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OZET

Insiilin-benzeri biiyiime faktdrleri (IGF’ ler) hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi
icin gerekli faktorlerdir. Gebelikle-iliskili plazma protein-A (Pregnancy-associated
plasma protein-A, PAPP-A), IGF-I bagli Insiilin-benzeri biiyiime faktdrii baglayict
protein-4> i (IGFBP-4) proteolitik olarak pargalayarak, IGF-I’ in aktivasyonunu
saglar. PAPP-A IGFBP-4’ ten baska IGFBP-2 ve 5’ e kars1 afinite gdsterirken,
IGFBP-3 kars1 afinitesi yoktur. In-vitro ortamda osteosit, kondrosit, fibroblast gibi
bir¢ok hiicre tipine doniisebilen mezenkimal kok hiicrelerden (MKH); IGF’ ler,
Transforming biiyiime faktori-p (TGF- ), Timor nekrozis faktor-o (TNF-a),
Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), Interlokin (IL)-10, IL-6 gibi birgok
bliyiime faktorii ve sitokin salgilanir. Bu nedenle IGF-I ile metabolizmasini
diizenleyen faktorler, bu hiicrelerden salinarak serumdan yoksun (serum-free)
kiiltiir ortamlarinda gozlenebilirler. Bu kiiltiirler hayvan kaynakli serum bilesenleri
icermezler. Ancak, hiicrelerin biiylime ve gelismesini destekleyici bilesenler
eklenebilir. Calismamizda; PAPP-A, IGF-I, IGFBP-3 ve IGFBP-4’ iin MKH ve
fibroblast hiicre (FH) kiiltiir ortamlarindaki varligini aragtirmayi amagladik. MKH
ve FH kiiltlirlerinde art arda yapilan 3 pasajdan alinan kiiltiir 6rneklerinde ELISA
ve kemiliminesan yontemi kullanarak bu analitlerin diizeyleri 6lgtildii. Bu bilgiler
dogrultusunda kiiltiir ortamlarinda 6lgiilen IGF-I, IGFBP-3, IGFBP-4 ve PAPP-A’
nin MKH ve FH’ lardan salindigini diiiiniilebiliriz. Analiz sonuglarina gére; MKH
ve FH Kkiiltiirlerinde art arda yapilan pasajlarda PAPP-A ve IGFBP-4 diizeyleri
anlamli bir sekilde artarken, IGF-1 diizeylerinde azalma gozlendi. Kiiltiir
ortamindaki IGF-1 diizeylerinin azalmasi, IGFBP-4 diizeylerinin PAPP-A
diizeylerine oranla daha fazla artmasiyla iligkilendirilebilir. IGFBP-3 (ELISA,
kemiliiminesan) okuma araliginin disinda kaldig i¢in sayisal deger verilemedi. Bu
calismadan elde edilen veriler, gelecekte yapilacak olan ¢alismalarda in-vitro
ortamda IGF-I, IGFBP-3 IGFBP-4 ve PAPP-A diizeylerinin hiicre farklilagsmasi

tizerindeki etkisinin incelenmesi a¢isindan 6nemli olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: IGF-l1, IGFBP-3, IGFBP-4, Mezenkimal kok hiicreler,
PAPP-A



SUMMARY

Insulin-like growth factors (IGFs) are necessary for cellular growth and
differentiation. Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) induces the
activation of IGF-I by proteolytic degradation of IGF-I dependent insulin-like growth
factor binding protein-4 (IGFBP-4). PAPP-A has also affinity to IGFBP-2 and
IGFBP-5, but it does not have affinity against IGFBP-3. Mesenchymal stem cells
(MSCs) which can differentiate to osteocytes, chondrocytes, fibroblasts and many
different cell types, secrete IGFs, Transforming growth factor-p (TGF- (), Tumor
necrosis factor- o (TNF- a), Vascular endothelial growth factor (VEGF), Interleukin-
10 (IL-10), IL-6 like growth factors and cytokines in in-vitro conditions. Therefore,
IGF-1 and other factors that regulate the metabolism of IGF-I can be secreted from
these cells and observed in serum free media. These media do not contain animal-
derived serum components. However, supplementary components can be added to
serum-free media to support the growth and development of cells. In our study, we
aimed to investigate the presence of IGF-I, IGFBP-3, IGFBP-4 and PAPP-A in
culture media of MSC and fibroblast cells (FC). The concentration of these analytes
which were obtained from three successive passages of MSC and FC culture media,
were measured by ELISA and chemiluminescence. Along with this information, we
can suppose that IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-4 and PAPP-A are secreted from MSCs
and FCs. According to our results, PAPP-A and IGFBP-4 concentrations increased
whereas IGF-1 concentrations decreased in successive passages of MSCs and FCs
culture media. Decreased concentrations of IGF-I in culture media may be associated
with the increased levels of IGFBP-4 compared to PAPP-A levels. We could not
determine the exact concentration of IGFBP-3 (with either ELISA or
chemiluminescence) because it was outside the reading range. Our data indicated the
importance of the effect of IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-4 and PAPP-A concentrations on
cell differentiation which should be considered in future in-vitro studies.

Key Words: IGF-I, IGFBP-3, IGFBP-4, Mesenchymal stem cells, PAPP-A



1. GIRIS ve AMAC

PAPP-A, ilk kez 1974 yilinda Lin ve arkadaslar1 tarafindan gebe kadinlarin
plazmalarinda bulunan 4 proteinden biri olarak izole edilmistir (1). 1990’ 11 yillarda
PAPP-A, gebelerde Down Sendromu taramasinda bir belirte¢ olarak kullanilmaya
baglamistir (2, 3). O yillarda pek ¢ok laboratuvar gesitli hiicre kiiltiirlerinde IGFBP-
4’ e kars1 proteaz aktivitesi olan bir protein bildirmisler (4-6). 1999’ da Lawrence ve
arkadaglar1 insan fibroblast kiiltiir ortamindan IGF-I bagimli IGFBP-4 proteazi izole
ederek yapisini incelemisler ve bu proteinin PAPP-A oldugunu bildirmisler (4).
Yapilan ¢ok sayida farkli ¢alismalarda PAPP-A’nin sadece gebelikle iligkili olmadigi
kemik, bobrek, testis, kolon ve diger yetiskin ve fetal dokular gibi birgok dokuda da
sentezlendigi bildirilmistir (7-9).

IGF sistemi; biiyiime hormonu (GH), IGF-1 ve IGF-II, IGFBP’ ler (6 farkli
baglayici1 protein), hedef hiicrelerdeki IGF (I-II) reseptorlerinden ve IGFBP
proteazlarindan (metalloproteazlar, kathepsinler ve serin proteazlari) olusmaktadir
(10, 11). PAPP-A bir metalloproteaz olup, IGFBP-4, IGFBP-2 ve IGFBP-5 ¢ kars1
proteolitik aktivite gostermektedir. Ancak, IGFBP-3’ ¢ kars1 afinitesi yoktur (12).

Osteoblast kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarda PAPP-A saliniminin TGF-f3, TNF-
a, IL1-B ve IL-4 gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan uyarildigir belirlenmistir
(13, 14). Bu salimmin uyarilmasinda fizyolojik etkenlerin yaninda oksidatif stres,
inflamatuar hadiseler gibi patolojik etkenler rol oynamakla birlikte pasaj sayisinin
artmasi gibi faktorler de etkilidir (10, 15).

IGFBP’ ler karaciger, plasenta, bobrek, fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre tarafindan
sentezlenirler (16). IGFBP’ lerin sentez ve salimminda IGF-I ile GH 6nemli rol
oynar (17). Bunun yani sira TNF- a, IL 1- o ve IL 1-f’ nin da IGFBP-3 ve 4’ {in

sentezi ve salinimi tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (16, 18).

IGFBP-4, IGF-T’ e giiclii bir affinite ile baglanir ve IGF-I’ in hiicre yiizeyindeki
reseptorii ile etkilesmesini engeller. PAPP-A, IGFBP-4’ i proteolitik olarak



pargalayarak IGF-I" e olan afinitesini azaltir (10). Boylece serbestlesen IGF-I hiicre
yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir. IGF-I” in en Onemli etkisi
hiicre bliylimesi ve farklilasma {izerinedir (3, 10). IGF’ in sentezlenmesinde GH
onemli rol oynar. Buna karsin insan adipoz doku kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada

TNF-a ve IL 1B’ nin IGF-I” in sentezini inhibe ettigi de gozlenmistir (18).

Mezenkimal kok hiicreler dokulardan kolay izole edilmesi ve in-vitro ortamda
hizli iireyip birgok hiicre tipine farklilasma 06zelliklerinden dolayr kok hiicre
calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (19). MKH’ lar kiiltiir ortaminda
osteblastlar, kondrositler, adipositler, miyositler, fibroblastlar ve stromal hiicreler
gibi bir¢ok hiicre tiplerine farklilasabilirler (20). Bu farklilasma sirasinda MKH’
lardan birgok bilyiime faktorii ve sitokin salgilanmaktadir (19, 21). Bunlar; IGF’ ler,
TGF- B, TNF-a VEGF, HGF, PGE, IL-10, IL-6 vb. gibi faktorler ve sitokinlerdir
(19-21).

Kok hiicre calismalarinda kullanilan bir¢ok farkl: kiiltiir tipi vardir. Bu kiiltiir
tipleri kiiltiiriin icerigine, hiicre tipine ve amacina gore degiskenlik gosterebilir (21).
Bu c¢alismada, igine destekleyici kiiltiir olarak inorganik tuzlar, aminoasitler,
vitaminler, hormonlar, yag asitleri, biiyiime faktorleri (FGF, PDGF), proteinler vb.
gibi hiicrelerin biiylime ve gelismesini destekleyecek bilesenler konulmus olan
serum-free kiiltiirleri kullanildi. Serum-free kiiltiirleri igeriginde hayvansal serum
bilesenleri bulunmamaktadir, ancak calismanin tiirline gore kiiltliir ortamina bazi
bilesenler eklenebilir (21). Bu nedenle igerigine herhangi bir bilesen eklenmemis
olan serum-free kiiltiirlerinden izole edilen faktorlerin, kiiltiir ortamlarinda var olan
hiicreler tarafindan salinacagi diisiiniilmektedir. Calismamizda; serum-free kiiltiirleri
kullanilarak tiretilen MKH ve FH’ larin farklilasma siirecinde, kiiltiir ortaminda IGF-
I, IGFBP-3, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeylerindeki degisimi arastirmay1 amacladik.

Bu ¢alismada farkli pasajlardan alinan MKH ve FH Kkiiltiir 6rneklerindeki IGF-1,
IGFBP-3, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeylerindeki degisimin arastirilmast in-vitro

ortamda bu analitlerin hiicre farklilasmasi lizerindeki etkisinin anlasilmasi ve kok



hiicre ¢aligmalarinda kullanilacak yeni kiiltiir ortamlarinin {iretilmesine katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri Sistemi

IGF sistemi; biiylime hormonu (GH), IGF’ ler (I-1l), IGF reseptorleri (IGFR-I,
IGFR-II, insiilin reseptorii), IGFBP’ ler ve IGFBP proteazlarinin bulundugu bir
sitemdir (22).

