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OZET

Kondrosit Hucrelerinin Poli(hidroksietil metakrilat) Temelli
Disulfide ile Capraz Baglanmis Makro Gézenekli Hidrojeller Uzerinde Kuiltir(

AYDOGDU, Elif
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Mustafa Turk
Haziran 2011, 75 Sayfa

Artrit dinyada fiziksel sakathgin énde gelen nedenlerindendir. Tip bilimindeki
gelismeler hastalarda kayip fonksiyonlarin yeniden kazandiriimasini
saglamistir. Bu terapiler hastalarin yasamini degistirmis ya da kurtarmis olsa
da eksik ¢dzimlerdir. Son yillarda, doku muhendisligi yaklagimlari osteoartrit

gibi dejeneratif eklem hastaliklarinin tedavisinde uygulanmistir.

Bu tezde, kondrositleri kriyojel Uzerinde kultire ettik ve onlarin morfolojik,

biyokimyasal ve molekuler biyolojik 6zelliklerini inceledik.

Cesitli tedavi metotlari olmasina ragmen kesin ¢6zum henuz yoktur. Bu
tedavi metotlarindan biri de doku muhendisligi yaklagimidir. Yapilan bu tez
calismasinda kondrositler kriyojeller Uzerinde kultire edilerek morfolojik,

biyokimyasal ve molekuler biyolojik 6zellikleri arastiriimistir.

Monomerlerin  sulu ¢ozeltilerinin  siringa kolon igerisinde -12°C’ de
dondurulmasiyla gercgeklestirilen yigin polimerizasyonu ile poli (hidroksietil
metakrilat) [poli (HEMA-MAH)] hazirlandi. Eridikten sonra, gézenek o6zelligi
taramali elektron mikroskobuyla (SEM), kondrositlerin kriyojel Uzerindeki
morfolojik ozellikleri SEM mikroskobuyla; glikozaminoglikan (GAG) miktari,
hicre c¢ogalmasi, DNA miktarina bagh olarak spektrofotometrik olarak



Olguldu. Kollojen tip Il miktari PCR yodntemiyle tespit edildi. Toksisitesi WST

metodu ve propodium iodit ile boyanarak tespit edildi.
Sonu¢ olarak kondrositlerin  kriyojel Uzerine tutundugu, karakteristik
Ozelliklerini gosterdigi tespit edilmistir. Ancak uzun sureli inkiibasyonlarda bu

Ozelliklerini kaybettigi gértlmuastur.

Anahtar Kelimeler: Kriyojel, doku muhendisligi, artrit
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ABSTRACT

Poly(hydroxy ethyl methacrylate)-Based Disulfide Cross-Linked with the
hydrogens on Macro Porous Culture of chondrocyte cells

AYDOGDU, Elif
Kirikkale University
Graduate school of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Mustafa Turk
June 2011, 75 Pages

Arthritis is the leading cause of physical disability in the world. Advances in
the medical science have enabled doctors to restore loss functions in their
patients. Although these therapies have saved or improved the live of
patients, they remain imperfect solutions. In last years, tissue engineering
approaches have been applied in the treatment of degenerative joint
diseases such as osteoarthritis.

In this thesis, chondrocytes were cultured on the cryogels and their
morphological, biochemical and molecular biological characteristics were
investigated.

Poly(hydroxy ethyl methacrylate) [poly (HEMA- MAH)] were prepared bulk
polymerization that proceeds in aqueous solutions of monomers at -12°C
frozen inside in the syringe column. After melt, pore properties of cryogels
and condrocytes cultured cryogels were showed by SEM microscope,
glycosaminoglycan (GAG) content was measured spectrophotometrically,
cell proliferation on cryogels was determined by fluorescen

tspectrophotometer depending on the amount of DNA. The amount of
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collagen type Il was detected by PCR. Toxic effect of cryogels to condrocytes

was detected with WST method and by staining propodium iyodide.

As a result, the chondrocytes attached cryogels, the characteristic features
have been identified. However, these properties were lost at cultures after

long-term.

Key Words: cryogels, tissue engineering, arthritis
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1. GIRIS VE AMAG

Osteoartrit Ozellikle ileri yaglarda Onemli oranda disabiliteye yol acan,
sinoviyal eklemleri tutan kronik noninflamatuar ve sikga rastlanan romatizmal
hastaliklardan biridir [1-3].

Eklem kikirdagini koruyucu ve onarici gesitli ajanlar Uzerinde c¢alismalar
yapilmakta ve gelecek ileriki yillarda osteoartrit tedavi yontemlerinin
degisecegdi disunlulmektedir [4,5].

Gunumuzde eklem kikirdaginin korunmasinda hyaluranik asit preparatlari

gibi ajanlar kullanilsa da sadece ilag tedavileri yeterli degildir [5-7].

Bu ylzden, temel olarak egditim ve psikososyal destek, egzersiz programlari,
fiziksel ajanlar ile biyomekanik ve bazi cerrahi uygulamalari kapsayan
rehabilitatif yaklagimlar tedavide onemli yer tutar [8].

Romatoid artrit de (RA) eklemlerde agri, sertlik, sisme ve harekette guglik
gibi rahatsizliklara neden olan kronik bir rahatsizliktir. Ayni zamanda
bosaltim organlari, sinir sistemleri, solunum ve dolagim organlari, goz ve deri

gibi diger organlarda etkilidir [9].

Son donemde RA hastaligi tedavisinde yeni metotlar kullanihir. 1980’ lerle
plazma degisimine alternatif olarak immunoadsorpsiyon metodu onerilmigtir
[10]. immiinoadsorpsiyon metodunda plazmadan sadece patojen antikorlar
uzaklagtirlmaktadir. Bu durumda plazma degisiminde karsilasilan bazi
sorunlar ortadan kalkmaktadir [11]. Monolitik kolonlor, kolon etkinliginde
herhangi bir azalma olmayan analitlerin yuksek hizda ayrilmasina olanak
saglayan yeni kromatografik ortamlar olarak adlandirilabilirler [12].
Supermakrogdzenekli monolitik kolonlar yari donmus ortamda olusan
radikalik polimerizasyon ile hazirlanmaktadir. Yari donmus ortamda olusan
buz kristalleri porojen olarak rol oynamakta ve monomerler ve baslatici,

¢6zulmus olarak kuguk bir bolumua olusturmaktadir. Sistem donmus bir buz



kutlesine benzemesine ragmen polimerizasyon donmamis bir kisimda etkin
olarak elde edilir. Eridikten sonra surekli jel (kriyojel) olusmaktadir [13,14].
Uretilen bu kriyojeller doku mihendisligi amaci ile in vitro ortamlarda
kullanilmaya baslanmistir.

Yapilan tez c¢alismasinda bu amagla, Poli (hidroksietii metakrilat)
[poli(HEMA)] yuksek biyolojik uyusabilirlige sahip oldugundan biyolojik
uygulamalarda en sik kullanilan polimerlerdendir. Bu polimerlerin mekanik
olarak dayanikhligi ve kanla uyusabilirlikleri olduk¢a yUksektir [15].
Yaptigimiz ¢alismada uygun yastaki buzaginin hareketli eklemleri total olarak
alinarak laboratuar ortaminda kikirdak biyopsisi alindi. Cesitli islemler
uygulanarak hucreler dokudan izole edildi ve hucre kulturinde cogaltildi.
Calismamizda; pHEMA kriyojeller Gzerinde primer kondrosit hiucreleri kiltare

alinarak jellerin kikirdak doku muhendisligi i¢cin uygunlugunu arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kriyojeller

Makro go6zenekli polimerik materyaller biyoteknolojide, biyomedikalde ve
eczacllk biliminde 6n plana ¢ikmaktadir [16,17]. Makro gbézenekli polimerik
materyallerin sentezine bilinen yaklagimlar, induklenmig faz dagilmasini, gaz
veya sivi porojenlerin  kullanimini, super kritik uygulamalar veya kalip
sentezlerini igcerir [18-22]. Son dénemlerde kriyotropik jellesme teknigi negatif
sicakliklarda hidrofilik makro gbzenekli materyallerin olusturulmasinda
kullanihr [23-25]. Bu polimerik materyaller kriyojeller olarak adlandirilir.
Kriyojeller pratik olarak bir jel olusturan oncullerden uretilir ve gok sayida

degisik morfoloji ve gézeneklere sahiplerdir.

Kriyotropik jellesme (kriyoyapilanma) potansiyel olarak jellesme kapasitesi
olan sistemin kriyojenik isleme sokulmasiyla meydana gelen sipesifik turdeki
jel olusumudur. Kriyojelin temel 6zelligi; sicakhgin dusutriimesiyle jellesme
meydana geldiginde, kriyojellesmeyi sogutmayla olusan jelle ayirt eden

¢6zucunun zorunlu olarak kristal hale gelmesidir.

Kriyojellerin (makro gdzenekli jeller olarak tanimlanabilir) olusumunda yari
donmus sulu ortamda buz kristalleri gdzenekli bir yapi olusturur kalip buz
kristallerinin erimesinden sonra gozenekler birbiri ile baglanmis olur. Sistemin
blyuk c¢ogunlugunda gozenekler birbiri ile baglantili ve yuksek esneklige
sahiptir. Klasik jellerin tersine kriyojeller heterofaz sistemde polimerlesir.

Kriyojellerde makro ve mikro gézenekli yapilar da olabilir [26].

Kriyojeller yuksek esneklik ve sungersi yapisiyla yuksek ve dusuk molekuler
agirhkh  oncullerle olusturulan ve sulu ortamda serbest radikal,

polimerizasyon ile negatif sicaklikta uretilir [24,25,27,28].



Kriyojellerin scafold yapilari poliakrilamid (pAAM), polihidroksietil metakrilat
(PHEMA), polietilenglikol (PEG), dextranmetakrilat, polivinilalkol (PVA)
temeline dayanir [24,28-31].

1980’ li yillarda bilinmesine karsin biyo ayirma 6zellikleri son zamanlarda fark

edilen kriyojeller disk, monolitik kolon ve tabaka seklinde olusturulur [23,32].

2.2, Artrit

Kireclenme ve iltihapli eklem romatizmasi olarak bilinen ve kronik bir hastalik
olan artrit, eklemlerde agri, hareket kisitliigr ve eklemlerde sekil
bozuklugu ile kendisini gosterir. Akut veya kronik olabilen artritlerin en
sik gorulen sekli romatoid artrit (RA) ve osteoartrittir (OA) [33,34,36,39].

Artrit ve romatizma kelimeleri ¢ogu zaman es anlamli olarak kullanilir
ancak;artritler eklemler ile, romatizma ise daha ¢ok kaslar, eklemleri birbirine

baglayan baglar ve kaslarin eklemlere baglanma yerleri ile ilgilidir [38,40-42].

Artrit, dinya nufusunun % 10’unu etkilemekte ve kadinlarda erkeklere
nazaran 3 kat daha fazla gorulmektedir. Dunya uUzerinde 50 yas Uzerindeki
insanlarda is birakma nedeni olarak kardiyovaskuiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada gelmektedir. Daha ¢ok kadinlarda gortlen romatoid artritin
prevalansi % 0.3-2.1 oranindadir. Dunyadaki 60 yas Uzeri kadinlarin %
18’inin, erkeklerin ise % 9.6’sinin osteoartrit oldugu tahmin edilmektedir.
Amerika’da 65 yas Uzerindeki bireylerin % 49'u artritten etkilenmektedir.
Tarkiye’de 700 bin kisi romatoid artritten etkilenmektedir. Ayrica Turkiye’deki
65 yas uUzerindeki bireylerin 1/3’'Unun osteoartrit hastasi oldugu ve
Turkiye'deki  osteoartri hastalarin % 75’ini  kadinlarin  olusturdugu
bilinmektedir (36,38,40,43,44].

