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OZET

KARACOBAN, LEVEND, SINOVIYUM VE YAG DOKUSUNDAN
ELDE EDILEN ALLOJENIK MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
NORMAL VE OSTEOARTRITLI KONDROSIT HUCRE HATLARI
UZERINE OLAN ETKiI VE ETKiI MEKANIZMASININ iN VITRO
ORTAMDA INCELENMESI, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Spor
Hekimligi Uzmanhk Tezi, Ankara, 2022. Osteoartrit (OA) yavas gelisen, ilerleyici
eklem agris1 ve hareket kisitlilig1 ile karakterize, ek morbiditelere neden olabilen
kronik bir hastaliktir. OA tedavisinde kullanilan ¢esitli tedavi segcenekleri, fizik tedavi
yontemleri, rehabilitasyon egzersizleri, basit analjezikler, nonsteroid anti-inflamatuvar
ilaclar, intraartikuler kortikosteroid, trombositten zengin plazma (TZP) ve hyaluronik
asit enjeksiyonlart ve gesitli cerrahi yontemlerdir. Son yillardaki giincel bir diger
tedavi secenegi ise mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamalaridir. OA tedavisinde
MKH uygulamalarinin etkisini ve bu etkiyi hangi yollarla gerceklestirdigini géstermek
ve farkli dokulardan elde dilen MKH’lerin etkilerini karilastirmak adma OA’hI
kondrositler ile ¢ saglikli bireyden elde edilmis patella alt1 (P) ve cilt alt1 (C) yag
dokusu ve sinoviyum (S) kokenli MKH’ler birlikte kiiltiire edildi. 7. ve 14. giinlerde
ko-kiiltiir stipernatanlar1 analiz igin toplandi. ELISA y6ntemi ile OA’l1 kondrositlerde
P ve S kaynakli MKH’ler ile birlikte kiltire edilince 14. ginde TNFa
konsantrasyonunda azalma (siras1 ile 156,6+79, 42,1+6 ve 35,5+3 pg/ml, p=0,036)
ayn1 gruplarda MMP3 diizeyinde 7 ginde (siras1 ile 87,4+43,7, 23£8,9 ve 14,7+3,3
pg/ml, p=0,043) ve 14. ginde (siras1 ile 29,1+11,2, 28,3+18,5 ve 20,3+16,2 pg/ml,
p=0,043) azalma gozlendi. MKH’lerin kontrole gére COMP konsantrasyonlarinda
neden olduklar1 degisim istatistiksel olarak anlamli degildi. Metabolom analizinde
gruplar arasinda 1,5 kattan fazla degisiklik gosteren ve degisimi istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) olan metabolitler tespit edildi. Sonu¢ olarak, farkli dokulardan elde
edilen MKH’ler arasinda OA’l1 kondrositlere etkileri agisindan farkliliklar tespit
edilmesine ragmen, tum gruplarda anti-inflamatuvar, yikim: inhibe edici ve sentezi

uyaran yonde bir etki gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Osteoartrit, mezenkimal kok hiicre, hiicre kiltlrt



ABSTRACT

KARACOBAN, 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. VVarious 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, TNFa 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 (siras1 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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1. GIRIS

Osteoartrit (OA) diinyada en sik goriilen eklem patolojisidir. Lokal ve sistemik
inflamasyon, eklemde yapisal dejenerasyon ve bunlarin sonucunda agri, fonksiyon
kayb1 ve hayat kalitesinde azalma, OA’da gorilen en sik bulgulardir (1). Tim diinyada
engellilik ile yasanilan yillarin sebepleri arasinda birinci sirada diz ve kalga OA’s1
gelmektedir (1,2). Artan yasam siireleri ve obezite prevalansi disiiniildiigiinde OA

kaynakli problemlerin de artmasi beklenmektedir (3).

OA gelisiminde biyokimyasal, seliiler ve mekanik siireclerin birlesimi rol
oynamaktadir (4). Kikirdak matriksin proteolizi sonucu yikimi ile baslayan ve yapisal
olarak zayiflayan matriksin fibrilasyon ve erozyonu ile devam eden siire¢ ve yaninda
eslik eden inflamasyon ile birlikte proteoglikan ve kolajen degredasyonu ile seyreder.
Sonucunda klinik olarak eklem araliginda daralma, osteofit olusumu, subkondral

skleroz ve Kistler gozlenmektedir (5).

OA tedavisinde hasta egitimi, kilo verme, yasam tarzi degisiklikleri gibi
farmakolojik olmayan yontemler; farmakolojik olarak oral asetaminofenler, NSAII,
glukozamin ve kondroitin kullanilmaktadir. Intraartikiiler kortikosteroid, hyaluronik
asit enjeksiyonlar1 gesitli rehberlerce Onerilmektedir. Hiicresel tedavi yontemleri
olarak rejenerasyonu uyarmayi hedefleyen intraartikiler Trombositten Zengin Plazma
(TZP) ve mezenkimal kdk hiicre (MKH) enjeksiyonlar1 giincel arastirma konulari

olmustur.

MKH’ler diger hiicre serilerine diferansiye olma yetenegin sahip multipotent
progenitdr hucrelerdir (5). Artikuler Kkartilaja diferansiye olabilme ve hasarl
hiicrelerinin yerlerini alabilme potansiyelleri MKH’leri OA tedavisinde ilgi duyula
konulardan biri haline getirmistir (6). Ancak MKH’lerin tiim etkileri doku spesifik
hiicrelere diferansiye olmalar ile agiklanamamaktadir (7,8). MKH’lerin parakrin etki
ile diger hiicreleri rejenerasyon ve sentez yOniinden uyardiklari, inflamasyonu

baskiladiklar1 gézlenmistir (9,10).



Bu ¢aligmanin amact; artritik olmayan bireylerden elde edilen patella alt1 yag
dokusu, sinoviyum ve cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH’lerin OA’l1 kondrositler
iizerine olan etkilerinin incelenmesidir. Daha 6nce MKH’ler ile OA ve kikirdak
defektlerinde gerceklestirilen ¢alismalar genellikle MKH’lerin  kondrojenik
diferansiyasyonuna dayali etkilerini degerlendirmislerdir. Calismamizda ise
MKH’lerin kondrositler ile direkt temast olmadan gercgeklestirdikleri parakrin
etkilerini inceleyen bir dizayn tercih edildi. Boylece son yillarda klinik uygulamalarda
siklig1 artan ve yine MKH’lerin parakrin 6zelliklerinin baskin oldugu intraartikiiler
MKH enjeksiyonlarmin etki ve etkinligini hakkinda bilgi verebilecek bir yontem
kullanildi. MKH’lerin OA’l1 kondrositler tizerindeki parakrin etki ve/veya uyarinin
hangi aracilar ile gergeklestigini degerlendirmek igin hiicre dis1 ortam metabolik
profilinde nasil degisiklikler yaptigini1 da inceledik. Son olarak farkli MKH kaynagi
olarak farkli dondr dokular kullanarak elde edilen MKH’ler arasinda anti-
inflamatuvar, kondrositlerde yikimi 6nleyici ve yapimi uyarici 6zellikleri arasinda fark

olup olmadig1 karsilastirildi. Arastirma sorulart;

-MKH kaynagi olarak se¢ilen dokunun kokeni ve yerlesimi MKH’lerin OA’l1

kondrositler izerindekini etkisini degistirmekte midir?

-MKH’lerin OA’l1 kondrositler iizerindeki anti-inflamatuvar, degredasyonu

inhibe edici ve sentez uyarici 6zelliklerinin zamana gore degisimleri nasil olmaktadir?

-MKH’lerin OA’l1 kondrositler tizerindeki parakrin etkileri sonucunda hicre

dis1 metabolomik profil nasil degismektedir?

Seklindeydi. Bu sorulara yanit arayarak gincel ve yenilikci bir tedavi yontemi
olan diz OA’sinda MKH uygulamalarinin hiicresel ve molekiiler boyuttaki etkileri,
tedavi i¢in uygun MKH doku kaynagi ve uygun MKH konsantrasyonu gibi konularin

aydinlatilmasi hedeflenmektedir.

Bdylece, giderek tim diinyada ciddiyet kazanan OA icin 6ne sirtlen gincel
bir tedavi yontemi olan MKH’ler hakkinda ileriki klinik aragtirma ve uygulamalara

temel olusturabilecek bazi sorulara yanit aranda.



2. GENEL BILGILER
2.1 Osteoartritin Tanim ve Epidemiyolojisi

OA, eriskin yas popiilasyonunda 6nde gelen engellilik nedenlerinden biri
olarak atfedilir ve OA’min diinya c¢apinda 250 milyon insani etkiledigi One
strtilmektedir (11). 60 yas iistii bireylerde erkeklerin %9,6’s1, kadinlarin ise %18’inin
OA’dan etkilendigi bildirilmektedir (12), 70 yas iizeri popiilasyonda bu oran %40’lara
ulagmaktadir (13). OA'nin hem bireyler hem de saglik sistemleri Uzerindeki kiresel
yiikii, yaslanan niifus ve yiiksek obezite prevalansi da goz oniine alindiginda daha da
endige verici bir sorun haline gelmektedir (14). Gelismis iilkelerde OA kaynakli
sosyoekonomik yiik iilke gayri safi yurti¢i hasilalarinin %1-2,5’si kadar olabilmektedir
(15).

OA agr1, fonksiyon kaybi1 ve yasam kalitesinde azalmanin goriildiigii, kronik
seyirli bir hastaliktir (4). Primer olarak en sik diz, kalga, omurga, el ve ayaktaki
eklemlerde gorilmektedir (16). Eklem kikirdaginda progresif yikim ve kayip,
subkondral kemikte skleroz, osteofit formasyonu ve eklem araliginda daralma OA
stirecinde en sik eslik eden patolojilerdir (17). Diz OA, primer olarak eklem kikirdag:
ve subkondral kemigi ilgilendirir, aym1 zamanda sinoviyumu, Hoffa'nin yag
yastikgigini, meniskisleri, ligamentleri, eklem kapsuliinli ve periartikiiler kaslar1 da
etkiler (18,19). Bu nedenle, OA tim eklemin bir hastaligidir. Eklem dejenerasyonu
genellikle yillar i¢inde ilerleyerek eklem kikirdagmin tahrip olmasi ile sonuglanir ve
devaminda tasiyici yiizeyleri asinmaya yatkin durumda birakir ve bu durum artan agri,
hareket kaybi ve deformiteye neden olur (20). Etiyolojik kaynagina gére OA genellikle
primer veya sekonder olarak siniflandirilir. Primer OA etiyolojisi buylk olcude
aydinlatilamamis olsa da sistemik ve lokal etkenlerin dahil oldugu multifaktoryel bir

durum olarak kabul gérmektedir (21).
2.2 Osteoartrit Patogenezi

OA esas olarak eklemdeki biyomekanik ve biyokimyasal degisiklikler

nedeniyle hasarli kikirdagin onarim siirecinin basarisizlig1 ile karakterizedir. Kikirdak



doku vaskiilarize degildir, bu nedenle kondrositlere oksijen ve nitrientlerin tasinmasi
diger dokulara gore daha zordur. Kikirdak dokudaki bir hasar sonrasi erken donemde
onarim siirecini baslatmak i¢in kondrositler hasarli alanda kiimelesirler (22,23). Ancak
bu onarma mudahalesinin basarisiz olmasi sonucu dejenerasyon lehine bir

dengesizlige yol agar.

OA’da gozlenen eklem yetmezligi zayiflamis kikirdaga normal mekanik
yiiklenme sonucu olabilecegi gibi normal yapidaki kikirdaga anormal mekanik
yuklenme sonucu da olabilmektedir (24). Eklem igerisindeki hiicrelerde gergeklesen
biyolojik yolaklar mekanosensitif olduklarindan biyomekanik faktorler OA gelisimi
icin 6nem arz etmektedirler (25). Kondrositler ekstraseliiler matriks (ECM) tarafindan
iletilen mekanik uyarilar1 hiicre membranlarinda bulunan integrinler, iyon kanallar1 ve
bir hiicre organeli olan primer siliyalar araciligi ile intraselliler ortama aktarirlar (26—
30). Hasarli hiicre ve matriksin degredasyonu (katabolizma) ile degrede edilen
yapilarin yerine tekrar sentezi (anabolizma) arasindaki bu remodeling dengesini

belirleyen faktorlerden bir tanesi de mekanik uyarilardir.
2.3 Osteoartritin Tanis1

Semptomlarin  genis bir spektruma yayilmis olmasi, sikayetlerin
lokalizasyonundaki heterojenite OA tam1 ve klasifikasyonunu karmasik hale
getirmektedir. Tanida genellikle klinik, radyolojik bulgular ile laboratuvar bulgulari
kullanilmaktadir. Amerikan Romatoloji Dernegi’nin (ACR) o6nermis oldugu tani
kriterleri genel kabul gérmiis ve klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 2.1)
(31). OA tanisinda radyolojik yontemlerden geleneksel olarak direkt radyografi
kullanilmistir (32). En yaygin kullanilan radyografik tani ve evrelendirme sistemi
Kellgren-Lawrence Osteoartrit evrelemesidir (Tablo 2.2 ve Sekil 2.1) (33). Yine OA
evrelendirmesi ve progresyon takibinde Uluslararasi Osteoartrit Aragtirma Toplulugu

(OARSI) tarafindan hazirlanan rehber de kullanilmaktadir (34).



Tablo 2.1 ACR Diz OA Tam Kriterleri (31)

Klinik Bulgular

1,2,3,4 veya 1,2,5 veya 1,4,5 numaral kriterlerin varhg: gereklidir

1 Onceki ay ¢ogu giin olan diz agris1

2 Aktif eklem hareketi sirasinda krepitasyon

3 Dizde <30 dakika siiren sabah tutuklugu

4 Yas >38

5 Fizik muayenede diz ¢evresinde kemik biylmesi

Klinik, Radyolojik ve Laboratuvar Bulgular

1,2 veya 1,3,5,6 veya 1,4,5,6 numarah kriterlerin varhg: gereklidir

1 Onceki ay ¢ogu giin olan diz agris1
2 Eklem kenarlarinda radyografik goriilen osteofitler
3 Sinoviyal sivinin berrak ve visk6z olmasi, 16kosit say1s1<2000

hiicre/ml olmasi

4 Yas >40
5 Dizde <30 dakika siiren sabah tutuklugu
6 Aktif eklem hareketi sirasinda krepitasyon

Kolay ulasilabilir olmasi, eklemleri yiik tagirken goriintiileme imkan1 sunmasi

direkt radyografiyi degerli kilan 6zelliklerindendir. Trabekuler ve subkondral kemik



lezyonlarinin, eklem araliginda daralmanin ve osteofitlerin goriintiilenmesinde direkt
radyografiler genellikle birinci tercih olarak kabul goérmesine karsin kikirdak,
meniskus, ligamentler ve periartikiiler kaslarin degerlendirilmesinde Manyetik
Rezonans Gorintileme (MRG) ve Ultrasonografi (USG) o6n plana ¢ikmaktadir.
MRG’de yakin donemde donanimsal ve yazilimsal teknolojik gelismeler sonucunda
yliksek doku ¢oziiniirliiglinde goriintiiler elde edilebilmis, fokal kikirdak lezyonlari
gibi gbrece zor degerlendirilebilen patolojilerin goriintiilenmesini miimkiin kilimigtir
(32). MRG’deki bazi morfolojik bulgular1 temel alan semikantitatif skorlama
sistemleri 6zellikle diz eklemi igin kullanilmaktadir. Bunlar arasinda “Whole-Organ
Magnetic Resonance Imaging Score” (35), “Knee Osteoarthritis Scoring System” (36)
ve “Boston Leeds Osteoarthritis Knee Score” (37) sayilabilir. Konvansiyonel MRG’de
T2 haritalandirma yazilimlar1 ve Difizyon MRG kikirdak dokudaki su igerigi
degerlendirilerek proteoglikan-kolajen matriks biitiinliiglinii degerlendirmeye olanak
saglamaktadir (38,39). Na MRG, Gadolinyum MRG gibi yontemler ile kikirdak
dokudaki glukozaminoglukan (GAG) igerigi degerlendirilebilmektedir (40,41). Eklem
kikirdagi haricinde ligamentlerin, meniskdslerin ve sinoviyumun
degerlendirilmesinde MRG yine etkin rol oynamaktadir (42). USG, kemik yapilarin
icinde ve altinda kalan yapilar1 goriintiileyemiyor olmasina karsin hastalarin iyonizan
radyasyona maruz kalmamasi, girisimsel islemler sirasinda hekime yardimci olmasi,
gercek zamanli ve karsilastirmali goriintiiler sunmasi gibi diger gorUntileme
yontemlerinden avantajli oldugu yonleri olan bir goriintiileme aracidir (43). Sinoviyal
hipertrofi, eklemde yer alan sinoviyal sivinin artmasi ve sinovit tablosuna eslik eden
vaskiilarite artisi gibi durumlarin degerlendirilmesinde hem gri skala USG hem de
Doppler USG kullanilmaktadir (44). Guncel bir yontem olan kontrastli USG’nin
ozellikle sinoviyal vaskiilarizasyonu degerlendirmede kontrastli MRG’den daha

yiiksek sensiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (45,46).



