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TRABEKULER KEM iK KOKENL I ERISKIN INSAN MEZENK IMAL KOK
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Haziran 2010, 63 sayfa

Kok hicreler embriyonik dénemdenstayarak fotal ve dgum sonrasi y@amda
doku ve organlarin gelimleri ve idamelerinde 6nemli rol oynarlar. Bu gaiada
trabekuler kemik kdkenli insan mezenkimal kok hiemain (MKH) pratik bir hiicre
kaltarad  yontemi ile izolasyonu, bu hicrelerin kaegkzasyonlari ve digsim
potansiyellerinin gdsterilmesi ve bunu takiben bWlerin transforme edici bliyume
faktort (TGF)g1 ile uyariimg kondrojenik dgisimi stirecinde, C-tipi natritiretik peptid
(CNP) sinyal yolunun kondrogenez uzerindeki dozgirbh etkisinin gosterilmesi
amaclanmytir.

Ortopedik artik cerrahi materyalden alinan 1-2*kik trabekiler kemik
ornekleri steril sartlarda, %10 FBS, %@/ml penisilin-streptomisin iceren DMEM
(yuksek glukoz, L-glutamin pozitif) icerisinde lataduvara tanmistir. Steril sartlarda
ayni besi yeri icerisinde parcalara ayrilan mate§& kez temiz besi yeri ile
yikanmsgtir. Bu kemik fragmentleri, ylUzeylerinde bulunan chésel materyalden
arindiriimak icin 2mM L-glutamin, 5@/ml askorbik asit, 256U/ml kollajenaz ve
50ug/ml penisilin-streptomisin iceren DMEM icerisinktarilarak, 37€de, %5 CQ'li
ve nemli inklbatbrde 3-4 saat bekletigtiri. Takiben steril izotonik soltisyon ile 4-5 kez
yikanmstir. Temiz besi yerine alinan kemik fragmentlerltitikaplarina aktarilingive
37C"de, %5 CQ'li ve nemli inkiibatore yerlgirilmi stir. Hicrelerin trabekiler kemik
fragmentlerinden migrasyonlari vegamalari sireci takip edilmi 3-4 ginde bir besi
yeri tazesi ile dgistirilmistir. %60-70 doygunlga ulgan kilttrler pasajlanarak 3. pasaj
(P3) hucreler elde edilgtir. Bu hucrelerde MKH’lere 6zgu hicre yuzey
belirleyicilerinin immunfluoresan analizi ve hiceeh uygun mikro cevre kallari

altinda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik



degisimleri uyariimstir.MKH’lerin in vitro kondrojenik dgisimleri, c¢okelti
kaltarlerinde, TGHBY'in (10 ng/ml) uyarici etkisi altinda gercefti@lmistir. Bu
stirecte farkli dozlarda (F&, 10’M, 10°M) CNP uygulanarak, kondrojenik matriks
icerigindeki glikozaminoglikan sentez glgiklikleri Alcian mavisi boyamasi ile
incelenmgtir.

Hucrelerin kemik fragmentlerinden ilk migrasyonl&@rl1. gunlerde, hicrelerin
kemik fragmentleri cevresinde doygun bir dizeyesmkdari 11-20. ginlerde ve
hicrelerin tim kdltir ortaminda, odaklar arasi bidgle de doygun seviyeye
ulasmalari 14-26. gunlerde gozlemyti. P3 hicrelerin immunfluoresan analizi
sonucunda STRO-1, CD73 ve CD105 i¢in (+); CD34, &bd CD144 icin (-) olduklari
gosterilmitir. Bu MKH’lerin uygun mikro cevre kgullarinda osteojenik, kondrojenik
ve adipojenik dgisimleri ve bu dokulara 6zgu molekilleri mRNA duzeyénifade
ettikleri gosterilmgtir. TGF1 ile uyariimg kondrojenik dgisim sirecinde elde edilen
kondrojenik dokularda 1™ ve 10'M CNP’nin Alcian mavisi boyanma
koyulusunu doza bamli olarak arttirdg, 10°M CNP’nin ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda boyanma koyufiunu azalttg belirlenmitir.

Sonug olarak, bu ¢camada trabekiler kemik fragmentlerinden MKH’lerin
izolasyonlarinda kullanilabilecek pratik bir hugi@tiri yonteminin uygulanmasi ve
elde edilen hucrelerin kondrojenikggmlerinin gosterilmesinin yani sira bu stregte
etkin olan CNP sinyal yolunun dozagoali etkisi ortaya konmgiur.

Anahtar kelimeler: Mezankimal kok hicrelefGF{31, CNP, NPR-B, kondrogenez.



ABSTRACT

DOSE DEPENDENT EFFECT OF C-TYPE NATRIURETIC PEPTIDE DURING
TGF-B1 INDUCED CHONDROGENIC DIFFERENTIATION OF
TRABECULAR BONE-DER iVED ADULT HUMAN MESENCHYMAL STEM
CELLS

Serter, Sema
M.Sc. Thesis in Histology and Embriyology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. A. Cevik TUFAN

June 2010, 63 pages

Starting from the embryonic stages, stem cells pfgyortant roles in tissue and
organ development during the fetal period and #igir maintenance after birth. The
aim of this study was to isolate trabecular bonevedd human mesencymal stem cells
(MSCs) via a simple cell culture technique, follalvby their characterization, and
demonstration of their differentiation potentialdafinally to investigate the dose
dependent effect of CNP signaling in T@E-induced chondrogenic differentiation of
MSCs.

Trabecular bone fragments of 1-2 obtained from wasted surgical material
were taken into DMEM (high glucose, L-glutamine itige) supplemented with
antibiotics (50pug/ml penicillin-streptomycin) and1®% FBS. Bone fragments were
minced and washed for 4-5 times. They were traresieto a flask containing 2mM L-
glutamine, 5Qg/ml ascorbate, 256U/ml collagenase andudsthl penicillin-
streptomycin, placed in a humidified incubator @@ and %5 C@until the cellular
material on the bone surface disappeared (3-4 figrwards fragments were washed
with isotonic solution for 4-5 times, plated in twuk containers and placed in a
humidified incubator at 37°C and %5 €MMigration and outgrowth of MSCs from
trabecular bone fragments were followed. Medium wlz@nged every 3-4 days. When
cultures reached %60-70 confluencey, cells weresgmesl. Immunofluorescence
analysis of specific cell surface markers was peréml on third passage jjPcells.
Differentiation of these MSCs to osteocytes, chongtes and adipocytes in cell culture
were demonstrated. In vitro chondrogenic differ@ian of MSCs was performed under
the induction of TGH1 (10 ng/ml) in pellet culture. Changes in glycoseglycan

synthesis within the chondrogenic matrix of pellets



after treatment with different doses T\, 10°'M, 10°M) of CNP was analyzed
on the basis of Alcian blue staining.

Results revealed that first cells appeared miggabunt from the bone fragments
after 7-11 days. Cells proliferated and became lgent in close proximity of bone
fragments after 11-20 days. Cells became confltreoughout the culture after 14-26
days. Immunofluorescence analysis of P3 MSCs redgabsitive staining for STRO-1,
CD73 and CD105 and negative staining for CD34, CBd® CD144. Differentiation of
these MSCs into osteocytes, chondrocytes and aggmovere demonstrated and
expressions of tissue specific molecules at mRN#&llgvere shown. Cultures induced
with TGF{31 and treated with different doses of CNP showeat titNP
supplementation at ™ and 10'M concentrations increased Alcian blue staining
intensity in a dose dependant manner, whereas®t tncentration suppressed it.

In conclusion, this study demonstrated the isalattb human trabecular bone-
derived MSCs utilizing a simple cell culture tedune, and also their characterization
and differentiation potential. CNP effects on glyaminoglycan synthesis during early
chondrogenic differentiation were dose depended, HYM CNP concentration was

the most effective dose.

Key words: Mesenchymal stem cells, TGH, CNP, NPR-B, chondrogenesis.
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1.GiRIS

Insan Genom Projesi ile elde edilen bilgiler, biitnyasinda yeni ve énemli birgok
gelismeye yol acnstir. Bu gelsmeler 6zellikle molekdler tip, kanser biyolojisgrgtik,
biyomedikal miuhendigh, gelisim biyolojisi ve biyoinformatik gibi alanlarda pegok
yeni argtirmaya, yeni tani yontemlerinin ve tekniklerinieligtiriimesine ve modern
klinik uygulamalara imkan ggamaktadir. Kok hicreler de hizla ilerleyen biyomkad
teknolojilerin en fazla 6nemle lGizerinde durulankieseni konumundadirlar.

K6k hicreler embriyonik donemdenrslagrarak fotal ve dgum sonrasi yyamda doku
ve organlarin gejimleri ve idamelerinde dnemli rol oynarlar. Kisdwa tanim yapmak
gerekir ise kok hucreleri, asimetrik boélunerekgagabilme, bdylelikle kendilerini
yenileyebilme ve kan, karaggr, kas, kikirdak, kemik ve benzeri daha pek ¢cakléamis
gorevler Ustlenen organlari eturabilecek htcrelere farklgabilme 6zellgine sahip
hicrelerdir. Can (2009) tarafindan Turkiye Bilimlakademisi yayinlarindan “Kdk
Hucre Biyolojisi ve Klinik Uygulamalar” bgukli raporda 6zetlendi Gzere “her hiicre
bir hiicreden meydana gelir’ (Rudolph VirchouRi haploid gamet hiicresinin bir araya
gelmesiyle olgan ve zigot olarak adlandirilan doéllesnovum hem embriyona ve
ardindan tim dokularin almasina hem de embriyonik gghieye destek gorevi géren ek
dokularin gekmesine oncilik eden canlilardaki en yetkin farklarkapasitesine sahip
hicredir. Bu 6zelfiinden dolayi “totipotent” hiicreler olarak da adlardlar.

Zigottan yola c¢ikarak embriyonik ggmda tanimlamaya kadigimiz kok hucreler
yetiskinde de vicudun pek c¢ok farkli yerlerindegdian goOsterirler. Bu dalima 6rnek
olarak kan, kemik ifii, yag dokusu, kemik doku, pek cok parankimal organlar vb
gosterilebilir. Orngin, kemik iligi kaynakli hematopoetik kok hiicrelerinden olgun kan
hicreleri koken alir.

Gunumuzde normal dokularin farkihaas! ve gedimi yani sira, pek ¢ok hastgin
patobiyolojisinde rol alan hicresel ve molekilerkar@zmalara yonelik agarmalarin
artmasi ve kdk hicrelerin farklgiama gamalarinda etkili olan kontrol mekanizmalarinin
ortaya c¢ikarilmasi géli hastaliklarin kdk hiicre ve gen aktarimi ygkfalari ile tedavi

edilebilmesi surecingik tutacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE L ITERATUR TARAMASI

2.1. Kok Hucreler

2.1.1. Kok Hucresinin Tanimi ve Kok Hulcre Turleri

Zigot'un 5-6 kez birbiri ardina bélinme gecésnsonucu dnce morula glu. Morula
asamasindaki hucreler embriyonik dénemde halen dahbrigon ve embriyon di
tabakalarin tUminU ofturabilme potansiyeline sahip olduklarindan “Totgd
Embriyonik Kok Hucreler” olarak adlandirilirlar (fbi-1).

Bu gamadan birka¢ bolinme sonra g@lo yapiya ise blastokist denir. Blastokist
asamasindaki embriyona ait hucreler butugedi organlari olgturmak Uzere ggalir,
farkhlasir ve kararh bir yapi kazanarak i¢ hiicre kitlesiistururlar. ic Hucre kitlesi
disinda kalan hicreler ise embriyoidabakalari olgturacak olan trofoblastik hticrelere
farklilagirlar. Dolayisi ile i¢ hicre kitlesini ofturan hicrelere de embriyonik kok
hicreler adi verilir (Tablo 1). Ancak bu embriyhiok hiicreler, sadece embriyona ait
batin hicre ve dokulari afturacak olan ana iskeleti meydana getirdiklerinden
embriyon d¢1 tabakalara farkliamadiklarindan “Pluripotent Embriyonik Kok
Hucreler” olarak adlandinlirlar (Tablo-1). Bununisidda gastrula samasindaki
embriyonda bulunan ve ektoderm, mezoderm ve endodelmak Uzere her (g
embriyonik germ yapgani olusturan hicrelere dogébilme kapasitesindeki epiblastlar
da “Pluripotent Embriyonik Kok Hicreler” olarak adidirilirlar (Tablo-1). Yine her bir
germ yaprgini olusturan ve her birisi farkli somatik hiicrelere faldgdabilen ektoderm,
mezoderm ve endoderm hicreleri de bir anlamda fifidtent Embriyonik Kok
Hucreler” olarak adlandinlirlar (Tablo-1). Embriyi&@ kok hicreler, embriyonik
gelisimin erken fazlarinda elde edilen ve vicudumuzdiran butin hicre tiplerine
donisebilme karakterinde olan hucrelerdir. Ancak bu klen laboratuvarda 6zel bir
hicre tipine farkhlgtirmak kolay dgildir. Dahasi embriyonik kok hicrelerin
transplantasyon sonrasi kanser hicrelerine gidatriski vardir.Su an icin embriyonik
kok htcreler tibbi tedavi uygulamalarinda kullaraimaktadir. Embriyonik kdk hicreler
hastaliklari tanimlamada bize yardimci olurken, Hiicrelerin klinik uygulamalari
gelecek icin umut vericidir. Ayrntih bilgi icin
‘www.closerlookatstemcells.org’.Embriyonik kok héter gelsmekte olan organizmada

bulunmazlar. Dolayisi ile fotal hayattanslayarak, bsta kemik iligi olmak Gzere



vicudumuzun ¢gtli organ ve dokularinda bulunan kendinigadtabilen, farklilanabilen
ve kararli hale gelebilen kdk hicrelere “&tn Kok Hucreler” adi verilir (Tablo 1).
Yetiskin kok hicreler doku yada organa 6zel olan kokréauipidir. Yetskin kok

hicrelerini icerdii bilinen ergkin organ ve dokulara 6rnek olarak deri, kas, ke

ve sindirim sistemi verilebilir. Tibbi uygulamalard/aygin olarak kullanilan birkac kok
hicre uygulamasi vardir. Bunlardan biride glati kok huicrelerdir. Bu kék hucreler,
kordon kani ve kemik i§i transplantasyonlarinda g hastaliklarin tedavisinde

kullanthirlar  (Ayrintili  bilgi  “www.closerlookat@mcells.or§ internet sitesinden

edinilebilir).

Yetgkin kok hicreler, embriyonik kok huicrelerle kiyasfg@ginda kisith sayida
hicrelere farklanma kapasitesindedirler. Bu 0Ozellikden dolayr prokirsér (6ncti)
hicre olarakda isimlendirilebilirler (Can, 2009)etgkin kok hticrelerinden bulungu
dokuya gore birden fazla tirde hiicreye farkéitdlen hicrelere “Multipotent Yekin
Kok Hucreler”, 6rngin hematopoetik kok hiicreler, tek bir dokuda ygkléek bir hiicre
tipine farkllagabilen hicrelere ise “Unipotent Ygkin Kok Hucreler”, drngin kas
dokusundaki uydu hucreler, adi verilir (Tablo-1).

Mezankimal kdk hicreler ygkin bir kok hicre tipidir. Bu hicreler kg kemik iligi
olmak Uzere; kikirdak, kemik ve gadokularinda sinirli sayida Uretilebilir. Kemik
dokusunun tamiri, osteoartrit ve kikirdak dokusuntamiri gibi alanlarda klinik
kullanim potansiyeli mevcuttur. Birgok ¢gthada, mezenkimal kdk hucreleringmaklik

yanitin dizenlenmesinde rol oyngdive baisiklik yaniti baskiladii kanitlanmgtir

(Ayrintili bilgi “www.closerlookatstemcells.otfgnternet sitesinden edinilebilir).

Tablo-1'de 6zetlenen hicrelere ek olarak, ndsagelsimin ikinci haftasinin bgnda
epiblast tabakasindan koken alan ve ilk kez dordimftanin bgnda vitellus kesesi
duvarinda gozlemlenen kok hicrelere “Primordial iaéticreleri” denir. Bu hiicreler,
kadinda ovogonyumlari (ovositlerin 6ncusu); erkekise spermatogonyumlari
(spermatozoonlarin 6ncusi) giuracak olan ana kok htcrelerdir (Can, 2009).

