4 hafta ve 12 hafta izlendi.
Kikirdak greftlerinden alinan o6rnekler, apoptozis ve rezorpsiyon agisindan
TUNEL metodu ile; apoptozun kalitatif degerlendiriimesi agisindan da elektron
mikroskobu degerlendirildi. Kan o&rneklerinde serum Nitrat (NO) ve
Malonildealdehid (MDA) seviyeleri arastirildi.

TUNEL teknidi sonucu, perikondriumsuz koyulan kikirdak greftlerinde 1.
hafta ve 4. hafta araliklarinda ylksek oranda apoptozis varligi tespit edildi.
Perikondriumlu travmatik olmayan kikirdak greftlerinin 12. haftaya kadar
apoptozis oranlarinin dusuk kaldigi, perikondriumlu travmatik kikirdak
greftlerinin 12. hafta apoptozis oranlarinin arttigi tespit edildi. Serum MDA ve
NO seviyelerinin perikondriumsuz greftlerde 4. haftada yukseldigi, diger zaman
araliklarinda ise farkli olmadigi goéruldu. Elektron mikroskobunda apoptozisin
asamalar tespit edildi. Diger gruplardan farkli olarak perikondriumsuz greftlerde
nekroz ve matriks degradasyonu da izlendi.

Bu c¢alisma, sik kullanilan kikirdak greft metodlarini, perikondriumun
kikirdak apoptozisi Uzerine etkisini arastiran ilk 6rnek olmasi agisindan

onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Apopitoz, Kikirdak, Perikondrium, Rat, TUNEL



ABSTRACT
The Effects of Rat Ear Perichondrium on Cartilage Apoptosis

Cartilage grafts have been commonly used in reconstructive surgery.
The resistance and viability may have an impact on their long term success.
Perichondrium, which is the main source of nourishment and oxygen, has a
major role in maintaining the viability and healing capacity of the cartilage
tissue. Herein, we planned a study to demonstrate the apoptosis profile of
traumatic cartilage in cases of perichondrium-preserved and non-preserved
conditions. A detection of differences in programmed cell death may lead the
surgeon to improve the principles of cartilage greft usage.

In our study, we used 99 Wistar rats. Grafts with vascularized
perichondrium, with non-vaskularised perichondrium and without perichondrium
groups were divided into scorred and nonscorred groups. They were observed
one, four or twelwe weeks. Apoptosis and resorption were evaluated by TUNEL
method and electron microscopy. Serum nitrate and malondialdehide levels
were detected in blood samples.

TUNEL tecnique results revealed that the grafts without perichondrium
group had higher apoptosis rate in the first and fourth weeks. Nontraumatic
cartilage grafts with perichondrium have had low apoptosis levels in the first
and fourth weeks and this rised only in traumatic cartilage grafts with
perichondrium in the twelfth weeks. Serum MDA and NO levels rised in grafts
without perichondrium group in the fourth week, and no difference with other
groups in the first and twelfth week was observed. Apoptosis stages were
detected with electron microscopy. Necrosis and matrix degradation were seen
only in the grafts without perichondrium group.

It is important that this is the first study detecting the effect of

perichondrium on cartilage apoptosis.

Key words: Apoptosis, Cartilage, Perichondrium, Rat, TUNEL



GIRiS VE AMAG

Modern plastik cerrahi uygulamalarinda kikirdak grefti kullanimi estetik
ve rekonstruktif uygulamalarinda énemli bir yere sahiptir. Yapilmis olan birgok
calisma, kullanilan kikirdak greftlerinin klinik olarak basarili sonuglar verdigini
gostermistir.” Ancak kikirdak dokusu, viicutta kisitl miktarda bulunur ve
kikirdak defekti veya deformitesi gibi onarilmasi gereken durumlarda, yine bir
kikirdak dokusunun kullaniimasi tercih edilir.?

Kikirdak grefti kullanilarak yapilan onarimlarda ise, uygulanan kikirdak
greftinin zamanla deforme olabildigi veya rezorbe olarak hacminin azalabildigi
klinik olarak bilinen bir durumdur.?® Bu tip istenmeyen etkiler, kikirdak grefti
kullanilarak yapilan nazoplasti, yarik dudak burnu, dogumsal kulak yoklugu
(mikrotia), gibi ameliyatlarin 6zellikle uzun donemli sonuglarini etkileyerek
basarisini azaltabilmekte ve diizeltici ek islemlere gerek duyulabilmektedir.?

Kikirdak greftinin canliiginin ve dolayisiyla yapisal 6zelliklerinin mimkun
oldugunca korunabilmesi cerrahinin basarisi ve uzun donem sonuglar Gzerinde
en etkili faktorlerdendir.* Kikirdakta olusabilecek yapisal sorunlara yol agabilen
baslica iki stre¢ vardir. Bunlardan ilki nekroz iken, ikincisi apoptozistir. Nekroz
dokunun beslenme bozuklugu, apoptozis ise programlanmis hicre olumudar.
Nekrotik degisikliklerden iyi bilinen cerrahi teknikler uygulanarak bir dlgide
kagcinmak mimkin olsa da, apoptozisin sebep oldugu kikirdak hicre
olumlerinden nasil korunabilecedi henliz tam aciklanabilmig degildir.

Travmanin septal ve artikller kikirdak Uzerinde apoptotik etkilerinin
oldugu klinik calismalarda gosterilmistir.”> Travmanin neden olabilecegi
kikirdak apoptozisinin azaltilmasi ile ilgili bir veriye ise literatirde
rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizin ana felsefesi, travmatik kikirdagin
apoptozisten korunma yoéntemlerinin arastirimasidir. Bu konuda temel
yaklasimimiz, ¢esitli kikirdak grefti kullanim tekniklerindeki farkliliklarin, kikirdak
apoptozisi Uzerine etkilerini degerlendirmektir.

Kikirdak greftleri, ameliyatlarda Uzerindeki perikondrium korunarak veya
korunmaksizin kullanilabilir. Kikirdak beslenmesi dodrudan kanlanma yoluyla
degil, difizyon yoluyla olmaktadir. Bu suregte, iyi damarlanan bir yapi olan ve

kikirdagi distan saran perikondrium etkin bir éneme sahiptir. Bu gergek,



kikirdak grefti Gzerindeki korunan perikondriumun apoptozisi azaltabilecegini
dusundurebilir. Bu dlustnceyi destekleyecek sekilde, kendi kanlanmasi olan
dokularda, korunan veya arttirilan kanlanmanin apoptozisin azaltilmasi Gzerine
olumlu etkileri bildiriimis dahi olsa®, kikirdak greftinin iyi kanlanmaya nasil
cevap verecegi ile ilgili bir veri henuz literatirde yoktur. Bu amagla kikirdagin
birincil beslenmesini saglayan doku olan perikondriumun korundugu, ve
korunmadigi durumlarda travmatik kikirdagin apoptozis profilini ¢alismayi
planladik.

Ozellikle i¢ organlarda zaman faktériiniin apotozisi azaltici bir etkisi
oldugu biliniyor iken, kikirdak greftlerde zaman 6zellikle travmatik kaynaktan
elde edilenlerde kisalma, sekil degistirme, hacim kaybi gibi c¢esitli yapisal
farkhliklara neden olmaktadir.” Zaman faktoriiniin kikirdak apoptozisi tizerine
etkilerini gdzlemleyebilmek igin, ¢calismamizda, 1, 4 ve 12 haftalik sireglerde
hayvanlar feda edildi. Boylece, degisik zaman araliklarinda travmatik kikirdak
dokusunun apoptozis profilinin ¢ikariimasi ile klinik olarak goézlemledigimiz
degisikliklerin apoptozise mi, yoksa diger olasi neden olan nekroza mi bagli

oldugu konusunda fikir sahibi olabilecegiz.



GENEL BILGILER

Kikirdak Anatomisi, Fizyolojisi, Fiziksel Ozellikleri

Kikirdak, temelinde proteoglikan, kollajen ve sudan olusan, ve
ekstrasellUler matriksi igcinde kondrositlerin olusturdugu basit ancak yuksek
oranda dzellesmis bir yapiya sahip bag doku elemanidir.”® Kikirdak yapisinda
vaskuler ag olmadigr igin iyilesme ve rejenerasyon potansiyeli Kkisith
olmaktadir.®® Bu nedenle kikirdak hasari fonksiyon ve igerik kaybina neden
olan skar olusumu ile sonuclanmaktadir. '° Yapisal olarak beslenmesi
vaskuler bir agdan ziyade difizyon ile oldugundan, sekil verilerek gesitli kontur
duzeltmelerinde ve rekonstriksiyonlarda rahatlikla kullanilabilir olmaktadirlar.
Bunun yaninda yapisinin basit olmasi nedeniyle doku muhendisliginde bununla
ilgili calismalarda cok hizli ilerlemeler kaydedilmektedir."

Kikirdak proteoglikan jeli igerisinde sik kollajen aginin oldugu solid
matriks fazi ile interstisyel sivi fazindan olusan bifazik yapidadir. interstisyel
sivi kikirdagin viskoelastik yapisini saglamakla birlikte kondrositlerin ihtiyaci
olan besinlerin difiizyon yolu ile tasinmasini saglar.'? Hiicreler kikirdagin ~ %1-
12 gibi ¢ok kuguk bir hacmini olusturmaktadir. Vaskller yapida olan
organlardaki hlcreler kadar metabolik ihtiyaglan fazla degildir. Ekstraselller
matriks icine yerlesmis olan kondrositler kikirdagin biyomekanik 6zelligini veren
kollajen, glikozaminoglikan ve elastin gibi makro molekulleri ekstraseluler
ortama saglar.™

Kikirdak, gelisen embriyoda mezodermden koken alir. Geng
hayvanlarda ya interstisyel alanda mitosis ile ya da perikondrium kaynakli
hicrelerin buyimesiyle meydana gelir. Kondrositler cogaldikga kondron denen
alt Unitelere ayrilir ve etrafl multilamine matriks tarafindan gevrelenmistir. Olgun
kikirdak ise apposisyonel blyume ile gelisir. Cevredeki perikondriumun alt
zonunda bulunan hicreler kondroblastlara dondsur. Kondronun iginde
bulundugu matriks proteoglikan ve hyaluronik asitten zengindir. Proteoglikanlar
negatif yukludurler. Doku hidrasyonundan ve eklem ylzeye binen mekanik

guglere kargi dayanikliliktan sorumludur.



Trachea H&E

Resim 1: Ug tip kikirdak dokusu olan hyalin(list sag), elastik(list sag) ve fibréz
(alt) kikirdaklarin, hematoksilen eosin boyama ile 1sik mikroskobisi altinda

goruntusa.

Dipnot: Resim 1, http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/CorePages/Cartilage The University
of Western Australia Erisim tarihi: 16.08.2008 tarihinde erisilmistir.
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Kikirdak vicutta hyalin kikirdak, elastik kikirdak ve fibroz kikirdak olmak
Uzere 3 tipte bulunur. Hyalin ve elastik kikirdakta predominant kollajen tip 2'dir.
Daha az olarak tip 6, 9 ve 11 de bulunmaktadir. Fibroz kikirdakta ise en yogun
kollajen tip 1 vardir (%90). Daha az siklikla tip 2, tip 3 ve tip 5 kollajen vardir.
Elastin gibi nonkollajendz proteinler elastik kikirdak iginde bol miktarda bulunur

ve distraksiyon kuvvetlerine dayanikli olmayi saglar.

Tablo 1: Kikirdak tipleri ve yapisal 6zellikleri

Tip Fonksiyon Lokasyon Hasara cevap

Hyaline Yuku dagitmak Eklemler  gdgus | lyilesme kisitli,
kafesi ve trakea rejenerasyon komsu
kemikten kanama ve

hlcre infiltrasyonu ile

Elastik Destek saglar Kulak ve larenks | lyilesme kisitli. Cevre
dokudan infiltrasyon

sonucu skar dokusu

Fibroz Yuk transferi intervertebral Skar olusumu

disk, menuskus

Ekstraselller matriks yas, hasar ve metabolik hastaliklarla degisme
egilimindedir. Ornedin matriksteki kollajen miktari yasla birlikte artarken
proteoglikan igeriginde azalma olusur. Bu nedenle matriks katilasir hatta
kalsifiye olabilir. Yas ilerledikge mineralizasyonu artan kostal kikirdagin greft
olarak kullaniimasi teknik guglukler gosterebilir.

