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OZET

MEKANIK STRESS ALTINDAKI MEZENSIMAL KOK HUCRELERINDE
HiSTON DEASETILASYON iNHiBiTORU VARLIGINDA HUCRELERIN
BiYOLOJIK YANITLARININ GEN EKSPRESYONU DUZEYINDE
ARASTIRILMASI

Taylan Demirci

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji ve Genetik AD, izmir

Insan mezansimal kok hiicrelerinin (IMKH) ¢oklu-farklilasma yetenegine
sahip oldugu son yillarda yapilan galismalarda gosterilmistir. IMKH’ler belli kimyasal
veya fiziksel uyaranlarla karsilastiklarinda kardiyomiyosit, osteoblast, kondroblast,
adipozit, endotelyal, hepatosit ve norojenik hiicrelere faklilagabilmektedirler.
IMKH’lerinin uygun in vitro kosullar altinda istenilen hiicre tipine farklilasmasinin
saglanmasi, belli hastaliklarin ve patolojik durumlarin tedavisinde, hiicre tedavisi
yaklasimi agisindan biiyiik umutlar tasimaktadir. IMKH’lerinin osteoblast, kondroblast ve
adipozit hiicrelere farklilasmalar1 i¢in gerekli olan uygun hiicre kiiltiirii ortam
belirlenmistir. IMKH’ler ayn1 zamanda fiziksel uyaran olarak mekanik stres (germe)
altinda farkl tip hiicrelere farklilasabilmektedir. Hiicre iskeletindeki germe veya hiicreler
arasindaki baglantilardan gelen germenin, IMKH’lerin hiicre farklilasmasinda belirli tip
hiicre farklilasma yolunu se¢mesini sagladigi gosterilmistir. Bu c¢alismada amacimiz,
gelistirdigimiz in vitro mekanik germe sistemi MekGer’i kullanalarak IMKH lerin mekanik
stress ve histon deasetilaz baskilayicis1 (Tubacin) ile birlikte kullanilmasinin gen
ekspresyonun nasil degistigine gostermekti. Tubacin en diisiik konsantrasyonu 2 puM ile
maksimum alfa tubulin asetilasyonuna 6 1nci1 saatin sonunda olusturdugunu ve bu etkiyi 6
saat i¢inde kaybettigi gosterildi. 2 pM Tubacinin adipojenik ve ostojenik farklilasmaya
mekanik stres olmayan ortamda etkisi olmadig1 kisa siireli (6 saat) ve uzun siireli (1 giin
ve 21 giin) uygulamalarinda bulundu. Mekanik germe ile birlikte 2 pM Tubaci’nin
adipojenik farklilagmay1 anlamli diizeyde baskilandigi Oil red boyamasi ile tespit edildi.
Gergek zamanli PCR sonuglarina gore adipojenik farklilasma belirteci PPARG ve
TFA2’nin mRNA seviyesini anlamli seviyede azaltmistir. Ayrica mikrodizi analiz

sonuclarina gore mekanik stresin tubacin varliginda gen ekspresyonu anlamli 6lgiide
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degistirdigi bulundu. Sonug olarak mekanik stres IMKH lerin Tubacin yardimli adipojenik

farklilagsma potansiyelini azaltmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Insan mezansimal kok hiicrelerinin (IMKH), Mekanik stres, Hiicre

farklilagmasi , Gen ekspresyonu, Tubacin.
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ABSTRACT

THE RESEARCHING OF THE GENE EXPRESSION PROFILE , WHICH PLAY
ROLE IN THE CELL DIFFERENTIATION, IN MESENCHYMAL STEM CELLS
IN HISTON DEACETYLASE INHIBITOR UNDER MECHANICAL
STRETCHING

Taylan Demirci

Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of Medical Biology and

Genetics

According to previous studies, it is shown that the human mesenchymal stem cells
(hMSCs) have pluripotent properties. hMSCs can differentiate into cardiomyocytes,
osteoblasts, chondroblasts, adipocytes, endothelial, hepatocyte and neuron cells, when
hMSCs are exposed to certain physical and chemical stimulants. It is hoped that the
differentiation of hMSCs into certain cell types in certain in vitro conditions can provide
treatment for certain diseases and pathologic situation. The suitable cell culture conditions
which are needed for differentiation of hMSCs into osteoblast, chondroblasts and
adipocyte cells are known. Moreover, hMSCs can differentiate into different types of cells
under mechanical stress (mechanical stretching, pressure, shear stress) as a physical
stimulus. It was found that the tension on the cytoskeleton and/or in the junctions between
the cells caused hMSCs to choose the certain cell types differentiation way. Our aim in this
study is to investigate the gene expression profiles playing role in the differentiation of
hMSCs with Tubacin under the mechanical stretching. 2uM Tubacin concentration
produces maximum acetlyalted alpha tubulin at the end of 6 hours and this effect returns
into basal level within 6 hours. It is founded that 2 uM Tubacin does not affect adipogenic
and osteogenic differentiation of hMSCs without mechanical stress for both short (6 hours)
and long (1 day and 21 days) duration period. Both 6 hours 5 % mechanical strain with
0.25 Hz and 2 uM Tubacinin cause decrease the adipogenic differentiation potential of
hMSC by oil red o staining. Tubacin neither affects ostegenic and adiopgenic
differentiation of hMSCs nor regulates these differentiations. In this study, it is shown that
both PPARG and TFA2 which are known as the adipogenic differentiation markers, were

significanlty decreased at mRNA level with both mechanical stress and Tubacin by using
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Real time PCR. Moreover, according to microarray analysis results mechanical stress
changed mostly gene expression profile under tubacin treatment.

As a result, mechanical stretching inhibits the adipogenic differentiation potential

of hMSC with Tubacin.

Key Words: Human mesenchymal stem cells (hMSCs), Mechanical stress, Cell

differentiation ,Gene expression, Tubacin.
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1.GIiRiS VE AMAC

Insan mezensimal kok hiicreleri (IMKH), kemik iliginden, adipoz dokudan ve
kordon kanindan elde edilebilen ve bir ¢ok hiicreye doniisebilme 6zelligi olan hiicrelerdir.
Bu  hiicreler  adiposit,  kondrosit, = miyoblast ve  osteoblast  hiicrelerine

farklilasabilmektedirler '

. IMKH’lerle, gen ve hiicre tedavisinde aday hedefler olarak
ilgilenilmektedir °. Bu hiicreler ayrica hiicre farklilasmasinin erken asamasindaki olaylari
anlamamiz agisindan iyi bir model olusturmaktadir. Bir ¢ok calismada IMKH’lerin hasarli
dokuya transfer edilmesi, go¢ etmesi ve hareketi ile doku yenilenmesine yardimer oldugu
goriilmektedir®. Bu diisiinceyi dogrulayict bir ¢ok calisma in vivo modellerde de
yapilmistir. Hepatik rejenarasyon ” °) kas rejeneresyonu” '° ve miyokard infarkt:'" '
modellerinde IMKH’lerin, dokunun yeniden modellenmesinde rol aldig1 gdsterilmistir.
Bugiine kadar yapilan klinik calismalarda, IMKH’ler hasarli dokuya, ¢oklu farklilasma
ozelligini korurken yada belli bir hiicre tipine dogru faklilasmaya basladigi oncii hiicre
durumundayken verilmistir. IMKH’lerin in vitro ortamda terminal farklilasmaya ugratilip
sonra hasarli dokuya verilmesi yoniinde ¢calismalar da vardir'. Hiicrelerin in vitro sartlarda
terminal farklilasmaya sokulmasi i¢in hiicrelerin hangi c¢evresel veya biyolojik
parametrelerce  farklilasmaya uyarildiginin  iyice aydinlatilmast  gerekmektedir.
Yapacagimiz bu ¢alisma, son zamanlarda kanser, alzheimer, osteoporoz vb. gibi birgok
hastalik i¢cin umut tasiyan mezensimal kok hiicrelerinin in vitro ortamda, epigenetik
degisiklikler yaratan histon deasetilaz (HDAC)’lara karst kullanilan histon deasetilaz
inhibitorii (HDACi) varliginda hangi genlerin ekspresyonunu ve nasil etkiledigini ortaya
koyacaktir. Glinlimiizde HDAC:i’lerin klinikte ilag olarak kullanilmasi i¢in faz 2 ve faz 3
calismalarinin stirdiigii dikkate almirsa'*; IMKH’lerin hiicre farklilasmasmin molekiiler
mekanizmasiin aydinlatilmasi klinik sonuglar i¢in ¢ok 6nemli oludugu ortaya c¢ikiyor.
Ciinkii, doku yenilenmesini hizlandiracak rekombinant proteinler ve gen tedavileri
gelistirme firsatt sunabilir. Mekanizmanin 1iyi aydinlatilmas1 sayesinde kanserden
osteoporoza kadar bir c¢ok hastalik icin tedavi yaklagimlar1 gelistirilebilir. HDAC6
inhibitérii Tubacin diger HDAC inhibitorlerinden farkli olarak sadece HDAC6’y1
baskilamakta ve hiicre i¢inde histon olmayan proteinlerin asetilasyon durumunu
degistirmektedir'>"’. Bunlardan hiicre iskeleti temel eleman1 olan alfa tubulin asetilasyonu
bu inhibitor tarafindan diizenlenmektedir'>. Tubacin’in alfa tubulin asetilasyonunu

arttirmasi hiicre iskeletinin kararligin1 veya hiicrelerin hiicre dis1 matris’e tutunma



dinamigini degistirdigi diisiiniilmektedir'®. Hiicrelerin mekanik mikro ¢evreden gelen
mekanik stresi algilamalarinda hiicre iskeletinin yapisi veya hiicre dis1 matrise tutunma
miktar1 6nemlidir. Bu parametreler hiicre i¢i belli sinyal yolaklarini aktive ederek veya
baskilayarak kok hiicre farkhilasmasini yonlendirmektedir’”. Sonu¢ olarak amacimiz,
HDAC6 inhibitérii Tubacin varhiginda ve yoklugunda mekanik stres altinda IMKH’lerin
farkli hiicre tiplerine farklilagmalarinda etkili olabilecek ekspresyon profillerini,

mikrodizin ¢alismasiyla belirlemektir.



GENEL BIiLGILER



2.GENEL BiLGILER

2.1 Epigenetik Kavrami ve Epigenetik Ilaclardan Histon Deasetilaz (HDAC)
Inhibitérleri
Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin gen ekspresyon durumunun

mitotik veya mayotik olarak aktarilmasini tanimlamaktadir'® 2% 2!

. Epigenetik, biyolojinin
tim alanlarinda onemini yaklasik 20 yildir yapilan arastirmalarda ortaya koymustur. En
cok calisilan epigenetik durum DNA metilasyonu ve histon kuyrugundaki degisikliklerdir.

DNA metilasyonu, sitosunu (C) takiben guanin (G) bazinin gelmesiyle olusan ikili
dizide (CpG) sitosin halkasinin 5. karbon atomuna DNA Metil Transferaz (DNMT)’lar
tarafindan metil gurubu eklenmesi ile ger¢eklesmektedir. DNA metilasyonu DNA
dizisinde CpG adas1 olarak tanimlanan bu bolgede gergeklemektedir. DNMT enzimleri de
gen ekspresyonun susturulmasma ve susturulmus gen ekspresyonunun korunmasinda
onemli rol almaktadir *. insanda DNMT’lar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve
DNMTS3L olmak iizere bes adettir. DNMT]1 susturulmus genlerin promotor bolgelerindeki
metilasyonu saglamaktadir. DNMT3a ve DNMT3b, de novo metilaz aktivitesi
gostermektedir'®. Promotdr bolgesindeki diisik seviyede veya eksik DNA metilasyonu,
aktif gen ifadesi ile birlikte gitmektedir. Buna ilaveten, transkripsiyonun baslama bolgesine
yakin metilasyon da gen ifadesinin baskilanmasiyla iliskilidir”. DNA metilasyonu
genelde, transkripsiyon baskilayict molekiillerin, 6rnegin metil CpG baglama molekiilii
(MDB)’nin iginde yer aldigi kompleks tarafindan gergeklestirilir. Bu komplekslerde
histondeasetilaz (HDAC) enzimleri de yer almaktadir™.

DNA sekiz adet histon molekiiliinden olusan cekirdek yapiy1 sararak niikleozom
yapisint olusturmaktadir. Histonlarin bazik amino terminalleri, translasyon sonrasi
modifikasyonlara maruz kalmaktadir. Histon asetil transferaz (HAT) enzimi, histonlarin
amino terminalindeki kuyruga asetil grubu eklemektedir veya histon metil lysine transferaz
enzimi ile histon kuyruklar1 metillenmektedir. Histonlarda metillenme ve asetilenmenin
disinda  forforilasyon, ubikitinasyon, karbonilasyon, sumoylasyon, biyotinlenme,
glikozilasyon ve ADP- ribozilasyonu olmaktadir. Tiim bu degisiklikler kromatinin siki
veya gevsek paketlenmesini ve gen ifadesinin diizenlenmesini etkilemektedir.

Epigenetik degisikliklerde rol alan Histon Asetil Transferazdir (HAT). HAT enzimi

histon kuyruklarindaki lizin (K) amino asidine asetil grubu ekleyerek niikleozom yapisinin



gevsemesine neden olmakta ve transkripsiyon kompleksinin DNA’ya ulagmasin

saglamaktadir. Bu da o bolgedeki genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir'™> **

Buna karsin
histon deasetilaz (HDAC) enzimleri histonlardaki bu asetil gruplarini uzaklastirarak DNA’
y1 Okromatik yapidan heterokromatik duruma sokarak transkripsiyon faktorlerinin hedef
promotdr bolgelerine baglanmasini  engellemektedir'. Boylelikle gen ekspresyonu
baskilanmis olmaktadir. Gen ekspresyonunun agilmasinda ve baskilanmasinda en 6nemli
rolii bu iki enzim oynar. Asetilasyonun bu iki enzim tarafindan diizenlenmesi ile belli bir
hiicre tipine 6zgli gen ekspresyonu ve hiicrenin kaderine karar verilmesi epigenetik
kontroliin merkezini olusturmaktadir.

Spesifik histon degisiklikleri, 6kromatin veya heterokromatin i¢in aktif veya aktif
olmayan belirteglerdir®. H2A, H2B, H3 ve H4 histon kuyruklarinda yer alan lizin amino
asitlerinde asetillenme 6kromatin yapiya neden olmaktadir. Histon kuyruklarinda 4 veya 5
tane lizin amino asitidin bir kaginin asetillenmesi ile bu Okromatin durumu ortaya
cikmaktadir. H2A -KS5, -K9 ve -K13 pozisyonlari asetillenmektedir. Histon H2B, K5, -
K12, -K15 ve -K20 pozisyonlarindaki lizinlerden asetillenir. Histon H3, ise -K9, -K14, -
K18,-K23, -K27 lizinlerinden asetillenmektedir (Sekil 2). Histon H4 de -K5, -K8, -K12 ve
-K167°den asetillenmektedir. Buna karsin lizinlerin metillenmesi, hangi lizinden
metillendigine bagli olarak aktif veya aktif olmayan gen expresyonuna neden
olabilmektedir. Histon H3-K4 ve -K79 transkripsiyonel olarak aktif kromatin yapisiyla
iliskilendirilmektedir. Bunun aksine H3-K9, -K27, -K36 ve H4-K20 pozisyonlarindan
metillenme heterokromatin yap1 ve gen sessizligi ile iliskilendirilmektedir (Sekil 1). Asetil
grubunun pozotif yiiklii bazik histon kuyrugundaki lizin amino asidine eklenmesi pozitif
yukii notralize ederek, histonlarin negatif yiklii fosfat DNA iskeleti ile olan elektriksel
etkilesimini zayiflatmaktadir'®. Bu zayiflama transkripsiyon faktorlerin hedef gen

bolgelerine ulasabilirligini arttirmaktadir®.



Sekil 1: Histon proteinlerinin asetilasyon ve metilasyon pozisyonlarinim gésterimi®’,

HDAC lar dort ana grupta 11 adet olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2). Ancak
bunlardan smif 3 HDAC’lar sirtuninlerdir ve memeliler disinda sadece mayada
bulunmaktadirlar.”” Simf 1 HDAC (HDAC1,HDAC2,HDAC3 ve HDACS)'lar ¢ok yaygin
olarak ifade edilirken, sinif 2 HDAC (HDAC4, HDACS, HDAC6, HDAC7, HDAC9,
HDACI10)’lar dokuya 6zgii ifade gostermektedir. Buna ilaveten sinif 1 ve 4 c¢ekirdek
proteinleri iken, sinif 2 HDAC lar ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda gidip gelebilmektedir.
HDAC’lar1 DNA ya baglanma yetenekleri olmadigindan, transaktivator veya baskilayici
proteinlerin hedef gen bolgesine toplanmasimi saglarlar *°. Sekil 2'de goriildiigii gibi

HDAC lar ortak alt birimlere sahiptirler.
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Sekil 2: Insandaki HDAC lar ve onlara etkisi olan engelleyici molekiillerin semasal
gosterimi”®. Trikostatin A (TSA), Valporik asit (VPA) ve ‘suberoylanilide hydroxamic’
asit (SAHA).

Histonlardaki modifikasyonlarin belli kombinasyonlarinin gen ekspresyonunun agik
veya kapali olmasin1 kodlandig1 diisiiniilmektedir. Bu koda histon kodu denmektedir.
Ornegin H3-S10 fosforilasyonu, H3-K14 asetilasyonu ile birlikte, H3-K9 metilasyonunu
engelleyerek gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Histon modifikasyonlari, proteinlerin
veya protein komplekslerinin gende belli bolgelere baglanmasini tesvik ederek veya
engelleyerek, gen ekspresyonuna veya suskunluguna neden olmaktadir”. Proteinlerin
bromo ve kromo altbirimlerinin olmasi onlarin asetile ve metile lizin amino asitlerine
ilgisini gostermektedir’’. Kodon hipotezine gore, histonlardaki modifikasyonlarmn
kombinasyonu, bu yapiy1 taniyan protein veya protein komplekslerinin etkisiyle
kromatinin belli bir yap1 almasina neden olmaktadir ve bu degisiklik kromatinin o
bolgesine ve komsu bolgelerine belli proteinlerin baglanmasina olanak saglamaktadir™.

Ornegin; Heterokromatin proteini 1 (HP-1) kromo altbirimi ile ii¢ bdlgesinden metillenmis



H3-K9’a baglanarak SUV39H1 o boélgeye toplanmasina ve heterokromatin yapinin

14 . . .. . . . .
. Buna karsin asetillerin lizin amino asitlerinden histon

olusmasina neden olmaktadir
deasetilaz enzimi (HDAC) tarafindan uzaklastirilmasi histon paketlenmesine ve aktif
olmayan gen ifadesine neden olmaktadir”. Histon deasetilasyonu gen ekspresyonunun
susturulmasina neden olan birincil olaydir *°.

HAT ve HDAC enzimleri histon olmayan proteinleri asetilleyerek veya asetil
gruplarini1 uzaklastirarak da hiicrede 6nemli etkilerde bulunmaktadir. Protein kararliligina,
protein-protein etkilesimini, protein yerlesimlerini, DNA ya baglanma yeteneklerini ve
benzeri durumlar etkilemektedir (Sekil 3)*’. Bu acidan hem g¢ekirdekte hem de
sitoplazmada gorev alan HDAC’ lar bulunmaktadir. Histon olmayan proteinlerin, 6rnegin
P53 proteini, HAT veya HDAC tarafindan fonksiyonu diizenlenebilmektedir. Histon
proteinlerinin HAT trafindan asetillenmesi veya HDAC tarafindan asetil gurubunun
uzaklastirilmasi, proteinlerin fonksiyonunu degistirmektedir. Bunlarin bazilarmi agagidaki
gibi siralayabiliriz;

- protein kararliligini artirmas1 veya azaltmasi (P53 asetillenmesi)
- protein protein baglanmalarini etkilemesi (STAT3 ve asetillemesi’*)
- proteinlerin yerlesimini etkilemesi

- DNA’ya baglanmasinin etkilemesi
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Sekil 3: Asectilasyonun fonksiyonel anlaminin sematizasyonu’. Transkripsiyon

faktorlerinin DNA”™ ya baglanma istegini degistirebiliyor (a). Proteinler asetillenerek daha
kararli olabilmektedir. Asetil uzaklastirilinca, ubikiitin eklenerek par¢alanmaya hazir hale
gelebiliyor (b). Cekirdege proteinlerin girip ¢ikmasini, ¢ekirdek zarindaki proteinleri
asetileyerek diizenleyebiliyor (c). Proteinleri asetilleyerek, onlar1 daha kararli hale sokup
aktif fonksiyon gostermesini saglayabiliyor (d). Niikleozom kompleksini, diger HAT veya
HDAC iliskili islemlere acik hale getirebiliyor (e). HS90 gibi proteinlerin hedef
proteinlerine baglanmasini asetilasyonla saglayan (f). STAT3 gibi proteinlerin dimerlesip
cekirdege go¢ etmesine asetilasyon yardimei oluyor (g). Agresome sistemi fonksiyonunu
asetilasyonla diizenleyebiliyor (h). Ku70 proteinin asetillenmesi sonucu BAX proteini
serbest kalip mitokondride birikerek DNA hasarina yanit1 tetikleyebiliyor (1). HMGBI1

proteinin hiicreden salinmadan 6nce sitoplazmada birikimini saglayabiliyor.

Histonlardaki bu epigenetik degisikliklerin, ¢esitli hastaliklarin olusumunda aktif
rol aldigi gosterilmigtir. Ozellikle kanserde, tiimér baskilayict genlerin  promotdr
bolgelerindeki metilasyonlarin artmasinin bu genlerin susturulmasina neden oldugu
goriilmiistiir”” **, HDAC’larin fonksiyonlarmi anlamaya yonelik olarak hazirlanan HDAC1

nakaut farelerin embriyonik silirecin erken asamasinda oOldiikleri gt')riilmiistﬁr3 ! Bunun



nedeni, hiicre biiylimesini denetleyen siklin bagimli kinaz baskilayici1 p21 ve p27 artisiyla
iligskilendirilmistir. Bu veriler HDAC1’in hiicre boliinmesinde énemli role sahip oldugunu
gdstermistir'>. HDAC2 susturulmus farelerde dogumdan 24 saat sonra siddetli kardiak
gelisim bozukluguna bagh 6lim gozlenmistir . HDAC3 mutant fareler ise embriyolojik
gelisimin E9.5 asamasinda gastrulasyon hatasindan 6lmektedir *°. HDAC4 nakaut farelerde
kaburgalarda kemik olusumunun arttig1, buna karsin HDAC4 fazla ifade eden farelerde de
kemik olusumunun ger¢eklesmedigi gésterilmigtir“. Smif 2 HDAC lar i¢in yapilan nakaut
fare modellerinde, kikirdak ve kalp dokusunda biiyiime cevabinda etkili olduklar
gosterilmigtir. HDACS5 ve HDACY kardiomiyosit MEF2 transkripsiyon faktoriiyle iliskili
iken, HDAC4 ise kondrositlerde RUNX2 transkripsiyon faktoriiyle iliskili bulunarak,
hiicre biiyiimesinde gorevli genleri susturduklart bulunmustur’® *°. HDAC6 geni
susturulmug farelerde belirgin bir fenotipik anomalilik tespit eden bir yayina
rastlanmamistir *°.