2.1.1. Biiyiime Hormonunun Yapisi

Biiyiime hormonu, hipofiz bezinin anteridr lobunun somatotrop hiicrelerinden
sentezlenir. GH, prolaktin ve plasental koriyonik somatomammotropin ile yapisal
benzerlik gosterir. GH’ 1n tek zincirli polipeptit yapisi 191 aminoasitten olusur ve 22
kDa agirligindadir. Yapisinda 53. ile 165. ve 182. ile 189. aminoasitler arasinda
olmak tizere iki adet disiilfit bagi yer almaktadir GH’ 1n yarilanma siiresi 20-50

dakika arasinda degisir (23).

2.1.1.1 Biiyiime Hormonunun Salinimi ve Biyolojik Etkisi

GH salinimu pulstatildir. GH” 1n sentezi ve salinimi hipotalamik ndropeptitler
tarafindan kontrol edilir (24, 25). GH’ in sentezlenmesinde ve salgilanmasinda
birgcok hormon, norotransmitter (serotonin, dopamin, GABA vb.) ve metabolik
faktorler rol oynamaktadir (26). Bunlardan en 6nemlileri; hipotalamustan salinan GH
salgilatict hormon (GHRH), Somatostatin (GH inhibe edici hormon veya GHIH,) ve
mideden salinan Ghrelin’dir (23, 26). Bu faktorlerden birinin eksikligi ya da fazlalig
hipofizden GH salimini etkilemektedir. GHRH, ghrelin, 6strojen, testosteron, GH
saliimini arttirken, somatostatin, glikoz, kortizol, serbest yag asitleri, GH salinimin

azaltir (24, 27).

Bunlarin yani sira GH salinimui iizerinde etkili olan bir diger faktér IGF-I" dir.
IGF-I’ in baslica sentez yeri karacigerdir. GH karacigeri uyararak IGF-I” in sentez ve

salinimin1 uyarir. IGF-I” de otokrin ve parakrin etkisiyle biiyiime ve farklilasmada rol



oynar. Serumda IGF-I’ in artmas1 hipofiz bezi lizerinde negatif geri bildirim yapar ve

sonugta GH” 1n sentez ve salinimini baskilanmig olur (24, 27).

GH’ 1n esas etkisi biiyiime ve gelisme lizerine olup, bu etkisini bir¢ok doku ve
organ lizerinde gosterir. Ayrica protein, lipit ve karbonhidrat metabolizmalarinda da
rol oynar (25). GH biiyiime ve gelisme tizerindeki etkisini IGF-I ile birlikte gosterir
(24).

2.1.2. Insiilin-Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF’ ler)

Biiyiime hormonuna bagli olarak izole edilen biiylime faktori, ilk kez 1957
yilinda Salmon ve Daughaday tarafindan kirkirdakta siilfat bilesimini arttirmasindan
dolayr siilfasyon faktorii olarak tanimlandi (28). 1970’ li yillarin baslarinda bu
biiyiime faktorleri, insiiline benzer yapisal 6zellik gostermeleri nedeniyle “insiilin
benzeri biiyiime faktori” olarak isimlendirildi (28, 29). Daha sonralari yapilan
calismalarda IGF’ in iki farkli peptit yapisinin oldugu belirlendi. Bu yapilar IGF-1 ve
IGF-II olarak adlandirildi (30-32).

2.1.2.1. Insiilin-Benzeri Biiyiime Faktéorlerin Yapisi

IGF' ler hemen hemen tiim organlarin fonksiyonlarinda etkili hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi i¢in gerekli, 6nemli metabolik ve mitojenik faktorlerdir (33). IGF’ ler
tek zincirli polipeptitlerdir. IGF-1 7,6 kDa agirliginda olup yapisinda 70 aminoasit
bulunur. IGF-II ise 7,4 kDa agirliginda olup, yapisinda 67 aminoasit vardir (22, 30,
34).

IGF’ ler yap1 olarak insiilinden daha ¢ok proinsiilinle benzerlik gosterirler. Her
iki IGF molekiiliinde proinsiiliine benzer olarak A, B ve C zincirleri bunulurken IGF’
ler de ayrica bir D zinciri vardir (22). IGF-I ile proinsiilin arasinda yapilarindaki
aminoasit dizilimi agisindan %43 oraninda yap1 benzerligi bulunurken, IGF-II ile

proinsiilin arasinda %41 oraninda yapi benzerligi bulunmaktadir. Bunlarin yani sira



IGF-1 ve IGF-II arasinda %62 oraninda yap1 benzerligi bulunur (30, 35). Bu yapisal
benzerlik nedeniyle insiilin reseptorleri de IGF’ lere duyarlidir (30, 36).

2.1.2.2. Insiilin-Benzeri Bilyiime Faktorlerinin Reseptorleri IGFR’ ler)

IGF’ ler etkilerini hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak gosterirler. Her
IGF molekiiliintin giiglii bir afinite ile baglandig1 bir reseptorii vardir. Bunlar IGF-I
reseptorii ve IGF-II reseptorii diye tanimlanir. IGF’ ler kendi reseptorleri haricinde
birbirlerinin reseptorlerine de diistikte olsa bir afinite gosterirler. Bunlarin yani sira
IGF-I hiicre membranlarindaki insiilin reseptorlerine diistik bir affinite ile
baglanabilir. Bu afinite IGF-I reseptorii ile insiilin reseptorii arasinda yapisal olarak

bir benzerlik olmasindan kaynaklanir (37).

IGF-I ve insiilin reseptorleri; tirozin kinaz ailesinin {iyeleri olup, heterotetramer
yapidaki glikozillenmis 2 o, 2 B alt initelerinin aminoasit dizilimleri benzerlik
gosterir. Yapidaki o ve B alt lniteler birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanmustir.
IGF-1, reseptoriin o alt iinitesine baglanmasi ile B alt tinitesinde otofosforilasyon

meydana gelir ve tirozin Kinaz aktivitesi baslatilmis olur (22, 38, 39).

IGF-II reseptorii (300 kDa) ise tek zincirli polipeptit yapisinda olup ekstraseliiler
zinciri takiben kisa bir intraseliiler zincirle sonlanan bir transmembran proteinidir.
Bunun yani sira IGF-II reseptorti, yapisal olarak mannoz 6-fosfat (M6P) reseptoriiyle
benzer oldugundan IGF-Il, M6P reseptoriine kars1 da giiglii bir afinite gosterir (39,
40).

2.1.2.3 Insiilin-Benzeri Biiyiime Faktorlerinin Sentezi ve Biyolojik Etkileri

IGF”’ ler primer olarak karacigerde sentezlenmesinin yani sira bobrek, ovaryum,
testis, plasenta, pankreas, deri vb. gibi periferal doku ve organlarda da sentezlenirler
(24).



Biiyiime ve gelismede 6nemli rol oynayan IGF’ ler yag, karbonhidrat ve protein
metabolizmasinda da gorev alirlar. IGF’ lerin bu metabolizmalar {izerindeki etkileri

insiiline benzemektedir (30, 39).

IGF’ ler fetal donemden baslayip hayatin sonuna kadar sentezlenirler. Sentezi
yasa gore degiskenlik gdosterir. Biiyiime ¢aginda artarken yashilikta azalir. IGF-II
daha ¢ok fetal donemde bulunur ve dogumla birlikte azalir (22, 30). IGF-I ise fetal
donemde az seviyede bulunurken dogumdan sonra giderek artis gosterir (22). IGF’
lerin sentez ve salgilanmasinda GH, oksidatif stres, uyku, inflamatuar olaylar gibi

onemli faktorlerde rol oynamaktadir (31).

IGF-I’ in sentezlenmesindeki en dnemli faktor GH olmasinin yani sira beslenme
durumu ve insiilin de énemli rol oynar. GH, IGF-I’ in sentezlenmesi ve salgilamasi
icin karacigeri ve diger periferal dokulari uyarir. Bunun yani sira dolasimdaki 1GF-1
¢ok az miktarda karacigerden direkt hormon olarak salgilanmaktadir (22). Ayrica
TNF-a ve IL 1-f gibi proinflamatuar sitokinler de IGF-I’ in sentezlenmesinde
etkilidir (18). Insan adipoz doku kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada bu sitokilerin

IGF-I” in sentezini inhibe ettigi gozlenmistir (18).

IGF-1 kas ve kemiklerde miyoblastik ve osteoblastik dokularin farklilagmasinda
da rol oynamaktadir (41, 42). Bunlarin yani1 sira IGF-I; migrasyon (43), apoptozis
(44), hiicre dongiistiniin diizenlenmesi ve mitogenezis (45) gibi bir¢ok mekanizmada

da rol oynamaktadir.

IGF’ ler plazmada baglayici proteinlerine baglanarak dolasirlar. Bunlar IGFBP’
ler olup, IGF’ lerin %99’ unu kendilerine baglarlar. IGF’ lerin %1’ lik kismi ise
plazmada serbest halde dolasir (46).



2.1.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayic1 Proteinler (IGFBP’ ler)

IGF’ ler dolasimda baz1 6zgiil proteinlere baglanarak tasmirlar. Bu proteinler
IGFBP’ ler olup, yapisinda 216 ile 289 arasi aminoasit igeren ve 6 farkli baglayici
proteinden olusan bir ailedir. IGFBP’ ler yapi olarak birbirine ¢ok benzeyen C-
terminal, N-terminal ve bu ikisi arasinda kalan merkezi bdlge olmak iizere 3
domainden olusurlar. IGF’ ler bu domainlere baglanirlar. Her IGF’ in baglanabildigi

bir domaini veya domainleri vardir (47, 48).

IGFBP’ ler dolasimda ikili ya da iiclii kompleksler halinde bulunurlar. Ikili
kompleks IGF’ lerin IGFBP’ lere baglanmasiyla, Gicli kompleks ise IGF-I’ in
IGFBP-3 ve asit labil subunitlere (ALS) baglanmasiyla olusur. Serumdaki IGF-I’
lerin % 95’ 1 ti¢lii kompleks halinde bulunurken %35’ ten az bir kismi diger IGFBP’
lere bagli halde bulunur. IGF-I’ lerin ¢ok az bir kismi dolasimda serbest halde
bulunur (47, 49).

IGFBP’ ler IGF’ lerle kompleks olusturdugu zaman dolagimdaki yarilanma
stireleri uzar. Normalde IGFBP’ lerin yarilanma siiresi 30-90 dakika iken IGF’ lerin
10 dakikadir. IGFBP-3" iin IGF-1 ve ALS ile yaptig1 liglii kompleksin yarilanma
sliresi ise yaklagik 12 saattir (49-51).

IGFBP’ ler genel olarak karaciger, bobrek, plasenta fibroblastlar gibi bir¢ok
hiicre tarafindan sentezlenirler (16). IGFBP’ lerin salinimimnin diizenlenmesinde IGF-
| ve GH 6nemli rol oynamaktadir. GH ve IGF-I’ den bagka TNF- a, IL 1- o ve IL 1-
gibi sitokinlerde IGFBP’ lerin salmminda rol oynamaktadir. Insan fibroblast
kiiltiirlerinde yapilan calismada TNF-o ve IL 1-f° nin, IGFBP-3 ve IGFBP-4’
sentezini azalttigi belirlenmistir (16). Kondrosit kiiltiirlerinde yapilan baska bir
calismada ise TNF-o ve IL 1-a’ nin IGFBP-3 sentezini arttirirken, IGFBP-4 sentezini

etkilemedigi gézlemlenmistir (52).

