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Kıkırdak dejenerasyonu, kıkırdağın önce yumuşamasıyla başlayan, daha sonra 
tamamen yok olmasıyla sonuçlanan, zamanla gelişen bir rahatsızlıktır. Travmaya bağlı 
olabileceği gibi, osteoartirit, romatoid artirit, obezite gibi hastalıklar sonucunda da 
gelişmektedir. Hastalığın tam olarak nasıl başladığı bilinmemekle birlikte, bir çok 
hastalıkta olduğu gibi genetik faktörlerin rol oynadığı düşünülmektedir. Dejeneratif 
kıkırdakta dokunun hücre-dışı matris içeriğinin büyük kısmı degrade olmakta, bu da 
eklem kıkırdağının elastikliğini, viskozitesini, kayganlığını ve dayanıklılığını  
kaybetmesine neden olmaktadır. Önerilen tez, hali hazırda ağrı kesici terapiler dışında 
non-invazif tedavisi olmayan kıkırdak dejenerasyonunun, kıkırdak degradasyonunu 
engelleyecek mikro RNAlar barındıran nanopartiküller içeren hidrojeller ile tedavisi 
amaçlanarak tasarlanmıştır. Tezde geliştirilen hidrojeller artiküler kıkırdak hücre-dışı 
matrisi taklit etmek amacıyla metakrilatlanmış kondroitin sülfat ve jelatinden, mikro 
RNA 149-5p taşıyan nanopartiküller ise kıkırdak dejenerasyonu tedavilerinde sıkça 
kullanılan hyaluronik asit ve kitosandan oluşturulmuştur. Yapılan optimizasyonlarla 
hidrojeller enjekte edilebilir forma kavuşturulmuş, nanopartiküller ve hidrojellerin 
fiziksel ve kimyasal karakterizasyonları tamamlanmıştır. Nanopartiküllerin gen 
transfeksiyon başarısı ve hidrojel ve nanopartiküllerin kondrosit gelişimine etkisi insan 
mezenkimal kök hücreleri üzerinde test edilmiş, sitotoksisite, proliferasyon, sitolojik 
boyamalar ve gen ekspresyon analizleriyle gösterilmiştir.  

 

 

Anahtar Kelimeler: artiküler kıkırdak, kıkırdak dejenerasyonu, mikro RNA, kondroitin 

sülfat, ,jelatin, hyaluronik asit, kitosan  
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Cartilage degeneration is a pathology that develops over time, beginning with the 
softening of the cartilaginous gland and then completely disappearing. It may be due 
to trauma, as well as diseases such as osteoarthritis, rheumatoid arthritis and 
obesity. Although it is not known exactly how the disease has begun, it is thought 
that genetic factors play a role likewise many diseases. In degenerative cartilage, 
most of the extracellular matrix content is degraded, which causes the joint cartilage 
to lose its elasticity, viscosity, lubrication and durability. The proposed thesis is 
designed for cartilage regeneration with hydrogels containing nanoparticles 
containing microRNAs that inhibit cartilage degradation. The hydrogels developed 
in the thesis were formed from methacrylated chondroitin sulphate and gelatin to 
mimic articular cartilage extracellular matrix and nanoparticles carrying microRNA 
149-5p were formed with hyaluronic acid and chitosan, which are commonly used 
in cartilage degeneration treatments. With the optimizations performed, the 
hydrogels are formed into the injectable form and the physical and chemical 
characterization of the nanoparticles and hydrogels is completed. The ability of 
nanoparticles for gene transfection and the effect of hydrogel and nanoparticles on 
chondrogenesis were tested on human mesenchymal stem cells and demonstrated 
by cytotoxicity tests, proliferation analysis, cytological stainings and gene 
expression analysis. 
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1. GİRİŞ 

Kıkırdak dejenerasyonu travma, artirit, sporla ilişkili yaralanmalar, yaşlanma gibi çeşitli 

sebepler sonucu gelişebilmektedir. Özellikle vaskülarizasyon, innervasyon, lenfatik 

ağlar ve progenitör hücrelerden yoksun olması nedeniyle hasarlı kıkırdağın 

kendiliğinden iyileşmesi oldukça sınırlı olduğundan, dejenerasyonun tedavisi 

sağlanamamakta, klinikte daha çok hastaların semptomlarının geçici olarak giderilmesi 

sağlanmaktadır. Bunun için klinikte en sık kullanılan yöntem, viskosuplementasyon 

yöntemidir, bu da hyaluronik asit (HA) enjeksiyonları ile yapılmaktadır. Genel anestezi 

veya cerrahi operasyon gerekmeksizin intra-artiküler olarak uygulanan bu 

enjeksiyonlarla, subkondral doku ve çevresindeki sürtünmenin azaltılması, kemik-

kıkırdak arası kayganlığın arttırılması ve dolayısıyla hastaların ağrılarından geçici bir 

süreliğine de olsa kurtulması hedeflenmektedir.  

Artiküler kıkırdak, yüksek miktardaki hyaluronik asit içeriği sayesinde viskozite ve 

kayganlık sağlamanın yanısıra esas olarak kollajenler ve proteoglikanlardan oluşan 

yoğun bir hücre dışı matrisine sahiptir. Dejeneratif kıkırdakta, artiküler kıkırdağın 

üzerinde yer alan sinoviyal sıvı viskozitesi, kıkırdaktaki su içeriği ve hyaluronik asit 

miktarı azalmaktadır. HA, sinovyal sıvı viskozitesini korumak, proteoglikan sentezine 

yardımcı olmak, inflamatuar ve ağrı yanıtlarını modüle etmek ve kıkırdak matrisini 

korumaktan sorumludur. Bu nedenle, HA sentezini uyararak ve bozunmasını azaltarak 

dizin normal viskoelastik özelliklerini geri getirme çabasıyla intra-artiküler 

viskosuplemasyon yöntemleri geliştirilmiştir.  

Artiküler kıkırdak matrisi proteoglikanlardan, spesifik olarak da kondroitin sülfattan 

oluşmaktadır. Kondroitin sülfat dokuya elastikiyet sağlamakta, aynı zamanda dokunun 

mekanik direncinden sorumu kolajenlere yardımcı olmaktadır. Dejeneratif kıkırdakta 

hem kondroitin sülfat hem de hyaluronik asit içeriğinin oldukça azaldığı bilinmekte, bu 

da eklem kıkırdağının elastikliğini, viskozitesini ve su içeriğini ve ekstraselüler matriks 

bozulmasından dolayı mekanik dayanıklılığını da kaybetmesine neden olmaktadır. 

Hidrojeller, üç boyutlu (3D) bir yapı sunan, hidrofilik polimerlerden oluşan ve önemli 

miktarda su tutan bir malzeme sınıfıdır. İyi biyo uyumlulukları, kolay üretilebilirlikleri, 

değişken kompozisyonları fizyolojik koşullara benzer fiziksel özellikleri nedeniyle, tek 

başına veya hücrelerle birleştirilen hidrojellerin birçok biyomedikal uygulaması 

bulunmaktadır. Özellikle enjekte edilebilir hidrojeller, yüksek kalıplanabilirlikleri, 
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minimal invazif uygulamalara yatkınlıkları ve kolay ve etkili hücre/gen/ilaç 

enkapsülleme yetenekleri sayesinde tıp, biyomedikal ve farmasötik gibi bir çok alanda 

kullanılmaktadır.  

Karbon, metal, metal oksitler veya organik maddelerden oluşan nanopartiküller, daha 

yüksek ölçeklerdeki ilgili parçacıklara kıyasla, daha geniş bir yüzey alanı, kimyasal 

işlemlerde artan reaktivite veya stabilite, arttırılmış mekanik dayanıklılık gibi bir çok 

benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik özellik sergilemektedir. Son yıllarda 

nanopartiküllerin hidrojeller içerisine enkapsüle edildiği hibrid sistemlere literatürde 

sıkça rastlanmaktadır. Bu hibrid oluşumlar sayesinde, nanopartiküller agregasyondan 

kurtulmakta, hidrojeller de nanopartikül karakterine göre iyileştirilmiş fiziksel özellikler 

kazanmaktadır. Ayrıca olası bir tedavi modelinde taşıyıcının toksisitesi düşürülmekte 

veya ajan salımının kontrollü bir şekilde geciktirilmesi sağlanmaktadır.  

Önerilen tezde de, enjekte edilebilir bir hidrojel-nanopartikül hibrid sistemi 

geliştirilmiştir. Hidrojel formülasyonu olarak metakrilatlanmış kondroitin sülfat (CSMA)- 

metakrilatlanmış jelatin (GELMA), nanopartikül formülasyonu olarak hyaluronik 

asit/kitosan (HA/CS) kullanılmıştır. Bu sisteme ek olarak kondroitin sülfatla 

etkileştirilmiş hyaluronik asit/kitosan (ChoS(HA/CS)) nanopartikülleri, ikinci bir 

nanopartikül formülasyonu olarak geliştirilmiştir. Ayrıca nanopartiküller mikro RNA 149-

5p ile etkileştirilerek hidrojel içerisinde enkapsüle edilmiştir. Sistem, kıkırdak 

hasarlarında tedavinin yanısıra, kıkırdak sürtünmesinin azaltılması ile hastaların 

ağrılarından kurtulması hedeflenerek, alternatif bir viskosuplemasyon yöntemi olarak 

tasarlanmıştır. Geliştirilen bu hibrid nanopartikül-hidrojel sistemi insan mezenkimal kök 

hücrelerle etkileştirilmiş, gen transfeksiyon başarısı ve kondrogenez varlığı kontrol 

edilmiştir. 

Hidrojel ve nanopartiküllerin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonları tamamlanmış, 

ayrıca insan mezenkimal kök hücreleri üzerinde sitotoksisite, proliferasyon, boyama 

testleri ve gen ekspresyon analizleri yapılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİ 

2.1. Enjekte edilebilir hidrojeller 

Enjekte edilebilir hidrojeller, canlı dokuya benzer yüksek su içerikleri, homojen olarak 

hücreleri kapsülleme yetenekleri, etkin kütle transfer yetenekleri, kolayca manipüle 

edilen fiziksel özellikleri ve minimal invaziv olarak dokulara taşınabilir olmaları 

sebebiyle doku mühendisliği uygulamaları için umut verici malzemelerdir [1-3]. 

Büyüme faktörleri ve / veya hedeflenmiş hücrelerle yüklü olan hidrojeller sorunlu doku 

bölgesine direkt enjekte edilebileceği gibi, fiziksel veya kimyasal uyaranlara bağlı 

olarak enjekte edildikten sonra yerinde bir çözelti-jelasyon geçişi (sol-jel) ile jelleşen 

formları da bulunmaktadır [4-6]. Oldukça yüksek su tutma kapasitesine sahip 

hidrojeller, hücre dışı matriksin (ECM) kimyasal ve fiziksel ortamlarını çok iyi taklit 

edebilmektedir ve bu nedenle, hücre çoğalması ve farklılaşması için ideal hücresel 

mikro ortama sahiptir. En önemlisi, hücre dışı matris (ECM) ile yüksek benzerlikte bir 

mikroyapıya sahip olan enjekte edilebilir hidrojeller sorunlu doku ile daha iyi fiziksel 

entegrasyon sağlayarak, açık cerrahi tedavi prosedürlerinin önüne geçilmesi ve 

materyal ve/veya hücre taşınımı için minimal invaziv yaklaşımların kullanılmasını 

kolaylaştırma potansiyeline sahiptir [7-8].   

Son on yılda, doku mühendisliği uygulamalarıda kullanılmak üzere enjekte edilebilir 

hidrojeller oluşturmak için çeşitli doğal ve sentetik materyaller kullanılmıştır [1,2,5]. 

Doğal ve sentetik malzemelerden üretilmiş enjekte edilebilir ve biyolojik olarak 

parçalanabilir hidrojel sistemleri Çizelge 2.1’de listelenmiştir.  
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Çizelge 2.1: Doğal ve sentetik malzemelerden üretilmiş enjekte edilebilir ve biyolojik 

olarak parçalanabilir hidrojel sistemleri  

Hidrojeller  Polimer  Jelasyon mekanizması  

 
 
 
 
 
 
Doğal hidrojeller 

Kolajen/ Jelatin  Termal/kimyasal çapraz 
bağlanma 

Kitosan Termal/kimyasal/schiff 
baz reaksiyonu/serbest 
radikal çapraz bağlanma 

Hyaluronik asit Termal/kimyasal/schiff 
baz reaksiyonu çapraz 
bağlanma 

Kondroitin sülfat Serbest radikal çapraz 
bağlanma 

Aljinat İyonik/ Serbest radikal 
çapraz bağlanma 

Agar/Agaroz Termal çapraz bağlanma 

Fibrin Termal çapraz bağlanma 

 
 
 
 
 
Sentetik hidrojeller 

PEG/PEO Kimyasal/ Serbest radikal 
çapraz bağlanma 

PVA Kimyasal/ Serbest radikal 
çapraz bağlanma  

PPF/OPF  Serbest radikal çapraz 
bağlanma  

PNIPAAm Termal çapraz bağlanma 

PEO-PPO-PEO 
PLGA-PEG-PLGA 
PEG-PLLA-PEG 

 
Termal çapraz bağlanma 

Poli (aldehit guluronat) Kimyasal çapraz 
bağlanma 

Polianhidrit Serbest radikal çapraz 
bağlanma  

 

Enjekte edilebilir yerinde oluşturulmuş hidrojellerin hazırlanması için termal jelasyon, 

iyonik etkileşim, fiziksel kendi kendine birleşme, fotopolimerizasyon ve glutaraldehit, 

genipin, adipik dihidrazid ve bis (sülfosüksinimidil) suberat gibi ajanlar ile kimyasal 

çapraz bağlanma dahil birçok yöntem kullanılmıştır [5-7]. Enjekte edilebilir hidrojeller, 

jelasyon mekanizmalarına göre fiziksel ve kimyasal jeller olarak ikiye ayrılmaktadır [9-

10]. Polimerik zincirler veya nanopartiküller arasındaki fiziksel bağ ile çapraz bağlanan 

hidrojel ağı, fiziksel jel olarak adlandırılırken, bir kimyasal jel oluşumu, polimerik 

zincirler arasındaki kovalent bağlar vasıtasıyla gerçekleşmektedir. Konvansiyonel 

hidrojel sentez yöntemleri, operasyonel karmaşıklık, sitotoksik reaktiflerin tutulumu, 

fonksiyonel grupların istikrarsızlığı, muhtemel yan reaksiyonlar ve düşük bağlanma 
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etkinliği ile sınırlanmaktadır. Doku mühendisliği için biyoaktif fonksiyonun tamamen 

korunduğu, biyolojik olarak bozunabilir hidrojellerin geniş bir sınıfına uygulanabilen, 

basit, spesifik ve yüksek verimli konjügasyon yöntemlerinin geliştirilmesine sürekli bir 

ihtiyaç bulunmaktadır.  

2.1.1. Enjekte edilebilir hidrojellerde biyobozunur malzemeler  

Doğal polimerlerden türetilen hidrojeller, vücut sıvıları veya ortamı ile temas ettiğinde 

genellikle hızlı bozunuma uğramaktadır. Doğal hidrojellerin bu sınırlamaları, polimerleri 

değiştirmek için çeşitli sentetik polimerler kullanmak üzerine kurulmuş yaklaşımları 

doğurmuştur.  

2.1.1.1.Doğal malzemeler 

Doğal olarak türetilen hidrojel oluşturabilen polimerler, doğal doku ECM'sinde bulunan 

veya benzer makromoleküllere sahip olduklarından, doku mühendisliği 

uygulamalarında sıklıkla kullanılmaktadır [11-12]. Doğal olarak türetilen polimerler 

arasında bulunan kolajen, jelatin, kitosan, hyaluronik asit, kondroitin sülfat, agaroz, 

aljinat ve fibrin doku mühendisliği yaklaşımlarında en sık kullanılan malzemelerin 

başında gelmektedir. 

Doğal ECM'nin ana bileşeni ve memeli dokularında bulunan en bol protein olduğundan, 

kolajen, biyomedikal uygulamalar için dikkat çekici bir materyaldir [13-15]. Kolajenin 

temel yapısı, üç zincirli ip yapısı oluşturmak için birbirlerine sarılmış üç polipeptit 

zincirinden oluşmaktadır [5,14]. Kolajen doğal olarak metaloproteazlar, özellikle 

kolajenaz ve serin proteazlar tarafından bozunmaktadır [16-17]. Jelatin, kolajenin 

doğal tripleheliks yapısının hidrolizi ile tek sarmallı moleküllere bölünmesiyle oluşan 

kısmi bir türevidir [18]. Jelatin, öncülüne (kolajen) kıyasla daha az immünojeniktir ve 

RGD sekansı gibi bilgi sinyallerini tutarak hücre yapışması, göç, farklılaşma ve 

çoğalmayı teşvik etmektedir [19]. Kolajen ve jelatin hidrojelleri gerek çıplak halde, 

gerekse çeşitli kimyasal çapraz bağlayıcıların (glutaraldehit, genipin ve karbodiimid) 

varlığında mekanik özellikleri arttırılmış şekilde, doku mühendisliği çalışmalarında 

sıklıkla kullanılmaktadır.    

Kitosan, kısmen deasetillenmiş bir kitin türevi olan doğrusal bir polisakkarittir. Bu 

polikatyonik polisakkarit, glukozamin ve N-asetilglukozamin moleküllerini içerdiğinden, 

doğal glikozaminoglikanlara (GAG)  yapısal olarak yüksek derecede benzerlik 

göstermektedir [20-22]. Kitosan yüksek biyouyumluluk ve biyolojik bozunabilirliği, 
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düşük immünojenisitesi ve katyonik niteliği nedeniyle son yıllarda çeşitli doku 

mühendisliği uygulamaları için araştırılmıştır [22-25]. Bununla birlikte, modifiye 

edilmemiş kitosan, kuvvetli moleküllerarası hidrojen bağları nedeniyle asitli çözeltilerde 

çözülebilmektedir; bu da, enjekte edilebilir bir hidrojel olarak kullanımını 

sınırlamaktadır. Kitosan türevleri, glutaraldehid ile çapraz bağlanma, UV ışınlaması ve 

termal varyasyonlar yoluyla jelleştirilebilmektedir. Son yıllarda kitosan, biyouyumluluk 

özelliklerinin arttırılarak ısıya duyarlı kitosan hidrojeller oluşturmak için poli (N-

izopropilakrilamid) (PNIPAAm) ve N-izobütiril grupları ile, ultraviyole (UV) çapraz 

bağlanabilir kitosan hidrojeller elde etmek için vanilin veya hidroksibenzaldehidler ile 

graftlanmıştır [21-26 ].  

Hyaluronik asit (HA), insan ve diğer hayvanlardaki tüm bağ dokularının ECM'sinde 

geniş çapta dağılmış halde bulunan, doğal olarak oluşan sülfatlanmamış bir 

glikozaminoglikandır [27-28]. Hyaluronik asit, doku hidrasyonu, besin difüzyonu, 

proteoglikan organizasyonu ve hücre farklılaşması gibi birçok biyolojik işlemde önemli 

rol oynamaktadır. HA, özellikle yara iyileşmesi sırasında ve eklemlerin sinovyal 

sıvısında bulunmaktadır. Hyaluronik asit, N-asetil-D-glukozamin ve D-glukuronik asidin 

birden fazla yinelenen disakkarit biriminden oluşan bir gikozaminoglikandır. Hyaluronik 

asit hücrelerde ve serumda bulunan hyaluronidaz enzimi tarafından parçalanır [29].  

HA ve türevleri, iyi biyouyumluluk, biyolojik bozunabilirlik ve mükemmel jel oluşturma 

özellikleri nedeniyle doku mühendisliğinde kullanılmak üzere hidrojeller olarak geniş 

çapta araştırılmıştır [30-31]. Hyaluronik asit hidrojelleri, hidrazid türevleri ile kovalent 

çapraz bağlanma ve esterifikasyon gibi yöntemlerle oluşturulabilmektedir [30-35]. Ek 

olarak, hyaluronik asidin kompozit hidrojeller oluşturmak için hem kollajen hem de 

aljinat ile kombine edildiği çalışmalar mevcuttur [33-35]. 

Aljinat özellikle kahverengi yosun ve bakterilerden türetilen (1-4) -bağlı β-D-

mannuronik asit (M) ve α-L-gluronik asit (G) monomerlerinden oluşan bir hidrofilik ve 

doğrusal polisakkarittir [1-2 , 36-38]. Ca2+, Mg2+, Ba2+ veya Sr2+ gibi iki değerlikli 

katyonlar iyonik köprüler oluşturmak için G monomer bloklarıyla birlikte etkileşime 

girdiğinde basit jelleşme oluşabilmektedir [5,39-41]. Aljinat nazik koşullar altında jel 

oluşturma yeteneği, düşük toksisitesi ve kolaylıkla bulunabilmesi nedeniyle hücre 

kapsüllemesi, doku mühendisliği ve ilaç taşınımı dahil olmak üzere bir çok tıbbi 

uygulamada kullanılmıştır [42-46]. Avantajlı özelliklerine rağmen, aljinat tam olarak 

degrade edilememektedir. İyonik olarak çapraz bağlanmış aljinat hidrojeller, iki 
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değerlikli iyonların çevre ortam içerisine kaybolmasını içeren bir iyon değiştirme işlemi 

vasıtasıyla degrade olur ve kontrolsüz bir şekilde çözünmektedir. Aljinat, doku 

mühendisliği uygulamalarında, özellikle hücreyle etkileşimini arttırmak üzere, lektin ve 

RGD ile konjuge edilerek kullanılmaktadır [1,5,44-45]. 

2.1.1.2.Sentetik malzemeler 

Sentetik polimerler, kimyasal ve fiziksel özelliklerinin doğal polimerlere göre daha iyi 

kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir olmaları sebebiyle hidrojel çalışmaları için sıklıkla 

kullanılan materyallerdir. Sentetik polimerler, belirli blok yapıları, molekül ağırlıkları ve 

parçalanabilir bağlarla tekrar üretilebilir şekilde geliştirilebilmektedir. Doğal hidrojellerle 

karşılaştırıldığında, sentetik hidrojeller, ECM kimyasal bileşimi ve mimarisinin 

kontrolünü daha iyi sağlamakla birlikte, daha düşük biyolojik aktiviteye sahip olma 

eğilimindedir. Doku mühendisliği uygulamaları için ideal hidrojel yaratmaya yönelik bir 

yaklaşımla,  hücresel biyo-aktivitenin arttrılması için sentetik hidrojellere biyoaktif 

elementlerin eklendiği çalışmaalar bulunmaktadır [47]. Enjekte edilebilir hidrojeller 

geliştirmek için en çok kullanılan sentetik polimerler, poli  etilen glikol (PEG), poli vinil 

alkol (PVA), poli propilen fumarat (PPF), PNIPAAm, pluronik F-127 ve polipeptitler 

olarak öne çıkmaktadır.  

Poli etilen glikol (PEG) birçok tıbbi uygulama için FDA tarafından onaylanmıştır. Her 

ne kadar birçok sentetik polimer kimyasal çapraz bağlanma yoluyla biyouyumlu, 

biyolojik olarak parçalanabilir hidrojeller oluştursa da, PEG en yaygın olarak araştırılan 

sistemlerden biri olmaya devam etmektedir [47-50]. Biyolojik olarak parçalanabilir PEG 

hidrojelleri, poli laktik asit, poli glikolik asit ve poli propilen fumarat gibi parçalanabilir 

polimerler ile kopolimerizasyon yoluyla elde edilebilmektedir [51-53]. Bunun yanı sıra, 

hyaluronik asit, fibrinojen, kitosan ve heparin gibi doğal olarak oluşan birçok 

biyopolimer de genel olarak biyolojik olarak parçalanabilir PEG hidrojelleri ile birlikte 

analiz edilmektedir [54-58]. PEG hidrojelleri, hücre iskeleleri, yapışkan tıbbi 

uygulamalar taşıyıcı araçlar olarak kullanılmış ve umut vaadeden sonuçlar alınmıştır 

[59-62]. Özellikle, çapraz bağlanma yoğunluğunu kontrol etme kabiliyeti PEG bazlı 

hidrojellere hücre etkileşimi ve doku büyümesi için esneklik ve uyarlanabilirlik sağlar. 

PEG ve kimyasal olarak benzer poli etilen oksit (PEO), iki ucu akrilatlar veya 

metakrilatlar ile modifiye edilerek foto çapraz bağlanabilen hidrofilik polimerlerdir. 
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PVA ve PPF de, doku mühendisliği uygulamalarında kullanılan enjekte edilebilir 

hidrojel için araştırılan sentetik hidrofilik polimerlerdir. PVA, çeşitli malzemelerle 

türevlendirilebilen asılı hidroksi gruplarının bolluğu sayesinde çok fonksiyonlu 

makromerlere dönüştürülebilmektedir [5]. Fiziksel ve kimyasal olarak hidrojel 

oluşturmak üzere çapraz bağlanabilmekte ve diğer suda çözünen polimerler ile 

harmanlanabilmektedir [2,63-64]. PVA hidrojelleri, tekrarlanan donma/çözme 

yöntemleriyle fiziksel olarak çapraz bağlanarak veya glutaraldehit veya epiklorohidrin 

ile kimyasal olarak çapraz bağlanarak oluşturulmaktadır [1,5]. PPF, ester bağlantısının 

hidroliziyle bozunmaya uğrayan lineer bir poliesterdir. PPF, hidrofilik PEG ile bir blok 

kopolimer olarak sentezlendiğinde UV yardımıyla veya kimyasal olarak çapraz 

bağlanarak hidrojel oluşturabilmektedir [1-2].  

2.1.2. Enjekte edilebilir hidrojellerin sentez mekanizmaları 

Enjekte edilebilir hidrojellerin hazırlanması için birçok yöntem kullanılmıştır. Bu 

jelleşme yöntemlerinden biri olan termal çapraz bağlanma, fotopolimerizasyon 

tekniğinde bulunan  enjeksiyon derinliği sınırlaması olmadığından nispeten daha kolay 

gerçekleşmektedir. Kolajen ve fibrin yapıştırıcısı gibi doğal hidrojellerin çoğu, jelin son 

yapısı ve özelliklerini sınırlayan fiziksel ve iyonik çapraz bağlanma mekanizmaları ile 

oluşmaktadır, ve bu mekanizmalar kontrol edilememektedir. Bunun aksine, kovalent 

bağlarla çapraz bağlanan hidrojeller kontrol edilebilir çapraz bağlanma yoğunluğu ve 

yapı özellikleri gibi birçok avantaj sunmaktadır.   

Özellikle, çapraz bağlanma yoğunluğunu  kontrol etme yetenekleri hücre bağlanması, 

doku büyümesi ve iyileşmesi için çeşitli polimerik ağ formlarının tasarlanabilmesine 

imkan sağlamaktadır.  

2.1.2.1. Fiziksel çapraz bağlanma mekanizmaları 

Sıcaklık, pH gibi dış uyaranlara yanıt olarak faz geçişi yapabilen biyolojik olarak 

bozunabilir hidrojeller, biyomedikal uygulamalar için enjekte edilebilir hidrojellerin 

hazırlanması için kullanılan yöntemlerden biridir.  

2000 yılında, bir poliol karşı-iyonik dibaz tuzu olan β-gliserol fosfat disodyum 

eklenmesiyle pH nötr bir kitosan çözeltisi geliştirilmiştir. Chenite ve arkadaşları, kitosan 

solüsyonunun, β-gliserol fosfat disodyum formunda in situ jelleşme sistemleri ile 

nötrleştirildiğini, ve bu jelin oda sıcaklıklarında uzun süre boyunca sıvı halde kaldığını, 

ancak sıcaklık 37°C'ye yükseltildiğinde makro gözenekli bir jele dönüştüğünü 
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göstermiştir [65].  Kitosanın sulu çözeltiler içinde çözünürlüğü asidik ortamlarda amin 

gruplarının protonlanmasıyla elde edilmektedir. Kitosan ve β-gliserol fosfat 

disodyumun kombinasyonu, hidrojen bağlama, elektrostatik etkileşimler ve hidrofobik 

etkileşimler de dahil olmak üzere jel oluşumuna elverişli birçok etkileşimden 

yararlanmaktadır [65]. Bu bağlar, bir çok uygulama için uzun zamandır önemli bir 

sınırlama olan kitosan çözeltilerinin pH instabilitesini aşmak için yeterlidir. Böylece 

malzeme enjekte edilebilir forma kavuşmakta ve mümkün olan en az cerrahi müdahale 

ile in situ bir iskele oluşturabilmektedir [66-67]. Bir fare modelinde kondrositlerle yüklü 

bu hidrojelin enjeksiyonu ve ekiminin, in vivo olarak proteoglikan açısından zengin bir 

matris oluşturduğu gösterilmiştir. Bu sistemlerin vücut içinde ve depolama koşullarına 

bağlı olarak laboratuvar ortamında fiziksel özelliklerini koruduğu ve bir kaç saatten bir 

kaç güne kadar içerlerine hapsedilen biyomoleküllerin salımlarının devam ettiği 

gösterilmiştir [67-68]. 

Termosensitif polimerlerden biri olan PNIPAAm, yaklaşık 32 ° C'lik bir bobin-globül faz 

geçişine maruz kalan bir polimerdir [69-75]. Hidrojellerin termo duyarlılığı, 

PNIPAAm'nin biyo-bozunur polimerlerin omurgasına dahil edilmesiyle 

sağlanabilmektedir. Son yıllarda, PEG, kitosan, jelatin, hyaluronik asit ve PNIPAAm 

kopolimerlerini içeren çeşitli ısıya duyarlı ve enjekte edilebilir hidrojeller çeşitli 

ortamlarda geliştirilmiş ve kullanılmıştır [71-84]. PNIPAAm'yi biyo-bozunabilir 

polimerler ile birleştirmek için kullanılan etkili yöntemlerden biri 2,2-azobisizobutironitril 

(AIBN), 4,4'-azobis (4-siyanamerik asit) (ACA), benzil peroksit (BPO) ve amonyum 

persülfat kullanılarak serbest radikal polimerizasyonu ile kopolimerizasyondur [76–79]. 

Bu prosedür, daha sonra biyomakromoleküler veya peptit sekanslarına bağlanan bir 

karboksil- veya amino-uçlu NIPAAm kopolimerinin sentezini içermektedir.  

Triblok kopolimerleri, birçok araştırmacı tarafından, enjekte edilebilir hidrojel 

sistemlerinde termojelleşebilen bir polimer olarak geniş çapta araştırılmıştır. PEO-

PPO-PEO (Pluronik), PLGA-PEG-PLGA, PEG-PLLA-PEG, PCL-PEG-PCL, PCLA-

PEG-PCLA ve PEG-PCL-PEG gibi blok kopolimerler, sıcaklık artışı ile su içerisinde 

sol-jel geçişleri sergileyen tipik ısıya duyarlı biyo-bozunabilir polimerlerdir [85-88]. 

Amfifilik blok polimer zincirleri ilk olarak düşük sıcaklıklarda misellere ve köprülü 

misellere birleşmekte, ve sıcaklığın artmasıyla sıralı forma geçerek makroskobik jel 

oluşturmaktadır [85-86]. Bu termojelleşebilen kopolimer hidrojelleri, biyouyumlulukları 
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ve in vivo jel formunda uzun süre kalıcılıkları nedeniyle hücre terapisi, doku 

rejenerasyonu ve yara iyileşmesinde başarıyla uygulanmıştır. 

Geleneksel hidrojellere ek olarak, pH, sıcaklık, iyon dengesi ve strese karşı akıllı yanıt 

ile kendiliğinden birleşen peptit hidrojeller de, doğal ECM'ye yapısal benzerlikleri ve 

kıkırdak ve yumuşak doku rejenerasyonundaki yüksek biyoaktiviteleri açısından doku 

mühendisliği çalışmalarında ön plana çıkmaktadır [89-90]. Bazı hidrojellerin, 

kendiliğinden birleşmiş α-sarmal yapıların arasındaki etkileşimle çapraz 

bağlanabildikleri, bazılarının da DNA dizileri ve moleküller gibi nanofibröz yapıları 

oluşturmak için kendi kendine birleşebildikleri bilinmektedir [91]. 

2.1.2.2. Kimyasal çapraz bağlanma mekanizmaları 

Serbest radikal polimerizasyonu ile oluşturulan hidrojeller:  

Fotopolimerizasyon, fizyolojik pH ve sıcaklıkta çapraz bağlanmış ağların in situ 

oluşumunu sağlayan bir süreçtir [92-93]. Hafif jelasyon koşulları, hücrelerin foto çapraz 

bağlanmış hidrojellerde canlı halde enkapsüle edilmesine olanak tanımakla birlikte, 

biyoaktif ajanların da kolaylıkla yüklenmesine izin vermektedir [94-97]. Ayrıca, 

fotopolimerleştirilmiş hidrojel sistemleri jelleşme prosesi üzerinde zaman ve konum 

olarak daha iyi kontrol sağlayabilir, doğal olarak enjekte edilebilir formda elde edilebilir 

ve herhangi bir ekstremitedeki veya vücuttaki kusurları doldurmak için in situ polimerize 

olabilir.  

