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ÖNSÖZ 

Yapılan tez çalıĢmasında kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢtırmasında koĢullandırılmıĢ 
medyumun etkisi incelenmek istenmiĢ ve daha baĢarılı farklılaĢtırma protokollerinin 
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YAPRAKÆI‘ya; beni her zaman neĢelendiren ve moralimi yüksek tutmamda yardımcı olan 
Doç. Dr. Beytullah KENAR‘a; tez yazımı esnasındaki revizyonlarından dolayı Dr. Öğr. 
Üyesi Özay GÜLEġ‘e teĢekkürü bir borç bilirim. 

Türkiye‘de kaldığım süre içerisinde en iyi arkadaĢım olan, bana her zaman mental ve 
teknik anlamda yardımlarını sunan kadim dostum Tayfun DĠKMEN‘e Ģükranlarımı sunmak 
isterim. Ayrıca doktora eğitimim süresince yanımda olan baĢta Elif Ece AKGÜN, Deniz 
BĠRDAL, Ender Deniz ASMAZ ve Eda KARABÖCEK olmak üzere tüm dostlarıma 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR 

  Delta 

(%)  Yüzde 

(-)  Eksi 

(/)  Bölü 

(+)  Artı 

(±)  Artı eksi 

(×)  Æarpı 

°C  Derece 

µg  Mikrogram 

µL  Mikrolitre 

µm  Mikromolar 

3B  3 boyutlu  

ACAN  Aggrekan 

AF  Amniyotik sıvı 

ALP  Alkalen Fosfotaz  

ASKH  Amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler 

Bapx1  Homeobox homolog 1 

bFGF  Temel fibroblast büyüme faktörü 

BMP  Kemik morfogenetik proteinleri 

Cbfa1  Core-binding factor subunit alpha-1 

CD  FarklılaĢma Kümeleri 

cDNA     Komplementer deoksiribo nükleik asit 

CHD  Kalsiyum (Ca+2) bağımlı nöral kaderin 

CILP  Matrilin-1, kıkırdak ara katman proteini  

CMP  Kıkırdak matriks proteini  
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c-Myc  Avian myelostomatozis virüs onkojen hücresel homoloğu 

CO2  Karbondioksit 

COL  Kollajen 

COL2A1 Kollajen tip-II alfa I 

COMP  Kıkırdak oligometrik matriks proteini 

Co-SMAD R-SMAD ortak aracılı 

CRBP  CREB bağlayıcı protein 

CRE  Response element 

CREB  CRE bağlayıcı protein 

Ct  Döngü eĢiği  

DAB  3, 3‘di-aminobenzidin  

DAPI              4, 6-diamidino-2-fenilindol, dihidroklorit 

DCN  Dekorin  

DEPC  Dietil pirokarbonat  

DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium  

DMSO  Dimetil sülfoksit 

DNA  Deoksiribonükleik asit  

ECM  Ekstraselüler matriks  

EDTA  Etilendiamin tetraasetik asit 

 EGF  Epidermal büyüme faktörü  

Erk ½  Hücre dıĢı sinyal ayarlı kinaz 1/2 

ERK  Hücre dıĢı sinyal düzenleyen kinazlar  

FBS  Fötal sığır serumu  

FGF  Fibroblast büyüme faktörü  

g  Æelim sabiti 

G  L-guluronik asit 

GAG  Glikoz amino glikan 

GAPDH Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz  

HBSS  Hank‘in dengeli tuz solüsyonu  

HEPES 1M 4-(2 hidroksi etil)-1-piperazinetansülfonik asit  

HG-DMEM Yüksek glikoz Dulbecco´nun modifiye Eagle medyumu 
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IBMX  3-izobütil-1-methilxksantin  

IF  Ġmmunfloresan 

IGF  Ġnsülin benzeri büyüme faktörü 

IGFBP  Insülin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı protein 

IHC  Ġmmunhistokimya   

IL  Ġnterlökinler 

IM  Ġndüksiyon medyumu  

ITS  Ġnsülin Transferrin Selenyum 

JNK  C-JunNH2-terminal kinazlar 

KM  KoĢullandırılmıĢ medyum  

LG-DMEM DüĢük glikoz Dulbecco‘s modifiye minimum esansiyel medyumu  

M  (1→4)-β-D-mannuronik acid  

MAD  Mothers Against Decapentaplegic 

MEK ½ Hücre dıĢı sinyal ayarlı kinaz-kinaz 1/2  

mg  Miligram 

MgCl2  Magnezyum klorit 

MHC               Majör histokompatibilite kompleksi 

min  Dakika 

MKH  Mezenkimal kök hücreler 

mL  Millilitre 

mM  Milimol 

MMP  Matriks metaloproteinaz  

mRNA  Mesajcı RNA 

n  Sayı 

NANOG Nanog Homeobox 

N-CAM Ca+2 bağımsız nöral hücre adezyon molekülü 

NEM  Non-esansiyel amino asit  

ng  Nanogram 

OA  Osteoartiritis 

OCT-3/4 Oktamer bağlayıcı transkripsiyon faktör-3/4 

p  Anlamlılık değeri 
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P  Pasaj 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Eklem Kıkırdağı Anatomisi 

Eklemler sinartroz, amfiartroz ve diartroz eklemler olmak üzere üç gruba ayrılır.  Sinartroz 

eklemde, komĢu iki kemik bağ doku veya kıkırdak bir yapı ile aralıksız bir Ģekilde birleĢir. Bu 

eklem tipinde kemik yapılar eklemi oluĢturuyorsa sinostoz olarak adlandırılır. Amfiartroz 

eklemlerde kemikler birbirine kıkırdak veya fibrokıkırdak doku ile bağlıdır. Diartroz 

eklemlerde komĢu iki kemik arasında bir boĢluk bulunur. Diartroz eklemlerin yapısında 

eklem kapsülü, eklem boĢluğu ve eklem kıkırdağı bulunur. Perikondriyumun bulunmadığı 

eklem kıkırdağı düzgün bir yüzeye ve yaklaĢık 2-5 mm kalınlığa sahiptir.  Eklem kıkırdağı, 

viskoelastik özeliğe sahip düĢük sürtünme katsayısı ile eklemlerin yüzeyinde aĢınmaya 

dayanıklı kaygan bir yüzey oluĢturarak yüklerin altta yatan subkondral kemiğe aktarımını 

kolaylaĢtırır. Hücreden fakir, sinir, kan ve lenf damarlarından yoksun ve hücreler arası 

matriksten zengin bir dokudur (Carballo ve ark., 2017; Juneja ve ark., 2020; Ulrich-Vinther 

ve ark., 2003) 

1.2. Eklem Kıkırdağı GeliĢimi  

Kıkırdak ve kemikten oluĢan omurgalı iskeleti, üç farklı embriyonik yapraktan köken alan 

hücrelerin ürünüdür. Kraniyofasiyal iskelet kranial nöral krista hücreleri tarafından 

oluĢturulur, Aksiyal iskelet paraksiyal mezodermden (somitler) köken alır ve ekstremite 

iskeleti lateral plak mezodermal hücrelerin ürünüdür (Olsen ve ark., 2000). Kondrogenezis 

adı verilen kıkırdak geliĢimi esnasında öncelikli olarak lateral mezodermin 

somatoplöyrasındaki mezenkimal hücreler kompakt bir nodül Ģekillendirir ve hızlı bir 

Ģekilde bölünerek önce prekondrositlere ve ardından da kondrositlere farklılaĢırlar. 
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Kondrositlerin iki ana tipi vardır. Bunlar interzon olarak bilinen eklem bölgesinde bulunan 

ve fenotipik olarak stabil eklem kıkırdağını Ģekillendirecek periartiküler kondrositler ve 

proliferasyona uğrayan büyüme plakası kondrositleridir (Koyama ve ark., 2008). Büyüme 

plağı kondrositleri hipertrofiye uğrayarak kollajen (COL) tip X (COL-X)‘u ifade edecekler 

ve yerini kemik dokusuna bırakacaklardır (Provot ve Schipani, 2005). 

1.3. Eklem Kıkırdağı Histolojisi  

Eklem kıkırdağı, hücreler arası matrikste bulunan kondrosit ve kollajen ipliklerin 

organizasyonu açısından 'normal' hiyalin kıkırdağından farklı, özel bir hiyalin kıkırdağı 

türüdür (Kheir ve Shaw, 2009). Normal eklem kıkırdağı yüzeyel, orta, derin ve kalsifiye 

olmak üzere dört farklı bölgeden oluĢur. Her bir bölgede hücre morfolojisi ve hücreler arası 

madde kompozisyonu farklıdır  (Bhosale ve Richardson, 2008; Pearle ve ark., 2005; Sophia 

Fox ve ark., 2009).  

Eklem kıkırdağının % 10-20‘sini oluĢturan yüzeyel bölge eklemin kayganlığından 

sorumludur. Yüzeyel bölgenin eklem boĢluğuna bakan, hücre içermeyen üst kısmı lamina 

splendens olarak adlandırılır. Yüzeyel bölgede kollajen iplikler yüzeye paralel seyreder; 

kondrositler küçük ve yassıdır. Bu bölgede kondrositler bol miktarda kollajen ve düĢük 

miktarda proteoglikan salgılarlar. Bu durum, bu bölgenin su içeriğinin çok yüksek olmasına 

neden olur (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014). Sadece eklem kıkırdağının bu 

bölgesindeki kondrositler, bir proteoglikan olan superfisial zon proteini sentezler ve 

sinoviyal sıvıya salgılarlar (Schumacher ve ark., 1994). Bununla birlikte, transforme edici 

büyüme faktörü-beta (TGF-β) 1-3, kemik morfogenetik proteinleri (BMP) 1-6 (Anderson ve 

ark., 2000; Yamane ve ark., 2007) ve matriks metaloproteinaz (MMP) 1, 3, 8 ve 13 matriks 

yapımına katılıp, yıkımlanmasına katılmayan bu bölgede ifade olurlar (Tchetina, 2010; 

Tetlow ve ark., 2001). 
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Eklem kıkırdağının orta bölgesi, toplam kıkırdak hacminin % 40-60‘ını oluĢturur. Bu 

bölgede kalın kollajen iplikler rastgele seyreder. Proteoglikan miktarı yüzeyel bölgeden daha 

yüksektir ve kondrositler yuvarlak Ģekilli olmakla birlikte sayıca daha azdır (Bhosale ve 

Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox ve ark., 2009). Eklem kıkırdağının derin bölgesi 

eklem kıkırdağının yaklaĢık % 30‘unu oluĢturur. Eklem yüzeyine dik olarak uzanan iri çaplı 

kollajen iplikler içerir. Proteoglikan miktarı çok yüksektir. Dolayısıyla su miktarı çok 

düĢüktür. Kondrositler iri ve az sayıdadır. Kollajen ipliklere paralel sütun Ģeklinde gruplar 

oluĢtururlar  (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox ve ark., 2009). Kalsifiye 

kıkırdak bölgesi derin bölgeden bir gelgit çizgisi ile ayrılır. Derin bölgenin kollajen iplikleri 

bu tabaka ile subkondral kemiğe sabitlenir. Kollajen iplikler kalındır ve yüzeye dik seyreder. 

Kondrositler azdır ve hipertrofiktir (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox 

ve ark., 2009). Hidroksiapatit kristallerince zengin kalsifiye kıkırdak bölgesinde COL-X, 

Alkalen Fosfotaz (ALP) ve MMP 13 gibi hipertrofik belirteçlerinin ifadelerinin arttığı 

bildirilmektedir (Aigner ve ark., 2001; Pearle ve ark., 2005).  

Eklem kıkırdağının beslenmesi, damarlaĢmanın olmamasından dolayı sinoviyal sıvıdan 

basit difüzyon ile sağlanır. Sinoviyal sıvı; su, oksijen ve elektrolitler ile glikoz gibi besin 

maddeleri içerir (Huber ve ark., 2000; Ulrich-Vinther ve ark., 2003). Eklem kıkırdağında 

perikondriyumun bulunmaması nedeniyle interstisyel büyüme, ergenliğe kadar aktif kalarak 

bir Ģekilde hasarı telafi edebilmektedir. Ancak, ağırlık taĢıyan yüzeyler ve eklem kıkırdağı 

üzerindeki hasarın derecesi, subkondral bölgeye kadar kıkırdağa uzunlamasına doğru 

ulaĢıyorsa, kondrositler ve periferdeki kök hücreler hasarla baĢ edemez. Bunun sonucunda 

osteoartritisteki gibi fibröz bağ dokusunun veya fibröz kıkırdağın, hatta bazen kemiğin bile 

Ģekillenmesine yol açabilir. Bu gibi durumlar üzerine yapılan araĢtırmalar, kök hücreler ile 

kontrollü tedavinin, hasarlı parçanın iyileĢmesine ve yenilenmesine yardımcı olabileceğini 

düĢündürmüĢtür (Barry, 2003). 

GeliĢen fötusta kıkırdak dokusu, primer destek dokusu olarak iskelet görevi görür.  

Doğası gereği damar içermez ve perikondriyum adı verilen membranöz bir yapı içerisindeki 

kıkırdak yoğunlaĢmasından kaynaklanır. Perikondriyumda mezenkimal hücrelerin yanı sıra 
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fibroblast hücreleri de bulunur. Kondrojenik merkezlerdeki veya perikondriyumdaki 

mezenkimal hücreler, kondroblast adı verilen aktif olarak sentezlenen hücrelere farklılaĢır 

(Alford ve Cole, 2005). Bu hücreler genellikle perikondriyum sınırının yakınında bulunan ve 

aktif salgılarıyla kendilerini çevreleyen düz veya yassı hücrelerdir. Glikozaminoglikanlar ve 

kollajen iplikler bakımından zengin olan hücrelerin salgısı viskoz bir matriks oluĢturur. Bu 

matriks içerisinde lakun adı verilen boĢluklarda yer alan bu hücreler kondrositler olarak 

adlandırılır (Banks, 1993). Eklem kıkırdağının farklı bölgelerinde kondrositlerin Ģekli, sayısı 

ve büyüklüğü değiĢir. Örneğin; yüzeyel bölgede kondrositler yassı, küçüktür ve derin 

bölgelere göre daha fazla sayıdadır (Sophia Fox ve ark., 2009). Kollajen ve proteoglikanların 

sentezi ve salgılanması ile iliĢkili granüler endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinden 

zengindirler (Revel ve Hay, 1963; Stockwell, 1978). Kondrositler, nadiren bölünebilen 

(Sophia Fox ve ark., 2009), metabolik olarak aktif hücrelerdir. Eklem kıkırdağının toplam 

hacminin %10‘undan daha az bir hacmini kaplarlar (Bhosale ve Richardson, 2008; Ulrich-

Vinther ve ark., 2003). Kondrositler hücreler arası matriks tarafından iletilen mekanik, 

elektrik ve fizikokimyasal sinyalleri alırlar ve metabolik aktivitelerini düzenleyerek cevap 

verirler (Huber ve ark., 2000). Kondrositlerin fonksiyonu kollajen ve proteoglikandan 

meydana gelen hücreler arası matriksi salgılamaktır. Hücreler arası matriksin çoğunluğunu 

kollajen iplikler oluĢturur ve kollajen ipliklerin %90-95‘i COL-II‘dir. Küçük oranda olmak 

üzere COL I, IV, V, VI, IX ve XI‘ de bulunur (Sophia Fox ve ark., 2009). Kalsifiye bölge 

COL-X içerir (Bhosale ve Richardson, 2008).  

Her kondrosit ince, perisellüler bir matriks ile çevrilidir. Bu matriks kondrosite 

hidrodinamik bir koruma sağlar (Bhosale ve Richardson, 2008); perisellüler matriks COL-VI 

içerir ayrıca proteoglikanlar ve hücre zarı ile iliĢkili molekül ankorin CII (Ja, 1997) ve 

dekorin (DCN) gibi kollajen olmayan proteinlerden zengindir (Bhosale ve Richardson, 

2008). Teritoriyal matriks, kondrositlerin veya kondrosit gruplarının perisellüler matriksini 

çevreler. Teritoriyal matriksteki ince kollajen fibrilleri kondrositin etrafını bir sepet gibi 

sarar. Ġnterteritoriyal matriks eklem kıkırdağının büyük bir kısmını kaplar. Kondrositlerin 

çevresinde bulunmaz. Daha kalın kollajen iplikler içerir ve bu iplikler eklem kıkırdağının 

bölgelerine göre farklı yönlerde seyrederler (Ja, 1997). Eklem kıkırdağında ikinci en büyük 
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yoğunluktaki grubu proteoglikanlar oluĢturur. Eklem kıkırdağının fonksiyonunda önemli 

olan proteoglikanlar; aggrekan (ACAN), DCN, biglikan ve fibromodulindir. En büyük ve 

ağırlıkça en fazla bulunanı 100 den fazla kondroitin sülfat ve keratan sülfat zincirine sahip 

olan ACAN‘dır. Daha küçük ve az bulunan DCN ve biglikan sırasıyla 1 ve 2 dermatan sülfat 

zincirine sahipken, fibromodulin birkaç keratin sülfat zincirine sahiptir (Sophia Fox ve ark., 

2009). Eklem kıkırdağının hücreler arası matriksinde kıkırdak oligometrik matriks proteini 

(COMP), kıkırdak matriks proteini (CMP) veya matrilin-1, kıkırdak ara katman proteini 

(CILP), fibronektin, fibrillin ve elastin gibi kollajen veya proteoglikan olmayan yapısal 

proteinler de bulunmaktadır (Ondrésik ve ark., 2017).  

Transkripsiyon faktörü olan SRY-Box Transcription factor (SOX)9 kondrogenezis 

esnasında önemli bir rol üstlenir. Bu transkripsiyon faktörü tüm kondroprogenitor 

hücrelerde ve kondrositlerde bulunurken, hipertrofik kondrositlerde bulunmaz (Ng ve ark., 

1997; Zhao ve ark., 1997). SOX9; COL-II, ACAN ve COL-X gibi kıkırdağa spesifik 

proteinlerin üretilmesi için gereklidir (Akiyama ve Lefebvre, 2011). Kondrositler kararsız bir 

fenotipe sahiptir. Bununla birlikte hipertrofik veya fibroblastik formlara tekrar farklılaĢarak 

zayıf ve bozuk bir matriks oluĢumunun Ģekillenmesine yol açabilirler (Hall, 2019). Ġdiopatik 

osteoartirit oluĢum süreci gibi patolojik durumlarda hücreler arası matriks içerisinde bulunan 

kondrositler değiĢime uğrarlar. Bu değiĢim sonucu hücreler arası matrikste sağlıklı 

kondrositlerle birlikte, dejenere kondrositler ve çok sayıda fibroblast benzeri kondrositler 

Ģekillenir (Tesche ve Miosge, 2005). Fibroblast benzeri kondrositler, COL-II yerine COL-I 

ile birlikte DCN ve biglikan gibi proteoglikanları sentezlerler (Bock ve ark., 2001; Miosge ve 

ark., 2004; Miosge ve ark., 1998). Bununla birlikte kondrositler hacim ve büyüklüklerini 

arttırarak hipertrofiye uğrarlar. Hipertrofik kondrositler yüksek düzeyde COL-X, runt-iliĢkili 

transkripsiyon faktör (RUNX2) ve MMP13 ifade ederler. Hipertrofik hücrelerde COL-II, 

ACAN ve SOX9 azalır (Rim ve ark., 2020). 
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1.4. KoĢullandırılmıĢ Medyum 

Æok hücreli yapı olgusunun ortaya çıkıĢı, hücreler arası ortamın stabil olarak 

sürdürülebilmesine yönelik pek çok mekanizmanın geliĢtirilmesine önderlik etti. Hücrelerin, 

hücreler arasına maddeleri salgılayabilme ve zenginleĢtirebilme kabiliyetleri bilinmektedir. 

Hücreler arası ortamdaki maddelerin, hücresel aktivitelerin önemli düzenleyicileri olduğu da 

düĢünülmektedir (Meier ve ark., 1973). 

Kıkırdak doku, çevresindeki hücrelerin çoğalmasını ve farklılaĢmasını etkileyebilen, 

büyük miktarda humoral faktörlerin salgılanmasından sorumlu, parakrin bir organ olarak 

tanımlanabilir (Bos ve ark., 2001). Benzer Ģekilde, eklem yüzeyinden izole edilen 

kondrositler, kök hücrelerin farklılaĢma durumunu etkiler. Ayrıca kondrogenezis ve 

osteogenezisi yönlendirebilen humoral faktörleri ve interlökinleri salgılama potansiyelleri 

vardır (Hwang ve ark., 2007).  Mezenkimal kök hücreler ve kondrositler arasında iyi bir 

iletiĢim potansiyelinin olduğu düĢünülmektedir (Cooke ve ark., 2011). Kondrositler 

tarafından salgılanan faktörler, kök hücre farklılaĢması sürecinde büyüme faktörlerine 

alternatif olarak da kullanılabilir (Alves da Silva ve ark., 2015). Bu nedenle, büyük miktarda 

kondrosit izole etmek ve bunları otolog terapötik yaklaĢımlar için kullanmak yerine; 

kontrollü bir mikro ortamda, hücreler arasındaki etkileĢim mekanizmasını kullanarak, 

hücrelerin büyüme faktörlerini salgılama potansiyellerinden yararlanıp bunu farklı 

dokulardan köken alan kök hücrelerin farklılaĢması için kullanmak çok daha uygun bir 

yaklaĢım olacaktır. 

KoĢullandırılmıĢ medyum (KM), belirli koĢullar altında sadece kültüre edilen 

hücrelerden toplanan medyumdur. Kültüre edilen hücreler tarafından ortama salgılanan 

çeĢitli metabolitler (glikoz, amino asitler ve nükleositler), interlökinler (IL) (Fu ve ark., 

2019), çok sayıda büyüme faktörü [(epidermal büyüme faktörü (EGF), TGF-β, insülin 

benzeri büyüme faktörleri (IGF), fibroblast büyüme faktörü (FGF)] (Liu ve ark., 2012) ve 

paratiroid hormon–iliĢkili protein (PTHrP) içerir (Fischer ve ark., 2010). Yapılan 

çalıĢmalarda, kondrositlerden elde edilen KM‘nin içerdiği belirli metabolitler ve çözünmüĢ 
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faktörlerden dolayı, kondrositlerde kollajen ve mukopolisakkarit sentezini arttırdığı 

saptanmıĢtır (Meier ve ark., 1973).  

Dolayısıyla eklem kıkırdağından izole edilen kondrositlerin kültürlerinden toplanan 

koĢullandırılmıĢ medyumun, kök hücrelerin kondrositlere farklılaĢma potansiyellerini hem in 

vivo hem de in vitro olarak arttırabileceğini düĢünüyoruz. Bu moleküler, mekanizmanın daha 

iyi anlaĢılabilmesi için kondrogenezis mekanizmasına iyi hakim olunması gerekmektedir. 

1.5. Kondrogenezisin Hücresel ve Moleküler Mekanizması  

Kondrogenezis, mezenkimal kök hücreler (MKH)‘in yoğunlaĢması ve çoğalması ile baĢlar. 

Daha sonra spesifik büyüme ve farklılaĢma faktörlerinin kontrolü altında MKH‘lerin 

kondroblastlara ve kondrositlere farklılaĢmaları ile sonlanır. Hücre yoğunlaĢması, hücrelerin 

göçü ile baĢlar ve bunu hücrelerin çoğalarak bir araya toplanması izler (Ahmed ve ark., 2007; 

Alford ve Cole, 2005; Delise ve ark., 2000; Goldring ve ark., 2006).  

Kondrogenezis sürecinde kondroprogenitör hücrelerin yoğunlaĢması belirli hücre-

hücre ve hücre-matriks etkileĢimlerinin tesisi ile tetiklenir. Belirli hücre-hücre bağlantıları ile 

kalsiyum (Ca+2) bağımlı nöral kaderin (CHD) ve Ca+2 bağımsız nöral hücre adhezyon 

molekülü (N-CAM) gibi yapıĢma molekülleri arasındaki karĢılıklı etkileĢimlerin yanı sıra 

oluklu bağlantıların da bu sürecin önemli düzenleyicileri olduğu düĢünülmektedir 

(Oberlender ve Tuan, 1994; Tavella ve ark., 1994; Widelitz ve ark., 1993). Hem CHD, hem 

de N-CAM yoğunlaĢan mezenĢimde ifade olurken, farklılaĢan kıkırdakta kaybolmaktadır 

(Oberlender ve Tuan, 1994; Tavella ve ark., 1994; Widelitz ve ark., 1993). Hücre-hücre 

iletiĢimi MKH‘lerin hücreler arası matriksi tarafından düzenlenmektedir. YoğunlaĢma süreci 

baĢlamadan hemen önce MKH‘ler COL-I (Dessau ve ark., 1980), hyaluronan (Knudson ve 

Toole, 1985) ve fibronektinden (Dessau ve ark., 1980; Kulyk ve ark., 1989) zengin bir 

hücreler arası matriks üretirler. Yeni sentezlenmiĢ olan bu hücreler arası matriks hücre 

hareketliliğini inhibe ederek hücre-hücre etkileĢimini sınırlı tutar. Fakat yoğunlaĢma 



8 

 

baĢladığında hyaluronidaz aktivitesindeki artıĢ, hücreler arası matriksteki hyaluronan 

miktarında düĢüĢe sebebiyet verir ve bu da daha yakın bir hücre-hücre etkileĢimi sağlar 

(Knudson ve Toole, 1987; Toole ve ark., 1972). Mezenkimal hücreler yoğunlaĢmaya ve 

yuvarlak kondrositlere farklılaĢmaya baĢladıkça hücreler arası matriks üretiminde COL-I 

yerini hızla COL-II‘ye bırakır ve olgun kıkırdağın kondrositlerinin etrafında kondroitin 

sülfattan zengin ACAN, tenaskin (TN) gibi sülfatlanmıĢ proteoglikanlar görülür (Doege ve 

ark., 1991; von der Mark ve ark., 1976). 

Hücre-hücre etkileĢimine ek olarak hücre-matriks etkileĢimleri de MKH‘lerin 

yoğunlaĢmasında önemli bir rol oynamaktadır. YoğunlaĢma ile kondrogenezise uğrayan 

hücreler, integrin adı verilen hücre membranına bağlı adhezyon reseptörleri ile hücreler arası 

matriksteki fibronektine bağlanırlar (Gehris ve ark., 1997; Stupack ve Cheresh, 2002). 

Fibronektin, yoğunlaĢma sürecinin hemen öncesinde MKH‘ler tarafından hücreler arası 

matrikste üretilir ve fibronektin ifadesi hücresel yoğunlaĢmanın olduğu alanlarda artarken 

(Dessau ve ark., 1980; Kulyk ve ark., 1989) hücre farklılaĢmasının devam ettiği alanlarda ise 

azalır (Delise ve ark., 2000). Fibronektinin matrikse bağlı bir translokasyon ile MKH‘lerin 

hücresel yoğunlaĢma alanlarına lokalize olmasını sağladığı ve bu sürecin amino terminal 

heparin bağlanma bölgesi aracılığı ile olduğu öngörülmektedir (Frenz, Akiyama, ve ark., 

1989; Frenz, Jaikaria, ve ark., 1989).   

YoğunlaĢmayı takip eden farklılaĢma aĢaması, fibronektinin sindekana bağlanmasına 

yardımcı olan hücre matriks etkileĢimlerini kapsar. Kondrogenezis sırasında hücreler arası 

matriks sentezi, COMP yanında TN, matrillinler ve thrombospondinlerin ifadeleri ile 

iliĢkilidir. Bunun yanı sıra, kondrogenezisin farklılaĢma evresi esnasında COL-II, IX ve XI 

ortaya çıkarken, COL-I ve fibronektin ortamdan kaybolur. Bu olaylar dizisi, 

kondroprogenitör hücrelerin olgun kondrositlere farklılaĢmasına yol açar. Erken 

kondrogenezis sırasında kök hücreler baĢlangıçta latent kondrositlere farklılaĢır. Hiyalin 

kıkırdakta, bu tip kondrositler stabil olarak korunur (Goldring ve ark., 2006; Hidaka ve 

Goldring, 2008; Mastrogiacomo ve ark., 2001). Kondrogenezis esnasında uzun ve fibroblast 
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benzeri kondroprogenitör hücreler, yuvarlak kondroblast ve kondrosit benzeri hücrelere 

dönüĢürler (Matta ve ark., 2019). 

