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OZET

TRABEKULER KEMIK KOKENLI ERISKIN iINSAN MEZENKIMAL
KOK HUCRELERININ TGF-1 iLE UYARILMIS KONDROJENIK DEGIiSiMi
SURECINDE, C-TiPi NATRIURETIK PEPTID SINYAL YOLUNUN OLASI
ROLUNUN INCELENMESI

Arastirmamizin amaci, trabekuler kemik kokenli eriskin insan mezenkimal
kok hicrelerinin (MKH), transforme edici buytme faktori (TGF)-B1 ile uyarilms
kondrojenik degisimi suirecinde, C-tipi natritretik peptid (CNP) sinyal yolunun

olasi roliiniin incelenmesidir.

Arastirmamizda MKH’lerin sitoplazmik sekresyon granullerinde CNP,
hicre membraminda ise NPR-B’yi ifade ettikleri ve bu ifadelerin, TGF-B1 uyansi
altinda arttigr gosterildi. TGF-g1 (10 ng/ml) ile uyanlms kondrojenik degisim
sirecinde elde edilen kondrojenik dokularda, 10°M ve 10"M CNP’nin Alsiyan
mavisi boyanma koyulugunu konsantrasyona bagimh olarak arttirdigi, 10°M CNP
konsantrasyonunda ise bu etkinin ortadan kalktig1 tespit edildi. TGF-g1’e ilave
olarak 10'M CNP uyans: altinda 20. giinde elde edilen kondrojenik dokularda
genom duzeyindeki degisiklikler incelendiginde sadece TGF-Bl ile uyarilmis
kontrol grubuna kiyasla G protein (guanine nucleotide binding protein) gamma
12, LIM domain kinaz 2, engulfment and cell motility 1, matrilin 3 ve CD24
molekullerinde mRNA diizeyinde 4 kat veya daha fazla degisim oldugu gosterildi.

Arastirmamizin  sonucunda, insan MKH’lerinin TGF-pl uyansi altinda
kondrojenik degisimleri sirecinde, CNP/NPR-B sinyal yolunun uyarildig
gosterilmistir. Bu uyarnmin Ozellikle erken kondrojenik degisim strecinde
glikozaminoglikan sentezi, ge¢ donemde ise kondrojenik matiirasyon ve hipertrofi
Uzerine etkileri oldugu dusundlmustir. Aynca bulgularnmizda bu etkilerin
konsantrasyona bagimh oldugu ve 10"M CNP’nin en etkin konsantrasyon oldugu

gozlenmistir. Insan tim genom array incelemesi sonuglarmizin ise bundan
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sonraki projelere i1k tutabilecek 6zellikte oldugunu ve bu sinyal yolu ile iliskisi
oldugu dusunulen molekdllerin belirlenmesi asamasina c¢ok onemli katkilar

saglayacagim dusinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: CNP, NPR-B, mezenkimal kok hticre, TGF-p1, kondrogenez.

vi



SUMMARY

TO INVESTIGATE THE ROLE OF C-TYPE NATRIURETIC PEPTIDE
SIGNALING DURING TGF-p1 iNDUCED CHONDROGENIC
DIFFERENTIATION OF TRABECULAR BONE-DERIVED 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)-p1 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-B1. Cultures induced with TGF-p1 (10
ng/ml) and treated with different concentration of CNP showed that CNP
supplementation at 10°M and 107M concentrations increased Alcian blue staining
intensity in a concentration dependent manner, whereas at 10°M concentration
this effect was diminished. Whole human genome microarray of chondrogenic
tissues at day 20 of incubation obtained under the induction of TGF-pl
supplemented with 107M 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-B1.

In conclusion, CNP/NPR-B signaling pathway is likely to be stimulated
during TGF-B1 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'M
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. GIRIS VE AMAC

Aksiyal ve appendikuler iskeletin epifiz buyime plaklarinda boyuna uzamayi
saglayan endokondral kemiklesme goOzlenir. Bu olgu stirecinde kondrositler prolifere
olurlar, degisime ugrarlar, boyutlarinda artis ile karakterize olarak hipertrofiye ugrarlar,
matriks sentezi gerceklestirirler, kalsifiye olurlar ve son agsamada da kalsifiye kikirdak
matriksinin osteoblastlar ile yer degistirmelerini ve kemiklesmeyi saglayan apopitotik
bir sure¢ gegirirler (67). Endokondral biyime endokrin, parakrin ve otokrin etkili
bircok faktor tarafindan kontrol edilir (17, 84).

Dwarfizm veya ciicelik olarak bilinen patolojik durumun temel nedeni
endokondral kemik gelisimi sirecinde rol alan bir veya birden fazla faktoriin genetik
mutasyonlar sonucunda, kemik boyu uzamasi mekanizmalarindan bir veya birden
fazlasin1 ¢alisamaz hale getirmesidir. Bu duruma en iyi 6rnek akondroplazi ad: verilen
ve fibroblast buytume faktorl reseptor-3 (FGFR-3) molekili cDNA dizisinde 1138
numarali pozisyonda bulunan Guanin’in, Adenin veya Sitozin ile yer degistirmesi
sonucunda FGFR-3 proteini 380 numarali glisin amino asitinin arginin’e donustlgu
mutasyondur. Bir diger dnemli ciicelik grubu ise akromezomelik displazi ve bir alt
grubu olan Maroteaux tipi akromezomelik displazi (AMDM, OMIM 602875)dir (43).

AMDM, otozomal ¢ekinik gecis gosteren bir dwarfizm turudur. Dogum boy ve
agirhiklart normal smirlarda olan kisiler genellikle dogumu takip eden 1. yil sonunda
yasitlarina gore kisa kalma egilimi gosterir. Bu durum 2. yil sonunda ise tipik radyolojik
bulgulart ile kesin tan1 koyulabilecek hale gelir. Uzun kemiklerde ve vertebralarda sekil
bozukluklari, 6zellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tibdler kemiklerinde kisalik ve
epifiz biyume plaklarinda normal disi gelisme ile karakterize bir patolojik durumdur (7,
24, 31, 34). AMDM tamis1 konmus Kisilerde bugiine kadar tutulum gorilmus olan tek

sistem iskelet sistemidir.

AMDM’ye yol acan patoloji, natritiretik peptit reseptér-B (NPR-B) proteininin
fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlardir (7). NPR-B ile ilgili bu bilgiler, AMDM’li
1



hastalarin kendilerinden ve saglikli aile bireylerinden elde edilen DNA 0Orneklerinin
baglant1 analizi ve bu analiz sonras:i elde edilen bilgiler dogrultusunda insan 9.
kromozomu Uzerindeki ilgili lokus bolgesinde (9p13-g12) yer alan aday genlerin
sekanslarinin taranmasi sonucunda elde edilmistir (7, 31, 34).

NPR-B bir transmembran resept6r proteini olup, beyin, adrenal bez, uterus gibi
birbirinden farkl pek c¢ok dokuda bulunur (62). Ancak mevcut literatiir bilgileri bu
proteinin ana gorevinin iskelet sistemi gelisimi ile ilgili oldugunu distindirmektedir (4,
7). AMDM’li hastalarda da iskelet sistemi bulgularina eslik eden nérolojik defektler ve
bozukluklar veya anormal kan basinci diizeyleri gibi problemlerin gérilmemis olmasi
bu disunceyi desteklemektedir. NPR-B’nin iskelet sistemi gelisimi Uzerine olan etkileri
son birka¢ yilda gundeme gelmis olup, bu reseptorin ligand: olan kardiak natridiretik
peptit’i (CNP) veya bu reseptoriin ikincil habercilerinden birisi olarak islev gordugu
distnulen cGMP bagimli protein kinaz 11 (cGKII) sinyal yolunu hedef alan caligmalar

bize bu konuda 11k tutmaktadir.

Trabekdler kemik, uygun mikro ¢evre kosullar1 olustugunda osteoblast, kondrosit,
adiposit veya miyosit gibi cesitli mezenkimal hiicre dizinlerine dénusebilen heterojen
bir dncil hiicre populasyonu icerir. Bu multipotent mezenkimal kok hucrelerin (MKH)
in vitro kondrojenik degisimleri, hiicre ¢okelti veya mikro kitle kultirlerinde veya (g
boyutlu koruyucu biyomateryaller tzerinde ve genellikle transforme edici biyume
faktorlerinden (TGF-B1, TGF-2, TGF-B3) veya kemik morfogenetik proteinlerinden
(BMP) birisinin uyarici etkisi altinda gerceklestirilebilir. Klonal fare embriyonik hicre
dizini ATDC5’in insilin uyaris1 altinda kondrojenik degisimi ile gerceklestirilmis olan
smirli sayidaki arastirma, C tipi natriuretik peptid (CNP) sinyal yolunun TGF-B1
uyarisina cevap olarak aktive oldugunu disundirmektedir. Ayrica, yukarida belirtilen
Maroteaux tipi Akromezomelik Displazi olarak bilinen otozomal ressesif gecisli bir
osteokondrodisplazi turd, CNP’nin hucre ylzeyindeki reseptort olarak islev goren
natritiretik peptid reseptor-B’nin (NPR-B) fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlari

sonucu ortaya ¢ikmaktadir.



Tim bu bilgiler 1s1ginda NPR-B’nin endokondral bilylime (izerine olan etkilerinin
ve hiicre dis1 sinyallerin, bu blylimenin hangi evresinde ve hangi mekanizmalar ile
hicre icine tasinarak ne gibi degisikliklere yol actigmin belirlenmesi biyuk 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle arastirmamizin amaci, trabekuler kemik kokenli erigkin insan
mezenkimal kok hicrelerinin TGF-B1 ile uyarilmis kondrojenik degisimi strecinde, C-

tipi natridiretik peptid sinyal yolunun olas: rolini incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kdk Hicre Kavrami ve Ozellikleri

Vcuttaki hicrelerin bolinme ve buyime kapasiteleri birbirinden ¢ok farklhidir.
Bazi hicreler (6rnegin sinir hiicreleri ve eritrositler) olgun farklanmis durumdadir ve
genellikle bolunmezler. Bu tip hicreler postmitotik hicreler olarak adlandirilir. Kok
hicreler (0rnegin morula veya blastokist htcreleri) ise yasamlari boyunca surekli
bollndr. Tanimlanan bu hucreler disinda kalan bazi hicreler (6rnegin karaciger
hlcreleri) uzun sire sessiz kahr fakat uygun sinyallerle bolinmek icgin uyarilabilirler
(36).

Kok htcreler embriyonik donemden, fotal ve dogum sonrasi déneme kadar doku
ve organlarin gelisimleri ve yasamlarmin sirddrtlmesinde ¢ok 6nemli rol oynar. Kok

hicrelerin genel 6zellikleri su sekilde siralanabilir:

1. Kok hucreler, uzun siure bolinebilme ve kendilerini yenileyebilme yetenegine
sahiptirler. Vucuttaki diger dokulardan farkl olarak kok htcreler ¢ok sayida bolinebilir

ve cogalabilirler.

2. Kok hcreler 0zellesmemislerdir. Kok htcrelerden boliinme sonrasi meydana gelen

yavru hicreler de ebeveynleri gibi 6zellesmemistir.

3. Kok hiicrelerden elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hicrelere kaynaklik edebilir.
Ozellesmemis hiicrelerin, 6zellesmis hiicrelere kaynaklik etmesi olayina farklilasma

denir.

4. Kok hucreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak

tekrar cogaltabilmelidirler.



5. Kok hucreler in vivo ortamda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile farklilagmis

kusaklara katk: saglamalidir (73).

Ovumun dollenmesini takiben zigot meydana gelir. Vicuttaki tum hcrelere
donisebilecek potansiyele sahip olan bu ilk embriyonel hiicreye bu yeteneginden dolay:
totipotent hiicre denmektedir. Totipotent hiicreler, sinirsiz farklilasma ve farkli yonlere
gidebilme 06zelligi gosterir. Erken embriyonik donemde yariklanma strecindeki 4
hiicreden 8 hiicreye kadarki tim blastomerler totipotenttir. Bu hucreler, embriyonun
erken doneminde elde edilirler, ayrica tam bir embriyo ve embriyo dis1 yapilari
olusturabilme yetenegindedirler (73).

Bu asamadan sonra artik blastokist olarak adlandirilan yapi, erken embriyonik
donemin yaklasik 5. glintinde trofoblast, blastosél ve embriyoblastlardan olusmaktadir.
Blastokistin i¢indeki embriyoblastlar, vicudun endoderm, ektoderm ve mezoderm
denilen ¢ embriyonik tabakasindan kdken alan pek ¢ok farkl: hicre cesidine (yaklasik
270 cesit hiicre) kaynaklik edebilir. Bu 0zellige sahip kok hticrelere pluripotent hiicreler
denir. Insan embriyonik kok hticreleri blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler ve
pluripotenttirler (73).

Geligimin ilerleyen donemlerinde (fétal donemde), hucreler biraz daha 0Ozel
gOrevlere sahip olur ve erigkin kok hiicrelerine donusurler. Bu eriskin kok hcreleri,
tipik olarak yer aldiklar1 dokunun hcre tiplerini tretirler. Bir basamak daha 6zellesmis

olan bu kok hucrelere multipotent hiicreler denmektedir (73).

2.2. Kok Hucre Cesitleri ve Kaynaklan

Kok hucreler iki farkli kaynaktan elde edilirler. Embriyonik gelisim strecinin
erken donemlerinde blasttokistte embriyoblastlardan elde edilen kok hicreler ve

embriyonik olmayan kok htcreler. Embriyonik olmayan kok hiicreler, eriskin koék



hicreleri (dokuya 6zgin kok hicre, postnatal kok hicre), fotus kok hicreleri,
kadavradan elde edilen kok hicreler, partenot hiicreleri (partenogenez), gébek kordonu

ve plasenta kok hucreleridir.

2.2.1. Embriyonik kok hticreler

Embriyonik kok hticreler déllenmeyi takip ederek olusan blastokistin i¢ hicre
kitlesinden (embriyoblastlardan) elde edilmektedir. Embriyonik kok hucreler,
vucudumuzda bulunan tiim hiicre tiplerine doniisebilme karakterinde olan htcrelerdir.
Ancak bu hcreleri laboratuvarda 6zel bir hiicre tipine farklilagtirmak kolay degildir.
Dahas1 embriyonik kok hucrelerin transplantasyon sonrasi kanser hiicrelerine doniisme
riski vardir. Su an igcin embriyonik kok hicreler tibbi tedavi uygulamalarinda
kullanilmamaktadir. Embriyonik kok hicreler hastaliklari tanimlamada bize yardimci

olurken, bu hticrelerin klinik uygulamalar1 gelecek i¢in umut vericidir (28).

Embriyonik kok hucreler gelismekte olan organizmada bulunmazlar. Dolayisi ile
fotal hayattan baslayarak, basta kemik iligi olmak Uzere viicudumuzun cesitli organ ve
dokularinda bulunan kendini ¢ogaltabilen, farklilasabilen ve kararli hale gelebilen kok
hicrelere erigkin kok hicreler adi verilir (Tablo 1). Eriskin kdk hiicreler doku ya da
organa 0zel olan kok hucre tipidir. Erigkin kok hiicreleri icerdigi bilinen erigkin organ
ve dokulara ornek olarak deri, kas, kemik iligi ve sindirim sistemi verilebilir. Baz1
eriskin kok hucreler, kordon kani ve kemik iligi transplantasyonlari gibi cesitli

hastaliklarin tedavisinde ve tibbi uygulamalarda kullaniimaktadir (28).

2.2.2. Hematopoetik kok hticreler

Hematopoez, organizmada embriyonik ve erigkin kan hicresi olusumunu ifade
etmektedir. Olusan kan htcreleri bu strecte kendini yenileme ve farklilasma islevlerini

yerine getirirler. Hematopoez organizmada ilk olarak embriyoda vitellis kesesinde
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baslar ve daha sonra aort-gonad-mezonefroz (AGM) bolgesi, plasenta, fotal karaciger,

timus, dalak ve kemik iligi olmak tizere bir¢cok yerde devam eder (73).

Insan hematopoetik kok hiicreleri blastokist kaynakhidir (73). Kendilerini
yenileyebilir ve butlin matur kan hcrelerine donusebilirler. Baslica ylizey belirtecleri
CD34, CD14, CD45 ve CD133 olan hematopoetik kok hucreler, kemik iligi, periferik
kan, kordon kani ve fotal karacigerden elde edilir (30). Dizenlenmeleri intrinsek ve
ekstrinsek sinyaller ile olmaktadir. Wnt, Notch, kemik morfogenetik proteini (BMP),
sonic hedgehog ve fibroblast buyime faktorinin hematopoetik kok hicre
farklilasmasini kontrol ettigi bilinmektedir (40, 59).

Kemik iligi hicreleri kultire edildikleri zaman, plastik kultir kabina yapisan
(adherent) hiicrelerin kemik iligi stromal hicreleri oldugu, yapismayan (non-adherent)
hicrelerin ise hematopoetik hiicreler oldugu 1966’11 yillardan beri bilinmektedir. Kemik
iligi kokenli stromal hicreler, 6zellikle mezenkimal kok htcreler, 6nce hematopoezi
indiklemek amaciyla kullanima girerken, daha sonra aralarinda kas, kikirdak, kemik,
sinir, karaciger, kalp, beyin, yag doku, bobrek, akciger ve bagirsaklarin da oldugu cesitli
hematopoetik olmayan dokularin parankimal hicrelerine farklilastrilmastir (73).

