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KIKIRDAK DOKU OLUSUMUNDA YENi DOKU MUHENDISLIGI
STRATEJILEININ GELISTIRILMESI

Sedat Odabas
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Kikirdak dokusunun travma, tumor uzaklastirimasi veya mikrotia, anotia gibi
konjentinal hasarlar sonucu kaybi bas ve boyun cerrahisinde karsilasilan en temel
sorunlardan bir tanesidir. Hasarli bdlgeye otolog hicre nakli veya hasarli bolgeye
mekanik destek saglamak amaciyla gesitli implantlarin yerlestiriimesi geleneksel
tedavi yaklagimlandir fakat yeterli miktarda uygun hdcrenin bulunamamasi,
implant malzemesinden kaynaklanan dezavantajlar, uygulamada birgok sorun
yaratmaktadir. Bunun yaninda arastirmacilar son yillarda artan bir ilgi ile doku
muhendisligi uygulamalarini ¢alismaktadirlar. Doku muhendisligi muhendislik
ilkeleri ile biyolojik bilimlerden gelen bilgilerin harmanlanmasiyla bas ve boyun
cerrahisinde kullanilabilecek uygun kikirdak dokusunun gelistiriimesini saglayabilir.
Doku muhendisliginde gelistirilen doku iskeleleri ile kikirdak hucrelerinin
olusturdugu biyohibrid yapi uygun kikirdak dokusunun olugsmasina izin verecektir.
Kikirdak dokusu avaskuler olmasi nedeni ile, yenilenme yetenegi oldukca sinirlidir.
Kikirdak dokusunun yenilenebilmesi icin gerekli blUylime faktorlerinin ortamda
bulunmasi gerekmektedir. Buradaki temel sorun hucreler in-vitro kosullarda
uretildiklerinde bu buyume faktorlerini zamanla Uretme 6zelliklerini yitirirler. Bu
yitirilen Ozelliklerin tekrar kazandiriimasinda arastirmacilar gen tedavi yontemine
basvurmaktadir. Yapilan calismalar ¢ok buyuk oranda cesitli virUslerin tasiyici
olarak kullanildigi viras temelli genetik transfeksiyon galismalari olmustur. Her ne
kadar genetik materyalin konakg! hiicreye aktariimasindaki verim oldukga iyi olsa
da halen virGs temelli calismalarda ylksek oranda mutasyon, kanser,

immunojenite riski bulunmaktadir.



Bu calismada kulak kikirdak modelinde olusturulan hasarin tedavisinde doku
muhendisligi yaklagimi ile yeni stratejilerin gelistiriimesi amaglanmistir. Bu amacla,
biyouyumlu ve biyobozunur 3 boyutlu jelatin/okside dekstran doku iskeleleri
hazirlanmistir. Primer kikirdak hicreleri izole edilerek, hazirlanan doku iskeleleri
ile etkilesimleri konfokal ve taramali elektron mikroskobisi kullanilarak
incelenmigtir. Primer kikirdak hicreleri BMP-7 ifade eden plazmid ile transfekte
edilerek hlcrelere bu faktdorli sentezleme 6zelligi kazandirniimistir. In-vitro
deneylerin yani sira tavsan kulaginda olusturulan 15mmx15mm’lik kikirdak
hasarinin iyilesmesi yalniz hasar, yalniz doku iskelesi, doku iskelesi, primer
kikirdak hicreleri ve doku iskelesi ve genetik modifiye (transfekte) primer kikirdak
hicreleri olmak Uzere 4 farkli grupta 4 ay boyunca incelenmistir. Elde edilen
sonuglar radyolojik, histolojik ve erken gen ekspresyonu dizeyinde ayrintili olarak

incelenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Primer kikirdak htcreler, plazmid DNA, transfeksiyon, kemik
morfojenik proteinler

Danigman: Prof.Dr. Erhan BISKIN, Hacettepe Universitesi, Kimya Muhendisligi
Boluma.



DEVELOPMENT OF NOVEL TISSUE ENGINEERING STRATEGIES FOR
CARTILAGE FORMATION

Sedat Odabas
ABSTRACT

The loss of cartilage tissue in trauma, tumuor recreation or congenital defects like
microtia or anotia, is one of the major problems in head and neck surgery.
Autologous cell transplantation and/or using various implants to support the defect
mechanically are some traditional therapy methods. However, lack of enough cells
and implants’ drawbacks also can cause problems in application. Beside these,
with the increasing interest in recent years, researches are dealing with tissue
engineering approaches. For head and neck surgery, a proper cartilage tissue can
be developed by the combination of tissue engineering principles with the
biological science basics. Bio-hybrid structure consisted on tissue engineered
scaffold and cartilage cells, can allow to develop a proper cartilage tissue.
Cartilage regeneration capacity is limited due to its avascular structure. In order to
regenerate a tissue, essential growth factors should exist in the microenvironment.
The main concern in cartilage tissue engineering is that the cartilage cells lose
their ability to synthesize the growth factors in in-vitro. This ability can be bringing
in by gene therapy. Most of these studies are various viruses based genetic
transfection studies. Although the transfection efficiency is comparatively high,

there are still some risks in viral studies like mutation, cancer or immunogenicity.

In this study, it is aimed to develop a novel strategy for the cartilage defects repair
in auricle cartilage model with tissue engineering approaches. For this purpose, a
biodegradable and biocompatible 3D polymeric gelatin/ox-dextran scaffolds were
prepared. Primary cartilage cells were isolated and the their interaction with the
scaffold were analysis with Confocal Microcopy and SEM. Primary cartilage cells

were transfected with BMP-7 plasmid and cells were gained to synthesize BMP-7.



Beside in-vitro studies, a 15mmx15mm cartilage defect healing in rabbit auricle
were monitored up to 4 months in 4 groups defect only, scaffold only, scaffold with
primary chondrocytes and scaffold with genetically modified primary chondrocytes.
Results were evaluated in terms of histology, radiology and early gene

expressions.

Key Words: Primary cartilage cells, plasmid DNA, transfection, bone
morphogenetic proteins.

Advisor: Prof. Dr. Erhan Piskin, Hacettepe University, Chemical Engineering
Department.
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1. GIiRiS VE ARASTIRMANIN AMACI

Doku muhendisligi 6zellikle son yillarda artan bir ilgi ile, sert ve yumusak doku
kayiplarinin onarilmasinda, hizli ve istenen yapida doku olusumunu saglayan bir
yaklagsimdir [Langer, Nerem 1995, Sun 2011]. Bu yaklasimda genellikle hasarli
bolgeye doku iskeleleri ile desteklenmis saglikli hicreler implante edilerek yeni
doku olugsumu saglanir. Doku iskeleleri biyobozunur polimerik yapilar olup, zaman

icinde parcalanarak yok olurken yerlerini yeni olugan dokuya birakirlar.

Sert doku, kemik ve kikirdak dokularinin kaybi ¢ok yaygin olarak kargilasilan
onemli bir sorundur. Konjentinal hasarlar, yaralanmalar, travma veya tumor
uzaklastirma nedenleriyle kaybolan kemik ve kikirdak doku kayiplarinin
gideriimesinde doku muhendisligi 6nemli bir tedavi yontemi olarak ortaya

cikmaktadir.

Plastik ve Rekonstruktif cerrahi agisindan en ¢ok karsilagilan sorunlardan bir
tanesi bir kikirdak kaybi olgusu olarak adlandirilabilen mikrotia-anotia olgularidir.
Dis kulak; akustik delik (acustic meatus) ve timpatik membrandan olugsmaktadir.
Mikrotia-anotia olgulari bu kanal yapisinda meydana gelen bir konjentinal hasardir.
Mikrotia ve anotia dis kulak yapisindaki hasarin buydkliGgine gore
siniflandinimaktadir [Marx Siniflandirmasi —Marx 1926]. En yUksek hasar sinifi
olan 4. Derece mikrotia hastalarinda dis kulak ve isitme kanallari tamemen yoktur .
[Carey 2006]. Mikrotia ve anotia’nin ortalama olarak dinyada her canli 10000
dogumda gorilme olasiligi bolgelere gore degismekle birlikte ortalama 2.06’dir
(0,79 ile 7,19 arasinda) [Luquetti 2011]. Mikrotia tedavisinde en geleneksel
yaklasim kaburga kemikleri ile kulak bdlgesine yapilan otolog kikirdak
rekonstriksiyonudur [Pan 2008]. Bu geleneksel tedavi yontemi her ne kadar
uygulama sikhigi bulsa da hastada kullanilacak kikirdak bulunamamasi, kikirdak
yapisinin aktarim bdlgesindeki kikirdak dokusu ile uyum saglayamamasi, otolog
aktarimlardaki ikincil operasyon gerekliligi ve bunun getirdigi ek kontaminasyon ve

iyilesmede gorulen uzama gibi riskler icermektedir. Bu geleneksel yaklagimin
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yaninda polietilen plastik implant malzemeleri de kullanilabilmektedir. Her ne
kadar kolay sekillendirilebilir olsalar da uygulamanin kigiyi tam anlami ile bir tedavi
etme amaci yoktur. Estetik kaygilari ortadan kaldirmaktadir. Son vyillarda
arastirmacilar doku muhendisligi ilkeleri ile bu soruna bir ¢6zum yolu bulmaya
calismaktadirlar. Cesitli doku iskeleleri ve hicreler kullanarak uygun kulak kikirdak
dokusunun geligtiriimesi ¢alismalari yuratmektedirler. [Kusuhara 2009,Kauffmann
2011, Ruszymah 2011]

Kikirdak dokusu diger bircok dokunun aksine yenilenmesi olduk¢a zor olan,
damarlanmanin olmadigi bu nedenle damar yolu ile degil difizyonla madde
aktarimini ve beslenmesini saglayan, sinirsel baglantisi olduk¢a az olan bir destek
dokusudur. Doku muhendisligi ile gelistirilecek kikirdak dokusu uygulanacak
bdlgedeki dogal kikirdak yapisina benzer yapida olmalidir. Kikirdak dokusunun
gelismesi igin ayrica dokuya 6zgu bircok doku matriks proteinleri ve buyume
faktorleri de gerekmektedir. Hem primer hem de hicre hatti kullanilarak in vitro ve
in vivo ortamda kikirdak yapi olusumunu inceleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
[Hyun 2000, Yamaoka 2011, Sa-Lima 2011]. In vitro kosullarda en c¢ok
karsilasilan sorun kikirdak hucrelerinin tek tabakali kiltar ortamlarinda in vivo’'daki
fenotipik  Ozelliklerini  blyuk birgogunu kaybetmesi sonucu goérilen “de-
differentiation” olgusudur [Hiraki 1985]. Sonugta hicreler dogal kikirdak yapisinin
olugsmasini saglayan dokuya 6zgu matriks proteinlerini sentezleyememekte ve
dogal kikirdak yapisi olusamamaktadir. Arastirmacilar bu sorunu agsmak amaciyla
kikirdak hucrelerini, c¢esitli yontemler ile hazirlanan doku destek malzemeleri
Uzerinde 3 boyutlu sekilde Uretme yoluna gitmislerdir. Bu destek malzemeleri
cesitli buyume faktorleri ile desteklenmistir. Boylece dogal kikirdak yapisina daha
yakin kikirdak dokusu eldesi mumkin olmaktadir [Stokes 2001]. Burada temel
sorun doku destek malzemelerinin hazirlanmasi her ne kadar goreceli olarak ucuz
ve kolay da olsa uzerine ekilen hucrelerin buyumesini ve farkhilagsmasini
saglayacak buyume faktorlerinin eldesi zor ve oldukga pahalidir. Bir diger sorun
ise bu faktorlerin etkilerinin kisa sureli olmasidir. Etkinin devami igin ilgili blyume
faktorlerinin kaltur ortamina surekli olarak eklenmesi gerekmektedir. Bunun en

temel sonucu tedavi maliyetlerindeki artistir.
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Gen aktariminin  bu sorunun ¢b6zuminde ©Onemli rol oynayacagi
dusunulmektedir. Gen Tedavi mevcut bir proteini kodlayan ilgili gen pargasinin
fiziksel, kimyasal, viral yollar ile hicreye aktariimasi esasina dayanmaktadir.
Kikirdak dokusunun gelismesini saglayan bluyume faktorlerinin  sentezinden
sorumlu gen parcgalarinin kikirdak hicrelerine aktariimasi ile bu htcreler in vitro
ortam kosullarinda ilgili buyime faktorlerini sentezleyebilir duruma gelebilir.
Boylelikle “de-differentiation” olgusunun énune gegilmis olur ve in vitro kosullarda
uygun kikirdak yapisinin olusumu saglanabilir. Bu amacla viral ve non-viral
tasiyicilar kullanilarak yapilmis g¢alismalar mevcuttur [Stokes 2001, Ulrich 2005].
Her ne kadar virtsler ilgili gen parcgalarinin hicreye transfeksiyonunda oldukca
basarili da olsalar, hucrelere 6zgin olmamalari, uzun dénemli mutajenite ve
kanser olusturmalari, immunojenite riskleri bulunmaktadir. Sonugta doku hasarinin
tamiri icin geligtirilen bir ydontem hasta i¢in daha buylk sorunlara neden

olabilmektedir.

Sunulan ¢alisma kapsaminda mikrotia ve anotia konjentinal kikirdak hasarlarinin
gen tedavisi, doku iskeleleri ve primer kikirdak hicrelerinin bir arada kullanildigi
yeni bir doku muahendisligi yaklasimi ile tedavisi iamaglanmistir.  Calisma
kapsaminda doku iskelesi Uretiminde kullanilacak biyobozunur polimerler ve
bunlardan doku iskelesi olusturma icin uygulanacak yontemler ile ilgili grubumuzun
onceki deneyimlerinden vyararlanilarak Okside-dekstran/Jelatin doku iskeleleri
hazirlanmistir ve yap karakterize edilmistir. Onceki ¢alismalardan farkli olarak bu
tez kapsaminda ilk kez buyumeyi indukleyen BMP7 dretimini saglayan plazmid
DNA kullaniimistir.  In-vitro hucre kultirt deneylerinde ¢esitli hicre hatlari ile
birlikte primer kondrositler bu bilgiyi  tasiyan plazmid DNA ile transfekte
edilmislerdir. Elde edilen bilgiler 1siginda In-vivo hayvan modellerinde doku
iskelelerinin biyo-uyumluluklari hem yalniz baslarina ve hicreler ile (hem normal
hem de genetik modifiye formlari) birlikte kullanildiklarinda kikirdak doku
rejenerasyon kabiliyetleri histolojik, radyolojik ve erken dénem gen ekspresyonlari

dizeyinde incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Kikirdak Doku ve Ozellikleri

Kikirdak dokusu, destek dokusu ailesinin bir Uyesidir. ECM yapisi proteoglikan,
glikozaminoglikan, makromolekdller ve kolajen ,elastin gibi proteinlerde oldukga
zengin bir dokudur. Kikirdak dokusu ECM ozelliklerine goére histolojik olarak
temelde 3 alt tipte siniflandirnimaktadir. Matriks yapisi bolca glikozaminoglikan
iceren hiyalin kikirdak; ECM yapisi bolca fiber igeren elastik kikirdak ve matriks
yapisi kolajen Tip I'ce zengin fibroz kikirdak [Hall 2005]. Memelilerde hiyalin
kikirdak enkondral kemik bdlgelerinde ve larinks kikirdaginin bir kisminda, elastik
kikirdak kulak, epiglotis, larinksin bir kismi ve omurga disklerinde, fibroz kikirdak
ise kemige baglanan tendon ve ligament bdlgelerinde bulunmaktadir. Bu basit
fakat evrensel siniflandirmada histolojik agidan doku bdlgesine bagli olarak kiguk

degisiklikler gozlenebilir.

Kikirdak dokusu vucutta bulundugu bolgeler gore esneklik ve dayaniklilik sagladigi
gibi uzun kemik bdlgelerinde ve eklem noktalarinda oldugu gibi yumusak dokulara
destek gorevi de bulunmaktadir.

Geligim biyolojisi agisindan incelendiginde embriyonik donemde vicuttaki birgok
kikirdak bolgesi mezoderm kokenlidir fakat bazi kraniyofasial kikirdak dokulari

noral krest-ektomezenkimal kdkenlidir [Hall 2005].

Kikirdak dokusu kondrosit adi verilen kikirdak hicreleri ve bu hicreleri ¢evreleyen
ECM’den meydana gelmektedir. Kondrositler ECM igerisinde lakin adi verilen
bosluklarda tek tek veya grup halinde bulunabilirler. Bu olusan yapilara kondron
ad1 verilmektedir [Akay 2006]. Sekil olarak ovoid yapida ya da yuvarlaktirlar.
Histolojik preperasyona karsi duyarlidirlar. Geng¢ kondrositlerdeki agik ve bol
mitokondrili sitoplazma yaslanmaya bagli olarak yaglanir ve protein sentez
aktivitesi duser [Hall 2005-Akay 2006].
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Kikirdak dokuda kondrosit hicreleri disinda, perikondriyum gevresinde, dar, ig
sekilli kondrojenik hucreler bulunur. Bu hicreler dokuda mezenkimal hucrelerden
farkhlagsmiglardir. Kondrojenik hiicreler mikrogevre etkisi altinda kondroblastlara ve
osteoprojenitdr hicrelere farklilasabilirler. Kondroblastlar yogun protein sentezi

gerceklestiren hicrelerdir bu nedenle bol miktarda salgi vezikulleri igerirler.

Kikirdak dokusu damarsiz (avaskuler) bir dokudur. Kondrositlerden salgilanan
anti-angiogenez faktorleri kikirdak dokusunda damarlasmayi engellemektedir.
Damarsiz bir doku olmasi nedeni ile dokunun beslenmesi difizyon yolu ile
olmaktadir. Kikirdak matriks kondrositler ve cevreleyen ECM yapisi ile bir jel
olarak betimlenebilir. Kikirdak ECM yapisinda bulunan Aggrecan proteini oldukga
negatif yukludar bu hali ile ¢ok miktarda su tutar ve kikirdak matriks yapisinin
jellesmesinde dnemli rol oynar. Bu jel yapisinin %60-80’i sudan olusmaktadir. Bu
jel yapisi ayni zamanda kikirdaga mekanik olarak dayanim saglamaktadir. Bu jel
yapisi iceresinde kondrosit aktivitesi diger dokular ile karsilastirildiginda daguktar.
Oksijen ve besin ihtiyaglari disuktir. Bunun en énemli nedeni kikirdak dokusunun
damarsiz bir doku olmasidir. Kikirdagin etrafi perikondriyum adi verilen bag
dokusundan olusan bir zar yapisi ile kaplanmistir. Bu zar yapisi kikirdak dokusunu
vaskuler destek saglamaktadir. Ayrica sinir ve lenfatik kanallarda perikondriyum

icerisinde yer almaktadir [Akay 2006].

