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OZET

Sigirlarda Sinoviyal Sivi Kaynaklhh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Kondrojenik

Farkhlasmasinda Potansiyel Adaylar Olarak BMP-9 ve TGF-133

Sinoviyal s1vi mezenkimal kok hiicreler invaziv olmayan yontemlerle kolay bir sekilde
elde edilebilmektedir. Kondrojenik farklilasma kapasitelerinin yiiksek olmasi sebebiyle
hem tedavi amacgh olarak hem de arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Eklem
hastaliklari ile ilgili ¢aligmalarda eklem kikirdaginin dogal yapisinin taklit edilebilmesi
calismadan verimli bir sonug¢ elde etmek i¢in Onemlidir. Calismamizda transwell
kiiltiirde eklemin dogal yapisini taklit edebilmek amaciyla iist tabakada kondrositler ve
plaka tabaninda sinoviyal sivi mezenkimal kok hiicreler yer aldi. Kikirdagin parakrin
salgis1 sayesinde mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilasmasini artiracagi
distintildi. Bu kiiltiir sisteminde kondrojenik farklilasma medyumuna ilave edilen TGF-
B33 ve BMP-9 ile kiiltiirlenerek kok hiicrelerin kondrogenezisinin daha da artirilmasi
amaglandi. Izole edilen sigir sinoviyal s1ivi mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu ve
karakterizasyon c¢alismalart gerceklestirildi. Bu dogrultuda hiicrelerin farklilasma
potansiyelleri ve real-time PCR analizleri yapildi. Ayn1 zamanda transwell kiiltiirde
kondrojenik farklilasma medyumuyla yapilan 21 giinliik uygulamadan sonra real-time
PCR’da COL2A1, ACAN, SOX9 ve COL10Al1l gen ifadelerine bakildi. Ayrica
immunfloresan ve histolojik boyamalarla farklilasma potansiyelleri dogrulandi. Sonug
olarak transwell kiiltiirde biraraya getirilen kikirdak ve sinoviyal sivi mezenkimal kok
hiicrelerinin kondrojenik farklilasmayr basarili bir sekilde artirdigr gorildi. Aym
zamanda kondrojenik farklilasma medyumuna ilave edilen TGF-83 ve BMP-9’un
farklilasmay1 daha da artirdigi tespit edildi. Ancak, TGF-83 ve BMP-9’un farkli
dozlarinin biraraya getirilerek ya da tek baslarina kullanilarak etkilerinin tespit edilmesi
kondrojenik farklilasma mekanizmasimin daha iyi anlasilabilmesi agisindan énemlidir.
Ayrica farkli zaman dilimlerinin ¢alismaya eklenmesi ve in vivo olarak test edilmesi

¢alismanin 6nemini daha da artiracaktir.

Anahtar Kelimeler: BMP-9, Kondrojenik farklilasma, Sinoviyal s1vi mezenkimal kdk
hiicreler, TGF-B3, Transwell kiiltiir.



SUMMARY

BMP-9 and TGF-B3 as Potential Candidates for Chondrogenic Differentiation of
Synovial Fluid Derived Mesenchymal Stem Cells in Bovine

Synovial fluid mesenchymal stem cells can be obtained easily by non-invasive methods.
They are frequently used both for therapeutic purposes and in research due to their high
chondrogenic differentiation capacity. It is important to imitate the natural structure of
articular cartilage in studies related to joint diseases in order to obtain an efficient result
from the study. In our study, in order to imitate the natural structure of the joint in
transwell culture, chondrocytes in the upper layer and synovial fluid mesenchymal stem
cells at the bottom of the plate were located. It was thought that thanks to the paracrine
secretion of the cartilage, it would increase the chondrogenic differentiation of
mesenchymal stem cells. In this culture system, it was aimed to culture the stem cells
with TGF-3 and BMP-9 added to the chondrogenic differentiation medium and thus to
further increase the chondrogenesis of the stem cells. Isolation and characterization
studies of isolated bovine synovial fluid mesenchymal stem cells were performed. In
this direction, differentiation potentials of these cells and real-time PCR analyzes were
performed. At the same time, after 21 days of culturing with chondrogenic
differentiation medium in the transwell system, COL2Al1l, ACAN, SOX9 and
COL10A1 gene expressions were examined in real-time PCR. Besides, the
differentiation potentials were confirmed by immunofluorescence and histological
stainings. As a result, it was observed that cartilage and synovial fluid mesenchymal
stem cells combined in transwell culture successfully increased chondrogenic
differentiation. At the same time, it was determined that TGF-33 and BMP-9 added to
the chondrogenic differentiation medium further increased differentiation. However,
determining the effects of different doses of TGF-33 and BMP-9 by combining them or
using them alone is important for a better understanding of the chondrogenic
differentiation mechanism. In addition, adding different time periods to the study and

testing the study in vivo will further increase its importance.

Keywords: BMP-9, Chondrogenic differentiation, Synovial fluid mesenchymal stem

cells, TGF-B3, Transwell culture.



ONSOZ

Yapilan tez calismasinda sinoviyal sivi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve
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1. GIRIS

1.1 Kok Hiicreler

Kok hiicreler; genellikle tek bir hiicreden ortaya ¢ikan, ¢esitli hiicre ve doku tiirlerine
farklilagabilen, ¢ogalma yetenegiyle ozellesmis farklilasmamis hiicre toplulugudur

(Kolios ve Moodley, 2013).

Farklilasma yeteneklerine gore kok hiicreler bes gruba ayrilir. Bunlar; totipotent,
pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent kok hiicreleridir. Totipotent kok
hiicreler, organizmadaki biitiin hiicrelere farklilagma ve boliinebilme kabiliyetine
sahiptir (Rajabzadeh vd., 2019; Zakrzewski vd., 2019). Zigot hiicreleri, plasenta ve fotal
hiicrelere farklilagabildiginden totipotent kok hiicreler olarak kabul edilirler (Larijani
vd., 2012) Pluripotent kok hiicreler, neredeyse tiim hiicre tiplerine farklilagma
yetenegine sahiptirler. Blastosistin i¢ hiicre kiitlesinde yer alan hiicreler pluripotent
hiicreler olarak adlandirtlir (Larijani vd., 2012). Bu hiicreler, embriyonik kok hiicre
farklilasmasinin baslangic doneminde mezoderm, endoderm ve ektoderm germ
katmanlarindan elde edilen hiicreleri igerir. (Rajabzadeh vd., 2019). Multipotent kok
hiicreler, yakin iligkili olduklari hiicre ailesine farklilagabilirler. Kemik iligi (Yoon vd.,
2005) ve yag doku (Zuk vd., 2002) kokenli kok hiicreler buna drnektir. Oligopotent kok
hiicreler, kendini yenileyebilir ve 2’den fazla soy olusturabilir (Kolios ve Moodley
2013). Bronkoalveolar kanal baglant1 hiicrelerinin bronsiolar epitel ve alveolar epitele
farklilasmasi ornektir (Kalra ve Tomar, 2014). Unipotent kok hiicreler ise, kendini
yenileyebilme 6zelligine sahip olup sadece bir hiicre tiirline farklilasabilir (Ilic ve Polak
,2011). Bagirsak kriptlerinde yer alan kok hiicrelerin bagirsak epitel hiicresine
farklilagsmasi bu hiicre tipi i¢in 6rnek gosterilebilir (Umar, 2010).



Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore embriyonik ve yetiskin kok hiicreler
olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Embriyonik kok hiicreler, endoderm, ektoderm ve
mezodermden yani {i¢ embriyonik katmandan koken alan ve biitiin yetigkin hiicreleri
olusturma potaniyeline sahip pluripotent kok hiicrelerdir (Rippon ve Bishop 2004). Bu
hiicrelerin biitiin yetigskin hiicreleri olusturma potansiyeli tedavi amacl olarak
kullanilmasinda umut verici goziikse de hem embriyonun yok ediliyor olmasindan
kaynakl1 etik problem olusturmasi (Rippon ve Bishop, 2004) hem de kanser hiicrelerine
doniisme potansiyellerinden dolay1 (Bieniasz vd., 2014) bu hiicrelerin kullanimi tilkeler

tarafindan siirlandirilmis ya da yasaklanmistir.

Yetiskin kok hiicreler, somatik hiicreler ve germline hiicreler olmak tizere iki gruba
ayrilirlar ve somatik kok hiicreler mezenkimal, hematopoietik ve organ kaynakli

hiicreler olarak siniflandirilirlar (Bongso ve Lee, 2005).

Hematopoetik kok hiicre (HKH)’ler, kendini yenileme 6zelligine sahip, hematopoeitik
bir sistemin tamamini iiretebilen pluripotensi hiicrelerdir. Bu hiicreler, bir organizmanin
hayat1 boyunca siirekli olarak kan hiicresi iiretimini yani hematopoezisin meydana
gelmesini saglar (Fortier, 2005) ve CD34 yiizey belirtecini ifade eder (Sidney vd.,
2014).

Mezenkimal kok hiicre (MKH)’ler ise kolayca erisilebilmesi, izolasyonunun kolay
olmasi, minimum kayipla saklanabilmesi, allojenik ve otolog transplantasyonunun
yapilabilmesi sebebiyle kok hiicreler arasinda onemli bir yere sahiptir (Parekkadan ve
Milwid, 2010). Friendenstein ve arkadaslar1 (1970) tek katmanli kiiltirde kemik iligi
potent hiicrelerini ilk defa tanimladi. Daha sonra, Caplan (1991) kemik iligi kaynakli
stromal hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagma kapasitelerini gostererek, bu

hiicreleri kok hiicre olarak kabul etti ve MKH’ler olarak isimlendirdi.



Dominici ve arkadaslar1 (2016), multipotent mezenkimal stromal hiicrelerini

tanimlamak i¢in 2016 yilinda bir dizi kriterler yayinladi. Bu kriterler kapsaminda;

1. Hiicrelerin standart kiiltiir kosullarinda plastik ytlizeye yapisabilmeleri,

2.Farklilasma kiimeleri (CD) 73, CD90 ve CD105 molekiillerini ifade ederken CDA45,
CD34, CD11b, CD14, CD19, CD79 ve HLA sinif II molekillerini ifade etmemeleri,

3. Bu hiicrelerin en az ii¢ yonde (osteojenik, adipojenik ve kondrojenik) farklilasma

yetenegi gostermeleri gereklidir.

MKH’ler yiizeye yapisma Ozelligine sahip fibroblast benzeri ve ig seklindeki
hiicrelerdir (Koyama vd., 2011). MKH’ler kemik iliginin yanisira; yag doku (Zuk vd.,
2001), amniyotik sivi (Perin vd., 2008), dis (Gronthos vd., 2000), plasenta (Miao vd.,
2006), gobek kordonu (Sarugaser vd., 2005), sinoviyal membran (De Bari vd., 2001) ve
sinoviyal s1vi (Jones vd., 2004) gibi bir¢ok dokudan elde edilebilmektedir. MKH'lerin
anti enflamatuar ve immiinmodiilatér Ozelliklerinden dolayr doku iyilesmesi ve
rejenerasyonunda dnemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica, MKH'ler ¢evresel
sinyallere yanit olarak hasarli bolgelere go¢ eder ve parakrin faktorlerin etkisiyle doku
yenilenmesini saglayabilirler. Bu hiicrelerin allojenik olarak transplantasyonu
uygulandiginda immun yanit1 diizenleyici yetenekleri sayesinde dokuda bagisiklik reddi

olusturmazlar (Patel vd., 2013).

MKH'ler; insan hekimliginde otoimmiin hastaliklar, Parkinson hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, Tip I diyabet, karaciger ve bobrek hastaliklar1 dahil olmak
lizere cesitli hastaliklarin tedavisinde rolii ve etkinligi arastirilmaktadir (Barky vd.,
2017). Veteriner hekimlikte ise; goz hastaliklar1 (Villatoro vd., 2015), yara iyilesmesi
(Martinello vd., 2018), solunum (Hao vd., 2018), kalp (Hensley vd., 2017), bobrek
(Adin vd., 2001) ve karaciger hastaliklarinin (Matsuda vd., 2017) yanisira tendon ve
ligament hasarlar1 ile (Van Loon vd., 2014) meniskiis (Walmsley vd., 2003) ve
osteoartrit (Marinas-Pardo vd., 2018) gibi eklem hastaliklarinin da tedavisinde umut

vaad etmektedir.



1.1.1. Sinoviyal Sivi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (SSMKH)

Sinoviyal Sivi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre (SSMKH)’ler giinimiizde daha az
invaziv yolla elde edilebilmesi (Zayed vd., 2018) ve elde edilirken kontaminasyon
riskinin diisiik olmasi (Murata vd., 2014) sebebiyle ¢alismalarda tercih edilmektedir.
SSMKH’ler; fibroblast benzeri ve mekik sekilli hiicrelerdir (Koyama vd., 2011; Sekiya
vd., 2012; Jia vd., 2019; Amemiya vd., 2020). Bu hiicreler; osteojenik (Li vd., 2020),
adipojenik (Morito vd., 2008; Li vd., 2020), kondrojenik (Jones vd., 2008) ve tenojenik
farklilasma (Murata vd., 2014) potansiyeline sahiptir.

SSMKH’lerinde; hiyaluranik asit sentezi i¢in gerekli olan yiiksek uridin difosfat glikoz
dehidrogenaz enzimi bulundugundan bu hiicrelerin kondrojenik farklilagma potansiyeli
yiksektir (Prado vd., 2015). CD44 geni kondrojenik farklilasma potansiyeli ile
iliskilidir ve SSMKH’lerde giiglii ifade olur (Amemiya vd., 2020). CD44 ayni1 zamanda
eklem gelisimi sirasinda i¢ bolge (interzone) ve kikirdak yiizeyinde de ifade edilir (de
Sousa vd., 2014). Yapilan galismalarla da SSMKH’lerinin kondrojenik farklilasma
potansiyelinin kemik iligi, sinoviyal membran ve yag doku MKH’lerine gore daha
yiiksektir (Jorgenson vd., 2018).

SSMKH’lerin basta kemik iligi kok hiicrelerinden koken aldig1 diisiiniilse de ilerleyen
calismalarda kaynaginin; morfoloji, koloni olusturma ve gen ifadelerindeki
benzerliklerden dolayi sinoviyal membran kokenli oldugu anlasildi (Morito vd., 2008,
Tang vd., 2015). Bununla birlikte, SSMKH’lerin kikirdaktan koken alabilecegi de

diistiniilmektedir ve bu konu ile ilgili galismalar devam etmektedir (Morito vd., 2008).

Adipojenik ve osteojenik farklilagma yoniinden SSMKH’ler ve kemik iligt MKH’leri
karsilastirldiginda; SSMKH’lerin adipojenik farklilasma kapasitesinin daha diisiik



oldugu fakat her iki MKH tipinin osteojenik farklilagsma kapasitesinin ayn1 seviyelerde
bulundugu gosterilmektedir (Jones vd., 2008). Ayni zamanda, pluripotensi belirtegleri
olan oktamer baglayici transkripsiyon (OCT)3/4 ve Sry-box transkripsiyon faktori 2
(SOX?2) yiizey belirteglerinin, SSMKH’lerinde kemik iligi kaynakli MKH’lerine oranla
daha iyi ifade olmaktadir (Lee vd., 2015). Ayrica, CD271 geni kemik iligi MKH’lerinde
ifade olurken SSMKH’lerde ifade olmadigi goriilmiistiir (Jones vd., 2008). Bununla
birlikte, SSMKH’ler incelendiginde; CD73, CD90, CD105 ve CD44 genlerini ifade
ederken, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 ve HLA-DR genlerini ifade etmedikleri
bildirilmektedir (Amemiya vd., 2020).

