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Amag: Bu calismanin amaci insiilin, insan transferin, selendz asit (ITS) preparatinin kondrosit ¢o-
galmasi ve morfolojisi iizerine olumlu etkisi oldugu varsayimini test etmek ve bu eklenen maddelerin
farkls hiicre kiiltiirii ortamlarindaki etkilerini biyokimyasal ve histolojik olarak arastirmak idi.

Calisma plani: Gonartroz tanisi koyulan 57 yasindaki bayan hastanin kikirdak dokusundan insan kay-
nakli kikirdak hiicreleri (human cartilage-derived cell, hCDC) ayristirildi. Bu doku érnekleri DMEM
(Dulbeccos modified Eagle’s medium) ve RPMI-1640 icerisinde kiiltiire alind1. Hiicrelerin kondrojenik
aktiviteleri gdzlendi. Hiicreler, yapilan pasajlamalar sonrasi, 6. hafta sonunda dért gruba ayrildilar.
14. giin sonunda sayilar1 artan hiicrelerin x4, x10, x20 ve x40 biiyiitmede mikro fotograflar1 cekildi
ve invert mikroskop altinda incelendiler. Yasayabilen hiicre sayisi 1. ve 14. giinde MTS-ELISA hiicre
proliferasyonu testi ile belirlendi.

Bulgular: ITS premiks ilave edilmeyen DMEM ve I'TS premiks ilave edilen RPMI-1640 kiiltiir or-
tamlarinda kondrojenik hiicrelerin sayisinin arttigr oldugu gériildii. Bu ¢alismada kondrositlerin canli-
l1g1 ve say1 artiginin sadece DMEM iceren Grup 3'te daha fazla oldugu gézlemlendi.

Cikarimlar: Kiiltiir ortami igeriklerinin osteokondral dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerindeki
kondrosit hiicre sayisinin artmasinda énemli rol oynadigini diisiiniiyoruz.

Anahtar sézciiklers DMEM; hiicre kiiltiirii; ITS premiks soliisyon; kondrojenik farklilagma; RPMI-

1640.

Hiicreler bulunduklar: kiiltiir ortamlarinin 6zellikle- cevreyi saglarken, adaptasyon kabiliyetine, hiicre kaynag
rine bagli olarak farkli davranabilmekteditler.” Primer ve organizmanin tiiriine gore farkliliklar gésterirler.!?
hiicre kiiltiirleri ve kdk hiicrelerinin istenilen hiicre tipine in vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan hiicre-
farklilasmasini yé")nlendirmede hiicre kiiltiirlerinin ortam lerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalar1 igin HKOi’ye
igerikleri (HKOI) ve miktarlarinin énemi bilinmektedir. eklenen aminoasit, karbonhidrat, lipit, vitamin ve iyon-
(12 HKOI laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal meta- lar gibi katki maddeleri hiicreleri korur ve gelisimini des-
bolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan mikro tekler.']
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HKOI hazirlanmasinda, kullanilan kiiltiir ortamla-
rinin igerisine ¢esitli katki maddeleri ilave edilerek ya-
pilmis galismalara rastlanmaktadir.>® Bu calismalarda,
ayrica, in vitro deneylerde eklenen katki maddelerinin,
uygun pH, sicaklik ve nemin varliginda hiicrelerin ¢oga-
labilmeleri agisindan ¢ok 6nemli oldugu vurgulanmakea-
dir. Literatiirde yer alan galismalarda, HKOI'nin hiicre-
ler iizerindeki ¢ogaltici etkileri bugiine dek sayisal olarak
saptanamamistir.!'”)

Bu ¢aligmada, primer hiicre kiiltiirlerinin kondrosite
farklilagmasini yonlendirmek ve optimum hiicre kiiltii-
riinii elde edebilmek icin ortam iceriklerinin hazirlan-
masi agamasinda kiiltiir medyumu ve igerisine ilave edil-
mesi gereken katki maddelerinin neler olmasi gerektigini
arastirmay1 amagladik.

