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ÖZET 

Amniyotik Sıvı Kaynaklı Kök Hücrelerin Osteojenik FarklılaĢmasının 

Optimizasyonunda Adaylar: TGF-ß3, 17ß-Estradiol ve Osteoprotegerin 

Kemik doku, organik ve inorganik maddelerden oluĢan kompleks bir dokudur. 

Hormonlar, büyüme faktörleri, sitokinler, iz elementler gibi birçok unsurun etki 

gösterdiği kemik dokuda 100‟ün üzerinde hastalık ve sendrom tanımlanmıĢtır. Her 

biri karmaĢık ve farklı yaklaĢımlar gerektiren bu hastalıklar, kemik rejenerasyonu ile 

ilgili giriĢimlere ihtiyaç duyan bireylerde yenilikçi hücresel tedavi yaklaĢımlarında 

problemlere sebep olabilecek potansiyeldedir. ÇalıĢmada osteoblast hücre hattı olan 

hfOB hücreleri üzerinde TGF-ß3 ve 17ß-estradiol kullanarak kemik 

metabolizmasında önemli role sahip olan osteoprotegerin (OPG) proteinin üretimi 

arttırılarak yüksek seviyede OPG içeren koĢullandırılmıĢ medyum (KM) elde edildi. 

Elde edilen yüksek seviyede OPG içeren KM‟nin yanı sıra TGF-ß3, 17ß-estradiol ve 

standart hfOB KM kullanılarak amniyotik sıvı kaynaklı kök hücrelerde (ASKKH) 

osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları yapıldı. On dört ve yirmi bir günlük 

farklılaĢtırma çalıĢmalarının ardından hücreler real-time PCR yöntemi ile osteojenik 

belirteçler olan SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen ifadeleri bakımından incelendi. 

Hücrelerde ayrıca Alizarin Red S boyamasının sayısal değerlendirmesi yapılarak 

kalsiyum birikimi seviyeleri belirlendi. Elde edilen veriler 17ß-estradiolün 

ASKKH‟leri hızla osteojenik farklılaĢmanın ileri safhalarına taĢıdığını ve 

mineralizasyonu arttırdığını gösterdi. Öte yandan TGF-ß3 ve OPG‟nin ise hücrelerin 

daha uzun süre erken osteoblastogenezis safhasında kalmasına yardımcı olduğu ve 

hücrelerde mineralizasyon miktarını düĢük seviyelerde tuttuğu görüldü. Daha hızlı 

kemikleĢme ve yüksek oranda mineralizasyonun amaçlandığı durumlarda 17ß-

estradiol daha baĢarılı sonuçlar vaat ederken hücrelerin erken osteoblastogenezis 

safhasında tutulmasının fayda sağlayacağı veya ekstansif mineralizasyonun sorun 

yaratacağı durumlarda ise TGF-ß3 ve OPG‟nin daha yararlı olabileceği 

düĢünülmektedir. ÇalıĢmadan elde edilen veriler diğer erken ve geç osteogenezis 

belirteçlerinden elde edilecek veriler ile zenginleĢtirilmeli; belirlenecek farklı zaman 

aralıkları ile hücrelerin osteogenezisin hangi aĢamasında ne kadar süre ile kaldığı 

belirlenmeli ve elde edilecek sonuçlar in vivo çalıĢmalar ile test edilmelidir. 

Anahtar Kelimeler:17ß-estradiol, Amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler, 

KoĢullandırılmıĢ medyum. Osteojenik farklılaĢtırma, Osteoprotegerin, TGF-ß3. 
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SUMMARY 

Potential Canditates on Optimization of Osteogenic Differentiation of Amniotic 

Fluid Derived Stem Cells: TGF-ß3, 17ß-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-ß3 and 17ß-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-ß3, 

17ß-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, 17ß-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-ß3 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, 17ß-estradiol offers promising results while TGF-ß3 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: 17ß-estradiol, Amniotic fluid stem cells, Conditioned medium, 

Osteogenic differentiation, Osteoprotegerin, TGF-ß3. 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

 

 

(%) Yüzde 

(-) Eksi 

(/) Bölü 

(+) Artı  

(±) Artı-eksi 

(x) Çarpı 

∆ Delta 

µ Mikron 

µg Mikro gram 

µL Mikro litre 

µM Mikro molar 

AIM Adipojenik indüksiyon medyumu 

ALCAM Aktive lökosit adhezyon molekülü  

α Alfa 

α-MEM  Alfa minimum esansiyel medyum 

ALP Alkalin fosfataz  

AMM Adipojenik idame medyumu 

ANOVA Varyans analizi 

ASKKH Amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler 

ß Beta 

BMP Kemik morfojenik protein  

BSA Sığır seum albumini 

℃ Santigrat derece 

C3 Tamamlayıcı BileĢen 3 

Ca Kalsiyum 

Cbfa Çekirdek bağlayıcı faktör 

CD FarklılaĢma yığılım molekülü 

cDNA Komplement deoksiribo nükleik asit 

cm
2
 Santimetrekare 

c-myc Avian myelostomatozis virüs onkojen homoloğu  

CO2 Karbon dioksit 

COL Kollajen 

Ct Döngü eĢiği 

DAPI 4, 6-diamino-2-fenilindol, dihidroklorit 

DCN Dekorin 

DEPC Dietil pirokarbonat 

dk Dakika 

DMEM-HG Yüksek glukoz-Dulbecco'nun modifiye minimum esansiyel medyumu 
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DMEM-LG DüĢük glukoz-Dulbecco'nun modifiye minimum esansiyel medyumu 

DNA Deoksiribo nükleik asit 

ECM Ekstra selüler matriks 

EDTA Etilendiamin tetra asetik asit 

EGF Epidermal büyüme faktörü  

ELISA Enzime bağlı bağıĢıklık testi 

ER Östrojen reseptör 

ERK Ekstraselüler reseptör kinaz  

FBS Fötal sığır serumu 

Fc Kristalize edilebilr kısım 

FGF fibroblast büyüme faktörü  

FRZ Frizzled 

g Çelim sabiti 

HBSS Hank'in dengeli tuz solüsyonu 

HEGF Heparan bağlayıcı epidermal büyüme faktörü  

IBMX Ġzobütil 4 hidroksibenzoat 

ICAM Ġntraselüler adhezyon molekülü  

IGF-1 Ġnsülin benzeri büyüme faktörü 1 

IL Ġnterleukin 

kDa Kilo dalton 

KGF Keratinosit büyüme faktörü  

KM KoĢullandırılmıĢ medyum 

LRP Lipoprotein reseptör iliĢkili protein  

Mg Magnezyum 

MgCl2 Magnezyum klorit 

MITF Mikroftalmi iliĢkili trasnkripsiyon faktör  

miRNA Mikro ribonükleik asit 

μM Mikro molar 

μ Mikron 
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μL Mikro litre 

MKK6 Mutajen aktive edilmiĢ protein kinaz kinaz  

mL Mililitre 

mM Mili molar 
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NaOH Sodyum hidroksit 

NCID Notch hücre içi domaini 
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bFGF basic fibroblast büyüme faktörü 

NF-kB Nükleer faktör kappa B 

Ng Nanogram 
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nM Nano molar 

Nm Nano metre 
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OD Optik yoğunluk 
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SOX2 Sry-box transkripsiyon faktörü 1 

SPP1 SalgılanmıĢ fosfoprotein 1  

SSEA Safha spesifik embriyonik antijen 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Kemik Doku ve Hücreleri 

Kemik doku, bilinen en eski omurgalılardan beri var olan buna rağmen temel yapı ve 

organizasyon bakımından milyonlarca yıllık bu süreçte çok az değiĢiklik göstermiĢ 

bir destek dokusudur (Hall 1991). Kemik doku hem organik hem de inorganik 

maddelerden oluĢan, bu nedenle de hormonlardan minerallere; büyüme 

faktörlerinden maruz kaldığı basınca kadar birçok etmenden etkilenen oldukça 

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

Embriyonik olarak mezodermden köken alan kemik doku, iki yolla meydana gelir. 

Ġntramembranöz ve endokondral ossifikasyon adı verilen bu süreçlerin her ikisi de 

mezenkimal prekürsörlerle baĢlasa da kemikleĢme Ģekilleri farklılık gösterir. Basitçe 

açıklamak gerekirse yassı kemikler, kafatası, klavikula gibi kemiklerin oluĢturulduğu 

intramembranöz ossifikasyonda mezenkimal doku doğrudan kemik dokuya 

farklılaĢırken aksiyal iskeletin bir bölümünün ve uzun kemiklerin oluĢturulduğu 

endokondral ossifikasyonda ise mezenkimal doku önce kıkırdağa farklılaĢır. Bu 

kıkırdak dokuda zamanla hipertrofiye olan kondrositlerce salgılanan büyüme 

faktörlerinin etkisiyle damarlaĢma meydana gelir ve matriks mineralize olarak 

ossifikasyona uğrar (Ġnt. Kyn. 1; Kierszenbaum, 2006). 

Kemik doku 4 ana hücreden meydana gelir. Bunlar osteoprogenitör hücreler, 

osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardır. Osteoprogenitör hücreler fibroblast 

benzeri morfolojiye sahip, osteoblastlara farklılaĢma yönünde koĢullanmıĢ öncü 

hücrelerdir. Periosteum, endoesteum ve havers kanallarında hazır durumda bulunan 

bu hücreler gerekli durumlarda uyarılarak farklılaĢmaları tetiklenir ve osteoblastlara 

dönüĢerek yeni kemik oluĢumuna katılırlar (Topaloğlu vd., 2017). Osteoblastlar 

kemik iliğinde bulunan mezenkimal hücrelerden farklılaĢan, osteopontin, osteokalsin 
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(OCN), osteoprotegerin (OPG) gibi kemik doku için hayati öneme sahip proteinlerin 

üretimi ve yeni kemik yapımından sorumlu hücre tipidir (Katagiri ve Takahashi 

2002). Yüksek oranda polarize hücreler olan osteoblastlar kemik oluĢumu 

bölgelerinde bir dizi Ģeklinde dağılım gösterirler ve osteoidleri oluĢturup, bu 

osteoidlerin mineralizasyonunu sağlarlar (Kierszenbaum, 2006). 

Osteoblastlar zamanla ürettikleri matriks içerisine gömülürler ve burada olgunlaĢarak 

osteositleri meydana getirirler. Mineralize matriks içerisindeki lakünlerde bulunan bu 

hücreler, uzun sitoplazmik uzantılara sahiptir. Osteositler bu uzantılar ile kanalikuli 

osseiler boyunca ilerler ve komĢu lakündeki diğer osteositlerle oluklu bağlantılar 

kurarlar. Bu hücreler kemiğin yeniden modellenmesinde doğrudan bir rol almasa da 

önemli bir fonksiyona sahiptir. Osteositler, osteoblastların terminal farklılaĢma 

safhasındaki hücreler olarak bir noktada yeni kemik oluĢumunun son safhasındaki 

hücrelerdir. Bu hücreler bulundukları bölgede lokal olarak osteoblast farklılaĢmasını 

inhibe eder ve osteoklast formasyonunu indükleyerek kemik yıkımını hızlandırmak 

suretiyle kemik yapımı ve yıkımı arasındaki dengenin korunmasına hizmet eder (Han 

vd. 2018, Loiselle vd. 2013). Osteositler ile ilgili yapılan son çalıĢmalar bu 

hücrelerin kemik metabolizmasında önemli role sahip olan reseptör aktivatör nükleer 

kappa B ligand (RANKL) proteini sentezlediğini ve dolayısıyla da 

osteoklastogenezisi indüklediğini göstermiĢtir (Nakashima vd. 2011, Xiong vd. 

2015). Osteositler aynı zamanda kemik morfojenik protein (BMP) antagonisti olan 

sklerostin proteinini sentezleyerek osteoblastogenesisi inhibe eder ve kemik 

yenilenmesini düzenler (ten Dijke vd. 2008). 

