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GELISMEKTE OLAN SICAN HUMERUSU PROKSIMAL EPiFiZiNDE
CD105, CD166, NOTCH-1 VE DELTA POZITiF HUCRE DAGILIMI:
IMMUNOHISTOKIMYASAL BiR CALISMA

Ozlem OZBEY

OZET

Organizmada doku ve organlarin gelisimi, yeniden modellenmesi ve
rejenerasyonu kok hiicrelerin aktivasyonuna baghidir. Kikirdak ve kemik dokulari
mezoderm kaynakli kok hiicrelerden gelisirler ve eriskinde degisik dokularda
varliklarimi siirdiiriirler. Kok hiicrelerle yapilan in vitro kiiltir ¢aligmalari, kok
hiicrelerinin CD105, CD166, Notch 1 ve Notch ligand1 Delta gibi kendilerine 6zgii
hiicre yiizeyi molekiillerine sahip olduklarim1 gostermistir. Gelismekte olan epifiz
kikirdaginda, CD105, CD166, Notchl ve Notch ligand1 Delta gibi hiicre yiizeyi
molekiillerini eksprese eden kok hiicrelerin bulunup bulunmadiklar ya da bolgesel
dagilimlar halen bilinmemektedir. Bu calismada, gelismekte olan sigan humerusu
proksimal epifiz kikirdaginda, CD105, CD166, Notchl ve Delta pozitif hiicre
dagilimim immunohistokimyasal yontemlerle incelemesi amaglandi.

Calismada, epifiz kikirdagt dokusu, embriyonik 15 ve 19 giinliik
embriyolardan (E15 ve E19), dogum sonras1 10 ve 20 giinliik yavrulardan (DS10 ve
DS20) ve eriskin sicanlardan eter anestezisi altinda elde edildi. Toplanan epifiz
kikirdagi bolgeleri, rutin histolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle incelendi.

Calismamizin bulgulari; Notchl, Delta, CD105 ve CD166’y1 eksprese eden
hiicrelerin tiim gruplara ait sican epifiz kikirdaginda bulundugunu ancak gruplar
arasinda bu hiicrelerin lokalizasyonlarmin bolgesel farklilik gosterdigini ortaya
cikardi. Embriyonik donemden yetiskin doneme dogru, ozellikle DS10. giinden
itibaren bu molekiilleri eksprese eden hiicre sayisinin, eklem kikirdaginin yiizeye
yakin bolgelerinde arttigi ve diger tiim zonlarda azaldigi ve eriskin eklem
kikirdaginda o6zellikle eklem yiizeyine yakin yiizeyel, gecis ve derin zonun {ist
bolgelerinde bulundugu gozlendi.

Sonug olarak, gelismekte olan ve eriskin sican epifiz kikirdaginin projenitor
hiicre belirtegleri olan Notchl, Delta, CD105 ve CD166’y1 eksprese ettigi ve bu
hiicrelerin gelismekte olan epifiz kikirdaginin saglikli biiyiimesini ve olgunlagsmasini,
eriskin epifiz kikirdaginda ise gerektiginde rejenerasyonu ve tamirinde gorev
alabileceklerini soyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Epifiz kikirdagi, sigan, kok hiicre, CD105, CD166,
Notchl, Delta, immiinohistokimya.
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THE DISTRIBUTION OF CD105, CD166, NOTCH-1 AND DELTA
POSITIVE CELLS IN PROXIMAL EPIPHYSIS OF DEVELOPING RAT
HUMERUS: AN IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY

Ozlem OZBEY

ABSTRACT

Development, remodelling and regeneration of tissue and organs depend on
the activity of stem cells. Cartilage and bone tissues develop from mesoderm
originated stem cells and exist in different tissues in adult. In vitro stem cell culture
studies showed that stem cells express specific cell surface molecules like CD105,
CD166, Notchl and Notch ligand Delta. It has not been known yet that stem cells
which express cell surface molecules like CD-105, CD-166 Notchl, and its ligand
Delta neither exist in developing articular cartilage nor the zonal distrubution of
these cells. In this study, we aimed to investigate the distrubition of CD105, CD166,
Notchl and Delta positive cells in developing rat humerus articular cartilage by
immunohistochemical techniques.

In this study, rat epiphyseal articular cartilage tissues were obtained from
embryonic day 15 and 19 (E15 and E19) rats, from postnatal day 10 and 20 rats
(PN10 and PN20) and from adult rats under ether anesthesia. All tissues were
investigated by routine histologic and immunohistochemical procedures.

Our results revealed that CD105, CD166, Notchl and Delta expressing cells
were localized in all studied groups, nevertheless the zonal localization of these cells
differ between groups. From embryonic stage through adult, especially from PN10,
the number of cells which express these molecules increased in the zone which was
closed to the surface of articular cartilage and decreased in all other zones and in
adult articular cartilage it was present especially in superficial, transitional, and upper
regions of deep zones which was close to the surface of articular cartilage.

In conclusion, developing and adult rat epiphyseal articular cartilage tissues
express CD105, CD166, Notchl and Delta which are the markers of progenitor cells
and these cells may contribute to healthy development and maturation processes in
developing articular cartilage since it may contribute to regeneration and
maintenance of articular cartilage when it is required in adult articular cartilage.

Key Words: Epiphyseal cartilage, stem cell, CD105, CD166, Notchl, Delta,
immunohistochemistry.
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GIRiS VE AMAC

1.1 Hipotezin Temeli ve Amac¢

Organizmada uzun kemikler, iki adet genislemis u¢ (epifiz) ve silindirik bir
siitundan (diyafiz) olusan hiyalin kikirdak modellerden gelisir. Embriyonik donemde,
ilk kemik dokusu, diyafiz bolgesinde primer kemiklesme merkezinde olusurken,
gelisimin daha sonraki dénemlerinde epifizlerde sekonder kemiklesme merkezleri
meydana gelir. Epifizlerde sekonder kemiklesme merkezleri olustuktan sonra epifiz
bolgeleri, eklem boslugundan diyafizlere dogru; eklem kikirdagi, sekonder
kemiklesme merkezi ve bilyiime plag: gibi bolgelere ayrilir (1-4). Eklem kikirdagi ve
biiylime plaklar1 endokondral kemiklesmenin siirdiiriildiigii alanlar olup bu islem
organizmanin gelisim ¢agina kadar siirer (3).

Organizmada doku ve organlarin gelisimi, yeniden sekillenmesi ve
rejenerasyonu kok hiicrelerin aktivasyonuna baglidir. Kikirdak ve kemik dokulari
mezoderm kaynakli kok hiicrelerden gelisirler ve bu hiicreler eriskin donemde de
degisik dokularda varliklarin siirdiiriirler (5, 6).

Kemik iligi stromal hiicreleri veya mezenkimal projenitor hiicreler olarak
adlandirilan mezenkimal kok hiicreleri (MKH) kendini yenileyebilen multipotent
projenitor hiicrelerdir ve birkag farkli mezenkimal soya faklanabilme oOzelligine
sahiptirler (7-9). Bu giine kadar yapilan calismalar, bir¢ok farkli omurgali tiiriinde
MKH’lerin kemik, kikirdak, yag, tendon ve kas gibi dokulara farklanabildigi
gostermistir (10-12). Ayrica, bu hiicrelerin hepatik, renal, kardiyak ve noral hiicreler
gibi diger bazi hiicrelere de farklanabildikleri belirtilmektedir (13-17). Bu yiizden,
MKH’ler bazen multipotent bazen de pluripotent kok hiicreler seklinde
tanimlanabilmektedir (18).

MKH’nin in vitro kiiltiir ¢calismalari, bu hiicrelerin CD10, SH2 (CD105),
SH3, SH4 (CD73) , SB10 ve Stro-1 gibi spesifik hiicre yiizeyi antijenleri ve
peptidlerine sahip olduklarim1 gostermistir. Bu hiicrelerin, CD49, CD54, CD90
(THY-1), CD102, CD 121a,b, CD123, CD124 ve CD166 gibi adhezyon molekiilleri
ve biiylime (growth) faktor/sitokin reseptorlerini eksprese etmelerine ragmen (19,
20), endotel hiicrelerine 6zgii CD31, monositler/makrofajlara 6zgii CDI14,
lenfositlere 6zgii CDI11a/LFA-1, lokositlere ozgii CDA45, eritrositlere 6zgii
glycophorin A ve diger hematopoietik hiicrelere 6zgii CD3, CD14, CD19, CD34,
CD38 ve CD66b gibi hiicre belirteglerini eksprese etmedikleri belirtilmektedir (18,
21). Diger taraftan 6zellikle CD105 ve CD166’nin birlikte ekspresyonu MKH nin bir
populasyonunu tanimlar (22, 23).

Kondrositler, MKH’nin farklanmis hiicre tipleridir. Pluripotent 6zellikli bu
projenitor hiicreler, tendon hiicreleri, miyosit, kemik iligi, stromal hiicreleri, adiposit
ve osteoblastlara da farklanabilirler (7, 23-25).



Eklem kikirdag: ile iligkili olarak simdiye kadar ¢ok az caligmaya
rastlanilabilmis olup bu caligmalar ¢cogunlukla in vitro ortamlarda kiiltiir hiicreleri ile
yiirtitiilmiigtiir (25-27). 2004 yilinda Alsalameh ve arkadaglarinin eriskin insan
eklem kikirdagi ve kemik iliginde yaptiklar1 bir ¢calismada (23); eklem kikirdagindan
ve kemik iliginden izole edilen bazi hiicrelerin CD105 ve CD166 gibi hiicre yiizeyi
belirteclerini birlikte eksprese ettiklerini ve bu hiicrelerin in vitro ortamda
adipogenez, kondrogenez veya osteogenez yoOniinde farklanabildigi gosterilmistir.
Yazarlar, bu hiicrelerin eklem kikirdagindan izole edilen tiim hiicrelerin yaklagik
%4’tinl olusturduklarin1 ve bu hiicrelerin multipotens 6zelligi olan projenitor
hiicreler olabileceklerini belirtmislerdir. Ancak, MKH’lerinin erigskin eklem
kikirdagindaki zonal dagilimlarim1 ve yasla birlikte zonal degisiklik gosterip
gostermediklerini aciklamamiglardir.

Diaz-Romero ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklar1 diger bir caligmada ise
(28), insan eklem kikirdagi hiicreleri izole edilmistir ve hiicreler kiiltiir ortaminda
cogaltilarak degisik fenotipik belirtegleri incelenmistir. Bu calismanin sonuglarina
gore, kiiltiire edilen eklem kikirdag: hiicrelerinin geri farklanarak fibroblast benzeri
hiicrelere doniistiikleri ve proliferatif bir 6zellik kazandiklar1 belirtilmistir. Ayrica,
bu hiicrelerin kiiltiirasyon siiresinin uzatilmasiyla birlikte CD10, CD90, CD105 ve
CD166 gibi bazi MKH belirteclerini daha fazla eksprese ettikleri de vurgulanmistir.
Sozii edilen bu belirtecleri eksprese eden hiicrelerin, potansiyel MKH’ler
olabilecegini belirtmislerdir. Ancak, bu calismada MKH’lere spesifik bu belirteclerin
in vivo ortamdaki kondrositlerde de bulunup bulunmadigi konusunda detayli bir
yorum getirmemislerdir.

Yukarida 6zetlenen bilgiler 15181inda vardigimiz sonuclara gore; simdiye kadar
sican humerus proksimal epifizinde yeralan eklem kikirdagi, sekonder kemiklesme
merkezi ve biiylime plagi bolgelerinde CD105, CD166, Notchl ve Delta gibi kok
hiicrelere 6zgii belirtecleri tasiyan pozitif hiicrelerin bulunup bulunmadigi ve hangi
zonlarda yerlesik olduklari, gelisim yasi ile birlikte lokalizasyonlarinin ve oranlarinin
degisiklik gosterip gostermedikleri ile ilgili kapsamli bir bilgi eksikligi
bulunmaktadir.

Bu nedenle c¢alismamizda, embriyonik ve dogum sonrasi donemlerden elde
edilen sican humerusu proksimal epifizinde CD105, CD166, Notchl ve Delta pozitif
hiicrelerin bulunup bulunmadigini, eger bulunuyorlarsa epifiz kikirdaginin hangi
zonlarinda yerlesik olduklarin1 ve gelisim yasina paralel olarak sayisal bir degisiklik
gosterip  gostermediklerini  immunohistokimyasal yontemler ile belirlenmesi
amaclanmstir.



TEMEL BILGILER VE KAYNAK

2.1. Uzun kemiklerin anatomik yapisi

Organizmada uzun kemikler, uzun eksenleri diger boyutlarindan biiyiik olan
kemiklerdir. Uzun kemiklerin sentral tiibiiler bolgesi diyafiz (diaphysis), diyafiz
bolgesinin her iki kemik ucuna yakin daha genis bolgeleri metafiz (metaphysis) ve
her iki ugta yer alan bolgeleri epifiz (epiphysis) ismini alir. Siki kemikten yapilmisg
olan diyafiz bolgesi, kemik iligi ile dolu medullar kanal icerir ve periosteum ile
cevrelenmistir. Metafiz ve epifiz bolgeleri siingerimsi kemik yapisindadir. Epifizlerin
eklem bosluguna bakan yiizleri eklem kikirdag ile kaphdir (29) (Sekil 2.1.) (30).
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Sekil 2.1. Tnsanlarda olgun bir uzun kemigin anatomik yapis1 gézlenmektedir (30)

2.2. Ekstremite gelisimi

Omurgalilarda iskelet sistemi, paraksiyal mezoderm, mezodermin somatik
plagit (lateral plak) ve noral krestten gelisir. Ekstremiteler lateral plak
mezoderminden koken alan somatik mezodermden gelisirken, noral krest hiicreleri
bas ve yiiz kemiklerini olusturur. Notokord ve noral tiip olusurken, bu yapilarin dis



yaninda bulunan intraembriyonik mezoderm, longitudinal iki paraksiyal mezoderm
siitununu olusturmak iizere kalinlagir. Uciincii haftamin sonuna dogru bu siitunlar
somit adi verilen mezodermal doku parcalarina ayrilir. Her somitte daha sonra iki
parca olusur. Bunlar, dermomiyotom ve skleretomdur. Dermomiyotom, dermatom ve
miyotomi bolgelerini icerir. Dermatom bolgesindeki hiicreler, derinin dermis
tabakasini olustururken mytomi bolgesindeki hiicreler myoblast’lar (kas hiicrelerinin
taslaklari), olustururlar. Ventromedialde bulunan sklerotom parcanin hiicrelerinden
ise omurlar ve kaburgalar gelisir (31, 32) (Sekil 2.2a,b) (32).
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Sekil 2.2a,b. Embriyo gelisiminin erken doneminde somitlerin olusumu ve erken farklilasmasini
gosteren resimler. a: Yaklasik 22 giinliik bir embriyoda erken somitlerin goriildiigii bir
transvers kesit, b: 24 giinlilkk bir embriyonun transvers kesiti, oklar embriyonun
horizontal planda katlanmasini1 gostermektedir (32).

Embriyonik gelismenin 4. haftasinda ventrolateral viicut duvarinda kabartilar
seklinde ekstremite tomurcuklari belirir. Ust ekstremite tomurcuklar1 26. veya 27.
giinde belirginlesirken, alt ekstremite tomurcuklarn 28. veya 29. giinde
belirginlesirler (Sekil 2.3.) (33)

Sekil 2.3. Embriyo gelisiminin 4. haftasinda ventrolateral viicut duvarinda kabartilar
seklinde belirginlesen ekstremite tomurcuklart goriilmektedir (33).



Her bir ekstremite tomurcugu ektoderm ile ¢evrili bir mezenkim kitlesi igerir,
daha sonra ektoderm tabakasi kalinlagarak apikal ektodermal catiy1 (AEC) olusturur.
AEC ile mezenkimal hiicreler arasindaki etkilesim ekstremite gelisimi icin ¢ok
onemlidir. AEC, ekstremite mezenkiminde ekstremitelerin gelismesini ve
bilytimesini baslatan indiiksiyon etkisi gosterir. AEC’ye komsu olan mezenkim, hizl
cogalan farklanmamis hiicre gruplan halinde kalirken, AEC’ye uzak bolgelerdeki
mezenkim, kikirdak-kemik modellere ve kan damarlarina farklanmaya devam eder
(31, 32, 34) (Sekil 2.4a,b.) (35).
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Sekil 2.4a,b. Ekstremite tomurcugunun erken donem goriiniimii. a: Yeni gelismekte olan ekstremite
tomurcugunda ektoderm ile ¢evrili bir mezenkim Kkitlesi gozlenmektedir. b: Apikal
ektodermal cat1 (AEC) ile mezenkimal hiicreler arasindaki etkilesim (35).

2.3. Kemik gelisimi

Kafatas1 kemiklerinde oldugu gibi bazi yassi1 kemikler intramembranoz yolla
ektremitelerin uzun kemikleri ise endokondral yolla gelisimlerini tamamlarlar. Uzun
kemik gelisimde ilk asama, mezenkim hiicrelerinin yogunlasmasi ile ortaya cikan
kikirdak taslaklardir (31, 32).

2.3.1. intramembranéz kemiklesme

Mezenkimal doku yogunlagsmalar: icerisinde olustugu icin bu ad verilmistir.
Frontal ve pariyetal kemiklerin tamamu ile oksipital ve temporal kemikler, mandibula
ve maksillanin bazi kisimlari intramembranéz kemiklesme ile gelisir (Sekil 2.5.)
(36).

Intramembranoz kemiklesme su sekilde gerceklesir:

1. Embriyonik mezenkim, damardan zengin bag dokuya doniisiir. Kollajen lifleri
iceren jelatindz bir hiicre dis1 matrikse gomiilii fibroblast benzeri mezenkim hiicreleri

bir araya gelir.

2. Mezenkim hiicreleri osteoblastlarin tipik prizmatik seklini alir ve kemik matriksi



salgilamaya baglar. Bircok kemiklesme merkezi gelisir ve bu merkezler sonunda
birleserek siingere benzeyen ve dolayisiyla siingerimsi kemik ya da primer spongiyoz
olarak adlandirilan anastomozlasan trabekiillerin bir agin1 olustururlar.

3. Yeni olusan trabekiillerde kollajen lifleri rastgele dagilim gosterdiginden erken
donemdeki intramembranoz kemik, agsi kemik olarak tanimlanir.

