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Sican Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Proteom Incelemesi

OZET

Kemik iligi, hematopoietik ve mezenkimal olmak {izere en az iki tip kok hiicre icermektedir.
Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri kendini yenileme ve kiiltiir ortaminda, osteoblast,
kondrosit, adiposit, astrosit, miyosit, oligodendrosit ve ndronun da i¢inde bulundugu ¢esitli
hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptir.

Mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerin varligi tartismasizken, kendini yenileme ve
farklilagsma kapasitesi ile ilgili bir¢ok soru hala yanitlanamamistir. Kok ya da progenitor
hiicrelerin proteomik karakterizasyonu, hiicrelerin ya da dokularin gelisim ya da
metabolik sathadaki degisimleri hakkinda bilgi veren ideal bir yoldur.

Bu calismada, oncelikle MKH’lerin kendini yenileme 06zelliginin belirlenmesi igin,
indiiklenmemis standart kiiltlir ortamindaki pasajlar1 arasindaki (ilk on pasajda) proteom
farkliliklar1 incelenmistir. Calismanin ikinci bolimiinde ise sigan MKH’lerin c¢esitli
indiikleyici ajanlarin etkisiyle in vitro farklilagsma kapasitesi proteom incelemeleriyle ele
alinmistir.

Kemik iligi MKH’leri 8-10 haftalik erigkin Wistar sicanlardan elde edilip, mononiikleer
hiicreler yogunluk gradyan metoduyla ayrilmislardir. ilk béliimde, indiiklenmemis standart
sartlarda yiiriitiilen kiiltiirlerin pasajlama asamalarinda hiicrelerin yarisi proteom analizine
ayrilirken, diger yaris1 yeni kiiltiire alinmis ve bu islem 10 pasaj boyunca siirdiiriilmiistiir.
Ikinci béliimde, sican MKH’lerin farklilasma ozelliklerini protein diizeyinde incelemek
amactyla kiltiirler, sirasiyla adipojenik (Dex+IBMX+Ins+Ind), kardiyomiyojenik (5-aza),
kondrojenik (AA+ITS+TGEFp) ve osteojenik (Dex+B-GP+AA) indiikleyici ajanlarin etkisine
tabi tutulmustur.

Deney gruplarindan elde edilen protein ekstraktlarinin iki boyutlu jel elektoforezi yapilmais;
PO ile P10 arasindaki degisimler, rastgele ve kantitatif analiz yontemi kullanilarak;
farklilasmadaki degisimler ise kalitatif, kantitatif ve Boolean analiz yontemleri yardimiyla
ortaya konulmus ve kesim i¢in karar verilmistir. Kesim yapilan 6rneklerin spektrumlari,
MALDI-TOF-MS ile elde edildikten sonra, MKH’lerde gozlenen protein farkliliklari
referans proteom veri bankasi (Swiss-Prot) yardimiyla tanimlanmistir. Ayrica hiicre
farklilagmalar1 histolojik boyamalar ve immiinhistokimya ile desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Farklilasma, Kemik iligi, Kendini yenileme, Kok hiicre, MALDI-
TOF-MS, Mezenkimal kok hiicre, Proteom Analizi, Sigan.



Proteome Analysis of Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells

ABSTRACT

Bone marrow contains at least two kinds of stem cells, hematopoietic and mesenchymal.
Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) have the capacity for renewal and the
potential to differentiate in culture into several cell types including osteoblasts,
chondrocytes, adipocytes, astrocytes, myocytes, oligodendrocytes and neurons.

While the existence of mesenchymal stem cells is undisputed, many questions remain
regarding their self-renewal and capacity to differentiate. A proteomic characterization of
stem or progenitor cells would be an ideal way to track changes in the developmental or
metabolic state of cells or tissues of any kind.

This study was designed to demonstrate the proteomic differences between MSC passages
cultivated under standard (no induction) culture to investigate self-renewal (during first ten
passages), and between passages cultivated under certain differentiation inducers to
observe differentiation capacity, by displaying in situ protein changes.

Bone marrow MSCs were isolated from 8-10 weeks old Wistar rats. Mononuclear cells
were obtained by using density gradient method, then were plated in two parallel culture
flasks (one flask for proteomic analysis and the other for continuation of culture) and
cultivated upto ten passages.

To investigate the mesenchymal nature of the cells, they were differentiated into
adipogenic  (Dex+IBMX+Ins+Indomet), cardiomyogenic  (5-aza), chondrogenic
(AA+ITS+TGFP) and osteogenic (Dex+p-GP+AA) lineages in different subcultures by
differentiation inducers.

Protein expressions of both self-renewed and differentiated rat MSCs were investigated by
using two-dimensional gel electrophoresis. For the investigation of protein changes
between PO-P10 passages, the arbitrary and quantitative analysis set methods were used.
Investigation of differentiation was followed by the qualitative, quantitative and Boolean
analysis methods. Spectrums were retrieved from MALDI-TOF-MS after cutting the gels
that were designated by the analysis sets. Swiss-Prot databank was used to determine the
changes in the proteins between passages. Differentiation was also evaluated by using
histology and immunohistochemistry.

Keywords: Bone marrow, Differentiation, MALDI-TOF-MS, Mesenchymal stem cells,
Proteome analysis, Rat, Self-Renewal, Stem cells.
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GIRIS

Kok hiicre, bir canlinin viicudunda uzun bir siire bolinmeye devam ederek kendini
yenileyebilen ve bu sayede farklilasmis hiicreler olusturabilen farklilasmamis hiicrelere
verilen addir. Bir baska deyisle, farkli hiicre tiplerine doéniisebilme potansiyeline ve

kendisini yenileyebilme giiciine sahip olan hiicrelere k6k hiicre denir.

Kok hiicrelerin belirlenmis farkli fonksiyonlari bulunmamakla beraber, aldiklar: sinyallere
gore farkli hiicre tiplerine doniisebilirler. Bu doniisiimde gorev alan en 6nemli etkenler
genler ve dig uyaranlardir. Viicudumuzdaki herhangi bir hiicre grubunda 6liim ya da hasar
meydana geldiginde kok hiicreler genellikle ihtiya¢ duyulan hiicrelere doniisebilme 6zelligi

tasirlar.

Sperm ile ovumun birlesmesi ile ortaya ¢ikan zigot, tek basina tiim organizmayr meydana
getirebilecek genetik bilgiye ve giice sahiptir. Bu, tiim hiicrelere doniisebilme potansiyeline
sahip ilk embriyonik hiicreye “totipotent” hiicre denir. Déllenmeyi takip eden ilk 4-5 giin
icerisinde bu hiicreler, aym giice sahip olup her biri tek basina bir organizma meydana
getirebilme yetenegindedirler. Yaklasik besinci giindeki “blastokist”in igindeki hiicreler de
(embriyonik kok hiicreler) viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptirler;
ancak bu hiicreler tek baglarina bir organizmayi olusturamazlar. Bu nedenle bu hiicrelere
“pluripotent” hiicre adi verilir. Bu asamadan sonra hiicreler daha 6zel fonksiyonlara sahip
olmakta ve erigkin kok hiicrelerini olusturmaktadirlar. Daha 6zellesmis olan bu kok

hiicrelere ise “multipotent” hiicre olarak siniflandirilmaktadir.

Glinlimiizde kok hiicrelerin viicudumuzdaki farkli dokularda varlig: biliniyor ise de, en
yaygin kullanilan kok hiicre kaynaklari embriyonik, fetus, gébek kordonu kani ve kemik

iligi (erigkin kok hiicreler) olarak siralanabilir.

Embriyonik kok hiicreler sahip olduklar1 yiiksek potansiyel agisindan rejeneratif tipta iyi
bir kaynak gibi goriinmekle beraber heniiz tam olarak asilamamis bilimsel ve etik
cekinceler nedeniyle kemik iligi kaynakli erigkin kok hiicreler klinik bakimdan giliniimiizde
daha gercek¢i bir kok hiicre kaynagr durumundadir. Kemik iliginde, kemik iligi

stromasinin yeniden yapilandiriimas: ve dolasima kok hiicrelerin salinmasini saglayan



"mezenkimal koék hiicre” (MKH) olarak adlandirilan bir hiicre grubunun varligi
bilinmektedir (Sandmaier et al. 1998).

Mezenkimal kok hiicrelerin kendini yenileme ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme
ozellikleri pek ¢ok arastirmaci tarafindan incelenmis olmakla beraber bu biyolojik
olaylarin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak aciklanmis degildir. Diger yandan,
MKH’lerle ilgili yiiriitiilen aragtirmalarin biiyiik boliimii fare ve insan kaynaklit MKH’lerle
gerceklestirilmis olup, hala deney hayvani olarak biiylilk Onem tasiyan sicanlarin
MKH’leriyle yapilmis c¢alismalar (ve Ozellikle proteom incelemeleri) oldukca sinirli
diizeydedir. Bu nedenle, bu tez calismasi sigan kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerinin 6zelliklerinin incelenmesine yonelik olarak tasarlanmistir. Sigan femur ve
tibialardan elde edilen bu hiicreler uygun kiiltiir sartlarina alinarak gelisimleri saglanmas;
pasajlar aras1 gergeklesen protein ifadesindeki farkliliklar incelenirken, hiicrelerin kendini
yenilemesi ile kemik, kikirdak, yag ve kalp kasi hiicrelerine farklilagsmalar1 da hiicre igi
protein degisimleri agisindan ele alinmistir. Ayni1 zamanda hiicre farklilagmasinin
dogrulugunu desteklemek amaciyla 6rneklerin immiinhistokimya ve histolojik boyamalari

yapilarak goriintiileri ¢ekilmistir.

Bu tez c¢alismasiyla, MKH’lerin kendini yenileme o6zelligi ve farklilagma ozellikleri
pasajlar arasindaki farkliliklara bakilarak incelenmis ve karsilagtirma analizleri sonucunda
elde edilen protein verilerinden yararlanilarak kok hiicrelerin zamanla protein ifadesinde
gerceklesen degisimler (yeni proteinlerin sentezi, var olanlarin miktarlarindaki degisimler,
ifadesi devam etmeyenler) yapilan iki boyutlu jel elektroforezi ve kiitle spektrometresi ile
ortaya konulmus ve sonugta tripsinizasyon islemi ile elde edilen peptid dizileri, veri
bankas1 (Swiss-Prot) ile Kkarsilastirildiginda en ¢ok degisiklik gosteren siiflarin
metabolizma ve tasinmada gorev alan proteinler oldugu saptanmistir. Ayrica heniiz veri
bankasi ile ortaya konulmamis ancak sican ile benzer genetik yapiya sahip olduklar
bilinen insan ve farede Onceden tanimlanmis, cesitli proteinlerin peptid dizileri ile

benzerlik gosteren diziler belirlenmistir.

Bu kapsamda, elde edilen veriler degisik analiz yontemleri ile desteklenerek bu
proteinlerin veri bankasinda yer alan farkli tlirlere esdeger proteinler ile ayni olup

olmadiklar1 ve herhangi bir modifikasyona ugrayip ugramadiklar agisindan incelenmesi ve



ayn1 bulunduklan takdirde literatiire ge¢meleri agisindan ve belli zaman araliklarinda
meydana gelen degisimleri gozlemek agisindan 6nem tasimaktadir.

Deney hayvani olarak sican kullanilmasiin amaci, 3 haftalik gebelik siireleri sonunda bir
defada 8-12 yavru sahibi olmalari, bu yavrularin 3 hafta sonra siitten kesilmeleriyle
birlikte annelerinin yeniden dogurganligina kavusmasi, iiretim i¢in 6nemli bir avantaj
saglamaktadir. Bunun yaninda yeni dogan sican yavrulart da en ge¢c 3—4 ay igerisinde
iretken hale gelebilmekte ve tiremek igin de belli bir mevsimi gozetme gibi bir dezavantaj
da tasimamaktadirlar. Yetistirme kosullarinin ucuzlugunun yani sira, ¢ok ¢esitli deneysel
islemlere karsi dayanikli olmalar1 da siganlarin deney hayvani olarak 6nemli avantajlari
arasindadir. Ayrica memeli olduklarindan dolay1 elde edilen ¢alisma sonuglar1 insanlarda

da kullanim acisindan 6nem tasimaktadir.

Sicandan elde edilen kemik iligi hiicrelerinden mezenkimal hiicre karakterine sahip
olanlarin se¢imi icin calismalarda kullanilan ¢esitli yogunluk gradyani olusturan
kimyasallar bulunmaktadir. En ¢ok kullanilan gradyan Percoll yogunluk gradyanidir
(Jaiswal et al. 2000). Bunun disinda Optiprep, Polymorphoprep, Nycoprep ise kullanilan

diger yogunluk gradyanlari arasinda sayilabilir.

Sican kemik iligi MKH’lerinin kiiltiir ortaminin se¢imi i¢in Javazon et al. (2001)’1n
yaymladigr calismadan yararlanilmistir. Bu c¢alismada, insan ve sican MKH’leri
karsilastirilmakta ve sonug olarak, sigan MKH’lerinin insaninkinden birka¢ yonle ayrildigi
gosterilmektedir. Bu farkliliklar su sekilde siralanmaktadir; sican MKH’leri kiiltiir
yogunluguna daha fazla duyarlidirlar. Hiicreler diisiik yogunluktaki kiiltiir ortaminda daha
cabuk yayilabilmekte, sik vasat degisimi gerektirmekte ve diisliik-yogunluklu kiiltiirlerle
de bolluk noktasina (confluence) ulasilmaktadir. Kiiltiirdeki olgun MKH’ler, RS (Small
recycling Stem cells = farklilasma potansiyeli olan kiigiik hiicreler) hiicrelerini ve tek
hiicreden tiiremis hiicreleri olusturmaktadirlar (kendini yenileme 6zelligi). MKH’ler, aynm
zamanda daha fazla primitif progenitor hiicrelere sahiptirler ¢iinkii sican kemik iliginin
dogrudan kemikteki iligin bosaltilmasi seklinde alinmasina karsin insan kemik iligi
hiicreleri siringa vasitasiyla belirli miktarda alinmaktadir. Yine bu calismada, sican
MKH’lerin a-MEM (a-minimal Eagle’s medium) besiyerinde DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) besiyerine gore 2 kat daha fazla yayilim gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica diisiik hiicre yogunlugundaki sigan MKH’lerinin 4 hafta sonra tek
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tabakada bolluga ulasirken, insan MKH’lerinin 2-3 hafta sonrasinda yayilmalarin
durdurduklart1 ve 4. haftanin sonunda ise Kkiiltiir kabinda herhangi bir cogalma

gostermedikleri gdzlemlenmistir.

Bir diger calismada (Gregory et al. 2005), MKH’lerin fetal sigir serumu ya da taze insan
serumu iceren a-MEM igerisinde kiiltiirleri yapildiginda, baslangictaki lag fazindan sonra
hizl1 bir sekilde boliindiikleri, dondr bagimli hiicre sayisinin 12-24 saat igerisinde ikiye
katlandig1 ve katlanma siiresinin ekilen hiicre yogunluguna bagli olarak degistigi
gosterilmistir. Yine bu ¢alismada, yliksek yogunluktaki MKH’lerin durgun (stationary)

faza girdikleri ve ig seklindeki hiicre formlarini olusturduklari rapor edilmistir.

MKH’lerin proteom analizi ilk defa Prockop et al. (2001) tarafindan gergeklestirilmistir.
Yapilan bu ¢aligmada insan kemik iligi hiicreleri alinmis ve olgun MKH’ler ile cogalma ve
farklilasma egilimi yiiksek olan MKH’lerin alt kiiltiirii olan, RS hiicrelerinin protein

ekspresyonlari karsilagtirilmistir; bu ¢alismanin sonuglar1 Cizelge 1.1°de verilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerinin farkli hiicre tiplerine yonlendirilmesi i¢in ¢esitli ajanlar
kullanilmistir. Ornegin, Xu et al. (2004), insan kemik iligi hiicrelerini pasajlarda
cogalttiktan sonra hiicreleri bir DNA demetilasyon ajani olan 5-azasitidin (5-aza) ile
etkilestirerek, 2-3 hafta icerisinde MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilasmasini temin
etmislerdir. Miyotiip benzeri formlar olusturan bu hiicrelerdeki degisimin, hiicre iskeleti
proteinlerinin ekspresyonlarindaki degisimden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayrica bu
kiiltiirlerin baz1 alanlarinda adiposit-benzeri hiicre kiimelerinin gdzlenmesi, bunlarin ortak
onciilden farklilagtiklarini diisiindiirmektedir. Bu calismada 5-aza indiiksiyonu sonrasi
kiiltiirlerde osteoblastlara ya da kondrositlere rastlanmamustir. Farklilasan hiicrelerin
sitoplazmasinda desmin, a-kardiyak aktin, B-MHC saptanmis; Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile kardiyak troponin T ekspresyonu gosterilmistir. Boylece 5-azasitidi’nin kemik

iligi MKH’lerini kardiyomiyosite farklilagtiran bir ajan oldugu sonucuna ulagilmastir.

Yapilan diger bir caligmada (Ye et al. 2006), sigan kemik iligi kok hiicreleri sadece 1 giin
stireyle 5-aza ile muamele edildikten sonra kiiltiire devam edilmis ve sonrasinda proteom
analizi ve PCR yapilmistir. Kiiltiiriin 14. gliniinde kardiyak spesifik troponin I ve - MHC

ile boyanan farklilasmis hiicreler pozitif boyanirken, indiiklenmemis hiicreler negatif
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boyama gostermislerdir. Farklilagma sirasinda degisiklik gosteren proteinler; hiicre iskeleti
proteinleri, heat shock proteinleri, Ca-baglayici proteinler, metabolik yollardaki cesitli

enzimler ve perodoksinlerdir (Ye et al. 2006).

Cizelge 1.1. RS hiicreleri ve MKH’ler tarafindan ifade edilen farkli proteinler

Siniflandirma RS (Farkhlagma egilimi olan) Hiicreleri Olgun MKH

Stres proteinleri Heat shock 27 Glutatyon-S transferaz T-kompleks protein, 1-
Tumor rejection antijen Peroksiredoksin 1 alfa
(gp 96)

Iyon kapis1 ve tagmim Voltaj bagimli -anyon

kapisi-2
DNA sentezi, tamiri, Esteraz D
Replikasyon RNaz A

Protein sentezi

Transkripsiyon

Initiation faktor 5a
Elongation faktor 1-alfa
Ribozomal protein S12
Ribozomal protein, large,

P1

Transkripsiyon faktor
BTF 3a

Ribozomal protein,
large, P2

Initiation faktor 2G
Ribozomal protein,
large, PO

Metabolik Laktat dehidrogenaz A Aldo-keto reduktaz Laktat dehidrogenaz B
Gliserolaldehid-3-P 7(A2) Fosfogliserat kinaz-1
dehidrogenaz Alfa-amylaz inhibitor Enolaz-1
Sitrat sentetaz CM3 Protein disulfid
Transketolaz Enol-CoA hidrataz isomeraz ER60
P-gliserolmutaz Proteozom alt unite precursor

alfa-4

Hiicre iskeleti Destrin Aktin b zincir
Miyozin hafif zincir

Yiizey Annexin | (lipocortin I) Annexin V

Annexin Il (lipocortin I1)

Wang et al. (2004), insan kemik iligi MKH’lerinin TGF- (transforming growth factor- j)
varliginda ve yoklugundaki kiiltiirlerinde proteom analizi gerceklestirmislerdir. Sonug
olarak jeller arasinda az veya fazla olarak sentezleri ger¢eklesen 30 proteine ait spot (leke)
elde edilmistir. Bu spotlar; iskelet proteinleri (gelsolin, T-plastin), hiicre membran
proteinleri (Annexin A2), matriks sentezi proteinleri (kollajen baglayici protein-2, veya
CBP2), metabolik enzimler (tiyoredoksin rediiktaz), protein sentezi ve yikiminda gorevli
proteinler (T-kompleksi proteini-1 ve proteozom alt {initesi), stres cevap proteinlerini
(HSP27) kapsamaktadir. Ayn1 zamanda TGF-f sadece protein ekspresyonu seviyesinde
degil ayn1 zamanda post-translasyonal modifikasyon bazinda HSP27 fosforilasyonunu da

(Ser-82’de) sagladig1 elde edilen spotlarla gosterilmistir. Ayrica TGF-f, diiz kas a-aktin ve
5



gelsolin ekspresyon oranini degistirmektedir. Gelsolin, aktinin yapisindan ve hiicre
hareketinden sorumlu olup aynm1 zamanda hiicre apoptozisini diizenlemektedir. Yapilan
calismada gelsolin oran1 4 ve 6. giinlerde TGF-p ilavesi ile azalmaktadir. 24 saatlik TGF-3
ilavesi sonucu gelsolin gen ekspresyonu %50 azalirken, a-aktin ekspresyonu 4 kat
artmaktadir. 48 saat sonunda da ayni sonuglar elde edilmistir. Sonugta transkripsiyon
sathasinda, TGF-f ilavesi ile diiz kas a-aktin ekspresyonu artmakta, gelsolin ekspresyonu
azalmaktadir. Bu da TGF- f’nin anjiyogenez ve vaskiilogenezdeki roliini

desteklemektedir.

Wagner et al. (2006), degisik besiyeri ortaminda kiltiiri stirdiiriilen insan kemik iligi
MKH’lerinin proteom analizini yapmistir. Bu ¢alismada, MKH tarafindan sentezlenen ve
en ¢ok tanimlanan proteinlerin hiicre iskeleti, protein katlanmasi ve metabolizmada gérev
alan proteinler oldugu sonucuna ulagilmistir. Vimentin, MKH tarafindan yiiksek diizeyde
ifade edilen bir proteindir ve mezodermal kaynakli progenitor hiicrelerin tayininde anahtar
rolii istlenmistir. Vimentin mitoz aktivasyonu sirasinda protein kinaz C tarafindan
fosforile edilir. Gelsolin, aktin-severing protein olarak tanimlanir ve hiicre apoptozu ve
hareketinde gorev alir. Urasil-DNA glikozilaz, MKH’leri mutasyondan korumaktadir.
Aktin, miyosin, transgelin yiiksek oranda ifade edilmektedir.

Salasznyk et al. (2005), insan (h) MKH’leri, osteojenik yonlendirilmis hMKH’ler ve insan
kemik hiicrelerinin proteom farklarini incelemislerdir. Farklilagmamais ve farklilasmis insan
MKH’leri olgun kemik hiicreleri tarafindan ifade edilmeyen ¢ok sayida kalsiyum baglayici
protein ifadesi gercgeklestirirler. Bunlar, kaldesmonun 5 izoformu, kalmodiilin, kalpain ve
kalmodiilin-bagimli protein kinaz II’dir. Ug¢ &6rnekte de bulunan, kalsiyum baglayic
proteinler, kalsiyum bagimli proteaz, kalretikiilen, kaltimenin, kalgizzarin ve annexin 5’dir.
Farklilasmamis MKH’ler ve olgun kemik hiicreleri, hiicre-dis1 matriks (HDM) proteini
olarak prolil-4-hidroksilazin ii¢ izoformunu ifade ederler. Bu enzim, kollajenin ti¢lii sarmal
yapisim stabilize eden hidroksiprolin rezidiisiinii olusturmaktadir. Ilging olarak bu
izoformlarin higbiri osteojenik yonlendirilmis MKH’lerde gozlenmemistir. Neksin
hMKH’lerde bulunurken, vitronektin insan kemik hiicrelerinde bulunur. Neksin,
vitronektin gibi serin proteaz inhibitoriine baglanir ve HDM proteinlerini yikimdan korur.
Osteojenik yonlenmis MKH’ler, matriks metaloproteinaz sekresyonu ig¢in fibroblastlari

uyaran, reseptor basigin ifade ederler. Yine kollajen matriksin mineralizasyonunu



saglayan, kemik izoformu olan alkalin fosfataz, sadece osteojenik yonlenmis MKH’lerde
bulunmaktadir. Fosfoserin proteinlerine baglanan sinyal cevirici,14-3-3, hMKH ve Ost-
hMKH’de bulunmaktadir. Ost-hMKH’ler, insan kemik hiicreleri gibi yag asidi metabolize
edici proteinlere hMKH’lere gore daha yiiksek diizeyde sahiptir. Sonuglar, Ost-hMKH nin,
hMKH ile %64 oraninda eslesen spot sayisina sahip oldugunu, diger taraftan insan kemik

hiicreleriyle %78 oraninda eslesme gostermektedir.

Feldmann et al. (2005), bir diger MKH kaynagi1 olan insan gébek kordonundan elde edilen
hiicrelerde proteom analizi gerceklestirmislerdir. Bulgular, eslesme goOsteren en genis
grubun hiicre metabolizmasi1 proteinleri oldugunu isaret etmektedir. Bunlar; Krebs
dongiisiinde, amino asit metabolizmasinda, hiicresel housekeeping’de ve protein
biyosentezinde yer almaktadir. Ayrica, protein katlanmasinda gorev alan diger grup
elemanlarindan saperonlar, saperoninler, heat shock proteinler ve foldazlar dikkat
cekmektedir. Elde edilen proteinlerin %39’u katalaz enzimleri olarak tanimlanmistir.
Proteinin ¢esitli basamaklardaki fosforilasyonu sonucu 10 adet vimentin spotu gézlenmistir
[vimentin, protein kinaz C (PKC) aracili mitoz aktive edici bir proteindir]. PKC, “mitotik
vimentin kinaz” olarak hareket edip hiicre dongiisiinde gorev almaktadir (Takai et al.
1996). Gobek kordonu MKH’lerinde, MKH’lerde daha o6nce tanimlanmayan
noropolipeptid h3 (nph3) proteini arastirma sonucunda bulunmustur. Bu protein insan
hiicrelerinin  noroektodermal yonde farklilagmasinda rol oynamaktadir. Memeli
hiicrelerinde bu protein, G-protein ¢ifti sinyal iletiminde (transdiiksiyonu) feedback
inhibisyon elemani olarak gdrev almakta ve NF-kappa B yolu diizenlenmesini koordine
etmektedir. Bu calismada ayrica, progenitor hiicrelerde dnemli role sahip olan iki adet
prohibitin proteini bulunmustur: Phblp ve Phb2p (BAP37). Bunlar; hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, mitoz ve ¢ogalma, apoptoz, mitokondriyal solunum zinciri enzimleri iiyesi
olarak fonksiyon gostermektedirler; Gi/S faz1 kontroliine katilip, tiimor baskilayict
retinoblastoma protein pRB ile etkilesime girmektedir. Gelisim sirasinda ve eriskin memeli
dokularinda yeniden ifade edilirler (co-expression); ekspresyon oranlar1 mitokondriyal
metabolizma i¢in belirleyici rol oynamaktadir ama hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz igin
uyumlu bir role sahip degillerdir. Gobek kordonu MKH’lerinde ayrica hematopoiezis
sirasinda stroma etkilesimini kapsayan proteinler gézlemlenmistir (Feldmann et al. 2005).