Dazum esnasinda ve gebelik sirasinda elde edilerekuruykosullar altinda
saklanabilen, ggalma ve farklanma yeteneklerine sahip kok hicreléretus Kok
Hucreleri” denir (Can, 2009). Bebek gatinde, yaklaik olarak 10 haftalik fetlisten
elde edilir. Fetus kok hicreleride y&in kdk hicreler gibi genellikle dokuya spesifiktir

ve bulunduklari doku



yada organa 06zel olgun hicre tipleri  g@lrurlar - (Ayrintih - bilgi

“www.closerlookatstemcells.otfgnternet sitesinden edinilebilir).

Bu gruptaki kok hicrelere ornek olarak; amniyomssndaki kok hucreler, plasenta
kaynakli kok hicreler ve gobek kordonu stromasnkiy kok hicreler verilebilir.

Son donemde 6n plana cikagediiki 6nemli kék hicre grubu ise; gobek kordonu
kok huicreleri ve uyarilngipluripotent kok hicreleriiPS hiicreleri)'dir. Gébek kordonu
kok hucreleri bebekte kordon kanindarglaaabilir. Bu hicreler yegkin kok htcreleri
gibi dokuya spesifik kok htcrelerdir. Bu hicrelezggik hicrelere farklilgabilir ve
cogalabilir. Kok htcreler gunimuzde ozellikle kansdmak Uzere bilinen birgok
hastalgin ve yaralanma sonucu ean organ ve doku kayiplarinin tedavisinde yarar
sgzlamaktadir.IPS hicreleri ise bilimadamlari tarafindan 2006ngd kefedilmistir.
Arastirmacilar bu hucreleri, embriyonik kék hicrelebigidavrang gosteren, 0zeliis
bir fonksiyona sahip ‘Yeniden Programlagmtlcreler anlamina gelen ‘uyarilgmi
pluripotent kok hiicreler’ olarak tanimlamaktadirl&@mbriyonik kok hucreler véPS
hicreleri butin doku ve organlara déealilme gibi karakteristik 0Ozellikleri
paylagimaktadirlar. Fakat iki kok hicre grubu ayngilidir. Davrang bakimindan azda

olsa farkhlik gostermektedirler (Ayrintili bilgmww.closerlookatstemcells.drgnternet

sitesinden edinilebilir).
Tablo-1. Kokenlerine, farklanma etkinliklerine veya farklanma yonlerine gore kok

hicre turleri.

Isim Hucre tipi (yerlesim) Farklanma | Farklanma yoni
etkinli gi
EKH* Morula sgsmasindaki hicreler Totipotent Embriyon ve embrigan tabakalar
EKH Blastokist amasindaki i¢ hiicre kitlesPluripotent Embriyon govdesi (tum somatik (ve
hicreleri germ hicreleri)
EKH Gastrula  gamasindaki epiblasPluripotent Ektoderm, endoderm, mezoderm
hucreleri hucreleri
EKH Ektoderm, endoderm, mezodefrRluripotent Tum somatik hiicrelera
hucreleri
YKH** Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Hucrenin lwndusu dokuya goérebir
veya daha fazla tirde hicre
YKH Bir dokudaki yerlgik hicreler Unipotent (6r. Kas dokusundaki uydeteler)

EKH*: Embriyonik kdk hicreler; YKH** : Yetskin kdk hicreler; Bu tablo Can (2008)’
den alinngtir.,



2.1.2. Kdk Hucrelerin Genel Ozellikleri

2.1.2.1. Farklanma (Plastisite)

Farklanma terim olarak, biylime ve farklanma fdktimin, sitokinlerin, hicred
matriks proteinlerinin ve hicrelerarasi ifgtlerin birlikte etki etmesiyle meydana
gelen, hucrelerin olgungmma ve uzmankmalari sirasinda ojan deisiklikleri ifade
etmek icin kullanilir. Farklanma samasinda hicre, bolinmeyi durdurur ya da
cevresinden gelen sinyallere yanit vermek icin @U@ reseptorler ve aktivasyon
yolaklarini aktive ederek tetikte bekler (Can, 2009

Laboratuvar ortaminda kok hucrelerin istenilbiicre turine farklanmasi belli
kimyasal ve fiziksel kgullarin sg@lanmasi ile mimkin olur. Orgm yetiskin bir kok
hicrenin yg hicresine farklilgmasi icin belli dozlarda kimyasallar ile(deksametgz
indometazin, izobutil metilksantin ve insilin gildogal hormonlar) kaltir ortami
hazirlanir. Yegkin bir kdk hicresinden yahucresine farklilgmis bir hicrede; ya
hicresine 06zgu proteinlerin sentezigyaicresi fenotipinin kazanilmasi, notralglarin
ve trigliseridlerin depolangi buyiik y& damlacginin ortaya ¢ikmasi bekleniin vitro
ortamda genellikle birka¢ haftada bu yolla eldelesdiygs hicrelerinin in vivo
karsiliklanyla kiyaslanacak diizeyde olgugrizalari kok hiicre caimalari alaninda son
hedef gibi g6ziken “in vitro ortamda farklandirilakok hcrelerin canlya
nakledilmesiyle elde edilecek tedavi etk@nli kok hicrelerin farklandiriimadan
nakledilmesiyle elde edilebilir mi?” sorusunu agktirmektedir (Can, 2009).

Farklanmakta olan bir hicrede protein sentkziilgili islevlerin timunde ileri
derecede bir axti gorulur. Farklanmakta olan kok hicrelerde gorilprotein
sentezindeki bu asti hiicreye gerek yapisal, gereksgevsel anlamda 06zgunlik
kazandirmayi hedefler. Bu yonuyle bakg@itida, 6rngin embriyonik kdk hticreler her ¢
germ yapr@ina 0Ozgu proteinleri sentezleme vyetisi gOsterddahr farklanma
basamaklarinda ilerlemie tek bir germ yapgana 6zgu onci kok hicreleri sadecebu
germ yaprgina ait proteinleri sentez vyetisi gosterebilir. Budarklanmada sona

yaklasildiginin bir 6lgtist olarak kabul edilir (Can, 2009).



Kok hicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden biri fagkdma kapasitelerinin yuksek elulur.
Tablo 2, kdk hicrelerin farklanma potansiyellerinnekleri ile 6zetlemektedir. Yapilan
calismalarda argtirmacilar bir yonde farklanmihicrenin bir bgka hicreye dgru
farklanmasina ara farklanma (transdiferansiyasyolayak tanimlamaktadirlar (Can,
2009).

Tablo 2. Kok hucrelerin farklanma yetkinli gi (plastisite). Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki Ulusal Saglik Enstitlisu, totipotent kavramini “sinirsiz kapaste”,
pluripotent kavramini da “bircok dokuya kéken verebilme” olarak tanimlami stir
(2000).

Kisaltiimis bigimi Anlami Ornek
Toti Batin Embriyon
Multi Bircok Hematopoetik
Pluri Cok Hematopoetik
Oligo Az GiS kok hucreleri
Quadri Dort G IS kok hucreleri
Tri Uc Brons epiteli
Bi iki Safra kanali
Uni Bir/tek Prostat

Bu tablo Can (2009)'dan alingtir.

2.1.2.2. Kendini Yenileme, Bolinme Bigimleri ve Kékducre Nisi

Bir kok htcrenin kendini yenileyebilmesi kenkopyalarini olgturacak sekilde
cogalarak, gerekgiinde organ yada dokuya 6zgi dnct hiicrelere fagkhligmesidir. Kok
hicreler ile farklanmakta olan hiicreler arasinabkige, yetkin insan hicrelerinin ve
dokularinin uzun sdreli korunmasi ve onarimindandier. Bu hicrelerin kendini
yenileme mekanizmalarinin tespiti doku onarimi ilggli hicresel tedaviye yonelik
calismalara g1k tutacaktir (Can, 2009).



Kok hicreleri ile 6nct hucreler arasindaki farkdkk hiicrelerin dncu hucreleri
olusturacak hicrelere domnesi sirecinde ayni zamanda kendi kopyalarinida
olusturmasidir. Bu olay hem hicre i¢i hem de hucrg dtkenlerin birlikte ¢cok siki
kontrol edilmesini sglayan asimetrik hticre bélinmesi ile olur. Hucraagki asimetrik
bolinme ile organaller, protein gruplari ve RNAek bir secilmg hiicreye aktarilmasi
sglanir. DNA'da hicreler arasinda asimetrik olaragitar. Bu mekanizma dahilinde
ilk olarak DNA yavru hicrelerden kok hiicre 6zghi koruyacak olan hiicreye gider ve
kararlanir. Dger tarafta oncu hicreye damicek olan dier hicre yeni DNA sentezler.
Bu sistem sayesinde kok hlcrelerde sabit genomnkoken, DNA’da mutasyon gibi
zararlh etkilerden korunmguolur. Kok hucrelerin hiicre ¢ asimetrisini hicrenin
disindaki mikrogevre (htcregh matriks bilgenleri, komgu hiicreler ve salgi proteinleri)
olusturur. Bu mikrocevreye ‘gl adi verilir. Hiicre dyi asimetrisi ile hicre sayisi ve
hiicrenin bulundgu ortam kontrol altinda tutulur. Orgi@; Drosophila ovaryumunda,
mitoz mekgi nise dik acilyla konumlanir. Né yakin olan hiicre kok hicre 6zgiti
korurken dger hiicre niten uzaklatig! igin kok hicre 6zelfini kaybeder. Bu durum
bolinme ekseninin gitarafindan kontrol edildini gosterir (Can 2009).

Sonug olarak, hicreici vesdsinyallerin kutuplamasi, hicrenin kendini yenilemede
onemli etkenlerden birisidir. Kok hucrelerin snortamindan uzakgmalari kendini
yenileme 0zelliklerinin ortadan kalmasina nederr.oKbk hiicre ngine 6rnek olarak,
kemik iligindeki kok hiicre ninde, ise osteoblastlar, endotel hiicreleri, hengbk kdk
hicreler, buyime faktdrleri, kollajen ve cok sayidigrelerarasi matriks bgeni yer alir.
Sekil-1'de ‘kok hicre nji’ kavramina ornek olarak kemik gindeki hematopoetik kok
hicre ngi, ince ba&irsaktaki kdk hicre g ve kil foliktuli kdk hicre bilgenleri ile
sematize edilerek gOsterilgtir. Gelisme, yalanma, yaralanma ve hastalik gibi
durumlara bgh olarak hiicre ici ve hicre @i faktorlerin dgisime usramasi, kok
hicrelerin bu durumdan negatif yonde etkilenmesgoieacabilir. Kok hicrelerin kendini
yenileme mekanizmasinin hassas bir denge icinddaayaasi, bir yandan farklanmakta
olan yeni hiicreler ohwrken 6te yandan kdk hicre havuzu sabit tutulmatgilgnasi
gerekir (Can, 2008).
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Sekil 1. Kok hicre nisleri: Ug farkli kok hiicre ri gosterilmitir. (a) Kemik iligindeki
endosteal hematopoetik kok hiicre (HSGJi.nHSC'ler, trabekiler kengin (TB’nin)

endosteal ylzeyine yakin yegil®m gosterirler ve endosteal osteoblastlardagariwbir alt

kiime, bu rgin bir bolimunt olgturur. Osteoblastlar ile HSC’ler arasindaki temas
ortadan kalk@ginda, HSC’ler aktive olur ve kan hticrelerinin digini olusturmak tzere
farkhlagirlar. (b) ince barsakta, kok hicreleri, burada hiicre tiiptakladlandirilan
kriptlerin tabanina yakin bir bélgede yari@slerdir. Barsaktaki kdk hiicreler, dort farkli
soyu olytururlar: Paneth hucreleri, enteroendokrin hicred@blet hicreleri ve emici
enterositler. Kript epiteli, gtan mezegim ile sarmalanmi bir bazal lamina (BL) ile
ayriimistir. Mezankimal hicreler, kdk hicre aktivitesinizéialleyen sinyaller yayarlar.
(c) Deride, kil foliktlti kok hucreleri, yabezlerinin (SG’lerin) altinda ve erektor pili
kasinin bilgkesinde yerlgmis olan ‘timsek’ bdlgesinde bulunurlar. Folikil, Wazal
lamina (BL) ile cevrelenmgtir; BL'yi ise bir dermal kilif cevreler. Tumsek kdlcreleri,
transiti artiran mezankimal hicreleri glururlar; bu hicreler de galir ve kil sapini ve
onu cevreleyen kanali olusturmak Uzere farkllar. Matriks htcreleri, Gzelfgnis
mezankimal hiicrelerden glan bir cep olan derma papilla (DP) ile ¢evrelegtimiSinir
lifleri (NF’ler) epidermisi (Ep) ve timsg inerve ederler ve kan damarlari (BV) besinleri

sgilar. De Bari ve ark. (2006)’dan alingtir.

2.1.2.3. Kokluluk (Stemness)



Kok hicreleri dier huicrelerden hiicresel ve molekuiler dizeyde farlidn 6zellikler
blatintne ‘kokluluk’ denir. Bu kavramda rol oyngddisiinilen 6zgin gen ifadeleri ve
translasyon sonrasi bir dizi gigimler Sekil-2'de 6zetlenmtir.

Sekil 2. insan embriyonik kok hiicrelerinde yapilan DNA mikrodizin analizlerine
gOre 918 gen bolgesininsievierine goére dgilimi (%). Sato ve ark. (2003)’'dan

alinmistir.

Gunumiuzde kok hucre tipini belirlemenin en yaygotuydaha dnceden kok hiicrelere

0zgu oldgu bilinen bir takim belirtecler kullanmaktir. Bu lseeclerden ¢gu “CD”
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(Farklanma Kumeleri=Clusters of Differentiation)shg altinda toplanir. Bu belirtecler
sinyal yollari tizerinde ve hiicre-hiicre yapa molekilleri olaraksiev gorurler. Ornek
olarak, hamatopoetik kok htcreler icin en yaygidldwulan belirteclerden bazilar ;
CD33 ve CD45 iken mezankimal kok hucreler icin se belirtecler; CD29, CD90,
CD105, CD73, CD44  seklinde siralanabilir (Ayrintili bilgi

“http://lwww.sciencegateway.org/resources/prow/émet sitesinden edinilebilir).

2.1.3. Mezenkimal K6k Hicreler

Mezenkimal kok hicreler “destek hicresi” o@gltasiyan, stromal kokenli, egkin
kok hucre tipidir. Bu htcreler hematopoetik Oze#ikolmayan (non-hematopoetik)
pluripotent kok hicrelerdir ve pek c¢ok gigk hicre turine farklilgma yetenekleri
vardir. Bircok dokudan elde edilebilirlikleri, sag c@alabilmeleri ve dayanikli olmalari
nedeniyle tibbin bir ¢cok alaninda kullanim potagabhe sahiptirler. Butiin bunlarin
yaninda c¢@unlukla immin sistem Uzerine baskilayici 6zellikirtzalari, salgiladiklar
¢bzunur faktorler, hicreler arasi veya hucrel dnatriks ile yakin ikki halinde
bulunmalari ilgiyle kaplanmaktadir (Cetinkaya, 2009).

Mezankimal kok hicrelerin dezavantaji elde Idéleri dokularda az sayida
bulunmalaridir. Bu durum temel bilim gtamalarinda ve klinik kullanim alanlarinda
mezankimal kok hucrelerin in vitro galtiimalarini gerekli kilar. Yine karasilan bu
durum yidzinden hicre kiltiri pasajlamalari ile maaiinan bircok uyarici faktor kok
hicrelerin  biyolojik ve imminfenotipik 6zelliklerite farklanmaya yol acabilir.
Mezankimal kok hicreler ile yapilan gahalarin buyidk ¢gunlugu in vitro calgmalar
olup, bu hucrelerin tanimlangBzelliklerinin buytuk ¢gunlugu in vivo Ozelliklerini
yansitmaz. Kultlr ortamlarinda pasajlamayglbalarak hiicre yganmasi, sitogenetik
bozukluk ve dgik de olsa malign transformasyon riski bulunmakta@itin bu
durumlar mezankimal kok htcrelerin klinik alan uilgyualari agisindan dikkate alinmasi
gereken ozelliklerdir (Cetinkaya, 2009).
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Mezenkimal kok hicreler ga kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi hiiere
farklilasabilen bg dokusu hcreleridir. Bu hicreler ilk kez Fridemstm@arafindan 1976
yilinda tanimlannglardir. Fridenstein, kemik @i kiltturlerinde FCS (fotal buza
serumu) kullanarak fibroblast benzeri hicreler etdtims, daha sonrada bu hucrelerin
kemik ve kikirdak huicrelerine farklgabilecegini gostermgtir. Onceleri, CFU-F (Colony
forming unit fibroblast) ve “Kemik ifii stromal fibroblast’lari olarak anilan bu hiicreler
gunimuzde, agairmacilar arasinda farkh tanimlamalara yol agsadazenkimal kok
hicreler adi verilmektedir (Cetinkaya, 2009).

