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ÖZET

TRABEKÜLER KEM K KÖKENL  ER N NSAN MEZENK MAL

KÖK HÜCRELER N TGF- 1 LE UYARILMI  KONDROJEN K DE

SÜREC NDE, C-T  NATR ÜRET K PEPT D S NYAL YOLUNUN OLASI

ROLÜNÜN NCELENMES

Ara rmam n amac , trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal

kök hücrelerinin (MKH), transforme edici büyüme faktörü (TGF)- 1 ile uyar lm

kondrojenik de imi sürecinde, C-tipi natriüretik peptid (CNP) sinyal yolunun

olas  rolünün incelenmesidir.

Ara rmam zda MKH’lerin sitoplazmik sekresyon granüllerinde CNP,

hücre membran nda ise NPR-B’yi ifade ettikleri ve bu ifadelerin, TGF- 1 uyar

alt nda artt  gösterildi. TGF- 1 (10 ng/ml) ile uyar lm  kondrojenik de im

sürecinde elde edilen kondrojenik dokularda, 10-8M ve 10-7M CNP’nin Alsiyan

mavisi boyanma koyulu unu konsantrasyona ba ml  olarak artt rd , 10-6M CNP

konsantrasyonunda ise bu etkinin ortadan kalkt  tespit edildi. TGF- 1’e ilave

olarak 10-7M CNP uyar  alt nda 20. günde elde edilen kondrojenik dokularda

genom düzeyindeki de iklikler incelendi inde sadece TGF- 1 ile uyar lm

kontrol grubuna k yasla G protein (guanine nucleotide binding protein) gamma

12, LIM domain kinaz 2, engulfment and cell motility 1, matrilin 3 ve CD24

moleküllerinde mRNA düzeyinde 4 kat veya daha fazla de im oldu u gösterildi.

Ara rmam n sonucunda, insan MKH’lerinin TGF- 1 uyar  alt nda

kondrojenik de imleri sürecinde, CNP/NPR-B sinyal yolunun uyar ld

gösterilmi tir. Bu uyar n özellikle erken kondrojenik de im sürecinde

glikozaminoglikan sentezi, geç dönemde ise kondrojenik matürasyon ve hipertrofi

üzerine etkileri oldu u dü ünülmü tür. Ayr ca bulgular zda bu etkilerin

konsantrasyona ba ml  oldu u ve 10-7M CNP’nin en etkin konsantrasyon oldu u

gözlenmi tir. nsan tüm genom array incelemesi sonuçlar n ise bundan
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sonraki projelere k tutabilecek özellikte oldu unu ve bu sinyal yolu ile ili kisi

oldu u dü ünülen moleküllerin belirlenmesi a amas na çok önemli katk lar

sa layaca  dü ünmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: CNP, NPR-B, mezenkimal kök hücre, TGF- 1, kondrogenez.
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SUMMARY

TO INVEST GATE THE ROLE OF C-TYPE NATR URET C PEPT DE

GNAL NG DUR NG TGF- 1 NDUCED CHONDROGEN C

FFERENT AT ON OF TRABECULAR BONE-DER VED ADULT HUMAN

MESENCHYMAL STEM CELLS

The aim of this study was to investigate the role of C-type natriuretic peptide

(CNP) signaling during transforming growth factor (TGF)- 1 induced

chondrogenic differentiation of trabecular bone-derived human mesenchymal stem

cells (MSCs).

Immunohistochemistry showed that CNP is expressed in MSCs localized in

granular formations within the cytoplasm, whereas NPR-B is expressed at the cell

membrane.  RT-PCR  analyses  of  both  CNP  and  NPR-B  during  this  process

revealed an increase in response to TGF- 1. Cultures induced with TGF- 1 (10

ng/ml) and treated with different concentration of CNP showed that CNP

supplementation at 10-8M and 10-7M concentrations increased Alcian blue staining

intensity in a concentration dependent manner, whereas at 10-6M concentration

this effect was diminished. Whole human genome microarray of chondrogenic

tissues at day 20 of incubation obtained under the induction of TGF- 1

supplemented with 10-7M CNP showed that, G protein (guanine nucleotide binding

protein) gamma 12, LIM domain kinase 2, engulfment and cell motility 1, matrilin

3, and CD24 molecules showed 4 folds or higher difference at the mRNA level

compared to their controls induced only with TGF- 1.

In conclusion, CNP/NPR-B signaling pathway is likely to be stimulated

during TGF- 1 induced chondrogenic differentiation of MSCs. It is likely that this

induction plays a role in glycosaminoglycan synthesis and chondrogenic
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maturation and hypertrophy. Effects were concentration depended and 10-7M

CNP was the most effective concentration. Whole human genom array revealed

molecules  probably  be  investigated in  the  future  in  terms of  their  involvement  to

CNP/NPR-B signaling and their role in chondrogenesis.

Key words: CNP, NPR-B, mesenchymal stem cells, TGF- 1, chondrogenesis.
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1. G  VE AMAÇ

Aksiyal ve appendiküler iskeletin epifiz büyüme plaklar nda boyuna uzamay

sa layan endokondral kemikle me gözlenir. Bu olgu sürecinde kondrositler prolifere

olurlar, de ime u rarlar, boyutlar nda art  ile karakterize olarak hipertrofiye u rarlar,

matriks sentezi gerçekle tirirler, kalsifiye olurlar ve son a amada da kalsifiye k rdak

matriksinin osteoblastlar ile yer de tirmelerini ve kemikle meyi sa layan apopitotik

bir süreç geçirirler (67). Endokondral büyüme endokrin, parakrin ve otokrin etkili

birçok faktör taraf ndan kontrol edilir (17, 84).

Dwarfizm veya cücelik olarak bilinen patolojik durumun temel nedeni

endokondral kemik geli imi sürecinde rol alan bir veya birden fazla faktörün genetik

mutasyonlar sonucunda, kemik boyu uzamas  mekanizmalar ndan bir veya birden

fazlas  çal amaz hale getirmesidir. Bu duruma en iyi örnek akondroplazi ad  verilen

ve fibroblast büyüme faktörü reseptör-3 (FGFR-3) molekülü cDNA dizisinde 1138

numaral  pozisyonda bulunan Guanin’in, Adenin veya Sitozin ile yer de tirmesi

sonucunda FGFR-3 proteini 380 numaral  glisin amino asitinin arginin’e dönü tü ü

mutasyondur. Bir di er önemli cücelik grubu ise akromezomelik displazi ve bir alt

grubu olan Maroteaux tipi akromezomelik displazi (AMDM, OMIM 602875)’dir (43).

AMDM, otozomal çekinik geçi  gösteren bir dwarfizm türüdür. Do um boy ve

rl klar  normal s rlarda olan ki iler genellikle do umu takip eden 1. y l sonunda

ya tlar na göre k sa kalma e ilimi gösterir. Bu durum 2. y l sonunda ise tipik radyolojik

bulgular  ile kesin tan  koyulabilecek hale gelir. Uzun kemiklerde ve vertebralarda ekil

bozukluklar , özellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tübüler kemiklerinde k sal k ve

epifiz büyüme plaklar nda normal d  geli me ile karakterize bir patolojik durumdur (7,

24, 31, 34). AMDM tan  konmu  ki ilerde bugüne kadar tutulum görülmü  olan tek

sistem iskelet sistemidir.

AMDM’ye yol açan patoloji, natriüretik peptit reseptör-B (NPR-B) proteininin

fonksiyon kayb na yol açan mutasyonlard r (7). NPR-B ile ilgili bu bilgiler, AMDM’li
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hastalar n kendilerinden ve sa kl  aile bireylerinden elde edilen DNA örneklerinin

ba lant  analizi ve bu analiz sonras  elde edilen bilgiler do rultusunda insan 9.

kromozomu üzerindeki ilgili lokus bölgesinde (9p13-q12) yer alan aday genlerin

sekanslar n taranmas  sonucunda elde edilmi tir (7, 31, 34).

NPR-B bir transmembran reseptör proteini olup, beyin, adrenal bez, uterus gibi

birbirinden farkl  pek çok dokuda bulunur (62). Ancak mevcut literatür bilgileri bu

proteinin ana görevinin iskelet sistemi geli imi ile ilgili oldu unu dü ündürmektedir (4,

7). AMDM’li hastalarda da iskelet sistemi bulgular na e lik eden nörolojik defektler ve

bozukluklar veya anormal kan bas nc  düzeyleri gibi problemlerin görülmemi  olmas

bu dü ünceyi desteklemektedir. NPR-B’nin iskelet sistemi geli imi üzerine olan etkileri

son birkaç y lda gündeme gelmi  olup, bu reseptörün ligand  olan kardiak natriüretik

peptit’i (CNP) veya bu reseptörün ikincil habercilerinden birisi olarak i lev gördü ü

dü ünülen cGMP ba ml  protein kinaz II (cGKII) sinyal yolunu hedef alan çal malar

bize bu konuda k tutmaktad r.

Trabeküler kemik, uygun mikro çevre ko ullar  olu tu unda osteoblast, kondrosit,

adiposit veya miyosit gibi çe itli mezenkimal hücre dizinlerine dönü ebilen heterojen

bir öncül hücre popülasyonu içerir. Bu multipotent mezenkimal kök hücrelerin (MKH)

in vitro kondrojenik de imleri, hücre çökelti veya mikro kütle kültürlerinde veya üç

boyutlu koruyucu biyomateryaller üzerinde ve genellikle transforme edici büyüme

faktörlerinden (TGF- 1, TGF- 2, TGF- 3) veya kemik morfogenetik proteinlerinden

(BMP) birisinin uyar  etkisi alt nda gerçekle tirilebilir. Klonal fare embriyonik hücre

dizini ATDC5’in insülin uyar  alt nda kondrojenik de imi ile gerçekle tirilmi  olan

rl  say daki ara rma, C tipi natriüretik peptid (CNP) sinyal yolunun TGF- 1

uyar na cevap olarak aktive oldu unu dü ündürmektedir. Ayr ca, yukar da belirtilen

Maroteaux tipi Akromezomelik Displazi olarak bilinen otozomal ressesif geçi li bir

osteokondrodisplazi türü, CNP’nin hücre yüzeyindeki reseptörü olarak i lev gören

natriüretik peptid reseptör-B’nin (NPR-B) fonksiyon kayb na yol açan mutasyonlar

sonucu ortaya ç kmaktad r.
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Tüm bu bilgiler nda NPR-B’nin endokondral büyüme üzerine olan etkilerinin

ve hücre d  sinyallerin, bu büyümenin hangi evresinde ve hangi mekanizmalar ile

hücre içine ta narak ne gibi de ikliklere yol açt n belirlenmesi büyük önem

ta maktad r. Bu nedenle ara rmam n amac , trabeküler kemik kökenli eri kin insan

mezenkimal kök hücrelerinin TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik de imi sürecinde, C-

tipi natriüretik peptid sinyal yolunun olas  rolünü incelemektir.
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2. GENEL B LG LER

2.1. Kök Hücre Kavram  ve Özellikleri

Vücuttaki hücrelerin bölünme ve büyüme kapasiteleri birbirinden çok farkl r.

Baz  hücreler (örne in sinir hücreleri ve eritrositler) olgun farklanm  durumdad r ve

genellikle bölünmezler. Bu tip hücreler postmitotik hücreler olarak adland r. Kök

hücreler (örne in morula veya blastokist hücreleri) ise ya amlar  boyunca sürekli

bölünür. Tan mlanan bu hücreler d nda kalan baz  hücreler (örne in karaci er

hücreleri) uzun süre sessiz kal r fakat uygun sinyallerle bölünmek için uyar labilirler

(36).

Kök hücreler embriyonik dönemden, fötal ve do um sonras  döneme kadar doku

ve organlar n geli imleri ve ya amlar n sürdürülmesinde çok önemli rol oynar. Kök

hücrelerin genel özellikleri u ekilde s ralanabilir:

1. Kök hücreler, uzun süre bölünebilme ve kendilerini yenileyebilme yetene ine

sahiptirler. Vücuttaki di er dokulardan farkl  olarak kök hücreler çok say da bölünebilir

ve ço alabilirler.

2. Kök hücreler özelle memi lerdir. Kök hücrelerden bölünme sonras  meydana gelen

yavru hücreler de ebeveynleri gibi özelle memi tir.

3. Kök hücrelerden elde edilen bir yavru hücre, özelle mi  hücrelere kaynakl k edebilir.

Özelle memi  hücrelerin, özelle mi  hücrelere kaynakl k etmesi olay na farkl la ma

denir.

4. Kök hücreler, hasar gören al ya nakil sonras nda kaynak dokuyu i levsel olarak

tekrar ço altabilmelidirler.
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5. Kök hücreler in vivo ortamda doku hasar n olmad  durumlarda bile farkl la

ku aklara katk  sa lamal r (73).

Ovumun döllenmesini takiben zigot meydana gelir. Vücuttaki tüm hücrelere

dönü ebilecek potansiyele sahip olan bu ilk embriyonel hücreye bu yetene inden dolay

totipotent hücre denmektedir. Totipotent hücreler, s rs z farkl la ma ve farkl  yönlere

gidebilme özelli i gösterir. Erken embriyonik dönemde yar klanma sürecindeki 4

hücreden 8 hücreye kadarki tüm blastomerler totipotenttir.  Bu hücreler, embriyonun

erken döneminde elde edilirler, ayr ca tam bir embriyo ve embriyo d  yap lar

olu turabilme yetene indedirler (73).

Bu a amadan sonra art k blastokist olarak adland lan yap , erken embriyonik

dönemin yakla k 5. gününde trofoblast, blastosöl ve embriyoblastlardan olu maktad r.

Blastokistin içindeki embriyoblastlar, vücudun endoderm, ektoderm ve mezoderm

denilen üç embriyonik tabakas ndan köken alan pek çok farkl  hücre çe idine (yakla k

270 çe it hücre) kaynakl k edebilir. Bu özelli e sahip kök hücrelere pluripotent hücreler

denir. nsan embriyonik kök hücreleri blastokistin iç hücre kitlesinden elde edilirler ve

pluripotenttirler (73).

Geli imin ilerleyen dönemlerinde (fötal dönemde), hücreler biraz daha özel

görevlere sahip olur ve eri kin kök hücrelerine dönü ürler. Bu eri kin kök hücreleri,

tipik olarak yer ald klar  dokunun hücre tiplerini üretirler. Bir basamak daha özelle mi

olan bu kök hücrelere multipotent hücreler denmektedir (73).

2.2. Kök Hücre Çe itleri ve Kaynaklar

Kök hücreler iki farkl  kaynaktan elde edilirler. Embriyonik geli im sürecinin

erken dönemlerinde blasttokistte embriyoblastlardan elde edilen kök hücreler ve

embriyonik olmayan kök hücreler. Embriyonik olmayan kök hücreler, eri kin kök
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hücreleri (dokuya özgün kök hücre, postnatal kök hücre), fötus kök hücreleri,

kadavradan elde edilen kök hücreler, partenot hücreleri (partenogenez), göbek kordonu

ve plasenta kök hücreleridir.

2.2.1. Embriyonik kök hücreler

Embriyonik kök hücreler döllenmeyi takip ederek olu an blastokistin iç hücre

kitlesinden (embriyoblastlardan) elde edilmektedir. Embriyonik kök hücreler,

vücudumuzda bulunan tüm hücre tiplerine dönü ebilme karakterinde olan hücrelerdir.

Ancak bu hücreleri laboratuvarda özel bir hücre tipine farkl la rmak kolay de ildir.

Dahas  embriyonik kök hücrelerin transplantasyon sonras  kanser hücrelerine dönü me

riski vard r. u an için embriyonik kök hücreler t bbi tedavi uygulamalar nda

kullan lmamaktad r. Embriyonik kök hücreler hastal klar  tan mlamada bize yard mc

olurken, bu hücrelerin klinik uygulamalar  gelecek için umut vericidir (28).