Histonlarin, hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda oynadigi rol anlasildik¢a indirgemeci
bir yaklasimla HDAC" larin engellemesiyle hastaliklarin dnlenecegi diistincesi, HDAC’
larin  bu fonksiyonlarin1 engelleyecek ilaglarin tasarimi ve dogal kimyasallarin
arastirilmasma yol agti"*. HDAC inhibitérleri genel olarak antikanserojen ajan olarak
diistiniilmektedirler. Bu molekiillerin, histon ve histon olmayan proteinler {izerinden etki
gostererek, hiicre biliyiimesini durdurdugu, apoptozu arttirdigi, yeni damarlagsmay1
durdurdugu ve farklilasmay1 artirdigy, in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir **

3(Sekil 4).
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Sekil 4: HDAC engelleyicilerinin histon ve histon olmayan proteinler {izerinden etkisinin

anlatildig1 sema®.

2.2 Insan Mezensimal Kok Hiicreleri ve Mekanik Stres

Insan kemik iliginden elde edilen mezensimal kok hiicrelerinin, ¢oklu-farklilasma
yetenegine sahip oldugu son yillarda yapilan galismalarda gosterilmistir. Insan mezensimal
kok hiicreleri (IMKH) kardiyomiyosit ' *°, osteoblast * *' **, kondroblast **, adiposit * *,

endotel **, hepatosit * ** ve neurogenik * ***" hiicrelere belli uyaranlarla karsilastiklarinda

faklilagabilmektedirler (Sekil 5).
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Sekil 5: Mezansimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyeli48.

IMKH’ lerinin Sekil-5"de gosterilen hiicrelere farklilasma mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Buna karsin IMKH’lerin, yukarda bahsedilen hiicre tiplerine
farklilasmasinda belli sinyal yolaklarinda agirlikli rol aldigi bilinmektedir. IMKH’ lerin,
osteoblast ve kondroblast hiicrelerine farklilasmasinda 6zellikle BMP, TGFf 49, Wnt *° ve
Notch sinyal yolaklarinin rol aldigimi gésterir bir ¢ok calisma bulunmaktadir °'*. Ancak
IMKH’lerin belli hiicre tipine farklilasmasini saglayan hiicre sinyal yolagmin farkli sartlar
altinda baska bir hiicre tipine faklilasmasim sagladigi gosterilmistir °" °* >, IMKH’lerin
farklilagmalarinda, bu sinyal yolaklar1 dogrudan rol aldiklar1 gibi baz1 ¢evresel faktorlerin
uyarmast sonucu dolayli olarak da etki gostermektedirler. Son zamanlarda yapilan
calismalar, IMKH’lerin farklilasmasinin hiicre iskeletindeki gerilmede bu dis faktorden biri
ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Hiicre iskeletindeki gerilme mekanik mikrogevre
tarafindan belirlenmektedir. Mekanik mikrogevre etkisiyle, hiicre seklini degistirirken hiicre
icinde Ras homolok gen ailesi iiyesi A- (RhoA) aktivasyonunu artirarak, devaminda Rho
Kinaz (ROCK) aktivitesini saglar ve bunun sonucunda hiicre iskeleti gerilir. Mekanik
mikrogevrenin, hiicre iskeletini bu sekilde germesinin, IMKH’lerin farklilasmasinda

19, 56

belirleyici oldugu gosterilmistir . Mekanik mikrogevre etkisini dokularda farkli
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sekillerde gostermektedir. Mekanik stres, damar sisteminde dolasan kanin yarattigi akim
stresi, kaslarin kasilmasi ile olusan basing stresi, fiziksel hareketler sonucu dokularda
olusan germe stresi seklinde veya tiim bu streslerin bir kacinin birlikte oldugu fizyolojik
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Mekanik uyar1 bazi1 dokularin yapisinin korunmasinda ve
normal fonksiyon gdstermesinde belirleyici etkendir. Ornegin; vaskiiler sistemde diiz kas
hiicrelerinin mekanik gerilmesi damar yapisinin korunmasmi saglamaktadir >’. Her iig
mekanik stres kosulunun farkli hiicre tiplerinde ayn1 veya farkli biyolojik yanit olusturdugu
gosterilmistir. Kemik dokusunda mekanik uyari mineral depolanmasimi arttirirken %,
vaskiiler dokularda diiz kas hiicrelerinde mineral depolanmasim baskilamaktadir *’. Tek
eksenli (Uniaxial) germenin, MKH’larin diiz kas hiicrelerine (DKH) farklilasmasini tegvik
ettigi gosterilmistir > Baska bir caligmada ise mekanik germe stresinin, embriyonik akciger
MKH’lerinin miyogenik yolu se¢mesi icin yeterli oldugu bulunmustur ®. Mekanik stres,
kemik olusumunda ve yenilenmesinde ¢ok 6nemli bir faktor olarak bilinmektedir. Diisiik
siddette mekanik germenin IMKH’lerinin osteoblastik farklilagmasmi uyardig

61, 62

gosterilmistir Miyoblast farklilasmasinin mekanik strese bagimligi oldugu

bulunmugtur  *.

Mekanik germenin, TIP1 (Tension-induced/inhibited proteinl)’ in
indiiklemesiyle karaciger = embiriyonik MKH’leri, miyogenik hiicre farklilagmasina
yonelttigi, buna karsin TIP3’ {i baskilayarak adipojenik hiicre farklilagsmasini se¢gmesini
sagladig1 gosterilmistir. Bu se¢imin olusmasinda, histon asetil transferaz (HAT) enzimi
tarafindan kromatinlerin yeniden diizenlenmesi 6nemlidir. Ciinkii, TIP1 ve TIP3 proteinleri,
kromotinlerin yeniden diizenlemesinde rol alan enzimlerle iliskili motiflere sahiptirler **.
IMKH’ lerin, mekanik germe veya akim stresi etkisinde farkli hiicre farklilasmalarma yol
act181 bilinmektedir. Son yillarda, mekanik stres altindaki IMKH lerin ve diger farklilasmis
hiicre tiplerinin verdigi hiicresel yanitta epigenetik olaylarin énemli rol adligini gosterir bir
ka¢ g¢alisma yay1n1anm1$t1r65’ 6 Akim stresinin, insan umbrikal toplar damar endotel
hiicrelerinde (HUVEC) PI3K, ERKI1/2, RSK-2 ve p38 yolu iizerinden histon 3
modifikasyonu ile erken yanit olusmasinda etkili olan genlerin ekspresyonunu diizenledigi
gosterildi ®. Bu calismay1 takiben ayni grup fare embiriyonik kok hiicrelerinde, akim
stresinin ~ histonlar1  epigenetik  modifikasyona ugratip ugratmadigini  ve bu
modifikasyonlarin hiicre farklilagmasini etkileyip etkilemedigini gosteren c¢aligmalar
yapmislardir. Bu calismada histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii trikhostatin A (TSA)

varliginda, akim stresinin histon 3’iin amino terminalindeki 14’ {incii lizin amino asidinden
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(H3K14) asetilasyonunu, 10’uncu serin amino asidinden (H3S10) fosforilasyonunu,
73’lincii lizin amino asidinden (H3K73) metilasyonunu ve histon 4 (H4) asetilasyonunu
arttirdigi bulunmustur. Ayn1 zamanda akim stresinin HAT aktivitesini iki kat arttirdig
gosterildi. Bu epigenetik degisikliklerin kardiyovaskiiler belirte¢ olarak bilinen bir ¢ok geni
etkiledigi gosterilmistir. Bu calisma ile, sonu¢ olarak, fare embriyonik kok hiicrelerinin
kardiyovaskiiler yolu segmesinin akim stresine bagimli oldugu tespit edilmistir ©. HDAC
inhibitdrii valporik asit ve trikostatin A (TSA)’nin doza bagli olarak IMKH’ lerinin
osteojenik farklilasmasini uyardigi gosterilmistir *’. Akim stresi altindaki embriyonik kok
hiicrelerine p38 inhibitorii verildiginde, H3S10 fosforilasyonun ve H3K 14 asetilasyonunun
ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Bu da, histon modifikasyonlarinin da ¢ok siki bir sekilde
akim stresinin aktive ettigi sinyal ileti yollaklarina bagl oldugunu gostermektedir .
2.3 Histon Olmayan Proteinleri Etkileyen HDAC6 ve Tubacin

Sif IIb grubundan olan HDAC6, memeli hiicrelerinde sitoplazmadaki temel
deasetilazdir. Sitoplazmada HDAC6 tarafindan dogrudan asetil grubu uzaklastirilan
proteinler; o tubulin® , kortaktin ', interferon alfa resoptori-IFNaR® ve Hsp90'dir'®.

Histon deasetilaz inhibitorlerinin  kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiinii  ve
damarlagmayr durdurmasi, apoptozu arttirmasi, farklilagmayr uyarmast ve yeni
damarlasmay1 durdurmasinin belirlenmesi , HDAC engelliyicilerini kanser tedavisinde
aday molekiiller haline getirmistir’”®. Stuart L. Schreiber ve arkadaslari yeni kiiciik
molekiiller bulunmasi i¢in gelistirdikleri sito-blot hiicre tabanli tarama yontemi ile hiicre
dongiisiinii baskilayan molekiilleri tanimaya baslamuslardi1’®. Bu taramalarda, Trikostatin
A'nin (TSA) hiicre dongiisiinii baskilamasi diginda, tubulin asetilasyonunu arttirdigin
buldular ve asetilasyonlarin, hiicre dongiisii disinda bagka biyolojik siirecleri
etkileyebilecegini diisiindiiler. Klinik arastirmalarda kullanilan dért HDAC engelleyicisinin
de mikrotiibiil asetilasyonunu etkiledigi bulundu. Schreiber 7392 kiiglik molekiilii
kullanarak yaptig1 taramada memeli hiicrelerinde o-tubulin deasetilasyonunu engelleyen
Tubacin® (Tiibiilin asetillenme indiikleyicisi) molekiilinii buldu . Tubacin’in histon
asetilasyonu, gen ekspresyon profilleri ve hiicre dongiisii lizerinde bir etkisi olmadigi
gosterildi. Tubacin’in hedef proteini HDAC6 oldugu belirlendi. HDAC6 nin iki katalitik
alt biriminden sadece birinin tubulin asetilasyonunda aktif rol aldigi, Tubacin’in bu aktif
alt birime baglandig1 gosterildi. Tubacin’nin mikrotiibiil kararliligini1 degistirmeden hiicre

hareketini azalttigin gosterdiler (Sekil 6-7) >,
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Sekil 6: Tubacin molekiiliiniin etkilerinin neler oldugunu arastirirken elde edilen
sonuglar’. Kiigiik molekiil taramasi sonucu, tubacinin tubulin asetilasyonunu arttirdigi,
ancak histon asetilasyonunu degistirmedigi gosterilmektedir (a). Tubacinin ve tubacin
homologu niltubacinin molekiiler yapist (b). Tubacin’in hiicre iskeletinde mikrotiibiil
asetilasyonunu arttirdiginin immiinofloresans goriintiisii (¢) Tiim HDAC lar1 baskilayan
TSA ve mikrotiibilil yapisim1 etkileyen Taksol ilaglariyla birlikte konsantrasyon bagimli
kiyaslama sonuglari1 (d). Tubacin’nin tubulin asetilasyonu ve H3 asetilasyonuna etkisinin

westernblot ile gosterimi (e). Tubacin’in yarim maksimum etki dozunun bulundugu grafik

(0.
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Sekil 7: Tubacin’nin gen ekspresyonu ve hiicre dongilisli iizerine etkisinin olmadigini
gdsteren sonuclar’. TSA, DMSO ve Tubacin uygulamasi sonucu fare embriyonik kék
hiicrelerinde gen ekspresyonunun DMSO’ya goére ¢ok degismedigi goriilmektedir (a).
Tubacin kontrol 6rnegi, DMSO’daki gibi hiicre dongiisiinii degistirmemektedir (b). A549

hiicrelerinde mitotik anormalik indeksinde anlamli farklilik olusturmamaktadir (c).

Tubacin’nin hiicrelerde en belirgin etkilerinden biri de hiicre hareketini
azaltmasidir. Bu azalmayr mikrotubiil kararliliginin artmasiyla iligkilendiren gruplar
oldugu gibi Trand ve arkadaslar1 tarafindan HDAC6 baskilanmasinin hiicrelerin tutunma
ylzeylerinin artmasina neden oldugunu gosteren g¢alismalar da vardir. Yizey artisinin,
hiicre adezyonu kurulum ve yikilim siirecinin yavaslamasindan kaynaklandigim
bulmuslardir. Ayn1 zamanda HDAC6’1n baskilandig1 hiicrelerde mikrotubiil dinamiginin,
hiicre tutunmasinin kurulumunu ve yikimini yavaslatacak kadar azaldig: tespit edilmistir '®.
Cabrero ve arkadaglar1 da T hiicrelerinde kemotaksis siirecinde, hiicrenin polaritesinde ve
hareketinde HDAC6‘nin  o6nemli role sahip oldugunu ancak bunun tubulin

asetillenmesinden bagimsiz oldugunu gosterdiler’.
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HDAC6’nin, yanlis katlanmig veya ubikitinlenmis sitotoksik protein birikimlerinin,
proteazom yolu ¢aligmadigi durumda agreazom sistemi aracilikli pargalanmasinda gorev
aldig1 gosterildi (Sekil 8) ""7. Agreazom sistemi baskilandiginda yanlis katlanmis
proteinlerin birikiminin s6z konusu oldugu ve tiimor hiicrelerinde otofaji yolu ile apoptoza

gittigi gosterildi 7%,
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Sekil 8: Agreazom yolagi. Endoplazmik retikulumdan (ER) stres sonucu salinan yanlig
katlanmis veya katlanmamis proteinler proteazom sistemi tarafindan tanimmmadigi icin
sitoplazmada birikim olusturur’®. Bu agregatlar mikrotiibiil bagimli olarak mikrotiibiil
organizasyon merkezine (MTOC) tasinir. Bu tasinma sirasinda HDAC6'nin yardimiyla

birikimin lizozomda par¢alanmasini saglar.

HDACG6 nin agrezom sisteminde oynadigi roliin belirlenmesini takiben, agrezom ve
proteazom sistemini baskilayan Tubacin ve bortezomib Multipli Miyelom-MM
hastalarinda birlikte kullanilmistir. Yanlis katlanan veya katlanmayan proteinler,
proteazom ve agreazom sistemi tarafindan pargalanmayacagindan, hiicrede sitotoksik bir
etki olusturur. Bu sitotoksik etki sonucu hiicrelerin apoptozu indiikleyecegi diistiniilmiistiir.
MM hastalarinin  kemik iliklerindeki plazma hiicrelerinde sitotoksitenin arttigin
gosterdiler. Benzer sonug tutunarak ¢ogalan MM hiicrelerinde de gosterildi”. Baska bir
grup tarafindan da, tubacin ve bortezomib’in birlikte kullanim1 sonucu Epistan Barr Viriisii

(EBV) pozitif Burkit lenfoma hiicreleri ve EBV-transforme lenfoblastoid hiicrelerinin
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oldiglt gosterildi. Bunun kaspaz-3 bagimli apoptoz ile olmadigini, reaktif oksijen
radikalleri iizerinden olabilecegi diisiiniildii’®. Sonug olarak bu ikili ila¢ kullanimmnin,
kanser hastalarin tedavisi i¢in faydal bir strateji olacag1 gériisii 6ne ¢ikt1 > '°.

HDAC6’nin, anormal miktarda protein birikimi olusturmasi sonucunda
norodejenaratif olayda rol aldig1 gosterilmistir. Hem in vitro hem de in vivo HDAC6’nin
alzheimer hastaliginda norofibrillerin olugsmasinda rol alan mikrotiibiil iligkili Tau
proteiniyle iligkisi gosterilmistir. Tubacin HDAC6 ve Tau arasindaki iligkiyi
bozmamaktadir. Ancak Tau’nin fosforilasyonu azalttigi goriilmiistiir. Alzheimer
hastalarinda, HDAC6 seviyesinin beyin dokusunda artmis oldugu bulunmustur’’.

HDACS6 ya kars1 6zgiil inhibitor baska bir grup tarafindan gelistirildi. Dr. Suziki ve
arkadaglarinin gelistirdigi 17b, 18b ve 19b molekiillerinin Tubacine gore ii¢ kat daha etkili
oldugunu caligmalarinda gosterdiler. Dr. Suzikinin buldugu HDAC6 engelleyicileri
Tubacine benzer sekilde histon asetilasyonunu etkilemiyordu s

HDACS6, alfa tubulin diginda Hsp90 proteinin asetilasyonunu da kontrol ederek,
Hsp aril hidrokarbon reseptorii Ahr ile birlikte rol aldigi zenobiyotik metabolizma ve
karsinojen yolaginda etkili olmaktadir. Ahr ligand baglanmasiyla aktive olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) ve cevresel toksin
2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-pp-dioksin (dioksin) Ahr’nin ligandlaridir. Tubacin kullanilmasi
veya HDAC6 gen susturulmasi sonucu Hsp90 asetilasyonunun arttigi ve Hsp90’nin Ahr,
p23 ve aril hidrokarbon reseptdr baglanti proteini (XAP-2) ile kompleks olusturma
yetenegini kaybettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda ligandlarin Ahr baglanma giiciinii ve
sitoplazmadan ¢ekirdege gbc¢ etmesini azalttigi saptanmistir. Durumun Hsp90’daki
asetilasyonla iligkili oldugu ve Ahr'nin aktive olup kimyasal toksisitesi uzaklastirmada
gorev alan sitokrom P450 Al (CYPAI) ve sitokrom P450 Bl (CYPBI1) genlerinin
promotdr bolgesinde toplanmasinin engellenmesinin Hsp90 asetilasyonuyla iliskili oldugu
diistiniilmiistiir '°.

Calismamizda HDACG6’ya ozgii inhibitérii olan Tubacin’nin IMKH’lerin
farklilasmas1 tizerine etkilerini, mekanik germe etkisiyle birlikte degerlendirilmek
istenmistir. Bunun nedeni Tubacin’in alfa tubulin {izerinde asetilasyonu arttirarak yarattigi
mikrotiibiil kararlilik ve hiicre dis1 matrise daha ¢ok tutunmasi sonucu IMKH’lerde gen
ekspresyon farkliligi yaratabilecegi ve bununla hiicre farklilagsmasi arasinda iligki

olabilecegi goriisiimiiziin olmasindandir. Daha énce IMKH’lerde yapilan calismalarda tek
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basina hiicre seklinin degismesinin onlarin farkli tip hiicrelere farklilagmasinin saglandig:
gosterilmistir .
2.4 In vitro Mekanik Germe Sistemleri ve Ozellikleri

Mekanik stres ve germe (strain) kavramlari miihendislik ve hiicre biyolojisi
disiplinler arasinda farkli anlamlar tasiyabilmektedir. Miihendislikte mekanik stres, birim
alana uygulanan kuvvet demektir. Germe ise, mekanik stres sonucu birim alandaki uzama
veya sekil degisikligidir. Hiicrelere makanik stres uygulanmasini, hiicrelerin {izerinde
yetistigi yiizeye uygulanan kuvvet ve ylizeyinde yarattigi sekil degisikligi sonucu
hiicrelerin gerilmesi seklinde veya direk hiicrelere uygulanan kuvvet olarak da gorebiliriz.
Ormnegin hiicrelerin {izerinde yetistigi silikon zar sistemlerinde mekanik ¢ekme silikon
zarda uzamaya neden olacaktir. Hiicreler, uzamadaki bu degisikligi algilayacaklardir.
Clinkii hiicreler adhezyon proteinleriyle silikon zara tutunmaktadir.

Strain formulii agsagidaki gibi tanimlanmaktadir;

€ strain
1 son uzunluk
Iy ilk uzunluk
Bu degerin 100 ile ¢carpilmasindan yiizde strain degeri elde edilir.
Gilinlimiizde ticari olarak veya arastirma amagli bir kag tip in vitro mekanik germe
sistemleri bulunmaktadir. Germe sistemlerinde germe, tiim eksenlerde olabilecegi gibi tek

bir eksende de olabilir (Sekil 9).
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Sekil 9: Cok eksenli ve tek eksenli germenin sematik goriiniimii. Cok eksenli germede
silikon zar daireseldir. Dairesel germe uygulanarak ¢ok eksenli germe elde edilir (a). Tek
eksenli germede genelde dikddrtgen silikon zar iizerinde hiicreler tek bir yonde cekilerek

gerilir (b) 59

Var olan sistemlerden biri Flexcell® Tension Plus™’ sistemidir. En yaygin olarak
kullanilan mekanik germe sistemidir. Flexcell enternasyonal firmasmin irettigi bir
sistemdir'. Mekanik germe ile ilgili bir ¢ok yaymnda kullanilmustir > 7 *. Standardize
edilmis bir sistemdir. Bu sistemde, kapali bir ortam yaratilarak plastik zar ile teflon
platform arasinda kalan hava vakumlama yaratilarak cekilir. Bu vakumlama zarin asagiya
dogru cekilmesini saglar ve boylelikle zarin boyunda bir uzamaya neden olur. Sonug
olarak % 0,7 ile % 40 arasinda germe yaratilir (Sekil 10). Bilgisayar kontrollii bir
sistemdir. Bu sistemin en Onemli dez avantaji, hiicre kiiltiirii takibi diger sistemlerde
oldugu gibi zordur. Mekanik germe uygularken, ger¢ek zamanli takip etme firsati
vermemektedir. Clinkii Flexcell sisteminde Teflon seffaf degildir. Firma sadece tek gozlii
ve mikroskop altinda inceleme firsat1 veren sistemi son yillarda gelistirmistir. Ancak ¢oklu
analiz firsati vermemektedir. Hiicre kiiltiir kaplarmin maliyeti ¢ok yiiksektir. Sistemin

tamaminin alinmasi, MekGer’1 tasarlamak i¢in harcadigimiz maliyetin yaklasik 12 katidir.

" http://www.flexcellint.com/
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Sekil 10: Flexcell sisteminin temel calisma prensibinin anlatilmasi. Silindirik Teflon
platformun iizerinden gegen plastik bir zarin {izerinde hiicreler kiiltiire edilmektedir. Kapali
sistemde hava vakumlanarak zarin asagiya dogru c¢ekilmesi saglanmakta ve bdylelikle

zarda strain yaratilmaktadir.

Diger bir mekanik germe sistemi CellDrum sistemidir. Aachen Uygulamali
Bilimler Universitesi Hiicre Biyofizik Laboratuarinda, hiicrelere mekanik germe stresi
uygulamak i¢in gelistirilmis bir in-vitro deney sistemidir 81 Sistemin temel caligma
prensibine gore, hiicrelerin yetistirildigi silikon zar lizerinde iken, asagidan yiiksek ses
frekansi ile yaratilan hava basinci sonucu zarin yukari dogru biikiilmesi ve eski haline

donmesi sonucu hiicrelerde mekanik germe yaratilmaktadir (Sekil 11).