4. Kalsiyum fosfat apozisyon ile uzayan kemik matriksinde depo edilir. intersisyal
kemik olusumu gerceklesmez.

5. Kemik matriksi mineralizasyonu, 2 yeni gelisime onciiliik eder: 1.Trabekiillerin
kalinlagsmas1 ile osteoblastlarin osteositler seklinde hapsedilmesi, 2.Perivaskiiler
kanallarin kismen kapanmasi ile mezenkim hiicrelerinin kan-yapici hiicrelere
doniismesi.

Osteositler kanalikiiller i¢indeki sitoplazmik uzantilarla birbirlerine baglanirlar ve
kan damarlarina komsu osteoprogenitor (dnciil) hiicrelerden yeni osteoblastlar olugur
(36).

1-Mezenkimal hiicreler kikwdak ara maddesi olmaksizin bir arava toplanwlar. Bu
olay Wnt, Hedhehog, fibroblast bitviime faktorii ve transform edici biryime faktori-p
ailelerinin polipeptitlerinden olusan vénlendirici sinvaller tarafindan kontrol edilir.
2-Mezenkim hiicreleri osteoblastlara farklilagr. Kemigin primitif sekli olan kemik
blastemi geligir. Blastemin igindeki osteositler fonksiy onel %r ir sinsisyum olusturacak
sekilde birbirlerine hiicre uzantilarivla baglanirlar. Osteoblastlar, kemik blasteminin
viizevini diiser.
3-Kemik matriksi ( osteoid) osteoblastlar tarafindan depolanir. Daha sonra Ca2+ kan
damarlar1 tarafindan tagmir, mineralizasyon isleminde kullanilir ve primitif (birincil)
kemik dokusu olusur. Osteoblastlar, kemik dokusunun sekillenmesini baslatir.
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Sekil 2.5. Intramembranoz kemiklesme basamaklari (36)



2.3.2 Endokondral kemiklesme

2.3.2.1. Uzun kemik kikirdak modeli gelisimi ve primer kemik olusumu

Endokondral kemik olusumu, kikirdak taslaklarinda goriiliir. Primitif kemik
yapilarinin olusumunda ilk asama mezenkim hiicrelerinin yogunlagmasi, ardindan
kikirdagin meydana gelmesi ve daha sonra kikirdagin yerini kemige birakmasidir. Bu
tiir kemiklesme 6zellikle uzun kemiklerin sekillenmesinden sorumludur (31, 32, 36,
37). Bu siirecte kondrogenez olay1 olduk¢a onemli bir yer tutmaktadir. Endokondral
kemik gelisimi basamaklar1 6zetlenecek olunursa (Sekil 2.6a-d.) (37):

1. Lateral plak mezoderminden koken alan mezenkim hiicrelerinin, primitif
ekstremite tomurcugu bolgelerine gocleri ve mitoz yolu ile proliferasyonlar (Sekil
2.6a.),

2. Prolifere olan bu mezenkim hiicrelerinin ekstremite tomurcuklarinin
merkez orta bolgelerinde birbirlerine yaklasmalar1 ve hiicre kiimeleri olusturarak
yogunlasmalar1 (Sekil 2.6b.) (37).

Bu islem kondroprogenitér mezenkimal hiicreleri tarafindan gerceklestirilir.
Noral kadherin (N-cadherin), Noral-Hiicre Adhezyon Molekiilii (N-CAM) gibi hiicre
baglantt molekiilleri olduk¢a 6nemli rol oynar. Kondrogenik yogunlasmanin ilk
sinyallerininden biride TGF-f sentezidir ki bu molekiil ayn1 zamanda fibronektin
sentezini de uyararak N-CAM’in regiilasyonunda rol oynar. Sonraki evrelerde N-
cadherin ve N-CAM farklanmis kondrositlerde kaybolurken sadece perikondriyal
hiicrelerde varligini siirdiiriir. Bu donemde hiicre dis1 matriks (ESM), mezenkim
hiicrelerinin birbirleri ile yakin temaslarina izin veren bir yapida olup Kollajen Tip-1,
hyaluronan, tenascin, fibronektin gibi faktorlerden zengindir (38-40).

Ayrica, prekondrogenik mezenkimal hiicrelerde spesifik olarak eksprese
edilen transkripsiyon faktorii Scleraxis’in, kikirdaga 6zel genlerin
transkripsiyonlarin tetikledigi de gosterilmistir (41). Bu protein, kikirdak doku yerini
kemik dokuya birakincaya kadar aktif kalir. Yine 6nemli bir transkripsiyon faktorii
olan Sox9 geninin de spesifik olarak prekondrogenik yogunlagsma bolgelerinde
eksprese edildigi ve bir sonraki asama olan mezenkimal-kondrogenik degisimi
tetikledigi bilinmektedir (42).

Bunlarin yaninda Fibroblast Growth Faktorii (FGF) ,Hedgehog, Morfogenetik
Kemik Proteini (BMP) ve Wnt yolaklari, dorsoventral ve anteroposteriyor eksenlerde
dogru diizenlemeyi saglamak igin ekstremitenin {i¢ ekseni boyunca sinyalleri
koordine eder (43). BMP’ler ektopik endokondral kemiklesmede onemli Slciide rol
oynamaktadir. Kemik morfogenezinde, kondroprogenitér hiicre tayini ve
farklanmasinda etkilidirler. Ayrica, daha sonraki agsamalarda, kondrosit maturasyonu
ve terminal farklanmada hipertrofik kondrositleri kontrol ederler. Hem in vitro
hemde in vivo calismalarla BMP sinyallerinin Oncelikle kikirdak yogunlasmasinda
ve kondrosit prekiirsorlerinin tayininde rol oynadiklar1 gosterilmistir (44, 45)

3. Yogunlagsmis mezenkim hiicrelerinin birbirleri ile olan hiicreler arasi
baglantilar1 kaybederek kondrositlere degisimleri (Sekil 2.6¢c.) (37). Bu evrede,
kondrositlerdeki N-cadherin ve N-CAM ekspresyonlarinda belirgin bir azalma
gozlenir (46-48). Ayrica kondrositlerden kikirdak dokuya 6zgii bir ESM sekresyonu
ve kondrositler arasi ortamda depolanmasi baslar. Bu donem, kollajen II, IX, XI ve



agrekan iceren kikirdak matriksinin olusumuyla karakterizedir. Bunlarin yaninda Gla
proteini, kondroidin 5 siilfattan zengin proteoglikanlar ve baglanti (link) proteini
salgilanmaya baslar (38-40).

4. Kondrositlerin olgunlagmalari, hipertrofiye ugramalarnn ve matriks
mineralizasyonu baslar (Sekil 2.6d.) (37). Bu donemde tipik olarak ESM’deki
Kollajen Tip-II, IX ve XI yerlerini Kollajen Tip X’a birakirlar ve ESM daha fazla
fibronektin ve daha az proteaz inhibitorii icerir (38-40).
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Sekil 2.6a-d Endokondral gelisim basamaklar1 (37)
a:Primitif ekstremite tomurcugunda, lateral plak mezoderminden koken alan
mezenkim hiicrelerinin proliferasyonlari,
b:Mezenkim hiicrelerinin birbirine yaklagsmalar: ve yogunlagmalari,
c:Mezenkim hiicrelerinin kondrositlere degisimi,
d:Kondrositlerin olgunlagsmalari, hipertrofiye ugramalar1 ve matriks mineralizasyonu.

Hipertrofik zonlarda kikirdak hiicreleri hipertrofiye ugrarlarken Kollajen Tip-
X bakimindan zenginlesen ESM, kalsifiye olmaya baslar. Bu olay1 oncelikli olarak
diyafizyal bolgede vaskiiler dokunun perikondriyumdan kikirdak dokusuna
infiltrasyonu ve osteoprogenitor hiicrelerin kikirdak dokuya taginmasi izler. Bu yolla
ayn1 zamanda ileride kemik iligini olusturacak hiicreler de kikirdak dokuya
taginmaya baslanir. Es zamanh olarak hipertrofiye kondrositlerde planlanmis hiicre
oliimii (apopitoz) gozlemlenirken, osteoprogenitor hiicreler de osteoblastik hiicrelere
degisim gOstermeye baslarlar. Ortaya c¢ikan apopitotik hiicre yapilart kemik
matriksinin mineralizasyonunda 6nemli rol oynarlar. Bu yolla primer kemiklesme
merkezlerinden baslayan kemiklesme uzun kemiklerin her iki ucunda yer alan epifiz
bolgelerine dogru ilerleyerek devam eder (Sekil 2.7a,b. ) (49).



Sekil 2.7a,b. Edokondral kemik gelisim asamalar1 (49)
a:Endokondral kemik gelisiminin erken evrelerinde kikirdak modelin yerini
kemik dokuya birakmaya basladig goriilmektedir H&E x240 b:Endokondral kemik
gelisiminin daha ileri bir asamas: gozlenmektedir H&E x60

2.3.2.2. Primer kemiklesme merkezinin epifiz kikirdag: bolgelerinde ilerlemesi

Endokondral kemiklesmede bahsedildigi gibi diyafizin merkezinde kemigin
depolanmasi, Onceki kikirdak modelinin erozyona ugramasiyla gerceklesir. Bu
erozyon bolgesi primer kemiklesme merkezi olarak bilinir ve kemik bir halkanin
olusumu ile paralel olacak sekilde modelin her iki yoniine dogru ilerler. Kikirdagin
yavas yavas ortadan kaldirilmast sonucu kikirdak model diyafiz bolgesinde
zayifladik¢a kikirdak modelin cevresinde olusan kemik halka diyafiz orta bolgesinin
dayanikliligim tistlenir. Kikirdagin erozyonu ve kemik depolanmast olay: histolojik
olarak gozlenebilir. Bu olay daha aynntili olarak ele alindiginda, kikirdak
yiizeyinden baslayip erozyon bolgesine dogru 5 temel zon (bolge) ayirt edilmektedir
(Sekil 2.8.) (50).

1- Depo (Rezerv, dinlenim) zonu: Primitif hiyalin kikirdaktan olusur. Cogalma
zonu hiicrelerine kaynaklik eder ve ileride olusacak biiyiime plag ile birlikte kemigin
boyuna biiylimesinden sorumludur. Diyafiz bolgesinde osteoklast aracili erozyon
takibi siirerken depo zonu kondrositleri erozyondan kagisi (running away)
siirdiirtirler.

2- Cogalma (Proliferatif) zonu: Kikirdak modelin uzun eksenine paralel hiicresel
siitunlar seklinde uzanan kondrositlerin aktif olarak ¢ogalmasi ile karakterizedir.
Mitotik olarak aktif olan bu bolge, kemigin uzamasim belirleyen bir mekanizma olan
kacis (running away) bolgesini temsil eder.



3- Hipertrofik zon: Bu zonda kondrositlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalan siserek
hipertrofi’ye ugrarlar. Lakiinalar genisler. Kondrositlerde hipertrofinin nedeni,
sitoplazmada glikojen ve lipit birikiminin artmasi ile c¢ekirdegin sismesidir.
Hiicredeki hipertrofi sonucunda, lakiina da hipertrofiye ugrar. Tip X kollajenin
salgilanmasi, endokondral kemiklesme boyunca hipertrofik kondrositlerin bir
belirtecidir. Bu bolgedeki kondrositler onemli sekilde biiyiiktiir (hipertrofik).
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Sekil 2.8. Dogum 6ncesi donemde gelismekte olan uzun kemik ve epifiz kikirdag:
zonlar1 gozlenmektedir (50).

Bundan dolayi, komsu hiicre siitunlarin1 ayiran bolme (septa), hipertrofik
kodrositlerin neden oldugu sikistirma etkisinden dolay1 daha ince goriiniir.

4- Kalsifikasyon zonu: Bu bolge, hem kondrosit apoptozu hemde daha 6nce ¢ogalan
kondrosit siitunlarim ¢evreleyen teritoryal matriksin kalsifikasyonu ile tanimlanir.
Hipertrofiye kondrositin sitoplazmasi vakuollesmeye, cekirdek piknotiklesmeye ve
ince kikirdak alanlar1 kalsifiye matriks tarafindan cevrilmeye baglar. Lakiinalar
genigler, hiicrelerde dejenerasyon baglar ve lakiinler arasinda kalan ince kikirdak

matriksi kalsifiye olur. Kalsifiye kikirdak, Hematoksilin-Eozin boyamalarinda koyu
mor boyanir.
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5- Kemiklesme zonu: Hematopoietik hiicreler tarafindan doldurulan, gelisen kemik
iligi boslugundan koken alan kapiller tomurcuklarin kapali uglarint icerir. Kan
damarlarinin enine bdlmeyi (septay1) deldigi ve beraberlerinde gbceden
osteoprogenitdr hiicreleri tasidiklar1 bolgedir. Osteoprogenitor hiicreler, kalsifiye
kikirdagin agikta kalan kisimlarinin yiizeyini kaplayan osteoblastlara onciiliik eder ve
osteoid depolamasini baglatir. Osteoid, hiicre dis1 matriks icerisinde gomiilii bol
miktarda tip I kollajen liflerini icerir. Kikirdak siitunlar yavas yavas kemikle yer
degistirir. Osteoidin depolanmasi osteogenezin basladigini gosterir. Kemik spikiilleri
(¢cikintilar, dikenleri) ve sonrasinda da trabekiil (bolme) olusumu gerceklesir.
Sonugta, kalibin orta kesiminde gecici kemik (cancellous) goriiniir. Kemiklesme
olay1 komsu c¢ogalma zonlarma dogru ilerledikge (bir "takip" etkisi) kikirdak kaybi
ve yeni olusan kemik ¢ikintilarinin osteoklastlar tarafindan asindirilmasi nedeniyle
kemik iligi boslugu artar.

Endokondral kemiklesmeden sonra uzun kemigin genel organizasyonu, belli
alanlarda osteoklastlar tarafindan gerceklestirilen yeniden emilme (reabsorbsiyon) ve
diger alanlarda yeni kemigin depolanmasi ile yeniden sekillendirilir. Sonug olarak,
siingerimsi kemigin yerini siki (kompakt) kemik alir; bu olayda, kan damarlar
tarafindan doldurulan uzun bosluklarin yiizeyinde yeralan osteoblastlar kemik ya da
lamel tabakalar iiretirler. Konsantrik sekilde diizenlenen kemik lamelleri bir kanal
icinde hapsedilen kan damarlarmin etrafin1 cevreleyerek ilkel (primitif) havers
sistemini olusturur (36, 49, 50).

2.4. Sekonder kemiklesme merkezi gelisimi, eklem kikirdag ve epifiz biiyiime
plag: yapilan

2.4.1. Sekonder kemiklesme merkezi gelisimi
Dogumdan sonra epifizlerde, sekonder kemiklesme merkezleri gelisir
(Sekil 2.9.) (49).
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Sekil 2.9. Dogum sonras1 donemde epifiz kikirdaginda sekonder kemiklesme
merkezinin ortaya ¢ikisi gézlenmektedir. H&E x60; ilave x200 (49).
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Bu bolgeler de diyafizde oldugu gibi, hipertrofik kondrositler tarafindan isgal
edilen bosluklar, kan damarlar1 ve perikondriyumdan gelen osteoprogenitor hiicreler
tarafindan kaplanir. Ilerleyen asamalarda bu boliim disinda kalan bolge siingerimsi
kemikle yer degistirir ve sekonder kemiklesme merkezi (SKM) ismini alir. Sekonder
kemiklesme merkezinin ortaya c¢ikmasindan sonra eklem yiizeyi ile sekonder
kemiklesme merkezi arasinda kalan hiyalin kikirdak bolgesi eklem kikirdagi, primer
kemiklesme merkezi ile sekonder kemiklesme merkezi arasinda kalan hiyalin
kikirdak bolgesi epifiz biiyiime plagi ismini alir. Bu bolge embriyonik ve dogum
sonrasi erken devrede goriilmez. Daha sonraki gelisme evrelerinde goriilmeye baslar
(2, 29, 37) (Sekil 2.10.) (2).

Eklem kikirdag:

© Sekonder
kemiklesme merkezi

Son transvers
kikirdak bélim

Metafizyal
arter

Perosteum
= Diyafiz
-Kmruau
B caisifive Kikindak
[ Kemik
Besleyici arter

Sekil 2.10. Dogum sonrast donemde belirginlesmis eklem kikirdagi, sekonder
kemiklesme merkezi ve epifiz biiylime plagi gozlenmektedir (2)
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Dogumdan sonraki donemin ilerleyen yaslarinda, olgunluk doénemine kadar
epifiz, bliylime plagi cizgisi sekline indirgenir ve uzun kemik artik daha fazla
uzamaz. Eklem kikirdagi ise yasam boyu varliini siirdiiriir.

2.4.2. Eklem Kikirdag

Hiyalin kikirdak yapisinda olan ve yiizeyinde perikondriyum bulundurmayan
erigkin eklem kikirdagi 2-5 mm kalinliginda olup 4 fakli zondan olusur (Sekil 2.11.)
(49).

1- Yiizeyel (Siiperfisyal, tangential, surface) zon: En yiizeyde yer alan ve basinca
maruz kalan zondur. iki farkli tabakadan olusur. Eklem yiizeyini kollajen fibrillerce
zengin olan bir kilif ¢evreler. Bu kilif lamina splendens olarak adlandirilir. (51-53).
Hemen altinda uzamis ve yassilasmis kondrositlerle birlikte Tip II kollajen
fibrillerini icermektedir. Bu fibriller serbest yiizeye paralel olacak sekilde dizilim
gosterirler (29, 49). ESM diger tabakalara oranla daha ¢ok kollajen ve daha az
proteoglikan igerir. Yogun olarak fibronektin ve su icerir. Fibronektin, aSp1 tipi
integrin reseptorii ile kondrosit membranina baglanir (54). Bu molekiiler
kompozisyon ile eklem yiizeyindeki gerilim ve basinca dayaniklilik saglanir (51-53).
Bu bolgedeki hiicreler 6zellikle lateral yiizeylerinde ve derin yiizeylerinde kiiciik
sitoplazmik uzantilara sahiptirler. Seyrek mitokondrilere ve kiiciik sisternali graniillii
endoplazik retikulumlar (GER) igerirler. Golgi kompleksleri ¢cok belirgin degildir.
Yiizeyel zonda dizilim gosteren fibriller, derinlere dogru ¢ap ve yogunluklarinda artig
gosterir. Yiizeyel zonda bir ag olusturan sikica paketlenmis kollajen fibriller yiizeye
paraleldir ve caplar1 Sum’den 20pum’ye kadar degisiklik gostermektedir. Bu bolge
glikozaminoglikanlardan fakir olmasina karsin, hyaluronik asid  bakimindan
zengindir (29).