Tablo 2.2 Kellgren-Lawrence OA Evrelendirme Sistemi

Kellgren-Lawrence OA Evrelemesi

Evre Bulgular
0 Normal
1 Normale yakin (Klinik 6nemi olmayan kiigiik osteofitler)
2 Belirgin osteofitler mevcut ancak eklem araligi etkilenmemis
3 Belirgin osteofitler mevcut ve eklem aralig1 daralmis
4 Belirgin osteofitler, eklem araliginda ileri derecede daralma,

subkondral skleroz

Sekil 2.1 Kellgren-Lawrence OA evreleri



2.4 Risk faktorleri

OA i¢in en yaygin risk faktorlerinden birisi yastir. Farkli lilkelerde yapilan
calismalar 65 yas iistii bireylerin biiyiik ¢ogunlugunda bir veya daha fazla eklemde
radyografik dejeneratif degisiklikler tespit edildigini bildirmektedir (47—49).
Yaslanma siireci yalnizca eklem kikirdagini degil, ek olarak sinoviyum, subkondral
kemik ve kas dahil olmak tizere diger eklem dokularin1 da etkiler, eklem (zerinde
gerceklesen patolojik yiiklenme ve sonucunda tiim eklem yapilarinda baslayan
dejeneratif surece katkida bulundugu distiniiliir. Artikiiler kondrositleri ve diger
hiicreleri kullanan caligmalar, yaslanan hiicrelerin, hiicre yaslanmasini destekleyen
artmis oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gosterdigini, bu durumun da
hiicre senesensi ile sonuglandigini ortaya koymaktadir (50-53). Yaslanan
kondrositlerin bir baska 6zelligi hiicrenin verdigi onarim yanitinin azalmasidir. Bu
durumda kismen reseptor ekspresyon paternindeki degisiklikler rol almaktadir. Yash
ve OA’ll eklem kikirdagindan elde edilmis kondrositlerde, Doniistiiriicii Biiyiime
Faktori-p (TGF-B) reseptori Aktivin Reseptor-benzeri Kinaz 1’in (ALK1) ALK5'e
orani artmis, bu da TGF-f yolunun asagi-regiilasyonu ve matriks sentezinden matriks
metalloproteinaz (MMP) ekspresyonu ve katabolik stirece gecise yol agmistir (54,55).
Guncel ¢alismalar ayrica tiim genomik DNA'nin metilasyonunun yaslanan hiicrelerde
farkli patern gosterdigini bildirmektedir (56,57). OA hastalarinin kondrositlerindeki
epigenetik degisikler genom sekanslama ile ¢alisilmis ve gen ekspresyonlar: degisen

metilasyon enzimlerinin bu durumdan sorumlu olabilecegi gosterilmistir (58,59).

Son yillarda obezite, diinya ¢apinda bir pandemi haline gelmistir ve obezite ile
OA arasindaki iligki uzun zamandir bilinmektedir (60,61). Obeziteli hastalarda OA
daha erken yaslarda goriilmeye baslamakla beraber hastalik seyri boyunca daha
siddetli semptomlar g6zlenmektedir. Diz eklemi Uzerindeki artan biyomekanik
yiiklemeye ek olarak, obezitenin, adipokinler olarak adlandirilan yag dokusu kokenli
sitokinlerin salgilanmasi yoluyla da diisiik dereceli sistemik inflamasyona katkida
bulundugu diistiniilmektedir (62—64). Baz1 proinflamatuvar sitokinlerin 6zellikle de
IL1B, IL6, IL8 ve TUmor Nekrozis Faktor alfa (TNFa) serum diizeyleri yiiksek yagh

diyetle indiiklenen fare obezite modellerinde ve obez hastalarda yiiksek gozlenmistir



(65-73). Bu inflamatuvar faktorler kondrositlerde niikleer faktor-xB (NF-xB) sinyal
yolagini uyarir, MMP’ler araciligiyla hiicre digit matris (ECM) degredasyonu ve
katabolik stireci uyarmak igin tetikler (74,75).

OA'ya kalitsal yatkinlik, yapilan aile temelli ¢caligmalarla gosterilmistir (76—
78). OA'nin genetigi karmasik ve tam aydinlatilamamis olsa da OA'ya genetik katki
oldukga 6nemlidir (79). Son on yilda, OA patogenezinde genlerin ve sinyal
yolaklariin rolleri, OA hastalarindan elde edilen dokular kullanilarak yapilan ex vivo
calismalar ve cerrahi olarak indiklenen OA hayvan modelleri ve genetik fare
modelleri kullanilarak yapilan in vivo ¢alismalar ile gosterilmistir. Ornegin, TGFp,
Whnt/B-katenin, IHN ve Fibroblast Bulyime Faktori (FGF) yolaklarindaki
degisikliklerin, oncelikle kondrositlerde katabolik yanitlar1 indikleyerek OA
gelisimine ve ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir (80—86). Genom ¢apinda
iliski taramalar1 (GWAS) ile ilgili son ¢alismalarda OA patogenezinde yer alan 80'den
fazla gen mutasyonu veya tek nikleotid polimorfizmini (SNP) tanimlanmustir.
Tanimlanan genlerin bazilar1 6nemli yapisal ve ECM ile ilgili faktorler (COL2A1,
COL9A1 ve COL11A1) ve Wnt, kemik morfojenik proteini (BMP) ve TGFp gibi
sinyal yolaklarinda yer alan molekdlleridir. Bu yolaklar ve genlerin ¢ogu, daha 6nce
genetik veya cerrahi olarak induklenen OA fare modellerini kullanan ¢alismalarda OA
ile iligkilendirilmistir (87-92).

2.5 Spor lliskili Osteoartrit

Son yillarda diinyada spora katilim oranlari artmaktadir ve bu artisla tiim
branglarda olmakla beraber 6zellikle rekabetci ve ylksek fiziksel performansin
sergilendigi spor branglarinda eklem kikirdak hasarina bagl yaralanmalarda da artis
gorilmektedir (93). Eklem kikirdaginda yiizeyel hasar, sporcularin %36'sinda
gortlmektedir ve bu oran genel popiilasyona gore iki kat daha fazladir (94).
Miusabakalarda antrenmanlara gore, 30 ve Gstil viicut kiitle indeksine (VKI) sahip
sporcularda ve bazi oyun igi pozisyonlarda, daha yiiksek yaralanma oranlar

gozlenmistir (95).
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Sekil 2.2 OA gelisimi siirecinde yer alan faktorler

Diz yaralanmasi, geng eriskinlerde OA'nin ana nedenidir ve OA riskini dort
kattan fazla artirmaktadir. Literatiirde yer alan ¢alismalar daha 6nce diz yaralanmasi
olan bireylerin %41-51'inin sonraki yillarda radyografik diz OA belirtilerine sahip
oldugunu gostermektedir (96). Travmaya bagl spor yaralanmalar1 kemik, kikirdak,
bag ve meniskiis hasarina neden olabilir ve bunlarin tiimii eklem stabilizasyonunu
olumsuz etkileyebilir. Eklem kikirdaginda delaminasyon, kortikal defekt, ligament
yaralanmalar1 ve meniskiis yirtiklar1 klinik olarak OA'ya yol agabilecek en yaygin
yaralanmalardir (97-100). Sinoviyal hipertrofi, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
inflamasyon stirecinde yer alan sitokin ve kemokinlerin artis1 ve NF-«xB yolaginin
aktivasyonu hem travmatik diz OA'li hastalarda hem de fare yaralanma modellerinde
g6zlenmektedir (101).

Sporcularda artikiiler kikirdak yaralanmasi iki farkli mekanizma ile olugabilir.
Ilki, sportif aktivite sirasinda eklem kikirdaginda kronik tekrarlayan mekanik
yiiklenme sonucu yapisal hasar olugmasi, ikincisi ise artikiler ylzeyin fissir ve
ilerleyici destriksiyonu ile ilerleyen katabolik enzimler ve sitokinlerin birikmesi
sonucu olusan kolajen ve agrekan degredasyonunun gorildiigii dejeneratif sureg.
Sporla iligkili kronik biyokimyasal ve metabolik degisiklikler, sporcularda gozlenen

erken OA’daki eklem dejenerasyonuna sebep olur (102). Ekleme uzun sureli ve yiiksek
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yogunluklu yiik binmesi, meniskiis ve ligament hasari, eklemde instabilite veya
dizilim bozuklugu gibi patolojilerin olmasi kikirdak hasarinin baglamasi ile sonuglanir
(103). Ozellikle dizde stabiliteyi bozacak ligament yaralanmasi veya meniskiis
yaralamast olan bireylerin 5-10 yil igerisinde %50’ye ulasan OA gelisme riski
bulunmaktadir (104). Diz yaralanmasi ge¢irmis olmak ile diz OA riskinin incelendigi
bir ¢alismada kemik, kikirdak, ligament, meniskiis veya tendon yaralanmasi olan

bireylerde OA gelisme riski ortalama 4,2 kat yiiksek gozlenmistir (105).

Mekanik yiliklenme ile OA arasindaki iliskiyi ve sorumlu mekanizmay1
gosteren c¢aligmalar literatirde mevcuttur. Kondrosit hiicre kiiltiir eksplantlarina
fizyolojik kabul edilen siire ve frekanslarda siklik mekanik uyar1 verilmesi sonucunda
hiicre proliferasyonunda, proteoglikan ve GAG sentezinde, tip 2 kolajen, fibronektin,
Kartilaj Oligomerik Matriks Proteini (COMP) ve agrekan gen ekspresyonlarinda artig
gozlenmistir (106—111). Ancak uzun siireli ve statik mekanik uyariya maruz birakilan
kondrositlerde MMP, agrekanaz ve TNFa gen ekspresyonlarinda artis (112,113), tip 2
kolajen ve agrekan gen ekspresyonlarinda azalma oldugu bildirilmistir (114). In vivo
ortamda yapilan ¢alismalar da benzer yondedir. Saglikli tavsan dizlerine tekrarl
mekanik yiiklenmenin diz ekleminde dejeneratif degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (115). Kopeklerde yapilan ¢alismalarda orta siddetli kosunun (4 km/giin,
5 giin/hafta, 40 hafta boyunca) kikirdak kalinlig1 ve kikirdak icerisindeki proteoglikan
icerigini arttirdigim ancak suprafizyolojik diizeydeki kosunun (20 km/giin, 5
giin/hafta, 15 hafta boyunca) kikirdak kalinligini1 ve proteoglikan igerigini azalttigini
goOstermektedir (116,117). Saglikli bir eklemin immobilizasyonu sonucunda kikirdak
kalinlig1 ve proteoglikan icerigi azalirken, stabilitesi bozulmus bir eklemde giinliik
harekete devam edilmesi kikirdak hasarmi baslatmaktadir (118). On capraz baglari
(OCB) deneysel olarak kesilmis kdpek gruplarindan serbest harekete devam edenlerde
kondral hasar gozlenirken, OCB transeksiyonu sonrasi immobilize edilenlerde bu

stiregte kondral hasar izlenmemistir (119).

Ozellikle ani yon degistirme, rotasyonel hareketler iceren ve genel anlamda
yaralanma riski yiiksek sporlarda kosu gibi kontakt temasin olmadigi sporlara gore

eklem dejenerasyonu siklig1 daha fazla goriilmektedir (120). Farkli spor branglarinin
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dahil edildigi bir meta-analiz calismasinda sporcularin %30’unda profesyonel
kariyerleri bitiminde diz OA goriildiigi bildirilmektedir (121). Tran ve arkadaslari,
spora katilim agisindan Ingiltere'deki en popiiler 32 spor bransi ile OA iliskisine dair
yiriittiikleri calismalarinda, genel anlamda sporun OA gelisme riskini artirdigini,
ancak riskin sporlara gore farklilik gosterebildigini bildirmektedirler (122). Tm spor
branslar1t OA gelisimi i¢in ayni1 risk oranina sahip degildirler. Buz hokeyi ve giireste

diz ve kalg¢a OA riski artmigken, hentbolda kalga OA riski yiiksek bulunmustur (123).

OA'nin, saglikli eklem yapilarina fizyolojik diizeyin iizerindeki yiiklenmeden
veya hasarli yapilara normal yiiklenmeden sonra gelistiginin varsayildigi
disiintildiiglinde profesyonel diizeyde spora katilan bireyler OA gelisimi i¢in yiiksek
riske sahiptirler (124). Sporcularda OCB, meniskiis ve tendon yaralanmalarinin
normal populasyondan daha sik oldugu ve akut yaralanmalar sonrasinda antrenman
veya miisabaka gibi fiziksel zorlayici aktivitelere erken dondiikleri diisiiniildiigiinde
profesyonel bir kariyer sonucunda sporcular OA agisindan risk altindadirlar (125-

127).
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Tablo 2.3 Eklem Uzerinde beklenen darbe ve torsiyonel yiklenmeye goére

egzersiz cesitleri

Eklem Yuklenme Aktiviteler
Duzeyi
Diisiik e Rekreasyonel yizme o Golf
e Bisiklet, kurek veya kayak o Yiiriiylis
ergometresi
e Tai Chi e Su ici aerobik
egzersizler
Orta e Bovling e Yelken
e Eskrim e Hizli yliriiylis
e Bisiklet o Kayak
o Kiirek e Masa tenisi
e Buz pateni e Halter
e Kaya tirmanisi e Doga yiirlytisu
e Tenis (ciftler) o Atcilik
Yuksek e Beyzbol e Lakros
¢ Basketbol ¢ Voleybol
e Futbol e Amerikan futbolu
e Ragbi ¢ Hentbol
e Tenis e Kosu

2.6 Osteoartrit Tedavisi

2.6.1 Farmakolojik Olmayan Tedavi Yontemleri

Ozellikle hafif ve orta dereceli OA tedavisinde semptomlarin kontroliinde

farmakolojik olmayan tedavi yontemlerinin etkili olduklari bildirilmistir (128,129). Bu

yontemlerin basinda diyet ve kilo verme gelmektedir. Obez ve fazla kilolu olmanin

OA icin bagimsiz birer risk faktdrii oldugu diistiniildiigiinde tasiyict eklemler
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uzerindeki yukd hafifletmek, sistemik inflamatuvar siireci azaltmak ve kisinin egzersiz
kapasitesini arttirmak adma diyet miidahalesi ile kilo vermek oOnerilen tedavi
yontemleri arasindadir ve birgok tedavi kilavuzunda birinci sira tedavi yontemlerinden
biridir (130-134). Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda yalnizca kilo vermenin diz OA
tanili hastalarda agri ve hareket kisithilig1 sikayetlerini iyilestirmede etkili oldugu
gosterilmistir. Ozellikle 20 haftalik bir siire icerisinde %35 oraninda viicut agirhginda
diislis yasayan hastalarda semptomlarda rahatlama gozlendigi bildirilmis (135). OA
tedavisinde ilk sirada yer alan modalitelerden biri de hasta egitimi ve
bilgilendirilmesidir (136,137). 9825 diz ve kalga OA tanili hasta {izerinde yapilan
calismada alt1 hafta siiren bir hasta egitiminin semptomlar, kullanilan ilag miktar1 ve
OA nedeniyle is yerinden alinan izin giinii sayisinda azalma ve fizikse kapasitede artisa

neden oldugu bildirilmistir (138).