Pek çok araştırmacı PEG-bazlı makromoleküler monomerlerin foto-modifiye edilmiş 

polimerizasyonunu, doku rejenerasyonu için hücre taşıyıcı araçlar olarak hidrojeller 

oluşturmak için kullanmakla ilgilenmektedir [96-99]. Poli (etilen-glikol) -diakrilat 

(PEGDA) ve poli (etilen glikol) -dimetiakrilat (PEGDMA), doymamış C = C çift bağ 

grupları ile modifiye edilmiş PEG'lerdir ve bunları UV'ye maruziyet için 

fotopolimerleştirilebilir hidrojel adayları haline getirmektedir. Önceki çalışmalar, 

PEGDA ve PEGDMA'nın kondrositleri ve kemik iliği stromal hücrelerini (MSC) foto-

kapsüle etmek için kullanılabileceğini göstermiştir [98-101]. PEGDA ve PEGDMA 

solüsyonundaki hücre süspansiyonları vücuda enjekte edilebilir ve bir doku iskelesi 

olarak işlev gören çapraz bağlı bir PEG jeli oluşturmak üzere UV'ye maruz bırakılarak 

polimerize edilebilmektedir. Ayrıca, PEG'nin PVA gibi diğer sentetik makromerler ile 

kopolimerizasyonu, özellikle doku mühendisliği perspektifinden önemli olan işlevsellik 

ve özelliklerin ek kontrolünü sağlamaktadır. PEG, aljinat, kitosan, hyaluronik asit ve 
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kondroitin sülfatın yanı sıra, metakrilatlanmış ve fotopolimerizasyon ve diğer serbest 

radikal polimerizasyonları ile hidrojeller hazırlanmıştır [98-104].  

Doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmak üzere foto-çapraz bağlanabilir poli 

(propilen fumarat) (PPF) ve oligo (poli (etilen glikol) fumarat) (OPF) hidrojelleri yaygın 

olarak çalışılmıştır [105-111]. PPF ve OPF hidrojellerinin mekanik özellikleri ve 

bozunma oranları, her ikisi de biyo-bozunabilir özelliğe sahip oldukları için makromer 

oluşumunda kontrol edilebilmektedir. PPF ve OPF hidrojellerinin minimum veya ihmal 

edilebilir sitotoksisite taşıdıkları ve histo-uyumlu oldukları gösterilmiştir.  

Micheal tipi ekleme reaksiyonu ile geliştirilen hidrojeller:  

Enjekte edilebilir hidrojellerin jelleşmesi için Michael-tipi konjugat ekleme reaksiyonu 

kullanılabilmektedir. Örneğin peptitler üzerindeki tiol ve vinilsülfon ya da hyaluronik asit 

gibi polimerik makromoleküller konjuge olarak doku mühendisliği için hidrojel olarak 

kullanılmak üzere sentetik hücre dışı matrisler oluşturabilmektedir [112-113]. Düşük 

molekül ağırlıklı vinilsulfonların glutatyon ve DNA ile etkileşerek toksisite gösterdikleri 

bilindiğinden, toksisitelerini önlemek için suda çözünür biyo-makromoleküllerin 

omurgalarına bağlanarak kullanılmaktadır [114]. Örneğin, tiyol ile modifiye edilmiş 

hyalüronik asit temelli in situ çapraz bağlanabilir hidrojeller, in vitro ve in vivo doku 

mühendisliği için birçok tasarım kriterine uymaktadır [114-117]. Hücrelerin hidrojelin 

polimerizasyon reaksiyonundan etkilenmediği ve kovalent olarak bağlanmış jelatin 

veya RGD peptitleri içeren hyaluronik asit hidrojellerinde canlılıklarını koruyabildiği 

gösterilmiştir. Ek olarak, metakrilat HA-bazlı hidrojellere de  michael-tipi konjugat 

ekleme reaksiyonu uygulanmıştır, ancak metakril grubunun nispeten düşük reaktivitesi 

nedeniyle hidrojel oluşumu için daha uzun bir jelleşme süresi gerektiği gözlenmiştir. 

Hidrojelin jelleşmesini hızlandırmak için tiyol ile modifiye edilmiş HA ve PEGDA 

arasında konjugat ekleme çapraz bağlanma reaksiyonu oluşturularak alternatif bir 

enjekte edilebilir hidrojel sistemi geliştirilmiştir [115-116]. Micheal tipi ekleme 

reaksiyonu ile geliştirilen hidrojellerin yanı sıra, literatürde genipinle çapraz bağlanmış 

hidrojeller hakkında da bir çok çalışma bulunmaktadır, özellikle PEG ile konjugasyonun 

doku mühendisliği uygulamaları için umut vaadeden enjekte edilebilir hidrojeller 

oluşturduğu gösterilmiştir [117-127].  
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Schiff bazı reaksiyonu ile çapraz bağlanmış hidrojeller: 

Doku mühendisliği uygulamaları için kullanılmak üzere biyobozunur, enjekte edilebilir 

ve in-situ biyouyumlu hidrojeller geliştirilmesinin bir başka yolu da schiff bazı reaksiyon 

mekanizmalarıdır [128-134]. Polisakkarit hidrojeller, herhangi bir kimyasal çapraz 

bağlama maddesi kullanılmadan, ilk olarak suda çözünebilen kitosan ve oksitlenmiş 

hyaluronik asit jelinden türetilmiştir [128]. Jelleşme, suda çözünebilen N-Süksinil-

kitosan ve oksitlenmiş hyaluronik asit aldehit gruplarının amino grupları arasındaki 

Schiff-baz reaksiyonuyla gerçekleştirilmiştir. Bu polisakkarid hidrojel, doku 

rejenerasyonu için biyo-uyumluluk ve biyo-degradasyon özelliklerinin yanı sıra 

biyomimetik bir mikro ortam oluşturmaktadır. Dekstran, arap zamkı ve kondroitin sülfat 

gibi başka birçok polisakkarit, kısmen oksitlenebilir ve Schiff-baz bağı için 

kullanılabilmektedir [134].  

2.1.3. Enjekte edilebilir hidrojel uygulamaları 

Enjekte edilebilir biyo-bozunur hidrojeller özellikle kemik-kıkırdak hasarları olmak 

üzere kıkırdak rejenereasyonu, kemik dolgusu veya ameliyat sonrası doku 

rejenerasyonu gibi bir çok biyomedikal uygulamada kullanılmaktadır. Hidrojelin fiziksel 

özellikleri, uygulandığı alandaki doğal doku ile eşleşen mekanik özelliklerine kolayca 

uyacak şekilde tasarlanabilir olmalıdır. Bu hidrojeller ayrıca ilaç taşıyıcı sistemler 

olarak da çalışılmış, bu da uygulama alanlarını oldukça genişletmiştir [135-139]. 

Hidrojellerin bu uygulamalar için klinik öncesi ve klinik çalışmaları aşağıda 

açıklanmaktadır.  

2.1.3.1.Kıkırdak onarımı 

Doku mühendisliği yardımıyla oluşturulmuş kıkırdak benzeri yapılar büyük bir klinik 

öneme sahiptir. Eklem kıkırdağının travmatik ve dejeneratif lezyonları, klinik 

disabilitilerin önde gelen nedenlerindendir [140]. Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre 

2050 yılında dünya nüfusunun %20’sinden fazlasının osteoartiritli olacağı 

öngörülmektedir [141]. Bu sebeple kıkırdak iyileşmesi ve rejenerasyonu için enjekte 

edilebilir hidrojellerin kullanımı yüksek klinik etkiye sahiptir. Kıkırdak onarımı için 

enjekte edilebilir tedavilerin avantajı, implantın sadece kusur içinde muhafaza edilmesi, 

neredeyse anında elde edilen ve etkili olan iyileştirici özelliği ve kolay uygulanabilir 

olmalarıdır. Ek olarak, enjekte edilebilir tedavilerin genel bir avantajı, açık cerrahiyle 

karşılaştırıldığında minimal invaziv cerrahinin kullanılmasıdır. Bu nedenle enjekte 

edilebilir hidrojeller kıkırdak rejenarasyonu alanındaki bir çok çalışmaya konu olmuştur. 
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2.1.3.2. Yumuşak doku rejenerasyonu  

Yumuşak doku rekonstrüksiyonu rekonstrüktif cerrahide önemli bir sorundur. Yumuşak 

doku yokluğu, örneğin adipoz doku eksikliği, travmatik sebepler veya onkolojik cerrahi 

sonucu oluşabilmektedir [142,143]. Bu sorun şuan klinikte otolog yağ dokusunun 

transplantasyonu ile çözülmektedir. Ancak, adipoz doku transplantasyonun klinik 

sonuçları vaskülerizasyon eksikliğine bağlı olarak değişken greft rezorpsiyonu olduğu 

için öngörülebilir değildir, bu da önemli bir risk taşımaktadır [144]. Yumuşak dokunun 

tamir edilmesi için arzu edilen bir strateji, in situdaki adipogenezin indüklenmesidir. 

Bunun için geliştirilen bir yöntemde adipoz doku oluşturmak için farklılaşabilen 

hücrelerin bir iskele içine yerleştirilerek  adipoz doku oluşumu ile sonuçlanması 

hedeflenmiştir. Başka bir strateji ise enjektabl sistemlerle doku oluşumunun 

hızlandırılmasıdır. Bu şekilde, hem sentetik hem de doğal biyomateryallere dayanan 

birçok enjekte edilebilir hidrojel incelenmiştir. Örneğin, Hemmerich ve diğ. enfekte 

olmamış adipoz türevi kök hücreler (ASC'ler) ile karıştırılmış enjekte edilebilir 

hyaluronik asit bazlı jel kullanılarak küçük kusurların rekonstrüksiyonunu bildirmiştir. 

ASC'ler ve iskele olarak hyaluronik asit kullanılarak yeterli yağ dokusu oluşumu 

gözlenmiştir [145,146].  

Diğer enjekte edilebilir iskele matrisleri arasında biyolojik olarak parçalanabilir 

polimerik mikroküreler bulunmaktadır. Örneğin, Yüksel ve ark. PLGA'dan insülin 

benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve insülinin salınımını sağlayan mikroküreler ile de 

novo adipoz doku formasyonunu arttırmıştır [147]. PLGA mikrokürelere ek olarak, 

enjektabl sistemler olarak  hücre dışı matris (ECM) parçacıklarının kullanımı da adipoz 

doku mühendisliği sistemleri için incelenmiş, jelatin benzeri mikroküreler ile adipoz 

türevi kök hücrelerin (ASC'ler) proliferasyonu ve farklılaştığı rapor edilmiştir [139,148, 

149].  

2.2. İlaç taşınım sistemleri  

İlaç taşınım sistemleri (DDS), polimer bilimi, biyokonjugat kimyası, farmasötikler ve 

moleküler biyolojiyi birleştiren disiplinlerarası yaklaşımlara dayanmaktadır [150]. 

DDS'nin temel amacı, farmakokinetiklerin, farmakodinamiğin, immünojenik olmayan, 

non-spesifik toksisitenin ve hedef alanın biyo-tanınmasının kontrol altına alınmasına 

dayanan farmasötik ajanları, istenen farmakolojik etkiyi elde etmek için sistemik 

dolaşımda taşımaktır [151,152]. DDS'nin geleneksel sistemlere göre başlıca 

avantajları, farmasötik ajanları belirli bir bölgeye daha seçici bir şekilde vermek, fazla 
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veya az dozlamayı ortadan kaldırmak (istenilen seviyedeki ilaç seviyelerini korumak), 

hasta uyumunu artırmak, ilgi hücresi içinde daha tutarlı emilim sağlamak ve yan etkileri 

önlemek olarak sıralanmaktadır [153]. 

Çapı 10 ile 1000 nm arasında değişen boyutlarda olan nanoparçacıklar (NP'ler), büyük 

yüzey alanı, yüksek adsoblama ve taşıma kabiliyetleri gibi benzersiz bir özellikleri 

sebebiyle, ilaç taşınım sistemlerinde yüksek potansiyele sahiptir [154-156]. Nispeten 

geniş (fonksiyonel) yüzey alanının bir sonucu olarak NP'ler, kovalent veya kovalent 

olmayan etkileşimler yoluyla yüksek miktarda ilaç kapsülleyebilmekte veya 

sabitleyebilmektedir [157,158]. Bu nedenle, biyo-uyumlu ve biyolojik olarak 

çözünebilen polimerlerden oluşan NP'ler ilaç taşınım sistemlerinde kullanılabilmektedir 

[159]. Polimerik nanotaşıyıcılar doğal proteinlerden (albümin, kollajen, jelatin, vb.) veya 

sentetik polimerlerden (poliakrilamid (PAA), polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), 

poli ( laktit-ko-glikolid) (PLGA), dendrimerler, vs.) sentezlenebilmektedir [160-168].  

Günümüzde, biyo-uyumluluk ve biyo-bozunabilirlik gibi fizikokimyasal özelliklerine ek 

olarak benzersiz çok fonksiyonlu gruplarından dolayı polisakkarit tabanlı 

nanopartiküller taşınım araçları olarak sıklıkla çalışılmaktadır [156,169,170]. 

Polisakkarit omurganın çok fonksiyonlu grupları, çeşitli NP'leri sentezlemek için kolay 

kimyasal modifikasyonlara elverişlidir [171,172]. Bunun yanısıra bazı polisakkaritler, 

belirli hücre tiplerine spesifiktir, bu da taşıyıcı olarak tasarlanan polisakkaritin 

hedeflediği hücreyi bularak reseptör aracılı endositoz yoluyla hücreye girmesini 

mümkün kılmaktadır.  

2.2.1. Polisakkaritler  

Polisakkaritler, tekrar eden çoklu monosakkaritlerin glikozidik bağlarla oluşturduğu 

büyük polimerik  oligosakkaritlerden oluşan bir karbonhidrat grubudur.  Doğada 

polisakkaritler, bitki (pektin, selüloz, nişasta), hayvan (kitosan, kitin, 

glikozaminoglikan), mikrobiyal ( dekstran, pullulan, ksantan sakızı, gellan sakızı) ve alg 

(ör., agar, aljinat ve karagenan) kökenli bulunabilmektedir [173,174]. Monosakkarit 

birimlerinin bileşimine bağlı olarak, polisakkarit homopolimerler (aynı monosakkarit 

tekrarlarından oluşan glikojen, nişasta, selüloz, pullulan, pektin vb.) veya 

heteropolimerler ( farklı monosakkarit birimlerinden oluşturulan kitosan, heparin, 

hiyalüronik asit, kondroitin sülfat, keratan sülfat, heparan sülfat ve dermatan sülfat vb.) 

olarak sınıflandırılabilmektedirler [175-177]. Polisakkaritler, kolay ulaşılabilir ve 

modifiye edilebilir, biyo-bozunur ve biyo-uyumlu malzemelerdir. Bunların yanısıra, 
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toksik karakter göstermemeleri ve biyoaktivitelerinin yüksek olması polisakkaritleri 

biyomühendislik alanlarında gelecek vaat  eden biyomalzemeler haline getirmiştir [178-

180]. Ek olarak, polisakkaritlerin reaktif fonksiyonel gruplarının (hidroksil, amino ve 

karboksilik gibi) sayısı çok fazladır, bu da yapısal ve fonksiyonel bir çok değişikliğe 

olanak sağlamaktadır [181,182].  

Polisakkaritlerin modifikasyonları nükleofiller olarak şeker hidroksil grubu kullanılarak 

ester ve eter oluşumu, primer alkollerin aldehit ve karboksilik asitlere kimyasal 

oksidasyonu, primer alkollerin üronik aside enzimsel oksidasyonu, EDC / NHS gibi 

bağlayıcı ajanlar kullanarak sakkaritlerin karboksil grubu ve heteroatomik nükleofiller 

arasında amid bağı oluşumu, kitosan benzeri polisakkaridlerin amin gruplarının 

nükleofilik reaksiyonları gibi metotlarla gerçekleştirilebilmektedir [183]. Biyo-bozunur 

ve toksik olmayan son ürünler oluşturduklarından, polisakkaritler ve türevlerinin ilaç 

taşınım sistemi olarak nanopartikül, hidrojel, nanojel vb. potansiyel uygulamaları için 

çok sayıda çalışma yapılmıştır [184].  

2.2.2. Polisakkarit nanopartiküllerin sentez mekanizmaları 

Nanopartiküller, polisakkaritlerin yapısal özelliklerine bağlı olarak, polielektrolit 

kompleksleme, kendi kendine birleşme (self-assembly) , kovalent çapraz bağlama ve 

iyonik çapraz bağlanma metotları ile sentezlenmektedir [185,186]. 

2.2.2.1. Polielektrolit kompleksi (PEC) 

Polielektrolit kompleksleri (PEC'ler) en az iki zıt yüklü grup arasında kurulan güçlü 

elektrostatik etkileşimler ile oluşturulmaktadır [187,188]. PEC oluşumu için özellikle 

çevreleyen çözeltideki iyonların serbest bırakılmasıyla gelişen entropi artışı gereklidir  

[189]. Kitosan, aljinat, heparin, hyaluronik asit, dekstran sülfat, kondroitin sülfat ve 

siklodekstrinler gibi katyonik ve anyonik polisakkaritler, moleküller arası elektrostatik 

etkileşimlerle zıt yüklü polimerler ile PEC oluşturabilmektedir [190,191]. PEC'nin 

oluşumu ve stabilitesi esas olarak polielektrolitin yapısına, polielektrolitin moleküler 

ağırlığına, polielektrolitin yüzey yük yoğunluğuna, etkileşimin süresine, polielektrolit 

kompleksin karışım oranına, çözücünün pH, sıcaklık, iyonik güç vb. özellikleri gibi 

çevresel faktörlere bağlıdır [192,193]. Boddohi ve diğ. çalışmalarında kitosan-heparin 

ve kitosan-hyaluronan polikatyon-polianyon çiftleri için farklı yük karıştırma oranlarında 

polielektrolit kompleks nanopartiküllerin (PCN'ler) oluşumunu göstermiştir [194]. 

Çalışmada PCN'nin oluşumu için kullanılan polimerazyon ve polianyon çözeltilerinin 
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tek adımlı eklenmesinin, polisakkarit çiftlerinden hem katyonik hem de anyonik 

nanoparçacıkların oluşumuna olanak tanıdığı rapor edilmiştir.  

PEC bazlı nanoparçacıkların avantajları maliyet etkinlikleri, basit uygulabilir olmaları 

ve elektrostatik etkileşimlerin uygun koşullar altında tersinir hale getirilebilmesiyle in 

situ oluşumu mümkün kılmalarıdır [195].  

2.2.2.2. Kendiliğinden düzenlenme  

Kendiliğinden düzenlenme,  doğada sıklıkla görülen yaygın bir süreçtir ve çok çeşitli 

karmaşık biyolojik yapıların oluşumunu tetiklemektedir [196]. Kendi kendine birleşme 

sistemlerinde, her bir bileşen (atomlar, moleküller, kolloidler ve polimerler), yüksek 

sıralı yapılar oluşturacak şekilde önceden tanımlanmış yollarla kendiliğinden organize 

olmaktadır [197]. Hidrofilik polisakkarit zincirleri (örneğin, heparin, kitosan, dekstran, 

nişasta ve pullulan) hidrofobik segmentler eklendiğinde amfifilik kopolimerler 

üretilmektedir [198]. Amfifilik polisakkaritler, sulu ortamda hidrofobik kısımları arasında 

molekül içi veya moleküller arası etkileşimler kurarak nanopartiküller oluşturma 

eğilimindedirler [199]. Bu polisakkarit türevli nanoparçacıklar, yüksek mekanik güç, 

çekirdek-kabuk yapılı küçük parçacık boyutu ve kopolimerlerin hidrofilik / hidrofobik 

bileşenlerine bağlı olarak yüksek termodinamik stabilite gibi benzersiz özellikler 

sergilemektedir [200]. Hidrofobik gruplarla türevlendirilen polisakkaritler, hidrofilik dış 

kabukla çevrelenmiş çekirdek grupları nedeniyle hidrofobik ilaç enkapsülasyonu için 

ümit vadeden taşıyıcılar olarak kabul edilmektedir [201]. Ayrıca, hidrofilik DDS'ler 

normal dokular tarafından daha az emildiği ve gelişmiş geçirgenlik ve retansiyon (EPR) 

etkisi ile tümör dokularında birikebildiği için ilaçların toksisitesinin azaltılmasına 

yardımcı olmaktadır [198]. Ayrıca, F. Alhaique ve diğ. tarafından çeşitli 

hidrofobikleştirme stratejileri kullanılarak kendiliğinden düzenlenme ile elde edilen 

pullulan bazlı nanohidrojeller rapor edilmiştir [202]. 

2.2.2.3. Kovalent çapraz bağlanma  

Polisakkarit nanopartikülleri sentezlemenin diğer yolu, polisakkarit zincirleri arasındaki 

kovalent bağların dahil edilmesini içeren kovalent çapraz bağlanma mekanizmasıdır 

[203]. Kovalent çapraz bağlama stratejileri temel olarak radikal polimerizasyonları, 

Schiff-baz reaksiyonu, tiyol-disülfid değişim reaksiyonu ve fotoreaksiyonları 

içermektedir [204]. Ek olarak, glutaraldehit gibi farklı türde bir çapraz bağlayıcı, sıklıkla 

polisakkarit (örneğin kitosan) bazlı NP'leri çapraz bağlamak için kullanılmıştır [205, 

206]. Kovalent çapraz bağlanan NP'lerin sentezi, daha stabil NP'lerin oluşmasını 
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sağlamaktadır, ancak genellikle aktif bileşenle olası istenmeyen yan reaksiyonlar 

nedeniyle engellenmektedir. Ayrıca bu çapraz bağlayıcıların toksisitesi de kullanımını 

sınırlandırmaktadır [207]. Bununla birlikte, son zamanlarda biyo-uyumlu çapraz 

bağlayıcıların farklı formları tanımlanmış ve kovalent çapraz bağlanma yoluyla 

polisakarit bazlı NP'lerin hazırlanması için kullanılmıştır [208]. Karbodiimid, di- ve 

trikarboksilik asit (malik asit, tartarik asit, süksinik asit ve trikarboksilik asit gibi) gibi 

suda çözünebilir yoğunlaştırma ajanları biyo-bozunabilir polisakkarit NP'lerin 

moleküller arası çapraz bağlanmaları için kullanılmıştır [209].  Kovalent çapraz 

bağlama yöntemi, düşük pH ve nötr koşullarda, hafif alkali sulu ortamda stabil olan 

polianyonlar, polikatyonlar ve poliampolit NP'lerin oluşturulmasına olanak 

sağlamaktadır. Genel olarak kovalent olarak çapraz bağlanmış polisakkarit bazlı 

NP'ler, çözücü buharlaştırma, emülsiyon çapraz bağlama, sprey kurutma veya termal 

çapraz bağlama dahil olmak üzere sayısız yöntemle sentezlenebilmektedir [210-212]. 

Kimyasal çapraz bağlama yoluyla kovalent bağlar yoluyla oluşturulan 

nanomalzemelerin birincil önemi, in vivo ortamlardaki kolloidal stabilitesidir, bu da jel 

ağının ayrışması ile tetiklenen ilaç salımı için çok önemlidir [213,214]. J. Berger ve diğ. 

kovalent ve iyonik olarak çapraz bağlanmış kitosan bazlı hidrojellerin biyomedikal 

önemini ayrıntılı olarak raporlamışlardır [191]. 

2.2.2.4. İyonik çapraz bağlanma 

Kovalent çapraz bağlayıcılar (glutaraldehit ve formaldehit gibi) ile karşılaştırıldığında, 

iyonik çapraz bağlayıcılar ( magnezyum sülfat, sodyum sülfat ve sodyum tripolifosfat 

(TPP) gibi), hafif hazırlanma  koşulları ve basit deneysel prosedürleri nedeniyle daha 

avantajlıdır [187, 215]. İyonik çapraz bağlayıcılar, polielektrolit polisakkaritleri (hem 

katyonlar hem de anyonlar) karşı iyonları ile iyonik etkileşim yoluyla jel oluşturma 

eğilimindedir [216]. Listelenenlere ek olarak, düşük molekül ağırlıklı polianyonlar ve 

polikatyonlar, polikatyonik ve polianyonik polisakkaritler için iyonik çapraz bağlayıcılar 

olarak hareket edebilmektedir [217]. İyonik çapraz bağlanma yoluyla NP'lerin sentezini 

etkileyebilen faktörler, polisakkaritin türü ve molekül ağırlığı, çözücünün iyonik gücü ve 

pH'ı, polisakkarit konsantrasyonu ve iyonik çapraz bağlayıcının polisakkaritlere oranı 

sıralanmaktadır [218-220]. İyonik çapraz bağlayıcı yoluyla sentezlenen NP'ler, 

bağlanma kuvvetindeki farklılıklardan dolayı olabilecek kovalent olarak çapraz 

bağlanmış NP'lerden daha az dayanıklı olarak kabul edilmektedir [185,191].  
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2.2.3. Polisakkarit bazlı nanopartiküller  

Polisakkarit bazlı nanopartiküller, küçük moleküler ağırlıklı ilaçlardan, proteinler, 

peptidler ve nükleik asitler gibi büyük biyomoleküllere kadar bir çok farmasotik ajanın 

kontrollü olarak salımı için çalışılmıştır [221]. İlacın fizyokimyasal özelliklerine bağlı 

olarak enkapsülasyonu için bir çok yöntem geliştirilmiştir ancak en sık kullanılanları 

aşağıda belirtilmiştir [222,223]:  

1. Çapraz bağlayıcı varlığında ilacın nanopartikül solüsyonuna doğrudan 

eklenmektedir (bu yöntem ilaçların enkapsülasyonu için kullanılmaktadır). Alternatif 

olarak, farmasötik ajanların çapraz bağlama işleminden sonra solüsyona 

eklenmektedir. 

2. İlacın polimer matrikse kovalent bağlanmaktadır.  

Aşağıda en sık çalışılan polisakkarit nanotaşıyıcılar özetlenmiştir.  

2.2.3.1. Kitosan bazlı nanopartiküller  

Kitosan, p-1,4'e bağlı glukozamin (2-amino-2-deoksi-β-Dglukoz) ve küçük miktarlarda 

N-asetil glukozamin içeren bir deasetillenmiş kitin (poli-N-asetil glukozamin) türevidir 

[224]. Kitosan, selülozdan sonra en sık bulunan ikinci polisakkarittir ve reaktif 

fonksiyonel grupları, biyouyumluluğu, biyo-bozunabilirliği, jel oluşturucu özelliği, 

toksisite göstermemesi nedeniyle farmasötik uygulamalar için kullanılmaktadır [225]. 

Kitosan, hidrojen bağlanmasını sağlayan çok fonksiyonlu (polihidroksil ve amino) 

gruplara sahiptir ve lineer molekül, yeterli bir zincir esnekliği ifade etmektedir [226]. 

Ayrıca, kitosanın katyonik polielektrolit doğası negatif yüklü mukoza yüzeyi ile güçlü 

bir elektrostatik etkileşim sağlayarak,  hücresel alımı ve hedefe yönelik ilaç salımını 

arttırmaktadır [227,228]. Kitosan bazlı nanopartikülleri sentezlemek için, iyonik çapraz 

bağlayıcı (örneğin tripolifosfat (TPP)) veya kimyasal çapraz bağlayıcı (örn., 

Glutaraldehid) gerekmektedir [229]. TPP, pozitif yüklü amino grupları olan kitosanla 

iyonik etkileşim kurabilen,  anyonik ve toksik olmayan bir iyonik çapraz bağlayıcıdır 

[185]. TPP-çapraz bağlı kitosan nanopartiküller ilk kez 1997 yılında Alonso ve 

arkadaşları tarafından sentezlenmiş ve bildirilmiştir [230]. Halihazırda birtakım kitosan 

ve kitosan kökenli nanopartiküller farklı protokoller ile sentezlenmiş ve ilaç taşıyıcı 

sistemler olarak kullanılmıştır. 

C. Feng ve diğ., kitosan ve karboksimetil kitosandan (CMCS) oluşan doksorubisin 

hidroklorür (DOX) yüklü muko-yapışkan nanopartiküllerin (DOX: CS / CMCS NP'ler) 
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formülasyonunu ve karakterizasyonunu bildirmişlerdir [231].  İlaç yüklü nanopartiküller 

(DOX: CS / CMCS-NP'ler), pozitif yüklü kitosan (CS) ve negatif yüklü karboksimetil 

kitosan arasında TPP çapraz bağlayıcı varlığında elektrostatik etkileşim yoluyla 

oluşturulmuştur. CS esaslı nanopartiküllerin düşük DOX yükleme kapasitesi, esas 

olarak, pozitif yüklü DOX ve negatif yüklü CMCS arasındaki etkileşime bağlı olarak 

CMCS'nin dahil edilmesinde önemli ölçüde rol oynamıştır [232,233]. Aynı grup, iyonik 

çapraz bağlayıcı olarak TPP ve CaCl2 kullanarak CS ve CMCS’ten oluşan DOX yüklü 

kitosan bazlı nanopartiküller sentezlemiştir [234].   

Elektrostatik etkileşime ek olarak, kitosan kendiliğinden düzenlenme yoluyla da 

nanopartiküller  oluşturmaktadır. C. Duan ve diğ. radikal başlatıcı olarak APS ve çapraz 

bağlayıcı olarak N-N-metilenebisakrilamid (MBA) kullanılarak serbest radikal 

kopolimerizasyonu yöntemiyle sulu çözelti içinde kitosan aşılanmış poli (N-izopropil 

akrilamid) (CS-g-PNIPAm) nanopartiküllerini sentezlemiştir. Çalışmada etkili bir anti-

kanser ajanı olan Oridonin  kendi kendine düzenlenen CS-g-PNIPAm nanopartiküller 

içerisinde enkapsüle edilmiştir [235].  

Ayrıca, kitosan eşzamanlı algılama, görüntüleme teşhisi ve tedavi için duyarlı 

nanopartiküllerin  hazırlanmasında yaygın olarak kullanılmaktadır [236-238]. W. Wu ve 

diğ. kitosan-poli (metakrilik asit) (kitosan-PMAA) içinde CdSe kuantum noktalarının 

(QDs) in-situ immobilizasyonu ile tümör hücresi görüntüleme ve kontrollü ilaç salımı 

için yeni bir kitosan bazlı hibrid nanopartikül sentezlemiştir [239].  Kitosan-PMAA 

nanopartikülleri, MAA monomerlerinin kitosan sulu çözeltisi içinde, N-N-

metilenbisakrilamid (MBA) çapraz bağlayıcısının varlığında ve yokluğunda 

polimerizasyonuyla hazırlanmıştır.  

2.2.3.2. Heparin bazlı nanopartiküller 

Heparin, 2-O-sülfo-L-iduronik asit, 2-deoksi-2-sülfamino-6-O-sülfo-α-D-glikoz, β-D-

glukuronik asit, 2-asetamido-2-deoksi-a-D-glukozun tekrarlayan ana birimleri ile a-L-

iduronik asidin 1 → 4 glikozidik bağ kurmasıyla oluşturulmuş, yüksek oranda 

sülfatlanmış, biyouyumlu, biyobozunur, suda çözünür ve doğal bir anyonik 

polisakkarittir [240]. Heparinin temel olarak antikoagülasyon, anjiyogenez ve tümör 

büyümesinin inhibisyonunu için kullanılmaktadır [241-243]. 