Vucutta bulunan kikirdak yapilari ayrintili olarak incelenirse;

Hiyalin kikirdak:

Vicutta en yaygin bulunan kikirdak tipidir. Burun, larinks, Kostalarin sternuma
baglandig1 ventral ylz, trakeal ve bronsial halkalarda ve hareketli eklem
yuzeylerinde bulunur. Ayrica embriyonik gelisim donemlerinde, bir ¢ok uzun
kemigin sablonunu olusturur. Erigkin donemde ise epifizial plak hiyalin kikirdaktan
olugur. Hiyalin kikirdak matriks yapisi; tip 1l kolajen, proteoglikan, glikoprotein ve
ekstraselluler sividan ibarettir. Matriksin kuru agirhginin % 40 ‘i kolajendir. Buna
ilave olarak proteoglikan, glikoprotein ve ekstrasellller sivi bulunur.

Hiyalin kikirdak matriksi temel olarak tip Il kolajen igerir. Fakat Tip IX, X, XI ve

diger kuguk kolajenler de az miktarda bulunur. Tip Il kolajen buyuk bantlar
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olusturmaz, buna karsin liflerin kalinli§i lakinalardan uzaklastikga artar [10,12].

Temel histolojik yapisi Sekil 2.1 ‘de gosterilmistir.

e - Perikondriyum
- i € "
v -

Hiyalin Kikirdak

—— oo Perikondriyum
e . Y

Sekil 2.1 Hiyalin kikirdak dokusu

Elastik kikirdak:

Hiyalin kikirdaga benzer yapidadir fakat matriks icerigi farkhliklar géstermektedir.
Matriks ve perikondriyum yapilari elastik lifler icermektedir. Vicutta, kulak kepgesi
(pinna), Ostaki borusu, epiglottis, larinksin bir kisminda bulunmaktadir. Matriks

kalsifikasyonu gostermez. Temel histolojik yapisi Sekil 2.2 ‘de gdsterilmistir.
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' Deri

Elastik Kikirdak

Sekil 2.2 Elastik kikirdak dokusu (Kulak Kepgesi)

Fibroz kikirdak:

Fibroz kikirdak yapi olarak perikondriyum icermez ve ECM yapisinda bol miktarda
tip | kolajene sahiptir. Fibroz kikirdak intervertebral disklerde, simphisis pubis,
bazi artikllar disklerde ve tendonlarin kemik uclarinda bulunmaktadir. Gegis formu
olarak adlandirlabilir Fibréoz kikirdak'ta bulunan kondrositler genellikle

fibroblastlardan kdken alirlar. Temel histolojik yapisi Sekil 2.3 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 2.3 Fibréz kikirdak dokusu

intervertebral diskler.

Her intervertebral disk iki vertebra arasinda bulunur. Bunlari bir arada tutar. Disk
annulus fibrozus ve nukleus pulpozus olmak Uzere iki bdlimden olusur.
intervertebral diskler spinal kolonun hareketi esnasinda komsu vertebralarin

asinmasini engelleyen hareketli yastikgiklar olarak gorev yapar.

2.2. De-differansiyasyon olgusu

Kikirdak hicreleri ortam degisimlerine olduk¢a duyarlidir. Ozellikle mikro-
cevrelerinde anlik degisim gen ifadesi duzeyinde kendini gosterir. Vicut igerisinde
3 boyutlu ortamda bulunan kikirdak hicreleri kaltir kaplarinda c¢ogaltiimaya
baslandiginda, kikirdak hticrelerinin ilk kargilastigi etki 2 boyutluluktur. ilk andan
itibaren ylzeye tutunmak icin integrinler aracihgi ile gerekli fokal yapilari
olustururlar. Ayni anda i¢ sinyaller ile gen ifadelenme dizeylerini degistirerek de-
differansiyasyon dongusine girerler. Bu olgu temelde hucrelerin belirli gen

ifadeleri kaybederek kikirdak morfolojisinden fibroblast oncullerine dénisimu
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olarak aciklanabilir. Bu olgu hucrelerin tek tabakali kdltir kaplari yerine doku
iskelesi kullanilmasi ile asilmaktadir. Sekil 2.4 ‘de bir de-differansiyasyon olgusu

verilmistir.

Sekil 2.4 Kikirdakta de-differansiyasyon olgusu: A) Dogal dokuda kikirdak
morfolojisi B) Kultlr kabina ilk ekim C) Kultir kabinda fibroblast benzeri gogalma

davranisi

2.3 Kikirdak gelisimi:

Hiyalin kikirdak yapisinin gelisimine bakacak olursak [10,12]; kikirdagin gelisecegi
bolgelerde mezenkimal hicreler, uzantilarini  kaybeder, yuvarlaklasarak
yogunlasirlar. Bdylece yodun hicrelerden meydana gelen bir kondrifikasyon
(kikirdaklasma) merkezi ortaya c¢ikar. Bu hicreler daha sonra kondroblastlara
farklilasirlar. Kondroblastlar hemen bir matriks sentezlerler. Bu surec ilerlerken
kondroblastlar kendine ait kiicik kompartmanlar olan lakiina igine hapsolurlar,
bundan sonra artik kondrosit olarak isimlendirilirler. Bu hlcreler halen bdlinme
yetenegini surdurduklerinden, bir lakina iginde 2-4 veya daha fazla hicre grubu
olustururlar, Bu grup izogen grup olarak tanimlanir ve bir tek ana hicrenin 1-2
veya daha fazla bélinmesi ile olusmustur. izogen gruplar matriks Urettikge
lakUnalar da bir birlerinden uzaklasir, kikirdak icerden buyumeye baslar. Bu igsel

(Interstisyal) tipte buytmedir.
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Gelismekte olan kikirdagin periferindeki mezenkimal hucreler ise ilk olarak
fibroblastlara farklilagir. Fibroblastlar siki kolajen 6z bir bag dokusu olan
perikondriyumu sekillendirir. Perikondriyum kikirdagin varligini ve blyUmesini
surdirmesinde sorumludur. Perikondriyum iki tabakalidir. Dista fibroz olan
tabaka Tip | kolajen, az fibroblast ve kan damarlarindan olusur. i¢ tabaka ise
cogunlukla kondrojenik hicrelerden olusur. Kondrojenik hucreler bdllnerek
kondroblastlara farklilagir. Bu hicreler matriks sentezleyerek kikirdagin periferine

ilaveler yaparlar. Bu buya tipi ise appozisyonal buylume olarak tanimlanir.

interstisyal blyliime yalnizca hiyalin kikirdagin olusumu sirasinda, perikondriyumu
olmayan eklem kikirdagi ve epifizial plaklarda (kemik boyuna buylimesi) meydana
gelir [Hall 2005, Akay 2006-Kaloglu].

2.4 Kemik Morfojenik Proteinler

Kemik morfojenik proteinler (BMP), Transforming blytume faktora (TGF) —p buayuk
ailesinin bir Uyesi olarak hicrede bircok kritik prosesin kontrolinde (6nleme ya da
uyarma seklinde) goérev alan buyume faktorleridir. Kemik ve kikirdak geligimi
Uzerinde diizenleyici etkilere sahiptirler. Ozellikle bu dizenleyici etkileri kok
hicrelerde, progenitor hucrelerde ve hicrelerin gogalmasini indikleyen biyolojik
reaksiyonlarin aktivasyonunda gorulmektedir [Reddi 2009]. Kemik morfojenik
protein kodlanmasindan ve sinyalizasyonundan bu gline kadar 20 kadar genin

sorumlu oldugu ortaya ¢ikarilmistir [Reddi 2009].

Kemik ve kikirdak gelisimi ve iyilesme surecleri; cok uzun yillardir arastirmacilarin
ilgisini cekmektedir. Yapilan ¢alismalar ile hasarli kemiklerin iyilesmesini etkileyen
parametreler belirlenmeye calisiimistir [Wozney 1988]. Kemik Morfojenik Protein
kavrami ilk kez 1965'de Urist tarafindan ortaya atilmigtir. Urist ve arkadaslari
yaptiklari ¢alismada kemik yenilenmesinden aktif bir protein-matriks toplulugun
sorumlu oldugunu ortaya koymustur [Urist 1965]. ilerleyen yillarda bu proteinler

ayrintili olarak tanimlanmustir.
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Daha sonra 80’li ve 90’1 yillarda rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikmasi ve
gelismesi ile bu proteinlerin rekombinant olarak Uretiime c¢alismalari
gerceklestiriimistir [Wozney 1998, Bessa 2008]. Bu rekombinant BMP’ler ile
literatiirde ¢ok cesitli calismalar mevcuttur. Ozellikle bu calismalar discilik
uygulamalari, omurga cerrahisi ve Kkirik iyilesmesi konularinda toplanmigtir
[Nakashima 2003, Seeherman 2005].

2002 yili Amerikan Gida ve llag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan 2 farkli BMP
urinu medikal marketlerde yerini almistir. Bu UrGnler omurga fizyonu ve uzun
kemiklerde kaynamama olgusunda kullaniimak Gzere rekombinant insan kemik
morfojenik proteini 2 (rhBMP-2) ve rekombinant insan kemik morfojenik proteini-7
(rhBMP-7)'dir [McKay 2007, White 2007].

Cizelge 2.1 ‘de insanda tanimlanan kemik morfojenik proteinler ve belirlenen temel
fizyolojik rolleri verilmistir. Cizelge’dan da gorulebildigi gibi BMP-1 BMP ailesi
icinde degildir [Kessler 1996]. BMP-1 aslinda hatali bir tanimlama olarak;
Embriyonik gelisimde pro-kolajen proteinaz aktivitesi iceren bir proteindir. BMP’ler
genel olarak kemik ve kikirdak gelisiminde rol oynasalar da Cizelge 2.1°’den de
gorulebildigi gibi diger farkli cok gesitli fizyolojik olayda da rol oynadigi literatirdeki
cok cesitli galismalar ile ortaya konulmustur [Bessa 2008, Chen 2004, Knight
2006, Reddi 2003, Zhao 1996, Tsumaki 2005, Shimasaki 2004, Callis 2005, Simic
2005, White 2001].
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Cizelge 2.1 insanda Kemik Morfojenik proteinler ve Temel Fizyolojik Rolleri

BMP Adlandirma Temel Fizyolojik Rolii
BMP-2 BMP-2a Kemik ve kikirdak morfogenezi ve
kalp olusumu
BMP-3 Osteogenin Kemik morfogenezinin
dizenlenmesinde negatif rol
oynar.
BMP-3b GDF-10 Kemik morfogenezinin
dizenlenmesinde negatif rol
oynar.
BMP-4 BMp-2b Kemik ve kikirdak morfogenezi ve
bobrek olusumu
BMP-5 - Kemik morfogenezi ve ekstrimite
olusumu
BMP-6 Vrg1, Dvr6 Kemik ve kikirdak morfogenezinde
hipertrofi
BMP-7 OP-1 Kikirdak ve kemik morfogenezi ve
bdbrek formasyonu
BMP-8 OP-2 Kemik morfogenezi/ spermatogez
BMP-8b OP-3 Spermatogenez
BMP-9 GDF-2 Kemik morfogenezi ve kolinerjik
néronlarin olusumu
BMP-10 - Kalp morfogenezi
BMP-11 GDF-11 Aksiyal iskelet, G6z , BObrek ve
pankreas gelisimi
BMP-12 CDMP-3 , GDF-7 Tendon, Ligament ve duyu
noronlarinin gelisimi
BMP-13 CDMP-2 , GDF-6 Kikirdak gelisimi ve hipertrofi
BMP-14 CDMP-1, GDF-5 Kondrogenez ve anjiyogenez
BMP-15 GDF-9b Yumurta fizyolojisi
BMP-16 - Embriyonik gelisim
BMP-17 - Embriyonik gelisim
BMP-18 - Embriyonik gelisim
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2.4.1 Kemik morfojenik proteinlerin yapisal 6zellikleri

BMP-1 hari¢ tim kemik morfojenik proteinler TGF-f super ailesinin bir Uyesidir.
Yapi homo ve heterodimer yapilarinin disulfid baglari ile birbirine baglanmasindan
olusmustur. Bu homo-dimer ve hetero-dimer yapilari biyolojik olarak aktif
konformasyonda bulunurlar. Kemik morfojenik proteinlerdeki aktif dimer
formasyonu molekuller arasi bir bag ve 6 adet molekdl ici disulfid baglari ile bir

araya gelen yedi sistein molekuld ile olusur [Bessa 2008, Israel 1996].

BMP gibi tum TGF-B sUper ailesi Uyeleri hicre yuzeyindeki serin-treonin kinaz
reseptorlerine baglanirlar. Bu baglanma neticesinde hicrede hicre igi metabolik
aktiviteler ve cok cesitli metabolik yolaklarin aktive olmasi saglanarak hucre
cogalmasi ve farklilagsmasi tetiklenmis olur. BMP’lerin sinyalizasyon yolagi Sekil

2.5'te verilmistir.

Hucre yuzeyinde TGF-B super ailesi icin Tip I; Tip Il ; Tip Il olmak Uzere 3 cesit
reseptdr bulunmaktadir. Bunlardan sadece Tip | ve Tip Il, kemik morfojenik
proteinlerin baglanmasinda ve aktivasyonunda ve sinyalizasyonda etkilidir [Heldin
1997, Shi 2003].

Bir sinyal hicrede sitosol igesinde doénustlruldigu anda dogrudan nukleus
icerisine aktarilir. Smad ailesinin Uyeleri dogrudan tip | reseptérine baglanir ve
onu fosforile eder. Aktif haldeki bir Smad Uyesi reseptor kompleksinden ayrilarak
diger Smad Uyeleri ile oligomerize olur ve nukleus iglerine gé¢ eder. Smad ailesi

bu go¢ten sonra genomdaki 6zel bdlgelere baglanarak gen aktivitesini dizenler..
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Sekil 2.5 BMP sinyalizasyon yolagi

BMP reseptorleri Smad1, Smad5 veya Smad8’i fosforile ederler. TGF-f ailesinin
diger uyeleri ise BMP’lerden farkl olarak Smad2 veya Smad3’u fosforile ederler.
BMP sinyal aktarimi dizenlenmesinde sadece Smad ailesi sorumlu degildir. Hay
ve ark. Yaptiklari g¢alismalarda protein kinaz C’nin BMP2'nin indukledigi

osteoblastlardaki apoptoz olayinda temel rol oynadigini bulmuslardir [Hay 2001].
2.4.2 BMP-7
BMP-7 (osteojenik protein / OP-1) 49kD’luk bir propeptit yapisidir. ilgili sentez geni

insanda 20.kromozom Uzerinde bulunur. Kromozom lokasyon haritasi Sekil 2.6’da

verilmigtir.
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Sekil 2.6 hBMP-7’e ait kromozom lokasyon haritasi

Ana yapida 7 sistein bulunur ki, bu yapilardan BMP-7lerin disulfit baglari yaparak
dimer formasyonu almasi saglanir. BMP-7’ye ait kristal yapi modeli Sekil 2.7'de
verilmigtir. BMP-7, N terminalindeki farklilik ile diger TGF-b ailesi Uyelerinden
ayrilir. BMP-7 diger BMP’lerde oldugu gibi Smad1, Smad5 veya Smad8 sinyal
yolagi Uzerinden duzenlenir.[McDonald 1993, Schuefler 1999].

Sekil 2.7 BMP-7 Kristal yapi modeli

BMP-7 gelisim sirasinda sinir aglarinin, kan damarlarinin iskelet kas yapisinin
dizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. En buyluk roli kikirdak ve
perikondriyum olusumunda kendisini gostermektedir [Lyons 1995]. Yapilan
calismalar BMP-7’nin ayni zamanda bdbrek, uzuv ve géz gelisiminde olan etkileri
de ortaya konmustur [Luo 1995, Dudley 1995]. Vicutta BMP7 kikirdaktan fetal
gelisimde sentezlenmeye baslar ve erigkin donemde de devam eder. Normal bir

kikirdak dokusundaki ortalama salgilanma dozu , gram kuru dokuda 50ng’dir.
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BMP-7’nin osteojenik regulasyondaki etkileri ¢ok iyi bilinmektedir. Bu baglamda
BMP-7 (OP-1) kemik hasarlarinda kullanilabilecek ilk ticari Grun olarak piyasaya

surdlmasgtur ( Stryker , ABD)

Bunun yaninda son vyillardaki c¢alismalarla BMP-7'nin kemik/iskelet gelisimi
yaninda kikirdak gelisimi Uzerinde de etkili oldugu bulunmustur. Yapilan
calismalarda kikirdak hucrelerinde BMP-7 yolagi  baskilandiginda hicrede
Aggrecan ve proteoglikan sentezinin dramatik olarak dustigu goézlemlenmistir
[Oshin 2007]. Ayrica BMP-7'nin kikirdak hicrelerinde kolajen tip Il , kolajen tip VI,
aggrecan, fibronektin, hyalurunan sentezini indukledigi aciklanmistir [Fan 2004,
Flechtenmacher 1996, Nishida 2000].

Bu c¢alismalarin yaninda Cho ve ark, yaptiklarn ¢alismada olusan bir kikirdak
hasarindan 1 gun sonra hasar bodlgesinde BMP-2 aktivitesinin arttigini, hasar
bdlgesinde BMP-14 aktivitesinin 7 gun sonunda tepe noktaya ulastigi ve BMP 3,
BMP-4 ve BMP-7 nin kikirdak hasarinin tamiri igin aktivitelerinin 14.gin sonunda

bile yuksek dlzeyde bulunduklarini gostermislerdir [Cho 2002]

2.5. Gen Tedavisi

Gen tedavisi belirli hastaliklarin tedavisi amaciyla genetik bir materyalin dizgun bir
sekilde hastaya aktariimasi ve ilgili genin aktivitesi ile tedaviyi kapsamaktadir.
Ozellikle son yillarda kanser ve AIDS gibi yaygin olarak rastlanan hastaliklarin ve
daha az yaygin olsa da tedavisi zor immun bozukluklarin tedavisinde 6nemli
gelismeler kaydedilmigtir [Latchman 1994, Blaese 1995, Morille 2008, Mitsuyasu
2011].