IGFBP-3’ iin serumda glikozile olan (40-44 kDa) ve olmayan (29 kDa) 2 formu
bulunur. IGFBP-3 serum diizeyleri yasa bagli olarak degisir. Dogumla birlikte diisiik
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olarak baglayan IGFBP-3 serum diizeyleri, ¢ocukluk dénemi boyunca artar. [IGFBP-3
dolasimda en ¢ok bulunan IGFBP’ dir. IGFBP-3’ {in ALS ile birlikte baslica sentez
yeri karacigerdir. IGFBP-3 hepatik endotel ve Kupffer hiicreleri tarafindan tretilir
(49).

IGFBP-4’ ler de serumda glikozile olan (28 kDa) ve olmayan (24 kDa) formlar:
bulunur. IGFBP-4’ lerin tiim biyolojik sivilarda bulundugu belirlenmistir. IGFBP-4’
ler fibroblastlar, ndroblastoma, prostat ve kemik hiicreleri tarafindan iiretilmektedir.
IGFBP-4 serum diizeyleri fizyolojik degisikliklerin yani sira yasa bagl olarak da
degiskenlik gostermektedir (49).

IGFBP’ ler IGF’ leri kendilerine baglayip, etkilerini gdstermelerini engellerler.
IGF’ lerin biyolojik etkilerini gosterebilmeleri i¢in, IGFBP’ lerin kendilerine 6zgiil
proteazlar tarafindan pargalanip IGF’ leri serbest birakmalar1 gerekmektedir. Serbest
kalan IGF’ ler hiicre yiizeylerindeki reseptorlerine baglanarak biyolojik etkilerini

gosterirler (49).

2.1.4. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayic1 Protein Proteazlar

IGFBP proteazlart ilk kez hamile kadinlarda, serumda en ¢ok bulunmasi ile

bilinen IGFBP-3’ e kars1 proteolitik aktivite gostermesi ile tanimlanmistir (49).

IGF’ lerin etkilerini gdsterebilmeleri i¢cin IGFBP’ lerin parcalanmalari
gerekmektedir. Fragmentlere ayrilmis IGFBP’ lerin IGF’ lere ilgisi azalir, boylelikle
IGF’ ler etkilerini gostermek {iizere reseptorlerine baglanirlar. En ¢ok bilinen IGFBP
proteazlari; serin proteazlari (kallikrein benzeri proteazlar), kathepsinler,

metalloproteinazlardir (11).
Serin proteazlari, seminal plazmada bulunan ilk IGFBP proteazlar1 olup,

kallikrein proteazlari olarak da bilinirler. Bu proteazlar; IGFBP-3, 4, 5 ve 6’ ya kars1

proteolitik aktivite gosterirler (49). In-vitro ortamda yapilan bir ¢aligmada diiz kas
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hiicrelerden salinan kalsiyum bagimli serin proteazlarin IGFBP-4’ e kars1 proteolitik

aktivite gosterdigi belirtilmistir (12).

Kathepsinler, lizozomal proteinazlar olup bircok normal ve malign dokularda
bulunurlar. Bu proteazlar pH 4-5.5 arasi aktiftir. Kathepsinler IGFBP’ leri (1-5)
proteolitik olarak pargalayan proteazlardir (49).

Metalloproteazlarin katalitik aktiviteleri igin bir metal (¢inko) iyonu gereklidir.
IGFBP’ lerin proteolitik parcalanmasinda gorevli olan matriksin (MMP), adamalisin
ve pappalisin (PAPP-A) olmak iizere 3 farkli metalloproteaz vardir (49). Yapilan in-
vitro ¢alismada PAPP-A’ nin fibroblast ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde IGFBP-4’ ¢
kars1 proteolitik aktivitesi oldugu gosterilmistir (12). PAPP-A’ nin IGFBP-4 yani sira
IGFBP-5 ve IGFBP-2’ ye kars1 da afinitesi vardir (10).

12



2.2. Pregnancy-Associated Plasma Protein-A (PAPP-A)

2.2.1 PAPP-A Yapisinin Belirlenmesi

PAPP-A ilk kez 1974 yilinda Lin ve arkadaglar tarafindan gebe kadinlarin
plazmalarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur (1). O yillarda plasenta
kaynakli oldugu diisiiniilen PAPP-A gebe kadmlarin plazmalarinda bulunan 4
proteinden biri olarak izole edilmistir (1). 1990’11 yillara kadar PAPP-A’nin biyolojik
islevi bilinmemesine ragmen, o yillarda gebelerde Down Sendromu taramasinda bir
belirte¢ olarak kullanilmaya baglanmistir (2, 3) 1990’1 yillarda pek ¢ok laboratuvar
cesitli hiicre kiiltirlerinde IGFBP-4’¢ karsi proteaz aktivitesi olan bir protein
bildirmigler. 1999 da Lawrence ve arkadaslar1 insan fibroblast kiiltiir ortamindan
IGF I’ e bagimli IGFBP-4 proteazi izole ederek yapisini inceleyerek ve bu yapimnin
PAPP-A oldugunu bildirmisler (4-6). PAPP-A’ nin proteolitik aktivitesi i¢in IGFBP-
4’ e bagl IGF-I veya IGF-IT’ ye ihtiya¢ duydugu gosterilmistir (3, 53).

2.2.2 PAPP-A’ nin Yapisi ve Islevi

PAPP-A bir metalloproteaz olup metzincin alt ailesine ait bir enzimdir (54)
Monomer PAPP-A 200 kDa’ dur (4). PAPP-A’nin iki formu (proteoilitik olarak aktif
olan ve olmayan) bulunmaktadir (55, 56). Proteolitik olarak aktif olan PAPP-A
homodimer seklinde olup 400 kDa’ dir (55). Proteolitik olarak aktif olmayan PAPP-
A ise ProMBP (eosinophil major basic protein) ile heterotetramerik kompleks
olusturur. Bu kompleks 500 kDa olup, sadece gebe kadinlarin plazmalarinda bulunur

(10, 56).
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Conover CA, 2007
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Sekil 1. PAPP-A’ nin yapisi. a. Monomer, homodimer yapisi, b. PAPP-A/proMBP
heterotetramerik kompleks (3).

Monomer PAPP-A 1546 aminoasitten olusan bir polipeptiddir. 5 major
domainden olusur. Bunlar sirasiyla; N-terminal domain, proteolitik domain, merkezi
domain, komplement kontrol proteinleri (CCP) igeren (5 modiil) domain ve kisa bir

C-terminal domainden olusur (3).

N-terminal domain ilk 243 aminoasiti igerir ve yap1 olarak laminin G benzeridir.
Proteolitik domain ise yaklasik 350 aminoasitten olusur ve PAPP-A’ nin IGFBP’ lere
kars1 proteolitik aktivite gosterdigi domaindir. Ayrica bu domainin yapisinda ¢inko
baglayici sekans bulunur. Bu sebeple metzincin ailesindendir. Merkezi domain ise
yaklagik 500 aminoasitten olusur, fakat yapisi heniiz belirlenmemistir. CCP
domainde her bir CCP yaklasik 60 aminoasit igerir ve CCP-3, 4 modiilleri PAPP-A’
nin hiicre yiizeyine baglanmasinda gorevlidirler. PAPP-A, hiicre ylizeyindeki
heparan siilfat proteoglikana, yapisindaki CCP-3, 4 modiillerinden baglanir. Son
olarak PAPP-A’ nin yapisinda yaklasik 70 aminoasitten olusan kisa bir C-terminal
domaini bulunur. Bunlarin yan1 sira PAPP-A’ nin yapisinda Lin12-Notch (LNR) diye
adlandirilan 3 farkli modiil bulunur. LNR-1 ve LNR-2 proteolitik domainde yer
alirken, LNR-3 C-terminal domainde bulunur (3, 10).
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Metzincin ailesinde PAPP-A’ dan baska PAPP-A2 (pappalisin2) proteini de
bulunur. Bu protein PAPP-A ile homolog olup, aralarinda %46 oraninda sekans
benzerlikleri vardir. PAPP-A2, PAPP-A gibi IGFBP-5" ¢ karsi proteolitik aktivite
gosterirken, PAPP-A’ dan farkli olarak IGFBP-4’ e kars1 inaktiftir. PAPP-A2’ nin
fizyolojik rolii tam olarak aciklanamasa da, hamilelikte ve viicut biylkliigiiniin

diizenlenmesinde rolii oldugu belirtilmistir (10).

2.2.3 PAPP-A’ nin Sentez ve Salinim

PAPP-A  bashica gebelik sirasinda  plasental  sinsitiotrofoblastlarda
sentezlenmesinin yan sira, gebelik disinda fibroblastlarda, osteoblastlarda, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde, ovaryumda ve diger yetiskin ve fetal dokular gibi bir¢ok

dokuda sentezlenirler (3, 10).

Makrofajlarin kendileri PAPP-A salgilamazlar. Doku hasari, oksidatif stresin
artmasi, inflamatuar hadiseler gibi ¢ok sayida patolojik durumlar makrofajlardan
TGF-B, TNF-a, IL 1-B ve IL-4 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinmasina neden
olur. Makrofajlardan salinan bu sitokinler ¢evre dokulardan ve hiicrelerden (endotel

hiicreler, stromal hiicreler, osteoblastlar vb.) PAPP-A salinimini uyarirlar (10, 14).

Makrofajlar

IGF
IGFﬁ T:Foc R

AN
{ =

/ ™~ !

Stromal
hiicreler

Endotel

hiiceler Conover CA, 2007

o

Sekil 2. PAPP-A’ nin sentez ve salinimi (3). PAPP-A’ nin sentez ve salmiminda
makrofajlardan salinan proinflamatuar sitokinler énemli rol oynar.
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2.2.4 PAPP-A’ nin Biyolojik Etkileri

PAPP-A’ nin esas etkisi IGFBP’ ler lizerinedir. PAPP-A, IGFBP-4’ ii proteolitik
olarak pargalayarak IGF-I’ e olan afinitesini azaltir. Boylece serbestlesen IGF’ ler

hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanarak etkisini gosterir (3, 10)

(2 IGFBP-4/IGF
"N P a

IGF Receptor

(CIICIUICRUCIUIC AT TR TCRCICI TR TR TURCTCIURUICTUIRTCIUTCIT TG 1 TG TCHCEUICI IR RICRCRRITCICIL
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-
\5)
Conover CA, 2012

Sekil 3. IGF sinyalinin PAPP-A iligkili kontrolii. 1. PAPP-A, yapisindaki CCP-3,4 ile
hiicre yiizeyindeki heparan siilfat proteoglikana baglanir. 2. IGFBP-4 ve IGF kompleksi. 3.
PAPP-A, IGF bagli IGFBP-4’ i proteolitik olarak pargalar. 4. IGF’ ler hiicre yiizeyindeki
reseptorlerine baglanir. 5. IGF’ ler biiylime, farklilasma, mitogenesis vb. gibi yasamsal
mekanizmalarda rol oynar (10).

