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ÖZET 

KARAÇOBAN, LEVEND, SİNOVİYUM VE YAĞ DOKUSUNDAN 

ELDE EDİLEN ALLOJENİK MEZENKİMAL KÖK HÜCRELERİN 

NORMAL VE OSTEOARTRİTLİ KONDROSİT HÜCRE HATLARI 

ÜZERİNE OLAN ETKİ VE ETKİ MEKANİZMASININ İN VİTRO 

ORTAMDA İNCELENMESİ, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi, Spor 

Hekimliği Uzmanlık Tezi, Ankara, 2022. Osteoartrit (OA) yavaş gelişen, ilerleyici 

eklem ağrısı ve hareket kısıtlılığı ile karakterize, ek morbiditelere neden olabilen 

kronik bir hastalıktır. OA tedavisinde kullanılan çeşitli tedavi seçenekleri, fizik tedavi 

yöntemleri, rehabilitasyon egzersizleri, basit analjezikler, nonsteroid anti-inflamatuvar 

ilaçlar, intraartiküler kortikosteroid, trombositten zengin plazma (TZP) ve hyaluronik 

asit enjeksiyonları ve çeşitli cerrahi yöntemlerdir. Son yıllardaki güncel bir diğer 

tedavi seçeneği ise mezenkimal kök hücre (MKH) uygulamalarıdır. OA tedavisinde 

MKH uygulamalarının etkisini ve bu etkiyi hangi yollarla gerçekleştirdiğini göstermek 

ve farklı dokulardan elde dilen MKH’lerin etkilerini karılaştırmak adına OA’lı 

kondrositler ile üç sağlıklı bireyden elde edilmiş patella altı (P) ve cilt altı (C) yağ 

dokusu ve sinoviyum (S) kökenli MKH’ler birlikte kültüre edildi. 7. ve 14. günlerde 

ko-kültür süpernatanları analiz için toplandı. ELISA yöntemi ile OA’lı kondrositlerde 

P ve S kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilince 14. günde TNFα 

konsantrasyonunda azalma (sırası ile 156,6±79, 42,1±6 ve 35,5±3 pg/ml, p=0,036) 

aynı gruplarda MMP3 düzeyinde 7 günde (sırası ile 87,4±43,7, 23±8,9 ve 14,7±3,3 

pg/ml, p=0,043) ve 14. günde (sırası ile 29,1±11,2, 28,3±18,5 ve 20,3±16,2 pg/ml, 

p=0,043) azalma gözlendi. MKH’lerin kontrole göre COMP konsantrasyonlarında 

neden oldukları değişim istatistiksel olarak anlamlı değildi. Metabolom analizinde 

gruplar arasında 1,5 kattan fazla değişiklik gösteren ve değişimi istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0,05) olan metabolitler tespit edildi. Sonuç olarak, farklı dokulardan elde 

edilen MKH’ler arasında OA’lı kondrositlere etkileri açısından farklılıklar tespit 

edilmesine rağmen, tüm gruplarda anti-inflamatuvar, yıkımı inhibe edici ve sentezi 

uyaran yönde bir etki gözlemlendi.  

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, mezenkimal kök hücre, hücre kültürü 
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ABSTRACT 

KARAÇOBAN, LEVEND, IN VITRO INVESTIGATION OF THE 

EFFECTS AND MECHANISMS OF ALLOGENEIC MESENCHYMAL STEM 

CELLS OBTAINED FROM SYNOVIUM AND FAT TISSUES ON HEALTHY 

AND OSTEOARTHRITIC CHONDROCYTE CELL LINES, Hacettepe 

University Faculty of Medicine, Department of Sports Medicine, Thesis in Sports 

Medicine, Ankara, 2022. Osteoarthritis (OA) is a chronic disease that develops 

slowly, is characterized by progressive joint pain and limitation of movement, and can 

lead to disability. Various treatment options used in the treatment of OA are physical 

therapy methods, rehabilitative exercises, simple analgesics, nonsteroidal anti-

inflammatory drugs, intraarticular steroids, platelet-rich plasma and hyaluronic acid 

injections, and various surgical methods. Another current treatment option is 

mesenchymal stem cell (MSC) injections. In order to show the effect of MSC 

applications in the treatment of OA and the ways in which this effect is achieved, 

chondrocytes with OA will be placed in the same cell culture medium with MSCs 

originating from infrapatellar (P) and subcutaneous (C) adipose tissues and synovium 

(S) obtained from healthy individuals. ELISA analyses showed when chondrocytes 

with OA were cultured together with MSCs of P and S origin, TNFα concentration 

decreased on day 14 (respectively 156.6±79, 42.1±6 and 35.5±3 pg/ml, p=0.036), for 

the same groups MMP3 was decreased at day 7 (87.4±43.7, 23±8.9, and 14.7±3.3 

pg/ml, p=0.043) and day 14 day (sırası ile 29.1±11.2, 28.3±18.5 ve 20.3±16.2 pg/ml, 

p=0.043, respectively). The changes in COMP concentrations compared to the control 

groups were not statistically significant. Metabolic analysis revealed metabolites with 

a statistically significant (p<0.05) change of more than 1.5 times between the groups. 

To conclude, we detected differences between MSCs obtained from different tissues 

in terms of their effects on chondrocytes with OA, we observed an anti-inflammatory, 

anti-degradation and synthesis-stimulating effects in all three tissue-derived MSC 

groups. 

Keywords: Osteoarthritis, mesenchymal stem cell, cell culture 
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CD Cluster of Differentiation  
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COL2A1 Tip 2 kolajen alfa 1 

COL9A1 Tip 9 kolajen alfa 2 

COMP Kartilaj Oligomerik Matriks Proteini 

COX Siklookjinenaz  

CXCL8 CXC Kemokin Ligand 8 

dk Dakika 

DM Diabetes Mellitus 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMEM-LG Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose 

DMOAD Hastalığın seyrini değiştiren ilaç  

DMSO Dimetil sülfoksit 

DNA Deoksiribonükleik asit 

ECM Ekstraselüler matriks 

EDTA Etilendiamin Tetraasetik asit 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EMA Avrupa İlaç Kurumu  

ESCEO Avrupa Osteoporoz, Osteoartrit ve Kas-İskelet Hastalıklarının 

Klinik ve Ekonomik Yönleri Topluluğu 

FBS Fetal Bovine Serum 
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KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

km Kilometre 

LDL Düşük dansiteli lipoprotein 
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MKH Mezenkimal kök hücre 
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MMP Matriks metalloproteinaz 

MRG Manyetik Rezonans Görüntüleme 

NF-κB Nükleer Faktör Kappa B 

NH4AC Amonyum asetat  
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OA Osteoartrit 

OARSI Uluslararası Osteoartrit Araştırma Topluluğu  

ÖÇB Ön çapraz bağ 

PBS Fosfat tamponlu salin 

PCA Temel bileşen analizi 

PGE-2 Prostaglandin E2 

pNPP Para-Nitrofenil fosfat 
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Spektrometresi 
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TUDCA Tauroursodeoksikolik asit  
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1. GİRİŞ 

Osteoartrit (OA) dünyada en sık görülen eklem patolojisidir. Lokal ve sistemik 

inflamasyon, eklemde yapısal dejenerasyon ve bunların sonucunda ağrı, fonksiyon 

kaybı ve hayat kalitesinde azalma, OA’da görülen en sık bulgulardır (1). Tüm dünyada 

engellilik ile yaşanılan yılların sebepleri arasında birinci sırada diz ve kalça OA’sı 

gelmektedir (1,2). Artan yaşam süreleri ve obezite prevalansı düşünüldüğünde OA 

kaynaklı problemlerin de artması beklenmektedir (3).   

OA gelişiminde biyokimyasal, selüler ve mekanik süreçlerin birleşimi rol 

oynamaktadır (4). Kıkırdak matriksin proteolizi sonucu yıkımı ile başlayan ve yapısal 

olarak zayıflayan matriksin fibrilasyon ve erozyonu ile devam eden süreç ve yanında 

eşlik eden inflamasyon ile birlikte proteoglikan ve kolajen degredasyonu ile seyreder. 

Sonucunda klinik olarak eklem aralığında daralma, osteofit oluşumu, subkondral 

skleroz ve kistler gözlenmektedir (5).  

OA tedavisinde hasta eğitimi, kilo verme, yaşam tarzı değişiklikleri gibi 

farmakolojik olmayan yöntemler; farmakolojik olarak oral asetaminofenler, NSAİİ, 

glukozamin ve kondroitin kullanılmaktadır. İntraartiküler kortikosteroid, hyaluronik 

asit enjeksiyonları çeşitli rehberlerce önerilmektedir. Hücresel tedavi yöntemleri 

olarak rejenerasyonu uyarmayı hedefleyen intraartiküler Trombositten Zengin Plazma 

(TZP) ve mezenkimal kök hücre (MKH) enjeksiyonları güncel araştırma konuları 

olmuştur. 

MKH’ler diğer hücre serilerine diferansiye olma yeteneğin sahip multipotent 

progenitör hücrelerdir (5). Artiküler kartilaja diferansiye olabilme ve hasarlı 

hücrelerinin yerlerini alabilme potansiyelleri MKH’leri OA tedavisinde ilgi duyula 

konulardan biri haline getirmiştir (6). Ancak MKH’lerin tüm etkileri doku spesifik 

hücrelere diferansiye olmaları ile açıklanamamaktadır (7,8). MKH’lerin parakrin etki 

ile diğer hücreleri rejenerasyon ve sentez yönünden uyardıkları, inflamasyonu 

baskıladıkları gözlenmiştir (9,10).  
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Bu çalışmanın amacı; artritik olmayan bireylerden elde edilen patella altı yağ 

dokusu, sinoviyum ve cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin OA’lı kondrositler 

üzerine olan etkilerinin incelenmesidir. Daha önce MKH’ler ile OA ve kıkırdak 

defektlerinde gerçekleştirilen çalışmalar genellikle MKH’lerin kondrojenik 

diferansiyasyonuna dayalı etkilerini değerlendirmişlerdir. Çalışmamızda ise 

MKH’lerin kondrositler ile direkt teması olmadan gerçekleştirdikleri parakrin 

etkilerini inceleyen bir dizayn tercih edildi. Böylece son yıllarda klinik uygulamalarda 

sıklığı artan ve yine MKH’lerin parakrin özelliklerinin baskın olduğu intraartiküler 

MKH enjeksiyonlarının etki ve etkinliğini hakkında bilgi verebilecek bir yöntem 

kullanıldı. MKH’lerin OA’lı kondrositler üzerindeki parakrin etki ve/veya uyarının 

hangi aracılar ile gerçekleştiğini değerlendirmek için hücre dışı ortam metabolik 

profilinde nasıl değişiklikler yaptığını da inceledik. Son olarak farklı MKH kaynağı 

olarak farklı donör dokular kullanarak elde edilen MKH’ler arasında anti-

inflamatuvar, kondrositlerde yıkımı önleyici ve yapımı uyarıcı özellikleri arasında fark 

olup olmadığı karşılaştırıldı. Araştırma soruları; 

-MKH kaynağı olarak seçilen dokunun kökeni ve yerleşimi MKH’lerin OA’lı 

kondrositler üzerindekini etkisini değiştirmekte midir? 

-MKH’lerin OA’lı kondrositler üzerindeki anti-inflamatuvar, degredasyonu 

inhibe edici ve sentez uyarıcı özelliklerinin zamana göre değişimleri nasıl olmaktadır? 

-MKH’lerin OA’lı kondrositler üzerindeki parakrin etkileri sonucunda hücre 

dışı metabolomik profil nasıl değişmektedir? 

Şeklindeydi. Bu sorulara yanıt arayarak güncel ve yenilikçi bir tedavi yöntemi 

olan diz OA’sında MKH uygulamalarının hücresel ve moleküler boyuttaki etkileri, 

tedavi için uygun MKH doku kaynağı ve uygun MKH konsantrasyonu gibi konuların 

aydınlatılması hedeflenmektedir. 

Böylece, giderek tüm dünyada ciddiyet kazanan OA için öne sürülen güncel 

bir tedavi yöntemi olan MKH’ler hakkında ileriki klinik araştırma ve uygulamalara 

temel oluşturabilecek bazı sorulara yanıt arandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Osteoartritin Tanımı ve Epidemiyolojisi 

OA, erişkin yaş popülasyonunda önde gelen engellilik nedenlerinden biri 

olarak atfedilir ve OA’nın dünya çapında 250 milyon insanı etkilediği öne 

sürülmektedir (11). 60 yaş üstü bireylerde erkeklerin %9,6’sı, kadınların ise %18’inin 

OA’dan etkilendiği bildirilmektedir (12), 70 yaş üzeri popülasyonda bu oran %40’lara 

ulaşmaktadır (13). OA'nın hem bireyler hem de sağlık sistemleri üzerindeki küresel 

yükü, yaşlanan nüfus ve yüksek obezite prevalansı da göz önüne alındığında daha da 

endişe verici bir sorun haline gelmektedir (14). Gelişmiş ülkelerde OA kaynaklı 

sosyoekonomik yük ülke gayri safi yurtiçi hasılalarının %1-2,5’si kadar olabilmektedir 

(15).  

OA ağrı, fonksiyon kaybı ve yaşam kalitesinde azalmanın görüldüğü, kronik 

seyirli bir hastalıktır (4). Primer olarak en sık diz, kalça, omurga, el ve ayaktaki 

eklemlerde görülmektedir (16). Eklem kıkırdağında progresif yıkım ve kayıp, 

subkondral kemikte skleroz, osteofit formasyonu ve eklem aralığında daralma OA 

sürecinde en sık eşlik eden patolojilerdir (17). Diz OA, primer olarak eklem kıkırdağı 

ve subkondral kemiği ilgilendirir, aynı zamanda sinoviyumu, Hoffa'nın yağ 

yastıkçığını, menisküsleri, ligamentleri, eklem kapsülünü ve periartiküler kasları da 

etkiler (18,19). Bu nedenle, OA tüm eklemin bir hastalığıdır. Eklem dejenerasyonu 

genellikle yıllar içinde ilerleyerek eklem kıkırdağının tahrip olması ile sonuçlanır ve 

devamında taşıyıcı yüzeyleri aşınmaya yatkın durumda bırakır ve bu durum artan ağrı, 

hareket kaybı ve deformiteye neden olur (20). Etiyolojik kaynağına göre OA genellikle 

primer veya sekonder olarak sınıflandırılır. Primer OA etiyolojisi büyük ölçüde 

aydınlatılamamış olsa da sistemik ve lokal etkenlerin dahil olduğu multifaktöryel bir 

durum olarak kabul görmektedir (21).  

2.2 Osteoartrit Patogenezi 

OA esas olarak eklemdeki biyomekanik ve biyokimyasal değişiklikler 

nedeniyle hasarlı kıkırdağın onarım sürecinin başarısızlığı ile karakterizedir. Kıkırdak 
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doku vaskülarize değildir, bu nedenle kondrositlere oksijen ve nütrientlerin taşınması 

diğer dokulara göre daha zordur. Kıkırdak dokudaki bir hasar sonrası erken dönemde 

onarım sürecini başlatmak için kondrositler hasarlı alanda kümeleşirler (22,23). Ancak 

bu onarma müdahalesinin başarısız olması sonucu dejenerasyon lehine bir 

dengesizliğe yol açar.  

OA’da gözlenen eklem yetmezliği zayıflamış kıkırdağa normal mekanik 

yüklenme sonucu olabileceği gibi normal yapıdaki kıkırdağa anormal mekanik 

yüklenme sonucu da olabilmektedir (24). Eklem içerisindeki hücrelerde gerçekleşen 

biyolojik yolaklar mekanosensitif olduklarından biyomekanik faktörler OA gelişimi 

için önem arz etmektedirler (25). Kondrositler ekstraselüler matriks (ECM) tarafından 

iletilen mekanik uyarıları hücre membranlarında bulunan integrinler, iyon kanalları ve 

bir hücre organeli olan primer siliyalar aracılığı ile intraselüler ortama aktarırlar (26–

30). Hasarlı hücre ve matriksin degredasyonu (katabolizma) ile degrede edilen 

yapıların yerine tekrar sentezi (anabolizma) arasındaki bu remodeling dengesini 

belirleyen faktörlerden bir tanesi de mekanik uyarılardır.  