Gen tedavisi ile hastaliklarin tedavi edilmesinde cesitli yaklasimlar vardir: Bu
yaklasimlar; (i) kalitsal hastaliklarda bozuk olan genin yerine saglam genin
aktarilarak istenilen proteinin sentezinin saglanmasi (ii) tumor hdcrelerine hlcreyi
oldurecek genin aktariimasi, (iii) istenmeyen genin g¢alismasini durdurmak igin

anti-sense oligoniikleotid géndererek genin ekspresyonun durdurulmasi ; immun
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cevap olusturmak amaciyla hucrelere ilgili genlerin aktariimasi gibi 6zetlenebilir
[Anderson 1998, Niidome 2002, George 2003].

Gen tedavsinde istenilen geni hedef hicrelere aktarmakta iki temel strateji
kullanilmaktadir. Bu stratejiler sekil 2.8’de sematize edilmigtir. Birinci stratejide
hastaya verilmek istenen genler bir ila¢g gibi hastaya (kan dolasimina) enjekte
edilir. Ancak, burada genin hastanin immun sisteminden korunmasi ve istenilen
hedef hlcreye ulasarak hucreye girmesi beklenir. Yapilan c¢alismada da
kullanilmig olan ikinci yaklagsimda ise hastadan alinan hicreler istenilen gen ile in-
vitro ortamda transfekte edilir, hicrelerin sayisi hicre kultlir ortamlarinda artirilir
ve hucreler hastaya geri implante edilir. Bu amagla bir tagiyici sisteme gereksinim

vardir.

ex VIVO *J.I E in vivo
tranfeksiyon transfeksiyon

de:

polimer/plasmid
kundﬁﬂsa:j.-mu .
~of {2
h kult |-;-;'_"E:" R
T _;] polimer /plasmid
kulture ddilmis tranfekte olmus kondenzasyonu

hucreler hucreler

Sekil 2.8. Gen tedavisinde kullanilan baslica gen aktarim yollari

90’larin ortasindan gunumuze kadar gesitli hastaliklarin tedavisinde viral ve viral
olmayan vektorler kullanilarak ¢ok c¢esitli klinikk ve arastrma c¢alismalari

gerceklestirilmistir [Niidome 2002, George 2003, Xu 2011]. Grubumuz bunyesinde
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de cok cesitli gen tedavi uygulamali ¢alismalari yapilmigtir [Turk 2004, Gaven
2008, Lagin 2011]. ilk uygulamalarda virUsler tasiyici olarak kullaniimistir. Fakat
virUslerin dezavantajlarindan dolay! non viral sistemler kullaniimaya baslanmistir.
Bu yontemler kisaca lipofilik-lizozom sistemler [Tarahovsky 2009]; ciplak DNA
aktarilmasi [Schratzberger 2002] , magnetofeksiyon [Planc 2009], gen tabancasi
[Uchida 2009] ve katyonik polimerler [Chung 2010] ve diger yontemler [Lemmon
2011, Xu 2011].

Yukarida belirtilen calismalarda dikkate alindiginda gen tedavisinde kullanilan
tasiyicilar iki temel grupta toplamak mumkuanddar: (i) viral sistemler ve (ii) nonviral
sistemler. Viral sistemlerde virusler tasiyici olarak kullanildigi sistemlerdir. Gen
tedavisi ile yapilan ilk ¢alismalar genelde viral vektdr temellidir [Dickson 1995].
Virasler hucrelere kolaylikla girmektedir. Eder secilen genler virGsler igine
yerlestirilirse, hicre igine giren virUslerle istenilen genlerin hicre icine sokulmasi,
baska bir ifadeyle hedef hicrenin transfeksiyonu basariyla gergeklestirilebilir.
Virasleri tasiyici vektorler olarak kullanilmasinda 6nemli sorunlar vardir. Virls
hedef hicrede ¢ogalirsa hem girdigi hidcrenin 6liumine neden olabilir hem de
burada g¢ogalarak diger hiicreleri de enfekte edebilir. Ikinci sorun, virislerin sinirli
miktarda genetik materyal tasima kabiliyetinde olmalaridir. Bir viristen ancak belli
saylida gen cikartilarak, eklenecek gen igin sinirli bir yer saglanabilir. Ancak,
insanda ¢ok az sayida genin bu boyut sinirlarina girdigi not edilmelidir. Virtsler
immun cevaba neden olur, dolayisiyla bagisiklik sorunu nedeniyle tekrarlanan
dozlarda virus yuklemesi yapma olanagi yoktur. Virisun vicutta aktive olma riski
her zaman s6z konusudur. Viral tagiyicilarin dnemli bir sinirlayici 6zelligi de
spesifik olmamalari, hedef hlcre disinda kontrolsiz bir sekilde hemen hemen tim
hicrelere girebilme kabiliyetleridir [Deminie 1995, Warnock 2011]. Gen
aktariminda kullanilan vektorlerin avantaj ve dezavantajlari Cizelge 2. 2’ te

verilmigtir.

Non-viral taglyici vektorleri 5 grupta toplamak mumkindur: (i) lipozomlar ;
(Sekil 2.9), (ii) katyonik lipitler, ve (iii) polikatyonlar (iv) nano partikil ve mikro
kiureler (v) uyari-cevap polimerler. Bunlardan ilk ikisi yaygin olarak uygulanmistir
ve bunlarla ilgili ayrintilh bilgi ilgili literatirde bulunabilir. ilk non-viral gen tedavi

klinik uygulamasi 1992°de Nabel ve arkadaslari tarafindan yapilmigtir.
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Gunumuzde, gen terapisinde, polikatyonlar ve uyari-cevap polimerler gittikge
artan bir siklikla kullaniimaya baslanmistir [ibsirlioglu 2003, Wong, Ganta 2008,
Tarahovsky 2009, Alberts 2010, Chung 2011 , Evans 2011].

DNA fizyolojik kosullarda sahip oldugu fosfat gruplari nedeniyle negatif yuklu
olan uzun, cift zincirli bir polintkleotidtir ve histon proteinleri ile birlikte hicre
cekirdeginde bir kompleks olarak bulunur. Ciplak plazmid DNA veya
oligonukleotidler kendi basina biyolojik membranlari (endotelyum ,hlcre zar ve
cekirdek zari) gecmeleri olduk¢a zordur ve yabanci ¢iplak DNA sitoplazma

icerisinde nukleazlar ile kisa slrede parcalanmaktadir.

Gen tedavisi yaklagiminda hucre icerisine genetik bilgi aktarimi genetik
materyalin hicre DNA’sina entegrasyonu seklinde olmayabilir. En temel ve
uygulanabilir yontemlerden bir tanesi, ilgili genetik materyalin bir plazmid ile

hlcreye aktariimasidir.

fosfolipit

yapilar |:Lr>

Sekil 2.9 Lipozom yapisi

Plazmidler, bakteri hicreleri igcinde dogal olarak bulunan, kendi kendine
replike olabilen, bakteri kromozomunun disinda, ¢ift zincirli DNA molekulleridir
[Klug 2000, Alberts 2011]. Hlcreye bazi nitelikler kazandirma ve bunlari
genetik  olarak kontrol altinda  tutabilme gibi Ozelliklere sahip olduklari

bilinmektedir. Bakterilerin, plazmidler tarafindan kodlandigi bilinen birtakim
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fenotipik Ozellikleri arasinda, antibiyotiklere,

agir metal iyonlarina, ultraviyole

Isinlarina gosterdikleri direng, cesitli enzim ve toksinler olusturma, konakgi

hidcreye yapisma, koloni olusturma, Ureaz olusturma, c¢esitli karbonhidratlarin

fermentasyonu sayilabilir.

Cizelge 2.2. Gen aktariminda kullanilan vektorlerinin avantaj ve dezavantajlari

Avantajlari

Dezavantajlar

1. Bir ¢ok hucreyi transfekte edebilir

2. Girdigi hicrenin DNA’sIna stabil
intekrasyon saglar

3. In-vitro ortamda yUksek transfeksiyon
transfeksiyon

4. Biyolojisi iyi biliniyor

Virlsler
1. Gen tasima kapasitesi dusuk(7,8 kb)
2. Yalniz bolunebilen hicrelere

girebilir

3. In-vivo ortamda dusuk

4. Saflastirmasi zor
5.integrasyon bolgesi spesifik degil
6.Transfeksiyon iglemi zor

7.immiin reaksiyon olusturabilir

Direk injeksiyon

1. Uygulamasi kolay
2. Asilamada kullanilabilir

3. Limitsiz gen tasima kapasitesi

1. Gen epizomal bolgede kalabilir
2. Cok dusuk transfeksiyon
3. Sadece kas dokusu

transfeksiyonu

Fiziksel Yontemler

1. YUksek gen transfeksiyonu
2. Uygulanmasi kolay

3. Gen aktarma kapasitesi yuksek

1. Sadece invitro uygulanabilir

2. Cok sayida hicre 6lumu olmasi

Katyonik Polimer ve Liposomlar

. Gen tasima kapasitesi ylksek
. Hazirlanisi ve uygulamasi kolay
. Immunojenik degil

. Istenilen 6zelliklerde Uretilebilir

a ~~ O N -

. Maliyeti dusuk

1. DUsuk Gen ekspresyonu

2. Toksik olabilir

3. Gen ekspresyonu suresi kisa
4. Gen epizomal bolgede kalabilir

5. Kan proteinleri ile etkilesebilir
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Plazmid DNA (Sekil 2.10) hicre igerisinde ¢ok gesitli formlarda bulunabilir. Bunlar

arasinda super-sarmal form ve halkasal form sayilabilir.

Plazmid DNA’lar kullanilarak hucrelerin farkli 6zellikler kazanmasina yonelik son
yillarda oldukca ©nemli calismalar yapilmistir. Ozellikle bu kazandiriimasi
dusundlen ve calisilan 6zelliklerin basina hacrelerin belirli buylime hormanlari,
faktorleri ve duzenleyicileri sentezleyebilir duruma gelmesi sayilabilir. Temelde
yapilan, klonlama iglemi ile DNA'nin mRNA Uzerinden istenilen proteini sentezi
islemine dayanmaktadir [Klug 2000, Alberts 2011] .

Bakteri DNA'sI Plazmidler

Sekil 2.10 Plazmid DNA yapisi ve hucre igindeki konumu

Plazmid DNA’lar Uzerinde arastirma ve ticari calismalar devam etmektedir ve
ilerleyen yillarda plazmid DNA asilari viral, bakteriyel ya da parazitik
hastaliklarda Onleyici agsi olarak; ya da kanserin bazi endikasyonlarinda
uygulama alani bulabilecektir [FDA 1996]

Her ne kadar plazmid DNA’larin kullanimi kolay, aktarma icin kullanilacak non-viral
tasiyicilar kolay ulagsilabilir, sentezlenebilir ve uygulanabilir olsa da plazmid
DNA'nin ( ya da bir genetik materyalin) bu tasiyicilar kullanilarak hucre igerisine
girmesi ile ilgili timUyle uygun bir yaklasim olusturulamamistir. En iyi yaklagsim
endositoz yaklasimidir ve Sekil 2.11’de verilmistir. Buna gore plazmid/polimer
kompleksi htcre igerisine endositoz yolu ile girer ve endozom igerisinde
sitoplazmada konumlanir. Daha sonra bu endozom yapisi litik enzimler ile
parcalanir aciga c¢ikan plazmid/polimer kompleksinde pozitif yUukli polimerik
partiktller ya da lipofilik partiklller plazmidden ayrilir ve plazmid DNA sitoplazma

icerisinde kararli hale gelir.
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Sekil 2.11 Vektor/plazmid kompleksinin hicre igine girisi ve transkripsiyonu

2.6 Kriyojeller

Kriyojeller, gerekli jellesme mekanizmasi ortamin belirli bir sicaklik ile
dondurulmasi ile olusturulan monomerik ya da polimerik baslaticilarin kullanildigi
jel matrikslerdir [Lozinsky 2003]. Kriyojellerde sulu matriks yapisinda gozeneklilik
suyun buz halini almasi ve daha sonra ortamdan uzaklagmasi ile buz kristallerinin
yerini mikro ve makro gozeneklerin almasi ile meydana gelir. Bu birbiri ile
baglantili mikro ve makro gozenekler difizyonun ve kutle transferinin etkin bir
bicimde gerceklestiriimesine izin verir. Kriyojellerin diger bir 6zelligi ise mekanik ve
kimyasal olarak kararli olmalaridir. Sekil 2.12 ‘de kriyojelasyon mekanizmasi ile

ilgili temel olusum prosesi verilmistir.
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(a) Baslangi¢ sistemi

(b) Donmus sistem

(c) Erimig sistem
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Sekil 2.12 Kriyojelasyon mekanizmasi : 1. ¢ozeltideki makromolekdller; 2. ¢6zicu;
3. dusuk-molekller maddeler; 4. donmus ¢o6zUcunln polikristalleri; 5. donmamis

sivi mikrofaz; 6. kriyojelin polimerik ¢ergevesi; 7. makro gézenekler; 8. Cozucu

Kriyojelik yapi matriksleri ile literatirde birgok biyolojik uygulama rapor edilmistir.
Bu uygulamalardan bazilari; hicre ve DNA saflastirma sistemleri [Ardvisson
2003]; kromatografik sistemler [Galaev 1999]; immobilizasyon sistemleri [Tripathi
2011], htcre-matriks etkilesimleri [Bolgen 2008]

Literatirde ¢ok cesitli malzemelerden kriyojel yapimina rastlanmaktadir. Bu

malzemeler arasinda agaroz, dekstran gibi dogal biyopolimerler veya
poliakrilamid, polilaktik asit gibi sentetik polimerler sayilabilir. Kriyojeller  tipik
olarak, birbiri ile baglantii makro gobzeneklerden (veya super makro

g6zenekler) olugurlar. Bu birbiri ile baglantili makro gézenekler difizyonun etkin
bir bicimde gergeklemesine,
katkida

ve mekanik kararhliklari ile de bir araya gelerek onlari biyolojik uygulamalar igin iyi

nano veya mikro boyuttaki partiklllerin kutle

transferine bulunur. Kriyojellerin bu essiz 6zellikleri, ozmotik, kimyasal

birer aday haline getirir. Kriyojeller simdiye kadar, Dbiyolojik partikul ve

kromatografik uygulamalarda [Ardvisson 2003] veya biyopolimerlerik sistemlerde
[Galaev 1999] veya hucre

immobilizasyonunda [Tripathi 2011] kullanilmiglardir.

Onemli bir diger uygulama da kriyojel bazli  adsorbanlarin virslerin
immunosorpsiyonunda kullaniimasidir. Ayrica, kriyojellerin  makro  gd6zenekli
yapilari, hem su bazli ortamda hem de organik c¢o6zuclulerde c¢alisan

biyokatalizérlerin  immobilizasyonu igin de bir avantajdir [Galaev 1999].
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2.6.1 Kriyojellerin doku muihendisligi uygulamalari

Kriyojeller yukarida belirtilen 6zellikleri ile doku muhendisligi uygulamalarinda
uygun matriks yapisini olusturmaya adaydir. Ozellikle mikro ve makro
g6zeneklerin birbiri ile baglantli olmasi, gbzenek boyutunun ayarlanabilmesi, temel
yapi taglarinin, dogal/sentetik, immunojenik ve/veya Kkarsinojeik etkilerinin
bulunmamasi, biyobozunur Ozellikte olabilmeleri ve kolay Uretimleri, uygun bir

matiks adayi i¢in olmazsa olmaz 6zellikler arasindadir.

Kriyojellerin doku muahendisligi uygulamalari ¢ok cesitlidir. Bolgen ve ark. ‘lar
kranial kemik defeklerinde Hema Laktat kriyojellerin iyilesmeye olan etkileri
incelemiglerdir [Bolgen 2008]. Fasina ve ark. Jelatin kriyollerin kemik strome
hicreleri ile olan etkilesimini incelemislerdir. [Fassina 2010]. Vrana ve ark.
PVA/Jelatin kriyojel doku iskelelerinin biyomekanik ozellikleri ve sahip olduklari bu
Ozellikler ile damar doku muhendisligi igin kullanim alanlari Gzerine ¢alismiglardir
[Vrana 2010].

Kriyojellasyon teknigi ile hazirlanan kriyojel doku iskelelerinin sahip olduklari
yapisal ve biyo-mekaniksel 6zellikleri ile her gegcen gun doku muhendisliginde yeni
uygulama alanlari bulmaktadir. Ozellikle bu kriyojelik doku iskelelerinin biyolojik

modifikasyonla daha gelismis ve daha iglevsel bir yapida kullaniminin énu agiktir.