Celldrum®
h
Ses
/’_\
~\a Silikon x -
Zar T
Normal durum Mekanik Germe

Sekil 11: CellDrum germe sisteminin temel calisma prensibinin gosterimi. Normal
durumda hiicreler zarin {izerinde germe olmadan durmaktadirlar. Mekanik germe
durumunda ses dalgalarinin sistemin i¢indeki havay1 zara dogu hareket ettirerek zar1 yukari

dogru itmesi sonucu hiicreler germe stresi altinda kaliyor.
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CellDrum sisteminde silikon zarlarin standardize edilmesi gorece zordur. Bu sistem
kullanilarak ger¢ek zamanli hiicre kiiltlirii takibi yapilamamaktadir. Ancak CellDrum
sisteminin, lazer sensOr kullanilarak hiicreler arasindaki hiicresel kuvvetleri 6lgmesi

acisindan tiim sistemlere gore {istlinliigli mevcuttur.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 In vitro Mekanik Germe Sistemi-MekGer Tasarimi ve Uretimi

Doktora tezinin konusu planlanirken mekanik germe uygulamalarinin yurt disindaki
gruplarla isbirligi i¢inde yapilmasi planlaniyordu. Ancak isbirligi igindeki gruplarin
finansman sorunlar1 ve doktora projesine zamaninda parasal destegin verilmemesi gibi
nedenler yliziinden doktora tezinde olmadigi halde in vitro mekanik germe sistemi
gelistirilmek zorunda kalinmistir. MekGer’i tasarlarken bugiine kadar literatiirde
bahsedilen mekanik germe sistemleri ve Diinya Patent Ofisin’de kayitl sistemler incelendi.
Bu incelemeler literatiirde kayith olan ve diinya patent ofisinin paylasima verdigi bilgilerle
sinirlidir. Diger sistemler ve yurt disinda kullandigimiz CellDrum sistemi goz Oniine
alindiginda, var olan sistemlerin, gercek zamanli mekanik germe uygulamasinin
mikroskopta yapilmasina firsat vermedigi goriildii. Bu parametre ¢cok onemlidir. Baz1 %
germe degerleri belli hiicre tipleri i¢in hasar verici etki yapabilmektedir. Bunun gézden
kacirildig1 durumlarda yaniltict sonuglar alinabildigini, deneysel olarak ¢alismalarimizda
tespit ettik, ve % germe uygulamasini, istedigimiz belli hiicresel yaniti gordiiglimiizde
durdurup sonraki deneylere ge¢me sansi verecektir. Gergek zamanli izleme; hiicresel
davranislari analiz edecegimiz calismalar1 yapmamizi saglayacak, Immiinoflorasans isaretli
proteinlerin gercek zamanl takip edilme firsatini ters bakisli mikroskoplarda sunacaktir.
Ayrica var olan sistemlerde kullanilan silikon zar veya plastik tiirevi zarlarin sistemin
calisma mantiZina gore mutlaka kalinliklariin ayni olmasi icin standardizasyon
zorunludur. Bu iki nokta dikkate alinarak ters bakisli mikroskop iizerinde hiicrelerdeki
gerilmeyi gercek zamanli olarak takip etmemize firsat saglayan ve silikon zarin

kalinligindan etkilenmeyen mekanik germe (MekGer) sistemi gelistirilmistir (Sekil 12 ).
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1 2 3
Temel pozisyon Gerilme pozisyonu Temel pozisyon
Mikroskop Mikroskop Mikroskop

Sekil 12: MerGer sisteminin ¢aligma prensibinin sematize gosterimi. Temel (1) pozisyonda
zar gerilmediginden hiicre mekanik germe stresine tabi degildir. Silikon zar, silindir halka
tutucunun asagi dogru inmesi sonucu bir uzamaya neden olacak ve bdylelikle hiicrelere

belli dlciide germe uygulanmais olacaktir.

MekGer sistemi arastirmacilara, ters bakislt mikroskopta, hiicrelerin yetistirildigi
istii acik ve alt tabani silikon zarla kapli silindir hiicre kiiltiirii kaplarinda hiicrelerin
kiiltiire edilmesi ve hiicrelerin biiylime ve ¢ogalma hizininin takip edilmesi olanaklarim
saglayacaktir (Sekil 12). Ayni zamanda hiicrelerdeki mekanik germenin gergek zamanli
etkisini gorme firsat1 verecektir.

Tasarlanan MekGer sistemi hareketli {ist platform ve hareketsiz alt platform olmak
iizere iki kistmdan olusmaktadir (Sekil 13a/b). Ust platform iizerine Sekil 13c’de
gosterildigi gibi sirastyla iist kapak, hiicre kiiltiir kaplarini tistten sabitleyici, hiicre kiiltiir
kaplar1 ve alt kap sabitleyici yerlestirilmektedir. Mekanik germe ¢ikintis1 alt platform
tizerine yerlesmektedir. Servo motor tahrikli dogrusal kizak mekanizmasi yardimi ile
germe tabani yiizeyine temas halindeki hiicre kiiltiirii kaplarini tagiyan iist platfom asagiya
dogru hareket ettirilir. Bu sayede hiicre kiiltlir kaplarinin altindaki zarlar germe tabanindaki
silindirik ¢ikintt yardimi ile gerilerek hiicrelere germe stresi uygulanmis olunur. Bu
hareketin yer degistirme miktar1 (deplasmani) ve frekansi bilgisayar kontrollii olacaktir.
Sistemin 151k gecirgen seffaf olmasi mikroskobik incelemelerde biiyiik bir avantaj

saglayacagi i¢in, sekil 13¢” deki parcalar seffaf malzemeden iiretilmistir.
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Ust platform
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Sekil 13: MekGer sisteminin tasarim ¢izimleri. Yandan (A), karsidan (B), iistten (C),
capraz Ustten (D), capraz {lstten demonte goriiniimii (E) ve alt caprazdan demonte
goriiniimii (F).
MekGer” sisteminin bu yeni tasarmma (Sekil 13) gore yeniden iiretilmesi TUBITAK
1002 kodlu® proje destegi alinarak profesyonel bir firma tarafindan yapilmustir.
3.2 Sonlu Elemanlar Analizi
Sonlu elemanlar analizi (Finite elements analysis) ile hiicrelerin tutunarak
cogalacag silikon zarin sekli ve silikon zar1 germe seklinin gerilme stresi siiresince zarin
karsilagacagi yiikler altinda nasil davranacagi, kritik gerilme bolgeleri ve gerilme
miktarlar1 ile sekil degistirmesi ve gerilme stresinin disiiniilen mekanik germe
modellerinde nasil dagildigini gostermek icin ANSY'S programi kullamdi®'.
Bu ¢aligmada silikon zarin sonlu eleman analizi yapilmistir. Bu analiz yapilirken;
* Ik 6nce zarin Ansys 10.0 paket programinda alan olarak sekli modellenmistir.
* Shell 41 Membrane eleman segilerek sonlu eleman ag1 olusturulmustur (Sekil 14).
* Perkin Elmer Dinamik Mekanik Test Cihazinda silikon zarin mekanik 6zellikleri
bulunmustur. (E=90GPa, poisson oran1 = 0.42)

* Farkli mekanik germe sistemlerinin sonlu elemanlar analizi yapilmigtir.

2 www.mekger.com
> TUBITAK 1002 Hizli destegi 108S261 numarali proje ile almustir.
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Sekil 14: Silikon zarlarin sonlu eleman ag1

3.3 Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda kullanilan Insan Mezensimal Kok Hiicreleri-IMKH Cambrex
(Cambrex,PT-2501) firmasindan temin edildi. Bu hiicreler ile ilgili bilgi asagidaki tabloda
(Tablo 1) goriilmektedir.

Hiicre dondurma ortamui ile gelen hiicreler kiiltiire edilmeden 6nce sayildi ve 5000
hiicre/cm? hiicre yogunlugunda 25 cm® flasklara ekim yapildi.

o IMKH’lerden, cm*’sine 5000-6000 hiicre gelecek sekilde 3 adet 25 cm” lik
flaska ve bir adet 75 cm” lik flaska hiicre ekimi yapildu.

o Flasklar 37 °C ve % 5 lik CO; inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi.

o 3ile 4 giin arayla tiim mezensimal kok hiicre ortami- KHO- degistirildi.

o 6ile 7 giin sonunda yiizeyi % 90 kaplayan hiicreler pasajlandi.

Kok Hiicre Ortami1-KHO, %10 fetal bovin serum ( FBS, Biochrom, S0115), % 1
penisilin/streptomisin, 2mM L-Glutamin(Biochrom, K0283) olacak sekilde Dulbecco’s
Modified Essential Medium (DMEM, Sigma, D5546) i¢inde hazirlandi. Hiicreler 37°C’de
ve %5 CO, varliginda hiicre kiiltiri inkiibatoriinde (Heal Force, HF90) iiretildi®.
Araliklarla faz kontrast mikroskobu ile ( Phase Contrast-2, Nikon, LWD 052, 202086)
kontrol edildiler ve %90 yogunluga ulastiklarinda bir kismi deneysel asamalarda
kullanilirken bir kism1 da dondurularak -80°C’de saklandi. Hiicrelerin kiiltiir islemleri sinif
IT steril hiicre kiiltiirii kabinetinde (Aura Vertical S.D.4, C5681) steril sarf malzemeler

kullanilarak gergeklestirildi.
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Tablo 1. Cambrex firmasindan alinan IMKH’ler hakkinda temel bilgiler.

Donor Bilgileri

Yas 21

Irk1 Siyah

Cinsiyeti Erkek

Hiicre tipi Insan Mezensimal Kok Hiicre
Dondurulma Tarihi 11 Nisan 2006

Hiicre Passaj 2

Hiicre sayis1 >750000 hiicre/0.5 ml -1530000
Canlilik-Tripan mavisi > %75

Virus Testleri

HIV Negatif
HBV Negatif
HCV Negatif
Adipogenik Analiz

Oil Red O methodu Pozitif
Kondrogenik Analiz

Proteogilikan-safran boyama Pozitif
Collojen Tip 2 (14. ve 21. giinde) Pozitif
Osteojenik Analiz

Kalsiyum Birikmesi Pozitif
CD105, CD166,CD29 ve CD44 % 90 Pozitif
CD14, CD34, CD45 <%?3 Pozitif

3.4 Silikon Tabanl Zarla Kapl Hiicre Kiiltiir Halkalarinin Hazirlanmast
Hiicre kiiltiir halkalarinin tabanini olusturacak silikon zarlar silikon kiti Sylgard 184
(World Precision, 2010518-1001) kullanilarak hazirlandi™.
e Silikon tabanli hiicre kiiltiir halkalar1 c¢elik bir kutu igine konur ve
otoklavlanarak steril edilir.
* Steril olmus hiicre kiiltiir halkalarin tabanini kaplayan silikonun zar tizerine 500
ul 50 pg/ml insan fibronektin soliisyonu konur ve 30 dakika oda sicakliginda

beklenir.
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* Bir saat inkiibasyon sonrasi tiim fibronektin geri toplanir.

* Hiicre kiiltiir halkalarinin tabanindaki silikon zar fibronektinle kaplanmis olur.

3.5 IMKH leri Osteosit ve Adiposite Farklilastirma Protokolleri

IMKH'lerinin farklilasma potansiyeline sahip olduklarini gdstermek igin dordiincii
pasajdaki (p4) hiicrelerin adioposit ve osteositlere farklilagmalar1 analiz edildi.

Hiicreler alt1 gozlii hiicre kiiltiirii kaplaria belirli yogunlukta ekildi. Tablo 2 deki

farklilasmay1 uyaran ortamlarla kiiltiir edildi®.

Tablo 2. IMKH’lerin osteositlere ve adipositlere farklilasmasinda kullanilan ortamlarin

igerikleri ve son konsantrasyonlari.

Osteosite Farkhlastiran Uyar1 Ortami-OFUO
Hacim Ana stok kon. Son kon.
DMEM (Diisiik glukoz) 38,48 ml
FCS 5ml %10
L-Glutamin 1 ml 200 mM 4 mM
Pen/strep. 500 ul | 10000 U/1000 pg 100U/100pg
Deksamethazon 2,5ul 2 mM 100 nM
B-gliserolfosfat 5ml 100 mM 10 mM
L-Askorbik asit 14,7 ul 170 mM 0,05 mM
50 ml
Adiposite Farklllasmayr Koruyan Ortam-AFKO
Hacim Ana stok kon. Son kon.
DMEM (Yiiksek Glukoz) | 43,45 ml
FCS 5ml %10
L-Glutamin I ml 200 mM 4 mM
Pen/strep. 500 ul | 10000 U/1000 pg 100U/100pg
Insiilin 50 ul 10 mg/ml 10 pg/ml
50 ml
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Adiposite Farkhlastiran Uyar1 Ortami-AFUO

Volume Ana stok kon. Son kon.
DMEM (Yiiksek Glukoz) | 43,15 ml
FCS 5ml %10
L-Glutamin 1 ml 200 mM 4 mM
Pen/strep. 500 ul | 10000 U/1000 pg 100U/100pg
Insiilin 50 ul 10 mg/ml 10 pg/ml
Indomethasin 250 pl 40 mM 200 uM
Deksamethazon 25 ul 2 mM I M
IBMX (izobutil-l-ksantin) 'M S00uM

50 ml

IMKH’lerinin osteosit ve adipositlere farklilasmalar1 igin takip edilen islemler

asagidaki akis semasindaki gibi yapilmistir (Sekil 15-16).

6 gozli hiicre kiiltiirii kab1 (9,6 cm’)

: |

2,1x10* /em® yogunlukta IMKH ekildi ve
KHO ile kiiltiire edildi

: |

% 100 yogunluga ulasinca

: |

Hiicreler adiposide farklilagtiran uyar1 ortami (AFUO) ile 3 giin bekletildi
3 kere 3 kere

Adiposite farklilagmay1 koruyan ortam (AFKO) ile 3 giin bekletildi

: |

Hiicreler AFKO ile 3 giin kiiltiire edildi

: |

“0il Red O boyamasi

Sekil 15: IMKH’lerinin adipositlere farklilastirma akis semast.




6 gozlii hiicre kiiltiirii kabi (9,6 cm?)

3,1x10%/ cm? IMKH ekildi ve
KHO ile kultiire edildi

: |

24 saat sonra ortam Osteosite farklilastiran Uyar1 Ortami (OFUO) ile degistirildi

: !

OFUO ile 2 hafta inkiibatorde bekletildi.
(2 veya 3 giinde bir ortam degistirildi)

: |

‘Alizerin red’ boyamast ile kalsiyumca zengin hiicre dis1 matris boyandi

Sekil 16: IMKH lerinin osteositlere farklilastirma akis semast.

3.6 Histon Deasetilaz Inhibitorleri

Deneylerimizde kullanacagimiz histon deasetilaz inhibitdrleri (HDACH); tiim histon
deasetilaz enzimlerini durduran trikhostatin A (TSA), HDAC1,2 ve 3’ {i durduran MS-275,
HDACI1,2,3,4,5,7,8 ve 9 durduran sodyum biitirat (SB) ve HDAC6’ya kars1 Tubacin vb. su
ana kadar spesifik inhibitor gelistiren iki laboratuvarla Materyal Transfer Antlasmasi
imzalanarak isbirligi kurularak elde edilmistir. Isbirligi icinde oldugumuz ilk arastirmaci
Japonya Nagoya City Universitesi Farmakolojik Bilimler Okulundan Dr. Takayoshi Suziki
dir. HDAC6’ya kars1 kuvvetli ve 6zgiil bir inhibitor gelistirme c¢alismalarindan elde
ettikleri lic adet inhibitéri (17b, 18b ve 19b J.Med. Chem dergisindeki isimleri)
gondermistir™®. ikinci olarak Harvard ve MIT nin ortaklasa kurdugu Kimyasal Biyoloji
Programindan Dr. Ralph Mazitschek kendilerinin buldugu ve patentledikleri HDAC6
inhbitorii Tubacin ve negatif kontrolii Niltubacin’i 20 mM konsantrasyonda goénderdi'”.
3.7 Hiicre Canlilig1 Deneyi

Hiicre canliligina CellTiter-Glo® Luminescent hiicre canlilik kiti (Promega,G7570)
kullanilarak bakildi. Hiicre kiiltlirlindeki canli hiicre sayisi, matabolik olarak aktif olan
hiicreler tarafindan tiretilen ATP miktari ile liiminesans tabanli olarak oOl¢tildii.

Kiiltiirde ¢ogaltilan hiicreler 96 kuyulu kiiltiir plakalarma 5000 hiicre/ cm? olacak
sekilde ekildi. Bir giin sonra farkli konsantrasyonlarda Tubacin 8 saat uygulandiktan sonra

48 saat ve 72 saat slirelerde bekletildi. 48 ve 72 saat sonra 100ul besi ortami hiicrelerin
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bulundugu ortamdan alindi1 ve 96 kuyulu kaplara aktarildi. Uzerine 100 ul Celltiter-glo
ayrica eklendi. iki dakika yatay calkalayicida karistirildiktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda beklemeye birakildi. Hiicrelerin canlii@inin belirteci ATP {iretiminin
luminasans 6l¢iimii GloMax™ 96 Liiminometre cihaziyla yapildi (Sekil 17).

Hiicre farklilagmasinda kullanilan ortamlarin (KHO, OFUO ve AFUO) Tubacin
varliginda hiicre proliferasyonuna etkisi abzorbans dl¢liimiine dayali CellTiter-96 AQuos
One Soliisyonu (Promega, G3580) kullanilarak bakildi.

IMKH/p7 hiicrelerinde kullanilan HDACi’lerin hiicre canlihigina etkisinin
arastirildig1 deney asagidaki akis semasi takip edilerek kontrol edildi (Sekil 17).

96 gozlii hiicre kiiltiirii kaplaria 5000 hiicre/cm? ekildi

: 1

HDAC:T’1 ile 8 saat inkiibasyon

: 1

[laclar uzaklastirildi

: 1

48 saat veya 72 saat IMKHM ile inkiibe edildi

: 1

CellTiter-Glo canlilik kiti kullanild:

Luminometrede olgiimler alind1

Sekil 17: Hiicre canliligin1 6lgmek i¢in kullanilan CellTiter-Glo liiminesans canlilik kitinin

akis semasi.

3.8 Hiicre Toksisitesi Deneyi

Hiicreler yukarida anlatildigi lizere 96 kuyucuklu kiiltiir plakalara ekildi ve
tanimlanan deney plan1 uygulandi. Hasarli hciirelerden sanilan adenilat kinaz enzimini
tespit etme mantigina dayali liiminasans tabanl Toxilight kit (Lonza, LT37-619) kullanild1.
Kirksekiz saatlik kiiltiirden sonra hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyulara 100 ul adenilat
kinaz (AK) deteksiyon soliisyonu konuldu. Oda sicakliginda, karanlikta gergeklestirilen 15
dakikalik inkiibasyon sonrasinda hasar goren hiicrelerden ortama sanilan adenilat kinaz
enzimi, ADP’yi ATP’ye doniistirmekte ve AK soliisyonu i¢indeki Lusiferaz enzimi ile
luminisans sinyal veren iiriine doniismektedir. Luminisans sinyal Glomax luminometre

cihaz ile 6lgtldii.
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3.9 Hiicre Kiiltiirlerinde Mikoplazma Kontaminasyon Testi

Kullanilan hiicre hatlarimizda hiicre metabolizmasint ve gen ekspresyonunu

etkiyenen mikoplazma kontaminasyonu ¢esitli araliklarla venor mikoplazma PCR tespit
kiti (Minerva biolabs) kullamlarak kontrol edildi® .
3.10 Hiicre Motilite Deneyi

Tubacin varliginin, IMKH’lerin hiicre hareketini nasil etkilendigine asagidaki yara

tyilesme protokolii takip edilerek bakildi.

IMKH/p5 hiicreleri 5000 hiicre/cm?” yogunlukta yara iyilesme kaplarina ekildi (Ibidi
kat no:80201).

Hiicreler % 90 yogunluga ulasincaya kadar normal hiicre kiiltiiri ortamu ile kiiltiire
edildi.

% 90 yogunluga ulasinca 2 uM Tubacin ve % 0,01 DMSO’lu mezengimal kiiltiir
ortam1 (NMKO) icinde 6 saat bekletildi .

6 saatin sonunda yara iyilesme silikonu hiicre kiiltiiri kabindan ¢ikarildi ve
boylelikle 400 um’lik yara modeli yaratildi.

12 ve 24’{incii saatlerde yara iyilesmesi 10X biiylitmede goriintiilendi.

3.11 Total RNA Eldesi

Tim RNA’larin eldesi asagidaki protokol takip edilerek yapildi. RNA eldesinde

RNeasy mini kiti (Qiagen, 74104 ) kullamldi®.

Kiiltiir ortamlar1 uzaklastirildi. Iki kere fosfat tamponlu tuz soliisyonu ile yikama
yapildiktan sonra tiim fosfat tamponlu tuz soliisyonu uzaklastirilir.

350 pul RTL tamponu hiicrelerin iizerine direk eklendi. Hiicre kaldiricisi ile lizat
toplanir ve eppendorf tiip aktarilir. Vorteks yapilarak karistirilir.

Pipetle, tiim lizat ‘QIAshredder’ kolonuna aktarilir. iki dakika maksimum hizda
sentrifiijlenir.

Bir hacim (350 pl) kadar % 70 ethanol eklenir ve vorteksle karistirilir.

Tim karisim (700 pl) RNeasy kolonuna aktarilir ve 15 saniye 8000 x g
sentrifiijlenir. Kolondan gegen siv1 atilir.

700 pul RW1 tamponu kolona eklenerek 15 saniye 8000 x g sentrifiijlenerek yikama
yapilir.
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* RNeasy kolonu yeni toplama tiiptine yerlestirlir. 500 ul RPE tamponu RNeasy
kolonu igine aktarilir. Onbes saniye 8000 x g sentrifiijlenerek yikama yapilir.

* 500 pl RPE tamponu RNeasy kolonu igine aktarilir. iki dakika 8000 x g
sentrifiijlenerek yikama yapilir.

* RNeasy kolonu eppendorf tiibe konulur. 70 pl eliisyon sivist eklenir ve >8000 x g

(>10,000 rpm) bir dakika sentrifiijlenerek RNA tiibiin dibinde toplanur.

Tiim RNA 6rnekleri— 70 °C veya -20 °C’de uzun siireli saklanabilir.

3.11.1 RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi:

Elde edilen RNA 6rneklerinin miktar tayini ve saflik degerlendirmesi i¢in 260 nm
ve 280 nm’de spektrofotometrik (Nanodrop, Invitrogen) olciimleri yapildi. Olgiim
sonrasinda asagidaki formiil kullanilarak 6rneklerdeki RNA konsantrasyonu ve “A*%/A%%”
oranindan yararlanilarak RNA saflik degerleri elde edildi.

A*" X 40 ng/ul = ? ng/ul RNA

Elde edilen RNA’larin kalitesi % 1,2 formaldehit agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol

edildi.

3.12 ¢cDNA Sentezi
Uygun konsantrasyon ve saflik degerlerine sahip total RNA 0&rnekleri Quantitect
Reverse Traskripsiyon Kiti (Qiagen, 205311) kullanilarak cDNA’ya cevrildi. cDNA
sentezi basamaklar1 asagidaki gibidir:
* RNazicermeyen 200ul’lik PCR tiipii i¢ine, buz lizerinde sirasiyla agagidaki
reaksiyon karigimi eklendi (tablo 3):
Tablo 3. cDNA sentezinin igerigi.

Hacim (pl)/ reaksiyon | Son konsantrasyon
gDNA Wipeout Tampon,7x 2 1x
Kalhp RNA 3,87 1000 ng
RNazsiz su 8,13

14

e Karisim 42 °C’da 2 dakika inkiibe edildi.

* Karisimin i¢ine asagidaki ayiraglar eklendi (Tablo 4).
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Tablo 4. cDNA sentezinin RT igerigi.

Quantiscript RT. 1

Quantiscript RT. Tampon,5x 4 Ix
RT Primer karisimi 1

Toplam hakim 20

e Karisim 42°C’da 15 dakika inkiibe edildi.
* Karisim 95°C’da 2 dakika inkiibe edilerek RT aktivitesi durdurulur.
* cDNA o6rnekleri — 20 °C’de saklanir.

3.13 Ger¢cek Zamanlit PCR

Hedef genlerin transkripsiyonunda mRNA diizeyinde meydana gelen degisimlerin
incelenmesinde cDNA iizerinden gergeklestirilen ger¢cek zamanli-PCR yontemi kullanildi.
Ileri ve geri primerleri igeren primer soliisyonu Qiagen firmasindan alinds.

