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Osteoartrit (OA) eklemde agri, hareket kisithligi, deformite ve tedavi edilmedigi
taktirde sakatliga ve oOlume yol acabilen eklem hastaligidir. Hastaligin seyrini
degistiren glukozamin (GA) ve kondroitin sulfat (KS)'in eklem kikirdagini besleyen
sinovyal siviya nasil ulastigi ve etkisini nasil gosterdigi az bilinir. Calismanin
arastirma sorulari; (1) Hyaluronik asit (HA) nanopartikil (nHA) seklinde
gelistirilerek eklem iginde kontrolll ila¢ salim sistemi olarak kullanilabilir mi? (2)
GA, nHA kullanilarak eklem igine tasinabilir mi? (3) GA'lar nHA'lardan kontrolll bir
sekilde salinir mi? (4) GA-nHA hucre yapigsmasi ve ¢ogalmasini arttirabilir mi? (5)
GA-nHA’lar kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin (Ki-MKH) kikirdak
hucresine farklilasmasina pozitif yonde etki eder mi? (6) GA-nHA'lar saghkl ve
OA’ll insan kikirdak hUcrelerinin ekstraselliler matriks sentezini artirnp OA
isaretlerini azaltir m1?

nHA Uretildikten sonra yapisal 6zellikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Dinamik Isik Sac¢ihmi (DLS) ve Nukleer Manyetik Rezonans ('H NMR) ile
belirlenmistir. nHA’'ya GA ve KS baglandiktan sonra bu molekullerin salimi Yiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi (HPLC) ile olgulmustir. KS’in nHA’dan
salinmadigi goruldigu igin deneyler GA ile surdurtlmustur. 1, 10 ve 100 ug/ml GA-
nHA’larin kondrosarkoma (SW-1353) hucreleri Gzerindeki etkisi WST-1 hucre



proliferasyon testi ile 6lctlmistir. GA-nHA'nin Ki-MKH (izerindeki erken
kondrojenik farklilasma isaretlerinden SRY-Box-9 (SOX-9) ve kikirdak oligomerik
matriks proteini (COMP) ifadelerinin Uzerine etkisini o6lgmek icin RT-PCR
yapilmigtir. GA-nHA’larin saglikli ve OA’li kondrositler Uzerindeki ekstraselller
matriks isaretleri olan tip Il kollajen (COL2A1) ve COMP JUzerine etkisi ve OA
isareti olan matriks metalloproteinaz-13 (MMP-13) Uzerindeki etkisi ise yine RT-
PCR ile degerlendirilmistir.

"H NMR sonuglarindaki 0.6-5.0 ppm arasindaki pikler nHA’larin basaril bir sekilde
sentezlendigini, SEM ve DLS sonuglari ise partikillerin 200-600 nm boyutlari
arasinda homojen dagildigini géstermektedir. HPLC ile Ol¢ilen salim sonuglariyla
GA’larin nHA’lardan 21 ginde %20 oraninda salim yaptigi belirlenmigtir. WST-1
proliferasyon testi sonucglarina gore GA-nHA'nin uU¢ dozu da hucre
proliferasyonunu kontrol grubuna goére anlamli olarak artirmamistir. Ancak, GA'yi
tek basina hdcrelere uygulamanin kontrol grubuna goére anlamli olarak
proliferasyonu artirdigini goéstermistir. GA-nHA kondrojenik farkhlasma isaretleri
olan SOX-9 ve COMP ifadesini anlamh olarak degistirmemigtir. OA’l
kondrositlerde 1 pg/ml GA-nHA MMP-13 seviyesini dustrmus, 10 pg/ml GA-nHA
uygulamasi ise MMP-13 seviyesini dusuriurken COMP ve COL2A1 seviyelerinde
artisa neden olmus ancak istatistiksel fark bulunmamistir. Saglikli kondrositlerde
ise U¢ dozda GA-nHA uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda MMP-13
ifadesini baskilamis ancak bu da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Tek
basina GA uygulandiginda ise MMP-13 seviyesi anlamli olarak dusmuis |,
farkhlasma isareti olan COMP seviyesini ise anlaml olarak yukseltmistir. Tek
basina 10 pg/ml HA uygulamasi saglikh kondrositlerin COMP ve COL2A1
seviyesinde artis sadlasa da yine kontrol grubu ile istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur.

GA-nHA’larin hiicre proliferasyonuna ve Ki-MKH’lerin kondrojenik farklilasmasinda
bir etkisi olmamakla beraber OA’li kondrositlerde MMP-13 ifadesini dusurduga,
COMP ve COL2A1 seviyesini artirdigi gortlmustir. Sonugclar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da klinik olarak anlamli oldugu dusunulmektedir. GA ve HA'y! tek
basina uygulamalarda bazi olumlu sonuglara ulasmamiz, GA-nHA’'nin nanopartikul
formunda hucrenin kullanamayacagi bir forma getiriilmesinden kaynaklandigi
dusundlmektedir. GA-nHA’larin OA tedavisinde etkili bir ydontem olup olmadiginin
belirlenebilmesi igin hlcre kaltir ortamindaki dinamikleri, hlicreye alim, hicrede
islenme mekanizmalari izlenmeli ve hucre kultirindeki etkileri uzun doénemde
arastiriimahdir.

Anahtar Kelimeler: osteoartrit, kondrosit, kikirdak, hyaltronik asit, glukozamin,
nanopartikul
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Osteoarthritis (OA) is a articular joint disease which causes pain, limitation of
movement, deformity and can lead to disability and mortality. Glucosamine (GA)
and chondroitin sulfate (CS) are alter the course of the disease but it is lesser
known that how they are reach to the synovial fluid and show their effects.
Research questions of this study whether (a) we could produce and use as a drug
delivery system hyaluronic acid nanoparticles (nHA). (b) GA would transport to
joint cavity using with nHAs. (c) GA-nHA would increase cell proliferation, (d) GA-
nHA would stimulate chondrogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells
(BM-MSC), and (e) GA-nHA would improve extracellular matrix (ECM) production
and reduce OA markers of normal and osteoarthritic chondrocytes.

After production of nHA'’s its structural property determined with SEM, DLS and "H
NMR. After conjugating CS and GA to nHA’s, release dynamics of these
molecules determined with HPLC. CS didn’t release from nHA’s so studies
contiuned with GA. Effects of 1, 10, 100 pg/ml GA-nHA’s on chondrosarcoma cell
line (SW-1353) measured by WST-1 Cell Proliferation Assay. Efficacy of early
chondrogenic markers including cartilage oligomeric matrix protein (COMP) and
SRY-Box-9 (SOX-9) expression on BM-MSCs of GA-nHAs measured by RT-PCR.
Efficacy of extracellular matrix components including type Il collagen (COL2A1)
and COMP expression and OA marker matix metalloproteinase-13 (MMP-13)



expression on healthy and osteoarthritic human chondrocytes of GA-nHAs
mesaured by RT-PCR, again.

Peaks between 0.6 and 5.0 ppm of '"H NMR results showed that nHAs succesfully
synthesised. SEM and DLS results showed particule size dispersed between 200
and 600 nm homogeneously. HPLC results showed us GA released in the ratio of
20% in 21 days. Three doses of GA-nHA’s didin’'t increase proliferation of
chondrosarcoma cells according to WST-1 Proliferation Assay outcomes.
However, application of GA alone increased the proliferation significantly compare
to control group. GA-nHAs did not significantly change the SOX-9 and COMP
expressions. On OA chondrocytes, 1 ug/ml GA-nHA administration significantly
decreased MMP-13 expression, 10 ug/ml GA-nHA administration decreased
MMP-13 expression and incresed COMP and COL2A1 expressions, yet there is
no significant difference was found. On healthy chondrocytes, three doses of GA-
nHA administration repressed the MMP-13 expression compared with the control
group, but no significant changes were observed. When GA applied alone, MMP-
13 levels significantly decreased and chondrogenic marker COMP levels
significantly increased compared with the control group. Also, 10 ug/ml HA group
increased COMP and COL2A1 levels of healthy chondrocytes but there is no
significant difference with control group.

In conclusion, GA-nHAs did not effect cell proliferation and chondrogenic
differentiation but decreased MMP-13 expression, increased COMP and COL2A1
expression of OA chondrocytes. Although these results are not statistically
significant, they may be clinically significant. When we apply GA and HA alone,
some of the positive results may be due to the fact that GA-nHA is in a form that
cells can not use with nanoparticle form. In order to determine whether GA-nHAs
is an effective method in the treatment of OA, the dynamics of cell culture medium,
cellular uptake, cell processing mechanisms of GA-nHA should be monitored and
long term effects of cell culture should be investigated.

Keywords: osteoarthritis, chondrocyte, cartilage, hyaluronic acid, glucosamine,
nanoparticle
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1.GIRIS

Osteoartrit (OA), gunimuzde en yaygin gorulen eklem hastaligi olmakla beraber,
meniskus, ligamentler, subkondral kemik dahil olmak Uzere tum eklem yapisini
etkiler [1] ve agdri, sekil bozuklugu ve hareket kisitliigina sebep olur. OA en sik
dizlerde, kalgada, parmaklarda ve alt omurga bolgesinde gorulur [2]. Dinya Saghk
Orgiti (WHO) verilerine gore diinya g¢apinda 60 yas Ustii kadinlarin %18’inde
erkeklerin ise %9,6’sinda semptomatik OA goérilmektedir. OA hastalarinin
%80’inde hareket kisitlihgr goérilmekte, %25’ ise temel ginluk etkinliklerini
gerceklestirememektedir [3]. Ayrica OA’nin dolayli yollardan kalp damar
hastaliklari riskini artirdig1 yonunde bulgular vardir [4]. OA ¢ogunlukla fazla kilo,
sporla beraber meydana gelen kikirdak yaralanmalari, yaslanmayla iligkilendirilse
de genetik etmenlerin de hastaligin kalitiminda etkisi vardir [5]. Kikirdak
dokusunun kaybi veya kikirdak enflamasyonlari OA’ya neden olur ve eger tedavi
edilmezse morbidite [6] ve hatta mortalite [7] ile sonuglanabilir. Eklemlerde
bulunan hyalin kikirdak dokusu ¢ok 6zellesmis bir dokudur. Kan ve lenf damarlari
ve periferik sinirden yoksun oldudu icin yalnizca sinoviyal sividan beslenir, bu
yuzden de kendini yenileme kapasitesi ¢ok azdir. Kikirdak dokusunun esas
hucreleri olan kondrositler dokunun ekstraseluler matriks (ESM) sentezinden
sorumlulardir ve herhangi bir sebeple zarar gormeleri durumunda kendilerini
yenileyemezler. Ginuimuzde OA'’yi kalici olarak tedavi etmek mumkin degildir
ancak hastaligin ilerlemesini durduran yontemler kullaniimaktadir. Bunlardan en
yaygin olanlari eklem i¢i hyaltronik asit (HA) enjeksiyonlari, agizdan glukozamin
(GA) ve kondroitin sulfat (KS) alimi ve steroid olmayan yangi onleyici ilaglarin
(NSAIDs) kullaniimasidir. NSAIDs’lerin agri kesici olarak kullaniimasinin kisilerin
mortalite riskini anlamli olarak artirdigina dair yaklasimlar vardir [8]. Ancak HA, GA
ve KS kullaniminda bu tur riskler bulunmamakla beraber “guvenli tedavi”
kategorisine girmektedirler [9][10]. KS ve GA’lar kikirdak ESM’sine katilan agrekan
denilen yapiy! olusturarak dokunun buylk oranda desteklenmesini saglar. Ancak
agizdan alinan besin desteklerinin sindirim sisteminden kan dolasimina katiimasi
ve kan damarlarindan yoksun olan kikirdak dokusuna ulagsmasi ¢ok zordur.
Agizdan alinan GA’larin eklem sivisindaki GA konsantrasyonunda ¢ok az miktarda
(yaklasik 1 ug) artis sagladigi bilinmektedir [11]. Bu ylizden GA’in ise agizdan
alinmasi yerine direkt eklem bogluguna enjekte edilmesi hastaligin seyrini
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durdurmakta daha etkili olabilir. HA kikirdak dokusunun ESM’sinde bol miktarda
bulunan ve su tutma kapasitesi ¢ok yuksek oldugu igin eklem kemikleri arasinda
yastik goérevi yapan bir karbonhidrat zinciridir. Tek basina HA enjeksiyonlari
gunumuzde uygulanmaktadir ve hastalarda gegici bir sure agriyi azaltarak islevi
artinr. GA ve HA'nin beraber eklem icine enjekte edilmesi, HA'nin tek basina
gosterdigi etkiden ¢cok daha etkili ve uzun sdreli olabilir. Bu ¢alismada kikirdak
dokusu ESM’sinin dnemli elemanlari olan HA ve GA’dan enjekte edilebilir bir nano-
biyomalzeme olusturulduktan sonra in vitro kosullarda ticari olarak satin alinan
saghkh ve OA’lI insan kondrositleri, insan kikirdak kanseri hucreleri
(kondrosarkoma) ile kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerdeki (Ki-MKH)

etkileri arastiriimistir.

1.1. GENEL BILGILER
1.1.1 Eklem Kikirdagi ve islevi

insan viicudunda hyalin, elastik ve fibrdz olmak Uzere (g tip kikirdak dokusu
bulunsa da, oynar eklemlerimizde yalnizca hyalin kikirdak dokusu vardir [12].
Hyalin kikirdak kemiklerin u¢ kisimlarinda bulunur ve iki kemik arasindaki
surtunmeyi azaltir, tampon gorevi gorur ve agirligin tek noktada toplanmasini
engeller. Yetigkin bir insanda kalinligi ortalama 2-3 mm’dir ve eklemin farkl
yerlerinde farkh kalinlhklar gosterebilir [13]. Kikirdak dokusu kan damari tagimadigi
icin dokunun kendini yenilemesi ¢ok yavas gercgeklesir, sinir icermedigi iginse
erken yaralanmalara karsi hassas degildir [14]. Eklemlerde eklem kapsuld,
sinoviyal zar, sinoviyal sivi, eklem kikirdagi, kaslari kemiklere baglayan tendonlar
ve kemikleri birbirine baglayan ligamentler bulunur (Sekil 1.1). Sinoviyal zar kan
damarindan yoksun olan kikirdagi besleyen sinoviyal siviyi Uretir. Sinoviyal sivi
kan serumu ve sinoviyal hucrelerin salgilarini igerir. Bu sivi kikirdak dokusunu
sarar ve kayganlagtirarak hareket sirasinda olusacak surtinmeyi engeller. Bu
karmasik sivi yuzey aktif fosfolipid (SAPL), hyaluronik asit (HA) ve lubrikin (bir tir
proteoglikan) igerir [15]. Yuzeye yakin olan doku metabolizma igin gerekli olan
besinleri sinoviyal sividan difizyonla karsilarken, kemige yakin doku ise
subkondral kemikten karsilar. Metabolizma hizi ¢ok yavas olup, adenozin trifosfat

(ATP) molekullerini laktik asit fermantasyonu ile Uretir [16].



Saglikh hyalin kikirdak camsi, dizgun, mavi-beyaz renkte ve purtzsuz gozukur.
Eklem kikirdagi hem kati hem de sivi faza sahiptir, boylece mekanik ozelliklerini
koruyabilir. Sivi faz ¢ogunlukla su ve elektrolitlerden olusarak kati ara maddenin
aralarini doldurur. Kati faz ise kikirdak hucreleri olan kondrositlerden ve ara
madde elemanlari olan kollajen lifler, proteoglikanlar ve kollajen olmayan

proteinlerden olusur [16].
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Sekil 1.1 Sinoviyal eklemi olugturan yapilar [13].

1.1.2 Eklem Kikirdaginin Makro ve Mikro Molekuler Yapisi

Hyalin kikirdak dort bdlgeden olusur, bunlar distan igce dogru (1) tegetsel
(yuzeysel) bolge, (2) ara bolge, (3) derin bolge, (4) kalsifiye bdlgedir (Sekil 1.2). Bu
bolgeler temel olarak kondrosit sekline ve tip Il kollajenlerin konumuna goére

birbirlerinden ayrilir.
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Sekil 1.2 Hyalin kikirdagin bdlgeleri [16].

Tegetsel bdlgede kondrositler yassidir, kollajen fibriller ekleme paralel bir
konumdadirlar, proteoglikanlar ise seyrektir. Proteoglikanlar bu bdlgede su ve
oksijene karsi secici degilken, hormon ve besin maddelerine karsi segici gegirgen
bir bariyer goérevi gorir [17]. Ara bolgede kondrositler yuvarlak bir morfoloji
gosterirken kollajen lifler daginik halde bulunur ve bu bdlgede proteoglikan sayisi
daha fazladir. Derin bolgede kollajen lifler ekleme dik bir sekilde uzanir,
kondrositler sutunlar halinde dizilmistir ve en fazla proteoglikan burada oldugu icin
en dayanikh bolgedir. Proteoglikan sayisinin artmasiyla bdlgenin gecirgenliginin
artmasi, altindaki dokularin beslenmesi icin 6nemli bir rol oynar. Kalsifiye bdlge tip
X kollajen bakimindan zengindir ve hidroksiapatit kristalleri kikirdagi subkondral
kemige capa gibi baglar. Kikirdak yaslandikga kondrositler buyur, protein miktari,
keratan sulfatin kondroitin sulfata orani ve sertligi artar. Tum bunlar ise hicre

sayisin ve proteoglikan miktarinin azalmasiyla sonuglanir [16].