Uluslararasi Hucresel Tedavi DegngISCT), pre-klinik calgmalar icin insan
MKH'’lerini tanimlamada belli dlcitler getirrgtir. ISCT kriterlerine gore;

» “kok hicre” olarak isimlendiriimek yerine “mezankain stromal hlcre” veya

“multipotent mezankimal stromal hicre/ MSC” olarskmlendirilmis olmalari

onerilmistir. Ayrintili bilgi icin ‘http://www.celltherapysocietprg/'.

« MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilanslza 6zellikler (Cetinkaya,
2009);

1. Plastik ylizeye yapmasi (plastik adherens),

2. stromal karakterde ytizey antijenlerinin ekspresyonu

3. ve multipotent farklilama potansiyelidir.

2.1.3.1. Mezenkimal Kok Hicre Kaynaklari

MKH’ler icin ana kaynak kemik #gidir. Kemik iliginde MKH’ler disinda mezoderm
kokenli hematopoetik ve endotel kdk hicreleri bulurFarkl calgmalarda kemik il
aspirasyonunda 1xi@nononiikleer hiicreye karortalama 2 ile 100 arasindagiien
saylda MKH mevcut oldtu gosterilmgtir (Cetinkaya, 2009).

Kemik iligi disinda MKH kaynaklari olarak; karag@r, kas dokusu, sinovial sivi,
kemik, periost, lipoaspirasyon materyalleri, gobk&rdonu kani, goébek kordonu
stromasi, plasenta, amniyon sivisg pulpasi ve maksillofasial dokulari siralayabiliriz

Solid dokulardan enzimatik izolasyon yapilabilir.
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izole edilen hiicreler yukaridada belirtiidigibi fibroblastoid morfolojide olup, kultur
kaplarina yapabilen, cok yonlu farkhigabilen ve spesifik ylzey belirleyicilerinisigan
hicrelerdir.

Yapilan cakmalarda koken alinan doku tipine gore, bu hicneldarklilasma
Ozellikleri ve fonksiyonlari bakimindan farklillogterebilecg belirtilmistir. Bu ylzden
doku onarimlarinda o boélgeye spesifik doku kullammm daha avantajli olaga
vurgulanmgtir (Cetinkaya, 2009).

Mezenkimal kok hicrelerle yapilan galalarda en guincel konulardan biri hiicrelerin
dokularda yerlgmi ve nig bolgelerinin incelenmesidir. Periferik kanda ogtedk
farklilasma yetengi olan nonhematopoetik ve MKH karakterinde hicretgdugu
gosterilmitir. Agir hasar olan durumlarda periferik kandan MKH izetélmektedir. Son
zamanlarda yapilan cginalar, MKH’lerin dokularda perisitler gibi perivasler bolgede
konumlandgini, komsu hicrelerin olgunkma, farklilgma ya da sessiz kalma gibi

hicresel fonksiyonlarini kontrol etini gostermgtir (Cetinkaya, 2009).

2.1.3.2. Mezankimal Kok Hucrelerin Fiziksel Ozellikeri ve In Vitro Co galtilmalari

Daha o6ncede belirtilgli gibi mezenkimal kok hicreler dokularda cok aziday
bulunmaktadirlar. MKH’ler faz kontrast mikroskobliiada, hiicre kultir ortamlarinda
incelendginde, i seklinde fibroblast benzeri hiicreler olduklari g@alenmsgtir (Sekil
3). Hucreler dgilk konsantrasyonda koloni gtururken, yuksek ygunlukta hicre
bulunan ortamda yan yana dizikitcre gruplar halinde bulunduklari gézlemlegtimi
Mezenkimal kok hucreler klinik uygulamalarda ve irbdel aratirmalarda
kullanilabilmeleri i¢cin in vitro c@altilmalari gereklidir. Bu huicrelerin in vitro
cogaltildiklar zaman kultirde farklijana potansiyellerini ve fonksiyonlarini koruduklari

gosterilmitir (Cetinkaya, 2009).
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Sekil 3. In vitro kultlrde trabekller kemik kdkenli insan mezankimal kdk hicreleri
(Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltéistoloji-Embriyoloji AbD, 2010)

In Vitro Kdltar  Sartlari

In vitro kiltiir ortaminda plastik flask tabanina ygapa (adezyon) gostermiolan
MKH’ler % 10-15 FCS/FBS variinda, fenotipik ve farklilgma 6zelliklerini koruyarak
cogalabilmektedirler.

Kemik iliginden izolasyon icin dansite gradient yontemi kulizken dier
dokulardan MKH izolasyonu icin enzimatik agtrrma yontemi kullanilir. En sik
kullanilan enzimler kollajenaz tip-1 (3g/ml) ve dispaz (4ug/ml) karsimidir
(Cetinkaya, 2009). Suspansiyon haline getirilenréliéc kultir vasati icinde, kalttr
kaplarina (T25 , T75 ’lik flakslar vb.) konularak $6CGiceren 37°C’lik ve %95 nemli
inkiibatorde inkiibasyona birakilir. Hiicrezgbma yeteng, kullanilan FBS’in kalitesi ile
dogrudan ilskilidir. EKim yapilan heterojen hiicre topl@w arasinda az sayida bulunan
MKH’lerin c¢ogaltilmasi icin %10’luk FBS iceren bir kultir ortarhazirlanmalidir
(Cetinkaya, 2009).

Standart hicre kualturlerinde, kultire edilersayidaki MKH toplulgu, plastik kabin
tabanina adezyon molekdlleriyle tutunur. Yirmiddktrksekiz saat sonra ygmayan
hicreler uzaklgtirilir, plastik kabin tabanina tutunan hicrele0% tripsin-EDTA iceren
soluisyonla kaldirilarak pasajlanistenilen pasaj elde edifginde hiicreler %20 FBS ve
%10 dimetilsulfoksit (DMSO) iceren dondurma fikfiatde dnce —80 °C'de yirmidort
saat bekletilip, daha sonra sivi nitrojen icedsirsaklanabilir. Buna alternatif olarak
kontrolli dondurma cihazlari da ggirilmi stir (Cetinkaya, 2009).
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Hucrelerin ¢@alma hizi; verici yg, hayvan tart, kaltor vasati 6zellikleri, ekilen
hicre y@unlugu gibi faktorlere bgh degisim gostermektedir. Hicreler belli bir pasaja
kadar cg@almalarini devam ettirirken, pasajlar ilerledikf@nezsin P10 ve Uzeri)
¢ogalma hizlarinda azalma gorilebilmektedir. Pasajil@agin artmasiyla birlikte
hicrelerde stres belirtileri ortaya cikabilmekte fanlarin hicrelerin  6zelliklerini
olumsuz etkileyebilege bilinmektedir. Bircok c¢akmada ilerleyen pasajlarda
MKH’lerde sitogenetik telomer kisalmasi vb. bozudtar gelstigi bildirilmi stir.
Telomeraz aktivitesinin MKH’ler de yuksek olarak llmmasi in vitro c¢@alma
kapasitelerini korumalari ile gkilidir. MKH’lerde istenmeyen etkilerin ortaya cilkasini

onlemek amaciyla P3-P5 gibi erken pasajlarin kutadnerilmektedir (Owen, 1998).

2.1.3.3. Mezankimal Kok Hiicrelerinimmiinofenotipik Ozellikleri

Heterojen htcre kilturlerinde sadece MKH'lemimlayan spesifik bir antijen heniiz
tanimlanmadiindan MKH’leri ortamda bulunan giér hiicre gruplarindan ayirt etmek
icin hematopoetik kdk hicreler veya hucrelerin ézedildgi dokuya 6zgu antijenlerin
negatif olmasi gerekmektedir. MKH’lerin adezyonchaihiicre, hiicre-hiicresdmatriks
ili skilerinde rol oynayan, ve stromaya 6zgu antijenigrksek oranda eksprese ettikleri,
hematapoetik hicrelere 6zgu antijenleri ise eksgraedikleri saptanmgiir. Kemik
iliginden elde edilen MKH kdultarlerinin immunfenotipi&zellikleri, akim sitometri
teknigi ile incelenmgtir (Cetinkaya, 2009). Bu ¢camaya gore; MKH’lerin stroma ile
ili gkili antijenlerden tipik kabul edilenlerden SH2 (€0 ), SH3-SH4 (CD73 ), CD90,
CD29 , CD44 icin pozitif olmasi beklenirken, henmetik antijenlerdeki (CD45 ,
CD34, CD14 veya CD11b, HLA sinif Il, CD@9eya CD19 vb.) pozitiflik oraninin
%2'yi gegmemesi gerekmektedir.

ISCT kriterlerine gore bir MKH populasyonun@@5 veya daha fazlasinin CO10
(endoglin olarak bilinir ve orijinal olarak MAb SHgeklinde tanimlannstir), CD73
(ekto- 5" nukleotidaz olarak bilinir ve orijinal asbk MAb SH3 ve SH4eklinde
tanimlanmgtir), CD90 (Thy-1 olarak da bilinir) antijenleri irg pozitif olmasi
gerekmektedir.

Son zamanlarda yapilan galalar, CD146 icin pozitif hicre populasyonunun
MKH’lerin osteojenik farklilamasinda kayda @er bir dlciide fazla oldiu gostermytir
(Cetinkaya, 2009).
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2.1.3.4. Mezenkimal Kok Hucrelerin Farklilasma Potansiyeli

Mezenkimal kok hucrelerin, uygun mikrovige kasullar s&landiginda birgok
hicre tipine farklilgma potansiyelleri, MKH’leri rejeneratif tip uygulaarinda ilgi
cekici bir hale getirmgtir. Cetinkaya (2009)'da Ozetlerili Gzere vitro kegullarda
MKH'’lerin; kondrojenik, adipojenik, osteojenik veiyojenik farklilasma potansiyelleri
metin olarak goOstermgtir. Bunlara ilave olarak; MKH’lerin endotel hiicesl, pankreas
beta hicreleri, epitelyal hiicreler, hepatositlé@roglial hiicrelere de farkliabildikleri
gostermgtir (Cetinkaya, 2009). Bunlar icinde, 6zellikle nda farklilgmanin mimkin
olup olmadgl halen argtirmacilar arasinda tagtna konusu olsada, néronal farkjrtaay!
aktive eden stimilanlarla noronal antijenlersiyan ve noronal morfolojiye sahip
hicreler elde edilmgtir. Fakat fonksiyon olarak noron Ozgilitasiyip tasimadiklar
kesinlik kazanmangtir.

Mezenkimal kok hucrelerin, in vitro ortamdaguy stimulanlarla kondrojenik,
adipojenik ve osteojenik farkldema potansiyelleri rahatlkla gdsterilmektedir.

Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farkktaa 6zelliklerin belirtiimesi MKH’lerin
tanimlanmasi icin  gereklidir S€kil-4). MKH’lerin farklilasmasi ile ilgili
dezavantajlardan biriside MKH’lerin kendi kokenimdeolmayan adiposit, osteosit,
miyosit, hepatosit, pankreas beta hicresi gibi éléce trans-farklilgmasinin in vivo
kosullarda sinirli olmasidir. Bu durum klinik uygulalaaacisindan 6nem sianaktadir.
Buna kasilik, bag doku kokenli dokularin onariminda MKH’lerin farldgma 6zellginin

daha aktif rolu olabilegg distintulmektedir.

Mezenkimal kok hucrelerin karakterizasyonunda kullanilan baslica farklilasma
protokolleri su sekildedir (Cetinkaya, 2009).

2.1.3.4.1. Adipojenik farklilasma

MKH’ler idame kdlttrlerinde %90-100 oranindaydun hale geldiklerinde, DMEM-
distk glukoz icerisinde %10 FCS, M deksametazon, 60M indometazin, 500M
IBMX (izobutilmetilksantin) ve fig/ml insilin ile hazirlanan kultir vasati ile adigak
farklilasma stimule edilir. 37°C ve %5 GQosullarinda inklibasyona birakilir.



16

3 hafta sonra adipojenik farklgiaa analizi yapilir. Bu analiz icin Oil Red O boyanae
lipoprotein lipaz (LPL) gen ekspresyon analizlareélmektedir (Tuli ve ark. 2003, N6th
ve ark. 2002).

2.1.3.4.2. Osteojenik farkhlama

MKH’ler idame kultirlerinde %50-60 oranindaygon hale geldiklerinde, DMEM-
distk glukoz icerisinde %10 FCS, 100 nM deksametai®nnM betagliserofosfat ve
0.2 mM askorbik asit ile hazirlanan kultir vaskgiasteojenik farklilgma stimule edilir.

37°C ve %5 C@ kosullarinda inkibasyona birakilir. 3 hafta sonratikiaeki
ekstraseltler matrikste kalsifikasyon, kalsiyumfédglepolari analizi yapilir. Bu amacla
Alizarin Red S boyamasi ve osteokalsin (OC), kesmi#oprotein (BSP), alkalen fosfataz
(ALP), tip I kollajen (Col &2) gen ekspresyon analizleri 6nerilmektedir (Tudi ark.
2003, Noth ve ark. 2002).

2.1.3.4.3. Kondrojenik farklilasma

MKH’ler pellet (cokelti) kiilturler haline getiir (1,5-2,5x10 hiicre/pellet) Hiicre
pelleti tzerine DMEM-HG (yuksek glukoz) icerisind®0 nM deksamethazon, 10 ng/ml
TGRS , 50pug/ml askorbik asit ve 50 mg/ml ITS+Premiks ilavel@@k hazirlanmy olan
kaltir vasati konularak kondrojenik farkglaa stimile edilir. 37°C ve %5 GO
kosullarinda inkibasyona birakilir. 3 hafta sonradeorenik farklilama analizi yapilir.
Bu amacla matriks glikozaminoglikan icg@riAlcian mavisi boyasi ile boyanabilir ve tip
X kollajen, aggrecan, tip 1l kollajen ve Sox 9 gekspresyon analizleri 6énerilmektedir
(Tuli ve ark. 2003, Noth ve ark. 2002).

2.1.3.4.4. Noronal farkhlgma

Doku kultur kaplari igindeki hiicreler tzerif@MEM-LG igerisinde 200uM BHA
(butillenmis hidroksianisol), 10uM forskolin (FSK), 20 mM valproik asit (VA), 2%
DMSO, 25 mM KCI, iM hidrokortizon, 5ug/ml insulin ve %21 pen/streptomisin ile
hazirlanan farklilgma vasati ilave edilerek néronal farkiaa stimile edilir. 37°C ve
%5 CQ kosullarinda inktibasyona birakilir. Kirkpeci dakika ile 24. saat arasindaki
morfolojik desisiklikler takip edilir.
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Farklilssan htcrelerin hedeflenen hicrelerin 6zellikleringhip olup olmadiklarini
anlamak icin noronal belirleyicilere yonelik histolkyasal, immunhistokimyasal veya
immunfloresan yontemler kullanilarak ekspresyon lialeai yapilabilir. Ayrica

karsilastirmali gen ekspresyon analizleri kullanilabilir.

