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OZET

Amniyotik Sivi Kaynakh Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhilasmasinin

Optimizasyonunda Adaylar: TGF-83, 178-Estradiol ve Osteoprotegerin

Kemik doku, organik ve inorganik maddelerden olusan kompleks bir dokudur.
Hormonlar, biiyiime faktorleri, sitokinler, iz elementler gibi birgok unsurun etki
gosterdigi kemik dokuda 100’{in {izerinde hastalik ve sendrom tanimlanmistir. Her
biri karmagik ve farkli yaklagimlar gerektiren bu hastaliklar, kemik rejenerasyonu ile
ilgili girisimlere ihtiya¢ duyan bireylerde yenilik¢i hiicresel tedavi yaklagimlarinda
problemlere sebep olabilecek potansiyeldedir. Calismada osteoblast hiicre hatti olan
hfOB  hiicreleri iizerinde TGF-B3 ve 17B-estradiol kullanarak kemik
metabolizmasinda 6nemli role sahip olan osteoprotegerin (OPG) proteinin iiretimi
arttirilarak yiiksek seviyede OPG igeren kosullandirilmis medyum (KM) elde edildi.
Elde edilen yiiksek seviyede OPG igeren KM nin yani sira TGF-83, 178-estradiol ve
standart hfOB KM kullanilarak amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerde (ASKKH)
osteojenik farklilastirma ¢alismalar1 yapildi. On doért ve yirmi bir giinliik
farklilastirma galigmalarinin ardindan hiicreler real-time PCR yontemi ile osteojenik
belirtegler olan SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen ifadeleri bakimindan incelendi.
Hiicrelerde ayrica Alizarin Red S boyamasinin sayisal degerlendirmesi yapilarak
kalsiyum birikimi seviyeleri belirlendi. Elde edilen veriler 17B-estradioliin
ASKKH’leri hizla osteojenik farklilasmanin ileri safhalarina tasidigimi  ve
mineralizasyonu arttirdigini gosterdi. Ote yandan TGF-B3 ve OPG’nin ise hiicrelerin
daha uzun siire erken osteoblastogenezis safhasinda kalmasina yardimci oldugu ve
hiicrelerde mineralizasyon miktarini diisiik seviyelerde tuttugu goriildii. Daha hizli
kemiklesme ve yiiksek oranda mineralizasyonun amacglandigi durumlarda 178-
estradiol daha basarili sonuglar vaat ederken hiicrelerin erken osteoblastogenezis
sathasinda tutulmasinin fayda saglayacagi veya ekstansif mineralizasyonun sorun
yaratacagi durumlarda ise TGF-B3 ve OPG’nin daha yararli olabilecegi
diigiiniilmektedir. Calismadan elde edilen veriler diger erken ve ge¢ osteogenezis
belirteclerinden elde edilecek veriler ile zenginlestirilmeli; belirlenecek farkli zaman
araliklart ile hiicrelerin osteogenezisin hangi asamasinda ne kadar siire ile kaldigi
belirlenmeli ve elde edilecek sonuglar in vivo ¢alismalar ile test edilmelidir.

Anahtar Kelimeler:17B-estradiol, Amniyotik sivi kaynakli kok hiicreler,
Kosullandirilmis medyum. Osteojenik farklilastirma, Osteoprotegerin, TGF-633.



SUMMARY

Potential Canditates on Optimization of Osteogenic Differentiation of Amniotic
Fluid Derived Stem Cells: TGF-83, 178-Estradiol and Osteoprotegerin

Bone is a complex tissue which comprises of both organic and inorganic substances.
There are numerous factors known to effect the tissue like hormones, growth factors,
cytokins, trace elements, etc. and over 100 diseases and syndroms had been
identified related with the the tissue. These pathological states which require comlex
and unique treatments, have the potential to stimuate severe adverse effects in
innovative cellular therapy approaches. In the study, production of osteoprotegerin
(OPG), a very important protein for bone metabolism, is promoted in osteoblast cell
line hfOB cells under the influence of TGF-63 and 178-estradiol and the condition
mediums (CM) were collected as OPG rich CM. Amniotic fluid derived stem cells
(AFSCs) were differentiated into osteogenic lineage using OPG rich CM, TGF-33,
17B-estradiol and standart hfOB CM. The cells were analysed with real-time PCR
after 14 and 21 day differentiations for gene expressions of osteogenic markers
SPP1, RUNX2, COL1 and DCN. Furthermore, Alizarin Red S quantification were
performed on differentiated cells to determine their calcium deposition levels. The
data suggested that, 17B-estradiol hastens the osteogenic differentiation progress and
helps cells to reach late osteogenesis rather quickly while also augmenting the
mineralisation of cells. In other respects, TGF-33 and OPG assists cells to stay in
early osteoblastogenesis stage for a longer period and keeps mineralisation in low
levels. In circumstances that enhanced bone formation and greater mineralisation is
intended, 17B-estradiol offers promising results while TGF-83 and OPG seems to be
more prefferable in situations which extensive mineralisation is undesirable and use
of early osteoblastogenic cells would be beneficiary. Data from the study should be
further expanded with other early and late osteogenic markers and it also should be
determined how long the cells remain in which stage of osteogenesis by setting
different time intervals. Finally, the results of those studies should be tested with in
vivo studies.

Keywords: 178-estradiol, Amniotic fluid stem cells, Conditioned medium,
Osteogenic differentiation, Osteoprotegerin, TGF-3.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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ASKKH Amniyotik s1v1 kaynakli kok hiicreler
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1. GIRIS

1.1. Kemik Doku ve Hiicreleri

Kemik doku, bilinen en eski omurgalilardan beri var olan buna ragmen temel yap1 ve
organizasyon bakimindan milyonlarca yillik bu siirecte ¢cok az degisiklik gostermis
bir destek dokusudur (Hall 1991). Kemik doku hem organik hem de inorganik
maddelerden olusan, bu nedenle de hormonlardan minerallere; biiyiime
faktorlerinden maruz kaldigi basinca kadar birgok etmenden etkilenen oldukca

kompleks bir yapiya sahiptir (Courteix vd. 1998, Rodan 1998).

Embriyonik olarak mezodermden koken alan kemik doku, iki yolla meydana gelir.
Intramembrandz ve endokondral ossifikasyon ad1 verilen bu siireclerin her ikisi de
mezenkimal prekiirsorlerle baslasa da kemiklesme sekilleri farklilik gosterir. Basitce
aciklamak gerekirse yass1 kemikler, kafatasi, klavikula gibi kemiklerin olusturuldugu
intramembrandz ossifikasyonda mezenkimal doku dogrudan kemik dokuya
farklilasirken aksiyal iskeletin bir boliimiiniin ve uzun kemiklerin olusturuldugu
endokondral ossifikasyonda ise mezenkimal doku Once kikirdaga farklilagir. Bu
kikirdak dokuda zamanla hipertrofiye olan kondrositlerce salgilanan biiylime
faktorlerinin etkisiyle damarlagma meydana gelir ve matriks mineralize olarak

ossifikasyona ugrar (Int. Kyn. 1; Kierszenbaum, 2006).

Kemik doku 4 ana hiicreden meydana gelir. Bunlar osteoprogenitér hiicreler,
osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir. Osteoprogenitor hiicreler fibroblast
benzeri morfolojiye sahip, osteoblastlara farklilagsma yoniinde kosullanmis Oncii
hiicrelerdir. Periosteum, endoesteum ve havers kanallarinda hazir durumda bulunan
bu hiicreler gerekli durumlarda uyarilarak farklilagmalar tetiklenir ve osteoblastlara
dontiserek yeni kemik olusumuna katilirlar (Topaloglu vd., 2017). Osteoblastlar

kemik iliginde bulunan mezenkimal hiicrelerden farklilasan, osteopontin, osteokalsin



(OCN), osteoprotegerin (OPG) gibi kemik doku i¢in hayati 6neme sahip proteinlerin
tiretimi ve yeni kemik yapimindan sorumlu hiicre tipidir (Katagiri ve Takahashi
2002). Yiiksek oranda polarize hiicreler olan osteoblastlar kemik olusumu
bolgelerinde bir dizi seklinde dagilim gosterirler ve osteoidleri olusturup, bu

osteoidlerin mineralizasyonunu saglarlar (Kierszenbaum, 2006).

Osteoblastlar zamanla iirettikleri matriks igerisine gomiiliirler ve burada olgunlasarak
osteositleri meydana getirirler. Mineralize matriks igerisindeki lakiinlerde bulunan bu
hiicreler, uzun sitoplazmik uzantilara sahiptir. Osteositler bu uzantilar ile kanalikuli
osseiler boyunca ilerler ve komsu lakiindeki diger osteositlerle oluklu baglantilar
kurarlar. Bu hiicreler kemigin yeniden modellenmesinde dogrudan bir rol almasa da
onemli bir fonksiyona sahiptir. Osteositler, osteoblastlarin terminal farklilagsma
sathasindaki hiicreler olarak bir noktada yeni kemik olusumunun son sathasindaki
hiicrelerdir. Bu hiicreler bulunduklar1 bolgede lokal olarak osteoblast farklilasmasini
inhibe eder ve osteoklast formasyonunu indiikleyerek kemik yikimini hizlandirmak
suretiyle kemik yapimi ve yikimi arasindaki dengenin korunmasina hizmet eder (Han
vd. 2018, Loiselle vd. 2013). Osteositler ile ilgili yapilan son ¢alismalar bu
hiicrelerin kemik metabolizmasinda 6nemli role sahip olan reseptor aktivator niikleer
kappa B ligand (RANKL) proteini sentezledigini ve dolayisiyla da
osteoklastogenezisi indiikledigini gostermistir (Nakashima vd. 2011, Xiong vd.
2015). Osteositler ayn1 zamanda kemik morfojenik protein (BMP) antagonisti olan
sklerostin proteinini sentezleyerek osteoblastogenesisi inhibe eder ve kemik

yenilenmesini diizenler (ten Dijke vd. 2008).

Kemik dokunun ii¢iincii ve son ana hiicresi ise kemik yikimlanmasindan sorumlu
osteoklastlardir. Osteoklastlar trabekiiler yiizeylerde ve kompakt kemiklerin ig
yiizeyinde bulunan, kemik matriksini rezorbe etmekle gorevli, ¢ok ¢ekirdekli,
fagositik hiicrelerdir. Osteoklastlar kemik iliginde bulunan monosit-makrofaj ailesine
bagl progenitorlerden farklilagirlar (Udagawa et al. 1990). Osteoklastlar yiiksek
diizeyde tartrat-rezistant asit fosfataz (TRAP) ifade etmeleriyle Kkarakterize

hiicrelerdir. Monosit-makrofaj ailesinden progenitorlerden farklilagmalarina ragmen



basta kristalize edilebilir kisstm (Fc) ve tamamlayici bilesen 3 (C3) reseeptorleri
olmak tiizere bircok makrofaj spesifik antijeni icermezler (Chambers 2000).
Osteoklastlar salgiladiklar asit ve katepsin K gibi proteolitik enzimler ile kemik
dokudaki organik ve inorganik bilesikleri hidrolize eder. Osteoklastlar taraindan
iretilen erozif iriinler, osteoklastin apikal yiizeyindeki pedozomlar1 ile sikica
cevreleyip kemik tizerindeki diger bolgelerden ayirdigr “rezorpsiyon lakiini” adi

verilen bolgeye salgilanir (Charles ve Aliprantis 2014).

Osteoklastik aktivitenin ardindan kemik doku yikimlanir ve sonrasinda cesitli
mekanizmalarla rezorpsiyon lakiiniiniin oldugu bolgeye mezenkimal kok hiicrelerin
gocli ve gog eden kok hiicrelerin osteoblastik farklilasmasi indiiklenir. Bu hiicreler
osteoblastlara farklilastiginda yilizeyde tekrar osteoidleri olusturur ve zamanla

bolgeyi tekrar minerlize eder (Sekil 1.1) (Charles ve Aliprantis 2014).

Sekil 1.1. Kemik rezorpsiyonu ve yeni kemik yapimi. Osteoklastlar (OC) kemik yiizeyine

apikal yiizeylerindeki pedozomlari ile tutunur. Bu pedosomlar ile ¢evreledigi kemik yiizeyini
sikica kapatir ve rezorpsiyon lakiinii (RL) adi verilen bu bolgeye salgilarin1 aktararak kemigi
yikimlar. Cesitli mekanizmalarla, yikimlanan yiizeye mezenkimal kok hiicrelerin (MSC)
gbc¢li ve bu hiicrelerin osteoblastlara (OB) farklilagsmasi saglanir. Osteoblastlar bir dizi

halinde bolgeye lokalize olup osteoidleri olusturur ve mineralize eder.



1.1.1. hFOB 1.19 Hiicre Hatt1

Human fetal osteoblastic (hFOB) 1.19 (ATCC CRL-11372), simian viriisii 40
(SV40) biiyiik T antijeninin sicakliga duyarli bir mutantim1 (tsA58) kodlayan bir
genin transfeksiyonu ile kosullu olarak oliimsiizlestirilen insan fetal osteoblastik
hiicre hattidir. Hiicre hatti, bir abort vakasini takiben elde edilen disi bir fetusa ait

ekstremitelerden izole edilen hiicrelerden elde edilmistir (Int. Kyn. 2).

hfOB 1.19 hiicreleri preosteoblastik hiicreler olup, hiicre kiiltiiriiniin erken
sathalarinda CD13, CD29, CD73, CD90, CD 105 gibi baz1 mezenkimal kok hiicre
belirteglerinin yani sira pluripotent kok hiicre belirteci OCT-4 bakimindan da
pozitiflik gosteren potent hiicrelerdir. Ayrica herhangi bir indiiksiyon olmaksizin
sadece kiiltiir ortamimnin sicakliginin 39,5 °C’ye getirilmesi ile bu hiicreler
olgunlagmakta ve hiicrelerin osteojenik belirteglerinin ifadesinde artis goriilmektedir.
Bu ozellikleri ile hfOB 1.19 hiicreleri osteojenik farklilastirma calismalar1 igin
oldukg¢a uygun bir hiicre hattidir (Yen vd. 2007). Hiicrelerin dstrojen reseptor (ER)
a’nin hem 46 hem de 77 kDa’lik izoformlarini ifade ettigi bilinmektedir (Foo vd.
2007). Ayrica kisa siireli bir osteojenik farklilagtirma siireci sonunda hfOB
hiicrelerinin ER a, ER 8 ve ER benzeri reseptor y genlerini ifade ettigi gosterilmistir

(Thent vd. 2020).

Bu ozellikleri vasitasiyla hfOB hiicreleri ¢esitli kimyasal ajanlarin  kemik
metabolizmasina etkisinin incelenmesinde (Aditama vd. 2021, Sun vd. 2021),
osteojenik farklilastirma ¢alismalarinda (Kazimierczak vd. 2021, Pal vd. 2020) ve
hatta in vivo kemik yenilenmesi ile ilgili ¢alismalarda (Sarkar ve Bose 2020) siklikla

tercih edilen bir hiicre hattidir.



1.2. Kemik Doku Homeostazisi

Kemik doku, osteoblastlar ve osteoklastlarin karsilikli aktiviteleri ve osteositlerin
diizenleyici rolii ile normal fizyolojik durumda siirekli bir yenilenme siirecindedir.
Ozellikle kalsiyum metabolizmasinin da dnemli bir faktdr oldugu kemik dokuda
homeostazis, temel olarak osteoblastlar ve osteoklastlarin “Ying-Yang”’1 andiran
iligkileri ile saglansa da dengeye etki eden bir¢ok unsur bulunmaktadir. Kemik
gelisimi tamamlanip iskelet nihai biiylikliigline ulastiktan sonra kemik yapimi ve

yikimi arasinda giiglii bir denge s6z konusudur (Rodan 1998).

Osteoblastlar tarafindan kemik dokunun kiitlesinin belirlenmesi 3 ana sinyal yolag:
vasitasiyla  gerceklesir.  Bunlar  reseptor  aktivator  nilikleer kappa B
(RANK)/RANKL/OPG, kanatsiz/entegre (Wnt)/B-catenin ve Jaggedl/Notchl
yolaklaridir. Osteoklastlar i¢in ise tanimlanmis, dordii osteoklastogenezis ile, iigii de
osteoklast aktivasyonu ile iligkili olmak iizere en az 7 sinyal yolagi s6z konusudur.
Bunlar osteoklastogenezis ile iliskili olarak (1) Niikleer faktor kappa B (NF-kB)
kinaz/NF-kB, (2) c-jun-amino terminal kinaz/aktivatér protein 1, (3) avian
myelostomatozis viriis onkojen homologu (c-myc) ve (4) kalsineurin/ Aktive T
hiicresi niikeer faktorii (NFATCI); osteoklast aktivasyonu ile iligkili olarak da (5)
Rous Sarkoma Onkojen (Src), (6) Mutajen aktive edilmis protein kinaz kinaz
(MKK6) (MAPK6)/p38/mikroftalmi iligkili trasnkripsiyon faktér (MITF) ile (7) Src

ve ekstraseliiler sinyal-regiile kinaz yolaklaridir (Silva ve Branco 2011).

Kemik yapimi ve yikimina etkiyen faktorler arasinda kemik doku hiicrelerinin
tirettigi iirlinlerden dokunun maruz kaldig1 basinca varana dek bir¢ok tanimlanmis
etmen bulunmaktadir. Parathormon (Poole ve Reeve 2005), kalsitonin (Davey vd.
2008), biiytime hormonu (Isaksson vd. 1982), androjenler (Wiren vd. 2006), Gstrojen
(Hong vd. 2006), glukokortikoidler (Weinstein vd. 1998) gibi hormonlar; transforme
edici biiytime faktori-B (TGF-) (Balooch et al. 2005), fibroblast biiylime faktorii
(FGF) (Takei vd 2015), vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) (Yao vd. 2004)



gibi biiylime faktorleri; kalsiyum, sodyum (Teucher vd. 2008), demir (Medeiros vd.
2004), fosfor (Feinblatt vd. 1970), magnezyum (Liu vd. 2017) basta olmak {izere
bir¢ok iz element ve bunlarin yani sira kemigin maruz kaldigi mekanik yiik (You vd.

2008) gibi onlarca faktoér bu kompleks dokunun homeostazisinde s6z sahibidir.

Ancak bu etmenlerin neredeyse tamami etkilerini kemik doku hiicreleri tlizerinden
gerceklestirir. Osteositlerin gorece daha dolayli bir rol aldig1 bu sistemde ana etkiler
genelde osteoblastik veya osteoklastik aktivite iizerinedir. Ozellikle RANK, RANKL
ve OPG sistemi ve bu sistem dahilinde RANKL/OPG orani, kemik yapimi ve yikimi
arasindaki dengenin korunmasinda kilit faktér olarak goriilmektedir (Kurban ve

Mehmetoglu 2007, Wright vd. 2009).

1.2.1. RANK/RANKL/OPG

Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki aktivite dengesi RANKL/OPG dengesine
baghidir. RANK, osteoklast oncii hiicreleri iizerinde bulunan bir reseptordiir. Bu
reseptore, timor nekroz faktorii (TNF) ailesinden bir protein olan RANKL
baglandiginda osteoklast Oncli hiicreleri aktiflesir  ve hiicreler olgunlasarak
osteoklastlara farklilagir (Lam vd. 2001). RANKL, osteositler de dahil olmak iizere
birkac farkl: hiicre tarafindan sentezlenebilse de iiretilen RANKL’1n biiyiik bir kismi
B ve T lenfositler tarafindan sentezlenir (Kawai vd. 2006, Nakashima vd. 2011,
Xiong vd. 2015). OPG ise osteoblastlar tarafindan sentezlenen, ¢oziinebilir bir tuzak
reseptor proteinidir. OPG, RANKL ile baglanarak RANKL’mmn RANK’a
baglanmasin1  engellemek  suretiyle osteoklastlarin  olgunlasma  yoniinde

uyarilmasinin oniine geger (Simonet vd. 1997, Tong vd. 2019).



RANKL, RANKL 1, 2 ve 3 olmak iizere {i¢ izoforma sahiptir. Bunlardan tip 2
osteoklastogenezisi diizenleyici etkiye sahiptir. Bu izoform hem ¢oziinebilir hem de
membrandz formda bulunsa da osteoklastogenezisi uyarma kapasitesi ¢ozilinebilir
formda daha diistiktiir (Nakashima vd. 2000). RANKL’nin OPG’ye yakalanmadan
osteoklastlarin yiizeyinde bulanan RANK’a baglanmasiyla tiimor nekrozis faktor
reseptori iliskili faktor (TRAF) 2, 5 ve 6 agi8a ¢ikar ve osteoklastogenik stire¢ baglar
(Sekil 1.2). Bunlardan o6zellikle TRAF 6 osteoklastlar i¢in hayati onem tasir.
TRAF’larin etkisiyle NF-kB’nin aktivasyonu ve ¢ekirdek translokalizasyonu
gerceklesir. NF-kB, c-Fos’un ifadesinin artmasini saglar ve ifadesi artan c-Fos,
aktive T hiicresi niikleer faktorii 1’1 (NFATC1) tetikleyerek osteoklastojenik genlerin
transkripsiyonunu  saglar.  Farelerde  yapilan  ¢aligmalar ~ NFATCI’in
osteoklastogenezisin esas diizenleyicisi oldugunu gdostermistir. Ancak, kemik
dokudaki muhtesem denge politikasinin bir baska ornegi olarak NFATC1 sadece
osteoklastogenezis ile iligkili degildir. Protein, ayn1 zamanda osteoblastlarin normal
fonksiyon gosterebilmesi i¢in elzem olan osteriks (OSX) i¢in de dnemli bir pozitif

diizenleyicidir (Boyce ve Xing 2008, Boyce ve Xing 2007, Silva ve Branco 2011).
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Sekil 1.2. RANK/RANKL/OPG ve osteoklastogenezis. Osteoklast oncii hiicreleri lizerinde
bulunan RANK, osteoblastlar tarafindan {iretilen tuzak reseptér proteinleri olan OPG’ye
yakalanmadan RANKL ile kompleks olusturdugunda ostoklast aktivasyonu gergeklesir ve

onci hiicreler olgun osteoklastlara farklilastir.

Normal fizyolojik durumda RANKL/OPG orami denge igerisindedir. Fakat
osteoporozis gibi bazi patolojik durumlarda bu denge RANKL lehine bozulur ve
bunun sonucunda osteoklastogenezis, osteoblastogenezise galip gelerek yeni kemik

yapimindan daha fazla miktarda kemik yikimina sebep olur (McClung 2007).

1.2.2. Osteoprotegerin

OPG, akciger, karaciger, timus, kalp gibi bir¢ok dokunun yani sira esas olarak kemik
dokuda osteoblastlar tarafindan sentezlenen TNF Reseptor (TNFR) ailesinden bir
proteindir. Coziinebilir bir glikoprotein olan OPG, 7 fonksiyonel bolge olusturan 380
adet amino asitten meydana gelir (Baud’huin vd. 2013). OPG, hem 60 kDa
boyutunda monomer hem de 120 kDa boyutunda dimer halinde bulunabilir. Ancak
dimerik formda RANKL’a affinitesinin daha yiiksek olmasi nedeniyle RANKL 1n
RANK yerine OPG ile baglanabilmesi i¢in OPG’nin dimerizasyonu gereklidir
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(Schneeweis vd. 2005). OPG iizerindeki 7 bolgeden 1, 2, 3 ve 4; sisteinden zengin N-
terminal domainlerdir (alan bolgeleridir) ve RANKL ile baglanmada etkindirler.

Diger alan bdlgeleri olan 5, 6 ve 7 ise OPG’nin dimerizasyonu ile iliskilidir

(Baud’huin vd. 2013, Schneeweis vd. 2005).

OPG daha once de bahsedildigi lizere RANKL i¢in bir tuzak reseptdr olup ona
baglanarak RANK/RANKL kompleks olusumunu engeller ve osteoklastogenezisi
inhibe eder. OPG’nin yeterli diizeylerde sentezlenmemesi osteoporozis, romatoid
artritis, periodontitis gibi patolojik durumlara yol agabildigi gibi OPG geninde
meydana gelen mutasyonlar da Paget hastaligina neden olabilir (Reid ve Holen 20009,
Whyte vd. 2002). Ayrica kemik kiriklarmin prognozunda da OPG’nin 6nemli bir
etken oldugu bilinmektedir (Kéttstorfer vd. 2014). OPG, kemik doku disinda da bazi
patojenik durumlarla da iliskilidir. Ozellikle endotel hiicrelerin hayatta kalmasinda
onemli bir role sahip olmastyla atherosklerozis, koroner arter hastaligi, iskemik felg
gibi durumlarda da OPG’nin rolii bulunmaktadir. Arastirmalar bu gibi durumlarda
serum OPG seviyelerinin artis gosterdigini bildirmis fakat bu artisin patojenik
olmaktan ziyade koruma amagh oldugu anlasilmistir (Reid ve Holen 2009, Whyte
vd. 2002).

OPG’nin vaskiiler sistem iizerindeki etkileri kanser vakalarinda negatif etki
gostermesine neden olur. OPG, anjiyogenezisi destekleyici ozelligi ile timor
dokularinin hizla damarlagmasina yardimei olur. Ayrica RANKL’1n yani sira timor
nekroz faktor-iligkili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) i¢in de tuzak reseptdr
gorevi goriiyor olmasi timor hiicrelerinde TRAIL ile indiiklenen apoptozisi
engellemesine neden olur. Bunlarin yani sira kanser vakalarinda goriilen kemik
metastazlarinda da OPG’nin 6nemli rolii vardir (Corey vd. 2005, Fili vd. 2009, Holen
ve Shipman 2006).

Genis etki alamn ve diizenledigi mekanizmalarin Onemi gboz Oniinde

bulunduruldugunda OPG’nin pozitif ve negatif diizenleyicilerinin rollerinin



anlagilmasi1 biiyiik 6nem tasimaktadir. Vitamin D3, interleukin (IL) -la, IL-18,
TNFoa, TNF3, BMP2, TGF- ve 178-estradiol, Wnt 3, Wnt 4, Wnt 16 osteoblastlarda
OPG f{iretimini arttirdig1 bilinen faktérlerden bazilaridir. Prostoglandin E2, paratiroid
hormon, glukokortikoidler ve insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) 1 ise bilinen
onemli OPG inhibitorleri arasinda yer almaktadir (Kobayashi vd. 2015, Silva ve
Branco 2011).

1.3. Kok Hiicre

Kok hiicreler kendini yenileme ve 6zellesmis hiicrelere farklilasabilme yetenegine
sahip hiicrelerdir. Aragtirmacilar kok hiicre teriminin ilk kullaniminin 19. yiizyila
kadar tarihlenebildigini ve terime ilk defa Alman biyolog Ernst Haeckel’in 1868
tarihli “Yaratilisin Dogal Tarihi” adli eserinde Tiirk¢e tam karsiligi kok hiicre olan
“Stammzelle” adiyla rastlandigini1 belirtmektedir. Haeckel’in bu eserinde kok hiicre
icin tim ¢ok hiicreli organizmalarin evrimlestigi tek hiicreli atalari tanimin
kullandig1 aktarilmigtir. Haeckel, 1877 tarihli “Antropojeni” adli kitabinda ise bu
goriisiinii ilerletip dollenmis ovositin de bir kok hiicre oldugunu sdyleyerek kok
hiicre tanimin1 hem tiim ¢ok hiicrelilerin evrimlestigi ortak ata hiicre hem de
organizmadaki diger tiim hiicreleri olusturan doéllenmis ovosit i¢in kullanmistir

(Ramalho-Santos ve Willenbring 2007).

Kok hiicre terimi her ne kadar 100 yili askin siiredir kullaniliyor olsa da modern
anlamda kok hiicrenin genel tanimimin 1979°da Latjha (Lajtha 1979) tarafindan
yapildig1 ve bu tanima gore kok hiicrelerin kendilerini yenileme, fonksiyonel hiicre
tiplerine farklilasabilme, uzun siire hayatta kalabilme ozelliklerini ihtiva ediyor

olmas1 gerektigi belirtilmistir (Slack 2018).

