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ÖZET 
 

Eklem kıkırdağı ile ilgili yapılan kök hücre çalışmalarında, yetişkin 
eklem kıkırdağında projenitör/kök hücre özelliğine sahip hücrelerin mevcut 
olabileceğini ve bu hücrelerin bazı teknikler kullanılarak izolasyonlarının 
gerçekleştirilebileceği belirtilmektedir. Bu nedenle çalışmamızda, erişkin 
insan femuru distal eklem kıkırdağından kondrosit ve projenitör/kök hücre 
izolasyonu ve  kültürlerinin yapılmasının ardından, in vitro ortamda, kök hücre 
belirteci ekspresyonlarının, farklı dokulara yönlenebilme kapasitelerinin ve 
ultrastrüktürel yapılarının  araştırılması  amaçlandı. 

 
Çalışmamızda, erişkin insan eklem kıkırdağı örneklerinden 

pronaz/kollagenaz sindirimi ile kondrositlerin izolasyonu gerçekleştirildi. Tam 
kat kondrositlerin kültür ortamında çoğalmasına izin verilirken, projenitör/kök 
hücre özelliğini taşıdığını düşündüğümüz hücrelerin fibronektin adhezyon 
testini takiben koloniler seçilerek planlanan parametrelerin uygulanabilmesi 
için kültürasyonlarına devam edildi. Çalışmada incelenen parametreleri 
özetlemek gerekirse; kültürü yapılan kondrosit ve koloni hücre 
süspansiyonlarında, CD90, STRO-1, CD105, CD166 gibi kök hücre belirteci 
expresyonlarının immunohistokimyasal ve flow sitometrik yöntemle 
belirlenmesi, kondrosit ve koloni kültür hücrelerinin kondrogenez, adipogenez 
ve osteogenez’e yönlendirilmesi, bu iki hücre hattına ait hücrelerin 
ultrastrüktürel yapılarının araştırılması parametreleri gerçekleştirilmiştir. 

  
Çalışmada elde ettiğimiz bulgular şöyle özetlenebilir; kondrosit ve 

koloni kültür hatları flow sitometrik yöntemler ile karşılaştırıldığında, CD90, 
STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyon düzeylerinin benzer olduğu belirlendi. 
Kondrosit ve koloni kültür hücreleri uzun süreli kültürasyon sonrasında 
immunohistokimyasal olarak incelendiğinde, her iki grup hücrenin de bu 
belirteçlerin tümünü eksprese ettikleri, bununla birlikte koloni kültür 
hücrelerinde immunoboyanma yoğunluğunun daha fazla olduğu gözlemlendi. 
Yönlendirme deneylerinde, koloni hücrelerinin adipogenez ve osteogenez 
sürecinde, primer hücrelerin ise kondrogenez sürecinde daha iyi sonuçlar 
verdiği belirlendi. Bu iki hücre hattının ince yapıları incelendiğinde, koloni 
hücrelerinin kondrositlere göre daha bol miktarda genişlemiş granüllü 
endoplazmik retikulum (GER) ve ribozom, daha az miktarda da lizozom 
içerdiği tesbit edildi. 

 
Sonuç olarak, bu çalışmada elde edilen bulgulardan yola çıkılarak, 

erişkin insan eklem kıkırdağında mevcut olan progenitor/kök hücrelerin 
mezenkimal kök hücre (MKH) özelliği taşıyabileceği söylenebilir. Ayrıca, 
kondrosit kültür hücrelerinin de  uzun süreli kültürasyonu takiben MKH 
özelliğine yakın karakterler kazanabileceği de belirtilebilir. 

  
  

Anahtar Kelimeler: CD90; Stro-1; CD105; CD166; İnsan Eklem Kıkırdağı;  
    Kök Hücre; Koloni Oluşturabilen Hücreler 
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ABSTRACT 

 
 

It has been reported that progenitor / stem cells might be present in 
human articular cartilage. In articular cartilage stem cell studies it is stated 
that cells with stem cell properties can be isolated with some techniques. 
Therefore, we aimed to isolate and culture the chondrocytes and 
progenitor/stem cells from adult human femoral distal articular cartilage, and 
investigate the expression of stem cell markers, differentiation capacities and 
ultrastructural features of these cells. 

 
In our study, chondrocytes were isolated from adult human articular 

cartilage biopsies with pronase/collagenase digestion. Full-depth 
chondrocytes were cultured in different culture plates and single cell 
suspension were seeded on the fibronectin coated petri dishes for isolation of 
colony cells. Following seeding of chondrocytes, colony cells were selected 
and seeded on a different culture dish. Briefly, the parameters of this study 
were; determining the expression of stem cell markers such as CD90, STRO-
1, CD105, C166 with flow cytometry and immunofluorescence techniques, 
induction of chondrocytes and colony cell lines to chondrogenesis, 
adipogenesis and osteogenesis, investigation of ultrastructure of these two 
cell lines. 

 
Our findings can be summarized as; expression levels were similar 

between chondrocyte and colony culture cell lines. Our immunofluorescence 
studies showed that, expressions of all markers were observed in two cell 
lines, and expression intensity of colony culture cell line was higher than 
chondrocyte culture cell line after a long-term culture period. On cell 
differentiation assay results, while chondrocyte culture cell lines were more 
efficient in the process of chondrogenesis, colony cells were effective in the 
process of adipogenesis and osteogenesis. When we analyzed the 
ultrastructure of these two cell lines, we observed more expanded rough 
endoplasmic reticulum (RER) and ribosomes but less lysosomes in colony 
culture cell line cells than chondrocyte cell line. 

 
In conclusion, according to the results of this study we can say that, 

there are progenitor/stem cells within the adult articular cartilage which are 
capable of mesenchymal stem cells (MSC) properties. Moreover, following 
the long-term culture period, chondrocytes may gain similar features with 
colony cells. 

 
 

Keywords:  CD90; Stro-1; CD105; CD166; Human Articular Cartilage;  

Stem Cell; Colony Forming Cells 
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GİRİŞ VE AMAÇ 

 
 

Eklem kıkırdağı damarsız, sinirsiz ve matriks/hücre hacim oranı 
yüksek olan bir bağ dokusudur. Eklem kıkırdağı kondrositleri, hiyalin kıkırdak 
matriksi ile çevrili şekilde yerleşik olup matriks proteinlerini salgılar veya 
sindirirler. Bu salgılama ve sindirim işlemi doku matriksi homeostazı için 
zorunludur. 

 
 Eklem kıkırdağı sınırlı onarım kapasitesine sahip bir dokudur. Bu 

bölgedeki travmatik lezyonlar kronik dejenerasyonlara ve osteoartrite sebep 
olabilmektedir. Günümüzde, kıkırdak tedavileri için Mikrokırık (Microfracture) 
ve Otolog Kondrosit İmplantasyonu (ACI) gibi birçok strateji geliştirilmeye 
çalışılmıştır. Fakat elde edilen sonuçlara bakıldığında, semptomatik defekt 
tedavi süreçlerinde büyük ilerlemeler kaydedilirken, uzun süreli sonuçlar 
açısından olumlu sonuçlar elde edilememiştir. Uygulanan bu tedavi 
prosedürleri bazı sınırlayıcı faktörlere sahiptirler ve halen geliştirilebilir 
düzeydedirler. Örneğin, mikrokırık tekniği ile yapılan tedavi süreci sonucunda 
fibröz kıkırdak niteliğinde doku oluşumu söz konusu iken, otolog kondrosit 
implantasyonu tekniğinde ise hücreler kondrojenik özelliklerini koruyarak 
çoğaltılsalar bile defektli bölgenin boyutlarının büyük olmasına bağlı olarak 
yetersiz sayıda hücre eldesi söz konusu olabilmektedir. Kıkırdak doku 
mühendisliği alanında, bu gibi sorunların çözülebilmesi adına farklı hücresel 
kaynakların arayışına gidilmiştir. Bu süreçte kök hücre kullanımları ve 
özellikle farklı kaynaklardan elde edilen mezenkimal kök hücrelerin kullanımı 
oldukça popüler hale gelmiştir. Örneğin, kemik iliğinden izole edilen 
mezenkimal kök hücrelerin tedavi sürecinde endokondral kemikleşme 
sürecine girdikleri, tip X kollajen ve alkalen fosfataz sentezi gerçekleştirdikleri 
belirlenmiştir [1, 2]. Bu gelişmelerin ardından araştırmacılar doku spesifik kök 
hücrelerin, rejenerasyon sürecinde daha etkin olabileceği görüşünü ortaya 
atmışlardır. Bu süreçte en etkin mekanizma, erken dönem eklem kıkırdağı 
gelişim sürecinin incelenmesi ve interstisyel büyümenin yanı sıra apozisyonel 
olarak büyümenin de gerçekleştiğinin belirlenmesi olmuştur. Bu literatür 
bilgisini takiben yapılan çalışmalar eklem yüzeyinde bulunan bir grup 
hücrenin kök hücre özelliğini taşıyor olabileceklerini desteklemektedir. 

 
Bu hücrelerin ilk kez Archer ve arkadaşları tarafından 7 aylık sığır 

eklem kıkırdağı yüzeyel zonunda lokalize oldukları ve koloni oluşturabilme 
yeteneklerinin olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmalarda koloni oluşturabilen 
hücreler fibronektin kaplı kültür kaplarında 20 dakikalık fibronektin 
uygulaması ile diferansiyel yapışma testi uygulanarak seçilmiştir. Koloni 
oluşturabilen hücrelerin transit amplifying hücrelerden faklı oldukları, uzun 
süre kültür ortamında farklılaşmadan çoğaldıkları, telomer uzunluklarının 
kondrositlere göre daha uzun olduğu tesbit edilmiştir. Yönlendirme 
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çalışmalarında, kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücrelerden farklı olarak, 
terminal farklılaşma geçirmedikleri ve ossifikasyona uğramadıkları 
belirlenmiştir. 

 
Deneysel olarak eklem kıkırdağı hasarı oluşturularak içsel onarım 

mekanizmasının harekete geçirilmesi ile ilgili kanıtlar mevcuttur. Uterusda 
fetal kuzuların troklear oluğunda oluşturulan yüzeyel defektlerden sonra bir 
iyileşim süreci gözlendiği, öncelikle hiposellüler tedavi dokusunun belirdiği ve 
ardından kondrositlerle doldurulduğu rapor edilmiştir [3]. Fakat sub-kondral 
deneysel defektler kritik boyutlarda ise (>6mm), içsel onarım mekanizmasının 
yetersiz kaldığı gözlenmiştir [4]. Bununla birlikte,  eğer sub-kondral kemik 
plaka üzerinde yarık açılırsa (mikrofracture tekniğinde olduğu gibi), kemik iliği 
mezenkimal kök hücreleri (Kİ- MKH) lezyonun olduğu bölgede hızlı bir 
onarım süreci başlatırlar fakat oluşan doku fibröz kıkırdak niteliğindedir ve 
yüksek stresli biyomekaniksel çevreye dayanıklı değildir [5]. Tüm 
araştırmalara rağmen halen kıkırdak- kökenli kök hücrelerin kondral lezyon 
tedavisine doğrudan katıldıklarını gösteren net kanıtlar yoktur. Bunun yanı 
sıra eklem bölgesinde bulunan kök hücreler için kesin belirteçler 
bulunmamaktadır. 

 
İnsan eklem kıkırdağı tedavi sürecinde hücre kaynağı olarak kullanılmak 

üzere, koloni oluşturabilen kondroprogenitor/kök hücreler, kondrosit kültür 
hücrelerine göre in vitro koşullarda daha iyi sonuçlar elde edilmesini 
sağlayabilir. Fakat bu belirteçlerin, kondrosit kültür hattındaki kültürasyona 
bağlı olarak mı ekspre olmaya başladıkları konusunda, kondroprojenitörler ile 
karşılaştırmalı detaylı bir çalışma literatürde yer almamaktadır. Bu bilgiler 
ışığında amacımız, kondrosit kültür hücreleri ile, seçimi yapılan ve 
kondroprogenitor/kök hücre özelliği taşıdığı düşünülen hücreleri kök hücre 
belirteci olarak kabul edilen CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  ekspresyon 
düzeylerini Flow sitometrik, İmmünofloresan yöntemlerle incelemek ve 
Ultrastrüktürel yöntemlerle özelliklerini kıyaslamak,  bunun yanısıra bu iki 
farklı hücre grubunda in vitro ortamda kondrogenezi, adipogenezi ve 
osteogenezi indükleyerek oluşturulan pelletlerde rutin boyalar ile 
karşılaştırmalarını yaparak farklılıklarını ortaya koyabilmektir. 
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GENEL BİLGİLER 
 
 

2.1.  Kıkırdak Doku 
Kıkırdak matriksinin yapısal kompozisyonuna bağlı olarak, insan 

vücudunda bulunan kıkırdak doku; elastik, fibröz ve hiyalin kıkırdak olarak 3 
ana grupta sınıflandırılmaktadır (Şekil 2.1). Anatomik olarak insan vücudu 
incelendiğinde oynar eklem yüzeyleri hiyalin tip kıkırdak ile kaplı olup özel bir 
terim olarak „eklem kıkırdağı‟ adını alır. Eklem yüzeylerinde bulunan kıkırdak 
doku, yüksek basınca dayanıklı olup, sürtünme kat sayısını en aza indirerek 
eklem kıkırdağının hasar görmesine engel olmaktadır [6]. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2.1. Kıkırdak tipleri. A. Elastik kıkırdak, B: Fibröz kıkırdak, C: Hiyalin 

kıkırdak [7]. 
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2.2. Ekstremite Gelişimi 
Omurgalılarda iskelet sistemi, paraksiyal mezoderm, mezodermin 

somatik plağı (lateral plak) ve nöral krestten gelişir. Ekstremiteler lateral plak 
mezoderminden köken alan somatik mezodermden gelişirken, nöral krest 
hücreleri baş ve yüz kemiklerini oluşturur. Notokord ve nöral tüp oluşurken, 
bu yapıların dış yanında bulunan intraembriyonik mezoderm, longitudinal iki 
paraksiyal mezoderm sütununu oluşturmak üzere kalınlaşırlar. Üçüncü 
haftanın sonuna doğru bu sütunlar somit adı verilen mezodermal doku 
parçalarına ayrılır. Her somitte daha sonra iki parça oluşur. Bunlar 
dermomiyotom ve skleretomdur. Dermomiyotom, dermatom ve miyotom 
bölgelerini içerir. Dermatom bölgesindeki hücreler, derinin dermis tabakasını 
oluştururken miyotomi bölgesindeki hücreler miyoblastları (kas hücre 
taslaklarını) oluştururlar. Ventromedialde bulunan skleretom parçanın 
hücrelerinden ise omurlar ve kaburgalar gelişir [8] 
 

Embriyonik gelişimin 4. haftasında ventrolateral vücut duvarında 
kabartılar şeklinde ektremite tomurcukları belirir. Üst ekstremite tomurcukları 
26. Ve 27. günde belirginleşirken, alt ekstremite tomurcukları 28. veya 29. 
günde belirginleşir [8] (Şekil 2.2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 2.2.   Embriyo gelişiminin 4. haftasında ventrolateral vücut duvarında 

kabartılar şeklinde  belirginleşen ekstremite tomurcukları 
görülmektedir [8]. 

 
Her bir ekstremite tomurcuğu ektoderm ile çevrili bir mezenkim kitlesi 

içerir. Gelişimin ilerleyen basamaklarında bu hücreler farklılaşır ve hem uzun 
kemiklerin öncül taslaklarını oluştururken, aynı zamanda eklem boşluğunu 
oluşturacak bir sürece girerler [9]. Gelişen embriyonik kıkırdak taslağı SOX-5, 
SOX-6 ve SOX-9 gibi transkripsiyon faktörlerinin kontrolü altındadır 
[10].Özellikle SOX-9 ilk hücre yoğunlaşmasında hücre canlılığı ve 
farklılaşması aşamasında oldukça önemlidir (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3.      Sinoviyal eklem oluşumundaki temel basamaklar [10]. 

 
Gelişim sürecinde kıkırdak taslaklarında, kıkırdak olmayan ve interzon 

olarak bilinen bölge gelişir [11]. İnterzon oluşumu sırasında, artikular 
projenitör hücreler en önemli kondrojenik belirteç SOX-9 downregülasyonunu 
uyarır  [12]. Bu durumu kollajen tip II ve diğer kıkırdak spesifik genlerin bu 
bölgede downregülasyonu takip eder [13-15]. İnterzon bölgesindeki 
kondrojenik özellikleri baskılayıcı sinyaller aynı zamanda bu bölgenin farklı 
dokuları oluşturmak üzere yönlenmelerine öncülük etmiş olurlar. İnterzon tek 
tabaka olarak ortaya çıktıktan sonra 3 farklı bölgeye ayrılır. Eklem yüzeylerini 
kaplayan perikondriyum-benzeri iki kondrojenik tabaka ve avasküler 
mezenkim hücreleriyle periferde vasküler mezenkim ile devam eden, 
sinoviyal mezenkim tabakası olarak adlandırılan kısımlardan oluşur [16, 17]. 
İnter zon bölgesinde eklem yüzeylerinin oluşacağı bölgelerde ilk eklem 
boşluğu oluşum süreci olarak sinovyal eklem kavitasyonları meydana gelir 
[18] (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4.   Sinoviyal eklem gelişimi. A. Yoğunlaşma. Eklem, çevre  

mezenkimden değil, yoğunlaşan blastemadan gelişir. B. 
Kıkırdaklaşma ve interzon oluşumu. İnterzon avasküler ve yüksek 
hücre yoğunluğuna sahiptir. C. Sinoviyal mezenkimin oluşması. 
Sinoviyal mezenkim interzon periferinden ve kan damarlarının 
bulunduğu bölgeden gelişir. D. Kavitasyon. Kaviteler interzonun 
periferinde merkeze yakın bölge oluşur ve eklem boşluğunu 
oluştururlar. E. Erişkin eklem yapısı [19]. 

 

Erken dönem eklem formasyonu sürecinde Wnt/beta-katenin‟in en 
etkin sinyal yolağı olduğu tanımlanmıştır [9, 20]. Bu yolağın yanı sıra diğer bir 
faktör klasik Wnt/beta-katenin yolağının üst dalgası olan Transforming 
Growth Faktör beta (TGF-beta) sinyal yolağıdır [21, 22]. Farelerde yapılan 
çalışmalarda, TGF-beta tip II reseptör yokluğunda TGF-beta sinyal yolu 
kaybına bağlı olarak interfalangial eklemlerin oluşmadığı gözlenmiştir. TGF-
beta tip II reseptör aracılı Wnt9a ve GDF5 regülasyonu ile eklem 
morfogenetik gen düzenlenmesi gerçekleştirilmektedir [23]. Bone 

morphogenetic proteinler (BMP) ve Growth Differentiation Faktörler (GDF) ile 
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Indian hedgehog, iskelet gelişimi ve eklem oluşumunda yine etken olan diğer 
moleküllerdir [24, 25]. 

