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OZET

Kikirdak dokusunun tamir yetenegi olduk¢a sinirhidir. Bu nedenle, osteoartritis gibi
dejeneratif eklem hastaliklarinda, hasarli bolgelere tasiyict matriksler iginde
kondrosit implantasyonu yapilmasi en giincel yaklagimlar arasinda yer alir. Bununla
birlikte, implantasyon sonrasi kondrositlerin korunmasi, tasiyic1 matriksin
biyouyumlulugu ve stabilitesi konularinda, yogun olarak arastirmalar devam
etmektedir. Mitojenik kapasiteleri sinirli olan kondrositler, hiicre kiiltiiriinde
bolinme yetenegi kazanirlar ve kollajen tip II yerine kollajen tip | sentezlemeye
baslarlar. Bu sekilde, fibroblast benzeri yapiya doniigsmiis olan kondrositler, hasarli
bolgeye aktarilmadan once kondrojenik kapasitelerini geri kazanabilmeleri i¢in 3
boyutlu tastyict matrikslere alinirlar. Ancak, kondrojenik potasiyeli tam anlamiyla
koruyan bir mekanizma bugiine kadar gelistirilememistir. Son yillarda kondrositlerin
yar1 gegirgen zarlarla mikrokapsiilasyonu, kikirdak doku miihendisligi alaninda yeni
teknik ve teknolojilerin gelismesini saglamigtir. Sunulan tezde aljinat ile
mikrokapsiilasyonu yapilmis primer sigir kondrositlerin, kondrojenik potansiyeli geri
kazanimlarinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu calismada, sigir fetusu hyalin
kikirdak dokusundan izole edilen primer kondrositlerden hiicre kiiltiirii yapilmistir.
Daha sonra aljinat ile mikrokapsiilasyonu yapilmis ve yapilmamis kondrositler 40
giin boyunca kiiltiir ortaminda bekletilmistir. Kiiltiiriin 5, 8, 15, 30 ve 40’nci
giinlerinde alinan hiicrelerin kondrojenik kapasiteleri histolojik, histokimyasal,
immunohistokimyasal yontemlerle detayli olarak ortaya konulmustur. Bu amacla;
apoptoz/nekroz testi, MTT sitotoksisite testi, GAG depolanmasint gostermek igin
toluidine blue boyamasi, kollajen tip I ve kollagen tip II i¢in immunohistokimya
analizleri yapilmistir. Tim Ornekler 3 tekrarli calisiimistir ve sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak, kapsiillenen kondrosit hiicreleri 40. giine
kadar canliliklarmi biiyiik dl¢iide devam ettirmislerdir. Apoptoz nekroz i¢in yapilan
ikili boyama testinde 5. giiniinde kapsiillenmis hiicrelerin apoptoz/ nekroz orani
%3,03/ %0,61 iken, 8. giinde %5,45/ %1,82, 15. giinde %5,65/ %3,23, 30. giinde
%16,39/ % 14,75 ve 40. giinde %17,31/ %16,54 olarak hesaplanmistir. Ayrica
yapilan MTT sitotoksisite testinde canlilik oran1 5. giinde %91,37, 8. giinde %84,32,
15. giinde %81,17, 30. giinde %77,65 ve 40. giinde %61,30 olarak kaydedilmistir.



GAG sentezinin belirlenmesi i¢in yapilan toluidin boyamada ve DMMB analizinde
sentezin gercekestigi gosterilmis ve Real-Time PCR ¢alismasi sonucunda ise tip II ve

SOX9 genlerinin ekspresyonuna rastlanmamustir.

Anahtar kelimeler: Aljinat, enkapsiilasyon, hidrojel, kikirdak, kondrosit
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ABSTRACT

Cartilage tissue has a limited capacity of repair. Mainly for this reason, chondrocyte
implantation via carrier matrices to damaged cartilage areas is among the most
current approaches in degenerative joint disease such as osteoarthritis. Chondrocytic
condition as well as biocompatibility and biodegradation of the carrier matrices are
still of scientific interest to a high degree. Chondrocytes, which normally have a
limited mitogenic capacity, gain capacity of proliferation and synthesize collagen
type | instead of collagen type Il in 2 dimensional cell culture environment
(dedifferentiation). Dedifferentiated chondrocytes are loaded to 3 dimensional
matrices in order for them to regain chondrogenic capacity before implantation to
damaged cartilage regions. However, absence of a mechanism that fully fosters and
protects chondrogenic potential is the main reason behind this ongoing interest.
Microcapsulation of chondrocytes with a semi permeable membrane has been
studied for the last few years and opened doors for new technology opportunities in
cartilage tissue engineering. In this proposed study, primary bovine chondrocytes
were microcapsulated with alginate. Bovine chondrocytes, isolated from fetal
cartilage provided from a local slaughterhouse, were expanded in cell culture.
Chondrocytes either microcapsulated or uncapsulated will be cultured for at least 40
days. The chondrogenic capacity was revealed in sampled chondrocytes at the 5, 8,
15, 30, and 40. days of the culture using histological, histochemical,
immunohistochemical techniques. For this purpose, apoptosis/necrosis test, MTT
cytotoxicity  test, toluidine blue staining for GAG deposition and
immunohistochemistry for collagen type | and collagen type Il were done. All
samples will be studies in triplicate and results will be evaluated statistically. As a
consequence, viability of encapsulated chondrocytes continued at high levels until 40
days. According to results of double staining for apoptosis and necrosis,
apoptosis/necrosis ratio of encapsulated chondrocytes in 5th day were calculated as
%3,03/ %0,61, in 8th day %5,45/ %1,82, in 15th day %5,65/ %3,23, in 30th days
%16,39/ % 14,75 , and 40th days %17,31/ %16,54 . Furthermore , according to MTT
cytotoxicity test, viability ratio of capsulated chondrocytes were recorded as %91,37
in 5th day, %84,32 in 8th days, %81,17 in 15th day, %77,65 in 30th day and %61,30

Xii



in 40th day. In toluidine blue staining and DMMB assay for detecting deposition of
GAG, synthesis were observed and type Il and SOX9 genes expression were not

observed with Real Time PCR analysis.

Keywords: Alginate, catrilage, chondrocyte, encapsulation, hydrogel
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1. GIRIS

Kikirdak dokusu olduk¢a smirli iyilesme kapasitesi nedeniyle doku miihendisligi
caligmalarinin en 6nemli hedef dokularindan birisidir (1, 2). Son yillarda gelismekte
olan kikirdak doku miihendisligi alaninda, Ozellikle ilerleyen yasla birlikte artan
kikirdak kaybi nedeniyle gelisen eklem hastaliklart i¢in umut verici sonuglar elde
edilmektedir. Kikirdak doku miihendisliginin temelinde; yiik tasimayan kikirdak
bolgelerinden izole edilen kondrositlerin hiicre kiiltiiriinde cogaltilarak ya da
cogaltilmadan, tasiyict matrikslere yliklenmesi ve hasarli bolgelere aktarilmasi
yeralmaktadir (3). Bilindigi gibi kondrositler, kiiltiir ortaminda fenotipik ve
fonksiyonel farklilasma gostererek boliinme yetenegi kazanirlar (4) ve fibroblast
benzeri hiicrelere doniisiirler (de-diferansiyon) (5). Bunlar, kikirdaga 6zel olan
kollajen (tip Il kollajen) yerine tip | kollajen sentezler (6,7). Fibroblast benzeri
hiicrelere farklilagan kondrositler, tekrar iic boyutlu matrikslere aktarilmadikga,
kiiltir ortaminda tekrar eski hallerine donmezler (5). Dogal veya sentetik polimerler
kullanilarak yapilan 3 boyutlu matriksler ve misket sekilli kiireler gibi hiicrelerin
sperikal morfolojisini destekleyen uygulamalar, fibroblast benzeri hiicrelere
farklilasan kondrositlerin, tekrar kollajen tip Il sentezleyen kondrositlere
doniismesini (re-diferansyon) saglarlar (8). Kondrositlere geri doniismesi amaciyla,
mezengimal kok hiicreler de kullanilmaktadir (9). Tasiyic1 matrikslerden hidrojeller
(0rn; hyaliironan, aljinat ve agaroz), 3-4 haftalik kiiltiir sonunda fibroblastlara
farklilasan kondrositlerin, tekrar farklilagsmasinda (rediferansiyon) iyi sonuglar
gosterir. Ciinkii, yiiksek hidratli 3 boyutlu aglara sahip olduklarindan kikirdag taklit
edebilirler (4, 8, 10). Aljinat jel matrikslerin igerisine hapsedilen yetiskin artikiiler
kondrositlerin 8 ay sonra bile kollajenden ve proteoglikandan zengin matriks

tiretebildigi rapor edilmistir (11).

Son yillarda gelismekte olan hiicre mikrokapsiilleme teknolojsinin kikirdak doku
miithendisligi ag¢isindan da avantajlar sunabilecegine dair gii¢lii veriler bulunmaktadir
(11, 12). Hiicre mikrokapsiilleme teknolojisi; oksijen, besin, hiicre metabolizmasi
icin gerekli olan biiylime faktorleri, atik iirlinler ve terapdtik proteinlerin difiizyonuna

izin veren polimerik yar1 gecirgen zar icinde hiicrelerin immobilize hale



getirilmesidir (13, 14). Aym1 zamanda, zarin yari-gecirgen Ozelligi, hiicrelerin
yabanci isgallerle zarar gérmesinden ve konak bdolgenin bagisiklik hiicreleri ve
antikorlarindan korur (13, 15). Kapsiillenmis hiicrelerin transplantasyonu, uygun bir
teknoloji  kullanilarak tedavi edilebilir veya edilemez c¢esitli hastaliklar ve
bozukluklarin tedavisi i¢in umut vericidir. Bu giiclii teknik, hastalik veya
dejenerasyondan dolay1r fonksiyonunu kaybetmis 6zel fizyolojik alanlarin yeniden
yapilandirilmasi igin terap6tik tirtinlerin kontrollii dagilimina izin verir (13). Hiicre
kapsiilasyonu, yari-ge¢irgen zarin siirindaki hem varligini devam ettiren, hem de
0l hiicreleri yakalamayi hedefler. Membranin, istenilen molekiillerin gegmesine izin
veren gegirgen yapisinin yanisira, istenilen biiyiikliigiin {izerine ¢ikan biiyiik
molekiillerin transportunu 6nleme yetenegi de bulunur (14, 16). Mikrokapsiilasyonun
yari-gecirgen zari hiicresel metabolizmayi, proliferasyonu, farklilagmay1 ve hiicresel
morfogenezi  destekleyecek  yapidadir (14). Hiicre mikrokapsiilasyonunun
yararlarindan birisi de, herhangi bir immunosupresif ila¢ kullanim1 olmadan bir
immunolojik bariyer lizerindeki hiicrelerin naklinin miimkiin olmasidir. Bu sayede,
bir yandan tasinan hiicrenin hayatta kalmasini saglarken, diger taraftan alici bireyin
immun sistemi tarafindan reddedilmesini onler (13, 14). Kapsiillenen hiicrelerin
mekanik davranislart ve dayanikliliklar1 kapsiile edilmemis olanlara gore ¢ok daha

iyi oldugu belirlenmistir (17)

Enkapsiilasyon i¢in, dogal ve sentetik polimerik bilesikler igeren cesitli skaffold
materyalleri test edilmistir (6, 10). Hidrojeller, doku benzeri elastikligi, yiiksek su
icerigi ve dokunun i¢ ortamini taklit edebilme yeteneginden dolayir en ¢ok dikkat
ceken yapi iskelesidir (13, 14 , 18). Hidrojel materyalleri sitotoksik degildir ve hiicre
kapsiilleme yontemlerinde zararsizdir (18). Agaroz, kollajen, fibrin, hyaliironik asit,
sentetik polimerler ve aljinat, mikrokiirelerin yapiminda sik¢a kullanilan
hidrojellerdir (4,11). Bu polimerlerin arasinda aljinat, {i¢ boyutlu kondrogenez

caligmalar1 i¢in deneysel olarak kullanisl bir materyaldir (11, 19).

Aljinat, deniz yosunundan izole edilen ve 2 iironik asit tuzu (f-D-mannuronat (M) ve
a-L-guluronat) iceren bir polisakkarittir (20, 21). Non-toksik o6zelligi ve
biyouyumlulugundan dolay1 tibbi alanlardaki uygulamalarda siklikla kullanilir (6, 22,
23). Aljinat soliisyonunun ig¢ine kalsiyum iyonlarinin eklenmesiyle 3 boyutlu

kalsiyum-aljinat hidrojel formu elde edilir, ¢linkii iki degerlikli kalsiyum katyonlari,



biopolimer zincirini ¢apraz baglar ve bunlar yumurta sekilli yapilar (egg-box) adini
alir (6, 22). Kalsiyum aljinat kiireleri i¢inde hiicrelerin kapsiillenmesi, konagin

bagisiklik sisteminden hiicreleri korumak i¢in iyi bir metoddur (4).

