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OZET

ILAC AKTiF MADDE YUKLU HYALURONIK ASIT
NANOPARTIKULLERIN SENTEZIi VE EKLEM
DEJENERASYONLARINDA KULLANIMININ DEGERLENDIRILMESI

Seval BIRDANE
Yiiksek Lisans Tezi, Saghk Bilimleri Enstitiisii

Danmisman: Prof. Dr. Siyami KARAHAN

Kikirdak dokunun onarilma yetenegi viicutta bulunan diger dokulara goére daha
stnirhidir. Kikirdak doku kan damarlarindan yoksun avaskiiler bir yapiya sahip
oldugu i¢in kikirdak hiicreleri diisiik oksijen konsantrasyonlarinda dahi metabolik
aktivite gostermektedir. Son yillarda kikirdak doku miihendisligi ve nanoteknoloji
alaninda ¢alismalar hiz kazanmis nanoteknolojinin 6nemli ¢alisma alanlarindan olan
biyouyumlu nanopartikiillerden yararlanilarak kikirdak doku tedavisinde ciddi

calismalar yapilmstir.

Bu tez calismasinda; kondrosit hiicrelerine bir kortikosteroid tiirevi olan
deksametazon iceren hyaluronik asit nanopartikiilleri yiiklenerek salinimin, hiicre
canliiginin,  sitotoksisitesinin ~ ve  apoptoz-nekroz  oranmmn  belirlenmesi

amagclanmustir.

Ik olarak hyaluronik asit nanopartikiilleri sentezlenmis daha sonra ise ilag
(deksametazon) yiiklenmis ve salinim ¢aligsmalari gergeklestirilmistir. Deksametazon
yiklenmis  ve  yiiklenmemis  hyaluronik  asit  nanopartikiilleri  farkh
konsantrasyonlarda kondrosit hiicrelerine uygulanarak hiicrelerdeki  etkisi
incelenmistir. Bu amagla; ikili boyama yontemi ile apoptoz/nekroz testi,
genotoksisite i¢in mikroniikleus testi, sitotoksisite i¢in WST-1 ve Alamar mavisi
testi, GAG sentezi icin DMMB analizi, proliferasyon i¢in RTCA (Tam Zamanh

Hiicre Analizi) testi yapilmistir.



WST-1 sitotoksisite testinde hyaluronik asit nanopartikiillerinin kondrosit
hiicrelerine uygulamasi ile canlilik oranlari Img/mL derisiminde % 108,91 ve
0,0312mg/mL derisiminde % 126,88 bulunmustur. Deksametazon yiiklii hyaluronik
asit nanopartikiillerinin uygulamast ile ise Img/mL derisiminde % 93,42 ve
0,0312mg/mL derisiminde % 134,53 bulunmustur. Ayrica sonuglar Xcelligence
hiicre proliferasyon testi sonuglar1 ile uyumludur. Deksametazon yiiklenmis gerekse
yiiklenmemis hyaluronik asit nanopartikiiller GAG sentezinde kontrole gére énemli
bir degisiklik gostermemektedir. Deksametazon yiiklenmis hyaluronik asit
nanopartikiiller ikili boyama testinde doz azaldik¢a apoptotik ve nekrotik indeks

azalmaktadir.

Sonug olarak; elde edilen bulgular hyaluronik asit nanopartikiillerden kontrollii
salan deksametazon kondrositlere 0,5mg/mL ve daha diisiikk dozlarda olumsuz etki
gostermemektedir. Bu nedenle dejeneratif eklem tedavilerinde antiinflamatuvar
olarak kullanilan deksametazonun hyaluronik asit ile sinerjistik etki yapacagi

diisiiniilmektedir. flave in vivo ¢alismalarla bu sav desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik Asit, Deksametazon, Kikirdak, Kondrosit,

Nanopartikiil.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF ACTIVE DRUG LOADED HYALURONIC ACID
NANOPARTICLES AND EVALUATION OF THEIR USE IN JOINT
DEGENERATION

Seval BIRDANE

Master's Thesis, Institute of Health Science
Supervisor: Prof. Dr. Siyami KARAHAN

Cartilage has a limited capacity of repair compared to other tissues in the body.
Because cartilage is avascular tissue, chondrocytes exert their metabolic activities in
a low oxygenated environment. In recent years, studies in cartilage tissue engineering
and nanotechnology have been gained speed. Serious approaches in cartilage tissue
engineering have been conducted using biocompatible nanoparticles.

In this thesis, it was aimed to load dexamethasone, a corticosteroid derivative, on
hyaluronic acid nanoparticles and to evaluate chondrocyte viability, cytotoxic and

apoptotic-necrotic effects on chondrocytes upon release.

First, hyaluronic acid nanoparticles were synthetized and dexamethasone was
loaded on hyaluronic acid nanoparticles. The rate of dexamethasone release was
determined. Then, dexamethasone loaded hyaluronic acid nanoparticles at various
concentrations were applied to chondrocytes and their effects were evaluated. For
this purpose, the following tests were conducted: double staining method for
apoptosis-necrosis, micronucleus test for genotoxicity, WST-1 and Alamar Blue tests
for cytotoxicity, DMMB for GAG synthesis and Real time cell analysis for cell
proliferation

Cytotoxicity tests indicated that cell viabilities following hyaluronic acid
nanoparticle application were 108.91% and% 126.88% at doses of 1 mg/mL and

0.0312 mg/mL, respectively. Cell viabilities following application of dexamethasone

Xi
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loaded hyaluronic acid nanoparticles were 93.42% and % 134.53% at doses of 1
mg/mL and 0.0312mg/mL, respectively. The results were compatible with
Xcelligence cell proliferation test. Compared to control, neither dexamethasone
loaded nor hyaluronic acid nanoparticles without dexamethasone did not change
GAG synthesis. Apoptotic and necrotic index following application of
dexamethasone loaded hyaluronic acid nanoparticles declined in a dose dependent

manner.

As a result, dexamethasone released from hyaluronic acid nanoparticles did not
exert a serious negative effect on chondrocytes at a concentration of 0.5mg/mL or
below. Thus, it is thought that dexamethasone, which has been used as an anti-
inflammatory agent in degenerative joint diseases, may exert a synergistic effect with

hyaluronic acid. This notion should be supported by additional in vivo studies.

Keywords: Hyaluronic Acid, Dexamethasone, Cartilage, Chondrocyte, Nanoparticle.
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1. GIRIS

Viicutta iyilesmesi en zor olan dokulardan biri kikirdak dokusudur. Eklem
kikirdaginin  6zellikleri, yapisi, travma ve hastaliklar1 ile ilgili ve sinoviyal
eklemlerdeki kikirdak hasarlarinin tamir sorunu ile ilgili olarak ilk kez 1743 yilinda
William Hunter su sézleri sdylemistir; ’Hipokrat zamanindan giiniimiize kadar
cerrahlarin bilgilerini alacak olursak, su sonucu buluruz; iilsere olmus bir kikirdak,
ileride mutlaka ¢ok sorunlu bir hastalik olusturacaktir, hasar gérdiigli zaman higbir

zaman iyilesemez’.

flerleyen yillarda eklem kikirdag: kayiplarinda yapilan deneysel calismalarda,
kikirdak dokusunun tam olarak iyilesemedigi veya sinirli onarim gergeklesse bile
olusan yeni dokunun orijinal eklem kikirdagi ile ayn1 6zelligi tasimayan fibréz doku
ile iyilestigi ve kemik dokusundan farkli olarak kikirdak dokusunun kendi dokusunu
avaskiiler yapisindan dolay1 olusturamadig1 gézlemlenmistir. Bu nedenlerden dolay1

kikirdak dokunun biiyiimesi ve onarilmasi daha yavas olmaktadir (Hunter 1995).

William Hunter’dan giiniimiize kadar gecen yaklasik 274 yil boyunca, eklem
kikirdak tedavisine yonelik caligmalar tiim hiziyla devam etmektedir. Kikirdak
yaralanmalarinda geleneksel tedavi yaklasimlari olarak bilinen; otolog kondrosit
tranplantasyonu, doku greftleri, biyomalzemeler ve hasarli alana destek saglamak
amact ile cesitli implantasyonlarin yerlestirilmesi gliniimiizde hala kullanilan
yontemler arasindadir. implant malzemesinden kaynaklanan sorunlar ve tedavi icin
kullanilacak yeteri kadar hiicrelerin temin edilememesi gibi durumlar kikirdak doku
tedavisinde birgok soruna sebep olmakta ve hastaligin tedavisi icin yeterli olamayip
yeni teknolojilere ihtiyaci1 dahada arttirmaktadir. Bu gibi sorunlarin yaganmamasi

i¢in giiniimiizde arastirmacilar doku miithendisligi uygulamalarini ¢alismaktadirlar.

Doku miihendisliginin tarihsel gelisimine modern anlamda bakilacak olursa,
Lexer "doku mithendisligi" kavramini ilk ortaya koyan bilim insan1 olup 20. ylizyilin
baslarinda taze kadavradan aldigi allogreftleri eklem kikirdagi igin yeniden

kullanmistir (Lexer 1908). Doku miihendisligi calismalar1 ilk yillarda kemik,



kikirdak veya baska dokularin yapay malzemelerle onarilmasi iizerine olup
basarisizlikla sonucglanmis ancak ilerliyen yillarda malzeme teknolojisindeki
gelismeler ile birlikte tipta yeni metal veya metal olmayan seramik ve polimer gibi
sentetik malzemelerin gelistirilmis olmasi ile doku miihendisligi uygulamalarina hiz

verilmektedir

Kikirdak doku yaralanmalarinda; nanotip ve nanoteknoloji uygulamalarinin
kullanimi1  giderek artmakta olup, geleneksel tedavi yoOntemlerinin yerine
kullanilmaya baslanmistir. Kullanilan malzemelerin molekiiler diizeyde boyutlarinin
ayarlanabiliyor olmasi yani sira, atom diizeyinde incelenebilmeleri sayesinde yeni
malzemeler iretilebilir hale gelmistir. Hidrofobik veya hidrofilik 6zelligi, malzeme
boyutlarinda ayarlama yapilabilir olmasi, biyolojik etkilesim ve benzeri “Yiizey
Ozellikleri” tamamen nanometre boyutlarindaki en yiizeysel katmanlarin kimyasal
ozellikleri ve morfolojisine gore olmaktadir. Nanopartikiiller boyutlart 10-1000 nm
arasinda degisen kati partikiil ya da dispersiyon partikiil olarak tanimlanmaktadirlar.
Biyoaktif ajanlar (ilag, biyosinyal molekiil vb.) nanopartikiil matrise baglanabilir, en

kapsiile edilebilir ya da gomiilebilirler (Soppimath ve ark 2001).

Bu ozellikler géz oniine alindiginda nanopartikiillerin, biyolojik sivilarda ¢ok
daha yiiksek stabiliteye sahip olmalari, boyut ozellikleri acisindan etken maddeyi
yiikleme kapasitelerinin yiiksek olmasi, etken maddenin intraseliiler dagilimini
arttirmalart  (Kreuter 2001), polimerik yapiya sahip olmalart nedeni ile
nanopartikiillerin etkin maddenin hedeflen dokuya ulastirilmasi ve saliniminin
kontrollii yapilmasini temin etmeleri (Garcia ve ark. 2005,Tuncer 2014). Ayni
zamanda dokuya ulastirilan etkin maddenin istenilen bolgede salinimia imkan
saglayip  etkin  maddenin sistemik toksisitesini azaltmasini  saglamalari
nanoteknolojinin en 6nemli avantajlari arasinda yer almaktadir (Rao and Geckeler
2011).

Hyaluronik asit (HA); sahip oldugu fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikler nedeni
ile tek basina veya diger dogal polimerlerle birlikte doku miihendisligi

caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Hyaluronik asit, yumusak bag dokusunun



ekstraselliiler matriksinde ve insanda sinoviyal sivilarda bol miktarda bulunan,
dogrusal tek zincirli glikozaminoglikan polimeridir. Hyaluronik asitin lenfositlerin
migrasyonu, proliferasyonu ve kemotaksisini azaltmasi, grantilositlerin fagositozu ve
makrofaj motilitesi tizerine inhibe edici etkiye sahip olmasi gibi Ozellikleri vardir
(Bora ve ark. 1987). Ayn1 zamanda enflamasyonun biyolojik maddeleriyle olan
spesifik etkilesimleri nedeniyle enflamatuar aktivasyonda da inhibe edici olarak

gorev yapmaktadir (Longaker ve ark. 1989).

Kullanilan bir diger ajan ise kortikosteroid tiirevi olan deksametazondur.
Deksametazon; kikirdak doku iizerinde giiglendirici etkisinin yaninda kondrosit
hiicre farklilagmasi, in vitro proteoglikan sentezi (Stove ve ark. 2002) ve kikirdak
hasarlarinda glikozaminoglikan kaybini azaltici etkilere sahiptir (Lu ve ark. 2011).
Deksametazon kondrojenik hiicrelere farklilasmasini saglamak ve proteoglikanlari
sentezlemek i¢in progenitdr hiicre sayisini arttirmaktadir. Kortizon'a gore daha
kuvvetli olan Dekametazon, steroid hormonlarin glikokortikoid sinifinin sentetik bir
iyesi olup immiinosiipresan ve anti-enflamatuar etkiye sahip bir ilagtir (Simsek
2001, Sahoo ve ark. 2013). Deksametazon, giiglii bir glukokortikoid (kortizondan
yaklagik 30 kat daha gii¢liidiir) olup, enflamatuvar sitokinlerin (IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-1RA, TNF-a ve benzeri gibi) ekspresyonunu azaltmada ¢ok etkilidir.

Bu tezde hyaluronik asit ve deksametazon kombine edilerek kullanilmistir.
Deksametazonun hyaluronik asitten kontrollii olarak salinimi ve Kontrollii salinim
amaci ile hyaluronik asit nanopartikiillerin {retilip deksametazon saliniminin
gerceklestirilmesinin, dejeneratif eklem hastaliklarinda olumlu etki olusturacag:

diistiniilmektedir.



1.1. Kikirdak Doku

Kikirdak doku; viicutta destekleyici fonksiyon yapmak iizere Ozellesmis destek
bagdoku yapisindadir ve kemik doku ile yakin iliskidedir. Kikirdak doku genelde 1-6
mm genisliginde olup eklem kapsiilinii kaplar. Yumusak dokulara destek olmak,
yik tagimak, temas yilizeyi saglamak ile gorevlidir. Makroskobik olarak agik mavi
renkte iken ilerleyen yasla birlikte daha soluk ve mat renge doniisiir (Simsek

2001,Doral ve ark. 2007).

Kikirdak; fetal iskeletin biiyiik kismini olusturmak, uzun kemiklerin gelismesi ve
biiylimesi i¢in bir kalip gibi gorev yapmak ve endokondral kemiklesmede rol
oynamak gibi 6nemli gorevlere sahiptir. Fotal hayatin erken donemlerinde iskeletin
gecici olarak hemen hemen tamamini olustururken, ¢ok hizli biiylime 6zelliginin
olmasi ve belirgin bir sertliginin bulunmasi1 nedeni ile fetal iskeletin gelismesi i¢in de
uygun bir yapiya sahiptir. Ilerleyen dénemlerde memelilerin yetiskin bireyler olmasi
ile birlikte kemiklerin eklem yiizeylerinde, kulak kepgesinin bazi kisimlarinda ve tek
iskeletsel destek olarak solunum yollarinda goriilmeye devam etmektedir
(Pietrogrande ve ark.1991). Kikirdak doku sert ancak esnek bir yapiya sahiptir.
Biitiin bag dokular1 gibi kikirdak dokuda; temel madde, hiicre ve lifler olmak iizere
ti¢ bilesenden olusur. Kikirdakta bulunan temel madde; biiyiik oranda glikoproteinler

ve proteoglikanlar (kondroitin siilfat)’tan olusur.

