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ÖZET 

 

Kıkırdak dokusunun tamir yeteneği oldukça sınırlıdır. Bu nedenle, osteoartritis gibi 

dejeneratif eklem hastalıklarında, hasarlı bölgelere taĢıyıcı matriksler içinde 

kondrosit implantasyonu yapılması en güncel yaklaĢımlar arasında yer alır. Bununla 

birlikte, implantasyon sonrası kondrositlerin korunması, taĢıyıcı matriksin 

biyouyumluluğu ve stabilitesi konularında, yoğun olarak araĢtırmalar devam 

etmektedir. Mitojenik kapasiteleri sınırlı olan kondrositler, hücre kültüründe 

bölünme yeteneği kazanırlar ve kollajen tip II yerine kollajen tip I sentezlemeye 

baĢlarlar. Bu Ģekilde, fibroblast benzeri yapıya dönüĢmüĢ olan kondrositler, hasarlı 

bölgeye aktarılmadan önce kondrojenik kapasitelerini geri kazanabilmeleri için 3 

boyutlu taĢıyıcı matrikslere alınırlar. Ancak, kondrojenik potasiyeli tam anlamıyla 

koruyan bir mekanizma bugüne kadar geliĢtirilememiĢtir. Son yıllarda kondrositlerin 

yarı geçirgen zarlarla mikrokapsülasyonu, kıkırdak doku mühendisliği alanında yeni 

teknik ve teknolojilerin geliĢmesini sağlamıĢtır. Sunulan tezde aljinat ile 

mikrokapsülasyonu yapılmıĢ primer sığır kondrositlerin, kondrojenik potansiyeli geri 

kazanımlarının ortaya konulması amaçlanmıĢtır. Bu çalıĢmada, sığır fetusu hyalin 

kıkırdak dokusundan izole edilen primer kondrositlerden hücre kültürü yapılmıĢtır. 

Daha sonra aljinat ile mikrokapsülasyonu yapılmıĢ ve yapılmamıĢ kondrositler 40 

gün boyunca kültür ortamında bekletilmiĢtir. Kültürün 5, 8, 15, 30 ve 40‟ncı 

günlerinde alınan hücrelerin kondrojenik kapasiteleri histolojik, histokimyasal, 

immunohistokimyasal yöntemlerle detaylı olarak ortaya konulmuĢtur. Bu amaçla; 

apoptoz/nekroz testi, MTT sitotoksisite testi,  GAG depolanmasını göstermek için 

toluidine blue boyaması, kollajen tip I ve kollagen tip II için immunohistokimya 

analizleri yapılmıĢtır.Tüm örnekler 3 tekrarlı çalıĢılmıĢtır ve sonuçlar istatistiksel 

olarak değerlendirilmiĢtir. Sonuç olarak, kapsüllenen kondrosit hücreleri 40. güne 

kadar canlılıklarını büyük ölçüde devam ettirmiĢlerdir. Apoptoz nekroz için yapılan 

ikili boyama testinde 5. gününde kapsüllenmiĢ hücrelerin apoptoz/ nekroz oranı 

%3,03/ %0,61 iken, 8. günde %5,45/ %1,82, 15. günde %5,65/ %3,23, 30. günde 

%16,39/ % 14,75 ve 40. günde %17,31/ %16,54 olarak hesaplanmıĢtır. Ayrıca 

yapılan MTT sitotoksisite testinde canlılık oranı 5. günde %91,37, 8. günde %84,32, 

15. günde %81,17, 30. günde %77,65 ve 40. günde %61,30 olarak kaydedilmiĢtir. 
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GAG sentezinin belirlenmesi için yapılan toluidin boyamada ve DMMB analizinde 

sentezin gerçekeĢtiği gösterilmiĢ ve Real-Time PCR çalıĢması sonucunda ise tip II ve 

SOX9 genlerinin ekspresyonuna rastlanmamıĢtır.  

 

Anahtar kelimeler: Aljinat, enkapsülasyon,  hidrojel, kıkırdak, kondrosit 
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ABSTRACT 

 

 

Cartilage tissue has a limited capacity of repair. Mainly for this reason, chondrocyte 

implantation via carrier matrices to damaged cartilage areas is among the most 

current approaches in degenerative joint disease such as osteoarthritis. Chondrocytic 

condition as well as biocompatibility and biodegradation of the carrier matrices are 

still of scientific interest to a high degree. Chondrocytes, which normally have a 

limited mitogenic capacity, gain capacity of proliferation and synthesize collagen 

type I instead of collagen type II in 2 dimensional cell culture environment 

(dedifferentiation). Dedifferentiated chondrocytes are loaded to 3 dimensional 

matrices in order for them to regain chondrogenic capacity before implantation to 

damaged cartilage regions. However, absence of a mechanism that fully fosters and 

protects chondrogenic potential is the main reason behind this ongoing interest. 

Microcapsulation of chondrocytes with a semi permeable membrane has been 

studied for the last few years and opened doors for new technology opportunities in 

cartilage tissue engineering. In this proposed study, primary bovine chondrocytes 

were microcapsulated with alginate. Bovine chondrocytes, isolated from fetal 

cartilage provided from a local slaughterhouse, were expanded in cell culture. 

Chondrocytes either microcapsulated or uncapsulated will be cultured for at least 40 

days. The chondrogenic capacity was revealed in sampled chondrocytes at the 5, 8, 

15, 30, and 40. days of the culture using histological, histochemical, 

immunohistochemical techniques. For this purpose, apoptosis/necrosis test, MTT  

cytotoxicity test,  toluidine blue staining for GAG deposition and  

immunohistochemistry for collagen type I and collagen type II were done. All 

samples will be studies in triplicate and results will be evaluated statistically. As a 

consequence, viability of encapsulated chondrocytes continued at high levels until 40 

days. According to results of double staining for apoptosis and necrosis, 

apoptosis/necrosis ratio of  encapsulated chondrocytes in 5th day were calculated as 

%3,03/ %0,61, in 8th day %5,45/ %1,82, in 15th day %5,65/ %3,23, in 30th days 

%16,39/ % 14,75 , and 40th days %17,31/ %16,54 . Furthermore , according to MTT  

cytotoxicity test, viability ratio of  capsulated chondrocytes were recorded as %91,37 

in 5th day, %84,32 in 8th days, %81,17 in 15th day, %77,65 in 30th day and %61,30 
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in 40th day. In toluidine blue staining and DMMB assay for detecting deposition of 

GAG,  synthesis were observed and type II and SOX9 genes expression were not 

observed with Real Time PCR analysis. 

 

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

 

 

Kıkırdak dokusu oldukça sınırlı iyileĢme kapasitesi nedeniyle doku mühendisliği 

çalıĢmalarının en önemli hedef dokularından birisidir (1, 2). Son yıllarda geliĢmekte 

olan kıkırdak doku mühendisliği alanında, özellikle ilerleyen yaĢla birlikte artan 

kıkırdak kaybı nedeniyle geliĢen eklem hastalıkları için umut verici sonuçlar elde 

edilmektedir. Kıkırdak doku mühendisliğinin temelinde; yük taĢımayan kıkırdak 

bölgelerinden izole edilen kondrositlerin hücre kültüründe çoğaltılarak ya da 

çoğaltılmadan, taĢıyıcı matrikslere yüklenmesi ve hasarlı bölgelere aktarılması 

yeralmaktadır (3). Bilindiği gibi kondrositler, kültür ortamında fenotipik ve 

fonksiyonel farklılaĢma göstererek bölünme yeteneği kazanırlar (4) ve fibroblast 

benzeri hücrelere dönüĢürler (de-diferansiyon) (5). Bunlar, kıkırdağa özel olan 

kollajen (tip II kollajen) yerine tip I kollajen sentezler (6,7). Fibroblast benzeri 

hücrelere farklılaĢan kondrositler, tekrar üç boyutlu matrikslere aktarılmadıkça, 

kültür ortamında tekrar eski hallerine dönmezler (5). Doğal veya sentetik polimerler 

kullanılarak yapılan 3 boyutlu matriksler ve misket Ģekilli küreler gibi hücrelerin 

sperikal morfolojisini destekleyen uygulamalar, fibroblast benzeri hücrelere 

farklılaĢan kondrositlerin, tekrar kollajen tip II sentezleyen kondrositlere 

dönüĢmesini (re-diferansyon) sağlarlar (8). Kondrositlere geri dönüĢmesi amacıyla, 

mezenĢimal kök hücreler de kullanılmaktadır (9). TaĢıyıcı matrikslerden hidrojeller 

(örn; hyalüronan, aljinat ve agaroz), 3-4 haftalık kültür sonunda fibroblastlara 

farklılaĢan kondrositlerin, tekrar farklılaĢmasında (rediferansiyon) iyi sonuçlar 

gösterir. Çünkü, yüksek hidratlı 3 boyutlu ağlara sahip olduklarından kıkırdağı taklit 

edebilirler (4, 8, 10). Aljinat jel matrikslerin içerisine hapsedilen yetiĢkin artiküler 

kondrositlerin 8 ay sonra bile kollajenden ve proteoglikandan zengin matriks 

üretebildiği rapor edilmiĢtir (11). 

Son yıllarda geliĢmekte olan hücre mikrokapsülleme teknolojsinin kıkırdak doku 

mühendisliği açısından da avantajlar sunabileceğine dair güçlü veriler bulunmaktadır 

(11, 12). Hücre mikrokapsülleme teknolojisi; oksijen, besin, hücre metabolizması 

için gerekli olan büyüme faktörleri, atık ürünler ve terapötik proteinlerin difüzyonuna 

izin veren polimerik yarı geçirgen zar içinde hücrelerin immobilize hale 
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getirilmesidir (13, 14). Aynı zamanda, zarın yarı-geçirgen özelliği, hücrelerin 

yabancı iĢgallerle zarar görmesinden ve konak bölgenin bağıĢıklık hücreleri ve 

antikorlarından korur (13, 15). KapsüllenmiĢ hücrelerin transplantasyonu, uygun bir 

teknoloji kullanılarak tedavi edilebilir veya edilemez çeĢitli hastalıklar ve 

bozuklukların tedavisi için umut vericidir. Bu güçlü teknik, hastalık veya 

dejenerasyondan dolayı fonksiyonunu kaybetmiĢ özel fizyolojik alanların yeniden 

yapılandırılması için terapötik ürünlerin kontrollü dağılımına izin verir (13). Hücre 

kapsülasyonu, yarı-geçirgen zarın sınırındaki hem varlığını devam ettiren, hem de 

ölü hücreleri yakalamayı hedefler. Membranın, istenilen moleküllerin geçmesine izin 

veren geçirgen yapısının yanısıra, istenilen büyüklüğün üzerine çıkan büyük 

moleküllerin transportunu önleme yeteneği de bulunur (14, 16). Mikrokapsülasyonun 

yarı-geçirgen zarı hücresel metabolizmayı, proliferasyonu, farklılaĢmayı ve hücresel 

morfogenezi destekleyecek yapıdadır (14). Hücre mikrokapsülasyonunun 

yararlarından birisi de, herhangi bir immunosupresif ilaç kullanımı olmadan bir 

immunolojik bariyer üzerindeki hücrelerin naklinin mümkün olmasıdır. Bu sayede, 

bir yandan taĢınan hücrenin hayatta kalmasını sağlarken, diğer taraftan alıcı bireyin 

immun sistemi tarafından reddedilmesini önler (13, 14). Kapsüllenen hücrelerin 

mekanik davranıĢları ve dayanıklılıkları kapsüle edilmemiĢ olanlara göre çok daha 

iyi olduğu belirlenmiĢtir  (17) 

Enkapsülasyon için, doğal ve sentetik polimerik bileĢikler içeren çeĢitli skaffold 

materyalleri test edilmiĢtir (6, 10). Hidrojeller, doku benzeri elastikliği, yüksek su 

içeriği ve dokunun iç ortamını taklit edebilme yeteneğinden dolayı en çok dikkat 

çeken yapı iskelesidir (13, 14 , 18). Hidrojel materyalleri sitotoksik değildir ve hücre 

kapsülleme yöntemlerinde zararsızdır (18). Agaroz, kollajen, fibrin, hyalüronik asit, 

sentetik polimerler ve aljinat, mikrokürelerin yapımında sıkça kullanılan 

hidrojellerdir (4,11). Bu polimerlerin arasında aljinat, üç boyutlu kondrogenez 

çalıĢmaları için deneysel olarak kullanıĢlı bir materyaldir (11, 19). 

Aljinat, deniz yosunundan izole edilen ve 2 üronik asit tuzu (β-D-mannuronat (M) ve 

α-L-guluronat) içeren bir polisakkarittir (20, 21). Non-toksik özelliği ve 

biyouyumluluğundan dolayı tıbbi alanlardaki uygulamalarda sıklıkla kullanılır (6, 22, 

23). Aljinat solüsyonunun içine kalsiyum iyonlarının eklenmesiyle 3 boyutlu 

kalsiyum-aljinat hidrojel formu elde edilir, çünkü iki değerlikli kalsiyum katyonları, 
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biopolimer zincirini çapraz bağlar ve bunlar yumurta Ģekilli yapılar (egg-box) adını 

alır (6, 22). Kalsiyum aljinat küreleri içinde hücrelerin kapsüllenmesi, konağın 

bağıĢıklık sisteminden hücreleri korumak için iyi bir metoddur (4).  