Kondrogenezisin temel düzenleyicileri TGF-β süper ailesinin üyeleri, wingless-tip 

(WNT) sinyal yolağının üyeleri, FGF ve IGF‘dir  (Keller ve ark., 2011). TGF-β süper aile 

üyelerinin 3 tip izoformu vardır. Bunlar: TGF-β1, β2 ve β3‘tür. Tüm izoformlar içerisinde 

en yüksek kondrojenik potansiyele sahip olanı TGF-β3‘tür ve hızlı hücre farklılaĢmasına 

neden olur (Mueller ve ark., 2010). 

TGF-β ve BMP'ler, hücre içi bölgelerinde serin / treonin kinaz aktivitesi içeren 

spesifik reseptörlerin hücre dıĢı bölgelerine bağlanır ve hücre içine sinyal iletimi için small 

worm fenotip (SMA) ve Mothers Against Decapentaplegic (MAD) ile ilgili (SMAD) 

proteinlere gereksinim duyarlar. Ligandın reseptöre bağlanması sonucu, bir alt birimin serin 

/ treonin kalıntıları üzerindeki eĢ alt birime fosforilasyonuna neden olan reseptörün 

homodimerik kompleksleri oluĢur. Bu süreç SMAD proteinlerinin fosforilasyonunu içeren 

bir dizi olayları baĢlatır. TGF-β yolağı, SMAD 2 ve SMAD 3 gerektirirken, BMP sinyali ise 

SMAD 1, 5 ve 8'e ihtiyaç duyar. Fosforile edilmiĢ reseptör regülasyonlu SMAD‘ler (R-

SMAD), bir heterokompleks oluĢturmak için SMAD 4 ile reaksiyona girer. R-SMAD ve 

ortak aracılı SMAD'dan (Co-SMAD) oluĢan bu kompleks, çekirdeğe girer ve hedef genlerin 

promotörlerine bağlanarak onların transkripsiyonunu kontrol eder (Massagué ve ark., 2005). 

Hücresel süreçlerin düzenlemesinde diğer yollara örnek olarak;  hücre dıĢı sinyal düzenlenen 

kinazlar (ERK), C-JunNH2-terminal kinazlar (JNK) ve p38-mitojen-aktive protein kinaz 

(p38-MAPK) yolağı verilebilir (Danišovič ve ark., 2012). Protein kinaz A (PKA), önemli 

substratların Serin / Treonin kalıntılarının fosforilasyonu ve hedef genlerin 

promotörlerindeki siklik adenosin 3, 5p-monofosfat response element (CRE) bölgelerine 

bağlanan CRE bağlayıcı protein (CREB) yoluyla siklik adenosin 3, 5p-monofosfat (cAMP) 

duyarlı genlerin ifadesini indirek olarak düzenleyerek bu etkileri güçlendirir. PKA ayrıca 

kondrogenezisi, kondrogenezis esnasında mezenkimal hücrelerin sitozol ve membran 

fraksiyonlarındaki protein kinaz C alfa'nın (PKCα) aktivasyonu yoluyla da düzenler (Chang 

ve ark., 1998; Matta ve ark., 2019). Bununla birlikte PKA, transkripsiyon faktörü SOX9'u 
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fosforilize eder. Fosforilasyon SOX9‘un çekirdeğe transferine ve bu genlerin 

transkripsiyonel aktivitelerinin artıĢına neden olur (Danišovič ve ark., 2012; Massagué ve 

ark., 2005). SOX ailesinin birçok üyesi (L-Sox5 ve Sox6) kondrogenezisde rol oynamasına 

karĢın, kondrojenik farklılaĢmanın baĢlaması için gerekli olan transkripsiyon faktörü 

SOX9'dur. SOX9'un ifadesi, bagpipe homeobox homolog 1 (Bapx1) geninin ifadesini 

indükleyen sonik hedgehog (SHH) transkripsiyon faktörü tarafından düzenlenir ve dolaylı 

olarak SOX9 ifadesini artırır. BMP'lerle iĢbirliği içinde, Bapx1 ve SOX9 arasında 

kondrojenik faktörlerin ifadesini etkileyen pozitif bir geri besleme mekanizması 

bulunmaktadır  (Dong ve ark., 2012). 

SOX9 ve RUNX2 arasındaki etkileĢimler kondrogenezisin temel düzenleyicileridir. 

Ancak fonksiyonları bakımından farklılıklar göstermektedirler. SOX9 eklem kıkırdak 

oluĢumunu sağlarken, RUNX2 hücrelerin hipertrofik olgunlaĢmasında rol oynar (Goldring, 

2012). Her iki faktör de mezenkimal hücre yoğunlaĢması sürecinden terminal kondrosit 

hipertrofisine kadar tüm kondrojenik süreç boyunca ifade edilir. SOX9'un temel iĢlevi, 

kollajen tip-II alfa I (COL2A1) genini ve diğer kıkırdak belirteçlerinin gen ifadelerini aktive 

ederek hücre canlılığını sağlamaktadır (Dong ve ark., 2012). SOX9‘un CREB bağlayıcı 

protein (CRBP) / p300 ile oluĢturduğu kompleks, belirli kondrojenik genlerin ifadelerini 

SOX9'un karboksil terminal bölgesi aracılığıyla indüklemektedir (Eslaminejad ve ark., 2013). 

IGF'ler iskelet geliĢiminde önemli bir rol oynamaktadır. IGF'ler hücre 

proliferasyonunu uyarmanın yanı sıra apoptozu ve kondrojenik belirteçlerin ifadelerini de 

düzenler. IGF'lerin hücresel yanıtı, tirozin kinaz yapılı tip I reseptörü (IGF-IR) aracılığı ile 

gerçekleĢir. IGF'lerin, reseptörlere bağlanma süreci dört sinyal yolunun aktivasyonuyla 

gerçekleĢir. Bunlar; MAP kinaz, hücre dıĢı sinyal ayarlı kinaz-kinaz 1/2 (MEK 1/2), hücre 

dıĢı sinyal ayarlı kinaz 1/2 (Erk 1/2) ve fosfatidilinositol-3-kinaz -Akt (P13K-Akt)‘dir 

(Longobardi ve ark., 2006; Phornphutkul ve ark., 2004). 

Embriyonik dönemde, endokondral kemikleĢme esnasında kondrosit farklılaĢma 

süreçleri kemik oluĢumuna neden olmaktadır. OlgunlaĢan kondrositler çoğalır, metabolik 
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aktivitelerini arttırır ve COL-X'u biriktirip ALP üretirken hacimce büyür. Terminal 

farklılaĢmanın son aĢaması; mineralizasyon, vaskülarizasyon, kemik hücrelerinin ve kemik 

iliği hücrelerinin yaygınlaĢması ile karakterizedir (Longobardi ve ark., 2006). 

1.6. Doku Mühendisliği 

Doku mühendisliği, ilgilenilen dokuyu fonksiyonel olarak taklit edebilen bir biyolojik doku 

yapısı oluĢturmak için hücreler, doku iskeleleri ve biyokimyasal sinyaller arasındaki 

etkileĢimleri inceler. Doku mühendisliğindeki üç boyutlu çerçeveler ve iskeleler, karmaĢık 

hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢimleri için bir platform geliĢtirmeye yardımcı olur ve 

doğal hücreler arası matriksin özelliklerini taklit eder (Langer ve Tirrell, 2004). Steward ve 

ark. (2011), kondrogenezis sırasında üç boyutlu kültür için uygun iskele seçiminin çok 

önemli olduğunu; iskelenin proliferasyon ve farklılaĢma gibi hücre fonksiyonları üzerine 

oldukça büyük etkilerinin olduğunu belirtmiĢtir. Stupack ve Cheresh (2002) iskelelerin hücre 

bağlantıları üzerinden sinyalleri hücre içerisine ileterek proliferasyon ve farklılaĢma üzerine 

etkidiğini göstermiĢtir. Kıkırdak doku mühendisliğinde iskele içerisinde hücre 

adhezyonunun rolü muğlaktır ve iskele türü, kültür koĢulları ve hücre farklılaĢmasının 

aĢamasına göre değiĢmektedir. ÆalıĢmalar kollajen ve fibrin jeller gibi hücre bağlanmasını 

sağlayan adherent iskeleler ile aljinat ve agaroz hidrojeller gibi hücre bağlanmasını 

desteklemeyen, non-adherent iskeleler olmak üzere iki tip iskele tanımlamaktadır (Steward 

ve ark., 2011). Her iki tip iskelenin de kondrogeneziste baĢarılı sonuçlar verdiği 

kanıtlanmıĢtır. Kollajen iskeleler, integrin reseptörleri aracılığı ile hücre etkileĢimini arttırırlar 

(Loeser, 2014; Nuernberger ve ark., 2011). Kollajen jel benzeri iskeleler kondrosit 

proliferasyonunu arttırsa da uzun süreli integrin bağlantıları düzleĢmiĢ yapılara, 

kondrositlerin de-diferensiye olmasına ve fibroz kıkırdak veya kalsifiye kıkırdak gibi 

yapıların meydana gelmesine neden olur (Steward ve ark., 2011). Diğer yandan aljinat ve 

agaroz benzeri hidrojellerde de-diferansiyasyona yol açmadan hücre fenotipi korunur ve 

daha fazla glikoz amino glikan (GAG) üretimi sağlanır (Benya ve Shaffer, 1982).  
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1.7. Aljinat Boncuklar  

Aljinat doğal olarak üretilen polisakkarittir ve biyouyumluluk ve kolay jelleĢmesi gibi elveriĢli 

özellikleri nedeniyle doku mühendisliği uygulamalarında yaygın olarak kullanılan bir 

biyomalzemedir. Yapay hidrojel hücreler arası matriks olarak kullanılır (Lee ve Mooney, 

2012; Smidsrød ve Skja, 1990).  

Yapısal olarak (1→4)-β-D-mannuronik acid (M) ve a-L-guluronik asit (G) birimlerine 

sahip olan sodyum aljinat, MM- veya GG-bloklarından oluĢan homopolimerik dizileri ve 

birbirlerinin içine dağılmıĢ MG- veya GM-bloklarını içeren heteropolimerik dizileri 

oluĢturur (Aslani ve Kennedy, 1996; Haug ve Larsen, 1966; Haug ve ark., 1969; 

Sriamornsak ve ark., 2007). Sodyum aljinat, iki veya üç değerlikli katyonların varlığında 

iyonotropik jelasyonla birbirine bağlı gözenekli jeller oluĢturur (Wang ve ark., 1993). Ġki 

değerlikli kalsiyum katyonu, bir yumurta viyolündeki yumurta gibi gulukonat yapılara sığma 

yeteneğine sahiptir (Schettini ve ark., 2013). Sonuç olarak; kalsiyum, aljinat zincirlerini 

birleĢme bölgeleriyle birbirine bağlar ve sırayla çözeltinin jelleĢmesine yol açar. Normal 

koĢullar altında Ca+2 iyonlarının mevcudiyetinde iyonotropik jelasyon yoluyla suda 

çözünmeyen sodyum aljinat jelinin olağanüstü kabiliyeti, hem makromoleküler ajanların 

(Bowersock ve ark., 1999; Mandal ve ark., 2010; Polk ve ark., 1994) hem de düĢük molekül 

ağırlıklı terapötik ajanların kapsüllenmesini mümkün kılmıĢtır ( Cui ve ark., 2001; González-

Rodrıguez ve ark., 2002; Halder ve ark., 2005). Gazların ve besin maddelerinin aljinat 

hidrojelinden rahat geçebilmesi sayesinde aljinat jel içerisine enkapsüle edilen hücreler 

canlılıklarını korurken, çoğalma ve farklılaĢma yeteneklerini de kaybetmezler (Debnath ve 

ark., 2015). Aljinat boncuklarının boyutu, içerisindeki biyolojik materyali içerecek kadar 

büyük olmalıdır ve enkapsüle edilen hücrelerin aljinat içerisinde homojen olarak dağılması 

önemlidir (Andersen ve ark., 2015). Aljinat, düĢük toksisiteye sahip olmakla birlikte bağlantı 

bölgelerinin olmaması vasıtasıyla hücrelerin küre Ģeklini korumasına yardımcı olur ve 

hücreler için bir immobilizasyon matriksi gibi hareket eder (Smidsrød ve Skja, 1990). Aljinat, 

bağlanma noktası içermiyor oluĢu nedeniyle çoğu zaman farklılaĢtırmayı kuvvetlendirmek 

adına daha fazla hücre-matriks etkileĢimi sağlayacak Ģekilde biyomateryaller eklenerek 



13 

 

yapısal olarak modifiye edilir (Park ve ark., 2017; Stenvik ve ark., 2012). ÆalıĢmalar, aljinat jel 

içine gömülmüĢ yetiĢkin eklem kondrositlerinin, enkapsülasyondan 8 ay sonra bile  

kollajenler ve proteoglikanlar  açısından zengin bir matriks içerdiğini (Lindenhayn ve ark., 

1999; Pittenger ve ark., 1999), ayrıca serum içermeyen kondrojenik indüksiyon ortamı 

kullanılarak aljinat boncukları içinde kültüre edilen MHK'ların COL2A1 ve COL10A1'i 

ifade ettiği belirtilmiĢtir (Ma ve ark., 2003). MHK'lar üzerinde yapılan çeĢitli kondrojenik 

farklılaĢma çalıĢmaları, aljinat boncukların kondrogenez için spesifik bir iskele olabileceğini 

savunmaktadır (Awad ve ark., 2004; Kurth ve ark., 2007; Steinert ve ark., 2003; Xu ve ark., 

2008). 

1.8. Amniyotik Sıvı Kaynaklı Kök Hücreler 

Yenileyici tıptaki son keĢifler, terapötik potansiyele sahip yeni kök hücre kaynaklarının 

araĢtırılmasını arttırdı (Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017). Bu alandaki adaylardan birisi de 

amniyotik sıvıdır. Amniyotik sıvı, peptidler (Tong ve ark., 2009), büyüme faktörleri 

(Kurauchi ve ark., 1995; Merimee ve ark., 1984; Scott ve ark., 1989) antibakteriyel maddeler 

(Underwood ve ark., 2005), yavruya ait solunum yolu akıntıları, idrar ve gastrointestinal 

atıkların (Cananzi ve De Coppi, 2012) bileĢiminden oluĢur. Bu nedenle amniyotik sıvı, hem 

fötus hem de amniyotik membrandan köken alan heterojen bir hücre popülasyonuna 

sahiptir (Chen ve ark., 2014; Klemmt ve ark., 2011; Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017; 

Underwood ve ark., 2005). Bu hücre populasyonu içinde kök hücrelerin varlığı (Klemmt ve 

ark., 2011) amniyotik sıvıyı, kök hücre çalıĢmaları ve yenileyici tıpta terapötik yaklaĢımlar 

için ilgi çekici hale getirmiĢtir. Amniotik sıvı kaynaklı kök hücreler (ASKH) amniyosentez ile 

tanı amaçlı alınan amniyotik sıvıdan etik problemler olmadan kolayca elde edilebilmelerinin 

(Cananzi ve De Coppi, 2012) yanısıra  immun modülasyon (Moorefield ve ark., 2011), 

yüksek proliferasyon (Zheng ve ark., 2008),  multipotensi (Kim ve ark., 2007) ve düĢük 

tümör oluĢturma riski (Paolo De Coppi ve ark., 2007) gibi özellikleriyle ön plana 

çıkmaktadır. ASKH‘lerin ayrıca cluster of differentiation (CD) 29, CD44 (Tsai ve ark., 2004; 

Weber ve ark., 2016), CD73  (Markmee ve ark., 2017), CD90, CD105 (Tsai ve ark., 2004), 

CD117 (Cananzi ve De Coppi, 2012), CD133 (Spitzhorn ve ark., 2017) ve safha spesifik 
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embriyonik antijen-4 (SSEA-4) (Moschidou ve ark., 2013) gibi mezenkimal kök hücre yüzey 

belirteçlerini ifade etmelerinin yanı sıra Nanog Homeobox (NANOG), SOX2 (Nawaz ve 

ark., 2020; Savickienė ve ark., 2016), oktamer bağlayıcı transkripsiyon faktör-4 (OCT-4) 

(Moschidou ve Guillot, 2012; Prusa ve ark., 2003) ve  avian myelostomatozis virüs onkojen 

hücresel homolog (c-Myc) (Moschidou ve Guillot, 2012) gibi pluripotent kök hücre 

belirteçlerini de ifade etmeleri,  bu hücrelere embriyonik kök hücreler ile indüklenmiĢ 

pluripotent kök hücreler arasında bir geçiĢ formu  özelliği kazandırır (Moschidou ve Guillot, 

2012; Pappa ve Anagnou, 2009; Prusa ve ark., 2003). Bunun yanı sıra ASKH‘lerde majör 

histokompatibilite kompleksi (MHC) sınıf II antijen düzeyinin düĢük olmasına (De Coppi 

ve ark., 2007) bağlı olarak zayıf antijenik özellikleri bu hücrelerin allogenik uygulanmasını da 

mümkün kılar. Bu durum, yenileyici tıp alanına yeni bir açılım getirerek günümüzdeki 

ASKH‘lerin terapötik yaklaĢımlarına iliĢkin çalıĢmalara farklı bir boyut kazandırmıĢtır. 

Günümüzde çeĢitli hastalık ve rahatsızlıkların ASKH ile tedavisini amaçlayan araĢtırmalar, 

insan kaynaklı ASKH‘lerin deney hayvanı modellerine uygulanması (Bollini ve ark., 2011; 

Dupont ve ark., 2010; Srivastava ve ark., 2018) Ģeklinde ortaya çıkmaktadır. 

Ġnsanlarda ve çeĢitli hayvanlarda yapılan çalıĢmalarda ASKH‘lerin; adipositlere,  kemik 

hücrelerine, kondrositlere (Kim ve ark., 2007; Nawaz ve ark., 2020); sinir hücrelerine (Kim 

ve ark., 2007), hepatositlere (De Coppi ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2008) kas hücrelerine 

(De Coppi ve ark., 2007), akciğer epitel hücrelerine (Carraro ve ark., 2008) ve böbrek 

hücrelerine (Minocha ve ark., 2019; Perin ve ark., 2007) farklılaĢabildikleri gösterilmiĢtir. Bu 

nedenle ASKH‘lerin yenileyici tıpta kardiyovasküler bozukluklar (Chiavegato ve ark., 2007; 

Weber ve ark., 2016), yara iyileĢmesi (Skardal ve ark., 2012), akciğer hastalıkları (Buckley ve 

ark., 2011), kemik (Dupont ve ark., 2010) ve sinir (Pan ve ark., 2007) doku yenilenmesi gibi 

alanlarda kullanımına yönelik çalıĢmalar hız kazanmıĢtır. 

ASKH‘nin kondrojenik potansiyele de sahip olduğunun keĢfedilmesi insan ve hayvan 

sağlığında önemli bir problem olan eklem dejenerasyonlarının tedavisinde bir umut ıĢığı 

olmuĢ ve bu alana yönelik çalıĢmalara farklı bir boyut kazandırmıĢtır. Kunisaki ve ark. 

(2006) yaptıkları araĢtırmalarında ASKH‘leri; insülin, transferrin, sodyum selenit (ITS), 



15 

 

deksametazon, L-prolin, askorbik asit ve TGF-β2 ve IGF-1 içeren kültür ortamında 

kondrositlere farklılaĢtırmıĢlar ve fötal hiyalin kıkırdakla karĢılaĢtırdıklarında bu hücrelerde 

benzer düzeyde GAG bulunduğunu gösterirken; COL-II konsantrasyonunun daha az 

miktarda olduğunu ortaya koymuĢlardır. Daha sonraki çalıĢmalarda Kolambkar ve ark. 

(2007) TGF-β1, TGF-β3, BMP-2 gibi farklı büyüme faktörlerini de ilave ettikleri 

kondrojenik indüksiyon medyumunda 3 haftalık kültür sonrası ASKH‘lerin kondrositlere 

farklılaĢtıklarını ve bu kondrositlerin GAG ve COL-II ürettiklerini belirlemiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar, TGF-β ilavelerinin kondrojenik farklılaĢmayı uyarırken, IGF-I ilavesinin de 

GAG üretimini artırdığını öne sürmüĢlerdir (Kolambkar ve ark., 2007).  

Yenileyici tıp alanına yönelik ilk olarak Kunisaki ve ark. (2006) koyun ASKH‘lerinden 

kıkırdak üretirken son yıllarda Zavatti ve ark. (2020) osteoartiritis vakalarında hem ASKH 

hem de bu hücrelerden elde edilen eksozomların kıkırdak onarımında baĢarılı olduğunu 

göstermiĢlerdir. 

Bu hücrelerin kıkırdak onarımında kullanılabileceğinin uzun süre önce ifade 

edilmesine rağmen (Kolambkar ve ark., 2007) bu alandaki çalıĢmalar yeterli düzeye 

ulaĢamamıĢ ve sınırlı kalmıĢtır. Bu nedenle ASKH‘ler için eklem kıkırdak defektlerinde ve 

osteoartiritis (OA) tedavisinde basamak oluĢturacak çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

1.9. Problemin Ġfadesi 

Günümüzde kıkırdak dokuda en sık görülen rahatsızlıklardan birisi OA‘dır. OA; dünyadaki 

en yaygın kas-iskelet sistemi hastalıklarından biridir. OA, dünya genelinde kadınlarda 4.; 

erkeklerde ise 8. en sık görülen hastalıktır (Murray ve ark., 1996). 2017 yılında dünya 

genelinde 303 milyon insanı etkilediği saptandı (James ve ark., 2018). OA, en sık rastlanan 

sakatlık nedenleri sıralamasında 2012 yılında 15. sıradan 11. sıraya yükselmiĢtir (Vos ve ark., 

2012) ve geliĢmiĢ ülkelerde, OA yaĢlı bireylerde, özellikle iĢ gücünde aktif olanlarda en sık 

görülen 10 sakatlıktan biridir (Palmer ve Goodson, 2015; WHO, 2020). 
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Yapılan çalıĢmalara göre, kıkırdak hasarını tamir etme veya yenilemede eklem 

kıkırdağının karmaĢık yapısal ve fonksiyonel özellikleri nedeniyle %100 baĢarı sağlayan bir 

tedavi yöntemi henüz geliĢtirilememiĢtir (Kloppenburg ve Berenbaum, 2020). Kemik iliği, 

yağ doku, sinoviyal sıvı, amniyotik sıvı ve periferal kan gibi çeĢtli kaynaklardan elde edilen 

kök hücrelerin, osteoartritli hastaların tedavisinde güvenli ve etkili bir tedavi yöntemi olarak 

kullanılmıĢtır (Cui ve ark., 2016; Yubo ve ark., 2017; Zavatti ve ark., 2020). OA 

geliĢimindeki hücresel olaylar göz önüne alındığında; yüksek proliferasyon ve farklılaĢma 

potasiyeline sahip otolog MKH‘leri baz alan hücresel tedavi yaklaĢımları, cerrahi 

müdahalelerin prognozunda yenilikçi ve etkili bir yöntem olarak görülmektedir (Barry, 2003; 

Barry ve Murphy, 2004; De Girolamo ve ark., 2016). Ancak, OA tedavisinde otolog 

kondrosit implantasyonu uygulamalarından uzun dönemde iyi sonuçlar elde edilmiĢ ve bu 

yöntem altın standart olarak kabul edilmiĢtir (De Bari ve Roelofs, 2018). Ancak, otolog 

kondrosit tedavilerinde hem az miktarda doku ve hücre elde edilebiliyor olması; hem de 

donörde hasar ve morbidite riskini arttırıyor olması gibi nedenler bu tedavi yöntemini 

sınırlandırmaktadır (Bedi ve ark., 2010; Brittberg ve ark., 2003). Ayrıca, uzun süreli tek 

tabakalı kondrosit kültüründe hücrelerin de-diferensiyasyona uğruyor olmaları nedeni ile 

tedavi için yeterli miktarda hücre elde edilememektedir (Stoddart ve ark., 2009).  

Kıkırdak ve kondrositler, çeĢitli humoral faktörler salgılayarak parakrin bir etki 

sergilerler (Bos ve ark., 2001). KM içerisine salgılanan bu humoral faktörler kondrositlerin 

fenotipinin korunması ve kendi kendini yenileyebilmesi için önemlidir (Solursh ve Meier, 

1973). Buna ek olarak kondrositlerden elde edilen KM‘nin, in vitro olarak hücrelerde 

hipertrofiyi ve COL-X sentezini belirgin bir Ģekilde azalttığı bilinmektedir  (Fischer ve ark., 

2010;  Zhang ve ark., 2015). Kondrositlerden elde edilen KM, farklı kaynaklardan elde 

edilen kök hücrelerin kondrositlere farklılaĢmasında etkilidir (Fischer ve ark., 2010; Liu ve 

ark., 2012). MKH‘lerin kondrojenik farklılaĢmasında TGF, FGF, IGF gibi büyüme 

faktörlerinin ekzojen olarak ilavesi baz alınan protokoller uygulanmaktadır (Fischer ve ark., 

2010; Zhang ve ark., 2015). Fakat bu yöntemler kondrogenezisin doğal mekanizmasını tam 

olarak taklit edememektedir. Kondrogenezisin doğal mekanizmasını taklit etmeye yönelik 

olarak kondrositlerden koĢullandırılmıĢ medyumun elde edildiği ve KM‘nin in vitro olarak 
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kondrogenezis üzerine etkisinin gösterildiği az sayıda çalıĢma bulunmaktadır (Kaźmierski ve 

ark., 2018; Liu ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2017). Ancak KM ile birlikte TGF-β3 ve IGF-1 

gibi kondrogeneziste önemli olan faktörlerin kondrojenik farklılaĢma üzerine etkilerinin 

gösterilmesi ve ayrıca moleküler tekniklerle ayrıntılı bir Ģekilde mekanizmanın ortaya 

konması gereklidir. Bununla birlikte kıkırdak yenilenmesi için geliĢtirilecek efektif bir 

protokol; kondrositlerin in vivo mikro çevrelerindeki hücresel olayları da mümkün olduğunca 

taklit etmelidir. Kondrositler tarafından salgılanan büyüme faktörleri ve intelökinler gibi 

kondrogenezisi indükleyebilen çeĢitli salgı maddelerini içeren ve in vivo mikro çevreyi taklit 

edebilen KM; MKH‘lerin farklılaĢmasında kullanılabilir. 

Hipotez ve Amaç 

Hipotez I: Kondrosit kültüründen elde edilen birçok humoral faktörü içeren KM, 

MKH‘lerin kondrojenik farklılaĢmasını doğala yakın bir Ģekilde indükler. 

Hipotez II: KM‘nin TGF-β3 ve/veya IGF-1 ilavesi ile kullanımı, MKH‘lerin kondrojenik 

farklılaĢmasını doğala yakın bir Ģekilde indükler. 

Hipotez III: IM içerisinde kondrojenik farklılaĢmayı indükleyen maddelere ilave olarak 

KM‘nin eklenmesi, MKH‘lerin kondrojenik farklılaĢma potansiyellerini artırır. 

 

Amaç 

ÆalıĢmamızda amacımız kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢmasında doğal fizyolojik 

mekanizmayı daha iyi taklit edebilmek için, KM‘nin hem tek baĢına hem de TGF-β3 

ve/veya IGF-1 ile birlikte kullanımın kondrogenezise etkisini göstermek ayrıca, IM‘ye 

KM‘nin ilavesinin kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢtırma potansiyelini güçlendirip 

güçlendirmeyeceğini belirlemektir. 
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Hedef 1. Rat amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreleri izole etmek; mezenkimal karakterlerini 

ve farklılaĢma potansiyellerini değerlendirmek. 