 
Oldukça kompleks olan eklem oluşumu süreci bir çok farklı olguyu 

içerir. Sıçan fetusları ile yapılan çalışmalarda arka ayak interdijital alanlardaki 
mezenkim hücrelerinin fizyolojik hücre ölümü ile birlikte dejenerasyona 
uğradığı gözlenmiştir [26]. Mitrovic (1977) benzer şekilde tavuk ve sıçan 
embriyolarında, interzon erken gelişim dalgasında, farklılaşma sürecinden 
hemen sonra nekrozun gerçekleştiğini ve kondrogenezin engellendiğini tesbit 
etmiştir [17, 27]. Bu görüşlere ters olarak, sıçan ve tavşan dizinde eklem 
kavitasyonu ile ilgili yapılan çalışmalarda hücre ölümünün gözlenmediği 
üzerinde durulmaktadır [28, 29]. Makrofajların interzon bölgesinin periferinde 
lokalize oldukları, ilerleyen süreçte eklem boşluğunun oluşacağı alanda yer 
almadıkları insan dokusu ile yapılan bir çalışmada gösterilmiştir [18]. 

 
Hyaluronik asit (HA) sentezinin eklem kavitasyonu için oldukça önemli 

olduğunu vurgulayan yayınlar mevcuttur. HA sentezi için gerekli olan, UDP 
glukuronat, uridin diphosphoglucose dehidrojenaz aktivasyonu aracılığı ile 
oluşturulur. Gelecekte eklem boşluğunun oluşacağı bölgede bu molekülün 
dar bir hat şeklinde ifade edildiği gözlenmiştir. Bu bulgular, makrofajlardan 
çok fibroblastik hücrelerin ve/veya komşu kondrositlerin eklem 
kavitasyonunda daha etkin olduklarını ortaya koymaktadır. CD44 ve 
ekstrasellüler hiyalüronan arasındaki bağlantıların olduğu bu bölgede 
hiyalüronan konsantrsyonunun artışıyla eklem kavitasyonunun oluşturulması 
kolaylaştırılıyor olabilir şeklinde görüşler ortaya atılmıştır [18, 30-32]. HA ve 
CD44 arasındaki etkileşim hem hücre adhezyonunu, hem de hücrelerin 
ayrılma sürecini hücre popülasyonlarını çevreleyen HA konsantrasyonunun 
artışına bağlı olarak reseptör doygunluğu ile etkiliyor olabilir [33] ve bu 
şekilde fonksiyonel bir eklem boşluğu meydana getirilir [13, 18, 31]. 
Memelilerde, HA-sentaz-2 eksikliğinde, sinovyal eklem defektleri tesbit 
edilmiştir. HA yanı sıra normal bir eklem boşluğunun oluşturulabilmesi için 
uygun oranda heperan sülfat ekspresyonuna da ihtiyaç duyulmaktadır. Fare 
embriyolarında yapılan çalışmalarda Ext1 (heperan sülfat sentezinde rol alan 
tip II transmembran glikosiltransferaz) eksikliğinde ekstremitelerin proksimal 
eklemlerinde düşük lubrisin ekspresyonu ile birlikte düzgün olmayan eklem 
yüzeylerinin oluştuğu gözlenmiştir [34]. 
 

Klasik embriyoloji bilgilerimize göre, eklem kıkırdağı kemik 
taslaklarının oluşmasından sonra epifiz bölgesinde endokondral 
kemikleşmeden sonra hayat boyu kalıcı olan eklem yüzeylerini örten bir 
tabaka olarak kalıcılığını sürdürür [35, 36]. Bu görüş bazı araştırmacılar 
tarafından çürütülmüştür. Bu yazarlara göre eklem kıkırdağı, kavitasyonun 
oluştuğu bölgenin periferinde yer alan interzona ait hücrelerden gelişmektedir 
[14, 28, 30]. Yapılan ultrastrüktürel incelemelerde interzon daha önce de 
bahsedildiği gibi epifizyal son bölgeler ve ince bir merkezi tabaka olarak farklı 
zonlar olarak ayırt edilmektedir. İnterzon hücreleri erken embriyogenezde 
dıştan başlayarak kondrositlere farklanırlar ve epifiz ile birlikte kıkırdak 
taslağın aynı zamanda uzamasına katkı sağlamış olurlar. Ara zondaki 
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hücreler karşılıklı lokalize olarak eklem kıkırdağını oluştururlar. Hyde ve 
arkadaşları bir kıkırdak matriks proteini olan matrilin-1„in epifizyal kondrositler 
tarafından eksprese edilirken, eklem kıkırdağının bu proteini ifade etmediğini 
göstermişlerdir [37, 38]. Pacifici ve ark. [39] ile Koyama ve ark. [40] yapmış 
oldukları çalışmalarda eklem kıkırdağı kondrositleri ile uzun kemiklerin 
taslağını oluşturan kondrositlerin farklı embriyonik kökenden geldiğini 
vurgulamaktadırlar. Kıkırdak taslağı kondrositleri farklanabilen, prolifere olan, 
hipertrofiye giderek endokondral süreçteki apoptoza giren hücreler olarak 
tanımlanırken, eklem kıkırdağı kondrositlerinin ise hayat boyu daha stabil ve 
kalıcı bir fenotipe sahip oldukları vurgulanmaktadır.  

 
2.3.    Diz Eklem Bölgesi Anatomisi  

Diz ekleminin yapısına katılan kemik oluşumları incelendiğinde femur, 
tibia, patella ve her ne kadar direkt olarak eklemin yapısına katılmasa da 
eklemle ilgili bazı bağların tutunma yeri olan fibula yer almaktadır. 
 

Femur‟un distal ucu birbirlerinden belirgin olarak ayrı medial ve lateral 
kondillerden oluşur (Şekil 2.5). Bu kondiller tibia‟nın proksimal ucundaki 
kendileri için uygun olan yüzeylere yerleşirler. Kondillerin şekilleri tibia‟nın 
femur üzerindeki hareketinde oldukça büyük öneme sahiptir. Tibia‟nın 
proksimal ucunda femur‟un kondillerinin yerleşeceği medial ve lateral 
yüzeyler, interkondiler çıkıntı (eminens) denilen bir yapı ile birbirlerinden 
ayrılırlar (Şekil 2.5). Tibia‟nın bu yüzeyleri meniscus adı verilen kıkırdak 
yapılarla derinleştirilir ve eklem yaptığı femur‟un kondilleri için daha uygun 
yüzeyler haline gelir. Bu menisküslerin sağladığı ekstra derinlik özellikle 
femur ve tibia‟nın lateral kondillerinin uyumu açısından büyük önem taşır.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2.5.       A. Femur distal ucu.  B.Tibial plato (Tibia distal ucu, eklem yüzeyi) L:  

Lateral tibia kondili; M: Medial tibia kondili [41]. 

 
Diz ekleminin önemli bağlarını incelediğimizde karşımıza ilk olarak 

çapraz bağlar çıkar. Çapraz bağlar çok güçlü, intrakapsüler bağlardır ve tibia 
üzerindeki tutunma yerlerine göre adlandırılırlar. Ön (anterior) çapraz bağ 

A B 
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(Şekil 2.6) tibia proksimal yüzündeki ön interkondiler bölgede medial tibial 
çıkıntının hemen ön yan tarafına tutunur. Arka (posterior) çapraz bağ (Şekil 
2.6), ön çapraz bağdan daha kalın ve güçlüdür. Yaklaşık olarak 38 mm 
uzunluğunda ve 13 mm genişliğindedir. Ön çapraz bağa göre 
yaralanmalarına daha az rastlanan ve hasta tarafından daha iyi tolere edilen 
arka çapraz bağ, medial femoral kondilin lateralinden ve interkondiler çentiğin 
tepesinden başlayarak aşağıda tibia‟nın arka interkondiler bölgesine uzanır. 
Bu bölgede her iki menisküsün arka boynuzları arasına tutunur. 
 

Medial kollateral bağ (iç yan bağ; Şekil 2.6) erişkinlerde ve çocuklarda 
diz ekleminin en sık yaralanan bağıdır. Üç-dört tabakada incelenen iki ayrı 
yapıdan oluşur: Yüzeyelde bulunan ve tibial kollateral bağ olarak da 
adlandırılan yüzeyel medial kollateral bağ ve derinde yerleşmiş kapsüler bir 
yapı olan derin medial kollateral bağ. Bu iki bağ arasında herhangi bir 
bağlantı bulunmaz ancak derin medial kollateral bağın meniskofemoral ve 
meniskotibial bölümleri bulunur ve bu bölümler aracılığıyla medial meniscus 
ile bağlantı halindedir. İç yan bağ diz ekleminin abdüksiyonunu ve 
rotasyonunu sınırlar. Lateral kollateral bağ (dış yan bağ; Şekil 2.6) dizin iç 
rotasyonunun sınırlanmasında etkili olan temel yapıdır. Medial kollateral 
bağın aksine ekstrakapsüler bir bağdır ve dolayısıyla menisküslerle 
bağlantısı yoktur. Dış yan bağ hasarlarına sıklıkla ön çapraz bağ 
yaralanmaları da eşlik eder [41]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2.6.        A. Diz ekleminin önden görüntüsü. ÖÇB: Ön çapraz bağ; AÇB: Arka 

çapraz bağ; LK: Lateral kondil; MK: Medial kondil; MM: Medial 
menisküs; LM: Lateral menisküs; TL: Transvers intermeniskal) bağ. 
B. Diz ekleminin arkadan görüntüsü. ÖÇB: Ön çapraz bağ; AÇB: Arka 
çapraz bağ; LK: Lateral kondil; MK: Medial kondil; MM: Medial 
menisküs; LM: Lateral menisküs; PMFB: Posterior meniskofemoral 
bağ; MKL: Medial kollateral bağ; LKL: Lateral kollateral bağ [41]. 

 
 

A B 
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2.4.   Eklem Kıkırdağının Yapısı 
Hiyalin eklem kıkırdağı damarsız, sinirsiz ve alenfatik bir yapıya 

sahiptir [6]. Kondrositler toplam eklem kıkırdağı hacminin %1-5 kadarını 
oluştururlar. Kondositleri çevreleyen matriksin yapısını ise, su, 
proteoglikanlar, kollajenler ve kollajen olmayan proteinler oluştururlar. Matriks 
pH‟sı normal şartlar altında 7.4‟ tür. Bu dengedeki küçük bir değişiklik bile 
doku dengesinin bozulmasına sebep olabilir [42]. 

 
2.4.1   Kondrositler 

Kondrositler eklem kıkırdağı matriksi içerisinde laküna adı verilen 
boşluklar içerisine lokalize olmuşlardır. Gelişim sırasında, genellikle yuvarlak 
bir morfolojiye sahiptirler. Fakat bu durum farklı yaşlarda, patolojik 
durumlarda ve kıkırdak tabakalarında değişiklikler gösterebilir [43]. 
Kondrositler matriks aracılı difüzyon ile metabolik ihtiyaçlarını karşılarlar. Aynı 
zamanda ekstrasellüler matriks bileşenlerini, kollajen, proteoglikan ve 
kollajen olmayan proteinleri, sentezlemektedirler [44]. Kondrositlerin 
metabolik ihtiyaçları kıkırdağın tabakalarına göre farklılık göstermektedir. 
Örneğin, yüzeyel zon kondrositleri derin zon kondrositlerinden farklı 
oranlarda proteoglikan ve agrekan sentezi gerçekleştiriler [43]. Bu şekilde 
oluşturulan matriks kompozisyonu ile farklı yüklerin emilmesi, dağıtılması söz 
konusu olabilmektedir. Kondrositler matriks dengesinin korunabilmesi adına 
oldukça özelleşmişlerdir ve matriks yapısındaki değişiklikleri algılayarak 
anabolik ve katabolik dengeyi sağlamaktadırlar. Kondrosit yoğunluğu yaşa 
bağlı olarak zamanla azalmaktadır. Bunun yanısıra, hücre yoğunluğu 
kıkırdağın farklı bölgelerinde değişiklik gösterebilmektedir [45]. Örneğin, 
menisküsler tarafından korunan ağırlık binmeyen bölgedeki hücresel 
yoğunluk ağırlık binen bölgeye göre daha fazladır. 

 
2.4.2.  Su 

Kıkırdak dokunun yaş ağırlığının yaklaşık %80 kadarını su 
oluşturmaktadır. Bu oran yüzeyel bölgede derin bölgelere nazaran daha 
yüksektir. Bu sayede yük-bağımlı deformasyonların önlenmesi 
gerçekleştirilmiş olur. Metabolik aktivitenin yerine getirilmesi ve düşük 
sürtünmeli bir kayma yüzeyi oluşturularak hasarlar en aza indirilmeye çalışılır 
[46]. Su miktarı kollajen ağının organizasyonuna ve şişme direncine bağlı 
olarak değişiklik gösterebilmektedir. Suyun matriks molekülleri ile olan 
etkileşimine bağlı olarak mekaniksel özellikleri değişebilmektedir [47]. Normal 
yaşlanma sürecinde su içeriği azalırken, osteoartrit gibi durumlarda artış 
gösterir. Suyun artışına bağlı olarak, geçirgenlik artar, güç kaybı oluşur ve 
elastikiyet azalır. 

 
2.4.3.  Kollajen 

Yaş eklem kıkırdağının %10 kadarını oluşturur. Kollajen, kıkırdağın 
şeklini korumada ve germe kuvvetini sağlamada görev alır. Ayrıca diğer 
yapısal makromoleküller olan proteoglikanlar ve glikoproteinler kollajen 
yapının üzerine tutunurlar [48]. Kıkırdak gerginliği kollajenlerin sahip olduğu 
yaygın çapraz bağlara ve fibriller mimariye bağlıdır. Kollajen fibriller üç eş α-1 
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zincirinin heliks yaparak oluşturduğu yapılardır (Şekil 2.7) ve kıkırdak 
matriksinin temel mimarisini oluştururlar [49]. 
 

Mikrofibriler ağın ağırlıklı olarak  %90-95‟ini tip II kollajen oluşturur ve  
eklem kıkırdağının gerilme kuvetini sağlar [50]. Kollajen tip II‟nin yanı sıra 
kollajen III, VI, IX, X, XI, XII and XIV‟da erişkin matriks yapısına katılırlar [51]. 
Eklem kıkırdağını oluşturan kollajen fibrillerinin merkezinde Tip II ve Tip XI 
kollajenler bulunur. Bu merkez yapı etrafında tabakalar halinde Tip II kollajen 
molekülleri ve fibrilin yüzeyine yapışmış Tip IX kollajen bulunur. Fibrildeki 
kollajen tiplerinin çeşitliliği kollajen fibrillerin büyüklüğünü ve şeklini belirler. 
Diğer minör kollajen tipleri bu majör fibril ağı arasında dağılmış halde 
bulunur.  Tip IX kollajenin bir kondroitin sülfat yan zinciri vardır. Bu molekül 
kollajen fibril ile proteoglikan arasında çapraz bir bağ oluşturur. Bu özelliği 
dolayısıyla makromolekülleri bir araya getirerek fonksiyonel bir kompleks 
oluşturabilir (Kollajen fibril-proteoglikan agregat kompleksi). Tip VI kollajen üç 
boyutlu bir ağ oluşturur; ancak fibril yapısında değildir. Kondronlar içerisinde 
bulunurlar. Tip VI kollajen, yüksek germe (tensil) stresine oldukça 
dayanıklıdır ve eklemde germe stresini dağıtmaktadır. Tip X kollajen, primer 
olarak fötal büyüme plağı kıkırdağının hipertrofik tabakasında bulunur. Tip VI 
kollajen gibi Tip X kollajen de ağ şekillidir ve fibril yapısında değildir. Ayrıca 
Tip X kollajen, protokollajen içermez. Ancak diğer kollajen molekülleriyle 
çapraz bağlanma sonucunda protokollajen moleküllerini alır. Bu olayın fötal 
kıkırdak dokunun kalsifikasyonunda önemli olduğu sanılmaktadır [48].  
 

 
Şekil 2.7.    Klasik kollajen molekülünün yapısı. Üst panel, üç α zincirinin 

oluşturduğu tek bir kollajen molekülü. Alt panel, her üç sarmal 
kollajen molekülünün oluşturduğu yapılar 300nm uzunluğundadır. 
Kollajen molekülleri arasında belirli ve sabit bir aralık bulunmaktadır 
(67nm). Komşu kollajen molekülleri arasındaki stabilizasyon bir 
molekülün N terminali ile diğerinin C terminali arasındaki kovalent 
bağlar ile sağlanmaktadır [52].   

 

2.4.4.  Proteoglikanlar 
Bu yapılar glikozaminoglikanların (kondroidin- 4 sülfat, konroidin-6 

sülfat ve keratan sülfat) proteinlerle kovalent bağ kurması sonucu oluşurlar. 
Bu polisakkarid protein molekülleri ıslak ağırlığın %10 kadarını oluşturur ve 
eklem kıkırdağının sıkışma gücüne karşı dayanıklılığını sağlarlar. Eklem 
kıkırdağında bulunan proteoglikanlar iki ana sınıf altında incelenebilirler: 
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geniş yığınlar oluşturan proteoglikan monomerleri ya da agrekanlar ve 
dekorin, biglikan ve fibromodulin‟i içeren küçük proteoglikanlar [6]. Bu 
moleküller kondrositlerde üretilir ve matrikse salınımları gerçekleştirilir. 
Kollajen ağının korunabilmesi için proteogliakan molekülleri önemlidir.  
 

Kollajen olmayan, matrilin ve kıkırdak oligometrik protein (COMP) gibi 
diğer moleküllerde matriks yapısında önemli görevlere sahiptirler. COMP 
kollajen fibrillogenezinde katalizör olarak görev alır. Kollajen tip IX ile COMP 
veya matrilin-3 molekülünün etkileşimi düzgün bir eklem kıkırdağı matriks 
formasyonu için oldukça önemlidir. Perlekan fibril olşumunu desteklerken 
kollajen VI mikrofibrilleri,  kollajen II ve agrekan ile matrilin ve biglikan ya da 
dekorinin oluşturduğu kompleksler ile bağlanırlar [53]. 
 

Canlı yaşamı boyunca, kıkırdak sürekli içsel bir biçimlenme süreci 
geçirir ve bu süreçte kaybedilen matriks makro molekülleri kondoristler 
tarafından tekrar oluşturulmaya çalışılır. Matriksin düzgün bir şekilde yeniden 
düzenlenebilmesi kondrositlerin çevre makromolekküllerdeki değişiklikleri ve 
matriks organizasyonunu algılayabilme kapasitelerine bağlıdır. Yapısı 
bozulmuş moleküllerin varlığının tesbiti de dahil olmak üzere, eksik olan yeni 
moleküllerin uygun miktarda sentezlenmesi oldukça önemlidir. Buna ek 
olarak matriks, hücreler için bir sinyal iletici olarak da görev yapar. Eklem 
kıkırdağına yük binmesi ile oluşan mekaniksel, elektriksel ve fizikokimyasal 
sinyaller ile sentez ya da dejeneratif yanıtların oluşturulması için kondrositler 
matriks aracılığı ile uyarılmış olur [54, 55] 

 
2.5.    Eklem Kıkırdağı Tabakaları 

Eklem kıkırdağı kollajen oryantasyonun ve hücresel yoğunluğun 
değişiklik gösterdiği dört farklı bölge içerir: (a) yüzeyel zon, (b) orta ya da 
geçiş zonu, (c) derin ya da radial zon, (d) kalsifiye zon. 