Agr1 ve fonksiyonel performans iizerinde etkili bir diger yontem fizik tedavi ve
egzersizdir (139-141). Aym1 zamanda egzersiz, kilo verme hedefine katkida bulunan
bir yontemdir (140). OA’da egzersiz regetelendirmesi bir denge igerisinde olmalidir,
clinkli agr1 nedeniyle egzersiz ve fiziksel aktivite kisitlilig1 olan hastalarin egzersize
uyum sorunu olabilmektedir. Dahasi, yiiksek siddetli egzersizlerin OA {iizerinde
olumsuz etkilerinin de olabilecegi akilda tutulmalidir (142—-144). Bu nedenle, egzersiz
recetesinin kisinin mevcut durumu ve tercihlerine goére sekillendirilmesi uygun
olacaktir. Baglangicta izometrik egzersizler gibi eklemlerde hareketin olmadigi
egzersiz ¢esitleri hastaya Onerilebilir (145). Fiziksel kapasitesi uygun hastalarda
yiriiylis veya bisiklete binme gibi izotonik egzersizler recete edilebilir (140).
Unutulmamas: gereken konulardan bir tanesi de hastanin fiziksel kapasitesi kadar

egzersiz programi hakkindaki egitimi de egzersize uyumu etkilemektedir (146).

OA tedavisinde recete edilecek egzersiz modaliteleri kuvvet ve aerobik
egzersizleri igeren kara egzersizleri olabilecegi gibi kara egzersizlerini agri nedeniyle
tolere edemeyen, fiziksel kisitliligr bulunan hastalarda su i¢i egzersizler de akilda
tutulmalidir (147). Yer ¢cekimine karsi yapilan hareketlerde suyun kaldirma kuvvetinin
olumlu etkileri olmasi, eklemler iizerine hareketler sirasinda yer tepki kuvvetinin yiik

olusturmamasi su i¢i egzersizlerin olumlu bazi 6zelliklerindendir (148,149). Ayrica,
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32-36 °C araliginda su sicakliginin vaskiiler dolasim eklem efiizyonlar: {izerinde
olumlu etkileri oldugu da bildirilmistir (150). Soguk veya sicak gibi termal
modaliteler, lazer, terapOtik ultrason, elektrikse stimulasyon ve manuel terapi

teknikleri de tedavi yontemleri arasinda yer almaktadir (151-155).

Bunlar disinda 6zellikle sikayetlerin siddetlendigi donemlerde agrili taraftan
yiikii azaltacak koltuk degnegi veya baston kullanimi, herhangi bir dizilim bozuklugu
sonucu olugsmus dengesiz yiik dagilimin diizeltici tabanliklar ve dizliklerin kullanimi

da onerilmektedir (156).
2.6.2 Farmakolojik tedavi yontemleri

Her ne kadar herhangi bir farmakoterapiden beklenen ilgili hastaligin ilerleyisi
durdurmasi ve hastalik kaynakli hasarin geri dondiiriilmesi olsa da OA tedavisinde
farmakoterapi ile hedeflenen temel amag¢ semptomlarin kontrol altin alinmasidir.
Tartismali  olarak non-steroidal anti-inflamatuvar ilaglar (NSAII) yalnizca
semptomlart azaltmanin yani sira sinoviyum tizerindeki yapisal hasar1 da geri
dondiirebilecegi One siiriilmiis, ancak yapilan klinik ¢alismalarda bu etki
gosterilememistir (157). Guncel olarak OA tedavisinde kullanilan ilaglarin higbirinde
yapisal hasar1 diizeltici bir etki gosterilmemis olup farmakoterapiden beklenen

semptomlarin rahatlatilmasi ve siddetlenmesinin engellenmesi olmustur (158).

Asetaminofenler OA tedavisinde ilk sira tercih edilen analjeziklerdir. Yalnizca
semptom kontroliinde etkili olduklarindan diizenli kullanimdan ¢ok semptomlari
siddetlendigi donemlerde aralikli kullanilmalar1 onerilmektedir. Yapilan randomize
kontrollii ¢alismalar ve meta-analizlerde asetaminofenlerin etkilerini kisa siirede
gostermedikleri 6zellikle 2 hafta ile 3 ay arasinda plaseboya gore agr1 ve fonksiyonda

iyilesme gosterdikleri bildirilmistir (158,159).

NSAIi’ler analjezik, anti-inflamatuvar ve antipiretik etkileri bulunan ilaglardir.
Etki mekanizmalar1 siklooksijenaz (COX) enzimi inhibe etmeleri ve sonucunda
prostagladin sentezini azaltmalar1 iizerinedir. Mevcut yan etki profilleri nedeniyle

COX-2 selektif inhibisyon yapan tirevleri de mevcuttur. Gastrik yan etkiler agisindan
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yiiksek risk altinda bulunan hastalarda dikkatli kullanilmas, iilser kanamasi hikayesi
olanlarda ilk tercih tedavi secenegi olarak diger ajanlarin diigiiniilmesi 6nerilmektedir

(160-162).

Basit analjezikler ile kontrol altina alinamayan durumlarda opioid analjezikler
de kullanilabilmektedir. Oral, intramuskiiler ve transdermal olarak uygulanan formlari
mevcuttur (163). Konstipasyon, agiz kurulugu, uyku ve hafiza problemleri gibi yan
etkiler ve kotiye kullanim ihtimali g6z oOniinde bulunduruldugunda opioid
analjeziklerin diger medikal tedaviler denenmeden kullanilmasi ve uzun siireli tedavi
planinda yer almasi onerilmemektedir (164-166). Atipik bir opioid olan tramadol
diisiik yan etki profili sebebiyle opioidler arasinda ilk sira tercih edilmesi Onerilen

ajanlardan biridir (167).

Glukozamin ve kondroitinler yaygin kullanilan ajanlardir. Temel olarak
kondroprotektif ve/veya (DMOADS) olarak kabul edilmektedirler. OA tedavisindeki
etkinlikleri konusunda c¢eliskili sonuclar bildiren yayinlar olsa da o&zellikle agri
kontroliinde etkili olabilecekleri bildirilmistir (168,168,169). ESCEO tarafindan
hazirlanan OA tedavi rehberinde glukozamin ve kondroitin kullanimi tavsiye
edilmektedir (134). Glukozaminler suda ¢dziinen monosakkarit bilesenleridir ve insan
viicudunda en fazla bulunan monosakkaritlerdir. Eklem kikirdak matriksinde ve
sinoviyal sivida bulunmaktadirlar. Glukozaminlerin OA tedavisindeki etkilerinin
temel olarak kondrositlerin anabolik fonksiyonlari iizerine oldugu diisiiniilmektedir
(170). Bunun disinda dejeneratif siireci baskiladiklar1 ve anti-inflamatuvar 6zellikte
olduklar1 da bildirilmektedir (171). Kondroitin genellikle siilfatlanmis formda bulunur
ve eklem kikirdagt ECM yapisinin temel bilesenini olusturur. ECM’deki osmotik
basincin olusumuna ve kikirdak matriksin yiik altinda biitlinliigiiniin korunmasina
katkida bulunur (172). Tensil kuvvetler karsisinda kikirdak matriksin direng ve
elastisitesinden temel sorumlu bilesendir (173). Glukozaminlere benzer sekilde
ekzojen kondroitin uygulanmasinin inflamasyon ve kartilaj degredasyonunu azaltici
ve ECM sentezini uyarici etkileri bulunmaktadir (174). Ayrica IL1R kaynakli
inflamatuvar yanit1 baskilayarak kondroprotektif etki gosterirler (175,176).
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Diaserin anti-inflamatuvar etkinlige sahip bir antrakinon tiirevidir. Yapilan
meta-analizlerde agr1 ve uzun donem kullanimda eklemde yapisal hasar1 geciktirme
tizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (177-181). Hepatotoksisite ve ciddi
diyareye neden olmasi nedeniyle kullanimi Kritik sorunlara neden olabilse de Avrupa
Ila¢ Kurumu (EMA) fayda-zarar dengesinde diaserin kullanimin1 diz ve kalga OA
tedavisinde 65 yas alti hastalar i¢in onermektedir (182). ESCEO rehberi 6zellikle
parasetamol ve NSAII kullanimi kontraendike olan hastalarda diaserin kullanimi

desteklemektedir (134).

Intraartikiiler glukokortikoid enjeksiyonlar1 zellikle baskin anti-inflamatuvar
etkileri nedeniyle OA tedavisinde yer almaktadirlar (183). Kolajenaz ve bazi
proteinazlarin neden oldugu kikirdak hasarini inhibe etmektedirler (184,185). Genel
goriis NSAII tedavisine yanit vermeyen hastalarda glukorkortikoid enjeksiyonunun
yapilmasi yoniindedir. Yine yapilan calismalarda agri ve fonksiyon kaybi iizerinde
olumlu etkileri oldugu ve bu etkinin enjeksiyondan 1 hafta sonra goriillmeye
baslandigim1  bildirilmektedir ~ (186-188).  Sinovit eslik eden vakalarda
glukokortikoidlerin  kullanilabilecegi  onerilmistir  (189,190).  Glukokortikoid
preparatlarinin birbirlerine {stlinliigli hakkinda yiliksek kanit diizeyine sahip veri
olmamakla beraber metilprednizolon, triamsinolon ve betametazon tercih edilmektedir
(187,191).

Intraartikiiler hyaluronik asit suplemantasyonunun OA semptomlarini
azaltmada etkili bir diger yontem oldugu gosterilmistir (192). OA’li eklemlerde
konsantrasyonu azalan hyaluronik asidin ekzojen enjeksiyonu eklem ici viskoelastik
destek sagladigi gibi yapilan calismalarda hastalarin agr1 sikayetlerini de olumlu yonde
etkiledigi gosterilmistir (193-195). Yiiksek molekiil agirlikli bir polisakkarit
oldugundan intraartikiler enjeksiyonu fiziksel olarak artikuler ytizeylerde lubrikasyon

etkisi yapmaktadir.

TZP toplanan vendz kanin santrifiijii sonrasi trombosit konsantrasyonunun
yaklasik 10 kat arttirildig1 ve 1500’e yakin protein ve ¢ok sayida konsantre biiyiime
faktorleri ile trofik molekiiller iceren otolog bir kan iriiniidir. Kikirdak tamiri,

rejenerasyon ve inflamatuvar siirecin baskilanmasinda olumlu etkileri bulunmaktadir
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(196). Trombosit kaynakli aktive edilmis proteinler hedef hiicrelerdeki transmembran
reseptorlere  baglanarak TZP’nin trofik ve anti-inflamatuvar etkilerini
olusturmaktadirlar (197). Diz OA tedavisinde TZP’nin uzun siireli klinik etkinligi
bulunmaktadir (198,199).

Kok hiicreler, belirli bir hiicre soyuna dogru kendini yenileme ve farklilasma
yetenegine sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicreler, degisken farklilasma
potansiyeline sahiptirler ve bu hiicreler hemen hemen tiim dokularini olusturabildikleri
icin pluripotent (6rnegin embriyonik kok hiicreler veya indiiklenmis pluripotent kok
hlcreler gibi) veya sadece belirli hiicre soylarina farklilagabildikleri i¢in multipotent
(6rnegin erigkin veya fetal MKH’ler gibi) olarak smiflandirilabilirler. Kok hiicreler bu
nedenle rejeneratif tip uygulamalarinda kendine yer bulmaktadirlar. MKH’ler ise
birden fazla hiicre serisine doniisme (multipotent) potansiyeli olan kok hiicrelerdir
(200). Hayvan deneylerinde intraartikiiler MKH enjeksiyonunun OA tedavisinde etkili
oldugu gosterilmistir (201,202). MKH’lerin rejeneratif 6zellikleri parakrin mekanizma
ile anti-inflamatuvar ve kondroprotektif etki gostermelerine dayandirilmaktadir
(203,204). Bu parakrin mekanizmaya hiicre disina salinan sinyal molekiilleri,
sitokinler, metabolitler, eksozomlar ve proteinler aracilik etmektedirler (205,206). OA
gibi dejeneratif hastaliklarin tedavisinde MKH’ler iki farkli etki modeli icin
kullanilmaktadirlar. ilki MKH’lerin parakrin olarak sekretuar fonksiyonlar1 sayesinde
kartilaj degredasyonunu yavaslatip, rejenerasyonu uyarmalari, ikincisi ise MKH’lerin
kondrositlere diferansiyasyonu ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis yeni kondrositlerin
baz1 kaliplar {lizerinde defekt alanina yerlestirilmesidir. MKH’lerin kondrositlere
diferansiye olabilmeleri ve farkli biyomateryaller ile birlikte uygulanabilmeleri OA
tedavisinde bir biyomiihendislik alani olusturmaktadir (207). Kiiltiir ortaminda
kondrositler ile ayni ortami paylasan MKH’lerin hipertrofik diferansiyasyon gibi
blylme faktorleri ile indiklenen diferansiyasyonlarda gozlenen istenmeyen olaylar

yasanmadan kondrositlere dontigsebildikleri bildirilmektedir (208).

MKH’lerin kondrositler {izerinde olan parakrin etkilerini incelemek i¢in ko-
kiiltiir deney diizenegi kullanilmis, bdylece MKH’lerden sekrete edilen trofik

faktorlerin ve buna yanit olarak kondrositlerin fenotipik degisimleri gézlenmistir
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(209-211). Parakrin etkileri inceleyen ¢aligmalarda yapilan yontemlerden bir tanesi de
MKH’ler olmadan MKH protein ekstratlar1 ve hiicre kiiltiir slipernatanlarini tedavi
amaciyla kullanmak olmus ve iskemik modelde miyokardlar iizerinde ve karaciger
hasari modelinde hepatositler iizerinde olumlu etkileri gézlenmistir (212,213).
MKH’lerin bu parakrin etkilerinde arac1 molekiiller olarak bazi biiyiime faktorleri ve
mikroRNA’lar ile hedef hiicredeki proliferasyonu uyardiklari One siiriilmiistiir
(214,215). Kisith olmakla beraber bu etkilerin bir kismi in vivo ortamda da
gosterilmistir (216). MKH'lerin inflamatuvar cevabi parakrin sinyaller yoluyla

yonettigi, immiinomodiilator bir rolii de vardir. (217).