2.2.3. Mezenkimal kok hiicreler

Bir eriskin kok hicre tipi olan mezenkimal kok huicreler, Fridenstein tarafindan ilk
kez fotal buzagi serumu igeren kemik iliginin ortama yayilmas: sonrasinda, kemik
hicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre
kolonilerinin gelismesi sonucu tanimlanmistir (19). Bunu takip eden ddnemde bu
hicrelerin kikirdak, kemik, yag, kas, tendon ve kemik iligi stromal hucrelerini
destekleyen hematopoetik hticrelere doniisebilme yetenekleri de ortaya konmustur (62).
Mezenkimal kok htcrelerin her ¢ germ yapragindan kdken alan, kemik iligi stromas:
icinde yer alan, hiicre ve/veya dokular1 olusturan uzantili fibroblast benzeri multipotent

hicreler olduklar: kabul edilir (73). Faz kontrast mikroskobu altinda, hticre kulttru
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ortaminda incelendiklerinde, duslik yogunlukta koloni olustururken, yiksek yogunlukta
yan yana dizilmis hucre gruplart halinde bulunurlar (Sekil 1).

Sekil 1. In vitro kiltiirde trabekiler kemik kdkenli eriskin insan mezenkimal kék hiicreler
(Pamukkale Universitesi Histoloji Embriyoloji A.D., 2010)

Uluslararas: Hicresel Tedavi Dernegi (ISCT), pre-klinik ¢alismalar igin insan
mezenkimal kok hicrelerini tanimlamada belli Olcutler getirmistir. ISCT kriterlerine

gore;

o KOk hucre olarak isimlendirilmek yerine “mezenkimal stromal hucre” veya
“multipotent mezenkimal stromal hiicre / MSC” olarak isimlendirilmeleri
onerilmistir (29).

e Mezenkimal kok hicre tamimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica
Ozellikler; plastik ylzeye yapisma, stromal karakterde yuzey antijenlerinin
ifadesi ve multipotent farklilagma potansiyelidir (73).



2.2.3.1. Mezenkimal kok hticre kaynaklar:

Mezenkimal kok hicreler icin ana kaynak kemik iligidir. Kemik iliginde
mezenkimal kok hicreler diginda mezoderm kokenli hematopoetik ve endotel kok
hicreleri de bulunur (73). Kemik iligi disinda mezenkimal kok hiicre kaynag: olarak;
trabekuler kemik, kas, yag, periosteum, sinoviyal membranlar, eklem kikirdaklari, deri,

perisitler, periferik kan, dis ve periodontal ligament kullanilmaktadir (5, 22, 67).

Izole edilen hiicreler fibroblastoid morfolojide olup, kiiltiir kaplarina yapisabilen,
cok yonlu farkhlasabilen ve spesifik ylzey belirleyicilerini tasiyan hicrelerdir. Koken
alinan doku tipine gore, bu htcreler farklilasma 6zellikleri ve fonksiyonlari bakimindan
cesitlilik gosterebilir. Bu yiizden doku onarimlarinda o bdlgeye spesifik doku kullanimi
daha avantajlidir (73). Mezenkimal kok hicrelerle yapilan calismalarda en gincel
konulardan biri hicrelerin dokularda yerlesimi ve nis bdlgelerinin incelenmesidir.
Periferik kanda, osteojenik farklilasma yetenegi olan hematopoetik olmayan ve
mezenkimal kok hucre karakterinde htcreler vardir. Agir hasar olan durumlarda
periferik kandan mezenkimal kok hiicre izole edilmektedir. Mezenkimal kok hucreler
dokularda perisitler gibi perivaskuler bélgede bulunur ve komsu hiicrelerin olgunlasma,

farklilasma ya da sessiz kalma gibi hticresel fonksiyonlarini kontrol eder (73).

2.2.3.2. Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro cogalt:imalar:

Mezenkimal kok hicrelerin klinik uygulamalarda ve bilimsel arastirmalarda
kullanilabilmesi i¢in in vitro c¢ogaltiimalart gereklidir. Bu hucreler in vitro
cogaltildiklart zaman kiltiirde farklilasma potansiyellerini ve fonksiyonlarini korur (73).
In vitro kultir ortaminda plastik flask tabanina yapisan mezenkimal kok hcreler, %10-
15 FCS/FBS varliginda fenotipik ve farklilasma Ozelliklerini koruyarak cogalabilirler.
Mezenkimal kok hucre izolasyonu icin kemik iliginden dansite gradient yontemi
kullanilirken diger dokulardan ise enzimatik ayristirma yontemi kullanilir. En sik

kullanilan enzimler tip 1 kollajenaz (3 pg/ml) ve dispaz (4 pg/ml) karisimidir (73).
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Suspansiyon haline getirilen hiicreler kiltir vasati iginde, kalttr kaplarina (T25, T75
‘lik flakslar vb.) konularak %5 CO; igeren 37°C’lik ve %95 nemli inklbattrde
inklibasyona birakilir. Hicrelerin ¢ogalma yetenegi, kullanilan FBS’in kalitesi ile
dogrudan iliskilidir. EKim yapilan heterojen hiicre toplulugu arasinda az sayida bulunan
mezenkimal kok hucrelerin ¢ogaltilmas: igin %10’luk FBS iceren bir kiltir ortam:
hazirlanmalidir (73). Standart hiicre Kkdlturlerinde, kultire edilen az sayidaki
mezenkimal kok hicre toplulugu, plastik kabin tabanina adezyon molekilleriyle
tutunur. 24-48 saat sonra yapigsmayan hucreler uzaklastirilir, plastik kabin tabanina
tutunan hiicreler %0,2 tripsin-EDTA igeren soliisyonla kaldirilarak pasajlanir. istenilen
pasaj elde edildiginde hiicreler %20 FBS ve %10 dimetilstlfoksit (DMSOQ) iceren
dondurma fiksatifinde once -80°C’de 24 saat bekletilip daha sonra sivi nitrojen
icerisinde saklanabilir. Buna alternatif olarak kontrolli dondurma cihazlar1 da
kullanilabilir (73).

Hucrelerin ¢ogalma hizi; verici yasi, hayvan turud, kultir vasati 6zellikleri, ekilen
hiicre yogunlugu gibi faktorlere bagli degisim gosterir. Hicreler belli bir pasaja kadar
cogalmalarimi devam ettirirken, pasajlar ilerledikce (6rnegin P10 ve (zeri) cogalma
hizlarinda azalma gorilebilir. Pasaj sayilarmin artmasiyla birlikte hicrelerde stres
belirtileri ortaya ¢ikar ve bu durumun hicrelerin 6zelliklerini olumsuz etkileyebilecegi
bilinir. Mezenkimal kok hicrelerin ilerleyen pasajlarinda, sitogenetik telomer kisalmasi
gibi bozukluklar gelisebilir. Mezenkimal kok hucrelerin in vitro cogalma kapasitelerini
korumalari, bu hicrelerde telomeraz aktivitesinin yiksek olmasi ile ilgilidir.
Mezenkimal kok hucrelerde istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasmi 0nlemek amaciyla

P3-P5 gibi erken pasajlarin kullanimi 6nerilmektedir (50).

2.2.3.3. Mezenkimal kok hiicrelerin immunfenotipik 6zellikleri

Mezenkimal kok hicrelerin  taninmasinda bazi ylzey belirleyicilerinden
faydalanilabilir. Bunlardan bazilar1i STRO-1, SB-10, SH3, SH4, CD90, CD105, CD44,
CD29, CD133, p75LNGFR, ALCAM (aktive lokosit-hiicre adezyon molekull) ve
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CD166’dir. Mezenkimal kok hiucreler CD34, CD45, CD11b ve CD14 gibi hematopoetik
yuzey belirleyicileri igin negatiftir. Diger taraftan, SH3, SH4 ve STRO-1 antikorlar
hematopoetik kok hucrelerin yizeylerindeki antijenleri taniyamazken, yukarida da
belirtildigi gibi mezenkimal kok hicrelerin yuzeyindeki antijenleri taniyabilirler (5, 22,
30, 67). Mezenkimal kok hucrelerin pozitif secimlerinde en sik kullanilan belirleyiciler,
STRO-1, CD105, CD133 ve p75LNGFR iken, negatif secimlerinde ise siklikla CD34,
CD45 ve CD11b ifade etmemeleri kriter olarak alinmaktadir. Bu bilgi, mezenkimal kdk
hicrelerin ayirt edilmesinde ve tanmimlanmasinda bu hicrelerin kiltur ortamlarina
yapisabilme vyetilerine ve uygun mikro cevre kosullart olustugunda osteoblast,
kondrosit, adiposit veya miyosit gibi ¢esitli mezenkimal hicre dizinlerine dénusebilme

potansiyellerine ek olarak kullanilmaktadir.

2.2.3.4. Mezenkimal kok hiicrelerin degisim potansiyeli

Mezenkimal kok htcrelerin, uygun mikro gevre kosullar: saglandiginda birgok
hicre tipine degisme potansiyeli, mezenkimal kok hicreleri rejeneratif tip
uygulamalarinda ilgi ¢ekici bir hale getirmistir. Mezenkimal kok hicreler, in vitro
kosullarda kondrojenik, adipojenik, osteojenik ve miyojenik degisim potansiyeline
sahiptir (9, 55). Bunlara ilave olarak mezenkimal kok hicreler, endotel hucreleri,
pankreas beta hicreleri, epitelyal hicreler, hepatositler ve noroglial hucrelere de
farkhlasabilir (73). Bunlar icginde, 0Ozellikle ndrona farklilasmanin mumkin olup
olmadig1 halen arastirmacilar arasinda tartigma konusu olsa da, néronal farklilasmay:
aktive eden uyaranlar ile noronal antijenleri tasiyan ve néronal morfolojiye sahip
hicreler elde edilmistir. Fakat fonksiyon olarak noron Ozelligi tasiyip tasimadiklar
kesinlik kazanmamistir. Mezenkimal kok hicrelerin, in vitro ortamda uygun uyaranlarla
kondrojenik, adipojenik ve osteojenik farklilasma potansiyelleri rahathkla
gosterilmektedir (9, 55). Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik degisim Ozelliklerinin

belirtilmesi mezenkimal kék hicrelerin tanimlanmasi i¢in gereklidir.
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Mezenkimal kok hicrelerin degisimi ile ilgili dezavantajlardan bir tanesi,
mezenkimal kok htcrelerin kendi kokeninden olmayan adiposit, osteosit, miyosit,
hepatosit ve pankreas beta hicresi gibi hicrelere trans-farklilagmasinin in vivo

kosullarda smirlt olmasidir. Bu durum klinik uygulamalar agisindan 6nem tasimaktadir.

2.3. Kemiklesme (Ossifikasyon)

Vertebralilarda iskelet sistemi mezoderm ve noral krista hicrelerinden kdken alir
(3, 49). Primitif kemik yapilarin olusumunda ilk asama mezenkim hicrelerinin
yogunlagmas: ile ortaya ¢ikan model yapilardir (26, 27, 49). Bu asamadan itibaren
kafatasi kemiklerinde oldugu gibi bazi kemikler bu mezenkim doku icerisinde
intramembrandz yolla, digerleri ise ekstremitelerin uzun kemiklerinde oldugu gibi

endokondral yolla gelisimlerini tamamlar (33, 49).

2.3.1. Intramembranéz (zarlararast) kemiklesme

Intramembranz kemiklesme, mezenkim doku hiicrelerinin  yogunlasarak
membrantz bir tabaka olusturmasiyla baslar. Olusan membranéz tabakanin
damarlanmasi (vaskdlarizasyon) ile birlikte bu tabaka icerisindeki mezenkimal hicreler
osteoblastlara farklilagir (49). Bu farklilasmada, kemik morfogenetik protein (BMP)
grubu faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (20). Osteoblastik degisime ugrayan
hiicreler, osteoid doku veya prekemik adi verilen bir matriks salgilayarak hicreler arasi
alan: doldurur. ilerleyen donemde prekemik dokunun kalsifikasyonu ve osteoblastlardan
osteositlerin degisimi, gelisen kemik dokusunun organizasyonunu saglar. Cevredeki
mezenkimal dokudaki farklilasmamis hticreler ¢ogalarak osteoblastlarin kaynag: olan
osteoprogenitor hucreleri olusturarak kemik dokunun gelisimine katkida bulunur.
Kalsifiye olmayan cevre mezenkim, periosteum ve endosteuma donusir. Bu tip

kemiklesmeye en guzel 6rnek yass: kafatas: kemiklerinin gelisimleridir (33, 71).

12



2.3.2. Endokondral kemiklesme

Ekstremitelerdeki uzun kemiklerin olusumu ve olusumundan sonra bu kemiklerde
boyuna uzama endokondral kemiklesme ile gerceklesir. Endokondral kemiklesmenin
olusacag1 bolgede Oncelikle bir kikirdak model olusmas: gerekmektedir. Bu nedenle
kikirdak olusumu (kondrogenez), hem embriyonik donemde kemik olusumu hem de

daha sonraki donemlerde uzun kemiklerin boyuna uzamasinda 6nemli bir slrectir.

Endokondral kemiklesmede oncelikle mezenkim kokenli hiicreler kondrositlere
dondstr. Olusan kondrositler sirastyla cogalirlar  (proliferasyon), olgunlasirlar
(matdrasyon), baydrler (hipertrofi) ve son olarak da ekstraselliiler matrikste kalsiyum
birikmesiyle baslayan surecte yerlerini kemik doku elemanlarina birakirlar (26, 27, 33,
49). Gerceklesen bu olaylarda siki embriyonik-genetik kontrol s6z konusudur.
Endokondral kemiklesme silirecinde pek cok kontrol mekanizmasinin bulundugu
bilinmektedir (71).

2.3.2.1. Endokondral kemik gelisiminin agamalar:

Endokondral kemik gelisimi degerlendirildiginde asagida siralanan asamalardan
gecmektedir (Sekil 2):

1. Lateral mezodermden koken alan mezenkim hicrelerinin, primitif ekstremite

tomurcugu bolgelerine gocleri ve mitoz yolu ile proliferasyonlari.

2. Prolifere olan mezenkim hucrelerinin ekstremite tomurcuklarmnin orta bdlgelerinde,
hicreler aras1 temas: arttirarak birbirlerine yaklasmalar: ve hiicre kiimeleri olusturmak

sureti ile yogunlasmalari.
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Bu asamada rol oynayan en 6nemli faktorlerden, hiicre baglanti molekulleri
ailesine ait olan N-cadherin ve N-CAM (N-Hicre Adezyon Molekal)’in,
prekondrojenik hiicrelerdeki ifadelerinde belirgin artis vardir (51, 64). Bu dénemde
ekstraselltler matriks (ECM), mezenkim hucrelerinin birbirleri ile yakin temaslarina
izin veren bir yapida olup tip I kollajen, hyaltronan, tenascin, fibronektin gibi
faktorlerden zengindir (25, 26, 27). Ayrica, prekondrojenik mezenkimal hicrelerde
spesifik olarak ifade edilen ve bir transkripsiyon faktorii olan Scleraxis, kikirdaga 6zel
genlerin transkripsiyonlarini tetiklemektedir (12). Bu protein, kikirdak doku yerini
kemik dokuya birakincaya kadar aktif kalir. Yine 6nemli bir transkripsiyon faktori olan
Sox 9 geninin de spesifik olarak prekondrojenik yogunlasma bélgelerinde ifade edildigi
ve bir sonraki asama olan mezenkimal-kondrojenik degisimi tetikledigi bilinmektedir
(80). Insanlarda Sox 9 geninde goriillen mutasyonlar “Campomelik Dysplasia” adi
verilen ve uzun kemiklerin deformite ve acilanmasi ile karakterize bir klinik tablonun

ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (15).

3. Yogunlasmis mezenkim htcrelerinin birbirleri ile olan hucreler arasi baglantilar:

kaybederek kondrositlere degisimleri.

Bu donemde kondrositlerdeki N-cadherin ve N-CAM ifadelerinde belirgin bir
azalma gozlenir (51, 52, 68). Ayrica kondrositlerden kikirdak dokuya 6zgu bir
ekstraselliler matriks depozisyonu bagslar. Bu ekstraselluler matriksin en 6nemli
bilesenleri olarak tip | kollajen yerini tip 11, IX ve X1 kollajene birakirken ilave olarak
Gla proteini, kondroitin sllfattan zengin proteoglikanlar, aggrecan proteini ve link

(baglanti) proteini salgilanmaya baslar (25, 26, 27).