1.1.1. Ekstraseliiller Matriks (ECM)

Kikirdak dokusunun matriksi diger bag dokusu cesitlerinde oldugu gibi fibrillerden
ve sekilsiz temel maddeden olusmaktadir [4]. Kollajenler eklem kikirdagi yas
agirhginin - %20-40°m1  (%95°i Tip 2 kollajen) glikoproteinler 9%15-20’sini,
proteoglikanlar ise kuru agirhgmin % 25-35’ini  (temel olarak agrekan)
olusturmaktadir (Birinci ve ark. 2008, Miller ve ark. 2012). Kollajen olmayan

proteinler ve proteoglikanlarin bazilar1 kollajenin olusturdugu yapiya baglanir ve su



bu yapiy1 doldurur. Kollajen olmayan proteinlerin bazilar1 yapinin organizasyonuna

yardim eder ve matriks makro molekiilleri ag yapiyi sabitler (Birinci ve ark. 2008).

1.1.1.1. Kollajenler

Eklem kikirdag: Tip II, VI, IX, X ve XI kollajenlerini igermektedir. Tip I, IX ve Tip
X kollajenler farkli konsantrasyonlarda hiicre dis1 agin ii¢ boyutlu agsi yapisini
meydana getirmekte ve ayn1 zamanda eklem kikirdagina gerilme ve esneklik 6zelligi
katmaktadirlar (Bora 1987, Browne ve Branch 2000, Miller ve ark. 2012). Tip Il
kollajen, kikirdak dokuda esneklik ve tensil giiciinii saglarken kollajenin yaklasik %
90-95’ini olusturmaktadir. Tip Il kollajen matriksin karakteristik bilesenidir. Agin
sekillenmesine ve stabilizasyonunun saglanmasina Tip XI kollajeni katkida
bulunmakta iken, Tip IV kollajeni ise kondrositlerin matrikse tutunmasini
saglamaktadir. Tip VI kollajen, kondrositleri gevreleyen matrisin bir pargasini
olusturur ve kondrositlerin matriks makromolekiiler ¢ergevesine yapigmasina
yardimct olur (Buckwalter ve Mankin 1997). Tip X kollajen ise sadece kalsifiye

kikirdak bolgesinin yakininda bulunur ve mineralizasyona katkida bulunur.

1.11.1.1. Sekilsiz Temel Madde

Glikozaminoglikanlar (GAG); sekilsiz temel maddenin ana bilesenidir. Bulundugu
yere ve yasa gore GAG miktart degisiklik gostermektedir. Hyaluronik asit,
kondroitin siilfat, keratan siilfat ve dermatan siilfat en yaygin glikozaminoglikan
cesitleridir. Kikirdak matriksi kondroitin siilfat igerdiginden dokunun mekanik
zorlanmalara kars1 koymasina olanak saglamaktadir (Legnani ve ark. 2010). Keratan
stlfatin kikirdak dokuda miktar1 yasa bagli olarak degisirken, hyaluronik asit
kikirdakta ¢ok az bulunmaktadir.

Glikozaminoglikanlar proteoglikanlar1 olusturmak icin ana proteine baglanmis

komplekslerdir. Kollajen liflerin arasinda bulunan proteoglikanlar, karmasik yapili



makromolekiillerdir. Hyaluronik asit monoflamanina tasiyict proteinle baglanan,
cekirdek protein ve bu ¢ekirdek proteine baglanan keratin ve kondroitin siilfat gibi

glikozaminoglikanlardan olusmaktadir (Legnani ve ark. 2010).

Proteoglikanlar, kikirdagin sertligini saglar ve ayni zamanda Kikirdaktaki sivi
akisina kars1 direng gosterirler. Bu nedenle hidrolik permeabilite (kikirdak esnekligi),
dokunun su ve proteoglikan igeriklerine bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Proteoglikanlar hiicreler tarafindan salgilanir ve agregan denilen biiyiik kiimeler
olusturma yetenegindedirler. Agregan molekiilleri ekstraseliller —matriksin
proteoglikan kiitlesinin % 90’nin1 olusturmaktadir. Hyaluronik asit ile birlikte
agreganlar kiiciilk non-kollajen proteinlere baglanarak proteoglikan kiimelerini
olusturmaktadirlar. Agregan molekiillerinin yapisi sayesinde proteoglikanlar matriks
igerisinde tutunabilmekte ve bdylelikle dokunun deformasyonu sirasinda yer
degistirmelerini Onlemeye yaramaktadir. Ayrica kollajen cati ile proteoglikanlar
arasindaki baglantiy1 da stabilize etmektedirler (Buckwalter 1983, Buckwalter ve
Mankin 1997, Buckwalter ve Mankin 1998, Emre ve ark. 2012).

Eklem kikirdaginda c¢ok ¢esitli miktarda kollajen olmayan protein ve
glikoproteinler bulunmaktadir. Bunlar monosakkarit ve oligosakkaritlerin tutundugu
proteinlerden olusur ve agregan olusturmayan proteoglikanlar1 igermektedirler.
Yapisal ve diizenleyici proteinlerdir ayn1i zamanda kondrosit ve matriks
etkilesimlerini saglamaktadir. Kikirdak yenilenmelerinin klinikteki tespitinde

isaretleyici gorevi listlenmektedirler (Arikanoglu 2013).



1.1.1.2. Kikirdak Hiicreleri

Kikirdak dokuda 3 tip hiicre bulunmaktadir; kondrojenik hiicreler, kondroblastlar,

kondrositler.

1.11.2.1. Kondrojenik Hiicreler

Dar, ig sekilli olup mezensimal hiicrelerden koken almaktadir. Elektron mikroskobik
incelemelerde, az gelismis Golgi aygiti, az sayida mitokondri ve graniilli
endoplazmik retikulum (GER) ile bol serbest ribozom igerirler. Protein sentezi i¢in
gerekli organellere sahip bazofilik hiicrelerdir. Bu hiicreler hem kondroblast hem de

osteoprojenitor hiicrelere farklilagabilmektedirler (Kiligoglu 2002).

1.1.1.2.2. Kondroblastlar

Perikondriyumdaki kondrojenik hiicrelerden ve kondrifikasyon merkezindeki
mezensimal hiicrelerden koken alabilirler. Kondroblastlar, elipsoid veya yass1 sekilli
olup protein sentezi i¢in gerekli organellere sahip hiicrelerdir. Bu nedenle bazofilik
olarak boyanmaktadirlar. Lipid ve glikojen yoniinden zengindirler. Iyi gelismis
graniiler endoplazmik retikulum ve Golgi, bol mitokondri ve ¢ok sayida salgi
vezikiilleri igerirler. Kendi tirettikleri matriks ile ¢evrili halde olup, mitoz bélinme
ile cogalmaktadirlar. Aktiviteleri azaldiktan sonra gen¢ veya olgun kondrosit adini
almaktadirlar (Gartner ve Hiatt 2006, Kierszenbaum ve Tres 2015). Kondroblastlar
yogun protein sentezi gergeklestiren hiicrelerdir ve buyiizden bol miktarda salgi

vezikiilleri icermektedirler.



1.1.1.3.3. Kondrositler

Kikirdak dokusunun yapisal hiicreleri olan kondrositler bir matriksle ¢evrili lakiin
igine yerlesik bulunmaktadir. Endokondral kemiklesmede onemli bir rol oynadiklari
diistiniilmektedir (Hunziker 1994). Belirgin bir sitoplazmaya sahip, asidofil boyanan
kondrositler koyu renkli biiyiik ¢ekirdek ve belirgin ¢ekirdekcige sahiptirler. Agik
renkli sitoplazmaya sahip gen¢ kondrositlerde, gelismis graniiler endoplazmik
retikulum ve Golgi kompleksine sahip ¢ok sayida mitokondriyon ve glikojen
gozlenirken, daha yasl olanlar1 azalmis organel icerir ve bol miktarda serbest

ribozoma sahiptirler (Gartner ve Hiatt 2006, Montaseri ve ark. 2011).

1.2.  Eklem Kikirdag:

Eklem kikirdag: histolojik olarak matriksteki morfolojik degisikliklere ve kikirdak
hiicrelerinin matriksteki dagilimina bagl olarak 4 tabakadan olusur. Bunlar yiizeysel

tabaka, gecis tabakasi, derin tabaka ve kalsifiye kikirdak tabakadir.

Yiizeysel Tabaka: Eklem kikirdak kalinliginin %10-20’sini olusturur (Flik ve
ark. 2007). Kikirdagin yiizeyinde bulunan en ince tabakasidir. Ince kollajen lifleri
icerir. Kollajen fibrilleri yiizeye yakin yerlesmistir, derin tabakalara gore gerilim ve
tensil gii¢ daha fazladir. Proteoglikan igerigi en az, su, fibronektin ve proteoglikan
agreganlart icerigi en fazla olan kikirdak tabakasidir (Buckwalter ve Mankin 1998,
Flik ve ark. 2007).

Tanjansiyel (gecis) Tabaka: Eklem kikirdak kalnliginin  %40-60’1n1
olusturmaktadir (Flik ve ark. 2007). Yiizeysel bolge ile derin bolge arasinda gecis
bolgesi olan bu tabakada hiicreler daginik ve yuvarlak yerlesmislerdir. Kondrositler
daha biiyiik ve yiizeysel tabakaya gore biraz daha yuvarlak goriintimdedirler (Flik ve
ark. 2007, Standring 2015). Bu tabakada kondrositler tek baslarina bulunabilecekleri
gibi lakiin igerisinde izogen hiicre gruplar halindede bulunabilirler (Standring 2015).



Radial (derin) Tabaka: Bu tabaka eklem kikirdak kalmliginin yaklasik
%30’unu olusturur. Proteoglikan igerigi diger tabakalara gore en yiiksek, su icerigi
en diisiik olan kikirdak tabakasidir. Hiicreler kiiresel, diizensiz ve kolonlar halinde

eklem yiizeyine dik olarak dizilmektedirler (Flik ve ark. 2007).

Kalsifiye Kartilaj Tabaka: Endokondral kemiklesme sonucu olusan subkondral
kemigin hemen iizerinde bulunan bu tabaka, kalsifiye olmamis diger kartilaj

bolgeleri ve subkondral kemik arasinda mekanik tampon gorevi yapmaktadir.

Yiizeyden derinlere dogru ilerledikge; kondrosit yogunlugu ve su orani
azalirken, Kollajen liflerinin kalinligi ve hacmi artmaktadir. En yiizeysel tabakada
lifler yiizeye paralel halde yerlesirken, derin tabakalarda ise yiizey bolgeye dik
dizilim gostermektedir (Doral ve ark. 2007).

Kikirdak dokunun matriksinde bulunan elastik ve kollagen lifler kikirdagin
esneklik ve gerilme kuvvetini arttirmakta, kikirdak dokusunun viicudun farkli
bolgelerinde bulunan mekanik ihtiyaglara uyumunu saglamakta ve eklem
yiizeylerinde darbe emiciligi ve kayganligin1 saglayarak kemik hareketlerini

kolaylastirmaktadir.

1.3. Kikirdak Dokusu Cesitleri

Elastik liflerin doku igerisinde cinsi, fazlaligi veya azligi ile temel maddenin
kimyasal 06zelligi kikirdak dokunun siniflandirilmasinda 6nemli etkendir. Genel
olarak 3 tip kikirdak goriiliir (Bingdl ve ark. 2011). Bunlar; hyalin kikirdak, elastik
kikirdak, fibroz kikirdak.



1.3.1. Hyalin Kikirdak

Hyalin kikirdak; viicutta bulunan kikirdak ¢esitlerinden en yaygin olanidir ve ismini
yunanca cam anlamina gelen ‘’hyalos’” kelimesinden almaktadir. Taze iken, hyalin
kikirdak seffaf, mavimsi-beyaz yiginlar halindedir (Freemont ve Hoyland 2006).
Matriksi; homojen ve amorf bir yapiya sahip olan hyalin kikirdak sert ve basinca
kars1 dayanikli bir yap1 gostermektedir (Yamaguchi ve ark. 1990). Hyalin kikirdak
matriks yapisi; proteoglikan, tip II kollajen, ekstraseliiler sivi ve glikoprotein
icermektedir. Kikirdagin kuru agirhiginin % 40’1 kollajenden olusmakta ve kollajen
fibrilleri perikondriyumdan doku icine yayili halde olup 151k mikroskopu ile
secilememektedir. Yenilenmesi ve onarilmasi sinirli olan hyalin kikirdak sinoviyal
eklemlere kayganlik kazandirarak siirtinme yiizeyini azaltmakta ve kemige
uygulanan kuvvet ve basincin dagilmasini saglamaktadir. Eklemlerde (kemiklerin
eklem yiizeylerinde), kaburga uglarinda, burun, larinks, brons ve trakede bulunur.
Kopek baliklarinin iskeletleri, tiim yasamlar1 boyunca hyalin kikirdak yapisinda
kalmaktadir (Han 2009, Bingdl ve ark. 2011, Ataman 2014).

Sekil 1. 1. Hyalin kikirdagin kesit fotografi, Masson Trikrom Boyama.
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Kikirdak dokusu kan damarlarindan yoksun biryapiya sahiptir, sinir hiicreleri ile
kan ve lenf kapilerlerini icermemektedir (O'Driscoll ve ark. 1997). Perikondrium adi
verilen bir membran ile gevrilidir. Vaskiiler bir tabaka olan perikondrium avaskiiler
kikirdagin ~ beslenmesini  saglamaktadir. Kikirdak hiicrelerinin  beslenmesi
perikondriumda bulunan kan damarlarmin tasidigi besinler ile gerceklesmektedir.
Perikondrium fibréz (dis) ve hiicresel (i¢) katman olmak tizere 2 kisimdan olusur.
Dis katman; kikirdagin beslenmesinde sorumlu ve damarlanma agisindan zengin bir
yapiya sahiptir. Tip | kollajen lifler, fibroblastlar ve kan damarlar1 igerir ve yara
kenarlarini onarir. I¢ katman ise; kondrojenik hiicreler igerir ve bu hiicreler
kondroblastlara doniismektedirler. I¢ katman kikirdak dokunun yenilenmesinde rol
almaktadir. Gen¢ kikirdakta perikondriumun biiyiik bir kismini hiicresel bolim
olusturur. Kikirdagin iist ylizeyinde farklilasan kondroblastik hiicreler kikirdaga yeni
kondrositlerin eklenmesini saglar (Bing6él ve ark. 2011). Perikondriumun
rejenerasyon kapasitesi kiigiik kikirdak defektlerini (milimetrik) kendi basina
onarirken, biiyilik kikirdak defektlerinin onariminda yetersizdir. (Ulutas ve ark. 2005,
Sari ve ark. 2006).

Kikirdagin perikondriuma sahip olmadigi alanlarda (kemigin eklem yiizeyi)
kikirdak hiicreleri eklem ylizeyini yikayan sinoviyal sividan diflizyonla
gerceklesmektedir (Kendall 1947, O'Driscoll ve ark. 1997, Demir 2013). Yeni
kikirdak tretimi aktif olarak olmadiginda veya biiylimenin ¢ok yavas oldugu
kikirdakta bu tabakalanmalar belirgin degildir.

