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OZET

Sican Modelinde L-Karnitin ve Spongostanin Kikirdak Defekti Uzerindeki
Tyilestirme Etkileri

Dr. Muhammet Ugur OK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi

Dr. Ogr. Uyesi Rifat SAHIN
Do¢. Dr. Mehmet Sabri BALIK

Amagc: Kikirdak hasarlar1 ve nihayetinde meydana gelen osteoartrit 6zellikle ileri
yaslarda siklikla meydana gelmektedir. Calismamizda anti oksidan ve anti-inflamatuar
etkinligi olan L-karnitin ve kollajen icerigi ile bilinen spongostanin, kikirdak iyilesmesi
tizerine etkilerini belirlemeyi amagladik. Materyal ve Metod: Calismamizda 32 adet
Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. 4 ayr1 grup olusturuldu. Bu gruplar sunlardan
olugsmaktaydi: Saglikli kontrol grubu, kontrolli kikirdak hasar1 olusturulup tedavi
verilmeyen grup, kontrollii kikirdak hasar1 olusturulduktan sonra hasar bdlgesine spongostan
uygulanan grup ve kontrollii kikirdak hasar1 olusturulduktan sonra hasar bdlgesine L-
karnitin emdirilmis spongostan uygulanan grup. Sicanlar 6. haftada sakrifiye edilerek
degerlendirme asamasina gegildi. Bu asamada gruplar arasinda biyokimyasal ve histolojik
olarak fark olup olmadig1 arastirildi. Bulgular: Gruplar1 biyokimyasal olarak
karsilagtirdigimizda L-karnitin emdirilmis spongostan uygulanan grupta TBARS
(Thiobarbituricacidreactivesubstances) seviyelerinin diistiigiinii, antioksidan etki gostergesi
olarak toplam tiyol miktarinin ise arttigin1 gézlemledik. Gruplari histopatolojik olarak
karsilastirdigimizda mankin skorlamasina gore L-karnitin emdirilmis spongostan uygulanan
grupta hasar skorlarinin belirgin olarak distigii gozlemlendi. Sonug: Biyokimyasal
analizlerde, L-karnitin ve spongostan kikirdak iyilesmesine antioksidan etki gostermektedir.
Ayrica histopatolojik olarak kikirdak iyilesme siirecinin tiim asamalarina olumlu etki

gosterdigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: L-karnitin, spongostan, kikirdak iyilesmesi, sigan, kikirdak



ABSTRACT

The Healing Effects of L-Carnitine and Spongostane on Cartilage Defect in Rat
Model

Dr. Muhammet Ugur OK

Department of Orthopedics and Traumatology Recep Tayyip Erdogan
University Faculty of Medicine Thesis of Specialization in Medicine

Asst. Prof. Dr. Rifat SAHIN
Assoc. Prof. Dr. Mehmet Sabri BALIK

Aim: To speed up the healing of cartilage defect that may be stimulating to
kondrogenezis anti-oxidant and anti-inflammatory activity that has L-carnitine and
spongostane because it contains collagen. We aimed to determine the effects of cartilage
healing. Materials and Methods: In our study, 32 Sprague-Dawley rats were used. 4
separate groups were created. The healthy control group was named as Group 1, controlled
cartilage defect was named as Group 2, controlled cartilage defect + spongostane was named
as Group 3, controlled cartilage defect + L-carnitine-impregnated spongostane was named
as Group 4. Rats were sacrificed at 6. week and passed to the evaluationstages. In the
evaluation phase, it was examined whether there was a biochemical and histolohical
difference between these groups. Result: When we compared the groups biochemically, we
observed that TBARS (Thiobarbituricacidreactivesubstances)levelsdecreased in the group
treated with spongostane impregnated with L-carnitine, while the total amount of thiol, an
indicator of antioxidant effect, increased. When we compared the groups
histopathologically, it was observed that the damage scores decreased significantly in the
group treated with spongostane impregnated with L-carnitine according to mankin’s scoring.
Conclusion: In biochemical analyzes, L-carnitine and spongostane has an antioxidant effect
on cartilage healing. Inaddition, histopathologically, it was determined that it had a positive

effect on all stages of the cartilage healing process.

Keywords: L-carnitine, spongostane, cartilagehealing, rat, cartilage
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1. GIRIS VE AMAC

Eklem kikirdagi, eklemleri olusturan kemiklerin uglarini 6rten ince tabakali, diizgiin,
kaygan ve parlak ylizeyli benzersiz visko-elastik karaktere sahip 6zellesmis bir bag dokudur.
Saglikli eklem kikirdagi onemsenmeyecek bir siirtiinme ile kemiklerin birbiri iizerinde
rahatca kaymasini ve yiikiin subkondral kemiklere aktarilmasini kolaylastirarak hareket
etmemizi saglar (1,2). Eklem kikirdagi, diz veya kalga eklemleri gibi diartrodiyal eklemlerde
bulunan canli, 6zel bir bag dokusudur. Eklem kikirdagi, kan damarlari, lenfatik ve sinir
dokular1 olmayan bir diartodial eklem bag dokusu olarak g¢evre sartlarina adaptasyonda
yiiksek oranda ozellesmistir (3). Kikirdak dokusunun avaskiiler dogasi1 ve kikirdak
hiicrelerinin (kondrosit) diisiik metabolik aktivitesi, travma, hastalik veya dejenerasyon
nedenli hasarm intrinsik olarak kikirdak iyilesmesini ve tamirini oldukg¢a kisitlamaktadir (4-

7).

Eklem kikirdak hasar1 dizin sik goériilen patolojilerinden biridir (8-10). Kikirdak
hasarmin en sik klinik belirtisi spesifik olmayan diz agrisidir, ancak bu belirtiler
asemptomatik hastalardan eklem sisligi, siddetli eklem agris1 ve hareket kaybi olan hastalara
kadar degisebilmektedir (11). Eklem kikirdaginin defektleri ¢ogunlukla diz ekleminin
travmatik yaralanmalarindan kaynaklanir ve meniskiis yirtiklari, 6n ¢apraz bag yirtiklar: ve
patellofemoral dislokasyonlar en sik nedenlerdir (12). Eklem kikirdak hasari, diz protez
cerrahi tedavi ihtiyacina yol agan osteoartrit gelisiminde 6nemli bir asamadir (13-15). Bu
nedenle, kondral ve osteokondral defektlerin olusturdugu klinik tablo hafif olsa dahi olas1

cerrahi tedavi ihtiyaci agisindan titiz bir klinik ve radyolojik degerlendirme gereklidir (16).

Tam kat kikirdak defektlerine (sekil 1), kikirdak onarim prosediirlerinden
potansiyel olarak en ¢ok fayda saglayacagi diisiiniilen grup olan 40 yas alt1 hastalarda yapilan
diz artroskopilerinin %4-11" inde rastlanmaktadir (17-19).

Kikirdak hasarlari, akut travma veya daha sik olarak yillarca kullanimdan
kaynaklanan tekrarlayan mikrotravmalar sonucu olugmaktadir. Kikirdak, giinliik yasam
aktiviteleri sirasinda bile yiiksek mekanik kuvvetlere maruz kalirken, bu durum vicuda
binen yikin viicut agirligmnin 10-20 katina ulastigi sportif faaliyetler sirasinda 6nemli dlgiide
artar (20). Akut travma osteokondral bir yaralanma ile sonuglanirsa, kemik iligi hiicreleri
iceren bir kan pihtisi olusmasi nedeniyle onarici bir siire¢ ortaya ¢ikar. Bu hiicreler, kemik

iliginin uyarmmuyla ortaya ¢ikan onarim teknikleriyle benzer bir fibrokartilagingz onarim
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dokusu uretebilir. Bununla birlikte, tekrarlayan mikrotravma, kondropeni, proteoglikan
iiretiminin azalmasi ve kollajen agmin hasar gérmesine neden olur. Kollajen ag orgiisii
proteoglikanlar1 igerir ve su girisinden sismeyi sinirlar; herhangi bir bozulma daha fazla
sismeye izin verir, doku sertligini azaltir (21). Ek olarak, glikosilasyon son iiriinleri ve
pestisitler yasla birlikte birikerek daha sert, daha kirillgan bir kikirdak olusumu ile

sonuglanirken, kondrositlerin de metabolik aktivitesinde azalma gorilir (22).

Sekil 1.Anterolateral ve santral trokleada biiylik bir kikirdak defekti gosteren sag
dizin intraoperatif gorintust. Medial ve lateral kondil kikirdagi saglam goriiniiyor (17).