GAPDH primer kiti (Qiagen kat. no: QT01192646) (Zorunlu yasam geni)

18s rRNA primer kiti (Qiagen kat. no: QT00199367) (Zorunlu yasam geni)

RUNX?2 primer kiti (Qiagen kat. no: QT00020517) (Osteojenik marker)

SPP1 primer kiti (Qiagen kat. no: QT1008798) (Osteojenik marker)

TFAP2A primer kiti (Qiagen kat. no: QT00085225) (Adipojenik marker)

PPARG primer kiti (Qiagen kat. no: QT00029841) (Adipojenik marker)

Mikrodizi analizinde hedef gen olarak c¢ikan asagidaki genlerin primer dizileri

asagidaki gibidir.
EGR1 F CTCTCTGAACAACGAGAAGGTGCT 205 bp iiriin
R AGATGGTGCTGAGGACGAGGA (Mikrodizi dogrulama i¢in)
HIF1A F TTTTACTATCCCCAGATTC
R ATTCATCAGTGGTGGCAGTG (Mikrodizi dogrulama igin)
ITGB1 F TGTGAATGCAGCACAGATGA
R AGACACCACACTCGCAGATG (Mikrodizi dogrulama igin)

Kullanilan primer sekanslar1 farklilasmadan sorumlu genlere spesifik PCR {irtinleri
vermektedir. Ger¢gek zamanli PCR reaksiyonu asagidaki deney protokolii takip edilerek
yapilir.

Asagida miktarlari belirtilen soliisyonlar sirayla PCR tiipline konularak ana kaim

hazirlanir(Tablo 5).
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Tablo 5. Gergek zamanli PCR igerigi.

Hacim Son kons.
2x QuantiTect SYBR Green PCR ana karisim* 10 pl 1x
10x QuantiTect Primer soliisyonu 2 ul Ix
RNazsiz su 7 ul
Kalip cDNA 1wl
Total hakim 20 pl

* Tiim soliisyonlar eklendikten sonra pipetlenerek karistirilir.

* Lightcycler Kapiller tiiplere tiim soliisyon aktarilir.

* Lightcycler Kapiller Kapak Kalemi kullanilarak kapag: kapatilir.

* Kapiller tiip LightCyler Santrifiij Adaptorii ile birlikte santrifiij i¢ine yerlestirilir ve
700 X g de 5 saniye santriftijlenir.

* Kapiller tiipler LightCycler 2.0 6rnek atlikarincasina transfer edilir.

* Daha o6nce a¢ilmis LightCycler 2.0 Cihazina (LightCycler 2.0 Cihaz1 (Katolog
numarast:03 531 414 201)) LightCycler 2.0 Ornek Atlikarincasina yerlestirilir.

* Asagida belirtilen termal profile gore ger¢cek zamanli PCR gergeklestirilir (tablo 6).

Tablo 6. Ger¢ek zamanli PCR sicaklik profili.

Analiz Modu Dongii Sicaklik | Zaman Okuma
Sayisi (C) Modu
Taq Pol Aktivasyonu | 1 95 15 dakika | Yok
35 Denatiirasyon | 94 20 saniye | Yok
Amplifikasyon Annealing 55-58 20 saniye | Yok
Uzama 72 20 saniye | Tek
1 Denatiirasyon | 95 1 saniye | Yok
Melting Grafigi Annealing 55 10 saniye | Yok
Melting 95 1 saniye | Siirekli
Sogutma 1 40 3 dakika | Yok

PCR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler %1,5 agaroz jel elektroforezinde, 80V akim
altinda, yaklagik 1 saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi ( Eagle Eye II, Stratagene). Bant
kalinliklar1 deney kosullar1 arasinda karsilastirildi. 18s rRNA ve GAPDH genleri kontrol

amach kullanildi.
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Elde edilen Cp degerleri, Relatif ekspresyon analiz program araci-REST 2005
(Corbett,Versiyon 1.9.2) * ve Light cycler analiz programi (Roche, versiyon 4.0)
kullanilarak analiz edildi ve relatif ekspresyon oranlar1 bulundu.

3.14 Protein Eldesi
Kiiltiir kaplarinda yapisarak iireyen hiicrelerden, deney kosullart uygulandiktan sonra,
asagidaki basamaklar takip edilerek total protein eldesi gergeklestirildi:
* Kiiltlir kaplar1 buz iizerine alinip besi ortam1 uzaklastirildi.
* Soguk PBS ile hiicreler yikandi, 1 ml PBS i¢inde hiicreler kaziyiciyla toplanip tiip
i¢ine alind1.
*  +4°C’da ve 5000 rpm’de 5 dk santrifiij ile hiicre ¢okeltisi elde edildi.
* Supernatan atilip ¢okelti tizerine 3 hacim lizis tamponu eklendi. Hiicreler 30 dk buz
tizerinde 5 dakikada bir vortekslenerek pargalandi.
* +4°C’de 15 dakika maksimum hizda santirfiijleme sonrasinda protein igeren
slipernatan yeni tiipe aktarildi. Protein ornekleri -80°C’de saklandi.
Lizis tamponu icerigi
Tris HCL pH:7,4:50 mM, NP40 %1, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, Aprotinin 5 ug/ml,
Leupeptin 5 ug/ml, Pepstatin 1ug/ml, NaF 1mM, Na;VO4 1mM, PMSF 1mM
Deneyler sonunda elde edilen 6rnekler igindeki protein miktart BCA Protein Assay
(Pierce, 23225) kiti kullanilarak belirlendi.
3.15 Protein Elektroforezi ve Protein Transferi

Uygulanan deney kosullar1 ile hiicre i¢i hedef proteinlerdeki miktar degisimlerini
belirlemek amaciyla western blotlama yontemi kullanildi. Protein 6rnekleri %8 ile 12’°1lik
SDS-PAGE ile biiyiikliiklerine gore ayrimlandi. Her bir jel kuyusuna 50-100 ug protein 2X
jel ylikleme tamponu i¢inde 5 dakika kaynatildiktan sonra yiiklendi. Jel yliriitme tamponu
icinde yaklasik 4-6 saat jel basina 25 mA akim uygulandi. Jel i¢indeki proteinler 300mA
akimda Poliviniliden florid (PVDF) membranlara aktarildilar.

Proteinlerin membranlara transferi sonrasinda %5 siit tozu, tris borik asit tuz
tamponu i¢inde Tween-20 (TBST) bulunan tampon i¢inde hazirland1 ve oda sicakliginda 1
saat bloklama yapildi. Membran % 3 siit tozu-TBST tamponu i¢inde 1:5000 asetile alfa
tubulin (Santa cruz, sc-23950) veya 1:1000 alfa tubulin (Santa Cruz, sc-32293) antikoru ile
+4°C’de gece boyu inkiibasyon sonrasinda yikandi. Asetile alfa tubulin ve alfa tubulin

antikorlar1 i¢in ikincil olarak horse radish peroksidaz (HRP)-bagli anti-fare antikoru (santa
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cruz, sc-2005) ile oda sicakliginda 45 dk inkiibasyonla baglanma gelgeklestirildi. Her iki
membran da tamponla yikamalar sonrasinda kemiliiminesansi artirilmis soliisyon (ECL)
(RPN 2108, Amersham) ile muamele edildi ve olusan antikor sinyalleri film {izerine
aktarildi.

Uyguladigimiz HDAC1 lerin hiicrede yaratmasini bekledigimiz etkiyi (alfa tubulin
asetilasyonu) yaratip yaratmadigini protein transfer yontemi ve immunofluoresans

yontemleriyle ile arastirildi. Deneylerin akis semasini agagida gorebilirsiniz (Sekil 18).

Insan mezensimal k&k hiicreler (iMKH) pasaj 7

: 1

HDACi (TSA,MS-275,SB,17b,18b ve 19b)
8 saat 37 °C %5 CO, inkiibasyon

-

tiim ortam uzaklastirildi

-

Protein eldesi

: 1

%12 SDS-PAGE

: 1

1/250 Anti Mouse asetile alfa tiibulin ile

“one step western blot kiti”

Kolorimetrik goriintiileme

Sekil 18: Asetile alfa tubulin protein seviyesini gostermek i¢in takip edilen deney akis
semasl.
3.16 Immiinofloresans Boyama
Asetile alfa tubulin ve alfa tubulini gostermek i¢in immunofloresans yontemi
kullanildi. Bu yontem agagidaki protokol takip edilerek gergeklestirilir.
* Deney kosullar1 biter bitmez tiim ortam uzaklastirilir.
o Iki kere PBS ile yikanur.
* % 3,7 formaldehit soliisyonu eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek
hiicreker fikse edilir.

* Formaldehit uzaklastirilir ve iki kere PBS ile yikanir.
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* 9% 1 triton-X100 eklenerek 15 dakika oda sicakliginda bekletilerek antikorlara kars1
gecirgenligi saglanir.
* Triton X-100 uzaklastirilir ve iki kere PBS ile yikanir.
* % 5 BSA, % 0,2 triton X-100 iceren PBS i¢inde taze hazirlanir ve hiicrelerin
tizerine eklenerek oda sicakliginda 20 dakika bekletilerek bloklama yapilir.
* BSA uzaklastirilir ve iki kere PBS ile yikanir.
* Primer antikorlar % 3 BSA, % 0,2 triton X-100 igeren PBS i¢inde Anti-alfa tubulin
: 1:400 (Santa Cruz, sc-32293) ve Anti-asetile alfa tubulin : 1:400 (Santa cruz, sc-
23950) olacak sekilde hazirlanir.
* Hiicrelerin {izerine primer antikor soliisyonu eklenir ve oda sicaklifinda 1 saat
bekletilir.
* Primer antikorlar uzaklastirilir ve iki kere PBS ile yikanir.
* Sekonder antikorlar % 3 BSA, % 0,2 triton X-100 iceren PBS i¢inde anti-fare IgG-
FITC 1:400 (Santa Cruz, sc-2010) olacak sekilde hazirlanir.
* Hiicrelerin iizerine sekonder antikor soliisyonu eklenir ve oda sicakliginda 45
dakika bekletilir.
* Sekonder antikor uzaklastirilir ve iki kere PBS ile yikanur.
* Hiicrelerin {izerine montaj soliisyonu eklenir (santa cruz,sc-24941) ve floresans
mikroskobunda analiz edilir.
3.17 Goriintii Analizleri
Protein transfer sonuglarini analiz etmek i¢in Quantity one (Biorad, versiyon 4.6.3)
kullanildi. Filmler tarayici ile tarandiktan sonra ‘.tif formatmna cevrildi. Gri renk
formatinda kaydedildikten sonra transforme edildi. Bantlar dikdortgen kutu i¢ine alinip
isaretlendikten sonra hacim analizi yapilarak sinyalin mm” deki yogunlugu ve standart
sapmas1 bulundu. Bu bigiler kullanilarak grafik ¢izildi.
Adipojenik farkligmada ‘Oil Red O’ boyamasi ile elde edilen goriintiiler jpg
formatinda kaydedildi. imageJ (versiyon 1.40g)*® programinda yag keselerinin boyanmasi
sonucu olusan kirmizi renklerin toplam alandaki yiizdesini analiz eden bir makro programi

asagidaki gibi yazilmistir (Tablo 7-8)*.
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Tablo 7. Alizarin Red boyamasinin kantitatif analizi i¢in yazilan makro programi.

//setTool(4);

makeLine(1084, 876, 1210, 874);

run("Set Scale...", "distance=126.02 known=50.52 pixel=1 unit=nm");

run("RGB Stack");

run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=0.25 first=1 last=3 increment=1
border=0");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

makeLine(0, 0, 0, 0);

setThreshold(40, 70);

run("Set Measurements...", "area mean standard integrated median area fraction limit

display redirect=None decimal=3");

Tablo 8. Oil Red O boyamasinin kantitatif analizi i¢in yazilan makro programa.

//setTool(4);

makeLine(1088, 902, 1192, 904);

run("Set Scale...", "distance=104.02 known=42.78 pixel=1 unit=nm");

run("RGB Stack");

run("Make Montage...", "columns=3 rows=1 scale=0.25 first=1 last=3 increment=1
border=0");

setAutoThreshold();

//run("Threshold...");

setThreshold(0, 60);

//setTool(0);

makeRectangle(321, 222, 53, 8);

makeRectangle(321, 221, 53, 8);

run("Clear");

makeRectangle(543, 214, 47, 11);

run("Clear");

run("Set Measurements...", "area mean standard integrated median area fraction limit

display redirect=None decimal=3");
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Immiinofloresans boyama sonucu elde edilen goriintiller ‘tif formatinda
kaydedildikten sonra, imageJ programinda DAPI, FITC ve Alexa flor -647 goriintiileri {ist
uiste ¢akistirilarak ikili ve ya ti¢lii boyama sonuglari elde edildi.

3.18. Microdizi Analizine Gonderilecek Ornekler Icin Deney Plami ve Mikrodizi

Calismasi

Tubacinin 6 saatlik uyar1 sonucundaki maksimum etkisi goz Oniine alinarak

mikrodizi analizine gonderilecek 6rneklere sekil 19°de goriilen kosullar uygulanda.

Kosul 1 Kosul 2 Kosul 3 Kosul 4

6 saat sonra ilaclar uzaklastirildi
24 saat KHO ile inkiibasyon

Total RNA eldesi

Sekil 19: Mikrodizi analizine gonderilecek RNA 6rneklerin elde edilis akis semasi.

Tiim orneklerden total RNA, RNAeasy mini kiti kullanilarak laboratuvarimizda
elde edildi. Miktar1 Nano drop ile dlgiildii. RNA yapist % 1.2 formaldehid agaroz jelde
(sekil 20) kontrol edildikten sonra, Alman Kanser Arastirma Merkezine, (DKFZ) RNA
ornekleri kuru buz icinde gen ekspresyon analizi i¢in gonderildi (sekil 21). Arastirma
merkezinde RNA kalitesi nano chip teknolojisi kullanilarak, Agilent 2100 Biyoanalizator
Agilent Technologies GmbH, Berlin, Almanya’da kontrol edildi. RNA integrite indeksi
(RIN) degeri 8.5 tizerinde olan Ornekler mikrodizi analizi i¢in kullanildi. RNA
konsantrasyonu NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE). kullanilarak o6l¢iildii.
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Sekil 20: Mikrodizi analizine gonderilen RNA o6rneklerinin %1.2 formaldehit agaroz jel
goruntusu.

Kosul 1 Kosul 2 Kosul 3 Kosul 4
I . T . 1 . :
[ 1 B
— & e AL
o O O S o o
W = - N e N nn n 8 & <
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RNA 6rnekleri

isaretleme/cRNA
Hibridizasyon

illumina HumanWG-6 v.3.0
Ekspresyon bilye ¢ipi
Sentrix-6

illumina HumanWG-6 v.3.0
Ekspresyon bilye ¢ipi
Sentrix-6

Tarama ve Analiz

Sekil 21: Mikrodizi analizine gonderilen 6rnekler i¢cin mikrodizi hibridizasyon plani ve

akis semasi.Mec kisaltmasi mekanik germe uygulandigini gostermektedir.
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3.18.1. Prop Isaretlemesi ve Illumina Sentrix Beadchip Array Hibridizasyonu

Modifiye edilmis Eberwine protokoliine dayali biyotinle isaretlenmis cRNA
ornekleri Illumina insan Sentrix-6 BeadChip ciplere hibridize edildi (Illumina, Inc.)®.
Kisaca 250 ng total RNA cDNA sentezi i¢in kullanildi. Bu islemi takiben MessageAmp 11
aRNA ¢ogaltma kiti (Ambion, Inc., Austin, TX) kullanilarak ¢ogaltma/isaretleme (in vitro
transkripsiyon) ile biyotinle isaretlenmis cRNA sentezlendi. cRNA kolon kullanilarak
saflagtirildi. cRNA kalitesi Quality of cRNA Agilent 2100 Biyoanalizator ve spektrometre
(NanoDrop) kullanilarak kontrol edildi.

100 ng/ul cRNA GEX-HCB tampon (Illumina Inc.) icinde 58 °C’de 20 saat
stiresince hibridizasyon yapildi. Mikrodiziler iki kere EIBC tamponu (Illumina Inc.) i¢inde
oda sicakliginda 5’er dakika yikandi. Bloklama tampon (Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IL) i¢cinde 5 dakika tutuldu. Diziler iizerinde sinyal gelistirmek i¢in 10 dakika 2
ml 1 pg/ml Cy3-streptavidin (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) ve 1%
bloklama soliisyonunda bekletildi. Son yikamadan sonra diziler kurultuldu ve tarayiciya

gonderildi.
3.18.2. Mikrodizi Cipleri Taranmasi ve Veri Analizi

Mikrodizi ¢ipleri Beadstation dizi tarayicisinda tarandi. Her bir bilyeden bilgiler tek
tek elde edildi. Ug degerler ¢ikarildi ve kalan verilerle ortalama sinyal ve standart sapma

her bir prob i¢in hesaplandi.

[llumina Sentrix® Human-6 version 3 mikrodizin ¢ipleri kullanilarak elde edilen
ham ekspresyon verilerinin istatistiksel ¢oziimlemesi, R siirim 2.7.1 * ve Genespring GX
10.0 *yazilmi kullamilarak yapildi. Ham veriler kullamlarak iki farkli arastirmaci
tarafindan farkli analiz programlar1 ve algoritmalar1 kullanilarak analizler degerlendirildi.
Analizlerde elde edilen sonuglar bulgular kismma yazilmistir. Istatistiksel ¢oziimlemeler
icin R yazilimina yiiklenen “beadarray” paketi ile on iki mikrodizin ¢ipinden elde edilen
ham ekspresyon verilerine ait sayisal verilerin logaritma 2 tabanina karsilik gelen degerleri
hesaplandi ve bundan sonraki istatistiksel ¢oziimleme basamaklarinda doniistiiriilmiis olan
bu degerler kullanildi. Anlamli derece artan veya azalan genler asagidaki karsilastirmalar

yapilarak bulunmustur.
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Ilk karsilastirmada (Karsilastirma 1), Tubacin ve DMSO arasinda yapilarak
Tubacin’in IMKH’larda gen ekspresyonu nasil degistirdigine bakilmasi planlandi.

Ikinci karsilastirmada (Karsilastirma 2), MecDMSO (mekanik germe ve DMSO
birlikte uygulanan) ve DMSO arasinda yapilarak mekanik germenin DMSO varliginda
IMKH’larda gen ekspresyonu nasil degistirdigine bakilmasi planland.

Uciincii karsilastirmada (Karsilagtirma 3), MecTubacin (mekanik germe ve
Tubacin birlikte uygulanan) ve Tubacin arasinda yapilarak mekanik germenin tubacin
varlig1 altinda IMKH’larda gen ekspresyonu nasil degistirdigine bakilmasi planlandi.

Doérdiincii karsilagtirmada (Karsilastirma 4), MecTubacin (mekanik germe ve
Tubacin birlikte uygulanan) ve MecDMSO (mekanik germe ve DMSO birlikte uygulanan)
arasinda yapilarak mekanik stres altinda tubacinin gen ekspresyonu nasil degistirdigine

bakilmasi planlandi .

3.19. Istatistik Analizleri
Istatistiksel analizlerde Sigma Stat (versiyon 3.5) ve GraphPad Prism 4(Graphpad,
versiyon 4.0) programlar1 kullanildi. Ger¢ek zamanli PCR analizi sonuglarinin istatistiksel

analizinde REST 2005 programi kullanildi.
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4.BULGULAR

4.1 Sonlu Elemanlar Analiz Bulgulart

Hiicrelere, mekanik germe uygulamada kullanilan yiizey alanin sekli dnemli bir
kriterdir. Mekanik germenin uygulandigi ylizey alanin sekli ve uygulama tarzina gore
gerilme dagilimi degigmektedir. Dikdortgen bir yiizey alami ¢ekerek uygulanan mekanik
germede, Sekil 22°de gorildigi gibi, esdeger mekanik gerilme dagilimi homojen
olmamaktadir. Bboyle bir germe, ancak membranin iki boyutlu olarak hiicre kiiltiirii
ortamina daldirilmasiyla yapilabilir. Germe islemi sirasinda hiicreler ayrica “sheer stress’

olarak tanimlanan sivi1 siirtiinme kuvvetine de maruz kalmaktadir.

Es deger (von-Mises) gerilme

(MPa)
5,323
l 4,962
L 4.601
L 4,239
3.878
l 3.517
L] 3,156
2,7%

I 2,433
2,072
Sekil 22: Dikdortgen yiizey alanindaki es deger gerilme dagilima.

Hiicrelerin yetistigi alan dairesel oldugunda ve uygulanan kuvvet tam ortadan asagi
veya yukart dogru oldugunda silikon zardaki gerilme dagilimi Sekil 23 ve 24’deki gibi
olmaktadir. Goriildiigii gibi hiicrelerin maruz kalacagi germe merkezden ¢evreye dogru
azalacaktir. Bu da hiicrelerin farkli mekanik germe stresine maruz kalmasina ve ayni

zamanda farkli bolgelerde farkli hiicresel yanitlar gelismesine neden olur.
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Es deger (von-Mises) gerilme
(MPa) x 10

1,904
1.693
1.481
1.269
1.058
0.846
0.635
0.423
0.212
9.03e-007

Sekil 23: Yukar1 dogru biikiilen silikon zarda es deger gerilme dagilima.

Es deger (von-Mises) gerilme
(MPa) x 10

1.904
1.693
1.481
1.269
1.058
0.846
0.635
0.423
0.212
9.03e-007

Sekil 24: Asagiya dogru biikiilen silikon zarda es deger gerilme dagilimi.

Dairesel alana sahip silikon zar modelinde alt kisimdan igine baska dairesel bir
ylizeyin girmesi sonucu yaratilan mekanik germe stresinde de Sekil 25°deki gibi strain
dagilimi olmaktadir. Bu durumda yiizey alaninda yaratilan strainin yaklasik olarak % 92’si
ayni olmaktadir. Gelistirdigimiz MekGer sisteminde hiicrelerin %92’sine ayn1 biiyiikliikte
mekanik germe stresi uygulanmasi hedeflenmistir. Sekil 26’de deneysel olarak yaratilan

mekanik stresin IMKH’larda algilandi81, f-aktin stres fiberlerin hiicrelerdeki dagilimima
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bakilarak dogrulandi. Sonlu elemanlar analizindeki sonuglardaki gibi, hiicrelerin silikon
zarin hiicre kiiltiir kabina temas noktalar1 harig, % 92°lik alanda homojen f-aktin stres fiber

dagilim1 bulunmustur.

Es deger (von-Mises) gerilme
(MPa) x 10

5.167
4.593
4.019
3.445
2.871
2.297
1.723
1.149
0.574
0.000

Sekil 25: MekGer sisteminde silikon zardaki es deger gerilme dagilima.

Sekil 26: MekGer sisteminde mekanik germenin algilanmasinin markir1 f-aktin stres

fiberlerinin tiim silikon zar boyunca dagiliminin 4X biiylitmede immiinofloresans
goriintlisti. Kirmiz1 ve siyah oklar silikon zarin hiicre kiiltiirii halkalarma baglandigi
noktalar1 gostermektedir. Mavi ok silikon zarin orta noktasin1 gostermektedir. Yesil sinyal

f-aktin stres fiberleridir.
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4.2 IMKH “lerinin Karakterizasyon Analizlerinin Sonuclart
IMKH’lerin mikoplazma acisindan temiz olduklar1 gériildii. Bu kontroliin yaninda
IMKH’lerin farklilasma potansiyelleri, deneylerimize baslamadan laboratuvarlarimizda

kontrol edilerek, kok hiicre karekterini ne 6l¢lide koruduklari belirlenmistir (Sekil 27).

