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MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN BMP6 GENi AKTARIMI iLE KIKIRDAK
DOKUSUNA FARKLILASMASI

Gonca KARAGOZ
6z

Sunulan tez galismasinda amag, BMP6 (Bone Morphogenetic Protein 6) geni ile
modifiye edilmis sican kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucreler ve kitosan doku
iskelelerinden olusan yapinin, in vitro ortamda kikirdak doku olusturma
potansiyelinin arastirilmasidir. Bu amaca yonelik olarak, BMP6 genini iceren
pShuttle-rBMP6 plazmidi elde edilmis, hicrelerin  plazmidle modifikasyonu
saglanmis ve BMP6 ile modifiye olmus hucrelerin kitosan doku iskeleleri
uzerindeki davranislari, hicre kultur sistemlerinde arastiriimistir.

Calismanin ilk asamasinda, gen aktariminda kullanilacak plazmidin tasidigi BMP6
cDNA'sinin, plazmidteki varligi ve niukleotid dizisi, dizi analiziyle dogrulandiktan
sonra, plazmidin kompetent E.coli htcrelerine transformasyonu gergeklestirilmistir.
Transforme E.coli hicreleri sivi besi ortamlarinda kiltlre edilerek plazmidin bu
hicrelerde c¢ogaltiimasi saglanmis, ¢ogalan hicrelerden kit araciligiyla saf halde
plazmid DNA izolasyonu yapilmigtir.

Calisma kapsaminda gergeklestirilen bir diger asamada, kitosan ve lipid bazl
ajandan olusan iki farkli gen aktarim sistemiyle plazmid DNA birlestirilip DNA-
lipozom ve DNA-kitosan kompleksleri elde edilmistir. Olusturulan DNA-lipozom
kompleksleri sican mezenkimal kok hicrelerine aktarilip BMP6 geni ile modifiye
edilmis mezenkimal kok hucreler elde edilmistir. Gen ile aktiflesmis kitosan ise
dondurarak-kurutma yontemiyle Uretilmis kitosan doku iskelelerine (cap=5 mm,
kalinhk=1 mm), fosfat tampon ¢ozeltisi iginde ¢dézinmus plazmid DNA emdirilerek
hazirlanmistir.

Tez calismasinin son asamasinda, kitosan doku iskeleleri ile hucre kualtart
calismalari yapilmistir. Calismalar 4 grup dérnekle yarutalmustar. Birinci gruptaki
kitosan doku iskelelerine yalnizca hicre ekilmis (kontrol grubu), ikinci gruptaki
hicreler kultlre edilirlerken, farklilasma ortamlarina iskele basina 20 ng olacak
sekilde rekombinant BMP6 proteini eklenmistir. Uglincii gruptaki doku iskelelerine
pShuttle-rBMP6 plazmidiyle modifiye edilmis hlicreler ekilmigtir. Dordlnci gruptaki
ornekler ise, pShuttle-rBMP6 emdirilmis kitosan doku iskelelerine mezenkimal kdk
hacreler ekilerek hazirlanmistir. Hucre kaltur galigmalari 21 gan boyunca durgun
ortamda yUrutiimustir. Plazmid emdirilmis iskelelerden kultir ortamina salinan
DNA miktari, deneysel c¢alismalarin devam ettirildigi 21 gun boyunca,
spektrofotometrik olarak izlenmistir. Kitosan doku iskelelerinin, hucrelerin
kondrojenik farklilagmalari igin uygun bir stirede ve kontrolli olarak plazmid
DNA’nin salimini destekledigi belirlenmistir. Htcre UGremesi MTT (3-(4,5-
dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) analizi ile takip edilmis,
analiz sonucunda modifiye hlcrelerin Greme egilimlerinin daha yuksek oldugu
saptanmigtir. Hucre morfolojileri SEM ile goruntilenmis, kontrol grubundaki
hicrelerin hipertrofik bir morfolojiye sahip olduklari, BMP6 ile modifiye olmus
hacrelerin ise kondrojenik fenotipte olduklari gozlemlenmistir. Plazmid aktariimis



hicrelerde BMP6 geninin ifadesi ELISA testiyle kantitatif olarak saptanmis,
bdylece hucrelere gen aktariminin gergeklestigi dogrulanmistir. Ayrica bu analizle,
dolayli olarak iki farkli yolla gerceklesen transfeksiyonun birbirine yakin verimlilikte
oldugu saptanmistir. Kondrogenezin kantitatif olarak degerlendiriimesi ve farkli
gruplardaki DNA igeriklerinin kargilastiriimasi igin biyokimyasal analiz yapiimigtir.
Iki haftalik ve Ug haftalik periyod sonunda yapilan 6lgiimlerde, modifiye hiicreleri
iceren doku iskelelerinin, glikozaminoglikan (GAG) ve DNA igeriginin, diger
gruplarla karsilastirildiginda daha yuksek oldugu belirlenmigtir. Gen ile aktiflesmis
kitosan doku iskelelerindeki modifiye hucrelerin, lipozomal ajanla transfekte
edilenlere gore daha fazla GAG sentezledikleri belirlenmisgtir.

Elde edilen sonuglar degerlendirilerek, BMP6 geni ile modifiye edilmis sigan
mezenkimal kok hucreleri ve ug¢ boyutlu kitosan doku iskelelerinden olusan
yapinin, kondrogenezin saglanmasinda etkin bir sistem olabilecegi ve Klinik
uygulamalarda kikirdak onarimina yonelik olarak kullanilabilecedi sonucuna
variimigtir.

Anahtar kelimeler: Kikirdak doku muhendisligi; gen terapi; plazmid DNA; BMP6,
GAM,; kitosan doku iskelesi; mezenkimal kok hicre.

Danisman: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe Universitesi,
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali.



CHONDROGENIC DIFFERENTIATION OF MESENCHYMAL STEM CELLS
MEDIATED BY BMP6 GENE DELIVERY

Gonca KARAGOZ
ABSTRACT

In the presented study, the promotion of in vitro chondrogenesis was investigated
by using chitosan scaffolds and bone marrow derived mesenchymal stem cells
(rBMSCs) which are modified with BMP6 (Bone Morphogenetic Protein 6). For this
purpose, pShuttle-rBMP6, the expression vector consisting of the coding
sequence of the BMP6 is obtained, and then chondrogenic and cellular activities of
modified cells on chitosan scaffolds were determined under static culture
conditions.

In the first part of the study, pShuttle-rBMP6 were amplified and sequenced to
ensure that the BMP6 cDNA insert and nucleotide sequence were correct. After
the confirmation of cloned BMP6 gene; plasmids were transformed into competent
E.coli cells, and then they were propagated in E.coli.Finally, the plasmid DNA was
isolated and purified from E.coli.

In the next part of the study, by combining plasmid DNA with two different gene
delivery systems which are composed of chitosan and lipid based agent, DNA-
lyposome and DNA-chitosan complexes were produced. By the transfection of
constructed DNA-lyposome complexes into rBMSCs, cells modified with BMP6
gene were obtained. To produce gene activated matrix, plasmid DNA (in PBS)
was embedded into the chitosan scaffolds (diameter=5mm, thickness=1mm)
fabricated by freeze-drying technique.

In the last part of the study, in vitro cultivation of cells which are seeded onto
chitosan scaffolds was performed. Scaffolds were divided to four groups. Group 1
is composed of only MSCs seeded into the pure chitosan scaffolds; group 2 was
the scaffolds consist of MSCs which were cultured in the presence of 20 ng
recombinant protein per scaffold; group 3 was BMP6-modified MSCs that are
seeded into chitosan scaffolds and group 4 consists of MSCs seeded into the
scaffolds together with pShuttle-rBMP6. Cell culture studies were carried out in
static conditions for 21 days. The plasmid DNA release from scaffolds were
guantified by spectrophotometrically during the culture period. Results
demonstrated that, chitosan scaffolds were performed the controlled-release of
plasmid DNA for sustained periods of time and at an adequate level, thus they
provide the modification of MSCs to induce chondrogenic differentation. Cell
viability and proliferation were analyzed by MTT(3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). Results demonstrated that the percent of viable
MSCs modified with BMP6 was significantly higher than those of nontransfected
MSCs, which indicated that BMP6-transfected MSCs showed much better
proliferation properties. The attachment, proliferation and chondrogenic
differentiation of stem cells into the scaffolds were morphologically examined by
SEM analysis.



The observations suggested that, BMP6-modified MSCs differentiated to the
chondrogenic phenotype, otherwise cells in the control group showed hypertrophic
morphology. The expression level of BMP6 protein in the culture medium of
BMP6-modified MSCs was quantified by ELISA. BMP6 protein detection
demonstrated the synthesis of BMP6 protein that was secreted to the medium by
successfully transfected cells via two different gene delivery systems. In addition,
this analyze indirectly showed that, the transfection efficiencies of both systems
were close to each other. Furthermore, biochemical analysis was performed with
cell-seeded scaffolds to determine glycosaminoglycan (GAG) and DNA quantities
at the 7th and 14th days of culture. As a result, higher amounts of GAG and DNA
were obtained from the scaffolds containing modified cells than that of the
scaffolds containing unmodified cells.

After the evaluation and discussion of the results obtained from the cell culture
studies, the engineered construction that composed of three dimensional chitosan
scaffolds and bone marrow derived mesenchymal stem cells modified with BMP6
could be considered as efficient systems to induce cartilage regeneration for
clinical applications.

Keywords: Cartilage tissue engineering; gene therapy; plasmid DNA; BMP6;
GAM,; chitosan scaffold; mesenchymal stem cell.

Advisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU, Hacettepe University,
Department of Nanotechnology and Nanomedicine



TESEKKUR

Bilgi  birikimi ve tecrlUbesiyle c¢alismalarimintitizlikle yUratiimesini  ve
sonuclandirilmasini saglayan, inandigim yolda basariyla yurUmem igin gereken
destegdi ve cesareti veren, hayat boyu 6rnek alacagim ¢ok degerli hocam Prof. Dr.

Menemse Gumusderelioglu’'na,

Tez calismalarimin bir bolumunun yurutilmesinde onderlik eden degerli hocam
Prof. Dr. Cihan Oner’e,

Calismalarimda gerek teorik, gerekse pratik anlamda tim samimiyetiyle beni
destekleyen, kendisinden cok sey égrendigim,cok sevgili hocam Dr. i. Cagatay

Karaaslan’a,

Deneysel calismalarimin yuratiimesinde bluylk emegdi olan, olumlu yaklasimiyla

hep moral veren ve yanimda olan ¢ok sevgili hocam Dr. R. Seda Tigl’'ya,
Deneysel calismalarimda kullandigim plazmidi saglayan Prof. Dr. Gerald
Hankins’e ve laboratuvar olanaklarindan yararlandigim;Biyoloji, Kimya,
Nanoteknoloji ve Nanotip Bolumlerinden tum hocalarima,

Cahgmalanimin yurutulmesinde katkilari olanKerem Selcuk, Beril Erdem, Fatma
Zilifdar, Solmaz Mosayyabi ve laboratuvar arkadaglarim Anil S. Kahraman, Isil
Gergek Beskardes, Damla Cetin ve canim arkadasim Sevcan Dalkiranoglu’na,
Destegini her an arkamda hissetigim essiz anneanneme ve canim aileme,

Benimle Uzulup benimle sevinen, ¢ikis yolu bulamadigim anlarda hep yeni bir
kaply! aralayan, hayattaki en degerli varligim anneme, babama ve biricik ablam
Dr. Kivileim Ozden’e,

Yasam sevincim ve hayat arkadasim Davut Kayabasi'na,

En icten tesekkulrlerimi sunarim.



ICINDEKILER DiziNi

Sayfa
Oz . i
= S 3 1 ¥ S R iii
ST U] S v
ICINDEKILER DIZINi......c.ccuuiiiiiiiiieeeeiiieeeiiee e eese e eraeeeea e en e enn s Vi
SEKILLER DIZINI.....ciiiiiueiiiieiieceeeeie e e eeee e e e eeneeeeesne e e eeanne e e e ennneeeees Xi
GIZELGELER DIZINI.......ciiiieuieieiiiieeeeeiieeeeieneeeeeese e s eernn e s e renneseennnns Xiv
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZIiNi.......ccccvuiiiiiiiiiiiieieiieeeeceeeeeeeenns XVi
1. GIRIS VE GALISMANIN AMAGCIH......ccuierueeinnieeinneeeenneeesnsernnseraneeens 1
2. TEMEL BILGILER.........ciiiittiiieiiiieeeeeneeseeraeeeerraneeeesnn s eennnnesennen. 5
N B 1= o T =T - o PP 5
2.1.1.Gen terapinin tarihgesi...........coooiiiiiii 6
2.1.2. Terapotik ntkleik asitler..............cooviiiiiiiii 8
2.1.3. Gen terapide kullanilan vektor sistemleri........................ 10
2.1.3.1. Viral sistemler..........cccooeiiiiiiii e, 10
2.1.3.2. VirUs harici sistemler..............ccoooiiiiiiinnnn. 12
2.1.4. Hlcre icine gen aktariminin gergeklestiriimesi................. 12
2.1.5. Somatik gen terapi ve esey hicresi gen terapisi.............. 14
2.1.6. Klinik uygulamalarda kullanilan gen terapi yontemleri....... 14
2.1.7. Gen aktarimi uygulamalari..............ccooooiiiii 16
2.1.8. Gen terapiyle hedeflenen hastaliklar............................. 17
2.1.9. Gen terapisi arastirmalarinda bugine kadar yasanan
onemligeligsmeler...........cooiiiiii i 18
2.1.10. Gen terapisinde son durum ve ticari trtnler.................. 19
2.2. Doku Muhendisliginde Gen Terapi Uygulamalari......................... 20
2.2.1. Biyosinyal molekullerin Gretiminin gen aktarimiyla
saglanmasinin avantajlar..............ocooiii 21
2.2.2. Doku muhendisliginde gen aktarim stratejileri................. 22
2.2.3. GAMA@SaArMI. . ..o 23
2.2.3.1. Vektorlerin doku iskelesine enkapsulasyonu........ 23
2.2.3.2. Vektorlerin doku iskelesi yuzeyine
immobilizasyonu.................ocoo 25

Vi



2.2.4. Doku iskelelerinden gen aktarimi..............c.ooiiiin, 26

2.2.5. Doku muhendisligi ve gen terapi yaklagimiyla

onarilan dokular........ ... 27

2.2.5.1. Derive yaraiyileSmesi...........cccoeeiiiiiiiiiiiinn.. 27

2.2.5.2. KeMIK. ... 28

2.2.5.3. SINIl. . 28

2.254. Kandamarlari...........ooooiiiiiiiiii 29

2.3. Kikirdak Doku MUhendisligi...........ccooveiiiiiiiiiii e, 29
2.3.1. Kikirdak doku fizyolQjiSi...........ccooieiiiiiii 30

2.3.2. Kikirdak doku mihendisliginde geleneksel yaklasimlar.....34
2.3.3. Kikirdak doku muhendisliginde gen terapi yaklasimlari..... 36

2.3.3.1. Tedavide kullanilan aday genler ve terapotik

etki mekanizmalari.................co 36
2.3.3.2. Aktarimda kullanilan doku iskeleleri................... 38

2.3.3.3. Artikular (eklem) kikirdak onariminda gen aktaru
Stratejileri.......ocooooiiii 39

2.3.3.4. Gen terapiyle artikular kikirdak
hasarlarinin onarilmasl...............ccoovieiiiinnn. 41
3. DENEYSEL CALISMALAR. ...t s s s s s e s e raene 46
3.1. BMP6 cDNA'’sinin Eldesi, Plazmide Klonlanmasi ve Sekans

Dogrulugunun Tayini........ooeouiieiii e 46
3.1.1. BMP6 cDNA’sInIn eldesi ve plazmide klonlanmasi........... 47
3.1.2. Klonlanan genin sekans dogrulugunun tayini.................. 47

3.1.2.1. pShuttle-rBMP6 plazmidinin ¢oklu klonlama
bdlgesinin amplifikasyonu............................. . 49
3.1.2.2. Otomatik DNA dizi analizi (Sekans analizi).......... 50
3.2. E.coli Hucrelerinin Rekombinant Plazmidlerle Transformasyonu.... 51
3.2.1. E.coli kultirinde kullanilan besi ortamlarinin
hazirlanmasl. ... 52
3.2.2. Kompetent E.coli hicrelerinin canliliginin ve
transformasyon kapasitelerinin pUC 19 kontrol
DNA'sI ile testedilmesi...........coooviiiiiiiii 53
3.2.3. Kompetent E.coli hucrelerinin pShuttle-CMV ile

vii



3.3.

3.4.

3.5.

3.6.
3.7.

3.8.

transformasyonU. ... ..o 53

Transforme E.coli Hucrelerinin Kati Besi Ortamlarinda

Cogdaltiimasi ve Saklanmasl..........ccooiiiiiiiiiii 54

Transformant Kolonilerin Sivi Besi Ortamlarinda Cogaltiimasi

ve Kolonilerden Plazmid DNA izolasyonunun Yapilmasi............... 54

Sigan Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicre (rBMSC)

Eldesi ve Hucrelerle Yapilan Karakterizasyon Calismalari............. 55
3.5.1. Hiuicre morfolojilerinin gézlemlenmesi............................ 56

3.5.2. Hucre Uremesine ait 6zgul Greme hizi ve hicre ikilenme
suresinin hesaplanmasl............c.coooiiiiiiiii i 57

3.5.3. Mezenkimal kok hicrelerin kondrojenik farklilasma

davraniglarinin incelenmesi............ccocoviiiiiiiii i 57
3.5.3.1. Hucre kaltir kosullart............ccoooiiiiiiiiin, 57
3.5.3.2. Hucrelerin Safranin O ile boyanmasi.................. 58
Kitosan Doku iskelesi Uretimi ve Karakterizasyonu...................... 58

Plazmidin Sican Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelere
AKLAIIMAST. e 59
3.7.1. Lipofektamin araciligiyla gerceklestirilen transfeksiyon...... 59
3.7.2. Plazmidin kitosan doku iskelelerine emdirilmesi............... 60
Kitosan Doku iskeleleriyle Yiritilen Hiicre Kiiltiird Calismalari...... 60
3.8.1. Hucre kultur kogullari ve 6rnek gruplarinin hazirlanmasi... 61

3.8.2. Doku iskeleleriyle yurutulen hiucre kaltir galismalari

kapsaminda yapilan analizler ve gozlemler..................... 61
3.8.2.1. DNA salim galismalari.................cocooeiiiiiinnnn. 62

3.8.2.2. Hiucre Uremesi ve mitokondriyal aktivite analizi
(MTT yontemi)......oooveiiiiiii e 62
3.8.2.3. Taramal elektron mikroskop (SEM) ile analiz...... 63

3.8.2.4. ELISA (enzyme-linked immunoabsorbance

AaSSAY) eSSt 63
3.8.2.5. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

(RT-PCR) @nalizi........cccoouiiiiiiiiiiiiiiiiieens 64
3.8.2.6. Doku iskelelerinin biyokimyasal analizi............... 66
3.8.2.7. istatistiksel analiz................ccoeeeveiiiiiiiiiieeeinnn 66

viii



4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI........ciiiirerreeveereeeee, 67
4.1. Kikirdak Doku Uretimi igin Doku iskelesi, Hiicre ve Biyosinyal

Moleklll (gen) Segimi.........cooiiniiiiii e 67
4.1.1. Doku iskelesi fabrikasyonunda kullanilacak

biyomalzemenin ve uygun Uretim kosullarinin segimi....... 68

4.1.2. Kondrogenezi uyaracak hucre tipinin se¢imi.................... 69

4.1.3. Kondrogenezi uyaracak biyosinyal molekulin (genin)
S I ML ettt 70
4.2. Sican Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kék Hiicrelere in vitro BMP6
Geni AKEAMIMAS. ... 73
4.2.1. BMPG6 geni iceren pShuttle-BMP6 plazmidinin

olusturulmasi ve klonlanan BMP6 cDNA dizisinin

dOGrulanmast..........ouiiieiii i, 74
4.2.1.1. pShuttle-BMP6’nin DNA dizi analizi sonucu........ 74
4.2.2. pShuttle-BMP6’nin saf halde elde edilmesi..................... 75

4.3. Mezenkimal Kok Hucrelere Plazmidi Aktaracak Aktarim

Yonteminin ve Vektorin Segimi........c.oovvviiiiiiiiiiiie 76
4.3.1. Lipofektamin ile mezenkimal kok hlcrelere gen aktarimi...77
4.3.2. Gen ile aktiflesmis kitosan araciligiyla gen aktarimi.......... 78
4.3.3. Aktarim metodunun transfeksiyon verimine olan etKkisi...... 80
4.4. Sican Mezenkimal Kok Hucrelerinin Karakterizasyon Caligsmalari...82
4.4.1. Hucrelerin morfolojik gdzlem sonuglar.......................... 82

4.4.2. Hicre Uremesine ait 6zgul Ureme hizi ve hucre ikilenme
suresinin hesaplanmasl............ccoooiiiiiiiii i 84

4.4.3. Mezenkimal kok hicrelerin kondrojenik farklilagsmalarina
iliskin gozlem sonuglar ... 86

4.5. Kitosan Doku Iskeleleriyle Yritilen Hiicre Kiltiri Calismalart. ... 89

4.5.1. Kitosan doku iskelelerinden plazmid DNA salimi............. 89
452 MTT @naliZi......coneieii e 91
4.5.3. ELISAtestisonuglart..........cooooiiiiiiiiii, 93
454, SEM analizi.......ccooeiiiiiii i, 94

4.5.5. Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

analiz sonUGlart...... ... 98



4.5.6. Doku iskelelerinin biyokimyasal analizi.......................... 102

5. GENEL SONUGLAR... ..o s s 105
KAYNAKLAR DIZINI......cceeiiiiiiiiiiiseeeee e ee e e e e e e e e e 110
EKLER. ..o 117



SEKILLER DiziNi

Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 2.8,

Sekil 2.9.

Sekil 2.10. Doku muhendisliginde uygulanan gen aktarim stratejilerinin sematik

SCID hastaliginin gen terapi yontemiyle tedavisinin sematik
GOSTEIIMI. .

Gen tedavisi uygulamalarinda kullanilan vektorler ve kullanim
OFANIAIT. ..

Retroviral yolla gergeklesen gen aktarim mekanizmasi...............
Gen aktarim mekanizmasi: (a) Genin hicrede izledigi yol ve hedef
proteinin Uretimine kadar meydana gelen degigimler, (b) Katyonik
vektorlerin hucrelere alinmasindan protein sentezine kadar
gerceklesen olaylar diziSi............coooiiiiiiiii

AdenovirUsler araciligiyla gen aktariminin gergeklesmesi............

Mutant genin susturulmasi igin uygulanan yontemler: (a) Antisens
teknoloji, (b) Ribozim teknolojisi............cccooeiiiiii

10

11

13

14

15

Oligonukleotid araciligiyla mutasyona ugramis bir genin susturulmasi.16

Ex vivo ve in vivo yaklasimla gen terapi..............cooooviiiiin

2010 yilinda gen terapiye yonelik olarak tUm dunyada yapilan klinik
denemelerin hastaliklara gore dagilimi..............cc.ooiiiiiint.

GOS M o e

Sekil 2.11. Vektorlerin hidrojellerden (a) ve hidrofobik doku iskelerinden (b)

Sekil 2.12.

£= 1Y ] L = 1

Vektorun biyomateryalden ayrimasi...........ccooooiiiiiiin,

Sekil 2.13. (a) Gen ile aktive olmus matris yapisi, (b) Doku iskelelerinden gen

aktarimi yoluyla doku onarimi.............coooiiiiiiiiiiiiiee

Sekil 2.14. Kikirdak doku (a) histolojik kesit gérintisi. Hicreler lakinler

icerisinde yer almaktadir. Perikondriyum seklin Ust ve alt kisminda
pembe ile boyanmis kisimda gdsterilmistir (hemotoksilen-eozin
boyamasi) (b) Kondrosit elektron mikroskop géruntusda............

Sekil 2.15. Kikirdak matrisinin molekuler yapilanmasi

(a) Ozgll ve 6zgiil olmayan etkilesimlerle vektériin baglanmasi, (b)

17

18

22

24

25

26

31

Xi



Sekil 2.16. Kikirdak doku tiplerinin sematik gosterimi (a) hiyalin kikirdak,
(b) elastik kikirdak, (c) fibroz kikirdak.............cccoooiiiiiiiiinnn, 32

Sekil 2.17. Kikirdak doku muhendisliginde kullanilan yaklagimlarin sematik
GOS B M e 35

Sekil 2.18. Kikirdak hasarlarinin onariminda gen aktarim yaklasimlari:
(a) Vektor veya GAM araciligiyla in vivo gen aktarimi, (b) GAM’a
hucreler ekilerek yapilan exvivo gen aktarimi, (c) Modifiye hlcrelerin
matrise ekilmesiyle gergeklesen ex vivo gen aktarimi.............. 40

Sekil 2.19. Romatoid artritin olusturdugu enflamasyon nedeniyle diz kapagi

ekleminde meydana gelen kikirdak ve kemik hasari................ 42
Sekil 3.1 Deneysel ¢alismalardaki asamalarin sematik goésterimi.............. 46
Sekil 3.2. BMP6 geni cDNA ve amino asit sifreleyen boélgelerinin dizilimi..... 48

Sekil 3.3. pShuttle-CMV’nin ¢oklu klonlama bdlgesinin DNA dizisi ve bu boélgenin
amplifikasyonu igin tasarlanan primerlerin ileri ve geri baglanma
DOIgEIEr. ... 49

Sekil 3.4. Plazmid DNA izolasyonun sematik olarak agiklamasi................. 54
Sekil 4.1. Calisma kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin genel gorintisu:

(a) Kuru halde (sol tarafta), i1slak halde (sag tarafta), (b) Dondurarak-
kurutma teknigi ile Uretilen kitosan doku iskelelerinin SEM gorintisu

2251 0 ) P 69
Sekil 4.2. pShuttle-CMV’nin gen haritast...........cooooiiiiiii e, 74
Sekil 4.3. pShuttle-BMP6’nin sekans analizine ait kromatogram gortntisunden

DI KESIt. .o 75
Sekil 4.4. pShuttle-BMP6’ya ait agaroz jel elektroforezi gorintisa.............. 76

Sekil 4.5. Kitosan ile lipofektaminin transfeksiyon verimlerinin kargilastiriimasi... 81

Sekil 4.6. rBMSCs’nin kristal viyole goruntuleri : (a) 3.gun (x10), (b) 7.gun (x10),

(c) 3.gln (x20), (d) 7. gln (X20)....ceieiiie e 83
Sekil 4.7. rBMSC’nin floresan mikroskop goruntuleri : (a) 1. gun (x20),

(b) 3. gun (x20), (c) 7. gun (x20), (d) 16. QUN......ccceveiiiiiiiiens 84
Sekil 4.8. Hemositometrik sayim sonucu elde edilen kemik iligi mezenkimal kdk

hicre Greme grafigi...........oooiiiii e, 85
Sekil 4.9. Ozgl Greme hizinin hesaplanmasi igin kullanilan Inx-t grafigi...... 86

Sekil 4.10. Kondrojenik ortam (KO) ve blyime ortaminda (BO)

Xii



Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

¢ogaltiimis ve Safranin-O ile boyanmig rBMSCs'’nin optik

mikroskop goruntuleri : (a,b) 7. gin (x20), (c,d) 14. gun (x20),

(e,f) 21. guin (x20), (g,h) 28. glin (X20).....cceiiriiiiiii e 87
Kitosan doku iskelerinin zamana kargi plazmid DNA salim profili... 89

MTT analizi ile rBMSC'in saf kitosan, plazmid ylklenmis kitosan ve
BMPG6 eklenmis kitosan Gzerindeki ve transfekte rBMSC’nin saf
kitosan lizerindeki reme davranislari (istatistiksel 5nem farkliligu,

n=3, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 kitosan kontrol grubudur)..... 91

Kitosan doku iskelelerinin 7. gune ait goruntuleri: (a) Plazmid
emdirilmis kitosan+ rBMSCs (x774), (b) Plazmid emdirilmis
kitosan+rBMSCs (x1000), (c) plazmid+rBMSCs (750),

(d) plazmid+rBMSCs (x1000), (e) Serbest BMP6+rBMSCs (x500),

(f) Serbest BMP6+rBMSCS (X250).....cucuvuieeieieiiiiieieeiieeeaenenes 95

Ondoérdincia gune ait SEM goruntuleri (a) Plazmid emdirilmis kitosan
doku iskelesi (x100), (b) Plazmid icermeyen kitosan doku iskelesi

Kitosan doku iskelelerinin 14. glne ait SEM goruntualeri:
(a) rBMSCs (x735), (b) rBMSCs (x750), c) BMP6+rBMSCs (x500),
(d) BMPE+BMSCS (X500).........eeeeeeeeeeeee e, 97

Modifiye hicreleri igeren kitosan doku iskelelerinin 14. glne ait

SEM fotograflari: (a) Plazmid emdirimis kitosan+rBMSCs (x1000),

(b) Plazmid emdirilmis kitosan+rBMSCs (x1000),

(c) Plazmid+rBMSCs (x250), (d)Plazmid+rBMSCs (x500)............. 97

rBMSCs ekilmis kitosan doku iskelelerinin 21. gline ait SEM
goruntdleri: (a) rBMSCs (x2000), (b) BMP6+rBMSCs (x1000),

(c) Plazmid+ rBMSCs (x1000),

(d) Plazmid emdirilmis kitosan+rBMSCs (x1960)......................... 98

Xiii



GiZELGELER DiziNi

Sayfa

Cizelge 2.1. Terapdtik nikleik asitler ve molekuler dizeydeki etkileri....................9
Cizelge 2.2. Kikirdak doku muhendisliginde kullanilan aday genler ve

etkimekanizmalari.............coooi 38

Cizelge 2.3. Artikular kikirdak hasarlarinda yapilan gen aktarim ¢aligmalari....... 45
Cizelge 3.1. ileri ve geri amplifikasyon primerlerine ait niikleotid dizisi............... 49

Cizelge 3.2. PZR igin hazirlanan reaksiyon karisimi bilesimindeki maddeler
ve kullanildigi miktarlar (10x Reaksiyon Tamponu: 10 mM
Tris HCI pH:9,0, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCI2, %0,1 Triton X100,
0,2 mg/mL BSA veya Jelatin.)

Cizelge 3.3. Dizi analizi reaksiyonunda kullanilan reaksiyon karisimi bilesimi.....50

Cizelge 3.4. RT-PCR analizi i¢in tasarlamis primer dizileri, gen bankasi

EriSIM NUMArAlArS.... ..o e 65
Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda hazirlanan kitosan doku iskelelerinin

temel OzelliKIeri..... ... 69

Cizelge 4.2. BMP6 ve GAPDH geni icin karsilastirmali ve goéreceli gen ifadesi..100

Cizelge 4.3. Kitosan, BMP6-kitosan, DNA-kitosan ve modifiye hticre
kitosan durgun kultirdeki biyokimyasal bilesimleri
(istatistiksel dnem farkliligi, n=3,* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001 kitosan kontrol grubudur)..............coii 102

Xiv



GiZELGELER DiziNi

Sayfa

Cizelge 2.1. Terapdtik nikleik asitler ve molekuler diizeydeki etkileri....................9
Cizelge 2.2. Kikirdak doku muhendisliginde kullanilan aday genler ve

etkimekanizmalari.............coooi 38

Cizelge 2.3. Artikular kikirdak hasarlarinda yapilan gen aktarim ¢aligmalari....... 45
Cizelge 3.1. lleri ve geri amplifikasyon primerlerine ait niikleotid dizisi............... 49

Cizelge 3.2. PZR igin hazirlanan reaksiyon karisimi bilesimindeki maddeler
ve kullanildigi miktarlar (10x Reaksiyon Tamponu: 10 mM
Tris HCI pH:9,0, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, %0,1 Triton X100,
0,2 mg/mL BSA veya Jelatin.)

Cizelge 3.3. Dizi analizi reaksiyonunda kullanilan reaksiyon karisimi bilesimi.....50

Cizelge 3.4. RT-PCR analizi i¢in tasarlamis primer dizileri, gen bankasi

EriSIM NUMArAlArS.... ..o e 65
Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda hazirlanan kitosan doku iskelelerinin

temel OzelliKIeri..... ... 69

Cizelge 4.2. BMP6 ve GAPDH geni icin karsilastirmali ve goreceli gen ifadesi..100

Cizelge 4.3. Kitosan, BMP6-kitosan, DNA-kitosan ve modifiye hticre
kitosan durgun kultirdeki biyokimyasal bilesimleri
(istatistiksel dnem farkliligi, n=3,* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001 kitosan kontrol grubudur)..............coii 102

XV



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AA
AAV
ACAN

ACI

ADA

AIDS

ANOVA
BCL

BDNF

BMP
bp
BSA
cDNA
CMV
coL

COMP

DD
Dex

DHH

Askorbik asit

Adenoassociated Virus (Adeno bagimli virus)

Aggregan

Autologous Chondrocyte Implantation (Otolog Kondrosit
implantasyonu)

Adenozin deaminaz

Acute Immune Deficiency Syndrome (insan immiin Yetmezlik
Sendromu)

Varyans Analizi

B Hucreli Lenfoma

Brain Derived Neurotrophic Factor (Beyin Turevli Sinir Blyume
Faktoru)

Bone Morphogenetic Protein (Kemik Morfogenetik Proteini)
Base pair (Baz gifti)

Sigir Serum Albumin

Komplementer Deoksiribonukleik Asit

Cytomegalovirus (Sitomegalovirls)

Kollagen

Cartilage Oligomeric Matrix Protein (Kikirdak Oligomerik Matris
Proteini)

Deasetilasyon Derecesi

Deksametazon

Desert hedgehog

Xvi



DMEM-F12

DNA

dNTP

DTT

E.coli

ECM

EGF

ELISA

EVA

FBS

FDA

FGF

GAG

GAM

GDNF

GIcAT-

HCL

HMDS

HEK-293

HIV

HSV

hTERT

Dulbecco’s Modified Eagles Medium F12

Deoksiribonukleik Asit

Deoksiribonukleotid Trifosfat

Ditiotreitol

Escherichia coli

Ekstraselltler matris

Epidermal Buyume Faktoru

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Polietilen-Ko-Vinil-Asetat

Fetal Sigir Serumu

Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve ilag Kurumu)
Fibroblast Buylime Faktoru

Glikozaminoglikan

Gen ile aktiflegsmis matris

Glial Cell Line-Derived Neurotropic Factor (Glial Hucre Turevli
Norotrofik Faktor)

Glukuronil Transferaz-1

Hidroklorik Asit

Hekzametildisilazan

Human Embryonic Kidney-293 (insan Embriyonik Bébrek
Hucreleri)

Human Immunodeficiency Virus (insan immiin Yetmezlik Viriisii)
Herpes Simplex Virlsu

Human Telomerase Revers Transcriptase (insan Telomeraz

Ters Transkriptaz Enzimi)

XVil



IGF

IHH

ITS
INOS
kb

LB

mM
MMLV
MMP
mRNA
MSC

MTT

ng
NGF
NO

OTCD

PBS
PDGF
PEG
PEI
PGA

PLA

Insiilin Biylime Faktori

Indian hedgehog

Interl6kin

insdlin, transferin, selenyum

Induiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

kilobaz

Luria Bertani

Milimolar

Moloney Murine Lésemi Retrovirtsu
Metalloproteinaz

Mesajci Ribonukleik Asit

Mesenchymal Stem Cell
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromr)
Newton

nanogram

Nerve Growth Factor (Sinir Buylime Faktorl)
Nitrik Oksit

Ornitin Transcarbamylase Deficiency (Ornitin Transkarbamilaz
Eksikligi)

Phosphate Buffer Saline (Fosfat Tampon Cdzeltisi)
Platelet Kokenli Buyume Faktoru

Polietilen Glikol

Polietilen imin

Poliglikolik Asit

Polilaktik Asit

XViii



PLGA Poli-Laktik-Ko-Glikolik Asit

pShuttle-rBMP6  Sican BMP6 genini iceren rekombinant plazmid

RA Romatoid Artrit

rBMSCs Rat Bone Marrow Derived Mesenchyma Stem Cells

(Sigan Kemik lligi Kékenli Mezenkimal Kok Hicreler)

RNA Ribonikleik Asit

RNaz Ribonukleaz

RPM Revolutions per minute (Dakikadaki donus)

RT-PCR Real-Time Polymeric Chain Reaction (Gergek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

SCID Severe Combined Immunodeficiency (Agir Kombine Bagisiklik
Eksikligi)

SDS Sodyum Dodesil Sulfat

SEM Taramali Elektron Mikroskobu

SHH Sonic hedgehog

SiRNA Small Interfering RNA (Kuguk mudahaleci RNA)

SMART Spliceosome-Mediated RNA Trans-splicing [Splaysozomla RNA

transkriptinin kesip cikarilarak degisimi (trans-splays) ]

SOC Super Optimal Broth with Glucose

TCPS Polistiren Hucre Kultur Kaplari

TGF Transforming Growth Factor (DonUsturict Bliyime Faktori)
TMB Tetrametilbenzidin

TNF Tumor Nekroz Faktor

uv Ultraviyole

viv Hacim/Hacim Orani

XiX



VEGF

w/v

ML

Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru
Agirlik/Hacim Orani
Ozgiil treme hizi

Mikrolitre

XX



1. GIiRIS VE GALISMANIN AMACI

Kikirdak dokusu, yenilenme igin gerekli sinirsel baglantilari az, kan ve lenf
damarlarindan yoksun bir dokudur. Ayrica, kondrositlerin hareketsizligi ve ¢ok zor
cogalabilmeleri, kikirdak doku onarimini zorlastirmaktadir (Chung and Burdick
2008; Steinert et al., 2008). Belirtilen nedenler, kikirdak dokusu kayiplari ve
hasarlarini temel bir saglik sorunu haline getirmektedir. Travmatik durumlara en
fazla maruz kalan ve kikirdak hastaliklarinin en yaygin gorildigu kikirdak tipi ise
artikular (eklem) kikirdak olmaktadir (Chung and Burdick, 2008). Osteoartrit,
Ozellikle gelismis ulkelerde goérilen ve nufusun %30’unu etkiledigi bilinen
dejeneratif bir eklem hastaligidir. Yaslanan nifus ve artan obezite nedeniyle,
gelecekte osteoartrit vakalarinin sayisinda buyuk bir artis olacagi disunulmektedir
(Clouet et al., 2009).