Kemik dokunun üçüncü ve son ana hücresi ise kemik yıkımlanmasından sorumlu 

osteoklastlardır. Osteoklastlar trabeküler yüzeylerde ve kompakt kemiklerin iç 

yüzeyinde bulunan, kemik matriksini rezorbe etmekle görevli, çok çekirdekli, 

fagositik hücrelerdir. Osteoklastlar kemik iliğinde bulunan monosit-makrofaj ailesine 

bağlı progenitörlerden farklılaĢırlar (Udagawa et al. 1990). Osteoklastlar yüksek 

düzeyde tartrat-rezistant asit fosfataz (TRAP) ifade etmeleriyle karakterize 

hücrelerdir. Monosit-makrofaj ailesinden progenitörlerden farklılaĢmalarına rağmen 
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baĢta kristalize edilebilir kısım (Fc) ve tamamlayıcı bileĢen 3 (C3) reseeptörleri 

olmak üzere birçok makrofaj spesifik antijeni içermezler (Chambers 2000). 

Osteoklastlar salgıladıkları asit ve katepsin K gibi proteolitik enzimler ile kemik 

dokudaki organik ve inorganik bileĢikleri hidrolize eder. Osteoklastlar taraından 

üretilen erozif ürünler, osteoklastın apikal yüzeyindeki pedozomları ile sıkıca 

çevreleyip kemik üzerindeki diğer bölgelerden ayırdığı “rezorpsiyon lakünü” adı 

verilen bölgeye salgılanır (Charles ve Aliprantis 2014).  

Osteoklastik aktivitenin ardından kemik doku yıkımlanır ve sonrasında çeĢitli 

mekanizmalarla rezorpsiyon lakününün olduğu bölgeye mezenkimal kök hücrelerin 

göçü ve göç eden kök hücrelerin osteoblastik farklılaĢması indüklenir. Bu hücreler 

osteoblastlara farklılaĢtığında yüzeyde tekrar osteoidleri oluĢturur ve zamanla 

bölgeyi tekrar minerlize eder (ġekil 1.1) (Charles ve Aliprantis 2014). 

 

 

ġekil 1.1. Kemik rezorpsiyonu ve yeni kemik yapımı. Osteoklastlar (OC) kemik yüzeyine 

apikal yüzeylerindeki pedozomları ile tutunur. Bu pedosomlar ile çevrelediği kemik yüzeyini 

sıkıca kapatır ve rezorpsiyon lakünü (RL) adı verilen bu bölgeye salgılarını aktararak kemiği 

yıkımlar. ÇeĢitli mekanizmalarla, yıkımlanan yüzeye mezenkimal kök hücrelerin (MSC) 

göçü ve bu hücrelerin osteoblastlara (OB) farklılaĢması sağlanır. Osteoblastlar bir dizi 

halinde bölgeye lokalize olup osteoidleri oluĢturur ve mineralize eder. 
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1.1.1. hFOB 1.19 Hücre Hattı 

Human fetal osteoblastic (hFOB) 1.19 (ATCC CRL-11372), simian virüsü 40 

(SV40) büyük T antijeninin sıcaklığa duyarlı bir mutantını (tsA58) kodlayan bir 

genin transfeksiyonu ile koĢullu olarak ölümsüzleĢtirilen insan fetal osteoblastik 

hücre hattıdır. Hücre hattı, bir abort vakasını takiben elde edilen diĢi bir fetusa ait 

ekstremitelerden izole edilen hücrelerden elde edilmiĢtir (Ġnt. Kyn. 2). 

hfOB 1.19 hücreleri preosteoblastik hücreler olup, hücre kültürünün erken 

safhalarında CD13, CD29, CD73, CD90, CD 105 gibi bazı mezenkimal kök hücre 

belirteçlerinin yanı sıra pluripotent kök hücre belirteci OCT-4 bakımından da 

pozitiflik gösteren potent hücrelerdir. Ayrıca herhangi bir indüksiyon olmaksızın 

sadece kültür ortamının sıcaklığının 39,5 ℃‟ye getirilmesi ile bu hücreler 

olgunlaĢmakta ve hücrelerin osteojenik belirteçlerinin ifadesinde artıĢ görülmektedir. 

Bu özellikleri ile hfOB 1.19 hücreleri osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları için 

oldukça uygun bir hücre hattıdır (Yen vd. 2007). Hücrelerin östrojen reseptör (ER) 

α‟nın hem 46 hem de 77 kDa‟lık izoformlarını ifade ettiği bilinmektedir (Foo vd. 

2007). Ayrıca kısa süreli bir osteojenik farklılaĢtırma süreci sonunda hfOB 

hücrelerinin ER α, ER ß ve ER benzeri reseptör γ genlerini ifade ettiği gösterilmiĢtir 

(Thent vd. 2020). 

Bu özellikleri vasıtasıyla hfOB hücreleri çeĢitli kimyasal ajanların kemik 

metabolizmasına etkisinin incelenmesinde (Aditama vd. 2021, Sun vd. 2021), 

osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmalarında (Kazimierczak vd. 2021, Pal vd. 2020) ve 

hatta in vivo kemik yenilenmesi ile ilgili çalıĢmalarda (Sarkar ve Bose 2020) sıklıkla 

tercih edilen bir hücre hattıdır. 
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1.2. Kemik Doku Homeostazisi 

Kemik doku, osteoblastlar ve osteoklastların karĢılıklı aktiviteleri ve osteositlerin 

düzenleyici rolü ile normal fizyolojik durumda sürekli bir yenilenme sürecindedir. 

Özellikle kalsiyum metabolizmasının da önemli bir faktör olduğu kemik dokuda 

homeostazis, temel olarak osteoblastlar ve osteoklastların “Ying-Yang”‟ı andıran 

iliĢkileri ile sağlansa da dengeye etki eden birçok unsur bulunmaktadır. Kemik 

geliĢimi tamamlanıp iskelet nihai büyüklüğüne ulaĢtıktan sonra kemik yapımı ve 

yıkımı arasında güçlü bir denge söz konusudur (Rodan 1998). 

Osteoblastlar tarafından kemik dokunun kütlesinin belirlenmesi 3 ana sinyal yolağı 

vasıtasıyla gerçekleĢir. Bunlar reseptör aktivatör nükleer kappa B 

(RANK)/RANKL/OPG, kanatsız/entegre (Wnt)/ß-catenin ve Jagged1/Notch1 

yolaklarıdır. Osteoklastlar için ise tanımlanmıĢ, dördü osteoklastogenezis ile, üçü de 

osteoklast aktivasyonu ile iliĢkili olmak üzere en az 7 sinyal yolağı söz konusudur. 

Bunlar osteoklastogenezis ile iliĢkili olarak (1) Nükleer faktör kappa B (NF-kB) 

kinaz/NF-kB, (2) c-jun-amino terminal kinaz/aktivatör protein 1, (3) avian 

myelostomatozis virüs onkojen homoloğu (c-myc) ve (4) kalsineurin/ Aktive T 

hücresi nükeer faktörü (NFATC1); osteoklast aktivasyonu ile iliĢkili olarak da (5) 

Rous Sarkoma Onkojen (Src), (6) Mutajen aktive edilmiĢ protein kinaz kinaz 

(MKK6) (MAPK6)/p38/mikroftalmi iliĢkili trasnkripsiyon faktör (MITF) ile (7) Src 

ve ekstraselüler sinyal-regüle kinaz yolaklarıdır (Silva ve Branco 2011). 

Kemik yapımı ve yıkımına etkiyen faktörler arasında kemik doku hücrelerinin 

ürettiği ürünlerden dokunun maruz kaldığı basınca varana dek birçok tanımlanmıĢ 

etmen bulunmaktadır. Parathormon (Poole ve Reeve 2005), kalsitonin (Davey vd. 

2008), büyüme hormonu (Isaksson vd. 1982), androjenler (Wiren vd. 2006), östrojen 

(Hong vd. 2006), glukokortikoidler (Weinstein vd. 1998) gibi hormonlar; transforme 

edici büyüme faktörü-ß (TGF-ß) (Balooch et al. 2005), fibroblast büyüme faktörü 

(FGF) (Takei vd 2015), vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF) (Yao vd. 2004) 
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gibi büyüme faktörleri; kalsiyum, sodyum (Teucher vd. 2008), demir (Medeiros vd. 

2004), fosfor (Feinblatt vd. 1970), magnezyum (Liu vd. 2017) baĢta olmak üzere 

birçok iz element ve bunların yanı sıra kemiğin maruz kaldığı mekanik yük (You vd. 

2008) gibi onlarca faktör bu kompleks dokunun homeostazisinde söz sahibidir. 

Ancak bu etmenlerin neredeyse tamamı etkilerini kemik doku hücreleri üzerinden 

gerçekleĢtirir. Osteositlerin görece daha dolaylı bir rol aldığı bu sistemde ana etkiler 

genelde osteoblastik veya osteoklastik aktivite üzerinedir. Özellikle RANK, RANKL 

ve OPG sistemi ve bu sistem dahilinde RANKL/OPG oranı, kemik yapımı ve yıkımı 

arasındaki dengenin korunmasında kilit faktör olarak görülmektedir (Kurban ve 

Mehmetoğlu 2007, Wright vd. 2009).  

1.2.1. RANK/RANKL/OPG 

Osteoblastlar ve osteoklastlar arasındaki aktivite dengesi RANKL/OPG dengesine 

bağlıdır. RANK, osteoklast öncü hücreleri üzerinde bulunan bir reseptördür. Bu 

reseptöre, tümör nekroz faktörü (TNF) ailesinden bir protein olan RANKL 

bağlandığında osteoklast öncü hücreleri aktifleĢir  ve hücreler olgunlaĢarak 

osteoklastlara farklılaĢır (Lam vd. 2001). RANKL, osteositler de dahil olmak üzere 

birkaç farklı hücre tarafından sentezlenebilse de üretilen RANKL‟ın büyük bir kısmı 

B ve T lenfositler tarafından sentezlenir (Kawai vd. 2006, Nakashima vd. 2011, 

Xiong vd. 2015). OPG ise osteoblastlar tarafından sentezlenen, çözünebilir bir tuzak 

reseptör proteinidir. OPG, RANKL ile bağlanarak RANKL‟ın RANK‟a 

bağlanmasını engellemek suretiyle osteoklastların olgunlaĢma yönünde 

uyarılmasının önüne geçer (Simonet vd. 1997, Tong vd. 2019). 
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RANKL, RANKL 1, 2 ve 3 olmak üzere üç izoforma sahiptir. Bunlardan tip 2 

osteoklastogenezisi düzenleyici etkiye sahiptir. Bu izoform hem çözünebilir hem de 

membranöz formda bulunsa da osteoklastogenezisi uyarma kapasitesi çözünebilir 

formda daha düĢüktür (Nakashima vd. 2000). RANKL‟nin OPG‟ye yakalanmadan 

osteoklastların yüzeyinde bulanan RANK‟a bağlanmasıyla tümör nekrozis faktör 

reseptörü iliĢkili faktör (TRAF) 2, 5 ve 6 açığa çıkar ve osteoklastogenik süreç baĢlar 

(ġekil 1.2). Bunlardan özellikle TRAF 6 osteoklastlar için hayati önem taĢır. 

TRAF‟ların etkisiyle NF-kB‟nin aktivasyonu ve çekirdek translokalizasyonu 

gerçekleĢir. NF-kB, c-Fos‟un ifadesinin artmasını sağlar ve ifadesi artan c-Fos, 

aktive T hücresi nükleer faktörü 1‟i (NFATC1) tetikleyerek osteoklastojenik genlerin 

transkripsiyonunu sağlar. Farelerde yapılan çalıĢmalar NFATC1‟in 

osteoklastogenezisin esas düzenleyicisi olduğunu göstermiĢtir. Ancak, kemik 

dokudaki muhteĢem denge politikasının bir baĢka örneği olarak NFATC1 sadece 

osteoklastogenezis ile iliĢkili değildir. Protein, aynı zamanda osteoblastların normal 

fonksiyon gösterebilmesi için elzem olan osteriks (OSX) için de önemli bir pozitif 

düzenleyicidir (Boyce ve Xing 2008, Boyce ve Xing 2007, Silva ve Branco 2011).  
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ġekil 1.2. RANK/RANKL/OPG ve osteoklastogenezis. Osteoklast öncü hücreleri üzerinde 

bulunan RANK, osteoblastlar tarafından üretilen tuzak reseptör proteinleri olan OPG‟ye 

yakalanmadan RANKL ile kompleks oluĢturduğunda ostoklast aktivasyonu gerçekleĢir ve 

öncü hücreler olgun osteoklastlara farklılaĢtır. 