Hedef 2. Eklem kıkırdağından kondrositleri izole etmek ve kültüre etmek. Kondrosit 

kaynaklı koĢullandırılmıĢ medyum elde etmek için protokol geliĢtirmek. 

Hedef 3: TGF-β3 ve/veya IGF-1 ilave edilmiĢ veya edilmemiĢ koĢullandırılmıĢ 

medyumlarda RASKH'leri kültüre etmek. 

Hedef 4: Büyüme faktörleri ilave edilmiĢ veya edilmemiĢ koĢullandırılmıĢ medyum ile 

indüklenen RASKH'lerin kondrojenik potansiyelinin immunohistokimya, Real-Time PCR 

ve histolojik boyamalarla değerlendirilmesi. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Etik Onayı 

Bu çalıĢma Afyon Kocatepe Üniversitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 

onaylandı (AKÜHADYEK-51-19; 30.04.2019). 

2.2. Cihazlar ve Kimyasallar 

Tablo 2.1. Cihazlar 

AraĢtırma Mikroskobu + Görüntüleme Sistemi Olympus BX50 + Olympus DP 25 

Biyogüvenlik Kabini Teknomar Chemocell LRCX-UV- Türkiye 

Otoklav Nüve-Türkiye 

Buzdolabı +4 ºC Indesit-Ġtalya 

Mini Santrifüj Biosan 

Derin Dondurucu (-20) Arçelik-Türkiye 

Etüv EN500 Nüve-Türkiye 

Faz kontrast Ġnverted IĢık Mikroskobu Nikon Eclipse TS100-Japonya 

Fluoresan Ataçmanlı AraĢtırma Mikroskobu Zeiss Axio observer Z1-Almanya 

Güç Kaynağı Thermo-ABD 

Hemositometri Neubauer improved cell Ġsolab 

Hassas Terazi Precisa XB 220A-Ġsviçre 

Isıtıcılı Manyetik KarıĢtırıcı Biosan 

Karbondioksitli inkübatör Thermo Scientific-361-ABD 

Kriyostat Leica 

Sıvı Nitrojen Tank Wothington UN-1977-ABD 

Mikrosantrifüj Thermo MicroCL17R-ABD 

Mikrosantrifüj Thermo-MicroSL16R-ABD 

UV Transilluminatörlü Jel Görüntüleme Sistemi MicroDOC vilber lourmat-Fransa 

Mikrodalga Arçelik-Türkiye 

Multi-Vorteks Biosan 

Otomatik Pipet Ependorph 

pH metre WTW pH 720 Ġsolab 

Qubit 2.0 Fluorometri Cihazı In Vitrogen-Thermo-ABD 
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ġarjlı Otomatik Pipetleyici Drummond Scientific-USA 

Sınıf II Biyogüvenlik Kabini Thermo MSC Advantage –USA 

Soğutmalı Santrifüj Nüve NF 800R-Türkiye 

Step 1Plus Real Time PCR Thermo –ABD 

Stereo Mikroskop Nikon SMZ 1500-Japonya 

Su Banyosu Nüve-Türkiye 

Derin Dondurucu (-80 ºC) Panasonic MDF-U700VX-Japan 

Veriti 96 well Termal Cycler Applied biosystem-Thermo-ABD 

Tablo 2.2. Sarf ve Kimyasal Malzemeler 

0,2 mL eppendorf Isolab 123.01.002 

1,5 mL eppendorf VWR 20170-038- Güney Amerika 

12 kuyucuklu hücre kültür plakası VWR, 10062-894- Güney Amerika 

3-izobütil-1-metilksantin (IBMX) Sigma, 15879- Almanya 

4 kuyucuklu MillicellEZslide glasses Merck, Ġrlanda 

4 Kuyucuklu Plaka Thermo, 176740-ABD 

50 mL enjektör PlusMED, SYR050FS 

6 kuyucuklu hücre kültür plakası VWR, 10062-892- Güney Amerika 

Albumin Sigma A9205 

Alizarin Red-S Merck,1.06278.0025-Almanya 

Alsiyan mavisi 8 GX Alfaaesar J60122 

Amfoterisin-B (0,25 mg/mL) Capricon, AMP-B 

Temel fibroblast büyüme faktör (b-FGF) R&D Systems, 233-FB-ABD 

β-gliserofosfat disodyum salt hydrate   Gibco-UK 

Beta-2-Mercaptoethanol Merck, 8.05740.0250- Almanya 

Bovine Serum Albumin BSA Santa Cruz, sc-2323-ABD 

DAB  peroksidaz substratı Vector Labs SK-4100 

Dekzametazon Sigma, D4902-100 mg-Belçika 

Distile Su Koçak Farma, 6002716 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma, D2650-UK 

Dietil Eter VWR, 23819.367 

DNase I Thermo Scientific, EN0525 

LG-DMEM Sigma-Aldrich, D5523-1L-ABD 

Filtreli pipet ucu Axygen, TF-1000-L-F 

Floroshield kapatma medyumu Abcam-ab104139, UK 

Formaldehit %37 Merck, 1.04002.2500-Almanya 

Fötal bovine serum, FBS Biowest,S181H-500 

Glasial asetik asit Tekkim TK 010030.01000-Türkiye 

Hanks‘in tamponlu tuz çözeltisi (HBSS), Sigma-Aldrich, H9269-ABD 

Hematoksilen Merck, 70225752 

HEPES tamponu (1M) Multicell-330050-EL 

Ġndometasin Sigma,17378-5g, Belçika 

Ġnsülin Sigma 10516-5 mL-Almanya 

Ġnsülin, transferrin ve sodium selenite (ITS- Corning, 354351 
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premix) 

Ġzoamilalkol Merck, 1.00979.2500- Almanya 

Ġzopropanol Merck, 1.09634.2511- Almanya 

Kalsiyum klorür dehidrat (CaCl2. 2H20) Merck, 1.02382.1000- Almanya 

Keçi serumu Abcam-ab7481-Ġngiltere 

Kloroform Merck, 1.02445.2500- Almanya 

Kollajenaz tip IA Gibco 17100-17-UK 

Ksilen Sigma, 16446- USA 

L-Askorbik asit Sigma, A4403-100 mg-USA 

L-glutamin Gibco, 25030-024-UK 

L-Proline Sigma, P5607-100G- USA 

Maxima First Strand cDNA sentez kiti Thermo, K1672- USA 

MicroAmpTM Fast optical 96- kuyucuklu plaka Thermo-4346906-USA 

Mikrosantrifüj tüpü 15 mL VWR, 10025-686- Güney Amerika 

Mikrosantrifüj tüpü 50 mL VWR, 10025-698- Güney Amerika 

Nalgene Cryo 1 ºC Freezing Container Nalgene, 5100-0001 

Non-essential amino acid (NEAA) Lonza, 114E-ABD 

Nötral formalin Merck, 1.04002.2500-Almanya 

Oil Red O Sigma 00625-100g-Almanya 

Parafin Merck, 107150-Almanya 

Paraformaldehid Merck, 1.04005.1000-Almanya 

Penisilin-streptomsin (10,000 U/ mL) Gibco, 15140-122- UK 

Petri kabı 10 mm VWR, 10062-880- Güney Amerika 

Phosphate Buffer Saline (DPBS) PAN Biotech, P04-36500 

Poli-L lizin kaplı lam VWR-631-0107- Güney Amerika 

Polipropilen hücre süzgeci (70 µm) VWR, ABD 

Proteinaz K (20 mg/ mL) Merck, 1.24568.0100-Almanya 

Qubit RNA HS Assay Kit Thermo Scientific, Q32855- ABD 

TGF-β3 PEPROTECH, 100-36E 

RNA kit (GeneJet RNA Purification ) Thermo, K0732- USA 

Saf Alkol Merck, 1.00983.2511- Almanya 

Sodyum Aljinat ODTÜ Mühendislik Bilimleri 

Sodyum Klorür (NaCl) Merck, 1.06404.1000-Almanya 

Sodyum Pirüvat Capricon, NPY-B-Almanya 

Na-EDTA VWR, 20309.296-1KG-Belçika 

ß-Gliserofosfat Sigma G9422-10G, Almanya 

Strip Tüpler ve Düz Strip Kapaklar Axygen, PCR-0208-FCP-C 

T25 Flask VWR, 10062-872- Güney Amerika 

T75 Flask SARSTEDT, 83,3911.002 

Tek Kullanımlık Serolojik Pipet (10 mL) Cellstar-607180 

Tek Kullanımlık Serolojik Pipet (25 mL) VWR 612-3698 

Tek Kullanımlık Serolojik Pipet (2 mL) Cellstar-710180 

4 Kuyucuklu EZ plaka   Millicell-PEZGS0416 

Tripan Mavisi Sigma-T8154-USA 

Tripsin Sigma T4799-25G 

Tripsin-EDTA 10X Biowest-X0930-100 

Triton X 100 Biomatik A4025-500 ML-Almanya 



22 

 

Tween 20 Sigma, P1379-500M-ABD 

HG-DMEM Sigma, D5523-1L-ABD 

α-MEM 500 mL Lonza, 12-169F 

Tablo 2.3. Antikorlar ve Kitler 

Anti-OCT3/4 (Fare monoklonal) Santa Cruz -SC- 4579, ABD 
Anti-SOX2 (TavĢan poliklonal) Merck-AB5603 
Anti-COL-II (Fare poliklonal) Abcam-ab185430 
Anti- TGF-β3 (TavĢan poliklonal) Abcam-ab15537 
Sekonder Antikoru Goat anti-Mouse Texas Red 
conjugated 

Abcam-ab6787 

Sekonder Antikoru Goat anti-Rabbit Texas Red 
conjugated 

Abcam-ab6719 

ImmPressTM HRP GeniĢ Spektrumlu Reaktif kiti Vector Lab MP 7500 

2.3. RASKH’lerin Ġzole Edilmesi, Mezenkimal Karakterlerinin ve FarklılaĢma 

Potansiyellerinin Belirlenmesi 

2.3.1. Hayvanların Bakımı ve Gebe Bırakılması 

RASKH‘lerin izolasyonu için çalıĢmamızda 3-4 aylık Wistar ırkı diĢi ratlar kullanıldı. 

Sıçanlara Afyon Kocatepe Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuvarında ıĢık (12 saat 

aydınlık-12 saat karanlık), ısı (26–28 °C) ve nem (% 30–70) kontrollerinin yapıldığı odalarda 

bakıldı. Yem ve su ad libitum olarak sağlandı. 

Ratların östrus siklusu vaginal sitoloji ile saat 08.00-09.00 arasında günlük olarak takip 

edildi. Her bir diĢi rat, ikinci proöstrus döneminde saat 17.00‘da çiftleĢtirilmek için erkek rat 

ile gece boyunca aynı kafeste tutuldu. Ertesi sabah vajinal smear‘da sperm görülmesi baĢarılı 

bir çiftleĢmenin olduğunu gösterdi ve sperm pozitif vajinal smear, gebeliğin 0. günü olarak 

kabul edildi. Hayvanların östrüs siklusları 7 gün boyunca vajinal smear yöntemi ile takip 

edildi ve bu süre zarfında vajinal sitolojilerinde lökosit görülen hayvanlar gebe olarak 

belirlendi. 
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2.3.2. RASKH’lerin Ġzolasyonu ve Kültürü 

2.3.2.1. Kullanılan Medyum ve Solüsyonlar 

Hücre kültür medyumu 

LG-DMEM       38,94 mL 

FBS (% 20)       10 mL 

Antibiyotik (Penisilin-streptomisin;10.000 U/ mL) (% 1) 0,5 mL 

Amfoteresin B (0,25 mg/ mL) (% 0,1)    50 µL 

L-Glutamin (% 1)      0,5 mL 

FGF (5 ng/ mL)      10 µL (25 ng/ µL) 

Yıkama solüsyonu 

PBS        48,9 mL 

Antibiyotik (Penisilin-streptomisin) (10.000 U/ mL) (% 2) 1 mL 

Amfoteresin B (0,25 mg/ mL) % 0,2    100 µL 

2.3.2.2. RASKH’lerin Ġzolasyonu ve Kültürü Protokolü 

Amniyotik sıvı izolasyonu ve kültürü için araĢtırmacılar (Minocha ve ark., 2019; Mun-Fun ve 

ark., 2015; Wang ve ark., 2017) tarafından belirtilen protokoller modifiye edilerek uygulandı. 

Amniyotik sıvı toplamak için gebe sıçanlar gebeliğin 17. gününde anestezi altında servikal 

dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sıçanlar %70 alkol içeren bir kabın içerisine konuldu ve 

dezenfeksiyonu yapılan sıçanlar sınıf I biyogüvenlik kabini içine alındı. Sıçanlara abdominal 

bölgenin median hattından ensizyon yapıldı. Fötusu içeren uterus kornuları dikkatli bir 

Ģekilde petri kabı içerisindeki yıkama solüsyonuna alınarak temizlendi. Sınıf II kabine 

geçilerek petri kabındaki fötusu içeren uterus duvarı açıldı ve fötuslar farklı bir steril petri 

kabına alındı. Fötus çevresinde sadece amniyotik membran kalana kadar plasentaya ait tüm 

dokular dikkatli bir Ģekilde uzaklaĢtırıldı. Fötuslar iki kez steril tamponlu fosfat solüsyonu 
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(PBS) ile yıkandı ve 22 Gauge iğne kullanılarak fötusların amniyotik membranları delindi. 

Amniyotik sıvılar 15 mL steril polipropilen santrifüj tüpünde toplandı. Elde edilen 

amniyotik sıvı 250 g‘de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. Elde edilen pelet,  

fötal sığır serumu (FBS) içeren düĢük glikoz Dulbecco‘s modifiye minimum esansiyel 

medyumu (LG-DMEM) ile süspanse edildi ve daha sonra aynı medyum ile kültüre edildi. 

Hücreler 37°C'de, %5 CO2 içeren ortamda inkübe edildi ( Wang ve ark., 2017). Hücreler % 

70-80 konfluense ulaĢana kadar 3 günde bir medyum değiĢtirildi. Konfluense ulaĢan 

hücreler tripsin-EDTA ile pasajlandı. Hücreler 5. pasaja kadar aynı Ģekilde çoğaltıldı. 

 

ġekil 2.1. Amniyotik sıvının toplanması. a. 17 günlük gebe ratlardan uterusun çıkarılması. b. 
Uterus ve koryon keseleri uzaklaĢtırılmıĢ fötus içeren amniyon keseleri. c. Fötus içeren 
amniyon keselerinden amniyon sıvının petri kabı içerisine toplanması. d. Küçük petri 
kabında toplanan renksiz amniyotik sıvı.  
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2.3.2.3. Pasajlama (Alt Kültür) ve Hücre Sayımı 

Hücreler %70-80 konfluense ulaĢtıktan sonra flasklardaki medyum uzaklaĢtırıldı. Hücreler, 

Ca+2 ve Mg+2 içermeyen Hank‘in dengeli tuz solüsyonu (HBSS) ile yıkandı. Yıkama çözeltisi 

flasklardan uzaklaĢtırıldı. Flasklara önceden ısısı 37 °C‘ye getirilmiĢ tripsin-etilendiamin 

tetraasetik asit (EDTA) (10 cm2 baĢına yaklaĢık 0.5 mL) konuldu. Flasklar, 37 ºC ve %5 

CO2‘lik inkübatörde 3-5 dk bekletildi. Hücrelerin yüzeyden ayrılmaları, inverted mikroskop 

altında takip edildi. Hücrelerin yüzeyden ayrılmasını hızlandırmak için flaskın yanlarına elle 

hafifçe vuruldu. Tripsin-EDTA‘yı inaktive etmek için enzim miktarıyla aynı hacimde FBS 

içeren hücre kültür medyumu, flaska ilave edildi. Hücre süspansiyonu, 15 mL‘lik falkon tüpe 

aktarıldı. RASKH 250 g'de 10 min santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra 

hücre peleti, önceden ısıtılmıĢ hücre kültür medyumunda (1 mL) yeniden süspanse edildi. 

Pipet yardımıyla süspanse edildikten sonra, 20 µL'lik bir numune alınıp mikrosantrifüj 

tüpüne aktarıldı. Numunenin üzerine 20 μL tripan mavisi eklenip homojenize edildi. 

KarıĢımdan 10 µL alınıp toplam hücre sayısı ve hücre canlılık yüzdesi hemositometre 

(Neubauer improved cell counting chamber) ile belirlendi. Hücre sayısı belirlendikten sonra 

kültür kabı yüzey alanının büyüklüğüne göre hücreler, kültür kaplarına ekildi. 

2.3.3. FarklılaĢtırma ÇalıĢmaları 

Pasaj 3 (P3)‘teki RASKH‘ler osteojenik ve adipojenik farklılaĢtırma amacıyla 9000 

hücre/cm2 yoğunlukta 4 kuyucuklu plakalara ekildi. Kondrojenik farklılaĢtırma için ise 

hücreler 4×106 hücre/ mL olacak Ģekilde aljinat boncuklar içerisine gömüldü. Her 

farklılaĢtırma tipi için normal hücre kültür medyumunda kültüre edilen birer konrtol grubu 

oluĢturuldu. 
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2.3.3.1. Adipojenik FarklılaĢtırma 

2.3.3.1.1. Adipojenik FarklılaĢtırma Medyumları, Stok ve ÇalıĢma Solüsyonu 

Dekzametazon Hazırlanması 

2,55 mM Stok Solüsyon: 

Dekzametazon       0,0137 g 

%100 Etanol       13,7 mL 

0,255 mM Çalışma Solüsyonu: 

2,55 mM stok solüsyon     1 mL 

LG-DMEM       9 mL 

Solüsyon filtre edilir ve alikotlanıp -20 ºC‘ de saklanır. 

502,4 mM 3-izobütil-1-metilksantin (IBMX) hazırlanması 

IBMX        251,1 mg 

DMSO        2,249 mL 

Solüsyon filtre edilir ve alikotlanıp -20 ºC‘ de saklanır. 

2.3.3.1.1.1. Adipojenik FarklılaĢtırma Medyumları 

FarklılaĢtırma çalıĢmaları için kullanılacak indüksiyon medyumu LG-DMEM içinde 

aĢağıdaki maddeler belirtilen oranlarda ilave edilerek hazırlandı. 

LG-DMEM       44,13 mL 

FBS (% 10)       5 mL 

Penisillin-streptomisin (% 1)     500 µL 

Amhoterisin-B(% 0,1)      50 µL 
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Dekzametazon  (1 µM)       196 µL (0,255 mM ) 

IBMX (500 µM)      50 µL (502,4 mM) 

Ġnsulin (10 µg/ mL)      50 µL  

Ġndometasin (100 µM)       25 µL (200 mM) 

Ġndüksiyon medyumu 0,2 µm filtreden geçirilir. + 4 ºC‘de buzdolabında saklanır.  

2.3.3.1.1.2. Maintenance (Ġdame) Medyum 

FarklılaĢtırma çalıĢmaları için kullanılacak idame medyumu LG-DMEM içinde aĢağıdaki 

maddeler belirtilen oranlarda ilave edilerek hazırlandı. 

LG-DMEM       43,4 mL 

FBS (% 10)        5 mL 

Penisillin-streptomisin (% 1)     0,5 mL 

Amfoterisin-B  (% 0,1)     50 µL 

Ġnsulin (10 µg/ mL)       50 µL  

+ 4 ºC‘de buzdolabında saklanır.  

2.2.3.1.2. Adipojenik FarklılaĢtırma Protokolü 

Pasaj 3‘e kadar çoğaltılan RASKH‘ler,  her üç günde bir medyum değiĢtirilerek 21 gün 

boyunca indüksiyon medyumu ile kültüre edildi. Sadece 7. ve 15. günlerde indüksiyon 

medyumu, idame medyumu ile değiĢtirildi. Hücreler, 21. günde % 10‘luk nötral tamponlu 

formalin ile tespit edildi ve sitoplazmada yer alan yağ damlacıklarını göstemek için Oil Red 

O  boyama yöntemi kullanıldı (Pittenger ve ark., 1999).  
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2.3.3.1.2.1 Adipojenik FarklılaĢtırma Analizi Ġçin Oil Red O Boyaması 

2.3.3.1.2.1.1. Oil Red O Boyama Solüsyonunun Hazırlanması 

12 mM Oil Red O Stok Solüsyonu 

Oil Red O       60 mg 

Ġzopropanol         20 mL 

Oil red O stok solüsyonu elde etmek için boya, izopropanol alkolde çözdürürülerek iyice 

karıĢtırıldı ve 20 dakika bekletildi. 

Oil Red O ÆalıĢma Solüsyonu 

ÆalıĢma solüsyonu 2/3 oranında deiyonize distile su ile dilue edilerek hazırlandı. Æözelti, 

filtre kağıdından geçirilerek süzüldü ve boya 2 saat içinde kullanıldı. 

2.3.3.1.2.1.2. Oil Red O Boyama Yöntemi 

21 günlük farklılaĢtırmayı takiben hücrelerden kültür medyumu uzaklaĢtırıldı. Hücreler önce 

steril PBS ile ardından da %70 etanol ile yıkandı. Hücreler, % 10 tamponlu nötral formalin 

ile 20 min tespit edildi. Tespit sonrası hücreler tekrar sırasıyla PBS ve % 70 etanol ile 

yıkandı. Hücreler, çalıĢma solüsyonunda 25 min boyandı. Boyamayı takiben boya solüsyonu 

uzaklaĢtırıldı ve hücreler sırasıyla % 70 etanol ve deiyonize distile su ile yıkandı (Pittenger ve 

ark., 1999). Boyanan örnekler Nikon inverted mikroskop kullanılarak incelendi. Olympus 

DP25 kamera ile görüntüler fotoğraflandı. 
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2.3.3.2. Osteojenik FarklılaĢtırma 

2.3.3.2.1. Osteojenik FarklılaĢtırma Stok ve ÇalıĢma Solüsyonları 

0,0255 mM Dekzametazon ÆalıĢma Solüsyonu 

0,255 mM çalıĢma solüsyonu     1 mL 

α-MEM       9 mL 

Solüsyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 ºC‘de saklanır. 

300 mM β-Gliserofosfat Stok Solüsyonu Hazırlanması 

β-gliserofosfat disodyum salt hydrate     1,13 g 

α-MEM       22 mL 

Solüsyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 ºC‘de saklanır. 

44,7 mM Askorbik Asit Stok Solüsyonu Hazırlanması 

L-askorbik asit       0,0394 g 

α-MEM        5 mL 

Solüsyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 ºC‘de saklanır. 

2.3.3.2.2. Osteojenik FarklılaĢtırma Medyumu 

α-MEM       42,038 mL 

FBS (% 5)       5 mL 

Penisilin-streptomisin (% 1)     0,5 mL 

Amfoterisin-B  (% 0,1)     50 µL 

L-Glutamin (% 1)      0,5 mL 

Dekzametazon 0,1 μM      196 µL (0,0255 mM) 

L-Askorbik asit 50 µM      56 µL (44,7 mM) 

ß-gliserofosfat  10 mM     1,66 mL (300 mM) 
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2.3.3.2.3. Osteojenik FarklılaĢtırma Protokolü 

Osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları için, hücreler yukarıda belirtilen farklılaĢtırma 

medyumunda 21 gün boyunca kültüre edildi ve medyum 72 saatte bir değiĢtirildi. Yirmi bir 

günlük farklılaĢtırmayı takiben medyum uzaklaĢtırıldı ve hücreler % 4 paraformaldehit ile 

tespit edildi (Pittenger ve ark., 1999). 

2.3.3.2.2.1. Osteojenik FarklılaĢtırma Analizi için Alizarin Red S Boyaması 

2.3.3.2.2.1.1. 80 mM Alizarin Red S (pH 4,2) Solüsyonunun Hazırlanması 

ÆalıĢma Solüsyonu 

Alizarin Red S       2 g 

Distile su         100 mL 

Ġyice karıĢtırıldıktan sonra % 10 amonyum hidroksit ile pH ~ 4,1- 4,3'e ayarlandı. 

2.3.3.2.2.1.2. Alizarin Red S Boyama Yöntemi 

Boyama için ilk olarak farklılaĢtırma medyumu dikkatli bir Ģekilde aspire edildi ve arkasından 

hücreler Ca+2, Mg+2 içermeyen HBSS ile yıkandı. Hücreler, % 4 paraformaldehit (PFA) ile 

tespit edildi. Tespiti takiben PFA, hücrelerden uzaklaĢtırıldı ve hücreler distile su ile yıkandı. 

Hücreler, 30 min boyunca 80 mM Alizarin Red S (pH 4.2) ile boyandı. Süre sonunda boya 

çözeltisi dikkatlice uzaklaĢtırıldı ve hücreler hafifce distile su ile yıkandı. Inverted 

mikroskopta değerlendirildi ve boyama sonrasında kalsiyum birikimlerinin kırmızı renkte 

boyandığı gözlendi (Pittenger ve ark., 1999). Boyanan örnekler Nikon inverted mikroskop 

kullanılarak incelendi. Olympus DP25 kamera ile görüntüler fotoğraflandı. 
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2.3.3.3. Kondrojenik FarklılaĢtırma 

Kondrojenik farklılaĢtırma protokolü Mackay ve ark. (1998)'nın metodunun modifiye 

edilmesi ile oluĢturuldu.  

2.3.3.3.1. Kondrojenik FarklılaĢma Medyumu, Stok ve ÇalıĢma Solüsyonları 

25 ng/ µL TGF-β3 Stok Solüsyonu  

TGF-β3       25 µg 

HG-DMEM        1 mL 

Solüsyon iyice karıĢtırıldı ve her bir ependorf tüpte 20 µL olacak Ģekilde alikotlandı. -20 

ºC‘de saklandı.  

100 mM L-Proline Stok Solüsyonu 

L-Proline       57,6 mg 

HG-DMEM       5 mL 

Solüsyon iyice karıĢtırıldı ve her bir ependorf tüpte 20 µL olacak Ģekilde alikotlandı. -20 

ºC‘de saklandı.  

5 µg/ µL ITS Premix Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

ITS premix       10 mg 

HG-DMEM        2 mL 

Solüsyon iyice karıĢtırıldı ve her bir ependorf tüpte 62,5 µL olacak Ģekilde alikotlandı. -20 

ºC‘de saklandı. 

2.3.3.3.1.1 . Kondrojenik FarklılaĢtırma Medyumu 

HG-DMEM       45,57 mL 
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FBS (% 2,5)       2,5 mL 

Non-esansiyel amino asit (NEM) (% 1)     0,5 mL 

Sodyum pirüvat (% 1)      0,5 mL 

Amfoterisin B  (% 0,1)      50 µL 

Penisillin-streptomisin (% 1)     0,5 mL 

ITS premix (6,25 µg/ mL)      62,5 µL (5µg/ µL) 

L-Proline (40 µM)       20 µL (100 mM) 

L-Askorbik asit (50 µM)      56 µL (44,7 mM) 

Dekzametazon (0,1 µM)     196 µL (0,0255 mM) 

TGF-β3 (10 ng/ mL)       20 µL (25 µg/ µL) 

2.3.3.3.2. Kondrojenik FarklılaĢtırma Protokolü 

Aljinat boncuklar içerisine enkapsüle edilen RASKH‘ler kondrojenik medyum içersinde 21 

gün boyunca kültüre edildi. 

2.3.3.3.2.1. RASKH’lerin Aljinat Jel Ġçerine Enkapsülasyonu ve Hücrelerin 3 Boyutlu  

Kültürü 

Aljinat boncukların hazırlanması, RASKH‘lerin aljinat jel içerisine enkapsülasyonu ve 3B 

kültürü çalıĢmaları Freshney (2010)‘in protokolü modifiye edilerek oluĢturulmuĢtur. 

