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Bir ¢ok insani etkileyen eklem hasarindaki temel sorun, yiiksek oranda diferansiye olmus, vaskiiler kan
destegi eksik ve yalnizca sinirli rejenerasyon kabiliyetine sahip olan erigkin eklem kikirdagidir. Femorotibial
eklem yiizeyindeki osteokondral defektlerin tamirinde son zamanlarda ilginin arttigi ¢ok iimit verici bir yon-
tem ise otolog kondrosit transplantasyonudur. Hastanin kendisinden izole edilmis hiicreler, invitro olarak
cogaltilabilmekte ve elde edilen kiiltiire otolog kondrositler, hastanin hasarlanmis kikirdaginin tamiri igin
tekrar defektli bolgeye transplante edilmektedir. Biz bu ¢alismamizda insan diz eklemi hiyalin kikirdagindan
aldigimiz doku orneklerinden izole ettigimiz kondrositleri, monolayer kiiltiir sistemi kullanarak ¢cogalttiktan
sonra iki ayr: yontem kullanarak (tripsinizasyon ve kazima) otolog kondrosit transplantasyonunda kullanila-
cak enjektabil forma getirdik.

Anahtar kelimeler: Monolayer kiiltiir, enjektabil kondrosit, kondrosit transplantasyonu

Injectable Chondrocyte

Joint cartilage injury which affects many children and adults, involves the highly differantiated mature
joint cartilage characterized by the lack of a vascular blood supply and little regeneration capacity. A newly
developed method in the repair of osteochondral injuries on the femoro-tibial joint surface is autologous
chondrocyte transplantation. Cells isolated from the patient can be proliferated in vitro and these cultured
autologous chondrocytes can be transplanted into the defect site for the repair of the injured cartilage. In
this study, we isolated the chondrocytes taken from tissue samples of human knee joint hyalin cartilage, pro-
liferated those chondrocytes by using two different methods, a) tripsinization, b) scraping, and turned them

into the injectable forms that can be used in autologous chondrocyte transplantation.
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Sinovyal eklemlerdeki goriintiileme yontemleri
ve artroskopik tekniklerdeki ilerlemeler kondral ve
ostokondral defektlerin tiplerinin ve sikliginin sap-
tanmasini kolaylastirmistir. Bu sayede ortopedik cer-
rahlar biiyiik bir dogrulukla lezyonlarin tanisini ve
degerlendirmesini yapabilmektedir (10). Eklem ki-
kirdak hasar1 milyonlarca insanin eklemlerini etkile-
yen yaygin bir problemdir (1, 4, 6, 12). Burada temel
sorun yiiksek oranda diferansiye olmus, vaskiiler kan
destegi eksik ve yalnizca sinirli rejenerasyon kabili-
yetine sahip olan erigkin eklem kikirdagidir (1, 4,
16). Subkondral kemige penetre olmayan eklem ki-
kirdak yaralanmalarn iyilesemez ve eklem kikirdagi-
nin dejenerasyonuna yol agacak sekilde ilerler (1, 6).

Eklem kikirdak hasar1 sonucu meydana gelen ag-
n ve yetersizlik (fonksiyon kaybi), kikirdak tamirini
kolaylastiracak ve arttiracak yollarin aragtirilmasini
baslatmistir (1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 17). Tamir veya reje-
nere olan kikirdagin, eklem dokusu olarak tatmin
edici bir performans gostermesi igin, sinovyal ekle-
min normal agrisiz hareketi yeniden saglanmalidir.
Bunun olugmasi i¢in de tamir dokusunun yapisi,
kompozisyonu, mekanik ozellikleri ve saglamlilig
dogal eklem yiizeyine benzer bir sekilde olmalidir

(1,4).

Eklem kikirdag iizerindeki yeni arastirmalar, ek-
lem kikirdaginin biyolojisi, kompozisyonu, metabo-
lizmasi ve biyomekanik 6zelliklerinin anlasilmasi ile
ilgili son ilerlemeler 15181nda, eklem yaralanmalarin-
da ve dejeneratif eklem hastaliklarinin tedavisinde
prostetik eklem replasmanlarina altemnatif olarak bi-
yolojik temelli prosediirlerin ge11§1m igin umut ver-
mektedir (1, 2, 3, 4, 18).

Femorotibial eklem yiizeyindeki osteokondral de-
fektlerin tamirinde son zamanlarda ilginin arttig1 ¢cok
timit verici bir yontem ise otolog kondrosit trans-
plantasyonudur. Hastanin kendisinden izole edilmis
hiicreler, invitro olarak ¢ogaltilabilmekte ve elde edi-
len kiiltiire otolog kondrositler, hastanin hasarlanmig
kikirdaginin tamiri igin tekrar defektli bolgeye trans-
plante edilmektedir (2, 3, 9, 13, 14, 19).

