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OZET

IN VITRO ENDOKONDRAL KEMIKLESME SURECINDE
NATRIURETIK PEPTID RESEPTOR-B (NPR-B) VE
C-TiPi NATRIURETIK PEPTID (CNP)

EK SPRESYON VE FONK SiYONLARININ INCELENMESI

Alan, Tulay
Y uksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Dog. Dr. A. Cevik TUFAN

Haziran 2008, 48 sayfa

Ekstremitelerimizdeki uzun kemikler endokondral kemiklesme yolu ile olusurlar. Bu
mekanizmada uzun kemikler, gelisimleri sirasinda kemik dokuya model olusturacak olan
gegici kikirdak doku olusumuna ihtiyag duyarlar. Dolayisi ile kikirdak doku gelisimi,
vertebralilarin embriyonik ekstremite gelisimlerinde dnemli bir morfogenetik asamadir.
Genel olarak endokondral kemiklesme mekanizmasi, ekstremitelerdeki mezensim orijinli
htcrelerin kondrositlere donustimlerini, bu kondrositlerin programlanmis ve yapil andirilmis
bir sistem ile matirasyonlarinm ve takip eden donemde de bu yapilarin yerlerini kemik doku
elemanlarina birakmalarim igerir. Bu sistem son derece koordine ve siki embriyonik-
genetik kontrol mekanizmalari altinda gelisimini tamamlar. Bugiine kadar ortaya konmus
pek cok kontrol mekanizmalarindan son donemde 6n plana cikanlardan birisi de C tipi
natridretik peptit (CNP) ve Natritretik peptit reseptor-B (NPR-B) yolu ile aktive olan
sinyal yoludur. NPR-B proteininin fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlar
akromezomelik displazi tip maroteaux (AMDM; OMIM no. 602875) adi verilen
osteokondrodisplaziye yol acar. Ancak AMDM’li hastalarin endokondral gelisim
sireclerini  yansitan  kemik buyume plagi histolojilerinin - incelenmesi  mumkun
olmadigindan, CNP/NPR-B sinya yolunun kondrogenez ve kemik gelisimi tzerine olan
olasi etkileri ve etki mekanizmaarim anlayabilmek igin in vivo ve in vitro model sistemlere
ihtiyag duyulmaktadir.

Bu projede, tavuk embriyolarindan saglanan, son farklilasmaya ugramamis ekstremite
tomurcugu kokenli mezensimal kok hucreler kullanilarak elde edilen primer hticre kultur



ortamlarinda, CNP/NPR-B sinya yolunun endokondral kemiklesme siirecindeki hiicre
proliferasyonu, mezensimal yogunlasma, kondrojenik farklilasma, matirasyon, hipertrofi
ve hicre disi matriks sentezi fazlarindaki olasi rolinin molekiler diizeyde incelenmesi
amaglanmistir. Sonuclarimiz, in vivo endokondral kemiklesme stirecinde gozlenen fazlarin
tuminun bu model sistemde in vitro olarak taklit edilebildigini, ve her bir faza spesfik
belirleyici Ozellikte molekillerin (mezensima yogunlasma fazina spesifik N-cadherin,
kondrojenik farklilasma fazina spesifik kollgen tip 11, ve mattrasyon, hipertrofi fazina
spesifik kollajen tip X) mRNA duzeyinde ekspresyonlarint gbstermistir. Dolayist ile
¢alismalaritmiza zemin hazirlayacak olan in vitro bir model sistem kurulmustur.

Bir sonraki asamada, dnce insan CNP proteininin tavukdaki homologu olan CNP-3'ln
ve bu sinya proteininin reseptori olan NPR-B’ nin tavuk ekstremite gelisimi stirecindeki in
vivo mRNA ekspresyon profili incelenmistir. Sonuglar, gerek CNP-3'Un gerekse NPR-
B’nin mRNA dizeyinde inceledigimiz evre 18 ile 35 (Hamburger ve Hamilton’ a gore tavuk
embriyosu evrelemesi) arasindaki tum evrelerde eksprese edildigini gostermistir. Bu slreg
icerisinde her iki molekilin mRNA ekspresyon dizeyleri de ilki evre 23-24'te, ikincisi
evre 30-31'de olmak Uzere iki yukselis donemi gostermistir. Bu evreler sirasi ile in vivo
pre-kondrojenik mezensimal yogunlasmaya ve kondrojenik matlirasyon-hipertrofi'nin
tetiklenme donemlerine karsilik gelmektedir. Aym inceleme in vitro kultir ortamlarinda
tekrarlandiginda her iki molekiltn kollajen tip X ile paralel ekspresyon artis1 gosterdikleri
gosterilmistir.

Kiltir ortamlart 107 M CNP (insan orijinli) ile muamele edildiginde karsimiza dort
Oonemli sonug ¢ikmustir. Bunlar: 1) Kondrogenez ve glikozaminoglikan sentezi artmustir, 2)
Yogunlasma fazinin sonunda ekspresyonunda azalma beklenen N-cadherin’in mRNA
dizeyi artmistir ve dolayisi ile mezensima yogunlasmada artis gozlenmistir, 3)
Kondrojenik mattrasyon ve hipertrofi fazinda kollgen tip X ekspresyonunda anlamli bir
artis gozlenmistir, ve 4) Tum bu artis yonindeki bulgulara ragmen kondrojenik degisimi
gosteren kollgjen tip 1 mMRNA ekspresyonunda anlamli bir degisim gbzlenmemistir. Bu
bulgular olasi fonksiyon yoninden bakildiginda in vivo ekspresyon profillerinde gdzlenen
pik evreleri ile de uyumludur.

Sonug olarak calismamiz, CNP-3/NPR-B sinyal yolunun kondrogenezi pozitif yonde

tetikleyen bir sinyal yolu olarak fonksiyon gordiginu, etkisini de 6zellikle mezensimal



yogunlasmayi, glikozaminoglikan sentezini, ve kondrojenik matlrasyon ve hipertrofi
fazlarim uyararak gerceklestirdigini gostermistir.
Anahtar kelimeler: CNP, CNP-3, NPR-B, Endokondra kemiklesme, kondrogenez.
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The bones of the limb form through endochondral ossification, a process involving a
cartilage intermediate. Thus, chondrogenesis is an important morphogenetic step in the
development of vertebrate limb. The overal process consists of a highly coordinated and
orchestrated series of events involving the commitment and differentiation of limb
mesenchymal cells to chondrocytes, which undergo programmed and structured maturation
and subsequent replacement by the bony elements. Embriyonic cartilage development has
been shown to be under the regulation of a number of factors. Recently, C type natriuretic
peptide (CNP) and its receptor natriuretic peptide receptor-B (NPR-B) stimulated signaling
pathway has been implicated in the regulation of limb chondrogenesis. A condition known
as acromesomelic dysplasia, type Maroteaux (AMDM; OMIM no. 602875) is an autosomal
recessive skeletal dysplasia caused by loss-of-function mutations in the NPR-B gene. This
finding clearly implicates a role for the natriuretic peptide signaling in the regulation of
endochondral ossification. However, in vivo and in vitro model systems are necessary to
further investigate the specific mechanism(s) of action of this signaling pathway in
endochondral ossification.

The objective of this study was to further dissect out the implication of the CNP-3/NPR-
B signaling in the process of chick limb mesenchymal chondrogenesis, and to identify the
specific phase(s) of this process that CNP-3/NPR-B signaling is putatively involved in.
Thus, the correlation of the expression patterns of CNP-3 and NPR-B with those of known
markers of mesenchymal condensation (N-cadherin), chondrogenic differentiation
(collagen type 11), and maturation and hypertrophy (collagen type X) has been anayzed on
the basis of RT-PCR at mRNA level in chick limb mesenchymal micromass cultures. In

addition, the chondrogenic response to CNP treatment in these cultures was analyzed on the



basis of dterations a the mRNA level of above-mentioned molecules involved in specific
phases of this process.

Results revealed CNP-3 and NPR-B expression in the chick limb bud making stage-
specific peak levels first at Hamburger-Hamilton stage 23-24, and second at stage 30-31,
corresponding to pre-chondrogenic mesenchymal condensation and initiation of
chondrogenic maturation-hypertrophy in vivo, respectively. CNP-3 and NPR-B expression
in vitro increased paralel to collagen type X expression, but not to that of collagen type II.
Treatment of cultures with CNP significantly increased N-cadherin, and collagen type X
expression, glycosaminoglycan synthesis and chondrogenesis. Collagen type |l expression
was not significantly affected.

Thus, results implicated CNP-3/NPR-B signding in pre-chondrogenic mesenchymal
condensation, glycosaminoglycan synthesis and late differentiation of chondrocytes in the

process of endochondral ossification.

Key words: CNP, CNP-3, NPR-B, Endochondral ossification, chond rogenesis.
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1.GIRIS

Vertebralilarda iskelet sisemi mezoderm ve krista noralis hicrelerinden orijin alir
(Ahrens vd. 1977,Moore vd. 1993). Primitif kemik yapilarin olusumunda ilk asama
mezensim hucrelerinin yogunlasmast ile ortaya c¢ikan model yapilardir (Moore vd.
1993,Hickok vd. 1998, Hdl vd. 2000). Bu asamadan itibaren kafatasi kemiklerinde oldugu
gibi bazi kemikler bu mezensim doku icerisinde intramembrandz yolla, digerleri ise
eksremitelerin uzun kemiklerinde oldugu gibi endokondral yolla gelisimlerini tamamlar.
(Moore vd.1993).

1.1.Intramembranéz kemik gelisimi

Bu tip kemik gelisimi, yogunlasarak membrandz bir tabaka olusturmus mezensim
doku htcrelerinden, vaskilarizasyonu takip eden donemde dogrudan osteoblastik hiicre
degisimi yolu ile olusur (Moore vd.1993). Bu dogrudan degisim mekanizmasi tam olarak
anlasilamamis olmakla birlikte, Kemik Morfogenetik Protein (BMP) grubu faktorlerin bu
degisimde Onemli rol oynadiklari bilinmektedir (Gibert 2001). Osteoblastik degisime
ugrayan hicreler osteoid doku veya prekemik adi verilen bir matriks salgilayarak, hicreler
arasi adam doldururlar. ilerleyen donemde prekemik dokunun kasifikasyonu ve
osteoblastlardan osteositlerin degisimi, gelisen kemik dokusunun organizasyonunu saglar.
Bu tip kemiklesmeye en guizel 6rnek yassi kafatasi kemiklerinin gelisimleridir.

1.2.Endokondral kemik gelisimi

Bu tip kemik gelisimi, yogunlashus mezensim hiicrelerinin olusturdugu primitif kemik
modellerinin 6nce kikirdak dokuya degisimleri, ardindan da bu kikirdak dokunun yerini
kemik dokuya birakmast yolu ile olusur (Moore vd.1993,Hickok vd.1998,Hall vd.2000).
Dolayisi ile kondrogenez bu mekanizmanin 6nemli bir morfogenetik parcasidir. Gegmis
molekiler ve hicre dizeyindeki ¢aismaar, endokondral kemik gelisiminde kondrogenez
ve osteogenezin ¢ok erken embriyonik dénemde planlandigim ve bu iki mekanizmanin
birbirini takip eden fakat birbirinden bagimsiz iki ayrn gelisim mekanizmas: olduklarini
ortaya koymustur (Hickok vd..1998,Delise vd. 2000). Gerek kondrogenez siresince,

gerekse takip eden osteogenez mekanizmalari esnasinda meydana gelebilecek genetik
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ve/veya molekuler aksakliklar ileri donemde karsimiza birbirlerinden ayirt edilmeleri
morfolojik yonden c¢ok zor olan, ortak bir kemik ve/veya ekstremite defekti fenotipi ile
cikacaklardir.

2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Endokondral Kemik Gelisiminin Asamalar

Endokondral kemik gelisimi degerlendirildiginde asagida siralanan asamalardan
gecmektedir. (Sekil-1):
1. Lateral plak mezoderminden orijin alan mezensim hicrelerinin, primitif ekstremite

tomurcugu bolgelerine migrasyonlari ve mitoz yolu ile proliferasyonlari.