Eklem kikirdaginin onarilmasinda kullanilan populer tedavi yontemleri; estetik ve
ortopedik ameliyatlar, doku transplantasyonu ve protez uygulamalaridir. TUm bu
tekniklerle, eklemdeki aci hafifletilip ekleme islevsellik kazandirilsa da, tedaviye
bagli olarak, zamanla ve vyuk artisiyla pargalanabilen, biyokimyasal ve
biyomekaniksel 6zellikleri bakimindan hiyalin kikirdagin gerisinde kalan fibréz
kikirdak olusmakta ve bu kikirdagin pargcalanmasiyla da osteoartrit
gelisebilmektedir. S6z konusu tedavilerin diger olumsuzluklari, ameliyat sonrasi
gelisebilecek komplikasyonlar, dokunun alindigi bdlgede hasar olusmasi ve greft
reddidir (Chung and Burdick, 2008). Tum bu tedavilerin olumsuzluklarina ¢6zim
getirmek Uzere oOngorulen yaklagim “doku mihendisligi ile kikirdak dokusu
uretilmesidir”. Doku muhendisligi ile tedavi amaciyla geligtirilen ilk metod, “Otolog
kondrosit transplantasyonu” (autologous chondrocyte implantation=ACI) dur. Bu
yontemde, hastadan alinan saglikh kondrositler kiltir ortaminda gogaltildiktan
sonra suspanse halde hasarli olan bolgeye implante edilir. Bu tedavi yaklagsimiyla,
klinikte bazi iyi sonuglar alinsa da, kondrositlertek tabakali kultur ortamlarinda
“de-differansiye” olarak fenotipik 6Ozelliklerinin ¢ogunlugunu kaybettiklerinden,
rejeneratif 6zelliklere sahip, dogal hiyalin kikirdak dokusunu taklit edebilecek bir

yap! su ana kadar gelistirilememigtir (Gelse and Schneider 2006).



Doku muhendisleri ACI teknigini ileri goturerek oncelikle, hucreleri, U¢ boyutlu
yapay matrislerle (doku iskeleleri) birlestirmiglerdir. Daha sonra bu sistemlere;
blylume, farklilasma, transkripsiyon faktorleri ve sitokinleri icine alan biyosinyal
molekuller dahil edilmislerdir. Bu molekillerin bazilari kondrojenik farklilasma,
matris sentezi gibi anabolik olaylarin yonlendiriimesinde etkiliyken; bazilari da
hasar gormis dokudaki katobolik sureglerin durdurulmasinda etkilidir. Ancak
protein yapisindaki biyosinyal molekullerin, doku muhendisligi uygulamalarinda
verimli bir sekilde kullanilabilmeleri igin, etkin olan dozlarinin ve uygulandiklari
surenin c¢ok iyi ayarlanmasi gerekir. Bu parametreler Uzerinde belirliyici olan ise
proteinlerin aktariimasi i¢in secilen sistemlerdir. Terapdtik o6zellige sahip
rekombinant proteinler iki farkh sekilde hedef bolgelere aktarilabilir: 1. Lokal veya
sistemik olarak ¢ozulmus halde; 2. Doku iskelesine emdirme ve immobilizasyon
gibi yollarla baglanarak. Ancak bu proteinler 6zellikle in vivo'’da kisa yarilanma
omriune sahip olduklarindan, hedef bolgeye terapétik dozda ulagmalari igin yuksek
ve tekrarlanan dozlarda verilmeleri gerekmektedir. Bu durum hem tedavi
maliyetlerini arttirir, hem de ylksek doz, hedeflenmeyen organlarda hasara neden
olabilir (Saraf and Mikos 2006). Ayrica rekombinant proteinler translasyon sonrasi
modifikasyonlardan yoksun olduklari i¢cin dogal proteinlerin sagladigi terapdtik
etkiyi gosteremeyebilirler (Storrie and Mooney, 2006). Proteinlerin aktariimasi igin
gelistirilen kontrolli salim sistemlerinde ise proteinlerin kararlihginin korunmasi
oldukga gugtur. Proteinler, tasiyici sistemlere hapsedilirlerken uygulanan Uretim
metodlari (yuksek sicakliklar, siddetli kangstirma vb.) ve aktarim sirasinda
proteinlerin hidratlanmasi, proteinlerin pargalanmasina yol acabilir. Bodylece
proteinler yapisal ve kimyasal butunltukleri korunamadigi i¢in iglev gosteremezler.
(Fu et al.,2000; Saraf and Mikos, 2006).

Rekombinant proteinlerin ve kontrolli salim sistemlerinin tasidigi dezavantajlara
¢ozum getirmek Uzere gelistirilen yontem, “gen terapi® dir. Kikirdak doku
muhendisligi uygulamalarinda kullanimi arastirlmakta olan bu yontemde;
terapétik bir proteini kodlayan gen hucrelere aktarilarak, hicreler modifiye edilir.
Boylece hucreler proteinleri lokal ve wuzun sdreli olarak sentezleyip
mikrogevrelerine salarlar ve hasarli kikirdak dokusunun rejenerasyonunu
gerceklestirirler. Protein lokal olarak uretilip salindigi icin hedeflenmeyen dokular,

proteine dusuk dizeyde maruz kalmis olurlar.



Artikular kikirdagin tedavisinde sinoviyal hucreler, kondrositler ve mezenkimal kok
hucreler olmak uUzere Ug¢ temel hucre tipinin genetik modifikasyonu hedeflenir.
Kondrositlerin yogun bir matrisle cevrili olmalari, eklemin i¢ taraflarinda ve az
sayida olmalari, aktarim verimliligini dusurar. Ayrica ¢ogalmalari sirasinda
fenotipik 6zelliklerini kaybetmeleri, bu hucrelerin olumsuz 6&zelliklerindendir
(Steinert et al., 2008). Mezenkimal kok hucreler ile yapilan c¢aligmalar, bu
hicrelerin kondrositlere iyi bir alternatif oldugunu gdstermektedir. Bu hucrelerin
tanimlanmis belli bir fenotipi olmadigi igin, kondrojenik faktorlerle kikirdak
dokusuna farkhlagmalari saglanabilir.  Yetigkin  kikirdaginin  yenilenmesi
morfojenetik proteinler ve sinyal molekullerin eksikligi nedeniyle tam olarak
gerceklesemez. Bu eksikligi gidermek amaciyla, hicrelerin bu ajanlar tarafindan
uyarilmasi saglanmaktadir. BMP-2, BMP-7, CDMP-1 ve TGF- blylume faktorlerini
kodlayan genlerin ¢ogunlugu in vivo ve ex vivo kikirdak rejenerasyonuna yonelik
gen terapi galismalarinda kullaniimigtir (Gelse and Schneider, 2006). TGF- stper
ailesinin bir alt grubu olan BMP6’nin (kemik morfojenetik protein-6) mezenkimal
kok hlcrelerin kondrojenik farklilasmasini indikledigi ve kondrogenezde 6énemli rol
oynadidi bilinmektedir. (Hennig et al., 2007; Indrawattana et al., 2004; Estes et al.,
2006). Ancak, literaturde kondrogenezi gelistirdigi bilinen BMP6’nin, kikirdak doku
olusumuna yonelik olarak gen aktarim metodlariyla aktarildigi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Kikirdak doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak hicrelere, nukleik asitler,
yalin halde, virtslerle, viral olmayan vektorlerle veya gen ile aktiflesmis matris
(GAM) yapilari araciligiyla aktarilabilir. Virisler tasidiklari kapsid yapisi araciligiyla
enfekte edecekleri hicreleri taniyip baglanma 6zelligine sahiptirler. Ancak, bu yapi
enfekte ettikleri hucrelerde immin cevaba neden olur. Viral olmayan, katyonik
lipozomlar ve katyonik polimerlerler ise DNA'nin negatif yuklu fosfat gruplariyla
etkileserek buyuk miktarlardaki DNA molekulunt sikigtirir ve yogunlastiririar
(Storrie and Mooney, 2006). Katyonik lipozomlar immuinojenite tasimayan,
biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte sistemlerdir. Lipofektamin memeli hicrelerine
gen aktariminda, siklikla kullanilan bir vektordar (Birchall et al., 1999). GAM
teknolojisinde ise viral ya da viral olmayan bir vektor icerisindeki plazmid DNA
doku iskelesiyle birlestirilerek, elde edilen GAM yapisi hasarli dokuya implante

edilir (Salem and Leong; 2006). Bu sistemlerle vektér uzun sire tasindigindan
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transfeksiyon verimi artar ve hucreler onemli miktarlarda rekombinant protein

sentezi gergeklestirebilir (Bonadio et al., 1999).

Artikular kikirdagin onarimini gerceklestiriimesinde in vivo ve ex vivo olmak Uzere
iki farkli gen aktarim stratejisi kullanilabilir. In vivo gen aktarimda vektér dogrudan
eklem bogluguna enjekte edilir veya bir matris ile birlestirilerek kikirdaktaki hasarl
bdlgeye aktarilir. Ex vivo yaklagimda ise izole edilmis hucreler in vitro ortamda
cogaltilip hucrelere ilgili gen aktarildiktan sonra bir matris yapisi ile birlestirilir ya
da izole edilmis hucreler GAM yapisi Uzerine ekilerek vicuda implante edilirler
(Steinert et al., 2008).

Gen aktariminda, kollajen ve hiyaluronan gibi dogal polimerler ile PLGA
[poli(laktid-ko-glikolid)] ve karboksimetil seltloz gibi sentetik polimerler kullanilabilir
(Bonadio, 2000). Kitosan ile kitosandan turevli doku iskeleleri plazmid DNA'yi
yuksek verimlilikte hapsedebilen ve koruyabilen katyonik bir matris 6zelligindedir.
Kitosanla kikirdak olusumunu destekleyen uygun goézeneklilikte, gdzenek ¢apinda
ve yeterli mekanik dayanima sahip U¢ boyutlu doku iskeleleri uUretilebilir (Salem
and Leong, 2006; Tigh et al., 2007).

Sunulan tez kapsamindaki c¢alismanin amaci, BMP6 geni ile modifiye edilmis
sican kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucreleri ve kitosan doku iskelelerinden
olusan vyapinin, in vitro ortamda kikirdak doku olusturma potansiyelinin
arastinimasidir. Bu amaca yonelik olarak sigan kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hicreleri kitosan ve lipid bazli ajandan olusan iki farkli gen aktarim sistemiyle
modifiye edilmiglerlerdir. Hlcre kultir calismalari, kitosan doku iskeleleriyle
yuratilmastdr. Yapilan analizlerle htcrelerin modifikasyonu dogrulanmis, hicreler
BMP6 proteinini, deneysel c¢alismalarin devam ettirildigi 21 gun boyunca
sentezlemigler ve kondrogenez gerceklesmigtir. Tez kapsaminda yudrutulen
calismalar ve elde edilen bulgular ilerleyen bolumlerde agiklanmigtir.



2. TEMEL BIiLGILER

Bu bdlimde, yapilan tez calismasinin temelini olusturan konularla ilgili literattr

bilgileri Gic ana bagslik altinda dzetlenmistir. ilk bélimde, gen terapi tanimlanmis,
tarihgesi, gen aktarim mekanizmasi ve gen terapi turleri belirtilerek, somatik gen
terapinin farkh uygulama stratejilerinden ve hedefledigi hastaliklardan so6z
edilmistir. ikinci bélimde, doku miihendisligi ve doku miihendisliginde gen terapi
uygulamalari aciklanmistir. Son boélimde ise kikirdak doku muhendisligi
tanimlanmis, kikirdak dokusunun yapisi ve tiplerinden s6z edilerek kikirdak doku

muhendisliginde gen terapi yaklasimlari agiklanmigtir.

2.1. Gen Terapi

Kromozomlar Gzerinde bireylerin kalitsal karakterlerini tagiyan ve bu karakterlerin
ortaya c¢ikisini saglayan, belli uzunluktaki DNA pargalarindan olusan ve nesilden
nesile aktarilan kalitim birimleri “gen”olarak adlandirilir. Genler “dlzenleyici
bolgeler”, “ekzon” ve “intron” bolgelerinden olusmaktadir. Genlerin ekzon bdlgeleri
protein sentezinden sorumlu sifreyi tasiyan kisimlardir. Organizmada yasamsal
fonksiyonlarin pek ¢ogu, hicrelerin buydk bir bolimdnd olusturan genlerin Grinu
olan proteinlerce yurutulur. Kanda oksijen tasinmasini saglayan “hemoglobinler”,
biyolojik katalizbrler olan “enzimler”, bagisiklik sisteminin elemanlari olan
‘“immunoglobulinler” ve vicutta duzenleyici gorevlere sahip bazi “hormonlar’
organizmadaki proteinlerden yalnizca birkagidir. Genlerin yapisinda meydana
gelen degisimler “mutasyon” olarak adlandirilir. Bazi mutasyonlar, vicudumuzda
hayati oneme sahip bazi proteinlerin hi¢ sentezlenmemesine, gereginden ¢ok
sentezlenmesine ya da hatali sentezlenmesine neden olarak bir takim ciddi
rahatsizliklari ortaya gikarabilir. Ornegin “orak hicreli anemi”, hatali bir genin islev
gOstermesinden kaynaklanan genetik hastaliklardan biridir. Eritrositlerde (kirmizi
kan hucreleri) bulunan ve oksijen tasimakla goérevli olan hemoglobinin beta
zincirinin  altinci  aminoasitindeki degisim, eritrositlerin  kilcal damarlardan
gecmesine engel olacak orak seklini almasina ve dolayisiyla dokulara yeterli
oksijen gitmemesine neden olur. Tek bir gendeki hatadan kaynaklanan bu tur
hastaliklarda, klasik ilagla tedavi yontemleri ¢ogunlukla kalici bir ¢6zim

getiremezken, bugln “gen terapisi” olarak bilinen yaklagsimlasomatik bir hicrede
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bulunan vehastalia yol agcan mutant allelleri yerine, normal olanlar sokularak
enccv temel dizeyden tedaviye gidilebilmektedir. Gen terapisi, en genel tanimiyla,
hiucresel bir islevi degistirmek amaciyla genetik bilgiyi tasiyan nukleik asitlerin
(DNA veya RNA) hicrelere aktarimidir.

2.1.1 Gen terapinin tarihgesi

Gen terapinin ortaya cikisi 1960’ yillara rastlamaktadir. Bu yillarda molekuler
genetigin temelleri atiimis ve bakterilere gen aktarimi gergeklestiriimistir. Memeli
hicrelerinde gerceklestirilen ilk gen terapinin uygulamasi da yine 1960’larda
“Shope papilloma” virtsleriyle yapilan bir calismaya dayanir. Dr. Stanfield Rogers
(Tennessee Universitesi) bu virlsle enfekte olan tavsanlar incelediginde,
kanlarinda asiri miktarda arjinaz enzimi bulundugunu tespit etmistir. Daha sonra
arastirmaci, Shope papilloma virisunin insanlara bulasip bulagsmadigini
arastirmak amaciyla, bazi bilim adamlarinin kanlarini incelemis ve bu virusle, 20
yil dnce bile ¢alisgan bazi bilim adamlarinin kaninda, arjinin seviyesinin normalden
daha az oldugunu gdézlemlemigstir. Bdylece virlsun insanlara bulasarak, insanlarin
genomik yapisini degistirdigine dair bir hipotez ortaya atmistir. Bu hipotezin,
1969’da Almanya’da Dr. Terheggen tarafindan tanimlanan bir genetik hastalik
sayesinde arastirlma olanagi dogmustur. Bu hastalik plazmadaki yuksek
miktardaki arjinin seviyesi ile seyrettigi i¢in, Dr. Rogers Dr. Terheggen’e, hastalara
Shope virlsunlu enjekte etmeyi Onermistir. Bunun Uzerine, hasta iki gocuktan
alinan hdcrelere in vitro ortamda viris aktariimis ve virlsle enfekte hucrelerin
arjinaz aktivitesi kazandigi gorulmustur. Ancak viris dogrudan sistemik dolasima
verildiginde hastalarin arjinin seviyesi dusmemis ve bu nedenle klinik durumlari
degismemigtir. Bu ¢alismayla, gen terapi uygulamalarinda basari saglanmasi igin

gereken bilgi birikiminin ve bilimsel alt yapinin henlz kazanilamadigi anlagiimigtir.

1970’lerin baslarinda “gen terapisi” terimini ilk kullanan kisi Pensilvanya
Universitesinden Dr. Theodore Friedmann olmustur. Gen terapisi esas olarak
1972’de ortaya c¢ikan rekombinant DNA teknolojisinin gelisimiyle ilerlemeye
baglamistir.  RetrovirUslerin  ve bunlarin  vektdr olarak kullanimlarinin
anlasiimasindan sonra, 1980’li yillarda viral genomlar kullanilarak, kultire edilmis

memeli hulcrelerinde gen terapisi uygulamalarina baglanmisgtir. 1983’te Dr.
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Friedmann ve arkadaslari, Lesch-Nyhan hastaligina neden olan kusurlu HPRT
enzimini kodlayan geni, viral yolla normal olaniyla degistirmeyi basarmistir. Bu
calismada, insan HPRT cDNA’sI retrovirUsler araciliiyla bu enzimden yoksun fare
ve insan hucrelerine aktarildiginda, hucreler tarafindan bu enzimin Uretilmesi
saglanmigtir. llerleyen vyillarda hem viral, hem de viral olmayan tasiyicilari
kapsayan yeni teknikler geligtiriimigtir. 1987°de hepatit B virGsune karsi ilk
rekombinant DNA asisi uretilmistir. Bu islem, maya vektorune viral DNA pargasi

yerlestirilerek yapilmistir (Wolff and Lederberg, 1994).

ilk FDA onayl “somatik gen terapisi” denemesi, 1990'da monogenik bir hastalik
icin olgun T hucrelerine gen aktarimi, MoMLV tabanh bir vektor kullanilarak
gerceklestiriimistir. Tedavi, ABD Ulusal Saglik Enstitisu'nde ileri evre "SCID (agir

kombine bagisiklik eksikligi)" hastaligina sahip olan doért yasindaki Ashanti
DeSilva'ya uygulanmistir.  Olimcil bir ba@isiklik sistemi bozuklugu olan bu
hastalik, "adenozin deaminaz (ADA)" enzimini kodlayan gendeki bir mutasyon
sonucu ortaya ¢cikmaktadir. Tedaviye, hastadan bagisiklik sisteminin elemani olan
beyaz kan hucreleri sinifindan T hucrelerinin izolasyonuyla baglanmigtir. Normal
ADA geniyle klonlanmis retroviruslerle T hucreleri karistirilarak, viraslerin T
hicrelerini  enfekte etmesi saglanmis ve bodylece ADA geni, hicrelerin
kromozomuna katilarak aktif hale gelmistir. Genin ifade edildiginden emin olmak
icin genetik olarak degistiriimis (mutant) T hucreleri laboratuvarda dretilmis ve
kliguk kizin kan dolagimina bir milyar ya da daha fazla oranda degistiriimis T

hicresi verilerek tedavi gergeklestiriimistir (Sekil 2.1) (Klug and Cummings, 2000).

Etik kaygilara ragmen, gen terapisindeki bu gelisme; toplumun ve bilimsel
cevrelerin oldukga ilgisini ¢gekmis ve Ozellikle tek genden kaynakl hastaliklar

Uzerine yogunlasan klinik denemelerin baglamasina 6ncl olmustur.
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Sekil 2.1. SCID hastaliginin gen terapi yontemiyle tedavisinin sematik gosterimi
(Klug and Cummings, 2002).

2.1.2. Terapotik nukleik asitler

Gen terapi uygulamalarinda hucredeki bir iglevi degistirmek icin kalitsal materyal
hicrelere aktarilmaktadir. Hedeflenen islev, belirli bir proteinin miktarini arttirmak
ya da azaltmak olabilecegi gibi, yabanci bir proteini tUretmek de olabilir. Kalitsal bir
hastaligin tedavisi i¢in gerceklestirilen uygulamalarda ise, mutant genin ya da bu
genin Urunu olan proteinin ortadan kaldirilmasi amagclanabilir. Basgarili bir gen
terapi uygulamasinin gergeklesmesinin 6n kosullarindan biri, molekller dizeyde
istenilen etkiye uygun olan nukleik asiti segmektir. Aktarimda kullanilan nikleik asit
cesitleri: DNA, RNA ve nukleotid tuzaklaridir. Bunlarin molekuler duzeydeki etkileri
ise genin iglevinin kazaniimasi ya da kaybedilmesi seklinde gérulir (Munson and
Godbey, 2006) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Terapotik nukleik asitler ve molekuler duzeydeki etkileri.

Terapotik niikleik asitler

DNA (oligoniikleotidler, plazmidler, virusler, yapay kromozomlar, bakteriler)

RNA (oligoniikleotidler, ribozimler, siRNA, mRNA, virusler)

Nikleotid tuzaklari

Terapotik niikleik asitlerin molekuler duizeydeki etkileri

Genin iglevinin kazanilmasi (gen degisimi/yer degistirmesi, trans-splicing)

Genin iglevinin kaybedilmesi (antisens RNA, RNA interferans)

Hayatin yapi tagi olan DNA, aktarimda kullanilan baglica kalitsal materyaldir.
Tedavi amacli kullanilan DNA ve RNA dizileri en fazla 20 nikleotidten olusan
“oligonukleotid” denilen kisa zincirler halinde olabilir. Aktarimda kullanilan diger bir
yapl, “plazmid” denilen halkasal DNA parcgalaridir. Ekstrakromozomal
(kromozomdan bagimsiz) plazmidler, ¢ekirdek DNA’sindan bagimsiz olarak
replikasyona veya transkripsiyona ugrayabilir, genin aktarilacagi bolgeyi taniyacak
nukleotid dizileri icerebilecedi gibi ayrica dizenleyici ve baglayici elemanlar olan,
‘promotdr” ve “enhansir” gibi bolgeler de igerebilir. “CMV” (cytomegalovirus)
promotort, memeli hucrelerinde transkripsiyonu basglatmadaki etkinligi nedeniyle
gen terapide yaygin olarak kullaniimaktadir. DNA dlzeyinde “antisens (karsi
anlamli) oligonukleotidler” ise, hedeflenen genlerin regulator bodlgelerinde cift

sarmal DNA ile birleserek yapisini bozarlar.

Gen tedavisinde kullanilan RNA cesitleri ise “antisens oligonUkleotidler”, “siRNA”
(small interfering= kuguk mudahaleci RNA) ve “ribozimler” dir. RNA diuzeyinde
antisens oligonukleotidler post-transkripsiyonel olarak mRNA dizeyinde etki
ederek translasyonu engellerler. siRNA ise mRNA’ya baglanarak genomik DNA
transkripsiyonuna karisir ve mRNA’y1 pargalar. Aktarimda kullanilan bir diger yapi
olan “ribozimler’, hedef mRNA’yl endoribozomal olarak pargalayan enzimlerdir.
“NUkleotid tuzaklar” olarak adlandirilan kisa oligontkleotid zincirleri ise potansiyel
olarak zararli genlerin baslangic sekanslarini taklit ederek mRNA ve protein
miktarinda azalmaya neden olurlar (Boeckle and Wagneri, 2006; Munson and
Godbey, 2006).




2.1.3. Gen terapide kullanilan vektor sistemleri

Gen terapi uygulamalarinda, secilen nikleik asitin eksprese olmasi veya mutant
bir genin ekspresyonunu bloke etmesi gibi iglevlerini gergeklestirebilmesi igin
oncelikle hedef hicreye aktariimasi gerekmektedir. Nukleik asitler hucrelere “yalin
olarak”, “viral sistemlerle” veya “non-viral sistemler” araciligiyla aktarilabilir (Sekil
2.2). Genin aktariimasinda kullanilan tasiyici sisteme “vektor” adi verilir. Eger
terapotik gen organizmaya, bir proteinin sentezlenmesi igcin aktariliyorsa, geni
tasiyan vektorun hicre gekirdegine kadar ulasmasi gerekir. siRNA gibi stratejilerde
ise nukleik asitin faaliyet gostermesi igin sitoplazmaya kadar aktarilmasi yeterlidir

(Mammen et al. 2007; Laporte and Shea, 2007).

Adenoviriis %26
Retroviriis %23

Yalin plazmid DNA %18
Lipofektamin %8
Vaceinia viriis %7
Poxviris %6.8
Adeno-badimh viriis %3.7
Herpes-simplex viriisii %3.4
RMA aktarimi %1.3
Digerleri %4
Bilinmeyenler %2.9

0208000000 -

Sekil 2.2. Gen tedavisi uygulamalarinda kullanilan vektorler ve kullanim oranlari.

2.1.3.1. Viral sistemler

Viral sistemler ilk gelistirilen gen aktarim sistemleridir. VirUslerle gerceklesen gen
aktarimina “transduksiyon” adi verilir. Gen terapide en ¢ok kullanilan virUsler:
“retrovirUsler”, “adenovirtsler”, “adeno-bilesimli virusler” ve “herpes-simplex”
virusleridir.Virusler, DNA veya RNA’dan olusmus genetik materyalin kapsid
denilen hicre disi kilif ile g¢evriimesiyle olusan vyapilardir. Kapsid, protein
yapisindadir ve genin aktarilacagi hucrenin zarindaki reseptorleri taniyip
baglanma oOzelligindedir. Bu Ozellikleri nedeniyle viral vektorlerin  aktarim
verimlilikleri, viris harici sistemlere gore daha yuksektir. Viral kapsidler ayni
zamanda tasidiklari nikleik asitin vicut icinde parcalanmasini engelleyici bir
koruma saglarlar. Ancak virusler tasidiklari kapsid yapisi nedeniyle, enfekte
ettikleri hicrelerde, immiin cevap olusturma riski tasirlar ve bu da verimliliklerini

kisitlayan énemli bir faktordlr. Bu nedenle son yillarda arastirmalar, replikasyona
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ugramayan ve duguk sitotoksisite goOsteren virUslerin geligtiriimesi Uzerine

yogunlagsmigtir (Nazir et al., 2005).

Gen terapi uygulamalarinda siklikla kullanilan virtsler olan “retrovirtsler’, RNA
virusleridir ve “revers transkriptaz” enzimi tasidiklari i¢cin, genomlarindan gift zincirli
“‘cDNA” sentezleyebilirler.  Sitoplazmalarinda bulunan  nlkleoprotein  ve
sentezledikleri cDNA sayesinde konak hicrenin kromozomuna entegre olabilirler.
Ancak retroviruslerin ¢ekirdege erigimi yalnizca hdcre bolinmesi sirasinda
saglanabildiginden, bu durum retroviral vektorlerin kullanimini kisitlamaktadir.
Diger yandan, c¢ogalan hucrelere gen aktarabilme potansiyelleri, beyin
tumorlerindeki kanser hucrelerine secici olarak terapotik genin aktariimasini
saglamaktadir (Bleiziffer et al., 2007).

Retroviral vektorler, gen aktarim verimliliklerinin yiksek olmasi nedeniyle birgok
klinik denemede kullaniimiglardir. Bu vektorlerin hicrenin genomunu degistirme
olasiliklarini ortadan kaldirmak igin, vektordeki “gag”, “pol” ve “env’ genleri
¢ikarilarak buraya hedef gen klonlanir. Vektorin paketlenmesi ise; gag, pol ve env
fonksiyonu olan 06zel bir hicrede gergeklestirilir. Ancak vektor homolog
rekombinasyonla bu genleri alip dogal viris formuna doénusebileceginden, genlerin
herbiri farkli bir ekspresyon vektorine yerlestirilir (Sekil 2.3). Boylelikle vektor
tarafindan bu genlerin tekrar kazanilmasi buyuk 6l¢tide azaltiimis olur (Takeuchi et
al., 1997).

v gag pel eny
W Toropatik gen
- ~
Paketleme |
hilereleri | —
Gag/Pol
@] &) @] proteinleri
o000
aAs A
Gekirdek b= b
Env proteinleri

Resim, Strachan ve Read'den modifiye edilmistir (1).

Sekil 2.3. Retroviral yolla gergeklesen gen aktarim mekanizmasi.
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Adenovirusler ise retrovirtsler gibi insersiyonel mutasyon riski tasimazlar ve
bolinmeyen hcreleri de enfekte edebilirler. Bu nedenle deri, akciger, karaciger,
beyin, kas ve kan damarlari gibi birgok doku i¢in aday vektordurler (Bleiziffer et al.,
2007).

2.1.3.2. Virus harici sistemler

VirGs haricindeki vektor sistemleri genel olarak U¢ kategoriden olusur: Yalin DNA
aktarimini gergeklestiren sistemler, lipid tabanli sistemler ve polimer tabanl
sistemler. Lipid tabanlh sistemler “katyonik lipidler” ve “dendrimerlerden”, polimer
tabanl sistemler “katyonik” ve “nétr polimerler’den olusur.Diger yontemler ise
“‘mikroenjeksiyon”, “elektroporasyon” ve “gen tabancasi” yontemleridir. Bu
yontemlerin ortak 6Ozelligi, yalin DNA ya da plazmidin hdcrelere aktariimasidir
(Gene therapy, 2011).

Viral olmayan vektorler aracihgiyla gerceklesen aktarima “transfeksiyon” adi
verilir. Iki tip sentetik vektér yogun olarak calisiimistir: “Katyonik lipozomlar’ ve
“katyonik polimerler”. Her ikisi de elektrostatik olarak DNA’nin negatif yukli fosfat
gruplariyla etkilesime girerler ve DNA'y1 ‘“lipopleks” ve “polipleks” denilen
kompleksler olusturmak Uzere sikistirir ve yogunlastirirlar. Bu islem DNA’nin
serumdaki nukleazlar tarafindan parcalanmasini engeller. Poliplekslerin
transfeksiyon verimi viral vektorlere gore daha duslik olmasina ragmen,
sikilastirma Ozellikleri, buyluk miktarlardaki DNA’'nin  yogunlastirilabilmesini
sagladigindan, verimdeki azalma bu sayede dengelenebilir (Storrie and Mooney,
2006).

2.1.4. Hicre igine gen aktariminin gerceklestiriimesi

Katyonik vektorlerle olusturulan DNA kompleksleri 150-200 nm’den kugukse
pinositozla, daha blytkse fagasitozla huicre zarinin olusturdugu yalanci ayaklar ile
olusturulan endositik kesecikler halinde hicre igine alinir. Viral olmayan
vektorlerin hucre zarindaki reseptorlere baglanan ligandlarla modifiye edilmeleri

“‘endozom kesecigi” halinde hucre icine alinmalarini kolaylastirabilir. Bu kesecikler

sitoplazmada lizozomal keseciklerle birleserek enzimlerle pargalanir (Eger DNA bir
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vektor tarafindan kalkanlanmazsa, endozom ve lizozumun dusuk pH’I ve yikici
enzimatik etkisi DNA’nin degradasyonuna neden olur). DNA kompleksinin
endozomal yapidan ¢ikmasi kolay degildir. PEI (polietilenimin) gibi polikatyonik
“proton slngerleri” ya da zari pargalayici 6zellikte aktif peptidler endozomdan
cikigl kolaylastirsa da bu yeterli olmayabili. DNA kompleksi sitoplazmaya
gectikten sonra, 10-50 nm arasindaki gozeneklerden gecip ¢ekirdege girmeden
once vektorden ayriimalidir. DNA, katyonik vektorlerden ayrildiktan sonra
sitoplazmadan cekirdege gecebilir. Ancak hlucre mitoz gecirirken cekirdek zari
parcalandigi icin  DNA/vektdor kompleksinin bu esnada ¢ekirdek zarinin
g6zeneklerinden gegebildigi kanitlanmigtir (Salem and Leong, 2006; Boeckle and
Wagner, 2006) (Sekil 2.4).

— 2 Lizozomalve 1 Kiguk partikdller
<W9 0o B'1‘ = endozomal endositozla aliny-"_
— uyu vezikiiller \
Hiicre / partikiiller birlegir '\q'! Transfekte olan
hedeflemesi 4 fagositozla alinir . _—LL® " hiicreler genin
M \ kodladigi
Hiicre disy matriks / iy PR : plazmide gére
\\._/ ] \ 5, “® @) yeniprotein ve
. 0\ @ o ) biiyiime faktorleri
Endozomdan L% .~ c tiretirler
O X Tranzlazyon \‘ % . b \ Partikiil
i g-xi; eze 4 e sitoplazmada
377 Sitoplazmada 5 serbest kalir
plazmid .
= Plazmid
Transkripsiyon vektorden AT ‘
serbest kalir gekirdege /S e
(a) (b) girer %

Sekil 2.4. Gen aktarim mekanizmasi: (a) Genin hucrede izledigi yol ve hedef
proteinin Uretimine kadar meydana gelen degisimler, (b) Katyonik vektorlerin

hlcrelere alinmasindan protein sentezine kadar gerceklesen olaylar dizisi.

Viral vektorler katyonik vektorlere gore hidcre igi gen aktariminda daha
basarilidirlar. Virusler aktif endositozla hicreye girip endozomu parcalayarak
disari ¢ikabilirler. En 6nemlisi, genomlarini aktif olarak g¢ekirdek gézeneklerinden
gegcirip cekirdege aktarabilirler. Ayrica adenovirlsler, katyonik vektorlerden farkh
olarak, hicre iskeleti boyunca g¢ekirdege dogru hareket etme kabiliyetine sahiptirler
(Bleiziffer et. al, 2007) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Adenovirisler aracihgiyla gen aktariminin gergeklesmesi.
2.1.5. Somatik gen terapi ve esey hiicresi gen terapisi

Gen terapiyle iki farkli hicre tipi hedeflenebilir. Bunlar somatik (vicut) hicreler ve
esey (sperm ve yumurta) hicreleridir. “Esey hlcrelerinin gen terapisi’ndesperm ve
yumurta, iglevsel genlerin aktarimiyla modifiye edilir. Degisim esey hucrelerinde
meydana geldigi icin kalitsal olup bir sonraki nesile aktarilabilir. Tedavinin etkisi
gelecek kusaklar uUzerinde goruleceginden, etige aykiri olarak nitelendirilerek
insanlarda uygulanmasi yasaklanmigtir. Ancak mitokondriyal hastaliklar igin

kullanilan ¢ekirdek gen aktarimi etik agidan uygun bulunmaktadir.