2- Gecis (Transisyonel, intermediate) zonu: Gecis zonu yiizeyel zona gore daha
fazla yer tutar. Yiizeyel zonun hemen altinda yer alir. Buradaki hiicreler daha
yuvarlak ve matrikse gelisi giizel dagilim gosterirler (49). Bu tabakadaki hiicreler
endoplazmik retikulum, Golgi aygiti ve mitokondri icerirler. ESM daha genis
kollajen fibril, daha fazla proteoglikan igerirken yiizeyel zona gore daha az kollajen
ve su bulundurur (51-53). Hiicreler tek tek yada ikili hiicrelerden olusmus izogen
gruplar seklindedir (29). Kollajen fibriller, eklem kikirdag: yiizeyine oblik diizende
olacak sekilde yerlesim gosterirler (49).

3- Derin (Radial, deep) zon: Bu zon en genis ¢aph kollojen fibrilleri, en yogun
proteoglikan igerigini ve en az su miktarini icerir. Hiicreler gecis zonundaki gibi
yuvarlaktir fakat eklem kikirdagi yiizeyine dik konumda siitunlar seklinde dizilim
gosterirler. Bu hiicreler yiizeyel zon hiicrelerine gore 10 kat daha fazla aktiftirler.
(51-53). Bu zondaki kollajen fibriller hiicre dizilimine uyum saglayarak paralel
siitunlarin arasinda kemigin uzun ekseni dogrultusunda yerlesim gosterirler (29, 49).
Bu zonun altindaki tidemark igerigi tam olarak bilinmemekle beraber kalsifiye
dokunun baglangici olarak nitelendirilmektedir. Bu alanda matriks fibronektin,
agrekan, Tip II ve Tip IX kollajen bakimindan zengindir. Eriskin insan eklem
kikirdaginda kollajen sirkiilasyonu (turnover) oldukc¢a yavastir (55).
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4- Kalsifikasyon (Calcifying, calcified, calcification) zonu: Sahip oldugu kiiciik
kondrositler ve kalsifiye matriks ile karakterizedir. Hiicreler burada endoplazmik
retikulum igcermezler. Bazi alanlarinda tamamen Kkalsifiye kikirdak ile cevrili
olduklar gdzlenmektedir ki bu da bize metabolik aktivitelerinin ¢ok diisiik oldugunu
gosterir. Bu zon, derin zondan tidemark ad1 verilen diizgiin yiizeyli fakat dalgali bir
yapiyla ayrilir. Subkondral kemige komsu ince bir kalsifiye kikirdak tabakasi olarak
tanimlanir. Yumusak hiyalin kikirdaktan kemige geciste rol oynar. Tidemark
tizerinde kondrositler prolifere olup yeni hiicreler olusturarak, interstisyal biiyiimeyi
saglarlar. Artikiiler kikirdak yenilenmesi yeni olusan kondrositlerin eklem yiizeyine
dogru gogleriyle gerceklesir (49). Yasa bagh olarak tidemark hattinin yiikselmesiyle
artikiiler kikirdak incelir ve kalsifiye kikirdak kemik ile yer degistirir (29).

Eklem ylizeyi

Gegis zonu 4}, S

Ty I gi \ey i- 3

¢ :
| [ | 3 43 80
Dennzon—.i ; i 1, Ly %
Kalsifikasyon g - \
[ ’ TIDE MARE

onu i~

Subkondral <. T
kemik e

Sekil 2.11. Eriskin eklem kikirdag: zonlarinin sematik gortiniimii (49)

Olgun eklem kikirdagin yenilenmesi oldukca yavastir. Bu olay stabil olan
kollajen Tip I agina ve uzun yarilanma Omriine sahip proteoglikan molekiillerine
baghdir. Saglikl artikiiler kikirdakta metalloproteinazlarin aktivitesi diisiiktiir (49).
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2.4.3.Biiyiime Plag:

Biiyiime plag1 kikirdak, kemik ve fibr6z komponentleri de iceren bir yapidir.
Fetal kikirdak taslagindan sonra olusan pirimer kemiklesme merkezinin iki ucunda
kemigin periferal uzamasindan sorumlu iki plak seklindedir. 5 farkli zondan olusur
(2) (Sekil 2.12.) (2).

Hiicre{kondrosit) canliid

Sekonder
kemiklesme merkezi

Aktif. Endoplazmik

-_./"""M"i’:_ retikulum, vakuoller
Depo zonu s & _"-t@g.-_ ve mitckkondri

bakirmindan zengin

Diaha aktif. Endoplazmik

. gmmee retikulum, riboznmiar
e > oy S 2
Cojalmazonu — " -@2 ve mitokends
bakimindan zengin.

Saglam hicre zan

Hicre canlibgn
halen meveut.

Hipertrofik zon

Iledeyen dejenemsyon.

Kalsifijkasyon Zonu =—— Hicre 2l0mi.

Kemiklegme zonu

Sekil 2.12. Epifiz plagi zonlarinin sematik goriintimii (2)

1- Depo (Dinlenim,Resting) zonu: Bu zonun gorevi, depolama ve matriks
tiretimidir. Sekonder kemiklesme merkezinin hemen altinda yer alir. Lipid ve diger
materyalleri depoladig1 gézlenen hiicreleri barindirir. Hiicreler kiiresel sekillidirler ve
tek tek yada gruplar halinde bulunabilirler. Bu zonda hiicreler digerlerine gore daha
azdir ve hiicreler arast matriks daha yogundur. Matriks var olan notral
polisakkaritlerle yada proteoglikan agregatlariyla pozitif histokimyasal reaksiyon
gosterir. Sitoplazma, glikojen icin pozitif boyanma sergiler. Elektron mikroskobi
bulgularina gore, bu zondaki hiicreler yaygin bir sekilde endoplazmik retikuluma
sahiptirler ki bu protein sentezinin oldugunun acgik bir gostergesidir. O, basinci
diisiiktiir; bunun anlami, kan damarlar dinlenim zonunu gecer ve bu bolgeye destek
saglamazlar. Dinlenim zonundaki kondrositler prolifere olmazlar ya da nadiren bu
olay1 gergeklestirirler.
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2- Cogalma (Proliferasyon, hiicre kolonlar1 ) zonu: Bu zon, boyuna biiyiimeyi
saglamak icin matriks iiretiminden ve hiicresel proliferasyondan sorumludur.
Kondrositler diizlesmistir ve kondrositlerin uzun eksenleri kemigin uzun eksenine
dik olacak sekilde uzunluguna siitunlar seklinde sirali bir dizilim gosterirler.
Endoplazmik retikulumlar bu zonda yogunlasmistir. Sitoplazma glikogen i¢in pozitif
ozellik gosterir. Birkag istisna disinda proliferasyon zonunda bulunan kondrositler
kikirdak bolgesinde bulunan ve béliinebilen tek hiicrelerdir. Her siitunun en iistiinde
bulunan hiicre o siitun icin ‘ana’ hiicre olarak nitelendirilir. Proliferatif zonun en iist
kismi1 biiytime plagi i¢in ana dogurucu tabaka olarak nitelendirilmektedir. Bilyiime
plagindaki boyuna biiyiime, proliferatif zonda bulunan en iistteki hiicrelerin iiretim
oranina ve hipertrofik zondaki kondrositlerin maksimum boyutlarina ulagmasina
baghdir. Cogalma zonunun en iist tabakasinin sahip oldugu zengin damar agindan
dolay1 PO, bu bolgede en yogundur. Kondrositlerdeki yiiksek oksijen basinci ve
glikojen varlig1 glikojen depolanmasiyla birlikte aerobik metabolizmanin varligina
isaret etmektedir.

3- Hipertrofik zon: Bu zon matriksi kalsifikasyon i¢in hazirlar ve kalsifiye olmasini
saglar. Bu zondaki kondrositler kiiresel hal alip, proliferasyon zonundaki
boyutlarinin yaklasik 5 kati1 kadar genislemislerdir. Zonun iist kismindaki kondrosit
sitoplazmalar1  glikojen pozitif iken, alt kisimda aniden glikojen negatife
doniigmiislerdir. Elektron mikroskop goézlemlerine gore, zonun iist yarisindaki
hiicreler normal goriiniimlii olup sitoplazmik icerikleri eksiksizdir fakat alt yaridaki
hiicreler toplam sitoplazmik hacmin neredeyse %85’ini olusturacak sekilde
bosluklara sahiptirler. Hipertrofik zon avaskiiler yapidadir ve bu yiizden PO,
oldukgca diigiiktir. Zonun alt kisminda glikojen tamamen tiikenmistir.
Mikondriyonlar i¢in herhangi bir enerji kaynagi bulunmamaktadir. Enerji igin
kalsiyumun tekrar kazanmlmasi saklanmasi1 gereklidir, fakat buna karsin kondrositler
glikojen icerigini serbest birakarak tamamen tiikketmislerdir. Bu basamak matriks
kalsifikasyonunda rol oynuyor olabilir.

4- Kalsifikasyon zonu: Hipertrofik zonun alt kisminda kalsifikasyonun basladigi
bolge, gegici kalsifikasyon zonu olarak adlandirilir. Bu zonun hiicre dis1 matriksinde
matriks graniilleri olduk¢a yogundur. Bu yapilar kondrositler tarafindan iiretilirler.
Matriks graniilleri kiigiiktiirler (1,000-1,500 A° capinda) ve ii¢ kath bir membran ile
cevrilidirler. Matriks graniilleri  pirofosfatt yikan pirofosfataz gibi is goren
alkalinfosfataz bakimindan zengindirler. Matriks graniilleri, hipertrofik zondaki
kalsiyum kaybeden mitokondriyonlar yerine kalsiyum depolamaya baslar. Buna gore
mitokodriyal kalsiyum biiyiime plaginda kalsifikasyonun baglamasi siirecine katilir
denilebilir. Kalsifikasyon, hidroksiapatit kristallerinin formasyonuyla baslar.
Kristallerin biiyiimesi ve artisiyla longitudinal bolimlerde kalsifikasyon gerceklesir.
Gegici kalsifikasyon zonunda matriks kalsifikasyonu hiicrei¢i matriksi metabolitlere
kars1 daha az gecirgen hale getirir. Biiyiime plaginda, hipertrofik zon sahip oldugu
yiikksek mineral iceriginden dolay1 en diisiikk gegirgenlik katsayisina sahiptir. Bu
zonda, hiicre membran1 ile cekirdek zar1 yogun bir sekilde pargalanmig, bunun
yaninda birka¢ mitokondri disinda sitoplazmik komponentlerde kayip olmus ve
endoplazmik retikulum parcalarinin sitoplazmaya dagilmis oldugu gézlenir (2)
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5- Kemiklesme zonu: Bu bolgede endokondral kemik dokusu ortaya cikar.
Periosteumdan kaynaklanan hiicrelerin boliinmesi ile olusan osteoprogenitor hiicreler
ve kan kapillerleri kikirdak hiicrelerinin geride biraktiklart lakiinalar icerisine girer.
Osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar1 olustururlar. Bu hiicreler, kalsifiye kikirdak
matriksinin yiizeyini araliklarla kaplayarak kemik matriksini olugturmaya baslarlar.

2.5. Kok Hiicre

Canli viicudunda ¢ok uzun siire boliinerek kendini yenileyebilen, ayni
zamanda viicudun ihtiyacina gore farklilagsarak diger doku hiicrelerine doniisebilen
hiicrelerdir.

Heniiz farklilasmamis olan bu hiicreler, sinirsiz boliinebilme, kendini
yenileme, organ ve dokulara doniisebilme yetenegine sahiptir (Sekil 2.13.) (56).

Sekil 2.13. Kok hiicreler pek ¢ok farkli hiicre tipine farklilagabilir (56).

Insan tiirii, anneden ve babadan gelen gametlerin birlesmesiyle olusan zigot
ad1 verilen diploid hiicrenin ¢ogalmasiyla meydana gelir. Dollenmeden yaklasik 5
giin sonra 150 civarinda hiicreye sahip ve i¢i sivi ile dolu bir yap1 olusur. Bu yap1
blastosist olarak adlandirilir. Blastosist bir kum taneciginden daha kiiciiktiir ve
icerisinde iki tiir hiicre grubu barindirmaktadir. Bu yapinin dis kismi trofoblast
hiicrelerince olusturulur ve ileride plasenta ile birlikte ekstraembriyonik yapilar
meydana getirir. Bu yapinin i¢ kisminda bulunan hiicreler ise i¢ hiicre kitlesi ismini
alir ve ileriki donemlerde embriyoyu olusturur. Bu hiicre kitlesi, her ii¢c germ
yapragina (ektoderm, mezoderm ve endoderm) ait hiicre ve dokular olusturmak
tizere ¢ogalip yonleneceklerdir ve tip dilinde pluripotent kok hiicreler olarak
adlandirilirlar (Sekil 2.14.) (57). Pratikte embriyonik kok hiicre denince blastosist
icerisindeki embriyoblast denilen ve bebegi olusturmak iizere farklilagmis hiicreler
anlagilir.
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Sekil 2.14. Pluripotent kok hiicreleri ti¢ farkli germ yapragina ait
hiicre tiplerine farklilasabilir (57)

Kok hiicreler ayn1 zamanda embriyonun fetus asamasinda, dogumla birlikte
kordon kaninda ve yetiskin viicudunda da ozellikle kemik iligi ve yag dokusunda
bulunurlar. Embriyonik kok hiicrelere gére gelismenin daha sonraki basamaklarinda
goriilen bu hiicreler elde edildikleri doneme gore giderek daha sinirli bir boliinme ve
farklilagsma yetenegi gosterirler. Yetiskin kok hiicreler daha ziyade elde edildikleri
organ ve dokuya doniisme egilimindedirler ve multipotent kok hiicreler olarak
adlandirilirlar (Sekil 2.15.) (58). Yetiskinde her organ ve dokuda aymi say1r ve
potansiyelde kok hiicrelere rastlanmaz. Ornegin, beyinde bu hiicreler oldukca az
sayida bulunmaktadir. Bu nedenle beyin hasarlarinda bir kemik veya doku gibi organ
yenilenmesi olmaz, hasar genellikle kalicidir ve ciddi sonuglar dogurur. Giiniimiizde,
aragtirmacilar yetiskin dokulardan elde edilen kok hiicrelerin diger organ ve dokulara
farklilagmasi1 yoniinde calismalar yapmaktadirlar.
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Sekil 2.15. Multipotent kok hiicreleri elde edildikleri organ ve dokuya ait
hiicre tiplerine farklilasabilir (58)

Eriskin kok hiicreleri, pluripotent veya progenitor tipte olabilirler. Pluripotent
ozellikte olanlar, heniiz yonlendirilmemis hiicreler olup kendilerini yenileyebilme
yetenekleri vardir. Progenitdr olanlar, matiir hiicreleri olusturmak i¢in boliinme,
cogalma ve farklilagma yetenekleri mevcuttur. Multipotent, tripotent, bipotent veya
unipotent hiicreler olup kismen differensiye olmuslardir. Progenitor hiicreler,
yasamlar1 siiresince ardigik olarak 50-70 defa populasyon olusturabilirler.
Olusturacaklar1 doku veya hiicreye iliskin spesifik belirteclerden bazilarin1 eksprese
ederler (6, 59).

Kondroprogenitor hiicreler, yiiksek miktarda integrin a581 (klasik fibronektin
reseptoril) subiiniti eksprese ederler. Bu hiicrelerin, Notchl transmembran reseptorii
ekspresyonlar1 ve proliferasyon hizlar1 oldukca yiiksek olup, diger kondrositlerin
yaklastk 4 katidir. Aym1 zamanda Sox 9 (transkripsiyon faktorii) mRNA
ekspresyonlar1 da yiiksektir (26, 60). Organizmada, gelismekte olan eklem kikirdagi
eklem kikirdagi yilizeyel zonu eklem kikirdaginin apozisyonel biiyiimesinden
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sorumludur ve bu biiylime yiizeyel bolgenin 2-3 hiicre tabakasinda bulunan
kondroprojenitor hiicre populasyonu ile saglanir (Sekil 2.16.) (26, 60).

Projenitér hiicre (eklem ylzeyi)
Gegig kuvvetlendirici
birim hiicreler
(Gegis zonu)
O O O Farklanma
1 -
O 0O O,
OO0 O
0i0.0
O 010
O 0O O Terminal farklanma

Sekil 2.16. Biiyiimekte olan eklem kikirdaginin eklem yiizeyinden derinlere
dogru appozisyonel olarak biiylimesi goriilmektedir (60)

Kikirdak ve kemik dokulari daha Once de bahsedildigi gibi mezoderm
kaynakli mezenkimal (MKH) kok hiicrelerden gelisirler ve eriskinde, degisik
dokularda varliklarimi siirdiiriirler (5, 6). Kemik iligi stromal hiicreleri veya
mezenkimal projenitor hiicreler olarak da adlandinlan MKH’ler, kendini
yenileyebilen multipotent projenitor hiicrelerdir ve birkac farkli mezenkimal soya
faklanabilme 6zelligine sahiptirler (7-9).

Kondrositler MKH’nin farklanmis hiicre tipleridir. Pluripotent 6zellikli bu

projenitor hiicreler tendon hiicreleri, miyosit, kemik iligi, stromal hiicreleri, adiposit
ve osteoblastlar1 da olusturabilirler (7, 24, 25).
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2.6. Notch

2.6.1. Notch reseptorleri

Notch reseptorii bir transmembran proteini olup membrana transportu
sirasinda trans-Golgide bulunan furin benzeri proteaz ile bdliinmeye ugrar. Bu ilk
boliinme ile birlikte yaklasik 70 amino asit iceren bir eksternal birim olusur. Boylece
Notch reseptorii, hiicre dis1 ve transmembran olarak iki boliim icerir. Genis hiicre
dis1 domaini 36 ¢ift epidermal biiylime faktorii benzeri tekrar1 ve 3 sistein-igerikli
Notch/LIN-12 tekrar icerir. Hiicre dist kisma ait olan altiinite olduk¢a kisadir ve
sistein kalintilar icermektedir. Hiicreici boliimiinde ise transmembran alt iinitesinde
RAM domeynini ve ardindan 6 cift ankyrin tekrar1 icerir. Bu bolge niikleusda
transkripsiyon faktorleri ile baglanan kisimdir. Bu bolgenin ardindan da
transaktivasyon domeyni ve PEST (Proline, glutamit, serin ve tironin) bolgesi
gelmektedir (Sekil 2.17.) (61).