Dista fibroz zon ve iceride seluler zon adi verilen iki zondan olusan
perikondrium, kikirdagdi ¢cepecevre sarar ve bunun mekanik dzelliklerine katkida
bulunur. Distaki zon yogun kollajen ve elastik fibriller igerir ve gevre doku ile i¢
ice gecmistir. icerideki zon ise subperikondreal kikirdak ile i¢c ice gegmis, ve
greft olarak kullanildiginda ve genglerde progenitor hiicre saglamakla goérevlidir.
Hayatin ilk yillarinda i¢ zon kalindir ancak zamanla neredeyse yok olur™.
Bununla birlikte bu 6zellesmis konnektif doku kan dolasiminin olmasindan

dolayr kikirdak igin gerekli besinlerin saglanmasindan, proliferasyon ve
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differansiyasyon  bdlgesinin  duzenlenmesinden, kikirdak onarim ve
rejenerasyonundan sorumludur .

Kikirdak Grefti Kaynaklari

Kostal kikirdak greftleri: VVicuttaki en buyuk kikirdak grefti kaynagidir.
Kolaylikla sekil verilebilir oldugundan ¢ok yonlta kullanim alanina sahiptir. En
onemli dezavantaji diger yodntemlere goére daha invazif olmalari ve vyasli
hastalarda kalsifikasyona ugramalaridir. Bununla birlikte kostal kikirdaklar
semer burun deformitesinde, malar ve mandibular kontur deformitesinde, dis
kulak gibi karmasik yapilarin onariminda kullanilir.

Kulak kikirdak greftleri: Kulak konkasinin dnemli bir kismi konkal
kikirdak grefti ya da kompozit tam kat kama greft seklinde donér saha
deformitesi  olusturmadan kullanilabilir. Kulak kikirdak grefti nasal
rekonstriksiyon, birincil ve ikincil rinoplastiler ve inverted nipple
rekonstruksiyonlari gibi farkh alanlarda ve islemlerde kullanilabilmektedir.

Septum kikirdak greftleri: Septum, iki tarafli submukozal disseksiyon
sonras! sadece kikirdak olarak veya tek tarafli submukozal disseksiyon sonrasi
kondromukozal kompozit greft seklinde hazirlanabilir. Septal kikirdak greftleri
birincil ve ikincil rinoplastilerde kullanilabilmektedir. Kompozit kondromukozal
greft olarak ise, g6z kapagi rekonstriksiyonlarinda destek ve konjunktival hattin
saglanmasi gibi amaglarla kullanilabilmektedir.

Perikondrium greftleri. Perikondrium, kondroprogenitdr hicrelerden
zengin bir kaynak olup mekanik ve inflamatuar mediatorlere yanit olarak yani
kikirdak matriksi olusturma potansiyeline sahiptir.'® Buna érnek olarak giivercin
gogsu deformitesi (pektus ekskavatum) olan hastalarin cerrahisinde
subperikondreal  kikirdagin  alinmasindan  sonra  yeniden  kikirdak
formasyonunun olugsmasi sOylenebilir. Perikondrium greftleri genellikle kostal
kikirdak veya kulak posteromedial taraftan alinmaktadir. Gen¢ hastalarda her
iki kaynak yeni kikirdak olugsumu igin etkin bdlgeler iken, yash hastalarda
perikondrium kemik doku olusturmaya meyillidir. Lester 1959da,
perikondriumun yeni kikirdak olusumuna neden oldugunu bildirmistir. Daha
sonra 1972 vyilinda, Ohlsen ve arkadaglari, guresci kulaginin etiyolojisi
arastirilirken, perikondriumun kikirdak olusturma kapasitesinin  oldugunu
gostermigtir.  Ohlsen, Skoog ve Sohn, bunu, perikondriumun altindaki

kikirdaktan ayrilmasiyla, kontakt inhibisyonu ortadan kalktigini ve bu nedenle
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yeni kikirdak olustugunu gdstermiglerdir. Klinikte, 1970‘lerde kikirdak kaynagi
olarak  perikondrium  grefti  kullanilmig  ancak  alinmasindaki ve
yerlestiriimesindeki teknik zorluklar, olusturacagi kikirdak miktarinin énceden
tespit edilememesi gibi nedenlerle klinik olarak kullanim alanlari daralmistir.
Bunun yaninda, perikondrium greftinin ortl, kamuflaj, veya dolgu amaciyla
kullanimi halen s6z konusudur.

Allogreftler ve Xenogreftler: Allojenik (veya homolog) ve xenojenik
kikirdak greftleriyle ilgili yapilan klinik ve deneysel calismalar degisik oranlarda
basariya sahiptirler. Otolog greftler, allogreftlere ve xenogreftlere oranla daha
uzun bir sagkalima sahiptir.'"” Bu, olusan immiin reaksiyonun miktari ile ters
orantilidir. Kikirdak, immunitesi az bir doku olarak kabul edilmektedir. Teorik
olarak, iceriginde alici immun sistemini uyaracak ekspoze kondrosit yoktur. Bu,
kondrositlerin vaskuller bir aga sahip olmayan matriks tarafindan kusatiimig
olmasindandir. Tiku ve arkadaslari yaptiklari calismada tavsan kondrositlerinin
HLA antijen (klas 2) salinimi yaptiklari ve kondrositlerin antijen sunan hicre
fonksiyonu gordiigii gosterilmistir.’® Sonug olarak kondrositler giiglii immdin
cevap stimulasyonuna sahiptirler ancak rolatif olarak az sayida olduklarindan
ve yogun ekstraselller matriksin varligi buyuk olasilikla rejeksiyon surecini
yavaslatmaktadir.

Kikirdak Hasari ve iyilesmesi

Kikirdak hucresi etrafindaki vaskularitesi olmayan yuksek dansiteli
ekstraselliler matriks iyilesme (izerinde dogrudan etkilidir."®?° Perikondrium
travma sonrasinda stimile olur ve eslik eden kanama skar olusumunu
hizlandirir.

Ozellikle eklem yerlerindeki kikirdak dokularin iyilesmesi, bunlarin uzun
donemli iglevlerinin devami igin kritik 6neme sahiptir. Kemik dokuya kadar
ulasan lezyonlar, muhtemelen kanla tasinan progenitor hacreler aracihigi ile
fibréz kikirdak tabakas! olusturarak iyilesme egilimindedir.?’ Kismi lezyonlar ise
hlcresel invazyon yapacak kaynagin ve kan dolasiminin olmamasindan dolayi
sinirli bir sekilde kalmaktadirlar. Reindel ve arkadaslarinin son zamanlarda
yaptidi invitro bir galismada, kondrositlerin kesik olan ylUzlerde tomurcuklandigi
ve iki ylizeyi birlestirmek amaciyla cogaldigi tespit edilmistir.?? Su anda eklem
yuzeylerinde olugan lezyonlar icin kullanilan klinik uygulamalar mikrofraktur

olusturma, delinerek subkondral kemikten kan ve hicre invazyonunun
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saglanmasi, mozaikplasti adi verilen etkilenmemis bdlgeden alinan tikag
seklinde kikirdak nakli, ve doku kiltiri ile olmaktadir.?’ Tedavi klinik olarak
dizelme saglar ancak olusan dokunun hyalin kikirdaga benzerligi ¢ok az
olmaktadir.

Peretti ve arkadaslari yaptiklari galismada kikirdak matriks pargalari Uzerine
kondrosit ekimi yapmislar ve kondrositlerin yeni matriks olusturarak parcalarin
bir arada kalmasini sadladigini tespit etmisler.>

“Apoptozis” Terminolojisi

Apoptozis (programlanmis hicre oOluma) fizyolojik bir slre¢ olup
gelisme ve homeostasis icin kritik bir éneme sahiptir. ilk olarak iskogyali
arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972'de dile getiriimeye
baslanmigtir. Bu s6zcuk, Yunan kokenli olup ‘yikilarak veya azalarak kaybolma’
anlamindadir. %

Apoptozis hasarlanmis ve organizma igin tehlike yaratacak sekilde
degisime ugramis hucrelerin organizmadan uzaklastiriimasi igin fizyolojik bir
mekanizmadir. Bu hucreler daha 6nceden programlanmis bir sekilde olurler
(“programmed cell death”), ve fizyolojik hicre 6lumu olarak da adlandirilir.
Cesitli nedenlerle (viral ya da cevresel etkenler) organizmaya zarar verecek
sekilde degisiklige ugramis hicreler kendilerini yok ederler (cell suicide). Doku
homeostazisi i¢gin (6rnegin yara iyilesmesi veya barsak hucrelerinin
“turnover”’inda oldugu gibi) hucreler ortamdan dlerek kaybolur (“cell deletion”).
iste, tim bu kavramlar apoptozisle es anlamli olarak kullanilabilmektedir.

Apoptozis ayni zamanda dokularda yapim ve yikim arasindaki denge
ve doku homeostazisi icin gereklidir. Ornegin, barsak kriptalarinin tabanindaki
hicreler 3-4 glnde bir ylizeye dogru go¢ ederek olur ve barsak bosluguna
dokular; derideki keratinositler bazal tabakada olustuktan sonra stratum
korneuma dogru go¢ ederler ve en sonunda deriyi dis etkenlerden koruyan
korneum tabakasini olusturmak Uzere Olurler; timusta T lenfositlerin etkisiz
olanlari ve kendi dokularina kargi reaksiyon verme potansiyeli tasiyanlar kan
dolasimina girmeden 6nce timusta apoptozisle olurler. Sistemik sekilde olan bu
hiicre yikimi doku gelisimi ve embriogenez igin 6nemli yere sahiptir.?®
Apoptozisin organizmada dogru bir sekilde islemesi gerekir. Beklenmeyen,
hizlanmig ya da yavaslamis apoptozis organizma igin tehlikelidir. Alzheimer gibi

bazi dejeneratif hastaliklarda, kalp yetmezliginde ve yaslanmada apoptozis
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artisinin etkili oldugu, bunun aksine kanser, otoimmun hastaliklar ve gelisimsel
hastaliklarin bazilarinda apoptozisin baskilandigi goriilmektedir.?*

Bir nematod olan Caenorhabditis elegans’in kaderinin U¢ adet gene bagli
oldugunu tespit edilmistir. Bunlara “C. Elegans death” genleri (CED) adi
verilmigtir. CED-3, CED-4 ve CED-9 genlerinin bu prosesi dizenledigi tespit
edilmistir. CED-3 ve CED-4’Un apoptozisi indukledigi CED-9’un ise bu genleri
inhibe ettigi tespit edilmistir. Boylelikle baglangigta 1090 olan hiicre sayisi 131
hiicre azalarak hermafrodit formdan yetiskin forma dénisir.?*%

Bu U¢ genin homolog genleri memelilerde de arastiriimigtir. CED-3 ile
homolog olan genin bir sistein proteaz olan “interleukin-1 beta-converting”
enzimi’'ni (ICE) kodladig1 1993'’te bildirilmistir. Bu enzim bir proteaz olup kaspaz
ailesi icerisine dahildir. ICE ilk tanimlanan kaspaz ailesi enzimi olup prokaspaz
1 olarak bilinir. Bu enzim interldkin—1B prekursérini proinflamatuar sitokine
cevirir. lleriki yillarda memelilerde diger sistein proteazlarda kesfedilmistir. Bu
proteazlar zincirleme etkiyle alt Grunlerini pargalayarak aspartik asit kalintilari
elde ederler. Bunlardan 14 tanesi kaspazlar (caspase= cysteinyl aspartate-
specific protease) olarak adlandirilirlar.?*?* CED-3'(in memelideki homologu
kaspaz ailesi, CED-4’an homologu Apaf-1, CED-9’'un homologu ise Bcl-2 ailesi
olarak tanimlanabilir.