Kollajen tip VI hematopoiezis i¢in baglayict substrat, tropomiyosin ve a-tubulin stroma-

bagimli hematopoiezis igin etkilesim saglayici olarak gorev yapmaktadir



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kok Hiicre Kaynaklar

2.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (EKH’ler) blastokist evresindeki bir embriyonun i¢ hiicre
kiitlesinden elde edilirler (Sekil 1.1). insan embriyonik kék hiicrelerinin Thomson et al.
(1998) tarafindan in vitro sartlarda {iretilebilmesiyle birlikte embriyonik kok hiicre
konusunda bir ¢igir agilmistir. Embriyonik kok hiicreler pluripotent hiicreler olup, viicutta
bulunan yaklasik 200 civarindaki farkli hiicre tipine doniisebilme potansiyeline sahiptirler
(Inang et. al. 2007). Ancak embriyonik kok hiicrelerle ilgili bilimsel bilgi birikimi yeterli
diizeyde degildir, diger yandan bu hiicrelerin bazi sartlar altinda kanser hiicrelerine
donlisme potansiyeli oldugu da bilinmektedir. Bu nedenlerle giiniimiizde heniiz klinik

olarak kullanim alani bulmus bir kok hiicre kaynagi durumunda degildir.

insan EKH’leriyle ilgili deneysel calismalar in vitro fertilizasyon (IVF) kliniklerinde artan
ve bagislanan embriyolardan tiiretilmis hiicre dizileriyle yiiriitiilmektedir. Insan
EKH’lerinin kullanimiyla ilgili kimi dinsel inanis ve kiiltiirlerde etik ¢ekinceler mevcut
iken kimilerinde ise bu durum herhangi bir sorun teskil etmemektedir. Bu nedenlerle,

arastirma amach kullanimlariyla ilgili diizenlemeler farkliliklar icermektedir.

KOK HUCRELER

Tek Hicreli 3 Gunluk 5-7 Gunluk 4 Haftalik 6 Haftalik

Embriyo Embriyo Embriyo Embriyo Embriyo
Embriyonik K&k Hiicreler Primordiyal Germ Hucresi Multi-potent Kok Hicreler

Beyin, Kemik, Kan,
Karaciger, Kas v.s

Sekil 1.1 Kok hiicre gesitleri ve evrimi



2.1.2. Fotal Kok Hiicreler

Gearhart et al. (1998) calismalar1 sonucunda, 5- ile 9 haftalik fetuslarin gonadal kivrim ve
mezenter bolgesindeki primordiyal germ hiicrelerinin kiiltiirii ile embriyonik germ
hiicreleri elde edilmistir. Diisiik yapan kadinlardan elde edilen fetus veya cesitli sakatliklar
nedeniyle gebelige son verilip alinan fetuslar bu tir kok hiicreleri i¢in kaynak
olusturmaktadirlar. Bu hiicreler; sinirsiz sayida boliinme ve kendilerini yenileme 6zelligine
sahiptirler; boliinerek ¢ogalan hiicreler ayni genetik yapidadirlar. “Pluripotent” 6zellikte
olup (uygun kosullarda her hiicre tipine doniisebilirler), embriyonik kok hiicrelerine benzer
ozellikler tasimaktadirlar; ancak fetustan elde edilen bu kok hiicreler gelisimin daha geg

sathasinda olduklar1 i¢in ¢ogalma potansiyelleri bir miktar daha diisiiktiir.

2.1.3. Kordon Kanmi Kok Hiicreleri

Dogumda elde edilen kordon kaninda hematopoietik kok hiicreler bulunmaktadir. Bu
hiicreler allojenik (tiir i¢i kullanim) veya otolog (kisisel kullanim) amagli olarak
kullanilabilmektedirler. Yani, hem kisinin kendisi hem de doku uyusmazligi olmayan bir
bagkasi i¢gin kullanilabilirler. Kordon kani kok hiicrelerinin avantajlari, aliciya daha kolay
uyum saglamalari, geng¢ hiicreler oluslari, kiiltiirde canliliklarint siirdiirebilir olmalari

seklinde siralanabilir.

2.1.4. Eriskin Kok Hiicreler

Kok hiicrelerin diger bir kaynagi ise farklilasmis dokularda bulunan farklilagsmamis eriskin
kok hiicrelerdir. Her yastaki insanda bulunan bu hiicreler kendilerini yenileyebilirler ve
ihtiyag duyuldugunda bulunduklar1 dokudaki (daha smirli sayida olan) degisik hiicre

tiirlerine doniisebilirler.

Gilintimiizde beyin, kemik iligi, periferik kan, iskelet kasi, epidermis, sindirim sistemi, dis
pulpasi, karaciger, retina, kornea ve pankreas gibi dokularda eriskin kok hiicreler

belirlenmistir (Sekil 1.2).



Beyin — MNoronal Kok Hiicre— Noron, Adtrosit, Oligodendrosit

Kemik iligi— Hemangioblast——Endoteliyal Hiicre
— Hematopoietik Kok Hiicre—— Lenfosit, Eritrosit, Trombosit

—— Mezenkimal Kik Hiicre—® Kemik, Kikirdak, iskelet kasi, Tendon, Ligament,
Yag, Kemik stromasi, Kardiyomiyosit

— Oval Hiicre

ic Organlar——p Hepatik Kék Hiicre (Oval Hiicre) ——Hepatosit

= Pankreatik Kok Hilcre = Pankreatik Endokrin Hiic.
—— Pankreatik Ekzokrin Hiic.

Sekil 1.2. Kok hiicre kaynaklar1

2.2. Kok Hiicre Plastisitesi

Temelde gercek kok hiicre tanimint olusturan prensipler: (i) kendi kendini yenileyebilme
yetenegi ya da baslangictaki hiicrenin karakterlerini tasiyan en az bir benzer hiicre
olusturabilme yetenegi (self-renewal), (ii) tek bir hiicreden birden fazla dizi hiicresine
farklilasabilme (multi-lineage differentiation) ve (iii) belli bir dokunun in vivo fonksiyonel
rekonstruksiyonuna katilma. ilk olarak farelerden ve daha sonra da insan-cig: primatlardan
ve ¢ok daha yakin bir zaman 6nce insan blastokistlerinden elde edilen EKH’ler bu temel
prensiplerin tiimiine uymaktadir. Erigkin kok hiicrelerin biiyiikk bir bolimi, kendini
yenileme ve farklilasma potansiyellerinin embriyonik kok hiicrelerdekinden daha diisiik

derecede olmasina karsin bu kriterlere biiyiik 6l¢tide uymaktadirlar.

Eriskin kok hiicre plastisitesinin klinik uygulamalarda faydali olabilmesi igin, iyi sekilde
karakterize edilmis eriskin pluripotent kok hiicrelerin kolay elde edilebilir bir kaynagina
gerek duyulmaktadir (Elgin 2003). Eger bu c¢ogul potansiyel (pluripotens) o&zelligi,
farklilasmadan geri doniise (dedifferentiation) neden olan ex vivo manipiilasyonlar
sonucunda kazaniliyorsa, bu olaylarin meydana gelme sikliginin ve dogrulugunun
arttirtlabilmesi i¢in hiicre dizisi degisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
tanimlanmas1 gerekecektir. Cevaplanmasi gereken 6nemli bir nokta da, geri ve ileri yonde

farklilasma (de-/re-differentiation) siireglerinin, kontrolsiiz farklilasmalara hatta onkojenik

10



degisikliklere yol acabilir olup olmadigi sorusudur. Pluripotent kok hiicreler gergekten de
in vivo olarak mevcutlarsa, bunlarin dogal ortamlari, ¢gogalma ve farklilasma davranislari
ve hasar yerinde toplanma yetenekleri klinik kullanilabilirlikleri agisindan 6nemli olacaktir
(Elgin, 2003). Varsayilan c¢ekinik pluripotent kok hiicrelerin ex vivo kiiltiirlerdeki
aktivasyon veya in vivo manipiilasyon yoluyla yeniden aktivasyonlari sonrasinda;
EKH’lerdekine benzer sekilde in vivo transplantasyon sonrasi teratom benzeri kontrol
edilemeyen ¢ogalma ve farklilasma gosterip gostermediklerinin detayli olarak arastirilmasi

gerekmektedir.

Eriskin kok hiicrelerin en 6nemli avantajlarindan birisinin, hastadan toplanabilmeleri (en
azindan baz1 tiplerinin) ve bu nedenle istenmeyen immiin yanitlara yol agmamalari oldugu
sOylenebilir. Ancak, pek ¢ok dejeneratif hastaligin altinda yatan mekanizmalarin tam
olarak bilinmemesi nedeniyle, benzer defektlerin kok hiicrelerde de veya onlardan gelisen
diger hiicre dizilerinde de bulunup bulunmadig: bilinmemektedir. Oncelikle, bir organ ya
da dokudaki islevsel fizyolojik olaylarin devami igin gerekli olan minimum hiicre sayiSinin

belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Kok hiicre biyolojisinin anlagilmas: ve insanlarda kok hiicre tedavisinde ortaya ¢ikmakta
olan sorular1 cevaplandirabilmek icin daha fazla aragtirmanin yiiriitiilmesi gerekmektedir.
Cevaplanmasi beklenen ¢ok sayidaki sorulara ragmen, kok hiicrelerin hastanin kendisinden
toplanmasi, ¢ogaltilarak hastaya tekrar nakledilmesi yaklasimi organ transplantasyonu ve
immiin baskilama uygulamasinin yol agacagi sorunlara gore Onemli avantajlar
tasimaktadir. Su an igin etkili tedavileri bulunmayan hastaliklar kok hiicre arastirmalarinin
cazibe noktasini olusturmaktadir. “Tedavi edilemez” olarak damgalanan ¢ok sayidaki
hastalik, gelecekte yapilacak olan kok hiicre esasli tedavilerin baslica hedeflerini
olusturacaktir (Sahin et al 2005).

2.3. Etik

Kok hiicre arastirmalarinin ilerlemesi 6nemli etik konular1 da beraberinde giindeme
getirmektedir. 1997°de iskogya’da “Dolly”nin klonlamast ile baslayan tartigma giiniimiizde
boylesine ¢ogalma ve degisik doku hiicrelerine farklilagsma yetenegi bulunan EKH’lerin
bazi bilim adamlar1 ve laboratuvarlarca firetilerek klonlama i¢in kullanilabilecegi

tehlikesini dogurmustur. Bu potansiyel sorunlari giindeme alan A.B.D. Yonetimi ve
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Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisi (NIH), uzun tartigmalardan sonra 2 Agustos 2001

tarihinde agagidaki ilkelerin uygulanmasini kararlastirmistir:

a. Arastirma amaciyla sadece in vitro fertilizasyon yontemiyle hazirlanarak saklanan ancak
bir nedenle kullanilmayacak embriyolardan elde edilen “embryonik kok hiicreler”
kullanilabilecektir. Halen diinyada toplam on laboratuvarda 65 adet embriyonik hiicre
kiiltiirli bulunmaktadir ve calismalar yalnizca bu hiicrelerle yapilacaktir.

b. Canli ¢ocuk icin amacglanan ve hi¢bir problemi olmayan saglikli embriyolarin arastirma
amaciyla kullanilmas1 yasaktir.
C. Kok hiicre konusunda arastirma yapmak isteyen laboratuvarlar halen elde bulunan 65 hiicre

dizisinden bir tanesini elde ederek ¢alismak zorundadirlar.

d. Embriyo’nun sahiplerinden ve donérlerden yazili bilgilendirilmis onay belgesi 6nceden
alimmasi gerekmektedir.
Eriskin kok hiicreleri ve kordon kan1 kok hiicreleri ile aragtirmalar devam edecektir.

f. Embriyonik hiicrelerin klonlanmasi, donér embriyolarinda aragtirma yapilmasi ve devlet ve
kurumlarca desteklenmesi yasaklanmusgtir.

Ulkemizde de, gerek embriyonik gerekse diger kaynaklardan elde edilecek kok hiicrelerin
elde edilme ve deneysel ya da klinik kullanimina yonelik Tiirkiye Bilimler Akademisi Kok

Hiicre Caligma Grubu ve T.C. Saglik Bakanligi’nin ¢alismalari stirmektedir.

2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligi kok hiicreleri hematopoietik olan ve olmayan kok hiicreler olmak {izere iki
bliylik smifa ayrilmaktadirlar. Hematopoietik olmayan kok hiicreler, Mezenkimal kok
hiicreler (ya da ilik stromal hiicreleri) olarak adlandirilirlar. ilk kez diisiik yogunluklu
kiiltiir ortaminda gelisen kemik aspiratindan fibroblastik kolonilerin olusabildigi
Friedenstein et al. (1976) tarafindan gézlenmis, daha sonralar1 ise Pittenger et al. (1999),
MKH’lerin ilikteki toplam ¢ekirdekli hiicrelerin ¢ok kii¢iik bir kismini (%0.001-0.01°lik)
olusturduklarin1 bildirmistir. Bu hiicrelerin yiliksek verimlilikte izole edilebildikleri ve
cogalabildikleri de bilinmektedir (Tae et al. 2006). MKH’lerin in vitro ortamda kemik ve
kikirdaga farklilagabildikleri ve transplante edilebilir olduklar1 da gegmiste rapor
edilmistir (Keating et al. 1982). Ayrica bu hiicrelerin adiposit ve osteosit progenitorlerini
olusturduklart da bilinmektedir (Owen et al. 1988). Plastik yiizeylere baglanabilen insan
ilik aspiratinin %30’unun ilik stromal hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir (Prockop et al.
1997). MKH’ler in vitro ortamda ¢ogalabilmekte (Colter et al. 2000, Azizi et al. 1998,
Koc et al. 2001) ve farklilagmak tizere indiiklenebilmektedirler. Eriskin MKH’ler in vitro

ortamda gelismekte ve kemik, kikirdak, tendon, kas, yag hiicreleri olusturmak iizere
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stimiile edilmektedirler. Bu da onlar1 doku miihendisligi ve gen terapi uygulamalarinda
cekici hale getirmektedir (Elgin 2003). Bunlarin disinda MKH’lerin ayni zamanda miyosit
ve kardiyomiyosite ve mezodermal olmayan hiicrelerden hepatosit ve noronlara da
farklilasabildikleri de gosterilmistir (Petersen et al. 1999, Reyes 2001, Jiang 2002,
Schwartz et al. 2002, Wagner et al. 2006). Bu nedenle, MKH’lerin ¢ok ¢esitli memeli
hiicre tiplerine farklilasma &zelliginden dolay1 pluripotent ya da multipotent terimleri
benzer olarak kullanilmaktadir (Alhadlaq et al. 2004).

2.4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Karakterizasyonu

MKH’lerin en biiyiik avantaji hastalardan dogrudan alinabilmeleri ve bdylece allojenik
dokulardan kaynaklanabilecek immiin reddin ve enfeksiy6z hastaliklarin ortadan
kalkmasidir. Ancak MKH’lerin tedavide kullanilabilmesi i¢in hiicrelerin belirli sayilarda
cogaltilmasi gerekmektedir. Temel gelisim alaninda ve hiicre tedavisi konusunda MKH
calismalar1 yapilmasina karsin bu hiicrelerin hala kendi kendini yenileme mekanizmalari,
¢ogalmalari, multineage farklilagmalari net olarak bilinmemektedir ve aragtirmaya agik
halde beklemektedir (Kulterer et al. 2007). MKH’ler genel olarak kemik iliginden elde
edilirler. Ayrica, insan pelvis iliak krestin ya da diger kaynak olarak kullanilan tibia ve
femurlardan, ya da torasik ve lumbar omurgasindan elde edilirler. Toplam ilik hiicreleri
arasinda oldukga diisiikk sayida bulunmalarina karsin, standart hiicre kiiltiir teknikleri
kullanilarak ekilirler ve ¢ogaltilabilirler. Ilik haricinde diger mezenkimal potansiyele sahip
kok hiicre kaynaklari; periosteum (Fukumoto et al. 2003, O’Driscoll 2006), trabekiiler
kemik (No&th et al. 2002, Tuli et al. 2003), adipdz doku (De Ugarte et al. 2003), sinovyum
(De Bari et al. 2001), iskelet kas1 (Wakitani et al. 1995), karaciger (Noort et al. 2002) ve
disin desidiioz kismidir (Miura et al. 2003).

2.4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Tanimlanma Yontemleri

Mezenkimal kok hiicreler i seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olup
fibroblastlardan ayrilan en 6nemli 6zellikleri simetrik ¢ekirdege sahip oluslandir. Kiiltiir
kabina tutunan ve pasajlarda cogalan stromal hiicreler, MKH’ler olarak kabul edilirken,

makrofajlar ve plazma hiicreleri gibi kemik iligi stromasindaki diger hiicreler, tipik olarak
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kiiltiir kabina yapismazlar. Bagka bir tanimlayici yontem ise, hiicre membranlarinin ATP
iyonlart gibi hiicre-dis1 uygulamalara karsi verdigi duyarliliktir: makrofajlar ve
hematopoietik hiicreler hiicre-dist ATP iyonlarinin uygulamasina karsi duyarlidirlar ve
membranda yaralar agarak letal maddelerin iceri girisine neden olmaktadirlar, oysa
MKH’ler ATP iyonlarina karsi duyarli degildirler (Alhadlaq et al. 2004). MKH’lerin
telomer uzunluklari kisa olmasina ragmen yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptirler ve in
vitro ortamdaki yiiksek ¢ogalma kapasitelerine ragmen normal karyotiplerini ve telomeraz
aktivitelerini kaybetmezler (Pittenger et. al. 1999, Minguell et al. 2001). Ayn1 zamanda
kiiltiir ortamindaki MKH’ler yiiksek diizeyde sitokin ve biiyiime faktorii sentezlerler;
bunlar: kok hiicre faktorii (c-kit ligand), interlokin-7 (IL-7), IL-8, IL-11, transforming
growth factor (TGF-B), cofilin, galectin-1, laminin-reseptorii-1, cyclophilin' A, matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2)’dir (Silva et al. 2003, Ahadlaq et al. 2004). MKH’lerin ¢ok
kiigiik bir bolimi aktif olarak ¢ogalma egilimindedir (yaklasik %10 S + G, + M), diger
biiyiikk ¢ogunlugu ise hiicre dongiisiiniin Go/ G; fazinda beklemektedirler (Conget et al.
1999). Cok sayidaki pasajdan sonra, MKH’ler genis fakat kararsiz yayilma
gostermektedirler. 30-40 katlanma iizerinde ise yayilma gosteremedikleri rapor edilmistir
(Bruder et al. 1997, Phinney et al. 1999). Bunun nedeni bircok faktore baghdir: (i) iligin
alinig prosediirii (Blazsek et al. 1999, Phinney et al. 1999), (ii) ilik iriinindeki MPH
(progenitor hiicreler)’lerin frekansi (1x10° mononiikleer hiicreye karsin, 2-5 MPH), (iii)
donoriin yas1 ve genetik durumudur (Galotto et al. 1999). ileri alt-kiiltiirler sonrasinda ise,

hiicrelerde senesens ve apoptoz gozlenmektedir (Conget et al. 1999).

2.4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yiizey Markorleri

MKH’lerin tanimlanmasinda ¢esitli isaret¢iler (markorler) dikkat ¢ekmektedir. Bunlardan,
hiicre yiizey antijenleri ve peptidler: CD105, CD73, CD90, STRO-1, diger adhezyon
molekiilleri ve sitokin biliylime faktorii reseptorleri: CD166, CD54, CD102, CD121ab,
CD123, CD124, CD49’dur. Buna karsin MKH’ler de endotelyal hiicre isaretgisi olan
CD31, makrofaj/monosit hiicre markorii olan CD14, lenfosit hiicre markorii olan
CD11a/LFA-1, 16kosit hiicre markorii olan CD45 ve diger hematopoietik hiicre markorii
olan CD3, CD14, CD19, CD34, CD38, CD66b’e kars1 negatiftirler (Azizi et al. 1998,
Roche et al. 2006).
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Cizelge 2.1. Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin temel 6zellikleri (Minguell et al.

2001)

Isaretci (Markor) Tipleri
Spesifik antijenler

Sitokin ve biiylime faktorleri

Sitokin ve biiylime faktorii reseptorleri

Adhezyon molekiilleri

Ekstraselliilar matriks

Belirtecler

SH2, SH3, SH4, STRO-1, a-diiz kas aktin,
MAB1740

Interlokinler: 1 a, 6, 7, 8, 11, 12, 14 ve 15,
LIF, SCF, Fit-3 ligand, GM-CSF, G-CSF,
M-CSF

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIFR,
SCFR, G-CSFR, IFNYR, TNFIR, TNFIIR,
TGF-IR, TGF-BIIR, bFGFR, PDGFR,
EGFR

Integrinler: avf 3, avp 5

Integrin zinciri: al, 02, a 3, a4, a 5, a v, B1,
B3, p4

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-1,
LFA-3, L-selektin, endoglin, CD44

Kollajen tip I, Ill, IV, V ve VI, Fibronektin,
laminin, hiyaliironan, proteoglikan
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Sekil 2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri (Caplan 2005)

2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklhilasmasi

2.5.1. In vitro Osteojenik Farkhilagsma

MKH’lerin in vitro ortamda osteoblastlara farklilasmasi tek tabaka seklinde yayilma
gostermis hiicrelerin ~2-3 hafta siireyle askorbik asit, deksametazon ve B-gliserofosfat
muamelesi sonucu gergeklesmektedir. Osteoblast dnciilerine farklilasan hiicreler kiiboidal
morfoloji gostermektedirler ve alkalin fosfataz, osteokalsin ve mineralize nodiiller ifade
ederler (Sekil 2.2) (Jaiswal et al. 1998, Dominici et al. 2001). Bu kosullar biiyiik dlgiide
etkili olmakla beraber osteojenik farklilagsma i¢in kullanilan diger indiikleyici ajanlarin
basinda, kemik morfojenik proteinleri (BMP’ler) gelmektedir. Ancak BMP’ler yiiksek
konsantrasyonda (100 ng/ml gibi) uygulandiginda alkalin fosfataz ya da kalsiyum
depozisyonu indiiksiyonunu engellemekte ve Msx-2 ekspresyonunu arttirmaktadirlar
(Diefenderfer et al. 2003, Gregory et al. 2005). Msx-2, osteoprogenitor hiicrelerin
farklilasmasini inhibe eden bir transkripsiyon faktoriidir. Pozitif wingless (Whnt)

sinyalinin MKH’lerin osteojenik farklilagmasini inhibe ettigi gosterilmistir. (Boland et al.
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2004), ancak alternatif kosullar altinda indiikleyici bir ajandir (Gregory et al. 2005).
Ayrica, Wnt inhibitorii olan Dickkof Dkk-1’nin osteojenik farklilagmayi inhibe ettigi de
bilinmektedir (Tian et al. 2003).
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Sekil 2.2. Osteojenik indiiksiyon sonucu zamana bagli olarak meydana gelen degisimler
(Kulterer et al. 2007)

2.5.2 In vitro Kondrojenik Farkhilagsma

Farklilasmanin baslangi¢ safhalarinda kondrositler, tipki osteoblast farklilagsmasinda
oldugu gibi tip I kollajen sentezlemektedirler. Olgun kondrositler ise, karakteristik olan
kollajen tip II ve IX sentezlerler (Sekil 2.3). TGF-B, protein kinazlar araciligiyla (ki
bunlar; hiicre-dis1 sinyal diizenleyici kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C, Jun
kinaz) kondrogenezi indiiklemektedir (Tuli 2003, Li et al. 2005). TGF-B aracili kinaz
aktivasyonu, Wnt ifadesini uyarmakta, boylece adhezyon molekiilii olan N-cadherin
ifadesi artmaktadir (Tuli et al. 2003). N-cadherin’e, in vitro kondrogenez ve embriyo
gelisiminin erken safthalarinda gozlenen mezenkimal yogunlagsma igin gerekli hiicre
adhezyon kompleksi i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir (Sekil 2.4). TGF-f, ayn1 zamanda diiz kas
a-aktin  ekspresyonunu artirirken, gelsolin (aktin baglayici protein) miktarini
azaltmaktadir. Fazla miktarda ifadesi gergeklesen gelsolin, TGF-B tarafindan indiiklenmis
olan diiz kas a-aktin ekspresyonunu inhibe eder, diger yandan gergeklesmeyen gelsolin
ekspresyonu, o-aktin ve aktin filaman kiimesini c¢ogaltmaktadir. TGF-f’nin,
transkripsiyon sathasinda diiz kas a-aktininin ve diiz kas 220’nin gen ekspresyonunu

arttirdig1 saptanmistir (Wang et al. 2004).
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2.5.3. In vitro Adipojenik Farklhilagsma

In vitro adipojenik farklilasma, deksametazon, izobiitil metil ksantin (IBMX) ve
indometasinden olusan hormon kokteyli yardimiyla uyar1 sonucunda meydana
gelmektedir. IBMX, fosfodiesteraz inhibitoriidiir; cAMP’nin 5’AMP’ye doniisiimiinii
bloke ederek, protein kinaz A’nin iiretiminde artisa (up-regulation) neden olmaktadir.
Protein kinaz A aktivitesi, hormona duyarli lipazin (hormone sensitive lipase, HSL) artan
iretimiyle sonuglanmakta; bu durum regiilator molekiil perilipin etkisiyle
gerceklesmektedir. HSL, triagilgliserolii gliserol ve serbest yag asidine doniistiirmektedir.
Indometasin, peroxisome proliferator activated receptor (PPAR) o/y’nin ligandi olarak
bilinmekte olup adipogenezis i¢in baslangi¢ transkripsiyon faktorii anahtaridir (Sekiya et
al. 2004). Wnt sinyallerinin baskilanmasi hiicrelerin adipogenezise girmesi i¢in gerekli
olup, bu da proteozomda bulunan B-kateninin hizli bir sekilde yikim1 vasitasiyla, PPAR y
ile basarilmaktadir (Liu 2004). Adipogenezisin ger¢eklesmesi igin Wnt sinyallerinin
inhibisyonu, MKH’lerce osteojenik yerine adipojenik regiilasyonun gergeklesmesini
saglamaktadir. Bu durum aktive olmus PPAR vy ve Wnt sinyali arasinda baglant1 oldugunu
gostermektedir; MKH’lerin kemige mi, yoksa yaga mui farklilasacaginin kontroliiniin bu

iki olaya bagl oldugu diisiiniilmektedir (Khan et al. 2003).
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Sekil 2.5. Mezenkimal kok hiicrelerin kendini yenilemesi ve farklilasmasi (Baksh et al.
2004)
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osteogenezis

adipogenezis K kondrogenezis

Sekil 2.6. Mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara, kondrositlere ve adipositlere
farklilasmasi sirasinda gorev alan ortak ve farkli genler (Baksh et al. 2004)

Sekil 2.6’da  mezenkimal kok hiicrelerin  osteoblast, kondrosit ve adiposite
farklilasmasinda goérev alan genler gosterilmektedir. Bunlardan 8 tanesinin (master
kontrol genleri) farklilasma sirasinda ifadelerinin arttigi ve 3 ayri farklilagmis hiicre
grubunda da ortak calistigi gosterilmektedir. Bu genler; Period homolog 1 (PER 1),
nebulette (NEBL), néronal hiicre adhezyon molekiili (NRCAM), FK 506 binding protein
5 (FKBP5), interlokin I tip II reseptorii (ILIR2), ¢inko parmak izi proteini 145 (ZNF145),
tissue inhibitor of mettalloproteinase 4 (TIMP4), serum amiloid A2’dir. Bu genlerin
fonksiyonlarini; hiicre adhezyonu, protein katlanmasi, aktin hiicre iskeleti organizasyonu
ve inflamatuar cevap olusturmaktir. Sekil 2.6’da goriildiigii lizere osteoblastlarin ve
adipositlerin ortak Onciilere sahip olduklari, kondrositlerin ise farkli onciilerden gelisim

gosterdigi diisiiniilmektedir (Baksh et al. 2004).