A. Adipojenik farklilgma  B. Osteojenik farkhgma  C. Kondrojenik farklikama

g -
=T s

Sekil 4. Mezenkimal kok hucrelerin adipojenik, ogeok ve kondrojenik farklilgmalar
(Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi HisfieEmbriyoloji AbD, 2010)

K6k hicre plastisitesi, bir hicrenin kokemiklar dokularin dyndaki dokulara
farklilasma 6zellgini tanimlamaktadir (Keller, 2002). Mezenkimal kidkcrelerin, kendi
dizinleri dindaki farkli hicre dizilerine de farkldabilme nitelgi, 6zellikle rejeneratif
tip ile ilgili dallarda ¢ok ilgi uyandirng) bu konuda ¢ok sayida gaha yapilimg ve “kok
hicre plastisitesi” adi altinda toplarstm. Kemik iligi kokenli MKH’ler ile yapilan
calismalarda bu hicrelerin endotel hiicreleri, pankresta hicreleri, epitelyal hiicreler,
hepatositler, noroglial hicrelere de farkddhildigi gdsterilmgtir. In vitro ortamda
hazirlanan farkhlgma protokollerinde stimile edici ajanlar olarak T®Eta, FGF4,
HGF, VEGF gibi molekuller kullaniimaktadir. Endotelicresi gektirmek igcin VEGF
10ng/ml + Fibronektin + deksamethazon + askorbik 2dosfat, epiteloid hicreler
kullanilirken ve hepatosite farklgana icin fibroblast biyume faktor (FGF) ve hepatosit
blyume faktor (HGF) kullaniimaktadir.

Kalp kasi igin kardiak troponin, iskelet kagn distrofin, astrositler icin GFAP (glial
fibriler asidik protein) ekspresyonu, hepatositkfdasmasini kanitlamak uzere de

albumin, epitel hiicre belirteci olarak sitokeragkspresyonuna bakilabilir.
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Insanlarda yapilan cafnalarda allojenik kemik ifii transplantasyonu yapilan
osteogenezis imperfektall hastalara maternal ydKad verilmis, MKH verilen hastanin
bagirsak epitelyum hucreleri arasinda verici tip hlergdzlemlenmitir. Bu argtirma,
maternal yolla verilen MKH’lerin barsak epitelyum hicrelerine farklgkagini
gostermgtir. ilerleyen calmalar bu farklilamanin cevre kaullari ile iliskili oldugu ,
hicrelerin hasarli bélgeye g goc ederek hasar iygmesine yardimci oldiunu
gostermgtir (Cetinkaya, 2009).

MKH’lerin in vivo trans-farklilamasina dayali ¢ok sayida hayvansal deney
yapilimstir. Bu calsmalarda, MKH’lerden in vivo ortamlarda pulmoneipTl alveolar
epitel hiicreleri, iskelet kasi ve kalp kasI hiargleepatosit, néronal hiicre, astrosit, ince
barsak epitel hicreleri meydana gefirdimmunohistokimyasal olarak gosterilghr.
Hucreler her ne kadar cok yonlu farkgdoiliyor olsalarda hasar tamirinde ¢ok fazla
pozitif sonuclarla kawlasiimamaktadir (Cetinkaya, 2009).

2.2.1skelet Sistemi Gekimi

Vertebralilarda iskelet sistemi mezoderm vistarneuralis hicrelerinden orijin alir
(Ahrens vd. 1977,Moore vd. 1993). Primitif kemikpylarin olgumunda ilk gama
mezenim hicrelerinin ygunlasmasi ile ortaya c¢ikan model yapilardir (Moore vd.
1993,Hickok vd. 1998, Hall vd. 2000). Byamadan itibaren kafatasi kemiklerinde
oldugu gibi bazi kemikler bu mezgim doku icerisinde intramembrandz yollagelileri
ise extremitelerin uzun kemiklerinde ofglu gibi endokondral yolla gegimlerini

tamamlarlar. (Moore vd.1993).

2.2.1.intramembranéz kemik gelisimi

Bu tip kemik gekimi, yogunlasarak membrandz bir tabaka giurmus mezegim
doku hicrelerinden, vaskularizasyonu takip ederedtite dgrudan osteoblastik
hicre dgisimi yolu ile olusur (Moore vd.1993). Bu dipudan dgisim mekanizmasi
tam olarak ankalamams olmakla birlikte, Bone Morphogenetik Protein (BMgtubu
faktorlerin bu dgisimde 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir (Gilbe2001).
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Osteoblastik dgisime ugrayan hicreler osteoid doku veya prekemik adi eerir
matriks salgilayarak, hiicreler arasi alani doldarullerleyen dénemde prekemik
dokunun kalsifikasyonu ve osteoblastlardan osteositdesisimi, gelisen kemik
dokusunun organizasyonunigka. Bu tip kemiklgmeye en guzel 6rnek yassi

kafatasi kemiklerinin gelimleridir.

2.2.2. Endokondral kemik gelgimi

Bu tip kemik gekimi, yogunlasmis mezegim hucrelerinin olgturdusu primitif
kemik modellerinin 6nce kikirdak dokuyagilgmleri, ardindan da bu kikirdak dokunun
yerini kemik dokuya birakmasi yolu ile glir (Moore vd. 1993, Hickok vd. 1998, Hall
vd. 2000). Dolayisi ile kondrogenez bu mekanizmadmemli bir morfogenetik

parcasidir.

Gecmyg molekuller ve hicre duzeyindeki gahalar, endokondral kemik ggininde
kondrogenez ve osteogenezin ¢ok erken embriyonitemhile planlandini ve bu iki
mekanizmanin birbirini takip eden fakat birbirindemasimsiz iki ayri gekim
mekanizmasi olduklarini ortaya koystwr (Hickok vd. 1998, Delise vd. 2000). Gerek
kondrogenez slresince, gerekse takip eden ostengerekanizmalari esnasinda
meydana gelebilecek genetik ve/veya molekiler dkdak ileri dénemde karmiza
birbirlerinden ayirt edilmeleri morfolojik yonderok zor olan, ortak bir kemik ve/veya

ekstremite defekti fenotipi ile ¢gikacaklardir.

2.2.2.1. Endokondral Kemik Gelsiminin A samalari

Endokondral kemik ga&lmi degerlendirildiginde gagida siralanan samalardan
gecmektedir. §ekil-5):
1. Lateral plate mezoderminden orijin alan mgiarhicrelerinin, primitif ekstremite

tomurcigu bolgelerine migrasyonlari ve mitoz yolu ile pfetasyonlari.
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2. Prolifere olan bu mezg@m hicrelerinin ekstremite tomurcuklarinin merkezao
bdlgelerinde, hlcreler arasi temasi arttirarakifbéiine yaklgmalari ve hicre kiimeleri
olusturmak sureti ile ygunlagsmalari.

Yapilan calmalar bu gamada rol oynayan en 6énemli faktorlerin, hucreldoati
molekilleri ailesine ait olan N-cadherin ve N-CAMI-Cell Adhesion Molecule)’in
prekondrojenik hiicrelerdeki ekspresyonlarinda ggriibelirgin ary oldugunu ortaya
koymustur (Oberlender vd. 1994, Tavella vd. 1994). Buatade ekstra cellller matriks
(ECM) mezegim hucrelerinin birbirleri ile yakin temaslarinanzveren bir yapida olup
Kollajen Tip-I, hyaluronan, tenascin, fibronektinbigfaktérlerden zengindir (Hall vd.
1995, Hickok vd. 1998, Hall vd. 2000). Ayrica, poekirojenik mezankimal hicrelerde
spesifik olarak eksprese edilen ve bir transkripsiyaktori olan Scleraxis’in kikirga
Ozel genlerin transkripsiyonlarini tetiklgdigosterilmitir (Cserjesi 1995). Bu protein
kikirdak doku yerini kemik dokuya birakincaya kadstif kalir. Yine 6nemli bir
transkripsiyon faktorii olagox9 geninin de spesifik olarak prekondrojenikgymlasma
bdlgelerinde eksprese edidive bir sonraki gama olan mezankimal-kondrojenik
desisimi tetikledigi bilinmektedir (Wright vd.1995).

InsanlardeBox9 geninde goriilen mutasyonlar “Campomelik Dysplasidi’ verilen ve
uzun kemiklerin deformite ve acilanmasi ile karake bir klinik tablonun ortaya
¢ctkmasina yol agmaktadir (Delise vd. 2000).

3. Yogunlasmis mezerim hucrelerinin birbirleri ile olan hicreler arabgglantilari
kaybederek kondrositlere gigimleri. Bu donemde kondrositlerdeki N-cadherin ve N
CAM ekspresyonlarinda belirgin bir azalma gozlg@berlender vd. 1994, Oberlender
vd. 1994, Tufan vd. 2001). Ayrica kondrositlerdetkitdak dokuya 6zgu bir ECM
depozisyonu bdar.

Bu ECM’in en 6nemli bilgenleri olarak Kollajen Tip-1 yerini Kollajen Tip-lI-1X, ve -
XI'e birakirken ilave olarak Glaroteini, kondroidin silfattan zengin proteoglikanl
aggrecan proteini, ve link (Bknti) proteini salgilanmaya {arlar (Hickok vd. 1998,
Hall vd. 1995, Hall vd. 2000).

4. Kondrositlerin mattrasyonlari ve hipertrofiygramalari. Bu donemde tipik olarak
ECM’deki Kollajen Tip-II, -IX, ve -XI yggunluklarini Kollajen Tip X’a birakirlar ve

ECM daha fazla fibronektin ve daha az proteaz imdnib» icerir (Hickok vd. 1998, Hall

vd. 1995,
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Hall vd. 2000). Kondrosit mattirasyonu ve hiperspfkikirdak dokuda uygun
kalsifikasyon ve ilerleyen donemde kemik doku i gesisim acisindan cok dnemlidir.
Bu mekanizma embriyonik kemik gghni sirasinda cajtig gibi, postnatal dénemde
ekstremite kemiklerinde boyuna uzama wgrkn posturinin gejimi boyunca ve kirik
kemiklerin iyilesmesi siirecinde de biyuk dnemgita

Uzun kemiklerde primer ossifikasyon merkeziigyafiz denilen boélgelerde yer
alirlar Sekil-5). Bu bolgelerdeki kikirdak htcreleri hiperfiye ugrarlarken Kollajen
Tip-X bakimindan zenginten ECM kalsifiye olmaya lg&ar. Bunu dncelikli olarak
diyafizial bdlgede vaskuler dokunun perikondriumdaardak dokusuna infiltrasyonu
ve osteoprogenitor hicrelerin kikirdak dokuyartenasi izler. Bu yolla ayni zamanda
ileride kemik iligini olusturacak hucreler de kikirdak dokuyaitamaya bglanir. E
zamanl olarak hipertrofiye kondrositlerde planlaghiicre 6lumu (apopitoz)
g6zlemlenirken, osteoprogenitér hiicreler de ostesiid hiicrelere digsim gostermeye
baslarlar. Ortaya ¢ikan apopitotik hiicre yapilari kkemmatriksinin mineralizasyonunda

onemli rol oynarlar.

2.2.2.2. Endokondral Kemik Gelsimini Etkileyen Baslica Faktorler

Yukarida da 6zetle bahsedgdgibi, kikirdak dokuda proliferasyon ve hipertrofi
mekanizmalari bir denge iginde gahiak zorundadir. Bu dengeningtanmasinda pek
cok buytme faktorl, hormon, sitokin ve hicre singakanizmasi rol almaktadir. Bunlar
arasinda “fibroblast growth faktor” (FGF)’ler (Demd. 1996, Webster vd. 1996),
Ostrojen, tiroid hormonu ve triiyodotironin (T3)agihormonlar (Kaplan vd. 1990,
Ballock vd. 1994), “transforming growth fakt@t” (TGF-31) (Rosier vd. 1989,
O’Keefe vd. 1994), sinyal molekdulleri “Indian Hedgeg” (Ihh) (Goodrich vd. 1996). ve
“paratiroid hormon-related peptide” (PTHrP) (liddekh vd. 1989, Abou-Samra vd.
1992), anti-apopitotik faktorlerden Bcl-2 (Vaux \iP88, Lee vd. 1995), ayrica “Tumor
Necrosis Factor” (TNF) (Wallen-Ohman vd. 1993) &3#imor baskilayici genler
grubundan p63 (Yang vd. 1999)shealaridir. Epifiz plg bolgesinde fekil-5)
FGF'lerin etkisi ile kikirdak hticrelerinin prolifasyonlarinda azalma veg@gme
ugrayarak mattre ve hipertrofiye olma hizlarindasagtirild(gu tesbit edilmgtir
(Gilbert 2001) Insanlarda FGF reseptorlerinde (FGFR) goriilen maotdagn yol act

en ciddi Klinik tabloyu “dwarfizm ” olgulari okturur.
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Orngin, FGFR3'Un transmembran bdlgesine 6zel olan vgcigiin arginin’e
donsUmunt sglayan, 380 numarali amino asitte meydana gelen asyain
“Achondroplasia” olgularinin % 95’lik bir gunluguna yol acar (Deng vd. 1996,
Webster vd. 1996, Gilbert 2001). der taraftan, FGFR1'de gorulen mutasyonlarin
ekstremite defektleri ve kranial suturlerin erkeap&nmasi (Craniosynostosis) ile
karakterize “Pfeiffer” sendromuna yol agtgosterilmgtir (Gilbert 2001).

Diger bir onemli faktor 6Ostrojen hormonudur. sBa Ostrojen olmak Uzere sex
hormonlari da prolifere olan kondrositlerin matires hipertrofiye olmalarini hizlandirir
(Kaplan vd. 1990). Yapilan camalar T3 hormonunun da gegn kemiklerin epifiz
plaklarinda hipertrofiye kondrositlerin kolumnar ganizasyonlarinda 6nemli rol
oynadgini gostermitir (Ballock vd. 1994).

Ayrica, T3 hormon eksilgi gortlen hipotiroidizm olgularinda, kemiklerin &pi
plagi bdlgelerinde mekanik ghetkilere kagi dayaniksizlik geftigi gozlemlenmgtir
(Loder vd. 1995). Ojer taraftan TGH1'in ise kondrosit proliferasyonunu indukleyici
oldugu saptanmstir (Rosier vd. 1989, O’Keefe vd. 1994). Dolayi® bu iki faktérin
denge icinde cajan mekanizmalardan biri olgu olasilgi son ddénemde taraftar
toplayan bir hipotezdir.

Diger bir denge mekanizmasi Ihh ve PTHrP arasindagatifegeri besleme yolu ile
ortaya konmstur (Vortkamp vd. 1996). Post- mitotik ve pre-hipefik kondrositler 6zel
olarak Ihh salgilayan hucrelerdir. Ihh ise prokfir bolgeden hipertrofik bdlgeye geci
goOsteren kondrosit sayisini kontrol eden PTHrP ils@gasini uyarir. Mekanizma
doyuma ulatiginda PTHrP’in lIhh salgilanmasi Uzerindeki inhibeicedegatif geri
besleme etkisi, ilave kondrositlerin hipertrofik Igpéye girslerini ve takip eden
apopitozlarini  6nleyecektir. Ber sayilan TNF, Bcl-2 ve p63 molekillerinin de

apopitotik yolda énemli rol oynadiklari gosteriktmi (Vaux vd. 1988, Yang vd. 1999).
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Sekil-5: Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme. (A-H) Uzun kemiklerde
endokondral kemikkgme. (A’-H’) Endokondral kemiklgne sirecinde dnemli yeri olan

kondrogenez mekanizmalarig@matik gosterimi.

Ozetle, yukarida bahsi gecen mekanizmalar yieluekstremitelerin kemiklerinde
epifiz plagi adi verilen ve prolifere olan kondrositleri, mlkondrositleri ve
hipertrofiye kondrositleri iceren, diyafiz-epifizirkesim noktalarinda uzunlamasina
gelisim saglanir. Perikondrium ossifiye olarak yerini peri@stbirakir. Kondrositler
diyafize d@ru hipertrofiye olarak ilerler ve matriks kalsifiggonu ve mineralizasyonu,
bu hicrelerin yerlerini kemik dokuya birakmalae donlanir.