PAPP-A’ nin IGFBP-4’ den baska IGFBP-2 ve IGFBP-51 de proteolitik olarak
parcaladigr belirlenmistir. Fakat IGFBP-3° karsi afinitesi yoktur. PAPP-A’nin
IGFBP’ lerden bagska bir substratla etkilesime girip girmedigi hala bilinmemektedir

(10).
2.2.5 PAPP-A’ nin In-vivo ve in-vitro Diizenlenmesi
Yapilan in-vivo caligmalarda, PAPP-A ekspresyonun artis1 ilk kez koroner

arterlerde belirlendi (3, 57). Bunun yani sira PAPP-A ekspresyonunun vaskiiler

hasarda (58), yara iyilesmesinde (59), doku ve kemik remodellenmesinde,
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folikiilogenezisde, plasental gelisimde (60) ve aterosiklerotik plak olusumu gibi
patolojik durumlarda da arttig1 gosterilmistir (61).

In-vitro osteoblast kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarda oksidatif stres ve doku
hasarma karst makrofajlardan salinan TNF-o ve IL 1-f gibi proinflamatuar
sitokinlerin PAPP-A ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (3). TNF-a ve IL 1-f’ nin
PAPP-A ckspresyonunu arttirdigi goriilse de, TGF-f’ nin PAPP-A ekspresyonunu
arttirmada ¢ok daha 6nemli rolii oldugu belirtilmistir (13, 14).

Insan MKH Kkiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarda kok hiicrelerden bir¢ok biiyiime
faktorii ve sitokinlerin salindigir belirlenmistir (21). Bu biiylime faktorleri ve
sitokinlerden bazilari; IGF’ ler TGF-B, TNF-a, VEGF, HGF, PGE, IL-10, IL-6 vb.
gibidir.,  MKH’ lerden saliman TGF-f ve TNF-o, PAPP-A ekspresyonun
uyarilmasinda gii¢lii bir faktordiir (13). Bu nedenle MKH Kkiiltiirlerinde yapilan
calismalarda, kiiltiir ortamlarinda PAPP-A ve IGF-I’ in varlifindan soz edilebilir.
Ayrica IGF-I, TNF- a, IL 1- o ve IL 1-B’ nin IGFBP-3 ve 4 salinimi iizerinde etkili
olmasindan dolayr bu baglayict proteinlerinde kiiltiir ortamlarinda bulundugu

diistiniilebilir (16).

2.3. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendilerini yenileyebilme 6zelliginde olup viicut ve laboratuvar
ortamlarinda, uygun sartlar saglandiklarinda bir¢cok 06zellesmis hiicre tipine

dontisebilen farklilagmamis hiicrelerdir (62).

Hiicrelerin boliinme kapasitelerini kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan ve
tekrarlanan “TTAGGG” dizilerinden olusan “telomer” adi verilen DNA zincirleri
belirler. Hiicreler boliindiikce zamanla telomerler kisalir. Telomerlerin korunmasi
telomeraz enzimi sayesinde olur. Bir hiicrede telomeraz enzimi ne kadar aktif ise
telomer uzunlugu o kadar korunabilir. Kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi fazladir,

bu nedenle hiicreler uzun siire boliinebilirler (63).
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Kok hiicrelere farklilagma tiplerine gore temel olarak 3 grup altinda toplanirlar.

Bunlar; totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicrelerdir (64).

2.3.1 Totipotent Kok Hiicreler: Tek bir hiicreden tam bir organizmayi
olusturabilecek olan kok hiicrelerdir. Bu kok hiicreler zigot olusumundan sonra ilk 4

giin i¢inde (erken embriyonik evre/morula) kiiltiire alinmasi gerekmektedir (65).

2.3.2 Pluripotent Kok Hiicreler: Zigot olusumunun 5. giiniinden itibaren
blastositin i¢ tabakasindan (inner membran cell) alinan kok hiicreler pluripotent kok
hiicreler olarak adlandirilirlar. Pluripotent kok hiicreler 3 somatik germ tabakasini
(ektoderm, mesoderm, endoderm) olusturabilme yetenegindedir. Hemen hemen
biitiin dokular1 olusturabilmelerine ragmen bu kok hiicreler totipotent kok hiicrelerin

aksine tam bir organizmayi olusturamazlar (62, 66).

2.3.3 Multipotent Kok Hiicreler: Pluripotent kok hiicreler biraz daha
Ozellesmis olan multipotent kok hiicrelere dontisiirler. Bu kok hiicreler daha sinirh

sayida hiicre tipine farklilagabilen hiicrelerdir (62).

Kok hiicreler elde edildigi kaynaga gore de farklilik gosterirler. Elde edilen
kaynaklarina gore kok hiicreler temel olarak; embriyonik kok hiicreler ve yetiskin

kok hiicreler olarak 2 gruba ayrilmaktadir (62).

2.3.3.1 Embriyonik K6k Hiicreler

Embriyonik kok hiicrelerle ilgili ilk ¢alisma Evans ve Kaufman tarafindan 1981
yilinda yapilmistir. Evans ve Kaufman fare blastositlerin i¢ hiicre tabakasindan (inner
membran cell) kok hiicreleri elde ettiler (67).

Embriyonik kok hiicreler pluripotent hiicreler olup, organizmadaki 3 farkli
embriyonik  tabakalar1  (ektoderm, mesoderm, endoderm) olusturabilme
yetenegindedirler. Bu kok hiicreler embriyonun erken gelisim evresinde olusan
blastositin i¢ hiicre tabakasindan (inner membran cell) toplanir ve &6zel besiyeri

ortaminda kiiltiire alinip, cogaltilarak elde edilirler (68-70).
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2.3.3.2 Eriskin (Adult) Kok Hiicreler

Erigkin kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelere gore gelismenin daha ileriki
safhalarinda elde edilirler. Erigskin kok hiicreler genellikle multipotent kok hiicreler
olup, kendi kendini yenilemenin yani sira daha ¢ok elde edildikleri doku hiicrelerine

doniisme potansiyelindedirler (70, 71).

Eriskin kok hiicreler basta kemik, kan ve yag doku olmak iizere beyin, bagirsak,
sinir sistemi, deri, karaciger gibi doku ve organlardan da elde edilirler. Hematopoetik
kok hiicreler ve mezenkimal (stromal) kok hiicreler en yaygin kullanilan eriskin kdk

hiicrelerdir (72).

2.3.3.2.A Hematopoetik Kok Hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler kendilerini yenileyebilmenin yani sira farkli hiicre
tiplerine de doniisebilen eriskin kok hiicreleridir. Bu kok hiicreler; eritrositler,
lokositler  (B-lenfositler,  T-lenfositler, nétrofiller, bazofiller, eozinofiller,
makrofajlar), trombositler vb. gibi tim kan hiicrelerini olusturabilme
yetenegindedirler. Kemik iligi, periferik kan, kordon kami hematopoetik kok
hiicrelerin elde edildigi baslica kaynaklardir. Hematopoetik kok hiicreler daha ¢ok

hiicresel tedavilerde kullanilir (62).

2.3.3.2.B Mezenkimal (Stromal) K6k Hiicreler

Mezenkimal (stromal) kok hiicreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan
kemik iliginde tanimlanmistir (73). MKH’ ler osteoblastlar, kondrositler, adipositler,
endotel hiicreler, miyositler, stromal hiicreler, fibroblastlar vb. gibi hiicrelere

kolaylikla farklilagabilen multipotent kok hiicrelerdir (21, 74).

MKH” ler baslica kemik iligi olmak tizere kas, kikirdak, sinovial sivi, adipoz

doku, deri, gobek kordonu vb. gibi kaynaklardan elde edilebilirler (73, 74).

19



MKH’ lerin elde edildigi dokular homojen olmayip bircok farkli tipte hiicreler
bulundurmaktadir. MKH’ lerin homojen olarak elde edilebilmesi i¢in fenotipik
Ozelliklerinin 1yi bilinmesi gerekmektedir. Bu hiicreler morfolojik olarak ig seklide
olup fibroblastlara benzemektedirler. En Onemli farklari niikleus yerlesiminin
fibroblastlarda asimetrik olup, bu hiicrelerde simetrik olmasidir. Bunun yani sira
MKH’ ler STRO-1, SH-2, SH-3, SH-4 gibi hiicre yiizey belirtecleri eksprese ederler.
Bu sayede MKH? leri in-vitro ortamda diger hiicre tiplerinden ayiralabilir (74, 75).

Kok hiicre ¢alismalarinda mezenkimal kok hiicreler hizli iireme ve bir¢ok hiicre
tipine farklilasma 6zelliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Mezenkimal
kok hiicreler bu farklilagsma sirasinda bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokin salgilarlar.
Bunlar; IGF’ ler, TGF-B, VEGF, HGF, PGE, IL-10, IL-6 vb. gibi faktorler ve
sitokinlerdir (19, 21).

MKH’ ler dokularda ¢ok az sayida bulunmaktadir. Bu nedenle ¢aligmalarda

kullanilmak igin in-vitro kiiltiir ortaminda gogaltilip saflastirilmasi gerekir.

2.3.3.2.C Fibroblast Hiicreler

Mezoderm kaynakli olan, fibroblast hiicreler yaygin kullanilan yetiskin
hiicrelerdir.  Fibroblastlar; uzun ig seklinde olup, niikleuslarin hiicredeki
konumlanmasi bakimindan MKH’ lardan ayrilirlar (76). Fibroblastlar baslica
kollojen ve fibronektin iiretiminden sorumludur. Bunun yani sira viicut gelisiminde,

organagenezisde, yara iyilesmesinde 6nemli rol oynarlar (77).

Fibroblastlar dokularda ¢ok fazla bulunan hiicreler olmakla birlikte, birgok hiicre
tiplerine farklilasma gosterdiginden fibroblast olarak bulundugu kaynak azdir.
Genellikle kaynak olarak deri dokusundan izole edilen fibroblastlar, kiiltiir ortamina
alindiktan sonra MKH’ lar gibi plastik ylizeye yapisma Ozelligi gosterirler. Bu
Ozelliklerinden dolayr fibroblast hiicrelerde de yaygin olarak hiicre kiiltiir

calismalarinda kullanilirlar (77).
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2.4. Kiiltir Ortamlan

Kiiltiire alinan tiim hiicreler kiiltiir ortamlarinin bilesimlerinden etkilenirler. Bu
nedenle, hiicre tipinin ve ¢aligmanin farkliligina gore kullanilmasi gereken farkli

kiiltiir ortamlari vardir (21).

MKH?’ lerin ¢ogalma ve farklilasmasi i¢in genellikle kullanilan hiicre kiiltiirler;
Minimum Essential Medium (MEM), Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), Roswell Park Memorial Isntitute (RPMI)- 1640, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) gibi kiiltiirlerdir. Bunlarin yani
sira hiicrelerin kiiltiir kabina yapisma ve ¢ogalmasina etki eden fetal sigir serumu
(FBS) da kullanilir. FBS’ nin baslica proteini albiimindir (BSA)’ dir. FBS’ nin
kullanilmadigi durumlarda insan serumu (AB serum), plazmasi, platelet lizati veya

biiytime faktorleri (0FGF, VEGF, IGF-I, ve TGF- B gibi) kullanilir (21).

Hiicre kiiltiir ortamlarinda kullanilan  serum; hiicrenin  biiyiimesinde,
proliferasyonunda ve farklilasmasinda 6nemli rol oynar. En yaygin kullanilan serum
tipi FBS’ dir (78). Hiicre kiiltiir ortamlarinda serum kullanmak sart degildir. Son
yillarda animal-free, protein-free ve serum-free gibi kiltirlerin de kullanimi

yayginlasmustir (79, 80).