2.7 Kikirdak doku muhendisligi galigmalari

Spor yaralanmalari, klinik ihtiyaglar ve mevcut metotlardaki kisitlamalar ve
uygulamadaki zorluklar nedeni ile o6zellikle son vyillarda alternatif tedavi
uygulamalarina yogun bir ilgi ortaya c¢ikmistir. Mevcut uygulanan tedavi
yontemlerinin yaninda, travma, tumoér g¢ikarimi, kazalar ve konjentinal hasarlar
nedeni ile ortaya c¢ikan kikirdak kayiplarinin tedavisinde yeni kikirdak doku
muhendisligi uygulamalari kullanilabilir [Chang 2005]. Rotter ve ark. yaptiklari
calismalarda bas boyun cerrahisi igin uygun kikirdak doku muhendisligi
perspektiflerini ortaya koymuslardir [Rotter 2008] . Frenkel ve ark. ‘lar kikirdak
doku muhendisligi uygulamalari icin uygun doku iskelesi kriterlerini dogal ve
sentetik temelli olmak Uzere ortaya koymuslardir [Frenkel 2004]. Farhadi ve ark.

yuz ve bdlgeleri igin yapilacak doku yenileme operasyonlarinda kullanilacak hicre
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tipleri, kaynaklari, kullanilacak doku iskelesi kriterleri ve uygulama yontemlerini
arastirmiglardir [Farhadi 2006]. Haisch ve ark. yaptiklari ¢alisma ile insan burun
septumundan elde ettikleri kikirdak hucrelerini biyobozunur PGLA-PLLA polimer
doku iskeleleri Uzerine in-vitro kosullarda yerlestirdikten sonra nlde fareler
uzerinde 12 haftalik hayvan deneyi gergeklestirmisler ve uygun kikirdak yapisinin
olusumu agisinda uygun yapi, model ve fabrikasyon kriterlerini analiz etmislerdir
[Haisch 2002]. Rozin ve ark. yayinladiklari 6zette kulak kikirdak gelisimi ve mevcut
hasarlari konusunda guncel tedavi yontemleri Uzerinde durup hasta modelleri
Uzerinden kikirdak hasar tedavilerini tartismislardir [Rozin 2005]. Bu ¢alismalarin
diginda tez konusunu da yakindan ilgilendiren diger bir konu doku muhendisligi
uygulamalarinda doku mikro-gevresi ile uyumlu, buyime faktorlerinin ve/veya
stimule edici proteinlerin kullanimidir. Bu 6zellik tasiyan faktorler ya dogrudan
bliyime ortamlarinda hucre ile bulusurlar ya da tez kapsamindaki g¢alismada
oldugu gibi hicrenin bu faktorleri sentezlemesi saglanir. Schmidt ve ark. yaptigi
¢alismada insulin benzeri buylime faktora (IGF) ve platelet kdkenli buyime faktoru
(PDGF) eftkisi altinda in vivo hayvan modellerinde kikirdak iyilesmesi tamiri etkisini
arastirmiglardir [Schmidt 2006]. Isogai ve ark. doku iskelesi Uzerine implante
edilmis kondrositlerde p-fibroblast buylime faktorinun (FGF- ) yavas saliminim

kulak kikirdagi gelisimi Gzerindeki etkileri arastiriimistir [Isogai 2005].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez c¢alismasinin ilk bdliminde Okside-dekstran/Jelatin esasli doku
iskelelerinin hazirlanmasi gerceklestiriimistir. Bu sentez i¢in grubumuzda bulunan
Uzman. Biyolog. ilyas incinin galismalari temel alinmistir. Bu amagla Okside
Dekstran oranlari farkli kompozisyonda iki doku iskelesi 6n c¢alismalar igin

secilmistir.

Sentezlenen  Okside-Dekstran/Jelatin ~ doku iskeleleri  taramali  elektron
mikroskobisi, mekanik kuvvet, sisme O&zellikleri, FTIR ydntemleri kullanilarak
karakterize edilmigtir. Ayni zamanda doku iskeleleri enzimli ve enzimsiz

ortamlardaki biyo-degredasyon profili gikarilmigtir.

Calismanin ikinci asamasinda Avusturya Viyana Ludwig Boltzman Enstitusu ile
ortak calismalar sonucu memeli hayvan hucrelerinde BMP7 Uretimini saglayan
plazmid modelleme c¢alismalari gergeklestirilmistir. Ayni zamanda plazmidin
memeli hlcre igerisine aktariminda kullanilacak olan vektor segimi ve bu segim
sonucunda cesitli hicre hatlarinda ve primer izole hicrelerde model plazmid

kullanilarak transfeksiyon c¢alismalari gergeklestiriimistir.

Calismanin Uguncl asamasinda hayvan deneyleri asamasinda kullanilacak olan
primer kondrosit hucrelerinin izolasyonu ve in-vitro hicre ¢alismalar
gerceklestiriimistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda izole edilen hucrelerin doku
iskelesi Uzerinde in-vitro kosullarda davraniglari konfokal ve taramali elektron
mikroskobisi gériintiilemis ve Akridin Oranj ve Propidium iodide boyamalari ve

MTT analizleri yapilmigtir.

Calismanin dérdinci agsamasinda Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu G.U.ET-10.059 kod numarali onayi ile tavsan kulak modeli Uzerinde
hayvan deneyi ¢alismalari gergeklestiriimistir. Calismanin sonuglari radyografik ve

histolojik olarak incelenmistir.

Calismanin son asamasinda uygulanan modelde, erken dénem gen ekspresyon

profilleri incelenmigtir.
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Bu calismalar ile ilgili deneysel yontemler asagdida ayrintili olarak ayri bolimler

halinde sunulmustur.
3.1. Okside-Dekstran/Jelatin Doku iskelelerinin Uretimi

Tez galismalari kapsaminda grubumuzdaki daha 6nceki ¢alismalar temel alinarak
Okside-dekstran/Jelatin doku iskeleleri Uretilmistir. Hazirlama prosedirl basitce
soyledir: 5 g dekstran (MA: 40000, Applichem, Almanya) 50 ml distile su iginde
¢6zUlmus ve daha sonra bu ¢ozeltiye 6,6 g oksidasyon ajani, sodyum periyodat
(MA: 213.9 g/mol, MERCK, Almanya) eklenmigtir. Karisim 1giktan korunacak
sekilde 1 saat oda sicakhiginda karistirimis, daha sonra diyaliz membranlarina
transfer edilmis ve suya karsi 4°C’'de diyaliz edilmistir. Su fazi araliklarla
degistiriimis ve diyaliz 3 gin boyunca devam ettirilmistir. Reaksiyon karigimi 24
saat -18°C’de bekletiimis, daha sonra suyu uzaklastirmak icin 2 gun liyofilize
edilerek tamamen kurutulmus ve kriyojel Uretimine hazir hale getirilmigtir. Jelatin
(45%, SigmaAldrich, Almanya) stok ¢ozeltisinden 0.44 g jelatin alinip, 4 ml distile
suda ¢Ozulmustur. Bu ¢ozeltiye, capraz baglayici, 1 ml Okside-Dex (0.16 g/4ml)
cOzeltisi eklenmistir. Bir diger farkli konsantrasyondaki kriyojel igin ise 0.44 g
jelatin (45%), 4.25 ml distile suda ¢6ziulmis ve 0.75 ml Okside-dekstran (0.16
g/ml) c¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra karigimlar cam tlplere konmus ve
kriyostatta -12°C'de 1 saat tutularak capraz bagh kriyojellerin  olugsumu
saglanmistir. Temelde 2 farkhh konsantrasyonda (normal okside-dekstran ve
yuksek konsantrasyonda okside-dekstran icerikli) kriyojenik doku iskeleleri

hazirlanmistir.

Hazirlanan kriyojenik doku iskelelerinin sisme Ozellikleri ile sulu ortamda (enzim
katkili ve enzim katkisiz) zamana bagli biyo-bozunma profilleri incelenmistir. Ayni
zamanda hazirlanan doku iskelelerinin gbzenek yapisi taramali elektron

mikroskobisi (SEM) kullanarak incelenmistir.
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3.2. BMP-7 Plazmid DNA hazirlanmasi

Tez ¢alismalari kapsaminda kullanilacak olan, memeli hayvan hicrelerinde BMP-7
proteinin ekspresyonunu saglayacak olan plazmid DNA'nin hazirlanma ¢alismalari
Avusturya Viyana’da bulunan Ludwig Boltzman Enstitisi’nde Prof. Dr. Heinz Redl|
ve grubu ile ortak olarak Redl grubunun ¢alismalari temel alinarak yurataimustar.
Calismada Sekil 3.1°de verilen plazmid taslagi kullanilmistir. Calisma ile ilgili genel

sematik prosedur Ek:A’da verilmigtir.

AHisdill (T15)

pVAXT-HEMPT (£241 bp)

Khal {300%)

Sekil 3.1 hBMP7 plazmid taslagi

3.3. Primer Kikirdak Hiicre izolasyonu
Tez kapsamindaki calismalarda kullaniimak Uzere model olarak secilen New

Zealand Tavsanindan primer kikirdak izolasyonu islemi gergeklestirilmistir. Bu

amagla 1 adet tavsan kullaniimistir ( Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
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Kurulu G.U.ET-10.059 kod numarali onay ile) . Tavsana 2ml Ketamin ve 5ml
Rompun kullanilarak 6tanazi uygulanmigtir. Daha sonra kulagin proksimal
bdlgesinden disekte edilerek, ust deri uzaklastiriimigtir. Perikondriyum kaldirilarak,
kikirdak yapisi tam olarak ortaya cikariimistir. Elde edilen kulak kikirdagi %20
Fetal sigir Serumu, %2 Antibiyotik iceren DMEM/F12 tasima besiyeri ile

laboratuvara getirilmigtir.

Elde edilen kikirdak daha sonra laminar hava kabini altinda bisturi ile 1-2mm
kiguk pargalara ayrilmis ve 1 gun boyunca 3mg/ml Trypsin ve 3mg/ml Kolajen
az igeren soliisyonda 37°C’de bekletilmistir. Daha sonra hiicre siispansiyonu st
kismi alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan kisim %10
Fetal Sigir Serumu %0,5 Antibiyotik %0,02 Insulin %0,02 Essential Aminoasit
sollisyonu iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde 37°C %5 CO; ortaminda inkiibe
edilmislerdir. Besi ortami 2 gun araliklar ile degistiriimistir. Hlcreler kultir kabi
yuzeyini %70 kapladiginda Trypsin-Edta kullanilarak pasajlanmislardir. In-vivo

hayvan deneylerinde 3.Pasaj primer kikirdak hicreleri kullaniimistir.

3.4. MTT sitotoksisite testi

Primer izole kikirdak hacreler ile grubumuz bunyesinde sentez c¢alismalari
gerceklestirilen okside-dekstran/jelatin doku iskelesi arasindaki in-vitro ¢alismalara
ge¢meden 6nce doku iskelesinin muhtemel sitotoksik etkilerini aragtirmak igin MTT
testi uygulanmistir. MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolium) (Sigma,
ABD) ‘den temin edilmistir.

~.N—N Br L
CC |+ MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-
N=N N CH, difeniltetrazolium bromiid)
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MTT testi 96 kuyucuklu plaklarda gercgeklestiriimistir. Bu plaklarin satirinda 12
kuyucuk, siitununda ise 8 kuyucuk bulunur. ilk siituna yalniz hiicre ekilmis ve
hicbir aktif madde ile etkilestiriimemistir. Bu sttun pozitif kontrol olarak kullaniimis

ve en yuksek absorbans bu sutunda elde edilmigtir.

Calismada 2 farkli yontem kullanilarak dolayli ve dogrudan sitotoksisite degerleri
tespit edilmistir. 96 kuyucuklu plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde primer
kondrosit hucreleri ekilmistir. Hucreler ile etkilestirilecek doku iskelesi 1 gln
boyunca%10 Fetal Sigir Serumu %0,5 Antibiyotik %0,02 Insulin %0,02 Essential
aminoasit sollisyonu igceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde 37°C %5 CO;
ortaminda inkibe edilmistir. Daha sonra bu besi ortami htcreler ile birlikte 24 saat
inkUbe edilmistir. Dogrudan sitotoksisite testi igin esit alanda kesilen doku iskeleleri
ile hicreler dogrudan kuyucuklarda 24 saat boyunca etkilestiriimigtir. Bu sure

sonunda dogrudan ve dolayli sitotoksisiteleri belirlenmistir.

3.5. Hiicre proliferasyon testleri ve in-vitro deneyler

In-vivo deneylere gegmeden dnce hucre-doku iskelesi iliskisini incelemek amaciyla
hdcreler in-vitro kosullarda doku iskeleleri ile etkilestiriimistir. Kullanilan doku
iskelesi islem oncesi %70 etanol kullanilarak steril edilmistir. Daha sonra 3 saat
boyunca hulcre kultir ortami igerisinde bekletilmistir. Primer kikirdak hucreleri
5x10° / ml olacak sekilde 100 mikrolitre kiiltlir ortami igerisinde konsantre
edilmistir. Bu konsantre ortam, doku iskelesi Uzerine pipetlenerek yayiimistir. Doku
iskelesi lizerine 400 mikrolitre kiltir ortami eklenmistir. 3 saat igerisinde 37°C %5
CO, ‘de inkibasyondan sonra doku iskelesi Uzerine 1,5ml kultir ortami
eklenmigstir. Kultir ortami 2-3 gunde bir tazesi ile degistirilmistir. Kultir ortami

icerigi cizelge 3.1 ‘de verilmigtir.

Hucrelerin doku iskelesi ve klltir kabindaki davraniglari 1s1k mikroskobisi, Acrdine
orange/Propidium iodide boyamasi , konfokal mikroskobi ve taramali elektron
mikroskobisi kullanilarak incelenmistir. inceleme ile ilgili prosediirler Ek-B ve Ek-

C’de verilmigtir.
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Cizelge 3.1 Kikirdak hicre proliferasyonu igin uygun kultar ortami:

500ml kdiltdir ortami igin
DMEM F12/Ham’s 435 ml
Fetal Sigir Serumu 50 ml
Penisilin/Streptomisin/Gentamisin 5ml
L-Glutamin 5ml
insulin 1mi

3.6 Transfeksiyon galismalari

Tez galigsmalari kapsaminda hlcrelerin genetik modifikasyonu 6ncesi ¢esitli model
plazmid ve hucreler kullanilarak transfeksiyon galismalari gergeklestirilmistir. Bu
kapsamda non-viral polimerik taglyici olarak Viyana grubunun tavsiyesi ile
Turbofect (Fermantas / ABD) adl lipofilik tasiyicit satin alinmigtir. Bu tasiyici ile
C2C12 miyoblast hlcre hatlari, 3T3 Fibroblast hicre hatlari ve izole primer
kondrositler tUzerinde GFP model plazmidi kullanilarak transfeksiyon calismalari

gerceklestiriimistir.

Transfeksiyon icin hiicreler transfeksiyon éncesi 24 kuyucuklu plaklara 25x10°
hidcre / ml olarak sekilde ekilir ve 1 gin boyunca%10 Fetal Sigir Serumu %0,5
Antibiyotik iceren DMEM/F12 besiyeri igerisinde 37°C %5 CO, ortaminda inklbe
edilmigtir. Hucreler daha sonra Fermantas firmasinin Turbofect icin verdidi
prosedir izlenerek GFP plazmidi ile transfekte edilmistir. izlenen prosediir Ek-D’de

verilmigtir.

Model plazmid ile yapilan transfeksiyon g¢alismalarinin yaninda in-vitro BMP-7
salimi ve in-vivo hayvan deneyleri icin hucreler BMP-7 eksprese eden plazmid ile
de ayni prosedur izlenerek transfekte edilmiglerdir. Bu transfeksiyon sonucu
calismalarin ilerleyen asamalarinda kullanilacak genetik modifiye hlcreler elde

edilmistir.
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Model transfeksiyon galismalarinin yaninda, hdcreler yukarida anlatilan sekilde
doku iskelesi ile etkilestiriimigtir. Bu c¢alismada primer kondrosit hicreler
inokulasyon 6ncesi BMP-7 plazmidi ile transfekte edilmislerdir. Doku iskelesinden
erken donem BMP-7 salim c¢alismasi gergeklestirilmistir. Belirlenen zamanlarda,
doku iskelesi ile etkilesimde olan primer kondrosit hicrelerinden salinan BMP-7
miktarlari, “BMP-7 Eliza Kiti (Raybiotech /ABD) kullanilarak ol¢iimugtur.

3.7 In-vivo hayvan deneyleri

Tez galismasinda ayni standartlarda 2-2,5 kg agirliginda 3-4 aylik toplam 57 adet
erkek New Zealand White irkli tavsan kullaniimigtir. (48 adet kulak modeli, 9 adet
Gen ekspresyonu analizi igin). Denekler rastgele olarak 4 gruba ayriimistir.
Anesteziden 6 saat dnce hayvanlar beslenmeden kesilmiglerdir. Hayvanlara 3 ml
Ketamin 1ml Rompun (Xylazin) intra-mUskuler olarak verilmistir. Anestezi altinda
hayvanlarin her bir kulaginda kikirdagin 1/3 proksimal bdélgesinde normal yollardan
iyilesme olmayacak sekilde, 15mm ¢apli yuvarlak bir hasar olusturuimustur. Bu
hasar sonucu kikirdak dokusunun kendisini yenileme o6zellikleri 6 farkli grupta
incelenmigtir. 1. Grup kontrol / defekt grubudur. 2. grupta biyouyumlu doku iskelesi
tek basina kullanilmistir ve hayvanda hasarli bdlgeye hulcresiz olarak
yerlestiriimigtir. 3.grupta hayvandan elde edilen primer kondrosit hucreleri
kullanilmigtir. Hasar boyutuna uygun sekilde sentezlenen biyo-uyumlu doku
iskelesi hlcre destek malzemesi olarak kullaniimistir.. Doku iskelesi hasar
bdlgesine yerlestirildikten sonra, hasar bélgesi kapatiimistir. Daha sonra 1x10°
hidcre / 500 mikrolitre steril salin ¢ozeltisi anestezi altindaki hayvanda hasar
bdlgesine inokille edilmistir. 4. grupta ayni yontem uygulanmigtir fakat bu grupta
kullanilan hucreler iglemden 1 gin o6nce, BMP7 plazmidi ile transfekte

edilmislerdir. Ayrintili galisma gizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Hayvan deneyleri ¢alisma gizelgesi

1.kulak 2 kulak
Grup 1 Grup 2
= Grup 1 Grup 2
rot Grup 1 Grup 2
2 Grup 1 Grup 2
© Grup 1 Grup 2
Grup 1 Grup 2
| |
1.kulak 2 kulak
Grup 3 Grup 4
= Grup 3 Grup 4
° Grup 3 Grup 4
g Grup 3 Grup 4
Grup 3 Grup 4
Grup 3 Grup 4
| |
1 ay toplam 12 hayvan , 4 ay her ay 6rnek alinarak toplam incelenecek hayvan
sayisi = 48
GRUPLAR:
No :1 = Kontrol / Defekt Grubu (K)

1.ay 6 hayvan incelenmistir
2.ay 6 hayvan incelenmigtir
3.ay 6 hayvan incelenmigtir

4. ay 6 hayvan incelenmigtir

No:2

Doku iskelesi Grubu (S)
1.ay 6 hayvan incelenmistir
2.ay 6 hayvan incelenmigtir
3.ay 6 hayvan incelenmigtir.

4. ay 6 hayvan incelenmigtir

No : 3 = Doku iskelesi ve kikirdak hucrelerinin birlikte implantasyonu (N)

1.ay 6 hayvan incelenmistir.
2.ay 6 hayvan incelenmigtir.
3.ay 6 hayvan incelenmigtir.

4. ay 6 hayvan incelenmistir.
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No : 4 = Doku iskelesi ve genetik modifiye kikirdak hucrelerinin birlikte
implantasyonu (T)

1.ay 6 hayvan incelenmistir.

2.ay 6 hayvan incelenmigtir.

3.ay 6 hayvan incelenmigtir.

4.ay 6 hayvan incelenmistir.