2. Prolifere olan bu mezensim hicrelerinin  ekstremite tomurcuklarinin  merkez
bolgelerinde, hicreler arasi temasi arttirarak birbirlerine yaklasmalar: ve hiicre kimeleri
olusturmak sureti ile yogunlasmalari. Y apilan ¢calismalar bu asamadarol oynayan en 6nemli
faktorlerin, hicre baglantit molekilleri ailesne at olan N-cadherin ve N-CAM (N-Cell
Adhesion Molecule)'in prekondrojenik hiicrelerdeki ekspresyonlarinda gorulen belirgin
artis oldugunu ortaya koymustur (Oberlender vd. 1994, Tavella vd.1994). Bu donemde
ekstra selltler matriks (ECM) mezensim hiicrelerinin birbirleri ile yakin temaslarina izin
veren bir yapida olup kollaien Tip-1, hiyauronan, tenaskin, fibronektin gibi faktorlerden
zengindir (Hall vd. 1995, Hickok vd. 1998, Hall vd. 20005). Ayrica, prekondrojenik
mezensimal hicrelerde spesifik olarak eksprese edilen ve bir transkripsiyon faktorli olan
scleraxis'in kikirdaga 6zel genlerin transkripsiyonlarin tetikledigi gosterilmistir (Cserjesi
1995). Bu protein kikirdak doku yerini kemik dokuya birakincaya kadar aktif kalir. Yine
Onemli bir transkripsiyon faktori olan Sox9 geninin de spesifik olarak prekondrojenik
yogunlasma bolgelerinde eksprese edildigi ve bir sonraki asama olan mezensimal-
kondrojenik degisimi tetikledigi bilinmektedir (Wright vd.1995). insanlarda Sox9 geninde
gorulen mutasyonlar “Campomelik Dysplasia’ adi verilen ve uzun kemiklerin deformite ve
acilanmasi ile karakterize bir klinik tablonun ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Delise vd.
2000).
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3. Yogunlasmis mezensim huicrelerinin birbirleri ile olan hicreler arasi baglantilar
kaybederek kondrositlere degisimleri. Bu donemde kondrositlerdeki N-cadherin ve N-CAM
ekspresyonlarinda belirgin bir azalma gozlenir (Oberlender vd. 1994, Oberlender vd. 1994,
Tufan vd. 2001). Ayrica kondrositlerden kikirdak dokuya 6zgu bir ECM depozisyonu
baslar. Bu ECM’in en 6nemli bilesenleri olarak Kollagen Tip-1 yerini Kollgen Tip-I1, -IX,
ve -XI’e birakirken ilave olarak Gla proteini, kondroitin silfattan zengin proteoglikanlar,
aggrekan proteini, ve link (baglanti) proteini salgilanmaya baglar. (Hickok vd. 1998, Hall
vd. 1995, Hall vd. 2000).

4. Kondrositlerin mattrasyonlar: ve hipertrofiye ugramalart. Bu dénemde tipik olarak
ECM’deki Kollajen Tip-I1, -IX, ve -X1 yogunluklarin Kollgjen Tip X’ abirakirlar ve ECM
dahafazlafibronektin ve dahaaz proteaz inhibitori icerir (Hickok vd. 1998, Hall vd. 1995,
Hall vd. 2000). Kondrosit mattrasyonu ve hipertrofisi, kikirdak dokuda uygun
kalsifikasyon ve ilerleyen donemde kemik doku ile yer degisim agisindan ¢ok onemlidir.
Bu mekanizma embriyonik kemik gelisimi sirasinda ¢aistigi gibi, postnatal donemde
ekstremite kemiklerinde boyuna uzama ve kisinin posturinun gelisimi boyunca ve kirik
kemiklerin iyilesmes siirecinde de buiytk 6nem tasir. Uzun kemiklerde primer ossifikasyon
merkezleri diyafiz denilen bolgelerde yer alirlar (Sekil-1). Bu bolgelerdeki kikirdak
hucreleri hipertrofiye ugrarlarken Kollgjen Tip-X bakimindan zenginlesen ECM kalsifiye
olmaya baslar. Bunu oncelikli olarak diyafizial bolgede vaskuler dokunun perikondriumdan
kikirdak dokusunainfiltrasyonu ve osteoprogenitor hiicrelerin kikirdak dokuya tasinmast
izler. Bu yollaayn: zamandaileride kemik iligini olusturacak hiicreler de kikirdak dokuya
tasinmaya baslanir. Es zamanl: olarak hipertrofiye kondrositlerde planlanmis hiicre 61Um
(apopitoz) gozlemlenirken, osteoprogenitor hiicreler de osteoblastik hiicrelere degisim
gostermeye baglarlar. Ortaya ¢ikan gpopitotik hticre yapilar kemik matriksinin
mineralizasyonunda dnemli rol oynarlar. Bu yolla primer ossifikasyon merkezlerinden
baslayan kemiklesme uzun kemiklerin her iki ucundayer aan epifiz bolgelerine dogru

ilerleyerek devam eder.
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2.2 Endokondra Kemik Gelisimini Etkileyen Baglica Faktorler

Y ukarida da Ozetle bahsedildigi gibi, kikirdak dokuda proliferasyon ve hipertrofi
mekanizmalar1 bir denge iginde ¢alismak zorundadir. Bu dengenin saglanmasinda pek ¢ok
buytme faktord, hormon, sitokin ve hticre sinyal mekanizmast rol amaktadir. Bunlar
arasinda “fibroblast blyume faktor” (FGF)'ler (Deng vd. 1996, Webster vd. 1996),
Ostrojen, tiroid hormonu ve triiyodotironin (T3) gibi hormonlar (Kaplan vd. 1990, Ballock
vd. 1994), “transforming growth faktor-111" (TGF-11) (Rosier vd. 1989, O’ Keefe vd.
1994), sinyal molekdlleri “Indian Hedgehog” (Ihh) (Goodrich vd. 1996) ve “paratiroid
hormon-related peptide” (PTHrP) (lida-Klein vd. 1989, Abou-Samravd. 1992), anti-
apopitotik faktorlerden Bcl-2 (Vaux vd. 1988, Lee vd. 1995), ayrica“Tumor Necrosis
Factor” (TNF) (Wallen-Ohman vd. 1993) ve p53-tumar baskilayici genler grubundan p63
(Yang vd. 1999) bagslicalaridir.

Epifiz plagi bolgesinde (Sekil-1) FGFlerin etkis ile kikirdak hicrelerinin
proliferasyonlarinda azalma ve degisime ugrayarak mattre ve hipertrofiye olma hizlarinda
artis gorildugil tespit edilmistir (Gilbert 2001). insanlarda FGF reseptorlerinde (FGFR)
gorulen mutasyonlarin yol agtigi en ciddi klinik tabloyu “dwarfizm ” olgular1 olusturur.
Ornegin, FGFR3' iin transmembran bolgesine 6zel olan ve glycin’in arginin’ e dontistimini
saglayan, 380 numarai amino adt'te meydana gelen mutasyon *“Achondroplasia’
olgularinin % 95'lik bir gogunluguna yol acar (Deng vd. 1996, Webster vd. 1996, Gilbert
2001). Diger taraftan, FGFR1 de gorilen mutasyonlarin ekstremite defektleri ve krania
sitdrlerin erken kapanmast (Craniosynostosis) ile karakterize “Pfeiffer” sendromuna yol
actigr gosterilmistir (Gilbert 2001).

Diger bir onemli faktor 6strojen hormonudur. Basta Ostrojen olmak Uzere seks
hormonlar: da prolifere olan kondrositlerin matire ve hipertrofiye olmalarint hizlandirir
(Kaplan vd. 1990). Yapilan calismalar T3 hormonunun da gelisen kemiklerin epifiz
plaklarinda hipertrofiye kondrositlerin kolumnar organizasyonlarinda énemli rol oynadigini
gostermistir (Ballock vd. 1994). Ayrica, T3 hormon eksikligi gorulen hipotiroidizm
olgularinda, kemiklerin epifiz plag1 bolgelerinde mekanik dis etkilere kars1 dayaniksizlik
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gelistigi gozlemlenmistir (Loder vd. 1995). Diger taraftan TGF-[11'in ise kondrosit
proliferasyonunu indiikleyici oldugu saptanmistir (Rosier vd. 1989, O’ Keefe vd. 1994).
Dolayisi ile bu iki faktoriin denge icinde ¢alisan mekanizmalardan biri oldugu olasiligi son
donemde taraftar toplayan bir hipotezdir.

Diger bir denge mekanizmasi Ihh ve PTHrP arasindaki negatif geri besleme yolu ile
ortaya konmustur (Vortkamp vd. 1996). Post- mitotik ve pre-hipertrofik kondrostler ¢zel
olarak Ihh sagilayan hicrelerdir. Ihh ise proliferatif bolgeden hipertrofik bolgeye gegis
gosteren kondrosit sayisint kontrol eden PTHrP sagilanmasint uyarir. Mekanizma doyuma
ulastiginda PTHrP'in Ihh salgilanmasi Uzerindeki inhibe edici negatif geri besleme etkis,
ilave kondrositlerin hipertrofik bdlgeye girislerini ve takip eden gpopitozlarini 6nleyecektir.
Diger sayilan TNF, Bcl-2 ve p63 molekdllerinin de apopitotik yolda 6nemli rol oynadiklar
gosterilmistir (Vaux vd. 1988, Yang vd. 1999).
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Sekil-1: Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme. (A-H) Uzun kemiklerde endokondral
kemiklesme. (A’-C’) Endokondral kemiklesme slirecinde 6nemli yeri olan kondrogenez
mekanizmal arinin sematik gosterimi.

Ozetle, yukarida bahsi gegen mekanizmalar yolu ile ekstremitelerin kemiklerinde epifiz
plagt adi verilen ve prolifere olan kondrositleri, mattre kondrositleri ve hipertrofiye
kondrositleri iceren, diyafiz-epifiz birlesim noktalarinda uzunlamasina gelisim saglanr.
Perikondrium ossifiye olarak yerini periosta birakir. Kondrositler diyafize dogru
hipertrofiye olarak ilerler ve matriks kalsifikasyonu ve mineraizasyonu, bu hicrelerin
yerlerini kemik dokuya birakmalari ile sonlanir. Epifiz plaklari da ossifiye olduklarinda
kemiklerde boy uzamas: durur. Ekstremite uzun kemiklerinin yam sira aksiyal ve pelvik

kemikler de endokondral kemiklesme yolu ile gelisen iskelet yapilaridr.

2.3 Model Sistemlerde Endokondral Kemik Gelisimi ve Kondrogenez Fazlarinin Baslica

Bdlirleyicileri

Genel olarak 6zetlemis oldugumuz bu endokondral kemiklesme mekanizmasi, canli fare,
sican ve tavuk embriyo sistemlerinde yapilmis pek ¢ok calismamn yani sira, yine bu
embriyolardan uygun gestasyonel donemlerde diseksiyon ve izolasyon yolu ile elde edilmis
primer ekstremite mezensim hiicre kilttr modellerinde de detayl1 olarak molekuler diizeyde
incelenmistir (San Antonio vd.1986, Hall vd. 1995, Hickok vd. 1998, Mello vd.1999, Hall
vd. 2000). Bu in vitro model sistemlerin en sik kullamlanlarindan birisi de mikro-kutle
hticre kaltdr sistemi (micromass culture system) olarak bilinmekte olup, bu ¢alismada da
kullanmig oldugumuz in vitro kondrogenez hicre kuiltir modelidir. Bu in vitro
calismalarda, siralamis oldugumuz:

1- Mezensima proliferasyon,

2- Mezensima yogunlasma,

3- Kondrojenik degisim,

4- Kondrosit matlrasyon ve hipertrofisi,

5- Programlanmus hticre 61Umu (apopitoz), basamaklar zinciri mekanizmalarin
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cesitli molekuler belirleyiciler ile birbirlerinden ayirt etmek ve incelemek mumkundur
(Sekil-2). Bu molekller belirleyiciler kisaca su sekilde 6zetlenebilir:

Peanut Agglutinin (PNA): Proliferasyon ve yogunlasma asamalarindaki, kondrosite
dontsumleri genetik olarak kesinlesmis fakat hentiz kondrojenik degisime ugramamis
mezensim htcreleri, 6zel olarak lektin grubu maddelerden olan PNA ile histokimyasal
olarak boyanirlar (Hickok vd. 1998, Delise vd. 2000). Kondrositlere degisim gegiren
hucreler ise PNA negatiftirler.

N-cadherin ve N-CAM: Yogunlasma asamasindaki, kondrosite donustimleri genetik
olarak kesinlesmis fakat hentiz kondrojenik degisime ugramamis mezensim hticrelerinde
0zel olarak N-cadherin ve N-CAM ekspresyonlarinda artis gozlenir (Oberlender vd. 1994,
Tavella vd. 1994). Takip eden kondrojenik degisim asamasinda ise bu molekillerin
ekspresyonlart belirgin olarak azalir (Oberlender vd. 1994, Oberlender vd. 1994, Tufan vd.
2001). Dolayisi ile gerek mRNA diizeyinde, gerekse protein dizeyinde bu molekullerdeki
artisin tesbiti yogunlasmafazinin diger fazlardan ayriminaimkan saglar.

Kollajen Tip II: mMRNA veya protein dizeyindeki tesbiti premattire kikirdak dokusunda
kondrojenik degisimin gerceklesmis oldugunu gosterir (Tufan vd. 2001). Gerek
proliferasyon gerekse yogunlasma donemlerindeki degisim gegirmemis mezensim htcreleri

ise kollgjen tip Il negatiftirler.

Sekil-2:
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, _IN VITRO KONDROGENEZ
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N-Cadherin (-)
Kollajen Tip II (+)
Proteoglikanlar (+)
Alcian Mavisi (+)

Kollajen Tip X (+) \
Alkalen Fostataz (+)

Mineralizasyon (+) =
Programlanmis Hiicre Olimii (+)

Mezengimal N-Cadherin (+)
¢ogalma

Alcian Mavisi Boyamasi: Alcian mavisi boyas: 6zel olarak kondrojenik degisime
ugramus hiicrelerin ECM igerisine salgilamakta olduklar: proteoglikanlart mavi renge boyar
(Lev vd. 1964). Proliferasyon ve yogunlasma fazlarindaise prekondrojenik doku bu boyay1

tutmaz.