Gilintimiizde, SSMKH’lerin otolog hiicre olarak kullanilmasi, eklemin yapisinda dogal
olarak bulunmasi (Garcia vd., 2016), proliferasyon kapasitesinin yiiksek olmasi (Lee
vd., 2015) ayrica Major Doku Uyumlulugu Kompleksi (MDU) sinif II antijen diizeyinin
diisiik olmas1 sebebiyle (Ando vd., 2008; Shimomura vd., 2010; Neybecker vd., 2018;
Li vd., 2020) kok hiicre tedavilerinde iyi bir kaynak olarak kullanilmaktadir.
SSMKH’ler eklemde meydana gelen hasarlarin tedavisinde 6n plana c¢ikan kok
hiicrelerdir. Romatoid artritli farelere verilen SSMKH’lerin eklemdeki yangiy: azalttigi
gozlenmektedir (Lee vd., 2015). Atlarda osteokondral hasarin tedavisinde SSMKH’lerin
tedavi amacl kullanabilecegi gosterilmektedir (Zayed vd., 2017). Yine tavsanlarda
meniskiis defekti modelinde SSMKH’lerin uygulanmasi sonras1 defekt bdlgesinde

iyilesmeyi gosteren bulgular elde edilmistir (Hatsushika vd., 2013).

Eklem hastaliklarin tedavisinde, SSMKH’lerin eklemde yer alan yapilarin
homeostazisini saglamada 6nemli rolii bulunmaktadir. Tiim bu durumlar géz Gniine
alindiginda, SSMKH’lerin invaziv olmayan yontemlerle elde edilebilmesi
arastirmacilara kolaylik sagladigi gibi tedavi siirecinin de basartya ulagmasina katki

saglar.



1.2. Eklemin Anatomik Yapisi

Bag doku yapisinda olan eklemler kemikleri ligamentlerle birbirine baglar.
Eklemler ii¢ gruptan olusur. Bunlar;

1- Serbest sekilde hareket eden, eklem boslugu ve eklem boslugunu kaplayan
sinoviyal membran ve eklem boslugunda yer alan sinoviyal sividan olusan
sinoviyal veya diartrodiyal eklemler;

2- Fibroz kikirdak doku veya eklem kikirdagi ile bagli olan ve sinirl harekete sahip
kemiklerin yer aldig1 eklem olan amfiartroz eklemler;

3- Iki eklem aras1 fibroz bag doku, kikirdak ya da kemik dokunun bulundugu
harekete ¢ok az izin veren ya da hi¢ hareket etmeyen eklem tiirii sinartroz

eklemlerdir.

1.3. Eklem Kikirdagimin Gelisimi

Omurgal1 iskelet gelisimi, ii¢ farkl1 embriyonik kaynaktan koken alarak meydana gelir.
Bunlar; kraniyofasiyal kemikleri olusturan noral ektodermin ndral krista hiicreleri,
aksiyal iskeleti olusturan paraksiyal mezoderm skleretomu ve ekstremite iskeletini

olusturan lateral plak mezodermal hiicre tiriiniidiir (Olsen vd., 2000).

Omurlar ve kaburgalardaki kondrositler paraksiyal mezodermden gelisirken, uzun
kemikler ve kondrositler, ayn1 zamanda hematopoietik ve kardiyovaskiiler soylara yol
acan lateral plaka mezoderminden koken alirlar. Iskelet, iskelet blastemi olarak
adlandirilan ilkel, avaskiiler, yogun sekilde paketlenmis hiicresel mezensimden gelisir.
Ortak oOncii mezenkimal hiicreler, kikirdak merkezi, kas periferi ve kemigin
farklilasmasini belirleyen kondrojenik, miyojenik ve osteojenik soylara boliiniir. Cevre
dokular, 6zellikle epitel doku, kikirdak anlajenindeki mezenkimal progenitor hiicrelerin

kondrositlere farklilasmasini etkiler. Kikirdakli nodiiller blastumun ortasinda belirir ve



ayni anda periferdeki hiicreler perikondriyumu olusturmak iizere diizlesir ve uzar.
Vertebral kolonda, somitlerin notokord c¢evresindeki kisimlarindan kikirdak diskler
cikar ve perikondriyumdan nazal, aurikiiler kikirdak ve embriyonik epifiz olusur.
Kikirdak uzuvlarda, eklem kikirdag: haline gelen bir dinlenme bolgesi olarak kalir veya
kalsifiye olarak (biiylime plakasi olusumu) terminal hipertrofik farklilasmaya ugrar ve
yerini kemik doku alir (endokondral ossifikasyon) (Goldring ve Goldring, 2017).

1.4. Eklem Kikirdaginin Histolojik Yapisi

Kan damarlari, sinir ve lenf damari icermeyen eklem kikirdagi, 4 bolgeden
olugmaktadir. Bu bolgeler; yiizeysel bolge, orta bolge, derin bolge ve kalsifiye bolgedir
(Sekil 1.1). Yiizeysel bolge, eklem kikirdak kalinliginin yaklagik %10-20’sini olusturur
ve diger katmanlari koruyucu ozellige sahiptir. Bu bolgede yiizeye paralel olarak
seyreden kollajen fibrilleri bulunmaktadir. Yiizeysel tabakada kondrositlerin sayist en
ist diizeyde olup, sekilleri yassidir ve derin tabakaya dogru yogunluklar1 azalmaktadir.
Ayn1 zamanda bu boélgede proteoglikan konsantrasyonu azdir ve kondrositler yiizeysel
bolge proteini ile kollajen (COL) I salgilar. Orta bolge, kikirdak hacminin %40-60’1n1
olusturan en kalin bolgedir. Bu bolgede daha kalin kollajen ipliklere rastlanir ve
kollajen iplikler egik bir agiyla yer alirlar. Kondrositler yuvarlak sekilde olup sayica
daha azdir ve agrekan gibi proteoglikanlari ve bol miktarda COL 1II ’y1 ifade ederler.
Derin bolge eklem kikirdagimin yaklasik %30’unu olusturur. Kondrositler siitunlar
halinde dizilmis olup yiizeye dik olarak seyreden kollajen fibrillere paralel olarak
uzanir. Bu bolge, yiiksek miktarda proteoglikan ve disiik miktarda su igerir. Derin ve
kalsifiye bolgeler arasindaki baglanti dalgali bir gelgit ¢izgisi ile ayrilir. Kalsifiye
bolgede kondrositler az miktarda bulunur ve hipertrofiktir. Derin bdlgedeki kollajen
fibriller subkondral kemige kalsifiye bolge araciligiyla sabitlenir (Buckwalter vd., 2005;
Sophia Fox vd., 2009).
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Sekil 1.1. Eklem kikirdaginin yapisi (Elif Ece AKGUN, 2022)

Eklem kikirdagindaki su yaklasik %80 1slak agirligimi olustururken; COL’lar ve
proteoglikanlar kuru agirligi olusturur. Bununla birlikte, hiicreler arasi1 maddede;
lipidler, fosfolipidler, COL olmayan proteinler ve glikoproteinler gibi makromolekiiller
de bulunur (Buckwalter vd., 2005, Sophia Fox vd., 2009). Kikirdaktaki su eklem
kayganligini saglar ve difiizyonla beslenmesine yardimei olur (Newman 1998). COL,
hiicreler arast maddede en fazla miktarda bulunan yapisal makromolekiildiir (Sophia
Fox vd., 2009). Eklem kikirdaginda farkli tipte COL’lar bulunur ve bunlarin %90-95'i
COL II’dir. Kikirdakta bulunan diger COL tipleri; COL Il (yaklasik %10), COL IX
(%1), COL XI (%3) ve COL VI (<%1)’dir (Ng vd., 2017).

Eklem kikirdagi agrekan, dekorin, biglikan ve fibromodulin gibi kikirdagin normal
fonksiyonu i¢in gerekli olan proteoglikanlar igerir (Sophia Fox vd., 2009). Agrekan,
eklem kikirdagindaki ana proteoglikan olup, yapisinda hiyaluronan ile baglanti proteini
bulundurur ve jel yapist sayesinde kikirdaga yiik tagima oOzelliginde yardimci olur
(Kiani vd., 2002). Bu molekiil eklem kikirdaginin diizgiin isleyisinde énemlidir, ¢iinkii
kikirdaga yiik tasima Ozellikleri kazandiran hidratli bir jel yapisi (hyaluronan ve

baglanti proteini ile etkilesimi yoluyla) saglar (Kiani vd., 2002).



COL ve proteoglikan olmayan proteinler olarak kikirdak oligometrik matriks proteini
(COMP), kikirdak matriks proteini (CMP) veya matrillin-1, fibronektin gosterilebilir ve
bu proteinlerin hiicre-hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimine katildig1 diistiniilmektedir

(Ng vd., 2017).

Eriskin kikirdak hiicrelerinin proliferatif etkileri az ya da hi¢ olmamasina karsin,
kikirdak hiicreleri aras1 maddedeki bilesenlerin iiretiminde ve eklem kikirdag:
homeostazinda onemli role sahiptirler. Bu siire¢ kikirdagi c¢evreleyen matriks igerigi,
mekanik yiik, hormonlar, biiyiime faktorleri, sitokinler, yaslanma ve yaralanmaya bagl
olarak degisir. Olgun kondrositler bol miktarda endoplazmik retikulum ve golgi
kompleksi igerir. Kondrositler, periselliller matriks (PSM) ile ¢evrelenirler (Ulrich-
Winther vd., 2003; Camarero-Espinosa vd., 2016). Kondrosit ve PSM birlikte kondronu
olusturur. PSM, kondrositlerin fenotipini ve biitiinliiglinii korumada 6nemli bir rol
oynar; kondrositin biiyiime faktorleriyle biyokimyasal etkilesimlerini ve mekanik
ortaminini diizenler ve kondrosit mikrogevresinin korunmasini saglar (Toh vd., 2016).
Teritoriyal matriks, kondrositlerin veya kondrosit kiimelerinin PSM’1 ile birlikte
cevreler. Interteritoriyal matriks eklem kikirdaginmn biiyiik bir kisminda yer alir ve

yapisinda kalin kollajen iplikler i¢erir (Buckwalter vd., 2005).

1.5. Eklem Kapsiilii ve Sinoviyal Sivi

Eklem kapsiilii i¢ katmandan olusur. En dista yer alan fibréz katman, eklem igin
sabitlik ve esneklik saglar. Alt katman olan subsinoviyum, damar ve sinir tellerinden
zengin gevsek fibroz bag dokusu 6zelligindedir. Gevsek bag dokuda bulunan damarlar,
sinovyal s1v1 haline gelen plazma ultrafiltratinin kaynagidir. En i¢ katman olan sinoviyal
membran iki hiicre tipinden meydana gelir. Bunlar Tip A ve B sinoviyositlerdir. A tipi
sinoviyositler, fagositozdan sorumlu olan makrofaj benzeri hiicrelerdir. B tipi
sinoviyositler ise, hyaluronik asit yapimindan sorumlu olan fibroblast benzeri
hiicrelerdir. Her iki hiicre tipi de plazma proteinleri gibi biiyiikk molekiillerin eklem

stvisina girmesini Onler ve eklem kikirdaginin korunmasina katilir (MacWilliams ve



Friedrichs 2003). B tipi sinoviyositlerde yiiksek tiridin difosfoglikoz dehidrojenaz
(UDPGD) aktivitesi ve CD55 gen ifadesi belirtilirken (Goldring ve Goldring, 2017), A
tipi sinoviyositlerde makrofaj gostergesi olan CDI163 ve CD68 gen ifadesi
belirtilmektedir (Li vd., 2019). CD44 geni ise hiyaluronik asit i¢in birincil reseptordiir.
Sinovyal sivi, hyaluronik asit ilaveli bir plazma ultrafiltratt olup viskoz yapidadir. Bu
stv1, sinoviyal membranin i¢ yiizeyinden salgilanir ve eklem kikirdaginin kayganligini
saglayarak, kondrosit aktivasyonuna ve beslenmesine yardimei olur (de Sousa vd.,
2014). Sinoviyal siv1 igerdigi hyaluronik asit, proteoglikan 4 (diger adiyla lubrisin) ve
yiizey aktif fosfolipidleri sayesinde kayganligi saglamaktadir (Schmidt vd., 2007).
Sivida yer alan lubrisin eklem kayganhigini destekleyerek eklem yilizeyindeki
proteinlerin patolojik depolanmasini azaltir (Scanzello ve Goldring, 2012). Hiyaluronik
asit ise eklem kikirdaginin korunmasinda ve besinlerin kikirdaga iletilmesinde 6nemli

role sahiptir (Tamer, 2013).

Cekirdekli hiicreler olan nétrofil, lenfosit, monosit ve makrofajlar da sinoviyal sivi

icerisinde yer alir (MacWilliams ve Friedrichs, 2003).

1.6. Kondrogenezisin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmasi

Kondrogenezis siireci, MKH’lerin go¢ii, ¢ogalmasi ve yogunlagmasi ile baslar.
Yogunlagsma sirasinda mezenkimal hiicreler, kalsiyum bagimli transmembran adezyon
proteini noral kaderin (N-CAD) (DeLise ve Tuan, 2002) ve noral hiicre yapisma
molekiilii (N-CAM) (Hall ve Miyake, 2000) gibi hiicre yapisma molekiillerini ifade
eder. N-CAD kikirdak 6ncesi mezenkimal hiicre yogunlasmasi esnasinda hiicre-hiicre
temasinda rol alir. (Oberlender ve Tuan, 1994). Bu molekiillerin her ikisi de yogunlasan
mezenkimal hiicrelerde ifade olur, daha sonra farklilasan kikirdakta kaybolur ve

sonrasinda sadece perikondriyumda goriilebilir (DeLise vd., 2000).
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MKH’ler bir araya gelip yogunlagsmaya ve farklilagmaya basladikga COL tip I’in yerini
COL tip Il alarak hiicreler arasi madde tiretimi hizla degisir. Tenaskin ve kondroitin
stilfattan zengin agrekan gibi siilfatlanmis proteoglikanlarin {iretiminde de artis
meydana gelir (von der Mark vd., 1976; Doege vd., 1991). integrin aracili sinyallesme,
kondrojenik farklilasma sirasinda kondrositik fenotipin olusumunda ve korunmasinda
¢ok &nemli bir rol oynar. Ozellikle, fibronektin, vitronektin, osteopontin ve COL’lar

icin reseptorler, kikirdaga 6zgii hiicreler aras1 madde olusumunda yer alabilir (Ghosh
vd., 2009).

COL |, III ve V'1i ifade eden mezenkimal hiicrelerin bir araya gelerek yogunlagsmasi ve
kikirdaga 6zgii COL II, IX ve XI ifade eden kondroprogenitdr hiicrelere farklilagmasi

sonucu kondrogenezis sekillenir (Goldring, 2012).

Hiicre-hiicre etkilesimi, kondrogenezisin yogunlagsma asamasinda ayrilmaz bir rol
oynarken, biiyiime faktorleri [Dondstiiriicti biiyiime faktorii-beta (TGF-)'lar, Fibroblast
biiyiime faktorii (FGF)'ler] ve bunlarin efektorleri (SMAD'lar, MAPK'ler) kondrojenik
aktivitenin devamimi saglamada 6nemli role sahiptirler (DeLise vd., 2000). TGF-8,
embriyonik kondrogenezisin farkli asamalarinda gereklidir ve yaygin olarak MKH'lerin
kondrojenik farklilagsmasi i¢in kullanilir (Goldring vd., 2006). FGF sinyali embriyonik
kikirdak gelisimi i¢in Onemlidir. FGF-2, MKH’lerin ¢ogalmast ve kondrojenik
potansiyelini iyilestirmek i¢in kullanilir (Solchaga vd., 2010). Kanonik ve kanonik
olmayan wingless-tip (WNT) sinyal yolagi, farkli WNT'ler araciligiyla kondrosit
biiylimesini ve metabolizmasini diizenler. Kanonik WNT sinyal yolagimin en énemli
bileseni olan B-katenin sinyali, mezenkimal progenitor hiicrelerin farklilagmasini
kontrol edebilir (Chen vd., 2021). Ayn1 zamanda WNT/B-katenin sinyali, tip X kollajen
alfa 1 (COL10Al) gen ifadesini artirarak kondrosit hipertrofisine aracilik edebilir
(Dong vd., 2006).
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SRY-Box Transkripsiyon Faktor 9 (SOX9) proteini, COL II ile birlikte biitiin
kondrojenik oncii hiicrelerde ve kondrositlerde ifade olur (Zhao vd., 1997). Kondrojenik
farklilasmasi sirasinda COL9AI1, agrekan, baglant1 proteini ve COL2A1'in ifadesi icin
SOX5 ve SOX6’da gereklidir (Dy vd., 2010). TGF-B, BMP'ler ve/veya hedgehog
sinyali, kondrojenik farklilasmanin ilk agamalarinda SOX9 ifadesini artirir (Song ve
Park, 2020). SOX9, kondrosit hipertrofisini birka¢ yolla baskilayabilir. Runt-iligkili
transkripsiyon faktor-2 (RUNX-2)’nin aktivasyonunu bloke edebilir; SOX9'un,
kondrosit hipertrofisini destekledigi bilinen WNT sinyalini inhibe etmek i¢in $-katenin
ile etkilesime girebilir ya da COL10A1 ve vezikiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
gibi hipertrofik kondrositlerde bulunan genlerin ifadelerini dogrudan baskilayabilir (Li
ve Dong, 2016).