 
2.5.1. Yüzeyel Zon 

Yassı elipsoid hücreleri içeren en ince tabakadır. Hücreler eklem 
yüzeyine paralel konumlanmışlardır. Eklem yüzeyini çok ince bir film şeklinde 
sinovyal sıvı sarmaktadır. Bu yapıya “lamina splendens” ya da “lubrisin” adı 
verilir. Bu yapı sayesinde eklem yüzeyi oldukça kaygan bir yüzey haline 
getirilerek hareket sırasında sürtünme engellenmiş olur. Bu zonda yer alan 
kondrositler yüksek oranda kollajen sentezi yaparken, daha az miktarda 
proteoglikan üretirler. Bu nedenle bu zon oldukça yüksek su 
konsantrasyonuna sahiptir. Yoğun olarak fibronektin içerir. Fibronektin, α5β1 
tipi integrin reseptörü ile kondrosit membranına bağlanır [8]. Paralel 
düzenlenmiş fibriller oldukça yüksek gerilme ve makaslama gücüne karşı 
koyabilmektedirler. Bu zondaki değişiklikler eklem kıkırdağının mekanik 
özelliklerini etkileyerek osteoartrit oluşumuna neden olabilmektedir. Bu 
tabaka aynı zamanda, büyük makromoleküller için bir filtre görevi görerek 
eklem kıkırdağının sinovyal doku immun sisteminden korunmasını sağlarlar  
[46] (Şekil 2.8). 
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2.5.2. Geçiş Zonu (Orta Zon) 
Geçiş zonu yüzeyel zona göre daha fazla yer tutar. Yüzeyel zonun 

hemen altında yer alır. Bu zonda hücre yoğunluğu daha azdır, hücreler daha 
yuvarlak ve matrikse gelişi güzel dağılım gösterirler. Ekstrasellüler matriks 
(ESM) daha az kollajen fibril içerirken, daha fazla proteoglikan içerir. Buna 
bağlı olarak da daha az su bulundurur. Kollajen fibriller, eklem kıkırdağı 
yüzeyine oblik düzende olacak şekilde yerleşim gösterirler ve yüzeyel 
zondaki fibrillere nazaran daha geniş çaplara sahiptirler [8] (Şekil 2.8). 

 
2.5.3. Derin Zon (Radial Zon) 

Bu zon en geniş çaplı kollajen fibrilleri, en yoğun proteoglikan içeriğini 
ve en az su miktarını içerir. Hücreler geçiş zonundaki gibi yuvarlaktır fakat 
eklem kıkırdağı yüzeyine dik konumda sütunlar şeklinde dizilim gösterirler. 
Bu zondaki kollajen fibriller hücre dizilimine uyum sağlayarak paralel 
sütunların arasında kemiğin uzun ekseni doğrultusunda yerleşim gösterirler 
[8] (Şekil 2.8). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2.8.  Erişkin eklem kıkırdağı zonlarının şematik görünümü [56]. 

 
2.5.4. Kalsifiye Zon 

Sahip olduğu küçük kondrositler ve kalsifiye matriks ile karakterizedir. 
Bazı alanlarda hücrelerin tamamen kalsifiye matriks ile çevrili oldukları 
gözlenir. Kalsifiye zondaki hücreleri çevreleyen matriks alanlarında, büyüme 
plağındaki hipertrofik kondrositlerde olduğu gibi,  kolajen tip X yoğun olarak 
bulunur [51, 54, 57]. Bu zon derin zondan tidemark adı verilen düzgün 
olmayan dalgalı bir yapıyla ayrılır. Subkondral kemiğe komşu ince bir 
kalsifiye kıkırdak tabakası olarak tanımlanır. Yumuşak hiyalin kıkırdaktan 
kemiğe geçişte rol oynar. Tidemark üzerinde kondrositler prolifere olup yeni 
hücreler oluşturarak, interstisyal büyümeyi sağlarlar. Yaşa bağlı olarak 
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tidemark hattının yükselmesiyle artiküler kıkırdak incelir ve kalsifiye kıkırdak 
kemik ile yer değiştirir [8] (Şekil 2.8). 

 
2.5.5. Tidemark 

Tidemark dalgalı ve düzgün olmayan bir hat şekilde derin zonu ve 
kalsifiye zonu birbirinden ayırır. Tidemark ve kalsifiye zon mekaniksel gücün 
subkondral kemiğe iletiminde oldukça önemli rol oynarlar [58]. Ultrastrüktürel 
olarak incelendiğinde tidemark fibrillerden oluşmuş bir band içermektedir. Bu 
sayade kalsifiye zon ile kalsifiye olmamış bölge arasında bulunan kollajen 
fibriller için sınırlayıcı bir fonskiyon oynuyor olabilir. Metabolik moleküller için 
Tidemark üzerinde küçük boşluklar yer almaktadır [59] (Şekil 2.8). 
 
Çizelge 2.1.     Eklem kıkırdağı tabakalarının özellikleri [60]. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 2.9.     Erişkin eklem kıkırdağı oksijen basıncı [61]. 

Tabaka  
Kalınlık 

(μm) 
Özellik  

Kollajen 
Dizilimi  

Fonksiyon  

Yüzeyel  40  
Metabolik 

aktivite düşük  
Horizontal  

Gerilmeye 
karşı 

Orta(Geçiş)  500  
Metabolik 

aktivite yüksek  
Oblik  

Kompresyona 
karşı  

Derin  1000  Kollajen boyutu  Vertikal  
Kompresyona 

karşı  

Tidemark  5  Bariyer  Horizontal  
Gerilmeye 

karşı 

Kalsifiye  300  
Hidroksiapatit 

kristalleri  
-  Ankor  
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2.6.   Ekstrasellüler Matriks Yapısı 
Kondrositler kıkırdak matriksi içerisinde oldukça düşük oksijen 

basıncında canlılıklarını idame ettirler. Bu oran genellikle yüzeyde %10, derin 
zonlarda ise en az %1‟e  kadar düşmektedir (Şekil 2.9). İn vitro süreçte 
kondrositler hipoksi ile indüklenebilir faktör 1-alfa (HIF-1α) aracılığı ile glikoz 
taşıyıcı proteinleri (GLUTs) ve anjiyogenik faktörleri (örneğin, VEGF) stimüle 
ederek,bir çok kıkırdak anabolik geni aktif hale getirerek adaptasyonlarını 
sağlarlar [62, 63]. 
 

Kondrositleri çevreleyen ekstrasellüler matriks, kondrositlere olan 
uzaklığı ile farklı özellikler göstermektedir. Bu bölgeler farklı isimler 
almaktadır: 1- Perisellüler matriks, 2- Teritoryal matriks, 3- İnterteritoryal 
matriks. Perisellüler matriks hücrenin hemen etrafını çevreleyen bölgede 
lokalizedir. Perisellüler matriksden sonra territorial matriks yer almaktadır. 
Kondrositlere en uzak bölge ise interterritoryal matriks olarak adlandılır. 
 

Perisellüler matriks bölgesi, eklem kıkırdağı kondrositlerinin yüzeyinde 
bulunan reseptörler ile çevreden gelen farklı uyaranlara cevap oluşturulan bir 
alandır. Bu bölge agrekan, hiyalüronan  ve dekorin gibi proteoglikanlar 
yönünden oldukça zengindir. Tip II, VI ve IX kollajen fibronektin aracılığı ile 
oldukça konsantre şekilde bu bölgede lokalize olmuştur. Tip VI kollajen 
hemen kondrositlerin çevresinde yer alır ve matriksin makromoleküler ağına 
tutunmasını sağlar. Teritoryal matriks ise tip VI kollajen mikrofibrillerini 
içerirken, çok az fibrillar kollajen içerir. İnterterritoryal matriks ise kollajen tip 
II,  IX ve XI ile bağlantı kuran kollajen olmayan bölge içerir. Matriksin diğer 
molekülleri ve proteoglikanlar ile bağlantıların gerçekleştiği bölgedir. Bu 
yapılar kıkırdağın gerilmelere karşı direncini sağlarlar [64-66] (Şekil 2.10). 

 
2.7.   Ekstrasellüler Matriks ve Hücre Sinyalleri  
  ESM proteinleri, hücre yüzey reseptör sinyal ağında oldukça kritik ve 
kompleks bir rol oynamaktadırlar.  Her şeyden önce, ESM büyüme faktörleri 
için bir rezervuar olarak hizmet etmektedir [67]. Kondrositler, mekaniksel ve 
biyokimyasal değişikliklere ESM aracılığı ile hücre yüzey büyüme faktör 
reseptörleri ve adhezyon molekülleri ile cevap verirler. ESM proteinleri, hücre 
davranışını, polaritesini, göçünü, farklılaşmasını, proliferasyonunu ve 
canlılığını, intrasellüler hücre iskeleti aracılığı ve büyüme faktörleri sinyal 
iletimi ile gerçekleştirirler. Integrinler ve proteoglikanlar ESM yapısında 
bulunan en önemli adhezyon reseptörleridir. Çevreden gelen uyarıların 
algılanması ve bu uyarılara karşı hücresel cevap oluşturulması sürecinde 
etkindirler [67] (Şekil 2.11). 



16 
 

 
Şekil 2.10.  Normal eklem kıkırdağı organizasyonu. Kondrositlerin hemen  

çevresindeki bölge perisellüler zon olarak isimlendirilirken, teritoryal 
zon ise hemen perisellüler matriksden sonra gelir. Kondrositlere en 
uzak bölge ise interteritoryal zon olarak adlandırılır. Kondrositlerin 
aktivitelerine bağlı olarak bu bölgeler farklılıklar gösterirler [68]. 

 
İntegrinler, 18 α altünite ve 8 β altünitenin kovalent olmayan bağlarla 

24 farklı kombinasyon oluşturabilen heterodimerik transmembran 
reseptörleridir. İntegrin dimerleri faklı ESM proteinlerine farklı afinitelerde 
bağlanarak ekspresyon motifleri ve hücre için sinyal yolakları belirlenir. 
İntegrinler, ESM kompozisyonuna ve fiziksel özelliklerine bağlı olarak 
mekaniksel ve kimyasal sinyalleri entegre ederek hücre iskeleti yolu ile 
düzenlemeleri sağlarlar. İntegrin aracılı hücre adhezyon modelinde, 
integrinler Arg-Gly-Asp (RGD) motiflerini tanır ve bağlanırlar [67, 69]. 
 

İntegrinler, bağımsız bir şekilde, çok sayıda sinyal yolunu aktive 
edebildikleri gibi  sinerjistik olarak da diğer büyüme faktör reseptörleri (insulin 
reseptörü, tip 1 insülin-benzeri büyüme faktörü reseptörü, VEGF reseptörü, 
TGF-b reseptörü, Platelet-kökenli büyüme faktör reseptörü (PDGF-b) ve 
epidermal büyüme faktör (EGF) reseptörü) aracılı sinyal yolu aktivasyonlarını 
gerçekleştirebilirler. 
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Şekil 2.11.  İntegrinler ve büyüme faktörü sinyal iletimi. A.  İntegrinler hücre  

yüzeyinde lokalizedir ve ESM‟de bulunan moleküllerle farklı afiniteler 
ile etkileşimdedirler. Hücre içerisinde ise hücre iskeleti ile bağlantılıdır 
ve sinyal iletiminde rol oynar. B. İntegrinler sitoplazmik alanları ile 
etkileşim halindeki adaptörler aracılığı ile büyüme faktör reseptör 
komplekslerini etkileyebilirler. C. İntegrinler fokal adhezyon 
molekülleri ile birlikte lokalize olabilirler. Bu durumda büyüme faktör 
reseptörü reseptör kompleksi ile etkileşime geçerek alt yolakları 
çalıştırabilir. D. İntegrinle büyüme faktör reseptör ekspresyonu oranı 
üzerinde etkilidirler [67]. 

 
2.8.    Eklem Kıkırdağı Homeostazı ve Yenilenmesi 

Eklem kıkırdak hasarı restorasyonundaki zorluklar kondrositlerle 
ilgilidir. Kondrositler izole yapılarına rağmen çevreden gelen mekanik etkilere, 
sitokinlere, büyüme faktörlerine cevap verebilirler. Kondrositlerin 
stimülatörlerindeki değişiklikler eklem kıkırdağı yıkımının ve 
dejenerasyonunun sebebi olabilir. Diğer bütün biyolojik sistemlerde olduğu 
gibi eklem kıkırdağının da doğal yapısını koruyabilmesi için belli bir dengesi 
vardır. Başlangıçta sentez sabit kalmasına karşın denge zamanla yıkım 
lehine döner ve bu andan itibaren hastanın semptomları başlar. Başlangıçta 
Tip II kollajen konsantrasyonu değişmeden kalır. Ancak, kollajen ağı hasar 
görebilir ve agrekan protein konsantrasyonu azalmasına paralel olarak 
proteoglikan agregasyonu azalabilir. Matrikste su konsantrasyonu artar. 
Matriksin sertliği azalır ve geçirgenliği artar. Matriksteki bu bozulmayı 
kondrosit algılar ve buna cevaben matriks sentezini ve proliferasyonunu 
arttırır. Bu cevap dokuyu tamir edebilir, doku statüsünü değiştirebilir, ya da 
kıkırdak hacmini arttırabilir. Kondrositlerin aktivitesi yıllarca artmış olarak 
kalabilir. Yalnız katobolik aktivite anobolik aktiviteyi aşarsa veya eklem 
kıkırdağı tamamen kaybolup subkondral kemik açığa çıkarsa kondrosit 
cevabı belirgin olarak azalır. Herhangi bir nedenle harap olan kıkırdak 
alanında nekrotik ve atrofik değişiklikler olur. Bu değişikliklere karşın doku 
kendini yenilemeye çalışır. Defekt perikondriyum veya çevre fasyalardan 
ilerleyen bağ dokusu ile doldurulur. Bu bağ doku granülasyon dokusu 
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şeklindedir. Yetişkinlerde tamir bu gevşek granülasyon dokusunun kıkırdak 
dokuya dönüşmesi ile tamamlanır. Bu dönüşümlerde başlıca uyaranlar dış 
mekanik etkenlerdir. Tamir dokusundaki pek çok hücrenin sinovyumdan 
kaynaklandığı düşünülmektedir. Eğer subkondral kemik tabakaya 
penetrasyon varsa kemik iliğinden de hücreler gelebilir. Fakat oluşan doku 
tam bir hiyalin kıkırdak özelliğini taşımaz [48].  
 
2.9.   Eklem Kıkırdağı Lezyonları Etiyolojisi 

Diz ekleminde meydana gelen eklem kıkırdağı problemleri oldukça 
yaygındır. Defektli bölgeler, lezyonlu alanlar olarak isimlendirilirler. Farklı 
etkenlere bağlı olarak, iki farklı kondral lezyon çeşidi mevcuttur: fokal 
lezyonlar ve dejeneratif lezyonlar. Fokal lezyonlar genellikle travma, 
osteokondritis dissekans (Kemik uçlarında kan akımının yetersizliği veya 
kalsiyum eksikliği nedeniyle eklem kıkırdağı parçasının ayrılması veya 
kırılmasıyla sonuçlanan kemik kıkırdak yangısı) veya osteonekroz sonucu 
oluşurlar. Dejeneratif defektlerin sebeplerini çok keskin hatlarla çizemesek de 
genellikle ligament instabilizasyonu, menisküs yaralanmaları veya osteoartrit 
sonucu oluşurlar [70]. 
 

Travma eklem defektlerinin oluşumundaki en yaygın sebeptir. 
Genellikle spor yaralanmaları veya kazalar sonucu oluşur. Makaslama gücü 
kıkırdak matriksi üzerinde bazen subkondral kemiğe kadar ulaşan bir stres 
kırığı oluşmasına neden olabilir. Femoral kondillerin çevresinde oluşan 
lezyonların % 40-50 kadarı patella dislokasyonu sonucu bu mekanizma ile 
oluşur [71]. Bu durum 20-40 yaş arası genç aktif bireylerde daha sık görülür. 
Osteokondritis dissekans ilk kez 1888 yılında Konig tarafından tanımlanmıştır 
[72]. Hastaların femoral kondil bölgesinde tekrarlayan mikrotravmalar 
gözlenir. Dizde en sık medial femur kondilinin dış yüzünde görülür (% 75) 
[73]. Osteonekroz primer olarak (spontan/avasküler) ya da steroid tedavisi, 
post-menisektomi, alkolizm gibi çeşitli faktörlerin etkisiyle sekonder olarak 
oluşabilir [74]. Osteoartrit 40 yaşından sonra kıkırdak lezyonlarının en sık 
nedenidir. Dejeneratif lezyonlar farklı derinliklerde ve şekillerde 
olabilmektedirler. Subkondral kemiğin sertleşmesi daha az güç absorbsiyonu 
yapmasına neden olur ve sonuçta kıkırdak matriksi zarar görür. Bu bölgeye 
yükün binmesi lezyonu büyütür ve zamanla subkondral kemiğin aşınmasına 
neden olur [70]. 

 
Menisküs yırtıklarına bağlı olarak fonksiyon kaybı ve ligament 

hasarlarına bağlı olarak stabilizasyon sağlanamaması sonucu kıkırdak 
dokuda hasar oranı artış gösterir [75]. Lewandrowski ve arkadaşları 
menisküs yırtıklarının %76 oranında eklem kıkırdağı defektlerine eşlik ettiğini 
rapor etmişlerdir. Bunun yanısıra uzunlamasına menisküs yırtıklarının yatay 
olanlara oranla eklem kıkırdağı hasarları ile daha fazla ilintili olduğunu 
belirtmektedirler [76]. 

 

  

http://tuncaycentel.com/dict_M.htm
http://tuncaycentel.com/anat_knee1.htm


19 
 

2.10.  Kıkırdak Lezyonlarının Tanımı 
Uygun tedavi politikalarının uygulanabilmesi için lezyonların basit bir 

sınıflandırmaya tabi tutulması gerekmektedir. Outerbridge tarafından 
geliştirilen derecelendirme sistemi, klinikte kullanılan basit ve yararlı bir 
sınıflandırmadır (Çİzelge 2.2) [77]. Bunun yanı sıra kullanılan farklı 
derecelendirme sistemleri de kullanılmaktadır (Çizelge 2.3). 

 

Lezyonun tanımlanması aşamasında önemli kriterler, lezyonun 
lokasyonu, boyutları (örn. yüzey alanı), şekli(örn. dairesel, köşeli) ve 
çevresinde sınır içerip içermemesidir (çevresi çevrili, kısmen çevrili ya da 
açık). Bunların yanı sıra lezyon derinliği, hafif (kısmi kalınlık), orta derecede 
(tam kalınlık) veya subkondral kemiğe yayılım göstermiş, şeklinde tanımlanır 
[78]. 