 

2.3.3.3.2.1.1. Aljinat Çözeltisinin Hazırlanması 

Aljinat Æözelti Solüsyonu 

Sodyum Aljinat       1,5 g 

Sodyum Klorür      0,87 g 

Distile Su        100 mL 
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HEPES tampon solüsyonu (20 mM)    1 mL (1 M) 

Distile su içerisinde 1,5 g sodyum aljinat tozu karıĢtırıldı ve solüsyona 1 mL, 1 M 4-(2 

hidroksi etil)-1-piperazinetansülfonik asit (HEPES) eklendi. Solüsyonun pH‘sı 7,4‘e 

ayarlandı ve otoklavlandı. 

2.3.3.3.2.1.2. Jelasyon Çözeltisinin Hazırlanması 

Jelasyon Æözeltisi 

Kalsiyum klorür dehidrat      7,5 g 

Distile su       500 mL 

HEPES tampon solüsyonu (5 mM)     1,25 mL (1 M) 

Solüsyonun pH‘sı; 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7,4‘e ayarlandı. 

Sodyum aljinatı küre Ģeklinde katılaĢtırabilmek için çapraz bağlayıcı çözelti olarak kalsiyum 

klorür solüsyonu kullanıldı. Bu solüsyon 102 mM CaCl2 ve 5 mM HEPES karıĢımı ile 

hazırlandı. Solüsyonun pH‘sı 7,4‘e ayarlandı ve otoklavlandı. 

2.3.3.3.2.1.3. Jeli Çözdürme Solüsyonunun Hazırlanması 

Jeli Æözdürme Solüsyonu 

EDTA        1,86 g (50 mM) 

Distile Su        100 mL 

HEPES tamponu10 mM     500 µL (1 M) 

Sodyum aljinat kürelerinin içerisindeki hücrelerin serbest kalmasını sağlamak amacıyla jel 

çözdürme solüsyonu olarak 50 mM EDTA, 10 mM HEPES karıĢımı hazırlandı. Solüsyonun 

pH‘sı 7,4‘e ayarlandı ve otoklavlandı. 
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ġekil 2.2. Aljinat çözelti, jelasyon ve jel çözdürme solüsyonu. a. Jel hazırlama. b. otoklavlama. c. 
depolama süreci. 

2.3.3.3.2.1.4. RASKH’lerin Enkapsülasyon Yöntemi 

P3-P5‘te RASKH'ler tripsinize edildi ve 400 g'de 10 min santrifüj edildi. Biyogüvenlik kabini 

içersinde hücre peleti üzerine 4×106 hücre/mL konsantrasyonda % 1,5 sıvı aljinat solüsyonu 

eklenerek homojen bir süspansiyon elde edildi. RASKH içeren % 1,5 steril sıvı sodyum 

aljinat çözeltisi, 2 mL'lik bir pipet kullanılarak yavaĢça jelasyon solüsyonuna damlatıldı. Her 

1 mL sıvı sodyum aljinat çözeltisinden yaklaĢık 18-19 aljinat boncuk elde edildi. Kök 

hücrelerin aljinat boncuklar içerisinde enkapsülayonu için 10 min polimerize olmasına izin 

verildi. Aljinat boncuk oluĢumundan sonra, jelasyon solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve aljinat 

boncuklar 1 M NaCl çözeltisi ile iki kere dikkatlice yıkandı. Ġlk önce RASKH içeren aljinat 

boncuklar, 24-48 saat boyunca hücrelerin ortama adapte olması için % 20 FBS içeren LG-

DMEM içinde kültüre edildi. Daha sonra LG-DMEM uzaklaĢtırıldı ve deneysel çalıĢma 

gruplarına göre hücrelerin enkapsüle olduğu aljinat boncuklar, uygun medyum içerisinde 

kültüre edildi. 
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ġekil 2.3. RASKH‘lerin aljinat jel içerine enkapsülasyonu ve hücrelerin 3 boyutlu kültürü. 

 

ġekil 2. 4. Kondrogenezis sırasında olaylar dizisi. a. Tek tabakalı kültürde RASKH‘ler. b. Aljinat 
boncuklar içinde RASKH‘lerin enkapsülasyonu. c. Kondrogenzisin erken safhalarında 
kondensasyon. d. Hücreler arası matriksin salgılanması. e. Hücreler arası matriks 
depolanması. ve e. f.  aljinat boncuk içerisinde hücrelerin morfolojilerinde belirgin 
değiĢiklik (Shah Nawaz, 2020). 
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2.3.3.3.2.1.5. Aljinat Boncuklar Ġçine Enkapsüle Edilen Kök Hücrelerin Kültürü 

Aljinat boncuklar içerisine enkapsüle edilen RASKH'lerin kondrojenik farklılaĢtırılması için 

yukarıda özellikleri verilen kondrojenik farklılaĢtırma medyumu kullanıldı (Ahmed ve ark., 

2007; Mackay ve ark., 1998). 21 günlük farklılaĢtırma sürecinde farklılaĢtırma medyumu 3 

gün arayla değiĢtirildi. GAG'ları değerlendirmek için asidik pH'da (2,5) % 1 Alsiyan mavisi 

boyaması yapıldı. 

2.3.3.3.3.  Kondrojenik FarklılaĢtırma Analizi Ġçin Alsiyan Mavisi Boyaması 

2.3.3.3.3.1. Yayma  (Froti) Preparatlarının Hazırlanması 

Poly-L lizin kaplı lamlar üzerine 2-3 aljinat boncuk yerleĢtirildi. Æözündürme solüsyonundan 

boncuklar üzerine 1-2 damla ilave edildi ve kısa bir süre boncukların çözülmesine izin 

verildi. BaĢka bir temiz lam yardımıyla ince bir tabaka halinde froti çekildi. Frotiler ilk önce 

10 min inkübatörde (37 ºC) kurumaya bırakıldı. Daha sonra frotiler 30 min oda sıcaklığında 

bekletildi. Froti çekilmiĢ lamlar oda sıcaklığında saklandı. 

2.3.3.3.3.2. % 1 Alsiyan Mavisi (pH 2,5) Solüsyonunun Hazırlanması 

ÆalıĢma Solüsyonu 

Alsiyan mavisi        1 g 

Distile su       97 mL 

Glasial asetik asit       3 mL 

Boya, distile su içerisinde çözdürüldü ve asit ilave edilerek karıĢtırıldı. Boya solüsyonunun 

pH‘sı 2,5‘e ayarlandı ve kullanılmadan önce filtre edildi. 
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2.3.3.3.3.3. Alsiyan Mavisi Boyama Yöntemi 

Preparat iki kez PBS ile yıkandıktan sonra % 4 PFA ile tespit edildi. Tespit edilen kesitler 

önce 3 defa 5‘er min PBS ile;  sonra da çeĢme suyu ile 5 dakika yıkandı. Kesitler ardından 

15-20 min Alsiyan Mavisi ile boyandı. Kesitlerdeki tüm boya kalıntısı uzaklaĢtırılana kadar 

PBS ile yıkandıktan sonra kesitler musluk suyuna alındı.  Bir dakika Harris Hematoksilen ile 

boyanan kesitler, tekrar musluk suyunda yıkandı. Dereceli alkol serisinden geçirilerek 

dehidre edilen kesitler, ksilen ile ĢeffaflaĢtırıldı ve entellan kullanılarak kapatıldı. Boyanan 

kesitler Olympus BX50 ıĢık mikroskobu kullanılarak incelendi. Olympus DP25 kamera ile 

görüntüler fotoğraflandı (Chen ve ark., 2009; Mun-Fun ve ark., 2015). 

2.3.4. Mezenkimal Hücrelerin Karakterizasyonunun Ġmmunfloresan ve Real-Time 

PCR Metodları ile Gösterilmesi 

2.3.4.1. Ġmmunfloresan ile Karakterizasyon 

P3‘teki RASKH‘ler üzerinde SOX2 ve OCT3/4 ifadeleri immunofluoresan (ĠF) yöntemi 

kullanılarak gösterildi. 

2.3.4.1.1. Ġmmunfloresan Boyama için Gerekli Solüsyonlar 

PBST Yıkama Solüsyonu 

% 0,1 Tween-20       100 µL 

PBS         100 mL 

Triton-X solüsyonu 

Triton-X        100 µL 

PBS         100 mL 
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% 10 Normal Keçi Serumu 

Normal Keçi Serumu        1 mL 

PBS         9 mL 

-20 oC de saklanır. 

2.3.4.1.2. Hücrelerde Ġmmunfloresan Boyama Yöntemi 

RASKH'ler, kuyucuk baĢına 1 × 104 hücre konsantrasyonunda olacak Ģekilde 4 kuyucuklu 

Millicell EZ plakalara ekildi ve hücreler uygun kültür medyumlarında kültüre edildi. 

Hücreler yaklaĢık % 70-80 konfluense ulaĢtığında, kültür medyumu aspire edildi ve hücreler 

PBST yıkama solüsyonu ile yıkandı. Hücreler oda sıcaklığında, % 4 PFA ile 30 min tespit 

edildi. Hücreler her biri 5 min olmak üzere 3 kere PBS ile yıkandı. Tespit edilen hücreler 10 

min Triton-X solüsyonu ile inkübe edildi. Non spesifik antijenler % 10 normal keçi serumu 

kullanılarak bloklandı. RASKH'ler anti-SOX2 (1:50) ve anti-OCT 3/4 (1:50) primer 

antikorlarında bir gece 4 ºC‘de inkübe edildi. PBS ile yıkandıktan sonra hücreler, karanlıkta 1 

saat süreyle Goat anti-Mouse Texas Red (1:1000) sekonder antikoru veya Goat Anti-Rabbit 

Texas Red (1:1000) ile inkübe edildi. Üç kez 5‘er min PBST ile yıkandıktan sonra 

kuyucuklara birer damla 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulandı. Ġmmunfloresan 

boyama esnasında kullanılan sekonder antikor için primer antikor aĢaması atlanarak bir 

negatif kontrol yapıldı. Lamel ile kapatıldıktan sonra preperatlar hızlıca karanlık odada Zeiss 

floresan ataçmanlı inverted mikroskop altında kontrol edildi ve Zen 2 yazılımı kullanılarak 

fotoğraflandı (Nawaz ve ark., 2020). 

2.3.4.2. Real-Time PCR Analizi 

Pl, P3 ve P5'ten sonraki RASKH‘ler toplandı. Toplanan hücreler, Ribonükleik asit (RNA) 

izolasyonu yapılana kadar - 80 ºC'de saklandı. Hücrelerde pluripotent, mezenkimal ve 

hemopoietik belirteçlerin analizi için tablo 2.4‘te verilen primerler kullanıldı. Tüm primerler 
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Fast PCR 6.0 yazılımı yardımıyla tasarlandı (Kalendar ve ark., 2009). Tüm primerler 10 

pmol/ µL olacak Ģekilde seyreltildi ve her primerin erime sıcaklığını (Tm ºC) belirlemek için 

gradient PCR yapıldı. Real-Time PCR çalıĢmaları için kullanılan her primerin nükleotit dizisi, 

baz uzunluğu ve Tm değeri, Tablo 2.4 'te verilmiĢtir. Test edilen tüm numuneler için kontrol 

(housekeeping) geni olarak gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanıldı. 

Tablo 2.4. RASKH'ler için test edilen genlerin listesi. 

Gen Ġleri (5’→3’) Geri (5’→3’) 
cDNA 
(bp) 

Tm 
(ºC) 

SOX2 GGCGGAAAACCAAGACGCTC TGTAGCTGCCGTTGCTCCAGC 177 58 

OCT 3/4 
CAGACAACCATCTGCCGCTTC

G 
CACCAGGGTCTCCGATTTGCA 141 58 

NANOG TGCTACTGAGATGCTCTGCAC CCTGAGAGAACACAGTCCGCA 197 58 

CD90 
GGTCCTTACTCTAGCCAACTTC

AC 
AACCAGCAGGCTTATGCCACC 151 58 

CD105 
GCGTCACACTTGAATGGCAAC

C 
GGATGAGAACGGCATCCCCA 180 58 

CD44 
GCATCCAACACCTCCCACTATG

AC 
CTGGTCCATCGAAGGAATTGGG

TA 
106 58 

CD45 
GATGTACCACCAGGGACTCAC

AA 
TGTAGAGGACTTCCGCAGCAC 244 58 

CD34 GCCATCTCAGAGACCACGGTC GGTGGAGTGTTCCACTTCTGGA 156 58 

GAPDH 
GAACGGATTTGGCCGTATCG

GA 
GATGTTAGCGGGATCTCGCTCC 232 58 

 

 

2.3.4.2.1. RNA Ġzolasyonu 

RASKH'leri içeren boncuklarından toplam RNA, RNA izolasyon kit üreticisinin 

talimatlarına uygun olarak izole edildi. Toplanılan hücrelerde aĢağıdaki Ģekilde RNA 
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izolasyonu gerçekleĢtirildi. Ġzole edilen total RNA‘lar, kalite ve miktar açısından 

değerlendirilmek üzere hem Multiskan Go cihazı ile hem de Qubit RNA HS Assay Kiti 

kullanılarak, Qubit 2.0 Florometre cihazıyla ölçülmüĢtür. Yapılan ölçümler sonrasında 

260/280 oranı 1,8 ve üzeri olanlar çalıĢmada kullanılmıĢtır. 

2.3.4.2.1.1. RNA Ġzolasyon Yöntemi  

Hücreler bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve 250 g'de 5 min boyunca santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaĢtırılarak pelet elde edildi. 2 × 106 – 4 × 106 hücre içeren hücre 

süspansiyonu, soğuk PBS (Ca+2 / Mg+2 içermeyen; +4 ºC) kullanılarak süspanse edildi ve 

5 min boyunca 250 g'de tekrar santrifüjlendi. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. Ġki yüz µL PBS 

(Ca+2 / Mg+2 içermeyen), 10 µL Proteinaz K (20 mg / mL), 500 µL Lizis Tamponu ve 

pelet üzerine 60 mg zirkonyum boncuğu eklenerek homojenizatörde homojenize edildi. 

Elde edilen homojen hücre süspansiyonu 2 mL‘lik santrifüj tüpüne aktarıldı ve oda 

sıcaklığında 2 min inkübe edildi. Hücre karıĢımına 500  µL Tampon P ilave edildi, iyice 

vortekslendi ve oda sıcaklığında 3 min süreyle inkübe edildi. KarıĢıma 200 µL miktarında 

Kloroform : Ġzoamilalkol (49:1) ilave edildi. KarıĢım alt-üst yapılarak karıĢtırıldı ve oda 

sıcaklığında 2 min daha bekletildi. Daha sonra hücre karıĢımı 4 ºC 'de 12 min boyunca 

12000 g‘de santrifüj edildi ve süpernatant yeni bir tüpe aktarıldı. Hücre karıĢımına 

süpernatant hacminin 1,25 katı kadar (% 96-100) etanol eklendi ve pipetleme ile karıĢtırıldı. 

Yedi yüz µL lizat, kolon tüplerine aktarıldı ve oda sıcaklığında 12000 g'de 20 saniye santrifüj 

edildi. Tüpün içeriği döküldü ve kolon tüpü tekrar santrifüj tüpüne yerleĢtirildi. Bu adım, 

tüm lizatlar kolona aktarılana kadar tekrarlandı. Kolona 700 µL yıkama tamponu çözeltisi 

ilave edildi, oda sıcaklığında 20 saniye boyunca 12000 g'de santrifüj yapıldı, tüp içeriği 

döküldü ve sütun tekrar tüp üzerine yerleĢtirildi. Yukarıdaki gibi benzer bir adım, kolona 

600 µL yıkama tamponu-2 çözeltisi ilave edilerek iki kez tekrarlandı. Kolon tekrar 1 min 

boyunca maksimum hızda santrifüjlendi ve 1,5 mL eppendorf tüpün üzerine yerleĢtirildi. 

Kolonun merkezine yaklaĢık 50-100 µL nükleaz içermeyen 65-70 ºC 'deki ultra saf su veya 

dietil pirokarbonat (DEPC) su ilave edildi, oda sıcaklığında 1 min boyunca 12000 g'de 
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santrifüj edildi. Ġzole edilen RNA, komplementer deoksiribonükleik asit (cDNA) sentezine 

kadar -80 ºC 'de saklandı. 

2.3.4.2.2. RNA'dan Genomik DNA Kontaminasyonunun Giderilmesi 

Ġzole edilen RNA‘lardan DNA‘yı uzaklaĢtırmak için RNaz içermeyen, DNaz I kullanıldı. 

Bunun için 1 µg total RNA, 1 µL MgCl2 içeren 10X Reaksiyon Solüsyonu, 1 µL DNaz I (1 

ünite), RNaz içermeyen DEPC ile muamele edilmiĢ su eklenerek toplam hacim 10 µL‘ye 

tamamlandı. KarıĢım 30 min 37 ºC‘de inkübe edildi. Daha sonra tüplere 1 µL 50 mM 

EDTA eklendi ve 10 min 65 ºC‘de inkübe edildi ve DNaz I enzimi inhibe edildi. 

2.3.4.2.3. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi için Maxima First Strand cDNA sentez kiti kullanıldı. Bir µg RNA içeren 

tüplerin içerisine 1 µL Oligo (dT)18 eklendi ve 5 min 65 ºC‘de bekletildi. cDNA sentezi için 

kullanılan kimyasallar Tablo 2.5‘de verilmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı iyice karıĢtırıldıktan sonra, 

önce 42 ºC ' de 60 min ve sonra 70 ºC ' de 5 min inkübe edildi. Hazırlanan cDNA, 

kullanıncaya kadar -80 ºC 'de saklandı. 

2.3.4.2.4. Real-Time PCR 

Kantitatif PCR için RealQ Plus 2X Master Mix Green Rox-sizTM Kiti, Tablo 2.4 ile Tablo 

2.8‘de verilen primerler ve Tm değerleri ile kullanıldı. Real-Time PCR için Tablo 2.6‘de 

verilen reaksiyon karıĢımı hazırlandı. Her örnek için analizler 3‘er kez tekrar edildi ve 

istatistik analizlerde bu üç tekrarın ortalaması kullanıldı. Primer dimerleri ve DNA 

kontaminasyonunu belirlemek amacıyla erime eğrisi (melting curve) analizi yapıldı. Bu 

amaçla örnekler 95 ºC‘den 65 ºC‘ye kadar 0,5‘er ºC azaltılarak her döngüde ayrıĢmanın var 

olup olmadığı belirlendi. DNA kontaminasyonu olan örnekler tekrarlandı. Genlerin real 
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time PCR'daki analizi PCR ve melting curve olmak üzere iki aĢamada gerçekleĢmiĢtir. PCR 

aĢaması ayrılma (denaturasyon), bağlanma (anneling) ve uzama (extention) olmak üzere 3 

aĢamada ve 40 döngüde yapılmıĢtır (Tablo 2.7; ġekil 2.5). 

Tablo 2.5. cDNA sentezinde kullanılan kimyasallar ve miktarları. 

Kimyasallar Miktar 

5X reaksiyon tamponu 4 µL 

Ribolock RNaz inhibitörü (20 ünite / µL) 1 µL 

dNTP karıĢımı (10 mM) 2 µL 

RevertAid H Minus M-MuL V Revers Traskriptaz (200 ünite / µL) 1 µL 

1 µg RNA 12 µL 

Toplam hacim 20 µL 

Tablo 2.6. Real-Time PCR Reaksiyon bileĢenleri ve miktarları. 

Kimyasal Miktar 

RealQ Plus 2X Master karıĢımı 10 l 

Ġleri primer (10 M) 0,5 l 

Geri primer (10 M) 0,5 l 

cDNA (5 ng) 2 l 

H2O 7 l 

Toplam 20 l 

Tablo 2.7. Üç AĢamalı PCR Program Döngüsü. 

Döngü Sıcaklık Döngü süresi 
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1 95 ºC 15 min 

40 

95 ºC 15-30 saniye 

58-62 ºC 30 saniye 

72 ºC 30 saniye 

 

 

ġekil 2.5. Real-Time PCR AĢamaları.  

2.4. Rat Eklem Kıkırdağından Kondrositlerin Ġzolasyonu ve Kültürü 

Kondrosit izolasyonu için 10 günlük Wistar ırkı yavru sıçanların femur, humerus ve tibia 

kemiklerinin eklem kıkırdak dokuları toplandı. Kıkırdak dokularından steril koĢullar altında, 

Choudhary, Adhikary ve ark. (2018)‘ın metodu modifiye edilerek kondrositler izole edildi. 
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ġekil 2.6. 10 günlük yeni doğan ratlardan kıkırdak izolasyonunun gösterimi. a. Femur-tibia eklem 
yüzeyi. b. Femur-tibia ekleminden izole edilen saydam kıkırdak parçası. c. Antibiyotikli 
HG-DMEM solüsyonu ile kıkırdak dokusunun yıkanması. d. Stereomikroskop altında 
steril pens, makas ve bistüri yardımı ile dokunun etrafındaki kemik ve bağ doku 
parçalarının uzaklaĢtırılması. 

% 2 Tripsin Stok Solüsyonu Hazırlanması 

Tripsin        20 mg 

Ca+2 / Mg+2 içermeyen HBSS      1 mL 

Hazırlanan solüsyon, 37 ºC‘de 10 min çalkalamalı su banyosunda aktive edildi ve sonra 0,22 

µm filtre ile süzüldü. 

Stok Tripsin Solüsyonundan % 0,05 Tripsin ÆalıĢma Solüsyonu Hazırlanması 

Tripsin Stok Solüsyonu     125 µL 

HG-DMEM       4,875 mL 

% 1 Kollajenaz Tip IA Stok Solüsyonu Hazırlanması 

Kollajenaz Tip IA      10 mg 

TESCA Buffer       1 mL 



45 

 

Hazırlanan solüsyon, 37 ºC‘de 10 min çalkalamalı su banyosunda aktive edildi ve sonra 0,22 

µm filtre ile süzüldü. 

% 0,3 Kollajenaz Tip IA Solüsyonu Hazırlanması 

Kollajenaz Tip IA % 1 Stok Solüsyonu   900 µL 

Kondrosit Kültür Medyumu     2,1 mL 

% 0,06 Kollajenaz Tip IA Solüsyonu Hazırlanması 

Kollajenaz Tip IA % 1 Stok Solüsyonu   300 µL 

Kondrosit Kültür Medyumu      4,7 mL 

2.4.1. Kondrosit Medyumu ve Kültürü 

2.4.1.1. Kondrosit Kültür Medyumu 

HG-DMEM        44,45 mL 

FBS (% 10)       5 mL 

Penisilin-Streptomisin (% 1)     0,5 mL 

Amphotersin B (% 0,1)     50 µL 

2.4.1.2. Kondrosit Kültürü 

Eklem kıkırdak doku parçaları % 2 penisilin-streptomisin ve HG-DMEM içeren petri kabı 

içerisine konuldu (ġekil 2.1 a, b, c). Steromikroskop altında kemik ve bağ dokusuna ait 

yapılar uzaklaĢtırıldı. Steril bistüri yardımıyla kıkırdak parçaları yaklaĢık 1 cm3‘lük küçük 

parçalara ayrıldı (ġekil 2.1 d). Kıkırdak parçaları % 0,05 Tripsin ile 30 min inkübe edildi. 

Ġnkübasyonun ardından PBS ile yıkanan kıkırdak parçaları % 10 FBS içeren HG-DMEM ile 
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hazırlanan % 0,3‘lük kollajenaz tip IA enzim solüsyonunda 37 ºC'de 25 min boyunca inkübe 

edildi. Kıkırdak doku parçalarına PBS eklendi ve 250 g'de 5 min boyunca santrifüj edildi. 

YumuĢayan kıkırdak doku parçaları % 10 FBS ve % 0,06 kollajenaz tip IA ilave edilmiĢ HG-

DMEM içeren petri kabına konuldu. Örnekler, 37 ºC'de % 5 CO2‘li ortamda bir gece inkübe 

edildi. Kollajenaz tip IA enzim solüsyonu ile inkübasyondan sonra hücre ve doku 

kalıntılarını içeren enzim solüsyonu 70 µm polipropilen hücre süzgeç filtresinden geçirildi. 

Örnekler 400 g‘de 10 min süreyle santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pelet 1 mL hücre 

kültür medyumu ile süspanse edildi ve hücreler tripan mavisi ile boyanarak sayıldı. Hücreler 

20000 hücre / cm2 olacak Ģekilde hücreler kondrosit kültür medyumu içeren flasklara ekildi 

ve 37 ºC'de % 5 CO2‘li ortamda inkübe edildi. Her üç günde bir medyum değiĢtirildi 

(Bernstein ve ark., 2009). Hücreler % 80 konfluense ulaĢınca pasajlandı. 

2.4.2. Kondrositlerin Karakterizasyonunun Ġmmunfluoresan ve Real-Time PCR 

Metodları ile Gösterilmesi 

2.4.2.1. Ġmmunofloresan ile Karakterizasyon 

P1‘deki kondrositler üzerinde COL-II ve TGF-β3 ifadeleri ĠF yöntemi kullanılarak 

gösterildi. ĠF yöntemi bölüm 2.3.4.1 de anlatıldığı Ģekilde uygulandı. Kondrositler anti-COL-

II (1:100) ve anti-TGF-β3 (1:100) primer antikorlarında bir gece 4ºC‘de inkübe edildikten 

sonra Goat anti-Mouse Texas Red (1:1000) sekonder antikoru ile iĢaretlendi.  

2.4.2.2 Real-Time PCR Analizi 

P3 ve P5'teki kondrositler toplandı ve hücrelerde spesifik kondrojenik genlerin (Tablo 2.8) 

ifadeleri Real-Time PCR analiz yöntemi ile gösterildi. Yöntem, bölüm 2.3.4.2 'de anlatıldığı 

Ģekilde uygulandı. 
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Tablo 2.8. Kondrositlerin ve deney gruplarının primer sekans, baz çift uzunluğu ve Tm 
değerleri ve Real-time PCR analizinde kullanılan genler. 

Gen Ġleri (5’→3’) Geri (5’→3’) 
cDNA 
(bp) 

Tm 
(ºC) 

SOX9 
GCAGACCAGTACCCGCATC
TGC 

TCCGCCTCCTCCACGAAGGGT
C 

107 62 

TGF-β1 
TGGCTGAACCAAGGAGACG
GA 

CATGGATGGTGCCCAGGTCA
C 

136 62 

COL2A1 
GTGCCCAGATGGGAGTCAT
GCA 

CCAGAGACACCAGGCTCGCCA 133 60 

COL10A1 
GACACAATACTTCATCCCAT
AC 

GGCTGATATTCCTGGTGGTCC 198 62 

RUNX2 
CCATGGTGGAGATCATCGC
GGAC 

GGGCTACAACCTTGAAGGCC
A 

132 62 

ACAN 
AGTCAGATACCCCATCCACA
C 

TGGCATAAAAGACCTCACCCT
C 

152 60 

2.4.3. Kondrositlerden KoĢullandırılmıĢ Medyum Toplanması 

P1 ve P2 kondrositlerden Alves da Silva ve ark. (2015)‘in metodu modifiye edilerek KM‘ler 

toplandı. Bunun için, kondrositler, % 70-80 konfluense ulaĢılana kadar % 10 FBS içeren 

kondrosit kültür medyumunda kültüre edildi. Kültürün 3. gününde kondrositler yaklaĢık % 

70-80 konflense ulaĢtığında kültür medyumu yavaĢça uzaklaĢtırıldı ve hücreler 5 mL steril 

fizyolojik tuz çözeltisi kullanılarak iki kere dikkatlice yıkandı. Kondrosit kültür medyumu 

yerine düĢük serum içeren medyum (% 0,2 FBS) kullanıldı. Bu medyum içerisine ayrıca 5 ng 

/ mL insülin ve 5 µg /  mL askorbik asit eklendi. Hücreler 48 h bu medyum ile inkübe 

edildi. Ġnkübasyonu takiben medyum toplandı ve 250 g ve 4 ºC'de 10 min santrifüj edildi. 

