Trombositten Zengin Plazma (TZP)’nin Kondrosit Proliferasyonu Uzerine Etkisi Var
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Geleneksel uygulanan trombositten zengin plazmanin elde edilmesinde kullanilan ticari
kitlerin bircogunda kolajen, trombin ve CaCl, ile aktive edilmeden hazirlanan trombositler,
herhangi bir ila¢ tasima sistemi olmaksizin dogrudan hastalara uygulanmaktadir. Yari
Oomiirleri ¢ok kisa olan biiylime faktorlerinin, canli disina alindiginda dakikalar igerisinde
biyoetkinligi yok olarak oOlmektedir. Dahasi hangi I6kosit konsantrasyonuna sahip
trombositten zengin plazmanin kikirdak hasarlarinda daha efektif olacagina yonelik kanit
degeri yiiksek ¢alisma yok denecek kadar azdir. Bu yiizden bu arastirmada biyopolimerik
hidrojel igerisine emdirilerek kullanilacak olan farkli 16kosit konsantrasyonuna sahip
trombositten zengin plazmanin; kondrosit proliferasyonu ve prekondrosit diferansiyasyon
proteini olan stage pesific embryonic antigen-1 (SSEA-1) iizerine, geleneksel Kklinik
uygulanan PRP’den daha efektif olabileceginin molekiiler diizeyde gosterilebilmesi
amaglandi. Olgularin osteokondral dokularindan izolasyonla, standart primer insan kondrosit
kiiltiirleri hazirlandi. Osteokondral dokusu kullanilan her bir hastaya ait otolog kan 6rnekleri
alinarak, 16kosit icerigi farkli konsantrasyonlarda olan aktive edilmis trombositten zengin
plazmalar elde edildi. Kiiltiirize kondrositleri i¢eren Ornekler bes ana gruba ayrildi.
Molekiiler diizeyde, sadece MTT-cell viability, toksisite, proliferasyon ve stage pesific
embryonic antigen-1 protein ifadeleri analizlenmedi ayni1 zamanda, enviromenting scanning
electron ve inverted light mikroskobileri de degerlendirildi. Gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirtlmas1 sonucunda, hem saglikli proliferasyona miisaade eden hem de SSEA-1
proteinin daha fazla ifade edildigi grubun, hidrojel igerisine diisiik konsantrasyonda l6kosit
iceren TZP emdirilen 6rneklerin oldugu gozlemlendi (p=0.000). SSEA-1 seviyesi ile hiicre

proliferasyonu arasinda korelasyonun oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu



raporlandi (rho=0.745; p=0.000). Kikirdak hasarlarinin tedavisinde geleneksel uygulanan TZP
yerine, diisilk konsantrasyonda I6kosit igeren TZP emdirilen ilag tasiyict matrikslerin

kullanilmasinin acilen in vivo deneysel metotlarla test edilmesinin 6nemi vurgulandi.

Anahtar kelimeler: Kondrosit proliferasyonu, ilag tasima sistemleri, primer kondrosit
kiiltiirasyonu, Platellet zengin plazma, stage spesific embryonic antigen-1.
GIRIS

Klinik ve toplumsal sorun olmaya devam eden osteoartrit (OA) gibi eklem kikirdak
hasarinin onarilmasinda, giincel farmakolojik ya da cerrahi tedavi modaliteleri, istenen
diizeyde yiiz giildiiriicii sonuglar vermemistir (1, 2, 3).

Farmasotik olmayan, normal iyilesme siirecinin lokal biiylime faktorlerinin ortama
salinmasi ile gergeklesmesine olanak taniyan, homeostasis ve pihtilagmada onemli islevlere
sahip, trombositten zengin plazma (TZP) lokal enjeksiyonlar ile kikirdak hasarlarinda veya
hasar sonras1t meydana gelen ikincil OA’da tedavi amaglh kullanilabilmektedir (4, 5).