Apoptozisi daha iyi anlamak igin nekrozisle karistirlmamasi ve farklarinin
bilinmesi gereklidir. Nekrozis patolojik bir durumda meydana gelmesine ragmen
apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir.
Nekrozisde hulcre igine fazla miktarda sivi girmesi sonucu htcre siser (cell
swelling), oysa apoptotik hicre tam tersine kugulur (cell shrinkage). Nekrozisde
kromatin yapisini koruyarak hemen hemen normal hlcredeki goéruntiye
benzerdir ancak apoptotik hticrenin kromatini nikleus membraninin ¢evresinde
birikir (chromatin aggregation) ve yogunlagsma olusur (chromatin condensation).
Nekrotik hdcrenin plazma membrani bitinlGgint kaybeder ve hicre igi
materyallerin hlcre disina ¢ikisi gergeklesir. Oysa apoptotik hliicre membrani
intaktir ve Uzerinde kuguk cepgikler (membrane blebs) olusur. Nekrotik hicre
sonra lizise ugrar ama apoptotik hicre kuguk cisimciklere (apoptotic bodies)
parcalanir. Membranla kapli apoptotik cisimcikler degisen miktarlarda nikleus
ve diger hidcre ici yapilar igerirler. Nekrozisde plazma membraninin

batinlagundn bozularak hasarlanmasi nedeniyle hicre igeriginin dis ortama
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saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa apoptoziste apoptotik hicre

veya cisimcikler, plazma membranlari hasarlanmadan komsu hucreler veya
24,26

makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olugsmaz.

Blebbing of Plasma I
Membrane Normal )
. / Plasma
A, Membrane

Resim 2: Apoptotik bir dendritik hticrenin(sol) yapisal gérintsunin saglam

dendritik hiicre(sag) ile elektron mikroskobu altinda karsilastiriimasi.*

Apoptozisin en 6nemli belirteci DNA’nin internukleozomal bdlgelerden
yaklasik 180-200 baz cifti ve bunun katlari boyutunda pargalar olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu pargalanma agaroz jel elektroforezinde merdiven
goéruntlisu (ladder pattern) imajinin ortaya g¢ikmasina neden olur. Ama bu
durum htcre tipine bagli olarak degisebilir. DNA’y1 pargalayan Ca/Mg-bagimli
bir endonlkleazdir. Apoptotik hicrede goérilen 6nemli degisikliklerden biri
normalde plazma membraninin i¢ yuzinde bulunan fosfatidilserin'in erken
evrede membranin dig yuzine dogru yer degistirmesidir. Bu mekanizma
apoptotik hucrelerin komsu htcreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini
saglar.2*%

Apoptoziste birgok mediatdr rol oynar. Bunlar arasinda, bazi iyonlar
(kalsiyum), molekuller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve organeller
(mitokondri) bulunmaktadir." Apoptotik sireg boyunca hucre igine surekli

kalsiyum girigi olur.
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Kalsiyum iyonlari endonikleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz
aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve htcre
iskeleti organizasyonunda rol alirlar.

Apoptoziste, MDA(malondialdehid) gibi lipid peroksidasyonu son
ardnlerinin ve L-arjinin’”den NO(nitrat) sentaz ile olusan NO gibi serbest oksijen
radikallerinin de cesitli etkileri oldugu bilinir. Bunlar oksidatif stresin énemli
goOstergelerindendir. Hashimato ve arkadaslarinin yaptigi deneysel ¢alismada
kondrosit apoptozisinde ve matriks kaybinda NO ve diger reaktif oksijen
radikallerinin mediatdr olarak rol oynadi§i gosterilmistir®’.

Serbest radikaller kolesterole, arasidonik asit ve deoksihegzanata
baglanir ve lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu slrecin basladiginin en iyi
goOstergelerinden biri MDA dir. Nonenzimatik ve anti-oksidatif sistemde
yetersizlik olmasi, bunun sonucu olarak da sulfhidril grubunun azalmasi htcre
harabiyetine neden olmaktadir. Antioksidan enzim sistemindeki yetersizlige
bagl olarak serbest oksijen radikallerinin (MDA) yuksek olmasi belirgin oksidatif
strese maruz kalindigini gésterir.?

Kaspaz Ailesi

ilk olarak 1993’te tanimlanmistir. Kaspazlar, sistein proteazlardir ve
aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Hicrede inaktif (zimojen) olarak
bulunurlar ve proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirerek bir hiyerarsi igerisinde
calisirlar. #*?° Kaspazlar iki grupta incelenir. Baslatici kaspazlar olan 2, 8, 9, 10
ve muhtemelen 11’dir. Diger grup ise effektdor kaspazlar olan 3,6 ve 7’dir.
Kaspaz sisteminin hangi yolda ilerleyecegi apoptozisin baglangicina baglidir.
Effektor kaspazlar kaskatin alt basamaklarinda yer alir ve nikleus, sitoplazma
ve hicre iskeletinde yer alan yapisal ve duzenleyici ¢ok sayida substrat
Uzerinde direkt olarak etkilidir. Bazi durumlarda basglatici kaspazlar effektor
kaspazlar seklinde fonksiyon goérerek zayif sekilde baslayan apoptozisin
artmasini saglayabilir. Bununla birlikte efektor kaspazlar sadece baslatici
kaspazlarin aktivasyonu ile aktive olmakla kalmaz, diger proteazlar olan
katepsinler, kalpainler ve granzimler ile de aktiflesebilirler.*® Kaspazlar dis ve ic
hidcre o6lum sinyallerine goére farkli sekilde uyarilirlar. Ekstrensek uyari ile
kaspaz 8, intrensek mitokondrial uyari ile kaspaz 9 aktiflesir. Her iki yol da
sonucta efektor kaspaz olan prokaspaz 3’U kaspaz 3’e donusturur. Aktif kaspaz

3 kaspazla aktiflesen deoksiribonikleaz inhibitorini “ICAD (inhibitor of

17



caspase-activated deoxyribonuclease)” inaktiflestirir ve bdylece ICAD’In
bagladigi kaspazla aktiflesen deoksiribonukleaz “CAD (caspase-activated
deoxyribonuclease)” serbestlesir. Oligonikleozomal DNA fragmantasyonuna ve
apoptozis ile o6lume neden olur. Kaspazlar diger proteinleri pargalayarak
apoptozise 6zgu degisikliklerin olusumuna; plazma membraninda cepgiklerin
olusumuna, apoptotik cisimlerin olusumuna, hicresel paketlenme (cellular
packaging) olusumuna, makro molekul sentezinin durmasi ve hicre yasam
sinyallerinin bitmesine yol agarlar. #*2°

Kaspaz yolunun kontrolU hiicrede endojen kaspaz inhibitorleri tarafindan
sikica kontrol altinda tutulmaktadir. Bu inhibitorler 7 tGyesi olan IAP (inhibitors of
apoptosis) familyasi, c-FLIP (FADD-like ICE-inhibitory protein), BAR
(bifunctional apoptosis regulator) ve ARC (apoptosis repressor with CARD)
olarak sayilabilir. Hemen tiim kaspaz inhibitérleri dokuya 6zeldir. Ornek olarak
c-FLIP kas, lenfoid doku ve testiste kaspaz 8 ve 10’a spesifiktir, BAR beyinde
kaspaz 8 ve ARC kalp ve iskelet kasinda kaspaz 2 ve 8’e spesifiktir. Ve hemen
tum kaspaz inhibitorleri kaspaz 3 ve 7’nin aktif formuna baglanma egilimindedir.
Ayni zamanda c-FLIP, BAR ve ARC dlum reseptdrlerinden kaspaz 8’e giden
sinyallerin engellenmesinden sorumludur.?®

Son zamanlarda eksojen kaspaz inhibitorleri (terapotik ajanlar)
apoptozisin baskilanmasi gereken birtakim hastaliklarin tedavisi amaciyla
geligtirimeye baslanmistir. Ornek olarak yeni c¢ikan eksojen kaspaz
inhibitérlerinden IDN-1965® (ldun Phamaceuticals Inc.) kalp ve akciger
hasarlarinda lezyonlari kiictltmistiir.

Kalp hastaliklari, felgler, nodrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi planlanan apoptozis inhibitorlerinin kanser ve otoimmun hastalik
gelistirme potansiyelleri unutulmamalidir. Bu terapdtiklerin ortak &zellikleri
kaspazlarin aktif enzimatik merkezindeki sisteine kendi keton gruplariyla
kovalent olarak irreversibl baglanmasi sonucu etkilidirler. Bir kismi aldehit
grubu icerir, aldehitler reversibl olarak baglanirlar.?®

Farmakolojik olarak kaspaz aktivatorleri kanser hucrelerinin  yok
edilmesinde ve kemoterapoétiklere kargi olusan rezistansin azaltilmasi amaciyla
calismalar yarutilmektedir. Bu terapdtiklerin bir kismi kaspaz 3’U aktiflestirirken
bir kismi bir kismi adenoviral vektorlerle yapilan gen tedavilerini igerir. Bu gen

tedavileri ile kaspaz 3, 6, 8 ve 9'un istege bagli olarak aktiflestiriimesi hedef
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alinir. Buna o6rnek ise direngli gliomada gen tedavisi ile kanser hicrelerinde
apoptozise gidis tespit edilmistir. %°

Kaspaz bagimli hiicre élumundn son yillarda daha iyi anlasiilmasi sonucu
kanser tedavisinde yeni umutlari da beraberinde getirmektedir. Ancak
unutulmamahdir ki bircogu doku selektif degildir ve uzayan hucre yasamiyla
birlikte maligniteye déniisme potansiyeli de artmaktadir.®

Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ilk olarak insan B hdacreli follikiler lenfomada 1(14;18)
translokasyonundan sorumlu protoonkogen olarak tanimlanmig, ve sonra
apoptozis ile iligskisi arastirilmaya baslamistir. Bcl-2’nin CED-9 ile homolog
oldugunun tanimlanmasi énemli bir gelisme olmustur. Bcl-2 ailesi, Gyelerinin bir

kisminin apoptozisi indukledigi (Bax, Bad, Bid, Bcl-X)), bir kisminin ise inhibe
ettigi (Bcl-2, Bcl-X) genis bir ailedir. Bcl-2 o0zellikle mitokondri dis

membraninda bulunmakta ve iyon taginmasini duzenlemektedir. “Bax”
sitozolde bulunur ve apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri membranina
baglanarak, burada kuguk delikgiklerin olusumunu indUkler. Boylece selektif
iyon permeabilitesi kaybolur ve sitokrom ¢ ve apoptozis-indukleyici faktor olarak
bilinen AIF’ {in mitokondriden sitozole gikmasi saglanir.?**® Bir hiicrenin
surveyi, bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik Uyelerinin goéreceli oranina
baglidir. Pro-apoptotik olan “Bid”, “Bak” ve “Bax”, normalde hucrelerde sessiz
halde bulunurlar. Ekstrensek yoldan 6lim reseptorlerine gelen uyarilar kaspaz-
8’i aktive eder. Bu proapoptotik Uyeler aktive edildiklerinde sitokrom C’nin
sitoplazmaya saliveriimesini saglarlar. Aktif kaspaz-8, “Bid”i kirar. Olusan
parcacik diger proapoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerle etkilesime girerek onlarin
normalde bulunduklari sitoplazmadan mitokondriye go¢ etmelerine neden olur.
Bu aktivasyon sonucu, sitokrom-c saliverilir. Sitokrom-c mitokondri g
membraninda bulunan bir elektron transport zincir proteinidir. Sitokrom-c’nin
sitoplazmaya salinimi apoptozis surecine girmis hucrede geri donussiz
doneme girildiginin gdstergesi olarak kabul edilir. Sitokrom-c sitoplazmik bir
protein olan “apoptotic protease activating factor-1"e (Apaf-1) baglanir ve onu
aktive eder. Apaf—-1 CED-4’Un memelideki homologudur. ATP’nin de katihmi ile
apoptozom (apoptosome) adi verilen bir yapi olusur. Bu yapi inaktif prokaspaz-