TGF-p siiper ailesi, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel siiregler i¢in ¢esitli
bityiime faktorlerini kapsar (Heldin vd., 1997; Shi ve Massague , 2003) ve memelilerde;
aktivin ve inhibinler, nodal, miyostatin, kemik morfogenetik protein (BMP),
biiyiime/farklilasma faktor (BFF)’leri ve anti-Miillerian hormon gibi ¢esitli proteinleri
igerir (Miyazawa vd., 2002).

TGF-B, hiicre yiizey membranlarinda TGF-8 tip II reseptorii (TGFBR-II) ile bir ligand-
reseptor kompleksi olusturarak TGF-B tip I reseptoriinii (TGFBR-I) aktive eder. Aktive
edilmis TGFBR-I, hiicre i¢i SMAD 2 ve SMAD 3'i fosforile eder ve daha sonra
heteromerik bir kompleks olusturmak iizere ortak aract SMAD’a yani SMAD 4’e
baglanir (Massague ve Wotton 2000; Miyazawa vd., 2002). Bu kompleks g¢ekirdege
girerek hedef genlerin promotdrlerine baglanarak onlarin transkripsiyonunu kontrol eder
(Massague’ vd., 2005). SMAD 2 ve SMAD 3 yolaklar1 kondrogenezis i¢in gereklidir ve
hipertrofiyi engelleyerek kondrogenezisin yapisini korur (Ferguson vd., 2000; Song vd.,
2009).
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TGF-p sinyalinin aktivasyonunda, WNT proteini ve reseptoriiniin ifadesinin artmasinin
yant sira B-katenin agregasyonu eslik eder. TGF- ve WNT sinyal yolunun etkilesimi
kondrosit farklilasmasimi uyarir (Chen vd., 2021). TGF- 3 aym1 zamanda SMAD
bagimsiz olarak, mitojen aktivite protein kinaz (MAPK) alt iiyeleri olan p38, hiicre dis1
sinyal ayarli kinaz 1/2 (ERK 1/2) ve C-JunNH2-terminal kinaz (JNK)"1 aktive ederek
MKH'lerin kondrogenezisini baslatir ve siirdiiriilmesini saglar (Cleary vd., 2015).

BMP'ler, ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan molekiillerdir ve TGF-8 siiper ailesinin
tiyeleridir. BMP'ler, iskelet olusumu ve hematopoietik ve epitel hiicre farklilagsmasi gibi
embriyonik gelisimin ¢esitli yonleri dahil olmak {izere kemik ve kikirdak olusumunda
onemli rol oynarlar (Deng vd., 2018). BMP siiper ailesi iiyeleri, hidrofobik sinyal
dizilimi ile daha biiyiik onciiler olarak sentezlenir ve kanonik 7-sisteinlere sahiptirler.
Bunlardan her bir sistein, her dimer i¢in molekiiller arasi bir disiilfid baglantisinda yer
alir (Reddi, 2003). BMP'ler, en az iki tip I ve iki tip II reseptér (BMPRI ve BMPRII)
iceren transmembran reseptor serin kinazlarin heteromerik kompleksi araciligiyla sinyal
verir. Bir dizi BMP ligandi, BMP tip I reseptdr (BMPRI)’lerine veya aktivin benzeri
kinaz (ALK) 2, 3 veya 6'ya baglanir (Brazil vd., 2015). Ligand baglanmasi iizerine,
reseptorler oligomerize olur ve BMPRII, BMPRI'yi aktive eder. Aktive edilmis
BMPRI/BMPRII kompleksi, reseptor SMAD'lar1 (SMAD 1,5,8) olarak adlandirilan bir
dizi SMAD proteinini aktive eder (Goumans ve Mummery, 2000). Bu reseptor
SMAD'lar daha sonra ortak aract SMAD olan SMAD 4’e baglanir ve hedef genlerin
BMP'ye bagli gen transkripsiyonuna aracilik etmek icin ¢ekirdekte birikir. -SMAD’lar;
R-SMAD'larin ve ortak aract SMAD'larin islevini zayiflatmak i¢in antagonistik
sinyaller olarak hareket eder (Cheng vd., 2016).
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Hicre membrani

Sekil 1.2. BMP-9 sinyal yolaginin sematik gosterimi (Elif Ece AKGUN, 2022)

SMAD bagimsiz sinyal yolaginda ise BMP’ler, p38/mitojen aktive edilmis kinaz
(MAPK) sinyal yolaginin RUNX-2 tarafindan aktiflestirilerek MKH’lerin kondrositlere
farklilasmasini saglar (Wu vd., 2016). BMP sinyalinin 6nlenmesi kikirdak olusumunu
baskilar (Kawakami vd., 1996).

BMP-2, BMP-3, BMP-4 ve BMP-7"nin kikirdak homeostazinin korunmasinda kritik
roller oynadigi bilinmektedir. BMP-2, BMP-4 ve BMP-7, SOX9 ifadesini diizenleyerek
kondrojenik  farklilasmayr indiikleyebilir ve RUNX-2'nin  transkripsiyonunu
diizenleyerek endokondral kemiklesmeyi uyarabilir (Chen vd., 2021). Kondrositlerin
hipertrofisinde rolii olan RUNX-2, prehipertrofik kondrositlerde ve perikondriyumda
ifade edilirken geg hipertrofik kondrositlerde daha az ifade edilir (Goldring ve Goldring,
2017).
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BMP-9, SMAD1/5 (Sekil 1.2) veya SMAD'dan bagimsiz sinyallesmeyi indiiklemek igin
tip II reseptdr olan aktivin tip 2 reseptéor A (ACVR2A) / aktivin tip 2 reseptdr B
(ACVR2B) ve kemik morfogenetik protein reseptorii II (BMPRII) ve tip I reseptor olan
ALK1 ve/veya ALK2 araciligiyla sinyal verir (Thielen vd., 2019). BMP-9’un hem
kondrogenezisi artirdigi (Majumdar vd., 2001; Cheng vd., 2016) hem de hipertrofiye
(Luu vd., 2007) yol agtigi bilinmektedir. BMP-9 sigir primer kondrositlerinde
hipertrofiyi arttirir ancak SMAD2/3 yolagi tizerinden etki eden TGFp1 ile bu hipertrofi

Onlenir (van Caam vd., 2015).

1.7. Ko-kiiltiir

Ko-kiiltliir sistemi, farkli ortamlarda yer alan iki hiicre tipinin birbirleriyle olan
iligkilerinin belirlenmesi ve in vitro ortamda bunlarin hastalik ve saglik durumlarini
taklit ederek arastirildigi kiiltiir ortamidir. In vitro ko-kiiltiir teknikleri, in vivo ortamlari
taklit etmek ve otokrin ile parakrin etkilesimleri gozlemlemek igin kullanilmaktadir
(Dodson vd., 1997).

Ko-kiiltiir sistemleri, ilaglarin etki mekanizmalarini ve potansiyel hedeflerini aragtirmak
icin kullanilabilir; boylelikle tek tabakali kiiltiir yontemlerinin ve hayvan modelleme
caligmalariin beraber yiiriitilmesine onciiliik eder. Bu sistemler, indirekt yontemler ve
direkt yontemler olmak {iizere iki ana gruba ayrilir. Indirekt ydntemlerde hiicreler,
yalnizca salgi faktorleri araciligiyla iletisime izin veren transwell kiiltiir ve/veya kiiltiir
kaplar1 kullanilarak uygulanir. Direkt ko-kiiltiir yonteminde ise hiicreler arasinda

dogrudan etkilesim s6z konusudur (Venter ve Niesler, 2018).

Ko-kiiltir yonteminde kondrojenik farklilagma ¢alismalar1t da olduk¢a yaygindir.
MKH’ler ve kondrositlerin bulundugu direkt ko-kiiltiir modelleriyle yapilan ¢aligmalar
pelet ve aljinat kiiltiir agirliklidir ve bir¢cok calisma kemik iligi MKH’lerine
dayanmaktadir (Mo vd., 2009; Giovannini vd., 2010; Wang vd., 2013). Bununla
beraber, adipojenik MKH’ler (Hildner vd., 2009; Lv vd., 2012) ve sinoviyal membran
kokenli MKH’lerde (Varshney vd., 2010) ko-kiiltiir ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
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Ko-kiiltlir sisteminde kondrositten salgilanan faktorler parakrin, jukstrakrin ve gap
junction sinyal yolaklar1 araciligiyla MKH’leri etkileyebilir (Hwang vd., 2007; Chen
vd., 2009a). Ko-kiiltiirde, kondrositlerden salgilanan paratiroid hormonu ile iliskili
protein (PTHrP)’in MKH'lerin kondrojenik farklilasmasinda hipertrofiyi engellediginin

gosterilmesi buna ornektir (Fischer vd., 2010).

Saglikli kikirdak dokusu kullanilarak yapilan ko-kiiltiir caligmalari ile birlikte hastalikli
kikirdak dokulariyla da ¢alismalar devam etmektedir. MKH'ler ve kondrositler birlikte
kiiltiirlendiginde, hiicre-hiicre etkilesiminin artmasiyla beraber kikirdak onarimin
olumlu yonde etkiledigi gosterilmektedir (Leijten vd., 2013; Hubka vd., 2014). Aung ve
arkadaglart (2011) biliyiime faktorleri eklenmemis kiltiir ortaminda osteoartritik
kondrositlerin MKH’leri etkili bir sekilde uyardigini belirlediler. MKH’lerin kondrosit
proliferasyonuna olan etkisinin olumlu yonde oldugu ifade edilirken (Wu vd., 2011,
Acharya vd., 2012) kondrositlerin de MKH’lerin kondrojenik farklilasmasini artirict
etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Hwang vd., 2011; Zhang vd., 2016).

Ko-kiiltiir sistemi kondrojenik farklilagsmay1 her zaman olumlu yonde etkilemeyebilir.
Sinoviyal membran koékenli MKH’ler ile kondrositlerin yer aldigi aljinat kiiltiirde,
farklilasmayla beraber COLII gen ifadesi ve glikozaminoglikan miktarinda artis tespit
edilirken (Varshney vd., 2010), baska bir ¢aligmada ise pelet kiiltiirde yer alan sinoviyal
membran MKH’lerin ve kondrositlerin kikirdak farklilasmasinda COLII ve ACAN gen
ifadelerinde azalma gozlenmistir (Wu vd., 2012).
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1.7.1. Transwell Ko-kiiltiir

Indirekt ko-kiiltiir modelinde, bir transwell kiiltiir kullanarak farkl1 hiicre tipleri fiziksel
olarak incelenebilir (Grellier vd., 2009). Insertlerde yer alan hiicre popiilasyonlariyla,
hiicre-hiicre temasinin yoklugunda parakrin sinyaller araciligiyla hiicresel degisiklikleri
takip etmek ve degerlendirmek miimkiindiir. Bu ko-kiiltiir sistemiyle; iki hiicre
arasindaki sinyallesme ve hiicresel degisikliklerin tespitinin yapilabilmesi sebebiyle
diger Kko-kiiltiir yontemlerine kiyasla daha fazla onem arz etmektedir (Renaud ve

Martinoli 2016).

Transwell ko-kiiltir sisteminde de diger ko-kiiltlirler sistemlerinde oldugu gibi
kondrojenik farklilasma caligsmalari yiiriitiilmektedir. Bu ¢aligmalarin bir kism1 sadece
transwell kiiltiirde yer alan kok hiicreler ve kondrositlerden meydana gelirken (Ahmed
vd., 2007; Aung vd., 2011), bir kismu ise transwell kiiltiir ile kosullandirilmis medyum
(Lee vd., 2012), aljinat (Xu vd., 2013) veya pelet kiiltiir (Acharya vd., 2012) gibi diger

kiiltiir sitemlerinin biraraya gelmesiyle olusturulur.

Transwell kiiltiirler arasinda diger ko-kiiltiir sistemlerinde oldugu gibi kondrojenik
farklilasma agisindan farkliliklar vardir. Murdoch ve arkadaslar1 (2007) transwell kiiltiir
sisteminin diger ko-kiiltiir yontemlerine gore kondrojenik farklilagsmay1 indiiklemek icin
daha verimli bir sistem oldugunu belirtti. Kemik iligi MKH’leri ve kondrositler
transwell kiiltiirde bir araya getirildi ve COL2A1, ACAN ile SOX-9 kikirdak genlerinin
ifadelerindeki artis gosterilerek, farklilasmanin ilk 7 giinii boyunca hiicrelerin hizli
cogaldigi ve hiicre dis1 matriks tiretiminin arttig1 ifade edildi. Kubosch ve arkadaslari ise
(2016) sinoviyal membran MKH’leri ile kondrositleri kiiltiirde bir araya getirdi ve
kikirdaklarin TGF-8 salgisindan dolayr sinoviyal membran MKH’lerinde meydana
gelen kondrojenik farklilagsmay1 artirdigini gosterdi. Diger bir ¢alismada ise, Ahmed ve
arkadaslar1 (2007), transwell kiiltiir sisteminde yer alan MKH’ler ve kondrositler TGF-
B3 eklenmis kondrojenik farklilagma medyumuyla kiiltiirlendiginde, kikirdagin
hipertrofiyi baskilayici etkisinden dolayt COL10A1 gen ifadesinde azalma tespit ettiler.
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Yapilan bir calismada eklem kondrositleri ile biiyiime plagi kondrositleri transwell
kiiltiirde bir araya getirildi. insertte yer alan eklem kondrositlerinin TGF-B salgis1 ile
bliylime plagi kondrositlerinde meydana gelmis olan matriks kalsifikasyonunu 6nledigi
gosterildi  (Jikko vd., 1999). Ayrica, eklem kondrositlerinin salgiladigi parakrin
faktorlerin MKH’ler de kondrogenezisi indiikledigi ve ko-kiltirdeki MKH’lerin
hipertrofisini 6nledigi belirtildi (Bian vd., 2011).

Bu calismalarin aksine, transwell kiiltiirde bir araya getirilen kondrositler ve MKH’lerin
kondrojenik farklilagmay1 azalttigi da one siiriilmistiir (Lee vd., 2012; Xu vd., 2013).
Calismalardan elde edilen sonuclar arasinda farkliliklar ve ¢eliskiler bulunmaktadir. Ko-
kiiltiir sistemlerinde kondrojenik farklilagma mekanizmasinin 1iyi bir sekilde
anlasilabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda yer

alan hiicrelerin transwell kiiltiirdeki yerlesimi Sekil 1.3’te gosterilmektedir.

Transwell insert

Kondrositler

Sinoviyal sivi mezenkimal
kok hucreler o\ e

Sekil 1.3. Transwell ko-kiiltiirde yer alan SSMKH’ler ve kondrositler (Elif Ece

AKGUN, 2022)
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1.8. Problemin ifadesi

Osteoartrit (OA), kikirdak doku hasar1 ile karakterize edilen en yaygin eklem
hastaliklarindan biridir. Bu hastaligin diinyada, 25 yas ve {istii bireylerin %13,9'unu ve
65 yas Ustli bireylerin %33,6'si1 etkiledigi saptanmistir (Nurul vd., 2021). Osteoartrit
tedavilerinde, ilaglarla agrinin giderilmesi ve hyaluronik asit enjeksiyonlarinin
yapilmasi gibi geleneksel tedavi yontemleri uygulansa da Kalici olarak iyilesme
miimkiin olmamaktadir (Kristjansson ve Honsawek, 2014). OA tedavisinde ayni
zamanda, otolog kikirdak implantasyonu uygulamasiyla iyi sonuglar elde edilmis fakat
kikirdak dokusunun ge¢ ¢ogalmasi ve uygulanan kikirdagin dedifferensiye olmast gibi

donorde hasara sebep olabilecek birtakim sorunlari beraberinde getirmistir (Harrell vd.,

2019).