TZP, doku matriksinin sentezinde rol oynayan protein ve peptid yapida bir¢ok biiyiime
faktorlerini icermektedir (6). Kolajen, trombin, CaCl, veya fotoaktivasyon gibi g¢esitli
yontemler ile islenen trombositler, aktive oldugu an itibari ile uygulandiklar1 ortama biiyiime
hormonlar1 ve sitokinlerin salinimini saglarlar. Bu sayede kolajen sentezinin artarak hasarli
dokularm iyilestirilmesinde etkin oldugu bildirilen TZP, tibbin biitiin alanlarinda oldugu gibi
ortopedik cerrahi alaninda da lateral ve medial epikondilit, sirt, kalga, el, el bilegi, diz, ayak
ve ayak bilegi’ne ait kas, tendon ve ligaman yaralanmalarinin tedavisinde kullanilmaya
baglanmistir (6-13).

Gilintimiizde bir¢ok farkli yontem ve farkli igerik konsantrasyonlar ile ya da farkli
kullanima hazir ticari kitler yardimi ile TZP’ler hazirlanmistir. Ancak literatiirde; farklh

trombosit konsantrasyonu hazirlanan TZP’lerin, kikirdak dokusu hiicrelerine ait saglikli ve



efektif proliferasyonun arastirilmasina yonelik daha giincel ve derin bilgilere ihtiya¢ oldugu
bildirilmistir (13).

Literatiirde; bunun disinda en az bu konu kadar 6nem tasiyan iki bilginin tam olarak
aydinlatabildigi arastirmaya rastlanmamistir. Bunlardan ilki; TZP igeriginde yer alan peptid
yapili biiylime faktorlerinin azami iki dakika gibi kisa yari omiirlerine sahip olduklari, ve
herhangi bir ilag tasiyict matriks olmaksizin insan viicudu disina alinan TZP igerigindeki bu
biiyiime faktdrlerinin, ne kadar biyoetkinlik gsterebilecegidir (11, 12, 14). ikincisi; TZP’nin
uygulandigi an itibari ile kondrosit Onciisii hiicrelerin  diferansiyasyon ve/veya
undiferansiyasyon belirteci olan SSEA-1 protein seviyesinin arastirilmadigidir.

Bu anlamda bu arastirma literatiirde bir ilk olup, hidrojel icerisine emdirilen farkli
16kosit konsantrasyonlarina sahip TZP'nin, kondrosit proliferasyonu ve SSEA-1 protein
seviyesinde, geleneksel olan TZP uygulamalarina {stiinliik saglayabilecegi hipotezinin
arastirilmasi amaglandi.

MATERYAL VE METOT

Bu proje Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul (10840098-
296/24.11.2014) onay1 ile gergeklestirildi. Hastalardan, elde edilen osteokondral ve kan
dokularinin laboratuvarda deneysel amagli kullanilabilmesi igin, bilinglendirilmis goniilli

olgu formlari ile rizalar1 alindi.

Olgiimsel hatalar1 minimuma indirgemek adina benzer analizler ayni arastirmaci
tarafindan gergeklestirilirken, arastirmacilar gruplarda yer alan hidrojel ve TZP'nin elde edilis
yontemlerine karsi kordii. TZP’ler kapali sistemler igerisinde ve hava kontaminasyonu

olmaksizin hazirlandi. Deneyler alt1 kez tekrar edildi.

Materyal:



Kollajenaz Tip Il enzim (1 mg/mL; Invitrogen Corporation), Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS-1X, catalog # 14025, Gibco), penisilin-streptomisin (PS), fetal bovine serum
(FBS), ve besi ortami Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM 1000 mg glucose/L) ,
Insulin-transferrin-selenious acid (ITS) Sigma Chemical, St. Louis, USA firmasindan temin
edildi. Ko-kiiltiir olusturulmasinda kullanilan Transwell chamberlar (Corning® Transwell®
polycarbonate membrane cell culture inserts CLS3422 SIGMA) firmasindan alindi.

MTT analizi Vybrant MTT Cell Proliferation assay (cat# VV-13154), Cell Biolabs Inc.,
USAkullanilarak gergeklestirildi. Human prechondrocyte characterization kiti olan; SSEA-1
(Cat£K36094-21A) Cellprogen; Stem cells research & therapeutics, Gaffey Street Suite A&B
San Pedro, CA 90731, USA'den temin edildi.

