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Onsoz

Projede klinik olarak kullanimi yaygin bir ila¢ olan doksisiklinin antibiyotik 6zelliginin
yaninda sahip oldugu matriks metalloproteinaz enzimlerini engelleme fonksiyonu kullanilarak
osteoartrit hastaliginin tedavisine ydnelik yeni bir yaklasim gelistirilmistir. Kikirdak
hasarlarindaki temel sorun olan matriks yikimini engellemeye yoénelik bu ybéntemde,
antibiyotik 6zelligi ile ilacin diger dokularda yan etki olusturmamasi ve daha etkin olabilecegi
yuksek dozda kullaniminin mimkidn olmasi igin doksisiklinin biyouyumlu, polimerik bir
tasiyicida lokal olarak osteoartritli ekleme uygulanabilecedi mikrokiire formunda kontrolll ilag
salim sistemi hazirlanmigtir. Ayrica bu sistemin tedavideki etkinligini arttirmak igin ikinci bir
grup mikrokire doksisiklinin kondroitin silfatla birlikte yiklenmesi ile olusturulmustur.
Mikrokurelerin hazirlanmasi, in situ 6zelliklerinin belirlenmesi ve in vitro t¢ boyutlu osteoartrit
modelinde biyouyumluluk ve biyoetkinliklerinin incelenmesi temelde ODTU Mihendislik
Bilimleri Bélimii, Biyomalzeme ve Doku Mihendisligi Laboratuvarinda ve kismen ODTU
Merkez Laboratuvar'inda yapimistir. Malzemelerin canli sistemde osteoartrit modelinde
uygulanmasi ODTU Mihendislik Bilimleri Bélimi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda
gerceklestiriimistir. Uygulama sonrasi tedavi etkinligine yénelik histolojik analizlerHacettepe
Univeristesi Histoloji ve Embroloji AD’da, radyolojik incelemeler ODTU Saglik ve Rehberlik
Merkezinde, Biyomekanik analizler ise ODTU Teknokent'te bulunan FAMEMED firmasinda
yapilmistir. Projenin tamami TUBITAK-TBAG tarafindan desteklenmistir.
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Ozet
Osteoartrit (OA), genellikle bir travma veya yaslanma ile olusan dejeneratif bir eklem

hastaligidir. Artrit tedavileri agriyr gidermeye, eklemdeki tutuklugu azaltmaya yonelik
semptomatik tedavilerdir. Hastaligi tamamen ortadan kaldiran bir tedavi sekli yoktur.

Bu projede, Polikaprolakton (PCL) mikrokireler icine Matriks metalloproteinaz enzimlerini
engelleyici etkisi olan Doksisiklinin (D) hapsedilmesi ile kontrollii salim sistemi hazirlanmasi
ve bu sayede kikirdak hasarinin ilerlemesini engellemeye ydnelik yeni bir tedavi stratejisi
gelistiriimesi amaclanmistir. Ayrica yenilenme slrecini gelistirmek amaciyla kondroitin stlfat
(CS) molekull doksisiklin ile birlikte mikrokurelere hapsedilmistir. In situ doksisiklin saliminin
kontrolli ve uzun suregte olmasi (3 ayda %37 ilag salimi), iyi ilag hapsetme verimliligi (%30)
ve istenilen boyutlarda olmasi hazirlanan ilag salim sistemlerinin eklem i¢i uygulamalari igin
uygunlugunu gostermistir. Gelistirilmis mikrokurelerin  biyouyumlulugu ve biyoetkinligi
sirasiyla 3T3 fibroblast hiicre hattinda ve kikirdak hiicre kiiltirlerinde incelenmistir. Ug
boyutlu model, osteoartritli kikirdak hicrelerinin agaroza icine gémulmesi ve deney slresince
on-enflamatuar sitokinlerden olan interlokin-18 (IL-1B) ile birlikte inkubasyonu ile
olusturulmustur. D ve D-CS mikrokurelerin biyoetkinligi in vitro kosullarda, kikirdak hicreler
tarafindan salgilanan matriks bilesenlerinin (glikosaminoglikan ve hidroksiprolin-kollajen) ve
matriks metalloproteinaz 13 (MMP-13) miktarlarinin d&lgtlmesi ile degerlendirilmistir.
Mikrokure tedavilerinin hicreler tarafindan sentezlenen GAG ve kollajen miktarlarini
etkilemedigi, ancak parcalanarak vasat salinan GAG miktarlarinin azalmasi ve MMP-13
aktivitesinin dismesi sonuclariyla matriks metalloproteinaz enzimleri (zerinde engelleyici
etkisinin oldugu gésterilmistir. in vivo deneylerde tavsan femorokondil eklemlerine kollajenaz
enzimi enjeksiyonu ile gelistirilen OA modelinde gelistirilen salim sistemlerinin tedavi etkinligi
incelenmistir. OA gelisimini takip eden 6 hafta sonunda yapilan hyaluronan (HYA)
enjeksiyonu sonugclarinin 4 ve 8 haftalik uygulamalari kontroller gruplariyla karsilastiriimis ve
ilac tedavi gruplarinda etkin tedavi siresi 8 hafta olarak belirlenmigtir. D veya D-CS
mikrokureler iki farkli dozda yine 6 hafta OA gelisimi sonrasinda eklemlere enjekte edilmis ve
8. hafta sonunda tavsanlar termine edildikten sonra eklemlerdeki iyilesme radyografik
puanlama, histolojik analiz ve biyomekanik testler ile degerlendirilmistir. CS’in eklenmesinin
in vitro deneylerde Ozellikle MMP-13 duzeyinde olumlu katkisi goézlenmistir. In vivo
deneylerin radyolojik ve biyomekanik analizlerinde de yine bu ajanin doksisiklinin pozitif
etkisini daha anlamli hale getirdigi bulunmustur. D ve D-CS yukli mikrokirelerin enjekte
edildigi gruplarin HYA enjekte edilmis ve tedavi gérmemis gruplarla karsilastirildiginda genel
tedavi potansiyelleri agisindan daha iyi oldugu gézlenmistir.

Anahtar soézcukler: PCL, doksisiklin, kondroitin stilfat, mikrokdire, ila¢ salimi, osteoartrit



Osteoarthritis (OA) is known as degenerative joint disease which usually occurs after a
trauma or upon aging. Treatments for OA are usually symptomatic; relieve the pain,
decrease the paralysis of the joint and increase joint mobility without neither regeneration of
the cartilage tissue nor preventing its further breakdown. In this project, we aimed to develop
a sustained delivery system of doxycycline, (D), which has inhibitory effect on Matrix
Metalloproteinase enzymes, in the form of Polycaprolactone (PCL) microspheres to provide
a new strategy for the treatment by preventing the progression of cartilage degeneration.
Besides this, in order to improve regeneration process, chondroitin sulfate (CS) was also
added to the microspheres together with D. In situ experiments showed the suitability of
microspheres for intraarticular applications with their D release being controlled and
sustained (37% cumulative drug release in 3 months), good drug encapsulation efficiency
(30 %) and having desired dimensions. Biocompatibility and bioefficiency of the developed
microspheres were shown with 3T3 fibroblast cell line and chondrocyte cell cultures
respectively. The three-dimensional (3D) in vitro model was obatined by using agarose
embedded osteoarthritic rabbit chondrocytes which were subjected to an inflammatory
cytokine, interleukin-1beta (IL-1B) throughout treatments for immitating the disease
conditions. In vitro evaluations of the bioefficiency of the D and D-CS microspheres were
performed by measuring the amounts of cartilage matrix components; glucoseaminoglycan
(GAG), hydroxyproline-collagen, as well as by measuring Matrix Metalloproteinaz 13 (MMP-
13) activity analysis. Microsphere treatments showed no significant effect on GAG and
collagen amounts synthesized by the cells, but the decrease in the amounts of degraded
GAGs that are released into cell culture media and reduction in MMP-13 activity compared
with untreated controls showed their supressive effects on Matrix Metalloproteinase
enzymes. The treatment efficacy of developed drug delivery systems were evaluated with in
vivo OA model which was established by intraarticular injection of collagenase to the rabbit
joints. The results of hyaluronan (HYA) injections after 6 weeks of OA development, and
control groups for 4 and 8 week experiment periods were compared and the efficient
treatment period for drug therapies were decided as 8 weeks. D or D-CS MS were applied at
two different doses into the joints again at the end of 6th week of OA developments and
treatments were assessed by radiographic scoring, histological analysis and biomechanical
tests after termination of the rabbits at the end of 8 weeks. Addition of CS showed positive
effect on especially in vitro experiments of MMP-13 levels. The radiological and histological
analysis of in vivo experiments also demonstrated that this agent improved the positive effect
of doxycycline. It was also observed that D ve D-CS MS treated grups were better than HYA
injected and untreated groups in terms of overall treatment potencies.

Keywords: PCL, doxycycline, chondroitin sulfate, microsphere, drug delivery, osteoarthritis
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c:‘"‘I§Artrit pek cok cesit iceren dejeneratif eklem hastaliklarinin ortak adidir. Bu hastaliklar
Ulkemizde ve diinyada énemli giic kaybina neden olmaktadir. Ozellikle osteoartritin, travma
sonucu daha erken yaslarda ve ani olarak da gelisebilmesi ve kendini onarimi kisith bir doku
olan kikirdakta énemli hasarlari icermesi bu yaygin saglik sorununu Utlkemiz agisindan daha
onemli hale getirmektedir. Daha dnce denenmemis yeni yaklasimlara ve 6zellikle ilag salim
sistemleri ile lokal tedavilere yonelim her gegen glun artmaktadir. Bunun temel sebepleri
tedavide kullanilan ilaglarin yan etkilerinin cok olmasi, uzun slregli uygulama gerektirmeleri
ve ylUksek maliyetleri ile belirli seviyedeki hasarlarda kesin bir tedavi saglayamamalari olarak
sayllabilir. Son yillarda kikirdak onarimi igin, hastalidin gidisini degistiren ilag tedavisi veya
farkli cerrahi tedavi yontemleri de kullaniimaktadir. Bu ilaglardan kikirdagin ana
bilesenlerinden olan kondroitin sulfat veya glikozaminoglikanlar, agizdan alinan
formulasyonlar olarak kullaniimakta, ancak seker hastaliginda kullanilamama, sinirl iyilesme
ve yluksek maliyet gibi sorunlar icermektedirler. Bu grupta kullanilan diger bir ilag,
hiyaluronan, eklem igine uygulanarak bu sorunlara kismi ¢6zim getirmekte ve hastalarda %
50 bagari ile olumlu sonu¢ vermektedir. Ne var ki, bu yontemde de diger iki ilagtaki sinirli
iyilesme sorunu yani sira uygulamanin periyodik olarak yapilmasi nedeniyle hasta ve doktor
icin ek tedavi suUresi ve materyali maliyeti sorunlari da bulunmaktadir. Kiicik veya orta
blayuklikteki kikirdak yaralanmalarinin onariminda kullanilan cerrahi yontemlerde de sinirli
iyilesme saglanabilmektedir. Doksisiklin ve tlrevi ilaglarin kikirdak hasarindan sorumlu olan
matriks metalloproteinaz ve kollajenaz tiri enzimleri engelleyici 6zelligi bilinmesine ragmen
yan etkileri nedeniyle sistemik kullanimi kisithdir. Bu nedenlerle, henlz klinikte bu ilaglar ile
kikirdak hasarlari tedavisi amaciyla denemelere rastlanmamistir. Bu projede doksisiklin
iceren kontrolli salim sistemlerinin hiyoluranan tasiyicilarla enjekte edilebilir formda
geligtirilerek tek seferlik uygulanmasinin, kollajen doku yikiminin engellenmesini saglayarak
konvansiyonel tedaviyi glglendirdigi gosterilmistir. Bu nedenle gelistirilen sistemin yukarida
bahsedilen sorunlara ¢ézim getirmesi beklenmektedir. Projede gelistirilen sistemdeki bitln
malzemelerin klinikte farkli amaclar icin kullaniimasi ve biyouyumlu olmasi klinik uygulamalar
icin bir Grine dénasturilebilmesini kolaylastirmaktadir. Ayrica doksisiklin ve kondroitin stlfat
iceren bu salim sisteminin sadece hasarli bolgeye uygulanabilmesi, uzun sire lokal etkinlik
saglarken diger dokulara higbir yan etki gdéstermemesi nedeniyle de dnem tasimaktadir.
Doksisiklin salim sisteminin analitik modellenmesi ile énemli parametrelerin salimdaki
rolinin matematiksel gésteriimesi ve bu parametrelerdeki degisimin salim hizina etkisi de
grubumuzca calisiimigtir.

Bu proje kapsaminda yuratilen arastirmalar Mihendislik Bilimleri Bolum’G doktora égrencisi

Ozlem Aydin’in doktora tezinin bir kismi olarak Temmuz 2011'de sunulmus ve basarili
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bulunmustur. Proje ve tez kapsamindaki sonuglar, biyomalzeme, biyomedikal, fizikokimya,
biyokimya, temel tip, biyomekanik ve matematiksel modelleme gibi farkli alanlarda yeni
bilgiler Uretilmesini saglamistir. Bu sonuglarin literatire anlamli  katki getirecegi
dusunulmektedir. Son yillarda hastaliklarin tedavisinde konvansiyonel tedavilerin yaninda
farkl stratejiler gelistiriimesine yonelik ¢alismalarin sayisi artmaktadir. Klinikte uygulamaya
doénlsme potansiyeli yiksek olan ve farkh Grinler olarak diinya ¢apinda kullanimi artan bu
sistemlerin ilag sektdriine ekonomik ve islevsel yeni boyut kazandiracagi distnitlmektedir.
Bu calisma, elde ettigi sonuclar ile 6zellikle toplumda blytk kesimi etkileyen osteoartirit
tedavisi icin kontrollii salim sistemlerinin klinige uygulanabilirliine yénelik atilmis bir adim

olarak degerlendirilebilir.
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1. Genel bilgiler
Kikirdak hasarlari tedavisi zor hastaliklardir. Yasl nifusun artmasi, halk arasinda eklem

kireglenmesi olarak da adlandirilan artrit hastaliginin da daha sik gérilmesine neden
olmaktadir. Bu hastalik, 1988’den gunimuze artig gOsteren yapay eklem uygulamalarinin
artik toplumun daha genis kitlelerine yayilmasina neden olmustur. Dejeneratif eklem hastalidi
olarak da tanimlanan artritin toplumda olduk¢a yaygin oldugu ve vyaslanan nufusun
artmasiyla uygulanacak eklem degistirme cerrahisinin de artacagi dngorulmektedir. Amerika
Birlesik Devletlerinde 2030 yilinda yaklasik 700.000 kisiye kalca ve diz eklemi degistirme
cerrahisinin uygulanacagi 6ngoérilmektedir. Bu cerrahilerin 1995 yilinda ABD saglik
bltcesine dogrudan yukidnidn 54.589 milyon dolar oldudu, kalici sakatliklarin ise maliyetinin
41.597 milyon dolara ulastigi bildiriimektedir.

Cerrahinin kendisi veya neden oldugu morbidite/mortalite disinda kisilerin is ve glclerinden
uzak kalmalarinin maliyeti bu sayilara yansitilmamistir. Ayrica, cerrahi ile dahi eski is glcu,
hatta guinliik aktivitelerine dénmeyen hastalarin bulundugu bilinmektedir. isin mali boyutunun
Otesinde Ozellikle morbidite ve mortalitenin  kisinin  kendisinde veya c¢evresinde
olusturabileceg@i sosyal ve psikolojik yikim belirsizdir. Eklem hastaliklari, bir travma sonucu
(sportif aktivitelerde karsilagilan hasarlar gibi) ya da yaslanma surecindeki metabolik
degisimler sonucu olusabilecegi gibi kontrol edilmemis enfeksiyonlarla veya vicudun
bagisiklik sisteminin kendi dokularina saldirmasiyla da gelisebilmektedir. ilerleyen yaslarda
vicudun onarim kapasitesi dismekte ve buna bagh kikirdak doku kaybi artmaktadir. Yas,
genetik faktorler, cinsiyet, sismanlik, dogustan anatomik eklem bozukluklari, mesleki faktorler
osteoartirit hastaliginin gelismesini neden olabilecek risk faktorleridir. Yas ile eklem
(sinoviyal) sivisinda azalmalar sonucunda eklem kikirdaginin esneme kapasitesi azalmakta
ve bu da eklemler Uzerindeki yuki arttirmaktadir. Bu nedenle eklem bdlgesinde kikirdak
dejenerasyonu gelismektedir.

Eklem iltihaplanmasi slirecinde sisme, kizariklik ve agri goralir. Artrit'in bircok c¢esidi oldugu
icin, teshis ve tedavi asamalarida farkhlik ve gesitlilik icerir. Romatoid artritte tedavi sinoviyal
dokuya yoneliktir ve bagisiklik sistemine ya da inflamasyona karsit ajanlarin uzun suregli
kullaniimasini icerir. Osteoartritte ise, kikirdak dokusunun iyilesme potansiyelinin azlhigr ve
genelde hastalik farkedildiginde yiksek miktarda kikirdak hasari olusmus olmasi nedeniyle,
uygulanan ilag tedavileri ancak agriyi ve eklemdeki tutuklulugu azaltma ve eklemin daha
fazla hasar gormesini engellemeye yoneliktir. Erken safhalarda tedavi eklemdeki
inflamasyonu gidermeye yoneliktir (KUTSAL, 1999; KUTSAL, 2003). Osteoartrit, artrittin en
sik rastlanan turadur. 65 yag Ustl erkeklerin %60’ ve kadinlarin ise %70’'inde gorulmektedir
(SARZI-PUTTINI, 2005; GERWIN, 2006, DENG, 2007). Osteoartritli kikirdagin mekanik

Ozellikleri, normal kikirdaktan daha az sertlikte (stiffness) ve daha azalmig c¢ekme
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mukavemetinde oldugunu gdéstermektedir. Artritli kikirdakta matriks bozulmasinin ilk belirtisi
doku su tutma ve gegirgenligindeki artisidir. Bunun temel sebebi dokudaki negatif ylike sahip
proteoglikanlarin yarattigi ozmotik basincin kollajen aginin yikimindan dolay! kontrol
edilememesidir. Artritli dokularda kollajenaz (kollajeni pargalayan enzim) aktivitesinin genetik
olarak artmis oldugu, bunun sonucu olarak da ortamda ¢ok miktarda pargalanmigs kollajen tip
[l bulundugu gorulmustar (EISENBERG, 1988, THIABAULT, 2002). Doksisiklin ve turevi
ilaglarin metaloproteinazlari ve kollejenaz enzimini engelleyici etkinligi bir¢ok in vitro
calismada gosterilmistir. Matriks metaloproteinazlar bag dokuyu (6zellikle Kkollajeni)
parcalama ve bozma 6zelligine sahip enzimlerdir (NAGASE, 2003; MILNER, 2005; WANG,
2008). Bunlardan 6zellikle MMP-13’lin, 6nceleri sadece insanda meme kanserinde kollajenaz
etkisi gosterdigi ve ratlarda kemik dokusundaki osteoblastlarla ilgili kollajenaz oldugu
disuniulmis fakat daha sonra bunlara ilaveten insanda kemik ve kikirdak dokusunda da
bulundugu goérilmustir. Bu kollajenazin (MMP-13) kikirdakta baskin olarak bulunan tip Il
kollajeni, tip I'den daha etkin bir bicimde pargaladi§i da ispatlanmistir. Bunun yanisira ayni
kollajenazin yine kikirdakta matriks temel malzemesi olan proteoglikanlari ve kollajenin farkli
bir formu olan jelatini de pargaladigi gosterilmistir (AIGNER, 2003; WILSON, 2007). Bu
etkilerinden dolayr MMP-13, kollajenazin kikirdak yikimlarina en ¢ok sebep oldugu bilinen
romatoid artrit ve osteoartritte kikirdak dokusunun bozulmasindaki ana mekanizmada rol
aldigi dustnitlmektedir. Doksisiklin tlrevi ilaglarin gelismekte olan kemik ve dis dokusunda
olumsuz etkisinin oldugu da bilinmektedir. Bu ve diger yan etkileri (antibiyotik 6zellikleri ile
ilgili) nedeniyle bu ilaglarin sistemik kullanimi kisithdir. Bu nedenlerle, hicre kultari
calismalari, MMP’lerin kollajen yikimini énlemek Uzere inhibitdr (engelleyici) potansiyelleri
olan doksisiklin turd ilaglarin terapotik kullanimini gerekli gésterse de henudz klinikte bu ilaclar
ile denemelere rastanmamistir. Buna ragmen dinya capinda pek c¢ok laboratuvarda
kollajenaz aktivitesini inhibe etmek Uzere doksisiklin analoglari ile ilgili arastirmalar farkli
dokular Uzerinde sirmektedir (HANEMAAIJER, 1998; DENG, 2007; SHANMUGANATHAN,
2008). Bu arastirmalarin amacinin kemik kollajenazlarina nétr ve kikirdak dokusundakilere
karsi etkin bir analog bulmak oldugu goriimektedir. Bu asamada antimikrobiyal etkinligi
ortadan kaldiriimamis olsa dahi, Kkollajenaz aktivitesi korunan doksisiklin lokal olarak
(sistemik veya lokal hicreler Uzerinde olumsuz etki gostermeyecek kadar az dozlarda
cikisini saglayacak bir salim sistemi icerisinde) kullanmanin kikirdak hasarlarinin tedavisine
yeni bir yaklasim getirecedi disunilmektedir. Ozellikle kanser gibi bircok tedavisi zor
hastaliga karsi ila¢ hedeflendirilmesi yontemi Uzerine dinyada yaygin olarak arastirmalar
surmektedir. Bu tur tedavilerin yakin gelecekte klinikte de konvansiyonel ila¢g uygulamalarinin
yerini alacag! dusunulmektedir. Temelde ila¢c hedeflendiriimesi sadece hasarli bolgeye etken

maddenin biyouyumlu tastyicilar igerisinde verilmesi (pasif hedeflendirme) veya hasarli
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hidcreleri bulacak 6zel ligandlar baglanmasi sonucunda sistemik olarak uygulanmasini (aktif
hedeflendirme) icermektedir.