Serum-free kiiltiirler hayvan serumu kullanilmadan hazirlanir (79). Bunun yani
sira igeriginde inorganik tuzlar, aminoasitler, vitaminler, hormonlar, yag asitleri,
biiylime faktorleri (FGF, PDGF vb.), proteinler gibi hiicrelerin biiyiime ve
gelismesini destekleyecek bilesenler eklenebilir (80). Animal-free ve serum-free
kiiltiirleri benzerdir, ancak animal-free kiiltiirlerde hayvan kaynakli higbir serum
bileseni bulunmaz (21). Ciinkii animal-free kiiltiirler hayvan serumu kullanilmadan
hazirlanir. Protein-free kiiltiirler ise proteinden yoksun olarak tanimlanmasina

ragmen ¢ok diisiik miktarda da olsa protein bulunabilir (79).

Son zamanlarda hiicre kiiltiirlerinde serum-free kiiltiirleri yaygin olarak

kullanilmaktadir. Serum-free kiiltiirler diger kiiltiir tiplerine gére bilesimlerinin daha
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Iyi olmasi, kontaminasyon diizeyinin diisiik olmasi, potansiyel enfeksiyon ajanlarin

daha az olmasi ve diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle tercih edilmektedir (79).

Bu bilgiler dogrultusunda kok hiicre g¢aligmalarinda serum-free kiiltiirlerin
kullanilmast sonucu disardan herhangi bir faktér veya destekleyici Kkiiltiir
eklenmedikge, kiiltiir ortaminda olgiilen yeni analitlerin hiicrenin kendisinden
salindigimi diistiniilmektedir. Yapilan bu ¢alismada serum-free kiiltiirleri kullanarak
kiiltire alinan MKH ve FH’ lardan kiltiir ortamina salinan IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-

4 ve PAPP-A diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Doku Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma Acibadem Labcell ve Acibadem Labmed Klinik Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Calismada toplam 20 hastadan alinan numuneler kullanildi.
Orneklerin calismada kullanilabilmesi icin Acibadem Universitesi Atadek Kurul’

undan etik onam alinmustir (etik onam karar no: 2015-7/8).

Hastalarin farkli doku 6rneklerinden izole edilen insan MKH ve FH’ lar serum-
free icerikli kiiltiirlerde ¢ogaltildi. Calismada kullandigimiz MKH ve FH’ larin elde
edildigi kaynaklar ve kiiltiir icerikleri Tablo-1" de verilmistir.

MKH ve FH Kaynaklar ve Kiiltiir icerigi
Kiiltiir Kiiltiir
Doku tipi
Cesidi Sayisi
Yag doku MKH 10
MKH ve FH Kemik iligi MKH 3
Kaynaklan Sinovial MKH 1
Deri FH 6
Kiiltiir Serum-free Kiiltiir
Tipi (Bazal+Destekleyici Kiiltiir Ortami)

Tablo 1. MKH ve FH kaynaklar1 ve kiiltiir icerigi

3.2. Gerecler

3.2.1. Kimyasallar

Calismada; kollogenaz tip Il (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), fosfat tamponu
(PBS, Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israil), serum-free kiiltiir
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israil), tripsin-EDTA (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israil), ultrasensitive PAPP-A ELISA Kiti
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(AnshLabs, Webster, Texas, USA), IGF-I, IGFBP-3 ve IGFBP-4 ELISA Kitleri
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) ve IMMULITE 2000 IGFBP-3 kiti (Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, CA) kullanilda.

3.2.2. Cihazlar

Calismada,; etiiv (Thermo Niive EV 018, Canada, USA), santrifiij (Thermo
NF1200R, Canada, USA), mikroskop (Olimpus, Woerd Avenue Waltham, MA,
USA), 175 cm® lik flask (Techno Plastic Products, Trasadingen, isvigre), yikayici
(Biotek 233128, Highland Park, Winooski, USA), karisritic1 (Biosan, Riga, Letonya),
vorteks (Biosan, 580901028, Riga, Letonya), Otoanalizér (IMMULITE 2000 XPi
Immunoassay System N5316, Siemens Healthcare Diagnostics Products, Berlin,
Almanya) mikropipetler (Axygen, 358152146, Central Avenue Union City, CA.
OMKA tarafindan Ekim 2014’ den Nisan 2015’ e kadar kalibrasyonu yapilmistir) ve
spektrofotometre (Biotek 208957, Highland Park, Winooski, USA) cihazlari
kullanildi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Dokulardan Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

Caligmamizda MKH ve FH kiiltiirleri kullanildi. MKH i¢in yag doku, kemik iligi
ve sinovial doku kaynak olarak kullanildi. Kemik iliginden MKH elde edilmesi
sirasinda uygulanan prosediir yag doku ve sinovial dokuya uygulanan prosediirden
farkli oldugundan asagida ayrica belirtildi. FH kiiltiiri i¢in ise deri kaynak olarak

kullanildi.

3.3.2. Adipoz ve Sinovial Dokudan Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde

Edilmesi

1. Dokulardan alinan drnekler kollajenaz tip 1l enzimi ile 37°C’ de 1 saat inkiibe

edildi ve hiicre izolasyonu yapildi.
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2. lizole edilen hiicreler, ortamdan kollejenazi uzaklastirmak igin 400g” de 10
dakika santrifiij edildi ve stipernatant kismi atild1.

3. Tiip dibinde kalan pellet kism1 fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS) ile
yikanarak 400g’ de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Bu islem
toplamda 2 kez yapildi.

4. Boylece tiiplin alt kisminda ihtiyacimiz olan mezenkimal kok hiicrelerin
(stromal vaskiiler fraksiyon, SVF) bulundugu pellet kismi elde edilerek,
kiltiire alinmaya hazir hale getirildi.

5. Mezenkimal kok hiicrelerin bulundugu pellet T-175cm?” lik flaska konup,
tizerine 40 ml. serum-free kiltiir ortam1 eklenerek inkiibe edildi (primer
kiiltiir).

6. Primer kiiltiiriin 1. giiniinde bir defaya mahsus olmak kaydiyla serum-free
kiiltiir igeriginin (40mL) %2’ si kadar (2mL) insan serumu (AB) kullanildi.
Serum-free kiiltiir, bazal (500mL) ve destekleyici kiiltiirleri (3mL)
karistirilarak hazirlanan stok ¢ozeltiden kondu.

7. Inkiibasyon igin etiiv 37°C ve %5’ lik CO,’ e ayarlandh.

8. Inkiibasyon siiresi boyunca (24 saat) MKH’ lar plastik kiiltiir kabmin
tabanina adezyon (yapisma) gosterdi.

9. Hematopoetik kok hiicreler gibi adezyon 6zellik gdstermeyen hiicreler 24 saat
sonra PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi.

10. Diizenli olarak her 3 giinde bir flasktaki besiyeri degistirildi.

11. 10.giinde 151k mikroskobu altinda hiicre kontrolii yapildi.

12. 15.giinde tekrar hiicre kontrolii yapilarak, %70’ lik hiicre yogunluguna ulagan

kiiltiirler ilk pasajlama islemi yapilmak tizere hazir hale getirildi.

Kemik iliginden MKH elde edilmesinde, diger dokulardan farkli olarak

uygulanan asamalar olup, asagida ayrica belirtildi.

3.3.3. Kemik iliginden Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

1. Kemik dokusundan 20 mL kemik iligi alinarak, 10 mL fikol i¢in kondu.
2. 800g ve 21°C’ de 25 dakika santrifiij edildi.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

Santrifiij isleminden sonra siispansiyon, gozle goriinecek sekilde 4 tabaka
halinde ayrildi.

Plazmanin oldugu en st tabaka atilarak, altinda kalan mezenkimal kok
hiicrelerin bulundugu mononiikleer hiicre (MNH) tabakasi alindi.

Ortamdan fikolii uzaklastirmak i¢in alinan MNH tabakas1 2 kez PBS ile
yikandi.

Yikama islemleri i¢in 5mL MNH, 20mL PBS ig¢inde 4009’ de 10 dakika 2
kez santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildu.

Santriflij isleminden sonra MNH tabakasinda bulunan MKH’ larin
cogalmasi icin kiiltiire alinmaya hazir hale getirildi.

MKH’ larin bulundugu pellet flaska konup, tizerine 40mL serum-free kiiltiir
ortami eklenerek inkiibe edildi (primer kiiltiir).

Primer kiiltiirin 1. giiniinde bir defaya mahsus olmak kaydiyla serum-free
kiiltiir igeriginin (40mL) %2’ si kadar (2mL) insan serumu (AB) kullanildu.
Serum-free kiiltirii, bazal (500mL) ve destekleyici kiltiirler (3mL)
karistirilarak hazirlanan stok ¢ozeltiden kondu.

Inkiibasyon i¢in etiiv 37°C ve %5’ lik CO;’ e ayarlandh.

Inkiibasyon siiresi boyunca (24 saat) MKH’ lar plastik kiiltiir kabmin
tabanina adezyon (yapisma) gosterdi.

Hematopoetik kok hiicreler gibi adezyon o6zellik gostermeyen hiicreler 24
saat sonra PBS ile yikanarak ortamdan uzaklastirildi.

Diizenli olarak her 3 giinde bir flasktaki besiyeri degistirildi.

10. giinde 151k mikroskobu altinda hiicre kontrolii yapildi.

15. giinde tekrar hiicre kontrolii yapilarak, %70’ lik hiicre yogunluguna

ulasan kiiltiirler i1k pasajlama islemi yapilmak tizere hazir hale getirildi.

3.3.4. Deriden Fibroblast Hiicrelerin Elde Edilmesi

1.

2.

Dokulardan alinan ornekler kollajenaz tip Il enzimi ile 37°C’ de, 1 saat
inkiibe edildi ve hiicre izolasyonu yapildi.
Izole edilen hiicreler, ortamdan kollejenaz uzaklastirmak igin 400g” de, 10

dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi.
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3. Tiiplin dibinde kalan pellet kism1 ise PBS ile yikanarak 400g’ de 10 dakika
santrifiij edildi ve slipernatant kismi atildi. Bu islem toplamda 2 kez yapildi.

4. Boylece tiiplin alt kisminda ihtiyacimiz olan FH’ larin bulundugu pellet
kismi elde edildi ve kiiltiire alinmaya hazir hale getirildi.

5. Elde edilen pellet T-175 cm? lik flaska konup, tizerine 40mL serum-free
kiiltiir ortam1 eklenerek inkiibe edildi (primer kiiltiir).

6. Primer kiiltiirtin 1. giiniinde bir defaya mahsus olmak kaydiyla serum-free
kiiltiir igeriginin (40mL) %2’ si kadar (2mL) insan serumu (AB) kullanildu.
Serum-free kiiltiirli, bazal (500mL) ve destekleyici kiltiirler (3mL)
karistirilarak hazirlanan stok c¢ozeltiden kondu. Destekleyici kiiltiir icerigi
asagidaki Tablo-2’ de gosterildigi gibidir.

7. Inkiibasyon igin etiiv 37°C ve %5’ lik CO,’ e ayarlandh.

8. Diizenli olarak her 3 giinde bir flasktaki besiyeri degistirildi.

9. 10. giinde 151k mikroskobu altinda hiicre kontrolii yapildi.

10. 15. giinde tekrar hiicre kontrolii yapilarak, %70’ lik hiicre yogunluguna

ulasan kiiltiirler ilk pasajlama islemi yapilmak {izere hazir hale getirildi.