 

Çizelge 2.2.  Outerbridge artroskopik derecelendirme sistemi [79]. 

 

Evre 0 Normal kıkırdak 

Evre I Ödem ve yumuşama 

EvreII Kısmi defektler, fissür oluşumu <1.5cm  

Evre III Subkondral kemiğe doğru fissür oluşumu> 1.5cm 

Evre IV Subkondral kemiğin etkilenmesi 

 
 
 
Çizelge 2.3. Uluslararası kıkırdak Onarım Derneği tarafından önerilen ICRS    

derecelendirme sistemi [79]. 

 
 

Evre 0 Normal kıkırdak 

Evre I Normal kıkırdağa yakın özellikler (yüzeyel zon lezyonları) 

Evre II Normal olmayan kıkırdak (kıkırdağın %50 derinliğine ulaşan 
lezyonlar) 

Evre III Ciddi anormal kıkırdak (kıkırdağın %50 derinliğini geçen lezyonlar) 

Evre IV Ciddi anormal kıkırdak  (subkondral kemiği içeren lezyonlar) 
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2.11.   Cerrahi Prosedürler  
Hasarlı eklem kıkırdağının tedavisi klinik anlamda halen ortopedik 

cerrahlar için oldukça kompleks bir sorundur. Eklem kıkırdağı tedavi 
prosedürleri genellikle artroskopik olarak gerçekleştirilmektedir. Artroskopi 
sırasında, cerrah bir artroskop kullanarak eklemin çevresinde üç küçük 
insizyon oluşturur. Bazı durumlarda ise etkilenen bölgeye doğrudan 
müdahale gerektiği için cerrahiye başvurulabilir. Daha uzun açık insizyonlara 
ihtiyaç duyulabilir.  Bazen kıkırdak ameliyatları yapılırken, meniküs veya 
ligament yırtıklarına da müdahale edilmek istenebilir. 

Genellikle, artroskopik prosedürlerden sonra hastanın iyileşmesi 
geleneksel cerrahi müdahaleye göre daha kısadır.  

Kıkırdak restorasyonu için kullanılan en yaygın prosedürler: 

 Delme (Dirilleme) 
 Mikrokırık yöntemi 
 Abrazyon Artroplastisi 
 Osteokondral greft 

o Osteokondral otogreft 
o Osteokondral allogreftler 

 Periosteal grefler 
 Perikondral greftler 
 Otolog hücre imlantasyonu 

o Otolog kondrosit implantasyonu  
o Farklı kaynaklara ait hücrelerin implantasyonu 

 Enzimatik tedavi teknikleri 

 
2.11.1.Delme (Dirilleme) 

Delme yöntemini 1957 yılında ilk kullanan kişi Smillie‟dir [80]. Ardından 
1959 yılında yöntemin daha yaygın hale gelmesine ön ayak olan ise Pridie‟dir 
[81]. Prosedür yüksek devirli bir delici yardımı ile subkondral kemiğin 
delinmesini içermektedir.  Bu yöntem düşük invazyon nedeni ile küçük 
kondral defektlerin tedavisi için kullanılan, kemik iliği sitümilasyonu prensibine 
dayanan bir yöntemdir [82, 83]. Ancak, bu tekniğin,  termal nekroz ve fibröz 
kıkırdak oluşumu gibi dezavantajları vardır [84]. 

 
2.11.2.Mikrokırık Yöntemi 

Mikrokırık yöntemi ilk kez Steadman [85] tarafından ortaya konmuş 
olup, fokal kondral defektlerin fibröz kıkırdak niteliğinde bir doku ile tamirini 
içerir. Kıkırdak yaralanması olan bölge üzerinde kalan kıkırdak, yeni dokunun 
oluşumunu engelleyeceği için onarım girişiminden önce bölgenin debride 
edilmesi gerekir [86]. Hasarlı bölge kıkırdak artıklarından temizlendikten 
sonra kemiğe 5 mm aralıklarla ve birkaç mm derinliğinde uzanan delikler 
açılır. Böylece bu deliklerden kemik iliğindeki kök hücrelerinin hasarlı bölgeye 
ulaşması için bir yol açılmış olur (Şekil 2.12). Hasarlı bölgede oluşan kan 
pıhtısının içine yerleşen kök hücrelerinin, uygun ortam sağlandığında kıkırdak 
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benzeri hücrelere dönüşme yeteneği vardır. Son yıllarda, bu pıhtının hasarlı 
bölgeye daha iyi tutunup organize olabilmesi için matriks adı verilen çatı 
implantları geliştirilmiştir. Çoğu kollajenden yapılan bu zar şeklinde dokular 
mikro-kırık yapıldıktan sonra hasarlı bölgeye yapıştırılabilir. Yeni kıkırdak 
benzeri doku oluşana kadar,  ameliyat sonrası altı-sekiz hafta süreyle koltuk 
değneği kullanarak eklemi yüklenmeden korumak gerekir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.12.     Mikrokırık yöntemi temel basamakları. A. Defekli bölgenin debride 
edilmesi. B. Kemik yüzeyinde oluşturulan mikro kırıklar  [87].  

 

 

 

 

 

Şekil 2.13.    Mikrokırık tekniği ile oluşturulan oluklardan hücreler hasarlı bölgeye 
göç ederek doku tamiri mekanizması çalıştırılmış olur [88].  

 

 
2.11.3.Abrazyon Artroplastisi 

Eklem bölgesindeki eklem kıkırdağı bazı durumlarda tamamen ortadan 
kalkar ve kemik yüzeyleri ortaya çıkar. Bu durum yüzeyde kalan kemiğin 
daha sert ve parlak olmasına neden olur. Artroskopi sırasında cerrah özel bir 
ekipman kullanarak abrazyon artroplasti işlemini gerçekleştirir. Abrazyon 
artroplastisinin prensibi, eklem yüzeyindeki sert ve parlak kemik dokusunun 
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traşlanmasına dayanır. Bu traşlama hareketine bağlı olarak kemikte bir 
iyileşme yanıtı ortaya çıkar. Zamanla kan damarları bu alanı doldurur ve 
fibröz kıkırdak dokusuna benzer skar doku oluşumu gerçekleşir. Abrazyon 
artroplastisi sonrası oluşan fibröz kıkırdak dokusu, hiyalin kıkırdak için tipik 
olan tip II kollajenden ziyade tip I ve tip III kollajen içerir. Fibröz kıkırdak 
normal eklem kıkırdağına göre daha dayanıksızdır. Özellikle ağırlık binen 
alanlarda hiyalin kıkırdak kadar etkin işlev görememektedir. Oluşturulan yeni 
fibröz kıkırdak diz ağrılarını yeterince ortadan kaldıramayabilir. Bu yöntem 
genellikle geçici bir çözümdür. Belirtiler bu ameliyattan bir süre sonra tekrar 
ortaya çıkabilir [89]. 

 
2.11.4.Osteokondral Greft 

Osteokondral greftleme (veya mozaikplasti), semptomatik (ağrılı) 
kıkırdak ve osteokondral lezyonların tedavisinde başvurulan bir yöntemdir.  
Küçük silindirik kıkırdak-kemik yapıların defektli bölgelere 
transplantasyonunu içerir. Bu teknik 90‟lı yılların başında geliştirilmiş ve uzun 
sureli sonuçlarına bakıldığında olumlu sonuçlar alınmıştır. Osteokondral 
greftleme çoğu zaman tek bir insizyon bölgesinde yapılabilen bir prosedür 
olmasının yanı sıra bazı durumlarda artroskopik prosedürler de uygulanabilir. 
Örnek almak için kullanılan bir ekipmanla donör bölgeden silindirik tıkaçlar 
elde edilir. Genellikle donör bölge, eklem bölgesinde ağırlık binmeyen 
alanlardan seçilir. Elde edilen silindirik tıkaçların yerleştirilebileceği uygun çap 
ve derinlikte yuvalar yine özel ekipmanlar ile oluşturulur. Oluşturulan yuvalar 
yaklaşık 15-25 mm derinliğindedir. Ardından, önceden elde edilmiş olan 
silindir tıkaçlar uygun yuvalara transplante edilir. Transplantasyon işlemi 
sırasında silindir tıkaçların eklem yüzeyinin morfolojik yapısına uygun olarak 
yerleştirilmesine dikkat edilir [90] (Şekil 2.14). 

 
2.11.4.1.Osteokondral Otogreft 

Kıkırdak defektlerinin tedavisinde osteokondral otogreft güvenilir bir 
greft kaynağıdır. Ancak büyük ve geniş defektlerin rekonstrüksiyonunda, 
yeterli osteokondral otogreft elde edilmesi genelde mümkün olmamaktadır 
[91].  

 
2.11.4.2.Osteokondral Allogreft 

Osteokondral allogreftler, abrazyon artroplastisi, subkondral delme gibi 
daha konservatif cerrahi yöntemlerle yeterli sonucun alınamadığı genç 
hastalarda, eklem yüzeyindeki büyük defektlerin (>2 cm) kapatılmasında ön 
planda olan bir yöntemdir. Taze osteokondral [92] greftlerin genelde daha 
uygun olduğu kabul edilmekle beraber, dondurulmuş greftlerle de oldukça 
başarılı sonuçlar bildirilmektedir [93]. 
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Şekil 2.14.  Osteokondral greftleme tekniği. A. Kıkırdak-kemik silindirlerin elde 
edilmesi ve oluşturulan uygun yuvalara yerleştirlmesi. B. Medial 
kondil hasarı (ICRS evre III) olan bölgeye donör bölgeden elde edilen 
3 silindirin yerleştirilmiş durumu [94, 95]. 

 
2.11.5.Periosteal Greft 

Periosteal greftler kondrojenik potansiyellerinin olmasına bağlı olarak 
eklem kıkırdağı defektlerinde kullanılabilmektedirler. Yapılan pre-klinik 
çalışmalarda da otolog periosteal greft transplantasyonunun kıkırdak tamir 
prosedürleri için uygun olabileceği belirtilmektedir [96]. 

 
2.11.6.Perikondral Greft 

1959 yılında ilk kez Lester transplante edilen perikondriyumdan yeni 
kıkırdak oluşturulabileceğini rapor etmiştir [97]. Bu prosedür daha sonra farklı 
araştırmacılar tarafından da desteklenmiştir [98-101]. Greft dokusu, kısıtlı 
miktarda elde edilebildiğinden, perikondral otogreftin insanlarda kullanımı 
küçük eklemler ya da büyük eklemlerdeki küçük defektler ile sınırlıdır. 
 
2.11.7. Otolog Hücre İmplantasyonu 
 
2.11.7.1.Otolog Kondrosit İmplantasyonu 

Otolog kondrosit implantasyonu (OKİ) eklem kıkırdağı tedavi süreci 
için oldukça umut vaat edici bir yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. Teknik 
iki ayrı cerrahi prosedür içermektedir. İlk basamak olarak eklem bölgesinin 
ağırlık binmeyen bir bölgesinden artroskopik olarak kıkırdak örnekleri elde 
edilir. Enzimatik bir işlem sonrası in vitro hücre kültüründe yeterli hücre sayısı 
elde edildikten sonra, hücreler tek başına veya degrade olabilen bir materyal 
ile defektli bölgeye enjekte edilirler. Enjeksiyondan sonra periostal kapak 
veya kollajen membran ile üzerleri kapatılır. Brittberg [102, 103] iki 
araştırmasında da OKİ prosedürü uzun süreli olumlu sonuçlarını rapor 
etmiştir. Ancak, hücrelerin hipertrofik sürece girerek ossifikasyona gittikleri ve 
integrasyonun oldukça zayıf olduğu daha sonraki çalışmalarda belirtilmiştir 
[104]. 
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2.11.7.2.İmplantasyon İçin Diğer Hücre Kaynakları 
Otolog kondrositlerin yanı sıra kemik iliği kökenli stromal hücreler 

[105], periostal hücreler [106], iskelet kas hücreleri [107], adipositler [108] ve 
sinovyal fibroblastlar da [104, 109, 110] eklem kıkırdağı tedavileri için 
alternatif hücre kaynakları olarak gösterilmektedir. Transplantasyon 
prosedürünün uygulanabilmesi için bu hücrelerin yeterli sayıda (en az 1x107) 
elde edilebilmesi gereklidir. Ancak, MKH'lerin hücre kültüründe çoğaltılması 
ve farklılaşması oldukça kontrollü ve kompleks bir kondrojenik farklılaşma 
mekanizmasını içerir. Bu süreçte bilinmeyen bir çok basamak halen 
mevcuttur [111].  

 
2.11.8.Enzimatik Tedavi Teknikleri 

Bir çok çalışma, enzimatik sindirim ile transplante edilen hücrelerin 
veya kıkırdak dokunun konakçı bölgeye daha iyi entegre olacağını ileri 
sürmektedir. Lee ve ark. [112] ile Hunziker ve ark. [113] kondroitinaz ABC 
kullanarak yüzeyel zondaki proteoglikanları uzaklaştırmışlardır. Kondroitinaz 
ABC seçici olarak kollajen matriksi etkilemeden proteoglikanları degrede 
edebilmektedir [114]. Enzim muamelesinden sonra artan yapışma kuvvetini 
ve hücre populasyonunu göstermişlerdir. Hiyalüronidaz (%0.1 - 0.3) ve 
kollajenaz (tip VII, 10-30 U/ml) uygulamasından sonra lezyon bölgesinde 
anlamlı düzeyde kondrosit yoğunluğunun ve entegrasyonun arttığı, ara 
yüzeyin daha dayanıklı hale geldiği gösterilmiştir [115, 116]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.15.  Otolog Kondrosit İmplantasyonu prosedürü [117]. 
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Ancak, dokular 48 saat süre ile enzim muamelesi gördüğünde, 28 gün 
sonunda tekrar oluşturulamayan proteoglikan kaybı gözlenmiştir. Klinik 
uygulamalarda, enzimatik uygulamanın kısa sureli olması önerilmektedir. 

 
Kollajenaz, kollajen peptit bağlarını koparan bir enzimdir. Kısa süreli 

kollajenaz (tip I) uygulaması ile sadece yaralı bölge çevresi etkilenir ve tüm 
kıkırdak doku zarar görmemiş olur. Böylece, projenitör hücreler konak 
dokudan yaralı kıkırdağa doğru göç edebilirler.  

 
Khan ve arkadaşlarının 2011 yılında yapmış oldukları bir çalışmada, 

kıkırdak entegrasyon yüzük-disk modelinde sitokin aracılı katabolik bir etki 
oluşturulmasını anabolik bir süreç izlemiştir. Uygulamanın yapılmadığı grup 
ile karşılaştırıldığında sitokin uygulanan grupta entegrasyonun daha iyi 
sağlandığı belirtilmiştir [118]. 

 

2.12.Kök Hücreler 
Kök hücreler kendilerini yenileyebilme, uzun süre bölünebilme ve diğer 

hücre tiplerine farklanabilme yetenekleri olan farklanmamış hücrelerdir.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.16.   Kök hücreler farklı hücre tiplerine farklanabilmektedirler [119]. 

  

Kendini yenileme terimi kök hücrelerin yaşam boyunca sayılarını 
korumak ve yeni kök hücreler yapmak üzere gerçekleştirdikleri bölünme 
işlemini tanımlamak için kullanılır. Bu bölünme işlemi sonucunda bölünen 
hücreler farklılaşmamış olan düzeylerini korurlar. Kendini yenileme programı 
kendini yenilemeyi uyaran proto-onkogenler ile kendini yenilemeyi sınırlayan 
veya genomun bütünlüğünü koruyan tümör baskılayıcılar arasındaki denge 
sayesinde gerçekleşir. Bu her iki hücre içi mekanizma ile nişten gelen dış 
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sinyaller hücrelerin kendini yenileme süreçlerinin kontrolünü sağlar. Kök 
hücre, dokudaki değişen gereksinimlere yanıt olarak hücre döngüsü içindeki 
durumunu yeniden düzenler, zaman içinde gelişim yetkinliğini değiştirir (örn; 
pluripotent olmaktan multipotent olmaya dönüşebilir), böylece yaşamın farklı 
süreçlerinde farklı bir kendini yenileme programı uygular. Kendini yenileme 
hücrenin çoğalma (proliferasyon) mekanizmasının aynısı değildir. Her ne 
kadar ikisi de hücre bölünmesi olsa da hücre çoğalması tüm kök ve öncü 
hücreler için kullanılan genel bir hücre bölünmesi biçimidir ve kavram olarak 
kendini yenilemeyi de kapsar. Kendini yenilemede bölünmeden sonra ortaya 
çıkan yavru hücrelerden en azından birisinin gelişim yetkinliği açısından 
bölünme öncesindeki hücreye benzemesi gerekir. 

 
Kendini yenilemek kök hücrelerin sürekli gerçekleştirdiği bir davranış 

olmayabilir. Örneğin, radyasyona tutulan farede art arda yapılan nakillerde 
hematopoetik kök hücre (HKH) bölünme etkinliği kazanır, ancak fizyolojik 
koşullarda HKH çoğunlukla sessizdir. Nöral kök hücreler in vivo koşullarda 
farklılaşmadan önce sınırlı sayıda bölünme geçirirken kültür ortamına 
alındıklarında çok yoğun olarak kendini yenileme sürecine girerler. Bu saklı 
kalmış bölünme özelliği doku tamir mekanizması veya yenilenmesi 
gerektiğinde kök hücrelerin eşsiz hücreler olmalarını sağlar. 

 
Asimetrik hücre bölünmesi (AHB) kendini yenileme ile farklılaşma 

arasında bir dengenin oluşması için gereken hücre bölünmesi tipidir. Bir 
başka ifadeyle, AHB sonucunda kök hücre kendini yenileme işlevini yerine 
getirirken aynı süreçte farklılaşmak üzere bir yavru hücre de üretmiş olur. 
Böylece, bölünen her kök hücre kendi sayısını, artma ve azalma olmaksızın 
sabit tutar. AHB‟ nin moleküler mekanizması farklı canlı türlerindeki kök 
hücrelerde aydınlatıldıkça bunun son derece korunmuş bir süreç olduğu 
anlaşılır [120]. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.17. Kök hücrelerin asimetrik bölünmesi [121]. 
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Kök hücreler, elde edildiği kaynaklarına göre; I) Embriyonik kök 
hücreler ve II) Erişkin kök hücreleri şeklinde sınıflandırılırken, farklanabilme 
yeteneklerine göre ise; 1) totipotent (tüm organizmayı oluşturabilen), 2) 
pluripotent [Her üç germ yaprağı (ektoderm, mezoderm ve endoderm) kökenli 
tüm dokuları oluşturabilen], 3) multipotent (köken bakımından birbiriyle 
yakından ilişkili en az 4 farklı hücre tipini oluşturabilen), 4) tripotent (köken 
bakımından birbiyle yakından ilişkili en fazla 3 farklı hücre tipini 
oluşturabilen), 5) bipotent (köken bakımından birbiyle yakından ilişkili en çok 
2 farklı hücre tipini oluşturabilen) ve 6) unipotent ( yalnızca 1 hücre tipini 
oluşturabilen) kök hücreler şeklinde sınıflandırılır [122, 123]. 
 