Bu projede kikirdak dokusunun sistemik olarak ulasilmasi zor bir yapida olmasi (kapal bir
sistem olmasi) ve lokal tedavinin desteklenmesini saglayacak malzemelerin de tasiyici
roliyle kullaniimasinin  mumkin olmasi nedeniyle pasif hedeflendirme ydntemi uygun
bulunmustur. GuUnumuizdeki kikirdak tedavileri temelde osteoartrit sonucu dokuda
kaybedilmis olan ve eklem kikirdaginin kemikten gelen mekanik kuvvetlere direncini artiran
proteoglikanlarin (hiyaluronan gibi) araliklarla enjeksiyonunu icermektedir. Ancak kikirdak
yikimindaki énemli bir parametre olan kollajenin MMP-13 tarafindan pargalanmasina veya
kollajen dokusunun onarimina yonelik higbir tedavi bulunmamaktadir (HOLLAND, 2003;
WILSON, 2007; SHANMUGANATHAN, 2008). Bu amaglarla yukarida bahsedilen
antikollajenaz etkisi olan doksisiklin igeren salim sistemleri hazirlanip, hiyoluranan
tasiyicilarla enjekte edilebilir formda uygulanmasinin hem kollajen doku tedavisi hem de
konvansiyonel tedaviyi birlestirecegi dusunilmektedir. Boylece su an uygulanmakta olan
haftada bir veya iki hiyaluronan enjeksiyonu gibi hem hasta hem de ortopedist agisindan
yorucu ve zahmetli bir tedavi yonteminin sadece tek seferlik uygulamaya doénusturulebilmesi
ve daha basarili sonugclar elde edilebilmesi hedeflenmektedir.

Kikirdak igin dizayn edilmis biyomalzemenin yapisal ve mekanik 6zellikleri icinde mukemmel
biyouyumluluk, kontrol edilebilir bozunum orani ve iyi islenebilirligi gelir (HEYWOQOD, 2004).
Kikirdak dokusunun yeniden olusumundaki basari, secgilen biyomalzemenin kikirdak
dokusunun dogal yapisina ne kadar benzer olduguyla ilgilidir. Hiyaluronan, hucreler arasi
matrikste cok miktarda bulunmaktadir (SOLCHAGA, 2001). Kondroitin stlfat, prototeoglikan
ve tip 2 kollajen sentezine katkida bulunur (SECHRIEST, 2000). Dolayisiyla kikirdak
dokusunu tedavi etmek icin kullanililan bu ajanlar zaten kikirdak dokusunun
yapitaslarindandir (DENG, 2007).

Literatirde doksisiklin ve benzeri anibiyotiklerle hazirlanmis polimerik salim sistemleri ile ilgili
pek ¢ok in situ, in vitro ve in vivo arastirma bulunmaktadir (SENDIL, 1999; SLOTS, 1990;
AISHWARYA, 2008; PATEL, 2008)Bu sistemler genellikle mikrobiyal kdkenli hastaliklarin
(enfeksiyonlarin) lokal tedavisini amaclayarak gelistiriimistir. Septik artrit tedavisi i¢in enfekte
olmus eklem icin gelistiriimis yavas salim formilasyonlari doksisiklin ile hazirlanmistir.
Doksisiklinin tetrasiklin grubu antibiyotikler icinde en stabil oldugu bilinmektedir (Sekil 1).
Dolayisiyla yavas salim formilasyonlari igin en uygun antibiyotiktir (HAERDI-LANDERER,
2008). Ayrica doksisiklinin kondrosit koruyucu oldugu hem in vitro hem de insan Uzerinde
klinik deneylerde belirlenmistir. Doksisiklinin hayvan eklemlerindeki doku uyumlulugu ise
kanittanmistir (HAERDI-LANDERER, 2008; HAERDI-LANDERER, 2007). Periodontal
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hastaliklarda doksisiklinin diger tetrasiklin grubu Gyelerine nazaran toksik yan etkilerinin
oldukga az oldugu gorilmuastir (PATEL, 2008; MUNDARGI, 2007).

CIJH O HO .,,O0 NH, «HCl
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Sekil 1. Doksisiklin hyclate’in kimyasal yapisi (Sigma-Aldrich)

Antimikrobiyel 6zelliklerinin disinda, doksisiklinin, matriks metalloproteinazlari (MMP) inhibe
ettigi de gosterilmistir (NORDSTROM, 1998; SIEMONSMA, 2003, PATEL, 1999). Doksisiklin
tedavisinin antimikrobiyel dozun altinda, periodontal hastaliklarin aktivitesini MMP’leri ve 6n-
inflamasyon sitokinleri azaltarak dusurdugl bulunmustur (CHOI, 2004). Doksisiklinin MMP
aktivitesini artiritte, periodontitiste (GAPSKI, 2004) ve aortik anevrizmada (MANNING, 2003)
azalttigr gortlmustir (SHANMUGANATHAN, 2008).

Henlz doksisiklinin tlrevleri ile veya kollajenaz etkisine sahip analoglar ile kikirdakta
osteoartrit modelinde tedavi arastirimak Uzere yapilmis bir salim sistemi c¢alismasi
bulunmamaktadir.

Poli e-kaprolakton (PCL), alifatik poliesterler grubundan biyobozunur bir polimerdir (Sekil 2).
PCL, ayni zamanda biyouyumlu bir polimer olmasindan dolayi da kontrolli ilag salim
sistemleri ve diger biyomalzeme arastirmalarinda da yillardan beri kullanilan bir malzemedir.
Yar kristal bir yapiya sahip olan PCL'in camsi gegcis sicakhginin (Tg), eksi 60°C’den disiik
oldugu literartlrde belirtiimis ve proje arastirmalarinda da gdsterilmistir. DUsuk kristalinitesi
ve Tg'sine ragmen diger poliesterlere gore daha yavas bozunmasi, PCL'in daha uzun sureli
tedavi amacina yonelik salim sistemlerinde tercih edilmesine sebep olmustur. Ayrica
mekanik  Ozelliklerinin  ¢ok  kuvvetli olmamasi mekanik mukavemet gerektiren
biyomalzemelerde (yik tasima amaciyla- kemik implantlari gibi) bu polimerin tek basina
kullanimini kisitlamaktadir. Bu &zelliklerinin geligtiriimesi icin farkli polimerlerle karisim
(blending)- kopolimerizasyon veya farkli malzemelerle kompozit yapilabildigi goériimektedir
(ERDEMLI, 2010; SINHA, 2004; MUNDARGI, 2007). Bu o6zellikleri diginda PCL’in eklem
kikirdagindaki  sinoviyal bodlgeye uygulanacak bir salim sistemi tasiyicisi olarak
kullaniimasinin  uygunlugunu gdsteren diger sebepler biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve
ayni zamanda bozunum sonucunda diger poliesterler gibi asidik bir gevre olusturmamasidir
(AISHWARYA, 2008 ).Bdylece kikirdak dokusundaki protein ve hicrelerin hicbir sekilde zarar
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gérmemesi, istenilen rejenerasyona ulasiimasi beklenmektedir. Literatirde PCL igin farkh
salim sistemi denemelerine rastlanmistir. Bunlardan protein salimi ile ilgili olanlarda
(BENOIT, 1999; OSTACOLO, 2008), bu polimerin protein butinligld ve ortamin pH’sini
degistirmeyisi nedeniyle tercih edildigi belirtimektedir (OSTACOLO, 2008; AISHWARYA,
2008). PCL’in diger polimerlere oranla disik bozunmasi, menapoz sonrasi hormon tedavileri
gibi uzun sureli tedaviler igin tercih edilmesine de neden olmaktadir (ZALFEN, 2008). Ayrica
in vitro calismalardaki stabilitesi ve disuk maliyeti de bu polimerin ¢ok tercih edilmesinde
etkendir (HA, 1997; LUCIANI, 2008).
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Sekil 2.Siklik kaprolakton ve onun homopolimeri olan PCL’in kimyasal yapilari (NAIR, 2007).

Biyoaktif ajanlarin kontrolli salim sistemleri diger hastaliklarin tedavisinde de 6ne
cikmaktadir. Ozellikle kanser tedavilerinde kontrollli salim calismalari gelisim asamasindadir
(NISHIYAMA, 2006; PURI, 2008). Kalp, beyin ve hatta dis hastaliklari tedavisine yonelik
arastirmalarda da polimerik salim sistemleri kullaniimaktadir (MUNDARGI, 2007;
AISHWARYA, 2008; PATEL, 2008; RAFFIN, 2007; WESTEDT, 2006). Hasarl veya enfekte
kemik dokusunun tedavisi i¢cin de enjekte edilebilir sistemler kullaniimasini iceren klinik
olarak kullanilan sistemler bulunmakta (DIEFENBECK, 2006; HANSSEN, 2005), bunlarin
daha etkin formlarina yonelik arastirmalar surmektedir (YOUNG, 2008). Farkli ilag
denemeleri de mevcuttur. Bunlardan deksametazon, sentetik, steroidal anti-inflamatuar bir
ilac olup, implanttan dolay! olusan agri ve inflamasyonu gidermek icin mikroklre ve lipozom
formlarinda hazirlanmistir (ZOLNIK, 2008).

Normal eklemlerde sitokinlerin 6nemli rol aldigi anabolik ve katabolik metabolizma denge
igindedir. interlékin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve tiimér nekroz faktérii (TNF-a) gibi sitokinler,
proinflamatuar sitokinler olarak bilinir. Bu sitokinler, inflamatuar degisikliklerin olusmasinda
ve patojenin ortadan kaldiriimasini saglayan hizli bagisikhk yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol
alirlar. IL -1’in IL-1a ve IL-1B8 olmak Uzere iki alt tipi vardir. Ayrica interldkinlerin, sepsis,
diyabet, otoimmun hastaliklar ve osteoporoz olusumunda etkili olduklari da dustnilmektedir.

Bu iki form, farkli genler tarafindan kodlanan sirasiyla 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir.
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Birbirleri ile sadece % 26 oraninda benzer olmalarina ragmen biyolojik aktiviteleri ve
potansiyelleri benzerdir. Ayrica ayni hiicre yiizey reseptdrlerine benzer birlesme egilimleriyle
(afinitelerle) baglanirlar.

interlékin-1 (IL-1), interldkin-6 (IL-6) ve timér nekroz faktérii (TNF-a) gibi sitokinler,
proinflamatuar sitokinler olarak bilinir. Bu sitokinler, inflamatuar degisikliklerin olusmasinda
ve patojenin ortadan kaldirilmasini saglayan hizli bagisiklik yanitinin ortaya ¢ikmasinda rol
alirlar. IL -1’in IL-1a ve IL-1B8 olmak Uzere iki alt tipi vardir. Ayrica interlokinlerin, sepsis,
diyabet, otoimmun hastaliklar ve osteoporoz olusumunda etkili olduklari da disunulmektedir.
Bu iki form, farkli genler tarafindan kodlanan sirasiyla 159 ve 153 aminoasitlik peptidlerdir.
Birbirleri ile sadece % 26 oraninda benzer olmalarina ragmen biyolojik aktiviteleri ve
potansiyelleri benzerdir. Ayrica ayni hiicre ylzey reseptorlerine benzer birlesme egilimleriyle
(afinitelerle) baglanirlar.

Travmalar kikirdak katabolizmasini artirarak yipranmayi kolaylastirir. Yikici slrecler yasla
azalan onarim kapasitesini asinca kikirdak kaybi baslar ve bu kayip zamanla artar. Mikro
travmalar "interlokin-1 B" ve "tumor necrosis factor" gibi sitokinlerin salgilanmasina ve iltihabi
bir reaksiyona yol agar. Bu sitokinler kondrositlerin proteolitik enzimler salgilamasini artirir;
bdylece kikirdak hasari ilerler. Kikirdak hasarini artiran baslica enzimler matriks
metalloproteinazlaridir. Karsit etkili "transforming growth factor-beta" ve "insulin-like growth
factor-1" gibi kikirdagi koruyucu buyume faktorleri salgilanmasi da artar. Genglerde bu
blyUme faktorleri iltihaba yol agan sitokinlerin etkisini silmekte basarili olur. Ancak yaslanma
ile dokularin blyume faktorlerine cevabi gittikge azaldigi igin denge kikirdak hasari lehine
bozulur.

Bir glikozaminoglikan olan kondroitin sulfat, dodal olarak eklem kikirdaginin hicredisi
matriksinde bulunur. Kondroitin silfat, dallanmamis, uzun polisakkarit zincirinde N-
asetilgalaktozamine ve glukuronik asitin tekrarlanan disakkarit yapisini icerir. Pek ¢ok klinik
calismada osteoartrit tedavisi icin uygunlugu test edilip kanitlanmistir (NERUCCI, 2000).
Kondroitin sulfat tedavisinin avantajlarinin nedenlerinin basinda kikirdak dokusu matriksinin
sentezlenmesi arttirmasi, interlokin gibi enflamatuar sitokinlerini bastirmasi ve kikirdak
yikimini azaltmasi kabul edilmektedir.

Bu calismada, bu 6zelliginin yani sira sudaki ¢ézinurliginin yiksek olmasindan dolayi da
kullaniimaktadir. Kire yapiminda kullanilan Polikaprolakton (PCL), hidrofobik bir polimer
oldugu igin su alarak sisme 0Ozelligi gostermez. Dolayisiyla kondroitin sulfatin su alarak
sismesi ve bu sekilde de polimerin su difizyonunu hizlandirmasi hedeflenmektedir. Bu
sayede, osteoartrit olusumu sirasinda kikirdak dejenerasyonuna bagli olarak artan matriks
metalloproteinazlarin (MMP) engellenmesi igin kullanilan doksisiklinin daha etkili bir sekilde

eklem sivisina difflizlenmesi ve beraberinde tedaviyi olumlu etkileyecegi distnilen KS
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salinmasi mimkin olacaktir. Yapilan yeni bir calismada kondritin silfat, PLGA partikdllerinin
icine ¢ift emulsiyon yontemiyle hapsedilmis (JIANG, 2011) ve bu salim sisteminin osteoartirit
tedavisinde basarili oldugu goésterilmistir. Projede, kondroitin sulfat ile doksisiklinin PCL
mikrokurelere birlikte yUklenerek OA kikirdak Uzerinde hastalik seyrini olumlu degistirme
potansiyeli de arastiriimigtir.

Projede yapilan galisma doksisiklinin veya kollajenaz etkisine sahip analoglari ile kikirdakta
osteoartrit modelinde tedavi arastirilmak Uzere yapilmis ilk salim sistemi calismasidir.
GunUmuzdeki ila¢c tedavilerinin yetersizligi ve ylksek maliyeti sebebiyle projedeki gibi
alternatif tedavi yéntemleri aranmaktadir. Alternatif tedavilerin insan vicudundan dnce hiicre
daha sonra ise insan digi canlilarda test edilmesi, etkinligin tespiti ve konu ile ilgili temel
bilgilerin olusturulmasi agisindan buylk énem tasimaktadir.

Literatirde bulunan doksisiklin ve tlrevlerine yodnelik kontrolli salim sistemleri &nerilen
projeden tamamen farkli amaclara yoneliktirler ve tedavi etkinlikleri de farkli yénlerden
incelenmislerdir. Literatirde bilgimizce henliz osteoartritte gérilen ylksek derecede kikirdak
matriks degradasyonuna karsi bir MMP ve kollajenaz inhibitor etkili salim sistemi ile ilgili
arastirma yapiimamistir. Biyoaktif ajanlarin  salim sisteminin gelistiriimesi i¢cin  6n
arastirmalarin canli veya canliya ait doku vs. igermeden laboratuvar kosullarinda yapiimasi
daha sonra in vitro (hiicre-doku dizeyinde arastirmalar), in vivo (rat, tavsan gibi hayvanlarla)
arastirmalarla tedaviye yoénelik basarnliiginin  ve diger etkilerinin incelenmesini
gerektirmektedir. Klinik uygulamalara-denemeler gegilmeden 6nce bu deneylerin optimize
edilmesi ve istatistiksel verilerle sonuglarin gésterilmesi gereklidir. Bu asamalarin 1. kismini
olusturan salim sistemi gelistirme ve laboratuvar kosullarinda &zelliklerini belirleme
grubumuzca daha énceden tamamlanmis, TUBITAK-TBAG tarafindan desteklenen bu proje
ile de in vitro-in vivo arastirmalarla geligtirilen salim sistemlerinin biyoetkinligi ve

uygulanabilirligi arastiriimistir.
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2. Gereg ve Yontemler

2.1. Osteoartrit Tedavisine Yonelik Biyoaktif Ajan Tagiyan Mikrokurelerin
Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin In Situ Ortamda Incelenmesi

2.1.1. Doksisiklin Yuklii Mikrokirelerin Hazirlanmasi

Doksisiklin yikli PCL mikroklreler su fazinda yag fazi (oil in water, o/w) emudlsiyon
metoduna goére hazirlanmistir. Yizey aktif madde (sorfektant) olarak polivinil alkol (PVA,
Aldrich) tek basina (% 4) veya jelatin ile birlikte sulu ortaminda hazirlama islemi,
doksisiklinin  polimer igerisine hapsedilip ¢ozlcilerinden uzaklastiriimasini  (solvent
evaporation) icermektedir. Organik faz icin polimer olarak 14 veya 65 kDa molekil
agirhginda PCL ile % 6.5, kloroform ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu faza 100 mg doksisiklin ilave
edilip vorteks yardimi ile homojen dagiimasi saglanmistir. Sulu faza organik fazin
damlatilmasi sirasinda 1si ve karigtirma hizi (1100 rpm) kontrol edilmigtir. Organik faz
ucurulduktan sonra olusturulan mikrokireler yikanip, santrifijle dis ortamdan uzaklastiriimis
ve 30°C de vakum etiiv (NUve- EV060) icerisinde kurutulmustur. Mikrokureler kullanma anina

kadar 4°C’de desikatérde saklanmistir.