3.8 Radyolojik inceleme

Hayvan deneyleri ile her ay sonunca elde edilen drneklerde olasi kalsifikasyon
bulgularinin saptanabilmesi ve histolojik c¢alismalar Oncesi dokuda gelisim
hakkinda bilgi ediniimesi amaciyla o6rnekler radyolojik incelemeye tabi
tutulmuslardir.  Orneklerin, Gazi Universitesi Radyoloji Anabilim Dal’'nda bulunan
Hologic (ABD) marka mamografi cihazi kullanilarak 20-24kV ; 28-36 mAs
degerlerinde radyolojik ornekleri alinmistir. Alinin bu radyograflar kullanilarak
histolojik calismalara da temel olusturacak zamana bagl kalsifikasyon degerleri

belirlenmistir.

3.9 Histolojik inceleme

Alinan érneklerin histolojik degerlendirmesi Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir. Ornekler %
10’luk noétral tamponlu formalin ¢ozeltisinde oda sicakliginda tespit edildikten
sonra radyolojik incelemede kalsifiye olan Ornekler De Castro ¢ozeltisinde
dekalsifiye edilmistir. Bes-alti mikrometre kalinlikta alinan kesitler genel morfolojiyi
incelemek igin hematoksilen eozinle kollagen igerigi icin Masson trikromla ve
elastik fibril icerigi icinse Weigert elastik lif boyasiyla boyanmistir. Tium 6érneklere
ait fotomikrograflar dijital kamera atasmanli 1sik mikroskobunda (Leica, DMR
Model DFC 480, Westlar Almanya) incelenmistir. Sonuglar; hiyalin yerine elastik
kikirdagin deg@erlendiriimesi icin modifiye edilen Pineda ve Lohan skorlari

kullanilarak, semi-kantitatif olarak kritik buyUklukte kikirdak defekti iyilesmesi igin
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istatistiksel olarak degerlendirilmistir. llgili histolojik skorlama tablo igerikleri

Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4 ‘de verilmigtir.

Cizelge 3.3 Lohan Histolojik skorlama sistemi

LOHAN HiSTOLOJIK SKORLAMA Puanlama
Hiicreler
Hiicresellik
Normal 2
Az hipo veya hiper hiicresellik 1
Asiri hipo veya hiper hiicresellik 0
Dagilim ve diizenlenme
Homojen 2
Fokal yapilanma 1
Hicre bulgusu yok 0
Hiicresel morfoloji
ECM lakiin igcerisinde yuvarlak yapili 3
Lakiin icinde olmayan yuvarlak yapili 2
Uzmais fibroblast benzeri hiicre 1
Hicre bulgusu yok 0
Enflamasyon
Enflamasyon hiicreleri ve yapi etrafinda
fibrin birikimi
Yok 2
Orta 1
Asiri 0
Fiberler ¢cevresi enflamasyon
Yok 2
Orta 1
Asiri 0
ECM
Weigert boyama etkinligi
Normal 2
Orta 1
Yok 0
ECM matrix dagilimi
Homojen 2
Fokal yapilanma 1
Yok 0
ECM kalitesi
Homojen 3
Gevsek 2
Fibroz 1
Yok 0

Puanlama (max:18)
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Cizelge 3.4 Pineda Histolojik skorlama sistemi

Pineda Histolojik
Skorlama Puanlama

Defekt alani dolu
125%

100%

75%

50%

25%

0%

Osteokondral baglantilarda
rekonstriiksiiyon
Var

Kismen

Cok Az

Matriks boyanmasi
Normal

AIWIN(F (O]

N (RO

Az boyanma

Belirgin sekilde az boyanma

Silik boyanma

A WIN |- |O

Boyanma yok

Hiicre Morfolojisi

Normal

Cokga elastik ve fibroz kikirdak
Cokga fibroz kikirdak

Kikirdak olmayan hiicreler veya
fibrozkikirdak 3

Kikirdak olmayan hiicreler 4

= | O

3.9.1. istatistiksel analiz

Bagimsiz degigkenler gruplar, bagimli degiskenler histoloji, kalsifikasyon
Olcumleridir. Verilerin normal dagiip dagiimadigi ve varyanslarin homojenligi
Shapiro-Wilk testiyle degerlendirilmigtir. TUm veriler parametrik olmayan testlerle
(coklu karsilastirma igin Kruskal Wallis, ikili karsilastirma icin posthoc Dunn testi ile

degerlendirilmistir. TUm veriler ortanca, minimum ve maksimum degerleriyle temsil

52



edilmistir. Analizler SPSS versiyon 15.0 ile gergeklestirilmistir. Fark, p 0.05’ten

klguk oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir.

3.10 Gen ifadelenmesinin incelemesi

Hayvan deneyleri ile elde edilen sonugclar ile korelasyonu saglamak ve iyilesme
uzerindeki etkilerini incelemek amaciyla kikirdak gelisimi ve genetik modifikasyon
icin kullandigimiz plazmid’in ekspresyonunun incelenmesi amaciyla erken déonem
gen ekspresyonu (ifadelenme) calismasi yapilmistir. Bu c¢alismada kikirdak
fizyolojisi ile de ilgili olarak Kolajen Tip | (COL Type I) ; Kolajen Tip Il (COL Type
II), kikirdak ECM proteini Agrecan, BMP7 ve kontrol amaci ile bir “housekeeping”

gen olan ( tum canl hicrelerde ifade olan) GAPDH segilmigtir.

Erken donem gen ekspresyonu (ifadelenme) calismalari igin 3. 7. ve 14. glnler
zaman olarak secilmistir. Normal primer kikirdak hicrelerinin bulundugu; genetik
modifiye (transfekte) primer kikirdak hucrelerinin bulundugu ve kontrol olarak
muamele edilmemis kikirdak hucrelerinin  bulundugu 3 grup incelenmigtir.
Belirlenen zamanlar sonucunda her gruptan U¢ 6rnek alinarak incelenmistir.
Bununla birlikte normal hayvan deneyi calismasindan gelen ilgili gruplarin 1. Ay

sonuglari da gen ekspresyonu agisindan incelenmistir.

3.10.1 Dokudan RNA izolasyonu

Deney sonunda cikartilan kikirdak dokulari steril petri kabinda, steril serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (50mg-100mg)
blayuklUklerde steril bisturi ile kiguk pargalara ayrilmistir. DNAz ve RNAz free 1.5
ml’lik ependorf tlplerine alinan doku oOrnekleri hizli bir sekilde sivi azot iginde
dondurulmustur. Kikirdak dokulari, analiz ginine kadar - 80°C’ de saklanmigtir.
Doku oOrneklerinden RNA izolasyon kiti kullanilarak Ek-E’de verilen protokol ile
toplam RNA elde edilmigtir. Kontaminasyonun engellemesi amaci ile saflagtirma

islemi guvenlik kabininin igcinde gercgeklestirilmistir.
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3.10.2. cDNA sentezi

Dokudan RNA izolasyon protokolu ile elde edilen RNA'lar spektrofotometre’de
(NanoDrop, Thermoscientific, ABD) 260 nanometre (nm) dalga boyunda dlgulerek
mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendikten sonra, primer olarak Random
Hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA'’dan cDNA sentezi
gerceklestiriimistir. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlari
Cizelge 3.5’te verilmistir. cDNA icin PCR karisimi 0.2 ml’lik tiplere dagitildiktan

sonra saflastirilan total RNA Gzerlerine eklenmistir.

Cizelge 3.5 cDNA RT-PCR tepkime karigsimi

Son konsantrasyon  Hacim

Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore
degisken

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4 ul

dNTP 1mM 2 ul

Random hekzamer primeri 60 uM 2 ul

RNaz inhibitori 20 unite 0.5

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0,5 i

Total RNA 1 Mg 1 pg olacak sekilde

Daha sonra Ters-Transkriptaz PCR ( RT-PCR) Programi ( Lightcyler 480, ABD)
kullanilarak RNA Gzerinden cDNA sentez isi gergeklestirilir. Sentez igin kullanilan

RT-PCR otomatik 1s1 dongusu programi Cizelge 3.6 ‘te verilmistir.

Cizelge 3.6 RT-PCR cDNA Sentezi icin Otomatik Isi Déngusu Programi

Sicaklik Zaman Dongu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1
inaktivasyon 85 °C 5 dk 1
Sogutma 4°C - 1
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Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA ornekleri Real-Time PCR'da

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklanmistir.
3.10.3 Gen ifadelenmesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Aggrecan, BMP-7, COL Tip | ve COL Tip Il genlerinin mRNA miktarlari Real-time
PCR yoéntemi ile Light Cycler™ (LC) cihazi kullanilarak belirlenmistir.
Amplifikasyonlar 20 ul toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgu
primerler, UPL probu, LightCycler TagMan Master karisimi ve distile su
kullanilarak gergeklestiriimigtir. Aggrecan, BMP-7, COL Tip | ve COL Tip Il gen
ifadelenme miktarlarini normalize etmek icin GAPDH mRNA duzeyi referans
olarak alinmigtir. Secilen genler ile ilgili primer-prob seg¢im kantitatif analizleri Sekil
3.2;3.3;3.4; 3.5 ve Sekil 3.6’da ‘verilmigtir.

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
gene_1

Assay rank 10
Use probe #28 (cat. no. 04887604001)

Primer Length Position Tm %BGC Sequence
Left 18 8607 - 624 60 67 caggaggoagocagtgag
Hmht 18 852 - 670 60 63 gotagagotggootgtggh

Amplicon (84 nt)

caggaggoagocagtgagtgocggoggotgggogocogoctgyoocaccacaggocagototaco

This assay has: All criteria met.

1 1183

kaausgacnaccng tong Jcaoctan Eokata tocaa tesmanta|
<o TECReC KRS aggAggCag e Ay EiAY tISEgY TR0 TYPPegeosgec pgecasacagpEcagIc tATE 1Yy ST gyt

Sekil 3.2 Aggrecan mRNA’sinin belilenmesinde kullanilan primerler ve UPL

probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlegimi
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ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
gene_1

Assay rank 1
Use probe #71 (cat. no. 04688845001)

Primer Length Paosition Tm WGEC Seqguence
Left 20 588 - 618 a0 L] ocotghtaacoagooaagtog
R‘mht 18 687 - 684 58 a1 cgotoggttaccbocbgga

Amplicon (86 nt)

ocotgttascoagooaagtogoocoggoogog ghobocbggobgoacag tgoacgoggagoooggactoggtocagagg tancogagog

This assay has: Al criteria met.

Tl

1 8343

CCamgEr CIQqCtTd

gggggagaga&aocbgtmomg::aagt:g:::gg::g:ggt:t:iggcigcacagtgcacgcgqaqcccqqacthqtccaqaqqtaaccgagogaoaomgs‘:g

Sekil 3.3 BMP-7 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi Uzerindeki yerlegimi
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ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:

gene_1

Assay rank 5
Use probe #83 (cat. no. 04689062001)

Primer Length
Left 18
Right 18

Amplicon (88 nt)

Position
950 - 967
1020 - 1037

Sequence

Tm %GC
60 61 agaaccecagctogeoacct
59 56 catccttggttgggateg

agaaccoagoctogoacctgoogogacctgagactoagocacccagaghggagocagbggttactactggategatcococaaccaaggatg

This assay has: All criteria met.

83

et

get

gqagctcccggmgaacc:agctcgcacctgctgcgacctgagactcag‘ccaccﬁgajtggagcagtggttactactggat

aggqtiggticctac]
cgatoccaacc atgcactatggat
g aaggatyg ?34?

1581

Sekil 3.4 COL Tip | mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL

probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlegimi

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:

gene_1

Assay rank 2
Use probe #22 (cat. no. 04686969001)

Primer
Left 19
Right 18

Amplicon (71 nt)

Length Position
264 - 282
317 -334

Tm %GC
60 63 gacctgegtet
59 61 gotgottotgg

Sequence

aCCCccaac

ctettge

gacctgeogtotacoocaacceggocaccgbigoccaagaagaactggtggagoagoaagagocagaagoage

This assay has: All criteria met.

22

Bacctgcgtctaccocaac
agaccggogagacc tgogtc taccccaaccoggocaccy tycccaagaagaac tyg tygagcagraagagccagaagcagcagoacy tgig

254

Qg rgga cq

ttctoggtottogtog)

648

Sekil 3.5 COL Tip Il mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL

probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlegimi
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ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
gene_1

Assay rank 1
Use probe #25 (cat. no. 04686993001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 1191-1210 60 a5 cacagtttocatoccagace
Right 21 1239- 1259 59 48 tggttteatgacaagatagag

Amplicon (69 nt)

cacagtttceoatcococagaccooctggaggaggggaggagettagggagocotacocttgteatgaaacea

This assay has: All criteria met.

25

1 1282

cacagtttccatcocagace oA ggyatggaacagtacttigyt
18icgcccctct tcacagt tIcCatcocagaccoce Tgaggagyodanygyct taggyagcoc taccttgtcat gaaa.ccatcaata?g)g g
1 2

Sekil 3.6 GAPDH mRNA'sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun

cDNA dizisi Uzerindeki yerlegimi

ilgili genlerin ifadelenme galismalari igin yukaridaki sekillerde verilen prob-primer
iliskisinden de vyararlanilarak her grup i¢cin Real Time PCR g¢alismalarinda
kullanilacak tepkime karisimlari hazirlanmistir. Bu tepkime karigimlarini

hazirlamak icin kullanilan bilesenler ve miktarlari Cizelge 3.7'de verilmistir.
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Cizelge 3.7 Aggrecan, BMP-7, COL Tip |, COL Tip Il ve GAPDH Real-time PCR

tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH.0 - 6.2uL
MgCl; (25 mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10 pmol/ul) 2.5pmol 0.25uL
Primer R (10 pmol/ul) 2.5pmol 0.25uL
TagMan prob (100 pmol/pl) 10pmol 0.1uL
LC TagMan karigimi (10x) 1x 1uL
cDNA - 1uL

Real-time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra tiplere dagitiimis ve Uzerine
cDNA’lar eklenmigtir. PCR plagi 3000 rpom’de 10 saniye santriflj edildikten sonra
cihaza yerlestiriimistir. Cizelge 3.8 ‘da belirtlen amplifikasyon programi

kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestiriimisitr.

Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait Aggrecan, BMP-7, COL Tip |, COL Tip |l
ve GAPDH genlerinin mRNA ifade duzeylerini gosteren Crossing point (Cp)
degerleri belirlemigtir. Aggrecan, BMP-7, COL Tip | ve COL Tip Il gen ifade

dizeyleri GAPDH ifade duzeyine gore normalize edilmigtir.
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Cizelge 3.8 Aggrecan, BMP-7, COL Tip I, COL Tip Il ve GAPDH genlerinin ifade

dizeylerinin belirlenmesi igin kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Donguler 1

Analiz Modu -
Sicakhk Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
inklibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Donguler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicakhk Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0

Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Donguler 1
Analiz Modu -
Sicakhk Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
inklibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0
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Doza ve zamana bagl olarak degisen Aggrecan, BMP-7, COL Tip | ve COL Tip Il
mMRNA ifade duzeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)” istatistik programi ile
karsilastirnimistir [Pfaffl 2002]. Veriler “SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak
degerlendiriimis. ve 0.05'den kiglk olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISILMASI

Sunulan tez kapsaminda kikirdak doku hasarlari i¢cin mevcut doku muhendisligi
uygulamalarina yeni bir yaklagim katarak genetik modifikasyon temellinde yeni bir
strateji gelistirmek amaglanmaktadir. Yapilan c¢alismalar ile ilgili sonuclar Gg
bélimde sunulmustur. ilk bélimde; tez kapsaminda kullanilan ve matriks gorevini
ustlenen doku iskelesinin sentezi ve karakterizasyonu ile ilgili sonuglar verilmigtir.
ikinci bolimde genetik modifikasyon temel alinarak plazmid hazirlama ve
karakterizasyonu ile in-vitro denemeler ile ilgili sonuglar sunulmustur. Son bélimde
ise bu sonuglar i1siginda yapilan in-vivo hayvan modeli gcalismasi ve ilgili radyolojik,

histolojik ve gen ekspresyonu diuzeyinde elde edilen sonuclar ortaya konulmustur.

4.1. Doku iskelelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Tez calismalarinda kullanilmak Uzere okside-dekstran/jelatin doku iskeleleri
hazirlanmistir. Bu amagla daha once grubumuz bunyesinde gercgeklestirilen
calismalar esas alinmistir. Bu ¢calismalar i1siginda iki farkli okside-dekstran igeren
(yuksek konsantrasyonda ve normal konsantrasyonda) jelatin temelli kriyojenik

doku iskelesi karakterizasyon ve uygunluk ¢alismalari igin segilmigtir.

Segcilen iki farkli doku iskelesinin dncellikle sulu ortamda davraniglarini incelemek
amaclyla sisme karakteristikleri belirlenmigtir. Doku iskelelerinin sulu ortamda
zamana baglh sisme Ozellikleri Sekil 4.1 ‘de verilmistir. Doku iskeleleri sulu
ortamda normal boyutlarindan 1-3 kat oraninda sisebilmektedir. Dikkat edilecegi
gibi capraz baglayici olan okside-dekstran konsantrasyonu arttikca sisme 6zelligi
azalmaktadir ki; bu beklenen bir durumdur [Kathuria 2009].