Proteoglikanlarin hiicre etrafinda konsantrasyonlari genellikle daha fazladir.
Kikirdak hiicrelerini ¢evreleyen sekilsiz temel maddeye territoryal matriks denir.
Bu bolgede yogun olarak kondroitin siilfattan zengin proteoglikanlar, mavi renkli
goriiniir ve az miktarda tip II kollajen fibriller igerir. interterritoryal matriks;
hiicreler aras1 alanlardir ve territoryal matriksden farkli olarak bu bolgede daha fazla
tip Il kollajen, daha az proteoglikan bulundurur. Sekilsiz temel maddenin kirtlma
indeksinin ve Tip 1l kollajenin kromofobik 6zelliginin benzer olmasindan dolay1 bu

bolge territoryal matriksten daha acik bazofilik olarak boyanir. Bu boyanma farklari,
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bolgelerdeki kollajen ve proteoglikan miktarindaki farkliliklarindan ileri gelmektedir
(Bingol ve ark. 2011).

1.3.1.1. Hyalin Kikirdagin Histolojisi ve Biiyiimesi

Gelisen embriyoda kikirdak, mezoderm tabakasindan koken alir. Kikirdak
olusumunun bagladigi bolgede hiicre uzantilarina sahip mezensimal hiicre
yogunlasmasi olur ve bu mezensimal hiicreler uzantilarin1 kaybederek yuvarlaklasir
ve yogun hiicre kiimeleri olustururlar. Kikirdak olusumunun basladigi bu bolgeye
kondrojenik merkez adi verilir. Bu bolgedeki mezensimal hiicrelerden farklilagan
ilk kikirdak hiicrelerine kondroblast ad: verilir (Akay 2006, Bing6l, Deprem ve ark.
2011).

Kondroblast hiicreleri gelisip farklilasir ve matriksi sentezler. Hiicreler arasi
matriks veya ara madde arttikga her biri kendi salgi iiriinleri ile sarili lakiin adi
verilen bosluklardan birbirinden uzaklagsmaya baslarlar. Daha sonra olgun
kondrositleri olustururlar ve kondrositler matriks materyalinin devamliligini saglarlar
(Akay 20006, Bingol ve ark. 2011). Kikirdakta siirekli biiyiime iki farkli sekilde
gerceklesmektedir.

Apozisyonel Biiyiime: Perikondriumdaki hiicrelerin farklilagmasi ile kikirdak
yiizeyden eklentilerle biiylimiis olur. Yeni hiicrelerin daha dnce var olan kikirdak

tizerine eklenmesiyle olusan bu tip biiyiimeye distan biiyiime adi verilir (Bing6l ve

ark. 2011).

Interstisyel Biiyiime: Boliinme yetenegini devam ettiren kondrositler, lakiin
i¢inde 2-4 veya daha fazla hiicre grubu olustururlar. Izojen grup olarak tanimlanan bu
gruplar bir tek ana hiicrenin 1-2 veya daha fazla boliinmesi ile olusmustur. izojen
gruplar matriks trettikge lakiinlar de birbirlerinden uzaklasir, kikirdak igerden
biiyiimeye baslar. Bu biiylime igsel (interstisyel) tipte biiylimedir (Streeter 1949).
Eklem kikirdaginda, perikondrium bulunmadigi i¢in distan biiyiime ile hiicre ilave

edilememektedir. Eklem yiizeyindeki zamanla deforme olan matriks ve hiicreler,
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kikirdagin i¢ kisimlarindan ilave edilmektedir. Viicudun diger bolgelerinde bulunan
kikirdak dokularda ise, zamanla matriksi sert bir yap1 alir ve interstisyel biiylime
azalir. Kikirdak dokuda sadece apozisyonel biiyiime bir bant halinde gézlenmektedir.
Distan biiyiimede, perikondriumda bulunan kondroblast hiicreleri ¢ogalarak dis
yiizeylerini bir matriks ile sardiktan sonra, kondrosit hiicre haline doniiserek mevcut
kikirdaga eklenmektedirler (Emin 2003). igten biiyiime sadece hyalin kikirdagin
olusumu sirasinda, perikondriumu olmayan eklem kikirdagi ve epifizyal plaklarda
(kemik boyuna biiyiimesi), uzun kemiklerin endokondral kemiklesmesi ve
uzunlamasina biiylimesi i¢in ve kikirdagin doku kiimesinin genislemesinde dnemli
rol oynamaktadir. Bunlar disgindaki viicut boélgelerinde biliylime ¢ogunlukla
apozisyonaldir, kontrollii bir siire¢ olup kikirdagin yasami boyunca devam eder
(Carneiro ve Long 1986, Kiligoglu 2002). Kikirdak biiyiimesini ayni zamanda
hormonlarda etkilemektedir. Bunlardan; tiroksin, testostoron gibi bazi hormonlar
biiyiimeyi arttirirken estradiol, cortisone ve hydrocortisone ile biiytime inhibe edilir
(GARTNER ve HIATT 2006)

1.3.1.2. Hyalin Kikirdagin Otokrin Biiyiime Faktorleri

Dokulara 6zgii, polipeptid yapili proteinler olarak adlandirilan biiyiime faktorleri,
hiicrelerin biiylimelerini ve farklilasmalarini ¢esitli yollarla etkilemektedir. Biiylime
faktorleri in vivo ve in vitro da doku gelisimi ve rejenerasyonunu uyaran, hiicre
farklilasmas1 ve protein sentezinde rol alan hedef hiicrelerin yiizeylerindeki
reseptorlere baglanarak etki eden biyoaktif molekiillerdir (Nielsen ve ark. 1994, Lee
2000, Anusaksathien ve Giannobile 2002).

Kemik morfojenik faktorii (BMP), fibroblast biiytime faktorii (FGF), platelet
kokenli biiytime faktorii (PDGF), doniistiiriicti bliylime faktorii-beta (TGF-p), insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF), makrofaj kaynakli biliylime faktorii, epidermal
bliylime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii gibi sinyal molekiilleri
icerir (Kingsley 1994, Nielsen ve ark. 1994, Ganan ve ark. 1996).
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TGF-p ; TGF-B ailesi, gelisimi ¢ok yonlii kontrol etmektedir. Kollajen,
fibronektin ve proteoglikan olusumunu arttirir, bag dokusunda hasara yol agan
proteolitik enzimleri inhibe ederler. Hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi ve farklilagsmasini
saglarlar. Doku onarimi, hiicredis1 matriks liretimi, anjiyogenez, immiin diizenleme,
apoptosis gibi hiicresel siire¢lerde gorev almaktadirlar.

TGF-p ailesi mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik ve osteojenik farklilagmasini
yonlendirir, osteoblastlarin sayist ve aktivitesini arttirarak intramembrandz

kemiklesmeyi arttirmaktadirlar (Cassiede ve ark. 1996, Pagnotto ve ark. 2007).

BMP; Bmp’ler osteojenik aktivitesi olan proteinlerdir. BMP-2,3 ve 4 eklem
kikirdaginda proteoglikan sentezini uyarirken BMP-1 kikirdak aginda kollajenler
tizerinde proteolitik etki gosterir (Rosier ve O'Keefe 1998). Kikirdak ve kemik
hiicrelerine farklilagsabilen mezansimal kok hiicrelerin, ektopik kemik uyarimini

arttirdigi bilinmektedir (Haleem ve Chu 2010).

FGF; 22 iiyeden olusmaktadir. Fibroblast ve kikirdak igin mitojeniktir.
Kondrojenik farklilasmay1 ve hiicre ¢ogalmasimi FGF-2 uyarmaktadir (Cuevas,
Burgos et al. 1988). Kirik iyilesmesinde etkinlik gosterir ve kikirdak olusumu
asamasinda kallusu genisletir. FGF’ lerin eklem igine verilmesi kikirdak defektlerine

mezengimal kok hiicrelerin gociinii ve kikirdak onarimini uyarilmasini saglar (Rosier

ve O'Keefe 1998).

PDGF; Platetlerin o-salgi graniillerinden salgilanir. Mezenkimal kok hiicre

farklilasmasi ve hiicredist matriks tiretimi i¢in anahtar bir up-regiilatordiir (Haleem

ve Chu 2010).

IGF; Biiylime hormonuna cevap olarak salinan insiilin benzeri biiyiime
faktoriiniin, kortikal kemik olusumunu ve kemik matriksi sentezini tetiklemektedir.
Kallus olusumuna katkida bulunan insiilin biiyiime faktoriiniin, osteoblast ve
kikirdak hiicreleri ile birlikte matriks sentezini arttirdigini Trippel yaptigi ¢alismada
gostermistir (Trippel 1998).
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Biiviime faktirii/sitokin Etkisi

TGF-p1, IGF-1, PDGF Progenitér hiicrelerin kondrojenik farkhilasmasi
TGF-p1, IGF-1, FGF, EGF Kondrosit proliferasyonu

TGF-p1, BMP-2, 4, 6, 7, IGF-1 Matris sentezi

TGF-pl, IGF-1,11-4, 6 Matris metalloproteinaz (MMP) inhibisyonu
TGF-p1, FGF Inflamatuar hiicrelerin hareketi

TGF-p1, BMP-2, FGF, PDGF, VEGF Osifikasyon (kemiklesme)

FGF, PDGEF, IL-1B, 17, 18, TNF-a MMP aktivasyonu

BMP-2, FGF, PDGF, EGF, IL-1p, 18, TNF-u Matris degradasyonu

Sekil 1. 2. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin kikirdak doku tizerindeki diizenleyici

etkisi (Holland ve Mikos 2003).

1.3.2. Elastik Kikirdak

Elastik kikirdak sar1 renkte olup hyalin kikirdakla benzer yapidadir fakat matriks ve
perikondriumu elastik lif igermektedir. Viicutta epiglottis, ostaki borusu, dis kulak
yolu ve dis kulak gibi esneklik gerektiren bolgelerde bulunur. Esnek ve biikiilebilir
yapida olan bu kikirdagin matriksinde tip II kollajen lifler ve bu liflerin arasinda
dallanan elastik lifler bulunur. Bu elastik fibrillerden dolay1 hyalin kikirdaktan daha
esnek yapidadir. Elastik kikirdagin matriksi yaslanmayla kalsifiye olan hyalin
kikirdaktan farkli olarak Kalsifiye olmaz (Bora ve ark.2000, Balta 2013, Ozkan
2015).
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Sekil 1. 3. Elastik kikirdagin kesit fotografi.

1.3.3. Fibroz Kikirdak

Fibroz kikirdak viicutta en az rastlanan kikirdak g¢esididir. Matriksi Tip I kollajen
lifleri igerir, dermatan siilfat ve kondroidin siilfatga zengindir. Viicudun agirlik
tastyan ve zorlanmalara maruz kaldig1 boélgelerinde yogun bir ag seklinde oriilmiis
halde bulunur. Intervertebral diskte, bazi artikiilar disklerde, pubisde ve tendonlarin
kemik uglarinda bulunur. Gegis formu olarak adlandirilan fibr6z kikirdak’ta bulunan
kondrositler genellikle fibroblastlardan koken alirlar (Balta 2013, Liu ve ark. 2013).

1.4. Kikirdak Hasanr

Kikirdak dokusunun avaskiiler yapisi, rejenerasyon kapasitesinin sinirli olmasi ve
indiferansiyel hiicre yetersizligi sebebiyle, kikirdak hasarlarinin kendiliginden
iyilesmesi zordur. Olusan hasarlar patolojinin siiresine bagli olarak diizelebilir ya da
geri doniilmez bir noktaya gelebilir (Jurvelin ve ark.1989). Eklem kikirdaginin yapisi
ve fonksiyonu, degisik derecelerdeki travmatik lezyonlarla, osteokondral defektlerle,
dizilim bozukluklari, meniskiis hasarlari, metabolik, genetik, vaskiiler ve mekanik

nedenlerle bozulabilir (Ulrich-Vinther ve ark. 2003). Travmatik yaralanmalari eklem
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kikirdagini yikima ugratan en onemli faktordiir. Travmanin siddeti ve derinligine

gore kikirdagin bu travmalara olan yanit1 degismektedir (Alford ve Cole 2005).

Travmanin siddeti disik oldugunda disaridan herhangi bir degisiklik
olusturmadan matriks ve hiicreleri yikima ugratarak dejenerasyona dogru bir siireg
baslatabilir. Boyle yiizeysel bir travmada; iyilesme kapasiteleri diisiik olan kikirdagin
iyilesmesi dahada smirlanir, kondrositler yaralanabilir, kollajen dizilimi bozulur ve

matriksin su igerigi artarken proteoglikan icerigi azalir (Alford ve Cole 2005).

flk yaralanmanin yol a¢ti§1 doku hasar1 orta diizeyde olsa bile, kondrositlerin
salgiladigr yikic1 enzimler ve sitokinler, matriksteki yikimin devamina yol
acabilmektedir (Ulrich-Vinther, Maloney et al. 2003). Yikim siirdiikge, olusan
vertikal yarik ve fissiirler derinlesir ve doku diizensiz ve fibrile bir goriiniim alir.
Yiizeysel yaralanmada, kanama ve enflamatuvar bir yanit olusmamasi, fibrin pihti
gelismemesi  ve indiferansiye hiicrelerin travma alanina go¢ etmemesi bu

yaralanmalarin iyilesme potansiyelinin olmamasini agiklar (Mankin ve ark.2000).

1.5. Kikirdak Hasarmin Siniflandirilmasi

Kikirdak doku hasarlari; kismi kalinlikta kikirdak hasar1 ve tam kalinlikta kikirdak

hasar1 olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir.

1.5.1. Kismi Kalinhktaki Kikirdak Hasarlar1

Kismi kalinliktaki kikirdak yaralanmalarinda olusan onarim dokusu, hyalin benzeri
bir yap1 igermesine ragmen onemli oranda fibréz doku da igerir. Kismi kalinlikta
kikirdak hasarinda subkondral kemik, hasar ve kemik iligi hiicreleri arasinda bariyer
gorevi goriir bu ylizden rejenerasyon siirecinde etkili olan kondrojenik hiicreler ve
mediatdrler yaralanma bdlgesine ulasamaz ve boylece onarim dokusu, ¢evre saglam

kikirdak doku ile baglanti gdsteremez. Bu nedenle dokunun normal yapisi ve
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mekanik ozellikleri kazanilamaz (Ulrich-Vinther ve ark. 2003, Beris ve ark. 2005,
Kim ve ark. 2011).

1.5.2. Tam Kalinhktaki Kikirdak Hasarlar1

Tam kat kiriklarda ve yaralanmalarda bolgenin subkondral kemikle direk temasa
gegmesi sayesinde kanlanmasi ve kan ile birlikte mezensimal hiicrelerin ve
rejenerasyon siirecine katkida bulunan sitokinler, mediatorler travma bolgesine gelir
ve fibrin piht1 olusmaya baslar. Daha sonra subkondral kemikte inflamasyon baslar
ve graniilasyon dokusu olusur. Bu rejenerasyon siireci defektli alan1 dolduran fibroz
kikirdak icerikli yeni kikirdak dokusu olusumu ile sonlanir. Subkondral kemik
yiilksek oranda osteoblastik ve osteoklastik aktivitesi ile kikirdak iyilesmesinin
remodelizasyon fazinda da etkili olur. Kondrositlerin fibroblastlara metaplazisi ve
kikirdaga 6zgii proteinlerin {iretimi yaralanmadan yaklasik iki hafta sonra baslar
(Buckwalter ve Manki 1997). Bolgeye go¢ eden mezenkimal kok hiicreler iki hafta
igerisinde, kondrosit hiicre seklini alarak proteoglikan ve tip Il kollajen igeren
matriksi olusturmaya baslarlar. Dokuda kikirdak benzeri hiicre ile birlikte,
proteoglikan tip Il kollajen ve az miktar da tip | kollajen alti-sekiz hafta sonunda
matrikste bulunmaktadir. Subkondral defekt alan1 esas olarak kemik, fibroz doku ve
hyalin kikirdak igeren bir doku ile onarilmasi ise alt1 ay sonunda ger¢eklesmektedir
(Mankin ve ark. 2000).