Erisim kolaylig1 nedeniyle kemik iligi ve yag dokusu kaynakli MKH’ler ilk
caligilan dokular olsalar da, umblikal kord, sinoviyum, plasenta, dental pulpadan da
MKH’ler elde edilebilmektedir (218,219). Kemik iligi MKH i¢in yaygin bir kaynak
olarak kullanilmistir, ancak arastirmalar kemik iligi aspiratlar1 i¢inde MKH'lerin
goreceli olarak azligina isaret etmektedir. Kemik iligi aspiratlarindan izole edilen
mononukleer hiicrelerin sadece %0,001 ile %0,01'si MKH olarak nitelendirilmistir
(220). Buna Kkarsilik, lipoaspirat prosediirii ile hazirlanmis insan adipoz dokusu,
mononiikleer hiicre popiilasyonunun yaklasik %1-7'si kadar MKH sayilarina sahiptir
(221). Sinoviyum kaynakli MKH’ler de diger dokulardan elde edilen MKH'lere benzer
rejeneratif yenilenme ve farklilasma yetenegine sahiptir ve sinoviyal dokudan elde
edilen MKH'lerin kemik iliginden elde edilenlere gore daha yiliksek kondrojenik
kapasite gosterdigi gosterilmistir (222). Farkli doku kokenlerinden elde edilmis
MKH’lerin birbirlerine tedavi iistiinliigli olup olmadig1 sorusunu dogurmustur. MKH
kaynag1 olarak en uygun doku se¢imi hasta giivenligi, erisim kolaylig1 ve islem sonrasi
iyilesme parametrelerine dayanmalidir (223). Daha once yapilan ¢aligmalardan elde
edilen kanutlar, farkli doku kaynaklarindan elde edilen MKH'lerin hiicre yiizey proteini
ekspresyonu ve spesifik hiicre tiplerine farklilasma kapasitelerine gore farklilik
gosterdigini belirtmektedir (224,225). Bu nedenle, OA’l1 dizlerde kullanilan farkl
dokulardan elde edilmis mezenkimal kok hiicrelerin farkli tedavi etkinligi

gosterebilecegi diisiinllmiistiir (226).
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2.6.3 Cerrahi Tedavi Yontemleri

Diger tedavi yontemleri basarisiz veya yetersiz kaldiginda cerrahi yontemlere
ihtiya¢c duyulmaktadir. Artroskopik debridman OA hastalarinda uygulanan
yontemlerden biridir ve yapilan genis kapsamli ¢aligmalar izole femoral kondral
lezyonlar hari¢ olumlu etkileri olmadig1 ve bu nedenle OA tedavisinde kisitli alana
sahip oldugunu bildirmektedirler (227,228). Etkinligi zayif olan bir diger cerrahi
yontem eklem lavajidir. Ozellikle ileri derece sinovit tablosunun eslik ettigi hastalarda
faydali olabilecegi bildirilmektedir (229). Total eklem replasmani cerrahisi OA igin
defintif tedavi olarak kabul edilmektedir (230). Total eklem replasmani cerrahisi
sonrast egzersiz ve yasam degisiklikleri Onerileri uygulanan hastalarda yalnizca
konservatif tedavi alanlara goére semptomlarda daha yiiksek oranda iyilesme oldugu
bildirilmektedir (231) . Hastada bulunan ek komorbiditeler ve ileri yas gibi durumlarda
ciddi komplikasyonlar goriilebileceginden uygun hasta se¢imi Onemlidir

(196,232,233).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Calisma Tasarimi

Caligma disiplinlerarasi, rastgele secilmis (randomize), kontrol grubu igeren,
prospektif deneysel c¢alisma seklinde tasarlandi. Caligmanin etik kurul onay1
15.10.2019 tarihinde Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’'ndan alinmigtir (Karar numarasi: GO 19/1010). Calismaya diz
bolgesinden artroskopik cerrahi operasyon planlanan hastalardan, dahil edilme
kriterlerini karsilayanlar kabul edildi. Calismaya dahil edilen katilimcilara Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Spor Hekimligi Anabilim Dali’nda ¢alismanin amaci ve
yapilacak islemler ile ilgili bilgiler sozlii ve yazili olarak aktarilarak hastalarin yazili
ve sozlii aydilatilmis onamlari alindi. Calismada bagimli degiskenler deney gruplari
(OA kondrosit, saglikli kondrosit, patella alt1 yag doku kokenli MKH+saglikli
kondrosit, patella alti yag doku kdkenli MKH+OA kondrosit, sinoviyum kokenli
MKH-+saglikli kondrosit, sinoviyum kékenli MKH+OA kondrosit, cilt alt1 yag doku
kokenli MKH+saglikli kondrosit, cilt alt1 yag doku kokenli MKH+OA kondrosit),
bagimsiz degiskenler Ko-kiiltiir siipernataninda yapilan metabolomik analizler ile
6lcilecek TNF, COMP, MMP3 konsantrasyonlariydi.

3.2 Katilimecilar

Calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dali’nda cerrahi operasyon endikasyonu olan, ¢alisma kriterlerine uygun
gonalliler secildi. Bu baglamda spor yaralanmasi sonucunda artroskopik olarak
meniskiis onarimi/menisektomi ve/veya on ¢apraz bag greftleme islemleri yapilmasina
Ortopedi ve Travmatoloji uzmani tarafindan karar verilmis hastalar hedef kitle olarak
belirlendi. Tiim katilimcilardan operasyon oOncesi onamlari alinmis olup, cerrahi
islemler sirasinda cerrahi teknik geregi rutin olarak uzaklagtirilan ve tibbi atik niteligi
tasiyan dokular steril sartlar altinda toplandi. Yeterli miktarda doku veya uygun doku
tipinde uzaklastirilmis dokusu olmayan hastalar ¢alisma dis1 birakildi. Uygun sartlari
saglayan 3 hasta dokusu calisma igin gerekli miktar olarak belirlendi. Calismaya

baslangicta 11 gonullu dahil edildi ve ¢alismaya uygun 3 goniillii dokusu elde edilince
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doku toplama islemi sonlandirildi. Goniillillerden ¢alismaya dahil olmalarini saglamak
adina ek doku alinmadi. Bu nedenle ¢alisma igin yetersiz miktarda dokusu
uzaklastirilmig 8 hasta ¢alisma dis1 birakildi. Calismaya yalnizca erkek bireyler dahil
edildi. Calismaya dahil edilen katilimcilarin yaslart ortalamasi 21,6 + 2,5 olup 19 ve
25 arasinda degisiyordu.

Tablo 3.1 Cahsmaya dahil edilme ve calismadan dislanma Kkriterleri

Dahil edilme kriterleri Dislama Kkriterleri

e OA tanisi almis olmak
e 18 yasindan biiyiik, 65 yasindan
yas yu yas e Grup se¢imi esnasinda aktif
kiclk olmak : -
enfeksiyon sahibi olmak
e Spor yaralanmasi nedeniyle diz ; .
. . e Daha 6nce ayni taraf dizden
bolgesinden cerrahi operasyon e
cerrahi 6ykusu

endikasyonu almis olmak ] )
e DM, obezite, vb. metabolik
hastalik tanis1 almis olmak

e Malignite tanis1 almis olmak

3.3 Orneklem Biiyiikliigii

Aragstirilan bagimsiz degiskenler agisindan yapilan benzer ¢alismalarda elde
edilen ortalama ve standart sapma degerleri kullanilarak, gl¢ analizi i¢in G-power

3.0.10 programi kullanilmis ve giigc=%80, hata pay1=%5 olarak hesaplandi. Yapilan
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hesaplamaya gore deney ve kontrol gruplarmin olusturulmasi igin kullanilacak

katilimei sayis1 n=3 olarak belirlendi.

Doku Eldesi, MKH  _ - -
zolasyonu SRSt —aniili, Logaima Ko-Kiiltdr
(3 gonulluden o
-———————
Patella Al . >
it |
\ Yag Dokusu ]
‘_ Kéken|i MKH P 4 »
m - — G e Sajikl Kondrosit
Hicre Serisi
8 Sinoviyum MEKH
‘-_ Kakenli MKH . 4
; @ ey ———————p
» » o
CiltAlt Yag P
‘_ Dokusu ; v >
. Kkkenli MKH o \.
[ . N
» OA’l Kondrosit

Hiicre Serisi

Kondrosit

Metabolomikincelemeler
* COL2Al

= COMP
*  MMP12

= SOX9

Sekil 3.1 Calisma dizaynini1 gésteren sematik ¢izim.

3.4 Osteoartriti Olmayan Gonullilerin Secgilmesi ve Patella Alt1 Yag Dokusu,
Sinoviyum ve Cilt Alt1 Yag Dokusu Elde Edilmesi

Ortopedik cerrah tarafindan operasyon karari alinmig ve onami alinan
hastalarin, operasyon sirasinda, uygulanan cerrahi islem geregi ¢ikartilan ve
halihazirda ¢ope atilacak olan sinoviyum, patella ve cilt alt1 yag dokular1 kullanildi.
Doku c¢ikarimi i¢in ek bir medikal islem uygulanmamis olup, cerrahin operasyon
sirasinda uygun gordiigli miktarda ¢ikarmis oldugu dokular kullanildi, ek doku
¢ikarimi yapilmadi. Hastadan mezenkimal kok hiicre elde etmeye yeterli miktarda ¢op

doku ¢ikmamus ise, hastanin dokular1 kullanilmad.
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3.5 Osteoartriti Olmayan Goniillillerden Elde Edilmis Patella Alti Yag
Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Alti Yag Dokusundan Mezenkimal Kok Hucre

Izolasyon, Uretim ve Karakterizasyonu

3.5.1 Patella ve Cilt Alt1 Yag Dokusundan Adiposit Kaynakli Mezenkimal

Kok Hiicre izolasyonu

Goniilliilerden izole edilen patella ve cilt alt1 yag dokusu steril kosullarda %1
penisilin- streptomisin (Bl, ABD) ve %10 fetal bovine serum (FBS, Bl, ABD) iceren
Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose (DMEM-LG, Bl, ABD) besiyerine
aktarildi. Aktarilan dokular mekanik olarak 1 mm®’ten kiigiik pargalara boliindii ve
37°C’de 40 dakika %0,25 tripsin-EDTA (PAN BioTech., Almanya) iginde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 1:1 oraninda %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1
oraninda L-glutamin (Bl, ABD) iceren DMEM-LG besiyeri eklenerek 1800 rpm’de 10
dakika santriftyj edildi. Olusan stipernatan atilmis, hiicre pelleti ve doku parcalari %10
FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 oraninda L-glutamin (Bl, ABD) iceren DMEM-
LG besiyerinde T75 hiicre kiiltiirii flasklarina almmarak 37°C ve %5 CO; ortaminda
kilture edildi. Kiltiiriin dordiincii giinii doku pargalar1 uzaklastirildi ve hiicre Kiltir
flaskina tutunan hiicreler gozlendi. Kultirin doérdinci gininden itibaren hicre

besiyeri iki giinde bir taze besiyeri ile degistirildi ve hiicrelerin kiltirine devam edildi.
3.5.2 Sinoviyum Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu

Goniilliilerden izole edilen sinoviyum dokusu steril kosullarda %1 penisilin-
streptomisin ve %10 FBS iceren DMEM-LG besiyerine aktarildi. Dokular mekanik
olarak 1 mm® ten kiiciik parcalara boliindli ve 37°C’de 40 dakika %0,25 tripsin-EDTA
icinde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 1:1 oraninda %10 FBS, %] penisilin-
streptomisin ve %1 oraninda L-glutamin iceren DMEM-LG besiyeri eklenerek 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Slpernatant atilarak hiicre pelleti ve doku pargalari
%10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 oraninda L-glutamin iceren DMEM-LG
besiyerinde hiicre kiiltiirli flasklarma alind1 ve 37°C ve %5 CO; ortaminda kiiltiire

edildi. Kaltarin dérduncl glnu doku pargalar1 uzaklastirildi ve hiicre kiiltiir flaskina
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tutunan hdcreler gozlendi. Kilturin dordinct ginunden itibaren hiicre besiyeri iki

giinde bir taze besiyeri ile degistirildi ve hiicrelerin kiltirine devam edildi.
3.5.3 Sinoviyum ve Adiposit Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicre Uretimi

izole edilen MKH’lerin yogunlugu %70 oranmna ulastiginda pasajlanarak
uretimine devam edildi ve Uretimine devam edilmeyecek hucreler donduruldu.
Pasajlama igin besiyeri hiicre kiiltiir flaskindan uzaklastirildi, hiicreler PBS ile yikandi.
Yikanan hiicrelerin tizerine %0,25 tripsin-EDTA eklenmis ve 3 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda, hiicrelerin iizerine tripsin ile 1:1 oraninda hiicre besiyeri
eklendi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatant atildi, pellet
besiyeri ile homojenize edildi ve tripan mavisi boyast ile 1:1 oraninda sulandirilarak
hiicre sayimi yapildi. Sayim sonrasinda kiiltiire edilecek hiicreler hiicre kiiltiir
flasklarina ekilerek kiiltiiriine devam edildi. Dondurma igin sayimi yapilan hiicreler
her dondurma tiipiinde 10° tane hiicre olacak sekilde 5:4:1 oranma (Hiicre Besiyeri:
FBS: DMSO) sahip dondurma besiyerine aktarildi. Dereceli dondurma ig¢in yavas
dondurma protokoliine uygun olacak sekilde dakikada 1°C sogutacak CoolCell’e
(Sigma-Aldrich, Almanya) dondurma tiipleri yerlestirilerek 4 saat -80°C’de

bekletildikten sonra -196°C si1v1 azot tankinda dondurularak saklandi.

3.5.4 Sinoviyum ve Adiposit Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicre

Karakterizasyonu

Patella altt yag dokusu, sinoviyum, ve cilt altt yag dokusundan Uretilen
MKH’lerin  karakterizasyonu Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Toplulugu’nun
Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi’nin (The Mesenchymal and Tissue Stem
Cell Committee of The International Society for Cellular Therapy) 6n gordigi
kriterler esas alinarak ii¢ yontemle gergeklestirildi (234). Bu kriterler dogrultusunda
MKH’lerin morfolojileri, multipotent 6zellikleri ve ifade ettikleri ylizey belirtegleri

asagidaki yontemler ile degerlendirildi.

Morfolojik kriter dogrultusunda, MKH’ler inverte 1sik mikroskopisi altinda

kiiltiir kabina tutunma 6zellikleri ve ig bi¢imli morfolojisi incelendi.



26

Multipotent farklilasma 6zelligi kriteri dogrultusunda, MKH’ler osteojenik ve
kondrojenik farklilagtirma deneyleri yapildi. Osteojenik farklilasma degerlendirmesi,
kantitatif olarak hucrelerde alkalen fosfataz (ALP) enzim aktivite seviyesinin
spektrofotometrik yontem ile 6lgiimii araciligiyla gerceklestirildi. Bunun igin hicreler
alt1 kuyucuklu kiiltiir plakalarina 2x10* hiicre/kuyucuk oraninda ekildi ve %70
yogunluk oranina ulasana kadar besiyeri iki giinde bir taze besiyeri ile degistirildi.
Hiicreler hedeflenen yogunluga ulastiklarinda alti kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasinin
iic kuyucugunda osteojenik farklilagtirma baslatildi, {i¢ kuyucugunda MKH’lerin
kiiltiirtine kontrol amagh devam edildi. Osteojenik farklilastirma i¢in hiicreler PBS ile
yikand1 ve kuyucuklara %10 FBS, 100 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, Almanya),
10 mM B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 0,2 mM L-askorbik asit
(SantaCruz Biotechnology Inc., ABD) igeren osteojenik farklilagtirma besiyeri
eklendi. Besiyerleri t¢ gunde bir kere olacak sekilde taze osteojenik farklilagtirma
besiyeri ile degistirildi. 21. giinde, kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildi, PBS ile
yikanarak ve hiicre i¢i ALP aktivitesinin 6l¢iimii kantitatif olarak yapildi. Bunun igin
ireticinin talimatlar1 dogrultusunda kuyucuklara SIGMAFAST pNPP substrat
(Sigma- Aldrcih, Almanya) ¢ozeltisi eklenerek kiiltiir plakasi karanlik ortamda oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 mikroplaka okuyucuda 405
nm dalga boyunda okutuldu. Kondrojenik farklilasma degerlendirilmesi, Masson's
trichrome ve hematoksilen eozin boyamasi yontemi ile yapildi. Bunun igin, kiltird
gerceklestirilen MKH’ler %0,25 tripsin-EDTA ile kaldirilip 25x10* hiicre/tiip olacak
sekilde 15 ml’lik konikal tiipe siispanse edildi. Konikal tipte bulunan hicre
stispansiyonu 1500 rpm’de 15 dakika santrifilj edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirildi ve pellet Gzerine 2 ml biyume besiyeri eklenerek konikal tipler 37°C ve
%5 CO2 kosullarinda inkiibe edildi. Konikal tiip iginde 24 saat sonrasinda olusmasi
beklenen kiire bigimli pellet gozlendi ve pelletin dagilmamasina dikkat edilerek ticari
kondrojenik farklilastirma besiyeri olan MSCgo™ Chondrogenic Differentiation
Medium’dan (BI, ABD) 2 ml eklendi. Diger falkonda bulunan pellet {izerine kontrol
olarak kullanilacag icin MKH biiyiime besiyeri eklenerek ayn1 sekilde kiiltiire edildi.
Her iki grubun da besiyerleri ¢ ginde bir kere taze besiyeri ile degistirildi.