“Somatik gen tedavisinde” amag alicinin hicreleri veya dokularinda ilgili hastahgi
duzeltecek genetik degisikligi yapmaktir. Bu tedavide kiginin genomunda meydana
gelen degisiklik sonraki nesillere aktariimamaktadir. Ginimuzde tim gen terapi

uygulamalari somatik hicrelere yapiimaktadir (Mammen et al., 2007).
2.1.6. Klinik uygulamalarda kullanilan gen terapi yontemleri
Farkli hastaliklarin tedavisinde uygulanacak gen terapi ydnteminin segiminde

belirleyici olan unsur, hastaliga neden olan etmendir. Klinik c¢alismalarda

uygulanan belli basli gen terapi yontemleri sunlardir:
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e Mutant genin iglevsel kopyasinin aktariimasi: Bu yontemde mutant gen kalmakta,
ancak eksik olan proteini sentezleyecek islevsel gen hastaya aktariimaktadir.
Ancak mutant genin, normal proteinin galismasini engelleyici bir proteini kodladigi
durumlarda normal genin hlcreye eklenmesi bir yarar saglamaz. Bu sekilde
igsleyen mutant genlere dominant negatifadi verilir. Bu durumun Ustesinden gelmek
icin “gen degisimi” yontemi uygulanabilir (Learn. genetics, 2011).

e Gen degisimi: Mutant geni “homolog rekombinasyonla” fonksiyonel kopyasi ile
degistirmektir. Mutant genin islevinin hlcreye zarar verdigi durumlarda izlenecek
bir yontemdir (Mammen et al., 2007).

e Mutant genin susturulmasi: Ekspresyonu asiri artmis (bazi onkogenler gibi) veya
mutant olan genlere uygulanir. Hatali gen Urlinu olan kusurlu proteinin hastaliga
yol actigi durumlarda kullanilir. Mutant genin susturulmasi, transkripsiyonu
durduran siRNA etkisiyle (RNA interferansi) gergeklesebilir. siRNA mutant alleldeki
tekli ndkleotid polimorfizmlerini yuksek o6zgullukte hedefleyebilir (Boeckle and
Wagner, 2006). Bu diziler araciligiyla, Spinocerebellar ataksi tip 3in vivo
tedavisinde basarilh sonuglar elde edilmistir. Antisens RNA ise hedef mRNA
transkriptinin translasyonunun onlenmesi ic¢in kullanilir (Sekil 2.6.a). Antisens RNA,
Orak hucreli anemide beta-globin geninin inhibe edilmesi ve HIV 1 enfeksiyonunda
CXCR4 yikiminin saglanmasi igcin hlcrelere aktariimistir (Bonadio et al., 1998;
Munson and Godbey, 2007). Ribozimlerle, “H-ras” ve “bcr-abl” dominant
onkogenlerinin  mMRNA'’s1 hedeflenmistir (Sekil 2.6.b). Genin DNA duzeyinde
susturulmasi ise ¢ift zincirli DNA ile Gc¢li sarmal olusturan oligonukleotidler
araciligiyla gerceklesir. Bu zincirler, DNA'’nin mRNA transkripti olugturmasini
engellerler (Kars, 2007; Learn.Genetics, 2011) (Sekil 2.7).

Antisens Teknoloji Kullanarak Translasyonun Onlenmesi|  RIBOZOM TEKNOLOJIST KULLANTLARAK TRANSLASYONUN ONLENMEST
anlamh karsi anlamh
(@)

\ 4
=\\
\ 4\

o)

_,_.v-ﬁ'-' karslllanlamll /] / Ribozom , 4 ""‘:"

-
-
1
-4 Ii" zincir y /"" [ = | eklenir

f
largi anlamh RNA ipligine baglanr kesorek

ribozom mRNA ribozom mRNA ipligini -
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zincirine baglanarak
translasyonunu Gnler

(anlamh=sense translasyonunu dnler

Zingir)

Sekil 2.6. Mutant genin susturulmasi igin uygulanan yontemler: (a) Antisens
teknoloiji, (b) Ribozim teknolojisi.
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Sekil 2.7. Oligonukleotid araciligiyla mutasyona ugramig bir genin susturulmasi.

Spesifik hiicrelerin oldirilmesi: Ozellikle kanser tedavisinde kullanilan bu
yontemle, toksik kemoterapdtik ajan, toksik olmayan formda vicuda verilirken, bu
on ilaci aktifleyen enzimi kodlayan “intihar genin” kanser hicrelerine aktariimasiyla
hicrelerin apoptozu tesvik edilir (Kars, 2007).

Genin onarilmasi: Mutant gen “segici ters mutasyonla” normal fonksiyonuna
dondurilebilir.  SMART [Splaysozomla RNA transkriptinin  kesip c¢ikarilarak
degisimi (trans-splays) ], olusmus bir mutasyonun geriye déndurilmesini saglayan
bir tekniktir (Learn.genetics, 2011).

Gen faaliyetlerinin ayarlanmasi: Genin ifadelenme dizeyini degistirmek veya
tamamen kapatarak geni susturmaktir. Bu uygulama, hiicrede fazla Uretilen bir
proteinin sentezini azaltmak ya da hatali bir proteinin sentezini durdurmak

amaciyla gergeklestirilebilir (Mammen et al., 2007).

2.1.7. Gen aktarimi uygulamalari

Hedef doku ya da organa yapilan gen aktarimi “sistemik yolla aktarim” ve “lokal
yolla aktarim” olmak Uzere iki temel stratejiyle gerceklestirilir. Sistemik yolla
aktarimda vektor dogrudan sistemik dolasima enjekte edilir ve buradan tim
vicuda yayilir. Lokal yolla gen aktarimi ise in vivo ve ex vivo olmak Uzere iki farkli
sekilde yapilir. In vivo gen aktariminda vektorle komplekslestiriimis ya da yalin
haldeki terapotik DNA hastaya dogrudan implante ya da enjekte edilir. Bu
yaklasimla, 6zgul bir hucre populasyonunu hedeflemek gugtur, genelde cevre

dokulardaki hicreler transfekte edilir. Bu yaklagimin basarisi, transfekte olmaya
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uygun olan hicre sayisi ile orantiidir ve transfeksiyon verimine bagli olarak
uretilen protein miktari da degisir (Sekil 2.8).

“Ex vivo gen aktarimi’nda hastanin hucreleri izole edildikten sonra hucreler kultar
ortaminda ¢ogaltilirak hedef gen hlcrelere aktarilir. Gen aktariminin gergeklestigi
hicreler segilerek ¢cogaltilir ve daha sonra hastanin dokusuna implante edilir ya da
dogrudan kan akimina enjekte edilir. Bu yontem maliyet ve zaman bakimindan
dezavantajli olsa da genetik manipulasyonu dogrulanmig hucrelerin kullaniimasi

ve transfeksiyon veriminin dlgllebilmesi bakimindan avantajlidir (Sekil 2.8).

Ex vivo uygulamalarin bir agsamasi olan in vitro uygulamalar ise calismalara
organizmalari dahil etmeden hayvandan izole edilmis hucrelerin laboratuvar
ortaminda kulltirasyonu ve transfeksiyonu asamalarini igerir. In vitro ¢alismalar, ex
vivo uygulamalar igin bir model olusturur (Munson and Godbey, 2006; Mammen et
al., 2007).

IN VIVO GEM TERAPT

| EX VIVO GEN TERAPY |

1
*?. 4‘
P 598w pekombinant
FivY virks

gen tabanzas:

Sekil 2.8. Ex vivo ve in vivo yaklagimla gen terapi.

2.1.8. Gen terapiyle hedeflenen hastaliklar

Gen terapisi 6zellikle genetik hastaliklarin iyilestiriimesinde Ustin bir potansiyele
sahiptir. Bugline kadar, insan Genom Projesi'nin yardimiyla 4000'in (zerinde
genetik hastalik tanimlanmigtir. Bunlar tek bir gene bagli hastaliklar, ¢oklu gen
mutasyonlari, kromozom anomalileri veya nadiren mitokondrinin kromozomal

olmayan DNA'sindaki mutasyonlarin neden oldugu hastaliklardir (Patel, 2009).

17



Gen terapisinin yalnizca genetik hastaliklari degil, ayni zamanda enfeksiyon
hastaliklarini (6rnegin AIDS), kanseri, Parkinson gibi norolojik hastaliklari, g6z
hastaliklarini  ve kardiyovaskuler (kalp-damar) hastaliklari da iyilestirme
kapasitesine sahip oldugu gdsterilmistir (Sekil 2.9). Boylelikle gen bir ilag gibi
hizmet vermektedir. Ayrica “koruyucu gen terapisi” olarak bilinen bir yaklagimla,
olusma riski tasidigi dusunudlen bir hastalik 6nceden Onlenebilir. Bugin gen
terapisinin “terapétik anjiyogenez” (yeni damar olusumu), “miyokardiyal koruma”,
“‘doku rejenerasyonu ve tamiri”, “koroner anjiyoplastinin basarisini sinirlayan
restenoz geligsiminin dnlenmesi” gibi farkl alanlarda da umut vaat edici ¢ozumler

getirecegi dusunulmekte ve arastirmalar surdurtlmektedir (Edelstein et al., 2007).

2.40% 2.30% _-1.80% 1.10%

3.00% W Kanser hastaliklari

B Kardiyovaskuler hastaliklar
B Monogenik hastaliklar
B Enfeksiyon hastaliklar
m Norolojik hastaliklar
W GOz hastaliklan
Diger hastaliklar
Gen isaretleme

Saghkli gonallller

Sekil 2.9. 2010 yilinda gen terapiye yonelik olarak tim dinyada yapilan Klinik

denemelerin hastaliklara gore dagilimi.

2.1.9. Gen terapisi aragstirmalarinda buguine kadar yagsanan onemli gelismeler

1990'h yillarda basglayan klinik denemelerin sayisi her gegen yil artis gostermigtir.
Bu yillarda, talasemi, kistik fibrozis ve bazi kanserler, hatali mRNA'nin onarimi
hedeflenerek tedavi edilen hastaliklardandir. Western Reserve Universitesi'nden
ve Copernicus Terapdtik'ten arastirmacilar ise DNA’y1 ¢ekirdege aktarabilen 25
nm genigliginde kucguk lipozomlar Uretmiglerdir. 1999, onaylanan 116 ¢alismayla
en fazla klinik denemenin gergeklestirildigi yildir. Ancak ayni yil, “ornitin
transkarbamilaz enzimi eksikligi” (OTCD) hastaligi igin denek olarak kullanilan 18

yasindaki Jesse Gelsinger, adenovirus taslyiciya bagli gelisen bagisikli yaniti
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sonucunda, c¢oklu organ yetmezligine girerek yasamini yitirmigtir. Bu olaydan
sonra gen terapisi buyuk gerileme yasamistir. 2000'li yillardan itibaren gen terapi
uygulamasiyla birgok X-SCID hastasi tedavi edilmistir. Ancak bazi hastalarda, viral
taslyiciya bagl olarak kanser ve lIosemi gelismesi Uzerine, 2002'de Fransiz ve
Amerikan FDA'i SCID hastaliginda gen terapisi denemelerini durdurma karari
almistir. 2003 yilinda FDA, retroviral vektorlerin kullanildigi 30 gen terapisi
denemesini askiya almistir. Ayni yil,Los Angeles Kaliforniya Universitesi’'nden
arastirmacilar, Parkinson hastaliginin tedavisi igin, PEG (polietilen glikol) ile kapli
lipozomlar araciligiyla beyine gen aktarimi gergeklestirmiglerdir. 2005’te
hayvanlardaki sagirigin tedavisinde, ATOH1 geninin domuzun kohleayasina
aktariimasiyla basari yakalanmistir. Agustos 2006’da kanserde ilk basarili
uygulama, “ileri metastatik melanom" hastalarindan alinan lenfositlerin kanser
hdcrelerini hedeflemek Gzere genetik olarak modifiye edilmesiyle gerceklesmistir.
2007’deTexas’taki bazi arastirmacilar tarafindan, lipid tabanli nanopartikuller
araciligiyla tumor baskilayici genlerin akciger kanseri tumorlerinin sayisini ve
buyukligunu dnemli miktarda dusurdugu gosterilmistir. Ayni yil, RPE65 genindeki
bir mutasyondan kaynaklanan "Leber konjenital korlGgu" gen terapiyle tedavi
edilmistir. 2009'da geligtirilen bir yaklagimla, nanopartikillere ylklenen genler
tumor hucrelerini 6ldirmek Uzere hedeflenmistir. 2010 yilinda, deri kanserine
neden olan BRAF genindeki mutasyon kaldirilarak, bu kanseri temelden onleyen
veya yayllmasini engelleyen bir tedavi yontemi gelistirilmistir. Bu tedavinin yakin
zamanda FDA tarafindan onaylanmasi beklenmektedir. Ayni yil, Merab Kokaia ve
grubu, epilepsi hastasi bir sicana néropeptid ve reseptdr gen terapisini birlikte
uygulamistir. Tedavi basariyla sonuglanmis ve epilepsi nobetleri baskilanmigtir.
Bu tedavinin , tim beyni etkileyen anti epileptik ilaglara alternatif olarak insanlarda
kullanilabilecegi dusunulmektedir. 2011 yilinda bir grup arastirmaci, mazF ile
modiye edilmis T lenfositler aracihgiyla HIV virisinin replikasyonunu

engellemiglerdir (Gene therapy net., 2011; Gene therapy, 2007).

2.1.10. Gen terapisinde son durum ve ticari urinler

Buglune kadar sadece iki gen terapisi Urinu pazara ulagmigtir. Bunlardan ilki
2004’te, SiBiono Gene Tech tarafindan uretilen “Gendicine” olup 14 vyillik bir

¢alismanin sonunda geligtiriimigtir. Bas ve boyun skuaméz hicreli karsinomunun
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tedavisinde etkili olan bu drun, Cin’de piyasaya surulmustar. Su an Cin resmi
otoritelerince onay verilmis diger gen ilaclari: Sunway Biotech firmasindan ilk
onkolitik virus olan H101 — “Oncorine”, Medgenn firmasindan akciger kanserinde
kullanmak Uzere geligtirilen anjiogenik inhibitdr olan “Endostar’dir. Rekombinant
insan p53 tumor baskilayici geni tasiyan bir adenoviral vektord iceren Gendicine,
tumorlla bolgeye enjekte edildikten sonra hucre siklusunu durduran ve apoptozu
tesvik eden bir antitiméral aktiviteyi tetikler. ilag faz Ill galismasinda, 120 hastada
radyoterapi ve kemoterapiyle birlikte denenmistir. Sonugta, ilacin bu tedavilerin
etkinligini U¢ kattan fazla arttirdigi gorilmas ve 3 yillik takip suresince higbir

hastada nuks izlenmemistir (Patel, 2009).

2007 yilinda Filipinlerde piyasaya surtilen “Rexin-G” ise retroviral bir vektor iginde
Siklin-G1 tumor baskilayict genini igerir. Rexin-G’nin avantaji, intratimoral
enjeksiyona gerek kalmadan, intravendz olarak uygulanabilmesi ve sadece
kanser hucrelerini hedefleyebilmesidir. Rexin-G, pankreas kanserinin tedavisi icin

Amerikan ilac ve Gida idaresi (FDA) tarafindan onay almistir.

Nisan 2009 Pharmaprojects dergisinde, halen galigilan 244 adet gen igerikli ilag
uzerinde caligmalarin oldugu rapor edilmistir. Akut ekstremite iskemisinde
hepatosit bliyime faktorini kodlayan plazmid iceren “Collategene” Japonya’'dan
onay beklemektedir. Bir tir beyin kanseri olan gliomun tedavisi igin, Ark
Therapeutics tarafindan geligtirilien “Cerepro” adenoviral yolla timidin kinaz
enzimini tasiyangenbazli bir ilagtir. Tumor kitlesinin ¢ikarilmasindan sonra
hastalarinsagliklibeyindokusuigineenjeksiyonlaverilir. ilerleyen gunlerde
intraveno6z yolla verilen “Ganciclovir’, Uretilen timidin kinazi mitozu inhibe eden bir
maddeye donusturar. Beyindeki saghkh noéronlar boélinmedigi igin  tGmor
hdcrelerinin gogalmasi inhibe edilir ve yeni timoér olusumu engellenir. Cerepro’nun
yakin gelecekte tum Avrupa’da kullanilmak Uzere piyasaya surulmesi
beklenmektedir (Patel, 2009).

2.2. Doku Miihendisliginde Gen Terapi Uygulamalari

Doku muhendisliginde hucrelerin gogalmasini, gogunu, farklilagsmasini ve matris

sentezini uyaran, ayrica dokuda meydana gelen bazi katabolik sureglerin ve
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inflamasyonun  durdurulmasina yonelik olarak buyume, farklilasma ve
transkripsiyon faktorleri ile sitokinler gibi biyosinyal molekullerin kaltur ortamina
eklenmesi gerekmektedir. Yapilan galismalar, biyosinyal molekullerin rekombinant
molekdller halinde kultir ortamina verilmesi yerine, hucrelere gen terapi
yontemiyle aktariimasinin yumusak doku yenilenmesi, kemik olugsumu, kikirdak ve
kemik iyilesmesi gibi rejeneratif surecglerin gerceklesmesinde daha etkili oldugunu
gOstermektedir. Ayrica bazi rekombinant proteinlerin dogrudan canliya
verilememesi nedeniyle, bu molekullerin sentezlenmesi igin gen terapi yonteminin

uygulanmasi zorunludur.

2.2.1. Biyosinyal molekiillerin uretiminin gen aktarimiyla saglanmasinin

avantajlari

Biyosinyal molekuller, vicuda rekombinant proteinler halinde aktarildiklarinda,
proteinlerin in vivo’da yarilanma oOmdurlerikisa oldugu igin etkinlikleri kisa
surmektedir. Bu nedenle molekullerin, hasarin oldugu bolgeye terapoétik dozda
ulagsmasi igin yuksek miktarda ve tekrarlanarak verilmesi gerekmektedir. Bu durum
hem tedavi maliyetlerinde artisa neden olur, hem de hedeflenen organlar igin
terapotik olan bu doz hedeflenmeyen organlarda hasara yol acabilir (Saraf and
Mikos 2006). Rekombinant proteinlerin diger bir olumsuz tarafi ise vicuttaki
proteinlerin  translasyon sonrasinda gecirdigi modifikasyonlardan yoksun
olmalaridir. Boylece aktivite gOstermeleri icin gereken konformasyonu

kazanamadiklarindan tedavide etkin olamayabilirler (Storrie and Mooney 2006).

Tum bu problemlerin ¢éziUmunde gen terapi yontemi oldukga etkilidir. Bu
yontemle tedavide gerekli olan proteinleri sentezlemek amaciyla proteinleri
kodlayan terapdétik genler, hasarli bolgeden alinan hicrelere aktarilir ve tekrardan
bu bolgeye enjekte edilerek; yuksek seviyelerde, surekli ve lokal olarak gen
ekspresyonu saglanir. Modifiye edilmis hlicreler proteini lokal olarak sentezler ve
dogal bir sekilde mikrogevrelerine salarlar ve bdylece hedeflenmeyen cevre
dokular da en az sekilde zarar gorur. Ancak genetik bir hastaligi tedavi etmek igin
kullanilan gen tedavisinde onarilmis bir genin hayat boyu ekspresyonu istenirken,
doku onarimini gergeklestirecek transgenin gegici ve lokal ekspresyonu istenir
(Saraf and Mikos 2006; Steinert et al., 2008).
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2.2.2. Doku muhendisliginde gen aktarim stratejileri

Terapotik bir proteini kodlayan geni iceren DNA dizisi; herhangi bir vektor igine
yerlestiriimeden ya da (virUs, polimer veya lipid tabanli) uygun bir vektor igerisine
yerlestirildikten sonra aliciya 4 farkl yoldan aktarilabilir:

1- Dogrudan in vivo gen aktarimiyla: Terapotik DNA hedef dokuya ya da
dogrudan sistemik dolasima verilir.

2- Genetik modifiye hucrelerle ex vivo gen aktarimiyla: Tedavisi gergeklestirilecek
dokuya 0Ozgu hucreler (fibroblastlar, deri hucreleri vb.) veya kok hucreler,
hastadan izole edilir. Daha sonra bu hucreler kilttire edilip ¢ogaltildiktan sonra,
hedef geni iceren nukleik asit dizisi iceren vektér araciligiyla ya da yalin haldeyse
fiziksel yollarla (enjeksiyon, gen tabancasi, elektroporasyon gibi) genetik olarak
modifiye edilir. Modifiye hlcreler in vitro’da secildikten sonra aliciya verilir.

3- Gen ile aktive olmus 3 boyutlu matrisler (GAM) araciliiyla gen aktarimi:
TerapoOtik DNA U¢ boyutlu matris yapisina enkapsule edilir ya da immobilize edilir.
Ardindan GAM vyapisi hastaya implante edildikten sonra gen aktarimi bu yapi
araciligiyla gerceklesir.

4- Genetik olarak modifiye edilmis hucreler 3 boyutlu matris yapisina ekildikten

sonra hastaya implante edilir (Bleiziffer et al., 2007) (Sekil 2.10).

3 boyutlu matris J t

Sekil 2.10. Doku muhendisliginde uygulanan gen aktarim stratejilerinin sematik

gosterimi.
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2.2.3. GAM tasarimi

GAM yapisini olusturan DNA, matris ile iki temel mekanizmayla birlesir. Bu

mekanizmalar, “doku iskelesine enkapsulasyon” ve “yuzeye immobilizasyon”dur.

2.2.3.1. Vektorlerin doku iskelesine enkapsilasyonu

DNA’nin doku iskelesine enkapsulasyonda; hedef bolgede, lokal ve kontrolli DNA
salimi amaglanir. Vektor doku iskelesine hapsediimeden oOnce katyonik bir
polimerle yogunlastirilabilir (kondensasyon). Bu islem pargcacik buyukligina
azaltir, DNA’y1 degradasyondan korur, DNA'nin hiicre membraniyla etkilesimini
saglar ve proton sunger etkisi ile endozomdan ¢ikisini kolaylastirir. Polietilenimin
(PEI) DNA'nin yogunlagtirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir polimerdir. (Storrie
and Mooney, 2006).

Vektorlerin doku iskelesine enkapsulasyonu, doku iskelesi fabrikasyon yontemleri
ile birlikte (gazla kopuklendirme-partikil uzaklastirma, elektroegirme, sicaklikla
indUklenmis faz ayrimi, ¢bzicu buharlastirma gibi) gerceklestirilir. Vektdér doku
iskelesine hapsedilirken dikkat edilmesi gereken 6nemli nokta, doku iskelesinin
fabrikasyonunda kullanilan yontemin vektore zarar vermemesidir. Cunku ylksek
sicaklik, organik ¢ozuculer, serbest radikal olusumu ve kayma gerilimi vektorun
parcalanmasina neden olabilir. Vektor polimer i¢ine hapsedilirken kurutulmasi ve
sukroz gibi protektanlarla stabilize edilmesi gerekmektedir. Eger dehidrasyon ve
rehidrasyon iglemleri sirasinda vektor kati formunu koruyabilirse daha uzun émurli
olabilir. Vektorler, hidrofilik (6rnegin; hidrojeller) ya da hidrofobik polimerlere
enkapstle edilebilir (Sekil 2.11). Ornegin, hidrofobik bir polimer olan laktid ve
glikolid kopolimerleri (PLGA) ile yapilan bir galismada gaz képuklendirme/pargacik
uzaklastirma yontemi kullaniimistir. Kopuklendirme metoduyla, yuksek derecede
g6zenekli olan ve i¢ ice gegmis gbzenek yapisina sahip bir iskelenin olusmasi
saglandigi gibi, ayni zamanda DNA organik g¢dzlculer kullaniimadan iskeleyle
birlestiriimigtir. Vektorun hidrofobik polimerlerden serbest kalmasi U¢ asamada
gerceklesir. Bu asamalar: polimerin degradasyonu, vektorun ¢ozilmesi ve son

olarak vektorun polimerden difuzyonudur. PLGA gibi biyobozunur polimerlerden
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tasarlanmis GAM vyapisi, in vivo'ya implante edildiginde; vicut sivisi polimeri
degrade ederek gozenekler arasindan sizar, hapsolmus vektora yapidan ¢ozer ve
difizyonunu saglar. Poli(etilen-ko-vinilasetat) EVA, gibi biyobozunur olmayan
polimerlerden vektorin serbest kalmasi ise dnceden var olan gézenekler igine su

molekullerinin sizmasiyla gergeklesir (Laporte and Shea, 2007) (Sekil 2.11.b).

Hidrofilik gen aktarim sistemleri olan hidrojeller, dodal ya da sentetik hidrofilik
polimerlerin kendiliginden birlesmesi ya da c¢apraz baglanmasiyla olugan ve
yapisinda % 90’ in Uzerinde su bulunduran polimerlerdir. Hidrojelden gen aktarim
sistemleri gelistirmede kullanilan polimerler: Kollajen, jelatin, ipek-elastin benzeri
polimerler, kitosan, agaroz, hiyaluronik asit, fibrin ve polietilen glikol (PEG)dur.
Hucrelerin  jellesmeden once zarar gormeden hidrojele hapsedilebilirligi, bu
teknigin vektorler igin de kullaniimasini saglamistir. Hidrojelden vektérin serbest
birakilmasi hidroliz veya hucre duyarli jel aracili mekanizmalarla gergeklesir ve ag
bayuklagu, iyon degisimi ve kimyasal gruplarin yerlesimine bagli olarak manipule
edilebilir. Daha genis bir ag yapisi daha cabuk sismeye neden olur. Genis ag
yapisinda hidrolize olabilen gruplar agin omurgasinda bulunursa yapi g¢abuk
parcalanir, bu gruplar agin baglanti bodlgelerinde yer alirsa yapinin pargalanma
orani duser (Laporte and Shea, 2007) (Sekil 2.11.a).

A) Hidrojeller

Ly
we - (A
B) Hidrofoblk polimer doku Iskelelerl P
P

o = 09

por ¢apr: 10500 pm

Sekil 2.11. Vektorlerin hidrojellerden (a) ve hidrofobik doku iskelerinden (b)

ayriimasi.
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2.2.3.2. Vektorlerin doku iskelesi ylizeyine immobilizasyonu

Vektorlerin doku iskelerine immobilizasyonu iki sekilde gerceklesir: Ozgll olmayan

etkilesimler ve 6zgul etkilesimler (Sekil 2.12.a).

Ozgil olmayan etkilesimler, negatif yiikli DNA ve RNA ile pozitif yikli protein,
katyonik polimer ve katyonik lipid arasindaki hidrofobik, elektrostatik etkilesimler
ve van der waals kuvvetleri araciigiyla gergeklesir. Vektorun polimere baglanma
kuvveti, birbiriyle etkilesecek gruplarin oranlarina baglidir (Ornegdin polimerdeki

amin gruplariyla, DNA’daki fosfat gruplari orani).

Ozgiil etkilesimler, polimer ve vektor arasinda, birbirini kimyasal olarak
tamamlayici fonksiyonel gruplar arasinda olur. Biotin-avidin etkilesimi ve antijen-
antikor etkilesimi bu tur etkilesimlerdendir. Hiyaluronik asitle olusturulmus
hidrojellerin neutravidinlenmesi ve PEI-DNA kompleksinin biyotinlenmesi sonucu
gerceklesen etkilesim biotin-avidin  etkilesimine bir drnektir. Antijen-antikor
etkilesimine, kollajen ve politretan filmlerin, anti-adenoviris antikorlariyla modifiye

edildikten sonra, adenovirus antijenine baglanmalari 6rnek olarak verilebilir.

Ozgiil olmayan yollarla immobilize olmus bir vektér ylizeyden salimla yapidan
ayrilirken, kovalent olarak baglanmis vektor, bagin kirilmasi ya da matrisin

parcalanmasiyla serbest kalir (Sekil 2.12.b).

A) Ozgiil olmayan baglanma Ozgiil baglanma
- Van der waals avidin-biyotin
- Elektrostatik antikor-antijen
- Hidrofobik

B)

P
e

AT

/“'//s

— 4 -'::: : :“’/
=
immobilize ylizeyden bagin polimerin
vektér salim kirlmasi  bozunmasi

A) Vektérin polimerin ylizeyine immobilizasyonu
B) Vektériin yizeyden ayrilmasi
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Sekil 2.12. (a) Ozgiil ve 6zgil olmayan etkilesimlerle vektérin baglanmasi, (b)
Vektorun biyomateryalden ayriimasi.

2.2.4. Doku iskelelerinden gen aktarimi

DNA’nin doku iskelelerine baglanma sekline gore gen aktarimi iki sekilde
gerceklesir. Bunlar, “polimerden serbest kalma” ve “substrat aracili gen
aktarimi”dir. DNA, doku iskelesine enkapstlle edilirse, polimerden serbest kalma
mekanizmasi ¢alisir. Bu mekanizmayla, plazmid DNA’'nin Urettigi terapétik protein
hizli bir sekilde veya birkag gunden bir aya varabilen bir periyot siresince
polimerik yapidan serbest birakilir. Diger yandan substrat aracili aktarim, DNA’nin
biyomateryal ylUzeyine immobilize oldugunu gosterir. Bu yaklasim, doku
rejenerasyonunu destekleyen hucre adezyonu ve gocgunu tesvik etmek igin

uygulanir (Bleiziffer, 2007).

ila¢ salim teknolojisi, gen terapi teknigi ve biyomateryal doku iskelelerinin sinerjik
uygulamasi, ileri duzeydeki doku implantlarinin Uretilebilmesine olanak saglayan
bir yaklagsimdir. Bu yaklasimda gen terapi teknigi iki farkli sekilde uygulanabilir. ilk
yaklasimda, énceden plazmid DNA ile in vitro ortamda modifiye edilmis hlicreler
bir doku iskelesine ekilerek malzemenin dokuya implantasyonu gergeklestirilir.
ikinci yaklasimda ise viral ya da viral olmayan bir vektér icerisindeki plazmid DNA
doku iskelesiyle birlestirilerek, elde edilen GAM vyapisi hastaya implante edilir
(Sekil 2.13.a). Doku iskelesi her iki yaklasimda da doku olusumu igin hicrelerin
icine gd¢ edebilecedi alani ve gereken fiziksel destegi saglar. implante edilen
GAM yapisina ¢evredeki dokulardan go¢ eden hicreler, matristen salinan plazmid
ile transfekte olurlar ve ve istenilen gen Urdndnl (6rnegin, buyime faktdri)
uretmeye baslarlar. Burada, hucreler doku rejenerasyonunu destekleyen bir
fabrika rolunu Ustlenirler (Sekil 2.13.b) (Salem and Leong, 2006).

Dokuya gdg eden yarayl

iyilegtirici hiicreler @ Yaral
YARA DOKUSU * /

.- - “ = - . y § -\ g
» e a8l
" N TR Z F
G T
. PP 1. OMARICI
ONARICH | VR T é/
HUCRELER SN~ JRICRELER \
o P gt - ) \
SERUAR e Plazmidleri hapsetmig, A
SR P

iskeleler uzun siireli ve fl Hucreler birkez aktive edildiklerinde,
kontrollii bir gekilde Hucreleri yara iyilegmesi ve damarlagmayi

saglayan tedavi edici proteinleri
salim yapar transfekte eden ey P

{a] ¢ {b) plazmidier uretmeye baglarlar

ey

26



Sekil 2.13. (a) Gen ile aktive olmus matris yapisi, (b) Doku iskelelerinden gen
aktarimi yoluyla doku onarimi.

Sistemik yolla veya enjeksiyonla yapilan gen aktariminda, bir hucre
populasyonunun veya vicuttaki 6zgul bir bolgenin hedeflenmesi oldukga gug iken,
polimerik doku iskelelerinden salinan vektor birincil olarak implant boélgesinde
lokal bir gen ekspresyonunu saglar. Ayrica polimerik doku iskelesi; vektord,
terapotik kapasitesini dusuren serumdaki nukleazlardan, proteazlardan ve immun
sistem saldirilarindan buyuk olgude korur. Polimerik malzemeler, viral vektorler
icin de avantajlidir. Bu yapllar, viruslerin yarilanma omdarlerini uzatarak, virisun
maruz kaldigi immun cevabi azaltirlar. Buna ek olarak, doku iskelesi tabanli gen
aktarim sistemleri vektori uzun sire tasiyabildiklerinden, hucrelerin transfekte

olma olasiliklarini arttirlar (Bleiziffer et al., 2007; Dang and Leong, 2006).

2.2.5. Doku muhendisligi ve gen terapi yaklagimiyla onarilan dokular

Gen terapi ve doku muhendisligi yontemlerinin sinerjik yaklasimlari; deri, kikirdak,
kemik, kan damarlari, kas, karaciger ve pankreas gibi birgcok dokunun onariminda

birlikte kullaniimaktadir.

2.2.5.1. Deri ve yara iyilesmesi

Derinin baskin hucreleri olan keratinositler ve fibroblastlar, deriden kolaylikla izole
edilebilir ve in vitro’da cogaltilarak genetik olarak modifiye edilebilir. Bununla
beraber, derideki yaralarin iyilesmesinde siklikla kullanilan EGF (epidermal
biyime faktort), farklh gen aktarim ydntemleriyle hicrelere aktarilabilir. Bir
calismada EGF cDNA’sinin, partikil bombardimani ile kismi kalinliktaki yaralara
aktariimasiyla dokudaki EGF proteininin miktari artmis ve iyilesme sureci
hizlanmistir (Andree et al.,1994). Diger bir calismada, hEGF’i ifade eden plazmid,
fibrin matris ile birlestiriidikten sonra Uzerine insan keratinositleri ekilmistir.
Olusturulan yapi, farelerde olusturulmus yaral dokuya implante edildiginde, EGF
ekspresyonunun kontrol grubuna gore 180 kat arttigi ve bu artisin 7 glin boyunca
devam ettigi gorulmustur (Andree et al., 2001). PDGF- (plateletten turevli buyume
faktora) ile yapilan bir galismada, bu bluyume faktoriG dermal fibroblastlara

aktarildiktan sonra hucreler PGA doku iskelelerine ekilmistir. Olusturulan matris ,
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diyabetik bir farenin yara dokusuna implante edildiginde kontrollere gore epitel
dokusu olugsumu % 40 kadar hizlanmistir (Breitbart et al., 2003).
2.2.5.2. Kemik

Tibial (kaval kemigi) kiriklarin onariimasinda ve birbirine kaynamayan kirik uglarin
tedavisinde BMP-2 ve BMP-7 genleriyle yapilan klinik uygulamalar FDA tarafindan
onaylanmistir. Ayrica kemik dokusunda damarlagsmayi desteklemek icin VEGF
cDNA’sini (vaskuler endotelyal buylime faktor) aktaran sistemler gelistirilmistir.
Menopoz sonrasinda meydana gelen kemik erimesinin dnlenmesinde, bu evredeki
kemik yikimina neden oldugu dusinulen IL-1 ve TNF-a’nin baskilanmasi
hedeflenmistir. Bu amaca yodnelik olarak, ovaryumu cikartilmig farelere bu
sitokinlerin antagonistlerini kodlayan genler aktariimistir. Sonucta, farelerdeki

kemik erimesinin buyuk dl¢lide azaldigi gérulmustur (Kofron and Laurencin, 2006).

2.2.5.3. Sinir

Sinir dokusunun yenilenmesi olduk¢a yavas bir suregtir. Nororejenaratif sureci
baglatacak faktorler noral huacreler (néronal projenitor huacreler ve noéral kok
hicreler), sinir kilavuz kanallari yerine gecgecek sinir doku iskeleleri ve norotrofik
faktorlerdir. Sinir yenilenmesinin gerceklesmesi icin hicrelerin NGF (sinir baylime
faktora), BDNF (beyin turevli norotrofik faktor), IGF-1 ve PDGF gibi norotrofik
faktorleri salgilamasi gerekmektedir. Genetik olarak modifiye edilmis fibroblastlar
ve HEK-293 hicreleri bu faktorlerin salimi igin ideal hucrelerdir.  Periferik
sinirsistemi yaralanmalarinda, hasarli sinirin primer olarak onarilamadigi
durumlarda araya “sinirgrefti” veya “sinirkilavuz kanallari” konmaktadir. Sinir
kilavuz kanallari yerine gecen sentetik materyaller laktat polimeri, polietilen ve
silikon polimer tupler gibi maddelerdir. Son yillarda driumcedin ipek fiberleri, sinirin

yapimi icin yenilikgi bir madde olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bleiziffer et al., 2007).

Noéronlarin genetik manipulasyonunda kullanilan vektorlerden HSV-1 (herpes
simplex virus), bu alanda oldukga basarili bir vektordir. Lumbar motor
noronlarinda islev kaybi olan farelere, HSV-1 araciligiyla norotrofik bir faktor olan
GDNF ve anti-apoptotik Ozellikte bcl-2 geni aktarildiktan 5 ay sonra, genin
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aktarildigi distal noronlarin kontrol gruplarina goére daha fazla iglev kazandiklari

gOrulmustur (Natsume et al.,2003).