Normal fizyolojik durumda RANKL/OPG oranı denge içerisindedir. Fakat 

osteoporozis gibi bazı patolojik durumlarda bu denge RANKL lehine bozulur ve 

bunun sonucunda osteoklastogenezis, osteoblastogenezise galip gelerek yeni kemik 

yapımından daha fazla miktarda kemik yıkımına sebep olur (McClung 2007).  

1.2.2. Osteoprotegerin 

OPG, akciğer, karaciğer, timus, kalp gibi birçok dokunun yanı sıra esas olarak kemik 

dokuda osteoblastlar tarafından sentezlenen TNF Reseptör (TNFR) ailesinden bir 

proteindir. Çözünebilir bir glikoprotein olan OPG, 7 fonksiyonel bölge oluĢturan 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 yüksek olması nedeniyle RANKL‟ın 

RANK yerine OPG ile bağlanabilmesi için OPG‟nin dimerizasyonu gereklidir 
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(Schneeweis vd. 2005). OPG üzerindeki 7 bölgeden 1, 2, 3 ve 4; sisteinden zengin N-

terminal domainlerdir (alan bölgeleridir) ve RANKL ile bağlanmada etkindirler. 

Diğer alan bölgeleri olan 5, 6 ve 7 ise OPG‟nin dimerizasyonu ile iliĢkilidir 

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

OPG daha önce de bahsedildiği üzere RANKL için bir tuzak reseptör olup ona 

bağlanarak RANK/RANKL kompleks oluĢumunu engeller ve osteoklastogenezisi 

inhibe eder. OPG‟nin yeterli düzeylerde sentezlenmemesi osteoporozis, romatoid 

artritis, periodontitis gibi patolojik durumlara yol açabildiği gibi OPG geninde 

meydana gelen mutasyonlar da Paget hastalığına neden olabilir (Reid ve Holen 2009, 

Whyte vd. 2002). Ayrıca kemik kırıklarının prognozunda da OPG‟nin önemli bir 

etken olduğu bilinmektedir (Köttstorfer vd. 2014). OPG, kemik doku dıĢında da bazı 

patojenik durumlarla da iliĢkilidir. Özellikle endotel hücrelerin hayatta kalmasında 

önemli bir role sahip olmasıyla atherosklerozis, koroner arter hastalığı, iskemik felç 

gibi durumlarda da OPG‟nin rolü bulunmaktadır. AraĢtırmalar bu gibi durumlarda 

serum OPG seviyelerinin artıĢ gösterdiğini bildirmiĢ fakat bu artıĢın patojenik 

olmaktan ziyade koruma amaçlı olduğu anlaĢılmıĢtır (Reid ve Holen 2009, Whyte 

vd. 2002). 

OPG‟nin vasküler sistem üzerindeki etkileri kanser vakalarında negatif etki 

göstermesine neden olur. OPG, anjiyogenezisi destekleyici özelliği ile tümör 

dokularının hızla damarlaĢmasına yardımcı olur. Ayrıca RANKL‟ın yanı sıra tümör 

nekroz faktör-iliĢkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) için de tuzak reseptör 

görevi görüyor olması tümör hücrelerinde TRAIL ile indüklenen apoptozisi 

engellemesine neden olur. Bunların yanı sıra kanser vakalarında görülen kemik 

metastazlarında da OPG‟nin önemli rolü vardır (Corey vd. 2005, Fili vd. 2009, Holen 

ve Shipman 2006). 

GeniĢ etki alanı ve düzenlediği mekanizmaların önemi göz önünde 

bulundurulduğunda OPG‟nin pozitif ve negatif düzenleyicilerinin rollerinin 
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anlaĢılması büyük önem taĢımaktadır. Vitamin D3, interleukin (IL) -1α, IL-1ß, 

TNFα, TNFß, BMP2, TGF-ß ve 17ß-estradiol, Wnt 3, Wnt 4, Wnt 16 osteoblastlarda 

OPG üretimini arttırdığı bilinen faktörlerden bazılarıdır. Prostoglandin E2, paratiroid 

hormon, glukokortikoidler ve insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) 1 ise bilinen 

önemli OPG inhibitörleri arasında yer almaktadır (Kobayashi vd. 2015, Silva ve 

Branco 2011).  

1.3. Kök Hücre 

Kök hücreler kendini yenileme ve özelleĢmiĢ hücrelere farklılaĢabilme yeteneğine 

sahip hücrelerdir. AraĢtırmacılar kök hücre teriminin ilk kullanımının 19. yüzyıla 

kadar tarihlenebildiğini ve terime ilk defa Alman biyolog Ernst Haeckel‟in 1868 

tarihli “YaratılıĢın Doğal Tarihi” adlı eserinde Türkçe tam karĢılığı kök hücre olan 

“Stammzelle” adıyla rastlandığını belirtmektedir. Haeckel‟in bu eserinde kök hücre 

için tüm çok hücreli organizmaların evrimleĢtiği tek hücreli ataları tanımını 

kullandığı aktarılmıĢtır. Haeckel, 1877 tarihli “Antropojeni” adlı kitabında ise bu 

görüĢünü ilerletip döllenmiĢ ovositin de bir kök hücre olduğunu söyleyerek kök 

hücre tanımını hem tüm çok hücrelilerin evrimleĢtiği ortak ata hücre hem de 

organizmadaki diğer tüm hücreleri oluĢturan döllenmiĢ ovosit için kullanmıĢtır  

(Ramalho-Santos ve Willenbring 2007).  

Kök hücre terimi her ne kadar 100 yılı aĢkın süredir kullanılıyor olsa da modern 

anlamda kök hücrenin genel tanımının 1979‟da Latjha (Lajtha 1979) tarafından 

yapıldığı ve bu tanıma göre kök hücrelerin kendilerini yenileme, fonksiyonel hücre 

tiplerine farklılaĢabilme, uzun süre hayatta kalabilme özelliklerini ihtiva ediyor 

olması gerektiği belirtilmiĢtir (Slack 2018).  

Kök hücreler sınıflandırılırken elde edildikleri kaynağa göre embriyonik kök hücreler 

ve yetiĢkin kök hücreler olmak üzere ikiye; farklılaĢma potansiyellerine göre ise 
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totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kök hücreler olmak üzere dörde 

ayrılmaktadır (ġekil 1.3). Totipotent hücreler uygun Ģartlar altında ait olduğu canlıya 

ait tüm hücre tiplerine farklılaĢabilme potansiyeline sahip hücrelerken, unipotent 

hücreler tek bir özelleĢmiĢ hücre tipine farklılaĢabilme kabiliyetine sahip kök 

hücrelerdir (Can 2008). 

 

ġekil 1.3. Kök hücrelerin sınıflandırılması. Kök hücreler farklılaĢma potansiyellerine göre 

totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent; elde edildikleri kaynağa göre de embriyonik 

ve yetiĢkin kök hücreler olarak sınıflandırılabilir. Totipotent ve pluripotent kök hücreler 

embriyonik; multipotent ve unipotent hücreler ise yetiĢkin kök hücrelerdir. 

Kök hücre çalıĢmalarında totipotent ve pluripotent kök hücre kullanımı ile ilgili etik 

problemler bulunmaktadır. Bu hücrelerin izolasyonu için bir embriyonun yok 

ediliyor olması etik bir sorun olmakla beraber bazı ülkelerde bu hücrelerin kullanımı 

yasal olarak yasaklanmıĢ veya sınırlandırılmıĢtır (Robertson 2001). Bu durum göz 

önünde bulundurulduğunda araĢtırmacılar için hala yeterli derecede potent olan 

multipotent karakterdeki yetiĢkin kök hücreleri bu alanda tercih edilmektedir. 

YetiĢkin kök hücreleri, kemik iliği, yağ dokusu, göbek kordonu (Kern vd. 2006), 

amniyotik sıvı (Streubel vd. 1996), olfaktör mukoza (Murrell vd. 2005), sinoviyal 

sıvı (Neybecker vd. 2018) gibi birçok doku ve vücut sıvısından izole 

edilebilmektedir. YetiĢkin kök hücreler germline hücreleri ve somatik hücreler olarak 
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iki ana dala ayrılırlar. Spermatogonia ve ovogonia germline hücreleri olarak; somatik 

yetiĢkin kök hücreler ise hemapoietik hücreler, mezenkimal hücreler ve organ 

kaynaklı hücreler olarak sınıflandırılır. (Bongso ve Lee 2005). 

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (International Society for Cellular Treatment) 

2009 yılında yayınladığı beyan ile multipotent mezenkimal stromal hücreler için 

minimum kriterleri ilan etmiĢtir. Bu beyana göre bu hücreler standart kültür 

koĢullarında plastik yüzeylere tutunabilmeli; osteojenik, adipojenik ve kondrojenik 

farklılaĢma kabiliyetinde olmalı ve son olarak farklılama yığılım molekülü (CD) 73, 

CD90, CD105 gibi mezenkimal belirteçleri ifade ederken CD34, CD45, CD14 gibi 

bazı yüzey moleküllerini ifade etmemelidir. Fakat yapılan beyanda bu kriterlerin 

insan hücreleri için oluĢturulduğu ve ileride yapılan çalıĢmalar ile ifade edilen 

belirteçler bakımından modifikasyonlara gidilebileceği bilgisine de yer verilmiĢtir 

(Dominici vd 2006). 

Birçok hücre tipine farklılaĢabilmeleri, yüksek proliferasyon kapasitesine sahip 

olmaları ve anti enflamatuar özellikleri ile geleneksel tedavi yaklaĢımları ile sonuç 

alınamayan veya sınırlı iyileĢme elde edilebilen durumlarda kök hücreler yüksek 

potansiyele sahip, potansiyel tedavi araçları olarak görülmektedir. Bu alandaki 

potansiyellerini daha iyi ortaya koyabilmek adına Alzheimer hastalığı, amyotrofil 

lateral sklerozis (Duma vd. 2019), multiple skleroz (Harris vd. 2018), tip 1 diyabet 

(Carlsson vd. 2015), osteoporozis (Kurosawa vd. 2020) gibi hastalıkların yanı sıra 

yenileyici tıp alanında da tendon hasarları (Crovace vd. 2007), osteoartritis (Garza 

vd. 2020), kemik iyileĢmesi (Ding vd. 2019) gibi durumlarda kök hücrelerin tedavi 

potansiyelleri klinik araĢtırmalar ile incelenmektedir.  

AraĢtırmacıların bu kaynak çeĢitliliğine rağmen klinik çalıĢmalarda çoğunlukla 

kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreleri kullandığı göze çarpmaktadır. 

PubMed veri tabanında aratıldığında kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

hakkında yıllık 5000 civarı yeni makalenin yayınlandığı; bunların da 180-300 
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kadarının klinik araĢtırmalar olduğu görülmektedir (Ġnt. Kyn. 3). 2014-2018 yılları 

arasında yapılan klinik araĢtırmalar incelendiğinde kemik iliğinin belirgin Ģekilde en 

çok tercih edilen kök hücre kaynağı olduğu görülmektedir. Kemik iliğini göbek 

kordonu ve yağ doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin takip ettiği; diğer 

kaynakların ise çok daha nadiren tercih edildiği bildirilmiĢtir (Kabat et al. 2020). 

Kemik iliğinde potent kök hücrelerin varlığı ilk defa 1970 yılında izole ettiği 

hücreleri fibroblastlara farklılaĢtırmayı baĢaran Alexander Friedenstein tarafından 

gösterilmiĢtir (Friedenstein vd. 1970).  

AraĢtırmacıların klinik araĢtırmalarda kemik iliği kaynaklı kök hücreleri tercih 

etmesinin altında, kemik iliği kaynaklı kök hücrelerin varlığının görece daha uzun 

zamandır biliniyor olmasının sonucu olarak bu hücrelerle çeĢitli alanlarda çok sayıda 

çalıĢma yapılıp oldukça büyük bir veri havuzu oluĢmuĢ olmasıdır. 