ECN NTM
~ e i = ™ o \
EGF-benzeri telqarlar gl -
. i PEST
ALLLEELL RS CELCLL LR CELE L EELE L ] Ho@— - ~ —
RAM Ankyrin TAD
i tekrarlari
[~ &1 -I (:N
Proteolitik bolgeler [ s2 | -
e

2.17.. Notch yapisim1 gosteren sematik ¢izim (61)

Notch genleri ilk olarak Drosophila melanogaster’ de, 300-kD’luk bir
transmembran reseptorii olarak tamimlanmistir. Notch geninin evrimsel olarak
sineklerden memelilere kadar korundugu belirtilmistir (61, 62).

Notch benzeri proteinler Caenorhabditis elegans (bir tiir nematod)’ da (LIN-
12 ve GLP-1 proteinleri) deniz kestanesinde ve insan da dahil olmak iizere bir¢ok
farkli omurgalida bulunmaktadir. Insanlarda Notch1, Notch2, Notch3 ve Notch4 gibi
farkli alttipleri belirlenmistir. Degisik hayvan modellerinde yapilan deneylerde,
Notch reseptorlerindeki mutasyonlarin gelisim bozukluklarina sebep olduklari
belirlenmistir. Buna bagl olarak, ayni etki insanlarda da gozlenebilmektedir (Sekil
2.18.) (62).
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Sekil 2.18. Degisik Notch subtiplerinin yapilarina ait sematik goriiniimler (62)

Memelilerdeki Notch reseptorii alttipleri biiyiik oranda homoloji gostermekle
birlikte hiicre dis1 ve sitoplazmik domeyinlerinde bazi farkliliklara sahiptirler.
C)megin Notchl ve Notch2, 36 EGF-benzeri tekrar igerirken, Notch3 ve Notch4 de
bu tekrar sayilart sirasiyla 34 ve 29’dur. Notchl en giiclii transaktivasyon domeynine
sahipken Notch2 daha zayif bir transaktivasyon igerigine sahiptir. Buna karsin
Notch3 ve Notch4 bu domeyni i¢cermezler. Ankyrin /CDC10 tekrari en az korunan
kisimdir (61, 62).

2.6.2. Notch Ligandlan

Notch ligandlar1 da transmembran proteinleridir. Bunlar Delta ve Serrate
olarak adlandirilmaktadirlar. Omurgalilarda Delta ve Jagged, C.elegans’ da LAG-2
ve APX-1 olarak adlandirilmaktadir. Her ligand reseptér ile etkilesime girecek DSL
N-terminal icermektedir. DSL’yi takiben EGF-benzeri tekrar ve transmembran

domeyni igerirler. Sitoplazmik domeyinleri daha kisadir ve 70-215 amino asit icerir
(61, 62).

2.6.3. Notch sinyal yolag:

Genetik ve molekiiler igerikli ¢alismalar sonucunda Notch sinyal yolaginda
da rol oynayan bir ¢ok protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden hangilerinin Notch
sinyallerine yon verdikleri tam olarak bilinmemektedir. Cogu sinyal yolaginin
aksine, Notch sinyal yolaginda enzimatik amplifikasyon basamagi yerine Notch
reseptorii dogrudan niikleusa gegerek transdiksiiyonu saglamaktadir .

Bir cok farkli calismanin gosterdigi gibi ligandin hiicre dis1 domeyini hiicre
yiizeyinde eksprese olmaktadir ve bu kisim Notch reseptorii tasiyan komsu hiicre disi
domaini ile etkilesime girmektedir. Reseptor-ligand etkilesimiyle birlikte
heterodimerik yap1 engellenir ve ikinci boliinme gerceklesir. Distintegrin ve metallo-
proteaz (ADAM) ailesine ait proteazlar (insanda TNF-a doniistiiriicii enzim (TACE)
ve Drosophilada Kuzbanian), membran komsulugundaki reseptoriin transmembran
altiinitesinin ayrilmasini saglar. Bu boliinme transmembran bolgedeki {igiincii
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boliinmeyi etkiler. Bu iiclincii boliinme Presenilin, nicastrin, Aphl ve Pen 2
proteinleri tarafindan katalizlenir. Fonksiyonel sitoplazmik kisim ile Notch hiicre igi
domeyni (NICD) ayrlir. NICD’min niikleusa translokasyonu gerceklesir ve
traskripsiyon faktorii olan CSL (Memeliler icin CBF1, Drosophila’da Su(h) ve
C.Elegans’da Lag-1) ile etkilesime girer. Notch yoklugunda CSL hedef genlerin
promotor bolgesiyle kompleks olusturarak transkripsiyonu engeller. NICD; inhibitor
CIR, KyoT2 ve SMRT gibi proteinler ile rekabete girer. Onlan yerinden ¢ikarir ve
koaktivatorler ile asetillenen histon benzeri CBP/p300, pCAF, GCNS5 ve Mastemind
benzeri proteinler ile transkripsiyonu baglatir (63) (Sekil: 2.19.) (64).

Notch sinyallerinin ilk hedef geni Hair/enhancer of split (HES) olup HES
norogenin, Mash ve MyoD proteinlerini baskilar veya fonksiyonel olmalarim saglar.
Notch sinyallerinin farklt dokularda farklt hedef genleri aktive ettikleri
diisiiniilmektedir. Ornegin keratinositlerde CSL baglayici bolge bulunduran p21waﬂ’i
etkileyerek proliferasyonu engelledigi ve terminal farklanmay1r sagladigi
gosterilmistir.  Siklin D1 geninde de CSL baglayici bolge tanimlanmistir. Ayrica
Notch sinyallerinin sican bobrek epiteliyal hiicrelerinde upregiilasyona neden oldugu
bilinmektedir.

.............
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Sekil 2.19. Notch sinyal yolagi (64)
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Bunlarin yaninda Notch’un, CSL bagimsiz sinyal yolaklarina sahip
oldugunun da kanitlart mevcuttur. NICD’in CSL-etkileyici bolgesini kaybederek
miyogenez bloklayict fonksiyonunun oldugu gosterilmistir. Deltex proteini, CSL-
bagimsiz sinyal yolaginda yer almaktadir.

2.6.4. Notch sinyal yolagimin fonksiyonu

Notch gelisim siirecinde rol alan bir yolaktir. Notch sinyal yolagi, Wnt,
Hedgehog, Transforming Growth Faktor-p (TGF- ) ve reseptor tirozin
kinaz/fosfataz yolaklar ile koordineli sekilde isleyis gosterir. Notch sinyalleri kok
hiicre havuzunun siirekliliginde, hiicre proliferasyonunda, hiicre kaderinin
belirlenmesinde ve farlanmasinda Onem tasimaktadir. Sinyal yolladig1 siirece,
farklanmay1 engelleyerek hiicrenin mevcut durumda kalmasimin saglanmasinda
onemli rol oynamaktadir. Hematopoietik hiicre popiilasyonunda, Notch sinyalleri
Jaggedl ile etkileserek kok hiicre oraninin artmasini saglar. Notch sinyalleri,
progenitor hiicrelerin kok hiicre karakterinde kalmalarina 6nciiliik eder.

Notch sinyalleri, hiicre kaderi belirlenmesine de katilir. Drosophila
gelisiminde, noronal ya da epidermal hiicrelere doniisecek prekiirsor hiicrelerin
kaderi Notch sinyalleri ile belirlenir. Lateral inhibisyon yolu ile Notch reseptor ve
ligandlar baslangigta tiim hiicrelerde esit sekilde ekprese edilirler fakat daha sonra
konsantrasyonlar1 degisir. Hiicrede ya reseptor yada ligand baskin hale gelir. Ligand
ekprese eden hiicreler noronal hiicrelere doniisiirken, Notch sinyal aktif hiicrelerin
farklanmas1 engellenir ve epidermal hiicre olarak belirlenirler. Indiikleyici hiicre
belirlenmesi iki farkli hiicrenin ya Notch reseptoriinii yada ligandini1 eksprese
etmeleri ile gergeklesir. iki potansiyele sahip noral krest kok hiicreleri Notch
ekspresyonuyla noron yerine glial hiicrelere farklanirlar. Notch sinyalleri deride
terminal farklanmay1 saglarlar (63).

2.7. ALCAM (CD166)

Activated Cell Adhesion Molecule (CD-166/ALCAM) immiinoglobin
siiperfamilyasinin bir iiyesi olup aktive edilmis T-hiicreleri, B hiicreleri, timus
epitelyal hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler ve noronlar tarafindan eksprese edilir.
ALCAM her iki heterofilik (ALCAM-CD6) ve homofilik (ALCAM-ALCAM)
hiicre-hiicre baglantilarina aracilik eder (Sekil 2.20.) (65).
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ALCAM kimeleri+sinyal yolaginin formasyonu

=

ligand baglama
migdill (01-2)

aligomerizasyondan
sorumiu modul (D3-5)

hiicreler arasi alan

hiicre zari — T
sitoplazmik

Sekil 2.20. Hiicreler arast homofilik ALCAM-ALCAM etkilesim modeli (65)

Hiicre biiyiimesi, migrasyonu, organ gelisimi, hematopoez, immiin cevap ve
timor gelisimde rol alir. Son bilgilere gore; ALCAM, hiicre-hiicredisi matriks
baglantisin1 da saglayarak, hiicrenin adhezyonunu gergeklestirir. Hiicre bilylimesi ve
migrasyonunda da rol alir (65).

ALCAM bes farkli Ig domeyni icermektedir (D1-5).: iki degisken (V-)
amino-birimi ve onlar1 takiben ii¢ sabit (C,-) tip domeyn icermektedir (VVC,C,Cy).
Bunlara ilaveten bir transmembran domeyini ve C-terminali icermektedir (Sekil
2.21.) (65).

D1 D2 D3 D4 D5 tm oyt

Sekil 2.21. ALCAM molekiiliiniin yapisimi gosteren sematik ¢izim (65)
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ALCAM aracilt hiicreler arasi etkilesim, farkli hiicrelerde bulunan karsilikli
amino-uclar1 (D1) arasinda gergeklesirr ALCAM aracili adhezyonda, hiicre
yiizeyinde bulunan komsu molekiiller ile (D4-5) yapisal diizen kuvvetlendirilir. (66).
Bu bimodiiler yapi hiicre-hiicre baglantilarinda ALCAM etkilesiminin olusumunu
destekler. (65).

2.8. Endoglin (CD 105)

Endoglin (CD-105) bir hiicre yiizeyi glikoproteini olup ¢ogalma, hiicre gocii,
hiicre dist matriks iiretimi ve hematopoez gibi bircok hiicresel fonksiyonu
diizenleyen, yara iyilesmesi ve anjiyogenezde rol alan Transforming Growth Faktor
B (TGFp) ailesinin bir iiyesidir. Endoglin, TGFp1 ve TGFB3’e yiiksek afinite ile
baglanir. Endoglin ¢ogunlukla vaskiiler sistem ve bag dokusu hiicre soylarinda
bulunmaktadir (67).

Ik olarak Haruta ve Seon tarafindan 1986’da losemi ile iliskili hiicre yiizey
glikoproteini  olarak tamimlanmustir  (68). 5. Uluslararas1 Insan Lokosit
Diferansiasyon Paneli’nde Endoglin, CD 105 olarak numaralandirilmistir (67, 69).
CD105, 180 kDa agirliginda olup 95kDa agirliginda disiilfid baglari ile baglanmais iki
altiiniteden olusur. CD105 geni, 9934 kromozomu iizerindedir (67-69).

CD105 cogunlukla vaskiiler sistem ve bag doku hiicre soylarinda
bulunmaktadir. Term plasentadaki sinsisyotrofoblastlarda ve vaskiiler endotel
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Ayrica hemopoetik hiicrelerde, stroma
hiicrelerinde, fibroblastlarda ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde zayif olarak eksprese
edilir (67, 68).

En yiiksek CDI105 diizeyi, insan umblikal damar endotel hiicrelerinde
bulunmustur. CD105 ekspresyonunun Kkiiltiirdeki ile yogunlugu, tiimér endotel
hiicrelerinde proliferasyon belirte¢lerinin (siklinA, Ki67) artmasi arasinda anlamli bir
iliski oldugu bulunmustur (67).

CD 105’in bilinen fonksiyonlarindan biri TGF-B’ya benzer sekilde etki
gostermesidir. TGF-B ile kompleks olusturarak bu sinyal yolaginda rol oynar.
CD105’in  etki mekanizmas1 hakkindaki bilgi olduk¢a azdir. Bu yolagin
karmagikliginin nedeni serin treonin kinaz ailesine ait bilyiime faktorlerinin farkl
reseptorlerine baglanmasidir (Sekil 2.22.) (70).
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Sekil 2.22. CD105’in TGF-RI ve TGF-RII ile etkilesimi (70)

Son calismalar CD105 ve sinyal reseptorleri arasindaki iliskiye 151k
tutmaktadir. Bernabeu grubunun oOnerdigi model, CD105" in TGF-reseptor
kompleksindeki roliinii gbz oniine sermektedir. Tam uzunluktaki (tam boy) CD105,
TGF-B’m yoklugunda TGF-RI ve TGF-RII ye baglanabilmektedir, fakat CD105 ve
TGF-RI in etkilesimi CD105 ve TGF-RII nin etkilesiminden farklidir. TGF-RII,
CD105in hiicre dis1 bolgesindeki 437-558 aminoasitleriyle etkilesirken; TGF-RI 437-
558 bolgesi ve aminoasit 437 ile aminoasitin ucu arasindaki protein bolge ile etkilesir.
TGF-RI sadece kinaz bolgesi inaktifken etkilesime girerken, TGF-RII hem aktif hem
de inaktifken CD105 ile etkilesimdedir. Birlesme esnasinda CD105’ in sitoplazmik
bolgesi TGF-RI ve TGF-RII tarafindan fosforile edilir, daha sonra TGF-RII'nin
reseptorii ayrilmazken TGF-RI'in kinaz1 reseptor kompleksinden ayrilir. Buna
ilaveten CD105 ifadesi TGF-RII’nin fosforilasyon diizeyini durdururken TGEF-
RT’inkini artirir ve sonug olarak Smad3iin degil de Smad2 nin fosforilasyonu artar.
Smad2 c¢esitli transkripsiyon faktorleriyle, koaktivatorlerle ve siipresorlerle
(baskilayicilarla) etkilesebildigi i¢in; fosforile olmus Smad2 gen transkripsiyonunu
yonlendirmek i¢in bir ¢cok sinyalin toplayicisi olabilir seklinde yorumlanmaktadir. Bu
sayede CD105, TGF-RI ve TGF-RII ile etkileserek TGF- fonksiyonlarim ayarlar ve
Smad proteinlerinin fosforilasyonunu modifiye eder (70).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Denekler

Arastirmada, Akdeniz Univeristesi Deney Hayvanlari Unitesi’nden temin
edilen daha once hi¢ deneye girmemis ve ciftlesmemis Rarfus norvegicus tiirii 90
giinliik 30 disi ve 12 erkek olmak iizere toplam 42 sican kullanildi.Yapilan bu
calismanin projesi, Adeniz Universitesi Hayvan Kullanim ve Bakim Kurulu
tarafindan incelenerek, caligmanin bilimsel etik ¢cercevesinde oldugu ve caligsma igin
istenilen deney hayvanlariin tahsisinin uygun oldugu kararina varildi. Normal yem
ve musluk suyu ile beslenen si¢anlar disi/erkek oram 2/1 olacak sekilde kafeslerde 1
gece birakildi. Ertesi sabah disi siganlara vajinal simir yapildi. Simiri sperm pozitif
olan sicanlar gebeligin sifirinci giiniinde kabul edilildi. Daha sonra embriyonik
gelisimin E15. ve E19. giinlerindeki fetiisler, dogum sonrasi donemin DS10. ve
DS20. giinlerindeki yavrular ile 90 giinliik erigkin sicanlardan epifiz kikirdagi
orneklerinin elde edilmesi i¢in takipleri yapildi. Her calisma grubuna alt1 adet denek
alindz.

3.2. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeligin E15 ve E19. giinlerinde hayvanlar eter anestezisi altinda diseke
edildi. Fetuslardan ©n ekstremiteler elde edildi. Dogum sonrasi giinler icin de
dogumdan sonra gelisim giinleri takip edilen yavrular DS10., DS20. giinlerde ve
eriskin donemde yine eter anestezisi altinda diseke edilerek 6n ekstremiteleri alindi.

Istk  mikroskobu ¢aligmas1 i¢in alman Ornekler histokimyasal ve
immunohistokimyasal incelemeler icin rutin parafin takibine alindi; E15, E19 ve
DS10 giinlik ornekler %10’luk formalin’e alinarak 24 saat fiksasyon islemi
gerceklestirildi. Ardindan 18 saat yikama islemini takiben dokular sirasi ile %70,
%80, %90 ve %100’liik alkol serilerinde birer giin tutularak dehidrasyon isleminden
gecirildi. Ksilol icinde 3 kez 5 - 7’ser dakikalik seffaflastirma islemini takiben
58°C’de 3 defa 1’er saatlik parafin banyosunda tutuldu ve etiiv disinda temiz erimis
parafinle bloklandi.

DS20 giinliik ve eriskin ornekleri ise 1 hafta boyunca fikse edildi. Bir
haftanin sonunda 24 saat boyunca akarsu ile yikandi. Ardindan 3 giin siire ile
%25’1ik formik asit ile dekalsifiye edildi ve ardindan 24 saat akarsu ile yikanarak 3
giin siireyle 0.35M sodyum siilfat soliisyonunde nétralize edildi. Tekrar 24 saat
akarsu ile yikandi ve ardindan yiikselen alkol serilerinden gecirilerek dehidratasyon
islemi gerceklestirildi. Ksilol ile saffaflastirildiktan sonra parafin ile bloklandi.
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3.3. Isik Mikroskobu Pratik Calismasi

Bes gruba ait epifiz kikirdagi orneklerinden 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler ksilol serilerinden gegirilerek deparafinizasyon islemi gergeklestirildi ve
alcalan alkol serilerinden gecirilerek suya kadar getirildi. Ardindan rutin 151k
mikroskopik incelemeleri i¢cin Hematoksilen — Eozin, Alsiyan Mavisi ve Alizarin
Kirmizis1 ile boyandi ve Axioplan, Zeiss (Almanya) ile incelenerek
fotograflandirildi. Fotograf biiyiiltmeleri orijinal objektif biiyiiltmeleri seklinde ifade
edildi.