Artrit daha c¢ok diz, el, omurga ve kalga eklemleri olmak Uzere tum
eklemleri etkilemektedir. Artritin  ortaya ¢lkmasinda obesite, vyas,



hipertansiyon, eklemlere asiri baski, asiri hareketsizlik, genetik faktorler ve
Ozellikle de kadinlarda menopoz sonrasi hormonal bozukluklar (6zellikle

Ostrojen hormonu) risk faktorleri olarak siralanabilir [33,34-36,40].

Adriy1 azaltmak, enflamasyonu kontrol altina almak ve eklemlerin
hareketini surdirerek normal yasantinin devamini saglamak artrit tedavisi
ve bakiminin temel amaclardir. Dinlenme, egzersiz, eklemlerin korunmasi,
agri ve enflamasyonun denetimi de artrit tedavisi ve bakiminin 6geleridir
[33,36,38,40,45].

2.3. Artrit Cesitleri

Artrit, 100’Un Uzerindeki durum ve hastaligi kapsar. Dinyada ve Turkiye'de
en sik gorulen artrit gesitleri; inflamatuar eklem hastaligi olarak bilinen
‘romatoid artrit” ve dejeneratif eklem hastaligi olarak bilinen “osteoartrittir”.
Ayrica artritin ankilozan spondilit, reaktif, psoriatik, enteropatik, juvenil gibi
spondiloartrit turlerinin yani sira, fibromyalji, gut, sedef, mono, enfeksiy6z
artrit, sistemik lupus eritematozus, behget, vaskulit olmak Uzere 100’Un
Uzerinde pek ¢ok c¢esidi vardir [37,38,40,43,46].

ilk kez 1859'da Garrod tarafindan adi konan, kronik poliartritis olarak
da adlandirilan RA, eklemlerin sinovyal dokusunu tutan kronik,
inflamatuar, agrili ve nedeni bilinmeyen bir hastaliktir. RA, birey ve ailenin
yasam kalitesini dugurerek bireye yaklasik her 3-6 ayda bir olmak Uzere
Omir boyu hastane kontroli gerektiren bir hastaliktir. Bu nedenle RA,
ulusal saglk harcamalarini buyuk oranda kullaniimasini gerektiren kronik
bir hastaliktir [42,45,46-52].

Dejeneratif eklem hastaigi olarak adlandirilan OA ise, 0&zellikle
yaslilarda sakatliga yol acabilen, kikirdak dokusunun kaybi ve eklem
yuzeylerinde yeni kemik olugsumu ile karakterize kronik noninflamatuar bir
hastalktir [33,38,40,53].



2.4. Osteoartrit

Dejeneratif eklem hastaligi (osteoartrit), 6zellikle ileri yaslarda dnemli oranda
disabiliteye yol acan, sinovyal eklemleri tutan kronik noninflamatuar ve sik¢a

rastlanan romatizmal hastaliklardan biridir.

75 yasindaki bireylerin %30’ u belirti vermekle birlikte, radyolojik osteoartrit 3.
evrede %20, 8.evrede ise %80’ den fazla gorulmektedir [1-3].

Osteoartritteki yapisal ve biyomekanik bozukluklari duzelttigi ispatlanmis
herhangi bir ajan bulunmamakla birlikte hastaligin tedavisi genellikle belirtileri
duzeltmeye yonelik olmaktadir.

Hayvansal g¢alismalarda bazi medikal ve biyomekanik yontemlerin hastaligin
seyrini yavaslattigi bazen de gerilettigi belirtiimistir. Eklem kikirdagini
koruyucu ve onarici gesitli ajanlar Uzerinde galismalar yapilmakta ve gelecek
ileriki yillarda osteoartrit tedavi yontemlerinin degisecegi dustntlmektedir.
Ayrica, ginimuzde hastalar erken dénemde ¢ok basit tedavi yontemlerinden
belirgin yarar saglamaktadirlar 45. Osteoartritte en onemli belirti agri ve
hareket kisitlihgidir. Agrinin azaltiimasinda basit aneljezikler, nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglar, lokal steroid injeksiyonlari, antispazmadikler yaygin bir

bicimde kullaniimaktadir.

Gunumuzde eklem kikirdaginin korunmasinda hyaluranik asit preparatlari
gibi ajanlar kullanilsa da sadece ilag tedavileri yeterli degildir. Hastalik
ilerledikce kronik eklem agrisi, hareket kisithhgr ve kas gugsuzlugu,
mobilitede kisittanmaya ve disabiliteye yol agmaktadir [5-7]. Bu ylzden,
temel olarak egitim ve psikososyal destek, egzersiz programlari, fiziksel
ajanlar ile biyomekanik ve bazi cerrahi uygulamalari kapsayan rehabilitatif

yaklasimlar tedavide énemli yer tutar.

Osteoartrit tedavisinde temel amag; inaktivite ve sertliginin etkileri ile,
mekanik strese bagh ve dinlenmedeki agriyi azaltmak, eklem hareket



acikligini  korumak, deformasyonlar, hareket kisithiigi ve disabiliteyi
Onlemektir [8]. Bu yluzden hekimlerin, hastalarin agrisini azaltan ve yasam

kalitesini arttiran bu metodlar konusunda bilgi sahibi olmasi gerekmektedir.

2.5. Romatoid Artrit (RA)

RA hem eklemsel hem de sistemik belirtileri olan kronik bir otoimmun
rahatsizliktir. Tam olarak patojenisi bilinmemektedir ve tedavisi yoktur
[54,55].

Romatoid artritin nedeni hala bilinmese de uzun yillar enfeksiyondan
suphelenilmigtir. Gida alerjileri veya disaridan organizmalardan suphe
duyulmustur. Ayrica fiziki veya psikolojik etkiler, stres ve yetersiz beslenme

hastalikta rol oynayabilir.

Hastaligin seyri hastadan hastaya buyuk oranda cesitlilik gosterir. Bazi
hastalar orta seviyeli kisa-donem belirtilere sahipken, cogunda hastalik hayat

boyunca geligsim gosterir [56].

Enflamasyon eklem bdlgesinin kalinlasmasina neden olur asiri sinoviyal sivi
olusturur. Sinoviyal sivi hareket esnasinda eklemleri rahatlatan ve koruyan
bir maddedir. Doku enflamasyonu ve sinoviyal sivi birikmesi eklem agrisi,
biikilmezlik ve sismeye neden olur. iltihapli sinoviyal, sinoviyal sivi igerisinde
yol alarak kemik ve kikirdaga atak yapabilecek enzimleri olugturur. Diger
artrit tarlerinin aksine RA’ nin etkisi sadece eklemlerle sinirli degildir ve tim
vucutta problem vyarabilir. Zamanla eklem agrisi artar ve eklemler
deformasyona ugrar. Erken tedavi bozulmay! yavaglatabilir ve agriyi
hafifletebilir [57].

RA U¢ asamadailerler:



1. ilk olarak sinoviyal zarin sismesiyle eklem etrafinda agr, sicaklik,

bldkulmezlik, kizariklik ve sisme meydana gelir.

2. ikinci olarak hiicrelerin hizli bélinmesi ve gelismesiyle sinoviyal

kalinlagsma meydan gelir.

3. Uclincli olarak iltihapli hiicreler kemidi ve kikirdadi sindirebilen
enzimler salgilar, ¢cogunlukla eklem yeri degigir, aci ve agri artar, hareket
kaybolur [57].

Otoimmun hastaliklar kadinlarda erkeklere oranla daha yaygindir. Kadinlarda
var olan Ostrojen hormonunun bazi otoimmin hastaliklara yol agtigi
dUsundlmektedir. Ayrica otoimmin hastaliginin varligi diger bir otoimmin

hastaligin olugma ihtimalini arttirir [58].

Herhangi bir irk ve cografi bolge farki olmaksizin RA’ nin tum dunyada
gorulme sikhdi yaklagsik % 1 dolaylarinda iken Sahra alti Afrika kirsalinda
yasayanlarda ve Karayipli siyahlarda daha az goérulur. Hastalik her yasta
kendini gosterebilmesine karsin hastalarin % 80’ inde 35-50 yas arasinda
ortaya c¢ikar. Kadinlarda, erkeklere oranla 2-3 kat daha fazla gorulur ve yas
ilerledikce cinsiyet farki kaybolur [59]. Cinsiyet farkhliginin temel nedeni tam
olarak bilinmese de endokrin sistemin immun fonksiyon Uzerinde etkili oldugu

dusunulmektedir [60].

2.6. Doku Muhendisligi

Doku muhendisligi gunimuzde ve gelecekte tibbin en énemli tedavi seklini
olusturacaktir. Guinimuzde rejeneratif tipta devam eden arastirmalarin gogu
doku muhendisliginde biyomateryallerle olusturulan destek ve vyapi
malzemesinin gelistiriimesi yonundedir. Bir biyomateryal olan kitosanin dogal
bir polimer olmasi, gézenekli yapiya sahip olmasi, kimyasal degisikliklere
uygunlugu, jel formunda kullanihrhk 6zelligi, biyouyumlu olmasi ve

metobolitlerinin zararli olmamasi; doku muhendisliginde ilgi kaynagdi haline



gelmigtir. Kitin ve kitozdan tlrevi bilesiklerin, biyomateryal olarak ¢ok cesitli

alanlarda kullanildigi bilinmektedir [61].

Doku muhendisligi; amaca uygun doku ve organ meydana getirmek igin canli
hdcrelerin, genellikle polimerlerden olusan destek, iskelet tabaka Gzerinde bu
hlcrelerin ve dokunun biyolojik isleyis ve organizasyonunu olusturulmasina
yonelik bir multidisipliner bilim dalidir. Bilim alanindaki genel distnce ilerideki
doku muhendisliginin yapay organ uretiimesi seklinde olacagi yonundedir
[61].

Bu bilim dalinin temelini olusturan htcre kultir ¢alismalarinda oldugu gibi
canli  hucreler; matriks olusumundan, hicre proliferasyonu ve
differansiyasyonundan sorumludur. Bu alanda calismalar insan genom
projesinin tanimlanmasi gen baskilanmasini kontrol eden in-vivo ve in-vitro
sinyal mekanizmalarinin aydinlatiimasi, gelisim biyolojisi ve patoloji
dallarinda ilerlemeye olanak saglamistir. Bunun yani sira molekuler genetik,
immunoloji, cerrahi, biyomuUhendislik ve monoklonal antikor ve agi Uretimi
alanlarinda da etkin rol oynamaktadir [62]. Rejeneratif tipta ki bu yeni
yaklasim d¢ boyutlu proliferatif organ c¢alismalarina 6nemli bir hiz

kazandirmigtir.

Orneklerden en basarilisi suni deri modellerinin geligtiriimesidir. Yapilan
calismalarda, suni deri olusturmak Uzere kullanilan organotipik kultlrler;
epidermal keratinositler, dermal fibroblastlar; polimer ve kollajen esasli 6zel
filtreler Uzerinde olusturulmaktadir. Elde edilen sentetik deri Ornekleri
greftleme iglemleri icin uygun Ozeliktedir ayrica deri ornekleri irritasyon ve

inflamasyon testleri icinde kullaniimaktadir [63,64].

Doku ve hicre kalturleri ginimuzde bilimin pek ¢ok alaninda kullanilan bir
teknoloji haline gelmistir. Bu yeni teknoloji gen terapisi, organ-doku nakli
calismalari ve klonlama c¢alismalarinin ilerlemesiyle ivme kazanmigtir. Doku
ve hidcre kultr tekniklerindeki ilerlemeler hayvan deneylerini geri plana
itmistir. Ornegin eskiden havanlar lizerinde yapilan yeni ilaglarin denenmesi

ve yeni tedavilerin gelistiriimesi amaci ile yapilan hicre disinda ilaglarin



Zararl etkilerinin  belirlenmesi arttk hicre ve doku kultirlerinde

gergeklestiriimektedir [65].