1.6. Kikirdak Dokusunda Karsilasilan Rahatsizliklar

Eklem iltihab1 (arterit), kalitsal anormallikler, eklem yipranmasi, travma, eklem
yaslanmas1  (artroz), hiicre disi matriksin mineralizasyonu, kire¢clenme
(kalsifikasyon), kemiklesme (ossifikasyon), iyi ve kot huylu tiimérler, lifsel
bozulma, kikirdak dokusunda karsilasilabilecek belli basli rahatsizliklar arasinda yer
almaktadir. Ayrica gesitli yaralanmalar ve kazalar 6zellikle eklem kikirdaginda ve

kikirdak dokusunda biiyiik hasarlara yol agmaktadir (Angel, Razzano et al. 2003).

18



1.7. Kikirdak Doku Hasar1 Onariminin Zorluklari ve Coziim Yollar1

Insan viicudunda kikirdak hiicreleri ¢cok az miktarda bulunmaktadir ve bu durum
kikirdak iyilesmelerinin en biiyiik sorunlari arasindadir. Kollajenaz tarafindan hiicre
matriksine zarar vererek pargalanmalar1 gerektiginden izole edilebilmeleri oldukca
zordur ve bu durumlar kikirdak doku hasari onariminda karsimiza bir engel olarak
cikmaktadir (Huckle ve ark. 2003, Asawa ve ark. 2008). Kikirdak dokuda iki-boyutlu
olarak Kkiltiir islemi yiritildiginde hiicrelerin geriye dogru farklilasarak
(dediferansiye) morfolojik 6zeliklerini kaybettigi gercegi diger cesaret kirict yonidiir
(Furukawa ve ark. 2003).

Avaskiiler yapiya sahip olan kikirdak dokusu kan, lenf kapillerleri ve sinir
hiicrelerini igermemektedir. Beslenmesi; eklem kavitelerinin sinoviyal sivisindan
difizyonla ve komsu bag dokusundaki (perikondrium) kapillerlerden
gerceklesmektedir. Biitliin kan damarindan yoksun dokularda oldugu gibi, kikirdak
hiicreleri de diisiik metabolik aktivite gostermekte ve diisiik oksijen
konsantrasyonlarin da solunum yapmak zorunda kalmaktadirlar. Bu nedenlerden
otiri kikirdak dokusunun rejenerasyon ve tamir mekanizmasi ¢ok diisiiktiir
(Wakitani ve ark. 1998).

1.7.1. Kikirdak Hasarimin Diizeltilmesine Yonelik Doku Miihendisligi
Uygulamalar

Biiylime faktorleri, canli hiicreler ve biyolojik araci molekiillerin sentetik veya
biyolojik matrisler icinde birlikte bulundugu yapilarin, hastalara nakledilmesi ile
hastalik ya da travma sonucu kaybedilen veya hasar goérmiis dokulart yeniden

olusturabilmek doku miihendisliginin hedefleri arasindadir (Lynch ve ark. 1999).
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Sekil 1. 4. Kikirdak dokusu mithendisligi (Korkusuz ve ark.2010).

Doku miihendisliginde; sadece travma sonucu kaybedilen dokulara ait alanin
tamiri degil, rejenerasyon mekanizmalarini anlayarak yeni dokunun elde edilebilmesi
hedeflenmektedir (Heng ve ark. 2004, Salgado ve ark. 2004). Son dénemlerde
kikirdak doku rejenerasyonu i¢in kullanilmak tizere kondrositlerin ya da kemik
iliginden 1izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin kullanildigi caligmalar s6z
konusudur. Bu hiicreler giinimiizde kikirdagin kendisinden primer hiicre kiiltiird ile
elde edilebilecegi gibi yag doku, kas doku, kemik iligi, periost dokularindan erigkin
kok hiicre seklinde elde edilip cesitli yontemlerle biiyiime faktorleri ile kikirdak
dokuya doniistiiriilebilmekte ve onarim amagli kullanilabilmektedir (Cristino ve ark.
2008).

Kikirdak doku miihendisliginde in vitro deneylerde kullanilacak hiicrelerin
eldesinin kolay olmasi, kiiltiirde kolay ¢ogalabilmesi ve etkinliginin korunmast,
olusturulmasi istenen dokuya benzer 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Salgado
ve ark. 2004). Hiicreler iice ayrilir. Bunlar; otolog: hastanin kendi dokularindan elde
edilen, allojenik: baska bir insandan elde edilen ve ksenojenik: baska bir canli
tiriinden elde edilen. Kullanilan hiicrelerin etkinliginin korunmasi ve uygulama

sirasinda immun yanit gelisme riski veya immunsiipresif tedavi gerektirmemesi gibi
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avantajlara sahip oldugundan otolog hiicrelerin kullanimi daha uygundur (lkada
2006).

Brittberg ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez 1994 yilinda otolog kondrosit
transplantasyonu (ACI) yontemi tanimlamistir. Bu yontemde amag¢ hastanin
kendisinden alinan kikirdak hiicrelerinin in vitro ¢ogaltilarak hasar géren bolgeye
geri uygulanmasidir. Otolog kondrosit transplantasyonu diz eklemindeki kikirdak
doku hasarlarinin onarilmasi i¢in klinikte uygulanan doku miihendisligi
yaklagimlarindan biridir. Hastalik veya travma sonucu olusan hasarli bdlge kikirdak
dokudan alinir ve daha sonra kemik zarindan alinan parga hasarli alan1 kapliyacak
bicimde sekil verilir ve olusan hasarli bélgenin {lizerine yapistirilir. Hastadan alinan
ve in vitro kiiltiir ortaminda g¢ogaltilmis olan saglikli hiicreler hasarli bolgenin
iizerine ekilir ve bu ydntem birinci nesil ACI olarak adlandirilir. Tkinci nesil ACI’de
birinci nesil ACI den farkli olarak kemik zar1 yerine cift tabakali kollajen zarlar
kullanilir. Otolog kondrosit (kikirdak hiicresi) transplantasyonu iigiincii nesil ACI’de
ise; hasarli bolgeye ti¢ boyutlu doku iskelesi yerlestirilmektedir (Shin ve ark. 2003).
Kikirdak doku tamirindeki amag, hasarli bolgenin kikirdak ile doldurulmasindan ¢ok
cevre kikirdagin cesitli nedenlerle bozulmasini engelleyebilecek bir tamir dokusu
gelistirmektir. Hasarl1 bolgenin ACI yontemi ile tedavisinden sonra komsu kikirdak
dokusunun biyomekanik ve biyokimyasal yapisinin diizeldigi yapilan deneysel

caligmalarla gosterilmistir (Strauss ve ark. 2005).

Doku miihendisligi ile olusturulan dokularin viicutta bulunan diger dokular gibi
fiziksel ve biyolojik uyarilara ve degisimlere kars1 cevap vererek uyum gostermesi,
canlt hiicre icermeyen biyomateryal uygulamalarina kiyasla 6nemli Gistlinliigii olarak
kabul edilmektedir. Doku miihendisliginde kikirdak doku tedavisinin basarili
olmasimin nedenleri arasinda kikirdak dokusunun avaskiiler yapisi, sadece kondrosit
ve ekstraseliiler matriks elemanlarindan olugmast gosterilmektedir. Kikirdak
hiicreleri besin ihtiyaclarin1 hiicreler arasi sividan difiizyonla karsilamaktadir. Bu
durumda doku miihendisliginde heniiz asilamamis bir sorun olan doku i¢inde yeni
kan damarlar1 olusturmak kikirdak dokusu c¢alismalarinda s6z konusu olmamaktadir

(Ataman 2014).
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Doku miihendisligi ¢alismalarinda, ekstraseliiler matriksin (ESM) yapis1 doku
yenilenmesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir ve bu yapis1 taklit edilmektedir (Place ve
ark. 2009, Silva ve ark. 2010). Ekstraseliiler matriksin hiicrelere destek saglamak,
hiicre migrasyonunu diizenlemek ayni1 zamanda hiicrelerin devam ettirilebilmesi igin
sinyal olusturmak gibi bir¢ok gorevi vardir. Ekstraseliiler matriks nanoboyut yapida
olup igerigi proteinler ve polisakkaritlerden olusmaktadir (Chen ve ark. 2010).
Nanoboyut yapidaki materyallerin kullanimi ile ekstraseliiler matrikse benzer bir
yap1 elde edilmesi miimkiin olmakta ayn1 zamanda nanoboyuttaki sistemlerin
plriizliligii ve yiizey alaninin artmasi ile istenen amaca uygun fizikokimyasal

(optik, elektriksel, mekaniksel) 6zellikler saglanabilmektedir (Engel ve ark. 2008).

1.7.2. Kikirdak Doku Hasar1 Onariminda Nanoteknolojik Yaklasimlar

‘Nano’ kelime olarak, bir fiziksel biyiikliigiin bir milyarda biri anlamina gelir. 1
nanometre i¢ine, yan yana ancak 2-3 atomun dizilebildigi diisiiniiliirse, yaklasik 100-
1000 atom bir araya gelerek nano o6lgeklerde bir nesneyi olusturdugu sdylenebilir
(Tuncer 2014). Giinlimiizde teknik bir 6l¢ii birimi olarak kullanilmakta olan
nanometre, 10° metre veya metrenin bir milyarda biri olarak hesaplanmaktadur.
Insan sacinm bir telinin ¢ap1 yaklasik 10* nanometre ve hiicre icerisinde kimyasal
tepkimeyi saglayan proteinler, molekiiller yaklasik 1-25 nm boyutlarmdadir (Ozkan
2015).

Son yillarda nano boyutlu malzemeler tizerine gergeklestirilen calismalar biiyilik
bir gelisme gostermektedir. Nanomateryallerin yiiksek yiizey-hacim orani ile iligkili
ozellikleri sebebiyle giiniimiizde c¢ok &nemli bir yere sahiptir. Ilac sanayi,
katalizorler, optik materyaller, sensorler, enerji depolama-transmisyonu gibi pek ¢cok
alanda uygulamalar1 mevcuttur (Haverkamp ve Marshall 2009).

Nano kristaller, nano partikiiller, nanotiipler, nano teller, nano ¢ubuklar veya
nano ince filmler nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanmaktadir (Switzer 1997, Li
ve ark. 2005).
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1.7.2.1. Nanopartikiiller

Tozlar olarak tanimlan nanopartikiiller; boyutlar1 100 nm ve altinda olup, nanoboyut
yapisindaki malzemelerin ve dolayisiyla nanoteknolojinin temelini olustururlar
(Miller ve ark. 2004, Rao ve ark. 2006). Bu nanopartikiiller; sertlik, uzun siirelilik,
olaganiistii hafiflik, dayaniklilik, ve yiiksek kimyasal aktivite gibi 6zelliklerinden
dolay1 giiniimiizde 6nemli bir yere sahiptir. Elektronik yapisinin boyut bagimliligi,
boyut etkileri, atomlarinin benzersiz karakterleri, yilizey ve yiiksek yiizey/hacim
oranina sahip nanopartikiil 6zelliklerinin giiniimiizde arastirmacilari nanoteknolojiye
cekme nedenleri arasinda gosterilmektedir (Liveri 2006).

Nanopartikiil biiyiikliikleri 1-100 nm arasinda degisen hapsedilmis, ¢oziinmiis veya
hapsedilen etkin maddeyi kontrollii olarak ac¢iga c¢ikaran sentetik veya dogal
polimerlerle hazirlanan partikiiler sistemlere nanopatikiil adi verilir. Hazirlanma
metoduna gore nanokiire ve nanokapsiil olmak iizere ikiye ayrilir. Nanokiireler,
etkin maddenin polimerik matriks yapi1 i¢inde ¢oziindiigli, disperse oldugu ya da
kismen adsorbe edildigi sistemler iken nanokapsiiller etkin maddenin polimerik bir
membran tarafindan g¢evrelenmis sulu veya yagl bir ¢ekirdek iginde bulundugu
vezikiiler sistemlerdir ve rezervuar sistem olarak da tanimlanmaktadirlar (Sengel-

Tiirk ve ark. 2007).

\ / Enkapsile
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| Polimer Gesitll yontemlerle ettirilmis ilag
+

—
lag nanoformilasyon

~. @

\:éa edilmis ilag
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Sekil 1. 5. Nanokiire ve nanokapsiillerin yapisi (Sengel-Tiirk ve ark. 2007).
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Nano boyut yapisina sahip nanopartikiiller; 06zelliklerinden dolay1
mikropartikiiler sistemlere gore hiicre i¢ine daha fazla alinmaktadirlar. Desai ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢calismada 100 nm boyutundaki nanopartikiillerin Caco-2
hiicrelerinden; 1 um boyutundaki mikropartikiillere oranla iki buguk kat daha fazla,
10 um boyutundaki mikropartikiillere oranla ise alt1 kat daha fazla hiicre icerisine

alindigini gostermislerdir (Desai ve ark. 1997).

Biyobozunur nanopartikiillerin  biyoaktif ajan tasiyic1 sistemlerde sik
kullanilmasmin nedenleri arasinda; yiiksek biyoyararlanim, iyi enkapsiilasyon,
kontrollii salim ve diisiik toksisite 6zelliklerine sahip olmalaridir. Nanopartikiillerin
biyoaktif ajan tastyici sistemlerde kullanilmasinin avantajlari olarak; hidrofobik
biyoajanlarin  biyoyaralanimini ve sudaki ¢Ozilinlirliigiinii arttirmasi, yiizey
karakteristiginin ve partikiil boyutunun kolaylikla ayarlanabilir olmasi, hiicrelerle
etkilesimlerinin saglanmasi, taginim boyunca ajanin saliminin devam ettirilebilir ve
kontrol edilebilir olmasi, kontrollii salim ve partikiill bozunma karakteristiginin
matriks malzemesinin se¢imi ile kolaylikla ayarlanabilir olmasi gosterilmektedir

(Mohanraj ve Chen 2006).

1.7.3. Tla¢ Tasiyic1 Partikiiler Sistemler

Aragtirmacilar son zamanlarda galismalarini, modern terapotik sistemler olarak
adlandirilan mikrokapsiil, mikrokiire, nanopartikiil gibi ila¢ tasiyic1 partikiiler
sistemler iizerinde yogunlastirmaktadirlar. Nanoteknoloji ¢alismalar1 fizik, Kimya,
elektronik, tip ve eczacilik alaninda bir¢ok uygulamanin gelismesine yardimci
olmaktadir. Ayrica ¢6ziimii miimkiin olmayan konulara yeni ¢oziimler iiretilmesine
sebep olmustur. Tip ve eczacilik alaninda nanoteknoloji uygulamalarinin ¢ogunlukla
tercith edildigi konulardan biri nanoteknoloji bazli ilag tasima sistemlerinin

gelistirilmesidir (Sahoo ve ark. 2008).
Bu ilag tasiyici partikiiler sistemlerle olusturulmasi hedeflenen, istenilen etkiyi

diisiik dozda saglayabilmek, etken maddeyi kontrollii bir sekilde salarak terapotik

konsantrasyonu uzun siire korumak, ayni zamanda etken maddenin yan etkilerinin

24



azaltilmas1 ve salinimin istenildigi gibi kontrol edilebilmesidir (Kas 2002, Mozafari
ve Mortazavi 2005).