Kollajen Tip X: Sadece hipertrofiye ugramis olan kondrositler tarafindan ECM’e
sagilandigr icin mRNA veya protein dizeyindeki tesbiti matlirasyon ve hipertrofi fazina
Ozeldir (Hickok vd. 1998, Mello vd. 1999, Delise vd. 2000).

Endokondral kemik gelisiminde rol oynayan kontrol mekanizmalarimin gerek in vivo
gerekse in vitro model sistemler kullanillarak hangi asamada fonksiyon gosterdiklerinin
teshitinde, yukarida saydigimiz molekuler belirleyicilerdeki kantitatif degisiklikler temel
kriterler olarak alinmalidirlar.

Bu bilgilerin disinda bu ¢alismaicin tavuk embriyosu mikro-kutle kiltir sisteminin
model olarak secilmis olmasinin bazi ek nedenleri de vardir. Bunlar, tavuk embriyosu
ekstremitelerindeki anatomik yapilanmanmn uzun kemikler bazindainsan ile birebir
Ortismesinin yam sira, bu sistemin ucuz, embriyo agisindan inkibasyon siiresi kisa, kolay

manipule edilebilir, kiltur ortamlarina gegirilebilir, materyale ulasimi kolay, kolay
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tekrarlanabilir, ve genellikle ytiksek teknolojide ekipman gerektirmeyen bir model sistem
olusudur. TUm bu avantgjlarinin yamnda, bu ¢alismada arastirilmasi planlanmis olan
CNP nin insandaki amino asit dizilimi ile tavukdaki homologu olan CNP-3’ tin amino asit
dizilimleri arasindaki uyum % 82’dir (Sekil-3). Bu datavuk embriyosunu bu arastirma
acisindan cazip kilmaktadir.
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Sekil-3: insan CNP amino asit (ag) dizisi ile Tavuk CNP-3 aadizisi benzerligi
%82‘dir. (Houweling et a., 2005).

2.4. Kondrogenez ve Natrilretik Peptit Sinya Yollari

Y ukarida detayl: olarak olusum sirasi verilen embriyonik kikirdak gelisimi ve takip eden
endokondral kemiklesme basamaklar zinciri, pek c¢ok genetik ve molekuler faktorin
kontrolU altindadir. Bunlar arasinda growth faktérler grubundan olan TGF-1lve FGF grubu
proteinler, bu growth faktdrlerin etki mekanizmalarinda rol aan catenin, small mothers
against decapentaplegic (SMAD) ve mitogen activated protein kinase (MAPK) grubu
proteinler, Hox, Sox, Engrailed (En) ve “Lef-1" gibi transkripsiyon faktorleri ve Wnt grubu
sinyal molekdilleri basta gelen kontrol mekanizmalarini olustururlar. Kikirdak dokunun
ileride kemik dokuya yerini birakacagi uygun form ve yapisimi saglayan, tim bu
molekillerin bir uyum icerisinde caisarak yonlendirdikleri 6zel hicreler arast iligkiler,
hucre-matriksiligkileri ve 6zel gen ekspresyonlaridir.

Son dénemde tamimlanmis ve endokondra kemik gelisimi stirecinde etkili oldugu
dustnulen 6nemli bir diger kontrol mekanizmas: da C tipi natritretik peptit (CNP) ve
reseptoru, natridiretik peptit reseptor-B (NPR-B)'yi kapsamaktadir. Onemli bir clicelik
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grubu olan akromezomelik displazi, NPR-B proteininin fonksiyon kaybinayol agan
mutasyonlar: sonucu ortaya gikar. NPR-B ileilgili bu bilgi oldukgayeni olup (Bartels vd.
2004), bulunusu akromezomelik displazi’ nin bir alt grubu olan akromezomelik displazi
maroteaux tip’li (AMDM, OMIM no. 602875) hastalarin kendilerinden ve saglikli aile
bireylerinden elde edilen DNA o6rneklerinin baglant: andizi (linkage analizi) ve bu analiz
sonrasi elde edilen bilgiler dogrultusundainsan 9. kromozomu Uzerindeki ilgili lokus
(9p13-g12) bolgesinde yer alan aday genlerin sekanslarinin taranmasi sonucunda elde
edilmistir (Kant vd., 1998, lanakiev vd., 2000, Bartels vd. 2004).

AMDM (Maroteaux vd. 1971) otozomal gekinik gecis gosteren bir dwarfizm tiri olup,
genellikle dogum boy ve agirliklart normal sinirlarda olan kisilerin dogumu takip eden 1.
yil sonundayasitlarina gore kisakalmaegilimi gosterdigi ve 2. yil sonundaise tipik
radyolojik bulgular ile kesin tar koyulabilecek hade geldigi, uzun kemiklerde ve
vertebralarda sekil bozukluklari, 6zellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tubiler
kemiklerinde kisalik ve epifiz blytme plaklarinda abnormaliteler ile karakterize bir
patolojik durumdur (Kant vd. 1998; Haliloglu vd. 1999; lanakiev vd. 2000, Bartels vd.
2004). 1lgingtir ki AMDM tams: konmus kisilerde bugiine kadar tutulum goriilmiis olan tek
sistem iskelet sistemidir.

2.5. Genel Olarak Natritretik Peptitler ve Reseptorleri

2.5.1. Natritretik Peptid Ailes

NatriUretik peptidler birbirleri ile yapisal benzerlik gosteren ancak genetik olarak farkl:
hormonlardir. Bir kismi parakrin faktorler olarak dabilinen bu peptidler: kan hacmi, kan
basinci, ventrikul duvar kalinligi, pulmoner tansiyon, yag metabolizmasi, ve uzun
kemiklerde buyume tzerine etkilidirler (Potter vd. 2006).

Bilinen 3 klasik tipi vardir (Sekil-4):

1- Atriyal natritretik peptid (ANP),
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2- B-tipi natritiretik peptid (BNP),
3- C-tipi natritiretik peptid (CNP).

Fizyolojik arastirmalar insanda kalp ve bobrek arasindaki baglantiyr uzun zaman 6nce
ortayakoymustur. ilk olarak De Bold ve arkadaslar1 (2005) tarafindan sicanlarda atriumlara
intravendz olarak enjekte edilen bir homojenatin renal sodyum ve su bosaltimin: arttirarak,
kan basincini hizla dustrdigt gosterilmistir. Bu gelisme sonrasinda atrial dokudan, hem
natriuretik etkis hem duiz kas gevsetme aktivites olan bir peptidler purifiye edilmis ve
degisik calismalarda bu peptid atrial natritretik faktor, kardionatrin, kardiodilatin,
atriopeptin, ve atria natrilretik peptid (ANP) olarak issimlendirilmistir (De Bold 2005). Bu
son tanimlamabugiin en sik kullamlandir. ilerleyen yillarda natritiretik peptid ailesinin
diger uyeleri olan beyin natritretik peptid (BNP; B tip natritiretik peptid) ve C tipi
natridretik peptid (CNP) de sirasi ile domuz beyin ekstratlarindan ve onlarin gevsetebildigi
duz kaslardan purifiye edilmislerdir (Olney 2006).
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TISSUE PROTEOLYTIC MATLURE
EXPRESSION PROCESSING PROTEIN

Atria 135
Ventricles
Kidnay I

Yemiricles 1 27
Atria

Sekil-4: Natritretik peptidler birbirleri ile yapisal benzerlik gosteren ancak genetik olarak
farklt hormonlardir. Bilinen 3 tipi vardir: 1) Atriyal natritretik peptid (ANP), 2) B-tipi
natriuretik peptid (BNP), 3) C-tipi natritretik peptid (CNP). (Potter et a., 2006).

Blitiin natritiretik peptidler prehormon olarak sentezlenir (Sekil-4). insan preproANP'si

151 aminoasit uzunlugundadir. Aminoterminal b6luma ayrilmast sonucu olusan 126
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aminoasitli proANP atrial granullerde depolanan predominant formdur. ANP primer olarak
atrial granillerde depolanir ve eksprese edilir, fakat disiik konsantrasyonda ventrikil ve
bobrek gibi dokularda dabulunur. ANP salintmi igin birincil uyarict intravaskiler volim
artmast sonucu atrium duvarinin gerilmesidir. Sekrete edilen ANP 6nce koroner sintise
perflize olur, gercek endokrin davranisla ¢gesitli hedef organlara ulasir. Ayrica endotelin,
angiotensin, arginin-vazopressin, ANP salimmini uyaran faktorlerdir. insan ANP geni 1.

kromozomun 1p36.2 lokusunda bulunur ve Ug exon igerir.

B-tip natritiretik peptid esas olarak domuz beyin ekstratlarindan purifiye edilmistir.
Sonradan insanlarda veya hayvanlarda konjestif kalp yetersizligi veyamiyokardial
enfarktis gibi kardiyak stres atindaiken ¢ok yiiksek konsantrasyonda kap ventrikillerinde
bulunmustur. BNP bir kardiyak hormondur ve normal yetiskin kalbinde ventrikillerden
sekrete edilmektedir (Cameron VA, Ellmers|1.J.). BNP 134 aminoasitli peprohormon olarak
sentezlenir. Sonrabir par¢a ayrilir ve 108 aminoasitli prohormon haline gelir. Ardindan,
bilinmeyen bir proteazla kesiimesi sonucu 76 amino asitlik amino-terminal inaktif fragman

ve 32 amino asitlik karboksil-terminal, biyolojik aktif peptid’ e ayrilir.

BNP, atria grantllerde ANP ile birlikte depolanir; ama ventrikiler grantllerde
depolanmaz. BNP yapim: asir volum yuklenmes sonucu kardiyak duvar gerilmesi ile
regule edilir. NUkleer transkripsiyon faktor, GATA4 bu olgunun diizenlenmesinde
dominant rol oynar. Saglikl1 bireylerde plazma konsantrasyonu yaklasik olarak 3.5 pg/ml
veya ANP nin onda biridir. Bunakarsin, konjestif kap yetersizligi olan hastalarda plazma
BNP konsantrasyonu 200-300 kat yiikselir, boylece BNP plazma konsantrasyonu kardiyak
stresin ideal indikatoridir. Birgok calismaBNP seviyesinin yikselmes ile kotli prognozun

korele oldugunu gostermektedir.

Sonuc olarak gerek ANP gerekse BNP esas olarak natritirezi ve kan basincini regile
eden kardiyak hormonlar olarak ayirt edilmislerdir.

Diger taraftan sundugumuz ¢alismamizin da énemli bir bolumini olusturan CNP pek
cok farkli dokuda eksprese edilir. Bunlar arasinda baglicalan kikirdak, kemik, beyin,
endotel, diiz kas ve kalp olarak siralanabilir (Potter vd. 2006). Tipik olarak granillerde
depolanmaz. Endotel hiicre kilttrlerinde sekresyonu TNF-a , TNF-B, IL-1 ve stres

tarafindan uyarilir, instlin tarafindan da suprese edilir.
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Insan proCNP’si 103 aminoasit icerir ve intracell iiler endoproteaz furin’lein vitro
isleme tabi tutularak olgun 53 aminoasitli peptide donustigl gosterilmistir. Bazi1 dokularda
CNP-53 bugun icin bilinmeyen bir enzim tarafindan bolUnerek aktif peptid olan CNP-22'ye
donustardltr. CNP-53 beyin, endotel hiicresi ve kdpte mgor form iken; CNP-22 insan

plazmasi ve cerebral-spina sivida predominanttir.

Fare ve insanda natritretik peptid genlerinin mutasyonlar ile inaktivasyonu sonucu
gorulen baslica fenotipler sunlardir (Olney vd. 2006 ):

1- ANP mutasyonlarinda hipertansiyon ve kardiyak hipertrofi,
2- BNP mutasyonlarindaventrikuler fibrozis,
3- CNP mutasyonlarindaise dwarfizm gorilmektedir.

Son donemde natritretik peptidlere benzerligi ile dikkat ceken iki farkli sinyal peptidi
dahatammlanmistir. Bunlardan ilki ilk olarak kemikte bulunus ve osteocrin olarak
adlandinlmustir (Olney vd. 2006 ). Diger peptid iseilk olarak kas dokusundabulunmus ve
musclin olarak adlandiriimistir (Olney vd. 2006). Ancak bu iki peptid ileilgili calismalar
oldukcayenidir.