Kikirdak, temel madde (polisakkaritler), fibriller bilesen (fibréz proteinler) ve
interstisyel sividan (esas olarak su) olusan ekstraselliiler matriks i¢ine gomiilii hiicresel bir
bilesen ile karakterize edilen mezodermal kdkenli 6zel bir bag dokusundan olusur. Dogrudan
kan, lenfatik ve sinir dokusu yoktur; beslenme, ¢evre dokulardan difiizyona dayanir.
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Kikirdak hasarlarinin tedavisi, kondrosit hiicre proliferasyon ve rejenerasyon
kapasitesindeki kisitlilik sebebiyle oldukga sorunludur (23-25). Bu sebeple, eklem kikirdak
hasarlarinin  hiyalin kikirdak olusumunu saglayarak iyilesmesini saglamak igin,
kondrogenezisi uyarici olabilecek kollajen igerigi yiiksek spongostan ve antioksidan ve anti-
inflamatuar Ozellikleri olan L-karnitin’ i, kontrollii olusturulan sigan diz eklem kikirdak

hasar1 modelinde denemeyi amagladik.
2. GENEL BILGILER
2.1.Hiyalin Kikirdak
2.1.1. Hiyalin Kikirdak Histolojisi

Hiyalin kikirdak, embriyo gelisimi sirasinda yavas yavas kemik dokusu ile yer
degistirene kadar gegici bir iskelet gérevi goren, en yaygin kikirdak tiriidiir (26) (Sekil 2).
Hiyalin kikirdak, kaburgalar ve sternum arasindaki baglantida, trakea ve dirsek ve diz gibi

sinovyal eklemlerin eklem yiizeylerinde bulunur (27,28).

Sekil 2.Hiyalinkikirdak histopatolojik goriintiisii (29)

Kikirdak dokular hareketi destekleyebilir ve makaslama stresi ve deformasyona karsi

koyabilir. Bu dokularin uzun siireli sikigmay1 dnlemek i¢in enerji depolamaya ihtiyaci vardir



(30,31). Kikirdak, smirli kendi kendini yenileyebilme 6zelligine sahip vaskiiler olmayan ve
innerve olmayan bir dokudur. Tek bir hiicre tipinden, kondrositler ve yogun bir hiicre dis1
matriksten olusur. Kondrositler 6zellesmis mezenkimal hiicrelerdir (32). Kondrositler,
eklem kikirdak dokusu hacminin sadece %10'unu olusturmaktadirlar (33). Kondrositler
yogun bir matrikse yayilir ve hiicreden hiicreye temasi yoktur. Ekstraselliler matriks
bileseninin sentezinden ve yikimindan sorumludurlar. Dokunun homeostazini koruyarak;
hiicre farklilagsmasini, cogalmasini, hayatta kalmasmi ve matriksin yeniden sekillenmesini
kontrol etmek igin aract olarak integrinleri salgilarlar (34). Kondrositler o6zellikle
proteoglikanlari, kollajenleri ve diger kollajen olmayan proteinleri sentezlerler (35).
Kondrositler hipoksik nislerde izole edilir, bu da hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1-alfa'y1
farklilasma ve homeostazin Onemli bir diizenleyicisi haline getirir (36). Hiyalin
ekstraselliiler matriks, su, proteoglikan ve kollajen (kuru agirhigmin %401n1 olusturur) igerir.
Daha az Olgude, ekstraselliiler matrikste kollajen olmayan proteinler ve glikoproteinler
bulunur (37).Su igeriginin ligte birinden az1 kollajen fibrillerle baglantilidir, geri kalani
ekstraselliiler matriksin bos alanlarmda bulunur (38). Proteoglikanlar, bir cekirdek protein
ve kondroitin siilfat veya keratan siilfat gibi glikozaminoglikan zincirlerinden olusan yiiksek
oranda glikosile edilmis proteinlerdir (39). Kikirdakta en sik goriilen proteoglikan, yiik
tasimada rol oynayan agrekandir. Proteoglikan, hyaluronani baglar ve ekstraselliiler

matrikste yiiksek miktarda su tutan bir kompleks olusturur (40) (sekil 3).
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Sekil 3.Ekstraselliler matriks ve proteoglikanlarin yapisi (41)

Kollajen, fibriller bir proteindir; birincil rolii matriks yapisini destekleyen karmasik
ve organize bir ag olusturmaktir (42,43). Tip Il kollajen, ekstraselliler matriksin ana
bilesenlerinden biridir. Hiyalin kikirdaginin yiizeysel bolgesinde daha yiiksek bir yogunluga
ve derin bolgedeki en diisiik yogunluga sahip bir gradyanda dagilir. Tip II kollajen, yapisal
amaglar i¢in IX, XI ve III gibi diger kollajen tipleri ile etkilesime girer (44). Hiyalin kikirdak,
dort farkl katmanda benzersiz bir bolgesel organizasyona sahiptir (45) (Sekil 4). Yiizeysel
bolge, eklem yiizeyine paralel yonlendirilmis kollajen lifleri (esas olarak tip II ve IX) iceren
en ince tabakadir. Bu katman eklem yiizeyinin direng 6zelliklerinin ¢ogundan sorumludur.
Gegis bolgesinde, kollajen fibrilleri daha fazla proteoglikan ile daha kaln ve daha az
organizedirler. Derin bolge, en yiiksek proteoglikan yogunlugu ve en diisiik su igerigi ile
karakterizedir ve kollajen yapilar1 olarak derin bdlgeyi subkondral kemikten ayiran noktaya
dik olarak konumlanmistir (46). Kondrosit yogunlugu, morfolojisi ve gen ekspresyonu da
hiyalin kikirdak i¢indeki derinlige bagli olarak degisir (47-49). Bu farkliliklar ayn1 zamanda
farkli katmanlara uygulanan farkli biyomekanik streslerle de iliskilidir (50). Bu 6zel bolgesel
organizasyon ve hiicresel dagilim kikirdak doku onarimmnin ¢ok 6nemli bir bilesenidir.
Kikirdak dokusunun 1iyi onarim, entegrasyon ve biyomekanik 0Ozelliklere sahip

rekonstriiksiyonu, kikirdak dokusu mithendisliginin temel zorlugudur (51-53).
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Sekil 4.Hiyalin kikirdak katmanlar1 histolojisi. safranin-O ile boyandi. Matriks ve
kondrositler her bolgede iyi diizenlenmistir. Yiizeysel bolgede safranin-O boyamas1 yoktur.
Safranin-O boyamasmin goriildiigli orta bolgede, hiicreler yuvarlak veya oval ve rastgele
dagilima sahip gibi goriinmektedir; buna karsilik, derin bolgede hiicreler kisa siitunlar
halinde diizenlenmistir (54).

2.2. Kondral Iyilesme Siireclerinin Arastirma Modelleri

Ozellikle kikirdak dokusunda iyilesme siireglerine ayrilmis calismalarda
tavsanlar en ¢ok kullanilan hayvanlardir. Bu hayvanlardaki femoral kondil ve trokleanin
biiyiikliigii, cap1 3-4 mm olan yapay olarak olusturulan osteokondral lezyonlar1 kolayca
barindiracak kadar biiytiktiir. Bununla birlikte, bu tiir ¢alismalardan elde edilen sonuglarin
insanlara uygulanmasindaki zorluk, miyeloid hiicrelerin farkli potansiyelinden
kaynaklanmaktadir. Tavsanlarda osteokondral lezyonlarin onarmmi neredeyse sadece komsu
saglikli kikirdak hiicrelerinin katilimi1 olmadan mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilagmas1 yoluyla gergeklesir. Miidahale olmadan, insan kikirdagi, kendiliginden
iyilesme icin, hi¢ veya ¢ok az kapasite gosterir. Ayrica, tavsanlarda eklem kikirdag: ¢cokince,
yani yaklagik olarak olusturulan yaralanmanin yiizde sekseni aslinda kikirdagin kendisinden

ziyade subkondral kemigi etkiler (55).
Klinik agidan bakildiginda, kikirdak hasar1 tedavisinin ii¢ temel amaci tanimlanabilir:

- eklem yiizeylerinin siirekliliginin yeniden yapilandirilarak, eklemin fonksiyonel

kapasitesinin restorasyonu,



- agrinin azaltilmasi,
- osteoartrit baglangicinin gecikmesi veya 6nlenmesi (56,57).