Son zamanlarda kikirdak doku miihendisligi ¢alismalar1 kondrositlerin ¢esitli
hidrojellerle mikro diizeyde kapsiillenmesi iizerine odaklanmistir (21). Yapilan
calismalarda fibrin jellerle kapsiillenen kondrositler, in vitro ortamda 5 hafta boyunca
canliligint siirdiirmiis ve ayn1 zamanda fibrin jele hyaliironik asit jel eklenmesiyle in
vivo kiiltiirden 4 hafta sonra biiziilme derecesi diisiiriilmiis ve ekstraseliiler matriks
(ECM) iiriinleri de saf fibrin jel kapsiillere gore artmistir (24). Baska bir ¢calismada,
kollajen ve jelatin jellerle kapsiillenen kondrositlerin in vitro kiiltiirde 21 giiniin
sonunda kikirdaga 6zel matriks iirlinii iirettigi gosterilmistir. Bu kollajen jel, bir giin
sonra bliziigme gostermis ve ilk 7 gilin boyunca hiicre sayisinda artis gézlenmistir
(25). Bir diger ¢alismada, ultra yiiksek akigkanlikta aljinatin, kalsiyum Kkloriirle
capraz baglanmasiyla yaklasik 500um capinda kapsiiller olusturulmus, her kapsiiliin
icine de 50 mezensimal projenitdr hiicre hapsedilmistir (6). Agaroz yardimi ile
olusturulan kapsiillenmis kondrositler daha sonra dexran-tyramine hidrojellere
hapsedilmis ve kondrosit kiimelerinin hiicre bazinda kondrojenik kapasitelerinin, tek
hiicre olarak hapsedilen kondrositlere gore ¢ok daha iyi oldugu rapor edilmistir (26).
Sonugta mikrokapsiilleme tekniginin birden ¢ok daha fazla hiicreden olusan
kondrosit kiimeleri olugturmas1 nedeniyle kondrojenik kapasitenin geri kazaniminda

fayda saglayacag diigiiniilmektedir.

Kondrositler i¢in kullanilan tasiyict matriksler arasinda hidrojeller, sagladiklar1 bazi
avantalar sayesinde One cikmaktadirlar. En Onemli &zellikler ise sulu ortamda
kolayca sisme Ozelligi gosterdiklerinden besinlerin ve bir¢cok kimyasal sinyalin
hiicrelere daha kolay ulasmasimi saglamaktadirlar (27). Bircok dogal ve sentetik
materyal kikirdak doku miihendisligi agisindan hidrojel yapimi i¢in denenmis ve hala
da denenmektedir. Bunlar arasinda fibrin, kollagen, agaroz, aljinat, HA, jelatin,
elastin benzeri polipeptidler, polietilen glikol gibi dogal ve sentetik polimerler
hidrojel yapiminda kullanilmaktadir (27, 28). Jelatin kollajen denaturasyonu ile elde
edilmektedir. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelliklerinin yaninda oldukga iyi
olan jellesme sisme 6zellikleri nedeniyle jelatin hidrojel caligmalarinda tercih edilen

bir materyaldir (29). Jellesmesine yardimci olmak i¢in dextran gibi hidrofilik,



biyouyumlu ve toksik olmayan polisakkaritler jelatin hidrojel yapiminda
kullanilmaktadir (30).

1.1. Kikirdak Dokusu

Kikirdak dokusu, mekanik streslere karsi koyan , yumusak fakat dayanikli matriksli
0zel bir bag dokusu tipidir. Matriks kikirdak hiicreleri tarafindan sentezlenir.
Kikirdak hiicreleri (kondrosit) lakiina adi verilen kii¢iik bosluklara yerlesmislerdir.

Kikirdak dokusu damarlardan, lenflerden ve sinirlerden yoksundur (31).

Ekstraselliller matriks, kollajen ve elastik liflerle birebir iliskili glikozaminoglikan
(GAGQG) ve proteoglikan (PG) lardan olusur. Kikirdagin biikiilgenligi ve sikistirmaya
kars1 olan direnci, sok ve darbe emici olarak gorev yapmasina olanak verir. Ayrica
cok diizglin ylizeyli olmast nedeniyle eklemlerin siirtlinmesiz olarak hareketine
olanak saglanmasi, yumusak dokularin desteklenmesi araciligi ile normal seklin
korunmasi ve uzun kemiklerin gelisiminde gerekli olmasi kikirdagin diger 6nemli

gorevleridir (32).

Matrikste bulunan fibrillere gére 3 tip kikirdak bulunur; Hiyalin kikirdak; Tip 1l
kollajen sentezler, en yaygmn kikirdaktir ve bir ¢ok fonksiyonu vardir. Elastik
kikirdak; Tipll kollajen sentezler, elastik lifli, biikiilgen matrikslidir. Fibroz kikirdak;
kaba kalin Tip I kollajen sentezler, cekme giiglerine kars1 direnglidir (31).

Perikondriyum bir ¢ok kikirdagi ¢evreleyen bag dokusudur. Fibriler bir dis tabaka ile
matriksi sentezleme kapasitesindeki daha hiicresel bir i¢ tabakadan olusur.
Perikondriyum vaskiiler bir tabakadir; kan damarlarmin tagidigr besinler kikirdak
hiicrelerini besler. Kikirdagin perikondriyuma sahip olmadigi alanlarda (kemigin
eklem yiizeyi) kikirdak hiicreleri eklem yiizeyini yikayan snovial sividan beslenir
(33).



1.1.1. Hiyalin Kikirdak

Taze halde, mavimsi gri renkli, 15181 yar1 gegirgen, biikiilgen matriksli ve viicudun en
yaygin kikirdagidir. Burun, larinks, kostalarin sternuma baglandigi ventral yiiz,
trakeal ve bronsial halkalarda ve hareketli eklem ylizeylerinde bulunur. Ayrica
embriyonik gelisim dénemlerinde, bir¢ok uzun kemigin sablonunu olusturur. Erigkin

donemde ise epifizial plak hiyalin kikirdaktan olusur (31).

1.1.2. Hiyalin Kikirdagin Histogenezi ve Biiyiimesi

Kikirdagin gelisecegi bolgelerde mezensimal hiicreler, uzantilarin1 kaybeder,
yuvarlaklasarak yogunlasir. Boylece yogun hiicrelerden meydana gelen bir
kondrifikasyon (kikirdaklasma) merkezi ortaya ¢ikar (31). Bu hiicreler daha sonra
kondroblastlara farklilasirlar. Kondroblastlar hemen bir matriks sentezlerler. Bu
stire¢ ilerlerken kondroblastlar kendine ait kiiciik kompartmanlar olan lakiina i¢ine
hapsolurlar, bundan sonra artik kondrosit olarak isimlendirilirler (34). Bu hiicreler
halen boliinme yetenegini stirdiirdiiklerinden, bir lakiina i¢inde 2-4 veya daha fazla
hiicre grubu olustururlar (31). Bu grup izogen grup olarak tanimlanir ve bir tek ana
hiicrenin 1-2 veya daha fazla boliinmesi ile olusmustur. Izogen gruplar matriks
irettikge lakiinalar da bir birlerinden uzaklasir, kikirdak igerden biiylimeye baslar.

Bu igsel (interstisyal) tipte biiylimedir (34).

Gelismekte olan kikirdagin periferindeki mezensimal hiicreler ise ilk olarak
fibroblastlara farklilagir. Fibroblastlar siki kollajenéz bir bag dokusu olan
perikondriyumu sekillendirir. Perikondriyum kikirdagin varligini ve biiyiimesini
stirdirmesinde sorumludur. Perikondriyum iki tabakalidir (32). Dista fibroz olan
tabaka Tip I kollajen, az fibroblast ve kan damarlarindan olusur. I¢ tabaka ise
cogunlukla kondrojenik hiicrelerden olusur. Kondrojenik hiicreler bdliinerek
kondroblastlara farklilasir. Bu hiicreler matriks sentezleyerek kikirdagin periferine

ilaveler yaparlar. Bu biiyii tipi ise appozisyonal biiylime olarak tanimlanir (31).

Interstisyal bilyiime yalnizca hiyalin kikirdagin olusumu sirasinda, perikondriyumu

olmayan eklem kikirdag1 ve epifizial plaklarda (kemik boyuna biiyiimesi) meydana



gelir. Bunlar disindaki viicut bolgelerinde biiyiime g¢ogunlukla appozisyonaldir,

kontrollii bir siire¢ olup kikirdagin yasami boyunca devam eder (31)
1.1.3. Kikirdak Hiicreleri
Kikirdak doku ile ilgili 3 hiicre tipi vardir (31, 32)

Kondrojenik Hiicreler; dar, ig sekilli ve mezengimal hiicrelerden farklilasir.
Sitoplazmalar1 azdir, bir iki nukleoluslu oval bir nukleuslart bulunur. Elektron
mikroskobik gozlemlerinde, Kiiglik Golgi, az mitokondri ve granilli endoplazmik
retikulum (GER) ile bol ribozom igerirler. Bu hiicreler hem kondroblast hem de

osteoprojenitor hiicrelere farklilagabilirler (31)

Kondroblast;  kondrifikasyon  merkezindeki mezensimal hiicrelerden  ve
perikondriyumdaki kondrojenik hiicrelerden kdken alabilirler. Kondroblastlar daha
siskin ve protein sentezi i¢in gerekli organellere sahip hiicrelerdir. Bu nedenle
bazofilik olarak boyanirlar. Zengin GER, iyi gelismis Golgi, bol mitokondri ve

zengin salgi vezikiilleri igerirler (31, 32).

Kondrositler; bir matriksle ¢evrili lakiina igine yerlesik hiicrelerdir. Kikirdagin
periferinde ovoid daha derin bolgedekiler ise yuvarlaktir ve bu bolgede izogen grup
artar. Histolojik preparasyonlarda biiziilme ve hiicre kayb1 gozlenir. Kondrositler de
belirgin nukleoluslu iri bir nukleusa sahiptir, protein sentezleyen hiicrelerin genel

ozelliklerine sahiptir (31, 32).

Geng kondrositler agik boyanan sitoplazmaya, bol mitokondri, GER ve iyi gelismis
Golgi kompleksine ve bol glikojen igerirken, Yasli kondrositlerde, aktivite daha
diisiik olup, organellerde belirgin azalma vardir. Ancak bu hiicrelerde serbest
ribozom boldur, kondroblastlara doniisebilme durumunda aktif protein sentezi
yaparlar (31,32).



1.1.4. Elastik Kikirdak

Hiyalin kikirdaga benzer fakat matriks ve pekondriyumu elastik lif igerir. Elastik
kikirdak pinna (kulak kepgesi), oOstaki borusu, epiglottis, larinkste yerlesmistir.

Elastik lif i¢eriginden dolay1 hiyaline gore daha sar1 ve opak goriiniimliidiir (31).

Bircok acidan hiyalin kikirdaga benzemesine karsin perikondriyumun dis fibroz
tabakasi elastik liflerce zengindir. Matrikste de bol miktarda inceden kalina kadar
degisen ve tip II kollajen lifler arasinda dallanan elastik lifler bulunur. Bu lifler
elastik kikirdak matriksini oldukca esnek yapar. Buna karsin matriks hiyalin kikirdak
kadar bol degildir, matriks kalsifikasyon gostermez (31)

1.1.5. Fibroz Kikirdak

Perikondriyum igermez, matriks tip | kollajene sahiptir. Fibroz kikirdak
intervertebral disklerde, baz1 artikiller disklerde ve tendonlarin kemik
insersiyolarinda bulunur. Hiyalin kikirdak ile siki bag dokusu arasinda gegis formu
sayilabilir. Perikondriyum icermez (31). Dermatan siilfat ve kondroidin siilfatga
zengin az bir matrikse sahiptir. Asidofilik olarak boyanan tip I kollajen bantlari
yogun olarak bulunur. Kondrositler genellikle doku iizerindeki zorlayici cekme giicti
yoniinde uzanan kaba kalin lif bantlar1 tizerinde paralel siralar olustururlar. Burada

kondrositler genellikle fibroblastlardan koken alirlar (32).

1.1.6. intervertebral diskler.