Çok sayıda in vivo çalışmada heparinin, kanser metastazında büyük rol oynayan 

büyüme faktörleri Heparinaz, P- ve L-Selektinler gibi çoklu moleküller ile etkileşime 
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girme eğilimi olduğu gösterilmiştir [244-246]. Bir dizi çalışma, bir heparan sülfat 

indirgeyen endoglikosidaz olan heparinazın, kanser patogenezinde nedensel olarak rol 

oynadığını ve dolayısıyla kanser tedavisi için geçerli bir hedef olduğunu göstermiştir 

[247]. Kanser hücrelerinde aşırı eksprese edilen heparinaz, hücre dışı matriks 

degradasyonunu hızlandırırak, metastatik kaskadta kritik olan kanser hücrelerinin 

ekstravazasyonuna yardımcı olmaktadır [248,249]. Heparin heparinaz ile etkileştiği 

için, heparinaz aktivitesini inhibe etme eğilimindedir ve bu da kanser metastazını 

zayıflatmaktadır. Benzer şekilde, heparinin ayrıca hücre-hücre etkileşimleri yoluyla 

kanser metastazını desteklediği kanıtlanmış P- ve L-Selectins ile etkileşime girerek 

inhibe etmektedir [250]. Ayrıca, heparin, endotel hücrelerinin proliferasyonunu 

indükleyebilen fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörleri (VEGF) gibi büyüme faktörleri ile bağlanarak anjiyojenezi inhibe edebilir 

[251]. Buna ek olarak, heparin, kimyasal modifikasyona olanak sağlayan amino, 

hidroksil ve karboksilik gruplar gibi çok sayıda fonksiyonel gruba sahiptir [252]. En 

yaygın kullanılan strateji, sırasıyla amidasyon ve esterifikasyon içeren karboksil ve 

hidroksil grubunun modifiye edilmesidir [253-257]. Tüm bu özellikler dikkate alınarak, 

heparin bazlı nanomalzemelerin, küçük farmasötik maddelerin ve protein, peptit ve 

nükleik asit gibi makromoleküllerin taşınımı için uygunluğu araştırılmıştır [254,258]. 

Heparin, hem fiziksel (iyonik etkileşim, hidrojen bağı ve hidrofobik kuvvet gibi kovalent 

olmayan çekici kuvvetler aracılığıyla) hem de kimyasal olarak çapraz bağlanmış (amid 

ve disülfid bağı gibi) nanomalzemeler inşa etmek için kullanılabilmektedir [253]. 

2.2.3.3. Hyaluronik asit bazlı nanopartiküller  

Hyaluronik asit (HA), sinovyal sıvı, camsı sıvı, deri ve göbek kordonu gibi çeşitli 

yumuşak bağ dokularda yüksek konsantrasyonlarda doğal olarak oluşan 

sülfatlanmamış bir glikozaminoglikan (GAG) 'dır [259]. HA, alternatif β-1,3 ve β-1,4 

glikozidik bağlarla birbirine bağlanan N-asetil-D-glukozamin ve D-glukuronik asidin 

tekrarlanan monosakkarit ünitesini oluşturan bir lineer hetero polisakarittir [260]. HA ilk 

olarak 1934'te Meyer ve Palmer'ın çalışmasında sığır gözünden izole edilmiştir [261]. 

HA, hücreler arası matrisin (ECM) önemli bir parçasıdır. Yapısal stabilizasyon, şok 

adsorblama, su homeostazisi, eklemlerin kayganlığı ve fizyolojik fonksiyonlarda rol 

almakta ve  sinyalizasyon, yara iyileşmesi, morfojenez, tümör invazyonu ve matris 

organizasyonu için yüzey reseptörleri ile etkileşmektedir [262, 263]. 
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Son otuz yıldır, HA ve türevleri klinik olarak tıbbi ürünler olarak kullanılmıştır [264,265] 

ve HA'nın başlıca terapötik uygulamaları arasında oftalmoloji, cerrahi ve yara 

iyileşmesi ve ortopedik cerrahi ve romatoloji bulunmaktadır [266-270]. HA, çok 

fonksiyonlu gruplarından (glukuronik asit, birincil ve ikincil hidroksil grupları ve N-asetil 

grupları gibi karboksilik asit) dolayı kimyasal olarak modifiye edilebilmekte ve 

dolayısıyla hidrofobikliği ve biyolojik aktivitesini değiştirebilmektedir [271]. HA'nın en 

yaygın kimyasal modifikasyon yolları, karboksil gruplarının esterleştirilmesi ve 

amidasyonu ve HA'nın hidroksil gruplarının eterleştirilmesi ve esterleştirilmesidir [272]. 

HA'nın bir kısım türevleri, hücrelerin, dokuların ve terapötik ajanların varlığında yeni 

kovalent bağlar oluşturabilmektedir. Bu türevlerin tersi bir grup olan, monolitik HA 

türevleri ise, hücrelerin veya dokuların varlığında yeni kimyasal bağlar 

oluşturamayacak olan “terminal modifiye” HA formlarıdır [273]. Günümüzde çok sayıda 

araştırmacı tarafından HA bazlı nanopartiküller farmasötik ajanların taşıyıcıları olarak  

araştırılmıştır. Dirençli tümörler ve kanser kök hücreleri (CSC'ler), hyaluronik aside 

(HA) bağlanan bir yüzey glikoproteini olan CD44 reseptöründen yüksek miktarda 

eksprese etmektedir [274]. Bu nedenle, HA'ya konjuge veya HA nanopartikülleri içine 

kapsüllenmiş farmasötik ajanlar, CD44 reseptörleri yoluyla hücreler tarafından 

kolaylıkla alınmakta ve aktivite göstermektedir [275]. Marriott C ve diğ. patent 

çalışmalarında kısaca hyaluronik asit ve lipozom içeren farmasötik bileşimleri 

tartışmışlardır [276]. HA'nın lipozom stabilitesini arttırdığını ve farmasötik ajanların 

(örneğin hidrofobik siklosporin A) dermal taşınımını ve ilaç hedefleme kabiliyetini 

arttırdığını raporlamış, HA-lipozom karışımının, topik ve topikal olmayan şekilde 

uygulanan farmasötik ajanlar için mükemmel bir taşıyıcı olduğunu göstermişlerdir.  

C. Yang ve diğ. tarafından metakrilasyon stratejisi ile DOX taşınımı için enzim duyarlı 

çapraz bağlama grubu içeren HA nanopartiküller sentezlenmiş ve anti-tümör özellikleri 

rapor edilmiştir [277]. Wei ve diğ., kanser hücrelerini ve özellikle ilaca dirençli ve CD44 

ifade eden kanser hücrelerini etkin bir şekilde tedavi etmek için kolesterol-hiyalüronik 

asit (CHA) nanopartikül-ilaç konjugatlarını başarılı bir sentezlemiş ve bir çok tümör 

hücresi üzerinde sitotoksik etkisi olduğunu göstermiştir [278].  

HA, ayrıca, polielektrolitlerin karşı iyonların varlığında çapraz bağlanma yeteneğine 

dayanan iyonotropik jelasyon yoluyla nanopartiküller oluşturma eğilimine sahiptir [279]. 

Jain ve diğ., ilacın kolon tümörlerine etkili bir şekilde verilmesi için iyonotropik jelasyon 

yöntemleri ile 5-flurourasil (5FU) taşıyan HA birleştirilmiş kitosan nanopartiküllerini 
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(HACTNPs) sentezlemiştir [280]. İyonotropik jelasyon yöntemiyle 5FU yüklü kitosan 

nanopartikülleri hazırlanmış; Karbodiimid kimyası kullanılarak, kitosan amin grupları ile 

amid bağı oluşturulmasıyla yüzeyleri HA (1.5 MDa) 'nın karboksilik grubuna 

birleştirilmiştir.  

Hyaluronik asit bazlı nanopartiküller ayrıca kombine terapiler için de kullanılmıştır. 

Kombine terapiler, ilacın daha düşük dozunun uygulanması yoluyla sistemik 

toksisitenin azaltılması ve direncin azaltılması ile terapötik etkinliği arttırmayı 

amaçlayan, kanser tedavisi için ümit verici bir yaklaşım ve bakım standardı olarak 

ortaya çıkmaktadır [281, 282]. Örneğin, foto ve kemo-terapötik ajanların kombine 

uygulanması, kanseri tedavi etmede ilaç direncinin üstesinden gelmek için ortaya çıkan 

bir stratejidir ve kontrollü ışığa duyarlı ilaç salımı, uzun bir süre boyunca sürekli bir 

terapötik etki elde etmek çin kanıtlanmış bir taktiktir [283]. Khatun ve diğ., eşzamanlı 

ışığa duyarlı kontrollü doksorubisin salınımı ile akciğer kanserinin foto-kemo 

theranostikleri için HA nanopartiküller sentezlemiştir [284].  Geliştirilen nanopartiküller, 

disülfid çapraz bağlı hiyalüronik asit ile kaplanmış, ışığa duyarlı, fonksiyonelleştirilmiş 

grafene kovalent olarak bağlı bir antikanser ilacı (doksorubisin) içermektedir. Bu 

nanopartiküllerin tümör hücreleri üzerindeki etkisi in vitro ve in vivo olarak gösterilmiştir.  

Ayrıca Zhan ve diğ., poli (etilen glikol) -bpoli (2-hidroksietil metakrilat-ko-glisin 

metakrilamid-DOX) (PEG-b-P (HEMA-co-GMA-DOX)) bazlı yeni bir endozomal pH ile 

aktive edilebilir DOX ön ilaç nanopartiküllerini bildirmişlerdir [285]. Benzer şekilde H. 

S. Park ve diğ., HA, pH'ye duyarlı poli (β-amino ester) (PBAE) ve NIR indosiyanin yeşili 

(ICG) içeren, kanser hücresine spesifik pH ile aktive edilebilir polimer nanopartiküllerini 

sentezlemiştir [286].   

2.2.3.4. Aljinat bazlı nanopartiküller  

Aljinat, hidrojel sentetik ECM'ler olarak yaygın olarak kullanılan β-D-Mannuronik asit 

(M birimleri) ve a-L-Guluronik asit (G birimleri) 'den oluşan, bilinen bir lineer anyon 

polielektrolit polisakarittir [287]. Aljinatın monosakkarit tekrarları tekrarlanan M birimleri 

(MM blokları), tekrarlanan G birimleri (GG blokları) veya karışık M ve G birimleri (MG 

blokları) halinde düzenlenebilmektedir. Aljinatlar daha fazla G blok içeriğiyle, M 

birimleri bakımından zengin alginatlara kıyasla önemli ölçüde daha yüksek 

mukavemete sahip jeller oluşturmaktadır, bunun nedeni G birimlerinin, M birimlerine 

kıyasla iki değerlikli iyonlar için daha güçlü bir afinite sergilemesidir [288]. Bu nedenle, 
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monosakkarit tekrarları ve M / G oranı düzenlemesi aljinatın fiziko-kimyasal özelliklerini 

değiştirmektedir [289].  

Diğer polielektrolit polisakkaritleri gibi, aljinat da reaktif olan ve kimyasal modifikasyon 

(oksidasyon, amidasyon, esterifikasyon, sülfasyon veya konjugasyon gibi) için büyük 

bir şans sunan, omurga boyunca dağıtılmış polihidroksil ve karboksil grupları gibi çok 

işlevli gruplara sahiptir [290,291]. Dolayısıyla, çözünürlük ve hidrofobiklik gibi biyolojik 

ve fizikokimyasal özellikler, modifikasyon tekniğine ve birçok potansiyel uygulama için 

kanıtlanmış aljinat türevlerine bağlı olarak modifiye edilebilmektedir [292]. Aljinat bazlı 

nanopartiküller, komşu aljinat zincirlerinin G blokları arasında, Ca2 +, Cu2 +, Zn2 + veya 

Mn2 + gibi iki değerlikli katyonlar kullanılarak iyonik çapraz bağlanma yoluyla veya 

anyonik sodyum aljinat çözeltisinin (SA) katyonik ajanlarla elektrostatik etkileşimleri 

aracılığıyla sentezlenebilmektedir [216,293,294,295].  

2.2.3.5. Kondroitin sülfat bazlı nanopartiküller  

Kondroitin sülfat (ChoS), bazı bakterilerin yanı sıra hayvanlarda yaygın olarak bulunan 

lineer, sülfatlanmış bir glikozaminoglikan (GAG), heteropolisakkarittir [296]. Yapısal 

olarak, ChoS, N-asetilgalaktozamin (GalNAc) ve glukuronik asidin (GlcA) β- (1 → 3) 

glikozidik bağlar ile bağlanmış alternatif disakkarit ünitelerinden meydana gelmektedir 

[297]. ChoS, hücre dışı matriksin (ECM) önemli bileşenlerinden biridir ve kemik, 

kıkırdak, deri, tendon gibi bir çok dokunun bağ dokusunda bulunmaktadır.  Anti-

enflamasyon, anti-apoptoz, anti-koagülasyon, anti-oksidasyon gibi görevleri 

bulunmaktadır [298,299]. ChoS, özellikle Osteoartrit (OA) hastalığı için potansiyel bir 

terapötik ajan olma özelliği taşımaktadır ve Uluslararası Osteoartrit Araştırma Derneği 

(OARSI) dahil olmak üzere bir çok kuruluşun diz osteoartiriti ve romatizması 

tedavisinde tavsiyeleri arasında önemli yer tutmaktadır [300,301]. Dahası, diğer 

GAG'lar gibi, ChoS, ilave özellikler elde etmek için türevlendirilebilen çok fonksiyonlu 

gruplara (hidroksil ve karboksil grupları gibi) sahiptir. Su çözünürlüğü nedeniyle ChoS, 

sulu çözelti içinde kendi kendine düzenlenen bir nanopartikül içerisine 

eklenememektedir, bu sebeple nanopartikülleri hazırlamak için çeşitli hidrofobik 

kısımlar ChoS omurgasına konjuge edilmektedir [302]. W. Park ve diğ. tarafından, 

ChoS omurgalarına asetilasyon yoluyla hidrofobik gruplar eklenerek tek adımlı bir 

kimyasal teknikle diyaliz yoluyla ChoS bazlı nanopartiküller sentezlenmiş ve ilaç 

taşınımındaki kullanılabilirliği rapor edilmiştir [303].  Benzer şekilde, J. Xi ve diğ. 

başlatıcı olarak potasyum persülfat ve sürfaktan olarak Span-80 kullanılarak ters 
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mikroemülsiyon polimerizasyonu ile maleoil-asetillenmiş ChoS'den kondroitin sülfat 

bazlı bir nanopartikülün (NMChS) tasarımını bildirmiştir [304].  

2.3. Artiküler kıkırdak 

Eklem kıkırdağı, diartrodial eklemlerin oldukça özelleşmiş bağ dokusudur. Başlıca 

işlevi, artikülasyon için düzgün ve kaygan bir yüzey sağlamak ve düşük sürtünme 

katsayısı ile yüklerin iletimini kolaylaştırmaktır. Eklem kıkırdağı kan damarlarından, 

lenfatiklerden ve sinirlerden yoksundur ve sert bir biyomekanik çevreye sahiptir. En 

önemlisi, eklem kıkırdağı intrinsik iyileşme ve onarım için oldukça sınırlı bir kapasiteye 

sahiptir. Bu bağlamda, eklem kıkırdağının korunması ve sağlığı eklem sağlığı için çok 

önemlidir. Artiküler kıkırdağın yaralanması, önemli kas iskelet morbiditesinin bir nedeni 

olarak kabul edilmektedir. Eklem kıkırdağının benzersiz ve karmaşık yapısı eklem 

problemlerinin tedavisini ve onarımını veya restorasyonunu hasta, cerrah ve 

fizyoterapist için zorlaştırmaktadır. Eklem kıkırdağının korunması, büyük ölçüde 

organize mimarisinin korunmasına bağlıdır [305]. 

2.3.1. Artiküler kıkırdak yapısı ve içeriği  

Eklem kıkırdağı hiyalin kıkırdaktır ve 2 ila 4 mm kalınlığındadır. Çoğu dokudan farklı 

olarak eklem kıkırdağının kan damarları, sinirleri veya lenfatikleri yoktur. Kondrosit adı 

verilen çok özelleşmiş hücreler ve bu hücrelerin oluşturduğu seyrek dağılımlı yoğun bir 

hücre dışı matrisinden (ECM) oluşmaktadır. ECM, nonkollagenöz proteinler ve daha 

az miktarlarda bulunan glikoproteinler ile birlikte, esas olarak su, kollajen ve 

proteoglikanlardan oluşmaktadır [306,307]. Bu bileşenler ECM içindeki suyu tutmaya 

yardımcı olmaktadır, ki bu da benzersiz mekanik özelliklerini korumak açısından kritik 

öneme sahiptir. Kolajen fiber ultrastrüktürü ve ECM ile birlikte, kondrositler çeşitli eklem 

kıkırdağı bölgelerinde (yüzeysel bölge, orta bölge, derin bölge ve kalsifiye bölge) 

dağılmış haldedir.  

İnce yüzeysel (teğet) bölge, daha derindeki tabakaları stresten korumaktadır ve eklem 

kıkırdağının kalınlığının yaklaşık % 10 ila % 20'sini oluşturmaktadır. Bu zonun kolajen 

lifleri (esas olarak tip II ve IX kollajen) sıkı bir şekilde düzenlenmekte ve eklem yüzeyine 

paralel olarak hizalanmaktadır. Yüzeysel tabaka nispeten yüksek sayıda düzleşmiş 

kondrosit içerir ve daha derin katmanların korunması ve beslenmesi için bu tabakanın 

bütünlüğünün korunması gerekmektedir. Bu bölge ayrıca sinoviyal sıvı ile temas 

halindedir ve kıkırdağın gerilme özelliklerinin çoğundan sorumludur, bu da ekleme 

uygulanan kayma, gerilme ve sıkıştırma kuvvetlerine direnmesini sağlamaktadır [305].  
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Yüzeysel zonun hemen altında, yüzeysel ve derin bölgeler arasında anatomik ve 

fonksiyonel bir köprü görevi gören orta (geçiş) bölgesi bulunmaktadır. Orta bölge, 

toplam kıkırdak hacminin% 40-60'ını oluşturmaktadır ve proteoglikanlar ile daha kalın 

kollajen fibrilleri içerir. Bu tabakada, kollajenler eğik olarak düzenlenmektedir ve 

kondrositler küresel morfolojide ve düşük yoğunluktadır. Fonksiyonel olarak orta bölge, 

kompresif kuvvetlere karşı ilk direnç çizgisidir.  

Orta bölgenin altında yer alan derin bölge, radyal bir yerleşimde en yüksek çaplı 

kollajen fibrilleri, en yüksek proteoglikan içeriği ve en düşük su konsantrasyonunu 

içermektedir. Kollajen fibrilleri eklem yüzeyine dik olarak düzenlendiği için, derin bölge 

kompresif kuvvetlere karşı en büyük direnci sağlamakla sorumludur. Bu bölgede 

kondrositler, kollajen liflerine paralel, eklem hattına dik olarak sütun oryantasyonunda 

düzenlenmektedir. Derin bölge eklem kıkırdağı hacminin yaklaşık % 30'unu temsil 

etmektedir [305].  

Kalsifiye bölge, kıkırdak katmanlarının en alttaki tabakasıdır. Derin bölgenin kollajen 

fibrillerini subkondral kemiğe sabitleyerek kıkırdak dokusunun kemiğe sabitlenmesini 

sağlamaktadır. Bu bölgede, hücre popülasyonu oldukça azdır ve hipertrofik 

kondrositlerle, tip X kollajenler bulunmaktadır [305].  

2.3.2. Kıkırdak dejenerasyonu 

Kıkırdak dejenerasyonu osteoartirit gibi hastalıklara bağlı olabileceği gibi, travma 

kaynaklı olabilmektedir. Sebebi ne olursa olsun, oluşan dejenerasyon her şekilde 

kıkırdak ECM’sinin bütünlüğünün bozulmasıyla sonuçlanmaktadır ve yukarıda 

bahsedildiği gibi kıkırdak kan damarı içermediğinden iyileşme yeteneği oldukça 

kısıtlıdır [308]. Günümüzde son evredeki kıkırdak dejenerasyonu tedavisi için cerrahi 

girişimlerle eklem alınırken, erken evresi için etkisi kısa süren, geçici tedaviler 

uygulanmaktadır. Aşağıda erken evre kıkırdak dejenerasyonu için klinikte uygulanan 

tedaviler açıklanmıştır.  

2.3.3. Kıkırdak dejenerasyonu için uygulanan tedaviler 

2.3.3.1. Mikrofraktür  

Mikrofraktür, ilk olarak 1980'lerin sonları ve 1990'ların başlarında subkondral kemiğe 

penetrasyon yöntemi olarak tanıtılmıştır. Bu teknik, mezenkimal kök hücrelerin kemik 

iliğinden kıkırdak defekti bölgesine göçünü arttırarak defektin tedavisini amaçlamakla 

birlikte, sıklıkla biyokimyasal ve biyomekanik olarak hiyalin artiküler kıkırdaktan daha 
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zayıf olan fibrokartilaj oluşumu ile sonuçlanmaktadır [309,310]. Bir vaka serisi 

çalışmasında, oluşan bu fibrokartilaj dokunun hiyalin doku sağlamlığı olmadan, 

mekanik eklem kuvvetlerine karşı savunmasız olduğu ve ameliyattan 18-24 ay sonra 

degrade olduğu gösterilmiştir [310]. Bu bozulmanın özellikle büyük ve patellofemoral 

eklemde bulunan eklem defektlerinin tedavisinde belirginliği rapor edilmiştir.  

Ayrıca, vakaların % 20-50'sinde subkondral kemiğin penetrasyonu nedeniyle, 

intralezyonel osteofitler  gelişmektedir [311]. Bunun yanısıra, bu teknikten sonra 

uygulanan otolog kondrosit implantasyonunun (ACI) başarı oranının düştüğü 

belirlenmiştir. Tüm bu sebeplerle kıkırdak lezyonlarında mikrofraktür tekniği 

uygulaması için spesifik endikasyonlar önerilmiştir. Bu endikasyonlar eklemdeki 

lezyonun büyüklüğüne, derinliğine ve lokasyonuna ve hastanın yaşına 

dayandırılmıştır. Bir çok klinisyen mikrofraktürü hala kıkırdak onarımı için standart 

olarak kabul etse de, ileriye dönük karşılaştırmalı çalışmalar bu tedavi yönteminin 

sadece kısa dönemde kıkırdak dejenerasyonunu geciktirebileceğini göstermektedir; 

ameliyattan 5 yıl sonra, lezyonun büyüklüğüne bakılmaksızın tedavi başarısızlığı 

beklenilmektedir [312,313]. 

2.3.3.2. Otolog kondrosit implantasyonu (ACI) 

Mikrofraktürün tutarsız sonuçları ACI gelişimini hızlandırmıştır. Bu teknik için, eklemin 

düşük ağırlık taşıyan bir bölgesinden tam kalınlıktaki bir örnek, daha sonra in vitro 

olarak genişletilen bir kondrosit popülasyonu sağlamak amacıyla artroskopik işlem 

sırasında biyopsi ile alınmaktadır. Bu işlemle 12-48 milyon kondrosit hücresi elde 

edilmektedir. Sonrasında yapılan ikinci bir operasyon sırasında alınan bu kondrositler 

kıkırdak defektine implante edilerek  bir membranla örtülmektedir. Böylece, hastanın 

kendi hücreleri kullanılarak, allojenik hücrelerin veya yabancı maddelerin 

nakledilmesinden kaynaklanan potansiyel bağışıklık komplikasyonları veya viral 

enfeksiyonlar önlenmektedir. Bunun yanısıra, otolog osteokondral implantasyonun 

aksine, küçük biyopsi kondrosit donörü için komplikasyonları en aza indirmektedir 

[314,315].  

ACI'nin pozitif klinik ve fonksiyonel sonuçları 10 yıl üzerindeki takip süreleri ile uzun 

süreli vaka serileri olan klinik çalışmalarda doğrulanmıştır [316-318]. Diğer klinik 

çalışmalarda da benzer sonuçlar bildirilse de, ACI'nın düzeltici osteotomi ile 

birleştirilmesinin öneminden bahsedilmektedir [319-321]. ACI'nin ileriye dönük 

randomize kontrollü klinik çalışmalarda diğer standart tedavilerden üstün olup olmadığı 
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tartışmalıdır. ACI ve mikrofraktürün küçük defektler için karşılaştırmalı olarak 

uygulandığı çalışmalarda ise iki yöntem arasında belirgin bir farklılık belirlenememiş,  

benzer klinik ve radyografik sonuçlar bulunmuştur [322]. Geniş prospekte sahip 

karşılaştırmalı çalışmalar yapılarak, ACI'nin az invaziv ve pahalı tekniklere göre daha 

üstün klinik sonuçlara sahip olduğunun gösterilmesi gerekmektedir.  

ACI uygulamasının en önemli dezavantajlarından biri olarak uzun tedavi ve iyileşme 

süresi ön plana çıkmaktadır. Yukarıda bahsedildiği gibi iki aşamada uygulanan bu 

tedavinin, işlem prosedürü gereği uygulama süresi zaman almaktadır. Bunun yanısıra 

defekt bölgesinde oluşan yeni dokunun olgunlaşması ve işlev kazanması için de uzun 

iyileşme süreleri (6-12 ay) gerekmektedir. Bunun yanısıra, ACI sonrası en sık bildirilen 

advers olay, kıkırdak defekti içindeki implante hücrelerin kapatılması için kullanılan 

periosteal flepin hipertrofiye girmesidir. Ayrıca, ön çalışmalar otolog kondrositlerin in 

vitro kültürde fibrokondrositlere farklılaştığını da göstermiştir [323].  

Genel olarak, ACI, kıkırdak kusurlarını tedavi etmek için yararlı bir yöntem olduğunu 

kanıtlamıştır, ancak yeni dokunun daha hızlı olgunlaşması ve konak doku ile daha iyi 

entegre olması için, biyomekanik olarak daha stabil matrisler geliştirilmesi 

gerekmektedir. Dahası, cerrahi operasyon ve ameliyat sonrası fonksiyonel 

değerlendirmenin bir standardının olmamaması, yöntemin etkisinin kesin olarak 

anlaşılmasında bias oluşturmaktadır.  

2.3.3.3.Doku-iskelesi bazlı tedaviler 

Matris sentezini ve organizasyonunu yönlendirmek için destekleyici bir iskelenin 

olmaması, kondrosit implantasyon teknikleriyle tedavi edilen hasta 

popülasyonlarındaki sonuç değişkenliğinin kısmen de olsa sebebi olarak görülmüştür. 

Ex vivo çalışmalar, implantasyon sonrası başarılı kıkırdak rejenerasyonunun hem 

kondrosit proliferasyon oranına hem de hücre karakterinin korunması ve 

desteklenmesi için hücre taşıyıcısı olarak görev yapan bir 3D matriks içindeki kök 

hücrelerin farklılaşma kapasitesine bağlı olduğunu göstermiştir [324]. İkinci nesil ACI 

uygulamaları, kıkırdak defekti bölgesine kondrositlerin implantasyonu için iskele 

tabanlı yaklaşımların geliştirilmesine odaklanmıştır. İskele temelli yaklaşımlar, 

iskelesiz uygulan tekniklere göre büyük avantajlara sahiptir. Bu doku iskeleleri; kıkırdak 

defektinin kontrollü olarak doldurulmasını, daha az bölge komplikasyonunu, daha kolay 

cerrahi teknik uygulamalarını ve kısa post-operatif iyileşme süresi sağlamaktadır [308].  



 
28 

 

Ek olarak, kondrositler bir 3D ortamda kültür edildiklerinden, dediferansasyona daha 

az eğilimlidir ve bu nedenle daha hiyalin benzeri bir kıkırdak oluşturmaktadır [325].  

Matriks kaynaklı otolog kondrosit implantasyonu (MACI): 

Matriks kaynaklı otolog kondrosit implantasyonu (MACI) şu anda klinik pratikte en sık 

kullanılan iskele-hücre tabanlı kıkırdak onarımı tekniğidir. ACI'ye benzer şekilde, MACI 

iki cerrahi prosedür gerektirmektedir. İlk ameliyat, hastanın kondrositlerinin izole 

edildiği otolog dokuların toplanmasını kapsamaktadır. Bir kere izole edildikten sonra 

hücre popülasyonu in vitro olarak genişletilmekte ve implantasyondan önce kolajen (tip 

I ve III) membran üzerinde 3 gün boyunca kültür edilmektedir. Bu hücre içeren iskelenin 

implantasyonu için mini bir artrotomi lezyonu açığa çıkarıldıktan sonra matriks implante 

edilmekte ve fibrin yapıştırıcı kullanılarak sabitlenmektedir. Hücre barındıran matriks 

yüzeyi subkondral kemik ile temas edecek şekilde yerleştirilmektedir [326].  

Her ne kadar MACI tedavileri umut verici klinik ve histolojik sonuçlara sahip olsa da, 

MACI'nin mevcut teknikler üzerindeki üstünlüğü kanıtlanmamıştır [326,327]. MACI'yi 

değerlendirmek için yapılan birkaç prospektif randomize klinik denemeden yalnızca 

birinde, MACI ve ACI ile tedavi edilen hastalar arasında karşılaştırılabilir klinik, 

artroskopik ve histolojik sonuçlar bulunmuştur; ancak bu çalışmada da MACI ile tedavi 

edilen grubun greftinde daha düşük bir hipertrofi gözlemlenmiştir. Bir başka çalışmada 

ise, MACI veya ACI uygulandıktan 24 ay sonra, Uluslararası Diz Dokümantasyon 

Komitesi (IKDC) skorları veya Tegner aktivite skorlarında hiçbir farklılık bildirilmemiştir; 

ancak, Lysholm ve Guillquist diz işlevselliği puanlarına göre ACI tekniğinin MACI'dan 

daha iyi etkinlik gösterdiği  belirlenmiştir [328]. Ayrı bir çalışmada, 4 cm2’den büyük 

kıkırdak defekti bulunan hastalarda MACI tekniğinin mikrofraktürden daha iyi sonuçlar 

verdiği gösterilmiştir [308]. Genel olarak, tüm çalışmalar MACI'nın, ≥2 yıl sonra yapılan 

takiplerinde ACI veya mikrofraktüre göre üstün değil, benzer/ fonksiyonel sonuçlara 

sahip olduğunu göstermiştir. 

2.3.3.4. İntra-artiküler enjeksiyonlar 

Eklem ağrısı, dejeneratif kıkırdağın en önemli semptomudur. Ağrının geçici süreyle de 

olsa dindirilmesi hastanın yaşam kalitesini büyük ölçüde arttırmaktadır. Bu sebeple 

kullanılan diz boşluğuna uygulanan (intra-artiküler) kortikosteroid, hyaluronik asit ve 

türevleri vb. enjeksiyonlar, klinikte en sık kulanılan tedavilerdir ve hastaların ağrılarının 

azaltılmasına operasyon öncesi veya sonrasında yardımcı olmaktadır [329].  
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Intra-artiküler (IA) kortikosteroid enjeksiyonları dejenerasyonun sebep olduğu ağrıda 

kısa süreli bir azalma sağlamakta ve hastalarda orta ve şiddetli ağrıların giderilmesi 

için ana tedaviye ek olarak uygulanmaktadır. Hyaluronik asit (HA) enjeksiyonları da 

etkinlik göstermekte ve dizdeki hafif ağrıda 24 haftaya kadar ağrı azalması 

sağlayabilmektedir. Ancak HA enjeksiyonları için, bu tedavinin maliyeti  hastaların 

bilgilendirilmeleri gereken önemli bir sorundur. Daha yüksek kalitede kanıtlara ihtiyaç 

duyulmasına rağmen, son çalışmalar IA platelet zengin plazma enjeksiyonlarının 

özellikle genç hastalarda ve hafif dejenerasyon vakalarında ağrıyı hafifletmek, diz 

işlevini ve yaşam kalitesini iyileştirmek için umut verici olduğunu göstermektedir. 

Güncel literatür ve deneyimlerimiz IA enjeksiyonlarının güvenli ve hasta memnuniyeti 

için olumlu etkilere sahip olduğunu göstermektedir. Ancak, IA enjeksiyonlarının 

herhangi birinin kemik ve kıkırdak hasarı olan hastalarda osteofitlerin gerilemesine 

veya kıkırdak ve menisküs rejenerasyonuna neden olacağına dair hiçbir veri 

bulunmamaktadır [329].  

Kortikosteroid enjeksiyonları:  

IA enjeksiyonlar için Amerika Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) etiketine sahip 5 adet enjekte 

edilebilir kortikosteroid bulunmaktadır. Bunlar metilprednizolon asetat, triamsinolon 

asetat, betametazon asetat, betametazon, sodyum fosfat, triamsinolon heksasetonid 

ve deksametazon içermektedir.Farklı IA kortikosteroid (KS) enjeksiyonlarından sonra 

fonksiyonel sonuçların karşılaştırıldığı birkaç çalışma yayınlanmış, ancak sonuçlar 

arasında anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir [330-332].  