2.3 Osteoartritin Tanısı  

 Semptomların geniş bir spektruma yayılmış olması, şikayetlerin 

lokalizasyonundaki heterojenite OA tanı ve klasifikasyonunu karmaşık hale 

getirmektedir. Tanıda genellikle klinik, radyolojik bulgular ile laboratuvar bulguları 

kullanılmaktadır. Amerikan Romatoloji Derneği’nin (ACR) önermiş olduğu tanı 

kriterleri genel kabul görmüş ve klinikte yaygın olarak kullanılmaktadır (Tablo 2.1) 

(31). OA tanısında radyolojik yöntemlerden geleneksel olarak direkt radyografi 

kullanılmıştır (32). En yaygın kullanılan radyografik tanı ve evrelendirme sistemi 

Kellgren-Lawrence Osteoartrit evrelemesidir (Tablo 2.2 ve Şekil 2.1) (33). Yine OA 

evrelendirmesi ve progresyon takibinde Uluslararası Osteoartrit Araştırma Topluluğu 

(OARSI) tarafından hazırlanan rehber de kullanılmaktadır (34).  
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Tablo 2.1 ACR Diz OA Tanı Kriterleri (31) 

 

Kolay ulaşılabilir olması, eklemleri yük taşırken görüntüleme imkanı sunması 

direkt radyografiyi değerli kılan özelliklerindendir. Trabeküler ve subkondral kemik 

Klinik Bulgular 

1,2,3,4 veya 1,2,5 veya 1,4,5 numaralı kriterlerin varlığı gereklidir 

1 Önceki ay çoğu gün olan diz ağrısı 

2 Aktif eklem hareketi sırasında krepitasyon 

3 Dizde ≤30 dakika süren sabah tutukluğu 

4 Yaş ≥38 

5 Fizik muayenede diz çevresinde kemik büyümesi  

Klinik, Radyolojik ve Laboratuvar Bulgular 

1,2 veya 1,3,5,6 veya 1,4,5,6 numaralı kriterlerin varlığı gereklidir 

1 Önceki ay çoğu gün olan diz ağrısı 

2 Eklem kenarlarında radyografik görülen osteofitler 

3 Sinoviyal sıvının berrak ve visköz olması, lökosit sayısı<2000 

hücre/ml olması 

4 Yaş ≥40 

5 Dizde ≤30 dakika süren sabah tutukluğu 

6 Aktif eklem hareketi sırasında krepitasyon 
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lezyonlarının, eklem aralığında daralmanın ve osteofitlerin görüntülenmesinde direkt 

radyografiler genellikle birinci tercih olarak kabul görmesine karşın kıkırdak, 

menisküs, ligamentler ve periartiküler kasların değerlendirilmesinde Manyetik 

Rezonans Görüntüleme (MRG) ve Ultrasonografi (USG) ön plana çıkmaktadır. 

MRG’de yakın dönemde donanımsal ve yazılımsal teknolojik gelişmeler sonucunda 

yüksek doku çözünürlüğünde görüntüler elde edilebilmiş, fokal kıkırdak lezyonları 

gibi görece zor değerlendirilebilen patolojilerin görüntülenmesini mümkün kılınmıştır 

(32). MRG’deki bazı morfolojik bulguları temel alan semikantitatif skorlama 

sistemleri özellikle diz eklemi için kullanılmaktadır. Bunlar arasında “Whole-Organ 

Magnetic Resonance Imaging Score” (35), “Knee Osteoarthritis Scoring System” (36) 

ve “Boston Leeds Osteoarthritis Knee Score” (37) sayılabilir. Konvansiyonel MRG’de 

T2 haritalandırma yazılımları ve Difüzyon MRG kıkırdak dokudaki su içeriği 

değerlendirilerek proteoglikan-kolajen matriks bütünlüğünü değerlendirmeye olanak 

sağlamaktadır (38,39). 23Na MRG, Gadolinyum MRG gibi yöntemler ile kıkırdak 

dokudaki glukozaminoglukan (GAG) içeriği değerlendirilebilmektedir (40,41). Eklem 

kıkırdağı haricinde ligamentlerin, menisküslerin ve sinoviyumun 

değerlendirilmesinde MRG yine etkin rol oynamaktadır (42). USG, kemik yapıların 

içinde ve altında kalan yapıları görüntüleyemiyor olmasına karşın hastaların iyonizan 

radyasyona maruz kalmaması, girişimsel işlemler sırasında hekime yardımcı olması, 

gerçek zamanlı ve karşılaştırmalı görüntüler sunması gibi diğer görüntüleme 

yöntemlerinden avantajlı olduğu yönleri olan bir görüntüleme aracıdır (43). Sinoviyal 

hipertrofi, eklemde yer alan sinoviyal sıvının artması ve sinovit tablosuna eşlik eden 

vaskülarite artışı gibi durumların değerlendirilmesinde hem gri skala USG hem de 

Doppler USG kullanılmaktadır (44). Güncel bir yöntem olan kontrastlı USG’nin 

özellikle sinoviyal vaskülarizasyonu değerlendirmede kontrastlı MRG’den daha 

yüksek sensiviteye sahip olduğu bildirilmektedir (45,46).  
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Tablo 2.2 Kellgren-Lawrence OA Evrelendirme Sistemi 

Kellgren-Lawrence OA Evrelemesi 

Evre Bulgular 

0 Normal 

1 Normale yakın (Klinik önemi olmayan küçük osteofitler) 

2 Belirgin osteofitler mevcut ancak eklem aralığı etkilenmemiş 

3 Belirgin osteofitler mevcut ve eklem aralığı daralmış 

4 Belirgin osteofitler, eklem aralığında ileri derecede daralma, 

subkondral skleroz 

 

 

 

 

Şekil 2.1 Kellgren-Lawrence OA evreleri 
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2.4  Risk faktörleri  

OA için en yaygın risk faktörlerinden birisi yaştır. Farklı ülkelerde yapılan 

çalışmalar 65 yaş üstü bireylerin büyük çoğunluğunda bir veya daha fazla eklemde 

radyografik dejeneratif değişiklikler tespit edildiğini bildirmektedir (47–49). 

Yaşlanma süreci yalnızca eklem kıkırdağını değil, ek olarak sinoviyum, subkondral 

kemik ve kas dahil olmak üzere diğer eklem dokularını da etkiler, eklem üzerinde 

gerçekleşen patolojik yüklenme ve sonucunda tüm eklem yapılarında başlayan 

dejeneratif sürece katkıda bulunduğu düşünülür. Artiküler kondrositleri ve diğer 

hücreleri kullanan çalışmalar, yaşlanan hücrelerin, hücre yaşlanmasını destekleyen 

artmış oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gösterdiğini, bu durumun da 

hücre senesensi ile sonuçlandığını ortaya koymaktadır (50–53). Yaşlanan 

kondrositlerin bir başka özelliği hücrenin verdiği onarım yanıtının azalmasıdır. Bu 

durumda kısmen reseptör ekspresyon paternindeki değişiklikler rol almaktadır. Yaşlı 

ve OA’lı eklem kıkırdağından elde edilmiş kondrositlerde, Dönüştürücü Büyüme 

Faktörü-β (TGF-β) reseptörü Aktivin Reseptör-benzeri Kinaz 1’in (ALK1) ALK5'e 

oranı artmış, bu da TGF-β yolunun aşağı-regülasyonu ve matriks sentezinden matriks 

metalloproteinaz (MMP) ekspresyonu ve katabolik sürece geçişe yol açmıştır (54,55). 

Güncel çalışmalar ayrıca tüm genomik DNA'nın metilasyonunun yaşlanan hücrelerde 

farklı patern gösterdiğini bildirmektedir (56,57). OA hastalarının kondrositlerindeki 

epigenetik değişikler genom sekanslama ile çalışılmış ve gen ekspresyonları değişen 

metilasyon enzimlerinin bu durumdan sorumlu olabileceği gösterilmiştir (58,59).  

Son yıllarda obezite, dünya çapında bir pandemi haline gelmiştir ve obezite ile 

OA arasındaki ilişki uzun zamandır bilinmektedir (60,61). Obeziteli hastalarda OA 

daha erken yaşlarda görülmeye başlamakla beraber hastalık seyri boyunca daha 

şiddetli semptomlar gözlenmektedir. Diz eklemi üzerindeki artan biyomekanik 

yüklemeye ek olarak, obezitenin, adipokinler olarak adlandırılan yağ dokusu kökenli 

sitokinlerin salgılanması yoluyla da düşük dereceli sistemik inflamasyona katkıda 

bulunduğu düşünülmektedir (62–64). Bazı proinflamatuvar sitokinlerin özellikle de 

IL1β, IL6, IL8 ve Tümör Nekrozis Faktör alfa (TNFα) serum düzeyleri yüksek yağlı 

diyetle indüklenen fare obezite modellerinde ve obez hastalarda yüksek gözlenmiştir 
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(65–73). Bu inflamatuvar faktörler kondrositlerde nükleer faktör-κB (NF-κB) sinyal 

yolağını uyarır, MMP’ler aracılığıyla hücre dışı matris (ECM) degredasyonu ve 

katabolik süreci uyarmak için tetikler (74,75).  

OA'ya kalıtsal yatkınlık, yapılan aile temelli çalışmalarla gösterilmiştir (76–

78). OA'nın genetiği karmaşık ve tam aydınlatılamamış olsa da OA'ya genetik katkı 

oldukça önemlidir (79). Son on yılda, OA patogenezinde genlerin ve sinyal 

yolaklarının rolleri, OA hastalarından elde edilen dokular kullanılarak yapılan ex vivo 

çalışmalar ve cerrahi olarak indüklenen OA hayvan modelleri ve genetik fare 

modelleri kullanılarak yapılan in vivo çalışmalar ile gösterilmiştir. Örneğin, TGFβ, 

Wnt/β-katenin, IHN ve Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) yolaklarındaki 

değişikliklerin, öncelikle kondrositlerde katabolik yanıtları indükleyerek OA 

gelişimine ve ilerlemesine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (80–86). Genom çapında 

ilişki taramaları (GWAS) ile ilgili son çalışmalarda OA patogenezinde yer alan 80'den 

fazla gen mutasyonu veya tek nükleotid polimorfizmini (SNP) tanımlanmıştır. 

Tanımlanan genlerin bazıları önemli yapısal ve ECM ile ilgili faktörler (COL2A1, 

COL9A1 ve COL11A1) ve Wnt, kemik morfojenik proteini (BMP) ve TGFβ gibi 

sinyal yolaklarında yer alan molekülleridir. Bu yolaklar ve genlerin çoğu, daha önce 

genetik veya cerrahi olarak indüklenen OA fare modellerini kullanan çalışmalarda OA 

ile ilişkilendirilmiştir (87–92). 

2.5 Spor İlişkili Osteoartrit   

Son yıllarda dünyada spora katılım oranları artmaktadır ve bu artışla tüm 

branşlarda olmakla beraber özellikle rekabetçi ve yüksek fiziksel performansın 

sergilendiği spor branşlarında eklem kıkırdak hasarına bağlı yaralanmalarda da artış 

görülmektedir (93). Eklem kıkırdağında yüzeyel hasar, sporcuların %36'sında 

görülmektedir ve bu oran genel popülasyona göre iki kat daha fazladır (94). 

Müsabakalarda antrenmanlara göre, 30 ve üstü vücut kütle indeksine (VKİ) sahip 

sporcularda ve bazı oyun içi pozisyonlarda, daha yüksek yaralanma oranları 

gözlenmiştir (95).  
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Diz yaralanması, genç erişkinlerde OA'nın ana nedenidir ve OA riskini dört 

kattan fazla artırmaktadır. Literatürde yer alan çalışmalar daha önce diz yaralanması 

olan bireylerin %41-51'inin sonraki yıllarda radyografik diz OA belirtilerine sahip 

olduğunu göstermektedir (96). Travmaya bağlı spor yaralanmaları kemik, kıkırdak, 

bağ ve menisküs hasarına neden olabilir ve bunların tümü eklem stabilizasyonunu 

olumsuz etkileyebilir. Eklem kıkırdağında delaminasyon, kortikal defekt, ligament 

yaralanmaları ve menisküs yırtıkları klinik olarak OA'ya yol açabilecek en yaygın 

yaralanmalardır (97–100). Sinoviyal hipertrofi, inflamatuvar hücre infiltrasyonu, 

inflamasyon sürecinde yer alan sitokin ve kemokinlerin artışı ve NF-κB yolağının 

aktivasyonu hem travmatik diz OA'li hastalarda hem de fare yaralanma modellerinde 

gözlenmektedir (101). 

Sporcularda artiküler kıkırdak yaralanması iki farklı mekanizma ile oluşabilir. 

İlki, sportif aktivite sırasında eklem kıkırdağında kronik tekrarlayan mekanik 

yüklenme sonucu yapısal hasar oluşması, ikincisi ise artiküler yüzeyin fissür ve 

ilerleyici destrüksiyonu ile ilerleyen katabolik enzimler ve sitokinlerin birikmesi 

sonucu oluşan kolajen ve agrekan degredasyonunun görüldüğü dejeneratif süreç. 

Sporla ilişkili kronik biyokimyasal ve metabolik değişiklikler, sporcularda gözlenen 

erken OA’daki eklem dejenerasyonuna sebep olur (102). Ekleme uzun süreli ve yüksek 

Şekil 2.2 OA gelişimi sürecinde yer alan faktörler 
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yoğunluklu yük binmesi, menisküs ve ligament hasarı, eklemde instabilite veya 

dizilim bozukluğu gibi patolojilerin olması kıkırdak hasarının başlaması ile sonuçlanır 

(103). Özellikle dizde stabiliteyi bozacak ligament yaralanması veya menisküs 

yaralaması olan bireylerin 5-10 yıl içerisinde %50’ye ulaşan OA gelişme riski 

bulunmaktadır (104). Diz yaralanması geçirmiş olmak ile diz OA riskinin incelendiği 

bir çalışmada kemik, kıkırdak, ligament, menisküs veya tendon yaralanması olan 

bireylerde OA gelişme riski ortalama 4,2 kat yüksek gözlenmiştir (105).    

Mekanik yüklenme ile OA arasındaki ilişkiyi ve sorumlu mekanizmayı 

gösteren çalışmalar literatürde mevcuttur. Kondrosit hücre kültür eksplantlarına 

fizyolojik kabul edilen süre ve frekanslarda siklik mekanik uyarı verilmesi sonucunda 

hücre proliferasyonunda, proteoglikan ve GAG sentezinde, tip 2 kolajen, fibronektin, 

Kartilaj Oligomerik Matriks Proteini (COMP) ve agrekan gen ekspresyonlarında artış 

gözlenmiştir (106–111). Ancak uzun süreli ve statik mekanik uyarıya maruz bırakılan 

kondrositlerde MMP, agrekanaz ve TNFα gen ekspresyonlarında artış (112,113), tip 2 

kolajen ve agrekan gen ekspresyonlarında azalma olduğu bildirilmiştir (114). İn vivo 

ortamda yapılan çalışmalar da benzer yöndedir. Sağlıklı tavşan dizlerine tekrarlı 

mekanik yüklenmenin diz ekleminde dejeneratif değişikliklere neden olduğu 

gösterilmiştir (115). Köpeklerde yapılan çalışmalarda orta şiddetli koşunun (4 km/gün, 

5 gün/hafta, 40 hafta boyunca) kıkırdak kalınlığı ve kıkırdak içerisindeki proteoglikan 

içeriğini arttırdığını ancak suprafizyolojik düzeydeki koşunun (20 km/gün, 5 

gün/hafta, 15 hafta boyunca) kıkırdak kalınlığını ve proteoglikan içeriğini azalttığını 

göstermektedir (116,117). Sağlıklı bir eklemin immobilizasyonu sonucunda kıkırdak 

kalınlığı ve proteoglikan içeriği azalırken, stabilitesi bozulmuş bir eklemde günlük 

harekete devam edilmesi kıkırdak hasarını başlatmaktadır (118). Ön çapraz bağları 

(ÖÇB) deneysel olarak kesilmiş köpek gruplarından serbest harekete devam edenlerde 

kondral hasar gözlenirken, ÖÇB transeksiyonu sonrası immobilize edilenlerde bu 

süreçte kondral hasar izlenmemiştir (119).  

Özellikle ani yön değiştirme, rotasyonel hareketler içeren ve genel anlamda 

yaralanma riski yüksek sporlarda koşu gibi kontakt temasın olmadığı sporlara göre 

eklem dejenerasyonu sıklığı daha fazla görülmektedir (120). Farklı spor branşlarının 
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dahil edildiği bir meta-analiz çalışmasında sporcuların %30’unda profesyonel 

kariyerleri bitiminde diz OA görüldüğü bildirilmektedir (121). Tran ve arkadaşları, 

spora katılım açısından İngiltere'deki en popüler 32 spor branşı ile OA ilişkisine dair 

yürüttükleri çalışmalarında, genel anlamda sporun OA gelişme riskini artırdığını, 

ancak riskin sporlara göre farklılık gösterebildiğini bildirmektedirler (122). Tüm spor 

branşları OA gelişimi için aynı risk oranına sahip değildirler. Buz hokeyi ve güreşte 

diz ve kalça OA riski artmışken, hentbolda kalça OA riski yüksek bulunmuştur (123). 