3.4. Iimmiinohistokimyasal Gézlemler

3.4.1. immiinohistokimyasal Protokol

Super-frost lamlar iizerine 5 mikron kalinliginda alinan parafin kesitler bir
gece 56 derecelik etiivde bekletildi. Deparafinasyon icin iki kere onar dakika
ksilollerden gecirildi ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80
ve % 70’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Daha sonra, distile suda
calkalandi ve fosfat tuzu tamponunda (PBS, Ph: 7.2 -7.4) ii¢ kere beser dakika
yikandi. Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi i¢in 0,2M borik asit tamponuna
(pH:7.0) konularak 60 derecelik etiivde bir gece bekletildi. Ardindan cevresi
hidrofobik kalemle cizilen kesitler, 3 defa 5’er dakika fosfat tamponlu tuz
cozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin
giderilmesi icin kesitler % 3’liikk hidrojen peroksit ile kirkbes dakika inkiibe edildi.
Distile suda calkalanip PBS ‘te yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda
0zgiil olmayan Immunogloblulin baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu
(LabVision UVBlock) ile 15 dakika muamele edildi. Ardindan Rabbit poliklonal
CD-105 (sc-20632), rabbit poliklonal CD-166 (sc-25624), goat poliklonal Notch 1
(sc-6014) ve rabbit poliklonal Delta (sc-9102) primer antikorlar1 (Santa Cruz
Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA) swasiyla 1/100 , 1/200, 1/5, 1/200 (X pg
IgG/mL) diliisyonlarda +4°°de gece boyu uygulandi. Kontrol kesitlerine primer
antikor yerine uygun serum (kec¢i ve esek) uygulandi. Kesitler inkiibasyon sonunda
PBS ile ii¢ defa beser dakika yikandi. Bunu sirasi ile 30 dakkika biyotinli sekonder
antikor (SC-2051 ve SC-2053) ve streptavidin — peroksidaz kompleksi (SC-2051 ve
SC-2053) inkiibasyonu takip etti. PBS ile 3 defa 5’er dakikalik yikama ardindan
reaksiyonlarin gozlenebilmesi i¢in di-aminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
kromojeni uyguland1 (Bio-Genex, San Ramon, CA). Dehidratasyon islemi yapild1 ve
kapatildi. Isik mikroskobuyla incelemeler yapildi.

3.5. istatistiksel Analiz

3.5.1. immiinohistokimya

Bes farkli gruba ait dokularda Notchl, Delta, CD105 ve CD166
immiinoboyanmasit pozitif olan hiicre sayilarinin degerlendirilmesi HSCORE ile
yapildi. Immiinohistokimyasal tekniklerle boyanan kesitler 6zel bir okiiler skalast
kullanilarak Axioplan mikroskobunda (Zeiss, Almanya) degerlendirildi. E15., E19.,
DS10., DS20. giinler ile erigkin gruplar icin rastgele bes kesit secildi. Her bir kesitte
bes bolge X200 biiyiitmede antikorlarin immiinohistokimyasal boyanmalarinin
analizi icin degerlendirildi. Boyanmalar, kesitteki 6zel boyanmanin yogunlugu temel
almarak semikantitatif olarak skorlandi. Degerlendirme yiizde olarak yapildi ve
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alandaki tiim hiicreler asagida verilen yogunluk kategorilerinden birisine dahil edildi:
0 (boyanma yok), 1+ (zayif fakat kontrole gore goriilebilir), 2+ (boyanma belirgin),
3+ (boyanma yogun). Her bir doku i¢in gbézlemlenen HSCORE degeri yogunluk
kategorileri ile carpilarak toplandi [HSCORE=S P; (i+1), i, yogunluk skoru ve P;
hiicrelerin yiizde degerleri]. Daha sonra HSCORE degerleri grafiklendirildi. Tiim
deney gruplarina ait HSCORE degerlendirilmeleri birbirinden bagimsiz iki gozlemci
tarafindan uygulandi.

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi student’s t-test ile karsilastirildi.
0.001” den kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (ortalama +
standart hata sapmast).

3.5.2. Semikantitatif Degerlendirme

Tiim deney gruplarinda pozitif immiinoreaktif hiicrelerin immiinoboyanma
yogunluklar1 da semikantitatif olarak [0: Negatif; (+):Zayif pozitif; +: Pozitif; ++:
Kuvvetli pozitif; +++: Cok kuvvetli pozitif | seklinde degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1. Epifiz Kikirdagi Gelisimi

Hematoksilen-Eozin, Alsiyan Mavisi ve Alizarin kirmizist boyamalari
uygulanan Embriyonik 15 (E15), Embriyonik 19 (E19), Dogum sonras1 10 (DS10),
Dogum sonras1 20 (DS20) giinliik ve erigkin sican gruplarinin ekstremite ornekleri
151k mikroskobik olarak incelendi.

E15 giinlik sicanlarda 6n ekstremite kikirdak modellerinin olustugu
(Sekil 4.1a.), kikirdak modelde hipertrofik zonun belirginlestigi, model ¢evresinde
7-9 hiicre sirasindan olusan bir perikondriyumun yer aldig: (Sekil 4.1b.), skapula ve
humerus kikirdak modelleri arasinda yer alacak eklem boslugunun heniiz
sekillenmedigi belirlendi (Sekil 4.1c.). Bu donemde c¢evre embriyonik doku igine
yerlesik kikirdak modelde endokondral diizeyde herhangi bir kemiklesme belirtisine
rastlanilmadi (Sekil 4.1d.).

Sekil 4.1a-d.E15 giinliik sican epifiz kikirdag1 goriiniimii. a: On ekstremite kikirdak modellerinin
olusumu gozlenmektedir (Sk: skapula, Hu: Humerus), H-E, X10. b: Kikirdak
modelde belirginlesmis hipertrofik zon ve onun ¢evresindeki perikondriyum (Hz:
Hipertrofik zon, P: perikondriyum), H-E, X40. c¢: Heniiz sekillenmemis eklem
boslugu alanlar1 (oklarla), H-E, X40. d: Bu donemde cevre embriyonik  doku
icine yerlesik kikirdak modelde (km) endokondral diizeyde herhangi bir
kemiklesme belirtisi gozlenmemektedir. P: perikondriyum, Alizarin kirmizisi, X40
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Embriyonik 19 giinliikk sican humerusunda eklem boslugu ve epifiz
kikirdagi zonlarinin tamamen belirginlestigi gozlendi. Bu donemde kikirdak
modelde eklem kikirdaginin yiizeyel ve gecis zonlari ile depo, ¢ogalma, hipertrofik
ve kemiklesme zonlarinin tamamen belirginlestigi, primer kemiklesme merkezinin
tiimiiyle ortaya ¢iktig1 belirlendi (Sekil 4.2a.). Bu donemde epifiz kikirdag: yiizeyel
zonu birkag sira yass1 hiicreden, gecis zonu yine birka¢ kat seklinde diizenlenmis
yuvarlak hiicrelerden olusmaktaydi. Depo zonu, genellikle tek-tek goriiniim
sergileyen hiicreler icermekteydi (Sekil 4.2b.). Cogalma zonu hiicreleri, kikirdak
modelin uzun eksenine paralel hiicresel siitunlar seklinde uzanan kondrosit
dizilerinden olusmaktaydi. Hipertrofik zonda kondrositler genisleyerek hipertrofik
sekil almislardi. Bu zonda, lakiinalar genislemis oldugundan komsu hiicre
siitunlarin1 ayiran septalar oldukga ince bolmeler seklindeydi. Kalsifikasyon zonu,
cekirdekleri piknotiklesmis ve dejenere olmus kondrositler, genisligini koruyan
lakiinalar, yer yer Kkalsifiye olmus ince kikirdak matriksi alanlarindan
olugmaktaydi. Kemiklesme zonu, kan hiicreleri tarafindan doldurulan kapillerler,
osteoblastlarla kaplanmis kalsifiye kikirdak alanlar icermekteydi (Sekil 4.2c.).
Ayrica kemiklesme zonunda bol miktarda kemik trabekiilleri de gozlenmekteydi
(Sekil 4.2d.) .

Sekil 4.2a-d. E19 giinliik sican humerus epifiz kikirdagi. a: Genel goriiniim. Oklar: eklem boslugu, Ep:
Epifiz kikirdagi, Pkm: Primer kemiklesme merkezi. H-E, X10. b: Eklem kikirdag:
yiizeyel zonu (Yz), gecis zonu (Gz) ile depo zonu (Dz). H-E, X40. c: Siitunlar seklindeki
cogalma zonu (Cz), genislemis kondrositlerden olusan hipertrofik zon (Hz), dejenere
olmus kondrositlerden olusan kalsifikasyon zonu (Klz) ile kemiklesme zonu (Kz)
gozlenmektedir. H-E, X20. d: Kalsifiye olmus ince kikirdak matriksi alanlar1 (oklarla)
ve kemik trabekiillerini (¢ift oklarla) iceren kemiklesme zonu gozlenmektedir. Alizarin

kirmizis1 boyamasi, X20.
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Dogum sonras1 10 giinliikk sican humerusu epifiz kikirdaginda sekonder
kemiklesme merkezi tamamen ortaya ¢ikmis, eklem kikirdagi, sekonder kemiklesme
merkezi ve biiylime plag: alanlari tiim zonlariyla birlikte gézlenmekteydi (Sekil 4.3a.).
Bu donemde, eklem kikirdaginda, yiizeyel, gecis, derin ve kalsifikasyon zonlari
gozlenirken, biiylime plaginda depo, ¢ogalma, hipertrofik, kalsifikasyon ve kemiklesme
zonlar ayirt edildi (Sekil 4.3b,c.).

Sekil 4.3a-c. Hematoksilen-Eozin ile boyanmis dogum sonrasi 10 giinliik sican humerusu epifiz
kikirdagi. a: Genel goriiniim. X2,5. Eb: eklem boslugu, Ek: eklem kikirdagi, SKM:
sekonder kemiklesme merkezi, Bp: bilyiime plagi, Mb: metafiz bolgesi. b: Eklem
kikirdagi bolgesi. X10. Yz: yiizeyel zon, Gz: gecis zonu, Drz: derin zon, Klz:
kalsifikasyon zonu, SKM: sekonder kemiklesme merkezi. ¢: Biiyiime plagi. X10. Dz:
depo zonu, Cz: ¢ogalma zonu, Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon zonu, Kz:
kemiklesme zonu.
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Dogum sonrasi 20 giinlik dénemde, sekonder kemiklesme merkezinin
epifizin biiylik bir kisminmi olusturdugu, eklem kikirdagi ve biiylime plagini olusturan
tim zonlarin tiimiiyle netlik kazandig1 gozlendi.

Bu donemde, eklem kikirdaginin yiizeyel zonu, eklem yiizeyine komsu
alanda yeralan son derece yass1 hiicrelerden olusmaktaydi. Gecis zonu, ylizeyel zonun
hemen altinda yiizeyel hiicrelere gore daha yuvarlak goriintimlii olan tek tek veya ikili
hiicrelerden olusmaktaydi. Derin zon, gecis zonunda oldugu gibi yuvarlak fakat eklem
kikirdag: ylizeyine dik konumda yerlesik siitunlar seklinde dizilim gosteren hiicrelerden
ve genis matriks alanlarindan olusmaktaydi. Kalsifikasyon zonu, Hematoksilen-Eozin
boyamalarinda diger zonlara gore daha soluk boyanan bir matriks ile nispeten diger
zonlardakilere oranla daha kiiclilmiis kondrositlerden olugsmaktaydi (Sekil 4.4a.).

Biiyiime plagimmin genel goriinlimiine baktigimizda, depo zonu tekli
hiicrelerden olusurken, ¢cogalma zonu hiicreleri epifiz kikirdagi uzun eksenine paralel
siitunlar seklinde diizenlenmis hiicre dizilerinden, hipertrofik zon genislemis hiicre
gruplarindan, kalsifikasyon zonu diger zonlara gore daha soluk boyanmis matriks iceren
ve dejenere olmus kondrositlerden olusmaktaydi (Sekil 4.4b.).

Sekil 4.4a,b Hematoksilen-Eozin ile boyanmig dogum sonrasi 20 giinliik sican humerusu epifiz
kikirdagi. a: Eklem kikirdagi. X20. Eb: eklem boslugu, Yz: yiizeyel zon, Gz: gecis zonu,
Drz: derin zon, Klz: kalsifikasyon zonu, SKM: sekonder kemiklesme merkezi. b: Biiylime
plagt. X20. Dz: depo zonu, Cz: cogalma zonu, Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon
zonu, Kz: kemiklesme zonu.
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Erigkin donemde eklem kikirdagi normal goriiniim sergilerken, sekonder
kemiklesme merkezinin hemen hemen tamamiyla kemiklestigi, biiyiime plaginin
gerileyerek ince bir tabaka seklini aldig1 ve yer yer dejenere oldugu ve zonal biitiinliigiiniin
kismen kayboldugu gozlendi (Sekil 4.5a-c.).

Sekil 4.5a-c. Hematoksilen-Eozin ile boyanmis eriskin sican humerusu epifiz kikirdag: a: genel
goriiniim, X10. b: Eklem kikirdagi. X20. Yz: yiizeyel zon, Gz: gecis zonu, Drz: derin zon,
Klz: kalsifikasyon zonu, SKM: sekonder kemiklesme merkezi. ¢: Biiytime plagi. X20. Eb:
Eklem boslugu, Dz: depo zonu, ¢z: cogalma zonu, Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon
zonu, kz: kemiklesme zonu.
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4.2 immiinohistokimyasal Bulgular

Gelismekte olan ve erigkin sican humerusu epifiz kikirdagi dokularinda
Notchl, Delta, CD 105 ve CD 166 kok hiicre belirteglerinin immiinoboyanma
yogunluklarinin dagilimlar1 semi-kantitatif olarak degerlendirildi ve tablo 4.1.-
4.2.-4.3. ve 4.4.°de 6zetlendi.

4.2.1. Notchl

Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi
dokularinda Notchl immunoboyanma yogunluklarinin dagilimi semikantitatif
olarak degerlendirildi ve tablo 4.1.”de verildi.

EPIFIZ KIKIRDAGI
BOLGELERI Elx El9 D510 DSs20 Erigkin
Yiizevel Zon & o o a ++
E
g Geris Zonu & T+ + + +—+
H :
= Derin Zon a A ++ ++ +H—+
2
% | Kalsifikayon Zonu ) 8 +) i i
SEEONDER KEMIELESME 8 a ++ ++ +H+
MEEKEZL
Depo Zonu & ++ (+ 1] 1]
5 Cogalma Zonu & + (+ a 0
E Hiperirofik Zon + + + (+) a
% Kalsifikasyon Zonu B 0 0 0 i
Eemilklesme Zonu a ++ ++ + +H+

Tablo 4.1. Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi dokularinda Notchl
immunoboyanma yogunluklarinin semikantitatif —dagilimi. E: Embriyonik DS:
Dogum sonrasi. 0:Negatif; (+): Zayif Pozitif; +: Pozitif; ++: Yogun Pozitif; +++:
Cok Yogun Pozitif; 6: Bolge mevcut degil.
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E15 giinde, cevre mezenkimal bag doku, perikondriyum ve epifiz
kikirdagi dokusunda Notchl immunoboyanmast sadece hipertrofik kondrositlerde
gozlendi. Diger bolgelerde belirgin bir immunolokalizasyon gozlenmedi (Sekil
4.6a-c.).

Sekil 4.6a-c. Embriyonik 15. giinde, ¢evre mezenkimal bag doku, perikondriyum ve
epifiz kikirdagi dokusunda Notchl immuno lokalizasyonu. a: Genel
goriiniim. M: Mezenkimal bag doku, P: perikondriyum. Hz: hipertrofik zon.
10X. b: Sekil a’da isaretli hipertrofik zonda yer alan Notchl pozitif
hipertrofik hiicreler (oklarla) gozlenmektedir X40. ¢: Negatif kontrol kesiti.
X40.



E19 giinliik sican humerusu epifiz kikirdagr dokusunda, Notchl
immunoboyanma yogunlugu eklem boslugu komsulugundaki yiizeyel zonda
negatif, gecis zonunda zayif , depo zonunda ¢ok yogun pozitif, cogalma zonunda
pozitif, hipertrofik zonda yogun pozitif ve kemiklesme zonunda ¢ok yogun pozitif
seklinde gozlendi. Bununla birlikte kalsifikasyon zonunda boyanma gozlenemedi.
Kemiklesme bolgesinde, ozellikle kemik trabekiilleri ¢evresinde yerlesik olan
osteoblastlar ve kapiller icerisindeki bazi eritrositlerde yogun Notchl
immunoboyanmasi gozlendi (Sekil 4.7a-g.).

Sekil 4.7a-c.  Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda Notchl immuno
lokalizasyonu. a: Genel goriinim (oklar: eklem bosglugu), 5X. b: Eklem
kikirdaginda, eklem boslugu (Eb) komsulugundaki yiizeyel zonda (Yz)
negatif, gecis zonunda (Gz) zayif Notchl immunoboyanmalar1 (oklarla).
X40. c¢: Epifiz kikirdagi depo zonunda c¢ok yogun Notchl
immunoboyanmalari (oklarla) X40.
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Sekil 4.7d-g.

Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda Notchl
immunolokalizasyonu. (d) Cogalma zonunda yogun pozitif X40 (e)
Hipertrofik zonda yogun pozitif X40 (f) Kalsifikasyon zonunda negatif X40 (g)
Kemiklesme zonunda ¢ok yogun poztiftir X100. Kemiklesme bolgesinde,
ozellikle kemik trabekiilleri (kt) cevresinde yerlesik olan osteoblastlar (¢ift

oklarla) ve kapiller (ka) igerisindeki bazi eritrositlerde (oklarla) yogun Notchl
immunoboyanmasi dikkat ¢ekicidir.
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Dogum sonrast 10 giinliik grupta Notchl immunolokalizasyonu, eklem
kikirdaginin yiizeyel zonunda negatif, gecis zonunda pozitif, derin zonunda ¢ok
yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda zayif pozitif olarak gozlendi (Sekil 4.8a-c.).
Sekonder kemiklesme merkezinde Notchl immunoboyanmasi, kemik trabekiilii
cevresindeki osteoblastlarda ¢cok yogun pozitif reaksiyon verdi (Sekil 4.8d.).
Biiyiime plaginda, cogalma zonu hiicrelerinde zayif, hipertrofik zon hiicrelerinde
yogun pozitif Notchl immunoboyanmasi gozlenirken, kalsifikasyon zonu
hiicrelerinde immunoboyanma gozlenmedi (Sekil 4.8e,f.).