2.2.5.4. Kan damarlan

Yapay organ veya doku olusumunda iglevsel kandamarlari olusumu vedamaragi
baylk onemtagsimaktadir. Bu amagla, ex vivo ve in vivo metodlar gelistirilmistir.
Ornegin, matris yapisina ekilen endotelyal hiicreler damarlanmayi uyarici
faktorlerle (VEGF gibi) genetik olarak modifiye edilerek ya da edilmeden,
damarlanmis bir matris olusumunu saglarlar. Bununla birlikte, PDGF (plateletten
tirevli buylime faktorld) geninin, kollajen ve PLGA doku iskelelerine hicreler
kullaniimadan dogrudan aktarimiyla olusturulan GAM vyapisinin implantasyonu,
implantin yerlestirildigi dokuda damarlanmayi desteklemistir (Bleiziffer et al.,
2007).

2.3. Kikirdak Doku Miihendisligi

Kikirdak dokusu, yenilenmesi basit bir doku olarak gozukse de, vucuttaki diger
dokulardan farkli olarak yenilenme icin gerekli sinirsel baglantilari az, kan ve lenf
damarlarindan yoksun bir dokudur. Kondrositlerin hareketsizligi ve ¢ok zor
cogalabilmeleri, kikirdak doku onarimini zorlagtiran faktorler arasinda vyer
almaktadir. Subkondral kemige ulasmayan, yalnizca artikular kikirdak i¢inde kalan
hasarlarda, zarar goren bolgede damarlasmanin olmamasi nedeniyle, iyilesme
surecini baglatacak kandaki ve kemik iligindeki kok hucreler ve dokuda yerlesik
olan kondrositler lezyonun gerceklestigi bolgeye goc edemezler. Boylece hasari
giderebilecek onarici bir matris yapisi hucreler tarafindan dretilemedigi icin defekt
doldurulamaz ve hasar kalici hale gelir (Chung and Burdick 2008; Steinert et al.,
2008).

GunUmuzde, kikirdak dokuda karsilagilan belli basli rahatsizliklar sunlardir:

e Romatoid artrit (eklem iltihabr)

e Osteoartrit

e Travma

e Kalitsal anormallikler

29



¢ Artroz (eklem yipranmasi ya da yaslanmasi)

¢ Kireclenme (kalsifikasyon), kemiklesme (ossifikasyon), lifsel dejenerasyon

e lyi ya da kéti huylu timérler

Yaralanmalar ve kazalar sonucunda en fazla hasar goren kikirdak, artikular
(eklem) kikirdak olmaktadir. ABD’de her yil ileri evre eklem hasarina sahip
250,000°den fazla kisiye diz kapagi ve kalgca protezi ameliyati yapiimaktadir.
Ayrica, yaslanan nifus ve artan obezite gibi problemlerin, gelecekteki osteoartrit

vakalarinin sayisinda buyuk artiga neden olacagi dugunulmektedir.

Eklem kikirdaginin onarilmasinda popduler tedavi yontemleri; Estetik ve ortopedik
ameliyatlar, doku transplantasyonu ve protez uygulamalaridir.Tim bu tekniklerle,
eklemdeki aci hafifletilip ekleme fonksiyon kazandirilsa da, klinik uygulamalarda
bu tekniklerden uzun donemli sonuglar alinmasini engelleyen bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. En 6nemli sorun, bu tekniklerle olugturulan kikirdagin matris
yapisinin, biyokimyasal ve biyomekaniksel 6zellikleri bakimindan hiyalin kikirdagin
gerisinde kalan ve temelde tip | kollajenden meydana gelen fibréz kikirdak
olmasidir. Bu kikirdak tipi, uzun sureli mekanik dayanima sahip olmadigindan
zamanla ve yUk artigiyla pargcalanmaya egilimlidir ve bu durum ¢éziimlenememesi
osteoartrite yol agar. S6z konusu tedavilerin diger olumsuzluklari, ameliyat sonrasi
gelisebilecek komplikasyonlar, dokunun alindigi bélgede hasar olusmasi ve greft
reddidir (Chung and Burdick, 2008). Tum bu tedavilerin olumsuzluklarina ¢ézim
getirmek Uzere oOngorulen yaklasim “doku mihendisligi ile kikirdak dokusu
uretilmesidir”. Bu yaklasimla uygun doku iskeleleri, buyime faktorleri ve hucreler

kullanilarak kikirdak dokunun in vitro kosullarda olusturulmasi saglanir.

2.3.1. Kikirdak doku fizyolojisi

Kikirdak dokusu, destek dokusunun 6zel bir ¢esididir. Ancak kikirdak dokusunda
diger destek dokularda gorulen kan ve lenf damarlar ile sinirler bulunmaz.
Kikirdak “kondrosit” denilen hicrelerden ve bu hucrelerin sentezleyip salgiladiklari
bir htcre digi matristen (Ekstraselller matris, ECM) olusur. Kondrositler bu matris
icinde “lakuna” adi verilen bosluklarda tek tek ya da tek bir kondrositin mitoz
bdlinmesiyle 8 hlicreye varabilen “izogen gruplar” halinde bulunurlar (Sekil 2.14).

Hucreler proteoglikan, glikozaminoglikan ve kollajen sentezi yaparak ECM’in
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devamliligini saglarlar. Sekil 2.14’'te hucrelerin sitoplazmalarinda gozlenen agik

alanlar, yag damlaciklari ve glikojen depolaridir.

Sekil 2.14. Kikirdak doku (a) histolojik kesit gorintisu. Hacreler laklnler igerisinde
yer almaktadir. Perikondriyum seklin Ust ve alt kisminda pembe ile boyanmis
kisimda gosterilmistir (hemotoksilen-eozin boyamasi) (b) Kondrosit elektron

mikroskop goruntusu.

Kikirdagin avaskuler yapisi hucrelerin beslenmesini de zorlastirir. Oksijen ve besin
alimi igin gereken vaskuler destegi kikirdagin etrafindaki bag dokusu olan
“perikondriyum” saglar (Sekil 2.14.a). Besin maddeleri, perikondriyumdaki kilcal
damarlardan kikirdak matrisine geger ve difuzyonla hicrelere ulasir. Kikirdak
matrisinin yapisindaki proteoglikanlara gevsek olarak baglanan su molekdilleri,
matrise kolloidal bir 6zellik kazandirarak difuzyonu kolaylastirir (Junqueira and
Carneiro, 2005; Akay, 2006).

Hareketli eklem yuzeylerini orten artikular kikirdakta perikondriyum bulunmadigi
icin oksijen ve besin maddelerinin alimi, eklem bosluklarindaki sinoviyal sividan
difizyonla gergeklesir. Hucrelerde biriken metabolik artiklar ise difuzyonla

perikondriyum kilcallarina gegerek uzaklastirilir (Junqueira and Carneiro, 2005).

Kikirdak matrisi, esnek ve oldukg¢a kivamli bir yapiya sahip yuksek oranda hidrate

bir jeldir. Bu dokunun net kuatlesinin % 60-80'i sudan olusmaktadir. Kollajen,
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hiyaluronik asit, proteoglikanlar ve az miktarda degisik glikoproteinler kikirdak
matrisinin batun tiplerinde bulunan esas makromolekullerdir. Agregan, kikirdagin
karakteristik proteoglikanidir. Kikirdak matrisinin esas glikozaminoglikanlari ise
“kondroitin sulfat” ve “keratan suilfat" tir. Glikozaminoglikan zincirleri, proteoglikan
cekirdek proteinlerinden uzanir. Cekirdek proteinin bir ucunda bulunan polipeptid
halkasina hiyaluronik asit molekulleri baglanir. Proteoglikan molekulleri ise
baglayici bir protein araciligiyla hiyaluronik asite baglanir (Henrikson et al., 1997;

Akay, 2006) (Sekil 2.15).

Cekirdek proteini

. Kondrotin siilfat zincirleri
Kollajen

Matris Keratan siilfat zincirleri

Baijlanti proteini

Sekil 2.15. Kikirdak matrisinin molekuler yapilanmasi

Kikirdak dokusuna esnekligini matris yapisindaki kollajen ve elastik lifler ile
uzanan negatif yuklu glikozaminoglikan zincirlerine sikica baglanan su molekulleri
kazandirir. Bu esneklik sayesinde mekanik zorlanmalar karsisinda kikirdak
dokusu seklini korur. Kikirdagin sert yapisi ise kollajen lifler ile proteoglikan
matrisin glikozaminoglikan yan zincirleri arasindaki elektrostatik baglar sayesinde
kazanilir (Junqueira and Carneiro, 2005; Akay, 2006).

Kikirdagin temel gorevi yumusak dokulari desteklemektir. Kikirdagin dizgun
yuzeyli ve esnek bir yapiya sahip olmasi, eklem ylzeylerine darbe emici ve
kaygan bir Ozellik kazandirarak kemigin hareketini kolaylastirir. Hizli  bayime
yetenedi ve sertligi nedeniyle embriyonik donemde iskelet goérevini Ustlenen
kikirdak dokusu, buyime déneminde ise uzun kemiklerin biaylime ve gelismelerini
destekler. Kulak ve solunum yolu gibi bolgelerde ise esnek ve dayanikli bir
cerceve gibi islev gostererek organlarin kapanip igine gokmesini engellemektedir.
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Kikirdak dokusunun bilesimindeki degisiklikler, Gg tip kikirdagin ortaya ¢ikmasinda
etkilidir. Hiyalin kikirdak, fibroz kikirdak ve elastik kikirdak (Sekil 2.16).

Kondrositler Kollajen fiberler

Elastik fiberler

Sekil 2.16. Kikirdak doku tiplerinin sematik gdsterimi (a) hiyalin kikirdak, (b) elastik
kikirdak, (c) fibroz kikirdak.

Ug tip kikirdak igerisinde en yaygin bulunani hiyalin kikirdaktir (Sekil 2.16.a). Uzun
kemiklerin boyuna blylUmesinden sorumlu “epifizyal plak” hiyalin kikirdaktan

yapiimigtir. Bu nedenle “buyume kikirdagl” olarak da adlandirilir. Erigkin
memelilerde ise kaburgalarin gogus kemigine (sternum) tutunma bolgesinde,
hareketli eklemlerde kemigin yuzeyinde, burun, larinks, trake ve bronslarda

bulunan kikirdak hiyalin kikirdaktir (Junqueira and Carneiro, 2005).

Elastik kikirdak; tip Il kollajen, hiyaluronik asit, proteoglikanlar, elastik lifler ve
elastik lamellerden olusmaktadir. Elastik liflerdeki elastin nedeniyle sarimsidir.
Matrise ag seklinde dagilan elastik lifler, dokuya egilip blkulebilir 6zellik veren
elastik lifler kikirdaktaki dejenerasyonu engeller. Elastik kikirdak isitme kanallari
duvarinda, dstaki borusunda, kiclk dilde ve bronsiollerde bulunur (Sekil 2.16.b).

Siki bag dokusu ile hiyalin kikirdak dokusu arasinda bir yapiya sahip olan fibréz
kikirdak; tip Il kollajen, hiyaluronik asit, proteoglikanlar ve tip | kollajenden olusan
bu kikirdak tipi perikondriyum igermez. Kikirdak matrisinde yogun olarak bulunan
kollajen lifler, kondrositler arasinda duzensiz demetler halinde ya da kondrositlere
parelel sekilde dizilmislerdir. Omurlararasi disklerde (invertebral disk), diz eklemi
icindeki yataklarda (meniskusler), kalgca kemiklerinin birlesim yerinde (simfizis
pubis) ve tendonlarin kemiklerle olan baglanti yerlerinde bulunur (Akay, 2006;
Jungueira and Carneiro, 2005) (Sekil 2.16.c).
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2.3.2. Kikirdak doku muhendisliginde geleneksel yaklagimlar

“Otolog kondrosit transplantasyonu” (autologous chondrocyte implantation= ACI)
doku transplantasyonlarinda yasanan olumsuzluklara ¢6zUm getirilecegi
dusuncesiyle, 1987°de Brittberg ve arkadasglari tarafindan onerilen ve bu tarihten
itibaren kikirdak dokunun rejenerasyonu amaciyla kullaniimakta olan bir
yontemdir. Bu yontemde, hastadan saglikli kondrositler alindiktan sonra, bu
hicreler suspanse halde hasarli olan bdlgeye implante edilir. Daha sonra bu
yontem Carticel® adiyla piyasaya sirlilmistir. Bugiine kadar yaklasik 12.000
hasta bu yontemle tedavi olmustur (Marlovits et al., 2006). Bu tedavi yaklagsimiyla,
klinikte bazi iyi sonuglar alinsa da rejeneratif 6zelliklere sahip, dogal hiyalin
kikirdak dokusunu taklit edebilecek bir yapi su ana kadar geligtirilememigtir. Bunun
en blyuk nedeni, kondrositlerin in vitro kosullarda tek tabakali kilttir ortamlarinda
in vivo’daki fenotipik 6zelliklerinin blyldk ¢ogunlugunu kaybetmeleri sonucu “de-
differansiye” olmalaridir. Sonugta hulcreler dogal kikirdak yapisinin olugsmasini
saglayan dokuya 6zgu matris proteinlerini sentezleyememekte ve dogal kikirdak
yapisl olusamamaktadir. Ayrica tedavinin ileri agsamalarinda donérin yasina bagl
olarak hicreler senesense ugramaktadir (Gelse and Schneider 2006; Chung and
Burdick, 2008).

Aragtirmacilar bu sorunlari agmak i¢in kikirdak doku muhendisligi yaklagimina
yonelmislerdir. Doku muhendisleri in vivo'’da rejenerasyonu en etkin sekilde
gerceklestirecek dogal kikirdak yapisini, in vitro kosullarda Uretmek igin yogun bir
sekilde caligmaktadir. Bu dogrultuda gerceklestirilien temel yaklagim soyledir:
Cesitli yollarla elde edilmis hlicreler, biyouyumlu 6zellikte 3 boyutlu doku iskeleleri
uzerine ekilir, kikirdaga 6zgul buyime faktorleri ve sitokinler varliginda kultire
edilir ve olugturulan implant vicuda yerlestirilir. Bu yolla in vitro kosullarda olumlu
sonuglar elde edilmesine ragmen, in vivo’da hucrelerin farkhlasma ozelliklerini
kaybettikleri, senesense ugradiklari ve matris yikiminin  gerceklestigi

gOrulmektedir.

Son yillarda doku muahendisleri, olusan bu sorunlarin 6niine gegmek ve tedavide
yeni yaklagimlar gelistrmek amaciyla, kikirdak dokusunun onarimini cesitli

yonlerden destekleyen morfojenetik proteinler, blylime ve transkripsiyon faktorleri
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gibi biyosinyal molekuller Uzerinde derinlemesine g¢alisarak surekli yeni bir faktorin
etki mekanizmasini ortaya ¢ikarmaktadirlar (Steinert et al., 2008; Saraf and Mikos,
2006).

Gunumuzde kikirdak doku onarimi ve rejenerasyonu igin kullanilan doku
muhendisligi yaklagimlari goyle siralanabilir;

1) Yeni izole edilmis ya da kultart yapilmis hicrelerin implantasyonu; herhangi bir
doku iskelesi kullanmadan hucre gruplarinin dogrudan hasarin oldugu bdlgeye
enjekte edilmesi.

2) In vitro’da Gretilmis hiicre ve doku iskelesinden olusan biyohibrit malzemenin
implantasyonu; Otolog hucreler ya da allojenik htcrelerin bir doku iskelesi
araciligiyla hasarli bolgeye implante edilmesi.

3) Kontrolli ila¢g salim sistemleri ile doku muhendisligi teknikleri birlestirilerek
kikirdak doku onariminin saglanmasi.

4) Hlcre-doku iskelesi-biyosinyal molekili (bliyume faktorli ve genler) modeli ile
biyoreaktor sistemleri kullanilarak gergeklestirilen doku muhendisligi yaklagimyla in

vitro ortamda yeni kikirdak doku olusumunun saglanmasi (Sekil 2.17).

Hucre izolasyonu ve gogalmasi
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Sekil 2.17. Kikirdak doku muhendisliginde kullanilan yaklagimlarin sematik

gOsterimi.
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Yapilan tum calismalar ve doku muhendisligindeki son gelismeler isiginda kikirdak
doku rejenerasyonunda; uygun hucrelerin secilmesi, 6zel olarak dizayn edilmis
doku iskelelerinin kullanimi, biyoreaktor kullanimi ile olugturulan dokunun mekanik
olarak uyarilmasi ve gesitli blylime faktorlerinin kullanilmasi gibi parametrelerin bir

araya getiriimesiyle buyuk bir gelisme kaydedilmigtir (Meyer, 2006).

2.3.3. Kikirdak doku miuhendisliginde gen terapi yaklagimlari

Kikirdak dokusu sinirh bir yenilenme yetenegine sahip oldugu i¢in uygun hacreleri,
biyomateryalleri ve biyosinyal faktorleri hasarli bolgeye etkin gsekilde aktaracak
yaklasimlarin  gelistiriimesi gerekmektedir. Son arastirmalarda kikirdagin
yenilenme surecine katkida bulunacak biyoaktif ajanlar, proteinler ve ntikleik asitler
belirlenmistir. Ancak bunlarin klinik uygulamalarini sinirlayici bazi problemler
bulunmaktadir. Cogu proteinin in vivo'’da yarilanma omurlerininkisa olmasi,
etkilerinin kisa surmesine neden olmaktadir. Boylece hasarin oldugu bolgeye uzun
zaman araliklarinda ve terapotik dozda ulastirilamazlar. Ayrica bu ajanlarin
hedeflenmeyen organlari etkilemeden aktariimalari da oldukga gugtir. Ancak,
uygun gen aktarim teknolojileri gelistirilerek bu sorunlarin asilabilecegi

dusunulmektedir.

2.3.3.1. Tedavide kullanilan aday genler ve terapotik etki mekanizmalari

Son yillarda, kikirdak onarimini farkli yollarla destekleyecek 6zellikte birgok faktor
tanimlanmistir (Bkz. Cizelge 2.2). Bu faktdérlerden bazilari (kondrojenezis
dizenleyicileri olan SMAD’lar gibi) hlcre iginde islevsel olduklarindan ¢ézinmus
formda aktarilamazlar. Geligtirilen uygun bir gen aktarim stratejisiyle, bu faktorleri
kodlayan genler hasarli bolgedeki hicrelere aktarilarak, hicrelerin bu proteinleri
lokal ve uzun sureli olarak sentezlemesi saglanabilir. Protein lokal olarak uretilip

salindigi icin ¢cevre dokular proteine ¢ok fazla maruz kalmazlar.

Farkli kimyasal Ozellikteki proteinler, kikirdak onarimini degdisik mekanizmalarla
desteklerler. Bazilari kondrojenik farklilagsma, matris sentezi gibi anabolik olaylarin
yonlendiriimesinde etkiliyken; bazilari da hasar gormus dokudaki hucrelerin

yaslanmasi (senesens) veya apoptozun onlenmesi gibi katobolik slreglerin
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durdurulmasinda etkilidir. Apoptoz ve senesens inhibitorleri, hasara ugramis
bolgedeki hicre populasyonunun korunmasini saglar. Sitokinler gibi anti-
inflamatuvarlar ise enflamasyonu baslatan timoér nekroz faktéri (TNF-a) ve bazi
interlokinler gibi araci molekilleri hedef alir (Steinert et al., 2008). TGF-B1 gibi bazi
buyume faktorleri ise doku iyilesmesine ¢ok yonlu etki edebilirler. Bu buyume
faktora eklemlere aktarildiginda hem anti-inflamatuvar cevap olusturmus, hem de

kondrositlerin yeni matris sentezlenmesini uyarmistir.

Cok yonli etki, farkh faktorlerin birlikte aktariimasiyla da olusabilir. Ornegin,
anabolik bir buyime faktort ile (6rnedin IGF-1), katabolik reaksiyon gdsteren
sitokinlerin bir inhibitérinin (6rnegin IL-1) birlikte kullaniimasiyla; bir yandan
matris parcalanmasi kontrol altina alinirken diger yandan hasar gormus kikirdak
matrisinin yeniden yapilandiriimasi saglanmistir (Haupt et al., 2005). (Kofron et al.,
2005).
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Cizelge 2.2. Kikirdak doku muhendisliginde kullanilan aday genler ve etki

mekanizmalari

Terapotik mekanizma Gen urunu

Kondrojenik farklilagmayi uyaran faktorler

Anabolik buyume faktorleri TGF B1, 2, 3; BMP-2, -4, -7
Sinyal iletim faktorleri Smad-4, -5
Transkripsiyon faktorleri So0x9,-5,-6

Matris sentezini ve/veya hiicre ¢gogalmasini

destekleyen buyiime faktorleri

Anabolik buyume faktorleri TGF-B1, 2, 3; BMP-2, -4, -7
ECM bileseni tip 1l kollajen, COMP
GAG sentezi igin gereken enzimler GIcAT-1

Osteojenik ve hipertirofik farklilasma

inhibitorleri

TGF-B/BMP inhibitorleri Noggin, kordin

Terminal farkhlagma inhibitorleri IHH, SHH, DHH

Sinyal iletim molekdiller Smad 6, 7
Anti-enflamatuvarlar IL-1Ra, anti-TNF-antikorlari,

IL-4, -10, -11, -13

Senesens inhibisyonu

Telomer kisalmasinin inhibisyonu hTERT
Serbest radikal antagonisti NO-(INOS) antagonisti
Apoptoz inhibisyonu Bcl-2, Bcl-XL, PI-3 kinaz

2.3.3.2. Aktarimda kullanilan doku iskeleleri

Kikirdak onariminin tedavisinde basari saglanmasi icin secilen hucre tipi kadar
onemli olan bir diger faktor de uygun bir doku iskelesinin kullanimidir. Doku
iskeleleri  hlcrelerin  morfolojilerini  korumalari igin gereken 3 boyutlu
konfiglurasyona sahiptir. Hucrelere ve iyilesmekte olan dokuya mekanik destegi
sag@layan fiberli yapi, hicreler arasindaki iletisimi kolaylastirir. Yani doku iskeleleri
kikirdak matrisine benzer ozellikler tasir ve kikirdak rejenerasyonu igin doku

iskelelerini ideal hale getirir. Fibrin ve kollajen matrisler, sentetik hiyaluronik asit
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sungerler, hidroksilapatit ve kitosan gibi ¢ok sayida polimer, kikirdak
rejenerasyonunda hucre morfolojisini korumak i¢in gerekli olan 3 boyutlu yapiyi
saglarlar (Saraf and Mikos, 2006). Yapilan arastirmalarda, dogal bir polisakkarit
olan kitosanin DNA’nin nlkleazlar tarafindan parcalanmasina karsi gugli bir
koruma gosterdigi belirlenmigtir. Ayrica kitosanin toksik ve hemolitik olmamasi ve
intravenoz yolla verildiginde karaciger dokularinda birikmemesi, bu polimeri doku
muhendisligi ve gen aktarimi igin ideal kilan 6zelliklerindendir (Salem and Leong,
2006).

Gen tedavisi uygulamalarinda tedavinin amacina uygun ve iyilesme sireci igin
ideal olacak bir doku iskelesi tasarlanmalidir. Doku iskelesinin fabrikasyonunda
secilen malzemenin biyouyumlu ve tercihen biyobozunur olmasi énemlidir. Clnku
yabanci bir maddenin viucutta uzun sure kalmasi komplikasyon olusturma riski
tasir. Gen tedavisinde karsilagilan en buyuk problem yeterli sayida hicreye gen
aktarilamamasidir. Bu nedenle transfeksiyon verimliligini arttirmak igcin matris
yapisi, modifiye hcrelerin yapismasini ve blylumesini desteklemelidir. Matris
araciligiyla gerceklestirilien gen tedavisinde, uzun sureli bir gen ekspresyonu
saglanmasi igin segilen malzemenin mekanik dayanimi daha fazla olmalidir.
Secilen matrisin kimyasal yapisi DNA ile kompleks olusturabilmesi acgisindan
onemlidir. Boylece DNA, serumdaki parcalayici enzimlerden de korunmus olur;
Salem and Leong 2006; Laporte and Shea, 2007).

2.3.3.3. Artikular (eklem) kikirdak onariminda gen aktarim stratejileri

Artikular kikirdagin onarimini gergeklestirecek genlerin aktariminda pek ¢ok
strateji kullanilabilir. Basarili bir aktarim stratejisinin geligtiriimesi igin, kikirdak
hasarinin boyutu, olusum nedeni ve dokuda hedeflenen biyolojik aktivite gibi bazi
faktorler gbz 6nunde bulundurulmalidir. Ayrica gen terapi uygulamalarinin kilit
bileseni olan vektdr, ilgili cDNA’y1 yiksek verimlilikte hedef hlcrelere aktarmali;
istenen Dbiyolojik yanitin olusmasi igin, genin uygun slrede ve seviyede
ifadelenmesine olanak tanimalidir. Bunun yaninda, hedef hicrenin dogal yapisinin
(yarilanma omru, bolinme 6zelligi, enfekte edilebilirligi) bilinmesi, hicreye uygun
vektorun secilerek aktarimdaki verimliligin arttinlmasi agisindan o6nemlidir.

Ortopedik gen terapi uygulamalarinda su ana kadar kullanilan vektorlerden

39



bazilari: Yalin DNA, katyonik lipozomlar, lipozom olmayan lipid FuGene 6,
adenovirusler, adeno bagimli virasler (AAV), herpes simplex virisu (HSV) ve

moloney murine l16semi retrovirtslerdir (MMLV) (Steinert et al., 2008).

Eklem icine gen aktariminda iki temel yaklasim bulunmaktadir. In vivo gen
aktarimi ve ex vivo gen aktarimi. In vivo gen aktarimda serbest haldeki vektor
eklem bosluguna enjekte edilir veya biyouyumlu bir matris ile birlestirilerek (gen ile
aktive olmus matris=GAM implantasyonu) kikirdaktaki hasarli bdlgeye implante
edilir (Sekil 2.18.a). Dokudaki hucreler vektorle karsilasarak geni iclerine alir ve
artik genetik olarak modifiye olmus bu hicreler rejenerasyona etki edecek

transgen urunlerini salgilamaya baslarlar.

Ex vivo yaklasim ise iki sekilde gerceklestirilebilir. ilkinde kemik iligi gibi
dokulardan izole edilmis hucreler in vitro ortamda c¢ogaltilip hicrelere glvenli
vektorlerle genler aktarildiktan sonra, modifiye olmus hicreler secilerek uygun bir
matris yapisi ile birlestirilir (Sekil 2.18.c). ikincisinde ise izole edilmis hiicreler ve
vektor birlikte matrisle birlestirilirler ve vicuda implante edilirler (Sekil 2.18.b).
Segcilen tedavi yaklagsimina goére modifiye hicreler tim dokuda ya da lokal olarak
aktarilan genin ekspresyonunu gercgeklestirir. BOylece Uretilen gen urunleri,
transplante edilmis veya hasarli bolgeye go¢ eden hucreler araciligiyla kikirdak

onariminda etkili olurlar (Steinert et al., 2008).
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Sekil 2.18. Kikirdak hasarlarinin onariminda gen aktarim yaklagimlari: (a) Vektor
veya GAM araciligiyla in vivo gen aktarimi, (b) GAM’a hicreler ekilerek yapilan ex
vivo gen aktarimi, (c) Modifiye hlcrelerin matrise ekilmesiyle gerceklesen ex vivo

gen aktarimi.
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Nixon ve arkadaglari tarafindan 2001 vyilinda ydratilen bir galismada,
adenoviruslerin transfeksiyon verimlilikleri % 40-50 olarak tespit edilmisken, Madry
ve arkadaslarinin viral olmayan bir vektér olan FuGene 6 ile yaptiklari bir
calismada bu vektorin transfeksiyon verimliligi % 35’ e kadar ¢ikabilmistir (Saraf
and Mikos, 2006).

2.3.3.4. Gen terapiyle artikular kikirdak hasarlarinin onarilmasi

Hasar gormus artikular kikirdagin tedavisinde sinoviyal hlicreler, kondrositler ve
mezenkimal kbék hicreler olmak Uzere Uu¢ temel huicre tipinin  genetik
modifikasyonu hedeflenir. Bu hicrelerin hedeflenmesinde farkli yontemler
kullanilir. Artikular kikirdagin onariminda en basit yontem, rekombinant vektorin
dogrudan eklemin icine enjeksiyonudur. Bu uygulamayla kikirdak ve sinovyum
olmak Uuzere iki doku hedeflenebilir. Ancak eklem kikirdaginda bulunan
kondrositlerin  yogun bir matrisle c¢evrili olmalari, eklemin i¢ taraflarinda ve az
sayida olmalari nedeniyle, bu hucrelere basarili bir gen aktarimi yapmak oldukca
gugtar. Ancak birka¢ galismada eklemlere enjeksiyonla verilen viral vektorler,
kondrositlerin transdiksiyonunu saglamis ve ilgili gen bu hucrelerce eksprese
edilmistir. /n vivo yaklagimla sinoviyal hlcrelerin modifikasyonu daha kolaydir.
Sinoviyal hulcreler kondrositlerin aksine, ince bir hicre dizisi halinde kikirdak
dokusu hari¢ eklemin tim i¢ yuzeyini kapladigindan, sinovyum, gen aktariminin
uygulanmasi i¢in daha uygun bir dokudur. Sinovyuma vektorin veya modifiye
hicrelerin  enjeksiyonu sonucunda terapoétik proteinler hicreler tarafindan
sentezlenerek eklem bosluguna birakilir ve bu proteinler kikirdak ve cevredeki
dokulara ulagsarak etkisini gosterir. Eklem icine enjeksiyona yonelik calismalar
romatoid artrit (RA) Uzerine yogunlagsa da, arastirma verileri osteoartritin

tedavisinde de bu yontemin etkili oldugunu gostermektedir (Steinert et al., 2008).
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Sekil 2.19. Romatoid artritin olusturdugu enflamasyon nedeniyle diz kapadi

ekleminde meydana gelen kikirdak ve kemik hasari.

Sinoviyal hulcrelere gen aktarimi RA gibi hastaliklardan kaynaklanan,
sinovyumdaki inflamasyonu bloke edici anti-enflamutavar etkili genlerin aktarimi
icin daha uygundur (Sekil 2.19). Cunkl sinoviyal hicrelere TGF-1 ve BMP-2 gibi
blylume faktorlerinin aktariimasi, eklem fibrozisi ve kikirdak yikimi gibi istenmeyen

durumlara yol agcmistir.

Kikirdak dokusunun tedavisinde genetik olarak modifiye edilmis kondrositlerin
kullanilmasi diger bir yaklasimdir. Yapilan galismalarda, kondrositlerin kikirdak
onariminda kullanilabilirligini arttirmak icin ¢esitli genlerle modifikasyonlari
saglanmakta ve bu genleri aktarabilecek gesitli vektor sistemleri gelistiriimektedir.
Bazi lipid bazl vektorlerin, DNA’nin kondrositler tarafindan iceri alinmasini
kolaylastirdigi gorilmastir. Viral vektorlerle yapilan aktarimda ise genin ifade
dlzeyi artmaktadir (Steinert et al., 2008).

Tek tabaka halinde yayilmis kondrositlere adenoviral yolla aktarilan TGF-31, BMP-
2, IGF-1 veya BMP-7, hucrelerin tip 1l kollagen ve proteoglikan Uretimini uyararak,
hicrelerin dediffaransiye olma egilimlerinin azalmasini saglamisgtir (Smith et al
2000; Shuler et al 2001; Hideka et al 2003; Nixon et al 1999; Nixon et al 2000).

Kondrositlerin kikirdak lezyonlarina aktariminda ilk yaklasim modifiye edilmis
olarak suUspanse halde verilmeleridir. Boyle sistemlerde, IGF-1 (Madry et al.,
2001), FGF-2 (Madry et al.,, 2004) veya SOX-9 (Cucchiarini et al., 2007) ile

modifiye edilmis hlcreler, proteoglikanlar ve kollajen Il tarafindan zenginlestiriimis
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bir doku olusturmuglardir. Modifiye hucrelerin suspanse halde aktarilmasina
alternatif bir yontem olarak, 3 boyutlu kultar sistemleri kullaniimistir. Bu islemde,
hlcreler tek tabaka halinde transdikte veya transfekte edildikten sonra, bir matrise
ekilip sonrasinda osteokondral veya kondral hasarlara aktarilirlar. Bu 3 boyutlu
sistemler igin, in vitro kondrosit fenotipinin korunmasini saglayan genler BMP-2,-
4,-7, IGF-1 ve SOX9'dur. Modifiye kondrositler bu sistemlerde aktarilan geni birkag

hafta boyunca eksprese ederler (Steinert et al., 2008).

Adenoviral vektorler ve IGF-1 ile yapilan ex vivo bir ¢alismada, siganin eklem
kikirdagindan izole edilmis kondrositlere, IGF-1 cDNA iceren adenoviral vektorlerin
transduksiyonu ve modifiye edilmis hicrelerin kismi kalinlikta kikirdak hasari olan
eklem Dbolgesine implantasyonu sonucunda hasarli bdlgede kondrosit
morfolojisinin korundugu ve 8 hafta boyunca hiyalin kikirdak benzeri doku Uretildigi
gOsterilmigtir (Smith et al., 2000).

Bir ex vivo yaklasimda, adenoviral virUsler araciligiyla BMP-7 ile transdukte edilen
kondrositler otolog fibrinden olusan matrise ekildikten sonra tam kalinlikta kikirdak
lezyonuna sahip atlara implante edilmislerdir. Operasyon yapildiktan dort hafta
sonra, ilgisiz markir genlerin aktarildigi kontrol defektleriyle karsilastirildiginda,
tedavi edilen defektlerde proteoglikan ve kollajence zengin matris olusumu
g6zlenmigtir. Ancak 8 hafta sonra bu bdlgeler birbirleriyle kiyaslandiginda, kollajen
Il ve proteoglikan seviyeleri ve mekanik dayanimlarinin neredeyse ayni oldugu
gorulmastir. Bu durum, 8 aydan sonra defektli bélgede kalan implante edilmis
kondrositlerin sayisinin azalmasina baglanmigtir (Hideka et al., 2003).

Kondrositler hicre ve gen tabanli  kikirdak onariminda ¢ok eskiden beri
kullanilmasina ragmen klinikteki kullanimini sinirlayici birgok olumsuz faktor
bulundugu bilinmektedir. Bunlar eklemden izole edilecek saglikli hicrelerin az
saylida olmasi, hucrelerin alindigi bolgede hasar olusabilmesi ve kondrositlerin
vucutta ¢ogalma sirasinda farklilagsma 6zelliklerini yitirerek fenotipik 6zelliklerini
kaybetmeleridir. Bu dogrultuda mezenkimal kok htcreler (MSC) ve projenitor
hdcrelerle yapilan galismalar ise, bu hucrelerin kondrositlere iyi bir alternatif
oldugunu gostermektedir.
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MSC’lerin in vivo’da kikirdak onarimini saglayacak hiyalin kikirdak dokusunu
olusturmalar igin bu hucreler, belirli faktorlerle kondrojenik yonde uyariimali;
kemiklesme, fibrinlesme ve enflamasyon olusmadan artikular kikirdak fenotipi
korunmalidir. Mezenkimal kok hucrelerin in vivo ve in vitro’da kikirdak dokusuna

farkhlagmalari i¢in uyarici faktorlerden TGF-B1, 2, 3, ve BMP-2 en bilinenlerdir.

Osteokondral defektlere gen aktariminda; periosteal, perikondral ve kemik iligi
kokenli MSC’ler kullaniimistir (Steinert et al., 2008; Saraf and Mikos, 2006).
Yapilan bir calismada, periosteal kokenli MSC’lere retroviral yolla BMP-7
aktarildiktan sonra bu hucreler PLGA tabanli doku iskelelerine ekilmislerdir. Daha
sonra olusturulan bu GAM vyapisi osteokondral defektli tavsana nakledilmistir.
implantasyondan 12 hafta sonra defektin iyilestigi gozlenmistir (Mason et
al.,2000). Ayni hayvan modeli kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada, kemik iligi
kokenli MSC’lere lipozomal yolla GDF-5 (CDMP-1) geni aktarildiktan sonra
hiucreler kollajen tip | kaynakh hidrojele ekilmistir. Kontrol genlerle yapilan
aktarimla karsilastirildiginda, kikirdak dokusunun onarildigr  gorulmustur
(Katayama et al.,2004).