2.5.4. In vitro Miyojenik Farklilasma

Uzun siireli kiiltirlerde MKH’ler, kas farklilasma isaretcilerinden o-diiz kas aktin,
metavinkulin, kalponin ve miyozin agir zincirini ifade ederler (Galmiche et al. 1993).
MKH kaynakli miyojenik farklilasma ilk defa Wakitani et al. tarafindan (1995)
tamimlanmistir. Yapilan arastirmada ilik stromal hiicreleri 5-aza ve bFGF ile muamele
edilmis, hiicrelerin miyotiipler ve miyosin irettikleri gézlenmistir. Tomita et al. yaptig1
calismada, 5-aza ile muamele edilmis sigan MKH’lerin miyotiip olusturma yeteneginde

oldugunu ve miyokardiyal spesifik proteinlerden, kardiyak troponin I ve kardiyak miyosin
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agir zincirini ifade ettigini gozlemislerdir (1999). Ayni zamanda Amphotericin B
uygulanan kiltiir ortamindaki hiicrelerin de ayni1 etkiyi gosterdikleri saptanmigtir (Prockop
et al. 1997).

2.6. Wnt Ailesi

Wnht ailesi tiyelerinin MKH osteogenezisini etkiledigi gosterilmistir (Boland et al. 2004,
Baksh et al. 2004). Sisteince zengin glikoprotein salimindan ve embriyonik gelisim
sirasinda kok hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasindan sorumludur. Wnt sinyalleri GSK-3
kinaz aktivitesinin reseptor araciligi ile inaktivasyonunu saglayip, sitoplazmik B-katenin
stabilitesini arttirir; ayrica -kateninin gekirdek icine translokasyonunu arttirir. Uyarilan -
katenin/TCF/LEF  kompleksi hiicre c¢ogalmasi ve farklilagmasi igin genlerin
transkripsiyonunu  diizenler. Insanlarda, Wnt ortak (co-) reseptoriindeki (LRP5)
mutasyonlar, bozuk kemik olusumlarina neden olmaktadir. Wnt sinyal yolu ayn1 zamanda
kok hiicre bolinmesinde de gorev almaktadir. Bunu, [(-kateninin hiicre i¢i
stabilizasyonunu saglayarak ve [B-katenin/TCF/LEF transkripsiyon kompleksini uyararak
saglamaktadir. Bu olaylar, hiicre dongiisii diizenleyici genleri olan Myec, siklin DI,
Msx1’in ifadesi uyarilarak gerceklestirilmektedir (Willert et al. 2003). Wnt3a, prototipik
Wnt sinyali etkisinde kalmis standart besiyeri ortamindaki MKH’lerde, hiicre
proliferasyonunda (¢ogalmasinda) artis ve apoptoziste azalma gdzlenmektedir (Boland

2004). Wtn sinyal yol ag1 Sekil 2.7°de verilmektedir.
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Sekil 2.7. Wnt sinyal yol ag1

Farklilasmaya neden olan bir¢ok indiikleyici ajan bulunmaktadir. Bunlar belirli noktalarda
hiicredeki sessiz kalan genleri uyararak ya da ifade edilen genleri baskilayarak hiicreyi
belli bir amag¢ dogrultusunda yonlendirirler. Cizelge 2.2’de yonlendirme ajanlari

verilmektedir.
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Cizelge 2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsmasinda gorevli indiikleyici ajanlar ve

farklilasmay1 tanimlayici isaretgiler

Farkhlasma Uyarici ajan Terminal tipteki tanimlayici isaretciler (markorler)
Deksametazon + PPAR 2,C/EBP-aP2 Sitoplazmik yag
Adiposit izobutilmetilksantin Adipsin,Leptin,Lipoprotein damlacig: birikimi
lipase
Deksametazon +
izobutilmetilksantin +
indometasin + insulin
Deksametazon + insulin
Kondrosit TGF-3 + askorbik asit Cbfa-1, Kollajen tip Il ve X Proteoglikanlarla
Agrekan zenginlesmis matriks ve
TGF-1 + askorbik asit kollajen tip 11 ve IX
Osteoblast Deksametazon + Cbfa-1,Kemik, karaciger, Mineralize matriks
B-gliserofosfat + bobrek alkalin fosfatazi, olusumu
askorbik asit Kemik sialoprotein,
Osteopontin
Osteokalsin, Kollagen tip |
Tenosit BMP-12 Kollajen tip 11, Proteoglikan Impante edilmis
tendonlarda biyomekanik
6zelligin saglanmast
Diiz kas hiicreleri PDGF-BB ASMA Metavinkulin
Calponin, h-kaldesmon
Geg diiz kas aktin
Iskelet kas1 hiicresi 5-Azasitidin MyoD, Myf 5 ve 6 Cok ¢ekirdekli hiicreler

MEF-2,Miyojenin
MRF4, Miyosin
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2.7. Kok Hiicre Farklilasmasinda Gorev Alan Sinyal Yollar:
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Sekil 2.8. Kok hiicre farklilagmasinda gorev alan sinyal yollar

Farklhilasmada gorev alan sinyal yollar: Stat3, Rafl, MEK, ERK.

Farkhlasmayan hiicrelerin cogalmasinda gorev alan sinyal yollari: Stat3, PKBa, Src,

PKCe.

Insan genomundaki yaklasik 25.000 civarinda genin %20’si sinyal iletiminde gorev alan
proteinleri kodlamaktadir (Blume-Jensen et al. 2001) Bu proteinler arasinda hiicre

membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten enzimler yer almaktadir.

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar.
Protein kinazlar membran yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana
gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan amino asit

tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da siniflandirilirlar (Pawson et al. 2005).
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Membranda yerlesim gosteren proteinler reseptor tirozin kinazlar (RTK) olarak
adlandirilmaktadirlar. RTK siiper ailesinde 58 trans-membran protein bulunmaktadir. Bu
reseptorler arasinda instiilin reseptorii, biiyiime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF, NGF)
reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (Pawson et al. 2005).
RTK’lar, sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bdlge (tirozin kinaz bolgesi)
igerirler. Dinlenen (duragan) hiicrelerde, RTK ’nin inaktif ve aktif konformasyonlar1 denge
halindedir. Bu reseptorler biiyiime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale gegerler ve
sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini gergeklestirirler. RTK
aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. Ikinci asamada ise, bu
fosforlanan bolgelere ¢esitli adaptor proteinler baglanirlar ve uyarinin hiicre i¢ine iletimini
saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak yapisal ozelligi SH2 (Src-homology-2) bélgeleri
icermeleridir. Bu proteinler, SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile
sitoplazmadaki  efektor proteinleri arasinda koprii gorevi yapmaktadir. RTK
aktivasyonunun sonlandirilmasindan fosfataz grubu enzimler sorumludur. Buna gore,
fizyolojik kosullarda sinyal iletimi reversibldir (tersinir 6zellik tasir) ve RTK aracili iletim
kontrol altinda tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi

sOz konusudur.

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi (FAK) ve “Janus
Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir (Blume-Jansen et al. 2005). Istirahat
halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biiyiime
faktorleri veya sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen bu proteinler,
sitoplazmadaki veya gekirdekteki hedeflerine yonelirler. Sitoplazmik tirozin kinazlarin
stirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, tiimor biiylimesi, motilite
ve invazyon artisi ile anjiyogenez gibi malign fenotipe 6zgili hiicresel olaylar1 hizlandirir
(Jones et al. 2000, Frame et al. 2002).

2.7.1. MAP kinaz sinyal iletim yolu
MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” stiper ailesinde yer alirlar (Liem et al.

2002). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan

cekirdege bilgi aktarilmasinda biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu sinyal iletimi kaskadlari,
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embriyogenezis, canlilik, cogalma, farklilasma ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde

rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilirlar (Platanias 2003):

1. p38 MAP kinaz ailesi,

2. “Extracellular signal regulated kinase (ERK)” ailesi,
3. “c-Jun NH2- terminal kinase (JNK)” ailesi.

MAP kinaz yolu reseptdr aracili uyarinin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz kaskadi

olarak ¢alisir. Kaskad sistemi hem sinyalin arttirilmasi (amplification) hem de diizenleyici

etkilesimler (sinyal siiresi, siddeti ve kinetigi) acisindan 6nem tasir. Sinyal iletimi G-

protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP Kkinaz kinaz
kinaz) aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP

kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarini (hiicre iskeleti elemanlari, diger

protein kinazlar) veya gekirdekte transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive

eder ve hiicrenin biyolojik cevabi olusur (Kolch 2000).
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Sekil 2.9. MAP kinaz sinyal iletim yolu
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2.7.2. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu ve kanser

Hormonlar, biiyiime faktorleri, farklilasma faktorleri ve tiimor promotor maddeler bu
sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla Raf (=
MAPKKK), MEK (= MAPKK) ve Erk (= MAPK) proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler. Ras
ve Raf proto-onkojendir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in translasyon sonrasi
modifikasyondan (farnezilasyon) sonra membrana yerlesmesi gerekir. Istirahat halindeki
hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Hiicrenin uyarilmasi ile
GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif konformasyona doniisiim (Ras-GTP) tetiklenir. Ras
aktivasyonu tersinir bir siirectir. Bu aktivasyonda rol oynayan molekiiller, SOS (son of
sevenless) ve Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein 2) adaptor proteinleridir. Bu
sinyal yolunun efektér molekiilleri, SOS iizerinde negatif diizenleyici etki ile Ras
aktivasyonunu sonlandirmaktadir. Aktive olan Ras proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite
ile baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar.
Raf kinaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar Faz I-II asamalarinda stirmektedir (Kolch

2000, Lee et al. 2002).

Uyan Blylme faktorleri Hucresel stres

RTK ¢ ¢ Hicre membrani
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK 1, 2, 3,4, 5
MKK MEK1/2 MKK4  + MKK7
MAPK ERK1/2 p38 JNK
Transkripsiyon faktorleri ELK-1/2 ATF-2 c-JUN niikleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, buylimenin durmasi,

immiinolojik cevap, proliferasyon?

Sekil 2.10. Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletimi (Kolch et al. 2000)
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2.7.3. P1-3 kinaz/protein kinaz B sinyal iletim yolu ve kanser

Fosfoinozitid-3 kinaz (P1-3K) ailesi, cogalma ve canlilik sinyallerinin iletiminden sorumlu
proteinlerdir (Chang et al. 2003). Reseptoriin uyarilmasindan sonra PI-3K, hiicre
membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu Katalizler. Fosfotidilinozitol
trifosfat (PIP3 veya IP3), bu yolla olusan bir lipid medyatoriidiir. PIP3, PIP3 bagimli
kinazlar (PDK) ve protein kinaz B (PKB)’nin aktivasyonundan sorumludur. Protein kinaz
B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu genler, viral v-akt

onkojeninin insanda bulunan homologlaridir (Staal 1987).
Sitokinler ve biiytime faktorleri PI-3K ve PKB yolunu aktive ederek hiicreler i¢in canlilik

sinyalleri olustururlar. Timor baskilayict proteinlerden PTEN ise, PIP3 olusumunu inhibe

ederek negatif diizenleyici rol oynar (Nicholson et al. 2002).

Biiylime faktorleri, hormonlar m
Hucne membrani

Pl-4,5-Py

A‘C/

PI-3,4,5-P3

mdm2

mTOR FKHR
GSK3 an /

P53 Hucre dongusu \ l

l Glikoz metabolizmasi Apoptozis
Hiicre donguisii - BUYIUme
Apoptozis ranslasyon
DNA tamiri

Sekil 2.11. PI-3/PKB sinyal iletim yolu (Blume-Jense et al. 2001)
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Protein kinaz B uyarisi hiicre iginde ¢esitli proteinlerin aktivitelerini etkilemektedir.
Bunlardan birisi, “mammalian target of rapamycin (mTOR)” proteinidir. Kinaz
aktivitesine sahip olan bu proteinin rapamisin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.

mTOR’un 6nemli fonksiyonlar1 sunlardir (Vogt 2001):

1. S6 kinaz (S6K) aktivasyonu ile S6 ribozomal proteinini aktive ederek, 5’TOP mRNA’larin
translasyonunu uyarir.
2. Okaryotik baslatma faktorii 4E ile baglanan proteini (4E-BP) inaktive ederek, 4E’nin

serbest hale gelmesini saglar. Aktif hale gelen 4E ribozomal proteinlerin translasyonunu
uyarir. 5’TOP mRNA’lar, hiicredeki RNA miktarinin %20’sini olusturur ve translasyon
islevinde etkilidirler. 4E proteini de, bu mesajlarin translasyonunda etkilidir. Sentezlenen
proteinlerin, biiyiime faktorleri, onkoproteinler veya hiicre dongiisiiniin diizenleyici
proteinleri olmast mTOR’un 6nemini ortaya koymaktadir. Rapamisinin, mTOR sentez
artigt goriilen tiimorlerde antitimdr etki gosterdigi bildirilmektedir (Jefferies et al. 1997,
Sekulic et al. 2000, Vogt 2000).

Protein kinaz B uyarisinin dogrudan etkili oldugu hiicresel islevlerden birisi de
apoptozistir. PKB, proapoptotik BAD proteini ile kaspaz 9 iizerinde inhibitor etki
gosterirken, NF«B uyarisi ile de antiapoptotik cevabi desteklemektedir (Chang et al. 2003).

Buyume faktorleri, hormonlar, mitojenler, sitokinler

PI-3K
v_ PTEN

PDK1

;

Protein kinaz B

i

S6 ~€——  S6K s MTOR === 4E BP =] 4E

5"TOP-RNA Rapamisin

Elongasyon faktorleri
Ribozomal proteinler

Sekil 2.12. mTORun etkisi (Vogt et al. 2001)
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Bliylime faktoril
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ERK12 1 BAD —ym BAX }—— Bel2

Kas_;;az 3

APOPTOZIS

Sekil 2. 13. Apoptozis (Chang et al. 2003)

2.7.4. STAT proteinleri ile sinyal iletim yolu ve kanser

“Signal transducer and activator of transcription (STAT)” proteinleri 1990’11 yillarin

basinda interferon (IFN) aracili olarak gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ile birlikte

tanimlandi. Gliniimiizde, ¢esitli sitokinlerin farkli STAT proteinlerini aktive ettikleri

bilinmektedir. Memeli hiicrelerinde yedi STAT proteini tanimlanmistir. Bunlar; STATL,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak adlandirilmaktadir
Bowman et al 2000).

Sitokin aracili STAT aktivasyonunun asamalar1 su sekilde siralanmaktadir:

Sitokin, hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanir (o alt birim).

Daha sonra oo ya da afp oligomerizasyonu gergeklesir.

Bu oligomerizasyon, reseptor ile iligkili olan JAK proteinlerini ¢apraz fosforilasyon ile
aktive eder.

Aktive JAK proteinleri reseptorii de fosforile ederler.

Bu bolgeler sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin reseptdr ile etkilesmesine olanak

saglar.
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- STAT proteinleri daha sonra homodimer ya da heterodimer olusturmak iizere reseptérden
ayrilarak hiicre g¢ekirdegine gelirler ve DNA iizerinde 6zgiil cevap elemani dizileri ile

etkileserek hedef genlerin transkripsiyonunu uyarirlar.

STAT proteinlerinin yapisinda yer alan bolgelerin islevleri sunlardir (Benekli et al. 2003)

1. Oligomerizasyon bolgesi: Diger proteinler ile etkilesir, STAT tetrameri olusumunu saglar.
2. DNA baglanma bolgesi: DNA’ya 6zgiin baglanmadan sorumludur; ligand uyarisina 6zgiil

sinyal olusumunu saglar.

3. SH2 bolgesi: STAT-reseptor, STAT-JAK ve STATSTAT etkilesimlerinden sorumlu
bolgedir.

4. C-terminal ucu: Transkripsiyonel aktivitenin 6zgiinliigii ve kontroliinden sorumludur.

5. Tirozin amino asiti: N-ucundan yaklasik 700 amino asit uzakliktadir. Tirozin

fosforilasyonu, biitiin STAT proteinlerinin DNA’ya baglanma aktivitelerini diizenler.

Sitokinler

Hiicre membrani

Sitoplazma

Nikleus

Transkripsiyon

Transkripsiyon faktorleri

Sekil 2.14. JAK/STAT iletim yolu (Bowman et al. 2000)
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2.8. Proteom ve Proteom Analiz Yontemi

Proteom, biyolojik sivilardaki, hiicre ya da dokulardaki, miktar, post-translasyonal
modifikasyonlar, etkilesimler ve turnover agisindan karakterize edilen protein bilesenidir.
Genom tarafindan ifade edilen proteinlerin tiimiinii kapsar. Organizmanin her hiicresi ayni
genoma sahip olmasina karsin ¢ok sayida farkli proteoma sahiptir. Insan genom sekanslari
bulunan 30.000-35.000 genin fonksiyonel {iriiniinii tanimlamay1 kolaylagtirmaktadir.
Ancak post-translasyonel modifikasyonlar sonucunda protein ifadesi artmakta ve 100
milyon protein ¢esidi ortaya ¢ikmaktadir (Roche et al. 2006). Genom statiktir, diger
yandan proteom i¢ ve dig uyaranlara yanit olarak siirekli degisim halindedir. Proteomik;
daha dinamik bir terim olup farkli kosullarda hiicre, doku veya viicut sivilarindaki

proteinlerin kantitatif analiz teknolojisi olarak tanimlanabilir.

Proteomik ¢aligmalar1 sonug olarak genom ve transkriptom analizi ile iligkilidir. Genom,
biyolojik aktivite hakkinda bilgi saglamazken, hiicrelerin aktif komponentleri olan
proteinler bu isten sorumludur. Protein-protein etkilesimi ve post-translasyonel
modifikasyonlar genom birimi tarafindan ifade edilemeyen ancak hiicre fonksiyonu

acisindan oldukg¢a 6nemli diger noktalardir (Monpetit 2002).

Genom Dizisi
Transkripsivonel Kontrol GENOMIK
mRNA
Translasyonel Kontrol
Primer Protein Uriinleri
Post-translasyonel Kontrol PROTEOMIK

Fonksivonel Protein Uriinleri

Gen Tayini

Sekil 2.15. Gen ifadesinden fonksiyonel proteine kadar protein iiretim yolu

32



Proteom analizi; protein tanimlanmasini, proteinlerin ve peptidlerin miktarini, bunlarin
subseliiler lokalizasyonunu, post-translasyonel modifikasyonlar1 ve protein-protein
etkilesimi hakkinda bilgi verirken bizim kok hiicreleri anlamamiza yardimer olmaktadir.
Proteomiks c¢alisilmasinin amaci; mRNA ifade diizeylerinin protein ifade diizeyleri ile iyi
korele edilememesi, mRNA diizeylerinin, kodlanmis proteinin aktivitesini yansitamamast,
mRNA diizeyinde proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlar1 ile ilgili bilgi

saglanamamasindan kaynaklanmaktadir.

Genetik diizeyde MKH’leri tanimlamak i¢in, ¢esitli metodlar, ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), gen ekspresyonu seri analizi (SAGE), ve mikrodizi (array)
teknolojileri, mRNA ifade miktarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Maurer 2004,
Wagner et al. 2006). Fakat bu yontemler sadece mRNA diizeyindeki degisimleri 6lgmekte
ve mRNA diizeyindeki modifikasyonlar1 belirlemekte oldugundan dolayr her zaman
protein ifadesi hakkinda bilgi vermemektedir (Roche et al. 2006). Mikrodizi deneyleri,
gen ifadeleri arasindaki birliktelikleri goOsterebilmesine karsin, protein etkilesimi
mekanizmas1 hakkinda yeterli agiklamayr verememektedir. Protein-protein etkilesimi
birgok biyokimyasal metodla incelenebilmektedir. Two-hybrid screen, fazla sayida veriye
sahip olmasma karsin, dogruluk orani ¢ok yiliksek degildir ve daha fazla kanitla
desteklenmelidir (Sprinzak et al. 2003, Jonsson et al. 2006). Bunun disinda, tandem-
afinite saflastirmasi ve kiitle spektroskopisi gibi diger teknikler de kullanilabilmektedir

(Mann et al. 2001).

Proteomiksteki ilerlemeler, proteinlerin ayrilmasi, tanimlanmasi, miktar tayini proteom
karsilastirmalarina olanak tamimaktadir. Sonug¢ olarak eriskin kok hiicrelerine proteom
analizleri basariyla uygulanmakta ve onlarin molekiiler karakterizasyonu ve molekiiler
basamaklar hakkinda bilgi vermektedir (Wagner et al. 2006, Roche et al. 2006, Evans et al
2004, Maurer et al. 2005, Wang et al. 2004).

Cevresel uyaricilar, hiicre dis1 matriks molekiillerine ve biliylime faktorlerine baglanir ve
onlar1 aktive ederler. Bu, post-translasyonel modifikasyonu (fosforilasyon, vb.),

proteolizisi, proliferasyonu ve gelisimi diizenleyen kaskad mekanizmasini aktive eder.
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2.8.1. Post-translasyonel Modifikasyonlar (PTM)

» Dontisimlii fosforilasyon (treonin, serin ve tirozin rezidiilerinde meydana gelir)

Glikozilasyon

+ Asetilasyon

* Metilasyon

* Lipid baglanmasi

* Tirozin siilfatlanmasi

» Disiilfit bag olusumu

Uygulamanin amacina gore 5 tip proteom analizi vardir:

(1) Hiicre veya dokuda ifade edilen proteinleri belirleyen: Ekspresyon Proteom
Analizi

(2) Proteinlerin 3 boyutlu tayini ile ilgilenen: Yapisal Proteom Analizi

(3) Baz1 yaklasimlarla proteinlerin fonksiyonlarini inceleyen: Fonksiyonel Proteom
Analizi

(4) Hiicreler ile hangi kii¢iik molekiillerin etkilestigini inceleyen bir yaklasim olan:
Kemoproteom Analizi

(5) Protein-protein etkilesimi ve proteinlerin subselliiler yerlesiminin belirlenmesini

kapsayan: Hiicre Haritas1 Proteom Analizi’dir.

2.8.2. Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Ornek Hazirh@: Ekstraksiyon, on-fraksiyonlama, DNA’nin uzaklastirilmasi, yaygin

olarak bulunan proteinlerin uzaklastirilmasi.

Protein ve Peptidlerin Tammmlanmas1 (ldentification): IEF (Birinci boyutta pH
degerlerine gore ayrim) ve SDS PAGE (Ikinci boyutta molekiil kiitlelerine gdre ayrim),

kiitle spektrometresi, ELISA, kromatografik metodlar.
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Biyoinformatik: Jel analizi i¢in protein veri tabanlarinin kullanimi, karsilastirmali veri

analizi.