Her intervertebral disk iki vertebra arasinda bulunur. Bunlar1 bir arada tutar. Disk
annulus fibrozus ve nukleus pulpozus olmak iizere iki kompanenten olusur.
Intervertebral diskler spinal kolonun hareketi esnasinda komsu vertebralarin
asinmasini engelleyen hareketli yastik¢iklar olarak goérev yapar (33). Annulus
fibrozus, dista siki bag dokusu ile gevrili ve bunun ig¢inde temel olarak iist iiste
binmis lameller seklindeki fibréz kikirdaktan olusur. Komsu lamellerde kollajen lif
bantlar1 birbirine dik ac1 ile yerlesmislerdir. Cok sayida lif ve lamellerin boyle
diizenlenisi diske vertebraya binen yilik basincinin iistesinden gelebilme esnekligi

kazandirir (33). Nukleus pulposus, annulus fibrozusun merkezinde yer alir. Notakord



kokenli az miktarda hiicre, hiyaluronik asit ve tip II kollajenden olusan daha akiskan
bir dokudur. Cocukluk déneminde daha genis olan nukleus ileri yaslarda kiiciiliir ve

kismen fibroz kikirdaga doniistir (33).

1.2. Kikirdak Yaralanmalari:

Farkli tipte yaralanmalardan ve eksikliklerden kaynaklanan doku ve organ
yetmezlikleri insan sagliginda en dikkat ¢ekici ve pahali problemlerden birisidir.(35).
Kikirdak yaralanmalar1 da bu problemlerden bir tanesidir. Cevresel etmen kaynakli
travmatik yaralar veya eksikliklerin diginda, Paget hastaligi, hemofili ve akromegali
gibi dogustan ve metabolik hastaliklar da kondral hasarlara neden olabilir (36).
Gilinlimiizde, travmatik lezyonlardan veya kademeli dejeneratif hastaliklardan dolay:
meydana gelen doku hasarlarinin, hem in vivo hem in vitro olarak yapisal ve
fonksiyonel olarak yeniden yapilanmasina biiyiik talep vardir. Bu talep tip,temel

bilimler ve biyomiihendislik gibi tamamlayici alanlarin ilgilendigi bir konudur (37).

Eklem kikirdag: ileri derecede farklilasmis bir dokudur ve smirh iyilesme 6zelligi
gosterir (38). Ayrica, hayati boyunca, ilerleyen ve fokal kikirdak kaybi iceren ve
tekrarlayan dejeneratif hasara ugrayabilir (37). Yapisini agirlikli olarak kondrositler
ve tip II kollajenler olusturur. Hiicreler arasi agin ii¢ boyutlu yapisi, yiik tasima ve
kayma gibi islevleri acisindan onemlidir. Eklem kikirdagi sinoviyal sividan beslenir.
Bu nedenle kan kokenli biiyiime etmenleri dokuya ulasamadigindan onarimin veya
yeniden yapilanmanin (rejenerasyon) doku igerisinde gergeklesmesi sdz konusudur.
Eklem kikirdaginin katmanlar farkli yapisal ve islevsel 6zellikler gosterir. Onarim
gerceklesirken subkondral kemik dahil bu katmanlarin yapilarinin goz Oniine

alinmas gerekir (38, 39)

Kikirdak lezyonlari nadiren kendiliginden iyilesir ve bu da eklem yetmezliklerinin en
biiyliik ana sebeplerinden birini olusturur. Kikirdak yaralanmalar1 kademeli olarak
eklem kikirdaginin dejenerasyonuna ve osteoartirise sebep olur (36). Yapilan
caligmalar gosteriyor ki, otolog, yani organizmaya ait hiicre veya dokular, hiyalin
kikirdak iiretebilme yetenegine sahiptir. Bu da eklem kikirdagi tamirinde avantaj

kazandirmaktadir (36).



Embriyogenez, postnatal gelisme ve yetiskinlik boyunca kikirdak dokunun, 6zellikle
kondrositlerin, hemeostasisi ve biiyiimesi, onemli sayida humoral faktorler tarafindan
yonlendirilir. Bu faktorler hem gergek veya yapay tedavi boyunca kullanilir, hem de
yeniden yapilanmaya neden olur. Bununla birlikte, yayinlanmis bir¢ok arastirma, bu
faktorlerin yapay doku kiiltliri, kikirdak tamirinin hayvan modelleri ve yeniden
yapilanma tiizerindeki pozitif etkilerine dikkat c¢ekmistir (40). Bu faktorlerden
bazilari, iyonlar (6zellikle kalsiyum), diisiik molekiil agirlikli bilesikler (6rn. steroid
hormonlar), ekstraseliiler matriks molekiillerinin izole edilen kisimlari, peptit

hormonlar1 ve proteinlerdir (41).

1.3. Kikirdak yaralanmalarinin siniflandirilmasi:

1.3.1. Kismi kalinhktaki kikirdak hasarlar:

Kikirdak lezyonlari, subkondral kemige uzanip uzanmamalarina bagli olarak, tam ya
da kismi kalinlikta olma durumlarina gore siniflandirilir. Kismi kalinliktaki eklem
kikirdag: hasarlari, osteoartiristin ilk asamasi boyunca gozlenen ¢atlaklara benzerler
(36). Bu tiir hasarlar kendiliginden iyilesemez ve bu lezyonlar subkondral kemige
ulasamaz ve bundan dolayr kemik iliginin Oncii (progenitdr) hiicrelerine erisimi
yoktur. Kismi kalinlikta yaralanmalara maruz kalan hiicre yiizeyleri hiicre
yapigsmasini ya da fibrin pihtilasmasimi destekleyemez (42). Glikozaminoglikan
dermatan siilfat iceren matriks proteoglikanlar hiicrenin yapismasin1 ve hasar
alaninda pihtt olusumunu engeller (43). Sonu¢ olarak kismi kalinliktaki eklem
kikirdak hasarlarinda, subkondral kemik, hasar ve kemik iligi hiicreleri arasinda

bariyer gorevi goriir (36).

1.3.2. Tam kalinhktaki kikirdak hasarlar:

Tam kalinliktaki kikirdak hasarlarinda, pluripotent mezensimal kok hiicreyle iletisim
miimkiindiir (36). Kondrositler sinirli onarici 6zellige sahiptir. Eger hasar tam
kalinliktaysa vaskiiler bosluk ve kemik iliginden tiireyen hiicreler ile sinirli bir

kendiliginden iyilesme reaksiyonu vardir (42). Kendiliginden iyilesme, boslugu



dolduran bir fibrocartilagious dokusunun iiretiminden olusmaktadir. Bu doku,
zamanla dejenere olan zayif bir hiyalin kikirdak muadilidir. Kendiliginden onarim
sirasinda hasarin kenarlarindaki fibrokartilaj doku nekrotik hale gelir ve hasarin

merkezinde ¢ok az veya hig hiyalin kikirdak meydana gelmez (36).

1.4. Kikirdak yaralanmalarinin tedavi teknikleri

1.4.1. Artroskopik tedavi teknigi:

Eklem agrilarini hafifletmek igin lavaj veya debridman siklikla kullanilir. Artroskopi
sirasindaki lavaj, eklemin yikanmasini gerektirir. Bu yikama isleminin agriy
hafiflettigi goriilmistlir fakat bu mekanizmanin nasil oldugu bilinmemektedir (36,
44). Bu prosediirle eklem alanindaki enkaz kaldirilmis olabilir ve bdylece agri
hafifletilmis olabilir. Debridman, hasarli dokunun artroskobik olarak kaldirilmasidir.
Ayrica lavaj ile birlikte kullanildiginda uzun omiirlii bir agr1 kesici olarak goriiniir
(45). Bu yontemlerin her ikisi de eklem agrilarin1 hafifletmek i¢in rutin kullanilir ve
osteoartirit agamalarinin erken tedavisinde basarili oldugu gosterilmistir (44). Fakat,
hem lavajin hem de debridmanin biyolojik onarim gergeklestirdigine dair somut bir
delil yoktur (36, 44).

1.4.2. Yumusak doku greftleri:

Tam kalinliktaki eklem kikirdagi hasarlarinda periost ve perikondriyum nakli hem
insan hem de deneysel hayvan modellerinde uygulanmistir. Sonuglar ¢esitlilik
gosterse de hiyalin kikirdak benzeri dokularin olusumu rapor edilmistir (36). Bu
sonuclar 1s18inda perikondriyumdan olusan ve periosttan olusan dokular arasinda
anlaml bir fark olmadig: tespit edilmistir (44). Ancak periostun elde edilmesi daha
kolay oldugundan perikondriyumdan daha sik kullanilir (36). Kikirdak hasarinin
tamiri sirasinda periost kondrojenik potansiyel gostermistir. Periostun bu kondrojenik
potansiyeli kondrosit oncii hiicreler olarak atfedilir. Periost kemige yapisik bir
kambiyum tabakasi ve fibroz bir tabaka igerir. In vitro ¢alismalarin gdsterdigi tizere,

kondrosit farklilasmasi kambiyum tabakasinda gergeklesir ve fibroz tabakaya dogru
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ilerler ancak fibroz tabakada kikirdaklagsma olmaz. Kikirdak biiyiimesi apozisyonel
ve fibroz tabakadan uzaktir. Ayrica kambiyum tabakasinin juxta-fibréz kisminda

kondrosit 6ncii hiicrelerinin bulunmasini destekler (44).

Kikirdak tamiri sirasinda, periostal kondrosit 6ncii hiicreleri ve subkondral kemikten
tiiretilen mezengimal kok hiicreler iki potansiyel hiicre kaynagidir. Tavsanlarla
yapilan bir calismada periosttan nakledilen dokular vakalarin sadece % 33 iinii
tamir edebilmistir. Geri kalan % 67 si hem periosttan nakledilen dokularla hem de

kemik iligi mezensimal kok hiicrelerle tamir edilmistir (36, 44).

Periostal greftlerle yapilan klinik ¢alismalar zayif sonuglar gostermistir (36). Tam
anlamiyla bir hiyalin kikirdak tabakasi olusumuna ve tamir edilen dokuda uzun stiren
dayanikliliga ulagilmamistir. Dahasi, greftlerin dikis ve yapistirma yontemiyle hasarli
bolgeye eklenmesi, greftlerin kalsifikasyonundan dolay1 yiliksek oranda olusan greft

kayb1 gibi teknik giicliiklerden dolay1 engellenir (36).

1.4.3. Osteokondral Otogreft Transplantasyon

Osteokondral otogreftler, altindaki kemige bagli tam kalinlikli kikirdagin dairesel
silindirlerdir. Bu otogreftler, eklem kikirdaginin ve altindaki kemigin
kaldirilabilecegi yilik tagimayan alanlarda herhangi bir semptoma veya fonksiyon
kaybina sebep olmadan artroskopik yontemlerle giderilebilir. Dondr greft, press-fit

teknigi kullanilarak sokulur (46).

Bu osteokondral otogreft figlerinin nakli en sik femoral kondilleri igeren
semptomatik lezyonlarda yapilir. Bu lezyonlar kiigiik-orta boy (0.5 - 3 cm?) olmalidir
¢linkii mevcut dondr doku miktart smirlidir. Bazen kiiciik bir kesit bile gerekli
olabilir. Daha biiyiik lezyonlar i¢in, "mozaikplasti” olarak adlandirilan, ¢oklu fisleri

kullanarak uygulanan bir teknik kullanilabilir (46).

Osteokondral otogreftlerin avantaji, dokunun otojen ve normal yasayan hiyalin
kikirdak olmasidir. Bu nedenle, bu teknik yaralanan kikirdaga ¢ok benzer bir
kikirdagin olusumu ile sonuglanir. Dezavantajlari ise, donor dokuda morbidite ( agri

ve yeni kikirdak hasari ), eklem kikirdak ytlizey hatt1 ile donor dokudaki eslesmede

11



teknik zorluklar, kikirdak figleri arasindaki bosluklar ve kikirdak veya kemik
¢okmesi riskidir (46).

1.4.4. Osteokondral Allogreft Transplantasyon

Taze osteokondral allogreft transplantasyonu sirasinda, kikirdak defektinin tamiri
icin kadavra grefti kullanilir. kikirdak kusuru ortaya ¢ikarmak igin kiiglik bir
artronomi yapilir. Osteokondral allogreft fisleri defekt boyutuyla hattini eslestirmek

icin toplanir ve daha sonra pres-fit teknigi kullanilarak stabilite saglanir (46).

Bu prosediir orta ve biiyiik eklem kikirdag: hasarlarinda ( 3 cm? ye kadar biitlin bir
hemikondil) ,kemik kayb1 olan yasli hastalarda kullanilir. Siklikla femoral kondilleri
kapsayan kusurlar i¢in kullanilan osteokondral allogreftler, ayn1 zamanda patella,

troklea veya tibial plak lezyonlar1 i¢in de kullanilabilmektedir (46).