Bu tez kapsaminda “kulak kikirdak hasari” model olarak alinmigtir. Bu model igin
hazirlanacak doku iskelelerinin diger bir sert doku olan kemik modelleri ya da
eklem kikirdagi modellerinde oldugu gibi belirgin bir mekanik kuvvete gereksinimi
yoktur. Calismalar kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri de

incelenmigtir fakat bu tez kapsaminda raporlanmamistir.
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Sekil 4.1 Kriyojenik doku iskelelerinin sisme ozellikleri

Doku iskelelerinin sisme 6zellikleri yaninda sulu ortamda biyo-bozunma profilleri
de incelenmistir. Doku iskeleleri 6zellikle in-vivo hayvan modelinde olusturulacak
olan kikirdak hasar bolgesinde destek/ matriks olarak gérev alacaktir. in-vivo
¢alismalar boyunca sulu bir ortam ile temas halinde olacaktir. Bu nedenle sulu
ortamdaki biyo-bozunma hizi 6nemlidir. Vicut igerisine yerlestirilen bir
matriks/implant’a vicudun ilk cevaplarindan biri litik enzimlerden biri olan lizozim
enzim aktivitesini arttirmaktir [Noyan 2008]. Bu amagla in-vitro kosullarda
gerceklestirilen galismalarda hazirlanan doku iskeleleri hem normal sulu ortamda
(besi ortami) hem de enzim katkili sulu ortamda (besi ortami + lizozim enzimi)
kullanilmigtir. Hazirlanan doku iskelelerinin enzim katkili ve normal sulu ortamda
zamana bagli olarak biyo-bozunma profilleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmigtir.
Elde edilen biyo-bozunma profilleri incelenecek olursa enzimli degredasyon hizi
enzimsiz degredasyon hizindan yuksektir ki bu beklenen bir sonugtur. Ayni
zamanda vyapilan iki farkli konsantrasyonda Okside-Dekstran/Jelatin doku
iskelelerinin de biyo-bozunma hizlari hem enzim katkili hem de katkisiz ortamda
farkhlik gostermektedir. Capraz baglayici olan okside dekstran konsantrasyonu
arttikgca yap1 daha kompakt hale gelmektedir. Her ne kadar bu ¢apraz baglanma
orani sisme Ozelligini bir miktar azaltsa da degredasyon suresini her iki ortamda da
uzatmistir. Broderick ve ark. yaptiklari galismada farkli konsantrasyonda hazirlan

(jelatin ve capraz baglayici oranlari farkl) jelatin doku iskelelerinin enzimatik
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ortamdaki kararliliklari incelenmis ve benzer sonuclar elde etmislerdir. [Broderick

2005].
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Sekil 4.2 Doku iskelelerinin enzim katkisiz biyo-bozunma profilleri
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Sekil 4.3 Doku iskelelerinin enzim katkili biyo-bozunma profilleri
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Bir doku iskelesinin hicre ve doku etkilesimlerinde kullanilabilmesi igin gerekli
temel parametreler igerisinde biyouyumlu olmasinin yaninda htcrelerin gelisimine
imkan verecek sekilde uygun gbzenek yapi ve boyutuna sahip olmasi beklenir
[Hutmacher 2000]. Tez kapsaminda hazirlanan doku iskelesinin hlcre geligimi
destekleyecek gobzenek yapi ozellikleri taramali elektron mikroskobisi (SEM/
Hitachi, Japonya) kullanilarak incelenmistir. Elde edilen SEM mikrograflari Sekil

4.4’de verilmigtir.

50_HU_GeOx0006 x50 2mm
Omek Ox High

S0_HU_GeCx0009 =100 1 mm
Omek Ox High

(B)
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S0_HU_GeOx0005 x25 4 mm
Omek Ox High

(C)

Sekil 4.4 Okside-Dekstran/Jelatin Doku iskelelerinin SEM mikrograflari

Bir kikirdak hucresi in-vivo kosullarda yaklasik olarak 30-40 mikrometre
boyutlarindadir. Fakat bu hicreler tek bir dizlemde teker teker bulunmazlar bir
lakin igerinde kime halindedirler. Bu nedenle 200-300 mikronluk gdzenekler
kikirdak gelisimi icin olduk¢a idealdir. Sekilde verilen taramali elektron
mikrograflari incelenecek olursa kullanilan biyomalzemenin olduk¢a gdzenekli
oldugu, gozeneklerin birbiri ile i¢ ice yapida bulundugu ve kikirdak gelisimi igin

uygun gézenek buyukltklerine sahip oldugu goérulebilmektedir.

4.2. In-vitro galigmalar

Tez kapsaminda kikirdak gelisimi igin in-vivo hayvan calismalarina gegmeden
once hicre-doku iskelesi etkilesimleri, hucrelerin in-vitro kosullarda davranislarinin
incelenmesi ve tez kapsaminda hazirlanan plazmid ve model plazmid kullanilarak
yapilan farkli hucrelerdeki transfeksiyon ve in-vitro ekspresyon calismalari

yapilmistir.
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4.2.1. Primer kikirdak hiicre izolasyonu

Tez kapsaminda, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu G.U.ET-
10.059 kod numarali karari dogrultusunda 1 adet New Zealand Cinsi Tavsan
kullanilarak primer kikirdak hicrelerinin izolasyonu gergeklestirilmistir. Ilgili
izolasyon proseduru dnceki bolimlerde verilmistir. Transfeksiyon ¢alismalari ve in-

vivo hayvan deneyleri i¢in 3. ve 4. Pasaj primer kikirdak hucreleri kullaniimistir.

Kikirdak hucreleri de-differansiyasyon denen olguya olduk¢a aciktir. De-
differansiyasyon primer hucrelerin in-vitro kosullarda in-vivo kosullardaki bazi
fenotipik ve metabolik 6zelliklerini kaybetmesi olarak adlandirilabilir [Hitaki 1985].
Kulak kikirdagi elastik kikirdak morfolojisi gostermektedir. Primer kikirdak hicreleri
in-vitro kosullarda ilerleyen pasajlarda uygun olmayan kultir ortamlarinda tipik
morfolojisini kaybedip fibroblast benzeri hiicre morfolojisine dontsmektedir. Tez

kapsaminda onceki bolimlerde belirtilen katkili ktltir ortami kullaniimistir.

In-vitro kosullarda Uretilen primer kikirdak hucreleri ile ilgili 1s1k mikroskobisi

goruantuleri Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5 Primer kikirdak hicrelerin 1s1k mikroskobisi goruntileri

izole edilen primer kikirdak hiicrelerin  morfolojisi literatiir ile uygunluk
gostermektedir [Hutmacher 2000, Picot 2005]. Hucrelerin in—vitro kosullarda
surekli olarak kalmasi hucrelerde sitoplazmik degisimlere ve granlllesme ile
birlikte apoptotik olusumlara neden olabilmektedir. Bu nedenle hicrelere 3. pasaj
oncesi in-vitro kosullarda bir toksisite ve apoptotik belirte¢ olarak kullanilan ikili
boyama teknigi uygulanmistir. Hicreler Acridine Oranj (AO) ve Propidium idoide
(P1) ile boyanarak hicre morfolojileri ayrica incelenmigstir. Hucrelerin ikili boyama

IStk mikroskobu goruntuleri Sekil 4.6’de verilmigtir.
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Sekil 4.6 Primer kikirdak hucrelerin AO/PI boyamalari

4.2.2. Sitotoksisite Caligmalar

Tez kapsaminda kullanilacak olan doku iskelesi yapisinin hicreler ile olasi
sitotoksik etkisi MTT testi kullanilarak dogrudan etkilesim ve dolayli etkilesim
yollari kullanilarak incelenmistir. Doku iskelesinin dogal yapi-tasi jelatin’dir. Jelatin
doku matriks elemani olan kolajen in denatlre halidir. Tamamen dogal ve biyo-
bozunurdur. Yapilan calismalarda literatlire paralel olarak bir sitotoksik etkisi s6z
konusu degildir [Cai 2002]. Bu tez kapsaminda kullanilan doku iskelesinin
yapisinda ¢apraz badglayici olarak okside dekstran kullaniimaktadir. Dekstran bir
polisakkarit olarak tamamen dogal ve biyo-bozunurdur. Bu yapinin da literattre

paralel olarak bir sitotoksik etkisi yoktur.
4.2.3. Transfeksiyon calismalari

Tez kapsaminda kikirdak doku muahendisligin  igin  yeni bir strateji
gelistirimesindeki temel basamak hicrelerin genetik olarak 6nceden modifiye
edilmesidir. Bu amagla hcreler in vivo ¢alismalar dncesinde ticari model plazmid
ile (Yesil Floresans Proteini (GFP) eksprese eden ) tez kapsaminda Avusturya
Ludwig Boltzman Enstitisunde tasarlanan BMP7 plazmidi ile transfeksiyon
calismalari yapilmigtir. Transfeksyion araci olarak Fermantas / ABD firmasina ait

Turbofect ticari GrinU kullaniimistir. GFP eksprese eden plazmid ile yapilan
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transfeksiyon calismalarinda primer kondrositler disinda ¢ok gesitli hticre hatlari

kullanilmigtir. GFP (Yesil Floresan Protein) eksprese eden plazmid ile yapilan

transfeksiyon galismalarina ait 1sik ve floresans mikroskobisi goruntuleri Sekil 4.7
; 4.8 ve Sekil 4.9’da verilmistir. (Yesil renk: GFP ifadesi)

Sekil 4.7 C2C12 Miyoblast hucre hatlarinda GFP ifadesi (60saat)

Sekil 4.8 L929 hiicre hattinda GFP ifadesi (60saat)
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Sekil 4.9 Primer kikirdak htcrelerinde GFP ekspresyonu (60saat)

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 ‘de goriulebilecedi gibi bir hicre hatti kullanilarak yapilan
transfeksiyon calismalarinda transfeksiyon ve buna bagli ekspresyon orani (verim
olarak) oldukga iyi dizeyde olabilmektedir. Bu oran uygun sartlarda % 40-70
arasinda olabilmektedir. Bu verimin arttinimasinda kullanilan tasiyicinin ve hedef
hidcrenin yapisi ¢ok onemlidir. Tez kapsaminda kullanilan tasiyici bir lipofilik
tasiyicidir. Hicre hem endositoz yollarindan hem de hicre zarinda bulunan lipid
kanallarindan girebilmektedir. Hlcre hatlarinin hicresel zar yapilari endositoza
daha acgik bir yapidadir. Oysaki primer hucrelerde hicre zari daha rigid ve
kapahdir. Primer hucreler hucresel zarin ve sitoplazmadaki anlik madde
konsantrasyonu degisikliklerine karsi daha hassastir [Hamm 2002]. Bu nedenle
primer hucrelerde transfeksiyon ve buna bagli ekspresyon verimi dusuk
kalmaktadir. Ozellikle kikirdak hicreleri gibi hassas hiicrelerde bu oran %5-15
oraninda seyretmektedir [Hamm 2002, Schiler 2008]. Tez kapsaminda primer
kikirdak hacreleri ile yapilan in-vitro transfeksiyon ¢alismalarinda da transfeksiyon

ve buna bagli GFP ekspresyon verimi yaklagik %15 oraninda bulunmustur.

Transfeksiyon c¢aligmalarinin ikinci asamasinda Avusturya Ludwig Boltzman
Enstitisi’'nde tasarlanan BMP7 plazmid kullaniimistir. ilgili Enstiti’deki uzmanlik
¢alismalarinda BMP7’nin in vitro kosullarda primer kikirdak hucrelerinde
ekspresyonu ELISA temelli yontemler ile zamana karsi saptanmistir [Schuler
2008].
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Calismalar kapsaminda ek olarak doku iskelesine ekilen transfekte hlcrelerden
erken donemde BMP-7 salimi incelenmistir. RayBiotech BMP-7 Eliza Kiti
kullanilarak salinan BMP-7 miktarlari belirlenmigtir. Sekil 4.10’da verilen zamana
bagli BMP-7 salimlari incelenirse, Schuller ve ark. Yaptiklari ¢alismaya benzer
sonuglar aldigi gdézlemlenebilir. Yapilan bu ¢alismada, doku iskelesine ekilmis olan
kikirdak htcrelerinin, Schuller ve ark. yaptiklari ¢alismada kultlr kabindaki primer
kikirdak hucrelerinden ¢ok daha fazla miktarda BMP-7'nin hicrelerden salindigi
Olcllmustir. Fakat Schuller ve ark. yaptiklari ayni kosullardaki diger transfeksiyon
calismasi sonucu Olgtikleri BMP-7 degerleri ile arasindaki fark ¢ok azdir [Schuler
2008].

Bu olgu transfeksiyon verimi ile agiklanabilir. Transfeksiyon protokolleri genel
protokoller olsa da hlcrede pasajdan pasaja, kultirden kiltire transfeksiyon
verimi farklihklar gosterebilmektedir. Yuksek bir transfeksiyon verimi ylksek bir

biyosenteze isaret etmektedir.

Ayni sekilde doku iskelesine ekilen hucrelerde daha ylksek konsantrasyon bir
BMP-7 sentezi bekleniyordu fakat hidcrelerin kaltir kaplarinda transfekte edilip
daha sonra doku iskelelerine aktarimi gergeklestirilmistir. Bu durum aktarilan
hlcrelerde ekspresyonun ertelenmesine veya hicre kayiplarina neden olmus

olabilir.

Tez kapsamindaki in-vivo c¢aligmalardaki erken ddonem gen ekspresyonu

calismalarinda da bu veriler temel alinmigtir.
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Sekil 4.10 Doku iskelesine ekilmis olan primer kikirdak hicrelerinde zamana bagl
olarak hBMP-7 salimi (n=3)

4.3. Doku iskelesi — Huicre Etkilesimleri

Tez calismalari kapsaminda in-vivo galismalara gegmeden dnce son olarak doku
iskelesi ile primer kikirdak htcrelerinin etkilesimi incelenmistir. Bu kapsamda 8mm
capli 1cm yuUksekliginde Okside-dekstran/Jelatin doku iskeleleri kullaniimigtir.
Doku iskeleleri iglemler 6ncesi %70 Mutlak Etanol kullanilarak steril edilmistir.
Ayrica hucreler ile etkilestirimeden O6nce 2 saat boyunca kiltir ortaminda
bekletilmislerdir. Kaltar ortami olarak DMEM/F12 Ham’s %10 FBS , %1 Antbiyotik
—Antimikotik Solusyonu %1 L-Glutamine %0,2 Insulin kullaniimistir. Primer
kikirdak hiicreleri doku iskelesi izerine 1x10° hiicre /200 mikrolitre olacak sekilde
pipetlenerek ekilmistir. 30 dakika 24 go6zlU kiltir kaplarinda 37°C bekletildikten
sonra uUzerine 1 ml kultir ortami ilave edilmistir. Hucrelerin doku iskelesi ile
etkilesimleri 14 gun boyunca incelenmistir. 2-3 gunde bir kultir ortami yenisi ile

degistirilmistir.

Doku iskelesi — hucre etkilesimini incelemek amaciyla Alexa Fluor (488nm) ve

Propidium lodide boyamasi yapilarak, Konfokal Mikroskobisi altinda inceleme
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yapilmistir. Sekil 4.11’de ve Sekil 4.12’de yuzey tabakasindan ve farkli kesit

alanlarindan alinan Konfokal Mikroskobi goruntuleri verilmistir.

Sekil 4.11 Okside-dekstran/Jelatin doku iskeleleri ile primer kikirdak hucrelerinin
etkilesimi — 10 .gun sonuglari — ylzeysel tabaka (Yesil — Alexa fluor : Hucre
sitoplazmasi ve doku iskelesi yapilari ; Kirmizi — Propidium iodide : Hucre

cekirdekleri)

Primer kikirdak hucrelerinin doku iskelesi ile etkilesimleri igin ayrica Taramali
Elektron mikroskobisinden de vyararlanilmistir. Sekil 4.13 ‘de ilgili mikrograf

sonuglari verilmistir.

Her iki grup hicre g¢alismalari da gostermektedir ki hucreler doku iskelesi ile gok
uyumlu bir etkilesimde bulunmuslardir. Bu sonu¢ ayni zamanda matriks yapisi

olan Okside-dekstran/jelatin doku iskelelerinin biyouyumlulugunu teyit etmektedir.

Literatirde dekstran temelli ¢ok sayida doku iskelesi ile yapilmis calismalar
mevcuttur. Bu calismalarda dekstran ya tek basina hidrojel olarak ya da diger
polimerik malzemeler ile blend formunda ortamda bulunmaktadir. Cai ve ark.
PLA/dekstran doku iskeleleri Uzerinde 3T3 hucreleri ile yaptiklari hicre tutunmasi

calismalarinda basarili sonuglar almislardir [Cai 2002].
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Sekil 4.12 Okside-dekstran/Jelatin doku iskeleleri ile primer kikirdak hucrelerinin

etkilesimi — 10 .gun sonuglari - kesitler (Yesil — Alexa fluor : Hicre sitoplazmasi ve

doku iskelesi yapilari ; Kirmizi — Propidium iodide : Hicre g¢ekirdekleri)
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S0O_HU.GHO0004 L x250 300 um

S0O_HU.GH0001 L 500 200 um

Sekil 4.13 Okside-Dekstan / Jelatin doku iskeleleri ile primer kikirdak hlcrelerinin

etkilesimi — 14. GUn sonuglari
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4.4 In-vivo Galigmalar

Kikirdak doku hasarlari icin yeni doku muhendisligi stratejilerinin gelistiriimesi
amaciyla yuratilen tez calismasi kapsaminda kulak kikirdagi model olarak
secilmistir. Bu model New Zealand tavsan hayvan modelleri Uzerinde

uygulanmistir.

In vivo galismalar Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu G.U.ET-
10.059 NO’lu karar ile uygulanmistir. Bu model temel olarak soyledir: Kulak
kikirdaginin proksimal bolgesinde 15mm c¢apinda bir hasar olusturulmustur. Bu
hasar bdlgesinin zamana bagli iyilesmesi 4 farkli grupta 4 ay boyunca izlenmistir.

Bu gruplar kisaca,
i) Kontrol / Hasar grubu (K)
i) Bos Doku iskelesi grubu (S)
iii) Doku iskelesi ve primer kikirdak hucreleri grubu (N)
iv) Doku iskelesi ve genetik modifiye primer kikirdak hicreleri grubu (T) 'dur.

Calismalar hakkinda genel prosedir onceki boélumlerde verilmistir. Hasar

bdlgesinde uygulanan cerrahi operasyon goruntuleri Sekil 4.14 ‘de verilmigtir.
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Sekil 4.14 In-vivo hayvan galismalari cerrahi operasyonlar
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4.5. Radyolojik Caligmalar

Hayvan deneylerini izleyen aylarda belirli strelerde ( 1-4 aylik surelerde) dérnekler
operasyon ile hasar bdlgesinden cikartildiktan sonra histolojik analiz dncesi
radyolojik incelemeye tabi tutulmuslardir. Radyolojik incelemede amag¢ dokuda
zamana bagl olabilecek kalsifikasyonun arastiriimasidir. Radyolojik inceleme
sonucunda elde edilen radyograflar Sekil 4.15 ; 4.16 ; 4.17 ve Sekil 4.18'de

verilmigtir.