2.1.2. Doksisiklin-Kondroitin Sulfat (D-CS) Kombinasyonu Yukli Mikrokurelerin
Hazirlanmasi

Projede kapsaminda literatirde daha énceden calisiimamis olan doksisiklin-kondroitin silfat
kombinasyonu yukli PCL mikrokireler geligtirilmistir. Bunun igin 6ncelikle kondroitin slfat
iceren ancak doksisiklin icermeyen PCL mikrokureler hazirlanmistir. Mikrokilre yapiminda
tekli emdlsiyon ydntemi kullaniimistir. Ylzey aktif madde (sorfektant) olarak polivinil alkol
(PVA, Aldrich) tek bagina (% 4) veya jelatin ile birlikte (% 1’lik konsantrasyonlarda)
denenmistir. Mikrokurelerin birbirine yapismasi sorunu ylzey aktif madde (sérfektan) olarak
% 4 PVA (polivinil alkol) kullaniimasi ile asilimistir ve mikrokire boyutlarinin kigultmesi
amaciyla karigtirma hizi yiksek olan homojenizatoér (IKA-Ultraturrax T-25) kullaniimistir.
Literatirde vyapilan arastirmalarda karistirma hizinin arttiriimasinin - kiire  boyutlarini
kUgulttiga gézlenmistir (RADIN, 2009). Organik faz olarak hazirlanan 14 veya 65 kDa PCL
(% 6.5, kloroform) c¢dzeltisine kondroitin sulfat (CS)-2 mg (Sigma) eklenip 4-5 dakika
boyunca vorteks araciligiyla homojen dagilmasi saglanmistir. PCL-CS karisimi sulu faza
damlatilarak ¢ saat boyunca homojenizatérde (3400 rpm) karistiriimistir. Daha sonra
karistirmaya kloroformu uzaklastirmak icin 1100 rpm’de devam edilmistir. Sentrifugasyon ile
sulu ortamdan ayristirilan mikrokureler, sorfektanin mikrokurelerden uzaklastiriimasi igin iki
kez saf su ile yikanip 6000 rpm’de tekrar sentrifuj edilip vakum firininda (Ntve- EV060) bir

gece kurutulmus ve analizleri yapilana kadar 4°C’de desikatérde saklanmistir.
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Tum optimizasyon denemelerin sonucunda en uygun sekil ve yuzey O6zelliklere sahip
mikrokulrelerin hazirlanmasi igin dusuk molekuler agirliga sahip PCL (14 kDa) ve sulu faz
icinde %4’lik PVA kullaniimasina karar verilmigtir. Doksisiklin ve kondroitin sulfatin birlikte
yuklenmesi igin tum sartlar ayni tutulmus ancak homojenizator ile yiksek hizda (3400 rpm)
karigtirma slresi 3 saatten yarim saate indirilmistir. MikrokUrelerin yapisal kararhliklarini
emulsifikasyon ajaninin hacmi ve konsantrasyonu etkiledigi ve yuksek miktarda PVA'nin
mikrokurelerin yapisal butunliklerini azalttigr gosterilmistir (KEMALA, 2010). Bu nedenle
ikinci asamada ilk olarak sulu fazin hacmi 40 ml olarak secilmistir. Ancak kondroitin sulfatin
eklenmesi ile mikroklire yerine membransi yapilarin elde edildigi gézlenmistir. Bunun yiksek
reaktiviteye sahip kondroitin silfatin sulu fazla etkileserek PVA'nin emulsifikasyon etkisini
azaltmasindan kaynaklandigi dusunidlmektedir. Bu nedenle sulu fazin hacmi 75 ml'ye

cikartiimigtir.

2.1.3. Mikrokiirelere Hapsolan ilag Miktarinin Belirlenmesi

D-CS kombinasyonu yikli PCL mikrokurelerin ilag tutma verimliliginin belirlenmesi igin
mikrokureler, tetrahidrofuran (THF) ve metanol (1:1 oraninda) ¢ozeltisinde l¢ glin boyunca
manyetik karistirici ile karistiriimis ve bu siviya ekstrakte olan ilacin miktari 6000 rpm’de 25
dk boyunca santrifigasyon sonrasi supernetant fazindan belirlenmistir. Bu fazdan alinan
orneklerdeki doksisiklin miktari énce 0.2 um’lik enjektor filtreden (PALL) gecirilmis ve daha
sonra UV-gorinir dedektorli HPLC cihazinda (SPD-20A, Shimadzu, Prominence), 275 nm
dalgaboyunda yapilan o6lgcimlerleari belirlenmistir. HPLC analizlerinde C18 kolon (Inertsil
ODS-3, 5 ym, 250x4.6 mm; GL Sciences, Japan) ve mobil faz olarak metanol, asetonitril ve
tetrahidrofurandan (50:40:10, v/v) kullaniimistir. Ornekler sisteme 37°C’de verilmigtir.
Hapsolan doksisiklin miktarinin hesaplanabilmesi igin yine bu HPLC prosediri ile standart
ilag konsantrsayonlarinda kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. Asagidaki egitlikler kullanilarak

yuklenen ilag miktari ile hapsolma verimi belirlenmistir.

Agirlikga ilag miktari
Agirlikga mikroklire miktari

% llag Yilkleme = x100 (1)

% llag miktari
% Teorik ylikleme

% ilag Tutma Verimliligi = x100 (2)

2.1.4. Doksisiklin veya Doksisiklin-Kondroitin Siilfat Kombinasyonu Yikli
Mikrokiirelerin ilag Salim Profilinin Belirlenmesi

ilag salim profili ve kinetiginin belirlenmesi icin belirli miktarlarda mikrokiireler fosfat tampon

cozeltisi (pH 7.4, 0.01M) icerisinde 12 kDa ortalama boyutta gecirgenlige sahip diyaliz
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torbalarina (Sigma) iki tarafi kiskagla kistirilarak konulmus ve yine ayni tampon c¢ozeltiyi
iceren kapakli cam kaplar igerisinde, kapali ortamda 37°C’de c¢alkalamali su banyosunda
(NUve-ST402) bekletilmigtir. Bellirli araliklarla diyaliz torbalarinin disindaki tampon ¢ézeltiden
alinan o6rneklerin 275 nm’deki absorbans dederleri spektrofotometrede (Hitachi-U-2800A)
dlclilerek mikrokiirelerden salinan ilag miktarlari bulunmustur. ilag miktari tayini igin ayni
dalga boyunda tampon c¢ozeltide absorbans degerleri belirlenen standart doksisiklin

¢cozeltilerinin linear kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi denklemleri kullaniimistir.

2.1.5. Mikrokiirelerin Pargcacik Boyut Analizleri
PCL mikrokirelerinin pargacik boyut analizleri ODTU Merkezi Laboratuvar’nda Malvern

Mastersizer 2000 kullanilarak él¢iimustr.

2.1.6. Mikrokirelerin Taramali Elektron Mikroskopisi ile Mikrokirelerin Yiizey ve
Sekil Analizleri

Gama ile sterilizasyonu yapilimis ve yapilmamis doksiksiklin-kondroitin silfat kombinasyonu
yuklenmis PCL mikrokurelerin sekil ve ylizey morfoloji 6zellikleri ODTU Metallirji ve Malzeme
Mihendisligi Bolumi SEM Laboratuvarr’ndaki taramali elektron mikroskobu (SEM; JSM —
6400 Electrone Microscope, Japonya) ile incelenmistir. Bu analiz igin érnekler, altin kaplama
makinasinda (Hummle VIl Sputter Coating Device, Anatech, ABD) 25 nm kalinliliginda altinla
kaplanmistir.

2.1.7. Mikrokiirelerin ve Doksisiklin Biyouyumluklarin incelenmesi

Doksisiklinin doza bagl toksik etkisi ve hazirlanan PCL mikrokirelerinin biyouyumluluklari
3T3 hicreleri ile in vitro sitotoksisite testleri ile test edilmistir. 3T3 hiicre hatti SAP
Enstitisi’nden satin alinmis ve %10 FCS iceren DMEM vasati iginde kiltive edilmiserdir.
Hicreler kuyucuk basina 4.4x10* ekilmis ve yapismalari icin saat karbon diosit etiivinde
inkiibe edilmistir. Doksisiklin galismasi i¢in hicreler 0, 5, 10, 15 ve 20 ug/ml doksisiklin iceren
DMEM vasati icinde kultive edilmigtir. Detaylari Bélim 2.2.4’de verilen MTT testi ile
canliliklari dlgulmastar. Ayrica hlcrelerin morfolojileri iki glinlik inkibasyon sonucunda faz
kontrat mikroskobu ile incelenmistir.

Mikrokurelerin biyouyumluklari test edilmesinden &énce detaylari asagida verilen gama
Isimasi ile sterilize edilmistir. MikrokUreler kaltir kabinin kuyucuklarina (5 mg kire/kuyucuk)
konulduktan sonra bir gece boyunca %98 alkol iginde bekletilerek yeniden sterilize
edilmislerdir. Daha sonra 3T3 hiicreleri kuyucuk basina 4.4x10* eklemis ve iki giin boyunca
karbon diosit etiiviinde bekletilmistir. iki giinliik inkiibasyonu sonunda mikrokiireler vasat ile

birlikte ¢gekilmis ve MTT canlilik testi galisiimistir.
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2.1.8. Kondroitin Silfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yukli Mikrokurelerin Gama
Isinlariyla Sterilize Edilmesi

in vitro ve in vivo deneylerde kullanilmak {izere hazirlanan D ve D-CS kombinasyonu yiiklii
PCL mikrokureler sterilizayon amaciyla 25 kGy‘e karsilik gelecek sekilde isinlanmistir
(DORATI ve ark, 2005). Isinlama islemi TAEK, Saraykdy Nikleer Arastirma ve Egitim
Merkezi (SANAEM)'nde bulunan ISSLEDOVATELJ (Gamma-cell) Co60-y isinlama kaynag
ile oda sicakliginda gerceklestiriimistir. Bu kaynagin isinlama hizi 1.74 KGy/saattir.

2.2. Osteoartrit Tedavisine Yonelik Biyoaktif Ajan Tagiyan Mikrokurelerin
In Vitro Ortamda Degerlendirilmesi

2.2.1. Saghklh ve Osteoartritli Tavsandan Primer Kikirdak Hiicresi izolasyonu ve
Kiiltiirii

Saglikl kikirdak hcresi izolasyonu igin eriskin olmayan erkek tavsanlar kullaniimistir.
Tavsanlar termine edildikten sonra eklem kikirdaklarindan kikirdak hicreleri enzimatik
yontemle izole edilmistir. Oncelikle femur ve diz eklem bélgelerindeki yumusak dokular
aseptik sartlar altinda temizlenmis ve kikirdak dokusu pargalar halinde c¢ikartiimistir. Kikirdak
parcalari % 70’lik alkolde 2-3 dakika bekletildikten sonra 15 saat 100 Gnite/ml kollejenaz tip Il
ile inkiibe edilmistir. Bu stire sonunda 100 um goézenek boyutlu naylon filtreden gecirilip 2000
devirde cevirilmis ve kikirdak hicreleri pellet olarak elde edilmistir. Hicreler, % 10’luk fetal
kalf serum (FCS), 10 Unite antibiyotik/ml, % 1 nonessansiyel amino asit ve 0.4 mM prolin
iceren DMEM/High Glucose (4.5g/l) vasat icinde karbondioksit etivinde kultive edilmigtir
(SALVAT, 2005). Biyume vasatl U¢ gunde bir yenilenmistir. Kikirdak hucreleri % 0.05’lik
tripsin-EDTA ile 1:3 oraninda pasajlanmigtir. Bitliin deneylerde 2-4. pasaj kikirdak htcreleri
kullaniimistir.

OA’li tavsandan izolasyon amaciyla diz (femorokondyl) eklemlerinde OA olusturulmus eriskin
erkek tavsanlar kullaniimigtir. OA gelistiriimesi icin tavsanlara eklem igi kollajenaz tip Il
(Clostridium histolyticum) enjekte edilmigtir. Kullanilan kollajenazin enzim aktivitesi 456 U/mg
olacak gelecek sekilde, izotonik sodyum klorlr ile kollajenaz ¢ézeltisi hazirlanmistir (4
mg/ml). Eklem ici enjeksiyon icin kollajenaz ¢ozeltisi 0.22 mm’lik filtreden gecirilerek steril
hale getiriimistir. Enjeksiyondan dnce denekler Ketamin-Ksilazin (1:0.5) kombinasyonu ile
uyutulmus her iki arka bacak diz eklemine birinci ve doérdincli glinde birer enjeksiyon
yapilmistir. Deneysel osteoartrit modelinin olugsmasi icin enjeksiyonun birinci glninden
gecerli olmak lzere 6 hafta beklenmistir (KIKUCHI, 1998). Bu slirenin sonunda hayvanlar
termine edildikten sonra eklemler ¢ikariimistir. Alkolde (% 96 ‘lik) 3 dakika tutulduktan sonra
DMEM High Glucose icinde karbondioksit etliviinde 4-5 saat bekletilmistir. Bu slrenin

sonunda eklemden kikirdak dokusu aseptik sartlar altinda ince tabaka halinde soyulmustur.
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Daha sonra saglikli tavsandan kikirdak elde edilmesinde kullanilan asamalar uygulanarak
kikirdak hucreleri pellet olarak elde edilmistir. Hlcreler, saglikl hicrelerle ayni tip vasat
icerisinde ve ayni sartlar kiltive edilmis ve pasajlanmistir. OA’li hlcrelerle yapilan in vitro

hicre kultarl deneylerinde 1. ve 2. pasaj kikirdak hicreleri (kondrositler) kullaniimigtir.

2.2.2. iki Boyutlu in Vitro Osteoartrit Modelinin Olugturulmasi

Saglikli yavru tavsandan elde edilen kikirdak hudcreleri 6 kuyucuklu plaka kullanilarak,
kuyucuk basina 5 x10* hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler, fetal kalf serum (FCS, % 5),
askorbik asit (80 uM), deksametazon (100 nM), Insulin-transferrin-sodium selenite media
supplement (ITS) (% 1) ve streptomisin (% 0.1) iceren DMEM-High Glucose (4.5¢g/l) vasati
icerisinde kultive edilerek c¢ogaltiimis ve yeniden farklilagsmaya birakilmistir (BARKSBY,
2006). Hlcreler 48 saat inklibe edildikten sonra, ayni igerikli vasata serum ilave edilmeksizin
interlékin 1B (20 ng/ml) eklenmistir. Bu vasatta 48 saat ve 72 saat boyunca hicreler inkiibe
edilerek iki tip calisma yUritilmuistir (CORTIAL, 2006). inkiibasyonlar sonunda interlékin 1P
iceren vasat uzaklastirilarak in vitro OA modeli olusturulup olusturulmadigi, standart hiicre
kalturd ortaminda bekletileren bu hucrelerin 7. ve 14. glnlerdeki hicre sayilari, GAG sentezi

ve kollajen miktar tayini ile incelenmigtir.

2.2.3. Ug Boyutlu in Vitro Osteoartrit Modelinin Olusturulmasi

Eriskin osteoartritli tavsandan elde edilen kikirdak hiicre siispansiyonu (4 x10%/ml) % 4'lik
disuk sicaklik jellesmeye sahip agaroz tip VII (Sigma) ile 1:1 oraninda homojen olarak
karistirildiktan sonra steril elektroforez camlari arasina (3 mm cam aralayici kullanilarak)
dokilmig ve yarim saat laminer guvenlik kabininde jellesmeye birakilmigtir (Sekil 3a ve b)
(KAVAS, 2010). Deri biyopsi kalemi ile 5 mm g¢ap! ve 3 mm yuksekliginde pargalar kesilerek
U¢ boyutlu kondrosit-agaroz diskler elde edilmistir (Sekil 3c). Bu asamada hicreler % 5 FCS,
80 uM askorbik asit, 100 nM deksametazon, % 1 ITS ve % 0.1 streptomisin iceren DMEM-
High Glucose (4.5 g/l) vasati icine kultive edilerek cogaltiimis ve yeniden farklilagsmaya
birakilmistir (BARKSBY, 2006). Bu sure¢ sirasinda disklerin besiyeri 3 gin araliklarla
degistirilerek etkin besin diflizyonu saglanmistir. inkiibasyonun ilk giiniinde, vasata 10 ng/ml
interlékin-1p eklenmistir ve 72 saat tutulmustur. inkiibasyon sonunda interlkin-1p iceren
vasat uzaklastirilarak in vitro OA modeli olusturulup olusturulmadigi hicre sayisi, GAG

sentezi ve kollajen miktari tayinleri ile degerlendirilmigtir.
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Sekil 3. Uc boyutlu agaroz-kondrosit disklerin hazirlanma asamalari, a) hiicre ve agaroz
karisiminin 3 mm kalinhginda elektroforez camlari arasindaki bosluga doékulmesi, b) jelin

sogumasi icin steril kosullarda bekletilmesi, c) steril deri biyopsi kalemi ile jelden disklerin
kesilmesi.

Mikrokureler ile yapilan in vitro deneylerde ¢ boyutlu OA modeli icin yukarida belirtilen
yontemde modifikasyon yapilmigtir. Kisaca fosfat tampon ¢oézeltisinde hazirlanmis %2’lik
duslk jellesme sicakligina sahip agaroz (25 + 5°C) (Sigma) ile %20’lik FCS ve 1 ml’sinde 1
x10°hiicre iceren 2X RPMI-1640 vasat (iceriginde bulunan tuzlar, amino asitler ve vitaminler
normal vasatin iki kati olan RPMI vasati) esit hacimde karistiriimis ve 24 kuyucuklu plakada
jellesmeye birakilmistir. Jellesmesi icin 4°C’de 5 dakika bekletildikten sonra 1 ml %10’luk
FCS ve %0.71’lik streptomisin iceren RPMI-1640 vasati her bir kuyucuga eklenmistir. Plakalar
37°C’de %5 CO2 ve %95 nem iceren ortamda inklbe edilmislerdir. Bu slire¢ sirasinda
kuyucuklardaki besiyeri 3 gun araliklarla degistirilerek etkin besin diflizyonu saglanmistir.
inkiibasyonun (glincii giininde, vasata 20 ng/ml interlékin-1B eklenmistir. Her vasat
degisiminde ayni miktar ilave edilmistir (KUROKI, 2002). Bu modifikasyonla OA geligtiriimesi
icin on deneylerde kullanilan yontemde gorulen disklerin hazirlanmasi sirasinda
kontaminasyon, disk boyutu limitasyonu nedeniyle gruplarda az hilcre sayisi v.b. bazi
sorunlar ve riskler ortadan kaldiriimigtir.

Mikrokurelerle yapilan hicre kultiri calismalarinda 6rnekler 4 gruba ayrilmigtir. Bunlar,
vasata sadece 20 ng/ml interlokin-1B3 eklenen, vasata 20 ng/ml interlokin-13 ile 5 mg D MS
ve vasata 20 ng/ml interlokin-1B ile 5 mg D-C MS eklenen gruplardir. D MS olarak
tanimlanan grup, doksisiklin yukli PCL mikrokirelerdir. D-CS MS ise, yine PCL ile
hazirlanan kondroitin sulfat-doksisiklin  kombinasyonu yukli mikrokirelerdir (Tablo 1).
Sonuncu grup ise, vasata ne interlokin-13, ne de mikroklire eklenmeyen gruplardir.
Mikrokurelerin, Sekil 4'de gorilmekte olan hicre kiltir inserti kullaniimak suretiye agararoz
disklere salim yapmasi saglanmistir. Mikrokure ilag salim sisteminin OA’ya yonelik etkinligi

igin interlokin-1B eklendikten sonra 9. ve 15. giinlerde agaroz disklerde depolanan ve bu siire
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zarfinda tim vasat igine salinan GAG ve kollajen miktarlar tayin edilmis ve agaroz disklerde
depolanan DNA miktari ile normalize edilerek degerlendirilmistir. Bu sonuglar kontrol grubu
olarak kullanilan OA’li hiicre igeren, mikroklre eklenmemis disklerin ayni stre sonundaki
GAG, kollajen ve DNA miktarlari ile karsilastiriimistir. Ayrica in vitro deneyler siresince
mikrokurelerden salinan ilag miktarinin belirlenmesi i¢in vasattan alinan érnekler 341 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiimustur.