In vivo'da kondrojenezisi uyarmak amaciyla yapilan baska bir c¢alismada,
perikondriyumdan izole edilmis MSC’lere, adenoviral yolla BMP-2 ve IGF-1
aktarildiktan sonra fibrin yapistiricidan (fibrin glue) olugsan matris Uzerine
ekilmigler.  Bu bu yapi, kismi kikirdak hasarinin oldugu bdlgeye implante
edildiginde kollajen Il ve proteoglikanlarca zengin bir doku olusmustur (Gelse et
al.,2003).
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Cizelge 2.3. Artikular kikirdak hasarlarinda yapilan gen aktarim c¢alismalari
(Steinert et al., 2008).

Terapotik | Aktarim | Vektor Hucreler Matris Hasar tipi Denek Etki
cDNA yontemi canli Siresi
(hafta)
TGF-B ex vivo retroviral NIH3T3 - kondral tavsan 6
BMP-7 ex vivo retroviral periosteal PGA osteokondral | tavsan 12
hicreler
BMP-7 ex vivo Adenoviral | kondrositler | fibrin osteokondral | at 36
BMP-2 in vivo plazmid coll osteokondral | tavsan 12
DNA
BMP-2, ex vivo Adenoviral | perikondriyal | fibrin kondral sigcan 8
IGF-1 hicreler
CDMP-1 | exvivo Lipozomal | MKH col 1 osteokondral | tavsan 8
IGF-1 ex vivo Lipozomal | kondrositler | aljinat osteokondral | tavsan 14
IGF-1 ex vivo adenovirls | kondrositler | fibrin osteokondral | at 36
FGF-2 ex vivo lipozomal kondrositler | aljinat osteokondral | tavsan 14
FGF-2 in vivo AAV - - osteokondral | tavsan 18
FGF-2 ex vivo AAV kondrositler | col 1+ osteokondral | tavsan 12
periosteal
doku
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boélimde,ilk olarak sunulan tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen plazmid

eldesi ve aktarimina ydnelik ¢alismalar agiklanmig, sonrasinda mezenkimal kok

hicre karakterizasyonu, kitosan doku iskelesi uretimi ve doku iskeleleriyle

yaratulen hucre kaltard galismalar hakkinda bilgi verilmigtir. Yapilan deneysel

calismalar, Sekil 3.1°de verilen akis semasinda 6zetlenmisgtir.
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3.1. BMP6 cDNA’sinin Eldesi, Plazmide Klonlanmasi ve Sekans

Dogrulugunun Tayini

3.1.1. BMP6 cDNA'’sInin eldesi ve plazmide klonlanmasi

Yurutlilen tez kapsaminda, gen aktarim calismalarinda kullanilan “pShuttle-
rBMP6” plazmidi (Stratagene, USA) Dr. Gerald Hankins'den(Virginia Universitesi)
temin edildi.Plazmid, Dr. Gerald Hankins’in de yer almis oldugu “Comparison of
osteogenic potentials of human rat BMP4 and BMP6 gene therapy using [E1-] and
[E1-,E2b-] adenoviral vectors™adli galismada, pShuttle-CMV plazmidine BMP6
cDNA’sI klonlarak olusturulmustur (Li et al., 2006).BMP6 cDNA’si eldesi igin,
oncelikle Sprague—Dawley(SD)si¢caninin karaciger dokusundan total RNA izole
edilmistir. 5’'~TAGAT CTC CAC CATGCC CGG GCT GGG G-3" duz primeri ve
5'-AGA ATC ACA GCC CCT GCA A-3 ters primeriyle RT-PCR ydurutulerek
BMP6 cDNA’sina ait PCR Urlnlerielde edilmistir (Sekil 3.2). PCR UrUnleri agaroz
jelde yurutuldukten sonra,elde edilen yaklasik 1.5 kb’lik Grin jelden saflastirilarak
T4 DNA polimeraz ile kesilmis, sonrasinda pShuttle-CMV’nin EcoRV bdlgesine
klonlanlanmigtir. Sonu¢ olarak pShuttle-rBMP6 plazmidi (ifade vektorl) elde
edilmistir (Li et al., 2006).

3.1.2. Klonlanan genin sekans dogrulugunun tayini

BMP6 cDNA's1 klonunun plazmidteki varligi ve nukleotid dizisinin dogrulanmasi
icin, pShuttle-rBMP6 plazmidinin ¢oklu klonlama bdlgesi ve BMP6 cDNA'si
amplifiye edilmis, elde edilen PCR urUnleri Gzerinden otomatik dizi analizi (sekans
analizi) yapiimistir. BMP6 cDNA’sI ve aminoasit sifreleyen bolgeleri Sekil 3.2'de

gOsterilmektedir.
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AGAGACTCTGACCTATTTTTGTTGGACACCCGGGTGGTGTGGGCCTCEGAAGAAGGCTGG
-R--D--$--D--L--F--L--L--D--T--R--V--V--W--A--5--E--E--G--W-

CTGGAATTCGACATCACAGCAACTAGCAATCTGTGGGTGGTGACACCGCAGCACAACATG
-L--E--F--D--I--T--A--T--S--N--L--W--V--V--T--P--Q--H--N--M-

GGACTCCAGCTGAGTGTGGTGACTCGGGACGGACTCCACATCAACCCCCGTGCGGCGGGC
-G--L--Q--L--S--V--V--T--R--D--G--L--H--I--N--P--R--A--A--G-

CTGGTGGGCAGAGACGGCCCTTACGACAAGCAGCCCTTCATGGTGGCCTTCTTCAAGGTG
-L--V--G--R--D--G--P--Y--D--K--Q--P--F--M--V--A--F--F--K--V-

AGCGAGGTCCACGTGCGCACCACCAGGTCAGCCTCCAGTCGGCGTCGACAGCAGAGTCGC
-$--E--V--H--V--R--T--T--R--S--A--S--S--R--R--R--Q--Q--S--R-

AATCGGTCCACCCAGTCGCAGGACGTGTCCCGGGGCTCCAGTGCTTCAGACTACAACAGC
~N--R-=S--T--Q--8--Q--D--V--S--R--G--S--S--A--S--D--Y--N--S-

AGTGAGTTAAAAACAGCTTGCAAGAAGCATGAGCTTTACGTGAGCTTCCAGGACCTGGGA
-S--E--L--K--T--A--C--K--K--H--E--L--Y--V--8--F--Q--D--L--G-

TGGCAGGACTGGATCATCGCHECCCAAAGGCTACGCTGCCAACTATTGTGACGGAGAGTGT
-W--Q--D--W--I--I--A--P--K--G--Y--A--A--N--Y--C--D--G--E--C-

TCCTTCCCTCTCAATGCACACATGAATGCCACCAACCACGCCATTGTACAGACCTTGGTC
-§--F--P--L--N--A--H--M--N--A--T--N--H--A--I--V--Q--T--L--V-

CACCTTATGAATCCCGAGTACGTCCCCAAACCATGCTGCGCACCAACCAAACTGAATGCC
-H--L--M--N--P--E--Y--V--P--K--P--C--C--A--P--T--K--L--N--A-

ATCTCGGTTCTTTACTTCGACGACAACTCCAATGTCATCTTGAAAAAATACAGGAACATG
-I--5--V--L--Y--F--D--D--N--S--N--V--I--L--K--K--Y--R--N--M-

GTTGTGAGAGCTTGTGGATGTCATTGAGTGGAAGCCAGTTGCAGGGGCTGTGATTCTGCC
—V==V--R--A--C-=G-=C-—H-=%— . . . i i i i i i it i i
TCGGATTCCTAACATCTGCCTTAAAACACGGGAAGCAGCACAGTGCAGCGGGACGATGAC
ACTCAAAGCATCTCCTGCTGGTGCCTTAGCCCAAGGAGGATTTTACGAGGACCTTGTCGA
TGGCTTTCCCAGTTGAGCAGTTGCTGGTCTGTAGGAAGCTGTAATGCTTGTAGCACAGGC
CTGGAAACTACAGAAACATAGTGTTCTCCTCCCCCAGTCCCACCCAGACTAGCCTTAGCT
TTTAGATCTAGCTGTTTGTGGTGTAAGTAGGAGATAAACTTGAAGGAATATTAAATATCC
CTGGTTGAAAGACAGATCTAGTGGTTCTACAGCACCCATCCCAGGGAGATTTTGCAGATA
GCCGAATGGAGGAGAGGAGAACACTCTATTAGATTCCATTCCCAGCAAAGGGCAGCTCCC
ACAGAACCTGCAGCCTGGCCATCACAGGGCTTTGTGGAGGTGCCTTCTGTCTACTGTTAG
TTACCCGTTTTATGTTGACTCTTGGTGGTGTGAAAATGTACTAATTTCGGTCAAAACAAA
CTATAGCATTCCCACGCCATACTCCTCCCTTACTCACAGAATTC

Sekil 3.2. BMP6geni cDNA ve aminoasit sifreleyen bdlgelerinin dizilimi.

(http://www.ensembl.org)
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3.1.2.1. pShuttle-rBMP6  plazmidinin ¢oklu klonlama bdlgesinin
amplifikasyonu

Elde edilen pShuttle-rBMP6 plazmidinin ¢oklu klonlama bélgesinin (Sekil 3.3) ve
EcoRV bodlgesine yerlegtirien BMP6 geninin amplifikasyonu, Cizelge 3.1'de
belirtlen primerlerle 32 dongu polimeraz zincir reaksiyonu yurGtulerek

gergeklestiriimistir.

pShuttle-CMV Coklu Klonlama Bélgesi
(888-1031 arasindaki sekanslar gosteril mektedir)

ileri primer baglanma bélgesi
GGTCTATATRAGCAGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCCGCTAG. ..

Kpn | Sall Mot | ¥ho | Hind Il EcoR V
| | | | | |
.. JAGATCTGGETACCGTCGACGCGGCCGCTCGAGCCTAAGCTTCTAGATAAGATATC .. . .

Geri primer baglanma bélgesi
...CGATCCACCGGATCTAGATAACTGATCATQ&TCAGCCATACCAC

Sekil3.3. pShuttle-CMV’nin ¢oklu klonlama bdlgesinin DNA dizisi ve bu bdlgenin

amplifikasyonu igin tasarlanan primerlerin ileri ve geri baglanma bolgeleri.

Cizelge 3.1. ileri ve geri amplifikasyon primerlerine ait niikleotid dizisi.

- . 888-907
pShuttle-CMV'nin ileri primer | 5 GGTCTATATAAGCAGAGCTG 3’
¢oklu klonlama bdlgesi
. . o : , | 1009-1031
icintasarlanan primerler | Geri primer | 5GTGGTATGGCTGATTATGATCAG3
BMP6 cDNA’in ileri
5' CGATGATAACTCCAATGTCAT 3'
amplifikasyonu igin primer
tasarlanan ekzon igi o 5' ATGACATTGGAGTTATCATCG 3'
i Geri primer
primerler

Reaksiyon, Saiki ve arkadaslarinin (Saiki et al., 1988) gelistirdigi yontemde bazi
degisiklikler yapilarak asagida acgiklanan sekilde yuratalmustar:
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Oncelikle, Cizelge 3.2'de belirtilen hacimlerde kalip DNA, tampon ¢6zeltisi, MgCl,.
tersve duz primerler ve dNTP igeren reaksiyon karigimi bir PZR tupu iginde

hazirlanmistir.Karigima en son taq polimeraz enzimi eklenmistir.

Cizelge 3.2. PZR icin hazirlanan reaksiyon karisimi bilesimindeki maddeler ve
kullanildig1 miktarlar (10x Reaksiyon Tamponu: 10 mM Tris HCI pH:9,0, 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCl2,%0,1 Triton X 100, 0,2 mg/mL BSA veya Jelatin.)

pShuttle-r BMP6 kalip DNA | 3 uL

10 x Reaksiyon tamponu 5uL

2.5 mM dNTP karisimi 1uL

lleri primer 1uL (10pmol)
Ters primer 1 uL (10 pmol)
Steril H,0 38,5 L

Tag DNA polimeraz 0,5 uL (2,5 unite)

Hazirlanan reaksiyon karisimi, DNA ¢ift zincirinin acilmasi, olasi proteaz
kontaminasyonunundnlenmesi ve ekzonukleaz aktivitesinin ortadan kaldiriimasi
icin 94°C’de 4 dk denatlre edilmistir. Sonrasinda, polimerizasyon islemi DNA isi
déngileyicide,[94°CY®;  58°CY®  72°C*™]3,  PZRprogrami  uygulanarak
gerceklestiriimistir.En  son dongiden sonra vyarim kalan reaksiyonlarin
tamamlanmasi icin 72°C’de 7dk polimerizasyon saglanmistir. Amplifikasyon

sonunda ornekler %1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.
3.1.2.2.0tomatik DNA dizi analizi (Sekans analizi)

BMP6 cDNA dizisinin, pShuttle-CMV vektérine klonlanmasinin dogrulanmasi igin
otomatik dizi analizi yapilmigtir. Analiz reaksiyonu “ABl PRISM Big Dye Teminator
V3.1 Cycle SequencingKit” kullanilarak ve uretici firmanin (Applied Biosystems,
CA/USA) onerileridogrultusunda bazi degisiklikler yapilarak asagidaki sekilde

yuratulmastar:
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Cizelge 3.3. Dizi analizi reaksiyonunda kullanilan reaksiyon karigimi bilegimi.

PZR Grund 3L
Big Dye Reaksiyon Karigimi | 5 yL
Primer (10 pmol/uL) 0,5uL
Steril H,O 8,5 uL
Toplam hacim 20 pL

Oncelikle Cizelge 3.3'de belirtilen bilesimde ve hacimlerde reaksiyon karigimi
hazirlandiktan sonra reaksiyon tupleri 1s1 donguleyiciye yerlestirilerek 96°C 10 sn
denaturasyon, 50°C’de 5 sn primer eglesmesi (annealing), 60°C’de 4 dk primer
uzamasi (extension) kosullarinda 25 doénguden olusan  reaksiyon

gerceklestiriimistir.

Donguler tamamlandiktan sonra her bir tipe 2 yL 3M sodyum asetat eklenmisve
uzerlerine 50 pL soguk % 95-100’lUk etil alkol ilave edilmigtir. Daha sonra karigim
1,5 mL’lik Ependorf tlplere aktarilarak -20 °C’de 15 dk bekletilmistir. Ardindan,
karigsim 20 dk 13.000 rpm’de santrifuj edildikten sonra suUpernatant uzaklastiriimis
ve pellet Uzerine 250 pL soduk %70Q’lik etil alkol ilave edilmistir. Olusturulan
suspansiyon 5 dk 13.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra supernatant
uzaklastiriimis ve pellet oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.Pellet Gzerine

20uL formamid ilave edilip vortekslenerek ¢ozilmesi saglanmigtir. Elde edilen
ornek, kapiller elektroforez sisteminin tuplerine aktariip 95°C’de 5dk denatlre
edildikten sonra 5 dk -20°C’de bekletiimisti. Daha sonra Ornekler kapiller

elektroforez sisteminde yurGtaimustar.

3.2.E.coli Hucrelerinin Rekombinant Plazmidlerle Transformasyonu

Cahigsmanin  bu boélumunde,E.coli hucrelerinin  elde edilen pShuttle-BMP6
plazmidiyle transformasyonu agiklanacaktir. Yiksek verimlilikteki kompetent (NEB
5-alpha F 19 Kompetent E.coli(High efficiency)) hlcrelerine plazmidin
transformasyonu gercgeklestiriimeden dnce hicrelerinin canlihdl ve transformasyon
kapasiteleri kontrol edilmistir. E.coli hicrelerinin ¢ogaltiimasi i¢in kullanilan besi

ortamlarinin hazirlanmasi Bolum 3.2.1°’de agiklanmistir.
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3.2.1. E.coli kiltiiriinde kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi

e Calisma kapsaminda kullanilan pShuttle-CMV ifade vektori kanamisin
direnclilik geni icerdiginden, transformantlarin segiminde kullanilacak kati ve
sIvi segici besi ortamlari “kanamisin” (Invitrogen, ABD) antibiyotigi kullanilarak
hazirlanmistir.  Antibiyotik  konsantrasyonu, dretici  firmanin  dnerisi
dogrultusunda (NEB, ABD) 30 pg/mL olarak belirlenmistir.

e Besi ortamlarinin sterilizasyonu, 121°C 1 atm basingta, 15 dk boyunca
otoklavlanarak yapilmistir.

e Besi ortamlarinin tlplere ve Petri kaplarina aktariimasi aseptik kosullarda
gercgeklestiriimistir.

e Besi ortamlari hazirlandiktan sonra +4 °C’de saklanmigtir.

Hucrelerin gogaltilacagi kati, sivi ve kontrol besi ortamlarinin hazirlanma sekli

asagidaki gibidir:

LB- Kanamisin Broth sivi besi ortaminin hazirlanisi (250 mL icin)

LB Broth (6,25 g),250 mL ultra saf su icerisinde ¢ozllerek otoklavlanmistir. Daha
sonra 10 mg/mL konsantrasyondaki stok kanamisin ¢ozeltisi, 0,45 pym capindaki
filtreden gegcirilip steril edildikten sonra 48°C’ye kadar sogutulmus besiyerine

antibiyotikten 750 uL ilave edilmistir.

LB- Agar kontrol kati besi ortaminin hazirlanisi (250 mL icin)

Agar (5 g) 250 mL ultra saf suigerisinde ¢ozuldlkten sonra otoklavlanmistir. Besi
ortami biraz sogutulduktan sonra cam Petri kaplarina dokulip katilasmasi

beklenmistir.Besi ortami katilagtiktan sonra ters ¢evrilmigtir.

LB-Kanamisin Agar kati besi ortaminin hazirlanisi(250 mL icin)

Agar (5 g) ve LB Broth (6,25 g) 250 mL saf su igerisinde ¢6zullp otoklavlanmistir.
Hazirlanan besi ortami 48°C’ye kadar sogutulduktan sonra (30 pg/mL) 750 pL
kanamisin eklenmistir. Besi ortamlari cam Petri kaplarina dokulerek katilagtiktan

sonra ters ¢evrilmigtir.
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3.2.2. Kompetent E.coli hucrelerinin canhiliginin ve transformasyon

kapasitelerinin pUC 19kontrol DNA’sI ile test edilmesi

1. Daha onceden 80°C’de saklanmig olan iki tup (50uL) NEB kompetent E.coli
hacreleri ve -20°C’de saklanmis bir tip (50 pL) pUC 19 kontrol DNA’si
(10pg/pL) buz Gzerinde 10 dk eritilmistir.

2. Tupler icindeki erimis DNA karisimlari, steril ve -20°C’de sogutulmus pipet

uclari kullanilarak yavasgca pipetlendikten sonra 1. tupteki hlcre karisimina

1pg (0,1 pL), 2. tipteki hucre karisimina 100 ng (100uL) DNA eklenmistir.

Tapler 4-5 kez alt Ust edilerek hucrelerin ve DNA’nin karismasi saglanmistir.

DNA-hUcre karisimi buzda 30 dk bekletilmistir.

Karisima 42°C’de 30 sn is1 soku uygulanmistir.

Karisim 5 dk buz tzerinde bekletilmigtir.

N o 0o &~ W

Karisim Uzerine oda sicakliginda bulunan 950 pLSOC besi ortami
(NEB)eklenmistir.
8. Elde edilen transforme E.col’lerin 37°C’de 1 sa 250 rpm’de calkalamali

inkibatorde inkiibasyonu saglanmistir.

Transforme edilen E.coli hiicrelerinin canliliklar ve transformasyon verimliliklerinin
kontroll igin, plazmid-hicre karisiminin 100 uL’si, 6nceden 37°C’de i1sitiimis segici
kati besi ortamlar (LB-Kanamisin Agar) ve kontrol kati besi ortamlarina (LB Broth-
Agar) yayma ekim ydntemiyle ekilmistir. Hazirlanan kati kalttrler, 37 °C’de bir gece
inkibasyona birakilmig, ertesi gun hucrelerin segici besi ortamlarindave kontrol

besi ortamlarindakoloni olugturup olusturmadiklarina bakilmistir.

3.2.3. Kompetent E.coli hiicrelerinin pShuttle-CMV ile transformasyonu
Kompetent E.coli hicrelerinin canlihdr ve transformasyonu dogrulandiktan sonra
bir tip (50 uL) hicre karigimi igin 3 pLplazmid eklenerek Bélim 3.2.3'de verilen

protokoliin aynisi uygulanarak SOC besi ortami igerisinde slUspanse halde

transforme E.coli hucreleri Uretilmistir.
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3.3.Transforme E.coli HucrelerininKati Besi OrtamlarindaCogaltilmasi

veSaklanmasi

SOC besi ortami-transforme E.coli karisiminin 100 uL'’si segici katl besi ortamina
(LB-kanamisin-agar) yayma plak yontemiyle ekilerek hucreler 37°C'de 1 gece
inkiibasyona birakilmigtir.Sonrasinda elde edilen kati kilttrlerden 6ze yardimiyla
tek koloni alinarak taze hazirlanmis kati besi ortamlarina tek koloni ekim
yapilmistir. Sonrasinda kati besi ortamlariplazmid DNA izolasyonu yapilmak lGzere

+4°C’de kisa sureligine saklanmistir.

3.4.Transformant Kolonilerin Sivi Besi Ortamlarinda Cogaltiimasi ve

KolonilerdenPlazmid DNA izolasyonunun Yapilmasi

Segcici (LB-kanamisin-agar igeren) besi ortamlarinda dreyen koloniler, transformant
kolonilerdir. Bu koloniler icerisinden tek bir koloni 6ze yardimiyla alinarak
kanamisin iceren 10 mL LB besi ortamina inokule edilmistir. Kultar, 37°C’de 250
rom’de calkalamali inkiibatérde 16-18 sa inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
bitiminde E.coli hlcrelerindenQiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen, ABD) ile klguk
Olcekte ve Qiagen Plasmid Midi kit ile buylUk o6lgekte plazmid DNA izolasyonu
yapilmistir.Qiagen Plasmid Mini Kit ile yapilan DNA izolasyonunun basamaklari

Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Bakteri pelleti

} e P

-:Ii Reslispansiyon _ .T
Lizis [ -3 Baflanma Eops» Yikama =3 Elisyon 5> {;
Hoturlegtirme

Saf plazmid DNA

Sekil 3.4. Plazmid DNA izolasyonun sematik olarak agiklamasi.

islem basamaklar sdyle agiklanabilir:

1. 10 mL’lik gecelik E.coli kalturleri 2500 rpm’de 10dk ¢okturilmus ve sipernatant
atilmigtir.

2. Bakteri pelleti restispansiyon tamponu ile kaldirilarak homojenize edilmis ve

suspansiyon Ependorf tipuneaktariimistir.
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3. Suspansiyon bakteri karigimi tUzerine lizis tamponu eklenerek tupler 4-6 kezalt
ust edilmis ve hicre lizisinin gergeklesmesi saglanmistir.

4. Tuplere nétralizasyon tamponu eklenerektipler hizlica 4-6 kez alt Ust edilerek
karistiriimistir.

5. Tapler 13.000 rpm’de 10 dk santriftj edildikten sonra, beyazsiki bir pellet elde
edilmigtir.

6. Supernatant,Ependorf tlplne vyerlestirilen birQiaprep kolona (Qiagen,
ABD)dokulerek 1 dk13.000 rpm’de santrifljlenmistir. Bu asamada plazmid
DNA, kolona baglanmistir.

7. Kolon yeni bir tupe alinarak nukleaz aktivitesini ortadan kaldiran bir tampon ile
yikandiktan sonra ve 10 dk13.000 rpm’desantrifljlenmistir.

8. Bu igslemden sonra kolon tekrar yeni bir tipe alinmis ve yikama sollisyonu
yikanmistir. Santrifdj isleminden (13.000 rpm’de 1 dk) sonra kontaminantlarin
tUpun igine akarak kolondan uzaklagsmasi saglanmistir.

9. Kolon yeni bir santrifij tiptne alinarak 50 uL eliisyon tamponu yikanmis ve saf
plazmid DNA'nin kolondan tlp icine toplanmasi saglanmistir. Elde edilen
artnler % 1’lik agaroz jele yuklenerek elektroforezde yuratilmuas ve elde edilen

plazmid DNA’nin gorantilenmesi igin jelin 260 nm’de fotograflari ¢ekilmistir.

3.5.S1can Kemik iligi Koékenli Mezenkimal Kok Hiicre(rBMSC) Eldesi

veHucrelerle Yapilan Karakterizasyon Galigmalan

Hucre kualtar ¢alismalarinda kullanilan sigan kemik iligi mezenkimal kdk hucreleri,
“Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi (KOGEM)” nden temin edilmistir. Hiicreler,Rattus norvegicus tiriine ait bir

sicandan kemik iligi aspirasyonu yontemiyle izole edilmistir.

Karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda hucre morfolojileri goértnttlenmis, hicre
ureme kinetiginin belirlenmesi igin hemositometrik sayim yapilarak hucrelerin
ozgul Ureme hizi ve ikilenme sureleri hesaplanmistir. Bunlarin yanisira,
mezenkimal kok hucreler kondrojenik farklilagsma davraniglari bakimindan

incelenmistir.
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3.5.1. Hucre morfolojilerinin gézlemlenmesi

Hucrelerin gézlemlenmesiigin iki tir boyama teknidi kullaniimistir.Bunlardan biri
“kristal viyole” ile hiicre boyamasi olup, bu boyamada hcreler optik mikroskop ile
goruntulenmigtir. Diger boyama ise floresan isima veren “Alexa fluor 488
phallodoin ve propidyum iyodur’(Sigma, Almanya) ile yapilmig ve hicreler floresan
mikroskopta (Olympus, ABD) incelenmistir. Boyama iglemleri yapildiktan sonra

hicrelerin fotograflar ¢ekilmistir.

Hucreler kristal viyole ile boyanirken, oncelikle Uzerlerindeki ortam
uzaklastirilarakfosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH: 7,4) ile iki kez yikama islemi
gerceklestiriimistir. Daha sonra hucreler, 250 pL aseton-metanol ¢ozeltisi ile
muamele edilerek 4°C’ de 20 dkfikse edilmigtir.Fiksasyondan sonra, hucreler
uzerine yaklasik 500 pL kristal viyole gozeltisi [%20’lik (v/v) PBS/metanol ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmis %0.5’lik (w/v)] damlatildiktan sonra 30 dk bekletilmistir.
Daha sonra, fazla boyanin ortamdan uzaklastiriilmasi amaciyla hacreler distile su

ile yilkanmis ve optik mikroskopta fotograflari gekilmistir(Serrano et al., 2004).

Hucrelerin floresan boya ile boyanmasi isleminde oncelikle,hlcreler Uzerindeki
ureme ortami uzaklastirlhp daha sonra hicreler PBS tamponu ile
yikanmistir Ardindan Gzerilerine oda sicakliginda %2,5 (v/v) gluteraldenhit
eklenerek hucrelerin 10 dk fiksasyonu saglanmigtir. Daha sonraPBS ile 3 defa
yikama islemi gerceklestiriliphlcre membranlarinin gegirgenligini arttirmak igin
malzemeler % 0.1lik Triton X-100 ¢cozeltisinde 5 dk
bekletilmistir.Sonrasinda, Triton X-100 ¢dzeltisi uzaklastiriip PBS ile 3 defa yikama
yapilmigtir. Hucre iskeletinin yesile boyanmasi igin, ornekler tGzerine 400 uL Alexa
Fluor 488 Phalloidin ¢ozeltisi eklenmis ve 6rnekler 20dk karanhkta inkibe
edilmistir.inkiibasyon sonunda Alexa Fluor 488 Phalloidin ¢dzeltisi uzaklastirilirak,
PBS ile t¢ defa yikama yapilmigtir. Son olarak, gekirdeklerin kirmiziya boyanmasi
icin ortama 500 uL propidyum iyodur ¢ozeltisi (10 mg/mL’lik propidyum iyodur stok
cOzeltisi ve PBS ile %0,1 derisiminde) eklenmis ve érnekler karanlikta 5 dk inkibe
edilmistir. Ortamdan propidyum iyodur ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra ornekler
PBS ile 3 defa daha yikanarak, floresan mikroskopta goruntileme yapilimistir
(Evangelista et al., 2007).
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3.5.2. Hucre uUremesine ait ozgul ilireme hizi ve hiicre ikilenme suresinin

hesaplanmasi

Hucreler tripan-mavisi metodu ile Neubauer hemositometresikullanilarak
sayllmigtir. Hicrelerin 14 gunluk inkibasyonu boyunca hemositometrik sayimlari
sonucunda, ustel Ureme fazindaki hdcrelerin 6zgul Greme hizi Esitlik 4.1'den,

ikilenme suresi ise Esitlik 4.2’den hesaplanmistir.

3.5.3. Mezenkimal kok hiucrelerin kondrojenik farklilagsma davraniglarinin

incelenmesi

Durgun ortamda tek tabakali kulturlerde, mezenkimal kok hucrelerkondrojenik
farkhlasmadavranislari bakimindan degerlendirilmek Uzere, Safranin O ile boyama

yapilarak 21 gunluk inkibasyon suresince gozlemlenmigtir.

3.5.3.1. Hucre kiltur kosullan

Hucrelerin g¢og@altiimasi i¢in %90 Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium F12
(DMEM-F12), %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin igeren
baylme ortami hazirlanmistir. Hicreler blyame ortami iceren flasklarda (NuncTM,
Almanya) kudltare edilmistir (Sigma, Almanya). Hucreler, flasklarda “doygunluk
tabakasi (confluent layer)” olusturduklarinda, % 0,25 tripsin-EDTA (Sigma,
Almanya) ile yluzeyden kaldiriimigtir. FBS igceren DMEM-F12’'nin eklenmesi ile
tripsin inhibe edilmis ve elde edilen hucre suspansiyonu 1000 rpm’de 5 dk
boyunca santrifijlenmistir. Bu islem sonrasinda supernatant uzaklastiriimis ve
taze besi ortami ile tekrar suspanse edilen hucreler, hemositometrik sayim
sonrasinda, hiicre yogunlugu 5 x 10* mL?/gdzolacak sekilde, 24 gézlii hiicre
kaltlr kaplarina (TCPS) ekilmistir.

Kondrojenik farkllagma ortami, %90 DMEM-F12, %10 FBS, %1 streptomisin-
penisilin, % 1 ITS*(10 mg/mL insulin, 5,5 mg/mL transferin, 5 ng/mL selenyum, 0,5
mg/mL sigir serum albumin, 4,7 mg/mL linoleik asit; Sigma), 0,1 mM askorbik asit

2-fosfat, 10" mM deksametazon, 10 ng/mL TGF-B1 eklenerek hazirlanmistir.
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Deney grubundaki hicreler Uzerine 1 mL farkllasma ortami, kontrol grubundaki
hicrelere ise 1 mL buyume ortami eklendikten sonra hicreler 37°C sicakliga, %95
neme ve %5 CO,'ye sahip inklibatdrde (Heraus Instruments, Almanya) kiltlre
edilmistir. inkibatdrdeki nemli hava sayesinde, kiltir ortaminin buharlagsma kaybi
engellenmektedir. CO, ise kultir kabinda bulunan bikarbonat sistemini dengede

tutarak bir tampon gorevi gormektedir.

Kaltur ortamlari, G¢ ginde bir, %2 oraninda taze ortamlarla degistiriimigtir. Boylece
hiacreler  tarafindan  Uretilen  buyime  faktorleri  ortamdan  tamamen
uzaklastirimamigtir. Steril ortam gerektiren tim islemler laminer akis kabininde

(Bioair, Type Il Laminer Akis Kabini, italya) yiritilmastir.

3.5.3.2. Hucrelerin Safranin O ile boyanmasi

Hucreler kdltarin 7, 14, 21 ve 28. gunlerinde kondrojenik farklilasmanin
gOzlenmesi amaciyla “safranin O” ile boyanmislardir. Safranin O, kikirdak
dokusunun ekstraselliler matrisi yapisinda bulunan proteoglikanlari ve
glikozaminoglikanlari boyar. Katyonik bir boya oldugu i¢in nukleik asitlere de
baglanir. Boyama sonucunda sitoplazma grimsi yesil, ¢ekirdek siyah ve kikirdak
yapisi kirmizi renge boyanir. Hucreler bu teknikle boyanirken, énce hucreler
uzerindeki ortam uzaklastirilmis sonra hucreler PBS ile hazirlanmis % 0,1
gluteraldehit ¢ozeltisi ile 20 dk oda sicakhdinda fikse edilmistir. Fiksasyondan
sonrahicreler 6nce PBS ile 3 defa yikanip sonra Uzerlerine % 1 asetik asit
eklenerek 10 sn bekletilmistir. Asetik asit ¢ozeltisi uzaklasgtirildiktan sonra % 0,1’lik
safranin O c¢oOzeltisi ile hicreler 5 dk muamele edilirek boyama islemi
gereklestiriimistir. Son olarak, PBS c¢ozeltisi ile 2 kez yikama yapildiktan sonra

hacreler optik mikroskopta gozlemlenmistir.

3.6. Kitosan Doku iskelesi Uretimi ve Karakterizasyonu

Bu calismada kullanilan doku iskeleleri, Tigh ve grubunca belirlenen sentez
kosullarinda,dondurarak-kurutma (freeze-drying) teknigi ile aretilmistir (Tigh et al.,

2007). Calismada deasetilasyon derecesi (DD) %85’ten buyuk kitosan(Sigma,
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Almanya)  kullanimigtir.  Kitosan, 0,2 molarlikseyreltik  asetik  asit
icerisindecgozulerek % 2 (w/v) bilesime sahip kitosan jel karigimlari elde edilmistir.
Elde edilen kitosan jel karisimlari, safsizliklarin giderilmesi igin filtre edildikten
sonra 24 gézIi Petri kaplarina (TPP, isvigre) dékiilerek -20°C’de dondurulmustur.
Donmus kitosan c¢ozeltisi, 4 glin boyunca liyolifize edilmis (Christ, Almanya)
bdylece gobzenekli yapida ve ig¢selbaglantilari olan kitosan doku iskeleri elde
edilmistir.  iskelelerin  karakterizasyonuna yénelik calismalar daha dnce

grubumuzca yapilmigtir (Tigh et al., 2007).

iskeleler hiicre kiltiir galismalarinda kullaniimak Uzere Petri kaplarindan gikarilip
kesilerek, 5mm c¢apinda ve 1mm kalinhginda,96 go6zli kultir kaplarina uygun
boyutlarda hazirlanmistir.Kitosan sicakhga dayanikh bir polimer oldugu igin kitosan

doku iskeleleri hazirlandiktan sonra 121°C’da 15 dk otoklavlanarak steril edilmigtir.

3.7. Plazmidin Sigcan Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelere

Aktarilmasi

Saf halde elde edilen pShuttle-BMP6 plazmidi iki farkli gen aktarim sistemi
kullanilarak htcrelere aktariimistir. Bunlardan biri, katyonik bir lipozom olan
“Lipofectamine 2000”dir. Diger aktarim sistemi olarak plazmid emdirilmis kitosan

doku iskelesi kullaniimistir.
3.7.1. Lipofektamin araciligiyla gergeklestirilen transfeksiyon

Transfekte edilecek hicreler gereken sayida cogaltildiktan sonra, doérdincu
pasajdaki hiicreler 24 gozlii TCPS'’ye, her bir gdzde 2x10°hiicre/mL olacak sekilde
ekilmistir. Hlucreler Uzerine %90 DMEM F12, %10 serum igeren antibiyotiksiz
blylime ortami konulmustur. Ertesi glin %90-95 konfluent olan hicreler, katyonik
lipid bazl transfeksiyon ajani olan Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, ABD)
ile Gretici firmanin 6nerdigi protokole goére transfekte edilmistir. Her bir gozdeki
hicreler icin 0.8 ug plazmid DNA, 50 pL Opti-MEM besi ortami (Invitrogen, ABD) ;
2 uL Lipofectamine 2000, 50 pyL Opti-MEM besi ortami igeren iki tup reaksiyon
karisimi hazirlanip karisimlar 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra
seyreltmis DNA iceren tup icerigi Lipofectamine 2000 igeren tup ile karigtirllip oda
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isisinda 20 dk inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga
100 pL reaksiyon karisimindan eklenerek kultlrler 37°C’daki % 5 COsiceren
etivde inkubasyona birakilmistir. Dort saat sonra hucreler Uzerindeki karigim
uzaklastirihp Uzerlerine serumsuz besi ortami (DMEM F12) eklenerek, hicreler
tekrar inkUbasyona birakilmigtir. Onsekiz saat sonra kultir ortami 1:20 oraninda

taze besi ortami ile degistirilmistir.