2.5.2. Natritretik Peptid Reseptorleri

Natritretik peptidierin bilinen t¢ farkl: reseptorl vardir (Sekil-5). ilk ikisi [Natritiretik
Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)] transmembran
guanil siklazlar olarak islev gorir ve uyarildiklarinda cGM P sentezini katalizlerler. Uglincli
reseptor (NPR-C, NPR3) ise hucreici enzimatik aktiviteden yoksun olup, her tig NP'in

loka konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Ustlenir.
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Ligand ANP,BENP,CNP _ ANF,BNP CNP
Receptor NPR-C NPR-A (GC-A) NPR-B (GC-B)

Ligand
Binding
Domain

Membrane

Kinase
Homology
Domain
Dimerization
Domain

Guanylyl

cGMP GTP cGMP GTP

Sekil-5: Natritiretik peptidierin bilinen tig farkl1 reseptorii vardir: ilk ikisi [Nartitretik
Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)] transmembran
guanil siklazlar olarak islev gorir ve uyarildiklarinda cGM P sentezini katalizlerler. Uglincli
reseptdr (NPR-C, NPR3) ise hiicre ici enzimatik aktiviteden yoksun olup, her i¢ NP'in
lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol tstlenir. (Potter vd. 2006).
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NatriUretik Peptidlerin bu reseptorlere baglanmalari ile hiicreici fizyolojik etkileri U
farkli cGMP baglayan protein grubu tarafindan yonlendirilir. Bunlar: cGM P-bagimli
protein kinazlar, cGMP ile yonlendirilen fosfodiesterazlar, ve cGMP bagimli iyon
kanallandir (Sekil-6).
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Sekil-6: Natritretik Peptidlerin hiicre ici fizyolojik etkileri. NatriUretik Peptidlerin hucre igi
fizyolojik etkileri Ug farkli cGM P baglayan protein grubu tarafindan yonlendirilir. Bunlar:
cGM P-bagiml1 protein kinazlar, cGMP ile yonlendirilen fosfodiesterazlar, ve cGMP
bagiml1 iyon kanallaridir. (Potter vd. 2006).

2.5.3. Natriuretik peptid reseptor A

Insan ve sicanlarda, NPR-A mRNA's1 en fazla bobrek, adrenal bez, terminal ileum, yag
doku, aort ve akcigerde eksprese edilir. NPR-A’min natritretik peptidlere afinites sirast ile:
ANP>BNP>CNP seklindedir.

2.5.4. Natriuretik peptid reseptdr C (Natritiretik peptid clearance reseptor)

NPR-C mRNA'’si baglica atrium, mezenter, placenta, akciger, bobrek, vendz doku, aort
duz kasi, aortik endotelia hucrelerde ve kikirdak ve kemikde bulunur. Hicreigi guanil
siklaz enzimatik aktivitesinden yoksun olup, her G¢ natritretik peptid’in lokal
konsantrasyonunu ayarlayan bir rol tstlenir. NPR-C’ nin natritretik peptidlere afinitesi,
insan ve sicanlarda sirasi ile: ANP>CNP>BNP seklindedir.

2.5.5. Natriuretik peptid reseptodr B

NPR-B’nin beyin, adrena gland, uterus gibi birbirinden farkl1 pek ¢ok dokuda varlig:
gosterilmistir (Tamurave Garbers, 2003). Ancak mevcut literattr bilgileri bu proteinin ana
gorevinin iskelet sistemi gelisimi ileilgili oldugunu dustindirmektedir (Bartels vd. 2004).
AMDM’li hastalarda daiskelet sistemi bulgularina eslik eden norolojik defektler ve
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bozukluklar veya anormal kan basinci duizeyleri gibi problemlerin gordlmemis olmasi bu
dustnceyi desteklemektedir.

NPR-B’nin natritretik peptidlere afinitesi sirast ile: CNP>> ANP> BNP seklindedir.
Daha once de belirtildigi gibi NPR-B’nin iskelet sistemi gelisimi Gzerine olan etkileri ve bu
etkilerin mekanizmalar: tam olarak bilinmemekle birlikte, bu reseptériin analiganti olan C
tipi natritretik peptid’'i (CNP) veya bu reseptoriin ikincil habercilerinden birisi olarak gorev
gordugl dustnilen cGM P-bagimli protein kinaz 11 (cGKI1) sinyal yolunu hedef alan
gecmis calismalar bize bu konudaisik tutmaktadir.

Fare modelinde yapilmis calismaar CNP den yoksun farelerde dwarfizm (Chusho vd.
2001), genomlarina CNP transferi yapilmis ve bu proteini normal den daha fazla Ureten
farelerde ise uzun kemiklerde boy uzamasi gergeklestigini (Chusho vd. 2001, Y asoda vd.
2004) gostermistir. Fare ve sican tibiaar kullanilarak yapilmis organ kulttrlerinde ise
CNP nin kondrosit proliferasyonunu ve hipertrofisini arttirdig: gosterilmistir (Y asoda vd.
1998; Mericq vd. 2000). Yine son donemde yayinlanan bir calismada CNP’ nin matriks
sentezini arttirarak FGFR-3 mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfizmi engelledigi
gosterilmistir (Yasodavd. 2004). CNP, NPR familyasindan NPR-B’ nin yam siraNPR-A
ve/veya NPR-C'’ ye de baglanabil mekte ve bu reseptorlerden 6zellikle NPR-C’ de epifiz
buyime plaginda eksprese edilmektedir (Bartels vd. 2004).

Diger taraftan Linkoln ve Cornwell (1993) NPR-B’nin CNP ile aktivasyonu sonrasi
cGMPile etkilestigini ve cGMP bagiml: protein kinazlar: aktive ettigini gostermislerdir. Bu
baglamda farkli amacgla hazirlanmis bir cGKII (insanlarda PRKG2 genine karsilik
gelmektedir) defektli fare modelinde dwarfizm gozlenmis olmasi da anlaml1 bir bilgidir
(Pfeifer vd. 1996). cGKII knock-out farelerde epifiz plag: terminal hipertrofi bolgesinde
hentiz degisimlerini tamamlayamamis kondrositlerin bir yigilim olusturduklar:
gosterilmistir (Pfeifer vd. 1996). Ancak CNP knock-out farelerde ayni bulgunun
bulunmayis1 ise NPR-B’ nin endokondral btyimeyi hem cGKII bagimli hem de cGKI|
bagimsiz sinyal yollarimin timund kullanarak reglle ettigini dustindirmektedir (Miyazawa
vd. 2002).
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Son olarak, NPR-B proteini fonksiyonel haployetersizligi (haploinsufficiency), ki bu
durum AMDM g0zlenen hastalarin tasiyici anne ya da babalarinda gérulmektedir, normae
gore dwarfizm duizeyinde olmayan boy kisaligi ile karakterizedir (Bartels vd. 2004).

TUm bu bilgiler 1s1ginda NPR-B’nin endokondral buytiime tizerine olan etkilerinin ve
hticre dis1 sinyallerin bu buytmenin hangi evresinde ve hangi mekanizmalar ile hiicreigine
tasinarak ne gibi degisikliklere yol actigimin belirlenmes blyik dnem tasimaktadir. Bu
arastirmadan elde edilecek yeni bilgiler oldukga kompleks bir regtlasyonu olan
endokondral buytime biyolojisinde yeni yaklasimlarin yapilabilmesini saglayacak
niteliktedir.

2.6. Hipotez ve Calismanin Amaci

Literattirdeki CNP and NPR-B knock-out fare ¢alismalart sonucu gorilen dwarf fenotip
(Olney 2006), CNP transgenik farelerde gorilen asin blylme ve trabekiler kemik
kalinlasmast (Olney 2006) ve natritretik peptid sinyal yollarindaki ligant-reseptor
affiniteleri ve eslesmeleri goz onune aindiginda (Olney 2006; Potter vd.  2006),
CNP/NPR-B sinya yolunun endokondral kemik gelisimi stirecinde kondrogenezde 6nemli
rol U oldugu distndlmektedir.

Bu hipotez dogrultusunda sunulan ¢alismamn amaci; mutasyonlar ve/veya yokluklari,
uzun kemiklerde boy kisaligi ve buna bagli dwarfizm ile sonuclanan CNP/NPR-B sinyal
yolunun endokondral kemiklesme slirecinde kondrogenez Uizerine olan etkilerini ve etki
mekanizmalarim belirlemekdir. Y ukarida agiklanmis olan kriterler dogrultusunda bu sinyal

yolunun kondrogenezin hangi asama ve/veya asamalarinda rol oynadiginin arastirilmasi
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hedeflenmistir. Bu amagla, CNP-3 ve NPR-B’nin ekspresyon profilleri ile kondrogenezde
fazlara spesifik ekspresyon gosteren N-cadherin (mezensimal yogunlasma), kollgen tip Il
(kondrojenik degisim), ve kollaen tip X (hipertrofi ve matlrasyon) ekspresyonlart
arasindaki olasi korelasyonlarin, tavuk mikro-kitle kultir ortamlarinda, mRNA duizeyinde
RT-PCR yontemi ile analizi hedeflenmistir. Ayrica, fonksiyonel analizler agisindan ilgili
mikro-kitle kdltlrlerinin CNP ile muamelesinin bahsi gecen belirleyici nitelikteki bu
molekulleri ekspresyon dizeylerindeki yol agacagi olasi degisikliklerin de yine mRNA
diizeyinde RT-PCR yontemi ile analizi planlanmustir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tavuk Embriyolar:

Fertilize (damizlik) “Denizli Horozu” cinsi tavuk yumurtalarn Tarim ve Koy Isleri
Bakanlhigi Denizli Il Mudirliigli, Denizli Horozu Yetistirme Unitesin’den ainmustir.
Yumurtalar 37.5 C”de ve nemli ortamim koruyan yumurta inkiibatoriinde istenilen stire
kadar bekletildi. Bu ¢alismada uygulanan tiim deneyler Pamukkale Universitesi, Tibbi Etik

Kurulu tarafindan onaylanmustir.

3.2. Tavuk Embriyosu Ekstremite Mezensimal Hucrelerinin Mikro-kitle Kalturi
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Tavuk embriyosu Hamburger ve Hamilton (HH) evrelemesine gore evre 23/24 dizeyine

ulasan embriyolarin (Hamburger and Hamilton, 1992) ekstremite tomurcuklar: stereo

mikroskop atinda diseksiyon ile toplandiktan sonra, ilk olarak Ahrens ve arkadaslar
(1977) tarafindan tarif edilip, ardindan San Antonio ve Tuan (1986) tarafindan modifiye

edilen protokole gore enzimatik yikimatabi tutulmustur. Kisaca 6zetlemek gerekir ise:

1-

2-

HH evre 23/24 embriyolarin ekstremite tomurcuklar Ca?*/Mg?* dan arindirilmis
sekerli salin soltsyonu (CMFSG) igerisinde toplanmustir.

Ardindan, ayni solUsyon igerisinde, % 0.1'lik tripsin (Type I1-S, Sigma, St. Louis,
MO, A.B.D.), % 0.1 kollagenaz (Worthington, Lakewood, NJ, A.B.D.), ve % 10
tavuk serumu (Sigma) ile 1 saat 37 C” de enzimatik yikima tabi tutulmustur.
Enzimatik yikim, reaksiyona CMFSG igerisinde hazirlanmis % 10’ [uk kegi serumu
ilaves ile durdurulmustur.

Elde edilen hiicre stspansyonu, kalmis olabilecek htcre kimelenmelerini de
ortadan kaldirmak icin 70 mikronluk hticre filitrelerinden (Falcon, Franklin Lakes,
NJ, A.B.D.) gegirilmistir.

Santrifiy ile ¢okturulen hucreler 1 ml CMFSG solliisyonu igerisinde tekrar

stispansiyon haline getirilmistir.
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. . Kollajenaz Tripsin

—_— w
: _— Ekstremite
HH Evre 23/24 tomurcuklari

~ 4. Giin Embriyo diseke edilir Mezerli_simal I_«':ik hiicre
- siispansiyonu

10-20 pl damlalar Say ve yogunlugunu -
halinde kiiltir ~+—  20x106 hiicre/ml ¥
ortamlarina ekilir olarak ayarlanir M
1.5-2 saat E

- 37¢ = Uzerine Ham's F-12 besi yeri ilave edilir
inkiibasyon ve her giin tazesi ile degistirilir

(¢

Sekil-7: Mikro-kitle hiicre kilturt ve kondrogenez. Deneylerde kullanilan prosedir kisaca

Ozetlenmis ve 6nemli noktalart gosterilmistir.

6- Tripan mavisi boyamasi sonrasi hemositometre tizerinde, mikroskop altinda sayilan
hicrelerin konsantrasyonlar: gerekli olan kadar CMFSG ilave edilerek her deneyde
gerekli gorilen yogunluga ayarlanmistir (10-30 x 10° hiicre/ml; Sekil-9*daki
calismaicin 30 x 10° hiicre/ml, Sekil-10 ‘deki calismaicin 10 x 10° hiicre/ml).

7- Yogunlugu ayarlanan hiicre slispansiyonu zaman zaman yogunlugun homojenitesini
kaybetmemes icin kanstirlarak, 12 kuyulu htcre kiltara plakalarina (Corning
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Glassworks, Corning, NY, A.B.D.), her kuyunun ortasina 15 pl olacak sekilde
ekilmistir.

8- Bu asamada hicreler 37 C”de % 5'lik CO, iceren steril hicre kalturd

inkubatorlerinde 1.5-2 saat bekletilerek hicrelerin plastige yapismasi saglanmustir.