Kondrositler (Sekil 1.3) kikirdak dokusunun temel hucreleridir ve mezenkimal
kokenli kondroblastlardan koken alirlar [16]. Kondrositler tek veya izogen gruplar
halinde bulunur. Bolinen kondrositler ESM materyali Urettikge birbirlerinden



uzaklasirlar. Kollajenler ve glikozaminoglikanlar gibi ESM elemanlarini
sentezledikleri gibi, kendilerine yer agmalarina olanak saglayan matriks yikim
enzimleri olan metalloproteinazlari (MMP) da uretirler [12]. Olgun kikirdak hicreleri
matriksteki lakinalara goémuld olarak bulunur. Kondroblastlar ise kikirdak
matriksini Uretirler. Bu hucreler ¢ok gelismig bir golgi cisimcigi, belirgin bir granallt
endoplazmik retikulum, lipid damlaciklari ve glikojen tagirlar [18]. izogen hiicre
gruplarinin hemen cgevresi yeni uretilen matriksten olugsur ve bu bdlge teritoryal
matriks olarak adlandirilir. izogen gruplari birbirinden ayiran bdlgeye ise
interteritoryal matriks denir. Perifere dogru dogru olan kikirdakta hucreler kiuguk ve
yuzeye paralel bir sekilde uzanir. Hatta perikondriyumudaki hlcreler neredeyse
ayirt edilemeyecek bicimde fibroblastlara benzemektedir (Sekil 1.5) [19].Hyalin
kikirdak matriksinin %10-25’i kollajenden, %5-15'i proteoglikanlardan, %70-80’i ise
sudan olusur [20] (Tablo 1). Kondrositler hyalin kikirdak dokusu hacminin yalnizca

%71’lik kismini olustursa da ESM sentezi igin cok dnemli rol oynarlar [21].

g

[ st

Sekil 1.3 Bir kondrositin Elektron Mikroskobu (EM) goérinttsi. EM x 16 000 [22].

'

C: Kondrosit, gER: Granulli endoplazmik retikulum, G: Golgi cisimcigi, M: matriks,

MM: ekstaseluler matriks materyali.

Sekildeki elektron mikrografi tek bir kondrositi bolca kikirdak matriksi ile saril
lakinasinda gostermektedir. Hucreler protein sentezi yapmakta oldugundan

graniillii endoplazmik retiukulum salg Grinleriyle sismis ve belirginlesmistir. lyi



gelismis bir golgi cisimcigi mevcuttur ve bazi glikojen tanecikleri sitoplazmada
dagilmigtir [22].

Proteoglikan monomeri Tip Il Kollajen

Kondrosit

glikozaminoglikanlar

baglayici
protein

\

hyaluronan

cekirdek proteini

Sekil 1.4 Eklem kikirdaginin ekstraselller matriks yapisini [12] ve bir proteoglikan
molekulinu olugturan yapilar [20].
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Sekil 1.5 Kondrositlerin matriks bolgeleri [24].
Kollajen ana matriks proteinidir, yaklasik 20 nm c¢apinda olup 6zellesmis ESM
dokusunun u¢ boyutlu yapisini olustururlar. Tip I, VI, IX, X ve Xl kikirdak

matriksinde fazla miktarda bulunurlar. ESM'de en fazla bulunan

glikozaminoglikanlar hyallronik asit, kondroitin stlfat ve keratan sulfattir. En
onemli proteoglikan monomeri agrekandir ve su molekiillerine karsi yuksek afinite
gOsterir. HyalUronik asit molekulleri gok sayida agrekan molekull ile iligkilidir ve
bunlar hyalUronik asite baglanma proteinleri ile baglanarak proteoglikanlari

olustururlar (Sekil 1.4) Proteoglikanlarin kikirdagin basinca dayanikli olan sert

yapisini olusturmadaki katkilari fazladir [23].



Tablo 1. Kikirdagin Ekstaseltler Matriks Bilesenleri. [24], [25].

Kollajen

Zar
Kollajenler Proteoglikanlar  Olmayan Glikozaminoglikanlar ) )
) Proteinleri
Proteinler

Tip Il COMP
Tip IX Agrekan Tenaskin o Sindekan

i o ) Kondroitin stilfat
Tip Xl Biglikan Ankorin 1l . CDh44

] ] ) Keratan stlfat .
Tip VI Dekorin Trombomodulin . . Integrinler

) ) ) ) Hyaluronik asit
Tip X Fibromodulin Kondroaderin (a1, 2,3, 5,6,
Tip Xl Lumikan Fibronektin 10; B1, 3, 5)
Tip XIV PRELP

COMP: Kikirdak oligometrik matriks protein, PRELP: prolin/arjinin zengin uglu lésince zengin

tekrarlayan protein

1.1.3 Kondrogenez ve Kikirdagin Onarimi

Hyalin kikirdak kalici ve gecici kikirdak olarak iliye ayrilir. Gegici hyalin kikirdak
embriyonik evrelerde endokondral kemikte ve biylime bdlgesinde bulunur ve bir
sure sonra kemige farkllasir. Periostiumdaki mezenkimal kok hucreler (MKH)
kondrojenik farklilasmaya giderek once kikirdak yapisi olusur daha sonra kemik
formu olusarak sure¢ tamamlanir. Kalici hyalin kikirdak ise eklemlerde bulunur ve
normal kosullarda terminal farkhlagsmaya gitmez. Hulcresel kokenleri iki tip
kikirdagin da aynidir [26]. Kondrogenez yani kikirdak olusumu sureci, mezenkimal
hicrelerin surece dahil olmasi, go¢ etmeleri, proliferasyonu ve yogunlasmasi ile
baglar [27], [28]. Mezenkimal hdcreler yuvarlaklasir ve hucre kutlesi olugturmak
uzere kumelenirler. Hiyalin kikirdagin olustugu alan en basta kondrojenik nodul
olarak bilinen mezenkimal (ya da ektomezenkimal) hicre toplulugu olarak
tanimlanir  [12]. Kondrojenik yogunlasma bagslamasi hicre adezyon
molekulleri,ndral kaderin (N-kaderin) ve noéral hicre adezyon molekuli (N-
CAM)'nun goérulmesiyle iligkilendirilir. DonUstlrictu buyime faktort (Tranforming
growth factor, TGF) -B, kondrojenik yogunlagsmanin en erken faktéridar ve
fibronektin sentezini uyarir. Tenaskin ve kikirdak oligomerik matriks proteini

(COMP)’nin dahil oldugu trombospondinler gibi ekstra selller matriks elemanlari
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hicre adezyon molekulleri ile etkilesime girerek hucre ici sinyal yolaklarini aktive
ederler. Bu yolaklar kondroprogenitor (kikirdak onculd) hadcrelerin tamamen
kondrositlere dontsmesini uyarir [29]. N-kaderin ve N-CAM farkhlasan
kondrositlerde kaybolur ve sonradan yalnizca perikondrial hlcrelerde tespit
edilebilir. Kondroprogenitor hicrelerin farklilasmasi kikirdak matriksinde kollajen
tip I, IX, XI ve agrekanin birikmesi ile karakterize edilir. Cekirdege ait olan
transkripsiyon faktori SRY-Box-9 (SOX-9) ise farkllasmanin en erken
isaretlerinden biridir ve kollajen tip 1l geni (COL2A1) ve kikirdak kaynakli retinoik
asit duyarli protein (CD-RAP) ve Col11a2 gibi kikirdaga 6zgu proteinlerin

genlerinin ifade edilmesini saglar [30], [31].

TGF- (3 super ailesi, kondrogenezde énemli bir rol oynar [32]. TGF-B1 kondrositleri
sentez yapmasi i¢in uyarirken, interlokin (IL)-1’in yikici etkisini inhibe eder [33]. In
vitro kosullarda, TGF-B1 kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hucrelerin
kondrogenezini uyarir [34]. Ayrica tavsanlarda TGF-B1’'in kikirdak defektlerini
iyilestirdigi yoninde umut verici g¢alismalar da vardir [35]. Ancak tavsan ve
farelerle yapilan baska calismalar da TGF-B1’in zararli yan etkileri de goralmustur.
TGF-B1 uygulamasi sinoviyal proliferasyonu ve fibrozisi artirmis, enflamatuar
I6kositlerin sinoviyal bolgeye c¢ekilmesini saglamis ve osteofit olusumuna neden
olmustur [36], [37]. Bunun gibi glvenlik endiseleri goz 6ntine alindiginda, TGF-31
tedavisi eklem bolgesinde uygulanabilir bir segenek degildir. TGF-B3 de kikirdagin
ESM uretmesi igin uyarici bir faktordar, in vitro tavsan deneylerinde de TGF-B3’Un
bu etkisi degerlendiriimis ve ESM sentezini artirici etkisi goérulmastuir [34], [38].
TGF gibi kemik morfogenetik protein (BMP)-2'de kondrositlerin ESM sentezini
artiran bagka bir faktordir. Mezenkimal kok hucrelerin (MKH) ESM elemanlarinin
sentezini artirirken tip | kollajen sentezini inhibe eder ve bu 6zelligi bakimindan
TGF-B1’e benzemektedir [34].

Yogunlasma baslamadan 6nce farklilasmamis MKH’lerden hyaluronan ve tip |
kollajence zengin ESM sentezi yapilir. Farkhlasma slrecinde ise yogunlagsmanin
merkezindeki hicreler kondroblastlara farklilasarak tip I, IX ve Xl kollajen ve
kikirdaga 6zgl olan agrekan sentezi yaparak ESM’nin yapisini degistirir [39].
Kondrositler bu ESM ile sarildiginda kendi karakteristik yuvarlak sekillerini alir. ilk
kondrosit ¢ekirdegi kondrosit proliferasyonu ve ESM sentezi ile buylr ve tip X

kollajen sentezinin esliginde olgunlagsma ve hipertrofi evresi baslar. Hipertrofik
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kondrositler kendilerini saran matriksi minerallestirmeyi yoOnlendirir ve bununla
beraber vaskuler ve kemik hucreleri istilasi ile apoptotik hicre 6limune giderler
[40]. Bu sekilde endokondral kemik yapisi sonlanir, kikirdak matriksi yerine kemik
matriksi yer alir. Blyume bdlgesinin basinda, kondroepifiz bdlgesinde ikinci bir
merkez olusur ve eklem kikirdagi ile buyume bolgesi kikirdagini birbirinden ayirir.
Fonksiyonel yuklenme ile eklem kikirdagi olgunlagir, dokunun morfolojik,
biyokimyasal ve mekanik 6zellikleri kurulur. Eklem kikirdaginin bélgesel farkhliklar

gelisim seklinden ve lokal gevresi sonucunda olusur [41].

Kikirdak onarimi (1) appozisyonel buyume, (2) interstisyel buyume seklinde iki
tarld gergeklesir. Appozisyonel buyumede var olan kikirdagin yuzeyinde yeni
kikirdak olusur. Olusan kondrositler morfolojik ve fonksiyonel olarak fibroblastlara
benzer ve perikondriyuma ait olan tip | kollajeni Uretirler [42]. Bununla beraber,
kikirdak buyumesi sureci basladiginda SOX-9 ifadesi ile ydnlendirilen bir
farkhlasma slrecine giderler. Cekirdek yuvarlaklasir, sitoplazmik uzantilar
kaybolur, sitoplazma belirginlegir ve miktarinda artis olur. Bu degisimlerle beraber
hicreler kondroblastlara donusur ve tip Il kollajen gibi kikirdak ESM’si Uretmeye
baslarlar. Interstisyel blylime ise var olan kikirdak kitlesi icerisinde yeni kikirdak
olusur. Kondrositler, bulunduklari lakinalar igerisinde bdlinurler ve daha fazla
ESM sentezi yaptikca kardes hicreler birbirlerinden uzaklasir. Kondrositlerin
interstisyel olarak yeni ESM sentezlemeleri ve yeni farklilagan kondrositlerden
appozisyonel olarak ESM sentezlenmesiyle kikirdagin toplam buyumesi

gerceklesir [12].

1.1.4 Osteoartrit Olusumu ve Hastaligin Seyri

Osteoartrti (OA), en sik rastlanan iskelet-kas sistemi hastaliidir [43]. Dinya
capinda 630 milyon kisinin OA’dan etkilendigi tahmin edilmektedir [44]. Dinya
Saglhk Orgiti (World Health Organization, WHO) verilerine gore diinya gapinda
60 yas Ustl kadinlarin %18’inde erkeklerin ise %9,6’'sinda semptomatik OA
goOrulmektedir. OA hastalarinin %80’inde hareket kisitlihgr gorilmekte, %25’ ise
temel gunluk aktivitelerini gergceklestirememektedir [3]. Yaglilar ve obezite hastalari
ise OA iligkili en blyuk risk grubunu igerir [45]. Sebebi tam bilinmemekle beraber

hareket yeteneginde kisitllik, sakatlik ve 6nemli derecede agriya sebep olur [46].
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OA’nin kadinlarda gorulme sikhigi erkeklere oranla 3 kat fazladir (Spector,1999) ve
agirt kilo, kikirdak yaralanmalari, yashlik ve genetik faktorlerle iligkilendirilir [5].
OA’dan kaynakli olusan sakatliklarin kalp damar hastaliklari riskini artirdigi
yonunde yaklasimlar da vardir. OA dolayli yollardan, yurime engelligi olusturarak

veya NSAID kullanimini artirarak kalp ve damar hastaliklari riskini de artirabilir [4].

OA’nin olusumunu sirasinda proliferasyon ve hicre élumleri (apoptozis), ESM
sentezinin azalmasi, ESM vyikim aktivitesinde dedisiklikler, enflamatuar
molekullerin artmasi, kondrositlerdeki fenotipik degisimler ve osteofit formasyonu
gorular [47], [48].

OA tum eklemi olusturan yapilari etkiler. Eklem kikirdagi zarar gorur, sinoviyal sivi
degisir, subkondral kemik yeniden vyapilanir, eklem kapsulinde fibrozis
gerceklesir, osteofit formasyonu olusur ve ligamentler etkilenir [49], [50]. Erken OA
evresinde kikirdak yuzeyi duzensizlesir, proteoglikan dagilimi degisir ve yuzeysel
catlaklar olusur. Ancak hastalik ilerledikge bu catlaklar daha da derinlegir ve ileri
evrede kikirdagin altindaki kemik ortaya cikar [51]. Derinlesen catlaklardan dolayi
kemik hdcreleri bolunmeye baglar ve osteofit denilen ylzeysel yapilari olusturarak

OA'yla karakterize agri ve hareket kisitlihgina sebep olur [52].
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Sekil 1.6 Saglikli ve OA'li eklemlerin karsilastiriimasi [53].
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Saglikli eklemde (A) kemiklerin uglar purtzsuz bir kikirdak yapisiyla kaphdir ve
eklem kapsullu tarafindan korunur. Eklem kapsulu ve sivisi ise kikirdagi, kaslari ve
bagd dokusunu korur. Ancak OA’li eklemde (B) kikirdak asinir, kemik gikintilari
kemigin kogelerine dogru buyur, sinoviyal sivi miktari artar ve eklemde agri ve

sigliklere yol acar [53].

Sekil 1.7 Osteoartritli bir dizin 6nden X-Ray goéruntistu [2]. Eklem bdlgesinde
daralma, gaz birikimi, sklerozis, distal femur ve proksimal tibia kenarlarinda osteofit

olusumlari goérulmektedir.
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Tablo 2. Osteoartritli Kondrositlerin Ozellikleri [24].

Artan Fonksiyonlar Azalan Fonksiyonlar

Tip Il kollajen ve agrekan sentezi (Erken OA) Tip Il kollajen ve agrekan sentezi (Geg OA)
Hucre proliferasyonu IL-1 reseptdr antagonisti

Katabolik sitokin uretimi IGF-1 cevabi

Proteinazlar (MMPs, PA, agrekanaz)
Tip I IL-1 reseptori

IGFBP-3

Apoptozis

NOS

COX-2

Tip VI, 111, HA ve X kollajen ekspresyonu

MMPs: matriks metalloproteinazlar, PA: plasminojen aktivatord, IL-1: interldkin-1, IGFBP-3: insulin
benzeri biylime faktori baglayici protein, NOS: nitrik oksit sentaz, COX-2: siklooksigenaz-2, IGF-1:

insulin benzeri blyime faktori 1

OA sirasinda gergeklesen hucresel tepkiler ise erken evrede gegici bir kondrosit
proliferasyonu ile baslar. Kondrositler dokuyu onarmak igin ESM sentezini artirir
ayrca katabolik sitokinlerin ve matriks yikici enzimlerin de sentezini artirirlar [24]
(Tablo 2). Proteoglikan kaybi ve tip kollajen Il fibrillerindeki yirtiimalar kikirdak
yuzeyinde baslar, sire¢ dokudaki su miktarinin artmasi ve c¢ekme gucinun

azalmasiyla sonuglanir.

Kondrositlerle ilgili matriks metalloproteinaz (MMP) larin strece dahil olmasiyla
kikirdaktaki kollajen ve proteoglikanlarin yapisi bozulmaya baslar. MMP’ler
kikirdagin bozulmaya basladigi bolgede lokalize olur ve sinoviyal sivida tespit
edilebilir [54]-[56]. OA arastirmalarinda kollajenaz ve stromelizin ailesi MMP’ler en
dikkat cekici olanlardir ¢linkl spesifik olarak ana kollajen ve proteoglikanlari
parcalar [57]-[59].