Süpernatant, 50 mL‗lik falkon tüplerine konuldu ve -80 ºC'de saklandı. Toplanan tüm 

KM‘lerde homojenizasyonu sağlamak için KM‘ler +4 ºC‘de bekletilerek çözdürüldü ve 

KM‘ler karıĢtırılarak 0,22 µm‘lik filtreden geçirildi. Sık dondurma ve çözdürme 

iĢlemlerinden kaçınmak için örnekler alikotlandı ve -80 ºC'de saklandı. 
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ġekil 2.7. Kondrosit kültürünün ve KM toplanmasının Ģematik gösterimi. (Shah Nawaz, 2020) 

2.5. RASKH’lerin Aljinat Jel Ġçerine Enkapsülasyonu; Hücrelerin 3 Boyutlu  Kültürü 

ve Deneysel Tasarım. 

RASKH‘ler yukarıda 2.3.3.3.2.1. bölümde belirtildiği Ģekilde aljinat boncuklar içerisine 

enkapsüle edildi ve 3 boyutlu (3B) olarak kültüre edildi. ÆalıĢmada bölüm 2.5.1‘de belirtilen 

deney grupları oluĢturuldu. 

KoĢullandırılmıĢ medyumun RASKH'lerın kondrogenezi üzerindeki etkisini 

belirlemek için, standart bir kondrojenik ortam kullanılarak pozitif kontrol ve 1. günde 

negatif kontrol dıĢında, çeĢitli indüksiyon ve koĢullandırılmıĢ ortam içeren 6 deney grubu 

tasarlandı. ÆalıĢmanın bu kısmında 2.3.3.3.2 daki protokol kullanıldı. Yayınlarda önerilen 

konsantrasyonlara göre hücreler kuyucuklara ekildi. ÆeĢitli indüksiyon ve koĢullandırılmıĢ 

medyumlar ile kültüre edilen aljinat boncuklar içerisine enkapsüle edilen hücrelerde GAG ve 

proteoglikan birikimi gösterilerek kondrogenenezisin varlığı değerlendirildi (Chen ve ark., 

2009). 
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2.5.1. Deney Grupları 

1. Standart kondrojenik farklılaĢtırma medyum grubu (IM grubu):  RASKH‘leri 

içeren aljinat boncukların 2.2.3.3.1 daki standart kondrojenik farklılaĢtırma 

medyumunda kültürü. 

2. KoĢullandırılmıĢ medyum grubu (KM grubu): RASKH‘leri içeren aljinat 

boncukların KM ve HG-DMEM (1:1) medyumunda kültürü. 

3. KoĢullandırılmıĢ medyum ve TGF-β3 grubu (KM+TGF-β3 grubu): 

RASKH‘leri içeren aljinat boncukların içerisinde 10 ng/ mL TGF-β3 + KM ve HG-

DMEM (1:1) medyumda kültürü. 

4. KoĢullandırılmıĢ medyum ve IGF-1 grubu (KM+IGF-1 grubu): RASKH‘leri 

içeren aljinat boncukların 100ng/ mL IGF-1 + KM ve HG-DMEM (1:1)  

medyumda kültürü. 

5. KoĢullandırılmıĢ medyum, IGF-1 ve TGF-β3 grubu (KM+IGF-1+TGF-β3 

grubu): RASKH‘leri içeren aljinat boncukların 100 ng/ mL IGF-1 + 10ng/ mL 

TGF-β3 + KM ve HG-DMEM (1:1)  medyumda kültürü. 

6. KoĢullandırılmıĢ medyum + Standart kondrojenik farklılaĢtırma medyum 

grubu (1:1) (KM+IM grubu): RASKH‘leri içeren aljinat boncukların 

koĢullandırılmıĢ medyum ve kondrojenik farklılaĢtırma medyumunda kültürü (1:1). 

2.6. RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin, Ġmmunohistokimya, Real-Time PCR 

ve Histolojik Boyamalarla Değerlendirilmesi 

2.6.1. Yayma Preparatlarında Ġmmunohistokimya Boyama Yöntemi 

Yayma preparatlarının hazırlanması hakkında detaylı bilgi 2.3.3.3.3.1. bölümde verildi. 
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2.6.1.1. Ġmmunohistokimya Boyama Yöntemi 

Ġmmunhistokimyasal (IHC) boyamada ImmPressTM HRP GeniĢ Spektrumlu Reaktif kiti 

[(ImmPressTM HRP Universal Reagent kit (MP 7500)] kullanıldı. Ġmmunohistokimyasal 

boyamalar kit üreticisinin belirttiği boyama protokolüne uygun olarak yapıldı. 

Preparatlar 10 min % 96 alkol ile tespit edildi ve her biri 5 min olmak üzere 2 kere 

PBS ile yıkandı. Preparatlar, 20 min bloklandıktan sonra (horse blocking serum), anti-COL-

II ve anti-TGF-β3 primer antikorları ile gece boyu +4 ºC‘de inkübe edildi. Ertesi gün, 

preparatlar, her biri 5‘er min olmak üzere 3 defa PBS ile yıkandıktan sonra 30 min boyunca 

sekonder antikor ile inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra preparatlar PBS içerisinde her biri 

5‘er min olmak üzere 2 kere yıkandı. 

Taze hazırlanmıĢ 3,3‘di-aminobenzidin (DAB) substrat çözeltisi, üreticisinin 

talimatlarına göre aĢağıda verildiği gibi hazırlandı. Antijen antikor reaksiyonunu belirlemek 

için DAB solüsyonu preparatlara damlatıldı. Renk oluĢumu için 3-5 min beklendi. 

Preperatlar Olympus BX50 ıĢık mikroskop altında incelendi ve değerlendirmek için DP25 

kamera ile görüntülerin fotoğrafları çekildi. 

2.6.2. Histolojik Boyamalar 

2.2.3.3.3. bölümünde bu metod detaylı olarak açıklandı. 

2.6.3. Real-Time PCR analizi 

FarklılaĢma çalıĢmalarının sonundaki tüm deney grupları, spesifik kondrojenik belirteçler 

için karakterize edildi (Tablo 2.8). ÆalıĢmanın bu kısmında bölüm 2.3.4.2.'de tarif edilenle 

aynı yöntem kullanıldı, fakat RNA izolasyonu yapılırken RASKH'leri içeren aljinat 

boncuklar bir kez PBS ile yıkandı ve toplandı. Daha sonra aljinat boncuklar, 5-10 min 
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boyunca  pH 7,4‘te 10 mM HEPES tamponu içeren 50 mM steril EDTA çözeltisi içerisinde 

çözdürüldü. Hücreler bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı ve 250 g'de 5 min boyunca santrifüj 

edildi.  

2.7. Ġstatistik 

Deney gruplarının negatif kontrole göre gen ifadeleri ve P1 ile P3‘teki kondrositlerin 

karakterizasyonu için PCR analizinde elde edilen Ct değerleri Rest 2009 programı 

kullanılarak analiz edildi. RASKH‘lerin karakterizasyonu icin 3 farklı pasajda elde edilen gen 

ifadesi kat değiĢimi (2-Ct t) değerlerinin gruplar arası karĢılaĢtırılması için istatistiksel 

analizler,  SPSS 22 programı kullanılarak yapıldı. DeğiĢkenlerin normal dağılıma uygun 

dağılım gösterip göstermediği Shapiro-Wilk normalite testiyle araĢtırıldı. Parametrik veriler 

ortalama ± standart hata (SEM) Ģeklinde gösterildi. Normal dağılım gösteren gruplar 

arasındaki farkın önemliliği ANOVA; çoklu karĢılaĢtırmalardaki farkın önemliliği ise post-

hoc Tukey testi ile değerlendirildi. Bütün grafikler Graphpad 6.01 kullanılarak oluĢturuldu. 
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3. BULGULAR 

3.1. RASKH’lerin Ġzole Edilmesi ve Mezenkimal Kök Hücre Karakterlerinin ve 

FarklılaĢma Potansiyellerinin Belirlenmesi 

3.1.1. Amniyotik Sıvıların Toplanması 

17 günlük gebe hayvanların her birinden ekstraembriyonik keseleri ile birlikte 8-12 adet 

fötus elde edildi. Uterus ile birlikte koryon kesesi açıldıktan sonra içinde fötusun bulunduğu 

amniyon kesesi ortaya çıkarıldı. Fötusların amniyon keselerinden yaklaĢık olarak 4-6 mL 

amniyotik sıvı toplandı.  

3.1.2. Hücre Ġzolasyonu ve Kültürü 

Ratların amniyotik sıvılarından izole edilen hücreler uygun kültür medyumlarını içeren 

flasklara ekildi. Hücreler 37 ºC‘de %5 CO2‘li ortamda inkübe edildi. Hücreler ekildikten 4 

gün sonra medyum değiĢtirildi. P0‘da yüzeye tutunamayan hücreler medyum değiĢimi 

sırasında ortamdan uzaklaĢtırıldı. Geri kalan hücrelerin, ekildikten yaklaĢık 48 saat içerisinde 

yüzeye tutundukları ve 5-7 gün sonra hücre niĢleri oluĢturmaya baĢladıkları gözlendi. Bu 

niĢlerin farklı morfolojiye sahip hücreler içerdiği görüldü (ġekil 3.1). YaklaĢık 7-10 gün 

içerisinde hücre niĢleri büyüyerek flaskın yüzeyini büyük ölçüde kapladı. P0‘da hücre 

niĢlerinde hücrelerin 4 farklı morfolojik tipte olduğu belirlendi.     Bunlar: 

1- Küçük ve yassı epitel benzeri hücreler (ġekil 3.2),  

2- Hızlı çoğalan fibroblast benzeri hücreler (ġekil 3.3),  

3- Düzensiz sitoplazmik uzantıları ve 1 veya 2 çekirdekçiği bulunan ve geniĢlemiĢ stromal 

hücreler (ġekil 3.4).  
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4- Belirgin olarak sıkıca paketlenmiĢ fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücreler (ġekil 

3.5). 

P0‘da 12-15. günlerde hücreler %80 konfluense ulaĢtığında pasajlandı. Hücrelerin 

sayımı yapıldıktan sonra, her bir T25 flaska 4×105 - 5×105 hücre ekildi.  P1‘de hücrelerin 

daha kısa sürede yüzeye tutundukları ve 5 gün içerisinde de %80 konfluense ulaĢtıkları 

gözlendi. P0‘a göre P1‘de hücre populasyonu daha homojendi ve fibroblast benzeri 

morfolojiye sahip hücreler çoğunluktaydı (ġekil 3.6). 

 

 

ġekil 3.1. P0‘da hücre kültürünün farklı günlerinde niĢ görüntüleri. a. YaklaĢık 7-10 günlük 
inkübasyondan sonra gözlenen ilk fibroblast benzeri hücreleri içeren hücre niĢi. b. 10-
12. günlerde gevĢek olarak bir araya toplanmıĢ fibroblast benzeri morfolojiye sahip 
hücre niĢi. c. 10-12. günlerde sıkı olarak bir araya toplanmıĢ fibroblast benzeri hücre 
niĢi. d. 10-12. günlerde yassı stromal hücreleri içeren hücre niĢi. Nikon Ġnverted 
Mikroskop. Bar: 500 µm. 
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ġekil 3.2. P0‘da küçük ve yassı epitel benzeri hücreler (oklar). Nikon Ġnverted Mikroskop. Bar: 100 
µm. 

 

ġekil 3.3. P0,‘da fibroblast benzeri hücreler (oklar). Nikon Ġnverted Mikroskop. Bar: 100 µm. 
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ġekil 3.4. P0‘da düzensiz sitoplazmik uzantıları ve 1 veya 2 çekirdekçiği bulunan ve geniĢlemiĢ 
stromal hücreler (oklar). Nikon Ġnverted Mikroskop. Bar: 100 µm. 

 

ġekil 3.5. P0‘da belirgin olarak sıkıca paketlenmiĢ fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücreler 
(oklar). Nikon Ġnverted Mikroskop. Bar: 500 µm. 
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P1‘de olduğu gibi daha sonraki pasajlarda da hücrelerin homojen bir Ģekilde fibroblast 

benzeri mofolojilerini korudukları saptandı (ġekil 3.6). Hücreler en fazla 5. pasaja kadar 

çoğaltıldı. FarklılaĢtırma çalıĢmaları için P3-P5 arasındaki RASKH‘ler kullanıldı. 

RASKH‘lerin kemik ve yağ hücrelerine farklılaĢtırılmalarında tek tabakalı hücre kültür 

yöntemi kullanılırken, kıkırdak hücrelerine farklılaĢtırmak için 3 boyutlu kültür yöntemi 

tercih edildi.  

 

ġekil 3.6. Farklı pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye sahip RASKH‘ler. a. % 80-90 konfluense 
ulaĢan P3‘teki hücreler. b. % 80-90 konfluense ulaĢan P5‘teki hücreler. Nikon Ġnverted 
Mikroskop. Bar: 500 µm. 

3.1.3. FarklılaĢtırma ÇalıĢmaları 

FarklılaĢtırma medyumları ile RASKH‘ler adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hatlara 

farklılaĢtırıldı ve bu hücre farklılaĢmaları sırasıyla Oil Red O, Alizarin Red-S ve Alsiyan 

Mavisi gibi özel boyama yöntemleri ile hücreler boyanarak doğrulandı.  

3.1.3.1. Osteojenik FarklılaĢtırma 

RASKH‘ler osteojenik farklılaĢtırma kültür medyumlarının içerisinde 21 gün süreyle inkübe 

edilerek kemik hücrelerine farklılaĢtrıldı. Bu hücreler Alizarin Red S boyama yöntemi 
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kullanılarak boyandı ve kemik hücrelerine farklılaĢtıkları doğrulandı. FarklılaĢan bu 

hücrelerin granüler bir sitoplazma yapısına sahip olduğu ve hücrelerde kalsiyum birkiminin 

Alizarin Red S boyama yöntemi ile kırmızı renkte boyandığı gözlendi. (ġekil 3.7 b). Diğer 

yandan sadece hücre kültür medyumu ile kültüre edilen negatif kontrol grubundaki 

hücrelerin Alizarin Red S boyama yöntemi ile boyanmadığı görüldü (ġekil 3.7 a). 

3.1.3.2. Adipojenik FarklılaĢtırma 

RASKH‘ler adipojenik farklılaĢtırma kültür medyumlarının içerisinde 21 gün süreyle kültüre 

edildikten sonra yağ hücrelerine farklılaĢtılar. Yağ hücrelerine farklılaĢan bu hücrelerin 

sitoplazmalarında lipid damlacıklarının Oil Red O boyama yöntemi kullanılarak kırmızı 

renkte boyandığı belirlendi (ġekil 3.7 d).  Diğer yandan sadece hücre kültür medyumu ile 

kültüre edilen negatif kontrol grubundaki hücrelerin Oil Red O boyama yöntemi ile 

boyanmadığı gözlendi (ġekil 3.7 c). 

3.1.3.3. Kondrojenik FarklılaĢtırma 

3.1.3.3.1. RASKH’lerin Aljinat Jel Ġçerisine Enkapsülasyonu ve Aljinat Boncuklar 

Ġçine Enkapsüle Edilen Kök Hücrelerin Kültürü 

Kondrojenik farklılaĢtırma için RASKH‘ler aljinat boncuklar içine enkapsüle edilerek 3 

boyutlu ortamda kültüre edildiler (ġekil 3.9 a, b). Ġki mL‘lik pipet kullanılarak 1 mL aljinat 

hücre karıĢımından 18-19 adet aljinat boncuk üretildi. Her bir boncuk ortalama 52-53 µL 

hacimdeydi ve her bir boncuğun yaklaĢık 210000 hücre içerdiği hesaplandı. Ġnverted 

mikroskop altında aljinat boncuklar içine enkapsüle edilen hücrelerin jel içerisinde homojen 

olarak dağıldığı ve tek tabakalı kültür ile karĢılaĢtırıldığı zaman aljinat içine enkapsüle edilen 

hücrelerin yuvarlak morfolojilerini korudukları görüldü (ġekil 3.8). 
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ġekil 3.7. RASKH‘lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklılaĢtırılmaları. a. c. e. 
Negatif kontroller. b. Osteojenik farklılaĢmada hücrelerde kalsiyum birkimleri 
Alizarin Red S boyama yöntemi ile turuncu-kırmızı renkte boyanmaktadır. Oklar 
turuncu-kırmızı renkte boyanan kalsiyum birikimlerini göstermektedir. d. 
Adipojenik farklılaĢmada hücrelerin sitoplazmalarında yağ damlacıkları Oil Red O 
ile turuncu-kırmızı renkte boyanmaktadır. Oklar kırmızı renkte boyanan yağ 
damlacıklarını göstermektedir. f. Aljinat boncuklarda enkapsüle edilen hücrelerin 
kondrojenik farklılaĢması. FarklılaĢan hücrelerin sitoplazmaları ve periferi Alsiyan 
Mavisi ile daha koyu mavi boyanmaktadır. Ok baĢları hücrelerin periferinde koyu 
mavi boyanan alanları göstermektedir. Nikon Inverted Mikroskop (a-d), Olympus 
BX50 IĢık Mikroskobu (e,f). Bar: (a, b) 500 µm, (c, d) 20 µm, (e) 50 µm, (f) 100 
µm. 
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Dördüncü günden itibaren aljinat boncuklar içerisinde bulunan hücrelerin 

kümelenmeler yapmaya baĢladıkları belirlendi (ġekil 3.3 e,f). Üçüncü hafta ile birlikte aljinat 

jellerin bütünlüğünü hala koruduğu, aljinat jel içerisindeki hücre yoğunluğunun arttığı ve 

hücrelerin yuvarlak morfolojilerini de sürdürdüğü gözlendi (ġekil 3.8. b). 

  

ġekil 3.8. Tek tabakalı kültür ve aljinat boncuk kültürü arasında hücre morfolojisinin 
karĢılaĢtırılması. a. P3‘te Fibroblast benzeri morfolojiye sahip RASKH‘ler; tek tabaklı 
kültür. b. P3‘te Aljinat boncuklar içerisinde yuvarlak, oval morfolojiye sahip 
RASKH‘ler (oklar); aljinat boncuk kültürü. Nikon Inverted Mikroskop, Bar: (a) 500 
µm, (b) 50 µm. 

3.1.3.3.2. Aljinat Boncuklar Ġçine Enkapsüle Edilen Kök Hücrelerin Kondrojenik 

FarklılaĢtırması  

Aljinat boncuklar içerisine enkapsüle hücreler, kondrojenik farklılaĢtırma medyumu ile 21 

gün süre ile kültüre edildiler. Bu süreçte hücrelerin canlılıklarını korudukları ve jel içerisinde 

homojen bir Ģekilde dağıldıkları gözlendi (ġekil 3.9).  

Aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen RASKH‘lerin kıkırdak hücrelerine 

farklılaĢıp farklılaĢmadıklarını doğrulamak için hücreler Alsiyan Mavisi ile boyandı. Normal 

kıkırdak matriksine benzer Ģekilde, kondrojenik farklılaĢtırmadan sonra aljinat jel içinde 

enkapsüle edilen hücrelerin sitoplazmalarının ve periferlerinin Alsiyan Mavisi ile koyu mavi 

renkte boyandığı gözlendi (ġekil 3.7 f). Negatif kontrol olarak aljinat boncuklar içerisinde 

enkapsüle edilen RASKH‘ler normal hücre kültür medyumu ile kültüre edildi. Negatif 
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kontrol grubunda aljinat jel içerisindeki hücreler ve çevresi Alsiyan Mavisi ile boyanmadı 

(ġekil 3.7 e).  

 

Şekil 3.9. Aljinat boncuklar içine enkapsüle edilen kök hücrelerin kondrojenik 

farklılaştırılması. a. b. Kondrojenik farklılaĢtırma için RASKH‘lerin enkapsüle 
edildiği aljinat boncuklar. c. 0.gün. d, 3.gün. e, 7.gün. f. 21. gün. Oklar hücre 
kümelenmesini göstermektedir. Nikon Ġnverted Mikroskop. Bar: (b, c) 500  µm, 
(d) 100 µm, (e, f) 50 µm. 
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3.1.4. Mezenkimal Hücrelerin Karakterizasyonunun Ġmmunfloresan ve Real-Time 

PCR Metodları ile Gösterilmesi 

3.1.4.1. Ġmmunofloresan Boyama ile Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

ĠF boyama ile P5‘te RASKH‘lerin SOX2 ve OCT3/4 gibi pluripotent kök hücre 

belirteçlerini güçlü bir Ģekilde ifade ettiği gösterildi. OCT3/4 ifadesi hücrelerin hem 

sitoplazmasında hem de nukleusunda görülürken, SOX2 ifadesi sadece hücrelerin 

sitoplazmasında gözlendi (ġekil 3.10).  

 

ġekil 3.10. RASKH‘lerde pluripotent kök hücre belirteçleri OCT3/4 ve SOX2 ifadeleri, 
immunfloresan boyama. a. d. DAPI. b, e, Texas Red. c. f. ÆakıĢtırma. Zeiss floresan 
ataçmanlı inverted mikroskop. Bar: 50 µm. 
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3.1.4.2. Real-Time PCR Analizi 

3.1.4.2.1. Real-Time PCR 

Gen ifade düzeyleri arasındaki en iyi farklılığı görmek için cDNA‘lar 1/4 oranında 

sulandırılarak Real-Time PCR analizi yapıldı ve gen ifade düzeyinin belirleneceği en iyi 

sulandırma oranı 1:30 olarak belirlendi (ġekil 3.11).  

Real-time PCR analizlerinde her gen ve her örnek için melting curve analizi yapıldı. 

Örneklerde DNA kontaminasyonu ile primer dimerleĢmelerinin olmadığı görüldü (ġekil 

3.12). Elde edilen amplifikasyon eğrilerine ait döngü eĢiği (Ct) değerlerinden hareketle, hedef 

genlerin messenger RNA (mRNA) ifade düzeylerinin nisbi değiĢimleri 2-Ct metodu ile 

hesaplandı (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada; 

Ct = (Cthedef gen – CtGAPDH)deney grubu – (Cthedef gen – CtGAPDH)kontrol grubu  

formülü uygulanıp; hesaplanan değer her bir gen için 2-Ct formülünde yerine konularak 

mRNA ifade düzeyi misli olarak azalma ya da artıĢ Ģeklinde belirlendi. Endojen kontrol 

(house keeping gene) olarak GAPDH geni kullanıldı ve her bir örneğe ait GAPDH gen 

düzeyine göre diğer genlerin ifade düzeylerinde düzeltme (normalizasyon) uygulandı.  

Amplifikasyon eğrileri Real-Time PCR'da incelenen genlerin çoğalmalarına bağlı 

olarak kullanılan boyanın ölçülebilir düzeye gelmesiyle oluĢmaktadır. Ġncelenen örneklerde 

gen ifadesi ne kadar fazla ise amplifikasyon eğrilerindeki Ct değeri o kadar düĢük olmaktadır. 

ġekil 3.11 incelendiğinde farklı gen ve örneklerdeki Ct değerlerinin ve amplifikasyon 

eğrilerinin farklı olduğu görülmektedir. Bu durum her örnekteki ve her gendeki ifadenin 

farklı olduğunu iĢaret etmektedir. 
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ġekil 3.11. Örneklere ve genlere ait amplifikasyon eğrileri. 

 

ġekil 3.12. Dört farklı gene ait melting curve grafiği. 
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Melting curve grafiği her gendeki PCR aĢamasında primer dimerleri, primerlerin 

birden fazla bölgeye bağlanıp bağlanmadıkları ve DNA kontominasyonunu göstermektedir. 

ġekil 3.12 incelendiğinde dört gende de dimerleĢme, DNA kontaminasyonu ve primerlerin 

birden fazla bölgeye bağlanmadığı görülmektedir. 

3.1.4.2.2. RASKH’lerde Pluripotent ve Mezenkimal Kök Hücre Belirteçlerinin Gen 

Ġfadeleri 

Real-Time PCR analizi ile P1, P3 ve P5‘te RASKH‘lerin SOX2, NANOG ve OCT3/4 gibi 

pluripotent ve CD44, CD90 ve CD105 gibi mezenkimal kök hücre belirteçlerini gen 

düzeyinde ifade ettikleri saptandı. Ayrıca CD45 ve CD34 gibi hemapoietik genlerin P1 ile 

karĢılaĢtırıldığı zaman, P3 ve P5‘te bu genlerin ifadelerinin RASKH‘lerde önemli derecede 

azaldığı belirlendi (Tablo 3.1). P1‘e göre P3 ve P5 te RASKH‘lerde SOX2 gen ifadesi 

sırasıyla 1,85 ±0,35 ve 1,45±0,41 kat artıĢ gösterirken, pasajlar arasında istatistiki bir önem 

saptanmadı (Tablo 3.1), (ġekil 3.13 a). Aynı Ģekilde P1 ile karĢılaĢtırıldığında P3 ve P5 te 

RASKH‘lerde OCT3/4 gen ifadesi sırasıyla 1,59±0,80 ve 3,68±1,66 artıĢ gösterirken, 

pasajlar arasında istatistiki bir önem belirlenmedi (Tablo 3.1) (ġekil 3.13 b). 

NANOG gen ifadesi P1 ile karĢılaĢtırıldığında P3 ve P5‘te sırasıyla 1,50±0,24 ve 

2,92±0,57 (p<0.01) kat düzeyinde artıĢ gösterdi. P3 ile P5 arasında RASKH‘lerin NANOG 

gen ifadelerinin kat artıĢları arasında da istatistiki bir önem (p<0,01) olduğu gözlendi (Tablo 

3.1.) (ġekil 3.14 c). 

P1 ile karĢılaĢtırıldığında P3 ve P5‘te RASKH‘lerin mezenkimal kök hücre 

belirteçlerinden CD90 genini sırasıyla 1,51±0,29 ve 1,49±0,34; CD44 genini 1,60±0,38 ve 

2,60±0,70ve CD105 genini ise 3,28±0,76 ve 2,86±0,27 kat artıĢ düzeyinde ifade ettikleri 

saptandı. Üç farklı pasaj birbirleri ile karĢılaĢtırıldığı zaman CD90, CD44 gen ifadelerinde 

istatistiki olarak bir fark gözlenmedi (Tablo 3.1), (ġekil 3.14 d), (ġekil 3.15 e, f). Fakat P1 ile 
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karĢılaĢtırıldığı zaman, CD105 geninin kat artıĢının hem P3 hemde P5‘te istatistiki olarak 

önemli olduğu (p<0,05) saptandı (Tablo 3.1), (ġekil 3.14 d). 

Tablo 3.1. RASKH‘lerde Real-Time PCR ile pluripotent, mezenkimal ve hemapoietik 
genlerin ifadelerinde kat 2–∆∆Ct değiĢikliklerinin istatistiki analizi 

GENLER 
Ortalama ± Standart Hata 

p Sonuç 

P1 P3 P5 

SOX2 1,0 1,85±0,35 1,45±0,41 0,204  

OCT3/4 1,0 1,59± 0,80 3,68±1,66 0,216  

NANOG 1,0a 1,50±0,24a **2,92±0,57b 0,007 Artma 

CD90 1,0 1,51±0,29 1,49±0,34 0,312  

CD44 1,0 1,60±0,38 2,60±0,70 0,084  

CD105 1,0 *3,28±0,76b *2,86±0,27b 0,011 Artma 

CD45 1,0a ***0,14±0,042b ***0,27±0,075b 0,000 Azalma 

CD34 1,0a *0,46±0,18b 0,72±0,11a 0,025 Azalma 

Aynı satırda farklı harfler (a, b, c) arasında istatiksel farklılık vardır (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 

NANOG gen ifadesi P1 ile karĢılaĢtırıldığında P3 ve P5‘te sırasıyla 1,50±0,24 ve 

2,92±0,57 (p<0.01) kat düzeyinde artıĢ gösterdi. P3 ile P5 arasında RASKH‘lerin NANOG 

gen ifadelerinin kat artıĢları arasında da istatistiki bir önem (p<0,01) olduğu gözlendi (Tablo 

3.1) (ġekil 3.14 c). 