Son zamanlarda kıkırdak doku mühendisliği çalıĢmaları kondrositlerin çeĢitli 

hidrojellerle mikro düzeyde kapsüllenmesi üzerine odaklanmıĢtır (21). Yapılan 

çalıĢmalarda fibrin jellerle kapsüllenen kondrositler, in vitro ortamda 5 hafta boyunca 

canlılığını sürdürmüĢ ve aynı zamanda fibrin jele hyalüronik asit jel eklenmesiyle in 

vivo kültürden 4 hafta sonra büzülme derecesi düĢürülmüĢ ve ekstraselüler matriks 

(ECM) ürünleri de saf fibrin jel kapsüllere göre artmıĢtır (24). BaĢka bir çalıĢmada, 

kollajen ve jelatin jellerle kapsüllenen kondrositlerin in vitro kültürde 21 günün 

sonunda kıkırdağa özel matriks ürünü ürettiği gösterilmiĢtir. Bu kollajen jel, bir gün 

sonra büzüĢme göstermiĢ ve ilk 7 gün boyunca hücre sayısında artıĢ gözlenmiĢtir 

(25). Bir diğer çalıĢmada, ultra yüksek akıĢkanlıkta aljinatın, kalsiyum klorürle 

çapraz bağlanmasıyla yaklaĢık 500µm çapında kapsüller oluĢturulmuĢ, her kapsülün 

içine de 50 mezenĢimal projenitör hücre hapsedilmiĢtir (6). Agaroz yardımı ile 

oluĢturulan kapsüllenmiĢ kondrositler daha sonra dexran-tyramine hidrojellere 

hapsedilmiĢ ve kondrosit kümelerinin hücre bazında kondrojenik kapasitelerinin, tek 

hücre olarak hapsedilen kondrositlere göre çok daha iyi olduğu rapor edilmiĢtir (26). 

Sonuçta mikrokapsülleme tekniğinin birden çok daha fazla hücreden oluĢan 

kondrosit kümeleri oluĢturması nedeniyle kondrojenik kapasitenin geri kazanımında 

fayda sağlayacağı düĢünülmektedir. 

Kondrositler için kullanılan taĢıyıcı matriksler arasında hidrojeller, sağladıkları bazı 

avantalar sayesinde öne çıkmaktadırlar. En önemli özellikler ise sulu ortamda 

kolayca ĢiĢme özelliği gösterdiklerinden besinlerin ve birçok kimyasal sinyalin 

hücrelere daha kolay ulaĢmasını sağlamaktadırlar (27). Birçok doğal ve sentetik 

materyal kıkırdak doku mühendisliği açısından hidrojel yapımı için denenmiĢ ve hala 

da denenmektedir. Bunlar arasında fibrin, kollagen, agaroz, aljinat, HA, jelatin, 

elastin benzeri polipeptidler, polietilen glikol gibi doğal ve sentetik polimerler 

hidrojel yapımında kullanılmaktadır (27, 28). Jelatin kollajen denaturasyonu ile elde 

edilmektedir. Biyouyumluluk ve biyobozunurluk özelliklerinin yanında oldukça iyi 

olan jelleĢme ĢiĢme özellikleri nedeniyle jelatin hidrojel çalıĢmalarında tercih edilen 

bir materyaldir (29). JelleĢmesine yardımcı olmak için dextran gibi hidrofilik, 
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biyouyumlu ve toksik olmayan polisakkaritler jelatin hidrojel yapımında 

kullanılmaktadır (30).  

 

1.1. Kıkırdak Dokusu 

Kıkırdak dokusu, mekanik streslere karĢı koyan , yumuĢak fakat dayanıklı matriksli 

özel bir bağ dokusu tipidir. Matriks kıkırdak hücreleri tarafından sentezlenir. 

Kıkırdak hücreleri (kondrosit) laküna adı verilen küçük boĢluklara yerleĢmiĢlerdir. 

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

Ekstrasellüler matriks, kollajen ve elastik liflerle birebir iliĢkili glikozaminoglikan 

(GAG) ve proteoglikan (PG) lardan oluĢur. Kıkırdağın bükülgenliği ve ĢıkıĢtırmaya 

karĢı olan direnci, Ģok ve darbe emici olarak görev yapmasına olanak verir. Ayrıca 

çok düzgün yüzeyli olması nedeniyle eklemlerin sürtünmesiz olarak hareketine 

olanak sağlanması, yumuĢak dokuların desteklenmesi aracılığı ile normal Ģeklin 

korunması ve uzun kemiklerin geliĢiminde gerekli olması kıkırdağın diğer önemli 

görevleridir (32). 

Matrikste bulunan fibrillere göre 3 tip kıkırdak bulunur; Hiyalin kıkırdak; Tip II 

kollajen sentezler, en yaygın kıkırdaktır ve bir çok fonksiyonu vardır. Elastik 

kıkırdak; TipII kollajen sentezler, elastik lifli, bükülgen matrikslidir. Fibröz kıkırdak; 

kaba kalın Tip I kollajen sentezler, çekme güçlerine karĢı dirençlidir (31). 

Perikondriyum bir çok kıkırdağı çevreleyen bağ dokusudur. Fibriler bir dıĢ tabaka ile  

matriksi sentezleme kapasitesindeki daha hücresel bir iç tabakadan oluĢur. 

Perikondriyum vasküler bir tabakadır; kan damarlarının taĢıdığı besinler kıkırdak 

hücrelerini besler. Kıkırdağın perikondriyuma sahip olmadığı alanlarda (kemiğin 

eklem yüzeyi) kıkırdak hücreleri eklem yüzeyini yıkayan snovial sıvıdan beslenir 

(33). 
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1.1.1. Hiyalin Kıkırdak 

 

Taze halde, mavimsi gri renkli, ıĢığı yarı geçirgen, bükülgen matriksli ve vücudun en 

yaygın kıkırdağıdır. Burun, larinks, kostaların sternuma bağlandığı ventral yüz, 

trakeal ve bronĢial halkalarda ve hareketli eklem yüzeylerinde bulunur. Ayrıca 

embriyonik geliĢim dönemlerinde, birçok uzun kemiğin Ģablonunu oluĢturur. EriĢkin 

dönemde ise epifizial plak hiyalin kıkırdaktan oluĢur (31). 

 

1.1.2. Hiyalin Kıkırdağın Histogenezi ve Büyümesi 

Kıkırdağın geliĢeceği bölgelerde mezenĢimal hücreler, uzantılarını kaybeder, 

yuvarlaklaĢarak yoğunlaĢır. Böylece yoğun hücrelerden meydana gelen bir 

kondrifikasyon (kıkırdaklaĢma) merkezi ortaya çıkar (31). Bu hücreler daha sonra 

kondroblastlara farklılaĢırlar. Kondroblastlar hemen bir matriks sentezlerler. Bu 

süreç ilerlerken kondroblastlar kendine ait küçük kompartmanlar olan laküna içine 

hapsolurlar, bundan sonra artık kondrosit olarak isimlendirilirler (34). Bu hücreler 

halen bölünme yeteneğini sürdürdüklerinden, bir laküna içinde 2-4 veya daha fazla 

hücre grubu oluĢtururlar (31). Bu grup izogen grup olarak tanımlanır ve bir tek ana 

hücrenin 1-2 veya daha fazla bölünmesi ile oluĢmuĢtur. Ġzogen gruplar matriks 

ürettikçe lakünalar da bir birlerinden uzaklaĢır, kıkırdak içerden  büyümeye baĢlar. 

Bu içsel (interstisyal) tipte büyümedir (34). 

GeliĢmekte olan kıkırdağın periferindeki mezenĢimal hücreler ise ilk olarak 

fibroblastlara farklılaĢır. Fibroblastlar sıkı kollajenöz bir bağ dokusu olan 

perikondriyumu Ģekillendirir. Perikondriyum kıkırdağın varlığını ve büyümesini 

sürdürmesinde sorumludur. Perikondriyum iki tabakalıdır (32). DıĢta fibröz olan 

tabaka Tip I kollajen, az fibroblast ve kan damarlarından oluĢur. Ġç tabaka ise 

çoğunlukla kondrojenik hücrelerden oluĢur. Kondrojenik hücreler bölünerek 

kondroblastlara farklılaĢır. Bu hücreler matriks sentezleyerek kıkırdağın periferine 

ilaveler yaparlar. Bu büyü tipi ise appozisyonal büyüme olarak tanımlanır (31). 

Ġnterstisyal büyüme yalnızca hiyalin kıkırdağın oluĢumu sırasında, perikondriyumu 

olmayan eklem kıkırdağı ve epifizial plaklarda (kemik boyuna büyümesi) meydana 
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gelir. Bunlar dıĢındaki vücut bölgelerinde büyüme çoğunlukla appozisyonaldir, 

kontrollü bir süreç olup kıkırdağın yaĢamı boyunca devam eder (31) 

1.1.3. Kıkırdak Hücreleri 

Kıkırdak doku ile ilgili 3 hücre tipi vardır (31, 32) 

Kondrojenik Hücreler; dar, iğ Ģekilli ve mezenĢimal hücrelerden farklılaĢır. 

Sitoplazmaları azdır, bir iki nukleoluslu oval bir nukleusları bulunur.  Elektron 

mikroskobik  gözlemlerinde, Küçük Golgi, az mitokondri ve granilli endoplazmik 

retikulum (GER) ile bol ribozom içerirler. Bu hücreler hem kondroblast hem de 

osteoprojenitör hücrelere farklılaĢabilirler (31) 

Kondroblast; kondrifikasyon merkezindeki mezenĢimal hücrelerden ve 

perikondriyumdaki kondrojenik hücrelerden köken alabilirler. Kondroblastlar daha 

ĢiĢkin ve protein sentezi için gerekli organellere sahip hücrelerdir. Bu nedenle 

bazofilik olarak boyanırlar. Zengin GER, iyi geliĢmiĢ Golgi, bol mitokondri ve 

zengin salgı vezikülleri içerirler (31, 32). 

Kondrositler; bir matriksle çevrili laküna içine yerleĢik hücrelerdir. Kıkırdağın 

periferinde ovoid daha derin bölgedekiler ise yuvarlaktır ve bu bölgede izogen grup 

artar. Histolojik preparasyonlarda büzülme ve hücre kaybı gözlenir. Kondrositler de 

belirgin nukleoluslu iri bir nukleusa sahiptir, protein sentezleyen hücrelerin genel 

özelliklerine sahiptir (31, 32). 

Genç kondrositler açık boyanan sitoplazmaya, bol mitokondri, GER ve iyi geliĢmiĢ 

Golgi kompleksine ve bol glikojen içerirken, YaĢlı kondrositlerde, aktivite daha 

düĢük olup, organellerde belirgin azalma vardır. Ancak bu hücrelerde serbest 

ribozom boldur, kondroblastlara dönüĢebilme durumunda aktif protein sentezi 

yaparlar (31,32). 
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1.1.4. Elastik Kıkırdak 

Hiyalin kıkırdağa benzer fakat matriks ve pekondriyumu elastik lif içerir. Elastik 

kıkırdak pinna (kulak kepçesi), östaki borusu, epiglottis, larinkste yerleĢmiĢtir. 

Elastik lif içeriğinden dolayı hiyaline göre daha sarı ve opak görünümlüdür (31). 

Birçok açıdan hiyalin kıkırdağa benzemesine karĢın perikondriyumun dıĢ fibröz 

tabakası elastik liflerce zengindir. Matrikste de bol miktarda inceden kalına kadar 

değiĢen ve tip II kollajen lifler arasında dallanan elastik lifler bulunur. Bu lifler 

elastik kıkırdak matriksini oldukça esnek yapar. Buna karĢın matriks hiyalin kıkırdak 

kadar bol değildir, matriks kalsifikasyon göstermez (31) 

 

1.1.5. Fibröz Kıkırdak 

Perikondriyum içermez, matriks tip I kollajene sahiptir. Fibröz kıkırdak 

intervertebral disklerde, bazı artiküler disklerde ve tendonların kemik 

insersiyolarında bulunur. Hiyalin kıkırdak ile sıkı bağ dokusu arasında geçiĢ formu 

sayılabilir. Perikondriyum içermez (31). Dermatan sülfat ve kondroidin sülfatça 

zengin az bir matrikse sahiptir. Asidofilik olarak boyanan tip I kollajen bantları 

yoğun olarak bulunur. Kondrositler genellikle doku üzerindeki zorlayıcı çekme gücü 

yönünde uzanan kaba kalın lif bantları üzerinde paralel sıralar oluĢtururlar. Burada 

kondrositler genellikle fibroblastlardan köken alırlar (32).  

 

1.1.6. Ġntervertebral diskler. 

 Her intervertebral disk iki vertebra arasında bulunur. Bunları bir arada tutar. Disk 

annulus fibrozus ve nukleus pulpozus olmak üzere iki kompanenten oluĢur. 