Son yillardaki calismalar OA sirecinin anlamli olarak oksidatif stresle baglantih
oldugunu bulmustur [60]. Reaktif oksijen tirleri (ROS)'nin Uretimi ile anti oksidan
savunmasl! arasindaki dengenin bozulmasi makromolekiler yikima ve redoks
sinyalinin ve kontrolinin bozulmasina yol agar [61]. ROS en yaygin ifadeyle
oksijen igceren yuksek reaktif kimyasallar olarak tanimlanir [62]. Radikal ROS
ornegi olarak superoksit, nitrik oksit (NO) ve hidroksil radikaller, radikal olmayan
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ROS 06rnegi olarak da hidrojen peroksit, ozon, peroksinitrit ve hidroksit verilebilir.
Kondrositler herhangi bir nedenden strese girdiklerinde nitrik oksit (NO) uretirler.
NO ise matriks proteinlerinin yikimina sebep olan interldkin-1 (IL-1) ‘in salimini
uyarir [52]. IL-1, lenfosit aktive edici faktér olarak bilinir [63], enflamatuar bir
sitokindir ve kikirdakta kollajenaz ve prostoglandin Gretimini uyarir, IL-1'in OA ile
ilgili kikirdak yikimiyla iligkili oldugunu goOsteren in vitro ve in vivo c¢alismalar
mevcuttur [64], [65]. IL-1 matriks sentezini ve kondrositlerin bolinmesini inhibe
ederek matriks yikici proteinlerin salgilanmasini uyarir [66]. TUmor nekroz faktor-a
(TNF-a)’'nin da IL-1 ile sinerjit veya benzer etki gosterdigi ve kikirdak yikimiyla
iliskisi oldugunu gésteren calismalar vardir [65]. indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS), siklooksijenaz 2 (COX-2) ve fosfolipaz A2 gibi enflamatuar faktérler OA’da
kondrosit fonksiyonlarini module eder. Kondrositleri tek basina IL-1’e veya TNF-a
ile beraber maruz birakildiginda bu enflamatuar enzimlerin ekspresyonu artar [67],
[68]. NO kikirdak matriks sentezini inhibe eder ve kondrosit apoptozisini uyarir
[69]. Tip Il kollajen ve agrekan sentezinin azalmasiyla kikirdagin gergin yapisi

bozulur ve kikirdak dejenerasyonu donlsu olmayan bir evreye gecer [24], [51].

OA surecinde kondrositlerden bazi belirleyici isaretler salgilanir (Tablo 3). Bu
isaretlere sinoviyal sivida, kanda veya idrarda rastlanabilir. isaretlerin birgogu
agrekan, tip Il ve tip | kollajen metabolizmasi ile ilgilidir. Tip Il kollajen ve agrekan
kikirdak matriksinde en ¢ok bulunan yapilar oldugu icin, OA arastirmalarinda
hedef alinmaktadir [48]. CTX-Il, Uriner Glc-Gal-Pyd ve serum PIINP OA
hastalarinda artan isaretler olmakla beraber [70], kollajen yapim isareti olan
PIIANP azaldi§i gézlenmistir [71]. Ayrica serum COMP ve C2C seviyeleri de diz
dejenerasyonu olan OA hastalarinda da koraledir [72]. Agrekan neoepitoplarinin
varligi da OA’in varligi ile iligkilendirilir [73]. 36 hasta ve 15 saglikh kontrolle
yapilan bir calismada plazmadaki sRAGE seviyesinin anlamh olarak (p<0.01)

dustigu gozlemlenmistir [74].
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Tablo 3. Osteoartrit ile ilgili isaretler [48].

Kollajen

metabolizmasi

Agrekan

metabolizmasi

Kollajen olmayan

protein metabolizmasi

Diger siiregler

Kollajen tip Il C-terminal
telopeptit (CTX-II)

Tip 1l kollajen
propeptitler (PIINP,
PIIANP, PIIBNP, PIICP,
ClIP)

Pridinolin ve Glc-Gal-
PYD

Tip Il kollajen ayrilma
Uriind (C2C)

Tip Il kollajen-spesifik
neopeptit (C2M)

Kollajen tip | C-terminal
telopeptit (CTX-I, a-
CTX-I)

Kollajen tip | N-terminal
telopeptit (NTX-I)

Kollajen tip |
aminoterminal propeptit
(PINP)

Cekirdek protein
parcalari (agrekan
neoepitoplari, ARGS ve
FFGV parcalar)

Kondroitin siilfat epitop
846 ve monoclonal

antibadi 3B3(-)

Keratan silfat

COMP

Fibulin (fibulin 3
peptitleri, Fib3-1, Fib3-
2)

Hyaluronan

Matriks
metalloproteinazlar
(MMP-1,3,9,13 ve

TIMP)

YKL-40 (kikirdak
glikoprotein 39)

Enflamatuar isaretler:
hs-CRP (enflamasyon),
IL-1B8, IL-6, COX-2

Adipokinler
(adipodenktin, leptin,

visfatin)

Kemikle hiicresel

etkilesimler (periostin)

Whnt inhibitérleri (DKKs
ve SOST)

Urik asit

COMP: Kikirdak oligometrik protein, COX-2: siklooksigenaz-2, Glc-Gal-PYD: glukosil-galaktosil-pridinolin,
hs-CRP: C rekatif yiksek hassas protein, IL:interlokin, SOST: sklerostin, TIMP: doku inhibitérii matriks

metalloproteinaz

OA surecinde dogal bagisikhk aktive olur [75]. Kondrositlerden toll-benzeri
reseptorler (TLR) ifade edilir [76] ki bu reseptorler hasarla iligkili dizenlemelerde
aktive edilir. OA’da bu dizenlemeler glikozaminoglikan ve hyaluronan gibi ESM
molekulleri sayesinde olur [77]. Kalsiyum piyrofosfat ve sodyum Urat kristalleri de
toll-benzeri reseptorlere baglanir ve bu durum da OA etiyolojisinin bir pargasi
olarak rol oynayabilir [78]. OA’li eklemlerde kompleman aktivasyonu ve ifadesinin

anormal olarak yuksek olduguna dair bulgular vardir [79]. Kondrositler, subkondral
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kemik ve sinoviyum gibi diger eklem yapilarindan kaynaklanan enflamatuar
sinyallerle aktive olabilirler. Kondrositler ayrica, ozellikle yaslanmis dokularda
biriken glikasyon sonucu olusan urtnlere baglanan reseptoérler de ifade ederler
[80]. Bu durum fenotipin katabolik ydonde degismesi sonucu ortaya ¢ikar ve yasla

beraber OA goérilme sikhdinin artmasini agiklamakta yardimci olmaktadir

1.1.5 Osteoartritte Kullanilan Tedavi Yontemleri

OA tedavisinde en sik kullanilan tedavi yontemleri: eklem igi HA enjeksiyonlari,
agizdan alinan glukozamin (GA) ve kondroitin sulfat (KS) besin takviyeleri, eklem
ici plateletten zengin plazma (PRP) enjeksiyonlari ve steroid olmayan yangi

onleyici ilaglarin (NSAID) kullaniimasidir.

1.1.5.1 Eklem igi Hyaluronik Asit (HA) Enjeksiyonlari (Viskosuplementasyon)

Sodyum hyaluronat — hyaluronik asit — hyaluronan (HA) dogal olarak canhlarin
dokusunda bulunan, yuksek molekul agirligina sahip, sodyum D-glukuronat ve N-
asetil glukozamin tekrarlarindan olugan uzun bir polisakkarit zinciri olup

sulfatlanmamig glikozaminoglikanlar grubuna dahildir [81] (Sekil 1.8).

co, -
H u
_] H
OH H
H
| H OH _n

Sekil 1.8 HA'nin tekrarlayan birimleri [82].

insanlarda kikirdak dokusunda, sinoviyal sivida, gobek baginda, epidermiste,
dermiste, vitréz sivida, torasik lenfte, serumda ve idrarda dogal olarak bulunur
[83]. Sinoviyal sivida ve kikirdakta dokunun viskoelastik yapisindan ve
kayganhgindan sorumludur [84]. Normal HA konsantrasyonuna sahip sinoviyal
sivl yavas hareketler sirasinda viskoz bir kayganlastirici gibi islev gorurken, ani
hareketlerde ise sok emici bir etki yapar [85]. HA, hiicrelerden ifade edilen birgok
reseptore baglanabilir. Bunlar arasinda kime determinanti 44 (CD44), hicre igi
adezyon molekulli-1 (ICAM-1) ve hyaluronat aracili hareket reseptéri (RHAMM)

vardir [86], [87]. Bu baglanmalar sonucunda sitokin salimi veya hucre dongusu
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proteinlerinin uyariimasi gibi hucre ici birgok sinyal tetiklenir. Bu sinyallerle hicre
cogalmasi veya hucre gogu gibi hicrenin fonksiyonel olaylari uyarilir [88]. OA’li
eklemlerde, HA'nin molekidl agirhdi da konsantrasyonu da saglikli eklem
kikirdagina goére daha azdir [89]. Viskosuplementasyonun mantigi OA’ya bagh

agrilari azaltmak ve hareket kabiliyetini artirmaktir [90].

20 yildan fazladir eklem i¢i HA enjeksiyonlari, OA tedavisi igin etkili ve guvenli bir
secenektir [91]. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) 1997 yilinda eklem igi HA
enjeksiyonlarini OA tedavisi i¢in onaylamistir. FDA onayh eklem ici HA
enjeksiyonlari: Hylan G-F 20 (Synvisc®), Hylan G-F 20 (Synvics-OneTM), Sodyum
hyaluronat (Hyalgan®, Supartz®, EuflexxaTM, Monovisc™, Gel-Syn™, GenVisc®
850), Yuksek molekil agirhkh Hyaluronan (Orthovisc®), Hyaluronik asit (Gel-
One®), Yluksek molekul agirlikh viskoelastik hyaluronan (Hymovis®)'dir (bcbswny)
[92]. Amerikan Gida ve llag Idaresi (FDA) 1997 yilinda gonartoz igin eklem igi HA
tedavisini onaylamistir ve Amerikan Romatoloji Birligi (ACR) ve Amerikan
Ortopedik Cerrahlar Akademisi tarafindan diz OA tedavisi kilavuzlarina

olusturulmustur [93].

HA’nin tedavilerde bu kadar givenli olmasinin sebebi antijenik olmamasi,
immunojenik olmayan bir yapi gbéstermesinin yani sira kan bilesenleriyle zayif
etkilesim kurdugu icin yuksek oranda biyouyumlu olmasidir [9]. Disaridan
uygulanan HA, kondrositlerin proteoglikan ve HA sentezini uyarmakla beraber
matriks metalloproteinazlarin ve pro-enflamatuar molekillerin baskilanmasini
saglayarak kikirdagin yikimini engeller [94]. in vitro uygulamalar HA olmadan
yapilan calismalara karsin HA varliginda kondrositlerin daha ¢cok ESM sentezi
yaptigini, DNA proliferasyonunu, KS sentezini ve tip Il kollajen sentezini artirdigini
gOstermigstir [95]. Kawasaki et al. (1999) [96] tavsan eklem kondrositlerini izole
ederek kollajen jellere gdmmusglerdir. 0.01 ve 0.1 mg/ml HA iceren Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) uygulamasi yapilan kondrositler KS sentezini

artirmig, fenotipik 6zelliklerini kaybetmeden ¢ogalmislardir.

Erken OA tedavisinde otolog PRP ve eklem i¢i HA enjeksiyonlarinin klinik etkileri
kargilastirildiginda her iki grubun da anlamli olarak gelisme gosterdigi [97] , oral
NSAID almi ile eklem igci HA enjeksiyonlari karsilastiriidiginda ise iki grup
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arasindaki iyilesmenin anlamli bir fark yaratmadigi ancak HA enjeksiyonlarinin
daha guvenli oldugu gosterilmistir [98]. Yine benzer bir galismada agizdan alinan
kortikosteroidlerle eklem ici HA enjeksiyonlari karsilagtirildiginda, 6 aylik tedavi
sonunda her iki grubun benzer iyilesme gosterdigi, ancak HA grubunda daha uzun
vadeli etki oldugu gosterilmistir [99]. Ayak bilegi OA’si olan 40 hastayla yapilan bir
calismada [100] 3 hafta boyunca haftada 2 ml eklem i¢i HA enjeksiyonu yapiimis,
gorsel analog olgedi (Visual Analogue Scale-VAS) skorlari ortalamalari ilk
enjeksiyondan 3, 6 ve 12.aylarda odlguldiginde sirasiyla 3.6 (p<0.001), 4.33
(p<0.001), ve 5.3 (p=0.0071) oldugu bildirilmistir. Calisma sonunda eklem i¢i HA
enjeksiyonlarinin guvenli ve etkili bir tedavi yontemi oldugu sonucuna variimigtir.
Ikeuchi et al. (2014) [101] yaptiklari bir calismada sican OA modeli kullanmislardir.
Hayvanlara 3 hafta eklem i¢i HA uyguladiktan sonra agr davraniglarini ve agriyla
ilgili nérokimyasallarin [kalsitonin geniyle ilgili peptid (CGRP), tirozin reseptor kinaz
A (TrkA) ve asit duyarh iyon kanalh 3 (ASIC3)] salimini incelemislerdir. HA
enjeksiyonu olan grupta her U¢ kimyasalda azalma olsa da istatistiksel olarak
anlamli farkhlik sadece CGRP’de olmustur (p=0.0406). 2017 yilinda yapilan bir
meta-analiz derlemesinde [102] 1794 kisiden olusan OA hastalarinda HA
enjeksiyonlari ve kortikosteroid enjeksiyonlari uzun ve kisa dbnemde
karsilastiriimistir. VAS ve WOMAC (Western Ontario and McMaster Universiteleri
Osteoartrit indeksi) skorlari meta-analiz edilmistir. 1 aylik siirecte kortikosteroidler
HA'ya gore agriyl azaltmada daha etkiliyken 6 ayda HA enjeksiyonlarinin daha
etkili oldugu, iki uygulamanin da benzer sekilde diz fonksiyonlarini iyilestirdigi ve
ikisinin de guvenli yontemler oldugu sonucuna varmislardir. Yapilan bir derlemede
ise [103] HA enjeksiyonlarinin kortikosteroid veya tuzlu su enjeksiyonlarina gore
daha guvenilir bir ydontem oldugu, hafif ila orta siddetli OA hastalarinda

semptomlari iyilestirdigi gosterilmistir.

HA enjeksiyonlariyla ilgili litareturde olumsuz sonuglar da mevcuttur. 162 kigiyle
yapilan bir ¢calismada [104] HA ve PRP enjeksiyonlarinin farkh derecedeki diz
OA’sI olan hastalarindaki etkileri karsilastirimistir. Enjeksiyonlardan 6 ay sonra
EuroQol Gérsel Analog 6lgedi (EQ-VAS) ve Uluslararasi Diz Dékiman Komitesi
(IKDC) skorlari takip edilmistir.Calisma sonunda ¢oklu (3) PRP enjeksiyonunun tek
HA enjeksiyonundan daha etkili oldugu sonucuna varmislardir. Tek doz PRP ve

HA enjeksiyonu uygulanan gruplarin arasinda ise anlamli bir fark bulunamamistir.
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Dirsek OA’si olan 19 hastayla yapilan bagka bir ¢galismada [105] hastalara 3 adet
HA enjeksiyonu yapilmistir. 3 ayin sonunda, agrida kisa sureli azalma ve aktivite
bozuklugunda c¢ok kisitli bir azalma gorulmusg, 6 ayin sonunda ise enjekte edilen
19 dirsekte de herhangi bir yararli etkiye rastlaniimamstir. Benzer sekilde ayak
bilegi OA’si ile yapilan bagka bir galismada [106] 56 hastaya tek HA enjeksiyonu
ve kontrol amagh tuzlu su uygulamasi yapilmistir. 12 haftalik Amerikan
Ayak&Ayak Bilegi Dernegi (AOFAS) klinik oylamalarla olusan skor sonuglarinda ve
hastalarin agri durumlarinda her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklihga rastlamamiglardir.

1.1.5.2. Agizdan Alinan Besin Destekleri

30 yildan fazladir agizdan alinan kikirdak proteoglikan yapisinin ana molekulleri
olan glukozamin (GA) ve kondroitin sulfat (KS), OA hastaliginda agriy1 azaltmak
ve fonksiyonlari iyilestirmek amaciyla kullaniimaktadir (Tablo 4). Glukozamin
179.2 Da molekdl agirliginda bir monosakkarit (2-amino-2-deoksi-D-glikoz),
kondroitin sulfat ise 10000-50000 Da molekul agrihigina sahip uzun bir
glikozaminoglikan zinciridir [10].

HO O
N NaO-$-0 0 9+
O 0 _ :
OH OH O HO jj
o. O
OH NaO 0”7 “CH
HN_ _CHs, 2 ?
hif OH
0] OH
Glukozamin Kondroitin siilfat

Sekil 1.9 GA ve KS’nin molekiler yapisi [107],[108].