Adipogenik farkhlasma Osteogenik Farkhlasma

Sekil 27: IMKH’lerin farklilasma potansiyellerinin kontrol sonuglari. IMKH’lerinin pasaj
4’deki gorintiisii (A-B), adipogenik farklilasmayr gostermek icin “Oil Red O~
boyamasindan hemen 6ncesi (C), osteojenik farklilasmay1 gostermek i¢in “Alizarin Red”
boyamasindan hemen oncisi(D), “Oil Red O” boyamasi sonrast (E), “Alizarin Red”
boyamasi sonrasi(F), KHO ile kiiltiire edilen hiicrelerin (Negatif kontrol) “Oil Red O” ile
boyanmasi(G) ve KHO ile kiiltiire edilen hiicrelerin (Negatif kontrol) “Alizarin Red”
boyamasi sonrasi. Oil Red O ile adipogenik farklilagma belirteci olan hiicrelerdeki yag
keseleri kirmiz1 boyanirken kontrast yaratmak icin kullanilan hematoksilen boyamasi ile
cekirdek koyu mavi boyanmaktadir. Alizarin Red boyamasinda osteojenik farklilagma

belirteci olarak kalsiyumca zengin hiicre dis1 matris kirmizi boyanmaktadir.
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Farkli  araliklarla  yapilan mikoplazma kontaminasyonu kontrollerinde

kontaminasyona rastlanmamaistir (Sekil 28).

[nternal Kontrol
-  Pozitif Kontrol

=
==
T
s

Sekil 28: Mikoplazma kontaminasyonunun kontrol edildigi agaroz jel goriintiisii.

4.3 Tubacin’in Hiicre Proliferasyonunu Etkilemedigi ve 40 uM Konsantrasyonun
Altinda Toksik Etkisi Bulunmamaktadir.

Tubacin varliginda hiicre canliligmin nasil etkilendigi arastirildi (Sekil 29-30).
Tubacin’in farklilagmay1 uyaran ortamlar (OFUO ve AFUO) i¢inde kiiltiire edilmesinin
hiicre canliligina etkileri de kontrol edildi (Sekil 31-32). Tubacin’in hiicre toksisitesi

tizerine etkisinin sonucu Sekil 33°de goriilmektedir.

.

9000000
8000000
7000000

1
| S

= 6000000 1] I
5 5000000 I I S D S I S S ! N ) S o o SRR o R L
§ 4000000 -
9
E 3000000
2 2000000 1

1000000

0 T L L] T T T T

Kontrol DMSO  1.25 2.5 5 10 20 40

Konsantrasyon( pM )

Sekil 29: HDAC6 inhibitérii Tubacin’in, varligmin hiicre canliligina etkisini 48 saat

sonraki sonucu. RLU, relatif 11k birimi.
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10000000
9000000
8000000
7000000 -
6000000 -
5000000 -
4000000 -
3000000 -
2000000 -
1000000 -

Liiminesans (RLUs)

I
1.25 2.5 5 10 20

Konsantrasyon ( uM)

Kontrol DMSO

40

Sekil 30: HDACG6 inhibitorii Tubacin’in, varliginin hiicre canliligina etkisini 72 saat

sonraki sonucu. RLU, relatif 151k birimi.

>

g

2 | “KHO
g “QFUO
g ~ AFUO
£

<

flagsiz DMSO Tubacin
ilaglar

Sekil 31: HDACG6 inhibitorii Tubacin’in, farkli ortamlar (KHO, OFUO ve AFUO) i¢inde

hiicre ¢ogalmasina etkisinin 24 saat sonraki sonucu.
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Sekil 32: HDAC6 inhibitdrii Tubacin’in, farkli ortamlar (KHO, OFUO ve AFUO) iginde

hiicre ¢ogalmasina etkisinin 72 saat sonraki sonucu.

250000

200000

I
150000 |
100000 l
50000 - i I
0 - T T T T T T T
5 10 20

DMSO Kontrol 1.25 2.5
Konsantrasyon ( uM )

Liiminesans (RLUs)

40

[N

Sekil 33: HDACG6 inhibitorii Tubacinin, varliginin hiicre toksititesine etkisini gosteren
grafik. * Istatistiksel olarak anlamli derecede farkli (P < 0.05).
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4.4 Tubacin IMKH'lerde Maksimum Alfa Tubulin Asetilasyonuna 6  inct Saatin
Sonunda Ulasiyor ve 6 Saat Sonra Etkisini Kaybediyor.

IMKH’lerin HDACS6 inhibitorii Tubacin varligindaki gen ekspresyonunu
arastirirken, hangi konsantrasyonu uygulayacagimiza karar vermek icin doz yanit ¢alismasi
yapildi (Sekil 34). HDACG6 inhibisyonunu gosteren en iyi belirteg, alfa tubulin
asetillenmesidir. HDAC6 aktivitesi baskilandiginda, alfa tubulin asetillenmesi artmaktadir.
Tubacin’nin HDAC6 baskilamasini gdstermek i¢in asetile alfa tubulin seviyesine, protein
transfer ve immunofloresans yontemleri ile bakildi (Sekil 35 ve 37). Sekil 38°de Tubacinin
alfa tubulin protein seviyesinde etki yaratip yaratmadigina da, alfa tubulin

immiinofloresans yontemiyle bakildi.

Insan mezensimal k&k hiicreleri (IMKH) pasaj 5-7
Farkli Konsantrasyonlarda HDACi (Tubacin)
8 saat 37 °C %5 CO, inkiibasyon

: 1

Tiim ortam uzaklastirildi

: 1

Protein eldesi

¢ &

%12 SDS-PAGE Immiinofloresans
Anti Fare asetile alfa tiibulin ile
“one step® protein transfer kiti”
ve

Klasik yontem

Sekil 34: Konsantrasyon bagimli yanitin arastirilmas: deneylerinin akis semasi.
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Sekil 35: Farkli konsantrasyonlarda Tubacinin alfa tubulin asetillenmesi {izerine etkisinin
protein transfer sonucunda elde edilen goriintiisii ve grafiksel gosterimi. 3T3 hiicrelerinden
elde edilen prtotein lizatlarinda alfa tubulin asetilasyonu pozitif kontrol olarak

yuklenmistir.

Kontrol

% 0.1 DMSO 1.25 uM Tubacin | 2.5 uM Tubacin

S uM Tubacin

10 uM Tubacin 20 uM Tubacin 40 uM Tubacin

Sekil 36: Tubacin varhginda IMKH’lerde asetile alfa tubulin immunofloresans

boyamasinin konfokal mikroskobundaki goriintiisii.
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Sek. Antikor Kontrol %0.1 DMSO ilagsiz Kontrol
2.5 uM Tubacin

1.25 pM Tubacin

10 pM Tubacin

Sekil 37: Farkli konsantrasyonlarda Tubacin’in, HDAC6 baskilanmasinin alfa tubulin
asetillenmesine olan etkisinin floresans mikroskubundaki goriintiileri. Asetile alfa tubulin

yesil ve hiicre ¢ekirdegi mavi renkte goriilmektedir.

Sek. Antikor Kontrol %0.1 DMSO Ilagsiz Kontrol
1.25 uM Tubacin 2.5 uM Tubacin

Sekil 38: Farkli konsantrasyonlarda Tubacinin HDAC6 baskilanmasmin alfa tubulin

protein miktarina etkisinin immunofloresans goriintiileri. Alfa tubulin yesil ve hiicre

cekirdegi mavi renkte goriillmektedir.
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[lacn daha ©6nce baktigimiz konsantrasyonlarinin  yani  siwa,  diisiik
konsantrasyonlarint da igeren miktarlarda etkisini bulmak i¢in, 0,25, 0,5, 1, ve 2 uM
Tubacin konsantrasyonlarinda sekiz saatlik uyarim sonrasi fibronektin kapli yiizeyde
yetisen IMKH’lerde protein diizeyinde ve immiinofloresans diizeyinde etkisine bakildi

(Sekil 39 - 40).

KA o c— — | — S—

OiJJJIII

Kontrol DMSO 0.25 0.5 1 2
Tubacin (nM)

Oran (Ac-a-Tubulin/Kalneksin)

Sekil 39: Farkli konsatrasyonlarda 0,25, 0,5, 1 ve 2 uM tubacinin alfa tubulin asetillenmesi

izerine olan etkisinin protein transferi sonrasi asetile alfa tubulin seviyesinin gosterilmesi.

A
0.5 pM Tubacin 1 uM Tubacin 2 uM Tubacin

Sekil 40: Farkli konsantrasyonlarda Tubacinin asetile alfa tubulin seviyesindeki etkisinin

immiinofloresans sonuclar1 goriilmektedir (40X).
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Sonuglara gore doz arttikca alfa tubulin asetillenmesi sekiz saatlik uygulama
sonucunda artmaktadir. Bu artmanin alfa tubulin protein seviyesindeki artmadan
kaynaklanmadigi, alfa tubulin immunofloresans boyama sonucunda gosterilmistir (Sekil
38). Tubacin sadece alfa tubulin asetillenmesini arttirmistir. Calismamizda anlamli
diizeyde HDAC6 baskilanmasinin oldugu konsantrasyonun 2 uM Tubacin olduguna karar
verildi.

Tubacinin etkisini maksimum seviyeye ne kadar siirede ¢ikardigini ve bu etkiyi ne

kadar siirdiirdiigiinii gostermek i¢in asagidaki deney plani takip edildi (Sekil 41-43).

Insan mezensimal kok hiicreleri (iMKH) pasaj 6
HDAC: (Tubacin)
30 dakika, 1,2,4,6,8,10 ve 12 saat 37 °C %5 CO, inkiibasyon

: 1

Tiim ortam uzaklastirildi

: 1

Protein eldesi

¢ 9

Protein transferi Immiinofloresans

Sekil 41: Tubacin’in zamana bagimli asetile alfa tubulin seviyesini nasil degistirdiginin

arastirilacagi deneyin akis semasi.

AcaTuh  ——————

- 2
|
2
g 1 5 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
E .
%
£l
= 1
3
<
N \
o’ 0.5
g
=)
0 :
Kontrol DMSO 0.5 1 2 4 6 8 10 12

6 6 Zaman (Saat)

Sekil 42: 2 pM Tubacin'nin alfa tubulin asetillenmesine zamana bagl etkisinin protein
transfer sonucu. Oran, Asetile alfa tubulin yogunluk intensitesi /mm® degeri referans

protein kalneksinin yogunluk intensitesi /mm? degerine boliinerek elde edilmistir.
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S

Sekil 43: Farkli zamanlarda 2 uM Tubacin’in asetile alfa tubulin seviyesindeki etkisinin

immiinofloresans sonuclarinin gosterimi (40X).

Tubacin’in alfa tubulin asetillenmesini 6’inc1 saatin sonunda maksimum seviyeye

cikardigi, hem protein transferinde hem de immiinofloresans ¢alismalarda gosterildikten

sonra bazal seviyeye donmesinin zamana bagiml etkisine bakildi (Sekil 44-45).

Insan mezensimal kok hiicreleri (iMKH) pasaj 6
HDAC:I (Tubacin)
6 saat 2 pM Tubacin uygulandi 37 °C %5 CO, inkiibasyon

: 1

Tiim ortam uzaklastirildi

: 1

Hemen protein eldesi yapildi (0 dakika)
15, 30, 60, 120, 240, 360 dakika sonra protein eldesi yapildi

: 1

Protein transferi

Sekil 44: Tubacin’in ortamdan uzaklastirildiktan sonraki etki siiresi ¢alismasinin akis

semasl.
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Sekil 45: 2 uM Tubacin 6 saat uyarimi sonucu ortamdan ¢ekildikten sonraki zamana bagh
alfa tubulin asetillenmesine etkisinin protein transfer sonucu. Kontrol ve DMSO
orneklerinden protein 6 saat sonra elde edilmistir. Oran, asetile alfa tubulin yogunluk
intensitesi /mm*® degeri referans protein kalneksinin yogunluk intensitesi /mm” degerine

boliinerek elde edilmistir.

4.5 IMKH 'lerinde 2 uM Tubacin’in Kisa Siireli ve Uzun Siireli Varliginin, Adipojenik

Farklilasma Uzerine Etkisi Bulunmamaktadir.
2 uM Tubacinin kok hiicre ortami-KHO ve adiposide farklilasmaya uyaran

ortamlar-AFUO iginde verildiginde IMKH/p5 hiicrelerinde adipojenik farkilasmaya olan
etkisi asagidaki kosullar planlanarak arastirildi (Sekil 46).
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KHO DMSO/KHO
KHO DMSO/KHO
KHO DMSO/KHO
1 giin sonra, KHO veya AFUOQ ile devam edildi
AFUO DMSO/AFUO 2 puM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 pM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 puM Tubacin /AFUO 1 giin
KHO DMSO/KHO [
KHO DMSO/KHO
KHO DMSO/KHO
4 giin sonra, KHO veya AFUO ile devam edildi
AFUO DMSO/AFUO 2 puM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 uM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 M Tubacin /AFUO 4 giin
KHO DMSO/KHO
KHO DMSO/KHO
KHO DMSO/KHO
4 giin sonra, KHO veya AFUO ile devam edildi
AFUO DMSO/AFUO 2 uM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 puM Tubacin /AFUO
AFUO DMSO/AFUO 2 pM Tubacin /AFUO 14 giin
Tarih 1 giin 4 giin 14 Eiin
L.giin Ilac eklendi Ilac eklendi Ilac eklendi
2.giin tlac cekildi
3.giin
4.gilin
S.giin ortam degistirildi ilag ¢ekildi ortam degistirildi
6.glin
7.gilin
8.giin ortam degistirildi
9.giin
10.giin
11.giin ortam degistirildi
12.giin
13.giin

Sekil 46: Tubacin’in adipojenik farklilagma iizerine etkisinin arastirildigr deneyin deney

kosullarin yerlesim plant ve zaman planlamasi. Deney kosullarinda her kosul {iglii

calisiimustir.

Bir giinliik 2 pM Tubacin uygulamasini takiben 7inci gilinlin sonuna kadar KHO ve

AFUO ile kiiltiire edilen hiicrelerin oil red boyamasi olmaksizin morfolojik goriintii

sonuclar1 Sekil 47 de goriilmektedir.
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DMSO/KHO 2 uM Tubacin/KHO

AFUO |  DMSO/AFUO | 2 UM Tubacin/AFUO |

Sekil 47: Bir giinliik 2 pM Tubacin’in adipojenik farklilagmaya etkisinin 7. giin sonundaki
morfolojik goriintiileri (10X). Beyaz yapilar hiicrenin i¢inde yag keselerini temsil
etmektedir.

Dort giinliik 2 pM Tubacin uygulamasini takiben 7" inci giiniin sonuna kadar KHO
ve AFUO ile kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojik goriintii sonuglar1 Sekil 48°de

goriilmektedir.

DMSO/AFUO 2 puM Tubacin/AFUO

Sekil 48: Dort giinliik 2 pM Tubacin’in adipojenik farklilagsmaya etkisinin 7. giin
sonundaki morfolojik goriintiileri(10X).

Ondort giinliik 2 uM Tubacin uygulamasinin KHO ve AFUO i¢inde elde edilen
sonuclar1 Sekil 49-50"da goriilmektedir.
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DMSO/KHO 2 uM Tubacin/KHO

2 uM Tubacin/AFUO
e : Ondort giinlii uM Tubacin’in adipojenik farklilagmaya etkisinin 7. giin
Sekil 49: Ondort ginlik 2 uM Tubacin’in adipojenik farklil kisinin 7. gi

sonundaki morfolojik goriintiileri (10X).

DMSO/KHO 2 pM Tubacin/KHO

AFUO DMSO/AFUO 2 UM Tubacin/AFUO

Sekil 50: Ondort giinlik 2 uM Tubacin’in adipojenik farklilagsmaya etkisinin Oil Red O
boyamasi sonrasi goriintiileri (10X). Kirmizi lekeler hiicrenin i¢inde yag keselerini temsil
etmektedir.

Sonug¢ olarak; 1, 4 ve 14 giinliik kiiltiir siirelerde Tubacin AFUO’nin iginde
adipojenik farklilagmay1 hafif baskiliyormus gibi goriinmektedir. Sonuglarin dogrulanmasi
i¢in, Tubacin’in AFUO’nin i¢indeyken yapilan deney tekrarlandi.

Tekrarlanan deney kosullar1 ve plan1 Sekil 51°deki gibidir. Deney sonuglart ise
Sekil 52-54"de goriilmektedir.
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PEpp—— N

1 giin sonunda AFUQ ile hiicre kiiltiiriine devam edildi
KHO AFUO 2 pM Tubacin /AFUO
KHO ﬁUO 2 uM Tubacin /AFUO
KHO AFUO 2 pM Tubacin /AFUO 1 giin

4 giin sonunda AFUOQ ile hiicre kiiltiiriine devam edildi
KHO AFUO 2 uM Tubacin /AFUO
KHO AFUO 2 uM Tubacin /AFUO
KHO AFUO 2 uM Tubacin /AFUO 4 giin
14 giin boyunca AFUOQ icinde Kkiiltiir edildi.
KHO AFUO 2 uM Tubacin /AFUO
KHO AFUO 2 pM Tubacin /AFUO
KHO AFUO 2 uM Tubacin /AFUO 14 giin

Tarih 1 giin 4 giin 14 giin |
l.giin ilag /AFUO eklendi ilag /AFUO eklendi ilag /AFUO eklendi
2.giin ilag cekildi / AFUO

3.giin

4.giin

S.giin AFKO ilag cekildi /AFKO ilag /AFKO

6.glin

7.glin

8.giin AFUO AFUO tlag /AFUO

9.giin

10.giin

11.giin AFKO AFKO ilag /AFKO

12.glin

13.glin

14.giin AFUO AFUO ilag /AFUO

15.giin

Sekil 51: Tubacin’in adipojenik farklilagma iizerine etkisinin arastirildigr deneyin deney
kosullarin yerlesim plant ve zaman planlamasi. Deney kosullarinda her kosul {iglii

calisiimustir.
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AFUO

DMSO/AFUO 2 pM Tubacin/AFUO

Sekil 52: Bir giinliik 2 pM Tubacin’nin adipojenik farklilasmaya etkisinin Oil Red O

boyama sonuglarinin gériintiileri (10X).

AFUO

DMSO/AFUO 2 uM Tubacin/AFUO

Sekil 53: Dort giinliik 2 uM Tubacin’nin adipojenik farklilagsmaya etkisinin Oil Red O

boyama sonuglarinin goriintiileri(10X).



DMSO/AFUO

AFUO

2 uM Tubacin/AFUO

Sekil 54: Ondort giinliik 2 uM Tubacin’nin adipojenik farklilagmaya etkisinin Oil Red O

boyama sonuglarinin goriintiileri (10X).

Sonug olarak; 2 pM Tubacin IMKHO ve AUO iginde 1, 4 ve 14 giin boyunca

uygulanmasinin adipojenik farklilagmaya etkisi olmadig1 imageJ programinda yapilan

kantitatif analizlerde goriilmektedir (Sekil 55). Gruplar arasinda istatistiksel fark

bulunmamustir.

30.00

25.00

20.00

15.00

Ortalama % Alan

5.00

0.00

10.00 -

KHO

AFUO DMSO Tubacin
Kosullar

1 giin
54 giin
“ 14 giin

Sekil 55: Adipojenik farklilagma goriintiilerinin image] programinda kantitatif analiz

sonuglarinin grafiksel gosterimi. imageJ’de Oil Red O boyamas: kirmiziya boyali alanlarin

tiim fotograftaki kapladigi alanin % olarak hesaplanmasiyla elde edildi.
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2 pM Tubacinin AFUO ortami icinde kisa siireli - (6 saat)’lik- uygulamasinin
IMKH/p6 hiicrelerinde adipojenik farkilasmaya olan etkisi asagida Sekil 56’deki gibi
planlanmistir. Sonuglari ise Sekil 57- 59 de goriilmektedir.

Tarih Kosullar

1.gln 6 h 2 uM Tubacin AFUO iginde

2.gln

3.gln

4.gln

5.glin AFKO

6.gln

7.gun

8.gln AFUO

9.gln

10.gln

11.gin |AFKO

12.gln

13.gun

14.gin |AFUO
AFUO AFUO AFUO
KHO KHO KHO

2 pyM Tubacin/AFUO

2 pyM Tubacin/AFUO

2 uyM Tubacin/AFUO

% 0.01 DMSO /AFUO

% 0.01 DMSO /AFUO

% 0.01 DMSO /AFUO

Sekil 56: Tubacin’in adipojenik farklilasma tizerine etkisinin arastirildigi deneyin deney
kosullarinin yerlesim plant ve zaman planlamasi. Deney kosullarinda her kosul {iglii

calisiimustir.
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KHO (AFUO |

DMSO/AFUO 2 pM Tubacin/AFUO

Sekil 57: Alt1 saatlik 2 uM Tubacinin adipojenik farklilagmaya etkisinin 16.giin sonunda
Oil Red O boyama sonuglariin 10X biiylitmedeki goriintiileri.

KHO AFUO

DMSO/AFUO 2 puM Tubacin/AFUO

Sekil 58: Alt1 saatlik 2 pM Tubacinin adipojenik farklilasmaya etkisinin 16.giin sonunda
Oil Red O boyama sonuglarmin image] analiz goriintiileri. Kirmiz1 alanlar kirmiziya

boyanan yag keselerini temsil etmektedir.
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Sekil 59: 2 uM Tubacinin AFUO icinde 6 saatlik uyaris1 sonrasi 16. giinde c¢ekilen
goriintiilerden imagelJ programi yardimiyla yapilan kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel
gbsterimi. ImageJ, de Oil Red O boyamasi sonucu kirmiziya boyali alanlarin tiim

fotografta kapladigi alanin % olarak hesaplanmasiyla elde edildi.

Alt1 saatlik 2 pM Tubacin etkisini AFUO ortamlar i¢inde adipojenik farklilagsmay1
bir miktar uyardigi goriilmektedir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bir artig
degildir.

Adipojenik farklilagsma ile ilgili elde etttigimiz sonuglar bize 2 uM Tubacin’in kisa
siireli ve uzun stireli kullaniminin adipojenik farklilagsma {izerine etkisinin olmadigini

gostermektedir.

4.6 IMKH 'lerinde 2 uM Tubacin % 5 Mekanik Germe Stresi Altinda Adipojenik
Farklilasmay1 Degistiriyor

IMKH’lara 6 saat mekanik germe stresi Tubacinle beraber uygulandiktan sonra
ondort giin boyunca AFUO ile kiiltire edildi. Mekanik germe altinda adipojenik
farklilagmaya tubacin etkisi oil red o boyamasi sonu sekil 60°da goriilmektedir. Bu etkinin

kantitatif etkisinin hesaplandig1 goriintiileri sekil 61°de goriilebilinir.
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6 saat % 0.0l DMSOKHO 6 saat 2uM Tubacin KHO
iginde iginde
% 5 Mekanik Germe % 5 Mekanik Germe

' AFUO AFUO

Sekil 60: Tubacin’in 6 saatlik mekanik stresle beraber uygulandiginda etkisinin

arastirildigr calismanin Oil Red O boyamasi sonucu.

6 saat % 0.01 DMSO KHO 6 saat 2uM Tubacin KHO
iginde iginde
% 5 Mekanik Germe % 5 Mekanik Germe

AFUO AFUO

Sekil 61: Alt1 saatlik 2 pM Tubaci’nin mekanik stres altinda adipojenik farklilagsmaya

etkisinin 14.giin sonunda Oil Red O boyama sonuglarinin imageJ analiz goriintiileri.

Kirmizi alanlar kirmiziya boyanan yag keselerini temsil etmektedir.
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Sekil 62: 2 uM Tubacinin AFUO iginde 6 saatlik uyarisi sonrasi. 16. giinde ¢ekilen
goriintiilerden imagel programi yardimiyla yapilan kantitatif analiz sonuglarinin grafiksel
gosterimi. Imagel], de Oil Red O boyamasi sonucu kirmiziya boyali alanlarin tiim
fotografta kapladigi alanin % olarak hesaplanmasiyla elde edildi.