Biz g¢aligmamizda insan diz eklemi hiyalin kikir-
dagindan aldigimiz doku orneklerinden izole ettigi-
miz kondrositleri monolayer kiiltiir sistemi kullana-
rak ¢ogalttiktan sonra otolog kondrosit transplantas-
yonunda kullanilacak enjektabil forma getirmeyi
amagladik.
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Gereg ve yontem

Bu ¢aligma Kasim 1996 ve Nisan 1997 tarihleri
arasinda Giilhane Askeri Tip Akademisi Ortopedi ve
Travmatoloji Anabilim Dali (ABD) ile Tibbi Genetik
Bilim Dali'nin ortaklasa yiiriittiigii proje gergevesin-
de yapilmigtir. Calismadaki total diz protezi uygula-
nan 20 hastadan elde edilen 500 mg'lik kikirdak do-
ku omekleri kullanilmigtir.

Hastalarin yaglan S5 ile 68 arasinda (ortalama
yas: 60.4) degismekteydi. Cerrahi islem sirasinda,
steril kosullar altinda, hastalardan normal eklem ki-
kirdak dokusu alindi. Alinan materyal derhal trans-
port mediumuna (tagima soliisyonu) konuldu. Trans-
port mediumu olarak 10cc RPMI 1640 (Sigma,
USA) kullanildi. 6rnekler ii¢ kez PBS (fosfat buffe-
red solution) ile yikand1 ve 37°'deki %5 CO2'ik in-
kiibatorde (kisa siirelerde) veya +4°'de buzdolabi
iginde (uzun siirelerde) saklandi (11). Calisma yapi-
lacagi zaman materyaller laminer hava akimli kabin
(Sistem Teknik, Tiirkiye) iginde tagima soliisyonun-
dan alinarak 35mm’lik petri kabina konuldu ve 15
numaral bistiiri ile 0.5mm'den ufak olacak sekilde
pargalara aynldi.

Kikirdak doku 6rnekleri iizerine son konsantras-
yonu 1mg/ml olacak sekilde Tip II kollajenaz (Bi-
ochrom, Almanya) ve kiiltiir mediumu (Tablo 1) ek-
lenerek 35mm'lik petri kaplarina konuldu. 37°'de %5
CO2 ve %90 nemi olan inkiibator (Sanyo IR, Japon-
ya) i¢inde manyetik karistiric1 olmaksizin 12 saat sii-
reyle inkiibe edildi. Sonra drnekler invert 151k mik-
roskobunda (Zeiss, Almanya) kontrol edilerek, siis-
pansiyon haline geldigi gozlenen hiicreler pipetle

RPMI-1640 veya DMEM (Sigma) 100 ml

L-Glutamim (Seromed) 200 mM 1.5 ml

Penisilin - Streptomisin (Seromed) 10000 U/10mg 1 ml

Fetal Kalf Serumu (Seromed) 20 ml

Tablo 1: Kiiltiire kondrositlerin beslenmesinde kullanilan kiiltir
mediumunun igerigi

Sekil 1: Monolayer sistemde hiicrelerin invert 151k mikroskop
(Zeiss) goriintiisii, (X10)

alind1 ve santrifiij tiipiine konuldu. izerine 5ml kiiltiir
mediumu daha eklenerek 1000 rpm.de 10dk santrifiij
edildi (Heraus, Labofuge 200, Almanya).

Elde edilen hiicre siispansiyonlarindan 20pl'lik
ornek alinarak Tripan mavisi (Sigma, USA) ile viabi-
lite (canlilik) testi yapildi ve canli hiicreler sayildi.
Hiicrelerin sayis1 2 milyondan az ise i¢inde 3ml kiil-

tiir mediumu igeren 25cm?'lik doku kiiltiirii flasklari-
na (Falcon, USA) konuldu. Eger 2 milyondan fazla

ise 10cc kiiltiir medium igeren 75cm?'lik doku kiiltii-
rii flasklarina (Falcon, USA) konuldu. 24 saat sonra
flasklar invert 151k mikroskobunda incelendiginde
her iki grupta da flasklarin zeminine kondrositlerin
yapistig1 gozlendi. Dort veya besinci giinlerde flas-
kin zeminine yapismayan hiicreler ve medium atila-
rak taze mediumla degistirildi. Daha sonra haftada
iki kez olmak iizere diizenli bir sekilde flask igindeki
mediumun tamami degistirilerek kondrositler beslen-
di. Ik hiicre sayisina bagh olarak 7-10. giinlerde tiim
flask zemininin kondrositlerle kaplandigi izlendi (Se-
kil 1).

Transplante edilecek enjektabil kondrositleri elde
etmek i¢in iki yontem kullamldi. Birincisinde, tripsi-
nizasyon islemi uygulandi. Bu islemde 6nce 2 ml
Tripsin / EDTA (0.25/0.02) (Sigma, USA) soliisyonu
flaskin i¢ine konuldu. Sonra inkiibatoérde 37°'de S da-
kika siireyle inkiibe edildi. Invert 151k mikroskobun-
da hiicrelerin flask tabanindan kalktig1 gézlendikten
sonra hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine alinarak
1000 rpm'de 10 dakika santrifiije edildi. Tiipiin iize-
rindeki s1v1 kisim atildiktan sonra iizerine 2ml kiiltiir
mediumu eklenerek dikkatli bir sekilde cam pipetle
homojenize edildi. Daha sonra bu islem ti¢ kere tek-
rar edildi. Son santrifiij isleminden sonra hiicre siis-
pansiyonu 5 ml'lik enjektor igine aspire edilerek en-
Jjektabil hale getirildi.