P1 ile karĢılaĢtırıldığında P3 ve P5‘te RASKH‘lerin mezenkimal kök hücre 

belirteçlerinden CD90 genini sırasıyla 1,51±0,29 ve 1,49±0,34; CD44 genini 1,60±0,38 ve 

2,60±0,70 ve CD105 genini ise 3,28±0,76 ve 2,86±0,27 kat artıĢ düzeyinde ifade ettikleri 

saptandı. Üç farklı pasaj birbirleri ile karĢılaĢtırıldığı zaman CD90, CD44 gen ifadelerinde 

istatistiki olarak bir fark gözlenmedi (Tablo 3.1), (ġekil 3.14 d), (ġekil 3.15 e, f).  Fakat P1 ile 

karĢılaĢtırıldığı zaman, CD105 geninin kat artıĢının hem P3 hemde P5‘te istatistiki olarak 

önemli olduğu (p<0,05) saptandı (Tablo 3.1), (ġekil 3.14 d). 
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ġekil 3.13. Farklı pasajlarda RASKH‘lerin SOX2 ve OCT3/4 gen ifadelerindeki kat değiĢimlerini 
gösteren Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. a. SOX2 gen ifadesi. b. OCT3/4 gen ifadesi. 
Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını 
gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir (* p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001). n=5 
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ġekil 3.14. Farklı pasajlarda RASKH‘lerin NANOG ve CD90 gen ifadelerindeki kat değiĢimlerini 
gösteren Kutu ve Whiskers (Bıyık) grafiği. c. NANOG gen ifadesi. d. CD90 gen ifadesi. 
Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını 
gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir (* p<0,05; **p<0,01; *** 
p<0,001). n=5 
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ġekil 3.15. Farklı pasajlarda RASKH‘lerin CD105 ve C44 gen ifadelerindeki kat değiĢimlerini 
gösteren Kutu ve Whiskers (Bıyık) grafikleri. e. CD105 gen ifadesi. f. CD44 gen ifadesi. 
Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını 
gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir. (* p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001). n=5 
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ġekil 3.16. Farklı pasajlarda RASKH‘lerin CD34 ve CD45 gen ifadelerindeki kat değiĢimlerini 
gösteren Kutu ve Whiskers (Bıyık) grafikleri. g. CD34 gen ifadesi. h. CD45 gen ifadesi. 
Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını 
gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir. (* p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001). n=5 
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RASKH‘lerde hemapoietik kök hücre belirteçlerinden CD34 gen ifadesinin P1‘e göre 

P3 ve P5‘te sırasıyla 0,46±0,18 (p<0,001) ve 0,72±0,11 kat azaldığı görüldü (Tablo 3.1) 

(ġekil 3.16 g).  Aynı Ģekilde CD45 gen ifadesinin P1‘e göre P3‘te 0,14±0,042 (p<0.001) ve 

P5‘te 0,27±0,075 (p<0,001) kat azaldığı saptandı (ġekil 3.16 h). P3 ve P5 arasında CD45 gen 

ifadesinin negatif kat artıĢları arasında farkın ise istatistiki olarak önemli olmadığı belirlendi 

(Tablo 3.1) (ġekil 3.16 h). 

3.2. Kondrosit Kültürü ve Karakterizasyonu ile KoĢullandırılmıĢ Medyum Elde 

Edilmesi 

3.2.1. Kondrositlerin Ġzolasyonu ve Kültürü 

Eklem kıkırdağından enzimatik ayrıĢtırma ile kondrositler izole edildi. Ġzole edilen 

kondrositlerin, tek tabakalı kültür koĢullarına hızlı bir Ģekilde adapte olduğu ve kültür 

ortamında hızla çoğaldıkları gözlendi. Kültüre edildikten 2-3 gün sonra hücrelerin yüzeye 

tutunduğu ve çoğalmaya baĢladığı gözlendi (ġekil 3.19 a).  

 

ġekil 3.17. P1‘de kondrositlerin morfolojisi. Poligonal morfolojiye sahip kondrosit. (oklar). Nikon 
inverted mikroskop. Bar: 100 µm. 
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ġekil 3.18. P3‘te kondrositlerin morfolojisi. Poligonal morfolojilerini kaybetmiĢ, geniĢlemiĢ 
kondrositler (oklar) Nikon inverted mikroskop Bar: 50 µm. 

 

ġekil 3.19. Poligonal morfoloji gösteren P0 ve P1‘den kondrositler. a. P0‘ da hızlı çoğalan 
kondrositler. b. %80-90 konfluense ulaĢan P1‘ de kondrositler. Nikon inverted 
mikroskop. Bar: 500 µm. 

P0'da kondrositlerin flasklara ekildikten 8-10 gün sonra %80-90 konfluense ulaĢtığı 

gözlenirken, P1 ve P2‘de ise 5-6 günde konfluense ulaĢtıkları belirlendi. Æoğalan 

kondrositlerin poligonal bir morfolojiye ve granüler bir sitoplazmaya sahip oldukları (ġekil 

3.17, 3.18), pasaj sayısı arttıkça hücrelerin bazılarının poligonal yapılarını kaybederek 

geniĢlemeye baĢlıyorlar (ġekil 3.18).  
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3.2.2. Kondrositlerin Karakterizasyonunun Ġmmunfloresan ve Real-Time PCR 

Metodları ile Gösterilmesi 

3.2.2.1. Kondrositlerde Ġmmunfloresan Boyama 

ĠF boyama ile kondrositlerin COL-II ve TGF-β3'ü ifade ettiği gösterildi (ġekil 3.20). 

Kollajen II'nin hem çekirdekte hem de sitoplazmada güçlü bir Ģekilde ifade olduğu gözlendi 

(ġekil 3.20 b, c). TGF-β3'ün hücre çekirdeğinin yanı sıra hücre sitoplazmasında granüler 

Ģekilde ifade olduğu görüldü (ġekil 3.20 e, f). 

 

ġekil 3.20. COL-II ve TGF-β3 ifade eden kondrositler. Ġmmunofloresan boyama. a. d. DAPI. b. 
e. Texas Red. c. f. ÆakıĢtırma. Zeiss floresan ataçmanlı inverted mikroskop. Bar: 20 
µm. 
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3.2.2.2. PCR Analizi 

Kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-β1, ACAN, COL10A1 ve RUNX2 belirteçlerinin 

ifadeleri agaroz jel üzerinde gösterildi (ġekil 3.21). Bu belirteçlerin gen ifadeleri de sayısal 

olarak Real-Time PCR ile belirlendi.  

Kondrositlerde SOX9 gen ifadesinde kat artıĢı P1‘de 27,96 ± 6,35 ve P5‘ de 0,07 ± 

0,03; COL2A1 gen ifadesinde kat artıĢı P1‘de 4,94 ± 1,240 ve P5‘ de 0,26 ± 0,05; TGF-β1 

gen ifadesinde kat artıĢı P1‘ de 143,3 ± 44,59 ve P5‘de 0,01 ± 0,003 ve son olarak ACAN 

gen ifadesindeki kat artıĢı ise P1‘de 273,2 ± 84,65 ve P5‘te 0,08 ± 0,05 olarak belirlendi 

(Tablo 3.2). P1 ile karĢılaĢtırıldığı zaman P5‘te kondrositlerde SOX9 (p<0,001), COL2A1 

(p<0,01), TGF-β1 (p<0,01) ve ACAN (p<0,01) gen ifadeleri istatistiki olarak önemli 

derecede azaldı.  

 

ġekil 3.21. Farklı pasajlardaki (P1 ve P5) kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-β1, ACAN, 
COL10A1 ve RUNX2 belirteçlerinin gen düzeyinde ifadelerinin agaroz jel üzerinde 
gösterimi. 
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Tablo 3.2. Farklı pasajlardaki (P1 ve P5) kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-β1, 
ACAN, COL10A1 ve RUNX2 belirteçlerinin gen düzeyinde ifadeleri, Real-
Time PCR.  

 

Genler 

Ortalama  ± Standart Hata 

p 

P1 P5 

SOX9 ***27,96 ± 6,35 0,07 ± 0,03 0,000 

COL2A1 **4,94 ± 1,240 0,26 ± 0,05 0,002 

TGF-β1 **143,3 ± 44,59 0,01 ± 0,003 0,007 

ACAN *273,2 ± 84,65 0,08 ± 0,05 0,001 

COL10A1 0,10 ± 0,06 *22,01 ± 8,95 0,014 

RUNX2 0,18 ± 0,07 **6,47 ± 1,97 0,003 

( *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 

Diğer yandan P1‘de kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 gen ifaderinin kat artıĢı 

sırasıyla 0,10 ± 0,06 ve 0,18 ± 0,07 iken, P5 te COL10A1 ve RUNX2 gen ifadelerinin kat 

artıĢı sırasıyla 22,01 ± 8,95 ve 6,47 ± 1,97 oldu. P1 ile karĢılaĢtırıldığı zaman P5‘te 

kondrositlerde COL10A1 (p<0,05) ve RUNX2 (p<0,01) gen ifadeleri istatistiki olarak 

önemli derecede arttı (ġekil 3.22), (Tablo 3.2.).  
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ġekil 3.22. Farklı pasajlarda kondrositlerin gen ifadelerindeki kat değiĢimlerini gösteren Kutu 
ve Whiskers (bıyık) grafiği. a. b. P1 ve P5'te kondrositlerin SOX9 ve COL2A1 gen 
ifadesi. c. d. P1 ve P5'te kondrositlerin TGF-β1 ve ACAN gen ifadesi. e, f, P1 ve 
P5'te kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 gen ifadesi. Kutular çeyrekler arası 
aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını gösterir. Bıyık 
minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) 
n=7. 
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3.2.3. KoĢullandırılmıĢ Medyumun Toplanması 

COL10A1 ve RUNX2 gibi hipertrofik belirteçlerin P5‘te yüksek olmasından dolayı, KM 

toplanması için erken pasajlar (P1 ve P2) tercih edildi. Tüm örneklerden elde edilen KM, 

içerdiği parakrin salgıların homojen dağılımını sağlamak amacıyla karıĢtırıldı. Sonrasında KM 

santrifüj edilerek hücre kalıntıları uzaklaĢtırıldı. Süpernatant filtre edilip alikotlanarak -80 

ºC‘de saklandı. 

3.3.RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin Alsiyan Mavisi, Ġmmunohistokimya 

Boyama ve Real-Time PCR Yöntemleri ile Değerlendirilmesi 

3.3.1. Alsiyan Mavisi Boyaması ile Değerlendirme 

Aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen RASKH‘lerin kondrojenik potansiyellerini 

göstermek için Alsiyan Mavisi ile aljinat jeller boyandı.  Tüm gruplarda hücre 

sitoplazmasının ve hücrelerin periferinin Alsiyan Mavisi ile daha koyu mavi renkte boyandığı 

görüldü. Diğer bölgelerin ise açık mavi renkte boyandığı gözlendi (ġekil 3.25, 3.26 ve 3.27). 

Pozitif kontrol olarak normal eklem kıkırdağı dokusu Alsiyan Mavisi ile boyandı.  

Eklem kıkırdağında Alsiyan Mavisi ile hücreler arası matriksin mavi renkte boyandığı 

gözlendi. Yüzeyel bölgenin daha soluk ve hücreden yoksun olduğu; küçük, yassı hücreler 

içerdiği gözlenirken; orta ve derin bölgenin ise daha koyu mavi renkte boyandığı ve daha 

büyük yuvarlak hücreler içerdiği belirlendi (ġekil 3.23). Eklem kıkırdak dokusunda 

kondrositlerin membranının etrafının çok ince bir perisellüler matriks ile çevrili olduğu, 

lakunların hemen çevresinin ise ince bir teritoriyal matriks ile çevrelendiği saptandı (ġekil 

3.24).   
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ġekil 3.23. Pozitif kontrol. Eklem kıkırdağı, (YB), yüzeyel bölge; (OB), orta bölge ve (DB), derin 
bölge. Alsiyan Mavisi Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 100 µm. 

 

ġekil 3.24. Pozitif kontrol. Eklem kıkırdağı. Hücrelerin sitoplazması (oklar) ve çevresi (okbaĢları) 
koyu mavi renkte boyandı. Alsiyan Mavisi, Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 50 
µm.  
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ġekil 3.25. KM ve IM gruplarında aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen hücrelerin 
kondrojenik farklılaĢması. a. KM grubu. b.  IM grubu. Hücrelerin sitoplazması (oklar) 
ve çevresi (ok baĢları) koyu mavi renkte boyandı. Alsiyan Mavisi.  Olympus BX50 ıĢık 
mikroskobu. Bar: (a) 100 µm, (b) 50 µm. 

 

ġekil 3.26. KM+IGF-1 ve KM+TGF-β3 gruplarında aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen 
hücrelerin kondrojenik farklılaĢması. a. KM+IGF-1 grubu; b. KM+TGF-β3 grubu.  
Hücrelerin sitoplazması (oklar) ve çevresi (ok baĢları) koyu mavi renkte boyandı. 
Alsiyan Mavisi. Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: (a) 50 µm, (b) 100 µm. 
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ġekil 3.27. KM+IGF-1+TGF-β3 ve KM+IM gruplarında aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle 
edilen hücrelerin kondrojenik farklılaĢması. a. KM+IGF-1+TGF-β3 grubu. b. 
KM+IM grubu. Hücrelerin sitoplazması (oklar) ve çevresi (ok baĢları) koyu mavi 
renkte boyandı. Alsiyan Mavisi. Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 100 µm. 

3.3.2. Ġmmunohistokimya Sonuçları 

Tüm gruplarda 21 gün inkübasyondan sonra, aljinat içerisine enkapsüle edilen hücrelerin 

COL-II ve TGF-β3‘ü sitoplazmik olarak ifade ettikleri gözlendi. Negatif kontrol grubunda 

herhangi bir reaksiyon saptanmadı (ġekil 3.28). Aljinat içerisine enkapsüle edilen hücrelerin 

3 boyutlu olarak aljinat jel içerisinde farklı derinliklerde bulunmalarından dolayı her iki 

proteinin immunreaksiyon ifadesi zayıf ve kuvvetli arasında değiĢti (ġekil 3.30, Ģekil 3.31, 

Ģekil 3.32).  

Pozitif kontrol olarak normal eklem kıkırdak doku kesitleri kullanıldı (ġekil 3.29). 

Eklem kıkırdak kesitlerinde TGF-β3‘ün kondrositlerin sitoplazmalarında ifade olduğu 

görüldü. Ayrıca TGF-β3‘ün çok zayıf olarak da teritoriyal matrikste ifade olduğu (ġekil 3.29 

b); COL-II‘nin ise kondrositlerin sitoplazmasında ve teritoriyal matrikste (ġekil 3.29 a) ifade 

olduğu saptandı.  
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ġekil 3.28. Negatif kontrol. a. Eklem kıkırdağı, kondrosit sitoplazması (oklar). b. Aljinat Boncuk 
içerisine enkapsüle edilen hücreler. Hücre (oklar).  Ġmmunohistokimya. Olympus 
BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 20 µm. 

 

ġekil 3.29. Pozitif kontrol.  Eklem kıkırdağı. a. COL-II ifadesi. b. TGF-β3 ifadesi. Teritoriyal 
matriks (oklar) ve kondrosit sitoplazması (ok baĢları). Ġmmunohistokimya. Olympus 
BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 20 µm. 
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ġekil 3.30. KM ve IM gruplarında aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen hücrelerin 
kondrojenik farklılaĢması. Yirmi bir günlük inkübasyondan sonra aljinat boncuklar 
içerisinde enkapsüle edilen hücrelerde COL-II ve TGF-β3 ifadesi, zayıf Ģiddette 
reaksiyon (Z), orta Ģiddette reaksiyon (O), kuvvetli Ģiddette reaksiyon (K). a. b. KM 
grubu. c. d. IM grubu. Ġmmunohistokimya. Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 20 
µm. 
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ġekil 3.31. KM+IGF-1 ve KM+TGF-β3 gruplarında aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle 
edilen hücrelerin kondrojenik farklılaĢması. Yirmi bir günlük inkübasyondan sonra 
aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen hücrelerde COL-II ve TGF-β3 ifadesi, 
zayıf Ģiddette rekasiyon (Z), orta Ģiddette reaksiyon (O), kuvvetli Ģiddette reaksiyon 
(K). a. b. KM+IGF-1 grubu. c. d. KM+ TGF-β3 grubu. Ġmmunohistokimya. 
Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 20 µm. 



83 

 

 

ġekil 3. 32. KM+IGF-1+TGF-β3 ve KM+IM gruplarında aljinat boncuklar içerisinde 
enkapsüle edilen hücrelerin kondrojenik farklılaĢması. Yirmi bir günlük 
inkübasyondan sonra aljinat boncuklar içerisinde enkapsüle edilen hücrelerde 
COL-II ve TGF-β3 ifadesi. Zayıf Ģiddette rekasiyon (Z), orta Ģiddette reaksiyon 
(O), kuvvetli Ģiddette reaksiyon (K). a, b, KM+IGF-1+TGF-β3 grubu. c, d, 
KM+IM grubu. Ġmmunohistokimya. Olympus BX50 ıĢık mikroskobu. Bar: 20 
µm. 
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3.3.3. Real-Time PCR ile Değerlendirme 

Kondrogenezisin erken (COL2A1, SOX9, ACAN ve TGF-β1) ve geç dönem (RUNX2 ve 

COL10A1) belirteçlerinin ifadeleri Real-Time PCR yöntemi ile sayısal değer olarak elde 

edildi. Verilerin normalizasyonu referans gen (GAPDH) ve negatif kontrol (kondrojenik 

genleri bazal düzeyde ifade eden RASKH‘ler kullanıldı) kullanılarak yapıldı. Her gende, gen 

ifadesindeki kat değiĢimi p değeri ile birlikte ortalama ve standart hatası (SH) ayrı ayrı ilgili 

tabloda ve grafikte gösterildi (Tablo 3.3; ġekil 3.33). 

 

 

ġekil 3.33. Tüm gruplarda kondrojenik genlerin ifadesinin grafiği.  

.  
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Tablo 3.3. Gruplar arasında kondrojenik belirteçlerin kat ifadelerinin gen düzeyinde karĢılaĢtırılması. 

Gruplar 
 
 

Genler 

KM KM+IGF-1 KM+TGF- β3 KM+IGF-1+TGF-β3 IM KM+IM 

p 
(n:5) 

Ortalama±SH 
(n:5) 

Ortalama±SH 
(n:5) 

Ortalama±SH 
(n:5) 

Ortalama±SH 
(n:5) 

Ortalama±SH 
(n:5) 

Ortalama±SH 

SOX9 14,36±2,64a 24,84±3,23ab 46,10±8,68ab 55,95±7,10abc 64,95±7,63bc 95,91±19,79bc 0,000 

COL2A1 10,49±7,06a 09,10±3,49a 124,95±9,28ab 288,84±57,72ab 691,17±67,90b 3233,10±219,52c 0,000 

ACAN 7,19±3,75a 02,34±0,49a 09,14±2,56a 19,28±5,51a 22,41±12,57a 515,52±141,52b 0,000 

TGF-β1 84,33±10,34 90,87±14,11 146,27±42,45 130,15±12,90 121,21±23,86 108,72±16,29 0,396 

RUNX2 06,01±3,51 04,62±1,48 05,44±2,26 09,32±4,54 13,68±3,76 06,85±3,28 0,416 

COL10A1 03,08±2,03 25,30±18,36 05,82±2,26 02,69±0,79 13,41±7,32 59,53±43,60 0,316 

Aynı satırda farklı harfler (a,b,c) arasında istatiksel farklılık vardır. 
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ġekil 3.34. KM grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar içinde enkapsüle 
edilen RASKH‘lerin 21 gün boyunca koĢullandırılmıĢ medyum içinde kondrojenik 
hücrelere farklılaĢtırılması. FarklılaĢan kondrojenik hücrelerde erken (COL2A1, 
SOX9, ACAN, TGF-β1) ve geç (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteçlerin 
gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen 
ifadesinin kat artıĢ ortalamasını gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları 
gösterir. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).  

Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ KM grubunda SOX9, COL2A1, 

ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artıĢın sırasıyla 

14,36±2,64, 10,49±7,06, 7,19±3,75, 84,33±10,34, 6,01±3,51 ve 3,08±2,03 olduğu 

belirlendi. Bununla birlikte, negatif kontrole göre sadece SOX9 (p<0.01) ve TGF-β1 

(p<0,01) gen ifadelerindeki kat artıĢının istatistiki olarak önemli olduğu bulundu (ġekil 

3.34).  
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ġekil 3.35. KM+IGF-1 grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar içinde 
enkapsüle edilen RASKH‘lerin 21 gün boyunca IGF-1 ilave edilen koĢullandırılmıĢ 
medyum içinde kondrojenik hücrelere farklılaĢtırılması. FarklılaĢan kondrojenik 
hücrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-β1) ve geç (RUNX2, COL10A1) 
kondrojenik belirteçlerin gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular çeyrekler arası 
aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını gösterir. Bıyık minimum 
ve maksimum kat artıĢları gösterir. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 

Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ KM+IGF-1 grubunda SOX9, 

COL2A1, ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artıĢın 

sırasıyla 24,84±3,23, 9,10±3,49, 2,34±0,49, 90,87±14,11, 4,62±1,48 ve 25,30±18,36 

olduğu saptandı. KM grubuna benzer olarak sadece SOX9 ve TGF-β1 gen ifadelerindeki 

kat artıĢının negatif kontrole göre istatistiki olarak önemli olduğu ortaya kondu (p<0,01) 

(ġekil 3.35).  
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ġekil 3.36. KM+TGF-β3 grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar içinde 
enkapsüle edilen RASKH‘lerin 21 gün boyunca TGF- β3 ilave edilen 
koĢullandırılmıĢ medyum içinde kondrojenik hücrelere farklılaĢtırılması.  FarklılaĢan 
kondrojenik hücrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-β1) ve geç (RUNX2, 
COL10A1) kondrojenik belirteçlerin gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular 
çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını gösterir. 
Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir (* p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001). 

Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ KM+TGF- β3 grubunda SOX9, 

COL2A1, ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artıĢın 

sırasıyla 46,10±8,68, 124,95±9,28, 9,14±2,56, 146,27±42,45, 5,44±2,26 ve 5,82±2,26 

olduğu belirlendi. SOX9, COL2A1 (p<0,01) ve TGF-β1 (p<0,001) gen ifadelerinin 

negatif kontrole göre önemli derecede arttığı gözlendi (ġekil 3.36). 
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ġekil 3.37. KM+IGF-1+TGF-β3 grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar 
içinde enkapsüle edilen RASKH‘lerin 21 gün boyunca IGF-1 ve TGF-β3 ilave 
edilen koĢullandırılmıĢ medyumu içinde kondrojenik hücrelere farklılaĢtırılması. 
FarklılaĢan kondrojenik hücrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-β1) ve 
geç (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteçlerin gen ifadeleri, Real-Time PCR. 
Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ ortalamasını 
gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir (* p<0,05; ** p<0,01; 
*** p<0,001). 

Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ KM+IGF-1+TGF-β3 grubunda 

SOX9, COL2A1, ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki 

artıĢın sırasıyla 55,95±7,10, 288,84±57,72, 19,28±5,51, 130,15±12,90, 9,32±4,54 ve 

2,69±0,79 olduğu görüldü. Negatif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında,  SOX9, COL2A1, 

TGF-β1 gen ifadelerinin (p<0,01) düzeyinde, ACAN ve RUNX2 gen ifadelerinin ise 

(p<0,05) düzeyinde arttığı belirlendi (ġekil 3.37). 
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ġekil 3.38. IM grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar içinde enkapsüle edilen 
RASKH‘lerin 21 gün boyunca kondrojenik farklılaĢma medyumu içinde kondrojenik 
hücrelere farklılaĢtırılması. FarklılaĢan kondrojenik hücrelerde erken (COL2A1, 
SOX9, ACAN, TGF-β1) ve geç (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteçlerin gen 
ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen 
ifadesinin kat artıĢ ortalamasını gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları 
gösterir (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 

 
Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ IM grubunda SOX9, COL2A1, 

ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artıĢın sırasıyla 

64,95±7,63, 691,17±67,90, 22,41±12,57, 121,21±23,86, 13,68±3,76 ve 13,41±7,32 

olduğu saptandı. Negatif kontrole göre SOX9, COL2A1, TGF-β1 gen ifadelerinde 

(p<0,01) düzeyinde ve RUNX2 gen ifadesinde ise (p<0,05) düzeyinde önemli bir artıĢ 

gözlendi (ġekil 3.38). 
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ġekil 3.39. KM+IM grubu Kutu ve Whiskers (bıyık) grafiği. Aljinat boncuklar içinde enkapsüle 
edilen RASKH‘lerin 21 gün boyunca koĢullandırılmıĢ medyum ilave edilen 
kondrojenik farklılaĢma medyumu içinde kondrojenik hücrelere 
farklılaĢtırılması.FarklılaĢan kondrojenik hücrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, 
TGF-β1) ve geç (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteçlerin gen ifadeleri, Real-
Time PCR. Kutular çeyrekler arası aralığı gösterir. ―+‖ her gen ifadesinin kat artıĢ 
ortalamasını gösterir. Bıyık minimum ve maksimum kat artıĢları gösterir (* p<0,05; ** 
p<0,01; *** p<0,001). 

Negatif kontrol grubuna göre normalize edilmiĢ KM+IM grubunda SOX9, 

COL2A1, ACAN, TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artıĢın 

sırasıyla 95,91±19,79, 3233,10±219,52, 515,52±141,52, 108,72±16,29, 06,85±3,28ve 

59,53±43,60 olduğu saptandı. Negatif kontrole göre SOX9, COL2A1, ACAN ve TGF-

β1 gen ifadelerinde (p<0,01) düzeyinde önemli bir artıĢ gözlendi (ġekil 3.39). 
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Gruplar arası karĢılaĢtırmalarda tek yönlü varyans analizi (one way ANOVA) 

uygulandı ve takiben post-hoc testi olarak Tukey‘in testi kullanıldı. Tek yönlü varyans 

analizi ile SOX9, COL2A1 ve ACAN gen ifadelerinde gruplar arası istatistiki bir fark 

saptanırken; TGF-β1, RUNX2 ve COL10A1 gen ifadelerinde gruplar arası bir önem 

gözlenmedi. Tukey testi ile SOX9 ve COL2A1 gen ifadelerinde KM grubu ile IM grubu 

ve KM grubu ile KM+IM grubu arasında sırasıyla p<0,05 ve p<0,001 düzeyinde 

istatistiki bir önem olduğu belirlendi. KM+IGF-1 grubu ile KM+IM grubu arasında 

SOX9 gen ifadesinde p<0,001 düzeyinde bir önem saptandı. COL2A1 gen ifadesinde 

KM+IM ile diğer gruplar arasında p<0,001 düzeyinde önem gözlenirken; KM+IGF-1 

grubu ile IM grubu arasında p<0,05 düzeyinde istatistiki fark belirlendi.  

Son olarak ACAN gen ifadesinde KM+IM ile diğer gruplar arasında p<0,001 

düzeyinde önem görüldü (Tablo 3.3). 
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4. TARTIġMA 

 

4.1. RASKH’lerin Ġzole Edilmesi ve Mezenkimal Kök Hücre Karakterlerinin ve 

FarklılaĢma Potansiyellerinin Belirlenmesi 

Ratlarda gebeliğin 9-19. günleri arası gebeliğin orta dönemi olarak kabul edilmektedir. 

Gebe ratların, gebeliklerinin 13, 15, 17. ve 19. günleri insanlarda sırasıyla 5, 6, 7 ve 8. 

aylara denk gelmektedir (Zhao ve ark., 2019). Yapılan çalıĢmalarda amniyotik sıvıdan 

hücreleri izole etmek için çoğunlukla gebeliğin orta döneminde olan, 12 günlük 

(Antounians ve ark., 2019), 13-14 günlük (Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017), 14 

günlük (Pan ve ark., 2007; Y.-B. Zheng ve ark., 2012), 16 günlük (Bollini ve ark., 2011; 

Jang ve ark., 2015; Minocha ve ark., 2019), 17 günlük  (Wang ve ark., 2017) ve gebeliğin 

son döneminde olan 20 günlük (Mun-Fun ve ark., 2015) gebe ratlar kullanıldı. 