MKH’lerin  farklilasma kapasitesine sahip olmalar1 ve immiinomodiilator
ozelliklerinden dolayr OA tedavilerinde genis kapsamli olarak arastirilmaktadir (Kong
vd., 2017). Kemik iligi, sinoviyal sivi, yag doku gibi farkli dokulardan elde edilen
MKH’ler osteoartrit tedavilerde umut 15181 olmaktadir (Cui vd., 2016; Zayed vd., 2017;
Zhu vd., 2021). SSMKH’lerin, kondrojenik farklilagma kapasitelerinin yiiksek olmasi
ve dokuya zarar vermeden kolaylikla elde edilebilmesi sebebiyle (Chang vd., 2013)
SSMKH’ler, tendon ve ligament hasar1 (Van Loon vd., 2014), osteoartrit (Marinas-
Pardo vd., 2018) ve romatoid artrit (Sarsenova vd., 2021) tedavilerinde tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, MKH’lerin kondrojenik farklilagsmasinda ekzojen olarak
TGF- 3, BMP gibi biiylime faktorlerinin ilave edilmesi farklilasma potansiyelinin
artirtlmasi agisindan 6nemlidir (Kovermann vd., 2019). Transwell kiiltiirde yer alan
SSMKH’ler ve kondrositler dogal eklem yapisini taklit etmektedir (Kubosch vd., 2016).
Kondrostlerin  SSMKH’ler iizerinde kondrojenik farklilagmayr artirict  salgi
maddelerinin yanisira transwell kiiltiire eklenen TGF-3 ve BMP-9’un birlikte veya tek
olarak kullanilmasinin farklilagsmay1 ne kadar tetikledigini tespit etmek onemlidir. Bu
sayede en uygun protokoliin bulunmasi ve maddelerin farklilasmadaki molekiiler

mekanizmasinin tespiti ilerde yapilan ¢aligmalarda kolaylik saglayacaktir.
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1.9. Hipotez, Amac¢ ve Hedefler

Hipotez 1: SSMKH’ler kondrositlerle birlikte transwell kiiltiirde kiiltiire edildiginde
kondrositlerin yaptig1 salgilar SSMKH’lerin kondrojenik farklilagmasini tetikler.

Hipotez 2: Transwell kiiltiirde kondrojenik farklilasma medyumuna ilave edilen TGF-

33 ve/veya BMP-9 biiyiime faktorleri kondrojenik farklilagmay1 artirir.

Amac

Calismamizda SSMKH’ler ve kondrositlerin birlikte transwell kiiltiir sisteminde kiiltiire
edilmesinin ve bu kiiltiir sistemine ilave edilen TGF-3 ve/veya BMP-9 biiyiime

faktorlerinin kondrojenik farklilagsmaya olan etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Hedef 1: SSMKH’leri izole etmek, MKH karakterlerini ve farklilagma potansiyellerini

gostermek

Hedef 2: Eklem kikirdagindan kondrositleri izole etmek ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltmak.

Hedef 3: Transwell kiiltirde SSMKH’leri ve kondrositleri birlikte transwell kiiltiir
sisteminde kiiltiirlemek ve bu transwell kiiltiir sistemine TGF-83 ve/veya BMP-9 ilave
edilmis ya da edilmemis kondrojenik farklilasma medyumuyla bu SSMKH’leri kiiltiire
ederek kikrdak hiicrelerine farklilastirmak.

Hedef 4: Transwell kiiltiirde biiyime faktorlerinin ilave edildigi ya da edilmedigi
kondrojenik  farklilasma medyumuyla kiiltiire edilen gruplarin  farklilasma
potansiyellerinin real-time PCR yontemi, immunfloresan ve histolojik boyamalarla

degerlendirilmesi.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 30/04/2019 tarihinde onaylandi (AKUHADYEK- 46-19).

2.2. Cihazlar ve Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasallar Cizelge 2.1 ve

Cizelge 2.2’de belirtilmektedir.

Cizelge 2. 1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Uretici Model/Katalog No
Buzdolabi Indesit

Buzdolab1 Ugur

Calkalamal1 su banyosu Niive ST 30

Calkalayict Biosan MR-12

Derin dondurucu Arcelik

Derin dondurucu Vestel

Eksi seksen derin dondurucu  Panasonic VIP Plus
Elektroforez jel sistemi Thermo Scientific Minicell Primo EC320
ELISA okuyucu Thermo Scientific Multiskan GO

Etiiv Niive EN 500

Floresan atagmanli ters

mikroskop Zeiss Axio Observer Z1
Gilg kaynagi Thermo Scientific ~ 400 P

Hassas terazi Precisa XB 220 A

Hiicre dondurma konteyniri Nalgene 5100-001

Jel goriintiileme sistemi BioVision Trans llluminator 1000/20M
Karbondioksitli inkiibator HeraCell 150i

Karbondioksitli inkiibator Thermo Scientific Forma Direct Heat
Kimyasal madde kabini Deltalab

Kuru blok 1sitict Biosan TDB-100

Manyetik karistirict Biosan MSH 300
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Mikro santrifiij cihazi
Mikro santrifiij cihaz1
Mikroskop kamerasi
Mikroskop kamerasi
Mini buzdolabi

Nano drop plate

Neubauer hemositometir lami

Otoklav

pH metre

Qubit florometri cihazi
Real-Time PCR cihazi
Santrifiij cihazi

Santrifiij cihazi

Santrifiij cihazi

Smif I biyogiivenlik kabini
Smf II biyogiivenlik kabini
S1v1 azot tanki

Ters faz kontrast mikroskop

Biosan

Thermo Scientific
Olympus

Zeiss

Beko

Thermo Scientific
Isolab

Niive

Inolab

In Vitrogen
Applied Biosystems
Niive

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Teknomar
Thermo Scientific
Worthington
Nikon

Combi Spin FVL-2400N
MicroCL 17-R

DP25

Axiocam 506 mono

N12391
075.03.001

OT 012

WTW pH720
Qubit 2.0

ViiA7

NF 800 R

IEC Micromax RF
SL 16R
Chemocell LRCX-UV
MSC-Advantage
UN 1977

Eclipse TS100

Cizelge 2. 2. Kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar

Uriin

0,1-10 ul pipet ucu

0,2 mL santrifiij tiipii
0,22 um filtre

0,5 mL santrifiij tiipti
1-200 ul pipet ucu

1,5 mL koyu santrifiij tiipii
1,5 mL santrifiij tiipii

10 mL enjektdr

10 mL serolojik pipet
100-1250 ul pipet ucu

15 mL steril santrifiij tiipti
25 mL serolojik pipet

2 mL santrifiij tiipti

4 kuyucuklu plaka

5 mL serolojik pipet

6 kuyucuklu plaka

50 mL steril santrifiij tlipii
Absolut etanol

Alfa MEM

Alizarin Red S

Uretici
VWR
Isolab
Merck
Isolab
VWR
VWR
Axygen
Beybi
Corning
VWR
VWR
Corning
Eppendorf
Thermo Scientific
Corning
VWR
VWR
Merck
Lonza
Merck
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Katalog Numarasi
53509-070
123.01.002

MilliEx SLGPO33RS
3.078.03.001.500
89041-376
20170-063
MCT-150-C
2.409.001
CLS4488-200EA
89041-370

525-0604
CLS4489-200EA
Qiagen 1050299
Nunclon Delta 176740
CLS4487-200EA
10861-554

525-0610
1.009.832.511
BE02-02F
A5533-25G



Alsiyan mavisi 8GX
Amfoterisin-B (100X)
Anti-COLII primer antikor
Asetik asit

Beta gliserofosfat

BMP-9

DAPI'li floresan kapatma
medyumu

Deksametazon
Di sodyum hidrojen fosfat
dihidrat

Dimetil siilfoksit
DMEM-HG toz
DMEM-LG toz
Doku kiiltiir kab1
FBS

Goat anti-mouse Alexa Fluor

sekonder antikor
HBSS toz

IBMX

ITS-X

Indometasin

Insiilin

Izopropil alkol

Keg¢i serumu
L-Askorbik asit
L-Glutamin (200mM)
Non-esansiyel amino asit
Oil Red O
Paraformaldehit
Penisilin-streptomisin
Proline

Real-Time PCR Plate

Si1gir serum albumini
Sodyum dihidrojen fosfat
dihidrat

Sodyum hidrojen karbonat
Sodyum hidroksit
Sodyum Klorit

T25 hiicre kiltiir kabi

T75 hiicre kiiltiir kab1
TAE buffer

Teksoll %96 alkol
TGF-B33

Transwell insert

Alfa Aesar
Biowest
Abcam
TEKKIM
Sigma
Peprotech

Abcam
Sigma

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
VWR
Biowest

Abcam
Sigma
Gibco
Gibco
Sigma
Sigma
TEKKIM
Abcam
Sigma
Gibco
Lonza
Merck
Merck
Gibco
Sigma
VWR
Santa Cruz

Merck
VWR
Emboy
Merck
VWR
VWR
Merck
TEKKIM
Peprotech
Millipore
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J60122
L0009-100
ab185430
TK.010030.01000
G9422-10G
120-07-10UG

ab104139
D4902-100MG

1.065.801.000
02650-100ML
D5648-10L
D5523-1L
7342321
S181H-500

Ab150117
H2387-1L
PHZ1124
51500-056
17378-5G
10516-5MG
TK.090250.02501
ab7481
A4403-100MG
25030-024
BE13-114E
639K4517396
1.040.051.000
15140-122
P5607-100G
83009-668
Sc-2323

1.063.451.000
27778-293

1.064.041.000
10062-872
10062-860
1.060.231.000
TK.200650.25001
100-36E-10UG
MCHTO6H48



Tripan mavisi Sigma T6146-25G

Tripsin-EDTA (10X) Capricorn TRY-1B10
Triton X-100 Biomatik A4025-500ML
Tween-20 Sigma P1379-500ML

2.3. SSMKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Mezbahada, kesilen sigirlarin  metatarsofalangeal eklemi 1 saat igerisinde
laboratuvarimiza getirildi. Laboratuvarimizda sigirin arka bacaklar1 yikandiktan sonra
sinoviyal sivinin alinacagi bolge tiras edildi ve povidon iyot ile bu bolge temizlenerek
sterilizasyonu saglandi. 21 gauge steril igne ucu takili 10 mL’lik enjektor ile
metatarsofalangeal eklem icerisinden sinoviyal sivi toplandi. Eklemin biyiikligiine
bagli olarak her bir eklem boslugundan yaklasik 3-6 mL siv1 elde edildi (Resim 2.1).
Enjektor igerisindeki sinoviyal sivi, sinif II biyogiivenlik kabini icerisinde 50 mL’ lik
steril santrifiij tliptine aktarildi. Santrifiij tlipli igerisine, sinoviyal sivi miktarinin 1:2
oraninda SSMKH kiiltiir medyumu eklendi ve 300 g’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildiktan sonra SSMKH kiiltiir medyumu ile hiicre peleti siispanse

edildi ve hiicrelerin T 25 flasklara ekimi yapildi.

Hiicreler %5 CO; iceren 37 °C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Yaklasik olarak 7-9 giin

sonra hiicrelerin %70-80 konfluense ulastig1 gézlendi ve hiicreler pasajlandi.

SSMKH Kiiltiir Medyumu

Yiiksek Glikoz-Dulbecco’nun Modifiye Minimum

Esansiyel Medyumu (HG-DMEM) 38,95 mL
Fotal Sigir Serumu (FBS) (%20) 10 mL
Antibiyotik (Penisilin-Streptomisin) (%1) 0,5mL
Amfoterisin B (%0.1) 50 puL
L-Glutamin (%1) 0,5mL
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Resim 2. 1. Sinoviyal sivinin toplanmasi. A. Eklem bolgesinin tirag edilmesi B. Bolgenin
povidon iyot ile temizlenmesi C. Sinoviyal sivinin enjektor ile toplanmasi

T25 flaskta %70-80 konfluense ulagmis hiicrelerin pasajlanmasi i¢in; medyum flasktan
uzaklastirildt ve hiicreler steril fosfatli tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Flask
icerisine, 3mL Tripsin-EDTA (%0,05) soliisyonu eklenerek flaskin yiizeyine tutunmus
olan hiicreler yiizeyden kaldirildi. Tripsin-EDTA enzim aktivasyonu 3 mL %10 FBS
iceren kiltlir medyumu eklenerek durduruldu ve hiicre silispansiyonu 15 mL’ lik
santrifiij tiipline aktarildi. 250 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre peleti 1mL’lik hiicre kiiltiir medyumuyla siispanse edildi. Siispansiyondan 30 pl
almarak 1 mL’lik ependorf tiipline alind1 ve ilizerine aynm1 miktarda tripan mavisi
soliisyonu eklendi. Karisimdan 10 pl alinarak Neubauer lami iizerinde hiicre sayimi
gerceklestirildi. Hiicre sayisina bagli olarak T 25 ya da T 75 flasklara hiicrelerin ekimi
yapildi. Hiicreler besinci pasaja kadar ¢cogaltildi.
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2.4, Farkhlasma Calismalari
2.4.1. Osteojenik Farklilasma ve Alizarin Red S Boyamasi

2.4.1.1. Osteojenik Farklilasma

Ucgiincii pasajda SSMKH’ler 4 kuyucuklu plakalara 9x10° hiicre/cm? yogunlukta ekildi.
Osteojenik farklilasma medyumu olarak %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-
glutamin, 0,1 uM dekzametazon, 50 uM L-askorbik asit,10 nM B-gliserofosfat igeren
alfa minimum esansiyel medyum (a-MEM) kullanildi. Negatif kontrol olarak; plakada
bir kuyucuga %5 FBS, %]1 penisilin-streptomisin i¢ceren a-MEM ilave edildi. 3 giinde 1
medyum degisikligi yapildi. Yirmi bir giin boyunca hiicreler osteojenik farklilastirma
medyumu igerisinde inkiibe edildi (Pittenger vd., 1999).

2.4.1.2. Alizarin Red S Boyamasi

Sinoviyal kokenli kok hiicrelerin ostoesitlere farkhilagtiklarini gostermek igin,
kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi. Hiicreler Hank’in tamponlu tuz soliisyonu
(HBSS) ile yikand1 ve %4 paraformaldehit ile tespit edildi. Distile su ile kuyucuklar
yikandi. 50 mL ultra saf distile su igerisinde ¢ozdiiriilen ve 1 N NaOH ile pH’s1 4,2’ye
ayarlanan Alizarin Red S boya soliisyonu ile hiicreler 30 dk boyandi. Boya soliisyonu
uzaklastirildi ve hiicreler distile su ile yikandi. Nikon ters faz kontrast mikroskop altinda
osteojenik hiicre farklilagsmasi degerlendirildi ve Olympus DP25 mikroskop kamerasi
ile fotografland: (Pittenger vd., 1999).