Transfeksiyonun etkinligi ve BMP6 geninin mezenkimal kdk hiicrelerde ifade olup
olmadigi ELISA testiyle belirlenmigtir. Bunun igin kultir ortami degistiriimeden
once, hlcreler Uzerindeki stpernatant toplanmis ve test yapilana kadar érnekler

-80°C’de dondurularak saklanmistir. Ertesi gin hucreler Gzerindeki besi ortami
tamamen uzaklastirilmis ve htcreler tGzerine 100 ug/mL kanamisin iceren buylime
ortami ile hazirlanmis segici besi ortami eklenmigtir.  HUcreler secici besi
ortaminda 3 gun boyunca inkibasyona birakiimis ve doku iskeleleriyle
yurUtllecek calismalardan hemen Once ftripsinize edilerek kultire hazir hale

getirilmistir.

3.7.2. Plazmidin kitosan doku iskelelerine emdirilmesi

pShuttle-rBMP6 plazmidi fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS,pH: 7,4) ile sulandirilarak
plazmid ¢ozeltesi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,46 pm gbézenek ¢apina sahip
filtreden gecirilerek steril edilmistir. Plazmid ¢ozeltisi, 96 go6zlu hucre kultar
kaplarindaki 5mm c¢apli 1 mm kalinligindaki steril doku iskelelerine, her bir
iskelede 50 ng plazmid DNA olacak sekilde mikropipetle damlatilmigtir. Kaltur kabi
Parafilm ile sikica kapatildiktan sonra, DNA’nin doku iskeleleriyle birlesmesi igin

iskeleler +4°C’de bir gece bekletilmigtir.

3.8.Kitosan Doku iskeleleriyle Yiiriitiilen Hiicre Kiiltiirii Galismalari

Bu bdlimde U¢ boyutlukitosan doku iskeleleriyle, durgun ortamda yuruttlen hicre
kaltar calismalarindan s6z edilecektir. Bu c¢alismalarin yuritilmesindeki temel

amag¢, BMP6 biyosinyal molekulinin gen terapi yodntemiyle hucrelere

aktarilmasinin in vitro kondrogenezi uyarmasi Uzerindeki etkisininincelenmesidir.
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3.8.1. Hucre kultiir kogullari ve ornek gruplarinin hazirlanmasi

Hucrelerin  kikirdak dokusuna farklilagmalarini uyaracak olan kondrojenik
farkllagsma ortami, %90 DMEM-F12, %10 FBS, %1 streptomisin-penisilin, % 1
ITS*,0,1 mM askorbik asit 2-fosfat, 107 mM deksametazon eklenerek

hazirlanmistir.

Hucre kdlturd c¢alismalarinda  kullanilacak doku iskelelerinin  Uretilmesi,
hazirlanmasi ve sterilizasyonu Bolum 3.6’da anlatildigi sekilde gergeklestiriimistir.
Doku iskeleleri,96 goézlu kaltur kaplarina yerlestirildikten sonra 15 dk UV’ye maruz

birakilarak bir kez daha steril edilmigtir.

Cahgmalar 4 grup Oornekle yudrutilmustar. Tum gruplardaki hicreler, her bir
iskelede 5 x 10*/mL hiicre olacak sekilde kitosan doku iskelelerine ekilmislerdir.
Birinci gruptaki kitosan doku iskelelerine yalnizca hicre ekilmis, 2. grupta kitosan
doku iskelesinde hucreler kilttre edilirlerken, farklilasma ortamlarina iskele basina
20 ng olacak sekilde rekombinant BMP6 proteini(Cat. No: 507-BP, R&D Systems,
ABD) eklenmistir. Uglincli gruptaki doku iskelelerine pShuttle-rBMP6 plazmidiyle
modifiye edilmis hucreler ekilmistir. Dordincl gruptaki o6rnekler ise, pShuttle-
rBMP6 emdirilmis kitosan doku iskelelerine mezenkimal kok hucreler ekilerek
hazirlanmistir. Hucreler kitosan doku iskelelerine ekildikten sonra her bir kuyucuga
250 pL kondrojenik farklilasma ortami eklenmis ve dérnekler 37°C sicakliga, %95
neme ve %5 CO,’'ye sahip inkUbatorde 21 gun sureyle durgun kosullarda kultlre
edilmigtir. Besi ortamlari 3 gunde bir degistirilmigtir.

3.8.2. Doku iskeleleriyle yiirutulen hiicre kiltur galigmalarnn kapsaminda

yapilan analizler ve goézlemler
Hucre kultir galismalari kapsaminda yapilan analizler ve gézlemlerin (DNA salim

calismalari, MTT analizi, ELISA testi SEM analizii, RT-PCR analizi ve

biyokimyasal analiz) uygulanis metodlari hakkinda bilgi verilmektedir.
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3.8.2.1. DNA salim g¢aligmalari

Kitosan doku iskelesinin zamana kargi plazmid DNA salim profilinin kantitatif
olarak belirlenmesi amaciyla, kultirin 3, 5, 7, 9, 11, 14 ve 21. gunlerinde,
pShuttle-rBMP6 emdirilmis doku iskelelerinin Gzerinden bir miktar kaltar ortami bir
tipe alinarak analize kadar -80°C’de saklanmistir. Alinan 6rneklerin, 260 nm
dalga boyunda Nanodrop ND-1000 cihaziyla spektrofotometrik dlgimu yapilarak
orneklerdeki kantitatif miktarlar elde edilmis, bu verilerden belirtilen gunlerde

iskelelerden salinan plazmid DNA miktari hesaplanmigtir.

3.8.2.2. Hiicre uremesi ve mitokondriyal aktivite analizi (MTT yontemi)

Kitosan doku iskelelerindeki mezenkimal kok hacrelerin durgun kosullar igin
mitokondriyal aktivite analizleri, kultirasyon suresince farkli zamanlarda (3, 5, 7, 9
ve 11. gunlerde) yapiimistir. Bu analizde3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum
bromur (MTT) bilesigi kullanilmaktadir. Canli hicrelerin mitokondirisi, bu bilesigi
indirgeyerek formazan kristallerine donustirmektedir. Olugan bu kristaller izopropil
alkol ile ¢o6zundugunde, ortaya c¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri,

uremesini devam ettiren canli htcre miktari ile dogru orantilidir.

MTT analizi icin oncelikle doku iskeleleri Uzerindeki kultir ortami uzaklastiriimistir.
Daha sonra her bir géze 150uL serumsuz besi ortami ve 15uL MTT ¢ozeltisi (2,5
mg/mL PBS) eklenmis ve hicreler 37°C’deki etivde 3 sa boyunca inklbe
edilmistir. Inkiibasyon sirecinden sonra, doku iskeleleri (zerindeki ortam
uzaklastirimis ve iskeleler baska bir 24 gozIu kultir kabina aktarilmigtir. Her bir
gb6ze 400 pL,0,04 M HCL igeren izopropil alkol eklenerek olugsan formazan
kristallerinin ¢6zUnmesi saglanmigtir. Optik yogunluk, elde edilen ¢dzeltilerden 200
ML alinarak, 690 nm referans olmak lGzere 540 nm’de mikroplate okuyucu (Asys
UVM 340, Avusturya) ile spektrofotometrik olarak ol¢iimustir (Gerlier and
Thomasset, 1986).
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3.8.2.3. Taramali elektron mikroskop (SEM) ile analiz

Mezenkimal kok huicrelerin doku iskeleleri Uzerindeki morfolojileri, yapisma ve
yayllma  egilimlerinin  saptanmasi,htcrelerin  morfolojik  farkhilagmalarinin
degerlendiriimesi igin, farkli haftalarda (1,2 ve 3.hafta) alinan ornekler, taramal
elektron mikroskop (SEM)(Zeiss Evo 50, Almanya)ile karsilastirmali olarak

incelenmistir.

SEM analizi i¢in, doku iskeleleri Gzerindeki kaltir ortami uzaklastirildiktan sonra,
iskeleler ikiser kez PBS (pH: 7,4) ile yikanmistir. Daha sonra 1 mL %2,5’luk (v/v)
gluteraldehit ¢ozeltisi ile karanlikta, oda sicakhdinda 30 dk boyunca fiksasyon
islemi gerceklestiriimis ve ornekler analize kadar PBS icinde 4°C’de muhafaza

edilmigtir.

SEM analizinden 6nce iskeleler tizerindeki PBS uzaklastirilarak, iskelelerseri halde
sulandiriimis etanol ¢ézeltilerinde dehidrasyon islemine tabi tutulmustur. iskeleler
sirastyla, %30, %50, %70, %90 ve %100 lUk (v/v) etanol ¢ozeltilerinin her birinde
5er dk bekletildikten sonra hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dk daha
bekletiimistir. Sonrasinda oda sicaklijinda kurutulan érnekler, altin-paladyum ile

kaplanarak gorintelenmis ve fotograflarigekilmistir.

3.8.2.4. ELISA (enzyme-linked immunoabsorbance assay) testi

Kaltirin 3, 5, 7, 9, 11,14 ve 21. gunlerinde,modifiye edilen hicrelerde BMP6
geninin ifadesininsaptanmasive hucreler tarafindan dretilip kdltir ortamina
salinanBMP6 proteininin kantitatif olarak hesaplanmasi icin, Uretici firmadan
saglanan kitle (Cat # E90646Ra Uscn Life Science In.), firmanindénerdigi protokol
uygulanarak ELISA testi yapiimistir. Bu amagla, BMP6 geninin aktarildigi 3. ve 4.
grup orneklertzerindeki kultur ortami, analizden birglin dnce serumsuz besi ortami
ile degistiriimistir.Ertesi glinodrnekler Gzerinden alinan supernatant test edilmek

Uzere toplanmis ve drnekler analize kadar -80°C’de dondurularak saklanmistir.

Test yapilmadan once kit icinden g¢ikan standartlar oda sicakligina getirilmistir.

Sonrasinda o6rnekler ve standartlar, BMP6’ya 6zgu biyotinle konjuge olmus
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poliklonal antikorlarla kaph 96 go6zIu kultir kaplarinin gozlerine eklenmistir.
Ardindan her bir goze, HRP (Horseradish Peroxidase) ile konjuge olmus avidin
eklenerek 37°C’de inkibasyon gergeklestiriimistir.Daha sonra her bir goze TMB
substrati eklendikten sonra; BMPG6, biotinle konjuge olmus antikor ve enzimle
konjuge olmus Avidin iceren gozlerde renk degisimi gorulmugtir. Enzim-subsrat
reaksiyonu sulfirik asit ¢ozeltisiyle durdurulmus ve renk degisimi 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olgtlmustar. Standartlar igin Olgllen optik
yogunluk degerleri kullanilarak Ek-1'de verilen kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Orneklerdeki BMP6 miktari, élgiilen optik yogunluklar ve olusturulan standart egri

kullanilarak hesaplanmistir.

3.8.2.5.Gergek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi

Kaltiran 14. ve 21. gunlerinde doku iskeleleri Uzerinde ureyen mezenkimal kdk
hicrelerin;agregan, kollajen Il ve BMP6 genlerinin ifade seviyeleri, Gen-TR firmasi
tarafindan yapilan gergcek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile

belirlenmistir.

Analizden 6nce, doku iskeleleri RNAaz iceremeyen Ependorf tliplere alinarak, her
birinin Uzerine 250uL trizol eklendikten sonra, 6rnekler800 rpm’de 25-30 sn
vortekslenmis ve oOrnekler analiz edilene kadar -80°C'de dondurularak
saklanmistir.Hucrelerden toplam RNA izolasyonu igin trizol igerisindeki ornekler
homojenize edildikten sonra Uzerlerine 100 pL kloroform eklenmis ve oda
sicakhginda 2-3 dk inklibe edilmislerdir. Sonrasinda, érnekler 4°C’de 15 dk 12.000
xg'de santrifUjlenmis ve supernatant yeni bir RNaz icermeyenEpendorf tlpe
aktanimigtir. Stpernatant Uzerine 0,375 mL etanol ve 1 pL glikojen eklendikten
sonra 6érnekler -20°C’de 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda,
ornekler 4°C’de 10 dk boyunca 12.000 x g'de santrifijlenmistir. Daha sonra
stpernatant atilmis ve pellet %75’lik etanol ile yikanmis ve hafifce vortekslenmisgtir.
Ornekler 4°C’de 5 dk boyunca 7.500xg’'de santrifiijlendikten sonra siipernatant
atilmis ve pelletler kurutulmustur. Her bir pelletin Gzerine 20 yL RNazigcermeyen su
eklenmis ve drnekler -80°C’de bir sonraki agama igin saklanmigtir.

cDNA sentezi i¢in oncelikle iki reaksiyon ortami hazirlanmigtir. 1 uyg RNA, 1 uL

primer ve 9 yL RNAaz igcermeyen distile su eklenerek olusturulan birinci reaksiyon
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ortami 65°C’de 5 dk inkube edilmistir. Bu ortam buzda 5 dk bekletildikten sonra 5
ML 5X tampon, 1 pL deoksinukleotid trifosfat (ANTP), 1 pL Rnasein, 1 pL
reverstranskriptaz enzimi ve 1 uL ditiotreitol (DTT) eklenerek olusturulan ikinci
reaksiyon ortami ile birlestirilmistir. Toplam 20 pL’lik reaksiyon, 25°C’'de 10 dk,
42°C’de 50 dk ve 70°C’'de 15 dk inkube edilerek cDNA sentezi tamamlanmistir.
Sonrasinda, her bir gen i¢cin cDNA 6rneklerinden 1, 1/10, 1/100 ve 1/1000 olacak
sekilde standart egri hazirlamak icin seri dilisyonlar hazirlanmigtir. Ardindan,
ornekler RT-PCR cihazinda (Corbet 6000) 94°C’de 2 dk 6n denatirasyon, 94°C’de
5 s denatlrasyon, 55°C’de 10 s primer baglanmasi ve 72°C’de 20 s uzama
kosullarinda, toplam 40 doéngu amplifikasyondan sonra gen ifadesinin
kantifikasyonu icin analiz edilmiglerdir. “Housekeeping gen” olarak kullanilan
GAPDH, kollajen IlI, agregan ve BMP6 genleri igin tasarlanmis primer dizileri

Cizelge 3.3’de verilmisgtir.

Cizelge 3.4.RT-PCR analizi i¢in tasarlamis primer dizileri, gen bankasi erisim

numaralari.

rAcan

(NM 022190)

rAcanF 57" —GGATGCCTTGGACACTTTCAC—3'
rAcanR 5" —CTCCTCACATTGCTCCTGGT—3'
rCol2A1

(MM 012929)

rCol2A1E 5’ —TTCTGGAGATCAGGGTACTTCT—3"
rCol2A1R 5" —GATTCCATTAGAGCCATCTTTGC—3"
rGapdh

(NM 017008)

rGapdhF 57 AGTGCCAGCCTCGTCTCATAG—3'
rGapdhR 57 TGACTGTGCCGTTGAACTTGC—3'
rBmp6

(NM 013107)

rBmp6F 5" — AGTGCTTCAGACTACAACRAG—3'
rBmpéR 57— GGATTCATAAGGTGGACCAR—3'

3.8.2.6. Doku iskelelerinin biyokimyasal analizi
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Kaltaran 14. ve 21. glnlerindeki dort grup hucre-doku iskelesinin, biyokimyasal
iceriginin belirlenmesi amaciyla, doku iskeleleri (her grup i¢in n=2) oncelikle
liyofilize edilmistir. Sonrasinda iskelelerin enzimatik olarak pargalanmasini
saglayacak pepsin ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Cozelti, 0,5 M’lik asetik asit icerisinde
¢6zllmis olan 3 mg/mL pepsin (Sigma, Almanya) ile hazirlanmistir. Iskelelerin
kuru agirliklar olguldukten sonraherbir iskeleye 1 mL pepsin ¢ozeltisi eklenerek,
iskelelerin 45°C sicaklikta 18 sa boyunca enzimatik olarak pargalanmasi
saglanmistir.iskeleler parcalandiktan sonra glikozaminoglikan (GAG)iceridi,
dimetilen mavisi (Sigma, Almanya) vestandart olarak sigir kondroitin sulfati (Bkz.
Ek 2) (Sigma, Almanya) kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir
(Hashem et al., 2006).

iskele bagina diisen DNA iceriginin hesaplanmasi igin dncelikle, enzimatik olarak
parcalanmis iskelelerHoechst 33258 boya (Sigma, Almanya) ile boyanarak
floresan spektrofotometre ile dlgim yapilmistir.Elde edilen yogunluk degerleri, 1
Mg sigir timus DNA's! igin Olgulen yogunluk degeri kullanilarak, kutle cinsinden
hesaplanmigtir(Kim et al., 1988). Ayrica kuru iskelelerin bir gramindaki GAG

miktari mevcut veriler kullanilarak hesaplanmistir.

3.8.2.7. Istatistiksel analiz

Calisma sonuglari GraphPad Instant yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Ug ve daha fazla sayidaki farkli deney gruplarinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi i¢in tek yonli varyans analizi (one way ANOVA)
kullanilmistir. istatistiksel degerlendirmede en disiik p<0,05 oldugu durum,

istatistiksel olarak 6nemli fark olarak kabul edilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISILMASI

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarin sonuglari 4 baglik altinda sunulmus ve
gerekli tartismalar yapilmistir. ik bélimde calismada kullanilan doku iskelesi,
hiicre ve biyosinyal molekilii secimi ile ilgili bilgi verilmistir. Ikinci boliimde
mezenkimal kok hicrelere BMP6 geni aktariminda kullaniimak Uzere olusturulan
plazmidin gen haritasi ve plazmidin dogrulanmasina yonelik olarak yapilan dizi
analizinin sonuglari sunulmustur. Uglincli béliimde, plazmidin aktariimasi igin
kullanilan gen aktarim sistemlerinin seciminden s6z edilmis vebu sistemlerle
gerceklestirilen gen aktarim galismalarinin sonuglari sunularak sistemler aktarim
verimlilikleri acisindan degerlendirilmigtir. Son boélumde ise mezenkimal kok
hicrelerin karakterizasyon calismalarina ait sonuglar verildikten sonra kitosan
doku iskeleleriyle durgun kosullarda yapilan hicre kaltar ¢alismalarinin bulgularina

yer verilmis ve tum bulgular literaturle karsilastirilarak degerlendirilmigtir.

4.1. Kikirdak Doku Uretimi icin Doku iskelesi, Hiicre ve Biyosinyal Molekiilii

(gen) Segimi

Tez kapsaminda yapilan calismada; kikirdak doku uUretimi i¢in kikirdak doku
muhendisligi yaklasimi kullaniimis, ancak biyosinyal molekiiller sisteme geleneksel
yontemlerle verilmemis, gen terapi yontemi kullanilarak; hicrelerin biyosinyal
molekullerini sentezlemesi hedeflenmistir.CUinkli yapilan bazi ¢alismalarda,
rekombinant proteinlerin yarilanma omdurlerinin kisa olmasi nedeniyle hucreler
uzerinde yeterli uyarici etkiyi saglayamadigi gosterilmigtir. Biyosinyal molekullerin
aktariimasi icin gelistirilen kontrolli salim sistemlerinde ise dozaj ayarlamasi ve
saliminin kontrolu teknik olarak oldukg¢a gugtlr. Sunulan g¢alismada gen aktarim
sistemleri gelistirilerek, biyosinyal molekillerin hicreler tarafindan sentezlenmesi,

kontrolll ve uzun sureli olarak doku mikrogevresine salinmasi saglanmigtir.
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4.1.1. Doku iskelesi fabrikasyonunda kullanilacak biyomalzemenin ve uygun

uretim kosullarinin segimi

Doku muhendisligi uygulamalarinda kitosanin doku destek malzemesi olarak
secilmesinde biyolojik, fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin kolaylikla kontrol
edilebilmesi, biyouyumlulugu, antibakteriyal ve hidrofilik &zellikleri ile enzimatik
olarak parcalanabilmesi gibi parametreler en énemli nedenlerdir (Khor and Lim,
2003). Belirtilen bu o6zellikler géz 6nline alindiginda, sunulan bu c¢alismada

kikirdak doku muhendisligi icin uygun biyomalzeme olarak kitosan segilmigtir.

Kitosandan doku iskelesi Uretiminde daha énce grubumuzca gerceklestiriimis
calismanin sonuglari kullanilmistir (Tigh et al., 2007). Bu amacgla deasetilasyon
derecesi (DD) % 85’den buyuk olan kitosan kullanilarak % 2 (w/v) bilesime sahip
olan kitosan-asetik asit c¢ozeltisi hazirlanmistir. Dondurarak-kurutma iglemi
sonrasinda, bu parametrelerle hazirlanan kitosan doku iskelelerinin daha fazla
icsel baglantilara, daha blyuk gézenek boyutuna (100u civarl)) ve uygun
biyobozunurluk hizina sahip oldugu gosteriimigtir. Doku muihendisligi alaninda
kullanilan doku iskelelerinin igsel baglantili (interconnected) gdzeneklere sahip
olmasinin, hucrelerin yayillmasi ve besin maddelerinin taginimi agisindan oldukca
onemli oldugu bilinmektedir (Freyman et al., 2001; Arpornmaeklong et al., 2007).
Ayrica doku iskelelerinde gdzeneklerin ¢ok kiiguk olmasi durumunda, gdzeneklerin
hdcreler tarafindan tikandigi; bunun da hicre penetrasyonunu ve ECM olusumunu
engelledidi bilinmektedir (Salgado et al., 2004). Kitosan doku iskelelerinin kuru ve
yas haldeki goruntuleri ile kuru halinin SEM goérintisu Sekil 4.1°de verilmigtir.

Cizelge 4.1’de ayni doku iskelelerinin genel 6zellikleri verilmistir.
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Sekil 4.1. Calisma kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin genel gérintisu: (a)
Kuru halde (sol tarafta), islak halde (sag tarafta), (b) Dondurarak-kurutma teknigi

ile Uretilen kitosan doku iskelelerinin SEM goruntusi (x250).

Cizelge 4.1. Calhisma kapsaminda hazirlanan kitosan doku iskelelerinin temel

ozellikleri.

Doku iskelesi Degerler
Gozenek boyut aralig 30-150 pm
Ortalama gdzenek gapi 100 pm
Gozeneklilik degeri (%) %81,8+1,7
Denge sisme orani* 36,7+0,2
(absorblanan su/kuru agirlik)

Elastik modiil (N/mm?)* 0,00917+0,0001

*|statiksel olarak % 95 giivenirlik seviyesi.

4.1.2. Kondrogenezi uyaracak hiicre tipinin se¢imi

Kikirdak doku muhendisliginde otolog kondrositlerin kullanimini sinirlayici bazi
faktorler bulunmaktadir. Donér ileri bir yastaysa, alinan hicreler senesense
(yaslanma) ugramis olabilir. Ayrica kondrositlerin eklem kikirdagindan izolasyonu
hasta i¢in agrili olabilir ve hucrelerin alindigi bdlgede hasar kalabilir (Gelse and
Schneider, 2006). Mezenkimal kdk hicreler (MSC) ise kondrositlere nazaran elde

edilmesi daha kolay olan htcreler olup kemik, kemik iligi, kas ve adipoz (yag)
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dokulardan turetilebilmektedirler. Kondrositlerin aksine farklilasma potansiyellerini
ancak coklu pasajlardan sonra kaybedebilirler (Nesic et al., 2006). Kemik iligi ve
adipoz dokulardan elde edilen MSC’ler in vitro ve in vivo kikirdak doku
muhendisligi uygulamalarinda kullaniimig ve c¢arpici sonuglar elde edilmistir
(Wakitaniet al.1994; Im 2005; Wanget al.2005; Jin et al.2007; Kisiday et al.2008).
Mezenkimal kok hicreler c¢oklu ureme potansiyellerinden dolayr tercih
edilmektedir. Fakat elde edilen hlcrelerin sayica az olmasi nedeniyle, hedef hlicre
sayisina ulagilabilmesi icin gerekli buyume faktorleri varliginda in vitro ¢ogaltma
basamaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Salgado et al., 2004). MSC’lerin
farkhlagsmasini uyaran birgok sinyal tespit edilmistir. FGF’in mezenkimal kok
hlcrelerin bolunme hizini ve hayatta kalma suresini arttirdigr gozlenmistir. BMP-2,
MSC’leri kondrogenez igin uyarirken TGF-B, kollajen Il sentezini arttirir. Ayrica
IGF’'in de kondrogenezde rol aldigi bilinmektedir. Ayrica BMP6’nin birgok
calismada MSC’lerin kondrogenezini destekledigi gosterilmigtir (Hennig et al.,
2007; Indrawattana et al., 2004; Estes et al., 2006). MSC’lerin kikirdak dokusuna
farkhlasabilmeleri, farkhlastiktan sonra fenotipik 6zelliklerini koruyabilmeleri ve
izolasyonlarinin kolay olmasi nedeniyle bu ¢alisma kapsaminda sigan kemik iligi

kokenli mezenkimal kok hicreler kullaniimistir.

4.1.3. Kondrogenezi uyaracak biyosinyal molekiiliin (genin) segimi

Hucre biyolojisi ve molekuler biyolojideki arastirmalar sonucunda, hicre
farkllagmasinin; gesitli buyime ve farkllagma faktorleri, sitokinler ve
transkripsiyon faktorlerinden olusan bir grup biyosinyal molekuli araciligiyla
kontrol edildigi anlasiimistir.  Bu molekiller yalnizca hucre farklilagsmasini degil
ayni zamanda gen ifadesi dizenlenigini de etkilemektedirler. Ayrica hucrelerin
metabolik  aktivitesine etki ederek anabolik ve katabolik sureglerin

dengelenmesinde merkezi bir rol oynarlar.

Embriyonik ekstremite tomurcugunda gelisimsel sure¢ su sekilde igler:
farkhlasmamis mezenkimal kok hucreler once bir araya gelir, sonra bu hucreler

kondrojenik farklilagsmaya ugrar ve bu yapi Uzerinden eklemler ve kemikler geligir.
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Gelisimin farkli asamalarinda kemik morfojenetik protein 2 ve 7 (BMP-2/-7),
transforme edici buylime faktori beta (TGF-B) ve kikirdaktan tlrevli morfojenetik
protein-1 (CDMP-1/GDF-5) embriyonik ekstremite tomurcugunda, fetal blyime
plaginda ve epifizyal kikirdakta ve gelismekte olan uzuvlarin eklem aralarinda
bulunur. Embriyonik iskelet olusumundaki kondrogenez sureci, hasar gormus
yetiskin kikirdaginda da vyenilenir. Ancak vyetigkin kikirdaginin yenilenmesi
morfojenetik faktorler ve sinyal molekillerinin eksikligi nedeniyle tam olarak
gerceklesemez (Gelse and Schneider, 2006). Bu eksikligi gidermek amaciyla,
kikirdak doku muhendisligi uygulamalarinda hucrelerin bu ajanlar tarafindan
uyariimasi saglanmaktadir. Buyume faktorleri ve sinyal molekulleri hucre kultur
ortaminda destekleyici olarak kullanilabilecegi gibi c¢esitli yontemlerle doku
iskelelerine immobilize edilebilir ve/veya yuklenebilirler (Holland and Mikos,
2003).Diger bir yontem olarak bu molekilleri sentezleyen genler hicrelere
aktarilarak bu faktorlerin hedef bolgelerde surekli sentezi saglanabilir. Bu
yontemle, blyume faktorleri ve sinyal molekillerinin lokal ve surekli olarak

salgilanarak, kikirdak onarimini gerceklestirmesi amaclanir.

BMP-2, BMP-7, TGF-3, CDMP-1 ve CDMP-2 faktorlerinin, in vitro’da mezenkimal
kok hacrelerin  kondrojenik farklilagsmasini uyardigi bilinmektedir Ayrica bu
faktorlerin farkli mezenkimal dokulara enjeksiyonuyla da in vivo kikirdak olusumu
uyariimistir. Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan ve TGF-B super ailesinin bir alt
grubu olan BMP6'nin (bone morphogenetic protein 6) ise hicrelerin kondrojenik
farklilagmasini indikledigi ve kondrogenezde o6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(Gelse and Schneider, 2006). Kameda ve arkadaslari, kondrositlerle pellet
kultarlerinde yaptiklari bir g¢alismada, BMP6’nin kondrogenezi destekledigini
bildirmiglerdir (Kameda et al., 2000). Pellet kulturlerinde yapilanbir diger
calismada, BMP6 varliginda insan kokenli mezenkimal kdk hicrelerin kondrojenik
farklilagmalarinin gelistirildigi saptanmistir (Sekiya et al., 2001). Ek olarak daha
bircok c¢alismada, mezenkimal kok hucrelerin kondrojenik farklilagmalarini
saglamak icin BMP6’nin gerekliligi savunulmustur (Hennig et al., 2007;
Indrawattana et al., 2004; Estes et al., 2006). Kikirdak doku olugsumunda,
BMP6’nin G¢ boyutlu doku iskeleleriyle kombinasyonu ise, ilk kez Tigh ve
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GuUmusderelioglu (2009) tarafindan yuratulen bir ¢alismada incelenmigtir. Bu
calismada, BMP6 biyosinyal moleklli ylklenmis kitosan doku iskelelerine, fare
kokenli ATDC5 kondrojenik htcreleri ekilmis, hidcrelerin durgun ve dinamik
kosullardaki kondrogenezine bakilmistir. Hicrelerin dinamik kosullarda hipertrofik
morfolojiden yoksun bir sekilde kondrojenik fenotiplerini koruduklari sonucuna

variimistir (Tigh and Gumusderelioglu, 2009).

BMP-2, BMP-7, CDMP-1 ve TGF-B buyume faktorlerini kodlayan genlerin
cogunlugu in vivo ve ex vivo kikirdak rejenerasyonuna yonelik gen terapi
¢calismalarinda kullaniimistir. Guo ve arkadaglari tarafindan yarutulen TGF-31
geninin tavsan BMSC’lerine aktarildigi bir ¢alismada, transfeksiyondan sonra
kikirdaga 6zgli ECM bilesenlerinin ifadesinin arttigi, kikirdak yikimina neden olan
MMP (metalloproteinaz) 1 ve 3’Un ifadesinin azaldigi belirlenmigtir (Guo et al.,
2007). Primer kondrositlere U¢ boyutlu kitosan-jelatin aracihgiyla TGF-B1’in
aktarildigi1 birdigercalismada kondrositlerin kiiresel morfolojilerini koruduklari ve
kikirdaga 6zgu ECM bilesenlerini yiksek miktarda salgiladiklari gdézlenmistir (Guo
et al., 2006). Osteokondral defektli tavsanlarla yapilan diger bir calismada, kemik
iligi kokenli MSC’lere lipozomal yolla GDF-5 (CDMP-1) geni aktariimistir. Ardindan
hacreler, kollajen tip I'den turevli hidrojeller Gzerine ekilmis ve olugan hibrid yapi
defektli bolgeye implante edildiginde kikirdak dokusunun onarildigi gértlmustar
(Katayama et al., 2004). Literatirde BMP-7 cDNA’sinin hiyalin kikirdak olusumunu
destekligini gosteren calismalar da vardir (Grande et al., 2003; Mason et al.,
2000). Ancak, literatirde kondrogenezi gelistirdigi bilinen BMP6’nin, kikirdak doku
olusumuna yonelik olarak gen aktarim metodlariyla aktarildigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla sunulan galismada, kemik iligi kokenli mezenkimal
kok hucrelerin kondrojenik olarak uyariimasi igin BMP6 geni ile modifikasyonlarina

karar verilmigtir.
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4.2. Sigcan Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicrelere in vitro BMP6 Geni

Aktarilmasi

In vitro doku miihendisligi calismalarinda biiyiime faktérleri rekombinant protein
halinde kullanilsa da bu uygulamalar in vivo da pek basarili olamamaktadir.
Cunku rekombinant proteinler viicuda aktarilirken bazi problemler yagsanmaktadir.
Cogdu proteinin in vivo'da yarilanma omrukisa oldugu igin etkinligi kisa surmektedir
ve boylece hasarin oldugu bdlgeye terapotik dozda ulasmasi icin yuksek miktarda
ve tekrarlanarak verilmesi gerekmektedir. Bu durum, hem tedavi maliyetlerinde
artisa neden olmakta, hem de hedeflenen organlar icin terapétik olan bu doz
hedeflenmeyen organlarda hasara yol acgabilmektedir Ayrica, rekombinant
proteinler translasyon sonrasi modifikasyonlardan yoksun olduklarindan, gerekli
konformasyonu kazanamamaktalar ve tedavide etkin olamamaktadirlar ( Steinert
et al., 2008; Gelse and Schneider 2006; Fu et al., 2000). Bunlarin yaninda, eklem
kikirdagindaki sinoviyal hicrelere enjeksiyonla TGF-f1 ve BMP-2 gibi blyime
faktorlerinin aktarilmasi sinovyum inflamasyonu, eklem fibrozisi ve osteofit geligimi
sonucu kikirdak yikimi gibi istenmeyen durumlara yol agmistir (Steinert et al.,
2008). iste rekombinant proteinlerin tim bu sinirlayici etkilerinin (istesinden
gelebilmek icin, bu proteinlerin dogal bir sekilde hiicreler tarafindan sentezlenmesi
saglanmahdir. Bu amag¢ dogrultusunda, sunulan tez c¢alismasinda BMP6
rekombinant proteini yerine, bu proteinini kodlayan nulkleik asit dizisinin
(BMP6cDNA), in vitro ortamda rBMSC’lere aktariimasina karar verilmistir. Boylece
hicreler ilgili proteinle modifiye edildikten sonra, bu htcrelerin BMP6 proteinini
uzun sureli olarak mikrogevrelerine salmasi ongoérulmagstir. Eger bu c¢alismada
kitosan doku iskeleleriyle birlikte geligtirilen gen aktarim sistemi, in vivo’da
kikirdak hasari olan bir bolgeye implante edilirse, hucreler uzun sureli olarak
blylme faktorini saldiklari icin bu faktérin tekrar tekrar viicuda verilmesine
gerek kalmaz, ayrica protein lokal olarak salgilandigi icin hedeflenmeyen cevre

dokular da en az sekilde zarar gérmus olur.
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4.21. BMP6 geni iceren pShuttle-BMP6 plazmidinin olusturulmasi ve

klonlanan BMP6 cDNA dizisinin dogrulanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan pShuttle-BMP6 plazmidi Li ve arkadaslari
tarafindan, Bolum 3.1°de anlatilan sekilde elde edilmistir (Li et al., 2006). BMP6
cDNA belirtilen sekillerde hazirlandiktan sonra plazmidin EcoRV bdlgesine
klonlanmistir.  pShuttle-CMV plazmidinin gen haritasi ve BMP6 cDNA’sInin
aktarildigi bolge Sekil 4.2’de gosterilmektedir.

Pacl 1 Bglll 955
——— —— \Kpnl 961
LITR | Sall 96
\| Notl 974
CMv - Xhol 982
Kan “Hindlll 988

\Xbal 996
\EcoRV 1002 - BMPEB

| pShuttle-CMV
, 7462 bp

\\ left arm
BamHI 4549

Pacl 4541 / Pmel 3521
EcoRI 3527

Sekil 4.2. pShuttle-CMV’nin gen haritasi.

4.2.1.1. pShuttle-BMP6’nin DNA dizi analizi sonucu

BMP6 cDNA klonunun plazmidteki varliginin dogrulanmasi i¢in pShuttle-BMP6
plazmidinin dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizi sonuglari BMP6 geninin
cDNA dizisiyle karsilastirildiginda, plazmidin BMP6 cDNA dizisini igerdigi
dogrulanmistir. Plazmide ve BMP6 genine ait baz dizilerinin bir kismini igeren
kromatogram goruntisu Sekil 4.3’de sunulmaktadir. Yukari dogru gosterilen ok,
BMPG6 cDNA sekans dizisinin basladigi noktadir.
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pShuttle-CMV BMPG cDNA
50 60 70 ﬁ 80 90 108 118 128
CANNHNCBCCCCNGA GHBAGGAT TTHHCCC C T 6 ACAT CCAC ARGCTCTC AC MCCATGTTCCTETATTTTTTC MG AT G ACATT

F”

Sekil 4.3. pShuttle-BMP6’nin sekans analizine ait kromatogram goéruntusinden bir

kesit.