Sonug olarak, Sekil 59 ve 62 birlikte degerlendirildiklerinde, mekanik stres altinda
IMKH’larda adipojenik farklilasma, mekanik stres altinda olmayan IMKH’lara gore

baskilanmaktadir.

4.7 IMKH lara 2 uM Tubacin’in Kisa Siireli Uygulamasinda Osteojenik Farkhilasma
Etkilenmezken Ortamda Uzun Siireli Varliginda DMSO ‘dan Kaynakli Hiicre Kaybi

Olmaktadur.
2 uM Tubacin’in KHO ve osteojenik farklilagmay1 uyaran ortam-OFUO- i¢inde

kisa siireli (1 giin, 2 giin ve 3 giin) ve uzun siireli (21 giin) kiiltiirlerdeki IMKH’lerin
osteojenik farklilagsmasini nasil etkiledigi,Sekil 63°’deki deney kosullar1 ve plani takip

edilerek arastirildi. Sonuclar sekil 64-68 verilmistir.
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1 giin
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO EM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
2 giin
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
3 giin
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
KHO DMSO / KHO UM Tubacin / KHO OFUO DMSO / OFUO
[ KHO | KHO | KHO
[ 2 yM Tubacin / KHO | 2 pM Tubacin / KHO ]2 uM Tubacin / KHO
| DMSO / KHO | DMSO / KHO | DMSO / KHO
[ DMSO / OFUO | DMSO / OFUO | DMSO / OFUO
OFUO OFUO OFUO
Uzun siireli
Tarih 1 gun 2 gun 3 gun uzun sureli
1.gln ilag eklendi
2.gun Ilag cekildi ilag eklendi |ilag eklendi |ilag eklendi
3.glin
4.gln Ilag cekildi
5.gln ortam degisti Ilag cekildi
6.gln
7.gun
8.gln Alizarin Red |ortam degisti |ortam degisti |ortam degisti
9.gln Alizarin Red |Alizarin Red
10.glin
11.gln ortam degisti
12.gln
13.gln
14.gln ortam degisti
15.gln
16.gln
17.gln ortam degisti
18.gln
19.gln
20.gln ortam degisti
21.gln
22.gln
23.gln Alizarin Red

Sekil 63: Tubacin’in osteojenik farklilagma iizerine etkisinin arastirildigi deneyin, deney
kosullarinin yerlesim plani ve zaman planlamasi. Deney kosullarinda her kosul {iglii

calisilmigtir.
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I % 0.01 DMSO/KHO 2 uM Tubacin/KHO
OFUO % 0.01 DMSO/OFUO 2 M Tubacin/OFUO

Sekil 64: Birinci giin sonunda hiicrelerin hiicre kiiltiir kaplarindaki dagiliminin goriintiileri

(4X).

OFUO ' % 0.01 DMSO/OFUO | ' 2 uM Tubacin/OFUO

Sekil 65: Bir giinlik 2 uM Tubacin’nin osteojenik farklilasma etkisinin 7 glin sonunda

Alizarin Red boyama sonuglarinin goriintiisii (10X).
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% 0.01 DMSO/KHO

% 0.01 DMSO/OFUO ’ 2 pM Tubacin/OFUO

Sekil 66: Iki giinlik 2 pM Tubacin’in osteojenik farklilasma etkisinin 7 giin sonunda

2 uM Tubaci/KHO

.l

Alizarin Red boyama sonuglarinin goriintiisii (10X).

% 0.01 DMSO/KHO

2 M Tubacin/OFUO

Sekil 67: Ug giinliik 2 uM Tubacin’in osteojenik farklilagma etkisinin 7 giin sonunda

% 0.01 DMSO/OFUO

Alizarin Red boyama sonuglarinin goriintiisii (10X).
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% 0.01 DMSO/KHO 2 pM Tubacin/KHO

OFUO % 0.01 DMSO/OFUO 2 pM Tubacin/OFUO

Sekil 68: Yirmibir giinliik 2 uM Tubacin’in osteojenik farklilagma etkisinin 21 giin

sonunda Alizarin Red boyama sonuglarinin goriintiisi.

Kisa siireli kiiltiirleri takiben 7 giinlin sonunda osteojenik farklilagsma Alizarin Red
boyamasinda pozitif kontrol olarak kullanilan OFUO igeren kuyularda da boyama
gerceklesmedi. Bu sonuglar bize alizarin red boyamasi i¢in yedi giin siirenin uygun
olmadigin1 gosterdi. Fakat hiicrelerde 3 giinden itibaren morfolojik farkliliklar gézlendi.
Uzun siireli 2 pM Tubacin ve % 0,01 DMSO’in osteojenik uyar1 ortami iginde
uygulamasinin hiicre kaybina neden oldugu goriilmektedir. Buna karsin hem DMSO hem
de Tubacin KHO i¢inde hiicre kaybina neden olmamustir.

Sonug olarak, 2 uM Tubacinin KHO ig¢inde osteojenik farklilasma yaratmadigi,
hem kisa siireli hem de uzun siireli kiiltiirlerde goriilmiistiir.

2 uM Tubacin OFUO i¢inde alt1 saatlik uygulamasinin osteojenik farklilasmay1
nasil etkiledigini gostermek icin Sekil 69°deki kosullar ve plan takip edildi. Tubacin’in
KHO ve OFUO iginde alt1 saatlik uyarisinin osteojenik farklilagsmaya etkilerinin sonuglari

Sekil 70-72"de goriilmektedir.
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Tarih Uygulama

1.g0n 6 saat 2 pM Tubacin/OFUO
2.gln
3.gln
4.gln OFUO
5.gln
6.gun
7.gun OFUO
8.gln
9.gln
10.gdn OFUO
11.gln
12.gdn
13.gdn OFUO
14.guUn
15.gdn
16.gdn OFUO
17.gdn
18.gun
19.gun OFUO
20.gun

TN

OFJUO OFJO OFJUO
KHO KHO KHO

2 uM Tubacin /OFUO 2 uM Tubacin /OFUO 2 uM Tubacin /OFUO
% 0.01 DMSO /OFUO % 0.01 DMSO /OFUO % 0.01 DMSO /OFUO

m

KHO KHO KHO

Sekil 69: Tubacin’in osteojenik farklilasma {izerine etkisinin arastirildigi deneyin deney
kosullarinin yerlesim plan1 ve zaman planlamasi. Deney kosullarinda her kosul {iglii

calisilmigtir.

2 uM Tubacin/OFUO 2 uM Tubacin/KHO

% 0.01 DMSO/OFUO % 0.01 DMSO/KHO

OFUO KHO

Sekil 70: Alt1 saatlik 2 uM Tubacin’in osteojenik farklilasmaya KHO ve OFUO i¢inde

iken etkisinin Alizarin Red boyamasi sonrasi iistten goriintiileri.
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% 0.01 % 0.01 DMSO / KHO 2 pM Tubacin / KHO

% 0.01 DMSO / OFUO 2 pM Tubacin / OFUO

KHO

Sekil 71: Alt1 saatlik 2 pM Tubacin’in osteojenik farklilasma etkisinin 21 giin sonunda

Alizarin Red boyama 6ncesi morfolojik gortintiileri (10X).

% 0.01 DMSO / KHO 2 UM Tubacin / KHO

OFUO % 0.01 DMSO / OFUO 2 uM Tubacin / OFUO

Sekil 72: Alt1 saatlik 2 uM Tubacin’in osteojenik farklilagsma etkisinin 21 giin sonunda

Alizarin Red boyama sonrasi sonuglarinin goriintiileri (10X).

Sonug olarak, alt1 saatlik 2 uM Tubacin KHO ve OFUO i¢inde uygulandiktan
sonra, OFUO ile kiiltire devam edildiginde IMKH'lerde osteojenik farklilagmay1
degistirmedigi goriilmektedir.

Tubacin KHO veya OFUO ortam i¢inde uygulandiktan sonra KHO ile veya OFUO
ile devam edilmesi durumunda nasil etkilendigi arastirildi. Bu deney fibronektin kaplanmis
ve kaplanmamis altili hiicre kiiltiir kaplarda olmak {izere, ayn1 sartlarda arastirildi (Sekil

73-74). Sonuglar Sekil 75-77°de goriilmektedir.
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6 saat 2 uM Tubacin KHO i¢inde 6saat 2 uM Tubacin OFUO iginde
KHO KHO KHO KHO KHO KHO
OFUO OFUO OFUO OFUO OFUO OFUO

6 saat DMSO KHO iginde 6 saat DMSO OFUO iginde
KHO KHO KHO KHO KHO KHO
OFUO OFUO OFUO OFUO OFUO OFUO
Uzun sureli OFUO iginde Uzun sureli

KHO KHO KHO 2 uM Tubacin / OFUO (2 yM Tubacin / OFUO |2 uM Tubacin / OFUO
OFUO OFUO OFUO DMSO /OFUO DMSO /OFUO DMSO /OFUO

Sekil 73: Fibronektinli veya fibronektinsiz kaplarda, takip edilen deneyin akis semasi.

Semada beyaz kutulardaki ortamlar ile 6 saatlik uygulamanin ardindan kiiltiire devam

edilen ortamlar goriilmektedir. Hiicre kiiltiirii kaplarinda IMKH’lerin 2 uM Tubacin ve %
0.01 DMSO KHO veya OFUO iginde 6 saat uygulandiktan sonra KHO veya OFUO ile

kiltire devam edildi.

Tarih

Uygulama

1.gln

6 saat Tubacin

2.gun

3.gUn

4.gUn

OFUO

S.gUn

6.gUn

7.00n

OFUO

8.gUn

9.gln

10.gun

OFUO

11.0Un

12.gun

13.gun

OFUO

14.gun

15.0Un

16.gun

OFUO

17.gdn

18.gun

19.gln

OFUO

20.gln

21.gln

22.gln

Alzarin red

Sekil 74: Uygulanan deney kosullarinin zaman plani.
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OFUO OFUO

Sekil 75: Fibronektinsiz kaplarda, Tubacin’nin ve DMSO’nun KHO ig¢inde 6 saat

uygulanmasini takip eden 21 giin sonunda elde edilen Alizarin Red boyamas1 goriintiileri .

OFUO OFUO

Sekil 76: Fibronektinsiz kaplarda, Tubacin’nin, ve DMSO’nun, OFUO i¢inde 6 saat
uygulanmasini takip eden 21 giin sonunda elde edilen Alizerin Red boyamas1 goriintiileri

(10X).
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Sekil 77: Sekil 75-76’de elde ettigimiz goriintiilerin imageJ programinda kirmiziya boyali
alanlarin yiizde degerlendirme sonuglari.
Istatistiksel analizler sonucunda Tubacin’in IMKH’lerin osteojenik farklilasmasina

fibronektin kapli olmayan yiizeylerde etkisinin olmadig: goriildii (Sekil 78-80).

OFUO OFUO

Sekil 78: Fibronektinli kaplarda, Tubacin’nin ve DMSO’nun KHO ig¢inde 6 saat
uygulanmasini takiben, 21 giin sonunda elde edilen Alizarin Red boyamasi goriintiileri

(10X).
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OFUO

Sekil 79: Fibronektinli kaplarda, Tubacin’nin ve DMSO’nun, OFUO i¢inde 6 saat

uygulanmasini takip eden 21 giin sonunda elde edilen Alizarin Red boyamasi goriintiileri

(10X).

100
90

80 -
70 -
60 -
50 -

40
30
20
10

Ortalama % Alan

DMSO sonra DMSO sonra Tubacin sonra Tubacin sonra
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" OFUO i¢inde

Sekil 80: Sekil 78-79°de elde ettigimiz goriintiilerin imageJ programinda kirmiziya boyali

alanlarin yiizde degerlendirme sonuglari.

Istatistiksel analizler sonucunda Tubacin’in osteojenik farklilasmaya fibronektin

kapli ylizeylerde etkisinin olmadig1 bulundu. Ayrica Tubacin’in KHO veya OFUO ig¢inde

uygulanmasinin ve  KHO veya OFUO ile kiiltlire devam edilmesinin osteojenik

farklilagmaya etkisi olmadigi tespit edilmistir.
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4.8 IMKH lerin Mekanik Stres Altnda 2 uM Tubacin Kisa Siireli Uygulamasinin
Osteojenik Farklilasma Etkisine Karar Verilemedi.

Mekanik germe stresi altinda IMKH’larin osteojenik farklilasmasinin nasil
etkilendigine yonelik 3 defa deney planlandi ve yapildi. Ancak laboratuvar oda
sicakligindaki ani yilikselme dolayisiyla inkiibatrlerdeki hiicre davraniglari etkilenmistir.

Sadece bir sonug¢ alinmistir. Bu sonug sekil 81°deki gibi olmustur.

6 saat % 0.01 DMSO KHO 6 saat 2uM Tubacin KHO
i¢inde iginde
% 5 Mekanik Germe % 5 Mekanik Germe

OFUO OFUO

Sekil 81: Fibronektinli silikon zarlarda, Tubacin’nin ve DMSO’nun KHO i¢inde mekanik
stres altinda 6 saat uygulanmasini takip eden 21 giin sonunda elde edilen Alizarin Red

boyamasi goriintiileri (10X).
Sonug olarak mekanik germenin osteojenik farklilasmaya etkisi baskilantyor gibi

goriinmektedir. Ancak bu deneyin uygun oda sicaklifinda tekrarlandiktan sonra

sonuglarimizin giivenirligi saglanmis olacaktir.
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4.9 Osteojenik ve Adipojenik Farklilagsmanin Belirteglerinin Ekspresyonu Tubacin ve
Mekanik Stres Varliginda Degismektedir.

Osteojenik  farklilagmanin  belirtegleri, Runx2 ve  Sppl  genlerinin
transkripsiyonlarindaki artistir. Bu amagla, bu iki genin ekspresyonuna, tubacin ile bir giin
muamele edilen ve sonrasinda yedinci gliniin sonuna kadar OFUO ile devam edilen

orneklerden elde edilen RNA "lar kullanilarak bakildi.Sonuglar Tablo 9 goriilmektedir.

Tablo 9. IMKH hiicrelerine sadece Tubacin uygulanmasmin (Tubacin & DMSO)
osteojenik ve adipojenik gen belirteclerinin mRNA diizeylerinde etkilerinin gergek
zamanli-PCR sonras1 normalize edilmis sonuglari. REF. referans geni, HED. Hedef geni

ifade etmektedir.

Gen Tipi Ekspresyon Std. Hata 95% C.1. P(H1)
18s rRNA REF 1.000 0.767-1.186  0.722-1.186 1.000
RUNX2  HED. 1.441 0.286 -3.764  0.235-5.317 0.762
SPP1 HED. 1.888 0.592 -9.251  0.240- 15.238 0.710
PPARG  HED. 3.442 2.155-4993  1.885-5.706 0.370
TFAP2A  HED. 4.428 3.368-6.270 2.436-6.781 0.161

Tablo 10. IMKH hiicrelerine Mekanik germe DMSO ve DMSO (MecDMSO & DMSO)
uygulanmasinin osteojenik ve adipojenik gen belirteglerinin  mRNA  diizeylerinde

etkilerinin gercek zamanli-PCR sonrasi normalize edilmis sonuglari.

Gen Tipi Ekspresyon Std. Hata 95% C.1. P(H1)
18s rRNA  REF. 1.000 0.742 -1.249 0.699 - 1.275 1.000
RUNX2 HED. 0.193 0.146 - 0.233 0.136-0.316 0.048 Azalma
SPP1 HED. 1.464 0.632 -5.049 0.221 - 6.835 0.713
PPARG HED. 0.130 0.061 - 0.433 0.053 - 0.495 0.113
TFAP2A  HED. 0.109 0.054 - 0.363 0.040 - 0.435 0.064
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Tablo 11. IMKH hiicrelerine Mekanik germe ve Tubacin (MecTubacin & Tubacin)

uygulanmasinin osteojenik ve adipojenik gen belirteclerinin  mRNA diizeylerinde

etkilerinin gercek zamanli-PCR sonrasi normalize edilmis sonuglari.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)
18srRNA  REF. 1.000 0.836-1.310 0.829-1.395 1.000
RUNX2 HED. 0.060 0.009 - 0.601 0.002 - 1.451 0.357
SPP1 HED. 0.217 0.065-1.383  0.017-1.835 0.551
PPARG HED. 0.025 0.007 - 0.068  0.005-0.084 0.034 Azalma
TFAP2A HED. 0.032 0.022 -0.046  0.020-0.056  0.000 Azalma

Tablo 12. IMKH hiicrelerine Mekanik germe Tubacin ve Mekanik germe DMSO

(MecTubacin & MecDMSO) uygulanmasinin osteojenik ve adipojenik gen belirteclerinin

mRNA diizeylerinde etkilerinin gercek zamanli-PCR sonrasi normalize edilmis sonuglari.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)
18srRNA  REF. 1.000 0.809-1.353 0.776-1.441  1.000
RUNX2 HED. 0.451 0.040-2.366 0.029-2.773  0.662
SPP1 HED. 0.279 0.072-1.780 0.023 -2.518  0.389
PPARG HED. 0.666 0.295-2.533 0.096-2.987 0.762
TFAP2A HED. 1.286 0.423-2.843 0.320-3.423  0.805

Mikrodizi analizine gonderilen RNA orneklerinde yaptigimiz gercek zamanli PCR
sonuglara gore osteojenik farklilasma gen belirteclerinin mRNA diizeyinde anlamli bir
degisiklik olmamistir. Buna karsin adipojenik farklilasma belirte¢ genleri PPARG ve
TFA2A Tubacin O6rnegindekine gore mekanik germe ve tubacinin birlikte uygulandig:

orneklerde mRNA seviyesi anlamli derece azalmustir.
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4.10 Tubacin, Fibronektin Kaph Silikon Zar Uzerinde Cogalan IMKH Hiicrelerinde 6
Saat Sonunda Alfa Tubulin Asetilasyonunu Arttirirken Hiicre Stres Fiberlerinde Bir
Degisiklige Neden Olmamigstir.

Tubacin’in fibronektin kapl silikon zar iizerindeki IMKH’lerinde F-aktin stres
fiberlerinin degisiklik yaratip yaratmadigi arastirildi. Altr saatlik tubacin uygulamasi alfa

tubulin asetilasyonunu artirirken stres fiberlerde degisiklik gozlenmedi (Sekil 82-84).

Cekirdek: Mavi
Ac-g-Tub.:Kirmizi

% 0.01 DMSO

Sekil 82: Asetlie alfa tubulin miktarindaki artis1 gosteren floresans mikroskop goriintiileri

(40X).

Cekirdek: Mavi
F-actin: Yesil

% 0.01 DMSO

Sekil 83: DMSO ve Tubacin uygulanmasi sonrasinda f-aktin stres fiberlerinin miktar ve

dagiliminin floresans mikroskobundaki goriintiisii (40X).
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Cekirdek: Mavi
Ac-¢g-Tub.:Kirmiz1

F-actin: Yesil

% 0.01 DMSO

Sekil 84: Asetile alfa tubulin ve F-aktin stres fiberlerindeki degisiminin st iiste

cakistirilmis floresans mikrokop goriintiisii (40X).

4.11 Tubacin, Fibronektin Kapl Silikon Zar Uzerinde Cogalan IMKH Hiicrelerinde 6
Saat Mekanik Stres ile birlikte Uygulandiginda Alfa Tubulin Asetilasyonunu ve Stres
Fiberler Olusumunu Arttirmaktadir.

Tubacinin hiicre mikrotiibiil yapisinda yaratacag: etki ile hiicre stres fiberlerinin
mekanik stres altinda etkilenecegi diisliniildii. Tubacin varlifinda f-aktin stres fiber
olusumunda gozle goriillir bir etki saptanmistir (Sekil 85). Tubacin’in varliginda acetile
alfa tubulin seviyesindeki degisiklik sekil 86 da goriilmektedir. Sekil 87 de f-aktin ve

acetile alfa tubulin goriintiilerinin ¢akigtirilmig goriintiisii goriillmektedir.

85



20x

40x

Sekil 85: Tubacin varliginda mekanik stresin, f-aktin stres fiberlerine olan etkisi. Yesil

renk f-aktin stres fiberlerini ve mavi hiicre ¢ekirdeginin DAPI boyanmasini gosterir (20x

ve 40x).
- ZOX -
- ) -

Sekil 86: Tubacin varliginda asetile alfa tubulin degisimi. Kirmiz1 asetile alfa tubulini ve

mavi hiicre ¢ekirdeginin DAPI boyanmasini gosterir (20x ve 40x)
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Sekil 87: Tubacin varliginda asetile alfa tubulin ve f-aktin stres fiber degisimi. Kirmizi
asetile alfa tubulini, yesil f-aktin stres fiber ve mavi hiicre ¢ekirdeginin DAPI boyanmasini
gosterir (20x ve 40x).

Sonu¢ olarak mekanik stres altinda asetile alfa tubulin yardimli f-aktin stres

fiberlerinde gozle goriiliir bir artma tespit edilmistir.

4.12 Mikrodizi Analiz Sonuclart

On iki ¢ipin logaritma 2 tabanindaki ham ekspresyon verilerine ait kutu ¢izgi
grafikleri incelendiginde ise ekspresyon degerlerinin yiizde ellilik kisimlarmin yaklasik
5,8-7,0 araliginda dagilim gosterdigi ve medyan degerlerinin yaklasik 6,0 civarinda
ortalandigi, ancak 7 (MecDMSO1) ve 12 (MecTubacin3) numarali ¢iplerin, diger on ¢ipten
farkli bir dagilima sahip oldugu gozlendi (Sekil 88).
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Sekil 88: On iki ¢ipe ait ham ekspresyon verilerinin kutu ¢izgi grafikleri.

Daha sonraki basamakta ise “quantile” normalizasyon yontemi kullanilarak on iki
¢ip bir arada normalize edildi ve normalize edilen ¢iplerede ekspresyon verilerine ait kutu
cizgi grafikleri resmedildi (Sekil 89). Normalizasyon sonrasi on iki ¢ipe ait ekspresyon
degerlerinin yiizde ellilik kisimlarinin yaklasik 2,5-2,8 araliginda dagildigi ve medyan

degerlerinin yaklasik 2,6 civarinda ortalandigi bulundu.
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Sekil 89: On iki ¢ipe ait normalize edilmis ekspresyon verilerinin kutu ¢izgi grafikleri.

Elde edilen normalize ekspresyon verilerinin nasil bir sekilde kiimelendigini
belirlemek i¢in yapilan kiimeleme analizinde ise, 7 ve 12 numarali ¢iplerin herhangi bir

kiime igerisine oturmadigi ve diger gruplardan bagimsiz oldugu belirlendi (Sekil 90).
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Sekil 90: Normalize ekspresyon verileri kullanilarak elde edilen 12 ¢ipe ait kiimeleme

dendogrami.

Kiimeleme ¢oziimlemesi sonrast 7 ve 12 numarali ¢iplerin, ekspresyonu istatistiksel
acidan anlamli olarak degisim gosteren genlerin belirlenmesi i¢in yapilacak olan

¢Oziimlemelerde yanilmalara neden olabilecegi diisiiniilerek bundan sonraki basamaklarda
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kullanilmamak iizere c¢ikarilmasina karar verildi ve bu ¢ipler kullanilmadan tekrar

normalizasyon iglemi yapild1 ve ¢iplere ait kiimeleme dendogrami elde edildi.

10 ¢ip kullanilarak yapilan normalizasyon islemi sonrasinda, ¢iplere ait normalize
ekspresyon verilerinin ylizde ellilik kismimin 2,5-2,8 araliginda dagildigi ve medyan

degerlerinin 2,6 civarinda ortalandig1 gozlendi (Sekil 91).
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Sekil 91: Normalizasyon sonrasi 10 ¢ipe ait ekspresyon verilerinin kutu gizgi graﬁklﬂ\eri.