Pluripotent kök hücreler, kendilerini yenileyebilme yetenekleri olan 
henüz herhangi bir hücre veya doku soyuna yönlendirilmemiş hücrelerdir. Bu 
hücrelerin telomeraz aktiviteleri pozitiftir. Pluripotent kök hücreler, her üç 
germ yaprağına ait herhangi bir somatik hücreye farklanabilirler. 
Yönlendirilmemiş evrede Octomer- 4 (Oct-4), Telomeraz aktivitesi, CD10, 
Stage specific antigen-3 (SSEA-3), Carcinoembriyonic antigen (CEA), 
Carcinoembriyonic antigen cell adhesion molecule-1 (CEA-CAM-1) gibi 
embriyonik fenotip belirteçlerini eksprese ederler. 400 veya daha fazla sayıda 
ard arda farklanmadan populasyon oluşturabilme yeteneğine sahiptirler.  
Ayrıca bu hücrelerin ektoderm kökenli 7, mezoderm kökenli 18 ve endoderm 
kökenli 11 farklı hücre tipine farklanabildikleri de gösterilmiştir [122, 124]. 

 
Erişkin kök hücreler, farklanacakları hücre soyu yönünde 

yönlendirilmiş hücreler olup bölünme, çoğalma ve farklanma yetenekleri 
mevcuttur. Aynı zamanda kendilerini yenileme yetenekleri de vardır. 
Multipotent, tripotent, bipotent veya unipotent özellikli hücreler olup kısmen 
farklılaşmışlardır. Yaşamları boyunca 50-70 defa farklanmadan populasyon 
oluşturabilirler. Bu hücreler oluşturacakları doku veya hücreye ilişkin spesifik 
belirteçlerden bazılarını eksprese ederler [122, 124]. 

 
Erişkinde kemik iliği stromal hücreleri veya mezenkimal projenitör 

hücreler olarak ta bilinen mezenkimal kök hücreleri (MKH) kendini 
yenileyebilen multipotent projenitör hücrelerdir ve birkaç farklı mezenkimal 
soylara faklanabilme özelliğine sahiptirler [125-127]. Bugüne kadar, birçok 
farklı omurgalı türüne ait MKH‟nin kemik, kıkırdak, yağ, tendon ve kas 
dokuları gibi dokularda yer alan türe özgü hücrelere farklanabildiği 
gösterilmiştir [105, 128, 129]. Ek olarak, bu hücrelerin hepatik, renal, kardiyak 
ve nöral hücreler gibi diğer bazı hücrelere de farklanabildikleri belirtilmektedir 
[130-134]. Bu yüzden, bu hücreler bazen multipotent bazen de pluripotent 
kök hücreler şeklinde de tanımlanabilmektedir [135]. 

 
MKH‟nin in vitro kültürü çalışmaları göstermiştir ki, bu hücreler CD10, 

SH2(CD105), SH3, SH4(CD73) , SB10 ve Stro-1 gibi kendilerine özgü hücre 
yüzeyi antijenleri ve peptidlerine sahiptirler. Ayrıca bu hücrelerin CD49, 
CD54, CD90(THY-1), CD102, CD 121a,b, CD123, CD124 ve CD166 gibi 
diğer adhezyon molekülleri ve büyüme (growth) faktör/sitokin reseptörlerini 
de eksprese ettikleri de vurgulanmıştır [136, 137]. 
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Diğer taraftan, bu hücreler endotel hücrelerine özgü CD31, 
monositler/makrofajlara (CD14), lenfositler (CD11a/LFA-1), lökositler(CD45), 
eritrositler (glycophorin A) ve diğer hematopoietik hücrelere özgü CD3, 
CD14, CD19, CD34, CD38 ve CD66b gibi hücre belirteçlerini eksprese 
etmemektedirler [135, 138]. Alsalameh ve arkadaşlarının erişkin insan eklem 
kıkırdağı ve kemik iliğinde yaptıkları bir çalışmada; eklem kıkırdağından ve 
kemik iliğinden izole ettikleri bazı hücrelerin CD105 ve CD166 gibi hücre 
yüzeyi belirteçlerini birlikte eksprese ettiklerini ve bu hücrelerin in vitro 
ortamda adipogenez, kondrogenez veya osteogenez yönünde 
farklanabildiklerini dolayısıyla bu hücrelerin multipotent özelliği olan projenitör 
hücreler olabileceklerini, ayrıca bu hücrelerin eklem kıkırdağından izole 
edilen tüm hücrelerin yaklaşık %4‟ ünü oluşturduklarını belirtmişlerdir [139, 
140]. 

 
2.13.  Eklem Kıkırdağında Var Olduğu Düşünülen Projenitör Hücreler 

Eklem kıkırdağı gelişimi ve büyümesi ile ilgili daha önce yapılan 
çalışmalarda, eklem kıkırdağının eklem yüzeyinden sekonder kemikleşme 
merkezine doğru aposizyonla (yüzeyden derin tabakalara doğru hücre 
eklenmesi) büyüdüğü ve bu olayın eklem yüzey kondrositlerinin 
proliferasyonu ile gerçekleştirildiği gösterilmiştir [30, 141]. Araştırmacılar bu 
süreçte, hücre bölünmesi ve farklılaşma kontrolü ile kök hücrelerin yüzeyde 
ya da yüzeye yakın bölgelerde olabileceği hipotezini ortaya atmışlardır. M. 
Domestica ile yapılan ilk çalışmalarda arka ekstremitelerin eklem bölgesine 
bromodeoxyuridine enjeksiyonu yapılarak eklem kıkırdağı gelişimi, hücre 
proliferasyonu takibi ile incelenmeye çalışılmıştır [141]. İlk enjeksiyondan 
sonra kıkırdak dokuda birçok hücre işaretlenmiş, fakat tekrarlanan 
enjeksiyonlardan sonra eklem kıkırdağı yüzeyel bölgesinde küçük bir hücre 
kümesi belirlenmiştir. Bu işaretlenen hücreler ile ilgili olarak birçok açıklama 
yapılabilir, öncelikle araştırmacıların öngördükleri düşünce,  kök hücre adayı 
bu hücreler uzatılmış hücre siklusuna dahil oldukları için ancak birkaç 
enjeksiyondan sonra belirlenebilmişlerdir şeklindedir [142]. Archer ve ark. ilk 
kez 1999 yılında,  7 aylık sığır eklem kıkırdağı yüzeyel zonunda kolon 
oluşturabilen hücrelerin seçimini gerçekleştirmişler ve bu hücrelerin derin 
zonlarda bulunmadığını göstermişlerdir. Aynı grup, 2004 yılında, 7 günlük 
sığır Metakarpofalangeal eklem yüzeyinden kök hücre izolasyonu yaparak bu 
hücrelerin kısmi karakterizasyonlarını içeren bir rapor yayınlamışlardır [143]. 
Bu çalışmanın temelini Jones ve Watt‟ın yapmış olduğu insan epidermal kök 
hücreleri araştırması oluşturmaktadır [144]. Bu araştırmaya göre epidermis iki 
tip hücre içermektedir. Bu hücrelerden birinin kök hücre, diğerinin ise kendini 
yenileyebilme kapasitesi daha düşük ve terminal diferansiyasyona daha 
yatkın hücre tipi olduğu belirtilmiştir. Aynı çalışmada, kök hücrelerin yüzeyel 
integrin ekspresyonlarının çok yüksek olduğu, bu nedenle fibronektin gibi 
ekstrasellüler matriks proteinlerine hızlı bir şekilde tutunabildikleri, bir 
hücreden ardışık olarak beş defa bölünmeyle en az 32 hücreli koloni 
oluşturabilme yeteneklerinin (Colony forming efficiency, CFE) diğer hücrelere 
oranla 4 kat daha yüksek olduğu ve bu yeteneklerinden yararlanarak in vitro 
ortamda %90 saflıkla izolasyonlarının yapılabileceği vurgulanmıştır. Derideki 
kök hücreleri tanımlayıp, izole etme esasına dayanan bu uygulamaları (Jones 
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and Watt, 1993) temel alarak, 2004 yılında [143] in vitro ortam olarak 
fibronektini kullanarak, izole ettikleri tam olgunlaşmamış immatür buzağı 
eklem kıkırdağı kondrositlerinin kültürasyonunu yapmışlardır. Bu 
çalışmalarda fibronektinin seçilme sebebi, özellikle immatür eklem kıkırdağı 
yüzeyel hücrelerin ürettiği hücresel fibronektinin ekstrasellüler domeyni olan 
A izoformunun (fibronektinin EDA izoformu) eklem yüzeyinin matriksi içinde 
fazla miktarda dağılım göstermesidir [145, 146]. Archer ve grubunun yaptığı 
daha sonraki çalışmalarda; in vitro kültür ortamında integrin β1α5 düzeyi 
yüksek olan bir grup eklem yüzeyi kondrositlerinin fibronektine karşı yüksek 
afinite gösterdiği ve bu hücrelerin koloni oluşturma eğilimine sahip olduğu 
belirtilmiştir. Buna ilaveten bu grubunun diğer çalışmalarda, bu 
kondrositlerden farklı bir şekilde Notch ve onun ligandları gibi hücre kaderini 
belirleyici proteinlerin çoğunu da eksprese ettiği gösterilmiştir [143, 147, 148].  

 
Diaz-Romero ve arkadaşlarının 2005 yılında insan eklem kıkırdağı ile 

yaptıkları bir çalışmada ise, eklem kıkırdağı hücreleri izole edilmiş ardından 
kültüre edilerek değişik fenotipik belirteçleri incelenmiştir [149]. Bu çalışmanın 
sonuçlarına göre, eklem kıkırdağı hücreleri kültüre edilmesiyle birlikte bu 
hücrelerin dedifferansiye olarak fibroblast benzeri hücrelere dönüştükleri 
ardından da proliferatif bir özellik kazandıkları belirtilmiştir. Ayrıca bu 
çalışmada hücrelerin kültürasyon süresinin artışıyla birlikte CD10, CD90, 
CD105 ve CD166 gibi bazı MKH markerlerini artan bir oranda eksprese 
ettikleri de vurgulanmıştır. Sözü edilen bu markerleri pozitif gösteren bu 
hücrelerin potansiyel MKH‟ler olabileceğini belirtmişlerdir.  

 

Yapılan başka bir çalışmada, olgunlaşmamış sığır metakarpofalangeal 

eklem bölgesinden yine fibronektin adhezyon yöntemi ile elde edilen 

kondroprojenitör hücrelerin, telomer uzunlukları, benzer PD‟ye (P<0.05)  

sahip olan geri farklanan kondrositlerden daha uzun olduğu tesbit edilmiştir. 

Bunun yanısıra kondroprojenitörlerin telomeraz ektivitesinin 2.6 kat daha 

fazla olduğu da belirlenmiştir. 3D pellet kültürlerinde kıkırdağa yönlendirme 

deneylerinde SOX9, Notch-1, agrekan ifadelerinin olduğu da gözlenmiştir 

[150]. 

  
2.14.  Eklem Kıkırdağı Dokusuna Ait Kök Hücrelerin Özellikleri 

Eklem kıkırdağından izole edilen koloni oluşturabilen hücreler plastiğe 
yapışabilme özellikleri, hücre yüzey belirteçleri eksprese etmeleri (CD105, 
CD73 ve CD90), hematopoetik hücre yüzey antijenlerini eksprese etmemeleri 
(CD34 ve CD45) ve osteoblast, adiposit veya kondroblast gibi multipotent 
farklılaşma yeteneklerine sahip oldukları için mezenkimal kök hücreler olarak 
sınıflandırılmaktadırlar [143, 151-153]. 

 
Kritik olarak, tamir ve rejenerasyon açısından, deney hayvanlarında 

yapılan çalışmalarda, eklem kıkırdağı-kökenli kök hücreler kondrojenik 
medyum içerisinde yüksek yoğunlukta pellet kültürü oluşturulduğunda 
terminal farklılaşma geçirmezler ve kalıcı kıkırdak özelliğini kaybetmeden 
korurlar [153]. Buna karşın, benzer yöntem kullanılarak, kemik iliği kökenli 
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stromal hücrelerde transkripsiyon faktörü Runx2 ve yüksek düzeyde kollajen 
tip X ve matrilin-1 ekspresyonu gözlenmiştir [153]. Eklem kıkırdağı kökenli 
hücreler, kemik iliği kaynaklı MKH'Iere işlevsel olarak eşdeğer görülmesinin 
yanı sıra, farklılaşma potansiyelleri, hipertrofi ve mineralizasyon yetenekleri 
sınırlı olduğu belirlenmiştir. 

 
2.15.  Hipotez 

Konu ile ilişkili çalışmalar incelendiğinde, eklem kıkırdağı tedavi 
süreçleri için çok farklı yöntem ve hücre kaynağı arayışlarının süregeldiği 
görülmektedir. Doku mühendisliği çalışmalarında dikkat çeken nokta erişkin 
kök hücrelerin potansiyelleridir. Eklem kıkırdağı yapısında bulunduğu öne 
sürülen kök/kondroprojenitör hücrelerin bazı MKH spesifik belirteçleri 
eksprese ettikleri bilinmektedir. Fakat bu belirteçlerin, kondrosit kültür 
hattındaki kültürasyona bağlı olarak mı ekspre olmaya başladıkları 
konusunda, kondroprojenitörler ile karşılaştırmalı detaylı bir çalışma 
literatürde yer almamaktadır. Bu projedeki hipotezimiz: İnsan eklem kıkırdağı 
tedavi sürecinde kullanılmak üzere, eklem kıkırdağında bulunan 
kondroprogenitor/kök hücrelerin, kondrosit kültür hattı hücrelerine göre in 
vitro koşullarda eklem kıkırdağı yapısını tekrar oluşturabilmesi açısından 
daha iyi sonuçlar elde etmemizi sağlayabilir. Bu çalışmada amacımız, 
günümüzde uygulanan yöntemlerde kullanılan kondrosit kültür hattı ile, 
seçimi yapılan ve kondroprogenitor/kök hücre özelliği taşıdığı düşünülen 
hücreleri kök hücre belirteci olarak kabul edilen CD90, STRO-1, CD105 ve 
CD166  ekspresyon düzeyleri göz önünde tutularak Flow sitometrik, 
İmmünofloresan yöntemlerle incelemek ve Ultrastrüktürel yöntemlerle 
kıyaslamak,  bunun yanısıra bu iki farklı hücre grubunda in vitro ortamda 
kondrogenezi, adipogenezi ve osteogenezi indükleyerek oluşturulan 
pelletlerde rutin boyalar ile karşılaştırmalarını yaparak farklarını oraya 
koyabilmektir. 
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GEREÇ VEYÖNTEM 
 

 

3.1.    Kıkırdak Örneklerinin Eldesi 
Bu çalışma, 20-40 yaşları arasında toplam 6 adet insana (n:6) ait  

eklem kıkırdağı örneklerinde yürütüldü. Örnekler, Ortopedi ve Travmatoloji 

Anabilim Dalında kıkırdak dışında diz patolojisi olan (menisküs veya çapraz 

bağ lezyonu ) ve bu nedenle atroskopik cerrahi gereken hastaların 

kendilerinden biyopsi temini  için izin alınmasını takiben femurlarının 

yüklenme bölgesi dışındaki distal uclarından 0,3 X 0,3 cm boyutlarında 

kıkırdak biyopsileri şeklinde temin edildi. 

 

3.2.   Kıkırdak Dokusundan Hücre İzolasyonu, Kültürasyonu, Koloni  
 Seçimi (Fibronektin Adhezyon Testi) ve Kültürü (n: 6) 

Öncelikle hücre izolasyonu için, elde edilen eklem kıkırdağı örnekleri, 

Pronaz içeren (70 U ml-1, 3 saat 37 Cº)  (DMEM/ F12,HEPES, Gentamisin) 

solüsyona alındı ve parafilm ile ağzı iyice kapatıldıktan 37 ºC‟de 3 saat 

çalkalayıcıda döndürüldü. 3. saatin sonunda tüplerden pronaz uzaklaştırıldı 

ve önceden filtre edilmiş (300 U ml-1, gece boyu 37 ºC  ) kollajenaz içeren 

(DMEM/ F12,HEPES, Gentamisin, %5 fetal buzağı serumu) solüsyona 

alınarak tüplerin etrafı tekrar parafilm ile kaplandı, tekrar 37 ºC‟de 

çalkalayıcıda  bir gece döndürüldü.  

 

Bu işlemlerin yanı sıra fibronektin adhezyon testlerini uygulayabilmek 

için petri kabları ekimden bir gece önce fibronektin ile kaplandı. Bu işlem için 

1:1000 oranında fibronektin solüsyonu (PBS, 1mM MgCl2, 1mM CaCl2, 

fibronektin)  hazırlandı. Petri kablarına 1.5 ml olacak şekilde süspansiyondan 

eklenerek bir gece boyunca +4 Cº‟de saklandı.  

 

Ertesi sabah kollajenaz ve hücreleri içeren tüpler 40μm‟lik Falcon 

marka  cell strainer (hücre eleği) ile 50 ml‟ lik tüplere steril bir şekilde süzüldü. 

Hücre süspansiyonu 2000 rpm de 10 dakika santrifüj edildi ve hücrelerin dibe 

çökmesi sağlandı. Dikkatli bir şekilde medyum uzaklaştırıldıktan sonra 

tüplere 5 veya 10 ml SFM (Serum Free Media) eklendi ve iyi bir şekilde 

karıştırıldı. Her bir tüpten 10μl numune alınarak ependorf tüplerine konuldu 

ve 1:10 oranında SFM ile dilüe edildi. Dilue edilen her bir tüpten 10μl alınarak 

hemositometre ile hücre sayımı yapıldı. Hücre sayımından sonra kondrosit 

kültür hattı ve fibronektin adhezyon testi uygulaması ile klonal seçimin 

yapılabilmesi için ayrı ayrı ekimleri gerçekleştirildi. Kondrosit kültür hattı için 
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petri kabına ekim yapıldı ve uygun medya içerisinde kültürasyonu 

gerçekleştirildi. Koloni seçimi için ise,  her bir fibronektin kaplı petri kabında 

4000 hücre olacak şekilde ekim yapılarak 20 dakika 37 Cº‟de inkübasyonları 

sağlandı. Daha sonra medyum uzaklaştırıldı ve taze medyum [Penicillin 

10000 mg ml-1/Streptomisin 10000 U ml-1, 0.1 mM askorbik asit, 0.5 mg ml-1 

L- glukoz, 100 mM HEPES, 1 mM sodyum piruvat, 2 mM L-glutamin and 10% 

fetal bovine serum (FBS)] eklenerek yapışan hücreler için medyum yenilendi 

ve 3., 6., 10. günlerde 32 hücreden fazla sayıda hücre içeren koloniler 

sayıldı. 32 hücreden fazla hücre içeren koloniler kondroprogenitör/kök hücre 

kolonileri olarak değerlendirildi. Kondroprogenitor/kök hücre kolonisi olarak 

kabul edilen hücre toplulukları daha sonra işaretlenip, koloni seçme silindiri 

içerisinde tripsinizasyon işlemini takiben içerisinde  kültür medyumu içeren 24 

gözenekli kültür kaplarına alınarak çoğalmaya bırakıldı.  