1.7.4. Hyaluronik Asit

1934 yilinda Karl MEYER ve John PALMER tarafindan ilk olarak inek gdziiniin
vitroz kismindan (camsi sivi) izole edilen hiyaliironik asit (hiyaluronat ya da
hiyaluronan); tironik asit icermesi ve izole edildigi yerin vitroz doku olmasmdan
dolay1 bu adi almistir (Meyer ve Palmer 1934). 12500 disakkarid {initesinin
kombinasyonu, yaklagik 5.000.000 molekiil agirlikli hyaluronan molekiiliintiniin

ortalama molekiil agirligi 107 daltondur (Balazs ve Denlinger 1993).
COOH CH,OH

—O
’\o\/ OH ( ol
OH
OH

HzC— C—NH

o

I —n

Sekil 1. 6. Hyaluronik asitin molekiiler yapisi.

Hyaluronik asit temel olarak ekstraseliiller matriksde bulunur, hiicre iginde de
varligina rastlanmistir. Deri, vitroz sivi, kikirdak ve gobek kordonu (alt deri), deri alti
dokular1, dermal tabakalarimin interselliiler matriksinde ve kikirdak gibi gelisen
ozellesmis dokularda, gézde ve diste konsantrasyonlar: yiiksektir. Ancak en yiiksek
konsantrasyon 0,5-4 mg/mL araliginda diartrodial eklem sinoviyal sivisinda
bulunmaktadir (Weiss ve Band 1999).
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Cizelge 1. 1. Hyaluronik asitin viicuttaki konsantrasyon miktarlart (Kogan ve ark.
2007).

Ha'nin viicutta bulundugu yerler HA konsantrasyonlari pg/ml
Eklem sinovial sivisi 1400-3600

Horoz ibigi 7500

Insan gobek kordonu 4100

Sigir burun kikirdag 1200

Insan g6z camsi cisim 140-360

Hyaluronik asit yara iyilesmesi, doku viskozitesi, sok absorpsiyonu, doku
ozmozu ve bosluk doldurma gibi gesitli fonksiyonlar tizerinde etkilidir. Hiicreleri bir
arada tutmak, oksijen ve diger besleyici maddelerin gegisine izin vermek gibi
gorevlere sahiptir. Hiicre gocline ve g¢ogalmasina katkida bulunur. Kikirdak ve
tendon dokusunda bulunur bu yapilarin esnek ve dayanikli olmasina olanak saglar.
Eklem bosluklarini doldurarak kayganlik saglar. Ses tellerine bazi viskoelastik
ozellikler saglamasi nedeniyle hyaluronik asit ses tiretimi i¢in de olduk¢a onemlidir
(Brown ve Jones 2005). Eklem kikirdaklarin1 ve yumusak dokular1 bir lubrikan gibi
gorev yaparak korumaktadir. Ovum, etrafi spermlere karsi segici bir bariyer gibi
gorev yapan HA tabakasiyla ¢evrilidir (Watterson ve Esdaile 2000). Hyaluronik asit
(HA), ECM’de var olan protein bazli dogal bir polimerdir. Biyouyumlulugu ve
biyobozunurlugundan dolayr biyomedikal uygulamalarda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Watterson ve Esdaile 2000).
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1.7.5. Deksametazon

Deksametazon bir  kortikosteroid tiirevidir.  Kortikosteroidler  antialerjik,
immiinsiipresif ve antienflamatuvar etkileri sebebiyle ¢ok sik kullanilan, adrenal
korteksten (ACTH) salgilanan, steroid yapili hormonlar ve sentezi ile elde edilen
yapilardir (Samanci ve Balct 2001). Adrenokortikotropik hormon (ACTH)
kortikosteroidlerin salinimimi diizenlemektedir (Stanbury and Graham 1998). Bu tiir
steroidler; strese bagli enflamasyon ve enfeksiyonlar1 bastirmada enerji kaynaginin
kontroliinde ¢esitli astim, alerji ve artiritis hastaliklarinin tedavisinde basarili

olmaktadirlar (Stanbury ve Graham 1998).

Uzun siiren tedavilerde; farkli inflamatuvar durumlarinin belirtilerini sik sik
kontrol etmek gereklidir. Makrofaj ve fibroblastlarin diferansiyasyonu ve
proliferasyonu glukokortikoidler tarafindan inhibe edilmektedir. Ayrica bir¢ok
proinflamatuar endotelyal hiicrelerin cevabini inhibe etmektedir. Steroidlerin uzun
donem tedavilerde teropatik yararlarina ragmen bakteriyel enfeksiyonlara duyarlilig:

artirmaktadir.

Kortikosteroidlerin ¢ok sayida yararli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu
etkiler arasinda sunlar yer almaktadir. Hiicre membraninin stabilizasyonu,
inflamatuar yanitin azaltilmasi, Siiperoksit radikallerinin nétralizasyonu, lipit
peroksidasyonunun sinirlanmasi, hiicre i¢i kalsiyum akiginin azaltilmasi, Uyarict
aminoasit saliminin azaltilmasi, doku 6deminin azaltilmasi (Finger ve Almli 1985,
Farmer ve ark. 1991, Elsayed ve ark. 1997, Lang ve ark. 2002). Klinikte en sik
kullanilan tiirleri; flunisolid, triamsinolon, prednizon, prednizolon, triamsinolon,
deksametazon, budesonid betametazon, beklametazondur. Deksametazon, steroid
hormonlarin glikokortikoid sinifinin sentetik bir iiyesidir bir anti-enflamatuvar ve
immiinosiipresan ilagtir (Wang ve ark. 2008, Sahoo ve ark. 2013, Venditti ve ark.
2014).
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Siddetli inflamatuvar patolojilerde kullanilan; antienflamatuvar ve potent
immunsiipresif etkiye en yiiksek oranda sahip olan sentetik glukortikoidler arasinda
deksametazondur. Deksametazon, giiglii bir glukokortikoid olup kortizondan
yaklasik 30 kat daha gii¢liidiir. Enflamatuvar sitokinlerin (IL-1B, 1L-10, IL-6, TNF-
a, IL-1RA ve benzeri gibi) ekspresyonunu azaltmada ¢ok etkilidir. Deksametazon
hiicre i¢inde etki gosterebilmektedir. Ciinkii ¢evre dokulardan hizli bir emilime
sahiptir (Mynatt ve ark. 2006). Kortikosteroidlerin intraselliiler etki eden ajanlar
oldugu da g6z Oniine alindiginda deksametazonun daha potent bir ajan oldugu

sonucuna varilanabilir.

Deksametazon molekiilii, genlerin diizenlenmesi, hiicrelerin biliylimesi ve
boliinmesinden sorumlu hiicresel reaksiyonlarda ©6nemli rol oynamaktadir
(Forouzandeh ve ark. 2014). Ayrica, deksametazon 6dem, fibrin birikimi, retinal ven
tikanikligi ve inflamatuvar hiicrelerin migrasyonunu azaltmada yardimci olur
(Cholkar ve ark. 2014). Deksametazon, iltihaplanma yerinde l6kosit infiltrasyonu
lizerine inhibitor etkisine neden olur. Zayif bir ¢oziiniirliige sahip ve kristalli bir
kortikoid olan deksametazon, diyabetik makiiler 6dem tedavisinde ve eklem

kikirdagi yaralanmalarinda bir implant olarak kullanilabilir (Kumari ve ark. 2010).

OH

HO _‘\\\\\\OH

o

Sekil 1. 7. Deksametazonun molekiiler yapisi.
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1.8. Calismanin Amaci

Bu tez calismasinda; hyaluronik asit ve deksametazon yiiklenmis hyaluronik asit
uygulamasinin in vitro kikirdak kiiltiiriinde proliferatif indeks, canlilik, apoptoz-
nekroz, genotoksik ve sitotoksik etkilerinin arastirilmast amaglanmistir. Bu
calismadan elde edilen bulgularin, klinik 6ncesi ¢aligsmalar ve klinik sonrasi eklem
kikirdak hasar1 bulunan hastalarda kullanilabilirliginin gosterilmesi agisindan 6nem

tasiyabilecegi degerlendirilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanmlan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1. Cihazlar

Yapilan calismada kullanilan cihazlar; Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC
Laminar Flow Cabinet, Labor Ildam, Tiirkiye), sogutmal1 santrifiij (ROTINA 380R
Hettich, Almanya), Inverted mikroskop (Leica DMG6000B, Isveg),Vorteks
(Heidolph), Eliza plate okuyucu (BIOTEK GENS5 Elisa Reader Power Wave XS2),
Karbondioksitli etiiv (Binder CB150), Hassas terazi (Mettler toledo MS204), Isiticili
manyetik tabla (IKA C-MAG HS 7), Hiicre sayma cihaz1 (Countess), X-celligence
(Roche, ACEA Biosciences, Inc), Zetasizer (Malvern, Ingiltere)

2.1.2. Kimyasallar ve Malzemeler

Hiicre kiiltiirti galismalart igin, hiicrelerin kiiltiir ortami1 olarak RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute-1640; ABD), L-glutamin, Penisilin/Streptomisin(Biological
industries, Israil), Fetal Bovin Serum (FBS; Biological industries, israil), hiicrelerin
bulundugu flasklardan (kiiltiir kaplari) uzaklastirilmasi Tripsin~-EDTA (Tripsin—
Etilendiamin tetraasetik asit, Biological industries,srail ) yardimi ile ve hiicrelerin
yikama islemi Fosfat tamponu (PBS, Biological industries,israil) ile yapilmistir.
Hiicrelerin yeteri kadar ¢ogalip Kkiiltlir ortamimi tamamen kapladiktan sonra
gerceklestirilen hiicre sayimi tripan mavisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Hiicre
canliligimin belirlenmesi i¢in gergeklestilen sitotoksisite testlerinden; WST-1
(BioVision, San Francisco) ve Alamar mavisi (Invitrogen, ABD) kullanilarak
yapilmustir. Ikili boyamada Riboniikleaz-A (Serva, Israil), Propidyum Iyodiir (Serva,
Israil), Hoechst 33342 (Serva, Israil) kullanilarak apoptoz/nekroz oranlari

belirlenmistir. Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 25 em?’lik hiicre kiiltiir flask (BD, USA),
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96,48,24°1liikk well plate (Corning, ABD) tek kullanimlik pipetler (2ml,5ml,10ml,
Corning) 15-50 ml santrifiij tiipii ( Nunc, Almanya) ile gergeklestirilmistir.

Ethanol (Merck, Almanya), serum fizyolojik, Dimetil metilen mavisi (sigma,
ABD), Deksametazone (Serva, Israil),sulfosuccinate (Sigma, ABD), 1- heptanol
(Sigma, ABD), ethyl methanesulfonate (sigma, ABD), Cytochalasin B (Sigma,
ABD).

2.2. Hyaluronik Asit Nanopartikiil Hazirlanmasi

HA nanopartikiilleri Sahiner N. ve ark. kullandigi metod takip edilerek
sentezlenmistir (Sahiner ve Jia 2008). HA partikiilleri yag iginde su olarak (eater-in
oil) gegcen mikroemiilsifikasyon sistemi kullanilarak sentezlenmistir. 0,54 ml HA
soliisyonu (oransal olarak agirlik¢a 9%6,8’ lik 0.2 M NaOH (sodyum hidroksit, HA
MW: 560 kDA) 15 ml isooktan iceren 0.2 M AOT(siilfosiiksinat) ve 0.04 M 1-HP
(1-heptanol) i¢inde dagitilir. Karigim temiz bir soliisyon elde edilinceye kadar 1 saat
siireyle oda sicakliginda siirekli olarak 2000-2200 RPM hizinda karistirilir. Ardindan
reaksiyon karistmi Whatman filtre kagidi (partikiil tutulumu >8 pum) kullanilip filtre
edilerek asetona gecirilir. 4500 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek toplanir.

Partikiiller santrifiigasyonla toplanirlar ve 25 OC de vakum altinda kurutulur.

2.2.  Hyaluronik Asit Nanopartikiillerin Karekterizasyonu

2.3.1 Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hyaluronik asit nanopartikiillerinin morfolojik 6zelliklerini belirlemek i¢cin SEM
(scanning elektron microscope) tekniginden yararlanilmigtir. Hyaluronik asit
nanopartikiiller stamp iizerine yerlestirilip ince bir altin film tabakasiyla kaplanarak
SEM fotograflar1 ¢ekilmis ve nanopartikiiller sekil ve boyut dagilimi yoniinden

degerlendirilmistir.
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2.3.2. Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.3.2.1. Boyut ve Yiik Analizi

Nanopartikiillerin tanecik boyutunun ve tanecik boyutu dagilimlarinin zamanla
degisiminin tespiti i¢in dinamik 1s1k sa¢ilimi yontemi ile ¢alisan Zetasizer (Malvern,
Ingiltere) cihazi kullanilmistir. Zeta Sizer, bir ¢dzelti igindeki parcaciklarin boyut
dagilimin1 ve zeta potansiyellerini 6lgmekte kullanilan bir teknik olup Dinamik Isik
Sacilimi1 (DLS) prensibine gore g¢aligmaktadir. Tanecik boyutu Olg¢lilmek istenen
ornek, uygun bir konsantrasyonda seyreltilmis bir sivi igerisinde dagitilir. Isin
demeti, hazirlanan 6rnegin iizerine gonderilir. Sacilan 15181 siddetindeki degisim,
nanopartikiil parcaciklarinin hareketine, sicakliga, biyiikliigline ve ortamin

vizkositesine bagli olarak degisim gosterir.

Elektrik ¢ift tabakas:
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Sekil 2.1. Dinamik Isik Sagilim1 mekanizmasinin sematik gosterimi (Karahan 2009).
Nanopartikiiller deiyonize su ile seyreltilerek yaklasik 1-2 mL olacak sekilde

polistren kiivet igerisine eklenerek gerekli dlgtimler gergeklestirilmistir.
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2.3. Nanopartikiillere Etken Madde Yiiklenmesi ve Salim

2.4.1. ilac Yiikleme Cahismalari

Hyaluronik asit nanopartikiillere ila¢ yilikleme c¢aligmalarinda deksametazon
kullanilmistir. 1 mg/ml etken madde oraninda deksametazon yiiklenerek ilacin
homojen sekilde dagilmasi icin 1 giin boyunca rotatorda bekletilmistir.
Nanopartikiiller 3 defa distile su ile yikanarak adsorbe edilemeyen ilaglarin

giderilmesi saglanmistir.

hyaluronik asit

———>

deksametazon
Nanopartikiil ilag llacla yiiklenmis
nanopartikil
HANP+DEX

Sekil 2. 2. Tlag yiikleme semas1 (KAHVECT).