Tablo 1. In vitro deneylerde kullanilan Mikroklire deney gruplari

Mikrokiire grubu | Yiiklenen ilag
D MS Doksisiklin
D-CS MS Doksisiklin+kondroitin stlfat

Hulcre kultlr inserti
PCL mikrokiireler +—— | —

..Qﬂ
X X X

Kondrosit hucreler
>

Sekil 4. MikrokUrelerin agaroz diskler tizerine konuldugu hticre kultir inserti

2.2.4. iki ve Ug Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Hiicre Canliiginin Tayini

iki boyutlu modelde alti kuyucuklu plakaya ekilmis olan hiicrelerin, (i¢ boyutluda ise agaroz
icerisindeki kondrosit hucrelerin sayilari MTT testi ile incelenmigtir. Bu ydntemle hucre
sayilarinin hesaplanmasi icin oncelikle bilinen belirli sayida kondrosit hicresiyle kalibrasyon
egrisi hazirlanmistir. in vitro uygulamalar sonrasinda hiicre sayilarinin 6lgiilmesi icin
kuyucuklara DMEM dusuk glukoz vasat icerisinde MTT (5 mg/ml) eklenmis ve 4 saat, 37 °C’
de ve % 5 karbondioksit ortaminda karanlikta bekletiimistir. MTT ortamdan uzaklastirilip
kuyucuklar fosfat tampon ¢oézeltisi ile yikanmistir. Son olarak, DMSO eklenerek 10 dakika
orbital calkalayici Uzerinde bekletilerek hlcre igerisindeki formazan kristallerinin ¢dzutlmesi
saglanmistir. Kuyucuklarin 550 nm dalga boyundaki isik tutulum degerleri mikroplaka

okuyuculu spektrofotometre (BioTek, USA) ile élgiimustar.
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2.2.5. iki ve Ug Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Kollajen Miktarlarindaki Degisimlerin
Belirlenmesi

Hucrelerin kikidak matriksindeki temel malzemelerden biri olan kollajeni sentezlemelerindeki
degisimleri incelemek icin hidroksiprolin testi ile 6lim yapilmistir. Bu testle hem hicreli
disklerin inkube edildikleri vasat hem de kendileri ayri ayri degerlendirilmistir. Diskler, papain
(Tip 11, 125 pg/ml, 2 mM dithiothreitol iceren) ile 60 °C’ de 20 saat parcalanmistir. Agaroz
jelleri tamamen eritmek icin diskler 70 °C’ de 10 dakika daha bekletildikten sonra karistirici
ile karistirilmis ve 12 000 devirde, 10 °C’ de, 5 dakika gevirilerek santrifuj edilmistir. Papain
ile parcalanmis hucreler ve disklerden 100 pl érnekler alinarak NaOH ile karistiriimis ve
otoklavlanmigtir. Daha sonra karisim kloramin T ile karistirildiktan sonra Ehrlich aldehit
reaktifi ile karistiriimak suretiyle kromofor olusumu icin 65°C’de 20 dakika bekletilmistir. Ayni
islem toplanan vasata da uygulanmistir. Daha sonra 550 nm’de spektrofotometrik dlgimle
hidroksiprolin tayinleri yapilmistir. 4-L-hidroksiprolinin standart olarak kullaniimasi ile
hazirlanan kalibrasyon egrisi hidroksiprolin hesaplamalarinda kullanilmistir.
Hidroksiprolinden kollajene cevirme faktéri 8 olarak kabul edilmektedir. (REDDY, 1996).

Disklerin kollajen miktari icin DNA ile normalizasyon yapilmistir.

2.2.6. iki ve U¢ Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Glikozaminoglikan Miktarlarindaki
Degisimlerin Belirlenmesi

Interldokin 1B ile etkilesim sonrasindaki inkibasyon suresince agaroz-kondrosit disklere
hdcreler tarafindan depolanan ve vasata salinan sulfath glikozaminoglikan (sGAG) miktarlar
Dimetilmetilen mavisi (DMMB) testi (Glisin/NaCl igerisinde 16 yg DMMB/mI, ¢ozeltisi, pH 3)
ile belirlenmistir (FARNDALLE, 1986). Kalibrasyon egrisi farkli miktarlarda kondroitin silfatin
(0-5 pg) 10 mM EDTA igeren fosfat tampon c¢odzeltisi (pH 6.5) icerisinde ¢dzllerek
spektrofotometrik dlclimesi ile hazirlanmistir. Toplam sGAG miktarlarinin tayini igin vasat ve
diskler/hlcreler toplanmis olup, diskler/hiicreler papain (Tip Ill, 125 ug/ml, 2 mM dithiothreitol
iceren) ile 60 °C’ de 20 saat pargalanmistir. Agaroz jelleri tamamen eritmek igin diskler 70 °C’
de 10 dakika daha bekletildikten sonra karistirici ile karistirilmis ve 12 000 devirde, 10 °C’
de, 5 dakika cevirilerek santrifuj edilmistir. Supernatantin 50 pl'si 1.25 ml DMMB boya
cozeltisi ile 24 kuyucuklu plaka igerisinde karistirilmis ve 525 nm dalga boyundaki i1sik
tutulum degerleri olctimustir. Ayni sekilde toplanan hlicre vasatinin 50 pl'si 1.25 ml DMMB
boya ¢ozeltisi ile 24 kuyucuklu plaka igerisinde karistiriimis ve 525 nm dalga boyundaki isik
tutulum degerleri dlgtilmistir. Olgiim sonuclari kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem
kullanilarak diskler ve vasatlar icin ayri ayri sGAG miktarlarina dénustirilmuistir. Hicre ve
diskten dlclilen GAG miktarlari hoechst boyasi kullanilarak florimetrik olarak bulunan DNA

miktarlari ile normalize edilmigtir.
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2.2.7. iki ve Ug Boyutlu Osteoartrit Modellerinde Hiicrelerin DNA MiktarlarininTayini

Floresan boyalar (6rn. Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodir) DNA’ya
baglanabildiklerinden hucrenin kromatinini dolayisiyla c¢ekirdedi goérindr hale gelebilir. Bu
yéntemde canli veya 6l0 tUm hdcreleri boyayabilen bir boya kullanilir. Ancak 6l ve canh
hlcre ayrimi net olarak yapilabildiginden, kesin ve net sonug¢ alinmis olur. Burada canliligin
belirleyicisi hlicre zarinin butinligundn bozulmamis olmasidir. Projede papain ile
parcalanmis hicreler/disklerin DNA miktarlari Hoechst 33258 boyasi (Invitrogen) ile
florimetrik yontemle Modulus Fluorometer cihazi kullanilarak oOl¢iimustir. Hoechst 33258
350 nm’de eksitasyon ve 450 nm emisyon dalga boylarina sahiptir (MASUOKA, 2005). DNA
miktarlari buzagi timusundan elde edilen DNA standarti ile Modulus Fluorimeter cihazinin
kalibre edilmesi sonucu miktarsal olarak olgilmektedir. Bu degerler GAG ve kollajen
miktarlarinin normalize edilmesi icin kullaniimigtir. DNA tayini icin cihazin protokoll

kullaniimigtir.

2.2.8. in Vitro Osteoartrit Modelinde Matriks Metalloproteinaz-13 (MMP-13)
Miktari/Aktivitesinin Olgiilmesi

Orneklerin MMP-13 enzim miktari/aktivitesi enzime bagli immonusorbent analiz (ELISA)
yontemi ile belirlenmigtir. In vitro deneyler sonrasinda gruplara ait vasatlar toplanmis ve -80
°C’de saklanmistir. Tavsan MMP-13 molekiiliine uygun olarak alinan ELIZA Kit'in (Cusabio,
ABD) protokolliine uygun olarak olgiimler yapiimistir. Bitlin érnekler 2 tekrarh 6lgliimis ve
sonuglar standart MMP-13 konsantrasyonlari icin elde edilen kalibrasyon egrisi

(konsantrasyon-Optik yogunluk) ile konsantrasyon degerlerine ¢evrilmistir.

2.2.9. in Vitro Deneylerde Salinan Doksisiklin Miktarinin Olgiilmesi

In vitro 3 boyutlu osteoartirit modeli calismalarinda mikroklrelerden ortama salinan
doksisiklin miktari spektrofotometrik yéntemle 341 nm’'de abzorbans oOlglimleri ile
belirlenmigtir. Hlcre klltir vasati igine salinan ilag miktarinin belirlenmesi icin hicre kultar

vasati iginde ilag i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

2.3. in Vivo Osteoartrit Modelinin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi igin

Yapilan Test ve Olgiimler

Deneysel Osteoartrit olusumu yukarida anlatilan (bélim 2.2.1.) kollajenaz uygulamasi tek
sefer veya birinci ve dordinci gin olacak sekilde iki sefer enjeksiyon yapilmasi ile
arastinlmistir. Deney gruplarinda anestezi altinda arka bacak diz eklemlerinde artirit
olusturmak amaciyla kollajenaz tip Il (Clostridium histolyticum)(Sigma)(626 units/ mg kati
kollajen enzim aktivitesine sahip) enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasinda eklem

kikirdaginda olusacak hasarin saptanmasi icin yine anestezi altinda eklem radyografileri 3.
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ve 6. haftalarda alinmigtir. Deneysel osteoartrit modelinin olusmasi igin enjeksiyonun birinci
glninden gecgerli olmak (zere tek enjeksiyon uygulamalarinda 5 hafta 2 enjeksiyon
uygulamalarinda ise 6 hafta beklenmigtir (KIKUCHI, 1998). Tek ve iki kollajenaz enjeksiyon
yapilan tavsanlarin eklemleri sirasiyla 4 ve 6 hafta sonunda cikartiimis ve histolojik

incelemeler icin Hacettepe Tip Fakiltesi Histoloji AD’na gonderilmisgtir.

in vivo OA modeli olusumu igin 6 hafta beklendikten sonra tavsanlar gruplara ayrilmistir.
Tablo 2'de bu gruplar goriilmektedir. ilk grup tavsanlara tedavi uygulanmamistir. ikinci grup
tavsanlara hyaluronan enjekte edilmistir. Uglincli ve dérdiincii grup tavsanlara Tablo 1'deki
mikrokureler enjekte edilmistir. Hyaluronan enjekte edilen grup 4 ve 8 hafta bekletildikten
sonra sonlandiriimistir. Tablo 1'de &zellikleri verilen bu iki grup mikrokure ile iki ayri doz
calismasi yapilmistir. Buna gore hyaluronan (HYL) ile birlikte 5 mg D MS ve 7.5 mg D MS
kanstiniimistir. Ayni sekilde yine hyaluronan (HYL) ile birlikte 5 mg D-CS MS ve 7.5 mg D-CS
MS karistiriimistir. Daha sonra tavsanlara enjekte edilmistir. Mikrokure enjekte edilen gruplar
ise 8 hafta bekletilmistir. Cikarilan eklemlerin radyolojisi ¢ekilmisti. OA modelinin
belirlenmesi icin rdntgenlere radyolojik skorlama (Kellgren-Lawrence Model) yapilmistir.
Hyaluronan ve mikrokiire enjeksiyonu yapilan gruplar da histolojik incelemelere tabi tutulmak

amaciyla Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji ABD’na gétiriimustir

Tablo 2. in vivo deney gruplari

Grup No | Ac¢iklamalar

1 Saglikli eklem (Pozitif kontrol)

Osteoartrit Model (2 enjeksiyon)

Osteoartritli tedavi edilmemis eklem (8 hafta)

Osteoartritli ekleme hiyaluronan (HYL) tedavisi (4 hafta)

Osteoartritli ekleme hiyaluronan (HYL) tedavisi(8 hafta)

Osteoartritli ekleme 5 mg D MS ile HYL tedauvisi (8 hafta)

Osteoartritli ekleme 7.5 mg D MS ile HYL tedavisi (8 hafta)

Osteoartritli ekleme 5 mg D-CS MS ile HYL tedavisi (8 hafta)

Ol O N| O g | W N

Osteoartritli ekleme 7.5 mg D-CS MS ile HYL tedavisi (8 hafta)

—_
o

Osteoartrit Model (Tekli enjeksiyon)

2.3.1. Radyolojik Degerlendirmeler
Tedavilerin baslatiimasindan belirli streler sonrasinda denekler sonlandiriimig ve uygulama
yapilan eklemler radyolojik ve histolojik degerlendirmeler igin cikartilmistir. Orneklerin

rontgen filmleri ODTU Saglik ve Rehberlik Merkezinde bulunan Siemens Multix-C réntgen
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makinesi ile alinmistir. Réngen makinesi 3.2 mA/s ve 42KW’ye ve X isini kaynagdinin diz
eklemlerine uzakhgr 100 cm olacak sekilde ayarlanmistir ve Agfa Crurix film kullaniimigtir.
OA’in dizeyinin radyolojik degerlendiriimesi icin radyolojik skorlama kullaniimistir. Eklemler
Kellgren-Lawrence metoduna gdre Tablo 7°de verilen oélgulerle gruplari bilmeyen iki ortopedi

cerrahi tarafindan skorlanmigtir.

Tablo 3. Tibiofemoral eklemlerde Osteoartrit diizeyinin Kellgren-Lawrence Radyolojik
degerlendirmesi dlgegi (KIJOWSKI, 2006).

Derece Aciklama
0 Radyolojik degisiklik yok
1 Belli belirsiz eklem daralmasi ve osteofit olusumu baslangici
2 Belirli osteofit olusumu ile birlikte hasar gérmemis eklem boslugu
3 Belirli osteofit olusumu ile birlikte orta dlizeyde eklem daralmasi
Belirli osteofit olusumu ile birlikte ciddi hasarli eklem boslugu daralmasi
4 ve subkondral skleroz

2.3.2. Histolojik incelemede Kullanilan Gereg ve Yontemler

Eklem ornekleri uygun cerrahi yontemle c¢ikalldiktan sonra % 10luk nétral formalin
¢ozeltisinde (pH 7.0) oda isisinda radyolojik incelemeye alindi. Ardindan tim &érnekler De
Castro ¢ozeltisinde (kloral hidrat, nitrik asit, distile su) deaklsifiye edildikten sonra vakumlu
otomatik doku takip cihazinda parafine gomildi. Doku takip cihazinda teknisyen hatasi
nedeniyle parafinin dokuya iyi entegre olmadigi doku érnekleri izlem digi birakildi. Kalan iyi
ornekler incelemeye alindi. Bu O&rneklerden elde edilen 5-7 mikrometrelik kesitler
hematoksilen & eozin (HE), Masson trikrom (MT) ve safranin O (SO) ile boyandi. Her
ornekten elde edilen fotomikrograflar (Leica, DMR) isik mikroskobuna ekli bilgisayar
baglantili dijital kamera araciligiyla elde edildi (Model DFC 480, Leica Westlar Almanya).
Mankin ve OARSI kikirdak hasar skorlama sistemleri kullanildi (PRIZKER, 2006; FARSHID,
2009). Mankin skorlama sisteminde kikirdak yapisi, sinirinn butunlugu, proteoglikan
boyanmasi ve hiicre igerigi degerlendiriimektedir. OARSI skoru ise her érnege ait OARSI
derecesi (grade) ve evresinin (stage) carpimi ile elde edilir (Tablolar 5,6,7). Grade (derece)
OA’deki derinlemesine doku hasarini gdsterir. Stage (evre) OA’li eklemin bir ucundan diger

ucuna horizontal tutulumunu ifade eder. OARSI skoru hem grade hem de stage’i icerir.
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Tablo 4. Mankin’in histolojik kikirdak hasari skorlama sistemi (FARSHID, 2009)

Yapi Skor

Normal

Ylzey dizensizlikleri

Pannus

Tranzisyonael zona yarik

Radyal zona yarik

Kalsifiye zona yarik

o O | W N = O

Tudmden disorganizasyon

Tidemark/ sinir integritesi

Intakt

o

—_

Kan damarlari tarafindan gegilmis

Proteoglikan boyanmasi

Normal

Hafif azalma

Orta derecede azalma

Ciddi azalma

Al W N| =~ O

Hi¢c boyanmama

Hiicresellik

Normal

Diffuz hiperselilarite

Cloning

w| N =~ O

Hiposelilarite
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Tablo 5. Pritzker ve dig.ne goére kikirdak hasari skorlama sistemi (PRIZKER, 2006;
FARSHID, 2009)
Grade 0:

Yiizey intakt

Kikirdak morfolojisi intakt

Matriks normal yapida

Hucreler intact, dogru dizenlenimli
Grade 1:
Yuzey intakt

Matriks: Ylzeyel zon intakt, 6dem, ve/veya , yizeyel fibrilasyon, abrazyon, fokal ylizeyel matriks

kondansasyonu

Hucreler: Olu, proliferasyon (yiginlar), hipertrofi death, proliferation (clusters)

Yizeysel zon reaksiyonu fibrilasyondan daha fazla
Grade 2:

Yizey devamli degil

Matriks: Ylzeyel zon devamli degil, derin fibrilasyon

Kikirdagin Ust 1/30nde katyonik boya ile matriks deplesyonu (Safranin O ya da Toluidine Blue)

Orta zonda fokal perikondriyal artmis boyanma

Kondron kolonlarinda yonelim bozuklugu

Hiicreler: Oltim, proliferasyon (yiginlar), hipertrofi
Grade 3:
Vertikal yariklar

Matrikste midzona dogru vertika yariklar, dallanmis fissurler,

Alt 2/3 kikirdakta (derin zon) katyonik boyanma yoklugu(Safranin O ya da Toluidine Blue)

Polarize 151k mikroskobunda yeni kollagen yapimi

Hucreler: Fissurlere yakin bdlgede 6lum, rejenerasyon (yiginlar), hipertrofi.

Grade 4:

Erozyon

Kikirdak matriks kaybi: Yuzeyel katin delaminasyonu, orta katta kist olusumu

Ekskavasyon: Yuzeyel ve orta katta matriks kaybi

Grade 5:

Deniidasyon

Yizeyin denlidasyonu, sklerotik kemik ve ¢iplak ylizeylerin iginde fibréz kikirdak igceren tamir dokusu

Kemik yizeyine sinirli tamir igeren mikrokiriklar

Grade 6:

Deformasyon

Osteofitten daha fazla kemik yeniden yapilanmasi

Mikrokiriklar:Fibréz kikirdak ve kemik yapisinda tamir alani igeren ve dnceki ylizeye uzanan bigimde

32



Tablo 6. OA skor -yari kantitatif metod (skor=derece x evre)

Evre

Derece ["g1 S2 S3 S4
G1 1 2 3 4
G2 2 4 6 8
G3 3 6 9 12
G4 4 8 12 16
G5 5 10 15 20
G6 6 12 18 24

Tablo 7. OA kikirdak histopatoloji-evre degerlendirmesi (Evre=kikirdak hareketinin 6lgisti)

Evre | % katilim (ylzey, alan, hacim)
0 OA aktivitesi gorilmez
1 <10 %
2 10-25 %
3 25-50 %
4 >50 %

2.3.3. Biyomekanik Testler

Eklem kikirdaginin medyal ve lateral femoral kondyl bolgelerinin sertlik (hardness) degerleri
bu amac¢ icin dizayn edilmis durometre mekanik test cihaziyla (Kori Seiki, Japonya)
dlgtlmustar. Olgiimler deneklerin terminasyonundan hemen sonra, oda sicakliyinda ASTM
D2240 standartlarinda (NIEDERAUER, 2004) ve 0-99 arasi Odlgekle yapilmistir. Bu
Olgumlerde dusuk degerler kikirdak dokusunda mekanik dayanimin (sertligin) azalmasini

gOstermektedir. Her kondylden 3 8lgiim alinmig ve ortalama degerler hesaplanmigtir.

Mekanik test cihazi 6lcim prensibi temelde Rockwell Sertlik presibine dayanmaktadir.
Olglilen 6rnegin sertlik diizeyine gére kullanilan probun geometrisi konik, yuvarlak, hatta diiz
yapida olabilir. Olgiilen sertlik Shord A sertlik, Shored D sertlik v.b sekilde isimlendirilir. Sert
numuneler i¢in kullanilan probe 6rnegi ve dlgiim sistemi sekil 5’ te, 6lgim bdlgeleri Sekil 6 ve
Olcimiin yapiimasi Sekil 7’de gosterilmigtir.
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Sekil 5. Sertlik Olglim cihazi (Durometer

Sekil 6. indentasyon test bolgelerinin lokasyonu eklem kikirdaginin medyal (a) ve lateral (b)
bdlgeleri lanset ile belirtiimektedir.