2.8.2.1.0rnek Hazirhg

Tim hiicre ve doku ekstraktlarinda proteinlerin analizleri amaciyla Ornek
hazirlanmasindaki ana problem; bunlarin farkli molekiil kiitlesi, yiik, izoelektrik nokta ve
¢Oziiniirliige sahip olmalaridir. Ayrica bu asamada 6rnegin karmasikliginin azaltilmasi da
onemlidir. Bu nedenle tiim protein kategorileri igin tek bir hazirlik metodu olmayip,
analizlenecek ornege ve hedefe gore drnek hazirliginin optimizasyonu iyi bir ayirma igin

gereklidir.

Proteinlerin ¢oziinilirligii; kaotropik ajanlarin (lire, tiyoiire, vb.), indirgeyici ajanlarin
(dithiotreitrol, tribitilfosfin, vb.), deterjanlarin (CHAPS, Triton X-100, vb.), tamponlarin
(Tris) ve amfolitlerin (farkli pH araliklarinda gradyan olusturucu) varliginda
gerceklestirilir. Genelde dondurulmus hiicre ve doku ornekleri; sivi azotta dondurularak
ogiitme, sonikasyon veya homojenizasyon gibi farkli tekniklerle pargalanir. Ozellikle
membran proteinlerinin veya diger hidrofobik proteinlerin hazirlanmasinda farkl
deterjanlarin ve indirgeme ajanlarinin denenerek tamponda modifikasyonlar yapilmasi

gerekmektedir.

Niikleik asitlerin 6rnek preparatlarinda bulunmasi, IEF ile proteinlerin ayrilmasinda
problemlere neden olabilmektedir. Ornek hazirlig1 asamasinda denatiire edici kosullarda,
DNA kompleksleri ayrilarak ¢ozeltinin vizkozitesini artirirlar. Bu ise jele protein girisini
ve gocilinii yavaslatir. Buna ilave olarak DNA proteinlere baglanarak yapay goclere ve
sekilsiz ayrilmalara neden olabilir. Niikleik asitlerin ortamdan uzaklastirilmasinda yaygin
olarak iki yontem kullanilir. Bunlardan birincisi tasiyict amfolitlerle niikleik asitlerin
komplekslestirildikten  sonra  ultrasantrifiiy ile uzaklastinlmasidir. Digeri ise

endoniikleazlarla enzimatik par¢alanmasidir.
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2.8.2.2. Jel Hazirh@

Poliakrilamid jel

Akrilamidin bir baglayict (genellikle bisakrilamid) ile polimerlestirilmesi sonucu
olusturulur. Tepkime, amonyum per siilfat (APS) ve tetrametiletilendiamin (TEMED)
kullanilarak  katalizlenmektedir. Rastgele uzayan poliakrilamidin biyiikligi ve
bisakrilamid konsantrasyonlar1 olusacak jelin yogunlugunu, viskozitesini, elastikligini ve
mekanik dayanikliligini belirler. Konsantrasyonlarin arttirilmasiyla olusan siki polimer
agin gozenek capi1 azalmaktadir. Boylece iginde yiiriitiilecek olan makromolekiillerin
hareketi, biyiikliiklerine (molekiil kiitlelerine) gore simirlandirilmis olmaktadir.
Incelenecek olan makromolekiillerin biiyiikliigiine gére akrilamid miktarmin bis- miktarna
orant 10-100 arasinda ve akrilamid konsantrasyonu %5’den yiiksek tutulmaktadir.
Poliakrilamid jel elektroforezi (Polyacr: (i) ND-PAGE (denatiire etmeyen PAGE) ve (ii)
SDS-PAGE (denatiire edici PAGE) olmak {izere ikiye ayrilir.

ND PAGE (denatiire etmeyen PAGE): Proteinlerin dogal (intakt) yapilarini bozucu ajanlar
kullanmadan yapilan PAGE yontemidir. Saflik derecesinin tayini i¢in kullanildig1 gibi

dogrudan saflastirma islemi olarak da kullanilabilir.

SDS PAGE (denatiire edici PAGE): SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan
olup iki amino asitte bir peptit zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt
birimleri birbirinden ayirir. Ayrica (-) yiik tasidigindan peptitlere de yiliksek oranda (-) yiik
kazandirir. Boylece elektrik yiikii agisindan karigim igerisindeki biitiin protein molekiilleri
esit duruma getirilir. Jel konsantrasyonu arttirilarak protein molekiillerinin  molekiil
kiitlelerine gore ayrismalart saglanir. SDS-PAGE yontemi proteinlerin safliginin kontroli,
molekiil kiitlelerinin saptanmast ve konsantrasyon cesitliliginin belirlenmesi amaciyla

kullanilmaktadir.

2.8.2.3. izoelektrik Odaklama (IEF-lsoelectric focusing-) ve SDS (Sodium Dodecyl
Sulphate)-PAGE

Izoelektrik odaklama, bir pH gradyaninda yapilan elektroforezdir. Bunun igin

makromolekiiller (+) ve (-) yiiklere sahip olduklar1 miiddet¢e gradyan boyunca izoelektrik
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noktalarma rastlayan pH’a kadar go¢ ederler. izoelektrik noktada net elektriksel yiik
stfirdir. pH gradyani diisiik molekiil kiitleli amfoterik maddelerin (amfolitler) yardimiyla
olusturulur. Eger elektroforezde kullanilan tampon sistemi yerine anotta kuvvetli bir asit,
katotta da kuvvetli bir baz kullanilir ve aradaki jel ortamina da gerektigi kadar amfolit
cozeltisi katilirsa, amfolitlerin anoda yakin kisminda (+) katoda yakin kisimda (-) net
yiikleri olur. Bundan dolay1 elektrik akimi verildiginde bunlar anot ve katot tarafina itilerek
merkeze dogru hareket ederler. Bu hareketleri sirasinda ¢evresel ortamin pH’sinin kendi
izoelektrik noktalarma esit oldugu bolgelerde hareketsiz kalirlar. Bundan dolayi, en asidik
amfolitler katoda yakin olacak sekilde izoelektrik noktalarina goére siralanirlar. Bunun
sonucu jel i¢cinde anottan katoda dogru azalan bir pH gradyani olusur. 6rnek tatbik edilip
yiiriitiildiiginde proteinlerin izoelektrik pH’sina geldigi anda net olarak yiiksiizlesir.

Hareket etmez ve o noktada odaklanirlar.

Izoelektrik odaklamanin yapilmasinda kullanilan jel yiiklii pH’a gore ayrisma saglayan
IPG stripidir. IPG stripi, uygulanacak ornek miktarina ve istenilen pH araliina gore
secilir. Az miktarda protein yiiklenmek istenirse IPG 7 ya da 11em’lik (yiiklenecek protein
miktar1 en fazla 100 pg olmalidir) stripler sec¢ilmelidir, yliksek miktarlar i¢in 17-24 cm’lik
IPG stripler kullanilmalidir (500-750 pg). (Sekil 2.16.) pH aralig1 ne kadar fazla olursa
protein cesitliligi o kadar fazla olur. Ancak belli bolgeler arasinda toplanmis protein
spotlar1 gozlemlenmigse o zaman daha dar pH araliklar1 secilerek ayrim giicii

arttirilmalidir.

[ — ]
linear [

PHE pH 10

pHO pH 12

pH4 M7

PH 4.§ p; g.s i
pH53 pHE3
g 3

Sekil 2.16. Birinci boyutta pH’a bagli olarak protein ayrimi
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Proteomiks i¢in temel yontemlerden bir digeri de iki boyutlu jel elektroforezidir (2D-
PAGE). Proteinler, ikinci boyutta SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yardimiyla

molekiiler kiitlelerine bagli olarak ayirim gosterirler.

Jel yiizdesi Aynistirma Kapasitesi (Dalton)
%5 60.000 - 212.000

%10 18.000 - 75.000

%15 15.000 - 45.000

Molekiil kiitlesi fazla olanlar yukarida kalirken, kiiciik olanlar porlardan daha rahat
gecebildikleri icin asagiya dogru ilerlerler. Dikey yonde proteinler elektrik akimi
uygulanarak biiyiikten kiiclige dogru siralanirlar. Sekil 2.17.

E E E B B

3

-

Y

Jiloim proe
e

Sekil 2.17. Birinci boyutta ve ikinci boyutta protein ayrimi
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2.8.2.4. Elektroforezde kullanilan jel boyama teknikleri

Iki boyutlu jeller genel olarak giimiis (Silver stain) ya da Coomassie boyalariyla goriiniir
hale getirilirlerken bunlara alternatif yeni boyama yontemleri bulunmaktadir: floresan
boyalar (Sypro Ruby ya da Pro Q Diamond) ve immiinolojik metodlar (fosfoproteinler)
gibi (Roche et al. 2006). Coomassie boyamasi 1960’1 yillarin baslarinda kullanilmaya
baglanmistir. Ancak 8-10 nanogram (ng) seviyesindeki proteinler bu boya ile
boyanabildigi i¢in daha diisiik miktarlarda sentezlenen proteinlerin tayini i¢in daha 6zel
boyalara ihtiya¢ oldugu anlasilmustir. ki boyutlu jel elektroforezinde en ¢ok kullanilan
boyalardan birisi olan giimiis boyas1 yiiksek duyarlilik ve nanogram seviyesinde 6l¢iim
vermesine ragmen, proteinler agisindan stokiyometrik olmayan boyama o6zelligi vardir.
Ayrica kiitle spektrometri tekniginde kullanilan kimyasallarla uyum saglamamaktadir ve
boyama sonucunda arka plan olduk¢a kirli hale donebilmektedir, bu nedenle spot

goriintiileri birbirine karigmakta ve analiz zorlagsmaktadir.

- "....; -
- e - ~ - .

'oq-;---”". o -
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a b

Sekil 2.18. a) Coomassie ve b) Glimiis boyama 6rnekleri

2.8.2.5. Jel Goriintiileme Sistemi ve Jel Analizi

Jel goriintilemelerinde en ¢ok kullanilan goriintiileme sistemi VersaDoc-PDQuest
Software’dir (Bio-Rad). (Sekil 2.19.) Bunun disinda PowerLook 2100XL (Ye et al. 2006),
Phoretix Expression Software 2005 (Feldmann et al. 2005) kullanilmaktadir. Bu ¢alismada,
PDQuest 7.2 software kullanilmis; ayni cihazla jel analizleri yapilarak kesime hazir hale

getirilmistir. Kesim i¢in yine Bio-Rad’a ait olan spot kesici kullanilmistir.
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Sekil 2.19. Bio-Rad goriintiileme sistemi ve spot Kesici

2.8.2.6. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii partikiilleri
kiitle/ylik (m/z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek analiz etme esasina

gore ¢alismaktadir.

Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degilken, kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi
ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize molekiiller haline doniistiirtirler. Yiiklii molekiiller
kararli halde olmayip diger molekiillerle veya bir yiizey ile temas ettiklerinde
fragmanlarina pargalanir ve yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon 6zel bir molekiil
kiitlesine ve yiike sahiptir ve m/z degerlerinin yogunluga (intensite) karsi gosterildigi bir
spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir. Her bir iyonun yogunlugu dedektdre ulasan miktari
ile orantilidir ve her bilesigin spektrumu kendine 6zeldir. Bilinmeyen bir 6rnegin analizi

sonucu elde edilen spektrum referans spektrumu ile karsilagtirilarak tanimlanir.

Proteinlerin kiitle spektrometresi ile tanimlanmasi karisimdaki bireysel peptidlerin dlciilen
kiitleleri ve bir proteinde bulundugu diisiiniilen teorik olarak tiiretilmis peptid kiitleleri ile
kiyaslama vasitasi ile gergeklestirilir. Proteinlerin ve peptidlerin kiitle spektrometrelerinde;
genelde peptid dizi analizleri, protein tanimlanmasi (identifikasyonu) ve haritalama,
molekiil kiitlesi ve 6zellikle post-translasyonel modifikasyonlarin belirlenmesi esastir. Bu
amacla en yaygin olarak kullanilan sistemler; MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization-Time Of Flight), ESI-TOF (Electro Spray lonization-Time Of
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Flight), PSDMALDI-MS (Post Source Decay) ve SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser
Desorption lonization) olarak siralanir.

MALDI-TOF; sekans bilgisi saglamamasina karsin, yliksek rezoliisyon ve miikemmel
duyarliliga sahiptir. MS’de bozulmamis proteinlerin kiitleleri Olciilebilmektedir ancak

proteinlerin kiitle spektrometresinde duyarliliklar: peptidlere oranla ¢ok diisiiktiir. (Sekil
2.20.)
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Sekil 2.20. MALDI-TOF’ta 6rneklerin iyonlagsmast

MALDI-TOF’ta okutulan Orneklerden elde edilen spektrumlar PLGS sistemine (Sekil
2.21-22) gonderilir ve burada analizler yapilir. PLGS (ProteinLynx Global SERVER)
sonrasinda da veri bankalarina baglanilarak proteinler pI ve molekiil kiitlelerine gore

arastirilir.
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Sekil 2.21-22 MALDI-TOF Spektrumlari
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2.8.2.7. Protein Veri Tabanlan

2D-Elektroforez jellerinden proteinlerin  substraktif —analizleri, tanimlanmasi1 ve
karakterizasyonu ile elde edilen muazzam miktardaki veriler, protein 2-DE veri
tabanlarinda depolanmaktadir. 2-DE veri tabanlari, 2D-PAGE sonrasi, tanimlanan protein
spotlart hakkinda bilgilerin depolanmasi ile yapilandirilmistir. Bu veri tabanlart; Swiss 2D-
PAGE veri tabanlarinda tarama (Www.expasy.ch) vasitasi ile proteinlerin tanimlanmasina
olanak saglar. Swissprot, diinyadaki tiim 2-DE veri tabanlarin1 biinyesinde toplamaktadir.
Veri tabanlar karakterize edilmis bir¢ok protein spotunu icermektedir. Benzer proteinler
jelde ayn1 pozisyona sahiptir ve tayin edilebilir, fakat tanimlamanin kiitle spektrometresi
veya diger kimyasal yontemler ile gerceklestirilerek onaylanmasi gerekir. 2-DE veri
tabaninda toplanan veriler; protein sistemlerinin yapilandirilmasinda ve biyokimyasal

temelli arastirmalar agisindan kaynak teskil ederler.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Sican Kemik Iliginden Hiicre izolasyonu

Calismada, kemik iligi, 8-12 haftalik, yaklasik 200 g agirligindaki Wistar sicanlardan
(Sekil 3.1.) (N=6) elde edildi. izolasyonla ilgili biitiin islemler, dondrlerin ac1 ve sikintilari
en diisikk diizeyde tutulacak sekilde yiiriitiildii. Sicanlar izolasyon Oncesi intraperitonal
olarak heparinize edildi (250 U/100 g viicut agirligi dozunda). Avertin anestezisi sonrasi

sicanlarin her iki bacagindaki femur ve tibialar (Sekil 3.2.) cikartildi; %70’lik etanol ile

kemiklerin etrafinda kalan kas ve yag kalintilar1 iyice temizlendi.

Sekil 3.1, Wistar sigan Sekil 3.2 Kesilen tibia ve femur bolgeleri

Kemik iliklerinin kemikten alinabilmesi i¢in dort adet, 1.5 ml’lik steril eppendorf tiipleri
kullanildi. Bir mI’lik pipet ug¢larinin agiz kisimlari, igine kesilen kemiklerin yerlestirilmesi
icin uygun sekilde kesildi ve eppendorf tiipiiniin igine yerlestirildi. Pipet uglarinin iist
kisimlariysa ependorf tiipliniin kapanabilecegi sekilde kesildi. Bu asamada 15 ml’lik
santrifiij tiipi igerisine 9.8 ml Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) ve 0.2 ml heparin
ilave edildi. Eppendorf tiipli igerisine bu ¢ozeltiden 100 pL ilave edildi. Etanol ile
tamamen temizlenmis tibialar ve femurlar steril makas ve pens yardimiyla her iki bas
kisimlarindan (epifiz) kesilerek tiiplerin igerisine yerlestirilmis olan pipet uclarina
oturtuldu. 2000 rpm’de 2-3 kez alt kisimda kemik iligi toplanana kadar santrifiijlendi.
(25°C) Santrifiij islemi sonunda pipet igindeki kemikler ependorf tiibiinden ¢ikarild1 ve
ependorf i¢indeki ilikler 15 ml’lik santrifiij tlipi icerisine alimarak 150Xg’de 5 dakika

HBSS ile yikandi. Siipernatan atildi ve pelet tizerine toplam hacim 5 ml olacak sekilde
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HBSS eklendi ve asagi yukart sivi ¢ekip birakma seklinde pipetleme yapildi. Diger
santrifiij tlipi igerisine 5 ml Polymorphoprep ((sodyum diatrizoat; % 13.8 k/h) ve
Dekstran-500 (%8.0 k/h)) kondu ve pipetleme yapilan HBSS ve kemik iligi kok hiicreleri
yavasca iizerine eklendi. 19°C’da ve 450 g’de 30 dakika sanrifiijlendi. (Sekil 3.3.) Ust
kisimdaki mononiikleer hiicreleri igeren kisim alindi. 3 kere 150Xg’de, 5 dakika

santrifiijleme yapilarak HBSS ile yikandi.

— —

Kan
Mononiikleer
| hiicreler
Polymorphoprep s Polimorfoniikleer
' hiicreler
Once Sonra

Birkac santrifiijden sonra

Sekil 3.3. Polymorphoprep ile yogunluga bagli hiicre ayrimi

3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlama

HBSS ile yikanan kemik iligi hiicre pelleti lizerine a-MEM (Gibco) eklendi. Kemik iligi
hiicreleri 2 adet T-75 hiicre kiiltiirii kabina aktarildi. Besiyeri olarak %20 fetal sigir serumu
(FCS), 2 mM L-glutamin, 100 uL/ml penisilin-streptomisin igeren a-MEM, kiiltiir sartlar
olarak standard 37°C, % 5CO; %95 nem ortami segilerek hiicre kiiltiirii gerceklestirildi.
(Javazon et. al 2001) Ug giinliik hiicre kiiltiiriiniin ardindan substrata yapismayan hiicreler
uzaklastirildi ve baglanan hiicrelerin kiiltiiriine devam edildi. %80-90 bolluk noktasina
gelen (confluence) hiicre 6rneklerinden birisi protein analizine génderilirken diger kap hiicre
kiiltiriniin devami i¢in pasajlandi. Pasajlama isleminde, %0.25 tripsin ve 1 mM EDTA
iceren ¢ozelti kullanilarak hiicrelerin kap yiizeyinden kaldirilmasi saglandi. ilk pasajlama
sirasinda hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayis1 bir T-75 kabi i¢in ortalama
olarak 1.7x10° hiicre sayisi/ml olarak belirlendi. Hiicreler, Nikon TS 100 model inversiyon
mikroskobunda takip edildi (Tokyo, Japonya) Bu sekilde kiiltiirler 10 pasaj siireyle devam

ettirildi. Her pasajlama isleminde hiicreler 2 adet T-75 kabina ayrildilar.

Mezenkimal kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine farklilasma deneyleri i¢in benzer sekilde

kemik iligi mononiikleer kok hiicreleri elde edildi ve ayni iglemler tekrarlandi: %20 FCS,
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2 mM L-glutamin, 100 pL/ml penisilin-streptomisin igeren a-MEM kullanilarak Standard
sartlar altinda (37°C, %5CO, %95 nem) hiicre kiiltiirii gerceklestirildi. Ug giinliik hiicre
kiiltiirtiniin ardindan substrata yapismayan hiicreler uzaklastirildi ve baglanan hiicrelerin
kiiltiirii  gerceklestirildi. %80-90 bolluk gosteren hiicre kabinin biri protein analizine
gonderilirken diger kap hiicre kiiltiiriiniin devami i¢in pasajlandi. Pasajlama isleminde,
%0.25 tripsin, 1 mM EDTA kullamldi. Ilk pasajlama sirasinda hiicre saymmi yapildi.
Hayvanlardan birinden elde edilen kemik iligi 2 adet T-75’e diger hayvandan elde edilen
kemik iligi diger iki T-75¢ ekildi. Birinci grupta hiicre sayisi tek bir T-75te 2.5x10° hiicre
sayisy/ml, ikinci grupta ise 3.0x10° hiicre/ml seklinde bulundu. Elde edilen birinci gruptaki
ornekler 8 adet T-25 kiiltiir kabina ve 8 adet coverslipe ekildi. Diger gruptaki hiicreler ise 12
adet T-25 kiiltiir kabina ve 12 adet coverslip’e ekildi. Bir hafta gegtikten sonra hiicrelerin
kiiltiir kabin1 tamamen kapladiklar1 gozlemlendi ve yonlendirme i¢in her bir Ornegin

bulundugu vasata farkli indiikleyici ajanlar (hepsi Sigma’dan temin edildi) ilave edildi.

Birinci gruptaki hiicreler kondrojenik ve kardiyomiyojenik farklilasma igin kullanildi.
Kondrojenik farklilasma i¢in, %10 FCS, %]1 ITS, 2 mM L-glutamin, 100 uL/ml penisilin-
streptomisin, 5 ng/ml TGF-B, %1 esansiyel-olmayan amino asit stok ¢ozeltisi, 50 pg/ml
askorbik asit igeren DMEM’de ve standard sartlar altinda (37°C, % 5CO5, %95 nem) 28 giin
kiiltiir devam ettirildi. Kardiyomiyojenik farklilagsma i¢in, %10 FCS, 100 uL/ml penisilin-
streptomisin, 10 uM 5-azacytidine (24 saatlik uygulama sonrasinda besiyerine bir daha ilave
edilmedi), DMEM, 2 mM L-glutamin varliginda ve standard sartlar altinda (37°C, % 5CO,,
%95 nem) 28 giin kiiltiir devam ettirildi.

Ikinci gruptaki hiicreler osteojenik ve adipojenik farklilasma ile kontrol igin kullanildi.
Osteojenik farklilagma igin, %10 FCS, 100 uL/ml penisilin-streptomisin, 50 mg/ml askorbik
asit, 10 mM pB-gliserofosfat, 10® M deksametazon, %1 esansiyel-olmayan amino asit stok
¢ozeltisi iceren DMEM’de ve standard sartlar altinda (37°C, %5 CO, %95 nem) 28 giin
kiltir devam ettirildi. Adipojenik farklilagsma icin, %10 FCS, 100 pL/ml penisilin-
streptomisin, 1 uM deksametazon, 0.5 mM 3-izobutil metil ksantin, 10 pg/ml insulin, 10
mM indometazin igeren DMEM’de ve standard sartlar altinda (37°C, % 5CO,, %95 nem) 28

giin kiiltiir devam ettirildi.
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3.3. Hiicre Ekstraksiyonu ve Protein Tayini

Her pasaj sonunda protein analizi i¢in ayrilan kap once oda sicakligindaki tuzlu fosfat
tamponu (PBS) ile bir defa, ardindan buzlu su i¢indeki PBS ile iki defa yikandi. Hiicreleri
ekstrakte edebilmek igin % 0.5 TritonX-100, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5-8.0), 10 mM TCEP
ve proteaz inhibitorii (Roche Complete Inhibitor Coctail (1X)) kullanildi. Hiicre kaziyici
yardimiyla bu tampon varliginda hiicreler zeminden kazindi. Eppendorf tiiplerine alinan
hiicre ekstrakti 30 saniye ultrasonik su banyosunda tutuldu ve 10 dakika 18.000 g’de
santrifiijlendi. Siipernatan kismi alinarak BSA standardlarina kars1 Bradford metoduyla
(Zhang et al. 2007) protein konsantrasyonu belirlendi. Eger calismaya devam

edilmeyecekse ornekler -20°C’da sakland.

3.4. Ornek Hazirlanmasi

Elde edilen protein 6rnekleri iki boyutlu yiiriitme yapilmadan 6nce ¢oktiiriildii. Coktiirme
isleminde trikloroasetik asit (TCA) kullanildi. Bu yontemde 6rnek miktarina karsilik % 10
oraninda TCA kullanildi. Ornek 15 dakika buzlu suda bekletildikten sonra vortekslendi ve
10 dakika 18.000 g’de santrifiijleme yapildi. Pelet iizerine 1:1 oraninda dnce %25’lik sonra
%75’1ik aseton ilave edildi ve vortekslemenin ardindan 5 dakika 18.000 g’de santifiijlendi.
Pelet iizerine 7 M iire, 2 M tiyoiire, %4 CHAPS, %0.5 amfolit, %1 DTT ve bromofenol
mavisi igeren rehidratasyon tamponundan (17 cm’lik strip kullanildig: i¢in) 300 pL ilave
edildi (Bio-Rad). (Wagner et al. 2006) 15 dakika beklendikten sonra 18.000 g’de 10 dakika
santrifiijlendi ve siipernatan alinarak tepsi igerisine pipetle yayildi (Sekil 3.4). Uzerine pH 3-
10 araligindaki strip yerlestirildi (Sekil 3.5, 3.6); stripin Orne8i emmesi igin bir siire
beklendi. Daha sonra {izerini kapatacak sekilde mineral yagi eklendi ve gece boyu aktif

rehidratasyona birakildi (50 pA, 20°C).

46



Sekil 3.4. Ornegin tepsiye (tray) aktarilmasi

Sekil 3.5. Strip secimi
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Sekil 3.6. Stripin yerlestirilmesi

3.5. Proteinlerin iki Boyutlu Analizi

Gece boyunca aktif rehidratasyonda kalan strip tarafindan emilmis 6rnegin birinci boyutta
yiiriimesi igin diger bir tepsiye gegirildi. Uzerini kapatacak sekilde mineral yagi ilave edildi.
Protean IEF Cell (Bio-Rad) igerisine yerlestirilen tepsi 15 dakika 250 V’da, 3 saat 10.000
V’da ve 6 saat 10.000 V’da olacak sekilde toplam 9 saat 15 dakika yiiriitiildii. Proteinlerin
pH farkina gore birinci boyutta ayrimi yapildi (Strip ikinci boyut i¢in hazirlanmayacaksa -
80°C’da saklandi).
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Sekil 3.7. IEF hiicresi.