Osteokondral allogreftlerin biiyiik avantaji, tek asamali bir prosediirle genis
osteokondral kusurlarin yerine gegme yetenegidir. Buna ek olarak, eklem kikirdagi
hasar1 fibroz kikirdak yerine eklem kikirdagina doniisiir. Dezavantajlari, greft
kullanilabilirligi, teknik zorluklar, maliyet ve olasi hastaliklarin taginmasini igerir
(46).

1.45. Otolog Kondrosit implantasyonu

Eklem kikirdagi yaralanmalari, ortopedide en ilgin¢ sorunlardan birini sunan,
tedavisi gelisen bir hastaliktir (47). Kikirdak transferi giinimiizde sadece kikirdak
hasar1 diz ekleminde (nadiren bilekte) kiigiik bir alanda olan kisilerde kullanilmistir
ve artrit i¢in yaygin degildir. Boyutu yeterince kii¢iik olan kikirdak hasarlarinda
etkilidir ¢iinkii fisler hasar alanin1 yeterince doldurur. Fakat bosluklari dolduran yeni
kikirdak normal eklem kikirdagiyla ayni olmaz ve zamanla tutunamaz. Mozaikplasti
yontemi ise yama veya mozaik olusumu ile sonucglanir ve genellikle greftler arasinda
0li bosluk olusur. Bu gibi kusurlar ise umut verici sonuglar vermesine ragmen

basarisizliga sebep olmaktadir (48).
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Bu kosullar altinda doku miihendisliginin gii¢lii hiicre bazli terapisi, zarar gormiis
doku veya organlarin biyolojik olarak yenilenebilecegini kanitlamistir (48, 49). Daha
onceden otolog kikirdak transplantasyonu olarak bilinen otolog kondrosit
implantasyonu, semptomatik diz kikirdagi hasar1 tedavisinde kullanilan bir yaklasim
olarak tanimlanmistir (48). Giliniimiizde, otolog kondrosit implantasyonu, kondral
madde kayb1 tedavisi i¢in ihtiyag duyulan alternatif bir tedavi teknigi haline gelmistir
(50). Bu tedavi yontemini 6nemli kilan, hiyalin veya hiyalin benzeri kikirdagin

yeniden olusmasini saglamasi ve eklemin normal fonksiyonlarina geri getirmesidir

(51).

Bilindigi gibi hiyalin kikirdak proteoglikanlardan ve az miktarda elastinle birlikte tip
II kollajenden olusan oldukg¢a organize bir dokudur ve kendi kendini yenileyebilme
yetenegi yoktur (52). Semptomatik tam kalinlikli eklem kikirdagi hasarlari,
genellikle bu hasarlarin agr1 ve fonksiyon kaybi ile osteoartriti ilerletme
potansiyeline sahip oldugu kabul edilmektedir (53), yillarca otolog kondrosit

implantasyonu ile tedavi edilmistir (52).

Otolog kondrosit implantasyonunun, modifikasyonlara ve gelismesine dayali ¢

katagorisi vardir.

1.4.5.1. Birinci Nesil Otolog Kondrosit implantasyonu

Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu ilk olarak 1987 yilinda tanitilmis ve
1994 yilinda da yayinlanmistir. Bu terapi, periostal yamanin altindaki kikirdak hasari
i¢ine, kiiltiirlenmis siispansiyon otolog kondrositlerin implantasyonunu yontemi ile
yapilir (48, 49). Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu, onceki artroskopik
veya cerrahi tedavi yontemlerinin (debridman, mikroparcacik, sondaj, abrazyon
artroplastisi veya osteokondral otogreft/allogreft) yetersiz kaldigi distal femurunda
semptomatik kikirdak hasari olan hastalarda kullanilan bir tekniktir (53). Bu klasik
teknigin kullanimi, hem periostal hipertropinin sik stk meydana gelmesiyle hem de
cerrahi prosediirlerin morbiditesi ve karisikligiyla ilgili birka¢ simirlandirmayla
iliskilendirilmistir. Dahasi, bu teknik artronomi , periost kapagi, uzun operasyon
siiresi, biiyilkk kesikler gerektirir. Ustelik ameliyat sonrasi komplikasyonlar

goriilebilir ve rehabilitasyon siiresi oldukga yavastir (48).
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1.4.5.2. ikinci Nesil Otolog Kondrosit implantasyonu

Kikirdak doku miihendisligi alaninda son teknolojik gelismeler, klasik otolog
kondrosit implantasyon yontemlerinin dezavantajlarinin, otolog hiicrelerin yapay
doku yapilarini ve biyomateryalleri kullanarak iistesinden gelmeyi amaglamistir (48).
Bu teknik kiiltiire edilmis kondrositlerin implantasyonuyla, 3 boyutlu yapiyla ve
absorbe edilebilen yap1 iskeleleriyle, iki asamali yontem (hem artroskopik biyopsinin
ilk agsamas1 ve ag¢ik artronominin ikinci asamast hem de artroskopik implantasyonun
ikinci asamasi) olarak tanimlanmistir (52). Ikinci nesil otolog kondrosit
implantasyonunda, periost kapagi igin bir yedek olarak domuz kollajen zar
kullanilmigtir. Bu teknik ile operasyon sonrasinda bazi hastalarda immunolojik
problemlerle karsilasma ve doku biiylimesinin kalitesi tatmin edici olmamasi gibi

sonuglar elde edilmistir (48).

Ikinci nesil otolog kondrosit implantasyonu ayni1 zamanda matriks uyarimli otolog
kondrosit implantasyonu (MACI) olarak da adlandirilir (54). Martiks uyarimli otolog
kondrosit implantasyonunda hiicreler, hyaluronan veya ¢ift kollajen katmani gibi
matriks adi verilen zarlara ekilir ve hasar gormiis alana implante edilir. Bu yontem
periostal diizeltme gerektirmez ve aymi zamanda, birinci nesil otolog kondrosit

implantasyonuna kiyasla dikissiz olup operasyon siiresi daha kisadir (48).

1.4.5.3. Uciincii Nesil Otolog Kondrosit Implantasyonu

Ucgiincii nesil otolog kondrosit implantasonu ikinci nesilin gelismis halidir ve
matrikslerin yerine enjekte edilebilir jeller kullanilir. Bu teknik, in vitro kiiltiirii
yapilan otolog kondrositlerin ve biyobozunur ve biyouyumlu jellerin karistirilmasiyla
uygulanir ve nispeten dikis tiirtine gore daha kolay uygulanabilen bir yontemdir (48).
Orijinal kondrojenik fenotiplerinin ekspresyonunu gosteren ve in vivo ortamda
kondrositlerin yliksek canlilikta biiyiime gosterdigini destekleyen calismalar yapan
aragtirmacilar, biyobozunur scaffoldlarin 6nemini belgelemislerdir (55). Bu teknik,
dayanikli olmast ve uzun vadede osteoartiriti 6nlemek i¢in daha hiyalin benzeri

kikirdak tiretmesi sebebiyle daha etkilidir (56).
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Cizelge 1.1. Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu ( dikisli yontem) ve ti¢iincii nesil

otolog kondrosit implantasyonu ( hiicre-jel karigimi) karsilastirmasi (48).

Dikigli yontem Hiicre-jel karisimi
Operasyon siiresi | uzun (3-4 saat) kisa (20-30 dakika)
Kesik biyilk (>10cm) kiguk (<5cm)
Cerrahi teknikler Yavas Hizh
Uygulama zor (agri ve aci) Kolay
Hasarli alan kiglk ( 10 cm2 den az) blyiik (20 cm2 den fazla)

1.5. Hiicre kapsiilleme teknolojisi:

Son yillarda, hiicrelerin hasarli dokuya tasinmasinda kavramsal olarak farkli iki
strateji gelistirilmistir. Birincisi, serbest otolog allojenik ve ksenojenik hiicrelerin
enjeksiyonu, ikincisi ise yap1 iskelelerine gomiilen veya ekilen hiicrelerden temel
alir. Ozellikle ikinci ydntem hem in vitro, temel uygulamali arastirma

protokollerinde, hem de in vivo, tibbi tedavi biliminde kullanilir (57, 58).

Ne yazik ki, serbest hiicrelerin kullanimi, {istlin uygulama tekniklerine ragmen,
transplante edilen bolgenin immun sisteminin nakledilen serbest hiicreyi antijen
olarak tantyip reddetmesinden dolayr dezavantaj saglar (59). Ayrica nakledilen
serbest hiicreler, dis mekanik yiiklerden korunmaz ve diizgiin bir mikro cevreyle
kapli degildir. Bundan dolay1 hiicreler fonksiyonelligini ve canliligim hizli bir
sekilde kaybedebilir. Bu simirlamalarin ¢oziilmesi i¢in dogal ve sentetik yapilar

potansiyel bagisiklik izolasyon iskelesi olarak gelistirilmistir (57).
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Hiicre kapsiilleme teknolojisi oksijen, besin, hiicre metabolizmast i¢in gerekli olan
biiyiime faktorleri, atik iiriinler ve terap6tik proteinlerin diflizyonuna izin veren yari
gegcirgen zar i¢inde hiicrelerin immobilize hale getirilmesidir (13, 14). Ayn1 zamanda
zarin yar1 gegirgen Ozelligi kapsiillerin yabanci isgallerle zarar gérmesinden korur
(14, 15, 60). Kapsiiliin yari-gegirgen zari hiicresel metabolizmay1, proliferasyonu,

farklilagsmay1 ve hiicresel morfogenezi destekleyecek yapidadir (14).

1.5.1. Mikrokiire ve Mikrokapsiil Kiiltiir Sistemleri

Klinik amacli sistemlerde, hiicre sayisini daha da artirmak i¢in hiicreler, daha genis

yiizey alanina sahip mikrokiire, mikrokapsiil ve mikrotasiyicilara yerlestirilerek
kiiltiire edilmiglerdir. Besiyeri ve oksijen, 6zellikle kiigiik yarigapa sahip sistemlerde
her hiicreye rahatca ulasabilirken, yaricap biiyilidiik¢e i¢ kistmda bulunan hiicrelere
yeterince ulasamamasi s6z konusu olabilmekte ve merkezde bulunan hiicreler

canlilik ve metabolik aktivitelerini yitirebilmektedir (61).

1.5.2. Hiicre Kapsiilleme Teknolojisinde Kullanilan Biyomalzeme ve

Polimerler

1.5.2.1. Hidrojeller :

Hidrojeller doku benzeri elastikligi, yiiksek su igerigi ve dokunun i¢ ortamini taklit
edebilme yeteneginden dolayr en ¢ok dikkat ¢eken yapi iskeleleridir (13, 14, 18).
Hidrojel materyalleri sitotoksik degildir ve hiicre kapsiilleme yontemleri zararsizdir
(18). Hiicre kapsiilleme igin kullanislt hidrojel secerken birkag kriter gbz Onilinde
bulundurulmalidir. Birincisi, organik ¢oziicliler genelde hiicreye zarar verdigi i¢in su
bazli yontemler kullanilmadir. Ikincisi, jelatin kullanirken olusan reaksiyonlar 1liml
olmal1 ve hiicrenin fizyolojisine zarar vermemelidir. Ugiinciisii, hidrojellerin yapisi
ve kimyasal ozellikleri hiicrenin proliferasyonu ve doku formasyonu i¢in uygun
olmalidir. Ayrica, Hidrojeller hiicre kapsiillemede olusan yan etkileri de

distiriilmelidir (18). Hiicrelerin adheze olmasini saglayacak adhezyon reseptorleri,
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biiylime faktorleri ya da diger sinyal molekiilleri bulunduran ve bu amagla modifiye
edilmis biyoaktif malzemeler, hiicreler i¢in en ideal polimer iskele sistemlerini
olusturur. Seliiloz, pektin, nisasta, dekstran, aljinat, modifiye Kkitinler, Kitosan,
kollajen, jelatin vb. dogal polimerler, hiicrelerin baglanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan biyomalzemelerdir (61, 62). Dogal Hidrojeller basarili bir implantasyon
icin Onemli olan proliferasyonu ve gelismesini artiran biyolojik sinyalleri

saglamasiyla bilinmektedir (13, 63).

Sentetik hidrojeller alternatif bir membran olarak gelistirilmistir ve uygun
kompozisyon ve kolayca kontrol edilebilen elverisli fiziksel ve mekanik 6zellikler
gosterir. Bunun yaninda sentetik hidrojeller hiicre implantasyonu sirasinda gerekli
olan biyolojik sinyalleri saglama kapasitesine sahip degildir. Poliesterler (Laktik asit-
glikolik asit kopolimerleri, poli (b-hidroksibiitirat), poli (ekaprolakton), poli
(trimetilenkarbonat), poli (ortoesterler), vd.), poliamidler poli (glutamik asit), poli
(lizin) ve kopolimerleri, poli (fosfatesterler), poli (anhidritler), poli (ortoesterler) vb.

ise ¢alismalarda kullanilan sentetik polimerlere 6rnek olarak verilebilir (61).