Kortikosteroidler hem anti-inflamatuar hem de immünsüpresif etkiye sahiptir, ancak 

etki mekanizmaları karmaşıktır. Kortikosteroidler doğrudan nükleer steroid reseptörleri 

üzerinde etki göstererek çeşitli seviyelerde enflamatuar ve immün kaskadı 

kesmektedir. Bu sayede vasküler geçirgenliği azaltmakta ve inflamatuar hücrelerin 

birikmesini, fagositozu, nötrofil süperoksit üretimi, metaloproteaz ve metaloproteaz 

aktivatörü inhibe etmekte ve prostaglandin ve lökotrienler gibi birçok enflamatuar 

mediatörün sentezini ve salgılanmasını önlemektedir [333,334]. Bu etkilerin klinik 

antienflamatuvar yansımaları eritem, şişlik, ısı ve iltihaplı eklemlerin hassasiyetinde 

azalma ve hyaluronik asit (HA) konsantrasyonundaki artış ile göreceli viskozite artışıdır 

[333,335]. 
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IA kortikosteroid enjeksiyonları, akut ve kronik inflamatuar durumları tedavi etmek için 

sıklıkla kullanılmaktadır. İnflamasyon ve eklem efüzyonu kanıtı olduğunda, 

kortikosteroid enjeksiyonları ağrının akut ataklarını azaltmakta ve eklem hareketliliğini 

arttırmaktadır [336]. Ayrıca, kondroliz ile OA arasındaki korelasyon düşünüldüğünde, 

hastalık alevlenmelerinin kısa süreli tedavisi için IA kortikosteroid enjeksiyonu 

önerilmektedir [337,338-340]. OA hastalarında randomize kontrollü çalışmalardan IA 

kortikosteroidlerin etkili olduğuna dair kanıtlar vardır, ancak plaseboya olan faydaları 

dört haftaya kadar nispeten kısa ömürlü olabilmektedir. Kortikosteroidlerin osteoartiritli 

hastalar üzerindeki kısa süreli etkinliği doğrulanmıştır ve ayrıca Hepper ve ark. 

tarafından yapılan sistematik derlemede ve Bannuru ve ark tarafından yapılan 

analizlerde vurgulanmıştır [341-343]. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, IA 

kortikosteroidlerinin Batı Ontario ve McMaster Üniversiteleri Osteoartrit İndeksi 

(WOMAC) toplam alt ölçek puanlarında dört haftada plaseboya üstün olduğu 

gösterilmiştir [344]. Dahası, bazı çalışmalar 26 haftaya kadar olası bir yararı ortaya 

koymaktadır [345]. Öte yandan, 2006 yılında yapılan Cochrane İncelemesinde, IA KS 

enjeksiyonları tedavi edilen osteoartirit hastalığında fonksiyonel iyileşme için kanıt 

olmadığı da belirtilmiştir [341]. IA kortikosteroid enjeksiyon etkinliği için klinik belirteçler 

de çalışılmıştır.  1995 yılında, Gaffney ve arkadaşları kortikosteroid sırasında sinoviyal 

sıvının ortak efüzyonu ve başarılı aspirasyonunu bildirmişlerdir [346]. Daha yakın tarihli 

bir araştırmada, Arden ve arkadaşları da benzer sonuçlar bularak, efüzyon varlığı 

olduğu ve kortikosteroid enjeksiyonları ile osteoartirit tedavisinin 26 haftaya kadar daha 

cevaplar verdiği sonucuna varmışlardır [347].  Bununla birlikte, diz OA'sında IA 

kortikosteroid enjeksiyonuna yanıtın klinik belirleyicileri hakkında bir sistematik 

derlemede, tutarlı bir yanıt belirteci tanımlanmamıştır [348].  

Amerikan Romatoloji Derneği osteoartirit alt komitesi, kortikosteroid enjeksiyonlarının 

ağrıyı azaltmada etkili bir yöntem olduğunu belirtmektedir [349]. Bununla birlikte, 

Amerikan Ortopedi Cerrahları Derneği çalışma grubu, kanıtların kortikosteroidlerinin 

yararı konusunda yetersiz olduğunu ve semptomatik osteoartiritli hastalara yönelik IA 

kortikosteroidlerin kullanılmasının önerilemediğini yorumlamıştır [350]. Özetle, 

araştırmalar IA kortikosteriod enjeksiyonlarının önemli bir kıkırdak dejeneratif hastalık 

olan osteoartirit ağrısında kısa süreli bir azalma sağladığını göstermektedir[350]. 

 

 



 
31 

 

Viskozite arttırıcı enjeksiyonlar  

HA, hasat edilmiş horoz taraklarından ya da in vitro ortamda bakteriyel 

fermentasyondan üretilmektedir [351]. FDA tarafından onaylanan enjekte edilebilir 

hyaluronan ürünleri sodyum  hyalüronat, Hylan G-F 20 ve yüksek moleküler ağırlıklı 

hiyalüronan olarak belirlenmiştir. Enjeksiyon programları 1 ila 5 enjeksiyon arasında 

değişmektedir ve genellikle hastaların en çok 6 ayda bir enjeksiyonu tekrar almaları 

gerekmektedir. Her ne kadar temel bilim bulguları düşük molekül ağırlıklı hyaluronik 

asit ve yüksek molekül ağırlıklı hyaluronik asit kullanımının tedavi edici etkilere sahip 

olduğunu gösterse de, karşılaştırmalı klinik çalışmalar ve meta-analizler diz osteoartiriti 

için yüksek molekül ağırlıklı olanın etkinliğini destekleme eğilimindedir [352-354]. 

Bununla birlikte, güncel literatür çalışmaların heterojenliğinden dolayı yetersizdir [352-

355].  

HA, doğal bir glikozaminoglikan ve sinoviyal sıvı ve kıkırdak matrisinin bir bileşenidir. 

Sinovyal hücreler, fibroblastlar ve kondrositler HA’yı sentezlemekte ve eklem içine 

salgılamaktadır. HA, sinoviyal sıvının viskozitesini ve elastik doğasını arttırmaktadır. 

Normal HA konsantrasyonuna sahip sinoviyal sıvı, yüksek viskozitesi sayesinde yavaş 

eklem hareketleri sırasında eklemler arası kayganlık sağlayarak eklem hareketlerini 

kolaylaştırıcı olarak, hızlı eklem hareketleri sırasında ise elastik amortisör gibi görev 

yapmaktadır [356]. Adaptif yetenek, kıkırdaktaki stres ve sürtünmeyi azaltmaktadır 

[357]. Ayrıca hücre dışı matriste bulunan proteoglikanlar için omurga oluşturmaktadır. 

HA antienflamatuar, anabolik, analjezik ve kondroprotektif mekanizmalar ile 

çalışmaktadır [358]. Osteoartrit eklemde, sinoviyal inflamasyon, HA için sinoviyal 

membranın artan geçirgenliğine yol açmaktadır. Ayrıca, inflamatuvar sitokin ve 

proteolitik serbest radikallerin yüksek sinoviyal sıvı seviyeleri osteoartritik dizlerdeki HA 

fonksiyonunu bozmakta ve dejenerasyonun ilerlemesine katkıda bulunmaktadır 

[359,360]. Bu nedenle osteoartiritte hem moleküler ağırlık hem de HA konsantrasyonu 

azalmaktadır [360,361].  

HA enjeksiyonunun, patolojik olarak değişmiş sinoviyal sıvının normal viskoelastik 

özelliklerini geri döndürdüğü düşünülmektedir [359]. HA'nın sinoviyal sıvının eklemler 

arası kayganlık sağlama ve şok emici etkilerini geçici olarak onardığı düşünülmektedir. 

Ayrıca, birkaç çalışma, hyaluronik asit gibi viskozite arttırıcı destekleyici maddelerin, 

ayrıca sinovyal inflamasyonda azalma, kıkırdak erozyonuna karşı koruma  ve HA 
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üretiminin desteklenmesi gibi hastalık modifiye edici etkilere sahip olduğunu 

göstermektedir [352,355,362-365].  

Bunun yanı sıra, in vivo etki mekanizmaları tam olarak bilinmiyor olmasına rağmen, 

HA, başka dokularda da dokunun yeniden şekillenmesini teşvik etmektedir. Oftalmoloji 

ve plastik cerrahide, doku restorasyonunu optimize etmek ve skar doku oluşumunu en 

aza indirmek için kullanılmaktadır [366,367]. Ayrıca postoperatif peritoneal ve 

intrauterin adezyonları önlemek için de kullanıldığı bilinmektedir [367]. Son olarak, HA 

eklemlerde dolaylı ve direkt analjezik aktiviteye sahiptir  [364,365]. 

Viskozite arttırıcı destekleyici maddeler, osteoartritik dizin azalan HA'sı ve potansiyel 

terapötik fizikokimyasal özelliklere dayanan ağrı yönetiminin yerini alarak biyomekanik 

fonksiyonu iyileştirmek için yaygın olarak uygulanmaktadır [359, 368]. Bununla birlikte, 

birçok klinik çalışmaya rağmen, HA'nın etkinliği, verilerin belirgin şekilde uyumsuzluğu 

sebebiyle bir tartışma meselesidir [369]. Yayınlanan metaanalizler arasında, ikisi HA 

enjeksiyonları için genel bir faydalı etkiyi, dördü küçük bir yararı olduğunu ve ikisi de 

diz OA için HA enjeksiyon tedavisinin etkili olduğunu destekleyen hiçbir kanıt 

olmadığını bildirmiştir [329]. Rutjes ve arkadaşları tarafından yapılan incelemede, 

12667 hastayı içeren 89 çalışmada, ağrı yoğunluğu veya sıklığı açısından HA’nın klinik 

açıdan önemli bir yararı bulunmamıştır [370].  

Öte yandan, Bannuru ve arkadaşları HA'nın 24 haftaya kadar belirli klinik durumlar için 

olumlu etki sağladığını, ancak maliyet etkinliğinin yeniden değerlendirilmesinin 

önerildiğini bildirmiştir [369]. Buna benzer şekilde, İngiltere'deki Ulusal Sağlık Servisi 

(NHS) de, enjeksiyondan sonra üç aya kadar ağrının azaltılması için 3-5 seri 

enjeksiyon yapılması gerektiğine dair kanıtlara rağmen, bu tedavinin maliyet 

etkinliğinin düzenlenmesi gerektiğini OA yönetimine ilişkin kılavuzlarında bildirmiştir 

[329]. Bireysel olarak incelendiğinde, çoğu çalışma HA'nın pozitif etkilerini bildirmiştir, 

ancak klinik araştırma metodolojisinde dikkate değer heterojenite vardır [329,371]. 

Değişken OA şiddeti, değişken dahil etme, dışlama ve değerlendirme kriterleri, HA'nın 

farklı moleküler ağırlıkları, farklı enjeksiyon çizelgelerine sahip popülasyonlar 

çalışmalara dahil edilmiştir. Ayrıca, yayın yanlılığı potansiyeli ve gözlenen tedavi 

etkilerinin klinik öneminin yorumlanması ile ilgili farklılıklar bulunmaktadır [371].  

Yakın zamanda yapılan bir incelemede Printz ve arkadaşları diz tedavisi için IA HA 

enjeksiyonlarının etkilerinin araştırıldığı terapötik çalışmalarla ilgili finansal çıkar 
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çatışmalarını araştırmışlardır [372]. Sonuçlar, çalışmaların % 63'ünün endüstri 

tarafından finanse edildiğini göstermiştir. En az bir şirket çalışanının bir yazar olarak 

yer aldığı çalışmaların hiçbiri diz OA’sının tedavisinde HA enjeksiyonlarının tedavisi 

için olumsuz herhangi bir yorum bildirmemiştir. Tüm bu datalar sonucunda, güvenilirlik 

açısından objektif ve finansal çıkar çatışmalarından bağımsız çalışmalar yapılması 

gerektiği sonucuna varılmıştır.  

Diz osteoartiritine sahip hastalarda intra-artiküler (IA) HA enjeksiyonunun kullanımı 

güvenlidir [371]. Yöntemin tek olumsuz etkisi % 2 ila % 4 arasında bir oranda görülen 

enjekte edilen eklemde geçici lokal reaksiyonlar oluşturmasıdır [368,373]. Amerikan 

Romatoloji Derneği alt komitesi, IA HA enjeksiyonlarının OA tedavisinde kullanımına 

dair herhangi öneride bulunmamaktadır [338]. Ancak Amerikan Topluluğu Ortopedi 

Cerrahları semptomatik diz OA’sında IA HA enjeksiyonları kullanılmasını 

önermemektedir [350]. 

Özetle, tüm literatür göz önünde alındığında,  IA HA enjeksiyonlarının güvenli olduğu 

ve 24 haftaya kadar dizdeki hafif OA'da ağrı azalması sağlayarak etkinlik gösterebildiği 

gösterilmiştir.  Ancak, maliyet etkinliği önemli bir husustur ve hastaların enjeksiyonun 

etkinliği hakkında bilgilendirilmesi gerekmektedir.  Bu nedenle, hasta beklentilerinin 

yanında, maliyet etkinliği de göz önünde bulundurularak tedaviye karar verilmelidir.  

2.3.3.5. Platelet Zengin Plazma (PRP) tedavisi  

Platelet zengin plazma (PRP) otolog olarak kanın santrifüj edilerek trombositlerin 

konsantre hale getirilmesiyle hazırlanmaktaktadır. Santrifüj sonrası kanın platelet 

(trombosit) miktarı normal kana göre 4-5 katına çıkmaktadır [374].  

PRP için farklı hazırlama yöntemleri bulunmaktadır. Her yöntem farklı kompozisyona 

sahiptir  ve farklı trombosit oranları gibi farklı özelliklere sahip ürünler vermektedir.  

Ehrenfest ve arkadaşları  çift eğirme ve tek eğirme yöntemleri ve seçici kan filtrasyonu 

olarak üç yöntem tanımlamışlardır [375].  

PRP uygulanırken kalsiyum klorür ilavesiyle aktive edilmektedir ve bu aktivasyon 

platelet jeli oluşumunu ve büyüme faktörleri ve biyoaktif moleküllerin salınımını 

tetiklemektedir [376]. Böylece, trombositler yaralanan bölgeye geniş bir spektrumda 

büyüme faktörleri (insülin benzeri büyüme faktörü, transforme edici büyüme faktörü b-

I, trombosit kaynaklı büyüme faktörü ve diğerleri) ve diğer aktif moleküller (sitokinler, 

kemokinler, araşidonik asit metabolitleri gibi) sağlayarak iyileştirme mekanizmasına 
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aktif olarak katılmaktadır [377]. Bu faktörler, kondrojenez, kemiğin yeniden 

modellenmesi, proliferasyon, anjiyogenez, antiinflamasyon, pıhtılaşma ve hücre 

farklılaşması gibi PRP'nin kapsamlı rollerine katkıda bulunmaktadır [378,379].  

OA'lı hayvan modelleri üzerine yapılan deneysel çalışmalarda PRP'nin kondrosit 

apoptozu ve OA ilerlemesini inhibe ettiği ve artiküler kıkırdaktaki proteoglikan miktarını 

arttırdığı gösterilmiştir [380]. Ancak, PRP formülasyonları karmaşıktır ve etki 

mekanizmalarının sorularının çoğu henüz belirlenememiştir [381]. Yakın zamanda 

yapılan bir derlemede, Andia ve ark. PRP'lerin yararlı etkilerine aracılık eden 

efektörlerin tanımlanmamış olmasına ve trombositlerin 300'den fazla protein 

içeriklerinden dolayı, araştırmanın karmaşık olmasına rağmen, bu tedavinin, anabolik 

yanıt oluşturarak endojen bir kıkırdak koruma kaynağı olarak rol oynayabileceği 

sonucuna varmışlardır [382].   

PRP, birçok büyüme faktörü ve biyoaktif molekülleri konsantre halde elde etmek için 

uygulanan basit, düşük maliyetli ve minimal invaziv bir yol sağlayan bir kan ürünüdür 

ve kullanımı inflamasyon ve ağrının azaltılması ile olası kıkırdak rejenerasyonu ile 

ilişkilidir. En önemli sorun, PRP'nin bu potansiyel terapötik etkisinin altında yatan 

mekanizmaların yeterince aydınlatılamamış olmasıdır. Ayrıca, OA'nın tanısal 

özgüllüğünü iyileştirmek için biyokimyasal ve görüntüleme biyobelirteçlerinin olmaması 

ve hastalığın değişkenliği, PRP terapilerinin etkinliğini sınırlamaktadır. Bu nedenle, 

dizde OA hastalığı için PRP tedavisini desteklemek için iyi tasarlanmış klinik 

çalışmalardan elde edilen güçlü kanıtlara ihtiyaç duyulmaktadır [381]. Sánchez ve 

arkadaşları ilk olarak bir hastada artiküler kıkırdak avülsiyonunu tedavi etmek için 

büyüme faktörleri açısından zengin plazma enjeksiyonunu tanımlamışlardır [383]. 

Daha sonra, retrospektif bir çalışmada, bu yöntemin kullanılabilirliği ve güvenilirliği 

hakkında olumlu ön sonuçlar bildirilmiştir [384]. Sampson ve arkadaşları  diz OA'ından 

etkilenen 14 hasta için dört hafta aralıklarla üç grup IA PRP enjeksiyonu 

gerçekleştirmiş ve 12 aylık takipte hastaların çoğunda olumlu bir sonuç bildirmişlerdir 

[385]. Bir başka çalışmada ise, PRP enjeksiyonlarının medyan etki süresinin 9 ay 

olduğu ve düşük OA dereceli genç hastalarda daha iyi yanıtlar verdiği gösterilmiştir 

[386].  

Bugüne kadar yapılan klinik çalışmalarda PRP kullanımının güvenli olduğu 

gösterilmiştir, hiçbir ciddi komplikasyon bildirilmemiştir. Tekrarlayan IA enjeksiyonları 

ile ilişkili yan etkiler nadiren birkaç gün süren hafif ağrı, şişlik ve hafif efüzyon olmuştur 
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[329,386]. Bunun yanısıra, tedavi Amerikan Ortopedi Cerrahları Derneği çalışma grubu 

tarafından incelenmiş ancak kullanımının yararına dair anlamlı bir sonuç 

belirlenmemiştir [350]. 

Özetle, çalışmalar PRP'nin ağrıyı hafifletmek, diz işlevini ve yaşam kalitesini 

iyileştirmek için umut verici olduğunu göstermektedir [381,385, 387]. Ancak, PRP'nin 

osteofit oluşumunun gerilemesini veya menisküs ve kıkırdak rejenerasyonunu 

sağlayacağı konusunda hiçbir veri yoktur. Genç hastalarda ve hafif OA vakalarında 

daha umut verici sonuçlar ortaya çıkmakla birlikte, artan PRP klinik uygulamasına 

rağmen, tedavinin net bir klinik iyileşmeye sebep olduğu yüksek kaliteli kanıtlar ile 

desteklenmemektedir [329].  

2.4. Gen terapisi  

Genomdaki hemen hemen her dizi ve transkriptomdaki her kodlayıcı ve kodlayıcı 

olmayan RNA, eksojen nükleik asitlerin hücreye sokulması yoluyla terapötik amaçlar 

için gerektiği şekilde değiştirilme potansiyeline sahiptir. Son yıllarda, pek çok çeşitli 

hastalıkların tedavisi veya önlenmesi için gen bazlı tedavinin klinik uygulaması 

araştırılmıştır [388]. Bununla birlikte, klinik denemelerde başarı, çeşitli teknik engeller 

nedeniyle sınırlı kalmıştır. Gen tabanlı terapinin temel mühendislik problemi, güvenli 

ve etkin taşıma vektörlerinin geliştirilmesidir. Klinik çalışmalarda hem viral vektörler 

hem de viral olmayan vektörler sistemik uygulama için kullanılmaktadır [389]. 

Gerçekte, bugüne kadar gerçekleştirilen gen terapisi klinik deneylerinin yaklaşık % 70'i, 

genleri sunmak için retrovirüsler, lentivirüsler, adenovirüsler ve adeno-ilişkili virüsler 

(AAV'ler) gibi modifiye virüslerin kullanıldığı viral deneylerden oluşmaktadır. Viral 

vektörler gen terapisi çalışmalarını oldukça geliştirmiş olsalar da, uygulamalarında 

karsinojenez, immünojenisite, geniş tropizm, sınırlı DNA paketleme kapasitesi ve 

vektör üretiminin zorlukları gibi sınırlamaları mevcuttur [390]. Buna alternatif olarak 

çalışılan viral olmayan gen terapisi, özellikle güvenlik açısından, bu sınırlamaların 

çoğunu ortadan kaldırma potansiyeline sahiptir. Örneğin, sentetik taşıyıcıların viral 

vektörlere göre daha düşük immünojenisiteye sahip olma eğilimi vardır ve hastalar bazı 

viral sistemlerde olduğu gibi taşıyıcı için önceden geliştirilmiş bir bağışıklığa sahip 

değildirler [391]. Aynı zamanda viral vektörlere göre daha fazla miktarda genetik 

materyal taşıma potansiyeline sahiptirler ve sentezlenmesi çok daha kolaydır [391].  

İlk aşamada terapötik nükleik asitleri etkili oldukları alanlarına taşımak için bir çok 

sentetik vektör geliştirilmiştir. Ancak, virüsler genomlarını memeli hücrelerine verimli 
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bir şekilde ulaştırmak için evrimleşmişken, geliştirilen sentetik vektörler karşılaştıkları 

engelleri aşmakta sorun yaşamıştır. Bu dezavantaj, materyal bilimindeki gelişmelere 

bağlı olarak taşıyıcı vektörler olarak yeni polimerler ve lipidler ortaya çıkardığı gibi, 

nanoteknolojinin hızlı ilerlemesinden dolayı, gen teslimatı için nano boyutlu 

malzemelerin daha iyi anlaşılmasını sağlamıştır [392,393]. Dahası, nükleik asit 

kimyasındaki son gelişmeler, RNA moleküllerinin immünojenisitesini azaltırken, daha 

güçlü bir etki ve stabiliteye sahip olmasını sağlamıştır [394-396].  

Gen terapisi (plazmidler, RNA interferansı) için kullanılan stratejiye bağlı olarak 

taşıyıcının gitmesi hedeflenen kompartman, çekirdek veya sitoplazma, ve taşınma yolu 

farklılık göstermektedir. Viral olmayan vektörlerin büyük bir çoğunluğu, negatif yüklü 

fosfat gruplarının kompleksleştirilmesi yoluyla nükleik asit ile etkileşime giren katyonik 

polimerlerin veya lipitlerin kullanımına dayanmaktadır. Son zamanlarda, yeni taşıyıcı 

tasarımları için nükleik asitlerin yapısal özellikleri ve bunların hücreye alınma yolları 

dikkate alınarak bir çok çalışma yapılmıştır [397]. Mezenkimal kök hücre (MSC) gibi 

birincil hücrelerin transfekte edilmesi zordur [398],  bu durum nükleik asitlerin 

korunması ve taşınması için orijinal, tekrarlanabilir, güvenli ve verimli taşıyıcı 

sistemlerin geliştirilmesi için araştırmaları tetiklemiştir [399-401]. 2006 yılında Mac 

Mahon ve diğ. sıçan MSC'sinin sadece % 25'inin Lipofectin (ticari taşıyıcı) ile transfekte 

edildiğini, bu oranın adenovirüs ve lentivirüs için % 95'e kadar çıkabildiğini bildirilmiştir 

[402]. O zamandan beri, transfeksiyon oranını virüslerdeki gibi yüksek immün yanıt 

oluşturmadan arttırmak için pek çok çalışma yapılmıştır. Kök hücrelerin transfeksiyonu  

için kullanılan viral olmayan taşıyıcıların listesi aşağıdaki çizelgede gösterilmiştir [403] 

(Çizelge 2.2).  
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Çizelge 2.2: Kök hücrelerin transfeksiyonu için kullanılan viral olmayan taşıyıcılar [403] 

Vektör 
Çeşidi 

Vektör Adı 
 

Nükleik Asit 
Türü ve 
Hedefi 

Hücre 
Türü 

Hücre Ölüm 
Yüzdesi 

Transfeksiyon 
Verimliliği 
(Hücrelerin 
Yüzdesi) 

Gen / Protein 
İfadesine Etkisi 

Hücre 
Penetran 
Peptitler 
(CPP) 

Düşük Moleküler Ağırlıklı 
Protamin (LMWP) 

miRNA-29b 
(pozitif 
osteogenez 
regülatörü) 

hMSC 
(kaynak 
kesin 
değil) 

<%5 (4. gün) %95 COL1A1 dışında 
osteojenik 
belirteçlerde (ALP, 
OPN, TAZ, RunX2 
ve OCN) gelişim ve 
mineralleşme 
gözlemlenmiştir. 

İnorganik Nano-hidroksiapatit 
parçacıkları (nHa) 

antagomiR-
16b 

hBMMSC %20 (3. gün), 
<%5 (7.gün) 

%40 MiR-16 ifadesinin 
%95'ten fazla yok 
olduğu 
gözlemlenmiştir. 

İnorganik 
ve 
Polimer 

PEI ile kaplanmış 
manyetik NP 

miRNA-335 
(TNC ve 
RUNX2) 

hBMMSC %15 %75 MiR-335 
seviyesinde 1000 
kat artış, TNC'nin 
%70 inhibisyonu, 
RUNX2'nin%50 
inhibisyonu 
gözlemlenmiştir. 

Silika PEI ile kaplanmış NP pDNA GFP hBMMSC Data Yok %95 İn-vitro ve in-vivo 
olarak indüklenen 
GFP ifadesi (fare) 
gözlemlenmiştir. 
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Çizelge 2.2: Kök hücrelerin transfeksiyonu için kullanılan viral olmayan taşıyıcılar [403] (devamı) 

Vektör 
Çeşidi 

Vektör Adı 
 

Nükleik Asit 
Türü ve 
Hedefi 

Hücre 
Türü 

Hücre Ölüm 
Yüzdesi 

Transfeksiyon 
Verimliliği 
(Hücrelerin 
Yüzdesi) 

Gen / Protein 
İfadesine Etkisi 

 
 
 
 
 
 
 
 
Lipit 

TransIT-TKO® siRNA GFP, 
BCL2L2 ve 
TRIB2 

hMSC  %30 GFP, %40 
TRIB2 ve %45 
BCL2L2 

Data Yok %80 GFP, %50 
BCL2L2,%60 TRIB2  
ifadesinde azalma 
gözlemlenmiştir. 

Lipofectamine®2000 siRNA GFP 
& pDNA 
GFP 

hMSC  pDNA %15, 
siRNA %6 

pDNA %50 
siRNA: %92 

GFP gen ifadesinde 
%98 azalma 
gözlemlenmiştir. 

Lipofectamine®2000 pDNA 
Lusiferaz 

hBMMSC %25 Data Yok RLU artışı 
gözlemlenmiştir.  

Stereozomlar siRNA 
Noggin 

mADMSC %10 %96 %45 Noggin 
inhibisyonu 
gösterilmiştir. 

Lipofectamine®RNAiMAX antagomiR-
221 

hBMMSC Data Yok Data Yok %95 miR-221 
inhibisyonu 
gösterilmiştir. 

 
 
 
 
 
Polimer  
 
 
 
 
 

PEI kaplı PLGA NP'ler pDNA 
SOX9/siRNA 
Cbfa 

hBMMSC %25 %51 SOX9'un 
indüklenmiş ifadesi 
ve Cbfa-1 mRNA 
ortak taşınımının 
yokluk seviyesi 
gösterilmiştir. 

PAMAM dendrimer pDNA BMP2 rBMMSC %30 Data Yok Artmış ALP ve 
osteokalsin, düşük 
BMP2 seviyesi 
gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.2: Kök hücrelerin transfeksiyonu için kullanılan viral olmayan taşıyıcılar [403] (devamı) 

Vektör 
Çeşidi 

Vektör Adı 
 

Nükleik Asit 
Türü ve 
Hedefi 

Hücre 
Türü 

Hücre Ölüm 
Yüzdesi 

Transfeksiyon 
Verimliliği 
(Hücrelerin 
Yüzdesi) 

Gen / Protein 
İfadesine Etkisi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Polimer 

pH’a duyarlı miseller siRNA GFP hBMMSC <%5 %100 %75 GFP azalması 
gösterilmiştir.  

pH’a duyarlı miseller siRNA 
Lusiferaz 
ePalmitik Asit 
(PA) 

mBMMSC <%20 Data Yok siRNA NP ile gen 
ifadesinde %10, 10 
nM siRNA-PA 
konjugatları NP ile 
%70 azalma 
gösterilmiştir. 

PEI-Hyaluronik Asit pDNA GFP hMSC  %15 %33,60 Data Yok 

Poli-b aminoesterler siRNA GFP 
& BCL2L2 

hMSC 
(kaynak 
kesin 
değil) 

%10 Data Yok %60 GFP yok oluşu 
gözlemlenmiştir. 
BCL2L2'nin 
inhibisyonu artmış 
kalsiyum içeriği ile 
sonuçlanmıştır. 

Siklodekstrin modifiye 
dendritik poliamin 

siRNA GFP Kaynak 
Belirli 
Değil 

<%5 Data Yok %80 oranında GFP 
gen ifadesi 
azalmıştır. 

Spermin-Polisakkarit 
(Pullulan, dekstran, 
mannan) 

pDNA 
Lusiferaz 

rBMMSC %30 Pullulan 
%72, dextran 
%47, mannan 

%36 Lipofektamin yerine 
pullulan ile daha 
yüksek lusiferaz, 
dekstran için 2 kat 
daha yüksek gen 
ekpsresyonu 
gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.2: Kök hücrelerin transfeksiyonu için kullanılan viral olmayan taşıyıcılar [403] (devamı) 

Vektör 
Çeşidi 

Vektör Adı 
 

Nükleik Asit 
Türü ve 
Hedefi 

Hücre 
Türü 

Hücre Ölüm 
Yüzdesi 

Transfeksiyon 
Verimliliği 
(Hücrelerin 
Yüzdesi) 

Gen / Protein 
İfadesine Etkisi 

 
 
 
Polimer 

Etilendiamin-modifiye 
Polisakkarit 

pDNA TGF-
b1 

rBMMSC <%5 Konfokal 
mikroskopi ile 
değerlendirilmiştir 
(nükleer 
kollokasyon). 

100 kat daha 
yüksek 

Serbest pDNA'ya 
kıyasla TGF-b1 
ifadesi gösterilmiştir. 

PLL Kitosan / Tripolifosfat 
/ Hyaluronik Asit (CTH) 
NP 

Palmitik Asit 
pDNA GFP 

rBMMSC Data Yok %76 %22,70 değişim 
gösterilmiştir. 

 
 
 
Polimer 
ve Peptit 

AntimiRNA-138 rBMMSC <%20 %70  %60 miR-138 inhibisyonu 
gösterilmiştir.  

RGD peptidi ile PAMAM 
dendrimerler 

pDNA GFP 
ve BMP2 

rBMMSC <%5 %30. Konfokal 
mikroskopi ile 
değerlendirildi 
(nükleer 
kollokasyon) 

Gen ekspresyonu, 
fonksiyonel olmayan 
PAMAM ile 
karşılaştırıldığında 
RGD sayesinde 
önemli ölçüde 
artmıştır. 
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2.4.1. Mikro RNA:  

Kodlayıcı olmayan RNA'lar, bakterilerde kopya sayısı kontrolünden memelilerdeki X 

kromozomunun inaktivasyonundan kadar düzenleyici olayların şaşırtıcı şekilde pek 

çoğuna katılmaktadır [404,405]. Mikro RNA'lar (miRNA'lar), gen ekspresyonunu 

transkripsiyon sonrası seviyede düzenleyen 21–25 nükleotit uzunluğunda kısa zincirli 

bir RNA ailesidir [406-408]. MiRNA ailesinin üyeleri başlangıçta Caenorhabditis 

elegans6'da gelişimsel geçişleri düzenleyen kısa temporal RNA'lar (stRNA'lar) olarak 

keşfedilmiştir. Geçtiğimiz yıllarda, stRNA'ların mikro RNAların prototipleri olduğu 

anlaşılmış ve solucan, sinek, bitki ve memelilerde yüzlerce mikro RNA keşfedilmiştir. 

MiRNA'ların işlevleri, gelişimsel düzenlenmeyle sınırlı değildir. Farklı ifade kalıplarına 

sahip oldukları ve hücre farklılaşması, metabolizma, proliferasyon, apoptoz gibi gelişim 

ve fizyolojinin birçok yönünü düzenledikleri bilinmektedir [406,407,409,410]. 

MiRNA'ların hedef genleri düzenledikleri mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamakla 

birlikte, miRNA'ların RNA interferansı (RNAi) yolağına girdikleri kesin olarak 

bilinmektedir. Aşağıdaki şekilde RNA interferans mekanizması açıklanmıştır (Şekil 

2.1).  