Gerec ve yontem

Bu alismada diger arastirmalarda HKOTI olarak en
sik kullanilan iki ticari iiriin; DMEM (Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium, 1000 mg glucose/L; Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, ABD) ve RPMI-1640 (Megacell
RPMI Medium 1640 (x1) liquid; Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Miinih, Almanya) kullanildi. Bu kiiltiir
ortamlarina zenginlestirici katki maddesi olarak ITS
premiks soliisyon (insiilin, insan transferin, selendz asit
tozu (I 1884); Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
ABD) eklendi. Alinan hiicre kiiltiirleri proliferasyon ve
farklilagma a¢isindan incelendi.

Diger tedavilere yanitsiz, semptomatik sa§ gonartroz
tanisiyla total diz protezi ameliyati yapilan 57 yasindaki
bayan hastadan, yazili onamui alinarak ameliyat sirasinda
rezeke edilen femur alt u¢ kondiler osteokondral doku

artiklart RPMI-1640 ve DMEM igerisine alindu.
Osteokondral doku, 24 saat siire ile 37.4°Cde li-

yofilize Tip 2 kolajenaz enzim (1 mg/mL; Invitrogen
Corp., Catlsbad, CA, ABD) ile 24 saat boyunca isleme
tabi tutuldu. Hiicreler, daha sonra, 4°C'de santriftij edil-
di. Siipernatant atildi. Falkon tiipte dipte olusan krem
renkli hiicre ¢okeltisine, dnceden hazirlanmis olan pe-
nisilin-streptomisin (Penicillin-Streptomycin Solution;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinih, Almanya) ve
fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; Sigmai-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, ABD) eklendi. RPMI-1640 ve
DMEM'ye ¢alisma gruplarina gére icerisine katki mad-
deleri ilave edilerek hazirlanan HKOI eklenip, hiicreler
25 cm? yiizey alanina sahip T25 flasklar1 ( Tissue culture
flask tiriin no. 90151; TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Isvigre) igerisine akrarildi. Insan kikirdak
hiicreleri standart hiicre kiiltiirii kosullarinda kiiltiire
alind1. Altinct haftada ve 6. pasajlarinda %80-85 konflu-
ansa ulasan hiicre kiiltiirleri daha sonra 60 mm?lik kiil-
tiir petri kabina 4 ml hiicre siispansiyonu icerisinde 1 ml

HKOI olacak sekilde deneye alindilar.

Hiicre kiiltiirleri istenen miktar konfluansa ulastik-
larinda tripsinizasyon ile flasklardan toplandi. Canli/
olii hiicrelerin oran1 %0.4'litk tripan mavisi kullanilarak,
Thoma lam1 yardimiyla saptandi. Sayimlari yapilan canl
hiicreler 4.7x10° sayida petri kaplari ierisine ekildi.

Deney 6rnekleri HKOT lerine gore dért gruba ay-
rildi. Grup 1'e RPMI-1640, Grup 2'ye RPMI-1640 ile
bitlikte ITS premiks soliisyonu, Grup 3e DMEM, Grup
4e ise DMEM ile beraber I'TS premiks soliisyonu ilavesi
yapild: (Tablo 1).

Calisma ve kontrol gruplarinda 1. ve 14. giinlerde
yapilacak MTS canlilik ve toksisite analizleri icin ekstra
hiicre gruplari ayrildi.

Her grupta yer alan ve primer hiicre kiiltiir ortamin-
da bulunan siipernatantlar, iki giinde bir, kendilerine

6zgit HKOT ile degistirildi.

Tablo 1. Gruplarina gére hazirlanan hiicre kultdr ortam icerikleri (HKOI).
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

RPMI-1640 (1X) + + - -
(Toplam HKOi'de %88)

DMEM (1X) - - + +
(1,000 mg glikoz/L)

(Toplam HKOIi'de %88)

ITS premiks soltsyon - + - +
[instlin (5 ug), insan transferin (5 ug),

Selenoz asit (5ng/ml)]

(Toplam HKOi'de %1)

Fetal Sigir Serumu + + + +
(Toplam HKOi'de %12)

Penisilin-Streptomisin + + + +

(Toplam HKOi'de %1)
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I¢inde primer hiicre kiiltiirii bulunan petri kaplari
14 giin boyunca, %5 CO?2 ve 37.4°Cde, bir inkiibator
(Thermo Scientific, 321-315684/467, Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL, ABD) icerisinde bekletildi.
Her grubun kendi igerigine gore HKOI iki giinde bir 5
ml'lik hacimde degistirildi.