Kok hiicreler siniflandirilirken elde edildikleri kaynaga goére embriyonik kok hiicreler

ve yetiskin kok hiicreler olmak {iizere ikiye; farklilasma potansiyellerine gore ise
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totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kok hiicreler olmak {izere dorde
ayrilmaktadir (Sekil 1.3). Totipotent hiicreler uygun sartlar altinda ait oldugu canliya
ait tim hiicre tiplerine farklilagsabilme potansiyeline sahip hiicrelerken, unipotent

hiicreler tek bir o6zellesmis hiicre tipine farklilasabilme kabiliyetine sahip kok
hiicrelerdir (Can 2008).

Totipotent Pluripotent | Multipotent Unipotent
Kok Hucreler Kok Hucreler | Kok Hicreler Kok Hucreler

,3'-»,/?\-%
Embriyonik S5 - Yetiskin
Kok Hiicreler s Kok Hicreleri

Sekil 1.3. Kok hiicrelerin siniflandirilmasi. K6k hiicreler farklilagsma potansiyellerine gore
totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent; elde edildikleri kaynaga gore de embriyonik
ve yetigkin kok hiicreler olarak siniflandirilabilir. Totipotent ve pluripotent kok hiicreler

embriyonik; multipotent ve unipotent hiicreler ise yetigkin kok hiicrelerdir.

Kok hiicre ¢aligmalarinda totipotent ve pluripotent kok hiicre kullanima ile ilgili etik
problemler bulunmaktadir. Bu hiicrelerin izolasyonu i¢in bir embriyonun Yyok
ediliyor olmas1 etik bir sorun olmakla beraber baz iilkelerde bu hiicrelerin kullanimi
yasal olarak yasaklanmig veya sinirlandirilmigtir (Robertson 2001). Bu durum goz
onlinde bulunduruldugunda arastirmacilar i¢in hala yeterli derecede potent olan
multipotent karakterdeki yetiskin kok hiicreleri bu alanda tercih edilmektedir.
Yetiskin kok hiicreleri, kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu (Kern vd. 2006),
amniyotik sivi (Streubel vd. 1996), olfaktor mukoza (Murrell vd. 2005), sinoviyal
stvi  (Neybecker vd. 2018) gibi birgok doku ve viicut sivisindan izole

edilebilmektedir. Yetigskin kok hiicreler germline hiicreleri ve somatik hiicreler olarak
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iki ana dala ayrilirlar. Spermatogonia ve ovogonia germline hiicreleri olarak; somatik
yetiskin kok hiicreler ise hemapoietik hiicreler, mezenkimal hiicreler ve organ

kaynakli hiicreler olarak siniflandirilir. (Bongso ve Lee 2005).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular Treatment)
2009 yilinda yayinladigi beyan ile multipotent mezenkimal stromal hiicreler i¢in
minimum kriterleri ilan etmistir. Bu beyana gore bu hiicreler standart kiiltiir
kosullarinda plastik yiizeylere tutunabilmeli; osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilasma kabiliyetinde olmali ve son olarak farklilama yi1gilim molekiilii (CD) 73,
CD90, CD105 gibi mezenkimal belirtegleri ifade ederken CD34, CD45, CD14 gibi
bazi yiizey molekiillerini ifade etmemelidir. Fakat yapilan beyanda bu kriterlerin
insan hiicreleri i¢in olusturuldugu ve ileride yapilan calismalar ile ifade edilen

belirtegler bakimindan modifikasyonlara gidilebilecegi bilgisine de yer verilmistir

(Dominici vd 2006).

Bir¢ok hiicre tipine farklilagsabilmeleri, yliksek proliferasyon kapasitesine sahip
olmalar1 ve anti enflamatuar 6zellikleri ile geleneksel tedavi yaklagimlari ile sonug
alimamayan veya smirli iyilesme elde edilebilen durumlarda kok hiicreler yiliksek
potansiyele sahip, potansiyel tedavi araglari olarak goriilmektedir. Bu alandaki
potansiyellerini daha iyi ortaya koyabilmek adina Alzheimer hastaligi, amyotrofil
lateral sklerozis (Duma vd. 2019), multiple skleroz (Harris vd. 2018), tip 1 diyabet
(Carlsson vd. 2015), osteoporozis (Kurosawa vd. 2020) gibi hastaliklarin yani sira
yenileyici tip alaninda da tendon hasarlar1 (Crovace vd. 2007), osteoartritis (Garza
vd. 2020), kemik iyilesmesi (Ding vd. 2019) gibi durumlarda kok hiicrelerin tedavi

potansiyelleri klinik arastirmalar ile incelenmektedir.

Arastirmacilarin bu kaynak cesitliligine ragmen klinik c¢aligmalarda g¢ogunlukla
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri kullandig1 gbze c¢arpmaktadir.
PubMed veri tabaninda aratildiginda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler

hakkinda yillik 5000 civar1 yeni makalenin yayinlandigi; bunlarin da 180-300
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kadarinin klinik arastirmalar oldugu goriilmektedir (Int. Kyn. 3). 2014-2018 yillari
arasinda yapilan klinik aragtirmalar incelendiginde kemik iliginin belirgin sekilde en
cok tercih edilen kok hiicre kaynagi oldugu goriilmektedir. Kemik iligini gdbek
kordonu ve yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin takip ettigi; diger
kaynaklarin ise ¢ok daha nadiren tercih edildigi bildirilmistir (Kabat et al. 2020).
Kemik iliginde potent kdok hiicrelerin varligi ilk defa 1970 yilinda izole ettigi
hiicreleri fibroblastlara farklilastirmay1 basaran Alexander Friedenstein tarafindan

gosterilmistir (Friedenstein vd. 1970).

Arastirmacilarin klinik aragtirmalarda kemik iligi kaynakli kok hiicreleri tercih
etmesinin altinda, kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin varliginin gérece daha uzun
zamandir biliniyor olmasinin sonucu olarak bu hiicrelerle gesitli alanlarda ¢ok sayida

calisma yapilip oldukea biiyiik bir veri havuzu olugsmus olmasidir.

Kok hiicre tedavilerinde istenen basar1 diizeyine ulasilabilmesi igin farkli
kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin biyolojik &zellikleri, timdrojeniteleri,
immunojeniteleri gibi parametreler ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilme
kabiliyetleri ile bu farklilasmalar1 diizenleyen i¢ ve dis faktorlerin belirlenmesi; daha
sonra da bu hiicrelerin farkli hastalik modellerinde terapotik etkinliklerinin

aragtirilmasi gerekmektedir.

Her ne kadar kemik iligi kaynakli kok hiicreler hiicresel tedavi yaklasimlarinda basi
cekse de aragtirmacilar tarafindan ilgi goren kok hiicre kaynaklarindan birisi de

amniyorik s1vi kaynakli kok hiicrelerdir (Roubelakis vd. 2007).

Amniyotik siv1 hiicreleri arasinda hematopoietik progenitor hiicrelerin varligi ilk defa
1993 yilinda bildirilmistir (Torricelli vd. 1993). Daha sonra mezenkimal karakterleri
onaylanacak olan bu hiicreler arasinda diger progenitdrlerin varligr ise amniyotik

stvidan izole edilen hiicrelerin myojenik farklilasma kabiliyetinde oldugunu saptayan
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Streubel ve arkadaslarmmin (1996) calismasi ile fark edilmistir (Fauza 2004).
Amniyotik sivi kaynakli kok hiicreler her ne kadar hala kullanimi ¢ok az olsa ve
biyogenezlerinin anlagilmasi adma nispeten daha az calisma yapilmis olsa da

kesfedildikleri tarihten itibaren aragtirmacilar tarafindan ilgi gérmiis ve potansiyelleri

arastirilmistir (Fauza 2004, Nawaz vd. 2020, Roubelakis vd. 2007).

1.3.1. Amniyotik Sivi Kaynakh Kok Hiicreler

Amniyotik sivinin bir kok hiicre kaynagi olarak kesfinin ardindan bu alanda da
calismalar hizlanmistir. Ozellikle dogum esnasinda izole edildiginde hicbir invaziv
protokol uygulanmamasi veya amniyosentez ile minimal invaziv tekniklerle elde
edilebiliyor olmasi sayesinde amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerin (ASKKH)
izolasyonunda etik bir problem ile karsilasilmamaktadir (Fauza 2004, Holden 2007).
Yapilan caligmalar, bu etik avantajin yani sira potansiyelleri bakimindan da

ASKKH’lerin oldukg¢a potent oldugunu gostermektedir (Roubelakis vd. 2007).

Amniyotik sivinin biiyiikk boliimii sudan olugmaktadir. Amniyotik siviya fetusa ait
oral, nazal, trakeal, pulmoner sivilara ek olarak gebeligin ikinci trimesterinden
itibaren fetusa ait idrar da dahil olmaktadir. Buradan gelen f6tal kaynakli hiicrelerin
yant sira amniyotik sivida anne kaynakli olarak amniyotik membranlar ve bag doku
kaynakli hiicreler de bulunmaktadir. Bu baglamda amniyotik sivi hem anneye hem
de yavruya ait heterojen bir hiicre popiilasyonunu igerir (Bossolasco vd. 2006,
Klemmt vd. 2011, Loukogeorgakis ve De Coppi 2017, Underwood vd. 2005).
Amniyotik sividaki hiicreler arasinda endoderm, mezoderm ve ektoderm kaynakli

hiicrelerin bulunmasi bu hiicrelerin potensisini arttirir (Valli vd. 2010).

Gebeligin heniiz ilk sathasinda amniyotik sividaki hiicreler primer vitelliis kesesi,
plasenta veya fotal membranlardan koken alir. Bu asamada heniiz fetusun hiicre

kompozisyonuna katkis1 yoktur. Gebelik ilerledik¢e hiicre sayist ve ¢esitliligi
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artarken hiicre popiilasyonuna fetus da katki yapmaya baslar. Ikinci trimesterden
itibaren fetal periderm veya epidermis, amniyon, trofoblast ile birlikte fetusun
sindirim kanali, liriner ve lirogenital sistemi kaynakli hiicreler de amniyotik sividaki
hiicre popiilasyonuna katilir. Amniyotik sivi igerisindeki hiicrelerin  biiyiik

cogunlugunun fotal kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Gosden 1983).

Arastirmacilar amniyotik sivida heterojen bir hiicre popiilasyonu oldugunu belirterek
farkli morfolojik tiplerde hiicreler tarif etmistir. Bossolasco ve arkadaslar1 (2006)
insan amniyotik sivi kaynakli hiicrelerde epitel benzeri hiicreler ve biiyiik diizensiz
sinirlar1 olan stromal hiicreler olmak {izere iki morfoloji tarif etmistir. Yine insan
amniyotik sivi kaynakli hiicrelerde Pipino vd. (2015) epitel benzeri ve fibroblast
benzeri olmak tizere iki tip morfoloji bildirmistir. Ferdaos ve arkadaslar1 ise (2008)
sican amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerde fibroblast benzeri, epitel benzeri ve
trofoblast benzeri olmak iizere 3 tip morfoloji tanimlamistir. Nawaz (2020) yine
sican amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerde kiiltlir esnasinda epitel benzeri hiicreler,
stromal hiicreler, fibroblast benzeri hiicreler ve sikica paketlenmis fibroblast benzeri
hiicreler olmak iizere 4 tip morfoloji belirlemis; ilerleyen pasajlarda ise fibroblast
benzeri morfolojinin hakim morfoloji oldugunu bildirmistir. Gortldiigi tizere farkli
hayvan tiirlerinden ve gebeligin farkli zaman araliklarinda toplanan hiicrelerde

ASKKH’ler igin farkli morfolojik tipler bildirilmektedir.

Amniyotik sividaki hiicreler immunohistokimyasal boyama yontemi ile protein
ifadeleri yoniinden incelendiginde epitel, mezenkimal ve kas kaynakli hiicrelerin
yani sira noral ve glial hiicrelerin varligi da tespit edilmistir (Gosden 1983). PCR
caligmalarinda ise amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerin gen diizeyinde endoteliyal,
epiteliyal, ektodermal, endodermal ve mezodermal belirtegleri ifade ettigi

gosterilmistir (Valli vd. 2010).

ASKKH’ler yetigkin kok hiicreler olarak degerlendirilmektedir. ASKKH’ler

multipotent ve non-tiimorejenik 6zelliklerinin yani sira (De Coppi vd. 2007, You vd.
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2008b) CD44, CD73, CD90, CD105, CD117, CD133 ve safha spesifik embriyonik
antijen (SSEA)-4 gibi 6nemli mezenkimal kok hiicre belirteclerini ifade ederler
(Phermthai vd. 2010). Her ne kadar multipotent hiicreler olarak siniflandirilsalar da
hem anneye hem de fetusa ait hiicreler igeriyor olmasinin da yardimiyla ASKKH’ler
Nanog, Sry-box transkripsiyon faktorii 2 (SOX2), oktamer baglayic transkripsiyon
faktorti (OCT) % ve c-Myc gibi pluripotent hiicre belirteglerini de ifade etmektedir.
Bu durum, ASKKH’lerin hiicresel potensi bakimindan embriyonik kok hiicreler ile
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin arasinda konumlandirilmasini saglar
(Bossolasco vd. 2006, Prusa vd. 2003, Roubelakis vd. 2007). ASKKH’ler,
kendilerini yenileyebilme o&zelliklerine ek olarak osteoblastlar, kondrositler gibi
mezodermal hiicre tiplerine ve hatta norojenik farklilagma kabiliyetleri ile

ektodermal hiicrelere de farklilasabilirler (Tsai vd. 2004).

Sinir doku iyilesmesi (Pan vd. 2006), diyafram rejenerasyonu (Kunisaki vd. 2006),
akut bobrek hasar1 (Hauser vd. 2010), amfizem (Li vd 2014), kemik rejenerasyonu
(Steigman vd. 2009) gibi bir¢ok alanda ASKKH’lerin terapdtik potansiyelleri

arastirilmis ve umut vaat eden sonuclar bildirilmistir.

Yenileyici hiicre tedavilerinde ve kok hiicre arastirmalarinda genellikle kemik iligi
ve yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler tercih edildigini goriiyoruz. Ancak
ASKKH’ler, yenileyici tipta yukarida bahsettigimiz yonleri ile dnemli bir hiicresel

tedavi aday1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.3.2. Kok Hiicrelerin Parakrin Etkileri

llag tedavisi veya cerrahi sagaltim ile sonu¢ alinamayan birgok hastalik ve
yaralanmada kok hiicre tedavisi artan potansiyelleri ile umut vaat eden bir tedavi
yaklagimi olmustur. Yapilan caligsmalar ilerledik¢e bu arastirmalarda terapdtik etkinin

hiicre kaynakli olmaktan c¢ok hiicrelerin parakrin etkileri vasitasiyla oldugu
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anlagilmistir. Organ hasarlarinda kok hiicre tedavisi uygulandiginda 72 saatten kisa
stirede akut diizelme belirtileri goriilmesi, prognozdaki bu gelisimin farklilasma
kaynakli olamayacagim1 gostermektedir. Zira bu siire anlamli bir farklilasma ig¢in
oldukca kisadir. Bununla birlikte aragtirmalarin kok hiicre naklini takip eden siiregte
transplantasyon sonrasinda sadece %1-5 arasi bir hiicre canlilig1 bildirmis olmasi ve
buna ragmen terapétik etkinin goriilmesi kok hiicrelerin etkilerini parakrin yollarla
gosterdigine isaret etmektedir (Crisostomo vd. 2008). Thum ve arkadaslar1 2005°te
yaptiklar1 ¢alismada kok hiicre tedavisinin basarisinin ardinda apoptotik kok
hiicrelerin olabilecegini soyleyerek “Dying stem cells (Olen kok hiicreler)”
hipotezini ileri stirmistiir (Thum vd. 2005). Wollert ve arkadaslarinin (2004) yaptigi
calismada tedavi amagl enjekte edilen kok hiicrelerin %5-25’inin apoptotik halde
olusunun gosterilmis olmasi bu hipoteze dikkatleri yogunlastirmistir. Thum’un
hipotezi; Ankersmit ve arkadaslarinin (2009) bir myokard infarktiisiit modeli {izerinde
yapilan in vivo ¢alismalarda radyasyona tabi tutarak apoptozise ugratilan hiicrelerin
uygulandig1 deneklerde daha yiiksek oranda iyilesmenin goriildiiglinii gdstermesiyle
onaylanmistir. Ayrica kok hiicrelerden elde edilen kosullandirilmis medyum gibi
triinler ile in vitro ve in vivo c¢alismalarda benzer fonksiyonel gelisimlerin
gozlenmesi kok hiicrelerin etkilerinin kompleks parakrin faaliyetlerinin sonucu

olustuguna isaret eder (Crisostomo vd. 2008).

Hiicrelerin apoptozise ugrarken irettikleri salgilarinin belirli kosullarda normal
hiicrelere gore daha basarili sonuclar saglamasi, hiicrelerin stres kosullari altinda
daha yiiksek seviyelerde anti-apoptotik ve proliferasyon indiikleyici salgilar
uretmesiyle iligkilidir. Yangi, hipoksi, radyasyon gibi durumlara maruz kalan
hiicreler apoptozise giderken mikro c¢evrelerinde bu duruma sebebiyet veren
etkenlerle savagsmaya ve etraflarinda kendi yerlerini dolduracak yeni hiicrelerin

olusumunu saglamaya calisirlar (Salomon vd. 2013).

Kok hiicreler yukarida bahsedildigi gibi hipoksi (Salomon vd. 2013), radyasyon
(Ankersmit vd. 2009), diisiik hava basincinda kiiltiir (Caneparo vd. 2020) veya hiicre
cogalmasini engelleme (Liao vd. 2000) gibi ¢esitli baskilayici faktdrler altinda anti-
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enflamatuar IL’ler, proliferasyon indiikleyici faktorler gibi salgilar yapmaktadir. Kok
hiicreler normal kiiltiir kosullarinda da biiyiime faktorleri, IL’ler, enzimler gibi ¢esitli
materyalleri iretir ve salgilarlar (Dowling ve Clynes 2011). Kok hiicreler normal
kosullar altinda yiiksek miktarlarda IGF-1, VEGF, TGF-B, hepatosit biiylime faktori,
BMP 2, BMP 6, FGF 2, FGF 7 gibi biiylime faktorleri; 1L-1, IL-6, IL-11 gibi
sitokinler ve TNF o, matriks metalloproteinazlar, anjiogenin, adrenomedullin gibi
proteinleri sentezler. Bu salgilar hiicre gocii, hiicre proliferasyonu, hiicre
stabilizasyonu, hiicre gelisimi ve farklilasmasi, matriks molekiillerini degrede etme,
anjiyogenezis ve hiicreleri apoptozise karsi koruma gibi fonksiyonlara sahiptir

(Gnecchi vd. 2008, Nagaya vd. 2005).

Kok hiicreler ve diger hiicrelerin bu parakrin 6zelliklerinden yararlanmak ic¢in
kosullandirilmis medyum (KM) ve eksozom gibi hiicresel iirlinler son yillarda
arastirmacilarin  ¢aligmalarinda siklikla kullandigi materyaller halini  almigtir
(Bogatcheva ve Coleman 2019, Colao vd. 2018). PubMed veritabani kullanilarak
arastirlldiginda  kosullandirilmis medyum ile ilgili ilk calismalarin 1980’lerde
goriilmeye baslandig1 ve 6zellikle 2010°larda bu ¢aligmalarin ivme yakalayarak yillik
800-900 makaleye kadar vardigi; gectigimiz sene ise literatiire KM ile ilgili 1391
yeni makalenin girdigi goriilmektedir. Eksozomlar ile ilgili yapilan ¢alismalarin ise
2000’lerin basinda heniiz basladigi goriiliir. Yine eksozomlarla ilgili 2010 yilinda
sadece 282 makale yaymlandig fakat 2020 yilinda bu konuda 4200’{in {izerinde yeni

makale yaymlandig: goriilebilmektedir.

1.3.21. Kosullandirilmis Medyum

Hiicreler kiiltiir sartlar1 altinda devam eden metabolik aktiviteleri sonucu bir¢ok iiriin
tiretir ve in vitro ortamda bu {irtinleri igerisinde kiiltiire edildikleri ortama birakirlar.
Metabolik artiklar gibi hiicrelerin iirettigi diger iirlinler de hiicreler tarafindan i¢inde
bulunduklart kiiltiir medyumuna salgilanirlar. Belirli kosullar altinda kiiltiire edilen

hiicreler tarafindan tretilip salgilanan; biiyiime faktorleri, enzimler, sitokinler gibi
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proteinler; mikro riboniikleik asitler (MiRNA)’lar gibi non-coding ribo niikleik asitler
(RNA) ve ekstraseliller vezikiiller bakimindan zengin kiiltir medyumuna

kosullandirilmis medyum adi verilir (Dowling ve Clynes 2011).

Kosullandirilmis medyumun igerigi kiiltiire edilen hiicre tipi, kiiltiir medyumuna
ilave edilen ajanlar, kiiltiir sartlar1 gibi etmenlere gore degisiklik gosterir. Kiiltiire
edilen baz1 kok hiicre tiplerinin kiiltiir stiresi ve hiicre ekim yogunluguna gore
degismekle beraber VEGF, platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF), epidermal
blyiime faktorii (EGF), IGF-1, IGF-2, HGF, keratinosit biiyiime faktori (KGF),
FGF, heparan baglayici epidermal biiyiime faktorii (HEGF), plasenta biiyiime faktorii
(PIGF), noral biiyltime faktorii (NGF), TGF-B gibi biiyliime faktorleri; 1L-6, 1L-10, IL-
27, IL-17E, IL-13 gibi anti enflamatuar sitokinler; IL-8, IL-9 ve IL-1b gibi
proinflamatuar sitokinler ve leptin, anjiogenin, fraktalkin, adrenomedullin gibi bazi

diger sitokinleri i¢erdigi bilinmektedir (Gnecchi vd. 2008, Pawitan 2014).

Ozellestirilmis hiicrelerden elde edilen KM’de igerdigi biiyiime faktdrleri ve diger
proteinler ile arastirmalarda siklikla kullanilan bir hiicresel iirlin olarak karsimiza
cikmaktadir. Omegin osteoblastlardan elde edilen KM’de FGF, VEGF, TGF-3, TGF
beta reseptorii (TGFBR) 1, TGFBR3, osteonektin, Smad 4, intraseliiler adhezyon
molekiili (ICAM), aktive lokosit adhezyon molekiilii (ALCAM), aktivin, IL-6, IL,9,
IL-27, vb. bir¢ok faktoriin varligr bildirilmistir (Chen vd. 2014b).

KM, amaca goére maniiple edilebilir bir kaynaktir. Ornegin hipoksik kosullarda
kiiltiire edilen hiicreler ortama bol miktarda anti-apoptotik, anti-enflamatuar ve
proliferasyon indiikleyici triin salgilar ve bu sekilde elde edilen KM yenileyici
yaklagimlarda kullanilabilir bir iiriin haline gelir (Chen vd. 2014, Jun vd. 2014).

Ozellesmis hiicrelerden elde edilen KM, kok hiicre farklilasmasinin indiiklenmesinde

basar1li sonug veren bir iiriindiir. Ozellesmis hiicrelerden elde edilen KM kullanilarak
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osteositlerden elde edilen KM ile osteojenik farklilastrima (Heino vd. 2004),
kondrositlerden elde edilen KM ile kondrojenik farklilastirma (Nawaz 2020) gibi
caligmalarin yani sira testikiiler hiicrelerden elde edilen KM ile embriyonik kok
hiicrelerden ovosit iceren ovaryum benzeri yapilar olusturulmasi (Lacham-Kaplan
vd. 2006) gibi kompleks amaglarla ¢aligmalar yiiriitiilebilmektedir. KM nin elde
edilmesinde hiicreler normal kiiltiir medyumlar1 ile kiltire edilebilecegi gibi
kullanilan kiiltiir medyumuna belirli amaglar dogrultusunda biiylime faktorleri,
hormonlar, vitamin ve mineraller gibi farkli ajanlar da ilave edilebilir (Chian vd.
1995, Kondo vd. 1994, Steinbichler vd. 2016, Xiao vd. 2012, Nawaz 2020). ilave
edilen bu iirlinler, kiiltiire edilen hiicrelerde uyardiklar1 sinyal yolaklari ile hiicrelerin
irettikleri trilinlerin ¢esitliligini, miktarim1 ve karakterini degistirerek elde edilen

KM’nin igerigini belirli amaglar dogrultusunda maniiple edilmesini saglar.

1.3.3. Kok Hiicrelerde Osteojenik Farklilastirma

Kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasinda 6ne ¢ikan 5 ana sinyal yolagi vardir.
Bunlar TGF-B/BMP sinyal yolagi, Wnt/B-catenin sinyal yolagi, Hedhehog sinyal
yolagi, MAPK, ekstraseliiler reseptdr kinaz (ERK) sinyal yolagi ve Notch sinyal
yolagidir (Huang vd. 2007).

TGF-B ailesi proteinleri TGFBR 1 ve 2’yi aktive ederek Smad proteinlerinin
fosforilasyonunu saglar. BMP 2, 4, 5 ve 7 ise kok hiicrelerin osteoblastik
farklilagmasini  ve kemik formasyonunu tetikler. BMP proteinleri hiicre
membranindaki BMP reseptorlerine baglanir ve hiigre i¢i Smad proteinlerini aktive
eder. Smad proteinlerinden Smad 1 ve 5 osteoblast farklilagmasi ile iliskilendirilir.
Smad 1, 5 ve 8’in BMP’ler tarafindan uyarilmasini takiben R-Smad ve Smad 4
niikleus igerisine lokalize olur ve Runt-iligkili trasnkripsiyon faktorii 2 (RUNX2) ile
OSX transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglar (Biittner vd. 2013, Hu vd.
2013).
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Wnt proteinleri 19 adet glikoproteinden olusan bir protein grubudur. Bu proteinler
embriyonik gelisimde, organ ve kemik olusumunda rol alir. Wnt 1, 2, 3 ve 3a (klasik
Wnt proteinleri) Frizzled (FRZ)/ lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP) reseptorii
tizerinden Wnt/B-catenin sinyal yolunu uyarir. Wnt 4, 5a, 5b, 6, 7a ve 11 (non-klasik
Whnt proteinleri) ise Fzd reseptoriine baglanarak hiicre i¢i kalsiyum seviyesini kontrol
eden heterotrimetrik G proteinini aktive eder. Wnt’lerin Fzd/LRP reseptoriinii aktive
etmesiyle beraber RUNX2 ve OSX promotorleri uyarilir ve bu transkripsiyon
faktorleri aktive olur (Yuan vd. 2016b). Hedhehog sinyal yolagi da BMP ve Wnt
yolaklart ile birlikte uyarildiginda osteojenik farklilasma ve matriks
mineralizasyonunu  saglar. Transport protein 80, hedhehog/Smo/Ptchl-Gli
sinyalizasyonunu uyararak kok hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasi yolunda
uyarim verir (Montgomery vd. 2014, Shi vd. 2015, Yuan vd. 2016a).

ERK/MAPK sinyal yolagi ERK, p38 ve c-Jun poteinleri vasitasiyla kok hiicrelerin
osteojenik farklilagsmasinda rol alir. ERK 5 ve ERK 1/2, c-Fos ve c-Jun’un ifadesini
saglar. Kok hiicrelerin in vitro osteojenik farklilagsmasi siirecinde 7-11 giinler
arasinda ERK aktivitesi goriiliir ve c-Jun onderliginde kok hiicrelerin farklilagmasi
arttirtlir. On ¢ ila on yedinci giinler arasinda ise hiicreler arasi1 matriks sentezi ve
kalsiyum birikimi hizi artar. ERK 1/2’nin etkisiyle laminin, matriks protein 5 gibi
proteinlerin indiikledigi alkalin fosfataz (ALP) ve ¢ekirdek baglayic1 faktor (Cbfa)-
I’in ifadesi artarak matriks mineralizasyonu ve osteojenik farklilasma indiiklenir

(Jiang ve Hua 2016, Wang vd. 2016).