Degerlendirme yapilacak 21. giiniin sonunda besiyerleri ortamdan uzaklastirildi ve
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%10 formalin i¢inde oda sicakliginda 24 saat fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda
dehidrasyon igin alkol serilerinden, seffaflastirma i¢in ksilolden gecirildi ve parafin
istasyonunda (LG1150H-C, Leica, Almanya) parafine gémuldu. Parafin bloklardan 3
pum kalinhiginda kesitler kizakli mikrotomda (SM2000R, Leica, Almanya) alindi. Bir
gece 60°C’de deparafinize edilen kesitler hematoksilen eozin ve Masson’s trikrom ile
boyandi. Boyanan kesitler kamera atagmanli (DFC7000T, Leica, Almanya) aydinlik
alan mikroskobunda (DM6B, Leica, Almanya) goriintiileme programi (LASX, Leica,
Almanya) ile degerlendirildi.

[fade edilen yiizey belirteci kriteri dogrultusunda, iiretilen MKH’lerin yiizey
belirtegleri olan CD73, CD44, CD90 ve CD29’u ifade edip, CD38, CD45 ve HLA-
DR’yi ifade etmedikleri akim sitometrisi yontemi ile degerlendirildi. Bunun igin
hicreler %0,25 tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santriflijden sonra pellet homojenize edilerek 1x10° hiicre/tiip olacak sekilde tiipler
hazirland1 ve 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda her tiipe %3
bovine serum albimin (Sigma, Almanya), %1 sodyum azid iceren DPBS’ten 100 pl
eklendi ve fare anti insan CD73 IgG1-PE, fare anti insan CD44 1gG1-FITC, fare anti
insan CD45 IgG1-FITC, fare anti insan CD90 IgG1- FITC, fare anti insan CD29 1gG1-
APC, fare anti insan CD38 IgG1-APC, fare anti insan HLA-DR 1gG2- APC (BD
Biosciences, ABD) antikorlarindan 5 pl eklenerek karanlik ortamda 15 dakika 4°C ve
ardindan 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda hiicreler 2
ml PBS ile iki kere yikandi. Yikama sonrasinda her tiipe 300 ul PBS eklendi ve
NovoCyte® (ACEA Biosciences, ABD) cihazinda okutuldu. Sonuclar NovoEXxpress
programinda (ACEA Biosciences, ABD) degerlendirildi.

3.6 Insan Kaynakl Ticari Osteoartritli ve Saghkh Kondrosit Uretimi

Insan kaynakli ticari osteoartritli kondrosit hatt1 (#4020A-05a, Cell
Applications, ABD) ve saglikli kondrosit hatt1 (#402-05a, Cell Applications, ABD)
%15 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin iceren DMEM/F12 (PAN
BioTech., Almanya) icinde klture edildi. Kultire edilen kondrositlerin besiyeri iki
giinde bir olacak sekilde taze besiyeri ile degistirildi. Kiltiir kab1 %70 oraninda
dolduran kondrositler, PBS ile yikandi, %0,25 tripsin-EDTA uygulanarak 5 dakika
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37°C’de inkiibe edilerek tutunduklari yiizeyden kaldirildi. Tripsin aktivasyonunu
durdurmak i¢in 1:1 oraninda kondrosit besiyeri eklendi. Toplanan hiicre siispansiyonu
1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan pellet homojenize edilerek hiicre kiiltiir
flasklarina ekilerek kiiltiirine devam edildi. Kiltirine devam edilmeyen hicrelerin
dondurulmas: i¢in hiicreler tripan mavisi boyasi ile sayilmis ve 108 hiicre/dondurma
tipii olacak sekilde 5:4:1 oranma (Kondrosit biiylime besiyeri:FBS:DMSO) sahip
dondurma besiyeri ile dereceli dondurma i¢in CoolCell’de (Sigma-Aldrich, Almanya)
yavas dondurma protokoliine uygun olacak sekilde dakikada 1°C sogutularak 4 saat -

80°C’de bekletildikten sonra -196°C siv1 azot tankina yerlestirilerek donduruldu.

3.7 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Saghkh ve Osteoartritli Kondrositler ile

Birlikte Kulturd

Patella alt1 yag dokusu, sinoviyum ve cilt alt1 yag dokusundan elde edilen
MKH’lerin saglikli ve osteoartritli kondrositler ile birlikte kiiltiiri Transwell sistemi
(Corning, ABD) kullanilarak yapildi. Bu sistem i¢in 0,4 um gdzenek boyutuna sahip
Transwell sistemi kullanildi. Bunun igin saglikli ve osteoartritli kondrositler 10*
hiicre/kuyucuk oraninda Transwell sisteminin alt kismina ekildi ve yogunlugu %70’lik
orana ulasana kadar kiiltiire edildi. Kondrositler %70 yogunluk oranina ulastiginda
Transwell sistemin {ist kismma 15x10% hiicre/kuyucuk patella alt1 yag dokusu,
sinoviyum ve cilt alti yag dokusu kaynakli MKH’ler ekildi. Kondrositler ve
MKH’lerin birlikte kiiltiiri 7. ve 14. gilinlerde sonlandirildi ve slpernatan ileri

degerlendirmeler i¢in toplandi.
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Tablo 3.2 Calismada kullanilan deney gruplar1 ve gruplarin
isimlendirilmesinde kullanilan kisaltmalar

Deney Gruplar
Kisaltma Grup Ac¢iklamasi

1 K Saglikli Kondrosit

2 OAK OA’lh Kondrosit

3 P+K Patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen
saglikli kondrosit

4  P+OAK Patella alt1 yag dokusu kaynaklt MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen
OA’l1 kondrosit

5 S+K Sinoviyum kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen saglikli
kondrosit

6 S+OAK  Sinoviyum kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen OA’l1
kondrosit

7 C+K Cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen
saglikli kondrosit

8 C+OAK  Cilt alt1 yag dokusu kaynaklt MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen

OA’l1 kondrosit
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Sekil 3.2 Mezenkimal kék hiicreler ve kondrositlerin birlikte kiltlrg.

3.8 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Belirteclerinin Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi ile Degerlendirilmesi

Inflamasyon belirteci olarak TNFa, kondrosit yapim belirteci olarak COMP ve
kondrosit yikim belirteci olarak MMP3 konsantrasyonlar1 degerlendirildi. Patella alt1
yag dokusu, sinoviyum ve cilt alt1 yag dokusundan elde edilen MKH’ler ile birlikte
kiiltiire edilmis saglikli ve osteoartritli kondrositleri iceren deney gruplarinda,
kondrosit yapim ve yikim iriinleri 7. ve 14. giinlerde ELISA Kkitleri ile TNFa
(SEA133Hu, Cloud-Clone Corp., Cin), COMP (SEB197He, Cloud-Clone Corp., Cin)
ve MMP3 (SEA101Hu, Cloud-Clone Corp., Cin) supernatandaki seviyelerinin 6lcimu
ireticinin talimatlar1 dogrultusunda yapildi. Bu dogrultuda, toplanan siipernatan 1000
g’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar diliiye edilmeden kullanildu.
Degerlendirme i¢in kullanilacak kitlere ait ajanlar ve standart sollisyonlar: talimatlar
dogrultusunda diliiye edildi. Ornekler ve standart soliisyonlar1 deney planina uygun

sekilde kuyucuklara eklendi ve hiicre kiiltiir plakas1 Plate Sealer ile kapatilarak
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talimatlar dogrultusunda inkiibasyon basamaklar1 gergeklestirildi. Ajanlarin 6rnekler
ile birlikte inkiibe edildigi basamaklar tamamlandiginda kit igerisinde bulunan
durdurucu soliisyon kuyucuklara eklendi ve hiicre kiiltiir plakast 450 nm dalga
boyutunda mikroplaka okuyucuda okutuldu (Sekil 3.3). Okuma sonrasinda standart
soliisyonlarina ait OD. degerleri aracilig1 ile standart egri ¢izildi. Bu egriye ait formiil
ile orneklere ait OD. degerlerinden siipernatanlardaki TNFa, COMP ve MMP3

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

_\

FEEDTLELL L G

Sekil 3.3 ELISA degerlendirmelerinde kullanilan miroplaka okuyucu.
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3.9 Patella Alti Yag Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Alti Yag Dokusunun

Metabolomik Calismalarla incelenmesi

3.9.1 Patella Alt1 Yag Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Alt1 Yag Dokusunun

Inceleme Oncesi Hazirhgi

Patella alt1 yag dokusu, sinoviyum Ve cilt alt1 yag dokusu 6rnekleri tartildiktan
sonra Eppendorf tiiplere transfer edildi. Ardindan 3 mL/g metanol ve 0,64 mL/g su
ilave edildi. 1 dakika vortekste ¢alkalandiktan sonra -20°C’de 10 dakika bekletildi ve
bu islem li¢ defa tekrarlandi. 3 mL/g diklorometan ve 1,5 mL/g su ilave edildi. Olusan
heterojen karigim 1 dakika vortekste c¢alkalandiktan sonra -20°C’de 10 dakika
bekletildi ve bu islem ii¢ defa tekrarlandi. Elde edilen son karisim 1 saat boyunca
homojenizatérde tutulduktan sonra 4°C 15.000 rpm’de santrifiij edilip siipernatan elde
edildi. Siipernatanin {ist faz1 metabolit fazi, alt faz1 ise lipid faz1 olarak kabul edildi
(Sekil 3.4). Metabolit ve lipid fazlar, 9°C'de vakumlu santrifuj edildi ve nihai kati
rezidiler Q-TOF LC/MS ile analiz edildi.
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Ust faz (metabolit)

Alt faz (lipid)

Sekil 3.4 Doku hazirlama protokolii sonunda elde edilen slipernatan.

3.9.2 Patella Alt1 Yag Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Alti Yag Dokusundan
Hazirlanan Orneklerin Q-TOF LC/MS ile Analizi

Kdtle spektrometri analizleri Agilent 6530 Q-TOF LC/MS cihaz ile (Agilent
Technologies, 184 Santa Clara, ABD) gerceklesti. C18 kolon (Agilent Zorbax 1,8 uM,
50x2,1 mm) kromatografi kolonu olarak kullanildi. Mobil fazlar A hattinda; %1, 1M
amonyum asetat (NH4AC) tampon icerisinde %0,1 asetik ve B hattinda; %70
asetonitril %30 izopropilalkol (ACN:IPA) %1, 1M amonyum asetat tampon igerisinde
%0,1 asetik asit seklindeydi. Gradiyent eliisyonu A hatti ile 1. dakikaya kadar %45, 3.
dakikada %25, 8. dakikada %11, 11. dakikada %0, daha sonra baslama kosulu 20.
dakikada ve ¢alismadan 5 dakika sonra olacak sekilde baslatildi. LC/MS Q-TOF 0,20
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mL/dk akis orani, 65°C kolon sicakligi ve 10 pL enjeksiyon hacmi ile 100-1700 m/z

tarama araliginda ¢alistirildi.

3.10 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Belirteclerinin Metabolomik

Calismalar ile Degerlendirilmesi

Numuneler deney guniine kadar -80 °C'de saklandi. Her ¢alisma grubunda
bulunan 6rneklerden 200 pL alinarak ornekler birlestirildi. Metabolit ekstraksiyonu
islemi i¢in birlestirilen 6rneklerden 200 pL bos bir Eppendorf tiipe alindi, lizerine 600
pL metanol eklendi ve 90 saniye vortekslendi. Vorteks isleminden sonra numuneler
9000 rpm’de +4 °C’de 30 dakika santiftiij edildi ve s1v1 faz (metabolit faz1) toplandi.
Daha sonra metabolit fazi vakum santifriij cihazinda ¢oziiciisiinden uzaklastirildi.
Daha sonra metabolit fazi, 200 pL 50:50 (h/h) su (Milli-Q): Asetonitril (ACN) ile
yeniden ¢oOziildii. Coziilen ornekler 1/1 oraninda hareketli faz ile seyreltilerek
kuyucuklara alindi. Ayrica yontemin tekrarlanabilirligini 6lgmek amaciyla tiim
orneklerden olusan bir kalite kontrol numunesi (QC) hazirlandi. Numune hazirlama
basamaginda kullanilan ¢6ziicli ve kimyasallar en az MS derece veya tistii saflikta
olacak sekilde Merck (Darmstadt, Almanya)'dan temin edildi. Deneyler Agilent 6530
Q-TOF LC/MS cihazinda gergeklestirildi. Hareketli faz olarak her ikisi de %0,1
formik asit i¢eren su ve asetonitril kullanildi. Analizler C18 kromatografi kolonu ile
gergeklestirildi. Cihaz 100-1700 m/z tarama araliginda pozitif iyon modunda
calistirildi. Her ornek tekrarli olarak karisik sirada enjeksiyon edildi. Metabolomik
verilerin istatistiksel analizi i¢in LC/MS cihazindan alinan “.d” uzantili ham data
verileri “ProteoWizard” yazilimi kullanilarak “.mzXML” uzantili dosya formatina
cevrildi. Numuneler arasinda pik eslestirme ve karsilastirma islemleri ig¢in “R”
istatistiksel programinda “XCMS” metabolomik veri isleme yazilim1” kullanildi. Elde
edilen ham pikler analiz sirasindaki rastgele hatalardan kaynaklanan piklerin
filtrelenmesi, piklerin 6rneklerdeki tiim piklerin ortalamasina gére ayr1 ayri normalize
edilmesi ve gruplar arasinda degisim gosteren piklerin tespit edilebilmesi igin
Student’s T testi uygulamasi ve degisim miktarlar1 (fold change) hesaplamalari
gerceklestirildi. Degisim gosteren piklerde p<0,05 ve fold change>1,5 sartlar1 arandx.
Elde edilen pikler HMDB (Human metabolome database)’de tarandi. Ilgili veri
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bankasindan tespit edilen metabolitler hakkinda metabolomik yolak analizleri yapildu.
Metabolik yolak analizleri igin online KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) veri bankasi kullanildi. Deney gruplari arasindaki metabolom degisimlerini
gostermek icin deney gruplarina ait pik siddetleri kontrol gruplarina gére normalize

edilerek kat degisimi olarak gosterildi.
3.10.1 XCMS ile Ham Kromatogram Verisinin Islenmesi

LC-MS cihazlarindan alinan kromatogramlar ham verilerdir ve bunlar
icerisindeki biyoinformatik verileri elde etmek amaciyla ham veri dosyalari
ProteoWizard yazilimi (http://proteowizard.sourceforge.net) araciligr ile. mzml
formatina dondstirilmistir. Pik toplama, gruplama ve karsilastirma bdliimleri
(metabolit profilleme) XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/) yazilimi araciligiyla
gergeklestirilmistir. XCMS, bulgularin en iist diizeyde toplanmasi, gruplandirilmasi ve
karsilagtirilmasi i¢in kullanilan “R yazilimi” tabanli {icretsiz bir programdir ve
optimizasyon icin bircok parametreye sahiptir. Isotopologue Parameter Optimization
(IPO), XCMS parametrelerini otomatik olarak optimize eden bir yazilimdir. Boylece,
IPO yoluyla elde edilen optimize edilmis parametreler, potansiyel metabolit piklerini
bulmak icin XCMS'ye tabi tutuldu.