 

Şekil 2.1: RNA interferans mekanizması [411]. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1. Kondroitin sülfat metakrilat sentezi:  

Ağırlıkça %10- %25 kondroitin sülfat (C9819, Sigma-Aldrich, Almanya) PBS içinde 

çözüldükten sonra 0,55 – 4,4 mL hacim aralığında metakrilik anhidrit (MAAH) (64100,   

Sigma-Aldrich, Almanya) damla damla çözeltiye eklenmiş ve reaksiyon pH’sı 5N 

sodyum hidroksitile 8.0 dolayında sabit tutulmuştur. Oda sıcaklığında 3 saat süren 

reaksiyon sonrasında +4°C’de 24 saat bekletilen çözelti sonrasında PBS ile 2 kat 

seyreltilmiş ve 12-14 kDa gözenek çaplı diyaliz membranında 40°C sıcaklıkta 4 gün 

boyunca distile suya karşı diyaliz edilmiştir. Çözelti sonrasında 5 gün boyunca da 

liyofilize edilerek hidrojel sentez ve karakterizasyon basamaklarına hazır hale 

getirilmiştir [412]. 

3.2. Jelatin metakrilat sentezi:  

Tip A jelatinin (G2500, Sigma-Aldrich, Almanya) fosfat tamponu (PBS) içindeki 

ağırlıkça farklı çözeltileri 20 mL hacimde 60°C’de tamamen çözüldükten sonra 2-10 

mL metakrilik anhidrit (MAAH) damla damla çözeltiye eklenmiş (100μL / dakika) ve 

çözelti sıcaklığının 60°C’yi geçmemesine dikkat edilerek 4 saat boyunca reaksiyona 

sokulmuştur. 12-14 kDa gözenek çaplı diyaliz membranında 40°C sıcaklıkta 4 gün 

boyunca distile suya karşı bekletilen çözelti 5 gün boyunca liyofilize edilmiş ve elde 

edilen beyaz köpük şeklindeki ürün dondurucuda saklanarak karakterizasyon ve 

hidrojel sentez işlemlerinde kullanılmıştır [413]. 

3.3. CSMA ve GELMA hidrojellerinin sentezi:  

Ağırlıkça %5 -%35 liyofilize formdaki GelMA ve CSMA, ağırlıkça %0.5 fotobaşlatıcı (2-

hidroksi-1(4-(hidroksietoksi)fenil)-2-metil-1-propanon, Igracure 2959) içeren PBS 

içerisinde 60°C’de çözülmüştür. Çözeltilerden uygun hacimde alınan örnekler 24 

kuyucuklu doku kültür kapları içinde 365 nm dalga boyunda ultraviyole radyasyona 

maruz bırakılmış ve çapraz bağlanma sonrası da PBS içinde muhafaza edilmiştir. 

3.4. CSMA:GELMA hidrojellerinin reoloji deneyleri:  

Reolojik analizler jellerin viskoelastik ölçümleriyle gerçekleştirimiştir. Tüm 

formülasyonların %1 uzama değerinde frekans taraması gerçekleştirilmiş ve G’, G’’ 

modulüs değerleri belirlenmiştir (Malvern Kinexus Pro Reometre, İngiltere) [414]. Bu 

analizde ayrıca hazırlanan jelin enjekte edilebilirliği de 3 basamaklı kayma hızı 

prosedürü ile test edilmiştir. Hazırlanan jellere öncelikle 30 saniye boyunca %1 kayma 
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hızı uygulanmış ve viskozite grafiği çizilmiş sonrasında ise 5 saniye boyunca %200 

kayma hızına maruz tutularak bir enjektörden geçirilmesi simüle edilmiş, basınç 

altındaki viskozitesi belirlenmiştir.  

3.5. CSMA:GELMA hidrojellerin şişme deneyleri:  

Hidrojel tabakalarının şişme davranışları jellerin liyofilize formlarının ağırlıklarının (Wk), 

PBS ortamında pH 7.4’te, 37°C’de 6 saat inkübasyonları sonrasında elde edilen ıslak 

ağırlıklarına (Wy) oranı ile, aşağıdaki eşitliğe (eşitlik 1) göre belirlenmiştir: 

Şişme oranı =   (Wy – Wk) / Wk   

3.6. CSMA:GELMA hidrojellerinin degredasyon deneyleri:  

Degredasyon deneyleri için hidrojeller PBS ortamında pH 7.4’te, 37°Cde hafif 

çalkalamada, çalkalamalı su banyosu içerisinde gözlemlenmiştir. Her günün sonunda 

hidrojeller liyofilize edilerek tartılmış (Wg) ve ilk günkü ağırlıklarına (W0) göre 

degredasyon yüzdeleri, aşağıdaki eşitliğe göre hesaplanmıştır: 

Degredasyon yüzdesi=   (W0 – Wg) / W0  x 100 

3.7. HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin sentezlenmesi:  

0.6125 mg / mL (3.8 uM) kitosan (50494, Sigma-Aldrich, Almanya) ve 1.25 mg / mL 

(0.83uM) hyaluronik asit (251770010, Acros Organics, ABD) nükleaz içermeyen su 

içerisinde çözülmüştür. Boş HA/CS nanopartikülleri, HA çözeltisinin kütlece farklı 

oranlarda kitosan çözeltisi üzerine eklenmesiyle, iyonotropik jelleştirme teknikleri 

kullanılarak elde edilmiştir [415]. Nanopartikül çözeltileri kütlece 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 6, 1: 

10 HA: CS oranları ile hazırlanmıştır. Özetle, 50 ul TPP (çapraz bağlayıcı) (328503, 

Sigma-Aldrich, Almanya) solüsyonu ilk olarak 0.83M HA çözeltisi ile karıştırılmış ve 

elde edilen HA-TPP çözeltisi, farklı hacimlerde kitosan çözeltilerine manyetik karıştırıcı 

üzerinde yüksek hızda karıştırılırken damla damla ilave edilmiştir. Solüsyonlar 20 

dakika manyetik karıştırıcıda karıştırıldıktan sonra nanopartikülleri stabilize etmek için 

oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilmiştir. Nanopartiküller daha sonra 3500 g'de 5 

dakika santrifüj edilerek çöktürülmüş ve süpernatantlar toplanmıştır. Nanopartiküllerin 

boyut-yük analizleri Zeta-sizer cihazında yapılmıştır (NanoZSP, Malvern, ABD).  

Boş ChoS (HA/CS) nanopartiküller iyonik etkileşim yoluyla HA/CS nanopartiküller 

oluşturulduktan sonra üzerlerine farklı miktarlarda kondroitin sülfat çözeltisinin, 

manyetik karıştırıcı üzerinde damla damla eklenmesiyle oluşturulmuştur. HA/CS 

nanopartiküller 2,29 uM (1mg ChoS), 3,44 uM  (1,5 mg ChoS), 4,59 uM (2 mg ChoS), 
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5,73 uM (2,5 mg ChoS), 6,88 uM (3 mg ChoS), 8,03 uM (3,5 mg ChoS), 9,17 uM (4 

mg ChoS), 10,32 uM (4,5 mg ChoS), 11,47 uM (5 mg ChoS), 13,76 uM (6 mg ChoS) 

miktarlarıyla etkileştirilmiştir. Kondroitin sülfat çözeltilerinin damla damla 

eklenmesinden sonra çözeltiler 20 dakika manyetik karıştırıcıda karıştırılarak 

nanopartikülleri stabilize etmek için oda sıcaklığında 20 dakika daha inkübe edilmiştir. 

Nanopartiküller daha sonra 3500 g'de 5 dakika santrifüj edilerek çöktürülmüş ve 

süpernatantlar toplanmıştır. Nanopartiküllerin boyut-yük analizleri Zeta-sizer cihazında 

yapılmıştır (NanoZSP, Malvern, ABD).  

3.8. HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin stabilite deneyleri:  

Nanopartiküller mikro RNA ile etkileştirilmeden önce deiyonize su, PBS ve % 10 serum 

içeren DMEM içerisinde 37°C'de hafif karıştırma altında süspanse edilmiştir. 

Nanopartiküllerin bozunma profilleri, dinamik ışık saçılımı (DLS) metodu kullanılarak 

boyutlarının 1., 2. ve 3. günler analiz edilmesi yoluyla  belirlenmiştir (Nano ZSP, 

Malvern, ABD).  

3.9. HA/CS nanopartiküllerin mikro RNA-149-5p enkapsülasyonu:  

Deneyler sentetik mikro RNA-149-5p (MicroRNA mimic, Qiagen, Almanya) ile 

gerçekleştirilmiştir. Mikro RNA'nın kapsüllenmesi için, 0.1 mM mikro RNA çözeltileri ilk 

olarak 1 mL TPP-HA çözeltisi ile karıştırılmış, daha sonra 1: 1, 5: 1, 10: 1, 15: 1, 20: 1, 

25: 1, 30: 1  N:P oranları ile kitosan çözeltisine yavaş yavaş eklenmiştir. Reaksiyon 

38°C’de gerçekleştirilmiştir. N:P oranı aşağıdaki eşitliğe göre hesaplanmıştır [416]: 

m (polimer) = n (mikro RNA) x fosfat grubu sayısı x MW (protonlanabilir birim) x (N:P)  

m, gerekli polimer kütlesini, n ise gerekli mikro RNA’nın mol sayısını temsil etmektedir. 

Kitosanın protonlanabilir biriminin molekül ağırlığı aynı ticari ürünün kullanıldığı 

yayınlar referans alınarak 165 Da olarak kabul edilmiştir [417]. Bu tez çalışmasında 

kullanılan mikro RNA 149-5p 23 nükleottiten ve tek zincirden oluştuğu için fosfat grup 

sayısı sayısı 23 olarak alınmıştır.  

ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle mikro RNA etkileştirilme deneylerinde ise, Chos 

(HA/CS) nanopartiküller yukarıdaki metotla sentezlendikten sonra üzerlerine 0.1 mM 

mikro RNA çözeltisi eklenmiş ve 38°C’de 12 saat inkübasyona bırakılmıştır. Yapıdaki 

tek amin kaynağı kitosan olduğundan, N:P oranı için HA/CS nanopartikül için yapılan 

optimizasyonlarla devam edilmiştir.  
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3.10. Mikro RNA’nın yüklenme etkinliğinin belirlenmesi ve salım deneyleri:  

İki partikül için de bağlanmayan mikro RNAların uzaklaştırılması ve yüklenme 

yüzdelerinin hesaplanması için partikül çözeltileri geçirgenlik sınırı 20000Da olan 

diyaliz membranı kullanılarak diyaliz edilmiştir.Yüklenme veriminin belirlenmesi için 

diyalizle elde edilen çözelti Qubit 3.0 floresan okuyucuda (Thermo Fischer Scientific, 

ABD)  mikro RNA kiti (Thermo Fischer Scientific, ABD) kullanılarak okutularak, boşta 

kalan RNA miktarı aşağıdaki eşitliğe göre hesaplanmıştır:  

Yüklenme verimi (%) = (A - B) / A x 100. 

A, eklenen mikro RNA'nın toplam miktarı ve B, diyalizden sonra elde edilen mikro RNA 

miktarıdır. Salım deneyleri için diyaliz işlemine devam edilmiş, belirlenen saat 

aralıklarında çözeltiden 20ul örnek alınarak Qubit cihazı yardımıyla okunarak salınan 

mikro RNA yüzdesi belirlenmiştir.  

3.11. Jel retardasyon deneyleri: 

Nanopartiküller ile mikro RNA moleküllerinin etkileşimi %2 jel elektroforezi ile 

kanıtlanmıştır. Jeller, 0,2 ug/mL etidium bromür içeren 1x TBE tamponu içinde %2 

agaroz ile hazırlanmıştır. Elektroforez 15 dakika boyunca 80V'de gerçekleştirilmiş ve 

jel daha sonra jel görüntüleme sisteminde (ChemiDoc-It Imager, UVP) 

fotoğraflanmıştır. Partikülün degradasyonu için partikül-mikro RNA kompleksi %2  

konsantrasyonunda SDS (H5113, Promega, ABD) içerisinde 20 dakika 37°C’de inkübe 

edilmiştir [418]. 

3.12. Sitotoksisite deneyleri:  

MTT (3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum bromür) (211091, Abcam, 

İngiltere) testi, hücre canlılığının belirlenmesi için kullanılan testlerden biridir. Hücre 

canlılığının değerlendirilmesi için hücreler 96 kuyucuklu plaklarda kültür edilmiştir.  

Mezenkimal kök hücrelerin tüm deney grupları ile 48 saat inkübe edilmesinden sonra 

hücreler MTT ile muamele edilerek formazan kristalleri oluşturmaları sağlanmıştır. 

Oluşan formazan ürünü uygun bir çözücü ile çözüldükten sonra bu mor renkli çözeltinin 

absorbans değeri, 500-600 nm aralığındaki bir dalga boyunda spektrofotometre 

kullanılarak okunmuştur. MTT testi her deney grubu ve kontrol grubu için 8 tekrarlı 

olarak çalışılmıştır.  
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3.13. Mikro RNA transfeksiyon deneyleri:  

İnsan mezenkimal kök hücreleri ,% 10 FBS (Gibco, ABD) ile takviye edilmiş DMEM 

(Life Sciences, ABD) ortamında kültür edilmiş ve % 5 C02 içeren etüvde 37 ° C'de 

inkübe edilmiştir. Transfeksiyon deneyleri için, hücreler 6 kuyucuklu hücre kültür 

plakalarında kuyucuk başına 3x106 hücre olacak şekilde ekilmiş ve 12 saat kültür 

edilmiştir. Sonrasında besi yeri alınarak, hücreler üzerine 100nM mikro RNA 

konsantrasyonu olacak şekilde deney grupları, 1 mL serumsuz DMEM besi yeri 

içerisinde seyreltilerek eklenmiştir. Hücreler bu şekilde 8 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Sonrasında hücreler üzerine 1 mL %10 FBS içeren besi yeri eklendikten 

sonra 48 saat süreyle kültür edilmiştir. Gerekli görülen durumlarda 24 saat sonrasında 

500ul daha besi yeri eklenmiştir. 48 saat sonrasında hücreler gen ekspresyon analizi 

ve boyamalar için toplanmıştır.   

3.13.1. RNA izolasyonu:  

RNA izolasyonu Zymo Research Quick-RNA Mini Prep kiti ( Zymo Research, ABD) 

kullanılarak yapılmıştır.  

 Örnekler üzerine 300 ul lizis tamponu eklenerek hücrelerin plakadan 

kaldırılması için vortexlenmiş, oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir.  

 Çözelti RNA izolasyon kolonuna aktarılmış ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

yapılmıştır. Böylece hücre debrisi uzaklaştırılmıştır. 

 Lizat çözeltileri atılmayarak üzerine 300 ul etanol eklenmiş ve pipetaj yöntemiyle 

iyice karıştırılmıştır. 

 Alınan çözeti ikinci bir RNA izolasyon kolonuna aktarılarak 30 saniye santirfüj 

edilmiş ve tüp altında biriken çözelti uzaklaştırılmıştır.  

 RNA ile birlikte DNA da izole edilmiş olma ihtimaline karşı, DNA 

kontaminasyonundan kurtulmak ve cDNA'ların saflığını arttırmak amacıyla 

DNAse I kolon üzerine eklenerek DNAlar degrade edilmiştir. Bunun için kolonlar 

üzerine 80ul DNAse I çözeltisi eklenerek oda sıcaklığında 15 dakika inkübe 

edilmiştir. Sonrasında kolonlar üzerine 400 ul RNA hazırlama tamponu eklenmiş 

ve 30 saniye 14000 rpm’de santrifüj yapılmıştır.  

 Kolonlar üzerine yıkama tamponları sırasıyla 400 ul ve 700 ul eklenerek izole 

edilen RNA’lar yıkanmıştır.  

 Sonrasında 2 dakika 14000rpm’de santifüj yapılarak fazla etanolün 

uzaklaştırılması sağlanmıştır.  
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 RNA izolasyonu gerçekleştirilen tüpler RNA/DNA içermeyen tüpler içerisine 

yerleştirilerek 100 ul elüsyon tamponu eklenmiş ve 1 dakika inkübasyona 

bırakılmıştır.  

 14000 rpm’de 1 dakika santifüj edilerek RNAların tüpte birikmesi sağlanmıştır.  

 Elde edilen RNAların konsantrasyonları Nanodrop cihazında kontrol edilmiş, 

350-850 ng/ul olarak bulunan konsantrasyonlar, gerçek zamanlı PCR 

deneylerinde fazla miktarda DNA miktarını engellemek amacıyla her örnekte 

100 ng/ul olacak şekilde seyreltilmiştir.  

3.13.2. cDNA sentezi: 

İzole edilen RNAlardan, konvansiyonel PCR cihazı (Veriti, Applied Biosystems, ABD) 

kullanılarak Script cDNA Syntesis Kit (Jena Bioscience, Almanya) yardımıyla 

komplementer DNA sentezlenmiştir. Yapılan optimizasyonlar sonrasında, her tüpün 

hacmi 20 ul olacak şekilde, aşağıdaki gibi cDNA solüsyonları hazırlanmıştır: 

- 2 ul RNA örneği 

- 10 ul su 

- 0,5 ul primer 

- 4 ul 5X cDNA tampon çözeltisi 

- 1 ul dNTP çözeltisi 

- 1 ul DTT çözeltisi 

- 1 ul RNase inhibitörü 

- 0,5 ul reverse transkriptaz enzimi 

cDNA sentezinde mikro RNA-149-5p dışındaki genler için spesifik primerler 

kullanılmamıştır. Mikro RNA için kullanılan spesifik primer aşağıda belirtilmiştir: , 

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGGGAGT  

 Yukarıdaki gibi hazırlanan tüpler, aşağıda belirtilen reaksiyon koşullarında 

konvansiyonel PCR cihazında reaksiyona sokulmuştur:   

- 42°C’de 10 dakika, 

- 53°C’de 60 dakika, 

- 70°C’de 10 dakika 
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Elde edilen cDNA’lar gerçek zamanlı PCR uygulamasından önce elektroforez 

yöntemiyle jelde yürütülerek kontrol edilmiş ve gerçek zamanlı PCR deneylerine kadar 

-80°C’de saklanmıştır.  

3.13.3. Gerçek zamanlı PCR deneyleri:  

Gen analizlerine geçmeden önce kullanılan primerlerin 10mM’lık çözeltileri 

hazırlanmıştır. Primer sekansları tabloda gösterilmiştir (Çizelge 3.1).  

Çizelge 3.1: Gerçek zamanlı PCR deneylerinde kullanılan primer sekansları 

 İleri primer Geri primer 

ACTB CATGTACGTTGCTATCCAGGC CTCCTTAATGTCACGCACGAT 

FUT-1 CCTGGCATCTTCTGGAGAAGCT TTCTAGAACTGCCTGCCAGCCAT 

MiRNA-149-
5p 

GTTTCTGGCTCCGTGTCTT GTGCAGGGTCCGAGGT 

SOX-9 GTACCCGCACTTGCACAAC TCTCGCTCTCGTTCAGAAGTC 

COMP AACTCAGGGCAGGAGGATGT TGTCCTTTTGGTCGTCGTTC  

COL2A1 AAAAGAGGTGCCCGTGGAGAA TTGCCTTGAGGACCAGCATCA 

AGC GGGGACCTTAGTGGACTTCCTT
CTG 

AGGTCCACCCCAGAATACTCACC 
 

 

Primer optimizasyonları yapılarak; sekans uzunlukları, GC oranları ve molekül 

ağırlıkları dikkate alınarak uygun PCR koşulları belirlenmiştir. Primerlerin data 

klavuzunda belirtildiği üzere reaksiyon etkinliği 1 olarak kabul edilmiştir. Deneyler Viia7 

gerçek zamanlı PCR cihazında (Applied Biosystems, ABD)  PowerUp SYBR Green 

Master Mix (Thermo Fischer Scientific, ABD) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

Yapılan optimizasyonlar sonucunda, reaksiyon hacmi her tüpte 20 ul olacak şekilde, 

aşağıdaki gibi hazırlanmıştır:  

- 10 ul qPCR master mix 

- 0,6 ul F primer 

- 0,6 ul R primer 

- 2 ul örnek 

- 6,8 ul su  
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Reaksiyon aşağıdaki koşullarda, 43 döngü olarak gerçekleştirilmiştir: 

- 50°C 2 dakika 

- 95°C 2 dakika 

- 95°C 15 saniye 

- 60°C 1 dakika  

Tüm örnekler aynı reaksiyon içerisinde, 3 tekrarlı olarak çalışılmış, sonuçlar 

QuantStudio Real Time PCR Software Version 1.2. (Applied Biosystems, ABD) 

yazılımı kullanarak analiz edilmiştir. Genlerin relatif ekspresyon seviyelerinin 

belirlenmesi için “comparative Ct” metodu kullanılmıştır. Bu metod genlerin kontrol 

grubuna göre relatif sonuçlarını göstermekte, karşılaştırmalı genetik analizlerde 

kullanılmaktadır [419]. Bu metoda göre hesaplanan 2-ddCt değerleri relatif gen  

ekspresyon seviyelerini göstermektedir. 2-ddCt değerleri, her örneğin analiz edilen her 

bir geni için aşağıdaki eşitliklere göre elde edilen -ddCT değerlerinden 

hesaplanmaktadır:  

dCTE = TE - HE 

dCTC = TC - HC 

ddCT = dCTE - dCTC, 

(TE: deney grubunun test edilen geninin ekspresyon seviyesi, TC: kontrol grubunun 

test edilen geninin ekspresyon seviyesi, HE: deney grubunun referans kabul edilen 

geninin ekspresyon seviyesi,  HC: kontrol grubunun test edilen geninin ekspresyon 

seviyesi) 

3.14. Sitolojik boyamalar (sGAG boyamaları):  

Hücrelerin glikozaminoglukan sentezleri Safranin Orange-Fast Green (Sciencell, ABD) 

boyaları ile boyamalarla belirlenmiştir. Fast Green arka planın boyaması için 

kullanılmakta, Safranin Orange ise glikozaminoglukanları boyamaktadır. Hücreler lam 

üzerine yayıldıktan sonra soğuk %100 asetonla sabitlenmiştir. Sonrasında sırayla 

aşağıdaki protokol uygulanmıştır:  

- Sırasıyla %100 etanolle 2 sefer 2 dakika, %95 etanolle 2 sefer 2 dakika, %70 etanolle 

2 dakika, %50 etanolle 15 dakika yıkanmıştır.  

- 5 dakika suyla yıkanmıştır.  

- %0,1 Fast Green boyasıyla 5 dakika boyanmıştır.  
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- 10-15 saniye %100 asetik asit çözeltisinde bekletilmiştir.  

-%0,1 Safranin Orange boyasıyla 25 dakika boyanmıştır.  

- Sırasıyla %95 etanolde 2 sefer 2 dakika, %100 etanolde 2 sefer 2 dakika yıkanmıştır.  

- Xylene eklenerek ışık mikroskobunda (B201, Olympus, Japonya) görüntü alınmıştır.  

3.15. İstatiksel analizler:  

Deneyler, üç tekrarlı olarak çalışılmıştır. GraphPad Prism yazılımı (GraphPad Software 

v.6, La Jolla, ABD) kullanılarak istatistiksel analiz için T testi ve ANOVA testleri 

uygulanmıştır. En az 0,05 olan p değerleri anlamlı kabul edilmiştir.  

Anlamlılık düzeyleri ; p> 0,05 anlamlı değil, p ≤ 0,05 *, p ≤ 0,01 **, p ≤ 0,001 ***, p ≤ 

0,0001 **** şeklinde ifade edilmiştir. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

4.1. CSMA ve GELMA yapılarının karakterizasyonu  

Sunulan tez çalışmasının ilk aşamasında enjekte edilebilir hidrojeller üzerinde 

çalışılmıştır. Bu sebeple önerildiği üzere, jelatin ve kondroitin sülfat farklı oranlarda 

metakrilit anhidrit kullanılarak metakrilatlanmıştır. İlk etapta, kondroitin sülfat 2 farklı 

metakrilat oranıyla; CSMA 1 7.5 mmol MAAH, CSMA 2 ise 30 mmol MAAH kullanılarak 

metakrilatlanmıştır. Kondroitin sülfatın metakrilatlanma mekanizması Şekil 4.1’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.1: Metakrilik anhidrit ile kondroitin sülfatın metakrilatlanma mekanizması  

Örneklerin NMR spektrumları çekilerek metakrilatlanma ve yer değiştirme dereceleri 

TopSpin Programı (Bruker, ABD) kullanılarak hesaplanmıştır. CSMA için elde edilen 

NMR spektrumları Şekil 4.2 ’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.2:  (a) CSMA 1, (b) CSMA 2  hidrojellerinin 1H-NMR spektrumları 
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Metakrilatlanmış kondroitin sülfat örneklerinin proton NMR spektrumlarında 5.5 – 6.0 

ppm’de gözlemlenen piklerin metakrilat grubunda bulunan çift bağın içerdiği H 

atomlarını temsil ettiği bilinmektedir [420]. Söz konusu pikler düşük konsantrasyonda 

metakrilik anhidrit kullanılan CSMA1 örneğinde düşük şiddette iken, CSMA2 örneğinde 

bu piklerin şiddetlendiği gözlemlenmiştir.  

Program yardımıyla hesaplanan yer değiştime dereceleri ve metakrilatlanma yüzdeleri 

aşağıdaki Çizelge 4.1’de gösterilmiştir.  

Çizelge 4.1: CSMA örneklerinin yer değiştirme dereceleri ve metakrilatlanma oranları 

 

 

 

 

Elde edilen 2 farklı formülasyondaki CSMA’lar ağırlıkça %0.5 fotobaşlatıcı (2-hidroksi-

1(4- (hidroksietoksi)fenil)-2-metil-1-propanon, Igracure 2959) çözeltisi içerisinde %5, 

%10, %15, %20 ve %25 konsantrasyonunda 40°C’de çözüldükten sonra, UV ışık 

altında bekletilerek jel haline getirilmiştir. Denenen tüm formülasyonların katı hidrojeller 

oluşturduğu gözlemlenmiştir.  

İlk etapta denenen bu CSMA formülasyonlarının katı jel formunda olduğu 

gözlemlendiğinden, jelatin metakrilatın (GELMA) farklı formülasyonları enjekte 

edilebilir jel formu için denenmiştir. GELMA 1, 2,5 mmol MAAH kullanılarak, GELMA 2 

7.5 mmol MAAH, GELMA 3 ise 12,5 mmol MAAH kullanılarak metakrilatlanmıştır. 

Jelatinin metakrilatlanma mekanizması Şekil 4.3’te gösterilmiştir. 

Şekil 4.3: Metakrilik anhidrit ile jelatinin metakrilatlanma mekanizması  

Hidrojel türü Kullanılan MAAH 
(mmol) 

Yer değiştirme 
derecesi  

Metakrilatlanma 
oranı (%) 

CSMA1 7,5 0,81 22 

CSMA2 30 1,89 63 



 
54 

 

Örneklerin NMR spektrumları çekilerek metakrilatlanma ve yer değiştirme dereceleri 

hesaplanmıştır. Elde edilen NMR spektrumları Şekil 4.4’te, yer değiştirme dereceleri 

Çizelge 4.2’de gösterilmiştir. Örneklerin proton NMR’larında görülen 2,8 – 2,95 ppm’de 

gözlemlenen pikler jelatinin metakrilatlanan metilen gruplarını temsil etmektedir [421].  

 

 

Şekil 4.4a: GELMA 1 hidrojelinin 1H-NMR spektrumu 
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Şekil 4.4b: GELMA 2 hidrojelinin 1H-NMR spektrumu 

 

Şekil 4.4c: GELMA 3 hidrojelinin 1H-NMR spektrumu 
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Çizelge 4.2: GELMA örneklerinin yer değiştirme dereceleri ve metakrilatlanma oranları 

Hidrojel türü Kullanılan MAAH 
(mmol) 

Metakrilatlanma 
oranı (%) 

GELMA1 2,5 41 

GELMA2 7,5 59 

GELMA3 12,5 88 

 

Elde edilen 3 farklı formülasyondaki GELMA, ağırlıkça %0,5 fotobaşlatıcı (2-hidroksi-

1(4- (hidroksietoksi)fenil)-2-metil-1-propanon, Igracure 2959) çözeltisi içerisinde %5, 

%10, %15, %20 ve %25 konsantrasyonunda 40°C’de çözüldükten sonra, UV ışık 

altında bekletilerek jel haline getirilmiştir. Bu hidrojellerin de katı hidrojeller 

oluşturduğunun gözlemlenmesi üzerine, enjekte edilebilir hidrojeller elde etmek için 

metakrilat oranları düşürülerek formülasyonlar tekrarlanmıştır.  

CSMA için farklı metakrilatlama oranları denenmiş, sentezlenen CSMA’ların farklı UV 

sürelerinde jelleşebilirlikleri optimize edilmiştir (Çizelge 4.3). 

Çizelge 4.3: CSMA enjekte edilebilir hidrojellerin optimizasyon sonuçları  

ChoS 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

 CSMA  
Konsantrasyonu (%) 

Hidrojel yapısı  

 
 
 
 
 
 
 
 
1.25  

 
 
 
 
 
 
 
 
1,32  

5   
  
5 

 
 
 
 
 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  
   

10 

15 

5  
 
10  10 

15 

5  
 
 
20 

Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  

10 Ağımsı yapı  

15 Enjekte edilebilir 
hidrojel 

5 25 Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   
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Çizelge 4.3: CSMA enjekte edilebilir hidrojellerin optimizasyon sonuçları (devamı) 

CS (g) MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

 CSMA  
Konsantrasyonu (%) 

Hidrojel yapısı  

 
 
 
 
1,25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,32 

10  
25 

Ağımsı yapı  

15 Enjekte edilebilir 
hidrojel  

10  
30 

 
Enjekte edilebilir 
hidrojel 15 

25 %25/ %30 Enjekte edilebilir 
hidrojel 

 
 
 
 
 
 
 
 
0.75   

5  
5 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   10 

15 5  Ağımsı yapı   

5  
10 
 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  10 

15 10 Ağımsı yapı   

5  
20  

 
Ağımsı yapı 

10 

15 20 Enjekte edilebilir 
hidrojel 

 
 
 
 
 
 
 
 
1  
 

5  
 
5 

 
 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  
 

10 

15 

5  
10 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   10 

15 10 Ağımsı yapı  

5 20 Ağımsı yapı 
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Çizelge 4.3: CSMA enjekte edilebilir hidrojellerin optimizasyon sonuçları (devamı) 

ChoS 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

 CSMA  
Konsantrasyonu (%) 

Hidrojel yapısı  

 
 
 
1 

 
 
 
1,32 

10  
20 

 
Ağımsı yapı  

15 

25 20 Enjekte edilebilir 
hidrojel 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.25  

 
 
 
 
 
 
 
1  
 

5  
 
5 

 
 
 
 
 
 
 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  

10 

15 

5  
 
10  10 

15 

5  
 
20 10 

15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2  
 

5  
 
5 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   10 

15 Ağımsı yapı  

5  
 
10 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  10 

15 Ağımsı yapı   

5 20 Ağımsı yapı  

10  
20 

 
Enjekte edilebilir 
hidrojel 15 
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Çizelge 4.3: CSMA enjekte edilebilir hidrojellerin optimizasyon sonuçları (devamı) 

ChoS 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

 CSMA  
Konsantrasyonu (%) 

Hidrojel yapısı  

1,25  
 
2  

25 20 Enjekte edilebilir 
hidrojel 

 
1  

5/10/15 5 Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   

10 10 Katı hidrojel 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.25  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
2,64 

5  
 
5 

  
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  10 

15 Ağımsı yapı   

5  
 
10 

Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   

10  
Ağımsı yapı   

15 

5  
 
20 

Ağımsı yapı   

10  
Enjekte edilebilir 
hidrojel 15 

 

Yapılan optimizasyonlar sonucu en uygun formülasyonun 1.25 g ChoS ve 1,32 mmol 

MAAH kullanılarak hazırlanan CSMA’nın %20’lik çözeltisinin olduğu sonucuna 

varılmıştır. Sentezlenen metakrilatlı yapının NMR ölçümü alınmış ve yukarıda belirtilen 

şekilde metakrilatlanma derecesi hesaplanmıştır. Sentezlenen CSMA’nın 

metakrilatlanma derecesi 1.7 olarak belirlenmiş, NMR grafiği Şekil 4.5’de gösterilmiştir.   
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Şekil 4.5: Enjekte edilebilir (a) CSMA’nın 1H-NMR grafiği  (b) Grafiğin aralıkları açılmış 

hali  

Elde edilen hidrojelin stabilitesi 37°C’de hafif çalkalamada su içerisinde inkübasyona 

bırakılarak test edilmiştir. Fakat %20’lik çözeltiyle hazırlanan bu jelin stabilitesini 4 

saatten uzun süre sağlayamadığı gözlenmiştir. Jelin farklı yüzdelerdeki çözeltilerdeki 

formülasyonlarında da stabilitenin değişmediği belirlenmiştir. Bu sebeple daha stabil 

enjekte edilebilir hidrojeller oluşturmak amacıyla GELMA’nın da daha düşük oranda 

metakrilatlanmış farklı formülasyonları denenmiştir (Çizelge 4.4).  