Grup 2 ve 4'teki HKOT igerisine 5 ml'lik ITS pre-
miks soliisyonu (insiilin 5 pg, insan transferin 5 pg ve
sodyum selenit 5 ng/ml karisimi) kondrositlere farkli-
lagtirmay1 arttirmak amaciyla ilave edildi.

Histolojik degerlendirme i¢in 1. ve 14. giinlerde
bir invert mikroskop (Olympus inverted microscope
CKX41; Olympus Corp., Tokyo, Japonya) yardimiyla
x4, x10, x20 ve x40 biiyiitmelerde mikro fotografik go-
riintiiler alindu.

Canlilik testleri, 1. ve 14. giinlerde, MTS formazan
ticari kit (MTS Cell Titer 96°, one solution Aqueous
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay; Promega
Corp., Madison, WI, ABD) yardimu ile iiretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi.

Canlilik ve toksisite testleri, 1. ve 14. giinlerde, MTS
ticari kit (100 ml MT'S soliisyonu + 5 ml fenazin meto-
siilfat: phenazine methosulfate solution [PMS]) yardi-
mi1 ile makroskobik ve mikroskobik incelemeletle yapil-
d1.'*2 Bu amagla, karanlik ortamda, 6 ml soliisyonda
1 ml MTS olacak sekilde ortam soliisyonu hazirland:.

Birinci ve 14. giinlerde, her hiicre sinifindan birer adet
fazladan hazirlamis oldugumuz hiicre siniflari ve kont-
rol gruplarinin icerisinde yer alan besi yetleri pipetor
tabanca yardimiyla cekilip atldi. MTS tetrazolyum
bilesigi  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimet-
oksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H—tetrazolyum) ve DMEM
iceren kiiltiir medyum soliisyon karigimindan 2,500%r
pL her bir petri kabina eklendi. Hiicreler 3 saat inkiiba-
torde (%5 CO, ve 37.4°C derecede) bekletildi.

Daha sonra deney gruplari inkiibatérden alind1. Re-
aksiyonun durdurulmas i¢in her kuyucuga 125 pl %10
sodyum dodesil siilfat (%10 SDS 14522; Sigma-Al-
dirch Chemie GmbH, Miinih, Almanya) eklendi. Petri
kaplarindaki MTS'li soliisyonlardan 300%r pl cekilerek,
96-kuyucuklu plakaya aktarildi ve ELISA Microplate
Reader (MR-96A; Shenzhen Mindray Co. Ltd., Shenz-
hen, Cin Halk Cumhuriyeti) cihazinda 490 nm dalga
boyunda analiz edildi.

Elde edilen verilerin analizinde SPSS 17 paket
programi kullanilds. Tstatistiksel analiz sonuglari hiicre
proliferasyonu tizerinden degerlendirildi. Gruplar ara-
st karsilastirmada varyans analizi (ANOVA) testi ve
F-testinden yararlanilds.

Bulgular
Hiicre proliferasyonu degerleri ELISA plaka okuyu-
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Sekil 1. Birinci giin canli hiicre sayisi standart kalibrasyon egrisi.
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Sekil 2. Birinci ve 14. glinlerde MTS ELISA canlilik testinde abzorbans degerlerini gosteren grafik.
[Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorulebilir.]
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cusunda negatif kontrollerden elde edilen abzorbans de-
gerlerinin deney grubu degetlerine oranlanmasiyla yiiz-
de bazinda elde edildi. Kontrol grubundan elde edilen
abzorpsiyon degeri %100 hiicre canliligi olarak dikkate
alindi. Standart kalibrasyon egrisi ile 1. ve 14. giinlerde
elde edilen canli hiicre sayisin1 ifade eden abzorbans de-
gerlerini gosteren grafikler karsilagtirmali olarak Sekil 1
ve 2de verilmistir.

flk giin sonunda, RPMI-1640 iceren birinci deney
grubu (Grup 1) ile RPMI-1640 ile beraber ITS premiks
soliisyon iceren ikinci deney grubu (Grup 2) arasinda
fark olmamasina ragmen, yalnizca DMEM igeren kiiltiir
ortaminin bulundugu iigiincii deney grubunda (Grup 3)
canli hiicre sayisinin fazlaligi géze carpmaktaydi. Grup 1

ve Grup 2 arasindaki canli hiicre sayisi farkinin 14. giin
sonunda artmus oldugu ve canli hiicre sayisinin Grup

2de daha yiiksek oldugu dikkat cekmekteydi.