Ġntervertebral diskler spinal kolonun hareketi esnasında komĢu vertebraların 

aĢınmasını engelleyen hareketli yastıkçıklar olarak görev yapar (33). Annulus 

fibrozus, dıĢta sıkı bağ dokusu ile çevrili ve bunun içinde temel olarak üst üste 

binmiĢ lameller Ģeklindeki fibröz kıkırdaktan oluĢur. KomĢu lamellerde kollajen lif 

bantları birbirine dik açı ile yerleĢmiĢlerdir. Çok sayıda lif ve lamellerin böyle 

düzenleniĢi diske vertebraya binen yük basıncının üstesinden gelebilme esnekliği 

kazandırır (33). Nukleus pulposus, annulus fibrozusun merkezinde yer alır. Notakord 
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kökenli az miktarda hücre, hiyaluronik asit ve tip II kollajenden oluĢan daha akıĢkan 

bir dokudur. Çocukluk döneminde daha geniĢ olan nukleus ileri yaĢlarda küçülür ve 

kısmen fibröz kıkırdağa dönüĢür (33). 

 

1.2. Kıkırdak Yaralanmaları: 

Farklı tipte yaralanmalardan ve eksikliklerden kaynaklanan doku ve organ 

yetmezlikleri insan sağlığında en dikkat çekici ve pahalı problemlerden birisidir.(35). 

Kıkırdak yaralanmaları da bu problemlerden bir tanesidir. Çevresel etmen kaynaklı 

travmatik yaralar veya eksikliklerin dıĢında, Paget hastalığı, hemofili ve akromegali 

gibi doğuĢtan ve metabolik hastalıklar da kondral hasarlara neden olabilir (36). 

Günümüzde, travmatik lezyonlardan veya kademeli dejeneratif hastalıklardan dolayı 

meydana gelen doku hasarlarının, hem in vivo hem in vitro olarak yapısal ve 

fonksiyonel olarak yeniden yapılanmasına büyük talep vardır. Bu talep tıp,temel 

bilimler ve biyomühendislik gibi tamamlayıcı alanların ilgilendiği bir konudur (37). 

Eklem kıkırdağı ileri derecede farklılaĢmıĢ bir dokudur ve sınırlı iyileĢme özelliği 

gösterir (38). Ayrıca, hayatı boyunca, ilerleyen ve fokal kıkırdak kaybı içeren ve 

tekrarlayan dejeneratif hasara uğrayabilir (37). Yapısını ağırlıklı olarak kondrositler 

ve tip II kollajenler oluĢturur. Hücreler arası ağın üç boyutlu yapısı, yük taĢıma ve 

kayma gibi iĢlevleri açısından önemlidir. Eklem kıkırdağı sinoviyal sıvıdan beslenir. 

Bu nedenle kan kökenli büyüme etmenleri dokuya ulaĢamadığından onarımın veya 

yeniden yapılanmanın (rejenerasyon) doku içerisinde gerçekleĢmesi söz konusudur. 

Eklem kıkırdağının katmanları farklı yapısal ve iĢlevsel özellikler gösterir. Onarım 

gerçekleĢirken subkondral kemik dahil bu katmanların yapılarının göz önüne 

alınması gerekir (38, 39) 

Kıkırdak lezyonları nadiren kendiliğinden iyileĢir ve bu da eklem yetmezliklerinin en 

büyük ana sebeplerinden birini oluĢturur. Kıkırdak yaralanmaları kademeli olarak 

eklem kıkırdağının dejenerasyonuna ve osteoartirise sebep olur (36). Yapılan 

çalıĢmalar gösteriyor ki, otolog, yani organizmaya ait hücre veya dokular, hiyalin 

kıkırdak üretebilme yeteneğine sahiptir. Bu da eklem kıkırdağı tamirinde avantaj 

kazandırmaktadır (36). 
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Embriyogenez, postnatal geliĢme ve yetiĢkinlik boyunca kıkırdak dokunun, özellikle 

kondrositlerin, hemeostasisi ve büyümesi, önemli sayıda humoral faktörler tarafından 

yönlendirilir. Bu faktörler hem gerçek veya yapay tedavi boyunca kullanılır, hem de 

yeniden yapılanmaya neden olur. Bununla birlikte, yayınlanmıĢ birçok araĢtırma, bu 

faktörlerin yapay doku kültürü, kıkırdak tamirinin hayvan modelleri ve yeniden 

yapılanma üzerindeki pozitif etkilerine dikkat çekmiĢtir (40). Bu faktörlerden 

bazıları, iyonlar (özellikle kalsiyum), düĢük molekül ağırlıklı bileĢikler (örn. steroid 

hormonlar), ekstraselüler matriks moleküllerinin izole edilen kısımları, peptit 

hormonları ve proteinlerdir (41). 

 

1.3.  Kıkırdak yaralanmalarının sınıflandırılması: 

 

1.3.1. Kısmi kalınlıktaki kıkırdak hasarları 

Kıkırdak lezyonları, subkondral kemiğe uzanıp uzanmamalarına bağlı olarak, tam ya 

da kısmi kalınlıkta olma durumlarına göre sınıflandırılır. Kısmi kalınlıktaki eklem 

kıkırdağı hasarları, osteoartiristin ilk aĢaması boyunca gözlenen çatlaklara benzerler 

(36). Bu tür hasarlar kendiliğinden iyileĢemez ve bu lezyonlar subkondral kemiğe 

ulaĢamaz ve bundan dolayı kemik iliğinin öncü (progenitör) hücrelerine eriĢimi 

yoktur. Kısmi kalınlıkta yaralanmalara maruz kalan hücre yüzeyleri hücre 

yapıĢmasını ya da fibrin pıhtılaĢmasını destekleyemez (42). Glikozaminoglikan 

dermatan sülfat içeren matriks proteoglikanlar hücrenin yapıĢmasını ve hasar 

alanında pıhtı oluĢumunu engeller (43). Sonuç olarak kısmi kalınlıktaki eklem 

kıkırdak hasarlarında, subkondral kemik, hasar ve kemik iliği hücreleri arasında 

bariyer görevi görür (36).  

 

1.3.2. Tam kalınlıktaki kıkırdak hasarları: 

Tam kalınlıktaki kıkırdak hasarlarında, pluripotent mezenĢimal kök hücreyle iletiĢim 

mümkündür (36). Kondrositler sınırlı onarıcı özelliğe sahiptir. Eğer hasar tam 

kalınlıktaysa vasküler boĢluk ve kemik iliğinden türeyen hücreler ile sınırlı bir 

kendiliğinden iyileĢme reaksiyonu vardır (42). Kendiliğinden iyileĢme, boĢluğu 
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dolduran bir fibrocartilagious dokusunun üretiminden oluĢmaktadır. Bu doku, 

zamanla dejenere olan zayıf bir hiyalin kıkırdak muadilidir. Kendiliğinden onarım 

sırasında hasarın kenarlarındaki fibrokartilaj doku nekrotik hale gelir ve hasarın 

merkezinde çok az veya hiç hiyalin kıkırdak meydana gelmez (36). 

 

1.4.  Kıkırdak yaralanmalarının tedavi teknikleri 

 

1.4.1. Artroskopik tedavi tekniği: 

Eklem ağrılarını hafifletmek için lavaj veya debridman sıklıkla kullanılır. Artroskopi 

sırasındaki lavaj, eklemin yıkanmasını gerektirir. Bu yıkama iĢleminin ağrıyı 

hafiflettiği görülmüĢtür fakat bu mekanizmanın nasıl olduğu bilinmemektedir (36, 

44). Bu prosedürle eklem alanındaki enkaz kaldırılmıĢ olabilir ve böylece ağrı 

hafifletilmiĢ olabilir. Debridman, hasarlı dokunun artroskobik olarak kaldırılmasıdır. 

Ayrıca lavaj ile birlikte kullanıldığında uzun ömürlü bir ağrı kesici olarak görünür 

(45). Bu yöntemlerin her ikisi de eklem ağrılarını hafifletmek için rutin kullanılır ve 

osteoartirit aĢamalarının erken tedavisinde baĢarılı olduğu gösterilmiĢtir (44). Fakat, 

hem lavajın hem de debridmanın biyolojik onarım gerçekleĢtirdiğine dair somut bir 

delil yoktur (36, 44).  

 

1.4.2. YumuĢak doku greftleri: 

Tam kalınlıktaki eklem kıkırdağı hasarlarında periost ve perikondriyum nakli hem 

insan hem de deneysel hayvan modellerinde uygulanmıĢtır. Sonuçlar çeĢitlilik 

gösterse de hiyalin kıkırdak benzeri dokuların oluĢumu rapor edilmiĢtir (36). Bu 

sonuçlar ıĢığında perikondriyumdan oluĢan ve periosttan oluĢan dokular arasında 

anlamlı bir fark olmadığı tespit edilmiĢtir (44). Ancak periostun elde edilmesi daha 

kolay olduğundan perikondriyumdan daha sık kullanılır (36). Kıkırdak hasarının 

tamiri sırasında periost kondrojenik potansiyel göstermiĢtir. Periostun bu kondrojenik 

potansiyeli kondrosit öncü hücreler olarak atfedilir. Periost kemiğe yapıĢık bir 

kambiyum tabakası ve fibröz bir tabaka içerir. In vitro çalıĢmaların gösterdiği üzere, 

kondrosit farklılaĢması kambiyum tabakasında gerçekleĢir ve fibröz tabakaya doğru 
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ilerler ancak fibröz tabakada kıkırdaklaĢma olmaz. Kıkırdak büyümesi apozisyonel 

ve fibröz tabakadan uzaktır. Ayrıca kambiyum tabakasının juxta-fibröz kısmında 

kondrosit öncü hücrelerinin bulunmasını destekler (44). 

Kıkırdak tamiri sırasında, periostal kondrosit öncü hücreleri ve subkondral kemikten 

türetilen mezenĢimal kök hücreler iki potansiyel hücre kaynağıdır. TavĢanlarla 

yapılan bir çalıĢmada periosttan nakledilen  dokular  vakaların sadece % 33 ünü 

tamir edebilmiĢtir. Geri kalan % 67 si hem periosttan nakledilen dokularla hem de 

kemik iliği mezenĢimal kök hücrelerle tamir edilmiĢtir (36, 44). 

Periostal greftlerle yapılan klinik çalıĢmalar zayıf sonuçlar göstermiĢtir (36). Tam 

anlamıyla bir hiyalin kıkırdak tabakası oluĢumuna ve tamir edilen dokuda uzun süren 

dayanıklılığa ulaĢılmamıĢtır. Dahası, greftlerin dikiĢ ve yapıĢtırma yöntemiyle hasarlı 

bölgeye eklenmesi, greftlerin kalsifikasyonundan dolayı yüksek oranda oluĢan greft 

kaybı gibi teknik güçlüklerden dolayı engellenir (36). 

 

1.4.3. Osteokondral Otogreft Transplantasyon 

Osteokondral otogreftler, altındaki kemiğe bağlı tam kalınlıklı kıkırdağın dairesel 

silindirlerdir. Bu otogreftler, eklem kıkırdağının ve altındaki kemiğin 

kaldırılabileceği yük taĢımayan alanlarda herhangi bir semptoma veya fonksiyon 

kaybına sebep olmadan artroskopik yöntemlerle giderilebilir. Donör greft, press-fit 

tekniği kullanılarak sokulur (46). 

Bu osteokondral otogreft fiĢlerinin nakli en sık femoral kondilleri içeren 

semptomatik lezyonlarda yapılır. Bu lezyonlar küçük-orta boy (0.5 - 3 cm
2
) olmalıdır 

çünkü mevcut donör doku miktarı sınırlıdır. Bazen küçük bir kesit bile gerekli 

olabilir. Daha büyük lezyonlar için, "mozaikplasti" olarak adlandırılan, çoklu fiĢleri 

kullanarak uygulanan bir teknik kullanılabilir (46). 

Osteokondral otogreftlerin avantajı, dokunun otojen ve normal yaĢayan hiyalin 

kıkırdak olmasıdır. Bu nedenle, bu teknik yaralanan kıkırdağa çok benzer bir 

kıkırdağın oluĢumu ile sonuçlanır. Dezavantajları ise, donör dokuda morbidite ( ağrı 

ve yeni kıkırdak hasarı ), eklem kıkırdak yüzey hattı ile donör dokudaki eĢleĢmede 
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teknik zorluklar, kıkırdak fiĢleri arasındaki boĢluklar ve kıkırdak veya kemik 

çökmesi riskidir (46).  

 

1.4.4. Osteokondral Allogreft Transplantasyon 

Taze osteokondral allogreft transplantasyonu sırasında, kıkırdak defektinin tamiri 

için kadavra grefti kullanılır. kıkırdak kusuru ortaya çıkarmak için küçük bir 

artronomi yapılır. Osteokondral allogreft fiĢleri defekt boyutuyla hattını eĢleĢtirmek 

için toplanır ve daha sonra pres-fit tekniği kullanılarak stabilite sağlanır (46). 

Bu prosedür orta ve büyük eklem kıkırdağı hasarlarında ( 3 cm
2
 ye kadar bütün bir 

hemikondil) ,kemik kaybı olan yaĢlı hastalarda kullanılır. Sıklıkla femoral kondilleri 

kapsayan kusurlar için kullanılan osteokondral allogreftler, aynı zamanda patella, 

troklea veya tibial plak lezyonları için de kullanılabilmektedir (46).  

Osteokondral allogreftlerin büyük avantajı, tek aĢamalı bir prosedürle geniĢ 

osteokondral kusurların yerine geçme yeteneğidir. Buna ek olarak, eklem kıkırdağı 

hasarı fibröz kıkırdak yerine eklem kıkırdağına dönüĢür. Dezavantajları, greft 

kullanılabilirliği, teknik zorluklar, maliyet ve olası hastalıkların taĢınmasını içerir 

(46). 