Sekil 7. Cikarilan eklemlerin indentasyon cihazi ile sertlik 6lgimlerinin yapilmasi

2.4. istatiksel Analizler

2.4.1. In vitro Uygulama Sonuglarinin Degerlendiriimesinde Kullanilan istatistiksel
Analizler

Saglikh ve osteoartritli kontroller ile deney gruplari arasindaki farkliliklari kargilastirmak igin
Mann-Whitney U testi kullanilarak ikili karsilagtirmalar yapiimistir (SPSS-9 Software, SPSS

Inc., ABD). Gruplar arasi farklar i¢cin p<0.05 seviyesi anlamli olarak kabul edilmistir.

2.4.2. In vivo Uygulama Sonuglarinin Degerlendiriimesinde Kullanilan istatistiksel
Analizler
In vivo sonuglarin istatistiksel degerlendiriimesinde histoloji ve radyoloji test parametreleri

bagdimli degisken, gruplar bagimsiz degisken olarak alinmigtir. Dagilimin normalitesi ve
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ornek varyanslarinin homojenligi Shapiro-Wilk test ile gdsterilmistir. Butun parametrelerde
Kruskal-Wallis testi ile tim gruplar icin ¢oklu istatistiksel karsilastirmalar ve Dunn post-hoc
testi ile ikili karsilastirmalar yapiimistir. Histoloji ve radyoloji dlgimleri arasinda korelasyon
Spearman test ile degerlendirilmistir. Fried test / post-hoc testi ile zamanla ilgili farkhliklar
belirlenmigtir. Betimsel istatistik degerleri medyan, minimum ve maksimum olarak

gOsterilmistir. Gruplar arasi farklar p<0.05 seviyesinde anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartigma

3.1. In situ Deneylerin Bulgulari

3.1.1. Kondroitin Siilfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yiiklii Mikrokiirelerin Yiizey
Ozellikleri ve Morfolojileri

Kondroitin sulfat yukli PCL mikrokureler iki gesit sorfektan (% 4 PVA ve % 1 PVA- % 1
jelatin) kullanilarak yutksek ve dusuk molekil agirlikl PCL’den yapilmistir. Kondroitin silfatin
sulu faza gecisinin engelenmesi icin su fazi icinde yag fazinin olusturulmasi
homojenizasyonla saglanabilmistir. Bu yontemle elde edilen mikrokurelerin (yaklasik
ortalama 10 um capinda) konvansiyonel karistirma ile hazirlanan mikroklrelerden daha
kiiglik oldugu gézlenmistir (O'DONNEL, 1997). ODTU Metalurji ve Malzeme Mihendisligi
Bolumid’nde bulunan Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile mikrokurelerin morfolojik
analizleri yapilmis ve fotograflar cekilmistir. Sekil 8'de soérfektan olarak %4’lik PVA'nin
kullanildigi, kondroitin sulfat iceren PCL (14kDa) mikrokureler gorulmektedir. Mikrokure
yuzeyleri yakindan incelendiginde (Sekil 8c ve d) ylzeylerinin dizglin, oldugu ve
mikrokdrelerin ¢gok katmanli polimer tabakalari seklinde olustugu goériimustar. Mikrokdrelerin
g6zeneklerinin  bu buyldtmede (x3000-4000) gdzlenmeyecek kadar kiglik oldugu
disunulmektedir. Bu mikrokirelerin ¢api yaklasik 13 pm civarinda olmakla birlikte Sekil 8a ve
b’ de daha farkli boyutlarda mikrokdrelerin de oldugu gortlmektedir.

Sorfektant olarak % 1 PVA+jelatin kullanilarak hazirlanan mikrokirelerin elektron mikrografi
goruntuleri Sekil 9a ve b’de sunulmaktadir. Sekil 9a ya goére daha yogun ve yiksek miktarda
mikrokure olusumu goérintlisi veren bu set mikroktrelerin yakindan bakildiginda (Sekil 9b)
birbirine ylzeyden yapisarak agregat olusturdugu ve formlarinin dizgin olmadigi
g6zlenmistir. Bu yapi, mikroklrelerin yikanmasi sonrasinda bile toz yerine plakalar halinde
toplanabilmesi ile de farkedilmistir. Bu sonuglar, %1 PVA-jelatin kombinasyonunun sorfektan
olarak kullaniimasiyla elde edilen salim sistemlerinin in vivo deneylere uygun olmadigini

dusUndirmektedir.
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Sekil 8. % 4’luk PVA ile hazirlanmis kondroitin silfat yukli PCL (14 kDa) mikroklrelerin
taramali elektron mikroskobu mikrografileri
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Sekil 9. % 1 PVA+%1 jelatin ile hazirlanmis kondroitin silfat yukli PCL (14 kDa)
mikrokurelerin taramali elektron mikroskobu mikrografileri
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Yuksek molekul agirlikli PCL (65 kDa) ile hazirlanan kondroitin sllfat mikrokureler de yine
once % 4’luk PVA kullanilarak olusturulmustur. Sekil 10a ve b’de hazirlanan mikrokurelerin
mikrografileri veriimektedir. Sekil 10a’da 200 kez buyutmede mikroklre boyut dagiliminin
homojen oldugu goézlenmistir. Ancak buyidtme orani 1000°e (Sekil 10b) cikartildiginda
mikrokurelerin alt tabakasinda membran gibi bir olusum oldugu ve dolayisiyla mikrokirelerin

bu sekilde birbirine yapistigi gérilmektedir.

s

\

: 188Pm = 18HmMm
METU 18KV A28e METU K758

Sekil 10. % 4’lik PVA ile hazirlanmig kondroitin sulfat yukli PCL (65kDa) mikrokurelerin
taramali elektron mikroskobu mikrografileri

Sekil 8, 9 ve 10’'teki mikrografilerin degerlendiriimesi sonucunda mikrokirelerin hazirlanmasi
icin distk molekudl agirhkli PCL ile % 4 PVA kullanilmasina karar verilmistir. Bu kosullarla

doksisiklin ve kondroitin sulfati birlikte iceren PCL mikrokureler hazirlanmistir (Sekil 11).

Sekil 11 a ve b’de mikrokurelerin dagilimlari gézlemlenmektedir. Ancak, bu analizlerde Sekil
10’daki gibi membransi bir tabakanin olustugu ve mikroklrelerin bu tabakaya yapisik oldugu
gorulmektedir. Sekil 11c’de olusan mikrokurenin sekil olarak dizgin ve ylzeysel yapisinin

plrizsiz oldugu gorulmektedir.
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Sekil 11. % 4’luk PVA ile hazirlanmig doksisiklin ve kondroitin sulfat yukli PCL (14 kDa)
mikrokurelerin taramali elektron mikroskobu mikrografileri

3.1.2. Kondroitin Siilfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yiiklii Mikrokiirelerin Boyut
Dagilimlan

Hazirlanan mikrokirelerin  boyut dagiimi  ve ortalama boyutlari ODTU Merkezi
Laboratuvar’'nda yapilan pargcacik boyutu analizi ile belirlenmistir (Sekil 12). Buna gore
mikrokulrelerin % 50’sinin ¢apinin, 12 ym’nin altinda oldugu ve % 90’inin ¢apinin ise 85
pm’nin altinda oldugu goérulmektedir. Mikrokurelerin oldukga homojen bir boyut dagilimi
olusturdugu gézlenmistir. Bu boyutlarin eklem bdlgesine enjeksiyon icin uygunlugu proje

danismanlarinca onaylanmigtir.
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Sekil 12. D-CS kombinasyonu yukli PCL mikrokurelere ait pargacik boyut analizi grafigi

Sekil 13’de ise hazirlanan ikili ajan yukld mikrokurelerin taramali elektron mikroskopisi (SEM)

ile elde edilen goruntuleri sunulmaktadir.

METU

Sekil 13. D-CS kombinasyonu yikli PCL mikrokirelere ait taramali elektron mikroskopisi
goruntaleri

Sekil 13’de mikrokurelerin boyut dagihminin homojen oldugu ve yulzeylerinin plrizsiz
oldugu gorilmektedir. Boyut analizi sonuglari ile uyumlu olarak mikroktrelerin gogunlugunun
¢apinin 15 pm civarinda oldugunu goéstermektedir. Ayrica bu mikrokUrelerin aggregatlar
olusturmadigi ve sadece CS yukli mikrokirelelere gore formlarinin daha dizgin oldugu

go6zlenmistir.

3.1.3. Kondroitin Siilfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yiiklii Mikrokiirelere Hapsolan ilag
Miktarinin Belirlenmesi

D-CS kombinasyonu yukli PCL mikrokirelere hapsolan ilag miktarinin belirlenmesi igin
HPLC yodntemi kullanilmistir. Mikrokirelerin ekstrakte edildikleri tetrahidrofuran-metanol
¢ozeltisinden alinan dérnekler HPLC sistemine enjekte edilmistir. Ayni sekilde biinen ilag

konsantrasyonundaki standartlar da HPLC sistemine enjekte edilmislerdir. Sekil 14’de
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doksisikline ait standart tepe noktasinin goésterildigi kromatogram verilmektedir. Egri altinda
kalan alan daha sonra hazirlanan kalibrasyon egrisine goére ilag konsantrasyonuna, oradan
da toplam ilag miktarina donusturilmustar (Sekil 15).
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Sekil 14.Doksisikline ait standart tepe noktasi (5 ug/ml)
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Sekil 15. Doksisiklin miktarlarinin belirlenmesi icin HPLC analizlerinde kullanilan kalibrasyon
egrisi

Sekil 16’da hapsolan ilag miktarini gésteren tepe noktasi bulunmaktadir. Egri altinda kalan
alan ile tepe noktasinin gelis zamani grafikte gérilmektedir.

Hapsedilen ilag yluzdesi ve hapsolma verimi de ylklenen ila¢g miktarindan yola c¢ikilarak
metodlar kisminda verilen denklem (1) ve (2) kullanilarak hesaplanmigtir. Buna gore

yuklenen ilag miktari, % 10.1 iken, hapsolma verimi % 30.4 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 16. D-CS kombinasyonu yukli PCL mikrokurelere ait ila¢ miktarini gésteren tepe
noktasi

3.1.4. Kondroitin Siilfat-Doksisiklin Kombinasyonu Yiiklii Mikrokiirelerin Salim
Profillerinin incelenmesi

Projede OA hastaliginin uzun slregte tedavi gerektirmesi nedeniyle intraartikiiler enjekte
edilecek salim sisteminin iki ajani da kontrolli ve uzun siregte salmasi hedeflenmistir. Bu
sayede tek seferde kolaylikla uygulanabilecek ve etkin tedavi yapabilecek bir sistem
gelistiriimesi saglanabilecektir. Bu nedenle hazirlanan D-CS mikrokurelerinin fosfat tamponu
icinde 37°C’de salim g¢alismalari gergeklestiriimigstir.

Bunun icin 06ncelikle doksisiklinin hangi dalga boylarinda absorbans verdigi
spektrofotometrik belirlenmistir. Bunun igin 6ncelikle doksisiklin en iyi ¢6zindigli sivi olan
suda ¢dzdirilmas ve spektrofotmetre ile dalga boyu taramasi yapilmigtir.  Sekil 17°de bu
taramanin sonucu elde edilen spektrum goériimektedir. Bu spektruma gore doksisiklin 274 ve
341 nm’de absorbans vermektedir. Literatlirde yapilan arastirmalar da doksisiklinin 267 ve
351 nm’de absorbans verdigini gostermistir (SCHOLAR, 2007).
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Sekil 17. Doksisiklinin sudaki c¢ozeltisine ait degisik dalgaboylarinda isik absorbans
spektrumu

Bu spektruma gore ilag saliminin 274 nm’de absorbans o&lgtmleri ile yapilmasina karar

verilmigtir. Doksisiklin miktarlarini belirlemek amaciyla kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir (Sekil
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18). Bunun igin fosfat tampon ¢ozeltisinde belli konsantrasyona sahip standartlar hazirlanmis
ve spektrofotometrede absorbans dlgimi yapiimistir. Daha sonra kalibrasyon egrisi igin elde

edilen denklem kullanilarak ortama salinan ila¢ miktarlari belirlenmistir.
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Sekil 18. Doksisiklinin fosfat tampon ¢ozeltisindeki kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon denklemine goére belli zamanlarda okunan absorbanslar ilag miktarina
donusturuldukten sonra toplam salinan ilag miktari ve bunlarin standart sapmasi

belirlenmistir. Salim profili Sekil 19°da gorilmektedir.

salinan toplam doksisiklin miktan (pg)
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Sekil 19. D-CS ylkli PCL mikrokurelerinin fosfat tamponu icinde salim profilleri (n=3)
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Sekil 20. D-CS kombinasyonu igceren mikrokurelerin kiimulatif yuzde (%) doksisiklin salim
profili (n=3)

Salim profili incelendiginde hizli salimin (burst) ilk 5.-8. gunler arasinda oldugu gozlenmisgtir.
3. gun sonunda ortama salinan toplam ila¢ ylzdesi % 9.69 olarak bulunmustur (Sekil 20).
Go6zlenen hizl salimin mikroklre ylzeyine tutunmus ilag kristallerinin fosfat tamponu igine
hizla salimi sonucunda gergeklestigi dusundlmektedir (HUANG, 2009). Daha sonraki
zamanlarda salim profilinde benzer miktarlarda ilag g¢ikisinin oldugu go6zlenmistir.
Gozlemlenen salim profilinin literatirde érneklerinde oldugu gibi (CHANG, 2006) karakteristik
ilk hizli salim asamasindan sonra kimulatif salimin zamana bagh artis egiliminde oldugu
ama zaman araliklarinda c¢ikisin sabit oldugu (sifirnci derece Kkinetikle salindigi)
bulunmustur. Bir ay sonunda hapsedilen ilacin % 20’si ve 3 ay sonunda ise % 36.65'i salim
ortamina salinmistir. Bu sure zarfinda salinan toplam ilag miktari 1.85 mg'dir. Gézlemlenen
salim profili gelistirilen PCL mikrokurelerinin doksisiklin salimini en az 6 boyunca kontrolli
saglama potansiyeli oldugunu dogrulamaktadir. Elde edilen salim sonuglari kondroitin
sulfatin doksisiklin ile birlikte ylklenmesinin ilacin salim profili ve salinan miktari Gzerinde bir
degisiklige neden olmadigini géstermektedir. Bu sonucun eklenen kondroitin silfat miktarinin
az olmasi ve/veya elde edilen mikrokirelerin doksisiklin yUkli mikrokiirelerden daha kuiglk
boyutta olmalarina badli oldugu dusuntlmektedir. Tim elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde D-CS yUkli mikrokirelerinin in vitro ve in vivo uygulamalarda
kullabilecegine karar verilmigtir. Mikrokirelerin 3 aylik salim ¢alismalari sonucunda yapisal
ve ylzey ozellikleri yéninden degisimleri SEM yéntemiyle incelenmis ve bu 6zelliklerin salim

oncesi Ozelliklerinden farkli olmadigi goéraimuagtur (Sekil 21). Bunun baglica nedeninin PCL
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bazli ilag salim sistemlerinde salimin difuzyona bagli olarak mevcut kiigiik gdbzeneklerden ve

polimer matriksinde zamanla agilan yollardan oldugu distntlmektedir.

18%m ”
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Sekil 21. D-CS yikli PCL mikrokirelerinin 3 aylik salim sonunda elde edilen SEM
gorantaleri.

3.1.5. Mikrokiirelerin Gama Isginlariyla Sterilize Edilmesi

In vitro ve in vivo deneyler i¢cin D ve D-CS kombinasyonu yikli mikroklrelerin gama isiniyla
sterilizasyonlari yapilimis ve o6rnekler diger deneyler yapilana kadar 4°C’de desikatdrde
saklanmistir.

Isinlama sonrasi D-CS kombinasyonu yukltu mikrokurelerin taramali elektron mikroskopisi ile
elde edilen goéruntlleri Sekil 22’de sunulmaktadir. Gama i1simasi sonrasi, D-CS yuklu
mikroklrelerin yuzeylerinin 1sima 6ncesindekine goére (Sekil 13) az miktarda degisiklige

ugradigi gézlenmisgtir.
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Sekil 22. D-CS kombinasyonu yukli PCL mikrokurelere ait gama i1simasi sonrasi taramal
elektron mikroskopisi géruntuleri
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3.2. in Vitro Hiicre Kiiltiirii Deneylerinin Sonuglari

3.2.1. in Vitro Biyouyumluluk Sonuglan

Doksisiklinin doza bagh toksisitesi ve hazirlanan ilag yukli ve bos PCL mikrokurelerin
biyoyumluklari 3T3 hucre hatti ile test edilmigtir. Kullanilacak doksisiklin konsantrasyonlarina
salim ¢alismalarindan ortama salinan miktarlara gére karar verilmistir. Doksisiklin bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik olarak klinikte kullanilan bir ilagtir. Hicre canliiginda,
artan ila¢ dozunda, ilag eklenmemis hucrelerinkinden farkhlik gézlenmemistir (Sekil 23).
Butin dozlarda hicreler canhliklarinin %80’i koruduklari, bu nedenle bu ilacin salim
sisteminden ¢ikan miktarlariyla olusan lokal konsantrasyonlarinin toksik etkisinin olmadigina
karar verilmigtir. Ayrica MTT sonuglari ile uyumlu olarak bu deneylerde hicrelerin
morfolojisinde de herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 24). Literatirde yapilan bir
calismada 20 uM Doksisiklin’in insan polimorfonukleer 16kosit (PMN) kollajenaz aktivitesinin
%78’ini inhibe ettigi gosterilmistir (GOLUB, 1991). Bu bilgi ve salim sonuglari gézéninde
bulundurularak hazirlanan salim sisteminin toksisite yontnden in vitro ve in vivo uygulamalar

icin uygun oldugu sonucuna variimistir.
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Sekil 23. 3T3 hucrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda canllik yizdeleri
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Sekil 24. Farkh doksisiklin konsantrasyonu ile inkiibe edilen 3T3 hicrelerinin 48 saatlik
inklibasyon sonunda faz kontrast mikroskopisi ile alinan fotograflari.

ilag yUkli ve bos PCL (14 kDa ve 65 kDa) mikrokiireleri 3T3 hiicreleri ile birlikte inkiibe
edildiklerinde hucrelerin canliklarinin %85’ini koruduklari goézlenmistir (Sekil 25). Bu da
mikrokurelerin hazirlama asamalarindan veya tasiyicidan kaynaklanan herhangi toksik bir
madde igermedigini gostermektedir.
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Sekil 25. Doksisiklin yUkli ve bos PCL mikrokireler ile inkiibe edilmis hicrelerin canhlik
yuzdeleri
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3.2.2. in Vitro Osteoartrit Modelinin Analiz Sonuglan
Hazirlanan D ve D-CS yUkli mikrokirelerin salinan osteoartiritik hiicrelerinin matriks sentezi
ve MMP-13 seviyeleri Uzerindeki etkileri incelenerek gelistirilen tedavinin etkinligi

arastirilmistir.

3.2.2.1. Primer Osteoartiritik Kikirdak Hiicre Kulturi

Kikirdak hucreleri (kondroistler), osteoartirit gelistiriimis ve saglikh tavsan diz eklemlerinden
alinan doku Orneklerinden enzimatik yontemle izole edilmis ve daha sonra kultive
edilmisglerdir. Sekil 3.26’da primer hiicre kiltlr sirasinda farkh kuiltivasyon asamalarinda
hicrelerin faz kontrast mikroskobu mikrografileri verilmektedir. Eklem bélgesindeki kikirdak
dokusundan elde edilen hicreleri hicre kultir ortaminda c¢ogaltiimis ve mikrokirelerin
uygulandigi tim deneylerde 2. pasaja kadar ¢ogaltilan hicreler kullaniimistir.