Ikinci boyutta yiiriitme icin SDS-PAGE uygulandi. Once, %10’luk running jel ve %4’liik
stacking jel hazirlandi (1.5 mm kalinliginda 17cm x 20 cm’lik) ve lizerine tarak yerlestirildi
Bu arada yiiriitilmesi tamamlanan strip yeni bir tepsiye alinarak {izerine 6 ml denge
tamponu 1 (Equilibration Buffer 1; 6 M tire, %30 gliserol, %2 SDS, 50 mM Tris HCI; pH
8.8, %2 ditiyotreitol, DTT) konuldu. 15 dakika galkalayici {izerinde bekletildikten sonra 1.
tampon dokiildii. Strip lizerine bu defa 6 ml denge tamponu 2 (Equilibration Buffer 2; 6 M
tire, %30 gliserol, %2 SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8.8, %2.5 iyodoasetamit), bromofenol
mavisi ilave edildi. 15 dakika calkalayici lizerinde bekletildi ve sonra bu tampon da
dokildii. Bu sekilde strip hazir hale getirildi. Hazirlanan jel iizerindeki tarak c¢ikarildi ve
%0.5 erimis agaroz ilave edildi. Strip agaroz igerisine ilerletildi, + uc¢lu tarafa Hamilton
siringasiyla markor ilave edildi. Her jel igin 10 mA, 11°C olacak sekilde ayarlama yapildi,
30 mA’e kadar ara ara arttirma yapildi ve Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) sisteminde
yiriitme yapildi. (Sekil 3.8., Sekil 3.9.) Bromfenol mavisi jel altinda goriinene kadar

yiirlitmeye devam edildi.
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Sekil 3.8. DODECA cami Sekil 3.9. DODECA jel sistemi

3.6. Boyama ve Goriintiileme

Protean Plus Dodeca Cell sisteminde yiiriitiilen jeller Sypro Ruby ile goriintiilendi. ilk olarak
jeller, fiksasyon islemi i¢in %7’lik asetik asit, %10’luk metanol karigimi igerisine alindi ve
30 dakika bu karisim icerisinde bekletildi. Ardindan fiksatif dokiildii; jeller iizerine 500 ml
boya eklendi ve jel orneklerinin i¢inde bulundugu kaplar ¢alkalayici {izerine yerlestirildi.
Gece boyunca boyama devam ettirildi. 24 saat sonra boya dokiildii ve jeller temiz kaplara
aktarildi. Uzerlerine %7°lik asetik asit ve %10’luk metanol karisimi dokiilerek 30 dakika
yikama yapildi. Daha sonra bu karisim dokiildii ve jeller saf su igerisine alindi. Boyanan
jellerdeki lekeler (spotlar) PDQuest software 7.2.0 (Bio-Rad) ile analiz edildi. Analiz
sirasinda 520 nm dalga boyundaki 151k ve 2.7-4.0 arasindaki diyafram ag¢ikligi kullanildu.

3.7 Jel Karsilastirmalari ve Spot Secimi

Jel goriintiileme, spot se¢cimi ve spot karsilastirmasi, asamalar seklinde Sekil 3.10’dan
baslayarak Sekil 3.30’a kadar takip eden sayfalarda anlatilmaktadir. Birkag yontemle spot
secimi yapilmaktadir: kalitatif, kantitatif analizler, kisi tarafindan istenilen spotlarin se¢imi
(Arbitrary), jel kesisimlerine gore analiz (Boolean), eslesen spot se¢imi (Match) gibi. Bu
calismada P0-P10 jellerinin analizi i¢in Arbitrary ve Kalitatif, yonlendirilmis jellerin analizi
icin kalitatif, kantitatif ve Boolean, yontemleri kullanildu.
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(i) PDQuest - 7.2.0
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Sekil 3.10. PDQuest programinda se¢ilen jelin 10 saniyelik goriintiisii
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Sekil 3.11. Cetvele gore jelin diizenlenmesi
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(il PDQuest - 7.2.0.
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Sekil 3.13. Diizeltilmis olan jelin se¢ilmesi.
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(il PDQuest - 7.2.0
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Sekil 3.14. Cetvelden 1-11 cm arasindaki kismin se¢imi

(i PDQuest - 7.2.0

File Edit View Image Spots Match Analyze Identify Report Window Help

=2®8 DXROmE

nEEss

8 fol s pu || T Crop Change light to dark and dark to light.

(1l OST 2007-08-31 5.6 28min v3 (Raw 2-D Image)

File
Info

Description

{not saved)
0ST 2007-08-31 5.6 28min v3.gsc

Image date

Imager

31-Aug-2007 10:40
VersaDoc 1000

Image area (mm) X: Y: |108.1

Image pixels
Pixel size (um)
Data range

Memory size

X 1329 Y: 1051

X: (1000 Y: [100.0

0.0 - 4095.00 Int

2.79 Mb

History  17-Now-2007 09:33 : File rotated by -0.7 degrees

74 start € B o[/

¢ 0K Jé Print I XCanceII (2 Hep |

=
e
E; Trfaniew

Sekil 3.15. Goriintii bolgesinin hesaplanmasi
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(i) PDQuest - 7.2.0
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Sekil 3.16.1 Jelde fazla goriinen kisimlarin kesimi
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Sekil 3.16.2 Kesilen ve ilk asama olarak hazir hale gelen jel
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Sekil 3.17.2 Filtreleme sonrasi ikinci asamada jelin hazir hale gelmesi
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Sekil 3.21. Jellerin karsilagtirma icin hazir hale gelmis sekli
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Sekil 3.22. Karsilagtirma i¢in gerekli arag gubuklarinin segimi
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Sekil 3.23. Karsilastirma. Yesil olarak harf verilen spotlar eslesen spotlar, kirmizi olan
noktalar eslesmeyen spotlardir. Ucgen olarak resimlendirilen spotlar birebir eslestigini
bildigimiz (molekiil kiitlesi ve pl degerleri olarak) spotlar; bunlar ¢alismay: yapan kisi

tarafindan eslesmeyi giivenli kilmak amaciyla eklenir
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Sekil 3.24. Jeldeki spotlarin {i¢ boyutlu gériiniimii

Her spot li¢ boyutlu olarak farkli jellerde yogunluk agisindan degiskenlik gosterebilir ya da
bir jelde olmayan bir spot diger bir jelde lic-boyutlu goriintii ile belirlenebilir ve hatta arka
planin kirliligi-temizligi bu sekilde anlasilabilir. Spot oldugu diisiiniilen jeller ii¢ boyutlu
olarak incelendiklerinde jelde kirlilik varsa spot diye nitelendirilen yerler sivri olarak
gozlemlenir, bunlar spot olarak secilmez, gergek protein spotlart Sekil 3.24’te gortldigi

gibi list kisimlarindan yuvarlak olanlardir.
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Sekil 3.25. Spot yogunluklarinin jelden jele degisimi
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Sekil 3.26. Kesim i¢in spot se¢iminde kullanilan yontemlerden miktara bagli degisimleri

gosteren grafik
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Sekil 3.28. Jelde secilen analiz yontemlerinin gosterilmesi
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Sekil 3.30. SSP numaralar géziiken kesim igin secilmis spotlar
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3.8 Spot Kesimi ve Tripsinizasyon

Bio-Rad Spot kesici ile spotlar istenilen bolgelerden kesilerek 96’lik mikrokuyulu plakalara

alindi.
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Sekil 3. 31. Spotlarin kesim i¢in sisteme yerlestirilmesi (her jel i¢in)

Her kuyuya kesim yapmadan dnce yaklasik 200 pL saf su ilave edildi ve kesilen spot iceren
jel parcalar1 bu kuyular igerisine program dahilinde yonlendirilerek aktarildi (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32. Kesim. (a) Spot kesici, (b) jel yerlestirilen 96’lik mikroplaka, (c) mikrokuyulara
ornek aktarilmasi

Ornekler, isleme devam edilmeyecekse +4°C’de saklandi. Kesim sonrasinda tripsinizasyon
islemine gecildi. Ornekler 5 dakika siireyle saf su iceren kuyucuklar icinde bekletildikten
sonra, ilk asamadaki boyadan arindirma islemi gerceklestirildi. Bu safha, kullanilan boyanin
niteligine bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Jel goriintiilemesi i¢in kullanilan Sypro
Ruby’nin giderimi i¢in, i¢inde su bulunan kuyularin tizerindeki tiim sivi kisim ¢ekilerek, her
kuyuya 50 uL 100 mM amonyum bikarbonat ve yine ayni miktarda asetonitril (MeCN)
ilave edildi. Ornekler, 10 dakika 37°C’de bekletildi ve daha sonra her kuyu iizerindeki sivi
kisim atildi. Bu islem boyanin jelden uzaklastirilmasi i¢in birkag¢ kez tekrarlandi. Ardindan
ikinci asama olan indirgeme ve alkilasyon asamasina gecildi. Her jel pargasi iizerine 50 pL
asetonitril ilave edildi ve 10-15 dakika bu sivi igerisinde orneklerin biiziiserek kiiglilmesi
saglandi. Asetonitril jel taneleri lizerinden g¢ekildikten sonra her kuyuya yine 50 puL olacak
sekilde 0.1 mM amonyum bikarbonat igerisinde ¢oziinmiis 10 mM DTT ilave edildi.
Inkiibasyon i¢in 30 dakika 56°C’da bekletildi. Daha sonra tekrar asetonitril ile jel parcalar:
kiiciiltiildii. Ustteki sivi kistm uzaklastirildiktan sonra, 0.1 mM amonyum bikarbonat
igerisinde ¢Ozlinmiis 55 mM iyodoasetamid her kuyuya 50 pL olacak sekilde ilave edildi ve
20 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi. 20 dakika sonucunda iistteki sivi kisim atildi ve
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her kuyuya 100-150 uL 0.1 mM amonyum bikarbonat ilave edildi. Boylece iigiincii asama
olan yikama ve dehidrasyon asamasina ge¢ilmis olundu. 15 dakika bu kimyasal igerisinde
bekleyen orneklerin tizerindeki sivi kisim atild1 ve tekrar asetonitril ilavesi ile jel pargalari
kiiciiltiildii. Dordiincii asama olan tripsin ilavesi i¢in tistteki asetonitril uzaklastirildi. 50 mM
amonyum bikarbonat igerisinde 12.5 ng/uL tripsin olacak sekilde tampon hazirlandi. Her
kuyuya 12.5 pL bu tampondan ilave edildi ve +4°C’da 35-40 dakika tripsinin jel tarafindan
emilmesi beklendi. Daha sonra tistteki sivi kisim ¢ekilerek her kuyuya jel pargasit miktarina
gore 5-25 pL civarinda tripsin icermeyen 0.1 mM amonyum bikarbonat ilave edildi. 16

saatlik inkiibasyon i¢in érnekler 37°C’daki etiive kaldirilds.

Inkiibasyonun bitiminde besinci asama olan ekstraksiyon icin jel pargast bulunan
mikrokuyular iizerine her kuyuda 10 pL olacak sekilde %50 asetonitril / %5 formik asit
karisimi ilave edildi. 10 dakika siire igin plaka sonikatore yerlestirildi. Her kuyu tizerindeki
peptid igeren karisim baska bir plakaya aktarildi; 6rnegin, Al ftzerindeki sivi diger
plakadaki A1’de olacak sekilde her biri ayr1 ayri esleniklerine aktarildi. Bu islem 2-3 kez
tekrarlandi ve diger plakada ekstraktlarin toplanmasi saglandi. Toplanan &rnekler

liyofilizatorde kurutularak MALDI plakasina yiiklenmek i¢in hazirlandi. (Zhang et al. 2007)

3.9 Hazirlanan Orneklerin MALDI Plakalara Aktarimi

Plaka lzerinde kurumus olan 6rnekler %49.5 asetonitril, %49.5 etanol ve %1 %0.1 TFA
iceren ¢dziicii ile ¢oziildlii ve ayni oranda 10 mg/ml bu ¢6ziicii i¢inde ¢Oziinmiis olan o-
siyano-4-hidroksisinnamik asit karigtirllarak MALDI plaka iizerine yine birbirleriyle
eslesecek sekilde yiikleme yapildi. A1-2 ile B1-2 arasinda ortada kalan kisima, Lock Mass
olarak Glu-Fibrin uygulandi.
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Sekil 3.33. Ornek yiiklenmesi. (a) 96°lik plaka, (b) MALDI plakasi

3.10. immiinhistokimya ve Histolojik Boyama

Osteojenik farklilagsmanin kontrolii i¢in 7., 14. ve 21. giinlerde 13 mm ¢apli Thermanox™
coverslip (Nunc, NY, ABD) lamelleri -20°C’daki metanol ile 10 dakika muamele edildi.
Fikse edilmis ornekler dH,O igerisinde nemlendirildi. 10-15 dakika siireyle hidrojen
peroksit bloguyla (LabVision, Fremont, CA, ABD) inkiibe edildi. Iki-ii¢ -kere dH,O ile
yikama yapildi. Ardindan, 5 dakika boyunca Ultra V Blok (LabVision) ile inkiibe edildi ve
tekrar 2-3 kere dH,O ile yitkama yapildi. Her biri %1 FBS i¢eren PBS’de birincil antikorlar
(osteonektin, osteopontin ve osteokalsin i¢in) (Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, ABD)
ile baglandi ve gece boyunca 4°C’da inkiibasyona birakildi. Ertesi giin, 6rnekler 2-3 kere
dH,0 ile yikandi. Yikama sonrasi, anti-immunglobiilin ile (Zymed, San Francisco, CA,
ABD) inkiibasyon gerceklestirildi. Tekrar dH,O ile 2-3 yikama sonrasinda streptavidin
peroksidaz ile 10 dakika muamele edildi. dH,O ile 2-3 yikama yapildi. Ornekler son olarak,
15 dakika kromojen-substrat karisimi ile (AEC, CA, ABD) inkiibasyona birakildi. Daha
sonrasinda, tekrar dH,O ile 2-3 defa yikama yapilarak 6rnekler mikroskopta incelenecek

duruma getirildi.

Kondrojenik farklilagmanin kontrolii i¢in benzer islemler gergeklestirildi; ancak 7. ,14. ve
21. giinlerdeki coverslip ornekleri histolojik boya olarak HCI iginde ¢oziinmiis Alsiyan

mavisi ile (Sigma) boyandi.

Kardiyomiyojenik farklilasmanin kontrolii igin, 7., 14. ve 21. giindeki coverslip 6rnekleri
kardiyak troponin T antikoru ile muamele edildi. Histolojik boya olarak hematoksilin ve

eosin (Sigma) kullanildu.
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Adipojenik farklilasmanin kontrolii i¢in 7, 14 ve 21 giinlik coverslip érnekleri %10’ luk
formalin igerisinde 30 dakika muamele edildikten sonra ayni islemler gergeklestirildi. Bu
farklilasmanin kontrolii i¢in immiinhistokimyasal boyamalar, PPAR-y antikoru (Zymed, San
Francisco, CA, ABD) ile yapild:.

Yapilan endirekt immiinhistokimyasal tespitler sonunda 6rnekler invert mikroskop (Nikon
TS 100, Tokyo, Japonya) ve dijital 151k mikroskobunda (Leica DM 4000B, Weitzlar,

Almanya) incelenip goriintiilendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MKH Kiiltiirii ve Pasajlar

Sican kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin, kiiltiiriin farkli asamalarindaki inversiyon
mikroskobu goriintiileri Sekil 4.1°de verilmektedir. Pasajlarin ilk agamalarinda daha kiiresel
morfolojiye sahip stromal hiicreler ylizey alanina tutunmaya ve birbirleriyle etkilesmeye
baslayarak igsi morfolojide fibroblastik fenotipi almakta (4.1A) ve substrat iizerinde
yayllma egilimi gostermektedirler (4.1B). Kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde yiizey alam
hiicreler tarafindan tamamen kaplandig i¢in artik yayilmak igin bos alan kalmamakta (4.1C)
ve bu nedenle yeni bir pasaja geg¢ilmektedir. Kiiltiire devam edildigi takdirde ise hiicreler
yayilabilecek alan kalmadigindan {ist liste yigilma egilimi gostermekte ve hiicre canlilig

giderek azalmaktadir (4.1D).

Sekil 4.1. Sican kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiiriin farkli asamalarindaki
inversiyon mikroskobu goriintiileri (faz kontrast; Hoffman modiilasyonu). (A) substrata
tutunup yayilmaya baslamis MKH’ler; (B) bolluk noktasina yaklasan kiiltiir; (C) bolluga
ulasarak zemini tamamen kaplamis ve pasajlama asamasina gelmis kiiltiir; (D) bolluga
ulastig1 halde pasajlanmamis yogun kiiltiirde hiicre-dist matriks birikimi yayginlagsmistir
Boyut ¢ubuklari: 100 pm

68



Farkli pasajlardaki (Pasaj O ile pasaj 10 arasinda) MKH kiiltiirleri incelendiginde,
morfolojik olarak dikkat c¢ekici bir farklilik belirlenememis, Sekil 4.1°de verilen
goriintiilere benzer kiiltilirler elde edilmistir. Farkli pasajlardaki hiicre kiiltiirii goriintiilerine

bu nedenle yer verilmemistir.

Diger yandan, farkli pasajlardaki MKH Kkiiltiirlerinin substrata yayilma ve c¢ogalma
hizlarinda farkliliklar belirlenmis, bu nedenle pasajlar arasinda gegen siireler birbirinden

farkli olarak gergeklesmistir (N=3). Bu bulgular, Sekil 4.2’de verilmektedir.

Hiicreler kemik iliginden izole edildikten sonra yeni bir in vitro ortama adapte olabilmeleri
i¢in gegen siire ilk baslarda uzun olmustur. Bu nedenle ilk pasaj (P0-P1) 11-14 giin arasinda
degismektedir ve bu siire yapilan iiclii calismada da dogrulanmistir. ilk pasajdan sonra
ortam sartlarina alisan hiicreler sonraki iki pasajda (P1-P2, P2-P3) hizli ¢ogalma potansiyeli
gdstermigler ve pasajlama siireleri de buna bagli olarak kisalmistir (6-7 giin). Ugiincii
pasajin ardindan hiicre ¢ogalma hizi yavaslama egilimi gostererek (P3-P4, P4-P5, P5-P6,
P6-P7) 12-15 giin arasinda seyretmistir. Bu pasajin ardindan hiicrelerin tekrar daha hizli bir
proliferasyona gecerek 7-8 giinliik periyodlarda pasajlama asamasina geldikleri gézlenmistir
(P7-P8, P8-P9, P9-P10) (Sekil 4.2).

Giinler Pasa]

16

14

12
10 -
8 -
M Pasaj
6 I I I
0 T T T T T T T T T T

PO-P1 P1-P2 P2-P3 P3-P4 P4-P5 P5P6 P6-P7 P7-P8 P8-P9 P9-P10

IS
1

N
!

Sekil 4.2. MKH’lerin pasaj numarasina bagli olarak degisen pasajlama stireleri
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4.2. MKH’lerin yonlendirilmis farkhilastirmasi

4.2.1. Adipojenik yonlendirme

MKH’lerin adipojenik yonlendirme deneylerinin ilk haftas1 igerisinde dikkat c¢ekici
morfolojik degisimler gozlenmezken (Sekil 4.3A), kiiltiirtin 7. ile 14. giinleri arasinda yag
damlaciklar1 igeren tipik adipojenik hiicrelerin olusumu dikkat ¢ekmistir (4.3B). Bu tip
hiicrelerin adipojenik karakteri, immiinhistokimyasal Anti-PPAR-y boyamasi ile de
gosterilmistir (4.3D). Kiiltiiriin  14. giinlinden itibaren adipojenik hiicrelerle beraber
fibroblastik morfolojideki hiicrelerin sayilarinin da hizla azaldig: dikkat ¢ekmistir (4.3C).

Sekil 4.3. Adipojenik yonlendirilmis (1 uM Dex+ 0.5 mM 3-IBMX+10 pg/ml Ins+10 mM
Ind) MKH’lerin mikrograflari. (A) kiiltirtin 7. giinii; (B) kiltirtin 7. ile 14. giinleri
arasinda yag damlaciklari igeren tipik adipojenik hiicrelerin olusumu; (C) yonlendirmenin
14. giiniinden itibaren adipojenik morfolojiye sahip hiicrelerle beraber fibroblastik
morfolojideki hiicrelerin sayilarinin hizla azalmasi. (A-C; faz kontrast; Hoffman
modiilasyonu goriintiileri) (D) Anti-PPAR-y boyamasi. Boyut ¢ubuklart: 100 um
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4.2.2. Kardiyomiyojenik yonlendirme

MKH’lerin kardiyomiyojenik yonlendirme deneylerinin ilk 7 giinii igerisinde dikkat ¢ekici
bir morfolojik degisim gozlenmezken (Sekil 4.4A), kiiltliriin bundan sonraki agsamasinda (7.

ile 28. giin arasinda) kardiyomiyosit benzeri hiicre olusumlar1 dikkat gekmistir (4.4B-D).

YN

b, 0

Sekil 4.4. Kardiyomiyojenik yonlendirilmis (10 uM 5-azasitidin) MKH’lerin mikrograflari.
(A) kiltiriin ilk 7 giinii igerisinde dikkat ¢ekici bir morfolojik degisim gbézlenmemistir;
kiiltiirtin (B) 14.-21. giinleri arasinda ve (C, D) 28. giinde kardiyomiyosit benzeri hiicre
olusumlar1 dikkat c¢ekmektedir (oklar) (A-D, faz kontrast; Hoffman modiilasyonu
gortintiileri). (E) 28. giindeki Hematoksilin-eosin boyamasi; (F) 28. giindeki Anti-Kardiyak
Troponin-T boyamasi1 Boyut gubuklart: 100 pm
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Kardiyomiyojenik morfoloji gosteren hiicrelerin  histokimyasal (hematoksilin-eosin
boyamasi) ve immiinhistokimyasal (anti-kardiyak troponin T boyamasi) mikrograflari

sirastyla Sekil 4.4E ve 4.4Fde verilmistir.

4.2.2. Kondrojenik yonlendirme

MKH’lerin kondrojenik yonlendirme deneylerinin ilk haftasindan itibaren diizenli
fibroblastik morfoloji gdsteren stromal hiicrelerin kiimelenme egilimi gosterdikleri tesbit
edilmistir (Sekil 4.5A,B). Bu asamada matriks bilesimindeki glikozaminoglikanlar1 boyama
ozelligi olan Alsiyan mavisi ile yapilan histokimyasal incelemede kiiltiirlerde pozitif

boyanan bolgeler belirlenmistir (Sekil 4.5C).

Sekil 4.5. Kondrojenik yonlendirilmis (%1 ITS+5 ng/ml TGF-B+50ug/ml Asc) MKH’lerin
mikrograflari. (A) kiltirin 7. giinii; (B) kiltiiriin 14. ginii (faz kontrast; Hoffman
modiilasyonu goriintiileri). (C) 14. giindeki Alsiyan mavisi boyamasi Boyut ¢ubuklart: 100
um

72



4.2.3. Osteojenik yonlendirme

MKH’lerin osteojenik yonlendirme deneylerinde, karakteristik olarak farklilagmanin ilk
haftasinda hiicrelerin adipojenik 6zellik gosterdikleri yag damlaciklar1 igeren hiicrelerin
gbozlemlenmesiyle anlasilmistir (Sekil 4.6A). Farklilagmay1 takip eden asamalarda
hiicrelerin kismen kiiresel morfoloji gostererek iic boyutlu kiimeler olusturma egilimleri
(4.6B,C) ve osteojenik farklilagmaya o6zgli kemik nodiili-benzeri yapilar ve matriks

olusturmalar1 (4.6C,D) dikkat ¢ekmistir.

Sekil 4.6. Osteojenik yonlendirilmis (50 mg/ml Asc+10 mM B-Gly+10® M Dex)
MKH’lerin inversiyon mikroskobu goriintiileri (faz kontrast; Hoffman modiilasyonu). (A)
kiltiriin 7. giiniinde bir kisim hiicrelerde adipojenik farklilasmanin gézlenmesi; (B)
kiiltiirtin 7.-14. giinleri arasinda hiicrelerin kiiresel morfolojiye yonelmeleri; (C) 14.-21.
glinler arasinda hiicrelerde gozlenen iig-boyutlu kiimelenmeler; (D) kiiltiiriin 21. giiniinden
sonra gozlenen kemik nodiilii benzeri yapilanmalar Boyut cubuklari: 100 um
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Osteojenik farklilasma isaretgileri olan (ve asamaya-6zgii olarak ifade edilen) osteonektin
(kollajen liflerin kemik matriksine baglanmasiyla ilgili protein), osteopontin (mineral
olusumuyla ilgili protein) ve osteokalsin (matriks mineralizasyonundan sorumlu protein)
antikorlariyla yapilan immiinhistokimyasal inceleme bulgular1 Sekil 4.7°de verilmistir.
Sekilde goriilecegi gibi, kiiltiirlin 2. haftasinda anti-osteonektin, 3. haftasinda anti-

osteopontin ve 4. haftasinda ise anti-osteokalsin i¢in pozitif boyamalar elde edilmistir.

Sekil 4.7. Osteojenik yonlendirilmis (50 mg/ml Asc+10 mM B-Gly+10® M Dex)
MKH’lerin immiinhistokimya mikrograflari. (A) Anti-Osteonektin, 2. hafta; (B) Anti-
Osteopontin, 3. hafta; (C) Anti-Osteokalsin boyamalari, 4. hafta Boyut ¢ubuklari: 100 um
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4.3. Proteom analizi

4.3.1. PO-P10 arasindaki MKH’lerin proteom analizi

Bolluk noktasina ulasan ve tripsinize edilen hiicrelerin protein igerikleri elde edilmis ve
Bradford (Ye et al. 2006) yontemi ile protein miktarlart 6l¢giilip proteom analizlerine
gecilmistir. Sekil 4.8’de farkli pasajlardaki hiicre 6rneklerinden proteom analizi dncesinde
ekstrakte edilen protein miktarlar1 verilmistir. Sekilde goriildiigii gibi, TCA ¢oktiirme
asamast Oncesinde 500 ile 1000 pg/ml araligi icerisindeki protein konsantrasyonlariyla

calisilmigtir.