Epifiz plaklari da ossifiye olduklarinda kemiklerdey uzamasi durur. Ekstremite uzun
kemiklerinin yani sira aksiyal ve pelvik kemiklee @ndokondral kemik$ene yolu ile

gelisen iskelet yapilaridir.
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2.2.2.3. In Vitro Hucre Kultar Sistemlerinde Kondrogenez Fazlarinin Balica

Belirleyicileri

Genel olarak 6zetlempblduzumuz bu endokondral kemiklme mekanizmasi, canl
fare, sican ve tavuk embriyo sistemlerinde yapilpek cok cakmanin yani sira,
Ozellikle MKH’leri de icine alan pek c¢ok in vitroliktir sisteminde de detayll olarak
molekiler dizeyde incelenghr (San Antonio vd.1986, Hall vd. 1995, Hickok iB98,
Mello vd.1999, Hall vd. 2000, N6th vd. 2002, Tud.\2003, Alan ve Tufan 2008). Bn
vitro model sistemlerin  MKH’lerin kondrojenik @simi slUresince en sik
kullanilanlarindan birisi de ¢okelti hiicre kultlistemi (pellet culture system) olarak
bilinmekte olup, bu ¢cajmada da kullanngi oldusgumuz in vitro kondrogenez hicre
kultir modelidir. Trabekuler kemik, uygun mikro ¢ekasullari olustugunda osteoblast,
kondrosit, adiposit veya miyosit gibi g#i mezenkimal hicre dizinlerine dosgbilen
heterojen bir 6ncil hicre populasyonu icerir. Butipotent mezenkimal kok hiicrelerin
(MKH) in vitro kondrojenik dgisimleri, hiicre ¢okelti kultirlerinde veya U¢ boyutlu
koruyucu biyomateryaller tzerinde ve genelliklengfrme edici bluylime faktorlerinden
(TGF$1, TGF$2, TGFB3 veya kemik morfogenetik proteinleri, BMP’ler) isinin
uyarici etkisi altinda gercekléilebilir. Bu in vitro calismalarda, siralangioldugumuz:

1- Mezenkimal proliferasyon,
2- Mezenkimal ygunlasma,
3

4- Kondrosit matirasyon ve hipertrofisi,

Kondrojenik degisim,

5- Programlanms hiicre 6lumu (apopitoz), basamaklar zinciri mekanatarini

c¢esitli molekuiler belirleyiciler ile birbirlerinden axt etmek ve incelemek muamkundur
(Sekil-6). Bu molekiiler belirleyicilerden bklacalarisu sekilde 6zetlenebilir:

Kollajen Tip 1l: mRNA veya protein dizeyindekesbiti prematire kikirdak
dokusunda kondrojenik @simin gerceklgmis oldugunu gosterir (Tufan vd. 2001).
Gerek proliferasyon gerekse gumlasma donemlerindeki ggsim gecirmemg mezegim

hicreleri ise kollajen tip 1l negatiftirler.
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Sekil-6:

, _IN VITRO KONDROGENEZ
(MIKRO-KUTLE HUCRE KULTURU VE KONDROGENEZ)

” GORYD

oo

N-Cadherin (-)
Kollajen Tip II (+)
Proteoglikanlar (+)

Alcian Mavisi (+)
Alkalen Fostataz (+)

Mineralizasyon (+) -

Programlanmis Hiicre Oliimii (+)

Mezensimal N-Cadherin (+)
¢ogalma

Kollajen Tip X (+)

Alcian Mavisi Boyamasi: Alcian mavisi boyagebolarak kondrojenik dgsime
ugrams hucrelerin ECM icerisine salgilamakta olduklamgeoglikanlari mavi renge
boyar (Lev vd. 1964). Prekondrojenik doku bu boyaymaz.

Kollajen Tip X: Sadece hipertrofiyegtams olan kondrositler tarafindan ECM’e
salgilandgl icin mRNA veya protein dizeyindeki tespiti matyan ve hipertrofi fazina
Ozeldir (Hickok vd. 1998, Mello vd. 1999, Delise.\20D00).

Endokondral kemik galminde rol oynayan kontrol mekanizmalarinin genekivo
gereksein vitro model sistemler kullanilarak hangjaanada fonksiyon gosterdiklerinin
tespitinde, yukarida say@imiz molekuler belirleyicilerdeki kantitatif gesiklikler temel

kriterler olarak alinmalidirlar.

2.3. Kondrogenez ve Natrilretik Peptid Sinyal Yolla

Yukarida detayl olarak alum sirasi verilen embriyonik kikirdak ggétni ve takip
eden endokondral kemilglme basamaklar zinciri, pek ¢cok genetik ve molekfd&toriin

kontrol altindadir.
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Bunlar arasinda growtaktorler grubundan olan TGEve FGF grubu proteinler, bu
growth faktorlerin etki mekanizmalarinda rol alan catensmall mothers against
decapentaplegic (SMAD) ve mitogen activated prokeiase (MAPK) grubu proteinler,
Hox, Sox, Engrailed (En) ve “Lef-1" gibi transkrigen faktorleri ve Wnt grubu sinyal
molekdilleri bata gelen kontrol mekanizmalarini glururlar. Kikirdak dokunun ileride
kemik dokuya yerini birakaga uygun form ve yapisini gkyan, tim bu molekullerin
bir uyum icerisinde cajarak yonlendirdikleri 6zel hiicreler arasgkiler, hiicre-matriks
ili skileri ve 6zel gen ekspresyonlaridir.

Son dénemde tanimlannve endokondral kemik geimi sirecinde etkili oldgu
distntlen dnemli bir dier kontrol mekanizmasi da C tipi natritiretik ped@NP) ve
reseptord, natridiretik peptid reseptor-B (NPR-B)Y dinemli bir cuicelik grubu olan
akromezomelik displazi NPR-B reseptorinin fonksigagbina yol acan mutasyonlari
sonucu ortaya ¢ikar. NPR-B ile ilgili bu bilgi olkiga yeni olup (Bartels vd. 2004),
bulunwu akromezomelik displazi’nin bir alt grubu olan akrezomelik displazi
maroteaux tip’li (AMDM, OMIM no. 602875) hastalarkendilerinden ve skl aile
bireylerinden elde edilen DNA 6rnekleriningdanti analizi (linkage analizi) ve bu analiz
sonrasi elde edilen bilgiler gaultusunda insan 9. kromozomu tzerindeki ilgili sk
(9p13-g12) bolgesinde yer alan aday genlerin sé&ans) taranmasi sonucunda elde
edilmistir (Kant vd., 1998, lanakiev vd., 2000, Bartets 2004).

AMDM (Maroteaux vd. 1971) otozomal cekinikgigegOsteren bir dwarfizm tirt
olup, genellikle dgum boy ve girliklari normal sinirlarda olan glerin dogumu takip
eden 1. yil sonunda ydlarina goére kisa kalmas@imi gosterdgi ve 2. yil sonunda ise
tipik radyolojik bulgulari ile kesin tani koyulakitek hale geldi, uzun kemiklerde ve
vertebralardaekil bozukluklari, 6zellikle ekstremite orta ve tdilsuzun ve tubuler
kemiklerinde kisalik ve epifiz buyime plaklarindmarmaliteler ile karakterize bir
patolojik durumdur (Kant vd. 1998; Halgtu vd. 1999; lanakiev vd. 2000, Bartels vd.
2004).1lginctir ki AMDM tanisi konmy kisilerde bugiine kadar tutulum gorilgalan

tek sistem iskelet sistemidir.
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2.3.1. Genel Olarak Natritretik Peptitler ve Resepirleri

2.3.1.1. Natritretik Peptid Ailesi

Natritretik peptidler birbirleri ile yapisaébzerlik gosteren ancak genetik olarak
farkli hormonlardir. Bir kismi parakrin faktorletarak da bilinen bu peptidiler: kan
hacmi, kan basinci, ventrikil duvar kalgnJipulmoner tansiyon, gametabolizmasi, ve
uzun kemiklerde buytme Uzerine etkilidirler (Pottdr 2006).

Bilinen 3 klasik tipi vardir $ekil-4):
1- Atriyal natridretik peptid (ANP),
2- B-tipi natritretik peptid (BNP),
3- C-tipi natritretik peptid (CNP).

Fizyolojik aratirmalar insanda kalp ve bobrek arasindalgdmatiyr uzun zaman once
ortaya koymstur. Ik olarak De Bold ve arkadkri (2005) tarafindan sicanlarda
atriumlara intra venoz olarak enjekte edilen bimagenatin renal sodyum ve su
bosaltimini arttirarak, kan basincini hizlsgdidigt gosterilmgtir. Bu gelsme
sonrasinda atrial dokudan, hem natrilretik etkesnidiiz kas geetme aktivitesi olan
peptidler purifiye edilmi ve deisik calismalarda bu peptit atrial natritiretik faktor,
kardionatrin, kardiodilatin, atriopeptin, ve atrradtritiretik peptit (ANP) olarak
isimlendirilmistir (De Bold 2005). Bu son tanimlama bugtin en silkakilandir.

Ilerleyen yillarda natritiretik peptit ailesininggr Uyeleri olan beyin natritiretik peptit
(BNP; B tip natriiretik peptit) ve C tipi natritifetpeptit (CNP) de sirasi ile domuz beyin
ekstratlarindan ve onlarin g@tebildigi diiz kaslardan purifiye edilglerdir (Olney

2006).

Butuin natritiretik peptidiler prehormon olassntezlenir §ekil-7). Insan
preproANP’si 151 aminoasit uzur@undadir. Aminoterminal bolimu ayrilmasi sonucu

olusan 126 aminoasitli proANP atrial granillerde depalapredominant formdur.
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Sekil-7: Natritretik peptidiler birbirleri ile yapis al benzerlik gosteren ancak genetik
olarak farkli hormonlardir. Bilinen 3 tipi vardir: 1) Atriyal natritiretik pegti(ANP),

2) B-tipi natritretik peptid (BNP), 3) C-tipi natnietik peptid (CNP). (Potter et al.,
2006).
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ANP primer olarak atrial granullerde depolanir ksgese edilir, fakat gk
konsantrasyonda ventrikil ve bobrek gibi dokuladdulunur. ANP salinimi icin
birincil uyarici intravaskiler volium artmasi sonwttium duvarinin gerilmesidir.
Sekrete edilen ANP once koroner sinlse perfuze gergek endokrin davragha cesitli
hedef organlara wa. Ayrica endotelin, angiotensin, arginin-vazogiesANP
salinimini uyaran faktorlerdimsan ANP geni 1. kromozomun 1p36.2 lokusunda
bulunur ve tg¢ exon igerir.

B-tip natritretik peptid esas olarak domuzibeskstratlarindan purifiye edilstir.
Sonradan insanlarda veya hayvanlarda konjestif ketlersizIgi veya miyokardial
enfarktUs gibi kardiyak stres altinda iken ¢ok ygkkonsantrasyonda kalp
ventrikullerinde bulunmgtur. BNP bir kardiyak hormondur ve normal g&in kalbinde
ventrikullerden sekrete edilmektedir (Cameron VAgiers 1.J.). BNP 134 aminoasitli
peprohormon olarak sentezlenir. Sonra bir parceuaye 108 aminoasitli prohormon
haline gelir. Ardindan, bilinmeyen bir proteazlaskeesi sonucu 76 amino asitlik
amino-terminal inaktif fragman ve 32 amino asikéeboksil-terminal, biyolojik aktif
peptid’e ayrilir.

BNP, atrial grantllerde ANP ile birlikte depalr; ama ventrikiler granullerde
depolanmaz. BNP yapimgia volim yiklenmesi sonucu kardiyak duvar gerilimies
regule edilir. NUkleer transkripsiyon faktor, GAT A4 olgunun diizenlenmesinde
dominant rol oynar. Skl bireylerde plazma konsantrasyonu yakteolarak 3.5 pg/ml
veya ANP’nin onda biridir. Buna k@n, konjestif kalp yetersizi olan hastalarda
plazma BNP konsantrasyonu 200-300 kat yukselirldo@#y/BNP plazma konsantrasyonu
kardiyak stresin ideal indikatortudir. Bircok gatia BNP seviyesinin yukselmesi ile kotu
prognozun korele oldiunu gostermektedir.

Sonug olarak gerek ANP gerekse BNP esas otatKirezi ve kan basincini reguile
eden kardiyak hormonlar olarak ayirt edghardir.

Diger taraftan sundiumuz calgmamizin da énemli bir bolumuni gturan CNP pek
cok farkli dokuda eksprese edilir. Bunlar arasibadicalari kikirdak, kemik, beyin,
endotel, diz kas ve kalp olarak siralanabilir (€ottl. 2006).

Tipik olarak sentezi sonrasi paketlgidilicre ici sekresyon granullerinde
depolanmaz, hemen sekrete edilir. Endotel hicrgikétinde sekresyonu TNé&- TNF-

B, IL-1 ve stres tarafindan uyarilir, insilin tarafan da suprese edilir.
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Insan proCNP’si 103 aminoasit icerir ve intracelli@dadoproteaz furin’le in vitro
isleme tabi tutularak olgun 53 aminoasitli peptidai@digi gosterilmgtir.

Bazi dokularda CNP-53 bugun icin bilinmeyen birientarafindan bolinerek aktif
peptid olan CNP-22'ye doutiirtltir. CNP-53 beyin, endotel hiicresi ve kalptgtma
form iken; CNP-22 insan plazmasi ve cerebral-sgnatla predominanttir.

Fare ve insanda natrilretik peptid genlermurtasyonlar ile inaktivasyonu sonucu
gorulen balica fenotiplersunlardir (Olney vd. 2006 ):

1- ANP mutasyonlarinda hipertansiyon ve kardiyak riodi

2- BNP mutasyonlarinda ventrikiler fibrozis,

3- CNP mutasyonlarinda ise dwarfizm gorulmektedir.

Son doénemde natritretik peptidlere bengeitk dikkat ceken iki farkli sinyal peptidi
daha tanimlanngtir. Bunlardan ilki ilk olarak kemikte bulunrgwe osteocrin olarak
adlandiriimgtir (Olney vd. 2006 ). Fer peptid ise ilk olarak kas dokusunda bulugmu
ve musclin olarak adlandiriigtir (Olney vd. 2006). Ancak bu iki peptid ile ilgil

calismalar oldukca yenidir.

2.3.1.2. Natritretik Peptid Reseptorleri

Natriliretik peptidlerin bilinen tc farkh rgsérii vardir $ekil-8). ik ikisi
[Nartitretik Peptid Reseptdr-A (NPR-A, GC-A, NPRE NPR-B (GC-B, NPR2)]
transmembran guanil siklazlar olaralev goérur ve uyarildiklarinda cGMP sentezini
katalizlerler. Uclincl reseptor (NPR-C, NPR3) iserhiici enzimatik aktiviteden yoksun

olup, her ti¢ NP’in lokal konsantrasyonunu ayarlalgemol tstlenir.
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Sekil-8: Natritiretik peptidlerin bilinen g farkli r eseptori vardir: Ik ikisi
[Nartiuretik Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPRE NPR-B (GC-B, NPR2)]
transmembran guanil siklazlar olaralev gorur ve uyarildiklarinda cGMP sentezini
katalizlerler.Ucuincii reseptor (NPR-C, NPR3) ise hiicre ici enzkvahtiviteden yoksun
olup, her ti¢ NP’in lokal konsantrasyonunu ayarlalgeimol tstlenir. (Potter vd. 2006).
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Natritretik Peptidlerin bu reseptoérlerestaamalari ile hicre ici fizyolojik etkileri t¢
farkll cGMP balayan protein grubu tarafindan yénlendirilir. BunleGMP-bgimli
protein kinazlar, cGMP ile yonlendirilen fosfodiesdzlar, ve cGMP Igamli iyon
kanallaridir §ekil-9).

NPR-A/B
+
Catt Na
- cGMP gated cGMP-dependent
ion channel protein kinase 11

OO e

J{‘\ ‘j ‘"2:; .f:'

Levitra
,fw [ O cGMP

cGMP-de Endent J \A\A m(

protein kinase I  cAMP CAMP

e WD
FDE3B
— ¥
5'AMP:

cGMP-regulated
phosphodiesterases

s

cGMP

5'GMP

Sekil-9: Natritretik Peptidlerin hiicre ici fizyoloji k etkileri. Natritiretik Peptidlerin
hicre ici fizyolojik etkileri G¢ farkli cGMP k#ayan protein grubu tarafindan
yonlendirilir. Bunlar: cGMP-bgaimli protein kinazlar, cGMP ile yonlendirilen

fosfodiesterazlar, ve cGMP ganli iyon kanallaridir. (Potter vd. 2006).
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2.3.1.2.1. Natritretik peptid reseptér A

Insan ve sicanlarda, NPR-A mRNA'sI en fazla bobaekenal bez, terminal ileum,
yag doku, aort ve akgerde eksprese edilir. NPR-A'nin natritiretik pepiel afinitesi
sirasl ile: ANBBNP>CNPseklindedir.