Benzersiz yapisal 6zellikleri ve kikirdagin travmaya karsi tam olarak anlagilamamis
cevab1 hekimlerin bu tiir yaralanmalar1 tedavi ederken benimsedikleri diizenli olmayan
yaklagimlara neden olmaktadir. Tedavi yontemi, lezyonun biiytikliigiine, lokalizasyonuna ve
derinligine ve diger eklem kosullarmin bir arada bulunmasma baghdir (58). Tedavi
metodlari, genellikle konservatif ve cerrahi tedavi seklinde ayrilabilir. Konservatif tedavi,
farmakoterapi, c¢esitli minimal invaziv cerrahi yontemler, immobilizasyon, eklem
ponksiyonu, fizyoterapi ve viicut kitle indeksinin azaltilmasini igerir (59). Cerrahi tedaviler

ise rejeneratif ve onarici olarak iki baslikta ele alinabilir.
2.3. Kikirdak Yaralanmasi Tedavisi

Baslangigta basit bir doku olarak goriinse de hiicrelerin azlig1, yiiksek matriks-hiicre
oran1 ve eklem kikirdaginda dogrudan kan beslemesinin olmamasi nedeniyle kikirdak
hiicreleri iyilesme i¢in zor bir ortamda bulunmaktadir. Bu durum, kemik iligi stimiilasyon
teknikleri kullanilarak defekt icine endojen hiicre gociinii uyararak veya hiicrelerin dogrudan
implantasyonu ile lokal hiicre sayisini arttirmayi amaglayan onarim stratejilerine de yol

acmustir (60).
2.3.1. Cerrahi Yontemler
Cerrahi tedavi yontemleri sunlar1 i¢erir: Onarici teknikler ve rejeneratif teknikler.

Hem onaric1 hem de rejeneratif yontemlerde amag¢ Oncelikle hasarli eklem
kikirdagmin yeniden yapilandirilmasidir. Bu hasarm onarimi, saglikli kondral dokudan
farkli histolojiye sahip bir doku ile de yapilabilmektedir. Pratik olarak, doku siirekliligini,
orijinal farklilagsmalarin1 ve tam fonksiyonel kapasitelerini geri getirmeden once yeniden

kikirdak veya kikirdak benzeri doku olusumu indiiklenmelidir (61).
2.3.1.1. Onaric1 Cerrahi Yontemler

Onaric1 teknikler, kanselloz kemik damarlarinin devamliligina miidahale ederek
mezenkimal kok hiicrelerinin sayisinin artmasini gerektirir (ilik stimiilasyon teknikleri) (62).
Organizmanin uyarilmig biyolojik tepkisi, fibrokartilaj dokusu olarak adlandirilan skar
dokusu {iretir. Bu tiir tedaviler, hastanin aktivite diizenine ve beklentilerine bagh olarak

kiicik (<2 cm?) ve orta blyukliikteki defektlerin (2.5 cm?'ye kadar) tedavisinde kullanilir



(63). Uygulanan bazi teknikler; subkondral kemigin drillenmesi, mikrokirik olusturma,

abrazyon ve otolog matriks kaynakli kondrogenezdir.

Subkondral kemigin drillenmesi ilk olarak 1959'da Pridi tarafindan deneysel bir
tavsan modelinde gerceklestirildi. Drillenerek agilan delikler hematom ile dolar ve sonra
biiylime faktorleri ve multipotent hiicrelerden zengin pihti, kemik iliginden gonderilir.
Orijinal iskelet yeniden yapilandirildiginda, fibrokartilaj dokusu olusur. Drilleme ayrica

intraosse0z basinci azaltarak agriy1 hafifletir.

1970'lerde Ficat ve ark. spongiolizasyon denen radikal bir teknik gelistirdi.
Etkilenen tiim kikirdagin bitisik subkondral kemikle birlikte ¢ikarilmasini icermekteydi.

1980'lerde Johnson, vaskiilarize tabakay1 aciga ¢ikaran kondral defekt bolgesinde
1-3 mm subkondral kemigin kiiretajin1 iceren abrazyon olarak adlandirilan teknigi tanitti.
Bununla birlikte, yontemin gegerliligi, subkondral kemik plakasinda meydana gelen 6nemli

hasar nedeniyle tartismali olmaya devam etmektedir.

1984 yilinda Steadman, giiniimiizde en ¢ok tavsiye edilen onarici tekniklerden
biri olan mikrokirik yontemini uygulamaya koydu. 3-4 milimetrelik araliklarla
yerlestirilmis, cerrahi aletler kullanilarak subkondral kemige mikro deliklerin agilmasini
icerir. Teknigin 6nemli bir unsuru, hasarl alanin uygun sekilde 6nceden hazirlanmasidir.
Kalsifiye kikirdak tabakasmin lezyonun altindan ¢ikarilmasi ve kenarlarmin esitlenmesi
gerekir. Dogru hazirlanmis alan, olusan pihtiy1 barindirabilir ve koruyabilir (64). Prosedir
asir1 1s1 liretmez ve drilleme veya abrazyonda oldugu gibi subkondral kemik plakasina zarar
vermez (65,66). Prosediir tek asamalidir ve teknik olarak nispeten basittir. Steadman,
mikrokirik tedavisi goren 72 hastanin %80'inde preoperatif duruma gore anlamli iyilesme
bildirmistir. Yukarida belirtilen teknigin uygulandigi hayvan modelleri {izerinde yapilan
histolojik ¢alismalar, defekt bolgesinde esas olarak tip I kollajen igeren fibréz dokunun
olustugunu ortaya koymustur. Ancak, 18 ay sonra, bu dokunun kalitesinin énemli dl¢iide

bozuldugu gozlenmistir (67).

AMIC yontemi (Otolog Matriks Kaynakli Kondrogenez), mikrokirik teknigi ile
bir Chondro-Gide ® kollajen membraninin (Geistlich Biyomalzemeleri) kullaniminin bir
kombinasyonudur (68). Ilk olarak 2003 yilinda Behrens tarafindan, daha genis kikirdak
defektlerine (6 cm®ye kadar) uygulanabilirligini saglamak i¢in mikrokirik tekniginin
etkinligini arttirmanin bir yontemi olarak sunulmustur. Membran, olusan pihtiy1 stabilize

etmek ve korumak, tip II kollajen iiretimini uyarmak ve eklem bosluguna kanamay1 azaltmak
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icin defekt bolgesini kaplar. Ug boyutlu yapisi, olusan kollajen liflerinin diizgiin bir sekilde
yonlendirilmesini saglar. SUturlarla yerinde tutulur. Steadman tarafindan yapilan onarici
tedavi goren hastalarin uzun siireli arastirma ve gozlemleri sirasinda, digerlerinin yani sira,
bu yaklasimin klinik etkinligi genel olarak tatmin edici olarak degerlendirilmistir (69).
Yeniden yapilan dokunun yapisinin analizi, 6ncelikle fibrokartilagindz dokudan olustugunu
ortaya koydu. Ne yazik ki, fibrokondral dokunun yapisal ve mekanik ozelliklerinin
yetersizligi nedeniyle, yukarida belirtilen yOntemlerin uzun vadeli etkinligi biraz
tartismalidir. Genel olarak, ilik stimiilasyon tekniklerinin kullanilmasini gerektiren tedavinin

kisa siireli semptomatik rahatlama saglayabilecegi kabul edilmektedir (70).
2.3.1.2. Rejeneratif Cerrahi Yontemler

Doku rejenerasyonu, dokunun mikro mimarisini ve biyomekanik fonksiyonlarini
korurken hasarli hiicrelerin ve hiicreler aras1 maddenin degistirilmesini igerir. Rejeneratif

yontemler sunlari igerir:
- periosteal ve perikondriyal greftler,

- otolog ve allojenik osteokondral greftler (mozaikplasti, OAT-Osteokondral Otolog

Transplantasyon; Osteokondral Otogreft Transferi).
- Otolog Kondrosit Implantasyonu (ACI)-(ACT : Otolog Kondrosit Nakli).
- Matriks Kaynakl Otolog Kondrosit Implantasyonu
(MACI) (71).
2.4. Spongostan

Kompozisyon ve yap1 bakimindan kesin olarak farklilik gosteren bir¢ok kemik ikame
maddesi gelistirilmistir. Bu maddeler bes gruba ayrilabilir: Dogal kkenli maddeler, sentetik
maddeler, kompozit maddeler, biiylime faktorleri ile birlestirilmis maddeler ve canli
hiicrelerle yiiklii maddelerdir. Tiim bu materyaller klinik uygulamada farkli endikasyonlar
ve degisken basarilarla kullanilmaktadir (72-74). Mevcut c¢ok cesitli ikamelere ragmen,
mithendislik kemik ikamesi materyalleri karmasik bir stirectir, c¢lnki nano ve
mikrotopografilerinin optimal vaskiiler biiylimenin yani sira kok hiicre ve osteojenik
progenitdr hiicre gocli ve farklilagmasina izin vermesi gerekir. Petersen ve arkadaslari, 89 +
15 um mikro gézeneklerden olusan kanal benzeri gozenek mimarisine sahip, tasarlanmig bir

domuz kollajen skafold i¢in sican femurunda kritik boyutlu bir defekt modelinde



endokondral ossifikasyonda 6nemli 6l¢iide iyilesme oldugunu bildirmislerdir (75). Cok
cesitli klinik ortamlarda yaygimn olarak hemostatik kollajen siinger olarak kullanilan klinik
onayli kollajen siinger spongostan ™ 'da 60.66 + 24.48 um capinda mikro gdzenekler ve
32.97 £ 1.41 nm boyutunda nanoporlar goézlemlenmistir (76-78).Cerrahide jelatinimsi
hemostatik bir siinger olan spongostan ® kullanilir. Ayrica, spongostan ® defektlere
implante edilen proteinler veya hiicreler icin bir skafold gorevi gorebilir (79,80). Hemostatik
bir ajan olarak spongostanin kullanimi igin spesifik endikasyon, von Willebrand
hastalarindaki (vWd) kanamadir. Stk mukozal kanama nedeniyle, Vwd' 1i hastalarin tedavisi
zordur; ancak dis prosediirleri siklikla gereklidir ve spongostan kullanimi bu durumlarda
endikedir. Bu hastalarin tedavisi kanamay1 ve komplikasyonlarint miimkiin oldugunca
onleyecek sekilde ayarlanmalidir (replasman tedavisi ve hemostatik ajanlar) (81).
Hemostatik bir ajan olarak kullanilmasinin 6tesinde, kok hiicre veya biiylime faktori
tastyicisi olarak da kullanilabilmektedir (82,83). Spongostan ™ iizerindeki mikro ve nano
topografik isaretlerin tek varliginin kritik boyutlu kalvaryal sigan kemigi defektinin

fonksiyonel rejenerasyonu i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (84).
2.5. L-karnitin