Çizelge 4.4: GELMA enjekte edilebilir hidrojellerinin optimizasyon sonuçları 

Jelatin 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

GELMA  
Konsantrasyonu (%)  

Hidrojel yapısı  

 
 
 
 
 
 
1.25  

 
 
 
 
 
 
3,96 

5  
 
5 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  10 

15 Katı hidrojel 

5  
 
10  

Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  

10  
Katı hidrojel  

15 

5 20 Katı hidrojel 

1 
 

3,96 5 5 Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   
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Çizelge 4.4: GELMA enjekte edilebilir hidrojellerinin optimizasyon sonuçları (devamı) 

 

 

Jelatin 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

GELMA  
Konsantrasyonu (%)  

Hidrojel yapısı  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3,96  10  
 
 
 
 
5 

Ağımsı yapı 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2,64  

5  
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   10 

15  
 
Ağımsı yapı 20 

25 

5  
 
 
10 

 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  10 

15  
Enjekte edilebilir 
hidrojel   20 

5  
 
 
15 

Ağımsı yapı   

10  
 
Enjekte edilebilir 
hidrojel  

15 

20 

5  
 
20 

Ağımsı yapı  

10  
Katı hidrojel 

15 

 
1,32  

5  
 
5 

 
 
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  

10 

15 
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Çizelge 4.4: GELMA enjekte edilebilir hidrojellerinin optimizasyon sonuçları (devamı) 

 

Yapılan optimizasyonlar sonrasında, 3,96 mmol MAAH ile metakrilatlanmış GELMA 

kullanılarak oluşturulan hidrojellerin UV süresi ve çözelti yüzdesinden bağımsız bir 

şekilde enjekte edilebilir hidrojeller oluşturamadığı gözlemlenmiştir. 2,96 mmol MAAH 

ve 1,32 mmol MAAH ile metakrilatlanmış GELMA kullanılarak oluşturulan hidrojellerin 

formülasyonlarının enjekte edilebilir hidrojeller oluşturduğu gözlemlense de, bu 

formülasyonların da stabilitelerini 37°C’de 6 saatten uzun süre sağlayamadıkları 

görülmüştür. 1,32 mmol MAAH ile metakrilatlanmış GELMA kullanılarak oluşturulan 

hidrojellerin daha kontrollü jelleştirildiği gözlemlendiğinden sonraki deneylere bu 

formülasyonla devam edilmesine karar verilmiştir. Aşağıda 1,32 mmol MAAH ile 

metakrilatlanmış GELMA formülasyonunun NMR grafiği gösterilmiştir (Şekil 4.6). 

Sentezlenen metakrilatlı yapının yukarıda belirtilen şekilde hesaplanan 

metakrilatlanma derecesi de yaklaşık %20 olarak bulunmuştur.  

Jelatin 
(g) 

MAAH 
(mmol) 

UV süresi 
(dakika) 

GELMA  
Konsantrasyonu (%)  

Hidrojel yapısı  

 
 
 
 
 
 
 
1 

 
 
 
 
 
 
 
1,32  

5  
 
 
10 

  
Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.   10 

15 Ağımsı yapı   

20 Enjekte edilebilir 
hidrojel  

5  
 
 
20 

Hidrojel yapısı 
gözlemlenmemiştir.  

10 Ağımsı yapı    

15  
Enjekte edilebilir 
hidrojel 20 
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Şekil 4.6: Enjekte edilebilir GELMA formülasyonun 1H-NMR grafiği  

4.2. CSMA:GELMA hidrojellerinin karakterizasyonu  

Geliştirilen CSMA ve GELMA yapılarının enjekte edilebilir formları ve stabiliteleri göz 

önüne alınarak seçilen 1 gr Jelatin ve 1,32 mmol MAAH kullanılarak sentezlenen 

GELMA ile 1,25 gr ChoS ve 1,32 mmol MAAH kullanılarak sentezlenen CSMA yapıları 

kütlece farklı oranlarda karıştırılarak daha stabil hidrojeller elde edilmeye çalışılmıştır 

(Çizelge 4.5).  
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Çizelge 4.5: Farklı oranlarda karıştırılan CSMA:GELMA yapılarının hidrojel oluşturma 

optimizasyon sonuçları 

CSMA:GELMA (m:m) UV süresi (dakika) Hidrojel yapısı 

1:1  
  

5 Ağımsı yapı 

10  
Enjekte edilebilir jel   
 

15 

1:2 5 

10  
 
Katı jel 
 

15 

1:3 5 

10 

15 

2:1 5 Enjekte edilebilir jel 

10 

15 Katı jel 

3:1 5 Enjekte edilebilir jel  

10 Katı jel 
 15 

 

1:1, 2:1 ve 3:1 CSMA:GELMA oranlarıyla hazırlanan hidrojellerin enjekte edilebilir, 

stabil hidrojel yapıları oluşturduğu gösterilmiştir. Hazırlanan hidrojellerin kısa süreli 

stabiliteleri 37°C’de hafif çalkalamalı su banyosu içerisinde inkübasyona bırakılarak 

kontrol edilmiş, 24 saat sonra da stabilitelerini korudukları gözlemlenmiştir. Bu sebeple 

sonraki deneylere bu 3 formülasyonla devam edilmiştir.  

4.2.1. CSMA:GELMA hidrojellerinin fiziksel karakterizasyonu  

Enjekte edilebilirlikleri belirlenen hidrojellerin masa üstü reoloji görüntüleri aşağıda 

gösterilmiştir (Şekil 4.7) [422]. 

Şekil 4.7: CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojellerin masa üstü reoloji fotoğrafları 

(a) 1:1 CSMA:GELMA, (b) 2:1 CSMA:GELMA (c) 3:1 CSMA:GELMA hidrojelleri  
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Hazırlanan hidrojellerin morfolojik incelemeleri çekilen SEM görüntüleriyle yapılmıştır. 

Görüntüler tüm formülasyonların jel yapısında olduğunu ve porozlu yapısını 

göstermiştir. 2000X ve 800X büyütmede çekilen görüntülerde gözenek boyutunun 

metakrilatlı bileşik oranı arttıkça azaldığı gözlemlenmiştir. 1:1 CSMA:GELMA 

hidrojelinin diğer iki hidrojel formülasyonuna göre daha büyük porlara sahip olduğu 

göze çarpmaktadır. SEM fotoğrafları Şekil 4.8’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.8: CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojellerin SEM görüntüleri; Hazırlanan 

(a) 1:1 CSMA:GELMA, (b) 2:1 CSMA:GELMA ve (c) 3:1 CSMA:GELMA 

formülasyonundaki hidrojellerin 2000X büyütmede SEM görüntüleri, (d) 1:1 

CSMA:GELMA, (e) 2:1 CSMA:GELMA ve (f) 3:1 CSMA:GELMA formülasyonundaki 

hidrojellerin 800X büyütmede SEM görüntüleri  

4.2.2. CSMA:GELMA hidrojellerin reolojik incelemeleri  

Enjekte edilebilir formda kaldıkları belirlenen CSMA:GELMA 1:1, 2:1, 3:1 jel 

formülasyonlarının mekanik özelliklerinin belirlenmesi için reolojik incelemeler 

yapılmıştır.  
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Şekil 4.9 :  CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojellerinin frekans taramaları, 1:1; 1:1 

CSMA:GELMA, 2:1; 2:1 CSMA:GELMA, ve 3:1; 3:1 CSMA:GELMA 

Reolojik analizler jellerin viskoelastik ölçümleriyle gerçekleştirimiştir. Her üç 

formülasyonun da %1 uzama değerinde frekans taraması gerçekleştirilmiştir (Şekil 

4.9). G’ değerleri elastik (depolama) modülüsü, G’’ değerleri ise viskoz (kayıp) modülüs 

değerlerini göstermektedir. G’ değerlerinin G’’ değerlerinden yüksek olması, analiz 

edilen örneklerin hidrojel formunda olduğunu göstermektedir. Örnekler kendi 

aralarında değerlendirildiğinde ise G’ değerinin yüksek olması hidrojellerin katı forma, 

G’’ değerlerinin yüksek olması ise sıvı karaktere daha yakın olduğunun kanıtıdır. Bu 

bilgiler ışığında tüm örneklerin hidrojel yapısında olduğu ve 1:1 CSMA:GELMA 

hidrojelinin en yüksek kayıp modülüsü ve faz açısıyla sıvı karaktere en yakın hidrojel 

formülasyonu olduğu gösterilmiştir. 2:1 ve 3:1 CSMA:GELMA hidrojellerinde ise G’ 

değerleri tarama frekans aralığında doğrusallık göstermiş ve 1 Hz medyan değerinde 

hesaplanan depolama modulusunun arttığı gösterilmiştir. G’ değerleri CSMA 

konsantrasyonu arttıkça artmış, en yüksek elastik modulüs ise 3:1 CSMA:GELMA 

hidrojelinde belirlenmiştir (Şekil 4.10).    

1
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Şekil 4.10: CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojellerinin depolama modulüs değerleri  

Hidrojellerin enjekte edildikten sonra tekrar birleşebilme yetenekleri kayma 

gerilimlerinin belirlenmesiyle analiz edilmiştir. Bu analizlerde 1:1 CSMA:GELMA ve 3:1 

CSMA:GELMA hidrojellerinin mekanik özelliklerini koruyamadıkları belirlenmiştir. 2:1 

CSMA:GELMA hidrojellerinin ise enjekte edilirken basınç altında artan gerilimlerinin, 

enjeksiyon sonrası tekrar eski haline döndüğü, hidrojellerin viskozitelerini tekrar 

kazandığı gösterilmiştir. Sonuç, şekil 4.11’de çizilen grafikte gösterilmiştir.  
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Şekil 4.11: 2:1 CSMA:GELMA hidrojelinin kayma gerilim analizi  

2:1 CSMA:GELMA hidrojelinin enjekte edilirken çekilen görüntüsü Şekil 4.12’de 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.12: 2:1 CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojelinin görüntüsü  

4.2.3. CSMA:GELMA hidrojellerin şişme ve degradasyon davranışlarının analizi  

1:1, 2:1 ve 3:1 CSMA:GELMA enjekte edilebililir hidrojellerinin su içerisindeki şişme 

davranışı belirlenerek su tutma kapasiteleri ölçülmüştür (Şekil 4.13). Bu ölçüm için 

hidrojeller 37°C’de saf su içerisinde 6 saat inkübe edilmiştir. Şişme oranları metot 

kısmında belirtilen eşitlik 1’e göre hesaplanmıştır. 

Şişme oranı =   (Wy – Wk) / Wk   

Wy hidrojelin su içerisinde 6 saat bekletildikten sonraki yaş ağırlığını, Wk ise liyofilize 

edildikten sonraki kuru ağırlığını temsil etmektedir. Formüle göre hesaplanan şişme 
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oranları, 1:1 CSMA:GELMA hidrojeli için 5.4, 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli için 4.6, 3:1 

CSMA:GELMA hidrojeli için 3.2 olarak bulunmuştur. Sonuçlar istatistik olarak 

değerlendirildiğinde 1:1 CSMA:GELMA hidrojeli ile 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli 

arasında anlamlı bir fark olduğu görülmüştür (p= 0,0381). 3:1 CSMA:GELMA hidrojeli 

ve 2:1 CSMA:GELMA hidrojelinin şişme davranışları arasında ise anlamlı bir fark 

gözlenmemiştir.                              

 

Şekil 4.13: CSMA: GELMA hidrojellerinin şişme davranışlarının analizi, 3:1 

CSMA:GELMA hidrojeli, 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli  ve 1:1 CSMA:GELMA 

hidrojellerinin şişme oranları  

Hidrojellerin degradasyonu 37°C’de hafif çalkalama koşulları altında çalkalamalı su 

banyosu kullanılarak belirlenmiştir. Hidrojeller saf su içerisinde 1 hafta bu koşullarda 

inkübe edilerek degradasyon profilleri belirlenmiştir (Şekil 4.14). Degradasyonlar 

hidrojellerin her 24 saatte bir kuru ağırlıkları ölçülerek belirlenmiştir. Degradasyon 

miktarları yüzde kütle kaybı olarak hesaplanmıştır. 3 hidrojel formülasyonun da ilk 24 

saat içerisinde stabilitelerini büyük ölçüde koruduğu gösterilmiştir. 24 saatten sonra 

başlayan degradasyon 2:1 CSMA:GELMA ve 3:1 CSMA:GELMA hidrojelleri için 

istatistiki açıdan anlamlı bir fark oluşturmasa da, 1:1 CSMA:GELMA hidrojelinin kütle 

kaybının diğer hidrojellere göre önemli ölçüde arttığı hesaplanmıştır (p ≤ 0,001). 

2.günden itibaren 1:1 CSMA:GELMA hidrojelinin diğer hidrojel formülasyonlarına 

kıyasla çok daha hızlı, fazla miktarda ve istatiksel olarak önemli kütle kaybına uğradığı 

gözlemlenmiştir (p ≤ 0,001). 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli ile 3:1 CSMA:GELMA hidrojeli 
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arasında degradasyon oranları açısından önemli bir fark görülememiştir. 7 günün 

sonunda 1:1 CSMA:GELMA hidrojelinin %77,3 , 2:1 CSMA:GELMA hidrojelinin 

%41,20, 3:1 CSMA:GELMA hidrojelinin ise %36,50 kütle kaybına uğradığı 

gösterilmiştir. 2:1 CSMA:GELMA hidrojelindeki kütle kaybı ile 3:1 CSMA:GELMA 

hidrojelinin kütle kaybının istatistiksel olarak anlamlı bir farkı olmadığı, 1:1 

CSMA:GELMA hidrojelinin kütlesindeki azalmanın ise anlamlı olduğu belirlenmiştir (p≤ 

0,0001).  

 

  

Şekil 4.14: CSMA:GELMA hidrojellerinin degradasyon davranışları, 1:1, 2:1 ve 3:1 

CSMA:GELMA formülasyonundaki hidrojellerin 7 gün sonundaki degradasyon profilleri  

Hidrojeller degradasyon deneyleri sırasında da görüntülenmiş, fotoğraflar şekil 4.15’te 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.15: CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojelinin degradasyon deneyleri 

sırasında çekilmiş görüntüleri, (a) 3:1 CSMA:GELMA (b) 2:1 CSMA:GELMA  (c) 3:1 

CSMA:GELMA fotoğrafları   

4.2.4. CSMA:GELMA hidrojellerinin sitotoksisite analizleri  

Hidrojeller nanopartiküller ile birleştirilmeden önce sitotoksisiteleri MTT yöntemiyle 

belirlenmiştir. Sitotoksisite 4 farklı konsantrasyonda (500 ug/mL, 250 ug/mL, 125 

ug/mL ve 62,5 ug/mL) 3 hidrojel formülasyonu için çalışılmıştır.  Sonuçlar Şekil 4.16’da 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.16: CSMA:GELMA hidrojellerinin sitotoksisite grafikleri  

Tüm hidrojel formülasyonlarının hücre canlılığını arttırdığı görülmüştür. Hazırlanan 

hidrojeller polisakkarit yapısında olduklarından hücrelere ek besin kaynağı olarak 

görev yaptıkları sonucuna varılmıştır. Hidrojel formülasyonları arasında 62,5 ug/mL, 
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125 ug/mL ve 250 ug/mL konsantrasyonlarında anlamlı bir absorbans farkı 

görülememektedir. 500 ug/mL konsantrasyonunda ise 1:1 CSMA:GELMA hidrojeli ile 

2:1 CSMA:GELMA hidrojeli arasında ( p ≤ 0,01) ve 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli ile 3:1 

CSMA:GELMA hidrojeli arasında (p ≤ 0,05) anlamlı fark bulunmuştur.  

4.3. HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin karakterizasyonları 

Tez kapsamında sentezlenen nanopartiküller gen taşınımı için kullanılacağı için 

partiküller öncelikle pozitif yük-boyut özelliklerine göre optimize edilmiştir. Kitosanın 

yüksek pozitif yükü göz önünde bulundurularak kütle:kütle oranları olarak, 1:1, 1:2, 1:4, 

1:6 ve 1:10 HA:CS nanopartiküller metotta bahsedildiği şekilde sentezlenerek tane 

büyüklüğü ve zeta potansiyel tayin cihazında boyut ve yük olarak analiz edilmiştir. 

Sonuçlar aşağıdaki çizelgede gösterilmiştir (Çizelge 4.6).   

Çizelge 4.6: Farklı oranlarda hyaluronik asit ve kitosan çözeltisi kullanılarak hazırlanan 

HA/CS nanopartiküllerin yük/boyut analizleri  

 Yük  Boyut PDI 

1:1 HA:CS +13,5 mV ± 0.5 141.7 nm  ± 12.1 0.71 

1:2 HA:CS +17.1 mV ± 0.2 290.6 nm  ± 10.6 0.55 

1:4 HA:CS +27.4 mV ± 0.4 419.2 nm  ± 9.4 0.32 

1:6 HA:CS +27.5 mV ± 0.6 450.5 nm  ± 4.3 0.41 

1:10 HA:CS  +27.8 mV ± 0.5 718.7 nm  ± 8.0 0.62 

 

Elde edilen nanopartiküllerin daha sonra mikro RNA taşıyıcısı olarak kullanılacağı göz 

önüne alınarak 1:1 HA:CS nanopartiküllerin pozitif yükünün mikro RNA ile verimli 

etkileşim için yeterli olmayacağı sonucuna varılmıştır. 1:6 HA:CS ve 1:10 HA:CS 

nanopartiküllerin ise boyut olarak daha büyük olması ve 1:4 HA:CS oranından sonra 

yükün önemli ölçüde değişmediği göz önüne alınarak, 1:4 oranında HA:CS çözeltisi 

kullanılarak hazırlanan nanopartiküllerle kalan deneylere devam edilmesine karar 

verilmiştir.  

İkinci bir nanopartikül formülasyonu olarak nanopartiküllerin yüzeyleri kondroitin sülfat 

ile etkileştirilmiştir. Kondroitin sülfat miktarı optimizasyonu yapılmış, elde edilen 

nanopartiküller tane büyüklüğü ve zeta potansiyel tayin cihazı kullanılarak boyut ve yük 

olarak analiz edilmiştir. Sonuçlar Çizelge 4.7’de gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.7: Farklı miktarlarda kondroitin sülfat ile etkileştirilen HA/CS 

nanopartiküllerin yük/boyut analizleri 

 yük boyut PDI 

2,29 uM (1mg ChoS) 28.90 mV ± 1,17 450.8 nm ± 10,1 0.63 

3,44 uM  (1,5 mg ChoS) 27.82 mV ± 1,29 403.9 nm ± 10,6 0.51 

4,59 uM (2 mg ChoS) 26.33 mV ± 2,02 383.6 nm ± 11,5 0.42 

5,73 uM (2,5 mg ChoS) 25.01 mV ± 1,26 375.0 nm ± 13,8 0.40 

6,88 uM (3 mg ChoS) 24.13 mV ± 1,58 357.8 nm ± 12,0 0.33  

8,03 uM (3,5 mg ChoS) 16.75 mV ± 2,14 315.4 nm ± 11,2 0.29  

9,17 uM (4 mg ChoS) 12.44 mV ± 1,41 320.2 nm ± 11,3 0.20 

10,32 uM (4,5 mg ChoS) 7.04 mV ± 1,68 362.6 nm ± 18,9 0.34  

11,47 uM (5 mg ChoS) 5,68 mV ± 2,50 425.1 nm ± 20,1 0.56  

13,76 uM (6 mg ChoS) -1.55 mV ± 4,09 467.7 nm ± 32,9 0.80  

 

1:4 HA:CS oranı kullanılarak yapılan HA/CS ve 6,88 uM kondroitin sülfatla 

etkileştirilmiş HA/CS nanopartiküllerin  kimyasal yapılarının analizleri için FT-IR 

ölçümleri alınmıştır (Şekil 4.17).   

 

Şekil 4.17: Elde edilen nanopartiküllerin FT-IR grafiği, mavi; kondroitin sülfat, kırmızı: 

HA/CS nanopartikül; mor: 6,88 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş HA/CS 

nanopartikülleri temsil etmektedir. 

Kondroitin sülfat, hyaluronik asit ve kitosana ait infrared spektrumları polisakkarit yapısı 

gereği oldukça örtüşen pikler sergilese de birkaç noktadaki değişim göze 

çarpmaktadır. Kondroitin sülfat kaplaması yapıldıktan sonra 1050 – 1200 cm-1 
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arasında gözlemlenen çoklu pikler sülfat varlığına işaret etmektedir. Ayrıca kitosan 

varlığında gözlemlenen N-H gerilimleri, kondroitin sülfatin tek başına sahip olduğu 

geniş O-H pikine katkıda bulunmuş ve nanopartiküllere eklendikten sonra üst üste 

örtüşen iki pik olarak gözlenmiştir. 1350-1400 cm-1’de de güçlü sülfat piki kaplamanın 

varlığını doğrulamaktadır.  

1:4 oranıyla hazırlanan HA/CS nanopartiküllerin morfolojik özellikleri alınan SEM 

görüntüleriyle karakterize edilmiştir (Şekil 4.18).   

 

Şekil 4.18: HA/CS nanopartiküllerin SEM görüntüleri, (a) 1:4 HA/CS nanopartiküllerin 

20.000X büyütmede görüntüsü, (b) 1:4 HA/CS nanopartiküllerin 12.000X büyütmede 

görüntüsü 

Alınan SEM görüntüleriyle partiküllerin küre formunda olduğu ve morfolojilerini 

korudukları gözlemlenmiştir. Etkileşime girmeyen polisakkaritlerin fotoğraflarda 

görünür olmasına rağmen, partikül morfolojisini bozmadıkları görülmektedir. Kondroitin 

sülfatla etkileştirilen nanopartiküllerin görüntüleri de alınmış, Şekil 4.19’da 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.19: Kondroitin sülfatla etkileştirilmiş nanopartiküllerin  SEM görüntüleri (a) 4,59 

uM, (b) 6,88 uM ve  (c) 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş olan HA/CS 

nanopartiküllerin 40.000X büyütmede çekilmiş SEM görüntüleri  

SEM görüntülerinde kondroitin sülfat miktarındaki arttıkça nanopartiküllerin 

boyutlarının küçüldüğü belirlenmiştir. Sonuçlar boyut/yük analizleriyle uyum 

göstermektedir.  

4.3.1. HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin stabilite testleri  

Nanopartiküllerin stabilite testleri FBS içeren hücre kültür besi yeri, PBS ve saf suda 

37°C’de inkübe edilerek yapılmıştır. Testlere 3 gün devam edilmiştir. 3 gün boyunca 

alınan örneklerin tane büyüklüğü ve zeta potansiyel tayin cihazında boyut analizi 

gerçekleştirilmiş, sonuçlar Şekil 4.20’de gösterilmiştir.   

 

Şekil 4.20: Nanopartiküllerin stabilite analizleri, (a) HA/CS ve (b) 6,88 uM kondroitin 

sülfat ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartiküllerin stabilite sonuçları   

Yapılan degradasyon analizleri, nanopartiküllerin DMEM, PBS ve saf su içerisinde 3 

gün stabilitelerini koruduğu, hatta nanopartiküllerin şiştiğini göstermiştir. HA/CS 
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nanopartiküllerin 3.günün sonunda boyutlarını saf suda %6,81, PBS’te %7,39, 

DMEM+%10 FBS ortamında ise %9,09 oranında arttırdığı gösterilmiştir. Saf su ve 

PBS’teki artışın anlamlılık derecesi p ≤ 0,05, DMEM + %10 FBS ortamında ise p ≤ 0,01 

olarak belirlenmiştir. Partikül boyutlarında su, PBS ve DMEM + %10 FBS ortamlarında 

1.gün sonunda da anlamlı bir artış gözlemlenmiştir (p ≤ 0,05).  

Kondroitin sülfat kaplı nanopartiküllerin stabilite deneyleri için 6,88 uM kondroitin 

sülfatla kaplı olan HA/CS nanopartikül formülasyonu kullanılmıştır. Kondroitin sülfat 

kaplı olan partiküllerin boyutlarının HA/CS nanopartiküllere göre daha fazla arttığı 

gösterilmiştir ( p ≤ 0,01). Bu partiküller ilk gün sonunda boyutlarını saf suda %42,66, 

PBS’te %45,14, DMEM + %10 FBS ortamında ise %45,30 arttırmışlardır (p≤ 0,001). 

Partiküllerin sonraki günlerde boyutlarında anlamlı bir fark belirlenememiştir.  

4.3.2. HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin sitotoksisite analizleri  

HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküller mikro RNA ile etkileştirilmeden önce MTT 

metodu kullanılarak sitotoksisiteleri belirlenmiştir (Şekil 4.21). Hidrojel sonuçlarına 

benzer olarak nanopartiküllerin proliferasyonu uyardığı gözlemlenmiştir. HA/CS 

nanopartiküllerinin 1:4 HA:CS ve 1:6 HA:CS fomülasyonları 500 ug/mL, 250 ug/mL, 

125 ug/mL ve 62,5 ug/mL konsantrasyonlarında çalışılmıştır. 1:4 HA/CS 

formülasyonun 500 ug/mL konsantrasyonunda kontrol grubuna göre %12,77 artışla 

anlamlı bir fark oluşturduğu gösterilmiştir (p≤ 0,05), diğer konsantrasyonlarda anlamlı 

farklılık gözlenmemiştir. 1:6 HA:CS formülasyonun ise 125 ug/mL ve 62,5 ug/mL 

konsantrasyonu dışındaki tüm konsantrasyonlarda anlamlı bir fark gösterdiği 

belirlenmiştir (p ≤ 0,05).  

Kondroitin sülfatla etkileştirilmiş nanopartiküllerin sitotoksisite analizleri için 4,59 uM, 

6,88 uM ve 9,17 uM Chos (HA/CS) nanopartiküller 500 ug/mL, 250 ug/mL, 125 ug/mL 

ve 62,5 ug/mL konsantrasyonlarında çalışılmıştır. Tüm konsantrasyonlarda hücre 

proliferasyonu artmış, kontrol grubu ile 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküller ve 6,58 

uM ChoS (HA/CS) nanopartiküller ile 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküller arasında 

anlamlı fark belirlenmiştir ( p≤ 0,05). 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin 500 

ng/mL konsantrasyonunda kontrol grubuna kıyasla hücre proliferasyonun neredeyse 

iki kat arttığı gözlemlenmiştir ( p≤ 0,0001). Bunun yanısıra tüm gruplarda, grup 

içerisinde konsantrasyonlar arasında anlamlı bir fark gösterilememiştir.  
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Şekil 4.21: Nanopartiküllerin sitotoksisite sonuçları (a) HA/CS (b) ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerin sitotoksisite grafikleri 

4.3.3. HA/CS nanopartiküllerinin mikro RNA-149-5p ile etkileştirilme analizleri  

İkinci aşamada partiküllerin mikro RNA enkapsülasyonları optimize edilmiştir. Mikro 

RNA’lar N:P oranına göre hesaplanarak partiküllerle etkileştirilmiştir. N:P oranı polimer 

yapıdaki pozitif aminlerin oligonükleotitteki negatif yüklü fosfat gruplarına oranını 

göstermektedir. N:P oranları aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır [416].  

m (polimer) = n (mikro RNA) x fosfat grubu sayısı x MW (protonlanabilir birim) x (N:P) 

m, gerekli polimer kütlesini, n ise gerekli mikro RNA’nın mol sayısını temsil etmektedir. 

Kitosanın protonlanabilir biriminin molekül ağırlığı aynı ticari ürünün kullanıldığı 

yayınlar referans alınarak 165 Da olarak kabul edilmiştir [417]. Bu tez çalışmasında 

kullanılan mikro RNA 149-5p 23 nükleottiten ve tek zincirden oluştuğu için fosfat grup 

sayısı sayısı 23 olarak alınmıştır. Buna göre hesaplanan N:P oranlarına göre 

hazırlanan HA:CS nanopartiküllerin tane büyüklüğü ve zeta potansiyel tayin cihazında  

gerçekleştirilen boyut ve yük analizleri Çizelge 4.8’de gösterilmiştir.  

Çizelge 4.8: Farklı N:P oranlarıyla hazırlanmış HA/CS nanopartiküllerin boyut/yük 

analizleri  

 Boyut Yük 

1:1 N:P 303,2 nm ± 18,1 15,2 mV ± 2,21 

5:1 N:P 355,8 nm± 12,9 18,4 mV ± 1,22 

10:1 N:P 384,1 nm± 15,1 19,1 mV ± 1,60 

15:1 N:P 410,3 nm± 13,6 19,8 mV ± 1,58 

20:1 N:P 425,8 nm± 11,3 20,1 mV ± 1,42 

25:1 N:P 443,7 nm± 13,8 25,6 mV ± 1,71 

30:1 N:P 450,8 nm± 10,7 31,8 mV ± 1,24 

35:1 N:P 542,3 nm± 22,4 32,3mV  ± 2,03 
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Sonrasında partiküller, 14000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilerek çöktürüldükten sonra 

enkapsüle edilemeyen RNAların belirlenmesi amacıyla Qubit 3.0 floresan okuyucu 

(Thermo Fisher Scientific) ile ölçülmüştür. Ölçüm için Qubit microRNA assay kit 

(Thermo Fisher Scientific) kullanılmıştır. Kit protokolü takip edilerek, 1:200 oranında 

Qubit boyası içeren çalışma solüsyonu hazırlanmış ve 20ul partikül solüsyonu ile 

karıştırılarak ölçüm alınmıştır. Hesaplanan yüklenme verimleri Çizelge 4.9’da 

gösterilmiştir.  

Çizelge 4.9: Farklı N:P oranlarıyla hazırlanmış HA/CS nanopartiküllerin boyut/yük 

analizleriyle birlikte RNA yüklenme verimleri   

 Boyut Yük Yüklenme verimi (%) 

1:1 N:P 303,2 nm ± 18,1 15,2 mV ± 2,21 68,26% 

5:1 N:P 355,8 nm± 12,9 18,4 mV ± 1,22 78,80% 

10:1 N:P 384,1 nm± 15,1 19,1 mV ± 1,60 82,88% 

15:1 N:P 410,3 nm± 13,6 19,8 mV ± 1,58 87,34% 

20:1 N:P 425,8 nm± 11,3 20,1 mV ± 1,42 91,02% 

25:1 N:P 436,7 nm± 13,8 25,6 mV ± 1,71 92,75% 

30:1 N:P 440,8 nm± 10,7 31,8 mV ± 1,24 94,53% 

35:1 N:P 542,3 nm± 22,4 32,3mV  ± 2,03 95,10% 

 

Beklenildiği üzere pozitif yükün artışıyla enkapsülasyon yüzdelerinin doğru orantılı 

olarak arttığı görülmüştür. Yüklenme verimleri (enkapsülasyon değerleri) arttıkça 

nanopartikül boyutlarının da arttığı gösterilmiştir. 35:1 N:P oranıyla hazırlanan 

nanopartiküllerde gözle görülür boyut artışına rağmen, yüklenme verimleri ve yüzey 

yükünde önemli bir değişiklik görülmediğinden, 30:1 N:P oranıyla hazırlanan 

nanopartiküllerle deneylere devam edilmiştir.  

4.3.4. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartiküllerinin mikro RNA 
salım profillerinin belirlenmesi  

Oluşturulan mikro RNA enkapsüle edilmiş nanopartiküller 37°C’de hafif karıştırmada 

diyaliz edilmiştir. Her gün 20ul alınarak yukarıda belirtildiği şekliyle Qubit floresan 

okuyucu ile ölçüm alınarak, ortama salınan mikro RNA miktarı ölçülmüştür. Sonuçlar 

Şekil 4.22’de gösterilmiştir.  
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Şekil 4.22: Farklı N:P oranlarıyla hazırlanmış HA/CS nanopartiküllerin mikro RNA 

salım profilleri  

Salımın ilk 7 saatinde gruplar arasında herhangi anlamlı bir fark belirlenememiştir. 

24.saatte 15:1 N:P oranında mikro RNA ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin etkileştikleri 

mikro RNA’nın %45,53’ünü saldıkları gözlemlenmiştir (p ≤ 0,05). 48.saatte tüm gruplar 

arasında anlamlı fark oluşmaya başlamış, 15:1 N:P oranında mikro RNA ile 

etkileştirilmiş nanopartiküllerin etkileştikleri mikro RNA’nın %52,84’ünü, 20:1 N:P 

oranında mikro RNA ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin %48,28’ini, 25:1 N:P oranında 

mikro RNA ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin %45,85’ini, 30:1 N:P oranında mikro RNA 

ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin ise etkileştikleri mikro RNA’nın %41,29’unu serbest 

bıraktıkları gösterilmiştir ( p≤ 0,05). 192 saatin sonunda da, 25:1 N:P oranında mikro 

RNA ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin mikro RNA salımı (%88,65) ile 30:1 N:P 

oranında mikro RNA ile etkileştirilmiş nanopartiküllerin mikro RNA salımı (%84,57) 

arasında istatiksel olarak anlamlı fark belirlenmiştir ( p ≤ 0,05).  