2.3.1.2.2. Natritretik peptid reseptér C(Natritiretik peptid clearance reseptor)

NPR-C mRNA'sI bgica atrium, mezenter, plasenta, geci bobrek, vendz doku,
aort diiz kasi, aortik endotelial hiicrelerde verkidd ve kemikde bulunur. Hicre igi
guanil siklaz enzimatik aktivitesinden yoksun olbpr t¢ natritiretik peptid’in lokal
konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Gstlenir. NPRuChatritretik peptidlere afinitesi,

insan ve sicanlarda sirasi ile: ANPNP>BNPseklindedir.

2.3.1.2.3. Natritretik peptid reseptér B

NPR-B’nin beyin, adrenal gland, uterus gitbblsinden farkli pek ¢cok dokuda vagli
gosterilmitir (Tamura ve Garbers, 2003). Ancak mevcut lit@railgileri bu proteinin
ana gorevinin iskelet sistemi gaini ile ilgili oldugunu ditundurmektedir (Bartels vd.
2004). AMDM’li hastalarda da iskelet sistemi bulguha glik eden norolojik defektler
ve bozukluklar veya anormal kan basinci diizeyliiigroblemlerin gorilmengiolmasi
bu dstinceyi desteklemektedir.

NPR-B’nin natritiretik peptidlere afinitesiasn ile: CNP>> ANB BNP seklindedir.
Daha o6nce de belirtildi gibi NPR-B’nin iskelet sistemi galimi Uzerine olan etkileri ve
bu etkilerin mekanizmalari tam olarak bilinmemelidikte, bu reseptdriin ana liganti
olan C tipi natritiretik peptid’'i (CNP) veya bu res@rtn ikincil habercilerinden birisi
olarak gorev gordgil distinilen cGMP-bgimli protein kinaz Il (cGKII) sinyal yolunu
hedef alan gecmicalsmalar bize bu konudaik tutmaktadir. Fare modelinde yapigmi
calismalar CNP’den yoksun farelerde dwarfizm (Chusho 2801), genomlarina CNP
transferi yapilmg ve bu proteini normalden daha fazla treten fagelése uzun
kemiklerde boy uzamasi gercegtigini (Chusho vd. 2001, Yasoda vd. 2004)
gostermtir.
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Fare ve sican tibialari kullanilarak yapignorgan kiltirlerinde ise CNP’nin kondrosit
proliferasyonunu ve hipertrofisini arttiggdigosterilmsgtir (Yasoda vd. 1998; Mericq vd.
2000). Yine son dénemde yayinlanan birgaada CNP’nin matriks sentezini arttirarak
FGFR-3 mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfiemgelledgi gosterilmitir
(Yasoda vd. 2004). CNP, NPR familyasindan NPR-Byani sira NPR-A ve/veya NPR-
C'ye de bglanabilmekte ve bu reseptdrlerden 6zellikle NPReGgifiz blylime
plaginda eksprese edilmektedir (Bartels vd. 2004).

Diger taraftan Linkoln ve Cornwell (1993) NPR-B’nin €Nle aktivasyonu sonrasi
cGMP ile etkilgtigini ve cGMP bgimli protein kinazlari aktive efiini géstermglerdir.
Bu bagilamda farkl amacla hazirlangrbir cGKII (insanlarddPRKG2 genine kagilik
gelmektedir) defektli fare modelinde dwarfizm géurtgs olmasi da anlamli bir bilgidir
(Pfeifer vd. 1996). cGKII knock-out farelerde epiplagi terminal hipertrofi bdlgesinde
henlz dgisimlerini tamamlayamamaikondrositlerin bir y&ilim olusturduklari
gosterilmitir (Pfeifer vd. 1996). Ancak CNP knock-out farelerayni bulgunun
bulunmaysi ise NPR-B’nin endokondral biyimeyi hem cGKlgbali hem de cGKII
bagimsiz sinyal yollarinin timund kullanarak regulegati distindtrmektedir
(Miyazawa vd. 2002).

Son olarak, NPR-B proteini fonksiyonel hapli@ysizligi (haploinsufficiency), ki bu
durum AMDM go6zlenen hastalarinstgici anne ya da babalarinda gorilmektedir,
normale gére dwarfizm diizeyinde olmayan boy kgsdlk karakterizedir (Bartels vd.
2004).

Tdm bu bilgilergiginda NPR-B’nin endokondral biyiime tzerine olanletikiin ve
hicre dgi sinyallerin bu biyimenin hangi evresinde ve hangkanizmalar ile hicre
icine tginarak ne gibi d&sikliklere yol actginin belirlenmesi buytk 6nemstenaktadir.
Bu argtirmadan elde edilecek yeni bilgiler oldukca konkgl®ir regtilasyonu olan
endokondral biytme biyolojisinde yeni yaftalarin yapilabilmesini sgayacak

niteliktedir.
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2.4. Hipotez ve Cakmanin Amaci

Trabekuler kemik, uygun mikro cevre skdlari olustugunda osteoblast, kondrosit,
adiposit, veya miyosit gibi g&li mezankimal hticre dizinlerine doggbilen heterojen bir
oncul hicre popilasyonu icerir. Bu multipotent nrékzmal kok hicrelerin (MKH)in
vitro kondrojenik degisimleri, hiicre cokelti veya mikro kitle kultirleriadveya ¢
boyutlu koruyucu biyomateryaller Uzerinde ve gekikdl transforme edici bliylime
faktorlerinden (TGH31, TGF$2, TGF$3 veya kemik morfogenetik proteinleri,
BMP’ler) birisinin uyarici etkisi altinda gercekteilebilir.

Klonal fare embriyonik hicre dizini ATDC5’imsulin uyarisi altinda kondrojenik
desisimi ile gerceklatirilmis olan sinirl sayidaki agarma, C tipi natriiretik peptid
(CNP) sinyal yolunun TGB1 wuyarisina cevap olarak aktive odau
disundurmektedir. Ayrica, Maroteaux tip Akromezomdllsplazi (AMDM; OMIM no.
602875) olarak bilinen otozomal ressesif gedir osteokondrodisplazi tirti, CNP’nin
hiicre ylzeyindeki reseptori olarglev goren natritiretik peptid reseptor-B'nin (NPR-B)
fonksiyon kaybina yol acan mutasyonlari sonucuyartakmaktadir. Bu bilgilerden yola
cikarak tamamlagimiz gecmy calsmalarimizin sonuclari, CNP/NPR-B'nin pre-
kondrojenik mezankimal ymunlasma, glikozaminoglikan sentezi, ve kondrositlerin
matirasyon ve hipertrofilerini kapsayan ge¢ doneedisan sureclerinde etkin rol
oynayan ve bahsi gecen kikirdak getii evrelerinde yeni tanimlanan bir sinyal yolu
oldugunu gosternstir (Alan ve Tufan 2008). Ayrica, yine ayni projerde tavuk fotal
kemik iligi kokenli MKH’leri ile yapilan deneylerde CNP mRNAlzeyinin TGFB1
uyarisi altinda argg gosterilmgtir.

Bu calsmadaki amacimiz, tavuk cinsi ile elde @thiz on verilerden yola c¢ikarak,
eriskin insan trabekiler kemik dokusu kokenli MKH’lerikondrojenik dgisimleri
surecinde, CNP/NPR-B sinyal yolunun T@Ein hedef yolaklarindan biri oldiw
sonucundan hareketle CNP’nin bu sureclerdeki otima bgimli etkilerini ortaya
koymaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kemik ligi Kokenli Mezankimal Kok Hiicrelerin izolasyonu Ve Kiiltiire
Edilmesi

Bu argtirmada kullanilan bitiin kimyasallar Sigma Kimy&sahdan (St. Lois.MO,
US) temin edilmgtir. Eksplante edilen kudltarler Tuli ve arkagkr (2003) tarafindan
hazirlanan protokol baz alinarak hazirlagtmi

Trabekuller kemik parcalari toplam 6 hastaBikddin ve 3 erkek; yaaralgl 25-68;
ortalama ya = SEM = 48.67 + 7.13) iliak kemik, femur pave vertebra kisimlarindan
elde edilmitir. 1,5-2 cn?liik trabekiiler kemik parcalari antibiyotik (50 pd/penisilin
streptomisin) ve DMEM (yuksek glukoz, L-glutamin zpif) icerisine koyularak hizla
laboratuvarsartlarina tainmistir. Aseptik sartlarda ayni besi yeri icerisinde cerrahi
diseksiyon makasi ile olabilgince kigctk parcalara ayrilan bu materyal en azéz50
ml tUp icerisinde 20 ml temiz besi yeri ile, kuweilkalayarak yikanngtir. Bu kemik
fragmentleri, yuzeylerinde bulunan hicresel matdsm arindirilmak icin 2mM L-
glutamin, 50 pg/ml askorbik asit, 256 U/ml kollagen(Worthington, Lakewood, NJ,
A.B.D.) ve 50 pg/ml penisilin-streptomisin icererlMBM (yuksek glukoz) icerisine
aktariimg ve 20 pm capinda filtrelerden (Falcon, Franklin NB.D.) gecirilerek dilie
edilmistir. Kemik yiizeyi hiicresel materyalden temizlenyeekadar 37 €de, %5
CGO/'li ve nemli inklibatdrde 3-4 saat sire ile bekletitir.

Kemik parcalari %0.9'luk sodyum Klorur ile 4kez yikanmgtir. %10 fetal bovine
serum (FBS) (Atlanta Biologicals, Atlanta, GA, AIB), ile enzimatik yikim
durdurulmyg, 2mM L-glutamin, 2mM esansiyel amino asit, 50 mig/penisilin-
streptomisin ile DMEM iceren 100 mm’lik kultir plalarina aktariingive 37 Cde, %5
COli , nemli inkUibatore yerlgtirilmistir. Kemik parcalarida tam besiyeri iceren kultir
plakalarina ekilmgtir. Hucrelerin trabekuler kemik fragmentlerindengnasyonlari ve
ardindan c¢galmalan takip edilmtir. Bu surecte her 3-4 ginde bir besiyeri tazési i
degistirilmi stir.

Kaltor plakalarinda hticreler %80’lik bir gonluga eritiginde (yaklaik olarak 3-4
hafta), hicrelerin bir kismi ekilmbir kismida daha sonra kullaniimak tzere -80 °C’de

donmaya birakilngtir.
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Istenilen ygunluga ersen hiicreler %0.25'lik tripsin (Type 1I-S, Sigma,. $buis,
MO, A.B.D.) iceren EDTA solisyonu kullanilarak kiHtplaklarin tabanina yagmnis
olan hucrelerin kalkmasi ganmstir.

Tablo-3: Trabekuler kemik kokenli mezankimal kokchaiizolasyonu gercekierilen
hastalarin 6zellikleri.
HASTA |CINSIYET | YAS ORNEK ALINAN YER PRIMER
NO OSTEOARTROZ

1 K 57 fliak Kemik +

2 K 68 Femur Bst +

3 E 46 Femur Ba +

4 E 32 Vertebra Korpusu +

5 K 25 Iliak Kemik +

6 E 64 fliak Kemik +

3.2. Osteojenik Ve Adipojenik Tek Tabaka Kulttrleri  n Farklila smasi
Bilindigi gibi MKH’lerin temel 6zelliklerinden birisi de aplojenik, osteojenik ve

kondrojenik yonde dgsim gosterebilme yetenekleridir (N6th et al., 2002ili et al.,
2003).

Bu amacla ticari olarak elde edilen STEMPROipadenesis Differentiation Kit
(Gibco) adipojenik dgisimin uyariimasinda ve STEMPRO Osteogenesis Diffiaigan
Kit (Gibco) osteojenik d&simin uyariimasinda, Uretici firmanin vegii protokole
uyularak kullanilmgtir.

Osteojenik ve adipojenik farklgaa icin 1.5 x 18 hiicre/ml y@unlukta hicreler her
bir kuyucuk icin 5 x 18 hiicre/cmd olacak sekilde bazal medium ve penisilin
streptomisin iceren besiyeri uygulanarak 6 ve l12uyukuktan olgan plakalara
ekilmislerdir. Yogun monolayer kulturlerin osteojenik farkglaasi osteojenik uyarici ile
uyarilirken, adipojenik farklikgna adipojenik uyarici kullanilarak aktive ediftm.
Ostojenik ve adipojenik uyaranlar ilave edilmeyetaintrol gruplar olgturulmustur.
Osteojenik ve adipojenik uyari sirasiyla 3 ve Zdafygulanmytir. Kdltirler %95 hava
ve %5’lik karbondioksit basincinda, 37°C de inkijmasa birakilmglardir. Her 3 glinde
bir mediumlar dgistirilmi stir.
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3.2.1. Adipojenik desisimin Oil Red O boyamasi ile hiicre analizi

Reaktif hazirlanmasi

Oil Red O boyama solisyonu100 ml izopropanol igine 0.5 gr Oil Red O boyasi

(Zymed) eklenmitir. 4 saat camsisede kamtirilmistir. Kurutma k&idi kullanilarak

boyanin filtre edilmesi gganmstir.

Hazirlanan Oil Red O c¢gina solisyonundan 6 ml alinarak icerisine 4 ml lgigu

eklenmitir.

Fiksatif soliisyonu hazirlama: %37’lik formaldehitden 11 ml, PBS’'den ise 29 ml

alinarak yaklgik %10’luk fiksatif soliisyonu hazirlangtir.

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

8)
9)

3.2.2.

1)
2)

Midyumu tamamen kaldirdiktan sonra hicreler PB§ik@anmstir.

Hicre ylzeyinin kurudgundan emin olduktan sonra %210’luk formaldehit
kullanarak htcreler fikse edilgtir. 30 dakika beklenngtir.

Fikse edilmg hicreler 1-2 kez PBS ile yikangtir.

Tamamen hicrelerin kuru olmasi hiicre ylzeyindeikidriolusmamasi icin
gerekli goralmigtar.

Hazirlanan Oil Red O boyama solusyonu ile hiicrelsaat inkiibe edilngtir.
Boyama solisyonu hucrelerin Uzerinden alinip PB& 12 kez yikama
yapilmstir.

Hematoksilen eosin ile hiicreler zit boyagmwe distile su ile boyanin yikanmasi
gerceklatirilmi stir.

Adipojenik hicreler mikroskop altinda gorunttlegtini

Adipojenik kiltir PBS icinde saklansgtur.

Osteojenik dgisimin Alizarin Red S boyamasi ile hiicre analizi

Midyum plakalardan kaldirildiktan sonra PBS ileek kiikanmygtir.

Hucreler 4%’'luk formaldehit solisyonu ile 30 dakikese edilmitir.
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3) Fiksasyondan sonra 2 kez distile suyla yikama gdgdn sonra 2% Alizarin Red
S (Zymed) boyama soliisyonuna (pH 4.2) 2-3 dakikeumbirakilmstir.

4) Alizarin Red S boyasi 3 kez distile su ile yikastmni

5) Hematoksilen eozin ile zit boyama yapgmve distile su ile boyanin yikanmasi
gerceklgtirilmi stir.

6) Osteojenik hicrelegik mikroskobu altinda gorintilengtir.

7) Osteojenik kultar PBS icinde saklargt.

3.3. Yuksek Ygunlukta Pellet Kulttrlerin kondrojenik farklhila smasi

Kondrojenik farklilama icin kondrojenik farklilgma besiyeri hazirlanmtir.
Alikuatlanan hacreler 0.5 ml mediumda 15 ml polyprotiplerde 5 dakika 500 g’'de
santrifijlenerek pellet kadlttrler ofturulmustur. Kondrojenik farklilama 10 ng/ml
transforming growt factorg. (TGF4) ilavesi ile uyariimgtir. C-Tipi Natritretik Peptid
(CNP) 10°M, 10"M, 10®M konsantrasyonda hazirlanarak, T@Havesi ile uyarilmy
gruplara ilave edilmtir. Kilttrler %95 hava ve %5’lik karbondioksit basinda, 37°C

de inklbasyona birakilgiardir. Her 3 giinde bir mediumlar ggtirilmi stir.