Sekil 4.8a-d. Dogum sonrasi 10. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda  Notchl
immunoboyanmasi. a: Genel goriinim (Eb: eklem boslugu, Ek: eklem
kikirdagi, sekonder kemiklesme merkezi (okla), (Bp:biiyiime plag)) X2,5.
b: Eklem kikirdaginin yiizeyel zonunda (Yz) negatif, gecis zonunda (Gz)
pozitif (oklarla), derin zonunda (Drz) cok yogun pozitif Notchl
immunoboyanmasi (oklarla). X40. ¢: Kalsifikasyon zonunda zayif pozitif
Notchl immunoboyanmasi (oklarla). X40. d: Sekonder kemiklesme
merkezinde, kemik trabekiilii (kt) c¢evresindeki osteoblastlarda (oklarla)
cok yogun pozitif reaksiyon verdigi gozlenen Notchl immunoboyanmasi
gozlenmektedir. X40.
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Sekil 4.8e-f.

e: Dogum sonrast 10. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda biiyiime plagi
bolgesine, ¢ogalma zonu (Cz) hiicrelerinde zayif, hipertrofik zon (Hz)
hiicrelerinde yogun pozitif (oklarla) Notchl immunoboyanmasi. X40. f:
Notchl immunoboyanmast gostermeyen kalsifikasyon zonu
hiicreleri (oklarla) gozlenmektedir X40.
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Dogum sonras1 20 giinliik grupta Notch1 pozitif immunoboyanmasinin
daha cok eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin olan gecis ve derin zonlarinda
yogunlastigr belirlendi (Sekil 4.9a.). Bu donemde, Notchl pozitif
immunoboyanmas1 eklem kikirdagi yiizeyel zonunda negatif, gecis zonunda
pozitif ve derin zonu hiicrelerinde yogun pozitif gozlenirken, kalsifikasyon
zonunda negatifti. Sekonder kemiklesme merkezi osteoblastlarinda ise ¢ok yogun
pozitif immunoboyanma gozlendi (Sekil 4.9b.). Biiyiime plagina ait depo,
cogalma ve Kkalsifikasyon zonlarinda immunoboyanma gozlenmezken,
hipertrofik zonda zayif immunoboynma gozlendi. Biiyiime plagi kemiklesme
zonunda ise osteoblastlarda yogun aktivite gdzlendi (Sekil 4.9¢.).

Sekil 4.9a-c. Dogum sonras1 20 giinliik grupta Notchl pozitif immunoboyanmasi. a: Eklem
kikirdaginin eklem yiizeyine yakin zonlardaki yogunlasan Notchl pozitif
immunoboyanmasi (oklarla). Eb: eklem boslugu, Ek: eklem kikirdagi, Skm:
sekonder kemiklesme merkezi, Bp: Biiyiime plagi, Me: metafiz bolgesi. X2,5. b:
Eklem kikirdag: yiizeyel zonunda (Yz) negatif, gecis zonunda (Gz) pozitif ve
derin zon (Drz) hiicrelerinde yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda negatif
gozlenen Notchl pozitif immunoboyanmasi (oklarla). Ayrica, sekonder
kemiklesme merkezi (Skm) osteoblastlarinda cok  yogun pozitif Notchl
immunolokalizasyonu (oklarla) gézlenmektedir. X20. ¢: Biiytime plagina ait
depo (Dz), cogalma (Cz) ve kalsifikasyon (Klz) zonlarinda immunoboyanma
gozlenmezken, hipertrofik zonda (Hz) zayif Notchl immunoboyanmasi
(oklarla). X20.
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Dogum sonrast erigkin sican humerusu epifiz kikirdaginda, Notchl
pozitif immunoboyanmasi hemen hemen sadece eklem kikirdagunin eklem
yiizeyine yakin olan yiizeyel, gecis ve derin zonlarinda yogunlastigi belirlendi
(Sekil 4.10a.). Bu donemde, Notchl pozitif immunoboyanmasi, eklem
kikirdaginin yiizeyel, gecis ve derin zonun gecis zonuna yakin iist boliimlerinde
cok yogun pozitif gozlenirken, kalsifikasyon zonunda negatifti (Sekil 4.10b.).
Biiylime plaginin tiim zonlarinda immunoboyanma goézlenmezken, kemiklesme
zonunda yogun Notchl aktivitesi gozlendi (Sekil 4.10c.).

Sekil 4.10a-c. Dogum sonrasi erigkin sican humerusu epifiz kikirdaginda Notchl pozitif
immunoboyanmasi. a: Eklem kikirdaginin  eklem yiizeyine yakin olan
bolgelerinde yogunlasan Notchl pozitif immunoboyanmasi (oklarla). Eb: eklem
boslugu, Ek: eklem kikirdagi, Skm: sekonder kemiklesme merkezi, Me: metafiz
bolgesi. X2,5. b: Eklem kikirdag: yiizeyel zonu (Yz), gecis (Gz) ve derin zonun
gecis zonuna yakin iist bolimlerinde ¢ok yogun pozitif gézlenen Notchl pozitif
immunoboyanmasi (oklarla). X20. e¢: Bilyiime plaginin tiim zonlarinda
gozlenmeyen Notchl immunoboyanmasi. X20. Dz: depo zonu, Cz: ¢cogalma zonu,
Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon zonu, Kz: kemiklesme zonu.
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H-SCORE analizi ile Notchl pozitif hiicre siklig1 degerlendirildiginde,
DS20.giine kadar olan gelisim donemlerinde Notchl1 pozitif hiicre sikligr anlamli
bir sekilde giderek arttigr ve bu donemden erigskin doneme dogru anlamli bir
sekilde diismeye basladigi belirlendi (p<0.001).
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Sekil 4.11. Notchl pozitif hiicre siklig1. Sekilde Notchl pozitif hiicre sikliginin DS10. giine
kadar anlamli olarak arttig1, bu donemden sonra anlamli bir sekilde diismeye
basladig1 goriilmektedir (* p<0,001).

44



4.2.2 Delta

Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdag
dokularinda Delta immunoyogunluklarinin dagilimi semikantitatif olarak
degerlendirildi ve tablo 4.2.’de verildi.

EPTFIZ KIKIRDACI
BOLGELERI El5 El19 Ds1n Ds20 Eriskin
Yiizeyel Zon B (+ 0 L H
g
E Gecis Zonu & (+) i+ + Ht
B :
& [ Derin Zon B & + + L
z
% | Kalsifikayon Zonu ) 8 {+ i i
SEFONDER KEMIKLESME 5 5 + + +
MEREKEZI
Depo Zonu & + -+ {+) i
5 | Cogalma Zonu ) + + () a
E Hiperirofik Zon + +H+ + + I
% Kalsifikasyon Zonu & [+ 0 1] 1]
Eemildese Zonu ] ++ ++ ++ +

Tablo 4.2. Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi dokularinda Delta
immunoyogunluklarimin semikantitatif ~dagilimi. E: Embriyonik, DS: Dogum
sonrasi. O:Negatif; (+): Zayif Pozitif; +: Pozitif; ++: Yogun Pozitif; +++: Cok
Yogun Pozitif; 0: Bolge mevcut degil.
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Embriyonik 15. giinde, Notchl immunoboyanmasinda oldugu gibi
cevre mezenkimal bag doku, perikondriyum ve kikirdak modelin sadece
hipertrofik hiicrelerinde lokalize oldugu goriildi. Bununla birlikte, Delta
boyanmalar1 Notchl boyanmasina gore daha yogun goézlendi (Sekil 4.12a-c.).

Sekil 4.12a-c.Embriyonik 15. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda Delta immuno
lokalizasyonu. a: Genel goriinim. M: mezenkimal bag doku, P:
perikondriyum, Hz: hipertrofik zon,. 10X. b: Sekil a’ da isaretli alanda yer
alan Notch-1 yogun pozitif hipertrofik hiicreler (oklarla) gozlenmektedir.
X40. c: Negatif kontrol X40.
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E19 giinliik sican humerusu epifiz kikirdagi dokusunda, eklem boslugu
komsulugundaki yiizeyel ve gecis zonlarinda zayif Delta immunoboyanmalari
gozlenirken, depo zonunda ve ¢ogalma zonunda yogun pozitif, hipertrofik zonda
ve kemiklesme zonunda ¢ok yogun pozitif immunoboyanma gozlendi. Bununla
birlikte kalsifikasyon zonunda zayif yogunlukta Delta immunoboyanmasi
gozlendi. Kemiklesme bolgesinde, 0Ozellikle kemik trabekiilleri c¢evresinde
yerlesik olan osteoblastlarda ¢ok yogun Delta immunoboyanmasi gozlendi (Sekil
4.13a-d.).

Sekil 4.13a-c. Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda Delta immuno
lokalizasyonu. a: Genel goriinim (oklar: eklem boslugu, 5X. b: Eklem
kikirdaginda, eklem boslugu (Eb) komsulugundaki yiizeyel (Yz) ve gecis
(Gz) zonlarindaki zayif Delta immunoboyanmalart (oklarla). X40. ¢: Depo
zonunda yogun Delta immunoboyanmalari (oklarla). X40.
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Sekil 4.13d,e. Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda Delta immuno
lokalizasyonu. d: Cogalma zonunda (Cz) ve hipertrofik zonda (Hz) yogun
pozitif, kalsifikasyon zonunda (Klz) zayif pozitif kemiklesme (Kz) zonunda
yogun pozitif Delta immunoboyanmasi (oklarla) gozlenmektedir. X20. e:
Kemiklesme bolgesinde, ozellikle kemik trabekiilleri (Kt) cevresinde
yerlesik olan osteoblastlarda (oklarla) ¢ok yogun Delta immunoboyanmast
olmasi dikkat ¢ekicidir. X100
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Delta immunolokalizasyonu, dogum sonras1 10 giinliikk grupta eklem
kikirdaginin yiizeyel zonunda negatif, gecis zonunda zayif pozitif, derin zonunda
pozitif, kalsifikasyon zonunda zayif pozitif seklinde gozlendi (Sekil 4.14a,b.).
Biiyiime plaginda, depo zonunda zayif pozitif, cogalma zonu hiicrelerinde pozitif,
hipertrofik zon hiicrelerinde yogun pozitif Delta immunoboyanmast gozlenirken,
kalsifikasyon zonu hiicrelerinde immunoboyanma go6zlenmedi. Kemiklesme
zonunda ise yogun pozitif Delta immunoboyanma yogunlugu gozlendi (Sekil
4.14c.d.).

Sekil 4.14a-d. Dogum sonras1 10. giine ait epifiz kikirdagr dokusunda Delta
immunoboyanmasi. X20 a: Eklem kikirdaginin yiizeyel zonunda (Yz)
negatif, gecis zonunda (Gz) zayif pozitif (oklarla), derin zonunda (Drz)
pozitif Delta immunoboyanmasi (oklarla). b: Kalsifikasyon zonunda zayif
pozitif Delta immunoboyanmast (oklarla). e¢: Biiyiime plaginin, depo
zonunda (Dz) zayif pozitif, ¢ogalma zonu (Cz) hiicrelerinde pozitif Delta
immunoboyanmasi. d: Hipertrofik zon (Hz) hiicrelerinde yogun pozitif Delta
immunoboyanmas1 gozlenirken, kalsifikasyon zonu (Klz) hiicrelerinde
immunoboyanma  gozlenmemektedir. Kemiklesme zonunda gozlenen
yogun pozitif Delta immunoboyanmasi gézlenmektedir.
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Dogum sonrasi 20 giinliik grupta Delta immunoboyanmasinin Notchl
immunoboyanmasinda oldugu gibi daha ¢ok eklem kikirdaginin eklem yiizeyine
yakin olan gegis ve derin zonlarinda yogunlastigi belirlendi (Sekil 4.15a.). Bu
donemde, Delta immunoboyanmasi eklem kikirdagi ylizeyel zonunda negatif,
gecis zonunda pozitif ve derin zon hiicrelerinde yogun pozitif gozlenirken,
kalsifikasyon zonunda negatifti (Sekil 4.15b.). Biiyiime plagi depo, cogalma ve
hipertrofik zonlarinda zayif immunoboyanma gozlenirken, kalsifikasyon
zonlarinda immunoboyanma gozlenmedi. Biiylime plagi kemiklesme zonunda ise
yogun aktivite gozlendi (Sekil 4.15c.).

Sekil 4.15a-c.Dogum sonrast 20 giinlik grupta Delta immunoboyanmasi. a: Eklem
kikirdagunin eklem yiizeyine yakin olan gecis ve derin zonlarinda yogunlagan
Notchl immunoboyanmasi (oklarla). Eb: eklem boslugu, Ek: eklem kikirdagi,
Skm: sekonder kemiklesme merkezi, Me: metafiz bolgesi. X2,5. b: Eklem
kikirdag yiizeyel zonunda (Yz) negatif, gecis zonunda (Gz) pozitif ve derin zon
(Drz) hiicrelerinde yogun pozitif kalsifikasyon zonunda negatif gozlenen Notchl
pozitif immunoboyanmasi (oklarla). X20. ¢: Biiyiime plagi depo (Dz), cogalma
(Cz) ve hipertrofik (Hz) zonlarinda zayif, kalsifikasyon (Klz) zonunda
immunoboyanma  gozlenmezken, kemiklesme (Kz) zonunda yogun
immunoboyanmasi (oklarla). X20.

50



Sekil

Dogum sonrasi1 erigskin sican humerusu epifiz kikirdaginda, Delta
pozitif immunoboyanmasi, ayn1 gelisim donemi Notchl immunoboyanmasinda
oldugu gibi hemen hemen sadece eklem kikirdagiinin eklem yiizeyine yakin olan
yiizeyel, gec¢is ve derin zonlarinda yogunlastigr belirlendi (Sekil 4.16a.). Bu
donemde, Delta immunoboyanmasi eklem kikirdag: yilizeyel zonda pozitif, gecis
ve derin zonun gecis zonuna yakin st boliimlerinde cok yogun pozitif
gozlenirken, kalsifikasyon zonunda negatifti (Sekil 4.16b.). Biiyiime plaginin tim
zonlarinda immunoboyanma gozlenmezken, kemiklesme zonunda yogun Delta
immunolokalizasyonu gézlendi (Sekil 4.16c¢.).

4.16a-c.

Dogum sonrast erigkin sican humerusu epifiz kikirdaginda Delta
immunoboyanmasi. a: Eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin olan
bolgelerinde yogunlagan Delta immunoboyanmasi (oklarla). Eb: eklem
boslugu, Ek: eklem kikirdagi, Skm: sekonder kemiklesme merkezi, Me:
metafiz bolgesi. X2,5. b: Eklem kikirdag: yiizeyel zonu (Yz), gegis (Gz) ve
derin (Drz) zonun gec¢is zonuna yakin iist boliimlerinde ¢ok yogun pozitif
gozlenen Delta pozitif immunoboyanmasi (oklarla). X20. ¢: Bilyiime plagi
zonlarinin timiinde gozlenemeyen ancak kemiklesme zonunda yogun
gozlenen Delta immunoboyanmasi. X20. Dz: depo zonu, Cz: ¢ogalma zonu,
Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon zonu, Kz: kemiklesme zonu.
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H-SCORE analizi ile Delta pozitif hiicre sikligi degerlendirildiginde,
Notch-1 pozitif hiicre sikligi bulgusuna benzerlik gosteren bir bulgu ile
karsilasildi; Delta pozitif hiicre sikliginin dogum sonras1 20.giine kadar anlamli
bir sekilde giderek arttig1 ve bu donemden sonra erigkin doneme dogru giderek
diismeye basladigi belirlendi (p<0.001).
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ekil 4.17. Delta pozitif hiicre sikliginin dogum sonrast 20.giine kadar anlamli bir sekilde
p g g g
giderek artt1g1 ve bu donemden sonra erigkin doneme dogru giderek diistiigii
goriilmektedir (* p<0.001).
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4.2.3.CD105

CD105 gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi
dokularinda Delta immunoyogunluklarinin dagilimi semikantitatif olarak
degerlendirildi ve tablo 4.3.’de verildi.

EPIFIZ KIKIRDAGI
BOLGELERT El5 E1? DS10 D520 Erisldn

Yiizevel Zon 8 + -+ i+ ++
g
g Gecis Zonu & + ++ ++ =+
=]
i Derin Zon & 8 ++ ++ +
g
E Ealsifikayon Zonu A a [+ ] ]
SEEONDER EEMIKLESME & 7] ++ + +H+

MEERKEZI

Depo Zonu B8 ++ + s 7]
5 [CoZalma Zonu ) i+ i+ {+) u
E Hiperirofik Zon + + + + 0
é Kalsifikasyon Zonu a i+ 1] 1] 0]

Eemildesme Zonu A +H+ +H+ +H +H+

Tablo 4.3. Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi dokularinda CD105
immunoyogunluklarinin semikantitatif dagilimi. E: Embriyonik, DS: Dogum sonrast.
0:Negatif; (+): Zayif Pozitif; +: Pozitif; ++: Yogun Pozitif; +++: Cok Yogun Pozitif; 6:
Bolge mevcut degil.
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Embriyonik 15. giinde, CD105 immunoboyanmasinin Notchl ve Delta
immunoboyanmalarinda oldugu gibi ¢evre mezenkimal bag doku, perikondriyum
ve sadece kikirdak modelin hipertrofik hiicrelerinde lokalize oldugu goriildii.
CD105 immunoboyanmasi, Delta boyanmasina benzerlik gostererek yogun
pozitif siddette gdzlendi (Sekil 4.18a-c.).

Sekil 4.18a-c.Embriyonik 15. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda CDI105 immuno
lokalizasyonu. a: Genel goriinim. M: Mezenkimal bag doku, P:
perikondriyum, Hz: hipertrofik zon, 10X. b: Sekil a’ da isaretli hipertrofik
zonda yer alan CD105 pozitif hipertrofik hiicreler (oklarla) gézlenmektedir.
X40. c: Negatif kontrol X40.
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Embriyonik 19. giinde, tiim epifiz kikirdag total olarak incelendiginde,
CD105 immunoboyanmasmin aynt doneme ait Notchl ve Delta
immunoboyanmalarindan daha yogun bir aktivite gosterdigi belirlendi. Bu
donemde, epifiz kikirdaginin yiizeyel, ge¢is ve depo zonlarinda yogun pozitif
CDI105 immunoboyanmas: gozlendi (Sekil 4.19a.). CD105 immunoboyanma
yogunlugu cogalma zonunda zayif, hipertrofik zonda yogun iken, kalsifikasyon
zonunda zayif pozitif, kemiklesme zonunda ¢ok yogun pozitif gozlendi (Sekil
4.19b.). Ayrica, kemiklesme bolgesinde, Ozellikle kemik trabekiilleri cevresinde
yerlesik olan osteoblastlar ve kapiller endotel hiicrelerinde yogun CD105
immunoboyanmasi dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.19¢.d.).