L-Karnitin, hucresel metabolizmada 6nemli bir roli olan bir molekdlddr. Dokular
arasinda yaygin olarak dagitilir (85) ve beta oksidasyonu igin, uzun zincirli a¢ilCoA' nin i¢
mitokondriyal membrandan tasmmasi i¢in bir kofaktdrdiir (86). Onceki calismalar, L-
karnitinin hem in vitro hem de in vivo osteoblastik metabolizmayi etkiledigini dogrulamustir.
Ozellikle, in vitro ¢alismalarda, L-karnitinin domuz primer osteoblastinda protein sentezini,
insan primer osteoblastinin ¢ogalmasmi ve farklilagmasmi uyardigi ve apoptoz murin

osteoblastik hiicrelerine karsi korudugu gosterilmistir (87-89).
3. MATERYAL METOD

Spongostan ve L-karnitin’in kikirdak iyilesmesi {lizerine etkilerini arastirmak icin
deneysel galisma planlandiktan sonra Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan 25/02/2022 tarih ve 2022/06 karar no ile hayvan deneyi etik kurul
onay! alindi. Universitemizin Bilimsel Arastrma Projeleri Koordinatdrliigii'nden TTU-
2022-1395 nolu proje ile caligma destegi alindiktan sonra 01/02/2022 — 01/05/2022 tarihleri
arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde ¢alisma yiiriitiildi.
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Calismada ortalama agirligi 280-340 + 15 gr olan 32 adet Sprague-Dawley cinsi disi
eriskin sicanlar kullanildi. Calisma gruplari rastgele olusturuldu. Her grupta sekiz si¢an ve
4 grup olacak sekilde kafeslere ayrildi (Tablo 1). Kafesleri iizerine gruplari belirten
etiketlendirme yapildi (Sekil 5).

Hayvanlarda korku ve stres ortami1 olusturulmamasi amactyla tiim hayvanlara giinliik
alisma siireci sonunda isleme baslanildi. Kikirdak hasari olusturulmadan 6nce ve sonraki
donemde yem olarak pelet tam sican yemi (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi / Erzurum)
kullanildi. Sular1 daima serbest birakilmis (ad libitum) olarak verildi ve giinliik olarak
degistirildi. Tiim hayvanlar steril, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik deney hayvanlari
tinitesi ortaminda%355-60 nem oran1 Ve 22+3 °C oda sicakliginda bakim ve beslenmeye tabi

tutuldu.
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Sekil 5.Gruplandirma ve etiketlendirme
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3.1. Cahisma Gruplan

Tablo 1. Calisma gruplari

Calisma gruplan Calisma haftalan

Grup 1 (n=8) 6. hafta sakrifiye

Saghkh kontrol
grubu

Grup 2 (n=8) 6. hafta sakrifiye

Kikirdak defekt

grubu

Grup 3 (n=8) 6. hafta sakrifiye

Kikirdak defekt +

spongostan grubu

Grup 4 (n=8) 6. hafta sakrifiye

Kikirdak defekt +

L-karnitin emdirilmis
spongostan
3.2. Anestezi

Cerrahi anestezik olarak, 50 mg/kg ketamin HCI (Ketasol%10, Richter Pharma AG,
Wels-Austria), 5 mg/kg Xylazine HCI (Rompun %2, Bayer ila¢ Sanayi, Istanbul) ayni

enjektor icinde kombine olarak intraperitoneal yol ile uygulandi (1 cc ketamin-2 cc rompun).

Tiim denekler ayni cerrah tarafindan opere edildi. Anestezi uygunlugu, sigan

derisine uygulanan sikistirmaya siganlarm verdigi yanita gore degerlendirildi.
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3.3. Deney Modelinin Olusturulmasi

Cerrahi hazirlik sonrasi (sekil 6), siganlarin sag alt ekstremitesi kasiga kadar tras
edildi. Sterilizasyonu saglamak amaciyla kikirdak hasar1 yapilacak sicanlarin sag alt
ekstremiteleri tamamen% 10povidoneiodine soliisyonu ile temizlenip, operasyon sahasi agik
kalacak sekilde steril ortiiler ile ortiildii (sekil 7). Diz anteriordan vertikal yaklasik 1,5 cm
lik cilt insizyonu yapildi. Cilt alt1 ve fasya gegildi. Retropatellar insizyon ile diz eklemine
ulasildi (sekil 8). Patellar ve kuadriseps tendonlar1 korundu. Mediale ve laterale ekartorler
yerlestirilerek cerrahi ¢alisma sahasi agildi. Distal femur kondil troklearbélgeden termal
hasar olusturulmadan 1 mm c¢apinda ve subkondral kemige ulasan kikirdak defekti
olusturuldu (Sekil 8). Insizyon sahasi %0,09 NaCl ile yikamp katlar 4/0 prolen sutir
materyali ile anatomik planlara uygun olarak kapatildi ve pansuman yapildi. 3. gruptaki
sicanlarda, olusturulan 1 mm’ lik kikirdak defektine ayni ¢ap ve dl¢iide spongostan materyali
yerlestirildi (Sekil 9). Insizyon sahasi %0,09 NaCl ile yikanip katlar 4/0 prolen sUtir
materyali ile anatomik planlara uygun olarak kapatildi ve pansuman yapildi. 4. gruptaki
sicanlarda, olusturulan 1 mm’ lik kikirdak defektine ayni cap, Olgiide ve hacim olarak
tamami olacak sekilde l-karnitin emdirilmis spongostan materyali yerlestirildi (Sekil 10).
Insizyon sahasi %0,09 NaCl ile yikanip katlar 4/0 prolen sitiir materyali ile anatomik
planlara uygun olarak kapatildi ve pansuman yapildi. Operasyona son verildi. Yara yerleri
pansuman sonrasi agik birakildi (Sekil 11). Insizyon bdlgesi giinliik yara yeri pansumani ile

takip edildi.

14



Sekil 6.Cerrahi hazirlik

Sekil 7.Si¢can dizi goriinecek sekilde steril olarakcerrahi alanin hazirlanmasi
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Sekil 8.Parapatellar insizyon ile femur kondillerine ulasim sonrasi interkondiler
bolgede 1 mm ¢apinda olusturulmus kikirdak defektinin goriintiisii
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Sekil 9.interkondiler bdlgede olusturulan defekte ayni gap ve &lgiide spongostan
materyalinin kishner teli yardimai ile yerlestirilmesi
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Sekil 10.interkondiler bolgede olusturulan kikirdak defektini dolduracak sekilde, L-
karnitin emdirilmis spongostan materyalinin yerlestirilmis goriintiisii
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Sekil 11.Dizlerde kikirdak hasari olusturulduktan sonra yara yerlerine pansuman
yapilmis olan siganlarin erken postoperatif donemdeki goriiniimii

Cerrahi sonunda tek doz intraperitoneal 40 mg/kg sefazolin sodyum uyguland.
Anajezik olarak metamizol sodyum (Novalgin 1g/2ml IM/IV ampul) intramuskdler olarak
uygulandi. Postoperatif donemde siganlara immobilizasyon yontemi uygulanmadi. Denekler
cerrahi islem sonrasi sakrifikasyon siirecine kadar kafes i¢inde aktif mobilizasyona izin
verilerek takip edildi. Gruplar sakrifiye edilmeden 6nce intrakardiyak girisim ile biyokimya
tliplerine 5 cc kan alind1 (Sekil 12) (Sekil 13). Her grup takip siiresi sonunda (6. haftada)
anestezi altinda dekapitasyonla sakrifiye edilerek femur kondilleri bacak ile total olarak
cikartildi (Sekil 14). Femoral kondiller diseke edildi. %10 formol soliisyonuna alindi.
Histopatolojik ve biyokimyasal inceleme surecine gegildi.
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Sekil 12.Intrakardiyak kan alinmasi
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Sekil 13. Intrakardiyak alman kanlarm biyokimya tiiplerine yerlestirilmesi