Doku ve hucre kualtirinun dinamik ozelligi olan sayica artis, go¢, besin
kullanimi ve Urun eldesinin kontrolu zor olaylardir. Bu nedenle hicre igi
kosullardaki hucre etkilesimlerinin  karmasikliginin hicre disi kosullarda
yaratmak c¢ok zor olabilmektedir. Bu konuyu destekleyici nitelikteki orijinal
dokudaki yapisal butunligu saglamaya yonelik fazla calisma ve egilim
olusturulmaktadir. Bu amagla organotropik kulturlerde farkl nesil hucreler
kombine olarak c¢ogaltiilmaya caligilmaktadir. Bu hususta, amniyotik
fibroblastlarin olusturdugu hucrelerden ‘besleyici tabaka’ olusturup Uzerinde
embriyonik hucre kulturlerinin yapilmasi yada yapay deri gelistiriimesi gibi
ornekler verilebilir [66].

2.7. Kikirdak Onariminda Doku Miihendisligi Uygulamalari

Bilim adamlari uzun suredir, sinoviyal eklemlerde onarim ve yenilenme
yetenegdi sinirh olan kikirdak kaybi veya bozulmalarinin tedavisinde yeni
yontemler Uzerinde galismaktadir. Burada onarim ve yenilenme kavramlari
arasindaki farka deginmek gerekmektedir. Yenilenme normal eklem
kikirdaginin ayirt edilemeyen yeni doku olusumunu ifade ederken, onarim yer
alan eklem kikirdaginin hiyalin kikirdaga benzeyen ancak yapl, islev ve igerik

olarak farkli olarak yeni bir doku ile yer degistirmesidir.

Doku muhendisligi, biyolojik dokularin yapay yada yapay olmayan
malzemeler Uzerine yerlestirilen hicreler veya bunlara eklenen sistemik yada

yerel dizenleyiciler ile tamiridir.

Son ddnemlerde doku muihendisliinde yapay organ ve hicrelerin
kullanilmasinin yani sira, buyumeyi ve farklilasmay etkileyen veya onleyen
sistemik veya yerel etkili duzenleyicilerin doku muhendisliginde kullaniimasi

gindemde olup; 6zellikle genetik tasiyicilar kullanilarak bu mediatérlerin
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hasarli dokuya aktariimasini yoénelik ¢ok sayida c¢alisma meydana
getirilmektedir [66].

Doku muhendisliginin tarihsel gelisimine baktigimizda 20. yuzyilin baslarinda
Lexer yeni kadavradan aldigi allogreftleri eklem rekontruksiyonunda
kullanarak doku muhendisligi kavramini ilk ortaya suren arastirmaci olmustur
[67].

Onceleri; kikirdak, kemik, dis ya da bagska dokularin suni malzemelerle
onarilmasi c¢abasi basarisizlikla sonuc¢lanmistir. Sonraki yillarda genel
anlamda malzeme teknolojisindeki gelismelerin akabinde tipta yeni metal
veya metal olmayan seramik ve polimer gibi sentetik malzemelerin

geligtiriimis olmasi doku muhendisligi galismalarini hizlandirmigtir.

Doku muhendisliginde elde edilen dokular, hicre i¢i ortamda dogal dokular
gibi fiziksel, kimyasal, biyolojik uyarilara uyumlu cevap verirler. Buna karsilik
hlcre icermeyen bir implant, enzimler tarafindan dejenere olur yada mekanik
uyarilarla fiziksel Ozelligini kaybeder. Bu gercek, doku muhendisligi
calismalarinin temel dayanagini olugturur [68].

Eklem kikirdagr kayiplarinda dokunun kendi kendini onarmasi oldukca
zordur. Sinirli onarim gergeklesse de olusan doku, fibréz kikirdak olup orijinal
eklem kikirdagi ile ayni 6zelligi tagimamaktadir. En iyisini olusturma istegi ile
cok sayida arastirmaci, eklem kikirdagr onariminda degisik tedavi yontemleri
Uzerinde yogunlasmistir. Bu yontemlerde doku muhendisligi yaklagimlari,
diger tip alanlarinda oldugu gibi ortopedi ve travmatolojide de 6nemli yer

tutmaktadir.
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2.8. Eklem Kikirdaginin Yapisi ve Doku Miihendisligindeki Onemi

Eklem kikirdagi gozle incelendiginde, bozulmalara direng gdsteren, sert,
parlak bir yuzey olarak gorulur. Bunun yani sira 1sik mikroskobunda
incelendiginde ise tek tip hucrenin bulundugu, kan ve lenf damarlari ile sinir
uclarinin bulunmadidi bir doku 6n plana ¢ikmaktadir. Kas veya kemik gibi
dokularla kiyaslandiginda eklem kikirdagi daha dusik metabolik aktivite
gosterir. Eklem kikirdagr hucre, eklem sivisi ve makromolekuler ag
iskeletinden olusurken, tendon, ligament ve meniskus gibi diger bag dokulara
benzer o6zellik gosterir. Yapisini ve mekanik Ozelliklerini agirlikli olarak

makromolekuler ag sisteminden alir.

Erigkin eklem kikirdaginin yalnizca % 1’ ini kondrositler olugtururken, su
eklem ile etkileserek eklem kikirdaginin yas agirhdmin yaklasik % 80’ ini
olusturur. Su ile ag molekulleri dokunun mekanik 6zelliklerini belirler. Eklem
kikirdagi Tip 2, 6, 9, 10 ve 11 kollajenlerini bunyesinde bulundurmakla
beraber % 90-95’ ini Tip 2 kollajen olugturur. Tum doku boyunca uzanan Tip
2 kollajen agi direng olusturur. Kondrositlerle ag arasindaki iletisim, dokunun
yasam boyu butunligunidn korunmasini saglar. Kondrositlerle ag arasindaki
iliski, hicrelerin ag makromolekullerinin Uretilmesiyle sinirlandirilamaz. Ag,
normal eklem hareketleri sirasinda hicreye mekanik yaralanmalardan korur
ve hucrenin fenotipinin devamini saglar. Besinler, ag molekullerini
sentezlemek icgin gerekli maddeler, degrede olan ve yeni sentezlenen ag
molekilleri, metobolik artiklar ve sitokin, buylime faktéri gibi hcre
fonksiyonlarinin duzenlenmesinde yardimci molekuller agdan gegerler.
Ayrica bu molekuller agda depolanabilirler. Agdan gececek molekuilun tipi ve

gecis hizi yogunluk ve igerigine baghdir [69].

Kondrositler, yasam suresince ag makromolekullerini yikar veya yapar.
Yapim ve yikim arasindaki dengeyi kontrol eden sistem veya iligki hentz ¢ok
iyi bilinmemektedir. Ag, kondrositler i¢in uyar iletkeni goérevini de
gerceklestirir ve eklem ylzeyinde mekanik yuklenmeyle olusan sinyalleri
kondrosite iletir. Kondrositler bu sinyallere cevap olarak, otokrin ve parakrin

mekanizma ile sitokinleri uyararak agda degisiklikleri baglatir. Yer gekiminin
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olmadigi ortamlarda ve uzayda kdultire alinan kondrositler morfolojik
degigiklige ugrar bu nedenle eklem kikirdaginin normal bilesimini devam
ettirebilmesi icin azda olsa hareket ve mekanik yuklenmeye ihtiya¢ vardir [69-
72].

Kondrositler ve ag arasindaki biyolojik ve mekanik etkilesim, kikirdak
onarimini saglayan ¢ézim yolunda en 6nemli yol gdstericidir. Onarim igin

kullanilacak dogal yada yapay malzemeler bu etkilesimi 6rneklendirmelidir.

2.9. Kikirdak Doku Miihendisligi

Kondral ve osteokondral kayiplarda, dokunun kendini yenileme yetenegi
sinirhdir. Buda arastirmacilari hicreleri hasarli veya kayip bolgeye uygulama
ve barindirma yollarini arastirmaya yoneltmistir. Kikirdak doku muhendisligi
bu sorunu ¢dzmek icin ortaya ¢ikariimis biyoteknolojik bir alandir. ik kez
1977 yihinda Green tarafindan ortaya konulmus ve 1980’ li yillarda giindeme

gelmigtir [73].

1994’ de Brittberg ve arkadaslari ilk klinik uygulama sonuglarini belirtmiglerdir
[74]. Kikirdak doku mUhendisliginin amaci, elde edilen yapay dokunun normal
eklem kikirdagi ile es biyomekanik 6zelliklere sahip olmasidir. Ancak bu
sekilde eklem yuksek gerilme altinda kaldigi hicre igi ortamda normal

fonksiyonunu devam ettirebilir.

2.10. Hiicrenin Kokeni

intraseliiler islevsel adi olusturmak icin metobolik etkinlikleri agisindan
uyumlu hucrenin edinilmesi gerekmektedir. Chen ve arkadaslari, in vitro bir
calismada, transplante edilen hlcrenin sayisinin sentezlenen ag miktarini
etkiledigi belirtmiglerdir [75].

Arastirmacilar ¢cok cesitli hlicre secenekleri arasinda durmuslardir. Tam kat

eklem kikirdag! kayiplarinda onarim igin htcre ile ag bileseni icin kullanilan
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hlcreler erigken eklem kikirdagi kondrositi, periosteum ve perikandriumun
kambiyum bolgesinden alinan hucreler, mezankimal kok hucreler, sinoviyal
hdcreler, fetal ve embriyonik oncul huacreler (fetal kok hucreler ve
kondroblastlar) dir. lyilesme olay sadece bu sekilde degil ayni zamanda
subkondral kemikten gelen diger hicreler ve bunlarin sentezledigi sitokinlerle

de olmaktadir.

Bu sebeple kikirdak doku muhendisligi ¢alismalarinda kontrol edilemeyen
cok sayida degiskenin varhgi gbzden kagirilmamalhdir.

2.11. Kondrositler ve Kondroblastlar

Kikirdak doku muhendisliginde ilk akla gelen hiicre modeli kondrositlerdir. Bir
cok arastirmaci tarafindan kolayca bulundugu icin yaygin sekilde farkli

polimer aglarla birlikte kullaniimigtir.

Erken dénemde kikirdak ylzeyinde yeterli dizeyde onarimi saglandigi fark
edilmis ancak uzun donem izlenimlerinde ayni sonuca ulasiimamigtir.
Farklilasmig dokudan uretildiginden yeterli cogalma ve yeniden farklilagmayi

saglamada yeterli olmadiklarina deginilmektedir.

Diger taraftan, kikirdagin her tabakasindaki kondrositin kendine 6zgu farkl
biyokimyasal, morfolojik 6zellikleri vardir. Tam kat kikirdak 6rnegi alinarak
elde edilen kondrosit ¢ozeltisi tek kath kultir ortaminda uretildiginde olugan
hlcrelerin tekrar aga aktarilmasiyla, farkh tipte makromolekll sentezleyen
farkli bigcimde ayrimlasmis hucrelerin birbiri ile karigsacagini sdylemek
mumkunduar. Bu olayda erken donemde her sey normal goézukurken, uzun
donemde kikirdak yuzeyinde kalsifiye adaciklar gorulmektedir. Bu durum

farklilasmis kondrositlerin zona 6zel oldugunun ispatidir [76].

Bu sorunun Ustesinden gelebilmek icin, Kandel ve arkadaslari farkli kikirdak
katlarindan elde ettikleri kondrositleri laboratuar ortaminda Ureterek orijinal Ug
boyutlu eklem kikirdagini meydana getirmiglerdir [77].
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Kondrositler kultire alinarak, kikirdak defektine enjekte edilip, Gzerini tibia
proksimalinden alinan periost ortlsu ile kapatiimasi insanlarda uygulanan bir

yontemdir [78].

Bu yontem uzun sure takip altinda tutulmus, onarilan kikirdak yuzeyinde
kalsifiye alanlar gozlenmistir. Bunu arastiricilar periostal flebe olarak
tanimlamis ayrica yukarida bahsi gegcen nedenden dolayisiyla béyle bir sorun
ortaya c¢ikmig olabilir. Perikondrial ve periosteal hucreler her iki dokuda
kondrojenik iglevlerini kambiyum tabakalarindaki proliferasyon islevli

hlcrelerinden alir [79].