9'u aktif kaspaz-9'a doniistiirerek kaspaz bagimli apoptozisi baslatir.” Timéral
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dokularda DNA’'nin metilasyonu sonucu Apaf-1 yapimi azalir ve apoptozis
gerceklesmez. DNA’nin metilasyonunun engellenmesi ile tumor hucrelerinin
kemoterapétiklere daha hassas olmasini saglar.?*

Oliim Reseptorleri

TUmor nekroz faktdr 1984 yilinda kesfedilmigtir. Fas (diger adi Apo—1,
CD95), tumor nekroz faktor- reseptoru1 (TNF-R1), DR-3 (death receptor-
3,Apo-3,WSL-1,TRAMP), DR-4, DR-5, DR-6, EDA-R “ectodermal dysplasia
receptor’, NGF-R, hiicre 6lim reseptorleri olarak bilinirler.?**® Fas lenfoid
hicrelerde, hepatositlerde, bazi tumoér hicrelerinde, akcigerlerde, hatta
miyokardda bulunurlar. Bu hicre ylzey reseptorleri membranda bulunur ve
TNFR ailesinin Uyesidirler. Fas ve tumor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-
1)’inilgili ligandlari (FasL ve TNF) ile etkilesime girmesi sonucu induklenir. FasL
sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Oncelikle
kendilerine dogal olarak bagli bulunan ve 6lum bdlgeleri adi verilen TRADD
(“TNFR-1 associated death domain”) ve FADD (“Fas associated death
domain”) ile etkilesime girerler. Bu etkilesim sonucu kaspaz—8 ve 10
aktifleserek proteaz aktivasyon kaskadini baslatir. Bu kaskad, ekstrensek hticre
élimiiniin protipini olusturur. 2*

Kikirdak Apoptozisi (Kondropitoz) “Chondroptosis”

Ceyrek yuzyll 6nce, Farnum ve Wilsman kikirdak buyime plaginin
vaskuler ylzunde normal kondrositlerden farkh olan ve koyu kondrositler ismini
verdikleri yogunlasmis hucreler saptamislardir. Ayni sekilde, kondrositlerin
vaskiiler invazyon éncesinde programlanmis sekilde dldigini gdzlemislerdir.®
Sonraki yillarda, kikirdagin apoptozise gidisinde, Nitrik oksit ve Fas sinyali gibi
farkli uyarilarin rolu gézlenmistir. Ayrica proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-
a ve IL-1 ile kikirdakta yipranma oldugu saptanmistir. Bunlardan 6zellikle TNF-
a’nin kondrositlerin apoptozise gidisini hizlandirdigi not edilmistir.*’

Normal eklem kikirdaginda golgi ve endoplazmik retinakulum sinirli
sayidadir ve gelismemistir. Klasik apoptoziste de bu organeller pek degismez.
Ancak kondroptozis kaskatinin erken safhalarinda golgi ve rER’da artis
gozlenir. Birincil lizozomlarin golgiden tomurcuklanarak gelistigi dusunalurse,
golgi aktivitesindeki artigin birincil lizozom miktarinda bir artis doguracagi ve
terminal hipertrofik kondrositlerde asit fosfataz aktivitesinde artis yaratacagi

fikrini desteklemektedir. Endoplazmik retinakulum membrani hicre igindeki
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organellerin etrafini kusatarak sindiriimekten korumaktadir. Bu sekilde hucresel
materyal belki golginin artisiyla artan lizozomlarca hicre igerisinde sindirilir.

Kondroptoziste otofajik vakuollerde artis oldugu agikga gortlmektedir.
insan yasaminda otofajik tipte hicre 6limi uzun zamandir bilinmektedir.
Otofajik hiicre 6lima tip 2 6lUim olarak siniflanir ve boécek metamorfozunda ve
over atrofisinde gézimulze carpar. Cevresel etkiler oldugunda otofajik hicre
olumu apoptozise alternatif olabilir. Otofaji, lizozomal proteinazlar, 6zellikle
katepsin B ve D yardimiyla olur, fakat kaspaz igermezler.*

Ozellikle biyime plagindaki ve osteoartritteki kikirdak dokuda
kondroptotik hlcrede yaygin cepgik olusumu veya hicresel materyalin
lakunaya c¢ikmasi agikga gorulmektedir. Bu cepgikler apoptotik cisimlerin
tomurcuklanmasina degil, daha ¢ok nekrotik hiicrelerdekine benzerler.

ER kompartmanlari ve otofajik vakuolizasyon ile hiucre iginde sindirim ve
hdcre atiklarinin ekstraseluler bosluga salinimi ile kondroptotik stre¢ sonlanir.
Bu apoptotik cisimler matriks vezikilleri olarak kikirdagin derinlerinde
saklanir.®® Kondrositin kendini éldiirmesi ile kikirdak dokuda yeri bos bir lakiina
gorinuma olur. Osteoartritte bu bosluklarin yan taraftaki osteoartritik degisiklige
ugramis kikirdak ve fibrosis tarafindan doldugu bilinmektedir.2%*°

Klasik apoptozisten farkli bir apoptozise sahip tek hicre kondrositler
degdildir. Noral hucrelerde nukleer fragmantasyon olmadan sitoplazmik
vakuolizasyonla birlikte giden ‘paraptosis’ adi verilen apoptotik hicre olumi
gerceklesir. Yine yag hicrelerinde yaslanma ve obezite ile birlikte gorulen ve
klasik apoptozisten farkli olarak ‘lipoapoptozis’ ile hiicre élimii gerceklesir.*

Muhtemelen kondroptozisin en énemli farki hicre artiklarinin mikemmel
bir bicimde elimine edilmesidir. Bu olaylar fagositozis olmadan
sonuglanmaktadir. Klasik apoptozis bu durumda ikincil nekroz ile sonuclanir ki,
bu da lizozomal enzimlerin kontrol digi salinimi ile sonuglanir. Bu nedenledir ki

hacreler farkh farkli hicre yikim mekanizmasi gelistirmektedirler.
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Tablo 2: Apoptozis, kondropitoz ve nekroz arasindaki farkliliklar.*

Klasik apoptozis Kondropitozis Nekroz
Nukleus Kromatinler Yaygin yama seklinde | Nukleer
cevrede yogunlasir | yogunlasir yodunlasma
vardir (Pyknosis)
Golgi Artmaz Erken basamakta artar | Artmaz
ER Degismez Artar ve [Umeni Degismez
genisler
Otofajik GoOzlenmez Sik goéralur Degismez
vakuol
Apoptotik Apoptotik cisimler | Stoplazmik materyal ve | Yaygin cepgikler
blebler tomurcuklanir vezikuller cepcikler olusur
olusturur
Son Apoptotik cisimlerin | Hlcre igeriginin kendini | Yaygin
eliminasyon | heterofagositozu sindirmesi, son olarak | pargalanma
vezikullerin fagositozu
Lizozomal Yok, lizozomal Yok, sitoplazmik adalar | Kontrolstz
enzim membranlarin veya otofajik vakuollar | lizozomal enzim
salinimi saglam oldugu mevcut salinimi mevcut
apoptotik cisimler
Fonksiyon | inflamasyonsuz Fagositlerin Kaciniimaz

hlcre eliminasyonu

yoklugunda oto-

eliminasyon

hiicre olumu ve

inflamasyon
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GEREG ve YONTEMLER
Etik Kurul Onayi
Calisma, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay
alindiktan sonra (27.03.2006 tarih, 03/18 sayili onay belgesi) MEU T.F. Egitim
ve Arastirma Hastanesi’nde yapilmistir.

Calismanin Materyal ve Metodu

Calismada Wistar tipi 99 adet erigkin sigan alti deney (her grup kendi
arasinda Uger alt gruba ayrilarak) ve bir kontrol grubuna rasgele paylastirildi.
Tum siganlar tartilarak uygun dozda ketamin (50-100 mg/kg) ve xylazine
(5mg/kg) anestezisi altinda cerrahi islemlere tabi tutuldu

Anestezi induksiyonunu takiben siganlarin kulaklari %10’luk povidon
iyodin ile temizlendikten sonra, kulak posteriorundan yapilan kesi ile islemler
gerceklestirildi.

Grup 1: (n:15) Anesteziyi takiben sagd kulak derisi perikondrium da flepte
kalacak sekilde kaldirildi. Kikirdak doku 1x1 cm boyutunda perikondriumsuz
olarak c¢ikarildi ve sonra tekrar yerine yerlestirilerek kesi sutlre edildi. Sol
kulakta islem yapilmadi. Ratlardan 5'i bir hafta, 5'i 4 hafta ve 5'i de 12 hafta
takip edildi.

Grup 2: (n:15) Anesteziyi takiben sad kulak derisi perikondriumu
icermeyecek sekilde kaldinldi, kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumu ile
birlikte ¢ikarildi ve sonra tekrar yerine yerlestirilerek kesi sutlre edildi. Sol
kulakta islem yapilmadi. Ratlardan 5'i bir hafta, 5'i 4 hafta ve 5'i de 12 hafta
takip edildi.

Grup 3: (n:15) Anesteziyi takiben sag kulak derisi perikondrium da
icerecek sekilde kaldirildi, kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumsuz olarak
cikarildi. Bu kikirdak pargasinin her iki yuzeyi 15 no’lu bisturinin kendi agirhigi
ile 45 derecelik agi altinda cizildi (scorring) Bu sayede bir miktar incelen
kikirdak dokusu yerine iade edilerek kesi kapatildi. islemin her kikirdakta esit
olarak gercgeklestirilebilmesi amaciyla, her uygulamada yeni bir bisturi ucu
kullanildi ve bunun kendi agirligi ile dokuyu gizmesine izin verildi. Sol kulakta
islem yapiimadi. Ratlardan 5’i bir hafta, 5’i 4 hafta ve 5’i de 12 hafta takip edildi.

Grup 4: (n:15) Anesteziyi takiben sag kulak derisi perikondriumu

icermeyecek sekilde kaldinldi, kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumu ile
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birlikte ¢ikarildi. Bu kikirdak pargasinin her iki ylizeyi 15 no’lu bisturinin kendi
agirhgi ile 45 derecelik agi altinda cizildi (scorring). Bu sayede bir miktar incelen
kikirdak dokusu yerine iade edilerek kesi kapatildi. islemin her kikirdakta esit
olarak gercgeklestirilebilmesi amaciyla, her uygulamada yeni bir bisturi ucu
kullanildi ve bunun kendi agirligi ile dokuyu gizmesine izin verildi. Sol kulakta
islem yapiimadi. Ratlardan 5’i bir hafta, 5’i 4 hafta ve 5’i de 12 hafta takip edildi.

Grup 5: (n:15) Anesteziyi takiben sag kulak derisi perikondrium da
icerecek sekilde kaldirildi, kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumsuz olarak
cikarildi. Sol kulakta islem yapilmadi. insizyonun inferiorundan sirt bélgesine
dogru tunel agildi ve bu bdlgede sirt kaslari fasyasi Uzerinde olusturulan posa,
kikirdak greftin koyulmasinin ardindan cilt kapatildi. Ratlardan &’i bir hafta, 5’i 4
hafta ve 5'i de 12 hafta takip edildi.

Grup 6: (n:15)Anesteziyi takiben sag kulak derisi perikondrium da
icerecek sekilde kaldinldi ve kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumsuz
olarak c¢ikarildi. Bu kikirdak pargasinin her iki yizeyi 15 no’lu bisturinin kendi
agirhgi ile 45 derecelik aci altinda cizildi (scorring). islemin her kikirdakta esit
olarak gercgeklestirilebilmesi amaciyla, her uygulamada yeni bir bisturi ucu
kullanildi ve bunun kendi agirligi ile dokuyu gizmesine izin verildi. Sol kulakta
islem yapilmadi. insizyonun inferiorundan sirt bdlgesine dogru tiinel agildi ve
bu bdlgede sirt kaslari fasyasi Uzerinde olusturulan posa, kikirdak greftin
koyulmasinin ardindan cilt kapatildi. Ratlardan &’i bir hafta, 5’i 4 hafta ve 5'i de
12 hafta takip edildi.