OA'nın, sağlıklı eklem yapılarına fizyolojik düzeyin üzerindeki yüklenmeden 

veya hasarlı yapılara normal yüklenmeden sonra geliştiğinin varsayıldığı 

düşünüldüğünde profesyonel düzeyde spora katılan bireyler OA gelişimi için yüksek 

riske sahiptirler (124). Sporcularda ÖÇB, menisküs ve tendon yaralanmalarının 

normal popülasyondan daha sık olduğu ve akut yaralanmalar sonrasında antrenman 

veya müsabaka gibi fiziksel zorlayıcı aktivitelere erken döndükleri düşünüldüğünde 

profesyonel bir kariyer sonucunda sporcular OA açısından risk altındadırlar (125–

127).  
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Tablo 2.3 Eklem üzerinde beklenen darbe ve torsiyonel yüklenmeye göre 

egzersiz çeşitleri  

Eklem Yüklenme 

Düzeyi 

Aktiviteler 

Düşük  • Rekreasyonel yüzme • Golf 

• Bisiklet, kürek veya kayak 

ergometresi 

• Yürüyüş 

• Tai Chi • Su içi aerobik 

egzersizler 

Orta  • Bovling • Yelken 

• Eskrim • Hızlı yürüyüş 

• Bisiklet • Kayak 

• Kürek • Masa tenisi 

• Buz pateni • Halter 

• Kaya tırmanışı • Doğa yürüyüşü 

• Tenis (çiftler) • Atçılık 

Yüksek  • Beyzbol • Lakros 

• Basketbol  • Voleybol 

• Futbol • Amerikan futbolu 

• Ragbi • Hentbol 

• Tenis  • Koşu  

 

2.6 Osteoartrit Tedavisi  

2.6.1 Farmakolojik Olmayan Tedavi Yöntemleri 

Özellikle hafif ve orta dereceli OA tedavisinde semptomların kontrolünde 

farmakolojik olmayan tedavi yöntemlerinin etkili oldukları bildirilmiştir (128,129). Bu 

yöntemlerin başında diyet ve kilo verme gelmektedir. Obez ve fazla kilolu olmanın 

OA için bağımsız birer risk faktörü olduğu düşünüldüğünde taşıyıcı eklemler 
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üzerindeki yükü hafifletmek, sistemik inflamatuvar süreci azaltmak ve kişinin egzersiz 

kapasitesini arttırmak adına diyet müdahalesi ile kilo vermek önerilen tedavi 

yöntemleri arasındadır ve birçok tedavi kılavuzunda birinci sıra tedavi yöntemlerinden 

biridir (130–134). Yapılan bir meta-analiz çalışmasında yalnızca kilo vermenin diz OA 

tanılı hastalarda ağrı ve hareket kısıtlılığı şikayetlerini iyileştirmede etkili olduğu 

gösterilmiştir. Özellikle 20 haftalık bir süre içerisinde %5 oranında vücut ağırlığında 

düşüş yaşayan hastalarda semptomlarda rahatlama gözlendiği bildirilmiş (135). OA 

tedavisinde ilk sırada yer alan modalitelerden biri de hasta eğitimi ve 

bilgilendirilmesidir (136,137). 9825 diz ve kalça OA tanılı hasta üzerinde yapılan 

çalışmada altı hafta süren bir hasta eğitiminin semptomlar, kullanılan ilaç miktarı ve 

OA nedeniyle iş yerinden alınan izin günü sayısında azalma ve fizikse kapasitede artışa 

neden olduğu bildirilmiştir (138). 

Ağrı ve fonksiyonel performans üzerinde etkili bir diğer yöntem fizik tedavi ve 

egzersizdir (139–141). Aynı zamanda egzersiz, kilo verme hedefine katkıda bulunan 

bir yöntemdir (140). OA’da egzersiz reçetelendirmesi bir denge içerisinde olmalıdır, 

çünkü ağrı nedeniyle egzersiz ve fiziksel aktivite kısıtlılığı olan hastaların egzersize 

uyum sorunu olabilmektedir. Dahası, yüksek şiddetli egzersizlerin OA üzerinde 

olumsuz etkilerinin de olabileceği akılda tutulmalıdır (142–144). Bu nedenle, egzersiz 

reçetesinin kişinin mevcut durumu ve tercihlerine göre şekillendirilmesi uygun 

olacaktır. Başlangıçta izometrik egzersizler gibi eklemlerde hareketin olmadığı 

egzersiz çeşitleri hastaya önerilebilir (145). Fiziksel kapasitesi uygun hastalarda 

yürüyüş veya bisiklete binme gibi izotonik egzersizler reçete edilebilir (140). 

Unutulmaması gereken konulardan bir tanesi de hastanın fiziksel kapasitesi kadar 

egzersiz programı hakkındaki eğitimi de egzersize uyumu etkilemektedir (146).  

OA tedavisinde reçete edilecek egzersiz modaliteleri kuvvet ve aerobik 

egzersizleri içeren kara egzersizleri olabileceği gibi kara egzersizlerini ağrı nedeniyle 

tolere edemeyen, fiziksel kısıtlılığı bulunan hastalarda su içi egzersizler de akılda 

tutulmalıdır (147). Yer çekimine karşı yapılan hareketlerde suyun kaldırma kuvvetinin 

olumlu etkileri olması, eklemler üzerine hareketler sırasında yer tepki kuvvetinin yük 

oluşturmaması su içi egzersizlerin olumlu bazı özelliklerindendir (148,149). Ayrıca, 
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32-36 °C aralığında su sıcaklığının vasküler dolaşım eklem efüzyonları üzerinde 

olumlu etkileri olduğu da bildirilmiştir (150). Soğuk veya sıcak gibi termal 

modaliteler, lazer, terapötik ultrason, elektrikse stimülasyon ve manuel terapi 

teknikleri de tedavi yöntemleri arasında yer almaktadır (151–155). 

Bunlar dışında özellikle şikayetlerin şiddetlendiği dönemlerde ağrılı taraftan 

yükü azaltacak koltuk değneği veya baston kullanımı, herhangi bir dizilim bozukluğu 

sonucu oluşmuş dengesiz yük dağılımını düzeltici tabanlıklar ve dizliklerin kullanımı 

da önerilmektedir (156). 

2.6.2 Farmakolojik tedavi yöntemleri 

Her ne kadar herhangi bir farmakoterapiden beklenen ilgili hastalığın ilerleyişi 

durdurması ve hastalık kaynaklı hasarın geri döndürülmesi olsa da OA tedavisinde 

farmakoterapi ile hedeflenen temel amaç semptomların kontrol altın alınmasıdır. 

Tartışmalı olarak non-steroidal anti-inflamatuvar ilaçlar (NSAİİ) yalnızca 

semptomları azaltmanın yanı sıra sinoviyum üzerindeki yapısal hasarı da geri 

döndürebileceği öne sürülmüş, ancak yapılan klinik çalışmalarda bu etki 

gösterilememiştir (157). Güncel olarak OA tedavisinde kullanılan ilaçların hiçbirinde 

yapısal hasarı düzeltici bir etki gösterilmemiş olup farmakoterapiden beklenen 

semptomların rahatlatılması ve şiddetlenmesinin engellenmesi olmuştur (158). 

Asetaminofenler OA tedavisinde ilk sıra tercih edilen analjeziklerdir. Yalnızca 

semptom kontrolünde etkili olduklarından düzenli kullanımdan çok semptomları 

şiddetlendiği dönemlerde aralıklı kullanılmaları önerilmektedir. Yapılan randomize 

kontrollü çalışmalar ve meta-analizlerde asetaminofenlerin etkilerini kısa sürede 

göstermedikleri özellikle 2 hafta ile 3 ay arasında plaseboya göre ağrı ve fonksiyonda 

iyileşme gösterdikleri bildirilmiştir (158,159).  

NSAİİ’ler analjezik, anti-inflamatuvar ve antipiretik etkileri bulunan ilaçlardır. 

Etki mekanizmaları siklooksijenaz (COX) enzimi inhibe etmeleri ve sonucunda 

prostagladin sentezini azaltmaları üzerinedir. Mevcut yan etki profilleri nedeniyle 

COX-2 selektif inhibisyon yapan türevleri de mevcuttur. Gastrik yan etkiler açısından 
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yüksek risk altında bulunan hastalarda dikkatli kullanılması, ülser kanaması hikayesi 

olanlarda ilk tercih tedavi seçeneği olarak diğer ajanların düşünülmesi önerilmektedir 

(160–162). 

Basit analjezikler ile kontrol altına alınamayan durumlarda opioid analjezikler 

de kullanılabilmektedir. Oral, intramusküler ve transdermal olarak uygulanan formları 

mevcuttur (163). Konstipasyon, ağız kuruluğu, uyku ve hafıza problemleri gibi yan 

etkiler ve kötüye kullanım ihtimali göz önünde bulundurulduğunda opioid 

analjeziklerin diğer medikal tedaviler denenmeden kullanılması ve uzun süreli tedavi 

planında yer alması önerilmemektedir (164–166).  Atipik bir opioid olan tramadol 

düşük yan etki profili sebebiyle opioidler arasında ilk sıra tercih edilmesi önerilen 

ajanlardan biridir (167). 

Glukozamin ve kondroitinler yaygın kullanılan ajanlardır. Temel olarak 

kondroprotektif ve/veya (DMOADs) olarak kabul edilmektedirler. OA tedavisindeki 

etkinlikleri konusunda çelişkili sonuçlar bildiren yayınlar olsa da özellikle ağrı 

kontrolünde etkili olabilecekleri bildirilmiştir (168,168,169).  ESCEO tarafından 

hazırlanan OA tedavi rehberinde glukozamin ve kondroitin kullanımı tavsiye 

edilmektedir (134). Glukozaminler suda çözünen monosakkarit bileşenleridir ve insan 

vücudunda en fazla bulunan monosakkaritlerdir. Eklem kıkırdak matriksinde ve 

sinoviyal sıvıda bulunmaktadırlar. Glukozaminlerin OA tedavisindeki etkilerinin 

temel olarak kondrositlerin anabolik fonksiyonları üzerine olduğu düşünülmektedir 

(170). Bunun dışında dejeneratif süreci baskıladıkları ve anti-inflamatuvar özellikte 

oldukları da bildirilmektedir (171). Kondroitin genellikle sülfatlanmış formda bulunur 

ve eklem kıkırdağı ECM yapısının temel bileşenini oluşturur. ECM’deki osmotik 

basıncın oluşumuna ve kıkırdak matriksin yük altında bütünlüğünün korunmasına 

katkıda bulunur (172). Tensil kuvvetler karşısında kıkırdak matriksin direnç ve 

elastisitesinden temel sorumlu bileşendir (173). Glukozaminlere benzer şekilde 

ekzojen kondroitin uygulanmasının inflamasyon ve kartilaj degredasyonunu azaltıcı 

ve ECM sentezini uyarıcı etkileri bulunmaktadır (174). Ayrıca IL1ß kaynaklı 

inflamatuvar yanıtı baskılayarak kondroprotektif etki gösterirler (175,176). 
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Diaserin anti-inflamatuvar etkinliğe sahip bir antrakinon türevidir. Yapılan 

meta-analizlerde ağrı ve uzun dönem kullanımda eklemde yapısal hasarı geciktirme 

üzerinde olumlu etkileri olduğu bildirilmiştir (177–181). Hepatotoksisite ve ciddi 

diyareye neden olması nedeniyle kullanımı kritik sorunlara neden olabilse de Avrupa 

İlaç Kurumu (EMA) fayda-zarar dengesinde diaserin kullanımını diz ve kalça OA 

tedavisinde 65 yaş altı hastalar için önermektedir (182). ESCEO rehberi özellikle 

parasetamol ve NSAİİ kullanımı kontraendike olan hastalarda diaserin kullanımı 

desteklemektedir (134). 

İntraartiküler glukokortikoid enjeksiyonları özellikle baskın anti-inflamatuvar 

etkileri nedeniyle OA tedavisinde yer almaktadırlar (183). Kolajenaz ve bazı 

proteinazların neden olduğu kıkırdak hasarını inhibe etmektedirler (184,185). Genel 

görüş NSAİİ tedavisine yanıt vermeyen hastalarda glukorkortikoid enjeksiyonunun 

yapılması yönündedir. Yine yapılan çalışmalarda ağrı ve fonksiyon kaybı üzerinde 

olumlu etkileri olduğu ve bu etkinin enjeksiyondan 1 hafta sonra görülmeye 

başlandığını bildirilmektedir (186–188). Sinovit eşlik eden vakalarda 

glukokortikoidlerin kullanılabileceği önerilmiştir (189,190). Glukokortikoid 

preparatlarının birbirlerine üstünlüğü hakkında yüksek kanıt düzeyine sahip veri 

olmamakla beraber metilprednizolon, triamsinolon ve betametazon tercih edilmektedir 

(187,191). 

İntraartiküler hyaluronik asit suplemantasyonunun OA semptomlarını 

azaltmada etkili bir diğer yöntem olduğu gösterilmiştir (192). OA’lı eklemlerde 

konsantrasyonu azalan hyaluronik asidin ekzojen enjeksiyonu eklem içi viskoelastik 

destek sağladığı gibi yapılan çalışmalarda hastaların ağrı şikayetlerini de olumlu yönde 

etkilediği gösterilmiştir (193–195). Yüksek molekül ağırlıklı bir polisakkarit 

olduğundan intraartiküler enjeksiyonu fiziksel olarak artiküler yüzeylerde lubrikasyon 

etkisi yapmaktadır. 

TZP toplanan venöz kanın santrifüjü sonrası trombosit konsantrasyonunun 

yaklaşık 10 kat arttırıldığı ve 1500’e yakın protein ve çok sayıda konsantre büyüme 

faktörleri ile trofik moleküller içeren otolog bir kan ürünüdür. Kıkırdak tamiri, 

rejenerasyon ve inflamatuvar sürecin baskılanmasında olumlu etkileri bulunmaktadır 
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(196). Trombosit kaynaklı aktive edilmiş proteinler hedef hücrelerdeki transmembran 

reseptörlere bağlanarak TZP’nin trofik ve anti-inflamatuvar etkilerini 

oluşturmaktadırlar (197). Diz OA tedavisinde TZP’nin uzun süreli klinik etkinliği 

bulunmaktadır (198,199). 

Kök hücreler, belirli bir hücre soyuna doğru kendini yenileme ve farklılaşma 

yeteneğine sahip farklılaşmamış hücrelerdir. Kök hücreler, değişken farklılaşma 

potansiyeline sahiptirler ve bu hücreler hemen hemen tüm dokularını oluşturabildikleri 

için pluripotent (örneğin embriyonik kök hücreler veya indüklenmiş pluripotent kök 

hücreler gibi) veya sadece belirli hücre soylarına farklılaşabildikleri için multipotent 

(örneğin erişkin veya fetal MKH’ler gibi) olarak sınıflandırılabilirler. Kök hücreler bu 

nedenle rejeneratif tıp uygulamalarında kendine yer bulmaktadırlar. MKH’ler ise 

birden fazla hücre serisine dönüşme (multipotent) potansiyeli olan kök hücrelerdir 

(200). Hayvan deneylerinde intraartiküler MKH enjeksiyonunun OA tedavisinde etkili 

olduğu gösterilmiştir (201,202). MKH’lerin rejeneratif özellikleri parakrin mekanizma 

ile anti-inflamatuvar ve kondroprotektif etki göstermelerine dayandırılmaktadır 

(203,204). Bu parakrin mekanizmaya hücre dışına salınan sinyal molekülleri, 

sitokinler, metabolitler, eksozomlar ve proteinler aracılık etmektedirler (205,206). OA 

gibi dejeneratif hastalıkların tedavisinde MKH’ler iki farklı etki modeli için 

kullanılmaktadırlar. İlki MKH’lerin parakrin olarak sekretuar fonksiyonları sayesinde 

kartilaj degredasyonunu yavaşlatıp, rejenerasyonu uyarmaları, ikincisi ise MKH’lerin 

kondrositlere diferansiyasyonu ve kültür ortamında çoğaltılmış yeni kondrositlerin 

bazı kalıplar üzerinde defekt alanına yerleştirilmesidir. MKH’lerin kondrositlere 

diferansiye olabilmeleri ve farklı biyomateryaller ile birlikte uygulanabilmeleri OA 

tedavisinde bir biyomühendislik alanı oluşturmaktadır (207). Kültür ortamında 

kondrositler ile aynı ortamı paylaşan MKH’lerin hipertrofik diferansiyasyon gibi 

büyüme faktörleri ile indüklenen diferansiyasyonlarda gözlenen istenmeyen olaylar 

yaşanmadan kondrositlere dönüşebildikleri bildirilmektedir (208). 