Protein miktarlari (ng/ml)
1200

1000 -
800

600
—4—Protein miktarlan

mikrogram/mililitre
100 ( g )

200

PO Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 PE PO FIO

Sekil 4.8. MKH’lerin farkli pasajlardan elde edilen 6rneklerinden Bradford yontemiyle

belirlenen protein miktarlari
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Jeller karsilagtirmaya hazir hale getirildikten sonra her deney grubu igin ayr1 ayn
incelemeler yapildi. PO ile P10 arasindaki proteinlerden elde edilen jel goriintiileri Sekil

4.9°da toplu olarak verilmektedir.

| " OO0 OoD OO OO0 OoD OO0 oo oon | " oS
=l =) ‘ o Q,IWE ‘ Y [ On & @0 Mol o5 [l ‘\@Grab | Draw abox to expand the image inside. BIORAD

1l betul 17-09-07 (Matchset)

P’; deneme2 v4 (Filtered)- ey = e :P8 deneme yeni2 v4 (Filtered) " P2 deneme yeni2 gsc v2 (Filtered) = === }| P10 deneme yeni2 v3 (Filtered)

| >

[Ead

Sekil 4.9. PO ile P10 arasindaki o6rneklerden elde edilmis protein yiiklii jellerin toplu

goruntust
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Jel goriintiilerinde tek tek bakilarak eslesen spotlar belirlenmis ve Sekil 4.10°da verildigi
gibi bu spotlar pembe renkli karelerle ¢evrelenmistir. Gorlintiilerde yer alan yesil renkle
gosterilen harfler PDQuest programi tarafindan otomatik olarak verilen spot
eslestirmeleridir. Diger yandan, kirmizi renk ile belirtilen alanlar ise master jelle (referans
jelle) eslesmeyen spotlar1 gostermektedir. Sonuglar, master jel olan PO ile her MKH
pasajindan elde edilen orneklerle eslesen 890 spotun varligini ortaya koymustur (Sekil
4.10).

Match symbols (mh.hed 432 unmah.hed 481)
| P4 deneme2 v URRERRITHTR Y BE- (tbhel

k3 T L3
— SN S S
N F 3284

P10 déneme

% =8
 Match symbols (matched 307 wnmatched: 455)
vt FEE (PR, T iy

Sekil 4.10. Protein yiiklii jeller arasi spot karsilastirmalari. Pembe renkli karelerle
cevrelenmis alanlar tek tek bakilarak eslesen spotlari, yesil harler program tarafindan

eslestirilen spotlari, kirmizi alanlar ise eslesmeyen spotlar1 gostermektedir
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Sekil 4.10’da en yogun protein ifadesi gozlenen jel alanlari, Sekil 4.11°de biiyiik 6lcekte
verilmistir. Jel goriintlilerinin orta bdlgesine rastlayan karakteristik yogun alan sitoplazmik

aktine karsilik gelmekte olup jel karsilagtirmalarindaki eslesmelerde yardimcet olmustur.
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Sekil 4.11. En yogun protein ifadesi gozlenen jel alanlarinin yakin gosterimi.
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Sekil 4.12°de pasajlar arasindaki proteinlerin ifadesindeki pasaj sayisina gore degisim

gosterilmektedir. Sekilde goriilecegi iizere, 2. ve 3. kolonlarda yer alan PO ve Pl’e ait

protein spotlariin, P3 ile P10 arasindaki karsilik gelen alandaki spotlarla karsilastirilmasi

sonucunda bu proteinlerinc daha diisiik diizeyde ifade edildigi agikca goriilmektedir. Diger

yandan, P5 ile P8’de bazi spotlar gbzlenememektedir.
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P2 deneme2 v4 (Filtered)

Sekil 4.12. Pasajlar arasindaki spot farkliliklarinin gosterimi

Biiylitme yapilmadan Once eslesen spotlar arasindaki farkliliklar dikkat ¢cekmezken, bu

alanlar yakindan incelendiginde protein sentezi diizeylerinde farkliliklar oldugu da ortaya

¢ikmaktadir. Bu duruma, Sekil 4.13 ve 4.14°de sar1 renkli kareyle gevrelenmis spotlar 6rnek

olarak verilebilir.
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Sekil 4.13. Kantitatif fark P8’de miktar olarak az sentezlenmis protein
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Sekil 4.14. Spot yogunluk farki, PO-P1-P2 ve P3’ten sonra miktar1 giderek azalmakta olan

spot sar1 kare ile isaretlenmistir
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PO ile P10 arasinda elde edilen jellerde eslesen ve eslesmeyen spotlar arasindaki yogunluga
dayali farkliliklar izleyen sayfalardaki Sekil 4.15 (4.15.1 ile 4.15.28 arasinda)’de

sunulmustur. Spotlarin molekiil kiitleleri ve izoelektrik noktalar belirlendikten sonra her bir

spot i¢in karakteristik bir SSP numaras1 verilmektedir.

Aciklama:

Spotun Yogunluk Degeri

D

Ilgili Spot Numarasi

-
PO ||P3
{* Al spots
Input
¢ =
Filter... ﬂ L} Select spot in image
Sotby (2SSP ¢ ¢ Trend ¢ Quantity -
Options...
Page number (1 of 28 w4 ‘ o [ B Next [ i Last [ o Done @ Help
27352 33909 60516 50304 44521 86970 79972 25575
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area | | INT*Area II INT*Area INT*Area
P 0002 SP 0003 'SP 0004 SSP 0101 SSP 0102 SSP 0103 SSP 0104 SP 0105
223499 4198 126214 26501 112525 169954 72103 109417
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area I INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area
Ll .. |
T T T T T T
L SSP 0106 SP 0107 SSP 0201 SSP 0202 SSP 0203 ____ SSP0204 SSP 0205 SP 0301
15231 126643 39173 130640 61822 600762 1226328 362760
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area I | INT*Area INT*Area INT*Area | INT*Area
[ININT] 1 I 1
T T T T T
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347223 120765 312808 419355 1486 256115 343400 755086
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SSP 0404 SSP 0405 SSP 0408 SSP 0407 SSP 0408 SSP 0409 SSP 0410 SSP 0411

4.15.1.
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97125 101229 1442260 375949 110331 158498 133953 234793
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
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4.15.3

82



(& &ll spots
Input

I

Filter...

2]

¢~ Trend (™ Quantity

[} Select spot in image
Options...

Sortby SSP ¢

Page number [4 of 28 reFist| € Prev| B Newt| porLast| o Done | G Help
976595 281811 218222 191300 217730 267421 77577 153174
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area INT*Area l" INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area
(AT II.I e |
SSP 1102 SSP 1103 SSP 1104 SSP 1105 SSP 1106 SSP 1107 SSP 1108 SSP 1201
32489 73060 64487 60460 167863 85980 341294 127430
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area | INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area
I.I.l ]]_I I In I L
L SSP 1203 SSP 1204 SSP 1205 SSP 1206 SSP 1207 SSP 1301 SSP 1302
17373 76675 99119 635865 35365 152793 147812 779812
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area " INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area
T
SP 1303 SSP 1304 SSP 1305 SSP 1306 SSP 1307 SSP 1401 SSP 1402 SSP 1403
258778 183091 29965 866895 39355 470651 145750 69533
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area I | INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area
- 'lllll "Hl," I'llI.I.
SSP 1404 SSP 1405 SSP 1406 SSP 1407 SSP 1408 SSP 1501 SSP 1502 SSP 1503
(o &ll spots 3
Input
= _ ClearSelestions |
Filter... _1] k Select spot in image
Sotby (&SSP ¢ ¢ Trend ¢ Quantity =
Options...
Page number |50f28 f+f First [ - Prev ‘ | 2 Nexl| wiiLast ! « Done @ Help
200636 38954 164174 1163745 118487 53204 607226 323972
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
INT*Area INT*Area INT*Area Jll INT*Area INT*Area INT*Area INT*Area | INT*Area
e TTTTTTITTT K7 e T UTTT
SSP 1504 SP 1505 SSP 1506 SSP 1601 SSP 1602 SSP 1603 SSP 1604 SSP 1605
1132695 31094 219160 89910 1100086 348511 118650 23210
Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm Un-norm
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Sekil 4.15. (4.15.1 - 45.28) PO ile P10 arasinda elde edilen jellerde gozlenen spot
farkliliklar1 (Her spot SSP numaralari ile belirlenmistir).

Her spot ayr1 ayr1 degerlendirilerek spotlardaki pasajlar arasindaki farklar gozetilerek

arastirma agisindan dikkat ¢ekici olan P5’te azalma go6zlenen ve P5’ten sonra

sentezlenmeyen spotlar ile bazi pasajlarda sentezlenmeyip bazilarinda sentezlenen spotlar

Rastgele (Arbitrary) Yontemle segildi.

P5’te ifadesi en diisiik olan ya da sonrasinda ifadesi duran toplam 62 spot secilip kesildi.

P4 ile P5 arasinda da bir karsilagtirma yapildi; P5’te P4’e gore salimi1 en az 2 kat artan

proteinlerden 7 adedi secilerek kesim yapildi. Bunun disinda referans jel olarak P0’da

secilen ve sadece bu jelde bulunan toplam 37 adet spot yine ayni sartlarda segilip kesildi.

Pasajdan pasaja farklilik gosteren 20 adet spot ise yogunluk miktarlarina bagh olarak

secilip kesildi.
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Kesim isleminden sonra tripsinizasyonu yapilan 6rnekler MALDI-TOF’la incelendikten
sonra, PLGS sistemi ile SwissProt’a baglanip sonuglar elde edildi (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve
4.4).

Cizelge 4.1. Sadece P0’da sentezlenen proteinler

Protein Name Accession  Theoretical Observed  Modified
Number Mr/pl Mr/pl

ATP synthase delta chain mitochondrial P05630 17595/451  17601/5.0

Precursor (ATPD-RAT)

Phosphatidylcholine sterol acyltransferase P18424 4972716.5 49527/5.5

precursor (LCAT-RAT)

Cell division protein kinase 8 Q8R3L8 53210/8.72  53249/8.7

(CDK8-MOUSE)

Chemokine receptor type 11 Q92413 39531/8.5 39530/8.82 %100

(CKRB-MOUSE)

Gap junction beta 5 protein connexin 31 P28232 31047/9.13  31026/9.0

(CXB5-RAT)

Adenylate kinase isoenzyme 1 P39069 21584/7.66  21526/5.5

(KAD1-RAT)

Sorbitol dehydrogenase p27867 38235/7.27  42807/6.9

(DHSO-RAT)

Ketosamine-3-kinase Q8K274 34440/7.7 34418/7.4

(KT3K-MOUSE)

Proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 0002, 1303, 2205, 5710, 6104, 8414, 8901,
9101 olup, bu spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 1’de verilmektedir.
Modifikasyon: Chemokine receptor type 11: (R) CIPIFPR (Y) Carbamidomethyl C (1).

P0’da sentezlenen proteinler
ATP synthase delta chain, mitochondrial precursor: Proton varliginda ADP’den ATP
olusumunda sorumlu protein.

Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase precursor: Plazma proteinlerinin ekstraselliiler
metabolizmasindaki merkezi protein. Bu protein, serbest kolesterol ile esterlesme
gostermektedir.

Cell division protein kinase 8: Hiicre dongiisiiniin kontroliinde ve transkripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alan protein.

C-C chemokine receptor type 11: CCL2, CCL8, CCL13, CCL19, CCL21 ve CCL25
reseptOr proteini.

Gap junction beta-5 protein: Diisiik molekiil kiitlesine sahip molekiillerin bir hiicreden
komsu hiicreye diflizyonun gorev baglanti bolgesidir.

Adenylate kinase isoenzyme 1: Hiicre biiylimesinde ve korunmasinda gorevli protein.
(Sitoplazmada yer alir) ATP+AMP=2 ADP
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Sorbitol dehydrogenase: L-iditol + NAD® —  L- sorboz + NADH tepkimesini
katalizleyen protein. (sorbitolii fruktoza doniistiiriir) Sorbitol hiicrede kalirsa hasara yol
acar

Ketosamine-3-kinase: Ketozamindeki 3 numarali C’u fosforile eder. Ribiilozamin ve
psikozamindeki proteinlerin serbest kalmasinda gorev alir. (Fruktozamin kinaz ailesinden)

Cizelge 4.2. P4-P5 arasindaki protein farki

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl

Somatostatin receptor type 5 P30938 39971/9.56  39944/9.6
(SSR5-RAT)

NDRG1 protein N myc downstream regulated Q6JE36 42955/5.77  42980/5.6
gene 1 (NDR1-RAT)

Junctional adhesion molecul 1 precursor Q9JHY1 32370/5.81  32348/5.9
(JAM1-RAT)

Proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 4204, 8401, 3604 olup, bu spotlarin jeldeki

yerlesimlerini gosteren mikrograf EK 2’de verilmektedir.

P4-P5’°de sentezlenen proteinler

Somatostatin receptor type 5: Adenil siklazi inhibe eden G-proteini aracilig ile aktivite

kazanan reseptor proteini. Protein, hiicre proliferasyonunu etkilemektedir.

Protein NDRG1: Biiyiime inhibitorii olarak gorev alan protein. GSK 3 protein kinazin

substrati

Cizelge 4.3. Salimlar1 pasajlar arasinda farklilik gosteren proteinler.

Protein Name Accession  Theoretical Observed Modified
Number Mr/pl Mr/pl

Zinc transporter 1 Q62720 55143/5.99  54680/6.2

(ZNT1-RAT)

Beta 1 4 galactosyltransferase 4 Q6P768 44031/9.16  40015/9.3

(B4G4-RAT)

HLA Class Il histocompatibility antigen P01911 22965/5.99  22950/6.0 %100

(HB2G-HUMAN)

Melanocortin 4 receptor P70596 36887/7.16  36931/7.6

(MC4R-RAT)

Interferon regulatory factor 7 P70434 51222/5.69  54244/5.6

(IRF7-MOUSE)

NF kappa B inhibitor alpha 1 Q63746 35017/4.65  34995/4.5

(IKBA-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 4502, 1406, 3003, 2606, 1501, 4105 olup,
spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf EK 3’de verilmektedir. Modifikasyon:
HLA Class Il histocompatibility antigen: (R) AAVDTYCR (H), Carbamidomethyl C (7)
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Pasajlar arasinda sentezi faklihk gosteren proteinler

Zinc transporter 1: Hiicre digina ¢inko tasinmasindan sorumlu protein.

Beta-1,4-galactosyltransferase 4: Glikoproteinlerde yer alan N-bagli oligosakkarit

kompleksinin sentezinden sorumlu protein.

Melanocortin receptor 4: G-proteini araciligiyla adenil siklaz1 aktive eden protein.

Interferon regulatory factor 7: Transkripsiyonal aktivatordiir.

Cizelge 4.4. P5’te salimlar1 azalanlar ve sonrasinda salinmayanlar

Protein Name Accession Theoretical Observed Modified
Number  Mr/pl Mr/pl

Di N acethylchitobiase precursor Q01460 41531/5.54  41504/5.2

(DIAC-RAT)

UDP N acetylglucosamine dolichyl P42867 46412/8.02  46059/7.9

phosphate (GTP-MOUSE)

Intersectin SH3 domain containing protein Q15811 195422/7.76  57940/5.8

(ITSN-HUMAN)

Muscarinic acetylcholine receptor M4 P08485 52921/9.91  52939/10.2

(ACM4-MOUSE)

Cathepsin D precursor P24268 44681/5.69  44651/6.7

(CATD-RAT)

Inward rectifier potassium channel 13 070617 40637/6.10  40503/5.8

(IRKD-RAT)

Granulocyte colony stimulating factor P09920 22421/7.83  22406/8.8

Precursor (CSF3-MOUSE)

Glutaryl Co A dehydrogenase mitochondrial Q92947 48127/6.35  48096/8.0

precursor (GCDH-HUMAN)

Squalene monooxygenase P52020 64024/8.72  63983/8.5

(ERG1-RAT)

Potassium channel subfamily K member 8 Q922T1 35652/5.4 32147/5.4

(CIW8-MOUSE)

Steroid hormone receptor Q5QJV7 45464/6.01  55404/6.3

(ERR1-RAT)

Mineralocorticoid receptor P22199 106737/7.1  106999/7.1

(MCR-RAT)

Makorin 3 Zinc finger protein Q60764 59444/6.21  59405/7.49

(MKR3-MOUSE)

Cytochrome P450 7B1 oxysterol 7 hyroxylase Q63688 48227/8.3 48196/8.3

(CP7B-RAT)

Somatostatin receptor type 3 P30936 47151/9.03  45817/8.6

(SSR3-RAT)

Phosphatidylcholine sterol acyltransferase P18424 49727/6.05  49527/5.5

precursor (LCAT-RAT)

Chemokine binding protein 2 009027 43293/8.64  43227/7.8

(CKD6-RAT)

Tubulin beta chain T beta 15 P04691 49953/4.78  49930/4.6 %50

(TBB1-RAT)

Cell cycle autoantigen SG2NA P58405 87111/5.14  50410/4.9

(SG2N-RAT)

E selectin precursor Endothelial leukocyte Q00690 66750/6.15 53165/7.2 %100

adhesion (LEM2-MOUSE)
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Cizelge 4.4 iin dipnotu:

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 0608, 5405, 5502, 6706, 6812, 8404, 5304,
9001, 6001, 8602, 1201, 6509, 6608, 5403, 7209, 8301, 1404, 8507, 2602, 6607 olup,

spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf EK 4’de verilmektedir

Modifikasyonlar: Tubulin beta chain T beta 15: (K) LAVNMVPFPR (L) Oxidation M,
(R) IMNTFSVMPSPK (V) Oxidation M (6), (R) AILVDLEPGTMDSVR (S)
Oxidation M (11), (K) TAVCDIPPR (G) Carbamidomethyl C (4), (R) ISEQFTAMFR
(R) Oxidation M (8). E selectin precursor Endothelial leukocyte adhesion: (R)
VPVCEVVR (C) Carbamydomethyl C (4)

P5’te en az sentezlenen ve sonrasinda sentezlenmeyen proteinler:

Di-N-acetylchitobiase precursor: Asparajin bagl glikoproteinlerin degradasyonunda gérev
alan protein.

C-C chemokine receptor type 5: C-C tipindeki kemokinlerin reseptorii olup, hiicre igi
kalsiyum iyonu seviyesindeki degisimle ilgili protein.
UDP-N-acetylglucosamine--dolichyl-phosphate N-acetylglucosaminephosphotransferase:
Dolikol-P-P- oligosakkarit sentezinin ilk basamaginda gorev alarak UDP-N-acetyl-D-
glucosamine + dolichyl phosphate —» UMP + N-acetyl-D-glucosaminyl-
diphosphodolichol reaksiyonunu katalizler (protein modifikasyonu ve glikozilasyonu).
Intersectin-1: Endositik membran ile aktin arasinda dolayli olarak baglanti saglayan
protein.

Muscarinic acetylcholine receptor M4: Adenilat siklaz inhibisyonu, fosfoinozitid yikimi,
G-proteini aktivasyonu ile potasyum kanali modiilasyonundan sorumlu olan protein.
Cathepsin D precursor: Asit proteaz aktivitesi gostererek hiicre-i¢i protein yikimindan
sorumlu olan protein.

Steroid hormone receptor ERR1: Lactoferrin gen promotorundaki C1 bdlgesine baglanan
protein.

Makorin-3: Cinko parmak proteini.

Tubulin beta-2B chain: Mikrotiibiilleri meydana getiren temel pargalardir. 2 GTP molekiili
baglanir, biri degisebilen beta, digeri degiskenlik gosteremeyen alfa zinciri yapisindadir.
Cell-cycle autoantigen SG2NA: Kalmodiiline baglanir. Protein sinyalizasyonunda ya da

protein yap1 olusumunda gorev alir.
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4.3.2. Farkhlasmaya yonlendirilmis MKH’lerin proteom analizi

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin arastirilmasi kapsaminda deneyin
ikinci kismi olan yonlendirilmis hiicre kiiltiirii 6rnekleri igin jeller hazirland1 ve bunlar
oncelikle herbiri kendi aralarinda karsilastirilacak sekilde siralandi. Deney grubu olarak
her gruptaki bir jel bir haftayr isaret edecek sekilde oOrnekler toplandi. Adipojenik,
kardiyomiyojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilasma i¢in 28 giinliik 4 agamali olarak
jeller hazirlandi. 1, 2, 3, 4 olarak siralanan jel numaralar1 1., 2., 3. ve 4. haftalar isaret

etmektedir.

Dort asama seklinde yapilan adipojenik hiicre proteinleri yiikli jeller Sekil 4.16°da
verilmistir. Ugiincii ve dordiincii pasajlar1 ifade eden iigiincii ve dérdiincii siradaki jel
goriintiilerinden de anlasilabilecegi gibi adipojenik farklilasma grubu hiicrelerindeki
azalmadan dolay1 protein miktar1 da oldukc¢a diisiik bulunmustur. Bu nedenle her jel igin
yiiklenen 200 pg protein 6rnegi sadece bu iki jele mahsus olarak sirasiyla 90 pg ve 80 pg
seklinde ytiklenmistir.

- ’ ~
5 ADP3 2007-08-31 4.0 kesim2 v4 (Filtered) sl ADP4 2007-07-16 kesim2 v4 (Filtered)

Sekil 4.16. Adipojenik farklilagma: master jel ve 4 zaman noktasina ait toplu jel
gorilntiileri
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Dort zaman noktasinda alinan kardiyomiyojenik hiicre proteinleri yiikli jeller Sekil

4.17’de ve kondrojenik hiicre proteinleri yiiklii jeller ise Sekil 4.18’de verilmistir.

oxm
O

|
= & 00 tgl fom H EHide Overlays | Display the image without overlays.
|| |

Z®8 DRomBE BD TE BIORAD
[l betul car (Matchset) EI[EHE

betul car (Master) CAR2 2007-08-31 kesim2 v4 (Filtersd)

CAR3 2007-08-31 kesim2 v4 (Filtered) CAR4 2007-08-31 kesim2 v (Filtered)
< il

Sekil 4.17. Kardiyomiyojenik farklilagma: master jel ve 4 zaman noktasina ait toplu jel
goriintiileri

|
| Move the image with the rmouse cursor.
|

CHO4 kesim 2 v4 (Filtered)

Sekil 4.18. Kondrojenik farklilasma: master jel ve 4 zaman noktasina ait toplu jel
goriintiileri
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Dort zaman noktasinda alinan osteojenik hiicre proteinleri yiikli jeller, Sekil 4.19°da

verilmistir.

il betul ost (Matchset)

o 0 01 00 b

OST3 kesim 2 v5 (Filtered) OST4 kesim 2 v4 (Filtered)

Sekil 4.19. Osteojenik farklilasma: master jel ve 4 zaman noktasina ait toplu jel goriintiileri

Calismada, her haftaya ait jel goriintilleri 1. haftaninkiyle karsilastirildi (1-2, 1-3, 1-4
seklinde).

Karsilagtirma parametresi olarak 1. Haftaya gore sentezi 2 kat ve daha fazla olanlar (>
x2; daha yiiksek diizeyde ifadeye karsilik olarak), ile sentezi 0.5 kat ve daha az olanlarin
(< x0.5; daha diisiik diizeyde ifadeye karsilik olarak) se¢imi yoluna gidildi (Quantitative,

Boolean Yontemi).
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Adipojenik farkhilasma (Cizelge 4.5)

1. ve 2. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmas: sonucunda 184 spot,
1. ve 3. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 219 spot,
1. ve 4. Haftalarin sonunda alinan Orneklerin karsilastirilmast sonucunda 171 spot

bulunmustur.

Bunlardan ortak olan 43 spot kesilerek diger islemler PO-P10 jellerinde kesim sonrasinda

yapilan islemler seklinde devam ettirilmistir.