 

1.4.5. Otolog Kondrosit Ġmplantasyonu 

Eklem kıkırdağı yaralanmaları, ortopedide en ilginç sorunlardan birini sunan, 

tedavisi geliĢen bir hastalıktır (47). Kıkırdak transferi günümüzde sadece kıkırdak 

hasarı diz ekleminde (nadiren bilekte) küçük bir alanda olan kiĢilerde kullanılmıĢtır 

ve artrit için yaygın değildir. Boyutu yeterince küçük olan kıkırdak hasarlarında 

etkilidir çünkü fiĢler hasar alanını yeterince doldurur. Fakat boĢlukları dolduran yeni 

kıkırdak normal eklem kıkırdağıyla aynı olmaz ve zamanla tutunamaz. Mozaikplasti 

yöntemi ise yama veya mozaik oluĢumu ile sonuçlanır ve genellikle greftler arasında 

ölü boĢluk oluĢur. Bu gibi kusurlar ise umut verici sonuçlar vermesine rağmen 

baĢarısızlığa sebep olmaktadır (48). 
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Bu koĢullar altında doku mühendisliğinin güçlü hücre bazlı terapisi, zarar görmüĢ 

doku veya organların biyolojik olarak yenilenebileceğini kanıtlamıĢtır (48, 49). Daha 

önceden otolog kıkırdak transplantasyonu olarak bilinen otolog kondrosit 

implantasyonu, semptomatik diz kıkırdağı hasarı tedavisinde kullanılan bir yaklaĢım 

olarak tanımlanmıĢtır (48). Günümüzde, otolog kondrosit implantasyonu, kondral 

madde kaybı tedavisi için ihtiyaç duyulan alternatif bir tedavi tekniği haline gelmiĢtir 

(50). Bu tedavi yöntemini önemli kılan, hiyalin veya hiyalin benzeri kıkırdağın 

yeniden oluĢmasını sağlaması ve eklemin normal fonksiyonlarına geri getirmesidir 

(51). 

 Bilindiği gibi hiyalin kıkırdak proteoglikanlardan ve az miktarda elastinle birlikte tip 

II kollajenden oluĢan oldukça organize bir dokudur ve kendi kendini yenileyebilme 

yeteneği yoktur (52). Semptomatik tam kalınlıklı eklem kıkırdağı hasarları, 

genellikle bu hasarların ağrı ve fonksiyon kaybı ile osteoartriti ilerletme 

potansiyeline sahip olduğu kabul edilmektedir (53), yıllarca otolog kondrosit 

implantasyonu ile tedavi edilmiĢtir (52).  

Otolog kondrosit implantasyonunun, modifikasyonlara ve geliĢmesine dayalı üç 

katagorisi vardır. 

 

1.4.5.1. Birinci Nesil Otolog Kondrosit Ġmplantasyonu 

Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu ilk olarak 1987 yılında tanıtılmıĢ ve 

1994 yılında da yayınlanmıĢtır. Bu terapi, periostal yamanın altındaki kıkırdak hasarı 

içine, kültürlenmiĢ süspansiyon otolog kondrositlerin implantasyonunu yöntemi ile 

yapılır (48, 49). Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu, önceki artroskopik 

veya cerrahi tedavi yöntemlerinin (debridman, mikroparçacık, sondaj, abrazyon 

artroplastisi veya osteokondral otogreft/allogreft) yetersiz kaldığı distal femurunda 

semptomatik kıkırdak hasarı olan hastalarda kullanılan bir tekniktir (53). Bu klasik 

tekniğin kullanımı, hem periostal hipertropinin sık sık meydana gelmesiyle hem de 

cerrahi prosedürlerin morbiditesi ve karıĢıklığıyla ilgili birkaç sınırlandırmayla 

iliĢkilendirilmiĢtir. Dahası, bu teknik artronomi , periost kapağı, uzun operasyon 

süresi, büyük kesikler gerektirir. Üstelik ameliyat sonrası komplikasyonlar 

görülebilir ve rehabilitasyon süresi oldukça yavaĢtır (48). 
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1.4.5.2. Ġkinci Nesil Otolog Kondrosit Ġmplantasyonu 

Kıkırdak doku mühendisliği alanında son teknolojik geliĢmeler, klasik otolog 

kondrosit implantasyon yöntemlerinin dezavantajlarının, otolog hücrelerin yapay 

doku yapılarını ve biyomateryalleri kullanarak üstesinden gelmeyi amaçlamıĢtır (48). 

Bu teknik kültüre edilmiĢ kondrositlerin implantasyonuyla, 3 boyutlu yapıyla ve 

absorbe edilebilen yapı iskeleleriyle, iki aĢamalı yöntem (hem artroskopik biyopsinin 

ilk aĢaması ve açık artronominin ikinci aĢaması hem de artroskopik implantasyonun 

ikinci aĢaması) olarak tanımlanmıĢtır (52). Ġkinci nesil otolog kondrosit 

implantasyonunda, periost kapağı için bir yedek olarak domuz kollajen zarı 

kullanılmıĢtır. Bu teknik ile operasyon sonrasında bazı hastalarda immunolojik 

problemlerle karĢılaĢma ve doku büyümesinin kalitesi tatmin edici olmaması gibi 

sonuçlar elde edilmiĢtir (48). 

Ġkinci nesil otolog kondrosit implantasyonu aynı zamanda matriks uyarımlı otolog 

kondrosit implantasyonu (MACI) olarak da adlandırılır (54). Martiks uyarımlı otolog 

kondrosit implantasyonunda hücreler, hyaluronan veya çift kollajen katmanı gibi 

matriks adı verilen zarlara ekilir ve hasar görmüĢ alana implante edilir. Bu yöntem 

periostal düzeltme gerektirmez ve aynı zamanda, birinci nesil otolog kondrosit 

implantasyonuna kıyasla dikiĢsiz olup operasyon süresi daha kısadır (48). 

 

1.4.5.3. Üçüncü Nesil Otolog Kondrosit Ġmplantasyonu 

Üçüncü nesil otolog kondrosit implantasonu ikinci nesilin geliĢmiĢ halidir ve 

matrikslerin yerine enjekte edilebilir jeller kullanılır. Bu teknik, in vitro kültürü 

yapılan otolog kondrositlerin ve biyobozunur ve biyouyumlu jellerin karıĢtırılmasıyla 

uygulanır ve nispeten dikiĢ türüne göre daha kolay uygulanabilen bir yöntemdir (48). 

Orijinal kondrojenik fenotiplerinin ekspresyonunu gösteren ve in vivo ortamda 

kondrositlerin yüksek canlılıkta büyüme gösterdiğini destekleyen çalıĢmalar yapan 

araĢtırmacılar, biyobozunur scaffoldların önemini belgelemiĢlerdir (55). Bu teknik, 

dayanıklı olması ve uzun vadede osteoartiriti önlemek için daha hiyalin benzeri 

kıkırdak üretmesi sebebiyle daha etkilidir (56). 
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Çizelge 1.1. Birinci nesil otolog kondrosit implantasyonu ( dikiĢli yöntem) ve üçüncü nesil 

otolog kondrosit implantasyonu ( hücre-jel karıĢımı) karĢılaĢtırması (48). 

 

  
Dikişli yöntem Hücre-jel karışımı 

Operasyon süresi uzun (3-4 saat) kısa (20-30 dakika) 

Kesik büyük (>10cm) küçük (<5cm) 

Cerrahi teknikler Yavaş Hızlı 

Uygulama zor (ağrı ve acı) Kolay 

Hasarlı alan küçük ( 10 cm2 den az) büyük (20 cm2 den fazla) 

 

 

1.5.  Hücre kapsülleme teknolojisi: 

 

Son yıllarda, hücrelerin hasarlı dokuya taĢınmasında kavramsal olarak farklı iki 

strateji geliĢtirilmiĢtir. Birincisi, serbest otolog allojenik ve ksenojenik hücrelerin 

enjeksiyonu, ikincisi ise yapı iskelelerine gömülen veya ekilen hücrelerden temel 

alır. Özellikle ikinci yöntem hem in vitro, temel uygulamalı araĢtırma 

protokollerinde, hem de in vivo, tıbbi tedavi biliminde kullanılır (57, 58).  

 

Ne yazık ki, serbest hücrelerin kullanımı, üstün uygulama tekniklerine rağmen, 

transplante edilen bölgenin immun sisteminin nakledilen serbest hücreyi antijen 

olarak tanıyıp reddetmesinden dolayı dezavantaj sağlar (59). Ayrıca nakledilen 

serbest hücreler, dıĢ mekanik yüklerden korunmaz ve düzgün bir mikro çevreyle 

kaplı değildir. Bundan dolayı hücreler fonksiyonelliğini ve canlılığını hızlı bir 

Ģekilde kaybedebilir. Bu sınırlamaların çözülmesi için doğal ve sentetik yapılar 

potansiyel bağıĢıklık izolasyon iskelesi olarak geliĢtirilmiĢtir (57). 
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Hücre kapsülleme teknolojisi oksijen, besin, hücre metabolizması için gerekli olan 

büyüme faktörleri, atık ürünler ve terapötik proteinlerin difüzyonuna izin veren yarı 

geçirgen zar içinde hücrelerin immobilize hale getirilmesidir (13, 14). Aynı zamanda 

zarın yarı geçirgen özelliği kapsüllerin yabancı iĢgallerle zarar görmesinden korur 

(14, 15, 60). Kapsülün yarı-geçirgen zarı hücresel metabolizmayı, proliferasyonu, 

farklılaĢmayı ve hücresel morfogenezi destekleyecek yapıdadır (14). 

 

 
1.5.1. Mikroküre ve Mikrokapsül Kültür Sistemleri 

 

Klinik amaçlı sistemlerde, hücre sayısını daha da artırmak için hücreler, daha geniĢ 

yüzey alanına sahip mikroküre, mikrokapsül ve mikrotaĢıyıcılara yerleĢtirilerek 

kültüre edilmiĢlerdir. Besiyeri ve oksijen, özellikle küçük yarıçapa sahip sistemlerde 

her hücreye rahatça ulaĢabilirken, yarıçap büyüdükçe iç kısımda bulunan hücrelere 

yeterince ulaĢamaması söz konusu olabilmekte ve merkezde bulunan hücreler 

canlılık ve metabolik aktivitelerini yitirebilmektedir (61). 

 

 

1.5.2. Hücre Kapsülleme Teknolojisinde Kullanılan Biyomalzeme ve 

Polimerler 

 

1.5.2.1. Hidrojeller : 

Hidrojeller doku benzeri elastikliği, yüksek su içeriği ve dokunun iç ortamını taklit 

edebilme yeteneğinden dolayı en çok dikkat çeken yapı iskeleleridir (13, 14, 18). 

Hidrojel materyalleri sitotoksik değildir ve hücre kapsülleme yöntemleri zararsızdır 

(18). Hücre kapsülleme için kullanıĢlı hidrojel seçerken birkaç kriter göz önünde 

bulundurulmalıdır. Birincisi, organik çözücüler genelde hücreye zarar verdiği için su 

bazlı yöntemler kullanılmadır. Ġkincisi, jelatin kullanırken oluĢan reaksiyonlar ılımlı 

olmalı ve hücrenin fizyolojisine zarar vermemelidir. Üçüncüsü, hidrojellerin yapısı 

ve kimyasal özellikleri hücrenin proliferasyonu ve doku formasyonu için uygun 

olmalıdır. Ayrıca, Hidrojeller hücre kapsüllemede oluĢan yan etkileri de 

düĢürülmelidir (18). Hücrelerin adheze olmasını saglayacak adhezyon reseptörleri, 



17 
 

büyüme faktörleri ya da diger sinyal molekülleri bulunduran ve bu amaçla modifiye 

edilmis biyoaktif malzemeler, hücreler için en ideal polimer iskele sistemlerini 

olusturur. Selüloz, pektin, niĢasta, dekstran, aljinat, modifiye kitinler, kitosan, 

kollajen, jelatin vb. dogal polimerler, hücrelerin baglanması için yaygın olarak 

kullanılan biyomalzemelerdir (61, 62). Doğal Hidrojeller baĢarılı bir implantasyon 

için önemli olan proliferasyonu ve geliĢmesini artıran biyolojik sinyalleri 

sağlamasıyla bilinmektedir (13, 63). 

 

Sentetik hidrojeller alternatif bir membran olarak geliĢtirilmiĢtir ve uygun 

kompozisyon ve kolayca kontrol edilebilen elveriĢli fiziksel ve mekanik özellikler 

gösterir. Bunun yanında sentetik hidrojeller hücre implantasyonu sırasında gerekli 

olan biyolojik sinyalleri sağlama kapasitesine sahip değildir. Poliesterler (Laktik asit-

glikolik asit kopolimerleri, poli (b-hidroksibütirat), poli (ekaprolakton), poli 

(trimetilenkarbonat), poli (ortoesterler), vd.), poliamidler poli (glutamik asit), poli 

(lizin) ve kopolimerleri, poli (fosfatesterler), poli (anhidritler), poli (ortoesterler) vb. 

ise çalıĢmalarda kullanılan sentetik polimerlere örnek olarak verilebilir (61). 