MKH’lerin kondrositler üzerinde olan parakrin etkilerini incelemek için ko-

kültür deney düzeneği kullanılmış, böylece MKH’lerden sekrete edilen trofik 

faktörlerin ve buna yanıt olarak kondrositlerin fenotipik değişimleri gözlenmiştir 
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(209–211). Parakrin etkileri inceleyen çalışmalarda yapılan yöntemlerden bir tanesi de 

MKH’ler olmadan MKH protein ekstratları ve hücre kültür süpernatanlarını tedavi 

amacıyla kullanmak olmuş ve iskemik modelde miyokardlar üzerinde ve karaciğer 

hasarı modelinde hepatositler üzerinde olumlu etkileri gözlenmiştir (212,213). 

MKH’lerin bu parakrin etkilerinde aracı moleküller olarak bazı büyüme faktörleri ve 

mikroRNA’lar ile hedef hücredeki proliferasyonu uyardıkları öne sürülmüştür 

(214,215). Kısıtlı olmakla beraber bu etkilerin bir kısmı in vivo ortamda da 

gösterilmiştir (216). MKH'lerin inflamatuvar cevabı parakrin sinyaller yoluyla 

yönettiği, immünomodülatör bir rolü de vardır. (217).  

Erişim kolaylığı nedeniyle kemik iliği ve yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ilk 

çalışılan dokular olsalar da, umblikal kord, sinoviyum, plasenta, dental pulpadan da 

MKH’ler elde edilebilmektedir (218,219). Kemik iliği MKH için yaygın bir kaynak 

olarak kullanılmıştır, ancak araştırmalar kemik iliği aspiratları içinde MKH'lerin 

göreceli olarak azlığına işaret etmektedir. Kemik iliği aspiratlarından izole edilen 

mononükleer hücrelerin sadece %0,001 ile %0,01'si MKH olarak nitelendirilmiştir 

(220). Buna karşılık, lipoaspirat prosedürü ile hazırlanmış insan adipoz dokusu, 

mononükleer hücre popülasyonunun yaklaşık %1-7'si kadar MKH sayılarına sahiptir 

(221). Sinoviyum kaynaklı MKH’ler de diğer dokulardan elde edilen MKH'lere benzer 

rejeneratif yenilenme ve farklılaşma yeteneğine sahiptir ve sinoviyal dokudan elde 

edilen MKH'lerin kemik iliğinden elde edilenlere göre daha yüksek kondrojenik 

kapasite gösterdiği gösterilmiştir (222). Farklı doku kökenlerinden elde edilmiş 

MKH’lerin birbirlerine tedavi üstünlüğü olup olmadığı sorusunu doğurmuştur. MKH 

kaynağı olarak en uygun doku seçimi hasta güvenliği, erişim kolaylığı ve işlem sonrası 

iyileşme parametrelerine dayanmalıdır (223). Daha önce yapılan çalışmalardan elde 

edilen kanıtlar, farklı doku kaynaklarından elde edilen MKH'lerin hücre yüzey proteini 

ekspresyonu ve spesifik hücre tiplerine farklılaşma kapasitelerine göre farklılık 

gösterdiğini belirtmektedir (224,225). Bu nedenle, OA’lı dizlerde kullanılan farklı 

dokulardan elde edilmiş mezenkimal kök hücrelerin farklı tedavi etkinliği 

gösterebileceği düşünülmüştür (226). 
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2.6.3 Cerrahi Tedavi Yöntemleri 

Diğer tedavi yöntemleri başarısız veya yetersiz kaldığında cerrahi yöntemlere 

ihtiyaç duyulmaktadır. Artroskopik debridman OA hastalarında uygulanan 

yöntemlerden biridir ve yapılan geniş kapsamlı çalışmalar  izole femoral kondral 

lezyonlar hariç olumlu etkileri olmadığı ve bu nedenle OA tedavisinde kısıtlı alana 

sahip olduğunu bildirmektedirler (227,228). Etkinliği zayıf olan bir diğer cerrahi 

yöntem eklem lavajıdır. Özellikle ileri derece sinovit tablosunun eşlik ettiği hastalarda 

faydalı olabileceği bildirilmektedir (229). Total eklem replasmanı cerrahisi OA için 

defintif tedavi olarak kabul edilmektedir (230). Total eklem replasmanı cerrahisi 

sonrası egzersiz ve yaşam değişiklikleri önerileri uygulanan hastalarda yalnızca 

konservatif tedavi alanlara göre semptomlarda daha yüksek oranda iyileşme olduğu 

bildirilmektedir (231) . Hastada bulunan ek komorbiditeler ve ileri yaş gibi durumlarda 

ciddi komplikasyonlar görülebileceğinden uygun hasta seçimi önemlidir 

(196,232,233). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Çalışma Tasarımı 

 Çalışma disiplinlerarası, rastgele seçilmiş (randomize), kontrol grubu içeren, 

prospektif deneysel çalışma şeklinde tasarlandı. Çalışmanın etik kurul onayı 

15.10.2019 tarihinde Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar 

Etik Kurulu’ndan alınmıştır (Karar numarası: GO 19/1010). Çalışmaya diz 

bölgesinden artroskopik cerrahi operasyon planlanan hastalardan, dahil edilme 

kriterlerini karşılayanlar kabul edildi. Çalışmaya dahil edilen katılımcılara Hacettepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Spor Hekimliği Anabilim Dalı’nda çalışmanın amacı ve 

yapılacak işlemler ile ilgili bilgiler sözlü ve yazılı olarak aktarılarak hastaların yazılı 

ve sözlü aydınlatılmış onamları alındı. Çalışmada bağımlı değişkenler deney grupları 

(OA kondrosit, sağlıklı kondrosit, patella altı yağ doku kökenli MKH+sağlıklı 

kondrosit, patella altı yağ doku kökenli MKH+OA kondrosit, sinoviyum kökenli 

MKH+sağlıklı kondrosit, sinoviyum kökenli MKH+OA kondrosit, cilt altı yağ doku 

kökenli MKH+sağlıklı kondrosit, cilt altı yağ doku kökenli MKH+OA kondrosit), 

bağımsız değişkenler ko-kültür süpernatanında yapılan metabolomik analizler ile 

ölçülecek TNF , COMP, MMP3 konsantrasyonlarıydı. 

3.2 Katılımcılar 

 Çalışmaya Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Ortopedi ve Travmatoloji 

Anabilim Dalı’nda cerrahi operasyon endikasyonu olan, çalışma kriterlerine uygun 

gönüllüler seçildi. Bu bağlamda spor yaralanması sonucunda artroskopik olarak 

menisküs onarımı/menisektomi ve/veya ön çapraz bağ greftleme işlemleri yapılmasına 

Ortopedi ve Travmatoloji uzmanı tarafından karar verilmiş hastalar hedef kitle olarak 

belirlendi. Tüm katılımcılardan operasyon öncesi onamları alınmış olup, cerrahi 

işlemler sırasında cerrahi teknik gereği rutin olarak uzaklaştırılan ve tıbbi atık niteliği 

taşıyan dokular steril şartlar altında toplandı. Yeterli miktarda doku veya uygun doku 

tipinde uzaklaştırılmış dokusu olmayan hastalar çalışma dışı bırakıldı. Uygun şartları 

sağlayan 3 hasta dokusu çalışma için gerekli miktar olarak belirlendi. Çalışmaya 

başlangıçta 11 gönüllü dahil edildi ve çalışmaya uygun 3 gönüllü dokusu elde edilince 
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doku toplama işlemi sonlandırıldı. Gönüllülerden çalışmaya dahil olmalarını sağlamak 

adına ek doku alınmadı. Bu nedenle çalışma için yetersiz miktarda dokusu 

uzaklaştırılmış 8 hasta çalışma dışı bırakıldı.  Çalışmaya yalnızca erkek bireyler dahil 

edildi. Çalışmaya dahil edilen katılımcıların yaşları ortalaması 21,6 ± 2,5 olup 19 ve 

25 arasında değişiyordu. 

Tablo 3.1 Çalışmaya dahil edilme ve çalışmadan dışlanma kriterleri 

Dahil edilme kriterleri  Dışlama kriterleri 

• 18 yaşından büyük, 65 yaşından 

küçük olmak 

• Spor yaralanması nedeniyle diz 

bölgesinden cerrahi operasyon 

endikasyonu almış olmak 

• OA tanısı almış olmak 

• Grup seçimi esnasında aktif 

enfeksiyon sahibi olmak 

• Daha önce aynı taraf dizden 

cerrahi öyküsü 

• DM, obezite, vb. metabolik 

hastalık tanısı almış olmak 

• Malignite tanısı almış olmak 

 

3.3 Örneklem Büyüklüğü 

 Araştırılan bağımsız değişkenler açısından yapılan benzer çalışmalarda elde 

edilen ortalama ve standart sapma değerleri kullanılarak, güç analizi için G-power 

3.0.10 programı kullanılmış ve güç=%80, hata payı=%5 olarak hesaplandı. Yapılan 
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hesaplamaya göre deney ve kontrol gruplarının oluşturulması için kullanılacak 

katılımcı sayısı n=3 olarak belirlendi.  

3.4 Osteoartriti Olmayan Gönüllülerin Seçilmesi ve Patella Altı Yağ Dokusu, 

Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusu Elde Edilmesi 

Ortopedik cerrah tarafından operasyon kararı alınmış ve onamı alınan 

hastaların, operasyon sırasında, uygulanan cerrahi işlem gereği çıkartılan ve 

hâlihazırda çöpe atılacak olan sinoviyum, patella ve cilt altı yağ dokuları kullanıldı. 

Doku çıkarımı için ek bir medikal işlem uygulanmamış olup, cerrahın operasyon 

sırasında uygun gördüğü miktarda çıkarmış olduğu dokular kullanıldı, ek doku 

çıkarımı yapılmadı. Hastadan mezenkimal kök hücre elde etmeye yeterli miktarda çöp 

doku çıkmamış ise, hastanın dokuları kullanılmadı. 

Şekil 3.1 Çalışma dizaynını gösteren şematik çizim. 
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3.5 Osteoartriti Olmayan Gönüllülerden Elde Edilmiş Patella Altı Yağ 

Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusundan Mezenkimal Kök Hücre 

İzolasyon, Üretim ve Karakterizasyonu 

3.5.1 Patella ve Cilt Altı Yağ Dokusundan Adiposit Kaynaklı Mezenkimal 

Kök Hücre İzolasyonu 

Gönüllülerden izole edilen patella ve cilt altı yağ dokusu steril koşullarda %1 

penisilin- streptomisin (BI, ABD) ve %10 fetal bovine serum (FBS, BI, ABD) içeren 

Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose (DMEM-LG, BI, ABD) besiyerine 

aktarıldı. Aktarılan dokular mekanik olarak 1 mm3’ten küçük parçalara bölündü ve 

37°C’de 40 dakika %0,25 tripsin-EDTA (PAN BioTech., Almanya) içinde inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda 1:1 oranında %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 

oranında L-glutamin (BI, ABD) içeren DMEM-LG besiyeri eklenerek 1800 rpm’de 10 

dakika santrifüj edildi. Oluşan süpernatan atılmış, hücre pelleti ve doku parçaları %10 

FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 oranında L-glutamin (BI, ABD) içeren DMEM-

LG besiyerinde T75 hücre kültürü flasklarına alınarak 37°C ve %5 CO2 ortamında 

kültüre edildi. Kültürün dördüncü günü doku parçaları uzaklaştırıldı ve hücre kültür 

flaskına tutunan hücreler gözlendi. Kültürün dördüncü gününden itibaren hücre 

besiyeri iki günde bir taze besiyeri ile değiştirildi ve hücrelerin kültürüne devam edildi. 

 3.5.2 Sinoviyum Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre İzolasyonu 

Gönüllülerden izole edilen sinoviyum dokusu steril koşullarda %1 penisilin-

streptomisin ve %10 FBS içeren DMEM-LG besiyerine aktarıldı. Dokular mekanik 

olarak 1 mm3’ten küçük parçalara bölündü ve 37°C’de 40 dakika %0,25 tripsin-EDTA 

içinde inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 1:1 oranında %10 FBS, %1 penisilin-

streptomisin ve %1 oranında L-glutamin içeren DMEM-LG besiyeri eklenerek 2000 

rpm’de 10 dakika santrifüj yapıldı. Süpernatant atılarak hücre pelleti ve doku parçaları 

%10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 oranında L-glutamin içeren DMEM-LG 

besiyerinde hücre kültürü flasklarına alındı ve 37°C ve %5 CO2 ortamında kültüre 

edildi. Kültürün dördüncü günü doku parçaları uzaklaştırıldı ve hücre kültür flaskına 
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tutunan hücreler gözlendi. Kültürün dördüncü gününden itibaren hücre besiyeri iki 

günde bir taze besiyeri ile değiştirildi ve hücrelerin kültürüne devam edildi.  

 3.5.3 Sinoviyum ve Adiposit Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Üretimi 

İzole edilen MKH’lerin yoğunluğu %70 oranına ulaştığında pasajlanarak 

üretimine devam edildi ve üretimine devam edilmeyecek hücreler donduruldu. 

Pasajlama için besiyeri hücre kültür flaskından uzaklaştırıldı, hücreler PBS ile yıkandı. 

Yıkanan hücrelerin üzerine %0,25 tripsin-EDTA eklenmiş ve 3 dakika 37°C’de inkübe 

edildi. İnkübasyon sonunda, hücrelerin üzerine tripsin ile 1:1 oranında hücre besiyeri 

eklendi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Oluşan süpernatant atıldı, pellet 

besiyeri ile homojenize edildi ve tripan mavisi boyası ile 1:1 oranında sulandırılarak 

hücre sayımı yapıldı. Sayım sonrasında kültüre edilecek hücreler hücre kültür 

flasklarına ekilerek kültürüne devam edildi. Dondurma için sayımı yapılan hücreler 

her dondurma tüpünde 106 tane hücre olacak şekilde 5:4:1 oranına (Hücre Besiyeri: 

FBS: DMSO) sahip dondurma besiyerine aktarıldı. Dereceli dondurma için yavaş 

dondurma protokolüne uygun olacak şekilde dakikada 1°C soğutacak CoolCell’e 

(Sigma-Aldrich, Almanya) dondurma tüpleri yerleştirilerek 4 saat -80°C’de 

bekletildikten sonra -196°C sıvı azot tankında dondurularak saklandı. 

3.5.4 Sinoviyum ve Adiposit Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre 

Karakterizasyonu 

Patella altı yağ dokusu, sinoviyum, ve cilt altı yağ dokusundan üretilen 

MKH’lerin karakterizasyonu Uluslararası Hücresel Tedavi Topluluğu’nun 

Mezenkimal ve Doku Kök Hücre Komitesi’nin (The Mesenchymal and Tissue Stem 

Cell Committee of The International Society for Cellular Therapy) ön gördüğü 

kriterler esas alınarak üç yöntemle gerçekleştirildi (234). Bu kriterler doğrultusunda 

MKH’lerin morfolojileri, multipotent özellikleri ve ifade ettikleri yüzey belirteçleri 

aşağıdaki yöntemler ile değerlendirildi. 

Morfolojik kriter doğrultusunda, MKH’ler inverte ışık mikroskopisi altında 

kültür kabına tutunma özellikleri ve iğ biçimli morfolojisi incelendi. 
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Multipotent farklılaşma özelliği kriteri doğrultusunda, MKH’ler osteojenik ve 

kondrojenik farklılaştırma deneyleri yapıldı. Osteojenik farklılaşma değerlendirmesi, 

kantitatif olarak hücrelerde alkalen fosfataz (ALP) enzim aktivite seviyesinin 

spektrofotometrik yöntem ile ölçümü aracılığıyla gerçekleştirildi. Bunun için hücreler 

altı kuyucuklu kültür plakalarına 2x104 hücre/kuyucuk oranında ekildi ve %70 

yoğunluk oranına ulaşana kadar besiyeri iki günde bir taze besiyeri ile değiştirildi. 