Kontrol Grubu: (n:9) Anesteziyi takiben sag kulak derisi perikondrium da
icerecek sekilde kaldirildi, kikirdak doku 1x1 cm olarak perikondriumsuz olarak
cikarildi. iki parcaya boliinerek Histoloji ve Patoloji Anabilim Dallarina teslim
edildi.

Hayvanlar ilgili sure sonunda (1; 4; 12 hafta) kan ve her iki kulaktan doku

ornekleri alindiktan sonra yluksek doz ketamin anestezisi ile feda edildi.
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Resim 3 : 1., 3., 5. ve 6. gruplarda anesteziyi takiben sag kulak derisi

perikondrium da i¢cerecek sekilde kaldirildi

Resim 4: 2. ve 4. gruplarda anesteziyi takiben sag kulak derisi

perikondriumu icermeyecek sekilde kaldirldi
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Resim 5 : 3., 4. ve 6. gruplardan alinan kikirdak parcasi bistlrinin
kendi agirhdi ile 15 no’lu bisturi ucu 45 derecelik agi ile “scorring”

tarzinda cizildi.

._):‘:'a B

Resim 6: 5. ve 6. gruplarda insizyonun inferiorundan yapilan
undermining ile subkutan bdlgede sirt kaslari fasyasi (zerinde

olusturulan posa, kikirdak grefti yerlestirildi.
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Elde edilen drneklerde su arastirmalar yapildi:

1. Kan Ornegi:

a) NO seviyeleri: Kan 6rnekleri santrifij edildikten sonra tuplere
yerlestirildi ve derin dondurucuda Biyokimya Anabilim Dali tarafindan islem
yapilacak gune kadar saklandi.

b) MDA seviyeleri: Kan ornekleri santrifij edildikten sonra tuplere
yerlestirildi ve derin dondurucuda Biyokimya Anabilim Dali tarafindan islem
yapilacak gune kadar saklandi.

2. Kikirdak Ornegi:

a) Elektron Mikroskopi: Alinan ornekler ikiye boélinecek ve bir pargasi
elektron mikroskobik inceleme igin %2.5’lik soguk gluteraldehit icerisine
konuldu, 1 gecelik fiksasyondan sonra elektron mikroskobu ile Histoloji
Anabilim Dali tarafindan incelendi..

b) Histopatolojik inceleme: Ikinci parca kondrositlerdeki DNA
fragmantasyonunu gdstermek ig¢in Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL) metodu (“in situ apoptosis detection
kit” ,Biogen®, katalog no S7101) ile apoptozis tespiti igin Patoloji Anabilim
Dalina iletildi.

Apoptozisin Tespiti

Kikirdak greftlerindeki apoptozisin tespiti Mersin Universitesi Tip
Faklltesi Patoloji Anabilim Dali ve Histoloji Anabilim Dali tarafinca yapilmigtir.
Elde edilen kan orneklerindeki MDA ve NO dulzeylerinin incelenmesi Mersin
Universitesi Tip Fakdltesi Biyokimya Anabilim Dali tarafinca yapilmistir.

Isik Mikroskobundaki Degerlendirme

Cikarilan kikirdak ornekleri %10’luk noétral formaldehit iceren kaplar
icerisine konuldu. Bir gecelik formaldehit tespit islemi ardindan 6rnekler rutin
takip islemine sokuldu. Rutin takip isleminde kikirdak dokulari sirasiyla alkol,
ksilol ve parafin solisyonlarinda bekletildiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde
edilen 5 mikron kalinhgindaki kesitler rutin hematoksilen eosin histokimyasal
boyasi ile boyandi. Preparatlar 1sik mikroskobik duzeyde (Nikon Eclipse 80i)
incelendi. Fotograflama islemi Nikon dijital kamera, DS-L1) ile yapildi.

Kondrositlerdeki DNA fragmantasyonunu godstermek igin Terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end labeling (TUNEL)
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metodu (“in situ apoptosis detection kit” ,Biogen®, katolog no S7101) secildi.
Bu islemde, elde edilen 5 mikron kalinhgindaki kikirdak kesitleri,
deparafinizasyon ve alkol takip islemleri ardindan proteinaz K ile 15 dakika oda
sicakliginda inkube edildi (10ul/2.5 ml, fosfat buffer solisyonu). Fosfat buffer
solUsyonunda yikandiktan sonra kesitler, buharli kabin igerisine yerlestirildi ve
Uzerlerine terminal deoksi transferaz (tdt) reaksiyon karisimi damlatilarak 37
C%de etiiv igerisinde 1 saat inkiibe edildi. Kromojen olarak 3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB), zemin boyamasi i¢in metil green
kullanildi. Kesitler kapama maddesi ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak germinal
merkezleri belirgin tonsil kesitleri kullanildi.

Kesitler degerlendirildi. Her bir érnekteki kondrosit sayisi ve TUNEL ile
immuUnreaktivite goOsteren kondrositler sayildi. Sayim igin kesitler sk
mikroskobik duzeyde 6nce kuguk buyltmede ve X40 buaylutme alaninda
taranarak ardindan X200 buyttmede sayim yapildi

Biyokimyasal Degerlendirme

Nitrit- nitrat gcaligmasi: Bu ¢alismada nitrit ve nitrat dlgUmleri nirit-nitrat
kolorimetrik assay kiti (Nitrite / Nitrate colorimetric method, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany, 1 746 081) kullanilarak yapildi.Nitrojen monoksit biyolojik
sivilarda nitrit olarak tespit edilmektedir. Ornekte mevcut olan nitrat ise NADPH
varliginda nitrat reduktaz (NR) enzimiyle nitrite rediklenir.

Nitrat + NADPH + H__NR , Nitrit + NADP" + H,0O

Olugan nitrit ise sulfanilamid ve N-(1-naftil)-etilendiamin dihidroklorid ile
reaksiyona girerek kirmizi viole diazo boyasi meydana getirir. Olugan bu rengin
siddeti ise spektrofotometrik olarak, 540 nm dalga boyunda olguldr.

Total nitrit absorbans degerlerinden nitrit absorbanslari ¢ikartilarak
orneklerdeki nitrat absorbans degerleri elde edilmis oldu. Absorbanslarin
tespitinin ardindan nitrit ve nitrat i¢cin ayri ayri hazirlanmis olan standart egriler
yardimiyla  6rnek  konsantrasyonlari  hesaplandi.  Nitrit ve nitrat
konsantrasyonlari toplanarak sonuglar total nitrit+nitrat konsantrasyonu olarak
MM cinsinden verildi.

Malondialdehit (MDA) calismasi: Bu ¢alismada MDA o6lgimu Ohkawa
tarafindan Onerilen yonteme gore vyapildi. Aerobik kosullarda PH 3,5°de
thiobarbitlrik asit (TBA) ile serumun 95%de inkubasyonu sonucu eger lipid

peroksidasyonu varsa , lipid peroksidasyonunun sekonder bir Griini olan MDA
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olugsmaktadir. Olusan MDA ise TBA ile pembe renkli bir kompleks
olugturmaktadir. Olusan pembe rengin 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢imda ile lipid peroksidasyonu saptanmaktadir. Tim
ornekler ve standartlar ayni yontemle galisildi. Steril deney tuplerine kor igin 50
dl distile su, 6rnek igin 50 pl serum ve standart i¢cin 50 pl 1/10 dilue standart
konuldu. Her tipun Gzerine sirasiyla 100 ul %8,1’lik SDS, 750 pl % 20’lik asetik
asit, , 750 yl % 0,8’lik TBA c¢ozeltisi eklendi. Sonra tim tlplere 350 pl distile su
eklenerek tlplerin agizlari kapatildi ve énceden 95°ye gelmis olan sicak su
banyosunda (Memmert thermostating fluid waterbath) 30 dakika sure ile
inkubasyona birakildi. Sicak su banyosundan alinan tlpler musluk suyunda
sogutuldu. Uzerlerine 0,5 ml distile su ve 2,5 ml calismadan hemen &nce
hazirlanmis olan n-butanol-pyridin (15/1) ¢dzeltisi eklendi. TUplerin kapaklari
tekrar kapatilarak vortekslendi (Velp scientifica 2x°). Daha sonra tim tiipler
4000 rpm'de 15 dakika sure ile santrifuj (NUve NF 800) edildi. Bu iglemin
ardindan Ustte kalan organik kismin absorbans dederleri quartz klvetlere
otomatik pipet ile alinarak 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Varian
cary 50 Bio UV visible spectrophotometer) olarak okundu. Onceden hazirlanan
standart egri Gzerinden drnek konsantrasyonlari nmol/ml cinsinden hesaplandi.

Elektron Mikroskobindeki Degerlendirme

Elde edilen dokular, %2.5’luk gluteraldehitte 4-6 saat bekletildi. Osmium
tetroksitle postfiksasyonu gercgeklestirilen dokular, ylkselen derecelerde
alkollerde tutularak dehidrate edildiler. Propilen oksitle seffaflandirma ve
plastige alistirma islemlerinden sonra, dokular epoksi resine gomulduler.
70°C’de 24 saat polimerizasyondan sonra dokulardan ultramikrotomla 70 nm
kalinhginda ince kesitler alindi.  Kesitler uranil asetat ve kurgun sitrat
kullanilarak kontrastlandi. Bu islemden sonra kontrastli kesitler JEOL JEM 1011
transmisyon elektron mikroskobunda incelendi ve mikroskoba eklenmis bir
dijital kamera ile fotograflandi.

istatistiksel Degerlendirme

Rezorpsiyon varligi bakimindan gruplar arasindaki farklihgi incelemek
amaciyla 1 hafta, 4. hafta ve 12. hafta sonunda elde edilen degerler her bir
zaman diliminde ayri ayri kargilastinimistir.  Perikondriumun var olup

olmamasinin, varken canli olup olmamasinin ve kikirdagin travmali olup
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olmasinin etkilerinin ayri ayri incelenebilmesi amaciyla kargilagtirmalar dort ayri
asamada gercgeklestiriimigtir.

iIk olarak midahale gruplarinda normale gére bir farkhlik olup
olmadiginin incelenmesi amaciyla 1.grup, 2. grup, 3. grup, 4. grup, 5. grup ve
6. grup her bir zaman diliminde ayri ayri kontrol grubuyla karsilagtiriimistir.

Daha sonra travmanin etkisini incelemek 1. grup ile 3. grup, 2. grup ile 4.
grup ve 5. grup ile 6. grup birbirileriyle kargilastiriimistir.

Uclinci  bir  karsillastrma  olarak  vaskilarize  perikondriumla
devaskullarize perikondriumlu kikirdak grefti gruplar arasindaki farkin
incelenmesi amaciyla 1. grup ile 2. grup ve 3. grup ile 4. grup birbirileriyle
karsilastiriimistir.

Son olarak perikondriumun var olup olmamasinin etkisinin incelenmesi
amaciyla ise 2. grup ile 5. grup ve 4. grup ile 6. grup birbirileriyle
karsilastiriimistir.

Isik mikroskobisindeki apoptozis oranlari bakimindan gruplar arasindaki
farklihgr incelemek amaciyla ise yine 1 hafta, 4 ve 12 hafta sonunda elde edilen
degerler her bir zaman diliminde ayri ayri karsilastirilmigtir.

Rezorpsiyon varligi  bakimindan gruplar arasindaki farkhliklar
incelenirken Fisher's Exact test; 1sik mikroskobisindeki apoptozis oranlari
bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar incelenirken ise Kruskal-Wallis
testinden yararlaniimistir. istatistik analizler SPSS 11.5 paket programinda
yapilmistir. Analiz sonucunda P < 0,05 ise sonuglar anlamli kabul edilmistir.
Biyokimya kan degerleri bakimindan gruplarin kargilastirlmasi amaciyla One-
Way ANOVA testi kullanilmigtir. Testler 1. hafta, 4. hafta, ve 12. hafta degerleri
icin yapilmstir.
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BULGULAR
Isik Mikroskobundaki Bulgular

Calisma gruplarinda 90, kontrol grubunda 9 olmak Uzere, toplam 99

ornek, TUNEL testi ile incelendi. Isik mikroskobisinde apoptotik hlcre ve total

cekirdekli hidcre sayimi yapildi ve dokudaki rezorpsiyon varhigi arastinidi.