3.3.1. Kondrojenik desisimin Alcian mavisi boyanmasi ile hicre analizi

Tek tabaka kulturlerin idamesi sirecinde, 5-10-8520. guinlerde segilen kulturler
besi yerinden arindirihip, PBS ile yikargtm. Ardindan 30 dakika oda sicakhda %
10’luk paraformaldehid ile fikse edilen kilttrlekrar PBS ile yikanmgtir. Fiksasyonlari
tamamlanan kulturler bir gece boyunca, oda sigaida, pH'1 1.0 olan (Lev and Spicer,
1964) Alcian mavisi (Sigma) boyasi ile boyagnkiltirler PBS ile yikama sonrasi rutin
histolojik takip; alkolden gecirme (sirasiyla, %2880, %95, %100 ), ksilen, parafine
godmme ve bloklamaslemlerine tabi tutulmglardir. Boyama icin 1Qum’‘lik kesitler
alinmstir. Dokular bir gece etivde bekletildikten sonrarign saat ksilene maruz
birakilmstir. Ardindan sirasiyla 10 dakika deparafinizas$6b00, %95, %80 %70’lik
alkol)- 5 dakika distile su ile yikama-en az 1 gumlcian mavisi boyama- yikama-
kurutma ve kanadi balzami ile kapatrglamleri dokulara uygulanrstir.
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3.4.Immunohistokimyasal boyama

%

10’luk methanol ile fiksasyonu tamamlananitikler PBS ile yikanngtir.

Ardindan uygulanan protokol sirasi ilgagidaki gibidir: (Reaktifler icin Zymed

Histostain-Plus kit kullanilngtir).

1-

2-

4-

Kilturdeki endojen peroksidaz aktivitesi hazirlagar80’luk H,O,:Metanol (1:9)
karisimi ile 1 saat uygulama ile ortadan kaldirgtm

PBS ile yikanan hicreler, tzerlerine ilave edilerum bloklama sollsyonu ile en
az 2 saat oda sicaginda bekletilmgtir (Zymed, San Francisco, CA, A.B.D.).
Hucreler Uzerine uygun primer antikorlar ilave etk 1 gece over night
yapiimstir. Bu calsmada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar
dilisyonlar su sekildedir. STRO1, Endoglin, CD73, CD45, CD34, L-kaid.
Batin primer antikorlar PBS ile 1:50 dilte edigterdir.

PBS ile hucreler yikandiktan sonra primer anté@|spesifik olan FITC ile

isaretlenmg sekonder antikorlar ile 3-5 saat sekonder ankanuamele edilngtir.

Bu calgmada kullanilan FITC konjuge sekonder antikorlar keglanildiklari

dilisyon oranlarsu sekildedir; goat-anti-mouse-Ig(goat-anti-mouse-lg§&ve goat-

anti-mouse-IgM, bitin sekonder antikorlar 1/10(harda diltie edilmstir.

5-

6-

Sekonder antikorlar PBS ile yikandiktan sonra etmybromdir ile 10 dakika
boyama gercekigirilmi stir. Etidyum bromr distile su ile 1/1000 diltie kxdistir.
Etidyum bromir PBS ile yikanip kapama gercgtilgmi stir.

3.5. RNA izolasyonu ve Reverse Transkriptaz Polimez Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) analizi

Deneylerde kullanilan total RNA tek tabaka tétlerden Tri-Reagent (Sigma)

kullanilarak izole edilmtir. izolasyonu takiben elde edilen total RNA konsantasy

Azgpdalga boyunda spektrofotometrik olarak hesaplahmDiger taraftan elde edilen

RNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi ve etidguoromir boyamasi ile test ediktir.

Her bir reverse transkripsiyon reaksiyonu i¢in kmgram RNA 6rngi kullaniimis ve
Qiagen OneStep RT-PCR with Q-solution kit (QiagembiBi, Hilden, Almanya)
kullanilarak PCR ile ggaltilmistir. Bu kit ile kullanilan protokol kisacau sekilde

Ozetlenebilir:
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a) Sirasi ile:

1- 10pl 5x Qiagen OneStep RT-PCR tampon ¢ozeltisi (12.56Cl icerir),

2- Her dNTP’den 10mM iceren @ dNTP kargimi,

3- 10l 5x Q-solusyonu,

4- Her bir analiz edilen gen icin spesifik olarak dimaedilmi forward ve revers
primerlerin her birisinden 1M konsantrasyonda igceren primer lkanindan
toplam 3 pl (Bu calsmada kullanilan primerler icin Tablo-4’e bakiniz.
Primerlerin sentezi Metabion International AG, Niastied, Almanya’da
gerceklgtirilmi stir),

5- 2 ul of Qiagen OneStep RT-PCR enzim kamni,

6- 22 ul RNase-free distile O, toplam 5Qul volim icerisinde, buz tzerinde 6rnek

RNA ile karstiriimistir.

b) Elde edilen kagim ile agagida basamaklari siralanan RT-PCR reakiyonu

gerceklatirilmi stir.

1-
2-
3-

4-
5-

50 C, 30 dakika, 1 dongii (reverse transkripsiyon),

95 C, 15 dakika, 1 dongii (PCR activasyon basajna

94 C, 1 dakika (denatiirasyon). 57°,C1 dakika (primerlerin 6rnek cDNA'ya
tutulumu) Col IlI; Col IX, Col X, aggrecan icin, 5@° bittin dger genler igin
kullanilmistir. 72 C, 1 dakika (sentez ve uzama); bu ic basamak siea32
dongu tekrarlanngtir.

72 C, 10 dakika, 1 dongu (son sentez ve uzama),

Reaksiyonlar 4 €de sonlandiriimglardir ve -20 €de saklanmylardir.

c) PCR drinleri agaroz jel elektroforezi ile ve dgtim bromir boyamasi ile

goOzlemlenmytir.

d) Elde edilen gen spesifik bantlar GelQuant V&r.lDNR Bio-Imaging Systems,

Jerusalem, Israel) bilgisayar programi kullanilataksitometrik olarak analiz edilgtir.

3.6. Istatistiksel analizler
Kondrogenezin olgtilmesi ve RT-PCR sonuclaridansitometrik analizlerinin

karsilastirilmasi icin non-parametrik Mann Whitney’'s U-tekullaniimis olup, tim bu

istatistiksel kagilastirmalarda P<0.05 dizeyi anlamli olarak kabul edilim
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Tablo-4: Gen ekspresyonlarinin analizinde kullanila RT-PCR Primerleri

Gen Primer dizisi Uriin Referans
Sense(F)/Antisense(R) (bp)

insan

CNP F: GTCAGAAGAAGGGCGACAAG 162 This study
R: TGTTGGCTCCTTTGTATTTGC (GenBank:

NM_024409)

NPR-B F: AGCGCTGAAGATCCATGTCT 155 This study

R: GGAGTCCAGGAGGTCCTTTC (GenBank:
NM_003995)

Yaga-6zqu genler

LPL F: GAGATTTCTCTGTATGGCACC 276 No6th et al., 2002
R: CTGCAAATGAGACACTTTCTC Tuli et al., 2003

Kemige-6zgl genler

Col lo2 F: GGACACAATGGATTGCAAGG 461 No6th et al., 2002
R: TAACCACTGCTCCACTCTGG Tuli et al., 2003

oC F: ATGAGAGCCCTCACACTCCTC 294 No6th et al., 2002
R: GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC Tuli et al., 2003

BSP F: AATGAAAACGAAGAAAGCGAAG 450 Tuli et al., 2003
R: ATCATAGCCATCGTAGCCTTGT

ALP F: 454 No6th et al., 2002
TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA Tuli et al., 2003
R:
ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC

Kikirda ga-6zgu genler

Col li F: TTTCCCAGGTCAAGATGGTC 377 No6th et al., 2002
R: CTTCAGCACCTGTCTCACCA

Col X F: 703 No6th et al., 2002

CCCAAGAGGTGCCCCTGGAATAC

R:
CCTGAGAAAGAGGAGTGGACATAC

Aggrecan F: 350 Noth et al., 2002
TGAAGGAGGGCTGGAACAAGTACC Tuli et al., 2003
R:
GGAGGTGGTAATTGCAGGGAACA

Sox 9 F: ATCTGAAGAAGGAGAGCGAG 264 Tuli et al., 2003
R: TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG

Ev sahibi gen

GAPDH F: GGGCTGCTTTTAACTCTGGT 702 No6th et al., 2002

R: GCAGGTTTTTCTAGACGG
F =ileri primer; R = Geri primer.

Tuli et al., 2003
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4. BULGULAR

4.1. Kollajenaz ile muamele edilen yeskin insan trabekiler kemik parcalarindan

izole edilen MKH’lerin morfolojik olarak gbzlemlenm esi

Altl hastadan elde edilen trabekller kemik mgatkerinden, Tuli ve arkadgéar
(2003) tarafindan tarif edilen yontem uygulanarasab ile mezenkimal morfoloji
gOsteren ve kultir plakalarina ygipa karakterinde olan hicreler elde edskmi(Sekil-
10).

Elde edilen sonuclar hastayasgecinsiyete, kemik materyalinin aliggddon6r
bdlgeye ve benzeri pek cok faktérestrali olabilecek farkliliklar gosterrgiir (Sekil-10).

Hucrelerin kemik fragmentlerinden ilk migrasjar1 7-11. gunlerde, hicrelerin
kemik fragmentleri cevresinde doygun bir dizeyesmkari 11-20. gunlerde ve
hdcrelerin tum kaltdr ortaminda, odaklar arasi btdgde de doygun seviyeye giaalari
14-26. gunlerde gozlenstir (Sekil-10).

4.2.Insan trabekiiler kemik parcalarindan elde edilen MKHIerin immiinofloresan

boyama ile karakterizasyonunun yapilmasi

Immunflorasan boyama icin daha énceden mezankinkahkoére ile iliskili oldugu
bilinen htcre yluzey belirtecleri kullanilgtir (STRO-1, CD73, CD 105, CD34, CD 45,
CD 144). Hucre nukleuslan hematoksilen eozin pydma ile gosterilmgtir. Projemiz
kapsaminda elde edilen MKH’ler STRO-1, CD73, CD Y03ey belirtecleri icin pozitif
boyanirken CD34, CD 45, CD 144 yuzey belirteclem inegatif sonu¢ verrtir. Tonsil
dokusu pozitif kontrol amagcli olarak kullanilgtir (CD34, CD 45, CD 144ekil-11).
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Sekil 10. Kollajenaz ile muamele edilen yegkin insan trabekuler kemik
parcalarindan izole edilen MKH’lerin morfolojik ola rak gézlemlenmesi.
Bu panelde inkiibasyon sireci en kisa olanstgdd), en uzun olan (Hasta-3) ve iki

uc arasinda yer alan 6rneklerden bir tanesi (H2stgsteriimektedir.
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Sekil 11. insan trabekiler kemik parcalarindan elde edilen MSderin

immunofloresan boyama ile karakterizasyonunun yapmasi

Analiz edile hiucreler STRO-1, CD73 ve CD105 i¢#) (yesil renkli boyanma);
CD34, CD45 ve CD144 icin (-) reaksiyon veflerdir. Tam gruplar hicre
cekirdeklerinin gorselkgirilebilmesi amaciyla, bir nukleik asit boyaslan etidyum

bromdr ile zit boyamaya tabi tutulgtur. Beyaz bar = 5Qm.
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4.3.Insan trabekiiler kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin RT-PCR ile
gen ekspresyonu analizin yapiimasi ve @sim potansiyelinin histolojik olarak

gosterilmesi

Adipogenez, kdltirlerin 14. gininde histologlarak Oil Red O boyamasgékil-
12A) ve kiltire edilen hicrelerde mRNA dizeyindgofirotein lipaz (LPL)
ekspresyonunun vagh (Sekil-12B) ile gosterilmgtir.

Osteogenez, kiltarlerin 21. gininde histolojikrak Alizarin Red boyamassékil-
12C) ve Kkultire edilen hicrelerde mRNA diuzeyindeealsalsin  (OC), kemik
sialoprotein (BSP), alkalen fosfataz (ALP) ekspogdgrindaki ary ve tip | kollajen
(Col 102) ekspresyonunun vagli(Sekil-12D) ile gosterilmytir.

Kondrojenik dgisim icin, projemiz slrecinde rutin olarak uygulanBBF{31 uyarisi
altinda gercekkgirdigimiz kondrojenik dgisim tercih edilmgtir (Sekil-12E).

Bu gamada kondrogenez, histolojik olarak kondrositlardentezlenen ekstraselliler
matriks’in glikoprotein iceginin Alcian mavisi ile boyanmasi ve elde edilen
kondrojenik kultirlerde mRNA duzeyinde tip X kokay (Col X), aggrecan ve Sox 9
ekspresyonlarindaki agt(Sekil-12F) ile gosterilmtir.

4.4.CNP ve NPR-B'ninin vivo kosullarda RT-PCR gen ekspresyon profilleri

CNP ve NPR-B mRNA’larinin insan kemik gili kaynakli mezenkimal kok
hicrelerinde ekspresyon profili RT-PCR ile incelégtn

Sonuglar gerek ligand olan CNP’nin, gereksdiggandin reseptdri olan NPR-B’nin
bu calsmada kontrol olarak kullanilan GAPDH (GliseraldeBidrosfat Dehidrogenaz)
ekspresyonlari ile normalize edigghhde insan kemik ifii kaynakli mezenkimal kdk
hicrelerde NPR-B’'nin CNP’den daha fazla miktardaspe& edildgini gostermgtir
(Sekil-13B).



CS(-) CS(+)
GAPDH [t

Col Il [
Col x
_—

Aggrecan

Sox 9 I

Sekil 12. P5 insan trabekuler kemik ilgi kaynakli mezenkimal kok
hicrelerin RT-PCR ile gen ekspresyonu analizin yapmasi ve de&isim
potansiyelinin histolojik olarak gosterilmesi (A-B) Adipojenik desisimin
gosterilmesi. Oil Red O boyasi (A), ve LPL mRNAigrtin (B) gosterilmesi. A
paneli icin bar = 3Qum; AS(-), adipojenik stimilator yok; AS(+), adipajk
stimilator var. C-D) Osteojenik dgisimin gosterilmesi. Alizarin Red boyasi
(C), ve Col b2 ekspresyonu ile OC, BSP ve ALP mRNA artin (D)
gosterilmesi. C paneli icin bar = 50m; OS(-), osteojenik stimulator yok;
OS(+), osteojenik stimulator vafE-F) Kondrojenik dgisimin gdsterilmesi.
Alcian mavisi boyasi (E), ve Col X, Aggrecan ve SbxnRNA artginin (D)
gosterilmesi. E paneli icin bar = 250 um ; CS(9ndrojenik stimulator yok;
CS(+), kondrojenik stimulator var.
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Sekil 13. CNP ve NPR-B’ninin vivo kosullarda RT-PCR gen ekspresyon profilleri

4.5. Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde CNP ve NPR-B

ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak gosterilrasi

Insan kemik ilgi kaynakl mezenkimal kok hicrelerde CNP ve NPR-B
ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak incelgtimi

NPR-B reseptort olgu CNP proteini ile kiyaslapinda yizde olarak daha fazla
hicrede pozitif ifade edildi sonuclarda gosterilrgtir (Sekil-14B). CNP ise yuzde
olarak daha az hiicrede pozitif sonuc¢ vetim{Sekil-14A).