Notch sinyalizasyonu ise osteoblastlarin farklilasmasini inhibe ederken bu hiicrelerin
proliferasyonunu arttirict yonde bir gorev istlenir. Bu sinyal yolaginin aktivasyonu
ile osteokalsin (OCN) ve osteopontin ifadeleri regiile edilirek osteoblast farklilagmasi
inhibe edilir. Notch hiicre i¢i domaini (NICD)’nin hiicresel seviyede yliksek ifadesi
erken osteoblastlarin proliferasyonunu uyarir. Notch sinyal yolaginin uyarilmasi aynm
zamanda siklin D ve siklin E’nin ifadesini arttirmak suretiyle de osteoblast
proliferasyonunu uyarmaktadir (Engin vd. 2008, Hilton vd. 2008, Kohn vd. 2015).
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Arastirmacilar osteojenik farklilasma sirasinda goriilen hiicreleri olgunlasmamis
osteoprogenitdrler, olgun osteoprogenitorler, preosteoblastlar, osteoblastlar ve
osteositler olarak smiflandirmis ve bu safhalarda goriilen belirtegleri
tanimlamiglardir. Buna gore olgunlasmamis osteoprogenitorler diisiik seviyede
osteopontin, normal diizeyde RUNX2 ve iyi derecede, salgilanmig fosfoprotein 1
(SPP1) ifade eder. Olgun osteoprogenitorler yine diisiik miktarda osteopontin ve
normal diizeyde RUNX?2 ifade ederken SPP1’in yan1 sira kollajen (COL) 1°de ifade
eder. Preosteoblast safthasindan itibaren bu proteinlere ek olarak ALP, ve OSX
ifadesi de hiicrelerde goriilmeye baslar. Osteoblastlarda ALP ve osteopontin
seviyeleri daha yiiksek gozlenirken diger sathalarda goriilen belirteglere ek olarak
onceki sathalarda ifade edilmeyen Phex ve OCN’nin de ifadesi gortiliir. Osteositlerde
ise ALP, OCN, COL1 ve OSX ifadeleri kaybolurken Phex, osteopontin, RUNX2 ve
SPP1 ifadesi devam eder (Huang vd. 2007).

Kok hiicrelerin in vitro osteojenik farklilastirmasinda klasik olarak deksametazon,
askorbik asit, B-gliserofosfat gibi trlinler kullanilmaktadir (Jaiswal et al. 1997).
Ancak osteojenik etkisi oldugu bilnen bazi proteinler, hormonlar, vitaminler ve iz
elementler de osteojenik farklilasma calismalarinda kullanilmis ve bunlarin kok
hiicrelerde osteojenik farklilasma potansiyeline etkisi arastirilmistir (An vd. 2017,
Hong vd. 2006, Song vd. 2011). Ozellikle seks hormonlari, BMP’ler ve TGF-B ailesi
proteinleri bu tarz ¢caligmalarda ilgi odagidir (Hong vd. 2006, Karbanodva vd. 2010).

1.33.1. TGF-83

TGF-3, TGF-B siiper ailesine dahil bir sitokindir. TGFB3 geni tarafindan kodlanan
protein embriyogenezis, farklilasma ve organ gelisimi gibi olaylarda 6nemli role
sahiptir. Protein, ayrica hiicre adhezyonu ve ekstraseliiler matriks (ECM) formasyonu

gibi 6nemli islevlerde rol alan molekiilleri regiile eder (Herpin vd. 2004).
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TGF-B3 kok hiicrelerin in vitro ortamda gesitli hiicre tiplerine farklilasmasinda etkin
rol alan bir proteindir. Kok hiicrelerin kondrojenik (Contentin vd. 2017), tenojenik
(Chun vd. 2017) ve osteojenik (Karbanodva vd. 2010) hiicrelere farklilasmasinda
TGF-3’1in roliiniin oldugu bilinmektedir.

Osteojenik farklilasma stirecinde TGF-B1, TGFBR2’ye baglanir ve sonrasinda
ALK/TGFBRI1 reseptoriinii aktive eder. TGF-81 ve B3 hem TGF-8 sinyalizasyonu
sonrasit Smad 1, 5 ve 8 vasitasiyla hem de ERK sinyalizasonu ile RUNX2 ve OSX
ifadesinin artmasmi saglar. Ozellikle mezenkimal kok hiicrelerin osteoblast dncii
hiicrelerine farklilasmasinda TGF-83; TGF-B1 ve bazi BMP ailesi proteinleri ile
birlikte olduk¢a 6nemli bir rol iistlenir (Grafe vd. 2018).

TGF-B3 osteojenik farklilasmayr uyaricit etkileri géz Onilinde bulundurularak
arastirmacilar tarafindan in vitro osteojenik farklilasma ¢alismalarinda tercih edilen

ajanlar arasinda yer almistir (Karbanodva vd. 2010).

1.3.3.2. 178-Estradiol

Bir steroid hormon olan 178B-estradioliin (diger adlar1 ile oestradiol veya E2)
biyosentezi siirecinde androstenedion, aromataz enzimi ile estrona aromatize edilir.
Sonrasinda da estronun 17-f hidroksisteroid dehidrojenaz ile etkilesimi sonucunda
178B-estradiol olusur. Bu hormon disi bireylerde reprodiiktif olarak aktif olduklar
siirecte biiylik oranda ovaryumlarda granuloza hiicreleri tarafindan iiretilir. Erkek
bireylerde ise 17B-estradioliin bir kismi testislerde iiretilir. Seks hormonlarinin
tiretim merkezlerinden biri olan adrenal korteksin zona retikiilaris katmani da bu
hormonun {iretildigi bolgelerdendir. Ayrica yag doku, kemik, karaciger ve beyin
dokularinda da periferal aromatizasyon sonucu diisiikk miktarlarda 1783-estradiol

tiretimi gergeklesir (Melmed vd. 2015).
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17B-estradiol, ¢esitli metabolik aktivitelerin yani sira hiicre gelisimi ve farklilagmasi
ile de iliskilidir. Embriyonik kdk hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerde bulunan ER
a ve B iizerinden etkisini gosteren 17B-estradiol kok hiicrelerde noral (Brannvall vd.

2002), adipojenik ve osteojenik (Hong vd. 2006) farklilasmalar iizerine etkilidir.

Osteojenik farklilasmada ER o ve ER B lizerinden etki gosteren 1783-estradiol, Cbfal,
OCN gibi 6nemli osteojenik belirteclerin ifadelerini artirir. Ayrica mezenkimal kok
hiicrelerin adipojenik farklilagsmasini inhibe edip osteojenik farklilasma yoniinde
uyarilmalarin1 saglar. Kemik hiicreleri hem ER o’yr hem de ER B’y1 igeren
hiicrelerdir. Osteojenik farklilasma siirecinde ER 3 miktar stabil kalirken farklilasma
siireci ilerledikge ER o miktarinda bir artis goriiliir. /n vitro kosullarda yiiriitiilen
calismalarda Kkiiltiir ortamina 17B-estradiol ilavesinin farklilasan hiicrelerde ALP
aktivitesini, kalsiyum birikim miktarini, OCN ve Cbfal gibi 6nemli osteojenik
belirteglerin ifadesini arttici etki gosterdigi bildirilmistir (Dang vd. 2002, Hong vd.
2006, Wang vd. 2006)

1.4. Problemin ifadesi

Kok hiicrelerin osteojenik farklilasma kabiliyetleri ve osteojenik farklilagsma
kapasitesini etkileyen faktorler hala 6nemli bir arastirma alanidir. Farkli biliylime
faktorleri, 1z elementler, hormonlar gibi bir¢ok etmenin kok hiicrelerin osteojenik
farklilasma kabiliyetine etkileri, dogurdugu sonuclar ve bu etkilerin hangi
mekanizmalarla gergeklestigi birgok in vitro ¢alisma ile ortaya konulmaktadir. Kok
hiicrelerin kullanildigi in vitro galigmalarin yani sira in vivo deneyler ve klinik
arastirmalar ile de daha basarili osteojenik farklilagma protokollerinin arayis
stirmektedir (Guo vd. 2020, Xie vd. 2020, Yu vd. 2018). Yenileyici tip i¢in 6nemli
ve gelisime acik bir konu olan kemik iyilesmesinde daha basarili sonuglar alabilmek

icin osteojenik farklilagma protokollerinin optimizasyonu énemlidir.
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Kemik doku ile alakali 100’{in iizerinde hastalik ve sendrom tanimlanmistir. Blount
hastaligi, juvenil Paget hastaligi, Kienbock hastaligi, kompleks letal
osteokondrodisplazi gibi nadir hastaliklarin yani sira osteoporozis gibi oldukga
yaygin olup prevelansi hizla artan hastaliklar da bu listede yer almaktadir (Int Kyn.
4).

Uluslararas1 Osteoporozis Vakfinin verilerine gore diinya genelinde 200 milyondan
fazla kadinin osteoporozis ile miicadele ettigi, 50 yasin iizerindeki her ii¢ kadindan
ve her bes erkekten birinin osteoporozis kaynakli kemik kiriklarindan muzdarip
oldugu belirtilmektedir. Yine ayni1 vakfin agiklamalarinda her yil 8,9 milyondan fazla
kisinin osteoporozis kaynakli kemik kiriklar1 yasadigi ve 6zellikle kalca kiriklarinda
tedavi sonrasinda hastalarin %60’mnin bir yil icerisinde tekrar medikal yardim

ihtiyaci duydugu bildirilmektedir (Int Kyn. 5).

Kok hiicre tedavilerinin vaat ettigi basarili sonuglardan faydalanmak isteyen bir diger
alan da kemik kiriklarinin tedavisinde prognozu daha iyi hale getirme amacinda olan
ortopedidir. Sadece Amerika Birlesik Devletlerinde yilda 2 milyon civart hasta
kemik kiriklart ile yiizlesmektedir. Vertebral ve spinal kiriklar yaklasik 9%30-50
prevelans ile en sik karsilasilan kirik tipleridir ve 50 yas istii bireylerde artan
morbidite ve mortalite ile seyrederler. Yine elli yas iistii bireylerde daha nadiren
goriilen kalga kiriklarinda ise 6 ay igerisinde goriilen %20 mortalite ile ¢ok daha
yiiksek bir 6liim orani karsimiza ¢ikmaktadir. Her ne kadar geng bireylerde kirik
iyilesmelerinde yiiksek bir iyilesme orani olsa da osteoporozis hastalari, diyabet
hastalari, sigara igenler gibi bazi risk gruplarinda tam kaynamama veya tam

iyilesmeme gibi durumlarin gériilme oran1 %15°1 bulabilmektedir (Int. Kyn 6).

Kok hiicreler ve biyomateryallerin kullanimi ile son yillarda kemik iyilesmesi
alaninda hatr1 sayilir bir ilerleme kaydedilmistir (Wang vd., 2019). Ancak farkli
hastalik ve/veya sendroma sahip bireylerde patolojik durumlarindan dolayr kemik

tyilesmesi, hiicre farklilasmasi gibi olaylarda farkliliklar goriilebilir. Yang ve
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arkadaglarinin (2015) ankilozan spondilit hastalarinin ligamentlerinden elde edilen
fibroblastlarin osteoartritis hastalarindan izole edilen fibroblastlara gore daha ileri
seviyede bir osteojenik farklilagsma gosterdigini ortaya koymasi bu farkliliklara 6rnek
teskil etmektedir. Bu gibi kemik dokuda goriilebilen basta osteoporozis olmak tizere
birgok hastalik ve sendromun varligi ve bunlarin komplike yapilari, kemik
rejenerasyonu alaninda bu hasta gruplarina spesifik stratejilerin olusturulmasi

gerekliligini ortaya ¢ikartmaktadir.

Kemik kiriklarinda  hedeflenen yeni kemik olusumunu hizlandirmak,
mineralizasyonu arttirmak gibi amaglar ile uygulanan farkli protokoller (Vanhatupa
vd. 2015, Yang vd. 2015) farkli kemik doku hastaliklarindan muzdarip bireylerde
etkisini gostermeyebilir veya daha kotiisli, negatif etkilere sebebiyet verebilir.
Geleneksel tedavi yaklasimlarina gore ¢ok daha avantajli goriinen bu yontemler
farkli 6zellikteki bireylerde yan etkilere sebep olarak tibbin esas ilkelerinden olan

“primum non nocere” ile ters diisecek sonuglar dogurabilir.

Bu nedenle farkli durumlar i¢in farkli osteojenik farklilagtirma protokollerinin
optimizasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
farklilasmasinda kullanilan biiyiime faktorleri, hormonlar, kosullandirilmis medyum
gibi materyaller ile olusturulan farklilagtirma protokollerinde kullanilan maddelerin
ilavesi ile elde edilen sonuglar, bu maddelerin birbirleri ile etkilesimleri, farkli zaman
araliklarinda sergiledikleri farkli 6zellikler ve bu etkilerin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin agiga c¢ikarilmasi, bu alandaki ilerlemeler igin biiyiikk 6nem

tasimaktadir.
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1.5. Hipotez, Amac¢ ve Hedefler

Hipotez 1: In vitro kosullarda TGF-B3 ve 17B-estradiol hfOB hiicrelerinde OPG

miktarini arttirir.

Hipotez 2: Osteoblast hiicrelerinden elde edilen KM, ASKKH’lerde osteojenik
farklilagsmay1 indiikler.

Hipotez 3: Yiiksek seviyede OPG iceren KM, ASKKH’lerde osteojenik

farklilastirmay1 indiikler.

Hipotez 4: TGF-B3, 17B-estradiol, KM ve yiiksek seviyede OPG igeren KM,

ASKKH’lerin osteojenik farklilasmasi siirecinde farkli 6zellikler gosterir.

Amag: Calismamizda hfOB hiicrelerinden elde edilen iki farkli KM ile birlikte TGF-
B3 ve 17B-estradiol kullanarak olusturdugumuz ayri osteojenik farklilagtirma
medyumlar1 ile indiiklenen ASKKH’lerin osteojenik farklilagmasi sonrasinda
kalsiyum birikimi; SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen ifadeleri gibi gesitli
parametreleri karsilagtirmak suretiyle farkli acgilardan bu protokollerin osteojenik

kapasitelerini degerlendirmeyi amagladik.

Gerekge: Kemik doku komplike dogasi geregi farkli durumlarda farkli ihtiyaglar
gosteren bir dokudur. Dolayisiyla gerekli durumlarda agiga ¢ikan bu ihtiyaglara gore
farkli osteojenik farklilasma protokolleri olusturabilmek bu durumlarin idaresinde

kolaylik saglayacaktir.
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Hedef 1: Gebe sicanlardan gebeligin 17. giiniinde toplanan amniyon sivisindan
basarili bir sekilde ASKKH’leri izole etmek ve mezenkimal karakterlerini

gostermek.

Hedef 2: hfOB hiicrelerinde TGF-B3 ve 17B-estradioliin OPG iretimine in Vvitro
etkisini belirlemek.

Hedef 3: Standart kiiltiir kosullarinda hfOB kiiltiir medyumu ve yiiksek OPG iiretim
kapasitesi gosteren medyumla kiiltiire edilen hiicrelerden elde edilen KM’ler ile
osteojenik farklilagtirma g¢alismalar1 yapip ASKKH’lerde osteojenik farklilagsmay1

indiklemek.

Hedef 4: Standart osteojenik farklilagtirma medyumuna ayr1 ayr1 ve kombinasyon
halinde TGF-83 ve 17B-estradiol ilavesi yaparak ASKKH’lerde osteojenik

farklilasmayi indiiklemek.

Hedef 5: ASKKH’lerin osteojenik farklilasmasinda standart hfOB-KM, yiiksek OPG
iceren KM’den ayrica standart osteojenik farklilasma medyumuna TGF-B3 ve 178-
estradioliin ayr1 ayr1 ve birlikte ilave edilmesi seklinde olusturulan farklilastirma

gruplar arasinda osteojenik farklilagma bakimindan karsilastirmalar yapmak.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Etik Kurul Onay1

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 11/06/2018 tarihinde onaylandi (AKUHADYEK-92-18).

2.2. Cihazlar ve Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasallar Tablo 2.1 ve

Tablo 2.2°de belirtilmektedir.

Tablo 2.1. Kullanilan cihazlar.

Uretici Model/Katalog No Cihaz

Applied Biosystems Veriti 96 well Cycler Isil donguleyici

Applied Biosystems ViiA7 Real-time PCR cihazi
Arcelik Derin dondurucu

Beko Mini buzdolabi

Biosan Combi Spin FVL-2400N Mikro santrifiij cihazi
Biosan MR-12 Calkalayici

Biosan TDB-100 Kuru blok isitici

Biosan MSH 300 Manyetik karistirici
BioVision Trans llluminator 1000/20M  Jel gérintileme sistemi
Deltalab Kimyasal madde kabini
Drummond 4-131-201-E Sarjli otomatik pipetleyici
Gilson Pipetman F144801 0,2-2 uL pipet

Gilson Pipetman F144802 1-10 pL pipet

Gilson Pipetman F123601 20-100 pL pipet

Gilson Pipetman F123602 200-1000 pL pipet
HeraCell 150i Karbondioksitli inkubator
In Vitrogen Qubit 2.0 Qubit florometri cihazi
Inolab WTW pH720 pH metre
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indesit

isolab

Nalgene

Nikon

Nuve

Nuve

Nuve

Nuve

Olympus
Panasonic
Precisa
Teknomar
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Ugur

Vestel
Worthington
Zeiss

Zeiss

Tablo 2.2. Kullanilan sarf malzeme ve kimyasallar.

Uretici
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam
Alfa Aesar
Axygen
Beybi
Biogems

075.03.001
5100-001

Eclipse TS100

ST 30

NF 800 R

0T 012

EN 500

DP25

VIP Plus

XB 220 A
Chemocell LRCX-UV
MicroCL 17-R
Forma Direct Heat
MSC-Advantage

IEC Micromax RF
SL16R

Multiskan GO
N12391

400 P

Minicell Primo EC320

UN 1977
Axio Observer 71
Axiocam 506 mono

Katalog Numarasi
ab104139
ab6308
ab6719
ab6787
ab7481
ab33046
160122
MCT-150-C
2.409.001
5022822-10G
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Buzdolabi

Neubauer hemositometri lami
Hicre dondurma konteyniri
Ters faz kontrast mikroskop

Calkalamali su banyosu
Santriflj cihazi
Otoklav

Etuv

Mikroskop kamerasi

Eksi seksen derin dondurucu

Hassas terazi

Sinif | biyogivenlik kabini
Mikro santrifiij cihazi
Karbondioksitli inkubator
Sinif 1l biyogtivenlik kabini
Santriflj cihazi

Santriflj cihazi

ELISA okuyucu

Nano drop plate

Gug kaynagi

Elektroforez jel sistemi
Buzdolabi

Derin dondurucu

Sivi azot tanki

Floresan atagmanl ters mikroskop

Mikroskop kamerasi

Uriin

DAP!I'li floresan kapatma medyumu

Anti-Col1 primer antikor

Goat anti-rabbit Texas Red sekonder antikor
Goat anti-mouse Texas Red sekonder antikor

Kegi serumu

Anti-osteopontin primer antikor

Alsiyan mavisi 8GX
1,5 mL santrifiij tipi
10 mL enjektor
17R-Estradiol



Biomatik
Biomax
Biowest
Biowest
Capricorn
Capricorn
Corning
Corning
Corning
Emboy
Eppendorf
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Isolab
Isolab
Lonza
Lonza
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Peprotech
R&D Systems
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

A4025-500ML
DO0320PR
LO009-100
S181H-500
TRY-1B10
DMEM-12-HXA
CLS4488-200EA
CLS4487-200EA
CLS4489-200EA

Qiagen 1050299
51500-056
25030-024
15140-122
PHZ1124
123.01.002
3.078.03.001.500
BEO2-02F
BE13-114E
Millicell PEZGS0416
MilliEx SLGPO33RS
1.009.832.511
AB5603
639K4517396
1.040.051.000
1.065.801.000
1.064.041.000
1.063.451.000
1.060.231.000
A5533-25G
100-36E-10UG
0233-FB
Sc-2323
Sc-5279
02650-100ML
T6146-25G
17378-5G
G9422-10G
10516-5MG
D4902-100MG
A4403-100MG
H2387-1L
D5523-1L
D5648-10L
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Triton X-100

Agaroz

Amfoterisin-B (100X)
FBS

Tripsin-EDTA (10X)
DMEM-F12

10 mL serolojik pipet

5 mL serolojik pipet

25 mL serolojik pipet
Sodyum hidroksit

2mL santrifdj tlipU

ITS-X

L-Glutamin (200mM)
Penisilin-streptomisin
IBMX

0,2 mL santrifij tlipl

0,5 mL santrifiij tapi
Alfa MEM
Non-esansiyel amino asit
4 kuyucuklu EZ Slide
0,22 um filtre

Absolut etanol

Anti-Sox2 primer antikor
QOilRed O
Paraformaldehit

Di sodyum hidrojen fosfat dihidrat
Sodyum klorit

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
TAE buffer

Alizarin Red S

TGF-R3

Temel fibroblast biylime faktor
Sigir serum albumini
Anti-Oct 3/4 primer antikor
Dimetil stlfoksit

Tripan mavisi
indometasin

Beta gliserofosfat

insiilin

Deksametazon
L-Askorbik asit

HBSS toz

DMEM-LG toz
DMEM-HG toz



Sigma

Sigma

TEKKIM

TEKKIM

TEKKIM

Thermo Scientific
Thermo Scientific
TPP

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

VWR

P5607-100G
P1379-500ML
TK.200650.25001
TK.010030.01000
TK.090250.02501
Nunclon 167008
Nunclon Delta 176740
99500
10062-872
10062-860
525-0610
525-0604
7342321
89041-376
89041-370
53509-070
20170-063
27778-293
83009-668

2.3. Hayvanlarin Gebe Birakilmasi

Calismada ASKKH’lerin izolasyonu i¢in 4 adet 2-4 aylik Wistar irki disi ratlar
kullamildi. Afyon Kocatepe Universitesi, Deney Hayvanlart Uygulama Arastirma
Merkezinde 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiistinde, 26-28°C sicaklik ve %30
ila 70 nem oranindaki kontrollii ortamda ad libitum su ve yem saglanmis sekilde
ratlarin bakimi gerceklestirildi. Ratlarda giinliik olarak ayni saatlerde (09:00-09:30)
vaginal yikama yontemi ile Ostrus sikluslari belirlendi. Vajinal sitoloji sonuglarina
gore proostrus sathasinda oldugu gozlenen disi ratlar ayn1 giin aksam 17:00°da erkek
ratla ayni1 kafese alinarak ¢iftlesmelerine izin verildi. Ertesi giin vaginal sitolojisinde
sperm gozlenen ratlarin gebeligin sifirinct giliniinde olduklar1 kabul edildi ve bu

hayvanlarin yedi giin siire ile Ostrus takiplerine devam edildi. Bu siirecte siirekli

didstrus gosteren ratlarin gebeligi dogrulandi.
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Proline

Tween-20

Teksoll %96 alkol

Asetik asit

izopropil alkol

96 kuyucuklu plaka

4 kuyucuklu plaka

Vakum filtrasyon sistemi
T25 hiicre kaltir kabi

T75 hiicre kaltur kabi

50 mL steril santriflj tipi
15 mL steril santrifiij tipu
Doku kiltir kabi

1-200 pL pipet ucu
100-1250 pL pipet ucu
0,1-10 pL pipet ucu

1,5 mL koyu santrifiij tlipu
Sodyum hidrojen karbonat
Real Time PCR Plate



2.4. ASKKH’lerin izolasyonu

Gebeligin 17. giiniinde disi ratlar genel anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi
ile sakrifiye edildi. Yiizde 70 alkol i¢eren bir beher igerisinde dezenfekte edilen ratlar
siif I biyogiivenlik kabinine aktarildi. Smif I biyogiivenlik kabin igerisinde steril
sartlarda sicanin abdomeni orta hat boyunca ensize edilerek acildi. Steril forseps ve
makas yardimiyla igerisinde fetuslarin bulundugu uterus ¢ikarilarak bir petri kabina
konuldu (Sekil 2.1, A). Yikama solusyonu [%2 penisilin-streptomisin ve %0,2
amfoterisin-B i¢eren PBS (Ca ve Mg icermeyen, pH 7.2)] ile dokular yikanarak petri
kabi igerisinde simif II biyogiivenlik kabinine tasindi. Yikama sollisyonu igeren steril
bir petri kabinda amniyon kesesine zarar vermeden uterus ve koryon uzaklastirildi.
Amniyotik kese icerisinde yer alan fetuslar ayr1 bir steril petri kabina aktarildi (Sekil
2.1, B). Ornekler en az iki kere yikama soliisyonu ile yikanarak kan ve diger doku
parcalarindan arindirildi. Amniyotik membran tizerinde vaskiilarizasyonun az oldugu
bir bolge segilerek 22 gauge steril igne ucu yardimiyla amniyotik membran delindi

ve amniyon s1vist 50 mL’lik steril santrifiij tiipii igerisinde topland1 (Sekil 2.1; C, D).
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Sekil 2.1. Amniyon sivisinin toplanmasi. A: Uterus dokusu steril bir petri kabina alindi. B:
Igerisinde fetus bulunan amniyon kesesi ayri bir petri kabina aktarildi. C: Ornekler
antibiyotikli yikama soliisyonlarindan gegirilerek yikandi. D: Amniyon kesesi 22 gauge igne

ile delindi ve amniyon sivisi steril bir santrifiij tiipli igerisine toplandi.

Toplanan amniyon sivist 250 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet ASKKH kiiltiir medyumu [%20 fotal sigir serumu
(FBS), %1 penisilin-streptomisin, %0,1 amfoterisin-B, %1 L-glutamin, 20 ng/mL
basic FGF (bFGF) igeren diisiik glikoz-Dulbecco’nun modifiye minimum esansiyel
medyumu (DMEM-LG)] ile siispanse edilerek 25 cm®lik flasklara hiicrelerin ekimi
yapildi.
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2.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler %5 CO; iceren nemli bir atmosferde ve 37 °C’ de inkube edildi. Ekim
isleminden 48 saat sonra ilk medyum degisikligi yapildi. Giinliik olarak ters faz
kontrast mikroskop altinda hiicreler gozlemlendi ve hiicreler %70-80 konfluense
ulasana kadar 3 giinde bir kiiltiir medyumu degistirildi. Konfluense ulasan hiicreler

pasajlandu.

Hiicrelerin pasajlanmast igin kiiltiir kaplarindan medyum uzaklastirildi ve flask steril
PBS ile yikandi. Hiicreleri igeren kiiltlir kaplarina tripsin-EDTA soliisyonu (%0,05
tripsin, %0,02 EDTA) eklendi. Hiicreler 37°C’de yaklasik 5 dk inkube edilerek
yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Ters faz kontrast mikroskop ile tiim hiicrelerin
yiizeyden ayrildigr gozlendikten sonra tripsin-EDTA aktivitesini durdurmak igin
kiiltiir kabina %10 FBS iceren hiicre kiiltiir medyumu ilave edildi. Hiicreler 15
mL’lik santrifiij tiiptine aktarildi ve 250 g’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtirildi ve hiicre peleti 1 mL hiicre kiiltir medyumu ile siispanse edildi. Bu
siispansiyondan 30 pL o6rnek alinarak esit miktarda tripan mavisi boya soliisyonu
(%0,4) ile 1yice karigtirildi. Bu karisimdan 10 pL alinarak Neubauer lami {izerinde 4
farkli karede hiicre sayimi yapildi. Hiicreler 25 cm®lik yeni kiiltiir kaplarina 5x10*
hiicre/flask konsantrasyonunda ekilerek pasajlama islemi tamamlandi. Bu islem

besinci pasaja kadar siirdiiriildii.