2.4.2. la¢c Salimim Cahsmalar

Hyaluronik asit nanopartikiillerden ila¢ salinim caligmalarinin gerceklestirilebilmesi
icin, deksametazon farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak ve 242 nm‘de hazirlanan
bu ¢ozeltilerin absorbanslari 6lgiilerek standart kalibrasyon egrisi hazirlanmustir.
Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin  absorbanslart  Nano-drop

(Thermo Scientific, Nanodrop 1000) kullanilarak dl¢tilmiistiir.
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2.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalari
2.5.1. Kondrosit izolasyonu

Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma Unitesi’nde cesitli
nedenlerle Otenazi uygulanan 1 yash erkek Yeni Zelanda tavsaniin proksimal
femuru septik ve aseptik kosullarda diseke edildikten sonra, femur ve tibia epifiz
kikirdag: bistiiri ucu ile kazinarak 1-2 mm ¢apli toplam 10-15 adet kikirdak dokusu
elde edildi. Alinan doku 6nce %5 batikon iceren Dulbecco’s PBS (DPBS) igerisine
aktarilip laboratuvar ortamina getirildi. %1 ve % 0,5’lik Penicillin-streptomycin
iceren DPBS ile yikama gerceklestirildi. Daha sonra hazir RPMI (%89 DMEM-F12,
%S5 Fotal bovin serum, %1 Penicilin-streptomicin-amphoterycin) igerisine aktarildi.
Sonrasinda, 6 kuyucuklu kiiltiir plagina alinarak 1 ml hazir RPMI besiyeri icerisinde
bistiiri yardimiyla ¢ok ince pargalara ayrildi. Daha sonra asagida agiklandig: sekilde;

kollajenazli ve kollajenazsiz olarak 2 farkli protokol uygulanda.

2.5.1.1. Kollajenazsiz Yontem:

6 kuyucuklu kiiltiir plaginda 1 ml hazir besiyeri (RPMI) igerisinde pargalara ayrilan
dokular kiiciik parcalar halinde 25 cm?’lik flasklara yerlestirilerek iizerlerine yaklasik
50 ul besiyeri eklendi ve flask ters ¢evrilerek 1 giin etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin
flasklara 1 ml hazir RPMI besiyeri eklendi ve diiz bir sekilde etiivde inkiibasyona
birakildi. 1 giin sonra 2 ml daha besiyeri eklendi. Giin asir1 besiyeri degisimi yapildi.
6 kuyucuklu kiiltiir plaginda, 1 ml hazir RPMI igerisinde pargalara ayrilan dokular
direkt flasklara ekildi ve etiivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin lizerine 2 ml
besiyeri eklenerek tekrar etiivde inkiibasyona birakildi ve gilinasir1 besiyeri
degistirildi. Her besiyeri degisiminden sonra, toplam hacmin % 1’1 kadar L-glutamin

eklenerek, hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda pasajlama yapildi.
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2.5.1.2. Kollajenazh Yontem

10 ml, 2 mg/ml ‘lik kollajenaz tip II (PBS)‘a 2 ml Img/ml ‘lik CaCl, (distile su)
eklendi. Bu karisim yikanan dokularin bir kismina eklenerek parcalamaya devam
edildi ve parcalanan dokular tiim gece etiivde bekletildi. Corba kivamina gelen
kollajenazli doku santrifiij tiipiine alinarak tizerine 2’ser ml hazir RPMI eklenerek
3000 rpm de 3 dk santifiij edildi. Siipernatant atild1 ve dipte kalan pellet kisminin
lizerine yeteri kadar hazir RPMI eklenip pipetleme yapildiktan sonra ve 25 cm®lik
flasklara ekildi. Flasklar etiivde inkiibasyona birakildi. 2 giinde bir besiyeri degisimi
yapildi. Besiyeri degisiminden sonra besiyerinin hacimce % 1’1 kadar da L-glutamin

eklendi. Hiicreler flask ylizeyini tamamen kapladiginda pasajlama yapildi.

2.5.2. WST-1 Sitotoksisite testi

Metabolik aktivitenin dl¢limiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin olarak
MTT, XTT, M T S, WST1 gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir (Ramesh ve ark.
2016). WST-1  [2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium] substrat1 kullanilarak canli veya apoptozun erken evresindeki hiicrelerin
mitokondrileri aracilifiyla olusturdugu reaksiyonda, soliisyonlarda bulunan
tetrazolyum halkasi hiicre mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince
parcalanarak renkli formazan kristallerini olusturur (Tuncer 2014). Formazan
olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goériilmektedir. Bu
da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak

belirlenen deger, yasayan hiicre saysi ile iligkilendirilmektedir (Ogiit ve Atay 2012).

Hazirlanan ornekler (hyaluronik asit ve hyaluronik asit deksametazon ilach
formiilasyonlarinin) kikirdak hiicreleri ile inkiibe edilerek WST-1 hiicre canlilik
testine tabi tutulmustur. Bu amacla 48 kuyucuklu plate kullanilarak yapilan WST-1
sitotoksisite testinde 48 kuyucuga 20x10° adet kikirdak dokudan primer hiicre
kiiltiirii ile izole edilen kondrositler ekildi. Uzerlerine %10 Foetal bovine serum, %1

penisilin streptomisin igeren RPMI eklendi. Hiicreler 37°C de %5 CO2’li inkiibatdrde
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24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hyaluronik asit nanopartikiil
ve hyaluronikasit+deksametazon nanopartikiil &rneklerinden konsantrasyonlari
Img/ml 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,125mg/ml, 0,063mg/ml, 0,0312mg/ml olarak
uyguland1. Uygulamanin ardindan 24 saatlik inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun
ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlart atildi yerine 100 pL fenol red
icermeyen besiyeri eklendi. Her kuyucuga 10 pnLL. WST-1 (BioVision, San Francisco)
soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 440nm (BIOTEK
GEN5 Elisa Reader Power Wave XS2) dalga boyunda mikroplate okuyucuda

absorbans Ol¢timii yapildi.

2.5.3. Alamar Mavisi Testi

Alamar mavisi boyasi ile hiicre proliferasyonu ve canliliginin degerlendirildigi hem
kolorimetrik hem de florometrik renk degisimleri ile metabolik aktivitenin
belirlendigi bir yontemdir. Alamar mavisinin indirgenmesi ile medyumdaki rengin
maviden (okside) pembeye (indirgenmis) doniismesi esasina dayanir (Namavar ve
ark. 2012).

Yapilan uygulamada 96 kuyucuklu well plate kullanarak yapilan alamar mavisi
testinde 96 kuyucuga 5x10° adet kikirdak dokudan primer hiicre kiiltiitii ile izole
edilen kondrositler ekildi. Uzerlerine %10 Foetal bovine serum, %] penisilin
streptomisin igeren RPMI eklendi. Hiicreler 37°C de %5 CO3’li inkiibatorde 24 saat
inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hyaluronik asit nanopartikiil ve
hyaluronik asit+deksametazon nanopartikiil 6rneklerinden konsantrasyonlari
1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125mg/mL, 0,063mg/mL, 0,0312mg/mL olarak
uygulandi. Her 6rnek 4 tekrarli olarak ¢alisildi. Uygulamanin ardindan 24 saatlik
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin vasatlari
atild1 yerine 100 puL fenol red icermeyen besiyeri eklendi. Her kuyucuga 10 pL
alamar blue (invitrogen, ABD) soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan iizerindeki besiyerini atmadan 50 pL. DMSO eklenip 570 nm
dalga boyunda mikroplate okuyucuda absorbans dl¢timii yapildi.
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2.5.4. ikili boyama (doublestaining) ile apoptoz-nekrozun belirlenmesi

Hiicre oltimleri biyolojik ve morfolojik olarak degerlendirildiginde; apoptoz ve
nekroz olarak iki smifa ayrilabilir. Apoptoz programli (fizyolojik) hiicre oOliimii
olarak adlandirilirken, nekroz hasar yolu ile 6liim anlamini tagimaktadir (Martin ve
ark. 1998). Hiicrede nekroz olusumu toksik madde varligi ve oksijen yetersizligi gibi
durumlardan kaynaklanabilir ve hiicrede sisme goriiliir. Apoptoz ise patolojik ve
fizyolojik sebeplerden kaynaklanmaktadir. Apoptoz olan hiicrelerin komsu hiicrelerle
baglantis1 kalmaz ve hiicrede kiiglilme goriliir (Martin ve ark. 1998). Apoptozun
organizmaya genelde yararli etkileri olurken nekrozun etkileri her zaman zararl ve

olimciildiir (Danial ve Korsmeyer 2004).

Yapilan ¢alismada ikili boyama soliisyonu hazirlandi (100puL Riboniikleaz A,
100ul Propodium lodide, 500pL Hoescht 33342 10 mL PBS igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi) Riboniikleaz A; sitoplazmik RNA nin boyanmasini 6nler, Propodium
lodide nekrotik hiicreleri boyar, Hoescht 33342 apoptotik hiicreleri boyar. ikili
boyama metodunda kullanilan Hoechst 33342 canli hiicrelerin zarlarindan geger ve
floresan mikroskobunda DAPI filtresi ile hiicrelerin bize mavi renkte goriilmesini
saglar. Propodium Iodide boyasi ise 6lii veya plazma membran hasarli hiicrelerin
zarlarindan gegerek hiicrelerin kirmizi gériinmelerini saglar. Bu boya canli hiicreleri
boyamaz bu nedenle canli ve 6lii hiicre ayrimini kolaylikla ayirt etmemizi saglar.
Canli ve apoptotik hiicre ¢ekirdekleri mavi renkte olup FITC floresan filtresi ile
gorlntiilendiginde yesil goriiniirler, nekrotik hiicreler propodium boyas: ile
boyandiklarindan kirmizi goriiniirler. Yapilan apoptotik-nekrotik indeks ¢aligmasinda
480-520 nm dalga boyunda inceleme yapilmis olup bu dalga boyunda ayni anda
nekrotik hiicrelerin ¢ekirdegi kirmizi; apoptotik veya saglikl hiicrelerin ¢ekirdekleri

yesil olarak elde edilmistir.

96 kuyucuklu plate kullanarak yapilan ikili boyama testinde 48 kuyucuga 20x10°
adet kikirdak dokudan izole edilen kondrositler ekildi ve tizerlerine RPMI eklendi.
Hicreler 37°C de %5 COy’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik

inkiibasyonun ardindan Hyaluronik asit ve hyaluronik asit + deksametazon 6rnekler
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hazirland1 ve konsantrasyonlar1 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125mg/mL,
0,063mg/mL, 0,0312mg/mL her 6rnek 3 tekrarli olarak ¢alisildi. Uygulamanin
ardindan 24 saatlik inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin vasatlari
atildi, her kuyucuga 70 pL ikili boyama soliisyonu damlatildi. 15 dk karanlikta
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan florasan atagmanli mikroskopla FITC ve DAPI
filtresinde inceleme yapildi. Tiim goriintiiler 20X biiytitmede ¢ekildi.

2.5.5. Genotoksisite (mikroniikleus) Testi

Genotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan mikronukleus (MN) testi (Fenech ve
Morley 1985, Heddle ve ark. 1991), kromatid kiriklar1 ya da asentrik kromozomlarda
kromatidlerin anafazda geri kalmasindan dolay1 (kalgin kromozom) telofazda olusan

kardes nukleusun disinda rastlanan kiigiik nukleuslardir.

Bu ¢alismada 6 kuyucuklu platelere 50x10° hiicre ekilerek yapilan mikroniikleus
testinde ornekler 5 tekrarli calisildi, kontrol grubu olarak sadece besiyeri olan
hiicreler, pozitif kontrol olarak 50ug/mL ethymethanosulfonate kullanildi. Numune
tartilarak besiyerinde hazirlanan ekstrelerden 200 mg/mL hiicrelerin {izerine
uygulanarak inkiibasyonun 44.saatinde biniikleuslu hiicreler elde etme amaciyla
hiicre boliinmesini sitokinez asamasinda durduran final konsantrasyonu 6 pg/mL

olan sitokalazin-B (Cyt- B) ilave edildi.

72 saatin sonunda; hiicrelerin siserek parcalanmalarint ve kromozomlarin
birbirlerinden iyice ayrilmalarimi saglamak amaciyla 5 dk oda sicakliginda soguk
0,075 M KCL hipotonik soliisyonu ile inkiibe edildi. (KCL hazirlanisi: 1,397 g toz
KCL 250 mL’lik balon joje igerisinde steri ldistile su ile ¢oziiliir. +4°C’de uzun siire
saklanabilir. Siire sonunda hiicreler, hipotonik soliisyon muamelesi sonucu agilmis
olan metafaz plaklarimin tespit edilmesini saglamak amaciyla 3:1 oraninda (metanol:
glasiyel asetik asit) taze hazirlanmis fiksatif ile biraz mekanik etki yardimiyla fiske
edildi.%#4 liik formaldehit ile fiksasyon devam ettirildi. Daha sonra Propodium iodide

boyasi ile boyandi. Florasan atagmanli mikroskopta incelendi.
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2.5.6. Dimetilmetilen Mavisi (DMMB) Analizi ile Glikozaminoglikan Miktarinin
Belirlenmesi

Kondrosit tayini i¢in dimetilmetilen mavisi boya baglanma esasina dayali Blyscan
Siilfatlanmis  Glukozamin Test Kiti (Biocolor, UK) kullanildi (Wagner ve ark.
1998). Bunun i¢in 16 mg Dimetilmetilen mavisi, 2,37 g NaCl, 95 mL 0,1 mol/l HCI
1000 mL distile suda ¢ozildi ve pH 3.0 olarak ayarlandi. Hazirlanan DMMB
¢ozeltisi kullanilincaya kadar kahverengi sisede 4°C de saklandi. Yaklasik 1x10°
kondrosit 300 mg/mL papain (Amresco, Israil), 2 mM EDTA (Amresco, Israil), 2
mM N-acetyl L-cysteine (Sigma-Aldrich, Almanya) igeren ¢ozelti igersinde 65°C* de
bir gece pargalandi. 100 Mm Na,HPO, ve 5mM EDTA 100 mL distile suda
¢oziillerek PBE (fosfat buffer edta) tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Standart igin
125pug/mL  kondroitin siilfat, hazirlanan PBE c¢dzeltisi igerisinde ¢ozdiirtilerek
hazirlandi. 0-10ug/mL arasinda hazirlanan kondroitin siilfat ¢ozeltileri 48 well
plate’in kuyucuklarina koyuldu ve tizerlerine 200 uL DMMB stok ¢ozeltisi eklendi.
1 gece boyunca pargalanan hiicreler 8000 g de 15 dk santrifiij edildikten sonra tstte
kalan stipernatant PBE c¢ozeltisi kullanilarak 1-10pg/mL arasinda hazirlanip 3
tekrarli olarak kuyucuklara yerlestirildi ve tizerlerine 200 uLL. DMMB stok soliisyonu
eklendi. Ornekler 525nm de ELISA plate okuyucuda okutuldu.

2.5.7. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA Xcelligence) ile Hiicre
Proliferasyonunun Takibi

Sistem hiicre kiiltiiri E-Plate’lerinin  zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar
sayesinde elektriksel empedans Olger. Empedans Ol¢iimii hiicre sayisi, canliligl,
morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif bilgi
verir. X-CELLigence sistemleri ile son nokta metodlartyla elde edilmesi miimkiin

olmayan bir veri elde edilebilmektedir.