Kök hücre tedavilerinde istenen baĢarı düzeyine ulaĢılabilmesi için farklı 

kaynaklardan elde edilen kök hücrelerin biyolojik özellikleri, tümörojeniteleri, 

immunojeniteleri gibi parametreler ve farklı hücre tiplerine farklılaĢabilme 

kabiliyetleri ile bu farklılaĢmaları düzenleyen iç ve dıĢ faktörlerin belirlenmesi; daha 

sonra da bu hücrelerin farklı hastalık modellerinde terapötik etkinliklerinin 

araĢtırılması gerekmektedir.  

Her ne kadar kemik iliği kaynaklı kök hücreler hücresel tedavi yaklaĢımlarında baĢı 

çekse de araĢtırmacılar tarafından ilgi gören kök hücre kaynaklarından birisi de 

amniyorik sıvı kaynaklı kök hücrelerdir (Roubelakis vd. 2007). 

Amniyotik sıvı hücreleri arasında hematopoietik progenitör hücrelerin varlığı ilk defa 

1993 yılında bildirilmiĢtir (Torricelli vd. 1993). Daha sonra mezenkimal karakterleri 

onaylanacak olan bu hücreler arasında diğer progenitörlerin varlığı ise amniyotik 

sıvıdan izole edilen hücrelerin myojenik farklılaĢma kabiliyetinde olduğunu saptayan 
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Streubel ve arkadaĢlarının (1996) çalıĢması ile fark edilmiĢtir (Fauza 2004). 

Amniyotik sıvı kaynaklı kök hücreler her ne kadar hala kullanımı çok az olsa ve 

biyogenezlerinin anlaĢılması adına nispeten daha az çalıĢma yapılmıĢ olsa da 

keĢfedildikleri tarihten itibaren araĢtırmacılar tarafından ilgi görmüĢ ve potansiyelleri 

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

1.3.1. Amniyotik Sıvı Kaynaklı Kök Hücreler 

Amniyotik sıvının bir kök hücre kaynağı olarak keĢfinin ardından bu alanda da 

çalıĢmalar hızlanmıĢtır. Özellikle doğum esnasında izole edildiğinde hiçbir invaziv 

protokol uygulanmaması veya amniyosentez ile minimal invaziv tekniklerle elde 

edilebiliyor olması sayesinde amniyotik sıvı kaynaklı kök hücrelerin (ASKKH) 

izolasyonunda etik bir problem ile karĢılaĢılmamaktadır (Fauza 2004, Holden 2007). 

Yapılan çalıĢmalar, bu etik avantajın yanı sıra potansiyelleri bakımından da 

ASKKH‟lerin oldukça potent olduğunu göstermektedir (Roubelakis vd. 2007). 

Amniyotik sıvının büyük bölümü sudan oluĢmaktadır. Amniyotik sıvıya fetusa ait 

oral, nazal, trakeal, pulmoner sıvılara ek olarak gebeliğin ikinci trimesterinden 

itibaren fetusa ait idrar da dahil olmaktadır. Buradan gelen fötal kaynaklı hücrelerin 

yanı sıra amniyotik sıvıda anne kaynaklı olarak amniyotik membranlar ve bağ doku 

kaynaklı hücreler de bulunmaktadır. Bu bağlamda amniyotik sıvı hem anneye hem 

de yavruya ait heterojen bir hücre popülasyonunu içerir (Bossolasco vd. 2006, 

Klemmt vd. 2011, Loukogeorgakis ve De Coppi 2017, Underwood vd. 2005). 

Amniyotik sıvıdaki hücreler arasında endoderm, mezoderm ve ektoderm kaynaklı 

hücrelerin bulunması bu hücrelerin potensisini arttırır (Valli vd. 2010).  

Gebeliğin henüz ilk safhasında amniyotik sıvıdaki hücreler primer vitellüs kesesi, 

plasenta veya fötal membranlardan köken alır. Bu aĢamada henüz fetusun hücre 

kompozisyonuna katkısı yoktur. Gebelik ilerledikçe hücre sayısı ve çeĢitliliği 
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artarken hücre popülasyonuna fetus da katkı yapmaya baĢlar. Ġkinci trimesterden 

itibaren fetal periderm veya epidermis, amniyon, trofoblast ile birlikte fetusun 

sindirim kanalı, üriner ve ürogenital sistemi kaynaklı hücreler de amniyotik sıvıdaki 

hücre popülasyonuna katılır. Amniyotik sıvı içerisindeki hücrelerin büyük 

çoğunluğunun fötal kaynaklı olduğu düĢünülmektedir (Gosden 1983). 

AraĢtırmacılar amniyotik sıvıda heterojen bir hücre popülasyonu olduğunu belirterek 

farklı morfolojik tiplerde hücreler tarif etmiĢtir. Bossolasco ve arkadaĢları (2006) 

insan amniyotik sıvı kaynaklı hücrelerde epitel benzeri hücreler ve büyük düzensiz 

sınırları olan stromal hücreler olmak üzere iki morfoloji tarif etmiĢtir. Yine insan 

amniyotik sıvı kaynaklı hücrelerde Pipino vd. (2015) epitel benzeri ve fibroblast 

benzeri olmak üzere iki tip morfoloji bildirmiĢtir. Ferdaos ve arkadaĢları ise (2008) 

sıçan amniyotik sıvı kaynaklı kök hücrelerde fibroblast benzeri, epitel benzeri ve 

trofoblast benzeri olmak üzere 3 tip morfoloji tanımlamıĢtır. Nawaz (2020) yine 

sıçan amniyotik sıvı kaynaklı kök hücrelerde kültür esnasında epitel benzeri hücreler, 

stromal hücreler, fibroblast benzeri hücreler ve sıkıca paketlenmiĢ fibroblast benzeri 

hücreler olmak üzere 4 tip morfoloji belirlemiĢ; ilerleyen pasajlarda ise fibroblast 

benzeri morfolojinin hakim morfoloji olduğunu bildirmiĢtir. Görüldüğü üzere farklı 

hayvan türlerinden ve gebeliğin farklı zaman aralıklarında toplanan hücrelerde 

ASKKH‟ler için farklı morfolojik tipler bildirilmektedir. 

Amniyotik sıvıdaki hücreler immunohistokimyasal boyama yöntemi ile protein 

ifadeleri yönünden incelendiğinde epitel, mezenkimal ve kas kaynaklı hücrelerin 

yanı sıra nöral ve glial hücrelerin varlığı da tespit edilmiĢtir (Gosden 1983). PCR 

çalıĢmalarında ise amniyotik sıvı kaynaklı kök hücrelerin gen düzeyinde endoteliyal, 

epiteliyal, ektodermal, endodermal ve mezodermal belirteçleri ifade ettiği 

gösterilmiĢtir (Valli vd. 2010). 

ASKKH‟ler yetiĢkin kök hücreler olarak değerlendirilmektedir. ASKKH‟ler  

multipotent ve non-tümorejenik özelliklerinin yanı sıra (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 önemli mezenkimal kök hücre belirteçlerini ifade ederler 

(Phermthai vd. 2010). Her ne kadar multipotent hücreler olarak sınıflandırılsalar da 

hem anneye hem de fetusa ait hücreler içeriyor olmasının da yardımıyla ASKKH‟ler 

Nanog, Sry-box transkripsiyon faktörü 2 (SOX2), oktamer bağlayıcı transkripsiyon 

faktörü (OCT) ¾ ve c-Myc gibi pluripotent hücre belirteçlerini de ifade etmektedir. 

Bu durum, ASKKH‟lerin hücresel potensi bakımından embriyonik kök hücreler ile 

indüklenmiĢ pluripotent kök hücrelerin arasında konumlandırılmasını sağlar 

(Bossolasco vd. 2006, Prusa vd. 2003, Roubelakis vd. 2007). ASKKH‟ler, 

kendilerini yenileyebilme özelliklerine ek olarak osteoblastlar, kondrositler gibi 

mezodermal hücre tiplerine ve hatta nörojenik farklılaĢma kabiliyetleri ile 

ektodermal hücrelere de farklılaĢabilirler (Tsai vd. 2004).  

Sinir doku iyileĢmesi (Pan vd. 2006), diyafram rejenerasyonu (Kunisaki vd. 2006), 

akut böbrek hasarı (Hauser vd. 2010), amfizem (Li vd 2014), kemik rejenerasyonu 

(Steigman vd. 2009) gibi birçok alanda ASKKH‟lerin terapötik potansiyelleri 

araĢtırılmıĢ ve umut vaat eden sonuçlar bildirilmiĢtir. 

Yenileyici hücre tedavilerinde ve kök hücre araĢtırmalarında genellikle kemik iliği 

ve yağ doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler tercih edildiğini görüyoruz. Ancak 

ASKKH‟ler, yenileyici tıpta yukarıda bahsettiğimiz yönleri ile önemli bir hücresel 

tedavi adayı olarak karĢımıza çıkmaktadır. 

1.3.2. Kök Hücrelerin Parakrin Etkileri 

Ġlaç tedavisi veya cerrahi sağaltım ile sonuç alınamayan birçok hastalık ve 

yaralanmada kök hücre tedavisi artan potansiyelleri ile umut vaat eden bir tedavi 

yaklaĢımı olmuĢtur. Yapılan çalıĢmalar ilerledikçe bu araĢtırmalarda terapötik etkinin 

hücre kaynaklı olmaktan çok hücrelerin parakrin etkileri vasıtasıyla olduğu 
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anlaĢılmıĢtır. Organ hasarlarında kök hücre tedavisi uygulandığında 72 saatten kısa 

sürede akut düzelme belirtileri görülmesi, prognozdaki bu geliĢimin farklılaĢma 

kaynaklı olamayacağını göstermektedir. Zira bu süre anlamlı bir farklılaĢma için 

oldukça kısadır. Bununla birlikte araĢtırmaların kök hücre naklini takip eden süreçte 

transplantasyon sonrasında sadece %1-5 arası bir hücre canlılığı bildirmiĢ olması ve 

buna rağmen terapötik etkinin görülmesi kök hücrelerin etkilerini parakrin yollarla 

gösterdiğine iĢaret etmektedir (Crisostomo vd. 2008). Thum ve arkadaĢları 2005‟te 

yaptıkları çalıĢmada kök hücre tedavisinin baĢarısının ardında apoptotik kök 

hücrelerin olabileceğini söyleyerek “Dying stem cells (Ölen kök hücreler)” 

hipotezini ileri sürmüĢtür (Thum vd. 2005). Wollert ve arkadaĢlarının (2004) yaptığı 

çalıĢmada tedavi amaçlı enjekte edilen kök hücrelerin %5-25‟inin apoptotik halde 

oluĢunun gösterilmiĢ olması bu hipoteze dikkatleri yoğunlaĢtırmıĢtır. Thum‟un 

hipotezi; Ankersmit ve arkadaĢlarının (2009) bir myokard infarktüsü modeli üzerinde 

yapılan in vivo çalıĢmalarda radyasyona tabi tutarak apoptozise uğratılan hücrelerin 

uygulandığı deneklerde daha yüksek oranda iyileĢmenin görüldüğünü göstermesiyle 

onaylanmıĢtır. Ayrıca kök hücrelerden elde edilen koĢullandırılmıĢ medyum gibi 

ürünler ile in vitro ve in vivo çalıĢmalarda benzer fonksiyonel geliĢimlerin 

gözlenmesi kök hücrelerin etkilerinin kompleks parakrin faaliyetlerinin sonucu 

oluĢtuğuna iĢaret eder (Crisostomo vd. 2008). 

Hücrelerin apoptozise uğrarken ürettikleri salgılarının belirli koĢullarda normal 

hücrelere göre daha baĢarılı sonuçlar sağlaması, hücrelerin stres koĢulları altında 

daha yüksek seviyelerde anti-apoptotik ve proliferasyon indükleyici salgılar 

üretmesiyle iliĢkilidir. Yangı, hipoksi, radyasyon gibi durumlara maruz kalan 

hücreler apoptozise giderken mikro çevrelerinde bu duruma sebebiyet veren 

etkenlerle savaĢmaya ve etraflarında kendi yerlerini dolduracak yeni hücrelerin 

oluĢumunu sağlamaya çalıĢırlar (Salomon vd. 2013).  