Otojenik kokenli hicreler kullanildiginda daha basarili olunmustur. Ancak
yine de bu hucrelerin uzun sure canli kalmadigi ve zaman igerisinde iyilesme
dokusundaki miktarlarinin azaldigi belirtiimistir. Bunun yani sira subkondrol
kemikle baglantida olan hucrelerin kondrosit deg@il de osteoblastlara

farklilasabilecegi belirtiimigstir [80].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Asetik asit (Reidl-de Haén, Almanya), TPP (Sigma Aldrich, ABD), TBS buffer
(Thermo, USA), %30’ luk H2O, Solusyonu (Sigma), Ksilol (Merck), Etanol
(Merck, Almanya), FBS (Fétal sigir serumu, Serva, israil), Dulbeccos
Modified Eagles Medium (DMEM, BD., ABD), tripsin/10 mM EDTA
(Etilendiamintetraasetat) (Sigma, ABD), PBS (fosfat buffer saline) (Sigma,
ABD), kollagenaz Il (Sigma-Aldrich, Almanya), Dimetilen mavisi (DMB,
Sigma-aldrich, Almanya), formik asit (Sigma-Aldrich, Almanya), papain
(Amresco, israil), EDTA (Amresco, israil), N-acetyl-L-cysteine (Sigma-aldrich,
Almanya), kondrotin sulfat (Sigma-Aldrich, Alimanya), Hoechst 33358 (Sigma-
Aldrich, Almanya), fetal calf timis DNA (Amresco, israil), beta-
merkaptoetanol (Merck 8.057.400.250), Rneasy Mini Kit (Qiagen Katalog No:
74104 ), Primerler (Metis, Ankara, Turkiye), cDNA Sentez Kitindeki (Roche
11 483 188 001 (30rxn)), First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 1596 594
(10x250unit)), Master-Mix ve Taq DNA Polymerase (Roche 1596 594
(10x250unit), PCR Master Kit' teki PCR Master (Roche 11 636 103 001), 96,
48, 24 gdzIu hicre kiltur kabi (BD, ABD), hicre kaltura flasklari (BD, ABD),
0,45 pm filtreler (Sartorius), santrifij tipleri (Nunc, Almanya), WST-1 (Roche,
Almanya), mikropipetler (Scaltec, Almanya), pipetler, ¢esitli cam malzeme ve

cesitli plastik malzeme analitik diuzeyde kullaniimigtir.

Etiv (Ultralab U — 120), santrifij (Ultralab), santrifuj, liyofilizator, ultra
santriflj, terazi (Scaltec), manyetik karistirici (simsek Laborteknik), vorteks,
Elisa pleyt okuyucu (ASYS Hitech UVM 340 Plate Reader), Laminar akis
kabin (klas Il Laminar Flow Cabinet, Labor ildam, Tuarkiye), UV sterilator
(ingiltere), karbondioksitli etliv (Nive, Tirkiye), pH metre, 1sik mikroskobu
(Olympus CK2, Japonya), invert mikroskop (Leica, isveg), dijital kamera
(Olympus C-4000, Japonya),
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3.1.1. Kriyojellerin Hazirlanig1 Ve Karakterizasyonu

Cozucunun kristallenme hizi ve kriyojellesme hizinin kontrol edilmesi uygun
Ozelliklere sahip kriyojellerin hazirlanmasina olanak saglar. Kriyojel sistemde,
blylyen buz kristalleri porojen olarak ve erimesinden sonra birbirine bagli
g6zenekler icin kalip olarak davrandiklarindan dolayi tipik olarak kriyojeller, -
10 ile -20 °C gibi dusuk sicakliklarda sulu ortamda Uretilir. Reaksiyon karigimi
sogutuldugunda donmus monolitik blok iki ana pargadan olusur.
Kriyojellesme donmamis sivi mikrofaz igcinde gercgeklesir. Reaktif icermeyen
¢6zlcunun kristalleri donma sirasinda buyudr, donmus g¢ergevenin surekli bir
sistemi olusana kadar diger kristallerle birlesir. Kimyasal reaksiyonlar bittikten
sonra sistem eritilerek sivi ¢ozicu ile dondurulmug surekli makro gozenekler

iceren bir matriksten olusur.

Yari donmus reaksiyon ortaminda ¢ozUnmus reaktifler kriyojellesmenin
gerceklestigi donmamig sivi mikrofaz igerisinde yogunlasir. Bu durumda
polimer zincirlerin gézeneklerden gdézenek duvarlarina tasinarak kriyojeller
olugturulur. Klasik bir jel igindeki polimer derisimi ile karsilastiriidiginda
gozenek duvarlarn daha yuksek polimer yodunluguna sahip olur. Gdzenek
duvarlar igerisindeki artan polimer yogunlugu kriyojelin mekanik sertliginin
yeterli olmasini saglar [24,29,31].

Kriyojelin gbzenek yapisi 100 ym’ ye kadar buyuklugu olan genis, birbirine
bagh makro gozenekli yapilardan meydana gelirken klasik jel homojen ve
mikro gozenekli yapilardan olusur. Degisik jel oncullerinden hazirlanan
kriyojellerin sisme dereceleri ayni kosullarda fakat yuksek sicakliklarda

hazirlanan jellerin sisme derecesinden en az 3-6 kez dusuktur [26].

Negatif sicakliklarda jellesmeyle hazirlanan degisik kriyojeller bulunmaktadir.
Hazirlanan kriyojellerin ¢odu esnek olup, scafold yapidadir ve negatif
sicakliklarda sulu ortamda serbest radikal polimerlesme reaksiyonuyla uygun
bir sekilde kontrol altinda tutularak kriyojeller istenen formlarda
hazirlanabilirler [25,27].
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BlyUk ve sikica birbirine bagl gdzeneklerin varligindan 6tira kriyojellerin
¢ogu gozenekli yaplya zarar vermeden kurutulabilir ve sonra hizla tekrar
sisirebilirler.  Kriyojellerin ~ kurutularak  saklanabilmesi en  6nemli
Ozelliklerindendir [26].

Kriyojeller oldukga elastik yapidadir. Esnek ve slingersi yapilarindan dolayi
kriyojeller buyluk bozulmalara ugrasa da mekanik olarak zarar gormezler.
%80’ e kadar kolayca sikigtirilabilirler. Geleneksel hidrojeller %30" dan az
sikigtirildiklarinda kolayca tahrip olurlar. Sikistiriima kalktiginda kriyojeller
hizla eski sekline donerler [25,26].

3.1.1.1. N-Metakroil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin

Sentezlenmesi

N-metakroil-(L)-histidin metil ester (MAH) monomerinin sentezi igin
uygulanan yontem kisaca soOyledir: 5.0 g L-histidin metil ester ve 0.2 g
hidrokinon, 100 mL CH2CI2 ¢ozeltisi igerisinde ¢ozulmustur. Cozelti 0°C'a
sogutulmustur. 12.7 g trietilamin bu ¢ozeltiye eklenmigtir. Cozelti Uzerine
yavasca 5.0 mL metakroil klorar eklenmistir. Reaksiyon karisimi azot
atmosferi altinda manyetik karistirici ile 2 saat oda sicakliginda
kanstinimistir. Bu surenin sonunda, reaksiyona girmeyen metakroil klorur,
%10'luk  NaOH c¢ozeltisi ile ekstrakte edilmigtir. Sulu faz doner
buharlastiricida uzaklastiriimig ve kalan kisim (MAH) etanolde ¢ozulmustar
[81].
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3.1.1.2. Poli(HEMA-MAH) Kriyojel Kolonun Hazirlanmasi

Poli(HEMA-MAH) bazlh kriyojel kolon hazirlanirken HEMA ve c¢apraz
baglayici olarak metilen bisakrilamid kullanilmistir. Oncelikli olarak 0.283 g
MBAA 10 mL deiyonize su iginde ve 1.3 mL HEMA 5 mL deiyonize su iginde
ayri beherlerde ¢ozulmustir. Metal kompleks olusturucu olarak kullanilan
ligand histidin, daha 6nceden sentezlenmis olan N-metakroil-(L)-histidin metil
ester (MAH) monomeridir. 100 mg MAH, iyice ¢bzinmus olan MBAA'l
karisima ilave edilerek manyetik karigtiricida homojen bir karisim haline
getirilmistir. Bu homojen karisima daha sonra HEMA c¢ozeltisi ilave edilerek
bir sire daha manyetik karistiricida karismasi beklenmistir. Polimerizasyon
baglatici olarak amonyum persulfat (APS; 0.02 g) katalizor olarak ise
N,N,N’,N’ tetrametil-etilendiamin (TEMED; 25uL) kullaniimigtir. Buz kalibi
icerisine yerlestirilen siringalara esit oranlarda karigim aktarildiktan sonra
agizlari sikica kapatilarak -16°C’'de 24 saat sure ile polimerizasyon
gergeklestiriimistir. 24 saat sonunda siringalar buzdolabindan ¢ikariimis ve
tum polimerizasyon artiklari uzaklastirilana kadar deiyonize su ile
yikanmistir. Polimerler, kullaniimadiklari zaman, deiyonize su igerisinde agzi

sikica kapali olarak 4°C ’de saklanmistir.
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3.2. Karakterizasyon Caligsmalari

3.2.1. Denge Sisme Oraninin Belirlenmesi

Poli(HEMA-MAH) kriyojelinin denge sisme oraninin belirlenmesinde asagida
verilen yontem izlenmigtir. Kuru polimer +0.0001 duyarlikla c¢alisan bir
terazide tartilmis ve 50 ml saf su igeren kaba konulmustur. Kap 24 saat sure
ile sabit sicakliktaki su banyosunda tutulmustur (25 + 0.5°C). Polimer sudan
alinmig, suzge¢ kagidi yardimi ile ylzeyindeki su uzaklastirilarak tartiimistir.
Kuru ve 1slak agirliklar kaydedilmis ve asagidaki esitlik yardimi ile

poli(HEMA-MAH) kriyojel kolonun su igerigi belirlenmistir.

Sisme orani (%) = [(Ws-Wq)/Wy] x 100

Wy, ve Wq sirasi ile polimerin sismeden onceki ve sonraki agirliklarini ifade
etmektedir.

3.2.2. Elementel Analiz

Sentezlenen poli(HEMA-MAH) kriyojeli, yapidaki MAH miktarinin belirlenmesi
icin, elementel analize tabi tutulmustur. 1 mg kriyojel elementel analiz
cihazinin (Leco, CHNS-932, ABD) aluminyum hucresine yerlestirilerek
1+0.0001 g duyarlilikla tartiimistir. Polimerik ornek cihaza konularak yakma
islemi sonucunda 6rnedin % karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N)

analizi yapilmistir.

3.2.3. FTIR ile Yapi1 Analizi

MAH monomerinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi (FTIR 8000
Series, Shimadzu, Japonya) kullanilarak elde edilmigtir. MAH monomeri ve
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kuru mikrokureler (0,1 g), KBr (0,1 g, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen

olarak karigtiriimig, pelet haline getirilmis ve FTIR spektrumu cekilmistir.

3.2.4. NMR Galigmalari

MAH monomerinin proton NMR spektrumu, CDCls igerisinde JEOL GX-400
300 MHz (Japonya) NMR cihazi kullanilarak alinmistir. Kimyasal kaymalar

(®) ppm cinsinden CHCI3; referans alinarak rapor edilmigtir.