9- Bu slrenin sonunda her kuyucuga 1 ml 6nceden hazirlamis besi yeri ilave edilerek

istenen slire kadar ayni ortamda inkUbasyonu saglanmustir.

Bu deneylerde % 10 FBS (Atlanta Biologicals, Atlanta, GA, A.B.D.), 50 U/ml penisilin,
ve 50 pg/ml streptomisin ilave edilmis Ham’'s F-12 besi yeri (Gibco-BRL, Gaithersburg,
MD, A.B.D. kullamImustir. Ayni besi yeri sonuglan Sekil-7de gésterilen deneylerde 107 M
CNP (32-53; Human, Porcine, AnaSpec, Inc., San Jose, CA, A.B.D.) ilave edilerek
kullanilmigtir. Kuyulardaki besi yeri her 24 saatte bir tazesi ile degistirilmistir.

3.3. Kondrojenik degisimin Alcian mavis boyamasi ile andlizi

Mikro-kulte kdltarlerin idames sirecinde, her 24 saatte bir secilen kuilttrler besi
yerinden arindirilip, PBS ile yikanmustir. Ardindan 20 dakika oda sicakliginda % 4’10k
paraformaldehid ile fikse edilen kiltirler son olarak tekrar PBS ile yikanmustir.
Fiksasyonlari tamamlanan kultrler bir gece boyunca, oda sicakliginda, pH’l 1.0 olan (Lev
and Spicer, 1964) Alcian mavisi (Sigma) boyasi ile boyanmis, mikroskop altinda gozlenmis
ve fotograflanmistir. Kultlr ortamlarinda gerceklesen kondrogenezin sayisal ve istatistiksel
olarak karsilastirilabilmesi igin bir gece boyunca oda sicakliginda 6 M guanidine-HCI (1
ml/mikro-kitle kaltar) ile kdlturlerin tuttugu boya ekstrakte edilmis ve yogunlugu Asso
dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢ulmuistir (San Antonio vd. 1986). Her deneyde
grup basina 8 mikro-kitle kalturt kullanilmis ve deneyler 3 kere tekrarlanmistir. Elde
edilen sonuclar ttim bu deneylerin ortalamasi + standart hata olarak verilmistir.

3.4. Kullanilan antikorlar

Deneylerde kullamlan antikorlar sirasi ile asagidaki gibidir:

1- 6B3, tavuk N-cadherin monoklonal antikoru (George-Weinstein vd. 1997),

2- 11-116B3, tavuk kollajen tip 11 monoklonal antikoru (Linsenmayer and Hendrix,
1980),
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3- X-ACY9, tavuk kollgen tip X monoklonal antikoru (Schmid and Linsenmayer,
1985).
TUm antikorlar Developmental Studies Hybridoma Bank (University of lowa, lowa
City, 1A, A.B.D.) den satin ainmustir.

3.5. Immunohistokimyasal boyama

% 4’'luk paraformaldehid ile fiksasyonu tamamlanan kulttrler PBS ile yikama sonrasi
rutin histolojik takip, parafine gomme ve bloklama islemlerine tabi tutulmuslardir.
Immunohistokimyasal boyama icin 10 [Im‘lik kesitler alinmustir. Ardindan uygulanan
protokol sirasi ile asagidaki gibidir:

1- Kesit dokulardaki endojen peroksidaz aktivites hazirlanan % 30’ luk H>O:Metanol

(2:9) karisimu ile 10 dakikalik uygulamaile ortadan kal diril mistir.

2- PBSileyikanan kesitler, Uzerlerine ilave edilen serum bloklama sollisyonu ile 1 saat
oda sicakliginda bekletilmistir (Zymed, San Francisco, CA, A.B.D.).

3- Tekrar PBSile yikanan kesitlerin Gizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek oda
sicakhiginda 1 saat bekletilmislerdir. Bu ¢alismada kullamilan primer antikorlar ve
kullanildiklart diltsyonlar su sekildedir: 6B3 PBS ile 1:125 dille edilmistir; 1l-
116B3 PBSile 1:250 diltie edilmistir; X-AC9 PBSile 1:250 dilte edilmistir.

4- Tlgili doku tarafindan tutulan bu primer antikorlarin immiinohistokimyasal analizi
biotin ile konjuge genis spektrumlu sekonder antikor ve streptavidin konjuge
horseradish peroxidase (HRP) iceren Zymed Histostain-Plus kit ve aminoethyl
carbazole (AEC) kromojen substrat karisim ile gergeklestirilmistir.

3.6. RNA izolasyonu ve Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

andizi

Deneylerde kullanilan total RNA HH evre 18 ila 35 arast embriyolarin diseksiyon ile
toplanan ekstremite tomurcuklarindan veya belirlenen giinleredeki mikro-kutle kilttrlerden

Tri-Reagent (Sigma) kullanilarak (embriyolarin evrelerine gore 1ml/4-20 ekstremite
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tomurcugu veya 1 mi/8 mikro-kutle kdltirt) izole edilmistir. Tum deneyler 3 kez

tekrarlanmis olup sunulan veriler bu 3 deneyin ortalamasi + standart hata seklindedir.

Izolasyonu takiben elde edilen total RNA konsantrasyonu A,e dalga boyunda

spektrofotometrik olarak hesaplanmistir. Diger taraftan elde edilen RNA'nin kalitesi agaroz

jel elektroforezi ve etidyum bromir boyamas ile test edilmistir. Her bir reverse

transkripsiyon reaksiyonu igin 1 mikrogram RNA 6rnegi kullamlmis ve Qiagen OneStep
RT-PCR with Q-solution kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanilarak PCR ile

cogaltilmustir. Bu kit ile kullanilan protokol kisacasu sekilde 6zetlenebilir:

a) Sirasi ile:

5-
6-

10 111 5x Qiagen OneStep RT-PCR tampon ¢ozeltisi (12.5 mM MgCligerir),

Her dNTP den 10mM igeren 2011 dNTP karigimu,

10 (1] 5x Q-soltisyonu,

Her bir analiz edilen gen igin spesifik olarak tasarlanmis, forward ve revers
primerlerin her birisinden 10 [IM konsantrasyonda iceren primer karisimindan
toplam 3 (1] (Bu ¢alismada kullanilan primerler icin Tablo-1’e bakiniz. Primerlerin
sentezi Metabion International AG, Martinsried, Almanya da gerceklestirilmistir),

2 111 of Qiagen OneStep RT-PCR enzim karigimu,

22 11l RNase-free distile H,O, toplam 50 [l volum igerisinde, buz Gzerinde 6rnek

RNA ile karistirilmastir.

b) Elde edilen karisim ile asagida basamaklan siralanan RT-PCR  reakiyonu

gerceklestirilmistir.

4-
5-

50 C°, 30 dakika, 1 dongli (reverse transkripsiyon),

95 C°, 15 dakika, 1 dongli (PCR aktivasyon basamagi),

94 C° 1 dakika (denatlirasyon); 55-58 C°, 1 dakika (primerlerin 6rnek cDNA’ya
tutulumu); 72 C°, 1 dakika (sentez ve uzama); bu (i basamak sirasi ile 25-30 dongi
tekrarlanmistir.

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

Reaksiyonlar 4 C* de sonlandirilmislardir ve -20 C de saklanmuslardhr.

Deneylerimiz dncesinde gerceklestirdigimiz PCR optimizasyon ¢alismasinda 25 dongu ile

elde edilen sonuclarin PCR ampflikasyonunun dogrusal artis evresine denk geldigi ve

gruplar arasi kiyaslamalar agisindan uygun oldugu bulunmustur.
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c) PCR dUrunleri agaroz jel elektroforezi ile ve etidyum bromir boyamas: ile
gozlemlenmistir.
d) Elde edilen gen spesifik bantlar GelQuant Ver.2.7 (DNR Bio-Imaging Systems,

Jerusalem, Israel) bilgisayar programi kullanilarak dansitometrik olarak analiz edilmistir.

3.7. istatistiksel analizler
Kondrogenezin olcilmess ve RT-PCR sonuclarimin  dansitometrik  analizlerinin

karsilastinlmasi igin non-parametrik Mann Whitney's U-testi kullanilmis olup, tim bu
istatistiksel karsilastirmalarda P<0.05 diizeyi anlaml1 olarak kabul edilmistir.

Tablo-1: Gen ekspresyonlarinin analizinde kullamlan RT-PCR Primerleri.
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Urin  Genbank kayit numaras
Gen Primer dizisi (5'dan 3’ adogru) .
(bc) (llgili Referans)
N-Cadherin F: AGATTCTGGAAATCCACATGC 540 NC006089.2
R: CTTCCTTCATAGTCAAAGACT (Zhang et al., 2003)
Collagentype F. CATCAAACTCTGCCATCCCG 224 M17866
I R: TGAAGTGGAAACCGCCGTTG (Young et al., 1984)
Collagentype F: 439 M13496
X ATTGCCAGGGATGAAGGGACATAG (Ninomiyaet al., 1986)
R:
AGGTATTCCTGAAGGTCCTCTTGG
CNP-3 F: AAGAGAGGGATCGTGAGCAA 201 XM417643
R: TCCTGGACAGACCCTTTTTG (Houweling et al., 2005)
NPR-B F: GCCTGCTCCGAGTACGTG 252 XM427055
R: GTGCAGGT GGGAGACGAA (This study)
GAPDH F: AGTCATCCCTGAGCTGAATG 330 J00849

R: AGGATCAAGTCCACAACACG

(Dugaiczyk et d., 1983)

F = forward primer; R = reverse primer; bg¢ = baz cifti.

4. BULGULAR

4.1. CNP-3 ve NPR-B'nin tavuk embriyosu ekstremite tomurcugunda, in vivo kosullarda

zamana bagl1 ekspresyon profilleri
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CNP-3 ve NPR-B mRNA'larimin tavuk embriyosu ekstremite tomurcugunda zamana
bagli ekspresyon profili RT-PCR ile incelenmistir. Sonuglar gerek ligand olan CNP-3'Un,
gerekse bu ligandin reseptort olan NPR-B’nin, bu ¢alismada incelenmis olan HH evre 18
ile 35 arasinda devamli bir ekspresyon gosterdigini ortaya koymustur (Sekil-8A). Ancak
evrelere spesifik olarak elde edilen CNP-3 ve NPR-B mRNA ekspresyonlari, aym evrelerde
elde edilen ve bu calismada kontrol olarak kullanilan GAPDH (Gliseraldehid-3-Fosfat
Dehidrogenaz) ekspresyonlari ile normalize edilerek dansitometrik 6lcim grafikleri haline
getirildiginde; CNP-3 mRNA seviyesinin HH evre 23-24'de bir pik yaptigini, ardindan
azaldigint ve HH evre 30-31'de bazal seviyesinin yaklasik 2 katina gikarak ikinci bir pik
olusturdugunu gostermistir (Sekil-8B). Ayni islemler NPR-B icin de uygulanmis ve NPR-
B mRNA seviyesinin de HH evre 23-24'de bazal seviyenin yaklasik 6.5 kat1 kadar arttigi,
ardindan HH evre 28-29'a kadar gegen siirede bu seviyeden yaklasik 2.7 kat kadar azaldigi
ve son olarak da HH evre 30-31'e uyan donemde yaklasik 2.1 kat kadar artarak ikinci bir
pik olusturdugu ve ardindan gosterdigi hafif azama ile bir plato seviyesine ulastig
gosterilmistir (Sekil-8B).

4.2. Mikro-kitle kiltirl erde kondrogenez siirecinde meydana gelen degisikliklerin sirave

zamanlamalarinin belirlenmesi

Bu amacla iki farkli deney serisi dizenlenmistir. Bunlardan birincisinde mikro-kutle
kulturler gegirdikleri kondrogenez siurecinde farkli zaman noktalarinda toplanmis ve total
RNA izolasyonu gergeklestirilerek bu zaman noktalarina spesifik N-cadherin, kollaien tip 11
ve kollgjen tip X mRNA ekspresyonlari daha 6nce Tablo-1' de verilen genlere spesifik
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Sekil-8: CNP-3 ve NPR-B’nin tavuk embriyosu ekstremite tomurcugunda, in vivo

kosullarda zamana bagl1 ekspresyon profillerinin andizi

primer ciftleri kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestirilmistir. ikinci olarak ise yine aym

zaman noktalarina uyan gunlerde fikse edilen ve histolojik rutin takip sonrast kesitleri

alinan benzer mikro-kutle kilturlerde ayn1 molekullerin protein diizeyinde varliklarim ve
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lokalizasyonlarin gosterebilmek icin immunohistokimyasal analiz gergeklestirilmistir. Her

iki deney serisinden elde edilen sonuclar birbirleri ile oldukca parael olup, su sonuclart

gostermislerdir:

1-

Birinci gun kiltirlerde mezensima hticre yogunlasmalart goruimastir (Sekil-9A,
GUn-1) ve bu yogunlasma bolgelerinde gortlen N-cadherin ekspresyonu ikinci
gunde giderek azalmis, sadece birkag hiicrede pozitif boyanma gorulebilmistir
(Sekil-9B, Cve E).