2.4.2. Adipojenik Farkhlastirma ve Boyamasi
2.4.2.1. Adipojenik Farkhlasma

3. pasajda SSMKH’ler 4 kuyucuklu plakalara 9x10% hiicre/cm? yogunlukta olacak
sekilde ekildi. Adipojenik farklilagma icin hiicreler; 7 ve 15. giinlerde adipojenik idame
medyumu (AMM) diger giinler ise adipojenik indiiksiyon medyumu (AIM);
kullanilarak 21 giin stire ile kiiltiire edildi. Negatif kontrol i¢in plakada bir kuyucuga

%10 FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren diisiik glikoz- Dulbecco’nun modifiye
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minimum esansiyel medyumu (LG-DMEM) medyumu koyuldu. Medyum 3 giinde 1

degistirildi (Pittenger vd., 1999).
AIM

LG-DMEM

%210 FBS

%1 penisilin-streptomisin
Amfoterisin-B (%0,1)

1 uM Dekzametazon,
500 puM Izobiitil 4 hidroksibenzoat (IBMX)
100 uM indometasin

10 pg/mL insiilin

AMM

LG-DMEM

%10 FBS

%1 penisilin-streptomisin
Amfoterisin-B (%0,1)

10 pg/mL insiilin

2.4.2.2. Oil Red O Boyamasi

44,13 mL
SmL
0,5mL
50 uL
196 uL
50 uL

25 uL

50 uL

43,4 mL
5mL
0,5mL
50 uL

50 uL

Sinoviyal kokenli kok hiicrelerin adipositlere farklilastiklarin1 gdstermek igin, hiicre

kiiltiir medyumu kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile ve ardindan

%70’1ik etanol ile yikandi. %10 tamponlu nétral formaldehit ile hiicreler 20 dk tespit

edildi. Tespit soliisyonu uzaklastirildi. PBS ile ve ardindan %70 etanol ile hiicreler

yikandi. Her bir kuyucuga 12 mM’lik stok soliisyon olarak hazirlanan ve 2/3 oraninda

ultra saf su ile seyreltilen Oil Red O boyama soliisyonu eklendi ve hiicreler 25 dk
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boyandi. Boya soliisyonu uzaklastirildiktan sonra hiicreler dnce %70’lik etanol ile
ardindan ultra saf distile su ile yikandi. Hiicrelerdeki boyanma Nikon ters faz kontrast
mikroskop altinda degerlendirildi ve Olympus DP25 mikroskop kamerasi ile
fotografland (Pittenger vd., 1999).

2.5. Real-Time PCR

Calismada Real-Time PCR ile MKH belirtegleri olan CD44, CD73, CD90, CD105
genlerinin ve hematopoietik belirtecler olan CD45 ve CD34 genlerinin ifadeleri 0. ve 3.
pasajlarda SSMKH’ler de gosterildi. Kontrol geni olarak gliseraldehit 3 fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) kullanildi. Primerler, kullanilmadan o6nce 10 pmol/uL
konsantrasyonuna seyreltildi ve her birinin erime sicakligi (Tm) gradient PCR ile tespit
edildi. Calismada kullanilan primerlerin dizilimleri ve Tm degerleri Cizelge 2.3’te

verildi.

Cizelge 2. 3. SSMKH’lerin karakterizasyonunda kullanilan primerler ve 6zellikleri

Gen fleri (5°—3") Geri (5°—3") (Tg‘)

CD44 CAGCTGAGCCTGGCGCAGA GCCCTTCTATGAACCCGTACC 60
TCGA TGC

CD73 GGAAAYCCCATTCTTCTCA  jprpoorrcomynor oy 58
ACAGC

CD90 TGAACCCTACCATCGGCAT CCCACTTCTTTGTGTCACGGG 60
CG TC

CD105 GGGGATGTGTCAAGGCTGG ACCAGTTTGGAGTCGTAGGCC 60
AGC A

CD34 TTGCACTGGTCACCTCRGG ~ATAGCCCTGGCCTCCACCGTT 60
GA cTC

CD45 TAAAYGGAGATGCAGGRTC TCCACAACAGACACGTTGGG 58
AA A

GAPDH TGGGCAAGGTCATCCCTGA TCCACAACAGACACGTTGGG 60
GC A
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2.5.1. RNA izolasyonu icin Hiicrelerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Sifirinci ve tgiincli pasajda SSMKH’ler %70-80 konfluense ulastiktan sonra flasklardan
medyum uzaklagtirildi. Flasklar steril PBS ile yikandiktan sonra tripsin EDTA
sollisyonu eklendi. Hiicreler yiizeyden kalktiginda aynmi miktarda %10 FBS igeren
medyum flaska eklendi ve santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1 mL
hiicre kiiltiir medyumu eklenerek pelet siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu 1,5 mL’lik
santriflij tiipiine aktarildi ve mikro santrifiij cihazinda 300 g’de 7 dk santrifiij edildi.
Santrifiij edilen Orneklerin siipernatanti tamamen uzaklastirildi ve santrifiij tiipi -

80°C’de saklandi.

2.5.2. RNA izolasyonu

SSKMH’lerden total RNA, RNA izolasyon kiti (TRIzol Reagent, Thermo 15596026)

talimatlarina uyularak elde edildi.

-80°C’de saklanan orneklere 200 pl PBS eklendi. Daha sonra tiiplerin iizerine 1000 pl
Lizis Buffer eklendi. Pipetasyon yapildiktan sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tiplere 200 pl kloroform: izoamil alkol etanol karisimi (49:1) eklendi ve iyice pipetaj
yapildi. Iki dk inkiibasyona birakildiktan sonra +4°C’de 12000 g’de 15 dk santrifiij
edildi. Santrifiijii takiben 2 faz halinde ve ortada beyaz katman igeren yap1 elde edildi.
Ustte RNA iceren kisim yeni santrifiij tiipiine aktarildi. Elde edilen miktarin 1,25 kat:
kadar etanol eklendi ve pipetasyon yapilarak karistirildi. Kolon tiiplerine 700 pl lizattan
eklendi ve tiip, 12000 g’de 20 saniye santrifiij edildi. Kolon tiipiliniin altinda kalan siv1
uzaklastirildi ve kolon tiipii tekrar santrifiij tlipline yerlestirildi. Kalan lizat kolon tiipii
tizerine aktarilarak islemler tekrarlandi. Kolona 700 pl yikama soliisyonu 1 eklendi ve
12000 g’de 20 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolon tiipte kalan sivi
uzaklastirildi. Kolona 600 pl yikama soliisyonu 2 eklendi ve 12000 g’de 20 saniye

santrifiij edildi. Tiipiin dip kisminda kalan s1vi uzaklastirildiktan sonra bu islem bir kere
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daha tekrarlandi. Kolon tiipiin dip kismindaki sivi uzaklastirildiktan sonra 17000 g’de 1
dk santrifiij edildi. Tipiin alt kism1 atilarak baska bir santrifiij tiipiine yerlestirildi ve
kolon filtresine 30 pl dietil pirokarnonatli su eklendi. Santriftij tiipleri 12000 g 1 dk
santrifiij edildi ve santrifiij sonras1 kolon atilarak tiiplerin kapaklar1 kapatildi. Orneklerin
her birinden 5 pl alinarak pDrop Plaka araciligyla DNA kontaminasyonu ve kimyasal
kirliligi tespit edildi. Ayrica total RNA miktar1 belirlendi. Ornekler daha sonra

komplement DNA sentezinde kullanilmak iizere -80°C’de saklandi.

2.5.3. Komplement DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezinin ilk asamasina baslamadan oOnce Ornekler esit miktarda RNA
igermesini saglayabilmek igin sulandirilarak esit hacime getirildi. Orneklerdeki DNA

kontaminasyonunu 6nlemek i¢in DNaz I ile 6rnekler muamele edildi.

Komplement DNA sentezi i¢cin A.B.T. cDNA sentez kitindeki talimatlar uygulandi.
Cizelge 2.4.°deki kimyasallar kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Hazirlanan
karisim 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk, 85 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve bir sonraki

agsama i¢in kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

Cizelge 2. 4. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Miktar
10X reaksiyon tamponu 2 uL
Random hekzamer (50 um) 2 uL
dNTP karigimi (2,5 mM herbiri) 1uL
Reverse transkriptaz (200 U/ul) 1 uL
RNAZ inhibit6rii 0,5 uL
RNAz igermeyen su 3,5uL
1 ng RNA 10 uL
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Toplam hacim 20 pLL

2.5.4. Real-Time PCR Analizi

Real-time PCR analizi i¢in 2X qPCR SYBR-Green Master Mix Rox kiti kullanildi.
Cizelge 2.5.’deki reaksiyon karisimi hazirlandi ve 96 kuyucuklu PCR plakalarinin her
bir kuyucuguna 8,5 puL olarak dagitildi. Karisimin {izerine her bir 6rnegin cDNA’sindan
1,5 pL eklendi ve plakalarin tlizeri optik gecirgen bir bant ile kapatildi. Plakalar 2000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Karanlik ortamda real-time PCR cihazinda analizler

gerceklestirildi. Her 6rnek i¢in 2 tekrar uygulandi.

Cizelge 2. 5. Real-Time PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Kimyasallar Miktar
2X gPCR Green Master Mix Karigim 5uL

Ileri Primer 0,3 uL
Geri Primer 0,3 uL
Su 2,9 uL
Toplam hacim 8,5 uL.

Real-Time PCR asamalar1 ayrilma, baglanma ve uzama olmak {izere 3 asamada ve 40
dongiide yapildi ve olast DNA kontaminasyonu veya primer dimerlesmesi tespit

edilmek tizere erime egrisi analizi de gergeklestirildi (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2. 6. Real-Time PCR analiz asamalari

Dongii Sayisi Asama Sicaklik (°C) Siire
60 1dk

1 Diizenleme Asamast 95 15 dk

95 20 sn

40 PCR Asamasi 60* 30 sn

12 45 sn

95 15 sn

1 Erime Egrisi 60 1dk

95 15 sn

*: SSMKH’lerin karakterizasyonu ¢alismasinda 60 °C, kondrojenik farklilagmanin degerlendirilmesinde ise farkli genlere gore

farkli sicaklik belirlenmis olup Cizelge 2.9°da gosterilmistir.

2.6. Sigir Eklem Kikirdagindan Kondrositlerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Mezbahadan laboratuvarimiza getirilen si@ir arka ayaklart yikandiktan sonra
metatarsofalangeal eklem bolgesi tiraglandi ve povidon iyot ile bu bdlgenin
sterilizasyonu saglandi. Metatarsofalangeal eklem agilarak bistiiri yardimiyla kikirdak
dokusu eklem ylizeyinden alindi. Alinan doku %2 antibiyotik iceren PBS soliisyonu ile
petri kabi icerisinde yikandi ve smf II biyogiivenlik kabinine getirildi. Kikirdak
pargalar1 %0,05 tripsin igerisinde 37 °C’de 30 dk boyunca bekletildi. PBS ile yikama
asamasindan sonra %0,3’liik tip IA kollajenaz enzim soliisyonunda 37 °C’de 30 dk
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra PBS eklendi ve 250 g’de 5 dk boyunca
santrifiij edildi. Doku pargalar1 yumusadiktan sonra %0,06’lik tip IA kollajenaz enzim
soliisyonuna konuldu ve bir gece 37 °C’de %5 CO®li ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyonu takiben, serbest kalan hiicreleri iceren enzim soliisyonu 70 pM’lik siizge¢
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filtreden gegirildi ve 400 g’de 10 dk santrifiij edildi (Bernstein vd., 2009). Hiicre peleti
1 mL medyum ile siispanse edildi ve hiicrelerin T 25 flaska ekimi yapildi. Hiicreler

%70-80 konfluense ulastiginda pasajlanda.

Resim 2. 2 Sigir metatarsofalangeal ekleminden kikirdak dokunun alinmasi. A. Bistiiri
yardimiyla derinin uzaklastirilmasi B. Kikirdagin bistiiri yardimiyla alinmasi1 C. Antibiyotikli
PBS icerisinde kikirdak dokusunun yikanmasi

2.7. Transwell Kiiltiirde Kondrojenik Farklilasma Calismasi

Besinci pasajda SSMKH’ler, 6 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna cmz’ye 15000
hiicre konsantrasyonunda olacak sekilde ekildi. P0’da pasajlanarak toplanan
kondrositler cm?’ye 15000 hiicre konsantrasyonunda olacak sekilde Cizelge 2.7’de yer
alan deney gruplarina gore transwell insertlerin iizerine ekildi, SSMKH’ler ise
kuyucuklarin tabaninda yer aldi. Deney gruplarinda farkli biliyiime faktoérleri igeren
kondrojenik farklilasma medyumu kullanildi. Kontrol gruplarinda ise hiicre kiiltiir
medyumu olarak %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %0,1 amfoterisin-b igeren
HG-DMEM kullanildi.  Bu gruplar 2.7.1°de gosterildi. Farklilagma ve kiiltiir
medyumlart 21 giin boyunca uygulandi. Medyumlar 3 giinde bir degistirildi.
Kondrojenik farklilasma protokolii Mackay ve arkadaslarinin (1998) metodunun

modifiye edilmesi ile uygulandi.
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Resim 2. 3. Transwell Kiiltiirde kondrojenik farklilasma. A. Transwell insertlerin alti kuyucuklu
plakaya yerlestirilmesi B. Kikirdaklarin Transwell insert {izerine ekiminin yapilmasi C.
Gruplara gére medyumlarin kuyucuklara ilave edilmesi

Cizelge 2.7. Deney gruplarinin belirlenmesi

Deney Gruplan

1.Grup: Negatif

Sinoviyal s1v1 kdkenli MKH’ler hiicre kiiltiir medyumunda kiiltiir edildi.

Kontrol

2.Grup Sinoviyal s1v1 kdkenli MKH’ler 10 ng/mL TGF-83 igeren kondrojenik
farklilagma medyumunda kiiltiir edildi.

3. Grup Transwell kiiltiirde sinoviyal sivi kokenli MKH’ler ve kondrositler, hiicre
kiiltiir medyumunda kiiltiir edildi.

4. Grup Transwell kiiltiirde sinoviyal sivi kokenli MKH’ler ve kondrositler, 10
ng/mL TGF-B3 i¢eren kondrojenik farklilasma medyumunda kiiltiir edildi.

5. Grup Transwell kiiltiirde sinoviyal sivi kokenli MKH’ler ve kondrositler, 10
ng/mL BMP-9 igeren kondrojenik farklilasma medyumunda kiiltiir edildi.

6.Grup Transwell kiiltiirde sinoviyal sivi kokenli MKH’ler ve kondrositler, 10

ng/mL TGF-B3 ve 10 ng/mL BMP-9 i¢eren kondrojenik farklilasma
medyumunda kiiltiir edildi.
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2.7.1. Kondrojenik Farklilasma Medyumlari

TGF-B3 Iceren Kondrojenik Farkhlasma Medyumu

HG-DMEM 45,57 mL

FBS (% 2,5) 2,5mL
Non-esansiyel amino asit (NEM) (% 1) 0,5mL

Sodyum piriivat (% 1) 0,5mL
Amfoterisin-B (% 0,1) 50 uL
Penisillin-streptomisin (% 1) 0,5mL

ITS premix (6,25 pg/ mL) 62,5 uL (Spg/ uL)
L-Proline (40 uM) 20 uL (100 mM)
L-Askorbik asit (50 pM) 56 uL (44,7 mM)
Dekzametazon (0,1 uM) 196 uL (0,0255 mM)
TGF-B3 (10 ng/ mL) 20 uL (25 pg/ pL)

BMP-9 iceren Kondrojenik Farklilasma Medyumu

HG-DMEM 45,57 mL

FBS (% 2,5) 2,5mL
Non-esansiyel amino asit (NEM) (% 1) 0,5mL

Sodyum piriivat (%1) 0,5mL
Amfoterisin-B (% 0,1) 50 uL
Penisillin-streptomisin (%1) 0,5mL

ITS premix (6,25 pg/ mL) 62,5 uL (Spg/ pL)
L-Proline (40 uM) 20 uL (100 mM)
L-Askorbik asit (50 pM) 56 uL (44,7 mM)
Dekzametazon (0,1 uM) 196 uL (0,0255 mM)
BMP-9 (10 ng/ mL) 20 uL (25 pg/ uL)
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TGF-B3 ve BMP-9 i¢eren Kondrojenik Farklillasma Medyumu

HG-DMEM 45,37 mL

FBS (%2,5) 2,5 mL
Non-esansiyel amino asit (NEM) (%1) 0,5mL

Sodyum piriivat (%1) 0.5mL
Amfoterisin-B (%0,1) 50 uL
Penisillin-streptomisin (%1) 0,5mL

ITS premix (6,25 pg/ mL) 62,5 uL (Spg/ uL)
L-Proline (40 uM) 20 uL (100 mM)
L-Askorbik asit (50 pM) 56 uL (44,7 mM)
Dekzametazon (0,1 pM) 196 uL (0,0255 mM)
TGF-B3 (10 ng/ mL) 20 uL (25 pg/ uL)
BMP-9 (10 ng/ mL) 20 uL (25 pg/ uL)

2.7.2. Kondrojenik Farkhlasmanin Alsiyan Mavisi Boyama, immunfloresan
Boyama ve Real-Time PCR ile Gosterilmesi

2.7.2.1. Alsiyan Mavisi Boyama Yoéntemi

Yirmi bir giin boyunca kondrojenik farklilasma medyumu ile inkiibe edilen hiicrelerin
bulundugu kuyucuklardan medyum uzaklastirildi ve hiicreler iki kez PBS ile yikandi.
Hiicreler %4’°liik paraformaldehit ile tespit edildi. Tespit edilen hiicreler 3 defa 5’er dk
PBS ve ardindan musluk suyu ile yikandi. Hiicreler %1°lik Alsiyan Mavisi ile 15-20 dk
boyandi. Boya kalintisin1 uzaklastirmak i¢in hiicreler 6nce PBS ve sonra musluk suyu
ile yikandi. Hiicrelerin ¢ekirdekleri Harris Hematoksileni ile 1 dk boyandi ve musluk
suyu ile yikandi. Hiicrelerde kondrojenik farklilasma Nikon ters faz kontrast mikroskop

altinda degerlendirildi ve Olympus DP25 mikroskop kamerasi ile fotograflandi.
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%1 Alsiyan Mavisi Soliisyonu Hazirlanmasi

Alsiyan mavisi lor
Distile su 97 mL
Glasial asetik asit 3mL

Alsiyan mavisi distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra asit ilave edilerek karistirildi.