1. Ornek

Sekil 4.15 Kontrol grubu (K) aylara gore radyolojik inceleme sonucu
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5. Ornek

Sekil 4.16 Bos Doku iskelesi grubu (S) aylara gore radyolojik inceleme sonucu
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1. Ornek 2. Ornek Ehelnris

A

’

Sekil 4.17 Normal Hicre grubu (N) 6rneklerin aylara gore radyografik analizi
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1. Ornek 2. Hrnek 3. Ornek

Sekil 4.18 Genetik modifiye / Transfekte Hucre grubu (T) érneklerin aylara gore

radyografik analizi

Radyolojik inceleme sonucu dokularda zamana bagli bir kalsifikasyonun oldugu
gozlemlenmigtir. Kikirdak iyilesme yolunun kemik yolagi Uzerinden oldugu
dusundldugunde kalsifikasyon beklenmedik bir sonu¢ degildir. Literatirde de
kikirdak hasar bdlgelerinde belirli kalsifikasyon noktalari rapor edilmistir [Karam
2006, Bian 2011]. Fakat kalsifikasyonun derecesi onemlidir. Bu amacla elde
edilen radyograflar kullanilarak bir kalsifikasyon skorlamasi yapilmistir.

Kalsifikasyon skorlamasi Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1 Zamana bagl kalsifikasyon skorlamasi

Gruplar Kalsifikasyon derecesi 0: yok 5: yogun

Kontrol / Bog 1.0mek |2.0rnek |3.0mek |4.0rnek |5.0rmek |6.0rnek
Defekt

1.Ay

0
2 Ay 2
3.Ay 2

AININ[—
WIN[A~ [~
WWW -
AWM=
AalaNa

4. Ay

Scaffold Grubu

1.Ay

2.Ay

3.Ay

AlN|o|o
w|w|w|o
N[=|w|=
N(N[N|=
INTNIFNIS)
INFRIENTCY

4.Ay

Normal Hiicre
Grubu

1.Ay

2.Ay

3.Ay

NWWlw
WWWIN
AININ|I=

4.Ay

Transfekte
Hucre Grubu

1.Ay

2.Ay

3.Ay

W =W -
BAIWOIN—
AN O

4.Ay

Kalsifikasyon skorlamasi 0 -5 arasinda yapiimistir. O derecede kalsifikasyon yok 5
derecede cok yogun kalsifikasyon var demektir. Cizelge 4.1 ‘de verilen kalsifikasyon
skorlama incelendiginde  dokularda zamana bagh kalsifikasyon oldugu
gorllebilmektedir.  Kalsifikasyonun gruplardan bagimsiz olarak her grupta
gorulebilmigtir. Burada dikkati ¢eken kalsifikasyonun gruplarin kendi aralarindaki
ornekleri arasindaki uyumsuzluktur. Bu skorlama histolojik bulgular ile korele

edilecektir.

&3




4.6 Gen ifadelenme cgaligmalari

Hayvan deneyleri ile elde edilen sonuglar ile yapilan histolojik ve radyolojik
incelemeler ile birlikte iligskilendiriimesi ve tez kapsaminda genetik olarak modifiye
edilen hucrelerin BMP-7 ifadesi ile sagladidi etkinin incelenmesi amaciyla erken
donem gen ifadelenmesi c¢alismasi yapilmistir. Bu amagla kikirdak gelisimi ve
ECM yapisi icin dnemli olan temel genler segilmistir. Bunlar temel olarak; Kolajen
Tip | (COL Tip 1) ; Kolajen Tip Il (COL Tip Il), kikirdak ECM proteini Agrrecan,
BMP-7 ve kontrol amaci ile bir housekeeping gen olan ( tim canli hicrelerde ifade
olan) GAPDH olarak ifade edilebilir.

Erken dénem gen ifadelenme ¢alismalari igin 3. 7. 14 ve 30.gunler zaman olarak
secilmistir. Sonuclar normal primer kikirdak htcreleri ve transfekte hucreler ile
kontrol grubu olmak Uzere, ayri ayri gruplar, kendi aralarinda ilgili genlere goére
zamansal, ve gruplar kendi aralarinda gen ifadesi dizeylerine gore incelenmis ve

analiz edilmigleridir. Elde edilen sonuglar kantitatif olarak degerlendirilmigtir.

4.6.1. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il genlerinin ifade dizeyinin kantitatif
degerlendiriimesi icin Light Cycler 480 cihazi kullaniimigtir. Tavsan kikirdak
dokularindan elde edilen Aggrecan, BMP-7, COL Tip | ve COL Tip Il ve bu
genlerin ifadelenmesini normalize etmek igcin GAPDH genlerine 6zgul primerler ve

UPL LNA problari kullanilarak ¢alisiimistir.

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi igin gerekli
olan GAPDH geninin mRNA dizeyinde ifadelenmesini kantitatif olarak gosteren

Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.19 ’da gdsterilmistir.
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Sekil 419 GAPDH geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real-Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende vyer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal

izlenmektedir.

Aggrecan geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.20°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.20 Aggrecan geninin  mRNA dlzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gOsteren amplifikasyon egrileri. Aggrecan geninin Real-Time PCR tepkimesine ait
Cp degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal

izlenmektedir.

BMP-7 geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.21’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21 BMP-7 geninin mRNA duzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. BMP-7 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri

yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlienmektedir.

Col Tip I geninin mRNA dlzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.22’de gosterilmigtir.
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Dongii sayisi

Sekil 4.22 Col Tip | geninin mRNA dlzeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. Col Tip | geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende vyer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal

izlenmektedir.

Col Tip Il geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren Real-Time

PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 4.23’de gosterilmigtir.
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Dongii Sayisi

Sekil 4.23 Col Tip Il geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
amplifikasyon egrileri. Col Tip Il geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp
degerleri yatay eksende vyer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal

izlenmektedir.

Goreceli gen ifadesi sonuglari REST programi kullanilarak “Pfaffl” matematiksel

yontemi ile hesaplanmistir. Pfaffl esitligi asagida belirtiimistir [Pfaffl 2002].

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E {referans) 4ACYt {kontrol- hasta}

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan flioresans sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongu sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda
mevcut olan mMRNA (cDNA) miktari ile ters orantihdir. ACt deg@eri ise kontrol ile
orneklerin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esgitlikte belirtilen E, PCR
etkinligini, esitlikte elde edilen R ise oranini géstermektedir [Walker 2002].
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4.6.2 Gen ifade Diizeylerinin Karsilagtirmasi

Bir dnceki bolimde sekillerde gorulen Real-Time PCR degerleri floresan 1sima ve
dongu sayisi ile ifade edilen bir grafik vermektedirler. Bu grafikler gen ifadelerini
goOsteren basit Real Time PCR analiz sonucudur. Real Time PCR’da primerlerin
ilgili gen dizileri ile baglanmasi temeli klasik PCR’da oldugu gibi ilgili genin (ya da
ornegin) ortamdaki konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Yani; temel olarak bir gen
(6rnek) ortamda ne kadar fazla bulunursa eslesme olasiligi o kadar fazladir ki bu
da eslesmenin erken Isima yapmasi anlamina gelir [Dorak 2006]. Bu temel
alindiginda gen ifadelenmesinin zamansal ve grupsal incelenmesi ile ilgili ortaya
cikan grafikler Sekil 4.24 ; 4.25 ; 4,26 ; 4.27 ; 4.28 ve Sekil 4.29'da verilmigtir.
QIAGEN-REST-2009

Expression Software Tool) analiz programinda gergeklestiriimistir. Bu yazilim

ifadelenme  dlzeylerinin  karsilastirilmasi (Relative
kullanilarak ilgili gen ifadelenmeleri 2 gen duzeyinde yapilabilmektedir. Bu nedenle
yapilan 2’li analizler kullanilarak asagidaki sonuglara ulasiimistir. Gen ifadelenme
duzeyleri ile ilgili gizelgeler ve istatistik degerleri EK F’de ve 6zet formu Cizelge 4.2

ve Cizelge 4.3'de verilmistir.

Cizelge 4.2 3., 7., 14, ve 30. gunlerdeki Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip I

gen ifadelenmelerinin Normal gruplar arasindaki istatistiksel analizi

3. Giin 7. Gin 14. Giin 30. Giin
Gen Ifadelen P Ifadelen P Ifadelen P Ifadelen P

me degeri me degeri me degeri me degeri

GAPDH 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Aggrecan 1,000 1,000 2,698 0,0001 3,065 0,0001 3,002 0,029
BMP-7 1,000 1,000 2,209 0,0001 3,605 0,034 3,38 0,037
Col Tip | 1,000 1,000 1,533 0,067 2,124 0,049 2,11 0,0001
Col Tip I 1,000 1,000 3,205 0,0001 4,845 0,0001 4,731 0,0001
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Cizelge 4.3 3., 7., 14, ve 30. gunlerdeki Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il

gen ifadelenmelerinin Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

3. Giin 7. Giin 14. Giin 30. Giin
Gen ifadelenme | P degeri | ifadelenme P ifadelenme | P degeri | ifadelenme P

degeri degeri

GAPDH 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Aggrecan 1,000 1,000 3,9 0,0001 5,339 0,0001 5,302 0,0001
BMP-7 1,000 1,000 3,655 0,0001 5,116 0,0001 4,97 0,0001
Col Tip | 1,000 1,000 2,261 0,043 3,06 0,0001 3,103 0,0001
Col Tip 1l 1,000 1,000 3,782 0,0001 5,084 0,0001 5,141 0,0001

Gruplar zamansal olarak incelendidinde;

Ifadelenme diizeyi

Aggrecan

BMP-7

ColTypel

ColType ll

H 3G-KONTROL
ik 3G-NORMAL
H 3G-TRANSFEKTE

Sekil 4.24 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra 3. gundeki

Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il genlerinin mRNA dizeylerindeki

degisiklik. Hedef genlerin ifade duzeyleri GAPDH mRNA ifade dizeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme degerleri”.
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Sekil 4.25 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra 7. gundeki
Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il genlerinin mRNA duzeylerindeki
degisiklik. Hedef genlerin ifade duzeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme degerleri”.
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H 14G-KONTROL

i 14G-NORMAL
 14G-TRANSFEKTE

Ifadelenme diizeyi

Aggrecan BMP-7 ColTypel ColTypell

Sekil 4.26 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra 14. gundeki
Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il genlerinin mRNA duzeylerindeki
degisiklik. Hedef genlerin ifade duzeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme degerleri”.

H 30G-KONTROL

i 30G-NORMAL
i 30G-TRANSFEKTE

Ifadelenme diizeyi

Aggrecan BMP-7 ColTypel Col Typell
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Sekil 4.27 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra 30. gundeki
Aggrecan, BMP-7, Col Tip | ve Col Tip Il genlerinin mRNA duzeylerindeki
degisiklik. Hedef genlerin ifade duzeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel

alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme dederleri”.

Gruplar kendi aralarinda ilgili genlere gore incelendiginde;

[
5
. 5\4
O
S H Aggrecan
T3 i BMP-7
1B ]
E H Col Typel
o
L2 H Col Typell
j<B)
=
=
1 -
0 -

3G-NORMAL 7G-NORMAL 14G-NORMAL 30G-NORMAL

Sekil 4.28 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra normal
hdcreli dokularinin 3., 7., 14. ve 30. gunler arasindaki Aggrecan, BMP-7, Col Tip |
ve Col Tip Il genlerinin mRNA duzeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade
duzeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel alinarak normalize edilmistir. *;

p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme degerleri”.
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6
5
S~.4
g H Aggrecan
= 3 i BMP-7
g H Col Typel
5 2 H Col Type I
p—
)
i
=P
0 -

3G-TRANSFEKTE 7G-TRANSFEKTE 14G-TRANSFEKTE 30G-TRANSFEKTE

Sekil 4.29 Tavsan kikirdak dokusunda deneysel uygulamadan sonra transfekte
hdcreli dokularinin 3., 7., 14. ve 30. gunler arasindaki Aggrecan, BMP-7, Col Tip |
ve Col Tip Il genlerinin mRNA duzeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade

duzeyleri GAPDH mRNA ifade duzeyi temel alinarak normalize edilmistir. *;

p<0.05. “y ekseni: gen ifadelenme degerleri”.
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ilgili grafikler kendi aralarinda ve gruplara bagl olarak incelendiginde kontrole gére

ifadelenme dizeyleri hakkinda su gorusler ortaya konabilir.

-Tum incelenen genlerin ifadelenmesi kontrole goére bakildiginda normal hicreli ve
transfekte hucreleri gruplarda gergeklesmistir. Bu ifadelenme transfekte grupta
normal gruba gore daha anlamlidir.

- Tum gen ifadelenmeleri genel olarak zamana gore bir artis gdstermektedir. Bu
gen ifadelenmeleri 14.gin en yuksek seviyelere ulagsmig 30. glinde genel olarak
ifadelenme yatay kalmistir.

- En yuksek ifadelenme normal ve transfekte hucrelerde Col tip Il ve BMP 7’de
gorulmekle birlikte transfekte hucrelerdeki ifadelenme normal hucrelere gére daha
fazladir ve anlamhdir.

- Normal hacreler ile Transfekte hicreler BMP-7 gen ifadelenmesi bakimindan
karsilastiriidiginda gen ifadelenmesinin transfekte hicrelerde daha yuksek oldugu
soylenebilir.

- Kontrole gbére normalize edilmis sonuglara gore, genlerin ifadelenme degerleri
transfekte grupta normale goére daha yuksektir.

- Col Tip | sentezi normal ve transfekte hlcrelerde de ifade olmustur. Kikirdak
hasarinin yenilenmesinin kemik yolagi Uzerinden gectigi dugsunulirse hasar
bolgesinde Col Tip | ifadesi normaldir. Orneklerdeki gorilen kalsifikasyonlar Col

Tip | ifadesi ile iligkilendirilebilir.

Bu calismalarda kontrol grubu ve doku iskelesi grubu erken dénem gen
ekspresyonu c¢alismalarina dahil edilmemiglerdir. Bunun nedeni gen ifadelenmesi
icin secilen sdrenin oldukga kisa olmasidir. 3; 7; 14; ve 30.gUnler analiz igin
secilmistir. Fakat hi¢ hicre ekilmeyen veya enjekte edilmeyen defekt ortaminda 3
glinin sonunda analiz igin yeterli hidcre bulunmasi olanaksizdir. Yetersiz
seviyedeki hucreden elde edilecek mRNA dlzeylerine gore yapilacak bir Real

Time PCR sonuglari ise anlamsiz gikacaktir.
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4.7 Histolojik Caligmalar

Tez kapsaminda hayvan deneyleri sonucunda elde edilen dokulardaki kikirdak
iyilesme sonuglari literaturler [Pineda 1992, Lohan 2011] benzer sekilde Pineda ve
Lohan skorlama sistemine gére yapilmistir. Istatistik calismalarina ait tablo

degerleri ise Ek-G ve Ek-H’de verilmislerdir.

incelen tim gruplarda defekt alaninda degisen sayilarda kikirdak adasi ve
pekcogunda da kalsifikasyon (kemiklesme) odaklarina rastlanmigtir. Hucre
uygulanan her iki doku iskelesi grubunda da diger gruplara gére Weigert ile isaretli
elastik kikirdak adalarina daha c¢ok sayida rastlanilmigtir. Tek basina doku
iskelesi uygulanan gruplarla defektin bos birakildigi kontrol gruplarinda fibréz
kikirdak olusumuna daha siklikla rastlaniimistir. Doku iskelesi biyouyumluydu ve
kikirdak rejenerasyonu icin uygun bir rehberlik saglamistir. Ancak 4 ayin sonunda
kritik defekt boyunca her yerde elastik kikirdak olusumunu saglayamamigtir.
Olusan yeni kikirdak dokusu homojen degildir ve tiUm gruplarda yer yer fibroz bag

dokusu ile devam etmistir (Sekil 4.30).

Birinci ayda normal (p=0.023 and p=0.00) ve transfekte hicre ile doku iskelesi
(p=0.00 and p=0.00) uygulanan gruplar kontrole gore anlamli bi¢cimde daha
yuksek Pineda ve Lohan iyilesme skorlari almiglardir. Transfekte (p=0.00 Pineda
ve p=0.00 Lohan) ve normal hicreyle doku iskelesi (p=0.03 Lohan) uygulanan
gruplar birinci ayda tek basina doku iskelesi uygulanan gruba gdre anlamli bigimde

daha iyi skorlar almigtir.

Transfekte hicre doku iskelesi uygulanan (p=0.00 and p=0.00) grup ikinci ayda
kontrole gore anlamli bicimde daha ylksek Pineda ve Lohan iyilesme skorlari
almiglardir. Transfekte hicre doku iskelesi uygulanan grup ikinci ayda (Lohan

p=0.00). tek basina doku iskelesi grubuna gére daha iyi iyilesmistir.

Uglincli ayda Lohana gore transfekte hiicre doku iskelesi uygulanan grup kontrole
gore (Lohan p=0.003); Pinedaya gore normal hicre uygulanan grup kontrole gore

(p=0.007) anlamli bicimde daha iyi iyilegmisti.

Doérdincu ayda; Pineda ve Lohana goére transfekte hilcre ve doku iskelesi

uygulanan grup (p=0.001 and p=0.002) kontrole gore daha iyi iyilesmistir. Lohana
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gore transfekte hlcre-doku iskelesi grubu 4 ayda tek basina doku iskelesi

uygulanan gruba goére anlamli bir bigimde daha iyi skorlar almistir (p=0.012).

incelen higbir zaman diliminde (1-4 ay) tek basina doku iskelesi uygulamasi kritik
blayuklUkteki kikirdak defekt iyilesmesini kontrole goére anlamli bir bigimde

iyilestirmemigtir.
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1.3y 2. ay 3. ay 4, ay

Sekil 4.30: Aylara gore tum gruplarda kikirdak dokusunda histolojik boyama
bulgulari. (Weigert elastik fibrilleri siyah boyanmaktadir. . EC: Elastik kikirdak, FC:
Fibroz kikirdak, FCT: Fibr6z bag dokusu, B: Kemik.)
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Tdm calismalar birlikte degerlendirilecek olursa, yapilan calismalarda gruplar
histolojik, erken ddénem gen ekspresyonu ve radyolojik incelemeler is1dinda;
Transfekte hicreler ve doku iskelesi kombinasyonu kulak kikirdak bdlgesinde
yaratilan kikirdak hasarinin tamirinde ve elastik kikirdak rejenerasyonda en ileri ve

en iyi ortami sagladigi sonucuna variimaktadir.