3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre Kiltiiri

3.3.1.1. Primer Kondrosit Kultiru

Uygun yastaki buzagilarin hareketli eklemleri buttuin olarak alinip laboratuarda
aseptik kogullarda eklemler agilarak eklem kikirdaginin mineralize olmayan
kismindan oldukga fazla miktarda kikirdak biyopsisi alindi. Kikirdak doku
parcalari serum igermeyen sivi besi ortaminda %10’ luk kollagenaz I
(Sigma-Aldrich, Almanya) enzimi, %10 tripsin-EDTA’ i (Amresco, israil) besi
yerinde doku pargalari 1 gece inkibe edildikten sonra santrifij edilerek
dokudan ayrilmis hiicreler izole edildi. izole edilen hiicreler steril serum
fizyolojik ile 2-3 defa yikandi. Daha sonra hucreler % 10 FCS, % 1 antibiyotik
iceren DMEM (Amresco, lsrail) kiltir ortaminda flasklarda 37°C’de
karbondioksit etuvinde inkube edildi. Hucreler yeterli saylya ulagincaya
kadar 2 gun ara ile besi ortaminin vasati degistirildi. HUcrelerin yaklasik 1 ay
sonunda flaskin neredeyse tamamina yakin bir kismini kapladigi géruldid. Bu
sure sonucunda flask igerisinden serum ihtiva eden vasat alindiktan sonra
serum fizyolojik ile 2 kez yikandi. Daha sonra tripsin-EDTA ile kisa bir sure
hacreleri etkilestirerek ortamdan kalkmalari saglandi. Hucrelere tripsinin
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zararini onlemek icin hicreler kalktiktan hemen sonra ortama serum igeren
besi yeri ilave edildi. Hucreleri iceren karisim 15 ml’ lik tUplere konularak
3000 devirde 4 dakika santrifuj edildi. Hucreler besi yerinden alindiktan sonra
esit miktarda bolunerek farkli 25 lik flasklara ekimi yapilmistir.

3.3.1.2. Ug Boyutlu Makrokiirelere Tutunan Hiicre Sayisinin
Tespiti icin Kondrosit Kiiltiirii

Calismanin bu kisminda; PHEMA kriyojeller Uzerinde primer kondrosit
hdcrelerin  kulturt yapilarak bu jellerin kikirdak doku muhendisligi igin
uygunlugu arastirilmigtir. Kriyojel rulolar steril bisturd ile 5 mm kalinlikta
kesildi. Kesilen kriyojeller UV isik altinda lamnar flow kabin igersinde 30
dakika steril edildi. Hucrelerin kaltir ¢alismalarinda steril 24 g6zli hucre
kiltir kaplari kullanildi. icersinde 100 bin hiicre/100 pl stoktan alinan
hicreler oncelikle Uzerine kriyojeller yavasca birakilarak 1 saat vasat ilave
etmeden inkube edildi. Bu islemin amaci; hicrelerin bu sire igerisinde
kriyojellere tutunmasini saglamakti. Sire sonunda hicrelerle etkilesmis
makro kurelerin Uzerine 1ml FCS ve antibiyotik iceren besi yeri ilave edildi.
24 kuyucuklu kultar kabi icerisine yerlestiriimis olan destek materyalinin
Uzerine belli sayida vasat igerisinde ilave edilen hucreler bir gin inklbe
edildikten sonra destek maddesi baska bir (bos) géze yerlestirildi ve vasat
ilave edilerek inkiibe edilmeye devam edildi. Hucreler kriyojeller Gzerinde 4,
8, 12 ve 16 saat sure ile inkube edildi. Daha sonra Uzerinde kondrosit kulturi
yapilmis kriyojeller taramali elektron mikroskobu (SEM), glikoz amino glikan
sentezi (GAG), hticre proliferasyonunu goéstermek icin deoksiribo nikleik asit
(DNA) olcimi ve Kollagen tip |l sentezi gibi molekuler analizler igin
kullaniimigtir. Burada belirtilen her bir test icin ayri ayri ekim yapilmis olup

her bir calisma Uc¢ kez tekrar edilmistir.
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3.3.1.3. Kriyojellerde Kiltiire Edilmis Kondrositlerin Taramali Elektron
Mikroskop (SEM) incelemesi

Gille ve ark. (2005) tarafindan kullanilan metot [82] temel alinarak farkli
zamanlara ait kriyojellere ekilmis kondrositler rutin taramali elektron
mikroskop hazirlik agsamalarindan gegirilmistir. Altin ile kaplanarak taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile kondrositlerin tutunup tutunmadiklari ve genel
morfolojileri incelendi [83,84]. Taramali Elektron Mikroskopta farkli
bayltmelerde gozeneklerin ylzeyi ve genel morfolojisi incelendi ve
belirlenmis blylutmede ylzeye tutunmus hlcreler goértntulendi. Veriler farkli
zamanlara (4, 8, 12 ve 16. gun) ait 3 farklh 6rnegin 3 farkh kriyojel incelenerek
elde edildi.

3.3.1.4. Glikozaminoglikan (GAG) Miktarinin Belirlenmesi

Temel olarak Enobakhare ve ark. (1996) in kullandigd1 metot [69] takip edildi.
16 mg dimetilen mavisi (DMB, Sigma-aldrich, Almanya) 5 ml etanol igerisinde
¢o6zildu. 2gr sodyum format (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 2 ml formik asit
(Sigma-Aldrich, Almanya) ilave edildi ve distile su ile 1 litreye tamamlandi.
Hazirlanan DMB c¢oOzeltisi kahverengi saklama gsisesine konularak
kullanilincaya kadar saklandi. Uzerinde kondrosit kiiltiirii yapilmis yaklasik 1
gr. kriyojel 300 ug/ml papain (Amresco, israil), 2 mM EDTA (Amresco, israil),
2mM N-acetyl L-cysteine (Sigma-aldrich, Almanya) iceren ¢dzelti igerisinde
65°C ‘de 1 saat pargalandi. Daha sonra pargalanmis makro kurelerden
olusan solusyondan 250 ul alinarak 5 ml ‘lik polisitiren tup igersine konuldu
ve lizerine 2.5 ml DMB ¢ézeltisieklendi. Ornekler vortekste iyice karistirilarak
spektrofotometrede 535 nm’ de okundu. Standart cozeltiden elde edilen
formule gore 10 gr. kriyojelde ne kadar GAG oldugu tespit edildi. Standart
igin ticari olarak satilan kondriotin sulfat (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanildi.
1 ug-60 ug arasinda kondriotin sulfat ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiler

Uzerine 2.5 ml DMB solusyonu ilave edildi. 535 nm’ de yapilan &lgim
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sonucunda elde edilen grafige gore Y= 0,061X formiilii elde edildi. R? degeri
0,9773 olarak (guvenilir bir aralikta) elde edildi.

3.3.1.5. DNA Miktarinin Belirlenmesi

DNA miktarinin belirlenmesi igin yukarida bahsedildigi gibi oncelikle papain
ile parcalanmig ayni miktardaki kriyojelden elde edilen solisyon kullanildi.
Temel olarak Hsu ve ark. (2004) kulandigi metot [85] takip edildi. DNA
miktarinin belirlenmesinde yine standart bir metot olan floresan boya ile
DNA'’s! igsaretlendi ve floresan spektrofotometrede okutularak hesap edildi.
Oncelikle floresan boya olarak Hoechst 33358 (Sigma-Aldrich, Almanya)
floresan boyanin 1 mg/ml saf su igersinde ¢o6zeltisi hazirlandi. Daha sonra
0.01 M Tris, 0.2 M NaCl, 0.001 M EDTA igeren TNE tamponu hazirlandi.
Hazirlanan tamponun pH’si HCI ile 7.4 “e ayarlandi. 1 mg/ml’ lik Hoechst
33358 floresan boya hazirlanan TNE tamponu ile 0.1 ug/ml’ ye seyreltildi.
Daha sonra papain ile pargalanmis kondrosit iceren makro kure
solusyonlarinin her birinden 250 ul alinarak Uzerine Hoechst boya
cOzeltisinden ilave edilerek toplam hacim 2.5 ml ye tamamlandi. Solusyonlar
vortekste iyice karigtirilarak bekletmeden Floresan spektrofotometrede
(Jasco FP 700, Japonya), yayllma dalga boyu 458 nm. ve uyariima dalga
boyu 365 nm’ de Olcim yapildi. DNA miktarinin hesaplanmasi ticari olarak
satilan fetal calf timiis DNA (Amresco, israil) ‘sindan elde edilen Y=2,8425X

(R?=0,9922) formiilde yerine konularak hesaplanmistir.

3.3.1.6. Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR) ile Kondrosit

Fenotipi Belirlenmesi

PCR caligmasi oncelikle 2 boyutlu kultirdeki kondrositlere uygulandi. Daha
sonrada kriyojellere ekilmis kondrositlere uygulandi. iki boyutlu hiicre
kultirindeki  kondrositlere  uygulanmasinin  amaci ise; kriyojellere

aktariimadan énce kondrositlerin fenotipleri hakkinda bilgi edinmekti. Temel
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yapilan PCR calismalarinda sonikatér ve homojenizatdr uygulamalarina yer

verilmedi.

Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) igin hazirlik asamasinda kondrosit
ekilmis yaklasik 1 gr. agirhgindaki farkh zamanlara ait kriyojel érnekleri 300
ug/ml papain (Amresco, Israil), 2 mM EDTA (Amresco, Israil) 2 mM N-acetyl
L-cysteine (Sigma-Aldrich, Almanya) iceren ¢ozelti igerisinde 65°C ‘de 1 saat
parcalandi ve 15 dakika sonikatdrde sonike edildikten sonra homojenizatér
yardimiyla iyice pargalandi. Daha sonra 5000 devirde santriflj edilerek
supernatant alinarak RNA izolasyonu i¢in kullanildi. Pargalanmis
kondrositleri ihtiva eden slUspansiyon tekrar 0.625 U/mL kollajenaz enzimi
(Sigma-Aldrich, Almanya) ile muamele edildi ve santrifij edildi. Bu islemden
sonra RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gergeklestirildi. Reverse transkriptaz
enzimiyle RNA elde edildi ve RNA'dan Kollajen Tip I, Il ve beta 2-
mikroglobulin primerleri yardimiyla, cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu iglemler
kalite kontrol bdéliminde PCR calisma kabini 1 ve 2’ de gercgeklestirildi.
Hazirllk asamasinda gerekli solusyonlar hazirlandi. Kollajenaz NB4
Solusyonu 0.625 U/mL RLT tampon, %70 etanol ve primer stok solisyonu
hazirlandi. Kollajenaz solusyonlari, -20°C’ de 1.5 mL’ lik kriyo tlplerde hazir
olarak bekletiimekteydi. RTL tamponstok solisyonu Rneasy Mini Kitinin
(Qiagen 74104) icinde bulunmaktadir ve stok solusyondan 1 mL RLT Buffer
+ 10 pL beta-merkaptoetanol (Merck 8.057.400.250) olarak hazirlandi. %70

etanol ¢ozeltisi; 70 mL Etanol + 30 mL PCR Water olarak hazirlandi.
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Cizelge 3.1 RNeasy Mini Kit (Qiagen Katalog No: 74104 (50 reaksiyonluk))

icinde bulunanlar:

Reaktif Miktari
RNeasy Mini spin kolonu 50
Toplama tupleri (1.5 ml) 50
Toplama tupleri (2 ml) 50
RLT tamponu 45 ml
RW1 tamponu 45 ml
RPE tamponu (derigik) 11 ml
RNeasy-susuz 10 mi

Primer stok solusyonu igin liyofilize primerler belirlenen miktarlarda PCR suyu
ile 10 uL primer stok solisyonu + 90 uL PCR suyuolarak hazirlandi.
Primerler (Metis, Ankara):

ileri Kollagen I-PCR 5'-cca tcc aaa cca ctg aaa-3

Geri Kollagen I-PCR 5’-tga cga gac caa gaa ctg-3

ileri Kollagen 11-PCR 5'-tct ggc aaa gat ggt gct aat gg-3
Geri Kollagen 1I-PCR 5’-tct tct tgg gaa cgt ttg ctg g-3

ileri B2Microglobulin-PCR 5'-ctc geg cta ctc tet ctt tct gg-3
Geri B2Mmicroglobulin-PCR 5’-gct tac atg tct cga tcc cac tta a-3

olarak kullanildi.