MTS ELISA analizleri sonucunda, 14. giin sonunda
Grup 3'te yer alan hiicrelerin sayisinin en yiiksek nokta-
ya ulastif1 kaydedildi.

Invert mikroskop gériintiilerinin incelemesinde ko-
loniler halinde iireme gosteren hiicre sayisinin 14. giin
sonundaki artiglart MTS ELISA canlilik testi ile de
onaylandi. En fazla hiicre artisinin sirasiyla Grup 3,
Grup 2 ve Grup 1de oldugu gériildii. En az hiicre artis1
ise Grup 4'te gerceklesti (Sekil 3-6).

Birinci ve 14. giin MTS ELISA canlilik testi verile-

Sekil 3. insan kikirdak dokusu kékenli kondrosit hiicrelerinin 14. giin
RPMI-1640 varliginda invert mikroskop (x4, x10, x20, x40)
goruntuleri. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki
cevrimici versiyonunda renkli gorilebilir.]

Sekil 5. insan kikirdak dokusu kdkenli kondrosit hiicrelerinin 14. giin
DMEM varliginda invert mikroskop (x4, x10, x20, x40) goérin-
tlleri. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimi-
ci versiyonunda renkli gordlebilir.]

A

Sekil 4. insan kikirdak dokusu kokenli kondrosit hiicrelerinin 14. giin
RPMI-1640 + ITS premiks soltsyon varliginda invert mikroskop
(x4, x10, x20, x40) goéruntileri. [Bu sekil, derginin www.aott.
org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorilebilir]

Sekil 6. insan kikirdak dokusu kdkenli kondrosit hiicrelerinin 14. giin
DMEM + ITS premiks soltsyon varliginda invert mikroskop
(x4, x10, x20, x40) goruntuleri. [Bu sekil, derginin www.aott.
org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gorilebilir.]
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Tablo 2.  Birinci glin gruplar arasi MTS ELISA canlilik testi verilerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi.*
Zaman (Giin) Karelerin toplami df Karelerin ortalamasi F p
1. Giln
Gruplar arasi 0.043 3 0.014 14338.000 0.0001
Grup ici 0.000 0.000
Toplam 0.043 11
*ANOVA
Tablo 3. On dordinci gun gruplar arast MTS ELISA canlilik testi verilerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi.*
Zaman (Gun) Karelerin toplami df Karelerin ortalamasi F P
14. GUn
Gruplar arasl 0.284 3 0.095 8.170 0.008
Grup ici 0.093 0.012
Toplam 0.377 11
*ANOVA

ri arasinda, RPMI-1640, RPMI-1640 + ITS premiks
soliisyon, DMEM ve DMEM + ITS premiks soliisyon
iceren gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptand (sirasiyla, p=0.0001 ve p=0.008) (' Tablo 2 ve 3).

Tartisma

Hiicre kiiltiitlerinde olmasi gereken temel aminoa-
sit kombinasyonu ilk defa Eagle tarafindan 1955'te ta-
nimlanmigtir.'®) Kendi ismini tastyan minimum Eagle’s
medium (MEM) isimli besi yeri bazi modifikasyonlarla
bugiine kadar gelmistir. Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) hiicrelerin beslenebilmeleri icin gerekli gli-
koz, aminoasit ve vitaminleri icerirken, canliliklarini ve
fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢cin de uygun ozmola-
rite ve pHa sahiptir."” Memeli hiicresinin kiiltiirii igin
gerekli besi yerinin bilesenleri aminoasitler, vitaminler,
tuzlar, glikoz, antibiyotikler ve serum icermektedir.*”)
Bu nedenle, ¢aligmanin amacina gore hiicrelerin kiiltiir
ortami ihtiyaglarinin belitlenmesi gerekir. Hiicrelerin
canliliklarinin devami ve ¢ogalmalari icin aminoasitler,
karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, iyonlar ve protein-
lerin ortamda bulunmasinin gerekliligi vurgulanmustur.™!
Besi yeri ihtiyaci hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliye-
tine ve hiicre kaynagi organizmanin tiiriine gore farklilik
gosterebilir.