Hücreler hedeflenen yoğunluğa ulaştıklarında altı kuyucuklu hücre kültür plakasının 

üç kuyucuğunda osteojenik farklılaştırma başlatıldı, üç kuyucuğunda MKH’lerin 

kültürüne kontrol amaçlı devam edildi. Osteojenik farklılaştırma için hücreler PBS ile 

yıkandı ve kuyucuklara %10 FBS, 100 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, Almanya), 

10 mM β-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 0,2 mM L-askorbik asit 

(SantaCruz Biotechnology Inc., ABD) içeren osteojenik farklılaştırma besiyeri 

eklendi. Besiyerleri üç günde bir kere olacak şekilde taze osteojenik farklılaştırma 

besiyeri ile değiştirildi. 21. günde, kuyucuklardan besiyeri uzaklaştırıldı, PBS ile 

yıkanarak ve hücre içi ALP aktivitesinin ölçümü kantitatif olarak yapıldı. Bunun için 

üreticinin talimatları doğrultusunda kuyucuklara SIGMAFAST pNPP substrat 

(Sigma- Aldrcih, Almanya) çözeltisi eklenerek kültür plakası karanlık ortamda oda 

sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonrası mikroplaka okuyucuda 405 

nm dalga boyunda okutuldu. Kondrojenik farklılaşma değerlendirilmesi, Masson's 

trichrome ve hematoksilen eozin boyaması yöntemi ile yapıldı. Bunun için, kültürü 

gerçekleştirilen MKH’ler %0,25 tripsin-EDTA ile kaldırılıp 25x104 hücre/tüp olacak 

şekilde 15 ml’lik konikal tüpe süspanse edildi. Konikal tüpte bulunan hücre 

süspansiyonu 1500 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatant 

uzaklaştırıldı ve pellet üzerine 2 ml büyüme besiyeri eklenerek konikal tüpler 37°C ve 

%5 CO2 koşullarında inkübe edildi. Konikal tüp içinde 24 saat sonrasında oluşması 

beklenen küre biçimli pellet gözlendi ve pelletin dağılmamasına dikkat edilerek ticari 

kondrojenik farklılaştırma besiyeri olan MSCgo™ Chondrogenic Differentiation 

Medium’dan (BI, ABD) 2 ml eklendi. Diğer falkonda bulunan pellet üzerine kontrol 

olarak kullanılacağı için MKH büyüme besiyeri eklenerek aynı şekilde kültüre edildi. 

Her iki grubun da besiyerleri üç günde bir kere taze besiyeri ile değiştirildi. 

Değerlendirme yapılacak 21. günün sonunda besiyerleri ortamdan uzaklaştırıldı ve 
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%10 formalin içinde oda sıcaklığında 24 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasında 

dehidrasyon için alkol serilerinden, şeffaflaştırma için ksilolden geçirildi ve parafin 

istasyonunda (LG1150H-C, Leica, Almanya) parafine gömüldü. Parafin bloklardan 3 

µm kalınlığında kesitler kızaklı mikrotomda (SM2000R, Leica, Almanya) alındı. Bir 

gece 60°C’de deparafinize edilen kesitler hematoksilen eozin ve Masson’s trikrom ile 

boyandı. Boyanan kesitler kamera ataçmanlı (DFC7000T, Leica, Almanya) aydınlık 

alan mikroskobunda (DM6B, Leica, Almanya) görüntüleme programı (LASX, Leica, 

Almanya) ile değerlendirildi. 

İfade edilen yüzey belirteci kriteri doğrultusunda, üretilen MKH’lerin yüzey 

belirteçleri olan CD73, CD44, CD90 ve CD29’u ifade edip, CD38, CD45 ve HLA-

DR’yi ifade etmedikleri akım sitometrisi yöntemi ile değerlendirildi. Bunun için 

hücreler %0,25 tripsin-EDTA ile kaldırılarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra pellet homojenize edilerek 1x105 hücre/tüp olacak şekilde tüpler 

hazırlandı ve 1600 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldı. Santrifüj sonrasında her tüpe %3 

bovine serum albümin (Sigma, Almanya), %1 sodyum azid içeren DPBS’ten 100 µl 

eklendi ve fare anti insan CD73 IgG1-PE, fare anti insan CD44 IgG1-FITC, fare anti 

insan CD45 IgG1-FITC, fare anti insan CD90 IgG1- FITC, fare anti insan CD29 IgG1- 

APC, fare anti insan CD38 IgG1-APC, fare anti insan HLA-DR IgG2- APC (BD 

Biosciences, ABD) antikorlarından 5 μl eklenerek karanlık ortamda 15 dakika 4°C ve 

ardından 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyonun sonunda hücreler 2 

ml PBS ile iki kere yıkandı. Yıkama sonrasında her tüpe 300 μl PBS eklendi ve 

NovoCyte® (ACEA Biosciences, ABD) cihazında okutuldu. Sonuçlar NovoExpress 

programında (ACEA Biosciences, ABD) değerlendirildi. 

3.6 İnsan Kaynaklı Ticari Osteoartritli ve Sağlıklı Kondrosit Üretimi 

İnsan kaynaklı ticari osteoartritli kondrosit hattı (#402OA-05a, Cell 

Applications, ABD) ve sağlıklı kondrosit hattı (#402-05a, Cell Applications, ABD) 

%15 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin içeren DMEM/F12 (PAN 

BioTech., Almanya) içinde kültüre edildi. Kültüre edilen kondrositlerin besiyeri iki 

günde bir olacak şekilde taze besiyeri ile değiştirildi. Kültür kabı %70 oranında 

dolduran kondrositler, PBS ile yıkandı, %0,25 tripsin-EDTA uygulanarak 5 dakika 
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37°C’de inkübe edilerek tutundukları yüzeyden kaldırıldı. Tripsin aktivasyonunu 

durdurmak için 1:1 oranında kondrosit besiyeri eklendi. Toplanan hücre süspansiyonu 

1200 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Oluşan pellet homojenize edilerek hücre kültür 

flasklarına ekilerek kültürüne devam edildi. Kültürüne devam edilmeyen hücrelerin 

dondurulması için hücreler tripan mavisi boyası ile sayılmış ve 106 hücre/dondurma 

tüpü olacak şekilde 5:4:1 oranına (Kondrosit büyüme besiyeri:FBS:DMSO) sahip 

dondurma besiyeri ile dereceli dondurma için CoolCell’de (Sigma-Aldrich, Almanya) 

yavaş dondurma protokolüne uygun olacak şekilde dakikada 1°C soğutularak 4 saat -

80°C’de bekletildikten sonra -196°C sıvı azot tankına yerleştirilerek donduruldu. 

3.7 Mezenkimal Kök Hücrelerin Sağlıklı ve Osteoartritli Kondrositler ile 

Birlikte Kültürü 

 Patella altı yağ dokusu, sinoviyum ve cilt altı yağ dokusundan elde edilen 

MKH’lerin sağlıklı ve osteoartritli kondrositler ile birlikte kültürü Transwell sistemi 

(Corning, ABD) kullanılarak yapıldı. Bu sistem için 0,4 µm gözenek boyutuna sahip 

Transwell sistemi kullanıldı. Bunun için sağlıklı ve osteoartritli kondrositler 104 

hücre/kuyucuk oranında Transwell sisteminin alt kısmına ekildi ve yoğunluğu %70’lik 

orana ulaşana kadar kültüre edildi. Kondrositler %70 yoğunluk oranına ulaştığında 

Transwell sistemin üst kısmına 15x103 hücre/kuyucuk patella altı yağ dokusu, 

sinoviyum ve cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ekildi. Kondrositler ve 

MKH’lerin birlikte kültürü 7. ve 14. günlerde sonlandırıldı ve süpernatan ileri 

değerlendirmeler için toplandı. 
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Tablo 3.2 Çalışmada kullanılan deney grupları ve grupların 

isimlendirilmesinde kullanılan kısaltmalar 

Deney Grupları 

 Kısaltma Grup Açıklaması 

1 K Sağlıklı Kondrosit 

2 OAK OA’lı Kondrosit 

3 P+K Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen 

sağlıklı kondrosit 

4 P+OAK Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen 

OA’lı kondrosit 

5 S+K Sinoviyum kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen sağlıklı 

kondrosit 

6 S+OAK Sinoviyum kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen OA’lı 

kondrosit 

7 C+K Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen 

sağlıklı kondrosit 

8 C+OAK Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen 

OA’lı kondrosit 
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3.8 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Belirteçlerinin Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

 İnflamasyon belirteci olarak TNFα, kondrosit yapım belirteci olarak COMP ve 

kondrosit yıkım belirteci olarak MMP3 konsantrasyonları değerlendirildi. Patella altı 

yağ dokusu, sinoviyum ve cilt altı yağ dokusundan elde edilen MKH’ler ile birlikte 

kültüre edilmiş sağlıklı ve osteoartritli kondrositleri içeren deney gruplarında, 

kondrosit yapım ve yıkım ürünleri 7. ve 14. günlerde ELISA kitleri ile TNFα 

(SEA133Hu, Cloud-Clone Corp., Çin), COMP (SEB197He, Cloud-Clone Corp., Çin) 

ve MMP3 (SEA101Hu, Cloud-Clone Corp., Çin) süpernatandaki seviyelerinin ölçümü 

üreticinin talimatları doğrultusunda yapıldı. Bu doğrultuda, toplanan süpernatan 1000 

g’de 20 dakika santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanlar dilüye edilmeden kullanıldı. 

Değerlendirme için kullanılacak kitlere ait ajanlar ve standart solüsyonları talimatlar 

doğrultusunda dilüye edildi. Örnekler ve standart solüsyonları deney planına uygun 

şekilde kuyucuklara eklendi ve hücre kültür plakası Plate Sealer ile kapatılarak 

Şekil 3.2 Mezenkimal kök hücreler ve kondrositlerin birlikte kültürü. 
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talimatlar doğrultusunda inkübasyon basamakları gerçekleştirildi. Ajanların örnekler 

ile birlikte inkübe edildiği basamaklar tamamlandığında kit içerisinde bulunan 

durdurucu solüsyon kuyucuklara eklendi ve hücre kültür plakası 450 nm dalga 

boyutunda mikroplaka okuyucuda okutuldu (Şekil 3.3). Okuma sonrasında standart 

solüsyonlarına ait OD. değerleri aracılığı ile standart eğri çizildi. Bu eğriye ait formül 

ile örneklere ait OD. değerlerinden süpernatanlardaki TNFα, COMP ve MMP3 

konsantrasyonları hesaplandı. 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 ELISA değerlendirmelerinde kullanılan miroplaka okuyucu. 
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3.9 Patella Altı Yağ Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusunun 

Metabolomik Çalışmalarla İncelenmesi 

3.9.1 Patella Altı Yağ Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusunun 

İnceleme Öncesi Hazırlığı 

Patella altı yağ dokusu, sinoviyum ve cilt altı yağ dokusu örnekleri tartıldıktan 

sonra Eppendorf tüplere transfer edildi. Ardından 3 mL/g metanol ve 0,64 mL/g su 

ilave edildi. 1 dakika vortekste çalkalandıktan sonra -20°C’de 10 dakika bekletildi ve 

bu işlem üç defa tekrarlandı. 3 mL/g diklorometan ve 1,5 mL/g su ilave edildi. Oluşan 

heterojen karışım 1 dakika vortekste çalkalandıktan sonra -20°C’de 10 dakika 

bekletildi ve bu işlem üç defa tekrarlandı. Elde edilen son karışım 1 saat boyunca 

homojenizatörde tutulduktan sonra 4°C 15.000 rpm’de santrifüj edilip süpernatan elde 

edildi. Süpernatanın üst fazı metabolit fazı, alt fazı ise lipid fazı olarak kabul edildi 

(Şekil 3.4). Metabolit ve lipid fazlar, 9°C'de vakumlu santrifüj edildi ve nihai katı 

rezidüler Q-TOF LC/MS ile analiz edildi. 
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3.9.2 Patella Altı Yağ Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusundan 

Hazırlanan Örneklerin Q-TOF LC/MS ile Analizi  

Kütle spektrometri analizleri Agilent 6530 Q-TOF LC/MS cihazı ile (Agilent 

Technologies, 184 Santa Clara, ABD) gerçekleşti. C18 kolon (Agilent Zorbax 1,8 μM, 

50x2,1 mm) kromatografi kolonu olarak kullanıldı. Mobil fazlar A hattında; %1, 1M 

amonyum asetat (NH4AC) tampon içerisinde %0,1 asetik ve B hattında; %70 

asetonitril %30 izopropilalkol (ACN:IPA) %1, 1M amonyum asetat tampon içerisinde 

%0,1 asetik asit şeklindeydi. Gradiyent elüsyonu A hattı ile 1. dakikaya kadar %45, 3. 

dakikada %25, 8. dakikada %11, 11. dakikada %0, daha sonra başlama koşulu 20. 

dakikada ve çalışmadan 5 dakika sonra olacak şekilde başlatıldı. LC/MS Q-TOF 0,20 

Şekil 3.4 Doku hazırlama protokolü sonunda elde edilen süpernatan. 
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mL/dk akış oranı, 65°C kolon sıcaklığı ve 10 µL enjeksiyon hacmi ile 100-1700 m/z 

tarama aralığında çalıştırıldı.  

3.10 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Belirteçlerinin Metabolomik 

Çalışmalar ile Değerlendirilmesi  

Numuneler deney gününe kadar -80 °C'de saklandı. Her çalışma grubunda 

bulunan örneklerden 200 µL alınarak örnekler birleştirildi. Metabolit ekstraksiyonu 

işlemi için birleştirilen örneklerden 200 µL boş bir Eppendorf tüpe alındı, üzerine 600 

µL metanol eklendi ve 90 saniye vortekslendi. Vorteks işleminden sonra numuneler 

9000 rpm’de +4 °C’de 30 dakika santifrüj edildi ve sıvı faz (metabolit fazı) toplandı. 

Daha sonra metabolit fazı vakum santifrüj cihazında çözücüsünden uzaklaştırıldı. 

Daha sonra metabolit fazı, 200 μL 50:50 (h/h) su (Milli-Q): Asetonitril (ACN) ile 

yeniden çözüldü. Çözülen örnekler 1/1 oranında hareketli faz ile seyreltilerek 

kuyucuklara alındı. Ayrıca yöntemin tekrarlanabilirliğini ölçmek amacıyla tüm 

örneklerden oluşan bir kalite kontrol numunesi (QC) hazırlandı. Numune hazırlama 

basamağında kullanılan çözücü ve kimyasallar en az MS derece veya üstü saflıkta 

olacak şekilde Merck (Darmstadt, Almanya)'dan temin edildi. Deneyler Agilent 6530 

Q-TOF LC/MS cihazında gerçekleştirildi. Hareketli faz olarak her ikisi de %0,1 

formik asit içeren su ve asetonitril kullanıldı. Analizler C18 kromatografi kolonu ile 

gerçekleştirildi.  Cihaz 100-1700 m/z tarama aralığında pozitif iyon modunda 

çalıştırıldı. Her örnek tekrarlı olarak karışık sırada enjeksiyon edildi. Metabolomik 

verilerin istatistiksel analizi için LC/MS cihazından alınan “.d” uzantılı ham data 

verileri “ProteoWizard” yazılımı kullanılarak “.mzXML” uzantılı dosya formatına 

çevrildi. Numuneler arasında pik eşleştirme ve karşılaştırma işlemleri için “R” 

istatistiksel programında “XCMS” metabolomik veri işleme yazılımı” kullanıldı. Elde 

edilen ham pikler analiz sırasındaki rastgele hatalardan kaynaklanan piklerin 

filtrelenmesi, piklerin örneklerdeki tüm piklerin ortalamasına göre ayrı ayrı normalize 

edilmesi ve gruplar arasında değişim gösteren piklerin tespit edilebilmesi için 

Student’s T testi uygulaması ve değişim miktarları (fold change) hesaplamaları 

gerçekleştirildi. Değişim gösteren piklerde p<0,05 ve fold change>1,5 şartları arandı. 

Elde edilen pikler HMDB (Human metabolome database)’de tarandı. İlgili veri 
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bankasından tespit edilen metabolitler hakkında metabolomik yolak analizleri yapıldı. 

Metabolik yolak analizleri için online KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes) veri bankası kullanıldı. Deney grupları arasındaki metabolom değişimlerini 

göstermek için deney gruplarına ait pik şiddetleri kontrol gruplarına göre normalize 

edilerek kat değişimi olarak gösterildi. 