RNA izolasyonu ve RNA miktar 6lgimu igin su protokol takip edildi; RNA
izolasyonu PCR calisma kabini 1’de (Biosan UVC/T) yapildi. RNeasy Mini
Kit (Qiagen 74104 (50 rxn) ile yapilan tum analizler oda sicakhginda
gerceklestirildi. Hucre peleti reaksiyon tupunun kenarindan alindi ve uygun
miktarda RLT tampona konuldu. Pelet, hicre grubu kalmamasi igin pipetle
birka¢c kez homojenize edildi. Homojenize lizata 1 birim hacim (350 yL veya
600 pL) %70’lik etanol eklendi, pipetleme yontemiyle iyice karigtirildi. 2 mL
toplama tipline RNeasy kolonu yerlestirildi. RNeasy kolonuna 700 pyL 6rnek
(cokeltilerle birlikte) eklendi. Tup hizlica kapatildi ve =10.000 rpm’de 15
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saniye santrifiij (Nive NF800R) edildi. Ustteki akigskan kisim atildi. Eger
ornek hacmi 700 pyL’ den fazlaysa, geri kalan 6rnek ayni RNeasy kolonuna
koyuldu, santrifij edildi ve akigkan kisim atildi. 700 yL RW1-tampon RNeasy
kolonuna eklendi. Kap hizlica kapatildi ve kolonu yikamak igin =210.000 rpm’
de 15 saniye santrifiij edildi. Ustteki akiskan kisim ve toplama tipi atild.
RNeasy kolonu yeni bir 2 mL’ lik toplama tupune alindi. 500 uL RPE-tampon
RNeasy kolonuna eklendi. Tup hizlica kapatildi ve yikamak igin =10.000
rom’'de 15 saniye santrifiij edildi. Ustteki akiskan kisim atildi. Yeniden 500 pL
RPE-tampon RNeasy kolonuna eklendi. Tup hizlica kapatildi ve RNeasy
Silica Jel Membranin kurumasi igin 210.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.
Etanol kalintilarinin bundan sonraki reaksiyonlari etkilememesi i¢cin RNeasy
Silica Jel Membran’ | tamamen kurutuldu. RNeasy kolonu, santrifigasyondan
sonra toplama tlpunden dikkatlice ayrildi. Akiskan kisimla kolonun temas
etmemesine dikkat edildi. RNA’ nin ayrimi icin RNeasy kolonu baska bir 1.5
mL’ lik toplama tupune alindi. RNeasy Silica Jel Membran Utzerine 30 — 50
ML RNase-susuz eklendi. Tup hizlica kapatildi ve RNA’yr ayirmak igin
=210.000 rpm’ de 1 dk santriflij edildi.

RNA miktarinin belirlenmesi igin 7 pL eluent kullanildi. Eluentteki RNA
miktarinin belirlenmesi, cDNA senteziyle eszamanl yuratildd. 260 nm’ de
spektrofotometrik (Analytik Jena Spekol 1300) 6lgim yapildi. RNA sollsyonu
1:20 oraninda WFI ile seyreltildi. (7 uL RNA ¢ozeltisi + 133 yL WFI). 122.5
ML’ si mikro kuvete alindi ve olgim yapildi. 260 nm’ de RNA miktari [ug/mL]=
OD degeri x 20 x 40 pyg/mL olarak belirlendi.

Spektrofotometre igin referans degeri = OD (260 nm) / OD (280 nm)

DNA Sentezi PCR Calisma Kabini 1° de gergeklestirildi. DNA sentezi igin
sadece cDNA Sentez Kitindeki (Roche 11 483 188 001 (30rxn)) materyaller
kullanildi.
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Cizelge 3.2. First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche 1596 594 (10x250unit))

icinde bulunanlar:

10 x Reaksiyon buffer

dNTPs

MgCl, (25mM)

RNase-inhibitori

Revers transkriptaz

2 ug RNA 16.4 pL PCR suyuna (son hacim) koyuldu. 4 uL Oligo-dT eklendi.
Karisim 5 dk. 68°C’ de Thermocycler’ da (Eppendorf Mastercycler personel)
inkube edildi. (RNA Linearization) Daha sonra 10 dk. 4°C’ de Thermocycler’

da sogutuldu.

Cizelge 3.3. PCR Tuplerinde Master-Mix hazirlanigi:

Bilesen Miktar (uL)
10 x Reaksiyon Buffer 4

dNTPs 4

MgCl; (25mM) 8
RNase-inhibitoru 2

Revers transkriptaz 1.6

intiyag olan miktardan 1 fazla hazirlandi. Her RNA-Oligo-dT karisimina 19.6
uL Master-Mix ve Taq DNA Polymerase (Roche 1596 594 (10 x 250unit)).
Orneklerin gogalmalari Thermocycler’ da gergeklestirildi.

-25°C, 10dk (Oligo-dT’ nin yapismasi)

-42°C, 60dk (Revers transkripsiyon)

-99°C, 5dk (Revers transkriptazin inaktive olmasi)

-4°C, b5dk

cDNA igin yapilan PCR icin yalnizca PCR Master Kit' teki PCR Master
(Roche 11 636 103 001) reaktorler kullanildi.
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Cizelge 3. 4. cDNA igin pipetleme plani

Bilesen Miktar (uL)
PCR Master-Mix 25

PCR suyu 20

ileri primer (10 uM) 2

Geri primer (10 pM) 2

Kollajen tip I, kollojen tip 1l ve Beta-mikroglobulin i¢in yukaridaki sollisyon ayri
ayri hazirlandi. 49 pL’ ser 3 mastermixe de 1’ er yL cDNA (PCR Urlnu)
pipetlendi. Bu iglem her test edilecek cDNA i¢in hazirlandi. (Kollajen tip I, tip
Il ve beta2 mikroglobulin) Toplam 3 adet 6rnek yurutuldu.

PCR Thermocycler’ da asagidaki basamaklarda gercgeklestirildi

94°C, 60 sn

54°C, 30sn

72°C, 90 sn

Bu basamaklar 34 devir devam etti ve 4°C, 10 dk. soguma evresi uygulandi.

Ornekler Agaroz jele direkt olarak eklendi.

% 1.5’ lik Agaroz jel (Prona 101674PR) hazirlandi. Jel solisyonu kaynatildi
ve manyetik karistiricida yaklasik 60°C’ ye sogutuldu. Bu esnada jel ylratme
tanki hazirlandi. Taraklar yerlestirildi, jel dokuldu ve jellesme beklendi.
Agaroz katilagtiginda jel haznesi kaldirildi ve 90° dondurulerek tekrar tanka
yerlestirildi. Jeli tamamen oOrtene kadar Tris-Asetat-EDTA (TAE) tampon
¢cozeltisi (Sigma T-6025) eklendi (~350 mL). Taraklar dikkatlice kaldirildi. Jel
kuyucuklari 6rneklerle dolduruldu. Yiriitme tamponuna Sybr® Green |
(Sigma S9430-1mL) eklendi, (Seyreltme: 1:10.000, 6rnegin, 350 mL tampona
35 pL boya eklenir).
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Ornekler
10 yL PCR Grdni + 2 uL Roti®yijkleme DNA 6rnek tamponu
0.4 pL DNA-Ladder+2 pL Roti® yukleme DNA 6rnek tamponu + 9.6 yL PCR

suyu

Jele Yiikleme (PCR Uriinleri ve DNA-Ladderdrnek tamponu)

PCR Calisma Kabini 3'de gerceklestirildi.

Kuyucuk: 10 yL DNA — Ladder (100 — 1000 bp)

Kuyucuk: 10 uL Kollajen-I-PCR-Uriini

Kuyucuk: 10 pL Kollajen-1I-PCR-Uriini

Kuyucuk: 10 uL beta2-Microglobulin-PCR-Uriin(i

Yurutme kabininin kapagi kapatildi. Jel 100-110 V’da yaklasik 90 dk
yuratuldd. (Bitime 0.5 cm kala durduruldu.)

Jel dékimantasyonu, Jel Dékimantasyon Sistemi (Uvitec) ile gerceklestirildi.

Cihaz Ayarlari: Isik kaynagi: Transiluminator (UV) ve Filtre: Kisa dalga boyu
gegisi.

3.3.1.7. ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

1 mg/ml konsantrasyonda kriyojel serum fizyolojik i¢ersine aktarildi. 30 gln
boyunca calkalamali etivde 37°C’ de inkiibe edildi. Bu slirenin sonunda
homojenizator ile tamamen pargalandiktan sonra 0.45 pm steril siringa
filitresinden gegirildi ve 0-200 ug/ml olacak sekilde 48 well platelere (10000
hiacre/well) farkli konsantrasyonlarda ilave edildi. 48 saat karbondioksitli
etlivde 37°C’ de %5’ lik karbondioksitli ortamda inkiibe edildi. Slre sonunda
well tabanindan kalkmis hucreleri falkona toplanan hucreler santrifdj edilir.
Supernatani atilir ve Uzerlerine ikili boyama solusyonu [RNAse (2 pl/ml),
hoechst 33342 (2ul/ml), propidium iodid (2 pl/ml)] 10° hicreye 100 pl
solUsyon konuldu ve 20 dk. etlivde inklbe edildi. Lam Gzerine damlatildiktan
sonra lamelle kapatilir ve floresan mikroskopta DAPI filitresi kullanilarak
apoptoza ugramis ve FITC (480-520 nm dalga boyunda) nekroza ugramis
hicrelerin  de@erlendiriimesi yapiimigtir. Well tabanina yapisik hicreler
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enzimle kaldinlmadan ayni islemlere tabii tutularak incelenmigtir.
Degerlendirme Floresan mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) 10 farkli alan
(yaklasik 1000 hucre) sayilarak ortalamasi alinmistir ve Apoptotik indeks
yuzde (%) olarak ifade edilmigtir. Degerlendirmede normal apoptotik olmayan
hlcreler cekirdekleri sénik mavi, ¢ekirdekte DNA dagilimamis, hicrede
vezikliller olusmamis olarak goérlilmektedir. Apoptoza girmis hicre
cekirdekleri ise normal hucre cekirdeklerine gore ¢ok parlak, cekirdek
homoijenligi kaybolmus, ¢ekirdek kenarlari duzgun degil ve DNA pargalanmig
parlak mavi goérinumuindedir. Kultir kabinda ylzeye tutunan hicreler
kaldirlmadan yukarida belirtilen floresan boyama solisyonu 100 ul/well
hiicrelere uygulanarak da inceleme yapildi. Ikili boyama sonucunda
apoptoza girmis hucrelerin ¢ekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi ile
boyanmistir. ikili boyamada kullanilan diger boya propodium iodid (Pl) ise
nekroza ugramis hucreleri géstermek amaci ile kullaniimigtir. Pl floresan
boyasi normal de canli ve hlcre zarlarinda hasar olmayan hucrelere giremez
ve bu hdcreler Pl ile boyanmazlar. Fakat hicre nekroza ugradiginda veya
hidcre zari hasar goérdugunde hlcre igersine girer ve c¢ekirdedi kirmiziya
boyar. Floresan isik (FITC veya kirmizi floresan 1sik) altinda bakildiginda

nekroza ugrayan hucrelerin ¢ekirdekleri kirmizi renkte goralur.

3.3.1.8. WST-1 Metodu ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Kondrosit hucreleri 96 well platelere her bir kuyucuga 5000 hlcre dusecek
sekilde ekim yapildi. Farkh miktarlarda (0—200 pg/ml) kriyojel ekstrakti ilave
edildi ve 72 saat inklbe edildi. Negatif kontrol olarak sadececgozelti ortami,
pozitif kontrol olarak H,O," ligdzelti hucrelere uygulandi. 72 saat sonunda her
kuyucuga 15 pl WST—-1 ¢ozeltisi ilave edilir. 37°C’ de 4 saat inkUbasyondan
sonra hicre yasayabilirliginin tespiti icin 96 kuyucuklu platelerin absorbans
yogunluk degerleri ELISA platka okuyucuda 420-480 nm’ de okunur.
Yasayan hucreler sari renk olustururken, 6li hilcrelerde renk olusumu
gozlenmez. Toksik etki asagidaki formul ile hesaplanmigtir.