Kök hücreler yukarıda bahsedildiği gibi hipoksi (Salomon vd. 2013), radyasyon 

(Ankersmit vd. 2009), düĢük hava basıncında kültür (Caneparo vd. 2020) veya hücre 

çoğalmasını engelleme (Liao vd. 2000) gibi çeĢitli baskılayıcı faktörler altında anti-
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enflamatuar IL‟ler, proliferasyon indükleyici faktörler gibi salgılar yapmaktadır. Kök 

hücreler normal kültür koĢullarında da büyüme faktörleri, IL‟ler, enzimler gibi çeĢitli 

materyalleri üretir ve salgılarlar (Dowling ve Clynes 2011). Kök hücreler normal 

koĢullar altında yüksek miktarlarda IGF-1, VEGF, TGF-ß, hepatosit büyüme faktörü, 

BMP 2, BMP 6, FGF 2, FGF 7 gibi büyüme faktörleri; IL-1, IL-6, IL-11 gibi 

sitokinler ve TNF α, matriks metalloproteinazlar, anjiogenin, adrenomedullin gibi 

proteinleri sentezler. Bu salgılar hücre göçü, hücre proliferasyonu, hücre 

stabilizasyonu, hücre geliĢimi ve farklılaĢması, matriks moleküllerini degrede etme, 

anjiyogenezis ve hücreleri apoptozise karĢı koruma gibi fonksiyonlara sahiptir 

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

Kök hücreler ve diğer hücrelerin bu parakrin özelliklerinden yararlanmak için 

koĢullandırılmıĢ medyum (KM) ve eksozom gibi hücresel ürünler son yıllarda 

araĢtırmacıların çalıĢmalarında sıklıkla kullandığı materyaller halini almıĢtır 

(Bogatcheva ve Coleman 2019, Colao vd. 2018). PubMed veritabanı kullanılarak 

araĢtırıldığında koĢullandırılmıĢ medyum ile ilgili ilk çalıĢmaların 1980‟lerde 

görülmeye baĢlandığı ve özellikle 2010‟larda bu çalıĢmaların ivme yakalayarak yıllık 

800-900 makaleye kadar vardığı; geçtiğimiz sene ise literatüre KM ile ilgili 1391 

yeni makalenin girdiği görülmektedir. Eksozomlar ile ilgili yapılan çalıĢmaların ise 

2000‟lerin baĢında henüz baĢladığı görülür. Yine eksozomlarla ilgili 2010 yılında 

sadece 282 makale yayınlandığı fakat 2020 yılında bu konuda 4200‟ün üzerinde yeni 

makale yayınlandığı görülebilmektedir.  

1.3.2.1. KoĢullandırılmıĢ Medyum 

Hücreler kültür Ģartları altında devam eden metabolik aktiviteleri sonucu birçok ürün 

üretir ve in vitro ortamda bu ürünleri içerisinde kültüre edildikleri ortama bırakırlar. 

Metabolik artıklar gibi hücrelerin ürettiği diğer ürünler de hücreler tarafından içinde 

bulundukları kültür medyumuna salgılanırlar. Belirli koĢullar altında kültüre edilen 

hücreler tarafından üretilip salgılanan; büyüme faktörleri, enzimler, sitokinler gibi 
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proteinler; mikro ribonükleik asitler (miRNA)‟lar gibi non-coding ribo nükleik asitler 

(RNA) ve ekstraselüler veziküller bakımından zengin kültür medyumuna 

koĢullandırılmıĢ medyum adı verilir (Dowling ve Clynes 2011). 

KoĢullandırılmıĢ medyumun içeriği kültüre edilen hücre tipi, kültür medyumuna 

ilave edilen ajanlar, kültür Ģartları gibi etmenlere göre değiĢiklik gösterir. Kültüre 

edilen bazı kök hücre tiplerinin kültür süresi ve hücre ekim yoğunluğuna göre 

değiĢmekle beraber VEGF, platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF), epidermal 

büyüme faktörü (EGF), IGF-1, IGF-2, HGF, keratinosit büyüme faktörü (KGF), 

FGF, heparan bağlayıcı epidermal büyüme faktörü (HEGF), plasenta büyüme faktörü 

(PIGF), nöral büyüme faktörü (NGF), TGF-ß gibi büyüme faktörleri; IL-6, IL-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 bazı 

diğer sitokinleri içerdiği bilinmektedir (Gnecchi vd. 2008, Pawitan 2014). 

ÖzelleĢtirilmiĢ hücrelerden elde edilen KM‟de içerdiği büyüme faktörleri ve diğer 

proteinler ile araĢtırmalarda sıklıkla kullanılan bir hücresel ürün olarak karĢımıza 

çıkmaktadır. Örneğin osteoblastlardan elde edilen KM‟de FGF, VEGF, TGF-ß, TGF 

beta reseptörü (TGFBR) 1, TGFBR3, osteonektin, Smad 4, intraselüler adhezyon 

molekülü (ICAM), aktive lökosit adhezyon molekülü (ALCAM), aktivin, IL-6, IL,9, 

IL-27, vb. birçok faktörün varlığı bildirilmiĢtir (Chen vd. 2014b). 

KM, amaca göre manüple edilebilir bir kaynaktır. Örneğin hipoksik koĢullarda 

kültüre edilen hücreler ortama bol miktarda anti-apoptotik, anti-enflamatuar ve 

proliferasyon indükleyici ürün salgılar ve bu Ģekilde elde edilen KM yenileyici 

yaklaĢımlarda kullanılabilir bir ürün haline gelir (Chen vd. 2014, Jun vd. 2014). 

ÖzelleĢmiĢ hücrelerden elde edilen KM, kök hücre farklılaĢmasının indüklenmesinde 

baĢarılı sonuç veren bir üründür. ÖzelleĢmiĢ hücrelerden elde edilen KM kullanılarak 
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osteositlerden elde edilen KM ile osteojenik farklılaĢtrıma (Heino vd. 2004), 

kondrositlerden elde edilen KM ile kondrojenik farklılaĢtırma (Nawaz 2020) gibi 

çalıĢmaların yanı sıra testiküler hücrelerden elde edilen KM ile embriyonik kök 

hücrelerden ovosit içeren ovaryum benzeri yapılar oluĢturulması (Lacham‐Kaplan 

vd. 2006) gibi kompleks amaçlarla çalıĢmalar yürütülebilmektedir. KM‟nin elde 

edilmesinde hücreler normal kültür medyumları ile kültüre edilebileceği gibi 

kullanılan kültür medyumuna belirli amaçlar doğrultusunda büyüme faktörleri, 

hormonlar, vitamin ve mineraller gibi farklı ajanlar da ilave edilebilir (Chian vd. 

1995, Kondo vd. 1994, Steinbichler vd. 2016, Xiao vd. 2012, Nawaz 2020). Ġlave 

edilen bu ürünler, kültüre edilen hücrelerde uyardıkları sinyal yolakları ile hücrelerin 

ürettikleri ürünlerin çeĢitliliğini, miktarını ve karakterini değiĢtirerek elde edilen 

KM‟nin içeriğini belirli amaçlar doğrultusunda manüple edilmesini sağlar.  

1.3.3. Kök Hücrelerde Osteojenik FarklılaĢtırma 

Kök hücrelerin osteojenik farklılaĢmasında öne çıkan 5 ana sinyal yolağı vardır. 

Bunlar TGF-ß/BMP sinyal yolağı, Wnt/ß-catenin sinyal yolağı, Hedhehog sinyal 

yolağı, MAPK, ekstraselüler reseptör kinaz (ERK) sinyal yolağı ve Notch sinyal 

yolağıdır (Huang vd. 2007). 

TGF-ß ailesi proteinleri TGFBR 1 ve 2‟yi aktive ederek Smad proteinlerinin 

fosforilasyonunu sağlar. BMP 2, 4, 5 ve 7 ise kök hücrelerin osteoblastik 

farklılaĢmasını ve kemik formasyonunu tetikler. BMP proteinleri hücre 

membranındaki BMP reseptörlerine bağlanır ve hüçre içi Smad proteinlerini aktive 

eder. Smad proteinlerinden Smad 1 ve 5 osteoblast farklılaĢması ile iliĢkilendirilir. 

Smad 1, 5 ve 8‟in  BMP‟ler tarafından uyarılmasını takiben R-Smad ve Smad 4 

nükleus içerisine lokalize olur ve Runt-iliĢkili trasnkripsiyon faktörü 2 (RUNX2) ile 

OSX transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonunu sağlar (Büttner vd. 2013, Hu vd. 

2013). 
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Wnt proteinleri 19 adet glikoproteinden oluĢan bir protein grubudur. Bu proteinler 

embriyonik geliĢimde, organ ve kemik oluĢumunda rol alır. Wnt 1, 2, 3 ve 3a (klasik 

Wnt proteinleri) Frizzled (FRZ)/ lipoprotein reseptör iliĢkili protein (LRP) reseptörü 

üzerinden Wnt/ß-catenin sinyal yolunu uyarır. Wnt 4, 5a, 5b, 6, 7a ve 11 (non-klasik 

Wnt proteinleri) ise Fzd reseptörüne bağlanarak hücre içi kalsiyum seviyesini kontrol 

eden heterotrimetrik G proteinini aktive eder. Wnt‟lerin Fzd/LRP reseptörünü aktive 

etmesiyle beraber RUNX2 ve OSX promotörleri uyarılır ve bu transkripsiyon 

faktörleri aktive olur (Yuan vd. 2016b). Hedhehog sinyal yolağı da BMP ve Wnt 

yolakları ile birlikte uyarıldığında osteojenik farklılaĢma ve matriks 

mineralizasyonunu sağlar. Transport protein 80, hedhehog/Smo/Ptch1-Gli 

sinyalizasyonunu uyararak kök hücrelerin osteoblastlara farklılaĢması yolunda 

uyarım verir (Montgomery vd. 2014, Shi vd. 2015, Yuan vd. 2016a). 

ERK/MAPK sinyal yolağı ERK, p38 ve c-Jun poteinleri vasıtasıyla kök hücrelerin 

osteojenik farklılaĢmasında rol alır. ERK 5 ve ERK 1/2, c-Fos ve c-Jun‟un ifadesini 

sağlar. Kök hücrelerin in vitro osteojenik farklılaĢması sürecinde 7-11 günler 

arasında ERK aktivitesi görülür ve c-Jun önderliğinde kök hücrelerin farklılaĢması 

arttırılır. On üç ila on yedinci günler arasında ise hücreler arası matriks sentezi ve 

kalsiyum birikimi hızı artar. ERK 1/2‟nin etkisiyle laminin, matriks protein 5 gibi 

proteinlerin indüklediği alkalin fosfataz (ALP) ve çekirdek bağlayıcı faktör (Cbfa)-

1‟in ifadesi artarak matriks mineralizasyonu ve osteojenik farklılaĢma indüklenir 

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

Notch sinyalizasyonu ise osteoblastların farklılaĢmasını inhibe ederken bu hücrelerin 

proliferasyonunu arttırıcı yönde bir görev üstlenir. Bu sinyal yolağının aktivasyonu 

ile osteokalsin (OCN) ve osteopontin ifadeleri regüle edilirek osteoblast farklılaĢması 

inhibe edilir. Notch hücre içi domaini (NICD)‟nin hücresel seviyede yüksek ifadesi 

erken osteoblastların proliferasyonunu uyarır. Notch sinyal yolağının uyarılması aynı 

zamanda siklin D ve siklin E‟nin ifadesini arttırmak suretiyle de osteoblast 

proliferasyonunu uyarmaktadır (Engin vd. 2008, Hilton vd. 2008, Kohn vd. 2015). 
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AraĢtırmacılar osteojenik farklılaĢma sırasında görülen hücreleri olgunlaĢmamıĢ 

osteoprogenitörler, olgun osteoprogenitörler, preosteoblastlar, osteoblastlar ve 

osteositler olarak sınıflandırmıĢ ve bu safhalarda görülen belirteçleri 

tanımlamıĢlardır. Buna göre olgunlaĢmamıĢ osteoprogenitörler düĢük seviyede 

osteopontin, normal düzeyde RUNX2 ve iyi derecede, salgılanmıĢ fosfoprotein 1 

(SPP1) ifade eder. Olgun osteoprogenitörler yine düĢük miktarda osteopontin ve 

normal düzeyde RUNX2 ifade ederken SPP1‟in yanı sıra kollajen (COL) 1‟de ifade 

eder. Preosteoblast safhasından itibaren bu proteinlere ek olarak ALP, ve OSX 

ifadesi de hücrelerde görülmeye baĢlar. Osteoblastlarda ALP ve osteopontin 

seviyeleri daha yüksek gözlenirken diğer safhalarda görülen belirteçlere ek olarak 

önceki safhalarda ifade edilmeyen Phex ve OCN‟nin de ifadesi görülür. Osteositlerde 

ise ALP, OCN, COL1 ve OSX ifadeleri kaybolurken Phex, osteopontin, RUNX2 ve 

SPP1 ifadesi devam eder (Huang vd. 2007). 