Sekil 14.Total eksize edilmis sigan femurunun goriinimii

21



3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi
3.4.1. Biyokimyasal Degerlendirme

Antikoagiilansiz tiiplere alinan kan 6rnekleri fibrin olusumunun gergeklesmesi igin
yaklagik 1 saat oda sicakliginda bekletildi ve ardindan 2-8 3000%g 15 dk. santrifij edildi.
Elde edilen°C kan serumlar1 (siipernatantlar) ependorf tiiplere koyularak Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda -80°C’de dondurucuda
numunelerin ¢alisildig1 giine kadar muhafaza edildi. Numunelerin ¢alisilacag giinden 24
saat once ependorflar -80 °C derin dondurucudan ¢ikartildi ve kademeli olarak sirasiyla
-20ve ardindan +4°C’decoziinmeye birakildi, serumlar calisilacagi giin oda sicakligina

cikarilarak vortekslendi ve homojen hale gelmeleri saglandi.
3.4.1.1. TBARS (Thiobarbituricacidreactivesubstances) Tayini:

Draper ve Hadley (Draper, H. andHadley, M. (1990) Malondialdehyde
Determinationas Index of Lipid Peroxidation. Methods in Enzymology, 186, 421-431.)
yontemi modifiye edilerek yapildi.200 pL serum iizerine 1 ml%10’lukTriklorasetik asit
(TCA) eklenip vortekslendi, 15 dkgalkalamali su banyosunda kaynar suda bekletildi
ardindan sogutuldu ve 3000 g’ de 10 dksantrifiij edildi. Siipernatantlardan 750 pL alinarak
tizerine 375 uL % 0.67’ liktiyobarbitiirikasit (TBA) eklendi, vortekslendi ardindan 15 dk
kaynar suda bekletildi, sire dolunca sogutuldu. Mikroplaka tizerinde numune, standart
ve kor i¢in belirlenen kuyucuklara 250 pLpipetleme yapildi ve olusan pembe renk 532 nm
de spekrofotometrede okutuldu. Sonuclar hazirlanan standart grafigi ile belirlendi ve pmol/L

olarak hesapland:.
3.4.1.2. Toplam TiyolGrubu Tayini:

Ellman ayiraci kullanilarak —SH gruplar1 tayin edildi. Mikroplaka {izerinde numune,
standart ve kor i¢in belirlenen kuyucuklara 25 pL pipetleme yapildi ardindan 100 pL 3M
Na2HPO4 ve 25 pLL DTNB konuldu (4mg DTNB %1°lik 10 mL sodyum sitrat ¢0zeltisinde
hazirland1.) ve hafif bir calkalama sonrasinda olusan sar1 renk 412 nm’de spektrofotometrede
okutuldu. Sonuglar hazirlanan 1000 uM- 62,5 uM’ lik rediikte glutatyon standart grafigi ile

belirlendi ve pmol/ml olarak hesapland.
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Tablo 2.Biyokimyasal analizlerde kullanilan laboratuvar malzemeleri

ANALIZLERDE KULLANILAN LABORATUVAR MALZEMELER]

Sogutmali santrifil Heraus 35R+ Mutifuge
Otomatik pipetler Eppendorf, Socorex
Vorteks | Velp Scientifica
*Distile su cihaz Sartorius Anum 61316
| Manyetik kargtirici Wisestir Msh
i okuyucu Thermo Mutiscan Go
Elisa yikayici Biotek ELX 50
-80 Derin dondurucy Newbrunswick Scntfic
Calkalamali su banyosu Memmert WNB 14
Buzdolahi Beko BK7121T
* Balon joje, beher gibigesiti cam malzemeler 150 Lab
Hassas Terazi Precisa XB 220A
| Ependort Tsolab
Cesitli hacimlerde pipet uglan Labose

Tablo 3.Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasallar
ANALIZLERDE KULLANILAN KIMYASALLAR

1,1,3,3 Tetrametoksipropan (TEP) Fluka

Etanol Iso Lab
 Triklorasetik asit (TCA) - MERCK
 Tiyobarbitiirik asit (TBA) MERCK

Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) Sigma-Aldrich
' Tri sodyum sitrat (Na:CsHs07) - MERCK

Rediikte glutatyon (GSH)  Sigma-Aldrich

Di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) HIMEDIA
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3.4.2. Histopatolojik Degerlendirme
3.4.2.1. Histopatolojik Doku Takip Islemleri

Patoloji laboratuvarina 4 farkli gruba ait (grup isimleri bildirilmedi) ve numara ile
kodlanarak gonderilen siganlardan ¢ikarilan diz eklemlerine materyaller oncelikle fiksasyon
amactyla 24 saat %10’luk notral formaldehitte bekletildi. Fiksasyon islemini takiben %8’lik
formik asitte bekletilerek giinliik kontrol edilerek dekalsifikasyon sagladi. Dekalsifikasyon
islemleri sonrasi her bir sigana ait eklem 6rnegi 3 farkli doku takip kasetinde orneklendi.
Materyaller otomatik doku takip cihazinda (Leica ASP300 S) takip islemlerinden gecirilerek
parafin bloklama cihazi (Leica EG1160) ile parafin bloklar olusturuldu. Parafin bloklardan
mikrotom makinast (Thermo Shandon Scientific Finesse ME) ile 4 mikronluk kesitler
alindi. Otomatik boyama cihazi1 (Thermo Shandon Scientific Varistain Gemini Otomatik
Boyama Cihazi)ile Hematoksilen Eozin ve manuel olarak Toludine blue ile boyand:.

Tiim kesitler manuel olarak lamel ile kapatildi.

Tablo 4.Doku takip asamalari

LEICA MARKA ASP300 S MODEL DOKU TAKIP CIHAZI doku takip asamalar

%10 luk notral Formaldehit 1 saat
Alkol %70 45 dakika
Alkol %80 45 dakika
Alkol %90 45 dakika
Alkol %96 2 saat
Alkol 9%99,9 90 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 ssat 45 dakika
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Tablo 5.H&E boyama prosediirii asamalari

Thermo Shandon

Scientific

Varistain Gemini Otomatik Boyama

HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMA PROSEDURU ASAMALARI

Cihazn)

Asama HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMA SURE
no PROSEDURU ASAMALARI

1 KSILEN 3 DAKIKA

2 KSILEN 3 DAKIKA

3 ISITMA ISTASYONU (SICAK KURU HAVA) 1 DAKIKA

4 ALKOL 3 DAKIKA

5 ALKOL 3 DAKIKA

3 AKAN SUDA VIKA 1 DAKIKA

7 HEMATOKSILEN 4 DAKIKA

g AKAN SUDA YIKA 3 DAKIKA

] ASIT ALKOL 3 SANIYE

10 AKAN SUDA YIKA 5 DAKIKA

11 EOZIN 10/15 SANIYE
12 ALKOL 10 SANIYE

13 ALKOL 15 SANIYE

14 ISITMA ISTASYONU (SICAK KURU HAVA) 1 DAKIKA

15 KSILEN 3 DAKIKA

16 KSILEN 3 DAKIKA

17 ISITMA ISTASYONU (SICAK KURU HAVA) 1 DAKIKA

Tablo 6.Toluidineblue boyama prosediirii hazirlama

Toludine blue (Bio optica) Boyamam Prosediirii Hazirlama

Ksilen 1 dakika
Alkol 1 dakika
Distile suda vikama 1 dakika
Toludine blue solityonu 45 dakika
Distile suda yikama 1 dakika
Alkol 1 dakika
Ksilen 1 dakika
Kapama
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Sicanlara ait eklemlerde eklem kikirdaginda hasar ve iyilesmesi degerlendirmek
tizere hazirlanan Hematoksilen Eozin ve Toludine Blue boyalar ile boyali kesitler Olympus
BX51 mikroskobunda, ¢aligma gruplar1 bilgisinden kor olarak patoloji uzmani tarafindan
incelendi. Histopatolojik siniflama i¢in Mankin’ in histolojik skorlama yontemi kullanildi
(Tablo 7).