Kanlarin alindig1 vacutainer tiipler BD marka olup Franklin Lakes, NJ, USA’den
temin edildi. TZP elde edilmesi ve aktivasyonunda kullanilan kit Adi-Light 2 device
(AdiStem Ltd, Hong Kong) olup, fotoaktivasyonda kullanilan cihaz Adi-Light 2 cihazinin
(AdiStem Ltd, Hong Kong) markadir.

The laminar flow kabini (Air Flow-NUVE / NF-800 R) ve inkiibatér (NUVE, 06750)
Ankara, Tirkiye marka kullanildi. Olympus CKX41 inverted mikroskop ve Olympus Cell
Soft Imaging System software hiicrelerin izlenmesinde kullanildi. Mindray MR-96A (China)
ELISA cihazi MTT ve SSEA-1 Eliza analizlerinde kullanildi. Quanta 250 FEG (Fei
Company, Hillsboro, Oregon, USA) elektron mikroskobu ile hiicre yiizey morfolojilerindeki
degisimler belirlendi.

Metot:

Doku secim kriterleri:

Hematokrit oranlar1 42%-52% olan ve ileri evre osteoarthritis hastalarina ait dokular
(n=9)calismada kullanildi. Evrelendirme Kellgren-Lawrence protocoliine gore yapildr (15).

Dokular1 alinan hastalar, ameliyattan 21 giin sonra klinige davet edilerek otolog kanlar alindi.



Son iki hafta igerisinde non steroid antienflamatuar, antitrombotik veya antikoagulan ilaglari
alanlar ve son 48 saat icerisinde alkol ve sigara tiikketimi ger¢eklestiren goniilliiler ¢aligmaya
dahil edilmedi. Kalan goniilliilere yapilan hemogram ve elektrokardiyografi test sonuglari
degerlendirildi. Anemi, polisistemi veya trombotik hastaliklarin timii dahil herhangi bir kan

hastaligi olanlar ile arrhythmia’li géniilliiler ¢alismadan diglandi (16).

Kalan dokuz hastadan elde edilen osteokondral dokulardan standart primer kondrosit

kiiltiirleri gergeklestirildi.

Deney gruplarr:

Hazirlanan grup igerigine gore, hidrojellerin icine iki farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan TZP’ler ilave edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Deney gruplari, igerik ve uygulamalar: P-TZP; Pure- Trombositten Zengin Plazma
ifade etmektedir. Diislik konsantrasyonda 16kosit icermektedir. P-TZP’de Lokosit sayis1 2000-
4000 Lokosit/uL’dir. L-TZP; Lokosit pozitif- Trombositten Zengin Plazma ifade etmektedir.

Yiiksek konsantrasyonda 1okosit igermektedir. L-TZP’de 16kosit sayist 9000-11000

Lokosit/uL dir.

Grup Aciklama Uygulama
Grup | Kontrol (-)
Grup Il Monolayer kondrosit kiiltiirii P-TZP
Gruplll Monolayer kondrosit kiiltiirii L-TZP
Grup IV Hidrojel ve kondrosit ko-kiiltiirti P-TZP
Grup VvV Hidrojel ve kondrosit ko-kiiltiirti L-TZP

Orneklerden, her bir analiz igin birer adet fazladan hazirlan deney diizeneginde, 24
saat (24h), 10. ve 21. giinlerde MTT-cell viablity, toxicity and proliferation ile human pre-

kondrosit karekterizasyon SSEA-1 protein ticari 6lgtim kitleri yardimi ile ELISA analizleri



gerceklestirildi. Es zamanli olarak, ESEM ve inverted 1sitk mikroskobisi ile goriintiiler

kaydedildi.
Primer kondrosit kiiltiirlerinin hazirlanmasi:

Diz arthroplasty ameliyati gegiren hastalara ait ve atik materyal kabul edilen kikirdak
dokular1 steril kosullar altinda alinarak laboratuara getirildi.  Standart primer kiiltiir
portokolleri kullanilarak tek tanbakali kondrosit hiicre kiiltiirleri elde edildi. (2, 11, 12, 17,
18). %90 konfluent hale gelen Kkiiltiirler ile deney asamalarina baslandi. Hiicreler tripsin-
EDTA kullanilarak kaldirildi ve tripan mavisi varliginda canli hiicre sayimi yapildi. 125x10°
hiicre 24-well plate’lere ekildi. Besi ortami iki giinde bir degistirilerek hiicrelerin ¢ogalmast

saglandi.