Embriyonik kök hücreler geli mekte olan organizmada bulunmazlar. Dolay  ile

fötal hayattan ba layarak, ba ta kemik ili i olmak üzere vücudumuzun çe itli organ ve

dokular nda bulunan kendini ço altabilen, farkl la abilen ve kararl  hale gelebilen kök

hücrelere eri kin kök hücreler ad  verilir (Tablo 1). Eri kin kök hücreler doku ya da

organa özel olan kök hücre tipidir. Eri kin kök hücreleri içerdi i bilinen eri kin organ

ve dokulara örnek olarak deri, kas, kemik ili i ve sindirim sistemi verilebilir. Baz

eri kin kök hücreler, kordon kan  ve kemik ili i transplantasyonlar  gibi çe itli

hastal klar n tedavisinde ve t bbi uygulamalarda kullan lmaktad r (28).

2.2.2. Hematopoetik kök hücreler

Hematopoez, organizmada embriyonik ve eri kin kan hücresi olu umunu ifade

etmektedir. Olu an kan hücreleri bu süreçte kendini yenileme ve farkl la ma i levlerini

yerine getirirler. Hematopoez organizmada ilk olarak embriyoda vitellüs kesesinde
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ba lar ve daha sonra aort-gonad-mezonefroz (AGM) bölgesi, plasenta, fötal karaci er,

timus, dalak ve kemik ili i olmak üzere birçok yerde devam eder (73).

nsan hematopoetik kök hücreleri blastokist kaynakl r (73). Kendilerini

yenileyebilir ve bütün matür kan hücrelerine dönü ebilirler. Ba ca yüzey belirteçleri

CD34, CD14, CD45 ve CD133 olan hematopoetik kök hücreler, kemik ili i, periferik

kan, kordon kan  ve fötal karaci erden elde edilir (30). Düzenlenmeleri intrinsek ve

ekstrinsek sinyaller ile olmaktad r. Wnt, Notch, kemik morfogenetik proteini (BMP),

sonic hedgehog ve fibroblast büyüme faktörünün hematopoetik kök hücre

farkl la mas  kontrol etti i bilinmektedir (40, 59).

Kemik ili i hücreleri kültüre edildikleri zaman, plastik kültür kab na yap an

(adherent) hücrelerin kemik ili i stromal hücreleri oldu u, yap mayan (non-adherent)

hücrelerin ise hematopoetik hücreler oldu u 1966’l  y llardan beri bilinmektedir. Kemik

ili i kökenli stromal hücreler, özellikle mezenkimal kök hücreler, önce hematopoezi

indüklemek amac yla kullan ma girerken, daha sonra aralar nda kas, k rdak, kemik,

sinir, karaci er, kalp, beyin, ya  doku, böbrek, akci er ve ba rsaklar n da oldu u çe itli

hematopoetik olmayan dokular n parankimal hücrelerine farkl la lm r (73).

2.2.3. Mezenkimal kök hücreler

Bir eri kin kök hücre tipi olan mezenkimal kök hücreler, Fridenstein taraf ndan ilk

kez fötal buza  serumu içeren kemik ili inin ortama yay lmas  sonras nda, kemik

hücrelerine ve adipositlere farkl la an ve fibroblastlara benzeyen yap kan hücre

kolonilerinin geli mesi sonucu tan mlanm r (19). Bunu takip eden dönemde bu

hücrelerin k rdak, kemik, ya , kas, tendon ve kemik ili i stromal hücrelerini

destekleyen hematopoetik hücrelere dönü ebilme yetenekleri de ortaya konmu tur (62).

Mezenkimal kök hücrelerin her üç germ yapra ndan köken alan, kemik ili i stromas

içinde yer alan, hücre ve/veya dokular  olu turan uzant  fibroblast benzeri multipotent

hücreler olduklar  kabul edilir (73). Faz kontrast mikroskobu alt nda, hücre kültürü
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ortam nda incelendiklerinde, dü ük yo unlukta koloni olu tururken, yüksek yo unlukta

yan yana dizilmi  hücre gruplar  halinde bulunurlar ( ekil 1).

ekil 1. In vitro kültürde trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücreler

(Pamukkale Üniversitesi Histoloji Embriyoloji A.D., 2010)

Uluslararas  Hücresel Tedavi Derne i (ISCT), pre-klinik çal malar için insan

mezenkimal kök hücrelerini tan mlamada belli ölçütler getirmi tir. ISCT kriterlerine

göre;

Kök hücre olarak isimlendirilmek yerine “mezenkimal stromal hücre” veya

“multipotent mezenkimal stromal hücre / MSC” olarak isimlendirilmeleri

önerilmi tir (29).

Mezenkimal kök hücre tan mlanmas nda yayg n olarak kullan lan ba ca

özellikler; plastik yüzeye yap ma, stromal karakterde yüzey antijenlerinin

ifadesi ve multipotent farkl la ma potansiyelidir (73).
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2.2.3.1. Mezenkimal kök hücre kaynaklar

Mezenkimal kök hücreler için ana kaynak kemik ili idir. Kemik ili inde

mezenkimal kök hücreler d nda mezoderm kökenli hematopoetik ve endotel kök

hücreleri de bulunur (73). Kemik ili i d nda mezenkimal kök hücre kayna  olarak;

trabeküler kemik, kas, ya , periosteum, sinoviyal membranlar, eklem k rdaklar , deri,

perisitler, periferik kan, di  ve periodontal ligament kullan lmaktad r (5, 22, 67).

zole edilen hücreler fibroblastoid morfolojide olup, kültür kaplar na yap abilen,

çok yönlü farkl la abilen ve spesifik yüzey belirleyicilerini ta yan hücrelerdir. Köken

al nan doku tipine göre, bu hücreler farkl la ma özellikleri ve fonksiyonlar  bak ndan

çe itlilik gösterebilir. Bu yüzden doku onar mlar nda o bölgeye spesifik doku kullan

daha avantajl r (73). Mezenkimal kök hücrelerle yap lan çal malarda en güncel

konulardan biri hücrelerin dokularda yerle imi ve ni  bölgelerinin incelenmesidir.

Periferik kanda, osteojenik farkl la ma yetene i olan hematopoetik olmayan ve

mezenkimal kök hücre karakterinde hücreler vard r. A r hasar olan durumlarda

periferik kandan mezenkimal kök hücre izole edilmektedir. Mezenkimal kök hücreler

dokularda perisitler gibi perivasküler bölgede bulunur ve kom u hücrelerin olgunla ma,

farkl la ma ya da sessiz kalma gibi hücresel fonksiyonlar  kontrol eder (73).

2.2.3.2. Mezenkimal kök hücrelerin in vitro ço alt lmalar

Mezenkimal kök hücrelerin klinik uygulamalarda ve bilimsel ara rmalarda

kullan labilmesi için in vitro ço alt lmalar  gereklidir. Bu hücreler in vitro

ço alt ld klar  zaman kültürde farkl la ma potansiyellerini ve fonksiyonlar  korur (73).

In vitro kültür ortam nda plastik flask taban na yap an mezenkimal kök hücreler, %10-

15 FCS/FBS varl nda fenotipik ve farkl la ma özelliklerini koruyarak ço alabilirler.

Mezenkimal kök hücre izolasyonu için kemik ili inden dansite gradient yöntemi

kullan rken di er dokulardan ise enzimatik ayr rma yöntemi kullan r. En s k

kullan lan enzimler tip 1 kollajenaz (3 g/ml) ve dispaz (4 g/ml) kar r (73).
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Süspansiyon haline getirilen hücreler kültür vasat  içinde, kültür kaplar na (T25, T75

’lik flakslar vb.) konularak %5 CO2 içeren 37ºC’lik ve %95 nemli inkübatörde

inkübasyona b rak r. Hücrelerin ço alma yetene i, kullan lan FBS’in kalitesi ile

do rudan ili kilidir. Ekim yap lan heterojen hücre toplulu u aras nda az say da bulunan

mezenkimal kök hücrelerin ço alt lmas  için %10’luk FBS içeren bir kültür ortam

haz rlanmal r (73). Standart hücre kültürlerinde, kültüre edilen az say daki

mezenkimal kök hücre toplulu u, plastik kab n taban na adezyon molekülleriyle

tutunur. 24-48 saat sonra yap mayan hücreler uzakla r, plastik kab n taban na

tutunan hücreler %0,2 tripsin-EDTA içeren solüsyonla kald larak pasajlan r. stenilen

pasaj elde edildi inde hücreler %20 FBS ve %10 dimetilsülfoksit (DMSO) içeren

dondurma fiksatifinde önce -80°C’de 24 saat bekletilip daha sonra s  nitrojen

içerisinde saklanabilir. Buna alternatif olarak kontrollü dondurma cihazlar  da

kullan labilir (73).

Hücrelerin ço alma h ; verici ya , hayvan türü, kültür vasat  özellikleri, ekilen

hücre yo unlu u gibi faktörlere ba  de im gösterir. Hücreler belli bir pasaja kadar

ço almalar  devam ettirirken, pasajlar ilerledikçe (örne in P10 ve üzeri) ço alma

zlar nda azalma görülebilir. Pasaj say lar n artmas yla birlikte hücrelerde stres

belirtileri ortaya ç kar ve bu durumun hücrelerin özelliklerini olumsuz etkileyebilece i

bilinir. Mezenkimal kök hücrelerin ilerleyen pasajlar nda, sitogenetik telomer k salmas

gibi bozukluklar geli ebilir. Mezenkimal kök hücrelerin in vitro ço alma kapasitelerini

korumalar , bu hücrelerde telomeraz aktivitesinin yüksek olmas  ile ilgilidir.

Mezenkimal kök hücrelerde istenmeyen etkilerin ortaya ç kmas  önlemek amac yla

P3-P5 gibi erken pasajlar n kullan  önerilmektedir (50).

2.2.3.3. Mezenkimal kök hücrelerin immünfenotipik özellikleri

Mezenkimal kök hücrelerin tan nmas nda baz  yüzey belirleyicilerinden

faydalan labilir. Bunlardan baz lar  STRO-1, SB-10, SH3, SH4, CD90, CD105, CD44,

CD29, CD133, p75LNGFR, ALCAM (aktive lökosit-hücre adezyon molekülü) ve



11

CD166’d r. Mezenkimal kök hücreler CD34, CD45, CD11b ve CD14 gibi hematopoetik

yüzey belirleyicileri için negatiftir. Di er taraftan, SH3, SH4 ve STRO-1 antikorlar

hematopoetik kök hücrelerin yüzeylerindeki antijenleri tan yamazken, yukar da da

belirtildi i gibi mezenkimal kök hücrelerin yüzeyindeki antijenleri tan yabilirler (5, 22,

30, 67). Mezenkimal kök hücrelerin pozitif seçimlerinde en s k kullan lan belirleyiciler,

STRO-1, CD105, CD133 ve p75LNGFR iken, negatif seçimlerinde ise s kl kla CD34,

CD45 ve CD11b ifade etmemeleri kriter olarak al nmaktad r. Bu bilgi, mezenkimal kök

hücrelerin ay rt edilmesinde ve tan mlanmas nda bu hücrelerin kültür ortamlar na

yap abilme yetilerine ve uygun mikro çevre ko ullar  olu tu unda osteoblast,

kondrosit, adiposit veya miyosit gibi çe itli mezenkimal hücre dizinlerine dönü ebilme

potansiyellerine ek olarak kullan lmaktad r.

2.2.3.4. Mezenkimal kök hücrelerin de im potansiyeli

Mezenkimal kök hücrelerin, uygun mikro çevre ko ullar  sa land nda birçok

hücre tipine de me potansiyeli, mezenkimal kök hücreleri rejeneratif t p

uygulamalar nda ilgi çekici bir hale getirmi tir. Mezenkimal kök hücreler, in vitro

ko ullarda kondrojenik, adipojenik, osteojenik ve miyojenik de im potansiyeline

sahiptir (9, 55). Bunlara ilave olarak mezenkimal kök hücreler, endotel hücreleri,

pankreas beta hücreleri, epitelyal hücreler, hepatositler ve nöroglial hücrelere de

farkl la abilir (73). Bunlar içinde, özellikle nörona farkl la man n mümkün olup

olmad  halen ara rmac lar aras nda tart ma konusu olsa da, nöronal farkl la may

aktive eden uyaranlar ile nöronal antijenleri ta yan ve nöronal morfolojiye sahip

hücreler elde edilmi tir. Fakat fonksiyon olarak nöron özelli i ta p ta mad klar

kesinlik kazanmam r. Mezenkimal kök hücrelerin, in vitro ortamda uygun uyaranlarla

kondrojenik, adipojenik ve osteojenik farkl la ma potansiyelleri rahatl kla

gösterilmektedir (9, 55). Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik de im özelliklerinin

belirtilmesi mezenkimal kök hücrelerin tan mlanmas  için gereklidir.
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Mezenkimal kök hücrelerin de imi ile ilgili dezavantajlardan bir tanesi,

mezenkimal kök hücrelerin kendi kökeninden olmayan adiposit, osteosit, miyosit,

hepatosit ve pankreas beta hücresi gibi hücrelere trans-farkl la mas n in vivo

ko ullarda s rl  olmas r. Bu durum klinik uygulamalar aç ndan önem ta maktad r.

2.3. Kemikle me (Ossifikasyon)

Vertebral larda iskelet sistemi mezoderm ve nöral krista hücrelerinden köken al r

(3, 49). Primitif kemik yap lar n olu umunda ilk a ama mezenkim hücrelerinin

yo unla mas  ile ortaya ç kan model yap lard r (26, 27, 49). Bu a amadan itibaren

kafatas  kemiklerinde oldu u gibi baz  kemikler bu mezenkim doku içerisinde

intramembranöz yolla, di erleri ise ekstremitelerin uzun kemiklerinde oldu u gibi

endokondral yolla geli imlerini tamamlar (33, 49).

2.3.1. ntramembranöz (zarlararas ) kemikle me

ntramembranöz kemikle me, mezenkim doku hücrelerinin yo unla arak

membranöz bir tabaka olu turmas yla ba lar. Olu an membranöz tabakan n

damarlanmas  (vaskülarizasyon) ile birlikte bu tabaka içerisindeki mezenkimal hücreler

osteoblastlara farkl la r (49). Bu farkl la mada, kemik morfogenetik protein (BMP)

grubu faktörlerin etkili oldu u bilinmektedir (20). Osteoblastik de ime u rayan

hücreler, osteoid doku veya prekemik ad  verilen bir matriks salg layarak hücreler aras

alan  doldurur. lerleyen dönemde prekemik dokunun kalsifikasyonu ve osteoblastlardan

osteositlerin de imi, geli en kemik dokusunun organizasyonunu sa lar. Çevredeki

mezenkimal dokudaki farkl la mam  hücreler ço alarak osteoblastlar n kayna  olan

osteoprogenitör hücreleri olu turarak kemik dokunun geli imine katk da bulunur.

Kalsifiye olmayan çevre mezenkim, periosteum ve endosteuma dönü ür. Bu tip

kemikle meye en güzel örnek yass  kafatas  kemiklerinin geli imleridir (33, 71).
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2.3.2. Endokondral kemikle me

Ekstremitelerdeki uzun kemiklerin olu umu ve olu umundan sonra bu kemiklerde

boyuna uzama endokondral kemikle me ile gerçekle ir. Endokondral kemikle menin

olu aca  bölgede öncelikle bir k rdak model olu mas  gerekmektedir. Bu nedenle

rdak olu umu (kondrogenez), hem embriyonik dönemde kemik olu umu hem de

daha sonraki dönemlerde uzun kemiklerin boyuna uzamas nda önemli bir süreçtir.

Endokondral kemikle mede öncelikle mezenkim kökenli hücreler kondrositlere

dönü ür. Olu an kondrositler s ras yla ço al rlar (proliferasyon), olgunla rlar

(matürasyon), büyürler (hipertrofi) ve son olarak da ekstrasellüler matrikste kalsiyum

birikmesiyle ba layan süreçte yerlerini kemik doku elemanlar na b rak rlar (26, 27, 33,

49). Gerçekle en bu olaylarda s  embriyonik-genetik kontrol söz konusudur.

Endokondral kemikle me sürecinde pek çok kontrol mekanizmas n bulundu u

bilinmektedir (71).

2.3.2.1. Endokondral kemik geli iminin a amalar

Endokondral kemik geli imi de erlendirildi inde a da s ralanan a amalardan

geçmektedir ( ekil 2):

1. Lateral mezodermden köken alan mezenkim hücrelerinin, primitif ekstremite

tomurcu u bölgelerine göçleri ve mitoz yolu ile proliferasyonlar .