Tablo 7.Mankin histolojik skorlama yéntemi

Yap Skor
MNormal

Yizey duzensizlikleri

FPannus

Tranzisyonael zona yank

Radyal zona yank

Kalsifiye zona yarik

D | b W N 2O

Tomden disorganizasyon

Tidemark! simir integritesi

Intakt o
Kan damarlan tarafindan gecilmis 1
Proteoglikan boyanmasi

MNormal o
Hafif azalma 1
Orta derecede azalma 2
Ciddi azalma 3
Hic boyanmama |
Hicresellik

MNormal O
Diffuz hiperselialarite 1
Cloning 2
Hiposelllarite 3

3.4.2.2. istatistiksel Analiz

Analizler sonucu elde edilen tum veriler SPSS 18.0 (IBM, Armonk, NJ, USA)
istatistik programu kullanilarak hesaplandi. Calisma gruplarini TBARS ve Toplam Tiyol
Grubu degerlerinin dagilimini belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirrnov testi kullanildi.
Normal dagilima uyan ikiden fazla bagimsiz gruplarm degerlendirilmesinde One Way

ANOVA testi ve ardindan hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu belirlemek i¢in post hoc
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test olarak Bonferroni testi yapildi. Elde edilen degerler aritmetik ortalama + standart sapma
(x£S.D) olarak ifade edildi. Test sonucu normal dagilim gostermeyen veriler i¢in Kruskal-
Wallis testi ve bunu takiben hangi gruplar arasinda farklilik oldugunu belirlemek i¢in post
hoc test olarak Mann Whitney U testi yapildi. Elde edilen degerler median (¢eyrekler arast
aralik) olarak ifade edildi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda p degeri <0.05 anlamli

olarak secildi.
4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1. TBARS

Yapilan istatiksel analiz sonucunda verilerin normal dagilima uymadig: belirlendi
(p>0.05). Kontrol, KD, KD+S ve KD+LKS gruplarmnin sonuglar1 Kruskal wallis testine gore
degerlendirildi, p<0.05 (p=0.012) oldugundan gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edildi.
Ardmdan yapilan Mann-Whitney U testi sonucuna gore KD ile K (p=0.025), KD ile KD+S
(p=0.016), KD ile KD+LKS (p=0.006) arasinda anlaml1 bir fark oldugu belirlendi.

Tablo 8.Gruplar arasi istatiksel TBARS 6l¢iim degerleri

TBARS (pmol/L)

KONTROL (K) 6,13 (1,45)"
KIKIRDAK DEFEKTi (KD) C651(L07)
KIKIRDAK DEFEKTi+SPONGOSTAN (KD+$) 5,86 (0,97)*
KIKIRDAK DEFEKTi+L-KARNITIN EMDIRiLMi$ SPONGOSTAN (KD+LKS) 5,50 (1,42)*
" p<0,05

a: Kikirdak Defekdi olusturulan grup ile kiyaslandiginda
Kruskal Wallis, Mann Whitney U testi
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Tablo 9.Gruplar arasi istatiksel TBARS 6l¢iim grafigi

TBARS

6.6
0.4

6.2

=]

5.8

5.6

5.4

5.2

L]

4.8
KD+5 KD+LKS

4.1.2. GSH (Toplam Tiyol Grubu)

Yapilan istatiksel analiz sonucunda verilerin normal dagilim gosterdigi belirlendi
(p>0.05). Kontrol, KD, KD+S ve KD+LKS gruplarinin sonuglari ANOVA testine gore
degerlendirildi, p<0.05 (p=0.000) oldugundan gruplar arasinda farklilik oldugu tespit edildi.
Ardindan yapilan Bonferroni testi sonucuna gore KD ile K (p=0.015), KD ile KD+S
(p=0.045) ve KD ile KD+LKS (p=0.000) arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlendi.
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Tablo 10.Gruplarda 6lgiilen toplam tiyol grubu grafigi

Toplam Tiyol Grubu

600

a*
500 &
a a*
400
300
200
100
0
K KD KD+S KD+LKS

Tablo 11.Toplam tiyol grubu istatistik sonuglar1

TOPLAM TiYOL
GRUBU (pmol/ml)

 KONTROL (K) | 132479

* KIKIRDAK DEFEKTI (KD) L 298468

 KIKIRDAK DEFEKTi+SPONGOSTAN (KD+S) BT YE

 KIKIRDAK DEFEKTi+L-KARNITIN EMDIRILMI$ SPONGOSTAN (KD+LKS) 49581
" p<0,05

a: Kikirdak Defekti olusturulan grup ile kiyaslandiginda
ANOVA, Bonferroni test

4.2. Histopatolojik bulgular

Diz eklemi kikirdak dokusuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde

kontrol grubundaki normal yapida olan hiyalin kikirdakdokusu goriilmektedir.

29



yiizeyel zon

gecis zon (transitional)

derin zon (radial)

tidemark

Kalsifiye zon

subkondral kemik

epifiz

Sekil 15.Grup 1 deki islem yapilmayan sigan femoral kondilinin hyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik gorintisu (H&Estain)

Normal yapidaki hiyalin kikirdak dokusunun yiizeyel bolgesinde disk seklinde, gegis
bdlgesinde yuvarlak sekilli ve derin bolgesinde ise dikey sekilli kondrositler goriillmektedir,

derin ve kalsifiye bolgesinin sinir1 ise tidemark olarak gosterilmistir (Sekil 15).
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Sekil 16.Grup 1 deki islem yapilmayan sigan femoral kondilinin hiyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik gorintisu (H&Estain)
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Sekil 17.Grup 1 deki islem yapilmayan sigan femoral kondilinin hiyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik gorintisu (Toluidin blue stain)

Hasar verilen deneklerde kikirdak yapisinin, timden disorganize, proteoglikan
boyanmasinin neredeyse hi¢ olmadigini ve hiicreselligin subkondral kemige kadar ortadan

kalktig1 goriilmektedir (Sekil 18).
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Sekil 18.Grup 2 deki kontrolli kikirdak hasar1 uygulanan sigan femoral kondilinin
hiyalin kikirdak dokusunun histopatolojik géruntisi (H&Estain)
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Sekil 19.Grup 2 deki kontrollii kikirdak hasar1 uygulanan sigan femoral kondilinin
hiyalin kikirdak dokusunun histopatolojik gérintisi (H&E stain)

Azalmig hiicresellik, derin zona ulagsmis yarik, orta derecede azalmis proteoglikan

boyanmasi goriilmektedir (Sekil 19).

34



Sekil 20.Grup 2 deki kontrollii kikirdak hasari uygulanan sigan femoral kondilinin
hiyalin kikirdak dokusunun histopatolojik gértnttsi (Toluidin blue stain)

Kikirdak hasar1 verip iyilesme i¢in spongostan kullandigimiz gruptaki siganlarin
femur troklea kikirdak dokusunun histopatolojik incelenmesinde; orta derecede yapisal
tyilesmenin oldugu, sinir integritesinin yer yer intakt oldugunu, proteoglikan boyanmasimin
hafif-orta derecede azaldigini ve ¢ogunlukla diffiiz hiperseltlaritede hiicresellik oldugunu
gormekteyiz (Sekil 21).

35



Sekil 21.Grup 3 teki kontrollii kikirdak hasar1 verilerek, defekte spongostan
uygulandiktan 6 hafta sonraki sican femoral kondilinin hiyalin kikirdak dokusunun
histopatolojik gorintisiu (H&E stain)
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Sekil 22.Grup 3 teki kontrolli kikirdak hasar1 verilerek defekte spongostan
uygulandiktan 6 hafta sonraki sican femoral kondilinin hiyalin kikirdak dokusunun
histopatolojik gorintisu (H&E stain)
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Sekil 23.Grup 3 teki kontrolli kikirdak hasar1 verilerek defekte spongostan
uygulandiktan 6 hafta sonraki sican femoral kondilinin hiyalin kikirdak dokusunun
histopatolojik gorintisu (Toulidine blue stain)

Kikirdak hasar1 meydana getirip L-karnitin emdirilmis spongostan uyguladigimiz
gruptaki kesitlerde; kikirdak yapisinin normale yakin iyilestigini, smnir integritesinin
tamamen intakt oldugunu, proteoglikan boyanmasinin hafif azaldigini ve hiicreselligin ise

normal veya hiperselilaritede oldugunu gormekteyiz (Sekil 24-25).
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Sekil 24.Grup 4 teki kontrolli kikirdak hasar1 verilerek defekte L-karnitin emdirilmis
spongostan uygulandiktan 6 hafta sonraki siganin femoral kondilinin hiyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik goriintiisi (H&E stain)
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Sekil 25.Grup 4 teki kontrolli kikirdak hasar1 verilerek defekte L-karnitin emdirilmis
spongostan uygulandiktan 6 hafta sonraki sicanin femoral kondilinin hiyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik goriintiisi (H&E stain)
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Sekil 26.Grup 4 teki kontrolli kikirdak hasar1 verilerek defekte L-karnitin emdirilmis
spongostan uygulandiktan 6 hafta sonraki siganin femoral kondilinin hiyalin kikirdak
dokusunun histopatolojik gérintisu (Toulidine blue stain)