Kultdrlerin tuttugu Alcian mavisi boya yogunlugu, kultirlerde gortlen kondrojenik
degisime ve sllfatli proteoglikanlardan zengin ekstraselliler matriks (ECM)
sentezine paralel bir sekilde artmustir (Sekil-9A, Gun-2 ila Gln-14).

Bu slreg icerisinde ECM igerisindeki kollgjen tip 11 ekspresyonu en Ust seviyesini 1.
gunde gostermis, ardindan kademeli bir azalma profili cizmistir (Sekil-9B, C ve F).
Diger taraftan, ECM icerisindeki kollgjen tip X dizeyi ilk olarak 2. giinde mRNA
duzeyinde RT-PCR ile (Sekil-9B ve C), 3. gunde ise immunohistokimyasal olarak
protein duzeyinde (Sekil-9G) gozlemlenmistir. Bunu takip eden donemde kollgjen
tip X seviyes kondrositlerde gortlen mattirasyon ve hipertrofiye paralel bir sekilde
kademeli olarak artmistir (Sekil-9B, C ve G).

Gerek kollgen tip II, gerekse kollgen tip X bu kdltirlerde 7. gine ulasildiginda
plato seviyelerine ulasmislardir (Sekil-9B veC).
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Sekil-9: Mikro-kutle kilttrlerde kondrogenez siirecinde meydana gelen degisikliklerin sira
ve zamanlamalarinin belirlenmesi ve CNP-3 ve NPR-B’nin mikro-kutle kiltUrlerde in vitro

kondrogenez siirecindeki zamana bagli ekspresyon profillerinin andizi.
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4.3. CNP-3 ve NPR-B'nin mikro-kitle kultirlerde in vitro kondrogenez slrecindeki

zamana bagl1 ekspresyon profillerinin anaizi.

Bu model sistemicgerisinde, Tablo-1’de verilen gen spesifik primer ciftleri kullanmlarak
gerceklestirilen CNP-3 ve NPR-B mRNA’larinin tesbitine yonelik RT-PCR sonuglart bu
deneylerde kullanilan kosullarda kollgjen tip 11’ nin en Ust seviyede tesbit edilebildigi
kondrojenik degisim doneminde ne CNP-3’tn ne de NPR-B’ nin ekspresyonlarinin
gorulemedigini ortaya koymustur (Sekil-9B, Gln-1). RT-PCR kosullar degistirilmeksizin,
devam eden slireg analiz edildiginde NPR-B mRNA ekspresyonunun 2. glinde, kollgen tip
X ekspresyonuna paralel olarak gorulebildigi ve kondrositlerin matiirasyon ve hipertrofileri
strecinde kademeli olarak arttig1 gosterilmistir (Sekil-9B ve C). Bu suregte belirlenebilen
NPR-B ekspresyon yogunlugu gerek kollajen tip 11’ ninkinden, gerekse de kollgen tip
X"unkinden oldukga dustik seviyededir (Sekil-9B ve C). Bu deney serisinde CNP-3
MRNA’sinin NPR-B’ ninkine paralel olan ekspresyonunun RT-PCR ile analizi ancak daha
yuksek dongu sayilarina gikildiginda mimkin olmustur (Sekil-9B’ de gosterilen 25 dongult
RT-PCR sonuclari ile Sekil-9D’ de gosterilen 30 dongulti RT-PCR sonuclarin
karsilastirinmz).

4.4. CNP'nin in vitro kosull arda kondrogenez ve kondrogenezin donemlerine spesifik
belirleyici molekulleri Gizerine etkilerinin andizi

Mikro-kiitle kultiirlerinin 1. ve 7. kiltir giinleri arasinda besi yerine 107 M insan CNP
proteini ilaves ile elde edilen deney grubu bu ilavenin gergeklestirilmedigi kontrol
kultarlerle Alcian mavisi boyamasi yapilarak karsilastirildiginda CNP nin gerek
glikozaminoglikan sentezini, gerekse de kondrogenezi istatistiksel olarak anlamli 6lglide
arttirdig saptanmustir (Sekil-10A ve B; P<0.001). Kdlturlerin 7. giininde yapilan
immiunohistokimyasal analizde CNP ilave edilen grupta kontrol grubunaoranlakollgen tip
X protein ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Sekil-10C).
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Sekil-10: CNP'nin in vitro kosullarda kondrogenez ve kollagjen tip X protein ekspresyonu
Uzerine etkisinin analizi.



Bu asamadan sonra CNP’ nin kondrogenezi arttirict yondeki etkisinin mekanizmasin

aciklayabilmek icin kondrogenez evrelerinin belirleyicileri olan molekillerin CNPile

a7

muamele edilmis olan kulttrlerdeki zamanabagli MRNA ekspresyonlar: kontrol grubu ile

karsilastinlmistir. Sonuclar sirasi ile asagidaki gibi bulunmustur:

1- Kdltdrin 1. gind ile 2. gunt arasinda kontrol grubunda N-cadherin ekspresyonu %

34Uk bir azalma gosterirken (P<0.001), ayn: stregte CNP uygulanan grupta N-
cadherin ekspresyonu % 17’lik bir artis gostermistir (P<0.03; Sekil-11A ve B). Her
iki grup arasinda 2. gindeki N-cadherin ekspresyonu karsilastirildiginda CNP

uygulanan gruptaki seviyenin kontrol grubundakine gore anlamli olarak yuksek

oldugu gorulmustur (P<0.001).

2- Takip eden ginlerde aym karsilastirmaar ve andizler tekrarlandiginda CNP

uygulanan grupta gorilen N-cadherin artisimin gegici bir sire devam ettigi ve

kiltarlerin 3. ve 4. ginlerinde bu seviyenin kontrol grubu seviyesine distligu

gorulmastar (Sekil-11A ve B).

3- Aynca her iki grupta gortlen 3. ve 4. gunlerdeki N-cadherin seviyes azalmasi 2.
gun seviyeleri ile karsilastirnldiginda istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.001). Bu

dusts mezensimal hicrelerin kondrojenik degisimleri igin de gereklidir.

4- Diger taraftan, CNP uygulanan ve kontrol grubu kulttrlerdeki kollgen tip X

MRNA’sinin ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda kiltirin 4/5. ginine kadar

onemli bir fark gozlenmemistir (Sekil-11D ve E). Ancak 6. gunden itibaren CNP

uygulanan gruptaki kollgien tip X ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla anlaml: artis

gostermistir (Sekil-11D ve E; P<0.001).

5- Son olarak, her iki grup arasindaki kollajen tip 1l mRNA’sinin ekspresyonlar

karsilastirildiginda kalttrtn ilk 4 gunlik siirecinde her iki grubun birbirine paralel

kademeli olarak azalan kollgjen tip 11 ekspresyonlar gosterdigi gortlmuistir (Sekil-

11A ve C). Her iki grup arasinda bu siirecte kollgjen tip 1l ekspresyonu agisindan

istatistiksel bir fark gosterilememistir.
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Sekil-11: CNP' nin in vitro kosullarda kondrogenezin donemlerine spesifik belirleyici
molekilleri tUzerine etkilerinin analizi. A) N-cadherin (stitun 1, 2), kollgien tip I (situn 3,
4), GAPDH (stitun 5, 6), Kontrol grubu (stitun 1, 3, 5), CNP grubu (stitun 2, 4, 6). D)
Kollgentip X (sttun 1, 2), GAPDH (sltun 3, 4), Kontrol grubu (siitun 1, 3), CNP grubu
(sutun 2, 4).

5. TARTISMA

Bu caigsmanin amaci CNP-3/NPR-B sinya yolunun tavuk embriyosu model sistemi
kullanilarak ekstremite gelisimi stirecinde mezensimal kondrogenez ve endokondral kemik
gelisimi olgularindaki olasi rolinu ve bu olgularin hangi fazlarina yonelik islevleri
oldugunu analiz etmek olarak belirlenmistir.

Kondrogenezde rol alan diizenleyici molekullerin ve sinyal yollarimin belirlenmesinde
bugine kadar siklikla ve basar1 ile kullamlagelmis in vitro modellerin arasinda tavuk
embriyosu ekstremite tomurcugundan elde edilen primer mezensimal hiicrelerin mikro-
kutle kondrojenik hicre kulturleri sayilabilir (Tufan vd. 2001). Gegmiste yayinlanmis
pekcok makalede (DeLise vd. 2000, Daumer vd. 2004) ve bu sunulan ¢alismada, bu kaltar
ortamlarinda in vivo kondrojenik fazlarin timunun taklit edilebildigi basart ile
gosterilmistir. Bu kultur sisteminin sagladigi avantajlardan en 6nemlisi kondrogenezin
evrelerinin, bu evrelere spesifik molekuller temel ainarak ayn ayri, ancak bir sira dahilinde
birbirleri ile olan iligkileri de gbzonune alinarak analiz edilebilmeleridir. Bu baglamda en
siklikla kullamlagelen baslica belirleyici molekiller ve spesifik olduklari kondrogenez
evreleri su sekilde siralanabilir:

1- N-cadherin: Hucre zarlarinda eksprese edilen bu hicre adezyon molekilu

mezensimal htcrelerin yogunlasmasi evresine spesifiktir,

2- Kollgen tip Il: ESM komponenti olan bu molekil ekstremite mezensimal

htcrelerinin kondrojenik degisimi evresine spesifiktir,

3- Alcian mavisi boyamasi: ESM igerisine sentezlenen glikozaminoglikanlar: tutan bir

boyadir.
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4- Kollgen tip X: ESM komponenti olan bu molekul kondrositlerin matlirasyon ve

hipertrofi evresine spesifiktir.

Bu bilgiler 1s1g1nda, bu ¢alismada mezensimal mikro-kutle kultirlerinde CNP-3 ve
NPR-B'nin mRNA ekspresyon profilleri ile yukarida siralanan molekullerin mRNA
ekspresyon profilleri arasindaki olasi korelasyon RT-PCR yontemi teme alinarak
incelenmistir. Bunun yani sira, benzer kilturlerin besi yerinde ¢ozinir CNP sinyal peptidi
ile uyariimalar: sonrasi yine bahsi gegen belirleyici molekuillerdeki olast mRNA ve protein
ekspresyon degisiklikleri de arastirilmistir.

Literatrden edinilen bilgiler 1siginda CNP-3/NPR-B sinya yolunun uyariimas: hicre
icerisinde su olasi degisikliklere yol agar (Olney 2006; Potter vd. 2006):

1- Bu sinyal yolunun ikincil habercis olarak ¢alisan cGMP nin hiicre ici sentezi
artar.

2- cGMP htcre igerisinde cGMP bagimli1 protein kinaz | ve II'yi (cGK-I ve cGK-
I1), cGMP bagimlt iyon kanalarini ve cGMP bagimli fosfodiesterazlar aktive
eder.

Bu sinyal yolunun herhangi bir asamada kesintiye ugramasini sonuclari deneysel ve
klinik pek ¢ok calismada gosterilmis oldugu Uzere dwarfizm ve osteokondrodisplazilerdir
(Olney 2006; Potter vd. 2006). NPR-B mutasyonlarinin  ortaya cikarttig
osteokondrodisplazi AMDM ad: ile bilinir. Tim bu gelismelere ragmen literatirde bu
sinyal yolunun bahsi gecen etkilerinin mekanizmasinin belirlenmesine yonelik calismalar
oldukca sinirlidir.

Literatirde natriUretik peptid ailes tyelerinin kondrogenez tzerine olan olast etkilerinin
incelenmesinde en sik kullamilmis olan model sstem, instilin ile uyarildiginda in vitro
sartlarda kondrositlere degisim gosterebilen ATDC5 adi ile bilinen, klonlanmis fare
embriyonik htcre dizinidir (Fujishige vd. 1999; Suda vd. 2002). Bu baglamda ATDC5
hiucreleri ile gergeklestirilmis olan ve CNP/NPR-B sinya yolunun kondrogenezdeki
etkilerini incelemis simirlt sayidaki arastirmanin sonuglar: su sekilde 6zetlenebilir:

1- Insulin uyanst ATDCS hiicrelerinin kondrojenik degisimlerini tetiklemektedir ve

bu degisime ugrayan hicrelerdeki kollgjen tip Il ekspresyonu ile gosterilmistir
(Fujishige vd. 1999),
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2- Bu hucrelerdeki degisime paralel gortlen kollgjen tip 11 ekspresyonu 20 giinde
gosterilmis olup, aym gundeki kaltirlerin CNP ve NPR-B- mRNA’larim da
eksprese ettigi gosterilmistir (Fujishige vd. 1999),

3- Farkli bir ¢alismada aynmi kiltdr sisteminin kullamimi ile CNP uyarisina cevep
olarak bu kulttrlerde proliferasyon indeksinde ve kondrojenik matlrasyon ve
hipertrofinin belirleyicis olan kollgen tip X ekspresyonunda artis saptanmistir
(Sudavd. 2002).