Cizelge 4.5. Adipojenik farklilagsma proteinleri

Protein Name Accession Theoretical Observed Modified
Number  Mr/pl Mr/pl

Proteoglycan like protein precursor cartillage P03994 40262/7.98  40139/7.1 %66,7
(PLK-RAT)

Chromatin assembly factor 1 subunit C Q60972 47655/4.79  51738/4.8 %50
(RBB4-MOUSE)

Hydroxyacylglutathione hydrolase 035952 28896/6.46  28877/6.5
(GLO2-RAT)

Extracellular calcium sensing receptor precursor P48442 120868/5.7 120762/5.7 %21,4
(CASR-MOUSE)

Interleukin 1 alpha precursor P16598 30856/5.59  30836/5.3
(PRF2-RAT)

Eukaryotic translation initiation factor 3 39kDa  Q66JS6 29486/4.69  38731/5.3
(IF32-MOUSE)

ADRP ribosylarginine hydrolase Q02589 39961/5.62  40042/5.4 %100
(ARHY-RAT)

Neuronal acetylcholine receptor protein P12390 56909/6.27 56872/6.3

beta 2 chain (ACHN-RAT)

Pannexin P60570 48073/6.34  48221/7.1 %60
(PAN1-RAT)

Sushi repeat containing protein SRPX precursor Q63769 51560/8.9 51526/8.6 %100
(SRPX-RAT)

Rho GTPase activating protein 1 Q07960 50404/8.9 50404/5.8
(RHG1-HUMAN)

Fuctinin 2 Fucosyltransferase inhibitor P80348 2489/4.1 2487/4.1

2 Fragment (FUC2-RAT)

A kinase anchor protein 8 Q63014 76162/5.03  76114/4.8 %100
(AKAB8-RAT)

Sodium myo inositol cotransporter Q9JKZ2 79555/6.73  79502/6.7
(SL53-MOUSE)

Vascular adhesion protein 1 precursor P29534 81246/5.11  81194/5.0
(VCA1-RAT)

Apolipoprotein D precursor P23593 21635/4.7 21620/4.7
(APOD-RAT)

ATP synthase lipid binding protein Q06646 14907/5.04  14907/10.2

mitochondrial (AT92-RAT)
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Neurotrimin precursor Q62718 37998/5.62  37974/7.5 %50
(NTR1-RAT)

Growth hormone releasing hormone receptor Q02644 51522/6.47  47169/7.3 %100
Precursor (GRFR-RT)

Complex | intermediate associated protein 30 Q9Y375  37810/6.74 37706/8.4
mitochondrial precursor (CIA30-MOUSE)

Osteoclast stimulating factor 1 Q6P686 23669/5.46  23783/5.0
(OSF1-RAT)

Macrophage scavenger receptor types P30204 50131/6.68  49730/5.5 %50
I and 1l 8 (MSRE-MOUSE)

ADAM 15 precursor Q9QYV0 88052/5.25 87995/5.3 %100
(AD15-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 6503, 4505, 6110, 6609, 3312, 7208, 6504,
5613, 3408, 4604, 6714, 6607, 6609, 6110, 3310, 6403, 1108, 4504, 5704, 1207 8503 olup,

spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 5°de verilmektedir

Modifikasyon: Proteogylcan link protein precursor: (K) TYGGYQGR (V), (R)
CDAGWLADGSVR (Y), (R) CSPTEAAVR (F), Carbamidomethyl C (1), Chromatin
assembly factor 1 subunit: (K) INEGEVNR (A), (R) VCTCDPR (L), Carbamidomethyl
C (2), Carbamidomethyl C (4), Extracellular calcium sensing receptor precursor: (K)
SRPESVECIR (Y), Carbamidomethyl C (8), (R) ISYNVYLAVYSIAHALQ
DIYTCLPGR (G), Carbamidomethyl C (22), (R) GLFTNGSCADIK (K),
Carbamidomethyl C (8), ADP ribosylarginine hydrolase: (R) DCMGDMDGR (A),
Carbamidomethyl C (2), Oxidatin M , (R) DCMGDMDGR (A) , Carbamidomethyl C (2),
Oxidation M, Oxidation M, Pannexin 1: (R) FSAAPHLCSDLK (F), Carbamidomethyl C
(8), (K) FIMEELDK (V), Oxidation M (3), Oxidation M (8), Sushi repeat containing
protein precursor: (K) YGDVYCR (A), Carbamidomethyl C (6), A kinase anchor protein
8: (R) GEDDLCDSR (K), Carbamidomethyl C (6), Neurotrimin precursor: (K)
CLVVVSLR (L), Carbamidomethyl C (1), Growth hormone releasing hormone receptor
precursor: (R) AMDGCNNLR (M), Carbamidomethyl C (5), (R) AMDGCNNLR (M),
Oxidation M (2), Carbamidomethyl C (5), Macrophage scavenger receptor types | and II:
(K) GNDSEEMR (F), Oxidation M (8), ADAM 15 precursor: (K) CHGHGVCDSSR
(H), Carbamidomethyl C (1), Carbamidomethyl C (7).
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Adipojenik proteinler

Proteoglycan link protein precursor: Hiicre-dis1 kikirdak matriksinde hiyaliironik asit ile

birlikte proteoglikan agregat monomerlerini stabilize eden protein.

Chromatin assembly factor 1 subunit C: Kromatin metabolizmasini diizenleyen birgok
kompleksten olusan bu protein, histon deasetilaz kompleksi, PRC2/EED-EZH2 kompleksi

ve niileozom remodeling faktor kompleksi olarak gorev yapar.

Hydroxyacylglutathione hydrolase: S-(2-hydroxyacyl)glutathione + H,O — glutathione

a 2-hydroxy carboxylate, reaksiyonunu katalizleyen tiolesterazdir. (Glioksal yolu)

Exracellular calcium sensing receptor precursor: Fosfatidil-kalsiyum ikincil haberci
sisteminin aktivasyonunu saglayan G-proteini araciligiyla aktivite kazanmaktadir. Hiicre-

dis1 kalsiyum iyonu konsantrasyon degisimini algilayan proteindir.

Eukaryotic translation initiation factor: Protein sentezini ve mRNA’ya baglanmayi uyaran

protein.

Interleukin 1 alpha precursor: Timosit proliferasyonunu, B hiicresi olgunlagmasi ve

proliferasyonunu, fibroblast biiyiime aktivitesini uyaran protein.

ADP ribosylarginine hydrolase: Mono ADP ribozilasyonunun tersinir reaksiyonunu

katalizleyen protein.

Neural acethylcholine receptor: Asetil kolin baglanmasiyla iyon gecis kapilarinin plazma

membraninda agilmasini saglayan protein.
Rho GTPase activating protein: GDP baglanma bdolgesini inaktive eden protein.

Fuctinin 2 Fragment: Fukozilasyon isleminin fizyolojik olarak diizenlenmesinde rol alan

protein.

Sodium myo inositol cotransporter: Hiicre fonksiyonunun bozulmasina neden olan hiicre-
i¢i yliksek myo-inositol (ozmolit) akigini 6nleyen protein.
Vascular cell adhesion protein 1 precursor: Lokosit ve endotel hiicre adhezyonunda

gozlenen ve hiicre-hiicre etkilesiminde 6nemi olan protein.

Intestinal sodium dicarboxylate cotransporter: Sodyum iyonu ve siiksinat, sitrat gibi

dikarboksilat ko-transportunu saglayan protein.

Apolipoprotein D precursor: Bilin’e baglanarak birgok ligand transportundan sorumlu

protein.
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A kinase anchor protein 8: siklik-AMP-bagimli protein kinazin subseliiler yerlesimine

aracilik eden protein.

ATP synthase lipid binding protein: Mitokondriyal ATPazin enzimatik olmayan membran

komponenti.

Metalloproteinase inhibitor 2 precursor: Kollajenaz benzeri bir metalloproteinaz
kompleksidir.

Neurotrimin precursor: Noral hiicre adhezyon molekiilii.

Growth hormone releasing hormone receptor precursor: Adenil siklazi aktive eden G
proteini ile ¢ift olusturan ve biliylime hormonu gen transkripsiyonunu ve salgilanmasini

uyaran protein.

Complex | intermediate-associated protein 30, mitochondrial precursor: Saperon proteini

olup mitokondriyal NADH ile bag yapan protein.

Osteoclast stimulating factor 1: Kemik emilimini indiikleyen ve kaskad sinyali vasitasiyla

harekete gegen protein.
Macrophage scavenger receptor: Membran glikoproteini.
ADAM 15 precursor: Hiicre yiizeyi proteolizi, hiicre adhezyon ve hiicre-i¢i proteinlerinin

olgunlagsmasinda gérev alan protein.

Kardiyomiyojenik farkhilagsma (Cizelge 4.6)

1. ve 2. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 110 spot,
1. ve 3. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 170 spot,
1. ve 4. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 74 spot

bulunmustur.

Bunlardan ortak olan 26 spot kesilerek diger islemler PO-P10 jellerinde kesim sonrasinda

yapilan iglemler seklinde devam ettirilmistir.
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Cizelge 4.6. Kardiyomiyojenik farklilasma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed Modified
Number Mr/pl Mr/pl

Matrix metalloproteinase 28 precursor Q8CGV8  58665/9.35 58849/9.8 %100

(MM28-MOUSE)

Fatty acid binding protein epidermal P55053 15059/6.95  15064/7.7

(FABE-RAT)

ADRP ribosylarginine hydrolase Q02589 40042/5.4 39961/5.62 %100

(ARHY-RAT)

Tumor necrosis factor receptor superfamily P15725 29875/7.9 29895/8.39 %100

member (TNR4-RAT)

F box WD repeat protein 4 Q9IMJ2 46142/8.58 46112/8.1 %100

(FBW4-MOUSE)

Equilibrative nucleoside transporter 2 054699 50265/6.3 50140/5.7 %100

(ENT2-RAT)

Krueppel like factor 7 Q99JB0 33337/8.19  33315/7.8

(KLF7-MOUSE)

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme Q8BSF4 45927/9.57  42257/9.6

(DPSD-MOUSE)

Tyrosinase P11344 60606/5.74  8688/4.4

(TYRO-MOUSE)

Homeobox protein Hox B7 P18864 24243/7.64  23897/8.8

(HXB7-RAT)

Transmembrane protein PFT27 TPA regulated P52875 34791/6.97  34661/7.2

locus (PF27-MOUSE)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 7617, 6403, 2208, 4202, 6508, 3405, 7306,
1609, 7114, 6305 , 7601olup, spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf EK 6’da

verilmektedir

Modifikasyon: ~ ADP  ribosylarginine hydrolase: (R) DCMGDMDGR (A),
Carbamidomethyl C (2), Oxidation M. Tumor necrosis factor receptor superfamily
member: (K) QCTQCNHR (S), Carbamidomethly C (2), (5). F box WD repeat protein 4:
(R) LGQCLHTIQTEDR (V), Carbamidometheyl C (4). Equilibrative nucleoside
transporter 2: (R) LLPLLVCLR (F), Carbamidomethyl C (7)
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Kardiyomiyojenik proteinler

Matrix metalloproteinase 28 precursor: Kazein yikiminda, doku tamiri ve

homeostazisinden sorumlu protein.

Fatty acid binding protein: Cevredeki hiicre tiplerine besin saglamak amaciyla doymamis

yag asidi taginmasindan sorumlu protein.

F box WD repeat protein 4: Fosforile olmus proteinlere baglanarak, onlarin ubikinasyonu

ve yikimina neden olan ve Wnt sinyal yol agina katilan protein.
Equilibrative nucleoside transporter 2: Purin ve pirimidin tasinmasin1 dengeleyen protein.
Krueppel like factor 7: Transkripsiyonal aktivator.

Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme: Phosphatidyl-L-serine —
phosphatidylethanolamine + CO, reaksiyonunu katalizleyen protein.

Tyrosinase fragment: Bakir igeren oksidaz olup, melanin pigmenti olusumunda gorevlidir.

Transmembrane protein 165: Teratokarsinoma kok hiicrelerinde gozlenen protein.
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Kondrojenik farklilasma (Cizelge 4.7)

1. ve 2. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 214 spot,
1. ve 3. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 37 spot,
1. ve 4. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda O spot

bulunmustur.

Bunlardan ortak olan 14 spot kesilerek diger islemler PO-P10 jellerinde kesim sonrasinda

yapilan islemler seklinde devam ettirilmistir.

Cizelge 4.7. Kondrojenik farklilagsma proteinleri.

Protein Name Accession Theoretical Observed Modified
Number  Mr/pl Mr/pl

Guanine nucleotid binding protein like 1 Q6M606  68707/5.57  47435/4.7

(GNL1-RAT)

Vascular cell adhesion protein 1 precursor P29534 81246/5.11  81194/5.0

(VCAL-RAT)

Collagen alpha 1 1l chain precursor fragment P05539 134570/9.03 12011/9.9

(CA12-RAT)

UDP glucose 4 epimerase P18645 38225/7.66  38108/6.9

(GALE-RAT)

Calsequestrin cardiac muscle isoform precursor P51868 47839/4.07  47838/3.9

(CAQC-RAT)

1,4 alpha glucan branching enzyme Q9D6Y9  80364/5.97  83767/5.1

(GLGB-MOUSE)

Leukemia inhibitory factor precursor LIF Cholin P17777 22113/8.99  22098/9.2

(LIF-RAT)

GTP binding protein RAD P55043 33038/8.98  29035/6.7 %100

(RAD-RAT)

Ferrochelatase P22315 47130/8.87  38407/5.4

(HEMZ-MOUSE)

Somatostatin receptor type 3 P30936 47151/9.03  45817/8.6

(SSR3-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 0310, 2404, 2512, 3106, 3808, 3313, 3713,
4009, 5408, 8411, 9207 olup, spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 7°de

verilmektedir

Modifikasyon: GTP-binding protein RAD: (R) ACAEVFDCK (F), Carbamidomethyl C
(2),C(8)
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Kondrojenik proteinler

Guanine nucleotid binding protein: Histokompatibilite kiimesinin diizenlenmesi Ve

fonksiyonunda gorev alan protein.

Calsequestrin cardiac muscle isoform precursor: Kas i¢i kalsiyum depolanmasinda gorev

alan kalsiyum baglayici protein.

UDP glucose 4 epimerase: UDP glukozun, UDP galaktoza doniisiimiinii katalizleyen

protein (galaktoz metabolizmasinda).
1,4-a-glucan branching enzyme: Glikan ve glikojen biyosentezinde gérev alan protein.

Leukemia inhibitory factor precursor: Hematopoietik farklilagma ve ndoral hiicre

farklilasmasini indiikleyen protein.

GTP-binding protein RAD: Kalmodiilin ile etkilesime girerek inaktif GDP formuna

doniisen protein.

Somatostatin receptor type 3: Adenil siklazi inhibe eden G-proteini ile birliktelik

olusturan protein.
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Osteojenik farkhilasma (Cizelge 4.8)

1. ve 2. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 215 spot,
1. ve 3. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 230 spot,
1. ve 4. Haftalarin sonunda alinan 6rneklerin karsilastirilmasi sonucunda 183 spot

bulunmustur.

Bunlardan ortak olan 13 spot kesilerek diger islemler PO-P10 jellerinde kesim sonrasinda

yapilan islemler seklinde devam ettirilmistir.

Cizelge 4.8. Osteojenik farklilasma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl

Protocadherin alpha 7 precursor Q9UNT72 100865/5.05 100802/4.9

(CDA7-HUMAN)

Dual specificity protein phosphatase Q05922 34547/6.31  34524/6.3

(DUS2-MOUSE)

Branched chain amino acid aminotransferase 035854 44276/7.19  30770/8.5

mitoc. (BCAM-RAT)

3 hydroxy 3 methylglutaryl coenzyme P14773 96688/6.1 98232/6.4

A reductase (HMDH-RAT)

Krueppel like factor 7 Q99JB0O 33337/8.19  33315/7.8

(KLF7-MOUSE)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 1808, 2201, 3505, 6802, 8603 olup, spotlarin
jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 8’de verilmektedir

Osteojenik proteinler
Protocadherin alpha 7 precursor: Kalsiyum-bagimli hiicre adhezyon proteini.

Dual specificity protein phosphatase 2: MAP kinaz ERK1 ve ERK2’de Thr ve Try

rezidiilerini defosforile ederek mitojenik sinyal iletimini regiile eden protein.

Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial precursor: a-Keto asitlerin
tasinmasindan ve 16sin, izolosin, valin gibi dallanmis amino asitlerin katabolizmadaki ilk
reaksiyonlarindan sorumlu proteindir. (L-leucine + 2-oxoglutarate— 4-methyl-2-

oxopentanoate + L-glutamate)

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase: Kolesterol biyosentezinde gorevli

protein.
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Farkh yonlendirmeler arasinda 3. haftada gozlenen kantitatif farkhhiklar

Diger bir karsilastirma parametresi olarak {i¢iincii haftadaki dort farkli yonlendirme deney
grubu kendi aralarinda protein sentezi 2 kat ve daha fazla olanlar (> x2; daha yiiksek
diizeyde ifadeye karsilik olarak), ile sentezi 0.5 kat ve daha az olanlar (< x0.5; daha
diisiik diizeyde ifadeye karsilik olarak) seklinde karsilastirilarak degerlendirme yapildi.
Bulgular Sekil 4.20°de verilmektedir.

O

betul match 4 (Master)

CAR3 2007-08-31 kesim2 v4 (Filtered)

OST3 kesim 2 v5 (Filtered)

Sekil 4.20. Yonlendirmeler arasindaki kantitatif farkliliklar

Yapilan calismada dort pasajlada eslesen 222 spot bulunmustur.

Kardiyomiyojenik farklilasma, (i) adipojenik, (ii) kondrojenik ve (iii) osteojenik
farklilasma gruplariyla karsilagtirillmis; karsilastirma  kriterlerine uyan 10 spot

belirlenmistir.
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Kondrojenik farklilasma, (i) adipojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) osteojenik
farklilasma gruplariyla karsilagtirllmis; karsilastirma  kriterlerine  uyan 14 spot

belirlenmistir.

Osteojenik farklilagsma, (i) adipojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) kondrojenik
farklilasma gruplariyla karsilagtirllmig; karsilagtirma  kriterlerine uyan 25 spot

belirlenmistir.

Adipojenik farklilagsma, (i) osteojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) kondrojenik
farklilasma gruplariyla karsilagtirllmig; karsilagtirma  kriterlerine uyan 21 spot

belirlenmistir. Sirasiyla sonuglar, Cizelge 4.9 ile Cizelge 4.12 arasinda verilmektedir.

Cizelge 4.9. Kantitatif osteojenik farklilagsma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl

Fibroblast growth factor 13 P70377 27618/9.92  27600/10.3

(FGFD-MOUSE)

Nicotinamide N methyltransferase 055239 29598/5.3 29555/5.4

(NNMT-MOUSE)

Hydroxyacylglutathione hydrolase 035952 28896/6.46  28841/7.0

(GLO2-RAT)

Ras related protein Rab2 P05712 23536/6.08  23532/6.1

(RAB2-RAT)

Chemokin receptor type 9 QOWUT7  41913/9.15  41884/9.0

(CKR9-MOUSE)

Gap junction beta 1 protein P08033 32004/9.2 31852/8.7

(CXB1-RAT)

Complement component 1 Q subcomponent 035796 30997/4.37  30720/4.6

binding (MA32-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 8109, 4204, 3107, 4102, 8109, 8111, 8512

olup, spotlarin jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 9°da verilmektedir

Osteojenik proteinler (kant.)
Fibroblast growth factor 13: Sinir sistemi gelisiminden sorumlu protein.
Nicotinamide N-methyltransferase: Nikotinamid N-metilasyonunu ve diger piridinlerin

piridinyum iyonuna doniisiimlerini kataliyen protein.
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Ras-related protein Rab-2A: Endoplazmik retikulumdan Golgi aparatina protein

taginmasinda gerekli olan protein.

Large neutral amino acids transporter small subunit 2: Notral amino asitlerin

absorpsiyonunda goérev alan protein.

C-C chemokine receptor type 9: Hiicre-igi kalsiyum iyonu miktarini arttirici sinyal

iletiminde gorevli protein.

Gap junction beta-1 protein: Diisiik molekiil kiitlesine sahip molekiillerin bir hiicreden

komsu hiicreye difiizyonda gorev baglant1 bolgesi.

Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial precursor:
Globiiler C1Q’nun bag bdlgesine baglanarak, C1 aktivasyonunu inhibe eden protein.

Cizelge 4.10. Kantitatif kardiyomiyojenik farklilasma proteinleri

Protein Name Accession Theoretical Observed Modified
Number Mr/pl Mr/P1

Nucleobindin 1 precursor CALNUC Bone 63kDa P63083 10812/5.18  53473/4.9

(NCB1-RAT)

Tumor suppressor p53 binding protein Q62415 119170/6.26 16238/4.6

(P532-MOUSE)

78 kDa glucose regulated protein precursor P06761 72347/4.9 72334/5.01 %100

subunit (GR78-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 1205, 2401, 4009 olup, spotlarin jeldeki
yerlesimlerini gosteren mikrograf EK 10’da verilmektedir

Modifikasyon: 78 kDa glucose regulated protein precursor subunit: (R)
APCGGQEPGSLR (R), Carbamidomethyl C (3)

Kardiyomiyojenik proteinler (kant.)

Nucleobindin-1  precursor: Golgideki kalsiyum baglayici  protein, kalsiyum

homeostasisinde gorev alir.
Tumor suppressor p53 binding protein: Apoptozisten sorumlu protein.

78 kDa glucose-regulated protein precursor: Endoplazmik retikulum igerisine multimerik

protein kompleksi gecisini kolaylastiran protein.
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Cizelge 4.11. Kantitatif kondrojenik farklilagsma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/P1 Mr/P1

Alpha 1 antitrypsin 15 precursor serine protease Q00898 45891/5.45  42862/5.3

(AIT5-MOUSE)

Cysteine desulfurose mitochondrial precursor Q99P39 50013/7.3 53091/7.3

(NFS1-RAT)

NADH ubiquinone oxidoreductase chain 1 P03889 37177/6.42  37755/8.1

(NU1IM-RAT)

Fatty acid binding protein epidermal P55053 15059/6.95  15127/6.1

(FABE-RAT)

Histone H1 H10 H10 P43278 20885/10.9  20717/11.4

(H10-RAT)

Inward rectifier potassium channel 13 070617 40637/6.1 40503/5.8

(IRKD-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 6404, 7602, 8408, 4006, 6407, 9001 olup,
spotlarin jeldeki yerlesimlerini gésteren mikrograf Ek 11°da verilmektedir

Kondrojenik proteinler (kant.)

Alpha-1-antitrypsin 1-5 precursor: Elastaz ve kimotripsini inhibe etmeyen protein.

Cysteine desulfurase, mitochondrial precursor: Mitokondri mekanizmasi ve tRNA islevi
icin gerekli olan L-cysteine + [enzyme]-cysteine __, L-alanine + [enzyme]-S-
sulfanylcysteine tepkimesini katalizler.

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1: NADH + ubiquinone — NAD" + ubiquinol
tepkimesini katalizleyen protein.

Histone H1.0: Niikleozom zincirinin yiiksek diizendeki yapisina yogunlagmasi i¢in gerekli
protein.

Inward rectifier potassium channel 13: Potasyumun hiicre igine aliminda gorev alan
protein.

Cizelge 4.12. Kantitatif adipojenik farklilagma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl

Acyl CoA dehydrogenase short chain specific P15651 44765/6.38  44268/8.0
mito. (ACDS-RAT)

Toll like receptor 2 precursor QI9QUN7  89449/6.0 89152/6.0
(TLR2-MOUSE)

Chemokine receptor type 5 008556 41031/9.3 41003/9.3
(CKR5-RAT)

Glucose 6 phosphatase P43428 40556/9.12  40454/9.2
(GBPT-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 5417, 5710, 8106, 8111 olup, spotlarin
jeldeki yerlesimlerini gésteren mikrograf EK 12°da verilmektedir.
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Adipojenik proteinler (kant.)

Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial precursor: Butanoyl-CoA +

acceptor — 2-butenoyl-CoA + reduced acceptor tepkimesini katalizleyen protein.

Toll-like receptor 2 precursor: immun cevap olusumunda gorevli protein.

C-C chemokine receptor type 5: Hiicre-i¢i kalsiyum iyon diizeyini arttirarak sinyal

iletimine yardimci olan protein.

Glucose-6-phosphatase: D-glucose 6-phosphate + H,O — D-glucose + phosphate

katalizleyen protein. Glukoneogenez ve glikojenolizde gorevlidir.

Farkh yonlendirmeler arasinda 2. Haftada gozlenen kalitatif farkhihiklar

Son karsilastirma parametresi olarak ikinci haftadaki dort farkli yonlendirme 6rnegi kendi

aralarinda birbirlerinden var-yok hipotezine bagli olarak kalitatif yonden karsilastirildi,

sonuclar Sekil 4.21°de verilmistir.

l BIORAD

[l 2.seri (Matchset) E\@I@
I ~

s 4 i ety

e ¢

- - L4
.

»
(CARZ 2007-08-31 kesim2 v4 (Filtered)

OST2 kesim 2 v4 (Filtered)

Sekil 4.21. Yonlendirmeler arasindaki 2. haftada gozlenen kalitatif farkliliklar
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Kardiyomiyojenik farklilasma, (i) adipojenik, (ii) kondrojenik ve (iii) osteojenik
farklilagsma gruplariyla karsilastirilmis;  karsilastirma  kriterlerine uyan 4  spot

belirlenmistir.

Kondrojenik farklilasma, (i) adipojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) osteojenik
farklilasma gruplariyla karsilastirilmis;  karsilastirma  kriterlerine uyan 8 spot

belirlenmistir.

Osteojenik farklilasma, (i) adipojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) kondrojenik
farklilasma gruplariyla karsilagtirllmig; karsilagtirma  kriterlerine uyan 18 spot

belirlenmistir.

Adipojenik farklilagsma, (i) osteojenik, (ii) kardiyomiyojenik ve (iii) kondrojenik
farklilagsma gruplariyla karsilastirilmis; karsilastirma kriterlerine uyan 21 spot belirlenmis
ve se¢im sonrasindaki islemler aynen tekrarlanmistir Sonucglar, Cizelge 4.13, 4.14 ve

4.15°de verilmektedir.

Cizelge 4.13.Kalitatif adipojenik farklilagma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl

Chemokine receptor common gamma chain P34902 42241/6.34  43010/5.9
Precursor (CYRG-MOUSE)

Fatty acid binding protein epidermal P55053 15059/6.95  1512776.1
(FABE-RAT)

Replication protein A 32 kDa subunit Q63528 29346/5.47  26699/5.7
(RFA2-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 5307, 5102, 3002 olup, spotlarin jeldeki
yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 13’da verilmektedir

Adipojenik proteinler (kal.)

Replication protein A 32 kDa subunit: DNA rekombinasyonu, tamiri ve replikasyonunda

gorevli protein.

Fatty acid binding protein epidermal: Yag asitlerine yiiksek 6zgiilliik gostermekte olan

proteindir. C18 zincirine afinitesi yiiksektir.
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Cizelge 4.14. Kalitatif osteojenik farklilasma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed Modified
Number Mr/P1 Mr/pl
Torsin B precursor Q9ER41 37878/6.93  3785377.7

(TO1B-MOUSE)
Solute carrier family 2 facilitated glucose trans.  P43427 55543/6.26  55507/6.2
(GTRS-RAT)

Heparin binding EGF like growth factor Q06175 22843/9.23  22828/9.5 %100
Precursor (HBGF-RAT)

Glycine receptor alpha 4 chain Q61603 52514/8.53  38749/5.4
(GRA4-MOUSE)

Ras related protein Rab 2 P53994 23548/6.08  23532/6.1

(RAB2-MOUSE)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numaralari: 6301, 3505, 8011, 7301, 3002 olup, spotlarin
jeldeki yerlesimlerini gosteren mikrograf Ek 14°da verilmektedir.