Ikinci yontemde ise kiiltiir flasklar inkiibatérden
alinarak laminer hava akimh kabin i¢ine konuldu.
Daha sonra GATA Ortopedi ve Travmatoloji ABD
Ortez ve Protez atdlyesinde iiretilen elektrikli kesici

Sekil 2: GATA Ortopedi ve Travmatoloji AD Ortez Protez
atdlyesinde iiretilen elektrikli kesici ile plastik kiiltiir
flaskinun iist kismi kesildi
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Sekil 3: Cell scraper (Costar, USA) ile kondrosit ve matriks
yapinin toplanmasi

ile plastik kiiltiir flaskinin iist kism1 kesildi (Sekil 2).
Bu sirada flaskin kapaginin agik olmasina dikkat
edildi. Ust kapak tamamen ¢ikartildiktan sonra "cell
scraper” (Costar, USA) ile flask tabanina yapismis
olan kondrositler kazinarak jole kivaminda olacak
sekilde topland: (Sekil 3). Daha sonra pipet yardi-
miyla aspire edilerek flaskin i¢inden uzaklastinldi ve
5 mlilik enjektor iginde enjektabil hale getirildi (Se-
kil 4).

Matriks sentezi (proteoglikan ve kollajen), tripsi-
nizasyon sonrasi elde edilen siispansiyondan hazirla-
nan sitosantrifiij kesitlerinin toludin mavisi ile bo-
yanmasiyla ortaya konuldu. Hiicrelerde tiim kiiltiir
periodu boyunca metakromatik teritoryal matriks iz-
lendi

Tartigma ve sonug

Son yillarda doku kiiltiirlerindeki hiicrelerin bii-
yime ve diferansiasyonunu saglayan ¢evre kosullar
hakkinda bilgilerimizin artmasi, kondrositlerin ve
mezangimal hiicrelerin implantasyonu yoluyla kikir-
dak tamirinin indiiklenmesi ile ilgili calismalar: art-
tirmigtir (2, 3). Fakat donor alanlarin sinirli olmasi,
alinan biopsi drneklerinden elde edilen kondrositle-
rin en hizli bir sekilde proliferasyonunun saglanmasi
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir (1, 4, 19).

Bu galismamizda insan diz eklemi kikirdagindan
aldigimiz 6rneklerden enzimatik digesyon ile izole
ettigimiz kondrositleri monolayer kiiltiir kullanarak
cogalttik ve randomize olarak olusturdugumuz iki
ayr grupta, iki farkli yontem kullanarak transplan-
tasyonda kullanilacak enjektabil formdaki kondrosit-
leri elde ettik. Monolayer kiiltiir sistemini kullanma-
mizin nedenleri; kurulmasinin daha kolay olmasi,
hiicre sayis1 az da olsa kiiltiir isleminin kolay bir se-
kilde yapilabilmesi, hiicrelerin kolay bir sekilde etra-
fa yayilabilmesi ve ¢ogaltilabilmesidir (10, 19).

Ayrica monolayer kiiltiirlerde elde edilen hiicre
dansitesi ii¢ boyutlu kiiltiir sistemlerine gore daha
fazladir. Bu da kondrosit transplantasyonunda bir
avantaj olusturmaktadir (2, 3, 9).

Transplante edilecek kondrositlerin hazirlanma-
sinda iki farkl1 yontem kullanildi. Bir ¢ok ¢alismada

i

Sekil 4: Kondrositlerin enjektabil forma getirilmesi

da kullanilan (2, 3, 15) birinci yontemde tripsinizas-
yon islemiyle enjektabil formdaki kondrositler elde
edildi. Bu islemde dikkat edilmesi gereken nokta sii-
redir. Eger bu islem uzarsa kondrositler dlecek ve
transplante edilecek miktar azalacaktir. Bu grupta
yanlizca bir 6rnekte enfeksiyon gozlendi. Ikinci yon-
temde hiicreler cellscrape kullanilarak flask zeminin-
den toplanildi. Bu grupta iki olguda enfeksiyon goz-
lendi. Burada dikkatimizi ¢eken bir nokta, elde edi-
len kondrosit siispansiyonunun daha yogun ve jole
kivaminda olmasidir. Ayrica hiicreler arasi baglanti-
lar koparilmadigindan enjektabil haldeki kondrositler
kolaylikla bir penset yardimiyla tutulup kaldirlabil-
mektedir. Bu gozlemlerimiz bize osteokondral de-
fektlerin tamirinde bu yontemle elde edilecek kond-
rositlerin daha basarili olabilecegini diisiindiirmekte-
dir. Bunlarin belirlenmesi igin daha ileri ¢alismalara
gereksinim vardir.
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