Kikirdak hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasma gos-
terebilmeleri icin hiicre kiiltiirii asamasinin iyi kontrol
edilmesi gerektigi belirtilmistir.!'7!)

Ayrica, yapilan ¢aligmalarda, hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilasmasinda hiicrelerarast agin yapilanmasini tetik-
leyecek aracilarin kullanilmasinin gerekliligi de vurgu-
lanmistir.?*?Y Elde edilen hiicre sayisinin azlig1 ve bu

hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagma yeteneklerinin kisith
olmast, in vitro ve in vivo uygulamalar acisindan dezavan-
taj olusturmaktadir.*>2¢

Klinik uygulamalarda, mezenkimal kok hiicre kul-
lanilarak elde edilen kikirdak dokusu transplantasyon
calismalarinin uzun dénem sonuglari heniiz ortaya kon-
mamistir. Bununla bitlikte, bu hiicre grubunun &zellikle-
rinin ve biyolojik uyaranlara yanitlarinin incelendigi ¢a-
lismalar, doku mithendislifinin basarisi agisindan umut
verici 6n sonuglar sunmaktadir.””) Bu baglamda, hiicre
kitltiirii galigmalarinin basarist agisindan HKOT lerin iyi
segilmesi gerekmektedir. Kondral lezyonlarin tedavisin-
de dnemli bir ayrint, hiicre ¢ogalmasini ve hiicrelerara-
st a§ yapimuni arttiran, hiicre liimii ve par¢alanmasini
azaltan yerel diizenleyicilerin kullanilmasinin gereklili-
gidir. Bu nedenle, hiicreler ve yerel diizenleyicilerin bir
arada bulunma kosullarinin optimizasyonunun saglan-
mas1 gerekmektedir. Bu da karmagik bir siirecin ¢6zii-
miinii gerektirmektedir.[2*2!

Gomez-Camarillo ve ark.,?”) normal ve osteoartritli
erkek Wistar sicanlarin diz eklem kikirdaginda gergek-
lestirdikleri caligmalarinda, kondrosit hiicre cogalmasini
artisa tesvik edecek degisik kiiltiir sistemlerini denemis-
lerdir. Kondrosit kiiltiirlerinin ¢ogalma ve farklilasma-
sinda HKOT olarak bityiime fakegrleri ile, kontrol gru-
bu olarak, iceriginde fosfat tuz tampon ¢ozeltisi, glikoz,
sodyum ve sekonder fosfat (zayif asidik pH) bulunan ve
biiytime faktorii icermeyen DMEM karsilastirmiglardir.
Zenginlestirilmis DMEM i¢indeki osteoartritli kikir-
daktan elde ettikleri kondrositlerin ¢ogalma sayisinda
anlamli derecede artig kaydetmislerdir.

Ceyhan ve ark.,/®) ergin ve fetal Balb/c cinsi farelerin
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kafatas1 kemiklerinden elde edilen osteoblast kiiltiirleri
tizerine yaptiklari ¢alismalarinda, olusturduklar: osteob-
last hiicre kiiltiir tekniklerini standart hale getirmek icin
fetal ve dort ergin kalvaryumda DME-F12, diger 6 ergin
kalvaryumda ise RPMI-1640 ortamini kullanmuglardir.
Embriyonik dokularin daha yiiksek oranlarda kiiltiire
edilebildigi ve HKOTI'nin, tipkt kikirdak hiicre kiiltiirii
calismalarinda oldugu gibi, kemik hiicre kiiltiirlerinde
cogalma ve farklilasma bagarisinda nemli rol oynadig:
gorilmiistiir.

Yu ve ark.,/” ise DMEM/F-12 igerisine askorbik
asit-2-fosfat ve prolin ilavesi yapmuslardir. Kiiltiire aldik-
lar1 hiicreleri deneysel olarak Yeni Zelanda tavsanlarinda
olusturduklari tam kat kikirdak defekti alanina yerlegtir-
misgler ve 12 hafta sonunda dokular: histopatolojik ola-
rak incelemisler ve ortama katilan maddelerin hiicrelerin
¢ogalmasinda 6nemli oldugunu vurgulamuglardir.