2.6. Biiyiime Egrisi Analizi

ASKKH’lerin farkli pasajlardaki ¢ogalma profilini belirlemek amaciyla 3 ve 5.
pasajlarda biiylime egrisi analizleri yapildi. Bu ¢alisma i¢in farkli hayvanlardan izole
edilen hiicrelerden toplanan ornekler, icerisinde ASKKH kiiltiir medyumu bulunan 4
kuyucuklu plakalara 15x10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekildi. Hiicreler 37 °C’de
%5 COy’li ortamda inkiibe edildi. Her ii¢ giinde bir medyum degisikligi yapildi.
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Calismada her bir drnek igin 14’er kuyucuk kullanildi. Iki giinde bir kuyucuklarin
2’ser tanesinden hiicreler toplanarak sayildi ve ortalama degerleri not edildi. On dort
giinlin sonunda tiim zaman araliklarinda yapilan sayimlara dayanarak biiyiime egrisi

grafikleri olusturuldu.

2.7. Coklu Farkhlastirma Cahismalari

Calismamizda tiglincii pasajdaki ASKKH’lerin ¢ok yonlii farklilagsma potansiyelleri
degerlendirildi. [n vitro kiiltiir ortaminda hiicreler 6zel farklilastirma medyumlari
kullanilarak osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagtirildilar.
Farklilastirma deneyleri 4 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler tizerinde yapildi. Her
calismada bir kuyucuk negatif kontrol olarak ayrildi. ASKKH’lerin osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik farklilagmalar1 sirasiyla Alizarin Red S, Oil Red O ve

Alsiyan mavisi boyamalari ile dogrulandi.

2.7.1. Osteojenik Farkhlastirma ve Dogrulanmasi

2.7.1.1. Osteojenik Farkhlastirma

Ugiincii pasajdaki hiicreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10° hiicre/cm? yogunlugunda
ekildi. Negatif kontrol i¢in ayrilan kuyucuga hiicre kiiltiir medyumu (%5 FBS, %]l
penislin-streptomisin igeren o-MEM) ilave edildi. Diger kuyucuklara ise a-MEM
icerisinde %5 FBS, %21 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin, 0,1 pM
dekzametazon, 50 pM L-askorbik asit ve 10 nM B-gliserofosfat igeriginde
hazirlanmis olan osteojenik farklilastirma medyumu eklendi. Her 3 giinde bir
medyum degisikligi yapilarak 21 giin boyunca hiicreler osteojenik farklilagtirma
medyumu igerisinde inkiibe edildi (Pittenger vd. 1999).
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2.7.1.2. Alizarin Red S Boyamasi

Osteojenik farklilastirmanin dogrulanmasi i¢in Alizarin Red S boyama yontemi
tercih edildi. Boya soliisyonu 1 gram Alizarin Red S’in 50 mL ultra saf distile su
igerisinde ¢ozdiiriiliip 1 N NaOH ile pH’1 4,2’ye ayarlanarak hazirlandi. Boya
sollisyonu kullanilmadan once filtrelendi. Farklilagtirma g¢aligmalarinin sonrasinda
kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi. Hank’in dengeli tuz soliisyonu (HBSS) ile
yikama isleminden sonra hiicreler % 4 paraformaldehit (PFA) ile tespit edildi. Yiizde
4 PFA solusyonu uzaklastirildiktan sonra distile su ile kuyucuklar yikandi. Hiicreler
80 mM Alizarin Red S (pH:4,2) ile 30 dakika boyandi. Boya soliisyonu uzaklastirildi
ve kuyucuklar ultra saf distile su ile yikandi. Hiicrelerdeki boyanma profili ters faz
kontrast mikroskop altinda degerlendirildi ve mikroskop kamerasi ile fotograflandi
(Pittenger vd. 1999).

2.7.2. Adipojenik Farkhlastirma ve Dogrulanmasi

2.7.2.1. Adipojenik Farkhlastirma

Ugiincii pasajdaki hiicreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10° hiicre/cm? yogunlugunda
ekildi. Negatif kontrol i¢in ayrilan kuyucuga hiicre kiiltiirii medyumu (%10 FBS, %]l
penislin-streptomisin iceren DMEM-LG) eklendi. Adipojenik farklilastirma igin
hiicreler 1, 3, 5, 9, 11, 13, 17 ve 19. giinlerde adipojenik indiiksiyon medyumu
(AIM); 7 ve 15. giinlerde ise adipojenik idame medyumu (AMM) kullanilarak
toplamda 21 giin siire ile kiiltiire edildi. AIM DMEM-LG igerisinde %10 FBS, %1
penislin-streptomisin, 1 pM dekzametazon, 500 puM izobiitil 4 hidroksibenzoat
(IBMX), 100 uM indometasin ve 10 pg/mL insiilin igerecek sekilde; AMM ise
DMEM-LG icerisinde %10 FBS, %1 penislin-streptomisin ve 10 pg/mL insiilin
kompozisyonunda hazirlandi (Pittenger vd. 1999).
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2.7.2.2. Oil Red O Boyamasi

Adipojenik farklilastirmay1 dogrulamak i¢in Oil Red O boyamasi yapildi. Boyama
icin 60 mg Oil Red O, 20 mL izopropil alkol i¢erisinde ¢ozdiiriilerek 12 mM’lik stok
soliisyon hazirlandi. Sonrasinda stok soliisyonunun 2/3 oraninda ultra saf distile su
ile diliie edilmesiyle boyama soliisyonu hazirlandi. Boyama soliisyonu
hazirlanmasmin ardindan filtre edildi ve en az 2 saat dinlendirildi. Hiicre kiiltiir
medyumu Kkuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra 6nce PBS ile sonrasinda da
%70’lik etanol ile yikama yapildi. Yiizde 10 tamponlu nétral formaldehit
kullanilarak hiicreler 20 dk siire ile tespit edildi. Tespit soliisyonu uzaklastirildi ve
once PBS ile sonra %70’lik etanol ile birer yikama daha yapildi. Yikamadan sonra
kuyucuklara Oil Red O boyama soliisyonu ilave edildi ve 25 dk beklendi. Boyama
soliisyonu uzaklastirildiktan sonra hiicreler 6nce %70’lik etanol ile sonrasinda ultra
saf distile su ile yikandi. Hiicrelerdeki boyanma profili ters faz kontrast mikroskop

altinda degerlendirildi ve mikroskop kamerasi ile fotograflandi (Pittenger vd. 1999).

2.7.3. Kondrojenik Farkhlastirma ve Dogrulanmasi

2.7.3.1. Kondrojenik Farkhlastirma

Uciincii pasajdaki hiicreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10° hiicre/cm? yogunlugunda
ekildi. Negatif kontrol i¢in ayrilan kuyucuga hiicre kiiltiiri medyumu (%35 FBS, %1
penislin-streptomisin iceren DMEM-HG) koyuldu. Diger kuyucuklara ise DMEM-
HG igerisinde %5 FBS, 0,1 mM deksametazon, 50 mM L-askorbik asit, %1 ITS-
premix, 1 mM sodyum piriivat, 0,35 mM proline, %1 non esansiyal amino asit, %1
penislin streptomisin ve 10 ng/mL TGF-B3 igeriginde hazirlanan kondrojenik
farklilastirma medyumu ilave edildi. Yirmi bir giin siire ile 3 giinde bir medyum
degisikligi yapilarak hiicreler kondrojenik farklilagtirma medyumu igerisinde inkiibe

edildi.

38



2.7.3.2. Alsiyan Mavisi Boyamasi

Kondrojenik farklilagtirma siirecinde olusan glikozaminoglikan formasyonunu
goriintillemek i¢in alsiyan mavisi boyama yontemi kullanildi. Boya soliisyonunu
hazirlamak icin 1 gram alsiyan mavisi 97 mL distile su igerisinde ¢ozdiiriildii.
Alsiyan mavisi tamamen ¢oziildiikten sonra karisima 3 mL asetik asit ilave edildi.
Soliisyonun pH’1 2,5’a ayarlandi ve filtrelendi. Hiicreler %95°1lik metanol ile 20 dk
tespit edildikten sonra alkol kuyucuklardan uzaklastirildi ve distile su ile yikama
yapildi. Ardindan alsiyan mavisi soliisyonu ile 30 dk boyama uygulandi. Kuyucuklar
tekrar distile su ile yikandiktan sonra ters faz kontrast mikroskop altinda incelendi ve

mikroskop kamerasi ile fotografland: (Kibria 2018).

2.8. hfOB 1.19 Hiicre Kiiltiirii

Calismada osteoblast hiicre hatti olan hfOB 1.19 hiicreleri (ATCC, 1.19 CRL-11372,
pasaj 7) kullanildi. Hiicreler 75 cm? yiizey alanina sahip kiiltiir kaplarina 1x10°
hiicre/kiiltiir kab1 yogunlugunda ekildi. Hiicreler %10 FBS, %1 penislin-streptomisin
ve 2,5 mM L-glutamin iceren DMEM F-12 igeriginde hazirlanmis olan hfOB kiiltiir

medyumu ile kiilttire edildi.

2.9. hfOB Hiicrelerinden Kosullandirilmis Medyum Eldesi

Freshney’in yontemine benzer sekilde hfOB hiicrelerinden KM elde edildi (Freshney
2005). Hiicreler, pasajlandiktan sonra hfOB kiiltiir medyumu igeren kiiltiir kaplarinda
24 saat kiiltiire edildi. Bu siirenin sonunda kiiltiir medyumu uzaklastirild: ve kiiltiir
kaplar1 steril PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra kiiltiir kaplarma serum
icermeyen hfOB kiiltiir medyumu gruplara 6zgii eklemeler yapilarak kiiltiir kaplarina
koyuldu ve hiicreler 48 saat siire ile inkubasyona birakildi. Siirenin sonunda kiiltiir

medyumu toplanarak 50 mL’lik steril santrifiij tiiplerinde topland1 ve 1000 g’de 10
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dakika santriftij edildi. Stipernatant 50 mL’lik yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi ve

tekrar kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

KM elde etmek i¢in 4 deney grubu olusturuldu. Olusturulan gruplar asagida

gosterilmistir.

1- Kontrol Grubu: hfOB medyumu kullanildi.

2- TGF-B3 Grubu: hfOB kiiltiir medyumuna 10 ng/mL TGF-33 eklendi.

3- 17B-estradiol Grubu: hfOB kiiltiir medyumuna 10 nM 178-estradiol eklendi.

4- TGE-B3 + 17B-estradiol Grubu: hfOB kiiltiir medyumunalO ng/mL TGF-33
ve 10 nM 17B-estradiol eklendi.

Bu gruplardan elde edilen kosullandirilmis medyumlarda sandvi¢ ELISA yontemi ile
OPG seviyeleri karsilagtirildi. Sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere, OPG seviyesi
en yiiksek c¢ikan grup ve kontrol grubundan KM elde edilmesine devam edilerek,
toplanan 6rnekler daha sonraki asamalarda kullanilmak tizere -80°C’de saklandi. KM

ornekleri hiicre kiiltiiriinde tekrar kullanilmadan 6nce 0,22 p’luk filtreden gegirildi.

2.10. Sandvi¢ ELISA

Kosullandirilmis medyum Orneklerinde daha sonraki osteojenik farklilastirma
deneylerinde kullanilmak tizere hangi gruptan daha yiliksek OPG seviyesinin elde
edildigini gérmek i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile protein seviyeleri 6l¢iildii. Bu
islem igin ticari bir ELISA kiti (Abcam, ab100617), iireticisinin talimatlari takip
edilerek kullanildi. Analizin O©ncesinde reaktif soliisyonlar asagidaki sekilde

hazirlandi:
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¢ Yikama Soliusyonu:

20X yikama soliisyonu oda sicakliginda igerisindeki kristaller kaybolana
kadar bekletildi.

20X Yikama Solusyonu 20 ml

Distile Su 380ml

e Biyotinlenmis OPG Saptama Antikoru:

Antikor iceren viyal santrifiij edildikten sonra 100 pL “Assay Diluent B”
ilave edildi. Pipetaj yaptiktan sonra hafifce calkalayarak “konsantre antikor
sollisyonu” haline getirildi. Konsantre antikor soliisyonu, kullanilmadan 6nce

“Assay Diluent B” ile 80 kat diliie edilerek kullanildi.

e 1X Assay Diluent B:

5X soliisyondan bir miktar alindi ve distile su ile 5 kat sulandirildu.

e 1X HRP-Streptavidin Soliisyonu:

500X HRP-Streptavidin igeren viyal santrifiij edildikten sonra 1X Assay
Diluent B ile 500 kat sulandirildi.

Standart soliisyonlarinin hazirlanisi:

e OPG standart viyali santrifiij edildi.

e 200 uL 1X Assay Diluent B stok standarda eklendi ve 1,5 mL’lik santrifiij
tiipline aktarild1.

e Tiip yavasca karistirildi.

e 1’den 7’ye kadar 1,5 mL’lik santrifijj tiipleri numaralandirildu.

e 5456 pL 1X Assay Diluent B’ye 10 pL stok standart eklendi ve
karistirildiktan sonra 1 numarali tiipe aktarildi.

e Tiim tiiplere 400 pL 1X Assay Diluent B eklendi.

e | numaral tiipten 200 pL alind1 ve 2 numaral1 tiipe aktarilip iyice karistirildi.
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2 numarali tiipten 200 pL alind1 ve 3 numaral tiipe aktarilip iyice karistirildi.

Bu sekilde tiim tiipler doldurularak standart soliisyonlar1 hazirlandi.

Sandvi¢ ELISA protokolii:

> W

10.

11

Tiim materyaller oda sicakligina getirildi.

Kuyucuklara 100’er pL standart veya 6rnek eklendi.

Her standart basamagi ve ornek i¢in 2 tekrar yapildi.

Plakanin iizeri kapatildi ve 2,5 saat oda sicakliginda calkalayici iizerinde
inkube edildi.

Soliisyonlar kuyucuklardan uzaklastirildi ve 4 kez 300 puL yikama soliisyonu
ile yikama yapildi. Son yikamadan sonra plaka ters ¢evrilerek kagit havlu
izerine vurularak yikama soliisyonu uzaklastirildi.

Biitiin kuyucuklara 100 pL biyotinlenmis OPG saptama antikoru eklendi.
Calkalayici tizerinde 1 saat oda sicakliginda inkube edildi.

Soliisyonlar kuyucuklardan uzaklastirildi ve 4 kez 300 puL yikama soliisyonu
ile yikama yapildi. Son yikamadan sonra plaka ters ¢evrilerek kagit havlu
tizerine vurularak yikama soliisyonu uzaklastirildi.

Biitiin kuyucuklara 100 pL 1X HRP-Streptavidin soliisyonu eklendi ve 45 dk
calkalayic lizerinde inkube edildi.

Soliisyonlar kuyucuklardan uzaklastirildi ve 4 kez 300 pL yikama soliisyonu
ile yikama yapildi. Son yikamadan sonra plaka ters ¢evrilerek kagit havlu
lizerine vurularak yikama soliisyonu uzaklastirildi.

Biitiin kuyucuklara 100 uL TMB One-Step Substrate Reaktifi eklendi.
Karanlikta 30 dk calkalayici tizerinde inkube edildi.

. Biitiin kuyucuklara 50 pL Stop Soliisyonu eklendi ve kisa siire icerisinde 450

nm’de okuma yapild1 (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Sandvi¢ ELISA. Stop soliisyonun ilavesinin hemen ardindan kuyucuklarda
gozlenen renk degisimi (Mavi: stop soliisyonu eklenmemis kuyucuklar. Sari: Stop
soliisyonu eklenmis kuyucuklar) gézlendikten sonra 6rnekler 450 nm’de ELISA okuyucuda
okutuldu.

Kullanilan kitin sensitivitesi 1pg/mL iken 6l¢im araligt 1,23 pg/mL ile 900 pg/mL
arasindadir. Okumada standartlardan elde edilen degerler ile CurveExpert 1.3
yazilimi kullanilarak bir standart egrisi olusturuldu. Olusturulan dordiincii derece
polinomial fit standart egrisi kullanilarak ayni programda diger 6rneklerden elde
edilen okuma degerleri girildi ve 6rneklerde bulunan OPG miktar1 pg/mL olarak

belirlendi.

2.11. Osteojenik Farkhlastirma Deney Calismalari

TGF-B3, 17B-estradiol ve yiksek seviyede OPG igeren KM’nin o0steojenik
farklilastirma tizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla ASKKH’ler ile osteojenik
farklilastirma ¢alismalar1 yapildi. Calismalarda real-time PCR 6rnekleri elde etmek
igin 25 cm®lik hiicre kiiltiir kaplarma; Alizarin Red S boyamast ile kalsiyum birikim
miktarlarmi belirlemek amaciyla 4 kuyucuklu plakalara; immunfloresan boyamalar

icin ise 4 kuyucuklu EZslides’lara 5. pasajdaki ASKKH’lerin ekimi yapildi.
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Hiicrelerin  %70-80 konfluense ulasmasmin ardindan deney gruplarmma gore
belirlenen medyumlar ile 14 ve 21 ginlik farklilastirma c¢alismalar1 yapildi.
Calismalarda 4 kuyucuklu plakalara 15x10° hiicre/cm? yogunlugunda; 25 cm®lik
kiltlir kaplarina ise 35x10* hiicre/kiiltiir kabi yogunlugunda ekim yapildi. Hiicreler
%5 CO; ve 37°C ortaminda, her 3 giinde bir medyum degisikligi yapilarak kiiltiire
edildi.

Calisma gruplari:

1. Pozitif Kontrol Grubu (Poz Kont): Hiicreler standart osteojenik medyumla
kiltiire edildi.

2. TGF-B3 Grubu (TGF): Osteojenik medyuma 10 ng/mL TGF-B3 ilave edildi.

3. 17B-estradiol grubu (Est): Osteojenik medyuma 10 nM 178-estradiol eklendi.

4. TGF-B3 + 17B-estradiol Grubu (TGF-Est): Osteojenik medyumalO ng/mL
TGF-B3 ve 10 nM 178B-estradiol ilave edildi.

5. hfOB-KM + Normal Medyum Grubu (hfN): Hiicreler hfOB’lerden elde
edilen KM ve standart ASKKH kiiltir medyumunun 1:1 oraninda

karistirilmasi ile elde edilen medyumla kiiltiire edildi.
6. hfOB-KM + Osteojenik Medyum Grubu (hfO): Hiicreler hfOB’lerden elde

edilen KM ve osteojenik farklilastirma medyumunun 1:1 oraninda

karistirilmasi ile elde edilen medyumla kiiltiire edildi.
7. OPG-KM + Normal Medyum Grubu (OPN): Hiicreler yiiksek OPG

konsantrasyonuna sahip gruba ait KM’nin ASKKH biiytime medyumu ile 1:1
karistirilmasindan elde edilen medyumla kiiltiire edildi.

8. OPG-KM + Osteojenik Medyum Grubu (OPO): Hiicreler yiiksek OPG

konsantrasyonuna sahip gruba ait KM nin osteojenik farklilagtirma medyumu
ile 1:1 karigtirtlmasindan elde edilen medyumla kiiltiire edildi.

9. Negatif Kontrol Grubu (Neq): Hiicreler ASKKH medyumu ile kiiltiire edildi.
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2.12. Alizarin Red S Boyamasinin Sayisal Degerlendirmesi

Dort kuyucuklu plakalarda ASKKH’lerde 14 ve 21 giin siire ile yapilan osteojenik

farklilastirma calismalarinin ardindan daha Once 2.6.1.2. numarali baslikta tarif

edilen

yontemle Alizarin Red S boyamasi yapildi. Boyama sonrasinda yapilan

fotograflama iglemi sonrasinda Alizarin Red S boyamasi sayisal olarak

degerlendirildi (Gregory vd. 2004).

Alizarin Red S Boyama Sayisal Degerlendirme Protokolii

© © N o

10.

11.

Kuyucuklara 800ul %10’luk asetik asit soliisyonu eklendi.

Plakalar hafifce sallanilarak 30 dk oda sicakliginda inkube edildi.

Siirenin sonunda kuyucuklarin ytizeyi iyice kazinarak igerikleri 1.5 mL’lik
santriflij tiiplerine alindi (Sekil 2.3, A).

Tiipler 30 sn vortekslendi.

Tiiplerin agz1 parafilmle sikica kapatildi ve tiipler kuru blok 1siticida 85 °C’ye
kadar 1sit1ld1 (Sekil 2.3, B).

Ornekler buz bloklari iizerinde 5 dk sogutuldu.

Ornekler 17000 g’de 15 dakika santrifiij edildi (Sekil 2.3, C).

Her bir tiipten 500 pl siipernatant yeni bir tiipe aktarildi.

Yeni tiiplere 200 pl %10’luk amonyum hidroksit soliisyonu eklendi ve soliisyon
iyice pipete edildi.

96 kuyucuklu plakalara her 6rnekten ii¢ tekrar olacak sekilde her kuyucuga 150ul
ornek eklendi (Sekil 2.3, D).

ELISA okuyucuda 405 nm de okuma yapildi.
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Sekil 2.3. Alizarin Red S boyamasinin sayisal olarak degerlendirilmesi. A: Kuyucuklar
asetik asit ile inkube edildikten sonra yiizeyleri iyice kazinarak icerikleri santrifij tiplerine
aktarildi. B: Ornekler kuru blok 1siticida 85°C’ye kadar 1sitildi. C: Ornekler 17000 g’de 15
dakika santrifiij edildi. D: Ornekler amonyum hidroksit ilavesinden sonra iyice pipete edildi
ve 96 kuyucuklu plakalara her drnekten ii¢ tekrar olacak sekilde her kuyucuga 150ul 6rnek
eklendi.

Orneklere ait kuyucuklarda elde edilen okuma degerlerinden bos (blank)
kuyucuklarin ortalama degerleri ¢ikartildi. Daha sonra deney gruplarindan elde
edilen okumalar negatif kontrol 6rneklerinden elde edilen okumalarin ortalamasina
gore karsilagtirilarak optik yogunluk (OD) degerleri elde edildi. Hesaplama asagidaki

formiile gore yapildi:

0D — Ornek Absorbans Degeri 100
~ \Kontrol Absorbans Degeri *

2.13. Real-Time PCR

Calismada hem ASKKH’lerin karakterizasyonunda hem de osteojenik farklilastirma
deney gruplarinin degerlendirilmesinde real-time PCR analizleri kullanildi.
ASKKH’lerin karakterizasyonu kapsaminda 1, 3 ve 5. pasajdaki hiicrelerde

pluripotent hiicre belirtegleri olan SOX2, Nanog ve OCT % genlerinin; mezenkimal
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hiicre belirtecleri olan CD90, CD105 ve CD44 genlerinin ve hematopoietik
ifadeleri incelendi.

farklilastirma calismalarindan elde edilen 6rneklerde ise COL1, DCN, RUNX2 ve

belirtegler olan CD45 ve CD34 genlerinin Osteojenik
SPP1 genlerinin ifadeleri gosterildi. Tiim ¢alismalarda referans gen olarak GAPDH
geni kullanildi. Kullanilan belirteglerin primerleri FastPCR Professional 6.1.2 beta
yazilimi yardimiyla tasarlandi (Kalendar vd., 2009). Primerler, kullanilmadan 6nce
10 pmol/uL konsantrasyonuna seyreltildi ve her birinin erime sicakligi (Tm) gradient
PCR ile tespit edildi. Calismada kullanilan primerlerin dizilimleri ve Tm degerleri

Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3. ASKKH’lerin karakterizasyonunda ve osteojenik farklilagtirma

caligmalarinin degerlendirilmesinde kullanilan primerler ve 6zellikleri.

‘ Tm
Gen fleri (5—3?) Geti (5—3?)

(©)

SOX2 GGCGGAAAACCAAGACGCTC TGTAGCTGCCGTTGCTCCAGC 58
OCT3/4  CAGACAACCATCTGCCGCTTCG CACCAGGGTCTCCGATTTGCA 58
NANOG  TGCTACTGAGATGCTCTGCAC CCTGAGAGAACACAGTCCGCA 58
CD90 GGTCCTTACTCTAGCCAACTTCAC AACCAGCAGGCTTATGCCACC 58
CD105 GCGTCACACTTGAATGGCAACC GGATGAGAACGGCATCCCCA 58
CD44  GCATCCAACACCTCCCACTATGAC  CTGGTCCATCGAAGGAATTGGGTA 58
CD45 GATGTACCACCAGGGACTCACAA TGTAGAGGACTTCCGCAGCAC 58
CD34 GCCATCTCAGAGACCACGGTC GGTGGAGTGTTCCACTTCTGGA 58
COL1 AAACGGGAGGGCGAGTGCTGTC CCAGGCTGTCCAGGGATGCCA 60
SPP1 TGACCCATCTCAGAAGCAGAA ACAGAATCCTCGCTCTCTGCA 60
RUNX2  CCATGGTGGAGATCATCGCGGAC GGGCTACAACCTTGAAGGCCA 60
DCN GCATATTCCTCAAGGTCTGCCCA CCACAACGGTGATGCTATTGAAGC 60




GAPDH GAACGGATTTGGCCGTATCGGA GATGTTAGCGGGATCTCGCTCC

2.13.1. RNA izolasyonu i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

ASKKH’lerin karakterizasyonu i¢in belirtilen pasajlarin sonunda, osteojenik
farklilastirma caligmalar1 icin ise deneyin sonlandirildigi giin pasajlama isleminde
tarif edildigi sekilde hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu yardimiyla yiizeyden ayrildi.
Tripsin-EDTA aktivasyonu FBS igeren medyum eklenerek durduruldu ve ornekler
santrifiij edildi. Her bir 6rnek i¢in hiicre peleti 1 mL kiiltiir medyumu ile siispanse
edildi ve 1,5 mL’lik ayr1 bir santrifiyj tiipiine aktarildi. Mikro santrifiij cihazinda 10
dk 300 g’de santrifiij edilen 6rneklerin stipernatanti tamamen uzaklastirild: ve dipte
kalan pelet 1,5 mL santrifiij tiipii igerisinde RNA izolasyonu yapilana kadar
dondurularak -80°C’de sakland.

2.13.2. RNA izolasyonu

Total RNA ekstraksiyonu, ticari bir kit yardimiyla (TRIzol Reageent, Thermo
15596026) iireticisinin talimatlarina uygun sekilde gergeklestirildi. Bu slirecte
asagida belirtilen protokol uygulandi:

e Hiicre peleti santrifiij edildi ve tiipte kalan s1v1 varsa ¢ikartildi.

e Orneklere 200 ul PBS eklendi.

e Orneklerin iizerine 1000 pl Lizis Buffer eklendi. lyice pipetaj
yapildiktan sonra 10 dk oda sicakliginda inkube edildi.

e Tiiplere 200 pl kloroform : izoamil alkol alkol karigimi (49:1) eklendi
ve iyice pipetaj yapildi. Iki dk inkube edildi.
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e Tiipler 4°C’ye getirilen mikro santrifiij cihazinda 12000 g’de 15
dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonunda ortada beyaz bir katman ile ayrilmis 2 faz halinde
altta DNA, iistte RNA i¢eren kisimlar kalacak sekilde ayristirma
yapildi. Hattin {ist kisminda kalan RNA igeren s1v1 yeni tiiplere
aktarildi.

e Tiiplere, toplanan 6rnek miktarinin 1,25 kati kadar saf alkol eklendi ve
pipetaj yapildi.

e Bir kolon tiipe elde edilen lizattan 700 pul eklendi ve tiip, 12000 g ‘de
20 saniye santrifiij edildi. Kolon tiipiin alt kismina gecen s1vi
uzaklastirildi. 5. basamakta toplanan lizatin tamami kullanilana kadar
isleme devam edildi.

e Kolona 700 pl yikama soliisyonu 1 eklendi ve 12000 g ‘de 20 saniye
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda dibe gecen si1vi uzaklastirildi.

e Kolona 600 pl yikama soliisyonu 2 eklendi ve 12000 g ‘de 20 saniye
santrifiij edildi. Tiipiin altina gegen sivi uzaklastirildiktan sonra islem
bir kez daha tekrarlandi.

e Kolon 17000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Kolon tiipiin alt haznesi ¢ikartilip iist kisim 1.5 ml’lik yeni bir
santrifiij tiipii tizerine oturtuldu. Kolon filtresinin tam ortasina 30 pl
DEPC su (60°C) eklendi.

e Tiipler 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve dietil pirokarbonat’l
(DEPC) su igerisinde RNA igeren soliisyonun alttaki santrifiij tlipiine

gecmesi saglandi.