Apoptotik hicre sayisi/total hiicre sayisi orani istatistiksel olarak degerlendirildi.

istatistiksel degerlendirmede apoptotik hiicre sayisi/total gekirdekli hiicre sayisi

oranlari kullanildi.

Tablo 3: TUNEL teknigi sonucu 1. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

1.Grup 1. hafta

1.Grup 4. hafta

1.Grup 12. hafta

A.H./C.H. A.H./C.H. A.H./C.H.
Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon
1 YOK 0.06 1 YOK 0,093 1 YOK 0,103
2 VAR 0,078 2 VAR 0,06 2 YOK 0,16
3 VAR 0,035 3 VAR 0,264 3 YOK 0,09
4 VAR 0,013 4 VAR 0,283 4 YOK 0,288
5 X X 5 VAR 0,196 5 X X

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi

Tablo 4: TUNEL teknigi sonucu 2. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hlcre
oranlari.

2.Grup 1. hafta

2.Grup 4. hafta

2.Grup 12. hafta

A.H./C.H. A.H./C.H. A.H./C.H.
Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon
1 YOK 0,029 1 VAR 0,190 1 YOK 0,026
2 YOK 0 2 VAR 0,05 2 VAR 0,219
3 VAR 0,045 3 VAR 0,058 3 VAR 0,075
4 VAR 0,038 4 YOK 0,076 4 X X
5 X X 5 VAR 0,34 5 X X

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi
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Tablo 5: TUNEL teknigi sonucu 3. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

3.Grup 1. hafta

3.Grup 4. hafta

3.Grup 12. hafta

A.H./C.H. A.H./C.H. A.H./C.H.
Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon
1 YOK 0 1 VAR 0,071 1 YOK 0,086
2 VAR 0,058 2 VAR 0,025 2 YOK 0,061
3 YOK 0,055 3 VAR 0,033 3 YOK 0,122
4 VAR 0,047 4 VAR 0,186 4 VAR 0,183
5 X X 5 VAR 0,28 5 X X

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi

Tablo 6: TUNEL teknigi sonucu 4. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

4.Grup 1. hafta

4.Grup 4. hafta

4.Grup 12. hafta

A.H./C.H. A.H./C.H. A.H./C.H.
Rat | Rezorpsiyon Rat | Rezorpsiyon Rat | Rezorpsiyon
1 VAR 0,066 1 YOK 0,153 1 YOK 0,224
2 VAR 0,037 2 YOK 0,28 2 VAR 0,106
3 VAR 0,015 3 VAR 0,2 3 VAR 0,238
4 VAR 0,052 4 VAR 0,065 4 VAR 0,2
5 VAR 0,04 5 VAR 0,066 5 VAR 0,3

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi

Tablo 7: TUNEL teknigi sonucu 5. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

5.Grup 1. hafta

5.Grup 4. hafta

5.Grup 12. Hafta

AHJCH. AHJC.H. AHJC.H.
Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon

1 | VAR 0,24 1 |VAR 0,25 1 |VAR 0,115

2 |VAR 0,192 2 |VAR 0,28 2 |VAR 0,133

3 |VAR 0,145 3 |yok 0,375 3 |VAR 0,178

4 |YOK 0,111 4 |YOK 0,458 4 |VAR 0,163

5 X X 5 |VAR 0,4 5 X X

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi
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Tablo 8: TUNEL teknigi sonucu 6. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre

oranlari.
6.Grup 1. hafta 6.Grup 4. hafta 6.Grup 12. Hafta
A.H./C.H. A.H./C.H. A.H./C.H.
Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon Rat Rezorpsiyon
1 VAR 0,153 1 YOK 0,29 1 VAR 0,76
2 VAR 0,083 2 VAR 0,25 2 VAR 0,125
3 VAR 0,137 3 VAR 0,203 3 VAR 0,105
4 VAR 0,153 4 VAR 0,428 4 VAR 0,057
5 X X 5 X X 5 YOK 0,052

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi

Tablo 9: TUNEL teknigi ile kontrol grubu 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hlcre

oranlari.

GRUP REZORPSIYON |A. H./ G.H.
Kontrol 1 | YOK 0
Kontrol 2 | YOK 0
Kontrol 3 | yok 0.038
Kontrol 4 | yvok 0.043
Kontrol 5 | yok 0
Kontrol 6 | yvok 0,035
Kontrol 7 | yok 0,095
Kontrol 8 | yvok 0,012
Kontrol 9 | yvok 0

x: TUNEL tekniginde sonug alinamayan ratlar
A.H./C.H.: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hiicre sayisi
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Resim 7: Solda; kontrol grubunun H&E boyamada (x200) ve sagda; TUNEL
reaksiyonu sonucu Isik mikroskobisi altinda gérunumu (x400). TUNEL ile pozitif

reaksiyon veren kondrosit ok isareti ile gosterilmistir.

Resim 8: 6. grup 4. hafta sonunda alinan 6rnegin 1sik mikroskobisi altinda
gorinumleri. (A) H&E x200, (B) TUNEL x400. Sag resimde TUNEL

aktivitesinde artis izlenmektedir. Bunun yaninda rezorpsiyonun bagladigi tespit

edilmektedir.
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Resim 9: 4. grup 12. hafta sonunda alinan 6érnegin isik mikroskobisi altinda
gorinumleri. (A) H&E x200, (B) TUNEL x400. Sag resimde TUNEL

aktivitesinde artis izlenmektedir. Minimal rezorpsiyon gozlenmektedir.

' o 3 |
- = A -
< s Suia .
R [ 1 } [
A _'-?t'_\ - : \
: _-",‘l (,_Jfﬁ
e R Jﬂi. A
e O [
- "'r -* e
> i
LAY : ‘.. . o L
- L\ lis . \ . 1
4 ' A -, K . N Ny o
-~ . ATy - - » B ._( -
B & 37 \ Y

Resim 10: 6. grup 12. hafta sonunda alinan drnegin 11k mikroskobisi altinda
gorunumleri. (A) H&E x200, (B) TUNEL x400. Sag resimde TUNEL aktivitesinin
kontrol grubu ile benzer oldugu ancak g¢ekirdekli hiicre sayisinda azalma oldugu

izlenmektedir. Rezorpsiyonun ¢ok artmis oldugu gézlenmektedir.
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Isik Mikroskobu Bulgularinin istatistiksel Degerlendirmesi

ilk hafta 6rneklerinde, apoptozis oranlarinin belirlenmesi amaciyla
Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir. Test sonucunda gruplardan en az birinin
digerlerinden farkli oldugu goérulmustir (P=0,004). Coklu karsilastirma testi
sonucunda kontrol grubu ile grup 5 (P=0,014) ve kontrol grubu ile grup 6
(P=0,039) arasinda anlamli bir farkhlik oldugu, diger gruplar arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi sonucuna ulagiimistir.( tablo 10)

Tablo 10: 1. hafta sonucunda gruplar arasinda TUNEL test sonuglarinin

istatistiksel degerlendirilmesi.

1. HAFTA, P=0,004

Grup1 [Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup 5 | Grup 6 | Kontrol

grup 1 1,000 1,000 1,000 0,731 1,000 1,000
grup2 | 1,000 1,000 1,000 0,093 0,206 1,000
grup 3 | 1,000 1,000 1,000 0,605 1,000 1,000
grup4 | 1,000 1,000 1,000 0,494 0,987 1,000
grup5 | 0,731 0,093 0,605 0,494 1,000 0,014*
grup 6 | 1,000 0,206 1,000 0,987 1,000 0,039*
Kontrol | 1,000 1,000 1,000 1,000 0,014* | 0,039*

*: p<0.05

Dordinci hafta orneklerinde, apoptozis oranlarinin belirlenmesi
amacilyla Kruskal-Wallis testi kullaniimistir. Test sonucunda gruplardan en az
birinin digerlerinden farkl oldugu goérilmuagstur (P=0,001). Coklu karsilastirma
testi sonucunda kontrol grubu ile grup 5 (P=0,001) ve kontrol grubu ile grup 6
(P=0,010) arasinda anlamli bir farkhlik oldugu, diger gruplar arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi sonucuna ulasilimistir.

Tablo 11: 4. hafta sonucunda gruplar arasinda TUNEL test sonuglarinin

istatistiksel degerlendirilmesi.

4. HAFTA, P=0,001

Grup1 [ Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup 5 | Grup 6 | Kontrol

grup 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,327
grup2 | 1,000 1,000 1,000 0,183 0,500 1,000
grup 3 | 1,000 1,000 1,000 0,160 0,479 1,000
grup4 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,468
grup 5 | 1,000 0,183 0,160 1,000 1,000 0,001*
grup 6 | 1,000 0,500 0,479 1,000 1,000 0,010*
Kontrol | 0,327 1,000 1,000 0,468 0,001* | 0,010*

*: p<0.05
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Onikinci hafta 6rneklerinde, apoptozis oranlarinin belirlenmesi Kruskal-
Walllis testi amaciyla kullaniimigtir. Test sonucunda gruplardan en az birinin
digerlerinden farkli oldugu goérilmustir (P=0,002). Coklu karsilastirma testi
sonucunda kontrol grubu ile grup 4 arasinda anlamli bir farklihk oldugu
(P=0,001), diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

olmadigi sonucuna ulagiimistir.(Tablo 12)

Tablo 12: 12. hafta sonucunda gruplar arasinda TUNEL test sonuglarinin

istatistiksel degerlendirilmesi.

12. hafta, P=0,002

Grup1 | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup 5 | Grup 6 | Kontrol

grup 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,105
grup2 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
grup 3 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,642
grup4 | 1,000 1,000 1,000 1,000 0,389 0,001*
grup 5 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,058
grup 6 | 1,000 1,000 1,000 0,389 1,000 1,000
Kontrol | 0,105 1,000 0,642 0,001* | 0,058 1,000

*: p<0.05

Bu sonuglar dogrultusunda 1. hafta ve 4. hafta sonunda perikondriumsuz
olarak alinip cevresinde perikondrium olmayan bagka bir bolgeye yerlegtirilen
kikirdak greftlerinin kontrol grubuna ve diger gruplara oranla apoptozis oraninin
daha fazla oldugu ancak 12 hafta sonucunda bu farkin kayboldugu tespit edildi.
Bu farkin kaybolmasindaki sebebin sadece apoptozisin azalmasi degil, buna ek
olarak canli gekirdekli hiicre sayisinin da azalmasi ve dolayisiyla apoptozisin
tespit edilememesi oldugu dusinildi. Ote yandan, 12. hafta sonunda diger
gruplardan daha fazla apoptozis goérulen grubun perikondriumla birlikte
kaldirilan ancak travmatize edilen kikirdak greft grubunda oldugu tespit edildi.
Bu durum, perikondriumun travmanin apoptotik etkisini geciktirdiginin bir
gOstergesi olabilir.

Perikondriumsuz koyulan greftlerde ise travmatik olsun ya da olmasin 1.
haftadan itibaren apoptozis goruldigu, 4. haftada ise apoptozisin maksimuma
ciktigl tespit edildi. Onikinci hafta sonunda ise, canli kondrosit sayisinda ve

dolayisiyla apoptozis oraninda genel bir azalma oldugu goérulda.
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Grafik 1: Gruplarin apoptozis oranlarinin zamana bagh grafiksel dékimu

gorulmektedir.

ilk hafta sonunda, rezorpsiyonun 4., 5. ve 6. gruplarda digerlerine
nazaran daha yuksek (sirayla P=0,000, P=0,027, P=0,000); doérduncu hafta
sonunda tum gruplarda rezorpsiyonun kontrol grubuna oranla daha ylksek, ve
onikinci hafta sonunda, rezorpsiyonun 4., 5. ve 6. gruplarda digerlerine nazaran
daha yuUksek (sirayla P=0,005, P=0,001, P=0,005) oldugu tespit edildi. Bu
durum, perikondriumun rezorpsiyonu azaltici bir etkisi oldugunu gdsterebilir.