4.3. Histopatolojik Bulgularn istatistiksel Analiz Sonuclar

Toplam Skor i¢in; yapilan istatiksel analiz sonucunda verilerin normal dagilima
uymadigi belirlendi (p>0.05). K, KD, KD+S ve KD+LKS gruplarinin sonuglar1 Kruskal
wallis testine gore degerlendirildi, p<0,05 (p=0,000) oldugundan gruplar arasinda farklilik
oldugu tespit edildi. Ardindan yapilan Mann-Whitney U testi sonucuna gére KD ile KD+S
(p=0,043), KD+LKS (p=0,003) ve K (p=0,001) arasinda, K ile KD+S (p=0,00) arasinda

anlamli bir fark oldugu belirlendi.
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Tablo 12.Toplam skor istatistiksel sonuglarinin grafigi

Toplam Skor

14 3th*

12

10

K KD KD+5 KD+LKS

Tablo 13.Toplam skor istatistiksel sonuglar1

KONTROL (K) 0(1)*
KIKIRDAK DEFEKTI (KD) 3(3)
KIKIRDAK DEFEKTi+SPONGOSTAN (KD+S) 6,5 (5)*"

KIKIRDAK DEFEKTi+L-KARNITIN EMDIRILMiS SPONGOSTAN (KD+LKS) | 4 (3)
*: p<0,05

a: Kikirdak Defekti olusturulan grup ile kiyaslandiginda

b: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Kruskal Wallis, Mann Whitney U testi

Mankin Skor igin; yapilan istatiksel analiz sonucunda verilerin normal dagilima
uymadigi belirlendi (p>0.05). K, KD, KD+S ve KD+LKS gruplarinin sonuglar1 Kruskal
wallis testine gore degerlendirildi, p<0,05 (p=0,000) oldugundan gruplar arasinda farklilik
oldugu tespit edildi. Ardindan yapilan Mann-Whitney U testi sonucuna gore KD ile
KD+LKS (p=0,005) ve K (p=0,000) arasinda, K ile KD+S (p=0,001) arasinda anlaml bir
fark oldugu belirlendi.
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Tablo 14.Mankin skor istatistiksel sonuglarmin grafigi

Mankin Skor

33

b*

23

13

03

K KD KD+5 KD+LKS
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Tablo 15.Mankin skor istatistiksel sonuglar1

KONTROL (K} 0(1)*
KIKIRDAK DEFEKTI (KD) 2(1)
KIKIRDAK DEFEKTi+SPONGOSTAN (KD+S) 2 (1)

KIKIRDAK DEFEKTi+L-KARNITIN EMDIRILMIS SPONGOSTAN (KD+LKS) | 1(1)a*
" p<0,05

a: Kikirdak Defekti olugturulan grup ile kiyaslandiginda

b: Kentrol grubu ile kiyaslandiginda

Kruskal Wallis, Mann Whitney U testi

Yapilan Mann-Whitney U testi sonucuna gore KD+S ile KD+LKS (p=0.153)
(p>0.05) arasinda toplam skor i¢in yapilan istatiksel analizde anlamli bir fark olmadigi

belirlendi.

Yapilan Mann-Whitney U testi sonucuna gore KD+S ile KD+LKS (p=0.263)
(p>0.05) arasinda mankin skor i¢in yapilan istatiksel analizde anlamli bir fark olmadigi

belirlendi.
5. TARTISMA

Eklem kikirdaginin iyilesme potansiyeli zayiftir. Kikirdaktaki travmatik veya
dejeneratif kaynakli bu hasarlar onarilamadiginda kagmilmaz bir son olarak osteoartrit
tablosu ile karsilagsmaktayiz. Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde osteoartrit tedavisinin
maliyeti 2001 yilinda 60 milyar dolarin iizerinde oldugu tahmin ediliyor (90). Osteoartritin
yiikksek klinik ve finansal yiikii, bilim insanlarmi ve klinisyenleri eklem kikirdaginin
onarmmini ve yenilenmesini iyilestirmek i¢in yeni stratejiler arastirmaya yonlendirmektedir.
Kikirdak yaralanmasi ve dejenerasyonuna ek olarak, ileri yas, kadin cinsiyeti, obezite daha
yiiksek osteoartrit insidansi ile gii¢lii bir sekilde iliskilidir (91). Travmanin, osteoartritin
yaklasik % 12' sini olusturdugu ve erken hastaligin 6nemli bir nedeni oldugu bildirilmektedir
(92). Kondral defektler semptomatik dizde sik goriiliir ve zamanla osteoartrite ilerler (93).
Fokal kikirdak yaralanmalarmimn tedavisinde klinik ilgi yenilenmistir. Son 20 yilda, fokal
kondral defektleri iyilestirmek i¢in yontemler gelistirmeye odaklanan yeni kikirdak dokusu

mithendisligi alanmi igerecek sekilde kikirdak onarmmi ve rejenerasyonu ile ilgili
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caligmalarda hizli ve biiyiik bir artis da ortaya ¢ikmustir. Bu tiir tedavileri klinik uygulamaya
sokarken, in vitro deneyler ve insan klinik ¢aligmalar1 arasindaki boslugu kapatmak i¢in in
vivo hayvan ¢alismalar1 esastir (94). Fokal defekt olusumu, eklem destabilizasyonu veya
kondrotoksik ajanlarin enjeksiyonu dahil olmak iizere eklem kikirdaginin dogrudan
yaralanmasi, hayvan modellerinde kikirdak kaybini ve osteoartriti indiiklemek i¢in yaygin

bir yontemdir (95-98).

Kikirdak hasarlarinin  kalict tedavisinin belirlenmesi klinisyenler ve hastalar
acisindan cok 6nemlidir. Bu nedenle, calismamizda anti oksidan ve anti-inflamatuar etkinligi
olan L-karnitin ve kikirdagin yapisinda yiiksek oranda kollajen bulundugundan iyilesme
doneminde icerigindeki kollajenden faydalanmak i¢in spongostan kullandik. Bu maddelerin
kikirdak iyilesmesi {izerine biyokimyasal ve histopatolojik etkilerini arastirdik. Literatiir

incelememizde benzer ¢aligma ile karsilasmadik. Calismamiz alaninda onciidiir.

Subkondral plakadaki yiizeysel defektler fibrokartilaj ile smirl derecede iyilesse de
kikirdak kendi kendini onarma i¢in ¢ok az kapasiteye sahiptir (99). Subkondral
fibrokartilajin mekanik 6zellikleri normal eklem hiyalin kikirdagindan daha diisiiktiir ve
yaral1 eklemler siirekli artritik dejenerasyona yatkindir (100). Mevcut kikirdak rejenerasyon
tedavileri, otolog kondrosit transplantasyonu (101-105) ve subkondral drillemenin (106-
108) yani sira karbon plaklarin (109), periosteumun (110) ve perikondriyumun (111)
yerlestirilmesini i¢erir. Bununla birlikte, basar1 oranlar1 biiyiik 6l¢iide degismektedir ve ¢ogu
yontemin sinirlt klinik kullanim1 vardir. Rejenere kikirdagin yapisal, kimyasal ve mekanik
ozellikleri normal kikirdak ile ayni degildir (112) ve birden fazla denemeden sonra bile
rejenere doku komsu dokuya baglanmaz (113). Yeni kikirdak, tedavi edilmemis
defektlerdeki iyilesme dokusuna benzer sekilde 1 yil sonra dejeneratif degisikliklere ugrar
(114). Bu nedenle, ¢cogu onarmm yontemi kikirdagi tedavi edilmemis osteokondral defektlerin

dogal onarimmi ile elde edilenden daha fazla iyilestiremez.

Eklem kikirdagmin yaralanmasi sonras1 donemde iyilesme siirecinin desteklenmesi
cok dnemlidir. Bunun yaninda iyilesme siirecini olumsuz etkileyen faktorlerin belirlenmesi

de ayr1 bir 6nem arz etmektedir.

Hayvan modelleri, fokal eklem kikirdak defektlerinin yeni deneysel stratejilerini ve
rekonstriiktif cerrahi tedavilerini test etmede onemli bir rol oynamaktadir (115). Fareler,
sicanlar, tavsanlar, kegiler, koyunlar, mini domuzlar ve atlar eklem kikirdag1 defektleri ve

iyilesmesi agisindan iyi modellerdir (116-118). Bu hayvan modelleri, in vitro ¢aligmalar ile
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insandaki klinik deneyler arasindaki boslugu kapatmaktadir. Calismanin kapsamina bagli
olarak, belirli aragtirma sorular1 i¢in farkli hayvan modelleri daha uygundur (119,120).
Ayrica, sectigimiz hayvanin doku 6zelliklerinin insan dokusuyla benzerlik tagimasi gerekir.
Sican ve insan genleri karsilastirildiginda yiiksek oranda ayni oldugu goriilmiistiir (121). D1
ortama ¢abuk uyum gosterebilmesi, kolay elde edilmesi, kikirdak hasar1 olusturulmasinin ve
degisik tedavi yontemlerinin belli kosullarda uygulanmasinin nispeten kolay olmasi da
secimimizde etkili olmustur. Genel olarak, maliyet hayvan biiylikligii ile orantili olarak
artar. Bu nedenle, cogu arastirmaci, kavram kanitin1 gostermek i¢cin kemirgenler ve tavsanlar
gibi daha kucik modeller tzerinde ilk deneyler yapar (122). Calismamizda da bu
sebeplerden dolay1 siganlar tercih edildi. Iyilesme potansiyelleri yasla birlikte giderek
azalacagi i¢in genc¢ sicanlar tercih edilmistir. Ameliyat sonrasi tiim siganlara kisitlama

uygulanmadan serbest harekete izin verdik.