1,5 mI’lik santrifiij tiiptine ¢coken RNA soliisyonunda DNA olup olmadigi
belirlendikten ve kimyasal kirlilik kontrolii yapildiktan sonra (2.13.3. numarali

basamak), ornekler bu tiipler igerisinde -80°C’de saklandi.
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2.13.3. DNA Kontaminasyonu ve Kimyasal Kirliligin Kontrolii

RNA izolasyonu iglemi sonrasinda elde edilen ornekler MultiScanGo (Thermo
Scientific) cihazinda uDrop Plaka kullanilarak DNA kontaminasyonu ve kimyasal
kirlilik yoniinden kontrol edildi. Plaka {izerindeki yuvalardan iki tanesine blank
ornek olarak 5 uLL DEPC su damlatildi. Diger yuvalara da her bir RNA 6rneginden
5’er pL damlatildi ve plaka kapatildi (Sekil 2.4, A). Cihaza yerlestirilen plakada
DNA, RNA varlig1 icin 260/280 nm’de; kimyasal kirlilik i¢in ise 260/230 nm’de
okuma yapild1 (Sekil 2.4, B).

SN 640-00760
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Cat. No. N12391

Sekil 2.4. DNA kontaminasyonu ve kimyasal kirliligin kontrolii. A. pDrop plakanin
yuvalarina 4’er L 6rnek damlatildi. B. ELISA okuyucuda absorbans degerleri okutuldu.

2.13.4. RNA Miktar Tayini

Kontrollerin ardindan 260/280 nm’de yapilan okumada 1,9’dan; 260/230nm’de
yapilan okumada da 1,5’ten yiiksek sonug¢ alinan 6rnekler kullanildi. Total RNA
miktarinin tayini i¢in Qubit RNA HS Assay Kiti firmanin talimatlarina gore, Qubit

2.0 Florometre cihaziyla 6lciildii. Islem sonrasinda ¢cDNA izolasyonu asamasina
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gecilmeden Once orneklerde esit hacim igerisinde esit miktarda total RNA olmasini

saglayacak sekilde sulandirmalar yapildi.

2.13.5. Komplement DNA Sentezi

Komplement DNA (cDNA) sentezi Oncesinde RNA oOrneklerindeki olast DNA
kontaminasyonunu elimine etmek i¢in RNAaz icermeyen, DNAaz | ile ornekler
muamele edildi. Islem igin 1 pg total RNA, 1 pL MgCl2 iceren 10X Reaksiyon
Soliisyonu, 1 uL DNaz I (1 iinite), RNaz igermeyen DEPC su eklenerek toplam 10
uL hacminde soliisyon hazirlandi. Santrifiij sonrasi, tlipler igerisinde hazirlanan
karisim, 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Sonrasinda tiiplere 1 pL 50 mM EDTA
eklenmesinin ardindan 6rnekler 10 dk 65 °C’de inkiibe edildi ve DNaz | enzimi
inhibe edildi.

Maxima First Strand cDNA sentez kiti, ¢cDNA ¢alismalarinda {Ureticisinin
talimatlarina uygun sekilde kullanildi. Bir pg RNA igeren santrifiij tiiplerine 1 pL
Oligo (dT)18 eklendi ve 6rnekler 5 dk siire ile 65 °C’de inkube edildi. cDNA sentezi
icin 5 pL 5X reaksiyon buffer soliisyonu, 1 pL Ribolock RNaz inhibitorii (20 U/ pL),
2 pL 10 mM dNTP karisimi, 1 pL RevertAid H Minus M-MuLV Reverst
Transkriptaz (200 U/ uL) ve igerisinde 1 pg RNA’dan olusan toplam 20 pL
hacimdeki reaksiyon karistmi hazirlandi. Reaksiyon karisimi karistirildiktan sonra
ornekler ilk olarak 42°C 'de 60 dakika; ardindan da 70°C' de 5 dakika inkube edildi.
Elde edilen cDNA kullanilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

2.13.6. Real-Time PCR Analizi

Analizler Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Teshis ve Analiz Laboratuvarinda
bulunan Applied Biosystems ViiA 7 cihazi kullanilarak yapildi. Caligmada her 6rnek

igin iki tekrar uyguland. Iki tekrar arasinda fark goriilen 6rneklerde 3. tekrara gidildi.
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Calisma oOncesinde cDNA o6rnekleri 1/10 oraninda sulandirildi. Analizlerde RealQ
Plus 2X Master Mix Green Rox kiti kullanildi. Doksan alti kuyucuklu PCR
plakalarinin kuyucuklarina 6,25 uL RealQ Master Mix karigimi, 0,25 pL ileri primer,
0,25 uL geri primer, 2 uL ¢cDNA ve 3,75 uL su igerigindeki reaksiyon karisimi
eklendi. Uzeri optik gecirgen bir film bant ile kapatilan plaka 1700 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek kabarcik olusumunun Oniine gecildi. Ardindan karanlik ortamda

real-time PCR cihazina koyulan 6rneklerde analizler yapildi.

Real-time PCR analizinde ayrilma, baglanma ve uzama olmak iizere 3 asamada
toplam 40 dongii yapildi ve olast bir DNA kontaminasyonu veya primer
dimerlesmesi varsa gorebilmek adina erime egrisi analizi de gerceklestirildi (Tablo
2.4).

Tablo 2.4. Real-time PCR analizi asamalari.

Dongii
Asama Sayisi Sicakhk |Sire
60°C 1 dk
Dizenleme Asamasi 1
95°C 15 dk
95°C 20 sn
PCR Asamasi 40 58-60°C* | 30 sn
72°C 45 sn
95°C 15sn
Erime Egrisi 1 60°C 1 dk
95°C 15sn

*. ASKKH’lerin karakterizasyonu ¢aligmalarinda 58°C, osteojenik farklilasmanin degerlendirilmesi

caligmalarinda 60°C.

Elde edilen sonuglar Quant Studio Real Time PCR Software (v1.3) ile goriintiilendi
ve MS Office Excel programina aktarildi. Analiz edilen 6rneklerde diger genlerin Ct
degerleri ile referans geni (GAPDH) Ct degerleri arasindaki fark hesaplanarak delta
Ct (ACt) degerleri elde edildi. ASKKH’ler i¢in P3 ve P5 sonuglarindan elde edilen
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ACt’lerin P1’den elde edilen ACt’lere; osteojenik farklilasma c¢aligmalarinda ise
deney grubu oOrneklerinin ACt’lerin negatif kontrol grubu ACt’lerine gore farki
hesaplanarak delta delta Ct (AACt) degerleri elde edildi. Ardindan gen ifadesindeki
kat degisimi (2*4“Y) belirlenerek bu degerler dogrultusunda istatistik analiz yapildi.

Veriler ortalama + standart hata (SH) seklinde gosterildi.

2.14. Immunfloresan Boyama

Arastirmada hem ASKKH’lerde pluripotent hiicre belirtegleri SOX2 ve OCT %
proteinlerinin ifadeleri hem de osteojenik farklilastirma deney gruplarinda COLI1 ve

osteopontin protein ifadeleri immunfloresan boyama yontemi ile gosterildi.

Her iki ¢aligma i¢in de hiicreler 4 kuyucuklu EZSlides plakalara ekildi (Sekil 2.5).
Osteojenik farklilastirma deney gruplari igin hiicrelerin 6nce %70-80 konfluense
ulagmasi beklendi. Daha sonra hiicrelerde daha once belirtilen deney gruplari
cergevesinde bu gruplara o6zel kiiltiir medyumlar: ile farklilagtirma g¢aligmalar
yapildi. Farklilasma ¢aligmasinin son giiniinde immunfloresan boyama
gerceklestirildi. Her iki ¢alismada da kullanilan sekonder antikorlar i¢in birer
negatif kontrol boyamasi yapildi. Caligmada kullanilan primer ve sekonder

antikorlar ile konsantrasyonlari tablo 2.5te belirtilmistir.

Tablo 2.5. immunfloresan boyama calismalarinda kullanilan antikorlar.

Primer Uretici-Kat.

Antikor No. Diliisyon Sekonder Antikor | Uretici-Kat. No. | Diliisyon
Merck Goat Anti-Rabbit

Anti-Sox2 AB5603 1/50 Texas Red Abcam-ab6719 |1/1000
Santa Cruz Goat Anti-mouse

Anti-OCT3/4 Sc-5279 1/50 Texas Red Abcam-ab6787 | 1/1000

Anti- Abcam Goat Anti-Rabbit

Osteopontin Ab 33046 1/250 Texas Red Abcam-ab6719 | 1/1000
Abcam Goat Anti-mouse

Anti-Kollajen 1 | ab 6308 1/250 Texas Red Abcam-ab6787 | 1/1000
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Sekil 2.5. EZSlides plakalara ekilen hiicreler.

Tiim antikor ve bloklama soliisyonlar1 %0,1 tween-20 iceren PBS’e %1 sigir serum
albumini (BSA) ilave edilerek hazirlanan karisimda diliie edildi. Yikama islemleri
icin hem nonspesifik baglanma nedenli arka plan boyamasint minimize etmek hem
de membran permeabilizasyonu saglamak i¢in %0,1 tween-20 iceren PBS (PBST)
kullanildi. Boyamada asagida verilen protokol takip edildi:

Kuyucuklardan kiiltiir medyumu uzaklastirild1 ve PBST ile yikama yapildu.
Kuyucuklara 500 pL %4 PFA eklendi ve hiicreler 30 dk tespit edildi.
Paraformaldehit uzaklastirildi ve 3 kez 5’er dk PBST ile yikama yapildi.
Hiicreler 10 dk %0,1 triton-X ilave edilmis PBS ile inkiibe edildi.

PBST ile 3 kez yikama yapildi.

BSA’l1 PBST igerisinde hazirlanan %10’luk ke¢i serumu ile 30 dk bloklama
yapildi.

o a ~ w b E
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7. Bloklama soliisyonu kuyucuklardan ¢ekildikten sonra kuyucuklara primer
antikor soliisyonlar1 eklendi. Negatif kontrol i¢in ayrilan kuyucuklarda
bloklama soliisyonu birakildi ve herhangi bir primer antikor soliisyonu
eklenmedi.

8. Plakalarin kapaklar1 kapatildi ve 6rnekler bir nem kabini igerisinde +4°’de
bir gece inkubasyona birakildi.

9. Ertesi giin nem kabininin kapagi agilarak plakalarin oda sicakligina gelmesi
beklendi.

10. Sonrasinda kuyucuklardaki primer antikor soliisyonlar1 uzaklastirildi.

11. PBST ile 3 kez 5 dk yikama yapildi.

12. Ornekler karanlik odaya tasindi ve bundan sonraki basamaklar karanlik
ortamda uygulandi.

13. Yikamalar sirasinda karanlik ortamda sekonder antikor soliisyonlari
hazirlandi.

14. Kuyucuklara (negatif kontrol dahil) sekonder antikor soliisyonlari eklendi ve
ornekler 1 saat oda sicaklifinda inkubasyona birakildi.

15. PBST ile 3 kez 5 dk yikama yapildi.

16. Son yikamanin ardindan PBST uzaklastirildi ve EZSlides plakanin klipsleri
acilarak plastik haznesi ¢ikartildi.

17. Hiicrelerin bulundugu kisimlarin sinirlandirilmis oldugu bir lam halini alan
plakada her bdlmeye birer damla DAPI floresan kapatma medyumu
damlatilda.

18. 1dk beklendikten sonra 6rneklerin iizeri lamel ile kapatildi.

19. Boyamanin hemen ardindan ornekler floresan atagmanli ters mikroskop

altinda incelendi ve fotograflandi.

2.15. istatistiksel Analizler

Calismada tiim istatistiksel analizler SPSS (v20) programi kullanilarak yapildi. Tiim
caligmalarda grup i¢i Orneklerde normal dagilimi gostermek icin Shapiro-Wilk

normalite testi uygulandi. Gruplar igerisinde aykir1 deger olmadiginin ve verinin
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normal dagilim gosterdiginin belirlenmesinden sonra istatistiksel degerlendirmeler

yapildi.

ASKKH’lerin karakterizasyonu ve osteojenik farklilastirma deney calismalarinda
yapilan real-time PCR sonuglari, Alizarin Red S boyamasmin sayisal
degerlendirmesinde elde edilen OD degerleri ve sandvi¢ ELISA verilerinin
istatistiksel ~ degerlendirmeleri tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. ASKKH’lerin karakterizasyonunda, sandvi¢ ELISA testinde ve
Alizarin Red S boyamasinin sayisal degerlendirmesinde elde edilen OD degerlerinin
gruplar arasi karsilagtirmalar1 Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilirken
osteojenik farklilagtirma deney ¢alismalarindan elde edilen PCR sonuglarinin pozitif
kontrol grubuna gore istatistiksel farki ise Dunnet’in ¢oklu karsilastirma testi ile

belirlendi.

ASKHH’lerin karakterizasyonunda degerlendirilen her bir genin farkli pasajlardaki
ifadeleri arasindaki farkin belirlenmesinde; P3 ve P5’teki hiicrelerin biiyiime
egrilerinin karsilastirilmasinda ve osteojenik farklilastirma deney gruplarinda bir
genin ayn1 grup icerisinde farkli zaman araliklarindaki ifadesinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesinde t testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. ASKKH’lerin Karakterizasyonu

ASKKH’lerin karakterizasyonu amaciyla farkli pasajlardaki hiicre morfolojileri
incelendi, hiicrelerin 3. ve 5. pasajlarda biiyiime egrileri gosterildi, c¢oklu
farklilagtirma g¢aligmalar1 yiiriitiildii ve hem real-time PCR hem de immunfloresan

boyama yontemleri ile bazi 6nemli belirteclerin gen ve protein ifadeleri belirlendi.

3.1.1. Hiicre Morfolojisi

ASKKH’ler izole edilip kiiltiire edildiklerinde hiicrelerin kisa siirede ylizeye
tutundugu gozlendi. Pasaj (P) sifirda hiicreler yaklasik 7-8 giin inkube edildikten
sonra hiicre nislerinin olusmaya basladigi saptandi. Yiizeye tutunan farkli
morfolojilerde hiicrelerin varligi tespit edildi. Nisler icerisinde fibroblast benzeri
hiicreler (Sekil 3.1), stromal hiicreler (Sekil 3.2) ve epitel benzeri hiicreler (Sekil 3.3)
olmak tizere 3 tip morfolojide hiicreler goriildii. Genellikle nislerin ayn1 morfolojiye
sahip hiicrelerden olustugu gozlendi. Bununla birlikte az sayida da heterojen

morfolojiye sahip hiicre nisi tespit edildi.
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Sekil 3.2. P0’da stromal hiicreler (OKlar). Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100um.
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Sekil 3.3. P0’da epitel benzeri morfolojiye sahip hiicreler (Oklar). Ters faz kontrast
mikroskop. Bar: 500um.

Ayrica PO’da az sayida yasli (senesent) hiicrelerin flask yiizeyine yayilarak carsaf
benzeri morfoloji gosterdigi saptandi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. P0’da carsaf benzeri senesent hiicreler. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100 um.

P1’den sonra hiicrelerin yilizeye kisa siire igerisinde tutundugu gozlendi. Kisa siire
igerisinde nisler olusturmaya baslayan hiicrelerin yaklasik 5-6 giinliik siire sonunda
%70-80 konfluense ulastig1 saptandi. Fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin

hakim hiicre tipi oldugu goriildii (Sekil 3.6, B).

Hiicreler her ii¢ giinde bir medyum degisikligi yapilarak %70-80 konfluense ulasana
kadar kiiltiire edildi. P2’den itibaren hiicrelerin 3-4 giinde konfluense ulastig
saptandi. Bu pasajdan itibaren tiim pasajlarda hiicrelerin fibroblast benzeri
morfolojilerini koruduklar gézlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. ASKKH’lerin farkli pasajlardaki morfolojileri. A: P0’da fibroblast benzeri

hiicrelerden olusan hiicre nisi. Oklar: Fibroblast benzeri hiicreler. B: P1. C: P3.D: P5. Ters
faz kontrast mikroskop. Bar: 500 pum.

3.1.2. Bilyiime Egrisi Analizi

ASKKH’lerin 3 ve 5. pasajlarda proliferasyon egrileri belirlendi ve karsilastirma
yapilarak degerlendirildi. Bu pasajlar arasinda biiylime egrileri karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi (p >0,05). Her iki pasajda da hiicrelerin ekim
sonrasinda hizla logaritmik faza girdigi, 6. glinden sonra ise plato fazinda seytrettigi
gozlendi (Sekil3.7).
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Sekil 3.7. ASKKH’lerde biiyiime egrisi grafigi.

3.1.3. Coklu Farkhlastirma Calismalari

Calismada ASKKH’lerin karakterizasyonu kapsaminda osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilagtirma c¢aligmalart yiriitildii. P3’te ASKKH’lerin osteojenik,

adipojenik ve kondrojenik farklilagsma potansiyeline sahip olduklar1 gosterildi.

3.1.3.1.0steojenik Farkhilastirma

P3’te 4 kuyucuklu plakalara ekilen hiicreler 21 giin siire ile osteojenik farklilagtirma
medyumu igerisinde osteojenik hiicrelere farklilastirildi. Alizarin Red S boyamasi
sonucunda negatif kontrol grubundaki hiicrelerde herhangi bir boyanma
gozlenmezken osteojenik yonde farklilasan hiicrelerde kalsiyum birikimlerinin

kirmizi-turuncu renkte boyandigi goriildii (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. ASKKH’lerde osteojenik farklilagmanin Alizarin Red S boyamasi ile gosterilmesi.
A: Kontrol grubunda hiicrelerde boyanma goriilmedi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100
um. B: Osteojenik yonde farklilastirilmis hiicrelerde kirmuzi-turuncu renkte kalsiyum

birikimleri gozlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 500pum.

3.1.3.2. Adipojenik Farkhlastirma

ASKKH’ler P3’te 4 kuyucuklu plakalara ekildi ve adipojenik farklilagtirma
medyumlari icerisinde 21 giin siire ile adipojenik hiicrelere farklilastirildi. Oil Red O
boyamasi sonucunda negatif kontrol grubunda hiicrelerin sitoplazmalarinda herhangi
bir  boyanma  goriilmezken adipojenik  yonde  farklilasan  hiicrelerin

sitoplazmalarindaki yag damlaciklarinin parlak kirmizi renkte boyandigir gozlendi

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. ASKKH’lerde adipojenik farklilagmanin Oil Red O boyamast ile gosterilmesi. A:

Kontrol grubunda hiicrelerde boyanma goriilmedi. B: Adipojenik yonde farkhlastirilan
hiicrelerin sitoplazmalarinda kirmizi renkte boyanan yag damlaciklart (OK) gozlendi. Ters

faz kontrast mikroskop. Bar: 20um.

3.1.3.3. Kondrojenik Farkhlastirma

P3’te 4 kuyucuklu plakalara ekimi yapilan hiicrelerin kondrojenik farklilagtirma
medyumu igerisinde 21 giin siire ile kondrojenik hiicrelere farklilagtirildi. Alsiyan
mavisi ile boyama sonucunda negatif kontrol grubu hiicrelerinde herhangi bir
boyanma gozlenmezken kondrojenik yonde farklilasan hiicrelerde glikozaminoglikan

birikimlerinin mavi renkte boyandig goriildii (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. ASKKH’lerde kondrojenik farklilasmanin Alsiyan Mavisi boyamasi ile
gosterilmesi. A: Kontrol grubundaki hiicrelerde boyanma goriilmedi. B: Kondrojenik
farklilastirmaya tabi tutulan hiicrelerde parlak mavi renkte glikoz amino glikan birikimleri

(Oklar) gozlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100pm.

3.1.4. Real-Time PCR

ASKKH’lerde mezenkimal kok hiicre belirteclerinin yani sira bazi pluripotent ve
hemapoietik belirteglerin gen ifadeleri belirlendi. P3 ve P5’te hiicrelerin gen
ifadelerindeki kat degisimleri, P1’deki hiicrelerin gen ifadeleri karsilastirilarak

degerlendirildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. ASKKH’lerde

ifadelerinin analizi.

P1, P3 ve P5’te real-time PCR ile hiicrelerde gen

Pasaj

P1 P3 P5
Gen Ortalama + SH p
SOX2 la 0,54+0,07 b 0,68+0,1b 0,002
OCT la 0,59+0,09a 2,76+£0.61b 0,002
NANOG la 0,56+0,1a 1,57+0,22b 0,001
CD90 la 0,77+0,15a 1,48+0,27b 0,04
CD105 la 1,27+0,17 1,35+0,2 0,27
CD44 1 0,82+0,1 0,69+0,1 0,06
CD34 la 0,47+0,13b 0,58+0,13b 0,01
CD45 la 0,52+0,09b 0,25+0,05¢ <0,001

P1 ve P3’teki hiicrelerde mezenkimal kok hiicre belirteclerinden CD90 gen
ifadesindeki kat degisimleri arasinda bir fark gézlenmezken (p >0,05), P3 ve P5’teki
hiicreler arasinda bu gen ifadesindeki kat degisiminde istatistiki olarak 6nemli bir
artts oldugu goriildi (p <0,05) (Sekil 3.11, A). P3 ve P5’teki hiicrelerde CD105 gen
ifadesi, P1°deki hiicrelerin gen ifadesi ile karsilastirildiginda daha yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (p >0,05) (Sekil 3.11, B). CD44 gen
ifadesindeki kat degisiminde de benzer olarak pasajlara gére anlamli bir degisim
olmadig1 gozlendi (p >0,05) (Sekil 3.11, C).
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Sekil 3.11. P1, P3 ve P5’teki hiicrelerde mezenkimal kok hiicre belirteclerin real-time PCR
analizi. A: CD90 ifadesinde 1 ve 3. pasajlarda fark gériilmezken besinci pasajda anlamli bir
artig goriildii. B: CD105 gen ifadesinde bir artis goriilse de bu artis istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi. C: CD44 gen ifadesinde pasajlara gore anlamli bir degisim
gozlenmedi. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

ASKKH’ler mezenkimal karakterinin yani sira bazi pluripotent hiicre belirtegleri
yoniinden de analiz edildi. Bu amacla OCT %, SOX2 ve NANOG gen ifadeleri real-
time PCR ile degerlendirildi. SOX2 gen ifadesindeki kat degisiminin P1 ile
karsilastirildiginda ilerleyen pasajlarda azaldigi goriildii. Hem P3’te (p <0,01) hem
de P5’te (p <0,05) Pl’e gore bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1. P3 ve P5’te ise SOX2 gen ifadesindeki kat degisimleri arasinda istatistiki
olarak bir fark goriilmedi (p >0,05) (Sekil 3.12, A). P1 ve P3 arasinda OCT % gen
ifadelerindeki kat degisimlerinde bir fark gozlenmezken (p: 0,7), P1 ve P5 arasinda
onemli bir fark belirlendi (p <0,01). Ayrica P3 ile PS5 arasinda da OCT % gen
ifadesindeki kat degisiminin anlamli olarak arttigi1 gortildi (p <0,01) (Sekil 3.12, B).
NANOG igin de benzer sekilde P1 ve P3 arasinda fark tespit edilmedi (p >0,05). P5
orneklerinde ise gen ifadesinde kat degisiminin hem P1 (p <0,05) hem de P3’e gore

(p <0,001) 6nemli bir artis gosterdigi saptandi (Sekil 3.12, C).
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Sekil 3.12. P1, P3 ve P5’te pluripotent kok hiicre belirteglerinin real-time PCR analizi. A:
SOX2 gen ifadesindeki kat artisinda ilerleyen pasajlarda istatistiksel olarak énemli bir diisiis
goriildii. B: OCT % gen ifadesindeki kat degisiminde P1 ve P3’te fark goriilmezken P5’te
anlamli bir atig goriildii. C: NANOG gen ifadesindeki kat degisiminde P1 ve P3 arasinda
fark goriilmezken P5’te 6nemli bir artis goriildi. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

ASSKH’ler hemapoietik belirtegler CD34 ve CD45 bakimindan degerlendirildi.
CD34 gen ifadesinin pasaj sayisi ilerledik¢e diisiis gosterdigi goriildii. Bu diisiisiin
hem P3’te (p <0,05) hem de P5’te (p <0,05) P1’e gore istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edildi. CD34 gen ifadesindeki kat degisiminin P3 ile PS5 arasinda
onemli olmadigi belirlendi (p >0,05) (Sekil 3.13, A). CD45 gen ifadesindeki kat
degisiminin ilerleyen pasajlarda azalma gosterdigi saptandi. Bu genin ifadesinin hem
P3 (p < 0,001) hem de P5’te (p < 0,001) P1’e gore dnemli olarak azaldig gorildii.
Ayrica P5’te de P3’e gore anlamli bir diisiis tespit edildi (p <0,05) (Sekil 3.13, B).
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Sekil 3.13. P1, P3 ve P5’te hematopoietik belirteglerin real-time PCR analizi. A: CD34 gen
ifadesindeki kat degisimini P3 ve P5’te birinci pasaja gore anlamli bir diisiis gosterdi. B:
CD45 gen ifadesindeki kat degisimi hem P3 hem de P5’te onemli olarak azaldi. (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001)

3.1.5. immunfloresan Boyama

ASKKH’lerde P5’te pluripotent kok hiicre belirtegleri olan SOX2 ve OCT % protein
ifadeleri immunfloresan boyama ile gosterildi. OCT % proteininin hem ¢ekirdekte
hem de sitoplazmada ifade oldugu (Sekil 3.14); SOX2 proteininin ise sadece
sitoplazmada ifade oldugu gézlendi (Sekil 3.15).
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DAPI OCT 3/4 Cakistirma

A

Sekil 3.14. ASKKH’lerde OCT % protein ifadesi. P5’te ASKKH’lerde yapilan
immunfloresan boyamada OCT % proteinin hem cekirdeklerde hem de sitoplazmada ifade
oldugu gozlendi. A: DAPI ile boyanan hiicre gekirdekleri. B: OCT 3/4 protein ifadesi. C:

Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 50um.

DAPI SOX2 ~ Cakigtirma

Sekil 3.15. ASKKH’lerde SOX2 protein ifadesi. P5’te ASKKH’lerde SOX2 proteininin
sitoplazmada ifade oldugu goriildii. A: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B: SOX2

protein ifadesi. C: Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 50um.

3.2. Sandvi¢ ELISA

Calismada TGF-B3 ve 178-estradiol’iin tek baslarina ve birlikte kullaniminin

osteoblastlar tarafindan salgilanan OPG seviyelerine etkileri incelendi. Deney
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gruplarindan toplanan KM o&rneklerinde sandvic ELISA yontemi ile hfOB

hiicrelerinden sentezlenen OPG seviyeleri dl¢tildii.

Standart okumalarinin ortalamalar1 girilerek Growth Expert 1.3 yazilimi yardimiyla
standart egrileri olusturuldu. R? degeri 1’e en yakin olan (R*=0,99999984) 4. derece
polinomiyal fit standart egrisi tercih edilerek analizin kalan basamaklarinda

kullanild1 (Sekil 3.16).

S =0.31873224
r=0.99999984

Y Axis (units)

2.5

X Axis (units)

Sekil 3.16. Dordiincii derece polinomiyal fit standart egrisi.