Biyosentetik hidrojeller, biyoaktif pargalarin sentetik aglar i¢inde birlestirilmesiyle,
dogal ve sentetik hidrojellerdeki eksiklikler i¢in elverigli ¢dzlim haline gelir, boylece
doku mithendisligi alaninda hem dogal hem de sentetik hidrojellerin kombiniyle daha

avantajl hale gelmektedir (13).

1.5.2.2. Aljinat:

Aljinat, ti¢ farkl1 kahverengi deniz yosunundan (Laminaria hyperborea, Ascophyllum
nodosum ve Macrocystis pyrifera) ve bakterilerden (Azotobacter vinelandii ve
Pseudomonas) elde edilen, -D-mannuronik asit (M) ve ]-L-guluronik asit (G)
monomerlerinden olusan lineer bir polisakkarittir (1,4-bagli _-D mannuronik asit ve
1,4-bagli _-L-guluronik asit heteropolimeri)(64). Aljinatin, hidrofilik olmasi, organik
¢oziiciilere gerek duyulmadan hiicreler igin 1liman kosullarda matris yapilarin
olusturulmasi, genis gozenek boyutuna sahip olmasindan dolayr difiizyon
kisitlamasinin az olmasi, istenilen durumlarda gesitli modifikasyonlarla gozenek

biiyiikliigiiniin ayarlanabilmesi, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleri nedeniyle
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ilag vb. salim uygulamalarinda, implantasyon ve hiicre enkapsiilasyon ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilmistir (61). Cozelti halindeki sodyum aljinatdaki, guluronik
asite (G) baglh sodyum iyonlarinin, kalsiyum gibi divalent katyonlarla yer

degistirmesi ile yumurta kutusu (egg-box) adi verilen jel yapilar olusur (sekil 1.1).
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Sekil 1.1: a. Aljinat, b. aljinatin guluronik asit monomerlerinin Ca*? iyonlar1 ile

olusturdugu ‘egg-box’ yapist (61)

1.5.2.3. Termoplastik polimerler

Termoplastik polimerler uzun, dogrusal, suda ¢oziinmeyen zincirlerden meydana
gelir, soguma asamasiyla erime 1sist takip edilen farkli konfigiirasyonlar halinde
islenebilir. Termoplastik polimerler kimyasal ve mekanik stabilite 6zelliklerinden
dolay1 hiicre kapstillemede tercih edilmektedir ve hidrojellerden daha iyidir. Bundan
dolay1 makrokapsiillerde ve damar i¢ine dahil etme isleminde siklikla tercih edilirler.
Son zamanlarda hiicre immunoizolasyonu igin kullanilan en popiiler Termoplastik
materyal acrylanitrile  vinyl chloride kopolimer (PAN-PVC)dir. Hiicre
enkapsiilasyonunda kullanilan diger termoplastikler politiretan, polisiilfat ve diyaliz
membranlaridir. Elverisli stabilite 6zellikleri olmasina ragmen termoplastikler suda
¢Oziinen besinlere kars1 diisiik gegirgenlik gosterir ve kapsiillii hiicrelerin canliligin

sinirlar (13).
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1.5.2.4. Polimerik olmayan materyaller

Polimerik membranlarin genis gézenek boyutu, zararli immun sistem bilesenlerinin
bloke edilmesinde sikinti ¢ikarabilir ve bu da 6nemli bir problemdir. Bu problemin
istesinden gelmek i¢in Polimerik olmayan materyaller gelistirilmistir (13). Polimerik
olmayan materyaller, 6rnegin silikon ve seramik, tek tip gozenek boyutunu kontrol
altina alacak potansiyele sahiptir. Son zamanlarda silikon nanopor membranlar
immunoizolasyon ic¢in mikrofabrikasyon teknikleri kullanilarak iiretilmektedir. Bu
silikon nanopor membranlart Sun kalinliginda ve %1 gozeneklidir. Bu gézeneklerin
boyutu segicilige izin verir. Biyoseramikler ise son zamanlarda kemik hiicre

transplantasyonunda ortaya ¢ikmistir (13).

Bu membranlar iyi stabilite ve yiiksek seviyede mekanik dayaniklilik gosterir.
Polimerik olmayan materyaller gézenek biiyiikliigliniin kontrolii agisindan avantajh
olsa da komplike olusu ve sert fabrikasyon kosullari, hiicre enkapsiilasyon

uygulamalarinda gelismesini kisitlamaktadir (13).

1.6. Cahismanin Amaci

Bu tezde, doku uyumlulugu oldukg¢a iyi oldugu gosterilmis aljinat ile sentezlenmis
olan mikrokapsiillere hapsedilmis dedifferensiye kondrositlerin, kondrojenik

potansiyellerinin geri kazanimi ve canlilik siiresinin uzatilmasi amaglanmistir.
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2.  MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1.Cihazlar

Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet,Labor ildam,
Tiirkiye)

Sogutmali santrifiij (ROTINA 380R Hettich,Almanya)

Inverted mikroskop( Leica DM6000B, Isveg),

Vorteks (Heidolph)

Elisa plate okuyucu(BIOTEK GENS Elisa Reader PowerWave XS2)
Karbondioksitli etiiv (Binder CB150)

Hemositometri (Invitrogen,Countess)

Hassas terazi (Mettler toledo MS204)

Isiticili manyetik tabla (IKA C-MAG HS 7)

Dondurmali mikrotom ( Leica )

LightCycler Real Time PCR cihazi (Roche)

2.1.2. Kimyasallar ve malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,Biological Industries,Israil)
Fetal bovin serum(FBS,Biological industries, Israil)
Penicillin-streptomycin (antibiyotik, Biological Industries,Israil)
Tripsin-EDTA Soluition C in PBS(Biological Industries,Israil)
WST-1 (Roche, Almanya)

48 well plate (BD,USA)

96 well plate(BD,USA)

25 cm?’lik hiicre kiiltiir flaski(BD,USA)

15 ml santrifiij tiipii(Nunc,Almanya)
Mikropipet(20um-100pum-1000pm Scaltec, Almanya)
Disposable pipet (2ml,5ml,10ml, Corning)

Etanol (Merck, Almanya)
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PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD)
Aljnik asit(Sigma, ABD)

Kalsiyum kloriir( Sigma, ABD)

Serum fizyolojik

Toluidine blue (Bio Optica)

Sodyum kloriir (Amresco, Israil)

Dimetil metilen mavisi ( sigma, ABD)
Sodyum fosfat, EDTA (Amresco, Israil)
Kondroitin siilfat ( sigma, ABD)
N-Acetyl-L-Cysteine (Amresco, Israil)
EDTA (Amresco, Israil)

Papain ( Sigma, ABD)

Primer antikorlar( tip I, tip 1l, SOX9, GAPDH) (Roche, Almanya)

Hydrolise probe master kit ( Roche, Almanya) ve c¢esitli cam malzemeler

kullanlmustir.

2.2. Deneysel Calismalarda Kullamilan Cozeltiler ve Soliisyonlar

2.2.1. Besiyeri Hazirlanmasi

%389 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F-12 (DMEM/F-12)
%10 Fetal bovin serum

%1 Penicillin-Streptomycin

2.2.2. Double Staining Caliyma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Riboniikleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlandi.
Hoechst ise 1 mL PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlandi.
Propidium lIodide 1mL PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlandi.
Soliisyonlar kullanilana kadar — 20 °C’de saklandi.

Calisma soliisyonunun hazirlanisi:
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10 mL PBS i¢ine RNAaz stoktan 100 mikrolitre
Hoechst stoktan 500 mikrolitre

Propidium lodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazirlandi.
2.2.3. MTT Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

5mg MTT, 1ml PBS de ¢oziildii.

0,2 filtreden gegcirildi.

Soliisyon kullanilana kadar +4°C de karanlikta saklandi.

2.2.4. Aljinat Cozeltisinin Hazirlanmasi
20ml serum fizyolojik igerisinde 0,2 g aljinat tozu ¢ozdiiriildii.

Isiticili manyetik tabla tizerinde homojen bir karigim elde edene kadar manyetik balik

yardimiyla karigtirildi.

Hazirlanan %1°lik ¢ozelti UV de yarim saat bekletilerek sterilizasyonu yapildi.

2.2.5. Capraz Baglayic1 Cozeltisinin Hazirlanmasi
100ml serum fizyolojik igerisinde 5g CaCl; ¢ozdiiriildii.

Isiticili manyetik tabla tizerinde homojen bir karigim elde edene kadar manyetik balik

yardimiyla karistirilda.

Hazirlanan %5°lik ¢ozelti UV de yarim saat bekletilerek sterilizasyonu yapildi.
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2.3. Hiicre Kiiltiirii
2.3.1. Hiicre izolasyonu

Mezbahaneden tiiketim amacl kesilen sigirlardan steril pens ve makas yardimi ile
cikartilan kikirdak doku oOrnekleri antibiyotikli tasima soliisyonu igeren siselere
alinarak polistiren kutularda buz kasetleri ile laboratuvara tasindi. Ornekler,
laboratuvarda laminar akish kabinde antibiyotikli PBS ile yikandiktan sonra petrilere
yerlestirilerek, steril pens, makas ve bistiiri yardimi ile dokunun 6nce dis kismindaki
bag doku parcalar1 uzaklastirildi. Ornekler yeterince temizlendikten sonra ayr1 ayri
steril petri kutularina alindi.

Kikirdak parcalarindan kondrosit hiicrelerini izole etmek i¢in steril bir bistiiri ile
nazik¢e kazindi ve ¢ok kiigiik pargalara ayrildi. Ardindan kollajenaz enzimi ile yarim
saat muamele edildi ve santrifiij edilerek dipte kalan doku pargalart alindi. Daha
sonra 25cm? lik flasklara koyulan parcalarin iizerine 3ml medyum ilave edildi ve
etiivde 37 derecede bekletildi. Hiicrelerin gogalmasina paralel olarak 48 saatte bir

medyum degistirildi.
Calismanin timiinde hiicre kiiltiirleri 37°C de % 5 CO2 % 95 hava igeren rutubetli

ortamda genel hijyen kurallarina uyularak inkiibe edildi.

2.3.2. Hiicre Sayimm

Hiicre sayimi hemositometri ile yapildi. inkiibasyon sonrasinda flask inkiibatérden
alind1 ve steril ortamda Laminar kabinde, flask igerisindeki medyum dokiildii ve
0,5ml PBS ile yikandi. Daha sonra 0,5 ml tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4
dakika inkiibatorde bekletildi. inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin
flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildiklar1 mikroskobik olarak go6zlendikten sonra, flaska medyum eklenerek
hiicreler falkon tiipe aktarilarak 2500rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant atildi, tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti tizerine 1 ml (%10
FBS ve %1 antibiyotik igeren) DMEM/F-12 medyum eklendi. Pipet yardimiyla pellet
ve DMEM/F-12 siispanse edildi ve siispanse edildikten sonra 10ul karisimdan alinip

mikrosantrifiij tiipiine koyuldu. Uzerine 10ul tripan blue eklenip homojenize edildi.
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Karigimdan 10ul alinip hemositometri lamina koyuldu. Lam cihaza yerlestirildikten

sonra sayim yapildu.

2.3.3. Kiiltiirii yapilan kondrosit hiicrelerinin enkapsiilasyonu

Hiicre sayimi sonrasinda yasayan 5.0x10° hiicre pelleti, laminar flow kabin
igerisindeki manyetik tabla iizerinde karismakta olan aljinat ¢ozeltisine eklendi.
Aljinat ¢6zeltisinden 10um lik mikropipet yardimiyla Sul ¢ekilerek diger manyetik
tabla tizerinde karigmakta olan CaCl, capraz baglayict ¢ozeltisinin igerisine
damlatilarak mikrokapsiiller olusturuldu. Yaklasik 500um c¢apinda, igerisinde 1250
hiicre olacak sekilde damlatma islemi yapildi. Yeterli sayiya ulasan kapsiiller, 0.,
5.,8., 15., 30. ve 40. giinlerde incelenmek tizere ayr1 ayri petrilere konuldu ve her bir
petrinin igerisine 7ml medyum konularak etiive kaldirildi. Petrilerin igerisindeki

kapsiillenmis hiicrelerin medyumu 3 giinde bir degistirildi.