ÆalıĢmamızda gebeliğin 17. günündeki ratların amniyotik keselerinden topladığımız 

amniyotik sıvıdan hücreleri izole ettik. 

Yapılan çalıĢmalarda amniyottik sıvıdan izole edilen hücreler yüksek oranda FBS 

(% 15-20) içeren, FGF ilave edilen  (Pan ve ark., 2007; Wang ve ark., 2017), veya FGF 

ilavesiz (Minocha ve ark., 2019) kültür medyumu ile 37 ºC‘de % 5 CO2‘li ortamda inkübe 

edildiler. ÆalıĢmamızda % 20 FBS ve 5 ng/mL FGF içeren kültür medyumu ile 37 ºC‘de 

% 5 CO2‘li ortamda kültüre edilen amniyotik sıvı kaynaklı hücrelerin iyi bir proliferasyon 

gösterdiğini belirledik. Önceki çalıĢmalarla tutarlı olarak P0'da plastik yüzeye tutunan 

amniyotik sıvı kaynaklı hücrelerin farklı embriyolojik kökenleri ile çeĢitli morfolojilere 

sahip oldukları bildirildi (Chen ve ark., 2014). Bu hücrelerin hem fötus hem de 

amniyotik membran kökenli olduğu bilinmektedir (Klemmt ve ark., 2011; 

Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017; Underwood ve ark., 2005). AraĢtırmacıların 

bulgularına benzer Ģekilde  (Bossolasco ve ark., 2006; Chen ve ark., 2014; Joo ve ark., 

2012; Savickiene ve ark., 2015) P0‘da yüzeye tutunan hücrelerin; farklı morfoloji ve 

büyüklükte oldukları, kültür ortamında epitel (ġekil 3.2) ve fibroblast (ġekil 3.3) benzeri 
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morfolojiye sahip hücreler ile büyük stromal hücrelerin (ġekil 3.4) bulunduğu görüldü. 

Ayrıca, çalıĢmamızda fibroblast benzeri hücrelere morfolojik olarak benzeyen sıkıca 

paketlenmiĢ bir hücre tipi daha gözlendi (ġekil 3.5). Bu hücrelerin pasajlama esnasında 

diğer hücre tiplerine göre yüzeye daha uzun süre, sıkı bir Ģekilde tutundukları görüldü. 

Muhtemelen bu hücrelerin membranı üzerinde fazla sayıda ve farklı tipte adhezyon 

molekülleri bulunmaktadır.  P1 ve ileriki pasajlarda kültüre edilen amniyotik sıvı kökenli 

hücrelerin çoğunlukla fibroblast benzeri morfolojiye sahip olduğunu ve diğer 

morfolojiye sahip hücrelerin miktarlarının azaldığını veya kaybolduğunu gözlemledik. 

Cipriani ve ark. (2007) da bulgularımıza benzer Ģekilde, ilerleyen pasajlarda 

amniyotik sıvı kökenli hücrelerin çoğunluğunun fibroblast benzeri morfolojiye sahip 

olduğunu bildirdiler. Anabilim dalımızda yapılan önceki çalıĢmamızda Nawaz ve ark. 

(2020) sığır amniyotik sıvısında fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücrelerin yanı sıra, 

pansitokeratin ifade eden epitel hücreler ve nestin ifade eden nöral hücreler de 

gözlemlendi. Zhang ve ark. (2010), amniyotik sıvı kökenli hücrelerin ilk pasajlarında 

epitel, fibroblastik ve amniyotik sıvı tipi hücrelerin mevcut olmasına rağmen, ilk 

pasajdan sonra sadece fibroblastik ve amniyotik sıvı tipi hücreleri içeren kolonilerin 

hayatta kaldığını bildirmiĢtir. Uluslararası Hücresel Tedavi Derneğinin, Mezenkimal ve 

Doku Kök Hücre Komitesi mezenkimal hücreleri tanımlamak için üç temel kriter 

tanımlamıĢtır (Dominici ve ark., 2006). (1), mezenkimal kök hücreler standart kültür 

koĢullarında inkübe edildiklerinde plastik yüzeye tutunmalıdır. (2), CD105, CD73 ve 

CD90 yüzey moleküllerini ifade etmeli ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a 

veya CD19 ve HLA sınıf II yüzey moleküllerini ifade etmemelidir. (3), standart in vitro 

farklılaĢtırma koĢulları altında osteoblastlara, yağ hücrelerine ve kondroblastlara 

farklılaĢabilmelidirler. Bulgularımız RASKH'ın tüm kriterleri baĢarılı bir Ģekilde 

karĢıladığını ayrıca yenileyici tıpta hücresel tedavi için potansiyel aday haline getirdiğini 

gösteren çok yönlü farklılaĢma (Tsai ve ark., 2006) ve kendini yenileme (Murphy ve 

Atala, 2013) kabiliyetine sahip olduğunu göstermektedir. 

Daha önceki araĢtırmalara (De Coppi ve ark., 2007; Petsche Connell ve ark., 2013; 

You ve ark., 2008) benzer Ģekilde, çalıĢmamızda RASKH'nin spesifik multipotent 

özellikleri ile mezenkimal kaynaklı olduğu belirlendi. RASKH'ın CD44, CD73, CD105 
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gibi mezenkimal kök hücre belirteçlerini (Phermthai ve ark., 2010) kuvvetli ifade ettiğini; 

ilk pasajdan sonra CD34 ve 45 belirteçlerinin ifadelerinin azaldığını saptadık. 

Embriyonik kök hücrelerde pluripotensiyi ve kendini yenilemeyi düzenleyen NANOG, 

SOX2 ve OCT3/4 (Chen ve ark., 2014; Marcus ve ark., 2008) gibi transkripsiyon 

faktörlerini hücrelerin ifade ettiği Real-Time PCR ve immunfloresan yöntemleri ile 

gösterildi. ÆalıĢmamızda pasaj sayısında artıĢ (P1‘den P5‘e) ile hücre popülasyonundaki 

heterojenitenin azaldığı ayrıca,  mezenkimal ve pluripotent gen ifadelerinin, özellikle de 

NANOG gen ifadesinin istatistiki olarak önemli Ģekilde arttığı gözlendi. OCT3/4 ifadesi 

P5‘te artmıĢ olmasına rağmen istatistiki bir önem saptanmadı. 

AraĢtırmamızda P5'teki SOX2 gen ifadesindeki kat değiĢiminin, OCT3/4 ve 

NANOG gen ifadesindeki kat değiĢiminden nispeten daha düĢük olduğu belirlendi. 

Chen ve ark. (2014) 15-17 haftalık gebe insanların amniyotik sıvısında bulgularımıza 

benzer sonuçlar bildirilmiĢtir. 

Memeli kök hücrelerinde pluripotensiyi devam ettiren anahtar belirleyici olarak 

kabul edilen sitoplazmik transkripsiyon faktörü olan OCT3/4‘ün (Roubelakis ve ark., 

2007)  hem protein hem de gen ifadesi çalıĢmamızda gösterildi. Pasaj ilerledikçe 

OCT3/4 gen ifadesinin arttığı belirlendi. Prusa ve ark. (2003), siklin protein ifadesinin 

saptanması yoluyla OCT3/4 ifade eden hücrelerin, aktif olarak bölünen bir hücre 

rezervini temsil ettiğini bildirdiler. Bizim bulgularımızın aksine sığır (Nawaz ve ark., 

2020) ve insan (Spitzhorn ve ark., 2017) amniyotik sıvısı kökenli kök hücreler üzerine 

yapılan çalıĢmalarda; OCT3/4 ifadesinin pasaj sayısındaki artıĢla azaldığı bildirildi. 

ÆalıĢmamızda pasaj sayısındaki artıĢ ile OCT3/4 gen ifadesinde nispi bir artıĢın 

gözlenmesi, hücrelerin heterojenitesindeki azalmaya bağlı olabilir. Minocha ve ark. 

(2019), amniyotik sıvı kökenli kök hücrelerde pluripotent belirteçler olan OCT4, 

NANOG ve SOX2 ifadelerini ve bu hücrelerin pluripotent doğasını vurgulayarak bu 

hücrelerin üç germ katmanına farklılaĢan embriyoid cisimlere indüklenebildiğini öne 

sürdüler.   

Mun-Fun ve ark. (2015)‘nın sonuçlarına benzer Ģekilde çalıĢmamızda 

RASKH‘lerin baĢarılı bir Ģekilde osteositlere, yağ hücrelerine ve kondrositlere 
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farklılaĢabildiklerini gösterdik. Osteositlerin sitoplazmalarında kalsiyum birikimini 

Alizarin Red S, yağ hücreleri sitoplazmalarında lipid damlacıklarını Oil Red O ve 

kıkırdak dokunun hücreler arası matriksini boyayan Alsiyan Mavisi ile kondrositleri 

boyayarak hücre farklılaĢmasını doğruladık.  

Hem pluripotent hem de multipotent kök hücre belirteçlerini ifade etmelerinden 

dolayı, RASKH pluripotent kök hücreler (De Coppi ve ark., 2007) multipotent kök 

hücreler (Cananzi ve De Coppi, 2012) veya potansiyel pluripotent kök hücreler (Gao ve 

ark., 2013) olarak sınıflandırılabilir. Bu hücrelerin, karakteristik özelliklerine dayanarak 

doku mühendisliği ve hücre tedavileri için bir potansiyele sahip olduğunu ve muhtemel 

güçlü bir aday olduğunu düĢünmekteyiz. 

4.2. Kondrosit Kültürü ve Karakterizasyonu ile KoĢullandırılmıĢ Medyum Elde 

Edilmesi 

Kondrosit farklılaĢmasının ve aktivasyonunun hücre içi ve moleküler mekanizmalarını 

araĢtırmak için en güçlü araçlardan birisi kondrosit kültürüdür (Thirion ve Berenbaum, 

2004). Yapılan birçok araĢtırmada (Choudhary ve ark., 2018; Copray ve ark., 1985; 

Nakagawa ve ark., 2002) neonatal dönemde (0-21 gün) (Groth-Vasselli ve Farnworth, 

1986), sıçanların eklem kıkırdağından kondrositler izole edilmiĢtir. Bernstein ve ark. 

(2009) tarafından önerilen protokolde bazı modifikasyonlar yapılarak 10 günlük neonatal 

sıçanların eklem kıkırdağından kondrositler baĢarılı bir Ģekilde izole edildi. Kondrosit 

primer hücre kültüründe hücrelerin ilk ekiminden sonra, önceki çalıĢmalara uyumu 

olarak tek katmanlı hücre kültürü ortamında kondrositlerin güçlü bir Ģekilde plastik 

yüzeye tutundukları ve yayıldıkları gözlendi (ġekil 3.17). ÆalıĢmamızda hücrelerin ilk 

pasajlarında poligonal bir morfolojiye ve granüler bir sitoplazmaya sahip oldukları 

görüldü. Gosset ve ark. (2008), kemirgen kosta kıkırdağından izole edilen kondrositlerin 

de bulgularımıza benzer morfolojik özellikler sergilediğini bildirdiler. AraĢtırmamızda 

Real-Time PCR ve immünofloresan yöntemleri ile kondrositlerin, kondrositlere spesifik 

gen ve proteinleri ifade ettikleri gösterildi. ĠF ile P1 kondrositlerinde de COL-II ve 

TGF-β3 proteinlerini (ġekil 3.20) ve Real-Time PCR ile de TGF-β1, SOX9, COL2A1, 

ACAN genlerini (Tablo 3.2; ġekil 3.21) güçlü bir Ģekilde ifade olduğu saptandı. Fakat 



97 

 

P5‘te kondrositlerde aynı genlerin ifadesinin azaldığı; RUNX2 ve COL10A1 gibi 

hipertrofik genlerin ifadelerinin arttığı belirlendi. Sunulan çalıĢmada, tek katmanlı hücre 

kültüründe kondrositlere özgü genlerin ayrıntılı moleküler analizi yapılarak kondrosit gen 

ifadelerinde ki değiĢkenliğin hücre kültürü sırasında hücre morfolojisini nasıl etkilediği 

araĢtırıldı. Æünkü kondrositlerden koĢullandırılmıĢ medyum toplanmadan önce tek 

katmanlı kültürde kondrositlerin genetik profilini ve doğasını anlamak önemlidir. 

Schulze-Tanzil (2009), yeterli kondrosit çoğalması için tek tabakalı kültür koĢullarının 

vazgeçilmez olduğunu dile getirmiĢtir. Yapılan çalıĢmada kondrositlerin tek tabakalı 

hücre kültüründe çoğaltılması esnasında, kültüre edilen hücrelerin konsantrasyonuna ve 

pasaj sayısına bağlı olarak kondrositlerin morfolojik görünümlerinin etkilendiği saptandı. 

Bu hücrelerin geniĢlediği, yaĢlandığı ve muhtemelen hipertrofiye uğradığı gözlendi (ġekil 

3.18). Stokes ve ark. (2002), tek katmanlı kondrosit hücrekültüründe yaĢlanma ve de-

differensiyasyon ile iliĢkili çeĢitli genlerin aktif hale geldiğini öne sürdüler. Benzer Ģekilde 

Ashraf ve ark. (2016), ise eklem kondrositlerinin in vitro çoğalması sırasında yaĢlandığını 

ve de-differensiasyona uğradığını açıkladılar.  Watt (1988) ve Schulze-Tanzil ve ark. 

(2002), bu tarz değiĢikliklerin, tek tabakalı hücre kültürü sırasında düĢük hücre ekim 

yoğunluğundan kaynaklanabileceğini ileri sürdüler. Kondrositlerin tek tabakalı hücre 

kültürü esnasında, kondrosite özgü fenotiplerini kaybettikleri; morfolojilerinin daha fazla 

fibroblast hücrelerine benzediği ve kondrositlere spesifik olmayan bir sentez biçimi 

geliĢtirdikleri de bildirildi (Schulze-Tanzil, 2009; Schulze-Tanzil ve ark., 2004). Aynı 

zamanda Kang ve ark. (2007) da bizim bulgularımızla tutarlı olarak P5'e kadar 

kondrositlerin de-differensiyasyona uğradığını gösterdiler. Dolayısıyla ilerleyen pasajlarda 

tek tabakalı hücre kültüründe kondrositlerdeki morfolojik değiĢikliklerin ve de-

differentiasyon olayının, hücrenin genetik yapısındaki değiĢiklikle iliĢkili olabileceğini 

düĢünüyoruz. 

SOX9, kondrosite farklılaĢmanın erken bir belirtecidir ve COL2A1 geni tarafından 

kodlanan COL-II proteini ve ACAN geni tarafından kodlanan agrekan proteini 

ifadesinin baĢlaması için gereklidir. Ayrıca SOX9 kondrositlerin kaderinin ve kök 

hücrelerin kondrosite farklılaĢmanın belirlenmesinde de önemli bir rol oynar (Akiyama 

ve Lefebvre, 2011). ÆalıĢmamızda P1 ile karĢılaĢtırıldığı zaman hipertrofiye uğradıklarını 

düĢündüğümüz  P5'teki kondrositlerin SOX9 ifadelerinin azaldığını saptandı (Tablo 3.2). 

Bulgularımıza benzer olarak, Akiyama ve Lefebvre (2011)‘nın yapmıĢ oldukları bir 



98 

 

çalıĢmada büyüme plağında hipertrofiye uğramamıĢ tüm kondrositlerin SOX9‘u yüksek 

düzeyde ifade ettiğini belirttiler. AraĢtırmamızda COL2A1 geninin kodladığı COL-II 

proteninin spesifik olarak hücrelerin hem sitoplazmasında hem de çekirdeğinde ifade 

olduğu gösterildi (ġekil 3.20). P1‘e göre P5‘te kondrositlerde COL2A1 ifadesindeki 

azalmanın SOX9 geni tarafından düzenlendiğini düĢünüyoruz (Tablo 3.2). Horton ve 

ark. (1987), da bulgularımıza benzer olarak COL-II'nin, kondrositlere farklılaĢmanın 

erken döneminde, fazla miktarda ve oldukça spesifik bir kondrosit ürünü olarak 

salgılandığını belirttiler. Ayrıca Kang ve ark. (2007) yine bulgularımızla uyumlu olarak  

hücrelerde P1'den P5'e doğru gittikçe COL-II ifadesinin azaldığını bildirdiler.   

COL10A1 geni, hipertrofik kondrosite özgü moleküler bir belirteç olarak da bilinir 

(Warman ve ark., 1993) ve RUNX2 tarafından düzenlenir (Enomoto ve ark., 2000; Kim 

ve ark., 1999). Cbfa1 olarak da adlandırılan RUNX2, kondrosit hipertrofisinin güçlü bir 

indükleyicisi olarak kabul edilir (Ding ve ark., 2012). Takeda ve ark. (2001) hipertrofik 

olmayan kondrositlerde RUNX2'nin aĢırı ifadesinin kondrosit hipertrofisine neden 

olduğunu bildirdiler. Benzer Ģekilde, Enomoto ve ark. (2000), Cbfa1‘in, COL10A1 ile 

birlikte hipertrofik kondrositlerde ve prehipertrofik kondrositlerde ifade olduklarını 

belirttiler. Takeda ve ark. (2001), RUNX2 ve COL10A1 arasında in vivo korelasyonun 

mevcut olduğunu ve hipertrofik kondrositlerdeki RUNX2 ifadesinin artmasının 

transgenik farelerde COL10A1 ifadesini yükselttiğini tespit ettiler. ÆalıĢmamızda P5'te 

kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 genlerini yüksek oranda ifade etmelerinden dolayı 

bu hücrelerin hipertrofiye uğradıklarını düĢünüyoruz (Tablo 3.2). TGF-β süper ailesi, 

TGF- β‘lar ve iliĢkili büyüme faktörlerinden oluĢur ve  proliferasyon, farklılaĢma, matriks 

sentezi, apoptoz ve ERK 1/2 ve Smad2/3 sinyal yolakları yoluyla kondrosit 

olgunlaĢmasının düzenlenmesi dahil olmak üzere çeĢitli hücresel fonksiyonlar için 

gereklidir (Ferguson ve ark., 2000; Pfeifer ve ark., 2019; Zhu ve ark., 2015). 

 İn vitro çalıĢmalar, TGF-β'nın embriyonik kondrositlerde, COL-X ve ALP gibi 

hipertrofik belirteçlerin ifadelerini ve hücre hipertrofisini inhibe ettiğini gösterdi (Ballock 

ve ark., 1993; Böhme ve ark., 1995; Chimal-Monroy ve de Leon, 2003; Ferguson ve ark., 

2000). ÆalıĢmamızda P5‘teki kondrositlerde TGF-β1 gen ifadesinin azalmasının bu 

hücrelerde COL2A1 ve ACAN gen ifadelerini de azalttığını düĢünüyoruz (Tablo 3.2). 

Zhu ve ark. (2015) TGF-β1'in sıçan kondrositlerinde COL-II ve agrekan ifadesini 
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uyardığını bildirdiler. ÆalıĢmamızdaki bulgular bu çalıĢma bulgularıyla benzerlik 

göstermiĢtir. Bununla birlikte Roman-Blas ve ark. (2007), TGF-β'nın OA‘lı insanların ve 

sığırların eklem kondrositlerinde COL2A1, aggrekan ve SOX9 ifadelerini uyaran 

Smad2/3 sinyal yolağını aktifleĢtirdiğini belirttiler. ÆalıĢmamızda P5'te kondrositlerin 

TGF-β1 ifadesinde meydana gelen anlamlı azalma ile COL10A1 gen ifadesindeki önemli 

bir artıĢın olması P5‘ teki kondrositlerin hipertrofisi ile iliĢkili olabileceğini akla 

getirmektedir (Tablo 3.2). 

Sunulan araĢtırmada kondrositlerin karakterizasyonu ile ilgili olarak sadece 

kondrositlere spesifik belirteçlerin, sayısal olarak gen ifadeleri gösterildi. Ancak bu 

genlerin kodladığı protein ifadelerinin ―western blotting‖ tekniği kullanılarak 

belirlenmesi, gen ifadesi sonuçlarımızın desteklenmesi açısından önemli olacaktır. Ayrıca 

COL-I gen ve protein ifadelerinin belirlenmemiĢ olması da çalıĢmanın diğer bir eksik 

yönüdür. Æünkü yapılan bir çalıĢmada COL-I‘in; COL-II, ACAN ve SOX9'daki 

azalmayla birlikte de-differensiye olmuĢ kondrositlerde yoğun bir Ģekilde ifade olduğu 

bildirilmektedir (Schulze-Tanzil, 2009). Kondrosit de-diferensiyasyonu, kondrosit 

hipertrofisinden farklı bir olaydır. De-diferensiasyon süreci, eklem kıkırdak dokusundaki 

kondrositlerin COL-II gibi hücreler arası matriks moleküllerini sentezleme yeteneğini 

kaybetmesi ve bunun yerine tip-1 kollajenini ifade etmesi ile karakterizedir, ayrıca tek 

katmanlı hücre kültürü sırasında fibroblastlara spesifik bir proteoglikan olan versikan da 

bu süreçte üretilir (Binette ve ark., 1998). Uzun süreli hücre kültürlerinden sonra, eklem 

kondrositlerinin bir kısmı da hipertrofik transformasyona ve COL-X birikimine maruz 

kalabilir (Pacifici ve ark., 1991; Wu ve ark., 2014). Hipertrofik olan kondrositler COL-

X‘i ifade ederler (Warman ve ark., 1993). Dolayısıyla P5‘te kondrositlerin hipertrofiyeye 

mi yoksa de-diferensiyasyona mı uğradığını ortaya koymak için COL-I ifadesini 

göstermek oldukça önemlidir. Sunulan çalıĢmada P5'te kondrositlerin tek tabakalı 

kültürde uzun süreli ve sürekli pasajlanmasının sonucu olarak, kondrosit kültüründe 

fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücreleri göremememize rağmen, COL10A1'in 

yoğun ifadesine bağlı olarak, kondrositlerin hipertrofiye uğradığını söyleyebiliriz. Aynı 

zamanda COL-II, ACAN ve SOX9 gibi genlerin ifadelerinin belirgin Ģekilde azalmasının 

da kondrosit de-differensiasyonuna neden olduğunu söyleyebiliriz. 

Kondrositlerin, eklem kıkırdak dokusunun fonksiyonunun sürdürülmesinde, kök 

hücrelerin farklılaĢmasını etkileyebilen ve kondrogenezis ile osteogenezisi 
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yönlendirebilen humoral faktörlerin ayrıca interlökinlerin salgılanmasında rolleri vardır 

(Hwang ve ark., 2007; Phull ve ark., 2016). Bos ve ark. (2001), kıkırdağın, çevresine bol 

miktarda humoral faktörler salgılayan parakrin bir organ gibi fonksiyon gördüğünü 

bildirdiler. Ayrıca Alves da Silva ve ark. (2015), salgılanan çeĢitli faktörlerin kök hücre 

farklılaĢmasını tetiklemek için büyüme faktörlerine alternatif olarak kullanılabileceğini 

belirttiler. Kondrositler ve MKH‘lar arasındaki iletiĢimin, daha çok fizyolojik seviyede 

çok sayıda biyokimyasal ve fiziksel sinyal geliĢtirme potansiyeline sahip olduğu 

varsayılmaktadır (Cooke ve ark., 2011). 

ÆalıĢmamızda SOX9, COL2A1 ve ACAN gibi kıkırdağa spesifik genlerin 

ifadelerinin korunduğu ve kondrosit hücre morfolojisinin değiĢime uğramadığı erken 

pasajlardaki (P1 ve P2) tek tabakalı kondrosit kültüründen koĢullandırılmıĢ medyum 

toplandı. Yapılan çalıĢmalarda kıkırdak doku kültüründen (Fu ve ark., 2019) veya 

kondrosit kültüründen (Alves da Silva ve ark., 2015; Kaźmierski ve ark., 2018) 

koĢullandırılmıĢ medyum toplanmıĢtır. Hem FBS içeren (Kaźmierski ve ark., 2018) hem 

de içermeyen (Alves da Silva ve ark., 2015) koĢullandırılmıĢ medyum kullanımının kök 

hücrelerinin kondrositlere farklılaĢmasını indüklediği gösterildi. Alves da Silva ve ark. 

(2015)‘in önerdiği Ģekilde kondrositler, insülin (5 ng/ mL), askorbik asit (5 µg/mL) ve 

FBS (%0,2) içeren HG-DMEM ile tek tabakalı olarak kültüre ettik. Deneysel 

prosedürlerde homojen bir koĢullandırılmıĢ medyum elde etmek için, Fu ve ark. (2019) 

tarafından uygulanan yönteme benzer olarak P1 ve P2‘de ki tüm hücre flasklarından 

koĢullandırılmıĢ medyum toplandı, karıĢtırıldı,  filtre edildi ve donduruldu. Liu ve ark. 

(2012) yaptıkları çalıĢmada PGA/PLA iskeleye ekilip kültüre edilen kostal 

kondrositlerden elde edilmiĢ koĢullandırılmıĢ medyumda düĢük seviyede TGF-β (1,2,3) , 

IGF-1 ve yüksek seviyede IGF-2, FGF-4 ve insülin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı 

protein (IGFBP4) bulunduğunu bildirdiler. Tek tabakalı kondrosit hücre kültüründen 

toplanan koĢullandırılmıĢ medyumda bulunan çeĢitli büyüme faktörlerinin belirlenmesi 

önemlidir. Kondrogeneziste önemli rolü olan çeĢitli büyüme faktörlerinin seviyelerinin 

tespitini proje önerimizde amaçlamadığımızdan ve yeterli miktarda proje desteğine sahip 

olmadığımızdan dolayı elde ettiğimiz koĢullandırılmıĢ medyum da özellikle TGF-β3, 

IGF-1 gibi büyüme faktörlerinin seviyelerini belirleyemedik. Dolayısıyla çalıĢmamızda Fu 

ve ark. (2019) arkadaĢlarının uyguladığı Ģekilde deney gruplarında kök hücrelerin 

kondrojenik farklılaĢmasında koĢullandırılmıĢ medyumun tek baĢına ve TGF-β3 ve IGF 



101 

 

-1 gibi kondrojenik büyüme faktörleri ile birlikte potansiyelini araĢtırmak için HG-

DMEM ile koĢullandırılmıĢ medyum ile eĢit miktarda dilüe edildi. 

4.3. Tek BaĢına veya TGF-β3 ve/veya IGF-1 Ġlave EdilmiĢ KoĢullandırılmıĢ 

Medyum ile RASKH’lerin Kondrojenik FarklılaĢtırılması 

Kıkırdak geliĢimi, mezenkimal kondroprogenitör hücrelerin yoğunlaĢması ile baĢlayan ve 

kondrositlere farklılaĢmaları ile sonuçlanan bir dizi karmaĢık ve sıkı bir Ģekilde 

düzenlenen olayları içerir (Ahmed ve ark., 2007; Delise ve ark., 2000). Kondrogenezisin 

yoğunlaĢma süreci, belirli hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢimlerinin kurulmasıyla 

tetiklenir, ayrıca kondrogenezis ve kıkırdak geliĢimi sırasında gen ifadesinin 

düzenlenmesinde hücreler arası ve hücre içi sinyal yolakları da gereklidir (Delise ve ark., 

2000). ÆalıĢmamızda RASKH‘lerin kondrojenik farklılaĢtırılması esnasında hücre-hücre 

etkileĢimlerini arttırmak için iki farklı strateji uyguladık; (a) hücreler yüksek yoğunlukta, 

yani 4 × 106 hücre / mL olacak Ģekilde kültüre edildi; (b) aljinat kullanılarak 3B hücre 

kültür sistemi benimsendi. Yu ve ark. (2012), iskeleler kullanarak oluĢturulan 3B kültür 

Ģartlarının, in vivo benzeri mikro ortamı taklit ettiğini; bu yüzden hücre-hücre ve hücre-

hücreler arası matriks etkileĢimlerinin arttığını dolayısıyla, 3B kültürün MKH'lerin 

kondrogenezisini desteklediğini ve kondrojenik fenotipi koruduğunu bildirmiĢlerdir.  