Sekil 26’da saglikli yavru tavsandan elde edilen kikirdak hiicreleri ile osteoartritli tavsandan
alinmis kikirdak htcrelerin morfolojileri ve ¢ogalma ozellikleri karsilastinlmistir. Saghkh
kikirdak hicresinin ¢ekirdegi yapisip uzama 6zelligi gostermisken, hasta kikirdak hicresi
cekirdegi etrafinda halkalar olusturarak yapismistir (Sekil 26a ve b). Oklar bu yapisma
seklinin fakhlastigi noktalari isaret etmektedir. Bu gorintliye ‘fried egg’ yani sahanda yumurta
tanimlamasi yapilmaktadir (OMELCHENKO, 2002). Yapisma sekilleri kadar yapisma sureleri
de farklihk gostermektedir. Primer saglikli hiicre 3 glinde yapisirken osteoartritli kikirdaktan
olusan primer hasta hlicrenin yapismasi i¢in 1 hafta beklenmistir. Ayni sekilde, yapistiktan
sonra ¢ogalma asamasinda da farklilik goze carpmaktadir (Sekil 26¢ ve d). Yapisma slresi
gelisimi olumsuz yénde etkilediginden, hasta hicre saglikli hiicreye gére daha dizensiz ve
yavas gelismektedir. Burada da Sekil 26’daki oklar bu yapisma seklinin faklilastigi noktalar
isaret etmektedir. Saglikli ve OA hicreler % 85 konfluenseye ulastiginda hudcrelerin
morfojileri Sekil 26e-f'de verilmektedir. Sekil 26fde yapi bozuklugunun basgésterdigi noktalar
isaret edilmistir. Sekil 26g ve h’de ise saglikli ve hasta hicrelerin ¢gogaldiktan sonra yapilari
arasindaki fark goérilmektedir. Saglhkli ve OA hicrelerin konfluenside kikirdak hcresinin
karakteristik poligonal morfolojisine sahip olduklari gézlenmistir. Ancak OA hicrelerinin
saglkl hicrelere gore daha kigik oldugu ve okla isaret edilen bdlgelerde bu hastalikla ilgili

yukarida belirtilen “sahanda yumurta” gérinimine sahip oldugu gézlenmistir.
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a) Ekimden 3 gin sonra saglikh kikirdak ~ b)Ekimden 1 hafta sonra hasta kikirdak hicreleri

Ekimden 10 gin sonra kikirdak hiicreleri
c) saglikh kikirdak gelisim d) hasta kikirdak gelisim

% 85 konfluenside
e) saglikli kikirdak hiicreleri f) hasta kikirdak hicreleri

- 100% konfluenside
g) saglikli kikirdak hicreleri h) hasta kikirdak htcreleri
Sekil 26. Saglikli ve osteoartiritik primer kikirdak hiicrelerin kiltivasyonun farkl evrelerindeki

faz kontrast mikroskobu mikrografileri. (Oklar hucrelerin saglikli ve OA gruplar arasindaki
farkli noktalarini isaret etmektedir (10X).
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3.2.2.2. In Vitro Osteoartirit Modelinin Olusturulmasi

Literatirde in vitro hastallk modellerinin olusturulmasi igin genelde insan kaynakli
osteoartiritik ve 6n-enflamatuar sitokinler kullanilarak osteoartiritik yapilan kikirdak hucreleri
kullaniimaktadir. Hayvan hdcreleri  kullanildiginda rat, tavsan, v.b. ile izolasyon
gerceklestiriimektedir (KAVAS, 2010; CHOI, 2002; KUROKI, 2002). Bu projede, 3 boyutlu
model olarak agaroz icine hapsedilmis osteaortiritik tavsan kikirdak hicreleri kullaniimistir.
Agaroz, kikirdak hcrelerinin karakteristik yuvarlak morfojilerini korumasina uygun ve
hicrelerin rahat beslenebilmesi icin metabolitlerin ve gazlarin kolaylikla difuzyonla
gecebilecegdi bir ortam saglamaktadir (KAVAS, 2010). Sekil 27°de goérulduga gibi hicreler

agaroz icinde homojen dagilmis ve yuvarlak hiicre morfolojisine sahiptirler.
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Sekil 27. 3 gunluk inklbasyon sonunda agaroz igerisine hapsedilmis osteoartiritik kikrdak
hicrelerinin faz kontrast mikroskobu mikrografileri (10X blyttme)

3.2.2.3.Glikozaminoglikan (GAG) Miktarlari ile ilgili Sonuglar

Projenin ilk asamalarinda agaroz ve kikirdak hiicreleri 1:1 oraninda karistirildiktan sonra iki
cam arasina dokulmis ve jellesme gerceklestikten sonra biyopsi puncher ile diskler
kesilmistir. Ancak dékme sirasinda olusan baloncuklar ve hizli jellesme nedeniyle homojen
agaroz diskleri elde edilemedigi icin hlicre-agaroz karigsiminin belirli miktarlarda dogrudan
hicre kultir kabi kuyucuklarina eklenmesine karar verilmistir. Bu sayede daha ylksek
konsantrasyonda hicre ile deneyler baglatilabilmistir.

Olusturulan t¢ boyutlu yapida in vitro osteoartirit modeli icin hicreler iki hafta boyunca IL1-3
(20 ng/ml) varliginda inkibe edilmistir (COOK, 1999). Raporun ydntemler kisminda Sekil
4’de verilen duzenek ile 1 ym gozeneklilige sahip insertler Gzerine konan mikrokureler bu
sisteme eklenmis ve ayni ortamda salim yapmasi saglanmistir. Boylece, vasat degisimi

sirasinda insertlerin alinmasi, dolayisiyla mikrokure kaybi 6nlenmisgtir.
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GAG miktarlarn kolorimetrik bir yontem olan DMMB yontemiyle incelenmistir. Hucrelerin
salgiladiklari toplam GAG miktari hiicre vasatina salinan ve hiicre tarafindan hicredisi
matriksi olarak depolanmig GAG miktarlari olarak ayri ayri hesaplanmistir. GAG tayini icin 4-

kondroitin sulfat standartlari kullanilarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. GAG miktarinin belirlenmesinde kullanilan kalibrasyon egrisi

Sekil 29'da agaroz matriksine hicreler tarafindan depolanan GAG miktarlari 9 ve 15 gunlik
inkiibasyonlar sonunda él¢tlmastir. D MS ve D-CS MS’den 5 mg alinmis ve yaklasik 200 ul
vasat ile karistirihp disklerin Uzerine konulduktan sonra salimi yapmasi ve bdylece tedavi
etkinliginin incelenmesi saglanmistir. Doksisiklin, matriks metalloproteinazlari (MMP) ve
kikirdak yapisindaki temel proteinlerden kollajenin yikimini engelledigi in vitro kosullarda
gosterilmis bir antibiyotiktir (NORDSTROM, 1998; SIEMONSMA, 2003, PATEL, 1999).
Doksisiklinin MMP aktivitesini artiritte, periodonditiste (GAPSKI, 2004) ve aortik anevrizmada
(MANNING, 2003) azalttigr gorilmustir SHANMUGANATHAN, 2008).

51



8 m kontrol
= (L-1B
7 IL-1B+D-MS
m |L-13+D-CSMS
5]
2 5 I
2
= T
= 4
=
=
) 3
<
@O
2
1
0
9. gln 15. gln

Sekil 29. Kondrosit-Agaroz disklerde 9 ve 15. gliniin sonunda toplam GAG miktari (n=4)

Sekil 29'da 9. ve 15. glnlerde negatif kontrol gruplar (IL-1B8 iceren) arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica 9. giiniin sonunda kontrol grubu ile IL 1B ile
IL 18+D MS ve IL 13+D-CS MS salimlari yapilan hucrelerin bulundugu disklerde GAG
miktarlarinda gruplar arasi farklihk bulunmamistir. Ayni sekilde, 15. giin sonundaki GAG
miktarlari, negatif kontrol ile IL 1p+D MS ve IL 13+D-CS MS salimi olan disklerde kontrole
gore istatiksel anlamli olarak diguk oldugu goézlenmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda IL-1B eklenen hicrelerin (negatif kontrol) sentezledigi ve diskler icinde
depoladigi GAG miktarlar dUsuktir. Bu sonug, hazirlanan salim sistemlerinin GAG sentezine
yonelik pozitif bir etkisinin olmadigini géstermektedir. Hicre kulturd ¢ahgmalari, MMP’lerin
kollajen yikimini dnlemek Uzere inhibitor (engelleyici) potansiyelleri olan doksisiklin turd
ilaglarin terapdtik kullanimini gerekli gdstermektedir ancak literatirde bu ilacin GAG
sentezine yonelik olumlu etkisi beklenmediginden sonugclar literatlirle uyumludur. Bununla
birlikte, osteoartrit olusumu sirasinda ortaya c¢ikan sitokinlerden olan IL-1f’nin kikirdak
matriks Uretimini olumsuz etkiledigi ve MMP’leri arttirdi§i, bu etkileri ortadan kaldirabilecek
bir ajana ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir (SMITH, 1999; BLUMBERG, 2008). Doksisiklin
tedavisinin antimikrobiyel dozun altinda, periodontal hastaliklarin ilerlemesinde rol alan
MMP’leri ve 6n-inflamasyon sitokinlerini azaltarak disurdigi bulunmustur (CHOI, 2004).

Projedeki kullanim amacida doksisiklinin bu potansiyeline dayanmaktadir.
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Sekil 30. Vasata salinan toplam GAG miktari (n=4)

OA hastaliginda gorilen 6nemli bir parametre de hicreler bulundugu ortama salinan GAG
miktaridir. Bu miktarin artmasi GAG molekiillerinin hiicredisi matriks olusturmak Uzere
tutunmasini saglayacak kollajen iskeletin olmamasi veya parcalanmasi ile ilgilidir. Dolayisiyla
vasata salinan GAG miktari artigi hicre kaltird ¢alismalarinda bir hastalik semptomudur.
Sekil 30'da in vitro deneylerde olgllen vasata salinan toplam GAG miktarlari verilmistir.
Vasata salinan GAG miktarlari (9. giiniin sonunda) kontrol grubunda, IL-13 eklenen gruplara
gbre daha dusuktdr. Kontrol grubu ile IL-1B eklenen gruplar arasi fark istatistiksel olarak
anlamhdir. 15. GuUnun sonunda ise, mikrokire eklenmemis IL-1B grubu, kontrol (IL-1
eklenmemis) ve IL-1+ D MS ile IL-1B+ D-CS MS gruplarindan daha fazla miktarda GAG
salmistir. Mikroklre tedavisi ile vasata salinan ortalama GAG degerlerinde bir miktar azalma
goérilmis ve de anlaml bir azalmaya rastlanmistir. Kontrol ve IL-1+D MS ve IL-13+D-CS
MS degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0.05). Bu sonucun
matriks icerisinde bulunan GAG’larin pargalanmasina neden olan agrekanaz enzimlerinin de
doksisiklin tarafindan bir miktar engellenmesi ile olusmus olabilecegi distintlmektedir. Ayrica
GAG miktarlarinin azalmasinin, kollajen iskeletinin korunmasi ile de ilgili olailecegi
disunulmektedir. Literatirde TIMP 1 ve TIMP 2 ile yapilan ¢alismada da benzer sonuglar
gorulmustir (KUROKI, 2003).

3.2.2.4. Kollajen Miktarlari ile ilgili Sonuglar

Kollajen, kondrosit hicreleri tarafindan sentezlenen kikirdak dokusunun mekanik 6zelliklerini
etkileyen hiicredisi matriksin 6nemli bilesenlerinden birisidir. Literatlirde osteoartiritik kikirdak
hicrelerinin vasata kollajen saliminin normal sartlara gére daha yiksek oldugu gdsterilmistir
(LITTLE, 2005; PALMER, 2009; WILSON, 2007; CORTIAL, 2006). Literatirde, kollajen
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miktari sadece vasata salinan total kollajen miktari ve/veya osteoartrit model olusumunu
kanitlanmasinda énemli bir parametre olan kollajenin pargalanan formlarinin miktarlari olarak
verilmektedir. Kollajen tayini icin, standart olarak kullanilan L-hidroksiprolin ile kalibrasyon
egrisi hazirlanmistir (Sekil 31). Buna gore in vitro orneklerin kollajen miktari, kollajenin
yapisinda olan hidroksiprolin cinsinden bulunmaktadir. Toplam kollajen miktarinin elde edilen
hidroksiprolin miktarinin 8 kati oldugu belirtilmistir (WILSON, 2007).
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Sekil 31. Kollajen miktarinin belirlenmesinde kullanilan hidroksiprolin igin kalibrasyon egrisi
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Sekil 32. Kondrosit-Agaroz disklerde 9 ve 15. gunidn sonunda hidroksiprolin cinsinden
toplam kollajen miktarlari (n=4)
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Sekil 32'de 9. ve 15. glinlerde tim gruplarda agaroz disklerde depolanan hidroksiprolin
cinsinden toplam kollajen miktarlari gorilmektedir. IL1-B ve IL1-B+D-CS gruplari igin 9.
glinde olgllen kollajen miktarlari 15. gininde dlgllen miktarlardan istatistiksel anlamli olarak
disuk bulunmustur (p<0.05). Bu deney stureleri igerisinde IL1-f grubu sadece 9. Ginde
kontrolden anlamli farkli bulunmus, gruplar arasi diger farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p<0.05).
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Sekil 33. Vasata salinan hidroksiprolin cinsinden toplam kollajen miktari (n=4)

Sekil 33'de ise vasata salinan hidroksiprolin cinsinden toplam kollajen miktarlari
goérilmektedir. Burada, 9. glinde yine gruplar arasi farklar istatistiksel olarak anlaml
bulunmamigtir. 15. gunde ise, IL1B+D MS grubu diger gruplarla ile kargilastirildiginda
belirgin azalma gosterirken diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemli duzeyde
g6zlenmemistir (p<0.05).

Sekil 32 ve 33'te gorildigu Uzere, beklenildigi gibi vasata kollajen salimi gértlmemistir.
Bunun proteooglikan ve kollajen degradasyonlarinin farkli mekanizmalarla diizenlenmesi ile
ilgili olabilecegi distintlmektedir. IL1- 6zellikle proteoglikanlari pargcalayan aktif enzimlerden
olan “agrekanaz” | ve aktif olmayan ve proMMP adi verilen MMP basglaticilar
indiklemektedir. Ayrica buna ek olarak da, yapilan cgalismalarda en az dort haftalik ve
50ng/ml'den yiiksek konsantrasyonlu IL1-f uygulamalarinda kollajen salimi 6lgulebilmistir
(KOZACI, 1996; ELLIS, 1994; MITCELL, 1994). Burda 20ng/ml’lik dozun, 15 gin sonunda
kontrol gruplari arasinda dahi farklilk elde edilemeyisinin bir nedeni oldugu duastndulebilir.
Ayrica tum gruplar icin zamana bagli olarak vasata salinan kollajen miktar istatiksel anlamli
arttigr goézlenmigtir. Tim bu sonuglar degerlendirildiginde, kollajen degradasyonun baslangic

asamasinda oldugu didstnulen evrede-15 gin sonunda- IL13+D MS grubunun degerlerinin
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9. glinde dlgllen miktarlarda ve diger gruplardan istatiksel olarak diistik olmasinin beklenilen

tedavi etkinligini ile ilgili olabilecegdi de distintlmektedir.

3.2.2.5. In Vitro Osteoartrit Modelinde MMP-13 Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Matrix metalloproteinaz (MMP) ailesinden bazi enzimlerin, 6zellikle kollajenaz aktivitesinde
olanlarin (MMP-1, MMP-8 ve MMP-13) kikirdak matriksindeki tip Il kollajeni parcalayarak
osteoartrit olusumunda gérev aldiklari bilinmektedir. Bu enzimlerden 6zellikle MMP-13’Gn OA
vakalarinda ylksek miktarda oldugu goridlmastir. MMP’lerin - miktarinin ~ kikirdak
dejenerasyonu sirasinda artisinin interlokin 1 (IL-1) gibi enflamatuar sitokinlerce indiiklendigi
ve bunun sonucunda kikirdak hicrelerinin MMP-3 ve 13 saliminin arttigi literatlirde
belirtilmistir (KIM, 2005). Standard MMP-13 konsantrasyonlari igcin ELIZA testi ile elde edilen
Olcim sonugclari ile 6rneklerdeki MMP-13 enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan

denklem Sekil 34’de gosterilmektedir.
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Sekil 34. In vitro deneylerde MMP-13 dlzeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan kalibrasyon
egrisi ve linear regresyon denklemi

In vitro 3 boyutlu OA modelinde yapilan deneylerle D veya D-CS mikrokurelerin MMP-13
enzim dulzeylerine etkisi gruplar arasi ve kontrollerle Sekil 35'te karsilastiriimaktadir.
Deneylerin 9. giininde gruplar arasinda MMP-13 dlzeylerinde anlamli bir fark gérilmemistir.
Ancak IL-18 eklenmis ve tedavi edilmemis OA hicrelerindeki MMP-13’lin en ylksek degerde
oldugu goérilmustir. D veya D-CS mikrokureler ile tedavi edilmis gruplardaki MMP-13
degerlerinin tedavi edilmemis gruba goére sayisal olarak daha disik olmasi salinan

doksisiklin ile enzim aktivitesinin bir miktar azaltilabildigini gostermektedir.
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Sekil 35. In vitro deneylerde gruplardaki MMP-13 diizeyleri (n=4)

Kontrol (IL-18 eklenmemis) ve IL-18 eklenmis-tedavi edilmemis OA gruplarinin MMP-13
dizeyleri arasindaki farkin 15. glinde arttigi Sekil 35’ de gorilmektedir. Bu fark istatistiksel
olarak da anlamli bulunmustur. Bu slirede tedavi gruplarinin etkisinin de daha belirginlestigi
ve MMP-13 ortalama degerlerinin kontrol diizeyine dusurildigu ve CS iceren mikrokirelerin
bu anlamda oldukga basarili sonu¢ verdigi gézlenmistir (2.7 ng/ml seviyesine dislirmustar).
Doksisiklinin deneysel OA icin koruyucu etkisi ve MMP-13 seviyesini dusirme o6zelligi
literatirde gosterilmigtir (SMITH, 1999).

Kontrol ve IL1-B uygulanan gruplarda elde edilen MMP-13 seviye farkliliklari, Sekil 33’de
verilen ortama salinan parcalanmis kollajen miktarinin degismemesi ile értismemektedir.
Cunkd, IL1-B kollajenin pargalanmasi sonucunu uzun suregte gostermektedir. MMP-13
miktarlari icin gruplar arasindaki farkhlik 15. gine geldiginde daha belirgin ortaya
¢ikmaktadir. IL1-B d6ncelikle proMMP adi verilen MMP baslatici molekdlleri agiga c¢ikarir.
Aciga cikan proMMP ise, aktivite kazanabilmek igin IL1-p’dan baska faktérlere de ihtiyag
duymaktadir (BEEKMAN, 1998). Burada, osteoartritli kikirdak hicresi kullaniimis olmasi
MMP-13 aktivitesine zaten sahip olan bu hicrelerin bu potansiyele sahip olduklarini da
dusundirmektedir. Dolayisiyla proMMP’leri MMP-13’e donustlirecek dogal yapi zaten
osteoartritli kikirdak hicrelerinde bulunmaktadir. IL1- sayesinde ortamda proMMP artmis
oldugundan, kontrol grubu ile farklilik bu sayede olusmaktadir. Olusan degisim zamana bagl

oldugu icin 15. giinde farkhlik netlesmektedir.
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15. gline gelindiginde, artan toplam salim miktari ile agida cikan doksisiklin, MMP-13
miktarini  kontrol seviyesine indirmektedir. Dolayisiyla, 9. ginde yeterli inhibisyonun
olmamasinin, doksisiklin saliminin vasat igerisinde yavas olmasindan ve salinan toplam
miktarin az olmasindan kaynaklandigi distintlmektedir. Her ne kadar in situ deneylerde taklit
ediimeye caligilsa da, in vitro ve in vivo salim hizlarinin in situdakinden farkli oldugu ilag
salim sistemleri ile yapilan arastirmalar belirtmektedir. in vivo ortamin daha dinamik olmasi
genellikle daha hizli ilag ¢ikisi beklentisi icermektedir. Bu nedenlerle projede 5mg dozda
uygulanan mikrokurelerin in vitro sonuglari 9 glinlik tedavide hedeflenen kollajen ve MMP-13
sonuglarini gostermese de 15. gun sonuglarinin istenilen yénde olmasi bu dozun in vivo igin
de denenebilirligini belirtmektedir. in vitro sonuglarin i1siginda in vivo deneylerde (Bdlim
3.3.’de aciklandidi gibi) az miktarda bir doz artisi ile 7.5 mg mikrokirelerin de ayrica

denenmesinin gerektigi disundlmagstur.