Fotoaktive edilen trombosit- zengin plazma hazirlanmasi:

Hastalara ait 24 mL periferik kan 3x8.5 ml trisodyum sitrat igeren tiiplere alindi.
Tiipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve platellet zengin plazma ayrild.

Fotoaktivasyon cihazi kullanilarak TZP nin aktivasyonu saglandi (16, 19, 20).

Orneklerden elde edilen ortalama 2.8 mL TZP kismi mikro pipetler sayesinde gruplara
gore hidrojel igerisine, hidrojelin kroslinkleme agamasindan once soliisyona ilave edilmek

iizere hazirlandi.
TZP’lerin hidrojellere emdirilmesi:

12% Poly(vinyl alcohol) soliisyonu ile 4% nisasta soliisyonunun homojenize edilerek
karigtirllmasi saglandi. Zayif ¢apraz baglanmanin ger¢eklesmis oldugu bu karisim iizerine,
hastalardan elde edilerek steril kabin igerisinde tiiplere aktarilan PZP’ler, her bir 6rnekte
2.8mL olacak sekilde ilave edilerek vortekslendi. Daha sonra bu karisim igerisine; hazirlanan

hidrojelin hem cerrahi kullanima miisaade edecek kivamda hem de hidrojelin kikirdak



hasarmin tamir edilecegi minimum 21 giinliik siireye yetebilecek gilinlerde uygulandigi
bolgede kontrollii bir sekilde biyo-pargalanarak kalabilmesi amaciyla, %16’lik sodyum tetra
boratin satiire ¢ozeltisi ilave edildi. Bu sayede daha kararli capraz baglar1 olan osmotik pompa
ve bio-degradasyon esasina gore icerisindeki TZP’nin kontrollii salimina miisaade edebilecek
hidrojel sistemi hazirlandi. Gruplara gore icerikleri farkli olacak sekilde hazirlanan polimerik
hidrojeller ayn1 agirlik ve biyiikliikte idi. Hidrojeller transwell chamber igerisine
yerlestirilirken hava kabarcigir olmamasina dikkat edildi (16). Transwell chamber kullanilarak
olusturulan ko-kiiltiirler Sekil 1.de sematize edilmistir.

Transwell
chamber

Cell Culture
Media

Porous membrane
Relased PRP

Monolayer
Chondrocyte Culture

Hydrogel I
i

Sekil 1. Hidrojel ve monolayer kondrosit ko-kiiltiirasyonunun sematik gdsterimi.

Invert mikroskopi ve ESEM analizi:

Hiicre morfolojisi ve kiiltiirlerin gelisimi inverted mikroskobi ile takip edildi. 4X, 10X,
20X ve 40X biiyiitmelerde mikro-resimler elde edildi. ESEM analizi ile hiicre yiizey

morfolojisindeki degisimler daha detayli olarak goriintiilendi (11, 12, 16-18).

Kullanilan ESEM cihazi FEG iyon pompalari ile yiiksek vakum saglayan bir cihazdir.
Cihazda goriintilleme 1,000-160,000x biiyiitmelerde, 41.4 ve 414 um araliginda rezolusyon

derinligi, 5.00 kV voltaj ve 8.8-8.9 mm WD ayarlarinda gerceklestirildi.



ELIZA analizi:

ELISA analizi kullanilan ticari kitin talimatnamesine uygun olarak 24 saat, 10. Giin ve

21. Giinde gergeklestirildi.
MTT analizi:

MTT canlilik ve proliferasyon analizi kullanilan ticari kitin talimatnamesine uygun

olarak 24 saat, 10. Giin ve 21. Giinde gergeklestirildi.
SSEA-1 protein komponenti sayesinde kondrositik aktivite tayini:

Embriyonik kok hiicreleri iceren insan mezenkimal kok hiicreleri farklilagma
esnasinda SSEA-1 protein komponenti up-regiile olur. Oysa diferansiyasyona ugramayan
hiicrelerde SSEA-1 protein komponenti belirteci down-regiile olmaktadir. Hiicre lizatlari
hazirlanmasina gerek kalmaksizin ilag eneylerinde, kiiltiirize hiicrelerin SSEA-1 artis ya da
azalisi tespit edilerek diferansiye mi, undiferansiye mi, stimulasyon mu yoksa inhibisyona mi1
gittigini kontrol edebilmek ig¢in, human prechondrocytes characterization commercial Kit
sayesinde 540 nm dalga boyu absorbansda 6l¢iimler gerceklestirildi (21).