4- Mevcut calismamizin yayina hazirlandigr donemde basilmis olan fare embriyonik
hicrelerinin kullanildigr ¢ok yeni bir diger makalede ise CNP uyarisinin
kondrojenik yogunlasma tizerine pozitif etki gosterdigi, N-cadherin ekspresyonunu
etkiledigi, glikozaminoglikan sentezini arttirdigi, ancak kondrojenik transkripsiyon
faktorleri olan Sox9, -5, ve -6 veya ESM komponentleri olan kollgen tip Il ve
aggrecan Uzerine herhangi bir etki gostermedigi bildirilmistir (Woods vd. 2007).

Bu cikarimlardan Fujishige ve ark. (1999)'a ait olan ikincisi, sadece aym esnada
kultrlerde ekspresyonlart beraber gézlenebiliyor diye CNP/NPR-B sinyal yolunun kollgjen
tip Il ekspresyonu ve kondrojenik degisim fazi Uzerine etkileri oldugu yonunde
degerlendirilmistir. Oysa ki gerek devam eden donemdeki calismalar (Suda vd. 2002,
Woods vd. 2007) gerekse bizim sundugumuz bu ¢alisma bu sonucu desteklememektedir.

Bizim ¢alismamizin sonuglart CNP-3 ve NPR-B’ nin in vivo prekondrojenik yogunlasma
(HH evre 23-24) ve daha ge¢ donemde kondrositlerin matirasyon ve hipertrofi doneminde
(HH evre 30-31 ve sonrsinda) artan ekspresyon profillerini gostermistir. Diger taraftan in
vitro kultur sonuglari, bu molekdllerin kollgen tip X paralel artan ekspresyon profillerini
ortaya koymustur. Ancak belirtmek gerekir ki, in vitro kosullarda mezensimal
prekondrojenik yogunlasma doneminde N-cadherin ekspresyonunun yuksek, kollaien tip I
ekspresyonunun dustik oldugu donemi gozlemleyemedigimizden dolay: (bu ayni zamanda
inklibatbrden evre 23-24 doneminde aldigimiz ve diseke ederek ekstremite hicrelerini
stispansiyon haline getirdigimiz donemde bu hicrelerin bahs gegen evreyi gegirmis
olmasindan da kaynaklanmis olabilir) CNP-3 ve NPR-B’'nin bu doneme ait in vitro
ekspresyon anadizi de gergeklestirilememistir. Buna ragmen, ayni kultirlerin CNP uyarim

sonucunda hem kondrogenezde hem de bir 6nceki deneyde hakkinda yorum yapamadigimiz
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donemin belirleyicisi olan N-cadherin’in mRNA duzeyinde 1-2 glnler arast gegici de olsa
anlamli bir artis saptanmustir. Buna ilave olarak, CNP uyarisi kondrojenik mikro-kitle
kulturlerinde 4-5. gunden sonraki donemde kollgen tip X ekspresyonunu arttirmuistir.
Unutulmamalidir ki, kontrol grubu kilttrlerde de 6-7. gunlere uyan dénemde kollgjen tip X
ekspresyonu plato dizeyine ulasmaktadir (Sekil-9C). Bu sonuglar dogrultusunda,
calismamiz CNP/NPR-B sinyal yonunun kondrogenezdeki roltne iliskin birbiri ile ¢elisen
literatr verilerine (Fujishige vd. 1999, Suda vd. 2002; Woods vd. 2007) aciklik
kazandirmistir. Sonuclarimiz. CNP'nin - kondrogenez siirecinde hem  prekondrojenik
yogunlasma hem de geg degisim donemi olan kondrojenik mattirasyon ve hipertrofide etkili
uyarici bir sinyal molekulli oldugunu ortaya koymustur. CNP uyarist glikozaminoglikan
sentezini de arttirmaktadir. Komatsu ve arkadaslarinin (2002) CNP knockout farel erde uzun
kemiklerin epifiz plaklarinda kondrositlerin ge¢ degisimlerinin hizinda yavaslama ve
hipertrofik zona gegemeyerek birikimlerini gostermis olmalari, bizim in vitro sonuglarimizi
destekler in vivo deneysel ¢alismalardir.

Kondrogenezi arttiran CNP uyarisinin mekanizmasi incelendiginde, bu etkide erken
kondrojenik degisimi etkileyen kollgjen tip 11 ekspresyonu tzerinden bir etki soz konusu
olmast mumkun gozikmemektedir. Bizim galigmamizda da CNP uyarisina alinan cevapta
kollajen tip 1l ekspresyon profilinde kontrol grubuna kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamlt bir fark gorulmemistir. Ayrica yine CNP uyarisina maruz kalan grupta kontrol
grubunda gorilen kollgjen tip 11’ nin azalmaegilimi profilinde bir degisiklik olmamstir.

Bu calismada ati cizilmes gereken 6nemli bir bulgu da ekstremitelerin kondrojenik
mezensimlerinde NPR-B- mRNA ekspresyonu ile kiyaslandiginda, CNP-3 mRNA
ekspresyonunun oldukca distk seviyelerde bulunmus olmast ve ancak yiksek PCR dongu
sayillar: ile analiz edilebilmesidir. incelenen sinyal yolunun kondrojenik yogunlasma,
matirasyon ve hipertrofide one sirilen uyarici etkilerini gergeklestirebilmesi icin, bu
yolakta reseptor olarak gorev adan NPR-B molekulinin kondrojenik mezensimal
hiicrelerde ve daha sonra da degisime ugrayan kondrositlerde eksprese edilmeleri gerekli
olup, beklenen bir bulgudur. Ancak, calismamizdaki CNP-3'e ait bulgular bu reseptorin
ligant1 olan CNP-3'Uin periferik kanda dolasan seviyesinin ¢ok disiik olmasi nedeniyle bu
faktorin otokrin velveya parakrin bir faktor olarak islev gordigini 6ne siiren gcalismaara
da (Olney vd. 2006) kanit olusturacak niteliktedir. Houweling ve arkadaslarinin (2005) HH
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evre 36 tavuk embriyosu ekstremite kesitleri Uzerinde gergeklestirdikleri ve CNP-3'Un
MRNA dizeyinde ekspresyonunu kondrojenik mezensimin disinda kalan, dermisin
altindaki sinirl bir bolgede gosteren sonuglart da bizim sonuglarimiz ve CNP-3'Un daha
cok parakrin bir faktor oldugu hipotezi ile uyumludur.

Sonug olarak, bu caisma gelecekte gerceklestirilebilecek olan, CNP-3/NPR-B sinyal
yolunun endokondral kemik gelisimi ve 0Ozellikle mezensimal kondrogenez ve ilgili
mekamizmalar Uzerindeki etkileri konulu pek ¢ok yeni calismaya temel olusturacag: bir
gercektir. Sonuglarimiz CNP-3'Un kondrojenik mezensimde eksprese edilen NPR-B
reseptoril Uzerinden etki eden bir parakrin faktor olarak erken prekondrojenik mezensimal
yogunlasmayi, takip eden donemde glikozaminoglikan sentezini ve son olarak da geg
donem degisim mekanizmalarindan kondrojenik matlrasyon ve hipertrofiyi tetikledigini
distindUrmektedir.



6.KAYNAKLAR

Abou-Samra AB, Juppner H, Force T, Freeman MW, Kong XF (1992) Expression cloning
of a common receptor for parathyroid hormone and parathyroid hormone-related
peptide from rat osteoblast-like cells: a single receptor stimulates intracellular
accumulation of both cAMP and inositol trigphosphates and increases intracellular free
calcium. Proc Natl Acad Sci U SA., 89:2732-6.

Ahrens PB, Solursh M, Reiter RS.(1977) Stage-related capacity for limb chondrogenesisin
cell culture. Dev Biol., 60:69-82.

Amling M, Neff L, Tanaka S, Inoue D, Kuida K.(1997) Bcl-2 lies downstream of
parathyroid hormone-related peptide in a signaling pathway that regulates chondrocyte
maturation during skeletal development. J Cell Biol., 136:205-13.

Ballock RT, Reddi AH.(1994) Thyroxine is the serum factor that regulates morphogenesis
of columnar cartilage from isolated chondrocytes in chemically defined medium. J Cell
Biol., 126:1311-8.

Bartels CF, Bukulmez H, Padayatti P, Rhee DK, van Ravenswaaij-Arts C, Pauli RM,
Mundlos S, Chitayat D, Shih LY, Al-Gazali LI, Kant S, Cole T, Morton J, Cormier-
DaireV, FaivreL, LeesM, Kirk J, Mortier GR, Leroy J, Zabedl B, Kim CA, Crow Y,
Braverman NE, van den Akker F, Warman ML. (2004) Mutations in the transmembrane
natriuretic peptide receptor NPR-B impair skeletal growth and cause acromesomelic
dysplasia, type Maroteaux. Am J Hum Genet., 75(1):27-34.



55

Cameron, Gren, GB., White, CN., Laterza, OF., Clarke, W., Kim, H., Sokoll, LJ. (2006)
Assessment of BNP and NT-proBNP in emergency department patients presenting with
suspected acute coronary syndromes. Clin Biochem., 39:11-8.

Chusho H, TamuraN, Ogawa Y, Yasoda A, SudaM, Miyazawa T, NakamuraK, Nakao K,
KuriharaT, Komatsu Y, Itoh H, TanakaK, Saito Y, Katsuki M, Nakao K. (2001)
Dwarfism and early death in mice lacking C-type natriuretic peptide. Proc Natl Acad
Sci U SA., 98(7):4016-21.

Csarjesi P.(1995) A basic helix-loop- helix protein that prefigures skeletal formation during
mouse embryogenesis. Development., 121: 1099-110.

Daumer KM, Tufan AC, Tuan RS. (2004) Long-term In Vitro Analysis of Limb Cartilage
Development: Involvement of Wnt Signaling. J Cell Biochem., Baskida

De Bold. AJ., De Bold, ML. (2005) Determinants of natriuretic peptide production by the
heart: basic and clinical implications. J. Investig Med., 53:371-7.

Delise AM, Fischer L, Tuan RS.(2000) Cellular interactions and signaing in cartilage
development. J Osteoarthritis Cartilage, 8:309-34

Deng C, Wynshaw-Boris A, Zhou F, Kuo A, Leder P.(1996) Fibroblast growth factor
receptor-3 is a negative regulator of bone growth. Cell, 84: 911-21.

Denker AE, Haas AR, Nicoll SB, Tuan RS.(1999) Chondrogenic differentiation of murine
C3H10T2/2 multipotential mesenchymal cells: 1. Stimulation by bone morphogenetic
protein-2 in high-density micromass cultures. Differentiation, 64:67-76.

Edwall-Arvidsson C, Wroblewski J.(1996) Characterization of chondrogeness in cells
isolated from limb budsin mouse. Anat Embryol., 193:453-61.

Ellmers, LJ., Scott, NJ., Piuholg, Maeda, N., Simithies, O., Frampton, CM., Richards,
AM., Cameron, VA. (2007) Nprl-regulated gene pathways contributing to cardiac
hypertrophy and fibrosis. JMol Endocrinol., 38: 245-57.

Fujishge, K., Kotera, J., Yanaka, N., Akatsuka, H., Omori, K. (1999) Alteration of cGMP
metabolism during chondrogenic differentiation of chondroprogenitor-like EC cells,
ATDCS. Biochim Biophys Acta,, 1452:219-27.

George-Weinstein, M. (1997) N-cadherin promotes the commitment and differentiation of

skeletal muscle precursor cells. Dev. Biol., 185:14-24.



56

Gilbert SF, Sunderland, MA, Sinauer. (2001) Developmental Biology., 6th ed.

Goodrich LV, Johnson RL, Milenkovic L, McMahon JA, Scott MP.(1996)
Conservation of the hedgehog/patched signaling pathway from flies to mice: induction
of a mouse patched gene by Hedgehog. Genes Dev., 10:301-12..

Haas AR, Tuan RS.(1999) Chondrogenic differentiation of murine C3H10T1/2
multipotential mesenchymal cells: 1l. Stimulation by bone morphogenetic protein-2
requires modulation of Ncadherin expression and function. Differentiation, 64:77-89.

Haliloglu M, Ozen H, Kocak N, Unsa M. (1999) Acromesomelic dysplasia associated with
mild lumbar spine stenosis. Eur Radiol ., 1999;9(1):103-4.

Hal BK, Miyake T.(2000) All for one and one for all: condensations and the initiation of
skeletal development. Bioessays, 22:138-47.

Hal BK, Miyake T.(1995) Divide, accumulate, differentiate: cell condensation in skeletal
development revisited. Int J Dev Biol., 39:881-93..

Hickok NJ, Haas AR, Tuan RS.(1998) Regulation of chondrocyte differentiation and
maturation. Microsc Res Tech., 43:174-90.

Houweling, AC., Sami, S., Massink, MP., Groenen, MA., Moorman, AF., Christoffels,
VM. (2005) Comparative analysis of the natriuretic peptide precursor gene cluster in
vertebrates reveals loss of ANF and retention of CNP-3 in chicken. Dev Dyn.,
233:1076-82.

lanakiev P, Kilpatrick MW, Day MJ, Zolindaki A, Bagley D, Beighton G, Beighton P,
Tsipouras P. (2000) Localization of an acromesomelic dysplasia on chromosome 9 by
homozygosity mapping. Clin Genet., 57(4):278-83.

lida-Klein A, Varlotta V, Hahn TJ.(1989) Protein kinase C activity in UMR-106-01 cells:
effects of parathyroid hormone and insulin. JBone Miner Res., 4:767-74.