Standart egrisine gore tiim Orneklerin pg/mL cinsinden OPG konsantrasyonlari
belirlendi. Kontrol grubunda ortalama 418,7 (= 30,87) pg/mL degerinde OPG
konsantrasyonu Ol¢iildii. TGF-B3 grubunda 504,9 (+ 98,84) pg/mL; 17B-estradiol
grubunda ise 461,8 (£ 61,43) pg/mL degerinde ortalama OPG seviyeleri tespit edildi.
TGF-B3 ve 17B-estradiol’lin birlikte ilave edildigi gruba ait 6rneklerde ise ortama

694,8 ( 25,71) pg/mL seviyesinde OPG saptandi.
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Tablo 3.2. Sandvi¢ ELISA ile elde edilen OPG o6l¢iimleri.

Grup OPG (pg/mL)

Kontrol 418,7 (£ 30,87) a
TGF-R3 504,9 (+ 98,84) a
17R-Estradiol 461,8 (+61,43) a
TGF-R3 + 17R-Estradiol | 694,8 (+ 25,71) b

TGF-B3 ve 17-B estadioliin ayr1 ayr ilave edildigi gruplarda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak énemli bir fark gézlenmedi (p >0,05). TGF-B3 ve 178-estradioliin
birlikte kullanildig1 grupta Slgiilen OPG seviyesinde ise kontrol grubu Orneklerine
gore anlamli bir artig goriildi (p <0,001). Ayrica bu grupta elde edilen dlgiimler hem
TGF-B3 ilave edilen gruba (p: <0,001) hem de 17B-estradiol ilave edilen gruba (p:
<0,001) gore de anlamli derecede daha yiiksekti (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. OPG ELISA 6l¢iimii sonuglari. TGF-83 ve 17B-estradioliin birlikte ilave edildigi
grupta Olgiilen OPG seviyesinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir artis goriildii

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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ELISA sonuglar1 degerlendirildiginde TGF-63 ve 178-estradioliin birlikte
kullanildig1 gruptan (4. grup) toplanan KM, yiiksek OPG seviyesindeki KM olarak
kabul edildi.

3.3. Osteojenik Farkhilastirma Deney Calismalari

Deney gruplarinda 14 ve 21 giinliik osteojenik farklilastirmayi takiben Alizarin Red
S boyamasi ile hiicrelerde kalsiyum birikimi ve immunfloresan boyama ile COL1 ile
Osteopontin protein ifadeleri gosterildi. Kalsiyum birikim miktarlar1 “materyal
metod baslik numarast” kisminda belirtilen yontemle sayisal olarak degerlendirildi.
Real-time PCR ile osteojenik belirtegler olan SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen

ifadeleri dlgiildii.

3.3.1. Alizarin Red S Boyamasi

Tiim gruplarda hem 14 hem de 21. giinlerde hiicrelerde Alizarin Red S ile boyanmis
kalsiyum birikimleri gozlendi. Negatif kontrol hiicrelerinde ise herhangi bir boyanma

gorilmedi.
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14. Gin

21. Gun

Sekil 3.18. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif
kontrol gruplarinda boyanma gozlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D)
Alizarin Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) goriildii. Ters faz

kontrast mikroskop. Bar: 100u.

Negatif Kontrol 1783- Estradiol

105

21. Giin

Sekil 3.19. 178-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif
kontrol gruplarinda boyanma gozlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D)
Alizarin Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) belirlendi. Ters faz

kontrast mikroskop. Bar: 100u.
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Sekil 3.20. TGF-83 grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif kontrol
gruplarinda boyanma gézlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D) Alizarin
Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) gézlendi. Ters faz kontrast

mikroskop. Bar: 100p.
Negatif Kontrol TGF-B3 + 17B-Estradiol

Ao
R Y
e o gy

14. Gln

21. Gun

Sekil 3.21. TGF-B3 + 17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi.
Negatif kontrol gruplarinda boyanma gozlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21.
giinde (D) Alizarin Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar)

gozlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100p.
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Negatif Kontrol hfN Grubu

‘,‘/1

21. Gun

Sekil 3.22. hfN grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif kontrol
gruplarinda boyanma gozlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D) Alizarin
Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) gézlendi. Ters faz kontrast
mikroskop. Bar: 100p.

hfO Grubu

Sekil 3.23. hfO grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif kontrol
gruplarinda boyanma gozlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D) Alizarin
Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) belirlendi. Ters faz kontrast

mikroskop. Bar: 100p.
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Neatif Kontrol OPN Grubu

Sekil 3.24. OPN grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif kontrol
gruplarinda boyanma gézlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D) Alizarin
Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) tespit edildi. Ters faz

kontrast mikroskop. Bar: 100p.
Negatif Kontrol OPO Grubu

14. GlUn

Sekil 3.25. OPO grubunda 14 ve 21. giinlerde Alizarin Red S boyamasi. Negatif kontrol
gruplarinda boyanma gézlenmezken (A, C) hem 14. giin (B) hem de 21. giinde (D) Alizarin
Red S ile turuncu-kirmizi boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) goriildii. Ters faz kontrast

mikroskop. Bar: 100p.
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3.3.2. immunfloresan Boyama

Tiim gruplarda hem 14 hem de 21. giinlerde hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 ve
osteopontinlerinin ifade oldugu belirlendi.

DAPI COL-I CAKISTIRMA

--

DAPI COL-1 CAKISTIRMA

-

Sekil 3.26. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
COL1 protein ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 protein ifadesi. C, F: Cakistirma.
Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.

uno ‘vl
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DAPI OPN CAKISTIRMA

uny L

DAPI OPN

Sekil 3.27. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin protein ifadesi. C, F:
Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.
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DAPI COL-1 CAKISTIRMA
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Sekil 3.28. 17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
COL1 protein ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 protein ifadesi. C, F: Cakistirma.
Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20u.
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Sekil 3.29. 17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin protein ifadesi. C, F:
Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.
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Sekil 3.30. TGF-B3 grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
COL1 ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarimda COL1 protein ifadesi. C, F: Cakistirma.
Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.
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Sekil 3.31. TGF-B3 grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin protein ifadesi. C, F:
Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.

DAPI COL-I CAKISTIRMA

COL-I

Sekil 3.32. TGF-3+17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile
gosterilen COL1 ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarimda COL1 protein ifadesi. C, F: Cakistirma.
Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.
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Sekil 3.33. TGF-33+178B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile
gosterilen osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan
hiicre gekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin protein ifadesi. C, F:
Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.

DAPI COL-I CAKISTIRMA

CAKISTIRMA
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Sekil 3.34. hfN grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen COL1
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 protein ifadesi. C, F: Cakistirma. Floresan atagmanli
ters mikroskop. Bar: 20u.
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Sekil 3.35. hfN grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen
osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre
cekirdekleri. B, E: Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin protein ifadesi. C, F:
Cakistirma. Floresan atagmanli ters mikroskop. Bar: 20p.
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Sekil 3.36. hfO grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen COL1
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 ifadesi. C, F: Cakistirma. Floresan atagmanli ters
mikroskop. Bar: 20p.
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DAPI OPN
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DAPI OPN
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Sekil 3.37. hfO grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen OPN
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin ifadesi. C, F: Cakigtirma. Bar: 20p.
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Se
kil 3.38. OPN grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen COL1
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 ifadesi. C, F: Cakistirma. Bar: 20u.
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DAPI OPN
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Sekil 3.39. OPN grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen OPN
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin ifadesi. C, F: Cakistirma. Bar: 20p.

DAPI COL-I CAKISTIRMA

.

DAPI COL-I

-

Sekil 3.40. OPO grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen COL1
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda COL1 ifadesi. C, F: Cakistirma. Bar: 20u.
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DAPI OPN

DAPI OPN

-

Sekil 3.41. OPO grubunda 14 ve 21. giinlerde immunfloresan boyama ile gosterilen OPN
ifadesi. A, B, C: 14. giin. D, E, F: 21. giin. A, D: DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri. B, E:
Hiicrelerin sitoplazmalarinda osteopontin ifadesi. C, F: Cakistirma. Bar: 20p.
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3.3.3. Alizarin Red S Boyamasinin Sayisal Degerlendirmesi

Hiicrelerin on dort ve yirmi bir giinliik osteojenik farklilastirma c¢alismalarinda elde
edilen sayisal veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. On dordiincii glinde en
yiiksek kalsiyum birikimi pozitif kontrol grubunda (337,1 + 26,8) ve 17B-estradiol
grubunda (295,9 + 30,62) tespit edildi. Iki grup arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark saptanmadi. On dordiincii glinde pozitif kontrol grubu ve 178-estradiol grubu
verileri diger gruplarin verileri ile Karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
derecede bir fark oldugu (p <0,001) belirlendi. On dordiincii giinde en disiik sayisal
veriler TGF-B3 grubunda (70,47 £ 9) belirlendi. Gruplar arasi karsilagtirma
yapildiginda TGF-3 grubu verilerinin OPN grubu hari¢ tiim gruplardan istatistiksel
olarak onemli derecede daha diisiik oldugu (p <0,001) gdzlendi (Tablo 3.3; Sekil
3.42).
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Tablo 3.3. Osteojenik farklilastirilan hiicrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayisal
degerlendirmesi. Poz Kont: Pozitif kontrol grubu; Est: 178-estradiol grubu; TGF: TGF-33
grubu; TGF-Est: TGF-83 + 178-estradiol grubu; hfO: hfOB kiiltiir medyumu + osteojenik
medyum grubu; hfN: hfOB kiltir medyumu + ASKKH kiiltiir medyumu grubu; OPO:
Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum grubu; OPN: Osteoprotegerin KM + ASKKH

kiiltiir medyumu grubu. Ayni siitundaki farkli harfler arasinda istatistiksel fark vardir.

Grup/Giin 14. Giin 21. Giin

Poz Kont (Ort £ SH) |337,1 +26,8a 603 £249 a

Est (Ort + SH) 295,9+30,62 a 1628 +410b

TGF (Ort +SH) 7047+9¢ 131+477 ¢
TGF-Est (Ort £+ SH) |147+£38,9d 304 £60a,c
hfO (Ort + SH) 192 +11,42d 267 +31,4a,c
hfN (Ort + SH) 178 + 14,8 d 219+30,1a,c
OPO (Ort £+SH) |152+5,13d, ¢ 122+ 18,6 ¢

OPN (Ort +=SH) 111,5+6,28¢, e 181 £64,5¢

Alizarin Red S (14. guin)
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Sekil 3.42. Osteojenik farklilagtirilan hiicrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayisal
degerlendilmesi (14. giin). On doérdiincii giinde en yiiksek kalsiyum birikimi verileri pozitif
kontrol grubu ve 17B-estradiol grubunda saptandi. En diisiik sayisal veri TGF-83 grubunda

belirlendi.

Calismamizda 21. giinde diger gruplara kiyasla 178-estradiol grubunda istatistiki
olarak olduk¢a yiiksek seviyede kalsiyum birikimi (1628 + 410) tespit edildi (p
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<0,001). Yirmi birinci giinde pozitif kontrol grubunda 6l¢iilen kalsiyum birikimi
seviyesinin 176-estradiol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli derecede daha diisiik
oldugu (p <0,001), ancak TGF-B3, OPO ve OPN gruplarinin kalsiyum birikim
seviyelerinden ise istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu (p<0,05) belirlendi.
Arastirmamizda 21. giinde kalsiyum birikimi miktar1 yoniinden en diisiik sayisal
veriler OPO grubunda (122 + 18,6) elde edildi. Fakat bu sonucun 17B3-estradiol ve
pozitif kontrol grubu haricinde diger gruplara gore istatistiksel olarak énemli bir fark

olusturmadig1 saptandi (Tablo 3.3, Sekil 3.43).

Alizarin Red S (21. giin)
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Sekil 3.43. Osteojenik farklilagtirilan hiicrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayisal
degerlendirilmesi (21. giin). Yirmi birinci giinde en yiiksek kalsiyum birikimi degerleri 178-
estradiol grubundan elde edildi. En diisiik sonug ise OPN grubunda saptandi.
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3.3.4. Real-Time PCR Analizi

Osteojenik farklilasma ¢aligmalar1 kapsaminda 8 adet grupta SPP1, RUNX2, COLI
ve DCN gen ifadeleri negatif kontrol grubu orneklerindeki aymi gen ifadeleri ile
karsilastirilarak gen ifadesindeki kat degisimi degerleri elde edildi ve bu degerler ile
istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Degerlendirmeler 14 ve 21. giinler i¢in ayri

ayr1 yapildi ve sonuglari sirasiyla tablo 3.4 ve tablo 3.5’te verildi.

O GAPDH SPP1  RUNX2 COLI DCN
Poz Kont (14) Ho
hfN (14)

Est (14)
TGF (14) frasl
TGF-Est (14) e
Poz Kont (21) hfo (21)
Est (21) hfN (21)
TGF (21) OPO (21)

OPN (21)

TGF-Est (21)

Sekil 3.44. Osteojenik farklilagtirma deney gruplarinda iki zaman araliginda
GAPDH, SPP1, RUNX2, COL 1 ve DCN belirteglerinin gen diizeyinde ifadelerinin

agaroz jel lizerinde gosterimi.

On dordiincti giinde gruplar arasi karsilagtirmada hem SPP1 hem de DCN gen
ifadelerindeki kat degisiminde 178-estradiol grubunda anlamli bir artis oldugu
goriildii (p <0,001). RUNX2 gen ifadesindeki kat artisinda TGF-B3 grubunda
olduk¢a yiiksek ve anlamli bir artis saptandi (p <0,001). KM kullanilan tiim
gruplarda (OPO, hfO, hfN, OPN) COL1 gen ifadesindeki kat degisiminde artis
gozlense de bu artisin sadece hfO (p <0,01) ve OPN (p <0,001) gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (Tablo 3.4, Sekil 3.5).
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Tablo 3.4. Osteojenik farklilasmanin 14. giiniinde gen ifadesindeki kat degisimleri. O. OPO: Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum; hfO: hfOB
kiiltiir medyumu + osteojenik medyum; hfN: hfOB kiiltiir medyumu + ASKKH kiiltir medyumu; OPN: Osteoprotegerin KM + ASKKH Kkiiltiir
medyumu; TGF-Est: Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-3 + 10 nM 17-8 estradiol; Est: Osteojenik medyum + 10 nM 17-8 estradiol; TGF:

Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-33; Poz Cont: Osteojenik medyum. Ayni satirda farkli harfler (a, b, ¢) arasinda istatiksel farklilik vardir. Ort:

Ortamala, SH: standart hata.

Grup = OPO 14 hfO 14 hfN 14 OPN 14 TGF-Est 14 Est 14 TGF 14 Poz Cont 14

Gen 1 Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH Ort + SH P
SPP1  [0,0224+0,008a |0,026+0,007a |0,027+ 0,008 a 0,003 +0,0004a [0243+0272a|66,7+343b |11,1+12,6a |475+02a <,001
RUNX2 | 150+ 102 a 382+44a 61,5+429a 148 + 1274 a 141+124a |21,7+783a [3129+911b |1,92+02a <,001
COL1 [590+528a 1255 +310 b 645 +363 a 1708 + 1145 b 209+7,11a |252+10,5a |114+392a [4,12£1,09a <,001
DCN |0,183+0,05a 0,082+0,028a |0,181+0,028a 0,147 + 0,035 a 0,045+0,014a |182+2,63b [0,95+061la |[1,49+177a | <,001

Tablo 3.5. Osteojenik farklilasmanin 21. giiniinde gen ifadesindeki kat degisimleri OPO: Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum; hfO: hfOB kiiltiir

medyumu + osteojenik medyum; hfN: hfOB kiiltiir medyumu + ASKKH kiiltiir medyumu; OPN: Osteoprotegerin KM + ASKKH kiiltiir medyumu;

TGF-Est: Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-3 + 10 nM 17-8 estradiol; Est: Osteojenik medyum + 10 nM 17-8 estradiol; TGF: Osteojenik
medyum + 10 ng/mL TGF-3; Pos Cont: Osteojenik medyum. Ayni satirda farkli harfler (a, b, ¢) arasinda istatiksel farklilik vardir. Ort: Ortamala, SH:

standart hata.

Grup = OPO 21 hfO 21 hfN 21 OPN 21 TGF-Est 21 Est 21 TGF 21 Poz Cont 21

Gen ! Ort+ SH Ort = SH Ort = SH Ort+SH Ort = SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH P
SPP1 0,023+0,03a |0025+0,0la |0,0544+0,02a |0,009+0,004a |0,931+021a |136+82,5b |0,567+035a |0478+0,52a <,001
RUNX2 | 4184396 a 224+342b 324+ 164 b 173 £108 b 71,6+ 10,1b  |569+2b 161 +534b |83,7+42,6b 0,022
COL1 |18+6.27a 458+ 832 b 542+ 188 b 194+172 a 87,5+ 15a 926+3,79a |39,5+294a |123+25a <,001
DCN 0,064+0,07a |0,174+0015a |0,184+0,1a |0353+0273a [581+098a |22.6+11b |0338+025a |123+25¢c <,001
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Sekil 3.45. On dordiincii glinde osteojenik belirteglerin gen ifadelerindeki kat degisiminin
karsilastirmasi. A: 17B-estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna goére SPP1 gen
ifadesindeki kat degisiminde anlamli bir artis goriildi. B: RUNX2 gen ifadesindeki kat
degisiminin TGF-B3 grubunda oldukga yiiksek oldugu ve pozitif kontrol grubuna gore farkin
onemli oldugu saptandi. C: COLI1 gen ifadesindeki kat degisimlerinde hfO ve OPN
gruplarinda 6nemli bir artig goriildi. D: DCN gen ifadesinde ise 17B-estradiol grubunda
pozitif kontrol ile karsilastirildiginda onemli bir artis saptandi (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001).

Yirmi birinci giinde, 14. giin gruplarina benzer sekilde SPP1 ve DCN gen
ifadelerindeki kat degisiminde 176-estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna gore
anlamli bir artig tespit edildi (sirasiyla p <0,001 ve p <0,01). KM kullanilan
gruplarda DCN gen ifadesindeki kat degisiminde pozitif kontrole gére anlamli bir
azalma goriildii (p <0,01). Ayrica DCN gen ifadesindeki kat degisiminin 14. giine
gore istatistiki olarak daha az anlamli oldugu gozlendi. RUNX2 gen ifadesindeki kat
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degisiminde en yiiksek veriler OPO grubundan elde edildi. OPO grubunda RUNX2
gen ifadesindeki kat degisimi pozitif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derece
artis gosterirken (p <0,05) en diisiik degerler Est grubundan elde edildi. COL1 gen

ifadesinde ise hfO ve hfN gruplarinda pozitif kontrole gore anlamli bir artis
belirlendi (p <0,001) (Tablo 3.5, Sekil 3.46).
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Sekil 3.46. Yirmi birinci giin 6rneklerinde osteojenik belirteclerin karsilagtirmasi. A: 17B-
estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna kiyasla SPP1 gen ifadesindeki kat degisiminde
anlamli bir artig gorildii. B: RUNX?2 gen ifadesindeki kat degisiminin OPO grubunda pozitif
kontrol grubuna kiyasla anlamli derece artmis oldugu gozlendi. C: COL1 gen ifadesinde hfO
ve hfN gruplarinda anlamli bir artis goriildii. D: DCN gen ifadesinde ise 176-estradiol
grubunda pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli bir artis gézlenirken KM kullanilan
dort grupta da pozitif kontrole gore anlamli bir diisiis belirlendi (*p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001).
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Calismada gruplar arast karsilastirmanin yaninda; ayni grup icerisinde incelenen

genlerin 14 ve 21. gilinlerde ifadeleri de analiz edildi.

Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri
karsilastirildiginda SPP1 gen ifadesinin 14. giinde anlamli olarak arttig1 goriildi (p
<0,001) (Sekil 3.47, A). RUNX2 ve COL1 genlerindeki kat degisimlerinin ise 21.
giin orneklerinde istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 belirlendi (Sirasiyla p
<0,01 ve p <0,001) (Sekil 3.47; B, C). DCN belirteci i¢in ise her ne kadar 14. giin
orneklerinde daha yiiksek sonuglar elde edilmis olsa da iki zaman araliginda elde
edilen sonuglar arasinda 6nemli bir fark goriilmedi (Sekil 3.47, D). Elde edilen
sonuglar Tablo 3.6.’de verildi.

SPP1 RUNX2 cou DCN
6 - 1504 = 20+ 5

100+

504

u__,_a Ol —— 0 : : 0 : LI

14 21 14 21 14 21 14 21

Giin D Giin

Gen Ifadesindeki kat degigimi
- -a
=] o
1 1
Gen Ifadesindeki kat degisimi
s

Gen ifadesindeki kat degisimi
Gen ifadesindeki kat degisimi

2>
ve)
@

Giin

Sekil 3.47. Pozitif kontrol grubunda osteojenik belirteglerin ifadesinde belirlenen
zaman araliklarinda farki. A: SPP1 belirteci igin gen ifadesindeki kat degisiminin 14.
glinde anlamli derecede arttig1 gozlendi. B: RUNX2 ifadesindeki kat degisiminde 21.
giinde anlaml bir artig goriildii. C: COL1 ifadesindeki kat degisiminde 21. gilinde
onemli bir artig gozlendi. D: DCN genindeki kat degisiminde 14. giinde daha yiiksek
sonuglar elde edilse de bu fark anlamli degildi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.6. Pozitif kontrol grubunda osteojenik belirteglerin iki zaman araliginda

karsilastirilmasi.

Poz Kont G14 (ort £ SH) |G21 (ort £SH) |Anlamhlilk P

SPP1 4,74 +0,2 0,47 +0,5 *Ex <,001

RUNX2 1,91+0,2 83,74 £ 42,58 ** 0,009

coL1 4,11+1 12,26 +2,5 Hokk <,001

DCN 1,5+,17 0,14 + 0,08 ns 0,18

*ns: istatistiksel olarak 6nemli degil.

TGF-B3 grubunda 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri

karsilagtirildiginda SPP1°de 14. giinde daha yiiksek sonuglar goriilse de istatistiki
olarak onemli bir artis tespit edilmedi (Sekil 3.48, A). RUNX2 ve COL1 genlerinin
kat degisimlerinde 14. giin 6rneklerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar gozlendi
(swrasiyla p <0,001 ve p <0,01) (Sekil 4.48; B, C). DCN gen ifadesindeki kat
degisiminde ise 14. giinde daha yiiksek sonuglar elde edilmis olsa da iki zaman
araliginda elde edilen sonuglar arasinda istatistiki olarak dnemli bir fark belirlenmedi

(Sekil 3.48, D). Elde edilen sonuglar Tablo 3.7’de verildi.

SPP1 RUNX2 coL1 DCN
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o 104 @ @ 3

ki 3 8 50+ £ 0.5

= “z 10004 '; = §

@ @ @ o
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0 i . __ N 1 S — oo—F
14 21 14 21 14 21 14 21

A Giin B Giin C Giin D Gtin

Sekil 3.48. TGF-B3 grubunda osteojenik belirteglerin ifadesindeki kat degisiminin belirlenen
zaman araliklarinda farki. A: SPP1 ifadesindeki kat degisiminde iki zaman aralig1 arasinda
fark goriilmedi B: RUNX2 ifadesindeki kat degisiminde 14. glinde anlaml1 bir artis saptandi.
C: COL1 ifadesindeki kat degisiminde 14. giinde anlamli bir artis gozlendi. D: DCN
genindeki kat degisiminde 14. giinde daha yiiksek sonuclar elde edilse de bu farkin istatistiki
olarak 6nemli olmadig: tespit edildi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.7. TGF-83 grubunda osteojenik belirteglerin iki zaman araliginda

karsilastirilmast.

TGF Grubu G14 (ort £ SH) | G21 (ort +SH) |Anlamhilik P
SPP1 11,09+12,6 0,56 + 0,35 ns 0,146
RUNX2 3129 +920 71,65 +10,15 oAk <,001
coL1 114,2 £ 39,25 39,47 +£2,94 ** 0,009
DCN 0,95+0,61 0,33+0,24 ns 0,115

17B-estradiol grubu 6rneklerinde 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri
karsilastirildiginda SPP1 gen ifadesinde bir fark goriilmedi (Sekil 3.49, A). RUNX2
ve COLI ig¢in genlerindeki kat degisimlerinde 14. giin orneklerinde istatistiksel
olarak anlamli artiglar gozlendi (sirasiyla p <0,01 ve p <0,05) (Sekil 3.49; B, C).
DCN gen ifadesindeki kat degisiminde ise iki zaman araliginda elde edilen sonuglar
arasinda istatistiki olarak onemli bir fark goriilmedi (Sekil 3.49, D). Elde edilen

sonuclar Tablo 3.8.’de verildi.

SPP1 RUNX2 COL1 DCN

_ 300- 40- 50+ _ 40+
E E £ £
B ) * 2 404 * D
8 £ 301 5 $ 30
+ 2004 - = ©
= z £ 304 =
F % 20- 3 % 20+ Q
£ H £ 20 5

w w
E 100+ < 10- $ s
w1

o c
o 0- -—" 0o-—
14 21 142 14 21 14 21

C

Giin

A Giin B Giin C Giin

Sekil 3.49. 17B-estradiol grubunda osteojenik belirteglerin ifadesindeki kat degisimlerinin
belirlenen zaman araliklarinda farki. A: SPP1 gen ifadesindeki kat degisiminde iki zaman
aralig1 arasinda fark goriilmedi B: RUNX2 ifadesindeki kat degisiminde 14. giinde 6nemli
bir artig goriildii. C: COL1 ifadesindeki kat degisiminde 14. giinde 6nemli bir artis gozlendi.
D: DCN gen ifadesindeki kat degisiminde ise iki zaman araliginda elde edilen sonuglar

arasinda istatistiki olarak bir fark tespit edilmedi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.8.17B-estradiol grubunda osteojenik belirteglerin iki zaman araliginda

karsilastirilmast.

Est Grubu G14 (ort £ SH) | G21 (ort +SH) |Anlamhilik P
SPP1 66,7 + 34,26 136,3+82,4 ns 0,17
RUNX2 21,74 +7,82 5,68+2 ** 0,007
coL1 25,21+10,48 9,25+ 3,78 * 0,029
DCN 18,24 + 2,62 22,6 £10,97 ns 0,47

TGF-B3 + 17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat
degisimleri karsilastirildiginda SPP1 gen ifadesindeki kat degisimi yoniinden 21.
giinde anlamli bir artis gozlendi (p <0,01) (Sekil 3.50, A). RUNX2, COL1 ve DCN
genlerinin ifadesindeki kat degisimlerinde de benzer sekilde 21. giinde istatistiksel
olarak 6nemli artiglar gézlendi (p <0,001) (Sekil 3.50; B, C, D). Elde edilen sonuglar
Tablo 3.9.”da verildi.
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Sekil 3.50. TGF-B3 + 17B-estradiol grubunda osteojenik belirteglerin ifadesinde belirlenen
zaman araliklarinda farki. A: SPP1 belirteci i¢in kat degisiminde 21. giin 6rneklerinde
anlamli bir artis gozlendi. B: RUNX2 ifadesinde 21. giinde anlamli bir artig goriildii. C:
COL1 ifadesinde 21. giinde anlamli bir artis belirlendi. D: DCN belirteci i¢in iki zaman
araliginda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 21. giinde anlamli bir artig oldugu gorildii

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.9. TGF-B3 + 17-Bestradiol grubunda osteojenik belirteglerin iki zaman

araliginda karsilastirilmasi.