 

3.3.   Kültürü Yapılan Hücre Süspansiyonlarında (Kondrosit Kültür  
 Hattı ve Koloni Hücre Hattı) CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  
 Ekspresyonlarının Flow Sitometrik Yöntem ile Belirlenmesi (n:6) 

Bu bölümde, eklem kıkırdağından izole edilip kültürü gerçekleştirilen 

kondrosit kültür hattı ve koloni hücre hatlarının 3. pasajını takiben, kök hücre 

belirteçleri olan CD90 (Ab11155, Abcam), STRO-1 (MAB1038, R&D 

Systems), CD105 (Ab53318, Abcam), CD166 (393-050, Ancell) 

kompozisyonları,  Flow sitometrik yöntemle araştırıldı.  

 

Bu amaç için, kondrosit kültür hattı ve koloni hücre hattı, belirlenen 

süre sonunda hücrelerin tripsinizasyonu gerçekleştirilerek hücreler flask 

yüzeyinden kaldırıldı ve uygun solüsyon (DMEM+%10 FCS) içerisinde hücre 

süspansiyonu haline getirildi. Daha sonra hücre süspansiyonu ependorf 

tüplerine bölünerek yıkama işlemleri gerçekleştirildi. İlk basamak olarak her 

bir ependorf tüpüne primer antikorlar (1:100) eklendi. 30 dakika +4 ºC 

karanlık ortamda inkübasyonu sağlandı. İnkübasyondan sonra 7000 rpm‟de 

90 sn santrifü edildi. İşaretli olmayan primer için süpernatant uzaklaştırılılarak 

sekonder antikor (1:100) eklendi. Sekonder antikolarlarla birlikte 20 dakika +4 

ºC karanlık ortamda inkübe edilerek ardından tekrar yıkama aşamaları 

uygulandı. En son aşama olarak süpernatant uzaklaştırlıdı ve 600 l yıkama 

solüsyonu ile birlikte inceleme süreci için flow tüplerine aktarıldı ve 

Fluorescence-activated cell sorting  cihazı (FACS) ile incelemeler yapıldı. 

Böylelikle elde edilen hücre hatlarının, çalışılan kök hücre belirteçlerini hangi 

oranlarda eksprese ettiği ve kök hücre profilinin hangi oranda olduğu açıklığa 

kavuşturulmaya çalışıldı. 
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3.4.   Kültürü Yapılan Hücre Hatlarında (Kondrosit Kültür Hattı ve  
 Koloni Hücre Hattı), CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  
 Ekspresyonlarının İmmünofloresan Yöntemi ile İncelenmesi (n:6) 

Bu parametre için, seçilerek elde edilen kondrosit kültür hattı ve koloni 

hattı hücreleri,  gözenekli kültür lamlarına ekildi, belirli bir kültürasyon 

süresinden sonra  PBS ile kısa süreyle yıkandı, %95‟lik soğuk ethanol ile 10 

dakika fikse edildi, PBS ile yıkandı (3X10 dakika), PBS ile dilue edilmiş CD90 

(sc-9163), STRO-1 (MAB1038), CD105 (sc-20632), CD166 (sc-8548) primer 

antibodileri (2μg/ ml ) ile bir gece inkübe edildi. Ertesi sabah PBS ile 

yıkamadan sonra, 1/200 oranında dilüe edilmiş işaretlenmiş uygun sekonder 

(Vector) antikorlar ile 30 dakika inkübe edildi. Vectashield mounting medium 

(Vector) ile kapatıldı ve flüoresan mikroskobu (Olympus BX61)  ile 

incelenerek fotoğraflandırıldı.  

 

 
3.5.  Kültürü Yapılan Hücre Hatlarından (Kondrosit Kültür Hattı ve  
 Koloni Hücre Hattı), Hücre Pelletlerinin Oluşturulması,  
 Kondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez’e Yönlendirilmesi  (n:6) 

Kondrosit ve koloni oluşturan hücre kültürlerinde yeteri kadar hücre 

çoğaltıldıktan sonra kondrogenez, adipogenez ve osteogenez‟ e 

yönlendirilmeye çalışıldı. Böylelikle, elde edilen kondrosit kültür hattı ve 

koloni oluşturan kültür hücrelerinin 3 farklı doku tipine farklanıp 

farklanamadıkları test edilmeye çalışıldı. 

 

 
3.5.1. Kondrogenez (n:6) 

Hücreler, sırasıyla 24 gözenekli kültür kapları, 25 cm2‟lik flasklar ve 75 

cm2‟lik flasklara transfer edilerek,  %80 konfluent oluncaya kadar çoğaltıldı, 

sonrasında da 0.5 X 106 oranındaki hücre miktarı, içerisinde HEPES, 

gentamisin, L-proline, insulin transferrin selenium (ITS) ve pirüvat ile 

supplemente edilmiş düşük glukoz DMEM‟den oluşan medyum ile sodium 

pyruvate (1 mM), ascorbate 2 – phosphate (37,5 µg/ml), dexamethasone (10-

8 M) ve recombinant human TGFβ1 (10 ng/ml) içeren kondrogenez 

medyum‟lu 1,5 ml‟lik ependorf tüplerine alındı, 2000 devirde 10 dakika 

süreyle santrifüj edildi ve  %5 oranında CO2 içeren 37oC‟lik ortamda kültüre 

edildi. Kültürler her 2-3 günde bir taze medyum ile beslendi. 3 haftalık 

kültürasyon sonunda pelletler PBS ile yıkandıktan sonra tamponlanmış nötral 

formalin ile fikse edildi, parafin ile bloklandı, 5-6 µm kalınlığındaki parafin 

kesitler alındı, alınan kesitlere Alsiyan mavisi histokimyasal boyası 

uygulanarak ışık mikroskobu (Axioplan Zeiss, Almanya) ile fotoğraflandırıldı.  
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3.5.2. Adipogenez (n: 6) 
Hücreler %10 oranında FBS içeren Dulbecco‟ Modified Eagle 

medyumu içerisinde %80 konfluent oluncaya kadar çoğaltıldıktan sonra, 

serum içermeyen medyum (Serum free medium, SFM) ile yıkandı, 

tripsinizasyon işleminden sonra hücreler kaldırılarak hemositometri ile 

sayımları yapıldı. Her bir ependorf tüpünde 0.5x106 hücre olacak şekilde 

hesaplamalar yapılarak 1,5 ml‟lik ependorf tüplerine alındı, 2000 devirde 10 

dakika süreyle santrifüj edildi uygun medyum içerisinde  (Adipogenez 

medyumu, 500 µM methylisobutylxanthine, 1 µM  dexamethasone, 60 µM 

indomethacin ve 5 µg/ml insülin)  kültürasyonları (%5 CO2, 37oC) 

gerçekleştirildi.  3 hafta boyunca belirli aralıklarla medyum değişikliği yapıldı.   

Kültürasyonun 3. haftası sonrası, pellet kültürleri direkt kültür ortamından 

alınarak dondurma kesitlerin alınabilmesi için kriyomatriks içerisine gömüldü. 

Kroystat ile kesitler elde edildikten sonra öncelikle havada kurumaları 

sağlandı.  Daha sonra formalin ile fiksasyon işlemi gerçekleştirilerek, 1-10 

dak akan su altında yıkama işlemi gerçekleştirildi. İlk olarak %60 isopropanol 

içerisine alındı. Daha sonra %60 isopropanol ile hazırlanmış % 0,3 „lük oil red 

O ile 15 dakika boyandı. Boyama işleminden sonra tekrar %60 isopropanol 

içerisine alındı. Distile su ile yıkanarak, su bazlı bir kapatıcı ile kapatıldı. 

Boyanmış lipid vakuolü içeren hücreler, mikroskobik (Axioplan Zeiss, 

Almanya) inceleme sonrası belirlendi. 

 
3.5.3  Osteogenez (n:6) 

Hücreler, sırasıyla 24 gözenekli kültür kapları, 25 cm2‟lik flasklar ve 75 

cm2‟lik flasklara transfer edilecek,  %80 konfluent oluncaya kadar çoğaltıldı, 

sonrasında da 0.5 X 106 oranındaki hücre miktarı, içerisinde , DMEM, %10 

FBS ve osteogenik supplementler ( 100 nM dexamethasone, 10 mM β-

glycerophosphate ve 0,05 mM L-ascorbic acid 2- phosphate ) içeren 

osteogenez medyum‟lu 1,5 ml‟lik ependorf tüplerine alındı, 2000 devirde 10 

dakika süreyle santrifüj edildi ve  %5 oranında CO2 içeren 37oC‟lik ortamda 

kültüre edildi. Kültürler her 2-3 günde bir taze medyum ile beslendi. 3 haftalık 

kültürasyon sonunda pelletler PBS ile yıkandıktan sonra tamponlanmış nötral 

formalin ile fikse edildi, parafin ile bloklandı, 5-6 µm kalınlığındaki parafin 

kesitler alındı, kesitlerdeki kalsiyum içeriği Alizarin Red boyaması ile 

histokimyasal olarak belirlendi (Axioplan Zeiss, Almanya) ve 

fotoğraflandırıldı.  
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3.6.  Kültürü Yapılan Hücre Hatlarının (Kondrosit Kültür Hattı ve Koloni  
Hücre Hattı) Ultrastrüktürel (Transmisyon Elektron Mikroskopu)  
Yöntem ile İncelenmesi (n:6) 
Öncelikle medyum içerisinde serbest halde bulunan hücrelerin TEM ile 

incelenebilmesi için fiksasyon işlemi gerçekleştirildi. Yeterli yoğunluğa ulaşan 

hücre hatları, serum içermeyen medyum (Serum free medium, SFM) ile 

yıkandı, tripsinizasyon işleminden sonra hücreler kaldırılarak hemositometri 

ile sayımları yapıldı. Ardından ependorf tüpleri içerisine, 0.5 X 106 hücre 

olacak şekilde hücreler bölündü. Hücreler kendi medyumları içerinde 1000 

rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi. Supernatant uzaklaştırıldı ve 0,1 M Kakodilat 

tampon ilave edildi ve süspanse olan hücreler tekrar 1000 rpm‟de 5 dak 

santrifüj edildi. Tekrar solüsyon uzaklaştırılarak, %2.5‟lik gluteraldehit ilave 

edilerek, resüspanse edilen hücreler 20 dak oda ısısında bekletildi. Fikse 

olan hücreler 1000 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi. Supernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra hücreler 0.1 M kakodilat tampon ile 3 kez 5‟er dakika 

yıkandı. Hücre yıkama işleminden sonra 1000 rpm‟de 5 dak santrifüj edildi. 

Bu şekilde fiksatif sağlıklı bir şekilde uzaklaştırılmış oldu. Ardından 

postfiksasyon için hücreler %1‟lik Osmiyum tetraoksit (OsO4) ile resüspanse 

edildi ve 1 saat oda ısısında inkübasyona bırakıldı. 1 saat sonunda 1000 

rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi. Solüsyon uzakalaştırıldı ve 0.2 M Kakodilat 

tampon ile 3 kez 5 dakika yıkama işlemi gerçekleştirildi (OsO4 fikasyonundan 

sonra örnekler +4 derecede 0.2 MKakodilat tamponunda birkaç gün 

saklanabilir). Hücreler yıkama işleminden sonra 1000 rpm‟de 5 dakika 

santrifüj edildi ve solüsyon uzaklaştırıldı. Ardından hücreler %2‟lik agara 

gömüldü. Agar gömme işlemine 2 dakika kala hazırlandı ve sıcak olarak 

eklendi. Agar eklenir eklenmez 3500 rpm‟de 2 dakika santrifüj edildi. Santrifüj 

işleminden sonra agarın tamamen donduğu gözlendi ve ependorflar 

içerisinden agar nazik bir şekilde çıkarıldı. Bu aşamada hücrelerin zarar 

görmemesi çok öemli. Hücrelerin bulunduğu alanlar kesilerek fazla agar 

uzaklaştırıldı ve hücre-agar örneği yaklaşık 1mm3‟lük parçalara ayrıldı. TEM 

takibi için örnekler cam şişelere alındı. Sırası ile %30, %50 ve %70‟lik etanol 

serilerinden 2‟şer kez 10 dakika olmak üzere muamele edilerek 

dehidratasyon işlemi gerçeleştirildi. Ardından %70‟lik etanol uzaklaştırılarak 

doymuş uranil asetat solüsyonu eklendi ve 30 dakika oda ısısında 

inkübasyonu sağlandı. Tekrar %70‟lik etanole alındı ve artan etanol 

serilerinden geçirilerek (%85, %95, %100) en son propilen oksite alındı ve 10 

dakika bekletildi. Bir sonraki inklüzyon basamağı için sırasıyla, propilen 

oksit/resin (2:1) 1 saat , propilen oksit/resin (1:1) 1 saat ve propilen 

oksit/resin (1:2) geceboyu oda ısısında tutuldu. Ertesi gün absolute resin 

içerisine alınarak 2 kez 1 saat bekletildi. Kapsüllere absolute resin eklenerek 

örnekler kapsüllere yerleştirildi. Ve son basamak olarak polimerizasyon için 

gömülmüş olan örnekler 60 derecede 48 saat inkübe edildi. Kapsüllerden 
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çıkarılan örneklerden (Leica Ultracut UCT) 300 nm‟lik kalın ve 70 nm‟lik ince 

kesitler 150 meshlik bakır gridlere alınarak, uranil asetat ve kurşun sitratla 

kontrastlanarak incelemeye hazır hale getirildiler. 

 

3.7. İstatistiksel Analiz 
Kondrosit kültür hattı ve koloni kültür hattı hücrelerine ait flow bulguları 

student t - testi yöntemi ile istatistiksel olarak karşılaştırıldı (p<0,05). 

 

Çalışılan belirteçlerin immunoboyanma yoğunlukları, image j programı 

ile analiz edilip, istatistiksel olarak karşılaştırılmaları student-t testi yöntemi ile 

gerçekleştirildi (p<0,05). Image j programı ile boyanmış olan hücrelerin 

yoğunlukları belirlenerek yine aynı yazılım ile grafiklendirilerek şematize 

edildi. 
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BULGULAR 
 

 

4.1.  Kıkırdak Dokusundan Hücre İzolasyonu, Kültürasyonu, Koloni  
 Seçimi (Fibronektin Adhezyon Testi) ve Kültürü  

İzolasyonu yapılıp monolayer kültür ortamına ekilen kondrositler 

kültürasyonun başlangıcında, yuvarlak görünüm sergilemekteydiler (Şekil 

4.1a). Ancak monolayer kültürün 5. gününde, başlangıçta yuvarlak 

görünümlü olan eklem kıkırdağı kökenli hücrelerin fibroblast benzeri morfoloji 

sergiledikleri gözlemlendi (Şekil 4.1b). Kültürasyonun 12. gününde, eklem 

kıkırdağı kökenli hücre gruplarının oluştuğu belirlendi. Bu hücre grupları 

incelendiğinde, bazı grupların en az 32 ve daha fazla hücre içerdiği 

gözlenirken, bazı grupların bu hücre sayısına ulaşamadığı görüldü (Şekil 

4.1a-d). Literatürde de belirtildiği üzere, en az 32 veya daha fazla hücre 

içeren gruplar, koloni olarak isimlendirilmektedir (Şekil 4.1d). Monolayer 

kültür süreci takip edilerek, ilerleyen kültür aşamalarında da hücre 

morfolojileri kayıt altına alındı (Şekil 4.1e-f). 

 

4.2.  Kültürü Yapılan Hücre Süspansiyonlarında (Kondrosit Kültür  
 Hattı ve Koloni Hücre Hattı), CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  
 Ekspresyonlarının Flow Sitometrik Yöntem ile Belirlenmesi  
 
4.2.1. Kültürü Yapılan Kondrosit Kültür Hattı Süspansiyonlarında, CD90,  
 STRO-1,  CD105, CD166 Ekspresyonlarının Flow Sitometrik  
 Yöntem ile Belirlenmesi 

İnsan eklem kıkırdağından izole edildikten sonra 3. pasajdaki kondrosit 

kültürlerinde, çalışılan protenleri eksprese eden hücrelerin oranlarını tesbit 

etmek amacıyla uygulanan flow sitometri metodu sonucunda elde edilen 

veriler kantitatif olarak değerlendirildi ve Çizelge- 4.1‟de  özetlendi. 

 

Kondrosit hücre süspansiyonlarında, çalışılan belirteçleri eksprese 

eden hücrelerin oranları şöyle özetlenebilir;  

 

CD90: %96,2± 2,1; Stro-1: %19,1± 6,6; CD105: %37,4±14,4; CD166: %68,9± 

12,1; CD105/CD166: %25,4±18,2. Elde edilen bulgulardan anlaşıldığı gibi, 

CD90 en yüksek oranda kondrosit kültür hattı tarafından eksprese edilmekte 

idi (Çizelge – 4.1; Şekil 4.2a; Şekil 4.2c; Şekil 4.2e; Şekil 4.2g).  
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Şekil 4.1.   Eklem kıkırdağı dokusundan izole edilerek kültüre edilen hücrelerin 

morfolojik görüntüleri. a: İzolasyondan hemen sonra tek tabaka kültür 

ortamına ekilen yuvarlak görünümlü,  çevrelerinde territoryal 

matriksleri bulunmayan kondrositler (oklarla). b: Tek tabaka kültürün 

5. günündeki fibroblast benzeri hücre morfolojisi (oklarla). c: Tek 

tabakalı kültürde 32 sayısına ulaşamamış koloni oluşturamayan 

hücreler gözlenmektedir. d: Tek tabakalı kültürde en az 32 sayısına 

ulaşmış koloni oluşturan hücreler gözlenmektedir. e: Tek tabaka 

kültürü 20. gün. d: Tek tabaka kültürün ilerleyen süreçteki görüntüsü. 
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4.2.2. Kültürü Yapılan Koloni Hücre Hattı Süspansiyonlarında, CD90,  
 STRO-1,  CD105, CD166 Ekspresyonlarının Flow Sitometrik  
 Yöntem ile Belirlenmesi 

İnsan eklem kıkırdağından izole edilen ve in vitro ortamda kültüre 

edildikten sonra koloni seçimini takiben koloni oluşturan hücre kültürünün 3. 

pasajında, çalışılan protenleri eksprese eden hücrelerin oranlarını tesbit 

etmek amacıyla uygulanan flow sitometri metodu sonucunda elde edilen 

veriler kantitatif olarak değerlendirildi ve Çizelge-4.1‟de özetlendi; 

 

 Koloni  hücre süspansiyonlarında, çalışılan belirteçleri eksprese eden 

hücrelerin oranları şöyle özetlenebilir;  

 

CD90: %96,4± 1,4; Stro-1: % 13,4± 3,1; CD105: %42,3±9,8; CD166: 

%78,4± 5,9; CD105/CD166: %27,3± 10,6. Elde edilen bulgulardan anlaşıldığı 

gibi, kondrosit kültür hattında olduğu gibi CD90 en yüksek oranda koloni 

hücre hattı tarafından eksprese edilmekte idi (Çizelge – 4.1; Şekil 4.3a; Şekil 

4.3c; Şekil 4.3e; Şekil 4.3f). 