Istatistiksel Analizler:

Tanimlayic1 istatistikler meantstandard deviation olarak gosterildi. Elde edilen
verilerin analizinde, sonuglar hiicre sayisi, proliferasyonu ve SSEA-1 protein komponent
ifadesi {izerinden degerlendirildi. Istatistiksel degerlendirmelerde Minitab R16 programi

kullanildi. Degerlendirmeler 95% confidence interval’de gergeklestirildi.

Gruplar arasi karsilagtirmalarda ortalamalar arasindaki farkin anlamli olup olmadig:
Varyans Analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkin oldugu durumda,
farkliligin hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti ve de yanlis pozitifligin denetlenmesi i¢in

post-hoc mutiple pairwise comparisons testlerden Tukey honestly significantly different



(HSD) ile gergeklestirildi. Boylece esit drneklem gruplarina ait ortalamalar arasindaki farklar

degerlendirilebildi.

BULGULAR

Inverted mikroskobi ve ESEM analizleri

Control P-PRP/Hydrogel L-PRP/Hydrogel

N =~y

24 Hour

10.Day

21.Day

Sekil 2: Sekilde tiim deney gruplarindan elde edilen inverted mikroskobi goriintiileri
verilmigtir. Trombositten zengin plazma igeren hidrojeller ile beraber kiiltiire edilen
kondrositlerin en hizli prolifere olan grup oldugu goézlenmistir.

24 h 10. Day 21. Day

P-PRP/Hydrogel L-PRP P-PRP Control

L-PRP/Hydrogel




Sekil 3: Sekilde tiim deney gruplarindan elde edilen ESEM goriintiileri verilmistir.
Trombositten zengin plazma igeren hidrojeller ile beraber kiiltiire edilen kondrositlerin en
hizl1 prolifere olan grup oldugu gozlenmistir.
istatistiksel analiz:

Gruplar arast farklarin Varyans Analizi sonrast Tukey HSD ile degerlendirilmesi
neticesinde fark oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli goriildiigii raporlandi (Tablo 2,
Tablo 3).

Tablo 2. Gruplar arasi farklarin Varyans Analizi

Variance Analysis of SSEA-1 ELISA analysis

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Method 14 6.51729 0.465521 22752.72 0.000

Error 75 0.00153 0.000020

Total 89 6.51882

Variance Analysis of MTT analysis

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Method 14 14.6339 1.04528 134971.53 0.000

Error 75 0.0006 0.00001

Total 89 14.6345

Tablo 3. Gruplar arasi farklarin Varyans Analizi sonrasi Tukey HSD ile

degerlendirilmesi
Tukey Pairwise Comparisons for SSEA-1 protein (Grouping information using the
Tukey Method and 95% confidence interval).
Mean + Standard .
N Deviation Grouping

Group 1V. Day 21 6 1.06017 A
Group |. Day 21 6 0.94633 B
Group 1V. Day 10 6 0.89600 C
Group Il. Day 21 6 0.74317 D
Group I1. Day 10 6 0.71883 E
Group |. Day 10 6 0.63533 F
Group V. Day 21 6 0.54583 G
Group I. 24h 6 0.48133 H
Group V. Day 10 6 0.42217 [
Group Il1. 24h 6 0.41367 [
Group I1. 24h 6 0.38133 J
Group Ill. Day 21 6 0.33133 K
Group Ill. Day 10 6 0.31250 L
Group V. 24h 6 0.17700 M




Group 1V. 24h | 6 | 0.14417 | N
Tukey Pairwise Comparisons for MTT- cell viability toxicity and proliferation
(Grouping information using the Tukey Method and 95% confidence interval).