2. Prolifere olan mezenkim hücrelerinin ekstremite tomurcuklar n orta bölgelerinde,

hücreler aras  temas  artt rarak birbirlerine yakla malar  ve hücre kümeleri olu turmak

sureti ile yo unla malar .
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Bu a amada rol oynayan en önemli faktörlerden, hücre ba lant  molekülleri

ailesine ait olan N-cadherin ve N-CAM (N-Hücre Adezyon Molekülü)’in,

prekondrojenik hücrelerdeki ifadelerinde belirgin art  vard r (51, 64). Bu dönemde

ekstrasellüler matriks (ECM), mezenkim hücrelerinin birbirleri ile yak n temaslar na

izin veren bir yap da olup tip I kollajen, hyalüronan, tenascin, fibronektin gibi

faktörlerden zengindir (25, 26, 27). Ayr ca, prekondrojenik mezenkimal hücrelerde

spesifik olarak ifade edilen ve bir transkripsiyon faktörü olan Scleraxis, k rda a özel

genlerin transkripsiyonlar  tetiklemektedir (12). Bu protein, k rdak doku yerini

kemik dokuya b rak ncaya kadar aktif kal r. Yine önemli bir transkripsiyon faktörü olan

Sox 9 geninin de spesifik olarak prekondrojenik yo unla ma bölgelerinde ifade edildi i

ve bir sonraki a ama olan mezenkimal-kondrojenik de imi tetikledi i bilinmektedir

(80). nsanlarda Sox 9 geninde görülen mutasyonlar “Campomelik Dysplasia” ad

verilen ve uzun kemiklerin deformite ve ac lanmas  ile karakterize bir klinik tablonun

ortaya ç kmas na yol açmaktad r (15).

3. Yo unla  mezenkim hücrelerinin birbirleri ile olan hücreler aras  ba lant lar

kaybederek kondrositlere de imleri.

Bu dönemde kondrositlerdeki N-cadherin ve N-CAM ifadelerinde belirgin bir

azalma gözlenir (51, 52, 68). Ayr ca kondrositlerden k rdak dokuya özgü bir

ekstrasellüler matriks depozisyonu ba lar. Bu ekstrasellüler matriksin en önemli

bile enleri olarak tip I kollajen yerini tip II, IX ve XI kollajene b rak rken ilave olarak

Gla proteini, kondroitin sülfattan zengin proteoglikanlar, aggrecan proteini ve link

(ba lant ) proteini salg lanmaya ba lar (25, 26, 27).

4. Kondrositlerin matürasyonlar  ve hipertrofiye u ramalar .

Bu dönemde tipik olarak ekstrasellüler matriksteki tip II, IX ve XI kollajen

yo unluklar  tip X kollajene b rak r ve ekstrasellüler matriks daha fazla fibronektin ve

daha az proteaz inhibitörü içerir (25, 26, 27). Kondrosit matürasyonu ve hipertrofisi,



15

rdak dokuda uygun kalsifikasyon ve ilerleyen dönemde kemik doku ile yer de im

aç ndan çok önemlidir. Bu mekanizma embriyonik kemik geli imi s ras nda çal

gibi, postnatal dönemde ekstremite kemiklerinde boyuna uzama ve ki inin postürünün

geli imi boyunca ve k k kemiklerin iyile mesi sürecinde de büyük önem ta r. Uzun

kemiklerde primer ossifikasyon merkezleri diyafiz denilen bölgelerde yer al r ( ekil 2).

Bu bölgelerdeki k rdak hücreleri hipertrofiye u rarken, tip X kollajen bak ndan

zenginle en ekstrasellüler matriks kalsifiye olmaya ba lar. Bunu öncelikli olarak diyafiz

bölgesinde vasküler dokunun perikondriyumdan k rdak dokusuna infiltrasyonu ve

osteoprogenitör hücrelerin k rdak dokuya ta nmas  izler. Bu yolla ayn  zamanda

ileride kemik ili ini olu turacak hücreler de k rdak dokuya ta nmaya ba lar. E

zamanl  olarak hipertrofi gösteren kondrositlerde planlanm  hücre ölümü (apoptoz)

gözlenirken, osteoprogenitör hücreler de osteoblastik hücrelere de im göstermeye

ba lar. Ortaya ç kan apoptoza ait hücre yap lar  kemik matriksinin mineralizasyonunda

önemli rol oynar. Bu yolla primer ossifikasyon merkezlerinden ba layan kemikle me

uzun kemiklerin her iki ucunda yer alan epifiz bölgelerine do ru ilerleyerek devam

eder.

2.3.2.2. Endokondral kemik geli imini etkileyen ba ca faktörler

Yukar da da özetle bahsedildi i gibi, k rdak dokuda proliferasyon ve hipertrofi

mekanizmalar  bir denge içinde çal mak zorundad r. Bu dengenin sa lanmas nda pek

çok büyüme faktörü, hormon, sitokin ve hücre sinyal mekanizmas  rol almaktad r.

Bunlar aras nda fibroblast büyüme faktör (FGF)’leri (16, 78), östrojen, tiroid hormonu

ve triiyodotironin (T3) gibi hormonlar (6, 35), transforme edici büyüme faktörü- 1

(TGF- 1) (53, 58), sinyal molekülleri Indian Hedgehog (Ihh) (21) ve paratiroid hormon

ilgili peptid (PTHrP) (1, 32), anti-apoptoz faktörlerinden Bcl-2 (38, 74), ayr ca tümör

nekrozis faktör (TNF) (76) ve p53-tümör bask lay  genler grubundan p63 (81)

ba calar r.
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Epifiz pla  bölgesinde ( ekil 2), FGF’lerin etkisi ile k rdak hücrelerinin

proliferasyonlar nda azalman n yan  s ra matürasyon ve hipertrofi h zlar nda art

gözlenir (20). nsanlarda FGF reseptörlerinde (FGFR) görülen mutasyonlar n yol açt

en ciddi klinik tabloyu dwarfizm olgular  olu turur. Örne in, FGFR-3’ün transmembran

bölgesine özel olan ve glisinin arginine dönü ümünü sa layan, 380 numaral  amino

asitte meydana gelen mutasyon akondroplazi olgular n %95’lik bir ço unlu una yol

açar (16, 20, 78). Di er taraftan, FGFR-1’de görülen mutasyonlar n ekstremite

defektleri ve kraniyal sütürlerin erken kapanmas  (Craniosynostosis) ile karakterize

Pfeiffer sendromuna yol açt  gösterilmi tir (20).

Di er bir önemli faktör östrojen hormonudur. Ba ta östrojen olmak üzere seks

hormonlar  da prolifere olan kondrositlerin matüre ve hipertrofiye olmalar  h zland r

(35). T3 hormonu da geli en kemiklerin epifiz plaklar nda, hipertrofi gözlenen

kondrositlerin organizasyonlar nda önemli rol oynar (6). Ayr ca T3 hormon eksikli i

görülen hipotiroidizm olgular nda, kemiklerin epifiz pla  bölgelerinde mekanik d

etkilere kar  dayan ks zl k geli ir (42). Di er taraftan TGF- 1 ise kondrosit

proliferasyonunu uyar r (53, 58). Dolay  ile bu iki faktörün denge içinde çal an

mekanizmalardan biri oldu u olas  son dönemde taraftar toplayan bir hipotezdir.

Di er bir denge mekanizmas  Ihh ve PTHrP aras ndaki negatif geri besleme yolu

ile ortaya konmu tur (75). Post-mitotik ve pre-hipertrofik kondrositler özel olarak Ihh

salg layan hücrelerdir. Ihh ise proliferatif bölgeden hipertrofik bölgeye geçi  gösteren

kondrosit say  kontrol eden PTHrP salg lanmas  uyar r. Mekanizma doyuma

ula nda PTHrP’nin, Ihh salg lanmas  üzerindeki inhibe edici negatif geri besleme

etkisi, ilave kondrositlerin hipertrofik bölgeye giri lerini ve takip eden apoptozlar

önleyecektir. Di er say lan TNF, Bcl-2 ve p63 molekülleri de apoptoz yola nda önemli

rol oynamaktad r (74, 81).
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ekil 2. Uzun kemiklerde endokondral kemikle me. (A-H) Uzun kemiklerde endokondral kemikle me.
(A'-C') Endokondral kemikle me sürecinde önemli yeri olan kondrogenez mekanizmalar n ematik
gösterimi (71).

Özetle, yukar da bahsi geçen mekanizmalar yolu ile ekstremite kemiklerinin epifiz

pla nda kondrositlerin proliferasyon, matürasyon ve hipertrofi a amalar

tamamlamalar  sonucunda boyca uzama gerçekle ir. Perikondriyum ossifiye olarak

yerini periosta b rak r. Kondrositler diyafize do ru hipertrofiye u rayarak ilerler,

matriks kalsifikasyonu ve mineralizasyonu gerçekle ir. Bu hücrelerin yerlerini kemik

dokuya b rakmalar  ile kemikle me sonlan r. Epifiz plaklar  da ossifiye olduklar nda

kemiklerde boy uzamas  durur. Uzun kemiklerin yan  s ra aksiyal ve pelvik kemikler de

endokondral kemikle me yolu ile geli en iskelet yap lar r.
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2.4. Mezenkimal Kök Hücrelerde Kondrojenik De im ve Kondrogenez

Fazlar n Ba ca Belirleyicileri

Genel olarak özetlenen endokondral kemikle me mekanizmas , canl  fare, s çan

ve tavuk embriyo sistemlerinde yap lm  pek çok çal man n yan  s ra, son dönemde

kondrojenik farkl la ma gösterebilen kök hücreler kullan larak da analiz edilmektedir.

Kondrogenez literatüründeki yeni bilgi ve geli melerin ve sinyal yollar  aras  olas

çapraz etkile imlerin özellikle doku mühendisli i ve biyoteknoloji alanlar na ta nmas

amas nda kök hücrelerin kullan  önem kazanm r. Kondrojenik de im yoluna

yönlendirilebilecek en önemli kök hücre toplulu u mezenkimal kök hücrelerdir (60).

Multipotent mezenkimal kök hücrelerin in vitro kondrojenik de imleri, hücre

çökelti veya mikro kütle kültürlerinde veya üç boyutlu koruyucu biyomateryaller

üzerinde ve genellikle transforme edici büyüme faktörlerinden (TGF- 1, TGF- 2, TGF-

3) veya kemik morfogenetik proteinlerinden (BMP’ler) birisinin uyar  etkisi alt nda

gerçekle tirilebilir (5, 22, 67).

Bu uyar lar alt nda MKH’lerin kondrojenik de im geçirdiklerini gösterebilmek

için histolojik yap  yan  s ra de ime u rayan dokunun k rdak matriks

bile enlerinden aggrecan, tip II ve tip IX kollajen ve k rdak oligomerik matriks

proteini (COMP) ifade etti inin gösterilmesi önemli kriterlerden ba calar r. Bir

di eri ise de ime u rayan dokunun k rdak matriksi içinde, zamana ba ml  olarak

miktar  artan sülfattan zengin proteoglikanlara ba lanan Alsiyan mavisi boya

tutulumundaki paralel art r. Bu bilgi birikimi, ara rmam zda uygulanan yöntemlere

temel olu turmu tur. Ayr ca unutulmamal r ki, mezenkimal kök hücreler için kaynak

hangi doku olursa olsun, bu hücreler kullan larak gerçekle tirilen in vitro hücre kültürü

çal malar  kondrojenik de im ve bu de imde rol oynayan moleküler faktörlerin

etkile imlerinin incelenmesinde oldukça geçerli bir deneysel model olu turmaktad r (4,

13, 68, 69, 70).
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In vitro model sistemlerinin en s k kullan lanlar ndan birisi de ‘hücre çökelti

kültür sistemi’ olarak bilinmekte olup, ara rmam zda da kullan lan in vitro

kondrogenez hücre kültür modelidir. In vitro çal malarda;

1- Kondrojenik de im,

2- Kondrosit matürasyon ve hipertrofisi,

3- Programlanm  hücre ölümü (apoptoz) basamaklar zinciri mekanizmalar  çe itli

moleküler belirleyiciler ile birbirlerinden ay rt etmek ve incelemek mümkündür.

Moleküler belirleyiciler k saca u ekilde özetlenebilir ( ekil 3):

Tip II Kollajen: mRNA veya protein düzeyindeki tespiti, prematüre k rdak

dokusunda kondrojenik de imin gerçekle mi  oldu unu gösterir (68). Gerek

proliferasyon gerekse yo unla ma dönemlerindeki de im geçirmemi  mezenkim

hücreleri ise tip II kollajen negatiftir.

ekil 3: Mezenkimal kök hücrelerde invitro kondrogenez

Alsiyan Mavisi Boyamas : Alsiyan mavisi boyas  özel olarak kondrojenik de ime

ram  hücrelerin ekstrasellüler matriks içerisine salg lamakta olduklar
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proteoglikanlar  mavi renge boyar (39). Proliferasyon ve yo unla ma fazlar nda ise

prekondrojenik doku bu boyay  tutmaz.

Tip X Kollajen: Sadece hipertrofiye u ram  olan kondrositler taraf ndan ekstrasellüler

matrikse salg land  için mRNA veya protein düzeyindeki tespiti matürasyon ve

hipertrofi faz na özeldir (15, 27, 44).

Endokondral kemik geli iminde rol oynayan kontrol mekanizmalar n gerek in

vivo gerekse in vitro model sistemler kullan larak hangi a amada fonksiyon

gösterdiklerinin tespitinde, yukar da say lan moleküler belirleyicilerdeki kantitatif

de iklikler temel kriterler olarak al nmaktad r.

2.5. Kondrogenez ve Natriüretik Peptid Sinyal Yollar

Yukar da detayl  olarak olu um s ras  verilen embriyonik k rdak geli imi ve

takip eden endokondral kemikle me basamaklar zinciri, pek çok genetik ve moleküler

faktörün kontrolü alt ndad r. Bunlar aras nda büyüme faktörleri grubundan olan TGF-

ve FGF grubu proteinler, bu büyüme faktörlerinin etki mekanizmalar nda rol alan

katenin, SMAD (small mothers against decapentaplegic) ve MAPK (mitojen aktive

protein kinaz) grubu proteinler, Hox, Sox, En (Engrailed) ve Lef-1 gibi transkripsiyon

faktörleri ve Wnt grubu sinyal molekülleri ba ta gelen kontrol mekanizmalar

olu tururlar. K rdak dokunun ileride kemik dokuya yerini b rakaca  uygun form ve

yap  sa layan, tüm bu moleküllerin bir uyum içerisinde çal arak yönlendirdikleri

özel hücreler aras  ili kiler, hücre-matriks ili kileri ve özel gen ifadeleridir.

Son dönemde tan mlanm  ve endokondral kemik geli imi sürecinde etkili oldu u

dü ünülen önemli bir di er kontrol mekanizmas  da C tipi natriüretik peptid (CNP) ve

reseptörü natriüretik peptid reseptör-B (NPR-B)’yi kapsamaktad r. Önemli bir cücelik

grubu olan Akromezomelik Displazi, NPR-B proteininin fonksiyon kayb na yol açan
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mutasyonlar  sonucu ortaya ç kar. NPR-B ile ilgili bu bilgi oldukça yeni olup (7),

bulunu u Akromezomelik Displazi’nin bir alt grubu olan Akromezomelik Displazi

Maroteaux Tip’li (AMDM, OMIM no. 602875) hastalar n kendilerinden ve sa kl  aile

bireylerinden elde edilen DNA örneklerinin ba lant  analizi ve bu analiz sonras  elde

edilen bilgiler do rultusunda insan 9. kromozomu üzerindeki ilgili lokus (9p13-q12)

bölgesinde yer alan aday genlerin sekanslar n taranmas  sonucunda elde edilmi tir (7,

31, 34).

AMDM (43), otozomal çekinik geçi  gösteren bir dwarfizm türü olup, genellikle

do um boy ve a rl klar  normal s rlarda olan ki ilerin do umu takip eden 1. y l

sonunda ya tlar na göre k sa kalma e ilimi gösterdi i ve 2. y l sonunda ise tipik

radyolojik bulgular  ile kesin tan  koyulabilecek hale geldi i, uzun kemiklerde ve

vertebrada ekil bozukluklar , özellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tübüler

kemiklerinde k sal k ve epifiz büyüme plaklar nda normal d  geli me ile karakterize

bir patolojik durumdur (7, 24, 31, 34). lginçtir ki, AMDM tan  konmu  ki ilerde

bugüne kadar tutulum görülmü  olan tek sistem iskelet sistemidir.