% Inhibisyon = [1 — (Test - MI)/(MO - MI)]x10
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3.4. Hidrodinamik Ozellikler

Bir sistem igerisinde siviyr yurutebilmek igin basincin minimum duzeyde
olmasi gerekir. Sabit bir ortamdan duguk akis direncini devam ettirmek igin
en az 1.5 — 2 ym boyutlarinda gézeneklerde 3n akis olmasi gerekir. 0.3 um’
den daha kuguk yarigapli ortalama gdzenegi olan kromatografik ortam olarak
kullanilan maddeler igin dusuk bir akis hizini durdurmak igin gok yuksek bir
basin¢ uygulanmaktadir [87,88].

Monolitler, kiigik gdzenekler (belirli ylizey alani ile etkilesimi saglayan) ile
gozeneklerdeki akig (sivinin akmasini saglayan) arasinda uygun bir denge
olan sert yapilardir. Elastik ve sungersi kriyojel monolitler sert yapilara sahip
olan diger monolitik sistemlerle kiyaslandiginda temel olarak farkli gdézenekli
bir yapidadir. Kriyojel monolitik kolonlar buyuk ve birbirine sikica bagl makro
gozenekler icerdigi icin sivi akis direncgleri duguktur. Kriyojellerin gdozenek
yapisi geri basincini etkiler. Kriyojellerin gézenek buyukligunun yani sira
g6zeneklerin birbirine baglanmasi, gdézenek duvarlarinin kalinlig1 da kriyojel

monolitlerin akis direncini kontrol eder [87,89-91].

3.5. Gozenek Ozelliklerinin Kontrolii

Kriyojellerin gozenek yapisini kriyojellerin donma sicakligi (Td), ¢ozulmus
monomerlerin derisimi, baglangi¢c reaksiyon karisim igerigi (amonyum

persulfat, TEMED) ve kullanilan ¢6ztcl kontrol edilir [25].

Donma sicakhdi, Td (dusuk sicakliktaki termostat icinde kurulan sicaklik
seklinde ifade edilir) ve kullanilan ¢dzlucu, gozenekli yapiyi etkiler. pHEMA
kriyojellerini elde ederken donma sicakhgini -10°C ile -30°C’ ye dusurmek
kriyojel monolitlerin akis yolu ézelliklerini ve jellesme verimini azaltir. -20°C’
ye kadar olan duslUk sicakliklarda kriyojel olusumu sirasinda kriyojellerin

monomer donusum orani %70-90 civarindadir [25,27,92,93].
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pHEMA kriyojeller iki tarli gbzenek boyutu dagilimina sahiptir ve olugsmasi iki
islemin birlesmesi sonucunda meydana gelir. Yani donmamis sivi mikrofaz
icerisindeki makro gobzeneklerin olusmasi ve donmamis sivi fazda

sentezlenen polimerin faz ayriminin birlesmesiyle meydana gelir [25,94].

Serbest radikal polimerlesme reaksiyonlarinda polimerlesme reaksiyonu
monomerlerin polimer zincirlerini ¢apraz baglamak igin serbest radikaller
olusturmak uzere baslatici amonyum persulfat (APS) ve TEMED arasindaki
reaksiyonla baglar. APS ile TEMED’ in derigimleri polimerlesme hizi ve
olusan polimerin molekdl agirhigi Uzerinde etkilidir. Serbest radikal
polimerlesme yoluyla negatif sicakliklarda kriyojeller hazirlanirken iki durum
ortaya cikar:

. Jellesme meydana gelmeden 6nce ¢ozeltinin donmasi

. Onceden jellesmis karigimin donmasi

Reaksiyon karigimindaki baglatici sistemin miktari polimerlesme hizini
etkiler. Bu durumda reaksiyon karigimindaki baslatici sistemin miktar
degistirilerek buyuk ve birbirine oldukg¢a bagh gézenekli pHEMA kriyojeller ve
birbirine az baglanmis ve buyuk gézenekli pHEMA kriyojeller elde edilebilir.
ilk durumda kopolimerlesme islemi reaksiyon ortaminin donmasindan sonra
geriye kalan donmamis mikrofazin iginde gergeklesir ve birbirine sikica bagh
makro gozenekli yapiyr olusturur. Bu vyapilar partiktil igeren sivilarin,
mikrobiyal hlcrelerin veya hcre kultlr reaktorlerin kromatografik monolitik

sorbentleri olarak bagariyla kullaniimaktadir [25].

pHEMA kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda monomerlerin  yogunlugunu
arttirmak pHEMA kriyojeller icerisindeki gézenek hacmini dusurir. pHEMA
kriyojellerin hazirlanmasi sirasinda baglangi¢ reaksiyonu igerisindeki
monomer yogunlugunu arttirmak gbzenek duvarinin kalinh@ini arttirir ve
gOzeneklerin birbirine baglanmasini azaltir. Gézenek duvarinin kalinhgi ve

yogunluk pHEMA kriyojellerin makroskopik mekanik oOzelliklerini belirlerken
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gbzenek boyutu ve gdzenek duvarinin yogunlugu polimer gdvdesine

kimyasal olarak baglanan ligandlarin ulasabilmesini etkiler [24].
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1. Sisme Ozellikleri

Bu calismada hazirlanan poliHEMA-MAH) kriyojelin denge sisme orani
Cizelge 4.1’ de verilmigtir. Poli(HEMA-MAH) kriyojeller capraz bagl jellerdir.
Sulu ortamda ¢6zUnmezler fakat ¢apraz baglarindan dolayi siserler. Yapida
bulunan MAH, polimer zincire daha fazla hidrofilik fonksiyonel grup
kazandirmaktadir, boylece su alimi da artmaktadir. Ayrica MAH’In HEMA ile
tepkimesi sonucu olusan molekulin molekdl kutlesi etkili bicimde duser.
Boylece su molekulleri karmasik polimer zincirinin igine daha kolay girer ve

bu da sulu ¢ozeltide su alimini artirir.

Cizelge 4.1. Poli(HEMA-MAH) kriyojelin sisme davranisi.

Sisme Orani% | Sisme Dercesi% | Makrogozeneklilik %

Poli(HEMA-MAH) 87 8.2 79

4.2. Elementel Analiz

Elementel analiz ile azot stokiyometrisinden faydalanilarak poli(HEMA-MAH)
kriyojelin yapisina katilan MAH miktart 78.2 umol/g polimer olarak
bulunmustur. Elementel analizle belirlenen azot miktari polimer yapisina
katilan MAH gruplarindan kaynaklanmaktadir.

4.3. FTIR Caligmalari

Sentezlenen poli(HEMA-MAH) kriyojelin kimyasal yapisi asagidaki Sekil
4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1. p(HEMA-MAH) kriyojelin kimyasal yapisi.

Sekil 4.2'de FTIR spektrumunda MAH monomerine ait karakteristik 1651 cm’”’
karbonil ve 1558 cm™ amid Il gerilme titresim bantlari, 1724 cm™'de ester
bandi gorulmektedir. p(HEMA-MAH) mikrokurelerin FTIR spektrumda ise
3586 cm™ civarinda karakteristik O-H titresim gerilmeleri, 1645 cm™de

karbonil, 1516 cm™de amid Il titresim bantlari gériiimektedir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.2. MAH monomerinin FTIR spektrumu.

4.4. '"H-NMR Calismasi

MAH  monomerinin  kimyasal yapisinin  belirlenmesinde TH-NMR
kullanilmistir. TH-NMR spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait

karakteristik pikler goriimektedir (Sekil 4.3.). Bu karakteristik pikler: TH-NMR
(CDCI3): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42 (m; 2H, CH2), 3.56 (t; 3H, -
OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metin), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H, vinil), 6.86
(6; 1H, J=7.4 Hz, NH), 7.82 (5; 1H, J=8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H,

aromatik).
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Sekil 4.3. MAH monomerinin "H-NMR spektrumu.

4.5. Kriyojellerde kiultire edilmis kondrositlerin taramali elektron

mikroskop (SEM) ile incelenmesi

Kriyojeller Gzerinde kondrosit hicreleri 4, 8, 12, 16 gun gibi farkh surelerde
kultare edilmistir. Her bir farkli zaman dilimi igin deney ug¢ kez tekrarlanmistir.
Elde edilen sonucglara goére; bir gunlik inklibasyon suresinden sonra
kriyojeller alinarak kurutulmug ve altin ile kaplatilarak taramali elektron
mikroskop fotograflart (TEM) c¢ekilmistir. Bir gunlik inkuibasyonda jel
Uzerinde ve bosluklarinda olduk¢a fazla miktarda hicre oldugu tespit
edilmistir (sekil 4.1.). inkibasyon siresi uzatildiginda hiicre sayisinin
Ozellikle ylzeyde azaldigi tespit edilmistir. Farkli inkibasyon slrelerinden
elde edilen TEM fotograflar sekil 4.1. de verilmistir. Sekilde goruldugu gibi
kondrosit hucrelerinin jel yuzeyine ve gozeneklerine tutundugu gozlenmigtir.

Fakat TEM ornek hazirlama esnasinda yapilan kurutma isleminden dolayi
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hlcrelerin gergcek boyutlarindan daha kuguk gortulmektedir. Ayrica kondrosit
hdcrelerinin  diger doku hucrelerinde oldugu gibi materyal ylzeyine

yayllmadigi gozlenmistir. Bu durumun kondrosit hicrelerinin lakin igerisinde

bulunmalarindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Sekil 4.4. Farkli zamanlarda kriyojel Gzerinde kulttre edilen kondrosit
hiicrelerinin ve kriyojelin taramali elektron mikroskop fotograflari
a. Kriyojelin Usten gorinusu. b. Kriyojelinden alinan enine kesitten elde
edilen fotograflar. ¢. 4 gunlik kultirden elde edilen fotograf. d. 8 gunlik

kiltirden elde edilen fotograf

4.6. Glikoz aminoglikan (GAG) miktarinin belirlenmesi sonucu
Kriyojeller Gzerinde kondrosit hiicreleri 4, 8, 12, 16 gun gibi farkh strelerde

kulthre edilmistir. Her bir farkli zaman dilimi igin deney ug¢ kez tekrarlanmistir.

Elde edilen sonuglar sekil 4.2.’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore;
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ekimden hemen sonra 2 gr kriyojelden yapilan 6lgimde 9.543 pg/ml Glikoz
amino glikan (GAG) miktan tespit edilirken, 4. gun ve 8. ginde GAG
miktarinin 2-3 pyg/ml arttigi gozlenmigtir. Fakat 12. ginde bu miktari azaldigi,
16 gunde ise daha da azalarak ilk ekim yapildigi ginku degerlerin de altina
distigu goralmustidr. Bu sonucun kondrosit hicrelerinin ¢ boyutlu kriyojele
yeterince tutunamadigindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ayrica
kriyojellerin icine konuldugu wellerin tabaninda kondrosit hucrelerinin
bulunmasi bazi hucrelerin  tutunamadigi  ve kriyojelden  dustugu
g6zlemlenmistir. Fakat 16. gun sonu itibari ile glikoz amino glikanlarin
ortamda bulunmasi hucrelerin canlihdinin devam ettigini ve az da olsa

metabolik aktivitelerinin varligini gostermektedir.
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Sekil 4.5.a. Ticari olarak satilan kondriotin sulfattan hazirlanan standart
grafigi. b. Farkli zaman dilimlerinde kriyojel Uzerinde kulture edilen
kondrosit hucrelerinden elde edilen Glikoz amino glikan (GAG)

miktarlarini gésteren grafik.