4.3.5. ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin mikro RNA-149-5p ile etkileştirilme 
analizleri 

Elde edilen partiküller ile mikro RNA etkileşimi, yüzey elektrostatik etkileşimi ve 

enkapsülasyon olmak üzere iki farklı metotla denenmiştir. İlk metotta 6.88 uM 

kondroitin sülfat ile kaplanmış HA/CS nanopartiküllerine 30:1 N:P oranına uyacak 

şekilde mikro RNA molekülleri karıştırılarak 37°C’de 4 saat inkübe edilmiş, böylece 

mikro RNAların yüzeye bağlanması sağlanmıştır. Enkapsülasyon metodunda ise 
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yukarıda belirtildiği şekilde mikro RNA molekülleri 30:1 N:P HA/CS partiküller içerisine 

hapsedilmiş, sonrasında 6.88 uM kondroitin sülfat ile etkileştirilmiştir. Partiküller Zeta 

Sizer cihazında DLS tekniğiyle boyut/yük olarak karşılaştırılmış ve 24 saat sonunda 

salımları kontrol edilmiştir. Sonuçlar Çizelge 4.10’da gösterilmiştir.  

Çizelge 4.10: Farklı tekniklerle mikro RNA ile etkileştirilen nanopartikül yük/boyut ve 

etkileşim analizleri  

Metot Boyut  Yük  24 saat sonundaki 
ortamdaki 
serbest RNA 

Enkapsülasyon  580,7 nm ± 20.3  21,32 mV ± 1.7  % 44,3 

Yüzeyle 
etkileştirme 

259,45 nm ± 11.42 15,76 mV ± 0.8 % 31,8 

 

Sonuçlarda görüldüğü üzere mikro RNA’ların yüzeyle etkileştirilmesi sonucu partikül 

boyutu %44.6 oranında küçülmüştür. Bunun sebebinin elektrostatik etkileşimler olduğu 

düşünülmektedir. Yine bu kuvvetler sayesinde, yüzeye tutturulan mikro RNA’ların daha 

stabil olduğu gösterilmiştir. Ayrıca nanopartiküllerin hücreye girmesi için pozitif yüklü 

olmaları gerekmekle birlikte, yüksek pozitif yükün toksisiteye sebep olduğu 

bilinmektedir. Yüzeyleriyle mikro RNA etkileştirilen nanopartiküllerin yüklerinin mikro 

RNA enkapsüle edilmiş partiküllerden daha düşük olduğu gösterilmiştir. Bütün bu 

sebepler göz önüne alınarak diğer deneylere yüzeyle etkileştirme metodu ile devam 

edilmesine karar verilmiştir. Boyut/yük analizleri yapılan kondroitin sülfat kaplı HA/CS 

nanopartiküllerden 4,59 uM, 6,88 uM ve 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş olan 

nanopartiküller 30:1 N:P oranında olacak şekilde mikro RNAlar ile etkileştirilmiş, 

boyut/yük özellikleri, etkileştirme verimleri (yüklenme verimleri) ve salımları yukarıda 

belirtilen metotlarla belirlenmiştir. Sonuçlar Çizelge 4.11’de ve Şekil 4.23’te 

gösterilmiştir.  
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Çizelge 4.11: Kondroitin sülfatla etkileştirilmiş olan HA/CS nanopartiküllerin mikro 

RNAlar ile etkileştirildikten sonraki boyut/yük özellikleri, yüklenme verimleri 

 Yük Boyut +RNA 
(Yük) 

+RNA (Boyut) Yük.ver. 

4,59 uM ChoS 26,33 mV 
± 2,02 

388,6 nm 
± 11,5 

17,51 mV 
± 2,15 

412,26 nm ± 21,18  
(PDI 0.4)  

84,13% 

      

6,88 uM  ChoS 24,13 mV 
± 1,58 

357,8 nm 
± 12,0 

15,76 mV 
± 1,59 

259,45 nm ± 13,89  
(PDI 0.24) 

73,87% 

      

9,17 uM  ChoS 12,44 mV 
± 1,41 

323,2 nm 
± 11,3 

9,23 mV ± 
1,38 

180,2 nm ± 10,23    
(PDI 0.19)  

60,97% 

 

4.3.6. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin 
mikro RNA salım profillerinin belirlenmesi  

Oluşturulan mikro RNA enkapsüle edilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller 37°C’de hafif 

karıştırmada diyaliz edilmiştir. Her gün 20ul alınarak yukarıda belirtildiği şekliyle Qubit 

floresan okuyucu ile ölçüm alınarak, ortama salınan mikro RNA miktarı ölçülmüştür. 

Sonuçlar Şekil 24’te gösterilmiştir.   

 

Şekil 4.23: ChoS(HA/CS) nanopartiküllerin mikro RNA salım profilleri, 4,59 uM, 6,88 

uM ve 9,17 uM ChoS (HA/CS) 

Salımın ilk 24 saati nanopartiküllerin salım davranışları arasında anlamlı bir fark 

belirlenememiştir. 24 saat sonrasında 4,59 uM kondoritin sülfatla etkileştirilmiş ChoS 
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(HA/CS) nanopartikülün etkileştiği mikro RNA’nın %8,4’ünü, 6,88 uM kondoritin sülfatla 

etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülün etkileştiği mikro RNA’nın %12,2’sini, 9,17 

uM kondoritin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülün etkileştiği mikro 

RNA’nın %15,3’ünü serbest bıraktığı gösterilmiştir (p ≤ 0,05). Salım profilleri 48.saatten 

sonra tekrar benzeşmeye başlamış, salım deneyi sonuna kadar gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark gözlemlenememiştir. 192 saatin sonunda enzimsiz 

ortamda 4,59 uM kondoritin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülün 

etkileştiği mikro RNA’nın %59,03’ünü, 6,88 uM kondoritin sülfatla etkileştirilmiş ChoS 

(HA/CS) nanopartikülün etkileştiği mikro RNA’nın %72,14’ünü, 9,17 uM kondoritin 

sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülün etkileştiği mikro RNA’nın 

%76,27’sini serbest bıraktığı belirlenmiştir.  

4.3.7. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS ve ChoS (HA/CS) 
nanopartiküllerinin jel retardasyon analizleri 

HA/CS ve Kondoritin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin  mikro 

RNA-149-5p ile etkileşimleri elektroforez yöntemi ile de kanıtlanmıştır. Elektroforez, 

örneklerin %2’lik agaroz jelde 80V’de 15dakika yürütülmesiyle gerçekleştirilmiştir. 

Alınan jel görüntüsü Şekil 4.24’te gösterilmiştir.  

  

Şekil 4.24: Jel retardasyon analizleri sonuçları (a)Sırasıyla 1nmol mikro RNA, 1:30, 

1:25 ve 1:20 N:P oranlarıyla 1 nmol mikro RNA enkapsüle edilmiş 1:4 oranında 

hazırlanmış HA/CS nanopartiküller , (b) Sırasıyla 2 nmol kontrol mikro RNA, 1:30 

oranında 2 nmol mikro RNA ile etkileştirilmiş 4,59 um, 5,73 um, 6,88 um, 8,03 um, 9,17 

um kondroitin sülfat kaplı HA/CS nanopartiküller, enzimle degrade edilmiş 9,17 um 

kondroitin sülfat kaplı mikro RNA içeren HA/CS nanopartiküllerin jel görüntüsü  

Elektroforez deneylerinde mikro RNA başarılı bir şekilde taşıyıcı ile etkileştiğinde jelde 

mikro RNA’nın görülmemesi veya etkileşme derecesine göre mikro RNA ışımasının 

azalması beklenilmektedir. Bu şekilde bakıldığında HA/CS nanopartiküllerinde 

etkileştirilen partikül oranı arttıkça, yani N:P oranları azaldıkça jelde mikro RNA 
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ışımasında azalma görülmektedir. En yüksek N:P oranı olan 1:20 N:P oranında mikro 

RNA ile etkileştirilen 1:4 HA/CS nanopartiküllerin jelde ışıması az da olsa 

görünmektedir, yani etkileşememiş mikro RNA miktarı diğer gruplardan fazladır. Genel 

itibariyle hiçbir grupta kontrol mikro RNA’ya benzer bir ışıma görülmemesi, 

nanopartiküllerin mikro RNA ile başarılı bir şekilde etkileşimini göstermektedir.  

Benzer bir durum Chos (HA/CS) nanopartiküllerinde de görülmektedir. Bu partiküllerin 

yapı olarak HA/CS nanopartiküllerine göre daha kompakt olması sebebiyle jelde zayıf 

da olsa ışıma bile görülememektedir, bu da nanopartiküllerin mikro RNA-149-5p ile 

başarılı bir şekilde etkileştirildiğinin kanıtıdır. İlk sırada gösterilen kontrol mikro RNA ile 

deterjanla parçalandıktan sonra elde edilen mikro RNA ışımasının benzerliği de 

başarılı partikül-mikro RNA etkileşimini göstermektedir.  

4.4. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri katkılı 2:1 
CSMA:GELMA hidrojellerinin karakterizasyonları  

Yukarıda belirtilen metotlarla hazırlanmış nanopartiküller enjekte edilebilir CSMA-

GELMA hidrojeller (2:1 CSMA:GELMA) içerisine enkapsüle edilmiş ve mikro RNA 

salım profilleri yukarıda belirlenen metotlarla belirlenmiştir. Hidrojel 

enkapsülasyonunun mikro RNA salımını önemli ölçüde azalttığı gözlemlenmiştir. Salım 

grafği Şekil 4.25’te gösterilmiştir.  

İlk 96 saatte gruplar arasında anlamlı bir farklılık görülmemekle birlikte, salımın 

96.saatinden sonra 15:1 N:P oranıyla mikro RNA ile etkileştirilen HA/CS 

nanopartikülleri ile 20:1 N:P oranıyla mikro RNA ile etkileştirilen HA/CS nanopartikülleri 

arasında anlamlı bir fark belirlenmiştir (p ≤ 0,05). 216 saatin sonunda partiküller 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır. 15:1 N:P oranıyla mikro RNA ile etkileştirilen 

HA/CS nanopartiküllerinin etkileştikleri mikro RNA’nın %78,26’sını, 20:1 N:P oranıyla 

mikro RNA ile etkileştirilen HA/CS nanopartiküllerinin %74,25’ini, 25:1 N:P oranıyla 

mikro RNA ile etkileştirilen HA/CS nanopartiküllerinin %72,12’sini, 30:1 N:P oranıyla 

mikro RNA ile etkileştirilen HA/CS nanopartiküllerinin ise %69,56’sını ortama 

bıraktıkları gösterilmiştir.  
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Şekil 4.25: HA/CS nanopartiküller içeren CSMA:GELMA enjekte edilebilir hidrojelinin 

mikro RNA salım profili, Mikro RNA-149-5p ile 15:1, 20:1 , 25:1 ve 30:1 N:P oranlarıyla 

etkileştirilmiş HA/CS nanopartiküller enkapsüle edilmiş enjekte edilebilir 2:1 

CSMA:GELMA hidrojellerin mikro RNA salım profilleri 

4.5. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülleriyle 
etkileştirilmiş hücrelerin gen ekspresyon analizleri  

Mikro RNA-149-5p’nin kıkırdak dejenerasyonun en önemli sebeplerinden biri olan 

osteoartirit hastalığında önemli rol oynadığı gösterilmiştir. Mikro RNA-149-5p’nin hedef 

geni olan FUT-1 geni, mikro RNA-149-5p varlığında tam etkinlik gösterememekte, bu 

da hücre canlılığını arttırmaktadır [423]. Gen ekspresyonları FUT-1, erken dönem gen 

ekspresyon analizleri ve geç dönem gen ekspresyon analizleri olarak 3 kısımda 

incelenmiştir. FUT-1, mikro RNA-149-5p’nin hedef geni olarak taşıyıcının başarısını 

göstermektedir. Erken dönem gen ekspresyonları, SOX-9 ve COMP genlerini 

kapsamaktadır, mezenkimal kök hücrelerin kondrositlere farklılaşmasını 

göstermektedir [424]. Geç dönem gen ekspresyonları ise COL-2A1 ve AGC genlerini 

kapsamaktadır, kondrosit farklılaşmasında geç dönem belirteçleri olarak kabul 

görmektedir [425].  

Tranfeksiyon deneylerinde ilk olarak mikro RNA-149-5p incelenmiştir. Başarılı bir 

transfeksiyon olması durumunda mikro RNA-149-5p miktarının artması 

beklenmektedir. Sonuçlar incelendiğinde, hücre içine giren mikro RNA miktarının 

nanopartiküllerle etkileştirilen kondroitin sülfat miktarı arttıkça arttığı görülmektedir.  
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En yüksek mikro RNA miktarı 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartikülü ile etkileştirilen 

hücrelerde görülmüş, kontrol grubuna göre %82,98 belirlenmiştir (p<0,001). Deney 

grupları arasında hücre içerisine girmiş en az mikro RNA miktarı 4,59 uM ChoS 

(HA/CS) nanopartikülleriyle görülmüştür, bu nanopartiküllerle etkileştirilen hücrelerde 

mikro RNA-149-5p miktarları kontrol grubuna göre %24,88 artmıştır (p< 0,01). Kontrol 

grubu ile taşıyıcı olmadan mikro RNA verilen mezenkimal kök hücrelerin  mikro RNA-

149-5p seviyeleri arasında ufak bir değişiklik olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık bulunmamaktadır (Şekil 4.26b). 

Başarılı bir transfeksiyon olması durumunda, FUT-1 geninin ekspresyon seviyelerinin 

düşmesi beklenmektedir. Kontrol grubu ile taşıyıcı olmadan mikro RNA verilen 

mezenkimal kök hücrelerin FUT-1 gen ekspresyon seviyeleri arasında anlamlı bir 

farklılık bulunmamaktadır. 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş 

mikro RNA verilen grubun FUT-1 gen ekspresyonu kontrol grubuna göre %19,35 

azalmıştır ( p≤ 0,05). 6,88 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA 

verilen grubun FUT-1 gen ekspresyonu kontrol grubuna göre %32,04 ( p ≤ 0,01), 9,17 

uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen grubun FUT-1 

gen ekspresyonu kontrol grubuna göre %61,57 ( p≤ 0,001) azalmıştır. Sonuçlar 

taşıyıcının başarısını göstermektedir, mikro RNA yüklü ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerin hepsi FUT-1 genini inhibe etmiştir (Şekil 4.26a).  
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Şekil 4.26: ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin (a) FUT-1 (b) mikro RNA-149-5p gen 

ekspresyon analizi sonuçları, kontrol: hiçbir taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca 

mezenkimal kök hücre grubu; mikro RNA: taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş 

mezenkimal kök hücre grubu; 4,59 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 4,59 uM 

kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal 

kök hücre grubu; 6,88 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 6,88 uM kondroitin sülfatla 

etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 

9,17 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş 

ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu 

Gen ekspresyon analizinin ikinci aşamasında erken dönem kondrosit farklılaşma 

genleri olan SOX-9 ve COMP incelenmiştir. Kontrol grubu ile partikülsüz mikro RNA 

verilen hücre grubu arasında iki gen için de anlamlı bir farklılık belirlenememiştir. SOX-

9 geni için; 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen 

hücre grubunun gen ekspresyonu kontrol grubuna göre %69,94 artmıştır (p≤ 0,01). 

6,88 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre 

grubunun SOX-9 gen ekspresyonu kontrol grubuna göre 2 katına, 9,17 uM ChoS 

(HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun ise kontrole 

göre 5 katına çıktığı gösterilmiştir (p≤ 0,001). COMP geni içinse, 4,59 uM ChoS 

(HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun gen 

ekspresyonu kontrol grubuna göre 6 katına, 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle 

etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun 8 katına, 9,17 uM ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun gen 
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ekspresyonunun kontrol grubuna göre 10 katına çıktığı gösterilmiştir ( p ≤ 0,001) (Şekil 

4.27). 

 

Şekil 4.27: ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin (a) SOX-9 (b) COMP gen ekspresyon 

analizi sonuçları, kontrol: hiçbir taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca mezenkimal kök 

hücre grubu; mikro RNA: taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş mezenkimal kök 

hücre grubu; 4,59 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 4,59 uM kondroitin sülfatla 

etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 

6,88 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 6,88 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş 

ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 9,17 uM ChoS 

(HA/CS): mikro RNA yüklü 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) 

nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu 

Erken dönem genlerindeki yüksek ekpresyon seviyeleri sebebiyle geç dönem kondrosit 

belirteçleri olan COL 2A-1 ve AGC genlerinin ekpresyon seviyeleri kontrol edilmiştir. 

Kontrol grubu ile partikülsüz mikro RNA verilen hücre grubu arasında iki gen için de 

anlamlı bir farklılık belirlenememiştir. AGC geni için; 4,59 uM ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun gen ekspresyonu 

kontrol grubuna göre %98,93 artmıştır (p≤ 0,01). 6,88 uM ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun gen 

ekspresyonunun kontrol grubuna göre neredeyse 2 katına, 9,17 uM ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun ise 3 katına çıktığı 

gösterilmiştir (p≤ 0,01). COL 2A-1 geni içinse; 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle 
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etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunun gen ekspresyonu kontrol grubuna 

göre %88,64 artmıştır (p≤ 0,01). 6,88 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş 

mikro RNA verilen hücre grubunun gen ekspresyonu kontrol grubuna göre %244,76 

(p≤ 0,01), 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen 

hücre grubunun gen ekspresyonunun ise %339,56  arttığı gösterilmiştir (p≤ 0,001) 

(Şekil 4.28). 

 

Şekil 4.28: ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin (a) AGC  (b) COL2A1 gen ekspresyon 

analizi sonuçları, kontrol: hiçbir taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca mezenkimal kök 

hücre grubu; mikro RNA: taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş mezenkimal kök 

hücre grubu; 4,59 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 4,59 uM kondroitin sülfatla 

etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 

6,88 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 6,88 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş 

ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 9,17 uM ChoS 

(HA/CS): mikro RNA yüklü 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) 

nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu 

4.6. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartikülleri ile 
etkileştirilen hücrelerin sGAG boyamaları 

Nanopartiküllerin kondrogenez üzerindeki etkisi sGAG boyaması ile valide edilmiştir. 

Kontrol grubuna kıyasla nanopartiküllerle inkübe edilen hücrelerin kondrosit 

belirteçlerinden biri olan glikozaminoglikan sentezine başladıkları belirlenmiştir. 

Hücreler arkaplanın belirlenmesi için Fast Green boyası, sülfatlanmış 
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glikozaminoglikanların boyanması için de Safranin O boyasıyla boyandıktan sonra 

mikroskopta görüntülenmiş, fotoğraflar Şekil 4.29’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.29: ChoS (HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mezenkimal kök hücrelerin 

sGAG boyamaları (a) kontrol, (b) 4,59 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS 

(HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; (c) 6,88 uM kondroitin 

sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre 

grubu; (c) 9,17 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller 

verilmiş mezenkimal kök hücre grubu 

4.7. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri ile bu 
partiküllerle katkılanmış 2:1 CSMA:GELMA hidrojelleriyle etkileştirilen 
hücrelerin gen ekspresyon analizleri  

Sunulan tez çalışmasının son aşamasında mikro RNA-149-5p enkapsüle edilmiş 

HA/CS nanopartikülleri taşıyan CSMA:GELMA hidrojellerinin seçilen RNA’nın hedef 

geni olan FUT-1 geni ve kondrosit farklılaşma belirteçleri olan SOX-9, COMP, AGC ve 

COL2A1 genleri üzerindeki etkisi incelenmiştir.  
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Şekil 4.30: mikro RNA ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri içeren CSMA:GELMA 

hidrojelinin (a) FUT-1 (b) mikro RNA-149-5p gen ekspresyon analizi sonuçları, kontrol: 

hiçbir taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca mezenkimal kök hücre grubu; mikro RNA: 

taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; boş (HA/CS) 

np: mikro RNA ile etkileştirilmemiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği kök hücre 

grubu, (HA/CS) np: mikro RNA ile etkileştirilmiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği 

kök hücre grubu, boş hidrojel: Nanopartikül içermeyen CSMA:GELMA hidrojeli 

uygulanan hücre grubu, hidrojel + (HA/CS) np: mikro RNA taşıyan nanopartiküllerin 

hapsedildiği CSMA:GELMA hidrojeli uygulanan hücre grubu 

Hücre transfeksiyonun başarısının belirlenmesi açısından hücre içindeki mikro RNA 

149-5p miktarları belirlenmiştir. Sonuçlar, mikro RNA taşımayan HA/CS ya da 

CSMA:GELMA hidrojellerin hücrelerin mikro RNA-149-5p sentezine anlamlı bir etkisi 

olmadığını göstermektedir. Aynı şekilde taşıyıcısız hücrelerle etkileştirilen mikro 

RNA’nın hücre içine verimli bir şekilde alınmadığı görülmektedir. Mikro RNA taşıyan 

HA/CS nanopartiküller ile etkileştirilen hücrelerin mikro RNA-149-5p miktarlarının 

kontrol grubuna göre %16,97 arttığı belirlenmiştir ( p< 0,01). Mikro RNA taşıyan HA/CS 

nanopartiküllerin hapsedildiği hidrojellerle inkübe edilen hücrelerin ise mikro RNA 149-

5p miktarlarının ise kontrol grubuna göre %12, 96 arttığı hesaplanmıştır (p < 0,01). 

Mikro RNA miktarındaki bu azalma istatiksel olarak anlamsız olmakla birlikte, hidrojelin 

mikro RNA salımını geciktirmesine bağlı olduğu sonucuna varılmıştır (Şekil 4.30b). 

Kontrol grubu ile partikülsüz mikro RNA verilen hücre grubu, veya boş partikül ya da 

boş hidrojel verilen hücre grupları arasında FUT-1 geni için anlamlı bir farklılık 
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belirlenememiştir. Mikro RNA’lı HA/CS nanopartikül FUT-1 gen ekspresyonu seviyesini 

kontrol grubuna göre %21,16 azaltmıştır ( p≤ 0,05). Nanopartiküllerin hidrojel içerisinde 

hapsedildiği formülasyon hücrelerin FUT-1 gen ekspresyonunu %18,04 oranında 

azaltmış, ancak mikro RNA’lı nanopartiküllerin sebep olduğu FUT-1 gen ekspresyon 

seviyesiyle arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (Şekil 4.30a).  

İkinci aşamada, partikül ve hidrojelin mezenkimal kök hücre farklılaşmasına etkisinin 

belirlenmesi amacıyla erken dönem kondrosit gen belirteçleri analiz edilmiştir. SOX-9 

geni için, boş HA/CS nanopartikülü verilen hücrelerin gen ekspresyonunun kontrol 

grubu hücrelerine göre %81,45 arttığı gösterilmiştir (p ≤ 0,05). Boş CSMA:GELMA 

hidrojelinin uygulandığı hücrelerde SOX-9 ekspresyonu kontrol grubuna göre yaklaşık 

4 katına çıkmış ( p≤ 0,001), nanopartikül içeren hidrojelin uygulandığı hücrelerde ise 

ekspresyonun yaklaşık 5 kat arttığı gösterilmiştir ( p≤ 0,0001). COMP geni içinse, boş 

HA/CS nanopartikülü verilen hücrelerin gen ekspresyonunun kontrol grubu hücrelerine 

göre %464,30 arttığı belirlenmiştir (p ≤ 0,001). Boş CSMA:GELMA hidrojelinin 

uygulandığı hücrelerde COMP ekspresyonu kontrol grubuna göre yaklaşık 9 katına 

çıkmış (p≤0,001), nanopartikül içeren hidrojelin uygulandığı hücrelerde ise 

ekspresyonun neredeyse 10 kat arttığı hesaplanmıştır (p≤ 0,0001) (Şekil 4.31). 
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Şekil 4.31: mikro RNA ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri içeren CSMA:GELMA 

hidrojelinin (a) SOX-9 ve (b) COMP gen ekspresyon analizi sonuçları, kontrol: hiçbir 

taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca mezenkimal kök hücre grubu; mikro RNA: 

taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; boş (HA/CS) 

np: mikro RNA ile etkileştirilmemiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği kök hücre 

grubu, (HA/CS) np: mikro RNA ile etkileştirilmiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği 

kök hücre grubu, boş hidrojel: Nanopartikül içermeyen CSMA:GELMA hidrojeli 

uygulanan hücre grubu, hidrojel + (HA/CS) np: mikro RNA taşıyan nanopartiküllerin 

hapsedildiği CSMA:GELMA hidrojeli uygulanan hücre grubu 

Geç dönem kondrosit belirteçleri olarak AGC ve COL2A1 incelenmiştir. İki gen için de, 

boş HA/CS nanopartikülü verilen hücrelerin gen ekspresyonunun kontrol grubu 

hücrelerine göre önemli ölçüde arttığı gösterilmiştir ( p≤ 0,05). Boş CSMA:GELMA 

hidrojelinin uygulandığı hücrelerde AGC ekspresyonu kontrol grubuna göre yaklaşık 5 

kat, COL2A1 ekspresyonu ise neredeyse 5 kat artmıştır ( p≤ 0,0001). Nanopartikül 

içeren hidrojelin uygulandığı hücrelerde ise AGC ekspresyonu boş hidrojelin 

uygulandığı hücrelere göre %11,11 (p ≤ 0,05) artsa da,  COL2A1 gen ekspresyonunda 

anlamlı bir farklılık belirlenememiştir (Şekil 4.32). 
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Şekil 4.32: mikro RNA ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri içeren CSMA:GELMA 

hidrojelinin (a) AGC ve (b) COL2A1 gen ekspresyon analizi sonuçları, kontrol: hiçbir 

taşıyıcı ya da gen içermeyen, yalnızca mezenkimal kök hücre grubu; mikro RNA: 

taşıyıcı içermeyen boş mikro RNA verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; boş (HA/CS) 

np: mikro RNA ile etkileştirilmemiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği kök hücre 

grubu, (HA/CS) np: mikro RNA ile etkileştirilmiş 1:4 HA/CS nanopartiküllerinin verildiği 

kök hücre grubu, boş hidrojel: Nanopartikül içermeyen CSMA:GELMA hidrojeli 

uygulanan hücre grubu, hidrojel + (HA/CS) np: mikro RNA taşıyan nanopartiküllerin 

hapsedildiği CSMA:GELMA hidrojeli uygulanan hücre grubu 

4.8. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS nanopartikülleri ile bu 
partiküllerle katkılanmış 2:1 CSMA:GELMA hidrojelleriyle etkileştirilen 
hücrelerin sGAG boyamaları  

Hidrojel ve nanopartiküllerin kondrogenez üzerindeki etkisi sGAG boyaması ile valide 

edilmiştir. Kontrol grubuna kıyasla hidrojeller ve nanopartküllerle inkübe edilen 

hücrelerin kondrosit belirteçlerinden biri olan glikozaminoglikan sentezine başladıkları 

belirlenmiştir. Nanopartiküller ve hidrojel ile birlikte kültür edilen hücrelerin 

glikozaminoglikan sentezinin, sadece hidrojel ve sadece nanopartiküllerle kültür edilen 

hücrelere göre daha yoğun olduğu gözlemlenmiştir. Hücreler arkaplanın belirlenmesi 

için Fast Green boyası, sülfatlanmış glikozaminoglikanların boyanması için de Safranin 

O boyasıyla boyandıktan sonra mikroskopta görüntülenmiş, fotoğraflar Şekil 4.33’te 

gösterilmiştir.  
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Şekil 4.33: HA/CS nanopartiküller ve CSMA:GELMA hidrojellerle etkileştirilmiş 

mezenkimal kök hücrelerin sGAG boyamaları (a) kontrol (b) 1:4 HA/CS 

nanopartiküllerinin verildiği kök hücre grubu, (c) Nanopartikül içermeyen 

CSMA:GELMA hidrojeli uygulanan hücre grubu,  (d) mikro RNA taşıyan 

nanopartiküllerin hapsedildiği CSMA:GELMA hidrojeli uygulanan hücre grubu 

4.9. Mikro RNA-149-5p ile etkileştirilmiş HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartikülleri 
ile etkileştirilmiş hücrelerin proliferasyon analizleri  

Mikro RNA-149-5p’nin proliferasyona pozitif etkisi bilinmektedir. FUT-1 geninin 

inhibisyonunun apoptozu engelleyerek hücre proliferasyonunu uyardığı gösterilmiştir 

[423]. Bu sebeple mikro RNA ile etkileştirilen nanopartiküllerin hücre proliferasyonuna 

etkisi araştırılmıştır (Şekil 4.34). Deney yukarıda belirtilen şekilde MTT yöntemiyle 

yapılmıştır.  

Hücrelere taşıyıcısız verilen mikro-RNA-149-5p’nin hücre proliferasyonunu uyardığı, 

ancak bu artışın istatistiksel olarak bir anlam taşımadığı gösterilmiştir. Mikro RNA-149-

5p taşıyan HA/CS nanopartikülleri uygulanan hücrelerin proliferasyonlarını kontrol 
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grubuna göre %21,80 arttırdığı gözlemlenmiştir ( p ≤ 0,05). 4,59 uM ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen grupta hücre proliferasyonun % 

24,19 (p≤ 0,01), 6,88 uM ChoS (HA/CS) grubunda %34 (p≤ 0,01), 9,17 uM ChoS 

(HA/CS) nanopartiküllerle etkileştirilmiş mikro RNA verilen hücre grubunda ise %51,49 

(p≤ 0,001) arttığı belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 4.34: Mikro RNA-149-5p taşıyan HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartikülleri 

uygulanan hücrelerin proliferasyon sonuçları, kontrol: hiçbir taşıyıcı ya da gen 

içermeyen, yalnızca mezenkimal kök hücre grubu; mikro RNA: taşıyıcı içermeyen boş 

mikro RNA verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 1:4 HA/CS NP: mikro RNA ile 

etkileştirilmiş HA/CS nanopartiküllerinin verildiği kök hücre grubu, ; 4,59 uM ChoS 

(HA/CS): mikro RNA yüklü 4,59 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) 

nanopartiküller verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 6,88 uM ChoS (HA/CS): mikro 

RNA yüklü 6,88 uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller 

verilmiş mezenkimal kök hücre grubu; 9,17 uM ChoS (HA/CS): mikro RNA yüklü 9,17 

uM kondroitin sülfatla etkileştirilmiş ChoS (HA/CS) nanopartiküller verilmiş mezenkimal 

kök hücre grubu  

 

 

 



 
96 

 

5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

Sunulan tez çalışması kapsamında dejeneratif kıkırdak hasarlarının tedavisine yönelik 

enjekte edilebilir hidrojel sistemlerinin geliştirilmesi ve karakterizasyonu amaçlanmıştır. 

Bu kapsamda öncelikle enjekte edilebilir hidrojel formülasyonu optimize edilmiştir. 

Enjekte edilebilir doku iskelesi malzemesi olarak kıkırdak dokusunun hücrelerarası 

matrisinde çokca bulunan kondroitin sülfat ve kolajenden elde edilen jelatin 

kullanılmıştır. Polimerler stabilitelerinin arttırılması ve çapraz bağlanabilmeleri 

amacıyla metakrilatlanarak kullanılmıştır [426]. Optimizasyon çalışmalarında kullanılan 

metakrilatlama ajanı ( MAAH ) miktarının hidrojellerin fiziksel özelliklerini önemli ölçüde 

belirlediği görülmüştür. CSMA için denenen 7,5 ve 30 mmol MAAH ve GELMA için 

denenen 2,5, 7,5 ve 12,5 mmol MAAH oranlarının hepsi katı hidrojel oluşmasına sebep 

olmuştur. Bu sebeple metakrilatlama ajanı olarak kullanılan MAAH oranı azaltılarak 

optimizasyonlara devam edilmiş, CSMA için 1 mmol, 1,32 mmol, 2 mmol ve 2,64 mmol 

oranında MAAH, GELMA içinse 3,96 mmol, 2,64 mmol ve 1,32 mmol oranında MAAH 

ile farklı miktarlarda kondroitin sülfat ve jelatin, farklı yüzdelerde ve farklı UV süreleriyle 

denenmiştir. MAAH ve UV süresi arttıkça daha kararlı hidrojeller oluştuğu, madde 

miktarının artmasının jel oluşumunda pozitif etkisi olduğu gösterilmiştir. Genel olarak 

GELMA’nın CSMA’dan daha kolay jelleştiği gösterilmiştir, bu durum molekül yapılarıyla 

ile ilişkilidir. Elde edilen hidrojeller tek başlarına stabil bir yapı oluşturamadıklarından, 

hem stabiliteyi arttırmak hem de tezde planlanan kondrogenezi arttırmak amacıyla iki 

yapı fiziksel olarak karıştırılarak enjekte edilebilir jeller oluşturulmuştur. Yapılan 

optimizasyonlarla yukarıdaki belirtilen sebeplerle, GELMA miktarındaki artışın 

hidrojellerin gerekenden fazla çapraz bağlanmasına sebep olarak katılaşmasına 

sebep olduğu gösterilmiştir. Bu sebeple CSMA oranı arttırılmış, sonraki 

karakterizasyonlar 1:1 CSMA:GELMA, 2:1 CSMA:GELMA, 3:1 CSMA:GELMA 

formülasyonları için gerçekleştirilmiştir.  