Boya soliisyonunun pH’s1 2,5’e ayarlandi ve filtre edilerek kullanildi.

2.7.2.2. Immunfloresan Boyama

Yirmi bir giin boyunca kondrojenik farklilasma medyumuyla kiiltiir edilen hiicrelerde,
COL II proteinin ifadesi immunfloresan boyama yontemi ile gosterildi. Kuyucuklardan
medyum uzaklastirildiktan sonra hiicreler Tween 20 igeren PBS (PBST) yikama
soliisyonu ile yikandi. Ardindan hiicreler %4 Paraformaldehit ile 30 dK tespit edildi. Ug
kere 5 dk PBST ile yikandi. %0,1’lik Triton-X soliisyonu ile inkiibe edildi. Hiicreler
%10’ luk kegi serumu ile 30 dk bloklandi. Bloklamanin ardindan kuyucuklardan sivi
cekilerek Anti-COL II primer antikor soliisyonu eklendi. Negatif kontrol i¢in bloklama
solisyonu kullanildi. Plakalar nem kabini i¢ine koyularak +4°C’de bir gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin plaka nem kabini icerisinden ¢ikarildi ve oda
sicakliginda bekletildi. PBST ile 3 kere 5 dk yikandi ve karanlik ortamda plakanin tiim
kuyucuklara sekonder antikor ilave edilerek hiicreler 1 saat siire ile oda sicakliginda
inkiibe edildi. Antikor uzaklastirildiktan sonra karanlik ortamda PBST ile 3 kere 5 dk
yikandi. Son olarak tiim kuyucuklara DAPI floresan kapatma medyumu damlatildi ve 1
dk beklendi. Tiim kuyucuklar Zeiss Axio Z1 floresan atagmanli ters mikroskopta
incelendi ve Zen 2 yazilimi kullanilarak fotograflandi. Calismada kullanilan primer ve

sekonder antikor konsantrasyonlar1 Cizelge 2.8’de gosterildi.
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Cizelge 2. 8. Immunfloresan boyamada kullanilan antikorlar

Primer Uretici-Kat | Diliisyon | Sekonder Uretici-Kat Diliisyon | DAPI

Antikor No. Antikor No. INJgetlcl-Kat

Anti-COL 1l Abcam 1/100 Goat Anti Mouse Abcam 1/300 Abcam
ab185430 Alexa Fluor 488 ab150117 ab104139

2.7.2.3. Real-Time PCR

Kondrojenik farklilasma medyumuyla 21 gilin boyunca kiiltiir edilen hiicreler toplandi

ve Cizelge 2.9’da yer alan primerler kullanilarak real-time PCR analizi yapildi. Real-

time PCR analizi bolim 2.5.te anlatildig1 sekilde yapildi. Kondrojenik farklilagma
sonrasinda tiim gruplarda COL2A1, SOX9, ACAN ve COL10A1 gen ifadelerinin

negatif kontrol grubuna gore kat degisimleri belirlendi.

Cizelge 2. 9. Kondrojenik farklilagma medyumu uygulanan gruplarda kullanilan Real-Time

PCR genleri, primer sekanslar1 ve Tm degerleri.
Gen fleri (5°—3?) Geri (5—3") m
©
COL Il TTGGTGGAAACTTTGCTGC GGACCAGAAACACCGGGTT 56
CCA CAC
ACAN GTGGTAAAAGGCATCGTG TGGGATACCTCACAGTCTG 64
TTCC ATCG
AGCTCTGGAGACTGCTGA CTTGAAGATGGCGTTGGGC
SOX9 64
ACG GA
TGCCACAAACAGCACTTTT CCTCTCAGTGATACACCTTT 56
COL10A1
GC ACC
GAPDH TGGGCAAGGTCATCCCTG TCCACAACAGACACGTTGG 60
AGC GA
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2.8. Istatistik

SSMKH’lerin karakterizasyonunu gostermek amaciyla 0. ve 3. pasajda elde edilen gen
ifadesi kat degisimi (2°“") degerleri SPSS 22.0 programi kullanilarak analizi
gerceklestirildi. Aynt zamanda, kondrojenik farklilasma gruplarinda gen ifadesi kat

degisimlerine gore ayni program kullanilarak analizler yapildi.

Verilen normal dagilip dagilmadigini gostermek amaciyla Shapiro-Wilk testi yapildi.
Deney gruplar1 arasinda ortalamalar karsilastirilirken, normal dagilim gosteren veri
gruplari igin Student’s t-test, normal dagilim gdstermeyen Veri gruplar i¢inse Kruskal-
Wallis testleri kullanildi. Post-hoc karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi ig¢in
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Grafikler, Graphpad 6.01 kullanilarak olusturuldu.
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3. BULGULAR

3.1. SSMKH’lerin Karakterlerinin Belirlenmesi

SSMKH’lerin karakterizasyonu hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine; adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilasma potansiyellerine ile mezenkimal ve hemapoietik

kok hiicre belirteclerini gen diizeylerinde ifade etmelerine gore degerlendirildi.

3.1.1. SSMKH’lerin Morfolojisi

Sinoviyal sividan izole edilen hiicreler flaska ekildikten 4 giin sonra hiicre nislerinin
sekillenmeye basladigi goriildii. Yaklagik 7 giin sonra ise hiicre nislerinin flask yiizeyini
doldurarak %70-80 konfluense ulastig1 gézlendi. PO’da hiicre nislerindeki hiicrelerin iKi
farkli morfolojik yapiya sahip oldugu tespit edildi. Mezenkimal hiicrelerin mekik sekilli
fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklar1 (Resim 3.1) gozlenirken daha iri ve
genis,
yildiz
veya
piramit
sekilli
hiicreleri
n de
bulundug
u (Resim
3.2)

goriildil.
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Resim 3. 1. P0’da fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicreler. (Oklar). Ters faz kontrast
mikroskop. Bar: 500 um

Resim 3. 2. P0’da iri ve genis piramit sekilli hiicreler. (Oklar). Ters faz kontrast mikroskop.
Bar: 100 pm
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P1°den itibaren hiicrelerin kisa siirede yiizeye tutunduklart ve yaklasik 2-3 giinde
konfluense ulastiklar1 tespit edildi. Bununla birlikte ilerleyen pasajlarda fibroblast
benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin oranmnin arttigi goriildii. P3, P4, P5 ve P6’da da

hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojilerini koruduklari belirlendi (Resim 3.3, 3.4).

Resim 3. 3. Farkli pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye sahip SSMKH’ler. A.P3’°de
SSMKH’ler B. P4’te SSMKH’ler Ters faz kontrast mikroskop. Bar:500 pm

Resim 3. 4. Farkli pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye sahip SSMKH’ler. C.P5’te
SSMKH’ler D. P6’da SSMKH’ler Ters faz kontrast mikroskop. Bar:500 pm
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3.1.2. Farkhlastirma Cahismalari

SSMKH’ler 3. pasaja ulastiktan sonra adipojenik, osteojenik yonde farklilastirild.

Kondrojenik farklilasma sonuglari ise 3.3’de gosterildi.

3.1.2.1. Adipojenik Farklilasma

SSMKH’ler P3’te 4 kuyucuklu plakalara ekildi ve 21 giin boyunca adipojenik
farklilagma medyumu ile kiiltiirlenerek yag hiicrelerine farklilastirildi. Oil Red O
boyama yontemi ile farklilagtirilan hiicrelerin sitoplazmalari igerisindeki lipid
damlaciklarinin kirmizi renkte boyandigi gozlendi (Resim 3.4, B). Hiicre kiiltiirii

medyumu ile kiiltiirlenen negatif kontrol grubundaki hiicrelerde ise boyanma

gozlenmedi (Resim 3.4, A).

Resim 3. 5. SSMKH’lerin 21. giinde adipojenik farklilagmasi. A: Negatif kontrol. Bar: 100 um.
B: Adipojenik farklilasma sonucunda hiicre sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 (Ok) kirmiz1
renkte goriilmektedir. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 20 pm

3.1.2.2. Osteojenik Farkhlagsma

SSMKH’ler P3’te 4 kuyucuklu plakalara ekildi ve 21 giin boyunca osteojenik
farklilasma medyumu ile kiltlirlenerek osteojenik hiicrelere  farklilagtirildi.
Farklilagtirilan hiicrelere Alizarin Red S boyama yontemi uygulanarak hiicrelerdeki

kalsiyum birikimlerinin turuncu-kirmiz: renkte boyandigi gozlendi (Resim 3.5, B).
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Hiicre kiltiiri medyumu ile kiiltiirlenen negatif kontrol grubundaki hiicrelerde ise

boyanma gozlenmedi (Resim 3.5, A).

> .
5 M’""—:""’ :}"- £5
(5

Resim 3. 6. SSMKH’lerin 21. giinde osteojenik farklilagmasi. A: Negatif kontrol. Bar: 100 um.
B: Osteojenik farklilasma sonucunda kalsiyum birikimlerinin turuncu-kirmizi renkte boyandig
goriilmektedir. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 50 pm

3.1.3. Real-Time PCR

SSMKH’lerde MKH belirtegleri ile hemapoietik belirteglerin gen ifadeleri belirlendi.
Hiicrelerin gen ifadelerindeki kat degisimleri PO ve P3’te karsilastirilarak gosterildi
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1 SSMKH’lerde PO ve P3’te mezenkimal ve hemapoietik genlerin real-time PCR ile
istatistiki analizi

Ortalama + Standart Hata
GENLER p
PO P3
CD44 1,0% 1,78 £0,33° 0,048
CD73 1,0% 1,20 +0,33° 0,001
CD105 1,0 1,02 +0,16 0,115
CD90 1,07 1,36 +0,33° 0,000
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CD34 1,0° 0,57 = 0,06° 0,002

CD45 1,0° 0,57 +0,10° 0,008

PO ile karsilastirilan P3’teki SSMKH’lerde CD44, CD73, CD90 gen ifadelerinde
strastyla 1,78 + 0,33, 1,20 + 0,33, 1,36 £ 0,33 kat artis1 oldugu ve bu kat artiglar
arasinda istatistiki bir onem oldugu gozlendi. CD105 gen ifadesinde ise PO ile
karsilastirildiginda 1,02 + 0,16 kat artis saptanmasina ragmen bu kat artiginin istatistiki
olarak 6nemli olmadigi belirlendi (Cizelge 3.1) (Grafik 3.1 ve 3.2).

P01 ile karsilastirildiginda P3’te SSMKH’lerin CD34 ve CD45 gen ifadelerinde
istatistiki olarak onemli bir azalma gozlendi (Cizelge 3.1) (Grafik 3.3).
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Grafik 3. 1. PO ve P3’te SSMKH’lerin CD44 ve CD73 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren kutu ve biyik grafigi. A. CD44 gen ifadesi B. CD73 gen ifadesi. Kutular ¢eyrekler
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arasi aralig1 gosterir. ‘+’ gen ifadelerinin kat artis ortalamasini gosterir. Biyik minimum ve
maksimum kat artiglar1 gosterir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Grafik 3. 2. PO ve P3’te SSMKH’lerin CD90 ve CD105 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren kutu ve biyik grafigi. C. CD90 gen ifadesi D. CD105 gen ifadesi. Kutular ¢eyrekler
arasi aralig1 gosterir. ‘+’ gen ifadelerinin kat artis ortalamasini gosterir. Biylk minimum ve
maksimum kat artiglar1 gosterir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Grafik 3. 3. PO ve P3’te SSMKH’lerin CD34 ve CD45 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gOsteren Kutu ve biyik grafigi. E. CD34 gen ifadesi F. CD45 gen ifadesi. Kutular ¢eyrekler arasi
aralig1 gosterir. ‘“+’ gen ifadelerinin kat artig ortalamasini gosterir. Biyik minimum ve
maksimum kat artiglar1 gosterir (*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001).
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3.2. Kondrosit Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Eklem kirdagindan enzimatik yontem ile izole edilen kondrositlerin in vitro kiiltiir
sartlarinda yaklagik 5-6 giin sonra yiizeye tutunduklari ve g¢ogalmaya basladiklari
gozlendi. Kondrositlerin  poligonal hiicre morfolojisine sahip oldugu ve
sitoplazmalarinin graniiler bir yapida oldugu goriildi (Resim 3.7) ve (Resim 3.8). P0’da
kondrositlerin 7-8 giinde %80-90 konfluense ulastigi gézlemlendi (Resim 3.6, A). PO’
da konfluense ulasan hiicreler pasajlanarak transwell kiiltiirde insert {izerine ekimi

yapildi.

Resim 3. 7. Poligonal morfolojiye sahip PO ve P1’deki kondrositler. A. P0’da %80-90
konfluense ulagmis kondrositler goriilmektedir. B. P1°de %80-90 konfluense ulasmig
kondrositler goriilmektedir. Ters faz kontrast mikroskop. Bar:500 um
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Resim 3. 8. P1’de %80-90 konfluense ulagsmis kondrositler. Ters faz kontrast mikroskop.
Bar:500 pm

Resim 3. 9. P1’de %80-90 konfluense ulagsmis kondrositler. Ters faz kontrast mikroskop.
Bar:100 um
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3.3. SSMKH’lerin Transwell Kiiltiirde Kondrojenik Farklilasmasi

SSMKH’ler ve kondrositler Cizelge 2.7°de belirtilen deney gruplarina gore 21 giin
boyunca kondrojenik farklilagsma kiiltir medyumu ile kiiltlirlendi. Yirmi bir giin
sonunda Alsiyan mavisi boyama yontemi ile hiicrelerde glikozaminoglikan birikimleri
ve immunfloresan boyama yontemi ile COLII protein ifadesi gosterildi. Real-time PCR
analizi ile hiicrelerde COL2A1, ACAN, SOX9 ve COL10A1 gen ifadeleri belirlendi.

3.3.1. Alsiyan Mavisi Boyama Yontemi

Deney gruplarinda kondrojenik farklilagsmanin (Cizelge 2.7) gosterilmesi i¢in 21 giin
boyunca 6 kuyucuklu plakalardaki hiicreler kondrojenik farklilasma medyumu ile
kiltirlendi. Alsiyan mavisi ile 1. grupta (negatif kontrol) hiicrelerde boyanma
goriilmezken, diger gruplardaki hiicrelede glikozaminoglikan birikimlerinin mavi renkte

boyandigi gozlendi (Resim 3.9).
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Resim 3. 10. Transwell kiiltiirde kondrojenik farklilagmanin Alsiyan Mavisi boyama yontemi
ile gosterilmesi. A: Negatif kontrol grubunda boyanma gézlenmedi. B: 2. Grup, C: 3. Grup, D:
4. Grup, E: 5. Grup ve F: 6. Grup’larda glikozaminoglikan birkiminin parlak mavi renkte
boyandigi goriildii. Ters faz kontrast mikroskop. Bar:100 um

51



3.3.2. Immunfloresan Boyama
Immunfloresan boyama ile Grup 2-6’da hiicrelerin COL II'yi giiclii bir sekilde ifade
ettigi (Resim 3.11, 3.12 ve 3.13), negatif kontrol grubunda (Resim 3.10) ise hiicrelerin

cok daha zayif olarak COL II’yi ifade ettigi gozlendi.