N Mean + Standard Grouping
Deviation

Group 1V. Day 21 6 1.69133 A

Group 1V. Day 10 6 1.25367 B

Group V. Day 10 6 1.09800 C

Group V. Day 21 6 1.08800 D

Group Il. Day 21 6 0.94583 E

Group I1. Day 10 6 0.84150 F

Group |I. Day 21 6 0.60700 G

Group I. Day 10 6 0.50100 H

Group 1. 24h 6 0.47600 [

Group I11. 24h 6 0.44033 J

Group I1. 24h 6 0.42850 K

Group I11. Day 21 6 0.38450 L

Group I11. Day 10 6 0.33483 M

Group V. 24h 6 0.32867 N

Group IV. 24h 6 0.30833 0

Kontrol grubuna gore; SSEA-1 proteininin en diisiik degere, 24. saatte dlgtimlenen, P-
TZP emdirilen hidrojeller ile L-TZP emdirilen hidrojellerin yer aldig1 group IV ve group V’de
oldugu gozlemlendi. Kondrositik Onciilerin artisin1 ifade eden SSEA-1 diizeyinin, kontrol
grubuna oranla, en az seviyede Ol¢limlendigi grubun, 21. giinde ve hidrojel icermeyen ve L-
TZP’nin kondrositlere dogrudan uygulandigi group I1I’de oldugu raporlandi .

Yine SSEA-1 seviyesinin diger gruplara oranla diisiik seviyede saptandigi, (hidrojele
emdirilen veya hidrojele emdirilmeden dogrudan kiiltiirlere uygulanan L-TZP’nin yer aldig1),

10. giinde group III ve group V’de oldugu goriildii.

Dikkate deger sekilde 21. giinde; hidrojel igerisine P-TZP’nin emdirildigi 6rneklerin
yer aldig1 group IV’de, en yliksek SSEA-1 igeren grup idi. Bunu, yine group IV (P-TZP’nin

emdirildigi hidrojel)’de yer alan, 10. giinde analizlenen 6rnekler takip ediyordu.

Mitokondriyal aktivitenin en diisik degerlerde oldugu, P-TZP ve L-TZP’nin
emdirildigi hidrojellerin yer aldig1 group IV ve group V, 24. saat drnekleri oldugu kaydedildi
Bunu; 10. ve 2l.giinlerde dogrudan kiiltiir ortamina uygulanan, hidrojel icermeyen L-

TZP’lerin uygulandigi, group II takip ediyordu.



Mitokondriyal aktivite gostergesi olan canlilik ve proliferasyonun, en fazla 21. giinde,
P-TZP’lerin emdirildigi hidrojeller iizerine ekilen kondrositlerin yer aldigi grup IV’de, oldugu
raporlandi.

SSEA-1 and MTT-cell proliferation Pearson product moment correlation katsayisi
(Peason Correlationsig. (2-tailed); rho) 0,745 olarak bulundu. SSEA-1 ile MTT cell
proliferation arasinda korelasyonun oldugu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
raporlandi (P-Value = 0.000).

TARTISMA:

Diinya genelinde, kikirdak dokusu hasarlarina bagli problemlerin, kaliteli yagami
olumsuz etkilemekte, sakatliklara neden olabilmekte (22), ve piyasada mevcut olan ilaglar ile
yapilan tedavilerde net bir uygulama protokolii olmadigindan, farkli klinisyenler tarafindan
farkli terapotik protokoller uygulanabilmektedir.

Bunun sonucunda bir yandan devlet ekonomisine fazladan kiilfete yol agilmakta (23),
diger yandan, uygulanan tedavilerin basar1 oranlar1 ¢ok yiiksek olmadigi i¢in, hasta
memnuniyeti de genellikle saglanamamaktadir.

Durum boyle olunca, kikirdak dokusundaki hasarlarin tedavisinde biyolojik onarim
tekniklerinin kullanilmasi son zamanlardaki arastirmalarin ana konusu olmustur (24).

Klinik gegmisi 1990°l1 yillardan bu yana olan (25), ve yaralarin iyilesmesini
hizlandirmak i¢in modern tibbin gelismesinde devrim niteliginde olumlu sonuglar yaratan
TZP’nin; otokrin ve parakrin sisteme ait self aktivasyonlarla, inflamatuar cevabin,
kemotaksisin, aterotrombozisin, koagulasyon ve hiicresel farklilasma regiilasyonunu
indiiklendigi bildirilmistir (26). Tibbin tiim branglarinda oldugu gibi, spor hekimligi ve
ortopedik cerrahi alanlarinda da o6zellikle hasarli kikirdak dokusunu tamir etmek igin

kullanilmaya baslanmistir (27).