Destekleyici Kiiltiir I¢erigi
Kiiltiir Bilesenleri Konsantrasyonlar (mg/It)
Inorganik tuzlar 8246.78
Aminoasitler 1776
Vitaminler 35.64
Hormonlar 10.11
Yag asitleri 72
Iz elementler 184.03
Biiyiime faktorleri (FGF, PDGF) 0.013
Proteinler 1020
Digerleri (seker, lipitler vb.) 11900

Tablo-2. Serum-free Kkiiltiir ortami ic¢in kullanilan destekleyici kiiltiir igerigi.
Calismada destekleyici kiiltiir ortami i¢in kullanilan bilesenlerin igerigi tretici firma
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israil) tarafindan gizli tutuldugundan igerik
hakkinda daha fazla bilgi verilememektedir.
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3.3.5 Kok Hiicrelerin Pasajlanmalari

Bu asama, elde edilen tiim hiicreler igin ortak olup asagidaki gibidir:

1. Primer kiiltiir yapildiktan 15 giin sonra hiicreler (MKH ve FH) %0,25" lik
tripsin-EDTA ile kaldirilarak yeni flasklara alindi (1. pasaj).

2. Ortamdaki tripsini uzaklastirmak i¢in hiicreler tiip igerisinde 400g’ de 10
dakika santrifiij edildi ve stipernatant kismi atild1.

3. Pellet kismi, PBS ile yikanarak 400g’ de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant kismi atildi. Bu islem 2 kez yapildi.

4. Tipiin dibinde kalan pellet kism1 T-175 cm? lik flasklara ekildi (1 cm® ye 3
bin ile 6 bin aras1 hiicre ekildi).

5. Her 3 giinde bir flasktaki besiyeri degistirildi.

6. 6. giinden sonra flasktaki hiicreler mikroskop ortaminda incelendi ve %70
yogunluga ulastiklarinda, yapiskan hiicreler %0,25° lik tripsin-EDTA ile
kaldirilarak 2. pasaja alind1 (2. pasaj).

7. Bundan sonraki her pasajda ayni islemler tekrarlanarak istenilen pasaj sayisi

kadar islemler devam ettirildi.
3.3.6.Pasajlardan Orneklerin Alinmasi

Calismamizda MKH ve FH Kkiiltiirleri art arda 3 kez pasajlandi. Her pasajin
sonunda, MKH ve FH kiiltiir ortamlarindan 4 mL &rnek alindi ve 4 porsiyona ayrildi.

Alman 6rnekler ¢alismanin yapilacag giine kadar -80°C” de saklandh.
3.4.0rneklerin Analiz Edilmesi
Her pasaj sonrasi kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerde PAPP-A, IGF-I, IGFBP-3
ve IGFBP-4 diizeylerindeki degisikliklerin analizi i¢in Sandwich tipi Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi kullanildi. Bunlara ek olarak; IGFBP-3

diizeylerinin analizi i¢in kemiliiminesan yontemi de kullanildi.
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ELISA protein, peptit, hormon gibi bir¢ok analitlerin tayininde kullanilan,
duyarli bir yontemdir (81). ELISA temel olarak antijen- antikor baglanmasi iizerine
calisilan bir yontem olup, ortama kolorimetrik substratlar eklenip olusan renk
degisikliginin spektrometrede okunarak, analitin konsantrasyonun hesaplanmasi
esasina dayanir. ELISA Plate (96 lik plate)’ indeki her bir kuyucuga calismak
istenilen antijenin antikoru siki bir sekilde gomiiliidiir. Numuneler bu kuyucuklara
konuldugunda ilgili antijen antikoruna baglanir. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar
yikanarak arta kalan kisim uzaklastirilir. Her bir kuyucuga antijene baglanmasi igin
antikor-enzim konjugati konur. Belli bir inkiibasyon isleminden sonra kuyucuklar
tekrar yikanir. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga enzimle reaksiyona
girebilecek TMB kromojen substrati konulurak mavi renk olusumu gozlenir. Mavi
renk olusumu reaksiyonun gergeklestigi anlamina gelir. Kisa bir inkiibasyon sonrasi
stop sollisyonu konularak sari renk olusumu gozlenir ve spektrofotometrede
belirlenen dalga boylarinda olusan rengin yogunluguna bagli olarak konsantrasyon

tayini yapilir (81).

Kemiliimiinesan yontemi ise temel olarak bir kimyasal reaksiyon sonucunda
ortaya ¢ikan 151n miktarin1 dlgmeye dayanir. Olgiilen 151n miktarina gére maddenin

konsantrasyonu belirlenir (82).

3.4.1. IGF-l, IGFBP-3 ve IGFBP-4 Diizeylerinin ELISA Yontemi ile

Olciimii

IGF-1, IGFBP-3 ve IGFBP-4’nin 6lgiilmesinde ELISA kitleri kullanildi. Calisma
sirasinda kullanilacak materyaller (karistirict, yikayici, vorteks, spektrofotometre vb.)
kullanima hazir hale getirildi. Calisma sirasinda kullanilan IGF-1, IGFBP-3 ve
IGFBP-4 reaktifleri protokollerinde belirtildigi oranlarda hazirlanarak, uygulanan

prosediirlerin ortak yonleri asagidaki gibidir:

1. Tim reaktifler ve numuneler oda sicakligina (21°C) getirildi.
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10.

11.

12.
13.

Kisa bir vorteksleme isleminden sonra standartlar (IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-
4’ {in protokollerinde istenilen oranlarda hazirlanan standartlar) ve ornekler
platedeki kuyucuklara pipetlendi (100uL).

Oda sicakliginda, 150 rpm’ lik karistiricida, 2,5 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar otomatik mikroplate yikayicida, yikama soliisyonu (IGF-I,
IGFBP-3 ve IGFBP-4 protokollerinde belirtildigi gibi hazirlanan yikama
soliisyonlar) ile 4 kez yikandi.

Her bir kuyucuga biotinle isaretlenmis antikor pipetlendi (100uL).

Oda sicakliginda, 150 rpm’ lik karistiricida, 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar otomatik mikroplate yikayicida, yikama soliisyonu (IGF-I,
IGFBP-3 ve IGFBP-4 protokollerinde belirtildigi gibi hazirlanan yikama
soliisyonlan) ile 4 kez yikandi.

Her bir kuyucuga streptavidin-HRP (Horseradish Peroksidaz) konjugati
pipetlendi (100uL).

Oda sicakliginda, 150 rpm’ lik karistiricida, 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklar otomatik mikroplate yikayicida, yikama soliisyonu (IGF-I,
IGFBP-3 ve IGFBP-4 protokollerinde belirtildigi gibi hazirlanan yikama
soliisyonlar) ile 4 kez yikandi.

Her bir kuyucuga TMB (Tetrametilbenzidin) kromojen soliisyonu
pipetlenerek, mavi renk olusumu gozledi (100uL).

Oda sicakliginda, 150 rpm’ lik karistiricida, 30 dakika inkiibe edildi.

Son olarak her bir kuyucuga stop soliisyonu (Stlfiirik asit) pipetlenerek sari
renk olusumu gozlendi ve 20 dakika icerisinde spektrofotometrede 450 nm ve
630 nm’ de okundu.
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Resim-1. TMB soliisyonu konulduktan sonraki renk olusumu. Resimde IGFBP-3
diizeylerinin ELISA yoOntemiyle olgiilmesi sirasinda TMB soliisyonu konulduktan sonraki
olusan renk (mavi) gozlenmektedir. ELISA Plate’ inde Al ve F6 arasindaki kuyucuklara
(yukaridan asagiya ilk 6 kuyucuk) ELISA Kitinde bulunan standartlar pipetlendi. B2 ve H12
arasina ise kiiltiir 6rnekleri pipetlendi. Resimde goriildiigii gibi kiiltlir 6rneklerinin oldugu
kuyucuklar stardartlarin oldugu kuyucuklara gore daha koyu renktedir. Sonug olarak, kiiltiir

ortamlarindaki IGFBP-3 diizeylerinin bu c¢alismada Ol¢iimii yapilamayacak yogunlukta
oldugu gozlendi.
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Resim-2. ELISA yonteminde stop soliisyonu konulduktan sonraki renk olusumu
(IGFBP-3 diizeylerinin 6l¢iimii sirasinda)
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Resim-3. ELISA yonteminde stop soliisyonu konulduktan sonraki sari renk olusumu

(IGFBP-4 diizeylerinin 6l¢iimii sirasinda)

3.4.2. PAPP-A Diizeylerinin ELISA Yéntemi ile Ol¢iimii

PAPP-A’nin 6l¢iilmesinde ultrasensitive PAPP-A ELISA kiti kullanildi. Calisma

sirasinda kullanilacak materyaller (karistirici, yikayici, vorteks, spektrometre vb.)

kullanima hazir hale getirildi. Tiim reaktifler protokolde belirtildigi gibi hazirlandi.

Uygulanan ¢alisma prosediirii ise asagidaki gibidir:

1.
2.

Tiim reaktifler ve numuneler oda sicakligina (21°C) getirildi.

Kisa bir vorteksleme isleminden sonra kalibratorler ( PAPP-A Cal-1, 2, 3, 4,
5, 6), kontroller (PAPP-A CTRL-1, 2) ve Ornekler sirasi ile platedeki
kuyucuklara pipetlendi (50uL).

Her bir kuyucuga PAPP-A assay buffer pipetlendi (50uL).

Oda sicakliginda, 600 rpm’ lik karistiricida, 2 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar otomatik mikroplate yikayicida, PAPP-A yikama soliisyonu ile
5 kez yikandu.

Her bir kuyucuga antikor-HRP (Horseradish Peroksidaz) konjugati
pipetlendi (100uL).
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7. Oda sicakliginda, 600 rpm’ lik karistiricida, 1 saat inkiibe edildi.

8. Kuyucuklar otomatik mikroplate yikayicida, PAPP-A yikama soliisyonu ile
5 kez yikandu.

9. Her bir kuyucuga TMB (Tetrametil benzidin) kromojen soliisyonu
pipetlenerek, mavi renk olusumu gozledi (100uL).

10. Oda sicakliginda 600 rpm’ lik karistiricida, 10 dakika, karanlikta inkiibe
edildi.

11. Son olarak her bir kuyucuga stop soliisyonu (Stlfiirik asit) pipetlenerek
(100uL) sar1 renk olusumu gozlendi ve 20 dakika igerisinde
spektrofotometrede 450nm ve 630nm dalga boylarinda okundu.