4. Kondrositlerin maturasyonlar1 ve hipertrofiye ugramalar.

Bu donemde tipik olarak ekstraselliiler matriksteki tip 11, IX ve Xl kollajen
yogunluklarmi tip X kollajene birakir ve ekstrasellliler matriks daha fazla fibronektin ve

daha az proteaz inhibitorQ icerir (25, 26, 27). Kondrosit matlrasyonu ve hipertrofisi,
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kikirdak dokuda uygun kalsifikasyon ve ilerleyen dénemde kemik doku ile yer degisim
acisindan ¢ok 6nemlidir. Bu mekanizma embriyonik kemik gelisimi sirasinda ¢alistigi
gibi, postnatal donemde ekstremite kemiklerinde boyuna uzama ve kisinin posturinin
gelisimi boyunca ve kirik kemiklerin iyilesmesi strecinde de blylk 6nem tasir. Uzun
kemiklerde primer ossifikasyon merkezleri diyafiz denilen bolgelerde yer alir (Sekil 2).
Bu bolgelerdeki kikirdak hticreleri hipertrofiye ugrarken, tip X kollajen bakimindan
zenginlesen ekstraselliler matriks kalsifiye olmaya baslar. Bunu 6ncelikli olarak diyafiz
bolgesinde vaskuler dokunun perikondriyumdan kikirdak dokusuna infiltrasyonu ve
osteoprogenitor hicrelerin kikirdak dokuya tasinmas: izler. Bu yolla ayn1 zamanda
ileride kemik iligini olusturacak hucreler de kikirdak dokuya tasinmaya baslar. Es
zamanl olarak hipertrofi gdsteren kondrositlerde planlanmis hiicre dlumi (apoptoz)
gOzlenirken, osteoprogenitor hiicreler de osteoblastik hucrelere degisim gostermeye
baslar. Ortaya ¢ikan apoptoza ait hicre yapilari kemik matriksinin mineralizasyonunda
onemli rol oynar. Bu yolla primer ossifikasyon merkezlerinden baslayan kemiklesme
uzun kemiklerin her iki ucunda yer alan epifiz bolgelerine dogru ilerleyerek devam

eder.

2.3.2.2. Endokondral kemik gelisimini etkileyen bag/ica faktOrler

Yukarida da 6zetle bahsedildigi gibi, kikirdak dokuda proliferasyon ve hipertrofi
mekanizmalar1 bir denge iginde ¢alismak zorundadir. Bu dengenin saglanmasinda pek
¢cok buyume faktorl, hormon, sitokin ve hicre sinyal mekanizmasi rol almaktadir.
Bunlar arasinda fibroblast buytime faktor (FGF)’leri (16, 78), 6strojen, tiroid hormonu
ve triiyodotironin (T3) gibi hormonlar (6, 35), transforme edici buytime faktori-p1
(TGF- B1) (53, 58), sinyal molekdilleri Indian Hedgehog (Ihh) (21) ve paratiroid hormon
ilgili peptid (PTHrP) (1, 32), anti-apoptoz faktorlerinden Bcl-2 (38, 74), ayrica tumor
nekrozis faktor (TNF) (76) ve p53-tumor baskilayici genler grubundan p63 (81)

baslicalaridir.
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Epifiz plagi bolgesinde (Sekil 2), FGF’lerin etkisi ile kikirdak hucrelerinin
proliferasyonlarinda azalmanin yan: sira matirasyon ve hipertrofi hizlarinda artis
gozlenir (20). Insanlarda FGF reseptorlerinde (FGFR) gériilen mutasyonlarin yol agtig:
en ciddi klinik tabloyu dwarfizm olgular: olusturur. Ornegin, FGFR-3’{in transmembran
bblgesine Ozel olan ve glisinin arginine donisumunu saglayan, 380 numarali amino
asitte meydana gelen mutasyon akondroplazi olgularmin %95’lik bir ¢ogunluguna yol
acar (16, 20, 78). Diger taraftan, FGFR-1’de gorilen mutasyonlarin ekstremite
defektleri ve kraniyal sutirlerin erken kapanmasi (Craniosynostosis) ile karakterize
Pfeiffer sendromuna yol agtigi gosterilmistir (20).

Diger bir 6nemli faktér Ostrojen hormonudur. Basta Ostrojen olmak lzere seks
hormonlar: da prolifere olan kondrositlerin mature ve hipertrofiye olmalarini hizlandirir
(35). T3 hormonu da gelisen kemiklerin epifiz plaklarinda, hipertrofi gozlenen
kondrositlerin organizasyonlarinda 6nemli rol oynar (6). Ayrica T3 hormon eksikligi
gorulen hipotiroidizm olgularinda, kemiklerin epifiz plagi bdlgelerinde mekanik dis
etkilere karsi dayaniksizlik gelisir (42). Diger taraftan TGF-p1 ise kondrosit
proliferasyonunu uyaricidir (53, 58). Dolayis: ile bu iki faktorin denge iginde calisan

mekanizmalardan biri oldugu olasiligi son donemde taraftar toplayan bir hipotezdir.

Diger bir denge mekanizmas: Ihh ve PTHrP arasindaki negatif geri besleme yolu
ile ortaya konmustur (75). Post-mitotik ve pre-hipertrofik kondrositler 6zel olarak Ihh
salgilayan hicrelerdir. Ihh ise proliferatif bolgeden hipertrofik bolgeye gecis gosteren
kondrosit sayisin1 kontrol eden PTHrP salgilanmasmi uyarir. Mekanizma doyuma
ulastiginda PTHrP’nin, Ihh salgilanmas: tzerindeki inhibe edici negatif geri besleme
etkisi, ilave kondrositlerin hipertrofik bdlgeye girislerini ve takip eden apoptozlarini
Onleyecektir. Diger sayilan TNF, Bcl-2 ve p63 molekulleri de apoptoz yolaginda 6nemli
rol oynamaktadir (74, 81).
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Epifiz kikirdag:

Proliferatif

Hipertrofik Kan kondrositler Diyafiz

Mezenkim Kikirdak  kondrositler Osteoblastlar oo ian

Kemik

Sekonder Ossifikasyon Merkezi

Hipertrofik kondrosit
ECM Kondrosit

A

\
. 5 KONDROJENIK I
MEZENKIMAL YOGUNLASMA DEGISIM HIPERTROFI
PROLIFERASYON . = MATURASYON
A B c'

Sekil 2. Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme. (A-H) Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme.
(A'-C") Endokondral kemiklesme sirecinde énemli yeri olan kondrogenez mekanizmalarinin sematik
gosterimi (71).

Ozetle, yukarida bahsi gecen mekanizmalar yolu ile ekstremite kemiklerinin epifiz
plaginda kondrositlerin  proliferasyon, maturasyon ve hipertrofi asamalarini
tamamlamalar1 sonucunda boyca uzama gercgeklesir. Perikondriyum ossifiye olarak
yerini periosta birakir. Kondrositler diyafize dogru hipertrofiye ugrayarak ilerler,
matriks kalsifikasyonu ve mineralizasyonu gerceklesir. Bu hicrelerin yerlerini kemik
dokuya birakmalar: ile kemiklesme sonlanir. Epifiz plaklar1 da ossifiye olduklarinda
kemiklerde boy uzamasi durur. Uzun kemiklerin yani sira aksiyal ve pelvik kemikler de
endokondral kemiklesme yolu ile gelisen iskelet yapilaridir.
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2.4. Mezenkimal Kok Hucrelerde Kondrojenik Degisim ve Kondrogenez

Fazlarimin Bashca Belirleyicileri

Genel olarak 0zetlenen endokondral kemiklesme mekanizmasi, canl fare, sican
ve tavuk embriyo sistemlerinde yapilmis pek cok ¢alismanin yani sira, son dénemde
kondrojenik farklilasma gosterebilen kok hicreler kullanilarak da analiz edilmektedir.

Kondrogenez literattirindeki yeni bilgi ve gelismelerin ve sinyal yollar: aras1 olasi
capraz etkilesimlerin 0zellikle doku muhendisligi ve biyoteknoloji alanlarina tasinmasi
asamasinda kok hdcrelerin kullanim: 6nem kazanmistir. Kondrojenik degisim yoluna

yonlendirilebilecek en 6nemli kok hucre toplulugu mezenkimal kdk hiicrelerdir (60).

Multipotent mezenkimal kok hicrelerin in vitro kondrojenik degisimleri, hiicre
cOkelti veya mikro kitle kalttrlerinde veya ¢ boyutlu koruyucu biyomateryaller
uzerinde ve genellikle transforme edici biuyume faktorlerinden (TGF-1, TGF-2, TGF-
B3) veya kemik morfogenetik proteinlerinden (BMP’ler) birisinin uyarici etkisi altinda
gerceklestirilebilir (5, 22, 67).

Bu uyarilar altinda MKH’lerin kondrojenik degisim gecirdiklerini gosterebilmek
icin histolojik yap1 yam swra degisime wugrayan dokunun kikirdak matriks
bilesenlerinden aggrecan, tip Il ve tip IX Kkollajen ve kikirdak oligomerik matriks
proteini (COMP) ifade ettiginin gosterilmesi 6nemli kriterlerden baslicalaridir. Bir
digeri ise degisime ugrayan dokunun kikirdak matriksi icinde, zamana bagimli olarak
miktar1 artan sulfattan zengin proteoglikanlara baglanan Alsiyan mavisi boya
tutulumundaki paralel artigtir. Bu bilgi birikimi, arastirmamizda uygulanan yontemlere
temel olusturmustur. Ayrica unutulmamalidir ki, mezenkimal kok hicreler i¢in kaynak
hangi doku olursa olsun, bu hticreler kullanilarak gergeklestirilen in vitro hiicre kultlri
caligmalar1 kondrojenik degisim ve bu degisimde rol oynayan molekuler faktorlerin
etkilesimlerinin incelenmesinde oldukca gegerli bir deneysel model olusturmaktadir (4,
13, 68, 69, 70).
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In vitro model sistemlerinin en sik kullanilanlarindan birisi de ‘hticre c¢okelti
kiltar sistemi’ olarak bilinmekte olup, arastirmamizda da kullanilan in vitro

kondrogenez hicre kiltur modelidir. In vitro ¢alismalarda;

1- Kondrojenik degisim,

2- Kondrosit mattrasyon ve hipertrofisi,

3- Programlanmis hiicre 6lim0 (apoptoz) basamaklar zinciri mekanizmalarini cesitli
molekdiler belirleyiciler ile birbirlerinden ayirt etmek ve incelemek mimkundar.

Molekidiler belirleyiciler kisaca su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 3):

Tip 1l Kollajen: mRNA veya protein dizeyindeki tespiti, prematire kikirdak
dokusunda kondrojenik degisimin gerceklesmis oldugunu gosterir (68). Gerek
proliferasyon gerekse yogunlasma donemlerindeki degisim gecirmemis mezenkim
hiicreleri ise tip Il kollajen negatiftir.

B | o | S
A} & m— L) f—
\ Hafs)

Kiiltiir Ortaminda Santrifiijde Hiicrelerin Kollajen Tip II (+)
MKH'lerin Cogalmasi Coktiiriilmesi Proteoglikanlar (+)
Alcian Mavisi (+)

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

Mineralizasyon (+) =
Programlanmig Hiicre Olimii (+)

Sekil 3: Mezenkimal kok hiicrelerde invitro kondrogenez

Alsiyan Mavisi Boyamasi: Alsiyan mavisi boyasi 0zel olarak kondrojenik degisime

ugramis  hicrelerin  ekstraselliler  matriks  icerisine  salgilamakta olduklar1
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proteoglikanlar1 mavi renge boyar (39). Proliferasyon ve yogunlagma fazlarinda ise

prekondrojenik doku bu boyay: tutmaz.

Tip X Kollajen: Sadece hipertrofiye ugramis olan kondrositler tarafindan ekstraselluler
matrikse salgilandigi icin mRNA veya protein dizeyindeki tespiti matlrasyon ve
hipertrofi fazina 6zeldir (15, 27, 44).

Endokondral kemik gelisiminde rol oynayan kontrol mekanizmalarinin gerek in
vivo gerekse in vitro model sistemler kullanilarak hangi asamada fonksiyon
gosterdiklerinin tespitinde, yukarida sayilan molekiler belirleyicilerdeki kantitatif
degisiklikler temel kriterler olarak alinmaktadir.

2.5. Kondrogenez ve Natritretik Peptid Sinyal Yollar

Yukarida detayl: olarak olusum sirasi verilen embriyonik kikirdak gelisimi ve
takip eden endokondral kemiklesme basamaklar zinciri, pek ¢ok genetik ve molekiler
faktorin kontroli altindadir. Bunlar arasinda biytme faktorleri grubundan olan TGF-3
ve FGF grubu proteinler, bu blylme faktorlerinin etki mekanizmalarinda 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
faktorleri ve Wnt grubu sinyal molekilleri basta gelen kontrol mekanizmalarimi
olustururlar. Kikirdak dokunun ileride kemik dokuya yerini birakacagi uygun form ve
yapismi saglayan, tum bu molekdllerin bir uyum igerisinde calisarak yonlendirdikleri

Ozel hicreler arast iligkiler, hiicre-matriks iligkileri ve 6zel gen ifadeleridir.

Son donemde tanimlanmis ve endokondral kemik gelisimi strecinde etkili oldugu
distnulen 6nemli bir diger kontrol mekanizmas: da C tipi natritiretik peptid (CNP) ve
reseptorii natriuretik peptid reseptor-B (NPR-B)’yi kapsamaktadir. Onemli bir ciicelik

grubu olan Akromezomelik Displazi, NPR-B proteininin fonksiyon kaybina yol acan
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mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikar. NPR-B ile ilgili bu bilgi oldukga yeni olup (7),
bulunusu Akromezomelik Displazi’nin bir alt grubu olan Akromezomelik Displazi
Maroteaux Tip’li (AMDM, OMIM no. 602875) hastalarin kendilerinden ve saglikl: aile
bireylerinden elde edilen DNA 0rneklerinin baglant: analizi ve bu analiz sonras: elde
edilen bilgiler dogrultusunda insan 9. kromozomu Uzerindeki ilgili lokus (9p13-g12)
bdlgesinde yer alan aday genlerin sekanslarinin taranmas: sonucunda elde edilmistir (7,
31, 34).

AMDM (43), otozomal ¢ekinik gecis gosteren bir dwarfizm tlrl olup, genellikle
dogum boy ve agirliklari normal smirlarda olan kisilerin dogumu takip eden 1. yil
sonunda yasitlarina gore kisa kalma egilimi gosterdigi ve 2. yil sonunda ise tipik
radyolojik bulgular1 ile kesin tani1 koyulabilecek hale geldigi, uzun kemiklerde ve
vertebrada sekil bozukluklari, Ozellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tubiler
kemiklerinde kisalik ve epifiz buyume plaklarinda normal disi gelisme ile karakterize
bir patolojik durumdur (7, 24, 31, 34). Ilgingtir ki, AMDM tams:1 konmus Kisilerde

bugline kadar tutulum gorulmis olan tek sistem iskelet sistemidir.

2.5.1. Natriuretik peptid ailesi

Natriuretik peptidler birbirleri ile yapisal benzerlik gosteren ancak genetik olarak
farkli hormonlardir. Bir kismi parakrin faktorler olarak da bilinen bu peptidler, kan
hacmi, kan basinci, ventrikil duvar kalinligi, pulmoner tansiyon, yag metabolizmasi ve

uzun kemiklerde buytume Gzerine etkilidir (57).

Bilinen 3 Kklasik tipi vardir (Sekil 4):
1- Atriyal natridretik peptid (ANP),
2- B-tipi natriuretik peptid (BNP),
3- C-tipi natriuretik peptid (CNP).
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Fizyolojik arastirmalar, insanda kalp ve bobrek arasindaki baglantiyr uzun zaman
once ortaya koymustur. Ilk olarak sicanlarda atriyumlara intravendz olarak enjekte
edilen bir homojenatin bobreklerde sodyum ve su atilimini arttirarak, kan basincini hizla
dustrdugu gosterilmistir (14). Bu gelisme sonrasinda atriyumdan, hem natritretik etkisi
hem de duz kas gevsetme aktivitesi olan bir peptid izole edilmis ve degisik caligmalarda
bu peptid, atriyal natriuretik faktor, kardionatrin, kardiodilatin, atriopeptin ve atriyal
natritretik peptid (ANP) olarak isimlendirilmistir (14). Bu son tanimlama bugiin en sik
kullanilandir. ilerleyen yillarda natritiretik peptid ailesinin diger tyeleri olan beyin
natritretik peptid (BNP; B tipi natritretik peptid) ve C tipi natriliretik peptid (CNP) de
sirast ile domuz ve beyin ekstratlarindan ve onlarin gevsetebildigi diiz kaslardan izole
edilmigstir (54).

Butiin natriuretik peptidler prehormon olarak sentezlenir (Sekil 4). insan
preproANP’si 151 amino asit uzunlugundadir. Aminoterminal bolimu ayrilmas: sonucu
olusan 126 amino asitli proANP, atriyumdaki kalp kasi hicrelerinin grantllerinde
depolanan predominant formdur. ANP primer olarak atriyumdaki htcrelerin
granillerinde depolanir, fakat disuk yogunlukta ventrikiil ve bobrek gibi dokularda da
bulunur. ANP salinimi i¢in birincil uyarict intravaskiler volim artmasi sonucu atriyum
duvarinin gerilmesidir. Salgilanan ANP 6nce koroner siniise perflize olur ve endokrin
yolla cesitli hedef organlara ulasir. Ayrica endotelin, angiotensin ve arginin-vazopressin
ANP salinimin1 uyaran faktérlerdir. Insan ANP geni 1. kromozomun 1p36.2 lokusunda

bulunur ve ug ekson igerir.