Sekil 4.19a-d. Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda CD105 immuno
lokalizasyonu. a: Epifiz kikirdaginda, eklem boslugu (Eb) komsulugundaki
yiizeyel (Yz), gecis (Gz) ve depo (Dz) zonlarindaki yogun CDI105
immunoboyanmalar1 (oklarla). X20. b: Cogalma zonunda (Cz) zayif,
hipertrofik zonda (Hz) yogun, kalsifikasyon zonunda (Klz) zayif pozitif,
kemiklesme zonunda (Kz) ¢ok yogun pozitif gozlenen CDI105
immunolokalizasyonu. X20. ¢,d : Kemiklesme bolgesinde, 6zellikle kemik
trabekiilleri (Kt) cevresinde yerlesik olan osteoblastlar (Sekil c¢’de oklarla)
ve kapiller (ka) endotel hiicrelerinde (Sekil d’de oklarla) cok yogun CD105
immunoboyanmasi olmasi dikkat ¢ekicidir. X100.
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Dogum sonras1 10 giinliik sigcan eklem kikirdaginin yiizeyel zonunda
zayif pozitif, gecis zonunda ise yogun pozitif, derin zonunda ¢ok yogun pozitif,
kalsifikasyon zonunda zayif pozitif CD105 immunoboyanmasi gozlendi (Sekil
4.20a,b.). Biiyiime plaginda, depo zonunda pozitif, cogalma zonu hiicrelerinde
zayif pozitif CD105 immunoboyanmasi1 gozlenirken (Sekil 4.20c.), hipertrofik
zonda porzitif yogunlukta gozlendi. Kalsifikasyon zonu hiicrelerinde
immunoboyanma gozlenmedi (Sekil 4.20d.).

Sekil 4.20a-d. Dogum sonrast 10. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda  CDI105
immunoboyanmast. a,b: Eklem kikirdaginin yiizeyel zonunda (Yz) pozitif,
gecis zonunda (Gz) yogun pozitif (Sekil a’da oklarla), derin (Drz) zonunda
cok yogun pozitif (Sekil b’ de oklarla) X20. ¢: Bilyime plaginda, depo
zonunda (Dz) pozitif, ¢cogalma zonu (Cz) hiicrelerinde zayif pozitif
(oklarla). X20.d: Hipertrofik zonda (Hz) pozitif (oklarla), kalsifikasyon
zonunda ise (Klz) immunoboyanma gozlenmemektedir X20.
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Dogum sonrast 20. giinde, CD105 immunoboyanmasi Notchl ve Delta
immunoboyanmalarinda oldugu gibi daha cok eklem kikirdaginin eklem
bosluguna komsu bolgelerinde yogunlastigi gozlendi (Sekil 4.21a.). Bu donemde
eklem kikirdag: yiizeyel zonunda zayif pozitif, gecis ve derin zonlarinda cok
yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda ise negatif immunoboyanma gozlendi.
Sekonder kemiklesme merkezinde cok yogun pozitif aktivite gozlendi (Sekil
4.21.). Biiytime plaginda, depo ve cogalma zonlarinda zayif, hipertrofik zonda
pozitif, immunoboyanma yogunlugu gozlenirken kalsifikasyon zonunda,
immunoboyanma gézlenmedi (Sekil 4.21c.).

Sekil 4.21a-c. Dogum sonrasi 20 giinliik grupta CD105 immunoboyanmasi. a: Eklem kikirdaginin
eklem yiizeyine yakin olan bolgelerinde yogunlasan CD105 immunoboyanmasi
(oklarla). Eb: eklem boslugu, Ek: eklem kikirdagi, Skm: sekonder kemiklesme
merkezi, Bp: biiyiime plagi, Me: metafiz bolgesi. X2,5. b: Eklem kikirdag:
yiizeyel zonunda (Yz) zayif, gecis zonunda (Gz) ve derin zon (Drz) hiicrelerinde
cok yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda negatif (oklarla), sekonder
kemiklesme merkezinde (Skm) ise ¢ok yogun pozitif (oklarla)
immunolokalizasyonu gozlenmektedir. X20. c¢: Biiyiime plagi depo (Dz),
cogalma (Cz) zonlarinda zayif pozitif, hipertrofik zonda (Hz) pozitif CD105
immunolokalizasyonu (oklarla) go6zlenirken, kalsifikasyon (Klz) zonunda
immunoboyanma gozlenmemektedir. X20.
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Dogum sonrasi erigkin humerusu eklem kikirdaginin yiizeyel ve gecis
zonlarinda ¢ok yogun, derin zonun iist bolgesinde yogun pozitif CD105
immunoboyanmas1  gozlenirken, kalsifikasyon zonunda immunoboyanma
gozlenmedi (Sekil 4.22a.). Bu donemde, biiyiime plaginin tiim zonlarinda CD105
immunoboyanmasi gozlenmedi (Sekil 4.22b.).

Sekil 4.22a,b. Dogum sonrasi eriskin sigcan humerusu epifiz kikirdaginda CD105 pozitif
immunoboyanmasi. a: Eklem kikirdag: yiizeyel (Yz) ve gecis (Gz) zonlarinda
cok yogun, derin zonun gegis zonuna yakin iist boliimlerinde yogun pozitif
gozlenen CDI105 immunoboyanmast (oklarla). (Eb: eklem boslugu, Skm:
sekonder kemiklesme merkezi). X20. b: Biiyiime plaginin tiim zonlarinda
gozlenemeyen CD105 immunoboyanmasi. X20. Dz: depo zonu, Cz: ¢ogalma
zonu, Hz: hipertrofik zon, Klz: kalsifikasyon zonu, Kz: kemiklesme zonu. Me:
metafiz bolgesi.
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H-SCORE analizi ile CD105 pozitif hiicre siklig1 degerlendirildiginde;
E19. ve DS10. giinlerdeki CDI105 pozitif hiicre sikhigi E15. giinliik epifiz
kikirdagindaki pozitif hiicre sikligina gore anlamli bir sekilde daha yiiksekti.
Eriskin epifiz kikirdagindaki CD105 pozitif hiicre sikligi ise E19. ve DSIO.
giinlerdeki pozitif hiicre sikligina gore anlamli olarak daha diistiktii (p<0.001).
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Sekil 4.23. CD105 pozitif hiicre siklig1. Sekilde, E19. ve DS10. giinlerdeki CD105 pozitif hiicre
sikliginin E15. giinliik ve eriskin epifiz kikirdagindaki CD105 pozitif hiicre sikligina
gore anlaml bir sekilde daha yiiksek oldugu dikkat cekmektedir (* p<0.001).
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4.2.4 CD166

Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdag:
dokularinda CD166 immunoyogunluklarinin dagilimi semikantitatif olarak
degerlendirildi ve tablo 4.4.’de verildi.

EPIFIZ KIKIRDAGI
BOLGELERT El5 E19 D510 D520 Erigkin
Yiizevel Zon & ++ + {+) +H
2
=
2 Geris Zonu B +H+ +H+ +H +H+
B
; Derin Zon & 8 + +H =+
E Kalsifikayon Zonu & a8 i+ 1] 1]
=
SEKONDER KEMIKLESME g 2 ++ + +
MERKEZI
Depo Zonu ) ++ + o 0
5 Cogalma Zonu f -+ + 0 L
E Hipertrofik Zon + ++ + i+ o
% Ealsifikasyon Zonu & -+ o I 0
EKemildesne Zonu B +H+ +H+ +HH+ +HH+

Tablo 4.4. Gelismekte olan sican humerusu proksimal epifizi kikirdagi dokularinda CD166
immunoyogunluklarinin semikantitatif dagilimi. E: Embriyonik, DS: Dogum sonrast.
0:Negatif; (+): Zay1f Pozitif; +: Pozitif; ++: Yogun Pozitif; +++: Cok Yogun Pozitif; 0:
Bolge mevcut degil.
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Embriyonik 15. giinde, CDI166 immunoboyanmasinin ¢evre
mezenkimal bag doku, perikondriyum ve kikirdak modelin sadece hipertrofik
hiicrelerinde lokalize oldugu goriildii. Lokalizasyonun yogunlugu, Notchl
immunoboyanmasi ile benzerlik gosterdi (Sekil 4.24a-c.).

Sekil 4.24a-c.

Embriyonik 15. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda CD166 immuno
lokalizasyonu. a: Genel goriinim. M: Mezenkimal bag doku, P:
perikondriyum, Hz: hipertrofik zon, 10X. b: Sekil a’da isaretli
hipertrofik (Hz) zonda yer alan CD166 pozitif hipertrofik hiicreler (oklarla)
gozlenmektedir. X40. c: Negatif kontrol X40.
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E19 giinliik sican humerusu epifiz kikirdagi dokusunda, CD166
immunoboyanmasinin daha ¢ok eklem boslugu komsulugundaki alanlarda
yogunlastig1 belirlendi (Sekil 4.25a). Bu donemde, ylizeyel ve gegis zonlarinda
cok yogun CDI166 immunoboyanmalar1 gozlenirken, epifiz kikirdaginin depo
zonunda yogun pozitif lokalizasyon gozlendi (Sekil 4.25b.). Epifiz kikirdag:
cogalma zonunda zayif pozitif, hipertrofik zonda ve kemiklesme zonunda cok
yogun pozitif immunoboyanma goézlenirken, kalsifikasyon zonunda zayif pozitif
CD166 immunoboyanmasi vardi (Sekil 4.25¢). Kemiklesme bolgesinde, ozellikle
kemik trabekiilleri ¢cevresinde yerlesik olan osteoblastlarda yogun pozitif CD166
immunoboyanmasi gozlendi (Sekil 4.25d).

Sekil 4.25a,b. Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda CD166 immuno
lokalizasyonu. a: CDI166 immunoboyanmalarimin daha c¢ok eklem
bosluguna (Eb) yakin bolgelerde lokalize oldugu goriilmektedir (oklarla). b:
Eklem kikirdaginda, eklem boslugu (Eb) komsulugundaki yiizeyel (Yz) ve
gecis (Gz) zonlarindaki ¢cok yogun, depo zonunda ise yogun pozitif CD166
immunoboyanmalari (oklarla). X40.
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Sekil 4.25¢,d.

c:Embriyonik 19. giine ait epifiz kikirdag1 dokusunda ¢ogalma

zonunda (Cz) zayif pozitif, hipertrofik zonda (Hz) ¢ok yogun pozitif,
kalsifikasyon zonunda (Klz) zayif pozitif CD166 immunoboyanmasi. X40.
d:Kemiklesme bolgesinde, 6zellikle kemik trabekiilleri ¢evresinde yerlesik
olan osteoblastlarda (oklarla) yogun CD166 immunoboyanmasi dikkat

cekicidir. X100
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Dogum sonrast 10. giinde, CD166 immunoboyanmasi hem eklem
kikirdagr ve hem de biiylime plagi zonlarinda yogun bir sekilde gozlenmekle
birlikte immunoboyanmalarin, daha cok eklem kikirdaginin eklem bosluguna
yakin bolgelerinde yogunlasmistigi goriildii (Sekil 4.26a.). Bu donemde eklem
kikirdagi gecgis zonlarinda ¢ok yogun, derin zonda yogun CD166
immunolokalizasyonu goézlendi (Sekil 4.26b.). Eklem kikirdagi kalsifikasyon
zonunda immunoboyanma zayif pozitif, sekonder kemiklesme merkezinde cok
yogun pozitif immunoboyanma vardi (Sekil 4.26c.). Biiylime plaginin depo ve
cogalma zonlarinda pozitif yogunlukta gozlenirken, hipertrofik zonda yogun
pozitif, kalsifikasyon zonunda negatif ve kemiklesme zonunda ¢ok yogun pozitif
CD166 immunoboyanma yogunlugu gozlendi (Sekil 4.26d.).

Sekil 4.26a,b. Dogum sonrast 10. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda  CDI166
immunoboyanmasi. a: CD166 immunoboyanmalarimin daha ¢ok eklem
kikirdaginin eklem bosluguna (Eb) yakin bolgelerinde yogunlastig
gozlenmektedir (oklarla). X2,5. b: Eklem kikirdaginin yiizeyel
zonunda (Yz) pozitif, gecis zonunda (Gz) ¢ok yogun, derin zonda yogun
pozitif CD166 immunoboyanmasi (oklarla). X40.
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Sekil 4.26¢,d.

Dogum sonrasi 10. giine ait epifiz kikirdagi dokusunda CD166
immunoboyanmast. ¢: Eklem kikirdag: kalsifikasyon zonunda (Klz) zayif
pozitif, sekonder kemiklesme merkezinde (SKM) ¢ok yogun pozitif CD166
immunoboyanmasi (oklarla). X40. d; bitytime plaginin depo (Dz), cogalma
(Cz) ve hipertrofik zonlarda (Hz) yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda (Klz)
negatif ve kemiklesme zonunda (Kz) ¢ok yogun pozitif CD166
immunoboyanmasi (oklarla) X40.
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Dogum sonras1 20. giinde, eklem kikirdagi yiizeyel zonlarinda zayif,
gecis ve derin zonlarinda yogun pozitif immunoboyanma gozlenirken
kalsifikasyon zonunda ise CD166 immunoboyanmasina rastlanmadi (Sekil
4.27a.).

CD166 immunoboyanmast biiyiime plaginin, depo ve c¢ogalma
zonlarinda negatif, hipertrofik zonda zayif pozitif yogunlukda goézlenirken,
kalsifikasyon zonunda immunoboyanma gozlenmedi (Sekil 4.27b.).

Sekil 4.27a,b. Dogum sonrast 20 giinliikk grupta CD166 pozitif immunoboyanmasi. a: Eklem
kikirdag yiizeyel zonlarinda (Yz) zayif, gecis zonunda (Gz) ve derin zonda (Drz)
yogun pozitif, kalsifikasyon zonunda (Klz) ise negatif gozlenen CD166
immunoboyanmasi (oklarla). X20. b: Biiyiime plaginda, depo (Dz) ve cogalma
(Cz) zonlarinda negatif, hipertrofik zonda (Hz) zayif pozitif yogunluk
gozlenirken (oklarla), kalsifikasyon (Klz) zonunda CD166
immunoboyanmasi gozlenmemektedir. X20.
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Eriskin epifiz kikirdaginda, CD166 immunoboyanmasinin calisilan
diger belirteglerde oldugu gibi, daha c¢ok eklem kikirdaginin eklem bosluguna
yakin zonlarinda yogunlastig1 belirlendi. Bu donemde eklem kikirdag: yiizeyel
ve gecis zonlarinda ¢ok yogun pozitif, derin zonun iist bolgesinde yogun CD166
immunoboyanmas1 goOzlenirken, kalsifikasyon zonunda negatif, sekonder
kemiklesme merkezinde yogun CD166 immunoboyanmast goézlendi (Sekil
4.28a.). Biiyime plaginda kemiklesme zonu disindaki tabakalarda
immunoboyanma gozlenmezken, kemiklesme zonunda yogun CD166 aktivitesi
gozlendi (Sekil 4.28b.).

Sekil 4.28a,b. Dogum sonrasi eriskin sigan humerusu epifiz kikirdaginda CD166 pozitif
immunoboyanmasi. a: Eklem kikirdag: yiizeyel zonu (Yz) ve gecis (Gz)
zonlarinda ¢ok yogun, pozitif , derin zonun (Drz) iist bolgesinde yogun,
kalsifikasyon zonunda (Klz) negatif, sekonder kemiklesme merkezinde (Skm)
yogun CD166 immunoboyanmasi (oklarla) gdzlenmektedir. X20. b: Biiyiime
plaginda kemiklesme zonu (Kz) digindaki tabakalarda immunoboyanma
gozlenmezken, kemiklesme zonunda yogun CD166 aktivitesi. X20
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H-SCORE analizi ile CD166 pozitif hiicre siklig1 degerlendirildiginde,
CD105 pozitif hiicre siklig1 bulgusuna benzerlik gosteren bir bulgu ile karsilasild;
E19. giindeki CD166 pozitif hiicre siklig1 ¢alisilan diger belirteglere oranla daha
yiiksek bulundu. Bu dénemdeki CD166 pozitif hiicre sikligi, gelisimin DS10.
giiniinde de varligimi siirdiirmekteydi. DS10. giinden sonraki donemde gelisim
sirecine bagl olarak yine anlamli bir sekilde diisiis gosterdigi gozlendi (p<0.001).
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Sekil 4.29. CD105 pozitif hiicre sikligl. Sekilde, E19. giindeki CD166 pozitif hiicre siklig
calisilan diger belirteclere oranla daha yiiksek oldugu ve ayrica DS10. giinden
sonraki donemde gelisim siirecine bagli olarak yine anlamli bir sekilde diisiis
gosterdigi gozlenmektedir (*p<0.001).
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TARTISMA

Organizmada kemik gelisiminin ilk donemlerinde, epifiz bolgesinde once
sekonder kemiklesme merkezinin gelistigi, sonrasinda ise eklem yiizeyinden
aposizyonla eklem kikirdagimin biyiidiigii ve bu olaymm eklem yiizeyel zon
kondrositlerinin proliferasyonuyla gerceklestigi gosterilmistir (26).

Eklem kikirdaginin hem kondrosit morfolojisi hem de matriks biyokimyasi,
yiizeyel zondan kalsifiye zona dogru degiskenlik gosterir. Yiizeyel zon, yassi sekilli
ve proteoglikan-4 salgilayan hiicreler igerir. Orta zon, dik siitunlar seklinde
diizenlenmis yuvarlak hiicreleri icerir. Bu hiicreler tip II kollajen ve agrekan yaninda
kikirdak orta zon proteini de (cartilage intermediate layer protein, CILP) eksprese
eder. Derin zon ve kalsifiye zon kondrositleri ekstremite biiyiimesi siiresince tip X
kollajen ve alkalin fosfataz eksprese ederler (71-76). Degisik caligsmalar, eklem
kikirdaginin yiizeyel zonunun, eklem kikirdagi dokusunun gelisimi ve biiyiimesinin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadigimi gostermistir (60, 77). Ayrica, in vivo
calismalarda, eklem kikirdagi yiizeyel zonunun, eklem kikirdaginin apozisyonel
biiylimesinden sorumlu oldugunu ve bu bilylimenin yiizeyel bolgenin 2-3 hiicre
tabakasinda bulunan kondroprojenitér hiicre populasyonu ile gergeklestigi
gosterilmistir (26, 60). Ayrica, bu hiicre populasyonunun c¢ogunlukla Notchl
membran reseptoriinii eksprese ettigi de vurgulanmstir (27, 78).