3.10.1 XCMS ile Ham Kromatogram Verisinin İşlenmesi  

LC-MS cihazlarından alınan kromatogramlar ham verilerdir ve bunlar 

içerisindeki biyoinformatik verileri elde etmek amacıyla ham veri dosyaları 

ProteoWizard yazılımı (http://proteowizard.sourceforge.net) aracılığı ile. mzml 

formatına dönüştürülmüştür. Pik toplama, gruplama ve karşılaştırma bölümleri 

(metabolit profilleme) XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/) yazılımı aracılığıyla 

gerçekleştirilmiştir. XCMS, bulguların en üst düzeyde toplanması, gruplandırılması ve 

karşılaştırılması için kullanılan “R yazılımı” tabanlı ücretsiz bir programdır ve 

optimizasyon için birçok parametreye sahiptir. Isotopologue Parameter Optimization 

(IPO), XCMS parametrelerini otomatik olarak optimize eden bir yazılımdır. Böylece, 

IPO yoluyla elde edilen optimize edilmiş parametreler, potansiyel metabolit piklerini 

bulmak için XCMS'ye tabi tutuldu. 

3.11 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Belirteçlerinin Kantitatif 

Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Yöntemi ile Ön 

Değerlendirilmesi 

RNA izolasyonu için, süpernatan uzaklaştırıldı ve hücrelerin üzerine 

denatürasyon solüsyonu (BI, ABD) eklendi. Eklenen denatürasyon solüsyonu ile 

hücreler oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra aynı hacimde 

ekstraksiyon solüsyonu (BI, ABD) eklenerek 10 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

Bekletildikten sonra 12000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifüj yapıldı. Oluşan renksiz üst 

faz yeni bir tüpe aktarıldı ve izopropanol (Amresco, ABD) eklenerek 10 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyon ile RNA çöktürme işlemi gerçekleştirildi. İnkübasyon 

sonunda 12000 g’de 8 dakika 4°C’de santrifüj yapıldı. Elde edilen RNA pelleti 

%75’lik etanol ile vortekslenerek yıkandı ve 7500 g’de 5 dakika 4°C’de santrifüj 
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yapıldı. Elde edilen sonuçların normalizasyonu için delta-delta Ct (∆∆Ct) yöntemi 

kullanıldı. 

3.12 Verilerin İstatistik Yöntemler ile Değerlendirilmesi 

İstatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 

versiyon 21 kullanılarak yapıldı. Değişkenlerin normal dağılıma uyup uymadıkları 

görsel (histogram ve olasılık grafiği) ve analitik (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk 

testleri) metodlar ile değerlendirildi. Tanımlayıcı istatistikler ortalama ± standart 

sapma ve ortanca, minimum-maksimum değerler kullanılarak verildi. İki grup arasında 

parametrik dağılmayan sayısal değişkenlerin karşılaştırılmalarında Wilcoxon ve 

Mann-Whitney U testleri kullanıldı. Parametrik dağılan değişkenler için ise Student’s 

T testi kullanıldı. Analizler %95 güven aralığında gerçekleştirildi ve yapılan 

karşılaştırmalarda p değerinin 0,05’in altıda olduğu durumlar istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1 Mezenkimal Kök Hücre Elde Edilmesi ve Karakterizsayonu 

Çalışmaya dahil edilen üç katılımcıdan cerrahi operasyon sırasında sinoviyum, 

patella altı yağ dokusu ve cilt altı dokusu toplandı (Şekil 4.1). Toplanan dokulardan 

MKH izole edildi ve mikrogaflar ile gösterildi (Şekil 4.2). Katılımcılarda izole edilen 

aynı kaynaklı aynı MKH’lerin üretimine üçüncü pasajda birleştirilerek devam edildi 

ve karakterizasyon karışık popülasyonda gerçekleştirildi (Şekil 4.3). Elde edilen 

sinoviyum, patella altı yağ dokusu ve cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin 

morfolojik değerlendirmesinde, hücre kültürü plakalarına beklendiği gibi yapıştıkları 

ve karakteristik özellikleri olan iğsi morfolojiye sahip oldukları gözlendi (Şekil 4.2). 

  

Şekil 4.1 Gönüllülerden toplanan dokular. Soldan sağa sırasıyla; cilt altı yağ 

dokusu, patella altı yağ dokusu ve sinoviyum (Görselde gönüllü bilgileri 

gizlenmiştir.). 
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 Multipotensi özelliklerinin değerlendirilmesinde, osteojenik farklılaştırma 

deneyleri kapsamında; osteojenik farklılaştırma besiyeri uygulanan MKH grubunun 

hücre içi ALP aktivitesi büyüme besiyeri uygulanan gruba göre anlamlı biçimde 

yüksekti (Tüm MKH grupları için p<0,001, Şekil 4.4). Kondrojenik farklılaştırma 

deneyi kapsamında, 21 gün boyunca kondrojenik farklılaştırma besiyeri uygulanan 

MKH gruplarının sferoid oluşumu ve Masson’s trikrom histokimyasal boyaması ile 

kolajen oluşumu her üç grup için gözlendi (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4.2 Gönüllülerden izole edilen pasaj sıfır MKH’ler. A- C. Patella altı yağ 

dokusundan izole edilen mezenkimal kök hücreler, D- F. Cilt alt yağ dokusundan izole 

edilen mezenkimal kök hücreler ve G- I. Sinoviyumdan izole edilen mezenkimal kök 

hücrelerin mikrografları gösterilmektedir. Hepsi için x100. 
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Şekil 4.3 Gönüllülerden izole edilerek üretimi gerçekleştirilen pasaj iki 

MKH’ler. A-C. Patella altı yağ dokusu, D-F. Subkutan yağ dokusu ve G-I. Sinoviyum 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin mikrografı gösterilmektedir. Hepsi için x100. 
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 İmmünofenotipik değerlendirmede ise, tüm gruplarda pasaj dört MKH’lerin 

CD38, CD45, HLA-DR yüzey belirteçlerini çok düşük oranlarda ve CD29, CD44, 

CD73 ile CD90 yüzey belirteçlerini çok yüksek oranlarda ifade ettiği saptandı (Şekil 

4.6, 4.7 ve 4.8). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4 MKH’lerin ALP aktivitesini gösteren grafik. Patella altı yağ dokusu 

(A), sinoviyum (B) ve cilt altı yağ dokusu (C) kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 

gösterilmektedir. * p<0,001. 
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Şekil 4.5 MKH’lerin kondrojenik farklılaşma kapasitesi için kolajen oluşumu 

(mavi- yeşil) gösterilmektedir. Patella altı yağ dokusu (A, B), sinoviyum (C, D) ve cilt 

altı yağ dokusu (E, F) kaynaklı MKH’ler. x100 (A, C, E), x400 (B, D, F). 
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Şekil 4.6 Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin ifade 

ettikleri yüzey belirteçleri. 
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Şekil 4.7 Sinoviyum kaynaklı MKH’lerin ifade ettikleri 

yüzey belirteçleri. 
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Şekil 4.8 Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin ifade 

ettikleri yüzey belirteçleri. 
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4.2 İnsan Kaynaklı Ticari Osteoartritli ve Sağlıklı Kondrosit Üretimi 

 İnsan kaynaklı ticari sağlıklı ve osteoartritli kondrositlerin üretimi başarılı 

şekilde gerçekleştirildi. Hücrelerin morfolojik değerlendirilmesinde hücre kültür 

plakalarına adezyon gösterdikleri ve karakteristik morfoloji gösterdikleri gözlendi 

(Şekil 4.9). 

4.3 Mezenkimal Kök Hücrelerin Sağlıklı ve Osteoartritli Kondrositler ile 

Birlikte Kültürü 

 İzolasyon ve üretimi gerçekleştirilen patella altı yağ dokusu, sinoviyum ve cilt 

altı yağ dokusu kaynaklı dördüncü pasaj MKH’lerin üretilen insan kaynaklı ticari 

Şekil 4.9 İnsan kaynaklı ticari kondrositler. A-B. Pasaj dört sağlıklı 

kondrositlerin mikrografları, C-D. Pasaj iki osteoartritli kondrositlerin mikrografları 

gösterilmiştir. Tamamı için x100. 
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altıncı pasaj OA ve sağlıklı kondrositler ile birlikte kültürü 7 ve 14 gün süreyle 

Transwell sisteminde gerçekleştirildi (Şekil 4.10). 

4.4 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Belirteçlerinin Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) Yöntemi ile Değerlendirilmesi  

4.4.1 TNFα düzeyi 

7. ve 14. günlerde C+OAK grubunda (sırası ile 194,5 ± 86,4 pg/ml ve 62,8 ± 

33,1 pg/ml) OAK grubuna (sırası ile 96,1 ± 52,8 pg/ml ve 156,6 ± 79 pg/ml) göre; 

C+K grubunda (sırası ile 155,5 ± 82,7 pg/ml ve 48,1 ± 67,8 pg/ml) K grubuna (sırası 

ile 61,8 ± 30,9 pg/ml ve 127,2 ± 21,4 pg/ml) göre istatistiksel olarak anlamlı 

olmamakla birlikte azalma gözlendi (Tablo 4.1). P+OAK ve S+OAK gruplarında 

(sırası ile 42,13 ± 6 pg/ml ve 35,5 ± 3,1 pg/ml) 14. günde OAK grubuna (156,6 ± 79 

pg/ml) göre istatistiksel olarak anlamlı (p=0,036) bir azalma tespit edildi (Tablo 4.1, 

Şekil 4.11). Bu gruplardaki azalma 7. günde de benzer yönde olmasına karşın 

istatistiksel olarak anlamlı değildi. 7. gün ve 14. gün arasında OAK grubunda (sırası 

ile 96,1 ± 52,8 pg/ml ve 156,6 ± 79 pg/ml) K grubuna (sırası ile 61,8 ± 30,9 pg/ml ve 

Şekil 4.10 MKH’ler ile ticari insan kaynaklı OA’lı ve sağlıklı kondrositlerin 

birlikte kültürü gerçekleştirilen Transwell sistemi. 
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127,2 ± 21,4 pg/ml) göre istatistiksel olarak anlamlı olmayan daha yüksek TNFα 

düzeyleri tespit edildi. 7. günde S+K grubunda (26,8 ± 5,4 pg/ml) TNFα düzeyi 

S+OAK grubuna (67,3 ± 33,3 pg/ml) göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

düşükken (p=0,032), 14. günde S+OAK grubunda (35,5 ± 3,1 pg/ml) S+K grubuna 

(41,6 ± 10,1 pg/ml) göre daha düşük TNFα konsantrasyonu tespit edildi. P+OAK 

grubunda 7. günde TNFα düzeyi (59,2 ± 20,5 pg/ml) iken 14. günde (42,1 ± 6 pg/ml) 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha düşük ölçüldü (p=0,043). 

Şekil 4.11 7. ve 14. günlerdeki TNFα seviyeleri. K: Sağlıklı kondrosit, OAK: 

Osteoartritli kondrosit P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, S: 

Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre. * p=0,036, ** p=0,032, *** p=0,043 
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4.4.2 COMP düzeyi 

K ve OAK gruplarında günlere göre COMP seviyelerinde değimleri 

incelediğimizde hem 7 hem de 14. günde OAK gruplarında (sırası ile 87,4 ± 43,7 ng/ml 

ve 29,1 ± 11,2 ng/ml) K gruplarına (sırası ile 113,1 ± 40,7 ng/ml ve 39,6 ± 14,8 ng/ml) 

göre COMP konsantrasyonları daha düşüktü. OAK grubunda azalan COMP düzeyi 

MKH gruplarında tam tersi yönde değişiklik gösterdi. 7. ve 14. günde P+OAK 

grubunda (sırası ile 23 ± 8,9 ng/ml ve 28,3 ± 18,5 ng/ml) P+K grubuna (sırası ile 4 ± 

0,6 ng/ml ve 3,6 ± 1,2 ng/ml) göre, S+OAK grubunda (sırası ile 14,7 ± 3,3 ng/ml ve 

20,3 ± 16,2 ng/ml) S+K grubuna (sırası ile 4,5 ± 0,9 ng/ml ve 4,2 ± 1,2 ng/ml) göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek COMP değerleri gözlendi (p=0,036). 

C+K ve C+OAK gruplarında diğer gruplara göre daha yüksek COMP seviyeleri tespit 

edildi. Her iki günde de C+K grubunda (sırası ile 161,9 ± 5,3 ng/ml ve 141,8 ± 61,2 

ng/ml) COMP seviyesi P+K (sırası ile 4 ± 0,6 ng/ml ve 3,6 ± 1,2 ng/ml) ve S+K (sırası 

ile 4,5 ± 0,9 ng/ml ve 4,2 ± 1,2 ng/ml) gruplarından yüksekti (p=0,036) (Tablo 4.1, 

Şekil 4.12). 
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MMP3 düzeyi 

P+K grubunda 14. günde (286,2 ± 17,5 ng/ml) 7. güne (262,8 ± 24 ng/ml) göre 

artış; S+OAK grubunda 14. günde (249,9 ± 16,7 ng/ml) 7. güne (282,9 ± 17,3 ng/ml) 

göre azalma gözlendi (p=0,043).  Hem 7 hem de 14. günlerde MKH ile birlikte kültüre 

edilen OA’lı kondrosit gruplarının hepsinde OAK grubuna göre daha düşük değerler 

Şekil 4.12 7. ve 14. günlerde COMP seviyeleri. K: Sağlıklı kondrosit, OAK: 

Osteoartritli kondrosit P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, S: 

Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre. * p=0,036 
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tespit edildi, yalnızca C+OAK grubundaki bazı değerler OAK grubundan yüksek tespit 

edildi. Grupları ayrı ayrı incelediğimizde 7 ve 14. günlerde P+OAK grubu (sırası ile 

289,9 ± 5,6 ng/ml ve 258,4 ± 29,7 ng/ml) ve S+OAK grubu (sırası ile 282,9 ± 17,3 

ng/ml ve 249,9 ± 16,7 ng/ml) OAK grubundan (sırası ile 607,8 ± 100,5 ng/ml ve 452,3 

± 100,6 ng/ml) daha düşük MMP3 konsantrasyonlarına sahipti (p=0,036) (Tablo 4.1, 

Şekil 4.13).   

Şekil 4.13 7. ve 14. günlerde MMP3 seviyeleri. K: Sağlıklı kondrosit, OAK: 

Osteoartritli kondrosit P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, S: 

Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre. * p=0,043, ** p=0,036 
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Tablo 4.1 TNFα, COMP ve MMP3 konsantrasyonlarının tanımlayıcı 

istatistikleri 

Konsantrasyon  

Ortalama ± Standart Sapma 

Ortanca (minimum-maksimum) 

 7. Gün 14. Gün 

Gruplar 
TNFα 

(pg/ml) 

COMP 

(ng/ml) 

MMP3 

(pg/ml) 

TNFα 

(pg/ml) 

COMP 

(ng/ml) 

MMP3 

(pg/ml) 

K 
67,3±33,3 

75,8 (26,3-
83,2) 

113,1±40,7 

106,2 (76,4-

156,8) 

596,9±96,5 

593,5 (502,2-

695,1) 

127,2±21,4 

120,2 (110,2-

151,3) 

39,5±14,8 

34,2 (28,3-

56,2) 

441,1±219,1 

380,4 (251,2-

752,2) 

OAK 
155,5±82,7 

86,4 (48,8-

153) 

87,4±43,7 

76 (50,6-

135,7) 

609,8±100,5 

618,2 (505,4-

705,8) 

156,6±79 

191,2 (66,2-

212,4) 

29,1±11,2 

24,9 (20,6-

41,7) 

452,3±100,6 

492,7 (337,9-

526,5) 

P+K 
30,1±12,4 

24,9 (22,1-

48,5) 

4,0±0,6 

4 (3-4,5) 

262,8±24 

266,5 (236,7-

288) 

40,4±3,3 40,1 

(36,6-44,8) 

3,6±1,2 

3,6 (2,1-4,8) 

286,2±17,5 

288,1 (267,6-

307,4) 

P+OAK 
59,2±20,5 

54,7 (38-

91,1) 

23±8,9 

24,8 (13,4-

31) 

289,9±5,6 

289,9 (282,6-

297,4) 

42,1±6 

40,4 (37,8-

52,4) 

28,3±18,5 

26,9 (10,5-

47,5) 

258,4±29,7 

244,1 (233,2-

291,4) 

S+K 
26,8±5,4 

24,9 (23-

34,6) 

4,5±0,9 

4,3 (3,7-5,9) 

268,8±27,6 

258,2 (234,3-

298,7) 

41,5±10,1 

39,8 (31,4-

58,4) 

4,2±1,2 4,4 

(2,9-5,8) 

274,5±21,4 

275,8 (249,5-

306,3) 

S+OAK 67,3±33,3 

68 (35-97,8) 

14,7±3,3 

15,5 (11,1-

17,6) 

282,9±17,3 

288,2 (254,6-

297,8) 

35,5±3,1 35,1 

(32,5-40,1) 

20,3±16,2 

12,8 (9-

38,9) 

249,9±16,7 

249,8 (231,4-

275,6) 

C+K 
155,5±82,7 

104,8 

(30,3-138,3) 

161,9±5,3 

159,8 

(158,1- 168) 

400,7±170,4 

406,4 (245,1-

658,8) 

48,1±67,8 

34,9 (30,5-

97,4) 

141,8±61,2 

130,4 (87,1-

208) 

403,5±150,4 

495,2 (234,8-

529,1) 

C+OAK 
194,5±86,4 

171,9 

(39,8-196) 

160,6±47,3 

152,8 

(117,7-

211,3) 

386,5±133,2 

401,8 (247,8-

564) 

62,8±33,1 

89,4 (37,1-

93,3) 

156,2±69,6 

134,2 

(100,2- 

234,2) 

375,3±157 

341,9 (246,2-

571,2) 



52 

 

 

4.5 Patella Altı Yağ Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Altı Yağ Dokusunun 

Metabolomik Yöntemler ile İncelenmesi 

Gönüllülerden toplanan patella altı yağ dokusu, sinoviyum ve cilt altı yağ 

dokusu örneklerinin MKH izolasyonu öncesinde doku metabolomik profilleri 

incelendi ve sinoviyum ile cilt altı yağ dokusu arasında benzeşen metabolitler olsa dahi 

her üç dokunun da metabolit dağılımlarının birbirlerinden farklı olduğu gözlendi. 