B-tipi natritiretik peptid esas olarak domuz beyin ekstratlarindan izole edilmistir.
Sonradan insanlarda veya hayvanlarda konjestif kalp yetersizligi veya miyokardiyal
enfarktls gibi kardiyak stres altinda iken ¢ok ylksek yogunlukta kalp ventrikullerinde
bulunmustur. BNP bir kardiyak hormondur ve normal yetiskin kalbinde ventrikillerden
salgilanmaktadir (8, 18). BNP, 134 amino asitli preprohormon olarak sentezlenir. Sonra
bir parca ayrilir ve 108 amino asitli prohormon haline gelir. Ardindan, bilinmeyen bir
proteazla kesilmesi sonucu 76 amino asitlik amino-terminal inaktif fragman ve 32

amino asitlik karboksil-terminal, biyolojik aktif peptide ayrilir.
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BNP, atriyumdaki hucrelerin grantllerinde ANP ile birlikte depolanir; ama
ventrikildeki hiicrelerin granillerinde depolanmaz. BNP yapimi asir1 voliim yiklenmesi
sonucu kardiyak duvar gerilmesi ile duzenlenir. Nukleer transkripsiyon faktori, GATA4
bu olgunun diizenlenmesinde baskin rol oynar. Saglikli bireylerde plazma yogunlugu
yaklasik olarak 3,5 pg/ml veya ANP’nin onda biridir. Buna karsin, konjestif kalp
yetersizligi olan hastalarda plazma BNP yogunlugu 200-300 kat yukselir, boylece BNP
plazma yogunlugu, kardiyak stresin ideal uyaranidir. Birgok calisma BNP seviyesinin
yukselmesi ile kétt prognozun iligkili oldugunu géstermektedir.

Sonug olarak, gerek ANP gerekse BNP esas olarak natrilirezi ve kan basincini
diizenleyen kardiyak hormonlar olarak ayirt edilmislerdir. Diger taraftan bu ¢aligmanin
da 6nemli bir b6limind olusturan CNP pek ¢ok farkli dokuda bulunur. Bunlar arasinda
baslicalar1 kikirdak, kemik, beyin, endotel, diiz kas ve kalp olarak swralanabilir (57).
Hucrelerden salgilanan bu proteinin endotel hiicre kaltirlerindeki sekresyonu, TNF-a,

TNF-B, IL-1 ve stres tarafindan uyarilir, instlin tarafindan da arttirilir.

Insan proCNP’si 103 amino asit icerir ve hiicre ici endoproteaz furin ile in vitro
isleme tabi tutularak olgun 53 amino asitli peptide donlstigl gosterilmistir. Bazi
dokularda CNP-53 bugtin icin bilinmeyen bir enzim tarafindan bolinerek aktif peptid
olan CNP-22’ye donusturulur. CNP-53 beyin, endotel hicresi ve kalpte major form

iken, CNP-22 insan plazmasi ve serebrospinal sivida predominanttir.

Fare ve insanda natriuretik peptid genlerinin mutasyonlar ile inaktivasyonu

sonucu gorulen baslica fenotipler sunlardir (54):

1- ANP mutasyonlarinda hipertansiyon ve kardiyak hipertrofi,
2- BNP mutasyonlarinda ventrikiler fibrozis,

3- CNP mutasyonlarinda ise dwarfizm gorilmektedir.
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Sekil 4: Natridretik peptidler ve amino asit dizilimleri (57)

Son donemde natritiretik peptidlere benzerligi ile dikkat geken iki farkli sinyal
peptidi daha tanimlanmistir. Osteocrin olarak adlandirilan sinyal peptidi ilk olarak
kemikte bulunmustur. (54). Diger peptid ise ilk olarak kas dokusunda bulunmus ve
musclin olarak adlandirilmistir (54). Ancak bu iki peptid ile ilgili ¢calismalar oldukga

yenidir.
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2.5.2. Natriuretik peptid reseptorleri

Natritiretik peptidlerin bilinen t¢ farkli reseptorii vardwr (Sekil 5). Ilk ikisi
[Natritiretik Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)]
transmembran guanil siklazlar olarak islev gorir ve uyarildiklarinda cGMP sentezini
katalizler. Uglincii reseptor (NPR-C, NPR3) ise hiicre ici enzimatik aktiviteden yoksun
olup, her ug¢ natridretik peptidin lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Gstlenir (Sekil
5).

Natriuretik peptidlerin bu reseptorlere baglanmalari ile hiicre ici fizyolojik etkileri
uc farkli cGMP baglayan protein grubu tarafindan yonlendirilir. Bunlar: cGMP bagiml
protein kinazlar (10), cGMP ile yonlendirilen fosfodiesterazlar ve cGMP bagimli iyon
kanallaridir (Sekil 6).

Ligant « BNF, ,
eseptor NPR-C NPR-A (GC-A)  NPR-B (GC-B)

4

| L i | I I.I J. | . I
Li ga “t I_' 1 -i I.1| I ! (& -! ‘_: | :I
baglayici | &
bolum e ;

Membran

Kinaz
homoloji bolumu

Dimerizasyon
bolumu

Guanil
iklaz bolumu

cGMP Gre _cGiip GTP

Sekil 5: Natritretik peptid reseptorleri (57)
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Sekil 6: Natritretik peptidlerin hiicre ici fizyolojik etkileri (57)

2.5.2.1. Natriuretik peptid reseptor A

Insan ve sicanlarda NPR-A mRNA’sy, en fazla bobrek, adrenal bez, terminal

ileum, yag doku, aort ve akcigerde bulunur. NPR-A’nin natriliretik peptidlere afinitesi

sirast ile ANP > BNP > CNP seklindedir (57).

2.5.2.2.Natriuretik peptid reseptor C (Natritretik peptid clearance reseptor)

NPR-C mRNA’s1 baslica atriyum, mezenter, plasenta, akciger, bobrek, venler,

aort duz kasi, aortik endotelyal hticreler, kikirdak ve kemikte bulunur. Hicre igi guanil

siklaz enzimatik aktivitesinden yoksun olup, her (¢ natritretik peptidin lokal
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yogunlugunu ayarlayan bir rol tstlenir. NPR-C’nin natritiretik peptidlere afinitesi, insan
ve sicanlarda sirast ile ANP > CNP > BNP seklindedir (57).

2.5.2.3. Natriuretik peptid reseptor B

NPR-B’nin beyin, adrenal bez, uterus gibi birbirinden farkli pek cok organda
varlig1 gosterilmistir (63). Ancak mevcut literatlr bilgileri bu proteinin ana gdrevinin
iskelet sistemi gelisimi ile ilgili oldugunu dustindirmektedir (7). AMDM’li hastalarda
da iskelet sistemi bulgularina eslik eden ndrolojik defektler ve bozukluklar veya
anormal kan basinct duzeyleri gibi problemlerin gorulmemis olmas: bu duslinceyi
desteklemektedir. NPR-B’nin natritretik peptidlere afinitesi sirasi ile CNP >> ANP >
BNP seklindedir (57).

Daha Once de belirtildigi gibi NPR-B’nin iskelet sistemi gelisimi (zerine olan
etkileri ve bu etkilerin mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte, bu reseptdrin
ana liganti olan C tipi natridretik peptidi (CNP) veya bu reseptorin ikincil
habercilerinden birisi olarak gorev gordigu dustunilen cGMP-bagimli protein kinaz 11
(cGKII) sinyal yolunu hedef alan ge¢cmis ¢alismalar bize bu konuda 11k tutmaktadir
(57).

Fare modelinde yapilmis calismalarda, CNP’den yoksun farelerde dwarfizm (11),
genomlarina CNP transferi yapilmis ve bu proteini normalden daha fazla ureten
farelerde ise uzun kemiklerde boy uzamasi gerceklesmistir (11, 82). Fare ve sigan
tibialar1 kullanilarak yapilmis organ kulttrlerinde ise, CNP kondrosit proliferasyonu ve
hipertrofisini arttirmigtir (45, 82). Ayrica, CNP matriks sentezini arttirarak FGFR-3

mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfizmi engellemistir (82).

CNP, NPR familyasindan NPR-B’nin yani sira NPR-A ve/veya NPR-C’ye de

baglanabilmekte ve bu reseptdrlerden 6zellikle NPR-C’de epifiz biylime plaginda ifade
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edilmektedir (7). Diger taraftan NPR-B, CNP ile aktivasyon sonrasi cGMP ile
etkileserek cGMP bagimli protein kinazlar: aktive etmektedir (41). Bu baglamda farkl:
amacla hazirlanmig bir cGKII (insanlarda PRKG2 genine karsilik gelmektedir) defektli
fare modelinde dwarfizm gozlenmis olmasi da anlamli bir bilgidir (56). cGKII knock-
out farelerde epifiz plagi terminal hipertrofi bolgesinde henliz degisimlerini
tamamlayamamis kondrositlerin bir yigilim olusturduklari gosterilmistir (56). Ancak
CNP knock-out farelerde ayni bulgunun bulunmayisi ise, NPR-B’nin endokondral
buyumeyi hem cGKIl bagimli hem de cGKIl bagimsiz sinyal yollarmin timini
kullanarak duzenledigini dustindiirmektedir (47).

Son olarak, NPR-B proteini fonksiyonel haployetersizligi, ki bu durum AMDM
gOzlenen hastalarin tasiyici anne ya da babalarinda gorulmektedir, normale gore

dwarfizm duzeyinde olmayan boy kisahig: ile karakterizedir (7).

Tim bu bilgiler 1s1g1nda NPR-B’nin endokondral biyime tzerine olan etkilerinin
ve hicre dis1 sinyallerin bu buyumenin hangi evresinde ve hangi mekanizmalar ile
hicre igine tasinarak ne gibi degisikliklere yol actiginin belirlenmesi blylik 6nem
tasimaktadir. Arastirmamizda elde edilen yeni verilerle, oldukca kompleks bir
dizenlenmesi olan endokondral biyume biyolojisinde yeni yaklagimlarin

saglanabilecegini distinmekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Trabekiiler Kemik Kékenli Eriskin insan Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Eldesi

Trabekiiler kemik parcalari, Eskisehir Osmangazi Universitesi ve Pamukkale
Universitesi Hastaneleri Ortopedi Anabilim Dallar1 isbirligi ile hastalarin onay:
dahilinde, toplam 6 hastanin iliak kemik, femur basi ve vertebra kisimlarindan elde
edildi. Bu 6 hastaya (3 kadin ve 3 erkek; yas aralig1 25-68; ortalama yas + SEM = 48.67
+ 7.13) ait bilgiler Tablo 1’de 6zetlenmektedir. Bu calisma Pamukkale Universitesi,
Tibbi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Bkz. EK-1).

Tablo 1. Trabekdiler kemik kokenli eriskin insan mezenkimal kdk hiicrelerin elde edildigi hastalarin
ozellikleri

Hasta No | Cinsiyet Yas Ornek Alinan Yer Primer Osteoartroz
1 K 57 Iliak Kemik +
2 K 68 Femur Basi +
3 E 46 Femur Basi +
4 E 32 Vertebra Korpusu +
5 K 25 Iliak Kemik +
6 E 64 Iliak Kemik +

1-1,5 cm® hacmindeki trabekiiler kemik parcalar: steril sartlarda %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve 50 pg/ml penisilin-streptomisin iceren DMEM (yuksek glukoz, L-
glutamin pozitif) icerisine koyularak hizla hicre kultiri laboratuvarina getirildi.
Aseptik sartlarda, ayni besi yeri icerisinde cerrahi diseksiyon makasi ile olabildigince
kiicuk parcalara ayrilan bu materyal en az 4-5 kez 50 ml tip igerisinde, 20 ml temiz besi
yeri ile kuvvetli calkalayarak yikandi. Bu kemik parcalari, yuzeylerinde bulunan
hicresel materyalden arindirilmak i¢cin 2 mM L-glutamin, 50 pg/ml askorbik asit, 256
U/ml Kkollajenaz (Worthington, Lakewood, NJ, A.B.D.) ve 50 pg/ml penisilin-
streptomisin iceren DMEM (yuksek glukoz) icerisine aktarilarak, 37°C, %5 CO-’li ve
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nemli inkiibatorde 3-4 saat sire ile bekletildi. Yaklasik 10-15 dakika araliklarla tipler
kuvvetlice calkalanarak reaksiyonun etkinligini arttirmak hedeflendi. Bunu takiben
kemik parcalar: steril, %0,9’luk sodyum Klorir ile 4-5 kez yukarida tarif edildigi gibi
yikandi.

%10’luk FBS (Atlanta Biologicals, Atlanta, GA, A.B.D.) ile enzimatik yikim
durduruldu. igerisinde 2 mM L-glutamin, 2 mM esansiyel amino asit, 50 pg/ml penisilin
streptomisin ve DMEM bulunan tam besi yeri 100 mm’lik kaltur plaklarina (petrilere)
aktarildiktan sonra kemik parcalar: bu kultir plaklarina ekildi. Tam besi yeri ve kemik
parcalarini iceren kultur plaklari, 37°C, %5 CO2’li ve nemli inklbatore yerlestirildi.
Hicrelerin trabekiler kemik pargalarindan gogleri ve ardindan gogalmalar: takip edildi
(Sekil 7).

Bu andan itibaren kemik pargalarindan mezenkimal kok hicrelerin radial tarzda
uzandig: ve kultlr plaklar1 igerisinde uygun yogunluga (%60-80) eristigi gorulene kadar

3 gunde bir besi yeri tazesi ile degistirildi.

Kdltir plaklarinda hucreler %80’lik bir yogunluga eristiginde (yaklasik olarak 3-4
hafta), hicrelerin bir kismi daha sonra kullanilmak Gzere, 1. pasaj asamasinda %210’luk
DMSO igeren idame besi yeri igerisinde ve -80°C’de saklandi. Bir kismi ise devam eden
deney asamalarini gerceklestirmek Uzere tripsinizasyon (hucreleri kiltir plakalarinin
tabanindan ayirma) islemine tabi tutuldu. Bunun igin kultir plaklarina, icerisindeki besi
yeri uzaklastirildiktan sonra, 2’ser ml, %0,25’lik tripsin (Type I1-S, Sigma, St. Louis,
MO, AB.D.) iceren EDTA solisyonu konularak 4-7 dk inkibatorde bekletildi.
Hucrelerin tabandan ayrildig:r inverted mikroskop altinda gozlemlendi. Tripsinin
aktivitesini durdurmak amaciyla kultir plaklarina serum igeren tam besi yeri ilave
edildi. Pipetle kiltur plaklarinin tabanlar: yikanmak suretiyle, hiicreleri iceren besi yeri
cekilerek 15’lik Falcon tiplere aktarildi. 5 dk 1000 rpm devirde santrifiiji takiben
tlplerdeki stpernatant, hlcre cokeltisine degmeden atildi. Elde edilen hiicreler 1/3

oraninda hizl bir sekilde pasajland.
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3.2. Trabekiiler Kemik Kokenli Eriskin insan Mezenkimal Kék Hiicrelerin

Karakterizasyonu

Karakterizasyon yapmak amaciyla ¢ogaltiimaya ve pasajlanmaya devam edilen
hicreler, tripsinizasyon islemini takiben 1/3 oraninda yeni kultir plaklarina ekildi ve
yine 3 guinde bir besi yerleri degistirilerek uygun yogunluga ulasmalari beklendi. Uygun
yogunluga ulasan 3. pasaj hiicreler tripsinize edildikten sonra, bir tipte 480 ul tam besi
yeri, 10 pl hiicre stispansiyonu ve 10 pl tripan mavisi karistirildi, bu karisimdan 10 pl
alinarak Thoma lamina ylklendi ve mikroskop altinda sayim yapildi.

Elde edilen mezenkimal kok hucrelerin kultir plaklarinin tabanina yapisma
Ozelliklerine ek olarak, literaturde bilinen mezenkimal kok hucre spesifik hiicre yiizey
antijenlerini ifade edip etmedikleri floresan-imminohistokimyasal (IHK) yontem ve
Flow Sitometri ile test edildi.

3.2.1. Floresan-immunohistokimyasal yontem

CD34 (TUK3), CD45 (35-Z6), CD73 (IE9), CD105 (Endoglin; P3D1), CD144
(VECadherin; F8), STRO-1 fare monoklonal antikorlar1 ile primer antikorun yapisina
gore belirlenmis subgrup spesifik FITC konjuge sekonder antikorlar (goat-anti-mouse-
IgG;, goat-anti-mouse-1gG; ve goat-anti-mouse-1gM) Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(Santa Cruz, CA, USA) firmasindan temin edildi.

Bu amacla secilen hiicre ylizey antijenleri, literatirde insan trabekiler kemik
kaynakli mezenkimal kok hucrelerin bu antijenler igin bilinen ifade profilleri ve

bunlarla uyumlu sekonder antikorlar Tablo 2’de gosterilmektedir (50, 72).
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Tablo 2. Trabekiler kemik kokenli eriskin insan mezenkimal kok hicrelerin karakterizasyonunda
kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer Antikor Ne ifade Ettigi Sekonder Antikor
STRO-1 Hematopoetik olmayan, IgM
ENDOGLIN kemik iligi progenitor hiicre 19G
CcD73 belirleyicisi 19G5
CD45 Hematopoetik ve/veya 19G;
CD34 endoteliyal hiicre 19G
CD144 belirleyicisi 19G,

Mezenkimal kok hicreleri immunohistokimyasal olarak karakterize etmek igin
once tek tabaka kulturler %10 soguk metanol ile 1 gece fikse edildi. Metanoliin
uzaklastirilmasinin ardindan agik havada kurutuldu. PBS ile yikama ve 2 saat oda
sicakliginda serum ile bloklamay: takiben (Zymed, San Francisco, CA, A.B.D.)
kilturler, 1/50 oraninda PBS ile diliie edilmis uygun primer antikorlar ile +4°C’de 1

gece muamele edildi.

Kdlturler, primer antikorlardan arindirilmak amaciyla 4-5 kez PBS ile yikand:.
Daha sonra, primer antikorlara spesifik, 1/100 oraninda PBS ile dillie edilmis, FITC ile
isaretli sekonder antikorlar ile 3-5 saat muamele edildi.

Sekonder antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla 4-5 kez PBS ile yikama yapildi.
Hucrelerin nikleuslarina DAPI ile zit boyama uyguland:. Hicreler floresan mikroskop

altinda gorintulendi ve fotografland: (Sekil 8A-F).

Insan tonsil dokusu ve icerdigi vaskiiler yapilar, CD34, CD45 ve CD144 ifadesi
acisindan pozitif kontrol materyali olarak kullanild: (Sekil 8G-i).
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3.2.2. Flow sitometri

Bu analiz, Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden hizmet alimi seklinde gerceklestirildi. Ozetle, 3. pasaj (P3)
asamasindaki hiicreler besi veri icerisinde 1x10° hiicre/ml yogunlukta siispansiyon
haline getirildi. Flow sitometri analizi, FACS Calibur (BD Biosciences, San Diego,
USA) cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Sonuclarin analizi, Cell Quest (BD
Biosciences) yazilim program ile 61t hicreler diglanarak gergeklestirildi.

Trabekiler kemik kokenli erigkin insan mezenkimal kok hicrelerin immin

fenotiplendirilmesi su antikorlar kullanilarak gerceklestirildi:

CDS5 (T-htcre belirteci; FITC)

CD7 (Timosit ve matur T hticrelerinde bulunur; FITC)

CD10 (N-Cadherin/genel l6kosit lenfatik 16semi antijeni-CALLA; PE)

CD11b (Mac-1 a; integrin am zinciri; PE)

CD13 (Aminopeptidaz N/V cadherin; PE)

CD14 (Monosit farklilasma antijeni/LPS reseptori; PE)

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

CD19 (Folikuler dendritik hiicreler ve B hucreleri tarafindan ifade edilir; PerCP-
Cy5.5)

CD29 (integrin-p1 zinciri; PE)

CD33 (Sialik asit-baglayict imminoglobin-Lektin 3 gibi; SIGLEC 3; ¢ok erken
kemik iligi kokenli hematopoetik kok hiicreler icin ylzey belirteci; PE)

CD34 (Hematopoetik progenitdr hiicre antijeni; PE)

CD44 (Hyaluronat/lenfosit gocd ile ilgili hiicre adezyon molekili-HCAM; PE )

CD45 (Protein tirozin fosfotaz, reseptor tipi, C/PTPRC/Iokosit genel
antijeni/hematopoetik kdken icin hticre belirteci; FITC)

CD73 (5'-nlikleotidaz, ekto; NT5E/integrin-f5; PE)

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

CD117 (KIT veya C-kit reseptori/ hematopoetik hiicreler; PE)
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CD146 (Melanom hucre adezyon molekili; MCAM; PE)

CD166 (Aktive Iokosit hiucre adezyon molekilu; ALCAM/integrin  a3;
mezenkimal kok hiicre belirteci; PE)

HLA-ABC (Temel doku uygunlugu kompleksi, MHC sinif I, HLA-A, B, C; PE)

HLA-DR (Temel doku uygunlugu kompleksi, MHC smif Il, hicre ylzey
reseptorii; FITC)

Tim bu antikorlar ve bunlarin uygun izotip kontrolleri Becton Dickinson firmasi

tarafindan temin edildi. Sonuglar Sekil 9’da gdsterilmistir.

3.2.3. Trabekuler kemik kokenli erigkin insan mezenkimal kok hucrelerin

degisim potansiyelinin gosterilmesi

Mezenkimal kok hucreler tek tabaka kiltiur ortamlarinda gogaltilarak 5. pasaj (P5)
hicreler elde edildi. Elde edilen P5 hicrelerin karakterizasyonlari asamasinda,
immunohistokimyasal yuzey belirleyicileri ile gerceklestirilen (+)/(-) secime ilave
olarak, olas1 degisim potansiyelleri analiz edildi. Bilindigi gibi mezenkimal kok
hicrelerin temel 6zelliklerinden birisi de adipojenik, osteojenik ve kondrojenik yonde

degisim gosterebilme yetenekleridir (50, 72).

3.2.3.1. Adipojenik degisim

Mezenkimal koék hicrelerin adipojenik yonde degisiminin uyarilmasinda, ticari
olarak elde edilen STEMPRO Adipojenik Degisim Kiti (Gibco), uretici firmanin verdigi

protokole uyularak kullanild.

5. pasaj mezenkimal kok hiicreler, 1,5x10° hiicre/ml yogunlukta, her bir kuyucuk

icin 5x10° hiicre/cm? olacak sekilde bazal besi yeri ve penisilin streptomisin iceren besi
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yeri igerisinde 6 ve 12 kuyucuktan olusan plaklara ekildi. Yogun tek tabaka kilturlerin
adipojenik yonde degisimi, adipojenik uyarict ile gerceklestirildi. Kontrol grubu,
adipojenik uyaranin ilave edilmemesi ile olusturuldu. Adipojenik uyari 2 hafta
uygulandi. Kilturler 37°C’de, %5 CO’li ve nemli inkiibatorde inkiibasyona birakild:.
Her 3 gunde bir besi yeri tazesi ile degistirildi.

14 gunun sonunda deney ve kontrol gruplarina ait kilturlerin bir kismi, adipojenik
yonde degisimi gostermeye yonelik Oil Red O ile boyandi (Sekil 10A). Bir kismu ise,
RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu. (Sekil 10B).

Oil Red O Boyama Soltusyonunun Hazirlanmast:

100 ml izopropanol igine 0,5 gr Oil Red O boyas: (Zymed) eklendi. 4 saat cam
sisede Kkaristirildi. Kurutma kagidi kullanilarak boyanin filtre edilmesi sagland.
Hazirlanan Oil Red O calisma soliisyonundan 6 ml alinarak, igerisine 4 ml distile su
eklendi.

Fiksatif Solusyonunun Hazirlanmas:

11 ml %37’lik formaldehit ve 29 ml PBS ile yaklasik %10’luk fiksatif solisyonu
hazirlandt.

Boyama Protokol:

e Besi yerini tamamen uzaklastirdiktan sonra kiltirler PBS ile yikandi.

e Kiilttr ylzeyinin kurudugundan emin olunduktan sonra %210’luk formaldehit
kullanilarak hucreler 30 dk fikse edildi.
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e Fikse edilen kilturler 1-2 kez PBS ile yikandi. Boylece hicre yuzeyindeki
partiktller uzaklastirildi.

e Hazirlanan Oil Red O boyama soltisyonu ile kiltiirler 1 saat inktbe edildi.

e Boyama solusyonu uzaklastirilarak PBS ile 1-2 kez yikama yapildi.

e Adipojenik hicreler mikroskop altinda goruntulendi ve fotografland: (Sekil
10A).

3.2.3.2. Osteojenik degisim

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik yonde degisiminin uyarilmasinda, ticari
olarak elde edilen STEMPRO Osteojenik Degisim Kiti (Gibco), retici firmanin verdigi
protokole uyularak kullanild:.

5. pasaj mezenkimal kok hiicreler, 1,5x10° hiicre/ml yogunlukta, her bir kuyucuk
icin 5x10° hiicre/cm? olacak sekilde bazal besi yeri ve penisilin streptomisin iceren besi
yeri igerisinde 6 ve 12 kuyucuktan olusan plaklara ekildi. Yogun tek tabaka kilturlerin
osteojenik yonde degisimi, osteojenik uyarict ile gergeklestirildi. Kontrol grubu,
osteojenik uyaranin ilave edilmemesi ile olusturuldu. Osteojenik uyar1 3 hafta
uygulandi. Kilturler 37°C’de, %5 CO’li ve nemli inkiibatdrde inkiibasyona birakild:.
Her 3 guinde bir besi yeri tazesi ile degistirildi.

21 guntn sonunda deney ve kontrol gruplarina ait kilturlerin bir kismi, osteojenik
yonde degisimi gostermeye yonelik alizarin red ile boyand: (Sekil 10C). Bir kismu ise,
RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu (Sekil 10D).
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Boyama Protokoli:

e Besi yeri uzaklastirildiktan sonra kilttrler PBS ile 1 kez yikand:.

o Kaultirler 10%’luk formaldehit soltisyonu ile 30 dakika fikse edildi.

e Fiksasyondan sonra 2 kez distile su ile yikama yapilmasinin ardindan kilttrler,
2%’lik Alizarin Red S (Zymed) boyasina (pH 4,2) 2-3 dakika maruz birakild.

e Alizarin Red S boyasi 3 kez distile su ile yikandi.

e Hematoksilen eozin ile zit boyama yapildi ve distile su ile boyanin fazlasi
uzaklastirildi.

e Osteojenik hticreler 1s1k mikroskobu altinda gérintilendi ve fotografland: (Sekil
10C).

3.2.3.3 Kondrojenik Degisim

Kondrojenik yonde degisim arastirmamizin ana konusu oldugundan, ticari olarak
kullanima hazir halde elde edilen kondrojenik degisim Kiti yerine, deneylerde rutin
olarak uygulanan, 3 hafta boyunca TGF-f1 uyarisi altinda gergeklestirilen kondrojenik

yonde degisim tercih edildi.

21 glnin sonunda deney ve kontrol gruplarina ait kultarlerin bir kismi,
kondrojenik yonde degisimi gostermeye yonelik Alsiyan mavisi ile boyandi (Sekil 10E).
Bir kismi1 ise, RNA izolasyonunu takiben konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu (Sekil
10F).

Tim degisimler icin yapilan RT-PCR’larda kullanilan gen spesifik primer

ciftlerine ait bilgiler Tablo 3’te verilmistir.
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3.3. Tek Tabaka Kultirlerde CNP ve NPR-B Varhgmin Gosterilmesi

Herhangi bir degisime ugramamis konumdaki mezenkimal kok hticrelerde, CNP
ve NPR-B varligin1 goOstermek icin RT-PCR analizi gergeklestirildi (Sekil 11).
Kullanilan gen spesifik primer ciftlerine ait bilgiler Tablo 3’te verilmistir.

Izole edilen mezenkimal kok hiicrelerde CNP ve NPR-B’nin protein diizeyinde de
varliklarinin gosterilmesi dustnildi ve immunohistokimyasal analiz gergeklestirildi.
Bunun icin, kalturler 6énce %10 soguk metanol ile 1 gece fikse edildi. Metanolin
uzaklastirilmasinin ardindan acgik havada kurutuldu. PBS ile yikama sonrasi hiicrelerde
endojen peroksidaz aktivitesi, %30’luk H,O2/metil alkol (1/9) soliisyonu ile 10 dakika
doyuruldu. Yikama ve serum ile bloklamay: takiben, kilttrler uygun primer antikorlar
(CNP ve NPR-B) ile muamele edildi. Hiicreler tarafindan tutulan bu primer antikorlarin
immunohistokimyasal analizi, biotin ile konjuge genis spektrumlu sekonder antikor ve
streptavidin konjuge HRP (horseradish peroxidase) iceren Zymed Histostain-Plus kit ve
DAB kromojen substrat karisim ile gerceklestirildi. Hicre niikleuslar: hematoksilen ile
zit boyandi. Hucreler 11k mikroskobu altinda gorunttlendi (Sekil 12A,B).

CNP (H-115) ve NPR-B (H-80) tavsan poliklonal antikorlari Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) firmasindan temin edildi. Her iki protein
icin de pozitif konrol, primer antikor basamag atlanarak gerceklestirildi (Sekil 12C,D).

3.4. Mezenkimal Kok Hucrelerden Cokelti Kalturlerin Olusturulmasi

Kontrol grubu cokelti kilturler, P3 mezenkimal kok hucreler kullanilarak ve
kimyasal olarak tanimlanmis serumsuz DMEM (1% ITS-plus, 40 pg/ml L-Proline, 100
ug/ml sodyum piruvat, 50 pg/ml askorbat, 0,1 uM deksametazon, 50 U/ml penisilin, ve
50 ug/ml streptomisin iceren DMEM) kullanilarak, daha once tarif edildigi sekilde (72)
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olusturuldu. Hiicre sayist ¢okelti basina 3x10° (1 ml DMEM igerisinde) olacak sekilde

ayarlandi ve hticreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiralda.

Deney grubu cokelti kiltirlerde kondrojenik farklilasmanin uyarilmas: igin
yukarida tarif edilen besi yerine, 10 ng/ml TGF-B1 ilave edildi. C-Tipi Natriretik
Peptid (CNP), 10°M, 10”'M ve 10®M konsantrasyonlarda hazirlanarak, TGF-p1’e ilave

olarak gruplara eklendi.

Cahsma gruplar:

a) Kontrol grubu (sadece serumsuz DMEM ile beslendi)

b) TGF-B1 grubu (10 ng/ml TGF-B1 ilave edilmis serumsuz DMEM ile beslendi)

c) CNP 10°M grubu (10 ng/ml TGF-B1 ve 10°M CNP ilave edilmis serumsuz DMEM
ile beslendi)

d) CNP 10”M grubu (10 ng/ml TGF-B1 ve 10"M CNP ilave edilmis serumsuz DMEM
ile beslendi)

e) CNP 10®M grubu (10 ng/ml TGF-B1 ve 10°M CNP ilave edilmis serumsuz DMEM

ile beslendi)

Cokelti kilturler, calisma guruplarina gore yukarida tarif edildigi sekilde 3 hafta
beslendi. Kiltirler 37°C’de, %5 CO;’li ve nemli inklbatorde inkiibasyona birakildi. 3

gunde bir besi yeri tazesi ile degistirildi.

Kontrol ve deney gruplarina ait ¢okelti kiltirlerin bir kismz, 4, 10 ve 20. gunlerde
RNA’larin izole edilmesinin ardindan CNP ve NPR-B icgin gen spesifik primer ciftleri
kullanilarak konvansiyonel RT-PCR’a tabi tutuldu (Sekil 13). NPR-B igin kullanilan
primer ciftleri hem NPR-B mRNA’sin1 hem de NPR-B prekirsér RNA’sin1 uzatmak
icin tasarlandi1. Kalan kalturler ise 10. ve 20. glinlerde CNP’nin konsantrasyona bagiml
etkisini gostermeye yonelik, fiksasyon, doku takibi, parafine gomme ve kesit alma
islemlerini takiben Alsiyan mavisi ile boyand: (Sekil 14A-J). Ayrica 20. gline ait ¢okelti
kilturler icin yapilan RT-PCR (Sekil 14L) sonrasi elde edilen gen spesifik bantlar
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GelQuant Ver.2.7 (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalem, Israel) bilgisayar programi
kullanilarak dansitometrik olarak analiz edildi (Sekil 14M-0O).

3.5. Kondrojenik Degisimin Alsiyan Mavisi Boyamasi ile Analizi

Kilturde 10 veya 20 gun idame edilen c¢okeltiler icin Alsiyan mavisi boyama
protokoli su sekildedir:

e Kultdrler, besi yerinin uzaklastirilmasmin ardindan PBS ile yikandi.

e 1 saat oda sicakliginda %4’lik paraformaldehit ile fikse edildi.

e Kulttrler PBS ile yikama sonrasi rutin histolojik takibe alindi.

e Artan etil alkol serilerinden (sirasiyla, %70, %80, %90, %100) gecirildi.

o Ksilen ile muamele edildi.

e Parafin icerisine gomuldu.

e Parafin bloklardan 5pum kalinliginda kesitler alind:.

o Histolojik takip sonrasi deparafinizasyon islemine gegildi.

o Kesitler bir gece etuvde bekletildikten sonra yarim saat ksilene maruz birakild.

o Azalan etil alkol serilerinden gecirildi (sirasiyla, %100, %90, %80, %70).

o 5 dakika distile su ile yikandi.

o Kaultdrler bir gece boyunca oda sicakliginda, pH’1 1,0 olan (39) Alsiyan mavisi
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany) boyasi ile boyand:.

e Boyanin fazlas1 yikama ile giderildi.

e Lam Uzerindeki kesitler kurumaya birakildi, daha sonra entellan ile kapatma
islemi uyguland.

o Kaesitler 151k mikroskobu altinda goruntulendi ve fotografland: (Sekil 14A-J).

Kultur ortaminda gerceklesen kondrogenezin sayisal ve istatistiksel olarak
karsilastirilabilmesi igin, bir gece boyunca oda sicakliginda 6 M guanidine-HCI (1 ml

icerisinde, grup basina 5 kultur ve her kilttrden birbirini takip etmeyen 3’er kesit olmak
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uzere n=15 kesit olacak sekilde) ile kultrlerin tuttugu boya ekstrakte edildi ve
yogunlugu Asso dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlctldi (60, 70). Deneyler 3
kez tekrarlandi. Sunulan veriler bu 3 deneyin ortalamas: + standart hata seklindedir
(Sekil 14K).

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

Reaksiyonu) Analizi

3.6.1. RNA izolasyonu

Deneylerde kullanilan total RNA, tek tabaka mezenkimal kok hicre
kilturlerinden veya mezenkimal kok hucreler ile olusturulan ve yukarida anlatildig:
sekilde kondrojenik degisime ugratilan c¢okelti kdlttrlerinden, Tri-Reagent (Sigma)
kullanilarak izole edildi. Tim deneyler 3 kez tekrarlanmis olup sunulan veriler bu 3

deneyin ortalamasi * standart hata seklindedir.

RNA izolasyonu icin ilk olarak kaltirlerin Uzerine 1 ml TRI-Reagent konup 5 dk
hicre zarlarinin pargalanmasi beklendi. Daha sonra tupe 200 pl kloroform eklenip 15 sn
vortekste cevirildi. 15 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra 14000 rpm’de 15 dk santrifdj
edildi. Bu iglemin sonunda tipte RNA’y1 iceren kisim pipet yardimiyla gekilerek ayri
bir tiipe aktarildi. Uzerine 500 pl izopropanol (2-biitanol) eklendi. Presipitasyon olarak
da adlandirilan bu islemdeki amag, total RNA’y1 ¢oktirmek ve kloroformdan
arindwrmaktir. Icerisinde total RNA’y1 bulunduran tiip bir gece -20°C’de bekletildi.
Sogutmali santrifijde (+4°C’de) 15000 rpm’de 15 dk santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi
cOkelti Uzerindeki siipernatant pipet yardimiyla uzaklastirildi. Cokelti Gzerine 200l
soguk %70 etil alkol konarak yine sogutmali santrifijde 15000 rpm devirde 15 dk
santriftij edildi. Stupernatant uzaklastirilarak yerine 100 pl distile su kondu. Distile su ile

homojenize edilen RNA 10’ar pl olacak sekilde 10 ayri tupe paylastirildi.
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Izolasyonu takiben elde edilen total RNA konsantrasyonu, A,s dalga boyunda,
ornek basina 1,5 pl RNA yilklenerek spektrofotometrik olarak hesaplandi. Diger
taraftan elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromir
boyamasi ile test edildi (Sekil 11A).

3.6.2. RT-PCR

Her bir reverse transkripsiyon reaksiyonu igin 1 ug RNA 0Ornegi kullanildi ve
Qiagen OneStep RT-PCR ile Q-solution kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Kullanilan gen spesifik primer ciftlerinin dizileri ve
bunlar hakkindaki bilgi Tablo 3’te verilmistir. Bu reaksiyonlarda kontrol geni olarak
GAPDH kullanilmis olup, reaksiyonlar multipleks olarak dizayn edildi.

Bu kit ile kullanilan protokol su sekildedir:
a) Swrast ile,

e 10 pl 5x Qiagen OneStep RT-PCR tampon ¢ozeltisi (12,5 mM MgCl; igerir),

e Her dNTP’den 10 mM igeren 2 pl dNTP karigimy,

e 10 pl 5x Q-soliisyonu,

e Her bir analiz edilen gen icin spesifik olarak dizayn edilmis ileri (forward) ve
geri (reverse) primerlerin her birisinden 10 uM konsantrasyonda iceren primer
karisimindan toplam 3 pl (Primerlerin sentezi lontek, istanbul, Turkiye’de
gerceklestirildi),

o 2 ul Qiagen OneStep RT-PCR enzim karisimu,

o 22 pl RNase-free distile su,

olmak tzere toplam 50 pl voliim, buz tzerinde 6rnek RNA ile karistirildi.
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b) Elde edilen karisim ile asagida basamaklar: siralanan RT-PCR reaksiyonu
gerceklestirildi.

1- 50°C, 30 dakika, 1 déngl (reverse transkripsiyon)

2- 95°C, 15 dakika, 1 dongl (PCR aktivasyon basamagi)

3- 94°C, 1 dakika (denatiirasyon)

4- 51-57°C (Col II; Col IX, Col X, aggrecan ic¢in 57°C, diger bitln genler igin
51°C kullanildi), 1 dakika (primerlerin 6rnek cDNA’ya yapismast)

5- 72°C, 1 dakika (sentez ve uzama); 3, 4 ve 5. basamaklar sirasi ile 25-32 dongu
tekrarland.

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

7- Reaksiyonlar 4°C’de sonlandirild: ve -20°C’de sakland:.

c) PCR drunleri, etidyum bromir boyamasmin ardindan agaroz jel elektroforezi

ile gozlemlendi.

d) Elde edilen gen spesifik bantlar GelQuant Ver.2.7 (DNR Bio-Imaging Systems,
Jerusalem, Israil) bilgisayar program: kullanilarak dansitometrik olarak analiz edildi.
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Tablo 3. Gen ifadelerinin analizinde kullanilan RT-PCR primerleri

Gen

Uriin

R:GCAGGTTTTTCTAGACGG

(insan) Primer dizisi Sense(F)/Antisense(R) (bp) Referans
cNp | FGTCAGAAGAAGGGCGACAAG 162 | (GenBank: NM: 024409)
R:TGTTGGCTCCTTTGTATTTGC
NPR-B FAGCGCTGAAGATCCATGTCT 155 (GenBank: NM: 003995)
R:GGAGTCCAGGAGGTCCTTTC
Yag dokuya 6zqii gen
LPL F:GAGATTTCTCTGTATGGCACC 276 50, 72
R:CTGCAAATGAGACACTTTCTC
Kemik dokuya 6zgii genler
Col 1 a2 F:GGACACAATGGATTGCAAGG 461 50 72
R:TAACCACTGCTCCACTCTGG
oc F:ATGAGAGCCCTCACACTCCTC 294 50, 72
R:GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC
BSP F:AATGAAAACGAAGAAAGCGAAG 450 79
R:ATCATAGCCATCGTAGCCTTGT
ALP F:-TGGAGCTTCAGAAGCTCAACACCA 454 50, 72
R:ATCTCGTTGTCTGAGTACCAGTCC
Kikirdak dokuya 6zgii genler
Col 11 F:-TTTCCCAGGTCAAGATGGTC 377 50
R:CTTCAGCACCTGTCTCACCA
Col X F:GCCCAAGAGGTGCCCCTGGAATAC 703 50
R:CCTGAGAAAGAGGAGTGGACATAC
Aggrecan F:-TGAAGGAGGGCTGGAACAAGTACC 350 50, 72
R:GGAGGTGGTAATTGCAGGGAACA
Sox 9 F:ATCTGAAGAAGGAGAGCGAG 264 79
R:TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG
Ev sahibi gen
GAPDH F:GGGCTGCTTTTAACTCTGGT 702 50 72

F : ileri primer; R : Geri primer.

3.7. Tum Insan Genom Array Analizi

Bu asamada 4 c¢alisma grubu olusturuldu: Kontrol grubu (K-grubu), TGF-p1

grubu (TGF-grubu), TGF-B1 ve CNP grubu (TC-grubu), CNP grubu.
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Her bir grup 10. ve 20. gunler olmak Uzere iki ayr1 zaman noktasinda ayri ayri

analiz edildi ve gruplarin birbirleri ile olan karsilastirmas: gerceklestirildi.

Tim gruplardan, daha o©nce bahsedilen sekilde total RNA izolasyonu
gerceklestirildi ve RNA izolasyonu 6ncesi kiltirler tripsin/kollajenaz enzim yikimindan
gecirildi.

Bu asamada tiim insan genom array analizi, (HGU133 Plus2 cRNA sentezinden
mikrodizin dahil tarama) Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi’nden hizmet
almi seklinde gerceklestirildi. Elde edilen ham verilerin biyoinformatik ydniinden;
mikrodizin kalite kontrol analizi (Sekil 15, 16, 17, 18), mikrodizin verisi 6n islemesi
(Sekil 19), mikrodizin gen ifadesi kat degisimi analizi ve hiyerarsik topaklanma
(clustering, sample based) analizleri (Sekil 20, 21) ise HGM Bilisim, Yazilim ve
Biyoinformatik sirketinden yine hizmet alimi seklinde gerceklestirildi. Elde edilen
mikrodizin verisi Uzerinde her bir deney birimi igin, her bir gen ifadesinin kag kat arttig:

arastirilarak, bunlardan 2, 4 ve 8 kattan fazla artis gosterenler belirlendi (Tablo 4).

Yapilan karsilastirmalar:
e Uygulanan her kimyasal (TGF, CNP veya kombinasyonlari) igin 10. ve 20. giin,

e Uygulanan her kimyasal i¢in gruplar arasi olacak sekilde gercgeklestirildi.

3.8. istatistiksel Analizler

Kondrogenezin o6lgtilmesi ve RT-PCR sonuglarinin dansitometrik analizlerinin
karsilastirilmas: igin non-parametrik Mann Whitney’s U-testi kullanilmis olup, tim bu

istatistiksel karsilastirmalarda P<0,05 diizeyi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Trabekiller Kemik Kokenli Eriskin Insan Mezenkimal Kok

Hucrelerin Eldesi

Alt1 hastadan elde edilen trabekiler kemik pargalarindan basari ile mezenkimal

morfoloji gosteren ve kiltlr plaklarina yapisma karakterinde olan hticreler elde edildi.

Elde edilen sonucglar hastaya, yasa, cinsiyete, kemik materyalinin alindigi donor
bolgeye ve benzeri pek cok faktére bagimli olabilecek farkliliklar gostermistir (Sekil 7).

Trabekiler kemik kokenli eriskin insan mezenkimal kok hucrelerin, kemik
parcalarindan ilk goclerinin ancak 7-11 gunlik inkibasyonu takiben gerceklestigi, 11-20
gunlik bir inkubasyon sirecinde hucrelerin kemik parcalari cevresinde doygun bir
duzeye ulastiklar: ve 14-26 gunliuk bir inkiibasyon surecinde ise hiicrelerin tum kaltur

ortaminda, odaklar arasi bolgelerde de doygun seviyeye ulastig: tespit edildi (Sekil 7).

4.2. Trabekuler Kemik Koékenli Eriskin Insan Mezenkimal Kok Hucrelerin

Immiinohistokimya ile Karakterizasyonu

Trabekiler kemik kokenli erigkin insan tek tabaka mezenkimal kok hucreler,
temel immiinohistokimya ve flow sitometri ile hiicre ylzey antijenleri i¢in analiz edildi.
Immiinflorasan boyama icin daha 6nceden mezenkimal kok hiicreler ile iliskili oldugu
bilinen hiicre yuzey belirtecleri kullanild: (STRO-1, CD73, CD105, CD34, CD45,
CD144). Hicre nukleuslar1 DAPI ile zit boyandi. Floresan-imminohistokimyasal
yontem sonrasi gorintuler, tek tabaka kultirlerdeki tim hicrelerin hematopoetik
olmayan kemik iligi progenitor hiicre antijenlerine spesifik olan STRO-1 (Sekil 8A),
CD105 (Sekil 8B) ve CD73 (Sekil 8C)’l ifade ettigini, hematopoetik ve endotel
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hicrelerinin genel belirteci olan CD34 (Sekil 8D), CD45 (Sekil 8E) ve CD144 (Sekil

8F)’0 ifade etmediklerini gosterdi.

Insan tonsil dokusu ve vaskiiler yapilart CD34 (Sekil 8G), CD45 (Sekil 8H), ve
CD144 (Sekil 8i) ifadesi icin pozitif kontrol amagl: kullanilda.

Hasta-1 Hasta-2 Hasta-3

Sekil 7. Trabekuler kemik kokenli erigkin insan mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi ve ¢ogaltiimas.
Sekilde, inkiibasyon sireci en kisa olan (Hasta-1), en uzun olan (Hasta-3) ve iki u¢ arasinda yer alan
drneklerden bir tanesi (Hasta-2) gosterilmektedir.
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Sekil 8. Elde edilen trabekiiler kemik kokenli mezenkimal koék hiicreler ve insan tonsil dokusu igin
yapilan floresan-immiinohistokimyasal analiz. Analiz edilen hiicreler STRO-1, CD73 ve CD105 igin (+)
(yesil renkli boyanma); CD34, CD45 ve CD144 icin (-) reaksiyon verdi. Tim gruplar hicre
nikleuslarinin gorsellestirilebilmesi amaciyla, bir nikleik asit boyasi olan DAPI ile zit boyamaya tabi
tutuldu. A-F bar: 30 um, G-I bar: 25 pm.

4.3. Trabekuler Kemik Kokenli Eriskin Insan Mezenkimal Kok Hucrelerin

Flow Sitometri ile Karakterizasyonu

Flow sitometri genellikle mezenkimal kOok hiucre ve hematopoetik hiicre
belirtegleri i¢in kullanilir. Flow sitometri analizi, elde edilen hticrelerin mezenkimal kok
hiicre karakterini detayh olarak ortaya koymustur (Sekil 9). izole edilen mezenkimal
kok hiicreler 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.
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Sekil 9. izole edilen hiicrelerin flow sitometri analizi sonuglar:

4.4. Trabekuler Kemik Kokenli Eriskin Insan Mezenkimal Kok Hucrelerin

Degisim Potansiyelinin Analizi

Izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin in vitro adipojenik, osteojenik ve

kondrojenik degisim potansiyelleri incelendi (Sekil 10).

Adipogenez, kilttrlerin 14. guntnde histolojik olarak Oil Red O boyamas: (Sekil
10A) ve kiltire edilen hiicrelerde mRNA diizeyinde lipoprotein lipaz (LPL) ifadesinin
varlig: (Sekil 10B) ile gosterildi.
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Mono tabaka kdlturlerde 5. pasaj hiicreler 14 gun boyunca adipogenezi uyaran
(AS) besi yeri ile beslendiginde, hiicrelerdeki lipid damlalarmin Oil Red O ile pozitif
boyandig: (Sekil 10A) ve bazal besi yeri ile beslenen hiicrelerle karsilastirildiginda bu
hicrelerde lipoprotein lipaz (LPL) mRNA seviyesinin artmis oldugu gorildi (Sekil
10B).

Osteogenez, kulturlerin 21. ginlnde histolojik olarak Alizarin Red boyamasi
(Sekil 10C) ve kultire edilen hiicrelerde mRNA dizeyinde osteokalsin (OC), kemik
sialoprotein (BSP), alkalen fosfataz (ALP) ifadelerindeki artis ve tip I kollajen (Col la2)
ifadesinin varhg: (Sekil 10D) ile gosterildi.

Monotabaka kultirlerde 5. pasaj hicreler 21 giin boyunca osteogenezi uyaran
(OS) besi yeri ile beslendiginde, hticrelerin Alizarin Red S ile pozitif boyandig: (Sekil
10C) ve bazal besi yeri ile beslenen hicrelerle Kkarsilastirildiginda bu hicrelerde
osteokalsin (OC), kemik sialoprotein (BSP) ve alkalen fosfataz (ALP) mRNA
seviyelerinin artms oldugu goruldd. Tip 1 kollajen (Col 1a2) mRNA seviyesi bu iki
grupta birbirine yakindir (Sekil 10D).

Kondrogenez, histolojik olarak kondrositlerden sentezlenen ekstraseltler
matriksin glikoprotein iceriginin Alsiyan mavisi ile boyanmas: (Sekil 10E) ve elde
edilen kondrojenik kultirlerde mRNA diizeyinde tip X kollajen (Col X), aggrecan ve
Sox 9 ifadelerindeki artis (Sekil 10F) ile gosterildi.

21 gin boyunca TGF-B1 uyarisi altinda gerceklestirilen kondrojenik degisim
sonrasinda 3. pasaj hicrelerin, Alsiyan mavisi ile pozitif boyandig: (Sekil 10E) ve bu
hiicrelerde tip Il kollajen (Col 1), tip X kollajen (Col X), aggrecan ve Sox 9 mRNA
seviyelerinin arttigi goruldi (Sekil 10F).

50



0S(-) 0OS(+)

caroH ]

Aggrecan IR
Sox 9 .

Sekil 10. MKH’lerin degisim potansiyelinin gosterilmesi. (A-B) Adipojenik degisimin gosterilmesi. Oil
Red O boyasi (A), ve LPL mRNA artisinin (B) gosterilmesi, A paneli igin bar = 30 um; AS(-), adipojenik
uyarict yok; AS(+), adipojenik uyarici var. (C-D) Osteojenik degisimin gosterilmesi. Alizarin Red boyasi
(C), ve Col lo2 ifadesi ile OC, BSP ve ALP mRNA artiginin (D) gosterilmesi, C paneli igin bar = 50 pym;
OS(-), osteojenik uyaric1 yok; OS(+), osteojenik uyarici var. (E-F) Kondrojenik degisimin gdsterilmesi.
Alsiyan mavisi boyasi (E) ve Col X, Aggrecan ve Sox 9 mRNA artismin (F) gosterilmesi, E paneli icin
bar = 250 pm; CS(-), kondrojenik uyarici yok; CS(+), kondrojenik uyaric var.

4.5. Trabekiiler Kemik Kokenli Erigkin Insan Mezenkimal Kok Hiicrelerinde
CNP ve NPR-B Ifadelerinin RT-PCR ile Analizi

CNP ve NPR-B mRNA’larinin trabekiler kemik kokenli eriskin insan
mezenkimal kok hucrelerinde ifade profili RT-PCR ile incelendi.
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RT-PCR analizi sonuglari, mezenkimal kok hucrelerin herhangi bir degisime
ugramamis konumda iken, CNP’nin, hiicre ylizey reseptori olarak gorev yapan NPR-
B’yi mRNA duzeyinde kuvvetle ifade ettigini, bu ifade kadar guicli olmamakla beraber,
hicreden sekrete edilerek atilan bir protein oldugu bilinen CNP’nin de yine ayni
hiicrelerde MRNA dizeyinde ifadesinin tespit edilebilir oldugunu goéstermektedir (Sekil
11B).

28S

e 700 bg

160 bg

Sekil 11. Insan trabekiiler kemik kokenli mezenkimal kok hiicrelerinde CNP ve NPR-B ifadelerinin RT-
PCR analizi (A) TRI-Reagent kullanilarak elde edilen total RNA’nin 28S ve 18S bantlarinin %2’lik
agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromir boyamas: sonrasi gérintileri. (B) Reaksiyon basina 1 ug total
RNA kullanilarak gerceklestirilen RT-PCR sonuglari. 1. Satun: belirteg; 2. Sutun: 702 b¢’lik Griin
GAPDH, 162 be¢’lik drin CNP; 3. Situn: 702 b¢’lik dGrin GAPDH, 155 bg’lik Griin NPR-B. Bu
reaksiyonlarda kontrol geni olarak GAPDH kullanilmis olup, reaksiyonlar multipleks olarak dizayn
edildi.

4.6. Trabekuler Kemik Kokenli Eriskin Insan Mezenkimal Kok Hucrelerinde

CNP ve NPR-B Ifadelerinin immiinohistokimyasal Analizi

Izole edilen mezenkimal kok hiicrelerde CNP ve NPR-B’nin protein diizeyinde
varliklarinin gosterilmesine yonelik gerceklestirilen imminohistokimyasal analiz ile
elde edilen sonuglar, CNP’nin sekresyona ugrayan bir protein ile uyumlu olarak daha
cok sitoplazma ve cekirdek cevresinde yogunlasan graniler tarz bir pozitiflik
gosterdigini (Sekil 12A), diger taraftan NPR-B’nin ise bu ligantin reseptorii olarak hiicre
zarinda lokalize oldugunu (Sekil 12B) gostermektedir.
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Sekil 12. MKH’lerde CNP ve NPR-B’nin imminohistokimyasal analizi. A) CNP, B) NPR-B igin (+)
boyanmalar1 gostermektedir. C-D) Her iki protein icin de primer antikor basamag atlanarak
gerceklestirilen (-) kontrol boyamalarini géstermektedir. Siyah bar = 100 pum.

4.7. CNP ve NPR-B ifadelerinin Mezenkimal Kok Hiicrelerin TGF-p1 ile
Uyanlmis Kondrojenik Degisimi Surecindeki Analizi

RT-PCR analizi sonuglarina gore, 4. ginde, TGF-B1 uyaris1 altindaki kondrojenik
kultirlerde gerek CNP mRNA ifadesinde, gerekse NPR-B prekiirsor RNA ifadesinde
kontrol grubu kdltlrlere gore belirgin bir artis goralda. 10. gunde, her iki grup arasinda
bahsi gecen RNA’lar yoniinden belirgin bir farklilik gorilmedi. 21. glinde, yine TGF-p1
uyarst altindaki kondrojenik kiltiirlerde gerek CNP mRNA ifadesinde, gerekse NPR-B
prekirsor RNA ifadesinde kontrol grubu kiiltiirlere gore belirgin bir artig géruldi (Sekil
13).
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Elde edilen sonuglar, CNP/NPR-B sinyal yolunun mezenkimal kdék hicrelerin
TGF-B1 ile uyarilmig kondrojenik degisimleri siirecinde, erken ve ge¢ olmak lzere iKi
ayri1 donemde kontrol grubuna oranla daha etkin oldugunu distindirmektedir.

4. Gun 10. Gun 21. GuUn
Kont. TGF Kont. TGF Kont. TGF

cNP -

NPR-B Prekirsor

NPR-B

Sekil 13. RT-PCR sonuglarina iliskin agaroz jel elektroforezi goriintlisi. Bu deneylerde GAPDH kontrol

referans geni olarak kullanildi.

4.8. Mezenkimal Kok Hucrelerin TGF-B1 ile Uyanlmis Kondrojenik Degisimi
Surecinde CNP’nin Konsantrasyona Bagimh Etkisinin Analizi

Mezenkimal kok hucrelerin TGF-B1 ile uyarilmis kondrojenik degisimleri
strecinde, CNP’nin glikozaminoglikan sentezi (zerine olan konsantrasyona bagimh
etkisinin, Alsiyan mavisi boyamasina dayal: analizinin yan1 sira bu verilerin istatistiksel
analizi gergeklestirildi. Ayrica, CNP’nin kondrojenik belirtecler olarak kabul edilen tip
Il kollajen, Sox 9 ve aggrecan mRNA ifadeleri tizerine etkisi incelendi.

Tdm gruplar 10. ve 20. ginlerde Alsiyan mavisi boyamas: yapilarak
kiyaslandiginda, 20. giinlerde Alsiyan mavisi boya tutma kapasitesinin daha yuksek
oldugu goruldi (Sekil 14A-J).
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insan mezenkimal kok hiicrelerinin TGF-pl’e ek olarak 10°M CNP ile
uyarilmasinda, inkiibasyonun 10. glniindeki sadece TGF-B1 verilen gruba gore Alsiyan
mavisi boyanmasmin daha fazla oldugu gorildiu (Sekil 14G). inkiibasyonun 20.
gunindeki sonuclarin da benzer olmasi bu bulguyu kuvvetlendirdi (Sekil 14H). Alsiyan
mavisi  boyanmasindaki bu pozitif etki, sadece TGF-B1 bulunan grupla
karsilastirildiginda, TGF-B1’e 10°M CNP eklendiginde de gérildii (Sekil 141, J). ilging
olarak, CNP’nin Alsiyan mavisi boyanmasindaki bu uyaric: etkisi, TGF-p1’e 10°M
CNP eklendiginde azaldi. TGF-B1 ilavesi ile uyarilan gruplardan 10°M CNP proteini
ilavesi ile elde edilen deney grubunda, diger gruplar ile kiyaslandiginda diskoid yap1
daha fazla gozlemlenirken, Alsiyan mavisi tutma kapasitesinin daha az oldugu saptand:.
Bu kultirdeki sonuclar TGF-B1’in tek basina uygulandig: kultirlerle karsilastirildiginda
hemen hemen aynidir (Sekil 14E, F).

Boyali kiltirlerin 6 M guanidin-HCI ile muamelesi sonras: soktirtlen boyanin
spektrofotometrik analizi, elde edilen verilerin istatistiksel olarak yorumlanmasimni ve
desteklenmesini sagladi (Sekil 14K). CNP’nin, kondrojenik belirtecler olarak kabul
edilen tip 11 kollagen, Sox 9 ve aggrecan mRNA ifadeleri tUzerine etkisinin RT-PCR ile
analizi, bu ifadelerin CNP uyarisindan etkilenmedigini gosterdi (Sekil 14L-0O).
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Sekil 14. MKH’lerin TGF-B1 ile uyarilmis kondrojenik degisimleri stirecinde CNP’nin konsantrasyona
bagimli etkisinin analizi. (A-J) Kondrojenik Kkirelerin rutin histolojik takip ve kesit alma (5 pm)
islemlerini takiben Alsiyan mavisi ile boyanmis drnek goriintileri. Butun paneller igin bar = 250 pm. (K-
0) Karsilastirmal1 ifade seviyeleri grafikleri (*: P<0.001, **: P<0.001, ***: P<0.05, ° P<0.001, *:
P<0.01)
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4.9. Tum insan Genom Array Analizi

4.9.1. Mikrodizin kalite kontrol analizi

Mikrodizin analizi, kullanilan ¢iplerin kalite kontrolii ile baslar. Kalite kontrol
analizi; deneyde kullanilan ¢iplerin tzerinde fiziksel bir hasar, kullanilan malzemelerde
kullanim tarihi, saklama kosullar1 gibi olumsuzluklardan kaynaklanabilecek ve deney
sonuclarmin yanhs yorumlanmasina neden olabilecek etkilerin bulunup bulunmadigini

anlamaya yonelik bir analiz olarak tanimlanabilir.

Kalite kontrol analizinden gecen veri, sinyal giraltisu ve deneysel kosullarin
yarattigi farkhiliklarin, o6rneklerin Kkarsilastirilmasinda gergek kanitlarin  6niine
gecmemesini  saglamak amaciyla cesitli istatistiksel 6n isleme asamalarindan

gecirilmektedir.

Asagida sonuclar1 verilen analizler, bu 6n isleme asamasmin sagliklh yurattlip
yurutilmedigini gozlemek amaciyla gergeklestirildi. Bu sonuglara gore, ciplerde

analizlerin devamini etkileyecek olagandis: bir duruma rastlanmadi (Sekil 15-18).

4.9.2. Pozitif ve negatif sinzr Ggelerine iliskin aragarmalar

Afimetriks mikrodizinleri Uzerinde, ¢ipin dogru cahsip calismadigini kontrol
amach pozitif ve negatif sinif 6geleri bulunmaktadir. Bunlardan pozitif olanlarin isima
vermesi, negatif olanlarin ise vermemesi beklenmektedir. Sekil 19°da her bir ¢ip igin bu
ogelere ait 1s1ma verisinin kutu grafigi gorulmektedir. Bu grafiklerden, sinir dgelerinin

beklentiler dogrultusunda 1s1ma gosterdigi anlasildi.
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Sekil 16. Normalizasyon sonrasi ig1ma degerlerine ait histogram
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Sekil 17. Normalizasyon 6ncesi 1s1ma degerlerine ait kutu grafigi
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Sekil 18. Normalizasyon sonrasi is1ma degerlerine ait kutu grafigi
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Sekil 19. Pozitif ve negatif siir 6gelerine ait kutu grafikleri

4.9.3. Mikrodizin gen ifadesi kat degigsimi analizi sonuglar:

Tablo 4’te 9 farklh karsilastirma grubu igin, kat degisimine (fold change; fc) gore
filtreleme sonucunda elde edilen gen sayilar1 sunulmustur. Burada 6zellikle 20. giindeki
TGF grubu ile TC grubu arasindaki karsilastirma (tgf20tc20) dikkat cekici olup, TGF-
Bl ve CNP muamelesi sonucunda, sadece TGF-B1 ile beslenen gruba oranla 8 adet
gende 4 kat ve Uzeri ifade degisimi oldugu saptandi. Bu genlerin listesi ve artig-azals

durumlar: Tablo 5’te sunulmustur.
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Tablo 4. Her bir érnek igin 2,4 ve 8 kat degisim gdsteren gen sayilar

Earsilasarilan
Gruplar fc=2 fo=d fc=8
cnpllcnp20 G663 62 11
cupl0kl0 4006 027 314
cupl0k20 4110 873 270
tcl0tc2i 1032 134 36
tc10k10 3901 1184 474
tc20k20 4045 1385 530
tefl0tef20 1018 156 35
t=f10k10 3802 1187 473
t=f20k20 4204 1238 450
tc10cnpld 3432 8638 304
tcl0egfl0 76 2 -
tc20cnp0 4382 1185 454
tzfl0cnpll 3191 843 308
tzf20cnp2 3543 1017 406
tzf206c20 335 8 -

Tablo 5. 20. gindeki TGF-grubu ile TC-grubu arasindaki karsilastirmaya ait 4 kat ve lzeri ifade degisimi
gOsteren genler

. GENBANK . -
GEN ADI ACC. NO. DEGISIM DURUMU
g_'Lmns'_nc_* uuu:leutideﬁbiﬂﬂin g protein (G AF403870 :
protein). ganuna 12
LIM domain kinase 2 NM_005562 -
engulfiment and cell motility 1 NM_014800 +
matrilin 3 WM 002381 +
CD24 molecule M38664 +
DCNI. defective in n:Ell_lLu neddylation 1. AT468880 2
domain containing 1 (S, cerevisiae)
muanine miclectide binding protein (G N32S
S i 2 N32508 -
protein). ganuna 12
Ewing sarcoma breakpoint region 1 AWOB0574 5
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4.9.4. Kimeleme analizi sonuclarz

Mikrodizin Ornekleri, ifade verisine go6re hiyerarsik kimeleme ydntemiyle
kiimelendi. Calisma gruplar: bazinda bir kiimeleme analizi gergeklestirildi (Sekil 20).
Istma verisi elde edilmis tum genler (zerinden yapilan Ornek kimeleme analizi

sonucunda;

a) Kontrollerin (K-10 ve K-20), CNP-10 ve CNP-20 adli 6rnekler ile

b) TC-10 ve TGF-10 adl drneklerin bir arada, TC-20 ve TGF-20 adli 6rneklerin
diger bir arada ancak dordunin yukarida bahsi gecen K-10, K-20, CNP-10 ve CNP-20
grubundan farkli olarak bir araya kiimelenmis olmasi dikkat cekicidir.

Sekil 18’de gOsterilen normalizasyon sonrasi 1sima degerlerine ait kutu
grafiginden yola cikarak, yiksek 1sima gosteren genlerin sayisinin az oldugu bilgisini
kullanmak istedigimizde (sadece az sayida olan ve deneyin 0zunu sundugunu
distindigimuz genleri kullandigimizda), kiimeleme analizi 1s1ima degeri 6,0’ 1n Uzerinde
olan genleri iceren Ornekler Gzerinden tekrar gergeklestirildi. Buradaki kiimelenme tiim
genler Gzerinden yapilan analizi desteklerken, yine 6rnekler kiimesinin (TC-10, TGF-
10, TC-20 ve TGF-20 gruplar1), kontrolleri igeren drneklerden (K-10, CNP-10, K-20 ve
CNP-20 gruplarindan) ayri olusu dikkat cekicidir (Sekil 21).
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Sekil 20. (Filtresiz) Gen ifade verisine gore mikrodizin drneklerinin kiimelenmesini gésteren agac

CNP-10 : CNP 10" M grubu, 10. giin
CNP-20 : CNP 10" M grubu, 20. giin

K-10 : Kontrol grubu, 10. gun

K-20 : Kontrol grubu, 20. gun

TC-10 : TGF-B1+CNP107 M grubu, 10. giin
TGF-10 : TGF-B1 grubu, 10. giin

TC-20 : TGF-B1+CNP107 M grubu, 20. giin
TGF-20 : TGF-B1 grubu, 20. giin
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Sekil 21. Yksek 1s1ma veren genlerin kiimelenmesini gosteren agac

K-10 : Kontrol grubu, 10. glin

K-20 : Kontrol grubu, 20. glin

CNP-10 : CNP 107 M grubu, 10. giin
CNP-20 : CNP 107 M grubu, 20. giin

TC-10 : TGF-p1+CNP107 M grubu, 10. giin
TGF-10 : TGF-B1 grubu, 10. glin

TC-20 : TGF-p1+CNP107 M grubu, 20. giin
TGF-20 : TGF-B1 grubu, 20. glin

64



5. TARTISMA

CNP/NPR-B sinyal yolu ve iskelet sistemi gelisimi Uzerine etkileri, son on yilda
giderek artan sayida ¢alismaya konu olmustur (2, 4, 7, 11, 23, 36, 45, 46, 48, 54, 57, 61,
66, 77, 79, 82, 83). Literatirde konu ile ilgili in vitro galismalarin buytk cogunlugunda,
primer kondrositler veya kondrojenik hicre dizinleri kullanilmistir. Bu g¢alismalardan
elde edilen en 6nemli sonucglardan birisi, kondrogenez surecinde CNP/NPR-B sinyal
yolunun prekondrojenik mezenkimal yogunlasma ve glikozaminoglikan sentezi (izerine
pozitif etki goOsterdigi bilgisidir (4, 79). Bu gelismelere paralel olarak kok hiicre
biyolojisi, son donemde Ozellikle kas iskelet doku mihendisligi ve ortopedik cerrahi
gibi alanlarda buytk 6nem kazanmistir. Canlidaki kemik iligi, trabekuler kemik veya
kordon kani gibi birgok doku, osteoblast, kondrosit, adiposit veya miyosit gibi bircok
mezenkimal diziye farklilasabilen, dar bir mikrogevreye ihtiya¢ duyan hematopoetik
olmayan oncul hcrelerden olusan heterojen bir populasyon icerir (72). Ancak, bu
mezenkimal Oncul hucrelerin (k6k hicrelerin) kondrojenik degisimleri strecinde
CNP/NPR-B sinyal yolunun olas: rolii hakkinda bilgiler olduk¢a smirlidir. Dolayisi ile
arastirmamizin hedefleri: Oncelikle trabekuler kemikten mezenkimal kok hicrelerin
eldesinin gercgeklestirilebilecegi kolay bir primer kiltir sistemi olusturulmasi, bunu
takiben bu hucrelerin planlanan ¢alisma icin uygun mezenkimal kok hiicre karakteri
tasidiklarinin gosterilmesi, son agsamada ise CNP/NPR-B sinyal yolu komponentlerinin
bu hucrelerdeki ifadelerinin ve mezenkimal kok hicrelerin kondrojenik degisimleri

stirecindeki olasi rollerinin arastirilmasi olarak dzetlenebilir.