Yapılan fiziksel karakterizasyonlar üç jelin de fiziksel olarak literatürde bulunan diğer 

enjekte edilebilir hidrojellere benzerliğini göstermiştir [427-429]. Hidrojellerin biyolojik 

ajan taşınımına uygun, por boyutlarının kontrollü salıma uygun olduğu belirlenmiştir.  

Tez kapsamında tasarlanan enjekte edilebilir hidrojeller kıkırdak doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılmak üzere tasarlandığından hidrojellerin mekanik özellikleri 

karakterize edilmiştir. Kıkırdak doku için tasarlanan enjekte edilebilir jellerin regüler ya 



 
97 

 

da irregüler şekle sahip tüm kıkırdak defektlerini doldurabilir yapıda ve enjekte 

edildikten sonra şeklini koruyor olması gerekmektedir [430].  Bu sebeple kayma testi 

uygulanmış, 2:1 CSMA:GELMA hidrojellerinin enjekte edildikten sonra mekanik 

özelliklerini yeniden kazandıkları gösterilmiştir. 2:1 oranında katkılanan CSMA 

hidrojelin stabilitesini arttırırken 3:1 oranındaki CSMA’nın hidrojelin yeniden 

birleşebilme yeteneğini yok ettiği belirlenmiştir. Bunun sebebinin yukarıda bahsedildiği 

üzere CSMA ve GELMA’nın yapısal farklılığından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Jellerin ayrıca viskoelastik ölçümleri gerçekleştirilerek jel karakterleri analiz edilmiştir. 

3 hidrojel formülasyonun da G’ değerlerinin G’’ değerlerinden yüksek olduğu, yani 

hidrojel yapısında oldukları belirlenmiştir [431]. 2:1 ve 3:1 CSMA:GELMA 

hidrojellerinde G’/G’’ oranlarının eklemler arası kayganlığı sağlayacak ideal mekanik 

karaktere sahip olduğu belirlenmiştir [432]. G’’ değerleri (viskoz modulüs) 

incelendiğinde en yüksek değerlerin 1:1 CSMA:GELMA hidrojellerinde olduğu 

belirlenmiştir, bu da düşük çapraz bağlanma oranları göz önüne alındığında beklenilen 

bir sonuçtur.  

Hidrojellerin şişme ve degradasyon deneyleri benzer sonuçlar vermiştir. Hidrojellerin 

yüksek şişme oranları, hidrojellerin enkapsüle ettikleri biyolojik ajanları kolayca ortama 

salabildiklerine dair kanıt oluşturmaktadır [433]. 1:1 CSMA:GELMA oranıyla hazırlanan 

hidrojel en yüksek şişme oranına sahip ve en çabuk degradasyona uğrayan hidrojel 

formülasyonu olmuştur. Sonuçlar literatürle de uyumludur [434,435]. Hidrojellerin su 

tutma kapasiteleri ve stabiliteleri arasında negatif bir korelasyon bulunmaktadır. Şişme 

oranları arttıkça hidrojellerin stabiliteleri azalmakta ve hidrolitik degradasyona daha 

yatkın olmaktadır [436]. Ayrıca hidrojellerin şişme oranları çapraz bağlanma 

dereceleriyle de ters orantılıdır. Çapraz bağlanma oranlarının da madde miktarı ile 

doğru orantılı olarak arttığı bilinmektedir [437, 438]. Bu bilgiler ışığında en yüksek 

polimer konsantrasyonuna sahip 3:1 CSMA:GELMA hidrojellerinin şişme oranlarının 

diğer iki hidrojel formülasyonundan daha az olması literatür bilgisiyle uyum 

göstermektedir.  

Hidrojellerin sitotoksisiteleri yapılan MTT analizleriyle kontrol edilmiştir. Hidrojellerin 

hücreler üzerinde herhangi bir toksisite yaratmadığı ve biyouyumlu malzemeler 

oldukları gösterilmiştir. Literatürde CSMA ve GELMA hidrojeller ayrı ayrı pek çok 

çalışmada kullanılmış ve benzer sonuçlar bulunmuştur [439,440].  
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Sunulan tezin hedefi dejeneratif kıkırdak hasarlarına yönelik çoklu tedavi 

sağlanmasıdır. Bu bağlamda seçilen enjekte edilebilir hidrojel formülasyonu içerisinde 

genetik materyal taşıyan nanopartiküller enkapsüle edilmesi planlanmıştır. Oluşturulan 

nanopartiküller kıkırdak hücreler arası matrisinin önemli bileşenlerinden olan 

hyaluronik asit ve kitosandan elde edilmiştir. Hyaluronik asit sinoviyal sıvı ve artiküler 

kıkırdağın önemli bir bileşeni olduğundan, kitosan ise pozitif yüklü bir polisakkarit 

olduğundan, gen taşınımındaki etkisi göz önüne alınarak seçilmiştir. Hücrelerle 

etkileştirilmek üzere nanopartiküller optimize edilirken öncelikle yüzey yükleri, 

sonrasında boyutları göz önüne alınmıştır [441]. Yüksek yüzey yükünün hücrelerde 

toksisite yarattığı bilinmekle birlikte düşük pozitif yüküne sahip nanopartiküllerin hücre 

içerisinde degradasyona uğradığı bilinmektedir [442]. Nanopartiküller hücre içerisine 

endositoz yoluyla, endozom adı verilen kesecikler içerisinde alınmaktadır. Normalde 

endozom içerisinde alınan kargolar, lizozomda degrede edilerek sindirilmektedir. Fakat 

nanopartiküllerin içerisindeki mikro RNA’nın aktivite gösterebilmesi için lizozoma 

gitmeden sitoplazma içerisinde salınması gerekmektedir, bu da ancak endozomal 

kaçış mekanizmalarıyla mümkündür. Birden fazla endozomal kaçış mekanizması 

bulunmaktadır, ancak bu tez kapsamında çalışılan nanopartiküller proton sponge 

efektine göre kaçacak şekilde tasarlanmıştır. Proton sponge efekti, yüksek 

tamponlanma kapasitesine sahip ajanların protonlanması sonucu endozomun şişerek 

kargoyu serbest bırakması üzerine kuruludur. Protonlanma endozom içerisine yüksek 

miktarda iyon ve su akışı sağlamakta, bu da ozmotik basıncın artması ve endozomal 

zarın esneyerek kopmasına ve sonuçta endozom içerisinde tutulan bileşiklerin serbest 

bırakılmasına sebep olmaktadır [443]. Tez kapsamında kullanılan nanopartiküllerde, 

kitosanın yüksek miktardaki amin sayısının proton sponge efekti yarattığı göz önüne 

alınarak, partiküller bu şekilde tasarlanmıştır [444].   

Nanopartiküller öncelikle hyaluronik asit:kitosan oranı bakımından optimize edilmiştir. 

Yüksek miktarda genetik materyal taşımak için kitosan oranı yüksek tutularak yapılan 

çalışmalarda, pozitif yükün 1:4 HA/CS oranından sonra daha fazla artmadığı 

görülmüştür. Boyut ve yük özelliklerinin HA/CS kütle oranına bağlı olduğu ve kitosan 

miktarındaki artışın kitosan fazlalık amin grupları nedeniyle daha büyük nanopartiküller 

ve daha yüksek pozitif yüzey potansiyeli ile sonuçlandığı gösterilmiştir [415]. En küçük 

ve en yüksek pozitif yüke sahip 1:4 HA/CS nanopartikülleriyle sonraki deneylere 

devam edilmiştir.  
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1:4 HA/CS nanopartiküllerle farklı N:P (kitosandaki azot: RNA’daki fosfat) oranlarında 

mikro RNA etkileştirilmiştir. 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1 and 35:1 N:P oranları 

denenmiştir. Sonuçlar, yüzey yükünün N: P oranına orantılı olarak arttığını ve 35: 1 N: 

P oranına sahip nanopartiküllerin, kitosanın pozitif yüklü NH2 grupları arttıkça en 

yüksek yüzey yükünü taşıdığını göstermiştir.  Nanopartiküllerin büyüklüğünün, artan 

NH2 grupları ile genel olarak bir artış gösterdiği fakat 10: 1 ve 30: 1 N: P oranlarıyla 

nanopartiküller arasında önemli bir boyut farkı belirlenemediği görülmüştür. Bunun 

yanısıra, mikro RNA kapsüllenmiş 35: 1 N: P oranlı HA/CS nanopartiküllerinin 

yarıçapında önemli bir artış belirlenmiştir (p<0,01). Pozitif yüklü NH2 grupları nedeniyle 

HA: CS nanopartiküllerinin enkapsülasyon etkinliği N: P oranlarıyla doğru orantılı 

olarak artmıştır. Enkapsülasyon oranı 30:1 N:P oranı ile doygunluğa ulaştığı ve daha 

yüksek N:P oranlarının enkapsülasyon etkinliği üzerinde önemli bir etkisi olmadığı 

gözlemlenmiştir.  

İkinci bir nanopartikül formülasyonu olarak, kondroitin sülfat ile kaplı HA/CS 

nanopartiküller tasarlanmıştır. Bu nanopartiküller yüksek pozitif yüklü 1:4 HA/CS 

nanopartiküllerle negatif yüklü kondroitin sülfatın etkileşimiyle oluşturulmuştur. 1: 4 

HA/CS nanopartiküller 2,29 uM, 3,44 uM, 4,59 uM, 5,73 uM, 6,88 uM, 8,03 uM, 9,17 

uM, 10, 32 uM, 11,47 uM ve 13,76 uM ChoS ile elektrostatik olarak etkileştirilmiştir. 

Negatif yüklü kondroitin sülfat miktarının 9,17 uM kondroitin sülfat miktarına kadar 

partikül boyutunu küçülttüğü, 9,17 uM'den fazlasının ise partikül boyutunu arttırdığı 

gösterilmiştir. 9,17 uM'ye kadar negatif yüklü kondroitin sülfat ile kitosanın pozitif yüklü 

amin gruplarının birbirini çekerek partikül çapının azalmasına neden olduğu, daha fazla 

negatif yükün etkileşecek pozitif yük kalmadığından partikül yüzeyine tutunarak 

nanopartikül boyutunu arttırdığı sonucuna varılmıştır. Yük-boyut ilişkisi göz önüne 

alınarak, RNA ile etkileştirmek üzere 4,59 uM, 6,88 uM ve 9,17 uM kondroitin sülfatla 

etkileştirilen HA/CS nanopartiküllerle sonraki deneylere devam edilmiştir.  

Nanopartiküllerin fiziksel özellikleri SEM görüntüleriyle belirlenmiştir [445]. Polisakkarit 

nanopartiküller nanopartikül oluşumuna katılmayan polisakkaritlerin ortamdan 

uzaklaştırılması zor olduğu için net görüntü alınması zor partiküllerdir. Tez kapsamında 

diyaliz edildikten ve filtreden geçirildikten sonra görüntülenmiş olmasına karşın, yine 

de analiz sırasında partiküller üzerinde polisakkarit birikimi gözlemlenmiştir. Buna 

karşın, alınan görüntüler nanopartiküllerin şişmiş morfolojisini gözler önüne 

sermektedir.  
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RNA ile etkileşim deneylerinde RNA’nın enkapsüle edildiği ve ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerin yüzeyi ile etkileştirildiği iki yöntem denenmiştir. RNA’nın enkapsüle 

edildiği yöntemde nanopartikül boyutunun önemli derecede arttığı, nanopartiküllerin 

mikro RNA’dan sonra ortama eklenen kondroitin sülfatla çok iyi etkileşemedikleri 

görülmüştür. Artan kondroitin sülfat miktarının, kitosanın protonlanmış aminleri için 

RNA ve kondroitin sülfat arasında rekabet yaratarak itici kuvvetlerin ortaya çıkmasına, 

böylece nanopartiküllerin boyutlarının büyümesine sebep olduğu sonucuna varılmıştır 

[446]. Bu sebeple öncelikle ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinin oluşturularak sonrasında 

RNA ile etkileştirildiği, yüzeyle etkileştirme metodu kullanılarak ChoS (HA/CS) 

nanopartikülleri mikro RNA ile etkileştirilmiştir.  

Nanopartiküllerin mikro RNA salım profilleri belirlenmeden önce, suda, PBS’te ve 

serum içeren FBS içerisinde stabiliteleri kontrol edilmiştir. Stabilite deney sonuçlarına 

göre partiküllerin tüm sıvılar içerisinde bozunmadan kaldığı, hatta boyutlarının artarak 

şiştikleri gözlemlenmiştir. Bu durum, nanopartiküllerin jel yapısıyla açıklanmaktadır. 

Hatta son yıllarda ortaya atılan “nanojel” terimiyle büyük ölçüde benzerlik taşımaktadır. 

Nanojeller, hidrojel nanopartiküllerin polimerik ağlardan oluşan dağılımları olarak 

tanımlanmıştır ve düşük toksisite ve kullanım kolaylığı açısından avantajlarıyla öne 

çıkmaktadır [447]. Nochi ve arkadaşları, adjuvan içermeyen burun içi aşılama için, Li 

ve arkadaşları da yakın zamanda siRNA uygulaması için bir polimer nanojel sistemi 

bildirmiştir [448]. Tez kapsamında geliştirilen nanopartiküller nanojel özelliğine sahiptir 

ve şişme davranışları da nanojellerle benzerlik göstermektedir [448,449].  

Nanopartiküllerin, hyaluronik asit ve kondroitin sülfatın yüksek hidrofilik yapısı ve 

gevşek bir ağ oluşturan karboksil gruplarının su tutma kabiliyeti nedeniyle, boyutlarını 

arttırdığı görülmüştür [450]. Ayrıca nötral pH, kitosanın omurgasını kısmen 

nötrleştirerek anyonik gruplarla daha zayıf etkileşmesine sebep olmakta, bu da daha 

zayıf bağlar kurmasına dolayısıyla nanopartiküllerin boyutunun artmasına sebep 

olmaktadır [451]. Sonuç itibariyle stabilite deneyleri ile HA/CS ve Chos (HA/CS) 

nanopartiküllerin kararlı nanopartiküller olduğu ve daha fazla uygulama için 

kullanılabilir olduğu kanıtlanmıştır.  

Salım deneyleri HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküller için ayrı ayrı belirlenmiştir. 

HA/CS nanopartiküllerine mikro RNA, enkapsülasyon yöntemi ile hapsedilmiştir. 

Nanopartiküllerin mikro RNA salımlarında 7. saat sonuna kadar anlamlı bir fark 

belirlenememekle birlikte; 30:1 ve 25:1 N:P oranıyla hazırlanan nanopartiküllerin ilk 7 
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saat diğer partiküllere göre daha hızlı bir salım gerçekleştirdiği, salımın sonrasında 

yavaşladığı gözlemlenmiştir. Bunun sebebinin, enkapsüle edilemeyerek zayıf bağlarla 

yüzeye tutunan RNA’lar olabileceği sonucuna varılmıştır. Genel olarak 15:1 N:P 

oranıyla hazırlanmış HA/CS nanopartiküllerde diğer formülasyonlara göre daha zayıf 

bir elekstrostatik etkileşim olduğundan, daha hızlı salım gerçekleştiği görülmektedir. 

20:1, 25:1 ve 30:1 N:P oranıyla hazırlanmış partiküllerin ise salım karakterleri arasında 

önemli bir fark belirlenememiştir.  

Kondroitin sülfat kaplı HA/CS nanopartiküllerin salım deneyleri ise 30:1 N:P oranında 

mikro RNA ile etkileştirilmiş 4,59 uM, 6,88 uM ve 9,17 uM ChoS(HA/CS) 

nanopartiküller ile gerçekleştirilmiştir. İlk 24 saat partiküller arasında anlamlı bir fark 

belirlenememekle birlikte, en yüksek kondroitin sülfat miktarına, dolayısıyla daha 

düşük pozitif yüke sahip nanopartiküller olan 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin 

RNA ile daha zayıf bağlar kurması sebebiyle, diğer formülasyonlara göre daha hızlı 

mikro RNA saldığı gözlemlenmiştir.  Mikro RNA enkapsüle edilmiş partiküllerin mikro 

RNA’yı kondroitin sülfat kaplı partiküllere göre daha hızlı saldığı gözlemlense de, iki 

grup arasında anlamlı fark gösterilememiştir. Bu durumun, fazla miktarda kondroitin 

sülfatın bol zincirli moleküler yapısından ya da enkapsülasyon sırasında RNA 

eklenmesinden sonra çapraz bağlanmanın yetersiz gerçekleşmesinden kaynaklanmış 

olabileceği düşünülmektedir. Farklı miktarlarda kullanılacak kondroitin sülfat veya 

TPP’nin farklı sonuçlar doğuracağı öngörülmüştür.  

Mikro RNA yüklü HA/CS nanopartikülleri 2:1 CSMA:GELMA hidrojeli içerisine 

hapsedildikten sonra da salım profilleri belirlenmiştir. Beklenildiği üzere hidrojelin 

HA/CS nanopartiküllerden mikro RNA salımını yavaşlattığı gösterilmiştir ancak, mikro 

RNA salımı Chos (HA/CS) nanopartiküller ile kıyaslandığında anlamlı bir farklılık 

olmadığı gözlemlenmiştir [452]. İki sistemin de polisakkaritlerden oluşması ve yüksek 

şişme oranlarıyla geniş gözenekler oluşturması mikro RNA salımını 

kolaylaştırmaktadır [440].  

Hidrojellerde olduğu gibi HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerinde de herhangi bir 

sitotoksisiteye rastlanmamıştır. Nanopartiküllerin test edilen en yüksek nanopartikül 

konsantrasyonuna kadar toksisite göstermediği, aksine hücre proliferasyonunu 

arttırdığı gözlemlenmiştir. Hücrelerin polisakkaritleri besin olarak gören doğasından 

ötürü, artan polisakkarit miktarlarının hücre çoğalmasını uyardığı belirlenmiştir  [453]. 

Sitotoksisite deneyleri Chos (HA/CS) nanopartiküllerin toksik olmayan, biyouyumlu 
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nanopartiküller olduğunu ve herhangi bir alt uygulama için kullanılabileceğini 

göstermiştir. 

Mikro RNA-149-5p taşıyan nanopartiküllerin etkinliği gerçek zamanlı PCR deneyleriyle 

test edilmiştir. Mikro RNA-149-5p’nin hedef geni olan FUT-1 geni, erken dönem 

kondrogenez belirteçleri SOX-9 ve COMP genleri ve geç dönem kondrogenez 

belirteçleri olan COL2A1 ve AGC genleri kontrol edilmiştir [454, 455]. Kondroitin sülfat 

kaplı nanopartiküller göz önüne alındığında, tüm partiküllerde FUT-1 gen 

ekspresyonunun azaldığı, dolayısıyla partiküllerin gen transfeksiyonunun başarılı 

olduğu gösterilmiştir. Nanopartikül boyutu azaldıkça gen ekspresyon seviyesinin 

azalması, hücrelerin partikülllerin polisakkarit yapısını besin olarak görüp, kolay 

internalize etmesinin yanısıra, nanopartiküllerin hücre içine alınmasında boyutun 

önemi de göstermiştir [441]. Deneyler mezenkimal kök hücreler üzerinde yapıldığı için 

nanopartiküllerin kondrosit farklılaşmasına etkisi de kontrol edilmiştir. SOX-9,COMP, 

COL2A1 ve AGC gen ekspresyon seviyelerinin partikül boyutu azaldıkça ve 

polisakkarit (kondroitin sülfat) miktarı arttıkça, orantılı olarak arttığı belirlenmiştir. Bu 

sonuçlar mezenkimal kök hücreler için literatürle uyum göstermektedir [456-458]. 

COMP gen ekspresyonu seviyelerinin SOX-9 genine göre daha çok daha yüksek 

miktarlarda sentezlendiği gözlemlenmiştir. Benzer şekilde geç dönem kondrogenez 

belirteçleri olan COL2A1 ve AGC’nin, erken dönem belirteçleri olan SOX-9 ve COMP’a 

göre daha az miktarlarda sentezlendiği gösterilmiştir. Ayrıca AGC’nin ilişkili olduğu 

genlerden biri olan MMP7 de analiz edilmiş ancak anlamlı bir farklılık belirlenememiştir 

(data gösterilmemiştir). Bu durum mezenkimal kök hücrelerin erken evre farklılaşmayı 

tamamladığı ve ileri evre farklılaşmaya başladığı şeklinde yorumlanmıştır [459]. 

Hücreler mikro RNA içermeyen nanopartiküllerle de etkileştirilmiş, fakat kondrogenez 

belirteç genlerinin ekspresyon seviyelerinde mikro RNA taşıyan nanopartiküllerle 

etkileştirilmiş hücrelere göre anlamlı bir fark bulunamamıştır (data gösterilmemiştir). 

Yapılan deneylerde mikro RNA 149-5p’nin kondrogenez belirteç genleri üzerinde 

anlamlı bir etkisine rastlanamamıştır. Sonuç itibariyle mezenkimal kök hücrelerin 

belirlenen kondrosit belirteç genlerini sentezledikleri, uygulanan ChoS (HA/CS) 

nanopartiküllerin mezenkimal kök hücrelerin kondrosit farklılaşmasında etkili oldukları 

gösterilmiştir. 

HA/CS nanopartiküller ve hidrojel yapıları değerlendirildiğinde, mikro RNA taşıyan 

HA/CS nanopartiküllerin ve bu nanopartiküllerin olduğu hidrojellerin FUT-1 gen 
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ekspresyonu seviyesini düşürdüğü gözlemlenmiştir. Ayrıca HA/CS nanopartiküller ile 

hidrojel içerisine hapsedilmiş HA/CS nanopartiküller arasında da anlamlı bir fark 

bulunmamıştır. Bu sonuç, taşıyıcıların başarısı ile birlikte, hidrojelin mikro RNA 

etkinliğinde önemli bir etkisi olmadığını göstermektedir. Hidrojellerin hücre kültür 

ortamında bulunan enzimler dolayısıyla daha çabuk degradasyona başladığı 

sonucuna varılmıştır [460]. Sonuçlar sonrasında kondroitin sülfat kaplı nanopartiküller 

ile de kıyaslanmış, 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküller ile etkileştirilen hücrelerin 

FUT-1 mRNA seviyeleri arasında anlamlı bir fark belirlenememiştir. 6,88 uM ChoS 

(HA/CS) ve 9,17 uM ChoS (HA/CS) nanopartiküller ile karşılaştırıldığında ise, 

kondroitin sülfat kaplı nanopartiküllerin daha başarılı taşıyıcılar olduğu sonucuna 

varılmıştır (p<0,05). SOX-9 ve COMP genleri incelendiğinde, CSMA:GELMA’dan 

oluşan hidrojellerin ve HA/CS nanopartiküllerin gen ekspresyonlarını önemli ölçüde 

arttırdığı görülmüştür. Nanopartikülsüz olarak hücrelerle etkileştirilen hidrojellerin gen 

ekspresyon seviyelerini, sadece HA/CS nanopartiküllerle etkileştirilen hücrelere göre 

çok daha fazla arttırmış olması sebebiyle, hidrojellerin kondrosit farklılaşmasını daha 

fazla etkilediği anlaşılmaktadır. Bu sonuç, hidrojeller için kullanılan polisakkarit 

miktarının daha fazla olmasıyla açıklanabileceği gibi, hidrojellerin ortamda oluşturduğu 

kıkırdak benzeri hücre dışı matris sebebiyle de olabileceği sonucuna varılmıştır. 

Sonuçlar kondroitin sülfat kaplı partiküller ile kıyaslandığında mRNA seviyeleri 

arasında anlamlı bir farklılığa rastlanamamıştır. Bu durum, mezenkimal kök hücrelerin 

nanopartikül ve ya hidrojel olmasından bağımsız, kondroitin sülfat varlığında kondrosit 

farklılaşmasını başlattığını göstermektedir [461]. Bununla birlikte, tez kapsamında 

yapılan deneylerde hücreler hidrojel içerisinde hapsedilmemiş, söz konusu hidrojeller 

besi yeri içerisine enjekte edilmiştir. Bu sebeple, hücrelerin hidrojellerin içerisinde 

enkapsüle edilerek üç boyutlu kültür edildiği durumda, kıkırdak erken belirteç genlerinin 

ekspresyonlarının partiküllere göre önemli ölçüde artacağı öngörülmektedir [462, 463].   

COL2A1 ve AGC genleri incelendiğinde ise, erken dönem kondrogenez belirteç 

genlerine benzer şekilde, nanopartikül ve hidrojellerin birlikte etkileştirildiği hücrelerin 

gen ekspresyonlarının en yüksek seviyede olduğu belirlenmiştir. Nanopartikül 

içermeyen hidrojeller ile nanopartikül hapsedilmiş hidrojeller arasındaki önemli fark, 

AGC geninin ekspresyonunda HA/CS nanopartiküllerin önemini de göstermekteyken, 

COL2A1 geni için iki grup arasında anlamlı fark belirlenememiştir. Bu deney 

grubundaki hücrelerde de AGC’nin ilişkili olduğu genlerden biri olan MMP7 analiz 
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edilmiş ancak yine kontrol grubuna göre anlamlı bir farklılık belirlenememiştir (data 

gösterilmemiştir). Sonuçlar kondroitin sülfat kaplı partiküller ile kıyaslandığında hem 

hidrojel oluşturulurken daha fazla kondroitin sülfat kullanıldığından hem de yukarıda 

bahsedildiği gibi kıkırdak hücre dışı matris koşullarına benzerlik sağlandığından, 

hidrojel gruplarının gen ekspresyonlarının daha yüksek olduğu belirlenmiştir.  

Genel olarak tüm gen ekspresyonlarında, çıplak mikro RNA’nın az da olsa etkili olduğu 

görülmüş, ancak istatiksel olarak kontrol grubuyla aralarında istatiksel olarak anlamlı 

bir fark belirlenememiştir. Bu durum, transfeksiyon deneylerinin metoduyla 

açıklanabilmektedir. Transfeksiyon deneyleri hücrelerin deney gruplarıyla FBS 

içermeyen kültür ortamında en az 4 saat kültür edilmesi ile yapılmaktadır [464]. Kapalı 

ve kontrollü bir sistem olan in vitro hücre kültür deneylerinde, FBS olmayan ortamda 

yeni ekilen hücreler hücre plakasına yapışmak ve yaşamlarını idame ettirmek için, 

stres mekanizmalarını devreye sokarak, hücre içi-dışı trafiklerini attırmaktadırlar [465]. 

Bu durum endositozu ve dolayısıyla genetik materyalin hücre içerisine alımını 

hızlandırmakta ve arttırmaktadır [466, 467]. Bu sebeple genetik materyal taşıyan 

taşıyıcılarla birlikte taşıyıcı olmadan hücrelerle etkileştirilen genetik materyal de hücre 

içine girmektedir, ancak negatif yüklerinden dolayı büyük çoğunluğu yukarıda 

bahsedilen endozomal yolaklarla degrade olmaktadır. Taşıyıcı olmadan hücrelerle 

etkileştirilen genetik materyallerin küçük bir kısmı hücrede etkinlik göstermeyi 

başarmış olsa da, etkinlikleri istatistiki olarak bir anlamlı bir ifadeden uzak kalmaktadır. 

Sonuç itibariyle mezenkimal kök hücrelerin belirlenen kondrosit belirteç genlerini 

sentezledikleri, uygulanan HA/CS nanopartikülleri ile CSMA:GELMA hidrojellerinin 

mezenkimal kök hücrelerin kondrosit farklılaşmasında etkili oldukları gösterilmiştir.  

Mezenkimal kök hücrelere gerçekleştirilen mikro RNA-149-5p tranfeksiyonunun 

başarısı, hücre proliferasyonuna olan etkisiyle de ölçülmüştür. Mikro RNA-149-5p’nin 

hedef geni olan FUT-1 geninin hücrelerde apoptoz baskılayıcı ve proliferasyonu 

arttırıcı bir etkisi bulunmaktadır [423]. Mikro RNA taşıyan tüm nanopartiküllerin hücre 

proliferasyonuna etkisi incelenmiş, hücre çoğalmasının mikro RNA’nın taşıyıcı ile 

etkileştirilerek hücrelere verildiği zaman arttığı belirlenmiştir. Artan kondroitin sülfat 

miktarı ve azalan nanopartikül çapının proliferasyonu arttırdığı belirlenirken, 4,59 uM 

ChoS (HA/CS) nanopartiküller ile HA/CS nanopartiküller anlamlı bir farklılık 

belirlenememiştir. 4,59 uM ChoS (HA/CS) nanopartikülün 412,26 ± 21,18 nm 

boyutuyla, HA/CS nanopartiküllerin 440,2 ± 9,4 nm olan boyutu arasında anlamlı fark 
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olmaması, sonucu beklenir kılmaktadır. En yüksek proliferasyon oranının 9,17 uM 

ChoS (HA/CS) nanopartiküllerde olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuç, en küçük 

boyuttaki partikülün hücrelere daha fazla girebilmesi ve dolasıyla FUT-1 gen 

etkinliğinin daha belirgin azalması anlamına gelmektedir. FUT-1 gen ekspresyon 

sonuçları ile de korelasyon gösteren proliferasyon sonuçları, en başarılı 

transfeksiyonun 9,17 uM ChoS (HA/CS)  nanopartikülleri ile sağlandığını 

göstermektedir.  

Mezenkimal kök hücrelerin kondrosit farklılaşmaları glikozaminoglukan sentezlerini 

belirleyen sGAG boyamaları ile de gösterilmiştir. Boyamalarda kontrol grubu ile 

partikül/ hidrojelle etkileştirilen hücreler arasında önemli farklılıklar görülmektedir. 

Sonuçlar gen ekspresyonu sonuçları ile korele edilmiştir. Hem hidrojellerde hem 

partiküllerde görülen SOX-9 ve COMP genlerinin ekspresyonlarındaki artış hücrelerin 

glikozaminoglikan sentezlerindeki artışı açıklamaktadır. SOX-9 gen ekspresyonundaki 

artışın glikozaminoglikan sentezini arttırdığı, COMP geninin ise hücrelerde sGAG 

sentezini düzenlediği bilinmektedir [468, 469]. Sonraki çalışmalarda sGAG sentezinin 

kantifiye edilmesi ile daha kesin sonuçlar elde edilmesi planlanmıştır.  

Yapılmış olan bu yenilikçi çalışma sonucu, enjekte edilebilir hibrid CSMA:GELMA 

hidrojelleri, HA/CS ve ChoS (HA/CS) nanopartiküller geliştirilmiş, bu malzemelerin 

fiziksel ve kimyasal karakterizasyonları yapılmış ve biyouyumlu oldukları gösterilmiştir. 

Sonrasında nanopartiküller başarılı bir şekilde mikro RNA 149-5p ile etkileştirilmiş, 

HA/CS nanopartikülleri de CSMA:GELMA hidrojeller içerisinde enkapsüle edilmiştir. 

Mikro RNA-149-5p taşıyan HA/CS nanopartikül enkapsüle edilmiş enjekte edilebilir 

CSMA:GELMA hidrojellerinin ve ChoS (HA/CS) nanopartiküllerin insan mezenkimal 

kök hücreleri üzerinde yapılan deneylerinde kondrogenezi başlattığı ve başarılı bir 

mikro RNA tranfeksiyonu sağladığı gerçek zamanlı PCR deneyleri ve sGAG 

boyamaları ile gösterilmiştir. Kondrogenez varlığının validasyonu için, sGAG 

sentezinin kantifikasyonu ile kolajen tip 1 ve SOX-4 gibi diğer kondrogenez belirteç 

genlerinin kontrol edilmesi önerilmektedir. Ayrıca, geliştirilen hidrojel ve 

nanopartiküllerin farklı enzimler içeren ortamlarda yapılacak degradasyon ve salım 

testleri bu materyallerin olası in vivo uygulamaları için önemli bir altyapı oluşturacaktır.  
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