COLII CAKISTIRMA

DAPI
-

Resim 3. 11. Transwell kiiltiirde 1. grubun 21. giinde COL 1II ifadesinin gosterilmesi. A:
DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL II protein ifadesi

C: Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20 pm

CAKISTIRMA

COLII

DAPI

2. Grup

DAPI COLII

3. Grup

Resim 3. 12. Transwell kiiltirde 2. ve 3. grubun 21. giinde COL II ifadesinin gosterilmesi.
D, G: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. E, H: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL Il
protein ifadesi F, I: Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20 um
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4. Grup

5. Grup

CAKISTIRMA

DAPI COLII

Resim 3. 13. Transwell kiiltiirde 4. ve 5. grubun 21. giinde COL II ifadesinin gosterilmesi. J,
M: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. K, N: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL Il protein

ifadesi L, O: Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20 um

CAKISTIRMA

COLII
e

DAPI

6. Grup

Resim 3. 14. Transwell kiiltiirde 6. grubun 21. giinde COL II ifadesinin gosterilmesi. P:
DAPI ile boyanan hiicre gekirdekleri. R: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL Il protein ifadesi

S: Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20 pm
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3.3.3. Real-Time PCR

Kondrojenik farklilasma sonrasinda COL2A1, SOX9, ACAN ve COLIOA1 gen
ifadelerindeki kat degisimi olan p degerleri ile ortanca degerleri Cizelge 3.2°de

gosterildi.
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Cizelge 3. 2. Kondrojenik farklilagmanin 21. giiniinde gen ifadesindeki kat degigimleri.

Gruplar 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup 5. Grup 6. Grup
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 p
Genler

Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
*COL2A1 1,0° 13,54° 12,32° 36,45® 24,04%® 91,52 0,000
**S0OX9 1,0° 6,57 1,96 5,10 26,81% 120,14° 0,004
ACAN 1,0° 3,36% 3,842 3,842 5,47% 12,68% 0,005
COL10A1 1,0 2,43 0,73 1,01 1,90 1,03 0,902

1. Grup: Kontrol; 2. Grup: SSMKH’ler + kondrojenik medyum+10ng/mL TGF-83; 3. Grup: SSMKH’ler ve kondrositler + kiiltiir medyumu; 4. Grup: SSMKH’ler ve
kondrositler + kondrojenik medyum+10ng/mL TGF-83; 5. Grup: SSMKH’ler ve kondrositler + kondrojenik medyum+ 10ng/mL BMP-9; 6. Grup: SSMKH’ler ve
kondrositler + kondrojenik medyum+10ng/mL TGF-B3 + 10ng/mL BMP-9. *° Ayn siitunda farkli harfle ifade edilen ortalama degerler arasindaki farklar Snemlidir.
*COL2A1’de 3. ve 6. grup arasindaki anlamlilik degeri (p<0,01), 2. ve 6. grup arast anlamlilik degeri (p<0,05)’dir.

**S0X9’da 3. ve 6. grup arasindaki anlamlilik degeri (p<0,01), 2. ve 6. grup aras1 anlamlilik degeri (p<0,05)’dir.
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2. Grup
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Grafik 3. 4. ikinci grup kutu grafigi. Yirmi bir giin boyunca kondrojenik farklilasma medyumu
uygulanan hiicrelerde kondrojenik (COL2A1, SOX9, ACAN) ve hipertrofik (COL10A1) gen
ifadelerinin gosterilmesi. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Negatif kontrole grubuyla karsilastirilan 2. grupta COL2A1, SOX9, ACAN, COL10A1
genlerinin kat ifadesindeki artisin sirasiyla 13,54, 6,57, 3,36 ve 2,43 oldugu belirlendi.
Bunun yani sira, negatif kontrole gore COL2A1 (p<0,05), SOX9 (p<0,05) ve ACAN
(p<0,05) gen ifadelerindeki kat artisinin istatistiki olarak énemli oldugu tespit edildi.
COLI10AT gen ifadelerinde ise artis gozlenmesine ragmen istatistiki olarak énemli bir

fark belirlenmedi (Grafik 3.4).

56



3. Grup
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Grafik 3. 5. Ugiincii grup kutu grafigi. Hiicrelerde kondrojenik (COL2A1, SOX9, ACAN) ve
hipertrofik (COL10A1) gen ifadelerinin gosterilmesi. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Negatif kontrol grubuyla karsilastirilan 3. grupta COL2A1, SOX9, ACAN, COL10Al
genlerinin kat ifadesindeki artisin sirasiyla 12,32, 1,96, 3,84 ve 0,73 oldugu tespit
edildi. COL2A1 (p<0,05) ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki kat degisiminin negatif
kontrole gore anlamli olarak arttig1 belirlendi. COL10A1 ve SOX9 gen ifadelerinde ise

artig olmasina ragmen istatistiki olarak dnem gozlenmedi (Grafik 3.5).
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Grafik 3. 6. Dordincii grup kutu grafigi. TGF-B3 eklenmis kondrojenik farklilasma
medyumuyla 21 giin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde kondrojenik (COL2A1, SOX9, ACAN) ve
hipertrofik (COL10A1) gen ifadelerinin gésterilmesi. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Negatif kontrol grubuyla karsilastirilan 4. grupta COL2A1, SOX9, ACAN, COL10Al
genlerinin kat ifadesindeki artisin sirasiyla 36,45, 5,10, 3,84 ve 1,01 oldugu tespit
edildi. COL2A1 (p<0,01), SOX9 (p<0,05) ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki kat
degisimlerinin negatif kontrole gore istatiksel olarak arttig1 belirlendi. COL10A1 gen

ifadesinde ise artis olmasina ragmen istatistiki 6nem gozlenmedi (Grafik 3.6).
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Grafik 3. 7. Besinci grup kutu grafigi. BMP-9 eklenmis kondrojenik farklilasma medyumuyla
21 giin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde kondrojenik (COL2A1, SOX9, ACAN) ve hipertrofik
(COL10A1) gen ifadelerinin gosterilmesi. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Negatif kontrol grubuyla karsilastirilan 5. grupta COL2A1, SOX9, ACAN, COL10A1
genlerinin kat ifadesindeki artigin sirastyla 24,04, 26,81, 5,47 ve 1,90 oldugu gozlendi.
COL2Al1 (p<0,01), SOX9 (p<0,01) ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki kat
degisimlerinin 4. grupla benzer olarak negatif kontrole gore istatiksel olarak artig
gosterdigi tespit edildi. COL10A1 gen ifadesinde ise artis olmasina ragmen istatistiki

olarak 6nem gozlenmedi (Grafik 3.7).
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Grafik 3. 8. Altinci grup kutu grafigi. BMP-9 eklenmis kondrojenik farklilasma medyumuyla
21 giin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde kondrojenik (COL2A1, SOX9, ACAN) ve hipertrofik
(COL10A1) gen ifadelerinin gosterilmesi. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Negatif kontrol grubuyla karsilastirilan 6. grupta COL2A1, SOX9, ACAN, COL10A1
genlerinin kat ifadesindeki artisin sirasiyla 91,52, 120,14, 12,68 ve 1,03 oldugu
belirlendi. COL2A1 (p<0,001), SOX9 (p<0,001) ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki
kat degisimlerinin negatif kontrole gore istatiksel olarak artis gosterdigi tespit edildi.
COL10A1 gen ifadesinin ise artis gostermesine ragmen istatistiki olarak Onemli
olmadig1 saptand1 (Grafik 3.8).
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4. TARTISMA

4.1. SSMKH’lerin Karakterizasyonu ve Farklilasma Potansiyellerinin
Belirlenmesi

Steril sartlarda sigirlarin metatarsofalangeal eklemlerinden 3-6 mL sinoviyal sivi
toplandi. Sinoviyal sividan izole edilen hiicreler Prado ve arkadaslarimin (2015)
protokollerine uygun bir sekilde %10 FBS’li HG-DMEM igeren kiiltiir kaplarina ekildi
ve 37° C’de %5 COy’li ortamda inkiibe edildiler. Prado ve arkadaslar1 (2015) yaptiklari
calismada SSMKH’leri ¢esitli kiiltiir medyumlarinda (HG-DMEM, MEM, RPMI-1640,
DMEM-F12) kiiltiire etmislerdir. Bu hiicrelerin HG-DMEM igeren besiyerlerinde daha
iyl ¢ogalma potansiyeli gosterdiklerini ve daha uzun siire farklilasmadan kok hiicre

ozelliklerini slirdiirebildiklerini de ¢alismalarinda bildirdiler.

Sinoviyal sivi kokenli hiicrelerin kiiltiir kaplarina ekildikten sonra kiiltiir kaplaria
tutunduklart ve 4 giin sonra hiicre nislerini sekillendirdikleri gézlendi. Bu hiicrelerin
cogunlugunun fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip oldugu belirlendi. Ayrica nisler
icerisinde daha iri ve genis, piramit sekilli hiicrelere rastlandi. Ilerleyen pasajlarda
fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin kiiltiir ortaminda hakim oldugu ve

morfolojilerini uzun siire koruduklar1 gozlendi.

Harvanova ve arkadaslar1 (2011) bulgularimiza benzer olarak hiicre niglerinde iki farkli
morfolojiye sahip hiicre bulundugunu bildirdiler. Caligmalarinda kiiltiir ortaminda
fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicreleri ve az sayida iri ve genis sekilli hiicreleri
tarif ettiler. 10 giin sonra fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin kiiltiir
ortaminda ¢ogunlugu olusturdugunu belirttiler. Bununla birlikte, Prado ve arkadaslar
(2015) ile Amemiya ve arkadaslari1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada sadece fibroblast benzeri
morfolojiye sahip hiicreleri gozlemlediler ve ilerleyen pasajlarda da hiicrelerin bu

morfolojilerini koruduklarini saptadilar.

MKH’leri tanimlamak i¢in en ©onemli kriterlerden birisi bu hiicrelerin ¢ok yonlii
(adipojenik, osteojenik ve kondrojenik) farklilasma potansiyellerini gostermektir

(Dominici vd., 2006). MKH’ler ¢alismamizda uyguladigimiz gibi genellikle 21 giin siire
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ile farklilastirma medyumlar1 igerisinde inkiibe edilerek osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik hiicrelere farklilastirilmaktadir (Shimomura vd., 2010; Garcia vd., 2016; Jia
vd., 2017). Bununla birlikte farkli inkiibasyon siirelerinin (7,14 ve 28 giin) uygulandigi
farklilastirma ¢alismalarina (Murata vd., 2014; Fiilber vd., 2016; Isobe vd., 2016; Burk
vd., 2017; Neybecker vd., 2018) da rastlanmaktadir.

MKH’leri tanimlamak i¢in en 6nemli kriterlerden digeri de, bu hiicrelerin CD 73, CD90
ve CD105 molekiillerini ifade etmeleri; CD45, CD34, CD11b, CD14, CD19, CD79 ve
HLA sinif II molekiillerini ifade etmemeleridir (Dominici vd., 2006). Bununla birlikte
SSMKH’lerin CD44, CD90, CD73 ve CDI105 molekiillerini ifade ettikleri,
hematopoietik belirtecler olan CD34 ve 45’1 ifade etmedikleri de ¢aligmalarda gosterildi
(Hatakeyama vd., 2017; Li vd., 2020). Ayrica, CD44 (Jones vd., 2008; Jones ve
Crawford, 2014) ve CD90 (Krawetz vd., 2012) gen ifadelerinin kondrojenik farklilagma
potansiyelleri ile iliskili oldugu da bildirilmektedir. Bu caligmalarla uyumlu olarak
arastirmamizda P0’a gore P3’teki hiicrelerde MKH belirtecleri olan CD44, CD73,
CD90 ve CDI105 gen ifadelerinin arttigmmi ve hematopoietik hiicre belirtegleri olan
CD34 ve CD45 gen ifadelerinin ise azaldigin1 belirledik.

4.2. Eklem Kikirdagindan Kondrositlerin izole Edilerek Kiiltiirlenmesi, Transwell
Kiiltiiriin Olusturulmasi ve TGF-B3 ve/veya BMP-9 flave Edilmis ya da Edilmemis

Kondrojenik Farklilasma Medyumuyla Kiiltiirlenmesi

Tek tabakali kondrosit hiicre kiiltiiriinde ilerleyen pasajlarda kondrositlerin
dedifferensiye oldugu (Benya vd., 1978; Schulze-Tanzil vd., 2002), kondrosite 6zgii
fenotipin kayboldugu ve hiicre morfolojilerinin fibroblast benzeri hiicrelere benzedigi
bildirildi (Schulze-Tanzil vd., 2004; Schulze-Tanzil, 2009). Dolayisiyla eklem
kikirdagindan izole edilen kondrositler P1’e kadar cogaltildi ve P1’deki hiicreler
Kubosch ve arkadaslarinin (2016) protokoliine benzer sekilde transwell kiiltiirde
kullanildi.

Transwell ko-kiiltiir sistemi; iki farkli hiicre toplulugu arasindaki sinyallesme tespitinin

yapilabilmesi sebebiyle diger ko-kiiltiir ydontemlerine gore daha avantajli gdziikmektedir
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(Renaud ve Martinoli, 2016). Gozenekli bir membran yapisina sahip transwell kiiltiir,
diger kondrojenik farklilasma yontemlerine gére daha hizli ve verimli farklilagmay1
saglar ve kikirdak matriksinin sentezini daha fazla artirir (Murdoch vd., 2007).
Kondrosit peleti ile MKH'lerin biraraya getirildigi kokiiltiir sisteminde kondrositlerden
salgilanan paratiroid hormonu ile iligkili protein (PTHrP)’in MKH’lerin kondrojenik
farklilagmasinda hipertrofiyi engelledigi de bilinmektedir (Fischer vd., 2010). Bununla
beraber Ahmed ve arkadaslari (2007) tarafindan da benzer sekilde tek tabakali
kiltirlerde TGF-B3’ln indiikledigi hipertrofinin transwell ko-kiiltiir sisteminde
kondrositler tarafindan baskilandig1r gozlendi. Kikirdak matriks olusumu; kondrositler
ile sinoviyal membran veya embriyonal kokenli kok hiicreler veya uyarilmis pluripotent
kok hiicreler birlikte kiiltiirlenmesinde, tek tabakal kiiltiire kiyasla daha fazla meydana
gelmektedir (Vats vd., 2006; Varshney vd., 2010; Wei vd., 2012). Ayrica, en énemlisi,
kondrositlerin ve SSMKH’lerin transwell ko-kiiltiirde biraraya getirilmesi ile dogal
eklem mekanizmasinin taklit edilebilmesidir (Kubosch vd., 2016). Ancak, yapilan bir
calismada transwell kiiltiirde yer alan kondrositlerin ve aljinat boncuklar igerisinde
bulunan MKH’lerin kikirdak matriks olusumunu 6nemli derecede azalttig1 da bildirildi
(Xu vd., 2013). Calismamizda, transwell ko-kiiltiir sisteminin bu ¢esitli avantajlarindan
dolay1 (Vats vd., 2006; Ahmed vd., 2007; Aung vd., 2011; Kubosch vd., 2016)
transwell kiiltiirde insert iizerinde kondrositler ve kuyucuk tabaninda ise SSMKH’ler
yer alacak sekilde ko-kiiltiir sistemini olusturduk. Hiicre-hiicre temasinin olmadig:
indirek ko-kiiltiirlerde, hiicrelerden salgilanan gesitli faktorlerle hiicrelerin birbirlerini
etkileyebilmeleri ve haberlesebilmeleri igin genellikle transwell insertiiniin gozenek
boyutlar1 0,4 um veya 3 pum olarak tercih edilir (Renaud ve Martinoli, 2016). Kikirdak
hiicrelerinin sadece salgilarinin SSMKH’ler iizerindeki etkisini gbzlemlemek icin 0.4
um gozenek boyutunda transwell insertler kullandik. Transwell ko-kiiltiir sisteminde yer
alan kondrosit ve kok hiicre oranlar1 1:3 (Meretoja vd., 2012), 3:7 (Meretoja vd., 2014),
3:1 (Zuo vd., 2013) olarak kullanildiginda kondrojenik farklilagsmada olumlu sonuglar
elde edilse de ¢ok sayida arasgtirmada 1:1 orami kullanilarak daha optimal etkiler
gozlendi (Chen vd., 2009b; Bian vd., 2011; Hwang vd., 2011). Biz de transwell ko-

kaltiir sisteminde kondrosit- kok hiicre oranini 1:1 olarak belirledik.