Modifikasyon: Heparin binding EGF like growth factor precursor: (K) DYCIHGECR (Y),
Carbamidomethyl C (3), Carbamidomethyl C (8)

Osteojenik proteinler (kal.)

Torsin-1B precursor: Protein katlanmasinda gorev alan molekiiler saperon.

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 5: Fruktoz tasinmasinda
gorevli protein.

Proheparin-binding EGF-like growth factor precursor: Fibroblast ve diiz kas hiicreler
tizerinde mitojenik etki gdsteren protein.

Glycine receptor subunit alpha-4 precursor: Norotransmitter iyon kapisi proteini.

Ras-related protein Rab-2A: Endoplazmik retikulumdan Golgi aparatina protein
tasinmasinda gerekli olan protein.

Cizelge 4.15 Kalitatif kardiyomiyojenik farklilasma proteinleri

Protein Name Accession  Theoretical Observed
Number Mr/pl Mr/pl
Large neutral amino acids transporter small QI9WVR6  58190/5.54  58152/5.4

Subunit (LAT2-RAT)

Bu proteinlere karsilik gelen spot numarasi: 5402 olup, spotlarin jeldeki yerlesimlerini
gosteren mikrograf Ek 15°da verilmektedir.

Kardiyomiyojenik protein (kal.)

Large neutral amino acids transporter small subunit 2: Notral amino asitlerin
absorpsiyonunda gorev alan protein.
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5. TARTISMA ve SONUC

1960 yilinda kesfedilmesinden sonra, bir¢ok canlidaki kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinin in vitro ve in vivo kosullarda son safha olarak mezenkimal fenotipe sahip;
kemik, kikirdak, tendon, yag, kas, hematopoietik stroma, vb. dokulara doniistiikleri ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir (Pittenger et al. 1999, Minguell et al. 2001, Seshi et.
al. 2000). Bu ozellikler mezenkimal kok hiicrelerini Klinik doku stratejilerinde (rejeneratif
tipta) 6ne cikarmaktadir. Ayrica, otolog olarak kullanilabilen MKH’ler, embriyonik kok

hiicreler ile agiga ¢ikan etik ¢ekincelerden kaginmak i¢in iyi segenek durumundadirlar.

Mezenkimal kok hiicreler hiicreye dayali tedaviler i¢in uygun kaynak olarak gosterilmekle
beraber, kendini yenileme ve farklilagma gibi mekanizmalariyla ilgili smirli bilgilere

ulagilabilmistir (Deans et al. 2000, Kulterer et al. 2007).

Mezenkimal kok hiicrelerin kemik iliginde diisiik diizeyde bulunmalar1 nedeniyle, klinik
uygulamalardan 6nce ex vivo sartlarda gogaltilmalarina ihtiyag duyulmaktadir. Genis alt
kiiltiirlerin mezenkimal kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini degistirdigi fikri tartisma
konusu olmustur (Sun et. al. 2006, Carlson et al. 2007). Hiicrelerin kiiltiirde gogalma
kapasiteleri pasajlar arasinda cesitlilik gostermektedir. Sonugta farklilasma da yine

pasajlara bagl olarak farkliliklar gosterebilmektedir.

Proteom bilimi, kalitatif ve kantitatif yonden tiim proteomlarin haritalanmasina sistematik
bir yaklasim saglamaktadir. Proteom, genomun hiicreye 6zel protein icerigi olup belli bir
siire igerisinde hiicre tarafindan ifade edilen tiim proteinleri kapsamaktadir. Proteom
biliminde iki boyutlu jel elektroforezi (2DE), kompleks karisim igindeki proteinlerin
ayrilmasimi  ve farkli karsilagtirmalarinin  yapilmasini  saglayan Onemli asamay1

olusturmaktadir.

Birkag¢ yildan beri mezenkimal kok hiicrelerin farkli popiilasyonlari, insan, fare, sican, vb.
bir ¢ok canlida genom bilimi ve proteom bilimi yardimiyla aydinlatilmaya calisilmaktadir.
Bu c¢aligmada mezenkimal kok hiicrelerin hem farkli pasajlarda, yonlendirme
gerceklestirmeden zamana bagli olarak nasil degisiklige ugradiklari, hemde farkli

yonlendirmeler sonucunda protein ifadelerinde ne gibi farkliliklar gosterdikleri
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incelenmeye calisilmistir. Bu kapsamda sigan tibia ve femurundan alinan mezenkimal kok
hiicre karakterine sahip kemik iligi hiicreleri uygun besi ortamlarina ekilerek ¢cogaltilmalar

sonrasinda yeni pasajlara aktarilmistir. Bu siire¢ onuncu pasaja kadar devam ettirilmistir.

PO ile P10 arasim1 kapsayan deney gruplarinda ifade edilen proteinler Cizelge 5.1°de
toplanmistir; ayrica protein smiflarinin dagilimlart Sekil 5.1°de verilmistir. Ik grup,
karsilastirma analizlerine gore sadece PO tarafindan sentezlenen proteinleri, ikinci grup,
P5’te bulunan ve P4’e gore ifadeleri 2 kat ve iizerinde olan proteinleri, iigiincii grup,
ifadeleri pasajlar arasinda farkli olan, bazi pasajlarda ifade edilen, bazilarinda ifade
edilmeyen proteinleri, dordiincii grup ise ifadeleri P5’te azalan ve ayrica ifadeleri P5’ten

sonra duran proteinleri isaret etmektedir.

Arastirmacilar tarafindan yapilan diger proteom analizi ¢aligmalari incelendiginde hiicreler
tarafindan sentezlenen proteinlerin ¢esitli siniflara ayrildiklar1 gézlenmektedir. Prockop et
al. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada proteinler iyon tasinmasi, metabolik aktiviteleri,
transkripsiyondaki goérevleri gibi ¢ok cesitli gérevlerde bulunmakta ve bu durum tipki bu

calismada verildigi gibi hiicre tipleri agisindan farkliliklar géstermektedir.

Farklilastirma yapilmayan bu pasajlardan elde edilen proteinler Swiss Prot ile
incelendiginde sican hiicreleri tarafindan ifadesi heniiz Databank tarafindan ortaya
atilmamis ya da herhangi bir arastirmaci tarafindan heniiz belirlenmemis, ama Sican ile
ayni ortak atadan geldigi bilinen fare hiicreleri (Shil et al. 2006) tarafindan ifade edilen
proteinler ile yine insan hiicreleri tarafindan ifade edilen proteinler bulunmus ve bu
bulunan proteinlerin her iki tiirde de dizi analizi karsilagtirmalar1 yapilarak birbirlerine
benzer diziler i¢erdikleri bulunmustur. PO sathasindaki hiicreler i¢in, Cell division protein
kinase 8, Chemokine receptor type 11, Ketosamine-3-kinase proteinleri, pasajlar arasinda
sentezleri pasajdan pasaja farklilik gosteren hiicreler i¢in HLA Class Il histocompatibility
antigen, Interferon regulatory factor 7 ve ifadeleri P5’te farklilik gosteren Granulocyte
colony stimulating factor precursor, Glutaryl Co A dehydrogenase mitochondrial
precursor, Muscarinic acetylcholine receptor M4, Intersectin SH3 domain containing
protein, UDP N acetylglucosamine dolichyl phosphate, Potassium channel subfamily K
member 8, Makorin 3 Zinc finger protein, E selectin precursor Endothelial leukocyte

proteinleri bu sekilde bulunmuslardir.
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Cizelge 5.1. Protein siniflar

Protein Sinifi

Iyon kanali ve taginimi

Tastyict

Metabolizma

Hiicre dongiisii

Hiicre-hiicre etkilesimi

Hiicre biiylimesi ve

korunmasi, adhezyonu

Transkripsiyon

DNA replikasyonu,

tamiri, baglanmasi

Hiicre iskeleti

PO

ATP synthase delta
chain, mitochondrial
precursor,

C-C chemokine
receptor type 11

Lipid

metabolizmasi:
Phosphatidylcholine-
sterol acyltransferase
precursor, Sorbitol
dehydrogenase,
Ketosamine-3-kinase

Cell division protein
kinase 8

Gap junction beta-5
protein

Adenylate kinase
isoenzyme 1

P4-5

Somatostatin
receptor type
5

Junctional
adhesion
molecule 1
precursor

NDRG1
protein N
myc
downstream
regulated

gene 1

Kanisik

Zinc transporter 1,

Melanocortin
receptor 4,
Peroxisome
assembly protein 12

Beta-1,4-
galactosyltransferase
4

Interferon regulatory
factor 7 NF kappa B
inhibitor alpha 1

P5°te Az
Sentezlenenler

Inward rectifier
potassium channel
13, Potassium
channel subfamily
K member 8

Muscarinic
acetylcholine
receptor, Steroid
hormone receptor
ERR1, Chemokine
binding protein 2

Di-N-
acetylchitobiase
precursor UDP-N-
acetylglucosamine-
-dolichyl-
phosphate,
Cathepsin D
precursor,
Squalene
monooxygenase

Cell-cycle
autoantigen
SG2NA

Intersectin-1

E selectin
precursor
Endothelial
leukocyte

adhesion

Makorin-3

Tubulin beta-2B
chain
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Protein siniflari

M iyon taslyici protein ve iyon kapisi

M taslyicl proteinler

B metabolizma

B hiicre déngisi

B hicre-hicre etkilesimi

M hiicre buytmesi, farklilasmasi, adhezyonu

I transkripsiyon

i hiicre iskeleti

DNA replikasyonu, tamiri, baglanmasi

Sekil 5.1. PO-P10 arasinda ifade edilen protein siniflarinin grafiksel gosterimi.

Karigik olarak secilmis proteinlerin sentezledikleri pasaj numaralar1 asagida siralanmistir:

Zinc transporter protein; PO, P1, P2, P3, P5 ve P7 numaral1 pasajlarda,

Beta 1 4 galactosyltransferase; PO, P1, P6, P7, P9, P10 numaral pasajlarda,

Somatostatin like receptor; PO, P1, P2, P3, P4, P8 numarali pasajlarda,

Peroxisome assembly protein; 12; PO, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P9 numarali pasajlarda,
Interferon regulatory factor 7; PO, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10 numarali pasajlarda,
NF kappa B inhibitor alpha; 1; PO,P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P9, P10 numarali pasajlarda,
sentezlenmektedir.

Sonug olarak, pasajlar arasinda hiicre fonksiyonlarinin devam ettigi kimi proteinlerin

sentezinin zamana bagl olarak degistigi, kiminin salgilanmasinin durdugu, kiminin ise

zamana bagl olarak azalma egilimi gosterdigi belirlenmistir.
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Calismanin ikinci basamagi olan yonlendirme deneylerinde, sicandan alinan mezenkimal
karaktere sahip kemik iligi kok hiicreleri, 28 giin boyunca, adipojenik, kardiyomiyojenik,
kondrojenik ve osteojenik olarak indiiklenmis; bunun sonucu olarak istenilen ydnde
farklilagsmalar temin edilmistir. Farklilagsmalarin kontrolii i¢in 6rnekler immiinhistokimya
ve histolojik boyalar ile boyanmis; ardindan proteom analizleri gergeklestirilmistir. Her tip
yonlendirme grubu 6ncelikle kendi arasinda, ardindan diger yonlendirmelerle kantitatif ve

kalitatif olarak karsilastirilmistir.

Adipojenik, kardiyomiyojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma proteinleri dort farkl
zaman noktasinda elde edilen 6rneklere ait jellerde incelenip pasajlar arasi farklar “iki
kattan fazla, 0.5 kattan az olanlar” yontemine gore secilmis olup protein bulgulari, Cizelge
5.2’de toplanmustir. Yonlendirilmis kiiltiirlerde yer alan protein smiflarinin dagilimlari

Sekil 5.2°de verilmistir.

Yonlendirilmis olan mezenkimal kok hiicre proteinlerinde de c¢esitli protein siniflari
gozlenmektedir. Ozellikle Ye et al. (2006)’1n bulgulariyla paralel olarak, stres proteinleri
(heat shock), metabolik proteinler ve tasiyr proteinler bulunmustur. Bunun yani sira,
Nengsheng et. al. (2006)’in bulgularina benzer olarak Intersectin 1 gibi hiicre-hiicre

etkilesiminde gorev alan bazi proteinler bu ¢aligmada da gézlenmistir.

Bu ¢alismada ayrica, insan ve fare hiicrelerinde ifadesi gosterilmis olup siganda ifadesi

rapor edilmemis olan bazi yeni proteinler gdzlenmistir.
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Cizelge 5.2. Yonlendirilmis 6rneklerdeki protein siniflar

Iyon kanal ve taginimi

Tas1iyici

Metabolizma

Hiicre dongiisii

Hiicre-hiicre etkilesimi

Hiicre biiylimesi ve
korunmasi, adhezyonu ,
farklilagmast

Transkripsiyon,
Translasyon

DNA replikasyonu,
tamiri, baglanmasi

Saperon

GTP binding
protein,
Calsequestrin
cardiac muscle
isoform
precursor,
GTP-binding
protein RAD,
Somatostatin
receptor type 3
UDP glucose 4
epimerase, 1,4
alpha  glucan
branchin
enzyme,
Ferrochelatase

Cell division
protein kinase
8, Collagen
alpha 1 1l chain
precursor
fragment

Leukemia
inhibitory
factor
precursor,
Vascular cell
adhesion
protein 1
precursor

Neural acethylcholine
receptor

Exracellular calcium
sensing receptor
precursor, Sodium myo
inositol cotransporter
ATP synthase lipid
binding protein,
Osteoclast stimulating
factor 1, Macrophage
scavenger receptor

Proteoglycan link protein
precursor,
Hydroxyacylglutathione
hydrolase, ADP
ribosylarginine hydrolase,
Fuctinin 2 Fragment

A kinase anchor protein 8

Rho GTPase activating
protein

Interleukin 1 alpha
precursor, Vascular cell
adhesion protein 1
precursor Neurotrimin
precursor, ADAM 15
precursor

Eukaryotic translation
initiation factor,
Growth hormone
releasing hormone
receptor precursor
Chromatin assembly
factor 1 subunit C

Complex | intermediate-
associated protein 30,
mitochondrial precursor

Fatty acid binding
protein,
Transmembrane
protein 165

Phosphatidylserine
decarboxylase
proenzyme,
Tyrosinase
Fragment, ADP
ribosylarginine
hydrolase

F box WD repeat
protein 4 Tumor
necrosis factor
receptor superfamily
Member

Matrix
metalloproteinase
28 precursor

Krueppel like
factor 7

Equilibrative
nucleoside
transporter 2,
Homeobox protein
Hox B7

Branched-chain-
amino-acid
aminotransferase,
mitochondrial
precursor

3-hydroxy-3-
methylglutaryl-
coenzyme A
reductase

Dual specificity
protein
phosphatase 2

Protocadherin
alpha 7 precursor

Krueppel like
factor 7
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Protein siniflari

M iyon taslyici protein ve iyon kapisi
M tasiyicl protein
® metabolizma
B hicre-hiicre etkilesimi
® hiicre
blylimesi, korumasi, adhezyonu
m transkripsiyon, translasyon
= DNA

replikasyonu, tamiri, baglanmasi

m saperon

Sekil 5.2. Yonlendirilmis 6rneklerdeki ifade edilen protein siniflarinin grafiksel gosterimi.

Her farklilagma grubu kendi arasinda degerlendirildiginde, bunlarm yo6nlendirilmis
ozelliklerinin disinda diger yonlendirme gruplarimin bazi 6zelliklerini de tasidiklar:
belirlenmistir. Ozellikle adipojenik farklilasma proteinleri incelendiginde grup icinde sinir
hiicreleri, kikirdak hiicreleri, kemik hiicrelerinin Ozelliklerini tasiyan proteinler
saptanmistir. Bu sonug diger aragtirmacilar tarafindan da daha 6nceden ortaya atilan ayni
ortak kokten gelme hipotezini desteklemektedir (Wall et al. 2007). Adipojenik, osteojenik
ve kondrojenik Kkarakterlerin ortak atadan geldikleri onceden de yapilan genetik
arastirmalarla belirlenmistir (Baksh et al. 2004). Ayrica yapilan immiinhistokimya ve
histolojik boyama ¢alismalarinda da bu durum agik¢a goriilmektedir. Ornegin,
kardiyomiyojenik yonlendirme grubunda yag hiicrelerine ait proteinlere; kondrojenik
yonlendirme grubunda ise kardiyomiyojenik hiicrelere ait proteinler goze ¢arpmaktadir.
Pasajlar arasindaki protein ifade farkliliklarini aragtiran Sun et al. (2006) yaptiklari galisma
ile (Eukaryotic translation factor vb. gibi) benzer sonuglar elde edilmislerdir.

Wang et al. (2004)’in arastirmalarinda gozlemledikleri sentez, stres ve membran

proteinlerine, bu ¢alismada da benzer sekillerde rastlanmistir
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Yonlendirilmis hiicre gruplar kiiltiiriin ti¢lincii haftasinda kantitatif analiz yontemi ile
birbirleriyle karsilastirilmis ve sonuglar Cizelge 5.3 ve Sekil 5.3’de toplanmistir. Yapilan
calismada, Feldmann et al. (2005) tarafindan elde edilen sonuglarla benzesen verilere
ulagilmigtir. Bu ¢alismada da en ¢ok sentezi gergeklesen proteinler metabolik proteinler ile

tagimada gorev alan proteinler olmustur.

Benzer sekilde, yonlendirilmis deney gruplarinda sigan tarafindan ifadesi ortaya konmamais
fakat fare ve insan hiicreleri tarafindan ifadesi Swiss Prot tarafindan sunulan proteinler
belirlenmistir. Bunlar, Fibroblast growth factor 13, Nicotinamide N methyltransferase,
Chemokin receptor type 9, Tumor suppressor p53 binding protein, Toll like receptor 2

precursor, Alpha 1 antitrypsin 15 precursor serine protease proteinleridir.
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Cizelge 5.3. Yonlendirilmis kiiltiiriin {igilincii haftasina ait siiflandirma (kantitatif

analizler)

Iyon kanal1 ve taginimi

Tas1yici

Metabolizma

Hiicre dongiisii

Hiicre-hiicre etkilesimi

Hiicre biiylimesi ve

korunmasi, adhezyonu ,

farklilagmasi

DNA replikasyonu,
tamiri, baglanmasi

Inward
rectifier
potassium
channel 13

Fatty acid
binding
protein
epidermal

Alpha-1-
antitrypsin 1-5
precursor,
Cysteine
desulfurase,
mitochondrial
precursor,
NADH-
ubiquinone
oxidoreductase
chain 1

Histone H1.0

C-C chemokine
receptor type 5

Short-chain
specific acyl-
CoA
dehydrogenase,
mitochondrial
precursor,
Glucose-6-
phosphatase

Toll-like
receptor 2
precursor

Nucleobindin-1

precursor, 78 kDa
glucose-regulated
protein precursor

Tumor suppressor
p53 binding
protein

Ras-related protein
Rab-2A, C-C
chemokine receptor
type 9, Complement
component 1 Q
subcomponent-binding
protein, mitochondrial
precursor

Nicotinamide N-
methyltransferase
Hydroxyacylglutathione
hydrolase,

Gap junction beta-1
protein

Fibroblast growth factor
13
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Protein siniflari

M iyon tagiyan protein ve iyon
kapisi

H taslyicl protein

M metabolizma

B hicre déngisi

B hicre-hicre etkilesimi
® hicre

blylimesi, korumasi, adhezyonu

= DNA
replikasyonu, tamiri, baglanmasi

Sekil 5.3 Yonlendirilmis kiiltiirlin iiclincii haftasina ait siniflandirma (kantitatif analizle).

Adipojenik, kardiyomiyojenik, osteojenik ve kondrojenik yonlendirmeler sonucunda ifade

edilen proteinlerin ikinci haftadaki kalitatif analiz karsilastirmalari, Cizelge 5.4 ve Sekil

5.4’de verilmistir.

Cizelge 5.4. Yonlendirilmis kiiltiiriin ikinci haftasina ait siniflandirma (kalitatif analizler)

Protein Sinifi
Iyon kanal1 ve taginimi

Tasiyici

Hiicre dongiisii

DNA replikasyonu,
tamiri, baglanmasi

Saperon

Adipojenik Kardiyomiyojenik Osteojenik

Chemokine Large neutral
receptor amino acids
common gamma transporter small
chain precursor,  Subunit

Fatty acid

binding protein

epidermal

Replication
protein A 32
kDa subunit

Glycine receptor
subunit alpha-4
precursor

Solute carrier family 2,
facilitated glucose
transporter member 5,
Ras-related protein
Rab-2A:

Proheparin-binding
EGF-like growth factor
precursor

Torsin-1B precursor
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Protein siniflar

M iyon tasiyan protein ve iyon kapisi

M tasiyicl protein

= hicre déngisi

H DNA
replikasyonu, tamiri, baglanmasi

M saperon

Sekil 5.4. Yonlendirilmis kiiltiiriin ikinci haftasina ait siniflandirma (kalitatif analizle)

Yonlendirme sonucunda sentezlenen proteinler arasinda saperon sinifinin ortaya ¢iktig
goriilmektedir. Saperonlar, protein katlanmasinda gorev alan proteinler olup stres
sartlarinda ortaya g¢ikarlar (Maresca et. al. 2006). Kantitatif analizde ortaya ¢ikan 78
kDa’luk glucose-regulated protein precursor proteini ve kalitatif analizde ortaya ¢ikan

Torsin-1 B precursor da birer stres proteini olup, “heat shock” 6zelligindedir.

Bunun disinda kanserlesmeye ve apoptozise neden olan proteinlerin sentezi de ozellikle
kalitatif ve kantitatif analiz sirasinda goze ¢arpmaktadir.(Tumor suppressor p53 binding
protein gibi). Bu da ozellikle Kklinik amagli kullanilan kok hiicre yo6nlendirmelerinin

dikkatli bir sekilde yapilmasi gerektigini destekleyici bir bulgudur.

Dikkat ¢eken diger bir protein sonucu ise, hiicreler tarafindan tasiyici gorevde kullanilan
kemokin ve kemokin reseptdr ifadesinin hemen hemen tiim c¢alisma gruplarinda
gozlenmesidir. Hiicre beslenmesinde, etkilesiminde, gociinde ve adhezyonunda tasiyici

proteinlerin 6nemli rolii iyi bilinmektedir (Wynn et al. 2004).

Elde edilen diger bir sonug da, metabolik protein ifadesindeki siirekli degisimdir. Hiicreler,
canliliklarmi stirdiirdiikleri siirece bu degisim devam etmektedir. Yapilan proteom
analizlerine genel olarak bakildiginda, ¢alismanin biiyiik ¢ogunlugunun metabolik

aktivitelere dayali proteinlerdeki degisimlerle iligskilendigi goriilmektedir. Bunlar iginde
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sentezlenme ve enzimatik kataliz tepkimeleri 6nemli yer tutmaktadir (Zhang et al. 2007,
Spreafico et al. 2006, Nengsheng et al. 2006).

Bu farkliliklarin disinda, yapilan ¢alismada elde edilen ve heniiz Databank tarafindan
tanimlanmamis olan sigan proteinlerinin, benzer tiir olan fare ya da insandakiler ile dizi
analizleri karsilastirilmistir. Bu tez c¢alismasinda elde edilen bulgularin, genetik
haritalardan ve PF2D sistemleri (Protein Fractionation System) (Shin et al. 2006, Jonsson
et al.2006) gibi diger genetik veri tabanlarindan yararlanilarak gelecekte yeni bilgilere

ulasilmasina katkida bulunacagi iimidini tagimaktayiz.
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EKLER

Ek 1
Sadece PO tarafindan ifade edilen proteinlerin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.
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Ek-2

P5 tarafindan ifade edilen proteinlerin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte olan SSP

numaralari ile verilmistir.
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Ek-3

Salimlart pasajlar arasinda farklilik gdsteren proteinlerin kesim yerleri kirmizi renkte

gosterilmekte olan SSP numaralari ile verilmistir.
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Ek-4
P5’te salimlar1 azalanlar ve sonrasinda salinmayan proteinlerin kesim yerleri kirmizi renkte

gosterilmekte olan SSP numaralari ile verilmistir.
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Ek-5

Adipojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte olan SSP

numaralari ile verilmistir.
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Ek-6

Kardiyomiyojenik farklilagsma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.
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Ek-7

Kondrojenik farklilagsma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte olan SSP

numaralari ile verilmistir.
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Ek-8

Osteojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte olan SSP

numaralari ile verilmistir.
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Ek-9

Kantitatif osteojenik farklilagsma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.
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Ek-10
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Kantitatif kardiyomiyojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte

gosterilmekte olan SSP numaralari ile verilmistir.
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Ek-11
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Kantitatif kondrojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.

153



Ek-12

Kantitatif adipojenik farklilagsma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralart ile verilmistir.
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Ek-13

Kalitatif adipojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmiz1 renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.

E
$ 08 . # ”
-
- - >
" « @ = ® HZLG . HOOO0E .
dpLL8 dS0LL S
. ’ . d "
£
e .' . L 1
— .y R * aom 1
4068 o by S
¥L0€
UYL HeopL 3 om_momﬂ
’ . J_—
L .
’ . S yrost .
S ¥6Q99 .« + @ ue .
44209289099 —
-— o - u . : - .
. K & o
" » -~
. Hediame!
¥s08z
- HF08Z™
‘ = His80
¥L06Z

0T Hd

- P10z

st e P9 00 )

X 00¢

0T Hd

155



Ek-14

Kalitatif osteojenik farklilagsma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte gosterilmekte

olan SSP numaralar ile verilmistir.
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Ek-15

Kalitatif kardiyomiyojenik farklilasma proteinlerinin kesim yerleri kirmizi renkte

gosterilmekte olan SSP numaralari ile verilmistir.
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