3.2.2.6. In Vitro Deneylerde Doksisiklin Salim Sonuglari
In vitro artirit modelin olusturulmasindan 3 gun sonra mikrokireler hicre insertleri icinde
hicre kultir kuyucuklarina eklenmistir. Sekil 36’da ortama salinan doksisiklin miktarinin tayin

edilmesi igin olusturulan kalibrasyon egrisi verilmektedir.
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Sekil 36. Hiicre kuiltir vasati igin olusturulan doksisiklin kalibrasyon egrisi
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D-CS yukli mikrokurelerden 13 giin sonunda salinan toplam doksisiklin miktari D- yuklu
mikrokurelerden salinan miktara gore yuksek oldugu goézlenmistir (Sekil 37). Bu farkin, D-CS
yukllu mikrokurelerin daha kiglk olmasi ve hidrofilik olan CS’nin ilacin salimini arttirmasi ile
ilgili oldugu duslnilmektedir. 15 giin sonunda mikrokurelerden salinan ilag miktarinin 20-30
uM seviyelerine ulastigl bulunmustur. Her iki tir mikroktre de 15 gln sonunda ayni miktara
ulasmistir. Bu da literatirde doksisiklinin anti-kollajenaz aktivitesinin yeterli oldugu
gosterildigi araliga denk gelmektedir. Bir ¢alismada 30 uM dokisisiklin konsantrasyonun
MMP-13’Gn kollajenaz aktivitesini %50-60 oraninda azalttigi gosterilmistir (SMITH, 1999).
Baska bir calismada ise 30 uM doksisiklinin hicrelerin kollajenaz aktivitesinin %78’ini inhibe
edildigi gosterilmistir (GOLUB, 1991). 15 gunlik inkibasyonun sonunda, D-CS yuklu
mikrokurelerden D- yUkli kirelerden daha fazla salim oldugu gézlemlendigi halde (Sekil 37)
MMP-13 inhibisyonunda (Sekil 35) istatistiksel bir farkhlik gézlenmemistir. Ayrica hiicreler
tarafindan htcre kiltir ortamina salinan kollajen miktarinin negatif kontrolden daha distk
oldugu sonucu D yUkli mikrokirelerde goézlenmistir. Bunun nedeninin, doksisiklinin bu

mikrokUrelerde 9-15. gunler arasinda ortama daha hizla salinmasi oldugu dustnulmustar.

—+—DMS

—&—D-CSMS

3 5 7 9 11 13 15 17
zaman (giin)

Ortalama doksisiklin salimi (pg)
O = N W =2 0 O ~N o

Sekil 37. Hicre kiiltir ortaminda mikrokurelerin doksisiklin salim profili

3.3. in Vivo Deney Sonuglari

3.3.1. in Vivo Deneysel Tavsan Osteoartrit Modeli Olusturulmasi

Deneysel osteoartrit (OA) olusumu icin eklem i¢i kollajenaz enjeksiyonu birinci ve dérdincu
gun olacak sekilde iki kez yapilmistir (KIKUCHI, 1998; CHOI, 2002; HUH, 2008). Sekil
3.38'de enjeksiyondan 14 hafta sonra osteoartrit olusumu sonucu kikirdakta olusmus

lezyonlu boélge okla gosterilmektedir.
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Sekil 38. Osteoartrit olusturulan eklem kikirdaginda bulunan lezyonlu bdlge. Ok lezyonlu
bdlgeyi gostermektedir.

Sekil 39'da tavsanlarin kollajenaz enjeksiyonundan 3 hafta sonraki radyografileri
gorulmektedir. Bu deneklerin radyolojik skoru 6nden 2, yandan ise 1 olarak tespit edilmistir.
Deneysel osteoartrit olusum silresi enjeksiyonlari takiben 6 haftadir (KIKUCHI, 1998).
Enjeksiyondan 6 hafta sonra eklem radyografilerinde 3 numarali érnekte sag (R) ve sol (L)
eklemlerin dnden ve yandan gdérunuslerinin radyolojik skorlari 2 olarak belirlenmistir (Sekil
40). 2 numarah ve 4 numarali 6rneklerin sirasiyla sag (R) 6nden ve sol (R) 6nden
gOrundsin radyolojik skor dereceleri 0 (sifir) bulunmustur. Diger tim eklemlerin skor
derecesi 1'dir. Elde edilen 6n radyolojik bulgular yapilan iki kollejenaz enjeksiyonlari ile
eklem kikirdaklarinda osteoartirit olusumu saglandigi sonucuna varilmistir. Ancak radyolojik

incelemelerin deneysel osteoartrit modelinde iyilesmenin takibi icin tek basina yeterli bir kriter

olmadigi sonucuna variimistir.

Sekil 39.Eklemlerin kollajenaz enjeksiyonundan 3 hafta sonraki radyografileri a) énden b)
yandan gorinus
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Sekil 40. Kollajenaz enjeksiyonundan 6 hafta sonra eklem radyografileri

3.3.2. Mikrokiire Uygulanmis Osteoartritli Eklemlerde lyilesmenin Degerelendirilmesi
3.3.2.1. Radyolojik Degerlendirmeler

Sekil 41°de 6 haftalik OA olusumundan sonra tedavi edilmeden gegen 4 haftanin sonundaki
eklem radyografileri gorilmektedir. Bu eklemlerin radyolojik skorlari, yandan 2 iken 6nden
1'dir.

Sekil 41. OA olusturulmus ancak tedavi edilmemis tavsanlarin 4 hafta sonundaki
radyografileri (kollajenaz enjeksiyonunundan 10 hafta sonra) a) 6nden b) yandan goériinis

Diger kontrol grubu hiyaluronan grubu olup OA olusumunun 6. haftasi tamamlandiktan sonra
eklem icine hiyaluronan enjeksiyonu yapimistir. Deneklerin bir kismi hiyaluronan

enjeksiyonundan sonra 4 hafta, dijer kismi ise 8 hafta bekletilmistir. Sekil 3.42'de
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hiyaluronan enjeksiyonun 4 haftalik tedaviden sonraki eklem radyografileri gérilmektedir.
Radyolojik skor derecesi 1’dir. Hiyaluronan (HA) eklem sivisi ve kikirdak matriksinin ana
bilesenidir. HYA sayesinde eklem kayganligi saglanmis olunur. HYA uygulamasinin tedavi
etme seviyesi bilinmemesine ragmen, hastalarin agrilarini giderdigi klinik olarak tespit
edilmistir. Kikirdak ylizeyinde meydana gelen HYA birikmesinin kondrosit parcalanmasini ve
MMP-3 salgilanmasini enjeksiyonun ilk haftasinda durdurdugu bilinmektedir. ikinci ve Gglincii
haftalarda ise MMP-3’Un bloke edilmesi tespit edilmemistir (JULOVI, 2004). HYA kikirdak

ylzeyinde engelleyici (bariyer) olarak gorev yapar. Bu nedenle, HYA enjeksiyonu OA'i tedavi

etmez, sadece kisa sireligine enjeksiyonu takip eden zaman icinde OA olusumunu geciktirir
(JULOVI, 2004; JULOVI, 2008; HASHIZUME, 2009).

Sekil 42. OA olusturuimus ve hiyaluronan enjekte edildikten 4 hafta sonraki eklem
radyografileri a) yandan b) édnden gérinis

Sekil 43'de ise ikinci grup hiyaluronan enjekte edilmis ve 8 hafta sonunda termine edilmis
tavsanlarin radyografileri gértulmektedir. Bu uygulamanin radyolojik skor degerleri 2 ve 4
arasinda degismektedir. Buradan acgikga gorilmektedir ki HYA uygulamasinin olumlu sonug¢
vermesi 4 haftalik tedavi surecinde gértlmektedir. Ancak, sire uzadik¢a tedaviden olumliu
sonu¢ alinamamaktadir. Mikrokirelerin tek basina ekleme uygulanamamasi ve HYA ile
birlikte verilemsi gerekliligi bu uygulamalarin 4 haftalik sadece HYA kontrol grubu ile elde
edilen bu bulgulardan farkli sonug¢ alinamayacagini belitmektedir. Bu sonuglara dayanarak
HYA ile birlikte enjekte edilecek olan mikrokurelerin 4 haftalik denemelerinin yerine 8 haftalik
tedavilerde mikrokireler icin 2 doz grubu olusturulmasi uygun bulunmustur. in vivo HYA
kontrol grubu sonucuna dayanarak yapilan bu uygulama projenin baslangi¢cinda hedeflenen
uzun sdreli tedavi igin gelistirilen ila¢ salim sisteminin etkinliginin incelenmesi amacina

yoneliktir.
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Sekil 43. OA olusturuimus ve hiyaluronan enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem
radyografileri a) 6nden b) yandan goriinis

Tedavi gruplart D MS-doksisiklin ve D-CS MS-doksisiklin+kondroitin sulfat (D-CS) yUklu
mikrokurelerdir. Bu mikrokureler yukarida belirtilen sonuglara ve eklem sivisinin-hacminin
Ozellikleri dikkate alinmak suretiyle iki farkli doz (5mg and 7.5mg) olacak sekilde eklem icine
uygulanmistir. Sekil 44 ve 45'de ise, 8 hafta sonundaki sirasiyla hiyaluronan ile birlikte 5 ve
7.5 mg D MS enjekte edilmis eklemlere ait radyografiler gérilmektedir. Sekil 44’de radyolojik
skor degeri 6nden 3 iken yandan 4’tir. 7.5 mg D MS enjekte edilmis eklemlere ait

radyografilerin 6nden ve yandan radyolojik skor degeri 3 oldugu belirlenmistir (Sekil 45).

Sekil 44. OA olusturuimus ve 5 mg D MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem
radyografileri a)dnden b)yandan goériinis
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Sekil 45. OA olusturuimus ve 7.5 mg D MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem

radyografileri a)dnden b)yandan goériinis

Sekil 46 ve 47'de ise sirasiyla 5 ve 7.5 mg D-CS MS enjekte edilmis eklemlere ait
radyografiler gérulmektedir. Eklemlere mikrokureler dnceki grupta oldugu gibi hiyaluronan ile

enjekte edilmis ve 8 haftalik tedavi siresi sonunda radyografileri ¢ekilmigtir.

Sekil 46. OA olusturuimus ve 5 mg D-CS MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem
radyografileri a)dnden b)yandan gérinis

5 mg D-CS MS enjekte edilmis eklemlerin skor derecesi 6nden 2 iken, yandan 3
bulunmustur. 7.5 mg D-CS MS enjekte edilmis eklemlerin ise 6énden 1 iken yandan 2
bulunmustur. Buradan anlasildigi kondroitin silfat ile birlikte doksisiklin uygulanmasi ile

osteoartrit gelisimi gerilemektedir.

64



Sekil 47. OA olusturuimus ve 7.5 mg D-CS MS enjekte edildikten 8 hafta sonraki eklem

radyografileri a)dnden b)yandan goériinis

Sekil 48'de ise 6nden ve yandan radyografileri cekilmis olan saglikli eklemler gérilmektedir.

Sekil 48. Saglikli tavsan eklemi a)énden b)yandan gorinis

Sekil 49'da ise OA olusturuimus ancak 6. haftadan sonra 8 hafta tedavi edilmeksizin
bekletildikten sonra sonlandiriimistir. Bu eklemlerin radyolojik skor derecesi her iki yénden
gOrinds icin 4'tlr. Burada osteofit olusumu belirginlesmis ve ciddi oranda eklem boslugu
daralmasi ile kikirdak alti dokusunda sertlesme oldugu radyolojik goézlemlerde tespit

edilmigtir.
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Sekil 49. OA olusturulmus ancak tedavi edilmemis tavsanlarin 8 hafta sonundaki
radyografileri (kollajenaz enjeksiyonunundan 14 hafta sonra) a) 6nden b) yandan goériinis

Radyolojik degerlendirmeler eklemlerin histolojik ve mekanik analizlerini desteklemek
amacilyla yapilmaktadir. Ancak bunlar in vivo OA modelin degerlendiriimesinde yeterli oranda
kanitlayici  unsur olusturamamaktadir. Bunun nedeninin eklemlerin  kigukliginden
kaynaklanan skorlama zorluklaridir. Bununla birlikte radyolojik skorlama da elde edilen
ortalama sonuglar 7.5 mg D-CS MS tedavi grubunun OA tedavisi igin diger gruplara nazaran

daha iyi oldugunu gdéstermektedir.

3.3.2.2. Biyomekanik Degerlendirmeler

Kikirdak mekanik &zelliklerinin belirlenmesi icin sinirsiz gerilme bosalma (stress-relaxation)
testi yapilmak istenmistir. Bu amagla kalinhdi ve ¢api esit olacak sekilde pargalar kesilmesi
gerekmektedir. Eklem yizeyindeki kikirdak dokusunun bistlri ile kesilerek belirli boyutta
parcalar alinmasi denenmigtir. Ancak tavsan ekleminin ¢ok kiguk ve girintili yapida olmasi ve
kikirdak dokusunun ¢ok ince olmasi sebepleriyle ancak ¢ok ince (1 mm’den az kalinlikta) ve
farkli boyutlarda kikirdak pargalari hazirlanabilmistir. Bu pargalara gerilme bosalma testi
denendiginde testin karakteristik grafikleri alinamamig ve anlamli sonuclar elde
edilememigtir. Daha kalin Ornekler olusturabilmek amaciyla eklemler, kikirdak yuzeyi
disarida kalacak sekilde epoksi resin icerisine gdmuilmus ve disuk hizl testere ile yaklagik 3
cm kalinhginda Sekil 3.50A’da gérilen kikirdakh boélge kesilmistir. Bu kesilen kisimdan
biyopsi kalemi aracihigiyla belirli sekilde ve boyutta kikirdak igeren diskler c¢ikariimak
istenmigtir. Bu asamada kesitlerin pargcalanmasi ve her denemede yuzey oOzellikleri esit
olmayan pargalar elde edilmesi yine gerilme bosalma testlerinin uygulanamamasina neden
olmustur (Sekil 50B).
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Sekil 50. Mekanik testlere hazirlik igin epoksiye gomulmus tavsan eklemi

Bu nedenle biyomekanik testler, tedavi gérmis ve gbérmemis tavsanlarin terminasyonu
sonrasinda kikirdak ylzeyine indentasyon ile sertlik degerleri olcllerek yapilmistir. Kikirdak
dokusunun biyomekanik o6zelliklerindeki degisimler, tedavi sonrasi sertlik (hardness)
degerlerindeki farkliliklarla belirlenmistir. Ozellikle kikirdak tir( viskoelastik malzemeler igin
kullanilan sertlik test cihazi ile yapilan Olcimlerde dusik degerler doku dayaniminin
azalmasina yonelik gosterge olarak gorulmektedir. Kikirdak dokusunda OA gelisimi hem
lokal hem de alansal olarak yaygin ve degisik kisimlarda gorulebilmektedir. TUm deney ve
kontrol gruplarindaki tavsan kikirdaklarinda lateral ve medyal kondil icin ayri ayri yapilan
Olcim sonuglari Sekil 51 ve Sekil 52°de sunulmaktadir. Bu sonuglarda herhangi bir tedavi
gormemis OA’ll eklemlerin en dusuk sertlik degerinde oldugu gértlmustir. Bu da OA sonucu
eklem kikirdaginin indentasyona dayaniminin azaldigi ve sertligini kaybettigini belirtmektedir.
Eklemlerin her iki kismindaki élgiimlerde de saglikh gruptaki sonuclarin en yiksek degerlerde
ve literatirdeki mekanik test sonuclariyla uyumlu oldugu goérdimustar (BAE, 2003;
DARMANIS, 2006; NIEDERAUER, 2004). Lateral kondyl mekanik test sonuglarina gore
(Sekil 51) tedavi gruplari arasinda 5mg D-CS igceren mikrokureler saglikli grup ile hemen
hemen ayni dederde bulunmustur. Bunlara en yakin sertlik degeri ise CS igeren diger grupta
(7.5 mg D-CS) gorulmastir. Diger tedavi gruplari (5 ve 7.5 mg D MS), sadece Hyaluronan
iceren grup ve tedavi icermeyen gruptaki sertlik degerlerinin saglikli kontrolden istatistiksel
olarak anlamli disuk oldugu gézlenmistir. Tedavi gruplarinda ise 5 mg D-CS grubu ile HYL

ve 5 mg D mikrokire gruplarinin sertlik degerleri arasinda anlaml farkli bulunmustur.
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Sekil 51. Tavsan lateral kondil eklem kikirdaginin sertlik 6lgimi sonuglarinin gruplar igin
karsilastiriimasi (n=6)

Eklem kikirdaginin medyal kondyl bdlgesi icin sertlik degerlerindeki farkhliklar Sekil 52’de
sunulmustur. Lateral bdlgedeki mekanik test sonuclarindan farkli olarak sadece hyaluronan
eklenen grupun sertlik degerinde tedavi ediimemis ve 5 mg D igeren mikrokurelerle tedavi
edilmis olan gruplara gore sayisal bir artis goérllmis ancak istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Saghkh kikirdak igeren grubunun ortalama sertlik degeri, tedavi gérmemis ve
sadece D iceren mikroklrelerle tedavi gérmus hastalikli kikirdak gruplarinin  sertlik
degderlerinden istatistiksel anlamli olarak farkli dizeyde bulunmustur. Ayni tip mikroklrelerin
farkli dozlari arasinda anlamli bir fark olmadigi parametrik olmayan Mann Whitney-U testi ile
yapilan ikili analizlerle belirlenmistir. Ayrica mikrokiire gruplarinda doza bagh olaral sayisal
bir artis olmadigi da gortlmustir. Bu da her iki mikrokure tipinin zamana karsi saldigi ilag
yuzdesi birbirine ¢ok yakindir. 3 aylik bir sire sonunda D MS hapsettigi ilacin % 37.5'ini
salarken ayni sekilde D-CS MS hapsettigi ilacin % 36.5'ini salmaktadir.
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Sekil 52. Tavsan medyal kondil eklem kikirdaginin sertlik élgimi sonuglarinin gruplar igin
karsilastiriimasi (n=6)

Kikirdak biyomekanik ozelliginin geri kazaniminda, tedavi amaciyla D-CS mikrokurelerin

uygulanmasi ile daha basarili sonuglarin saglandigi distntlmektedir.

3.3.2.3. Histolojik Degerlendirmeler

In vivo 6n deneylerde tek enjeksiyon ile osteoartrit olusulabilirligi histolojik incelemelerle
degerlendirilmistir. Osteoartrit olusturulmasi amaciyla kollajenaz enjekte edilen tavsanlara ait
seri kesitler, kontrol grubuna ait seri kesitlerle karsilastirildiginda modifiye Mankin ve Pritzker
skorlama sistemine goére grade 1 ila 3 dlzeyde kikirdak hasari olusturuldugu histolojik olarak
saptanmistir. Buna goére osteoartrit olusturulan hayvanlarda yer yer ylzey devamliliginin
bozuldugu, ylzeyel zonda hucrelerin oriyantasyonlarinin degisebildigi, bazi alanlarda
proliferasyon gdsterir bicimde sutun ve yi§inlar olusturabildikleri gdzlenmistir. Kikirdak
hucredigl matriksinde yer yer 6dem ve boyanma zayifligi izlenmistir. Sekil 53’de gosterilen
histolojik bulgular Sekil 54’de verilen saglikh tavsan eklem kikirdak kesitleri ile
karsilastirildiginda, geri donusli olmasi hedeflenen kikirdak hasari/osteoartrit modelinin
basarili oldugunu gostermektedir.