 

Biyosentetik hidrojeller, biyoaktif parçaların sentetik ağlar içinde birleĢtirilmesiyle, 

doğal ve sentetik hidrojellerdeki eksiklikler için elveriĢli çözüm haline gelir, böylece 

doku mühendisliği alanında hem doğal hem de sentetik hidrojellerin kombiniyle daha 

avantajlı hale gelmektedir (13). 

 

1.5.2.2. Aljinat: 

Aljinat, üç farklı kahverengi deniz yosunundan (Laminaria hyperborea, Ascophyllum 

nodosum ve Macrocystis pyrifera) ve bakterilerden (Azotobacter vinelandii ve 

Pseudomonas) elde edilen, -D-mannuronik asit (M) ve ]-L-guluronik asit (G) 

monomerlerinden olusan lineer bir polisakkarittir (1,4-baglı _-D mannuronik asit ve 

1,4-baglı _-L-guluronik asit heteropolimeri)(64). Aljinatın, hidrofilik olması, organik 

çözücülere gerek duyulmadan hücreler için ılıman koĢullarda matris yapıların 

olusturulması, geniĢ gözenek boyutuna sahip olmasından dolayı difüzyon 

kısıtlamasının az olması, istenilen durumlarda çeĢitli modifikasyonlarla gözenek 

büyüklüğünün ayarlanabilmesi, biyouyumlu ve biyobozunur özellikleri nedeniyle 
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ilaç vb. salım uygulamalarında, implantasyon ve hücre enkapsülasyon çalıĢmalarında 

yaygın olarak kullanılmıĢtır (61). Çözelti halindeki sodyum aljinatdaki, guluronik 

asite (G) baglı sodyum iyonlarının, kalsiyum gibi divalent katyonlarla yer 

değiĢtirmesi ile yumurta kutusu (egg-box) adı verilen jel yapılar oluĢur (Ģekil 1.1). 

 

   

 

 

ġekil 1.1: a. Aljinat,  b. aljinatın guluronik asit monomerlerinin Ca
+2

 iyonları ile 

oluĢturduğu „egg-box‟ yapısı (61) 

 

1.5.2.3. Termoplastik polimerler 

Termoplastik polimerler uzun, doğrusal, suda çözünmeyen zincirlerden meydana 

gelir, soğuma aĢamasıyla erime ısısı takip edilen farklı konfigürasyonlar halinde 

iĢlenebilir. Termoplastik polimerler kimyasal ve mekanik stabilite özelliklerinden 

dolayı hücre kapsüllemede tercih edilmektedir ve hidrojellerden daha iyidir. Bundan 

dolayı makrokapsüllerde ve damar içine dahil etme iĢleminde sıklıkla tercih edilirler. 

Son zamanlarda hücre immunoizolasyonu için kullanılan en popüler Termoplastik 

materyal acrylanitrile vinyl chloride kopolimer (PAN-PVC)dir. Hücre 

enkapsülasyonunda kullanılan diğer termoplastikler poliüretan, polisülfat ve diyaliz 

membranlarıdır. ElveriĢli stabilite özellikleri olmasına rağmen termoplastikler suda 

çözünen besinlere karĢı düĢük geçirgenlik gösterir ve kapsüllü hücrelerin canlılığını 

sınırlar (13). 

 

 

a b 
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1.5.2.4. Polimerik olmayan materyaller 

Polimerik membranların geniĢ gözenek boyutu, zararlı immun sistem bileĢenlerinin 

bloke edilmesinde sıkıntı çıkarabilir ve bu da önemli bir problemdir. Bu problemin 

üstesinden gelmek için Polimerik olmayan materyaller geliĢtirilmiĢtir (13). Polimerik 

olmayan materyaller, örneğin silikon ve seramik, tek tip gözenek boyutunu kontrol 

altına alacak potansiyele sahiptir. Son zamanlarda silikon nanopor membranları 

immunoizolasyon için mikrofabrikasyon teknikleri kullanılarak üretilmektedir. Bu 

silikon nanopor membranları 5n kalınlığında ve %1 gözeneklidir. Bu gözeneklerin 

boyutu seçiciliğe izin verir. Biyoseramikler ise son zamanlarda kemik hücre 

transplantasyonunda ortaya çıkmıĢtır (13). 

Bu membranlar iyi stabilite ve yüksek seviyede mekanik dayanıklılık gösterir. 

Polimerik olmayan materyaller gözenek büyüklüğünün kontrolü açısından avantajlı 

olsa da komplike oluĢu ve sert fabrikasyon koĢulları, hücre enkapsülasyon 

uygulamalarında geliĢmesini kısıtlamaktadır (13). 

 

1.6. ÇalıĢmanın Amacı 

Bu tezde, doku uyumluluğu oldukça iyi olduğu gösterilmiĢ aljinat ile sentezlenmiĢ 

olan mikrokapsüllere hapsedilmiĢ dedifferensiye kondrositlerin, kondrojenik 

potansiyellerinin geri kazanımı ve canlılık süresinin uzatılması amaçlanmıĢtır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

2.1. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

 

2.1.1. Cihazlar  

Laminar flow kabin (ESCO class ll BSC Laminar Flow Cabinet,Labor Ġldam, 

Türkiye) 

Soğutmalı santrifüj (ROTINA 380R Hettich,Almanya) 

Ġnverted mikroskop( Leica DM6000B, Ġsveç), 

Vorteks (Heidolph) 

Elisa plate okuyucu(BĠOTEK GEN5 Elisa Reader PowerWave XS2) 

Karbondioksitli etüv (Binder CB150) 

Hemositometri (Ġnvitrogen,Countess)  

Hassas terazi (Mettler toledo MS204) 

Isıtıcılı manyetik tabla (IKA C-MAG HS 7) 

Dondurmalı mikrotom ( Leica ) 

LightCycler Real Time PCR cihazı (Roche) 

 

2.1.2.  Kimyasallar ve malzemeler  

 

Dulbecco‟s Modified Eagles Medium (DMEM,Biological Industries,Ġsrail) 

Fetal bovin serum(FBS,Biological industries,Ġsrail) 

Penicillin-streptomycin (antibiyotik, Biological Industries,Ġsrail) 

Tripsin-EDTA Soluition C in PBS(Biological Industries,Ġsrail) 

WST-1 (Roche, Almanya) 

48 well plate (BD,USA) 

96 well plate(BD,USA) 

25 cm²‟lik hücre kültür flaskı(BD,USA) 

15 ml santrifüj tüpü(Nunc,Almanya)  

Mikropipet(20μm-100μm-1000μm Scaltec, Almanya) 

Disposable pipet (2ml,5ml,10ml, Corning) 

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

Aljnik asit(Sigma, ABD) 

Kalsiyum klorür( Sigma, ABD) 

Serum fizyolojik  

Toluidine blue (Bio Optica) 

Sodyum klorür (Amresco, Ġsrail) 

Dimetil metilen mavisi ( sigma, ABD) 

Sodyum fosfat, EDTA (Amresco, Ġsrail) 

Kondroitin sülfat ( sigma, ABD) 

N-Acetyl-L-Cysteine (Amresco, Ġsrail) 

EDTA (Amresco, Ġsrail) 

Papain ( Sigma, ABD)  

Primer antikorlar( tip I, tip II, SOX9, GAPDH) (Roche, Almanya)  

Hydrolise probe master kit ( Roche, Almanya) ve çeĢitli cam malzemeler 

kullanlmıĢtır.  

 

2.2. Deneysel ÇalıĢmalarda Kullanılan Çözeltiler ve Solüsyonlar  

 

2.2.1. Besiyeri Hazırlanması  

 

%89 Dulbecco‟s Modified Eagles Medium/F-12 (DMEM/F-12) 

%10 Fetal bovin serum  

%1 Penicillin-Streptomycin  

 

2.2.2. Double Staining ÇalıĢma Solüsyonunun Hazırlanması  

 

Ribonükleaz A‟dan 1mL PBS‟de 10 mg RNA olacak Ģekilde hazırlandı.  

Hoechst ise 1 mL PBS‟de 200 mikrogram olacak Ģekilde hazırlandı.  

Propidium Iodide 1mL PBS‟de 100 mikrogram olacak Ģekilde hazırlandı.  

Solüsyonlar kullanılana kadar – 20 ºC‟de saklandı.  

ÇalıĢma solüsyonunun hazırlanıĢı:  
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10 mL PBS içine RNAaz stoktan 100 mikrolitre  

Hoechst stoktan 500 mikrolitre  

Propidium Iodide stoktan 100 mikrolitre ilave edilerek hazırlandı. 

2.2.3. MTT ÇalıĢma Solüsyonunun Hazırlanması 

5mg MTT, 1ml PBS de çözüldü.  

0,2µ filtreden geçirildi. 

Solüsyon kullanılana kadar +4°C de karanlıkta saklandı. 

 

2.2.4. Aljinat Çözeltisinin Hazırlanması 

20ml serum fizyolojik içerisinde 0,2 g aljinat tozu çözdürüldü. 

Isıtıcılı manyetik tabla üzerinde homojen bir karıĢım elde edene kadar manyetik balık 

yardımıyla karıĢtırıldı. 

Hazırlanan %1‟lik çözelti UV de yarım saat bekletilerek sterilizasyonu yapıldı. 

 

2.2.5. Çapraz Bağlayıcı Çözeltisinin Hazırlanması 

100ml serum fizyolojik içerisinde 5g CaCl2 çözdürüldü. 

Isıtıcılı manyetik tabla üzerinde homojen bir karıĢım elde edene kadar manyetik balık 

yardımıyla karıĢtırıldı. 

Hazırlanan %5‟lik çözelti UV de yarım saat bekletilerek sterilizasyonu yapıldı. 
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2.3. Hücre Kültürü 

2.3.1. Hücre Ġzolasyonu 

Mezbahaneden tüketim amaçlı kesilen sığırlardan steril pens ve makas yardımı ile 

çıkartılan kıkırdak doku örnekleri antibiyotikli taĢıma solüsyonu içeren ĢiĢelere 

alınarak polistiren kutularda buz kasetleri ile laboratuvara taĢındı. Örnekler, 

laboratuvarda laminar akıĢlı kabinde antibiyotikli PBS ile yıkandıktan sonra petrilere 

yerleĢtirilerek, steril pens, makas ve bistüri yardımı ile dokunun önce dıĢ kısmındaki 

bağ doku parçaları uzaklaĢtırıldı. Örnekler yeterince temizlendikten sonra ayrı ayrı 

steril petri kutularına alındı.  

Kıkırdak parçalarından kondrosit hücrelerini izole etmek için steril bir bistüri ile 

nazikçe kazındı ve çok küçük parçalara ayrıldı. Ardından kollajenaz enzimi ile yarım 

saat muamele edildi ve santrifüj edilerek dipte kalan doku parçaları alındı. Daha 

sonra 25cm
2
 lik flasklara koyulan parçaların üzerine 3ml medyum ilave edildi ve 

etüvde 37 derecede bekletildi. Hücrelerin çoğalmasına paralel olarak 48 saatte bir 

medyum değiĢtirildi. 

ÇalıĢmanın tümünde hücre kültürleri 37⁰C de % 5 CO2 % 95 hava içeren rutubetli 

ortamda genel hijyen kurallarına uyularak inkübe edildi. 

 

2.3.2.  Hücre Sayımı  

 

Hücre sayımı hemositometri ile yapıldı. Ġnkübasyon sonrasında flask inkübatörden 

alındı ve steril ortamda Laminar kabinde, flask içerisindeki medyum döküldü ve 

0,5ml PBS ile yıkandı. Daha sonra 0,5 ml tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4 

dakika inkübatörde bekletildi. Ġnkübasyon sonrasında mikroskobik olarak hücrelerin 

flask yüzeyinden ayrılıp ayrılmadıkları kontrol edildi. Hücrelerin yüzeyden 

ayrıldıkları mikroskobik olarak gözlendikten sonra, flaska medyum eklenerek 

hücreler falkon tüpe aktarılarak 2500rpm‟de 2 dakika santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrasında süpernatant atıldı, tüpün dibinde kalan hücre pelleti üzerine 1 ml (%10 

FBS ve %1 antibiyotik içeren) DMEM/F-12 medyum eklendi. Pipet yardımıyla pellet 

ve DMEM/F-12 süspanse edildi ve süspanse edildikten sonra 10μl karıĢımdan alınıp 

mikrosantrifüj tüpüne koyuldu. Üzerine 10μl tripan blue eklenip homojenize edildi. 
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KarıĢımdan 10μl alınıp hemositometri lamına koyuldu. Lam cihaza yerleĢtirildikten 

sonra sayım yapıldı.  

 

2.3.3. Kültürü yapılan kondrosit hücrelerinin enkapsülasyonu 

 

Hücre sayımı sonrasında yaĢayan 5.0x10
6 

hücre pelleti, laminar flow kabin 

içerisindeki manyetik tabla üzerinde karıĢmakta olan aljinat çözeltisine eklendi. 