Kök hücrelerin in vitro osteojenik farklılaĢtırmasında klasik olarak deksametazon, 

askorbik asit, ß-gliserofosfat gibi ürünler kullanılmaktadır (Jaiswal et al. 1997). 

Ancak osteojenik etkisi olduğu bilnen bazı proteinler, hormonlar, vitaminler ve iz 

elementler de osteojenik farklılaĢma çalıĢmalarında kullanılmıĢ ve bunların kök 

hücrelerde osteojenik farklılaĢma potansiyeline etkisi araĢtırılmıĢtır (An vd. 2017, 

Hong vd. 2006, Song vd. 2011). Özellikle seks hormonları, BMP‟ler ve TGF-ß ailesi 

proteinleri bu tarz çalıĢmalarda ilgi odağıdır (Hong vd. 2006, Karbanodvá vd. 2010). 

1.3.3.1. TGF-ß3 

TGF-ß3, TGF-ß süper ailesine dahil bir sitokindir. TGFB3 geni tarafından kodlanan 

protein embriyogenezis, farklılaĢma ve organ geliĢimi gibi olaylarda önemli role 

sahiptir. Protein, ayrıca hücre adhezyonu ve ekstraselüler matriks (ECM) formasyonu 

gibi önemli iĢlevlerde rol alan molekülleri regüle eder (Herpin vd. 2004). 
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TGF-ß3 kök hücrelerin in vitro ortamda çeĢitli hücre tiplerine farklılaĢmasında etkin 

rol alan bir proteindir. Kök hücrelerin kondrojenik (Contentin vd. 2017), tenojenik 

(Chun vd. 2017) ve osteojenik (Karbanodvá vd. 2010) hücrelere farklılaĢmasında 

TGF-ß3‟ün rolünün olduğu bilinmektedir. 

Osteojenik farklılaĢma sürecinde TGF-ß1, TGFBR2‟ye bağlanır ve sonrasında 

ALK/TGFBR1 reseptörünü aktive eder. TGF-ß1 ve ß3 hem TGF-ß sinyalizasyonu 

sonrası Smad 1, 5 ve 8 vasıtasıyla hem de ERK sinyalizasonu ile RUNX2 ve OSX 

ifadesinin artmasını sağlar. Özellikle mezenkimal kök hücrelerin osteoblast öncü 

hücrelerine farklılaĢmasında TGF-ß3; TGF-ß1 ve bazı BMP ailesi proteinleri ile 

birlikte oldukça önemli bir rol üstlenir (Grafe vd. 2018). 

TGF-ß3 osteojenik farklılaĢmayı uyarıcı etkileri göz önünde bulundurularak 

araĢtırmacılar tarafından in vitro osteojenik farklılaĢma çalıĢmalarında tercih edilen 

ajanlar arasında yer almıĢtır (Karbanodvá vd. 2010). 

1.3.3.2. 17ß-Estradiol 

Bir steroid hormon olan 17ß-estradiolün (diğer adları ile oestradiol veya E2) 

biyosentezi sürecinde androstenedion, aromataz enzimi ile estrona aromatize edilir. 

Sonrasında da estronun 17-ß hidroksisteroid dehidrojenaz ile etkileĢimi sonucunda 

17ß-estradiol oluĢur. Bu hormon diĢi bireylerde reprodüktif olarak aktif oldukları 

süreçte büyük oranda ovaryumlarda granuloza hücreleri tarafından üretilir. Erkek 

bireylerde ise 17ß-estradiolün bir kısmı testislerde üretilir. Seks hormonlarının 

üretim merkezlerinden biri olan adrenal korteksin zona retikülaris katmanı da bu 

hormonun üretildiği bölgelerdendir. Ayrıca yağ doku, kemik, karaciğer ve beyin 

dokularında da periferal aromatizasyon sonucu düĢük miktarlarda 17ß-estradiol 

üretimi gerçekleĢir (Melmed vd. 2015). 
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17ß-estradiol, çeĢitli metabolik aktivitelerin yanı sıra hücre geliĢimi ve farklılaĢması 

ile de iliĢkilidir. Embriyonik kök hücreler ve mezenkimal kök hücrelerde bulunan ER 

α ve ß üzerinden etkisini gösteren 17ß-estradiol kök hücrelerde nöral (Brännvall vd. 

2002), adipojenik ve osteojenik (Hong vd. 2006) farklılaĢmalar üzerine etkilidir. 

Osteojenik farklılaĢmada ER α ve ER ß üzerinden etki gösteren 17ß-estradiol, Cbfa1, 

OCN gibi önemli osteojenik belirteçlerin ifadelerini artırır. Ayrıca mezenkimal kök 

hücrelerin adipojenik farklılaĢmasını inhibe edip osteojenik farklılaĢma yönünde 

uyarılmalarını sağlar. Kemik hücreleri hem ER α‟yı hem de ER ß‟yı içeren 

hücrelerdir. Osteojenik farklılaĢma sürecinde ER ß miktarı stabil kalırken farklılaĢma 

süreci ilerledikçe ER α miktarında bir artıĢ görülür. İn vitro  koĢullarda yürütülen 

çalıĢmalarda kültür ortamına 17ß-estradiol ilavesinin farklılaĢan hücrelerde ALP 

aktivitesini, kalsiyum birikim miktarını, OCN ve Cbfa1 gibi önemli osteojenik 

belirteçlerin ifadesini arttıcı etki gösterdiği bildirilmiĢtir (Dang vd. 2002, Hong vd. 

2006, Wang vd. 2006) 

1.4. Problemin Ġfadesi 

Kök hücrelerin osteojenik farklılaĢma kabiliyetleri ve osteojenik farklılaĢma 

kapasitesini etkileyen faktörler hala önemli bir araĢtırma alanıdır. Farklı büyüme 

faktörleri, iz elementler, hormonlar gibi birçok etmenin kök hücrelerin osteojenik 

farklılaĢma kabiliyetine etkileri, doğurduğu sonuçlar ve bu etkilerin hangi 

mekanizmalarla gerçekleĢtiği birçok in vitro çalıĢma ile ortaya konulmaktadır. Kök 

hücrelerin kullanıldığı in vitro çalıĢmaların yanı sıra in vivo deneyler ve klinik 

araĢtırmalar ile de daha baĢarılı osteojenik farklılaĢma protokollerinin arayıĢı 

sürmektedir (Guo vd. 2020, Xie vd. 2020, Yu vd. 2018). Yenileyici tıp için önemli 

ve geliĢime açık bir konu olan kemik iyileĢmesinde daha baĢarılı sonuçlar alabilmek 

için osteojenik farklılaĢma protokollerinin optimizasyonu önemlidir. 
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Kemik doku ile alakalı 100‟ün üzerinde hastalık ve sendrom tanımlanmıĢtır. Blount 

hastalığı, juvenil Paget hastalığı, Kienbock hastalığı, kompleks letal 

osteokondrodisplazi gibi nadir hastalıkların yanı sıra osteoporozis gibi oldukça 

yaygın olup prevelansı hızla artan hastalıklar da bu listede yer almaktadır (Ġnt Kyn. 

4).  

Uluslararası Osteoporozis Vakfının verilerine göre dünya genelinde 200 milyondan 

fazla kadının osteoporozis ile mücadele ettiği, 50 yaĢın üzerindeki her üç kadından 

ve her beĢ erkekten birinin osteoporozis kaynaklı kemik kırıklarından muzdarip 

olduğu belirtilmektedir. Yine aynı vakfın açıklamalarında her yıl 8,9 milyondan fazla 

kiĢinin osteoporozis kaynaklı kemik kırıkları yaĢadığı ve özellikle kalça kırıklarında 

tedavi sonrasında hastaların %60‟ının bir yıl içerisinde tekrar medikal yardım 

ihtiyacı duyduğu bildirilmektedir (Ġnt Kyn. 5). 

Kök hücre tedavilerinin vaat ettiği baĢarılı sonuçlardan faydalanmak isteyen bir diğer 

alan da kemik kırıklarının tedavisinde prognozu daha iyi hale getirme amacında olan 

ortopedidir. Sadece Amerika BirleĢik Devletlerinde yılda 2 milyon civarı hasta 

kemik kırıkları ile yüzleĢmektedir. Vertebral ve spinal kırıklar yaklaĢık %30-50 

prevelans ile en sık karĢılaĢılan kırık tipleridir ve 50 yaĢ üstü bireylerde artan 

morbidite ve mortalite ile seyrederler. Yine elli yaĢ üstü bireylerde daha nadiren 

görülen kalça kırıklarında ise 6 ay içerisinde görülen %20 mortalite ile çok daha 

yüksek bir ölüm oranı karĢımıza çıkmaktadır. Her ne kadar genç bireylerde kırık 

iyileĢmelerinde yüksek bir iyileĢme oranı olsa da osteoporozis hastaları, diyabet 

hastaları, sigara içenler gibi bazı risk gruplarında tam kaynamama veya tam 

iyileĢmeme gibi durumların görülme oranı %15‟i bulabilmektedir (Ġnt. Kyn 6). 

Kök hücreler ve biyomateryallerin kullanımı ile son yıllarda kemik iyileĢmesi 

alanında hatrı sayılır bir ilerleme kaydedilmiĢtir (Wang vd., 2019). Ancak farklı 

hastalık ve/veya sendroma sahip bireylerde patolojik durumlarından dolayı kemik 

iyileĢmesi, hücre farklılaĢması gibi olaylarda farklılıklar görülebilir. Yang ve 
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arkadaĢlarının (2015) ankilozan spondilit hastalarının ligamentlerinden elde edilen 

fibroblastların osteoartritis hastalarından izole edilen fibroblastlara göre daha ileri 

seviyede bir osteojenik farklılaĢma gösterdiğini ortaya koyması bu farklılıklara örnek 

teĢkil etmektedir. Bu gibi kemik dokuda görülebilen baĢta osteoporozis olmak üzere 

birçok hastalık ve sendromun varlığı ve bunların komplike yapıları, kemik 

rejenerasyonu alanında bu hasta gruplarına spesifik stratejilerin oluĢturulması 

gerekliliğini ortaya çıkartmaktadır.  

Kemik kırıklarında hedeflenen yeni kemik oluĢumunu hızlandırmak, 

mineralizasyonu arttırmak gibi amaçlar ile uygulanan farklı protokoller (Vanhatupa 

vd. 2015, Yang vd. 2015)  farklı kemik doku hastalıklarından muzdarip bireylerde 

etkisini göstermeyebilir veya daha kötüsü, negatif etkilere sebebiyet verebilir. 

Geleneksel tedavi yaklaĢımlarına göre çok daha avantajlı görünen bu yöntemler 

farklı özellikteki bireylerde yan etkilere sebep olarak tıbbın esas ilkelerinden olan 

“primum non nocere” ile ters düĢecek sonuçlar doğurabilir.  

Bu nedenle farklı durumlar için farklı osteojenik farklılaĢtırma protokollerinin 

optimizasyonu büyük önem taĢımaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin osteojenik 

farklılaĢmasında kullanılan büyüme faktörleri, hormonlar, koĢullandırılmıĢ medyum 

gibi materyaller ile oluĢturulan farklılaĢtırma protokollerinde kullanılan maddelerin 

ilavesi ile elde edilen sonuçlar, bu maddelerin birbirleri ile etkileĢimleri, farklı zaman 

aralıklarında sergiledikleri farklı özellikler ve bu etkilerin altında yatan moleküler 

mekanizmaların açığa çıkarılması, bu alandaki ilerlemeler için büyük önem 

taĢımaktadır. 
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1.5. Hipotez, Amaç ve Hedefler 

Hipotez 1: İn vitro koĢullarda TGF-ß3 ve 17ß-estradiol hfOB hücrelerinde OPG 

miktarını arttırır. 