2.5.1. Natriüretik peptid ailesi

Natriüretik peptidler birbirleri ile yap sal benzerlik gösteren ancak genetik olarak

farkl  hormonlard r. Bir k sm  parakrin faktörler olarak da bilinen bu peptidler, kan

hacmi, kan bas nc , ventrikül duvar kal nl , pulmoner tansiyon, ya  metabolizmas  ve

uzun kemiklerde büyüme üzerine etkilidir (57).

Bilinen 3 klasik tipi vard r ( ekil 4):

1- Atriyal natriüretik peptid (ANP),

2- B-tipi natriüretik peptid (BNP),

3- C-tipi natriüretik peptid (CNP).
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Fizyolojik ara rmalar, insanda kalp ve böbrek aras ndaki ba lant  uzun zaman

önce ortaya koymu tur. lk olarak s çanlarda atriyumlara intravenöz olarak enjekte

edilen bir homojenat n böbreklerde sodyum ve su at  artt rarak, kan bas nc  h zla

dü ürdü ü gösterilmi tir (14). Bu geli me sonras nda atriyumdan, hem natriüretik etkisi

hem de düz kas gev etme aktivitesi olan bir peptid izole edilmi  ve de ik çal malarda

bu peptid, atriyal natriüretik faktör, kardionatrin, kardiodilatin, atriopeptin ve atriyal

natriüretik peptid (ANP) olarak isimlendirilmi tir (14). Bu son tan mlama bugün en s k

kullan land r. lerleyen y llarda natriüretik peptid ailesinin di er üyeleri olan beyin

natriüretik peptid (BNP; B tipi natriüretik peptid) ve C tipi natriüretik peptid (CNP) de

ras  ile domuz ve beyin ekstratlar ndan ve onlar n gev etebildi i düz kaslardan izole

edilmi tir (54).

Bütün natriüretik peptidler prehormon olarak sentezlenir ( ekil 4). nsan

preproANP’si 151 amino asit uzunlu undad r. Aminoterminal bölümü ayr lmas  sonucu

olu an 126 amino asitli proANP, atriyumdaki kalp kas  hücrelerinin granüllerinde

depolanan predominant formdur. ANP primer olarak atriyumdaki hücrelerin

granüllerinde depolan r, fakat dü ük yo unlukta ventrikül ve böbrek gibi dokularda da

bulunur. ANP sal  için birincil uyar  intravasküler volüm artmas  sonucu atriyum

duvar n gerilmesidir. Salg lanan ANP önce koroner sinüse perfüze olur ve endokrin

yolla çe itli hedef organlara ula r. Ayr ca endotelin, angiotensin ve arginin-vazopressin

ANP sal  uyaran faktörlerdir. nsan ANP geni 1. kromozomun 1p36.2 lokusunda

bulunur ve uç ekson içerir.

B-tipi natriüretik peptid esas olarak domuz beyin ekstratlar ndan izole edilmi tir.

Sonradan insanlarda veya hayvanlarda konjestif kalp yetersizli i veya miyokardiyal

enfarktüs gibi kardiyak stres alt nda iken çok yüksek yo unlukta kalp ventriküllerinde

bulunmu tur. BNP bir kardiyak hormondur ve normal yeti kin kalbinde ventriküllerden

salg lanmaktad r (8, 18). BNP, 134 amino asitli preprohormon olarak sentezlenir. Sonra

bir parça ayr r ve 108 amino asitli prohormon haline gelir. Ard ndan, bilinmeyen bir

proteazla kesilmesi sonucu 76 amino asitlik amino-terminal inaktif fragman ve 32

amino asitlik karboksil-terminal, biyolojik aktif peptide ayr r.
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BNP, atriyumdaki hücrelerin granüllerinde ANP ile birlikte depolan r; ama

ventriküldeki hücrelerin granüllerinde depolanmaz. BNP yap  a  volüm yüklenmesi

sonucu kardiyak duvar gerilmesi ile düzenlenir. Nükleer transkripsiyon faktörü, GATA4

bu olgunun düzenlenmesinde bask n rol oynar. Sa kl  bireylerde plazma yo unlu u

yakla k olarak 3,5 pg/ml veya ANP’nin onda biridir. Buna kar n, konjestif kalp

yetersizli i olan hastalarda plazma BNP yo unlu u 200-300 kat yükselir, böylece BNP

plazma yo unlu u, kardiyak stresin ideal uyaran r. Birçok çal ma BNP seviyesinin

yükselmesi ile kötü prognozun ili kili oldu unu göstermektedir.

Sonuç olarak, gerek ANP gerekse BNP esas olarak natriürezi ve kan bas nc

düzenleyen kardiyak hormonlar olarak ay rt edilmi lerdir. Di er taraftan bu çal man n

da önemli bir bölümünü olu turan CNP pek çok farkl  dokuda bulunur. Bunlar aras nda

ba calar  k rdak, kemik, beyin, endotel, düz kas ve kalp olarak s ralanabilir (57).

Hücrelerden salg lanan bu proteinin endotel hücre kültürlerindeki sekresyonu, TNF- ,

TNF- , IL-1 ve stres taraf ndan uyar r, insülin taraf ndan da artt r.

nsan proCNP’si 103 amino asit içerir ve hücre içi endoproteaz furin ile in vitro

leme tabi tutularak olgun 53 amino asitli peptide dönü tü ü gösterilmi tir. Baz

dokularda CNP-53 bugün için bilinmeyen bir enzim taraf ndan bölünerek aktif peptid

olan CNP-22’ye dönü türülür. CNP-53 beyin, endotel hücresi ve kalpte major form

iken, CNP-22 insan plazmas  ve serebrospinal s da predominantt r.

Fare ve insanda natriüretik peptid genlerinin mutasyonlar ile inaktivasyonu

sonucu görülen ba ca fenotipler unlard r (54):

1- ANP mutasyonlar nda hipertansiyon ve kardiyak hipertrofi,

2- BNP mutasyonlar nda ventriküler fibrozis,

3- CNP mutasyonlar nda ise dwarfizm görülmektedir.
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ekil 4: Natriüretik peptidler ve amino asit dizilimleri (57)

Son dönemde natriüretik peptidlere benzerli i ile dikkat çeken iki farkl  sinyal

peptidi daha tan mlanm r. Osteocrin olarak adland lan sinyal peptidi ilk olarak

kemikte bulunmu tur. (54). Di er peptid ise ilk olarak kas dokusunda bulunmu  ve

musclin olarak adland lm r (54). Ancak bu iki peptid ile ilgili çal malar oldukça

yenidir.
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2.5.2. Natriüretik peptid reseptörleri

Natriüretik peptidlerin bilinen üç farkl  reseptörü vard r ( ekil 5). lk ikisi

[Natriüretik Peptid Reseptör-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)]

transmembran guanil siklazlar olarak i lev görür ve uyar ld klar nda cGMP sentezini

katalizler. Üçüncü reseptör (NPR-C, NPR3) ise hücre içi enzimatik aktiviteden yoksun

olup, her üç natriüretik peptidin lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol üstlenir ( ekil

5).

Natriüretik peptidlerin bu reseptörlere ba lanmalar  ile hücre içi fizyolojik etkileri

üç farkl  cGMP ba layan protein grubu taraf ndan yönlendirilir. Bunlar: cGMP ba ml

protein kinazlar (10), cGMP ile yönlendirilen fosfodiesterazlar ve cGMP ba ml  iyon

kanallar r ( ekil 6).

ekil 5: Natriüretik peptid reseptörleri (57)
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ekil 6: Natriüretik peptidlerin hücre içi fizyolojik etkileri (57)

2.5.2.1. Natriüretik peptid reseptör A

nsan ve s çanlarda NPR-A mRNA’s , en fazla böbrek, adrenal bez, terminal

ileum, ya  doku, aort ve akci erde bulunur. NPR-A’n n natriüretik peptidlere afinitesi

ras  ile ANP  BNP > CNP eklindedir (57).

2.5.2.2.Natriüretik peptid reseptör C (Natriüretik peptid clearance reseptör)

NPR-C mRNA’s  ba ca atriyum, mezenter, plasenta, akci er, böbrek, venler,

aort düz kas , aortik endotelyal hücreler, k rdak ve kemikte bulunur. Hücre içi guanil

siklaz enzimatik aktivitesinden yoksun olup, her üç natriüretik peptidin lokal



27

yo unlu unu ayarlayan bir rol üstlenir. NPR-C’nin natriüretik peptidlere afinitesi, insan

ve s çanlarda s ras  ile ANP  CNP > BNP eklindedir (57).

2.5.2.3. Natriüretik peptid reseptör B

NPR-B’nin beyin, adrenal bez, uterus gibi birbirinden farkl  pek çok organda

varl  gösterilmi tir (63). Ancak mevcut literatür bilgileri bu proteinin ana görevinin

iskelet sistemi geli imi ile ilgili oldu unu dü ündürmektedir (7). AMDM’li hastalarda

da iskelet sistemi bulgular na e lik eden nörolojik defektler ve bozukluklar veya

anormal kan bas nc  düzeyleri gibi problemlerin görülmemi  olmas  bu dü ünceyi

desteklemektedir. NPR-B’nin natriüretik peptidlere afinitesi s ras  ile CNP >> ANP 

BNP eklindedir (57).

Daha önce de belirtildi i gibi NPR-B’nin iskelet sistemi geli imi üzerine olan

etkileri ve bu etkilerin mekanizmalar  tam olarak bilinmemekle birlikte, bu reseptörün

ana ligant  olan C tipi natriüretik peptidi (CNP) veya bu reseptörün ikincil

habercilerinden birisi olarak görev gördü ü dü ünülen cGMP-ba ml  protein kinaz II

(cGKII) sinyal yolunu hedef alan geçmi  çal malar bize bu konuda k tutmaktad r

(57).

Fare modelinde yap lm  çal malarda, CNP’den yoksun farelerde dwarfizm (11),

genomlar na CNP transferi yap lm  ve bu proteini normalden daha fazla üreten

farelerde ise uzun kemiklerde boy uzamas  gerçekle mi tir (11, 82). Fare ve s çan

tibialar  kullan larak yap lm  organ kültürlerinde ise, CNP kondrosit proliferasyonu ve

hipertrofisini  artt rm r  (45,  82).  Ayr ca,  CNP  matriks  sentezini  artt rarak  FGFR-3

mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfizmi engellemi tir (82).

CNP, NPR familyas ndan NPR-B’nin yan  s ra NPR-A ve/veya NPR-C’ye de

ba lanabilmekte ve bu reseptörlerden özellikle NPR-C’de epifiz büyüme pla nda ifade
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edilmektedir (7). Di er taraftan NPR-B, CNP ile aktivasyon sonras  cGMP ile

etkile erek cGMP ba ml  protein kinazlar  aktive etmektedir (41). Bu ba lamda farkl

amaçla haz rlanm  bir cGKII (insanlarda PRKG2 genine kar k gelmektedir) defektli

fare modelinde dwarfizm gözlenmi  olmas  da anlaml  bir bilgidir (56). cGKII knock-

out farelerde epifiz pla  terminal hipertrofi bölgesinde henüz de imlerini

tamamlayamam  kondrositlerin bir y m olu turduklar  gösterilmi tir (56). Ancak

CNP knock-out farelerde ayn  bulgunun bulunmay  ise, NPR-B’nin endokondral

büyümeyi hem cGKII ba ml  hem de cGKII ba ms z sinyal yollar n tümünü

kullanarak düzenledi ini dü ündürmektedir (47).

Son olarak, NPR-B proteini fonksiyonel haployetersizli i, ki bu durum AMDM

gözlenen hastalar n ta  anne ya da babalar nda görülmektedir, normale göre

dwarfizm düzeyinde olmayan boy k sal  ile karakterizedir (7).

Tüm bu bilgiler nda NPR-B’nin endokondral büyüme üzerine olan etkilerinin

ve hücre d  sinyallerin bu büyümenin hangi evresinde ve hangi mekanizmalar ile

hücre içine ta narak ne gibi de ikliklere yol açt n belirlenmesi büyük önem

ta maktad r. Ara rmam zda elde edilen yeni verilerle, oldukça kompleks bir

düzenlenmesi olan endokondral büyüme biyolojisinde yeni yakla mlar n

sa lanabilece ini dü ünmekteyiz.
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER

3.1.  Trabeküler  Kemik  Kökenli  Eri kin  nsan  Mezenkimal  Kök  Hücrelerin

Eldesi

Trabeküler kemik parçalar , Eski ehir Osmangazi Üniversitesi ve Pamukkale

Üniversitesi Hastaneleri Ortopedi Anabilim Dallar  i birli i ile hastalar n onay

dahilinde, toplam 6 hastan n iliak kemik, femur ba  ve vertebra k mlar ndan elde

edildi. Bu 6 hastaya (3 kad n ve 3 erkek; ya  aral  25-68; ortalama ya  ± SEM = 48.67

± 7.13) ait bilgiler Tablo 1’de özetlenmektedir. Bu çal ma Pamukkale Üniversitesi,

bbi Etik Kurulu taraf ndan onaylanm r (Bkz. EK-1).

Tablo 1. Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin elde edildi i hastalar n
özellikleri

Hasta No Cinsiyet Ya Örnek Al nan Yer Primer Osteoartroz

1 K 57 liak Kemik +

2 K 68 Femur Ba +

3 E 46 Femur Ba +

4 E 32 Vertebra Korpusu +

5 K 25 liak Kemik +

6 E 64 liak Kemik +

1-1,5 cm3 hacmindeki trabeküler kemik parçalar  steril artlarda %10 fetal s r

serumu (FBS) ve 50 µg/ml penisilin-streptomisin içeren DMEM (yüksek glukoz, L-

glutamin pozitif) içerisine koyularak h zla hücre kültürü laboratuvar na getirildi.

Aseptik artlarda, ayn  besi yeri içerisinde cerrahi diseksiyon makas  ile olabildi ince

küçük parçalara ayr lan bu materyal en az 4-5 kez 50 ml tüp içerisinde, 20 ml temiz besi

yeri ile kuvvetli çalkalayarak y kand . Bu kemik parçalar , yüzeylerinde bulunan

hücresel materyalden ar nd lmak için 2 mM L-glutamin, 50 µg/ml askorbik asit, 256

U/ml kollajenaz (Worthington, Lakewood, NJ, A.B.D.) ve 50 µg/ml penisilin-

streptomisin içeren DMEM (yüksek glukoz) içerisine aktar larak, 37 C, %5 CO2’li ve
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nemli inkübatörde 3-4 saat süre ile bekletildi. Yakla k 10-15 dakika aral klarla tüpler

kuvvetlice çalkalanarak reaksiyonun etkinli ini artt rmak hedeflendi. Bunu takiben

kemik parçalar  steril, %0,9’luk sodyum klorür ile 4-5 kez yukar da tarif edildi i gibi

kand .

%10’luk  FBS  (Atlanta  Biologicals,  Atlanta,  GA,  A.B.D.)  ile  enzimatik  y m

durduruldu. çerisinde 2 mM L-glutamin, 2 mM esansiyel amino asit, 50 g/ml penisilin

streptomisin ve DMEM bulunan tam besi yeri 100 mm’lik kültür plaklar na (petrilere)

aktar ld ktan sonra kemik parçalar  bu kültür plaklar na ekildi. Tam besi yeri ve kemik

parçalar  içeren kültür plaklar , 37 C, %5 CO2’li ve nemli inkübatöre yerle tirildi.

Hücrelerin trabeküler kemik parçalar ndan göçleri ve ard ndan ço almalar  takip edildi

ekil 7).

Bu andan itibaren kemik parçalar ndan mezenkimal kök hücrelerin radial tarzda

uzand  ve kültür plaklar  içerisinde uygun yo unlu a (%60-80) eri ti i görülene kadar

3 günde bir besi yeri tazesi ile de tirildi.