Aljinat çözeltisinden 10µm lik mikropipet yardımıyla 5µl çekilerek diğer manyetik 

tabla üzerinde karıĢmakta olan CaCl2 çapraz bağlayıcı çözeltisinin içerisine 

damlatılarak  mikrokapsüller  oluĢturuldu. YaklaĢık 500µm çapında, içerisinde 1250 

hücre olacak Ģekilde damlatma iĢlemi yapıldı. Yeterli sayıya ulaĢan kapsüller, 0., 

5.,8., 15., 30. ve 40. günlerde incelenmek üzere ayrı ayrı petrilere konuldu ve her bir 

petrinin içerisine 7ml medyum konularak etüve kaldırıldı. Petrilerin içerisindeki 

kapsüllenmiĢ hücrelerin medyumu 3 günde bir değiĢtirildi. 

 

2.3.4. Aljinat Ġle KapsüllenmiĢ Kondrositlerin Toksisitesinin Belirlenmesi 

 

Toksisite deneyi için 48 kuyucuklu pleyt kullanıldı. Her kuyucuğa aynı sayıda kapsül 

konuldu. Kuyucukların bir kısmına pozitif kontrol için sadece hücre, negatif kontrol 

için içerisinde hücre bulunmayan kapsüller konuldu. Fenol red‟siz DMEM 

kullanılarak hazırlanan DMEM/F-12 medyumdan 200 μl kuyucuklara koyuldu, 

üzerine 10 μl WST-1 çözeltisi ilave edildi. 37 °C‟de 4 saat inkübe edildikten sonra 

hücre yaĢayabilirliğinin tespiti için 48 kuyucuklu plate‟in absorbans yoğunluk 

değerleri ELĠSA plate okuyucuda 420 nm‟de okundu.. 

 

2.3.5. MTT Test 

 

Her kuyucukta aynı sayıda kapsül olacak Ģekilde 48 kuyucuklu pleyte yerleĢtirildi. 

Kuyucukların bir kısmına pozitif kontrol için sadece hücre, negatif kontrol için 

içerisinde hücre bulunmayan kapsüller konuldu. Fenol red‟siz DMEM kullanılarak 

hazırlanan DMEM/F-12 medyumdan 200 μl kuyucuklara koyuldu. Üzerlerine 20µl 

MTT solüsyonu damlatıldı. 3,5 saat inkübasyondan sonra oluĢan formazan 

kristalleini gidermek için üzerlerine 150µl DMSO damlatılıp 15 dk daha inkübe 
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edildi. Daha sonra hücre yaĢayabilirliğinin tespiti için 48 kuyucuklu plate in 

absorbans yoğunluk değerleri ELĠSA plate okuyucuda 590 nm‟de okundu. 

 

 

2.3.6. Ġkili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi 

 

Ġkili boyama metodu çekirdeği boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu 

göstermektedir. Ribonüklease A kullanılır. – 20 ºC‟de saklanır (Sigma R-500). 

Ribonükleaz A RNA‟yı boyamaz. Bu sayede sitoplazmik RNA‟yı yok eder. Hoechst 

(33342). boyası +4 ºC‟da saklanır. Apoptotik hücreleri boyar. Bu sayede gerçek 

apoptotik hücreler belirlenir. Propidium Iodide: +4 ºC‟de saklanır. DNA‟yı ve 

RNA‟yı boyar. Kırmızıya boyayarak sekonder nekrozu gösterir. 

 Ġkili boyama için 48 well plate kullanıldı. Her kuyucuğa aynı sayıda kapsül konuldu. 

Kuyucukların bir kısmına pozitif kontrol için sadece hücre, negatif kontrol için 

içerisinde hücre bulunmayan kapsüller konuldu. Üzerlerine 70µl ikili boyama 

solüsyonu (double staining çalıĢma solüsyonu) damlatıldı. Hiç ıĢık görmeyecek 

Ģekilde 15dk inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda floresan mikroskopta DAPI filtresi 

kullanılarak apoptoza uğramıĢ hücrelerin ve FITC (480-520nm dalga boyunda) 

nekroza uğramıĢ hücrelerin değerlendirmesi yapıldı. 

 

2.3.7. Toluidine Boyama ile Glikozaminoglikan  Depolanmasının Gösterilmesi 

 

Kapsüller dondurmalı mikrotom (kryostat) stamplarının üzerine konuldu ve tissue 

freezing medium yardımıyla -20°C de donduruldu. DonmuĢ kapsül bloklarından 

kryostat ile 3µm kalınlığında kesitler alınarak lamel üzerine yerleĢtirildi. Kesit alma 

iĢlemi -20°C de gerçekleĢti. Kapsül kesitlerinin olduğu lameller öncelikle %96,%80 

ve %70 lik alkol serilerinden geçirildi. Daha sonra üzerlerine 1:10 oranında 

seyreltilmiĢ toluidine blue boyası damlatılıp 1 dk bekletildikten sonra boya aspire 

edildi ve lameller distile su ile yıkandı. Lameller kuruduktan sonra ıĢık 

mikroskobunda inceleme yapıldı. 
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2.3.8.  DMMB Analizi ile Glikozaminoglikan Miktarının Belirlenmesi 

 

Temel olarak Kim ve ark.(2011), kullandığı metod takip edildi. Özetle 16 mg Dimetil 

metilen mavisi, 2,37 g NaCl, 95 ml 0,1 mol/l HCl 1000ml distile suda çözüldü ve pH 

3.0 olarak ayarlandı. Hazırlanan DMMB çözeltisi kullanılıncaya kadar kahverengi 

ĢiĢede 4°C de saklandı. Üzerinde kondrosit kültürü yapılmıĢ yaklaĢık 1 gr 

ağırlığındaki makroküre 300 mg/ml papain (Amresco, Ġsrail), 2 mM EDTA 

(Amresco, Ġsrail), 2 mM N-acetyl L-cysteine (Sigma-Aldrich, Almanya) içeren 

çözelti içersinde 65°C„de 1 saat süreyle parçalandı. 100 Mm Na2HPO4 ve 5mM 

EDTA 100ml distile suda çözülerek PBE( fosfat buffer edta) tampon çözeltisi 

hazırlandı. Standart için 125µg/ml kondroitin sülfat, hazırlanan PBE çözeltisi 

içerisinde çözdürülerek hazırlandı. 0-10µg/ml arasında hazırlanan kondroitin sülfat 

çözeltileri 48 well plate in kuyucuklarına koyuldu ve üzerlerine 200 µl DMMB stok 

çözeltisi eklendi. 1 saat süreyle parçalanan kapsüller 8000 g de 15 dk santrifüj 

edildikten sonra üstte kalan süpernatant PBE çözeltisi kullanılarak 1-10µg/ml 

arasında hazırlanıp 3 tekrarlı olarak kuyucuklara yerleĢtirildi ve üzerlerine 200 µl 

DMMB stok solüsyonu eklendi. Örnekler 525nm de ELĠSA plate okuyucuda 

okutuldu. 

 

2.3.9. Real Time-PCR ile kondrositlerin Tip I ve II Kollagen, SOX9, 

ekspresyonlarının değerlendirilmesi 

 

2.3.9.1. RNA izolasyonu: 

 

RNA izolasyonu, High Pure RNA Isolation Kit‟i (Roche) kullanılarak yapıldı. 

Üretici Firmanın katoloğundaki protokol takip edildi. Özetle; 8., 15. ve 40. günlerde 

alınan kapsüllenmiĢ hücreler 200ml PBS içerisinde süspansiyon haline getirildi. 

Daha sonra üzerine 400µl Lysis-/-Binding Buffer eklendi ve 15 dakika sonikatörde 

kapsüllerin parçalanması sağlandı. Örnekleri filtre tüpüne transfer etmek için bir 

filtreli tüp toplama tüpünün içine yerleĢtirildi, maksimum 700µl örnek alınıp filtreli 

tüpe aktarıldı ve 8000g de 15 saniye santrifüj edildi. Santrifüjden sonra filtreli tüp 

toplama tüpünün içinden çıkartılıp sıvı kısmı atıldı ve tekrar filtreli tüp toplama 

tüpünün içine koyuldu. Steril reaksiyon tüplerinin içine her örnek için 90µl DNAse 

Incubation Buffer koyuldu ve 10µl DNAse I eklenip karıĢtırıldı ve cam filtrenin 
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üzerindeki solüsyon alınıp filtre tüpünün üst kısmına eklendi. 15 dakika +15 ten 

25°C ye kadar sıcaklıkta inkübe edildi. Daha sonra filtreli tüpe 500µl Wash Buffer I 

eklendi ve 8000g de 15 saniye santrifüj edildi. Santrifüjden sonra toplama tüpünde 

kalan sıvı kısım atılıp filtre tüpü yeni bir toplama tüpünün içerisine koyuldu. Daha 

sonra filtreli tüpe 500µl Wash Buffer II eklendi ve 8000xg de 15 saniye santrifüjden 

sonra toplama tüpünün içinde kalan sıvı kısım atıldı. Ardından filtreli tüpe 200µl 

Wash Buffer II eklendi ve hiçbir wash buffer kalıntısı kalmaması için 2 dk 

maksimum hızda (yaklaĢık 13000g)  santrifüj edildi ve daha sonra toplama tüpü 

atıldı ve filtreli tüp temiz ve steril 1.5ml lik mikrosantrifüj tüplerine yerleĢtirildi. 

RNA nın ayrıĢtırılması için; filtre tüpüne 50-100µl Elution buffer eklenerek 8000g 

de 1 dakika santrifüj edildi. Mikrosantrifüj tüpünün içine ayrıĢtırılan RNA, RT-PCR 

da kullanılmak üzere – 80°C de saklandı. 

 

2.3.9.2. cDNA sentezi: 

 

cDNA sentezi, Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit‟i (Roche) kullanılarak 

yapıldı. Üretici firmanın katoloğundaki protokol takip edildi. Ġlk olarak RNA‟lardan 

cDNA sentezi için elde ettiğimiz her bir deriĢimde ki RNA örneklerine, primer ve su 

karıĢımını son hacim 13 µl olacak Ģekilde hazırlayarak 65°C „de 10 dakika Termal 

Cycle Cihazında inkübe edildi. Ardından PCR karıĢımı hazırlandı.  

Her bir örnek için cDNA PCR karıĢımı oranları Çizelge 2.1‟ de gösterilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.1. cDNA PCR karıĢım oranları 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transcription Reverse Buffer 4 µl 

Protector RNase Inhibitör 0,5 µl 

Deoxynucleotide Mix  2 µl 

Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 µl 

Son hacim  7 µl 
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Son hacim 20 µl olarak Termal Cycle Cihazında 55 °C de 30 dakika, 85 °C de 5 

dakika inkübe edildi. Elde edilen cDNA‟lar böylece çoğaltılmıĢ oldu. 

 

Kullanılan primerler:  

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

                    Primer geri (reverse): 5‟ CCA GTT CAG GTC TCT TAG AG 

2. Kollagen tip I  Primer ileri (forward): 5‟ TGC TGG CCA ACC ATG CCT CT 

                  Primer geri (reverse): 5‟ CGA CAT CAT TGG ATC CTT GCA G 

3. SOX9 Primer ileri (forward): 5‟CAT GAA GAT GAC CGA CGA G  

     Primer geri (reverse): 5‟ CGT CTT CTC CGT GTC GGA   

4.  GAPDH Primer ileri (forward): 5‟  CCT TCA TTG ACC TTC ACT ACA TGG TCT A  

                Primer geri (reverse): 5‟ TGG AAG ATG GTG ATG GCC TTT CCA TTG (9) 

 

2.3.9.3. Real Time PCR ( Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu): 

PCR Mix‟in hazırlanması: 

PCR mix hazırlanırken her bir örnek için su (4µl), Light Cycler 480 Probes Master 

(10µl), Real Time Ready Assay (1µl) toplam hacim 15 µl olacak Ģekilde hazırlandı. 

Hazırlanan mix, vortex kullanılmadan pipetaj yapılarak karıĢtırıldı. Light Cycler 480 

multiwell plate in her kuyucuguna PCR Mix‟ten 15 µl, üzerine 5µl cDNA eklendi. 

Kuyucuklardaki hacim 20 µl oldu. Multiwell Plate 2 dk 1500 x g santrifüj edildi. 

Santrifüj iĢleminden sonra plate cihaza yerleĢtirilip kullanılan olan Monocolor 

Hydrolysis Probe/ UPL Probe programı seçildi. UPL Probe için gerekli protokoller 

cihazda seçildikten sonra Light Cycler 480 PCR baĢlatıldı. 

Çizelge 2.2. Roche LightCycler 480 kosulları. 

 Sıcaklık- Zaman Döngüler 

Ön Ġnkübasyon Evresi 95°C'de 10 dk             1 

 Büyüme Evresi  95°C'de 15 sn 45 

 Soğutma Evresi  72°C'de 1 sn 1 
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3. ARAġTIRMA BULGULARI 

 

 

3.1.  Hücre izolasyonu: 

 

Yapılan çalıĢmada,  primer kültürü yapılan kıkırdak dokudan 1 hafta içerisinde hücre 

kolonisi oluĢumu gözlenmiĢtir ve yaklaĢık 2 hafta içerisinde hücreler istenilen sayıya 

ulaĢmıĢtır. Kondrosit hücrelerinin mikroskop görüntileri ġekil 3.1‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 3.1 : A) kıkırdak dokudan izole olan fibroblast benzeri kondrosit hücreleri, B) birinci 

pasajdan sonra fibroblast benzeri kondrosit hücreleri (Bar=200µm-10X 

büyütmede LeicaDM6000 Ġnverted Mikroskop ile görüntülenmiĢtir.) 