(Şekil 4.14). 

Şekil 4.14 Toplanan dokulara ait PCA grafikleri. 
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4.6 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Belirteçlerinin Metabolomik 

Yöntemler ile Değerlendirilmesi 

 PCA analizlerinden elde edilen görsel grafikler incelendiğinde her üç deney 

grubunda da 7. ve 14. günler arasında metabolom dağılımları farklıydı. Hem gruplar 

arasında hem de aynı grup içerisinde iki farklı günde süpernatanda bulunan 

metabolitler arasında fark tespit edildi (Şekil 4.15). 

 MKH’ler ile kondrositlerin ko-kültür süpernatanlarında yapılan metabolomik 

değerlendirmede ilk olarak 3913 pik tanımlandı. Bunlardan 994 tanesi istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde (p<0,05) diğer piklerden farklıydı. Fark gösteren pikler 

arasından sağlıklı ve OA’lı kondrositlerde 1,5 kattan daha fazla değişim gösteren 187 

pik tespit edildi. Tespit edilen 187 pik 51 adet metabolit ile eşleşti. Deney gruplarında 

ortak olarak bulunan 21 metabolit vardı ve yapılan analitik ve klinik 

değerlendirmelerden sonra yedi metabolit anlamlı kabul edildi (Tablo 4.2).  
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Şekil 4.15 MKH gruplarına ait PCA analizi grafikleri. K: Sağlıklı kondrosit, 

OAK: Osteoartritli kondrosit P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, 

S: Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre. 
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Tablo 4.2 Düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı değişen metabolitler 

Metabolit ismi Metabolit Kütlesi HMDB Kodu KEGG Kodu 

L-Fukoz 147,0657702 HMDB0000174 C01019 

Alfa-Tokotrienol 224,165375 HMDB0006327 C14153 

Koproporfirin 328,1429424 HMDB0000643 C05769 

Nikotinamid 393,0224517 HMDB0000229 C00455 

Bilirubin 469,1707788 HMDB0003325 C05787 

Taurodeoksikolik asit 472,3106687 HMDB0000896 C05463 

Galaktosfingozin 500,296839 HMDB0000648 C01747 

 L-Fukoz pik şiddetindeki kontrollere göre olan değişim, tüm grupların 7. ve 

14. günleri karşılaştırıldığında 7. gün gruplarına göre 14. gün gruplarında artış 

gösterdi. 7. günde P+OAK ve S+OAK gruplarında L-Fukoz kontrole göre düşük 

gözlenirken, C+OAK grubunda hem 7 hem de 14. günde kontrole göre yüksük 

gözlendi. 14. günde en fazla artış C+OAK grubunda görüldü (Şekil 4.16).  

Alfa-Tokotrienol MKH’ler ile birlikte kültüre edilen sağlıklı kondrosit 

gruplarında artış gösterirken, bunun aksine P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarında 

14. günde azalma yönündeydi. 7. günde P+OAK grubunda belirgin, S+OAK ve 

C+OAK gruplarında minimal artış gözlendi (Şekil 4.17).  

Koproporfrin düzeylerinde P+OAK ve S+OAK gruplarında her iki günde de 

düşüş gözlenirken yalnızca C+OAK grubunda artış gözlendi. Benzer şekilde P+K, 

S+K ve C+K gruplarında da artış vardı. OA’lı gruplar arasında artış yalnızca C+OAK 

grubunda izlendi. Genel olarak P+K hariç tüm gruplarda 7. günden 14. güne 

gidildiğinde azalma vardı (Şekil 4.18).  
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Nikotinamid düzeyindeki değişim tüm deney grupları için 7. günden 14. güne 

artış şeklindeydi. P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarının üçünde de kontrole göre 

artış gözlendi (Şekil 4.19). 

 Bilirubin düzeylerinde C+OAK grubunda her iki günde artış gösterirken, 

P+OAK ve S+OAK gruplarında azalış vardı. Benzer değişim sağlıklı kondrosit 

gruplarında da gözlendi (Şekil 4.20).  

Taurodeoksikolik asit düzeyindeki değişim MKH’lerin birlikte kültüre edildiği 

sağlıklı ve OA’lı kondrosit gruplarında karşılaştırıldığında tüm OA’lı kondrosit 

gruplarında arttığı gözlendi. 7 ve 14. günler arasında P+OAK ve S+OAK gruplarında 

14. günde 7. güne göre artış izlenirken bu durum C+OAK için tam tersiydi (Şekil 4.21).    

Şekil 4.16 L-Fukoz metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol gruplarına göre 

kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, S: 

Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit. 
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Galaktosfingozin P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarının üçünde de 7. günde 

azalmışken 14. günde 7. güne göre artış gözlenmiş ve P+OAK ve S+OAK gruplarında 

14. günde kontrole göre artmış düzeyler tespit edilmiştir (Şekil 4.22). 

 

 

  

 

 

 

Şekil 4.17 Alfa-Tokotrienol metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol 

gruplarına göre kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök 

hücre, S: Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit. 
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Şekil 4.18 Koproporfirin metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol gruplarına 

göre kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH, S: Sinoviyum kaynaklı 

MKH, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: Osteoartritli 

kondrosit. 
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Şekil 4.19 Nikotinamid metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol gruplarına 

göre kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH, S: Sinoviyum kaynaklı 

MKH, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: 

Osteoartritli kondrosit. 
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Şekil 4.20 Bilirubin metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol gruplarına göre 

kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök hücre, S: 

Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı 

mezenkimal kök hücre, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit. 



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.21 Taurodeoksikolik asit metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol 

gruplarına göre kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı mezenkimal kök 

hücre, S: Sinoviyum kaynaklı mezenkimal kök hücre, C: Cilt altı yağ dokusu 

kaynaklı mezenkimal kök hücre, K: Sağlıklı kondrosit, OAK: Osteoartritli 

kondrosit. 
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4.7 İnflamasyon, Kondrosit Yapım ve Yıkım Kantitatif Gerçek Zamanlı 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Yöntemi ile Ön Değerlendirilmesi 

P+OAK ve S+OAK gruplarında 7. günde kontrol OAK grubuna göre COL2A1 

gen ekspresyonu artmışken (sırası ile 5,1 ve 1,7 kat), 14. günde iki grupta da azalma 

gözlendi (sırası ile 0,3 ve 0,1 kat). C+OAK grubunda ise her iki günde de kontrole 

yakın ekspresyon değerleri tespit edildi (sırası ile 0,9 ve 1,4 kat). P+K ve S+K ve C+K 

Şekil 4.22 Galktosfingozin metabolitine ait pik şiddetlerinde kontrol 

gruplarına göre kat değişimleri. P: Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH, S: 

Sinoviyum kaynaklı MKH, C: Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH, K: Sağlıklı 

kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit. 
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gruplarında 7. günde kontrol K grubuna göre artmış değerler gözlendi (sırası ile 

1276,1, 2478,6 ve 661,3 kat) (Tablo 4.3 ve Şekil 4.22). 

MKH’ler ile birlikte kültüre edilen OA’lı kondrositler gruplarının tamamında 

OA’lı kondrositlerin tek kültürlerine göre COMP ekspresyonlarında artış izlendi. 

Gözlenen bu artış, 14. günde 7. günden daha yüksekti. En yüksek artış 14. günde 26,7 

katlık artış ile S+OAK grubunda gözlendi. C+K grubunda hem 7 hem de 14. günde 

kontrole göre artmış (sırası ile 8,2 ve 8,5 kat), P+K grubunda 14. günde S+K grubunda 

ise 7. günde yüksek değerler tespit edildi (sırası ile 1,8 ve 1,3 kat) (Tablo 4.3 ve Şekil 

4.22). 

MMP13 ekspresyonları ise 7. günde P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarında 

azalmışken, 14. günde C+OAK grubunda daha az olmakla beraber artış gösterdi. Hem 

7 hem de 14. günde MM13 ekspresyonunun kontrole göre en çok azaldığı grup 

C+OAK grubu oldu. Sağlıklı kondrosit gruplarında 7. günde P+K, S+K ve C+K 

gruplarında K grubuna göre artmış MMP13 ekspresyonları, 14. günde ise S+K ve C+K 

gruplarında azalmış, P+K grubunda ise düşük miktarda artmış tespit edildi (Tablo 4.3 

ve Şekil 4.22). 

SOX9 gen ekspresyonundaki değişimler diğer üç gendeki değişimden biraz 

daha farklı olarak şu şekildeydi, S+OAK ve C+OAK gruplarında 14. günde 

ekspresyon kontrole göre azalırken (sırası ile 0,1 ve 0,5 kat), P+OAK grubunda artış 

(8,2 kat) gösterdi. 7. günde P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarında SOX9 

ekspresyonu yüksek tespit edildi (sırası ile 1,8, 26,6 ve 2,3 kat). P+K ve S+K 

gruplarında 7. günde K grubuna göre artmış (sırası ile 55,2 ve 66,4 kat), 14. günde 

azalmış değerler gözlemledik (sırası ile 0,6 ve 0,1 kat). C+K grubunda ise 7 ve 14. 

günlerde SOX9 ekspresyonu artmıştı (sırası ile 59,6 ve 5,4 kat) (Tablo 4.3 ve Şekil 

4.22). 

 

 



64 

 

 

Tablo 4.3 COL2A1, COMP, MMP13 ve SOX9 gen ekspresyonlarının 

kontrol gruplarına göre kat değişimleri 

 Kat Değişim (2-ΔΔCt) 

 
COL2A1 COMP MMP13 SOX9 

Gruplar Gün 

 7 14 7 14 7 14 7 14 

P+K 1276,2 2 0,5 1,8 1684 1,6 55,2 0,6 

P+OAK 5,1 0,3 6,9 11 0 6,8 1,8 8,2 

S+K 2478,6 0,4 1,3 0,9 2280,5 0,2 66,4 0,1 

S+OAK 1,7 0,1 10 26,7 0 2,6 26,6 0,1 

C+K 661,3 0,4 8,2 8,5 225 0,02 59,6 5,4 

C+OAK 0,9 1,4 1,7 8,8 0,9 1,5 2,3 0,5 
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Şekil 4.23 COL2A1, SOX9, MMP13 ve COMP gen ekspresyonlarının kontrol 

gruplarına göre kat değişimleri. 
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5. TARTIŞMA 

MKH’lerin anti-inflamatuvar özelliklerini ve anti-inflamatuvar mekanizmasını 

incelemek için, bu çalışmada MKH’ler ve kondrositler arasındaki parakrin etkiyi in 

vitro ortamda oluşturmak ve modellemek amacıyla Transwell ko-kültür sistemi 

kullanıldı. Yağ dokusu MKH için donör seçeneği olarak araştırma konusu olmuş ve 

birçok yayın OA tedavisi için yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin olumlu etkilerini 

bildirmiştir. Yapılan tavşan çalışmalarında intraartiküler MKH enjeksiyonunun OA 

modellerinde kıkırdak kalınlığını arttırdığı, sinoviyal sıvıda inflamasyonu azalttığı ve 

OA progresyonunu yavaşlattığı bildirilmektedir (235–237). Manferdini ve arkadaşları 

tarafından yapılan çalışmada üç farklı yağ dokusu (patella altı yağ dokusu, kalça cilt 

altı yağ dokusu ve karın cilt altı yağ dokusu) kaynaklı MKH’ler ile osteoartritli 

kondrositler ile birlikte kültüre edilmiş 7 gün sonra kondrositlerde IL1β, IL6 ve 

CXCL8/IL8 gen ekspresyonlarının azaldığını bildirmişlerdir (238). Cilt altı yağ 

dokusu kaynaklı MKH’lerin kullanıldığı bir diğer çalışmada ise MKH ile ko-kültür 

sonrası osteoartritli kondrositlerde IL6, PGE2 ve MMP3 protein konsantrasyonlarının 

ve IL6 ile MMP3 gen ekspresyonlarının azaldığı bildirilmiştir (239). Zhou ve 

arkadaşlarının sıçanlardan elde ettikleri cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ve 

OA’lı kondrositleri birlikte kültüre ettikleri çalışmalarında ko-kültür süpernatanında 

inflamatuvar moleküllerden IL1ß, IL6, IFNγ ve TNFα protein konsantrasyonlarında 

azalma olduğu bildirilmektedir (240) .Çalışmamızda da inflamatuvar belirteçlerden 

biri olan TNFα konsantrasyonlarında patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH kullanılan 

gruplarda azalma, cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH kullanılan grupta ise kontrol 

OA’lı kondrosit grubuna göre artış gözlemledik. Cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH 

gruplarında grup içi varyansın diğer gruplara göre yüksek olması bu sonucun kaynağı 

olabilir.  

Li ve arkadaşlarının sıçanlar üzerinde oluşturduğu OA modelinde, artritli 

dizlere enjekte edilen cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin OA gelişimini 

yavaşlattığı ve aynı çalışmada ko-kültür düzeneğiyle in vitro ortam incelemelerinde 

MKH’lerin parakrin etkileri aracılığı ile MMP3 ve MMP13 gen ekspresyonlarını 

azalttıklarını göstermişlerdir (241). MMP3 için benzer sonuçlar bildiren başka 

yayınlar da mevcuttur (242–245). Çalışmamızda da OA’lı kondrositlere göre patella 
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altı yağ dokusu ve sinoviyum kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen OA’lı 

kondrositlerde hem 7 hem de 14. günde MMP3 konsantrasyonlarını azalmış olarak 

tespit edildi. Ayrıca MMP13 ve COL2A1 gen ekspresyonları için yapılan ön 

değerlendirmelerin sonuçları da literatürdeki diğer çalışmalar ile benzer yöndeydi. 

Patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin rejeneratif uygulamalarda cilt altı 

yağ dokusuna benzer genetik stabilite gösterdiği ve donör doku olarak kolay ve etkili 

bir şekilde toplanabileceği, sonuç olarak klinik uygulamalar için iyi bir donör doku 

adayı olabileceği önceki çalışmalar ile öne sürülmüştür (246,247). Hatta Liao ve 

arkadaşları patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’leri OA tedavisinde diğer 

MKH’lerden üstün olarak nitelendirmektedirler (248). Patella altı ve cilt altı yağ 

dokusu kaynaklı MKH’lerin in vitro ko-kültür ortamında etkinliğinin karşılaştırıldığı 

bir diğer çalışmada patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre edilen 

kondrositlerde ACAN, COL2A1 ve COMP gen ekspresyonları cilt altı yağ dokusu 

kaynaklı gruptan daha yüksek bulunmuştur (249). COL2A1 için benzer sonuçlar 

bildiren başka çalışmalar da mevcuttur (242,243,250–252).  