Biyokimyasal Bulgular
Tablo 13: 1. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT degerleri

1. HAFTA MDA NITRAT

N o S.D. o S.D.
1. Grup 4 10,2275 0,0780(0,61740,3608
2. Grup 5 10,2600 0,0704|0,5469|0,1615
3. Grup 5 10,2740 0,0789|0,4186|0,2890
4. Grup 5 10,2060 0,0799|0,5391|0,3279
5. Grup 5 [0,2040 0,0747|0,4358|0,2209
6. Grup 5 10,2180 0,0526|0,47580,1830
Kontrol grubu 9 10,2025 0,0330]0,817410,1030

O: ortalama; S.D.: Standart sapma
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Tablo 14: 4. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT degerleri

4. HAFTA MDA NITRAT

N o S.D. o S.D.
1. Grup 4 10,1260 0,0451|0,3466|0,2669
2. Grup 5 10,1220 0,0466|0,5360 | 0,2045
3. Grup 5 10,3140 0,0594|0,7128|0,3145
4. Grup 5 10,1940 0,0451|0,5782|0,0976
5. Grup 5 10,2325 0,0350|0,5078|0,1968
6. Grup 5 10,2575 0,0299|0,5578 10,1434
Kontrol grubu 9 10,2025 0,0330]0,817410,1030

O: ortalama; S.D.: Standart sapma

Tablo 15: 12. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT degerleri

12. HAFTA MDA NITRAT

N o S.D. o S.D.
1. Grup 5 10,2420 0,0795|0,6549|0,3253
2. Grup 4 10,2850 0,04800,61540,2808
3. Grup 5 10,1820 0,0311|0,6552|0,3066
4. Grup 5 10,2480 0,0626|0,5313]0,1680
5. Grup 2 10,2800 0,0141|0,7660|0,4869
6. Grup 2 10,3300 0,0849/0,9160|0,2748
Kontrol grubu 9 10,2025 0,0330]0,817410,1030

O: ortalama; S.D.: Standart sapma

Biyokimyasal Bulgularin istatistiksel Degerlendirilmesi

MDA degerleri (P=0,555) ve NITRAT degerleri (P=0,299) 1. hafta
sonunda gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi.

Coklu karsilastirma testi sonucunda ise 4. hafta MDA degerleri
bakimindan 1. grup ile 3. grup arasinda (P=0,000), 1. grup ile 5. grup arasinda
(P=0,022), 1. grup ile 6. grup arasinda (P=0,003), 2. grup ile 3. grup arasinda
(P=0,000), 2. grup ile 5. grup arasinda (P=0,016), 2. grup ile 6. grup arasinda
(P=0,002) ve 3. grup ile 4. grup arasinda (P=0,005) anlaml bir farkllik oldugu,
diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi
sonucuna ulagiimistir.

MDA degerleri (P=0,074) ve Nitrat degerleri (P=0,724), 12. hafta

sonunda gruplar arasinda anlamli bir fark géstermedi.
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Elektron mikroskobik bulgular

Elektron mikroskop c¢alismalarinda, vezikil olusumu ve nukleus
yamalagsmasi gorilmesi erken donem apoptozis lehine bulgular iken,
ekstraselller matriks dejenerasyonu ve otofajik vakuol (asteriks) olusumlarinin
goérilmesi ge¢ ddonem apoptozis bulgulari olarak kabul edilir. Buna goére,

calismamizda elde ettigimiz elektron mikroskobik bulgular kalitatif olarak

degerlendirildi.

Resim 12: 1. hafta, 5. gruba ait kondrosit ornegi. Erken kondroptozis
déneminde bir kondrosit izleniyor. NUkleusunda yama tarzinda heterokromatin

yogunlasmalari (beyaz ok) dikkati ¢ekiyor.
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Resim 13: 4. hafta, 5. gruba ait kondroptotik kondrosit 6rnegi. Ekstraselller

matriks dejenere bir gdrinum sergiliyor.

Resim 14: 12. hafta, 6. gruba ait ge¢ donemde kondroptotik kondrosit 6rnegi.
Sitoplazmada GER geniglemeleri (ok) dikkati ¢ekiyor. Belirgin matriks

vezikulleri (ok basi) gérullyor.
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Resim 15: Ge¢ donem kondroptotik kondrosit drne@i. Ortadaki kondrositte

kondroptozisin ge¢ donem 6zelligi olarak otofajik vakuol (asteriks) de izleniyor.

Ayrica yine matriks vezikulleri (ok bagsi) dikkati gekiyor.

Resim 16: 5. grupta nekrotik hicre gorinimd. Nukleus saglam kromatin

yogunlasmasi yok sitoplazmasi pargalanmig gérunum izlenmektedir.
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TARTISMA

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

Kikirdak greftleri rekonstruktif cerrahide yaygin olarak kullanilir. Bunlar
¢ogu kez perikondriumsuz olsa, da zaman zaman perikondriumlu olarak da
elde edilir. Bundan bagka, 6zellikle septumdan alinan greftlerin ¢ogunlukla
onceden gecirilmis travma durumu g6z ardi edilir. Ayrica, duzeltici amagli
olarak, kikirdagin ezilmesi veya cizilmesi gibi islemler de klinikte yaygin olarak
yapilir. Ayrica, kikirdak greftleri alindiklari yerden bagka bodlgelerin
rekonstriksiyonlarinda da kullanilabilmektedir. Bizim g¢alismamizda, tim bu
klinik uygulama sekillerini taklit edecek galisma alt gruplari olusturuldu.

Travmatize olan ve olmayan kikirdak greftlerinin, kendi yerlerinde veya
farkli bir bolgeye tasindiktan sonra gesitli zaman araliklarinda karsilastiklari
olasi degisikliklerde perikondriumun roll apoptozis agisindan arastirildi.

Kondrositler icin nutrient ve oksijen kaynagi olan perikondriumun,
kikirdak greftine dahil edilmedigi durumda TUNEL teknigine gore, kondrosit
apoptozisinin ilk 4 haftada artarak devam ettigi, ancak 12. hafta sonunda
apoptozis oraninin azaldigi goruldi. Geg¢ donemdeki bu gelismenin nedeninin,
canli hlcre sayisindaki azalma ve dolayisiyla apoptozisin tespit edilememesi
oldugu dusunuldd.

Travmatik kikirdakta ise, TUNEL teknigine goére, perikondriumun
apoptozis agisindan dogrudan bir etkisi oldugu saptanamadi.

Ancak ilk 12 hafta i¢inde travmatize edilmeyen perikondriumlu kikirdak
greftlerinin apoptozis oranlarinin normal kikirdak dokusundan farkli olmadigi
sOylenebilir. Bununla birlikte travmatize edilen perikondriumu intakt kikirdak
greftlerinin 4 haftaya kadar apoptozisin normal kikirdak dokusundan farkli
olmadidi ancak 12. haftada apoptozis oraninin normal kikirdaktan fazla oldugu
ifade edilebilir. Isik mikroskobu ve elektron ~mikroskobu bulgulari,
perikondriumsuz kikirdak greftlerinde yogun fibrozis artisi oldugunu gosterdi.

Dikkat ¢eken diger bir bulgu ise perikondriumu intakt gruplarda apoptotik
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hdcrelerin kikirdagin kondrojenik hucrelerin yogun oldugu perikondreal yuze
yakin bolgelerde olustugu ancak perikondriumu olmayan kikirdak greftlerinde
ise kikirdagin her tarafina homojen olarak dagildig tespit edildi.

Kikirdak greftinin ilk klinik kullaniminin 1896 yilinda Konig tarafindan
yapildigi bilinir. Daha sonraki yillarda, kostal ve septal kikirdak greftlerinin
canliligi lzerine de calismalar yapilmistir. ** Guyuron ve arkadaslari 1994
yilinda, deneysel olarak otojen kikirdak greftlerinde canlilik oranlarinin %70 ile
%90 arasinda degistigini, ve ayni yil yayinlanan klinik arastirmalarinda ise,
canlligin %87,5 gibi yilksek oranlarda oldugunu bildirdiler.>* Verwoerd ve
arkadaglar ise 1991'de ezilmis kikirdak greftlerinde yluksek oranda nekroz
olustugunu tespit etmistir. Yine Bujia ve arkadaslari ezilmis kikirdak greftlerinde
canli kondrositlerin %10 ile %30 arasinda kaldigini tespit etmislerdir.® Bu
calismalardan, kikirdak greftlerin ylUksek canlilik oranlarina sahip oldugu,
ancak, travma gibi faktorlerin bunu olumsuz etkiledigi sonucuna varilabilir.

Duncan ve arkadaslar 1984’te yaptigi bir galismada, perikondriumlu ve
perikondriumsuz greftleri karsilastirmiglar ve perikondriumlu greftlerin iyilesme
hizlarinin daha yuksek oldugunu ve parcalanmaya karsi da perikondriumsuz
olan greftlere nazaran daha dayanikli bulundugunu gdstermislerdir.™

Kikirdak greftlerinin zamanla ossifikasyona ugrayabildikleri de bilinir. Can
ve arkadaslarinin 2008 de yaptidi deneysel ¢alismada travmatize ettikleri ve
tekrar yerine koyduklari perikondriumlu ve perikondriumsuz kikirdak greft
gruplarinin ikisinde de osteojenik hucre aktivitesi sonucu ossifikasyona yonelik
degisikliklerin oldugunu tespit etmisler.*® Bunu nedeni, perikondriumun sahip
oldugu osteojenik aktivite olabilir. Bunun tersi olarak da, periostun olmadigi
durumlarda, kemik Gzerine yerlegtirilen kikirdak dokunun iyilesmesinin azaldigi
da gdsterilmistir.>” Bu, periostun da kikirdak iyilesmesi (izerine bir etkisinin
oldugunun dolayli bir gdstergesidir. Klinik olarak, kemik Uzerine uygulanacak
kikirdak greftlerinin canli periost olan bdlgelerde ve 6zellikle de periost altinda
oldugunda daha basarili sonuglar verebilecegini dusundurar.