2.3.4. Aljinat ile Kapsiillenmis Kondrositlerin Toksisitesinin Belirlenmesi

Toksisite deneyi i¢in 48 kuyucuklu pleyt kullanildi. Her kuyucuga ayni sayida kapsiil
konuldu. Kuyucuklarin bir kismina pozitif kontrol i¢in sadece hiicre, negatif kontrol
icin igerisinde hiicre bulunmayan kapsiiller konuldu. Fenol red’siz DMEM
kullanilarak hazirlanan DMEM/F-12 medyumdan 200 ul kuyucuklara koyuldu,
tizerine 10 ul WST-1 ¢ozeltisi ilave edildi. 37 °C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra
hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in 48 kuyucuklu plate’in absorbans yogunluk
degerleri ELISA plate okuyucuda 420 nm’de okundu..

2.3.5. MTT Test

Her kuyucukta ayni sayida kapsiil olacak sekilde 48 kuyucuklu pleyte yerlestirildi.
Kuyucuklarin bir kismina pozitif kontrol i¢in sadece hiicre, negatif kontrol i¢in
icerisinde hiicre bulunmayan kapsiiller konuldu. Fenol red’siz DMEM kullanilarak
hazirlanan DMEM/F-12 medyumdan 200 pl kuyucuklara koyuldu. Uzerlerine 20ul
MTT soliisyonu damlatildi. 3,5 saat inkiibasyondan sonra olusan formazan

kristalleini gidermek i¢in tlizerlerine 150pl DMSO damlatilip 15 dk daha inkiibe
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edildi. Daha sonra hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in 48 kuyucuklu plate in
absorbans yogunluk degerleri ELISA plate okuyucuda 590 nm’de okundu.

2.3.6. ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi

Ikili boyama metodu ¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu
gostermektedir. Riboniiklease A kullanilir. — 20 °C’de saklanir (Sigma R-500).
Riboniikleaz A RNA’y1 boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA’y1 yok eder. Hoechst
(33342). boyasi +4 °C’da saklanir. Apoptotik hiicreleri boyar. Bu sayede gercek
apoptotik hiicreler belirlenir. Propidium Iodide: +4 °C’de saklanir. DNA’y1 ve
RNA’y1 boyar. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gosterir.

Ikili boyama icin 48 well plate kullanildi. Her Kuyucuga ayn1 sayida kapsiil konuldu.
Kuyucuklarin bir kismina pozitif kontrol i¢in sadece hiicre, negatif kontrol igin
igerisinde hiicre bulunmayan kapsiiller konuldu. Uzerlerine 70ul ikili boyama
soliisyonu (double staining ¢alisma soliisyonu) damlatildi. Hi¢ 151k gérmeyecek
sekilde 15dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda floresan mikroskopta DAPI filtresi
kullanilarak apoptoza ugramis hiicrelerin ve FITC (480-520nm dalga boyunda)

nekroza ugramis hiicrelerin degerlendirmesi yapildi.

2.3.7. Toluidine Boyama ile Glikozaminoglikan Depolanmasinin Gosterilmesi

Kapsiiller dondurmali mikrotom (kryostat) stamplarinin iizerine konuldu ve tissue
freezing medium yardimiyla -20°C de donduruldu. Donmus kapsiil bloklarindan
kryostat ile 3um kalinliginda kesitler alinarak lamel {izerine yerlestirildi. Kesit alma
1slemi -20°C de gerceklesti. Kapsiil kesitlerinin oldugu lameller 6ncelikle %96,%80
ve %70 lik alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra iizerlerine 1:10 oraninda
seyreltilmis toluidine blue boyasi damlatilip 1 dk bekletildikten sonra boya aspire
edildi ve lameller distile su ile yikandi. Lameller kuruduktan sonra 11k

mikroskobunda inceleme yapilda.

25



2.3.8. DMMB Analizi ile Glikozaminoglikan Miktarinin Belirlenmesi

Temel olarak Kim ve ark.(2011), kullandig1 metod takip edildi. Ozetle 16 mg Dimetil
metilen mavisi, 2,37 g NaCl, 95 ml 0,1 mol/l HCI 1000ml distile suda ¢6ziildii ve pH
3.0 olarak ayarlandi. Hazirlanan DMMB c¢o6zeltisi kullanilincaya kadar kahverengi
sisede 4°C de saklandi. Uzerinde kondrosit kiiltiirii yapilmis yaklasik 1 gr
agirhgindaki makrokiire 300 mg/ml papain (Amresco, Israil), 2 mM EDTA
(Amresco, Israil), 2 mM N-acetyl L-cysteine (Sigma-Aldrich, Almanya) igeren
¢ozelti icersinde 65°C*de 1 saat siireyle parcalandi. 100 Mm Na2HPO4 ve 5mM
EDTA 100ml distile suda ¢oziilerek PBE( fosfat buffer edta) tampon ¢ozeltisi
hazirlandi. Standart i¢cin 125pg/ml kondroitin siilfat, hazirlanan PBE ¢ozeltisi
icerisinde ¢ozdiirlilerek hazirlandi. 0-10pg/ml arasinda hazirlanan kondroitin siilfat
cozeltileri 48 well plate in kuyucuklarina koyuldu ve tizerlerine 200 ul DMMB stok
cozeltisi eklendi. 1 saat siireyle parcalanan kapsiiller 8000 g de 15 dk santrifiij
edildikten sonra {iistte kalan siipernatant PBE ¢6zeltisi kullanilarak 1-10pg/ml
arasinda hazirlanip 3 tekrarh olarak kuyucuklara yerlestirildi ve tizerlerine 200 pl
DMMB stok soliisyonu eklendi. Ornekler 525nm de ELISA plate okuyucuda

okutuldu.

2.3.9. Real Time-PCR ile kondrositlerin Tip I ve Il Kollagen, SOXO,
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

2.3.9.1. RNA izolasyonu:

RNA izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit’i (Roche) kullanilarak yapildi.
Uretici Firmanin katologundaki protokol takip edildi. Ozetle; 8., 15. ve 40. giinlerde
alman kapsiillenmis hiicreler 200ml PBS igerisinde siispansiyon haline getirildi.
Daha sonra tizerine 400ul Lysis-/-Binding Buffer eklendi ve 15 dakika sonikatorde
kapsiillerin parcalanmasi saglandi. Ornekleri filtre tiipiine transfer etmek igin bir
filtreli tlip toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirildi, maksimum 700ul 6rnek almip filtreli
tiipe aktarildi ve 8000g de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra filtreli tiip
toplama tiipiiniin ig¢inden ¢ikartilip sivi kismi atildi ve tekrar filtreli tiip toplama
tiipiiniin i¢ine koyuldu. Steril reaksiyon tiiplerinin i¢ine her 6rnek i¢in 90ul DNAse
Incubation Buffer koyuldu ve 10ul DNAse I eklenip karistirildi ve cam filtrenin
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tizerindeki soliisyon alinip filtre tlipliniin Gst kismina eklendi. 15 dakika +15 ten
25°C ye kadar sicaklikta inkiibe edildi. Daha sonra filtreli tiipe 500l Wash Buffer |
eklendi ve 80009 de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra toplama tiipiinde
kalan siv1 kisim atilip filtre tiipii yeni bir toplama tiipiiniin igerisine koyuldu. Daha
sonra filtreli tiipe 500ul Wash Buffer 11 eklendi ve 8000xg de 15 saniye santrifiijden
sonra toplama tiipiiniin i¢inde kalan sivi kisim atildi. Ardindan filtreli tiipe 200ul
Wash Buffer Il eklendi ve higbir wash buffer kalintis1 kalmamas: i¢in 2 dk
maksimum hizda (yaklasik 13000g) santriflij edildi ve daha sonra toplama tiipii
atildi ve filtreli tiip temiz ve steril 1.5ml lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.
RNA nin ayristirtlmasi igin; filtre tiipiine 50-100ul Elution buffer eklenerek 8000g
de 1 dakika santrifiij edildi. Mikrosantrifiij tiipiiniin igine ayristirilan RNA, RT-PCR

da kullanilmak tizere — 80°C de saklanda.

2.3.9.2. cDNA sentezi:

cDNA sentezi, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit’i (Roche) kullanilarak
yapildi. Uretici firmanin katologundaki protokol takip edildi. Ilk olarak RNA’lardan
cDNA sentezi i¢in elde etti§imiz her bir derisimde ki RNA o6rneklerine, primer ve su
karistmin1 son hacim 13 pl olacak sekilde hazirlayarak 65°C ‘de 10 dakika Termal
Cycle Cihazinda inkiibe edildi. Ardindan PCR karisim1 hazirlanda.

Her bir 6rnek i¢cin cDNA PCR karisimi oranlar1 Cizelge 2.1° de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. cDNA PCR karigim oranlari

Transcription Reverse Buffer 4 ul
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix 2 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 ul
Son hacim 7ul
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Son hacim 20 pl olarak Termal Cycle Cihazinda 55 °C de 30 dakika, 85 °C de 5
dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA’lar boylece gogaltilmis oldu.

Kullanilan primerler:

1. Kollagen tip II Primer ileri (forward): 5> ATC CAT TGC AAA CCC AAA GG

Primer geri (reverse): 5> CCA GTT CAG GTC TCT TAG AG
2. Kollagen tip I Primer ileri (forward): 5> TGC TGG CCA ACC ATG CCT CT

Primer geri (reverse): 5° CGA CAT CAT TGG ATC CTT GCA G
3. SOX9 Primer ileri (forward): 5’CAT GAA GAT GAC CGA CGA G
Primer geri (reverse): 5° CGT CTT CTC CGT GTC GGA
4.  GAPDH Primer ileri (forward): 5> CCT TCATTG ACC TTC ACT ACATGG TCT A
Primer geri (reverse): 5° TGG AAG ATG GTG ATG GCC TTT CCA TTG (9)

2.3.9.3. Real Time PCR ( Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu):
PCR Mix’in hazirlanmasi:

PCR mix hazirlanirken her bir 6rnek i¢in su (4pul), Light Cycler 480 Probes Master
(10ul), Real Time Ready Assay (1ul) toplam hacim 15 pl olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan mix, vortex kullanilmadan pipetaj yapilarak karistirildi. Light Cycler 480
multiwell plate in her kuyucuguna PCR Mix’ten 15 pl, lizerine Sul cDNA eklendi.
Kuyucuklardaki hacim 20 pl oldu. Multiwell Plate 2 dk 1500 x g santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra plate cihaza yerlestirilip kullanilan olan Monocolor
Hydrolysis Probe/ UPL Probe programi segildi. UPL Probe igin gerekli protokoller
cithazda secildikten sonra Light Cycler 480 PCR baslatildi.

Cizelge 2.2. Roche LightCycler 480 kosullart.

Sicakhik- Zaman Dongiiler
On Inkiibasyon Evresi 95°C'de 10 dk 1
Biiyiime Evresi 95°C'de 15 sn 45
Sogutma Evresi 72°C'de 1 sn 1
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Hiicre izolasyonu:

Yapilan calismada, primer kiiltiirii yapilan kikirdak dokudan 1 hafta icerisinde hiicre
kolonisi olusumu gozlenmistir ve yaklasik 2 hafta icerisinde hiicreler istenilen sayiya

ulagsmigtir. Kondrosit hiicrelerinin mikroskop goriintileri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1 : A) kikirdak dokudan izole olan fibroblast benzeri kondrosit hiicreleri, B) birinci

pasajdan sonra fibroblast benzeri kondrosit hiicreleri (Bar=200um-10X
biiyiitmede LeicaDM6000 inverted Mikroskop ile goriintiilenmistir.)
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3.2. Kiiltiirii yapilan kondrosit hiicrelerinin kapsiilasyonu:

Sayimi1 yapilan 5.0x10° yasayan kondrosit hiicresinin kapsiilasyonu yapilmis ve
yaklasik 500 um c¢apinda kapstller elde edilmistir. 15. giinden itibaren kapsiil
icerisindeki kondrositlerde, kapsiil yilizeyine tutunma ve 2 boyutlu hiicre

kiiltiirtindeki fibroblasta farklilasan hiicre morfolojisi gézlenmistir.

Sekil 3.2. A) Kapsiil igerisindeki kondrosit hiicreleri 5. giin,
B) Kapsiil igerisindeki kondrosit hiicreleri 15. giin.
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(20X biiyiitmede LeicaDM6000 Inverted Mikroskop ile goriintiilenmistir.)
3.3. Aljinat Ile Kapsiillenmis Kondrositlerin Toksisitesinin Belirlenmesi

WST-1 ile yapilan sitotoksisite testinde aljinat kapsiiliin kondrosit hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisi Cizelge 3.1°de ve Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Aljinat kapsiiliin kondrosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi.