Kültür plaklar nda hücreler %80’lik bir yo unlu a eri ti inde (yakla k olarak 3-4

hafta), hücrelerin bir k sm  daha sonra kullan lmak üzere, 1. pasaj a amas nda %10’luk

DMSO içeren idame besi yeri içerisinde ve -80ºC’de sakland . Bir k sm  ise devam eden

deney a amalar  gerçekle tirmek üzere tripsinizasyon (hücreleri kültür plakalar n

taban ndan ay rma) i lemine tabi tutuldu. Bunun için kültür plaklar na, içerisindeki besi

yeri uzakla ld ktan sonra, 2’ er ml, %0,25’lik tripsin (Type II-S, Sigma, St. Louis,

MO, A.B.D.) içeren EDTA solüsyonu konularak 4-7 dk inkübatörde bekletildi.

Hücrelerin tabandan ayr ld  inverted mikroskop alt nda gözlemlendi. Tripsinin

aktivitesini durdurmak amac yla kültür plaklar na serum içeren tam besi yeri ilave

edildi. Pipetle kültür plaklar n tabanlar  y kanmak suretiyle, hücreleri içeren besi yeri

çekilerek 15’lik Falcon tüplere aktar ld . 5 dk 1000 rpm devirde santrifüjü takiben

tüplerdeki süpernatant, hücre çökeltisine de meden at ld . Elde edilen hücreler 1/3

oran nda h zl  bir ekilde pasajland .
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3.2.  Trabeküler  Kemik  Kökenli  Eri kin  nsan  Mezenkimal  Kök  Hücrelerin

Karakterizasyonu

Karakterizasyon yapmak amac yla ço alt lmaya ve pasajlanmaya devam edilen

hücreler, tripsinizasyon i lemini takiben 1/3 oran nda yeni kültür plaklar na ekildi ve

yine 3 günde bir besi yerleri de tirilerek uygun yo unlu a ula malar  beklendi. Uygun

yo unlu a ula an 3. pasaj hücreler tripsinize edildikten sonra, bir tüpte 480 µl tam besi

yeri, 10 µl hücre süspansiyonu ve 10 µl tripan mavisi kar ld , bu kar mdan 10 µl

al narak Thoma lam na yüklendi ve mikroskop alt nda say m yap ld .

Elde edilen mezenkimal kök hücrelerin kültür plaklar n taban na yap ma

özelliklerine ek olarak, literatürde bilinen mezenkimal kök hücre spesifik hücre yüzey

antijenlerini ifade edip etmedikleri floresan-immünohistokimyasal (IHK) yöntem ve

Flow Sitometri ile test edildi.

3.2.1. Floresan-immünohistokimyasal yöntem

CD34 (TUK3), CD45 (35-Z6), CD73 (IE9), CD105 (Endoglin; P3D1), CD144

(VECadherin; F8), STRO-1 fare monoklonal antikorlar  ile primer antikorun yap na

göre belirlenmi  subgrup spesifik FITC konjuge sekonder antikorlar (goat-anti-mouse-

IgG1, goat-anti-mouse-IgG3 ve goat-anti-mouse-IgM) Santa Cruz Biotechnology, Inc.

(Santa Cruz, CA, USA) firmas ndan temin edildi.

Bu amaçla seçilen hücre yüzey antijenleri, literatürde insan trabeküler kemik

kaynakl  mezenkimal kök hücrelerin bu antijenler için bilinen ifade profilleri ve

bunlarla uyumlu sekonder antikorlar Tablo 2’de gösterilmektedir (50, 72).
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Tablo 2. Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonunda
kullan lan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Ne fade Etti i Sekonder Antikor
STRO-1 Hematopoetik olmayan, IgM

ENDOGL N  kemik ili i progenitör hücre IgG1

CD73 belirleyicisi IgG3

CD45 Hematopoetik ve/veya IgG1

CD34 endoteliyal hücre IgG1

CD144   belirleyicisi IgG1

Mezenkimal kök hücreleri immünohistokimyasal olarak karakterize etmek için

önce tek tabaka kültürler %10 so uk metanol ile 1 gece fikse edildi. Metanolün

uzakla lmas n ard ndan aç k havada kurutuldu. PBS ile y kama ve 2 saat oda

cakl nda serum ile bloklamay  takiben (Zymed, San Francisco, CA, A.B.D.)

kültürler, 1/50 oran nda PBS ile dilüe edilmi  uygun primer antikorlar ile +4 C’de 1

gece muamele edildi.

Kültürler, primer antikorlardan ar nd lmak amac yla 4-5 kez PBS ile y kand .

Daha sonra, primer antikorlara spesifik, 1/100 oran nda PBS ile dilüe edilmi , FITC ile

aretli sekonder antikorlar ile 3-5 saat muamele edildi.

Sekonder antikorlar  uzakla rmak amac yla 4-5 kez PBS ile y kama yap ld .

Hücrelerin nükleuslar na DAPI ile z t boyama uyguland . Hücreler floresan mikroskop

alt nda görüntülendi ve foto rafland  ( ekil 8A-F).

nsan tonsil dokusu ve içerdi i vasküler yap lar, CD34, CD45 ve CD144 ifadesi

aç ndan pozitif kontrol materyali olarak kullan ld  ( ekil 8G- ).
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3.2.2. Flow sitometri

Bu analiz, Kocaeli Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri Ara rma ve

Uygulama Merkezi’nden hizmet al eklinde gerçekle tirildi. Özetle, 3. pasaj (P3)

amas ndaki hücreler besi yeri içerisinde 1x106 hücre/ml yo unlukta süspansiyon

haline getirildi. Flow sitometri analizi, FACS Calibur (BD Biosciences, San Diego,

USA) cihaz  kullan larak gerçekle tirildi. Sonuçlar n analizi, Cell Quest (BD

Biosciences) yaz m program  ile ölü hücreler d lanarak gerçekle tirildi.

Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin immün

fenotiplendirilmesi u antikorlar kullan larak gerçekle tirildi:

CD5 (T-hücre belirteci; FITC)

CD7 (Timosit ve matür T hücrelerinde bulunur; FITC)

CD10 (N-Cadherin/genel lökosit lenfatik lösemi antijeni-CALLA; PE)

CD11b (Mac-1 ; integrin M zinciri; PE)

CD13 (Aminopeptidaz N/V cadherin; PE)

CD14 (Monosit farkl la ma antijeni/LPS reseptörü; PE)

CD15 (3-fukosil-N asetil-laktozamin; FITC)

CD19 (Foliküler dendritik hücreler ve B hücreleri taraf ndan ifade edilir; PerCP-

Cy5.5)

CD29 ( ntegrin- 1 zinciri; PE)

CD33 (Sialik asit-ba lay  immünoglobin-Lektin 3 gibi; SIGLEC 3; çok erken

kemik ili i kökenli hematopoetik kök hücreler için yüzey belirteci; PE)

CD34 (Hematopoetik progenitör hücre antijeni; PE)

CD44 (Hyalüronat/lenfosit göçü ile ilgili hücre adezyon molekülü-HCAM; PE )

CD45 (Protein tirozin fosfotaz, reseptör tipi, C/PTPRC/lökosit genel

antijeni/hematopoetik köken için hücre belirteci; FITC)

CD73 (5 -nükleotidaz, ekto; NT5E/integrin- 5; PE)

CD90 (Thy-1/Thy-1.1; FITC)

CD117 (KIT veya C-kit reseptörü/ hematopoetik hücreler; PE)
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CD146 (Melanom hücre adezyon molekülü; MCAM; PE)

CD166 (Aktive lökosit hücre adezyon molekülü; ALCAM/integrin 3;

mezenkimal kök hücre belirteci; PE)

HLA-ABC (Temel doku uygunlu u kompleksi, MHC s f I, HLA-A, B, C; PE)

HLA-DR (Temel doku uygunlu u kompleksi, MHC s f II, hücre yüzey

reseptörü; FITC)

Tüm bu antikorlar ve bunlar n uygun izotip kontrolleri Becton Dickinson firmas

taraf ndan temin edildi. Sonuçlar ekil 9’da gösterilmi tir.

3.2.3. Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin

de im potansiyelinin gösterilmesi

Mezenkimal kök hücreler tek tabaka kültür ortamlar nda ço alt larak 5. pasaj (P5)

hücreler elde edildi. Elde edilen P5 hücrelerin karakterizasyonlar  a amas nda,

immünohistokimyasal yüzey belirleyicileri ile gerçekle tirilen (+)/(-) seçime ilave

olarak, olas  de im potansiyelleri analiz edildi. Bilindi i gibi mezenkimal kök

hücrelerin temel özelliklerinden birisi de adipojenik, osteojenik ve kondrojenik yönde

de im gösterebilme yetenekleridir (50, 72).

3.2.3.1. Adipojenik de im

Mezenkimal kök hücrelerin adipojenik yönde de iminin uyar lmas nda, ticari

olarak elde edilen STEMPRO Adipojenik De im Kiti (Gibco), üretici firman n verdi i

protokole uyularak kullan ld .

5. pasaj mezenkimal kök hücreler, 1,5×106 hücre/ml yo unlukta, her bir kuyucuk

için 5×103 hücre/cm2 olacak ekilde bazal besi yeri ve penisilin streptomisin içeren besi
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yeri içerisinde 6 ve 12 kuyucuktan olu an plaklara ekildi. Yo un tek tabaka kültürlerin

adipojenik yönde de imi, adipojenik uyar  ile gerçekle tirildi. Kontrol grubu,

adipojenik uyaran n ilave edilmemesi ile olu turuldu. Adipojenik uyar  2 hafta

uyguland . Kültürler 37ºC’de, %5 CO2’li ve nemli inkübatörde inkübasyona b rak ld .

Her 3 günde bir besi yeri tazesi ile de tirildi.

14 günün sonunda deney ve kontrol gruplar na ait kültürlerin bir k sm , adipojenik

yönde de imi göstermeye yönelik Oil Red O ile boyand  ( ekil 10A). Bir k sm  ise,

RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu. ( ekil 10B).

Oil Red O Boyama Solüsyonunun Haz rlanmas :

100 ml izopropanol içine 0,5 gr Oil Red O boyas  (Zymed) eklendi. 4 saat cam

ede kar ld . Kurutma ka  kullan larak boyan n filtre edilmesi sa land .

Haz rlanan Oil Red O çal ma solüsyonundan 6 ml al narak, içerisine 4 ml distile su

eklendi.

Fiksatif Solüsyonunun Haz rlanmas :

11 ml %37’lik formaldehit ve 29 ml PBS ile yakla k %10’luk fiksatif solüsyonu

haz rland .

Boyama Protokolü:

Besi yerini tamamen uzakla rd ktan sonra kültürler PBS ile y kand .

Kültür yüzeyinin kurudu undan emin olunduktan sonra %10’luk formaldehit

kullan larak hücreler 30 dk fikse edildi.
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Fikse edilen kültürler 1-2 kez PBS ile y kand . Böylece hücre yüzeyindeki

partiküller uzakla ld .

Haz rlanan Oil Red O boyama solüsyonu ile kültürler 1 saat inkübe edildi.

Boyama solüsyonu uzakla larak PBS ile 1-2 kez y kama yap ld .

Adipojenik hücreler mikroskop alt nda görüntülendi ve foto rafland  ( ekil

10A).

3.2.3.2. Osteojenik de im

Mezenkimal kök hücrelerin osteojenik yönde de iminin uyar lmas nda, ticari

olarak elde edilen STEMPRO Osteojenik De im Kiti (Gibco), üretici firman n verdi i

protokole uyularak kullan ld .

5. pasaj mezenkimal kök hücreler, 1,5×106 hücre/ml yo unlukta, her bir kuyucuk

için 5×103 hücre/cm2 olacak ekilde bazal besi yeri ve penisilin streptomisin içeren besi

yeri içerisinde 6 ve 12 kuyucuktan olu an plaklara ekildi. Yo un tek tabaka kültürlerin

osteojenik yönde de imi, osteojenik uyar  ile gerçekle tirildi. Kontrol grubu,

osteojenik uyaran n ilave edilmemesi ile olu turuldu. Osteojenik uyar  3 hafta

uyguland . Kültürler 37ºC’de, %5 CO2’li ve nemli inkübatörde inkübasyona b rak ld .

Her 3 günde bir besi yeri tazesi ile de tirildi.

21 günün sonunda deney ve kontrol gruplar na ait kültürlerin bir k sm , osteojenik

yönde de imi göstermeye yönelik alizarin red ile boyand  ( ekil 10C). Bir k sm  ise,

RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu ( ekil 10D).
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Boyama Protokolü:

Besi yeri uzakla ld ktan sonra kültürler PBS ile 1 kez y kand .

Kültürler 10%’luk formaldehit solüsyonu ile 30 dakika fikse edildi.

Fiksasyondan sonra 2 kez distile su ile y kama yap lmas n ard ndan kültürler,

2%’lik Alizarin Red S (Zymed) boyas na (pH 4,2) 2-3 dakika maruz b rak ld .

Alizarin Red S boyas  3 kez distile su ile y kand .

Hematoksilen eozin ile z t boyama yap ld ve distile su ile boyan n fazlas

uzakla ld .

Osteojenik hücreler k mikroskobu alt nda görüntülendi ve foto rafland  ( ekil

10C).

3.2.3.3 Kondrojenik De im

Kondrojenik yönde de im ara rmam n ana konusu oldu undan, ticari olarak

kullan ma haz r halde elde edilen kondrojenik de im kiti yerine, deneylerde rutin

olarak uygulanan, 3 hafta boyunca TGF- 1 uyar  alt nda gerçekle tirilen kondrojenik

yönde de im tercih edildi.

21 günün sonunda deney ve kontrol gruplar na ait kültürlerin bir k sm ,

kondrojenik yönde de imi göstermeye yönelik Alsiyan mavisi ile boyand  ( ekil 10E).

Bir k sm  ise, RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu ( ekil

10F).

Tüm de imler için yap lan RT-PCR’larda kullan lan gen spesifik primer

çiftlerine ait bilgiler Tablo 3’te verilmi tir.
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3.3. Tek Tabaka Kültürlerde CNP ve NPR-B Varl n Gösterilmesi

Herhangi bir de ime u ramam  konumdaki mezenkimal kök hücrelerde, CNP

ve NPR-B varl  göstermek için RT-PCR analizi gerçekle tirildi ( ekil 11).

Kullan lan gen spesifik primer çiftlerine ait bilgiler Tablo 3’te verilmi tir.

zole edilen mezenkimal kök hücrelerde CNP ve NPR-B’nin protein düzeyinde de

varl klar n gösterilmesi dü ünüldü ve immünohistokimyasal analiz gerçekle tirildi.

Bunun için, kültürler önce %10 so uk metanol ile 1 gece fikse edildi. Metanolün

uzakla lmas n ard ndan aç k havada kurutuldu. PBS ile y kama sonras  hücrelerde

endojen peroksidaz aktivitesi, %30’luk H2O2/metil alkol (1/9) solüsyonu ile 10 dakika

doyuruldu. Y kama ve serum ile bloklamay  takiben, kültürler uygun primer antikorlar

(CNP ve NPR-B) ile muamele edildi. Hücreler taraf ndan tutulan bu primer antikorlar n

immünohistokimyasal analizi, biotin ile konjuge geni  spektrumlu sekonder antikor ve

streptavidin konjuge HRP (horseradish peroxidase) içeren Zymed Histostain-Plus kit ve

DAB kromojen substrat kar  ile gerçekle tirildi. Hücre nükleuslar  hematoksilen ile

t boyand . Hücreler k mikroskobu alt nda görüntülendi ( ekil 12A,B).

CNP (H-115) ve NPR-B (H-80) tav an poliklonal antikorlar  Santa Cruz

Biotechnology,  Inc.  (Santa  Cruz,  CA,  USA)  firmas ndan  temin  edildi.  Her  iki  protein

için de pozitif konrol, primer antikor basama  atlanarak gerçekle tirildi ( ekil 12C,D).

3.4. Mezenkimal Kök Hücrelerden Çökelti Kültürlerin Olu turulmas

Kontrol grubu çökelti kültürler, P3 mezenkimal kök hücreler kullan larak ve

kimyasal olarak tan mlanm  serumsuz DMEM (1% ITS-plus, 40 g/ml L-Proline, 100

g/ml sodyum piruvat, 50 g/ml askorbat, 0,1 M deksametazon, 50 U/ml penisilin, ve

50 g/ml streptomisin içeren DMEM) kullan larak, daha önce tarif edildi i ekilde (72)
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olu turuldu. Hücre say  çökelti ba na 3×105 (1 ml DMEM içerisinde) olacak ekilde

ayarland  ve hücreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek çöktürüldü.