Kondrojenik farklilastirma calismalarinda kok hiicrelerde kondrojenik farklilagsmay1

baglatmak icin genellikle TGF-B, IGF-1 ve BMP gibi biiyiime faktorleri
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kullanilmaktadir (Liu vd., 2010). Bu biiylime faktorlerinden TGFB1’in, kondrositlerin
terminal farklilasmasini inhibe ettigi ve prehipertrofik kondrositlerin fenotipini sabit
duruma getirdigi bildirilirken (Ballock vd., 1993), TGF-B1 ve B3’tin BMP-2 ile birlikte
kondrogenezisi indiikledigi gosterildi (Desancé vd., 2018). Bununla birlikte, TGF-
ailesinden TGF-B3’tin Smad 2/3 ve BMP-9’un Smad 1/5 yolag1 (van Caam vd., 2015)
araciligiyla kok hiicrelerde kondrojenik farklilagsmay: indiikledigi bilinmektedir.
Bununla birlikte yalnizca TGF-8 ile muamele edilen MKH'lere kiyasla, kondrosit ve
MKH'lerin ko-kiiltiirlerinde kondrojenik farklilasma gen ifadelerinde (COL2A1, ACAN
ve SOX9) artis tespit edildi (Cooke vd., 2011). Kondrojenik farklilasma ¢alismalarinda
TGF-B3, 10ng/mL'lik konsantrasyonda yaygin olarak kullanildigi (Qing vd., 2011; Wu
vd., 2012; Hatakeyama vd., 2017; Jorgenson vd., 2018) i¢in ¢alismamizda bu dozu
tercih ettik. Arastirmamizda, transwell ko-kiiltiir sisteminde TGF-83 ve BMP-9 biiyiime
faktorlerini ya tek baslarina ya da birlikte kiiltiir medyumuna ilave ederek ¢aligma
gruplarini olusturduk. Bu biliyime faktorleri ile 21 giin boyunca gruplara kondrojenik
farklilasma protokoliinii uyguladik. Kontrol grubu ile karsilagtirilan tiim gruplarda
kondrojenik farklilagmanin indiiklendigi hiicrelerde COL Il protein ifadesini

immunfloresan boyama ile gostererek dogruladik (Resim 3.10,11,12,13).

BMP-9 hem kondrojenik hem de osteojenik potansiyele sahip bir biiyiime faktoriidiir
(Lamplot vd., 2013). BMP-9’un farkli zaman dilimlerinde ve ¢esitli dozlarda
kondrojenik potansiyelinin degerlendirildigi ¢calismalar bulunmaktadir. BMP-9'un, 100
ng/mL'lik bir konsantrasyonda kullanildiginda pelet ve aljinat kiiltiirde sirasiyla 14 ve
21 giin igerisinde kondroprogenitor ve kok hiicreler iizerinde yiiksek kondrojenik
potansiyele sahip oldugu bildirildi (Majumdar vd., 2001; Morgan vd., 2020). Mikro
kiitle kiiltiiri ile pluripotent kok hiicreleri (C3H10T1/2 hiicreleri) 10 ng/mL BMP-9
ilave edilmis kondrojenik farklilasma medyumuyla 4 giin siire ile kiiltiirlendiginde,
100ng/mL BMP-9 dozuna benzer sekilde giiglii bir kondrojenik farklilagsma potansiyeli
sergiledigi gosterildi (Cheng vd., 2016). Morgan ve arkadaslarinin (2020) yaptigi
calismada; 50,100 ve 200 ng/mL gibi yiiksek dozlarda BMP-9’un 4 giinde
kondroprogenitor hiicrelerin yiiksek diizeyde kondrojenik hiicrelere farklilasmasina
neden oldugu fakat bu dozlarin yiiksek hipertrofiye sebep oldugu bildirilirken; 6,12.5 ve
25 ng/mL gibi daha diisik BMP-9 dozlarmin ise 4 giin igerisinde kondrojenik
farklilagsmay1 indiiklemedigi ve hipertrofiye yol agmadigi gosterildi. BMP-9’un degisik
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kiiltiir ortamlarinda, farkli dozlarda ve inkiibasyon siirelerinde kullanilmas1 kok
hiicrelerin kondrojenik farklilasmasini etkileyen 6nemli faktorlerdir. Kok hiicrelerin
kondrojenik farklilasmasinda TGF-B3 ve BMP-9’un etkilerini gostermek i¢in 21 giin
siireyle hiicreleri kiiltiirledigimizden dolayr hipertrofik bir etkiye yol agmamak icin

BMP-9’un 10ng/mL olan diisiik dozunu tercih ettik.

4.3. Transwell Kiiltiirde Kiiltiirlenen Kok Hiicrelerin Kondrojenik Farkhlagsma
Potansiyellerinin Real-Time PCR, Iimmunfloresan ve Alsiyan Mavisi Boyamasiyla

Degerlendirilmesi

SOX9, kikirdak farklilagsmasinda ana kondrojenik transkripsiyon faktorii olarak kabul
edilir ve COL2A1, COL9A1, COL11A2 ve ACAN genlerini aktiflestirir. Ayrica,
SOX9’un ACAN ile birlikte, COL2A1 gen ifadesini diizenleyerek kok hiicrelerin
kondrositlere farklilasmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Dong vd., 2012). SOX9
kikirdak gelisimi esnasinda 6nemli rol oynar. Farelerde yapilan bir calismada, SOX9
geninin kikirdak farklilagsmasinin yogunlagsma asamasindan once g¢ikarilmasi kikirdak
gelisiminin durmasina sebebiyet verirken, yogunlasma asamasi sonrast SOX9 geninin
inhibe edilmesi, kondrosit farklilasmasinin durmasina neden oldugu gosterildi
(Akiyama vd., 2002). SOX9, WNT/B-katenin-bagimli promotérlerin aktivasyonunu ve
p-katenin bozunmasint uyarir (Cheng ve Geneve, 2010) Bdylece, kondrosit
farklilasmasini desteklerken kondrosit hipertrofisini geciktirir (Akiyama vd., 2004).
Hiicrelerarasi proteinlerden ACAN, COLIL, COL9 ve COL11; SOX9 geni tarafindan
diizenlenir (Oh vd., 2014). ACAN, kikirdak dokuda kondrosit-kondrosit ve kondrosit-
matriks etkilesimlerinde dnemli rol oynamaktadir (Doege vd., 1991; Kiani vd., 2002).
In vitro olarak eklem kondrositleri ve MKH’lerin birlikte kiiltiirlendigi ko-kiiltiir
sistemlerinde SOX9 gen ifadesinin arttigin1 gosteren ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir
(Ahmed vd., 2007; Chen vd., 2009b; Lee ve Im, 2010; Lettry vd., 2010; Cooke vd.,
2011; Zuo vd., 2013).

Calismamizda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 2. grupta SOX9 (p<0,05), COL2A1
(p<0,01), ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerinde istatistiki olarak anlamli bir artig
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saptandi. Hipertrofi gostergesi olan COL10A1 gen ifadesinde ise artig olmasina ragmen
istatistiki olarak bir fark belirlenmedi. Dolayisiyla TGF-B83 igeren kondrojenik
farklilasma medyumu ile SSMKH’lerin kiiltiirlenmesi 6nceki ¢alismalarla (Hatakeyama
vd.,, 2017; Liang vd., 2018) uyumlu olarak hipertrofiye neden olmaksizin

kondrogenezisi indiiklemektedir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3. ve 4. grupta COL2A1, SOX9 ve ACAN gen
ifadelerinde artis gozlendi 3. grupta COL2A1 (p<0,05) ve ACAN (p<0,05) gen
ifadelerinde istatistiki olarak anlaml bir fark goriiliirken, 4. grupta COL2A1 (p<0,01),
SOX9 (p<0,05) ve ACAN (p<0,05) genlerinde istatistiki bir 6nemin odugu saptandi.
Dérdiincti grupta SSMKH ile kondrositlerin birlikte kiiltiirlendigi kiiltiir medyumuna
TGF-B3 ilave edildiginde, ikinci ve {iglincli gruba gore Ozellikle COL2A1 gen
ifadesinde istatistiki olarak énemli olmayan bir artis oldugu goriildii. Kondrositler ile
synovial membran kokenli kok hiicreler birlikte kiiltiirlendiginde kondrogenezisin
indiiklenmesinde kondrositlerden salgilanan TGF-83’iin 6nemli oldugu ve transwell
kiiltirde kondrositlerin  TGF-f salgiladigi ve salgilanan TGF-B’nin  kondrojenik
farklilagsma esnasinda kok hiicrelerde SOX9, ACAN ve COL II seviyelerini arttirirken,
hipertrofik belirteglerin seviyelerini azalttig: bildirildi (Chen vd., 2009a; Kubosch vd.,
2016). Ozetle hem kondrositlerden parakrin olarak salgilanan hem de kiiltiir
medyumuna ilave edilen TGF-B3’iin kondrosit hipertofisine yol agmadan ve COL2A1
ve SOX9 gen ifadelerinde istatistiki olarak 6nemli olmayan bir artisa neden olarak

kondrogenezisi uyardigini diistinmekteyiz.

5. grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda COL2A1 (p<0,01), SOX9 (p<0,01) ve
ACAN (p<0,05) gen ifadelerinde istatistiki olarak anlamli bir artis belirlendi. COL10A1
gen ifadesinde ise artis olmasina ragmen istatistiki olarak fark gozlenmedi. Biiylime
faktorii eklenmeyen 3. grup ile BMP-9 ilave edilen 5. grup karsilagtirildiginda SOX9,
COL2AL1 ve ACAN gen ifadelerinin istatistiki olarak 6nemli olmasada 5. grupta arttigi,
hatta COL2A1 geni disinda kondrojenik belirteglerdeki artisinin TGF-B3 eklenen 4.
gruba gore de daha fazla oldugu goriildi. BMP-9’un siireye ve doza bagli olarak
kondrogenezisi indiiklerken ayni zamanda hipertrofiye yol actigr ile ilgili ¢aligmalar
bulunmaktadir (van Caam vd., 2015; Morgan vd., 2020). Kondrosit ve kok hiicrelerin
birlikte kiiltiirlendigi transwell kiiltiire 10ng/mL gibi diisiik bir dozda BMP-9 ilave
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edildiginde kondrosit hipertrofisine sebep olmaksizin kondrogenezisi indiiklemektedir.
Laboratuvarimizda yaptigimiz c¢alismada kondrositler ile kok hiicrelerin birlikte
kiiltirlendigi transwell kiiltirde BMP-9 ilave edilmesinin kondrosit hipertrofik
belirteglerden MMP-13 ve RUNX-2 gen ifadelerini onemli derecede artirmadigi
goriildii (Akgilin vd., 2022). Ancak BMP-9’un kondrojenik farklilagma potansiyelinin
daha iyi anlasilmasi i¢in SSMKH’lerinin kondrojenik farklilastirma medyumuna sadece
BMP-9 ilave edilerek kiiltiirlendigi bir grubun daha olusturulmasmin uygun olacagini

diisiiniiyoruz.

BMP-9 ve TGF-B3’iin birlikte kondrojenik farklilasma medyumunda kullanilarak
hiicrelerin kiiltiirlendigi 6. grupta kontrol grubuna gére COL2A1 (p<0,001), SOX9
(p<0,001) ve ACAN (p<0,05) gen ifadeleri bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir
artis gosterdi. COL10A1 gen ifadesinde ise artis olmasma karsin istatistiki olarak
anlamli degildi. Benzer sekilde yaptigimiz farkli bir calismada BMP-9 ve TGF-B3’iin
birlikte kondrojenik farklilasma medyumunda kullanilmasinin hipertrofiye yol
acmadigini belirledik (Akgiin vd., 2022). 3. grup ile karsilastirildiginda 6. grupta
COL2A1 (p<0,01) ve SOX9 (p<0,01) gen ifadelerinde istatistiki olarak 6nemli bir fark
gozlendi. 3. grupta kondrositler ile birlikte kok hiicrelerin kiiltiirlenmesi kondrogenezisi
indiiklemekle birlikte 3. grup ile karsilastirilan 6. grupta BMP-9 ve TGF-33’{in birlikte
kondrogenezis {izerine giiglii sinerjik etkisi goriiliiyor. Bununla birlikte 2. grup ile 6.
grubu karsilastirdigimizda yine 6. grupta COL2A1 (p< 0,05) ve SOX9 (p< 0,05) gen
ifadesinin onemli derecede arttif1 goriiliiyor Bu durum sinerjik etkiye sadece biliyiime
faktorlerinin degil ayni zamanda kondrositlerinde katkida bulundugunu ortaya
cikarmaktadir. Bulgularimizla tutarli olarak, TGF-B3 birlikte kullanildiginda, BMP-
2’nin, tek basma TGF-B3 eklenmis gruba gore COL Il gen ifadesini daha fazla
indiikledigi rapor edildi (Schmitt vd., 2003). Diger bir ¢aligmada ise, 10ng/mL BMP-2,
4, 7 'nin TGF-B3 ile beraber kullanilmasinin COL II gen ifadesini artirdig1 bildirildi
(Hennig vd., 2007). Dolayisiyla hem biiyiime faktorleri (10ng/mL BMP-9 ve TGF-33)
hem de kondrositler transwell kiiltiirde kondrogenezis iizerine sinerjik bir etki

gostermektedirler.
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5. SONUC ve ONERILER

1) SSMKH’ler giiglii kondrojenik farklilagsma potansiyeline sahiptir.

2) Kondrositler SSMKH’ler ile birlikte kiiltiirlendiginde hipertrofiye neden

olmaksizin kondrogenezisi indiiklemektedir.

3) Kondrositler ile SSMKH’lerin birlikte kiiltiirlendigi transwell kiiltiir sistemine
TGF-B3  eklendiginde  hipertrofiye = neden  olmaksizin  kondrogenezisi

indiklemektedir.

4) Kondrositler ile SSMKH’lerin birlikte kiiltiirlendigi transwell kiiltiir sistemine

BMP-9 eklendiginde hipertrofiye neden olmaksizin kondrogenezisi indiiklemektedir

5) Hem biiyiime faktorleri (TGF-B3 ve BMP-9) hem de kondrositler birlikte
ozellikle COL2A1 ve SOX9 gen ifadelerini arttirarak SSMKH’lerin kondrojenik

farklilagsmasi tizerine sinerjik etki gosterirler.

Gruplar aras1 anlaml bir farkin olup olmadigin1 anlamak amaciyla pozitif kontrol
grubu olarak sadece kondrositlerin bulundugu bir grubun ilave edilmesi faydali

olacaktir.

BMP-9’un ilave edildigi kondrojenik farklilasgtirma medyumu ile kiiltiirlenen
SSMKH grubu ve TGF-63 ve BMP-9’un ilave edildigi kondrojenik farklilastirma
medyumu ile kiiltiirlenen SSMKH gruplarinin  kondrogenezis {iizerine etkisi
arastirtlmalidir. Ayrica bu biiyiime faktorlerinin farkli dozlarinin ve uygulanma
stirelerinin kondrojenik farklilagsma {izerine etkisinin arastirilmasi yeni protokollerin

gelistirilmesi acisindan 6nemlidir.
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Bunlara ilaveten Transwell kiiltiirin hipoksik sartlarda kiiltiire edilmesiyle

kondrogenezis iizerine etkisi arastirilabilir.
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