Calismada kikirdak  hazirlanan  formiilasyonlarla  muamelesi  sonucu
proliferasyonunu incelemek icin ger¢cek zamanli hiicre analiz sistemi kullanilmistir.
Bu amagcla flasktaki hiicrelerin yeterli sayiya ulastigt mikroskobik incelemeyle

belirlendikten sonra igerisindeki besiyeri dokiildii. 1 mL tripsin-EDTA eklendi flask
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3-4 dakika inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak
hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Hiicrelerin
ylizeyden ayrildiklar1 mikroskobik olarak gozlendikten sonra, flaska medyum
eklenerek hiicreler falkon tiipe aktarilarak 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi uzaklastirildi ve tiiplin dibinde kalan hiicre
pelleti tizerine 1 mL RPMI medyum eklenerek siispanse edilip hiicre sayimi1 yapildu.
Daha sonra E-plate’in her kuyusuna 100’er pL medyum koyuldu. E-plate etiivde
bulunan XCELLigence ‘e yerlestirildikten sonra plate ile cihazin ayni sicakliga
ulagmasi i¢in 5 dakika beklendi. 1 dakika cihazda background okumasi yapildiktan
sonra e-plate cikarildi. Hiicreler altin kapli 96 kuyucuklu e-plakanin her bir
kuyucuguna 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicreler kuyucuklara pipetlendi. 12
saat sonunda hiicreler biiylime fazina gectigi esnada farkli oranlarda Hyaluronik asit
nanopartikiill ve Hyaluronik asit deksametazon ilagli nanopartikiil formiilasyonlar1
hiicrelerin tizerine ilave edilmis ve plaka etiive yerlestirilmistir. Tekrar e-plate etiive
yerlestirilip 10 dakika beklendi. 10 dakika sonunda okuma baglatildi. 96 saat

boyunca proliferasyon takip edildi. Sonu¢ olarak hiicrelerin zamana bagh

proliferasyonunu gosteren grafik elde edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.Hyaluronik Asit ve Deksametazon Yiiklii Nanopartikiiller

3.1.1. Nanopartikiillerin Morfolojik Goriintiileri

KIRIKKALE XZ8, a0a M KIRIKKALE

g dor s 4
20kU  x47. BEB 15mm KIRIKKALE

'

Sekil 3. 1. A) Hyaluronik asit nanopartikiillerinin SEM (scanning elektron
microscope) goriintiileri, B) Hyaluronik asit+ Deksametazon nanopartikiillerinin

SEM (scanning elektron microscope) goriintiisii

Taramal1 elektron mikroskop incelemesinde, stamp iizerine film seklinde yayilan
hyaluronik asit nanopartikiillerinin  homojenizasyonunun  basarili  sekilde
gerceklestirildigi ve biiyiikk oranda nanopartikiill boyutlarinda olduklar1 tespit
edilmistir. Buna gore, gerceklestirilen boyut dl¢iimlerinde tek basina segilebilen en

kiiglik partikiil boyutu 50 nm oldugu, genel olarak ise hyaluronik asit
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nanopartikiillerinin 240-310 nm, hyaluronik asit+deksametazon nanopartikiillerinin

350-410 nm boyutlari arasinda olduklar1 goriilmiistiir.

3.1.2. Boyut Analizi

Size (d.n... % Intensity  Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 2794 2 2679 97,8 78,63
Pdl: . 5376 22 3248
Intercept: < 0,000 0.0 0,000
Result quality G

Size Distribution by Intensity

£
=
@
<
g
(=

10 100
Size (d.nm)

Record 278 Hyaluronik Ast Nanoparti(l

Sekil 3. 2. Hazirlanan hyaluronik asit nanopartikiillerin Zeta-Sizer‘da hacimce boy

dagilimi grafigi.

Zeta sizer sonucu ¢ikan grafige bakildiginda nanopartikiillerin sayica %97.8‘inin
267,9 nm biiyiikligiinde oldugu, %?2.2sinin ise partikiillerin zamanla topaklagma
yaparak agregasyona ugradigini ve bu sebeplerden dolay1 partikiil boyutunun
biiyiimesine yol agtigimi gostermektedir (Fuente ve ark. 2008). Bu durumda ortalama

nanopartikil biiyikligiine etki etmekte ve ortalamanin artmasina sebep olmaktadir.

42



Size (d.n... % Intensity  Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 810 Peak1: 4029 100,0 88,20
Pdl: 0555 Peak2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,297 Peak3: 0000
Result quality Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

—  Record 25: Hyaluronik Asite Dek

Sekil 3. 3. Hazirlanan hyaluronik asit +deksametazon yiiklii ilagli nanopartikiillerin

Zeta-Sizer‘da hacimce boy dagilimi grafigi.

Zeta sizer sonucu ¢ikan grafige bakildiginda nanopartikiillerin sayica

%100niin 402,9 nm biiyiikliigiinde oldugu gortilmektedir.

3.2.  Nanopartikiillere Etken Madde Yiiklenmesi ve Salimi

3.2.1. la¢ Yiikleme Calismalar

Hyaluronik asit nanopartikiillere deksametazon etken maddesinin yiiklenmesi amaci
ile ilk olarak deksametazona ait bir kalibrasyon grafigi c¢ikarilmistir (Sekil 3.4).
Bunun i¢in 6ncelikle Uv/Vis. Spektrofotometre (Nanodrop) kullanilarak 242 nm‘de
deksametazonun maksimum absorbans verdigi belirlenmis ve 25-1000 pg/mL
araliginda deksametazonun etken maddesi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda

dalga boylar1 bulunmustur.
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Sekil 3.4. Deksametazona Ait Kalibrasyon Grafigi.

Etken maddenin maksimum absorbans verdigi 242 nm’de, farkli derisimlerde

hazirlanmis kalibrasyon grafigi.

3.2.1. Tla¢ Salimm Calismalari
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deksametazon salinimi(ug/ml)

Sekil 3.5. Hyaluronik asit nanopartikiillerden salinan ilag miktarinin zamanla
degisimi.
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Ilag yiiklii hyaluronik asit nanopartikiillerin ilag salimlar1 96 saat siire ile takip
edilmigtir. Salimimin kontrol edildigi giinlerde az miktarda gerceklestigi
goriilmektedir. Ayrica bu siire uzatilarak salinnmin uzun bir siire igersinde
gerceklestirildigi takdirde salinim miktarinin artacag literatiirlerde goriilmekte olup
0-30 giine ¢ikarildiginda deksametazonun saliniminin fazla miktarda gerceklesmesi

s6z konusudur (Jayant ve Srivastava 2007).

3.3.  Hiicre ile Etkilesim Calismalar:

3.3.1. Kondrosit Hiicre Kiiltiirii Izolasyonu

Sekil 3.6. A-B-C-D: Kikirdak dokudan dokiilen ilk kondrositlerin 151k
mikroskobunda  ¢ekilmis  goriintiisii, beyaz oklar; Kikirdak  hiicrelerini
gostermektedir. (Bar=100pum-20X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.7. Primer hiicre kiiltiirii ile elde edilen kondrositlerin konfluent hale gelmis

151k mikroskobunda c¢ekilmis goriintiisii siyah oklar; Bazi kikirdak hiicrelerini
gostermektedir (Bar=100pum-20X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

3.3.2. WST-1 SONUCLARI

Calismanin bu boliimiinde farkli derisimlerde hazirlanan hyaluronik asit nanopartikiil
ve deksametazon yiiklii hyaluronik asit nanopartikiil seklindeki formiilasyonlarin

kikirdak hiicreleri lizerine sitotoksik etkileri incelenmistir.

Cizelge 3. 1. Hazirlanan Hyaluronik asit nanopartikiill (HANP), Hyaluronik asit
nanopartikiil+Deksametazon (HANP+DEX) nanopartikiillerinin kondrositler tizerine

sitotoksik etkileri
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Konsantrasvon Kikirdak Hiicreleri
y %Canlilik+Std
Kontrol 0 100
Img/mL 108,91+0,01
0,5mg/mL 111,70+0,01
0,25mg/mL 118,67+0,01
HANP 0,125mg/mL 121,92+0,00
0,063mg/mL 126,10+0,01
0,031mg/mL 126,88+0,01
Img/mL 93,42+0,04
0,5mg/mL 117,124+0,01
0,25mg/mL 123,16+0,03
HANP+DEX 15 125mg/mL 129.2:0,00
0,063mg/mL 131,06+0,02
0,031mg/mL 134,53+0,01
160
140
~ 120
= 100
§ 80
3 ?18 m HANP
20 m HANP+DEX
0 KONTROL
konsantrasyon
Sekil 3.8. Hyaluronik asit nanopartikiil (HANP), Hyaluronik  asit

nanopartikiil+Deksametazon (HANP+DEX) ilag yiiklii nanopartikiillerinin
kondrositler tizerine sitotoksik etkileri.

Bu calismada 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125mg/mL, 0,063mg/mL,
0,031mg/mL derisimlerinde hyaluronik asit, hyaluronik asit+deksametazon yiiklii
ilagh nanopartikiil formiilasyonlarinin kikirdak hiicreleri iizerine uygulanarak

sitotoksik etkileri incelenmistir. Hyaluronik asit nanopartikiillerinin en yiiksek doz
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olan Img/mL de canlilik 108,21 iken hyaluronik asit+deksamethazon ilag yiiklii
nanopartikiillerin 93,42  oldugu  goézlemlenmistir. ~ Kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda hyaluronik asit nanopartikiillerinin canlilig arttirdigi hyaluronik
asittdeksametazon  yiikli ilagh  nanopartikiil ~ formiilasyonunun  1mg/mL
konsantrasyonda kontrole gore %7’lik azalis toksisitesinin ihmal edilebilir boyutta

oldugu gosterilmistir.

3.3.2. Alamar Mavisi Boyama Sonuclar:

Cizelge 3.2. Hyaluronik asit nanopartikiil (HANP), Hyaluronik asit
nanopartikiil+Deksametazon (HANP+DEX) ilag yiiklii nanopartikiillerinin metabolik

aktivite sonuglarinin konsantrasyonlara bagli % canlilik orani

W niracon Kikirdak Hiicreleri
y %Canlilik+Std
Kontrol 0 100
Img/mL 101,99+0,06
0,5mg/mL 105,37+0,02
0,25mg/mL 106,32+0,02
HANP 0,125mg/mL  |107,89+0,03
0,063mg/mL | 109,89+0,02
0,031mg/mL |111,21+0,01
Img/mL 84,144+0,03
0,5mg/mL 104,224+0,00
0,25mg/mL 108,75+0,01
HANP+DEX 0,125mg/mL | 109,32:0,04
0,063mg/mL | 112,16+0,01
0,031mg/mL | 115,86+0,02
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Sekil 3.9. Hyaluronik asit nanopartikil (HANP), Hyaluronik asit
nanopartikiil+Deksametazon =~ (HANP+DEX) ilag yiiklii nanopartikiillerinin

metabolik aktivite sonug¢larinin konsantrasyonlara bagl % canlilik orani

Yapilan deneyler neticesinde; hyaluronik asit nanopartikiillerin canliligl tiim
dozlarda arttirdigi, hyaluronik asit ilagli nanopartikiillerin kondrositlerin canliligini
Img/mL de %16,86 oraninda diigiirdiigii uygulanan diger dozlarda canliligi kontrol

grubuna oranla arttirdigi goriilmektedir.

3.3.3. ikili Boyama Sonuglar

Ikili boyama ile elde edilen % apoptoz, % nekroz indeksleri ¢izelge 3.3. ve cizelge
3.4. de verilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda nekrotik indeks yiiksek degildir, ancak
konsantrasyonun artmasi ile ilk doz olan 1mg/mL de kontrole oranla toksisitede
arttifn  icin  nekroz oraminda artis gozlenmektedir. Ozellikle hyaluronik
asit+deksametazon yiiklii ilaghh nanopartikiillerinin kondrositlere uygulandig
orneklerin en yiiksek konsantrasyonunda nekrotik indeksin en fazla goriilmis olup

yaklasik 926,15 olarak bulunmustur.
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Cizelge 3. 3. Kondrositlere hyaluronik asit nanopartikiil ve hyaluronik asit+

deksametazon yiiklii ilagli nanopartikiil uygulamalarinin 24 saatlik etkilestirilmeleri

sonucu elde edilen apoptotik indeks sonuglari

Konsantrasyon #6Apoptoz
HaNp HaNp+Dex

1mg/mL 9,51+2,08 7,59+1,55
0,5mg/mL 7,01£0,16 5,34+1,60
0,25mg/mL 6,71+1,14 3,27+0,75
0,125mg/mL 2,22+0,84 5,23+1,27
0,0625mg/mL 0 4,61£2,17
0,0313mg/mL 3,57+09 0

Cizelge 3. 4. Kondrositlere hyaluronik asit nanopartikiil ve hyaluronik asit+

deksametazon yiiklii ilagli nanopartikiil uygulamalarinin 24 saatlik etkilestirilmeleri

sonucu elde edilen nekrotik indeks sonuglar

Konsantrasyon YoNekroz

HaNp HaNp+Dex
1mg/mL 12,45+0,57 26,15+1,50
0,5mg/mL 9+1,29 20,37+1,03
0,25mg/mL 6,30+1,18 15,45+2.05
0,125mg/mL 5,09+2,17 11,80+1,55
0,0625mg/mL 3,35+1,33 10,62+0,50
0,0313mg/mL 2,07+1,67 8,83+1,18

Cizelge 3.4’den de anlasilacagi gibi nekrotik indeksin en diisik oldugu

konsantrasyon hyaluronik asit nanopartikiiliin en diisiik dozunda %2,07 olarak

bulunmustur. Yapilan sitotoksisite tesiti ve ikili boyama birbirleri ile uyumludur.

50




Sekil 3.10. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen apoptotik hiicre fotograflari (A) 1mg/mL hyaluronik asit nanopartikiil (B)
Img/mL hyaluronik asit+ deksametazon ilagli nanopartikiil formiilasyon (C)
0,5mg/mL  hyaluronik  asit  nanopartikil (D)  0,5mg/mL  hyaluronik
asit+deksametazon ilagli nanopartikiil formiilasyonu (E-F) Kontrol Grubu, Kontrol
grubunda bulunan hiicreler uygulanan malzemelerle birlestirilmediginden hiicreler
apoptoza ugramamis, ¢cekirdek parcalanmamis ve ¢ekirdek sinirlart normal goriintiiye
sahiptir beyaz oklar; apoptotik hiicrelerden bazilarin1 géstermektedir. (Bar=100pm-
20X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

o1



Sekil 3. 11. Hoechst 33342 floresan boya kullanilarak yapilan ikili boyamadan elde
edilen nekrotik hiicre fotograflari(A) 1mg/mL hyaluronik asit nanopartikiil (B)
Img/mL hyaluronik asit+ deksametazon ilagli nanopartikiil formiilasyon (C)
0,5mg/mL hyaluronik asit nanopartikiil formiilasyon (C) 0,5mg/mL hyaluronik asit
nanopartikiill (D) 0,5mg/mL hyaluronik asit+deksametazon ilacli nanopartikiil
formiilasyonu (E-F) Kontrol Grubu beyaz oklar; nekrotik hiicrelerden bazilarin

gostermektedir (Bar=100um-20X biiylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir).
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3.3.4. GAG Sonuclan

Standartlarin GAG Miktari

_ 01
= 0,08 7.—6—
(]
00
8 0,06 -
2 y =0,0035x + 0,0524 N .
_reu 0,04 RZ=0,9165 o=—Seri 1
§ 0,02 ——Dogrusal (Seri 1)
<

O T T 1

0 5 10 15
GAG Miktar

Sekil 3. 12. Kondroitin siilfat kullanilarak hazirlanan standartlarin absorbans grafigi

GAG Olcimi
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Sekil 3. 13. HANP —-HANP+DEX - KONTROL Konsantrasyonlarinin GAG miktar1
Standart GAG miktarlarinin 650 nm’deki absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart

grafigi sekil 3.12. *de verilmistir.

Hyaluronik asit nanopartikiil, hyaluronik asit+deksametazon nanopartikiilleri ve
kontrol grubu olarak kullandigimiz kondrositlerin kiiltiire edilme siireleri arttik¢a,

zamanla hiicre sayisinda artig ve buna bagli olarak GAG miktarinda yilikselme oldugu
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goriilmektedir. Sonuclar genel olarak degerlendirildiginde kontrole oranla pek bir

farklilik gézlemlenmemistir.