Yapilan 3 yillik kontrolli c¢alismalar agdizdan alinan GA, OA’nin radyografik
ilerlemesini yavaslattigini icin hastaligin seyrini degigstirici ilaglar kategorisine
alinabilir [109].
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Tablo 4. Glukozamin ve kondroitin sulfatin OA tedavisinde kullaniimasiyla ilgili

calismalar.
Parametre Denek Kullanilan Doz Olgiim Yéntemi Sonug Kaynak
Tipi ilag
Glukozamin OA’ll Kristalin 1500 mg Sivi Plazma ortalamasi | [11]
alimindan sonra | Insan glukozamin kromotografisi ve | 52.0 ng/ml'den
sinoviyal sivida ve sulfat kutle 1282 ng/ml'ye,
plazmada spektrometresi sinoviyal sivida ise
glukozamin 36.5 ng/ml'den 777
konsantrasyonu ng/ml’ye
yukselmistir
Glukozamin  veya | Saglikli | Glukozamin 1500 mg | Florofor destekli | KS insan kan | [110]
KS nin birlikte veya | Insan ve Kkondroitin | glukozamin, karbonhidrat plazmasinda
tek tek alinmasinin sulfat (KS) 1200 mg KS | elektroforezi yaklasik 20 pg/ml.
insan (FACE) KS’nin tek basina
farmakokinetigine veya glukozaminle
etkisi beraber alinmasi
plazma
konsantrasyonunu
degistirmiyor.
Glukozaminin etkisi | OA Glukozamin 1000 mg/kg Mankin skoru, | GlcN’'nin kollajen Il | [111]
Sigan hidroklorid toluidine  mavisi | sentezini artirip,
Modeli (GlcN) boyamasi, ELISA | yikimini inhibe
ile serumdaki OA | ederek kikirdak
isaretlerinin koruyucu bir etkisi
olgima oldugu gosterilmistir
N-asetil glukozamin | Saglikli N-asetil 1000 mg Serum C2C and | C2C/PIICP orani | [112]
iceren yesil cayin | Insan glukozamin PIICP  degerleri | deney grubunda
kikirdak isaretlerine ELISA ile | dismdustir. (kollajen
etkisi Olgllmistir sentezi artarken
yikimi - azalmistir).
Ancak deney ve
kontrol grubu
arasinda istatistiksel
agidan anlamh bir
farkhhk
bulunmamistir.
N-asetil Saglikli N-asetil 500 veya | Serum C2C and | Plasebo ve deney | [113]
glukozaminin insan glukozamin 1000 mg PIICP  degerleri | gruplari arasinda
kikirdak ELISA ile | istatistiksel agidan
metabolizmasi Olglimustir anlamh  bir farklilik

Uzerine etkisi ve

guvenilirligi

bulunmamigtir.

C2C: Tip Il kollajen yikim, PIICP: Prokollajen Il C-Terminal Propeptit
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Kikirdak dokusu kan damarindan yoksun oldugu i¢in agizdan alinan GA ve KS’nin
ne kadarinin sinoviyal sividan dokuya ulastigi konusunda bilgi eksiklikleri vardir.
Yapilan bir ¢alismada agizdan alinan 1500 mg’lik GA’in sinoviyal sivida 740
ng/mllik bir artis yaptidi, plazma derigiminin ise 4 saatin sonunda 1200 ng/ml'de
en yuksek seviyeye ulastiktan 48 saat sonra eski seviyesine dondugu
gOsterilmigtir [11]. Atlarla yapilan bir baska ¢alismada ise [114] damar igi (IV) veya
nazogastrik (NG) entibasyonla verilen 20 mg/kg GA’nin plazmada 1 pg/ml’den
yaklasik 50 pg/ml'ye ciktigi gosterilmistir. Glukozaminlerin  yaygin olarak
metabolize edildigi ve metabolitlerin agirhkli olarak idrar ile atildigi bilinmektedir
[115]. Plazma ve sinoviyal siviyla yapilan g¢alismalar agizdan alinan glukozaminin

gastrointestinal sistemden kana emildigini acik bir sekilde gostermektedir.

Ancak kondroitin sulfat daha buyuk bir molekuldur ve glukozamin kadar emilim
gOstermemektedir [116]. Sigan ve kopeklerde agizdan alinan sodyum 3-
borohidrid-isaretli kondroitinin %70’inin emildigi ve 2 saatte en ylksek seviyeye
ulastigl, karaciger, bagirsak, sinoviyal sivi ve kikirdagin ise uygulamadan 24 saat
sonra en yuksek radyoaktiviteye ulastigi gosterilmistir [117]. Maksiumum plazma

konsantrasyonuna ise KS agizdan alindiktan 1-5 saat sonra ulagmaktadir [118].

Glukozamin/Kondroitin Artrit Mlidahele Denemesi (The Glucosamine/Chondroitin
Arthritis Intervention Trial-GAIT) [119] gunluk 1500 mg glukozamin hidroklorid
(GAH), 1200 mg KS, iki ajan birden birden, plasebo ve gunlik 200 mg selekoksib
gruplarini iceren calismasinda 6 ay boyunca 1583 hastanin OA belirtilerindeki
iyilesmelerini bircok parametreyle degerlendirmistir. Calismanin sonucunda GAH
ve KS’nin tek veya beraber alinan gruplarinda seyrek ve hafif yan etkilerin
olustugunu, GAH-KS kombinasyonunun ise orta ila siddetli agrisi olan OA
hastalarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde agriyi azalttigini gostermiglerdir
(p=0,002). Das ve Hammad [120] ise, yaslari 45 ile 75 arasinda degisen 93 OA
hastasinda gunlik 2000 mg GAH, 1600 mg KS ve 304 mg manganaz askorbat
kombinasyonunu kullanmis ve hafif ila orta siddetli agrisi olan OA hastalarinda
deney grubunun placebo grubuna gore istatistiksel anlaml olarak daha Ustun
oldugunu goérmusglerdir (p=0.003 / 4 aylk slrecgte). Deney grubunun %52’si
tedaviye cevap verirken placebo grubunun %28'’i tedaviye cevap vermistir. GAIT
calismasi orta ila siddetli OA grubunda gelisme gorurken, Das ve Hammad siddetli

hastalik grubunda anlamli bir fark bulamamisgtir.
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Houpt ve ark. [121] GAH ve plaseboyu 8 hafta boyunca 98 OA hastasinda
kargilastirmig, yapilan gunlik anketlerde tedavinin agriya etkili oldugu istatistiksel
olarak gosterilmistir (p=0.018). Deney sonunda ise hastalarin %77’si glukozamini
kendileri satin alarak kullanmayi strdirmusglerdir. Braham et al. [40] ise 12 haftalik
calismasinda olagan diz agrisi olan OA hastalarinda veya eklem kikirdagi
zedelenen hastalarda gunluk 2000 mg glukozamin ve plaseboyu karsilastirmigtir.
Deneyde diz agrisindaki degisimler elle muayene, 3 metrelik drdek ydrtylsu,
tekrarlayan merdiven ¢ikma, anket ve agri olgegi ile degerlendirilmistir. 8 haftada
yasam kalitesi skorlarinda ve agri skorlarinda anlamli bir gelisme goérulmustur
(p<0.05). Deney sonunda deney grubunun %88’, placebo grubunun ise %17’si diz

agrisinda iyilesme oldugunu rapor etmislerdir.

Ancal glukozaminle ilgili olumsuz sonu¢ veren calismalar da vardir. Hughes ve
Carr [122] diz OA’sI olan 80 hastaya 6 ay boyunca gunlik 1500 mg glukozamin
sulfat verdikleri galismada anlamli olarak agrinin azalmadigini bildirmisler, VAS
skorunda ise negatif sonuglara ulasmislardir. Rindone et al. [123] ise 98 hastaya
gunlak 1500 mg glukozamin sulfat verdigi placebo kontrolli galismasinda 2 ayda

anlamli olarak agrida azalma bulamamisgtir.

1.15.3 PRP Uygulamalan, Iilag Tedavileri, Hiicresel Terapiler ve
Biyomateryaller

Plateletten Zengin Plazma (PRP) kiginin kendi kanindan (otolog) elde edilen
platelet (trombosit) yoninden zenginlestiriimis plazmadir ve OA tedavisi igin bir
secenektir [124]. PRP |6kosit ve fibrin icermesi bakimindan doért kategoriye ayrilir:
saf plateletten zengin plazma (P-PRP), I6kosit ve plateletten zengin plazma (L-
PRP), saf plateletten zengin fibrin (P-PRF) ve I6kosit ve plateletten zengn fibrin (L-
PRF) [125].

PRP, dénustlrictu blyime faktoru-g (TGF-B), platelet-kdkenli buylime faktorl
(PDGF), insulin benzeri buyume faktoért (IGF), fibroblast buylime faktora 2 (FGF-
2), bag dokusu blylume faktora (CTGF) gibi buyume faktorleri bakimindan zengin
olmasiyla, kondrosit farkilagmasini, sinoviyal hlcrelerin gogalmasini ve sinoviyal

hicrelerden HA sentezini uyarici etkisi vardir [126].
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Eklem ici PRP enjeksiyonlari OA tedivisi igin guvenilir ve plasebodan daha etkili bir
yontemdir. Tek bir PRP enjeksiyonu WOMAC parametrelerinde (agri, sislik, fiziksel
fonksiyon ve toplam skor) iyilesme sadlar [127], [128]. PRP enjeksiyonlari OA’li
dizlerde agiy1 azaltmak bakimindan (VAS skoru) kortikostreoidlere gbére daha
etkilidir ancak sportif etkinlikleri iyilestirmez [129]. Ayrica PRP enjeksiyonlari
sinoviyal sivi (SF) hacmini, enflamatuar proteinleri ve kikirdak yikimiyla ilgili
isaretleri azaltmada da etkilidir [130], [131].

Smolina ve Khimion,2016 [132] ve Gobbi ve ark.,2015 [133] yaptiklari bir
calismada OA'nin erken evresindeki hastalarda PRP enjeksiyonunun guvenligi ve
etkisini incelemis ve herhangi bir yan etkiye rastlamamislardir. Standart tedaviye
ilaveten gerceklestirilen 3 eklem ici PRP enjeksiyonunun fonksiyonel aktiviteyi

artirdigini ve agriyi azalttigini gézlemlemislerdir.

Kondrositlerin katabolik aktivitelerini baskiladigi icin anti-enflamatuar ilaglarin
kullanimina da OA tedavisinde sik¢a rastlanmaktadir. Kortikosteroidlerin hem anti-
enflamatuar hem de bagisiklik baskilayici 6zellikleri vardir [134]. FDA damgal
kortikosteroidler: metilprednizon asetat, triamsinolon asetat, betametozon asetat,

betametozon sodium fosfat, triamsinolon heksasetonid ve deksametazondur [132].

Mc.Alindon ve ark.2017 [135] , 2 yillik rastgellenmig placebo kontrollu ¢ift bilmez
calismada OA hastalarinda eklem ici triamsinolon ve tuz enjeksiyonlarini
karsilastirmiglardir. Her 3 ayda bir 40 mg triamsinolon asetinoid uygulamis ve
kikirdak hacim kaybi ve agri surecini takip etmislerdir. Triamsinolon grubunda
kikirdak hacim kaybinin -0.21 mm’den -0.10 mm’ye anlamli olarak yukseldigini
bildirmigler, ancak agrida anlamli bir fark gozlemlememislerdir. Bannuru et
al.2014, eklem i¢ci HA ve steroid olmayan anti-enflamatuar ilag (NSAID)
enjeksiyonlarini OA hastalarinda karsilastirmiglar ve her iki grupta da agrida
azalma gozlemlemiglerdir. Ancak HA ve NSAID gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir fark bulunamamistir.
Anti-enflamatuar ilaglar OA tedavisinde aktif olarak kullanilsa da, yan etkileri gcok

agir olabilir. Mide bulantisi ve epigastrik agrinin yani sira, peptik Ulserasyon,

kanamalar ve mide delinmesine kadar agirlasabildigi i¢cin hasta hayatini kaybetme

23



riski tasir [136]. COX-2 segici veya segici olmayan NSAIDs’lerin ise hastalarda

mortalite riskini artirdig1 yonunde bulgular mevcuttur [8].

Kok hucreler de kikirdak rejenerasyonu igin odaklanilan yontemlerden biridir
(Tablo 5). Kok hicre implantasyonu hala arastiriimaktadir. En sik kullanilan hicre
tipleri KI-MKH’ler ve adipoz kdkenli stromal hicrelerdir (AKSH). Her iki hicre tip,
de OA sturecini baskilayarak kikirdak yenilenmesini artirir [137], [138].

Tablo 5. Kdk hiicre enjeksiyonu sonrasi OA hastalarinin WOMAC skorlarindaki
gelismeler

WOMAC
Kok Hastanin Hastalarin Hasta Calisma Skorundaki Referans
Hiicre Tipi | OA Tipi Yas Araligi | Sayisi Siresi Gelisme Puani
AKSH Diz OA’sI 50- 10 24 ay 23 puan [139]
(SVF)
Ki-MKH Diz OA’si 50-80 30 12 ay 16.5 puan [140]
Ki-MKH Diz,ayak 18-65 150 30 ay 29.3 puan [141]
bilegi veya
kalca
OA’si
AK-MKH 2.evre diz 18-75 18 6 ay 21.4 puan [142]
OA’si
AKSH 4.evre diz 65-82 13 6 ay 15.8 puan [143]
(SVF) OA’si

AKSH : Adipoz kaynakli stromal hiicre, Ki-MKH:kemik iligi kaynakli mezenkimal kék hiicre, AK-MKH: Adipoz
kaynakli mezenkimal kdk hiicre, SVF:Stromal vaskiler fraksiyon, WOMAC: Western Ontario ve McMaster

Universiteleri Osteoartrit indeksi)
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Al-Najar ve ark.2017 [144], yaptiklar bir galismada orta ila siddetli OA’ll hastalarda
eklem igi otolog Ki-MKH uygulamasi yapmislar ve ¢alisma Diz Yaralanmasi ve
Osteoartrit Sonu¢ Skoru (Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score-
KOOS)nda ve ortalama kikirdak kalinhginda anlamli bir gelisme ile

sonuglanmigtir.

MKH’lerin ve PRP’nin OA tedavisinde beraber uygulanmasi da umut vericidir.
Bansal ve ark.2017 [139], OA tedavisi i¢in eklem ici adipdz kaynakli stromal hlicre
(ADSC-SVF) ve PRP uygulamasi yapmislar ve 3 ayin sonunda hastalarin
agrilarinda anlamh bir azalma go0zlemlemislerdir. Daha da o6nemlisi, bu
uygulamanin herhangi bir yan etki gostermemesiyle guvenli bir profil ¢izdigini de
belirtmiglerdir. Ayrica Bastos ve ark.,2018 [145], benzer bir ¢alisma yapmilslar, 18
adet diz OA hastalarinda eklem ici otolog MKH enjeksiyonlariyla, MKH+PRP’nin
beraber enjeksiyonlarini etkinlik ve guvenlik agisindan karsilastirmislardir. 12 ayda
Diz Yaralanmalari ve Osteoartrit Sonu¢ Skorunda (The Knee Injury and
Osteoarthritis Outcome Score, KOOS) anlamli bir gelisme gézlemlemisler (p<0.05)
ancak MKH ve MKH+PRP gruplari arasinda istatistiksel bir fark
yakalayamamislardir. Her iki grupta da agri, fonksiyon ve gunluk yasam
aktivitelerinde anlamh bir iyilesme goérulmastur (p<0.05). Ayrica ¢alisma grubu

MKH enjeksiyonlarina PRP eklemenin de ayirca bir faydasi olmadigini belirtmistir.

Ancak, kok hucre enjeksiyonlariyla ilgili litaretirde negatif sonuclu ¢alismalar da
vardir. Koh ve ark. [146] Direkt olarak ADSC’leri eklem icine enjekte ettiginde 37
hastanin %76’sinda, 6zellikle buyulk kikirdak lezyonu olan hastalarda, anormal bir
kikirdak yenilenmesi gérmuslerdir. Ayni grup (Kim ve ark.2015 [147]) baska bir
calismada fibrin yapistiricisini ADSC enjeksiyonunda skafold olarak kullanmislar
ve skafold kullanilan grubun Uluslararasi Kikirdak Yenilenmesi Dernegi
(International Cartilage Repair Society, ICRS) puani skafold kullanilmayan gruba
gbre anlamh olarak artmistir. Ayrica direkt enjekte edilen hacrelerin eklemde
muhafaza edilmesi de guglik yaratmaktadir. Yapilan bir calismada direkt eklem
icine enjekte edilen ADSC’lerin bir ay sonra %15’'ine, 6 ay sonra ise yalnizca

%1,5’ine eklemde rastlaniimigtir [148].
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Ancak, Ki-MKH'lerin klinik uygulamalari agrili ve invazif cerrahi midahele
gerektiginden ve ¢ok az hucre verimi oldugundan ve donérun fizyolojik kosullarinin

uygun olmasi gerektiginden kisithidir [149], [150].

Hiicreler Tasiyicilar

Sinyal molekiilleri
L e AL Skafoldlar, hidrojeller,

TGF-B, IGF vs. nano ve mikro
tasiyicilar vs.

K&k hiicreler,
kondrasitler vs.

Hiicre Kiiltlirli Ortarmi

\

Hasarlh Dokuya Uygulama

Sekil 1.10. Biyomateryallerin kullanim sekillerinin sematik gosterimi.