TGF Est

Grubu G14 (ort £ SH) | G21 (ort +SH) |Anlamhilik P
SPP1 0,242 £ 0,2 0,93+0,2 ok 0,007
RUNX2 14+1,24 71,65+ 10,15 e <,001
coL1 20,85+7,1 87,5+15 oAk <,001
DCN 0,045 +0,014 5,810,977 e <,001

hfN grubu orneklerinde 14

ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri

karsilastirildiginda sonuglarda SPP1 belirteci bakimindan 21. giinde anlamli bir artig
gozlendi (p <0,05) (Sekil 3.51, A). RUNX2 ve COLI1 belirteglerinde de benzer
sekilde 21. giin 6rneklerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar goriildi (p <0,05)
(Sekil 3.51; B, C). DCN belirteci icin yapilan degerlendirilmelerde ise anlamli bir
fark gozlenmedi (Sekil 3.51, D). Elde edilen sonuglar Tablo 3.10°da verildi.
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Sekil 3.51. hfN grubunda osteojenik belirteclerin ifadesinde belirlenen zaman
araliklarinda farki. A: SPP1 belirteci i¢in kat degisiminde 21. giin 6rneklerinde
anlamli bir artis gézlendi. B: RUNX2 ifadesinde 21. giinde anlaml1 bir artis goriildii.
C: COLI ifadesinde 21. glinde anlamli bir artig belirlendi. D: DCN belirteci igin iki
zaman araliginda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda anlaml bir fark gézlenmedi

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.10. hfN grubunda osteojenik belirteglerin iki zaman araliginda
karsilastirilmasi.

hfN Grubu G14 (ort £ SH) |G21 (ort +SH) |Anlamlihk P

SPP1 0,027 £ 0,008 0,054 + 0,02 * 0,047

RUNX2 61,48 +42,8 324,2 £ 164,1 * 0,021

coLl 541,7 + 188 1159 +372,8 * 0,025

DCN 0,181 + 0,06 0,183 +0,01 ns 0,948

hfO grubu oOrneklerinde 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri
karsilastirildiginda sonuglarda SPP1 belirteci bakimindan anlamli bir fark yoktu
(Sekil 3.52, A). RUNX2 ve COLI belirteglerinde sekilde elde edilen sonuglarin 14.
giin Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gorildi (p
<0,01) (Sekil 3.52; B, C). DCN belirteci i¢in yapilan degerlendirilmelerde ise 21.
giinde gen ifadesindeki kat degisiminin anlamli derecede daha yiliksek oldugu
belirlendi (p <0,01) (Sekil 3.52, D). Elde edilen sonuglar Tablo 3.11.’de verildi.
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Sekil 3.52. hfO grubunda osteojenik belirteclerin ifadesinde belirlenen zaman araliklarinda
farki. A: SPPI belirteci i¢in kat degisiminde anlamli bir fark goriilmedi. B: RUNX2
ifadesinde 14. giinde anlamli bir artig goriildii. C: COL1 ifadesinde 14. giinde anlaml1 bir
artis belirlendi. D: DCN belirteci igin ise 21. giin Orneklerinde gen ifadesindeki kat
degisiminin anlamli derecede arttig1 gozlendi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Tablo 3.11. hfO grubunda osteojenik belirteglerin  iki zaman araliginda
karsilastirilmast.

hfO Grubu D14 (ort+ SH) | D21 (ortxSH) |Anlamhhik P

SPP1 0,026 + 0,007 0,025 +0,01 ns 0,853

RUNX2 381,7+44 223,9+ 34,21 *x 0,001

coL1 125,5+310 457,9 + 83,2 ** 0,003

DCN 0,082 + 0,028 0,174 + 0,015 ok 0,001

OPN grubu Orneklerinde 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri
karsilastirildiginda sonuclarda SPP1 belirteci icin gen ifadesindeki kat degisiminin
21. giinde anlamli derecede arttig1 belirlendi (p <0,001) (Sekil 3.53, A). RUNX2
belirteci i¢in alinan sonuglarda iki zaman aralig1 igin bir fark gozlenmedi (Sekil X.9,
B). COL1 belirteclerinde ise elde edilen sonuglarin 14. giin drneklerinde istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gorildi (p <0,05) (Sekil 3.53, C). DCN
belirteci icin yapilan degerlendirilmelerde iki zaman araligi karsilastirildiginda
sonuclar arasinda bir fark gozlenmedi (Sekil 3.53, D). Elde edilen sonuglar Tablo
3.12.”de verildi.
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Sekil 3.53. OPN grubunda osteojenik belirteglerin ifadesinde belirlenen zaman araliklarinda
farki. A: SPP1 belirteci i¢in 21.giinde anlamli bir artig goriildi. B: RUNX2 ifadesinde iki

zaman araliginda elde edilen sonuglar arasinda bir fark gozlenmedi. C: COL1 ifadesinde 14.
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giinde anlamli bir artis belirlendi. D: DCN belirteci i¢in ise iki zaman araliginda elde edilen

sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Tablo 3.12. OPN grubunda osteojenik belirteclerin

iki zaman araliginda

karsilastirilmast.

OPN Grubu D14 (ort + SH) D21 (ort + SH) | Anlamlilik P
SPP1 0,00363 + 0,0004 | 0,0396 + 0,06 ok <,001
RUNX2 148 + 124 173 +108 ns 0,826
coL1 1708 £ 1145 194+ 172 * 0,011
DCN 0,231+0,17 0,353 +0,27 ns 0,456

OPO grubu oOrneklerinde 14 ve 21. giinlerde gen ifadesindeki kat degisimleri

karsilastirildiginda sonuglarda SPP1 belirteci icin gen ifadesindeki kat degisimi

bakimindan iki zaman araligi arasinda fark olmadigi gorildii (Sekil 3.54., A).

RUNX2 belirteci i¢in alinan sonuglarda 21. giinde sayisal bir artis goriilse de bu

artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil 3.54, B). COL1

belirteglerinde ise elde edilen sonuglarin 14. giin 6rneklerinde istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p <0,001) (Sekil 3.54, C). DCN belirteci

icin yapilan degerlendirilmelerde iki zaman araligi karsilastirildiginda sonuglar

arasinda bir fark gozlenmedi (Sekil 3.54, D). Elde edilen sonuglar Tablo 3.13.’de

verildi.
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Sekil 3.54. OPO grubunda osteojenik belirteclerin ifadesinde belirlenen zaman araliklarinda

farki. A: SPP1 belirteci i¢in zaman araliklari arasinda bir fark gozlenmedi. B: RUNX2

ifadesinde iki zaman araliginda elde edilen sonuglar arasinda bir fark gézlenmedi. C: COL1

ifadesinde 14. glinde anlamli bir artig belirlendi. D: DCN belirteci igin ise iki zaman

araliginda elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (*p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001).

zaman araliginda

Tablo 3.13. OPO grubunda osteojenik belirteglerin iki
karsilastirilmasi.

OPO Grubu D14 (ort £+ SH) | D21 (ort + SH) Anlamhilik P
SPP1 0,0224 +0,0041 | 0,0364 +0,0146 ns 0,066
RUNX2 150 + 102 418 + 396 ns 0,051
coLl 590 + 528 18 £ 6,27 Rk <,001
DCN 0,183 + 0,057 0,0646 + 0,079 ns 0,616
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4. TARTISMA

4.1. ASKKH’lerin izolasyonu ve Karakterizasyonu

4.1.1. Hiicre Morfolojisi

Amniyon sivist igerisindeki hiicre popiilasyonuna fetusun katki yapmasi ikinci
trimesterden sonra goriiliir. Ikinci trimesterden itibaren fetal periderm veya
epidermis, amniyon ve trofoblast ile birlikte fetiisiin sindirim kanali, iiriner ve
tirogenital sistemi kaynakli hiicreler de amniyotik sividaki hiicre popiilasyonuna
katilir (Gosden 1983). Bu nedenle arastirmacilar ¢ogunlukla ASKKH izolasyonu igin
bu trimesteri tercih etmektedirler. Sicanlarrda gebelik siirecinde 9 ile 19. giinler arasi
ikinci trimester olarak kabul edilir. (Zhao vd. 2019). Siganlarda yapilan ¢alismalarda
Antounians ve arkadaglar1 (2019) gebeligin 12. giiniinii; Bollini ve arkadaslar1 (2011)
16. giinii; Wang ve arkadaslar1 (2017) 15-17. giinleri, Nawaz (2020) ise 17. glinii kok
hiicre izolasyonu ic¢in kabul ederler. Calismamizda gebeligin ikinci trimesteri

icerisindeki 17. glinde hiicre izolasyonlar1 gerceklestirildi.

Aragtirmacilar, amniyon sivisinin fetal ve maternal kaynaklardan koken alan hiicre
tiplerini iceriyor olmasindan dolayt ASKKH’lerde heterojen bir morfoloji
bildirmektedirler. Bossolasco ve arkadaslari (2006) insan ASKKH’lerinde epitel
benzeri hiicreler ve stromal hiicreler olmak {izere iki tip morfoloji tarif etmektedirler.
Insan ASKKH’lerinde yapilan ¢aligmalarda Pipino ve arkadaslari (2005) epitel
benzeri ve fibroblast benzeri hiicreler olmak iizere iki tip morfoloji bildirirlerken,
Savickiene ve arkadaslar1 (2015) ikinci ve tgilincii trimesterde izole ettikleri insan
ASKKH’lerinde epitel benzeri, fibroblast benzeri ve stromal hiicreler olmak iizere 3
tip morfoloji tanimladilar. Nawaz (2020) ise sigan ASKKH’lerinde epitel benzeri,
fibroblast benzeri ve stromal hiicrelerin varligini bildiririrken bunlara ek olarak
“sikica paketlenmis fibroblast benzeri hiicreler” olmak iizere bir tip morfoloji daha

tanimlamistir. Calismamizda da hiicre izolasyonunun ardindan hiicrelerde literatiirle
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uyumlu sekilde heterojen bir morfoloji goriildii. ASKKH’lerde izolasyonu takiben
fibroblast benzeri, epitel benzeri ve stromal hiicreler olmak iizere 3 tip hiicre
morfolojisi tespit edildi. P3’ten itibaren hiicre morfolojisinin homojen hal aldig1 ve
hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojiye sahip oldugu goriildii. Ilerleyen pasajlarda
da fibroblast benzeri morfolojinin korundugu gézlendi. Nawaz (2020) ve Savickiene
(2015) de benzer sekilde izole ettikleri ASKKH’lerde ilerleyen pasajlarda hem
insanlarda hem de sicanlarda ASKKH’lerin morfolojisnin homojen oldugunu ve

fibroblast benzeri morfolojinin hakim morfoloji haline geldigini bildirdiler.

4.1.2. Biiyiime Egrisi

Calismamizda P3 ve P5’teki ASKKH’lerin biiyiime egrilerini olusturarak iki pasaj
arasinda proliferasyon modellerini karsilastirdik. Gao ve arkadaslar1 (2014) insan
ASKKH’lerinde yaptiklari calismada 4, 8, 24 ve 31. pasajlarda biiylime egrisi
grafikleri olusturarak yalnmizca 31. pasajda proliferasyon bakimindan bir fark
oldugunu goézlemlediler. Benzer sekilde You ve arkadaslari (2009) da insan
ASKKH’lerinde 2, 5 ve 8. pasajdaki hiicrelerde yaptiklar biiyiime egrisi analizinde
bu pasajlar arasinda fark olmadigini saptadilar. Minocha ve arkadaglari (2019) ise
sican ASKHH’lerinde biiyiime egrisi analizlerinde 2 ve 8. pasajlar aras1 bir fark
olmadigini, hiicrelerin hizla logaritmik faza girdikten sonra 6. giinde pik yaptigini ve

sonrasinda plato fazinda seyrettigini saptadilar.

Calismamizda P3 ve P5’te olusturulan biiylime egrileri karsilastirildiginda P5
hiicrelerinde daha yiiksek hiicre sayilar elde edilse de iki pasaj arasinda istatistiki bir
fark goriilmedi ve biiylime egrisi grafiklerinin benzer bir model sergiledigi goriildii.
Her iki pasajda da hiicrelerin 2. giinden itibaren logaritmik ¢cogalma gosterdigi ve 6.
giindeki pikten sonra Minocha ve arkadaslarinin (2019) bulgularina benzer sekilde
plato fazina girdigi belirlendi. Literatiirdeki diger ¢aligmalarda daha ileri pasajlara
kadar biiylime egrilerinin olusturuldugu goriilse de ¢alismamizda sonraki sathalarda

yapilacak arastirmalarda bu iki pasajdan birini se¢gmenin bize avantaj saglayip
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saglamayacagini gérmek amaciyla sadece 3 ve 5. pasajdaki hiicrelerde biiyliime
egrileri analiz edildi. Hiicrelerin benzer ¢ogalma modeli sergilemesi ve iki pasajdaki
bliyiime egrileri arasinda istatistiki bir fark olmamasi iizerine daha sonraki

calismalarda iki pasajdaki hiicrelerin de kullanabilecegi goriildii.

4.1.3. Coklu Farkhlastirma Calismalari

Mezenkimal kok hiicreler ¢oklu farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir ve en
azindan osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma kapasitesinde olmalidir
(Dominici vd. 2006). Arastirmacilar kemik iligi (Pittenger vd. 1999), yag doku, idrar
(Kang vd. 2015), kalvaryum (Kobayashi vd. 2000) gibi bir¢ok kaynaktan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagma
kapasitelerini ortaya koydular. Benzer sekilde insan (Pipino vd. 2015), sigan (Nawaz
2020), at (Kibria vd. 2020), sigir (Rossi vd. 2014) gibi farkli tiirlerin amniyotik
stvilarindan elde edilen ASKKH’lerin de ¢oklu farklilasma potansiyeline sahip
oldugu bildirildi.

Caligmamizda da yapilan bilimsel yayilar ile uyumlu sekilde ASKKH’lerde {i¢iincii
pasajda yapilan farklilagma caligmalarinda hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma potansiyeline sahip olduklar1 sirasiyla Alizarin Red S
boyamasiyla gosterilen kalsiyum birikimleri, Oil Red O boyamasiyla belirlenen yag
damlaciklar1 ve alsiyan mavisi ile tespit edilen glikozaminoglikan olusumu ile

ispatlandu.

4.1.4. Real-Time PCR ve immunfloresan Boyama

Calismada genifadesi incelenen mezenkimal ve hematopoietik belirtegler
Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Derneginin belirledigi mezenkimal stromal hiicreler

icin minimum kriterler baz alinarak secildi (Dominici vd. 2006). Dominici ve
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arkadaslar1 (2006) mezenkimal stromal hiicrelerde belirli mezenkimal kok hiicre
belirteclerin pozitif; belirli hematopoietik belirteclerin ise negatif ifadesinin gerekli
oldugunu belirlediler. Yayinlanan bu beyanda, tanimlanan belirteglerin ifadelerinin
insan tiiriine spesifik olarak belirlendigi ifade edilmektedir. Makalede ayrica
belirteglerin ifadelerinin akim sitometri analizlerine gore pozitif veya negatif olmasi
gerektigi belirtilirken ileride yapilacak c¢alismalardan elde edilen verilere gore

kriterlerin modifiye edilebilecegi bilgisine de yer verilmektedir (Dominici vd. 2006).

Arastirmamizda P1, P3 ve P5’teki hiicrelerde mezenkimal kok hiicre belirtecleri olan
CD44, CD90 ve CD105; pluripotent kok hiicre belirtegleri olan NANOG, SOX2 ve
OCT % ile hematopoietik hiicre belirtegleri olan CD34 ve CD45 genlerinin ifadeleri

real-time PCR analizleri ile belirlendi.

Phermthai ve arkadaglari (2010), akim sitometri analizi ile P18’deki insan
ASKKH’lerin mezenkimal kok hiicre belirteglerini yiiksek diizeyde; CD90 proteinini
ise zayif olarak ifade ettigini gosterdiler. Nawaz (2020) ise P1, P3 ve P5’te sican
ASKKH’lerinde hiicrelerin CD90, CD44 ve CD105 genlerini ifade ettigini bildirdi.
CD90 ve CDA44 gen ifadelerinde pasajlar aras1 anlamli bir fark gérmeyen Nawaz;
CD105 geni i¢in ise P3 ve P5’te P1’e gore anlamli derecede daha yiiksek bir gen
ifadesi elde edildigini tespit etti. Arastirmamizda bu g¢aligmalar ile uyumlu sekilde
ASKKH’lerin mezenkimal kok hiicre belirteglerini her ii¢ pasajda da ifade ettigi
belirlendi. CD105 ve CD44 genlerinin ifadesindeki kat degisiminde pasajlar arasi
fark gozlenmezken CD90 geninin ifadesindeki kat degisiminin P5’te 6nemli diizeyde
arttig1 goriildi. CD90; hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre taninmasi ve hiicre adhezyonu
ile iligkilendirilen bir belirtectir ve Onemli bir kok hiicre belirteci olarak kabul
edilmektedir (Mercati vd. 2009). Arastirmacilar ayrica farkli pasajlardaki
ASKKH’lerde CD44 belirtecinin ifade edildigini bildirdiler (Phermthai vd. 2010,
Pipino vd. 2015, Roubelakis vd. 2007) Corradetti ve arkadaslar1 (2013)
arastirmalarinda CD44’{in farkli pasajlardaki sigir ASKKH’lerinde sabit bir sekilde
ifade edildigini gosterdi. Calismamizda CD90 ifadesinde P5’te diger pasajlara gore
bir artis goriilse de Nawaz (2020) sigan ASKKH’lerinde CD 90 geni i¢in P1, P3 ve
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PS5 arasinda istatistiki olarak bir fark bildirmedi. Ancak CD105 geni i¢in ise P3 ve
P5’te P1’e gore daha yiiksek gen ifadesi tespit etti. Poggi ve arkadaslar1 (2004),
yaptiklar1 c¢aligmada fetusun cinsiyetinin amniyotik sivi igerisinde bulunan bazi
sitokinlerin seviyesi itizerinde etkili oldugunu gosterdiler. Katsara ve arkadaslari
(2011) da donoriin cinsiyetinin kemik iligi kaynakli kok hiicrelerde koloni olusturma
kapasitesi, mezenkimal kok hiicre sayis1 ve farklilasma kapasitesi iizerine etkisinin
oldugunu bildirdiler. Calismamizdaki mezenkimal belirteglerin gen ifade verileri ile
Nawaz (2020)’in verileri arasinda gozlenen bu farkliligin fetuslarin cinsiyet

kompozisyonlar1 arasindaki farktan kaynaklaniyor olabilecegini diisiiniiyoruz.

Mezenkimal stromal hiicreler igin belirlenen minimum kriterler geregi hiicreler
hematopoietik belirtecler olan CD34 ve CD45’i ifade etmemelidir (Dominici vd.
2006). Phermthai ve arkadaslari (2010) P18’deki insan ASKKH’lerin CD34 ve CD45
icin akim sitometri analizi sonuglarinda bu belirtegleri protein diizeyinde ifade
etmediklerini belirttiler. Nawaz (2020) ise ¢alismasinda sican ASKKH’lerinde CD34
ve CD45 gen ifadelerinde pasaj sayisindaki artis ile birlikte bir azalma meydana

geldigini bildirdi.

Calismamizda P1, P3 ve P5’teki hiicrelerde CD34 ve CD45 gen ifadeleri
degerlendirildiginde her iki belirte¢ i¢in de P3 ve PS5 hiicrelerinde hematopoietik
belirteglerin gen ifadesinin P1’e gore 6nemli derecede azalma gosterdigi belirlendi.
Ayrica CD45 gen ifadesindeki kat degisiminin P3 ile P5 arasinda da anlamli derece
azaldig1 tespit edildi. Mezenkimal kok hiicrelerin hiicre kiiltiirii baglangicinda CD34
pozitif olduklar fakat kiiltiir sartlarinda bu hiicrelerin elimine olarak kiiltiire edilen
hiicrelerin zamanla CD34 negatif hale geldigi belirtilmektedir (Lin vd. 2012). Kaiser
ve arkadaglar1 (2007), izole ettikleri kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde
CD34 ve CD45 protein ifadeleri yoniinden pozitif sonuglar elde ettiler ve daha
sonrasinda CD34 ve CDA45 pozitif hiicreleri segerek bu hiicreler ile yaptiklari
caligmalarda CD34 ve CD45 pozitif hiicrelerin de adipojenik ve osteojenik

farklilasma kapasitesinde oldugunu gosterdiler. Caligmamizda da P1’den itibaren
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hematopoietik belirteclerde anlamli azalmalar gormemiz diger caligmalar ile

paralellik gostermektedir.

ASKKH’lerin SOX2, OCT %, NANOG gibi bazi pluripotent kok hiicre belirteglerini
ifade ettigi bilinmektedir (Bossolasco et al. 2006, Phermthai et al. 2010).
Calismamizda da benzer sekilde sigan ASKKH’lerinin bu belirtecleri gen diizeyinde
ifade ettigi gosterildi. SOX2 gen ifadesindeki kat degisiminde P5’te anlamli bir
azalma goriilse de hem OCT % hem de NANOG belirtecleri i¢cin P5’te dnemli derece
artiglar tespit edildi. Calismamizda real-time PCR bulgularimizla uyumlu olarak,
immunfloresan boyama teknigi ile ASKKH’lerin pluripotent kdk hiicre belirtegleri
olan SOX2 ve OCT 3%4’iin protein diizeyinde de ifade ettigi gosterildi. SOX2 ve
NANOG belirtegleri pluripotensi i¢cin O6nemli role sahiptir. Bu belirtecler diger
pluripotensi belirteglerinin pozitif yonde regiilasyonunu saglar (Niwa vd. 2009).
OCT % ise kok hiicrelerin kendilerini yenileyebilme kabiliyeti agisindan ¢ok 6nemli
bir belirtegtir (Zaehres vd. 2005). Embriyonik kok hiicrelerde OCT 34 ifadesindeki
azalma, pluripotensinin kaybi ve dediferensiyasyonla sonug¢lanmaktadir (Thomson
vd. 2011). SOX2, mezoderm farklilasmasini inhibe ederken ektoderm farklilagsmasini
arttiricr etki gosterir (Johansson ve Simonsson 2010, Thomson vd. 2011b). Buna ek
olarak Thomson ve arkadaslar1 (2011) embriyonik kok hiicrelerde SOX2’nin azalip
OCT 3’lin artmast ile mezodermal farklilagsma potansiyelinin arttigim1 belirlediler.
NANOG’un embriyonik gelisim siirecinde hematopoiezisi inhibe ettigi gosterildi
(Sainz de Aja vd. 2019). Bu durum c¢alismamizda ilerleyen pasajlarda artan NANOG
ifadesi ile yine ilerleyen pasajlarda Onemli derecelerde azalma gosteren

hematopoietik belirtecler arasindaki negatif korelasyonu agiklamaktadir.

Bilimsel ¢aligmalardan elde edilen bulgular 1s1¢inda, ¢alismamizda ASKKH’lerde
ilerleyen pasajlarda OCT % ifadesinin artmasi ve SOX2 ifadesinin azalmasi bu kok
hiicrelerin mezodermal farklilagma kapasitelerinin arttigini gostermektedir. Kemik
doku mezodermden kdken aldigr i¢in osteojenik farklilastirma caligmalari igin
aragtirmamizda P5’teki sican ASKKH’lerinin kullantminin daha dogru olacag:

diistiniildii. OCT % ve SOX2 ifadelerinin mezodermal farklilagma kabiliyetini
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arttirma ihtimalinin yani sira hem hematopoietik belirteglerin P5’te daha diisiik
seviyede ifade edilmesi hem de P5’e kadarki hiicre kiiltiirii siirecinde ilerleyen
safhalarda kullanilmak {izere daha fazla sayida hiicre elde edilebilecek olmasi
nedenleriyle farklilastirma ¢alismalarinda P5’teki hiicrelerin  kullanimina karar

verildi.

4.2. Sandvi¢ ELISA

hfOB hiicrelerinden elde edilen KM’de TGF-B3 ve 17B-estradiol’iin OPG {iretimi
tizerine etkileri analiz edildi. Osteojenik farklilastirma caligmalarinda 10 nM 178-
estradiol (Hong vd. 2006) ve 10 ng/mL TGF-83 (Karbanodva vd. 2010)
kullanilmaktadir. hfOB’lerde de OPG seviyesinin belirlenmesinde ¢alismamizda bu
dozlar kullanildi. 17B-estradioliin, ER a transfekte edilmis hfOB hiicreleri tizerinde
OPG iiretimini arttiric1 etkileri daha once gosterildi (Hofbauer vd. 1999, Saika vd.
2001). TGF ailesi proteinleri de osteoblastlar i¢in OPG’nin pozitif regiilatorleri
arasinda gosterilse de (Silva and Branco 2011) arastirmalarda daha ¢ok TGF-B1’in
tercih edildigi goriilmektedir (Murakami vd. 1998). hfOB hiicreleri tizerinde 6zellikle
TGF-B3’iin OPG f{izerine etkisinin arastirildigr tek calisma ise laboratuvarimizda

yapildi (Dikmen, 2021).

Calismada serum igermeyen medyum kullanilarak elde edilen KM’de TGF-B3 ve
178-estradioliin tek baslarina OPG iiretimini az miktarda arttirsa da istatistiki olarak
anlamli olmadig goriildii. TGF-B3 ve 17B-estradiol birlikte kullanildiginda ise OPG
seviyelerinde Onemli derecede bir yiikselis belirlendi. KM 6rneklerinden elde
ettigimiz bu bulgular standart hfOB kiiltiir medyumu ile yaptigimiz c¢aligmanin
sonuclar1 ile paralellik gostermektedir. TGF-83 veya 17B-estradioliin tek basina
uygulandiginda bir etki gozlenmemesi; sadece birlikte kullanildiklarinda bir artis
saptanmast ER’lerin ifadesi ile iligkili olabilir. Hem Hofbauer ve arkadaslar1 (1999)
hem de Saika ve arkadaslar1 (2001) ER o transfekte edilmis hfOB hiicrelerinde OPG
seviyelerinde sadece 17B-estradiol kullanarak anlamli artiglar bildirdiler. hfOB
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hiicrelerinin her ne kadar ER o’y1 ifade ettigi bilinse de (Foo et al. 2007) muhtemelen
bu ifadenin derecesi yeterli degildir. ER a’nin osteojenik farklilasma siirecindeki
hiicrelerde ifadesinin yiikseldigi (Wang vd. 2006) ve TGF-33’lin de erken osteoblast
farklilasmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Grafe vd.. 2018). TGF-3’iin etkisiyle
hfOB’lerin farklilagmasi indiiklenmis ve bu silirecte ER o ifadesinde bir artig
meydana gelmis olabilir. Bu durum da 178-estradioliin osteojenik farklilagsma
siirecinde artan ER o vasitasiyla OPG {iretimi iizerindeki etkisini gostermesini
saglamis olabilir. Bu yondeki soru isaretlerini ortadan kaldirmak ic¢in, hfOB’lerde ve
osteojenik farklilagsma siirecindeki hiicrelerde (1) TGF-B3’lin etkisi ile ER’lerinin
ifadeleri belirlenmeli, (2) 17B-estradioliin bu siirecte ER’lerin ifadesinde degisiklige
neden olup olmadig1 molekiiler diizeyde belirlenmeli, (3) ER’lerin ifadesi yoniinden
bir degisiklik saptanmasi halinde bunun OPG seviyeleri ile korelasyonu tespit

edilmelidir.

4.3. Osteojenik Farklilastirma Deney Calismalari

Osteojenik farklilagtirma deney c¢alismalarinda pozitif kontrol grubunda kok
hiicrelerin in vitro osteojenik farklilagsmasinda kullanilan klasik metod uygulandi ve
hiicreler, icerisinde deksametazon, B-gliserofosfat ve askorbik bulunan farklilastirma

medyumu ile kemik hiicrelerine farklilastirildi (Jaiswal vd. 1997).