Ayn1 yas ve agirlikta rat se¢imine ve aym sartlar altinda bakim ve beslenmelerine

dikkat edilerek iyilesme potansiyeli tiim kikirdaklar i¢in ayn1 seviyeye getirildi.

Sicanlarn alt1 haftalik takibi siiresince yapilan gozlemlerde yeme ve suya ulagimda
herhangi bir sorun yasanmadi. Tiim siganlar her iki ayak {lizerine kalkarak yeme ulasabildi.

Cerrahi olarak kapatilan cilt insizyonlarinda da riiptiir izlenmedi.

Calisma planlanirken hayvan uygulamalarinda eklem kikirdak dejenerasyonu ve
hasar1 olusturmanin birden fazla yonteminin oldugu goriilmiistiir. Bu yontemleri kimyasal
ve mekanik olarak ikiye aymabiliriz. Biz kikirdakta kimyasal yol ile hasar olusturmanin
uyguladigimiz spongostan ve L-karnitin ile etkilesime girebilecegini diisiindiik. Bu yiizden

mekanik hasar mekanizmasini tercih ettik.

L-karnitin ve spongostanin ayr1 ayr1 veya birlikte eklem kikirdagi hasari tedavisinde,
fokal olarak kullanimindaki etkilerinin arastirildigi  bir ¢alismaya literatiirde

karsilasilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz 6zgiindiir.

Calismanin tiim agamalarinda tiim siganlara standart uygulama yaparak elde

ettigimiz sonuclarin objektifligine katki sagladik.

Sicanlardan alman kan 6rneklerinin biyokimyasal degerlendirmesinde TBARS ve
tiyol gruplarinin dl¢timii yapilarak oksidatif stres seviyeleri ol¢timii yapilmistir. TBARS,

lipid peroksidasyonu yan drilnii olup oksidatif hasarm 6lgiimiinde kullanilmaktadir (123).
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Tiyol gruplar1 ise yiiksek oranda antioksidan etkinlige sahip molekullerdir. Tiyollerin en

bilinen 6rnegi ise glutatyondur (124).

L-karnitinin anti-inflamatuar ve anti-oksidan etkinliginin oldugu ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmistir (125). Deney gruplarimizda yapilan TBARS o6l¢iimiinde en diisiik oran L-
karnitin emdirilmis spongostan uygulanan grupta ortaya cikmistir. En yiiksek oran
beklenildigi gibi sadece kikirdak defekti yapilan grupta ortaya c¢ikmistir. Bu sonug L-

karnitinin antioksidan mekanizma ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Diger 6l¢iilen biyokimyasal parametremiz olan toplam tiyol grubu 6l¢iimiimiizde ise
en yuksek oran L-karnitin emdirilmis spongostan uygulanan grupta tespit edilmistir. Bu oran
kontrol grubundakine gore daha yiiksek 6l¢lilmiistiir. Bu sonuglar, L-karnitinin antioksidan

etkinligine uygun olarak bulunmustur (125).

Sicanlarin  sakrifikasyonu sonrast elde edilen kikirdaklarin histopatolojik
degerlendirmesinde Mankin smiflamasi kullanilmigtir (126). Bu smiflamada hasar
skorlamasinda yapi, tidemark/smir integritesi, proteoglikan boyanmasi ve hiicresellik

kriterleri degerlendirilmistir.

Gruplar1 kikirdagin histopatolojik yapis1 agisindan karsilastirdigimizda en az skorun
cerrahi gecirmeyen grupta oldugu goriilmektedir. En yiiksek skor ise sadece kikirdak defekti
yapilan grupta goriilmektedir. Sadece spongostan uygulanan grupta L-karnitin emdirilmis
spongostan uygulanan gruba gore yapi skoru daha yiiksektir. Kikirdak dokusunun
histopatolojik yapisindaki katmanlarda sadece spongostan ve L-karnitin emdirilmis

spongostan uygulanan gruplarda tama yakin iyilesme meydana geldigini gormekteyiz.

Gruplar arasinda karsilastirilan diger parametre ise sinir integritesi (biitiinliigii) dir.
Bu skor sifir ve bir puan olmak iizere iki adet kriterden olugsmaktadir. Cerrahi ge¢irmeyen
gruptaki sicanlarin tiimiinde bu skor sifir olarak gosterilmistir. Sadece kikirdak hasari
olusturulan gruptaki sicanlari neredeyse tamaminda bu skor bir puan olarak gosterilmistir.
Sadece spongostan uygulanan grupta, L-karnitin emdirilmis spongostan uygulanan gruba

gore bu skor daha yuksektir.

Gruplar arasinda karsilastirilan diger parametre ise proteoglikan boyanmasidir.
Proteoglikan boyanmasi skoru en diisiik cerrahi gegirmeyen grupta goriilirken en yuksek

skor ise sadece kikirdak defekti olusturulan grupta goriilmiistiir. L-karnitin emdirilmis

47



spongostan uygulanan grupta ise, sadece spongostan uygulanan gruba gore daha diisiik skor

gosterilmistir.

Gruplarda son olarak kiyaslanan parametre hiicreselliktir. Hiicresellik skorunun en
yiiksek oldugu grup sadece kikirdak hasari olusturulan grup olarak gosterilmistir. En diisiik
skor ise cerrahi uygulanmayan grupta gosterilmistir. L-karnitin emdirilmis spongostan
uygulanan gruptaki hucresellik skoru sadece spongostan uygulanan gruptakinden daha
diisiik oldugu gosterilmistir. Bu skorlama bize spongostanin ve L-karnitininkondrogenezisi

indiikledigini gostermektedir.

Bu sonuclara bakarak spongostan ve L-karnitinin kikirdak iyilesmesinde olumlu
katki yaptig1 goriilmektedir. Histopatolojik mankin skorlamasina gore kontrollii kikirdak
defekti olusturarak sadece spongostan ve L-karnitin emdirilmis spongostan uyguladigimiz
gruplarda sadece kikirdak hasar1 olusturdugumuz gruba gore anlamli bir iyilesme
gOrulmektedir. Yine mankin skorlamasina gore, kikirdak iyilesmesindeki en biiyiik etkiyi L-

karnitin emdirilmis spongostan uygulanan grupta gérmekteyiz.

Yapilan bir ¢alismada yeni kemik olusumunda ve kemik mineral yogunlugundaki en
yiiksek artig klinik olarak kanitlanmis sentetik kemik materyalleri olan Nanobone ve
Actifuse’akiyasla kollajen yapida bir hemostatik ajan olmasma ragmen spongostan
uygulamasinda gosterilmistir (127). Bu c¢alismanin sonucuna benzer sekilde kikirdak

tyilesmesi slirecine olumlu etkilerini gozlemledik.

Spongostan ve L-karnitinin mekanik sonuca etkisinin belirlenmesi icin bu alanda

biyomekanik degerlendirme konulu ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Bizim caligmamizda kikirdak iyilesmesi calismalarma uygun olarak 6. hafta goz
oniinde bulundurulmustur. L-karnitin ve spongostanin kikirdak dokusundaki iyilestirici
etkisini g6z Oniine aldigimizda ¢alismamizin kikirdak hasarini takiben 6 haftadan daha uzun
stirecek caligmalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Clinkii kikirdak iyilesmesi yaklasik 6
hafta sonra fibrokikirdak ile olurken daha uzun dénemde olusan bu iyilestirme dokusunun

da basarisiz oldugu gosterilmistir (128,129).

Sonug olarak, histopatolojik mankin skorlamasmma gore spongostan ve L-
karnitinin kikirdak iyilesmesinde olumlu etkilerinin oldugunu ve beraber kullanildiklarinda
bu etkilerinin arttigini  gozlemledik. Insan calismalariyla bu olumlu etkilerin

desteklenmesine ihtiyag¢ oldugu diislincesindeyiz.
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Kikirdak hasarinin tedavisinin giiniimiizde ortopedik cerrahlar i¢in en zor klinik
problemlerden biri oldugu goz oOniinde bulunduruldugunda, calismamizin sonuglarinin

klinisyene karar vermede yardimci olabilecegi kanaatindeyiz.
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