Elde edilen sonuclar, CNP’nin sekresyogieayan bir protein ile uyumlu olarak daha
¢cok sitoplazma ve c¢ekirdek cevresinde gyolasan granuler tarz bir pozitiflik
gosterdgini (Sekil-14C) , dger taraftan NPR-B’nin ise bu ligantin reseptorirakahiicre
zarinda lokalize oldgunu gostermektediSgkil-14D).
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CNP NPR-B

Sekil 14. insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde CNP ve NPR-B
ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak gosterilrasi. Kontrol grublari (E-F)
(-) boyamalarini, CNP grublarindan (A-C) (+) boyamalari, NPR-B grublarindan
(B-D) (+) boyanmalari gostermektedir. Siyah bar =100 pm.
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4.6. Trabekller kemik kokenli insan mezenkimal kdk hicrderinin TGF- ile
uyariimis kondrojenik degisimi strecinde, C-tipi natritiretik peptid’in doza ba giml

etkisinin gosterilmesi

Tek tabaka kalturlerinin 10. ve 20. kultarnggrinde kondrojenik olarak hazirlanan
besi yerine C-Tipi Natritretik Peptid (CNP) i, 10'M, 10°M konsantrasyonda
hazirlanarak, gt miktada TGFB ilavesi ile uyarilmg gruplara ilave edilngtir. TGF{} ve
CNP ilave edilmeyen grup kontrol grubu olaralgeidendirilmistir (Sekil-15, Kontrol).

Tim grublarda; 20. gunler ile 10. gunler Alti mavisi boyamasi yapilarak
kiyaslandginda 20. guinlerde Alcian mavisi boya tutma kapasite daha yiksek oldgu
gOzlemlenmgtir (Sekil-15, 10.Gunler ve 20. gunler).

TGF$1 ilavesi ile uyarilan grublarda ™ CNP proteini ilavesi ile elde edilen
deney grubunda ger grublar ile kiyaslandinda diskoid yapi daha fazla gézlemlenirken
Alcian mavisi tutma kapasitesinin daha az @ldsaptanngtir (Sekil-15, Grup TGH1/
CNP10°M).

TGF$1 ilavesi ile uyarilan grublarda ™ CNP proteini eklenerek hazirlanan
deney grubunda Alcian mavisi boyamasina paraletaklaekstraseliler matriksde
gikozaminoglikan sentezinin sadece T@&F-lave edilen grupla kiyaslariginda bu
gruba gore daha iyi sonug vetdsaptannytir (Sekil-15, Grup TGH1/ CNP10°M).

Kdlttrlerin tuttgu Alcian mavisi boya ygunlugu, kultlrlerde gorilen ekstraseluler
matriksde gikozaminoglikan sentezingsbalarak en fazla TG ilavesi ile uyarilan
grublardan 10M CNP ilave edilen grupta gozlemlenii (Seki—-15, Grup TGH31/
CNP10’M).



10. Gln

>

TGF-p1 +
TGF-B1 KONTROL

TGF-p1 +
CNP [10%]M CNP [107]M CNP [10]M

TGF-p1 +

Sekil 15. Trabekiler kemik kdkenli insan mezenkimalkok hicrelerinin TGF-p ile
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uyarilmis kondrojenik degisimi strecinde, C-tipi natritretik peptid’in doza bagiml

etkisinin gosterilmesi. Bar=250 um
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5. TARTISMA

CNP/NPR-B sinyal yolu ve onun iskelet giehi boyunca varsayilan rolleri gegcen on
yillik stirede dikkate dger bir calsma konusu haline gelgtir. Yapilan ¢calgmalarda
CNP/NPR-B sinyal yolunun kondrogenezisdeki rolUggren in vitro cabmalarin
cogunda, primer kondrositler ve kondrojenik hiicre tabar1 kullaniimstir. Bu
calismalarin en 6nemli noktalarindan biri; in vitro kaadenezis boyunca on-
kondrojenik mezenkimal yunlasma ve glikozaminoglikan sentezi sirasinda CNP/NPR-
B sinyal yolunun rolinin ortaya ¢ikmasiydi (Wootlale2007; Alan and Tufan, 2008).
Bu gelsmelerinin paralelinde, kdk hiicre biyolojisi ortofledrastirmalar ve doku
miihendislgi gibi alanlar icin ilgi cekici bir argiirma konusu haline gelgtir. Ornek
olarak; kemik ilgi yerel mikrogevrede bazi kondrosit, osteoblasp@sltya da miyosit
gibi bazi mezenkimal hicrelere farkkddilen hematopoetik olmayan heterojen bir 6ncil
hicre populasyonunu icermektedir (Tuli et al. 20@3)cak bu mezenkimal kok
hicrelerin kondrojenik farklikgmalari sirecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun varsayila
yada ortaya c¢ikarilan rollerinden ¢ok az kismnipilektedir. Bu ytizden bu ¢ginanin
temel konusu; trabekuler kemikglikaynakll insan mezenkimal kok hicreleri
kullanilarak elde edilen primer hiicre kultir ortannhda, insan trabekuler kemikgili
kokenli mezenkimal kok hticrelerin izolasyonu, kaesizasyonlari, farklilgma
potansiyelleri (adipojenik, osteojenik ve kondrakenve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan C-tipi natritiretik peptit (CNP)’'in Trsforming growth factor-beta (TGFB)
ile uyariimg kondrojenik farklilama sirecinde etkilerinin incelenmesi olarak
belirlenmitir.

CNP, gen kodu ikinci kromozom Uzerinde yernake oncul formu Npcc geni
tarafindan kodlanan 6zel bir gen trinudir. Npcdeitei geni etiketlenerek , erken
zamanlarda TGIB- ile stimile edilen TSC22 klonu i¢cin zengin birgtenma boélgesi
olusturdusu gosterilmgtir (Olney 2006). In vivo ve in vitro cakmalar, iskelet
gelisiminde ve kondrogenezisde T@F-super ailesi Uyelerinin morfolojik olarak
duzenleyici fonksiyonlar gostefgive anahtar bir sinyal rolt olgunu gucli birsekilde
desteklemektedir. Sonuc olarak hipotezimiz; kondrasgis boyunca CNP/NPR-B sinyal
yolunun TGFp uyaricisi tarafindan dizenlenymlabilecei dogrultusunda cagtimistir.
TGF ile uyarilan
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kondrosit kultirlerinde, CNP sekresyonu ve CNP mRMNeéviyelerinin artmasi bu
distnceyi desteklergiir.

Bu bilgiler yaninda, MSC’nin TGBR- ile uyarilan kondrojenik farklilgmasi sirasinda
CNP/NPR-B sinyal yolunun o6nemli rolleri, insan ké&miligi kaynakli MSC’ler
kullanilarak saptanmiir. Bu MSC’lerde CNP ifadesinin immunohistokimybaaalizleri
sonucunda, CNP’nin bu hicrelerde sekrete olan tatepn olmasi ile uyumlu oldiw
gosterilmitir(Sekil-14a ve c). Dier taraftan bu hucrelere NPR-B ifadesinin analizler
sonucunda ise, NPR-B’'nin CNP’nin reseptorii olmésiuyumlu olarak bu hicrelerin
plazma membranlarinda ifade eddidigosterilmitir (Sekil-14b ve d). Ligand ve
reseptoranidn birlikte mRNA ifadelerine bakiktm (Sekil-13). Daha 6nce Alan ve Tufan
tarafindan yapilan ¢camalarda, bu insan MSC’lerinden pellet kulturlersplwuldusunda
ve kondrojenik faklilamalari TGFB ile uyarildginda, CNP ve 6ncil NPR-B'nin mRNA
ifadelerinin, RT-PCR gen ekspresyonu analizleri ussnmda kayda der bir artg
gosterdgi tespit edilmgtir. Bu arts, erken basamaklarda, inkiibasyonun 4. giiniinde ya da
kondrojenik farklilgmanin ge¢ basamaklarinda, inkibasyonun 21. giniagdan
calismalarda tespit edilngiir. Ancak molekullerin birlikte olgturduklari ekspresyon
seviyeleri inkibasyonun 10. gunidnde, kontrol ve TGgruplari birlikte kiyaslanarak
deserlendirilmistir. Bu sonuglar, insan MSC’lerinin TGF-ile uyarilan kondrojenik
farklilasma surecinde, erken basamaklarda glikozaminoglikantezinin bgamasi
sonraki basamaklarda ise hipertrofi ve olggmia fazlarinda CNP/NPR-B sinyal
yolunun 6nemli rolleri oldgunu ortaya koymaktadiinsan MSC’lerinde CNP/NPR-B
sinyal yolunun 6nerilen bu fonksiyonu daha éncengri tavuk uzuvlarindan kéken alan
mezenkimal kok hicreleri ile hazirlanan mikromasltikierinde, bu hucrelerin
kondrojenik farklil@ma sirecinde ayni sinyal yolunun fonksiyonel gpési ile uyumlu
oldugunu gosteren sonuglar vegtni (Alan ve Tufan, 2008).

Kondrogenezde rol alan dizenleyici molekitiene sinyal yollarinin belirlenmesinde
bugline kadar siklikla ve 1 ile kullanilagelmy in vitro modellerin arasinda tavuk
embriyosu ekstremite tomurgundan elde edilen primer mezankimal htcrelerin oxikr
kutle kondrojenik hicre kdltirleri sayilabilir (Tari vd. 2001). Gecrte yayinlanny
pekcok makalede (DeLise vd. 2000, Daumer vd. 20@4ir ortamlarinda in vivo

kondrojenik fazlarin timundn taklit edilebifilibasari ile gosterilmgtir. Bu kaltar
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sisteminin sgladigi avantajlardan en 6nemlisi kondrogenezin evreieribu evrelere

spesifik molekuller temel alinarak ayri ayri, andak sira dahilinde birbirleri ile olan

iliskileri de gb6zonune alinarak analiz edilebilmeleridBu balamda en siklikla

kullanilagelen bgica belirleyici molekiiller ve spesifik olduklarokdrogenez evrelegu

sekilde siralanabilir:

1-

2-

3-

4-

N-cadherin: Huicre zarlarinda eksprese edilen burehiadezyon molekili
mezankimal hicrelerin yoinlasmasi evresine spesifiktir,

Kollajen tip Il: ESM komponenti olan bu molekul ¢tsmite mezankimal
hicrelerinin kondrojenik dgsimi evresine spesifiktir,

Alcian mavisi boyamasi: ESM icerisine sentezlenkkogaminoglikanlari tutan
bir boyadir.

Kollajen tip X: ESM komponenti olan bu molekul konditlerin mattirasyon ve

hipertrofi evresine spesifiktir.

Bu bilgiler s1ginda, bu camada mezenkimal mikro-kitle kulttrlerinde CNP-3 ve

NPR-B’nin mMRNA ekspresyon profilleri ile yukaridaralanan molekdllerin mRNA

ekspresyon profilleri arasindaki olasi korelasyoii-FRCR yontemi temel alinarak

incelenmgtir. Bunun yani sira, benzer kaltirlerin besi yden¢dziunir CNP sinyal

peptidi ile uyarilmalari sonrasi yine bahsi gecefirleyici molekullerdeki olasi mMRNA

ve protein ekspresyon gigiklikleri de argtirilmistir.

Literatiirden edinilen bilgilesiginda CNP-3/NPR-B sinyal yolunun uyarilmasi hicre

icerisindesu olasi dgisikliklere yol acar (Olney 2006; Potter vd. 2006):

1- Bu sinyal yolunun ikincil habercisi olarak galn cGMP’nin hiicre ici sentezi
artar.

2- cGMP hducre icerisinde cGMP ganli protein kinaz | ve II'yi (cGK-I ve
cGK-Il), cGMP ba&imli iyon kanallarini ve cGMP Igamli fosfodiesterazlari

aktive eder.

Bu sinyal yolunun herhangi bigaanada kesintiye gramasini sonuglari deneysel ve

klinik pek ¢cok calsmada gosterilngioldugu tzere dwarfizm ve osteokondrodisplazilerdir
(Olney 2006; Potter vd. 2006). NPR-B mutasyonlarinortaya cikartgi

osteokondrodisplazi AMDM adi ile bilinir. TUm bulganelere rgmen literatlirde bu



55

sinyal yolunun bahsi gecen etkilerinin mekanizmemsbelirlenmesine yonelik camalar

oldukca sinirhdir.

Bu calgmalar paralelinde, uzmanlar MSC’lerin T@File uyarilan kondrojenik
farklilasmasinda CNP uygulamanin etkilerini test gterdir. Bu stirecte ortaya cikarilan
sonuclar, CNP’nin doza paml etkilerine karet etmektedir Sekil-15). 10°M CNP
uygulanan kulturlerde, alcian mavisi boya tutmg&wdugunda arty gosterirken ekil-
15i ve j), bu etki 1M CNP uygulanan grupta en yiiksek seviyeyamigtir (Sekil-15g
ve h). Her 2 grupta sadece T@FRdygulanan grupla kiyaslanghr (Sekil-15c ve f).
Diger taraftan 16M CNP uygulanan grupta alcian mavisi boya tutmguydugu negatif
bir etki gOstermytir.

Bizim ¢alsmamizin sonuglariin vivo kollajenaz ile muamele edilen insan trabekuler
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicrelerin farkktaa fazlarin timinin bu model
sistemdein vitro olarak taklit edilebildiini, ve her bir farklilama fazina spesifik
belirleyici 6zellikte molekullerin (adipojenik fahkasma fazina spesifik lipoprotein lipaz,
kondrojenik farklilama fazina spesifik kollajen tip Il, ve osteojendKlilasma fazina
spesifik bonesiala proteini) mMRNA diuzeyinde ekspoetarini gostermgtir. Bir sonraki
asamada, once insan CNP proteininin bu sinyal protgirreseptérti olan NPR-B’nim
vivo mMRNA ekspresyon profili incelenstir. Sonuclar, CNP ve NPR-B'nin trabekuler
kemik iligi kaynakli insan mezenkimal kok hucrelerinde ifadidigini, NPR-B’nin bir
reseptor olgu ile uyumlu olarak hiicre zarinda CNP’nin ise daftan bir protein olarak
sitoplazma icinde ekspre ediihi gostermgtir. Ayni inceleme RT-PCR metodu ile
yapildginda NPR-B’nin m-RNA ekspresyon diizeyinin CNP’deaha fazla oldgu
g0Ozlemlenmgtir. Sonuclar, CNP/NPR-B sinyal yolunun TGF{e uyarilan MSC'’lerin
kondrojenik farkhlama sirecinde glikozaminoglikan sentezini gucli bekilde
uyardgl, etkisinide doza kg olarak gostermsi olabileceini destekler niteliktedir. Bu
sonuclar daha oncede gdaAn primer kondrositler ve MSC’lerde CNP/NPR-B yah
yolunun fonksiyonunu gostermek agisindan 6nemlkak hiicre ve doku muhendigii
alanlarinda, bu sinyal yolunu daha iyi amimasini sglamak icin bu ve benzeri

calismalarin ¢@altiimasina ihtiyac duyulmaktadir.
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Sonug olarak, bu cana gelecekte gercektirilebilecek olan, CNP-3/NPR-B sinyal
yolunun endokondral kemik gegimi ve 6zellikle mezenkimal kondrogenez ve ilgili
mekanizmalar tzerindeki etkileri konulu pek cok iyealismaya temel olgturaca bir
gercektir. Sonuclarimiz CNP-3’'Un kondrojenik megewe eksprese edilen NPR-B
reseptorii Uzerinden etki eden bir parakrin faktdarak, erken prekondrojenik
mezenkimal ygunlasmayi, takip eden dénemde glikozaminoglikan sentewén son
olarak da ge¢ donem gigim mekanizmalarindan kondrojenik mattirasyon ve tipgyi
tetikledigini dustiindirmektedir.
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6. SONUCLAR

e Hiucrelerin kemik parcalarindan ilk gocleri 7-11.nggrde, hicrelerin kemik
parcalar cevresinde doygun bir dizeyesmialari 11-20. gtinlerde ve hicrelerin
tum kaltdr ortaminda, odaklar arasi bdlgelerde agdn seviyeye ukanalari 14-

26. gunlerde gozlenmtir.

e P3 hicrelerin imminflioresan analizi sonucunda GTIRCD73 ve CD105 igin
(+); CD34, CD45 ve CD144 icin (-) olduklari gostenistir.

e Bu MKH’lerin uygun mikro cevre kgullarinda osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik dgisimleri ve bu dokulara 6zgu molekilleri mRNA dizeyenifade

ettikleri gosterilmgtir.

e TGF1 ile uyariimg kondrojenik dgisim sirecinde elde edilen kondrojenik
dokularda 1M ve 10’M CNP’nin Alcian mavisi boyanma koyutunu doza
bazimli olarak arttirdgl, 120°M CNP’nin ise kontrol grubu ile kailastirildiginda

boyanma koyulgunu azalttgl belirlenmitir.
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