Normalize ekspresyon verileri kullanilarak yapilan kiimeleme analizi sonrasinda ise
mekanik stres uygulanan ve uygulanmayan c¢iplerin 2 ana gruba ayrildigi ve bu gruplar
icerisinde ise Tubacin uygulanan c¢iplerin bir arada, DMSO uygulanan ¢iplerin ise kendi

arasinda gruplandig gézlemlendi (Sekil 92).

90



Cluster Dendrogram

70

60

50

Height

40

|
|

30
1 }
J»
MecDMSO2 “
MecDMSO3 J
MecTubacin1
MecTub: 2

Tubacin3
DMS02
DMSO3

20
Tubacin
Tubacin2

DMSO

hclust {7, "complete")

Sekil 92: Normalize edilmis 10 ¢ipe ait kiimeleme dendogrami.

Gruplar arasindaki gen ekspresyonu degisimlerinin istatistiksel anlamliliginin
ortaya konmasi amaci ile Significance Analysis of Microarray (SAM) yontemi kullanilarak
istatistiksel ~ ¢oziimlemeler gerceklestirilmistir’’.  Istatiksel ¢Oziimlemelerde SAM

yonteminin R programina uyarlanmis hali olan samr paketi kullanilmistir.

4.12.1 Istatistiksel Coziimlemeler:

Mekanik stres uygulanmamis olan DMSO ve Tubacin ¢iplerinin (toplam 6 ¢ip 3 vs
3) arasindaki ekspresyonel farkliliklarin istatistiksel olarak ortaya konmasi i¢in yapilan
SAM ¢oziimlemesinde, iki grup arasinda ekspresyonu anlamli olarak degisen 61 prob
belirlenmistir (FDR<0.01 *False Discovery Rate - Hatali Kesif Orani). Bulunan 61
probdan tamaminin ekspresyonel degisim yonii azalma seklinde olup, ADHI1A (probe id:

ILMN 1764309) geni disindaki tiim genlerin ekspresyonu 2 kat ve altinda azalmistir.

Mekanik stres uygulanmis olan DMSO ve Tubacin ¢iplerinden (toplam 4 ¢ip 2 vs
2) elde edilen ekspresyon verileri karsilastirildiginda ise, iki grup arasinda ekspresyonu
anlamli olarak degisim gosteren toplam 8 prob bulunmustur (FDR<0.01). Belirlenen 8
probdan tamaminin ekspresyonu azalma gdstermis olup bunlardan 4 tanesinin ekspresyonu

2 kat ve tlizerinde azalmigtir. Tiim genler arasinda ekspresyonu en ¢ok azalan ise yaklasik 4

kat ile GAL (probe id: ILMN _1682015) genidir.
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Mekanik stres uygulanmamis DMSO (3 ¢ip) ile mekanik stres uygulanms DMSO

(2 ¢ip) ekspresyon verileri karsilagtirildiginda ise toplam 4750 probun ekspresyonunun
anlaml olarak degistigi belirlendi (FDR<0.01). 4750 probun 2353 tanesinin ekspresyonu
azalma gosterirken bu problardan sadece 405 tanesinin ekspresyonu 2 kat ve iizerinde
azaldig1 bulundu. 2353 prob arasinda ekspresyonu en ¢ok azalma gdsteren gen ise 8,62 kat
degisim orani ile EFEMP1 (prob id: ILMN 1673880) olarak gozlendi. Ekspresyonu artig
gosteren 2397 probun 176 tanesinin 2 kat ve tizerinde artis gosterdigi bulunurken en ¢ok

degisim gosteren gen DHRS9 (prob id: ILMN 1733998) olarak belirlendi.

Son karsilastirmada ise, mekanik stres uygulanmamis Tubacin (3 ¢ip) ve mekanik

stres uygulanmis olan Tubacin’e (2 ¢ip) ait ekspresyon verileri istatistiksel olarak
kiyaslandi. Toplamda 2547 probun ekspresyonundaki degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, bu problarin 1125 tanesinin ekspresyonu azalmis, 1233 tanesinin ise
ekspresyonu anlamli olarak artmig bulundu (FDR<0.01). Ekspresyonu azalma gosteren
tim problar arasindan 1069 tanesinin ekspresyonu 2 kat ve iizerinde azalma, 1216
tanesinde ise 2 kat ve iizerinde artma oldugu belirlendi. Ekspresyonu 5,41 katlik artis ile en
cok artan gen CCL2 (prob id: ILMN 1720048) bulunurken, EFEMP1 (prob id:
ILMN 1673880) geninin ekspresyonunun 4,76 kat ile ekspresyonu en ¢ok azalan gen

olarak belirlendi.

4.12.2 Mikroarray Dogrulamasi

Mikrodizi analizlerinden ¢ikan gen listeleri incelendi ve laboratuvarimizda bulunan
primer ile ger¢ek zamanli PCR ile dogrulama yapildi. Dogrulamada kullanilan EGR1
(Tablo 13 ve 14), HIFla (Tablo 15) ve ITGBI1 (Tablo 16 ve 17) genlerinin mRNA
diizeyleri mikro dizi analiz sonuglariyla uyumlu bulundu.
Tablo 13. IMKH hiicrelerine Mekanik germe Tubacin ve Tubacin (MecTubacin &
Tubacin) uygulanmasinin EGR1 mRNA diizeyinde etkisinin ger¢ek zamanli-PCR sonrasi
normalize edilmis sonuglari. Parentez i¢indeki deger mikrodizi analizindeki degisim

miktarini gostermektedir.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)
18 rRNA  REF 1.000 0.950-1.064 0917-1.084 1.000
EGR1 HED. 4490 (3.9) 2.842-7.193  2.842-10.406 0.049 Artma
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Tablo 14. IMKH hiicrelerine Mekanik germe DMSO ve DMSO (MecDMSO & DMSO)
uygulanmasinin EGR1 mRNA diizeyinde etkisinin ger¢ek zamanli-PCR sonrasi normalize

edilmis sonuglari. Parentez i¢indeki deger mikrodizi analizindeki degisim miktarini

gostermektedir.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)

18 rRNA  REF. 1.000 0.742-1.249 0.699-1.275 1.000

EGRI HED. 4.857(3.7) 1.982-11.800 1.755-13.568 0.048 Artma

EGR1 geninin ger¢ek zamanli PCR analizlerini bu iki karsilastirma disinda kalan

gruplarda kontrol edildi ve anlaml1 bir degisiklik bulunmadi.

Tablo 15. IMKH hiicrelerine Mekanik germe Tubacin ve Mekanik germe DMSO
(MecTubacin & MecDMSO) uygulanmasinin HIFIA mRNA diizeyinde etkisinin gergek
zamanli-PCR sonrasi normalize edilmis sonuglari. Parentez i¢indeki deger mikrodizi

analizindeki degisim miktarin1 gostermektedir.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)
18S rRNA  REF 1.000 0.944 - 1.043 0.925-1.074  1.000
HIFTIA HED. 3.991(1.9) 3.164-5.557 2.960-5986 0.048 Artma

HIF1A geni i¢inde gercek zamanli PCR analizlerini bu karsilastirma disinda kalan

gruplarda kontrol edildi ve anlaml1 bir degisiklik bulunmadi.

Tablo 16. IMKH hiicrelerine Mekanik germe Tubacin ve Tubacin (MecTubacin &
Tubacin) uygulanmasmin ITGB1 mRNA diizeyinde etkisinin gercek zamanli-PCR sonrasi
normalize edilmis sonuglari. Parentez i¢indeki deger mikrodizi analizindeki degisim

miktarini gostermektedir.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.1. P(H1)
18s rRNA REF 1.000 0.847-1.233 0.813-1.314 1.000
ITGB1 HED 0.167(2.0) 0.102-0.232  0.096 - 0.250 0.033 Azalma
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Tablo 17. IMKH hiicrelerine Mekanik germe DMSO ve DMSO (MecDMSO & DMSO)
uygulanmasinin ITGB1 mRNA diizeyinde etkisinin gergek zamanli-PCR sonrasi1 normalize

edilmis sonuglari. Parentez i¢indeki deger mikrodizi analizindeki degisim miktarini

gostermektedir.

Gen Tipi Ekspresyon  Std. Hata 95% C.I. P(H1)

18 rTRNA  REF 1.000 0.742-1.249 0.699-1.275 1.000

ITGBI HED. 0.061(4.2) 0.045-0.088 0.045-0.088 0.016 Azalma

ITGB1 geni i¢inde gergek zamanli PCR analizlerini bu iki karsilastirma disinda kalan
gruplarda da kontrol edildi ve anlaml1 bir degisiklik bulunmadi.

Mikrodizi analizlerinin dogrulamak i¢in immiinofloresans boyama ile HIF1A ve

EGR1 protein seviyeleri gosterilmeye calisildi ancak antikorlarin ¢aligma kosullar

optimize edilmesinde sorunlar yasandigindan simdilik bu ¢alismalar yapilamamaistir.
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S.TARTISMA

Insan mezengimal kdk hiicreleri, uygun farklilasma ortamlar1 kullanilarak osteosit
veya adipositlere farklilastirilmaktadir®. IMKH’lerin bu farklilasma kapasiteleri belli
hastaliklarin tedavisinde hiicreye dayali tedavi yaklagimlarini da beraberinde getirmistir **.
IMKH’lerin farklilasma mekanizmalarmi aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar arttikca bu
hiicrelerin farklilasmalarinda biliylime faktorleri kadar c¢evresel veya mikromekanik
cevrenin de belirleyici oldugu gériilmiistir. McBeath ve arkadasalart IMKH’lerle
yaptiklar1 caligmada, hiicrelerin tutunduklari yiizeyin biiyiikliigline ve ekilme yogunluguna
bagli olarak aldiklar1 seklin hangi hiicre tipine farklilagacaklarini belirledigini gosterdiler.
Daha seyrek ekilen, ¢ok tutunan ve daha fazla yayilmis sekilde duran IMKH’lerin
osteojenik yolu sectigini; buna karsin yogun ekilen, az tutunan ve yuvarlagimsi sekil alan
hiicrelerin de adipojenik yola yonelerek adiposide doniistiiklerini ve doniisiimde, RhoA 'nin
6nemli rol aldigmi gostermislerdir '°. Hiicre seklinin RhoA’y1 aktive ettigi ve ROCK
lizerinden hiicre i¢i gerginligini arttirmasi sonucu IMKH’leri osteojenik farklilasmaya
tesvik ettigi belirlendi '°. Engler ve arakdaslari da yaptiklar1 calismada kok hiicrelerinin
tutunduklar1 yiizeyin sertliginin, hiicrelerin farklilasma yollarinda belirleyici oldugunu
tespit ettiler. IMKH’leri farkli sertliklerdeki poliakrilamit matrislere ektiklerinde, yumusak
sertlikteki (0.1-1 kPa) hiicre dig1 matrikste néronik fenotip gosterdiklerini, orta sertlikteki
(8-17 kPa) hiicre dis1 matriste miyosit fenotipi gosterdiklerini ve ¢ok sert (25-40 kPa)
matriste de osteosit fenotip gdsterdiklerini buldular *2. Doktor Engler bunun kok hiicre
tedavi yaklagimlarinda distintilmesi gereken ¢ok Onemli bir parametre oldugunu
diisiinmektedir. Ciinkii, hasarli dokuyu tedavi etmede kullanilan IMKH’ler, hasarli dokuya
gittiklerinde artik saglikli dokudaki mekanik mikrocevreyle karsilasmayacaklari igin
istenmeyen hiicrelere farklilasabilecekleri, miyokart enfarkt sonuglariyla gosterilmistir.
Miyokart enfarktiisii, kalp dokusunda hasarli bolgede doku sertligini artirmakta ve bu da o
bolgeye gelen hiicrelerin kemik hiicresine farklilagsma riskini artirmaktadir. Klinik olarak
denenen miyakart enfaktiislii dokularin yaklasik %50’sinde anormal doku olusumlarinin
gbzlenmesinin bu nedenden kaynaklandig: diisiiniilmektedir’. IMKH’lerin, plastik hiicre
kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildiklerinde farklilagsmadiklar1 yayinlarda belirtilmektedir.
Ancak altinc1 veya yedinci pasajdan sonra hiicrelerin daha ¢ok osteosit benzeri goriintiiye

sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, uzun siire kiiltiire edildiklerinde kalsiyum birikimi

96



yapmadiklar1 ve hiicrelerin daha az boliindiikleri goriilmektedir. Hiicrelerdeki bu sekil
degisikliginin, tutundugu ylizeyin sertliginden kaynaklaniyor olabilecegi diisliniilmektedir.

IMKH’lerin farklilisma yolunda, bir veya birkag gen aktif olarak rol almaktadir.
Osteojenik farklilasmanin belirtegleri, RUNX2 ve SPP1 transkripsiyon faktor genleridir.
Adipojenik farklilasmada TFAP2A ve PPARG genleri belirtegtir. Bu ve buna benzer
genlerin ekspreyonunun agilmasit veya kapanmasi epigenetik bir diizenlemedir. Epigenetik
siireclere miidahale ederek hiicrelerin farklilagsmalarinin ydnlendirilebilegi calismalarda
gosterilmistir ** ° %, Epigenetik diizenleme tersinir bir olaydir. Mekanik uyar1 sonucu bazi
genlerin agilabilmesi gibi kapanabilmesi de olasidir . Illi ve arkadaslarmm yaptiklar
calismada, insan endotel hiicrelerinde akiskan siirtiinme stresi sonucu c-fos geninin
transkripsiyonel olarak aktive olmasini histon 3 (H3)’iin 14.pozisyondan asetilasyonunu
sagladigi bulunmustur ®. Ayni grubun, fare embriyonik kok hiicrelerinde yaptiklari
calismada da, TSA varliginda akiskan stirtiinme kuvvetinin, H3K 14 asetilasyonunu, H3S10
fosforilasyonunu, H3K73 metilasyonunu ve H4 asetilasyonunu arttirdigi bulunmustur. Bu
epigenetik degisikliklerin kardiyovaskiiler belirte¢ olarak bilinen bir ¢ok geni etkiledigi de
gosterilmistir 6 Ancak bu calismalarda kullanilan HDAC inhibitérlerinin 0zgiil olarak tek
bir HDAC enzimini baskilamadigi bilinmektedir. Bu 6zgiil olmayan etki beraberinde 6zgiil
olmayan yanitlar olusturma riskini getirmektedir. Calismamizda kullanilan Tubacin’i diger
HDAC: lerinden ayiran en temel 6zellik, sadece HDAC6 enzimine karsi inhibitor etkiye
sahip olmasidir. Oysaki, TSA’nin tiim HDAC’lara, ve valporik asit (VPA)’in smif 1 ve
smif 2a HDAC’lara kars1 engelleyici etkisi bulunmaktadir. Birden fazla HDAC
engellendiginde, yiizlerce gen ekspresyonu 6zgiil olmayan bir sekilde degisebilecegi igin,
TSA ve VPA hiicrede 6zgiil olmayan yanitlar olusturur. Ancak, Tubacin’in 6zgiil olarak
sadece alfa tubulin asetillenmesini artirarak hiicrede daha 06zgiil bir yanit olusmasini

sagladig1, yapilan ¢alismalarda gosterilmistir '> '¢ 18 70 73 7377

. Yaptigimiz c¢aligmalarda
tubacin’in sadece 40 uM konsantrasyonda IMKH’lerde toksik etki yaptig1 bulundu. Buna
karsin 40 pM altindaki tubacin konsantrasyonlarinda hiicre toksisitesi gozlenmedi.
Tubacin’nin KHO, OFUO ve AFUO’ nun i¢inde IMKH’lerin hiicre ¢ogalmasi iizerine bir
etki yapmadig1 goriildii. Stuart L. Schreiber ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da, fare

embriyonik kok hiicrelerinin hiicre dongiisiinde ve g¢ogalmasinda tubacin’in bir etkisi

olmadig1 gosterilmistir .
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Tubacin’nin 2 pM dozunun zamana bagh alfa tubulin asetilasyonunu artirdigi
goriildii. Ancak tubacin’in bu etkisinin belli bir siireden sonra (6 saat) doyum noktasina
ulastign bulundu. 2 pM tubacinin IMKH’lerde alti saatlik muamelesinin sonunda alfa
tubulinlerde maksimum asetilasyonu yarattigi, western blot ve immunofloresans
calismasiyla gosterildi. Tubacin’in ortamdan uzaklastirilmasi takiben alt1 saat sonra alfa
tubilin  asetilasyonun bazal seviyeye dondiiglinii western blot yontemiyle gosterildi.
Tubacinin alfa tubulin asetilasyonunu arttirdigi ve bu etkiyi geri doniisiimlii yarattigi
biliniyordu, ancak bunun kinetigine ait bir bilgi bulunmamaktadir "> .

Tubacin’in asetile tubulini artirarak hiicrede daha gergin bir iskelet yaratip
yaratmadigi, hiicre iskeleti gerginlik belirteci f-aktin stres fiber olusumuna bakilarak
arastirldi. Immiinofloresans sonuglar alfa tubulin asetilasyonunun hiicrelerde aktin stres
fiber olusumunda gozle goriiliir bir farklilik yaratmadigini gosterdi. Ancak mekanik stres
ile tubacin birlikte uygulandiginda, f-aktin stres fiberlerinde kalinlasma goriildii. Bu da
tubacin tarafindan alfa tubulin iizerinde yaratilan asetilasyonun hiicre iskeletinde yarattig
etkinin mekanik stresin algilanmasinda bir farklilik yarattigini diistindiirmiistiir. Mikrodizi
analizlerinde, mekanik germe ve DMSO uygulanan 6rneklerin sadece DMSO uygulanmis
ornekle karsilagtirlldiginda (karsilastirma 2) elde edilen anlamli degisen gen sayist 4750
iken mekanik germe ve tubacin uygulanan Ornegin yalnizca tubacin Orneginin
karsilastirildig1 mikrodizi analizinde anlamli degisen gen sayis1 2547 olmustur. Bu iki
karsilastirma farkli olan veya ayni olan gen gruplar f-aktin stres fiberlerin artisindaki rolii
aciklama 6nemli olabilecegini diisindiirmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda, ad1 gecen genler ile
ilgili gen seti zenginlestirme analizleri (GSEA-Gene Set Enrichment Analysis) ve sinyal
yolag1 analizleri yapilmasi gerekmektedir. Bu analizler daha sonraki c¢alismalarimizin
hedefleerini olusturacaktir.

IMKH’ler osteojenik ve adipojenik farklilasmaya, farklilastirmay:r uyaran
ortamlarla yonlendirilmektedir. Bu yonlendirme ortamlari iginde, tek basina tubacin’in
etkisi goriilmemistir. Tubacin’in KHO i¢inde alt1 saat uygulanmasindan, sonra OFUO veya
AFUO ile mulameleye devam edildiginde osteojenik veya adipojenik farklilasmaya etkisi
olmamistir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, HDACi’lerinin hiicre farklilasmasinda
aktif gorev aldigi gosterilmisti. Smif 1 ve 2a iiyelerini baskilayan valporik asidin
osteojenik farklilasmayi artirdigi ve bunu doz bagimli degistirdigi gosterilmistir ©’. VPA

gibi 0zgiill olmayan HDACi’nin bu etkiyi histon asetilasyonunu artirmasiyla gen
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ekspresyonunu degistirerek yaptig1 bilinmektedir. Fakat tubacin’in fare embriyonik kok
hiicrelerinde DMSO’ya kiyasla gen ekpresyonunu degistirmedigi bulunmustur ©’.
Tubacini’in gen ekspresyonunu ¢ok fazla etkilememesi beklenen bir etkidir, ¢iinkii tubacin

15. 75 . .. . .
7, Mikrodizin analizleri sonucunda,

H3 ve H4 asetilasyonunu degistirmemektedir
literatiirle uyumlu bir sekilde, tubacinin IMKH hiicrelerine tek basina uygulanmasiyla iki
kat artisin iizerinde ekspresyon degisimi gosteren gen bulunmamistir. Tubacinle beraber
mekanik stres uygulanmis hiicrelerde, adipojenik ve osteojenik farklilagsmanin
baskilandigma dair veriler elde edilmistir. Daha &nce de belirtildigi gibi, IMKH’lerde
tubacin’in etkisinin, asetile alfa tubulin’i artirarak hiicre iskeletinde yaratacagi kararlilik
ve/veya hiicre tutunmasini artirarak mekanik uyar1 varliginda hiicre farklilagmasinm
degistirebilecegi diisiindiirmektedir. Hiicre iskeletindeki gerginlik farkinm, IMKH’lerin
osteojenik veya adipojenik farklilasma yoniinde bir se¢im yapmasinda etkili oldugunu

1936 Caligmamizda gercek zamanli PCR analizlerinde

gosteren yayinlar mevcuttur
ozellikle adipojenik farklilasma belirtecleri PPARG ve TFA2A genlerinin ekspresyonunun,
tubacin ve mekanik stresle beraber anlamli seviyede azaldigi bulundu. IMKH’larda,
tubacin’in yarattig1 etkiyle beraber mekanik germenin adipojenik farklilasmay1 baskiladigi
sOylenebilinir.

Tubacin’in farkli hiicre tiplerinde hiicre hareketini baskiladigi bilinmektedir'> '®.
Calismamizda tubacin’in IMKHlerin hiicre hareketini engelledigi gosterildi. Bu etkinin 24
saat sonunda kontrole gére azaldigi goriilmektedir. Bu da bize, IMKH’lerde tubacin’in
hiicre tutunmasii daha cok etkiledigini veya kararli hale getirdigini diisiindiirmektedir.
Fakat hipotezin kesin olarak dogrulanmas1 daha ileri c¢alismalarin yapilmasin
gerektirmektedir. Mikrodizin analizlerinde ¢ikan sonuslarda, karsilagtirma 1’e gore tubacin
tek basina IMKH’lerde gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik yaratmadigini gosterdi.
Karsilastirma 2’ye gore, mekanik germe ve DMSO’un birlikte uygulanmasinin 4750 tane
genin ekspresyonunu anlamli diizeyde degistirdigi saptandi. Karsilastirma 3’e gore,
mekanik germe ve tubacin’in birlikte uygulanmas1 2547 adet geni ekspresyonunu anlamli
diizeyde degistirmistir. Bu da tubacin varliginda mekanik germe stresi DMSO’ya gore bir
cok genin ekspresyonunu engelledigini diisiindiirmektedir. ileri mikrodizin analizlerinde

bu baskilanan genlerin hangileri oldugu tespit edilecek ve belli bir sinyal yolagiyla iligkisi

kontrol edilecektir. Mikrodizin analizlerinde kiimeleme analizleri sonucuna gore, 0.25 Hz
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frekansta %5 mekanik germe IMKH’leri etkilenmekte ve hiicre fizyolojisi bu yeni duruma

yanit olarak belli gen ekspresyonlarini artirirken bazilarini da baskilamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak proje basinda kurdugumuz hipotez -Tubacin’in alfa tubulin
asetilasyonu iizerinde yarattig1 degisikligin, IMKH’lerinin mekanik stresi algilayisini ve bu
strese kars1 olusturacaklar1 yanit1 ve farklilasma oOzelliklerini degistirebilecegi goriisi
yaptigimiz hiicre davranigi ve mikrodizin analiz ¢alisgamlarin da dogrulanmistir. Tubacin
bu etkiyi 6zgiil olarak sadece tubulin asetillenmesiyle yaratmaktadir. Mekanik strese kisa
siireli maruz kalmis IMKH hiicrelerinde tubacin’in adipojenik farklilasmay1 engelleyici
yonde etki yaptigim1 gosterir bulgularimiz bulunmaktadir. Bu etkinin aydinlatilmasi ig¢in
mikrodizin analizlerinde elde ettigimiz verileri kullanarak daha ileri arastirmalarin
planlanmas1 gerekmektedir. Mekanik stres altinda tubacin’in osteojenik farklilagmaya olan
etkisi, ilgili  farklilasma  deneylerinin net sonu¢  vermemesi  nedeniyle
degerlendirilememistir.