4.7. DNA miktarinin belirlenmesi sonucu

Kriyojeller Uzerine tutunan kondrosit hucreleri 4, 8, 12, 16 gun gibi farkl
surelerde kulture edilmigtir. Her bir farkli zaman dilimi i¢cin deney U¢ kez
tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglar sekil 4.3.” de verilmistir. Birinci ginden
itibaren yapilan Olgimlerde zamanla ortamdaki DNA miktarinin giderek
azaldig! tespit edilmistir. Elektron mikroskop c¢alismalarindan elde edilen
goruntulere gore kriyojel Uzerinde hucreler bulunmasina ragmen hatta ¢gok
sayida hdcre bulunmasina ragmen, DNA miktarinin zamana goére azalmasi
hdcrelerin bir kisminin kriyojel Gzerinden siyrilarak koptugunu veya DNA’ nin
pargalanarak hidrolize oldugunu gostermektedir. Ayrica DNA’ nin  kriyojele
baglanarak floresan boya ile reaksiyon vermemis olabilecegi
distinilmektedir. Olgiim  esnasinda parcalama isleminden sonra
santrifijleme yapilarak suUpernatantdan alinan sivi kisim floresan
spektrofotometrede dlgimde kullaniimigtir. Bu nedenle pargalanan hicrelerin
DNA® sinin 6nemli bir kisminin santrifijleme esnasinda c¢okelen kriyojel
ekstraktina bagl olarak kaldigi tahmin edilmektedir. Cokelen kismin floresan
spektrofotometrede oOlgimu  yanhs sonuglar ve hata verdigi igin
degerlendirmede  kullaniimamistir. ilave olarak elektron mikroskop
calismalarinda zamana go6re hucre sayisinda artis oldugu tespit
edilememigtir. Aksine zamana kargl hlcre sayisinda azalmalarin oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.6.a. Ticari olarak satilan balik sperm DNA’ sindan elde edilen
Standart grafik. b. Farkli strelerde kriyojel Uzerinde kulture edilmig
kondrosit hicrelerinden elde edilen DNA miktarindaki degisimi gosteren

grafik.

4.8. Polimer zincir reaksiyonu (PZR) kondrosit fenotipinin

belirlenmesinden elde edilen sonuglar

Yapilan galismada 6nemli karakterizasyonlardan biri de kondrosit fenotipi igin

karakteristik olan kollagen tip Il sentezinin belilenmesidir. Bu sayede

kondrositlerin fenotipik o6zelliklerin G¢ boyutlu kriyojel matriks Uzerinde
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muhafaza edip etmedigi anlasiimaktadir. Farkli surelerde kriyojel Gzerinde
kilture edilen kondrosit hicreleri alinarak oncelikle bunlardan m-RNA izole
edilmigtir. Bu m-RNA’ lardan kollagen tip Il, kollagen tip | ve 3 mikroglobilin
(house keeping gen) c-DNA sentezi gerceklestirilerek  fenotip
karakterizasyonu yapilmigtir. Son olarak c-DNA’ lar elektroforeze tabii
tutularak jeller analiz edilmistir. Calismadan elde edilen c-DNA jel fotograflar
Sekil 4.4.° te verilmigtir. Primer kondrositlerin 0lu buzagdi eklemlerinden alinip
kulture edildikten 7 gun sonraki karakterizasyonda Kollagen tip Il sentezinin
yiiksek oranda kollagen tip I’ in ise ¢ok disiik oranda oldugu gdzlenmistir. iki
boyutlu kiltirde uzun sire hicreler kultire edildiginde kondrosit hiicrelerinin
fenotipinde degigiklige ugradigi kollagen tip | sentezindeki artig dikkate
alinarak belirlenmigtir. Jel fotograf goruntulerine bakildiginda; 8. gune kadar
fenotipik 6zelliklerini korudugu, fakat kollagen tip Il ‘in yaninda az da olsa
kollagen tip | sentezinin de gergeklestigi gorulmastir (Sekil 4.4. 1,2 ve 3).
inkiibasyon siiresi artiginda diger verilerde oldugu gibi kollagen tip I
sentezinde azalma gorildigu tespit edilmistir. Ozellikle 12 ve 16 gin‘ e ait
orneklerde kollagen tip iki sentezinin minimum dizeyde oldugu gorulmektedir
(Sekil 4.4. 4, 5). Elde edilen sonuglara gore kriyojelllerin gbzenek ¢apinin
¢ok buyuk olmasina bagh olarak hucrelerin U¢ boyutlu matriks igerisine
istenildigi gibi yerlesememesi sonucunda zamana bagli olarak fenotipik
Ozelliklerini kaybettikleri tahmin edilmektedir. Bu sonu¢ diger karakterizasyon
metotlarindan elde edilen sonuglarla 6rtismekte olup, esas dnemli olan
noktanin ise Ozellikle 12 ve 16. gun inkubasyonlarda canli hicre sayisindaki

e

azalmaya bagli olarak fenotipik karakterlerinde degistigi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.7. PCR sonucu elde edilen c-DNA jel fotograflari. 1. birinci gline ait
fotograf. 2. dérdlncl glne ait fotograf, 3. sekizinci gline ait fotograf, 4.
onikinci gline ait fotograf, 5. onaltinci gline ait fotograf. DF; DNA
marker, K1; kollagen tip |, K2; Kollagen tip Il ve 3; Betamiyoglobin c-
DNA’sini ifade etmektedir.
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4.9. Kriyojel ekstraktinin toksisitesinin ve nekrotik etkisinin belirlenmesi

sonucu

Belli sure inkubatorde serum fizyolojik icerisinde bekletilen kriyojel daha
sonra pargalanmig, homojenize edilmigtir. UV ile 30 dk. sterilize edildikten
sonra 1 mg/ml kriyojel ekstraktindan 5-120 uL wellere ilave edilmis ve 72
saat inkibe edilmistir. WST toksisite testi ile kriyojel ekstraktini toksisite
degerleri tespit edilmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5 de verilmigtir.
Sonuglara gdére dusuk konsantrasyonlarda toksisitenin kontrol grubu ile
karsilasgtirildiginda bir fark olmadigi ve toksisitenin ¢ok dusik oldugu
gozlenmistir. 80-120 pL ekstrakt wellere ilave edildiginde ise toksisitenin biraz
arttigr ve en yuksek oranda %14 + 2 kondrosit hucrelerine toksik oldugu

tespit edilmistir.

Nekrotik etkinin degerlendiriimesinde de toksisite testinden elde edilen
sonuglara yakin sonuglar elde edilmistir. Nekrotik indeks cizelge 4.1.° de,
floresan mikroskop fotograflari ise Sekil 4.6.da verilmistir. Cizelgeye
bakildiginda dusuk konsantrasyonlarda nekrotik etki kontrol grubu ile hemen
hemen ayni elde edilmistir. Sadece 80-120 pL konsantrasyonda nekrotik
etkide biraz artma elde edilmigtir. En yuksek nekrotik etki %15 + 1 ile 120 pL

konsantrasyonda elde edilmigtir.
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Sekil 4.8. WST metodu ile elde edilmis toksisite sonuglari. Grafikte
konsantrasyona kargi 72 saat’ lik inkiubasyonda % canlilik oranlari

verilmistir.

Sekil 4.9. ikili boyama metodundan elde edilen Floresan mikroskop

fotograflari. a. Kondrosit hicrelerinin kontrol grubu. b. 120 yL
konsantrasyonda kriyojel ekstrakti uygulanmis Nekrotik ve nekrotik
olmayan kondrosit hicrelerin fotografi. Fotograflar 200X blyutmede
Leica DMI 6000 inverted mikroskopta c¢ekilmistir. Fotograflar FITC
filtrede gekilmistir.
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Gizelge 4.2. ikili boya ile elde edilen nekrotik indeks (%) oranlari.

Sonuglar standart hata (SD) degerleri ile birlikte verilmistir

ekstrakt miktari

(uL/mL) nekrotik indeks
0 111

5 111

10 3+1

20 5+1

40 711

80 11+£2

120 15+2



5. SONUCLAR VE TARTISMA

. Doku muhendisligi ¢alismalarinda kullanilan doku iskeleleri birbiriyle

baglantili, htcre blyumesine ortam hazirlayan ve gdzenekli yapiya sahip
olmalilar [95]. Genis gozenekli yapilar hicre ve doku nufuzu igin yararl,
mikro veya nano gozenekler ise difuzyona katki saglar, biyogozunurligun
yuksek hizda gergeklesmesi icin ortam olusturur [96]. Bizde yaptigimiz
calismada makro gdzeneklere sahip, birbiriyle baglantili kriyojeller Ureterek

calisma ortamimizi olusturduk.

Sunulan calismada baglatici olarak APS ve TEMED kullanilarak HEMA ve
MAH polimerize edildi. Serbest radikal polimerizasyonunun baglamasiyla
PHEMA kriyojel Uretildi. YUksek biyolojik uyusabilirlige sahip oldugundan
biyolojik uygulamalarda en sik kullanilan polimerlerdendir. Bu polimerlerin
mekanik olarak dayanikhiligi ve kanla uyusabilirlikleri oldukga yuksektir [15].

Uygun yastaki buzaginin hareketli eklemleri total olarak alinarak laboratuar
ortaminda kikirdak biyopsisi alindi. Cesitli iglemler uygulanarak hucreler
dokudan izole edildi ve hucre kultirinde gogaltildi.

Daha oOnceki calismalarda kriyojellerin kondrosit hucreleri igin uygunlugu
arastinilmamistir. Biz de yaptigimiz galismada PHEMA kriyojeller Uzerinde
primer kondrosit hlcreleri kiltire alinarak jellerin kikirdak doku muhendisligi
icin uygunlugunu arastirdik. Kondrosit kaltirt yapilan kriyojeller SEM, GAG,
hicre proliferasyonunu gostermeleri ve DNA 06lgumu, kollejen tip |l sentezi
gibi analizlerde kullanildi.

. SEM ile kondrositlerin tutunup tutunmadigi, genel morfolojileri incelendi.

Yiizeye tutunmus hiicreler gériintilendi. inkiibasyon siresi uzatildiginda

hlcre sayisinin yuzeyde azaldigi tespit edilmistir.

49



. GAG miktarinda inkubasyon suresi uzadikga GAG miktarinin dustugu

saptanmig, bununla birlikte kondrositlerin kriyojele yeterince tutunamadigi
tahmin edilmektedir.

. DNA miktarina bakildiginda inkubasyon suresi uzadikga DNA miktarinin

azaldigi gozlemlenmistir.

. Yaptigimiz galismada onemli karakterizasyonlardan bir digeri kondrosit

fenotipi igin karekteristik olan kollajen tip Il sentezinin belirlenmesidir.

Primer kondrositlerin 7 gun sonundaki karakterizasyonunda 3 mikroglobilin
(house keeping gen) ile kiyaslandiginda kollajen tip Il sentezinin yuksek,
kollajen tip * in ise ¢ok disik oldugu gdzlemlenmistir. inkiibasyon siiresi
arttirlldiginda kollejen tip 1l sentezinin azaldigi tespit edilmigtir.

. Kriyojel ekstraktinin toksisite ve nekrotik etkisine baktigimizda dusuk

konsantrasyonda kontrol grubundan farkli olmadigi ve toksisitenin gok dugsuk
oldugu goérulmus, yuksek konsantrasyonda ise toksisitenin ¢ok arttigi

gOzlenmisgtir.

Nekrotik etkide de toksisiteye yakin sonuglar elde edilmistir. Dusuk
konsantrasyonda nekrotik etki kontrol grubuyla yaklasik ayni iken ylksek

konsantrasyonda nekrotik etkinin arttigi tespit edilmigtir.

. Kriyojel gbzenek boyutu kondrositlerin tutunmasi igin uygun degildir bu

yuzden gbzenek boyutu kigultilerek htcrelerin tutunmasi ve kondrosit yUklU

kriyojele titregim vererek hucrelerin gogaltiimasi saglanabilir.
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