Biiyiime plagi, eklem kikirdaginda oldugu gibi hiyalin kikirdak yapisindadir.
Biiyiime plagi, sekonder kemiklesme merkezinden diyafize dogru 5 bolgeye (zona)
ayrilir; dinlenim (depo, rezerv) zonu, ¢ogalma (proliferasyon) zonu, hipertrofik zon,
kalsifiye zon ve kemiklesme zonu. Memelilerde, uzun kemiklerin boyuna biiyiimeleri
biiylime plaginda olusur (4, 37). Bilyiime plaginda dinlenim zonunun, kok hiicre
benzeri hiicreler icermesinden dolay1 endokondral kemiklesmede son derece nemli
bir rol oynadig1 belirtilmektedir (79).

Notch sinyal yolagi, sinir sistemi, vaskiiler sistem, hematopoietik sistem,
somitler, kas, deri ve pankreas gibi bir¢cok farkli dokuda hiicre kaderi ile ilgili
kararlarda rol oynar. Bircok durumda, Notch sinyalince hiicre farklilagmasinin
bloklanmasi, hiicreyi farklanmamis durumda kalmaya zorlar. Bu nedenle, Notch
sinyali, farklanmaya karg1 bir giivenlik gorevlisi olarak degerlendirilmistir (80).
Ayrica Notchl ligandi Delta-like-1, epidermisin bazal katindaki keratinositlerde kok
hiicrelerdekine oranla daha diisiik diizeyde eksprese olmaktadir. Yiiksek Delta-like-1
ligand1 ekspresyonu, kok hiicre fenotipini tetiklemektedir (81). Notch ailesine ait
reseptorler, osteoblastik farklanmada da rol oynamaktadir. Bu konuyla ilgili yapilan
bir ¢alismada kortizoliin etkisiyle Notch1’in mRNA diizeyinin osteoblastik MC3T3
hiicrelerinde arttig1 gosterilmistir (82).

Son zamanlarda yayimlanan kaynaklar; Notch sinyal yolaginin sadece
hiicrenin farklanmamig durumunda kalmasini saglamadigi aym1 zamanda hiicrenin
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proliferasyona yonlendirilmesi veya farklilasma asamasinda da gorev alabilecegini
gostermektedir. Ornegin, Notch sinyali norogenezin ilk basamaklarinda néoral
potansiyel icin gerekli hiicre sayisinin olusabilmesi i¢in hiicrenin proliferasyona
yonlendirilmesinde rol oynar, fakat daha sonraki asamalarda, hangi hiicre tipinin
olusacagim da belirleyebilir. Bu durumda arastirmacilarin karsisina 6nemli bir soru
cikmaktadir. Bu soru, hiicre gelisiminin hangi evresinde Notch reseptorii, hangi
evresinde ilgili ligandinin daha aktif olacagi ve aktivasyonu etkileyen faktorlerin
neler oldugudur? (83).

Farelerde in vivo’da yapilan caligmalar Notch foksiyonunun anlasilmasina
yardimci olmustur;  Notchl ve 2 mutant farelerden elde edilen yavrularda
embriyonik Oliimler goriiliirken, Notch 3 ve 4 mutant farelerin yavrularinda fenotipik
degisiklik goriilmemistir (84). Bununla birlikte Notch 477; Notch 17~ homozigot
mutant farelerde, Notch 17~ homozigot mutant farelerdekinden daha ciddi defektler
olusmustur. Notch 177; Notch 37~ homozigot mutant farelerde ciddi bir degisiklik
goriilmemistir (84). Deltal ™; Serrata™” homozigot mutant farelerde embriyonik
olarak oliimler meydana gelmistir (85, 86).

Hemangioblastlarda, Notchl ve 4 eksprese olurken Notch2 eksprese
olmamaktadir. Aksine Hematopoietik progenitor hiicrelerde Notchl ve 2 eksprese
olurken Notch4 eksprese olmamaktadir. Ozetle bu sonuglar gostermektedir ki,
Notchl hematopoietik kok hiicrelerin gelisimi icin esastir. Notch sinyalinin, kemik
iligi icerisinde hematopoietik kok hiicre (HKH) gelisiminde benzer bir rol alip
almadig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, Notch sinyali, kemik
iliginde potansiyel kok hiicre olusumuna katilabilir (87-91).

Yukarida adi gecen daha Onceki calismalarin sonuglarma gore, Notch
reseptorleri ve onlarin ligandlarimin degisik tip dokulardaki fonksiyonlar ve kok
hiicre gelisimlerindeki olasi rolleri halen tartismalidir.

Biz ¢alismamizda, Notchl ve onun ligandi olan Delta ekspresyonunun eriskin
sican eklem kikirdaginda yilizeyel zonda diger bolgelere oranla daha yiiksek
oldugunu goézledik. Bu bulgularimiz, daha 6nceki hayvan eklem kikirdaklarinda
yapilmis calismalarin (27, 60, 78) bulgulariyla uyumludur. Bulgularimiz 1s181inda,
erigkin sican eklem kikirdag: yiizey bolgesi progenitor hiicre belirteci sayilan Notchl
ve onun ligandi Delta’y1 yiiksek diizeyde eksprese eden hiicreler igermektedir.
Nitekim, Notch ve Delta’nin birlikte ekspresyonunun hiicrelerin farklanmamisg
durumda kalmalarim1 sagladigi ve kendilerini yenileyebilme yeteneklerini stimiile
ettigi belirtilmistir (91, 92).

Yaptigimiz bu caligmayla, gelismekte olan sican epifiz kikirdaginda, Notchl
ve Delta’y1 ¢ok yogun eksprese eden hiicrelerin, degisik gelisim yaglarinda zonal
farkliliklar gosterdigi, E15. giinde, mezenkimal bolgeler, perikondriyum ve epifiz
kikirdag: hipertrofik zonunda yogunlastigi, E19. giinde, perikondriyum, periosteum,
epifiz kikirdaginin eklem yiizeyine yakin bolgeleri, depo zonu, hipertrofik zon,
kemiklesme zonunun eritrosit Onciilleri ve osteoblastlarinda yogunlastigi, DS10.
giinden baslayarak eklem kikirdaginin yiizeye yakin bolgeleri haric eklem
kikirdaginin ve biiylime plaginin tiim zonlarinda giderek azaldigi ve eriskin eklem
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kikirdaginda eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin olan ylizeyel, gecis ve iist
derin zonlarinda yogunlastigin1 gézlemledik.

Embriyonik donemin endokondral kemiklesme asamasi dncesine rastlayan
E15. giiniinde, kondrogenez siirecinin gerceklesmekte oldugu kikirdak modelin ¢evre
bolgelerinde ve primer kemiklesme merkezinin olusacagi kikirdak modelin orta
bolgelerindeki hipertrofik hiicrelerde hem Notchl hem de Delta’nin birlikte
ekspresyonuna iligkin bulgularimiz, Notch-Delta etkilesimine bagli sinyal yolaginin
hem kondrogenez hem de endokondral kemiklesmede etkin bir rol alabileceginin bir
gostergesi olabilir. Bu bulgumuzu destekleyen daha once yapilmis bir caligmada
(93); Notch’un, kondrogenezin erken donemlerinde 6nemli bir rol tistlenebilecegi ve
kondrogenik yonlendirmeyi baglatabilecegi, perikondriyumun, osteoblastlar ve
kondrositlere kaynaklik eden kok hiicrelere depo gorevi gordiigii, dolayisiyla,
Notch1’in perikondriyum ve hipertrofik kikirdak hiicrelerinde eksprese olarak bu iki
hiicrenin olusumuna katki yapabilecegi belirtilmistir.

E19. giinde Notchl ve Delta immunolokalizasyonunu 6zellikle epifiz
kikirdaginin depo zonunda yogun gozledik . 2002 yilinda yapilan bir ¢calismada (79),
biiylime plagi dinlenim zonunun kok hiicre benzeri hiicreler igermesinden dolay1
endokondral kemiklesmede son derece onemli bir rol oynadigi belirtilmektedir.
Ayrica bu calismada, dinlenim zonunda yeralan bu hiicrelerin ¢ogalma zonu
hiicrelerine kaynaklik ettigi, salgiladiklar1 bir morfogen sayesinde ¢ogalma zonu
hiicrelerinin uzun kemik modeline paralel diziler seklinde diizenlenmelerini sagladigi
ve ayrica cogalma zonu hiicrelerinin yeterli sayiya ulasincaya kadar farklanmalarini
onleyen bir morfogen sentezledikleri vurgulanmaktadir. Dolayisiyla, oldukca hizli
kondrogenez ve endokondral kemiklesme siirecinin gerceklesti§i embriyonal
donemin 19. giinlinde, epifiz kikirdaginin tiim bolgelerinde 6zellikle depo zonunda,
Notchl ve Delta immunolokalizasyonu, depo zonunda bulundugu hipotez edilen kok
hiicre- benzeri hiicrelerle iligkili olabilir.

Notch sinyalinin, kemik iligi igerisinde hematopoietik kok hiicre (HKH)
gelisiminde bir rol alip almadig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte,
Notch sinyali, kemik iliginde potansiyel kok hiicre olusumuna katilabilir. Domuz
kemik iliginde progenitor hiicrelerin Notchl’in aktif formunu eksprese etmeleri,
hematopoietik kok hiicrelerin (HKM) kendilerini yenileme veya progenitor
hiicrelerin in vivo veya in vitroda oliimsiizlik yeteneklerini artirir (94). Ustelik,
domuz veya insan hematopoietik kok hiicreleri (HKM) ¢oziilebilir Jagged1, Jagged 2
veya Deltal ile birlikte kiiltiirii yapildiginda hematopoietik kok hiicrelerin (HKM)
kendilerini yenileyebilme yeteneklerinin arttign goriilmiistiir (87-91, 95-99). Bu
calismalarin sonuglartyla ilgili olarak, biz ¢calismamizda epifiz kikirdagi kemiklesme
zonu osteoblastlar1 ve bazi eritrositlerde Notchl immunolokalizasyonu gozledik.
Dolayisiyla bu bolgede osteositlere veya ergin eritrositlere farklanacak olan kemik
iligi kokenli onciil hiicrelerde Notch1’in eksprese olmasi dogal gorilnmektedir .

Notchl ve Delta eksprese eden hiicrelerin DS10. giinden baslayarak eklem
kikirdaginin yilizeye yakin bolgeleri hari¢ eklem kikirdagiin ve bilylime plaginin
tiim zonlarinda giderek azaldig ve eriskin eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin
olan yiizeyel, gecis ve iist derin zonlarinda yogunlastiklarina iliskin bulgularimiz
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daha Once bu konuyla iliskili ¢alismalarm (60, 100, 101) bulgulariyla uyumluluk
gostermektedir; daha once eklem kikirdagr ile ilgili yapilan bazi calismalarda yeni
dogan tavsan diz ekleminde S-fazindaki kondrositlerin timidin baglanimiyla
proliferatif tablosu belirlenmeye cahsilmistir (102-105). Artikiiler yiizeyde ve
subkondral plagin hemen iistiinde proliferatif hiicreler belirlenmistir. Benzer sekilde
Oreja ve ark. 1995°te yapmis olduklar1 bir ¢calismada 6 haftalik tavsanlarda yiizeyel
zonun proliferatif aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (100). Eklem yiizeyindeki
proliferatif kondrositlerin apozisyonel biiyiimeye katildigin1 fakat subkondral plak
tizerindeki hiicrelerin hangi mekanizmada rol aldiklart bilinmemektedir (60).
Sekonder kemiklesme merkezinin olustugu dénemde artikiiler kikirdak apozisyonel
olarak biiyiimeye devam etmekte ve bu olay1 eklem yiizeyindeki kondrositlerin
proliferasyonuyla saglamaktadir (26, 60). Yine bu calismada yiizeyde bulunan
projenitor hiicrelerin boliinme sonrasi olusturdugu hiicrelerin bir kismi yine yiizey
zonunda kalarak kok hiicre niteligini korurken diger hiicre ge¢is zonuna katilarak
terminal farklanmaya desteklik saglayarak gelisimi diizenlemektedir. Bunu destekler
nitelikte baska bir calismada, yiizeyel zondaki hiicrelerin mitotik aktivite gostererek
yatay diizlemde eklem kikirdag:i tabakasinin lateral genislemesini sagladigi, dikey
diizlemde ise hem gecis zonu hemde iist derin zon i¢in hizla boliinen hiicrelere
kaynaklik ettigi vurgulanmaktadir. Bu sekilde dogum sonrasi biiylime fazini
destekledigi Onerilmektedir. Kisaca dogum sonrast gelisim siirecinde, eklem
kikirdag1 sadece bir tabaka olarak degil ayn1 zamanda bir ylizey biiyiime plagi gibi
rol oynamaktadir (101).

Archer ve ark. 1994°te yapmis olduklar1 bir ¢calismada, eklem kikirdaginin
apozisyonel olarak biyidiigiic. PCNA, IGF1-2 ve IGF baglayict1 protein
immunoboyanmalari ile gosterilmistir. Gelisim doneminin ilk giinlerinde hipertrofik
kondrositlerin yaninda epifizin biiyiik boliimiinde reaksiyon gozlenirken, daha
sonraki giinlerde reaksiyonlar yiizeyel zonlarda sinirl kalmistir (26).

Tiim bu calismalar ve bizim calismamizin bulgularina gore; eriskin epifiz
kikirdaginda dahi Notchl ve onun ligandi olan Delta aktivasyonlarinin mevcut
oldugu, bu belirtecleri eksprese eden hiicrelerin eklem kikirdaginin eklem yiizeyine
komsu bolgelerinde lokalize oldugu anlasiimaktadir.

Bir ¢ok defa yaptigimiz literatiir taramalarimiza gore; bugiine kadar hiicre
canliligi, adhezyonu, bilyiimesi, ESM ile iliskisi ve migrasyonu ile yakindan iligkili
oldugu bilinen ve ayrica MKH’ler tarafindan biiyiik oranda eksprese edilen CD105
ve CD166’y1 eksprese eden hiicrelerin gelismekte olan epifiz kikirdagi dokusunda
mevcudiyeti ve zonal dagilimini konu alan herhangi bir ¢calismaya rastlanilamamistir.
Dolayisiyla bizim bu ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularimiz orjinaldir ve daha
once hicbir caligmada yayimlanmamistir. Bizim calismamizda, CD105 ve CD166
immunolokalizasyonunu genellikle Notchl ve Delta eksprese edilen bolgelerde
gozledik, Notchl ve Delta immunolokalizasyonunda oldugu gibi, CD105 ve CD166
eksprese eden hiicrelerin DS10. giinden baslayarak eklem kikirdaginin yiizeye yakin
bolgeleri hari¢ eklem kikirdaginin ve biiyiime plagimin tim zonlarinda giderek
azaldigim ve eriskin eklem kikirdagimin eklem yiizeyine yakin olan ylizeyel, gecis ve
tist derin zonlarinda yogunlastiklarini saptadik.
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Bu bulgularimiz gostermektedir ki, epifiz kikirdagi biinyesinde birlikte
eksprese olan Notchl, Delta, CD-105 ve CD-166 gibi belirtegler epifiz kikirdag:
hiicrelerinin canliligi, hiicre-ESM iligkisi, gogleri ve sonugta epifiz kikirdaginin
saglikli bir sekilde biiyiiyebilmesinde 6nemli bir rol iistleniyor olabilirler.

Sonug olarak, gelismekte olan ve erigkin sican epifiz kikirdaginin Notchl,
Delta, CD105 ve CD166 belirteclerini eksprese eden progenitor hiicre 6zelligini
yansitan hiicreler igerebilecegi, bu hiicrelerin gelismekte olan epifiz kikirdaginin
saglikli biiyiimesini ve olgunlagmasini, eriskin epifiz kikirdaginda ise gerektiginde
rejenerasyonu ve tamirinde gorev alabilecekleri vurgulanabilir.
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SONUCLAR

Bu calismada belirlenen E15., E19., DS10., DS20. giinlerde ve eriskin
donemde elde edilen sican humerusu proksimal epifizlerinde Notchl, Delta, CD105
ve CDI166’ min lokalizasyonlar1 immiinohistokimyasal tekniklerle belirlendi ve
asagidaki sonuglara varildi:

1) Saglikli gelismekte olan sican epifiz kikirdaginda Notchl ve Delta’y1 ¢ok
yogun eksprese eden hiicrelerin degisik gelisim yaslarinda zonal farkliliklar
gosterdigi, E15. giinde mezenkimal bolgeler, perikondriyum ve epifiz kikirdag:
hipertrofik zonunda yogunlastigi, E19. giinde perikondriyum, periosteum, epifiz
kikirdaginin eklem yiizeyine yakin bolgeleri, depo zonu, hipertrofik zon, kemiklesme
zonunun eritrosit onciilleri ve osteoblastlarinda yogunlastigini, DS10. giinden
itibaren eklem kikirdaginin yiizeye yakin bolgeleri hari¢ eklem kikirdaginin ve
biiylime plaginin tiim zonlarinda giderek azaldigim ve eriskin eklem kikirdaginda
eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin olan yiizeyel, ge¢is ve iist derin zonlarinda
yogunlastigi,

2) CDI105 ve CD166 immunolokalizasyonunu genellikle Notchl ve Delta
eksprese  edilen  bolgelerde  lokalize  oldugu, Notchl ve  Delta
immunolokalizasyonunda oldugu gibi, CD105 ve CD166 eksprese eden hiicrelerin
DS10. giinden itibaren eklem kikirdaginin yiizeye yakin bolgeleri hari¢ eklem
kikirdaginin ve biiylime plaginin tiim zonlarinda giderek azaldigi ve eriskin eklem
kikirdaginin eklem yiizeyine yakin olan yiizeyel, gecis ve iist derin zonlarinda
yogunlastigi,

3) Notchl, Delta, CD105 ve CD166 immiinolokalizasyonuna gore; eriskin
sican epifiz kikirdaginda da kok hiicre aktivasyonlarinin mevcut olabilecegi, bu
belirtecleri eksprese eden olasi kok hiicrelerin, eriskin epifiz kikirdaginda sadece
eklem kikirdaginin eklem yiizeyine yakin bolgelerde lokalize oldugu sonuclarina
varildi.
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