A 

B 
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3.2.  Kültürü yapılan kondrosit hücrelerinin kapsülasyonu: 

 

Sayımı yapılan 5.0x10
6
 yaĢayan kondrosit hücresinin kapsülasyonu yapılmıĢ ve 

yaklaĢık 500 µm çapında kapsüller elde edilmiĢtir. 15. günden itibaren kapsül 

içerisindeki kondrositlerde, kapsül yüzeyine tutunma ve 2 boyutlu hücre 

kültüründeki fibroblasta farklılaĢan hücre morfolojisi gözlenmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 3.2.  A) Kapsül içerisindeki kondrosit hücreleri 5. gün, 

                  B) Kapsül içerisindeki kondrosit hücreleri 15. gün.  

A 

B 
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 (20X büyütmede LeicaDM6000 Ġnverted Mikroskop ile görüntülenmiĢtir.) 

3.3. Aljinat Ġle KapsüllenmiĢ Kondrositlerin Toksisitesinin Belirlenmesi 

 

WST-1 ile yapılan sitotoksisite testinde aljinat kapsülün kondrosit hücreleri 

üzerindeki sitotoksik etkisi Çizelge 3.1‟de ve ġekil 3.3‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 3.1.  Aljinat kapsülün kondrosit hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisi. 

 

WST-1 absorbans (440nm) % canlılık 

5.gün 

kapsüllü hücreler 0,192 ± 0,082 90,72 

Kontrol 0,212 ± 0,023 100 

8.gün 

kapsüllü hücreler 0,109 ± 0,051 84,32 

Kontrol 0,130 ± 0,068 100 

15.gün 

kapsüllü hücreler 0,167 ± 0,041 72,61 

Kontrol 0,230 ± 0,003 100 

30.gün 

kapsüllü hücreler 0,072 ± 0,010 68,35 

Kontrol 0,105 ± 0,039 100 

40.gün 

kapsüllü hücreler 0,240 ± 0,034 62,34 

Kontrol 0,338 ± 0,037 100 

 

 

Çizelge 3.1‟ deki sonuçlara göre 5. Gündeki canlılık oranı %90,72 olup, 8. Günde 

%6,40 oranında azalma olmuĢtur. 15. Günde, 8. Güne göre % 11,71 oranında azalma 

olmuĢtur. 30. Günde 15. Güne göre % 4, 26 oranında azalma olmuĢtur. 40. Günde ise 

canlılık % 62,34‟ e gerilemiĢtir fakat, hücre canlılığı buna rağmen %50‟ nin üzerinde 

hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 3.3. Aljinat ile kapsüllenen hücrelerin WST-1 Testi sonucundaki canlılık 

düzeyleri. 

 

 

3.4. MTT Testi 

 

MTT (3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromür) metodunda canlı 

hücrelerdeki mitokondriyal dehidrojenaz enziminin, sarı renkli bir çözelti olan MTT 

çözeltisini, suda çözünmeyen formazan tuzuna dönüstürmesi ve olusan renkli 

kristallerin izopropanol/HCl ile çözülerek, çözeltinin optik yogunlugunun 570 nm‟de 

spektrofotometrik olarak belirlenmesi prensibine dayanır (61) 

  

Elde edilen verilere göre aljinat kapsülün kondrosit hücrelerinin metabolik aktivitesi 

üzerindeki etkisi Çizelge 3.2‟ de ve ġekil 3.4‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

y = -7,273x + 97,487 
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Çizelge 3.2. Aljinat kapsülün kondrosit hücrelerinin metabolik aktivite ve canlılığı 

üzerindeki etkisi. 

 

MTT absorbans (590nm) % canlılık 

5.gün 

kapsüllü hücreler 0,095 ± 0,01 91.37 

Kontrol 0,104 ± 0,005 100 

8.gün 

kapsüllü hücreler 0,076 ± 0,003 84.32 

Kontrol 0,090 ± 0,005 100 

15.gün 

kapsüllü hücreler 0,069 ± 0,06 81,17 

Kontrol 0,085 ± 0,001 100 

30.gün 

kapsüllü hücreler 0,066 ± 0,005 77.65 

Kontrol 0,085 ± 0,001 100 

40.gün 

kapsüllü hücreler 0,070 ± 0,06 61.30 

Kontrol 0,115 ±0.005 100 

 

 

Çizelge 3.2„deki MTT sonuçlarına göre 5. gündeki kapsüllenmiĢ hücrelerin canlılık 

oranı kontrol grubuna yakın olmakla birlikte % 91,37 oranındadır. 8. günde canlılık 

%7,05 oranında azalmıĢtır. 15. günde canlılık 8. güne göre %2,95 azalmıĢtır. 30. 

günde canlılık 15. güne göre % 4,05 oranında azalmıĢtır. 40. günde canlılık 30. güne 

göre % 16,35 azalmasına rağmen % 50 nin üzerinde canlılık vardır. 
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ġekil 3.4. Aljinat ile kapsüllenen hücrelerin canlılık oranları. 

 

 

3.5. Ġkili Boyama Metodu Ġle Apoptotik ve Nekrotik Ġndeks  Sonuçları 

 

3.5.1. Apoptotik indeks sonuçları: 

 

KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinde apoptozun belirlenmesi için ikili boyama 

metodu kullanılmıĢtır. Ġkili boyama solüsyonu içerisinde bulunan Hoechst (33342) 

flouresan boyası DNA‟ya bağlanarak mavi flouresan ıĢık altında hücre 

çekirdeklerinin mavi renge boyanmasını sağlar. Apoptotik hücre çekirdekleri, 

parçalanmıĢ, daha parlak ve çekirdek sınırları bozulması vb. özelliklerinden diğer 

mavi boyanmıĢ çekirdeklerden ayırt edilirler. 
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Çizelge 3.3. KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin 5., 8., 15., 30. ve 40. günlerdeki 

apoptotik indeks sonuçları 

 

  

Kontrol 

(KapsüllenmemiĢ  

hücre) 
5.gün 8.gün 15.gün 30.gün 40.gün 

% 

Apoptoz 
1± 3,03±0,71 5,45±0,50 5,65±2,38 16,39±3,54 17,31±1 

 

 

Çizelge 3.3‟ de belirtilen sonuçlara göre kapsüllenen kondrosit hücrelerinin 5. günde 

apoptotik indeksi diğer günlere göre en düĢüktür. Ġlerleyen günlerde apoptoz oranı 

düĢük oranlarda artıĢ göstermiĢ fakat buna rağmen %20‟ yi bulamamıĢtır. 

 

 

 

 

ġekil 3.5 Kapsüllenen kondrosit hücrelerinin 5. gündeki DAPI görüntüsü. (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

A 
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ġekil 3.6: KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin 8. gündeki DAPI görüntüsü (Bar=200μm-

10X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

B 
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ġekil 3.7 : KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin 15. gündeki DAPI görüntüsü (Bar=200μm-

10X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

C 
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ġekil 3.8 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 30. gündeki DAPI görüntüsü (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

 

 

 

 

D 
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ġekil 3.9 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 40. Gündeki DAPI görüntüsü, siyah oklar; degrede 

olmuĢ kapsül parçaları (Bar=200μm-10X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

3.5.2. Nekrotik Ġndeks Sonuçları 

KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinde nekrozun belirlenmesi için, apoptozda olduğu 

gibi ikili boyama metodu kullanılmıĢtır. Ġkili boyama solüsyonu içerisinde bulunan 

propodium iyodid floresan boyası ile boyandığında nekroza uğramıĢ hücrelerin 

çekirdekleri kırmızı floresan ve yeĢil floresan ıĢık altında kırmızı olarak görülmekte 

olup hücrelerin nekroza uğradığını göstermektedir. 

 

 

 

E 
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Çizelge 3.4. : KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin 5., 8., 15., 30. Ve 40. günlerdeki 

nekrotik indeks sonuçları 

 

  

kontrol 
(kapsüllenmemiş  

hücre) 
5.gün 8.gün 15.gün 30.gün 40.gün 

% nekroz 1± 0,61±0,71 1,82±0,50 3,23±1,63 14,75±5,66 16,54±2,83 

 

Çizelge 3.4‟ teki sonuçlara göre kapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin 5. günüde 

nekrotik indeksi en düĢüktür. Ġlerleyen günlerde düĢük oranda artıĢ göstermiĢ 

olmasına rağmen 40. günde nekroz oranı  %16,54 olup  %20 yi bulmamıĢtır.  

 

 

 

ġekil 3.10 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 5. gündeki FITC görüntüsü (Bar=200μm-

10X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

A 
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ġekil 3. 11 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 8. gündeki FITC görüntüsü (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

B 
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ġekil 3.12 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 15. gündeki FITC görüntüsü (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

C 
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ġekil 3.13 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 30. gündeki FITC görüntüsü (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

D 
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ġekil 3.14 : KapsüllenmiĢ kondrositlerin 40. gündeki FITC görüntüsü (Bar=200μm-10X 

büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

3.6.  Toluidin Boyama ile Glikozaminoglikan  Sentezinin Belirlenmesi 

Dokulardaki GAG içeriğini biyokimyasal yöntemlerle tanımlamak zordur. Buna 

karĢın histolojik boyamalarla GAG‟ lar görülür hale getirilebilir. Metakromatik 

özellikte katyonik bir boya olan toluidin mavisi, GAG ları mor renge boyar (66). 

E 
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A 

B 
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ġekil 3.15 : A,B,C) KapsüllenmiĢ kondrositlerin toluidin mavisi ile 5. gündeki görüntüsü 

(Bar=65μm-200X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

C 
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A 

B 
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ġekil 3.16 : A,B,C) KapsüllenmiĢ kondrositlerin toluidin mavisi ile 8. gündeki görüntüsü; 

kalın oklar, bölünen hücreler (Bar=100μm-200X büyütmede Leica DM6000 

ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

C 
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A 

B 
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ġekil 3.17 : A., B., C. KapsüllenmiĢ kondrosit hücrelerinin toluidin mavisi ile 15. gündeki 

görüntüsü; kalın oklar, bölünen hücreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65μm-

400X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

 

C 

A 
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B 

C 



52 
 

 

ġekil 3.18 : A., B., C., D) KapsüllenmiĢ kondrositlerin toluidin mavisi ile 30. gündeki 

görüntüsü; kalın oklar, bölünen hücreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65μm-

400X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

 

D 

A 
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B 

C 
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ġekil 3.19 : A., B., C., D) KapsüllenmiĢ kondrositlerin toluidin mavisi ile 40. gündeki 

görüntüsü; kalın oklar, bölünen hücreler; ince oklar, GAG sentezi (Bar=65μm-

200X büyütmede Leica DM6000 ile görüntülenmiĢtir) 

 

 

3.7. DMMB Analizi ile Glikozaminoglikan Miktarının Belirlenmesi 

 

Dimethilmetilen mavisi de toluidin mavisi gibi katyonik bir boyadır ve 

glikozaminoglikanları mor renge boyar. GAG lardaki renk değiĢimi ELISA 

okuyucuda ölçülerek miktar tayini yapılır. 

 

D 
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ġekil 3.20 : 0-10µg/ml konsantrasyonlardaki GAG depolanmasının 5., 8., 15., 30. ve 40. 

günlerdeki miktarları 

 

 

Çizelge 3.5: 0-10µg/ml konsantrasyonlardaki GAG depolanmasının 5., 8., 15., 30. ve 40. 

günlerdeki absorbansı 

  GAG miktarı (absorbans) 

Konsantrasyon Standard 5.gün 8.gün 15.gün 30.gün 40.gün 

0 µg/ml 0,071± 0,03 0,072± 0,01 0,066± 0,00 0,103± 0,00 0,076± 0,00 0,093± 0,00 

1,25 µg/ml 0,102± 0,02 0,203± 0,18 0,173± 0,08 0,132± 0,01 0,349± 0,10 0,515± 0,14 

2,5 µg/ml 0,111±  0,04 0,226± 0,31 0,54± 0,15 0,243± 0,01 0,451± 0,24 1,503± 0,12 

5 µg/ml 0,118± 0,05 0,773± 0,42 1,134± 0,28 0,352± 0,01 0,46± 0,65 2,16± 0,05 

7,5 µg/ml 0,121± 0,06 1,546± 0,52 1,433± 0,11 1,149± 0,00 0,733± 0,71 2,355± 0,00 

10 µg/ml 0,128± 0,05 1,534± 0,19 1,512± 0,03 1,157± 0,01 1,891± 0,41 2,505± 0,04 

 

y = 0,0194x + 0,0993 
R² = 0,9175 

0
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3.8. Real Time-PCR ile kondrositlerin Tip I ve II Kollagen, SOX9, 

ekspresyonlarının değerlendirilmesi 

 

SOX9, kondrojenik transkripsiyon faktörü olarak bilinir. Dolayısıyla ekspresyonun 

varlığı kondrojenik potansiyeli ve kondrositlerin de-diferensiyondan sonra re-

diferensiyona geçtiğini yani fibroblast benzeri yapıdan kurtulup tekrar kondrosit 

olduklarını ve olmaya baĢladıklarını göstermesi açısından önemli bir parametredir 

(68, 69). Tip II kollajen, Hyalin kondrositler tarafından sentezlenmektedir ve bunun 

varlığı da re-diferensiyona geçtiğini ve kondrosit olduklarını gösteren bir kanıttır. Tip 

I kollajen, hyalin kondrositler tarafından sentezlemez ve dolayısıyla ekspresyonun 

varlığı kondrojenik potansiyelin henüz olmadığını ve kondrositlerin hala de-

diferensiyon aĢamasında olduğunu ve hücrelerin hala fibroblast benzeri bir yapıda 

olduklarını göstermesi açısından önemli bir parametredir (58). 