3.3.7. X-CELLigence Sonuclari

Cell Index

Time (in Hour)

el 11/ TN 0, S/ L e 0, 25111/ ), 0631/ 11 L s 0,03 Img/mLL v kontrol.. blank

Sekil 3. 14. Farkli konsantrasyonlarda Hyaluronik asit nanopartikiillerinin kikirdak

hiicreleri tizerindeki proliferatif etkisi

Yapilan ¢alismada; 96 saatlik proliferasyon takibinin sonunda 23. saatin sonuna
kadar tiim konsantrasyonlarda hiicre sayisinda artis gozlemlenmektedir. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan hyaluronik asit nanopartikiilerinin kikirdak hiicreleri
tizerindeki proliferasyon etkisine bakildiginda kontrol grubuna gore; en yiiksek doz
olan 1mg/mL’lik konsantrasyonda dahil olmak iizere biitiin dozlarda hiicre canliligi
indeksinde artis gozlemlenmistir. WST-1 ve Alamar Blue testi ile X-celligence
sonuclart uygunluk gdstermektedir. Bu elde edilen sonugta kullandigimiz hyaluronik
asitin hiicre iizerinde hicbir sitotoksisitesinin olmadigini hiicrelerde c¢ogalmay1

arttirdigi ve biyouyumlu oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 3.15. Farkli konsantrasyonlarda hyaluronik asit+deksametazon ilag¢ yiikli

nanopartikiillerin kikirdak hiicreleri tizerine proliferatif etkisi

Kondrositlere  uygulanan farkli  konsantrasyonlardaki  hyaluronik  asit
deksametazon yiikli ilagli nanopartikiil formiilasyonlarinin hiicre canlilig1 iizerine
etkileri sekil 3.15° de gorilmektedir. Deksametazon miktar1 arttikca hiicre
canliliginda kontrole gore azalma oldugu gozlenmistir. 1 mg/mL deksametazonun
hiicreler tizerindeki canlilik etkisi % 71,14 olarak belirlenmistir. Doz ayarlamasi

yaparak diisiik dozlarda canlilik kontrolden ytiksek ¢ikmaktadir.
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Sekil 3. 16. Hyaluronik asit nanopartikiil ve hyaluronik asit deksametazon ilag yiikli
nanopartikiillerin 1mg/mL  konsantrasyonunun kikirdak hiicreleri iizerinde

proliferatif etkisi
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Uygulan 1mg/mL konsantrasyonlarindaki hyaluronik asit, hyaluronik asit
deksametazon ilag yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun kontrol grubuna gore; saf
hyaluronik asit nanopartikiillerinin canliligi arttirdigi gozlenirken, hyaluronik asit
deksametazon ila¢ yiiklii nanopartikiillerinin ise kontrole gore proliferasyonu

azalttig1 gozlemlenmistir.

3.3.8. Genotoksisite (Mikroniikleus Testi) Sonuclari

Hazirlanan preparatlarda 1000 biniikleer hiicre incelendi ve bu biniikleer hiicre
icerisinden mikroniikleuslu olanlar saptandi. 72 saatlik in vitro degerlendirme sonucu
elde edilen veriler Spss 15 ile Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncan testleri
uygulanarak belirlenmistir. Mikroniikleus testinde kontrol ve deney gruplarindan
1000’ er hiicre sayilmigtir. ANOVA-varyans analizine gore ;P= 0,1000 > 0.05
oldugundan % 95 giivenle gruplar arasinda mikroniikleuslu hiicreler bakimindan

fark yoktur. Test materyallerinin genotoksik etkisinin olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 3. 17. A) 1mg/mL konsantrayonda uygulanmis hyaluronik asit nanopartikiilleri,
B) 1mg/mL konsantrayonda uygulanmis hyaluronik asit deksametazon
nanopartikiilleri, C) ethymethanosulfonate uyulanmis pozitif kontrol beyaz oklar;
biniikleuslu hiicrelerden bazilarin1 gdstermektedir (Bar=100um-20X biiylitmede
Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

Hyaluronik asit nanopartikiilleri ve hyaluronik asit deksametazon 1ilagh
formiilasyonlarinin uygulanan Img/ml konsantrasyonda mikroniikleuslu hiicrelere

rastlanmamistir. Uygulanan dozlarda genotoksik etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Kondrositler; kikirdak matriksi iginde lakiin adi verilen kiigiik bosluklarda tek tek
veya izogen gruplar halinde yerlesmislerdir. Caplart 10-20um arasinda olup,
boliinme yetenekleri simirlilik gostermektedir. Bu hiicreler ilk defa Chesterman ve
Smith tarafindan 1968 yilinda izole edilerek kiiltiirde ¢ogaltilmislardir (Chesterman
ve Smith 1968). Kondrositler hiicre kiiltiirii ile boliinme yetenegi kazanirlar ve
kollajen tip II yerine zamanla fibroblast benzeri yapiya doniistiikleri igin tip |
sentezlemeye baglarlar. Kikirdak hiicrelerinin hasarli olan bdlgeye aktarimi
gerceklesmeden Once  kondrojenik  potansiyellerini  geri  kazanabilmeleri
gerekmektedir. Kondrositlerin kiiltiir islemi, iki-boyutlu olarak yiiriitildigiinde
hiicrelerin dediferansiye olarak kendi fenotipik 6zeliklerini kaybettikleri ancak tig-
boyutlu ortamlara alindifinda yani biyoreaktorlerde yiiriitiilen kiiltiirlerde veya
polimerik destek materyalleri {izerinde, kikirdak hiicrelerinin iki boyutlu ortamda
oldugu gibi dediferansiye olmadiklar1 ve kendi islevlerine devam edebildikleri
belirlenmistir (Temenoff ve Mikos 2000, Demarteau ve ark. 2003). Bu g¢alismada
kikirdak metabolizmasinda 6nemli olan hyaluronik asit ile deksametazonun in vitro

ortamda kondrositler iizerinde etkisini arastirdik.

Hyaluronik asit temel olarak ekstraseliiler matriks, deri, vitréz sivi, kikirdak ve
gobek kordonu, deri alt1 dokulari, dermal tabakalarinin interselliiler matriksinde ve
kikirdak gibi gelisen 6zellesmis dokularda bulunmaktadir. Hyaluronik asit in vitro
ortamda kondrositler veya kikirdak matriksi {izerinde olumlu etkiye sahip olup
(Larsen ve ark. 1992) proteoglikan sentezini arttirirken, matriks bilesenlerindeki
azalmayi onledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Fukuda ve ark. 1996). Ayrica;
hiicre motilitesi ve hiicre adezyonunun diizenlenmesi, dokulara mekanik 6zellikler
kazandirilmasi, hiicre farklilasmasi ve proliferasyonunun manipiilasyonu gibi viicutta
birgok 6nemli biyolojik fonksiyona dahildir. Gliniimiizde hyaluronik asit tip alaninda
anti-odemat6z ve anti-inflamatuar 6zelliklerinden dolayr dermatoloji (estetik olarak
gecici deri doldurucusu), oftalmoloji (katarakt cerrahisi), romatoloji (romatoid artrit),
ortopedi (diz osteoartriti) ve dallarinda siklikla kullanilmaktadir (Aslan ve ark.

2006). Hyaluronik asitin sinoviyal hiicre ve kondrositler tarafindan sentezi
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uyarilabilir. Ayrica hyaluronik asitin kondrosit biiyiimesini uyardigi ve kikirdak doku
bozunmasini inhibe edebildigini gosteren baska ¢alismalarda bulunmaktadir (Smith
ve Ghosh 1987, TAKAHASHI ve ark. 1999, Moreland 2003). Yamen ve ark. (2005)
yaptiklar1 ¢alismada sigcan artikiiler kikirdak hiicrelerini kullanmis ve hyaluronik
asitin, hiicre adezyonu ve ¢ogalmasi iizerine pozitif bir etkiye sahip oldugunu
gostermiglerdir (Yamane ve ark. 2005). Kang JY ve ark'nin (2008) yaptiklari bir
calismada tavsan primer kondrositleri ve insan kondrosit hiicre hatt1 hyaluronik asit
skaffold yapisi igerisinde kiiltiire edilmis, yapilan analizlerle her iki kondrosit hiicre
tipinin de hyaluronik asit iskelet icerisinde prolifere olduklari belirtilmistir (Kang ve
ark. 2009). Beck E.C.'nin (2008) yapmis oldugu bir ¢alismada hyaluronik asit
nanopartikiilleri ile yiliklenmis metakrilatlanmis hyaluronik asit hidrojeli igerisine
kemik iliginden elde edilmis mezenkimal kok hiicreleri enkapsiile edilmis ve
sonrasinda hem in-vitro hem in-vivo analizlerle hiicrelerin hayatta kaldiklar
gosterilmisgtir  (Beck 2015). Kawasaki ve ark. (1999) yapmis olduklar
calismada kolajen jelinde HA ile tedavi edilen kondrositlerin fenotiplerini muhafaza
ederken ¢ok fazla c¢ogaldigimi gostermistir. 4 hafta boyunca cesitli dozlarda
hyaluronik asit ile kiiltiire edilmis kondrositlerin kontrol grubuna gore canlilik
oraninda 1.5 kat fazla artis sagladin1 ve 0.01 ve 0.1 mg/mL HA ile tedavi edilen
gruplarda kondroitin 6 siilfat sentezi, 0.1 ve 1.0 mg/mL HA ile tedavi edilen
gruplarda jel birikim oranlar1 diger gruplara gore anlamli derecede yiiksek degerler
vermistir. Kollajen jel Kkiiltiiriinde HA, fenotiplerini korurken kondrositlerin
proliferasyonunu ve kondroitin 6 siilfat sentezini arttirdigi gosterilmistir (Kawasaki
ve ark. 1999). Bizim bu g¢alismamizda in vitro ortamda kikirdak metabolizmasinda
onemli rol oynayan hyaluronik asitin kondrositler tizerinde 1mg/mL 0,5mg/mL,
0,25mg/mL, 0,125mg/mL, 0,063mg/mL, 0,0312mg/mL  gibi  farkh
konsantrasyonlarda uygulanmis olup kondrositlere uyguladigimiz ¢aligmalarda
(WST-1, Alamar blue, X-celligence, ikili boyama) kondrositlerin proliferasyonunu
ve hiicre sayisin1 arttirdigina dair benzer sonuglar aldik Deksametazonun
inflamatuvar etkiye sahip oldugu caligmalarda gosterilsede, hyaluronik asit
tedavisinin anti-inflamatuvar etkilerinden bahsedilen c¢esitli c¢alismalar olmakla

birlikte arastirmacilar hyaluronik asitin anti-inflamatuvar etkisinin steroidlere gore
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daha ge¢ baslayip daha uzun siirdiigiinii iddia etmektedirler (Dixon, Jacoby et al.
1988, Pietrogrande, Melanotte et al. 1991).

Sentetik bir adrenokortikal steroid olan deksametazon; siddetli inflamatuar
patolojilerde kullanilan, antienflamatuar ve potent immunsiipresif etkisi sentetik
glukokortikoidler i¢inde en yiiksek etkiye sahip olanidir. Deksametazonun cesitli
dokularda olumlu anti inflamatuvar etkiye sahip oldugu calismalar mevcuttur
(Sellner ve ark. 2017, Soiberman ve ark. 2017). Eklem i¢i enfeksiyonlar1 igin
deksametazon kullanilmakta olup kondrosit metabolizmasi {izerinde birtakim farkli
etkilerinin olacagi, kikirdak doku iyilesmesinde anti inflamatuar etki gosterdigi
litaratiirlerde mevcuttur. Lu YC S. ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada kikirdak
dokusunda hasarlanmalara bagli olarak olusgan GAG kaybi ve inflamavatuvar etki
kaynakli hiicresel biyolojik materyal sentezi digiisii iizerine deksametazon
kullaniminin etkisine bakilmis, elde ettikleri sonuglara gére deksametazon TNf alfa
gibi antiflamatuvar etkenlerin inhibisyonunu sagladigit ve GAG Kkaybini azalttig
belirtilmistir (Lu ve ark. 2011). Yapilan baska bir ¢alismada Huebner ve ark. (2014)
deksamethasonun travma sonrasi eklem iltihaplanmasi ve eklem doku bozulmasini
azaltigimi gostermistir (Huebner ve ark. 2014). Deksametazon genelde eklem
inflamasyonlarinda tedavi amacgli kullanilir. Ancak daha uzun siire tekrarlanan
kullanim sonrasinda veya yiliksek miktarlarda ayarlanarak bu caligmalara devam
edilirse kondrosit metabolizmasi iizerinde bu sitotoksik olarak degerlendirilebilecek
ya da ihmal edilebilir diizeyde olumsuz etki gosterecegine dair birtakim galismalar
mevcuttur (Xue ve ark. 2015). Yan Zhao ve ark. (2014) yaptig1 bir ¢calismada 1-100
uM dozlarda deksametazon (Dex) ATDCS5 kondrosit hiicre hattina uygulamis. En
yiiksek Dex dozda (100 uM) ile uyarilan ATDCS hiicre hattinda otofajiyi uyararak
ATDCS kondrosit hiicre canliligini azaltir sonucuna vardiklarini belirtmislerdir
(Zhao ve ark. 2014). Bu calismada hyaluronik asit+deksametazon yiiklii ilagh
nanopartikiil formiilasyonlarinin kondrositler iizerine sitotoksik etkileri incelenmistir.
Img/mL, 0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125mg/mL, 0,063mg/mL, 0,031mg/mL
konsantrasyonlarinda  kikirdak  hiicrelerine  uygulanmis olup en yiiksek
dozda(lmg/mL) canliligi kontrole gbre azalttigi ancak bu azalisin ihmal edilebilir

boyutta oldugu, diger konsantrasyonlarda ise canliligi kontrole gore yiikselttigi
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gozlemlenmistir. Doz dahada arttirilirsa canlilifin dahada diisecegi sitotoksik
olabilecegi diisiinilmektedir. Bu nedenle deksametazonun dozunun yiiksek
kullanilmas: ile olmasi muhtemel olumsuz etkilerini hyaluronik asit ile birlikte
kullanarak nétiirlestirmeyi varsa hyaluronik asitin pozitif etkilerinin sinerjetik etki
olusturmasin1 ve bir arada kullanarak anti-inflamatuvar etkiyi kikirdak doku
hasarinda kondrositlere olumsuz bir etkiye sebep olan anti inflamatuvar etkiyi

arttirmaya katki sagliyacag diistiniilmektedir.

Sonug¢ olarak hyaluronik asit ve hyaluronik asitten salinan deksametazonun
Img/mL 0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125mg/mL, 0,063mg/mL, 0,0312mg/mL
konsantrasyonlarda kikirdak hiicreleri {izerinde olumsuz etkisinin goriilmedigi,
hyaluronik asitin olumlu etki olarak in vitro proliferasyonu sagliyarak
Glikozaminoglikan, ~Alamar mavisi, WST-1, Genotoksisite, X-celligence
sonuclarinda hicbir toksik etki gostermedigi gozlemlenmistir. Dolayist ile
deksametazonun dozlar1 planlanarak ve soz konusu sartlar1 dahada optimize ederek
in vivo ¢aligsmalara gegilmelidir.Bu ¢aligmada ilave in vitro testlere ihtiya¢ duyuldugu

igin in vivo galigmalara gecilememistir.
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