Ayrica son yillarda teknolojinin gelismesiyle OA tedavisinde biyomateryallerin
kullaniimasi yayginlasmistir (Sekil 1.10). Ozellikle ila¢g salim sistemleri, nano ve
mikro boyutlu tasiyicilar, hidrojeller, skafoldlar en sik kullanilan teknolojilerdir.
Kikirdak ESM’sini taklit etmek OA tedavisinde umut verici sonuglar verdidi igin KS,
GAG ve HA gibi kikirdak ESM maddeleri de sikga OA calismalarinin
merkezindedir. Klinik kisittamalardan dolayr deneysel biyomateryal yontemleri
cogunlukla in vivo (hayvan deneyleri) ve in vitro (hlicre deneyleri) yontemlerle

sinirli kalmaktadir.

Aydin ve ark.,2015 [151], doksisiklin-KS/PCL (poly-e-caprolactone) mikro kirelerle
eklem icin enjeksiyonu icin in vitro ve in vivo galigmislar ve in vivo sonuglarda
pozitif geri donUsler alarak OA tedavisi i¢in yeni bir bakis acgisi getirmiglerdir.
Maudens ve ark.2018 [152], HA'yI i1siyla aktive olan bir polimerle birlestirmisler ve
HA’nin vucut sicakhgr etkisiyle kendiliginden nanopartikillere donusmesini
saglamiglardir. Partikulleri in vivo'’da test ettiklerinde biyouyumlu oldugunu,
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enjeksiyon bolgesinde uzun sure durdugunu, pro-enflamatuar sitokinleri azalttigini
ve kikirdagi korudugunu gormuslerdir. Sukir ve ark.,2016 [153], calismamiza
benzer olarak in vivo'’da hyalGronat, kondroitin silfat ve N-asetil-d-glukozamin
(HA-KS-NAG)'l hidrojel olarak kullanmislardir. Sicanlara eklem igi papain enzimi
enjekte ederek OA modeli olusturmuslar ve Ug¢ gruba ayirmiglardir. Birinci gruba
yalnizca tuzlu su, ikinci gruba HA, dguncu gruba ise HA-KS-NAG enjeksiyonu
yapmiglardir. 2 hafta sonra, proteoglikan bakimindan anlamh artisi Gglncl grup
gOstermigtir. Tek basina HA yerine HA-KS-NAG enjeksiyonu siganlarda daha etkili

bir sonug¢ vermisgtir.

Eklem icinedeki kuclk ilag molekillerinin (NSAIDs gibi) ve buyldk polimerik
molekullerin (HA ve rekombinant proteinler gibi) yari émrintn birka¢ saat ile sinirh
oldugu tahmin edilmektedir [60]. Son on vyil icerisinde OA tedavisi igin
nanoteknolojik ¢calismalara fazlasiyla yonelme olmustur ve bu g¢alismalarin bayuk
cogunlugu ilag teslim sistemlerine yoneliktir [154]-[156]. Bu sistemler eklem
icerisine ilaci yavasca ve gerektigi kadar salarak sistemik yan etkilerden Kisiyi
korumaktadir. Nanopartikil sistemleri ayrica yliksek suda ¢dzunurlik sagladigi igin
fizyokimyasal dengeyi ve biyouyumlugu artirmaktadir. Ancak eklem igi teslim
sistemlerinde partikil boyutu 6nemli bir kriterdir. 250 nm’den klgUk partikiller
kolayca eklem bolgesini terk edebilirken partikil boyutu buyldikce (1 ila 4 um
arasinda) eklem bdlgesindeki makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir [157].
Teknolojinin  gelismesiyle  nanopartiktller OA  tedavisinde, tanisinda,
goruntulenmesinde ve ilag ulastirimasinda kullanilmak Gzere diazyn edilmektedir
[158]. Yin ve ark.,2017 [159], OA tedavisi icin KS kapli nano platinyumlarla
(PtNPs) calismiglardir. PtNP’lerin in vitro galismalarda biyouyumlu oldugu ve
gelecekte OA tedavileri igin farkl bir alternatif oldugu sonucuna varmiglardir. Bir
calismada ise, selekoksibin Ulserasyon gibi gastrik yan etkilerinden ve kalp-damar
hastaliklari olgularindan kaginmak icin hyaluronat hidrojele selekoksib dolu
lipozomlari gébmip cerrahi OA tavsan modelinde eklem igi enjeksiyonu olarak
kullanmiglardir [160]. Calismanin sonucunda fosfolipidlerin ve HA'nin eklem
kikirdagi yuzeyinde kayganlagstirici olarak etkili sonug verdigi ve sinoviyal sivida
surtinme yuzeyini azalttigini gormuglerdir. Yeh ve ark.,2015 [161] ise kurkuminin
serbest olarak verilmesindense lipozomlara yukleyerek vermenin sitotoksisiteyi

azalttigini ve hudcrenin alimini artirdigini gostermislerdir. Ayrica, kurkumin yuklu
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lipozomlarin OA sulrecini yavaglatacagini da eklemiglerdir. Jain ve ark.,2014 [162]
diaserein yuklu kati lipid nanopartikulleri (SLN) KS ile modifiye etmislerdir. OA
tedavisi icin anti-OA etkisi olan diasereini hedeflemeyi amaclamiglardir ve KS’nin
formulasyonda bulunmasi osteoartrtitik lezyonlari azaltmaya katki saglamistir. Bu
diaserein yukli ve KS modifiyeli SLN’ler OA gibi karmagsik bir hastalikla savasta

sinerjik etikler gostermigtir.

Sonug olarak, OA tedavisinde kullanilan yontemler umut verici olsa da, hastaligi
tedavi etmek yerine seyrini durdurmaktan o6teye gidememistir. PRP enjeksiyonlari
ve ilag tedavileri kikirdaktaki enflamatuar molekulleri azaltip sislik ve agriyi azaltsa
da kondrositlerin ESM sentezini uyarmamaktadir. Ayrica kok hiicre tedavileri de
salgiladiklari anti-enflamatuar molekdiller ile agriyi azaltarak OA hastalarina daha
iyi bir yasam Kkalitesi sunmaktadir. Ancak eklem icine direkt enjekte edilen
MKH’lerin anormal kikirdak buyumesi yaratmasi, agrili cerrahi mudahelelerin
hastaylr zor durumda birakmasi ve enjekte edilen kok hucrelerin  kikirdak
bolgesinde kalmamasi da kok hucre tedavilerinin olumsuz noktalaridir. Belki de
biyouyumlu skafoldlarin kok hucre enjeksiyonlarinda kullaniimasi hucrelerin
kikirdak bolgesinde daha iyi hayatta kalmasina sebep olabilir.

Agizdan alinan GA ve KS’nin direkt eklem icine enjekte edilmesinden daha az
etkili oldugu, kikirdagin kan damarlarindan yoksun olmasina bagli olarak
sdylenebilir. HA enjeksiyonlari agriyr azaltmada ve kondrositlerin ESM sentezini
uyarmakta etkili olsa da anti-enflamatuar etkisi yoktur. Ayrica HA enjeksiyonlarinin
hastalarda slrekli (en az yilda iki kez) tekrarlanmasi gerektiginden, eklem
icerisinde hizli bir sekilde yikildigindan ve litareturdeki HA ile ilgili belirsiz sonuglar
da g6z o6nune alindiginda HA’y1 nanopartikil formuna getirerek GA ile birlikte
eklem icine enjekte etmek hem yikim hizini azaltabilir hem de eklem bolgesinde
kalma suresini uzatarak OA hastalari igin daha etkili bir segenek olusturabilir.

Calisma boyunca asagidaki arastirma sorulari cevaplanacaktir:

(1) Hyaluronik asit (HA) nanopartikil (nHA) sekline geligtirilerek eklem iginde

kontrolll ilag salim sistemi olarak kullanilabilir mi?
(2) GA, nHA kullanilarak eklem igine taginabilir mi?

(3) GA’lar nHA’lardan kontrolli bir sekilde salinir mi?
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(4) GA-nHA hucre yapismasi ve gogalmasini arttirabilir mi?

(5) GA-nHA'lar Ki-MKH’lerin kikirdak hiicresine farklilasmasina pozitif ydnde etki

eder mi?

(6) GA-nHA'lar saglikh ve OA’li insan kikirdak htcrelerinin ESM sentezini artirip

OA isaretlerini azaltir mi?
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Malzeme ve Cihaz

Malzeme sentezi icin gerekli olan n-asetil d-glukozamin (GA, #A3286), kondroitin
sulfat (KS, #Y0000280), N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-ethilkarbodiimid hidroklorid
(EDC, #03450), N-hidroksisuksinimid (NHS, 56480), metoksipolietilen glikol amin
(PEG, #06676), 5B-kolanik asit (#C7628), selluloz diyaliz membran tapu (#D9777)
Sigma-Aldrich (Almanya)den alinmistir. HyalUronik asit olarak eklem igi
enjeksiyonu olarak kullanilan Adant (GenVisc 850, TEDEC-MEIJI, ispanya)
markali sodyum hyaluronat kullaniimistir. Saglikli ve OA’l insan kondrositleri ve bu
hicrelerin kultGrd igin gerekli tim malzemeler (#402K-05a ve #4020AK-05a
katalog numaral kitler seklinde) Cell Applications, Inc. (ABD)'den, kikirdak kanser
(SW-1353, kondrosarkom) hucre hatti American Type Culture Collection (ATCC,
ABD)'den satin alinmigtir. insan kemik ili§gi kaynakli mezenkimal kok hicreler
(#A15652, StemPro) ve kondrojenik farklilasma icin gerekli tim malzemeler
(#A10071-01) ise Thermo Fisher Scientific (ABD)’den alinmistir. Hicre kultlru igin
gerekli olan Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, High Glucose ve Low
Glucose), fetal sigir serumu (FBS), L-glutamin, tripsin-edta, Penisilin-Streptomisin
Lonza (isvigre)dan, WST-1 reaktanti ise Roche (Almanya)’den alinmigtir. Akim

sitometri analizinde kullanilan tim antikorlar BD Biosciences (ABD)’'den alinmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, Carl Zeiss Evo 50, Almanya) Hacettepe
Universitesi Jeoloji Mihendisliginde, Dinamik Isik Sacilimi (DLS, Malvern,
ingiltere) Hacettepe Universitesi Kimya Mihendisligi Bolimi'nde, Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC, HP Agilent 1200 Series, Germany) Nobel
llag San. Ve Tic. A.S. (Dlzce, Turkiye)de, mikro santrifiij (Eppendorf, 5417R)
Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dal’nda, sabit isili ve
atmosferli inkiibatér (Panasonic, MCO-170M-PE, Japonya), hicre kulttrl kabini
(Metis, Ankara, Turkiye), ELISA okuyucu (VersaMax Microplate Reader Pro 5,
ABD), mikroskop (LEICA DFC7000T, Almanya, Program: LAS X9) ise Hacettepe

Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalr’'nda kullaniimistir.

30



Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) Hacettepe Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’'nda gergeklestirilmistir.

2.2 Caligmanin Tasarimi

Iki fazli malzemenin gelistirilmesi, karakterizasyonu ve in vitro analiz galismalari
dizayn edilmigtir. Enjekte edilebilir N-asetil d-glukozamin (GA) ve kondroitin sulfat
(KS) bagh hyallronik asit (HA) nanopartikiller (KS-GA-nHA) ve GA bagh HA
nanopartikuller (GA-nHA) Choi ve ark.,2010 [163] g¢alismasindaki yonteme gore
uretilmigtir (Sekil 2.1). Malzeme duretildikten sonra, ortalama boyut, partikil
dagihimi ve morfolojisi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Dinamik Isik
Sacgihmi (DLS) ile dl¢uimustir. GA ve KS’nin nanopartikillerden salimi HPLC
yontemi ile analiz edilmig, GA’'nin partikillerden salinmasi gergeklesirken KS’nin
salinmadigi goruldagu icin sonraki deneylere yalnizca GA bagli nHA’lar ile devam
edilmistir. GA-nHA’nin in vitro hicre hlcre kuiltarindeki etkileri WST-1 Hucre
Proliferasyon Testi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile dl¢ulmustir (Sekil
2.2).
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Kondroitin Sulfat
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KS-GA-nHA GA-nHA

1 Karakterizasyon l

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Dinamik Isik Sagilimi (DLS)

1 Salim Calismasi 1

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

! !

KS Salinmadi GA Salindi
sonraki deney planlarindan gikartildi sonraki deneylere GA-nHA’lar ile devam edildi
qRT-PCR
gRT-PCR Histokimyasal
Boyama
WST-1 Proliferasyon Testi Ki-MKH ile Kondrojenik Farklilasma Saglikli ve OA’li Insan Kondrositleri ile
Kondrosarkoma (SW-1353) Hiicre Hatti StemPro MKH'ler ESM Sentezi
1,10,100 pg/ml GA-nHA 1,10 pg/ml GA-nHA ile 1,10,100 pg/ml GA-nH
(n=6) (n=4) (n=3)

Sekil 2.2 Caligmanin tasarimi.
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2.3 N-asetil d-glukozamin (GA) ve Kondroitin Siillfat (KS) Bagl Hyaluronik
Asit (HA) Nanopartikillerin Sentezi

2.3.1 Amino Etil 58-Kolanoamid (EtCA) Sentezi

Suda ¢ozunebilir 6zellikte olan HA'y1 hidrofobik olarak modifiye etmek igin 503-
kolanik asit kullaniimigtir. Ilk olarak, 5p-kolanik asit, HA'nin karboksilik asitleriyle
reaksiyona girebilmesi i¢cin amino etil 5B-kolanoamid (EtCA) formuna
donusturalmustar. Bunun igin, 0,6 g 5B-kolanik asit, 540 ul konsantre hidroklorik
asit (HCI) iceren 15 ml methanol (MeOH) icerisinde ¢ozulmustur. Solusyon 6 saat
boyunca 60°C’de reflux altinda karistirlmigtir. Daha sonra 0°C’ye sogutulmus ve
kristallesip c¢okturulmesi gergeklestirildikten sonra por buyuklugu 0,45 pm olan
membran filtreden gegirilmis ve soguk MeOH ile yikanmistir. Urlin vakum altinda
oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra etilendiaminde ¢oézulmus ve 130°C’de
6 saat daha reflux edildikten sonra oda sicakliginda sogumaya birakiimis, tekrar
membrane filtreden gecirilmis (por buydkliga 0,45 um) ve vakumda kurutulmustur
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. EtCA sentezinin sematik gosterimi [163].
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2.3.2 HA Nanopartikullerin (nHA) Sentezi

48,4 mg EDC ve 29,2 mg NHS 96 ml formamid igerisinde ¢6zlldikten sonra 100
mg sodyum hyaluronat (Adant) karigsan ¢ozeltiye eklenmistir. 40 mg EtCA 96 ml
DMF igerisinde ¢ozuldukten sonra karisan ¢oOzeltiye damla damla eklenmistir.
Solusyon bir glin boyunca oda sicakliginda karismaya birakildiktan sonra, bir gun
distile su/MeOH (1v/3v-1v/1v) ile iki guin ise sadece distile su ile diyaliz edilmis ve

dondurma-kurutma yontemi ile kurutulmustur (Sekil 2.4).
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HA-58 kolanik asit konjugati

Sekil 2.4. nHA sentezinin sematik gosterimi [163].

2.3.3 nHAlari Polietilen Glikol (PEG)’leme islemi

12 mg EDC ve 7 mg NHS, 5 ml fosfat tampon (PB, pH=6,8) c¢ozeltisinde
¢ozludukten sonra 120 mg nHA c¢oOzeltiye eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda
karistinimistir. 60 mg PEG-NH, 2 ml PB’'de ¢dzlldiukten sonra karisan ¢ozeltiye
eklenmistir. Elde edilen solisyon 24 saat boyunca oda sicakhdinda karigsmaya
birakilmistir. Daha sonra solUsyon bir gun boyunca MeOH ile, iki gin boyunca da
distile su/MeOH (1v/3v-1v/1v) ile diyaliz edildikten sonra dondurma-kurutma iglemi

ile kurutulmustur. 120 mg nHA 5 ml PB solUsyonu igerisinde ¢ozuldukten sonra
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416 pl/10 mg partiktl analiz igin "H-Nukleer Manyetik Rezonans Spektroskopisine
("H-NMR) goturalmagtar.

2.3.4 nHA’lara GA ve KS’nin Baglanmasi

PEG ile ylzey modifikasyonu yapilan 10 mg nHA 10 ml fosfat tamponlu tuz
cOzeltisinde (PBS, pH=7,4) ¢cozulmus ve 10 mg GA ve 10 mg KS c¢ozeltiye
eklendikten sonra 24 saat boyunca oda sicakhdinda karistirilmigtir. GA-nHA
sentezi icin ise PEG ile ylzey modifikasyonu yapilan 10 mg nHA 10 ml fosfat
tamponlu tuz c¢oézeltisinde (PBS, pH=7,4) ¢6zlilmis ve 10 mg GA ¢odzeltiye

eklenmis ve 24 saat boyunca oda sicakliginda karistiriimigtir (Sekil 2.5).

N\

Gluk . r;;flf; | HA HA Glukozamin Molekilii
ukozamin Molekiili
J \‘ nanopartikul nanopartikil ;,-"

™~

Kondroitin Sulfat
Molekulu

KS-GA-nHA GA-nHA

Sekil 2.5. KS-GA-nHA ve GA-nHA’nin sematik gosterimi.