 

Bu çalıĢmada Tip I, Tip II, SOX9 genlerinin 8., 15. ve 40. günlerde expresyon analizi 

yapılmıĢtır. Hedef genlerle kıyaslamak üzere referans gen olarak GAPDH 

kullanılmıĢtır. Hedef genler ve referans genler arasındaki Ct (Cycle threshold; ∆Rn 

de önemli artıĢın olduğu ilk döngü sayısını ifade eder) değerleri karĢılaĢtırılarak 

gösterilmiĢtir. Kullanılan yöntem de 2
-(Δ∆Ct)

 değerleri her bir örnek için ayrı ayrı 

hesaplanmıĢtır. Bulgular Çizelge 3.6,  ġekil 3.21 ve ġekil 3.22 gösterildiği gibidir. 

 

 

 ∆∆Ct = ((CT,Target -CT,Ref.) - (CT,Target - CT,Ref.))                                 (EĢitlik 3.1.)  

Hedef genin ekspersyon seviyesi = = 2
-∆∆CT 

(67) 
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ġekil 3. 21: Real Time PCR çalıĢmasında elde edilen   Amplifikasyon Eğrisi grafiği 

 

 

Çizelge 3.6 : EĢitlik 3.1 de gösterildiği gibi hesaplanan 8., 15., 40. günlere dair ∆∆Ct 

değerleri 

 

 8. gün 8. gün 

kontrol 

15. gün  15. gün 

kontrol 

40. gün  40. gün 

kontrol 

SOX9 0 0 0 0 0 0 

Tip I 1,21 15,14 1,02 24,08 1,03 28,25 

Tip II 0 0 0 0 0 0 

 

Çizelge 3.5‟ deki sonuçlara göre SOX9 ve Tip II geninde expresyon gözlenmemiĢtir. 

Tip I geninde ise ekspresyon görülmüĢtür.  
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ġekil 3.22: SOX9 ve Kollajen Tip I ve Kollajen Tip II genlerinin 8., 15. ve 40. 

günlere göre ifadelenmesi 
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4. TARTIġMA VE SONUÇLAR 

 

Yapılan bu çalıĢmada aljinat ile mikroenkapsülasyonu yapılan kondrosit hücrelerinin 

hidrojel içinde kondrojenik potansiyellerini geri kazanımı araĢtırılmıĢtır. Sığır 

kıkırdağından izole edilip kültüre edilen kondrositler, 2 boyutlu kültür ortamında 

bölünme yeteneği kazanmıĢtır ve de-diferesiye olup fibroblast benzeri bir yapıya 

dönüĢmüĢtür. Kondrojenik özelliklerini geri kazanabilmeleri için kondrositlerin, 

aljinat ile mikrokapsülasyonu yapılmıĢ ve hücreler 3 boyutlu ortamda re-diferensiye 

olmaları beklenmiĢtir. Böylece tip II kollajen sentezi ve kondrosite özgü ekstraselüler 

matriks ürünlerinin sentezinin gerçekleĢeceği düĢünülmüĢtür.  

 

Kültür aĢamasında gerekli sayıya ulaĢan hücreler tripsinizasyon ile kaldırıldıktan 

sonra aljinat ile kapsüllenmiĢ ve yaklaĢık 500µm çapında kapsüller elde edilmiĢtir. 

mikroküreler içerisinde bölünmeye devam eden hücreler kapsül içerisindeki sayısını 

artırmıĢ ve canlılıklarını sürdürmek için gerekli olan alan azaldığı için bir kısmı 

apoptoza gitmiĢ, bir kısmı ise kapsül yüzeyine tutunup tekrar de-diferensiye olarak 2 

boyutlu fibroblast benzeri yapıya dönüĢmüĢtür.( ġekil 3.2 ). Bu durum 30. günden 

sonra kapsüllerin degredasyonuna neden olmuĢtur. Ayrıca aljinat mikrokürelerin kısa 

dönem mekanik dayanımının iyi olmasına karĢın, 30 gün gibi bir sürenin sonunda jel 

olusumunu saglayan Ca
+2

 iyonlarının kademeli olarak besiyerindeki iyonlarla (Na
+
, 

H
+
, vd.) yer degistirmesine bağlı olarak mekanik dayanımın azaldığı belirlenmiĢtir 

(61). 

 

Mendes ve ark. (2012) yaptığı 21 günlük in vitro çalıĢmada, kondrositler, xhantan 

türevi kapsüllere hapsedilmiĢ ve canlılığının tespiti için Calcein AM canlı/ ölü hücre 

analizi, sitotosisite testi için MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium salt] testi yapılmıĢtır. Yapılan analizler sonucunda kullanılan kapsül 

materyali sitotoksisite göstermemiĢ, hücreler ise canlılığını 21 güne kadar 

sürdürmüĢlerdir.  

 

Yapılan çalıĢmada ise sitotoksisitenin belirlenmesi için WST-1 ve MTT Testleri, 

canlılığın tespiti için ise Double Staining ( Ġkili Boyama ) yapılmıĢtır.  
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WST-1 sitotoksisite testi sonucunda, kapsülasyon yapıldıktan sonra hücrelerin 

kültürdeki 5. gününde % 8,28, 8. gününde % 15,68, 15. gününde % 27,39, 30. 

gününde % 31,65 ve 40. gününde % 37,66 oranında sitotoksisite görülmüĢtür. MTT 

Test sonuçlarına göre, 5. gününde % 8,63, 8. gününde 15,68, 15. gününde % 18,83, 

30. gününde 22,35, 40. Gününde % 38,70 oranında sitotoksisite görülmüĢtür. MTT 

Test, WST-1 testini doğrulamak amacıyla yapılmıĢtır ve paralel sonuçlar elde 

edilmiĢtir. Kapsül içerisindeki hücrelerin sayılarını artırması ve buna bağlı olarak 

kapsül alanının yetersiz hale gelmesi, Ca
+2

 iyonlarından dolayı meydana gelen 

mekanik dayanıksızlğın sebep olduğu degredasyon, sitotoksisitenin 40. güne kadar 

artıĢ göstermesine sebep olduğu gözlenmiĢtir. 

Apoptoz ve nekrozu göstermek için ikili boyama yapılmıĢtır. Ġkili boyama metodu 

çekirdeği boyamakta ve bu sayede apoptozu ve nekrozu göstermektedir. Ġkili boyama 

solüsyonunu oluĢturmak için Ribonükleaz A, Hoescht 33342 ve Propodium iodide 

kullanılmıĢtır. RNA nın boyanmaması için Ribonükleaz A kullanılmıĢ, bu sayede 

sitoplazmik RNA yok edilmiĢtir. Hoechst (33342) apoptotik hücreleri boymaktadır, 

bu sayede gerçek apoptotik hücreler belirlenmiĢtir. Propidium Iodide, DNA‟yı ve 

RNA‟yı boyamaktadır. Kırmızıya boyayarak sekonder nekrozu gösterir. Ġkili boyama 

sonucunda 40. Günde apoptoz oranı %17, nekroz oranı %16 olarak ölçülmüĢtür. Bu 

sonuçlar hücre canlılığının 40. günde % 50 den fazla olduğunu göstermektedir. 

 

Küçük yarıçapa sahip alginat mikrokürelerin mekanik dayanımları, büyük yarıçapa 

sahip mikrokürelerden  daha yüksektir (61). Küçük yarıçaptaki kürelerde besiyeri 

difüzyonu kapsülün içindeki hücrelere homojen olarak dağılma olanağına sahiptir. 

Yapılan çalıĢmadaki kapsül çapının 500µm olmasından dolayı kültür ortamında 

besiyerinin difüzyonunun kapsülün merkezindeki hücrelere ulaĢma oranının dıĢ 

taraftaki hücrelere ulaĢma oranından daha düĢük olduğu için kapsül merkezindeki 

hücrelerin daha erken apoptoza uğradığı gözlenmiĢtir ( ġekil 3.8 ). 

 

Kim ve ark. yaptığı çalıĢmada Dimetilmetilen mavisi ile glikozaminoglikan miktarı 

analizi yapılmıĢ ve in vitro ortamda 28. güne kadar GAG miktarında artıĢ 

gözlenmiĢtir. Yapılan bu çalıĢmada ise Toluidin blue ile morfolojik, DMMB analizi 

ile miktar analizi yapılmıĢtır. Ġki uygulamanın da sonuçlarına göre kapsül 
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içerisindeki hücreler GAG sentezini gerçekleĢtirmiĢ, 40. günde ise miktarını 

maksimum seviyeye çıkarmıĢtır.  

 

DMMB analizinde 5. Günden 15. Güne kadar GAG miktarında düĢüĢ gözlenmiĢ, 15. 

Günden 40. Güne kadar da dramatik bir artıĢ gözlenmiĢtir ( ġekil 3.20 ). GAG‟lar 

disakkarit birimlerindeki hidroksil, karbosil ve sülfat yan gruplarından ötürü negatif 

yüklü moleküllerdir. Bu durum GAG ları hidrofilik duruma getirir; böylece, su ve 

özellikle Na+ gibi ozmotik olarak aktif katyonları bağlarlar. Bu Ģekilde 

sitoplazmanın sol/jel durumunu ayarlarlar (66). 5. günde hücreler kapsül ortamında 

GAG sentezini, hücrenin sitoplazmasındaki sol/jel dengesini korumak için artırmıĢtır 

fakat ilk 15 güne kadar adaptasyon süreci geçirmiĢ, canlılıkları yüksek olduğu halde 

GAG sentezinde azalma görülmüĢtür. 15. Günden sonra hücreler ortama alıĢmıĢ ve 

GAG miktarını artırmıĢtır.  

 
Bu tezde aynı zamanda Real Time PCR analizi ile SOX9, Tip I ve Tip II kollajen 

sentezinin varlığı moleküler düzeyde gösterilmek istenmiĢtir.  

 

Coates ve ark.(2012) yaptığı 21 günlük çalıĢmada SOX9 geninin expresyonu, 

zamana bağlı azalarak tespit edilmiĢtir. Tip II kollajen sentezi 14. güne kadar artıĢ 

göstermiĢ ve 14. günde zirveye ulaĢmıĢtır, fakat 21. günde sentezi gözlenmemiĢtir.  

 

Marsich ve ark. Yaptığı çalıĢmada kondrositler aljinat/laktoz modifiye kitosan 

kapsüllere hapsedilmiĢ ve 2. ve 17. Günlerde yapılan RT-PCR analizinin sonucunda 

Tip II kollajen ve aggregan sentezi görülmüĢ ve Tip I kollajene rastlanmamıĢtır. 

 

Yapılan çalıĢmada ise kapsüllenen hücrelerin 8., 15. ve 40. günlerinde cDNA ları 

sentezlenmiĢ ve RT-PCR analizi sonucunda Kollajen Tip II  ve SOX9 genlerinin 

sentezine rastlanmamıĢtır. Tip I kollajen sentezi ise gözlenmiĢtir ( ġekil 3.21 ve ġekil 

3.22). Bu sonuçlar dahilinde, kapsüllenen kondrositlerin re-diferensiye olmadığı 

saptanmıĢtır.  

 

Sığır kıkırdağından izole edilen hücreler kültür aĢamasında çoğaltılmak amacıyla 

pasajlanmıĢ ve belli bir sayıya ulaĢması sağlanmıĢtır. Yapılan birçok araĢtırma, her 
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pasaj iĢleminin hücre morfolojisinde, uyaranlara yanıtında, büyüme oranlarında, 

protein ifadesinde, transfeksiyon ve sinyalllerde değiĢikliklere yol açtığını 

göstermektedir (70). Dolayısıyla hücrenin morfolojisini ve biyokimyasal özelliklerini 

koruyabilmesi için asgari düzeyde pasaja maruz kalması gerekmektedir. Bu 

sebeplerden dolayı mevcut çalıĢmada pasaj sayısı fazla olduğundan hücreler kapsül 

içerisine girdiğinde canlılıklarını sürdürebildikleri, bölünebildikleri ve GAG 

sentezini gerçekleĢtirebildikleri halde kondrosite tekrar farklılaĢma gösterememiĢtir. 

Ayrıca, hücrelerin kapsül ortamındaki kültürünün kondrojenik besiyeri ile 

gerçekleĢmemesi re-diferensiye olmamasının sebeplerinden biri olabileceği 

öngörülmektedir.  

 

Ġlerleyen çalıĢmalarda sığır kıkırdağından izole edilen hücrelerin kapsüllenmeden 

önce kültür ortamında kondrojenik besiyeri ile kültüre edilip, en fazla 3 pasajdan 

sonra flow sitometri yöntemi ile kondrosit markırları kullanılarak hücrelerin yapısını 

koruduğu kanıtlandıktan sonra kapsüllenmesi hedeflenmektedir. Ayrıca kapsül 

materyalinin yapısının geliĢtirilmesi, kapsül boyutunun enjekte edilebilir boyutlara 

getirilerek kalitesinin iyileĢtirilmesi de amaçlanmaktadır.  
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