TZP igerisinde yer alan dogal biiylime faktorlerinin biyolojik yar1 dmiirleri ¢ok kisadir.
Bu faktorler, enjekte edildikleri bolgelerden hizli bir sekilde metabolizasyona ugrayarak
uzaklagsmaktadirlar (11, 12, 14). Bu gibi nedenlerden dolayi; intraartikiiler veya sistemik
uygulama sirasinda efektif tedavi etkinliginin olusabilmesi i¢in, yiiksek ve tekrar eden

dozlarda etken maddeler kullanilmaktadir.

Literatiirde; TZP igerigindeki etkin maddelerin; konsantrasyon farki nedeniyle, basit
diflizyona ugrayarak, tatbik edilen bolgedeki mikrogevreye yayilmasi sonucu, uygulandigi

bolgede tutulamamasinin istenmeyen yan etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (28).

Ancak son yillarda yapilan arastirmalarda bilim insanlarinin hedefi, bu tiir iirlinlerin
viicuda biyolojik aktivitelerinin bozulmadan, belirli ila¢ tasiyicilari igerisinde verilerek,
icerisinde yer alan biiylime faktorlerinin daha uzun siirede ve efektif olmasini saglayacak

sistemleri ger¢eklestirmek olmustur (11, 12).

Bilindigi tizere kontrollii ilag tasima sistemleri, mikrogram veya daha kiigiik
miktarlarda etkinlik gosteren biiyiime faktorlerinin tasinmasinda uygun sistemlerdir. Biliyiime
faktorleri bu sistemler i¢cine hapsedilerek yapi ve aktivitelerini korumalar1 saglanmakta ve
uzun siireli olarak aktif, efektif formlar halinde tutulabilmektedir. Hem sistemik kullanima
bagli olusabilecek olan side ve/veya advers etkilerin ortadan kaldirilmasi hem de biiylime
faktorlerinin in vivo etkinliginin arttirilmasi i¢in, biyoaktif molekiiliin bir polimerik tasiyici
sistem icine hapsedilmesi ve belli bir zaman periyodu icinde uzun siireli salinmasinin

saglanmasi gerektiginden bahsedilmistir (11, 12).

Bu amagla bu ¢alismada, protein ve peptid yapidaki kisa yarilanma dmriine sahip TZP
iceriginin, efektif tedavi edici dozlarda ve hedeflendirildigi bolgede, iyilestirici diizeylerinin
stirekli korunmasi ve istenmeyen etkilerin kaldirilmasi, gerek duyulan doz miktar1 ve

uygulama sikliginin azaltilabilmesi ic¢in hidrojeller kullanildi. Kullanilan bu hidrojelin;



kendisinin veya pargalanan iirliniin toksik etki veya biyolojik uyusmazlik géstermesine engel
olmak amaciyla dogal polimerik yapida olan maddeler tercih edildi. Bu ilag tasima sistemi
sayesinde, in vitro ve/veya in vivo yarilanma Omrii kisa olan biiylime faktorlerinin
biyodegrabilitesinin Onlenebilmesi ve yarillanma Omriiniin uzamasi ile istenen bdlgeye

hedeflendirilerek, kikirdak rejenerasyonundaki tedavi etkinligininin kiyaslanmasina gidildi.

Kemik iliginde sekillenen bir cesit beyaz kan hiicresi olan megakaryositlerin
sitoplazmik fragmantasyonu olan TZP (29, 30); trombositlerin hemostaz ile ilgili bilinen
gorevinin diginda, yara iyilesme siirecinde etkin bir sekilde rol aldig1 anlasilinca tibbin biitlin
alanlarinda uygulanmaya baslanmistir. fyilesme etkisinin; TZP icerigindeki 16kositler yardimi
ile oldugu bildirilmis ve bu tiir endotel hiicrelerin, dolasan kemik iligi kdkenli progenitor

hiicrelerle iligki kurmak suretiyle etkilerini gosterdigi raporlanmigtir (29-31).