Kant SG, Polinkovsky A, Mundlos S, Zabel B, Thomeer RT, Zonderland HM, Shih L, van
Haeringen A, Warman ML. (1998) Acromesomelic dysplasia Maroteaux type maps to
human chromosome 9. Am J Hum Genet., 63(1):155-62.

Kaplan SL, Grunbach MM.(1990) Pathophysiology and treatment of sexual precocity. J
Clin Endocrinol Metab., 71: 785-9.



57

Komatsu, Y., Chusko, H., Tamura, N., Yasoda, A., Miyazawa, T., Suda, M.,Miura, M.,
Ogawa, Y., Nakao, K. (2002) Significance of C-type natriuratic peptide (CNP) in
andochondral ossification: analysis of CNP knockout mice. J Bone Miner Metab.,
20:331-6

Lee K, Deeds JD, Segre GV.(1995) Expression of parathyroid hormone-related peptide and
its receptor messenger ribonucleic acids during fetal development of rats.
Endocrinology, 136:453-63.

Lev R, Spicer S.(1964) Specific staining of sulfated groups with Alcian blue at low pH. J
Histochem. Cytochem., 12: 309.

Lincoln TM, Cornwell TL. (1993) Intracellular cyclic GMP receptor proteins. FASEB J.,
7(2):328-38.

Linsenmayer, TF., Hendrix, M J. (1980) Monoclonal antibodies to connective tissue

macromolecules:type I collagen. Biochem Biophys Res Commun., 92:440-6

Loder RT, Wittenberg B, Silva G.(1995) Slipped capital femora epiphysis associated with
endocrine disorders. J Pediatr Orthop., 15:349-56.

Maroteaux P, Martinelli B, CampaillaE. (1971) [Acromesomelic dwarfism] Presse Med.,
79(42):1839-42.

Mello MA, Tuan RS.(1999) High density Micromass cultures of embryonic limb bud
mesenchymal cells: An in vitro model of endochondral skeletal development. In Vitro
Cdl Dev Biol Anim., 35:262-9.

Mericq V, Uyeda JA, Barnes KM, De LucaF, Baron J.( 2000) Regulation of feta rat bone
growth by C-type natriuretic peptide and cGMP. Pediatr Res., 47(2):189-93.

Miyazawa T, OgawaY, Chusho H, Yasoda A, TamuraN, Komatsu Y, Pfeifer A, Hofmann
F, Nakao K. (2002) Cyclic GM P-dependent protein kinase Il plays acritica rolein C-
type natriuretic peptide-mediated endochondral ossification. Endocrinology,
143(9):3604-10.

Moore KL, Persaud TVN: The Developing Human.(1993) Clinically Oriented
Embryology., 5th ed. Philadelphia, PA, W.B. Saunders Company



58

Nakayama K, Negishi |, Kuida K, Sawa H, Loh DY .(1994) Targeted disruption of Bcl-2
apha beta in mice: occurrence of gray hair, polycystic kidney disease, and
lymphocytopenia. Proc Natl Acad Sci U SA., 91:3700-4.

Oberlender SA, Tuan RS.(1994) Expression and functiona involvement of N-cadherin in
embryonic limb chondrogenesis. Development, 120:177-87.

Oberlender SA, Tuan RS.(1994) Spatiotemporal profile of N-cadherin expression in the
developing limb mesenchyme. Cell Adhes Commun., 2:521-37.

O'Keefe RJ, Crabb ID, Puzas JE, Rosier RN.(1994) Effects of transforming growth factor-
beta 1 and fibroblast growth factor on DNA synthesis in growth plate chondrocytes are
enhanced by insulinlike growth factor-1. J Orthop Res., 12:299-310.

Olney RC.(2006). C-type natriuretik peptide in growth : a new paradigm.Growth Horm.
IGF Res., 22:6-14.

Pfeifer A, Aszodi A, Seidler U, Ruth P, Hofmann F, Fassler R. (1996) Intestinal secretory
defects and dwarfism in mice lacking cGM P-dependent protein kinase I1. Science,
274(5295):2082-6.

Potter, LR., Abbey-Hosch, S., Dickey, DM. (2006) Natriuretic peptides, their receptors, and
cyclic guanosine monophosphate-dependent signaling functions. Endocrine Reviews,
27:A47-72.

Rosier RN, O'Keefe RJ, Crabb ID, Puzas JE. (1989) Transforming growth factor beta: an
autocrine regulator of chondrocytes. Connect Tissue Res., 20:295-301.

San Antonio JD, Tuan RS.(1986) Chondrogenesis of limb bud mesenchyme in vitro:
stimulation by cations. Dev Biol., 115:313-24.

Schmid, TM., Linsenmayer, TF. (1985) Developmenta acqusition of type X collagen in
embriyonic chick tibiatarsus. Dev Biol., 107: 373-81.

Sedlak TW, Oltvai ZN, Yang E, Wang K, Boise LH.(1995) Multiple Bcl-2 family members
demongtrate selective dimerizations with Bax. Proc Natl Acad Sci U SA., 92:7834-8.

Suda, M., Tanaka, K., Yasoda, A., Komatsu, Y., Chusho, H., Miura, M., Tamura, N.,
Ogama, Y ., Nakao, K.(2002) C type natriuretic peptide/ guanylate cylase B system in
ATDCS cells, achondrogenic cell line. JBone Miner Metab., 20: 136-41.

TamuraN, Garbers DL. (2003) Regulation of the guanylyl cyclase-B receptor by
alternative splicing. J Biol Chem., 2003 Dec 5;278(49):48880-9.



59

Tavella S, Raffo P, Tacchetti C, Cancedda R, Castagnola P.(1994) N-CAM and N-cadherin
expression during in vitro chondrogenesis. Exp Cell Res., 215:354-62.

Tuan RS. (2003) Cellular signaling in developmental chondrogenesis: N-cadherin, Wnts,
and BMP-2. JBone Joint Surg Am., 85-A Suppl 2:137-41.

Tufan AC, Tuan RS. (2001) Wnt regulation of limb mesenchymal chondrogenesisis
accompanied by altered N-cadherin-related functions. FASEB J., 15(8):1436-8.

Tufan AC, Daumer KM, DeLise AM, Tuan RS.(2002) AP-1 transcription factor complex is
atarget of signals from both WnT-7aand N-cadherin-dependent cell-cell adhesion
complex during the regulation of limb mesenchymal chondrogenesis. Exp Cell Res.,
273(2):197-203.

Tufan AC, Daumer KM, Tuan RS. (2002). Frizzled-7 and limb mesenchymal
chondrogenesis: effect of misexpression and involvement of N-cadherin. Dev Dyn.,
223(2):241-53.

Van der Eerden BC, Karperien M, Wit IM. 2003. Systemic and local regulation of the
growth plate. Endocr Rev., 24(6):782-801.

Vaux DL, Cory S, Adams JM.(1988) Bcl-2 gene promotes haemopoietic cell survival and
cooperates with c-myc to immortalize pre-B cells. Nature, 335:440-2.

Vortkamp A, Lee K, Lanske K, Segre G, Kronenberg HM.(1996) Regulation of rate of
cartilage differentiation by Indian hedgehog and PT S-related protein. Science, 273:613-
22.

Walen-Ohman M, Lonnbro P, Schon A, Borrebaeck CA.(1993) Antibody-induced
apoptosis in a human leukemia cell line is energy dependent: thermochemical analysis
of cellular metabolism. Cancer Lett., 75:103-9.

Webster MK, Donoghue DJ.(1996) Constitutive activation of fibroblast growth factor
receptor-3 by the transmembrane domain point mutation found in achondroplasia
EMBO J,, 15:520-7.

Woods, A., Khan, S, Beder, F. (2007) C-type natriuretic peptide regulates cellular
condensation and glycosaminoglycan synthesis during chondrogenesis. Endocrinology,
148: 30-41.



60

Wright E, Hargrave MR, Christiansen J, Cooper L, Kun J.(1995) The Sry-related gene
Sox9 is expressed during chondrogenesis in mouse embryos. Nat Genet, 9:15-20.

Yang A, Schweitzer R, Sun D, Kaghad M, Walker N.(1999) p63 is essentid for
regenerative proliferation in limb, craniofacial and epithelial development. Nature,
398:714-8.

Yasoda A, OgawaY, SudaM, TamuraN, Mori K, SakumaY, Chusho H, Shiota K, Tanaka
K, Nakao K. 1998. Natriuretic peptide regulation of endochondral ossification.
Evidence for possible roles of the C-type natriuretic peptide/guanylyl cyclase-B
pathway. J Biol Chem, 273(19):11695-700.

YasodaA, Komatsu Y, Chusho H, Miyazawa T, Ozasa A, MiuraM, KuriharaT, Rogi T,
Tanaka S, SudaM, TamuraN, Ogawa Y, Nakao K. (2004). Overexpression of CNP in
chondrocytes rescues achondropl asia through a M APK -dependent pathway. Nat Med,
10(1):80-6.

Zelzer E, Olsen BR. (2003) The genetic basis for skeletal diseases. Nature, 423(6937):343-
8.



61

EKLER

EK.1. Yayinlanmig olan makal e hakkindabilgi

Bu tez icerisinde yer alan arastirmave sonuclari 06.05.2008 tarihinde Journal of
Cdlular Biochemistry dergisi tarafindan 10.1002/jcb.21815 DOI numarasi ile, on-line
olarak yayinlanmis olup, aym: zamanda aym dergi tarafindan basili kopya olarak da
yayinlanmak Uzere kabul edilmistir. Bu yayinailiskin Pubmed tarafindan verilen
27.06.2008 tarihli kiinye bilgileri asagidaki gibidir:

Alan T, Tufan AC. C-type natriuretic peptide regulation of limb mesenchymal
chondrogenesis is accompanied by altered N-cadherin and collagen type X-related

functions. J Cell Biochem. 2008 May 6. DOI: 10.1002/jcb.21815.

EK.2. Yayinlanmis olan bildiri hakkinda bilgi

Bu tez igerisinde yer aan arastirma ve sonuglan 20-23 Mayis 2008 tarihleri
arasinda, Cukurova Universitesi tarafindan Adana’da diizenlenmis olan “IX. Ulusal

Histoloji ve Embriyoloji Kongresinde” sozll bildiri olarak sunulmus olup, 6zeti Cell and



62

Tissue Biology Research dergis tarafindan “Vol 1, 2008 Supplement” sayisinda
basilmistir. Bu bildiriye ait kiinye bilgileri asagidaki gibidir:

Alan T, Tufan AC. C-type natriuretic peptide regulation of limb mesenchymal
chondrogenesis is accompanied by altered N-cadherin and collagen type X-related

functions. Cell and Tissue Biology Research, Vol. 1, 2008 Supp.: p. 22, Abstract # O-11.

EK.3. Etik kurul onay1.

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Soyadh: Tulay Alan
Dogum Yeri ve Tarihi: Denizli, 21Temmuz 1968
Egitim
1983-1986 Denizli Lises
1986-1992 Istanbul Universitesi /Cerrahpasa T1p Fakiiltesi
1998-2001 Sitoloji Egitimi

Denizli Devlet Hastanes Patoloji Lab.
2006 Sitoloji ve Kolposkopi Kursu

Kanserle Savas Dairesi Baskanlig:
2005-2008 Histoloji ve Embriyoloji Yiuksek Lisansi

Pamukkale Universitesi, Histoloji ve Embriyolgji



63

Anabilim Dal1
Mesleki Deneyim
1993-1994 Guneyyurt Saglik Ocagi, Karaman
1994-1996 Honaz Saglik Merkezi, Denizli
1998-2003 Denizli Saglik Mudurlugl Pap Smear Tarama Merkezi
2003-2008 Denizli Devlet Hastanes, Kanser Tarama ve Egitim

Merkezi Sorumlu Hekimligi

Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler
Alan T, Tufan AC (2008). C-type natriuretic peptide regulation of limb mesenchymal
chondrogenesisis accompanied by altered N-cadherin and collagen type X-related

functions. J Cell Biochem. May 6. DOI: 10.1002/jcb.21815.

Ulusdal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda basilan bildiriler

Alan T, Tufan AC (2008). C-type natriuretic peptide regulation of limb mesenchymal
chondrogenesis is accompanied by altered N-cadherin and collagen type X-related
functions. Cell and Tissue Biology Research, Vol. 1, Supp.: p. 22, Abstract # O-11.

Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurul onay:



64

T.C. Pamukkale Universites Tibbi Etik Kurul Baskanlig’mn 27.4.2005 tarih, 2005/045
sayil1 karar yazisi ile bildirildigi Uzere, ¢alismamzin yapiimasinda tibbi etik agisindan
sakincaolmadiginaoy birligi ile karar verilmistir.