2.4 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Goruntiulemesi

1 mg KS-GA-nHA, 1 mg GA-nHA ve 1 mg nHA ayri iki ependorf tlipte 2 ml distile
suda ¢ozuldukten sonra partikullerin homojen dagilmasi igin 2 dakika boyunca
sondaj tipli sonikatdrde soniklenmistir. Sonikleme islemi boyunca partikillerin
molekuler yapisinin isiyla bozulmamasi i¢in buz banyosunda tutulmustur. 1-2
damla solusyon bir lama damlatiimis ve oda sicakhginda kurutulduktan sonra altin
kaplama yapilmis ve SEM’de 22K-26K X blyutmede goruntilenmistir.
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2.5 Dinamik Isik Sagilimi (DLS) Analizi

DLS analizi helium iyon lazer sistemi ile gergeklestirilmistir. 1 mg KS-GA-nHA ve 1
mg GA-nHA 2 ml distile suda ¢ozuldukten sonra partikullerin homojen dagiimasini
saglamak ve agregasyonunu engellemek icin 2 dakika boyunca buz banyosu
icerisinde sodyum dodesil sulfat (SDS) ile sondaj tipli sonikatérde soniklenmisgtir.
Sonikleme igleminden sonra 1 ml KS-GA-nHA ve GA-nHA solusyonu analiz igin

kullanilmistir.

2.6 Salim Caligsmasi

2 mg KS-GA-nHA ve GA-nHA 0,5 ml PB (Disodyum hidrojen fosfat + sodyum
dihidrojen fosfat, pH=7,2) icerisinde dagitildiktan sonra salim ortamindan ayriimasi
icin 13,000 rpm’de mikro santrifij cihazinda 13 dakika santrifij edilmigtir.
SuUpernatan atildiktan sonra ¢oken partikuller taze 0,5 ml PBS igerisinde tekrar
dagitilmis ve salim i¢in oda sicakliginda birakilmigtir. Partiktllerden salinan KS ve
GA miktarini tayin etmek icin 1, 3, 5, 7, 14 ve 21. Gunlerde santriflijleme islemi
tekrarlanmig ve sUpernatanlar analiz i¢in ayrilmistir. Ayrilan orneklerdeki KS ve
GA tayini icin Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) kullaniimigtir.
HPLC igin Thermo ODS Hypersil 250x4,6 mm 5 pm kolonu kullaniimistir. Mobil faz
olarak su icerisinde 1,5 g oktan sulfonik asit : asetonitril : trietilamin (910:89:1)
kullaniimis ve akis hizi 1,0 ml/dakikaya, pH ise 4,0’e ayarli orto fosforik asit
kullanilmigtir. Cozucu olarak 5 ml asetonitrile 0,3 ml asetik asit eklenmis ve 100 ml

distile suya tamamlanmigtir.

2.7 WST-1 Hiicre Proliferasyon Analizi

GA-nHA’nin hicrelerin gcogalmasi Uzerine etkisini arastirmak icin SW-1353 insan
kikirdak kanseri (kondrosarkom) hucreleri kullanilmistir. Huacreler T-75 hicre
kaltart kaplarinda %10 fetal sigir serumu (FBS), %1 L-glutamin, 50 U/ml Penisilin,
50 pg/ml Streptomisin igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose
(DMEM-HG) besiyeri ile %5’lik CO, ortaminda 37°C’de inklbe edilmis ve besiyeri
48-72 saatte bir degistirilmistir. Hacreler %70’lik yogunluga ulastiginda hucre
kaltart kabi PBS ile yikanmis ve sayim yapilmasi i¢in 5 ml %0,25’lik tripsin-EDTA

37



eklenmig, inkubatorde 3-5 dakika arasinda bekletilmistir. Kabin ylzeyinden kalkan
hacrelere tripsini inhibe etmek icin 5 ml FBS iceren besiyeri eklenmis ve hucre
suspansiyonu 15 ml'lik santriflij tiplerine alinmistir. 5 dakika 1200 rpm’de santrif(j
edildikten sonra slpernatan uzaklastirimis ve hicre pelleti tipe vurularak
homojenize edilmistir. Hucreler tekrar 10 ml besiyeri ile sulandirildiktan sonra
tripan mawvisi ile hucreler hemositometrede sayilmigtir. WST-1 analizi i¢in pasaj 3
kondrosarkom hucreleri 96 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 2000 htcre/200 pl
besiyeri gelecek sekilde ekim yapilmis, okunacak her gun icin ayri bir 96
kuyucuklu plaka hazirlanmistir. 24 saat sonra, ylzeye yapisan hucrelerin
ustiindeki besiyeri ¢ekilmistir. 1 yl/ml, 10 yL/ml and 100 pyL/ml dozlarda GA-nHA,
nHA, HA iceren serumsuz DMEM-HG besiyeri 6 tekrarl olacak sekilde hiicrelerin
uzerine 300 ul eklenmigtir. Ayrica okutma yapilacak gune kadar salinan GA iceren
besiyeri de 6 tekrarli kuyucuklara eklenmistir (Ornegin 100 pg/ml GA-nHA’dan 5
gunde 11,5 ug GA salindidi i¢in 5.gun okutma yapilacak plakalara 11,5 uyg/ml GA
iceren besiyerleri eklenmistir) . Kontrol icin 6 kuyucuga hicrelerin Gzerine yalnizca
DMEM-HG eklenmis, baska bir 6 kuyucuga ise hicre ekimi yapilmadan yalnizca
DMEM-HG besiyeri eklenmistir. Salim sistemini bozmamak i¢in 7 glin boyunca
besiyeri degistirimemistir. inkiilbasyonun 1., 5. ve 7. ginlerinde okutma
yapilmistir.Okutma icin 200 ul besiyeri her kuyucuktan c¢ekilmis ve 10 uyl WST-1
ayiraci eklenmistir. Plakalar i1siktan korumak igin aliminyum folyoya sarildiktan
sonra 2 saat inkibasyona birakilmigtir. inkiibasyon slresi sonunda 1 dakika
calkalayicida tutulmus ve 460 nm dalgaboyundaki absorbans degerini dlgmek icin

ELISA okuyucuda okutulmustur.
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Tablo 6. 1.gln okutmasi

KM:Kontrol

Besiyeri)

icin 96 kuyucuklu plaka plani (KK:Kontrol Kondrosarkom,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1 pg/ml 1 pg/ml 1 ug/ml GA 1 pg/ml GA 1 pug/ml GA 1 pug/ml GA 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml
GA-nHA GA-nHA -nHA -nHA -nHA -nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA

B 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

[4 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

D 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,02 pg/ml 0,2 pug/ml 0,2 pug/ml 0,2 pug/ml 0,2 pug/ml 0,2 pg/ml 0,2 pug/ml
GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA

E 2 pg/ml GA 2 pg/mlGA 2 pg/mlGA 2 pg/ml GA 2 pg/mlGA 2 pg/mlGA 1 pg/mlHA 1 pg/mlHA 1 pg/mlHA 1 pg/mlHA 1 pg/mlHA 1 pg/mlHA

F 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA

G KK KK KK KK KK KK KM KM Km KM KM KM

H

Tablo 7. 5.glin okutmasi

KM:Kontrol

Besiyeri)

icin 96 kuyucuklu plaka plani (KK:Kontrol Kondrosarkom,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1pg/ml 1 pug/ml 1 pug/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml
GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA

B 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

[4 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

D 0,11 pg/ml 0,11 pg/ml 0,11 pg/ml 0,11 pg/ml 0,11 pg/ml 0,11 pg/ml 1,15 pug/ml 1,15 pg/ml 1,15 pug/ml 1,15 pg/ml 1,15 pg/ml 1,15 pg/ml
GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA

E 11,5 pg/ml 11,5 pg/ml 11,5 pug/ml 11,5 pg/ml 11,5 pg/ml 11,5 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
GA GA GA GA GA GA HA HA HA HA HA HA

F 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA

G KK KK KK KK KK KK KM KM KM KM KM KM

H
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Tablo 8. 7.gln okutmasi igin 96 kuyucuklu plaka plani (KK:Kontrol Kondrosarkom,
KM:Kontrol Besiyeri

1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1 pg/ml 1 pug/ml 1 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml
GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA

B 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 1 pug/ml 1 pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1 pg/ml
GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA GA-nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

[4 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA nHA

D 0,13 pg/ml 0,13 pg/ml 0,13 pg/ml 0,13 pg/ml 0,13 pg/ml 0,13 pg/ml 1,3 pg/ml 1,3 pg/ml 1,3 pg/ml 1,3 pg/ml 1,3 pg/ml 1,3 pg/ml
GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA GA

E 13 pg/ml 13 pg/ml 13 pg/ml 13 pg/ml 13 pg/ml 13 pg/ml 1 pug/ml 1 pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1pg/ml 1 pg/ml
GA GA GA GA GA GA HA HA HA HA HA HA

F 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA HA

G KK KK KK KK KK KK KM KM KM KM KM KM

H

Sekil 2.6 WST-1 Proliferasyon Testi i¢in hazirlanan 96-kuyucuklu plakalar.
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2.8 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrojenik Farklilagma Deneyi

GA-nHA’nin insan mezenkimal kok hucrelerinin kondrositlere farklilasmasi
uzerindeki etkisini 6lgmek icin StemPro insan kemik iligi kaynakh mezenkimal kdk
hicreler (KI-MKH) kullanilmistir. %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ile desteklenmig
Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Low Glucose’a (DMEM-LG) %1 oraninda L-
Glutamin ve %1 oraninda Penisilin-Streptomisin eklenerek %5 CO, atmosferine
sahip inkubatorde 37°C’de inkibe edilmigtir. Hucrelerin besiyerleri 48-72 saatte bir
degistiriimistir. Hucreler %70 oraninda yogunluga ulastiklarinda PBS ile
yikandiktan sonra T-75 hicre kiltirid kaplarina 5 ml %0.25 tripsin-EDTA
uygulanarak adezyon gosterdikleri ylzeyden ve birbirlerinden ayriimalari
saglanmig, 5 dakika 1200 rpm’de santriflj edildikten sonra Uzerindeki besiyeri
uzaklastiriimig, hucreler tipe vurularak homojenize edildikten sonra tUzerine 10 ml
normal gelisme besiyeri eklenmigtir. Birka¢ kez yavasca pipetaj yapildiktan sonra
homojen bir sekilde dagilan hdcrelerin tripan mavi boyasi ile hemositometrede
sayimi  yapilmistir. Pasaj 7 MKH’ler kondrojenik farklilagsma deneyinde
kullaniimistir. 0,5 ml normal MKH gelisim besiyerinde 8 X 10° hiicre olacak sekilde
sulandinimis ve hicre suspansiyonundan 5 pllik damlaciklar (her damlacikta
80,000 hucre) 12 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 4 adet damlacik olacak
sekilde birakilmistir (Sekil 2.7). Damlaciklar 2 saat %5 CO, atmosferine sahip
inkibatorde 37°C’de kurutulduktan sonra StemPro farklilasma besiyeri icerisinde 1
pg/ml ve 10 pg/ml dozlarda GA-nHA, nHA ve HA hazirlanmig ve kuyucuklara
eklenmistir (Tablo 9 ve 10). Ayrica deneyin sonlanacagi gunlere kadar salinan GA
miktarlari da ayri iki kuyucuga eklenmistir. Pozitif kontrol icin bir kuyucuga sadece
farklilasma besiyeri, negatif kontrol icin ise bir kuyucuga normal Ki-MKH gelisim
besiyeri eklenmigtir.Hazirlanan 12 kuyucuklu plakalar inkibasyona birakiimistir
(Sekil 2.8). Farkhlasma 3. ve 7.gunlerde sonlandiriimig, bu slre boyunca da salim
sistemini rahatsiz etmemek icin besiyeri degistiriimemistir. 3. gln okutulacak
plakanin her kuyucuguna 1 ml, 7.gun okutulacak plakanin ise her kuyucuguna 3
ml besiyeri eklenmistir. 3. ve 7. gunlerde hucreler trizol ile muamele edilerek

Eppendorf tipler igerisinde etiketlenmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.7 Mezenkimal kok hucrelerin farklilasma deneyi igin hazirlanan

damlaciklar.

: \f.;-\

Sekil 2.8 Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma deneyi icin hazirlanan 12
kuyucuklu plaka.
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Tablo 9. Mezenkimal kdk hicrelerin farklilagsmasi igin hazirlanan 12 kuyucuklu

plaka planlari.

3. Gun i¢in 12 kuyucuklu plaka plani

Her kuyucuga 1 ml farklilagsma besiyeri koyulmustur

1 ug/ml GA-nHA

10 pg/ml GA-nHA

1 yg/ml nHA

10 pg/ml nHA

0,085 pg/ml GA
(3 glinde 1 pg GA-
nHA’dan salinan GA

miktar)

0,85 ug/ml GA
(3 glinde 10 pg GA-
nHA’dan salinan GA

miktar)

1 pg/ml HA

10 pg/ml HA

(+) Kontrol

(-) Kontrol

(+) Kontrol (Yedek)

Tablo 10. Mezenkimal kok hucrelerin farklilagsmasi i¢in hazirlanan 12 kuyucuklu

plaka planlari

7. Gun i¢in 12 kuyucuklu plaka plani

Her kuyucuga 3 ml farklilasma besiyeri koyulmustur

1 pyg/ml GA-nHA

10 pg/ml GA-nHA

1 pg/ml nHA

10 pg/ml nHA

0,13 ug/ml GA
(7 glinde 1 pg GA-
nHA’dan salinan GA
miktar)

1,3 yg/ml GA
(7 glinde 1 ug GA-
nHA’dan salinan GA

miktar)

1 pg/ml HA

10 pyg/ml HA

(+) Kontrol

(-) Kontrol

(+) Kontrol (Yedek)

2.9 Ki-MKH’lerin Karakterizasyon Deneyleri

Ki-MKH'lerin karakteristik ©zelliklerini belirlemek icin bolim 2.8'de anlatilan
kondrojenik farkllasmanin yani sira, osteojenik farklilagsma deneyi ve ylzey
isaretlerini belirlemek Uzere akim sitometri analizi yapilmistir. Ki-MKH’lerin
karakteristik 6zellikleri; (1) Hucre kultar kaplarina yapismali, (2) in vitro kosullarda
(3) Ylzey
belirteclerinden CD44, CD73 ve CD90’l ifade darken, CD45, CD38, CD14 ve HLA-
DR'yi ifade etmemelidir [164].

osteojenik, kondrojenik ve adipojenik olarak farkllasabilmeli,

43




2.9.1 Ki-MKH’lerin Osteojenik Farklilagsma Deneyi

7. pasaj Ki-MKH’ler 24 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 15x10® hiicre olacak
sekilde ekilmis ve %75-80 yogunluk oranina ulasana kadar iki giinde bir besiyerleri
degistirilmistir. Istenilen yogunluga ulasan hiicreler 0,5 ml PBS ile yikanarak 6
kuyucuguna %10 FBS, 100 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, Almanya), 10 mM
B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 0,2 mM L- askorbik asit (SantaCruz,
ABD) iceren osteojenik farklilastirma besiyeri ve 6 kuyucuguna negatif kontrol icin
%10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM-LG (Lonza,
isvigre) besiyeri eklenmistir. Besiyerleri (i¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirilmis
ve 21. ginin sonunda tim kuyucuklardan besiyerleri uzaklastirilarak 0,5 ml PBS
ile yikanmistir. Osteojenik farkhlastirma analizi hicre igi ALP aktivasyonunun
OlcimU kantitatif olarak yapilmistir; yikanan kuyucuklara dreticinin talimatlari
dogrultusunda 0,5 ml SIGMAFAST pNPP substrat (Sigma-Aldrich, Almanya)
sollsyonu eklenmistir. Solisyon eklenen kultir kabi folyo ile kapatilarak karanhk
bir ortam saglanmis, 30 dakika 37°C ve %5 oraninda CO, igeren inkubatorde
bekletilmistir. 30 dk sonunda kultur kabi inkubatorden alinarak her bir kuyucuktan
200 ul cekilerek 96 kuyucuklu kultur kabina karanlik ortamda koyulmustur ve 96
kuyucuklu kaltir kabi ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

2.9.2 Akim Sitometri Analizi

7. pasaj Ki-MKH’lerin karakteristik hiicre ylizey isaretlerini ifade edip etmediklerinin
degerlendiriimesi icin tripsinize edilerek birbirlerinden ve tutunduklari hicre kultur
kabindan ayrilmalari saglanmistir. inkiibatérden alinan hiicrelere %10 FBS igeren
besiyeri eklenerek tripsin aktivasyonu durdurulmustur ve 1400 rpm’de 5 dakika
santrifij edilmistir. Pelet homojenize edildikten sonra ve tripan mavisi boyamasi ile
sayimi yapilmistir. Sayimi yapilan hiicreler bir FACS tiplinde 2x10° hiicre olacak
sekilde 2 ml PBS igerisine koyulmustur ve tupler 1500 rpm’de 5 dakika santrifij
edilip pelet homojenize edilmigtir. Homojenize olan hucreler Uzerine 100 pl
PBS/BSA/Na Azide (PBN) ve asagida belirtilen antikorlarin her birinden 5 pl
olacak sekilde eklenmistir. +4°C’de, karanlik ortamda 20 dakika inkliibe edildikten
sonra hucreler 20 dakika sonunda 2 kere olmak uzere PBN ile yikanmistir. Yikama
asamasindan sonra 200 ul PBN eklenerek BD FACS Aria2 cihazi (Becton

Dickinson, New Jersey, ABD) ile okutulmustur. Antikorlar ile isaretlenen hlcrelerin
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yuzey belirteclerinin 15 000 event ile okumasi yapilarak FACS Diva yazilimi ile

degerlendirmesi yapiimigtir.