3.4.3. IGFBP-3 Diizeylerinin Kemiliiminesan Yéntemi ile Ol¢iimii

1. Calisma otoanalizor cihazinda, IMMULITE 2000 IGFBP-3 kiti kullanildu.

2. Tiim reaktifler ve numuneler oda sicakligina getirildi (21°C).

3. Numuneler i¢in kullanilacak tiiplere uygun sekilde barkodlar yapistirilarak
numuneler konuldu (300 pL).

4. Tipler uygun sporlara konarak cihaza verildi.

5. Okunan IGFBP-3 diizeyleri bilgisayar ekraninda goriintiilendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler analiz edilirken ilgili yontemin 6l¢tim smirlart disinda kalan veriler
calismadan c¢ikarildi. Kalan veriler iginde ug¢ degerlerin varligim1 arastirmak igin
Grubb Testi yapildi. Calismadaki tiim veriler i¢in tanimlayict istatistik ¢aligmasi
yapildi. Verilerin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro Wilk Testi ve varyanslarin
homojenligi ise Levene Testi ile analiz edildi. Normal dagilima uymayan veriler
ortanca (minimum, maksimum) olarak gosterildi. Her bir pasajda Olgiilen analit
sayisi ikiden fazla oldugu i¢in gruplar arasindaki farkin analizi i¢in Friedman Testi

ve farkli ¢ikan grubun belirlenmesi i¢cin de Dunn’ s testi yapildi. Gruplar arasindaki
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iliskinin belirlenmesi i¢in Spearman Korelasyon analizi yapildi. Tiim analizlerde
anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 olarak alindi. Verilerin grafikle gésterilmesinde Kutu-

Cizgi ve siitun grafikleri kullanildi.
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4. BULGULAR

Mezenkimal kok hiicre ve fibroblast hiicre kiiltiirlerin farkli pasajlardaki PAPP-

A, IGF-lI ve IGFBP-4 diizeylerinin genel tanimlayici bilgileri olarak; ortalama,

standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum degerleri asagidaki Tablo-3’ te

verildigi gibidir. Veriler normal dagilima uymadigi igin istatistiksel degerlendirmede

ortanca (min, mak) degerleri esas alinmustir.

Standart

Analitler Pasajlar | Ortalama Ortanca Maksimum | Minimum
Sapma
PAPP-A 1.pasaj 1,36 1,42 0,79 5,17 0,10
ng/mL 2.pasaj |2,92 3,08 1,26 10,00 0,15
3.pasaj 3,18 3,33 1,58 10,00 0,20
IGF-I 1.pasaj 0,86 1,15 0,49 3,69 0,27
ng/mL 2.pasaj 0,61 0,38 0,43 1,28 0,27
3.pasaj 0,43 0,03 0,43 0,47 0,40
IGFBP-4 1.pasaj 4,85 5,18 2,57 18,22 0,41
ng/mL 2.pasaj |7,35 7,23 5,00 31,70 0,90
3.pasaj 7,99 6,32 6,10 24,51 2,13

Tablo 3. PAPP-A, IGF-1 ve IGFBP-4 diizeylerinin pasajlara gore genel tanimlayici bilgileri.
Pasajlara gore verilen PAPP-A, IGF-I ve IGFBP-4 diizeylerinin maksimum ve minimum

degerleri, caligmada kullanilan hiicrelerin elde edildigi doku tiplerinden bagimsizdir.

Kaltir ortamlarindaki

IGF-1,

IGFBP-3,

IGFBP-4 ve PAPP-A diizeyleri

olgiiliirken kullanilan ELISA yontemlerinin kalibrasyon egrileri agagidaki grafiklerde

gosterildigi gibidir.
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Grafik-2. IGF-I yontemi igin kalibrasyon egrisi
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Grafik-3. IGFBP-3 yontemi igin kalibrasyon egrisi
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Grafik-4. IGFBP-4 yontemi igin kalibrasyon egrisi

IGFBP-3 diizeyleri hem ELISA hem de kemiliimiinesan yontemleri kullanilarak
Olglilmeyi calisildi. Ancak IGFBP-3 diizeyleri her 2 yontemde de okuma araligi
disinda kaldigi igin Olgiilemedi. IGFBP-3 ELISA Kkitinin okuma araligi 0,74-18
ng/mL olup, kiiltiir ortamindaki IGFBP-3 diizeyleri bu okuma araliginin istiinde
kalmistir. Kemilemiinesan yonteminde calisilan IMMULITE 2000 IGFBP-3 kitin
okuma aralig1 ise 100-16000 ng/mL olup, IGFBP-3 diizeyleri bu okuma araliginin
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altinda kaldi. Caligmamizda kiiltiir ortamindaki IGFBP-3 diizeyleri 18-100 ng/mL

arasinda oldugundan 6l¢iilemedi.

PAPP-A ELISA yo6ntemi igin 9 hastanin numuneleri ¢ift olarak okundu ve elde
edilen farklardan yontemin standart sapmasi (SD) 0,57 ve varyasyon katsayisi (CV)
%13 olarak hesaplandi. IGFBP-4 ELISA yo6ntemi i¢in 18 hastanin numuneleri gift
olarak okundu ve elde edilen farklardan yontemin SD’ s1 0,59 ve CV’ si ise % 8

olarak hesaplandi.

Farkli pasajlarin kiiltiir ortamlarindaki PAPP-A diizeyleri karsilagtirildiginda
(Grafik-5), PAPP-A’ nin 1. ve 2. pasajlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p<0,05). Bu farka gore; 1. pasajdan 2. pasaja gegerken PAPP-A

diizeylerinde anlamli bir artig gozlendi.
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Grafik-5. 1., 2. ve 3. pasajlardaki PAPP-A diizeyleri. Farkli pasajlardan alinan kiiltiir
orneklerindeki PAPP-A diizeyleri karsilastirildiginda sadece 1. ve 2. pasaj arasinda anlamli
bir fark bulunmustur.

Buna karsin 2. ve 3. veya 1. ve 3. pasajlardaki PAPP-A diizeyleri
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). Yine 1. ve 3. pasajlardaki
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PAPP-A diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05).

Farkl1 pasajlardaki IGFBP-4 diizeyleri karsilagtirildiginda (Grafik-6), anlamli bir
fark bulunamadi (p>0,05).
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Grafik-6. 1., 2. ve 3. pasajlardaki IGFBP-4 diizeyleri. Farkli pasajlardan alinan kiiltiir
orneklerindeki IGFBP-4 diizeyleri karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunamamustir.

Pasajlara gore PAPP-A, IGF-I ve IGFBP-4 diizeyleri arasindaki korelasyon
incelendiginde (Grafik-7); PAPP-A’ nin 1. pasaji ile IGFBP-4’ iin 1. pasaj1 arasinda
(r=0,764; p=0,001), PAPP-A’ nin 2. pasaji ile IGFBP-4’ iin 2. pasaji arasinda
(r=0,94; p=0,001) ve PAPP-A’ nin 3. pasaji ile IGFBP-4’ iin 3. pasaji arasinda
(r=0,821; p=0,001) anlaml1 bir korelasyonun oldugu gozlendi.

39



35,00 - y=1,6706x + 2,6838

2 _ *
30,00 - R*=0,5546

25,00 - .
20,00

15,00

IGFBP-4 ng/mL

10,00

5,00

0,00 -
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

PAPP-A ng/mL

Grafik-7. Farkli pasajlardaki PAPP-A ve IGFBP-4 diizeyleri arasindaki iligki

Farkli pasajlardaki PAPP-A, IGF-1 ve IGFBP-4 diizeylerinin birbirleri arasindaki
iligkiler incelendiginde; art arda yapilan 3 pasajda PAPP-A diizeyleri artarken, IGF-I
diizeylerinin azaldigi (anlamli veri sayis1 yeterli olmadigindan istatistiksel
degerlendirme yapilamadi, gorsel degerlendirme yapildi) ve IGFBP-4 diizeylerinin
arttig1 gozlendi (Grafik-8). Yine ayni pasajlarda IGF-I diizeyleri azalirken, IGFBP-4

diizeylerinin arttig1 gézlendi.

Analit Diizeyi ng/mL

PAPP-A IGF-I IGFBP-4 PAPP-A IGF-I IGFBP-4 PAPP-A IGF-I IGFBP-4
1.PASAJ 1.PASAJ 1.PASAJ 2.PASAJ 2.PASAJ 2.PASA 3.PASAJ 3.PASAJ 3.PASAJ

Grafik-8. Farkli pasajlardaki PAPP-A, IGF-I ve IGFBP-4 diizeyleri. Calismada toplam
20 adet kiiltiir 6rnegi (MKH: n=14, FH: n=6) kullanildi. PAPP-A 1. Pasaj i¢in n=16 (Adipoz
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Doku: n=9; Kemik iligi: n=3; Deri: n=4), PAPP-A 2. Pasaj igin n=19 (Adipoz Doku: n=9;
Sinovial Doku: n= 1; Kemik Iligi: n=3; Deri: n=6), PAPP-A 3. Pasaj i¢in n=18 (Adipoz
Doku: n=9; Sinovial Doku: n= 1; Kemik iligi: n=2; Deri: n=6), IGF-I 1. Pasaj i¢cin n=8
(Adipoz Doku: n=5; Kemik iligi: n=1; Deri: n=2), IGF-I 2. Pasaj igin n=8 (Adipoz Doku:
n=4; Deri: n=4), IGF-I 3. Pasaj i¢in n=4 (Adipoz Doku: n=1; Kemik [ligi: n=1; Deri: n=2),
IGFBP-4 1. Pasaj i¢in n=18 (Adipoz Doku: n=9; Sinovial Doku: n= 1; Kemik iligi: n=3;
Deri: n=5), IGFBP-4 2. Pasaj i¢in n=19 (Adipoz Doku: n=9; Sinovial Doku: n= 1; Kemik
Migi: n=3; Deri: n=6), IGFBP-4 3. Pasaj i¢in =18 (Adipoz Doku: n=9; Sinovial Doku: n=1;
Kemik Iligi: n=2; Deri: n=6).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alisma, MKH ve FH kiiltiirlerin farkli pasajlarindaki serum-free
kiltirlerinden alinan Orneklerinde PAPP-A, IGF-I, IGFBP-3 ve IGFBP-4
diizeylerinin birbirleri ile olan iliskilerinin incelenmesi agisindan 6zgiindiir. Analiz
sonuglarina gore; art arda yapilan 3 pasajlarda PAPP-A ve IGFBP-4 diizeylerinde bir

artig olurken, IGF-I diizeylerinde azalma gdzlenmistir.

PAPP-A, IGF-I bagli IGFBP-4’ ii proteolitik olarak parcalayan ve IGF-I’ in
aktivasyonunu saglayan bir proteazdir (10). Yani, ortamda PAPP-A diizeyleri
artiyorsa IGF-I bagli IGFBP-4’ iin proteolitik par¢alanmasi daha fazla olacagindan
ters orantili olarak IGFBP-4’ {in azalmasi beklenirdi. Ancak analiz sonuglarina gore
art arda yapilan pasajlardan alinan kiltiir 6rneklerindeki PAPP-A ve IGFBP-4
diizeylerine bakildiginda, IGFBP-4 diizeylerinin PAPP-A diizeylerine oranla gok
daha fazla oldugu goriildii. IGFBP-4’ {in kiiltiir ortamlarinda daha fazla olmasi1 ve
dolayisiyla ortamdaki IGF-I’ leri PAPP-A’ nin islevi aksine daha ¢ok
baglayacagindan, IGF-I diizeyinin giderek azalmasi bu sekilde agiklanabilir. Ayrica
ortamda IGF-I’ leri IGFBP-4’ den baska kendine baglayan IGFBP-3 proteinlerinin
de bulunmasi kiiltiir ortamlarinda IGF-1 diizeylerinin azalmasina da neden olabilir
(46).