4.2.2. pShuttle-BMP6’nin saf halde elde edilmesi

Rekombinant plazmidin saf halde ve yuksek miktarlarda elde edilebilmesi igin,
plazmidler éncelikle kompetent E.coli’'ye transforme edilmis, bu hucreler kiltlre
edilerek plazmidin hucreler igerisinde c¢ogaltilmasi saglanmistir. Plazmidin
transformasyonundan 6nce yuksek verimlilikteki kompetent E.coli hucrelerinin
(NEB 5-alpha F’ 19 Kompetent E.coli (High efficiency)), canliliklari ve transforme
edilebilirligi pUC 19 kontrol plazmidiyle Boélum 3.2.2’de anlatilan sekilde test
edilmistir. Bu testin sonucunda, hicreler kanamisin iceren segcici besi ortamlarinda
ureyebildiklerinden canli olduklari ve transformasyona ugrama kapasitesine sahip
olduklari anlasiimistir. Bdylece hucreler Bolum 3.2.3te anlatilan sekilde
transforme edildikten sonra, secici kati besi ortamlarinda Ureyen transforme
koloniler, Bolum 3.4°de anlatildigi sekilde sivi kulturlerde c¢ogaltilip bu hicrelerden
plazmid DNA izolasyonu gergeklestiriimistir. Saf haldeki pShuttle-BMP6 plazmidi
% 1’lik agaroz jelde yuarutuldikten sonra 260 nm dalga boyundaki UV isikta
gorunttlenmistir (Sekil 4.4). Kullanilan marker 1 kb blayukligtnde olup elde edilen

plazmid DNA’nin yaklasik 9500 bp’inden olustugu gorulmektedir.
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Sekil 4.4. pShuttle-BMP6’ya ait agaroz jel elektroforezi gorintusu.

4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelere Plazmidi Aktaracak Aktarim Yonteminin ve

Vektoriun Segimi

Gen aktariminda temel olarak viral sistemler ve virls harici sistemler olmak Gzere
iki vektor sisteminin kullanildigi bilinmektedir. Viruslerin genetik materyalinin gevrili
oldugu “kapsid” yapisi, protein yapida olup genin aktarilacagi hucrenin zarindaki
reseptorleri taniyip baglanma 6zelligindedir. Viral kapsidler, ayni zamanda
tasidiklari nukleik asitin vlcut iginde parcalanmasini engelleyici bir koruma
saglarlar. Bu oOzellikleri nedeniyle viral vektorlerin aktarim verimlilikleri, viras harici
sistemlere gore daha yuUksektir. Ancak, virUsler, tasidiklari yabanci proteinler
nedeniyle enfekte ettikleri hiicrelerde immun cevap olusturma riski tagimaktadirlar.
Bu Ozellikleri de verimliliklerini kisitlayan énemli bir faktordur (Laporte and Shea,
2007).

Viral olmayan vektorler ise tasidigi nukleik asitleri hlcrelere dogrudan
aktaramazlar. Bu nedenle bu vektorlerin hicrelerin  reseptort tarafindan
taninmalar icin modifiye edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle viral olmayan

vektorler araciligiyla gerceklesen transfeksiyon verimi daha duguktur. Bununla
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beraber, katyonik lipozomlar ve katyonik polimerlerler elektrostatik olarak DNA'nin
negatif yUkli fosfat gruplariyla etkilesime girerek DNA’y1 “lipopleks” ve “polipleks”
denilen kompleksler olugturmak Uzere sikistirir ve yogunlastirirlar. Bu sistemler,
blaylk miktarlardaki DNA'nin yogunlastirilabilmesini saglayabildiginden, verimdeki
azalma bu yolla dengelenebilir. Ayrica DNA’nin katyonik polimerler tarafindan
kalkanlanmasi, serumdaki nukleazlar tarafindan pargalanmasini engeller (Storrie
and Mooney, 2006). Lipopleks ve polipleks sistemlerin sagladi§i avantajlar ve viral
vektorlerin immunojenite gibi dezavantajlari g6z onune alinarak, bu calisma
kapsaminda rBMSC’lere BMPG6 genini aktarmak icin viral vektorleri icermeyen iki
farkh gen aktarim sistemi kullaniimistir. Bunlardan biri, katyonik bir lipozom olan
“Lipofectamine 2000”dir. Diger aktarim sistemi olarak ise dogrudan kitosan doku
iskelesi kullaniimigtir. Plazmid DNA, kitosan doku iskeleleriyle herhangi bir vektor
kullaniimaksizin yalin halde birlestirilmistir. Bu iki sistem transfeksiyon verimlilikleri

agisindan Bolum 4.3.3’de karsilastiriimigtir.

4.3.1. Lipofektamin ile mezenkimal kok hiicrelere gen aktarimi

Lipofektamin 2000 memeli hicrelerine gen aktariminda kullanilan katyonik bir
lipozomdur. Katyonik lipozomlar patojen 0Ozellikte olmayan, immunojenite
tasimayan, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte kolaylikla sentezlenebilen kesecik
sistemleridir (Birchall et al., 1999). Katyonik lipozomlar genellikle, DNA’nin negatif
yuklU fosfat gruplariyla etkilesecek bir veya daha fazla azot atomu igeren bir bas
grubu ile; azot atomlariyla baglantili bir, iki ya da U¢ hidrokarbon zinciriden olusan
ve lipid ile nukleik asit arasinda baglanti kurulmasini saglayan bir ara halkasindan
(spacer) olusur. Lipozomlar, aralarinda fiziksel bir bosluk yaratilan iki lipitten
olusur. icte olan nétr yapidaki lipid, yardimei lipid olarak bilinir. Bu iki lipid tek
tabakall lipozom yapisini olusturlur. Katyonik lipozomlarin pozitif yiklt dis ylzeyi,
negatif yukli DNA ile elektrostatik etkilesime girerek lipozom/DNA kompleksi
olusumunu saglar. Bdylece nukleik asitler lipozom tarafindan kalkanlanarak,
negatif yukli hdcre zarinin elektrostatik itme kuvvettine karsi koyulur ve hicre
zariyla temas saglanir. Notral yardimci lipid araciligiyla da lipozomun hicre zariyla
birlesimi  gergeklesir. Transgenin ifadesi igcin DNA hucre c¢ekirdegine
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ulasmalidir. Aktif olarak bolinen hulcrelerde, mitozun sonunda c¢ekirdek zarinin
yeniden olusumunu takiben transfekte DNA ¢ekirdek tarafindan yakalanir (Dalby
et al., 2004).

Lipofektamin 2000 birgok g¢alismada gen aktarimi ajani olarak basarili bir sekilde
kullaniimistir. Guo ve arkadaslar tarafindan (2007) yapilan bir galismada, tavsan
kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucreleri, tek tabakali kultir ortaminda
Lipofektamin 2000 araciligiyla TGF-B1 ile kararli bir sekilde transfekte edildikten
sonra hucreler kitosan doku iskelelerine ekilmislerdir. Ardindan, gen ile modifiye
olmus kikirdak yapisi artikular kikirdak defektine implante edilmigtir. TGF-f1,
modifiye hlcreler tarafindan yeterli miktarlarda uretilebilmis, implantasyondan 12
hafta sonra defektlerin yenilenmis hiyalin kikirdak dokusuyla kapandidi yapilan

analizlerle dogrulanmistir.

Sunulan bu tez calismasi kapsaminda, kondrogenezin uyariimasi amaciyla
kitosan doku iskelelerine ekilmek uUzere, rBMSC’ler 24 go6zlu hlcre kultar
kaplarinda Bolum 3.7.1’de anlatildiyi sekilde lipofektamin 2000 araciligiyla
transfekte edilmislerdir. Daha sonra kararli hicre hatti olusumu igin kanamisin
iceren besi ortaminda U¢ gun boyunca inklibasyona birakilmiglardir. Plazmidi igine
alan hucreler kanamisin direnclilik genini ifade ettikleri icin antibiyotikli kualttr
ortaminda yasarken, plazmidi igine almayan hucrelerin buyuk kismi antibiyotik
direnci gosteremediklerinden dlmuslerdir. Daha sonra hucrelerin Gzerindeki kultar
ortami uzaklastirildiginda ortamla birlikte 6lU hucreler yani transfekte olmayan
hlcreler de uzaklagsmistir. BOylece kitosan doku iskelelerine ekilmek igin tripsinize
edilen hucrelerin buyik cogunlugu transfekte hicrelerden olusmustur.

4.3.2. Gen ile aktiflegmis kitosan araciligiyla gen aktarimi

Bonadio ve arkadaslari insan paratiroid hormonu kodlayan geni aktardiklari
kollajen matrislere, gen ile aktiflesmis matris (GAM) adini vermiglerdir (Bonadio et
al., 1999). Gen ile aktiflesmis matris (GAM) teknolojisi 6zellikle doku muhendisligi
uygulamalar igin geligtiriimis ilk gen aktarim yodntemidir (Bonadio, 2000). Bu
yontem, sistemik yolla veya enjeksiyonla yapilan aktarima gore daha basarili
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bulunmustur. Clnktu dogrudan yapilan enjeksiyonla bir hicre populasyonunun
veya vucuttaki 6zgll bir bdlgenin hedeflenmesi oldukga glc¢ iken, gen ile
aktiflestirilmis polimerik doku iskeleleri defektli bir bdlgeye implante edildiginde,
salinan vektdr birincil olarak implant boélgesinde lokal bir gen ifadesini saglar.
Ayrica polimerik doku iskelesi; vektorin veya yalin DNA'nin, terapotik kapasitesini
dusuren serumdaki nukleazlardan, proteazlardan ve immun sistem saldirilarindan
buyuk olgude korur. Bunlarin yaninda, doku iskelesi tabanli gen aktarim sistemleri
vektori uzun slre tasiyabildiklerinden,hicrelerin transfekte olma olasiliklarini
arttirlar (Bleiziffer et al., 2007; Dang and Leong, 2006). GAM araciligiyla yapilan
plazmid DNA aktarimiyla, in vivo’da énemli miktarlarda rekombinant protein elde
edilmistir. Bonadio ve arkadaslari tarafindan, kopekteki kemik defektinin
iyilestiriimesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, iki haftalik periyod boyunca 1 mg
plazmid DNA’dan pikogram seviyesinde rekombinant peptid Uretildigi gosterilmistir
(Bonadio et al., 1999). Plazmid DNA tasiyicisi matrisler olarak, kollajen (singer ve
jel) ve hiyaluronan gibi dogdal polimerler ile PLGA [poli(laktid-ko-glikolid)] ve

karboksimetil selliloz gibi sentetik polimerler kullanilabilir (Bonadio, 2000).

Kitosan ve kitosandan turevli matris yapilari ve kitosandan gelistirilen vektor
sistemleri, doku muhendisliginde gen aktarim sistemleri olarak olduk¢a ideal
adaylardir. Kitosan dogal bir polikatyondur ve DNA’'ya karsi gucli bir affinite
gbsterir. Toksik ve hemolitik degildir. intravendz yolla verildiginde karaciger
dokularinda birikmez. Ayrica yapilan ¢alismalarda DNA’'nin nikleazlar tarafindan
parcalamasina karsi guclu bir koruma gosterdigi belirlenmigtir (Salem and Leong,
2006). Literaturde, kitosanin basarili bir sekilde gen aktarim sistemi olarak
kullanildigi ¢galismalar mevcuttur. Periodental doku muhendisligine yonelik olarak
yuruttlen bir calismada,PDGF’i (plateletten turevli bayime faktord) kodlayan geni
iceren plazmid, kompleks koaservasyon araciligiylakitosanla yogunlastirilarak,
plazmid-kitosan nanopartikilleri elde edilmigtir. Olusturulan nanopartikiller,
kitosan-kollajen doku iskeleleriyle birlestirilerek, plazmid DNA'nin ¢ boyutlu matris
yapisina hapsedilmesi saglanmistir. Yapilan analizlerde plazmidin alti hafta
boyunca iskelelerden salindigi ve bu siUrede kitosan doku iskeleleri tarafindan
korunabildigi gosterilmistir (Peng et al., 2009).
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Sunulan tez calismasinda kitosan polimerinin gen aktarimi igin segilmesinin
nedenleri sunlardir: (1) Pargalanma UrUnlerinin toksik olmamasi ve kikirdak ECM
yapisi ile benzerlik gostermesi nedeniyle kikirdak sentezi igin uygundur. Yapilan
calismalarda kitosanin pargalanma Urdnlerinin kondroitin sulfat, dermatan stilfat,
hiyaluronik asit, keratin sulfat, kollajen Il gibi artikular kikirdak bilesenlerinin
yapisina katildigr gosterilmigtir (Lu et al, 1999). (2) Plazmid DNA'y1 ylksek
verimlilikte hapsedebilen ve koruyabilen dogal katyonik bir matris 6zelligindedir. (3)
Bu polimerle kikirdak olusumunu destekleyen uygun gozeneklilikte ve yeterli

mekanik dayanima sahip U¢ boyutlu doku iskeleleri kolaylikla Uretilebilmektedir.

Sonug olarak, bu calisma kapsaminda Bolum 3.7.2’de anlatilan sekilde Uretilen
BMP6 geni ile aktive olmus kitosan doku iskelesi, hicrelerin farklilagsmalarini
saglayacak terapotik geni lokal ve uzun sureli olarak salan bir biyoreaktor 6zelligi
tasirken, hem de hicrelerin Uzerinde yayilabilecegi ve ¢ogalabilecedi gozenekli ve

yeterli mekanik dayanima sahip doku destek yapisini olusturur.

4.3.3. Aktarim metodunun transfeksiyon verimine olan etkisi

Kitosanin transfeksiyon verimliligini etkileyen faktorlerden biri deasetilasyon
derecesidir (DD). Yapilan bir calismada, DD azaldikga kitosanin plazmid DNA
baglama kapasitesinin dustugu rapor edilmistir (Kiang et al., 2004). Ayrica birgok
calismada kitosandaki azot gruplariyla, etkileseme girdigi DNA molekulindeki
fosfat gruplarinin birbirine oraninin kitosanin gen aktarim verimliligini etkileyen
onemli bir faktér oldugu rapor edilmistir (Ishii et al., 2001; Kiang et al., 2004;
Lavertu et al., 2006).

Kitosanin transfeksiyon verimililigini etkileyen bir diger faktér molekil agirhgidir.
Dusuk molekul agirlikh kitosan ile yuksek molekul agirlikli kitosan transfeksiyon
verimlilikleri acisindan birbirleriyle kiyaslandigida dusukmolekdl agirlikh kitosanin
plazmid DNA baglama kapasitesinin daha ylksek oldugu belirlenmistir. Ayrica
kitosan ve lipofektamin bircok calismada transfeksiyon verimlilikleri agisindan
kargilastiriimis ve bu calismalarda lipofektaminin transfeksiyon veriminin daha
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fazla oldugu gosterilmigtir (Leong et al., 1998; MacLaughlin et al.1998).Bir diger
calismada ise yuksek molekuler agirhikh kitosanin transfeksiyon verimi,
lipofektaminden daha azken, yluksek molekiler agirlikh kitosanin veriminin daha

yuksek oldugu saptanmistir (Supaprutsakul et al., 2010).

Yapilan ¢alismada kullanilan iki farkli gen aktarim sistemi, elde edilen ELISA testi
sonuglari baz alinarak karsilastiriimistir. ELISA testiyle 2 farkh yolla hazirlanan
sistemlerin Urettigi BMP6 miktarlari tayin edilmistir. Bulunan degerler, ng/mL olarak
zamana kargl grafige gegcirilmigtir. Bu sonuglar, iki yontemin transfeksiyon

verimliligi agisindan da degerlendirilebilir.

Sekil 4.5'deki grafik incelendiginde, 21 gun boyunca lipofektamin ile transfekte
edilen hucrelerin sentezledikleri BMP6 miktarinin, kitosan araciligiyla transfekte
edilen hucrelerin sentezledikleri protein miktarindan biraz daha fazla oldugu

gorulmektedir.

Okitosan

40 B lipofektamin
35

30
~25 -
S 20 -
=15 |

10
5 | TE d
O T T T
3 5 7 9 11 14 21

Zaman (Gin)

Kiimiilatif BMP6 ekspresyonu

Sekil 4.5. Kitosan ile lipofektaminin transfeksiyon verimlerinin karsilastiriimasi.

Bu veriler degerlendirildiginde, iki gen aktarim sisteminin transfeksiyon
verimliliklerinin birbirine yakin oldugu, ancak lipofektaminle biraz daha verimli bir
aktarim gercgeklestirildigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.5). Cunku lipofektamin 2000
araciligiyla yapilan gen aktariminda, negatif yiklt plazmid DNA katyonik 6zellikte

lipozom ile kompleks olusturdugu igin, kultir ortamindaki nukleazlardan korunmus
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olur. Olusan plazmid DNA-lipozom kompleksleri hicre zariyla birleserek hicre
icine alinir ve hicre bélinmesi esnasinda dogrudan gekirdede aktarilir (Dalby et
al., 2004). Transfekte olan hicreler segici besi ortaminda inklibe edilip secildikten
sonra kitosan doku iskelelerine ekildigi icin, inkibasyona birakilan hucrelerin
¢ogunlugu modifiye hucrelerden olugsmaktadir. Plazmid kitosan doku iskelelerine
damlatildiginda ise, kitosan sinirli bir baglama kapasitesine sahip oldugu igin
plazmidin timunu yapisina katamaz. Ayrica hucreler, kitosandan salinan plazmid
DNA’nin timinU endositozla iceri alamaz. Plazmid DNA'nin bir kismi nikleazlar
tarafindan parcalanir. Bununla beraber, Sekil 4.10°daki grafikte kitosanin
yapisindaki plazmid DNA’nin tumunu bir anda salmadigi, 21 gun boyunca salima
devam ettigi gorulmektedir. Bdylece hlcrelerin icine aldiklari protein miktar
iskelelerden salinan plazmid miktarina bagimli olarak degismektedir. Sonugta bu
calisma kapsaminda, lipofektamin daha verimli bir aktarim metodu gibi gézukse de
ifadesinin modifiye hicrelerle sinirli olmasi nedeniyle bu ajanla surekli bir plazmid
salimi gercgeklestirilemedigi icin, kitosanin in vivo uygulamalarda implant
bolgesindeki hucrelerin de transfeksiyonunu saglayarak daha yuksek  bir

transfeksiyon verimine sahip oldugu belirlenmistir.

4.4. Sican Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Karakterizasyon Calismalari

4.4.1. Hucrelerin morfolojik gézlem sonuglari

Hucre kaltar ¢galismalarinda kullanilan sigcan kemik iligi mezenkimal kok hucreleri,
“Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi (KOGEM)” nden temin edilmistir. Hiicreler, Rattus norvegicus tiriine ait

bir sicandan kemik iligi aspirasyonu yontemiyle izole edilmistir.

Hucrelerin kultarin 3. ve 7. gunlerinde, kristal viyole ile boyandiktan sonra optik
mikroskopta c¢ekilmis hicre fotograflari Sekil 4.6’da verilmistir. Fotograflardan
acikga gorulebilecegi gibi, hlcre iskeletleri acik mora, hicre ¢ekirdekleri ise koyu

mora boyanmigtir. Kaltirin 3. gunde hudcreler mezenkimal kok hucrelere 6zgu
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igsibir morfoloji gostermeye baslamislar (Sekil 4.6.a,c) ve 7. glinde sayilari artarak

fibroblastik bir gérinum kazanmiglardir (Sekil 4.6.b,d).

Sekil 4.6. rBMSCs’nin kristal viyole goruntuleri : (a) 3.gun (x10), (b) 7.gin (x10),
(c) 3.gin (x20), (d) 7. gin (x20).

Calisma kapsaminda hucreler, Alexa Fluor 488-Phalloidin ve Propidyum iyodur ile
kaltdrun farkh gunlerinde boyanarak floresan mikroskop ile gérintilenmiglerdir.
Kaltaran 1, 3, 7 ve 16. gunlerinde ¢ekilmis fotograflar Sekil 4.7°de verilmektedir.
Sekilde de goruldagu gibi floresan isik altinda hicre iskeletleri aktin filamentlerle
etkilesen Alexa Fluor 488-Phalloidin nedeniyle vyesil, hlcre c¢ekirdekleri ise
cekirdekteki nukleik asitlere baglanan propidyum iyodurden dolayr kirmizi

renktedir.
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Sekil 4.7. rBMSC’nin floresan mikroskop goruntuleri : (a) 1. gin (x20), (b) 3. gun
(x20), (c) 7. guin (x20), (d) 16. gun (x20).

Sekil 4.7’den takip edildiginde, kultirin 1. gininde ECM yapisi yeni olusmaya
baslamistir. Bu nedenle hucre cekirdekleri iskelet yapisina gore daha belirgin
olarak gozukmektedir (Sekil 4.7.a). Kultiran ilerleyen gunlerinde hucreler daha
fazla ECM sentezlemeye basladiklari igin, aktin filamentleri oldukga yogun bir
sekilde gorunmektedir (Sekil 4.7.c,d).

Farkli glnlere ait hicre morfolojileri karsilastirildiginda, 1. ginden 16. giine kadar
hicrelerin giderek uzamaya basladigi ve 6zellikle 7. gin (Sekil 4.7.c) ve 16. gune
ait (Sekil 4.7.d) fotograflar karsilastirildiginda, 16. ginde hucrelerin daha igsi

morfolojiye ulastiklari belirgin bir sekilde gortulmektedir.

4.4.2. Hicre uremesine ait 6zgiil lireme hizi ve hiicre ikilenme suresinin

hesaplanmasi

Hucrelerin 14 gunlik inkibasyonu boyunca hemositometrik sayimlari sonucu elde
edilen hicre sayisina karsilik zaman grafigi ¢izilmis, bdylece hiicre Ureme grafigi
elde edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hemositometrik sayim sonucu elde edilen kemik iligi mezenkimal kok

hicre Ureme grafigi.

Hucre buyume egrisi sonucu, hucrelerin birinci ve uguncu gunler arasinda Ustel
ureme fazinda (logaritmik faz) olduklari belirlenmigtir. Hucrelerin Ustel Greme
fazindaki, 6zgul Ureme hizi (u) Esitlik 4.1°den, ikilenme suresi (tg) ise Esitlik

4.2’den hesaplanmistir.

In (X-Xo) = W (t — to) (4.1)
t=1n 2/ 4.2)

Esitliklerdeki Inxo, t=0 (sa) zamanindaki baglangi¢ absorbans degerini; Inx, t=t (sa)
zamanindaki absorbans degerini, p 6zgiil ireme hizini (sa™), tq ise ikilenme

suresini gostermektedir.

Ozgil Greme hizlarinin hesaplanmasi igin Esitlik 4.1'teki Inx-Inx, degerlerinin
zamana kargl grafige geciriimesiyle elde edilen dogrunun (Sekil 4.9) egimi
(0.3143) “Ozgul dreme hizi” (u) olarak tespit edilmistir. Bu deger 24 saate
bolinerek 6zgll Greme hizi 0,0131 sa’ olarak hesaplanmistir. Esitlik 4.2

kullanilarak hesaplanan ikilenme suresi ise 52.9 saattir.
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Logaritmik hiicre lireme grafigi
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Sekil 4.9. Ozgil treme hizinin hesaplanmasi igin kullanilan Inx-t grafigi.

4.4.3. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagmalarina iligkin gozlem

sonuglari

Sunulan c¢alismada, sican mezenkimal kok hucrelerinin  kondrojenik
potansiyellerinin gorsel olarak degerlendiriimesi igin bir grup hicre kontrol grubu
olarak buyume ortaminda inkibe edilmisg ve diger gruptaki hlcreler kondrojenik
farkhlasma ortaminda buyuUtuldikten sonra Safranin-O ile boyanmistir (Bkz. Bolim
3.5.3.2). Boyama sonucunda sitoplazma grimsi yesil, ¢cekirdek siyah ve kikirdak
yapisi kirmizi tonlarinda renk almistir. Hucrelerin; kultirin 7, 14, 21 ve 28.
gunlerine ait optik mikroskop goruntileri Sekil 4.10°’da sunulmustur. Bu fotograflar
g6z 6nune alindiginda, yalnizca buyiame ortami (BO) ile inklibe edilmis hlcrelerin,
ilk haftadan itibaren i§ seklindeki mezenkimal kdk hicre morfolojisini kazanmaya
bagladigi ve 28. gun sonunda da bu morfolojiyi korudugu gdérulmektedir (Sekil

4.10.a,c,e,Q).
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Sekil 4.10. Kondrojenik ortam (KO) ve blyume ortaminda (BO) cogaltiimis ve
Safranin-O ile boyanmig rBMSCs’nin optik mikroskop gdéruntileri : (a,b) 7. gun
(x20), (c,d) 14. glin (x20), (e,f) 21. gun (x20), (g,h) 28. glin (x20).
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Yedinci glne ait goéruntilerde, kondrojenik farklilasma ortamiyla (KO) inkibe
edilmis hucrelerin kontrol grubundaki hucrelerden farkli bir morfolojiye sahip
oldugu go6zlenmigtir. Hucreler igsi yapilarini kaybederek, kuresel bir yapi
kazanmaya baslamiglardir. Ayrica goruntude kirmiziya boyanmis bir hicre kitlesi
de gorulmektedir (Sekil 4.10.b). Ondérdinci gun sonunda kirmiziya boyanan
alanlar artmig, kiresel morfolojiye sahip daha buylk hidcre kitlesi turuncuya
boyanmistir. Bunun yaninda hlicre yogunlugunda azalma gorilmektedir (Sekil
4.10.d). En fazla kirmiziya boyanmis ECM yapisi, 21. ginde gozlenmigtir. Kultdrin
farkh bolgelerinde pembeye boyanmis birgok hicre kitlesine rastlanmigtir (Sekil
4.10.f). 28. gin sonunda ise kontrol grubunda hiicre yogunlugu oldukca fazla
olmasina ragmen farkhlasmak Uzere uyariimis kultirde hlcre yogunlugu ve

kirmiziya boyanmig alanlar oldukga azdir (Sekil 4.10.h).

Goruntulerden elde edilen veriler siginda, kualtarin ilerleyen glnlerinde
mezenkimal kok hlcrelerin tipik morfolojisi olan i§ seklindeki yapinin kaybolmaya
baslamasi, hucrelerin kondrositlere 6zgu kuresel bir yapi kazanmasi ve kirmizi
renk olusumu; kikirdaga 6zgu proteoglikanlarin ve GAG’larin sentezlendiginin,

dolayisiyla kondrojenik farklilagsmanin gergeklestiginin géstergesidir.

Kikirdak dokusuna 6zgu ECM birikimi 7. gunin sonunda gorulmeye baslamig, 14.
gun sonunda belirgin sekilde artmis ve 21. gunin bitiminde en yodun sekilde
ortaya ¢cikmistir. Bu da kikirdaga 6zgu bilesenlerin sentezinden sorumlu genlerin
ifadesindeki artistan ileri gelmektedir. Bu bulgu, literatir bilgileriyle de
ortismektedir (Sekiya et al., 2005). Ayrica kondrojenik uyaran ile inkibasyonu
gerceklestiriimis kultarler, kontrol gruplariyla kiyaslandiginda hicre yogunlugunun
daha az, hicre buyUkliginin ise daha fazla oldugu goézlenmistir. Bu da
farkhlasmanin hiicre metabolizmasini arttirici ancak ¢cogalmayi azaltici bir etkisi
oldugunu kanitlamaktadir. 28. gunde ise farklilagsmis hucrelerin oldukga az
goOrulmesi, bluyuk olasilikla kondrositlerin in vitro kosullarda,tek tabakali kalttr
ortamlarinda fenotipik 6zelliklerinin buyuk ¢ogunlugunu kaybetmeleri sonucu “de-
differensiye” olmalarindan kaynaklanmaktadir (Gelse and Schneider, 2006).

88



4.5. Kitosan Doku iskeleleriyle Yiiriitiilen Hiicre Kiiltiirii Caligmalari

Bu bolimde doku iskeleleriyle yuaratulen hucre kdlturd galismalarinin
degerlendirmesi amaciyla yapilan DNA salim ¢alismalari, MTT analizi, ELISA testi,
SEM analizi, RT-PCR analizi ve biyokimyasal analizine ait bulgulara yer verilmis
ve elde edilen bulgular tartisiimistir. Calismalar 4 grup ornekle yuratalmustar.
Birinci gruptaki kitosan doku iskelelerine yalnizca hulcre ekilmis, ikinci gruptaki
hicreler kulltire edilirlerken, farklilasma ortamlarina iskele basina 20 ng olacak
sekilde rekombinant BMP6 proteini (Cat. No: 507-BP, R&D Systems, ABD)
eklenmigtir. Uglincli  gruptaki doku iskelelerine pShuttle-rBMP6 plazmidiyle
modifiye edilmis hicreler ekilmistir. Dordincl gruptaki 6érnekler ise, pShuttle-
rBMP6 emdirilmis kitosan doku iskelelerine mezenkimal kok htcreler ekilerek

hazirlanmistir.

4.5.1. Kitosan doku iskelelerinden plazmid DNA salimi

Mezenkimal kok hlcre ekilmis kitosan iskelelerinden plazmid DNA salimi, BolUm
3.8.2.1’de anlatilan sekilde 21 gun boyunca kantitatif olarak izlenmistir. Elde
edilen verilerden cizilen, zamana kargi kimdulatif DNA salim miktarini goésteren

grafik Sekil 4.11°de verilmisgtir.
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Sekil 4.11. Kitosan doku iskelerinin zamana karsi plazmid DNA salim profili.
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Sekil 4.11’deki grafik incelendiginde kulturun 3. gununde iskelelerden salinan
plazmid DNA miktari olduk¢a az olmasina ragmen, kultirin 5. gununde salinan
DNA miktarinin doruk noktaya ulastiyi gorilmektedir (22,5 ng/mL). Bu durum
matris araciligiyla gerceklesen gen aktarim sistemlerinde, plazmid DNA’nin
matristen serbest kalma kinetiginin matrise baglanma Ozelligine bagh
olmasindandir (Laporte and Shea, 2007). Bu calismada kullanilan sistemde,
plazmid DNA’nin kitosana baglanmasi, yluzeye tutunma ve elektriksel c¢ekimle
(DNA negatif yikli fosfat gruplariyla, kitosandaki pozitif yikli amin gruplar
arasindaki) gerceklesmistir. BOylece iskelenin i¢ yuzeylerine giremeyen ve iskele
yuzeyine elektrostatik ¢ekimle baglanmis plazmid DNA’nin buyudk bir kismi,
kaltdrin 5. glininde birden serbest kalmistir (burst release=patlama serbest
kalis1). Bu sonug, literatlirde yapilan bir ¢galismanin verileriyle de uyumludur (T.
Guo et al.,2006).

Kulturan 7. gununde ise iskelelerden ¢ok az miktarda plazmid DNA salinmistir. 7.
gunden 14. gune kadar plazmid DNA salimi artan miktarlarda devam etmis, 21.
gunde, 14. gunle ayni seviyede bir salim gerceklesmistir. Deneysel caligmalarin
devam ettirildigi 21 gun boyunca DNA saliminin devam ettigi gorulmektedir.
iskelelerden salinan pShuttle-BMP6 plazmidi, mezenkimal kék hiicreler tarafindan
endositozla iceri alinmis ve bu hucreler genetik olarak modifiye olmuslardir.
Yapilan ELISA testinin sonucuna goére plazmid DNA yuklenmis iskelelere ekilmis
hicrelerin 21 gun boyunca BMPG6 proteinini sentezlemeleri genetik modifikasyonun
gerceklestiginin kanitidir.  BOylece kitosanin, plazmid DNA’yr kultur ortamina
salinan parcgalayici nukleaz enzimlerinden Kkoruyabilen bir yapi oldugu
gérilmektedir. ik hafta, plazmid DNA’nin biyik bir kisminin iskelelerden ani bir
sekilde salinmasi ise avantajli bir durumdur. CUnkU hdcreler, kikirdak dokusunu
olusturmak igin, ilk hafta ylksek yogunlukta blyime faktérine ihtiyag
duymaktadirlar. Doku iskelelerinden 5. gunde salinan buyuk miktardaki DNA,
kikirdak olusumunun erken evrelerinde hucrelerin farkllismasi igin gereken kisa
sureli ancak yuksek seviyelerdeki BMP6 ifadesini saglamistir. Ayrica, bu gen

aktarim sistemi toksik olmamasi nedeniyle hicre ¢cogalmasini desteklemistir.

90



45.2. MTT analizi

Kitosan doku iskeleleri Uzerinde Ureyen kemik iligi kokenli sigan mezenkimal kok
hacrelerinin mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile belirlenmigtir. MTT analizi ile
hucrelerin metabolik aktiviteleri sonucu mitokondrilerinden salgilanan maddenin
spektrofotometrik 6lgumu yapildigindan, bu analizle dolayli olarak hiicre ¢gogalmasi
da belirlenmektedir. Mitokondriden madde salgilanmasi, yalnizca canli hucrelerde
gbzleneceqi icin Olgulen deger yasayan hucre sayisi ile de iligkilendirilmektedir.
Ayrica, bu analizle hucrelerin GUremesi, canlihdi ve c¢esitli malzemelerin hicreler

uzerindeki etkisine (6rnegin sitotoksisite) yonelik bilgi edinilmesi mumkundur.

Hucrelerin doku iskelelerindeki Ureme davraniglari 11 gunlik inkubasyon
suresince izlenmis ve sonuglar MTT analizi ile 570 nm’de olg¢llen optik yogunluk

degerleri olarak Sekil 4.12'de verilmistir.
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Sekil 4.12. MTT analizi ile rBMSC’in saf kitosan, plazmid yuklenmis kitosan ve
BMP6 eklenmis kitosan Uzerindeki ve transfekte rBMSC’nin saf kitosan Uzerindeki
reme davraniglari (istatistiksel énem farkliigi, n=3, * p<0,05; ** p<0,01; ***

p<0,001 kitosan kontrol grubudur).
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Yapilan MTT analizinde kontrol grubu olarak bos kitosan doku iskeleleri
kullaniimistir. Kontrol grubundaki hucreler harig, tum hicreler inkUbasyon
suresince BMPG6 proteini ile etkilegmislerdir. Bu nedenle, 3, 5, 7, 9 ve 11.
gunlerde, kitosan grubunda diger gruplara gore hucre sayisinin daha az oldugu
gorulmastur. Bu durum, buayume faktort olan BMP6’nin hucrelerin tremesinde ve

bayumesinde uyarici etkisinin bulunmasindandir.

BMP6 proteiniyle etkilesen tim gruplarda hlcre sayisi en yuksek 7. glinde
gorulmagtur ve 7. ginden sonra azalmaya baslamistir. Mezenkimal kok hicrelerin
7.gunde hizli bir dreme gostermesi, BMP6 geninin ifadesine paralel olarak
gerceklesmektedir. Literatirde bu durumu destekleyen bir ¢alismanin RT-PCR
analizi sonuglarina gére, BMP6 ile uyarilmis mezenkimal kdk hticrelerin gen ifade
seviyesi 7. gune kadar artmig, 7. ginden sonra azalmaya baslamistir (Sekiya et
al.,2005). Cunku hucreler kondrojenik olarak farkhlastikga, mitojenik aktiviteleri
yavaslamaktadir. Kdlturun 3, 5, 7 ve 9. gunlerinde BMP6 icermeyen kitosan
grubuyla serbest halde BMP6 iceren grup arasinda hucre sayisi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir. Bu sonug, serbest haldeki
BMP6’nin pargalanmasindan kaynaklanmaktadir (ELISA testine gore 5. gunde

kaltar ortaminda BMP6 proteini saptanamamistir).

pShuttle-BMP6 rekombinant plazmidi igeren kitosan grubundaki hiicre Uremesi, 3.
gunde kontrol grubundan istatistiksel olarak farkh degilken, 5.guinde iskelelerden
salinan plazmid DNA miktarinin doruga ulagmasi nedeniyle, bu gruptaki hicre
sayisi (bkz. DNA salim sonuglari) kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak dnemli bir fark saptanabilmigtir (p<0.001). Bu gruplar arasinda 7. ginde de
istatistiksel olarak fark gorulebilmis (p<0.01), ancak 9. ginde BMP6 ifade

dizeyinin azalmasina bagli olarak farklihk goérilmemistir (p>0.05).

Kaltarin 3, 5, 7 ve 9. gunlerinde, lipofektaminletransfekte edilmis grubun hucre
sayisinin, plazmid igeren kitosan grubundan daha ylksek oldugu gorulmustar.
Onbirinci gunde ise kitosan grubunda hucre kaybinin ¢ok fazla olmasi nedeniyle,
bu grup hicre sayisi bakimindan diger gruplardan istatistiksel olarak farkhdir.