Deney grubu çökelti kültürlerde kondrojenik farkl la man n uyar lmas  için

yukar da tarif edilen besi yerine, 10 ng/ml TGF- 1 ilave edildi. C-Tipi Natriüretik

Peptid (CNP), 10-6M, 10-7M ve 10-8M konsantrasyonlarda haz rlanarak, TGF- 1’e ilave

olarak gruplara eklendi.

Çal ma gruplar :

a) Kontrol grubu (sadece serumsuz DMEM ile beslendi)

b) TGF- 1 grubu (10 ng/ml TGF- 1 ilave edilmi  serumsuz DMEM ile beslendi)

c) CNP 10-6M grubu (10 ng/ml TGF- 1 ve 10-6M CNP ilave edilmi  serumsuz DMEM

ile beslendi)

d) CNP 10-7M grubu (10 ng/ml TGF- 1 ve 10-7M CNP ilave edilmi  serumsuz DMEM

ile beslendi)

e) CNP 10-8M grubu (10 ng/ml TGF- 1 ve 10-8M CNP ilave edilmi  serumsuz DMEM

ile beslendi)

Çökelti kültürler, çal ma guruplar na göre yukar da tarif edildi i ekilde 3 hafta

beslendi. Kültürler 37ºC’de, %5 CO2’li ve nemli inkübatörde inkübasyona b rak ld . 3

günde bir besi yeri tazesi ile de tirildi.

Kontrol ve deney gruplar na ait çökelti kültürlerin bir k sm , 4, 10 ve 20. günlerde

RNA’lar n izole edilmesinin ard ndan CNP ve NPR-B için gen spesifik primer çiftleri

kullan larak konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu ( ekil 13). NPR-B için kullan lan

primer çiftleri hem NPR-B mRNA’s  hem de NPR-B prekürsör RNA’s  uzatmak

için tasarland . Kalan kültürler ise 10. ve 20. günlerde CNP’nin konsantrasyona ba ml

etkisini göstermeye yönelik, fiksasyon, doku takibi, parafine gömme ve kesit alma

lemlerini takiben Alsiyan mavisi ile boyand  ( ekil 14A-J). Ayr ca 20. güne ait çökelti

kültürler için yap lan RT-PCR ( ekil 14L) sonras  elde edilen gen spesifik bantlar
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GelQuant Ver.2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel) bilgisayar program

kullan larak dansitometrik olarak analiz edildi ( ekil 14M-O).

3.5. Kondrojenik De imin Alsiyan Mavisi Boyamas  ile Analizi

Kültürde 10 veya 20 gün idame edilen çökeltiler için Alsiyan mavisi boyama

protokolü u ekildedir:

Kültürler, besi yerinin uzakla lmas n ard ndan PBS ile y kand .

1 saat oda s cakl nda %4’lük paraformaldehit ile fikse edildi.

Kültürler PBS ile y kama sonras  rutin histolojik takibe al nd .

Artan etil alkol serilerinden (s ras yla, %70, %80, %90, %100) geçirildi.

Ksilen ile muamele edildi.

Parafin içerisine gömüldü.

Parafin bloklardan 5µm kal nl nda kesitler al nd .

Histolojik takip sonras  deparafinizasyon i lemine geçildi.

Kesitler bir gece etüvde bekletildikten sonra yar m saat ksilene maruz b rak ld .

Azalan etil alkol serilerinden geçirildi (s ras yla, %100, %90, %80, %70).

5 dakika distile su ile y kand .

Kültürler bir gece boyunca oda s cakl nda, pH’  1,0 olan (39) Alsiyan mavisi

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) boyas  ile boyand .

Boyan n fazlas  y kama ile giderildi.

Lam üzerindeki kesitler kurumaya b rak ld , daha sonra entellan ile kapatma

lemi uyguland .

Kesitler k mikroskobu alt nda görüntülendi ve foto rafland  ( ekil 14A-J).

Kültür ortam nda gerçekle en kondrogenezin say sal ve istatistiksel olarak

kar la labilmesi için, bir gece boyunca oda s cakl nda 6 M guanidine-HCl (1 ml

içerisinde, grup ba na 5 kültür ve her kültürden birbirini takip etmeyen 3’er kesit olmak
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üzere n=15 kesit olacak ekilde) ile kültürlerin tuttu u boya ekstrakte edildi ve

yo unlu u A650 dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü (60, 70). Deneyler 3

kez tekrarland . Sunulan veriler bu 3 deneyin ortalamas  ± standart hata eklindedir

ekil 14K).

3.6. RNA zolasyonu ve RT-PCR (Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) Analizi

3.6.1. RNA izolasyonu

Deneylerde kullan lan total RNA, tek tabaka mezenkimal kök hücre

kültürlerinden veya mezenkimal kök hücreler ile olu turulan ve yukar da anlat ld

ekilde kondrojenik de ime u rat lan çökelti kültürlerinden, Tri-Reagent (Sigma)

kullan larak izole edildi. Tüm deneyler 3 kez tekrarlanm  olup sunulan veriler bu 3

deneyin ortalamas  ± standart hata eklindedir.

RNA izolasyonu için ilk olarak kültürlerin üzerine 1 ml TRI-Reagent konup 5 dk

hücre zarlar n parçalanmas  beklendi. Daha sonra tüpe 200 µl kloroform eklenip 15 sn

vortekste çevirildi. 15 dk oda nda bekletildikten sonra 14000 rpm’de 15 dk santrifüj

edildi. Bu i lemin sonunda tüpte RNA’y  içeren k m pipet yard yla çekilerek ayr

bir tüpe aktar ld . Üzerine 500 µl izopropanol (2-bütanol) eklendi. Presipitasyon olarak

da adland lan bu i lemdeki amaç, total RNA’y  çöktürmek ve kloroformdan

ar nd rmakt r.  çerisinde total RNA’y  bulunduran tüp bir gece -20 C’de bekletildi.

So utmal  santrifüjde (+4 C’de) 15000 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonras

çökelti üzerindeki süpernatant pipet yard yla uzakla ld . Çökelti üzerine 200µl

so uk %70 etil alkol konarak yine so utmal  santrifüjde 15000 rpm devirde 15 dk

santrifüj edildi. Süpernatant uzakla larak yerine 100 µl distile su kondu. Distile su ile

homojenize edilen RNA 10’ar µl olacak ekilde 10 ayr  tüpe payla ld .
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zolasyonu takiben elde edilen total RNA konsantrasyonu, A260 dalga boyunda,

örnek ba na 1,5 µl RNA yüklenerek spektrofotometrik olarak hesapland . Di er

taraftan elde edilen RNA’n n kalitesi agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromür

boyamas  ile test edildi ( ekil 11A).

3.6.2. RT-PCR

Her bir reverse transkripsiyon reaksiyonu için 1 g RNA örne i kullan ld  ve

Qiagen OneStep RT-PCR ile Q-solution kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)

kullan larak PCR ile ço alt ld . Kullan lan gen spesifik primer çiftlerinin dizileri ve

bunlar hakk ndaki bilgi Tablo 3’te verilmi tir. Bu reaksiyonlarda kontrol geni olarak

GAPDH kullan lm  olup, reaksiyonlar multipleks olarak dizayn edildi.

Bu kit ile kullan lan protokol u ekildedir:

a) ras  ile,

10 µl 5x Qiagen OneStep RT-PCR tampon çözeltisi (12,5 mM MgCl2 içerir),

Her dNTP’den 10 mM içeren 2 µl dNTP kar ,

10 µl 5x Q-solüsyonu,

Her  bir  analiz  edilen  gen  için  spesifik  olarak  dizayn  edilmi  ileri  (forward)  ve

geri (reverse) primerlerin her birisinden 10 µM konsantrasyonda içeren primer

kar ndan toplam 3 µl (Primerlerin sentezi ontek, stanbul, Türkiye’de

gerçekle tirildi),

2 µl Qiagen OneStep RT-PCR enzim kar ,

22 µl RNase-free distile su,

olmak üzere toplam 50 µl volüm, buz üzerinde örnek RNA ile kar ld .
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b) Elde edilen kar m ile a da basamaklar  s ralanan RT-PCR reaksiyonu

gerçekle tirildi.

1- 50 C, 30 dakika, 1 döngü (reverse transkripsiyon)

2- 95 C, 15 dakika, 1 döngü (PCR aktivasyon basama )

3- 94 C, 1 dakika (denatürasyon)

4- 51-57 C (Col II; Col IX, Col X, aggrecan için 57 C, di er bütün genler için

51 C kullan ld ), 1 dakika (primerlerin örnek cDNA’ya yap mas )

5- 72 C, 1 dakika (sentez ve uzama); 3, 4 ve 5. basamaklar s ras  ile 25-32 döngü

tekrarland .

6- 72 C, 10 dakika, 1 döngü (son sentez ve uzama)

7- Reaksiyonlar 4 C’de sonland ld  ve -20 C’de sakland .

c) PCR ürünleri, etidyum bromür boyamas n ard ndan agaroz jel elektroforezi

ile gözlemlendi.

d) Elde edilen gen spesifik bantlar GelQuant Ver.2.7 (DNR Bio-Imaging Systems,

Jerusalem, srail) bilgisayar program  kullan larak dansitometrik olarak analiz edildi.
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Tablo 3. Gen ifadelerinin analizinde kullan lan RT-PCR primerleri

Gen
nsan)  Primer dizisi Sense(F)/Antisense(R) Ürün

(bp) Referans

F:GTCAGAAGAAGGGCGACAAGCNP
R:TGTTGGCTCCTTTGTATTTGC

162 (GenBank: NM: 024409)

F:AGCGCTGAAGATCCATGTCTNPR-B
R:GGAGTCCAGGAGGTCCTTTC

155 (GenBank: NM: 003995)

    Ya  dokuya özgü gen

F:GAGATTTCTCTGTATGGCACC
 LPL

R:CTGCAAATGAGACACTTTCTC
276 50, 72

   Kemik dokuya özgü genler

F:GGACACAATGGATTGCAAGGCol I  2
R:TAACCACTGCTCCACTCTGG

461 50, 72

F:ATGAGAGCCCTCACACTCCTCOC
R:GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC

294 50, 72

F:AATGAAAACGAAGAAAGCGAAGBSP
R:ATCATAGCCATCGTAGCCTTGT

450 72

F:TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCAALP
R:ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC

454 50, 72

   K rdak dokuya özgü genler
F:TTTCCCAGGTCAAGATGGTCCol II
R:CTTCAGCACCTGTCTCACCA

377 50

F:GCCCAAGAGGTGCCCCTGGAATACCol X
R:CCTGAGAAAGAGGAGTGGACATAC

703 50

F:TGAAGGAGGGCTGGAACAAGTACCAggrecan
R:GGAGGTGGTAATTGCAGGGAACA

350 50, 72

F:ATCTGAAGAAGGAGAGCGAGSox 9
R:TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG

264 72

   Ev sahibi gen

F:GGGCTGCTTTTAACTCTGGTGAPDH
R:GCAGGTTTTTCTAGACGG

702 50, 72

F : leri primer; R : Geri primer.

3.7. Tüm nsan Genom Array Analizi

Bu a amada 4 çal ma grubu olu turuldu: Kontrol grubu (K-grubu), TGF- 1

grubu (TGF-grubu), TGF- 1 ve CNP grubu (TC-grubu), CNP grubu.
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Her bir grup 10. ve 20. günler olmak üzere iki ayr  zaman noktas nda ayr  ayr

analiz edildi ve gruplar n birbirleri ile olan kar la rmas  gerçekle tirildi.

Tüm gruplardan, daha önce bahsedilen ekilde total RNA izolasyonu

gerçekle tirildi ve RNA izolasyonu öncesi kültürler tripsin/kollajenaz enzim y ndan

geçirildi.

Bu a amada tüm insan genom array analizi, (HGU133_Plus2 cRNA sentezinden

mikrodizin dahil tarama) Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü’nden hizmet

al eklinde gerçekle tirildi. Elde edilen ham verilerin biyoinformatik yönünden;

mikrodizin kalite kontrol analizi ( ekil 15, 16, 17, 18), mikrodizin verisi ön i lemesi

ekil 19), mikrodizin gen ifadesi kat de imi analizi ve hiyerar ik topaklanma

(clustering, sample based) analizleri ( ekil 20, 21) ise HGM Bili im, Yaz m ve

Biyoinformatik irketinden yine hizmet al eklinde gerçekle tirildi. Elde edilen

mikrodizin verisi üzerinde her bir deney birimi için, her bir gen ifadesinin kaç kat artt

ara larak, bunlardan 2, 4 ve 8 kattan fazla art  gösterenler belirlendi (Tablo 4).

Yap lan kar la rmalar:

 Uygulanan her kimyasal (TGF, CNP veya kombinasyonlar ) için 10. ve 20. gün,

 Uygulanan her kimyasal için gruplar aras  olacak ekilde gerçekle tirildi.

3.8. statistiksel Analizler

Kondrogenezin ölçülmesi ve RT-PCR sonuçlar n dansitometrik analizlerinin

kar la lmas  için non-parametrik Mann Whitney’s U-testi kullan lm  olup, tüm bu

istatistiksel kar la rmalarda P<0,05 düzeyi anlaml  olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök

Hücrelerin Eldesi

Alt  hastadan elde edilen trabeküler kemik parçalar ndan ba ar  ile mezenkimal

morfoloji gösteren ve kültür plaklar na yap ma karakterinde olan hücreler elde edildi.

Elde edilen sonuçlar hastaya, ya a, cinsiyete, kemik materyalinin al nd  donör

bölgeye ve benzeri pek çok faktöre ba ml  olabilecek farkl klar göstermi tir ( ekil 7).

Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin, kemik

parçalar ndan ilk göçlerinin ancak 7-11 günlük inkübasyonu takiben gerçekle ti i, 11-20

günlük bir inkübasyon sürecinde hücrelerin kemik parçalar  çevresinde doygun bir

düzeye ula klar  ve 14-26 günlük bir inkübasyon sürecinde ise hücrelerin tüm kültür

ortam nda, odaklar aras  bölgelerde de doygun seviyeye ula  tespit edildi ( ekil 7).

4.2. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök Hücrelerin

mmünohistokimya ile Karakterizasyonu

Trabeküler kemik kökenli eri kin insan tek tabaka mezenkimal kök hücreler,

temel immünohistokimya ve flow sitometri ile hücre yüzey antijenleri için analiz edildi.

mmünflorasan boyama için daha önceden mezenkimal kök hücreler ile ili kili oldu u

bilinen hücre yüzey belirteçleri kullan ld  (STRO-1, CD73, CD105, CD34, CD45,

CD144). Hücre nükleuslar  DAPI ile z t boyand . Floresan-immünohistokimyasal

yöntem sonras  görüntüler, tek tabaka kültürlerdeki tüm hücrelerin hematopoetik

olmayan kemik ili i progenitör hücre antijenlerine spesifik olan STRO-1 ( ekil 8A),

CD105 ( ekil 8B) ve CD73 ( ekil 8C)’ü ifade etti ini, hematopoetik ve endotel
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hücrelerinin genel belirteci olan CD34 ( ekil 8D), CD45 ( ekil 8E) ve CD144 ( ekil

8F)’ü ifade etmediklerini gösterdi.

nsan tonsil dokusu ve vasküler yap lar  CD34 ( ekil 8G), CD45 ( ekil 8H), ve

CD144 ( ekil 8 ) ifadesi için pozitif kontrol amaçl  kullan ld .

ekil 7. Trabeküler kemik kökenli eri kin insan mezenkimal kök hücrelerin elde edilmesi ve ço alt lmas .
ekilde, inkübasyon süreci en k sa olan  (Hasta-1), en uzun olan (Hasta-3) ve iki uç aras nda yer alan

örneklerden bir tanesi (Hasta-2) gösterilmektedir.
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ekil 8. Elde edilen trabeküler kemik kökenli mezenkimal kök hücreler ve insan tonsil dokusu için
yap lan floresan-immünohistokimyasal analiz. Analiz edilen hücreler STRO-1, CD73 ve CD105 için (+)
(ye il renkli boyanma);  CD34,  CD45 ve CD144 için (-) reaksiyon verdi. Tüm gruplar hücre
nükleuslar n görselle tirilebilmesi amac yla, bir nükleik asit boyas  olan DAPI ile z t boyamaya tabi
tutuldu. A-F bar: 30 µm, G-  bar: 25 µm.