3.11 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Belirteclerinin Kantitatif
Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) Ydéntemi ile On

Degerlendirilmesi

RNA izolasyonu icin, siipernatan uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine
denattrasyon solisyonu (BI, ABD) eklendi. Eklenen denatlrasyon solusyonu ile
hiicreler oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ayni1 hacimde
ekstraksiyon soliisyonu (BI, ABD) eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bekletildikten sonra 12000 g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij yapildi. Olusan renksiz st
faz yeni bir tiipe aktarildi ve izopropanol (Amresco, ABD) eklenerek 10 dakika oda
sicakhiginda inkiibasyon ile RNA ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Inkiibasyon
sonunda 12000 g’de 8 dakika 4°C’de santrifiij yapildi. Elde edilen RNA pelleti
%75°1ik etanol ile vortekslenerek yikandi ve 7500 g’de 5 dakika 4°C’de santrifiij
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yapildi. Elde edilen sonuglarin normalizasyonu i¢in delta-delta Ct (AACt) yontemi
kullanildi.

3.12 Verilerin Istatistik Yontemler ile Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versiyon 21 kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uyup uymadiklari
gorsel (histogram ve olasilik grafigi) ve analitik (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk
testleri) metodlar ile degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler ortalama * Standart
sapma ve ortanca, minimum-maksimum degerler kullanilarak verildi. iki grup arasinda
parametrik dagilmayan sayisal degiskenlerin karsilastirilmalarinda Wilcoxon ve
Mann-Whitney U testleri kullanildi. Parametrik dagilan degiskenler igin ise Student’s
T testi kullanildi. Analizler %95 giiven araliginda gergeklestirildi ve yapilan
karsilagtirmalarda p degerinin 0,05’in altida oldugu durumlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Mezenkimal Kok Hucre Elde Edilmesi ve Karakterizsayonu

Calismaya dahil edilen ii¢ katilimcidan cerrahi operasyon sirasinda sinoviyum,
patella alt1 yag dokusu ve cilt alti dokusu toplandi (Sekil 4.1). Toplanan dokulardan
MKH izole edildi ve mikrogaflar ile gosterildi (Sekil 4.2). Katilimcilarda izole edilen
ayni kaynakli aynt MKH’lerin {iretimine {iglincli pasajda birlestirilerek devam edildi
ve karakterizasyon karisik popiilasyonda gerceklestirildi (Sekil 4.3). Elde edilen
sinoviyum, patella alti yag dokusu ve cilt alti yag dokusu kaynakli MKH’lerin
morfolojik degerlendirmesinde, hiicre kiiltiirli plakalarina beklendigi gibi yapistiklar
ve karakteristik 6zellikleri olan igsi morfolojiye sahip olduklar1 gézlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 Goniilliilerden toplanan dokular. Soldan saga sirasiyla; cilt alt1 yag
dokusu, patella alti yag dokusu ve sinoviyum (Gorselde gonilli bilgileri
gizlenmigtir.).
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Multipotensi 6zelliklerinin degerlendirilmesinde, osteojenik farklilagtirma
deneyleri kapsaminda; osteojenik farklilastirma besiyeri uygulanan MKH grubunun
hiicre i¢ci ALP aktivitesi blyime besiyeri uygulanan gruba gore anlamli bigimde
yiksekti (Tim MKH gruplar1 i¢in p<0,001, Sekil 4.4). Kondrojenik farklilastirma
deneyi kapsaminda, 21 giin boyunca kondrojenik farklilastirma besiyeri uygulanan
MKH gruplarmin sferoid olusumu ve Masson’s trikrom histokimyasal boyamasi ile

kolajen olusumu her ti¢ grup i¢in gézlendi (Sekil 4.5).

Patella Alti Yag Sinoviyumdan Cilt Alti Yag
Dokusundan izole Edilen Dokusundan
izole Edilen MKH MKH izole Edilen MKH

Gonilli 1

Goniilli 2

o
=
=
[
0
(U]

Sekil 4.2 Goniilliilerden izole edilen pasaj sifir MKH’ler. A- C. Patella alt1 yag
dokusundan izole edilen mezenkimal kok hicreler, D- F. Cilt alt yag dokusundan izole
edilen mezenkimal kok hicreler ve G- 1. Sinoviyumdan izole edilen mezenkimal kok
hlcrelerin mikrograflar: gosterilmektedir. Hepsi i¢in x100.
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Patella Alti Yag Sinoviyum Cilt Alti Yag
Dokusu Kaynakh Dokusu

Kaynakh MKH MKH Kaynakh MKH

Sekil 4.3 Goniillillerden izole edilerek iiretimi gergeklestirilen pasaj iki
MKH’ler. A-C. Patella alti yag dokusu, D-F. Subkutan yag dokusu ve G-1. Sinoviyum
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin mikrografi gosterilmektedir. Hepsi icin x100.

Goniilli 1

Goniillii 2

Goniilli 3
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Sekil 4.4 MKH’lerin ALP aktivitesini gosteren grafik. Patella alti yag dokusu
(A), sinoviyum (B) ve cilt alt1 yag dokusu (C) kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin

gosterilmektedir. * p<0,001.

Immiinofenotipik degerlendirmede ise, tiim gruplarda pasaj dért MKH’lerin
CD38, CD45, HLA-DR yiizey belirteglerini ¢ok diisiik oranlarda ve CD29, CD44,
CD73 ile CD90 yiizey belirteglerini ¢ok yliksek oranlarda ifade ettigi saptandi (Sekil

4.6,4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.5 MKH’lerin kondrojenik farklilagma kapasitesi i¢in kolajen olusumu
(mavi- yesil) gosterilmektedir. Patella alti yag dokusu (A, B), sinoviyum (C, D) ve cilt
alti yag dokusu (E, F) kaynaklt MKH ler. x100 (4, C, E), x400 (B, D, F).



Sekil 4.6 Patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH’lerin ifade

ettikleri yizey belirtecleri.
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Sekil 4.7 Sinoviyum kaynakli MKH’lerin ifade ettikleri
yuzey belirtecleri.
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Sekil 4.8 Cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH’lerin ifade
ettikleri yizey belirtecleri.
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4.2 insan Kaynakh Ticari Osteoartritli ve Saghkh Kondrosit Uretimi

Insan kaynakli ticari saglikli ve osteoartritli kondrositlerin iiretimi basarili
sekilde gerceklestirildi. Hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesinde hiicre kiiltiir
plakalarma adezyon gosterdikleri ve karakteristik morfoloji gosterdikleri gozlendi

(Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Insan kaynakl ticari kondrositler. A-B. Pasaj dort saglikh
kondrositlerin mikrograflari, C-D. Pasaj iki osteoartritli kondrositlerin mikrograflari
gosterilmistir. Tamamai i¢in x100.

4.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Saghkh ve Osteoartritli Kondrositler ile

Birlikte Kultara

[zolasyon ve iiretimi gerceklestirilen patella alt1 yag dokusu, sinoviyum ve cilt

alt1 yag dokusu kaynakli dérdiuncli pasaj MKH’lerin fiiretilen insan kaynakli ticari
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altinct pasaj OA ve saglikli kondrositler ile birlikte kiiltiirii 7 ve 14 giin siireyle
Transwell sisteminde gerceklestirildi (Sekil 4.10).

.r."

o soitt A
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Sekil 4.10 MKH’ler ile ticari insan kaynaklt OA’l1 ve saglikli kondrositlerin
birlikte kiiltiirii gergeklestirilen Transwell sistemi.

4.4 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Belirteclerinin Enzyme-linked

Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi ile Degerlendirilmesi

4.4.1 TNFa dlzeyi

7. ve 14. ginlerde C+OAK grubunda (siras1 ile 194,5 + 86,4 pg/ml ve 62,8 +
33,1 pg/ml) OAK grubuna (sirasi ile 96,1 £ 52,8 pg/ml ve 156,6 £ 79 pg/ml) gore;
C+K grubunda (sirasi ile 155,5 = 82,7 pg/ml ve 48,1 + 67,8 pg/ml) K grubuna (sirast
ile 61,8 £ 30,9 pg/ml ve 127,2 £ 21,4 pg/ml) gore istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte azalma gozlendi (Tablo 4.1). P+OAK ve S+OAK gruplarinda
(sirast ile 42,13 = 6 pg/ml ve 35,5 £ 3,1 pg/ml) 14. ginde OAK grubuna (156,6 + 79
pg/ml) gore istatistiksel olarak anlamli (p=0,036) bir azalma tespit edildi (Tablo 4.1,
Sekil 4.11). Bu gruplardaki azalma 7. giinde de benzer yonde olmasina karsin
istatistiksel olarak anlamli degildi. 7. giin ve 14. giin arasinda OAK grubunda (siras1
ile 96,1 £ 52,8 pg/ml ve 156,6 + 79 pg/ml) K grubuna (sirasi ile 61,8 + 30,9 pg/ml ve
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127,2 + 21,4 pg/ml) gore istatistiksel olarak anlamli olmayan daha yiiksek TNFa
dizeyleri tespit edildi. 7. giinde S+K grubunda (26,8 + 5,4 pg/ml) TNFa diizeyi
S+0OAK grubuna (67,3 + 33,3 pg/ml) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diistikken (p=0,032), 14. giinde S+OAK grubunda (35,5 + 3,1 pg/ml) S+K grubuna
(41,6 £ 10,1 pg/ml) gore daha diisik TNFa konsantrasyonu tespit edildi. P+OAK
grubunda 7. giinde TNFa diizeyi (59,2 + 20,5 pg/ml) iken 14. ginde (42,1 + 6 pg/ml)
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik 6l¢iildii (p=0,043).
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Sekil 4.11 7. ve 14. giinlerdeki TNFa seviyeleri. K: Saglikli kondrosit, OAK:
Osteoartritli kondrosit P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre, S:

Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alt1 yag dokusu kaynakli
mezenkimal kok hicre. * p=0,036, ** p=0,032, *** p=0,043
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4.4.2 COMP duzeyi

K ve OAK gruplarinda giinlere gore COMP seviyelerinde degimleri
inceledigimizde hem 7 hem de 14. giinde OAK gruplarinda (sirasi ile 87,4 = 43,7 ng/ml
ve 29,1 £ 11,2 ng/ml) K gruplarina (sirast ile 113,1 + 40,7 ng/ml ve 39,6 + 14,8 ng/ml)
gore COMP konsantrasyonlar1 daha diisiiktii. OAK grubunda azalan COMP duzeyi
MKH gruplarinda tam tersi yonde degisiklik gosterdi. 7. ve 14. ginde P+OAK
grubunda (sirast ile 23 £ 8,9 ng/ml ve 28,3 + 18,5 ng/ml) P+K grubuna (sirasi ile 4 +
0,6 ng/ml ve 3,6 £ 1,2 ng/ml) gore, S+OAK grubunda (sirasi ile 14,7 = 3,3 ng/ml ve
20,3 = 16,2 ng/ml) S+K grubuna (sirasi ile 4,5 + 0,9 ng/ml ve 4,2 + 1,2 ng/ml) gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek COMP degerleri gézlendi (p=0,036).
C+K ve C+OAK gruplarinda diger gruplara gore daha yiiksek COMP seviyeleri tespit
edildi. Her iki ginde de C+K grubunda (sirasi ile 161,9 + 5,3 ng/ml ve 141,8 + 61,2
ng/ml) COMP seviyesi P+K (sirast ile 4 + 0,6 ng/ml ve 3,6 = 1,2 ng/ml) ve S+K (sirasi
ile 4,5+ 0,9 ng/ml ve 4,2 + 1,2 ng/ml) gruplarindan yiiksekti (p=0,036) (Tablo 4.1,
Sekil 4.12).



49

] *

N ", .

] P .

200+ *
_ ] S
s 1, A ik
— - .
o . -
E 1 ; o 9
0 1L . 'S
= 1004 ¢ : .
) :
o :
x %

obo
*
ny

II*:lI.é.III

1 ] 1 1 ] 1

A A A A A A A B B D W B B
L L L LT N
o?' < xov. ) xov. ¢ xov. ~{.C)v:l.Q’?l.()?"l~ %x‘l'ovﬁ.ox{.oﬁl.

Sekil 4.12 7. ve 14. glinlerde COMP seviyeleri. K: Saglikli kondrosit, OAK:
Osteoartritli kondrosit P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre, S:
Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alti1 yag dokusu kaynakl
mezenkimal kok hucre. * p=0,036

MMP3 dlzeyi

P+K grubunda 14. giinde (286,2 £ 17,5 ng/ml) 7. giine (262,8 + 24 ng/ml) gére
arttg; STOAK grubunda 14. giinde (249,9 + 16,7 ng/ml) 7. gune (282,9 + 17,3 ng/ml)
gore azalma gozlendi (p=0,043). Hem 7 hem de 14. glinlerde MKH ile birlikte kultiire
edilen OA’l1 kondrosit gruplarinin hepsinde OAK grubuna gore daha diisiik degerler
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tespit edildi, yalnizca C+OAK grubundaki bazi degerler OAK grubundan yiiksek tespit
edildi. Gruplar1 ayr1 ayri inceledigimizde 7 ve 14. glinlerde P+OAK grubu (sirasi ile
289,9 + 5,6 ng/ml ve 258,4 + 29,7 ng/ml) ve S+OAK grubu (sirasi ile 282,9 + 17,3
ng/ml ve 249,9 + 16,7 ng/ml) OAK grubundan (sirast ile 607,8 = 100,5 ng/ml ve 452,3
+ 100,6 ng/ml) daha diisik MMP3 konsantrasyonlarina sahipti (p=0,036) (Tablo 4.1,
Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 7. ve 14. giinlerde MMP3 seviyeleri. K: Saglikli kondrosit, OAK:
Osteoartritli kondrosit P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre, S:
Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alt1 yag dokusu kaynakli
mezenkimal kok hicre. * p=0,043, ** p=0,036
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Tablo 4.1 TNFa, COMP ve MMP3 konsantrasyonlarimin tanimlayici

istatistikleri
Konsantrasyon
Ortalama * Standart Sapma
Ortanca (minimum-maksimum)
7. Gun 14. Gln
Gruplar TNFo COMP MMP3 TNFa COMP MMP3
(pa/ml) (ng/ml) (pa/ml) (pa/ml) (ng/ml) (pa/ml)
673:333 1181#407 5969965  127:2¥214 3951148 441142191
K = il
75,8 (26,3- 106,22 (76,4- 5935 (502,2- 1202(110.2-  342(283-  380,4 (251,2-
83.2) 156,8) 695,1) 1513) 56,2) 752,2)
1555+82,7  87,4+437  609,8+100,5 156,6+79 29,1+112  452,3+100,6
OAK " g64 (488-  76(50,6- 6182 (505,4- 1912 (66,2- 24,9 (20,6-  492,7 (337,9-
153) 1357) 705,8) 212,4) 41,7) 526,5)
30,1+12,4 262,8+24 286,2+17,5
P+K 4,0£0,6 40,4+3340,1 3,612
24,9 (22,1- 266,5 (236,7- 288,1 (267,6-
4 (3-4,5) (36,6-44,8) 3,6 (2,1-4,8)
48,5) 288) 307,4)
59,2+20,5 23+8,9 289,9+5,6 42,146 28,3185 25844297
+
P+OAK 54,7(38-  24,8(134- 289,9(2826- 40,4 (37,8-  26,9(105- 2441 (2332
91,1) 31) 297,4) 52,4) 47,5) 291,4)
26,8+5,4 268,8+27,6 41,5+10,1 2745+21,4
S+K 4,5+0,9 4,2+1,2 4.4
24,9 (23- 258,2(234,3- 39,8 (314- 275,8 (249,5-
4,3 (3,7-5,9) (2,9-5,8)
34,6) 298,7) 58,4) 306,3)
14,7433 282,9+17,3 20,3£16,2  249,9+16,7
S+OAK  67,3+333 35,5£3,1 35,1
15,5 (11,1-  288,2 (254,6- 12,8(9- 2498 (231,4-
68 (35-97,8) (32,5-40,1)
17,6) 297,8) 38,9) 275,6)
1555+¢82,7  161,9¢53  400,7+170,4 48,1+67,8  141,8#61,2  403,5+150,4
+
CHK 104,8 159,8 406,4 (245,1-  34,9(30,5- 1304 (87,1- 4952 (234,8-
(30,3-138,3)  (158,1- 168) 658,8) 97,4) 208) 529,1)
160,6+47,3 156,2+69,6
194,5+86,4 386,5+133,2 62,8+33,1 375,3+157
C+OAK 152,8 134,2
171,9 401,8 (247,8- 89,4 (37,1 341,9 (246,2-
(117,7- (100,2-
(39,8-196) 564) 93,3) 571,2)
211,3) 234,2)
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4.5 Patella Alti Yag Dokusu, Sinoviyum ve Cilt Alti Yag Dokusunun

Metabolomik Yéntemler ile incelenmesi

Goniilliilerden toplanan patella alti yag dokusu, sinoviyum ve cilt alti yag
dokusu oOrneklerinin MKH izolasyonu 0Oncesinde doku metabolomik profilleri
incelendi ve sinoviyum ile cilt alt1 yag dokusu arasinda benzesen metabolitler olsa dahi
her ¢ dokunun da metabolit dagilimlarinin birbirlerinden farkli oldugu gozlendi.
(Sekil 4.14).