 

Bu bulgulardan anlaşıldığı üzere, kondrosit kültür hattı ve koloni 

oluşturan hücre kültürlerine ait flow bulguları Student t - testi yöntemi ile 

istatistiksel olarak karşılaştırıldığında; iki grup arasında, kök hücre belirteci 

eksprese eden hücre yüzdeleri açısından istatistiksel bir farkın olmadığı 

belirlendi (p<0,05). 

 

 

Çizelge 4.1. Kondrosit kültür hücre hattı ve koloni hücre hattının flow sitometri 

metodu sonucu elde edilen verilerin kantitatif olarak değerleri. 

 

 

Belirteç ismi Koloni (%) Kondrosit (%) 

CD90 %96,4± 1,4 %96,2± 2,1 

Stro-1 % 13,4± 3,1 %19,1± 6,6 

CD105 %42,3±9,8 %37,4±14,4 

CD166 %78,4± 5,9 %68,9± 12,1 

CD15/CD166 %27,3± 10,6  

 

%25,4±18,2 
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Şekil 4.2.   Eklem kıkırdağından izole edilip kültürü yapılan kondrosit kültür hattının 

Flow Sitometrik analizleri. a: CD90; c: STRO-1; e: CD105; g: CD166. 

Her bir belirteç için kullanılan ilgili izotip kontroller. b: CD90 izotip; d: 

STRO-1 izotip; f: CD105 izotip; h: CD166 izotip; ı: CD105/CD166. 

 

 

a b 

c d 

e f 

g h 

ı 
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Şekil 4.3  Eklem kıkırdağından izole edilip kültürü yapılan koloni hücre hattının 

Flow Sitometrik analizleri. a: CD90; c: STRO-1; e: CD105; g: CD166. 

Her bir belirteç için kullanılan ilgili izotip kontroller. b: CD90 izotip; d: 

STRO-1 izotip; f: CD105 izotip; h: CD166 izotip; ı: CD105/CD166. 

 

a b 

c d 

e f 

g h 

ı 
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4.3.  Kültürü Yapılan Hücre Hatlarında (Kondrosit Kültür Hattı ve  
 Koloni Hücre hattı), CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  
 Ekspresyonlarının İmmünofloresan Yöntemi ile İncelenmesi  
 
4.3.1  Kültürü Yapılan Kondrosit Kültür Hattında CD90, STRO-1,  CD105,  
 CD166 Ekspresyonlarının İmmünofloresan Yöntem ile  
 İncelenmesi: 

Kondrosit kültür hattına ait hücrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve 

CD166 ekspresyonlarına ait immünoboyanma yoğunluklarının dağılımları 

semi-kantitatif olarak değerlendirildi ve Çizelge-4.2‟de özetlendi. 

 

 CD90 immünoboyanması, kondrosit kültür hattına ait hücrelerin 

çoğunluğunda, gözlendi. Bu yoğunluk miktarı genel olarak bu hücreler 

incelendiğinde zayıf pozitif [(+)] olarak belirlendi (Çizelge-4.2; Şekil 4.4a).  

 

 STRO-1,  immünoboyanması, CD90 immunoboyanmasına göre daha 

az sayıda hücre tarafından ifade edilirken aynı zamanda reaksiyon şiddeti 

pozitif [+] olarak belirlendi. (Çizelge-4.2; Şekil 4.4b). 

 

 CD105 immünoboyanması, kondrosit kültür hattına ait hücrelerin 

çoğunluğunda reaksiyon verirken, reaksiyon şiddetti yoğun pozitif [++] olarak 

belirlendi. İmmünoboyanmalar daha çok sitoplazmik alanlardaydı ( Çizelge-

4.2; Şekil 4.4c). 

 

 CD166 immünoboyanması, CD105 immunoboyanmasına göre yoğun 

pozitifi [++] olarak değerlendirildi (Çizelge-4.2; Şekil 4.4d). CD105/CD166 

immuoboyanması incelendiğinde yine aynı şekilde hücrelerin büyük 

çoğunluğunda fakat koloni hücrelerine göre daha az reaksiyon verdikleri 

belirlendi (Çizelge-4.2; Şekil 4.4e).  

 

 Çalışılan proteinlere ait negatif kontrol kesitlerinde, hiçbir 

immunoboyanmaya rastlanmadı (Şekil 4.4f).  
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Şekil 4.4.  Kondrosit kültür hattında kök hücre belirteci ekspresyonları (oklar). a: 

CD90; b:  STRO-1; c:  CD105; d: CD166; e: CD105/CD166; f: negatif 

kontrol. 

 

4.3.2. Kültürü Yapılan Koloni Hücre Hattında CD90, STRO-1, CD105,  
 CD166 Ekspresyonlarının İmmünofloresan Yöntemi ile  
 İncelenmesi: 

Koloni oluşturan hücrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve CD166, 

ekspresyonlarına ait immünoboyanma yoğunluklarının dağılımları semi-

kantitatif olarak değerlendirildi ve Çizelge-4.2‟de özetlendi. 
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CD90 immünoboyanması, koloni oluşturan hücrelerin çoğunluğunda, 

gözlendi. Bu yoğunluk miktarı bazı hücrelerde yoğun pozitifti (Çizelge-4.2; 

Şekil 4.5a).  

 

STRO-1,  immünoboyanması, CD90 immunoboyanmasına benzerlik 

göstermekteydi. İmmünoboyanmalar daha çok sitoplazmik alanlardaydı 

(Çizelge-4.2; Şekil 4.5b). 

 

CD105 immünoboyanması, koloni oluşturan hücrelerin büyük 

çoğunluğunda gözlendi.( Çizelge-4.2; Şekil 4.5c). 

 

CD166 immünoboyanması, CD105 immunoboyanması ile benzerlik 

göstererek, hücrelerin büyük çoğunluğunda gözlendi, (Çizelge-4.2; Şekil 

4.5d). CD105/Cd166 immuoboyanması incelendiğinde yine aynı şekilde 

hücrelerin büyük çoğunluğunda immunoboyanma gözlendi. Büyük 

büyültmelerde, CD105/CD166 immünoboyanmasının hücre gövdelerinde 

nükleus çevresinde yoğunlaştığı gözlendi (Çizelge -4.2; Şekil  4.5e).  

 

Çalışılan proteinlere ait negatif kontrol kesitlerinde, hiçbir 

immunoboyanmaya rastlanmadı (Şekil 4.5f).  

 

Çalışılan belirteçlerin immunoboyanma yoğunlukları, image j programı 

ile analiz edilip, istatistiksel olarak karşılaştırılmaları sigma stat programı ile 

gerçekleştirildi (Şekil 4.6).   
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Şekil 4.5. Koloni hücre hattında kök hücre belirteci ekspresyonları (oklar). a: CD90; 

b: STRO-1; c:  CD105; d: CD166; e: CD105/CD166; f: negatif kontrol. 
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Çizelge 4.2.   Kondrosit kültür hattı ve koloni hücre hattı hücrelerinde CD90, STRO-

1, CD105 ve CD166, ekspresyonlarına ait immünoboyanmalarınını 

semi-kantitatif değerlendirilmeleri.0:Negatif;    (+): Zayıf Pozitif;    

+:Pozitif;    ++: Yoğun pozitif;    +++: Çok yoğunpozitif 

HÜCRE 

GRUBU 
CD90 Stro-1 CD105 CD166 

CD105/CD

166 

Kondrosit 

kültür hattı 
(+) ++ ++ ++ ++ 

Koloni hücre 

hattında 
++ +++ +++ +++ +++ 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6.    Kondrosit ve koloni hücre hattının immünoboyanma yoğunlukları analiz 

sonuçları (p değeri <0.05 olarak kabul edilmiştir). 

4.4.  Kültürü Yapılan Hücre Hatlarından (Kondrosit Kültür Hattı ve  
 Koloni Hücre Hattı), Hücre Pelletlerinin Oluşturulması,  
 Kondrogenez, Adipogenez ve Osteogenez’e Yönlendirilmesi   
 
4.4.1. Kondrogenez 

Kondrogenez medyumu içerisinde kondrogenez‟e yönlendirilen 

kondrosit kültür ve koloni oluşturan kültür hücreleri, kondrogenez süreci 

sonunda Alsiyan mavisi ile boyanarak, kıkırdak matriksinin oluşup 

oluşmadığı, hücrelerin kıkırdak hücrelerine dönüşüp dönüşmediği morfolojik 

olarak değerlendirilmeye çalışıldı. Elde edilen pelletlerden kesit alınıp Alsiyan 

mavisi ile boyandıktan sonra ışık mikroskopu ile incelendiğnde; heriki hücre 

grubunda da hücre+matriks yerleşimi lakünaların oluşup oluşmadığı ve 

ekstrasellüler matriks alanlarında territoriyal ve interterritoriyal matriks 

alanlarının oluşması açısından değerlendirildiğinde, kondrogenez olayının 

* 

* 
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a b 

c d 

gerçekleştiği, buna rağmen koloni oluşturan hücre grubundan elde edilen 

kondrogenik dokunun kondrosit kültür hattı hücrelerine oranla daha kötü 

kalitede olduğu belirlendi (Şekil 4.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil4.7.   Alsiyan mavisi ile pozitif boyanan kondrogeneze yönlendirilmiş kondrosit 

ve koloni hücre pelleti kesitleri. a-b: kondrosit kültür hattı, hücre 

çekirdekleri hematoksilen ile boyanmış olup, territoriyal 

matrikslerinin(ttm) ise Alsiyan mavisi ile pozitif boyanmış ve lakünaları 

belirginleşmiş (oklarla) optimal kıkırdak dokusu alanlarını da içerdiği 

gözlenmektedir ; c-d: koloni hücre hattı; hücre çekirdekleri hematoksilen 

boyaması ile,  territoriyal matrikslerinin(ttm) ise Alsiyan mavisi ile pozitif 

boyanmış olduğu görülmektedir. Lakünaları belirginleşmemiş ve 

kondrosit kültür hücrelerine oranla daha kötü görüntüye sahip kıkırdak 

dokusu oluştuğu gözlenmektedir. 

 

 

 

c 

c 
ttm 
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4.4.2. Adipogenez 
Adipogenez medyumu içerisinde, kondrosit ve koloni oluşturan kültür 

hücrelerinin, adipogenezi süreci sonunda yağ dokusunu oluşturup 

oluşturamadıkları % 0,3 „lük oil red O ile boyanarak, değerlendirlmeye 

çalışıldı. Elde edilen pelletlerden kesit alınıp oil red O ile boyandıktan sonra 

ışık mikroskopu incelendiğinde; heriki hücre grubunda da adipogenez 

olayının gerçekleştiği, buna rağmen koloni oluşturan hücre grubundan elde 

edilen adipogenik dokunun kondrosit kültür hücrelerinkine oranla morfolojik 

açıdan daha iyi kalitede olduğu ve daha belirgin yağ damlalarına sahip 

olduğu belirlendi (Şekil4.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. Adipogeneze yönlendirilmiş kondrosit  ve koloni hücre pelleti kesitleri. 

Oil red O boyaması. a-b: kondrosit kültür hattı c-d: koloni hücre hattı, 

yağ damlacıkları (oklar) 

 

4.4.3. Osteogenez  
Osteoogenez medyumu içerisinde osteogenez‟e yönlendirilen 

kondrosit kültür hattı ve koloni oluşturan kültür hücreleri, osteogenez süreci 

sonunda Alizarin kırmızısı ile boyanarak, kemik matriksinin oluşup 

oluşmadığı, hücrelerin kemik hücrelerine dönüşüp dönüşmediği morfolojik 

olarak değerlendirlmeye çalışıldı. Elde edilen pelletlerden kesit alınıp Alizarin 

a b 

c d 
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kırmızısı ile boyandıktan sonra ışık mikroskopu ile morfolojik açıdan 

incelendiğnde; Sadece koloni oluşturan hücre grubunda osteogenez olayının 

gerçekleştiği, belirlendi (Şekil 4.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. a-b: Adipogeneze yönlendirilmiş koloni hücre pelleti kesitleri. Alizarin 

Red boyaması. km: kemik matriksi alanları.  

 

4.5.  Kültürü Yapılan Hücre Hatlarının (Kondrosit Kültür Hattı ve Koloni  
 Hücre Hattı) Ultrastrüktürel (Transmisyon Elektron Mikroskopu)  
 Yöntem ile İncelenmesi  

TEM gözlemlerimiz sonucunda; kondrosit kültür hattını oluşturan 

hücrelerin  eliptik şekilli, ökromatik ve genellikle çentikli yapıda nukleusa 

sahip, genişlemiş yapıdaki granüllü endoplazmik retikulum (GER) ve 

ribozomlar dışında az sayıda organel içeren hücrelerden oluştuğu gözlendi. 

Bu hücreler, tübüler tipte mitokondrileri ve az sayıdaki lizozomları ile dikkat 

çekiciydiler. Lizozomlardan bazıları, konsantrik lamelli yapılar içermekteydi. 

Ayrıca bu hücreler, yüzeylerinde birçok uzantıya sahiptiler (Şekil 4.9). Koloni 

hücre hattını oluşturan hücrelerin büyük ölçüde kondrosit kültür hattını 

oluşturan hücrelere benzerlik gösterdiği, ancak bununla birlikte daha bol ve 

genişlemiş sisternalara sahip GER içerdikleri ve ayrıca lizozomal yapıların 

daha az yoğun ve daha az sayıda olduğu belirlendi (Şekil 4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

km 

a b 
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Şekil 4.10.  a-b: Kondrosit kültür hattına ait bir hücre. a: Ökromatik ve çentikli 

yapıdaki nukleus izlenmektedir. b: Genişlemiş yapıdaki granüllü 

endoplazmik retikulum (GER) (oklar) yapıları izlenmektedir. Yoğun 

miktarda lizozom yapıları göze çarpmaktadır. c-d: Koloni hücre 

hattına ait bir hücre. c: kondrosit kültür hattına  benzer şekilde çentikli 

nukleus içermektedir. d: Daha fazla sayıda genişlemiş granüllü 

endoplazmik retikulum (GER) sisternasına (oklar) sahip olduğu dikkat 

çekmektedir. Lizozom yapılarının daha az sayıda olduğu 

gözlenmektedir. 

  

a b 

c d 
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TARTIŞMA 

 
 

Eklem kıkırdağı, damarsız, sinirsiz ve sınırlı onarım kapasitesine sahip 
bir doku olduğundan bu bölgedeki travmatik lezyonlar kronik 
dejenerasyonlara ve osteoartrite sebep olabilmektedir [154]. Günümüzde 
kıkırdak tedavisi için kullanılan birçok teknik mevcuttur. Son yıllarda en etkin 
metod olarak iki yöntem üzerinde durulmaktadır. İlk yöntem, mikrokırık 
yöntemi olup bu yöntemde subkondral plak üzerinde bir lezyon oluşturulur. 
Bu şekilde kemik iliğinden defektin olduğu bölgeye doğru kanamaya izin 
verilerek kemik iliği stromal hücrelerinin defektli bölgeye göçü sağlanır ve 
yara iyileşim süreci başlatılmış olur. Yöntem oldukça basittir ve sadece bir 
operatif prosedür içermektedir. Fakat araştırmacılar yeni oluşan dokunun 
eklem kıkırdağı yapısından daha çok fibröz kıkırdağa benzer özellikler 
taşıdığını vurgulamaktadırlar [5, 155]. Bunun yanında, diğer bazı raporlarda 
yeni oluşan dokunun kireçlenme ya da kemikleşme eğilimi gösterdiği 
belirtilmektedir [156]. İkinci yöntem ise otolog kondrosit implantasyonudur 
(OKİ). Bu yöntemde, kıkırdak dokusu örneği yine aynı eklem bölgesinin 
normal bölümünden elde edilir. Alınan kıkırdak örneğinden hücreler elde 
edilir ve 10-12 kat çoğaltılarak tekrar lezyonun oluştuğu bölgeye, üzerine 
hücrelerin dağılmasını önleyecek bir parça konularak implante edilirler [102]. 
Tedavi gören hastaların rehabilitasyon süreçleri ise yaklaşık 1 yıl kadar 
sürmektedir. Otolog kondrosit implantasyonu (OKİ) yaklaşık 15 yıldır 
uygulanmaktadır ve bu süreç içerisinde adım adım farklı yenilikler 
denenmektedir. Örneğin, lezyon üzerine hücrelerin dağılmasını önleyici bir 
bariyer olarak kullanılan periostal kapak yerine tip I ve tip III kollajen ihtiva 
eden sentetik kollajenler değişik yollar ile uygulanmaktadır [157]. Buna karşın 
monolayer hücre kültürü sırasında 7 populasyon artışı sonrasında hücrelerin 
kondrojenik potansiyellerini kaybettikleri ve büyük defektlerde sınırlı onarım 
gösterebildikleri vurgulanmaktadır  [158]. Bu bulgular doğrultusunda 
araştırmacılar kıkırdak doku mühendisliği çalışmaları için farklı kaynaklar 
arama sürecine girmişler ve erişkin kök hücreler olarak eklem kıkırdağının 
kendi yapısında bulunan kök hücrelerin bulunup bulunmadığı üzerinde 
durmaktadırlar. 

 
 Eklem kıkırdağı gelişim sürecinde, önce sekonder ossifikasyon 
merkezinin geliştiği, sonrasında eklem yüzeyinden aposizyonla eklem 
kıkırdağının büyüdüğü ve bu olayın eklem yüzey kondrositlerinin 
proliferasyonuyla gerçekleştirildiği gösterilmiştir [30, 141]. Yapılan bu 
çalışmlardan sonra eklem yüzeyine yakın alanlarda stem/progenitör 
hücrelerin lokalize olabileceği fikri güçlenmeye başlamıştır [141, 143, 147-
150]. Bu görüşe dayanarak, bu hücreler bu bölgeden izole edilip tedavi 
amaçlı transplantasyon için kullanılabilir mi sorusu akla gelmektedir. Bu 
amaçla, deney hayvanı veya buzağı eklem kıkırdağında yapılan 
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çalışmalarda, epidermal kökenli progenitor hücrelerin özelliklerinden [144] 
faydalanılmıştır [30]. Epidermal kök hücrelerin yüksek düzeyde β1 integrin 
ekspre ettikleri ve bü yüzden de kolaylıkla ve çok hızlı bir şekilde tip IV 
kollajen, fibronektin veya keratinosit ekstrasellüler matriks ortamına adheze 
olabildikleri, yüksek düzeyde koloni oluşturma yeteneklerinin bulunduğu 
belirtilmiştir [144]. Bu yüzden Archer 1994 yılında, buzağı eklem kıkırdağında 
yaptığı bir çalışmasında in vitro ortam olarak fibronektini kullanıp, izole ettiği 
tam olgunlaşmamış immatür buzağı eklem kıkırdağı yüzey zonu 
kondrositlerini önceden fibronektin ile kaplanmış petri kutularında, uygun 
besiyeri ortamında monolayer kültürünü yaptı. Bu çalışmalarda fibronektin 
seçilme sebebi, önceden gösterildiği gibi fibronektinin EDA izoformunun 
özellikle eklem kıkırdağı yüzeyel zonu matriksi içinde, diğer zonlardan daha 
fazla miktarda dağılım göstermesiydi [145, 146]. Sonuçta, bir grup eklem 
yüzeyi kondrositlerinin fibronektine karşı yüksek affinite gösterdiğini, bu 
hücrelerin koloni oluşturabilme eğilimine sahip olduğunu ve bu hücrelerin 

fibronektin reseptörü olan hücre yüzeyi moleküllerinden integrin β15‟i 
yüksek düzeyde ekspre etiğini FACS analizi kullanarak belirlenmiştir.  Bu 
çalışmayı takip eden süreçte kök hücre belirteci olarak kabul edilen bazı 
markerlar kullanılarak izolasyonu gerçekleştirilmiş bu hücrelerin bu belirteçleri 
hangi oranlarda eksprese ettikleri araştırılmaya çalışılmıştır. 
 