Hipotez 2: Osteoblast hücrelerinden elde edilen KM, ASKKH‟lerde osteojenik 

farklılaĢmayı indükler. 

Hipotez 3: Yüksek seviyede OPG içeren KM, ASKKH‟lerde osteojenik 

farklılaĢtırmayı indükler. 

Hipotez 4: TGF-ß3, 17ß-estradiol, KM ve yüksek seviyede OPG içeren KM, 

ASKKH‟lerin osteojenik farklılaĢması sürecinde farklı özellikler gösterir. 

Amaç: ÇalıĢmamızda hfOB hücrelerinden elde edilen iki farklı KM ile birlikte TGF-

ß3 ve 17ß-estradiol kullanarak oluĢturduğumuz ayrı osteojenik farklılaĢtırma 

medyumları ile indüklenen ASKKH‟lerin osteojenik farklılaĢması sonrasında 

kalsiyum birikimi; SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen ifadeleri gibi çeĢitli 

parametreleri karĢılaĢtırmak suretiyle farklı açılardan bu protokollerin osteojenik 

kapasitelerini değerlendirmeyi amaçladık. 

Gerekçe: Kemik doku komplike doğası gereği farklı durumlarda farklı ihtiyaçlar 

gösteren bir dokudur. Dolayısıyla gerekli durumlarda açığa çıkan bu ihtiyaçlara göre 

farklı osteojenik farklılaĢma protokolleri oluĢturabilmek bu durumların idaresinde 

kolaylık sağlayacaktır. 
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Hedef 1: Gebe sıçanlardan gebeliğin 17. gününde toplanan amniyon sıvısından 

baĢarılı bir Ģekilde ASKKH‟leri izole etmek ve mezenkimal karakterlerini 

göstermek. 

Hedef 2: hfOB hücrelerinde TGF-ß3 ve 17ß-estradiolün OPG üretimine in vitro 

etkisini belirlemek. 

Hedef 3: Standart kültür koĢullarında hfOB kültür medyumu ve yüksek OPG üretim 

kapasitesi gösteren medyumla kültüre edilen hücrelerden elde edilen KM‟ler ile 

osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları yapıp ASKKH‟lerde osteojenik farklılaĢmayı 

indüklemek. 

Hedef 4: Standart osteojenik farklılaĢtırma medyumuna ayrı ayrı ve kombinasyon 

halinde TGF-ß3 ve 17ß-estradiol ilavesi yaparak ASKKH‟lerde osteojenik 

farklılaĢmayı indüklemek. 

Hedef 5: ASKKH‟lerin osteojenik farklılaĢmasında standart hfOB-KM, yüksek OPG 

içeren KM‟den ayrıca standart osteojenik farklılaĢma medyumuna TGF-ß3 ve 17ß-

estradiolün ayrı ayrı ve birlikte ilave edilmesi Ģeklinde oluĢturulan farklılaĢtırma 

grupları arasında osteojenik farklılaĢma bakımından karĢılaĢtırmalar yapmak. 
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2. MATERYAL ve METOT 

2.1. Etik Kurul Onayı 

Bu çalıĢma Afyon Kocatepe Üniversitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

tarafından 11/06/2018 tarihinde onaylandı (AKÜHADYEK-92-18). 

2.2. Cihazlar ve Kimyasallar 

Tez çalıĢmasında kullanılan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasallar Tablo 2.1 ve 

Tablo 2.2‟de belirtilmektedir. 

Tablo 2.1. Kullanılan cihazlar.  

Üretici Model/Katalog No Cihaz 

Applied Biosystems Veriti 96 well Cycler Isıl döngüleyici 

Applied Biosystems ViiA7 Real-time PCR cihazı 

Arçelik 
 

Derin dondurucu 

Beko 
 

Mini buzdolabı 

Biosan Combi Spin FVL-2400N Mikro santrifüj cihazı 

Biosan MR-12 Çalkalayıcı 

Biosan TDB-100 Kuru blok ısıtıcı 

Biosan MSH 300 Manyetik karıştırıcı 

BioVision Trans Illuminator 1000/20M Jel görüntüleme sistemi 

Deltalab 
 

Kimyasal madde kabini 

Drummond 4-131-201-E Şarjlı otomatik pipetleyici 

Gilson Pipetman F144801 0,2-2 µL pipet 

Gilson Pipetman F144802 1-10 µL pipet 

Gilson Pipetman F123601 20-100 µL pipet 

Gilson Pipetman F123602 200-1000 µL pipet 

HeraCell 150i Karbondioksitli inkubatör 

In Vitrogen Qubit 2.0 Qubit florometri cihazı 

Inolab WTW pH720 pH metre 
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İndesit 
 

Buzdolabı 

İsolab 075.03.001 Neubauer hemositometri lamı 

Nalgene 5100-001 Hücre dondurma konteynırı 

Nikon  Eclipse TS100  Ters faz kontrast mikroskop 

Nüve ST 30 Çalkalamalı su banyosu 

Nüve NF 800 R Santrifüj cihazı 

Nüve OT 012 Otoklav 

Nüve EN 500 Etüv 

Olympus DP25  Mikroskop kamerası 

Panasonic VIP Plus Eksi seksen derin dondurucu 

Precisa XB 220 A Hassas terazi 

Teknomar Chemocell LRCX-UV Sınıf I biyogüvenlik kabini 

Thermo Scientific MicroCL 17-R Mikro santrifüj cihazı 

Thermo Scientific Forma Direct Heat Karbondioksitli inkubatör 

Thermo Scientific MSC-Advantage Sınıf II biyogüvenlik kabini 

Thermo Scientific IEC Micromax RF Santrifüj cihazı 

Thermo Scientific SL 16R Santrifüj cihazı 

Thermo Scientific Multiskan GO ELISA okuyucu 

Thermo Scientific N12391 Nano drop plate 

Thermo Scientific 400 P  Güç kaynağı 

Thermo Scientific Minicell Primo EC320 Elektroforez jel sistemi 

Uğur 
 

Buzdolabı 

Vestel 
 

Derin dondurucu 

Worthington UN 1977 Sıvı azot tankı 

Zeiss Axio Observer Z1 Floresan ataçmanlı ters mikroskop 

Zeiss Axiocam 506 mono Mikroskop kamerası 

 

Tablo 2.2. Kullanılan sarf malzeme ve kimyasallar. 

Üretici Katalog Numarası Ürün 

Abcam ab104139 DAPI'li floresan kapatma medyumu 

Abcam ab6308 Anti-Col1 primer antikor 

Abcam ab6719 Goat anti-rabbit Texas Red sekonder antikor 

Abcam ab6787 Goat anti-mouse Texas Red sekonder antikor 

Abcam ab7481 Keçi serumu 

Abcam ab33046 Anti-osteopontin primer antikor 

Alfa Aesar J60122 Alsiyan mavisi 8GX 

Axygen MCT-150-C 1,5 mL santrifüj tüpü 

Beybi 2.409.001 10 mL enjektör 

Biogems 5022822-10G 17ß-Estradiol 
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Biomatik A4025-500ML Triton X-100 

Biomax D00320PR Agaroz 

Biowest L0009-100 Amfoterisin-B (100X) 

Biowest S181H-500 FBS 

Capricorn TRY-1B10 Tripsin-EDTA (10X) 

Capricorn DMEM-12-HXA DMEM-F12 

Corning CLS4488-200EA 10 mL serolojik pipet 

Corning CLS4487-200EA 5 mL serolojik pipet 

Corning CLS4489-200EA 25 mL serolojik pipet 

Emboy 
 

Sodyum hidroksit 

Eppendorf Qiagen 1050299 2mL santrifüj tüpü 

Gibco 51500-056 ITS-X 

Gibco 25030-024 L-Glutamin (200mM) 

Gibco 15140-122 Penisilin-streptomisin 

Gibco PHZ1124 IBMX 

Isolab 123.01.002 0,2 mL santrifüj tüpü 

Isolab 3.078.03.001.500 0,5 mL santrifüj tüpü 

Lonza BE02-02F Alfa MEM 

Lonza BE13-114E Non-esansiyel amino asit 

Merck Millicell PEZGS0416 4 kuyucuklu EZ Slide  

Merck MilliEx SLGP033RS 0,22 um filtre 

Merck 1.009.832.511 Absolut etanol 

Merck AB5603 Anti-Sox2 primer antikor 

Merck 639K4517396 Oil Red O 

Merck 1.040.051.000 Paraformaldehit 

Merck 1.065.801.000 Di sodyum hidrojen fosfat dihidrat 

Merck 1.064.041.000 Sodyum klorit 

Merck 1.063.451.000 Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat 

Merck 1.060.231.000 TAE buffer 

Merck A5533-25G Alizarin Red S 

Peprotech 100-36E-10UG TGF-ß3 

R&D Systems 0233-FB Temel fibroblast büyüme faktörü 

Santa Cruz Sc-2323 Sığır serum albumini 

Santa Cruz Sc-5279 Anti-Oct 3/4 primer antikor 

Sigma 02650-100ML Dimetil sülfoksit 

Sigma T6146-25G Tripan mavisi 

Sigma I7378-5G İndometasin 

Sigma G9422-10G Beta gliserofosfat 

Sigma I0516-5MG İnsülin 

Sigma D4902-100MG Deksametazon 

Sigma A4403-100MG L-Askorbik asit 

Sigma H2387-1L HBSS toz 

Sigma D5523-1L DMEM-LG toz 

Sigma D5648-10L DMEM-HG toz 
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Sigma P5607-100G Proline 

Sigma P1379-500ML Tween-20 

TEKKİM TK.200650.25001 Teksoll %96 alkol 

TEKKİM TK.010030.01000 Asetik asit 

TEKKİM TK.090250.02501 İzopropil alkol 

Thermo Scientific Nunclon 167008 96 kuyucuklu plaka 

Thermo Scientific Nunclon Delta 176740 4 kuyucuklu plaka 

TPP 99500 Vakum filtrasyon sistemi 

VWR 10062-872 T25 hücre kültür kabı 

VWR 10062-860 T75 hücre kültür kabı 

VWR 525-0610 50 mL steril santrifüj tüpü 

VWR 525-0604 15 mL steril santrifüj tüpü 

VWR 7342321 Doku kültür kabı 

VWR 89041-376 1-200 µL pipet ucu 

VWR 89041-370 100-1250 µL pipet ucu 

VWR 53509-070 0,1-10 µL pipet ucu 

VWR 20170-063 1,5 mL koyu santrifüj tüpü 

VWR 27778-293 Sodyum hidrojen karbonat 

VWR 83009-668 Real Time PCR Plate 

 

2.3. Hayvanların Gebe Bırakılması 

ÇalıĢmada ASKKH‟lerin izolasyonu için 4 adet 2-4 aylık Wistar ırkı diĢi ratlar 

kullanıldı.  Afyon Kocatepe Üniversitesi, Deney Hayvanları Uygulama AraĢtırma 

Merkezinde 12 saat aydınlık 12 saat karanlık döngüsünde, 26-28℃ sıcaklık ve %30 

ila 70 nem oranındaki kontrollü ortamda ad libitum su ve yem sağlanmıĢ Ģekilde 

ratların bakımı gerçekleĢtirildi. Ratlarda günlük olarak aynı saatlerde (09:00-09:30) 

vaginal yıkama yöntemi ile östrus siklusları belirlendi. Vajinal sitoloji sonuçlarına 

göre proöstrus safhasında olduğu gözlenen diĢi ratlar aynı gün akĢam 17:00‟da erkek 

ratla aynı kafese alınarak çiftleĢmelerine izin verildi. Ertesi gün vaginal sitolojisinde 

sperm gözlenen ratların gebeliğin sıfırıncı gününde oldukları kabul edildi ve bu 

hayvanların yedi gün süre ile östrus takiplerine devam edildi. Bu süreçte sürekli 

diöstrus gösteren ratların gebeliği doğrulandı.  
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2.4. ASKKH’lerin Ġzolasyonu 

Gebeliğin 17. gününde diĢi ratlar genel anestezi altında servikal dislokasyon yöntemi 

ile sakrifiye edildi. Yüzde 70 alkol içeren bir beher içerisinde dezenfekte edilen ratlar 

sınıf I biyogüvenlik kabinine aktarıldı. Sınıf I biyogüvenlik kabin içerisinde steril 

Ģartlarda sıçanın abdomeni orta hat boyunca ensize edilerek açıldı. Steril forseps ve 

makas yardımıyla içerisinde fetusların bulunduğu uterus çıkarılarak bir petri kabına 

konuldu (ġekil 2.1, A). Yıkama solusyonu [%2 penisilin-streptomisin ve %0,2 

amfoterisin-B içeren PBS (Ca ve Mg içermeyen, pH 7.2)] ile dokular yıkanarak petri 

kabı içerisinde sınıf II biyogüvenlik kabinine taĢındı. Yıkama solüsyonu içeren steril 

bir petri kabında amniyon kesesine zarar vermeden uterus ve koryon uzaklaĢtırıldı. 