4.3. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök Hücrelerin

Flow Sitometri ile Karakterizasyonu

Flow sitometri genellikle mezenkimal kök hücre ve hematopoetik hücre

belirteçleri için kullan r. Flow sitometri analizi, elde edilen hücrelerin mezenkimal kök

hücre karakterini detayl  olarak ortaya koymu tur ( ekil 9). zole edilen mezenkimal

kök hücreler CD5, CD7, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45,

CD117 ve HLA-DR’ye kuvvetli negatif; CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD146,

CD166 ve HLA-ABC’ye ise kuvvetli pozitif cevap verdi.

A

B

C

D

E

F

G

H
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ekil 9. zole edilen hücrelerin flow sitometri analizi sonuçlar

4.4. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök Hücrelerin

De im Potansiyelinin Analizi

zole edilen mezenkimal kök hücrelerin in vitro adipojenik, osteojenik ve

kondrojenik de im potansiyelleri incelendi ( ekil 10).

Adipogenez, kültürlerin 14. gününde histolojik olarak Oil Red O boyamas  ( ekil

10A) ve kültüre edilen hücrelerde mRNA düzeyinde lipoprotein lipaz (LPL) ifadesinin

varl  ( ekil 10B) ile gösterildi.
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Mono tabaka kültürlerde 5. pasaj hücreler 14 gün boyunca adipogenezi uyaran

(AS) besi yeri ile beslendi inde, hücrelerdeki lipid damlalar n Oil Red O ile pozitif

boyand  ( ekil 10A) ve bazal besi yeri ile beslenen hücrelerle kar la ld nda bu

hücrelerde lipoprotein lipaz (LPL) mRNA seviyesinin artm  oldu u görüldü ( ekil

10B).

Osteogenez, kültürlerin 21. gününde histolojik olarak Alizarin Red boyamas

ekil 10C) ve kültüre edilen hücrelerde mRNA düzeyinde osteokalsin (OC), kemik

sialoprotein (BSP), alkalen fosfataz (ALP) ifadelerindeki art  ve tip I kollajen (Col I 2)

ifadesinin varl  ( ekil 10D) ile gösterildi.

Monotabaka kültürlerde 5. pasaj hücreler 21 gün boyunca osteogenezi uyaran

(OS) besi yeri ile beslendi inde, hücrelerin Alizarin Red S ile pozitif boyand  ( ekil

10C) ve bazal besi yeri ile beslenen hücrelerle kar la ld nda bu hücrelerde

osteokalsin (OC), kemik sialoprotein (BSP) ve alkalen fosfataz (ALP) mRNA

seviyelerinin artm  oldu u görüldü. Tip I kollajen (Col I 2) mRNA seviyesi bu iki

grupta birbirine yak nd r ( ekil 10D).

 Kondrogenez, histolojik olarak kondrositlerden sentezlenen ekstraselüler

matriksin glikoprotein içeri inin Alsiyan mavisi ile boyanmas  ( ekil 10E) ve elde

edilen kondrojenik kültürlerde mRNA düzeyinde tip X kollajen (Col X), aggrecan ve

Sox 9 ifadelerindeki art  ( ekil 10F) ile gösterildi.

21 gün boyunca TGF- 1 uyar  alt nda gerçekle tirilen kondrojenik de im

sonras nda 3. pasaj hücrelerin, Alsiyan mavisi ile pozitif boyand  ( ekil 10E) ve bu

hücrelerde  tip  II  kollajen  (Col  II),  tip  X  kollajen  (Col  X),  aggrecan  ve  Sox  9  mRNA

seviyelerinin artt  görüldü ( ekil 10F).
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ekil 10. MKH’lerin de im potansiyelinin gösterilmesi. (A-B) Adipojenik de imin gösterilmesi. Oil
Red O boyas  (A), ve LPL mRNA art n (B) gösterilmesi, A paneli için bar = 30 µm; AS(-), adipojenik
uyar  yok; AS(+), adipojenik uyar  var. (C-D) Osteojenik de imin gösterilmesi. Alizarin Red boyas
(C), ve Col I 2 ifadesi ile OC, BSP ve ALP mRNA art n (D) gösterilmesi, C paneli için bar = 50 µm;
OS(-), osteojenik uyar  yok; OS(+), osteojenik uyar  var. (E-F) Kondrojenik de imin gösterilmesi.
Alsiyan mavisi boyas  (E) ve Col X, Aggrecan ve Sox 9 mRNA art n (F) gösterilmesi,  E paneli için
bar = 250 µm; CS(-), kondrojenik uyar  yok; CS(+), kondrojenik uyar  var.

4.5. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök Hücrelerinde

CNP ve NPR-B fadelerinin RT-PCR ile Analizi

CNP ve NPR-B mRNA’lar n trabeküler kemik kökenli eri kin insan

mezenkimal kök hücrelerinde ifade profili RT-PCR ile incelendi.
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RT-PCR analizi sonuçlar , mezenkimal kök hücrelerin herhangi bir de ime

ramam  konumda iken, CNP’nin, hücre yüzey reseptörü olarak görev yapan NPR-

B’yi mRNA düzeyinde kuvvetle ifade etti ini, bu ifade kadar güçlü olmamakla beraber,

hücreden sekrete edilerek at lan bir protein oldu u bilinen CNP’nin de yine ayn

hücrelerde mRNA düzeyinde ifadesinin tespit edilebilir oldu unu göstermektedir ( ekil

11B).

ekil 11. nsan trabeküler kemik kökenli mezenkimal kök hücrelerinde CNP ve NPR-B ifadelerinin RT-
PCR analizi (A) TRI-Reagent kullan larak elde edilen total RNA’n n 28S ve 18S bantlar n %2’lik
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromür boyamas  sonras  görüntüleri. (B) Reaksiyon ba na 1 g total
RNA kullan larak gerçekle tirilen RT-PCR sonuçlar . 1. Sütun: belirteç; 2. Sütun: 702 bç’lik ürün
GAPDH, 162 bç’lik ürün CNP; 3. Sütun: 702 bç’lik ürün GAPDH, 155 bç’lik ürün NPR-B. Bu
reaksiyonlarda kontrol geni olarak GAPDH kullan lm  olup, reaksiyonlar multipleks olarak dizayn
edildi.

4.6. Trabeküler Kemik Kökenli Eri kin nsan Mezenkimal Kök Hücrelerinde

CNP ve NPR-B fadelerinin mmünohistokimyasal Analizi

zole edilen mezenkimal kök hücrelerde CNP ve NPR-B’nin protein düzeyinde

varl klar n gösterilmesine yönelik gerçekle tirilen immünohistokimyasal analiz ile

elde edilen sonuçlar, CNP’nin sekresyona u rayan bir protein ile uyumlu olarak daha

çok sitoplazma ve çekirdek çevresinde yo unla an granüler tarz bir pozitiflik

gösterdi ini ( ekil 12A), di er taraftan NPR-B’nin ise bu ligant n reseptörü olarak hücre

zar nda lokalize oldu unu ( ekil 12B) göstermektedir.

A
.

B



53

ekil 12. MKH’lerde CNP ve NPR-B’nin immünohistokimyasal analizi. A) CNP, B) NPR-B için (+)
boyanmalar  göstermektedir. C-D) Her iki protein için de primer antikor basama  atlanarak
gerçekle tirilen (-) kontrol boyamalar  göstermektedir. Siyah bar = 100 µm.

4.7.  CNP  ve  NPR-B  fadelerinin  Mezenkimal  Kök  Hücrelerin  TGF- 1  ile

Uyar lm  Kondrojenik De imi Sürecindeki Analizi

RT-PCR analizi sonuçlar na göre, 4. günde, TGF- 1 uyar  alt ndaki kondrojenik

kültürlerde gerek CNP mRNA ifadesinde, gerekse NPR-B prekürsör RNA ifadesinde

kontrol grubu kültürlere göre belirgin bir art  görüldü. 10. günde, her iki grup aras nda

bahsi geçen RNA’lar yönünden belirgin bir farkl k görülmedi. 21. günde, yine TGF- 1

uyar  alt ndaki kondrojenik kültürlerde gerek CNP mRNA ifadesinde, gerekse NPR-B

prekürsör RNA ifadesinde kontrol grubu kültürlere göre belirgin bir art  görüldü ( ekil

13).

A B

C D
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Elde edilen sonuçlar, CNP/NPR-B sinyal yolunun mezenkimal kök hücrelerin

TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik de imleri sürecinde, erken ve geç olmak üzere iki

ayr  dönemde kontrol grubuna oranla daha etkin oldu unu dü ündürmektedir.

ekil 13. RT-PCR sonuçlar na ili kin agaroz jel elektroforezi görüntüsü. Bu deneylerde GAPDH kontrol

referans geni olarak kullan ld .

4.8. Mezenkimal Kök Hücrelerin TGF- 1 ile Uyar lm  Kondrojenik De imi

Sürecinde CNP’nin Konsantrasyona Ba ml  Etkisinin Analizi

Mezenkimal kök hücrelerin TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik de imleri

sürecinde, CNP’nin glikozaminoglikan sentezi üzerine olan konsantrasyona ba ml

etkisinin, Alsiyan mavisi boyamas na dayal  analizinin yan  s ra bu verilerin istatistiksel

analizi gerçekle tirildi. Ayr ca, CNP’nin kondrojenik belirteçler olarak kabul edilen tip

II kollajen, Sox 9 ve aggrecan mRNA ifadeleri üzerine etkisi incelendi.

Tüm gruplar 10. ve 20. günlerde Alsiyan mavisi boyamas  yap larak

yasland nda, 20. günlerde Alsiyan mavisi boya tutma kapasitesinin daha yüksek

oldu u görüldü ( ekil 14A-J).

NPR-B Prekürsör
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nsan mezenkimal kök hücrelerinin TGF- 1’e ek olarak 10-7M CNP ile

uyar lmas nda, inkübasyonun 10. günündeki sadece TGF- 1 verilen gruba göre Alsiyan

mavisi boyanmas n daha fazla oldu u görüldü ( ekil 14G). nkübasyonun 20.

günündeki sonuçlar n da benzer olmas  bu bulguyu kuvvetlendirdi ( ekil 14H). Alsiyan

mavisi boyanmas ndaki bu pozitif etki, sadece TGF- 1 bulunan grupla

kar la ld nda, TGF- 1’e 10-8M CNP eklendi inde de görüldü ( ekil 14 , J). lginç

olarak, CNP’nin Alsiyan mavisi boyanmas ndaki bu uyar  etkisi, TGF- 1’e 10-6M

CNP eklendi inde azald . TGF- 1 ilavesi ile uyar lan gruplardan 10-6M CNP proteini

ilavesi ile elde edilen deney grubunda, di er gruplar ile k yasland nda diskoid yap

daha fazla gözlemlenirken, Alsiyan mavisi tutma kapasitesinin daha az oldu u saptand .

Bu kültürdeki sonuçlar TGF- 1’in tek ba na uyguland  kültürlerle kar la ld nda

hemen hemen ayn r ( ekil 14E, F).

Boyal  kültürlerin 6 M guanidin-HCl ile muamelesi sonras  söktürülen boyan n

spektrofotometrik analizi, elde edilen verilerin istatistiksel olarak yorumlanmas  ve

desteklenmesini sa lad  ( ekil 14K). CNP’nin, kondrojenik belirteçler olarak kabul

edilen tip II kollagen, Sox 9 ve aggrecan mRNA ifadeleri üzerine etkisinin RT-PCR ile

analizi, bu ifadelerin CNP uyar ndan etkilenmedi ini gösterdi ( ekil 14L-O).



56

ekil 14. MKH’lerin TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik de imleri sürecinde CNP’nin konsantrasyona
ba ml  etkisinin analizi. (A-J) Kondrojenik kürelerin rutin histolojik takip ve kesit alma (5 µm)

lemlerini takiben Alsiyan mavisi ile boyanm  örnek görüntüleri. Bütün paneller için bar = 250 µm. (K-
O) Kar la rmal  ifade seviyeleri grafikleri (*: P<0.001, **: P<0.001, ***: P<0.05, : P<0.001, :
P<0.01)

A B

C D
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4.9. Tüm nsan Genom Array Analizi

4.9.1. Mikrodizin kalite kontrol analizi

Mikrodizin analizi, kullan lan çiplerin kalite kontrolü ile ba lar. Kalite kontrol

analizi; deneyde kullan lan çiplerin üzerinde fiziksel bir hasar, kullan lan malzemelerde

kullan m tarihi, saklama ko ullar  gibi olumsuzluklardan kaynaklanabilecek ve deney

sonuçlar n yanl  yorumlanmas na neden olabilecek etkilerin bulunup bulunmad

anlamaya yönelik bir analiz olarak tan mlanabilir.

Kalite kontrol analizinden geçen veri, sinyal gürültüsü ve deneysel ko ullar n

yaratt  farkl klar n, örneklerin kar la lmas nda gerçek kan tlar n önüne

geçmemesini sa lamak amac yla çe itli istatistiksel ön i leme a amalar ndan

geçirilmektedir.

da sonuçlar  verilen analizler, bu ön i leme a amas n sa kl  yürütülüp

yürütülmedi ini gözlemek amac yla gerçekle tirildi. Bu sonuçlara göre, çiplerde

analizlerin devam  etkileyecek ola and  bir duruma rastlanmad  ( ekil 15-18).

4.9.2. Pozitif ve negatif s r ö elerine ili kin ara rmalar

Afimetriks mikrodizinleri üzerinde, çipin do ru çal p çal mad  kontrol

amaçl  pozitif ve negatif s f ö eleri bulunmaktad r. Bunlardan pozitif olanlar n ma

vermesi, negatif olanlar n ise vermemesi beklenmektedir. ekil 19’da her bir çip için bu

elere ait ma verisinin kutu grafi i görülmektedir. Bu grafiklerden, s r ö elerinin

beklentiler do rultusunda ma gösterdi i anla ld .
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ekil 15. Normalizasyon öncesi ma de erlerine ait histogram

ekil 16. Normalizasyon sonras ma de erlerine ait histogram
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ekil 17. Normalizasyon öncesi ma de erlerine ait kutu grafi i

ekil 18. Normalizasyon sonras ma de erlerine ait kutu grafi i
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ekil 19. Pozitif ve negatif s r ö elerine ait kutu grafikleri

4.9.3. Mikrodizin gen ifadesi kat de imi analizi sonuçlar

Tablo 4’te 9 farkl  kar la rma grubu için, kat de imine (fold change; fc) göre

filtreleme sonucunda elde edilen gen say lar  sunulmu tur. Burada özellikle 20. gündeki

TGF grubu ile TC grubu aras ndaki kar la rma (tgf20tc20) dikkat çekici olup, TGF-

1 ve CNP muamelesi sonucunda, sadece TGF- 1 ile beslenen gruba oranla 8 adet

gende 4 kat ve üzeri ifade de imi oldu u saptand . Bu genlerin listesi ve art -azal

durumlar  Tablo 5’te sunulmu tur.
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Tablo 4. Her bir örnek için 2,4 ve 8 kat de im gösteren gen say lar

Tablo 5. 20. gündeki TGF-grubu ile TC-grubu aras ndaki kar la rmaya ait 4 kat ve üzeri ifade de imi
gösteren genler
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4.9.4. Kümeleme analizi sonuçlar

Mikrodizin örnekleri, ifade verisine göre hiyerar ik kümeleme yöntemiyle

kümelendi. Çal ma gruplar  baz nda bir kümeleme analizi gerçekle tirildi ( ekil 20).

ma verisi elde edilmi  tüm genler üzerinden yap lan örnek kümeleme analizi

sonucunda;

a) Kontrollerin (K-10 ve K-20), CNP-10 ve CNP-20 adl  örnekler ile

b) TC-10 ve TGF-10 adl  örneklerin bir arada, TC-20 ve TGF-20 adl  örneklerin

di er bir arada ancak dördünün yukar da bahsi gecen K-10, K-20, CNP-10 ve CNP-20

grubundan farkl  olarak bir araya kümelenmi  olmas  dikkat çekicidir.