Aljinat, non-adherent bir iskeledir Steward ve ark. (2011). Aljinat, kondrogenezis 

sürecindeki baĢarısı ile ve kültüre edilen hücrelerin kondrojenik fenotipini koruması ile 

bilinmektedir (Domm ve ark., 2002). Erickson ve ark. (2002) ve Ewa-Choy ve ark. 

(2017), MKH'lerin % 1,5 aljinat içinde kültüre edildiğinde yüksek canlılık oranına ve 

yuvarlak bir morfolojiye sahip olduklarına ek olarak agregat oluĢturduklarını 

bildirmiĢlerdir. Benzer Ģekilde çalıĢmamızda, RASKH'ler % 1,5 sodyum aljinat 

solusyonu ile enkapsüle edilerek kültüre edildi ve 21 günlük kondojenik farklılaĢtırma 

esnasında hücrelerin yuvarlak morfolojilerini korudukları ve hücre agregatları 

Ģekillendirdikleri (ġekil 3.8) gözlendi. Ghahramanpoor ve ark. (2011), aljinat jelin besin 

maddeleri ve oksijenin kültüre edilen hücrelere geçebileceği yeterli miktarda porlara 

sahip olduğunu dolayısıyla aljinat içine enkapsüle edilen MKH‘lerin yüksek hücre 

canlılığıyla çoğalabildiğini bildirmiĢlerdir. Ayrıca, aljinat enkapsülasyonunun lakun 
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oluĢumuna ve COL- II ve proteoglikanlar gibi kıkırdağa özgü matriks bileĢenlerinin 

üretimine yardımcı olduğu da belirtilmiĢtir (Ewa-Choy ve ark., 2017; Ghahramanpoor ve 

ark., 2011; Jahanbakhsh ve ark., 2020; Xu ve ark., 2008). Kondrositlerin,  tutunmalarını 

ve çoğalmalarını destekleyen büyüme faktörlerini ürettikleri ve salgıladıkları 

bilinmektedir (Shen ve ark., 1985). Froger-Gaillard ve ark. (1989), tavĢan eklem 

kondrositlerinin kendi proliferasyonlarını arttıran, insülin benzeri büyüme faktörleri 

ürettiğini bildirdiler. BaĢka bir çalıĢmada, IL-1 beta sitokininin etkisi altında insan eklem 

kondrositlerinin seçici olarak TGF-β3 proteinini sentezlediği saptandı (Villiger ve ark., 

1993). Büyüme faktörleri (TGF-β, FGF) gibi bazı sinyal moleküllerinin, hücreler arası 

haberleĢme yoluyla kondrojenik aktivitenin baĢlatılmasından ve sürdürülmesinden 

sorumlu olduğu gösterildi (Delise ve ark., 2000). Hücreler arası haberleĢme, hücre yüzeyi 

reseptörlerinin sitokinler ve büyüme faktörleri ile, kollajen ve proteoglikanlar gibi 

hücreler arası matriks ile veya komĢu hücrelerin yüzey proteinleri ile etkileĢimini içerir 

(Heng ve ark., 2004). Hücre-matriks reaksiyonlarının, hücreler arası matriks proteinleri 

betaglikan ve endoglieni regüle ettikleri ve bu proteinlerin hücre yoğunlaĢması sürecinde 

ortamdaki TGF-β‘nın hücre yüzeyindeki tip II reseptörüne bağlanmasını sağlayarak 

kondrogenezisi devam ettirdiği bilinmektedir (López-Casillas ve ark., 1994; López-

Casillas ve ark., 1993). Tang ve ark. (2009), koyun MKH‘lerinde TGF-β3‘ün in vitro 

olarak COL-II sentezini arttırdığını; in vivo olarak da kitosandan iskeleler içerisinde aynı 

hücrelerin yine TGF-β3 ilavesiyle hiyalin kıkırdak geliĢimini tetiklediğini gösterdiler.  

Benzer Ģekilde, Yoon ve Fisher (2008), IGF-1 ve reseptörünün kondrositler 

tarafından ifade edildiğini ve bunların kıkırdaktaki homeostazın temel aracısı olduklarını, 

ayrıca kondrositlerin canlılığını ve çoğalmasını teĢvik ettiğini bildirdiler. Diğer bir 

çalıĢmada, hem TGF-β1‘in hem de IGF-1'in 3B pelet kültüründe de-diferensiye olmuĢ 

insan kondrositlerinin yeniden kondrositlere farklılaĢma kapasitesini ve agrekan sentezini 

arttırdığı gösterildi (Lochner et al. 2012).  

Her ne kadar KM, içeriğinde baĢta TGF-β3 ve IGF-1 olmak üzere birçok büyüme 

faktörü bulunsa da çalıĢmamızda sadece KM‘nin kullanıldığı bir grubun yanısıra; aljinat 

boncuklar içerisinde RASKH‘lerin TGF-β3 ve/veya IGF-1 ilavesi ile kültüre edildiği 

gruplar oluĢturuldu. Bu gruplarda TGF-β3 ve IGF-1‘in kondrogenezis üzerine 

etkilerinin hem ayrı ayrı, hem de birlikte incelenmesi hedeflendi. Ruiz ve ark. (2019), 
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MKH‘lerin kondrojenik farklılaĢtırmasında TGF-β3 ve IGF-1‘i sırası ile 10 ng/mL ve 

100 ng/mL miktarlarında kültüre medyumuna ilave ettiklerini bildirdiler. Biz de 

çalıĢmamızda kondrojenik farklılaĢmayı göstemek için KM‘ye aynı miktarlarda TGF-β3 

ve IGF-1‘i ilave ettik. Ayrıca KM ile indüklenen kondrogenezin sonuçlarını, Mackay ve 

ark. (1998)‗nın protokolüne göre hazırladığımız IM ile indüklenen kondrogenezisin 

sonuçları ile karĢılaĢtırdık. Son olarak, IM ve KM'nin 1:1 oranında kullanıldığı 

grubumuzda (KM+IM grubu) kondrojenik farklılaĢtırma üzerinde ikisinin karĢılıklı 

sinerjik etkisini değerlendirdik. 

4.4. RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin Alsiyan Mavisi, Ġmmunohistokimya 

Boyama ve Real-Time PCR Yöntemleri ile Değerlendirilmesi 

SOX9, kondrosite farklılaĢmanın erken bir belirtecidir, kondroprogenitör hücrelerde 

bulunur ve gen ifadesindeki artıĢ kondrogenezis sürecine girildiğini gösterir (Akiyama ve 

Lefebvre, 2011; Ng ve ark., 1997; Zhao ve ark., 1997) . Horton ve ark. (1987), COL2A1 

ifadesindeki artıĢın, kondrositlerin sentez aktivitesi ile iliĢkili olduğunu belirttiler. Dong 

ve ark. (2012) SOX9'un, ACAN gibi diğer matriks proteinleri ile birlikte COL2A1 

ifadesini düzenleyerek kondrositlerin sağ kalımında; kök hücrelerin kondrositlere 

farklılaĢmasında rol oynayabileceğini bildirdiler. ACAN geninin kodladığı aggrekan; 

kıkırdak dokuda hücre-hücre ve hücre-matriks etkileĢiminde önemli bir role sahip olup 

hücreler arası matriksin çok önemli bir parçasıdır (Doege ve ark., 1991; Kiani ve ark., 

2002). TGF-β1‘in erken dönem kondrojenik farklılaĢma belirteci olup, SOX9, COL-II 

ve ACAN ile pozitif korelasyona sahip olduğu ve TGF-β3 büyüme faktörünün etkisi 

altında ifadesinin arttığı bilinmektedir (Ruiz ve ark., 2019). TGF-β3 kondrositler 

tarafından salgılanabilen bir büyüme faktörüdür (Liu ve ark., 2012) 

ÆalıĢmamızda KM grubunda farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi (ġekil 

3.25 a); TGF-β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.30 a, b) gösterildi. Kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında KM grubunda SOX9, COL2A1, ACAN ve TGF-β1 gen ifadelerinde 

artıĢ gözlenirken bu kat artıĢının istatistiki olarak sadece SOX9 (p<0.01) ve TGF-β1 

(p<0,01) genlerinde önemli olduğu gösterildi (ġekil 3.36). Özellikle SOX9 ve TGF-β1 

ifadelerinde anlamlı bir artıĢ olması KM grubunda RASKH‘lerin kondrogenezis sürecine 
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girdiğini göstermektedir. Liu ve ark. (2012), PGA/PLA iskelelerinde kültüre edilen 

kondrositlerden toplanan KM ile kemik iliği kökenli kök hücrelerini baĢarılı bir Ģekilde 

kondrojenik hücrelere farklılaĢtırdıklarını bulgularımıza benzer Ģekilde bildirmelerine 

rağmen, yaptıkları ön çalıĢmalarında (veriler sunulmamıĢtır) tek katmanlı kültür sırasında 

kondrositlerin de-diferensiye olması nedeniyle, toplanan KM'nin kondrojenik 

farklılaĢmayı indüklemek için yeterli olmadığını da rapor ettiler. AraĢtırmamızda 

kondrositlerin tek tabakalı kültürü sırasında P1‘deki kondrojenik belirteçlerin gen 

ifadelerinin P5‘e göre daha fazla olması, kondrositlerin erken pasajlarda de-diferensiye 

olmadığını gösterir (Tablo 3.2). Sonuçlarımız kondrositlerin P5'e kadar de-diferensiye 

olmadığını bildiren (Dehne ve ark., 2010)‘nın çalıĢması ile de uyumludur.  Bulgularımıza 

göre tek tabakalı kültürünün erken pasajlarında kondrositler de-diferensiye 

olmadıklarından bu pasajlarda toplanan KM ile kondrogenezis baĢarılı bir Ģekilde 

indüklenebilir. Aynı Ģekilde tek tabakalı kondrosit hücre kültüründen toplanan KM‘nin 

yağ doku (Kaźmierski ve ark., 2018) ve kemik iliği (Zhang ve ark., 2015) kökenli kök 

hücrelerde kondrojenik farklılaĢmayı indüklediği bildirildi. Dolayısıyla ileride yapılacak 

çalıĢmalarda tek tabakalı ve 3B kültürlerin erken dönemlerinde toplanan KM‘lerin 

içeriğinde bulunan büyüme faktörleri ve sitokinlerin karĢılaĢtırmalı olarak analizlerinin 

yapılması önem arz etmektedir.   

Goldring ve ark. (2006), TGF-β3 ve IGF-1 gibi büyüme faktörlerinin hücre 

çoğalmasının modülasyonunda ve kondrogenezin indüksiyonunda rol oynadığını öne 

sürmüĢtür. ÆalıĢmamızda IGF-1 ve TGF-β3‘ün KM‘ye ilavesinin kondrojenik 

farklılaĢma üzerine etkisini göstermeye çalıĢtık. IGF-1‘in, matriks proteinlerinin 

sentezinde rol oynadığı ve kondrojenik indüksiyonu sağladığı bilinmektedir (Longobardi 

ve ark., 2006; Phornphutkul ve ark., 2004).  

ÆalıĢmamızda KM+IGF-1 grubunda farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi 

(ġekil 3.26 a); TGF-β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.31 a, b) gösterildi. Bu grupta 

kondrojenik belirteçlerin tamamında gen ifadesinde bir artıĢ görülürken yalnızca SOX9 

ve TGF-β1 gen ifadelerindeki kat artıĢının istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi 

(p<0,01) (ġekil 3.35). Özellikle SOX9 ve TGF-β1 ifadelerinde anlamlı bir artıĢ olması 

KM grubuna benzer Ģekilde KM+IGF-1 grubunda da RASKH‘lerin kondrogenezis 

sürecine girdiğini göstermektedir. 
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KM+TGF-β3 grubunda da farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi (ġekil 3.26 b) ile 

TGF-β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.31 c, d) gösterildi. Bu grupta kondrojenik 

belirteçlerin tamamında gen ifadesinde bir artıĢ görülürken, SOX9, COL2A1 (p<0,01) 

ve TGF-β1 (p<0,001)  gen ifadelerindeki kat artıĢının istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

gözlendi (ġekil 3.36). Bulgularımızla uyumlu olarak X. Zhao ve ark. (2017), KM‘ye TGF-

β3 eklendiğinde COL2A1 gen ifadesinin arttığını bildirmiĢlerdir. ÆalıĢmamızda 

KM+TGF-β3 grubunda SOX9‘un KM ve KM+IGF-1 grubuna göre daha yüksek 

düzeyde ifade olmasının, TGF-β1 ve ACAN ile birlikte COL2A1 ifadesini de arttırdığını 

düĢünmekteyiz.  

KM+IGF-1+TGF-β3 grubunda da farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi 

(ġekil 3.27 a); TGF-β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.32 a, b) gösterildi. Bu grupta 

kondrojenik belirteçlerin ifadesinde artıĢ görüldü ve SOX9, COL2A1, TGF-β1 (p<0,01) 

ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki kat artıĢının istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

saptandı  (ġekil 3.37). Desancé ve ark. (2018), TGF-β‘ların kondrojenik farklılaĢtırma 

sırasında COL2A1ve ACAN gibi kondrojenik belirteçlerin gen ifadelerinin arttırdığını 

bildirmiĢlerdir. Kolambkar ve ark. (2007) ise kondrojenik farklılaĢma ve GAG sentezi 

üzerine TGF-β ve IGF-1‘in sinerjik etkisi olduğunu göstermiĢlerdir. Longobardi ve ark. 

(2006) IGF-1‘in de TGF-β kadar kondrojenik indüksiyonda etkili olduğunu ve hem 

TGF-β‘nın hem de IGF-1‘in birbirinden bağımsız sinyal mekanizmalarıyla kondrojenik 

farklılaĢmayı indüklediğini rapor etmiĢtir. TGF-β3 ve IGF-1‘in birlikte kullanımının 

kondrojenik farklılaĢmada sinerjik bir etki oluĢturabileceğini düĢünüyoruz. Æünkü iki 

büyüme faktörünün de KM‘ye eklenmesinin kondrogeneziste rol oynayan tüm 

belirteçlerin ifadesini önemli ölçüde arttırdığı belirlendi.  

IM grubunda da farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi (ġekil 3.25 b); TGF-

β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.30 c, d) gösterildi. Bu grupta tüm kondrojenik 

belirteçlerin ifadesinde artıĢ görülürken SOX9, COL2A1 ve TGF-β1 (p<0,01) gen 

ifadelerindeki kat artıĢının istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi (ġekil 3.38). 

Literatürde benzer farklılaĢma protokollerinin uygulandığı çalıĢmalarda olduğu gibi IM 

grubunda RASKH‘lerin kondrositlere farklılaĢtığı ve farklılaĢan hücrelerin kondrositlere 

spesifik belirteçleri yüksek seviyede ifade ettikleri gözlendi (Mackay ve ark., 1998; Zhao 

ve ark., 2017).  
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IM grubunda SOX9 gen ifadesi sadece KM grubuna göre istatistiki olarak önemli 

derecede artarken, COL2A1 hem KM hem de KM+IGF-1 gruplarına göre önemli 

derecede yükseldi (Tablo 3.3). Zhao ve ark. (2017) çalıĢmasında bulgularımızın aksine 

hem KM hem de KM+TGF-β3 grubunda COL2A1 gen ifadesinin daha yüksek 

olduğunu bildirmiĢtir. ÆalıĢmamızda KM medyumunu 1:1 oranında dilüe ederek 

kondrosit farklılaĢmasında kullandık. Bu araĢtırmacıların ise KM‘yi saf olarak 

kullandıkları anlaĢılmaktadır. KM‘nin dilüsyon oranına göre COL2A1 dahil tüm 

kondrojenik gen ifadelerinin değiĢebileceğini düĢünüyoruz. Ayrıca bahsedilen çalıĢmada 

araĢtırmacılar, kök hücreleri kollajen iskelelerde kondrositlere farklılaĢtırmıĢlardır. 

Kullanılan iskele çeĢidine göre de gen aktivitelerinin değiĢebileceğini ön görmekteyiz. 

KM+IM grubunda da farklılaĢmakta olan hücrelerde GAG üretimi (ġekil 3.27 b); 

TGF-β3 ve COL-II protein ifadeleri (ġekil 3.32 c, d) gösterildi. Bu grupta tüm 

kondrojenik belirteçlerin ifadesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ görüldü (p<0,01) 

(ġekil 3.39). Dekzametazon, ITS premiks ve sodyum pirüvat gibi kondrojenik 

farklılaĢtırmada etkili olduğu bilinen (Mackay ve ark., 1998) bir takım etmenler KM 

içerisinde bulunmamaktadır.  

Gen ifadelerinde gruplar arası karĢılaĢtırma yapıldığında; KM+IM grubunda 

COL2A1 ve ACAN gen ifadelerindeki kat artıĢının tüm gruplara göre istatistiki olarak 

önemli olduğu gözlendi. Bunun yanı sıra KM+IM grubunda SOX9 gen ifadesindeki kat 

artıĢının, KM, KM+IGF-1 ve KM+TGF-β3 gruplarına göre istatistiki olarak anlamlı 

olduğu saptandı (Tablo 3.3). Özellikle dekzametazonun TGF-β ile uyarılan kondrojenik 

farklılaĢma mekanizması yoluyla kıkırdağa spesifik genlerin ifadelerini arttırdığı 

bilinmektedir (Shintani ve Hunziker, 2011). Buna karĢın KM içerisinde bulunan EGF, 

IGF, FGF, TGF-β‘ler (Liu ve ark., 2012), IL‘ler (Fu ve ark., 2019) ve PTHrP (Fischer ve 

ark., 2010) IM içerisinde bulunmamaktadır. Ayrıca kondrositlerde COL-II ve TGF-

β3‘ün protein ifadesini IF ile çalıĢmamızda gösterdik (ġekil 3.20). Dolayısıyla KM 

içerisinde COL-II ve TGF-β3‘ün de bulunduğunu düĢünüyoruz. Ayrıca KM içerisinde 

bulunan büyüme faktörleri ve IL‘ler gibi kondrogenezisi uyaran çeĢitli faktörlerin, IM 

medyumunun kondrojenik potansiyelini arttırdığını varsaymaktayız.  
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Bütün gruplarda erken kondrogenezis ile iliĢkili olduğu bilinen TGF-β1 geni, farklı 

düzeylerde ifade olurken gruplar arasında TGF-β1 gen ifadesindeki kat artıĢlarının 

istatistiki olarak önemli olmadığı belirlendi. Ruiz ve ark. (2019) TGF-β1 gen ifadesinin 

kondrojenik farklılaĢmanın terminal aĢamasında azaldığını bildirdi. Bu da çalıĢmamızda 

21 günlük farklılaĢtırma sürecinin sonunda hücrelerin terminal aĢamaya girmediğine, yani 

ossifikasyon sürecine girilmediğine iĢaret etmektedir.  

RUNX2 ve COL10A1 hipertrofik ve prehipertrofik kondrositlerde yüksek 

düzeyde ifade olmaktadır Enomoto ve ark. (2000). ÆalıĢmamızda RUNX2 ve 

COL10A1‘in tüm gruplarda ifade edildiği ancak sadece RUNX2 gen ifadesindeki kat 

artıĢının IM (ġekil 3.38) ve KM+IGF-1+TGF-β3 (ġekil 3.37) gruplarında istatistiki 

olarak önemli olduğu belirlendi (p<0,05). Gruplar arası karĢılaĢtırma yapıldığında, 

RUNX2 ve COL10A1 genlerinin ifadelerindeki kat artıĢlarında istatikstiksel olarak 

önemli bir fark saptanmadı. Ancak COL10A1 ifadesinde hiçbir grupta istatistiksel olarak 

anlamlı bir artıĢ saptanmasa da KM+IM ve KM+IGF-1 gruplarında bu genin ifadesinin 

diğer gruplara göre daha fazla arttığı görüldü (Tablo 3.3). KM‘ye IGF-1 eklendiğinde 

COL10A1 ifadesini artırırken; KM‘ye IGF-1 ile birlikte TGF-β3‘ün  ilave edilmesi bu 

genin ifadesini önemli düzeyde düĢürmüĢtür. Bu durum; IGF-1‘in, COL10A1 ifadesini 

indüklediğini; TGF-β3‘ün ise IGF-1‘in bu etkisini baskıladığını düĢündürmektedir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

KM, sınırlı bir kondrojenik potansiyele sahiptir. KM içerisinde bulunan büyüme 

faktörleri, sitokinler ve çeĢitli kıkırdak doku hücreler arası matriks ürünlerinin ayrıntılı 

olarak belirlenmesi, KM‘nin kondrojenik potansiyelinin daha iyi anlaĢılması için önem 

arz etmektedir. Ayrıca kondrositlerin tek tabakalı ve 3B kültüründen elde edilen KM‘ler 

arasında salgılanan sitokinler ve parakrin faktörler arasında bir fark olabilir. Bu yüzden 

tek tabakalı kültürden ve farklı iskele modelleri kullanılarak kültüre edilen hücrelerden 

elde edilecek KM‘ler arasındaki içerik farklarının belirlenmesi de kondrojenik 

farklılaĢtırmada daha baĢarılı sonuçlar sağlayacak KM protokolünün geliĢtirilmesi için 

önemlidir. Kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢması üzerine KM‘nin farklı dilüsyonlarda 

uygulanmasının etkisi araĢtırılmalıdır. Bütün bunların yanı sıra in vitro çalıĢmalarda IM‘nin 

kondrojenik potansiyelinin yeterli olduğunu fakat KM ile birlikte IM‘nin kullanımının 

kondrogenezis sürecinde çok önemli olan COL2A1 ve ACAN genlerinin ifadesini 

yüksek düzeyde arttırmasının bu kondrojenik potansiyeli daha da güçlendirdiğini 

göstermektedir. İn vitro deneylerden elde edilen veriler, in vivo kıkırdak iyileĢme modelleri 

üzerinde test edilerek desteklenmelidir. 
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ÖZET 

TGFβ-3/IGF-1 Ġlave EdilmiĢ Kondrosit Kaynaklı KoĢullandırılmıĢ Medyumun 

Amniyotık Sıvı Kaynaklı Hücrelerde Kondrogenezis Üzerine Etkileri 

Kıkırdak parakrin faaliyeti ile bilinen bir dokudur ve kondrositlerin salgıladığı, baĢta TGF-β3 ve IGF-1 

olmak üzere birçok humoral faktörün kondrojenik farklılaĢmada rol aldığı düĢünülmektedir. 

Kondrogenezis SOX9, COL2A1, TGF-β3 ve ACAN gibi bazı belirteçlerin ifadesi ile karakteize 

edilebilmektedir. Her ne kadar kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢtırması için birçok protokol var olsa da, 

bu yöntemler doğal intrinsik mekanizmayı yeteri kadar taklit edememekte ve baĢarılı bir kıkırdak 

rejenerasyonunu sağlayamamaktadır. Kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢmasında doğal mekanizmayı 

daha iyi taklit edebilmek için koĢullandırılmıĢ medyumun hem tek baĢına hem de TGF-β3 ve/veya IGF-1 

ile birlikte kullanımın kondrogenezise etkisini görmeyi ayrıca, koĢullandırılmıĢ medyuma standart 

kondrojenik indüksiyon medyumu ilavesinin kondrogenezis potansiyeli üzerine etkisini göstermeyi 

amaçladık. Bu amaç doğrultusunda çalıĢmada rat amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler ve rat kondrositleri 

izole edildi. Ġzole edilen hücrelerin Real-Time PCR ve immunfloresan yöntemleri ile karakterizasyonları 

yapıldı. Karakterizasyon çalıĢmalarından sonra kondrositlerden, koĢullandırılmıĢ medyum elde edildi ve rat 

amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler aljinat boncuklar içerisinde TGF-β3, IGF-1, koĢullandırılmıĢ medyum 

ve indüksiyon medyumu kullanılarak kıkırdak hücrelerine farklılaĢtırıldı. FarklılaĢtırma çalıĢmalarının 

sonuçları Real-Time PCR, immunfloresan ve immunohistokimyasal boyama yöntemleri ile desteklendi. 

ÆalıĢmada koĢullandırılmıĢ medyumun, hem tek baĢına hem de IGF-1 ve/veya TGF-β3 ilavesi ile 

kondrojenik farklılaĢmayı baĢarılı bir Ģekilde indüklediği görüldü. Ancak, koĢullandırılmıĢ medyum ve 

kondrojenik indüksiyon medyumunun birlikte kullanımının COL-II, ACAN ve SOX9 ifadesi bakımından 

en iyi sonuçları verdiği görüldü. Sonuç olarak kondrojenik farklılaĢma için standart indüksiyon 

medyumunda bulunan maddelerin, koĢullandırılmıĢ medyumda bulunan humoral faktörlerin etkisi ile daha 

iyi bir farklılaĢma elde edildiği düĢünülmektedir. Ancak koĢullandırılmıĢ medyum içerisindeki maddelerin 

ve miktarlarının belirlenmesi koĢullandırılmıĢ medyumun kondrojenik farklılaĢma üzerine etki 

mekanizmasının daha iyi anlaĢılabilmesi için önemlidir. Bunun yanı sıra çalıĢmadan elde edilen sonuçlar 

yapılacak in vivo çalıĢmalarla test edilmelidir. 

Anahtar Sözcükler: Aljinat boncuk, Amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler, IGF-1, KoĢullandırılmıĢ 

medyum, TGF-β3. 

  



110 

 

 

SUMMARY 

The effects of Chondrocytes derived Conditioned Medium Supplemented with 
TGFβ-3/ IGF-1 on Chondrogenesis in Amniotic fluid derived cells. 

Cartilage is known for its paracrine activity and humoral factors released by chondrocytes especially TGF-

β3 and IGF-1 are considered to play vital role in chondrogenic differentiation. The chondrogenesis can be 

characterized by expression of certain markers like SOX9, COL2A1, TGF-β1 and ACAN. Although, 

various protocols for chondrogenic differentiation of stem cells exist, yet these methods are unable to 

mimic intrinsic mechanisms of cartilage regeneration successfully. To better imitate the natural 

mechanism of chondrogenesis, conditioned media was opted for chondrogenic differentiation either with 

supplementation of TGF-β3 and/or IGF-1 or alone. It was also aimed to demonstrate whether external 

supplementation of conditioned media with standard chondrogenic induction media affects its 

chondrogenesis potential or not. Fot this purpose, rat amniotic fluid derived stem cells and chondrocytes 

were isolated and were characterized by Real-Time PCR and immunofluorescence studies. Following the 

characterization of chondrocytes, conditioned media was collected and rat amniotic fluid derived stem 

cells were differentiated into chondrocytes in alginate beads using conditioned media with TGF-β3 

and/or IGF-1 supplementation or alone or with standard chondrogenic induction media. The results of 

differentiation studies were supported with Real-Time PCR, immunofluorescence and 

immunohistochemistry assays. The results showed that conditioned media have potential to induce 

chondrogenic differentiation successfully both alone and with the supplementation of TGF-β3 and/or 

IGF-1. Nonetheless, joint use of conditioned media and standard chondrogenic induction media provided 

the best results for COL2A1, ACAN and SOX9 expressions. In conclusion, it is believed that the 

constituents of induction media facilitate better chondrogenic differentiation when combine with the 

humoral factors from conditioned media. Yet, it is important to validate the components of conditioned 

media and their exact amounts for better understanding mechanisms of conditioned media based 

chondrogenic differentiation. Besides, the results of the conducted study should be tested with further in 

vivo experiments. 

Key Words: Alginate bead, Amniotic fluid derived stem cells, Conditioned media, IGF-1, TGF-β3 
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