Tez kapsaminda yapilan c¢alismaylr bluyume faktord etkisinde kulak kikirdak
hasarlarinin iyilesmesi olarak genel bir perspektife indirger isek, yapilan ¢alismaya
benzer literatirde birka¢ calisma mevcuttur. Literatirdeki diger ¢alismalar bir
hiyalin kikirdak olan artikller / eklem kikirdak hasari iyilesmesi tizerinedir. Ozgenel
ve ark. yaptiklari c¢alismada [Ozgenel 2004] tavsan kulak kikirdaginda
20x20mm?lik bir defekt alanindaki kikirdak gelisimini 8 haftalik (2ay) bir siirede
incelemiglerdir. Dogrudan buyume faktort kullanimi yerine hyaluronik asit ve diger
bayime faktorlerince zengin, insan amniyotik sivisinin mikrogevrede ve
iyilesmede yaratacagi etkiyi temel almiglardir. 2 aylik sonuglarda ince tabakali bir
yeni kikirdak yapisi ortaya koymuslardir fakat elastik belirtegler hakkinda ¢alisma
yapiimamistir. Bos ve ark. yaptiklari ¢alismada [Bos 2001] tavsan kulagindan
olusturduklari 6 mm’lik hasar alaninda olusan buyume faktoru etkilerini 28 gunluk
calisma ile incelemislerdir. Bos ve ark. buradaki amaci kikirdak iyilesmesinde
erken donemde ortaya c¢ikan buyume faktori ve matrix degisimlerini ortaya
koymusglaridir. Yaptiklari ¢alismada TGf-p1 ve TGF- 3 blyume faktorlerinin 3
.gunden itibaren anlamli sekilde arttigini ortaya koymuslardir. TFG- 1 ‘in kolajen
sentezi (agirlikli olarak kolajen tip 1) GUzerindeki etkileri goz alindiginda [Horstmeyer
2005] tez kapsaminda erken donemde ortaya ¢ikan kolajen Tip | sentezi daha

kolay aciklanabilir.

Bu tez calismalari sonucunda Ozellikle genetik modifiye edilen kikirdak
hdcrelerinin kullanildigi grupta diger gruplara gére daha iyi bir kikirdak gelisimi ile

birlikte daha iyi ve daha homojen bir elastik lif yapilanmasi ortaya ¢gikmistir.

Tez calismasi sonucunda ortaya ¢ikan sonug ve literatirdeki kikirdak ¢alismalari
da dikkate alinarak Uzerinde durulmasi gereken birka¢ olgu vardir. Bunlardan en
onemlisi plazmid modelleme teknolojisinin gelismesi ile hucrelerin buyume
faktorleri ile surekli beslenmesi yerine yenilenme igin gerekli oldugu anlarda

bliyume faktorlerinin yeterli derecede sentezinin saglanmasidir. Burada onemli
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olan diger bir olgu ise plazmidlerin hicre igerisine aktarim tekniklerinin
geligtiriimesidir. Transfeksiyon sonucunda sadece transfekte hlcrelerin toplanarak
kullanilmasi ya da hucrelerin in-vivo olarak transfekte edildikten sonra ortamdaki
doku iskelesine yonlendiriimesi sonucu daha kisa surede daha iyi doku iyilesmesi

sonucu alinabilir.
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5. SONUGLAR

o Tez kapsamindaki calismalarda; hulcreleri genetik olarak modifiye etmek
icin basvurulan yontem olan transfeksiyon igin bir ticari kit olan Turbofect,

kullanilmigtir.

o Tez kapsamindaki calismalarda; genetik modifikasyon igin insan Kemik
Morfojenik ~ Proteini  7’yi  (hBMP7)  kodlayan plazmid  modellemesi
gerceklestiriimistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda; Tavsan kulak kikirdak dokusundan steril
ortamda kikirdak hticresi izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen primer kikirdak

hlcreleri in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda kullaniimistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda; hdcrelerin matriks olarak kullanilacagi,
oldukca biyouyumlu Jelatin/Okside-Dekstran doku iskeleleri kriyojelasyon teknidi

ile hazirlanmistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda hazirlanan Jelatin/Okside-Dekstran doku
iskeleleri igin ylksek Okside-Dekstran ve Normal Okside-Dekstran olmak Uzere iki

farkli konsantrasyonda doku iskelesi hazirlanmistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda hazirlanan Jelatin/Okside-Dekstran doku
iskelelerinin sisme Ozellikleri, MTT ile biyouyumluluk 6zellikleri, enzimli (lizozim) ve

enzimsiz ortamda aylara gore biyodegredasyon profilleri incelenmistir.

. Tez kapsamindaki ¢alismalarda hazirlanan Jelatin/Okside-Dekstran doku
iskelelerininin gbzenek boyutlari, yapi ve dagihmlari Taramali Elektron
Mikroskobisi (SEM) kullanilarak incelenmistir. Yapilan analiz ve incelemeler
sonucu yuksek okside-dekstran igeren jelatin kriyojellerin tez kapsaminda in-vitro

hdcre kaltlrd ve in-vivo hayvan galismalarinda kullaniimasina karar verilmistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda hazirlanan Jelatin/Okside-Dekstran doku
iskeleleri ile izole edilen primer kikirdak huacrelerinin in-vitro kdltar calismalari

gerceklestirilmistir. Huacrelerin  doku iskelesi ile etkilesimleri ve hucre-hicre
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etkilesimleri Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM) ve Konfokal Mikroskop

kullanilarak incelenmistir.

o Tez kapsamindaki calismalarda hazirlanan Jelatin/Okside-Dekstran doku
iskelelerine ekilen normal primer kikirdak hicrelerinden ve genetik modifiye primer
kikirdak hucrelerinden salinan BMP7 miktarlari gunlere bagl olarak (3.-14.gun)

incelenmigtir.

o Tez kapsamindaki ¢alismalarda, in-vivo hayvan modeli olarak Tavsan (New

Zealand White) kulak modeli segilmistir.
o Tez kapsamindaki in-vivo galismalarda toplam 58 hayvan incelenmistir.

o Tez kapsamindaki in-vivo ¢alismalar sadece kontrol, sadece doku iskelesi,
doku iskelesi ve normal primer kikirdak hucreleri; doku iskelesi ve genetik modifiye

primer kikirdak hicreleri olmak Gzere 4 grupta incelenmistir.

o Tez kapsamindaki in-vivo c¢alismalarda tavsan kulak kikirdaginda
15x15mm? lik bir alanda yaratilan kikirdak hasarinin iyilesmesi gruplara bagli

olarak 4 ay boyunca, her ay 6rnek alinacak sekilde incelenmistir.

. In-vivo galismalarin sonuglari erken dénem gen ifadelenmesi, histolojik ve

radyolojik olarak incelenmigtir.

. Radyolojik inceleme sonucunda tum gruplarda gorulen aylara bagl olarak
az ya da cok bir kalsifikasyon gdzlemlenmistir. Bu kalsifikasyon sonucu; gruplara

ve aylara bagli olarak skorlanmigtir.

o Erken dénem gen ifadelenmesi calismalari igin normal primer hicrelerin
kullanildig! ile genetik modifiye primer hacrelerin kullanildigi  gruplar temel

alinmistir.

o Erken donem gen ifadelenmesi ¢alismalarinda 3, 7, 14 ,21 ve 30.gunler

zaman olarak segcilmistir.

° Erken dénem gen ifadelenmesi ¢alismalarinda Aggrecan, BMP7, COL Tip I,

COL Tip Il ve GAPDH (normalize kontrol) sentez gen dizilimleri secilmistir.
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o Erken donem gen ifadelenmesi c¢alismalari igcin belirlenen zamanlarda,
dokular alinip, dokudan RNA'lar izole edilmistir. izole edilen RNA’lardan cDNA
sentezi gergeklestiriimigtir. Elde edilen cDNA’lar dnceden karar verilen primer be

proplar kullanilarak Real- Time PCR programinda analiz edilmistir.

o Elde edilen sonuglar REST programi kullanilarak, gruplar kendi aralarinda
gen ifadelenme duzeylerine gore ve genler kendi aralarinda zaman bagl olarak

incelenmistir.

. Sonuglar bir house-keeping gen olan GAPDH’a gbére normalize edilmigstir ve

ifadelenme dizeyleri ortaya konulmustur.

. Her iki grupta da zaman bagh olarak ifadelenme duzeylerinde bir artis

bulunmaktadir.

. inceleme sonucunda transfekte hiicreli (genetik modifiye) grupta normal
hicreli gruba gore ifadelenme dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmaktadir.

. Transfekte hlcreli grupta zaman bagl olarak BMP7 sentezi ve buna bagli

olarak Aggrecan, Kolajen Tip Il sentezleri belirgin sekilde artmigtir.

J incelenen her iki grupta da ilk zamanlarda istatistiksel olarak anlamii

olmayan Kolajen Tip | varligi tespit edilmistir.

. Histolojik incelemelerde dokular Weigart Elastik boyasi ile boyanmis ve

aylara bagli olarak yeni kikirdak olusumlari incelenmigtir.

o Yeni kikirdak olusumu gruplara baglh olarak yari-nicel bir analiz olan Lohan
ve Pineda histolojik skorlama sistemleri kullanilarak skorlanmistir. Elde edilen

sonuglar istatistiksel olarak incelenmigtir.

. Elde edilen Lohan ve Pineda histolojik skorlara gore ve histolojik kesit
boyama bulgularina gore hucreli gruplardaki kikirdak iyilesmesi 4 aylik gbzlem
sonucunda diger hlcresiz gruplara gore daha iyidir ve elastik kikirdak adalarina
rastlanmistir. Diger hicresiz gruplarda ise daha ziyade fibréz kikirdak olusumu s6z

konusudur.
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. Her 4 grupta da ,4 ay sonunda, incelenen defekt alaninda elastik liflerin

homojen dagiimadigi sonucuna variimistir.

. Elde edilen skorlama sonuglari, histolojik kesit bulgulari dikkate alindiginda
transfekte hucreli grupta diger tim gruplardan daha iyi bir kikirdak iyilesmesi

oldugu sodylenebilir.

. Sonug olarak tez kapsaminda kulak kikirdak bolgesinde olusturulan hasarin
iyilestiriimesi icin hucrelerin genetik modifikasyonunu iceren, bdylelikle hucrelerin
belirli bir sire normal metabolizmalarina ek BMP7 sentezi saglayacak ve kikirdak
iyilesme surecini hizlandiracak, uygun kikirdak gelisimini saglayacak son derece
biyouyumlu Jelatin/Okside-Dekstran kriyojenel doku iskelelerinin kullanildigi bir
doku muhendisligi c¢alismasi gerceklestiriimis, zamana bagl olarak hasar
bdlgesinde kikirdak iyilesmesi ve yeni kikirdak olusumu gosterilmis ve iyilesme

protokolleri ortaya konulmustur.
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EK-A

Plazmid Klonlama Basamaklani
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Temel islem basamaklari;

e Primer tasarimi

¢ Primer template etkilesimi

e Ligasyon, Transformasyon ve Ekspresyon ¢aligmalari
e Kontrol ve DNA ekstraksiyonu

e Sekans analizi

e In vitro ekspresyon calismalari
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EK-B

Konfokal Boyama Prosediiru

1) Malzemelerin bulundugu kultar kabindan Greme ortami uzaklastirilir.

2) Malzemeler oda sicakliginda PBS tamponu ile 3 defa yikanir.

3) Oda sicakhginda, % 2.5 (v/v) gluteraldehit ile 10 dk. fiksasyon iglemi
gergeklestirilir.

4) PBS ile 3 defa yikama islemi gerceklestirilir ve drnekler PBS icerisinde +4°C’de
saklanir.

5) Goruntilemeden hemen 6nce Hucre membranlarinin gegirgenligini arttirmak
icin malzemeler % 0.71’lik Triton X-100 ¢ozeltisinde 5 dk. bekletilir.

6) Triton X-100 ¢ozeltisi uzaklastiriir ve PBS ile 3 defa yikama yapilir.

7) 400 uL Alexa Fluor 488 Phalloidin ¢ozeltisi eklenir ve drnekler 20 dk. karanlikta
inkube edilir.

8) Inkiibasyon sonunda Alexa Fluor 488 Phalloidin ¢dzeltisi uzaklastirilir ve %1
(w/v)'lik BSA ¢ozeltisi ile 3 defa yikama yapllir.

9) 500 uL propidyum iyodit ¢ozeltisi eklenir ve malzemeler karanlikta 5 dk. inktbe
edilir.

10) Propidyum iyodit ¢ozeltisi uzaklastirilir ve %1 (w/v)'lik BSA ¢ozeltisi ile 3 defa

yikama yapllir.
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EK-C

Acridine Orange / Propidium iodide Boyama Prosediirii

1) Kultdr kabindan Greme ortami uzaklastirihr.

2) Kultdr kabi oda sicakliginda PBS tamponu ile 3 defa yikanir.
3) Kultar kabi 30 saniye Aciridine Orange (3mg/ml) ile boyanir.
4) Kultur kabi PBS tamponu ile 3 defa yikanir.

5) Kultar kabi Propidium lodide (3mg/ml) ile boyanir

6) Kaltar kabi PBS tamponu ile 3 defa yikanir.

7) Kultar kabini kaplayacak kadar immersiyon sivisi ile kaplanir.
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EK-D

“Turbofect” ile genel transfeksiyon protokolu

1) 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x 10 hiicre olarak sekilde ekim yapilir. (Her
bir kuyu icin)

2) 1 gun sonra hucreler % 70 kaplamis hale geldiginde transfeksiyon
islemlerine gegilebilir

3) 1 ug DNAile 100 [l kultar ortami karistirilir.

4) 2 pl Turbofect ¢ozeltisi DNA ¢ozeltisi ‘ne eklenir.

5) 15-20 dakika oda isisinda karanlikta inkibasyona birakilir.

6) 100ul Turbofect-DNA kompleksi karisimini kltar kabina eklenir.

7) Uzerine 1 ml kltir ortami eklenir ve hafif calkalanir.

8) 37°C’de inkiibasyona birakilir ve ekspresyon sonuglari izlenir.
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EK-E
Dokudan RNA izolasyon Protokolii

1- 1.5 ml’ lik ependorf tup iginde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular
coziinmeden pastle veya mortar ile homojenize edilir. Ornekler ¢oziinmeye
basladigl anda tekrar sivi azotta dondurulur ve homojenizasyon islemine devam
edilir.

2- Homojenizasyon islemine 1000 ul TriFast ile devam edilir. (Doku buyuklagu
arttigr  oranda kullanilan  Trifast miktarida arttinlir). Ornek  hacminin,
homojenizasyon sirasinda kullanilan TriFast hacminin %10’'nu gegmemesine
dikkat edilir.

3-  Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.

4- 200 ul kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca (tamamen
karigincaya kadar) vortekslenir ve 10 dakika oda sicakliginda tutulur.

5- Ornekler 11.000 rpm’'de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edilir. Santrif(ij sonunda
karigim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve Ustte renksiz sivi faz
olmak Uzere ug¢ faza ayrilmistir.

6- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf tiipline aktarilir.

7- Baslangigta kullanilan TriFast miktarinin yarisi kadar izopropanol eklenip
vortekslenir.

8- Ornekler 1 yada 1.5 saat -20 °C’ de bekletildi. 11.500 rpm’'de 10 dakika 4
oC’de santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatan atilir.

9O- DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 ul Dnaz (ug basina 5U DNAz),
300 ul Dnaz Buffer | (200mM Tris-HCL (pH:8.4), 20mM MgCI2, 500mM KCI) ve
400 ul DEPC'li su eklenerek 30 dakika 37 °C sicakliginda bekletilir.

10-  Orneklerin Gzerine 300 ul 25mM EDTA eklendi ve 65 °C’de 10 dak bekletilir.
11-  12.000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan Ustte
kalan sUpernatant atilir.

12- 1000 ul %75’lik alkol ( taze hazirlanir) eklenerek, 12.000 rpom’de 10 dakika 4
°C’de santrifiij edilir. Pelete dokunmadan Ustte kalan slpernatant atilir.

13-  Peletin Uzerine tekrar 1000 ul %75’lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10
dakika 4 °C’de santrifiij edilir. Pelete dokunmadan Ustte kalan siipernatant atilir.
14-  Pelet kurumaya birakilir. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirilir.
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EK-F

Gen ifadelenme analiz sonug tablolari

3. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Normal ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 2,25 0,047
BMP-7 2,254 0,043
Col Type | 1,605 1,142
Col Type Il 2,72 0,041

3. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Normal gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 3,122 0,0001
BMP-7 3,33 0,0001
Col Type | 2,17 0,036
Col Type I 4,409 0,0001

3. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 5,122 0,0001
BMP-7 5,254 0,0001
Col Type | 4,605 0,0001
Col Type Il 6,409 0,0001
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7. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Normal ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 3,227 0,0001
BMP-7 3,63 0,0001
Col Type | 2,511 0,032
Col Type I 5,566 0,0001

7. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Normal gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 2,969 0,0001
BMP-7 3,315 0,0001
Col Type | 2,168 0,042
Col Type Il 3,442 0,0001

7. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 3,715 0,0001
BMP-7 4,115 0,0001
Col Type | 2,71 0,021
Col Type I 4,176 0,0001
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14. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Normal ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 2,45 0,018
BMP-7 3,051 0,0001
Col Type | 2,242 0,021
Col Type I 3,474 0,0001

14. gindeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Normal gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 3,745 0,0001
BMP-7 3,846 0,0001
Col Type | 2,915 0,0001
Col Type I 4,205 0,0001

14. gindeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 4,209 0,0001
BMP-7 4,846 0,0001
Col Type | 3,664 0,0001
Col Type Il 4,974 0,0001
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30. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Normal ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 2,395 0,039
BMP-7 3,523 0,0001
Col Type | 2,139 0,045
Col Type I 4,616 0,044

30. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Normal gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 3,532 0,0001
BMP-7 3,502 0,0001
Col Type | 2,408 0,037
Col Type Il 4,143 0,0001

30. gundeki Aggrecan, BMP-7, Col Type | ve Col Type Il gen ifadelenmelerinin

Kontrol ve Transfekte gruplar arasindaki istatistiksel analizi

Gen Ifadelenme P degeri
GAPDH 1,000 1,000
Aggrecan 4,106 0,0001
BMP-7 4,547 0,0001
Col Type | 3,185 0,0001
Col Type Il 4,612 0,0001
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EK-G

Lohan Histolojik Skorlama istatistik Analizi Tablolari
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EK-H

Pineda Histolojik Skorlama istatistik Analizi Tablolari
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EK-I
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