Scores Plot
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Sekil 4.14 Toplanan dokulara ait PCA grafikleri.
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4.6 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Belirteclerinin Metabolomik

Yontemler ile Degerlendirilmesi

PCA analizlerinden elde edilen gorsel grafikler incelendiginde her li¢ deney
grubunda da 7. ve 14. giinler arasinda metabolom dagilimlar1 farkliydi. Hem gruplar
arasinda hem de ayni grup igerisinde iki farkli giinde siipernatanda bulunan

metabolitler arasinda fark tespit edildi (Sekil 4.15).

MKH’ler ile kondrositlerin ko-kultlr sipernatanlarinda yapilan metabolomik
degerlendirmede ilk olarak 3913 pik tanimlandi. Bunlardan 994 tanesi istatistiksel
olarak anlamli diizeyde (p<0,05) diger piklerden farkliydi. Fark gdsteren pikler
arasindan saglikli ve OA’l1 kondrositlerde 1,5 kattan daha fazla degisim gosteren 187
pik tespit edildi. Tespit edilen 187 pik 51 adet metabolit ile eslesti. Deney gruplarinda
ortak olarak bulunan 21 metabolit vardi ve yapilan analitik ve Klinik

degerlendirmelerden sonra yedi metabolit anlamli kabul edildi (Tablo 4.2).
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Sekil 4.15 MKH gruplarina ait PCA analizi grafikleri. K: Saglikli kondrosit,
OAK: Osteoartritli kondrosit P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre,
S: Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alti1 yag dokusu kaynakli
mezenkimal kok hucre.
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Tablo 4.2 Diizeyleri istatistiksel olarak anlamh degisen metabolitler

Metabolit ismi Metabolit Kitlesi HMDB Kodu KEGG Kodu
L-Fukoz 147,0657702 HMDBO0000174 C01019
Alfa-Tokotrienol 224,165375 HMDBO0006327 C14153
Koproporfirin 328,1429424 HMDBO0000643 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 siddetindeki kontrollere gore olan degisim, tiim gruplarin 7. ve
14. giinleri karsilastirildiginda 7. giin gruplarina gore 14. giin gruplarinda artis
gosterdi. 7. gunde P+OAK ve S+OAK gruplarinda L-Fukoz kontrole gore diisiik
gozlenirken, C+OAK grubunda hem 7 hem de 14. ginde kontrole gore yiksik
g6zlendi. 14. giinde en fazla artis C+OAK grubunda goruldi (Sekil 4.16).

Alfa-Tokotrienol MKH’ler ile birlikte kiiltire edilen saglikli kondrosit
gruplarinda artis gosterirken, bunun aksine P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarinda
14. giinde azalma yoniundeydi. 7. gunde P+OAK grubunda belirgin, S+OAK ve
C+OAK gruplarinda minimal artis gozlendi (Sekil 4.17).

Koproporfrin diizeylerinde P+OAK ve S+OAK gruplarinda her iki giinde de
diistis gozlenirken yalnizca C+OAK grubunda artis gozlendi. Benzer sekilde P+K,
S+K ve C+K gruplarinda da artig vardi. OA’l1 gruplar arasinda artis yalnizca C+OAK
grubunda izlendi. Genel olarak P+K hari¢ tim gruplarda 7. gunden 14. glne
gidildiginde azalma vardi (Sekil 4.18).
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Nikotinamid diizeyindeki degisim tiim deney gruplari i¢in 7. giinden 14. giine
artis seklindeydi. P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarinin {igiinde de kontrole gore
artis gozlendi (Sekil 4.19).

Bilirubin diizeylerinde C+OAK grubunda her iki giinde artig gosterirken,
P+OAK ve S+OAK gruplarinda azalis vardi. Benzer degisim saglikli kondrosit
gruplarinda da gozlendi (Sekil 4.20).

Taurodeoksikolik asit diizeyindeki degisim MKH’lerin birlikte kiiltiire edildigi
saglikli ve OA’l1 kondrosit gruplarinda karsilastirildiginda tim OA’li kondrosit
gruplarinda arttig1 gozlendi. 7 ve 14. giinler arasinda P+OAK ve S+OAK gruplarinda
14. glinde 7. giine gore artis izlenirken bu durum C+OAK igin tam tersiydi (Sekil 4.21).
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L-Fukoz (Kat degisimi, logs)

Sekil 4.16 L-Fukoz metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol gruplarina gore
kat degisimleri. P: Patella alti yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre, S:
Sinoviyum kaynakli mezenkimal kék hiicre, C: Cilt alti yag dokusu kaynakl
mezenkimal kék hiicre, K: Saglhkl kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit.
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Galaktosfingozin P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarinin iigiinde de 7. giinde

azalmigken 14. giinde 7. giline gore artis gozlenmis ve P+OAK ve S+OAK gruplarinda

14. giinde kontrole gore artmis diizeyler tespit edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.17 Alfa-Tokotrienol metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol
gruplarina gore kat degisimleri. P: Patella alti yag dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicre, S: Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alti yag dokusu kaynakl

mezenkimal kok hiicre, K: Saglikli kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit.
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Sekil 4.18 Koproporfirin metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol gruplarina
gore kat degisimleri. P: Patella alt1 yag dokusu kaynaklt MKH, S: Sinoviyum kaynakli
MKH, C: Cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH, K: Saglikl1 kondrosit, OAK: Osteoartritli
kondrosit.
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Sekil 4.19 Nikotinamid metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol gruplarina
gore kat degisimleri. P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH, S: Sinoviyum kaynakli
MKH, C: Cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH, K: Saglikli kondrosit, OAK:
Osteoartritli kondrosit.
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Sekil 4.20 Bilirubin metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol gruplarina goére
kat degisimleri. P: Patella alti yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre, S:
Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alti yag dokusu kaynakl
mezenkimal kok hiicre, K: Saglikli kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit.
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Sekil 4.21 Taurodeoksikolik asit metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol
gruplarina gore kat degisimleri. P: Patella alti yag dokusu kaynakli mezenkimal kék
hiicre, S: Sinoviyum kaynakli mezenkimal kok hiicre, C: Cilt alti yag dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicre, K: Saghkli kondrosit, OAK: Osteoartritli
kondrosit.

Taurodeoksikolik asit (Kat degisimi, log,)
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Sekil 4.22 Galktosfingozin metabolitine ait pik siddetlerinde kontrol
gruplarina gore kat degisimleri. P: Patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH, S:
Sinoviyum kaynakli MKH, C: Cilt alti yag dokusu kaynakli MKH, K: Saglikli
kondrosit, OAK: Osteoartritli kondrosit.

4.7 inflamasyon, Kondrosit Yapim ve Yikim Kantitatif Gercek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) Yontemi ile On Degerlendirilmesi

P+OAK ve S+OAK gruplarinda 7. giinde kontrol OAK grubuna gére COL2A1
gen ekspresyonu artmisken (sirasi ile 5,1 ve 1,7 kat), 14. gunde iki grupta da azalma
gozlendi (sirasi ile 0,3 ve 0,1 kat). C+OAK grubunda ise her iki giinde de kontrole
yakin ekspresyon degerleri tespit edildi (sirast ile 0,9 ve 1,4 kat). P+K ve S+K ve C+K
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gruplarinda 7. giinde kontrol K grubuna gore artmis degerler gozlendi (sirasi ile

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

MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen OA’l1 kondrositler gruplarinin tamaminda
OA’l1 kondrositlerin tek kiiltiirlerine géore COMP ekspresyonlarinda artis izlendi.
Gozlenen bu artis, 14. glinde 7. glinden daha yiiksekti. En yiiksek artis 14. glinde 26,7
katlik artig ile STOAK grubunda gozlendi. C+K grubunda hem 7 hem de 14. gunde
kontrole gore artmis (sirasi ile 8,2 ve 8,5 kat), P+K grubunda 14. giinde S+K grubunda
ise 7. giinde yiiksek degerler tespit edildi (siras1 ile 1,8 ve 1,3 kat) (Tablo 4.3 ve Sekil
4.22).

MMP13 ekspresyonlari ise 7. giinde PAFOAK, S+OAK ve C+OAK gruplarinda
azalmigken, 14. glinde C+OAK grubunda daha az olmakla beraber artis gosterdi. Hem
7 hem de 14. glinde MM13 ekspresyonunun kontrole gore en ¢ok azaldigi grup
C+OAK grubu oldu. Saglikli kondrosit gruplarinda 7. giinde P+K, S+K ve C+K
gruplarinda K grubuna gore artmis MMP13 ekspresyonlari, 14. giinde ise S+K ve C+K
gruplarinda azalmis, P+K grubunda ise diisitk miktarda artmis tespit edildi (Tablo 4.3
ve Sekil 4.22).

SOX9 gen ekspresyonundaki degisimler diger ii¢ gendeki degisimden biraz
daha farkli olarak su sekildeydi, S+TOAK ve C+OAK gruplarinda 14. giinde
ekspresyon kontrole gore azalirken (siras1 ile 0,1 ve 0,5 kat), PAFOAK grubunda artis
(8,2 kat) gosterdi. 7. giinde P+OAK, S+OAK ve C+OAK gruplarinda SOX9
ekspresyonu yiksek tespit edildi (siras1 ile 1,8, 26,6 ve 2,3 kat). P+K ve S+K
gruplarinda 7. giinde K grubuna gore artmus (sirasi ile 55,2 ve 66,4 kat), 14. glinde
azalmig degerler gozlemledik (sirasi ile 0,6 ve 0,1 kat). C+K grubunda ise 7 ve 14.
giinlerde SOX9 ekspresyonu artmisti (sirasi ile 59,6 ve 5,4 kat) (Tablo 4.3 ve Sekil
4.22).
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Tablo 4.3 COL2A1, COMP, MMP13 ve SOX9 gen ekspresyonlarinin
kontrol gruplarina gore kat degisimleri

Gruplar

P+K

P+OAK

S+K

S+OAK

C+K

C+OAK

Kat Degisim (2744

COL2A1 COMP MMP13 SOX9
Gln

7 14 7 14 7 14 7 14
1276,2 2 0,5 1,8 1684 1,6 55,2 0,6
51 0,3 6,9 11 0 6,8 1,8 8,2
24786 04 1,3 0,9 2280,5 0,2 66,4 0,1
1,7 0,1 10 26,7 0 2,6 26,6 0,1
661,3 0,4 8,2 8,5 225 0,02 59,6 5,4
0,9 1,4 1,7 8,8 0,9 1,5 2,3 0,5
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Sekil 4.23 COL2A1, SOX9, MMP13 ve COMP gen ekspresyonlarinin kontrol
gruplarina gore kat degisimleri.
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5. TARTISMA

MKH’lerin anti-inflamatuvar 6zelliklerini ve anti-inflamatuvar mekanizmasini
incelemek i¢in, bu caligmada MKH’ler ve kondrositler arasindaki parakrin etkiyi in
vitro ortamda olusturmak ve modellemek amaciyla Transwell ko-kultlr sistemi
kullanildi. Yag dokusu MKH igin donér segenegi olarak arastirma konusu olmus ve
bir¢ok yaym OA tedavisi i¢in yag dokusu kaynakli MKH’lerin olumlu etkilerini
bildirmistir. Yapilan tavsan calismalarinda intraartikiiler MKH enjeksiyonunun OA
modellerinde kikirdak kalinligini arttirdigi, sinoviyal sivida inflamasyonu azalttig1 ve
OA progresyonunu yavaglattigi bildirilmektedir (235-237). Manferdini ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada ti¢ farkli yag dokusu (patella alt1 yag dokusu, kalga cilt
altt yag dokusu ve karin cilt alt1 yag dokusu) kaynakli MKH’ler ile osteoartritli
kondrositler ile birlikte kiiltiire edilmis 7 giin sonra kondrositlerde IL1B, IL6 ve
CXCLB/IL8 gen ckspresyonlarinin azaldigini bildirmislerdir (238). Cilt alt1 yag
dokusu kaynakli MKH’lerin kullanildig1 bir diger ¢alismada ise MKH ile ko-kultur
sonrasi osteoartritli kondrositlerde IL6, PGE2 ve MMP3 protein konsantrasyonlarinin
ve IL6 ile MMP3 gen ekspresyonlarinin azaldigi bildirilmistir (239). Zhou ve
arkadaslarinin siganlardan elde ettikleri cilt alti yag dokusu kaynakli MKH’ler ve
OA’l1 kondrositleri birlikte kiiltiire ettikleri ¢alismalarinda ko-kiiltlir siipernataninda
inflamatuvar molekiillerden IL183, IL6, IFNy ve TNFa protein konsantrasyonlarinda
azalma oldugu bildirilmektedir (240) .Calismamizda da inflamatuvar belirteclerden
biri olan TNFa konsantrasyonlarinda patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH kullanilan
gruplarda azalma, cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH kullanilan grupta ise kontrol
OA’l1 kondrosit grubuna gore artis gézlemledik. Cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH
gruplarinda grup i¢i varyansin diger gruplara gore yiiksek olmasi bu sonucun kaynagi
olabilir.

Li ve arkadaslarinin sicanlar iizerinde olusturdugu OA modelinde, artritli
dizlere enjekte edilen cilt alti yag dokusu kaynakli MKH’lerin OA gelisimini
yavaglattigi ve ayni caligmada ko-kiiltiir diizenegiyle in vitro ortam incelemelerinde
MKH’lerin parakrin etkileri araciligi ile MMP3 ve MMP13 gen ekspresyonlarini
azalttiklarin1 gostermislerdir (241). MMP3 i¢in benzer sonuglar bildiren bagka
yayinlar da mevcuttur (242-245). Calismamizda da OA’l1 kondrositlere gore patella
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altt yag dokusu ve sinoviyum kaynaklt MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen OA’l1
kondrositlerde hem 7 hem de 14. giinde MMP3 konsantrasyonlarini azalmig olarak
tespit edildi. Ayrica MMP13 ve COL2A1 gen ekspresyonlart i¢in yapilan On
degerlendirmelerin sonuglar1 da literatlrdeki diger ¢alismalar ile benzer yondeydi.

Patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH’lerin rejeneratif uygulamalarda cilt alt1
yag dokusuna benzer genetik stabilite gosterdigi ve dondr doku olarak kolay ve etkili
bir sekilde toplanabilecegi, sonug¢ olarak klinik uygulamalar i¢in iyi bir donér doku
aday1 olabilecegi Onceki ¢alismalar ile One sitrilmiistiir (246,247). Hatta Liao ve
arkadaslar1 patella alti yag dokusu kaynakli MKH’leri OA tedavisinde diger
MKH’lerden istiin olarak nitelendirmektedirler (248). Patella alt1 ve cilt alt1 yag
dokusu kaynaklt MKH’lerin in vitro ko-kiiltiir ortaminda etkinliginin karsilastirildig
bir diger ¢aligmada patella alt1 yag dokusu kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire edilen
kondrositlerde ACAN, COL2A1 ve COMP gen ekspresyonlari cilt alt1 yag dokusu
kaynakli gruptan daha yiiksek bulunmustur (249). COL2A1 icin benzer sonuglar
bildiren baska ¢alismalar da mevcuttur (242,243,250-252).

Sinoviyum kaynakli MKH’lerin OA tedavisinde olumlu etkilere sahip
olduklarin1 géstermektedir (253-256). Diger MKH c¢esitleri gibi sinoviyum kaynakli
MKH’lerin de osteoartritli kondrositlerde SOX9 ve COL2A1 gen ekspresyonlarini
artirdigt  ve inflamasyonu azalttigi bildirilmektedir (242-244,250,257,258).
Calismamizda sinoviyum kaynakli MKH’lerin TNFa ve MMP3 protein
konsantrasyonunu azalttigini, COMP diizeylerini ise arttirdigini gézlemledik.

MKH’ler ile ayni ortami paylasan kondrositlerin metabolom diizeyindeki
degisiklikler hedef hiicre kondrositlerde hangi metabolik yolaklarin ve iirlinlerin artis
gosterdigi hakkinda bilgi sunabilmektedir. Kolesterol, hiicre zarmnin bir bileseni
olarak, safra asidi veya steroid hormonunun kaynagi olarak ve hiicresel siire¢lerin bir
diizenleyicisi olarak farkli roller oynamaktadir (259,260). Hiicre zarindaki kolesterol,
hiicresel kompartmanlar arasinda yar1 gegirgen bir bariyer olusturur ve hiicre
membraninin akiskanligi, polar molekiillerin gegirgenligi gibi bir dizi biyofiziksel
ozelligini diizenler. Ek olarak, kolesteroliin, membran lipidleri ve proteinleri ile
etkilesimleri yoluyla membran ge¢isi ve transmembran sinyal yolaklar1 dahil bircok

hiicresel siireci modiile ettigi bilinmektedir (261-264). Tauroursodeoksikolik asit
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(TUDCA), safra asidi ailesinin bir GOyesidir ve ursodeoksikolik asit (UDCA) ile
taurinin konjugasyonu ile olusur ve dort aromatik halka igeren bir steroid hormonuna
tirevidir. TUDCA hiicreleri apoptoz, endoplazmik retikulum stresi ve reaktif oksijen
tirleri olusumundan korumaktadir (265). Tauroursodeoksikolik asitin (TUDCA),
hiicre ici kolesterol seviyelerini ve artritik, dejenere kondrositlerin membran
akigkanligini diizenleyerek osteoartrite karsi koruyucu etkilere sahip oldugu (266) ve
osteoartritli hastalarin kondrositlerinde ER stresini baskiladigi bildirilmistir (267).
Calismamizda Tauroursodeoksikolik asit MKH uygulanan gruplarda kontrole gore 14.
glinde daha belirgin olmak tizere yuksek tespit edildi.

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda yer alan Nikotinamid, hiicre enerji
metabolizmasinda ve oksidan iiriinlerin indirgenmesinde gorev almaktadir (268,269).
Sistemik inflamasyon ile seyreden ve kondrositlerde de inflamatuvar sirecin
goriildiigli osteoartritte Nikotinamid kritik bir role sahip olmasi beklenebilir.
Calismamizda MKH uygulanan tiim gruplarda kontrol kondrosit gruplarindan daha
yiiksek degerler gortlmiistiir. Kondrositlerin inflamatuvar siirece karsi verdikleri
yamtta MKH ile kiiltiire edilen kondrositlerde anti-inflamatuvar metabolitlerde artis
gozlenmistir.

Porfirin ailesinin bir {iyesi olan Koproporfirin, diger metal-porfirin
kompleksleri gibi hemoglobinler, miyoglobinler, peroksidaz, katalaz ve sitokromazlar
gibi hem enzimlerinin yapilarinda bulunurlar (270). Farelerde yapilan spontan OA
modelinde porfirin tlrevlerinin OA progresyonunu yavaslattigi (271), sinovitte
inflamasyonu kontrol altina almak i¢in fototerapide kullanilabilecek bir araci oldugu
(272,273) ve Protoporfirin IX uygulanan osteoartritli sigan kondrositlerindeki
inflamatuvar belirteclerin azaldigi (274) gosterilmistir. Porfirinler gibi bir diger
tetrapirol tirevi olan bilirubinlerin in vitro ortamda kondrosit hiicre proliferasyonunu
yavaglattigi bildirilmistir (275). Mevcut sonuglarimizda patella alti yag dokusu ve
sinoviyum kaynakli MKH’lerin OA’li  kondrositlerde kontrol gruba gore
Koproporfirin ve bilirubin metabolitleri azalmigti. Bu azalisin tersine cilt alt1 yag
dokusu kaynaklt MKH gruplarinda hem koproporfirin hem de bilirubin artmisti.

Son yillarda, a-Tokoferol’iin monositer hiicre adezyonu tizerindeki etkileri

inceleme konusu olmus ve diisiik dansiteli lipoproteini (LDL) oksidasyondan
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korumanin yani sira, a-Tokoferol’in endotelyal adezyon molekdillerinin yizey
ekspresyonunu inhibe ederek monosit adezyonunu inhibe ettigi ve a-Tokotrienol’iin
etkili bir a-Tokoferol tiirevi oldugu gosterilmistir (276). OA tedavisi i¢in de bu anti-
inflamatuvar etkilerin incelendigi ¢alismalar mevcuttur (277-280). OA’l1 kondrosit
gruplari arasinda yalnizca patella alt1 yag dokusu kaynaklt MKH’ler ile birlikte kiiltiire
edilen OA’l1 kondrositlerde 7. glinde a-Tokotrienol diizeyi kontrole gore yiiksek tespit
edildi.

Bir Fukoidan polisakkarit tlrevi olan Fukoz, glikoprotein sentezinde yer
almaktadir. Fukoz glukozaminoglukanlarin sentezinde yer alarak glukozamin gibi
aminosekerlerin yapisinda yer alir ve hem kondrosit canlilifi i¢in hem de kikirdak
doku ekstraseliiler matriksin olusuma dolayl olarak katkida bulunur (281,282). Hucre
i¢i enerji metabolizmasinin bir belirteci olana Fukoz 14 giin sonunda her i¢c MKH
grubunda da yuksek gozlendi.

Galaktozilsfingozin, sfingolipid yapida bir serebrosittir. Hucre ici artan
miktarlar1 santral sinir sisteminde noéronal hasara neden oldugu gibi, kondrositler
iizerinde de infamasyonu arttirict ve hiicreyi apoptotik siirece soktugu bildirilmistir
(283-285). Calismamizda cilt alt1 yag dokusu kaynakli MKH’ler ile birlikte kiiltiire
edilen kondrosit gruplarinda 7 ve 14. gunlerde Galaktozilsfingozin diisiik gbzlendi.

Calismamizdaki sinirliliklardan ilki RT-qPCR analiz basamaklarinda 6lgiim
tekrar sayisinin arttirilmasi analizlerde diisiik sinyal nedeniyle yasanilan problemleri
ortadan kaldirabilirdi. Ayrica siipernatan incelemelerine ek olarak kondrosit hiicre ici
metabolik yolak analizleri de yapilsaydi, MKH’lerin parakrin etkilerinin kondrositler

iizerinde yol agtig1 degisimlerin mekanizmalari ile daha ayrintili aydinlatilabilirdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak MKH’ler OA’li kondrositler ile ayni kiiltiir ortaminda
bulunduklarinda inflamatuvar bir belirte¢ olan TNFa ve kikirdak degredasyonunda rol
alan MMP3 konsantrasyonlarinda azalmaya, sentez belirteci olan COMP duzeyinde
ise artmaya neden olmustur. Bu degisimler patella alti yag dokusu ve sinoviyum

kaynaklit MKH gruplarinda istatiksel olarak anlamliydi.

Calismamiz sonuclaria gére MKH’ler OA’l1 kondrositler ile ayn1 ortamda
bulunduklarinda hiicre temasi olmasa dahi kondrositlerin hiicre dis1 ortama
aktardiklar1 metabolitleri ve ortamin metabolik profilini degistirmektedirler.
MKH’lerin OA tedavisinde kullanilabilecek parakrin etkileri sonucunda metabolom
diizeyindeki gergeklestirdikleri degisimler ileriki c¢alismalar ile daha ayrintili

aydinlatilabilir ve sonrasinda klinik uygulamalar i¢in zemin hazirlayabilir.

Her ti¢ doku kaynakli MKH grubu da benzer yonde anti-inflamatuvar, kikirdak
yikimini inhibe edici ve sentezi uyarici etki yapmis olsalar da cilt alt1 yag dokusu
kaynakli MKH’lerin patella alti yag dokusu sinoviyum kaynakli MKH’lere gore
bahsedilen etkileri daha az gosterdigini gozlemledik. Yine de bu {i¢ doku arasindan
diger ikisinden iistiin ve klinik uygulamalar i¢in aday olabilecek bir dokudan
bahsetmemiz bu ¢alisma sonuglari ile miimkiin degildi. Doku kdkenlerinden bagimsiz
MKH’ler OA’I1 kondrositler iizerinde iyilestirici olarak kabul edilebilecek etkilere
sahipti. Bu bilgiler 1s18inda gergeklestirilecek ileriki ¢alismalar spor yaralanmalarina
sekonder gelisen OA’nin seyrine etki edebilecek MKH tedavileri hakkindaki mevcut
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8. EKLER
10.1. EK-1. Bilgilendirilmis Goniilli Onam Formu

ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICiN BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU

Hekim Beyani

Katildiginiz ¢alisma bilimsel nitelikte bir arastirma olup, arastirmanin konusu
kikirdak hiicresi iyilesmesinde kullanilan ve farkli dokulardan elde edilmis
mezenkimal kok hiicre tedavilerinin farkliliklarini aragtirmaktir. Arastirmanin ismi
“Sinoviyum ve Yag Dokusundan Elde Edilen Allojenik Mezenkimal Kok Huicrelerin
Normal ve Osteoartritli Kondrosit Hiicre Hatlar1 Uzerine Olan Etki ve Etki

Mekanizmasinin I vitro Ortamda Incelenmesi”dir.
Bu amag dogrultusunda ¢aligsma kapsaminda;

e Ameliyat sirasinda ¢ikartilan ve ¢ope atilacak dokulardan mezenkimal kok

hicre elde edilecek,

e FElde edilen kok hiicreler saglikli ve osteoartritli kondrositlerle ayni kiiltiir

ortamina konulacak,

e Sinoviyum ve yag dokulardan elde dilmis mezenkimal kok hiicrelerin
kondrositler Gizerindeki etkileri ve bu etkinin hangi mekanizma tzerinden

oldugu karsilastirilip, degerlendirilecektir.

Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir. Arastirmada yer almak
tamamen isteginize baglidir. Aragtirmada yer almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi
bir agamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin
yararlarmiza engel bir duruma yol agmayacaktir. Arastirmanin sonuglar1 bilimsel
amagla kullanilacaktir; ¢aligmadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz
durumunda, sizle ilgili veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir. Bu

aragtirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir, sizden veya
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bagli bulundugunuz sosyal gilivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir. Bu
calismaya Hacettepe Universitesi Ortopedi ve Travmatoloji béliimiinde ameliyat

olacaginiz i¢in davet edilmektesiniz.

Calismaya katilmay1 kabul ederseniz, ameliyatiniz sirasinda size uygulanacak
islem geregi viicudunuzdan uzaklastirilacak ve ¢ope atilacak olan diz ekleminde
bulunan yumusak doku (sinoviyum), cilt ve diz kapagi kemigi (patella) alt1 yag
dokulariniz kullanilacaktir. Daha sonra bu dokular Hacettepe Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’na gotiiriilecektir. Burada alinan dokudan mezenkimal kok
hiicre elde edilip ¢alisma i¢in kullanilacaktir. Eger calismaya dahil olursaniz ¢alisma
merkezini ziyaret etmeniz veya ameliyatiniz sonrasi doktorunuzun uygun gordigi
kontroller disinda ek bir bagvuruda bulunmaniz gerekmemektedir. Caligma dahil
olmaniz halinde size fazladan bir islem yapilmayacak olup, calismaya katilmaniz sizde
fazladan bir istenmeyen durum riski olusturmayacaktir. Calisma kapsaminda sizinle
ilgilenen doktorunuz ¢alisma siiresince sizin ¢alismaya katiliminizi etkileyebilecek her

bilgiyi sizinle paylasacaktir. Ayrica ¢alismadan istediginiz zaman ayrilabilirsiniz.

Calismadan ayrildiktan sonra dahi istediginiz zaman g¢alisma doktorunuz ile
iletisime gecebilir, caligma siliresince yeni bir bilgi bulunup bulunmadigini
sorabilirsiniz. Bu ¢alismanin konusuyla ilgili ve sizin ¢alismaya katilmaya devam etme
isteginizi etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde siz veya yasal temsilciniz
zamaninda bilgilendirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da
arastirma ile ilgili herhangi bir sorunda Hacettepe Universitesi Ortopedi ve
Travmatoloji Anabilim Dali Prof. Dr. Egemen TURHAN’a 0312 305 12 09 ve
Hacettepe Universitesi Spor Hekimligi Anabilim Dali Dr. Levend KARACOBAN’a
0312 305 13 47 numarali telefonlardan ulasabilirsiniz. Size ait tim bilgiler gizli
tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileri verilmeyecektir. Ancak,
aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde sizin bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde size ait bilgilere,
verilerin analizlerinden sonra ulasabilirsiniz. Bu bilgiler baska bir c¢alismada

bilgileriniz gizli tutularak kullanilabilir.

Hastanin Beyani
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Hacettepe Universitesi Spor Hekimligi Anabilim Dalr’nda yiiriitiilen
arastirmaya baslamadan once gerekli bilgileri okudum ve Dr. Levend KARACOBAN
tarafindan sozli olarak dinledim. Bu bilgilerden sonra aragtirmaya “katilime1” olarak
davet edildim. Aklima gelen tiim sorular1 arastiriciya sordum, yazili ve sozlii olarak
bana yapilan tiim acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya

katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligskime herhangi bir

zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik bir 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli

guven verildi.

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina olmadigimi ve bana katilmam karsiliginda herhangi bir 6deme yapilmayacagini
biliyorum, ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim. Bu kosullar altinda, verecegim
bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yiiriitiiciisine yetki veriyor ve soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim
davetini hicbir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliilik igerisinde kabul

ediyorum.
Imzal1 bu form kagidimnin bir kopyas: bana verilecektir.
Katilhmel Gerekiyorsa Goriisme Tamgi

Ady, soyadi: Adi, soyadi:

Tel. Tel.
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1mza Imza:

Gerekiyorsa Yasal Temsilci

Adi, soyadi:

Tel.

Imza:

Goriismeyi yapan hekimin adi soyadi: Dr. Levend KARACOBAN

Adres:  Hacettepe  Universitesi Spor Hekimligi  Anabilim  Dal,
Sithhiye/ANKARA

Tel. 0312 305 13 47

Imza:



