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OZET

Prolaktin Geni Aktarilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Uyarilmis Kondrosit

Apoptozu Uzerine Engelleyici Etkisinin in Vitro Arastirilmasi

AMAGC: Prolaktin (PRL) 6n hipofiz bezinden ve diger organlardan salgilanan
antiapoptotik ve mitojenik Ozellik gosteren bir hormondur. Mezenkimal kok hicreler
(MKH) de antiapoptotik 6zellik gosteren bir kok hiicre grubudur. Osteoartrit ve romatoid
artrit gibi hastaliklarda gergeklesen kondrosit apoptozuna karst MKH ve PRL kullanimini
iceren klinik yaklasgimlar bulunmaktadir. Bu ¢alismayla PRL geni aktarilmis MKH’ lerin
(PKI-MKH) kondrosit apoptozuna kars: etkisinin in vitro ortamda arastirilmasi ve ortak
kiltur yonteminin irdelenmesi hedeflenmistir.

YONTEM: PRL geni elektroporasyonla kemik iliginden tiiretilmis MKH’ lere aktarildi.
TNF-0, IL-1B ve IFN-y’ dan olusan bir apoptoz sinyali hazirlandi. 6 kuyucuklu kiiltiir
kaplarma kondrosit hiicreleri (hCA), ayirict membranlara da MKH ve PKi-MKH ekildi.
Apoptoz sinyalleri ile birlikte 7 giin boyunca kdltlre edildi. Kiltirin 1. ve 7. gunlerinde
morfolojik godzlemler, ELISA ve BCA analizleri ile anneksin V analizi birlikte
degerlendirildi.

BULGULAR: Gen aktarimi sonunda hiicrelerin kok hiicre morfolojilerini ve koloni
olusturma potansiyellerini korudugu gosterildi. Ortak kiiltiir sonunda MKH ve PKI-MKH
grubu hiicrelerde apoptotik cisimciklere rastlandi. Hiicrelerdeki nekrozun ilk giine nazaran
kontrol, MKH ve PKi-MKH gruplarinda sirasiyla 2,03, 3,5 ve 1,73 katina ¢iktig1 tespit
edildi. PKI-MKH?’ lerin metabolizmasiin MKH’ lere gore artmis oldugu bulundu.
SONUC: PKI-MKH’ ler hem kok hiicre 6zelliklerini hem de antiapoptotik Gzelliklerini
korumuslardir. PRL hiicre O6liimiinii diizenleyerek hiicreleri nekrozdan koruduklari
sonucuna vartlmistir. Ortak kiiltiir kosullarimin iyi tanimlanmasi ile bu hiicrelerin in
vitrodaki davraniglari anlasilabilir, daha sonra da in vivodaki kullanimlari arastirilabilir.
Hiicreler ileride apoptoz ¢aligmalarinda ve klinikte kullanilmaya aday hiicrelerdir.

Anahtar kelimeler: kondrositler, mezenkimal kok hicreler, ortak kiltlr, apoptoz, gen

aktarimi



INGILIZCE OZET

In Vitro Study of Prolactin Gene Transferred Mesenchymal Stem Cells Against

Induced Chondrocyte Apoptosis

OBJECTIVE: Prolactin (PRL) is a hormone with anti-apoptotic and mitogenic
characteristics which is secreting from pituarity gland and other organs. Mesenchymal
stem cells (MSC) are a group of stem cells with antiapoptotic features. There are some
clinical approaches including usage of MSCs and PRL against chondrocyte apoptosis in
diseases such as osteoarthritis and rheumatoid arthritis. With this study, it is aimed to
investigate the in vitro effects of PRL gene transferred MSCs (PBM-MSCs) against
chondrocyte apoptosis and to examine co-culture method.

METHOD: PRL gene has transferred to bone marrow derived-MSCs via using
electroporation. An apoptosis signal including TNF-a, IL-1p ve IFN-y has prepared.
Chondrocytes (hCAs) were seeded onto 6 well culture flasks while MSCs and PBM-MSCs
seeded onto inserts. The cells were cultured for 7 days with apoptosis signals. At the days
of 1st and 7th, morphological observations, ELISA and BCA assays were evaluated with
annexin V data.

RESULTS: It is shown that after gene transfer the cells still keep their stem cell
morphologies and potential of colony forming. At the end of co-culture, apoptotic bodies
were seen in the groups of MSCs and PBM-MSCs. Necrosis occuring the cells was
determined in control, MSC and PBM-MSC groups as 2,03, 3,5 and 1,73 fold,
respectively. It is found out that PBM-MSCs have a faster metabolism comparing with
MSCs.

CONCLUSIONS: PBM-MSCs kept both their stem cell characters and anti-apoptotic
features. It is reached a conclusion of PRL keeps the cells away while regulating the cell
death. With a good defining of co-culture conditions, their habits in vitro may be
understood and their usage in vivo may be studied. These cells are a good candidate of
apoptosis researches and clinical experiments.

Keywords: chondrocytes, mesenchymal stem cells, co-culture, apoptosis, gene transfer
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Mg: Mikrogram

pl: Mikrolitre

pum: Mikrometre

UM: Mikromolar

ACPA: Romatoid faktor ve antisitriilin protein antikorlart
Akt: Protein kinaz B

amp: Ampisilin

APH(3)-1l: Aminoglikozid 3’ fosfotransferaz
BCA: Bisinkoninik asit

BMP: Kemik morfogenik protein

bp: baz cifti

BSA: Bovin serum albimin

Ca’*: Kalsiyum iyonu

CBP: CREB baglayici protein

CD: Ayrim kiimesi (cluster of differentiation)
CEBP-beta: CCAAT enhancer baglayan protein-beta
CMV: Sitomegalovirls

COL1AL: Tip 1 kollajen

COL2AL: Tip 2 kollajen

CoRE: Kompozit yanit elementi

CREB: cAMP yanit elementine baglanan protein
CSF: Koloni uyarici faktor

CTGF: Bag doku biiylime faktorii

DAPI: 4°,6 diamidino -2- fenilindol

ddH,0: Bidistile su

DEAE: Dietil aminoetil

dH,O: Distile su

dk: Dakika

DMD: Duchenne muskiiler distrofisi

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMEM-F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
DNA: Deoksiriboniikleik asit

Xi



dNTP: Deoksinukleotid trifosfat

EGF: Epidermal buytume faktori

ELISA: Enzim bagli immunosorbent analizi (enzyme-linked immunosorbent analysis)
ERK: Hiicre dis1 sinyallerle diizenlenen kinazlar
FBS: Fetal bovin serumu

FGF: Fibroblast bliylime faktoru

FITC: Floresan izotiyosiyanat

Fyn: Src ailesi tirozin-protein kinaz

G418: Genetisin

GAG: Glikozaminoglikan

GAS: Interferon gama tarafindan aktive edilen dizi
GD: Graves hastaligi

GM-CSF: Granulosit/makrofaj koloni uyarici faktor
GR: Glukokortikoid reseptori

GRB-2: Biiyiime faktorii reseptoriine bagli protein-2
GVHD: Graft-versus-host hastaligi

hCA: Insan artikiiler kondrosit hiicreleri

HGF: Hepatosit buyume faktori

HGF: Hepatosit blyiime faktor

HLA: Insan 16kosit antijeni

HPRL: Hiperprolaktinemi

HRP: Horse radish peroksidaz

HT: Hashimoto tiroidi

IBMX: 3-izobditil 1-metilksantin

IBMX: 3-izobditil-1-metilksantin

IDO: Indolamin 2,3-dioksijenaz

IFN: Interferon

IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IL: interl6kin

ILGF: Insiilin benzeri bilyiime faktorii

IRS: Insiilin reseptdr substrat

iNOS: Indiiklenebilen nitrik oksit sentaz

iPSC: Uyarilmis pluripotent kok hiicre (induced pluripotent stem cell)

JAK: Janus kinaz
Xii



kb: Kilobaz

KI-MKH: Insan kemik iliginden tiiretilmis mezenkimal k&k hiicre
LIF: Losemi inhibitor faktorl

MAPK: Mitojenlerce aktive edilen protein kinaz
MAPK: Mitojenlerle aktiflestirilen protein kinaz
MEK: MAPK/ERK kinaz

mg: Miligram

Mgz+:Magnezyum iyonu

MgCl,: Magnezyum Klorr

MHC: Major histokompatibilite

MKH: Mezenkimal kok hiicre

MKH: Mezenkimal kok hiicre

ml: Mililitre

mM: Milimolar

MMP: Matriks metaloproteinazlari

MRNA: Messenger RNA

ms: Milisaniye

MS: Multiple skleroz

MSC: Coklu klonlama bélgesi

mTOR: Rapamisinin mekanistik hedefi
NADPH: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NEAA: Temel olmayan aminoasit

neo: Neomisin

ng: Nanogram

NK: Dogal o6ldiiricii hiicre

nm: Nanometre

NMI: N-Myc (ve STAT) interaktorl protein
NMR: Nikleer manyetik rezonans

npt I1: Aminoglikozid 3’ fosfotransferaz

OA: Osteoartrit

OA: Osteoartrit

°C: derece Celcius

ORF: Open reading frame

PBS: Phosphate buffered saline
Xiii



PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGF: Trombositten turevlenen biyime faktori

PE: Polietilen

PET: Polietilen teraftalat

PFA: Paraformaldehit

PGE: Prostaglandin E

PI: Propidyum iyodid

PI3K: Fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz

PKB: Protein kinaz B

PKB: Protein kinaz B

PKI-MKH: Prolaktin geni aktarilmis, kemik iliginden tiiretilmis mezenkimal kok hiicre
PLC-y: Fosfolipaz C-gama

PRF: Trombositge zengin fibrin (platelet-rich-fibrin)

PRL: Prolaktin

PRLR: Prolaktin reseptori

PRP: Trombositce zengin plazma (platelet-rich-plasma)
PS: Fosfatidilserin

gRT-PCR: Kantitatif real time polimeraz zincir reaksiyonu
RA: Romatoid artrit

RA: Romatoid artrit

Raf: “Rapidly accelerated fibrosarcoma”

Ras: “Rat sarcoma”

RNA: Riboniikleik asit

RNaz: RNA’ y1 yikan enzim

rpm: devir, round per minute

Ser: Serin aminoasiti

SFK: Src ailesi kinaz

SH2: Src homologu

SHC: Src homologu 2 bdlgesini igeren transforme edici protein
SHP2: SH2 bolgesi igeren protein tirozin fosfataz

SLE: Sistemik lupus eritematozus

SOC: Super optimal catabolite repression

SOCS: Sitokin sinyal iletiminin baskilayicisi (suppressor of cytokine signaling)

SOS: Son of sevenlessproteini
Xiv



Sox9: SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9

SS: Sjorgen sendromu

STAT: Sinyal ceviricileri ve transkripsiyon aktivatorleri (signal transducers and activators
of transcription)

T1D: Tip 1 diyabet

TAE: Tris asetat EDTA

TCF: T hiicre faktoru

TEM: Taramali elektron mikroskobu

TGF-B: Transforme edici buytume faktori-f

Tm: Erime sicakligi

TMB: 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

TNF: Timor nekroz faktor

Treg: T regulator hiicre

TRH: Tirotropin salgilayan hormon

Trp: Triptofan aminoasiti

UTR: Translasyona ugramayan bolge

V: Volt

VEGF: Vaskiler endotelyal buyume faktori

WST-1: Suda ¢6zinebilen tetrazolyum tuzu-1 (Water-soluble tetrazolium salt-1)
x g: Ayristirma kuvveti, relatif santrifiij kuvveti (RCF)
a-MEM:Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification

XV
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1. GIRIS
1.1.Hucre Olumleri: Apoptoz ve Nekroz

1.1.1. Apoptoz

Apoptoz, organizmada tamamen fizyolojik sartlar altinda gerceklesen, genlerle
diizenlenen ve enflamasyon yanitina yol agmaksizin gergeklesen programli hiicre
6lumuddr. Yunanca apo (=ayri) + ptosis (=diismek) kelimelerinin birlesmesinden olusmus

olup sonbahardaki yaprak dokiilmesi anlaminda kullanilir.

Hiicre oOliimiiniin degisik tiplerde oldugu bilimadamlarinca kesfedilmis olsa da
bunlardan birinin apoptoz olarak adlandirilmas1 ilk kez Kerr ve dig. 1972’ de
yayinladiklar1 ¢alisma ile gerceklesmistir.Daha sonra programli hiicre 6lumi olarak da
adlandirilan bu proseste 6lumune genetik olarak karar verilen hicrelerin 6lumundebir dizi
enzim grubu gorev alir ve apoptoza 6zel morfolojik degisimler goriliir.

Isik ve elektron mikroskopi goriintiileri incelendiginde apoptoza giden hiicrelerin
erken safhada kiigiildiigii ve kromatin yogunlasmasina ugradigi (piknoz) goriiliir. Hiicreler
sitoplazmik olarak kiiciildiigii icin organeller daha siki paketlenmis bir hal alirlar. Hiicre
zar1 biitlinliiglinii kaybetmeden hiicre disina dogru baloncuklagsmaya baslar yani bleblesir.
Apoptozun daha ileriki asamalarinda bleblesmeyi ¢ekirdegin parcalanmasi izler(karyoreks,
karyorrhexis). Bu pargalar yogunlagmis sitoplazma ve organellerle birlikte apoptotik
cisimciklerin i¢ine alimir. Bu asamada organeller biitiinliigiini yitirmemistir. Ortamdaki
makrofajlar veya parenkim hiicreler gibi fagositik hiicrelerin varliginda apoptotik hiicreler
fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin pargaciklari ¢evre dokuya yayilmadigi, fagositik
hiicreler tarafindan hemen sindirildikleri ve bu nedenle ikincil nekrozu tetiklemedikleri,
ayrica bu esnada ortama antienflamatuar sitokinler salgilanmadig1 i¢in apoptoz esnasinda
veya apoptotik hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda enflamatuar yanit olugsmaz (Kurosaka ve
dig 2003, Wong 2011, Savill ve Fadok 2000).

Apoptoz, gelisim ve yaglanma siirecinde dokulardaki hiicrelerin devamliligini
strdirmeye yarar (Renchan ve dig. 2001, Arandjelovic ve dig. Henson ve Hume 2006).EI
ve ayak parmaklarinin olusmasi bu duruma en giizel 6rnektir. Bagisikligin 6nemli bir
pargast olarak hasarli veya Oze tolerans goOstermeyen (otoreaktif) hiicrelerin ortadan
kaldirtlmasinda da apoptoz goriiliir (Vilen ve dig. 2008, Norbury ve Hickson 2001, Pender
1999).



Apoptoz ii¢ yolak iizerinden iglev goriir. Bunlar intrinsik yolak, ekstrinsik yolak, ve
perforin/granzim yolagidir (Cizim 1.1). Her {i¢ yolak sonraki asamalarda bir ortak 6liim
yolagin1 tetiklerler. Bu yolak kaspaz 3’lin yariklanmasi ile baglayip DNA’nin
parcalanmasi, hiicre ve c¢ekirdek i¢i proteinlerin bozunmasi, proteinlerin ¢apraz
baglanmasi, apoptotik cisimciklerin olusmasi ve nihayetinde fagositik hiicreler tarafindan
sindirilmesi ile sonuglanir (Kurosaka ve dig. 2003). Bu olaylar ayn1 zamanda apoptotik
hlcrelerin biyokimyasal 6zelliklerini gdstermektedir (Hengartner 2000). Granzim A yolagi

ise kaspazlardan bagimsiz olarak DNA hasarina yol agmaktadir (Martinvalet ve dig. 2005).

Ekstrinsik Yolak intrinsik Yolak Perforin/Granzim
radyasyon, toksinler, hipoksi vb. ‘fﬂlaél
i Sitotoksik T Hicreleri
dlim ligandi e *
Glim reseptiri = \I
f l perforin
EH2|E|I=1'T;:lrher mltukundrl;ral degisimler granzim B granzim A
disk olusumu apoptozom olusumu l l

kaspaz B aktivasyonu kaspaz 9 aktivasyonu kaspaz 10 SET kompleksi
\\ f / aktivasyonu l

kaspaz 3 aktivasyonu
{ciliim Yolad) DMNA yanklanmasi

endoniikleaz aktivasyonu — kromozomal DMNA'min vikilmas
proteaz aktivasyonu — niikleer proteinler ve hiicre iskeleti proteinlerinin yikimi — hiicre iskeletinin yeniden yamlanmas

sitomorfolojik degisimler:
kromatinde ve sitoplazmada vﬂEunI*a;ma, gekirdek fragmentasyonu vhb.

apoptotik cisimcik olusumu

Cizim 1.1. Apoptozda rol oynayan ana mekanizmalar (Elmore 2007) (Turkge’ye cevrildi).

Kaspazlar (caspases, cysteine-aspartic proteases) apoptozda goérev alan 6nemli bir
enzim grubudur. Proteinleri temel olarak aspartik asit yan gruplarindan yikarak proteolitik
aktivite gosterseler de degisik kaspazlar degisik yan gruplar1 taniyarak etki gosterir.
Apoptozda meydana gelen ve bleb olusumunda etkili olan protein ¢apraz baglanmasi doku
transglutaminazlarinin ifadesi ve aktiflesmesiyle gerceklesir (Nemes ve dig. 1996).
Genetik materyalde meydana gelen DNA kiriklari Ca?* ve Mg?*” a bagl endoniikleazlar
sayesinde gergeklesir. Bu da jel elektroforezinde apoptoz icin karakteristik olan180 ila 200
baz ¢iftlik bantlarin olusturdugumerdivensi “DNA ladder” goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasini
saglayan durumdur (Bortner ve dig. 1995).

Apoptoz esnasinda gerceklesen bir bagka kimyasal olay ise hiicre yiizey
belirteclerinin ifade edilmesiyle fagositik hiicrelerin hizli bir bi¢gimde uyarilmasidir.

Fagositik hicrelerin apoptotik hiicreleri tanimasinda anneksin I ve kalretikulin gibi bir ¢ok
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proteinin gorev almasina ragmen bu belirtegler arasinda en Onemlisi fosfatidilserin
yerlesiminin degismesidir (Bratton ve dig. 1997). Normal bir hiicrede fosfatidilserin hicre
zarinin Sitoplazmik kisminda yer alir ancak apoptoz esnasinda hiicre zarinin disina
yerlesim gosterir. Fosfatidilserine yiksek afinite ile baglanan anneksin V proteini

apoptotik hticrelerin tespitinde kullanilan 6nemli bir belirtegtir (Elmore 2007).

1.1.2. Nekroz

Enerji bagimli ve kontrollii bir hiicre 6liimii olan apoptozun aksine nekroz, genellikle
biylk bir hiicre grubunu etkileyen, kontrolsiiz ve pasif bir proses olarak tanimlanmaktadir.
Nekrotik hiicre hasar1 iki ana mekanizmayla ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki enerji

akisinin kesilmesi, digeri ise hiicre zarinin dogrudan tahribata ugramasidir (Elmore 2007).

Nekroza ugrayan bir hiicre siser, sitoplazmik vakuollerin ve bleblerin olusumu
gerceklesir. Apoptozun aksine organeller biitlinliigiinii kaybeder; endoplazmik retikulum
siser. Mitokondri ve lizozom siserek zarar goriir, ribozomlar bulunduklar1 yerlerden ayrilir
ve nihayetinde hiicre membrani da tahribata ugrar. Bunun neticesinde sitoplazma igerikleri
cevre dokuya yayilir ve bu icerik kemotaktik sinyal olarak gorev alip enflamasyon yanitini

uyarir (Kerr ve dig. 1972, Trump ve dig. 1997).

Goriildiigi gibi apoptoz ve nekrozda gerceklesen olaylar biitliniiyle birbirinden farkli
degildir. Bununla birlikte bir hiicrenin apoptoza veya nekroza gidecegini alinan sinyal,
doku tipi, gelisimsel evre ve mikrogevre belirler. Tiim bu kosullar birlikte
degerlendirilmelidir, alinan sinyal ayni olsa bile hiicreler diger etmenler nedeniyle sinyale
farkli yanitlar tiretebilir (Zeiss 2003, Fiers ve dig. 2003). Apoptoz ve nekroz arasindaki

farklar Cizelge 1.1’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. Apoptoz ve nekrozun farklart (EImore 2007) (Turkge’ye cevrildi).
APOPTOZ NEKROZ

Tek hicre veya kiclk bir hiicre grubu Buyik bir hiicre grubu etkilenir
etkilenebilir

Hucreler kuculur Hicreler siser

Kromatin yogunlagmasi ve ¢ekirdek Cekirdegin ¢éziinmesi(karyoliziz), kromatin

parcalanmasi gortliir yogunlasmast ve ¢ekirdek parcalanmasi
goraltr

Hucre membrani biitiinliiglini korur Hiicre membrani tahribe ugrar

Sitoplazmik icerik apoptotik cisimlerin Sitoplazmik i¢erik meydana ¢ikar
i¢inde kalir

Enflamatuar yanit olusmaz Enflamatuar yanit olusur

3



1.2.iskelet - Kas Sistemi Rahatsizhiklar1

Kemik, kikirdak, kas, tendon, ligamentler, meniskis ve sinirlerin gorev aldigi iskelet-
kas sistemi (Hui ve dig. 2009) viicut seklinin korunmasindan ve motor hareketlerden
sorumludur. Bu sistemle iligkili olan birgok hastalik nedeniyle motor hareketleri
kisitlandigr igin, birgok insan gunumuzde kalitesiz bir yasam siirmektedir. Ortopedik
rahatsizliklar i¢inde kikirdagi etkileyen osteoartrit; kemigi etkileyen kritik kemik
defektleri, gelisme ¢agindaki ¢ocuklarda fizeal hasar ve osteogenesis imperfecta; tendon ve
ligament zedelenmeleri; meniskiis zedelenmeleri ve meniskektomi; kaslar1 etkileyen
Duchenne Muskuler Distrofisi (DMD); omuriligi etkileyen intervertebral disk
dejenerasyonu ile eklemleri ve eklem dis1 dokular: birlikte etkileyen, bu yolla sistemik etki
yaratan romatoid artrit sayilabilir (Hui ve dig. 2009, Thomas ve dig. 2007, Kon ve dig.
2012, Adan ve dig. 2013). Bu rahatsizliklardan osteoartrit ve romatoid artrit gibi bir kismu,
yasa da bagli olmak iizere, eklem kikirdaginda bulunan tek hiicre tipi olan ve eklem
kikirdaginin olusturulmasini saglayan kondrositlerin (hCA) apoptozu (Cizim 1.2) (Lotz ve
dig. 1999, Zamli ve dig. 2011) ile iliskili olup, eklem kikirdaginin ve bu eklemlerde
kayganlastirici ve sok oOnleyici olarak gorev yapan sinoviyal sivinin yetersiz kalmasi

neticesinde motor hareket bozukluklari ile sonuglanmaktadir.

(b) (c)
__its
S5 ) )
FIN
.::' \'ﬂh‘ﬂ T —
s ¢ ;i
| ”‘m 5_,."“

Cizim 1.2. Kondrosit apoptozu. Cizimde a) Normal huicre b) Erken evre kondrosit
apoptozu, periferal kromatin yogunlagmasi ile ¢) ge¢ evre kondrosit apoptozu, hiicrede
apoptotik cisimcikler ve vakuollerin varligi goriilmektedir (Zamli ve Sharif, 2011) .

1.2.1. Osteoartrit

Osteoartrit ¢cok sik karsilasilan bir eklem rahatsizligi olup asir1 yiik binen eklem
kikirdaklarinda ortaya ¢ikan bir eklem hastalign olarak bilinmektedir. Iltihabi yanitin
uyartlmadig (non-enflamatuar) bir rahatsizlik olup hiicre yogunlugunun azalmasi, kikirdak
kayb1 ve fibrilasyonla karakterizedir. Doku kaybinda ana olarak matriks

metalloproteazlarin (MMP) rol aldig1 ve doku MMP inhibitorleri ile aralarindaki dengenin
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bozuldugu bilinmektedir (Thomas ve dig. 2007) (Cizim 1.3). Hiicre kaybinda da apoptozun
etkili oldugu ve yas ilerledik¢e apoptoz oraninin daha fazla oldugu osteoartrit hastalarinda
gosterilmekle birlikte hem apoptoz hem nekroz ile hiicre 6liimii oldugu da belirtilmistir.
Ayrica mikrogevredeki sagkalim sinyallerinin yetersiz kalmasi da buradaki rejenerasyon

yetenegini kisitlamaktadir (Zamli ve dig. 2011, Thomas ve dig. 2007, Goggs ve dig. 2003).
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Cizim 1.3. ROmatoid artrit ve osteoartritte kikirdaktaki yikici metaloproteinazlarin
hiicresel kaynaklart (Murphy ve dig. 2008)

1.2.2. RoOmatoid Artrit

Roématoid artrit, temelde periferik sinoviyal eklemleri etkileyen ancak vicutta bir¢ok
dokuyu etkileyerek sistemik etki gosteren enflamatuar, romatizmal ve otoimmun bir
rahatsizliktir. Sinoviyum ve eklem dokularinda iltihabi 16kositlerin ve otoantikorlarin
(romatoid faktor ve antisitrilin protein antikorlari, ACPA) birikimi ile karakterizedir. Ayn
zamanda kemik ve kikirdak doku yikimi ile enflamasyondan kaynaklanan diger sistemik
etkiler de gordlir. Sistemik oldugu igin tek bolge ile sinirli kalmayip g¢oklu eklem
rahatsizliklar1 gelistiren hastalar 6zellikle sabah tutuklugu, agr1 ve eklemlerde instabilite
yasarlar. Otoimmun ataklar1 engelleyebilmek icin tedavide hedeflenen molekiiller arasinda
tip 1 / tip 2 sitokin reseptorleri, B hicreleri ve Fc reseptorleri, downstream kinazlar,
mitojenlerce aktiflestirilmis protein kinaz ailesi, PI3K, PKB ve mTOR bulunmaktadir.
Burada bahsedilen tip 1 ve tip 2 sitokinler; interlokinler (IL), interferonlar (IFN), koloni



uyarici faktorler (CSF) ve eritropoetin (EPO), prolaktin (PRL), biyime hormonu (GH) ve
leptin gibi hormon benzeri sitokinleri kapsamaktadir (O’shea ve dig. 2013).

1.2.3. Tedavi yaklasimlari

Ortopedik hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan yontemler arasinda kok hiicrelerle ya
da birtakim biyosinyal molekiilleriyle kombine edilmis doku miihendisligi yaklagimlarinin
(Schmitt ve dig. 2012) ya da cerrahi operasyonlarin yanisira, kan temelli trombositce
zengin plazma (platelet-rich-plasma, PRP) enjeksiyonu (Centeno ve dig. 2008, Rha ve dig.
2012, Everts ve dig. 2006), trombositcezengin fibrin (platelet-rich-fibrin, PRF)
enjeksiyonu (Everts ve dig. 2006), kortikosteroid enjeksiyonu, viskoz destek materyali
(viscosupplement) olarak hyaluronik asit enjeksiyonu gibi yontemler de bulunmaktadir
(Kon ve dig. 2012, Orth ve dig. 2014).

PRP ve PRF, kanin santrifiij edilmesiyle elde edilen, biyosinyal molekiillerince
zengin olan serum kisminin kok hiicreleri uyarici 6zelliklerinden yararlanilmasina
dayanmaktadir. Ayristirilan serum kismi, transforme edici biiyiime faktorii beta-1
(transforming growth factor beta-1, TGF-B1), fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast
growth factor, bFGF), trombositcetiirevlenen blylme faktort (platelet derived growth
factor, PDGFa-b), epidermal buyume faktorii (epidermal growth factor, EGF), vaskiiler
endotelyal buyume faktorl (vascular endothelial growth factor, VEGF) ve bag doku
blylime faktori (connective tissue growth factor, CTGF) gibi; mezenkimal hiicre
proliferasyonunu, kondrosit ve osteoblast gelisimi ve farklilasmasini, kollajen sentezini,
endotelyal kemotaksis ve anjiyogenezini, doku rejenerasyonunu, fibrosis ve platelet
adezyonunu uyaran, ayrica endotelyal, fibroblastik ve osteoblastik mitogenezi, kollajenaz
ekspresyonunu diizenleyen bir¢cok biyosinyal molekiiliinii barindirmaktadir (Everts ve dig.
2006) (Cizim 1.4).
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Cizim 1.4.PRP ile saglanan biyosinyal molekiilleri ve etkiledikleri hiicrelerden bazilari

(Andia ve Maffuli, 2013).

Sayilan etkilerin tamami mikrogevrenin devamlilifini saglayan onemli etkiler
olmakla birlikte, 6zellikle hiicre yenileme ve mitozu uyarma kapasiteleri ile mevcut kok
hiicre grubunu indiikledikleri, yenilenmeyi tesvik ettikleri icin PRP enjeksiyonu klinikte
kendine yer bulmustur. Benzer mantikla o bolgedeki kok hiicre grubunu uyarici baska
sinyaller mikrocevreye kazandirilarak hiicre yenilenmesinin arttirilmas1 da tedavide
denenen yontemler arasina girmistir. Bunlardan biri de eklem kikirdagi mikrogcevresinde

dogal olarak da bulunan prolaktinin (Ogueta ve dig. 2002) eklem i¢ine enjeksiyonudur.
1.3.Prolaktin

Prolaktin (PRL), tirotropin salgilayan hormondan (TRH) salinan dopamin ve uyarici
sinyal yoluyla hipotalamusun tonik inhibisyonu ile 6n hipofiz bezinden, diger organlardan
ve Ozellikle lenfositlerden salgilanan pleiotropikbir peptid hormondur (Orbach ve dig.
2007, Canbay ve dig. 1997)(Cizim 1.5). Bu hormonun tiim omurgalilarda var oldugu
bilinmektedir (Binart ve dig. 2000). IL-1, IL-2 ve IL-6 PRL salgilanmasini uyarirken IFN-
vy ve endotelin-3, PRL salgilanmasinda inhibisyon etkisi gostermektedirler. PRL” in 3
izoformu bulunmaktadir ve bu izoformlar serbest kiiciik (monomerik), biyutk ve en buyuk
(makro) PRL olarak adlandirilirlar.
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Cizim 1.5. Insan PRL’ inin ¢oziinebilen formu. a) Nikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ile goriintiilenmis hal b) Kurdele formunda gosterim. Solda hormonun bir
yanindan, sagda da bunun 90° geriye cevrilerek (z ekseninde) alttan gériintiillenmis hali yer
almaktadir (Telium ve dig. 2005).

PRL, hipofiz icinden salgilandigi kadar, noéronlar, meme epiteli, prostat,
endotelyum, deri ve bagisiklik sisteminde bulunan timositler, periferal kan mononikleer
hiicreleri ve ana olarak lenfositlerden salgilanirlar. Emzirme, gégiis duvari uyarisi ve stres
gibi faktorler hipofize PRL salgilatirlar. Kadinlarda meme gelismesi ve farklilasmasi ile
laktasyonda (siit salgilanmasi) temel gorev istlenirler. Bu temel gorevlerle birlikte, PRL’

in etki ettigi olaylar 6 farkli baglik altinda toplanabilir:

i. Ureme ve laktasyon
ii. Buyume ve gelisme
iii. Endokrinoloji ve metabolizma
iv. Beyin ve davranig
v. Immunmodulasyon
vi. Osmoregulasyon (WikiPathways, 2015,Ben-Jonathan ve dig. 2006,Fresno Vara
ve dig. 2001).



PRL reseptorleri (PRLR) de tip 1 sitokin reseptOr super ailesinin bir tyesi olup
ligand baglayan hiicre dis1 bolge (ekstraseliiler), transmembran bdlge ve sitoplazmik
bélgelerden olusurlar (Freeman ve dig. 2000, Binart ve dig. 2000). Hiicre dis1 bolge iki
disiilfit bag1 ve Trp-Ser-X-Trp-Ser motifinden olusur. Sitoplazmik bdlge prolince zengin
olup bu yolla protein kinaz sinyal molekiillerine baglanabilmektedir. Tip 1 sitokin siiper
ailesinin diger iiyeleri gibi PRLR de tirozin kinaz bulundurmaz. Bunun yerine Janus kinaz
(JAK) ailesi ve Src tirozin kinaz ailesi (Src family of tyrosine kinases, SFK) ile iliskili
diger tirozin kinazlarin aktivasyonu yoluyla sinyal iletimine katilirlar.Bu reseptoriin
katildig1 en iyi bilinen yolaklar Janus kinaz (JAK)/sinyal ceviricileri ve transkripsiyon
aktivatorleri (signal transducers and activators of transcription, STAT)yolagi, Ras-Raf-
MAPK yolagi, SFK ve PLC-y (fosfolipaz C-gama) yolaklaridir (Lee ve dig. 1999).

1.3.1. Prolaktin Sinyal Yolag

Insan PRL’ i iizerinde yapilan galismalar, PRL sinyal yolaklarmin JAK/STAT
yolaklart ile iligkili olduklarini gostermistir. Hiicre sagkalimi ve farklilagmasi ile hiicre
proliferasyonu Uzerinde etkili olan bu yolaklar, PRL’ in de hiicre sagkalimi tizerindeki
etkilerini yoneten birinci derecede 6nemli olan sinyal yolaklaridir (Cizim 1.6) (Terasaki ve
dig. 2010, Brooks, 2012, Freeman ve dig. 2000, Cooke ve dig. 2006, Devi ve dig. 2014).

PRL’ in sinyal olarak gorev yapabilmesi i¢in ilk etkilesim, PRL ile ona 6zgii olan
PRLR arasinda olmaktadir. Molekuler duzeydeki etkiler, PRL’ in homodimerizasyonu ile
baglar. PRLR ile etkilestigi bulunan iki tirozin kinaz Fyn ve JAK2’ dir.JAK2 ile
etkilestigindePRL,STAT ailesini giliglendirir ve aktiflestirir.
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Cizim 1.6. Prolaktin sinyal yolaklari. PRL, PRLR’ e baglandiginda bir dizi yolakla
etkilesme yoluyla hiicre sagkalimi, immun yanit ve proliferasyon lizerinde etkili olur
(QIAGEN, 2014).
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Bu aktivasyon, STAT ailesinin 6zellikle STAT1, STAT3 ve STATS iiyelerini uyarir
ve bu uyarim da sirasiylainterferon regiilator faktorii (interferon regulatory factor-1, IRF1)
ile beta kazein gen {riinlerinin olusturulmasinda gorev alir. PRL’ e bagli olarak
gergeklesen hiicre proliferasyonu ve gen aktivasyonunda birincil aract STAT
molekdllerinin STAT5A veSTATSB oldugu diistintilmektedir. Fosforile STAT proteinler,
dimerize olup ¢ekirdege giderler. Burada PRL ile indiiklenecek spesifik DNA dizilerine
baglanip transkripsiyonu baslatirlar (Lee ve dig. 1999). STAT5, glukokortikoid reseptori
(GR) gibi steroid reseptorlerle etkilesir. Bu reseptorler, CREB baglayict protein
(CBP)/p300, N-Myc (ve STAT)interaktort (NMI) protein ve ERK1/2 (extracellular signal
regulated kinases) es aktivatoriidiir. Intraniikleer STAT5’ inkonsensus STATS yamit
elementlerine baglanmasi beta kazeinin de aralarinda bulundugu ¢ok miktarda PRL’ e 6zgii
genlerin  aktiflesmesiyle sonuglanir. Bu transkripsiyonel aktivasyon GR ve
CCAAT/guclendirici (enhancer) baglayici protein beta (CCAAT/enhancer binding protein-
beta, CEBP-beta) tarafindan giiglendirilir. Hiicre dongiisii ilerleyisini diizenleyen siklin D1
promotoru ve antiapoptotik bir faktér olan BcIXL promotorlart STATS proteinlerince
hedeflenmektedir (Chughtai ve dig. 2002).

PRLR dimerizasyonu ayni zamanda GRB2-SOS-Ras-Raf-MEK-MAPK sinyal
yolagini da etkiler. Bu etkisini de hiicre dongiisii i¢in gerekli olan Myc, c-Jun, ve T hcre
faktori(T cell factor, TCF) iizerinden gergeklestirir. Ayrica protein kinaz C (PLC-PKC) ve
fosfatidilinozitol 3 kinaz (PI3K) aktivasyonunun PRLR icin efektor islevi gordiigi de
belirtilmektedir. PI3K hiicre sagkaliminda etkili olan Akt/PKB yolagini indiikler. PRLR
aktivasyonunu takiben bir¢ok protein tirozinlerce fosforlanir. Buna reseptoriin kendisi
(PRLR), Src homologu 2 (SH2) iceren adaptor protein SHC ve insiilin reseptor substrati 1
(IRS1) da dahildir. (Lee ve dig. 1999). SH2 bdlgesi iceren tirozin fosfataz (SHP2) beta
kazein gen promotoru aktivasyonu lizerinden PRLR sinyal transdiiksiyonuna katkida
bulunur. SHP2 fiziksel olarak STAT5A ile iliskilidir. Beta kazein gen promotoru STAT5
interferon gama tarafindan aktive edilen dizi (STAT5 IFN-gamma-activated sequence,
STAT5 GAS)elementinin aktivasyonu icin 6nemlidir (Chughtai ve dig. 2002). Beta kazein
gen transkripsiyonu birincil olarak kompozit yanit elementi (composite response element,
CoRE) tarafindan kontrol edilir. Bagisiklik hiicrelerinde PRL, interlokin 2 (IL-2), IFN’ lar,
IFN’ larca indiiklenen genler ve bunlarla iliskili, bagisiklik yaninda gorev alan diger
genlerin ifadelerini dizenleyen interferon regulator faktort 1 (IRF1) ifadesini tetikleyerek

etkili olur. IRF1 promotoru 6nemli bir GAS elementini icerir. PRL’ ce induklenen STAT1,
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transkripsiyon faktorii SP1 ve CREB baglayici proteinin (p300/CBP) es uyarani gibi bircok
aract molekiil PRL uyarisinda IRF1 gen ifadesini arttirict yonde etkilidir. PRL tarafindan
tetiklenebilen STATS ise IRF1 gen ifadesini azaltmaktadir (Yu-Lee, 2002).

Sitokin sinyal iletiminin baskilayicis1 (suppressor of cytokine signaling, SOCS) gen
ailesinin PRL sinyal transdiiksiyonunu zayiflatarak (downregulasyon) JAK-STAT yolagini
hedefledikleri goriilmiistiir. SOCS1 ve SOCS3’ iin devamli ifade edilmesi PRL tarafindan
indiiklenen STATS iizerinden gerceklesen gen ifadesini ve JAK2 tirozin kinaz aktivitesini

biiyiik 6l¢iide azaltmistir.(Goffin ve dig. 2002).
1.3.2. PRL’ in Hicreler Uzerindeki Etkileri

PRL, B hiicre olgunlagsmas1 sirasinda otoreaktif B hiicrelerinin negatif segilimine
katilir, CD4°CD8" hiicrelerinin 1L-2 reseptor ekspresyonu yoluyla CD4"CD8" hiicrelerine
olgunlastirilmasini saglar ve pro-B hlicrelerinin olusturulmasina yol agar. PRL seviyesi ile
CD4" ve B hiicrelerinin sayis1 arasinda bir orant1 bulunmasina ragmen, PRL’ in lenfopoez
icin sart olmadig1 da belirtilmektedir (Peeva ve dig. 2003). PRL antiapoptotik etkisini
ayrica sagkalim sinyallerini arttirmak yoluyla gostermektedir (Kochendoerfer ve dig.
2003). MHC smnif II ve es uyaran molekiilleri ifade etmek suretiyle antijen sunan hiicre
gelisimini arttirirlar. Es uyaran molekiilleri ve MHC sinif II molekiillerinin sunumu
sayesinde B ve T hcreleri ile etkilesirler, boylelikle de MHC olarak sunulan otoantijenlere
yanit1 arttirip 6ze toleransi azaltirlar. B hiicrelerindeki CD40 ile T hiicrelerindeki CD40L
etkilesimi antiapoptotik bir gen olan Bcl-2 ifadesini arttirir, boylelikle otoreaktif B
hiicreleri negatif secilimden kurtarilir ve 6ze tolerans azaltilir (Kochendoerfer ve dig.
2003). Antijen ve mitojenlere karsi proliferatif yaniti, immunglobulinlerin ve
otoantikorlarin tiretimini artirir (Orbach ve dig. 2007, Shelly ve dig. 2011). Bu nedenle de

otoreaktivite artar.

Cesitli yaymlarda PRL’ in apoptozu engelleyici etkileri vurgulanmistir. Weimann ve
dig. (1998) vyaptiklar1 caligmada PRL bagimli Nb2hiicrelerinde glukokortikoidlerle
apoptozu indiiklemisler ve PRL’ in apoptozu engelleyici etkisini degisik evrelerde
incelemislerdir. Calismada, glukokortikoidlerin mitokondriyal transmembran potansiyelini
azaltic1 etkisinin PRL sayesinde engellendigi belirtilmistir. Flint ve dig. (2006) involut fare
meme bezinde yaptiklari ¢alismada insiilin benzeri blyiime faktori-5 (insulin-like growth
factor-5, ILGF-5) Uretemeyen wild type(transgenik olmayan) ve ILGF-5 Uretebilen

transgenik farede PRL’ in etkisini incelemislerdir. Buna goére wild type farede PRL hiicre
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kayb1 ve MMP ekspresyonunu engellerken transgenik farede bu etkiyi gostermemistir.
Zermefio ve dig. (2006) yaptiklari calismada diisiik serum ortaminda biraktiklari
kondrositlerin PRL yoluyla apoptozunun engellendigini rapor etmislerdir. Adan ve dig.
(2013) ise ¢alismalarinda proenflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-1B, ve IFN-y iceren bir
sitokin kokteyli ile kondrositleri apoptoza siiriiklemislerdir. Bu kondrositleri PRL ile
etkilestirdiklerinde Bax/Bcl-2 oranmnin nitrik oksitten bagimsiz ancak JAK2/STAT3
bagimli yolak {izerinden azaldigi ve p53 indiiklenmesininin de azaldigi sonuglarina
ulagsmiglardir. Fernandez ve dig. (2003) ise Nb2 hiicreleri ile gerceklestirdikleri
calismalarinda PRL’ in hem NO dondrce indiiklenen apoptoza hem de deksametazonca

indiiklenen apoptoza kars1 koruyucu etkilerini belirtmislerdir.
1.3.3. Prolaktin ile Hastahklar Arasindaki iliski

Karsinogenez hiicresel kontrol mekanizmalarinda meydana gelen kontrol kaybina
bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Genetik, c¢evresel, diyetle iliskili ve hormonal faktorler
karsinogenezde etkili olmaktadir. PRL’ in antiapoptotik ve mitojenik ozellik gosteriyor
olmasi, onun degisik kanser tiirleriyle iliskilendirilmesine neden olmaktadir. Ornegin
meme kanseri biyopsilerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda PRL ve PRLR mRNA’ larina
rastlanmistir.Kolorektal tiimorlerin agresifligi de PRL fonksiyonuna dayandiriimaktadir.
Insan meme kanserinin birkag tiiriinde proliferasyonun tetiklenmesi, malign B
lenfositlerinin ~ ve  lenfoma  hiicrelerinin  aktiflestirilmesi,  promiyelositlerin
proliferasyonunda artis olmasi yine PRL ile iliskilendirilmektedir. Benign fibromuskdiler
miyometriyal timorlerin (leiomiyomlar) yiiksek miktarda PRL salgiladiklar1 gosterilmistir.
Tiimdrlerle iliskisi diisiiniildiiglinde tiimorogenezin engellenmesi, bir tedavi yonteminin
olusturulabilmesi i¢in PRL {iretiminin engellenmesi veya PRLR’ niin bloklanmasi
hedeflenebilir.

PRL’ in otoimmun hastaliklarda yiiksek seviyede oldugu (hiperprolaktinemi, HPRL)
gbzlenmistir. Bu hastaliklar arasinda sistemik lupus eritrematozus (SLE), romatoid artrit
(RA), Sjorgen Sendromu (SS), Hashimoto tiroidi (HT) ve multiple skleroz (MS), tip 1
diyabet (T1D), Graves hastaligi (GD), ¢olyak hastaligi, akut alerjik ensefalomiyelitis,
adjuvan artrit gibi hastaliklar sayilmaktadir (Orbach ve dig. 2007, Shelly ve dig.
2011,Matera, 1996). Ancak PRL seviyesi ile hastalik arasinda kesin bir korelasyon da
bulunmamaktadir. HPRL ve hipoprolaktinemi durumlarimin ikisi de bagisiklik baskilayici

etki yaptigindan viicutta PRL seviyesinin optimum seviyelerde tutulmasi nemlidir.
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1.4.Kok Hucreler
1.4.1. Genel Ozellikleri

Kok hiicreler, farklilasmadan kendini yenileme ve gerektiginde farklilasabilme
kapasitesine sahip, doku ve organlarin in vivo yeniden yapilanmasini saglayan hiicrelerdir
(Lakshimpathy ve dig. 2004). Vicutta her organa 6zgu kok hicreler vardir ve bir hasar
olustugu anda kok hiicreler mevcut hasar sinyaline yanit olarak prolifere olur, gerekli hiicre
tipine farklilasarak mikrogevredeki devamliligi saglarlar. Birgok hastaligin kok hiicre
kaynakl1 oldugu diistiniilmekte ve gelecekte de yenileyici ve onarici tipta hastaliklar1 tedavi

etmek iizere bu hiicreler lizerine daha da yogunlasilacagi beklenmektedir (Cizim 1.7).
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Cizim 1.7.Ko6k hiicrelerin potansiyel kullanim alanlari.Bunlar iginde kanser tirleri, yara
tyilesmesi, osteoartrit, roématoid artrit, muskUler distrofi, korliik, sagirlik, Alzheimer ve
Parkinson hastaliklar1 gibi ¢ok ¢esitli hastalik tiirleri yer almaktadir (Wikipedia, 2014).

1.4.2. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore baglica, totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olarak siniflandirilabilir (Cizelgel.2). Totipotent hicreler, zigot
olusumundan 8 hiicreli blastosist evresine kadar gecen siirede bulunan hiicreleri kapsar ve
bu hiicrelerin her biri tam bir birey olusturma kapasitesine sahiptirler. Pluripotent
hiicrelerin farklilasma yetenegi totipotentten daha diisiik olup her 3 germ yapragina
(ektoderm, endoderm, mezoderm) ait hiicrelere de doniisebilirler, birka¢ doku digindaki
tim dokulara farklilagabilirler. Multipotent karakterdeki kok hiicrelerin farklilagma
kapasiteleri ise pluripotent hiicrelerden de diisiiktiir, ana olarak yer aldiklar1 dokunun
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hiicrelerini  olusturabilirler. Unipotent kok hiicrelerse sadece bir tek hiicreye

farklilasabilirler (Alwattar ve dig. 2011, Maron-Guiterrez ve dig. 2009).

Cizelge 1.2.Ko6k hiicrelerin farklilasma potansiyellerine gore siniflandirilmasi (Maron-
Guiterrez ve dig. 2009) (Turkce’ ye cevrildi).

Terminoloji Aciklama Ornek
Totipotent Tiim bireyi olusturabilme Zigot
Her ii¢ germ yapragina ait hiicreleri o
Pluripotent & & Embriyonik kok hticre
olusturma

) Bulundugu dokuya ait hiicreleri ) o
Multipotent Mezenkimal kok hiicre
olusturma

Unipotent Tek bir hiicre tipini olusturma Tip 2 pndmosit

Kok hiicreleri kaynaklarina gore siniflandirdigimizda embriyonik kok hiicreler ve
eriskin kok hiicreler olarak 2 ana grup karsimiza ¢ikmaktadir (Cizim 1.8). Bir de bunlarin

disinda son yillarda giindeme gelen indiiklenmis pluripotent kok hiicre kavrami mevcuttur.

Embriyonik
Kok
Hicreler

Kok
Hiicreler

Embriyonik
Olmayan
Kok
Hucreler

Fetiis
Kok
Hiucreleri

Kadavra
Kok
Hicreleri

Cizim 1.8. Kaynaklarina gore kok hiicreler (Inan ve Ozbilgin, 2008)

Insan embriyonik kdék hiicresi, embriyonun blastosist asamasindaki hiicrelerin i¢
hiicre kitlesinden elde edilen ve pluripotent 6zellik tagiyan kok hiicreleridir (Alvarez ve
dig. 2012). Plasental dokular disinda viicuttaki 200’¢ yakin hiicreye kaynaklik edebilirler.

Pluripotensi gugleri, her 3 germ yapragindaki (endoderm, ektoderm ve mezoderm)
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hicrelere kok vermesinden gelir (Cizim 1.9). Ancak yine ayni giligten Otiri klinik
uygulamalarda teratom yaratabilme ve immun red yaniti1 olusturabilme gibi kisitlamalar
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica fetal kaynakli oldugu icin de genis ¢evrelerce etik acidan yanlis
bulunmaktadir (de Wert ve Mummery, 2003).
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/-N/_ //____ = Progenitors
’ N TR veins
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k \-) N <
= Cardiac
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y \ \White Blood e Red
/ \ -+ »>
[ Ectodermal | Cels Sa con Blood Cels
4\ Progenitors
Skin cells N ’,/, \‘ Neurons +
S — and Brain Patelet

Cells

Cizim 1.9. insan embriyonik k&k hiicre plastisitesi (Connexions, 2014).

Totipotent 6zellikteki zigot ve blastosist asamasindaki embriyonik kok hiicreler
disindaki tim kok hiicreler erigskin kok hiicreler olarak adlandirilir (Cizim 1.10). Bu
hiicreler embriyonik kok hiicrelerin aksine eriskin bireylerden otolog olarak elde
edilebildikleri icin etik a¢idan problem yaratmamaktadir. Viicutta her organ ve dokuda
bulunan bu hiicreler dokunun devamliligini saglamak ve hasar sinyalleri algilandiginda
hasar1 onaracak sekilde farklilagmaya gitmek ya da bagka sinyaller vermek gibi gorevleri
tistlenirler. Ancak bunlarin da in vitroda saf kiiltiir eldesinin zorlugu, optimize edilmedigi
takdirde yeteri miktarda c¢ogaltilamamas1 gibi sorunlar1 vardir. Yani ortamin iyi

optimizasyonuna mutlak surette ihtiya¢ duyulmaktadir (King ve Miller, 2007).
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Cizim 1.10. Kaynaklaria gore kok hiicrelerin farklilagsma potansiyellerinin karsilagtirmasi

(Serra ve dig. 2010).

2012’ de Japon bilim adami1 Shinya Yamanaka’ ya Nobel odiiliinii getiren uyarilmis

pluripotent kok hticreler (Takahashi ve Yamanaka, 2006), dncelikle fibroblastlarin yeniden

programlanarak pluripotensi 6zelligi kazandirilmasiyla ortaya ¢ikmis olsalar da degisik
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birgok eriskin hiicreyi yeniden programlamak miimkiindiir. Bunlar embriyonige benzer bir
pluripotensi karakteri gosterdikleri, bireye 6zgii olduklari, dolayistyla immun red cevabi
olusturmadiklar1 ve etik sorun teskil etmeyen erigkin hiicrelerden programlandiklari i¢in
bilim adamlarinin ilgi odagi olmuslardir. Ne var ki pluripotensi karakterinde olduklari igin
bu hiicreler de teratom yaratma riski tasimaktadirlar ve bu da kullanimlarini kisitlamaktadir

(Cizim 1.11).

Transplantation of genetically
matched healthy cells

’Q:&

Treatment
with drugs

f8

kv Patient

Disease-specific drugs
P g cMYC _OCT4

o0 Healthy cells '
Stchreeningtfor ?OE’?KL F4
erapeutic = In vitro
compounds & '/\MY _‘_’:ﬁ'\ differentiation
& M Skm btopsy
Affected cell type Repaired iPS cells
O Use gene targeting to repair
. L [ \\
In vitro *f (3, @ disease-causing mutation
differentiation % j

Patient-specific iPS cells

Cizim 1.11. Indiiklenmis pluripotent kok hiicre. Cizimde noérodejeneratif bir hastaligin
tedavisinde kullanilmak iizere hastanin kendi deri hiicrelerinin gesitli faktorlerle yeniden
programlanmasi 6zetlenmistir (Robinton ve Daley, 2012).

1.4.3. Klinikte Kok Hucreler

Kok hiicreler tedavide, bir muamele olmaksizin tek baglarina ya da bir doku
iskelesiyardimiyla uygulanabildigi gibi (Cizim 1.12) (Schmitt ve dig. 2012, Manning ve
dig. 2012, Orth ve dig. 2014), gen terapisi yaklasimlarinda transgenik olarak iiretilip geni
tastyici arag (vehicle) olarak da kullanilabilmektedirler (Gelse ve dig. 2012, Ivkovic ve dig.
2014). Herhangi bir 6zelligin kok hiicreye gen diizeyinde kazandirilmasi ile kok hiicre hem
mikrogevreye yerlestigi hem de genetik olarak istenen 6zelligi kalic1 olarak sagladigi i¢in

bu yaklasim olduk¢a avantajlidir. Degisik hasar modellerindeki kikirdak defektlerinin
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tedavisine yonelik calismalarda IGF-1, BMP-2, BMP-7, FGF-2 ve SOX-9 gibi genler
hedeflenmistir (Gelse ve dig. 2012, Neumann ve dig. 2012, Longo ve dig. 2012, Gafni ve
dig. 2004, Alwattar ve dig. 2011).

= -y

Cell therapy Tissue engineering

Cizim1.12.Ko6k hiicrelerin klinikte alternatif kullanilma yollari. KOk hicreler rejeneratif
tipta, izole edilip kiiltiirde ¢ogaltildiktan sonra otolog ya da allojenik olarak hastalara
uygulanabilir (hicresel terapi) ya da G¢ boyutlu bir doku iskelesi (scaffold) yardimiyla
hasar bolgesine farklilagtirilarak ya da farklilastinlmadan uygulanabilir (doku
miihendisligi). Bu yaklagimlar defekt 6zelligine gore degisiklik gostermektedir (Schmitt ve
dig. 2012).

Gen Aktarum Yontemleri

Gen aktarimi, hiicrelerde olmayan bir 6zelligi kazandirmak, var olan bir 6zelligi
giclendirmek ya da zayiflatmak veya tamamen yok etmek amaciyla gen ifadesinin
degistirilmesi amaciyla kullanilan yontemlerin tiimiine verilen isimdir (Jones ve dig. 2015).
Ideal bir gen aktariminda karsilanmasi beklenen 3 kriter bulunmaktadir. Bunlardan ilki
aktarilan genin hiicre i¢inde niikleazlar tarafindan yikilmamasidir. ikincisi, aktarilan genin
hiicre zarindan ve cekirdek zarindan gegebilmesidir. Ugiinciisii ise zararli etkilerinin

olmamasidir.Hiicrelere gen aktarimi ic¢in kullanilan yontemler ana iigbaslikta toplanabilir:

Fiziksel,biyolojikve kimyasal yontemler. Bu yontemler Cizelge 1.3’ te 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.3. Gen aktarim yontemleri (Kim ve Eberwine 2010).

CiNSiI

Biyolojik

Kimyasal

Fiziksel

YONTEM

Virtis aracili

Katyonik polimer,
Kalsiyum fosfat,

Katyonik lipid,

Dogrudan enjeksiyon,
Biyolistik parcacik
bombardimant,
Elektroporasyon,
Lazer radyasyon,
Sonoporasyon,

Manyetik nanopartikil

AVANTAJ

Yiuksek verim
Kolay kullanim
Hem suspanse hiicrelerde

hem in vivoda kullanilabilir

Viral vektor yok
Yuksek verim

Kolay kullanim

DEZAVANTAJ

Kullaniciya potansiyel zarar
Mutagenez ihtimali var
immunojenik

DNA alim kapasitesi sinirli

Bazi hiicre tiplerine karsi toksik
Hucre tipi veya durumuna gore

degisik verim

Hem siispanse hucrelerde hem Belli bir hiicrenin hedeflenmesi

in vivoda kullanilabilir
Ticari trtinler mevcut
DNA alim kapasitesinde

sinir yok

Temel prensipler tizerine
kurulu
Nukleik asitrein hicre icinde
yeniden yerlesimi s6z konusu
Vektor ihtiyaci yok
Hucre tipi ve durumuna daha

az bagimhlik

gue

Ozel cihaz gereksinimi
Nukleik asitlerin korunmasiz
olmasi

Prosedur ve operatdr bagimli

ORNEK

Herpes simpleks virtsu,
adeno iligkili virtsler,
vaksina virtisu, Sindbis

virisu

DEAE (dietilaminoetil)-
dekstran, polietilenimin,
lipofektin, polibren,
kalsiyum fosfat,

lipofektamin

Mikroigne,
Gene Gun, Amaxa
Nucleofector,

fototransfeksiyon
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Elektroporasyon yonteminde hiicreye kisa siireli bir elektrik soku verilir. Bu sok
nedeniyle hiicre zarinda ve cekirdek zarinda gegici porlar acilir. Niikleik asit bu esnada
hiicre igine alinir ve gen aktarimi gergeklestirilmis olur. Kolay ve hizli bir yontem olup tek
seferde yiiksek miktarda hiicreye gen aktarilmasina imkan verir. Ancak Once
elektroporasyon kosullarinin o hiicre tipi i¢in belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kim

ve Eberwine 2010).
1.4.4, Mezenkimal Kok Hucreler

mezenkimal kok hucreler (MKH), kilture alindiginda kiiltiir kabina yapisma
ozelligi gosteren, kendine 6zgii bir yiizey antijenleri ekspresyon profili bulunan (CD105",
CD90", CD73", CD34, CD45", CD11b" ya da CD14", CD19 ya da CD79a’, HLA-DR1)
(Docheva ve dig. 2008, Orth ve dig. 2014) ve in vitroda birden fazla soya (multilineage)
farklilagsma kapasitesine (osteojenik, kondrojenik ve adipojenik) sahip bir kok hiicre
populasyonudur (Cizim1.13) (Longo ve dig. 2012, Dominici ve dig. 2006). Kemik iligi
(Gnecchi ve Melo, 2009,Fafian-Laborave dig. 2015), adipozdoku (Zuk ve dig. 2001),
dental pulpa (Perry ve dig. 2008), periodontal ligament, amniyotik sivi, endometriyum,
plasenta, kordon kani (Siboy ve dig. 2012), Wharton jeli (Ding ve dig. 2015, Batsali ve
dig. 2013), timuslar, paratiroid bezi, pankreatik adaciklar (Zanini ve dig. 2011) gibi bircok
dokuda bulunmaktadirlar. Eriskin dokulardan kolaylikla izole edilebilmeleri, teratom
olusturmamalar1 ve etik problemlerinin olmamasi onlarin klinikte bir tedavi ajani olarak

degerlendirilmelerine yardimei olmustur (Knoepfler, 2009).

Mesenchymal Stem Cells

K f ¥ 3 4
Osteocyte H - \ Fibroblast
2EK_

4 : ¥

Chondrocyte Stromal Cell

Y &
Muscle Cell 5
o

Cizim1.13. Mezenkimal kok htcre plastisitesi (AbD Serotec, 2014).
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Mezenkimal kok hicrelerin 6zellikleri

Bu hiicreleri klinikte degerli kilan Onemli 6zellikler mevcuttur. Bu ozellikler:
» Apoptoza kars1 olma (antiapoptotik)
> Immun sistemi baskilama (immunsupresif)
> lltihabi yanmit1 engelleme (antienflamatuar)

» Mevcut lokalize kok ve progenitdr hiicrelerin biiyiime ve farklilagsmasini

destekleme
» Yara olusumunu engelleme (antiskar, antifibroz)
» Kemoatraktan salgilama

» Neovaskiilarizasyon induksiyonu olarak tanimlanabilir (Cizim1.14) (Silva
Meirelles ve dig. 2009).
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Cizim1.14. Mezenkimal kok hucrelerin parakrin etkileri (Silva Meirelles ve dig. 2009).

MKH’ ler, salgiladiklar1 IDO, PGE-2, TGF-B, LIF, iNOS gibi molekiillerle immun
sistem hicreleri CD4 T, CD8 T, Treg, NK ve B lenfositleri Gzerinde diizenleyici rol

oynayarak immunsupresyonu saglamaktadirlar (Silva Meirelles ve dig. 2009). Bu nedenle
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immun sistemin baskilanmasi gereken, nakil sonrasi ortaya c¢ikan graft-versus-host
hastaligt (GVHD) gibi komplikasyonlar ve hastaliklarda tedavi elemani olarak

kullanilmalar1 s6z konusudur.

Ayni zamanda bu hiicreler VEGF, HGF, TGF-B, bFGF, GM-CSF, IGF-1 gibi salgilar
yaparak antiapoptotik etki gosterirler. Bu 6zellikleri ile de otoimmun ataklara karsi koyma
ozelliklerine sahiptirler (Silva Meirelles ve dig. 2009). iste bu 6zellik onlar1 dzellikle
otoimmun hastaliklarin tedavisi i¢in en biiyiik aday haline getirmektedir. Romatoid artrit,
deneysel otoimmun ensefalomyelitis, multiple skleroz ve diyabet gibi birtakim otoimmun
hastaliklarda MKH kullanimi1 halen arastirilan ve {izerinde klinik denemeler bulunan bir
uygulama alamdir. Ornegin Centeno ve dig. (2008) osteoartrit vakalarinda
gergeklestirdikleri klinik calismayla otolog MKH’ lerin perikiitandz olarak diz igine
uygulanmasinin eklem kikirdagi hacmini ve meniskal doku rejenerasyonunu arttirdigini

ortaya koymuslardir.

1.5.PRL’ in MKH’ ler Uzerine etkileri

Yapilan caligmalarda, PRL’ in MKH’ ler iizerine olan etkileri incelendiginde elde
edilen bulgular gostermektedir ki, PRL, MKH’ lerin osteojenik ve kondrojenik soya
farklilasmasii diizenlemektedir. Ogueta ve dig. (2002) sinoviyal sividan PRL izole edip
MKH?” lerin kondrosit fenotipini kazanirken PRLR’ deki degisiminiarastirmislardir. Elde
ettikleri verilere gore PRLR bu proseste orta formda eksprese edilmekte ve hicre
proliferasyonunda daha da fazla rol oynamaktadir. Igerigi bilinen besiyeri ortaminda
kilture edilen MKH agregatlarinda PRL’ in tip II kollajen ve hipofiz dis1 PRL Uretimini
indiikledigi gosterilmistir. Bu agregatlarin histomorfolojik analizleri PRL’ in proteoglikan
sentezini ve glukokortikoidlerle birlikte boyuna kolonlar seklinde bir doku yapist
olusumunu uyardigin1 gostermistir. Bu verilerin PRL-PRLR sisteminin kemik ve kikirdak

olusum ve tamir prosesinde 6nemli roller iistlendikleri belirtilmistir.
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2. AMAC

[k boliimde bahsedilen tiim bilgiler birlikte degerlendirildiklerinde hem PRL’ in
hem de MKH’ lerin apoptozu engelleme ve kondrojenik farklilasma konusunda
tamamlayic1 6zelliklerinin bulundugu anlasilmaktadir. Tedavi elemani olarak bu ikisinin
birlikte kullanimi birgok sorunun ¢oziimii olabilir. PRL’ in gen transferiyle kok hicreye
kazandirilmas ise, 6zelligin kok hiicre tarafindan devamli olarak tasinmasi, yani hem kok
hiicre 6zelligi tasiyan hem de PRL’ i devamli salgilayan bir hiicre hatti olusturulmasi

demektir.

Yapilan literatiir taramasinda PRL geni aktarilmis mezenkimal  kok
hicrelerinvarligima ve kullanimina rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez c¢alismasiyla
oncelikle aktarilan geni kalici olarak ifade eden bir kok hiicre hatti elde edilmesi
amaclanmistir. Ayrica daha 6nce tiretilmemis bu hiicre hattinin ortak kiiltiir ortaminda nasil
davrandiginin gozlenmesi ve ortak kiiltiirde yontemsel olarak izlenmesi gereken adimlarin
irdelenmesi hedeflenmistir. Doku miihendisliginin bir elemani olarak kullanilmak {izere
tasarlanan bu hiicreler, tretilmeleri ve davranislarinin incelenebilmesi halinde bu
hiicrelerin ileride doku iskeleleri ile birlestirilen baska ¢alismalarda kullanilmasi

hedeflenmektedir.
Ozetle bu ¢alismada;

1. PRL genini surekli ifade eden bir MKH hatt1 olusturulmasi

2. Bu hucrelerin kilturdeki davraniglarinin gézlenmesi

3. hCA’ larla birlikte ortak kultiire alindiklarinda nasil davrandiklarinin
g6zlenmesi

4. Ortak kiiltiir icin yontem 6nerisinde bulunulmasi amaglanmastir.
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3. YONTEM

3.1.Secilen Gen: Prolaktin (PRL)

Hiicrelere aktarilmak tizere insan prolaktin (PRL) geni (GenBank Acc. No.
NM_001163558) secildi. Hiicrelerin etkinligini gelistirmesi dngdriilen PRL’ in gen kimligi
(gene ID) 5617 olup gen insanda 6. kromozomun p kolunda (6p22.3) 5001-20610 baz
ciftleri (base pair, bp) arasinda kodlanmaktadir (Gene Cards, 2015) (Cizim 3.1). iki farkl1
mRNA varyant1 bulunmakta ve her biri tamamen ayn1 proteini kodlamaktadir. Ancak 5’
UTR (untranslated region, kodlanmayan bdlge) bolgeleri farklilik gostermekte ve birinci
varyant daha uzun bir transkripti temsil etmektedir (NCBI, 2015). Hiicrede en cok ifade
edilen varyant 2 secildi ve PRL gen dizisi pUC57 vektori icinde temin edildi (Cizim 3.2).
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Cizim3.1. PRL geninin insan kromozomu Gzerindeki yeri (Gene Cards, 2015).
ICTAGAT CCART ATCGGATCC
| Xba I BanH I
(2710bp)
MCS:
396 fcoRl Accts! s ok
MA3/PUC sucemncing prmes 209,17 men ! bdima i el ygmiont g _ Eeorv oo oo -
5’ GTAAAAC GAC GGC CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC
3* cATT 176 CTGCCG GTC ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TCT ATA GCC TAG GGC CCG GG
*ﬁ:l“ a8
X Port Heoun gy Medul
G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TGG ©GT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC TG 3°
CAGC TGA CGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA ACC GCATTAGTACCAGTATCG ACA AAG GAC 5°
3 AL ot seQuenTI Ot £ 200 17 - mer

Cizim3.2. PRL’ in temin edildigi plazmidin yapisi. PRL geni (2. varyasyon) 648 baz ¢ifti
uzunlugunda olup vektore HindlII ile BamHI kesim bolgeleri arasina yerlestirilmistir.
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3.2.Secilen Vektor: N-terminal pFLAG-CMV-3

Vektor olarak N-terminal pFLAG-CMV-3 ekspresyon mekik (shuttle) vektori
(Sigma Aldrich, Amerika) secildi (Cizim 3.3, takip eden sayfada). Bu vektor, FLAG peptit
dizisi (Cizim 3.4) ile fiizyon proteini olusturulmasina ve FLAG peptidinin tespiti yoluyla
hedef gen UrlinG proteinin takibine imkan vermektedir. Preprotripsin yonlendirici dizisi
FLAG dizisinin 0Onlinde yer almakta ve flizyon proteinini kiiltir ortamina
yonlendirmektedir. Vektérde promotor olarak sitomegaloviriis (CMV) promotor bolgesi
yer almaktadir. Vektér hem bakteriyel replikasyon orijinini hem de SV40 replikasyon
orijinini tasimakta, bu sayede hem memeli hem de Escherichia coli gibi bakteri
sistemlerinde yayilimi saglamaktadir. Vektoriin ¢coklu klonlama bdlgesi (multiple cloning
site, MCS) Hindlll, Notl, EcoRI, Bgll, EcoRV, Kpnl, Xbal ve BamHI enzim kesim

bolgelerini icermektedir.

1
DO
Cizim 3.4. FLAG peptid dizisi. (ApexBio Technology, 2016)

Vektoru iceren hicrelerin secilmesi, vektor izerinde bulunan ampisilin direng geni
(amp") ve aminoglikozid fosfotransferaz Il geni (neo’) ile miimkiin olmaktadur.
Ampisilindireng geni, B-laktamaz adi verilen bir enzimi kodlamaktadir. Bu enzim, penisilin
grubu antibiyotiklerde bulunan B-laktam halkasini kirarak antibiyotigi etkisiz kilmaktadir
(Cizim 3.5). Ampisilin hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde hiicre duvarinin
yapiminda gorev alan transpeptidaz enzimini geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder,
boylelikle bakteriyolitik etki gosterir. Vektorii tasiyan bakteriler ampisilinli ortamda hiicre

duvar1 yapimini dolayisiyla canliliklarin1 devam ettirebilir, boylelikle segilmis olurlar.

Lactam ring
H O H H O H
R s, s Lo s s
C—C—N CH, T.—C—N—(li—(li CH,
|
H N H 0O=C N
(o) COOH | | COOH
B-lactamase (penicillinase) OH H
Penicillin  breaks this bond Inactive penicillin

Copyright ©® 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Cizim 3.5. Penisilinde B-laktam halkasimnin (yesil) B-laktamaz tarafindan kirilmasinin
sematik gdsterimi. (Portland Community College, 2016)
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TCG ATH| GAT CTE AT TCE GTH CCA GTC GAC '.'|E'I' AGR 3|C.ﬁ. TCC Cf
RGC TRT CTA GRAC TAR AGT|CTRT GGT CAG CTG AGA 'T'!'."’I' CCT .'.SF' 3

*For pFLAG-CWVV-3. the Met-oreprotrvosin leader seauence (PPT LS) precedes the FLAG

it

L Y ]

Cizim 3.3.N-terminal pFLAG-CMV-3 ekspresyon vektoriine ait harita (Sigma-Aldrich,
2015). CMV promotorii kontrolii altinda ifade edilen aktarilan gen dizisinin peptit
iriiniinlin amin grubuna FLAG isaretleyici dizisi yerlestirilmistir.
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Aminoglikozid fosfotransferaz Il geni (neomisin fosfotransferaz I, nptll) isegram
negatif bakterilerin periplazmik bosluguna salinan aminoglikozid fosfotransferaz II
(APH(3)-1I) enzimini kodlamaktadir. APH(3’)-11, aminoglikozid grubu antibiyotiklerde
hidroksil grubunu fosforilleyerek antibiyotigi etkisizlestirmekte, aminoglikozidlere karsi
direnci saglamaktadir.Bu gruba ait antibiyotiklerden biri olan genetisin (G418) (Cizim
3.6), Okaryotlarda sitoplazmik ribozoma (80S) baglanarak protein sentezinin uzama
basamagini engellemektedir. Transfekte edilmis hlcrelerin memeli sisteminde secilimini
saglamaktadir. Gen aktarimi basarili olan MKH’ ler G418’ li ortamda protein sentezini

devam ettireceklerinden secilimleri gergeklestirilebilir.

bw

OH NHa

» 2H3804 OH

_NH
HsC

Cizim 3.6. Genetisinin (G418) yap1 formiilii (MC Biomedicals, 2015).

3.3.PRL’ in Klonlanmasi

Gen klonlama c¢alismalarinda kullanilmak iizere gene 6zgii primerler tasarlandi. Bu
amagla once varyant 2’ ye ait gen dizisi SnapGene Viewer 2.7.2 programi yardimiyla
incelenerek enzim kesim bolgeleri ve translasyona ugrayan bolge (open reading frame,

OREF) ile secilen vektore ait klonlama bolgeleri tespit edildi (Cizim 3.7).

(96) Eco32I - FcoRY
to) Start

(154) Xcml

(2z0) SanDI

(405) Accl - Xril

(390) FcoRI - Xapl |

(339) Aasl - Drdl
(311 £co91l

Bst11071 - BstZ171 (406)

|| e
||| MspA1L-Pyull (445)

Bbs1 - Bpil (451
Pfol*

)

(543)

BsaAl - Ppu21ll (582)
Ball (603)

Pstl (745)
Eam11041 - Earl (751}

BtsT (791)
| BpuEl (16)
Smol (831)

Acul - Eco571 - EcoS7MI (861)
| Blpl - Bpu11021 (872}

BseMI - B5rD1
HirdIII (331)

Taqll (95a)
End (1043}

(924)

(189) MsiI - Rsel

‘Xbal (853)

|
7507

250l sonl 1000!

Prolactin mRNA variant 2
1043 bp

Cizim3.7. PRL mRNA varyant 2’ ye ait gen dizisi Uzerinde restriksiyon enzim kesim
bolgelerinin gosterimi (SnapGene Viewer 2.7.2 programi kullanilarak olusturuldu.) Sar ile
alt1 ¢izili olan kistm ORF’ yi gostermektedir.
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Klonlama bolgesini kesebilecek enzimlerden yapiskan ug¢ olusturan, ORF’ vyi
kesmeyen ve ¢aligmalarda siklikla kullanilan HindIIl ve BamHI enzimleri tercih edildi.
Hindlll enziminin kesebilecegi dizi genin bas (5°) kisminave BamHI enziminin
kesebilecegi dizi de genin sonuna (3”) gelecek sekilde genin vektor iizerine oturacagi yone
dikkat edilerek primerler tasarlandi (Cizelge 3.1). Tasarlanan sol (left, forward) ve sag
(right, reverse) primerler Oligo Analyzer 3.1 programiyla analiz edildi.

Cizelge 3.1. Tasarlanan primerlere ait bilgiler. Th(melting temperature, erime sicakligi),
primerlerin optimum c¢alismasi i¢in Ongoriilen erime sicakhifin1 temsil etmektedir.

Primerlerde alt1 ¢izili 6 bazlik bdliimler, sol primerde HindIIl ve sag primerde BamHI
restriksiyon enzim kesim bolgelerini gostermektedir.

. .. UZUNLUGU
PRIMER Dizi (5> -3 Tm (°C)
(BAZ)
Sol (Left) AAGCTTATGAACATCAAAGGATCGC 25 55,8
Sag (Right) GGATCCTTAGCATGGTTTGTTGTG 23 55,4

Liyofilize halde temin edilen primerler 6nce 100 uM’ lik ana stok ¢ozelti olusturmak
tizere sulandirildi. Ardindan da PCR kurarken kullanilmak tizere 50 uM 50 ul’ lik ara stok

cozeltilerine seyreltildi, reaksiyonlar bu primer ¢ozeltileriyle kuruldu.

pUCS57 iginde temin edilen liyofilize PRL geni de 6nce 20 pl distile su (dH,0) ile
sulandirildi, bu stoktan da 1 pl alinarak 20° de 1 oraninda seyreltildi. PCR kurulurken bu

gen ¢oOzeltisi kullanildi.

Gen igermeyen bos pCMV3 plazmidi, NEB C2988 kimlikli kompetent E. coli
hicrelerine (New England Biolabs, Amerika) {iretici firmanin Onerdigi yoOnerge
dogrultusunda aktarilarak plazmidin miktar1 cogaltildi. Buna gore hiicreler énce -80 °C
saklama kosulundan alinarak buzda bekletildi. Hiicre slispansiyonu eridikten sonra nazikge
karigtirilarak iizerine 10 ng plazmid eklendi. Plazmid eklenmis hiicre siispansiyonu, 30
dakika buzda inkube edildikten sonra 42 °C’ de tam 30 saniye bekletildi. Ardindan hemen
yeniden buza alinarak 5 dakika daha inkiibasyon devam ettirildi. Bu siispansiyonun iizerine
37 °C’ de 950 pl SOC (super optimal catabolite repression)besiyeri ilave edildi. 37 °C’ de
150 rpm c¢alkalama ile 1 saat inkiibasyon yapilarak hiicreler ekime hazir hale getirilen
hlcreler, plazmiddeki diren¢ genine uygun olarak ampisilin igeren kat1 agar petriye ekildi.
37 °C’ de 16 saat inkiibasyon gerceklestikten sonra % 0,1 ampisilin iceren 3 ml

SOCbesiyeri igine almarak 32 °C* de 70 rpm ¢alkalama hiz1 ile 1 gece siv1 besiyerinde
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inkiibasyon gergeklestirildi. Bu asamadan sonra, elde edilen transforme hiicrelerden

plazmid izole edildi.

Plazmid izolasyonu igin 6nce sivi bakteri kiiltiiriinden sivi kisim uzaklastirildi,
bakteriler pellet halinde elde edildi. RNaz A iceren ¢6zeltiyle sulandirilarak RNA yikimi
gerceklestirildi. Ardindan hiicreler lizis ¢ozeltisiyle yikilarak genetik materyalin agiga
¢ikarilmasi saglandi. Inhibisyon ¢ozeltisi ile bu yikim reaksiyonu durduruldu ve elde edilen
hiicre lizat1 silika tabanli kolona yilklenerek santrifiijle genetik materyalin kolona
tutunmas1 saglandi. Kolon 2 kere yikandi ve eliisyon c¢ozeltisiyle kolondan ayrilip
toplanarak plazmid izole edilmis oldu. Izole edilen plazmidler, boyutunun
karsilastirilabilmesi i¢in marker (DNA ladder) ile birlikte (Genaxxon Bioscience,

GenLadder 1 kb) jele yiiklenerek goriintiileme yapildi.

Q5 DNA polimeraz enzimi (New England Biolabs, Amerika) kullanilarak PRL igin
tiretici firma tarafindan ongoriilen ve asagida belirtilen kosullarda (Cizelge 3.2, 3.3) PCR

kuruldu.

Cizelge 3.2. PRL i¢gin gerceklestirilen, tiretici firmanin onerdigi Q5 PCR bilesenleri. (New
England Biolabs, 2015) *: Sablon DNA reaksiyonda 1000 ng kullanilmistir.

BILESEN R]}?\:[AIIESZE?{?)I(\IS (i)(l:JiIN) KONSASN(')I'EASYON
5x Q5 Reaksiyon Tamponu 10 pl 1x
10 MM dNTP 1l 200 uM
10 puM sol primer 2.5 ul 0,5 uM
10 uM sag primer 2.5 ul 0,5 UM
Sablon DNA Degisken* <1000 ng
Q5 Polimeraz 0,5 ul 0,02 U/ul
Niikleazsiz Su 50 ul’ ye kadar

Cizelge 3.3. Uretici firmanm 6ngordiigii PCR dongii sartlari. *: Bu sicaklik degeri,
kullanilacak primerlere gore hesaplandiginda (New England Biolabs, 2015) 67 °C olarak

bulunmustur.
ISLEM SICAKLIK SURE
Baslangic denatiirasyonu 98 °C 30 sn
98 °C 5-10sn
25-30 dongu Degisken* 10-30 sn
72°C 20-30 sn/kb
Son uzama 72°C 2dk
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PCR iirlinleri, 1x TAE tamponu ile hazirlanan % 1’ lik agaroz jele yiiklenerek 90 V’
ta jelin 2/3” ini ylriiyecek kadar (yaklasik 30-35 dakika) elektroforez yapildi. Jel
goruntilenerek PRL boyutunda (684 bp) gozlenen bant jelden kesildi. Bu PCR driind kit
yardimiyla (Macherey Nagel, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit) jelden saflagtirildi.

Bu amagcla once jel parcast 0,5 ml’ lik mikrosantrifiij tlipiine alinarak tizerine NTI
tamponu eklendi. Tamponun jele her noktadan temas etmesi saglanarak tiip nceden 50 °C’
ye 1sitilmis blogun iizerine alindi. Isitilmaya baslanan tiip 2 dakikada bir ters diiz edilerek
jelin kaybolmasi gozlendi. Jel tamamen kaybolduktan sonra 2 dakika daha 1sitic1 blokta
bekletilerek islem yaklasik 12 dakikada tamamlandi. Bu igerik kolona yiiklenerek igerigin
kolonda tutulmasi saglandi. Kolon, NT3 tamponu ile yikandi ve kolonda tutulan genetik

materyal NE tamponu ile toplandi.

Cogaltilan PRL geni (insert) ve izole edilen bos pCMV3 plazmidi (vektor), birbiriyle
yapiskan olusturularak genin plazmide sokulmasi amaciyla restriksiyon enzimleriyle
kesildi. Kesim reaksiyonu, vektor ve insertin molarite agisindan oranlar1 1:6 olacak
sekilde, 37 °C’ de gece boyu stirdurildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4.Insert ve vektdr igin kesim reaksiyonu bilesenleri. /nsertin yogunlugu diisiik
oldugundan reaksiyona su eklenmemistir.

INSERT KESIM REAKSIYONU VEKTOR KESIM REAKSIYONU
BiLESENLERI BiLESENLERI
BIiLESEN MIKTAR (20 pl iginde) BiLESEN MIKTAR (20 pl iginde)

BamHI 1l BamHI 1pl
HindllI 1l HindIl1 1l

10x Tampon 2 ul 10x Tampon 2 ul
Insert 16 pl (0,66 pg) Vektor 4 ul (2 pg)

Su (ddH,0) - Su (ddH,0) 12 ul

Gece boyu sirdirilen reaksiyon, 80 °C’ de 5 dakika enzimlerin inhibe edilmesiyle
sonlandirildi. Kesim reaksiyonu tiriinleri, % 1’ lik agaroz jelde ve dnceden gerceklestirilen
kosullarda elektroforeze tabi tutuldu. Vektor ve inserte ait olan bantlar jelde tespit edildi ve

bu bantlarin jelden izolasyonu gergeklestirildi.

Yapiskan u¢ olusturmus sekilde elde edilmis olan vektor ve insert, ligasyon islemiyle
birlestirildi. Bu amagla Cizelge 3.5’ teki bilesenler ve oranlar kullanilarak ligasyon
reaksiyonu 16 °C’ de 12 saat boyunca stirdGrildu.
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Cizelge 3.5. Ligasyon reaksiyonu bilesenleri (Thermo Scientific, 2015).

BILESEN ONERILEN (20 pl i¢inde) KULLANILAN
Vektor 20-100 ng 100 ng (6,5 ul)
Insert Vektorle 1:1 ild 1:5 oraninda 60 ng (0,5 ul)
10x T4 DNA Ligaz Tamponu 2l 2 ul
T4 DNA Ligaz 1 Weiss Unite 0,2 ul (=1 Weiss lnite)

Niikleazsiz su

20 pl’ ye kadar

10,8 ul

Reaksiyon 65 °C’ de 10 dakika inhibe edildi ve 50 pl kompetent hiicre 2 pl ligasyon
trinii ile transforme edildi. Transforme edilmis hiicre siispansiyonunun 100 pl’ si,
ampisilin igeren kati agara ekildi. Ekim sonunda petride biiyiiyen koloniler yeniden
ampisilinli LB Broth icine ekildi ve 37 °C’ de 1 giin inkiibe edildi. Bu kolonilerden
plazmid izole edildi (Macherey Nagel, NucleoBond® Xtra Midi Kit). PCR ile
plazmidlerden dolu olanlar tespit edildi ve bir sonraki asamada bu plazmidler i¢in yon
tayini yapildi. YOn tayini i¢in, vektoriin lizerinde ancak MCS disinda, N terminale 30 bp
uzaklikta ve C terminale 24 bp uzaklikta baglanabilen primerlerle (Cizim 3.8) pozitif ve

negatif reaksiyonlar kuruldu (Cizelge 3.6).

Sol (Left)
Primer

" ﬁ G - S .3' 5
3 = A

Sag (Right) C-24
Primer

Primer

Cizim 3.8. Yon tayini i¢in kullanilan tiim primerler ve genin vektor tizerindeki yerinin bir
arada gosterimi.
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Cizelge 3.6. Yon tayini i¢in kurulan reaksiyonlarin bilesenleri.

DUZ YON TESPITI TERS YON TESPITI
BIiLESEN MIKTAR (ul) BiLESEN MIKTAR (ul)

Tampon 2,5 Tampon 2,5

MgCl, 2 MgCl, 2
dNTP 0,4 dNTP 0,4
DNA 0,2 DNA 0,2
C-24 primer 0,5 N-30 primer 0,5
Sol primer 0,5 Sol primer 0,5
ddH,0 18,5 ddH,0 18,5
Taq DNA Polimeraz 0,4 Tag DNA Polimeraz 0,4
Toplam Hacim 25 Toplam Hacim 25

Cizelge 3.6’ da bilesenleri belirtilmis reaksiyon kurularak genin diiz yonde girdigi
koloni tespit edildi. Bu koloniden endotoksinsiz plazmid DNA saflagtirmasi, kit
protokoliine uygun olarak gergeklestirildi (Macherey Nagel, Endotoxin-free Plasmid DNA
Purification Kit).

3.4.Gen Aktarnn ve Ortak Kiltir I¢in Hiicrelerin Hazirlanmas1 ve

Karakterizasyonlari
3.4.1. Mezenkimal Kok Hicreler

MKH?’ lerin kiiltire edilmeleri igin 6nce hiicreler ¢ozdurildi. Bunun igin -152 °C’ de
donmus halde bulunan hiicreler 37 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda calkalama etkisiyle
¢oziildii. Bu hiicre siispansiyonunda bulunan dondurma ajani ve atik materyallerden
kurtulmak icin, stispansiyon Uzerine hiicre kiltlr besiyeri eklenerek 300 x g’ de santrifij
edildi. Siipernatant atilarak hiicreler pellet halinde elde edildi. Hiicreler sayilarak deneye

uygun hacimde besiyeri ile stispanse edildi.

Hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerigi (hazir besiyeri) o-MEM (Minimum
Essential Medium Eagle- a Modification) (Pan Biotech, Almanya) bazal besiyeri, % 10
FBS (fetal bovin serum) (Gibco, Amerika) ve % 1 penisilin-streptomisin (Gibco, Amerika)
kullanilarak olusturuldu. MKH’ lerin pasajlanmasi esnasindaki yikamalarda ve farklilasma

besiyerlerinin hazirlanmasinda da bu hazir besiyeri bilesimi kullanildi.
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Osteojenik farklilasma ve hiicrelerin fiksasyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. % 80 konfluensiye ulasana dek hazir
besiyeri ile kiiltiire edildi. Daha sonra hazir besiyerine 10 nM B-gliserofosfat, 10° M
dekzametazon ve 50 pg/ml askorbik asit eklenmis farklilagsma besiyeri ile kiiltiir asamasi
devam ettirildi. Her 2 giinde bir besiyeri degistirildi. Kiiltiirde morfolojik degisime gore
takip edildi. Osteojenik farklilasma belirteci olarak kabul edilen kalsiyum nodiillerinin
goriilmesi ile kiiltlir sonlandirilip hiicreler fikse edildi. Fiksasyon, % 70’ lik soguk alkolle
oda sicakliginda 5 dakika muamele ile gergeklestirildi. Ardindan goriintiilleme i¢in alizarin

red S boyamasi yapildi.

Alizarin red S boyamast

Fikse edilmis hiicrelere dH,0O ile su kazandirildi. Alizarin red S boyasi hiicrelere
konup 45 sn beklendi. Ardindan sirasiyla dH,O, aseton, aseton-ksilol (1:1) ve ksilol ile
muamele edilip hiicreler kurumaya birakildi. Kapatma sivist ile kapatilip 151k mikroskobu

ile goriintii alind1.

Adipojenik farklilasma ve hiicrelerin fiksasyonu

Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. % 80 konfluensiye ulasana dek hazir
besiyeri ile kiiltiire edildi. Daha sonra hazir besiyerine 200 uM indometazin, 0,5 mM 3-
izob(til-1-metilksantin (IBMX) ve 1 uM dekzametazon eklenmis farklilasma besiyeri ile
kiiltiir asamas1 devam ettirildi. Her 2 giinde bir besiyeri degistirildi. Kiiltlirde morfolojik
degisime gore takip edildi. Adipojenik farklilasma belirteci olarak kabul edilen yag
damlaciklarinin goriilmesi ile kiiltiir sonlandirtlip hiicreler fikse edildi. Fiksasyon icin
hiicrelere 6nce % 4’ liikk paraformaldehit (PFA) eklenip 10 dakika bekletildi. Ardindan
birkag kez Ca?* ve Mg?" igeren PBS ile yikandi. Cok kisa bir siire asetonla muamele edildi.
Metanol eklenip -20 °C* de 10 dakika bekletildi. PBS ile yikanip kurutulduktan sonra

gorlntiileme i¢in oil red O boyamas1 yapildi.

Oil red O boyamas:
Hiicrelerin {izerine oil red O boyas1 eklenip oda sicakliginda 5 dakika beklendi.
Birka¢ kez dH,O ile yikanip kurutuldu. 4’,6 diamidino -2- fenilindol (DAPI) cekirdek

boyasi kapatilarak floresan mikroskopta goriintii alindi.
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3.4.2. Kondrositler

hCA’ larin kiiltiire edilmeleri igin dnce hiicreler ¢dzdiiriildii. Bunun i¢in -196 °C’ de
donmus halde bulunan hiicreler 37 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda calkalama etkisiyle
¢ozuldi. Bu hicre sispansiyonunda bulunan dondurma ajani ve atik materyallerden
kurtulmak igin, stispansiyon Uzerine hticre kilttr besiyeri eklenerek 300 x g’ de santrifij
edildi. Stipernatant atilarak hiicreler pellet halinde elde edildi. Hiicreler sayilarak deneye

uygun hacimde besiyeri ile suspanse edildi.

Hiicrelerin kiiltliriinde kullanilan besiyeri igerigi (hazir besiyeri) DMEM/F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F-12 Medium, 1:1, 1x) (Gibco, Amerika) bazal
besiyeri, % 10 FBS (Gibco, Amerika), %1 penisilin-streptomisin (Gibco, Amerika), 50
pg/ml askorbik asit, % 1 temel olmayan aminoasit (NEAA) (Gibco, Amerika) ve 200 mM
L-glutamin (Gibco, Amerika) ile olusturuldu. hCA’ larin pasajlanmasi esnasindaki

yikamalarda ve apoptoz sinyallerinin sulandirilmasinda bu hazir besiyeri bilesimi

kullanildi.

Immunfloresan boyamalar

hCA’ larim kendilerine 06zgii belirtecleri ifade ettiklerini gosterebilmek, gen
aktarilmis MKH’ lerde aktarimin basarili oldugunu kanitlamak ve bunlarin hiicre i¢indeki
yerini belirlemek icin hiicreler Cizelge 3.7’ de belirtilmis blok serumlar, primer antikorlar

ve sekonder antikorlar kullanilarak immun boyamaya tabi tutuldu.

Immun boyama yapilmasi amaglanan hiicreler onceden 8 kuyucuklu lamlara
ekilerek biiyiitiildii. Kuyucuklar besiyerinden arindirilmak igin Ca** ve Mg®* iceren PBS
cozeltisi ile yikandi (Invitrogen Corporation, Amerika). Boyama prosediiriindeki PBS ile
yikama asamalarinin tamaminda bu ¢dzelti kullanildi. Ureticinin &nerdigi oranlar
kullanilarak blok serum, primer antikor ve sekonder antikor ¢ozeltileri hazirlandi. Nikleer
boyama i¢in blok seruma % 0,1 oraninda tween-20 konarak boyanin hiicre i¢ine niifuz
etmesi saglandi. Once her bir kuyucuga yiizeyi kaplayacak kadar blok serum eklenerek
sicak ve nemli ortamda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
serum atild1 ve yizeyi kaplayacak kadar primer antikor kondu. Sicak ve nemli ortamda 2
saat inkiibe edildikten sonra PBS ile yikandi. Ardindan yizeyi kaplayacak kadar primer
antikor eklenip karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Bu asamanin bitiminde

ise sirastyla PBS ve dH,0 ile yikanip karanlikta bekletilerek lamlarin kurumasi saglandi.
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Goriintillemeden 6nce lamlar DAPI ile kapatildi. Goriintileme, floresan mikroskopta
gerceklestirildi.

Cizelge 3.7. hCA’ larin karakterizasyonu ig¢in kullanilan antikor ve serumlarin listesi.
COLI1AT1: Tip 1 kollajen, COL2AT1: Tip 2 kollajen i¢in iiretici firma tarafindan kullanilmis
kisaltmalardir. Serum ve antikorlar, firmanin katalogunda yer alan orijinal isim ve
numaralariyla belirtilmistir.

A . KATALOG | HUCREDEKI
CINSI ADI FIRMA NO YERLESIM
Santa Cruz
Normal goat serum Biotechnology Inc. sc-2043
Blok serum N ! donk Santa C
ormal donkey anta Cruz i
serum Biotechnology Inc. 5¢-2044
Aggrecan (D-20) Biotﬁgﬂ:ﬁ) ﬁ;”; e, | 516492 Sitoplazmik
COL1A1 (C-18) . Santagr7 sc-8784 Sitoplazmik
Primer Biotechnology Inc.
antikor
COL2A1 (M2139) Biotﬁgﬂ:ﬁ) ﬁ;”; e, | 5652658 Sitoplazmik
Sox-9 (H-90) _ Sgpicruz 5c-20095 Niikleer
Biotechnology Inc.
Goat anti-rabbit Santa Cruz 52012
IgG-FITC Biotechnology Inc.
Sekonder Donkey anti-goat Santa Cruz 52024
antikor IgG-FITC Biotechnology Inc.
Goat anti-mouse Santa Cruz 5c-2078
1gG;-FITC Biotechnology Inc.

Hucre Dongusu Analizi

Hiicrelerin proliferasyonlarinin degerlendirilmesi i¢in hiicrenin hangi evrede
oldugunu gosteren hiicre dongiisii analizi yapildi. Bu analizde hiicrenin GO, G1, S, M ve
G2 evrelerinden hangisinde olduguna, DNA ploidisine gore karar verilir (Cizim 3.14). Bu
amagcla kullanilan kitte onerilen yonteme uygun olarak (Becton Dickinson, CycleTEST
Plus Kit) hiicreler soguk PBS ile yikandi. Iyonik olmayan bir deterjan igeren lizis tamponu
ile hiicre membranina tahribat verildi, hiicreler patlatilarak hiicre icerigi agiga cikarildi.
Ardindan tripsin enzimi yardimiyla hiicre i¢ iskeleti ve g¢ekirdekte bulunan proteinler
pargalandi. Riboniikleaz A kullanilarak da hiicresel RNA’ lar parcalandi. Son olarak da
spermin ile muamele edilerek niikleer kromatin yapisi korundu. Propidyum iyodid (PI)

boyasi kullanilarak DNA igeriginin floresan lazerlerle goriintiilenebilir olmasi saglandi.
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488 nm dalgaboylu lazerle uyarildi ve 586/42 detektorle tespit edildi (BD Biosciences,
2015). ModFit LT yazilimi kullanilarak veriler analiz edildi.

L

M

G2
G1

GO
S i

’ L \ Dinlenme

Cizim 3.9. Hiicre siklusu ve kontrol noktalar1 (BD Biosciences, 2015) (Tiirkge’ye
cevrildi).

3.5.Gen Aktarimi

-152 °C’ de donmus halde bulunan insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (MKH) transfeksiyon yapilmak iizere 37 °C’ de ¢OzUlup kultir besiyeri ile
yikanarak dondurma ajanlarindan ve diger atik materyallerden kurtarildi. Kiiltiir ortaminda
prolifere olmalar1 saglandiktan sonra enzimatik olarak kaldirilan hiicrelerin 400.000” 1
transfeksiyon i¢in kullanildi. Bu hiicreler 2 pg plazmid yapisiyla, 990 V’ ta, 40 ms aralikl
2 atim halinde elektroporasyon yontemiyle transfekte edildi (Thermo Fisher Scientific,
Neon® Transfection System). Transfeksiyonun hemen sonrasinda 6 kuyucuklu kiiltiir
kabina ekilen hiicreler 6zel bir ortama tabi tutulmaksizin, her zaman kullanilan kiiltiir
besiyeri ile kiiltiire edildi. Ayn1 miktardaki transfekte edilmemis hiicrelerin ekilmesiyle bir
kuyucukta kontrol grubu olusturuldu. ilk 2 giin besiyeri degisilmezken ilk besiyeri
degisiminden itibaren % 0,4 oraninda G418 (Roche, Isvec) iceren hazir besiyerinde kiiltiire
devam edilerek antibiyotik direnci yoluyla gen aktarilmis hiicrelerin se¢ilimi saglandi.
Boylelikle PRL geni aktarilmis insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre hatti
(PKI-MKH) elde edildi.
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3.6.Apoptoz Optimizasyonu

Insan artikiiler kondrosit hiicrelerinin (hCA) apoptoza siiriikklenmesi amaciyla, Adan
ve dig. (2013) belirttigi gibi bir sitokin kokteyli kullanilmasi amaglandi. Bu nedenle
kokteyl bilesenlerinin farkli konsantrasyonlariyla WST-1 (Water-soluble tetrazolium salt-
1; suda ¢Ozunebilen tetrazolyum tuzu-1) yontemi temelli bir optimizasyon deneyi

tasarlandi.

Kokteyl bilesenleri olan TNF-a, IL-1B ve IFN-y sitokinlerinin belirtilen makalede
yer alan konsantrasyonlari, bu konsantrasyonlarin yarisi ve iki kati olan konsantrasyon

degerleri segildi. Buna gére kombinasyon hesabi yapildi (Denklem 3.1).

G)=()=2

Denklem 3.1. Ug ¢esit sitokinin ii¢ farkli konsantrasyon degeri i¢in kombinasyon hesabi.a:
sitokin sayis1 ve b: her bir sitokin i¢in denenecek konsantrasyon degeri sayisini temsil
etmektedir.

Denklem 3.1’ e gore li¢ ¢esit sitokinin iticerli kombinasyonlari, toplam 27 grupta

olusturuldu. Sinyaller olusturulduktan sonra WST-1 asamasina ge¢ildi.
3.6.1. WST-1 Analizi

Bu kolorimetrik testin prensibi, stabil tetrazolyum tuzu WST-1"in éncelikli olarak
hicre yuzeyinde meydana gelen hiicresel mekanizmalar yoluyla ¢6ziinebilen formazan
kristallerine parcalanmasi ve bu nedenle ortaya ¢ikan renk degisiminin incelenmesine
dayanmaktadir (Cizim 3.9). Bahsedilen biyorediiksiyon, biiyiik 6l¢iide canli hiicrelerdeki
glikolitik NAD(P)H iiretimine bagli olup bu durum formazan boyasinin miktarmin

dogrudan metabolik olarak aktif olan hiicre miktartyla orantili olmasini saglamaktadir

(Roche, 2016).

Yani daha basite indirgenirse, hicre yilzeyinde meydana gelen ve tetrazolyum
tuzunun pargalanmasini saglayan olaylar hiicrenin canliligiyla iliskili olacagi i¢in ortama
eklenen WST-1 ancak canli hiicreler tarafindan formazan kristallerine pargalanabilecektir.
Normalde ag¢ik kirmizi bir rengi olan WST-1, formazan kristallerine parcalandiginda koyu
kirmiz1 renk almaya baslayacaktir. Bu renk degisimi de canlilikla dogru orantili olarak

degisim gosterecektir.
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Cizim 3.10. Tetrazolyum tuzunun formazana pargalanmasi (Roche, 2016).

Hiicrelere herhangi bir etki verildiginde bunun hiicre canlilig1 iizerine etkisinin
incelenmesi, radyoaktif olmayan bu yontemle giivenli ve kolay bir sekilde
gergeklestirilebilmektedir. Bu degisim uygun bir spektrofotometrik okuyucu ile
incelendiginde kantitatif olarak degerlendirilebilmekte ve yiizde hesab1 yapilabilmektedir.

Optimizasyon deneyi icin hicreler zerine apoptotik etkileri incelenecek olan

sinyaller ticari olarak edinildi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Kullanilan sinyallere ait firma ve katalog numaras bilgileri.

SINYALIN ADI FIRMA KATALOG NO
TNF-a Biological Industries 30-T223-B
IL-1B Biological Industries 30-T208-B
IFN-y Biological Industries 30-T206-A

Bu sinyaller icin Cizelge 3.9’ de belirtilen konsantrasyonlar secildi ve sinyal
bilesimleri hCA’ lar i¢in kullanilan hazir besiyeri i¢inde sulandirildi.
Cizelge 3.9. Optimizasyonda kullanilan konsantrasyon degerleri. Bu degerler 1, 2 ve 3

rakamlariyla eslestirilmis olup Cizelge 3.10° da belirtilen kodlamada belirte¢c olarak
kullanilmiglardir.

TNF-o IL-1B IFN-y
1 12,5 ng/ml 1 5 ng/ml 1 5 ng/ml
2 25 ng/ml 2 10 ng/ml 2 10 ng/ml
3 50 ng/ml 3 20 ng/ml 3 20 ng/ml

hCA’ lar Cizelge 3.10° daki gibi 96 kuyucuklu kiiltiir kabina (BD Falcon, 6-well
Standard Tissue Culture Plates) kuyucuk basma 3500 hiicre olacak sekilde kendi

besiyerlerinde ekildi. WST-1 ajaninin absorbans hesabindan g¢ikarilabilmesi amaciyla
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yapilacak kor okutma (blank) icin ilgili kuyucuklara hiicre ekilmezken kontrol okutmasi
icin hiicre ekimi yapildi. Her bilesim ayni anda 3 kuyucukta tekrarlandi. Bir giin boyunca
hiicrelerin kiiltiir kabina yapismalar1 beklendi. Daha sonra sinyaller Cizelge 3.10° da
gosterilen dizende, 300 pl hacimde, besiyeri degisimi seklinde hiicrelere verildi. Hiicreler
bu apoptotik sinyallerle 72 saat boyunca kultire edildi.

Cizelge 3.10. Sinyal bilesimlerinin 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda temsili gosterimi.
Kuyucuklarin iglerinde iiclii rakamlarla ifade edilen kodlama, {i¢ ¢esit sitokinin kullanilan
konsantrasyon degerlerini (Cizelge 3.9’ da belirtilen) ifade etmektedir. Kodun ilk rakami
TNF-a i¢in kullanilan konsantrasyonu, ikinci rakami IL-1p i¢in kullanilan konsantrasyonu,
tictincti rakami ise IFN-y igin kullanilan konsantrasyonu simgelemektedir. S6zgelimi E4-

E5-E6 kuyucuklarmi kapsayan “231” kodu TNF-a i¢in 25 ng/ml, IL-1p i¢in 20 ng/ml ve
IFN-y i¢in 5 ng/ml konsantrasyondaki bilesimin kullanildigini ifade etmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A BLANK KONTROL 111 112
B 113 121 122 123
C 131 132 133 211
D 212 213 221 222
E 223 231 232 233
F 311 312 313 321
G 322 323 331 332
H 333

10x halinde temin edilen WST-1 ajan1 (Roche Diagnostics, Cell Proliferation
Reagent WST-1), hCA’ larin kiiltiiriinde kullanilan bazal besiyeri ile sulandirilarak 1x
haline getirildi. Kér okutmada da, hazirlanan bu 1x’ lik WST-1 ¢ozeltisi kullanildi. 72
saatlik kultlrin sonunda apoptotik sinyalleri iceren besiyerinin tamami g¢ekilerek tiim
kuyucuklara esit hacimde (100” er pl) 1x WST-1 ajami eklendi. 37 °C’ de inkiibasyona
baslandi ve 2,5 saat sonra renk degisiminin yeterli olduguna karar verilip deney
sonlandirildi. 450 nm ve 630 nm’ de okutma yapildi. Absorbans degerleri kontrol ile

oranlanarak yiizde cinsinden canlilik elde edildi.

3.7.0rtak Kultur

Oncelikle ortak kiiltiir elemanlar1 olan hiicreler, flasklar, ayirict membranlar (insert)
(Cizim 3.10) ve kultirin gergeklestirilecegi sinyal igerenve igermeyen besiyerleri, ortak

kiiltiir gruplarini olusturmak tizere hazirlandi.
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Cizim 3.11. Ortak kiiltiir elemanlar1. Fotografin ist kisminda 6 kuyucuklu kiiltiir kab, alt
kisminda ise bu kuyucuklara konan ayirici membranlar (insert) gorilmektedir (Bar Naor
Ltd, 2016).

Transfekte hiicreler (PKI-MKH) pasaj 3’ e kadar biiyiitiilerek kiiltiirde sayica
arttirildi. Ayn1 anda hCA’ lar da MKH’ lerle benzer sekilde ¢oziilerek ortak kiiltiire

hazirlandi.

Ortak kdltir sistemi 6 kuyucuklu kultir kaplarinda (BD Falcon, 6-well standard
tissue culture plates) hCA’ larla MKH ve PKI-MKH’ lerin birbitleriyle dogrudan temas
olmaksizin etkilesmeleri iizerine kurulup 3 um goézenek capli polietilen teraftalat (PET)
ayirict membranlar (SPL Life Sciences, 6-well PET cell culture inserts with 3 pum pore

size) kullanilarak gergeklestirildi.

Ortak kiiltiir, gen aktarilmis ve aktarilmamig MKH’ lerle kurulan 2 gruba ek olarak
MKH’ lerin kullanilmadigi kontrol grubu ile yiritildi (Cizim 3.11). Aym zamanda
kondisyonlanmis besiyeri grubu da olusturuldu ancak tez c¢alismasi kapsaminda
degerlendirmeye alinmadi. Kiiltiirlin 1, 4. ve 7. giinlerinde sonlandirilmak tizere deney her
bir grup i¢in 3 ayn kiiltiir kabinda yiiriitiildii. Belirtilen giinlerde deney sonlandirilarak

hlcrelerden ve kiiltiir ortamindan analizler yapildi.

41



hCA Besiyeri hCA Besiyeri hCA Besiyeri

Kondisyonlanmig
Medium

Kondisyonlanmig
Medium

Kondisyonlanmig
Medium

hCA hCA hCA

hCA Besiyeri hCA Besiyeri hCA Besiyeri Kondisyanlanimis

Medium

Kondisyonlanmig
Medium

Kondisyonlanmig
Medium

hCA hCA
Ayirici Ayirict
membran 2 3 membran 1 2 3
A A
Kuyucuk Kuyucuk
MKH MKH MKH PKi-MKH PKi-MKH PKi-MKH
B B
hCA hCA hCA hCA hCA hCA

r n
Cizim 3.12. Ortak kiiltiir gruplarinin sematize gosterimi. Cemberler hCA’ larin ekildigi
kuyucuklart temsil etmektedir. MKH gruplarimin ekildigi ayirict membranlar da
kuyucuklarin {izerinde dikdortgenimsi bir sekilde gosterilmistir. Kiiltiir kaplari; A: hCA’
larin kendi besiyerleri ile kiiltiirli (Kontrol grubu), B: hCA’ larin kondisyonlanmig besiyeri
ile kaltard, C: hCA’ larin membran varliginda MKH’ lerle kiiltirii, D: hCA’ larin
membran varliginda PKI-MKH?’ lerle Kultiirg.

3.8.0rtak Kiiltiir Sonrasi Testler

3.8.1. ELISA

Kiiltiir ortamindan PRL’ in tayini i¢in enzim bagli immunosorbent analizi (ELISA)
yapildi (USCN Life Sciences, ELISA Kit for Prolactin). Sandvi¢ ELISA yontemi temelli
calisan bu kitle, PRL’ e spesifik ve biyotinle konjuge edilmis bir antikorla Onceden
kaplanmis olan kuyucuklara ornek eklendikten sonra yalmizca PRL, horse radish
peroksidaz (HRP) enzimi konjuge edilmis avidin ve biyotin konjuge edilmis antikorun var
oldugu kuyucuklarda TMB substratinin pargalanmasiyla olusan renk degisiminin
g6zlenmesi yoluyla PRL tayini gergeklestirilmektedir (USCN Life Sciences, 2015) (Cizim
3.12).
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Cizim 3.13. Sandvi¢ ELISA yonteminin prensibi (Wuhan EIAab Science, 2015).

PRL tayini i¢in ELISA yapilacak olan kondisyonlanmis besiyerleri kiiltiir
ortamindan ¢ekilip santrifiij tiiplerine toplandi. 1000 x g’ de 20 dakika santrifiij edilip
kiiclik partikiillerden arindirildi. Kit prosediiriine uygun olarak tiim reaktifler ve standartlar
hazirlandi. PRL’ e 6zgii antikorla kapli kuyucuklara 100’ er pl 6rnek veya standart konup
37 °C’ de 2 saat inkiibe edildi. Sonraki adimda 100’ er ul PRL’ e 6zgii biyotin konjuge
edilmis antikor kuyucuklara eklenip 37 °C’ de 1 saat inkibe edildi. Kuyucuktaki tim
cozeltiler aspire edilip yikama soliisyonuyla 3 kere yikandi. Ardindan 100’ er pl avidin
konjuge edilmis HRP eklenip 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklardaki ¢ozelti
aspire edilip yikama soliisyonuyla 5 kere yikandi. 90° ar pl TMB substrat ¢ozeltisi eklenip
37 °C’ de 15-25 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda kontrol edilerek renk degisimi
gozlendikten sonra enzim-substrat arasindaki tepkimeyi sonlandirmak igin 50° ser ul
stilfiirik asit eklendi. Hemen ardindan spektrofotometrik okuyucuda 450 nm’ de olgiim

alind1 (USCN Life Sciences, 2015).
3.8.2. Bisinkoninik Asit (BCA) Analizi ile Toplam Protein Tayini

PRL’ in ortama salinan toplam proteinler i¢inde yiizde kaglik dilimi olusturdugunu
tespit etmek i¢in bisinkoninik asit (BCA) analizi ile toplam protein tayini yapildi (iNtRON
Biotechnology, SMART BCA Protein Assay Kit). Bu yontem kolorimetrik olup BCA ile
bakir iyonlarin selatlasmasi yoluyla ortaya ¢ikan renk degisiminin tespiti yoluyla protein

miktarmin 6l¢limii gergeklestirilmektedir (Cizim 3.13).
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Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Cizim 3.14. BCA analizinin temelini olusturan reaksiyonun gosterimi. (Thermo Fisher
Scientific, 2016)

Iki molekiil BCA ile bakir iyonlar1 selatlastiginda ortaya mor bir renk ¢ikar. Bu
reaksiyon iiriinii de 562 nm’ de en kuvvetli 1s51may1 verir. Bu dalgaboyunda absorbans
degerleri alinip konsantrasyonlar1 bilinen standartlarla karsilastirma yapilarak toplam

protein miktar tayin edilir.

Kit prosediriine uygun olarak (iNtRON Biotechnology, SMART BCA Protein
Assay Kit), once bovin serum albiimin (BSA) kullanilarak ve seri diliisyonlar yapilarak
standart ¢ozeltileri hazirlandi. Ardindan ¢alisma ¢ozeltisi, A ve B ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlandi. Protein tayini yapilacak olan kondisyonlanmis besiyerleri kiiltiir ortamindan
cekilip santrifiij tiiplerine toplandi. 1000 x g’ de 20 dakika santrifiij edilip kiigiik
partikiillerden arindirildi. Bu 6rnekler 10 kat sulandirildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina kitte
belirtilen sekilde standartlar, drnekler ve ¢alisma ¢dzeltisi eklendi. Tiim bilesenler 37 °C’
de 30 dakika inkube edildi. Mikroplaka okuyucuda 562 nm dalgaboyunda absorbans

degerleri ol¢iildii.
3.8.3. Anneksin V Analizi

Apoptoz tayini i¢in anneksin V analizi yapildi. Bu test, membranin i¢ kisminda
bulunan fosfatidilserinin (PS) membranin disina yerlesmesi ve bu PS’ in tespitine
dayanmaktadir (Cizim 3.15). Anneksin V boyasi ise membran yiizeyinde bulunan PS’ ¢

2 a bagimli olarak fosfolipitlere baglanan bir

yiiksek baglanma egiliminde olan, Ca
proteindir ve bir¢ok florokromla konjuge edilebilmektedir. Propidyum iyodid (PI) canli
hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinmayan ancak apoptozun ilerlemis sathalarinda membran
biitiinligliniin kaybolmast nedeniyle hiicre icine almman bir boyadir. PS’ in hiicre
membranina lokalize olmasi erken apoptoz belirteci olup ge¢ apoptotik olaylara yol
acmaktadir. Dolayisiyla eger incelenen hiicre anneksin V ve PI acisindan negatifse hiicre
apoptotik degildir. Erken apoptotik hiicreler anneksin V pozitifligi ile PI negatifligi
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gosterirlerken ge¢ apoptotik ya da 6lu hiicreler her ikisi ag¢isindan pozitiflik gosterirler (BD
Biosciences, 2015).

Literatirde yer alan yonteme goére (Fang ve dig. 2014, Harding ve dig. 2015)
hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra 1x baglayici tampon ¢ozeltisi (binding
buffer) ile sayis1 1x10%ml olacak sekilde tek hiicre siispansiyonu haline getirildi. Bu hiicre
stispansiyonuna 5 pl Annexin V ve 5 pl Pl eklendi.Oda sicakliginda ve karanlikta 15
dakika inklbe edildikten sonraakim sitometri cihaziyla birlikte ¢alisan BD FACSuite

yazilimi kullanilarak analizgergeklestirildi.
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W Fosfatidilserin (PS)
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© Propidyum iyodid (Pl)

Cizim 3.15. Anncksin V boyamasmin prensibi (BD Biosciences, 2015) (Tiirkge’ye
cevrildi).
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4. BULGULAR

4.1 Hiicreler ve Karakterizasyonlarina Ait Goriintiiler

4.1.1. Mezenkimal Kok Hicreler

Deneylerde kullanilan MKH’ ler kiiltiirde morfolojilerine (Cizim 4.1), adipojenik
ve osteojenik farklilasmalarima (Cizim 4.2, Cizim 4.3), akim sitometri yontemiyle ise

yuzey belirtecleri ile sitoplazmik belirteclere gore (Cizim 4.4) karakterize edildi.

1 M L ‘ /
s Ul B : & mEE

Cizim 4.1. MKH’ lerin kiiltiir ortaminda alman goriintiileri (Olympus, 1X71). A: 10x
bliylitmede alinan goriintii (6lcek ¢ubugu 200 pm), B: 40x biiylitmede alinan goriintii
(6lcek gubugu 50 um). Fotograflarda MKH’ lerin sitoplazmadaki graniillii yapis1 ile igsi
sekilleri se¢ilmektedir.

Cizim 4.2. Osteojenik farklilagmaya siiriiklenen MKH’ lerin kiiltiir ortaminda alinan
goruntdleri. (Olympus, IX71). A: 10x biiylitmede alinan goriintii (6l¢ek ¢ubugu 200 pm),
B: Ayni alanin 40x biiyiitmede alinan goriintiisii (6lgek ¢ubugu 50 pm). Fotograflarda
kalsiyum nodillerine ait goériiniim, hiicrelerin arasinda yer alan parlak kisimlar halinde
secilmektedir.
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Cizim 4.3. Adipojenik farklilasmaya siiriiklenen MKH’ lerin kiiltiir ortaminda alinan
goriintiileri (Olympus, IX71) ile Oil red O boyamasinin goriintiisii (Leica, DMI4000 B). A:
10x biiyiitmede alinan goriintii (6lgek ¢ubugu 200 um), B, C: 40x biiylitmede alinan
goriintiiler (6l¢ek cubugu 50 um), D: Oil red O ile boyanmis 6rnegin floresan mikroskopta
aliman goriintiisii (6lgek ¢ubugu 50 um). A fotografinda hiicrelerin iirettigi yag
damlaciklar1 sari-koyu sar1 sekilde secilirken daha biiyiik biiyiitmelerde alinan B ve C
fotograflarinda hiicre sitoplazmasinda yag damlaciklar1 parlak sari-beyaz renklerde ve
lizim salkimi goriiniimiinde segilebilmektedir. D fotografinda Oil red-O boyamasi ile yag
damlaciklar1 kirmizi, hiicre ¢ekirdekleri ise DAPI ile mavi boyanmustir.
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Cizim 4.4. MKH’ lerin yuzey belirtegleri ile sitoplazmik belirteglerine gore akim sitometri
cihaz1 (BD Biosciences, FACSCalibur) ile elde edilmis sonuglarina ait grafik. Grafiklerde
% 90’ 1n iizerinde popiilasyonun CD105, CD73, CD29, CD13, CD44, CD90, CD146,
CD166, HLA-ABC belirteglerini tasidigi, buna karsin % 1’ in altinda popiilasyonunun
CD7, HLA-DR, CD106, CD14, CD34, CD33, CD117, CD11b, CD45, CD15, CD5 ve
CD71 belirteclerini tasidig tespit edildi (grafiklerin devamu takip eden sayfadadir).
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Cizim 4.4. (devam) MKH’ lerin ylizey belirtecleri ile sitoplazmik belirteclerine gore akim
sitometri cihazi (BD Biosciences, FACSCalibur) ile elde edilmis sonuglarina ait grafik.
Grafiklerde % 90’ 1n tizerinde popilasyonun CD105, CD73, CD29, CD13, CD44, CD90,
CD146, CD166, HLA-ABC belirteglerini tasidigi, buna karsin % 1° in altinda
populasyonunun CD7, HLA-DR, CD106, CD14, CD34, CD33, CD117, CD11b, CDA45,
CD15, CD5 ve CD71 belirteglerini tasidig tespit edildi.

4.1.2. Kondrositler

Deneylerde kullanilan hCA’ lar bir iretici firma tarafindan temin edilmis
olmalarina ragmen uzun siire kiiltiir ortaminda tutulup g¢ogaltildiklar: i¢in karakterlerini
kaybetmediklerini kanitlamak tizere kiiltiirde morfolojik olarak gozlemlendi (Cizim 4.5).
Karakterleri agisindan pozitif belirtegler olan agrekan, tip 2 kollajen ve Sox-9 agisindan
immunfloresan boyamaya tabi tutuldu (Cizim 4.6). Hicre dongusu analizi ile donginin
hangi evresinde olduklari tespit edildi (Cizim 4.7). Anneksin V analizi ile de apoptotik

olup olmadiklar1 incelendi (Cizim 4.8).
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Cizim 4.5. hCA’ larin kiltir ortaminda alinan goriintiileri (Olympus, 1X71). A: 10x
bliylitmede almman goriintii (6lgek ¢ubugu 200 pum), B: 40x biiyiitmede alinan goriintii
(6lgek cubugu 50 um). Diizenli olarak gergeklestirilen morfolojik incelemelerde hiicrelerin
prolifere olduklar1 ve hiicre yapilarin1 yaglanmadan koruduklar1 gozlemlenmistir.

Cizim 4.6. immunfloresan olarak boyanan hCA’ lara ait gérintiler (Leica, DMI4000 B).
A: Agrekan, B: Tip 1 kollajen (COL1Al), C: Tip 2 kollajen (COL2A1), D: Sox-9
boyamasina aittir. Bu belirteglerin her biri floresan izotiyosiyanat (FITC) konjuge
boyalarla boyanmis olup yesil renk ile gézlenmislerdir. Hiicre ¢ekirdekleri 4’,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) ile mavi boyanmistir. Boyamalarla hiicrelerdeki sitoplazmik agrekan,
tip 1 kollajen, tip 2 kollajen ve Sox-9 varlig1 gosterilmistir.
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[ Datrk File analyzed: hCA -P8-15.07.15.002
E fgaragaa Date analyzed: 27-Jul-2015
— mg@ Maodel: 1DAOn_DSF

[ D Analysis type: Manual analysis
Ploidy Moda: First cycle is diploid

Diploid: 100.00 %
Dip G1:91.02 % at 53.29
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Cizim 4.7.S1v1 azotta bulunan hCA’ larin ¢ozdiiriilmesi sonrasi gergeklestirilen hiicre
dongiisii analizi verileri. Grafige gore agregatlar gozlenmis ancak 6l¢iim alinan saglikhi
hiicrelerin % 91.02 oraninda diploid G1 fazda olduklar tespit edilmistir.

- hCA P815.07.15.002
S R [=] Sample ID: hCA PB15.07.15

Tube: ANNEXIN V

Acquisition Date: 15-Jul-15

- Gated Events: 8433
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80
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2 File: hCA P815.07.15.002 Sample ID: hGA P815.07.15
-1 Patient ID Tube: ANNEXIN V
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n _ﬁ__ | Gate: G1 Total Events: 10000
E
§g. f M1 Marker Events % Gated % Total
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M1 es8 10.53 888
2]
=
100 10! ‘82 103 10
|

Cizim 4.8.S1v1 azotta bulunan hCA’ larin ¢ozdiiriilmesi sonras1 gergeklestirilen anneksin V
analizi verileri. Grafige gore hiicrelerin % 89,56° s1 canli, % 7,16’ s1 6li ve % 2,757 |
apoptotiktir.
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4.2 PRL’ in Klonlanmasi

4.2.1. Q5 DNA Polimerazla PRL’ in Cogaltilmasina Ait PCR Uriinlerinin Jel

Goruntusi

PCR drunleri jele yuklenip MF-ChemiBIS 3.2 sogutmali goriintiileme sistemi
(DNR Bio-Imaging Systems) ve bu sistemle entegre galisan GelCapture yazilimi (DNR
Bio-Imaging Systems) kullanilarak goriintiileme yapildi. Goriintillemede, PRL’ in
uzunluguna (684 bp) (Cizim 3.2) denk gelen bantin varligi tespit edildi (Cizim 4.9).

1000 bp
\

Cizim 4.9. PCR iiriinlerinin yiiklendigi jele ait goriintii. ik kuyucuga marker yiiklenmis
olup diger kuyucuklarin tamamina PCR {iriinleri yiiklenmistir. Markerda her bantin karsilik
geldigi DNA uzunlugu belli olup diger kuyucuklardaki iiriiniin boyutu karsilastirmayla
bulunabilmektedir. Bu karsilastirma ile kuyucuklara ytiklenen PCR iirliniine ait bantin 600
ila 700 baz ¢ifti arasinda oldugu ve beklenen sonugla ortiistiigli goriilmektedir.
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4.2.2. Restriksiyon Enzim Kesimiyle insert ve Vektoriin Hazirlanmasi

Yapiskan ug¢ olusturmak iizere vektor ve insertin kesim reaksiyonlarindan elde
edilen drinler jele yuklendi (Cizim 4.10, Cizim 4.11). MF-ChemiBIS 3.2 sogutmali
goruntileme sistemi (DNR Bio-Imaging Systems) ve bu sistemle entegre c¢alisan
GelCapture yazilimi (DNR Bio-Imaging Systems) kullanilarak goriintiileme yapildi

Beklenen uzunluklarda insert ve vektore ait bantlar tespit edildi.

N-terminal
pFLAG-CMV-3

3000bp
2000bp —
1500 bp

1200 bp

1000bp

500 Gp

Cizim 4.10.N-terminal pFLAG-CMV-3 vektorinun kesim Uriinlne ait jel gorintlsd.
Marker 2 numarali kuyucuga yiiklenmis olup 4 numarali kuyucuga yiiklenen kesim
urininde 3000 bp’ den blylk ve 500 bp’ den kiiglik olarak gdzlenen bantlar, kesimin
basarili oldugunu gostermektedir.

1000 bp _

600 bp ile
0 bp arasinda

500 bp

Cizim 4.11.PRL’ in kesim {irlinline ait jel goriintiisi. Marker 1 numarali kuyucuga
yiklenmis olup 5 numarali kuyucuga yiklenen kesim Griniunde 600-700 bp arasinda
gozlenen bantlar, kesimin basarili oldugunu gostermektedir.
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4.2.3. Ligasyon Uruniyle Transforme Edilen Hicrelerin Kati Agar ve LB

Broth Besiyerlerindeki Koloni Gorintuleri

Transforme edilen hiicreler kiiltiire alindiktan sonra kat1 ve sivi besiyerlerindeki

koloni olusumu takip edildi (Cizim 4.12, Cizim 4.13).

Cizim 4.12. Transforme edilen hiicrelerin ampisilinli kat1 agardaki koloni goriintiisii. Kat1
agarda tek diisen ve diizgiin sekilli koloniler segilerek LB Broth besiyerinde ¢ogaltilmistir.

Cizim 4.13. Transforme edilen hiicrelerin ampisilinli LB Broth sivi besiyerinde
cogalmalarima ait goriintlisii. Fotografta sagdaki sisede henliz koloni ekimi
gerceklestirilmemis LB Broth besiyeri seffaf olarak goriinmektedir. Soldaki 15 ml’ lik
santrifiij tliptinde ekim yapilmis ve koloni iiretilmistir. Burada LB Broth besiyerindeki
bulaniklagsmayla orantil1 olarak koloni olusumu takip edilmistir.
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4.2.4. Dolu Plazmidlerin PCR ile Tespitine Ait Jel Goruntusu

Transforme edilen E. coli’lerden izole edilen plazmidler PRL agisindan incelenmek
uzere marker ile (Promega, 1 kb DNA ladder) jele yiklendi. Jel gorintilenerek

transformasyonun basarili oldugu gruplar tespit edildi (Cizim 4.14).

3000bp ——
1000bp —____

750 bp ile 1000 bp
arasmda

750bp

Cizim 4.14. Dolu plazmidlerin tespiti i¢in gergeklestirilen koloni PCR jel goriintiisii.
Marker 1. kuyucuga yiiklenmis olup 3, 4, 5, 6 ve 7 numarali kuyucuklarda 5 adet koloni
incelenmistir. 7 numarali kuyucuga yiiklenen koloni hicbir sekilde amplifiye olmazken 3
ve 5 numarali kuyucuklara yiiklenen kolonilerde 750 bp ile 1000 bp arast bant
goriilmiistiir. Bu bant N-30 ve C-24 primerleri kullanildiginda alinmasi gereken 872 bp’ lik
bant ile uyusmaktadir. Bu haliyle incelendiginde 3 ve 5 numarali kuyucuklara yiliklenen
kolonilerin PRL agisindan pozitif olduklart goriilmektedir. Ancak 5 numarali kuyucuga
yiiklenen koloniden alinan bantlarin daha net olmasi nedeniyle bu koloni {izerinde
durulmustur.
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4.2.5. Yon Tayini Jel Goruntusi

Dolu oldugu tespit edilen plazmidlerde vektor yapisiyla sokulan genin yon tayini
icin kurulan PCR firiinleri jele yiiklenerek diiz yonde plazmidin girdigi koloniler tespit
edildi (Cizim 4.15).

3000 bp'ye yakin —-—

1000bp —__

750 bp ile 1000 -—-
bp arasinda

750bp

Cizim 4.15. Yon tayini ig¢in kurulan PCR’ a ait jel goriintiisii. Marker 1. kuyucuga
yiiklenmis olup 2, 3, 4, 5 ve 6 numarali kuyucuklarda 5 adet koloni incelenmistir. Bant
goriintiilerine bakildiginda 2, 5 ve 6 numarali kuyucuklara yiiklenen kolonilere ait
plazmidlere genin diiz yonde girdigi tespit edilmistir.
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4.3.Gen AktarimmiSonrasi Hiicre Goruntiileri

Gen aktarimindan sonra hiicreler kiiltiirde morfolojileri acisindan takip edildi
(Cizim 4.16). Hiicrelerin koloni olusturmaya devam edebildikleri ve secici besiyeri

ortaminda canliliklarin1 koruduklar1 gozlendi.

e ( £z

Cizim 4.16. Gen aktarilmamis (MKH) ve gen aktarilmis MKH (PKIi-MKH) gruplara ait
kaltar goruntileri (Olympus, 1X71). A: MKH grubundan 10x biiyiitmede alinan goriintii
(6lgek ¢ubugu 200 pum), B: MKH grubundan 40x biiyiitmede alinan gorintl (6lgek
cubugu 50 pum). C: PKi-MKH grubundan 10x biiyiitmede alinan gériintii (6lgek cubugu
200 um), D: PKIi-MKH grubundan 40x biiyiitmede alinan goriintii (6l¢ek cubugu 50 pm).
Alman goriintiilerde hiicrelerin gen aktarimindan sonra da graniillii yapilarini,
morfolojilerini ve koloni olusturma potansiyellerini koruduklar1 gézlenmistir.
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4.4.Apoptoz Optimizasyonu WST-1 Sonuclar: ve Grafikleri

Absorbans degerleri kontrol ile oranlanarak canlilik yiizde cinsinden elde edildi,
cizelgeler (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3) ve grafikler (Cizim 4.17, 4.18, 4.19) olusturuldu.

Cizelge 4.1. TNF-o’ nin birinci konsantrasyon degerinde (12,5 ng/ml) IL-1f ve IFN-y” nin
degisiminin canliliga olan etkisi. Cizelgedeki degerler yiizde cinsinden canliligi ifade
etmektedir.

TNF-a. (1) IFN-y (1) IFN-y(2) IFN-y (3)

IL-1B (1) | 69,46 66,37 66,66
IL-1p(2) | 78,88 91,27 69,80
IL-1B(3) | 90,40 75,91 110,64

TNF-a (1)
12,5 ng/ml

mIL-1B (1)
mIL-1B (2)
mIL-1B (3)
IL-1B (3)

IL-1B (2)

IL-1B (1)

IFN-y (1) IFN-y (2) IFN-y (3)

Cizim 4.17. TNF-o’ nin birinci konsantrasyon degerinde (12,5 ng/ml) IL-1p ve IFN-y’ nin
degisiminin canliliga olan etkisine ait grafik. Grafikteki degerler yiizde cinsinden canliligi
ifade etmektedir.

Cizelge 4.2.TNF-a’ nin ikinci konsantrasyon degerinde (25 ng/ml) IL-1B ve IFN-y’ nin
degisiminin canlilia olan etkisi. Cizelgedeki degerler ylizde cinsinden canliligi ifade
etmektedir.

TNF-a (2) IFN-y (1) IFN-y(2) IFN-y(3)

IL-1B (1) | 63,93 84,40 86,38
IL-1B(2) | 79,29 59,16 62,47
IL-1p(3) | 80,01 51,91 66,37
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TNF-a (2)
25 ng/ml

b

= IL-1B (1)
= IL-1B (2)
= IL-1B (3)

IL-1B (3)
IL-1B (2)
IL-1B (1)

IFN-y (1) IFN-y (2) IFN-y (3)

Cizim 4.18. TNF-o’ nin ikinci konsantrasyon degerinde (25 ng/ml) IL-1p ve IFN-y’ nin
degisiminin canliliga olan etkisine ait grafik. Grafikteki degerler yiizde cinsinden canliligi
ifade etmektedir.

Cizelge 4.3.TNF-a’ nin tgiincti konsantrasyon degerinde (50 ng/ml) IL-1p ve IFN-y’ nin
degisiminin canlilia olan etkisi. Cizelgedeki degerler ylizde cinsinden canliligi ifade
etmektedir.

TNF-a (3) IFN-y (1) IFN-y(2) IFN-y(3)

IL-1B (1) 82,28 95,34 84,03
IL-1B (2) 85,77 67,36 64,92
IL-18 (3) 73,41 65,76 65,36
TNF-a (3)
50 ng/ml

= IL-18 (1)
= IL-1B (2)
= IL-1B (3)
IL-1B (3)
IL-1B (2)

IL-1B (1)

FNY () eny (2)

IFN-y (3)

Cizim 4.19. TNF-o’ nin tigiincii konsantrasyon degerinde (50 ng/ml) IL-18 ve IFN-y’ nin
degisiminin canliliga olan etkisine ait grafik. Grafikteki degerler yiizde cinsinden canliligi
ifade etmektedir.
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Tiim bu degerler ve grafikler incelendiginde canlilikta en ¢ok azalma yapan grubun
“232” koduyla belirtilen, TNF-a i¢in 25 ng/ml, IL-1p i¢in 20 ng/ml ve IFN-y i¢in 10 ng/ml
konsantrasyonda oldugu bilesime ait oldugu gorilmektedir. Bu grup bilesim
uygulandiginda hiicrelerin canliliginin % 51,91 e distiigii gézlendi. Bu nedenle hCA’

larin apoptoza siiriiklenmesinde bu konsantrasyonun kullanilmasina karar verildi.

4.5.0rtak Kiiltiir Sonrasi

45.1. Morfolojik Gozlemler

Ortak kiiltiir i¢in olusturulmus tiim gruplar, hCA’ larin morfolojileri ve apoptotik

cisimciklerin varlig1 agisindan mikroskopta incelendi (Olympus, IX71).

Apoptoz sinyalinin verilmesini takip eden ilk gunin sonunda hCA’ larda belirgin
morfolojik degisimler gozlendi. Fotograflar incelendiginde kontrol grubunda biiyiik bir
degisme olmadig1 goriildii. Bunun yaninda MKH grubu hCA’ larda sayica azalmadan ¢ok

sitoplazmanin kii¢iilmesine rastlandi (Cizim 4.20).

A A e =

b

Cizim 4.20. Ortak kiiltiir sonras1 1. giinde hCA’ lara ait kiiltiir fotograflar1 (Olympus,
IX71). A: Kontrol grubu, B: Kondisyonlanmis besiyeri grubu, C: MKH grubu, D: PKI-
MKH grubu. Tiim fotograflarda 6l¢ek cubuklari 200 pm.
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Gruplar 40x biiyiitme ile mikroskopta incelendiginde ilk giiniin sonunda kontrol ve

PKI-MKH gruplarinda apoptotik cisimciklere rastlanmadi. MKH grubunda gekirdegin

icinde bosluklu bir goriintii se¢ildi (Cizim 4.21).

Cizim 4.21. Ortak kiiltiir sonras1 1. ginde hCA’ lara ait apoptotik cisimcik fotograflart
(Olympus, 1X71). A: Kondisyonlanmis besiyeri grubu (hiicrelere netlenmis fotograf), B:
Kondisyonlanmis besiyeri grubu (cisimciklere netlenmis fotograf), C: MKH grubu
(hiicrelere netlenmis fotograf), D: MKH grubu (cisimciklere netlenmis fotograf). Tim
fotograflarda 6l¢ek cubuklari 50 pm. Cisimcikler beyaz oklarin ucunda yuvarlak halde
secilmektedir. Apoptotik cisimcikler yalniz bu gruplarda gézlendigi i¢in diger gruplara ait
fotograflar konmamistir.
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Kiltirin 7. giiniinde kontrol, MKH ve PKi-MKH gruplarinda hiicre sayismin
arttig goriildi. MKH ve PKI-MKH gruplarinda hiicrelerin kiiltiir kabinin neredeyse
tamamin1 kapladiklari, buna karsin kontrol grubundaki artisin bu seviyeye gelmedigi

gozlendi (Cizim 4.22).

Cizim 4.22. Ortak kiiltiir sonras1 7. giinde hCA’ lara ait kiiltiir fotograflar1 (Olympus,
IX71). A: Kontrol grubu, B: Kondisyonlanmis besiyeri grubu, C: MKH grubu, D: PKIi-
MKH grubu. Tiim fotograflarda 6l¢ek cubuklar1 200 pm.
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Kontrol grubunda apoptotik cisimcikler segilmedi.MKH ve PKI-MKH gruplari
kendi iglerinde karsilastirildiklarinda PKI-MKH grubunun besiyerinde daha fazla apoptotik

cisimcik oldugu goriildi (Cizim 4.23).

Cizim 4.23. Ortak kiiltlir sonras1 7. glinde hCA’ lara ait apoptotik cisimcikfotograflar
(Olympus, 1X71). A: Kondisyonlanmis besiyeri grubu (hiicrelere netlenmis fotograf), B:
Kondisyonlanmis besiyeri grubu (cisimciklere netlenmis fotograf), C: MKH grubu
(hiicrelere netlenmis fotograf), D: MKH grubu (cisimciklere netlenmis fotograf). E: PKi-
MKH grubu (hiicrelere netlenmis fotograf), F: PKi-MKH grubu (cisimciklere netlenmis
fotograf). A, B, C ve D fotograflarinda dlgek gubuklart 100 um; E ve F fotograflarinda
Olgek gubuklart 50 pm. Cisimcikler sari yildizlarin hemen altinda yuvarlak halde
secilmektedir. Apoptotik cisimcikler yalnmiz bu gruplarda gozlendigi i¢in kontrol grubuna
ait fotograflar konmamustir.
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45.2. ELISA ve BCASonuclari

Ortak kiiltiir sonunda kiiltiir ortaminda bulunan PRL seviyesini belirlemek icin
yapilan ELISA sonucunda gruplar birbirleriyle karsilastirildi (Cizim 4.24). Aym
orneklerdeki toplam protein miktar1t BCA ile 6lgiiliip grafige dokiildii (Cizim 4.25). Son
olarak toplam proteinler i¢inde PRL miktar1 yiizde olarak ifade edildi (Denklem 4.2)
(Cizim 4.26).

PRL
Yiuzde PRL Miktar1 = TP x 100

Denklem 4.2. Yiizde cinsinden PRL miktariin ifadesi. Denklemde PRL: ELISA sonucu
elde edilen PRL miktart (ug/ml) ve TP: Aymi Orneklerdeki toplam protein miktarini
(ng/ml) temsil etmektedir.

14

I
N

[Eny
o

(o]
|

EKontrol
uMKH
# PKI-MKH

PRL MIKTARI (ng/ml)

1.gln 7.9un

Cizim 4.24. ELISA sonucu PRL seviyelerinin karsilastirilmasi. Alinan besiyeri
orneklerinde PRL’ in tiim gruplarda diistiigli goriilmektedir. Bununla birlikte kontrol
grubundaki seviye en diisiiktiir.
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1800

1600

1400
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1000 - .
#@Kontrol Toplam Protein
dMKH Toplam Protein

i PKIi-MKH Toplam Protein

800 -

600 -

Toplam Protein (ug/ml)

400 -

200 -

1. gun 7.gln

Cizim 4.25. BCA sonucu toplam protein miktarlarinin karsilagtiritlmasi. Grafige gére tiim
gruplarin toplam protein miktar1 artmaktadir.

12

10

EKontrol
uMKH
# PKi-MKH

% PRL (TOPLAM PROTEINDE)
(*10%)
o

1.gun 7.gun

Cizim 4.26. Toplam protein miktari i¢inde ile PRL’ in yiizde olarak ifadesi. Degerler 10°
ile garpilarak grafikte ifade edilmistir. Buna gore toplam proteinler icinde PRL yuzdesi
PKI-MKH grubunda en yiiksek olup 7. giin MKH grubu ile hemen hemen esit hale
gelmistir. Kontrol grubunda ise PRL yiizdesi diigmiistiir.
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4.5.3. Anneksin V Analizi Sonuglar:

Ortak kiiltiiriin sonunda kiiltiir kabinda kalan hCA’ lar toplanarak anneksin V
analizine tabi tutuldu (Cizim 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31, 4.32). Tiim gruplarin verileri bir
arada gosterilip (Cizelge 4.4) yiizde cinsinden canlilik (Cizim 4.33) Denklem 4.3° te
belirtilen sekilde ifade edildi. Ayrica apoptotik hiicrelerin toplam ytizdesi de gunler (Cizim
4.34, 4.35) ve gruplar (Cizim 4.36, 4.37) arasinda karsilagtirildu.

x 100

Yizde Canlilik = a
a+b

Denklem 4.3. Yiizde cinsinden canliligin ifadesi. Denklemde a: canli hiicrelerin sayisini,
b: ge¢ apoptotik hiicrelerin sayisini temsil etmektedir.

kontrol hCA-29.03.16.001

kontral hCA-28.03.16.001

g 21
2] - Tube: ANNEXIN ¥ Panel: annexin v
< =4 Acquisition Date: 29-Mar-16 Gate: G1
Gated Events: 8461 Total Events: 100
™ X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log) ¥ Parameter: P (
g-w’ o CQuad Location: 20, 85
I aed
“d_‘ - Quad Evenls % Gated % Total
5] oL 07 128 107
UR 198 234 188
o4 oy L 8031 8482 BO31
g - LA 125 148 125
A8
o HE
1 > > X Emu 10! 102 10° 0*
° 200 ?EC,HQ;T 8001000 ANNEXIN V FITC
kontrol hGA-29.03.16.001
Histogram Statistics
File: kontrol hGA-29.03.16.001 Log Data Units: Linear Values
Sample 1D: kontrol hGA-29.03.16 Patient 1D
Tube: ANNEXIN V Panel: annexin v
Acquisition Date: 28-Mar-16 Gate: G1

Gated Events: B461 Total Events: 10000
Mz X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)

Marker Left Right Events % Galed % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch

Al 1, 9910 8461 100.00 8461 .15 17.29 356.87 15.54 13
10 M1 1, 106 8187 9678 8187 2073 1581  BOO4 1512 13
M2 103, 9910 279 330 279 33858 25279 15347 20267 289

1

10
ANNEXIN V FITC

kontrol hCA-29.03.16.001

Histogram Statistics

File: kontrol hCA-29.03.16.001 Log Data Units: Linear Values
Sampile ID: kontrol hGA-29.03.16 Patient 1D:

Tube: ANNEXIN v Panel: annexin v

Acquisition Date: 28-Mar-18 Gate: G1

Gated Events: 8461 Total Events: 10000

X Parameter: P1 (Log)

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV Median Peak Ch

All 1, 9810 8481 100.00 84.61 26.30 13.08 27185 1.76 7
M1 1, 04 8169 96.55 B81.69 15.81 11.75 B4.95 11.44 7
M2 97, 9910 289 342 289 32191 26809 7213 266.55 105

Cizim 4.27. Kontrol grubu 1. gin anneksin V analizi verileri. Hicrelerin % 2,34’ (nln
apoptotik oldugu goriilmektedir.
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kont hCA-7.gun-04.04.16.001 kont hCA-7.gun-04.04.16.001
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o Tube: ANNEXIN ¥ Panel: annexin v
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L Wg - Acquisition Date: 04-Apr-16 Gate: G1
Gated Events: 7564 Total Events: 100
=8 X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log) ¥ Parameter: PI (
.'g\ @] o Quad Location: 97, 135
I T ed
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kont hGA-7 gun-04.04.16.001

g
- Histogram Statistics
e
= File: kont hCA-7.gun-04.04.16.001 Log Data Units: Linear Values
- Sample ID: kant hCA-7.gun-04.04.16 Patient ID
8% Tube: ANNEXIN V Panel: annexin v
§ . Aequisition Date: 04-Apr-16 Gate: G1
= Gated Events: 7564 Total Events: 10000
- [H X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)
h Marker Left Right Events 9% Galed % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch
=Y All 1, 9910 7564 100.00 75.64 25.96 21.06 10251 19.81 23
10° 10! 10° 10? 104 M1 1,123 T4BE B80T T4BS 2407 2058 6387 19.81 23
ANNEXIN V FITG M2 137, 9910 0.83 063 22668 21242 51.78 199.89 7

kont hGA-7_gun-04.04.16.001

Histogram Statistics

File: kont hCA-7.gun-04.04.16.001 Log Data Units: Linear Values

Sample ID: kont hCA-7.gun-04.04.16 Patient ID:
Tube: ANNEXIN V Panel: annexin v
Acquisition Date: 04-Apr-16 Gate: G1

Gated Events: 7564
X Parameter: Pl (Log)

Total Events: 10000

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV Median Peak Ch
All 1, 9910 75684 100.00 7564 3152 1753 21210 14.33 1
M1 1, 94 7132 9420 7132 18.50 1506 79.35 13.70 1
Mz 87, 8910 427 5.65 427 24812 21571 64.75 216.74 a7

Cizim 4.28. Kontrol grubu 7. giin anneksin V analizi verileri. Hiicrelerin % 1,06’ sinin
apoptotik oldugu goriilmektedir.

MKH-1.GUN-15.3.16.001 MKH-1.GUN-15.3.16.001

8 °
1 2
2 Tube: ANNEXIN WV Panel: annexin v
@] Aoquisition Date: 15-Mar-16 Gate: G1
Gated Events: 6950 Total Events: 100
=8 X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log) ¥ Paramater: Pl
gm 1 Quad Location: 106, 89
T
o Quad Events % Gated % Total
3 g oL 267 384 267
UR 1485 2151 1485
LL 4880  67.34 4680
81 LR 508 731 508
&
= 10°
[}
g MKH-1.GUN-15.3.16.001
. Histogram Statistics
2
2

File: MKH-1.GUN-15.3.16.001

Log Data Units: Linear Values

- Sample ID: MKH-1.GUN-15.3.16 Patient 1D
2% }—| Tube: ANNEXIN V Panel: annaxin v
50 M1 Acquisition Date: 15-Mar-16 Gate: G1

2

F——

Gated Events: 6350

Tatal Events: 10000

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)

o
&
Marker Left, Right Events % Galed % Total Mean GeoMean cv Median Peak Ch
o Al 1,9910 6950 100.00 6950 130.04 4142 15680 80.23 i)
107 107 102 102 10* M1 1, 123 5080 7266 5050 2756 1863 8345 1731 14
ANNEXIN V FITC Mz 137, 9910 1830 2633 1830 41313 36366 5242 365.17 302
2 MKH-1.GUN-15.3.16.001
s 3 Histogram Stalistics
3 File: MKH-1.GUN-15.3.16.001 Log Data Units: Linear Values
zgj Sample ID: MKH-1.GUN-15.3.15 Patient ID:
5 M1 Tube: ANNEXIN V Panel: annexin v
83_- Acquisition Date: 15-Mar-16 Gate: G1
1 ﬁ Gated Events: 6850 Total Events: 10000
83 X Parameter: P1 {Log)
Marker Left, Right Events % Galed % Total Mean GeoMean GV Median Peak Ch
° n AL 1, 9910 6950 100.00 6950 82.36 2475 16069  15.68 7
100 10 ngz 07 10t M1 1, 94 5233 7528 5233 1811 11.59 10558  10.75 7
M2 97,9910 1705 2453 1705 27944 25153 4900 257.13 237

Cizim 4.29. MKH grubu 1. gin anneksin V analizi verileri.Htcrelerin % 21,51° inin
apoptotik oldugu goriilmektedir.
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Cizim 4.30. MKH grubu 7. glin anneksin V analizi verileri.Hucrelerin % 18,50 sinin

Counts
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File: HCA(MKH)7 GUN.001

Sample ID: HCAMKH)7.GUN

Tube: ANNEXIN V'

Acquisition Date: 21-Mar-16

Gated Events: 6843

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)

Tube: ANNEXIN V

Acquisition Date: 21-Mar-16

Gated Events: 5843

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)
Quad Location: 53, 59

Quad Events % Galed % Total

UL 938 1371 938
UR 1266  1B.50 1266
LL 4467 6528 4467
LR 172 2.51 172
Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values

Patient ID:

Panel: annaxin v

Gate: G1

Tatal Events: 10000

Panel: annaxin v
Gate: G1

Total Events: 100
¥ Parameter: P1 (

Marker Left, Right  Events % Galed % Total Msan GeoMean GV Median Peak Ch
All 1, 9910 6843 100.00 6843  43.40 21.73 17487 1747 1
M1 1, 65 5628 82.24 56.28 19.02 1477 7382 14.07 1
M2 67, 704 1181 17.26 1181 15885 132.37 8018 11652 100

File: HCA{MKH)7.GUN.001
Sample ID: HCA(MKH)7.GUN
Tube: ANMEXIN V
Acquisition Date: 21-Mar-16
Gated Events: 6843

X Parameter: Pl (Log)
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Cizim 4.31. PKIi-MKH grubu 1. giin anneksin V analizi verileri.Hucrelerin % 19,29’ unun

PKI-MKH-1.GUN-15.3.16.001

10°
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apoptotik oldugu goriilmektedir.
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File: PKIVMKH-1.GUN-15.3.16.001
Sample ID: PKEMKH-1.GUN-15.3.18
Tube: ANNEXIN V

Acquisition Date: 15-Mar-16

Gated Events: 6694

X Parameter: ANNEXIN V FITG (Log)

Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values
Fatient ID:

Panel: annexin v

Gate: G1

Total Events: 10000

Evenls % Gated % Tolal Mean GeoMean CV
6843 10000 6843 6589 2351 14423
4815 67.44 4815 12.33 940 8119
2244 32.79 2244 17597 15567 5486

Tube: ANNEXIN V

Acquisition Date: 15-Mar-16

Gated Events: 6694

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)
Quad Location: 106, 89

Quad Events % Galed % Total

UL 322 481 a2z
uR 128 1929 1291
L 4580 68.42 4580
LA 501 748 501

Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values
Patient ID

Panel: annaxin v

Gate: G1

Total Events: 10000

Median Peak Ch

1486 8
9.14 8
155.38 1582

Panel: annexin v
Gate: G1

Total Events: 100
Y Parameter: P1 (

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean Geo Mean cv Median Peak Ch
Al 1,990 6624 10000 6694 12764 4272 16528 3106 7
M1 1, 123 4908 74668 4098 2005 20.86 BBA3 19.72 17
M2 137, 9910 1625 2428 1825 431.02 37267 5B57 38517 324

Histogram Statistics

File: PKI-MKH-1.GUN-15.3.16.001 Log Data Units: Linear Values

‘Sample ID: PKI-MKH-1.GUN-15.3.16 Patient ID:

Tube: ANNEXIN V Panel: annexin v

Acquisition Date: 15-Mar-15 Gate: G1

Gated Events: 6634
X Parameter: Pl (Log)

Total Events: 10000

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV Median Peak Ch
All 1, 9910 6694 100.00 6694 T2.18 2346 15582 1519 12
M1 1, 94 5104 7625 5104 17894 160 10472 1075 12
M2 97, 9910 1582 2363 1582 247.05 228.11 4491 23082 224
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File: HCA(PKI)7.GUN.001

Sample ID: HCA(PKI)7.GUN

Tube: ANNEXIN Vv

Acquisition Date: 21-Mar-16

Gated Events: 5717

X Parameter: ANNEXIN V FITC (Log)

Marker Left, Right

Evenls % Gated % Total

Tube: ANNEXIN ¥
Acquisition Date: 21-Mar-16

Gated Events: 5717

X Parameter: ANNEXIN V' FITC {Log)
Quad Location: 53, 59

Quad Events % Galed % Total
UL 47T B34 477
uR 017 1773 1047
i 4063 71.07 4063
LR 160 2.80 1.60

Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panel: annexin v

Gate: G1

Total Events: 10000

Mean GeoMean CV

Panel: annexin v
Gate: G1

Total Events: 100
Y Parameter: P (

Median Peak Ch

All 1, 9910 5717 10000 5717 4175 23.44 13344
M1 1, 65 4691 8205 4691 1926 1604 6572
M2 67, 7704 1005 1758 1005 14619 13500 41.20

File: HCA(PKI)7 GUN.001
Sample ID: HCA(PKI)7.GUN
Tube: ANNEXIN V
Acquisition Date: 21-Mar-16
Gated Everts: 5717

X Parameter: Pl (Log)

Marker Left, Right

Events % Gated % Total

Histogram Statistics

Log Data Units: Linear Values
Patient 1D,

Panel: annexin v

Gate: G1

Tetal Events: 10000

Mean GeoMean €V

17.78 14
14.86 14
134.56 161

Median Peak Ch

Al 1, 9970 5717 100.00 57.17 6358 2157 15831 12.08 7
M1 1, 56 4212 Tie8 4212 12.23 1000 75.04 a3 T
M2 54, 9910 1519 2657 1519 20590 18347 5050 186.01 218

Cizim 4.32. PKi-MKH grubu 7. giin anneksin V analizi verileri.Hucrelerin % 17,79’ unun
apoptotik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Tim gruplarin anneksin V analizi verileriyle olusturulmus c¢izelge. Tiim
degerler dot-plot grafiginde kapilanan vakalara ait ylizde degerleridir. Canlilik, Denklem
4.2 ye gore hesaplanarak yiizde cinsinden ifade edilmis ve kullanilan veriler denklemde a
ve b degiskenleriyle ifade edilmistir. Renkler yiizde degerlerine gore Excel (Microsoft
Office 2010) programi tarafindan otomatik atanmis olup yesil renk yiiksek canlilig1 ve sar1

renk orta seviye canlilig1 gdstermektedir.

DEGERLER

GRUPLAR

NEKROTIK

GEC
APOPTOTIK
(a)

CANLI
(b)

APOPTOTIK

ERKEN

CANLILIK
(YUzZDE)

KONTROL 1

1,26

2,34

94,92

1,48

97,59

KONTROL 7

3,33

1,06

95,07

0,54

98,90

MKH 1

3,84

21,52

67,34

7,31

75,78

MKH 7

13,71

18,5

65,28

2,51

77,92

PKi-MKH 1

4,81

19,29

68,42

7,48

78,01

PKi-MKH 7

8,34

17,79

71,07

2,8

79,98
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Cizim 4.33. Tiim gruplarin anneksin V analizlerinden hesaplanan yiizde canlilik degerleri.
Cizelge 4.4’ te belirtilmis olan degerler grafige dokiildiiginde MKH ve PKI-MKH ile
ortak kiiltiiriin gergeklestirildigi gruplarda canliliin arttigi ancak kontrol grubuna gore
diisiik kaldig1 goriilmektedir.

1. GUN

29
28,5 -
28 A
27,5 -
27 A
26,5 -
26 -
25,5 -

% TOPLAM APOPTOTIK

MKH 1 PKi-MKH 1

Cizim 4.34. 1. giinde MKH ve PKi-MKH gruplarma ait toplam apoptotik hiicrelerin
yiizdesi. Grafikteki veriler, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri toplanarak olusturulmustur.

7. GUN

211

21 ~
20,9 -
20,8 -
20,7 -
20,6 -
20,5 -
20,4 -
20,3 -

% TOPLAM APOPTOTIK

MKH 7 PKIi-MKH 7

Cizim 4.35.7. giinde MKH ve PKI-MKH gruplarma ait toplam apoptotik hiicrelerin
yiizdesi. Grafikteki veriler, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri toplanarak olusturulmustur.
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Cizim 4.36. MKH grubununl. ve 7. gundeki toplam apoptotik hucrelerin ytzdesi.
Grafikteki veriler, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri toplanarak olusturulmustur.

PKi-MKH

30

20 ~
15 ~
10 ~

% TOPLAM APOPTOTIK

PKi-MKH 1 PKi-MKH 7

Cizim 4.37.PKi-MKH grubunun 1. ve 7. gindeki toplam apoptotik hiicrelerin yiizdesi.
Grafikteki veriler, erken ve ge¢ apoptoz yiizdeleri toplanarak olusturulmustur.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde bir¢ok rahatsizlik viicutta bulunan dokularin dejenerasyonu ve
hiicrelerin apoptoza gitmeleri yahut apoptoz mekanizmalarinin bozulmasi nedeniyle
meydana gelmektedir. Iskelet kas sistemi rahatsizliklar1 da bu hastaliklarin énemli bir
koludur. Bu rahatsizliklar i¢inde osteogenesis imperfecta, kemik defektleri, tendon ve
ligament zedelenmeleri, DMD, osteoartrit ve romatoid artrit gibi motor fonksiyonlar1 ciddi
manada etkileyen ve etkilenen bireyleri kisitlayan hastaliklar sayilabilir (Hui ve dig. 2009,
Thomas ve dig. 2007, Kon ve dig. 2012, Adan ve dig. 2013).

Her yastan bireyin cesitli yollarla etkilendigi bu rahatsizliklar {izerine bir¢ok tedavi
Onerisi  gelistirilmistir. Bunlarin i¢inde cerrahi operasyonlar, doku miihendisligi
yaklagimlar1 (Schmitt ve dig. 2012), PRP enjeksiyonu (Centeno ve dig. 2008, Rha ve dig.
2012, Everts ve dig. 2006), PRF enjeksiyonu (Everts ve dig. 2006), kortikosteroid
enjeksiyonu, hyaluronik asit enjeksiyonu gibi yontemler bulunmaktadir (Kon ve dig. 2012,

Orth ve dig. 2014).

Osteoartritte hasar fiziksel etkilerle ortaya ¢ikmakta ve ortamdaki sagkalim
sinyalleri yetersiz oldugu i¢in rejenerasyon gerceklesememektedir (Zamli ve dig. 2011,
Thomas ve dig. 2007, Goggs ve dig. 2003). Rématoid artritte ise otoimmun ataklar s6z

konusudur.

Tedavi i¢in kok hiicrelerin dogrudan kullanimi ya da kok hiicreleri uyarict
faktorlerin mikrogevreye kazandirilmasi dikkat ¢ceken ve iizerinde ¢alismalar bulunan bir
konudur. Ornegin PRP ve PRF, kok hiicreleri uyaran biyosinyal molekiillerini yogun bir
sekilde bulundurduklar1 i¢in tedavi elemani olarak tercih edilmektedirler (Centeno ve dig.
2008, Rha ve dig. 2012, Everts ve dig. 2006). Etik sorununun olmamasi, iiretim ve
cogaltiminin kolay olmasi dolayisiyla tedavi elemani olarak tercih edilen mezenkimal kdk
hlcreler; antiapoptotik, immunsupresif, antienflamatuar, antifibroz o6zellikleri, diger kok
hiicreler iizerindeki diizenleyici etkileri, kemoatraktan salgilamalari ve damar olusumunu

desteklemeleriyle klinik kullanimlarda deger kazanmislardir (Silva Meirelles ve dig. 2009).

Ancak ortopedik rahatsizliklarda PRL’in ortama disaridan eklenmesi yoluyla
kullanimi1 disinda, kok hiicrelere gen aktarimi yoluyla kazandirildigi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle mevcut tez calismasiyla PRL’ in MKH’ lere aktarimiyla
hlcre davraniglarinin incelenmesi ve ortak kiiltiirdeki antiapoptotik etkilerinin arastirilmasi

amaclanmistir.
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Bu amagla gerceklestirilen deneylerde toplam 3 tip hiicre kullanilmustir. Ilk hiicre
grubu olan MKH’ ler, 6nceden izole edilmis hiicreler olup kiiltiir ortamina alindiktan sonra
farklilasmalarina ve ylizey belirteglerine gore yeniden karakterize edilmislerdir. Morfolojik
olarak yapilan karsilastirmalarda (Crisostomo ve dig. 2008)hucrelerin MKH benzeri
sekillerini koruduklar goriilmiistiir. Sitoplazmada ve ¢ekirdekte goriilen graniillii yap1 da
yine hiicrelerin aktif olduklarini ve karakterlerini kaybetmediklerini gostermektedir.
Osteojenik  farklilagsmada kalsiyum nodiilleri ve adipojenik farklilasmada yag
damlaciklarin1  salgilamiglar, boylelikle farklilasma yeteneklerini de koruduklar
kanitlanmistir. Akim sitometri analizinde hiicreler hem pozitif hem negatif belirteglere
gore analiz edilmistir. CD105, CD73, CD29, CD13, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA-
ABC ifadesi acisindan % 90’ 1n {izerinde pozitiflik goriiliirken, buna karsin % 1’ in altinda
popilasyonunun CD7, HLA-DR, CD106, CD14, CD34, CD33, CD117, CD11b, CD45,
CD15, CD5 ve CD71 agisindan % 1’ in altinda pozitiflik goriilmiistiir ki bu sonug
negatiflik olarak degerlendirilmektedir. Bu sonuglar literatlrle karsilastirildiginda
sonuglarin tutarl oldugu goriilmiistiir (Dominici ve dig. 2006, Nery ve dig. 2013, Rasini ve
dig. 2013). Morfolojik takip, farklilasma analizleri ve belirteclerin ifadesi bir arada
degerlendirildiginde hiicrelerin MKH karakterinde ve sagliklt hiicreler olduklari

gorilmiistiir.

Ikinci hiicre grubu olan hCA” lar ticari olarak satin alinma yoluyla temin edilmistir.
Fakat deneylerin gergeklestirilebilmesi i¢in ¢ok fazla miktarda hCA’ ya ihtiya¢ duyulmus,
bu nedenle de hiicreler uzun siire kiiltiirde tutulmuslardir. Morfolojik olarak kondrosit
benzeri yapilarin1 koruduklart goriilmiistiir (Duan ve dig. 2015). Ancak niikleer yerlesim
gostermesi gereken Sox9’ un sitoplazmik boyandigi goriilmiistiir. Yapilan literatiir
arastirmasinda, kiiltiirde erken dénem farklilasan kondrositlerin niikleer ve sitoplazmik
Sox9 ifadesi gerceklestirebildikleri goriilmiistiir (Chakravarty ve dig. 2011) Aslen
kondrosit Oncdlleri olan bu hiicreler uzun siire kiiltiirde tutulduklarinda kondrosite
doniisme egilimine girmis olabilirler. Bu da onlarin sitoplazmik olarak Sox9 ifadesi
gerceklestirmelerini agiklar. Marlovits ve dig. (2004) uzun sire tek tabaka halindeki
(monolayer) kiiltiirde tutulmus olan hCA’ larda tip 1 ve tip 2 kollajen ifadelerini
incelemislerdir. Grubun elde ettikleri bulgulara gore tip 2/tip 1 oran1 basta ¢ok yiiksekken
tip 1 kollajenin gen ekspresyonu 100 kata kadar artmis ve tip 2/tip 1 oranmi 0,1 ila 1

seviyesine diigsmistiir. Bu, tip 1 kollajen ifadesinin yiiksek miktarda artmasi manasina
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gelmektedir. Dolayisiyla immunfloresan boyamalarda tip 1 kollajenin sitoplazmik olarak
goriilmesi bu durumla agiklanabilir. (Shahdafar ve dig. 2008).

Hucreler ¢ozdirildikten sonra apoptoz ve hiicre donglsi agisindan teste tabi
tutulmustur. Bu amagla gergeklestirilen anneksin V ve hiicre dongist analizleri birlikte
degerlendirildiginde hCA’ lar i¢in hiicre Oliimlerinin gerceklestigi ancak kalan canli
hiicrelerin  saglikli  olduklar1 goriilmistiir.Aynt zamanda bu hucrelerin  anéploidi
gostermedikleri ve canlilik oranlarinin yiiksek oldugu sonucuna varilabilir. Yine de 61l
hiicrelerin var olmasi, dondurma-¢ozme islemiyle alakalidir. Bir¢ok kaynakta dondurma-
¢ozme isleminin hiicrelere degisik yollarla hasar verdigi ve belli oranlarda hcre
Oliimlerine neden oldugu belirtilmistir (Alessandrino ve dig. 1999, Liseth ve dig. 2005).
Ayni zamanda hiicrelerin depolandiklar1 siirenin uzamasi da onlardaki hasari arttiran bir

etmen olabilmektedir (Baust ve dig. 2015).

Hiicre dongusu analizlerinin degerlendirilmesinde G2/G1 orani énemli bir kriterdir.
Bu oranin saglikli hiicrelerde 2’ den az g¢ikmasi beklenir (Rabinovitch, 2016). Yapilan
analizde (Cizim 4.8) bu oranin 1.93 ¢ikmasi da hiicrelerin saglikli olduklarinin 6nemli bir

gostergesidir.

Uciincii grup hiicreler olan PKI-MKH’ ler gen aktarimi ile elde edilmistir. Gen
aktarimi elektroporasyon sistemi kullanilarak yapilmistir. Bu yontemde hiicrelere bir
elektrik sok verilerek hiicre yiizeyinde ve ¢ekirdek zarinda gecici olarak porlar acilmistir.
Bu porlarin agilmasindan sonra hiicreler normal besiyerinde kiiltiire edilerek canliliklarini
korumalar1 saglanmistir. Ancak her hiicre canliligini koruyamamis ve dliimler gortilmiistiir.
Bu oliimlerin goriilmesi prosesin dogal bir sonucu olup (Potter ve dig. 2010)geni iceren
hiicreler gen aktarim seciliminde canli olarak kalip deneyde kullanilmiglardir. Bu
hiicrelerin koloni olusturmaya devam ettikleri ve MKH morfolojisini siirdiirdiikleri
goriilmiistiir. Bu nedenle gen aktariminin basarili oldugu sdylenebilir. Ancak literatlrde
PRL geni aktarilmis MKH olmadigi i¢in bu hiicreler agisindan protein salimi, proliferasyon

hiz1 ya da kiiltiirdeki morfolojileri agisindan herhangi bir karsilagtirma yapilamamastir.

Hiicrelerin apoptoza siiriiklenmesi i¢in degisik yontemler onerilmistir. Buna gore
hicreler temel olarak biyolojik veya kimyasal yolla apoptoza suriiklenebilir (Abcam,
2014). Ayrica hiicrelerin yetersiz besi ortaminda bulunmalar1 da apoptoza stiriikleyici bir
etmendir (Kulkarni ve dig. 1994, Braun ve dig. 2011). Bu tez c¢alismasiyla Ozellikle

osteoartrit ve romatoid artrit hedef alinmistir. Bu hastaliklar fiziksel hasarlar ve otoimmun
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ataklar neticesinde hiicreleri etkilemektedir. Bu durumlari en iyi taklit edecek olan da
hiicrelerin biyolojik ajanlarla apoptoza siiriiklenmesidir. Yapilan literatiir arastirmasinda
kondrositlerin apoptoza suruklenmesi icin TNF-a, IL-1B ve IFN-y sitokinlerinin
kullanimina rastlanmistir. Bahsi gegen c¢alismada sitokinler 25 ng/mITNF-a, 20 ng/ml IL-
1B ve 5 ng/mIIFN-y konsantrasyonlarinda kullanilmistir. Yiirttiilen tezde hicrelerden ya
da kullanilan malzemelerden kaynaklanabilecek farkliliklar1 ortadan kaldirabilmek icin
apoptoz sartlar1 optimize edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére 25 ng/mITNF-a, 20
ng/ml IL-1B ve 10 ng/mIIFN-y kullanilarak hazirlanan bilesimin, diger tiim gruplarla
karsilagtirildiginda en iyi etkiyi yaparak hiicre canliligini % 51,91’ e disiirdigi
goriilmistiir. Bulunan bu bilesim literatiirle karsilastirildiginda (Adan ve ark. 2013)
yalnizca IFN-y konsantrasyonunun daha yiiksek kullanildigr gorilmistiir. Yani
literatiirdekine yakin bir sonu¢ elde edilmistirr Bu nedenle hCA’ larin apoptoza

stiriiklenmesinde bu konsantrasyonun kullanilmasina karar verilmistir.

Ortak kiiltiir 6ncesi hiicrelerin hazirlanma asamasinda hCA’ lar flasklara ayni
yogunlukta ekilmistir. Fotograflar incelendiginde 1. giliniin sonunda kontrol grubunda
sayica azalma cok az olup apoptotik cisimciklere rastlanmamistir. Bunun yaninda MKH
grubu hCA’ larinda sitoplazmanin kii¢iilmesine rastlanmaktadir. 40x biiyiitmeli fotograflar
incelendiginde, MKH grubundaki hCA’ larin ¢ekirdeginin bosluklu bir hal aldig: fark
edilmistir. Sitoplazmanin azalmasi1 ve c¢ekirdekte kromatin yogunlasmasi apoptozun
belirtecleri olarak kabul edilmektedir (Lotz ve dig. 1999). Bu nedenle morfolojilerine
bakilarak MKH grubunun apoptoza gittigi soylenebilir. PKi-MKH grubunda hiicre
Olimleri olsa da apoptotik cisimciklere rastlanmamistir. Bu gruba ait hiicrelerin etrafinda
cok belirgin bir parlama fark edilmektedir. Normalde bu parlama hticrelerin 6lmeleri ya da
boliinmeleri esnasinda kiiltiire edildikleri yiizeyden kalkmalar1 nedeniyle meydana gelir.
Bu durum anneksin V verileri ile birlikte degerlendirildiginde hiicrelerin apoptoza
gitmeleri sebebiyle parlama gosterdikleri sonucuna varilabilir. MKH grubu hiicreleriyle
karsilastirildiginda bu parlamanim yalmiz PKI-MKH grubunda gériilmesi, bunun PRL’ e
bagli bir nedenle meydana geldigini diisiindiirmektedir. Bu grupta PRL apoptozu
engellemeye calistyor ve bu nedenle de hiicreler sitoplazma kigllmesine direniyor

olabilirler.

Kiiltiiriin 7. glinlinde hiicrelerin yeniden prolifere olduklar goriilmektedir. MKH ve
PKI-MKH ile ortak kiiltiire alinmis hCA’ lar kiiltiir kabinin neredeyse tamamini kaplamis,
buna karsin kontrol grubunda bu seviyede bir artis olmamistir. MKH ve PKI-MKH
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gruplar1 kendi iclerinde karsilastirildiklarinda PKI-MKH grubunun besiyerinde daha fazla

apoptotik hiicre oldugu goriilmiistiir.

Kiiltiir fotograflar1 incelendiginde bleblerden ¢ok apoptotik cisimciklerin varligi
gortilmektedir. Bu durum da ge¢ apoptotik hicrelerin yiizdelerinin erken apoptotik
hiicrelerin yiizdelerinden fazla olmasiyla ortiismektedir. Ortamda makrofajlar gibi fagositik
hiicrelerin olmayist nedeniyle apoptotik cisimcikler besiyerinde bulunmaya devam

etmektedirler.

Fakat burada gruplar arasinda degerlendirilmesi gercken onemli bir baska veri,
kiiltiirin sonunda 1. giline oranla nekrozdan ne kadar korunduklaridir. Anneksin V
verilerine bakilip 7. giin nekroz ylizdesi ile 1. giin nekroz yiizdesi oranlanirsa bu konuda
bir fikir edinilebilir. Bu oranlar degerlendirildiginde, nekrozun kontrol grubunda 2,03
katma, MKH grubunda 3,5 katina ve PKI-MKH grubunda 1,73 katma ¢ikti
goriilmektedir. MKH grubunun canliliginin ve apoptoz oranlarinin azaldigi da goz oniinde
bulunduruldugunda bu gruptaki hCA’ larin nekroza dogru gittigi anlasilmaktadir. Burada
nekroza surikleyici etmen, MKH grubunda meydana gelen kontakt inhibisyonu olabilir.
PKI-MKH grubunda nekrozun artmasi da yine bu durumla aciklanabilir. Ancak PRL
varliginda hem canlilik artmistir hem de nekroza gitme orani daha diisiik kalmistir. MKH
grubu ile PKI-MKH gruplar1 karsilastirildiginda PKI-MKH grubu hiicrelerinde daha gok

apoptotik cisimcik gorilmesi de bu durumu desteklemektedir.

Kiiltiir ortaminda kullanilan besiyeri, ortamla ilgili degisiklikleri gozle gorilir
seviyede takip edebilmek amaciyla fenol kirmizisi igeren bir bazal besiyeri kullanilarak
hazirlanmigtir. Fenol kirmizisi, ortamda toksik maddelerin birikmesi ve besinin
azalmasiyla olusan pH degisimine cevaben renk degistirir. Kiiltiiriin ilk glininde gruplar
arasinda besiyerinin rengi agisindan belirgin bir degisiklik goriilmezken son giin PKI-
MKH grubunun besiyerinin sar1 renk aldigi goriilmiistiir (veri gosterilmedi). Aslinda
apoptoz ve nekroz oranlarina bakildiginda hiicrelerin besiyerinde boyle bir renk degisimi
gdstermesi beklenmeyebilir. Ciinkii MKH ve PKi-MKH gruplarmin giinler arasindaki
farkliliklarin  birbirine yakin degisim gosterdigi soylenebilir. Hatta MKH grubunun
kiiltliriin 7. giiniinde nekroz agisindan daha fazla bir yiizdeye sahip oldugu goriilmektedir.
Ancak PKi-MKH grubunun besiyerinde gozle goriilebilir kritik bir renk degisimi meydana
gelirken diger gruplarda boylesi bir degisim gergeklesmemistir. Bu durum besiyerinde
PRL’ in varh@ ile de iliskilendirilemez ¢iinkii ELISA ve BCA sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde PRL yiizdesinin giinler arasinda azalma gosterdigi bulunmustur. Hatta
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MKH ve PKi-MKH gruplar1 arasinda PRL yiizdesi 7. giinde esitlenmistir. Sayilan bu
nedenler disinda besiyerinde goriilen bu renk degisimini gerceklestirebilecek en kuvvetli
ihtimal, PKI-MKH’ lerin metabolizmasinin gen aktarimi sonucu MKH’ lere nazaran
artmasi nedeniyle ortamda besin maddelerinin tiikenmesi ve toksik madde saliminin
artmasidir. Herhangi bir hiicreyle kiiltiir yaparken kiiltiir kabindaki besiyeri uzun sure
degisilmediginde, eger fenol kirmizisi gibi bir renk indikatérii de varsa renk degisimi
gozlenir ve bu degisim artik besiyerinin degismesi gerektiginin bir gostergesidir. Boyle bir
besi ortami, toksik maddeler ortamdan uzaklastirilamadigi i¢in hiicreler Uzerinde stres
olusturur. Ayni zamanda besin maddelerinin tiikkenmesi de hiicreleri agliga siiriikledigi igin
hiicreler lizerinde daha fazla stres olusturur ve apoptoz yolaklar1 uyarilir. Kontrol grubunda
ortamdaki besini tuketecek tek grup hiicre varken ortak kiltiir gruplarinda hCA’ larin yani
sira. MKH ve PKi-MKH’ ler de aymi ortamdan beslenmektedir. Bu gruplara apoptoz
sinyaliyle uyar1 yapilirken kontrol grubuna bu uyarimin yapilmamis olmast da kontrolle
kiyaslandiginda hiicreleri apoptoza yonlendirecek c¢ok daha fazla etkinin var olusu
demektir. Dolayisiyla 7. gilinde besiyerinde goriilen bu renk degisimi ile apoptotik
cisimciklerin varligi arasinda, hiicre metabolizmasinin artmasina karsin ortamdaki besin

miktarinin yetersiz kalmasi tizerinden bir iligki kurulabilir.

Elde edilen veriler PKI-MKH’ lerin metabolizmalarinin artmis oldugu gergegiyle
birlikte yeniden degerlendirildigindeyse, hiicrelerin normalden fazla strese maruz
kalmalarina ragmen canlilik, apoptoz ve nekroz agisindan bu yiizdeleri gosterdikleri
anlasiimaktadir. Hatta MKH grubu hCA’ larin canliliklarina nazaran PKi-MKH grubu
hCA’ larin canliliginda bir artma bile goriilmiistiir ki bu, PRL’ in kondrosit apoptozuna

kars1 koruyucu etkisinin de bir kanitidir.

Kondrositlerle MKH’ lerin ortak kiltiiriiniin ~ gerceklestirildigi  ¢alismalar
incelendiginde hiicrelerin ¢ok degisik sekillerde kiiltiire edildikleri, bunlar arasinda
hiicrelerin pellet kiiltiiriiniin, degisik doku iskeleleriyle birlikte kullaniminin, iki boyutlu ve
tic boyutlu kiiltiirlerinin, birbirleriyle dogrudan fiziksel temas ederek ya da temas
olmaksizin kiiltiirlerinin oldugu goériilmektedir (de Windt ve dig. 2014, Hubka ve dig.
2014). Incelenen bir ¢alismada (Yang ve dig. 2012) calismacilar hCA’ larin MKH
uzerindeki kondrogeneze yonlendirici etkilerini incelemek Uzere ortak kiiltiir yapmislardir.
Bu amagla ayirict membran kullansalar da MKH” leri kiiltiir kaplarina, hCA’ lar1 ise pellet
olarak ayiric1 membranlara ekmislerdir. Calismanin sonucunda hCA/MKH oraninin 63:1

olarak kullanilmasi durumunda MKH’ lerden farklilagsan hCA’ larin morfolojik, fenotipik
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ve davranissal olarak hCA benzeri 6zellikleri en yiiksek olarak tagidiklarini gormiislerdir.
Bir bagka calismada (Bian ve dig. 2011) hCA’ lar ve MKH’ ler ortak kiiltiire alinirken
fotoenkapsilasyon yontemiyle hyaluronik asit hidrojel doku iskeleleri igine enkapstle
edilerek kullanilmiglardir. Olusturulan iki gruptan birinde hCA’ lar ve MKH’ ler ayr ayri
enkapsiile edilip ayni kuyucukta kiiltiire edilirken digerinde hiicreler karigim halinde
enkapsiile edilerek kiiltiire alinmiglardir. Bu karisimda MKH/hCA orani 4:1 olarak
kullanilmistir. Alinan 6l¢limlerde karisim halinde enkapsiile edilen doku iskelerinin Young
modiilii, dinamik modiilii, GAG seviyeleri ve kollajen igeriginin ayr1 enkapsiile edilmis
jellerden daha yiiksek degerler gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu jellerde MKH
hipertrofisinin belirteci olarak kabul edilen kollajen 10 depolanmasinin da diger gruptan
anlaml derecede diisiik oldugu bulunmustur.

Bu tip yontemlerde MKH ile hCA sayilarinin birbirine oranlari 6nemli olmaktadir.
Bu caligmalar hipotezleri acgisindan incelendiginde ise genellikle ortak kiiltiir sonunda
MKH’ lerin kondrogenezinin nasil etkilendiginin incelendigi goriilmektedir. Mevcut tez
caligmasinin hipotezi bu ¢atida olusturulmamis ve ortak kiiltiir icin bdyle bir oran
gOzetilmemistir. Hiicreler yalmzca tek katmanli olarak (monolayer) kiiltiire edilmislerdir.
Eger bu hiicreler bahsi gecen calismalardaki gibi ii¢ boyutlu kiiltiire alinmak istenirlerse,
bunun i¢in de bir optimizasyon ¢aligmasi yapilmasi gereklidir.

Apoptoz ile ilgili ¢alismalarda hiicreler bu ¢alismada oldugu kadar makro diizeyde
degil daha molekiiler diizeyde incelenirse 6nemli bulgular elde edilebilir. Bunlardan biri
kantitatif real time PCR (qRT-PCR) ile apoptoz gen panelinin incelenmesidir. Bir digeri
ise microarray panelleri ile apoptotik genlerin taranmasidir. Bu sekilde hiicrelerin
apoptoza gitmeleri esnasinda aktiflesen genler ve yolaklar hakkinda sayisal veriler alinip
yorum yapilabilir ve biyoinformatik analiz gergeklestirilebilir. Ancak bunlar maliyet

gerektiren testler olduklari i¢in bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilememistir.

Apoptoz caligmalarinda apoptotik cisimciklerin ya da hiicrelerde meydana gelen
degisimlerin incelenmeleri i¢in taramali elektron mikroskopisinin (TEM) kullanimina
rastlanmistir. Ancak mevcut imkanlar dahilinde TEM kullanilamadig1 i¢in yalmz faz
kontrast mikroskopisi ile apoptoz morfolojik olarak takip edilmeye caligilmistir. Buradan
elde edilen fotograflar ise TEM’ den alinacak olan fotograflara nazaran daha kaba ve az
detay iceren fotograflar olup hiicre icindeki degisimleri gozlemlemekten uzaktir.

Cekirdekteki makro degisimler, sitoplazma, vakuol ve cisimcik olusumu gozlenebilse de
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organel seviyesindeki degisimler incelenemedigi icin bir¢ok detay elde edilememistir. Bu

nedenle literaturle karsilagtirilacak daha az veri elde edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢alismasiyla, PRL ve MKH’ lerin antiapoptotik ozelliklerinden
yararlanilarak  kondrosit apoptozuna engel olup olamayacaklarinin incelenmesi
amaclanmistir. Bu amagla énce MKH?’ lere elektroporasyon yoluyla PRL geni aktarilmistir.
Ardindan hCA’ lar ile gen aktarilmis MKH’ ler dogrudan temas olmaksizin ortak kiiltiire
alimmistir. Ortak kiiltiirde hiicrelere TNF-a, IL-1B ve IFN-y sitokinlerinden olusan bir
kokteyl verilerek hiicreler apoptoza siiriiklenmistir. Ardindan morfolojik degerlendirme
yapilmig, serum PRL seviyeleri Ol¢iilmiis ve anneksin V analizi yapilarak elde edilen

veriler bir arada degerlendirilmistir.

Sonug¢ olarak gen aktarimiyla olusturulmus PKIi-MKH’ ler koloni olusturma
yeteneklerini ve MKH benzeri morfolojilerini korumuslardir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda elde edilen en énemli veri, PRL geni aktarilan MKH’ lerin, yani PKI-MKH’

lerin proliferasyon hizinin normal MKH’ lere gore artmis oldugudur.

Ortak kiiltiirtin ilk giin verileri degerlendirilerek PRL’ in kondrosit apoptozuna
kars1 engelleyici etki gosterdigi sOylenebilir. Son giin verileri degerlendirildiginde ise
hiicreleri nekrozdan da koruduklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar PRL’ in hiicre olimi

tizerindeki diizenleyici etkisini kanitlamaktadir.

Calismada ortak kiiltiir metoduyla ilgili bazi gézlemlerde bulunulmustur. Mevcut
calismada apoptoz sinyalleri 0. giinde verilmis ve kiiltiir ortam1 bir daha degistirilmemistir.
Kiiltiiriin son giiniinde besiyerinin PKi-MKH grubunda sarardig gériilmiistiir. Burada
aclik nedeniyle olusan stres hiicrelerin apoptoza gitmelerine neden olmustur. Halbuki
kiiltiir ortam1 son giine kadar yeterli olsaydi, PKi-MKH’ ler bu stres faktoriinden uzak olup
dogal davranislarini sergilemeye devam edebilirlerdi. Besiyerinin degisilmemesi ayrica
apoptoz sinyallerinin de ortamda tiikenmesi manasina gelebilir. Bu nedenlerden dolay1
boyle bir ortak kiiltiir gergeklestirilirken besiyeri her gin ya da iki glnde bir
degistirilmelidir. Besi ortamindan gergeklestirilecek olan ELISA ve BCA gibi testler igin
de her gln toplanan besiyerleri biriktirilmeli ve gunbegln veya kiltir sonunda kimulatif

olarak degerlendirme yapilmalidir.

Ortak kiiltiirde gozetilmesi gereken bir baska simirlayict faktér de kontakt
inhibisyonudur. Yapilan calismayla PKi-MKH’ lerin metabolizmasinin MKH’ lerden daha

hizli oldugu bulunmustur. Bu nedenle bu hiicrelerin kok hiicre oldugu g6z Oniinde
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bulundurularak kontakt inhibisyonundan kacinilmali ve kiiltiir siiresi gozetilerek hiicre

ekim sayis1 belirlenmelidir.

Deneyde ortak kiiltiir sonras1 analizlere yetecek kadar hiicre ¢ikmasi i¢in bir deney
grubu birden fazla 6 kuyucuklu kiiltiir kabinda yiirtitiilmiistiir. Ancak bu da zaman ve is
yiikii acgisindan zorlayici olup islemler esnasinda vakit kaybina neden olmaktadir. Bu
nedenle Oneri, ortak kiiltlir ortaminin iyi tanimlanmasi, islemlerin gézden gegirilerek uygun
bir sirayla yapilmasi ve gruplarin farkli zamanlarda birebir ayn1t muameleden gecirilerek
kiiltiire alinmasidir. Eger ortam iyi tamimlanir ve islemler her defasinda ayni sekilde
gerceklestirilirse, hiicreler arasinda ciddi bir farklilik yoksa, birbiriyle karsilastirilabilecek
giivenilirlikte sonuglar elde edilir ve is yiikii zamana yayilabilir. Boylelikle ortak kiiltiir

yontemi de optimize edilmis olur.

Mevcut tez calismasiyla PRL genini devamli ifade eden bir MKH hatti
olusturulmasi, bu hiicrelerin kiiltiirdeki davranislarinin gézlenmesi, hCA’ larla birlikte
ortak kiiltiire alindiklarinda nasil davrandiklarinin gézlenmesi ve ortak kultlr igin yontem
Onerisinde bulunulmasi amaclanmistir. Bulgular ve sonuglar incelendiginde gen
aktariminin basarili oldugu goriilmektedir. Calismayla PKI-MKH’ ler elde edilmis, tek
baslaria ve ortak kiiltiirdeki proliferasyonlar1 gozlemlenip farklar ortaya konmustur. Ayn
zamanda kullanilan yontem de tartisilmis ve eksiklerin ne olabilecegi belirlenerek

onerilerde bulunulmustur. Dolayisiyla hedeflenenlerin tamamina ulasildig1 sdylenebilir.

Ileriki caligmalarla PKI-MKH’ lerin davranislarini anlamak icin kiiltiirde daha ¢ok
gozlem yapilmalidir. Bu c¢alismada PRL’ in MKH farklilagmasi iizerine etkisi
incelenmemistir. Ancak PRL’ in etkisi oldugu bilinen bu proses iizerine de incelemelerde
bulunulmalidir. Bagka hastalik modellerindeki kullanimlarin1 arastirmak ig¢in bu
hastaliklarla iliskili hiicrelerle in vitroda ortak kiiltiirleri yapilip potansiyelleri ortaya
konmalidir. Bunlar da yapildiktan sonra hiicrelerin in vivo deneylerine gecilmeli ve hayvan

sistemlerinde kullanimlar1 arastirilmalidir.
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TEZ DENETLEME LIiSTESI

Tez, asafidaki denetimler yapilarak tamamlanmigtir.

] Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danigman adi yazilmamalidir).

O Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dahinimn defil) adi yazilds.

] Tez kapaf: sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazimin y&nine dikkat!) ad,

program,yil yazildi.

O Onay sayfas1 uygun ¢izimde hazirlandi (kazamlan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOKTORA olmalidir) imzalanldi (Enstith Madiirli*niin imzas:1 da gereklidir,

imzalann aym renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
Dizinler kilavuzda belirtildifi gibi siralands.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlan konuldu.
Sayfa numaralan kilavuzda belirtildifi sekilde konuldu.
Sayfa diizeni kilavuzda belirtildifi sekilde yamldi.

Ana metin yaz boyutu 12 olacak bigcimde basildi.

Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basildi.

Ana metin sanir aralifs 1.5 olacak gekilde yazildi.
Kaynaklar abecesel siralamaya pére yazildi.

Kaynak gisterme ilkelerine ve yazim kurallanna uyuldu.

O O0o0o0o0o0o0oo0oooo

Ekler kilavuzda belirtildifi gibi verildi.
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