Ancak bu birinci set (tek enjeksiyonlu) uygulamalarin radyolojik sonuglari degerlendirilirken
uygulanan canlinin (ekleminin) kiclik olmasi ve OA’nin derecesinin dislk olmasinin
radyolojik skorlamayi zorlastirdigi gértlmastir. Yapilan arastirmalar 1. ve 4 glin olmak Uzere
2 doz enjeksiyonla in vivo deneysel OA modeli olusturuldugunu géstermektedir (KIKUCHI,
1998). Bu nedenle, bundan sonraki denemede 1. ve 4. ginler olacak sekilde iki kez

kollajenaz enjeksiyonu yapilmistir.
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Sekil 53. Ustte hematoksilen eozin, altta Masson trikromla boyali 1- 3 dile derecelendiriimig
osteoartritli eklem kesitleri gértlmektedir. Yizey devamliliginin degisen derecelerde oldugu
ve kondrosit diizeninin yer yer bozuldugu dikkati gekmektedir.

e
Sekil 54. Solda hematoksilen eozin, sagda Masson trikromla boyali grade saglikh eklem

kesitleri gorulmektedir. Eklem kikirdaginin ylzeyinin kesintisiz ve dizgin oldugu
izlenmektedir.

Mankin ve OARSI (Pritzker) skorlari tim gruplarda birbiriyle istatistiksel olarak anlamh glglu
olumlu korelasyon goéstermistir. Bu iki skorlamanin tanimlayici istatistiksel verileri Tablo 2 ve
Tablo 3’de (Bolum 2) goérulmektedir. OA gruplari (OA Model grubu ve OA tedavisiz kontrol

grubu) saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3’ten 5’e dogru artan istatistiksel olarak
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yuksek Mankin/Pritzker skor degerine sahiptir (p=0.00). Bu sonug bize OA modelin basari ile
olusturuldugunu gdstermektedir. Tim tedavisiz OA gruplarinda izlenen orta ile ileri diizeydeki
kikirdak hasarinin  tedavi gruplarinda degisen derecelerde dizelme gdsterdigi
g6zlemlenmistir. Fakat, hicbir eklem saglikli kontrolle ayni skor degerlerini vermemistir (Sekil
55 ve 56, Tablo 8 ve 9).

OA hiyaluronan 8 hafta, 200x, Ef : 4 ;"-:J.'- alul

k kikirdak bilegkesi
ve saglikli kondrosit morfolojisi gostermektedir. D-L, fibrilasyon, yarik olusumu (K’da) matriks

Sekil 55. A-C’'de saglikh eklem kikirdagi duz kikirdak yuzeyi, intact kemi

dejenerasyonu ile safranin O boyanmasinda azalma (F, | ve L) ve hicre igeriginde
degisikliklerle giden farkli derecelerde OA kaynakli eklem dejenerasyonu gdstermektedir.
F’'de kemik ekspoze olmustur. Hiyaluronan gruplarindaki eklem dejenerasyonu (G-L) ise
tedavisiz OA grubuna gore daha azdir. OA: Osteoarthritis, HE: Haematoksileneozin, MT:

Masson trikrom, SO: SafraninO.
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Kikirdak lezyonlari farkh dereceli safranin-O boyama kayiplari, ylzey fibrilasyonu, dikey
yariklar ve kondrositlerde sayica azalma ya da ¢ogalma, hipertrofi ya da dejenerasyon olarak
goérulmustur. 8 haftada kikirdakta en ¢cok hasar tek basina uygulanan hiyaluronan tedavi
gruplarinda izlenmistir.

Dért haftalik hiyaluronan tedavisi (Mankin p=0.005, Pritzker p=0.018), hiyaluronan —DMS
(5mg -Mankin p=0.017, Pritzker p=6nemsiz -ve 7.5 mg-Mankin p=0.00, Pritzker p=0.006-) ve,
hiyaluronan —D-CSMS (5 mg-Mankin p00.00, Pritzker 0.00- ve 7.5 mg-Mankin p=0.00,
Pritzker p=0.00) tedavileri tedavisiz OA kontrol grubu ile karsilastirildiginda Mankin/Pritzker
skorlari anlamli bicimde dizelmektedir (Sekil 55 ve 56, Tablo 8 ve 9)

D-CS MS-hiyaluronan gruplari tek hiyaluronan gruplari ile karsilastirildiinda daha iyi skor
derecelerine sahip oldugu sonucuna variimistir. Fakat farklar sadece 4 haftalik hiyaluronan
ile 7.5 mg D-CS MS grubu arasinda (Mankin p=0.022); ve 4 hafta hyaluronan ile 5mg, 7.5
mg D-CSMS gruplari arasinda (sirasiyla 5mg Mankin p=0.014, Pritzker p=0.011 igin ve, 7.5
mg Mankin p=0.005 Pritzker p=0.003) istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (Sekil
55 ve 56, Tablo 7 ve 8). D-MS-hiyaluronan ve D-CSMS-hiyaluronan gruplarinin histolojik
olarak benzer ve istatistiksel olarak anlamli fark gostermeyen iyilegtirici islevsellige sahip
oldugu gdérulmistir. Tek istisna ise istatistiksel olarak ylksek Pritzker skora sahip olan 7.5
mg D-CS MS-hyaluronan grubu ile 5 mg D-MS-hiyaluronan grubu olarak bulunmustur.
(p=0.013). (Sekil 55 ve 56, Tablo 8 ve 9).
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Sekil 56 Farkli tedavi gruplarina ait eklem kikirdaklari hafif ila orta derecede, fibrilasyonu
kondrosit dejenerasyonu ve matriks hasari ile giden OA kaynakli eklem kikikirdagi
degisiklikleri gostermektedir. Tim gruplarda dejenrasyonun siddeti tedavisiz OA grubuna
gore daha iyidir. Bazi tedavilerle safranin O boyanmasi geri kazaniimaktadir ( C F, IvelL). J
ila L'de hafif purtikli ya da diz eklem ylzeyi gorilmektedir. OA: Osteoarthritis, HE:

Haematoksilen eozin, MT: Masson trikrom, SO: Safranin O.
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Tablo 8. Mankin skorlamasinin tanimlayici istatitiksel verileri
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Tablo 9. OARSI Pritzker skorlamasinin tanimlayici istatistiksel verileri

Pritzker Skor

I 43
o

00 T40 800 900 10,00
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4. SONUGLAR ve ONERILER

Bu projede, doksisiklin ve doksisiklin-kondroitin sulfat yUkli mikroklrelerin osteoartrit
hastaligini tedavi potansiyeli arastiriimistir. Polimer olarak molekil agirhgi 14 kDa olan
polikaprolakton (PCL) kullaniimistir. Konvansiyonel tedavilerde (NSAIDS) ana hedef, agrinin
geciriimesi ve hastanin rahatlatimasidir. Ancak bu yaklasimlarin hastaligin seyrini
degistirmedidi icin tedavi etkinligi yoktur. Bu projede gelistirilen OA tedavi yaklasiminin
konvansiyonel tedavilere alternatif olmasi hedeflenmisti. Bu amacgla daha Onceden
hazirlanmig olan doksisiklin yuklenmis PCL(14 kDa) mikrokulreler ile proje kapsaminda
gelistirilen doksisiklin-kondroitin sulfat yikli PCL(14 kDa) mikrokurelerin hlcre kaltura ve
canl uygulamalari yapilmigtir. Eklem icine enjeksiyon icin en édnemli faktérlerden biri olan
mikrokure boyutu, hazirlanan doksisiklin-kondroitin silfat yukli mikrokdreler icin ortalama 12
pm’dir.  Bu boyutcanli galismalari i¢in olduk¢ga uygundur. Yapilan ilag salim profili
arastirmalari G¢ ay sonunda yuklenen ilacin yaklagik % 37’sini saldigini gostermistir. Toplam
salinan ilag miktari ise 1.85 mg kadar bulunmustur. Uygulanan dozlarda doksisiklinin ve
mikrokurelerin biyouyumlulugu 3T3 hucreleri ile goéruldukten sonra hicre ve canlilarda
biyoetkinlik deneylerinde kullanilmiglardir.

Hicre kiltirinde osteoartritli tavsandan alinan kikirdaktan hiicre izolasyonu yapilmistir.
Kikirdak ortamini canlandirmak amaciyla hiicreler agaroza gdmulmus ve ¢ boyutlu olmalari
saglanmistir. Ayni sekilde, hiicre kultlir vasatina ilave edilen iltihaplanmayi saglayan
sitokinlerden olan interldkin 1-beta ile de hastalikli eklem sivisi ortami olusturulmustur. Hicre
ve vasat ayri ayri toplanip degerlendirilmis ve 9 ve 15 ginlerin sonunda GAG, kollajen ve
MMP-13 tayinleri yapiimistir. Buna gore, disklerdeki GAG miktarlari beklenenlerden ylksektir
ve gruplar arasinda anlaml degisiklik gostermemektedir. Bu da uygulamalarin GAG sentezi
Uzerinde molekiler dizeyde bir ektisi olmadigini gostermektedir. Vasata salinan GAG
miktarlarinda ise ancak 15. gline geldiginde farklliklar belirginlesmistir. Tek basina IL-18
eklenen kontrol grubunun vasata salmis oldugu GAG miktari, IL-18 eklenen tedavi
gruplarindan yuksektir. Bu sonug doksisiklinin OA ile ilgili enzimler Uzerindeki engelleyici
etkisinin zamanla ortaya ¢iktigini gostermektedir. GAG mikatrlarinda tedavi gruplarinda
gorulen tutarlilk kollajen miktarlarinda g6zlenmemigtir. Bunun sebebinin ise uygulanan IL-
1B’nin kollajen parcalanmasi igin yeterli doz ve slrede olmamasindan dolayl, GAG igin
gOrilen pargalanma etkilerini goésterememesi olabilecegi disunudlmektedir. Yapilan
¢alismalarda doksisiklinin MMP-13 ortalama degerlerini kontrol dizeyine dusurildigi ve
sadece doksisiklin igeren mikrokirelerin bu anlamda daha oldukga basarili sonu¢ verdigi
g6zlenmistir. Bu bulgular, in vivo deneylerin daha uzun sirelerde degerlendiriimesi

gerekliligini desteklemistir.
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Canli ile yapilan ¢alismalarda ise, doksisiklin (D MS) ve doksisiklin-kondroitin silfat (D-CS
MS) yUkli mikrokireler, 5 mg ve 7.5 mg olacak sekilde iki doz olacak sekilde hiyaluronan ile
karistirlmak suretiyle eklem igine enjekte edilmisti. D MS-hiyaluronan ve D-CSMS-
hiyaluronan gruplari histolojik olarak benzer ve istatistiksel olarak anlamli fark géstermeyen
iyilestirici islevsellige sahip oldugu gérilmistir. istatistiksel olarak, 7.5 mg D-CSMS-
hyaluronan ile 5 mg DMS-hiyaluronan gruplarinin yiksek Pritzker skora sahip oldugu
gOrulmuistir. Bununla birlikte biyomekanik ve radyolojik degerlendirmelerde salim sistemine
CS eklenmesiyle sadece Doksisiklin tasiyan mikrokirelere gére daha iyi sonuglar alinmistir.
Sonug olarak, doksisiklin-kondroitin silfat birlikte ylklenmis olmasinin beklenilen dizeyde
olmasa da tedaviye olumlu kazanim sagladigi gortlmustir. D ve D-CS yUkli mikrokdirelerin
enjekte edildigi gruplarin HYA enjekte edilmis ve tedavi gdérmemis gruplarla
karsilastirildiginda genel olarak tedavi potansiyellerinin degerlendirmelerinin daha iyi oldugu
gozlenmistir. Kondroitin sulfat, kikirdak dokusu icin oldukga dnemli bir bilesendir. Bu nedenle
bu ajanin tedavi icin 6nemli bir avantaj saglamasi beklenmistir. Ancak, kondroitin sulfatin
sudaki ¢oézunarliganin yiksek olmasi, bu ajanin PCL’e ylUklenmesinin yeterli dizeyde
saglanamamasi ile ilgili olabilecegdini disundirmektedir.

Bu projedeki amaca yonelik ileride yapilacak arastirmalarda kondroitin silfatin yikleme
verimini arttiracak yaklasimlarla mikrokire olugturulmasinin daha etkin sonuglar saglayacagi
disunulmektedir. Kollajenin in vitro pargcalanmasini gdzlemleyebilmek icin hicre kaltlrd
deney suresinin daha uzun (bir aylik yapilmasi) veya uygulanan IL-13 konsantrasyonun
arttinlmasi da 6nerilmektedir. Ayrica bu arastirmalarda OA olusumu ve ilerlemesi hakkinda
daha ayrintili yorum yapabilmek icin MMP-3 seviyesinin de Ol¢iimesi sonugclari destekleyici
olacaktir.

Bunlara ek olarak, canli deneylerindeki doz g¢alismasinin 5 ve 7.5 mg ile sinirli kalmayip,
uygulanabilir daha ylksek dozlara c¢ikarilmasinin tedavi etkinligi-doz iligkisi olusturulmasi
yoninden daha fazla bilgi Uretecegi dusundlmektedir. Dozla birlikte tedavi slresi de
arttirllarak, uzun sureli salimin canli deneylerle ispat edilmesi yoluna gidilmelidir. Bu projede
ylratdlen in vivo deneylerin bir limitasyonu tavsan denekler kullaniimasidir. Tavsanlarin
eklem bdlgesinin boyutlarinin kiiglk olmasi, yapilarinin ¢ok hassas olup uzun slre takip
edilememeleri gibi sorunlar yukarida belirtilen doz arttiriimasi, stre uzatilmasi v.b. dneriler
icin tercih edilmemesini gostermektedir. Bu amacgla koyun v.b. canlilarin kullaniimasi

onerilebilir.
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Laboratory of Organic Chemistry, Turku, Finland; *University
of Helsinki, Faculty of Pharmacy, Division of Biopharmaceutics
and Pharmacokinetics, Turku, Finland

There are a limited number of new drug deliver systems

that are intended to be consumed as solids. Inkjet printing
technology (IPT) is a promising method in the production of
solid medicines with controlled characteristics and high dose
precision. The main goal of this study was to demonstrate the
use of IPT in formulation of highly potent small melecules and
complex molecular compounds (e.g. peptides, proteins). The
inkjet printing was done by depositing active pharmaceutical
ingredients (APIs) into porous substrates (e.g. paper) in a
highly-controlled manner. Screening of suitable excipients and
type of formulations was first carried out. Then optimization
of inkjet parameter with regards to viscosity, volume of the
droplets and surface tension of the applying liguid as well

as surface properties of substrate materials was performed.
HPLC and ELISA tests were carried out to assay and check
the physical and chemical stability of the printed dosage
forms. Dissolution testing was done to monitor the release
profile of the APIs. It was shown that IPT is an applicable
method for preparation of low-dose formulations of poorly
water soluble drugs as well as biomolecules that show high
content uniformity, acceptable stability and dissolution
profiles.
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Study of drug prescription pattern in Aizaw! Civil
Hospital, Mizoram (India)

Lalduhsanga Pachuau ; Lalrinchhani Vanchhawng ; Tale Paul
Jamir

Regional Institute of Paramedical & Nursing Sciences,
Department of Pharmacy, Aizawl!, Mizoram, India

The present research is conducted to study the prescription
pattern of the biggest public health centre in Mizoram.

No such study. has been conducted earlier to review such
prescription. It also aimed to see whether the emphasis given
in National health policy of India 2002 like basing treatment
on essential drugs of generic in nature and prohibition of use
of proprietary drugs was given importance and also whether
the drugs prescribed were in generic or not. A cross-sectional
study was conducted randomly of around 200 patients
records (retrospective data) with around 400 prescriptions
admitted to the different medical wards of Aizawl Civil
Hospital, Mizoram from August 2009 to February 2010. The
study sample consisted of 400 prescriptions that met the
inclusion criteria collected from 10 different wards. These
prescriptions were for a total of 1599 drugs. Evaluation data
suggests a high use of antibiotics as well as injections but
not generics. About 60 % of the prescription contains one or
more antibiotics, and about 80% of the total prescriptions
contain at least one injection. Polypharmacy was evident in a
majority of the prescriptions, at all the wards with an average
of more than 4.036. Prescriptions of drugs by generic names
was nil in all the wards, Prescription of drugs from essential
list was more than 60% in all the" wards.

P=02

Rheological properties of polymer solutions and their
correlation to nanofiber formation by electrospinnig

B Rosic ; ] Pelipenko ; S Baumgartner ; J Kristl

University of Ljubljana, Faculty of Pharmacy, Department of
Pharmaceutical Technology, Ljubljana, Slovenia

Nanofibers are promising candidates for tissue regeneration.
Electrospinnig has attracted attention as an enabling
technology for preparation of nanofibrous analogs of native
extracellular matrix. Aim of this study was to investigate

and define the correlations of diverse rheological parameters
with electrospinnability of polymer solutions and morphology
of obtained nanofibers. Therefore, solutions of chitosan,
alginate, PVA, PEO alone or in combination were studied
using Physica MCR 301 rheometer, then nanofibers were
electrospun and evaluated by SEM for morphology.Results

Posters

showed that rotational and oscillatory rheological parameters
strongly depend on the solution composition and affect

the nanofiber morphology.The generation of continuous jet
with solutions of natural pelymers was unsuccessful at any
applied voltage or flow rate due to their high viscosities and
complex molecular structure; meanwhile synthetic polymers
were easy to electrospin. However,blending of natural with
synthetic polymer solutions resulted in reduced viscosity and
changed viscoelasticity that greatly improved spinnnability
and cause drastic morphological changes of obtained
nanofibers. Increased fiber diameter and elongation of beads
were observed by increasing amount of synthetic polymer

in blended solutions.Therefore,rheological parameters are
playing essential role in effective nanofiber formation.
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Effects of doxycycline delivery from PCL microspheres
in a three-dimensional culture

Ozlem Aydin ; Aysen Tezcaner ; Dilek Keskin

Middie East Technical University, Department of Engineering
Sciences, Ankara, Turkey

Polycaprolactone (PCL) is used for implantable or injectable
delivery devices for long term treatment owing to slow
biodegradation rate and non-acidic degradation products.
Doxycycline (DOX), one of the most stable tetracyclines, is

a good candidate for slow release formulations. This study
aimed to analyze the release of DOX from PCL microspheres
for controlling the progression of arthritis. DOX loaded PCL
microspheres were prepared by emulsion-solvent evaporation
technigue. Lower diameter of microspheres has the highest
release rate than others. According to in situ release profiles,
microspheres having the highest release rate were used for
in vitro experiments, In vitro cytotoxicity studies showed
that microspheres were biocompatible. Chondrocytes were
embedded in agarose to mimic their three-dimensional

(3D) native environment. Interleukin-1 (IL1) was used

in development of the arthritis model. Proteoglycan and
collagen contents of IL1 treated groups vs IL1 untreated ones
showed that the arthritis model was established. Activity of
cartilage-degrading matrix metalloproteinases (MMPs) was
also measured to evaluate the effectiveness of therapy. This
in vitro 3D disease model seemed well adapted to investigate
the anti-inflammatory effects of doxycycline levels. In vitro
evaluation of the effectiveness of the delivery system on
arthritis chondrocytes are under study.
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Influences of excipients on properties of
immunoglobulin G loaded poly (e-caprolactone)
microspheres ’

Q Erdemli ; D Keskin ; A Tezcaner

Middle East Technical University, Engineering Sciences,
Ankara, Turkey

Protein instability during microencapsulation has been one

of the major drawbacks of biodegradable polymeric protein
delivery systems. In this study, human Immunoglobulin G
loaded poly(e-caprolactone) microspheres were prepared by
w/o/w solvent evaporation method and the effects of different
excipients (0.5 % w/v poly(vinyl alcohol) (PVA) or 2.5 %

w/v glucose in inner agueous phase) on the microsphere
characteristics before and after -sterilization were
investigated. Besides, effects of other excipients (starch,
heparin, etc.) are also under study. Microspheres prepared
by addition glucose showed 29.1£2.9 % encapsulation
efficiency and this value was improved to 54.0£2.1 % by
using PVA instead of glucose. According to the results of

BCA and ELISA assays, when glucose was used, 102.9+0,2
% df the bioactivity of the IgG released from non-irradiated
microspheras and 78.9+0.02 % of the bioactivity of the 1gG
released from y-irradiated microspheres was protected at 7th
day of the release. However; when PVA was used, 51.2+0.09
% bicactivity in the release samples from non-irradiated
microspheres and 21.4=0.03 % bioactivity in the release
samples from y-irradiated microspheres were protected,
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