Kolesteatom cerrahisinde agik kavitenin doldurulmasi igin sik kullanilan
kikirdak greft metodu Uzerine Tu ve arkadaslarinin 2008'de yaptiklari bir
calismada perikondriumunu koruyarak kullanilan kikirdak greftlerinde canli
kondrosit sayisinin, kodrogenezisin ve revaskularizasyonun, perikondriumsuz

kullanilan kikirdak greftlerine oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
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kikirdak greftlerinin dogranarak ‘diced cartilage graft’ kullaniimasinin,
perikondrium korunan gruba nazaran, canli hicre orani acisindan daha
olumsuz oldugunu goéstermiglerdir (canli hicre oranlari sirayla %49, %35).
Bunun nedenini ise perikondriumdan beslenen kikirdak dokusunun
perikondrium olmadigi zaman nutrientler ve oksijenizasyonunun olmamasi,
revaskullarizasyonun olmamasina baglanmaktadir. Ancak bosalan lakinalarin
hangi hiicre 6limii ile gerceklestigine bu calismada deginilmemistir.*®

Yakin zamana kadar kondrosit dluminin sadece nekroz ile gegeklestigi
bilinirken, son zamanlarda yapilan ¢alismalar gostermektedir ki; travmanin bir
sonucu olarak kondrosit apoptozisi indiiklenmektedir.*® Travmanin kikirdak
uzerindeki etkileri Uzerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu konu ile ilgili Gorar
ve arkadaslarinin yaptigi travmatik ve travmatik olmayan septum
kikirdaklarinda apoptozis tespiti ile ilgili galisma konuya isik tutmasi agisindan
onemlidir. Septal deviasyonu olan travmatik ve travmatik olmayan hastalarin,
egri olan kisimlari ve egri olmayan kisimlarinin karsilastirildigi calismada
travmatik septum orneklerinde apoptozis orani %56 iken, travmatik olmayan
orneklerde %7,7 olarak saptanmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Travma sonucu kikirdak ile perikondrium arasinda olusan
hematom ve kikirdagin direkt etkiyle frakturl gibi nedenlerle kikirdakta difizyon
bozulmaktadir. Olusan iskemi sonucu hem nekroz gorulmekte, hem de
apoptozis (kondropitoz) tetiklenmektedir. Sonu¢ olarak matriks yikimi ve
kondrosit kaybi ile apoptozise bagl kikirdakta zayiflama goézlenmektedir.
Oylece, travmatik septumdan alinacak kikirdak greftinin rezorbe olma
olasiliginin yiksek ve bunun bir nedeninin de apoptozis olabilecegi

savunulmustur.®
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SONUGC VE ONERILER

Elde edilen bulgular dogrultusunda TUNEL ve elektron mikroskobisi
sonucunda travmatize edilmeden blok sekilde koyulan kikirdak greftleri,
vaskularize perikondrium olan bir alana yerlestirildiginde 1. hafta, 4. hafta ve
12. hafta sonunda apoptozis oraninin canli ve travmatize edilmemis kikirdaktaki
kadar az oldugu tespit edildi. Serum nitrat sonuglarina gére tim zaman
araliklarinda diger gruplar ile benzer sonuglar verdigi, serum MDA ise 1. hafta
ve 12. haftada diger gruplar ile benzer sonuglar alinmasina ragmen 4. haftada
travmatize edilen ve vaskullarize perikondrium araligina koyulan kikirdak
greftleri, travmatik veya degil perikondriumsuz olarak baska bdlgelere konulan
kikirdak greftlerine oranla daha dusuk seviyede kaldigi tespit edildi. Bu durum
klinik olarak, perikondrium disseksiyonu sonrasi septuma higbir islem
yapilmadiginda apoptozis tespit edilmiyor olarak degerlendirilebilir.

Travmatize edilmeden perikondriumu korunarak blok sekilde konulan
greftler ise TUNEL teknigi ve elektron mikroskobisi sonucunda,1. hafta, 4. hafta
ve 12. hafta sonunda apoptozis oraninin canh ve travmatize edilmemis
kikirdaktaki kadar az oldugu tespit edildi. Serum nitrat sonuglarina gore tim
zaman araliklarinda diger gruplar ile benzer sonuglar verdigi, serum MDA ise 1.
hafta ve 12. haftada diger gruplar ile benzer sonuglar alinmasina ragmen 4
haftasinda travmatize edilen ve vaskulerize perikondrium araligina koyulan
kikirdak greftleri, travmatik veya degil perikondriumsuz olarak bagka bolgelere
konulan kikirdak greftlerine oranla daha dusuk seviyede kaldigi tespit edildi. Bu
durum Klinik olarak perikondriumlu onlay kikirdak greftlerinde oksidatif stresin
olmadigi ve apoptotik hicre sayisinin normal kikirdak sinirlarinda oldugunu
gOsterir.

Travmatize edilen ve vaskularize perikondriumu olan bir bolgeye koyulan
kikirdak greftlerinde TUNEL teknigi sonucu 1. hafta, 4. hafta ve 12. hafta
sonunda apoptozis oraninin canli ve travmatize edilmemis kikirdaktaki kadar az
oldugu tespit edildi. Elektron mikroskobisinde ise kalitatif olarak 4. hafta ve 12.
haftada bir miktar apoptotik hicreler izlenmigtir. Serum nitrat sonuglarina gére
tum zaman araliklarinda diger gruplar ile benzer sonugclar verdigi, serum MDA
ise 1. hafta ve 12. haftada diger gruplar ile benzer sonuglar alinmasina ragmen
4. haftada travmatik ve perikondriumu korunan kikirdak greftinden, travmatik

olmayan perikondriumu korunan kikirdak greftinden ve vaskllerize
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perikondrium altina koyulan kikirdak greftinden daha fazla oldugu dikkati
¢ekmistir. Bu durum klinik olarak perikondrium disseksiyonu sonrasi septuma
yapilan skorring sonrasinda apoptozisin 6nemli odlglide olmayacagi olarak
degerlendirilebilir.

Travmatize edilen perikondriumu korunan kikirdak greftlerinde TUNEL
teknigi sonucu dogrultusunda 1. hafta ve 4. hafta sonunda apoptozis oraninin
canli ve travmatize edilmemis kikirdaktaki kadar az oldugu tespit edildi. Ancak
12. hafta sonunda apoptozis oranlarinin kontrol grubuna goére arttigi tespit
edildi. Elektron mikroskobisinde apoptozis tespit edildi.

Serum nitrat sonuglarina gore tum zaman araliklarinda diger gruplar ile
benzer sonuglar verdigi, serum MDA ise 1. hafta ve 12. haftada diger gruplar ile
benzer sonuclar alinmakla birlikte 4. haftada travmatize edilen canl
perikondrium arasina koyulan kikirdak greftlerinden dusik seviyelere sahip
oldugu tespit edildi. Bu durum Klinikte, perikondriumlu ama dogranmis
kikirdakta apoptozisin zamanla arttigi, ancak bunun perikondriumsuz
kikirdaktaki seviyeye ulasmadidi ve daha dusuk kaldigi seklinde yorumlanabilir.

Perikondriumsuz ve travmatize edilmeden farkli bir bolgeye koyulmus
kikirdak greftlerinde TUNEL teknigi sonucu 1. hafta ve 4. hafta sonunda
apoptozis oraninin kontrol grubuna oranla yuksek oldugu ancak 12. haftada
kontrol grubu ile ayni seviyelerde oldugu tespit edildi. Bununla birlikte 12.
haftada 1sik mikroskobik bulgularda perikondriumsuz travmatik olmayan
kikirdak greftlerinde fibrosisin yodun bicimde arttigi tespit edildi. Elektron
mikroskobisinde  tim  zaman  dilimlerinde kondroptotik  hucrelere
rastlanmaktadir. 4. haftada nekrotik hlcreler ve ekstraselller dejenerasyon
gorilmektedir. Serum nitrat sonuglarina goére tUm zaman araliklarinda diger
gruplar ile benzer sonuglar verdigi, serum MDA ise 1. hafta ve 12. haftada diger
gruplar ile benzer sonuglar alinmakla birlikte 4. haftada canli perikondrium
arasina koyulan travmatik olmayan ile perikondriumu intakt travmatize
edilmemis kikirdak greftlerinden yuksek oranda oldugu tespit edildi. Bu durum
klinikte, perikondriumsuz kullanilan greftlerin bir sure apoptozis etkisinde
olacagi, devaminda da canli hucre sayisi azalmasina bagl olarak rezorpsiyon
surecine girecegi ve dolayisiyla greftte bir yapisal bozukluk olabilecegi seklinde

yorumlanabilir.
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Perikondriumu alinmis ve travmatize edilmesinden sonra farkll bir
bbélgeye koyulmus kikirdak greftlerinde TUNEL teknigi sonucu 1. hafta ve 4.
hafta sonunda apoptozis oraninin kontrol grubuna nazaran yuksek oldugu
ancak 12. haftada kontrol grubu ile ayni seviyelerde oldugu tespit edildi.
Bununla birlikte 12. haftada 1sik mikroskobik bulgularda perikondriumsuz
travmatik kikirdak greftlerinde fibrozisin yogun bigimde arttigi tespit edildi.
Elektron mikroskobisinde tim zaman dilimlerinde kondroptotik hucrelere
rastlanmaktadir. 4. haftada nekrotik hlcreler ve ekstraselller dejenerasyon
gorulmektedir. Serum nitrat sonuglarina gore tim zaman araliklarinda diger
gruplar ile benzer sonuglar verdigi, serum MDA ise 1. hafta ve 12. haftada diger
gruplar ile benzer sonuglar alinmakla birlikte 4. haftada canli perikondrium
arasina koyulan travmatik olmayan ile perikondriumu intakt travmatize
edilmemis kikirdak greftlerinden yuksek oranda oldugu tespit edildi. Bu durum
klinik olarak, “dogranmis perikondriumsuz kikirdakta dncelikle apoptotik surecin
isledigi, sonrasinda da buna bagl olarak canli hucre sayisinin azaldidi, nekroz
ve rezorpsiyon surecinin de gorulebilecegi” olarak yorumlanabilir.

Sonug olarak, bu deneysel ¢alisma, perikondriumun kikirdak apoptozisi
Uzerine etkisini arastiran ilk drnek olmasi agisindan énemlidir, ancak konunun
daha iyi anlagilmasi igin daha ileri deneysel ve klinik arastirmalara ihtiyag

vardir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AIF CAD: Caspase-activated deoxyribonuclease

BAR: Bifunctional apoptosis regulator

CED: Caenorhabditis elegans death genes (CED-3,CED-4,CED-9)
HLA: Human leukocyte antigen

ICE: Interleukin-1beta-converting enzyme

MDA: Malondialdehid

NO: Nitrat

ICAD: Inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease
IAP: Inhibitors of apoptosis

FLIP: FADD-like ICE-inhibitory protein

ARC: Apoptosis repressor with CARD

DNA: Deoxyribonucleicacid

EDA-R: Ectodermal dyslasia receptor

FADD: Fas associated death domain

FLICE: Caspase 8

Apaf1:  Apoptotic protease activating factor—1
TNF-R1: Tumor necrosis factor- receptor1
TRADD: TNFR-1 associated death domain
TNF-a: Tumor necrosis factor alpha

IL-1: interleukin—1

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP nick end

labeling

DAB: Diaminobenzidine tetrahydrochloride
A.H./C.H: Apoptotik hiicre sayisi/Cekirdekli hlicre sayisi
S.D.: Standart deviasyon

M: Ortalama
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RESIMLER DiziNi

(Ug tip kikirdak dokusu)

(Apoptotik ve saglam dendritik hticre elektron mikroskobu
altinda karsilastiriimasi)

(1., 3., 5., 6. gruplarda kulak derisi perikondrium kaldirild)
(2. ve 4. gruplarda derisi perikondriumusuz kaldirildr)

(3., 4. ve 6. gruplardan alinan kikirdak pargasi)

(5. ve 6. gruplarda kikirdak grefti yerlestiriimesi.)

(Solda; kontrol grubunun H&E sagda; TUNEL reaksiyonu
(6. grup 4. hafta 1sik mikroskobisi altinda gérunumleri)

(4. grup 12. hafta 1sik mikroskobisi altinda gérunumleri).
(6. grup 12. hafta 1sik mikroskobisi altinda gérunumleri.)
(1. hafta, 2. gruba ait normal kondrosit 6rnegi.)

(1. hafta, 5. gruba ait kondrosit 6rnegi.)

(4. hafta, 5. gruba ait kondroptotik kondrosit 6rnegi.)

(12. hafta, 6. gruba ait ge¢ donemde kondroptoz)

(Gecg donem kondroptotik kondrosit 6rnegi)

(5. grupta nekrotik hiicre gérinumda.)
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TABLOLAR DiZziNi

Kikirdak tipleri ve yapisal 6zellikleri

Apoptozis, kondropitoz ve nekroz arasindaki farklliklar
TUNEL teknigi 1. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi 2. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi 3. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi 4. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi 5. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi 6. Grup: 1, 4 ve 12. hafta apoptotik hicre
oranlari.

TUNEL teknigi ile kontrol grubu apoptotik hicre oranlari.
1. hafta sonucunda gruplar arasinda TUNEL test
sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi

4. hafta sonucunda gruplar arasinda TUNEL test
sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi.
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sonuglarinin istatistiksel degerlendiriimesi.

1. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT
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4. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT
degerleri

12. hafta sonunda gruplarin MDA degerleri ve NITRAT

degerleri

Sayfa

11

31

31

32

32

32

33
33

36

36

37

38

39

39

55



Grafikler
Grafik 1

GRAFIKLER DiziNi

Gruplarin apoptozis oranlarinin zamana bagh grafigi.

Sayfa
38

56



	dr. volkan beden tez 26.12.2008.PDF