Trombositlerle iliskili literatiir incelendiginde; bazi ¢alismalarin 16kositlerin etkisini
genellikle g6z ardi ettigi gorlilmiis, bazilarinda ise bilimsel kanit olmamasina ragmen

16kositlerin TZP igerisinden ¢ikartilmasi gerektigini vurgulanmistir (32).

Daha da 6nemlisi, trombosit konsantrasyonlarinda trombosit ve 16kosit i¢eriginin, ayri
ayrt ve clear bir sekilde mekanizmasinin agiklandigi, kanir degeri yiiksek olan klinik veya

preklinik bir ¢aligmaya rastlanmamistir (33).

llag tasima sistemlerinden biri olan hidrojeller icerisine TZP’nin emdirilerek,

kondrojenik diferansiyasyonun analizlendigi, sadece ii¢ adet yayina rastlanmistir (34-36).

Ancak ne yazik ki bu arastirmalarda, rat veya tavsanlar gibi canli memeli denekler
kullanilmigtir. Bilindigi lizere insan ile hayvan dokularina ait fizyolojik yap1 ve/veya
hassasiyetin birbirinden farkli olabilecegi sonucu, hayvan dokusundan elde edilecek verilerin

giivenilir olamayabilecegi bildirilmektedir (17, 37, 38).



Biz bu arastirmada insan dokusundan izole edilen primer kondrosit kiiltiir 6rneklerini

kullandik.

Ortopedik cerrahi kliniginde geleneksel olarak uygulanan TZP’nin, 16kosit igerigine
gore, in vitro deneysel ortamda degerlendirildigi, kanit degeri yiiksek {i¢ adet makaleye
rastlanmigtir. Ancak bu arastirmalardan biri kondrositler {izerinde degil, synoviocytes

tizerinde (39), digerinin ise human ligament fibroblasts’da gergeklestirildigi gériilmiistiir (40).

Kanit degeri yiiksek ve insana ait osteoartritik dokudan izole edilen kondrosit iltiirleri
tizerinde TZP’nin test edildigi bir in-vitro deneysel ¢alismaya rastlanmigtir. Ancak ne yazik ki
rastlanan bu tek calismada ise kiiltiirlerin sadece dort erkek hastadan izole edildigi
anlagilmistir (13).

Bizim ¢alismamizda analizlerimiz, daha fazla sayida olgudan (n=9), hem kadin hem
de erkek cinsiyeti igeren kondral dokulardan izole edilen primer kondrosit kiiltiirleri izerinde
gerceklestirilmistir.

Tiim bunlara ek olarak ve daha da Onemlisi; hiicrelerin dogal ortami olan viicut
icerisindeki, fenotipik veya genotipik oOzelliklerini kaybettigi bilinen ticari cell-line’lart
kullanmadik (17, 18, 37, 38, 41). Bu ¢alismada, rutin klinik uygulamalar1 esnasinda, total diz
protezi konulan hastalara ait kikirdak dokular1 kullanildi. Protez uygulamasi esnasinda,
rezeksiyonu yapilan eklem yiizlerinin bozuk olmayan kondral dokulardan primer kondrosit
kiiltiirleri hazirlandi. Oldukca saglam veya saglama yakin lateral kompartmandan alinan
kondral kesi materyallerinden elde edilen primer kiiltiirler sayesinde, sadece kikirdak
hiicreleri degil ayn1 zamanda hiicre etrafinda yer alan ekstraseliiler matriks gibi uzantilarinda
yer aldig1 ortamda analizler gerceklestirilebildi.

Bu gibi nedenlerden dolayi, literatiirde ilk olan bu aragtirmamiza ait sonuglarin giiclii
olabilecegi inancindayiz. Bu bulgular, klinikte uygulanan TZP’nin igeriginin P-TZP olmasi

gerektigine ve TZP’nin geleneksel uygulamalarla degil, mutlaka ila¢ tasima sistemlerinden



olan hidrojeller gibi herhangi bir skafold igerisine emdirilerek  uygulanmasi gerektiginin
onemini bildirmektedir. Ancak bulgularin in vitro deneysel ortamdan elde edildigi
unutulmamalidir.
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