Calismamizda kiiltiir ortamlarindaki IGFBP-3 diizeylerini dlgmeye calistik.
Ancak ELISA yontemiyle calisildiginda IGFBP-3 diizeyleri, okuma araliginin
istlinde kaldigi i¢in anlamli bir sonu¢ elde edilemedi. Bu nedenle IGFBP-3
diizeylerini kemiliminesan yontemiyle de oOlgmeye calistik. Ancak bu analiz
sonucunda ise IGFBP-3 diizeyleri kitin okuma araliginin altinda kaldig: i¢in yine
anlamli bir sonu¢ alinamadi. Buna ragmen ELISA yontemiyle 6l¢iilen IGFBP-3
diizeylerinin Kitin okuma araliginin istiinde olmasi bize ortamda yogun olarak
IGFBP-3’ lerin oldugunu gostermektedir. IGFBP-3’ iin yan1 sira; PAPP-A, IGF-1 ve
IGFBP-4’ {in analiz sonuglarina gore kitlerin okuma aralig1 altinda ve iistiinde kalan

degerler de gozlendi. Okuma araliginin altinda kalan degerler calismaya dahil
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edilmezken, istiinde kalan degerler icin (sadece PAPP-A analizinde 2 deger), kitin

okuma araligin en iist degeri baz olarak alindi.

PAPP-A IGF-I bagh IGFBP-4 i¢in gii¢lii bir metalloproteaz olup, IGFBP-3’ e
kars1 proteolitik aktivitesi yoktur (12). Yani IGFBP-3° ler PAPP-A tarafindan
pargalanamazlar. PAPP-A’ nin haricinde IGFBP’ leri pargalayan baska proteazlar da
vardir. Bu proteazlar kathepsinler ve serin proteazlaridir (11). PAPP-A’ nin aksine
IGFBP-3’ ler bu proteazlar tarafindan pargalanabilirler. Ayrica kathepsin-D proteazin
IGF bagli IGFBP’ leri parcalarken, IGF” leri de fragmentlerine ayirdigi belirlenmistir
(11). Calismamizda IGFBP proteazlarindan sadece PAPP-A diizeylerini 6lgtiik fakat
ortamda bulunabilen diger IGFBP proteazlari tarafindan da IGFBP-3 ve 4 hatta IGF-I
parcalanabilir (11). Pasajlarla orantili olarak IGF-I diizeylerinin azalmasi bu sekilde
iligskilendirilebilinir. IGFBP-3 diizeyleri olgiilemedigi icin pasajlara gore iliskisini
yorumlayamiyoruz. Bu calismada art arda yapilan pasajlarla orantili olarak IGFBP-4
diizeylerinin azalmasin1 beklenirken, hipotezimize ters olarak artis oldugu tespit
edildi. PAPP-A IGFBP-4 proteazi oldugundan PAPP-A diizeylerinin artisi IGFBP-4
diizeylerinin diismesine neden olabilecegi beklenmektedir. Olgiilen artisin nedeni
tam olarak agiklanamasa da IGFBP-4, PAPP-A’ ya gore ¢ok daha fazla sentezlenmis
olabilir. Ayrica IGFBP-4, proteazlar tarafindan par¢alanmasina ragmen IGFBP-4’ {in
aciga c¢ikan parcalart test kuyucugundaki antikora baglanarak ELISA’da
parcalanmamis IGFBP-4 gibi yiiksek okuma degerlerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmus olabilir. Bu durum c¢alismamizda, IGFBP-4 diizeylerinin PAPP-A
diizeylerinden daha yiiksek ¢ikmasini agiklayabilir. |IGFBP-4’{in pargalanip

parcalanmadig1 protein elektroforezi ve Westernblot yontemleri ile belirlenebilir.

Mezenkimal kok hiicreler kiiltiir ortamlarinda osteositler, kondrositler,
adipositler, miyositler ve fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre tiplerine farklilagabilirler. Bu
farklilagma sirasinda MKH’ lardan bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokin salgilanir (19,
21). Bunlar IGF’ ler, TGF-, TNF- a, VEGF, HGF, PGE, IL-10, IL-6 vb. gibi
faktorler ve sitokinlerdir. Yoon ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada insan
kemik dokusundan izole edilen MKH’ lardan IGF-I" in salindig1 bildirilmistir (83).

Gehmert ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada ise yag dokusundan izole edilen
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MKH’ lardan IGF-I’ in salindig1 gozlenmistir (84). MKH’ lardan salinan biiylime
faktorleri ve sitokinler bagka proteinlerin de bu hiicrelerden salinmasini uyarabilirler.
Fibroblast kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalarda IGFBP’ lerin sentezlenmesinde IGF-I’
in onemli rol oynadigi gosterilmistir (17). Bunun yami sira yine fibroblast
kiiltirlerinde yapilan ¢alismalarda TNF- a ve IL 1-B gibi sitokinlerde IGFBP’ lerin
salmimin diizenledigi belirlenmistir (16). Bu ¢alismaya gére TNF- o ve IL 1-f’ nin
IGFBP-3 ve IGFBP-4 salimimimi azalttigi gozlenmistir. Kondrosit kiiltiirlerinde
yapilan bir ¢alismada ise TNF-a ve IL 1-a” nin IGFBP-3 diizeylerini arttirirken,
IGFBP-4 diizeylerini degistirmedigi belirtilmistir (52). Bu nedenle bu sitokinlerin
IGFBP-3 ve IGFBP-4’ iin sentez ve salimimi fizerine etkisi tam olarak
belirlenememistir. Bir baska ¢alismada ise TNF-a ve IL 1-B gibi sitokinlerin adipoz
doku kiiltiirlerinde IGF-I” in sentezini inhibe ettigi gozlenmistir (18). Ayrica TGF-p,
TNF-a, IL-1 B, IL-4 gibi sitokinler PAPP-A salinimini da uyarmaktadirlar (13, 14).
Conover ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, makrofajlardan salinan
TGF- B, TNF-a, IL-1 B, IL-4 gibi proinflamatuar sitokinlerin yetiskin insanlarin
osteoblast kiiltiirlerinde PAPP-A regiilasyonunu arttirdigi  bildirilmistir  (14).
Calismamizda MKH ve FH kiiltiirlerinde bu hiicrelerden salinan biiylime faktorleri
ve sitokinlerin IGF-1, IGFBP-3, IGFBP-4 ve PAPP-A sentez ve salinimi iizerinde
etkili olabileceklerini diislinliyoruz. Bu veriler dogrultusunda yukarida belirtilen
sitokinlerin etkisi incelendiginde MKH ve FH Kkiiltiir kiiltlir ortamlarinda diizeyleri
Olgiilen analitlerden PAPP-A diizeylerinde artis ve IGF-1 diizeylerinde azalis
(IGFBP-3 ve IGFBP-4 hakkinda net bir g¢alisma yoktur) olmasi beklenir.
Caligmamizin sonuglarina gore; art arda yapilan pasajlarla orantili olarak PAPP-A ve

IGFBP-4 diizeylerinde artma buna karsin IGF-I diizeylerinde azalma gdzlenmistir.

Calismamizin hiicre kiiltlir asamalarinda kiiltiir tipi olarak, serum-free kiiltiirleri
kullandik. Bunun amaci, serum-free kiiltiir i¢eriginde hayvan kaynakli herhangi bir
serumun kullanilmamis olmasidir (21, 79). Serum-free Kkiiltiirlerine hiicrelerin
biiyiimesi ve farklilasmasi i¢in gerekli destekleyici kiiltiir olarak bazi bilesenler
eklenebilir. Bu bilesenler; inorganik tuzlar, aminoasitler, vitaminler, hormonlar, yag
asitleri, biiyiime faktorleri (FGF, PDGF vb.), proteinler gibi faktorler olup ¢alismanin

sekline gore bu faktorler degisebilir. Calismamizda kullanilan serum-free kiiltiirlerin
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iceriginde Olctligiimiiz analitlerin olmamasina dikkat ettik. Bu nedenle o&lgiilen
analitler serum kaynakli olmayip, hiicrelerden salinan faktérler oldugu sdylenebilir.
Kiiltiir calismalarinda en onemli unsurlardan biri ¢alisilan pasaj sayisidir.
Ciinkii pasaj sayisi arttikca hiicreler daha homojenize olmakla birlikte hiicrelerin
transformasyon ve infeksiyon riski artmaktadir (85). Ayrica pasaj sayisindaki artisla
birlikte kok hiicrelerde telomeraz aktivitesi azalir, buna bagli olarak telomer
kisalmasi1 goriiliir ve hiicreler yaslanarak apoptozise ugrarlar (15). Bu nedenle kiiltiir
caligmalarinda pasaj sayisinin ideal oranlarda tutulmasi gerekmektedir. MKH
tiretiminde yapilan ¢alismalar i¢in ideal pasaj sayisinin primer pasajdan (F0) sonra en
fazla 2 (F2) ya da 3 (F3) kez olmasi 6nerilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda MKH

ve FH kiiltlirlerinin pasaj sayisini 3 olarak sinirlandirdik (85).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada; MKH ve FH’ lerin farkli hiicre tiplerine
farklilagmasi sirasinda hiicre biiylimesinde ve farklilasmasinda 6nemli rolii olan IGF-
I diizeyinin artmasiyla iliskili olarak, PAPP-A diizeylerinde artis ve IGFBP-4
diizeylerinde de azalis olmasini bekledik. Calismanin analiz sonuglarina gére; MKH
ve FH kiiltirlerinde art arda yapilan pasajlarda PAPP-A ve IGFBP-4 diizeyleri
artarken, IGF-1 diizeylerinde azalma gozlendi. IGF-I diizeylerin hipotezimize ters
olarak azalma gostermesi ortamdaki IGFBP-4 diizeyinin, PAPP-A diizeyine oranla
daha fazla artmasiyla iligkilendirilebilir. Ayrica IGFBP-3’ iin kitin (ELISA) okuma
araliginin istiinde kalmis olmasi bize ortamda yogun olarak IGFBP-3’ {in de
bulundugunu géstermektedir. Bu nedenle IGF-I’ in IGFBP-4’ iin yani sira IGFBP-3’
¢ baglanmasiyla da kiiltiir ortamlarinda diizeyleri azalmis olabilir. Bu veriler
dogrultusunda ¢aligmamiz in-vitro ortamda IGF-I’ in ve dolayisiyla PAPP-A,
IGFBP-3 ve IGFBP-4 diizeylerinin hiicre farklilasmasi {izerindeki etkisinin
incelenmesi agisindan O6nemlidir. Ayrica gelecekte kok hiicre ¢alismalarinda daha
kisa siirede istenilen hiicrelerin elde edilmesine yardimei olabilir ve hatta yeni kiiltiir

tiplerinin tiretilmesine katki saglayabilir.
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6. LIMITASYONLAR

Yapilan bu ¢alismada, MKH ve FH kiiltiirlerinin art arda yapilan pasajlardaki
PAPP-A, IGF-1 ve IGFBP-4 diizeylerini ELISA yontemiyle Ol¢ebildik. Ancak,
IGFBP-3 diizeyleri hem ELISA hem de kemiliimiinesan ydnteminde okuma
araligiin  disinda kaldigi icin Olglim yapilamadi. IGFBP-3 diizeyleri ELISA
yonteminde okuma araliginin istiinde kaldigindan, bu degerlerin belirlenebilmesi
i¢cin kullanilan 6rnekler diliisyon edilerek tekrar dlgiilebilir. Ayrica IGF-I dlgiimiinde
anlamli veri sayismnin az olmasi1 nedeniyle gerekli istatistiksel hesaplamalar
yapilamadi. Bu ¢aligma daha biiyiik hasta gruplariyla yapildig: taktirde daha anlaml

sonuclar elde edilebilir.
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