92



4.5.3. ELISA testi sonuglar

Transfekte edilmis mezenkimal kok hulcrelerin BMP6 ifade seviyeleri ve
sentezledikleri BMP6 protein miktarlari Bolum 3.8.2.4’de anlatilan sekilde ELISA
testiyle belirlenmigtir. Lipofektamin araciligiyla ve kitosan doku iskeleleleri
araciligiyla BMPG6 geni aktariimis hucrelerin, 21 gin boyunca urettikleri kimalatif
BMP6 protein miktarlarini gosteren grafik Sekil 4.5’de verilmistir. Verilen grafik
takip edilirse, 3. gunde hucrelerden alinan kultir ortaminda protein tespit
edilemedigi gorulmektedir. Hucreler 5. gunden itibaren BMP6 proteini
sentezlemeye baglamiglar ve 3 hafta boyunca BMP6 proteinini sentezlemeye
devam etmiglerdir. Ayrica grafikteki veriler disinda, BMP6’nin serbest halde kulttr
ortamina verildigi 6rnekler icin 3. glin ve 5. guinlerde ELISA testi yapiimistir. Ancak
5. gun sonunda kultir ortaminda BMP6 proteini saptanamamistir. Bu da proteinin
5. gln sonunda yarilanma Omrinu tamamlayarak hucreler Uzerindeki uyarici
etkisinin ortadan kalktigini gostermektedir. BMP6’nin, mezenkimal kok hucrelerin
kondrojenik faklilasmasini indikledigi literatlirde cesitli calismalarla gdsterilmistir
(Indrawattana et al., 2004; Estes et al., 2006; Hennig et al., 2007). Ancak bu
¢alismalarin tumunde, BMP6 proteini serbest halde verildigi i¢cin hucrelerin bu
proteinle etkilesimi oldukca kisa surmekte ve farkllasma tam anlamiyla

gerceklesemeden proteinlerin 6mru tamamlanmaktadir.

Literaturdeki bilgilere goére, mezenkimal kok hucreler kikirdak dokusuna
farklilagmak Uzere uyarildiklarinda, gelisimlerinin ilk haftasinda kikirdaga 6zgu
matris proteinleri Uretilmeye baglanir. ikinci haftada bu proteinleri sentezleyen
genlerin ifadesi artar ve 3. haftada bu genlerin ifadesi en ylksek dizeye ulagir
(Sekiya et al.,2005).

Bu calismada, transfekte edilen hiicreler 3 hafta boyunca artan miktarlarda BMP6

ekspresyonunu gercgeklestirerek farklilasma ve blyume igin gereken miktarda ve

surede protein sentezlemislerdir.
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45.4. SEM analizi

Kaltaran 7, 14 ve 21. gunlerinde dort gruptan alinan ornekler, mezenkimal kok
hicrelerin doku iskeleleri Gzerindeki morfolojileri, yapisma ve yayilma egilimleri ile
morfolojik farklilagsmalarinin izlenmesi amaciyla SEM ile goruntulenmis, 6rneklerin

fotograflari ¢ekilmigtir. Bu fotograflar Sekil 4.13-4.17°de sunulmustur.

Fotograflarda, kitosan doku iskelelerinin gdzenekli yapida ve gbézeneklerinin i¢sel
baglantili oldugu gériilmektedir. ilk haftadan itibaren mezenkimal kék hicrelerin
iskelelere yapistidi, yayilldigi ve sentezledikleri hucre disi matris yapisiyla
g6zenekleri doldurmaya basladigi goértlmektedir. Genel olarak, iskelelerin
yuzeyinde bulunan hucreler yassilagsmig, gozenekler iginde bulunan hucreler ise
kiresel sekildedir (Sekil 4.13).

Ondordince gunde, plazmid ylklenmis kitosan doku iskeleleri, diger kitosan doku
iskeleleriyle  kiyaslandiginda gozeneklerin biraz daha kugulmus oldugu
goOrulmektedir (sekil 4.14). Ancak gozenekler, hlcrelerin yapismasi ve ortamdan

besin almasina yetecek kadar buyuktur.
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Sekil 4.13. Kitosan doku iskelelerinin 7. gune ait goruntuleri: (a) Plazmid
emdirilmis kitosan+ rBMSCs (x774), (b) Plazmid emdirilmis kitosan+rBMSCs
(x1000), (c) plazmid+rBMSCs (750), (d) plazmid+rBMSCs (x1000), (e) Serbest
BMP6+rBMSCs (x500), (f) Serbest BMP6+rBMSCs (x250).
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Sekil 4.14. Ondordlncu gune ait SEM goruntuleri (a) Plazmid emdirilmis kitosan

doku iskelesi (x100), (b) Plazmid igermeyen kitosan doku iskelesi (x100).

BMP6 icermeyen kitosan Uzerinde, oldukga az sayida vyayllmis hulcreye
rastlanmistir ve hucrelerin kuresel morfoloji kazanamadiklari, hatta mezenkimal
kok hicre morfolojisini kaybetmeye basladiklari gértlmektedir (Sekil 4.15.a,b;
4.16.a). Ondordunctu gunde, serbest BMP6 iceren kiltir ortaminda buylyen
hacrelerin kismen farkhlastigi, bazi hicrelerin igsi sekillerini kaybederek kiresel
kondrosit fenotipine donustukleri gorilmektedir (Sekil 4.15.c,d). Ondoérdincu
glinde, plazmid yuklenmis kitosandaki ve saf kitosandaki modifiye hicrelerin, diger
gruplar ile kargilastirildiginda iskelenin gozenekleri boyunca daha genis bir alanda
yayildigi, hucre disi matris yapilarinin daha gelismis oldugu ve morfolojilerinin
klresel kondrosit morfolojisine daha yakin goértulmektedir (Sekil 4.16.) Ayrica
yapismis hucreler arasinda baglantilar oldugu gorulmektedir. Bu gelisme, doku
olusumunun basladiginin kanitidir (Sekil 4.16.a,b,c).
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Sekil 4.15. Kitosan doku iskelelerinin 14. gine ait SEM goruntuleri: (a) rBMSCs
(x735), (b) rBMSCs (x750), (c) BMP6+rBMSCs (x500), (d) BMP6+rBMSCs (x500).
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Sekil 4.16. Modifiye hicreleri igeren kitosan doku iskelelerinin 14. giine ait SEM
fotograflari:(a) Plazmid emdirilmis kitosan+rBMSCs (x1000),(b) Plazmid emdirilmis
kitosan+rBMSCs (x1000), (c)Plazmid+rBMSCs(x250), (d)Plazmid+rBMSCs (x500).
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Yirmibirinci gune ait fotograflarda, sadece hucre iceren saf kitosan grubu haric,
hicrelerin daha fazla ¢codalmis ve kitosan doku iskelelerinin ylzeyine oldukcga
yayllmis olduklari goérilmektedir. Hicreler Ust Uste yigilmaya basladiklari icin, tek

bir hicrenin morfolojisi belirgin olarak gézlenememektedir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17.rBMSCs ekilmis kitosan doku iskelelerinin 21. gline ait SEM goéruntuileri:
(a) r BMSCs (x1000), b) BMP6+rBMSCs (x1000), c¢) Plazmid+ rBMSCs (x1000), d)
Plazmid emdirilmis kitosan+rBMSCs (x1960).

4.5.5. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analiz sonuglari

Yapilan tez calismasi kapsaminda, dort grup doku iskelesi Uzerinde Ureyen
hdcrelerin, kaltarin 14. ve 21. gunlerindeki agregan, kollajen 1l ve BMP6 genlerinin
ifade seviyelerinin belirlenmesi igin Bélim 3.8.2.5’'de anlatilan sekilde gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yurutiimugtir. Agregan (Acan) ve
kollajen Il ifadesi analizi (Col2A1), hicrelerin kikirdaga farklilagsma durumlarinin
belirlenmesi i¢cin  yapilmistir.  Agregan, kikirdak ECM’sinin  karakteristik
proteoglikanidir.Tip Il kollajen ise kikirdak ECM’sinde olduk¢a yodun miktarda
bulunan bir proteindir. Bu nedenle kikirdak olusumuna yonelik olarak yapilan
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birgcok ¢alismada, kondrogenezin belirlenmesi igin bu iki gen siklikla incelenmistir
(Tong and Yao, 2007; Sekiya et al.,, 2005). BMP6 geninin ifade dizeyinin
analizindeamag¢ oncelikle, kitosan ve lipofektamin araciigiyla BMP6  geni
aktarilmig hicrelerin, bu geni eksprese etmek lGzere etkin bir sekilde modifiye olup
olmadiklarini incelemektir. Ayrica bu analizle, iki farkli yolla gergeklesen gen
aktarim sisteminin dolayli olarak transfeksiyon veriminin belilenmesi de
hedeflenmigstir. Bununla beraber, kiltirin ilk gininde BMP6 blylume faktora ile
uyarilmig hucrelerin, genetik yolla uyariimis hucrelere ve tum hucrelerin kontrol

grubuna gore ifade diuzeylerinin kantitatif olarak karsilastirilmasi da amaglanmistir.

Yapilan analizin sonugclari de@erlendirilirken, ornekler ve haftalar kisaltilarak
belirtiimistir: 1. grup érnekler “K”, 2. grup 6rnekler “B”, 3. grup 6rnekler “M” ve 4.
grup ornekler “D” olarak kisaltiimig, 2. haftaya ait ornekler “2”, 3.haftaya ait
Ornekler “3” olarak kisaltmalarin  yaninda belirtiimigtir.Yapilan  analiz
incelendiginde, calisilan 6rneklerde Agregan (Acan) geninin ifadesinin dlgilemez
dizeyde az oldugu anlasiimistir. Col2A1 icin gen ifadesi yalnizca B2 drnedinde
saptanmistir. Bu nedenle karsilastirmali gen ifade analizinin yapiimasi mumkun
olmamistir. BMP6 gen ifade seviyesi tum orneklerde ¢ok dusuk olmakla birlikte,
BMP6 ile modifiye edilmis M3 érneginde hi¢ saptanamazken, M2 drneginde ¢ok az
miktarda saptanmistir. ileri bir RT-PCR yaklasimi kullanilarak analiz, BMP6 ve
GAPDH genleri igin tekrarlandiginda, karsilastirmali gen ifadesi elde edilmistir.
Ancak sonuglarin arasinda mantikl bir iliski olmadigi gérulmektedir. B2 6rnegine
ait GAPDH ifadesinin diger 6rneklere goére ortalama 3000 kat fazla olmasi, bu
genin “house keeping gen” olmasi nedeniyle bu deger beklenenin oldukga Ustinde

bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. BMP6 ve GAPDH geni icin kargilastirmali ve goreceli gen ifadesi.

BMP6 BMP6 GAPDH GAPDH Karsilagtirmali
Srnek goreceli tekrar goreceli Tekrar BMP6 ifadesi
gen sayisl gen Sayisi
ifadesi ifadesi
B2 1,801 2 96,591 2 0,02
B3 15 1 30 2 0,5
D2 101,004 2 21 2 4893,65
D3 21,793 2 31 1 696,87
M2 58 2 110 2 0,53
K2 - 0 15 1 -
K3 - 0 16 1 -

Ayrica BMP6 genine ait goreceli gen ifadesinin D2 ve D3 Orneklerinde, M2
ornegine gore, oldukga fazla olmasi, hatta M3 o6rneginde amplifikasyonun hig
saptanamamasi mantikli bir sonu¢ olarak degerlendiriimemistir. Clinki D ve T
gruplarinin her ikisi de modifiye hlcrelerdir. Bununla beraber yapilan biyokimyasal
analiz ile ELISA testi sonuglarinda,bu 6rnekler icin alinan veriler birbirlerine yakin
oldugu icin, elde edilen kantitatif gen ifadesi guvenilir gézikmemektedir.
Ayricahouse keeping gen olanGAPDH geni ifadesi icin yapilan ilk analizde,bu
genin ifadesi 20-30. donguller arasinda saptanabilmistir. Ancak hicre veya
dokudan izole edilen RNA analizlerinde GAPDH amplifikasyonunun 8-12. dénguler
arasinda saptanabilir olmasi beklenmektedir. Bu durum, hedef cDNA miktarinin
beklenenden en az 1000 kat daha az oldugunu gostermektedir. Dugsuk miktarda
cDNA elde edilmesi 6rneklerin mRNA kalitesinin duguk olmasindan ya da Ornek
miktarinin az olmasindan kaynaklanabilir. Ancak analizin yapildidi gunlere ait
orneklerdeki MTT sonuglari ve SEM analizi, drnek miktarinin analiz igin yeterli
oldugunu, dolayisiyla bu durumun,TRIzol prosedurlyle orneklerden ekstrakte

edilmisolan RNA miktarinin duguk olmasindan kaynaklandigi anlasiimistir.

Literatir arastirmalarindan elde edilen bulgular, bu disunceyi destekler niteliktedir.
Yapilan bir c¢alismada, gen ekspresyonunun belirlenmesine yonelik analizler
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icin,polisakkarit tabanh biyomalzemelerden RNA ekstraksiyonunun, tek tabakali
kulturlerde gelisen hucreler igin kullanilan geleneksel tekniklerle yapilmasinin,
dusuk kalitede RNA elde edilmesine yol actigigdsterilmistir(Wang and Stegamann,
2010). Calismada kitosan 6rneklerinden farkl yollarlayapiimis RNA ekstraksiyonu
kargilastiriimis ve buna gore TRIzol (Invitrogen, Carlsbad CA) yontemiyle elde
edilen RNA miktarinin (0,89 ug), setil trimetilamonyum bromur (CTAB) ileelde
edilen RNA miktarina (3,47ug) gore olduk¢a disuk oldugu belirlenmistir. Bu
durum, TRIzol prosedurl uygulanirken gerceklesen RNA kaybindan
kaynaklanmaktadir. Bu prosedur ile yapilan RNA ekstraksiyonu,katotrofik lizis
tamponuyla dokunun sindiriimesi ve RNA iceren sivi fazin organik fazdan ayrilarak
RNA'nin ¢oktirilmesi prensibine dayanmaktadir. Ornegin sindirilmesinden sonra
kalan blyuk polisakkarit parcalar nikleik asitlere fiziksel olarak baglanmaktadir.
Ardindan faz ayrilmasi sirasinda ayrilan organik fazin santrifdj igleminden sonra
uzaklastiriimasi, RNA molekullerinin de bu fazla birlikte atiimasina, boylece dusuk
miktarda RNA eldesine neden olmaktadir. Bunun yaninda, kuguk polisakkarit
parcalarin faz ayrilmasi sirasinda sivi faza gegcmesi, RNA ¢oktirme asamasinda
bu parcalarin RNA ile birlikte ¢dkmesine yol agmaktadir. CTAB ekstraksiyon
tamponunun igcermis oldugu tuzlar ise RNA’y1 baglamakta ve ayni zamanda
polisakkaritlerin ¢ézinmesini saglamaktadir. Bdylece kloroform ekstraksiyonu
asamasinda polisakkaritler ortamdan uzaklagtirlak RNA ile birlikte ¢okmeleri

engellenmis olur (Wang and Stegamann, 2010).

Cesitli calismalarda, RT-PCR analizi i¢in polisakkarit tabanl iskelelerden TRIzol
yontemi yapilan RNA ekstraksiyonunda, kullanilan TRIzol miktarinin arttiriimasi,
ornek hazirlama esnasinda; santrifijleme, kesme ve pargalama gibi mekanik
yollarla iskelelerinin pargcalanmasiyla yuksek kalitede RNA elde edilebilmis ve

analizlerden sonug alinabilmistir.

4.5.6.Doku iskelelerinin biyokimyasal analizi
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Hucre-doku iskelesi yapilarindaki hucrelerin kondrojenik aktivitelerinin sayisal

olarak degerlendiriimesi ve kondrogenezin kantitatif belirlenmesi amaciyla Bélim

3.8.2.6'da anlatilan sekilde, kultirin 14. ve 21. glnlerinde biyokimyasal analiz

yapilmigtir. Biyokimyasal analiz sonuglarina ait veriler Cizelge 4.3’te verilmektedir.

Cizelge 4.3. Kitosan, BMP6-kitosan, DNA-kitosan ve modifiyehlcrekitosan durgun

kiiltirdeki biyokimyasal bilesimleri (istatistiksel dnem farkliligi, n=3,* p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001 kitosan kontrol grubudur).

14. GUN 21. GUN
KITOSAN KITOSAN

GAG (ug) 1,48+0,42 7,75+0,10

GAG (mg)/(g) kuru agirhik 0,67+0,19 2,28+0,03

DNA ug 1,97+0,06 1,39+0,06
BMP6-KITOSAN BMP6-KITOSAN

GAG (ug) 2,77+0,37 9,2310,10

GAG (mg)/(g) kuru agirhk 0,77+0,10 3,18+0,04

DNA ug 2,20+0,01** 1,68+0,01***
DNA-KITOSAN DNA-KITOSAN

GAG (ug) 9,59+0,84** 10,8910,26

GAG (mg)/(g) kuru agirhk | 4,17+0,36** 4,84+0,12**

DNA ug 1,79+0,07* 1,80+0,01***
MODIFIYE-HUCRE MODIFIYE-HUCRE
KITOSAN KITOSAN

GAG (ug) 3,3240,52 12,36+0,68*

GAG (mg)/(g) kuru agirhk | 1,48+0,23 3,75+0,21*

DNA ug 1,71+0,06** 1,98+0,08***

iskelelerinin baslangi¢ kuru agirhdi ortalama 3 mg’dir.

'Doku
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Hucre-doku iskelesi yapilarindaki GAG igerigi belirlenirken, kitosanin yapisindaki
GAG igerigi hesaba katilmamistir. Dolayisiyla c¢izelgede verilen degerler

tamamiyla hicrelerin sentezledigi GAG iceriklerini ifade etmektedir.

Cizelge 4.3’ten takip edilirse, 14. gundekitosan grubundaki doku iskelelerinin GAG
iceriginin diger gruplardakine gore daha az oldugu goérulmektedir. GAG birikiminin
en fazla gorildugu iskeleler, modifiye edilmis hicreleri iceren DNA-kitosan(4,17
mg GAG/g kuru iskele) ve modifiye hicre-kitosan (3,32 mg
GAG/qg)iskelelerdir.DNA-kitosan iskelelerdeki GAG birikimi ise kontrol grubuyla
kargilastirildiginda, farkin énemli derecede fazla oldugu goértulmektedir (p<0,01).
Elde edilen veriler, ondérdici gune kadar en yodun GAG sentezinin kitosan
araciligiyla modifiye edilmis hicreler  tarafindan gergeklestirildigini
gOstermektedir.Bu sonug,DNA-kitosan doku iskelelerindeki hlcrelerde GAG
sentezinin gerceklestigi zaman araliklarinda, kikirdaga 6zglu genlerinin uyariimig

ekspresyon duzeylerinindaha yuksek oldugunun kanitidir.

Yirmibirinci glne ait veriler incelendiginde, tum gruplardaki kitosan doku
iskelelerindeki GAG birikiminde artis oldugu gorulmektedir. Ayrica, modifiye
edilmis hucreleri iceren iskelelerdeki GAG miktarlari, normal hucreleri igeren
iskelelerle karsilastirildiginda istatiksel olarak dnemli dizeyde ylksektir. En fazla
GAG birikimi ise 14. gun sonundaki verilerle ortusur nitelikte DNA-kitosan
iskelelerde (4,84mg GAG/g kuru iskele)gorulmustur (p<0,001). Bu durum, DNA-
kitosan iskelelerdeki hucrelerin kondrojenik aktivitelerinin daha fazla oldugunu
kanitlamaktadir. Yirmibirinci ginde BMP6 ile uyarilmis Gg¢ grup, kontrol grubuyla
DNA miktarlan agisindan kiyaslandiginda, U¢ grubundan da kontrol grubundan

onemli derecede yuksek DNA miktarlarina sahip oldugu goérulmektedir (p<0,001).

iskele bagsina diisen DNA icerikleri Boélim 3.8.2.6'da aciklanan sekilde
hesaplanmigtir. Ondoérduncli ginde BMPG6-kitosan, DNA-kitosan (p<0,01) ve
modifiye-hlcre kitosan (p<0,05) gruplarindaki DNA miktarinin, kontrol grubundaki
iskelelerden fazla oldugu, bu gruplar arasinda en yuksek DNA igeriginin ise DNA-
kitosan iskelelerde saptandigi gorulmektedir. Bu sonug, 14. gunde iskelelerdeki
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hicre sayisinin en yuksek DNA-kitosan iskelelerde bulundugunu gostermektedir.
Yirmibirinci gundeki DNA miktarinin, dolayisiyla da hucre sayisinin en yuksek
modifiye-hlcre kitosan iskelelerde oldugu, bu degere en yakin DNA miktarina ise
DNA-kitosan iskelelerin sahip oldugu gorulmektedir. Bu iki deger istatiksel olarak
anlamli derecede birbirinden farkhdir (p<0,05). Bu sonug, hicre sayisi agisindan
degerlendirildiginde; DNA-kitosan iskelelerdeki hlcre sayisinin daha az oldugu,
sonucuna varilir. Bu durum, farkhlasmis hicre sayisinin fazla olmasina bagh

olarak mitojenik aktivitenin bu iskelelerde daha yavas olmasindan kaynaklanabilir.

Sonuglar, BMP6 blyume faktorinun hudcrelerin kondrojenikaktivitesiniarttirici bir
etkisininoldugunu goéstermektedir.Ayrica DNA miktarlarinin modifiye edilmis
hicreleri iceren iskelelerde, BMP6'nin serbest halde verildigi iskelelere gore
onemli derecede yuksek oldugu goérulmektedir. Bu durum, BMP6'nin hicreler
tarafindan sentezlendiginde, hucreler Uzerindeki uyarici etkisinin daha fazla

oldugunu kanitlamaktadir.

Biyokimyasal analiz sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde ,kondrojenik
olarak farkllasmamak Uzere iki farkli yolla modifiye edilen ve kitosan doku
iskelelerine ekilen hicreler, kondrositlere farklilisarak kondrogenezi uyarmislardir.
Kitosan ile modifiye edilmis hlicrelerde kondrojenik aktivitenin daha yuksek oldugu
belirlenmis, in vitro kosullarda uretilen BMP6 geni emdirilmis kitosan-mezenkimal
kok hdcre vyapisinin, kikirdak rejenerasyonuna yonelik klinik calismalarda

kullanilabilecegi ispatlanmistir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez calismasinda, kikirdak doku muhendisliginde gen terapi uygulamalarina
yonelik olarak, sican kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucreleri BMP6 geniyle
modifiye edilmis ve kitosan doku iskeleleri Uzerine ekilerek, kondrojenik farklilagsma
davraniglari incelenmigtir. Calisma kapsaminda elde edilen 6nemli bulgular asagida

Ozetlenmisgtir.

e Gen aktarim g¢alismalarinda kullanilan pShuttle-BMP6 plazmidinin ¢oklu klonlama
bolgesi ve BMP6 cDNA’si amplifiye edilmis, elde edilen PCR Grdnleri

sekanslanarak klonunun plazmidteki varligi ve nukleotid dizisi dogrulanmistir.

e pShuttle-BMP6 plazmidi kompetent E.colihlcrelerine transforme
edilmistir.HUcrelerin kanamisin antibiyotigi iceren segcici kati besi ortamlarinda (LB
Broth-Agar)  Ureyebilmesinden, transformasyon igleminin  gerceklestigi

anlasiimistir.

e Transforme E.coli hiicreleri kanamisin igceren sivi besiyerlerinde kultire edilmis ve

pShuttle-BMP6, hicreler iginde gogaltiimigtir.

e Transforme E.coli hicrelerinden plazmid izolasyonu, plazmid DNA izolasyon Kkiti
ile yapilmigtir. Elde edilen plazmid DNA, % 171’lik agaroz jelde yudrutilmus ve

agaroz jel goruntusunde yaklagik 9500 bp buayuklugunde oldugu belirlenmigtir.

e Sican kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hicrelerin morfolojik karakterlerinin
belirlenmesine yonelik olarak, optik mikroskoptaki gozlemleri kristal viyole ile
boyanarak yapilmigtir. Hucreler 3. ginde igsi bir morfoloji gostermeye baglamiglar
ve 7. gunde mezenkimal kok hucrelere o6zgu tipik fibroblastik morfolojiyi
kazanmiglardir. Hacrelerin floresan mikroskoptaki gozlemleri, Alexa Fluor 488-
Phalloidin ve Propidyum iyodur ile boyanarak yapilmistir. Hucreler kualtar
suresince giderek uzamiglar, 16. ginde tamamen igsi bir morfolojiye ulastiklari ve

gelismis bir hicre iskeletine sahip olduklar saptanmistir.
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Mezenkimal kok hucrelerin hemositometrik sayimlari yapilarak hicre Greme egrisi
elde edilmis, hicrelerin Ustel Greme fazindaki 6zgul dreme hizi 0,0131 sa?,

ikilenme suresi ise 52.9 saat olarak belirlenmistir.

Kikirdak dokusuna farklilasmak (zere uyarilimis mezenkimal kok htcrelerin,
kondrojenik farklilasmalarinin izlenmesine yénelik morfolojik gézlemleri, Safranin-
O ile boyanarak yapilmigtir. Kikirdak dokusuna 6zgi ECM birikimi ilk, 7. glnin
sonunda yapilan gozlemde gorulmusg, 21. gun sonunda ECM birikimi en yogun
sekilde ortaya ¢ikmistir. Hucreler igsi yapilarini kaybetmis ve kondrositlere 6zgu
kiresel morfolojiyi kazanmiglardir. Yirmisekizinci glinde, hicreler buyulk olasilikla
dedifferansiye olduklarindan,fenotipik 6zelliklerini buyuk ol¢ide kaybetmislerdir.
Kondrojenik ortam ile inkibasyonu gerceklestiriimis kultirlerde kontrol grubuna
gore, hicre sayilarinin daha az, hicre buyukliklerinin ise daha fazla oldugu

saptanmisgtir.

Calisma kapsaminda, DD %85’ten buyuk kitosanla % 2 (w/v) bilesimdehazirlanan
kitosan-asetik asit ¢dzeltisinden dondurarak-kurutma yéntemiyle, ~100 y gdézenek
capina, % 81,8 gbzeneklilik degerine ve igsel baglantih gézeneklere sahip kitosan

doku iskeleleri Uretilmistir.

pShuttle-BMP6 plazmidi, oncelikle katyonik lipozom araciligiyla mezenkimal kok
hlcrelere aktariimis ve yapilan ELISA testiyle, hicreler tarafindan salinan BMP6
proteini kantitatif olarak tayin edilmig, boylece transfeksiyonun gercgeklesip BMP6

geninin hucrelerde eksprese oldugu belirlenmistir.

pShuttle-BMP6 plazmidi kitosan doku iskelelerine emdirilerek BMP6 geni ile
aktiflesmis kitosan doku iskeleleri elde edilmistir. Hlcre ekilmis iskelelerden kalttr
ortamina salinan plazmid DNA, spektrofotometrik lgim yapilarak kantitatif olarak
izlenmistir. iskele ylzeyindeki plazmid DNA'nin biylk bir kismi 5. gliniinde birden
serbest kalmistir (burst release=patlama serbest kalisi). Deneysel ¢alismalarin
devam ettirildigi 21 guin boyunca,kitosan doku iskelelerinin plazmid DNA salimini

gerceklestirdigi sonucuna variimigtir.
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Hucre kultard calismalari 4 grup ornekle yurutilmustar. Birinci gruptaki kitosan
doku iskelelerine yalnizca hicre ekilmis (kontrol grubu), ikinci gruptaki hicreler
kiltare edilirlerken, farklilasma ortamlarina iskele basina 20 ng olacak sekilde
rekombinant BMP6 proteini eklenmistir. Ugilincli gruptaki doku iskelelerine
pShuttle-r BMP6 plazmidiyle modifiye edilmis hucreler ekilmistir. Dorduncu
gruptaki ornekler ise, pShuttle-rBMP6 emdirilmis kitosan doku iskelelerine

mezenkimal kok hicreler ekilerek hazirlanmistir.

Hucrelerin doku iskelelerindeki Ureme davraniglarinin incelenmesi amaciyla,
kaltar suresince farkli zamanlarda (3, 5, 7, 9 ve 11. glinlerde) yapilan MTT analizi
sonucunda; analizin yapildigi tum gunlerde, BMP6 ile etkilesmeyen kontrol
grubundaki hicre sayisinin en az oldugu goézlemlenmistir. Bu sonug, BMP6
proteinin  hucrelerin  Uremesinde ve buyumesindeki uyarici etkisinden
kaynaklanmaktadir. BMP6 proteiniyle etkilesen gruplarin timtnde hucre sayisinin
en yuksek degerine 7. gunde ulasiimig ve 7. gunden sonra degerler dugsmeye
baslamigtir. Literatirden elde edilen bilgiler 1s1dinda, bu durumun BMP6 geninin
ifadesine paralel olarak gerceklestigi dusunulmektedir. Rekombinant BMP6 ile
inkibe edilmig hucrelerin Ureme aktiviteleri, kontrol grubundaki hucrelere ¢ok
yakindir. Bu durum, rekombinant halde verilen BMPG6 proteinin etkisinin kisa
surmesindendir. En yuksek ureme hizina sahip hucreler BMP6 ile modifiye
edilmis hacrelerdir. Lipid bazh ajan kullanilarak modifiye edilmis hlcrelerin sayisi,
kitosan aracihigiyla modifiye edilmis olanlara goére daha ¢ok artmistir. Kitosan ile
modifiye edilmis hicrelerde 5.glinde salinan DNA miktarinin gok yiksek olmasi
nedeniyle, 5. ve 7. gunde hicre sayisi kontrol grubuyla karsilastinidiginda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptanabilmigtir.

Kaltaran 3, 5, 7, 9, 11,14 ve 21. gunlerinde, modifiye hucreler tarafindan Uretilip
kultir ortamina salinan BMPG6 proteininin kantitatif olarak hesaplanmasi igin
yapilan ELISA testinde, 5. giindehucreler tarafindan BMP6 proteini sentezlendigi
tespit edilmis ve hucrelerin 21 gun boyuncaartan miktarlarda BMP6 proteinini
sentezlemeye devam ettikleri belirlenmistir. Biyokimyasal analiz sonuglarinda
modifiye hlcrelerin sentezledigi GAG miktarlarinin diger gruplara daha yuksek
olmasi bu hucreler tarafindan sentezlenen BMP6 proteinin hulcrelerin

farklilagsmasi icin yeterli oldugunu gostermektedir.
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BMPG6’nin serbest halde kuiltur ortamina verildigi 6rnekler igin 3. gin ve 5. ginde
yapilan ELISA testinin sonuglarina goére, 5. gin sonunda kultir ortaminda BMP6
proteini saptanamamis, bu veriden 5. gin sonunda proteinin yarilanma omrunu

tamamlayarak hucreler Uzerindeki uyarici etkisinin ortadan kalktigi anlasiimistir.

Kaltarin 7, 14 ve 21. gunlerinde yapilan SEM analizinde, mezenkimal kok
hucrelerin ilk haftadan itibaren iskelelere yapistigi, iskeleler Uzerinde yayildigr ve
sentezledikleri hicre digi matris yapisiyla goézenekleri doldurmaya basladiklar
gozlemlenmistir. Plazmid yuklenmig kitosan doku iskeleleri, diger kitosan doku
iskeleleriyle kiyaslandiginda gozenekler biraz daha kugulmustir. Kontrol grubu
olan kitosan Uzerinde, 7. ve 14. gunlerde oldukga az sayida yayllmis hicreye
rastlanmis ve 21. gunde hucrelerin fibroblastik mezenkimal kdk hicre morfolojisini
tamamen kaybettikleri ve hipertrofik bir gorunim kazandiklari gézlemlenmigtir.
Ondoérdinclu gunde, serbest BMP6 iceren kultir ortaminda bUyuyen hicreler
kismen farkhlastiklari; modifiye hlcrelerin ise diger gruplar ile karsilastirildiginda,
iskeleler Uzerinde daha homojen bir yayilma goésterdikleri, morfolojilerinin kuresel
kondrosit morfolojisine daha yakin oldugu, hicreler arasi baglantilara ve daha
gelismis bir ECM yapisina ve sahip olduklari goralmustir. Yirmibirinci gunde,
serbest BMP6 ile etkilesmis hulcrelerde ve 6zellikle modifiye hlcrelerin oldugu

iskelelerde, GAG birikiminin oldukc¢a artmis oldugu gorulmektedir.

Hucre-doku iskelesi yapilarindaki hucrelerin; BMP6, kikirdak ECM’sine 6zgu
kollajen 2 (Col2A1) ve aggregan (Acan) genlerinin ekspresyon duzeylerinin
belirlenmesi igin kaltirin 14. ve 21. gunlerinde RT-PCR analizi yarttilmagtir.
Ancak; Col2A1 ve aggregan genleri igin gen ifadesi saptanamamig, BMP6 geni
icin ise ¢ok az ornekte, yapilan diger analizlerin verileriyle geligkili sonuglar elde
edilmigtir. GAPDH genine ait analiz bulgulari da, érneklerden elde edilen cDNA
miktarinin beklenenden en az 1000 kat az oldugunu gostermektedir. Bu durumun,
TRIzol proseduruyle gerceklestiren RNA ekstraksiyonu sirasinda meydana gelen
RNA kaybina bagh oldugu dusunulmektedir. Literaturden elde edilen bilgiler de,
TRIzol proseduriyle polisakkarit tabanl iskelelerden RNA ekstraksiyonunun

dusuk kalitede RNA elde edilmesine yol agabilecedini gostermektedir.
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Kondrogenezin kantitatif olarak degerlendiriimesi amaciyla kaltirin 14. ve 21.
gunlerinde biyokimyasal analiz yapilmistir. Analiz sonucuna gore, 14. ginde ve
21. ginde GAG birikiminin en fazla géruldugu iskeleler, modifiye edilmis hucreleri
iceren DNA-kitosan ve modifiye hlcre-kitosan iskelelerdir. Yirmibirinci ginde tum
gruplardaki kitosan doku iskelelerinde, GAG birikiminde artis oldugu
goOrulmektedir. Ondordicl gune kadar ve 14. ile 21. gun arasinda en az GAG
sentezini kontrol grubundaki hticreler gercgeklestirmiglerdir. En yogun GAG sentezi
ise kitosan araciligiyla modifiye edilmis hicrelerce yapilmigtir. Bu durum; plazmid
emdirilmig kitosan doku iskelelerinden salimin surekli gerceklesmesiyle, her yeni
olusan hicrenin BMP6 geniyle modifiye olarak farklilagip kikirdaga 6zga GAG’lari
sentezlemeleri ve bdylece GAG Dbirikiminin  katlanarak artmasindan
kaynaklanabilir. Lipid bazli ajanla gercgeklestiriien gen aktariminda ise modifiye
hicreler baglangic miktariyla sinirhdir. Ondérdinct gundeki DNA miktarinin en
yuksek oldugu iskeleler plazmid DNA-kitosan, en dusik DNA miktarinin
saptandigi iskeleler ise kontrol grubundaki iskelelerdir. Yirmibirinci gundeki DNA
miktari ise, en yuksek modifiye hiicre-kitosan iskelelerde goriimus; bu degere en
yakin ancak istatistiksel olarak 6énemli derecede daha az DNA miktarina sahip
iskele ise plazmid DNA-kitosan iskelelerdir. Bu durumun, DNA-kitosan iskelelerde
farkhlasmis hicre sayisinin fazla olmasina bagl olarak, bu hicrelerdeki mitojenik
aktivenin daha yavas olmasindan kaynaklanabilecegi dusunulmektedir. Tum bu
verilerden, kondrogenezin en fazla kitosan-DNA grubundaki iskelelerde

gerceklestigi anlasiimistir.

Sonu¢ olarak sunulan tez kapsaminda, kikirdak doku muahendisligi
uygulamalarinda kullaniimak Gzere Uretilen, BMP6 geni ile modifiye edilmis sigan
mezenkimal kok hicreler ve U¢ boyutlu kitosan doku iskelelerden olusan yapinin,
kondrogenezin saglanmasinda oldukga etkin sistemler oldugu ve Kklinik
uygulamalarda kikirdak onarimina yonelik olarak kullanimlarinin
degerlendirilebilecedi sonucuna varilmistir. Bu amagla c¢alismanin bir sonraki

asamasinda, arastirmalarin in-vivo dliizeyde devam ettiriimesi uygun olacaktir.
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