ekil 18’de gösterilen normalizasyon sonras ma de erlerine ait kutu

grafi inden yola ç karak, yüksek ma gösteren genlerin say n az oldu u bilgisini

kullanmak istedi imizde (sadece az say da olan ve deneyin özünü sundu unu

dü ündü ümüz genleri kulland zda), kümeleme analizi ma de eri 6,0’ n üzerinde

olan genleri içeren örnekler üzerinden tekrar gerçekle tirildi. Buradaki kümelenme tüm

genler üzerinden yap lan analizi desteklerken, yine örnekler kümesinin (TC-10, TGF-

10, TC-20 ve TGF-20 gruplar ), kontrolleri içeren örneklerden (K-10, CNP-10, K-20 ve

CNP-20 gruplar ndan) ayr  olu u dikkat çekicidir ( ekil 21).
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ekil 20. (Filtresiz) Gen ifade verisine göre mikrodizin örneklerinin kümelenmesini gösteren a aç

CNP-10 : CNP 10-7 M grubu, 10. gün

CNP-20 : CNP 10-7 M grubu, 20. gün

K-10 : Kontrol grubu, 10. gün

K-20 : Kontrol grubu, 20. gün

TC-10 : TGF- 1+CNP10-7 M grubu, 10. gün

TGF-10 : TGF- 1 grubu, 10. gün

TC-20 : TGF- 1+CNP10-7 M grubu, 20. gün

TGF-20 : TGF- 1 grubu, 20. gün
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ekil 21. Yüksek ma veren genlerin kümelenmesini gösteren a aç

K-10 : Kontrol grubu, 10. gün

K-20 : Kontrol grubu, 20. gün

CNP-10 : CNP 10-7 M grubu, 10. gün

CNP-20 : CNP 10-7 M grubu, 20. gün

TC-10 : TGF- 1+CNP10-7 M grubu, 10. gün

TGF-10 : TGF- 1 grubu, 10. gün

TC-20 : TGF- 1+CNP10-7 M grubu, 20. gün

TGF-20 : TGF- 1 grubu, 20. gün
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5. TARTI MA

CNP/NPR-B sinyal yolu ve iskelet sistemi geli imi üzerine etkileri, son on y lda

giderek artan say da çal maya konu olmu tur (2, 4, 7, 11, 23, 36, 45, 46, 48, 54, 57, 61,

66, 77, 79, 82, 83). Literatürde konu ile ilgili in vitro çal malar n büyük ço unlu unda,

primer kondrositler veya kondrojenik hücre dizinleri kullan lm r. Bu çal malardan

elde edilen en önemli sonuçlardan birisi, kondrogenez sürecinde CNP/NPR-B sinyal

yolunun prekondrojenik mezenkimal yo unla ma ve glikozaminoglikan sentezi üzerine

pozitif etki gösterdi i bilgisidir (4, 79). Bu geli melere paralel olarak kök hücre

biyolojisi, son dönemde özellikle kas iskelet doku mühendisli i ve ortopedik cerrahi

gibi alanlarda büyük önem kazanm r. Canl daki kemik ili i, trabeküler kemik veya

kordon kan  gibi birçok doku, osteoblast, kondrosit, adiposit veya miyosit gibi birçok

mezenkimal diziye farkl la abilen, dar bir mikroçevreye ihtiyaç duyan hematopoetik

olmayan öncül hücrelerden olu an heterojen bir popülasyon içerir (72). Ancak, bu

mezenkimal öncül hücrelerin (kök hücrelerin) kondrojenik de imleri sürecinde

CNP/NPR-B sinyal yolunun olas  rolü hakk nda bilgiler oldukça s rl r. Dolay  ile

ara rmam n hedefleri: öncelikle trabeküler kemikten mezenkimal kök hücrelerin

eldesinin gerçekle tirilebilece i kolay bir primer kültür sistemi olu turulmas , bunu

takiben bu hücrelerin planlanan çal ma için uygun mezenkimal kök hücre karakteri

ta klar n gösterilmesi, son a amada ise CNP/NPR-B sinyal yolu komponentlerinin

bu hücrelerdeki ifadelerinin ve mezenkimal kök hücrelerin kondrojenik de imleri

sürecindeki olas  rollerinin ara lmas  olarak özetlenebilir.

Ara rmam zda  kulland z  Nöth  et  al.  (2002)  taraf ndan  tarif  edilmi  olan

primer kültür sistemi (50), trabeküler kemik kökenli mezenkimal kök hücreleri, ilk

kültürlerin olu turulmas ndan 2-4 hafta sonra kolay ve etkili bir ekilde elde etmemizi

sa lam r. Bu eldenin sürecini etkileyen faktörlerin ba nda trabeküler kemik

parçalar n al nd  donörlerin ya  gelmektedir. Donör ya  gençle tikçe süreç

salm r.
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Elde etti imiz hücreler, fibroblast benzeri görünümleri ve plastik kültür kaplar na

yap ma yeteneklerinin yan  s ra immünohistokimya ve flow sitometri ile analiz

edilmi tir. Sonuçlar, bu hücrelerin CD5, CD7, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD19,

CD33, CD34, CD45, CD117, CD144 ve HLA-DR yüzey belirleyicileri yönünden

negatif, di er taraftan STRO-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146,

CD166 ve HLA-ABC yüzey belirleyicileri yönünden ise yüksek derecede pozitif

olduklar  göstermi tir. Bu sonuçlar elde edilen hücrelerin, immünfenotipik olarak

mezenkimal kök hücre karakteri ta klar  do rulamaktad r. Bunun yan  s ra, elde

edilen hücrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik de im potansiyelleri de

gösterilerek MKH’lerin tüm karakteristik özelliklerini ta klar  bir kez daha

do rulanm r (65).

Elde edilen insan MKH’lerin karakterizasyonu çal malar  tamamland ktan sonra

in vitro kondrogenez, bu hücrelerin TGF- 1 varl nda 3 boyutlu kültür sistemlerinden

biri olan çökelti kültürde, kültüre edilmesiyle gerçekle tirilmi tir. Bu çökelti kültür

sistemlerinde kondrojenik de imin takibi, tip II kollajen, tip X kollajen, Sox 9 ve

aggrecan mRNA ifadelerinin yan  s ra kültürde salg lanan ekstrasellüler matriksin

Alsiyan mavisi ile boyanmas n analizi ile gerçekle tirilmi tir.

CNP, kromozomal lokasyonu 2q24-qter olan Nppc adl  tek bir genin ürünüdür.

Nppc promotor bölgesinin dizin analizi ve haritalanmas , TGF- ’n n efektörü olarak

olarak bilinen bir transkripsiyon faktörü olan TSC22’nin ba land  bir bölgenin

gösterilmesi ile sonuçlanm r (54).  In vivo ve in vitro yap lan ara rmalarda, iskelet

sistemi geli imi ve bu süreçteki kondrogenezde TGF-  ailesi üyelerinin anahtar

sinyaller ve morforegülatör fonksiyonlar içerdi ini göstermi tir (23, 53, 58, 65). Tüm bu

bilgiler nda CNP/NPR-B sinyal yolunun kondrogenez sürecinde TGF-  sinyal yolu

taraf ndan düzenleniyor olabilece i dü ünülmü tür. Kültüre edilen primer

kondrositlerde TGF- 1 uyar  alt nda CNP sekresyonu ve CNP mRNA düzeyinin

belirgin art  göstermesi bu dü ünceyi desteklemi tir (23). Bu bilgi birikimine

dayanarak ara rmam zda, CNP/NPR-B sinyal yolu komponentlerinin insan trabeküler
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kemik kökenli mezenkimal kök hücrelerde endojen olarak ifade edilebilece i ve TGF-

1’in hedef efektörlerinden biri olabilece i dü ünülmü tür.

Bulgular za göre mezenkimal kök hücrelerde CNP ifadesinin

immünohistokimyasal analiz sonuçlar , CNP’nin bu hücrelerden salg lanan bir protein

oldu unu, di er taraftan MKH’lerdeki NPR-B ekspresyonuna yönelik yap lan

immünohistokimyasal analiz sonuçlar  ise, NPR-B’nin bu hücrelerde plazma

membran nda lokalize oldu unu ve CNP’nin reseptörü oldu unu göstermi tir. Bu ligand

ve reseptörün mRNA düzeyinde ifadeleri ise RT-PCR ile gösterilmi tir.

Ara rmam zda insan trabeküler kemik kökenli mezenkimal kök hücreler, çökelti

kültürlerde TGF- 1 ile kondrojenik de im yönünde uyar ld klar nda, gerek CNP

mRNA’s n gerekse NPR-B prekürsör RNA’s n ifadelerinde belirgin bir art

meydana geldi i RT-PCR analizi ile gösterilmi tir. Bu art , kondrojenik farkl la man n

erken evresi olan inkübasyonun 4. gününde ve geç evresi olan inkübasyonun 21.

gününde gözlenmi tir. nkübasyonun 10. günündeki bu moleküllerin ifade düzeyleri,

kontrol ve TGF- 1 içeren deney gruplar nda benzer bulunmu tur. Sonuçlar z, insan

MKH’lerin TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik de imi sürecinde CNP/NPR-B sinyal

yolunun erken dönemde GAG sentezi, geç dönemde ise hipertrofi ve matürasyon

üzerinde etkili oldu unu dü ündürmü tür.

nsan mezenkimal kök hücrelerinde CNP/NPR-B sinyalinin öne sürülen

fonksiyonu, daha önce de mikro kütle kültür ortamlar nda primer tavuk ekstremite

tomurcuklar n kondrojenik farkl la mas  s ras nda gösterilmi tir (4). Yap lan bu

ara rma, insan CNP molekülünün tavuk homolo u olan CNP-3 ve reseptörü NPR-

B’nin tavuk ekstremite tomurcuklar ndaki mRNA ifadelerinin geli im evrelerine özgü

pik seviyeleri yapt  göstermi tir. Bu dönemler, prekondrojenik mezenkimal

yo unla maya kar k gelen Hamburger-Hamilton evre 23-24 ile kondrojenik hipertrofi

ve matürasyonun ba lad  30-31. evrelere denk gelmektedir. Ayr ca, kültürlere yap lan

CNP muamelesi, N-cadherin ve tip X kollajen ifadelerinin yan  s ra glikozaminoglikan

sentezi ve kondrogenezi de anlaml  derecede artt rm r (4).
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Bu bilgiler nda ara rmam z, insan mezenkimal kök hücrelerin TGF- 1

uyar  alt nda kondrojenik de imleri sürecinde CNP ile muamele edilmeleri sonucu

ortaya ç kan de iklikleri incelemek üzere planlanm r. Sonuçlar z, bu süreçte

CNP’nin de ime u rayan kültürlerdeki Alsiyan mavisi tutulumunu konsantrasyona

ba ml  olarak etkiledi ini göstermi tir. TGF- 1 ile uyar lan kültür ortamlar na 10-8M

ve 10-7M CNP ilavesi, konsantrasyona ba ml  ve konsantrasyonla do ru orant  olarak

Alsiyan mavisi tutulumunu artt rm r. Ancak CNP’nin benzer kültür ortamlar na 10-

6M konsantrasyonda ilavesi ile bu etkinin ortadan kalkt  görülmü tür. Bu sonuçlar,

CNP/NPR-B sinyal yolunun MKH’lerin TGF- 1 ba ml  kondrojenik de imleri

sürecinde glikozaminoglikan sentezi ile yak ndan ili kili oldu u hipotezi ile uyumlu

bulunmu tur. Bu noktadan hareket ile bir sonraki a amada, CNP ilavesi ile k rdak

glikozaminoglikan içeri inin ana bile eni olan aggrecan’ n ve kondrojenik

belirteçlerden tip II kollajen ve Sox 9’un mRNA ifadesindeki olas  de iklikler RT-

PCR ile analiz edilmi tir. Sonuçlar, test edilen parametrelerde kontrol grubu ile anlaml

bir farkl k ortaya koyamam r. Dolay  ile CNP/NPR-B sinyal yolunun,

kondrogenez sürecinde glikozaminoglikan sentezi üzerine görülen ve Alsiyan mavisi

tutulumu ile gösterilen etkisi, büyük olas kla aggrecan’ n transkripsiyonu a amas nda

olmad  dü ündürmü tür.

Ara rmam z bulgular  destekleyen bir di er ara rma Woods et al. (2007)

taraf ndan gerçekle tirilmi tir (79). Bu ara rmada, fare embriyonik ekstremite

tomurcu u kökenli mezenkimal hücrelerin kondrojenik mikro kütle kültürlerinde CNP

uygulamas n, kondrojenik yo unla may  ve N-cadherin ifadesini artt rd ,

glikozaminoglikan sentezini uyard , ancak kondrojenik transkripsiyon faktörlerinden

Sox 9, 5 ve 6’n n ve ekstraselüler matriks bile enlerinden tip II kollajen ve aggrecan’ n

ifadelerinde herhangi bir de ikli e yol açmad  gösterilmi tir. Yine ayn  çal mada

kondrojenik kültürlerde CNP uyar  alt nda gerçekle en Alsiyan mavisi tutulum

art n, büyük olas kla glikozaminoglikanlar n sentezi ve yan zincirlerinin

sülfatlanmas  a amalar nda rol oynayan ksiloziltransferaz-I ve sülfotransferaz

enzimlerinin aktivitelerinde ortaya ç kan art tan kaynakland  gösterilmi tir (79).
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Alan ve Tufan (2008) taraf ndan yay nlanm  bir di er çal mada ise tavuk

embriyosu ekstremite tomurcu u kökenli mezenkimal hücrelerin kondrojenik mikro

kütle kültürlerinde CNP uyar n prekondrojenik yo unla may  ve glikozaminoglikan

sentezini artt rd  gösterilmi tir (4). Komatsu (2002) taraf ndan gerçekle tirilen ve

CNP knockout farelerde yap lan bir ara rmada, kondrositlerin geç dönem hipertrofi ve

matürasyon h zlar nda yava lama görüldü ü bildirilmi tir. Bu ara rma yukar da bahsi

geçen in vitro çal malar  destekler nitelikte bir in vivo çal mad r (37).

Ara rmam n son a amas nda gerçekle tirilen tüm insan genom array analizi

sonuçlar , CNP/NPR-B sinyal yolunun glikozaminoglikan sentezi üzerine olan pozitif

etkileri ile ilgili sonuçlar  destekler nitelikte olup, özellikle ileriki çal malarda bu

sinyal yolu ile olan etkile imlerin incelenmesi yönünden ‘‘matrilin-3’’ molekülünü öne

karmaktad r. Yine array sonuçlar , CNP/NPR-B sinyal yolunun tek ba na

mezenkimal kök hücrelerin kondrojenik de imlerini sa lamaya yeterli olmad

dü ündürmektedir.
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6. SONUÇ VE ÖNER LER

Ara rmam z, öncelikle k rdak doku mühendisli i yakla mlar nda trabeküler

kemik kökenli mezenkimal kök hücrelerin eldesinde referans olarak kullan labilecek

pratik bir primer hücre kültür yöntemini tan mlam r. Ayr ca mezenkimal kök

hücrelerin kondrojenik de imleri sürecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun rolü analiz

edilmi tir. Sonuçlar, mezenkimal kök hücrelerin TGF- 1 ile uyar lm  kondrojenik

de imi sürecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun glikozaminoglikan sentezi ile ili kili

olabilece ini ve bu etkinin konsantrasyona ba ml  oldu unu göstermi tir. Elde edilen

sonuçlar, CNP/NPR-B sinyal yolu ile ilgili primer kondrositlerde elde edilmi  önceki

literatür bulgular  ile mezenkimal kök hücrelerden elde edilen bulgular n fonksiyonel

aç dan da uyum gösterdi ini ortaya koymu tur.

Doku mühendisli i ve kök hücre biyolojisi alan nda bu sinyal yolunun daha iyi

anla labilmesi için bu tip çal malar n say n artmas na ihtiyaç vard r. Her eye

ra men, elde edilen sonuçlar mezenkimal kök hücreler kullan larak gerçekle tirilecek

doku mühendisli i çal malar na katk  sa layacak ve mezenkimal kök hücrelerin doku

iskeleleri ile ili kilerini geli tirecek düzeydedir.
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