WST-1 absorbans (440nm) % canlilik

kapstilli hiicreler 0,192 + 0,082 90,72
5.glin

Kontrol 0,212 £ 0,023 100

kapsiilli hiicreler 0,109 £ 0,051 84,32
8.glin

Kontrol 0,130 £ 0,068 100

kapsiilli hiicreler 0,167 £ 0,041 72,61
15.giin

Kontrol 0,230 £ 0,003 100

kapstilli hiicreler 0,072 + 0,010 68,35
30.giin

Kontrol 0,105 + 0,039 100

kapsiilli hiicreler 0,240 £ 0,034 62,34
40.giin

Kontrol 0,338 + 0,037 100

Cizelge 3.1° deki sonuglara gore 5. Giindeki canlilik orant %90,72 olup, 8. Giinde
%06,40 oraninda azalma olmustur. 15. Giinde, 8. Giine gore % 11,71 oraninda azalma
olmustur. 30. Giinde 15. Giine gore % 4, 26 oraninda azalma olmustur. 40. Giinde ise
canlilik % 62,34’ e gerilemistir fakat, hiicre canlilig1 buna ragmen %350’ nin lizerinde

hesaplanmustir.
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Sekil 3.3. Aljinat ile kapsiillenen hiicrelerin WST-1 Testi sonucundaki canlilik

diizeyleri.

3.4. MTT Testi

MTT (3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir) metodunda canli
hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enziminin, sar1 renkli bir ¢ozelti olan MTT
¢ozeltisini, suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna doniistiirmesi ve olusan renkli
kristallerin izopropanol/HCl ile ¢oziilerek, ¢ozeltinin optik yogunlugunun 570 nm’de

spektrofotometrik olarak belirlenmesi prensibine dayanir (61)

Elde edilen verilere gore aljinat kapsiiliin kondrosit hiicrelerinin metabolik aktivitesi

iizerindeki etkisi Cizelge 3.2° de ve Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Aljinat kapsiiliin kondrosit hiicrelerinin

uzerindeki etkisi.

metabolik aktivite ve canlilig1

MTT absorbans (590nm) % canlihk

kapsiillii hiicreler 0,095 + 0,01 91.37
5.glin

Kontrol 0,104 £ 0,005 100

kapsiillii hiicreler 0,076 £ 0,003 84.32
8.glin

Kontrol 0,090 = 0,005 100

kapsullii hiicreler 0,069 + 0,06 81,17
15.giin

Kontrol 0,085 + 0,001 100

kapsiullii hiicreler 0,066 £ 0,005 77.65
30.giin

Kontrol 0,085 + 0,001 100

kapsiillii hiicreler 0,070 £ 0,06 61.30
40.gin

Kontrol 0,115 +0.005 100

Cizelge 3.2°deki MTT sonuglarina gore 5. giindeki kapsiillenmis hiicrelerin canlilik

orani kontrol grubuna yakin olmakla birlikte % 91,37 oranindadir. 8. giinde canlilik

%7,05 oraninda azalmistir. 15. glinde canlilik 8. gline gore %2,95 azalmistir. 30.

giinde canlilik 15. giine gore % 4,05 oraninda azalmistir. 40. giinde canlilik 30. giine

gore % 16,35 azalmasina ragmen % 50 nin tizerinde canlilik vardir.
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Sekil 3.4. Aljinat ile kapsiillenen hiicrelerin canlilik oranlari.

3.5. ikili Boyama Metodu ile Apoptotik ve Nekrotik indeks Sonuglari

3.5.1. Apoptotik indeks sonuglari:

Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinde apoptozun belirlenmesi i¢in ikili boyama
metodu kullanmilmustir. Tkili boyama soliisyonu igerisinde bulunan Hoechst (33342)
flouresan boyast DNA’ya baglanarak mavi flouresan 11k altinda hiicre
cekirdeklerinin mavi renge boyanmasmi saglar. Apoptotik hiicre ¢ekirdekleri,
par¢alanmis, daha parlak ve cekirdek sinirlar1 bozulmast vb. 6zelliklerinden diger

mavi boyanmis ¢ekirdeklerden ayirt edilirler.
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Cizelge 3.3. Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin 5., 8., 15., 30. ve 40. giinlerdeki

apoptotik indeks sonuglari

Kontrol

(Kapsiillenmemis S.giin 8.giin 15.giin 30.giin 40.giin
hiicre)
o}
/o 1+ 3,03+0,71 | 5,45+0,50 | 5,65+2,38 | 16,39+£3,54 | 17,31%1
Apoptoz

Cizelge 3.3’ de belirtilen sonuglara gére kapsiillenen kondrosit hiicrelerinin 5. giinde

apoptotik indeksi diger giinlere gore en diisiiktiir. ilerleyen giinlerde apoptoz orani

diisiik oranlarda artis gdstermis fakat buna ragmen %20’ yi bulamamastir.

Sekil 3.5 Kapsiillenen kondrosit hiicrelerinin 5. giindeki DAPI goriintiisii. (Bar=200um-10X

biiylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.6: Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin 8. giindeki DAPI goriintiisii (Bar=200um-

10X biiyiitmede Leica DM600O0 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.7 : Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin 15. giindeki DAPI goriintiisii (Bar=200um-

10X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.8 : Kapsiillenmis kondrositlerin 30. giindeki DAPI goriintiisii (Bar=200pm-10X
biiylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.9 : Kapsiillenmis kondrositlerin 40. Giindeki DAPI goriintiisii, siyah oklar; degrede

olmus kapsiil pargalar1 (Bar=200um-10X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

3.5.2. Nekrotik Indeks Sonuclar

Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinde nekrozun belirlenmesi i¢in, apoptozda oldugu
gibi ikili boyama metodu kullanilmistir. Ikili boyama soliisyonu igerisinde bulunan
propodium iyodid floresan boyasi ile boyandiginda nekroza ugramis hiicrelerin
cekirdekleri kirmizi floresan ve yesil floresan 1s1k altinda kirmizi olarak goriilmekte

olup hiicrelerin nekroza ugradigini géstermektedir.
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Cizelge 3.4.

nekrotik indeks sonuglari

. Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin 5., 8., 15., 30. Ve 40. giinlerdeki

kontrol

(kapsiillenmemis 5.gln 8.giin 15.giin 30.giin 40.giin
hiicre)
% nekroz 1+ 0,61+0,71 | 1,82+0,50 | 3,23+1,63 | 14,75%5,66 | 16,54+2,83

Cizelge 3.4° teki sonuglara gore kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin 5. giiniide

nekrotik indeksi en diisiiktiir. Ilerleyen giinlerde diisiik oranda artis gdstermis

olmasina ragmen 40. giinde nekroz oran1 %16,54 olup %20 yi bulmamustir.

Sekil 3.10 : Kapsiillenmis kondrositlerin 5. glindeki FITC goriintiisii (Bar=200um-

10X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3. 11 : Kapsiillenmis kondrositlerin 8. giindeki FITC goriintiisii (Bar=200um-10X

biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.12 : Kapsiillenmis kondrositlerin 15. giindeki FITC goriintiisii (Bar=200pm-10X

biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.13 : Kapsiillenmis kondrositlerin 30. giindeki FITC goriintiisii (Bar=200um-10X

biiylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.14 : Kapsiillenmis kondrositlerin 40. giindeki FITC goriintiisii (Bar=200um-10X

biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

3.6. Toluidin Boyama ile Glikozaminoglikan Sentezinin Belirlenmesi

Dokulardaki GAG igerigini biyokimyasal yontemlerle tanimlamak zordur. Buna
karsin histolojik boyamalarla GAG’ lar goriiliir hale getirilebilir. Metakromatik

ozellikte katyonik bir boya olan toluidin mavisi, GAG lar1 mor renge boyar (66).
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Sekil 3.15 : A,B,C) Kapsiillenmis kondrositlerin toluidin mavisi ile 5. giindeki goriintiisii
(Bar=65um-200X biiylitmede Leica DM6000 ile gorintiilenmistir)
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Sekil 3.16 : A,B,C) Kapsiillenmis kondrositlerin toluidin mavisi ile 8. giindeki gorintiisii;
kalin oklar, boliinen hiicreler (Bar=100um-200X biiyiitmede Leica DM6000

ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.17 : A., B., C. Kapsiillenmis kondrosit hiicrelerinin toluidin mavisi ile 15. giindeki
goriintiisti; kalin oklar, b6liinen hiicreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65um-
400X biylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)
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Sekil 3.18 : A, B., C., D) Kapsiillenmis kondrositlerin toluidin mavisi ile 30. giindeki
goriintiisti; kalin oklar, boliinen hiicreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65um-
400X biylitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

N
T

52



53



Sekil 3.19 : A., B., C., D) Kapsiillenmis kondrositlerin toluidin mavisi ile 40. giindeki
goriintiisti; kalin oklar, b6liinen hiicreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65um-
200X biiyiitmede Leica DM6000 ile goriintiilenmistir)

3.7. DMMB Analizi ile Glikozaminoglikan Miktarinin Belirlenmesi
Dimethilmetilen mavisi de toluidin mavisi gibi katyonik bir boyadir ve

glikozaminoglikanlar1 mor renge boyar. GAG lardaki renk degisimi ELISA
okuyucuda olgiilerek miktar tayini yapilir.
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3 -
y =0,0194x + 0,0993
R2=0,9175
2,5 -
M standard
2 1 M 5.gin
m 8.gln
1,5 -
W 15.glin
1 A m 30.gln
= 40.gln
0,5 A
0 -
Opug/ml 1,25 pug/ml 2,5ug/ml 5pug/ml 7,5ug/ml 10 pg/ml

Sekil 3.20 : 0-10pg/ml konsantrasyonlardaki GAG depolanmasinin 5., 8., 15., 30. ve 40.
giinlerdeki miktarlar

Cizelge 3.5: 0-10pg/ml konsantrasyonlardaki GAG depolanmasinin 5., 8., 15., 30. ve 40.

giinlerdeki absorbansi

GAG miktan (absorbans

Konsantrasyon | Standard | 5.giin 8.giin 15.giin 30.giin 40.giin
0 ng/ml 0,071+ 0,03 | 0,072+ 0,01 | 0,066+ 0,00 | 0,103+ 0,00 | 0,076+ 0,00 | 0,093+ 0,00
1,25 pg/ml | 0,102+ 0,02 | 0,203+ 0,18 | 0,173+ 0,08 | 0,132+ 0,01 | 0,349+ 0,10 | 0,515+ 0,14
2,5 pg/ml 0,111+ 0,04 | 0,226+ 0,31 | 0,54+0,15 | 0,243+ 0,01 | 0,451+ 0,24 | 1,503+ 0,12
5 ng/ml 0,118+ 0,05 | 0,773+ 0,42 | 1,134+ 0,28 | 0,352+ 0,01 | 0,46+ 0,65 | 2,16+ 0,05
7,5 ng/ml 0,121£ 0,06 | 1,546+ 0,52 | 1,433+0,11 | 1,149+ 0,00 | 0,733+ 0,71 | 2,355+ 0,00
10 pg/ml 0,128+ 0,05 | 1,534+ 0,19 | 1,512+ 0,03 | 1,157£0,01 | 1,891+ 0,41 | 2,505+ 0,04
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3.8. Real Time-PCR ile kondrositlerin Tip 1 ve Il Kollagen, SOX9,

ekspresyonlarimnin degerlendirilmesi

SOX9, kondrojenik transkripsiyon faktorii olarak bilinir. Dolayisiyla ekspresyonun
varligt kondrojenik potansiyeli ve kondrositlerin de-diferensiyondan sonra re-
diferensiyona gectigini yani fibroblast benzeri yapidan kurtulup tekrar kondrosit
olduklarin1 ve olmaya bagladiklarini gostermesi agisindan 6nemli bir parametredir
(68, 69). Tip II kollajen, Hyalin kondrositler tarafindan sentezlenmektedir ve bunun
varligi da re-diferensiyona gectigini ve kondrosit olduklarini gésteren bir kanittir. Tip
I kollajen, hyalin kondrositler tarafindan sentezlemez ve dolayisiyla ekspresyonun
varligr kondrojenik potansiyelin heniliz olmadigin1 ve kondrositlerin hala de-
diferensiyon asamasinda oldugunu ve hiicrelerin hala fibroblast benzeri bir yapida

olduklarini géstermesi agisindan dnemli bir parametredir (58).

Bu ¢alismada Tip I, Tip 11, SOX9 genlerinin 8., 15. ve 40. giinlerde expresyon analizi
yapilmistir. Hedef genlerle kiyaslamak tizere referans gen olarak GAPDH
kullanilmistir. Hedef genler ve referans genler arasindaki Ct (Cycle threshold; ARn
de onemli artisin oldugu ilk dongii sayisini ifade eder) degerleri karsilagtirilarak
gosterilmistir. Kullanilan yontem de 27(A8CY degerleri her bir ornek i¢in ayr1 ayri

hesaplanmustir. Bulgular Cizelge 3.6, Sekil 3.21 ve Sekil 3.22 gosterildigi gibidir.