Arastirmamizda kullandigimiz NOth et al. (2002) tarafindan tarif edilmis olan
primer kdltir sistemi (50), trabekuler kemik kokenli mezenkimal kok hucreleri, ilk
kilturlerin olusturulmasindan 2-4 hafta sonra kolay ve etkili bir sekilde elde etmemizi
saglamistir. Bu eldenin slrecini etkileyen faktorlerin basinda trabekuler kemik
parcalarinin alindigi dondrlerin yasi1 gelmektedir. Donor yasi genclestikce slreg

kisalmastir.
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Elde ettigimiz hucreler, fibroblast benzeri géruntmleri ve plastik kiltur kaplarina
yapisma Yeteneklerinin yani sira immunohistokimya ve flow sitometri ile analiz
edilmistir. Sonuclar, bu hicrelerin CD5, CD7, CD10, CD11b, CD14, CD15, CD19,
CD33, CD34, CD45, CD117, CD144 ve HLA-DR vyuzey belirleyicileri yoninden
negatif, diger taraftan STRO-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146,
CD166 ve HLA-ABC yiizey belirleyicileri yoninden ise yiksek derecede pozitif
olduklarini1 gostermistir. Bu sonuclar elde edilen hucrelerin, imminfenotipik olarak
mezenkimal kok hucre karakteri tasidiklarii dogrulamaktadir. Bunun yani sira, elde
edilen hicrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik degisim potansiyelleri de
gosterilerek MKH’lerin tim karakteristik 0Ozelliklerini tasidiklart bir kez daha

dogrulanmistir (65).

Elde edilen insan MKH’lerin karakterizasyonu ¢alismalari tamamlandiktan sonra
in vitro kondrogenez, bu hicrelerin TGF-B1 varliginda 3 boyutlu kulttr sistemlerinden
biri olan c¢oOkelti kultirde, kiltire edilmesiyle gerceklestirilmistir. Bu cokelti kaltur
sistemlerinde kondrojenik degisimin takibi, tip Il kollajen, tip X kollajen, Sox 9 ve
aggrecan mRNA ifadelerinin yani sira kultiirde salgilanan ekstraselliler matriksin

Alsiyan mavisi ile boyanmasinin analizi ile gerceklestirilmistir.

CNP, kromozomal lokasyonu 2g24-qter olan Nppc adh tek bir genin Grinudur.
Nppc promotor boélgesinin dizin analizi ve haritalanmasi, TGF-B’nin efektori olarak
olarak bilinen bir transkripsiyon faktorii olan TSC22’nin baglandigi bir bélgenin
gosterilmesi ile sonuclanmistir (54). In vivo ve in vitro yapilan arastirmalarda, iskelet
sistemi gelisimi ve bu suregteki kondrogenezde TGF-f ailesi Uyelerinin anahtar
sinyaller ve morforegulator fonksiyonlar icerdigini gostermistir (23, 53, 58, 65). Tim bu
bilgiler 1s1831nda CNP/NPR-B sinyal yolunun kondrogenez stirecinde TGF-f sinyal yolu
tarafindan  dlzenleniyor olabilecegi dusuntlmistir. Kdltire edilen  primer
kondrositlerde TGF-B1 uyarist altinda CNP sekresyonu ve CNP mRNA diizeyinin
belirgin artis gostermesi bu duslnceyi desteklemistir (23). Bu bilgi birikimine

dayanarak arastirmamizda, CNP/NPR-B sinyal yolu komponentlerinin insan trabekdler
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kemik kokenli mezenkimal kok hiicrelerde endojen olarak ifade edilebilecegi ve TGF-

B1’in hedef efektorlerinden biri olabilecegi disunilmastur.

Bulgularimiza  goére  mezenkimal kok  hicrelerde  CNP ifadesinin
immunohistokimyasal analiz sonuglari, CNP’nin bu hicrelerden salgilanan bir protein
oldugunu, diger taraftan MKH’lerdeki NPR-B ekspresyonuna yonelik yapilan
immunohistokimyasal analiz sonuglar1 ise, NPR-B’nin bu hucrelerde plazma
membraninda lokalize oldugunu ve CNP’nin reseptori oldugunu gostermistir. Bu ligand

ve reseptorin mRNA dizeyinde ifadeleri ise RT-PCR ile gosterilmistir.

Arastirmamizda insan trabekiler kemik kokenli mezenkimal kok hucreler, ¢okelti
kilturlerde TGF-B1 ile kondrojenik degisim yoninde uyarildiklarinda, gerek CNP
MRNA’smin gerekse NPR-B prekirsér RNA’smin ifadelerinde belirgin bir artis
meydana geldigi RT-PCR analizi ile g6sterilmistir. Bu artis, kondrojenik farklilasmanin
erken evresi olan inkiibasyonun 4. giniinde ve ge¢ evresi olan inkiibasyonun 21.
guniinde gozlenmistir. inkiibasyonun 10. giinindeki bu molekillerin ifade diizeyleri,
kontrol ve TGF-B1 iceren deney gruplarinda benzer bulunmustur. Sonuglarimiz, insan
MKH’lerin TGF-B1 ile uyarilmis kondrojenik degisimi siirecinde CNP/NPR-B sinyal
yolunun erken donemde GAG sentezi, ge¢ donemde ise hipertrofi ve matlrasyon

uzerinde etkili oldugunu dustndirmastar.

Insan mezenkimal kok hiicrelerinde  CNP/NPR-B sinyalinin 6ne siiriilen
fonksiyonu, daha Once de mikro kitle kdltir ortamlarinda primer tavuk ekstremite
tomurcuklarinin kondrojenik farklilasmas: sirasinda gosterilmistir (4). Yapilan bu
arastirma, insan CNP molekilinin tavuk homologu olan CNP-3 ve reseptori NPR-
B’nin tavuk ekstremite tomurcuklarindaki mRNA ifadelerinin gelisim evrelerine 6zgu
pik seviyeleri yaptigin1 gostermistir. Bu donemler, prekondrojenik mezenkimal
yogunlagmaya karsilik gelen Hamburger-Hamilton evre 23-24 ile kondrojenik hipertrofi
ve matlrasyonun basladigi 30-31. evrelere denk gelmektedir. Ayrica, kiltlrlere yapilan
CNP muamelesi, N-cadherin ve tip X kollajen ifadelerinin yani sira glikozaminoglikan

sentezi ve kondrogenezi de anlamli derecede arttirmistir (4).
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Bu bilgiler isiginda arasgtirmamiz, insan mezenkimal koék hicrelerin TGF-p1
uyarist altinda kondrojenik degisimleri stirecinde CNP ile muamele edilmeleri sonucu
ortaya cikan degisiklikleri incelemek tzere planlanmistir. Sonuglarimiz, bu surecte
CNP’nin degisime ugrayan kultirlerdeki Alsiyan mavisi tutulumunu konsantrasyona
bagimli olarak etkiledigini gostermistir. TGF-P1 ile uyarilan kiltiir ortamlarina 10°M
ve 10”M CNP ilavesi, konsantrasyona bagimh ve konsantrasyonla dogru orantili olarak
Alsiyan mavisi tutulumunu arttirmistir. Ancak CNP’nin benzer kalttr ortamlarina 10°
®M konsantrasyonda ilavesi ile bu etkinin ortadan kalktigi gérilmistir. Bu sonuglar,
CNP/NPR-B sinyal yolunun MKH’lerin TGF-B1 bagimli kondrojenik degisimleri
stirecinde glikozaminoglikan sentezi ile yakindan iligkili oldugu hipotezi ile uyumlu
bulunmustur. Bu noktadan hareket ile bir sonraki asamada, CNP ilavesi ile kikirdak
glikozaminoglikan iceriginin ana Dbileseni olan aggrecan’in ve kondrojenik
belirteclerden tip 11 kollajen ve Sox 9’un mRNA ifadesindeki olas: degisiklikler RT-
PCR ile analiz edilmistir. Sonuclar, test edilen parametrelerde kontrol grubu ile anlamli
bir farklihlk ortaya koyamamistir. Dolayist ile CNP/NPR-B sinyal yolunun,
kondrogenez sirecinde glikozaminoglikan sentezi (izerine gorilen ve Alsiyan mavisi
tutulumu ile gosterilen etkisi, blyuk olasilikla aggrecan’in transkripsiyonu asamasinda

olmadigini distndirmustar.

Arastirmamiz bulgularimi destekleyen bir diger arastirma Woods et al. (2007)
tarafindan gerceklestirilmistir (79). Bu arastirmada, fare embriyonik ekstremite
tomurcugu kokenli mezenkimal hiicrelerin kondrojenik mikro kitle kultirlerinde CNP
uygulamasmin, kondrojenik yogunlasmay:r ve N-cadherin ifadesini arttirdig,
glikozaminoglikan sentezini uyardigi, ancak kondrojenik transkripsiyon faktorlerinden
Sox 9, 5 ve 6’nin ve ekstraseltler matriks bilesenlerinden tip 1l kollajen ve aggrecan’in
ifadelerinde herhangi bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir. Yine ayni ¢calismada
kondrojenik kdlttrlerde CNP uyarisi altinda gergeklesen Alsiyan mavisi tutulum
artisginin, biyuk olasilikla glikozaminoglikanlarin  sentezi ve yan zincirlerinin
stlfatlanmas: asamalarinda rol oynayan ksiloziltransferaz-1 ve sulfotransferaz

enzimlerinin aktivitelerinde ortaya ¢ikan artistan kaynaklandig: gosterilmistir (79).
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Alan ve Tufan (2008) tarafindan yayinlanmis bir diger caligmada ise tavuk
embriyosu ekstremite tomurcugu kokenli mezenkimal hicrelerin kondrojenik mikro
kiitle kilturlerinde CNP uyarisinin prekondrojenik yogunlasmay: ve glikozaminoglikan
sentezini arttirdig1 gosterilmistir (4). Komatsu (2002) tarafindan gerceklestirilen ve
CNP knockout farelerde yapilan bir arastirmada, kondrositlerin ge¢ donem hipertrofi ve
matlrasyon hizlarinda yavaslama goruldigi bildirilmistir. Bu arastirma yukarida bahsi

gecen in vitro calismalar1 destekler nitelikte bir in vivo ¢alismadir (37).

Arastirmamizin son asamasinda gercgeklestirilen tim insan genom array analizi
sonuclari, CNP/NPR-B sinyal yolunun glikozaminoglikan sentezi izerine olan pozitif
etkileri ile ilgili sonuclarimiz1 destekler nitelikte olup, 6zellikle ileriki ¢alismalarda bu
sinyal yolu ile olan etkilesimlerin incelenmesi yoninden “‘matrilin-3’" molekulini 6ne
cikarmaktadir. Yine array sonuglari, CNP/NPR-B sinyal yolunun tek basina
mezenkimal kok hicrelerin kondrojenik degisimlerini saglamaya yeterli olmadigini

dustindurmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamiz, oncelikle kikirdak doku mihendisligi yaklasimlarinda trabekuler
kemik kokenli mezenkimal kok htcrelerin eldesinde referans olarak kullanilabilecek
pratik bir primer hicre kultir yontemini tanimlamistir. Ayrica mezenkimal kok
hicrelerin kondrojenik degisimleri surecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun roll analiz
edilmistir. Sonuclar, mezenkimal kok hicrelerin TGF-B1 ile uyarilmis kondrojenik
degisimi slirecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun glikozaminoglikan sentezi ile iligkili
olabilecegini ve bu etkinin konsantrasyona bagiml: oldugunu gostermistir. Elde edilen
sonuclar, CNP/NPR-B sinyal yolu ile ilgili primer kondrositlerde elde edilmis 6nceki
literattr bulgular: ile mezenkimal kok hticrelerden elde edilen bulgularin fonksiyonel

acidan da uyum gosterdigini ortaya koymustur.

Doku mihendisligi ve kok hiicre biyolojisi alaninda bu sinyal yolunun daha iyi
anlasilabilmesi icin bu tip calismalarin sayismin artmasina ihtiya¢g vardir. Her seye
ragmen, elde edilen sonuclar mezenkimal kok hucreler kullanilarak gerceklestirilecek
doku muhendisligi ¢alismalarina katk: saglayacak ve mezenkimal kék hicrelerin doku

iskeleleri ile iliskilerini gelistirecek duzeydedir.
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Merkezi Etiler/ISTANBUL Agustos-Eyliil 2005 (Staj)

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar:

Tirk Histoloji Embriyoloji Dernegi (THED)

Yayinlar:

Tezcan B., Serter S., Kiter E., Tufan A. C., 2010, Dose dependent effect of C-type
natriuretic peptide signaling in glycosaminoglycan synthesis during TGF-B1 induced
chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells, J Mol Hist, 41(4-5), 247-258
p. PubMed PMID: 20721606.



Tezcan B., Serter S., Kiter E., Tufan A. C., 2010, Mezenkimal kok htcrelerin (MKH)
TGF-B1 ile uyarilmig kondrojenik degisimi siirecinde C-tipi natritretik peptid (CNP)
sinyal yolunun roli, X. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (Uluslar arasi
Katilimli), Celal Bayar Universitesi, Cesme-IZMIR (s6zIi bildiri)

Tezcan B., Serter S., Kiter E., Tufan A. C., 2010, Regulation of C type natriuretic
peptide signaling during TGF-B1 induced chondrogenic differentiation of human
trabecular bone-derived mesenchymal stem cells, ISSCR 8th Annual Meeting, San
Francisco, CA USA (poster bildiri)

Aral E., Tezcan B., Karaaslan F. J., 2008, Sagim hayvanlarinda kullanilacak meme
dezenfektanlarinin deneysel olarak sicanlara uygulamsi, IX. Ulusal Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi (Uluslararas: Katilimli), Cukurova Universitesi, ADANA (poster
bildiri)

Bilimsel Etkinlikler:
X. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (Uluslararas: Katilimli), 17-20 Mayis

2010, Celal Bayar Universitesi, Cesme-IZMIR.

Tip Egitiminde Akreditasyon ve Program Degerlendirme Sempozyumu, 4-5 Haziran
2009, Tip Egitimini Gelistirme Dernegi, Pamukkale Universitesi, DENiZLI.

IV. Ulusal Biyomiihendislik Kongresi, 15-18 Ekim 2008, Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Bolimi ve TMMOB Kimya Miihendisleri Odasi, iZMIR.

IX. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (Uluslararas: Katilimli), 20-23 Mayis
2008, Cukurova Universitesi, ADANA.

3. Kok Hicre Biyolojisinde Giincel Kavramlar ve Klinik Uygulamalar Sempozyumu, 5
Ekim 2007, TUBA, ANKARA.

18. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi (Uluslararas: Katilimli), 26-29 Agustos 2007,
Anadolu Universitesi, ESKISEHIR.

Burslar:

TUBITAK-SBAG-108S189 Nolu ““Trabekiiler kemik kokenli eriskin insan mezensimal
kok hucrelerinin TGF-Betal ile uyarilmis kondrojenik degisimi sirecinde, C-Tipi
natridiretik peptid sinyal yolunun olas: roliiniin incelenmesi’’ baslikl: bilimsel arastirma
projesinde bursiyer doktora 6grencisi



Odiiller:

Tezcan B., Serter S., GOk D., Cetinkaya A., Kiter E., Tufan A. C., Dose dependent
effect of C-type natriuretic peptide signaling in glycosaminoglycan synthesis during
TGF-B1 induced chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells, 2010, Turk
Histoloji ve Embriyoloji Dernegi (THED), X. Ulusal (Uluslararas: Katilimli) Histoloji
ve Embriyoloji Kongresi, Bilimsel Arastirma ikincilik Odiilu, Celal Bayar Universitesi,
Cesme-IZMIR

Projeler:

Trabekiler kemik kokenli erigkin insan mezenkimal kok hucrelerinin TGF-B1 ile
uyariimis kondrojenik degisimi surecinde, C-tipi natriuretik peptid sinyal yolunun olasi
roliiniin incelenmesi (TUBITAK Proje no: 1085189).

Sozlu konferans veya seminerler:

Insan  kemik iligi kokenli ~mezenkimal kok hiicrelerin  kondrogenezinde
ERK 1/2 MAP Kinaz ve SOX 9 yolaklar1 boyunca Gas7’nin roli, 2010, Pamukkale
Universitesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali, DENiZLI (seminer).

Meme bezi, 2007, Eskisehir Osmangazi Universitesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim
Dali, ESKISEHIR (seminer).

Katihnan kurslar ve egitim programlan:

I. Kok Hiicre Kursu ve V. Kok Hiicre Sempozyumu, 25-26 Haziran 2010, TUBA,
ANKARA

Confocal Seminar, 27 Haziran 2008, LEICA Microsystems Gantenbein, Stem Cell and
Gene Therapies Research Applied Center, University of Kocaeli, KOCAELI

Temel Kok Hucre Teknikleri ve Molekuler Biyoloji Uygulamalari, 24 Haziran 2008,

Kocaeli Universitesi Siirekli Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi, KOCAELI

VI. Deneysel Hayvan Calismalari Temel Egitim Glnleri, 3-4 Mayis 2006, Tibbi-Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM), Eskisehir Osmangazi Universitesi, ESKISEHIR
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