Mikrodizin analizleriyle sadece mekanik stres ile aktive olan genlerin hangilerinin
oldugunun gosterilmesi mekanik stresin kok hiicre farklilasmasinda oynadigi roli
gostermek agisindan 6nemli olacaktir.

Daha 6nce mekanik stres uygulmasiyla elde edilen mikrodizin verilerinin, GEO
veya ArrayEXPRESS gibi kamuya acik veri bankalarindan toplanacak mikrodizin
verileriyle birlikte analizinin yapilmasi planlanmaktadir.

Mekanik germe sistemi, bazi maddi ve teknik nedenlerle ancak son 4-5 ayda
tamamlanip kullanilabilir hale getirilebilmistir. MekGer daha erken iiretilebilseydi hiicre
farklilagmasina tubacinin ve mekanik stres varlifinda yaptigi etkinin mekanizmasinin

aydinlatmasina yonelik daha fazla veri elde edilebilirdi.
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Ek 2 MekGer’in Tiirk Patent ofisine kayd1
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TURK PATENT ENSTITUSU T
Patent Dairesi Baskanhgi

Say1 : B.14.1.TPE.0.10.03- 2008/01036 sipqdrohm”({ad.AI\ll\?lz(l ]f{
Konu : Sekli Eksiklik Giderme T:l":"gal;) 80310 0: a

Fax : (312) 303 12 20
iadeli Resmi Taahhiitlii

NILGUN DINKCI TASCI (ADRES PATENT MARKA VE FiKRi HAKLAR LTD.
~ STL)
Biiyiikdere Cad. No:62 Lale Isham1 K:1 ~ Mecidiyekoy/ISTANBUL

[lgi: 18/02/2008 tarihli patent bagvurunuz.

llgide kayith bagvurunuzla ilgili 16/04/2008 tarihli dilekgeniz —ekindeki evrakin
incelenmesinde; 551 sayili Patent Haklarinin Korunmasi Hakkinda Kanun Hiikmiinde
Kararnamenin Uygulama $eklini Gosterir Yonetmeligin 26 nci maddesi hiikmii uyarinca sekli
eksikliklerin giderildigi tespit edilmistir.

Bu nedenle, anilan Kanun Hitkmiinde Kararnamenin 56 nc1 maddesi hiikmii ve anilan
Yonetmeligin 28 inci maddesi hiikmii uyarinca bagvuru tarihinden veya riighan talep
edilmigse riichan tarihinden itibaren 15 ay iginde teknigin bilinen durumu ile ilgili
aragtirmanin talep edilmesi ve taleple birlikte veya talep tarihinden itibaren 3 ay iginde
aragtirma raporu diizenlenmesi hazirlik islemleri icretinin ve segece@iniz arastirma
kurulusuna ait arastirma ticretinin 6denmesi gerekmektedir.

Aragtirmanin talep edilebilmesi igin ekteki Arastirma Talep Formunun (TPE-P-110)
doldurularak, amlan kurulusun kabul ettigi dilde hazirlanacak iki niisha ozet, tarifname,
istemler, resimler ve yukarida bahsedilen iicretlerin ilgili banka hesaplarina 6dendigini
gosterir banka dekontu asillari ile birlikte Enstitiimiize génderilmesi gerekmektedir.

Aksi takdirde, 551 sayili Patent Haklarinin Korunmasi Hakkinda Kanun Hiikmiinde
Kararnamenin 56 nc1 maddesi hiikmii uyarinca bagvuru geri alinmig sayilacaktir.

Bilgilerinizi rica ederim.

) .
NS~
Mehmet EK1Z
EnstitijkBaskam a.
Patent Dairesi Bagkani ¢« .
Ragip Emre BEYIN

EKLER Patent Uzman Yrd

EK 1: Aragtirma Talep Formu (TPE-P-110)
EK 2: Aragtirma Inceleme Ucret Tablosu

Not 1: Bu bagvuru i¢in Enstitiimiiz haricinde bir arastirma-inceleme kurulusu seginiz.

Not 2: Bagvuru tarihinden itibaren bir yil igerisinde riichan hakkindan yararlanarak baska ilkelerde ya da
bagvuru sistemlerinde (PCT vb. uluslararasi ya da EPC vb. bélgesel bagvurular) patent basvurusu yapabilirsiniz.

Not 3: TUBITAK patent tesviklerinden yararlanmak igin gerekli formlarla beraber bu belge ile TUBITAK a
bagvurabilirsiniz. (detayl bilgi igin www.tpe.gov.tr)

Not 4: Patent bagvurularinin  yillik tcretleri her yil vadesinde (basvuru tarihine tekabiil eden ay ve giinde)

pesinen denmelidir. Belirtilen vadede 6denmeyen yillik iicretler, ek bir iicretin ilavesi ile vadeyi takip eden 6 ay
iginde 6denebilir. Yillik iticretlerin bu siire iginde de ¢denmemesi halinde bagvurular gegersiz sayilir.
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(")zetge

Insan mezangimal kok hiicreleri (IMKH) belli kimyasal veya
fiziksel  uyaranlarla  kargilagnkiarinda  kardiyomiyosit,
osteoblast, kondroblast, adiposit, endotelyal, hepatosit ve
nérojenik hiicrelere fakhlagabilmektedir. IMEKH lerinin uygun
in-vitro kogullar alfinda istenilen hiicre tipine farkiilagmasmin
saglanmas:, belli hastaliklann ve patolojik durumlarin
tedavisinde hiicre tedavisi yaklagimi agisindan biiyiik umutlar
tagimaktadir. IMKH’lerinin  osteoblast, kondroblast ve
adiposit hiicrelere farkiilagmalar: igin gerekli olan uygun
hiicre kiltirii ortamu  belivlenmigtiv. Ancak bu hiicrelerin
terminal farklilagma gegirmedigi ve sadece osteoblast,
kondroblast ve adiposit benzeri hiicrelere déniighigi
bilinmektedir. Bu  hiicrelerin  oncii  hiicreler  oldugu
diigtimiilmektedir. IMKH ler aym zamanda fiziksel —uyaran
olarak mekanik stres (germe, basing, sirfimme vb.) altinda
farkli tip hiicrelere farkhilagabilmektedir. Ancak mekanik
germe stresinin, hiicreleri terminal farklhilagmaya gétinip
gonirmedigi agik degildir. Hiicre iskeletindeli germe veya
hiicreler  arasindaki  baglannlardan  gelen ~ germenin
IMKH'lerin hiicre farklilagmasinda belli fip hiicre farkhilagma
yolunu segmesini sagladigi gésterilmigtiv. Hiicredeki ve
hiicreler arasindaki bu germe stresine ait degigkenler
hakiandala bilgilerimiz arttkea, ilerde kardiak, kemik, eklem
ve kas dokulanyla ilgili patolojik durumlarin ilerleyiginin
izlenmesi veya tamsmin konmasinda yardimcr degigkenler
olacagma dair ip uglan bulunmaktadir. Bu konuda yumugak
veya sert dokularin mekanik ozelliklerinin ortaya konmasina
dair projeler siivdiriilmektedir. Hiicrelerde mekanik gerilme
oldugunu géstermek icin IMKH leri 6 saatlik %5 germe ve 1
Hz frekansta mekanik germe stresi sonrasi F-akfin floresans
boyamas: yapildr. Stres sonrasi IMKH hiicrelerinde stress
fiberlerinin  olugumu gézlendi. Planlanan bu proje ile
hiicrelere mekanik germe stresi uygulamada kullanilacak in-
vitro  mekanik  germe  sistemi  (MekGer)  deneysel
uygulamalarla birlikte geligtivilmigtir.

Abstract

The human mesenchymal stem cells can differentiate into
cardiomyocytes, osteoblasts, chondroblasts, adipocytes,
endothelial, hepatocyte and neuron cells, when hMSCs are
exposed to certain physical and chemical stimulants. It is
hoped that the differentiation of hMSCs into certain cell types
in certain in-vitro conditions can provide for treatment of the
certain disease and pathologic situation. The suitable cell
culture conditions, which are needed for differentiation of
hMSCs into osteoblast, chondroblasts and adipocyte cells, are
kmown. However, these cells do not reach to rterminal
differentiation but they can differentiate only into osteoblast,
chondroblast and adipocyte-like cells. It is thought that these
cells are precursor cells. Moreover, hMSCs can differentiate
into different fypes of cells under the mechanical stress
(mechanical stretching, pressure, shear stress) as the physical
samulus. However, it is not clear whether mechanical
stretching provides for the hMSCs to reach terminal
differentiation or not. It was found that the tension on the
cytoskeleton and/or the tension in the junctions between the
cells caused hMSCs to choose the certain cells tpe
differentiation way.  Increasing  acknowledge  about
parameters of the tension in the cells and/or between the cells
can provide that these parameters can be used to follow the
progression of pathologic situation and the diagnosis of some
cardiac, bone, joint and muscle tissue diseases. Nowadays,
there are several projects about finding mechanical
properties of the soft and hard tissues in the biomedical fields
To show properly working of in-vitro mechanical, 6 hours,5
% and 1 Hz of mechanical stress was applied for hMSCs. f-
actin florescence stainin was done to see stress fibers. Stress
fibers were observed after mechanical stress. In the present
study, in-vitro mechanical stretching system (iMecS) was
developed with experimental applications.
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1. Giris

Insan kemik iliginden elde edilen mezangimal kék hiicrelerinin
¢oklu-farkhlasma  yetenegine sahip oldugu son willarda
yapilan cabymalarda gosterilmustir. Insan mezansimal kok
hiicrelenn (IMKH), belli uyaranlarla karsilastiklannda,
kardiyomiyosit (1, 2), osteoblast (3, 4, 5), kondroblast (6),
adiposit (7, 8), endotelyal (7, 9). hepatosit (7, 10) ve ndrojenik
(7. 11, 12) hiicrelere faklhlasabilmektedir. IMKH lerin bu
hiicrelere farkhilasma mekanizmalan tam olarak bilinmemekte,
ancak yukarda bahsedilen hiicre tiplerine farkhilagmasmnda
belli smyal yolaklannm agirhkh rol aldizi bilinmektedir.
IMKH’lerin  osteoblast wve  kondroblast hiicrelerine
farkhlasmasinda ozellikle BMP, TGFB (13), Wnt (14) ve
Notch gibt sinyal yolaklannm rol aldiim gosterir bir ¢ok
cahsma bulunmaktadir (15-18). Ancak IMKH lerin belli hiicre
tipme farkhlasmasim saglayan hiicre sinyal yolagmm, farkh
sartlar alinda, baska bir hiicre tipme fakhlagmasim sagladig
da gosterilmigtir (15, 16, 19). IMKH'lerin farkhlagmalarnda,
bu sinyal yolaklan dogrudan rol aldig: gibi, bazi gevresel
faktorlerin  uyarmasi sonucu, dolayh olarak da etk
gostermektedir.  Son  zamanlarda yapilan  caligmalar
IMKH lerinin farkhlasmasmmn hiicre iskeletindeki gerilme ile
thiskili oldugunu gostermuglerdir. Hiicre iskeletindeki bu
gerilme, mekanik mikro cevre tarafindan belirlenmektedir.
Mekanik mikro cevre, hiicrelenin seklim degistirerek hiicre
icinde RhoA aktivasyonunu takiben ROCK aktivasyonunu
saglamakta ve bunun sonucunda hiicre iskeleti gerilmektedir.
Mekanik mikro cevrenin, hiicre iskeletmi bu sekilde
germesinin, IMKH lerin farkhlasmasinda belirleyici oldugu
gostenilustir (20, 21). Mekanik mikro cevre. etkisim
dokularda farkh sekillerde gdstermektedir. Mekamk stres,
damar sisteminde dolagan kanmn yarattig akim stresi, kaslarm
kasilmasi ile olusan basng stresi, fiziksel hareketler sonucu
dokularda olusan germe stresi seklinde veya tiim bu streslerin
bir kagiun birlikte oldugu fizyolojik durumlarda ortaya
cikmaktadir. Mekamk uyan bazi  dokularm  yapisinm
korunmasinda ve normal fonksiyon géstermesinde belirleyici
etkendir. Ornegin; Vaskiiler sistemde mekanik gerilme diiz kas
hiicrelerinin damar yapismun korunmasim saglamaktadir (22).
Her ii¢ mekamk stres kosulunun farkh hiicre tiplerinde aym
veya farkh biyolojik yamt olusturdugu da gosterilmistir.
Kemik dokusunda mekanik uyan mineral depolanmasim
arttinrken (23). vaskiiler dokularda diiz kas hiicrelerinde
mineral depolanmasim baskilamaktadir (22). Tek eksenh
(Uniaxial) germenin, IMKH lerin diiz kas hiicrelerine (DKH)
farkhlasmasim uyardizn  gésterilmustir  (24). Bagka bir
cahsmada ise, mekanik germe stresinin, embnyonik akciger
MKH’lerinin miyogenez yolunu se¢mesi igin veterli oldugu
bulunmugtur (25). Mekamk stres, kemik olugumunda ve
yenilenmesinde ¢ok Snemli bir faktor olarak bilinmektedir.
Diisitk boyutta mekanik germenin IMKH'lerin osteoblastik
farkhlasmasim uyardizn gosterimistir (26, 27). Miyoblast
farkhilagmasmn mekanik strese bagimh oldugu bulunmugtur
(28). Diger bir calbymada da mekanik germenin, TIP1
(Tension-induced / inhibited protemnl)’ i inditklemesiyle
karaciger embriyonik MKH'lermi muyogenik  hiicre
farkhlagmasma yonelttigi, buna karsin TIP3'@i baskilayarak
adipojenik  hiicre  farkhlagmasim  secmesini  sagladiz
gosterilmustir (29). IMKH'lerin mekanik germe veya akim
stresi etkisinde farkhi tip hiicreye farkhilasma yollanm sectigi
bilinmektedir. Yukarda bahsedilen mekanik germe stresi, in-
vitro modeller kullamlarak hiicrelere uygulanmustir. Bunun
i¢in bugiine kadar gelistirilen tek eksenli veya cok eksenli

mekanik germe sistemlen gelistinlmistir (30.31). Bu
sistemlerle, mekamk germe hiicrelere farkh yontemlerle
uygulanmaktadir. Ancak bu sistemlerin mekanik germe
uygulama platformlan mikroskop altinda hiicreleri incelemede
vetersiz kalmaktadir. Gercek zamanh hiicresel davramslann
floresans veya konfokal mikroskop altnda incelenmesi
blVOlO]lk olaylann aydmlatilmasinda cok Gnemlidir (32)
J/lwww.zeiss.com/). Bu sistemler tek tip hiicre biiyiime
alam sunmaktadir. Buna}.arsl 96.38.19.095 ve032
em®” lik alanlara sahip hiicre kiiltiirii kapla.n bulunmaktadir.
Bu projede, dokulardaki mekanik germe kosulunun in-vitro
modelde uygulayabilecek olan sistemin  gelistirilmesi
amaclannmustir.

2. Yontem
2.1 Mekanik Germe Sisteminin Tasarimi ve Uretilmesi

MekGer sistemin tim parcalarmimn. daha &nceki pratik
deneyimlerden yol gikilarak Autocad 2008 programuyla iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu gizimleri yapildi. Uretiminde kullamlan
malzemeler krom 5083 dur aliminyum ve pleksi glas
malzemler kullamilmmstir. Sistemin mekanik hareketni ve
kontrolinii, drylyn vidah mil, role (Omron), kizak. panosonic
servo siriicii (Panosonic), serve motor (Panosonic) ve PLC
(panosonic) ve dokunmatik ekran (Easy view) gibi parcalar
saglar.

2.2 Hiicre Kiiltiirii

Insan mezansimal kok hiicreri (IMKH) (LonzaAlmanya),
DMEM icinde %10 FBS ve IOOOU ‘100Ug penisilin-
streptomisin loeren ortamda 37 °C ve % 5 CO, inkiibatérinde
killtire edildiler. Fibronektin kaph dairesel silikon zarlar
fizerinde hiicreler kiiltiire edildi.

2.3 Sonlu analiz

Daha once kullamlan mekanmik germe sistemleri diisimiilerek
ve bu sistemlerde denmeyimli aragtrmacilann deneyimleri
dikkate almarak mekamk germe sisteminin tasanmu yapildi.
Bu tasanmlar yapilmadan once ANSYS bilgisayar
modellemesiyle hiicre kiiltiirii kaplarmm seklinin ve mekanik
germe yaratmamm nasil olmasi gerektigine karar verildi.

2.4 F-Aktin floresans boyamasi.

IMKH'ler, % 3.7 formaldehit soliisyonu ile fikse edildikten
sonra % 1 dana serumu ile blokland:. Falloidin (Moleculer
Probe) ile 30 dakika bekletildi. Florenas mikroskobunda
goriintiiler alind1.

3. Sonuclar

MekGer tasanmu ve iretiminde temel noktayl, hiicrelere
mekantk germe stresinin nasil uygulanacag: olusturmaktaydi.
Bu nedenle oncelikle hiicrelerm biiyiitiilecegi siikon zann
seklinin nasil olmas: gerektigine ve mekanik germemin nasil
varatilacagina karar venldi. $ekil 1'de dikdortgen hiicre
kitltirii zarmn sadece tek bir yonde cekilmesi durumunda,
hiicrelere gelen mekanik germe stresinin homojen olmadif
gorildii.  Sekil 1°de hiicre kiltiri zannm  dairesel
tasarlandiginda, hem fistten hem de alttan basmg veya havayla
olusturulan kuvvet uygulandigim kabullenerek yapilan
mekamk germenin, merkezden cevreye dogru azalarak
dagildiz bulundu. Bu modellemeler hiicre kiiltiirindeki pratik
uygulamalardan yola cikilarak olusturulmustur. Merkezdeki

112



hiicrelerin - morfolojik  gdrimtimlerinde farkhibklar tespit
edilmistir. Sekil 2°de oldugu gibi hiicre morfolojisi farkh
bulunmustur. Bu modellemeler iizerine hiicrelerin  esit
dagihmh mekamk germe stresine maruz kalacak sistemun,
dairesel hiicre kiiltiir zarmm yine dairesel olan mekanik germe
gikmtis tizerinden asagiya dogru hareketiyle yaratldizy
bulundu.  Sekil 3 ve Sekil 4°te, tasarlanan sistemun ¢alisma
mantigma gore, mekanik germe stresimin, % 92 oramnda
homojen olarak dagildigi gorilmektedir. Mekamk germe
stresinin homojen dagihm goéstermedigi alanlarda hiicrelerin
yetigmemesi  i¢in  hilcre  tufunmasm  engelleyecek
modifikasyonlar yapilmasi planlanmaktadar. Bu
modifikasyonlar sonucunda hiicrelerin % 1007 aym mekanik
germe stresme maruz kalacag diigimiilmektedir.

Tasarlanan ve fretilen Mekanik Germe (MekGer) sistemu
hareketli tist platform ve hareketsiz alt platform olmak tizere
iki kisimdan olugmaktadir (sekil 3a/b). Ust platform tizerine
sekil Sc'de gosterilen iist kapak, hiicre kiiltir kaplanm dstten
sabitleyici, hiicre kiiltir kaplan wve alt kap sabitleyic
verlestirilmektedir. Bu sistem tamamen kapal ve steril sartlar
saglamaktadir. Mekanik germe ¢ikintisi alt platform tizerine
yerlesmektedir. Servo motor tahmkli dogmusal kizak
mekanizmas: yardimn ile germe tabam yiizeyine temas
halindeki hiicre kiiltiini kaplan asaZiya dogru hareket
ettimmektedir. Pozisyonlama hassasiyeti mm nin %1 °dir. Bu
sayede hiicre kiiltir kaplannm altm kaplanms zarlar germe
tabanindaki silindirler yardimu ile gernlerek hiicrelere germe
stresi uygulanmustir.  Bu hareketin yer degistimme miktan
(deplasmam) ve frekans: bilgisayar kontrolliidir. Sistemun
seffaf olmasi mikroskobik incelemelerde biiyiik bir avanta)
saglayacagmmdan dolayl, tiretim agamasmda malzemeler seffaf
olarak secildi (Sekil 6a/b).

Sekil 7'de goriildiigi gibi % 5 germe,l Hz frekansta mekanik
germe 6 saat uygulandifinda anlamh diizeyde stres fiberlerin
olusumunun artis1 gozlenmistir. Mekanik stress uygulamadan
onceki hiicreler fibronektin kaph silikon zarlarda normal
morfoloji gostermistir (3ekil 8).

Sekil 1. Dikdortgen yiizey alann tek taraftan cekilmesi ile
olusan gerilim dagihmu(A). Yukan dogru biikillen dairesel
silikon zarda genlim dagihm(B). Asagiya dogru biikiilen
dairesel silikon zarda genlim dazilmm(C). Kenar bdlgede
maksimum gerilim gérillmektedir, bu noktalar zarm plastik
hiicre kiiltiirii kaplarma tutundugu noktalardar.

Sekil 2. Asag ve yukan dogru zann bikiilmesi sonucu olugan
mekanik germe stresinde hiicrelerin merkezinde (A) ve
cevresindeki (B) hiicrelerin, mekanik strese verdigi yamtin
morfolojik sonuglan.

1 2 3
Temel pozisyon  Gerilme pozisyon  Temel pozisyon

oy

Mikroskop Mikroskep Mikroskop

Sekil 3. Mekanik germe stresinmn, gelistirdigimuz MekGer®
sisteminde nasil yaratldigm  anlatan  gsekil. Temel 1
pozisyonda zar gerilmediginden hiicre mekanik germe stresine
tabi degildir. Hiicre kiiltiirii kabi sabitleyicisi asa@ dogru
inmesi sonucu zarda bir uzamaya neden olacagindan hiicrelere
bell l¢iide genlim uygulannus olacaktir.

) PRV ST STy g sy L
Sekil 4.Tasarlan Mekger sistemindeki silikon zardaki gerilim
dagilmm .
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el 5. Mekger sistemini olugturan kisimlar ve onlann yandan
ve karsidan gorninim cizimleri.

Sexil 6. Uretilen in vitro mekanik germe sistemuinin A) fstten
ve B) yandan ger¢ek zoruntisi

A ]

Sexil 7. F-akun boymas: iie stress fiberlerinim gosteriimes:.
A)Eonmrol hiicreleri B) Mekamk germe aitmdaki hiicrelerin
gorntise.

Sexil 5. IMEE'lerin fbropekdn kaph silkor zarlardaki
Zormnasi.

4.Tartisma

Tasanm swasinda sonlu analizlerde goraldi ki, silikon zanm
dairesel bir silindr Uzerinde tken agaZiya dogmi hareked
sonucu oluzan mekank gemme stresi homwojer dagilmustr.
Mekger sistzminin hucre kultima yapilan kismlanmm geffaf
olmas: dolayiziyla 4 ten <0 buyimeye kadar mvertad
mikroskopta gzergek zamanh gominsuler almmas: firsan
suamustur (www mekger net). Bu dzalligi ile tican olarak var
olan mekanik germe sistemleninden dstindur.

Uretilen MeakGer sisteminde IMEH'lere mekanik gzerme
sistami  ile  swes vananlp yananimadifma  faktinlenn
phalloidinle boyanmasi il2 oluzan stes fiberlen gostenildi (25).
Stres fiberlennin olusumu hucrelenn mekandk bir strese mamz
kaldimn gosteren bir belirteg olmas: dolayistyla MekGer
sistemi ile IMEH'ler de mekanik stresi yaranldizm
soyleyebiliriz.

MekGer sistem:  molekiler hicre biyolojist ¢abjamlannda
kullan:lmak azere gelistiniimis bir sistem oldugu zéstenlmiz
olundu.
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