Sinoviyum kaynaklı MKH’lerin OA tedavisinde olumlu etkilere sahip 

olduklarını göstermektedir (253–256). Diğer MKH çeşitleri gibi sinoviyum kaynaklı 

MKH’lerin de osteoartritli kondrositlerde SOX9 ve COL2A1 gen ekspresyonlarını 

arttırdığı ve inflamasyonu azalttığı bildirilmektedir (242–244,250,257,258). 

Çalışmamızda sinoviyum kaynaklı MKH’lerin TNFα ve MMP3 protein 

konsantrasyonunu azalttığını, COMP düzeylerini ise arttırdığını gözlemledik.  

MKH’ler ile aynı ortamı paylaşan kondrositlerin metabolom düzeyindeki 

değişiklikler hedef hücre kondrositlerde hangi metabolik yolakların ve ürünlerin artış 

gösterdiği hakkında bilgi sunabilmektedir. Kolesterol, hücre zarının bir bileşeni 

olarak, safra asidi veya steroid hormonunun kaynağı olarak ve hücresel süreçlerin bir 

düzenleyicisi olarak farklı roller oynamaktadır (259,260). Hücre zarındaki kolesterol, 

hücresel kompartmanlar arasında yarı geçirgen bir bariyer oluşturur ve hücre 

membranının akışkanlığı, polar moleküllerin geçirgenliği gibi bir dizi biyofiziksel 

özelliğini düzenler. Ek olarak, kolesterolün, membran lipidleri ve proteinleri ile 

etkileşimleri yoluyla membran geçişi ve transmembran sinyal yolakları dahil birçok 

hücresel süreci modüle ettiği bilinmektedir (261–264). Tauroursodeoksikolik asit 



68 

 

 

(TUDCA), safra asidi ailesinin bir üyesidir ve ursodeoksikolik asit (UDCA) ile 

taurinin konjugasyonu ile oluşur ve dört aromatik halka içeren bir steroid hormonuna 

türevidir. TUDCA hücreleri apoptoz, endoplazmik retikulum stresi ve reaktif oksijen 

türleri oluşumundan korumaktadır (265). Tauroursodeoksikolik asitin (TUDCA), 

hücre içi kolesterol seviyelerini ve artritik, dejenere kondrositlerin membran 

akışkanlığını düzenleyerek osteoartrite karşı koruyucu etkilere sahip olduğu (266) ve 

osteoartritli hastaların kondrositlerinde ER stresini baskıladığı bildirilmiştir (267). 

Çalışmamızda Tauroursodeoksikolik asit MKH uygulanan gruplarda kontrole göre 14. 

günde daha belirgin olmak üzere yüksek tespit edildi.   

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda yer alan Nikotinamid, hücre enerji 

metabolizmasında ve oksidan ürünlerin indirgenmesinde görev almaktadır (268,269). 

Sistemik inflamasyon ile seyreden ve kondrositlerde de inflamatuvar sürecin 

görüldüğü osteoartritte Nikotinamid kritik bir role sahip olması beklenebilir. 

Çalışmamızda MKH uygulanan tüm gruplarda kontrol kondrosit gruplarından daha 

yüksek değerler görülmüştür. Kondrositlerin inflamatuvar sürece karşı verdikleri 

yanıtta MKH ile kültüre edilen kondrositlerde anti-inflamatuvar metabolitlerde artış 

gözlenmiştir. 

Porfirin ailesinin bir üyesi olan Koproporfirin, diğer metal-porfirin 

kompleksleri gibi hemoglobinler, miyoglobinler, peroksidaz, katalaz ve sitokromazlar 

gibi hem enzimlerinin yapılarında bulunurlar (270). Farelerde yapılan spontan OA 

modelinde porfirin türevlerinin OA progresyonunu yavaşlattığı (271), sinovitte 

inflamasyonu kontrol altına almak için fototerapide kullanılabilecek bir aracı olduğu 

(272,273) ve Protoporfirin IX uygulanan osteoartritli sıçan kondrositlerindeki 

inflamatuvar belirteçlerin azaldığı (274) gösterilmiştir. Porfirinler gibi bir diğer 

tetrapirol türevi olan bilirubinlerin in vitro ortamda kondrosit hücre proliferasyonunu 

yavaşlattığı bildirilmiştir (275). Mevcut sonuçlarımızda patella altı yağ dokusu ve 

sinoviyum kaynaklı MKH’lerin OA’lı kondrositlerde kontrol gruba göre 

Koproporfirin ve bilirubin metabolitleri azalmıştı. Bu azalışın tersine cilt altı yağ 

dokusu kaynaklı MKH gruplarında hem koproporfirin hem de bilirubin artmıştı. 

Son yıllarda, α-Tokoferol’ün monositer hücre adezyonu üzerindeki etkileri 

inceleme konusu olmuş ve düşük dansiteli lipoproteini (LDL) oksidasyondan 
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korumanın yanı sıra, α-Tokoferol’ün endotelyal adezyon moleküllerinin yüzey 

ekspresyonunu inhibe ederek monosit adezyonunu inhibe ettiği ve α-Tokotrienol’ün 

etkili bir α-Tokoferol türevi olduğu gösterilmiştir (276). OA tedavisi için de bu anti-

inflamatuvar etkilerin incelendiği çalışmalar mevcuttur (277–280). OA’lı kondrosit 

grupları arasında yalnızca patella altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre 

edilen OA’lı kondrositlerde 7. günde α-Tokotrienol düzeyi kontrole göre yüksek tespit 

edildi. 

Bir Fukoidan polisakkarit türevi olan Fukoz, glikoprotein sentezinde yer 

almaktadır. Fukoz glukozaminoglukanların sentezinde yer alarak glukozamin gibi 

aminoşekerlerin yapısında yer alır ve hem kondrosit canlılığı için hem de kıkırdak 

doku ekstraselüler matriksin oluşuma dolaylı olarak katkıda bulunur (281,282). Hücre 

içi enerji metabolizmasının bir belirteci olana Fukoz 14 gün sonunda her üç MKH 

grubunda da yüksek gözlendi.  

Galaktozilsfingozin, sfingolipid yapıda bir serebrosittir. Hücre içi artan 

miktarları santral sinir sisteminde nöronal hasara neden olduğu gibi, kondrositler 

üzerinde de infamasyonu arttırıcı ve hücreyi apoptotik sürece soktuğu bildirilmiştir 

(283–285). Çalışmamızda cilt altı yağ dokusu kaynaklı MKH’ler ile birlikte kültüre 

edilen kondrosit gruplarında 7 ve 14. günlerde Galaktozilsfingozin düşük gözlendi.   

Çalışmamızdaki sınırlılıklardan ilki RT-qPCR analiz basamaklarında ölçüm 

tekrar sayısının arttırılması analizlerde düşük sinyal nedeniyle yaşanılan problemleri 

ortadan kaldırabilirdi. Ayrıca süpernatan incelemelerine ek olarak kondrosit hücre içi 

metabolik yolak analizleri de yapılsaydı, MKH’lerin parakrin etkilerinin kondrositler 

üzerinde yol açtığı değişimlerin mekanizmaları ile daha ayrıntılı aydınlatılabilirdi. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak MKH’ler OA’lı kondrositler ile aynı kültür ortamında 

bulunduklarında inflamatuvar bir belirteç olan TNFα ve kıkırdak degredasyonunda rol 

alan MMP3 konsantrasyonlarında azalmaya, sentez belirteci olan COMP düzeyinde 

ise artmaya neden olmuştur. Bu değişimler patella altı yağ dokusu ve sinoviyum 

kaynaklı MKH gruplarında istatiksel olarak anlamlıydı.  

Çalışmamız sonuçlarına göre MKH’ler OA’lı kondrositler ile aynı ortamda 

bulunduklarında hücre teması olmasa dahi kondrositlerin hücre dışı ortama 

aktardıkları metabolitleri ve ortamın metabolik profilini değiştirmektedirler. 

MKH’lerin OA tedavisinde kullanılabilecek parakrin etkileri sonucunda metabolom 

düzeyindeki gerçekleştirdikleri değişimler ileriki çalışmalar ile daha ayrıntılı 

aydınlatılabilir ve sonrasında klinik uygulamalar için zemin hazırlayabilir. 

Her üç doku kaynaklı MKH grubu da benzer yönde anti-inflamatuvar, kıkırdak 

yıkımını inhibe edici ve sentezi uyarıcı etki yapmış olsalar da cilt altı yağ dokusu 

kaynaklı MKH’lerin patella altı yağ dokusu sinoviyum kaynaklı MKH’lere göre 

bahsedilen etkileri daha az gösterdiğini gözlemledik. Yine de bu üç doku arasından 

diğer ikisinden üstün ve klinik uygulamalar için aday olabilecek bir dokudan 

bahsetmemiz bu çalışma sonuçları ile mümkün değildi. Doku kökenlerinden bağımsız 

MKH’ler OA’lı kondrositler üzerinde iyileştirici olarak kabul edilebilecek etkilere 

sahipti. Bu bilgiler ışığında gerçekleştirilecek ileriki çalışmalar spor yaralanmalarına 

sekonder gelişen OA’nın seyrine etki edebilecek MKH tedavileri hakkındaki mevcut 

literatür bilgisini genişletebilir. 
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8. EKLER 

10.1. EK-1. Bilgilendirilmiş Gönüllü Onam Formu 

ARAŞTIRMA AMAÇLI ÇALIŞMA İÇİN BİLGİLENDİRİLMİŞ 

GÖNÜLLÜ OLUR FORMU 

Hekim Beyanı 

Katıldığınız çalışma bilimsel nitelikte bir araştırma olup, araştırmanın konusu 

kıkırdak hücresi iyileşmesinde kullanılan ve farklı dokulardan elde edilmiş 

mezenkimal kök hücre tedavilerinin farklılıklarını araştırmaktır. Araştırmanın ismi 

“Sinoviyum ve Yağ Dokusundan Elde Edilen Allojenik Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Normal ve Osteoartritli Kondrosit Hücre Hatları Üzerine Olan Etki ve Etki 

Mekanizmasının İn vitro Ortamda İncelenmesi”dir. 

Bu amaç doğrultusunda çalışma kapsamında; 

• Ameliyat sırasında çıkartılan ve çöpe atılacak dokulardan mezenkimal kök 

hücre elde edilecek, 

• Elde edilen kök hücreler sağlıklı ve osteoartritli kondrositlerle aynı kültür 

ortamına konulacak, 

• Sinoviyum ve yağ dokulardan elde dilmiş mezenkimal kök hücrelerin 

kondrositler üzerindeki etkileri ve bu etkinin hangi mekanizma üzerinden 

olduğu karşılaştırılıp, değerlendirilecektir. 

Çalışmaya katılım gönüllülük esasına dayalıdır. Araştırmada yer almak 

tamamen isteğinize bağlıdır. Araştırmada yer almayı reddedebilirsiniz ya da herhangi 

bir aşamada araştırmadan ayrılabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin 

yararlarınıza engel bir duruma yol açmayacaktır. Araştırmanın sonuçları bilimsel 

amaçla kullanılacaktır; çalışmadan çekilmeniz ya da araştırıcı tarafından çıkarılmanız 

durumunda, sizle ilgili veriler de gerekirse bilimsel amaçla kullanılabilecektir. Bu 

araştırmada yer almanız nedeniyle size hiçbir ödeme yapılmayacaktır, sizden veya 
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bağlı bulunduğunuz sosyal güvenlik kuruluşundan hiçbir ücret istenmeyecektir. Bu 

çalışmaya Hacettepe Üniversitesi Ortopedi ve Travmatoloji bölümünde ameliyat 

olacağınız için davet edilmektesiniz.  

Çalışmaya katılmayı kabul ederseniz, ameliyatınız sırasında size uygulanacak 

işlem gereği vücudunuzdan uzaklaştırılacak ve çöpe atılacak olan diz ekleminde 

bulunan yumuşak doku (sinoviyum), cilt ve diz kapağı kemiği (patella) altı yağ 

dokularınız kullanılacaktır. Daha sonra bu dokular Hacettepe Üniversitesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı’na götürülecektir. Burada alınan dokudan mezenkimal kök 

hücre elde edilip çalışma için kullanılacaktır. Eğer çalışmaya dahil olursanız çalışma 

merkezini ziyaret etmeniz veya ameliyatınız sonrası doktorunuzun uygun gördüğü 

kontroller dışında ek bir başvuruda bulunmanız gerekmemektedir. Çalışma dahil 

olmanız halinde size fazladan bir işlem yapılmayacak olup, çalışmaya katılmanız sizde 

fazladan bir istenmeyen durum riski oluşturmayacaktır.  Çalışma kapsamında sizinle 

ilgilenen doktorunuz çalışma süresince sizin çalışmaya katılımınızı etkileyebilecek her 

bilgiyi sizinle paylaşacaktır. Ayrıca çalışmadan istediğiniz zaman ayrılabilirsiniz. 

Çalışmadan ayrıldıktan sonra dahi istediğiniz zaman çalışma doktorunuz ile 

iletişime geçebilir, çalışma süresince yeni bir bilgi bulunup bulunmadığını 

sorabilirsiniz. Bu çalışmanın konusuyla ilgili ve sizin çalışmaya katılmaya devam etme 

isteğinizi etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiğinde siz veya yasal temsilciniz 

zamanında bilgilendirilecektir. Araştırma hakkında ek bilgiler almak için ya da 

araştırma ile ilgili herhangi bir sorunda Hacettepe Üniversitesi Ortopedi ve 

Travmatoloji Anabilim Dalı Prof. Dr. Egemen TURHAN’a 0312 305 12 09 ve 

Hacettepe Üniversitesi Spor Hekimliği Anabilim Dalı Dr. Levend KARAÇOBAN’a 

0312 305 13 47 numaralı telefonlardan ulaşabilirsiniz. Size ait tüm bilgiler gizli 

tutulacaktır ve araştırma yayınlansa bile kimlik bilgileri verilmeyecektir. Ancak, 

araştırmanın izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar 

gerektiğinde sizin bilgilerinize ulaşabilir. Siz de istediğinizde size ait bilgilere, 

verilerin analizlerinden sonra ulaşabilirsiniz. Bu bilgiler başka bir çalışmada 

bilgileriniz gizli tutularak kullanılabilir. 

Hastanın Beyanı 
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Hacettepe Üniversitesi Spor Hekimliği Anabilim Dalı’nda yürütülen 

araştırmaya başlamadan önce gerekli bilgileri okudum ve Dr. Levend KARAÇOBAN 

tarafından sözlü olarak dinledim. Bu bilgilerden sonra araştırmaya “katılımcı” olarak 

davet edildim. Aklıma gelen tüm soruları araştırıcıya sordum, yazılı ve sözlü olarak 

bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Çalışmaya 

katılmayı isteyip istemediğime karar vermem için bana yeterli zaman tanındı.  

Bu araştırmaya katılmak zorunda değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya 

katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla karşılaşmış değilim. Eğer katılmayı 

reddedersem, bu durumumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime herhangi bir 

zarar getirmeyeceğini de biliyorum. 

Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait 

bilgilerin gizliliğine bu araştırma sırasında da büyük bir özen ve saygı ile 

yaklaşılacağına inanıyorum. Araştırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla 

kullanımı sırasında kişisel bilgilerimin ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli 

güven verildi. 

Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk 

altına olmadığımı ve bana katılmam karşılığında herhangi bir ödeme yapılmayacağını 

biliyorum, ayrıca tıbbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koşuluyla 

araştırmacı tarafından araştırma dışı tutulabilirim. Bu koşullar altında, vereceğim 

bilgilerin gözden geçirilmesi, transfer edilmesi ve işlenmesi konusunda araştırma 

yürütücüsüne yetki veriyor ve söz konusu araştırmaya ilişkin bana yapılan katılım 

davetini hiçbir zorlama ve baskı olmaksızın büyük bir gönüllülük içerisinde kabul 

ediyorum. 

İmzalı bu form kağıdının bir kopyası bana verilecektir. 

Katılımcı                       Gerekiyorsa Görüşme Tanığı 

Adı, soyadı:       Adı, soyadı:  

  

Tel.       Tel. 
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İmza        İmza: 

 

Gerekiyorsa Yasal Temsilci 

Adı, soyadı:          

  

Tel.       

İmza: 

 

Görüşmeyi yapan hekimin adı soyadı: Dr. Levend KARAÇOBAN 

Adres: Hacettepe Üniversitesi Spor Hekimliği Anabilim Dalı, 

Sıhhiye/ANKARA 

Tel. 0312 305 13 47 

İmza: 

 