 Bu yüzden bizim bu çalışmamızda, ilk hedef olarak Jones ve Watt 
(1993) ile Archer (1994)  tarafından epidermal kök hücreleri ve immatur 
buzağı eklem kıkırdağında uygulanan yöntemleri kullanarak, eklem kıkırdağı 
kökenli kodroprogenitor/kök hücreleri izole edilip kültürasyonları 
gerçekleştirilerek ve yine izole edilen kondrositlerle embryonik/erişkin kök 
hücre belirteçlerini (CD90, STRO-1, CD105, CD166) hangi düzeyde  
eksprese ettikleri flow sitometrik yöntemlerle karşılaştırıldı.  
 

Bu amaçla, 1 gün önceden fibronektin ile kapladığımız petri kutularına 
uygun besiyeri ortamında, izole ettiğimiz ve içerisinde kondroprogenitor/kök 
hücre içerdiğine inandığımız eklem kıkırdağı kökenli kondrosit topluluğunu 
ektik. Literatürde yer alan protokole uyarak ve daha önceki çalışmamızda da 
kullanmış olduğumuz tekniği takip ederek fibronektine adheze olan çok hızlı 
bir şekilde çoğalarak yüksek düzeyde koloni oluşturabilme yeteneği ile ilk 10-
12 günlük kültürasyon süresi içerisinde koloni oluşturabilen hücre 
toplulukarının seçimleri yapıldı.  Koloni seçimi yapılarak kültüre edilen kültür 
hücrelerinin yanı sıra insan eklem kıkırdağından izole edilerek direkt kültürü 
yapılan kondrosit  kültürasyonlarına paralel süreçlerde devam edildi. 

 
Daha önce yapılan kondrosit monolayer kültürü çalışmalarında, kültüre 

edilen kondrositlerin dedifferensiyasyon ile fenotiplerini ve genotiplerini 
değiştirdiklerini, kültürasyon başlangıcında yuvarlak görünümlü kondrositlerin 
kültürasyonun ilerlemesiyle fibroblastik bir görünüm aldıkları, hücre 
yüzeyinde bulunan kıkırdak belirteci olan moleküllerin zamanla azaldığı, 
kondrositlerin tip II kollajen yerine tip I kollajen salgılamaya başladıkları 
belirtilmiştir [149, 159]. Çalışmamızda kültüre edilen hücrelerin literatüre 
uygun olarak başlangıçta yuvarlak bir fenotipe sahip oldukları, kültürasyon 
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süresi ilerledikçe fibroblastik bir görünüm kazandıkları görüldü. 3 pasaj 
boyunca kültürasyonları yapılan ve bu süreç sonunda flow sitometrik 
incelemelere alınan hücrelerde ekpresyon düzeyleri karşılaştırıldığında, 
yüzde değerlerinin kondrosit kültür hattına kıyasla koloni oluşturabilen 
hücrelerde daha yüksek olduğu tesbit edildi. Fakat istatistiksel analizler ile 
değerlendirmeler yapıldığında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi. Bu 
bulgulardan yola çıkılarak eklem kıkırdağından izolasyonları yapılarak direkt 
ekimi yapılan kondrosit kültür hattı hücrelerinde bir süre sonra kültürasyon 
şartlarına bağlı olarak çalışılan belirteçleri eksprese etmelerini, bu hücrelerin 
geriye farklanma sürecine girdikleri şeklinde yorumlanabilir [149]. Kültürasyon 
sürecinde meydana gelen bu ekspresyon değişikliği ile kondrosit ve koloni 
hücre hattı hücreleri neredeyse aynı düzeyde ekspresyon seviyelerine sahip 
hale gelmektedirler.   
 

Çalışmamızdaki diğer bir parametremiz, kondrosit kültür hattı ve koloni 
hücre hattı, 3. pasaj sonunda embryonik/erişkin kök hücre belirteçlerini 
(CD90, STRO-1, CD105, CD166) imunohistokimyasal olarak hangi 
yoğunlukta eksprese ettikleriydi. İmmüno boyanma yoğunluk dağılımlarına 
bakıldığında, koloni oluşturabilen hücrelerde CD90, STRO-1, CD105 ve 
CD166‟nın ekspresyon yoğunluklarının, kondrosit kültür hattına göre daha 
fazla olduğu görüldü. Mezenkimal kök hücre belirteçleri olarak kabul edilen 
CD90, STRO-1, CD105 ve CD166 ekspresyonlarının yüksek olması insan 
eklem kıkırdağında mezenkimal kök hücrelerinin varlığına işaret etmektedir 
[122, 140]. 

 
Monolayer kültürlerde fibroblast benzeri hücrelere dönüşen ve 

kondrosit özelliğini kaybeden eklem kıkırdağı kökenli kondrositler, 
süspansiyon veya high-density kültürlerine alındığında, redifferensiyasyonla 
yeniden yuvarlak şekil alarak kondrosit özelliğini aldığı ve kıkıdak dokusuna 
özel ESM proteinlerini salgılamaya başladıkları vurgulanmaktadır [160, 161]. 
Bu çalışma, diğer bir parametre olarak, koloni oluşturan kondroprogenitor 
hücreler ve kondrositler pellet haline getirilip  21 gün süre ile adipogenez, 
kondrogenez ve osteogenez yönünde farklanmalarını uyarıcı besi yerlerinde 
kültürasyonları sağlanarak yağ, kemik ve kıkırdak dokularına farklanabilme 
yeteneklerinin olup olmadığı, şayet yetenekleri var ise ne ölçüde olduğu 
belirlenmeye çalışıldı. Farklanma süreçleri sonunda; elde edilen doku 
örneklerine ait kesitler yağ, kemik ve kıkırdak dokuya özgü rutin boyalarla 
boyanıp değerlendirilmesi ile kondrosit hücre hattı kültür hücrelerinin 
kondrogeneze yönlenme açısından daha başarılı, adipogenez ve osteogenez 
açısından koloni hücrelerinin daha başarılı oldukları gözlendi. Ayrıca, 
kondrosit kültürü hücrelerinin osteogenez yönünde farklanamadıkları da 
belirlendi. Bununla birlikte, farklandırma sonucu elde edilen dokuların içerik 
yönünden bu üç farklı dokunun in-vivo süreçteki doku yapısına uyumluluğu, 
henüz tam olarak test edilememiş olup bu dokuların fonksiyonelliği 
araştırılmayı bekleyen bir konudur. Diğer bir önemli nokta ise seçimi 
yapılarak çoğaltılan koloni oluşturabilen hücrelerin kendi içerisinde farklı 
potansiyellere sahip olabilecekleridir. Kültürasyon sürecinde seçilen 
kolonilerde farklı ekspresyon düzeylerinin elde edilmesi bu olasılığı 
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güçlendirmektedir. Bunun yanı sıra kültür ortamında koloni oluşturabilen 
hücrelere ek olarak farklılaşmış olan hücrelerin destekleyici nitelikte rol 
oynayabilecekleri fikri de bu veriler doğrultusunda önem kazanmaktadır. Bu 
fikri destekler nitelikte mezenkimal kök hücreler ile kondrositlerin birlikte 
kültüre edilmesi ile birbirlerine desteklik sağlayarak kondrogenezin daha 
sağlıklı bir şekilde gerçekleşebileceği üzerinde durulmaktadır [162]. 

 
Çalışmamızdaki son parametre, kondrosit hücre kültür hattı ve koloni 

hücre hattının ince yapısının araştırılmasıydı. Genel olarak kondrosit hücre 
hattı ve koloni hücre hattına ait hücrelerin ince yapısı karşılaştırıldığında, 
genel olarak benzer özellikler taşıdıklarını belirledik. Farklı olarak koloni 
hücrelerinin daha bol ve genişlemiş sisternalara sahip GER içerdikleri ve 
ayrıca lizozomal yapıların daha az yoğun ve daha az sayıda olduğu 
belirlendi. Genişlemiş GER yapılarına dayanarak, protein üretimi bakımından 
koloni hücrelerinin daha aktif olduklarını söyleyebiliriz.  
 
 Sonuç olarak, literatürde yer alan bilgiler ile birlikte, eklem kıkırdağı 
dokusu mezenkimal karakterde hücreleri belirli oranlarda içermektedir. Fakat 
buna rağmen, halen kıkırdak kökenli kök hücrelerin kondral lezyon tedavisine 
doğrudan katıldıklarını gösteren net kanıtlar yoktur. Bunun yanı sıra eklem 
bölgesinde bulunan kök hücreler için kesin belirteçler bulunmamaktadır. 
Fakat bu konuda yapılan çalışmalarda, eklem kıkırdağı için kök hücre adayı 
hücrelerin bazı özelliklerinden bahsedilmektedir. Örneğin bu hücrelerin 
Notch-1 pozitif olduğu bilinmektedir. Notch sinyal yolağı hücre kaderinin 
belirlenmesinde oldukça etkindir. Özellikle kök hücre özelliğine sahip 
hücrelerde aktif olduğu bilgisi literatürde yer almaktadır [163]. Defektli yada 
osteoartritli dokularda Notch1 aktif kondrositlerin varlığı gösterilmiştir [164, 
165]. Bu hücrelerin migrasyon yapabildikleri histolojik verilerle 
desteklenmiştir. Olgunlaşmamış eklem kıkırdağı ex vivo kültür 
çalışmalarında, deneysel hasarlı eksplantlar FGF2 varlığında kondrosit 
yığınları oluşturmaktadırlar, yığındaki hücreler Notch1 ekpresyonu 
göstermektedirler [166]. Osteoartritli kıkırdak dokuda kondrosit yığınlarında 
Notch1 ekpresyonunun artması bir anlamda kök hücre sayısındaki artışı 
gösterdiği vurgulanmaktadır [140]. Notch1 aktivasyonu kalıcı olarak tüm 
kondrosit yığınlarında bulunmamaktadır, bu sürecin kondrosit yığınları arası 
potansiyal farka bağlı olabileceği vurgulanmaktadır [167]. Dikkat çekici 
olarak, hücre kümelerinde bulunan hücreler hem erişkin hem de erişkin 
olmayan fenotipik özellikler göstermektedirler. Bazı hücreler CD105/CD166 
ve Notch1 ekspresyonu gösterirken bazıları kollajen tip II ve X için pozitif 
reaksiyon vermektedirler [165, 168, 169]. Eklem kıkırdağı spesifik kök hücre 
belirteçlerinin kesin belirlenememiş olmasına bağlı olarak, in vitro ve in vivo 
popülasyon takip deneyleri sınırlıdır. Normal erişkin insan eklem kıkırdağı-
spesifik kök hücreleri, izole edilen tam kat kondrositlerden daha fazla oranda 
telomeraz aktivitesi gösterdikleri belirtilmiştir. Aralarındaki telomeraz 
aktivitesine bakıldığında eklem-kıkırdağı kökenli kök hücrelerin 7 kat daha 
üstün oldukları belirlenmiştir [151]. 
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Literatürde yer alan bilgilere uyumlu olarak, daha önce yapmış 
olduğumuz çalışmalarımızda eklem kıkırdağının yüzeyel bölgesinde  CD105 
ve CD166 pozitif hücrelerin lokalize olduklarını gördük [170]. Bunun yanı sıra, 
kondrosit ve kök/kondroprojenitör hücre hattını belirli bir kültürasyon 
süresinden sonra flow sitometrik yöntemlerle karşılaştırdığımızda koloni 
oluşturabilen hücrelerde belirteç yoğunluğunun daha fazla olduğunu fakat 
istatistiksel olarak anlamlı olmadığını belirledik. Yönlendirme deneylerimizde 
ise koloni hücrelerinin adipogenez ve osteogenez sürecinde olumlu sonuçlar 
verdiğini fakat kondrogenezde ise kondrosit kültür hattının daha verimli 
olduğu gözlemledik. Kondrosit kültür hattı hücreleri kültür süreci sonucunda 
hücreler geri farklanıyor olabileceği gibi elemine olarak koloni hücrelerinin 
baskın hale gelmesi ile de sonuçlanıyor olabilir. Diğer bir önemli nokta ise 
seçimi yapılarak çoğaltılan bu koloni oluşturabilen hücrelerin kendi içerisinde 
farklı potansiyellere sahip olabilecekleri ve farklılaşmış olan hücrelerin de 
destekleyici nitelikte kültür ortamında bulunup bulunmalarının gerekliliğidir.  

Sonuç olarak, çalışmamızın bulguları doğrultusunda koloni 
oluşturabilen hücrelerin potansiyel farkları ve farklılaşmış hücrelerin 
destekleyici özellikleri göz önüne alınarak belirli oranlarda bu hücre hatlarının 
kombinasyonları elde edilip bilinmeyen sorulara yanıtlar aranmaya devam 
edilebilir. Erişkin insan kök hücre çalışmalarında araştırılmayı bekleyen daha 
birçok soru halen varlığını sürdürmektedir.   Dolayısıyla bu konuda daha 
detaylı ve moleküler düzeyde yeni araştırmalara gereksinim vardır denilebilir. 
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SONUÇLAR 
 
 

Eklem kıkırdağı tedavi protokollerinde günümüzde kullanılan kondrosit 
kültür hücreleri ile, seçimi yapılan ve kondroprogenitor/kök hücre özelliği 
taşıdığı düşünülen koloni hücreleri, kök hücre belirteci olarak kabul edilen 
CD90, STRO-1, CD105 ve CD166  ekspresyon düzeyleri,ultrastrüktürel 
özellikleri, in vitroda kondrogenez, adipogenez ve osteogeneze yönlenebilme 
özellikleri açısından incelendiğinde; aşağıda belirtilen sonuçlar elde edilmiştir. 

 
 
1) Flow sitometrik analizlere göre,  CD90, STRO-1, CD105 ve CD166 

kök hücre belirteçleri 3. pasaj sonunda hem kondrosit kültür 
hücrelerinde hem de koloni kültür hücrelerinde eksprese 
olmaktadırlar. 

 
 

2) Flow sitometrik analizlere göre, CD90, CD105 ve CD 166 koloni 
kültür hücrelerinde daha yüksek ekspresyon oranına sahipken, 
STRO-1 ekspresyonunun ise kondrosit kültür hücrelerinde biraz 
daha fazla eksprese olmaktadır. 

 
 

3) Flow sitometrik sonuçlara göre, bu iki hücre hattı CD90, STRO-1, 
CD105 ve CD166 ekspresyon düzeyleri açısından anlamlı bir 
farklılık göstermemektedir.  

 
 

4) Kondrosit kültür hücreleri uzun süreli kültürasyon sürecinden sonra 
seçimi yapılmış olan koloni kültür hücreleri ile benzer düzeyde 
ekspresyon seviyelerine ulaşmaktadır. Bu süreç, hücrelerin geri 
farklanma mekanizmasının devreye girmesine bağlı olabileceği gibi 
kültür şartlarında farklanmış hücrelerin eleminasyonuna da bağlı 
olabilir. 

 
 
5) İmmünofloresan analizlerine göre, CD90, STRO-1, CD105 ve 

CD166 kök hücre belirteçleri, 3. pasaj sonunda hem kondrosit 
kültür hücrelerinde hem de koloni kültür hücrelerinde eksprese 
olmaktadırlar. 
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6) İmmünofloresan analizlerine göre, CD90, STRO-1, CD105 ve 
CD166 kök hücre belirteçleri koloni kültür hücrelerinde, kondrosit 
kültür hücrelerine göre daha yoğun ekprese olmaktadır. 

 
 

7) Kondrosit kültür hattı ve koloni kültür hattı hücrelerinin adipogenez, 
osteogenez ve kondrogeneze farklanma süreçleri sonunda; elde 
edilen pellet örneklerine ait kesitler yağ, kemik ve kıkırdak dokuya 
özgü rutin boyalarla boyanıp değerlendirildiğinde; kondrosit kültür 
hattı hücrelerinin kondrogeneze yönlenme açısından daha başarılı, 
adipogenez ve osteogenez açısından koloni hücrelerinin daha 
başarılı oldukları söylenebilir. Bununla birlikte bu çalışmada, 
kondrosit kültürü hücrelerinin osteogenez yönünde 
farklanamadıkları da belirlendi. 

 

 

8) Kondrogeneze yönlendirilmede, kondrosit ve koloni hücre 
hatlarının birlikte kültürasyonları daha iyi sonuç verebilir. Bu 
durumda, kondrositler ve koloni hücrelerinin karşılıklı etkileşim 
halinde bulunmalarına bağlı olarak daha iyi nitelikte kıkırdak 
matriks üretimi gerçekleşebilir. Bu konudaki çalışmaların 
sürdürülmesi gerekmektedir. 

 

 

9) Yönlendirme deneylerinin sonuçlarına bağlı olarak, bu çalışmada, 
özellikle kondrogeneze yönlenmede, koloniler arasında farklılık 
gözlendi. Elde edilen bu farklı sonuçlar, aslında izole edilip seçilen 
koloniler arasında kimlik açısından farklılıklar bulunabileceğini 
gösterebilir. Kültürasyon sürecinde seçilen kolonilerde farklı 
ekspresyon düzeylerinin elde edilmesi de bu olasılığı 
güçlendirmektedir. 
 

 

10)  In vitroda 3. pasajda elde edilen kondrosit ve koloni hücre hattı 
hücrelerinin ince yapılarının genel olarak benzer özellikler 
taşıdıkları belirlendi. Bununla birlikte, koloni hücrelerinin daha bol 
ve genişlemiş sisternalara sahip GER içerdikleri ve ayrıca 
lizozomal yapıların daha az yoğun ve daha az sayıda olduğu 
belirlendi. Genişlemiş GER yapılarına sahip olduklarından dolayı, 
koloni hücrelerinin protein üretimi bakımından daha aktif oldukları 
söylenebilir.  
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