Antikor olarak CD37 (PE, Fare anti insan #550257), CD44 (FITC, Fare anti insan
#347943), CD45 (FITC, Fare anti insan #555482), CD90 (FITC, Fare anti insan
#555595), CD29 (APC, Fare anti insan #559883), CD38 (PE, Fare anti insan
#611114), HLA-DR (APC, Fare anti insan #347403) katalog numarali antikorlar

kullaniimistir. Antikorlarin hepsi BD Biosciences (ABD)'den alinmistir.

2.10 Saglikli ve Osteoartritli insan Kondrositlerinde ESM Sentezi Deneyi

GA-nHA’nin saglikli ve OA’ll insan kondrositleri Gzerindeki etkilerini incelemek igin
hicreler ticari olarak hazir bir sekilde satin alinan kondrosit blyime besiyerinde
(Cell Applications) 37°C’de %5 CO, atmosfer ortaminda kiltire edilmis ve besiyeri
her gun degistirilmistir. Pasaj 4 kondrositler %70-80 oraninda yogunluga ulastiktan
sonra Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Cell Applications) ile yikanmis ve T-
75 hicre kultart kaplarina 10 ml tripsin-edta (Cell Applications) eklendikten sonra
hemen 9 ml’si geri cekilmigtir. Oda sicakliginda hucrelerin adezyon gosterdikleri
yuzeyden kalkmalari mikroskop altinda takip edilmigtir. 2-5 dakika arasinda
adezyon yuzeyinden kalkarak yuvarlak morfoloji gosteren hicrelere 5 ml tripsin
notralize edici solisyon eklenmis ve hicre slUspansiyonu 15 mllik santrifij
tuplerine alinmistir. 5 dakika 1200 rpm’de santrifij edilen hicrelerin Gzerindeki
supernatan uzaklastiriimis, tupe vurularak homojenize edilmis ve hucreler 10 ml
kondrosit buyume besiyerinde sulandiriimistir. Birkag kez yavasga pipetaj
yapildiktan sonra hdcrelerin tripan mavi boyasi ise hemositometrede sayimi

yapiimigtir.

Deney icin 12 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna 20,000 hucre ekimi yapiimis
ve 1 ul/ml, 10 yL/ml and 100 pyL/ml dozlarda GA-nHA, nHA, HA iceren kondrosit
blyUme besiyeri 3 tekrarli olacak sekilde hicrelerin Uzerine eklenmigtir. Ayrica
deneyin bitirilecegi gune kadar salinan GA iceren besiyeri de 3 tekrarli
kuyucuklara eklenmigtir. Kontrol i¢cin 3 kuyucuga hucrelerin Uzerine yalnizca
kondrosit buyime besiyeri eklenmistir. Salim sistemini bozmamak igin 7 gun
boyunca besiyeri degistirilmemistir. inkiibasyonun 3. ve 7. ginlerinde hiicreler
trizol ile muamele edilerek ependorf tupler igerisinde etiketlenmis ve -80°C’de

muhafaza edilmistir
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Saglikli ve OA’ll kondrositler igin ayri birer 12 kuyucuklu plaka ise metilen mavisi
boyamasi i¢in hazirlanmigtir. Her kuyucuk besiyeri ile bir miktar 1slatildiktan sonra
kuyucuklara cover-slipler yerlestiriimis ve Uzerlerine hlicre suspansiyonu
damlaciklar halinde birakiimistir. Cover-sliplerin ylzeyine yapismalari i¢in hicreler
2 saat inkube edilmis ve inkubasyon sonunda 1 pl/ml, 10 pL/ml and 100 pL/ml
dozlarda GA-nHA, nHA, HA igeren kondrosit buyime besiyeri ve 7.gine gune
kadar salinan GA iceren besiyeri kuyucuklara eklenmistir. Salim sistemini

bozmamak i¢in 7 giin boyunca besiyeri degistiriimemistir.

2.11 Metilen Mavisi Boyamasi

7 gunlik inkibasyon sonunda 12 kuyucuklu plakalarin Uzerindeki besiyeri
uzaklastiriidiktan sonra PBS ile yikanmis ve fiziksel fiksasyon igin havayla
kurutmaya birakilmigtir. Hucrelerin yapistiklari yuzeyden kalkmamasi igin alkolle
kimyasal fiksasyon yapiimamistir. Kuruyan cover-sliplerin Uzerini kaplayacak
kadar metilen mavisi boyasi damlatiimig, birka¢ dakika bekletildikten sonra cover
slipler sirasiyla distile suyla ve %70’lik alkolle yikanmistir. Cover sliplerin
yapigtirilacagi lamlar ve cover slipler xylolden gegirildikten sonra lamlara 1 damla
kapatma medium (mounting medium) damlatiimis ve cover sliplerin hicre
bulunduran ylzeyi lama bakacak sekilde gaz kabarcigi kalmamasina dikkat
edilerek kapatilmig, deney gruplarina gore etiketlenerek kurumaya birakiimistir.

Lamlar kuruduktan sonra mikroskopta incelenmek tzere kaldiriimistir.
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Sekil 2.9 Metilen mavisi boyamasi yapilan cover sliplerin lama yapistiriimis hali.

2.12 Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

GA-nHA'larin Ki-MKH'lerin kondrojenik farklilasmasi (izerine etkisini incelemek igin
SOX-9 ve COMP genlerine, saglikl ve OA’li kondrositlerin ESM sentez isaretleri
ve OA isaretleri Uzerine olan etkisini incelemek icinse MMP-13, Tip Il Kollajen
(COL2A1) ve COMP genlerinin ifadesi, RT-PCR ydntemi ile dlgulmustur. GAPDH
ise housekeeping gen olarak segilmistir. Deneyde Tablo 11.'de belirtilen primerler
kullanilmigtir. Hucrelerin besiyeri ortamdan uzaklagtirildiktan sonra, PBS ile
yikanmistir. Uzerine 1 ml trizol RNA izolasyon materyali eklenerek yiizeye
yapismis olan hucrelerin kalkmasi saglanmistir. Toplanan hicreler 1.5ml" lik
ependorf tupe alinarak, RNA izolasyon islemine kadar -80 °C ‘de saklanmistir. -
80°C ‘den cikarilan drnekler eriyene kadar buz tUzerinde bekletilmisg, Gzerlerine 200
Ml kloroform eklenerek karisgtiriimis ve 4°C’ de 12000 x g’de 15 dk santrifij sonrasi
ust faz steril 1.5ml'lik tlplere aktariimistir. Yeni tlpe aktarilan faza, 750ul,
%100’l0k etil alkol eklenip karistiriimistir. -20°C’de 30 dakika bekletildikten sonra
4°C’ de 12000 x g’de 10 dk santriflj edilmis ve Ust faz atilmigtir. Bu islem 2 defa
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daha tekrar edilmistir. izole edilen RNA’larin miktari ve safligi, NanoDrop
spektrometre ile (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, ABD) 260, 280 ve
230 nm dalga boylarinda olgulerek standart yontemle hesaplanmigtir. cDNA
sentezi icin total RNA’dan 200 ng kadari cDNA sentez kiti (ProtoScript® First
Strand #E6300, New England BioLabs, USA) kullaniimigtir. Gergek zamanli
kantitatif qRT-PCR iglemi icin, PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (#A25741,
Thermo, ABD) ve VIiiIATM 7 Real-Time PCR System (Thermo, ABD) kullaniimistir.
Roélatif mRNA ifade analizi delta Ct yontemi ve ViiATM 7 Software (version 1.2.4)

ile gerceklestirilmigtir.

Tablo 11. RT-PCR analizinde kullanilan genler ve primerleri.

Gen Forward Primer Reverse Primer
COL2A1 GGCAACAGGGTTCACGTACA  CGATAACAGTCTTGCCCCAGG
COMP CAGGACGACTTTGATGCAGA AAGCTGGAGCTGTCCTTCGA
MMP13 AGATCACGATTTTGGGTGCT AGGAGCATGAAAATGTGGTC

SOX9 GGCAGCTGTGAACTGGCCA GCACACGGGGAACTTGTCC
GAPDH GCTCTCCGAACATCCCTGCC  CGTTGTCATACCGGAGAGCTT

2.13 Istatistiksel Analiz

WST-1 Proliferasyon Testi sonuglarinda ortalama, standart sapma, gun bazinda
14 alt grubun absorbans degerleri arasindaki anlamli farki tespit etme ve p
degerlerini saptamak icin, Hacettepe Universitesi Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda
iki Yoénli Varyans Analizi (Two-Way ANOVA), alt gruplarda ise Benferroni
duzeltmesi yapilmigtir. Testler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
programi kullanilarak yapilmistir. p degeri <0,05 olan bulgular istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmigtir.

RT-PCR sonuglarinda ortalama, standart sapma, guin bazinda 10 ve 13 alt grubun
arasindaki anlamli farki tespit etme ve p deg@erlerini saptamak igin, Kruskal-Wallis
testi ile ikili gruplar arasinda karsilastirma yapilmigtir. Testler Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) programi kullanilarak yapilmistir. p degeri <0,05

olan bulgular istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 nHA ve GA-nHA ve KS-GA-nHA’larin SEM Goriintiileri

Partikal boyutlari 200-600 nm arasinda degismekte ve distile su igerisinde

homojen bir sekilde dagiimaktadirlar.

(A) nHA (B) GA-nHA (C) KS-GA-nHA

Sekil 3.1 (A) Hyaluronik asit nanopartikiller (nHA), 25.14 K X, (B) Glukozamin
bagh hyaluronik asit nanopartikiller (GA-nHA), 22.62 K X, (C) Kondroitin sulfat ve
glukozamin bagh hyaluronik asit nanopartiktllerin (KS-GA-nHA), 22.62 K X SEM

goéruntuleri.

3.2 '"H-NMR Sonuglari

HA nanopartikillerin kimyasal yapisini daha iyi analiz etmek ve olusan baglari

incelemek icin *H-NMR analizi gergeklestiriimistir (Sekil 3.2).

0.6-1.8 ppm’de gorulen pikler 5B-kolanik asit yapisina ait metil (halka Uzerinde
bulunan —CHs— gruplari), metilen (halka Uzerinde bulunan —COCHzs— gruplar), ve
etilen (-NHCH2—gruplarinin gostergesidir. Ayrica, HA’e ait metil gruplarn (N-asetil
glukozamin, C-2 karbonu, —CHs-) 1.9 ppm’de, metilen ve hidroksil gruplari (glikoz
yapisinda bulunan —COCHs— ve —OH gruplari) ise 3.0-4.1 ppm’de saptanmistir.
3.6 ppm’de gorilen pikler PEG gruplarina (—-CH2-CH2-O-) aittir; bu da PEG’in
sadece HA Uzerinde bulunan C-6 karbonunda gergeklestigini ifade etmektedir. 4.5
ppm ve 4.8 ppm ise dH20 pikidir. Boylece, H-NMR sonuglari HA nanopartikillerin

basaril bir sekilde sentezlendigini kanitlamaktadir.
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Sekil 3.2 HA nanopartikillerin tH-NMR spektrumu.
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3.3 DLS Sonuglari

GA-nHA’larin boyutu 300-700 nm arasinda degisirken partikillerin yaklasik %55’i
460-530 nm arasinda boyuttadir. KS-GA-nHA'larin boyutu ise 220-600 nm
arasinda degisirken partikullerin yaklasik %80’i 350-530 nm arasinda
dagiimaktadir. DLS sonuglari SEM goérUntulerindeki partiktllerin boyutlarini

destekleyici niteliktedir
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Sekil 3.2 (A) Glukozamin bagh hyaluronik asit nanopartikullerin (GA-nHA) ve (B)
Kondroitin sulfat ve glukozamin bagl hyaltronik asit nanopartikdllerin (KS-GA-
nHA) DLS sonuglari.
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3.4 Salim Sonuglari

21 glnin sonunda 2 mg GA-nHA’dan 0,4 mg GA salinmistir. Ylzdelik bazinda

incelendiginde ise 21 gunun sonunda GA-nHA'dan %20 oraninda GA’nin salindigi

gozlenmigtir.

Tablo 12. GA-nHA'lardan glnlere gore salinan GA miktari.

Giinler GA-nHA’dan salinan GA Salinan % GA
miktari (mg)

1 0,04 %2

3 0,17 %8,5

5 0,23 %11,5

7 0,26 %13

14 0,3 %15
21 0,4 %20

GA-nHA'lardan Salinan %GA
25

20 20
3
° 15 15
% 1455 -
£ 10 !
3 8;5
5
2
0
1 3 5 7 14 21
Glnler

Sekil 3.3 GA-nHA’dan glnlere gore salinan GA yuzdesi.

52



Tablo 13. KS-GA-nHA'lardan gunlere gore salinan KS ve GA miktarlari.

Giinler 2 mg KS-GA- Salinan % KS 2 mg KS-GA- Salinan % GA
nHA’dan Salinan KS nHA’dan salinan
(mg) GA (mg)
1 0 %0 0,03 %1,5
3 0 %0 0,53 %13
5 0 %0 0,64 %32
7 0 %0 0,72 %36
14 0 %0 0,81 %40
21 0 %0 0,9 %45

KS-GA-nHA'lardan Salinan %KS ve %GA

50

40
X
g 30
©
=
w© 20
(%]
10
0 0 0 0 0 0
1 3 5 7 14 21
Gunler
e GA CS

Sekil 3.4. KS-GA-nHA’lardan gunlere gore salinan KS ve GA ylUzdesi.

21 gundn sonunda KS-GA-nHA’lardan KS’nin hi¢ salinmazken, GA’'nin 0,9 mg
salindigi gézlenmistir. GA salim yaparken KS nanopartikillerden salinmadigi igin

bu suregten sonraki tum deneylerde yalnizca GA-nHA kullaniimigtir.
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3.5 WST-1 Proliferasyon Testi Sonuglari

istatistiksel verilere gore,
1. guinde gruplar arasinda anlamh bir farklilik gértlmemistir (p=1,000).
5. gunde gruplar arasinda anlamli bir farklilik gérdlmemistir (p=1,000).

7. gunde: 1 pg/ml GA-nHA ve 100 ug/ml GA-nHA ile kontrol besiyeri (negatif
kontrol) grubu arasinda bir fark gértlmemistir (p>0,05). Bu durum 1 pg/ml GA-nHA
ile 100 pg/ml GA-nHA'nin diger gruplara goére hucre proliferasyonunu anlaml

olarak dugurdigunu gostermektedir.

1,10 ve 100 ug/ml GA-nHA uygulamasi kontrol kondrosarkoma (pozitif kontrol)

grubuna goére anlamli olarak hucre proliferasyonunu digurmustar (p<0,05).

13 pg/ml GA uygulamasi yapilan grup ise 1 ve 100 pg/ml GA-nHA, 100 pg/ml nHA
ve 1,3 pg/ml GA uygulamasi yapilan gruplara gére anlamlh olarak daha yluksek

proliferasyon gostermistir (p<0,05).

0,13 pg/ml GA uygulamasi yapilan grup, 1 ve 100 pg/ml GA-nHA, 100 ug/ml nHA,
1,3 pg/ml GA uygulamasi yapilan gruplara gore anlamli olarak daha yuksek

proliferasyon gostermistir (p<0,05).

1 ug/ml HA ise en ylksek proliferasyonu gdsteren gruptur. 1 pg/ml HA uygulamasi
yapilan grup anlamh olarak 1, 10, 100 pg/ml GA-nHA, 1, 10 ve 100 pg/ml nHA,
vel,3 pg/ml GA uygulamasi yapilan gruplara gore anlamli olarak daha ylksek

proliferasyon gostermistir (p<0,05).

54



Giinler
1 5 7

20

15

I
——

Ortalama+-1 Standart Sapma Absorbans

] ? o T
o
T T T T T T T T T T T T T T LN N S S S S S B S B B LI B N B e B S R B B R
= m o= =
TEIITLEETE0FTEEE FIETETICOSIELETEE ETEFLEEEEEEEEIEG
CCE CECECm === = = & = EE ETEEEC ===m=m== a = cccEeEeE - 222 & =
SIIEEEEEEEEE £p SIIEEEEEEEEE £ g SIS EEEEEEEEE<]
wwwm_u_m_%gnngnju_ﬁm www-ﬁ_u_m_ggﬁnggﬁm OO WE LD " G oi o o of o 9o
EEE 239 85 E 239 85 EFpeugy iiiTTeC
EEE el oo D EEE M oo D E EE T
e = S8t 5 T EmmoedH. T A8Ts5 B B RS
EE I S = = - cc 2384 A5 a5 = E & 1444 =35c “ 55
—_ oo 2 2 —_ oo = = 2 ) - ;Dgf"
s = ] - = =
- 2 - 2 - 2
IS E £
2 2 2
Gruplar

Sekil 3.5 GA-nHA’larin, pozitif ve negatif kontrol gruplarinin Ortalama-Standart
Sapma grafikleri. *: Pozitif kontrol (kontrol kondrosarkoma) grubuna goére anlamli

farkhlik ¢cikan gruplari belitmektedir (p<0,05)

3.6 Ki-MKH’lerin Karakterizasyon Sonuglari

Deney siresince kullanilan pasaj 7 Ki-MKH’lerin kultir kaplarina yapistid,
karakteristik uzantilarinin mevcut oldugu, osteojenik olarak farklilasabildigi ve
CD73, CD44, CD90, CD29 yuzey isaretlerini ifade ederken, CD45, HLA-DR ve
CD38 ylzey isaretlerini ifade etmedigi gorilmustir. Bu durum Ki-MKH’lerin

mezenkimal kok hucre karakteristik 6zelliklerini tagidigini gostermistir.
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3.6.1 Deneyde Kullanilan Ki-MKH’lerin Fotograflari

(a) " (b)

Sekil 3.6 (a) 20X, (b) 40X buyutmedeki Ki-MKH’lerin fotograflari. Hiicrelerin kiltir

kabina yapistigi ve karakteristik uzantilari gorulmektedir.