Kok hiicrelerde osteojenik farklilagma tizerine etkili oldugu bilinen diger materyaller
arasinda 17B-estradiol (Hong vd. 2006), TGF-B3 (Karbanodva vd. 2010) ve
osteoblastlardan elde edilen KM (Zhong vd. 2019) de bulunmaktadir. Calismada
TGF-B3 ve [178-estradiol i¢in konsantrasyonlar mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik farklilagmasi lizerine yapilmis onceki caligmalar baz alinarak belirlendi ve
TGF-B3 i¢in 10 ng/mL (Karbanodva vd. 2010), 17B-estradiol i¢in ise 10 nM (Hong
vd. 2006) konsantrasyon kullanildu.
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Soma hiicrelerinden elde edilen KM’nin, kok hiicreleri bu hiicre soylarina
farklilastiracak sekilde uyardigi goriilmektedir. Kondrositlerden elde edilen KM ile
kondrojenik farklilasma (Nawaz 2020), osteoblastlardan elde edilen KM ile
osteojenik farklilasma (Zhong vd. 2019), iiroepiteliyal hiicrelerden elde edilen KM
ile idrar kesesi hiicrelerine farklilastirma (Tian vd. 2010) gibi farkli alanlardaki
caligmalarda soma hiicrelerinden elde edilen KM’lerin 1:1 oraninda diliie edilerek
kullanimlarinin  kok hiicrelerde farklilasmay1 basarili bir sekilde indikledigi
bildirildi. Calismamizda osteoblast hiicre hattindan elde edilen iki farkli KM
(standart KM ve yiiksek OPG igeren KM), farkli gruplarda hem standart osteojenik
farklilastirma medyumu (hfO, OPO) hem de standart kiiltiir medyumu (hfN, OPN)

ile 1:1 oraninda dilie edilerek kullanildi.

Arastirmada normal kosullarda kiiltiire edilen hfOB’lerden toplanan KM’nin yani
sira, yiiksek seviyede OPG iceren KM de kullanildi. OPG, RANKL i¢in bir tuzak
reseptOr olsa da ayni zamanda erken osteoblastogenezis icin onemli bir belirte¢
olarak goriilmektedir (Tong vd. 2019). Calismamizda OPG iretimini in vitro
sartlarda arttirarak toplanan, yiliksek seviyede OPG igeren KM’nin osteojenik

farklilasma stirecine etkisi de incelendi.

COL1 ve osteopontin, kok hiicrelerde osteojenik farklilagsma i¢in kullanilan pozitif
belirteglerdendir (Zhou ve Lin 2014). Osteojenik farklilagmanin onaylanmasi i¢in en
stk kullanilan yontem ise Alizarin Red S boyamasidir. Farklilasan hiicrelerde
Alizarin Red S ile boyanan kalsiyum birikimlerinin varligi osteojenik farklilagsmayi
dogrular (Jaiswal vd. 1997). Calismada tiim gruplarda her iki zaman araliginda da
COL1 ve osteopontin proteinlerinin hiicreler tarafindan ifade edildigi immun floresan
boyama teknigi ile tespit edildi. Tiim gruplarda her iki zaman araliginda Alizarin Red
S boyamasi ile farkli yogunluklarda kalsiyum birikimleri gozlendi. Boylelikle tiim

gruplarda osteojenik farklilasmanin farkli seviyelerde indiiklendigi belirlendi.
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Arastirmamizda deney gruplarinda real-time PCR analizi ile SPP1, RUNX2, COL1
ve DCN gen ifadeleri incelendi. Ayrica bu belirteglerin her deney grubunda kendi
igerisinde 14 ve 21. giin sonuglar1 da istatistiksel olarak karsilastirildi. Belirlenen
zaman araliklar1 arasinda osteojenik farklilasma siirecindeki farklarin gosterildigi
akademik genellikle ALP aktivitesi ve kalsiyum birikim miktarlar1 iizerinden
kantitatif karsilagtirmalarin yapildig1 goriilmektedir (Karadjian vd. 2020, Widholz
vd. 2019). Ancak arastirmamizda farkli olarak, hiicrelerin osteojenik farklilasma

siireclerinde ugradiklar1 degisimi molekiiler diizeyde degerlendirdik.

Aragtirmacilar, hem kemik iligi (Hong vd. 2006) hem de yag doku kaynakli kok
hiicrelerde (Hong vd. 2007) 10 nM 17B-estradioliin Cbfal ve OCN gibi 6nemli
osteojenik belirteclerin ifadelerini arttirdigin1 gosterdiler. Ayrica bu iki calismada
178-estradioliin farklilasan hiicrelerde kalsiyum birikim miktar1 ve ALP aktivitesini
yiikselttigi ve bu hiicrelerde ER B’nin ifadesinin kayboldugu bildirildi. Taskiran ve
Evren (2011) de benzer sckilde 17B-estradioliin farklilasan hiicrelerde ALP
aktivitesini ve kalsiyum birikim miktarini arttirdigimi gosterdiler. Kaivosoja ve
arkadaslar1 (2015) ise erkeklerde 17B-estradioliin metabolize edilmesini saglayan
dehidroepiandosteron hormonu kullanarak yaptiklar1 osteojenik farklilagtirma
caligmasinda RUNX2 ve COLI1 ifadesinde pozitif kontrole gore bir fark
gormediklerini fakat SPP1 ifadesinde 21. glinde pozitif kontrol ile karsilastirildiginda

onemli derece bir artis gordiiklerini bildirdiler.

17B-estradiol grubunda 14 ve 21. giinlerde elde edilen veriler karsilastirildiginda
RUNX2 ve COL1 ifadelerindeki kat degisimi seviyelerinin 14. giinde istatiki olarak
onemli derece daha yiiksek oldugu goriildii. DCN ve SPP1 genleri i¢in ise iki zaman
araliginda bir fark gozlenmedi. Gruplar arasi karsilastirmada ise Kaivosoja ve
arkadaslarina (2015) benzer sekilde ¢alismamizda da COL1 ve RUNX2 genlerininin
ifadesindeki kat degisiminde 178-estradiol grubu ile pozitif kontrol arasinda anlamli
bir degisim goriilmese de bu ¢alismadan farkli olarak sadece 21. giinde degil; hem 14
hem de 21. giinde SPP1 ifadesindeki kat degisiminin pozitif kontrole gére onemli
derecede daha yiiksek oldugu tespit edildi. Calismamizda ayrica DCN geni i¢in de
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hem 14 hem de 21. giinlerde 17B-estradiol grubunda 6nemli derecede artis saptandi.
Mineralize kemik matriksinde yiiksek seviyede DCN proteini bulunmaktadir (Fisher
vd. 1983). Kollajenin ipliklesmesinde ve kollajen ipliklerinin kalinlasmasinda rolii
olan DCN’in mineralizasyon ile de iliskili oldugu ve osteojenik farklilagsma siirecinde
TGF-B ailesi proteinlerinin biyoaktivitesini arttirdigt one siirilmektedir. Bununla
birlikte DCN’in osteoidlerin heniiz kalsifiye olmamis bolgelerinde lokalize oldugu ve
bu lokalizasyondan sonra mineralizasyonun gergeklesmesinin ardindan DCN protein
ifadesinin kayboldugu bildirildi (Fisher vd. 1983, Hoshi vd. 1999, Takeuchi vd.
1994, Yan vd. 2011). Arastirmamizda Alizarin Red S boyamasinin sayisal
degerlendirmesi ile deney gruplarinda kalsiyum birikim seviyeleri belirlendi. Yirmi
birinci giinde 17-8 estradiol grubunda en yiiksek kalsiyum birikimi seviyesinin

goriilmiis olmasi da DCN ile ilgili bu goriisleri desteklemektedir.

Elde edilen sonuglar daha ¢abuk mineralizasyonun saglandigir ve hiicrelerin daha
hizl1 olgunlastig1 bir farklilagtirmanin hedeflendigi arastirmalarda 17B-estradiol’iin
onemli bir potansiyel aday oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak bu potansiyelin
daha 1y1 anlasilabilmesi icin (1) OCN, Phex gibi osteositlerde ifade oldugu bilinen
ge¢ donem osteogenezis belirteglerinin ifadeleri de arastirilmali, (2) bulgular in vivo

deneylerle test edilmelidir.

TGF-B3 literatiirde daha ¢ok kondrojenik farklilagma calismalarinda kullanilsa da
(Contentin vd. 2017, Nawaz 2020) kok hiicrelerin osteojenik (Karbanodva vd. 2010,
Tapp vd. 2008) ve tenojenik (Chun vd. 2017) farklilasmalarinda da kullanilan bir
proteindir. TGF-B3 mezenkimal kok hiicrelerin preosteoblastlara farklilagmasini
uyarir ve RUNX2’nin transkripsiyonunu saglar (Grafe vd. 2018). Karbanodva ve
arkadaglar1 (2010), dis pulpas: kaynakli kok hiicrelerde yaptiklar1 ¢alismada TGF-
33’1lin osteojenik farklilagmay1 minimal diizeyde indiikledigini belirtti ve TGF-33’lin
tek basma kullanildiginda farklilasan hiicrelerde kollajen ipliklerinin gozlenmesine
ragmen mineralizasyonun sekillenmedigini bildirdi. Tapp ve arkadaslar1 (2008) ise

yag dokusu kaynakli kok hiicrelerde TGF-83 kullaranak yaptiklari osteojenik

113



farklilagsmada Alizarin Red S ile boyanmis kalsiyum birikimlerini gdsterdi ve bazi

ekstraseliiler matriks proteinlerinde de artis gordiiklerini bildirdi.

Calismamizda TGF-B3 grubunda 6zellikle 14. giinde diger gruplara kiyasla olduk¢a
diisiik miktarda olsa da kalsiyum birikimlerinin varligi tespit edildi. Ayrica 14. giinde
RUNX2 ifadesindeki kat degisimi bakimindan yapilan istatistiksel degerlendirmede
elde edilen degerlerin diger gruplara kiyasla olduk¢a 6nemli derecede yiiksek oldugu
saptandi. Osteojenik farklilasmanin ilk safhalarinda RUNX2 yiiksek seviyelerde
ifade olurken farklilasma siireci ilerledikge RUNX2 ifadesi azalma gosterir ve
hiicreler osteositlere farklilastiginda RUNX2 ifadesi artik goriilmez. Bu yonii ile

RUNX2 erken osteoblastogenezis belirteci olarak tanimlanir (Xu vd. 2015).

Calisgmamizda TGF-B3 grubunda iki zaman araliginda yapilan gen ifadesindeki kat
degisimi karsilastirmasinda COL1 ve RUNX2 genleri icin elde edilen sonuclarin 14.
giinde istatiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek diizyede oldugu goriildii.
Arastirmada en diisiik mineralizasyon 14. giinde TGF-B3 grubunda saptandi. Ayrica
14. giinde TGF-B3 grubunda RUNX2 gen ifadesindeki kat degisiminin de gruplar
arasinda en yiiksek seviyede oldugu gozlendi. Calismanin 21. giiniinde ise TGF-83
grubunda yine pozitif kontrol ve 17B-estradiol grubuna gore diisiikk seviyede
kalsiyum birikimi gozlenirken RUNX2 seviyesinin pozitif kontrole yakin seviyeye

geriledigi belirlendi.

Bu sonuglar TGF-B3’tin  ASKKH’lerin  preosteoblastlara  farklilagmasini
indiikledigini ve hiicrelerin pozitif kontrol grubuna kiyasla erken osteoblastogenezis
safhasinda daha {iziin siire kaldigini diisiindiirmektedir. Erken osteoblastogenezisin
hedeflendigi; bu donemdeki hiicrelerin veya bu hiicrelerin {rettigi salgilarin
kullanilacag: ¢alismalarda TGF-B3 ile yapilacak 14 giinliik farklilagsmanin avantaj
saglayabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢ikarimi destekleyebilmek i¢in (1) TGF-83’iin
farklilasan hiicrelerde proliferasyon iizerine etkisinin olup olmadigi, (2) BMP 2 gibi

diger erken osteojenik belirteclerin ifade diizeylerinin saptanmasi (3) farkli zaman
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araliklar1 belirlenerek erken osteoblastogenezis siirecinin ne zaman sonlandiginin

belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Arastirmada her ne kadar 17B-estradioliin etkisi ile SPP1 ve DCN; TGF-83’iin
etkisiyle de RUNX2 seviyelerinde artislar gériilmiis olsa da TGF-B3 ve 176B-estradiol
birlikte kullanildiginda her iki zaman araliginda da birbirlerinin etkilerini
baskiladiklar1 saptandi. Bu mekanizmanin ER’ler iizerinden gerceklesen TGF-B —
17B-estradiol etkilesiminden kaynaklaniyor olmasi muhtemeldir. Her ne kadar
osteojenik farklilasma tizerine TGF-B3 ve 17B-estradiol’iin birlikte kullaniminin in
vitro etkileri gosterilmemis olsa da farkli alanlardaki bazi galismalarda bu ikilinin
etkilesimlerinin incelendigi goriilmektedir. Ornegin Matsuda ve arkadaslar1 (2001)
insan embriyonik bdbrek hiicre hatti1 olan 293T hiicrelerinde 178B-estradioliin ER a
tizerinden gosterdigi etki ile TGF-8 sinyalizasyonunu inhibe ettigini bildirdiler.
Benzer sekilde Yamamoto ve arkadaslari (2002) da ER o ve B’nin, ortamda 178-
estadiol varliginda TGF-B sinyalizasyonunu inhibe ettigini gosterdiler. Hernandez-
Vega ve Camacho-Arroyo (2021) ise glioblastoma hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada
176-estradiol ve TGF-8’nin ER a, Smad2 ve Smad3’ii negatif yonde regiile ettigini
belirtip ve 17B-estradioliin, TGF-B1 ile indiiklenen kollajen 4 sentezini engelledigini
aktardilar. Onemli bir osteojenik protein olan BMP 3’iin kollajen 4 ile yiiksek
baglanma kapasitesinde oldugu bilinmektedir (Paralkar vd. 1990). Osteojenik
farklilagsma siirecinde ER B ifadesinin sabit kaldig1 ve ER o ifadesinin arttig1 da
goriilmektedir (Wang vd. 2006). McDougall ve arkadaslar1 (2002) ER B geni silinmis
farelerde yaptiklar1 ¢alismada ER B’nin kemik iyilesmesi i¢in onemli olmadigin
gosterdiler. Bununla birlikte 17B-estradiol 1ile farklilastirilan kok hiicrelerde
farklilagsma siirecinde ER B’nin ifadesinin kayboldugunu gosteren g¢aligamalar da
bulunmaktadir (Hong vd. 2007, Hong vd. 2006).

Bu bilgiler ve bulgularimiz 1s181inda benzer bir inhibisyon mekanizmasinin osteojenik
farklilasma siirecindeki hiicrelerde de tetiklenmis olabilecegi akillara gelmektedir.
Bu mekanizmanin ¢dziilebilmesi i¢in (1) osteojenik farklilagma siirecinde 178B-

estradiol ve TGF-33’iin etkisi ile ER a ve B ifadelerinde bir degisim olup olmadigi
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belirlenmeli, (2) in vitro olarak ER o ve ER B genleri silinen hiicrelerde 173-estradiol
ve TGF-B3’lin osteojenik farklilagsmaya etkileri incelenmeli ve (3) osteojenik
farklilasma siirecindeki hiicrelerde de 17B-estradioliin diger caligmalara benzer

sekilde TGF-B3 sinyalizasyonu inhibe edip etmedigi arastirilmalidir.

Zhong ve arkadaslar1 (2019), indiiklenmis pluripotent hiicreler iizerinde yaptiklari
caligmada farkli oranlarda diliie edilmis osteoblast KM’leri ile yaptiklar1 osteojenik
farklilasma c¢alismalarinda osteojenik belirteglerin ifadeleri ile beraber ALP
aktivitesinin arttigin1 gosterdiler ve immunfloresan boyama teknigi sonrasi pozitif
hiicre sayimi1 yaparak farklilasan hiicreler arasinda RUNX2 pozitif hiicre miktarinda
da bir artis gordiiklerini bildirdiler. Calismada 1:1 oraninda diliic edilen KM
grubunda 14 giinlin sonunda ALP aktivitesi ve COL1 gen ifadelerinin yani sira
RUNX2 pozitif hiicre sayisinda da 6nemli derece artig gordiiklerini belirten Zhong ve
arkadaglar1 ayn1 calismada %30 oraninda KM kullanilan grupta ise yukarida
belirtilen parametrelerin disinda ALP, RUNX2 ve OCN gen ifadelerinde de anlamli
artiglar gordiiler ve biitiin analizlerinde en yiiksek sonuglart %30’1luk KM grubundan
elde ettiler. Bu sonuglarin 1:1 diliisyon kullanilan gruba gore istatistiksel olarak

farkl1 olup olmadigini ise belirtmediler.

Arastirmamizda Zhong ve arkadaglarina (2019) benzer sekilde KM kullanilan
gruplarda COL1 ve RUNX2 belirtegleri i¢in 14 ve 21. giinlerde pozitif kontrole gore
daha yiiksek gen ifadeleri saptandi. Fakat COL1 ifadesindeki bu artislar 14. giinde
hfO ve OPN; 21. giinde ise hfO ve hfN gruplarinda istatistiksel olarak anlamliydi.
RUNX2 ifadesindeki artiglarin da sadece 21. giinde OPO grubu igin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi. KM kullanilan gruplarda SPP1 geni i¢in her iki
zaman araliginda da pozitif kontrole gore istatistiki bir fark goriilmezken DCN igin
21. giinde KM kullanilan tiim gruplarda gen ifadesindeki kat degisiminin pozitif
kontrole gore istatistiki olarak onemli diizeyde azalma gdsterdigi tespit edildi. Ayrica
14. ginde KM kullanilan tiim gruplarda; 21. giinde ise OPG-KM kullanilan
gruplarda (OPN ve OPO) kalsiyum birikimi miktarlarmin pozitif kontrole gore

onemli derecede daha diisiik oldugu g6zlendi.
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KM kullanilan gruplardaki yiiksek COL1 seviyelerinin KM igerisinde bulunan
ekstraseliiler matriks proteinlerinden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
hususta toplanan KM'’ler igerisinde bulunan g¢esitli ekstraseliiler matriks
proteinlerinin saptanarak miktarlarinin belirlenmesi ve COL1 gen ifadesi ile
iliskilerinin arastirilmas1 gerekmektedir. Her ne kadar COL1 seviyelerinin KM
kullanilan gruplarda yiiksek oldugu gozlense de DCN seviyelerinin 6zellikle 21.
giinde pozitif kontrole kiyasla énemli derecede daha az olmasi kalsiyum birikimi

miktarlarindaki diisiik sonuglarla da bagdasmaktadir.

Calismamizda DCN ifadesi ile kalsiyum birikim miktarlar1 arasinda bir iliski
olabileceginin goriilmesine ek olarak RUNX2 ifadesi ile mineralizasyon seviyesi
arasinda da bir negatif korelasyon dikkat ¢ekmektedir. Kalsiyum birikim miktarlar
bakimindan hem 14. giinde (TGF-83 grubu) hem de 21. giinde (OPO grubu) en
diisiik sonuglarin elde edildigi gruplarin ayni zamanda bu zaman araliklarinda
RUNX2’nin en yiiksek diizeyde ifade edildigi gruplar olmasi bu gorisi
desteklemeketedir. Erken osteoblastogenezis belirteci olan RUNX2’nin artis
gosterdigi ve ostejeonik farklilasma siirecinin ilerleyen sathalarinda daha yiiksek
sonuclar elde etmenin beklendigi kalsiyum birikimi miktarinin ise diisiik seviyelerde
oldugu bu gruplarda hiicrelerin belirlenen zaman araliklar1 igerisinde osteojenik
farklilasmanin erken sathalarinda tutulabiligi goriildii. Bu da 21. giinde yiiksek OPG
iceren KM nin osteojenik farklilagtirma medyumu ile diliie edildigi ve 14. giinde de
standart osteojenik farklilasgtirma medyumuna TGF-83 ilavesi ile yapilan
farklilastirmalarin anzkilozan spondilit gibi yiiksek mineralizasyon ve ektopik
ossifikasyon ile seyreden hastaliklara sahip bireylerde kullanilabilecek daha uygun
bir farklilasma metodu olabilecegi fikrini akillara getirmektedir. Bu goriisiin
desteklenmesi i¢in (1) farklilasmasi indiiklenen hiicrelerin salgilar1 da incelenmeli ve
bu tiir hastaliklara etki edebilecek olast sitokinler identifiye edilmeli; (2) hiicrelerin
farkli zaman araliklar1 eklenerek incelemeler genisletilmeli ve (3) elde edilen

bulgular in vivo deneyler ile test edilmelidir.
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Wang ve Wang (2021), izole ettikleri sigan kemik iligi kaynakli kok hiicrelerini
farkli konsantrasyonlarda OPG ilave ederek farklilagtirarak; OPG’nin farklilasan
hiicrelerde hem osteojenik belirteglerin ifadesini hem de osteoblast proliferasyonunu
arttirdigini gosterdiler. Calismamizda her ne kadar bu hususta bir veri toplanmamis
olsa da Wang ve Wang’in ¢alismasi ile uyumlu olarak OPG-KM kullanilan gruplarda
farklilagtirma caligmalar1 sirasinda hiicrelerde yiiksek seviyede proliferasyon goriildii
ve bu nedenle osteojenik farklilastirma deney ¢alismalari icin basta 5x10° hiicre/flask
olarak planlanan ekim konsantrasyonu tiim gruplarda 3,5x10° hiicre/flask
konsantrasyonu olacak sekilde revize edildi. Ayrica 21. giinde OPG-KM’nin standart
osteojenik farklilastirma medyumu ile diliie edilerek kullanildigt OPO grubunda

RUNX2 geni ifadesindeki kat degisimi yoniinden anlamli derece yiiksek sonuglar
elde edildi.

Osteojenik farklilasmanin erken donemlerinde hiicre proliferasyonu devam ederken
farklilagma siireci ilerledik¢e proliferasyon yavaslar ve nihayetinde durur (Infante ve
Rodriguez 2018). Calismamizda elde edilen sonuglar OPG-KM’nin pre-
ostoblastlarda proliferasyonu arttirdig1 ve 21. giinde dahi osteojenik farklilagmanin
ileri sathalarina gec¢ilmedigini gosteriyor olabilir. Bu konuya agiklik getirebilmek
icin (1) OPG-KM’nin farklilagmakta olan hiicreler lizerinde proliferatif etki gosterip
gostermedigi istatistiksel olarak ortaya konmali, (2) degisik zaman araliklarinda
farklilasmakta olan ASKKH’lerde ALP ve BMP 2 gibi erken osteoblastogenezis
belirteglerinin ifade diizeyleri belirlenmeli, (3) farkli zaman araliklarinda erken ve
gec osteojenik belirteglerinin ifadeleri incelenerek hiicrelerin ne kadar siire erken
osteoblastogenezis sathasinda kaldiklar1 ve gec¢ osteogenezis sathasina ne zaman

ulasabildikleri belirlenmelidir.

Arastirmamizda gen ifadesi diizeyinde yapilan degerlendirmelerde standart KM ve
OPG-KM nin kiiltiir medyumu ile diliie edildigi gruplarda (hfN, OPN) analiz edilen
genlerin neredeyse tamaminda (OPN grubunda COLI harig) 21. giinde gen
ifadesindeki kat degisimi bakimindan daha yiiksek seviyede sonuglar saptandi. Bu iki
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grupta DCN genindeki artiglarin istatistiki olarak 6nem arz etmedigi goriilse de diger

genlerdeki artislar istatistiksel olarak 6nemli diizeydeydi.

Toplanan KM’lerin standart osteojenik farklilastirma medyumu ile diliie edilerek
kullanildig1 gruplarda (hfO, OPO) ise daha farkli bir sonu¢ karsimiza ¢ikti. Bu
gruplarda COL1’in ifadesinin 14. giinde anlaml diizeyde artis gosterdigi saptandi.
hfO gruunda COL1’¢e ek olarak RUNX2 gen ifadesinin de 14. giinde istatistiki olarak
anlamli derecede daha yiiksek seviyede oldugu goriildii. Bunlara ek olarak KM
kullanilan tiim gruplarda mineralizasyonun az olmasi, DCN ifadelerindeki diisiik

sonuglar ile ortiismektedir.

Farkli zaman araliklarinda osteojenik farklilasmanin  molekiiler —diizeyde
degerlendirildigi calismalarda genel olarak COL1, ALP, BMP 7 gibi genlerin
ifadesinin 7 ila 14. giinlerde yiiksek seviyede seyrettikten sonra 21. giinde azalma
gosterdigi gortilmektedir (Choi vd. 2011, Zou vd. 2008). Wang ve arkadaslari (2015)
bu genler ile birlikte RUNX2’nin ifadesinin de 14. giinde artis gosterdigini fakat bu
artisin ilerleyen giinlerde de devam ettigini gosterdi. Calismamizdaki pozitif kontrol
grubundan elde edilen veriler bu calismalardaki standart yontemle farklilastirilan

hiicrelerin verileri ile uyusmaktadir.

TGF-B3 ve 17B-estradiol’iin birlikte kullanildig1r grupta (TGF-Est) tiim belirtegler
icin 21. giinde 14. giin sonuclarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
goriilirken KM’lerin kiiltiir medyumu ile dilie edildigi gruplarda (hfN, OPN) da
genel olarak 21. gilindeki ifade diizeylerinin daha yiiksek oldugu goézlemlendi. Bu
gruplardaki hiicrelerde de Alizarin Red S ile boyanan kalsiyum birikimlerinin
varligin1 ve osteopontin ile COL1 protein ifadelerinin hiicrelerde gdsterilmis olmasi
ASKKH’lerde osteojenik farklilagsmanin indiiklenebildigini gdsterse de osteojenik

farklilagsma siirecinin daha yavas isledigi tahmin edilmektedir.
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Bu durum projemizin verilis tarihinden sonra yaymlanan Zhong ve arkadaglarinin
(2019) makalesinde belirtildigi iizere osteoblastlardan elde edilen KM’nin farkli
diliisyonlarda kullaniminin kok hiicreler lizerinde farkli diizeylerde etkiler yaratiyor
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle mekanizmanin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in (1) standart kiiltir medyumu ve osteojenik medyumlar farkli
dilisyonlarda kanstirilan KM’lerin  kullanimimin  ASKKH’lerin  osteojenik
farklilagsmasi {izerine etkileri gosterilmeli, (2) KM igerisinde yer alan biiylime
faktorleri, sitokinler, ekstraseliiler matriks proteinleri gibi maddelerin tanimlanarak

miktarlarinin belirlenmesi 6nemlidir.
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5. SONUC ve ONERILER

1) In vitro kosullarda TGF-B3 ve 17B-estradioliin birlikte kullanimi hfOB

hiicrelerinde OPG iiretimini arttirmaktadir.

2) Osteoblastlardan clde edilen KM ve yiiksek seviyede OPG igeren KM,
ASKKH’lerde osteojenik farklilasmay1 indiikleyebilme kabiliyetine sahiptir.

3) TGF-B3, 17B-estradiol, KM ve yiiksek seviyede OPG iceren KM ASKKH’lerin

osteojenik farklilagsmasi siirecinde farkli 6zellikler sergilemektedir.

3a) 17B-estradiol ASKKH’lerin hizla farklilasmanin ileri safhalarina

gecmesine yardimci olur ve mineralizasyonu arttirir.

3b) TGF-B3 ise hiicrelerin daha uzun siire erken osteblastogenezis sathasinda

kalmasina yardimci olur ve sinirli bir mineralizasyon saglar.

3c) TGF-B3 ve 17B-estradiol ASKKH’lerin osteojenik farklilagmasinda

birlikte kullanildiginda birbirlerinin etkisini sinirlar.

3d) hfOB’lerden elde edilen KM’ler ile yapilan osteojenik farklilagtirmada
hiicreler yiiksek seviyede COLI1 ifade etse de diisiik seviyede DCN ifade eder ve

sinirlt mineralizasyon gosterir.

3e) OPG, ASKKH’lerin farklilastirma caligmalarinin 21. giiniinde dahi erken

osteoblastogenezis sathasinda kalmasina yardimet olur.
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Farkli erken ve gec osteogenezis belirtecleri kullanilarak ¢esitli zaman araliklarinda
kok hiicrelerde osteojenik farklilasma degerlendirilmeli; farklilastirmada kullanilan
KM ve bliyiime faktorlerinin osteojenik farklilagsma siirecinde rol oynayan sinyal

yolaklarina etkileri arastirilmali ve bulgular in vivo ¢alismalar ile desteklenmelidir.
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