Priddy ve ark. da,?" yetiskin képek kadavra humerus
basi eklem kikirdagindan kondrositleri kiiltiire alip hiic-
relerin morfolojileri ve hiicre dist matris olusumlarin
incelemislerdir. HKOI olarak RPMI-1640 (R), RPMI-
1640 ile askorbat (RA), Ham'’s F-12 (F) ve Ham'’s F-12
ile beraber askorbat (FA) kullanmislar ve dért grupta
da 20 giin boyunca kondrositlerin meydana getirdigi
matrisleri immiinohistokimyasal olarak analiz etmisler-
dir. Onuncu giinden itibaren 20. giine kadar, grup R ve
RA arasinda kondrosit kiimelerinin F ve FA arasindaki
kondrosit kiimelerine gore daha fazla glikozaminoglikan
ve kollajen Tip 2 iirettigini tespit etmislerdir.

Zhang ve ark.®V ise, in vitro deney ortaminda, keci
kemik iligindeki mezenkimal kok hiicrelerini kullana-
rak kondrojenik farklilasmay1 gézlemlemislerdir. HKOI
olarak yiiksek-glikoz iceren DMEM icerisine, insiilin,
transferin, C vitamini ve DXM katarak kondrojenik
farklilagmayi aragtrmuslardir. Sitokimyasal boyama tek-
nidi, RT-polimeraz zincir reaksiyonu ve Western blotla-
ma ydntemlerini kullanarak, 1., 2. ve 4. haftalarda fenoti-
pik kondrositlerin artigini gézlemlemisglerdir.

Fedewa ve ark.," HKOI olarak, RPMI icerisine
yitksek miktarda askorbik asit ilave etmisler, RPMI besi
ortamini degistirdiklerinde, kikirdak kalinliginin azaldi-
gin1 ve modiiliisiin yiikseldigini gézlemlemislerdir.

Kilig ve ark.’? ise yaslar1 4 ay ile 18 yil arasinda
degisen, saglikli 10 kemik ili§i transplantasyon vericisi
insandan aldiklar1 mezenkimal destek doku (stromal)
hiicrelerinin osteoblastik ve kondroblastik farklilasma
potansiyellerini arastirmiglardir. Tim alt kiltiirler de
dahil olmak iizere, mezenkimal stromal hiicrelerin ¢o-
galma ve farklilagmasina gére HKOI'nin belirlenmesi
gerektigini sdylemislerdir.

Calismamiz literatiirdeki diger deneysel arasgtirma-
lardan ayiran 6nemli 6zellikler; 1) Insan kondrositleri-
nin kullanilarak kiiltiir ortamlari ve ilave edilen ITS pre-
miks gibi katki maddelerinin kargilastirildig ilk deneysel
calisma olmasi, 2) Piyasada mevcut hiicre kiiltiirlerinde
en sik kullanilan RPMI-1640 ve DMEM iizerindeki ¢o-
galtct ve farklilagtiricr etkisinin ITS premiks soliisyon
varliginda gésterilebilmis olmasi, 3) Bu farklilasma ya da
gogalmanin HKOT'ye biiyiime hormonu eklenmeksizin
meydana gelmis olmasi seklinde siralanabilir.

Calismamizda, ITS ve DMEM'in ayr1 ayr1 kulla-
nildiginda hiicre ¢ogalmasina arttirict etki gosterdigini
belirledik. On dérdiincii giin sonunda en az canli hiicre
say1st iceren grup, DMEM ile bitlikte ITS premiks so-
liisyon igeren deney grubu idi. Bu durum, ITS premiks
soliisyon iceriginin DMEM ile uyumsuz bir kimyasal
reaksiyon sonucu primer kondrosit kiiltiirii iizerine tok-
sik etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonucun
bundan sonraki ¢aligmalarla dogrulanmas: gerekmekte-
dir. Yine, bu sonuglar, HKOI ve HKOT lere ilave edilen
katki maddelerinin kondrosit sayisindaki artisa etkisine

tekrar dikkat cekmektedir.

Cikar ortiismesi: Cikar drtiismesi bulunmadii belirtilmisgtir.
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