AACt = ((CT,Target 'CT,Ref.) - (CT,Target - CT,Ref.)) (E§ithk 3-1-)

Hedef genin ekspersyon seviyesi = = 24T (67)
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Amplification Curves

— A&1: B.gun — A2 Ggun kontrol —— A3 15.9un — A4 15 gun kontral —— A5 40.gun
LG 40.gun kontrol —— AT nk —— B1: S.gun —— B2 S.gun kortrol  —— B3 15.gun
—— B4: 15.gun kontral —— B35 40.gun BE: 40.gun kortrol —— BY: nk — C1: 8.gun
— C2Z SBgun kontrol  —— €3 15.gun — C4: 15 gun kontrol —— ©5: 40 gun CE: 40.gun kontrol
—C7nk — D: B.gun —— D2 S.gun kortral . —— D3 15.9un — D¢ 15.gun kontral
— D& 40.gun D& 40.gun kortrol —— D7 nk
E.B6H
E.267H
5.662
= 5053
&=
4 446
2 33
8
- 326
§ 2.66H
g 2063
= 1463
0.867H . =
0.263H 4— _%—————
5 10 15 20 25 an 35 40 45
Cycles

Sekil 3. 21: Real Time PCR calismasinda elde edilen Amplifikasyon Egrisi grafigi

Cizelge 3.6 : Esitlik 3.1 de gosterildigi gibi hesaplanan 8., 15., 40. giinlere dair AACt

degerleri
8. giin 8. giin 15. giin 15. giin 40. giin 40. giin
kontrol kontrol kontrol
SOX9 0 0 0 0 0 0
Tip | 1,21 15,14 1,02 24,08 1,03 28,25
Tip 1l 0 0 0 0 0 0

Cizelge 3.5’ deki sonuglara gore SOX9 ve Tip Il geninde expresyon gézlenmemistir.

Tip I geninde ise ekspresyon goriilmiistiir.
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Nispi gen ifadelenmesi
30

25

20

15 m SOX9

mTip |
10

hedef / referans degerleri

= Tip i

0 | | |

8.glin 8.glin 15.glin  15.gin  40.gin  40.glin
kontrol kontrol kontrol

Sekil 3.22: SOX9 ve Kollajen Tip | ve Kollajen Tip Il genlerinin 8., 15. ve 40.

giinlere gore ifadelenmesi
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4.  TARTISMA VE SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada aljinat ile mikroenkapsiilasyonu yapilan kondrosit hiicrelerinin
hidrojel i¢inde kondrojenik potansiyellerini geri kazanimi arastirilmistir. Sigir
kikirdagindan izole edilip kiiltiire edilen kondrositler, 2 boyutlu kiiltiir ortaminda
boliinme yetenegi kazanmistir ve de-diferesiye olup fibroblast benzeri bir yapiya
dontismistiir. Kondrojenik 6zelliklerini geri kazanabilmeleri i¢in kondrositlerin,
aljinat ile mikrokapsiilasyonu yapilmis ve hiicreler 3 boyutlu ortamda re-diferensiye
olmalar1 beklenmistir. Boylece tip II kollajen sentezi ve kondrosite 6zgii ekstraseliiler

matriks iiriinlerinin sentezinin gergeklesecegi dislinlilmiistiir.

Kiiltiir agsamasinda gerekli sayiya ulasan hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildiktan
sonra aljinat ile kapsiillenmis ve yaklasik 500um capinda kapsiiller elde edilmistir.
mikrokiireler igerisinde boliinmeye devam eden hiicreler kapsiil igerisindeki sayisini
artirmig ve canliliklarint siirdiirmek i¢in gerekli olan alan azaldigi i¢in bir kismi
apoptoza gitmis, bir kismi ise kapsiil ylizeyine tutunup tekrar de-diferensiye olarak 2
boyutlu fibroblast benzeri yapiya dontismiistiir.( Sekil 3.2 ). Bu durum 30. giinden
sonra kapsiillerin degredasyonuna neden olmustur. Ayrica aljinat mikrokiirelerin kisa
dénem mekanik dayaniminin iyi olmasina karsin, 30 giin gibi bir siirenin sonunda jel
olusumunu saglayan Ca*? iyonlarinin kademeli olarak besiyerindeki iyonlarla (Na,

H*, vd.) yer degistirmesine baglh olarak mekanik dayanimin azaldig1 belirlenmistir
(61).

Mendes ve ark. (2012) yaptig1 21 giinliik in vitro ¢alismada, kondrositler, xhantan
tiirevi kapsiillere hapsedilmis ve canliliginin tespiti i¢in Calcein AM canli/ 6li hiicre
analizi, sitotosisite testi icin MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium salt] testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda kullanilan kapsiil
materyali sitotoksisite gostermemis, hiicreler ise canliligimi 21 giline kadar

siirdliirmiiglerdir.

Yapilan ¢alismada ise sitotoksisitenin belirlenmesi i¢in WST-1 ve MTT Testleri,

canlihigin tespiti i¢in ise Double Staining ( Ikili Boyama ) yapilmustir.
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WST-1 sitotoksisite testi sonucunda, kapsiilasyon yapildiktan sonra hiicrelerin
kiiltiirdeki 5. giiniinde % 8,28, 8. giiniinde % 15,68, 15. giiniinde % 27,39, 30.
giintinde % 31,65 ve 40. giiniinde % 37,66 oraninda sitotoksisite goriilmustiir. MTT
Test sonuglarina gore, 5. giiniinde % 8,63, 8. giiniinde 15,68, 15. giinlinde % 18,83,
30. gilinlinde 22,35, 40. Giiniinde % 38,70 oraninda sitotoksisite goriilmiistiir. MTT
Test, WST-1 testini dogrulamak amaciyla yapilmistir ve paralel sonuglar elde
edilmistir. Kapsiil igerisindeki hiicrelerin sayilarini artirmasi ve buna bagli olarak
kapsiil alanmin yetersiz hale gelmesi, Ca* iyonlarindan dolayr meydana gelen
mekanik dayaniksizlgin sebep oldugu degredasyon, sitotoksisitenin 40. giine kadar

artis gostermesine sebep oldugu gézlenmistir.

Apoptoz ve nekrozu gostermek igin ikili boyama yapilmistir. kili boyama metodu
cekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu gostermektedir. Ikili boyama
sollisyonunu olusturmak i¢in Riboniikleaz A, Hoescht 33342 ve Propodium iodide
kullanilmigtir. RNA nin boyanmamast i¢in Riboniikleaz A kullanilmis, bu sayede
sitoplazmik RNA yok edilmistir. Hoechst (33342) apoptotik hiicreleri boymaktadir,
bu sayede gercek apoptotik hiicreler belirlenmistir. Propidium lodide, DNA’y1 ve
RNA’y1 boyamaktadir. Kirmiziya boyayarak sekonder nekrozu gosterir. Ikili boyama
sonucunda 40. Giinde apoptoz orani %17, nekroz orant %16 olarak dlgiilmiistiir. Bu

sonuglar hiicre canliliginin 40. giinde % 50 den fazla oldugunu gostermektedir.

Kiiciik yarigapa sahip alginat mikrokiirelerin mekanik dayanimlari, biiylik yaricapa
sahip mikrokiirelerden daha yiiksektir (61). Kiigiik yarigaptaki kiirelerde besiyeri
difiizyonu kapsiiliin i¢cindeki hiicrelere homojen olarak dagilma olanagina sahiptir.

Yapilan c¢alismadaki kapsiil ¢apmin 500pum olmasindan dolayr kiiltiir ortaminda
besiyerinin difiizyonunun kapsiilin merkezindeki hiicrelere ulagsma oraninin dis
taraftaki hiicrelere ulagsma oranindan daha diisiik oldugu i¢in kapsiil merkezindeki

hiicrelerin daha erken apoptoza ugradig1 gézlenmistir ( Sekil 3.8 ).

Kim ve ark. yaptig1 calismada Dimetilmetilen mavisi ile glikozaminoglikan miktar1
analizi yapilmis ve in vitro ortamda 28. giine kadar GAG miktarinda artis
gozlenmistir. Yapilan bu ¢alismada ise Toluidin blue ile morfolojik, DMMB analizi

ile miktar analizi yapilmustir. Iki uygulamanm da sonuglarina gore kapsiil
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icerisindeki hiicreler GAG sentezini gerceklestirmis, 40. giinde ise miktarini

maksimum seviyeye ¢ikarmistir.

DMMB analizinde 5. Giinden 15. Giine kadar GAG miktarinda diislis gozlenmis, 15.
Giinden 40. Giine kadar da dramatik bir artis gozlenmistir ( Sekil 3.20 ). GAG’lar
disakkarit birimlerindeki hidroksil, karbosil ve siilfat yan gruplarindan 6tiirii negatif
yiiklii molekiillerdir. Bu durum GAG lan hidrofilik duruma getirir; boylece, su ve
Ozellikle Nat+ gibi ozmotik olarak aktif katyonlar1 baglarlar. Bu sekilde
sitoplazmanin sol/jel durumunu ayarlarlar (66). 5. giinde hiicreler kapsiil ortaminda
GAG sentezini, hiicrenin sitoplazmasindaki sol/jel dengesini korumak i¢in artirmistir
fakat ilk 15 giine kadar adaptasyon siireci ge¢irmis, canliliklar1 yiikksek oldugu halde
GAG sentezinde azalma goriilmiistiir. 15. Giinden sonra hiicreler ortama alismis ve

GAG miktarini artirmistir.

Bu tezde ayn1 zamanda Real Time PCR analizi ile SOX9, Tip | ve Tip Il kollajen

sentezinin varlig1 molekiiler diizeyde gosterilmek istenmistir.

Coates ve ark.(2012) yaptigi 21 giinliik calismada SOX9 geninin expresyonu,
zamana bagli azalarak tespit edilmistir. Tip II kollajen sentezi 14. giine kadar artig

gostermis ve 14. glinde zirveye ulasmistir, fakat 21. giinde sentezi gozlenmemistir.

Marsich ve ark. Yaptigi calismada kondrositler aljinat/laktoz modifiye kitosan
kapsiillere hapsedilmis ve 2. ve 17. Giinlerde yapilan RT-PCR analizinin sonucunda

Tip II kollajen ve aggregan sentezi goriilmiis ve Tip I kollajene rastlanmamistir.

Yapilan ¢alismada ise kapsiillenen hiicrelerin 8., 15. ve 40. giinlerinde ¢cDNA lar1
sentezlenmis ve RT-PCR analizi sonucunda Kollajen Tip Il ve SOX9 genlerinin
sentezine rastlanmamustir. Tip | kollajen sentezi ise gozlenmistir ( Sekil 3.21 ve Sekil
3.22). Bu sonuglar dahilinde, kapsiillenen kondrositlerin re-diferensiye olmadigi

saptanmistir.

Sigir kikirdagindan izole edilen hiicreler kiiltiir agsamasinda ¢ogaltilmak amaciyla

pasajlanmis ve belli bir sayiya ulasmasi saglanmistir. Yapilan birgok arastirma, her
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pasaj isleminin hiicre morfolojisinde, uyaranlara yanitinda, biiyiime oranlarinda,
protein ifadesinde, transfeksiyon ve sinyalllerde degisikliklere yol agtigini
gostermektedir (70). Dolayisiyla hiicrenin morfolojisini ve biyokimyasal 6zelliklerini
koruyabilmesi i¢in asgari diizeyde pasaja maruz kalmasi gerekmektedir. Bu
sebeplerden dolayr mevcut calismada pasaj sayist fazla oldugundan hiicreler kapsiil
icerisine girdiginde canliliklarin1 siirdiirebildikleri, boliinebildikleri ve GAG
sentezini gergeklestirebildikleri halde kondrosite tekrar farklilasma gosterememistir.
Ayrica, hiicrelerin  kapsiil ortamindaki kiiltiirtiniin - kondrojenik  besiyeri ile
gerceklesmemesi  re-diferensiye olmamasmin sebeplerinden biri olabilecegi

ongoriilmektedir.

Ilerleyen c¢alismalarda sigir kikirdagindan izole edilen hiicrelerin kapsiillenmeden
once kiiltiir ortaminda kondrojenik besiyeri ile kiiltiire edilip, en fazla 3 pasajdan
sonra flow sitometri yontemi ile kondrosit markirlar1 kullanilarak hiicrelerin yapisini
korudugu kanitlandiktan sonra kapsiillenmesi hedeflenmektedir. Ayrica kapsiil
materyalinin yapisinin gelistirilmesi, kapsiil boyutunun enjekte edilebilir boyutlara

getirilerek kalitesinin iyilestirilmesi de amaclanmaktadir.
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