3.6.2 Ki-MKH’lerin Osteojenik Farklilagsma Sonuglar

Deneylerde kullanilan pasaj 7 Ki-MKH’ler 21 giin boyunca osteojenik farklilastirma
besiyeri uygulanarak hucre i¢i ALP aktivasyonu, yalnizca buyume besiyeri
uygulanan Ki-MKH’lerin hicre i¢i ALP aktivasyonu ile karsilagtirimistir. Yapilan
analiz sonucunda osteojenik farklilastirma besiyeri uygulanan Ki-MKH’lerin ALP
oranlari istatistiksel olarak anlaml sekilde blyime besiyeri uygulanan Ki-
MKH’lerden yuksek tespit edilmistir (p= 0,001; Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Pasaj 7 Ki-MKH’lerin 21. giin yapilan osteojenik farklilastirma analizi. a.
Hucre ici ALP aktivasyon sonuglarinin ortalama- standart sapma grafigi. b. Hicre

ici ALP aktivasyon analizinin ortalama- standart sapma tablosu.
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3.6.2 Akim Sitometri Analizi Sonuglari

Akim sitometri sonuclari, deneylerde kullanilan Ki-MKH’lerin CD73, CD44, CD90,
CD29 yulzey isaretlerini ifade ederken, CD45, HLA-DR ve CD38 yuzey isaretlerini

ifade etmedigini gostermektedir.

Tablo 14. Mezenkimal kok hucrelerin yuzey isaretlerinin ifade edilme yuzdeleri.

Yiizey Igareti Sonug (%)
CD73 % 71,3
CD44 % 95,7
CD90 % 99,5
CD29 % 80,3
CD45 % 0,4
HLA-DR % 0,9
CD38 % 0,7

Ki-MKH'lerin Akim Sitometri Sonuglari
120,00%

100,00%

80,00%
60,00%
40,00%
20,00%
0,00% — —

CD73 CD44 CD90 CD29 CD45 HLA-DR CD38

Hiicre Yiizey Belirtecleri

% ifade

Sekil 3.8 Mezenkimal kok hlcrelerin ylzey isaretlerinin ifade edilme ytzdeleri.

Boliim 3.7’deki sonuglarla beraber, deneylerde kullanilan Ki-MKH’lerin

mezenkimal kok hucre karakteristiklerine sahip oldugu gosterilmektedir.
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3.7 Kondrojenik Farklilagma RT-PCR Sonuglari

Farklilagsma Deneyi, Zaman:3.Giin Farklilasma Deneyi, Zaman:3.Giin
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Gruplar Gruplar

Sekil 3.9 Ki-MKH’lerin 3.giinde ve 7.giinde COMP ve SOX-9 ifadeleri. * : Pozitif
kontrol grubu ile arasinda anlamli farkhlik olan gruplar (p<0,05), #: Negatif kontrol

grubu ile arasinda anlamli farklilik olan gruplari (p<0,05) ifade etmektedir.

3.ginde 1 pug/ml HA uygulamasi yapilan gruptaki SOX-9 ifadesi, negatif kontrol
grubuna goére anlamh olarak artmistir ancak 7.ginde higbir grubun pozitif ve
negatif kontrol gruplariyla arasinda anlamh farkhlik gérilmemigtir.

COMP ifade seviyesinde ise 3.ginde 10 ug/ml GA-nHA uygulamasi yapilan grupta
pozitif kontrole goére dusus gorulirken, 7.giinde 10 ug/ml HA ve 0,13 pg/ml GA ve

uygulamasi yapilan gruplar negatif kontrole gére anlamli olarak ifadeyi artirmigtir.
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3.8 Metilen Mavisi Boyama Sonuglari

3.8.1 Saglikli insan Kondrositlerinin Metilen Mavisi Boyama Sonuglari

Metilen mavisi ile boyanan saglikli insan kondrositlerinde, hicrelerin ESM
bolgesinde goézle gorulir bir renk farkliligi yoktur. Bu durum farkli dozlarda
uygulama yapilan GA-nHA, nHA, HA ve GA’nin hicrelerin ESM sentezinde

belirgin bir fark olusturmadigini géstermektedir.

1pug/mIGA-nHA 10 pg/ml GA-nHA yg/ml GA-n

0,13 pg/mli GA 1,3 ug/ml GA 13 pg/ml GA

{7

1 pg/ml nHA

10 pg/ml nHA ' V 100 pg/ml nHA

1 ug/ml HA 10 pg/ml HA 100 pg/ml HA

Kontrol

Sekil 3.10 Saglikli kondrositlerin metilen-mavisi boyamasi sonuglari.
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3.8.2 Osteoartritli insan Kondrositlerinin Metilen Mavisi Boyama Sonuglari
Saglikh kondrositlerde goéruldigu gibi, metilen mavisi ile boyanan OA’ll insan
kondrositlerinde, hlcrelerin ESM bolgesinde gozle gorullr bir renk farkhligi yoktur.
Bu durum farkli dozlarda uygulama yapilan GA-nHA, nHA, HA ve GA’nin
hiucrelerin ESM sentezinde belirgin bir fark olusturmadigini géstermektedir

da. -
Y e )0

13 pg/ml GA

Sekil 3.11 Osteoartritli kondrositlerin metilen-mavisi boyamasi sonuglari.
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3.9 Saglikl ve OA’ll Kondrositlerde ESM ve OA isaretlerinin ifadesi igin RT-

PCR Sonuglari

3.9.1 Saglikli Kondrositlerde ESM ve OA isaretlerinin ifadesi igin RT-PCR

Sekil 3.12 Saglikli kondrositlerin 3. ve 7. Gunlerde MMP-13, COMP ve COL2A1

ifadeleri. * : Pozitif kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik olan gruplari (p<0,05)

3. ginde MMP-13 ifadesi arasinda 13 grupta anlamh bir farkhlik gorulmezken,

COMP ifadesi 1 pg/ml GA-nHA uygulanan grupta anlamli olarak artmigtir. Ayrica

8,5 ug/ml GA uygulanan grupta, yani 100 pg/ml GA-nHA’dan 3 gliinde salinan GA

tek basina uygulandiginda COMP ifadesi kontrol grubuna goére anlamli olarak artis

goOstermistir. COL2A1 seviyesinde ise 3. Gunde pozitif kontrolle deney gruplari

arasinda anlamli bir farklihk géralmemistir ancak 1 pug/ml GA-nHA ve 8,5 ug/ml GA
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uygulamasi yapilan gruplarin kontrole gore daha yuksek COL2A1 ifadesi
gOsterdigi gorulmektedir.

7.gunde ise deney gruplari ve kontrol grubu arasindaki ikili karsilagtirmalarda
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). 1, 10 ve 100 pg/ml GA-nHA’nin MMP-13
ifadesini azaltip COMP ve COL2A1 ifadelerinde bir degisiklige neden olmadigi, 10
pg/ml HA uygulamasinin ise COMP ve COL2A1 ifadesini arttidigi gozlemlenmistir.

Bu durum istatistiksel olarak anlamli olmasa da, klinik agcidan anlamli olabilir.

3.9.2 OA’li Kondrositlerde ESM ve OA isaretlerinin ifadesi igin RT-PCR
Sonuglari

3. gunde 8,5 ug/ml GA ve 10 pg/ml HA uygulamalari COMP seviyesinde kontrol
grubuna goére anlamli bir artis saglarken GA-nHA gruplarinda kontrol grubuna goére
anlamli bir farkhlik bulunamamistir.

7. gunde ise MMP-13 seviyesini kontrol grubuna gore anlaml olarak dusuren tek
grup 0,13 pg/ml GA uygulamasi olmustur. GA-nHA gruplarina bakildiginda, 1
pg/ml GA-nHA uygulamasi MMP-13 seviyesini kontrol grubuna gére dusururken
COMP ve COL2A1 seviyelerinde bir degisiklige neden olmamistir. 10 ug/ml GA-
nHA uygulamasi ise MMP-13 seviyesini dusutrirken COMP ve COL2A1

seviyelerinde yuksek oranda artisa neden olmustur.
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Sekil 3.13 OA’li kondrositlerin 3. ve 7. Gunlerde MMP-13, COMP ve COL2A1

ifadeleri. * : Pozitif kontrol grubu ile arasinda anlamli farkhlik olan gruplari (p<0,05)

3.10 Tartisma

Calismamizda kullanilan nHA'lara benzer olarak, Laroui ve ark. [165]in
¢calismasinda HA kaplh polilaktid nanopartikiller 50, 75 ve 100 ug/ml dozlarinda
saglikli sigan kondrositlerine uygulandiginda, 72 saatlik periyotta hicre olumunin
go6rulmedigi, konfokal mikroskobi ve SEM analizinde partiklllerin hucreler
tarafindan alindigi ve sitoplazmada partikullerin mevcut oldugu gosterilmigtir. GA-
nHA’lar [165]'teki galismadan farkl bir yontemle Uretilmis olup hlcre yapismasi ve
¢ogalmasini, hucrelere yalnizca besiyeri uygulanan gruba gore anlaml olarak
dusurmesi, nanopartikulleri hicre besiyeri icerisinde toplanarak hucrelerin Uzerine
¢Okmesi ve hucrelerde stres yaratmasindan kaynakli olabilir. Choi ve ark. [166]'in
calismasinda (Malzeme sentezinde baz alinan c¢alismanin [163] devami)
calismamizda Uretildigi sekilde Uretilen PEG’li HA nanopartikillerin in vitroda

kanser hucreleri ve normal hicreler tzerindeki etkisi incelendiginde, PEG’li HA
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nanopartikullerin PEG’li olamayanlara gore hucreler tarafindan daha az alindigi
gosterilmistir. Ayrica PEG’li HA nanopartikillerin PEG’li olmayanlara gore in vivo
fare calismasinda, kanserli doku Uzerinde daha fazla toplandi§i da belirtilmigtir.
GA-nHA’larin PEG’lenmesi de partiklllerin agrege olmasinda bir etken olabilir.
Eger partikullerin birlesmesi s6z konusuysa, bu durumu engelleyecek farkh bir
sentez yontemi veya farkh bir ylzey modifikasyonu gelistirilebilir. Ancak, bu
calisma planlanirken GA-nHA’larin Uretilme amaci, OA’li kikirdakta iyilesme
saglamak oldugu igin bu durum calisma agisindan buyuk bir sorun teskil
etmemektedir.

Yao ve ark. [167]'in g¢alismasinda GA’nin Ki-MKH'lerin kondrojenik farklilagsmasi
uzerine etkisini incelemek icin, GA modifiyeli PEG hidrojellerden G¢ boyutlu bir in
vitro kultdr modeli olusturulmus ve hicreler enkapsule edilmigtir. 5 mM ve 10 mM
GA bulunduran PEG hidrojellerin Ki-MKH’lerin kondrojenik farklilagsma isaretlerinin
arttig1 gézlemlenmigtir. 7.giinde erken farklilasma isareti olan SOX-9’un 5 ve 10
mM GA gruplarinda diger gruplara gére daha ylksek oldugu, 21. ve 42. glinlerde
ise tip Il kollajen (COL2A1) ve agrekan seviyelerinin de GA’li hidrojel gruplarinda
kontrol gruplarina gore daha yuksek oldugu belirtiimistir. Bizim ¢alismamizda ise
tek basina GA ve HA uygulamalan Ki-MKH’lerin kondrojenik farklilasmasindaki
onemli isaretlerden biri olan COMP’u artirirken, GA-nHA’larin artirmamasi, bu
etken maddelerin tek baslarina mezenkimal kOk hucreleri uyarirken nanopartikul
formuna getirildiginde ayni dozda bile verilse uyarmadigini géstermektedir.

Benzer olarak Derfoul ve ark. [168]'In calismasinda insan mezenkimal kok
hacreleri (iIMKH), normal ve osteoartritli kondrositler Gzerinde GA’nin etkisi
incelenmistir. 100 yM GA uygulamasi hem iMKH’lerin hem de kondrositlerin tip Il
kollajen ve agrekan seviyelerinde ylkselme oldugu MMP-13 seviyesinde ise
azalma oldugu belirtilmistir. Ancak GA dozu yukseldikge (10-20 mM) hicreler
Uzerinde inhibitor etki yaptigi da not edilmistir. Calismamizda ise saglikh
kondrositlere uygulanan disik dozda (1 pg/ml) GA-nHA’nin 3 gun igerisinde
MMP-13 seviyesini dusurdigua, COMP ve COL2A1 seviyelerini ise yukselttigi
g6zlenmigtir. MMP-13 ve COL2A1 seviyelerinde pozitif kontrole gére anlamli bir
farkhlik bulunmamisken, COMP seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamhdir.
7.gune bakildiginda ise 1,10 ve 100 pg/ml GA-nHA uygulamalari MMP-13
seviyesini dugsurirken COMP ve COL2A1 seviyelerinde bir degisiklige neden
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olmamigtir. Bu durum kisa vadede dusik doz GA-nHA’nin saglikli konrdositler
uzerinde OA’dan koruyucu bir etki yapabilecegini gostermektedir.

Dodge ve ark. [169]'in calismasinda osteoartritli kondrositlere uygulanan
glukozamin sulfatin (GS) doza bagll olarak agrekan ¢ekirdek protein seviyesinde
artis gosterdigi, 150 yM GS uygulamasinda ise bu oranin %120 oraninda artis
gosterdigi, MMP-3 seviyesinde ise azalma oldugu bildirilmigtir. Ancak hastalarin
%40’ indan alinan OA’li kondrositlerin GS’ye bir tepki vermedigi ve kontrol
gruplariyla bir fark géremediklerini de eklemislerdir.

10 pg/ml GA-nHA’nin OA’li kondrositler Gzerine etkisiyle MMP-13 seviyesi
digsmus, ancak COMP ve COL2A1 seviyelerinde artis meydana gelmistir. Bu
durum istatistiksel agidan anlamli olmasa da klinik agidan anlamli olabilir. 7.ginde
MMP-13 seviyesini anlamli olarak dusuren tek grup distk doz GA uygulamasidir.
3.gunde de tek basina GA ve tek basina HA uygulamalari COMP seviyelerini
anlamli olarak yukseltmigtir. GA ve HA'nin tek baglarina hicrenin taniyabileceqgi
bicimde verilmesi, hicrelerde daha olumlu bir etkiye neden olmus olabilir.

Kikirdak ESM’sinin dogal bilesenleri tek baslarina verildiginde hicreler Gzerinde
olumlu etki gdsterirken, nanopartikil formunda verildiginde olumsuz/nétr etkilere
sebep olmasi, bu bilesenlerin hucrenin igsleyemeyecegi forma getirildiginden
kaynaklaniyor olabilir. Kondrositler GA’yr hlcre igerisine alip golgi aygitinda
isleyebilse bile, HA’yi suda ¢6zinlir forma getiremeyebilir, bu ¢6zinemeyen
nHA’lar da birlesip hulcrelerin Uzerine c¢oktugunde kondrositler strese giriyor
olabilir. Bu durum aslinda duguk dozda verilen GA-nHA'larin 3 gun gibi ¢ok kisa
surede bir olumsuz etkisi olmazken, 7.gune gelindiginde olumsuz etki gostermeye
baglamasina da etkili olabilir. Baska bir yonden bakilirsa da, GA-nHA’lar hicre
zarinin segici gegirgen ozelliginden dolayi reseptorlerinden alinmiyor, bu sayede
de ESM elemanlarinin yapisina katilamiyor da olabilir.

GA’nin in vitro kultir Gzerinde glikozaminoglikan sentezini artirdigina yonelik
calismalar mevcut olsa da [169][170][171], GA’nin hicrede tip Il kollajen sentezini
artirmadigini [172],[171] in vitroda kondrositler Uzerinde katabolik tepkimeleri
azalttigr gibi anabolik tepkimeleri de azalttigini ve bu durumun glukozaminin yeni
ESM sentezi yapmaktansa, mevcut ESM yikimina karsi hucreyi korumaya yonelik

bir islevinin oldugunu 6ne suren galismalar mevcuttur [173],[174].
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Sonug¢ olarak, nHA'lar basarili bir sekilde sentezlenmig, GA ile baglanmis ve
hucrelerde herhangi bir sitotoksisite gostermemistir. GA’lar 21 ginde %21
oraninda salinmistir, ki kontrolli salim sistemi amaglandigi igin bu durum
calismanin  olumlu sonuglarindan biridir. GA-nHA’lar hlcre yapisma ve
gogalmasina, Ki-MKH'lerin kondrojenik farklilagmasina ve OA’lI ve saglkli
kondrositlerin ESM sentezi ve OA isaretlerine olumlu yonde bir etkisi olmamistir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, GA-nHA'nin hucreler tarafindan alinip
alinmadigi, hangi islemlere tabi tutuldugu, besiyeri igerisinde veya doku sivisinda

nasil bir davranig sergiledikleri incelenmelidir.
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