Amniyotik kese içerisinde yer alan fetuslar ayrı bir steril petri kabına aktarıldı (ġekil 

2.1, B). Örnekler en az iki kere yıkama solüsyonu ile yıkanarak kan ve diğer doku 

parçalarından arındırıldı. Amniyotik membran üzerinde vaskülarizasyonun az olduğu 

bir bölge seçilerek 22 gauge steril iğne ucu yardımıyla amniyotik membran delindi 

ve amniyon sıvısı 50 mL‟lik steril santrifüj tüpü içerisinde toplandı (ġekil 2.1; C, D). 
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ġekil 2.1. Amniyon sıvısının toplanması. A: Uterus dokusu steril bir petri kabına alındı. B: 

Ġçerisinde fetus bulunan amniyon kesesi ayrı bir petri kabına aktarıldı. C: Örnekler 

antibiyotikli yıkama solüsyonlarından geçirilerek yıkandı. D: Amniyon kesesi 22 gauge iğne 

ile delindi ve amniyon sıvısı steril bir santrifüj tüpü içerisine toplandı. 

Toplanan amniyon sıvısı 250 g‟de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaĢtırıldıktan sonra pelet ASKKH kültür medyumu [%20 fötal sığır serumu 

(FBS), %1 penisilin-streptomisin, %0,1 amfoterisin-B, %1 L-glutamin, 20 ng/mL 

basic FGF (bFGF) içeren düĢük glikoz-Dulbecco‟nun modifiye minimum esansiyel 

medyumu (DMEM-LG)] ile süspanse edilerek 25 cm
2
‟lik flasklara hücrelerin ekimi 

yapıldı.  
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2.5. Hücre Kültürü 

Hücreler %5 CO2 içeren nemli bir atmosferde ve 37 ℃‟ de inkube edildi. Ekim 

iĢleminden 48 saat sonra ilk medyum değiĢikliği yapıldı. Günlük olarak ters faz 

kontrast mikroskop altında hücreler gözlemlendi ve hücreler %70-80 konfluense 

ulaĢana kadar 3 günde bir kültür medyumu değiĢtirildi. Konfluense ulaĢan hücreler 

pasajlandı. 

Hücrelerin pasajlanması için kültür kaplarından medyum uzaklaĢtırıldı ve flask steril 

PBS ile yıkandı. Hücreleri içeren kültür kaplarına tripsin-EDTA solüsyonu (%0,05 

tripsin, %0,02 EDTA) eklendi. Hücreler 37°C‟de yaklaĢık 5 dk inkube edilerek 

yüzeyden ayrılmaları sağlandı. Ters faz kontrast mikroskop ile tüm hücrelerin 

yüzeyden ayrıldığı gözlendikten sonra tripsin-EDTA aktivitesini durdurmak için 

kültür kabına %10 FBS içeren hücre kültür medyumu ilave edildi. Hücreler 15 

mL‟lik santrifüj tüpüne aktarıldı ve 250 g‟de 10 dk santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaĢtırıldı ve hücre peleti 1 mL hücre kültür medyumu ile süspanse edildi. Bu 

süspansiyondan 30 µL örnek alınarak eĢit miktarda tripan mavisi boya solüsyonu 

(%0,4) ile iyice karıĢtırıldı. Bu karıĢımdan 10 µL alınarak Neubauer lamı üzerinde 4 

farklı karede hücre sayımı yapıldı. Hücreler 25 cm
2
‟lik yeni kültür kaplarına 5x10

4 

hücre/flask konsantrasyonunda ekilerek pasajlama iĢlemi tamamlandı. Bu iĢlem 

beĢinci pasaja kadar sürdürüldü. 

2.6. Büyüme Eğrisi Analizi 

ASKKH‟lerin farklı pasajlardaki çoğalma profilini belirlemek amacıyla 3 ve 5. 

pasajlarda büyüme eğrisi analizleri yapıldı. Bu çalıĢma için farklı hayvanlardan izole 

edilen hücrelerden toplanan örnekler, içerisinde ASKKH kültür medyumu bulunan 4 

kuyucuklu plakalara 15x10
3
 hücre/kuyucuk yoğunluğunda ekildi. Hücreler 37 ℃‟de 

%5 CO2‟li ortamda inkübe edildi. Her üç günde bir medyum değiĢikliği yapıldı. 
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ÇalıĢmada her bir örnek için 14‟er kuyucuk kullanıldı. Ġki günde bir kuyucukların 

2‟Ģer tanesinden hücreler toplanarak sayıldı ve ortalama değerleri not edildi. On dört 

günün sonunda tüm zaman aralıklarında yapılan sayımlara dayanarak büyüme eğrisi 

grafikleri oluĢturuldu. 

2.7. Çoklu FarklılaĢtırma ÇalıĢmaları 

ÇalıĢmamızda üçüncü pasajdaki ASKKH‟lerin çok yönlü farklılaĢma potansiyelleri 

değerlendirildi. İn vitro kültür ortamında hücreler özel farklılaĢtırma medyumları 

kullanılarak osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hücrelere farklılaĢtırıldılar. 

FarklılaĢtırma deneyleri 4 kuyucuklu plakalara ekilen hücreler üzerinde yapıldı. Her 

çalıĢmada bir kuyucuk negatif kontrol olarak ayrıldı. ASKKH‟lerin osteojenik, 

adipojenik ve kondrojenik farklılaĢmaları sırasıyla Alizarin Red S, Oil Red O ve 

Alsiyan mavisi boyamaları ile doğrulandı. 

2.7.1. Osteojenik FarklılaĢtırma ve Doğrulanması 

2.7.1.1. Osteojenik FarklılaĢtırma 

Üçüncü pasajdaki hücreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10
3
 hücre/cm

2 
yoğunluğunda 

ekildi. Negatif kontrol için ayrılan kuyucuğa hücre kültür medyumu (%5 FBS, %1 

penislin-streptomisin içeren α-MEM) ilave edildi. Diğer kuyucuklara ise α-MEM 

içerisinde %5 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin, 0,1 μM 

dekzametazon, 50 μM L-askorbik asit ve 10 nM ß-gliserofosfat içeriğinde 

hazırlanmıĢ olan osteojenik farklılaĢtırma medyumu eklendi. Her 3 günde bir 

medyum değiĢikliği yapılarak 21 gün boyunca hücreler osteojenik farklılaĢtırma 

medyumu içerisinde inkübe edildi (Pittenger vd. 1999). 
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2.7.1.2. Alizarin Red S Boyaması 

Osteojenik farklılaĢtırmanın doğrulanması için Alizarin Red S boyama yöntemi 

tercih edildi. Boya solüsyonu 1 gram Alizarin Red S‟in 50 mL ultra saf distile su 

içerisinde çözdürülüp 1 N NaOH ile pH‟ı 4,2‟ye ayarlanarak hazırlandı. Boya 

solüsyonu kullanılmadan önce filtrelendi. FarklılaĢtırma çalıĢmalarının sonrasında 

kuyucuklardaki medyum uzaklaĢtırıldı. Hank‟in dengeli tuz solüsyonu (HBSS) ile 

yıkama iĢleminden sonra hücreler % 4 paraformaldehit (PFA) ile tespit edildi. Yüzde 

4 PFA solusyonu uzaklaĢtırıldıktan sonra distile su ile kuyucuklar yıkandı. Hücreler 

80 mM Alizarin Red S (pH:4,2) ile 30 dakika boyandı. Boya solüsyonu uzaklaĢtırıldı 

ve kuyucuklar ultra saf distile su ile yıkandı. Hücrelerdeki boyanma profili ters faz 

kontrast mikroskop altında değerlendirildi ve mikroskop kamerası ile fotoğraflandı 

(Pittenger vd. 1999). 

2.7.2. Adipojenik FarklılaĢtırma ve Doğrulanması 

2.7.2.1. Adipojenik FarklılaĢtırma 

Üçüncü pasajdaki hücreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10
3
 hücre/cm

2 
yoğunluğunda 

ekildi. Negatif kontrol için ayrılan kuyucuğa hücre kültürü medyumu (%10 FBS, %1 

penislin-streptomisin içeren DMEM-LG) eklendi. Adipojenik farklılaĢtırma için 

hücreler 1, 3, 5, 9, 11, 13, 17 ve 19. günlerde adipojenik indüksiyon medyumu 

(AIM); 7 ve 15. günlerde ise adipojenik idame medyumu (AMM) kullanılarak 

toplamda 21 gün süre ile kültüre edildi. AIM DMEM-LG içerisinde %10 FBS, %1 

penislin-streptomisin, 1 µM dekzametazon, 500 µM izobütil 4 hidroksibenzoat 

(IBMX), 100 µM indometasin ve 10 µg/mL insülin içerecek Ģekilde; AMM ise 

DMEM-LG içerisinde %10 FBS, %1 penislin-streptomisin ve 10 µg/mL insülin 

kompozisyonunda hazırlandı (Pittenger vd. 1999). 
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2.7.2.2. Oil Red O Boyaması 

Adipojenik farklılaĢtırmayı doğrulamak için Oil Red O boyaması yapıldı. Boyama 

için 60 mg Oil Red O, 20 mL izopropil alkol içerisinde çözdürülerek 12 mM‟lık stok 

solüsyon hazırlandı. Sonrasında stok solüsyonunun 2/3 oranında ultra saf distile su 

ile dilüe edilmesiyle boyama solüsyonu hazırlandı. Boyama solüsyonu 

hazırlanmasının ardından filtre edildi ve en az 2 saat dinlendirildi. Hücre kültür 

medyumu kuyucuklardan uzaklaĢtırıldıktan sonra önce PBS ile sonrasında da 

%70‟lik etanol ile yıkama yapıldı. Yüzde 10 tamponlu nötral formaldehit 

kullanılarak hücreler 20 dk süre ile tespit edildi. Tespit solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve 

önce PBS ile sonra %70‟lik etanol ile birer yıkama daha yapıldı. Yıkamadan sonra 

kuyucuklara Oil Red O boyama solüsyonu ilave edildi ve 25 dk beklendi. Boyama 

solüsyonu uzaklaĢtırıldıktan sonra hücreler önce %70‟lik etanol ile sonrasında ultra 

saf distile su ile yıkandı. Hücrelerdeki boyanma profili ters faz kontrast mikroskop 

altında değerlendirildi ve mikroskop kamerası ile fotoğraflandı (Pittenger vd. 1999). 

2.7.3. Kondrojenik FarklılaĢtırma ve Doğrulanması 

2.7.3.1. Kondrojenik FarklılaĢtırma 

Üçüncü pasajdaki hücreler 4 kuyucuklu plaklara 15x10
3
 hücre/cm

2
 yoğunluğunda 

ekildi. Negatif kontrol için ayrılan kuyucuğa hücre kültürü medyumu (%5 FBS, %1 

penislin-streptomisin içeren DMEM-HG) koyuldu. Diğer kuyucuklara ise DMEM-

HG içerisinde %5 FBS, 0,1 mM deksametazon, 50 mM L-askorbik asit, %1 ITS-

premix, 1 mM sodyum pirüvat, 0,35 mM proline, %1 non esansiyal amino asit, %1 

penislin streptomisin ve 10 ng/mL TGF-ß3 içeriğinde hazırlanan kondrojenik 

farklılaĢtırma medyumu ilave edildi. Yirmi bir gün süre ile 3 günde bir medyum 

değiĢikliği yapılarak hücreler kondrojenik farklılaĢtırma medyumu içerisinde inkübe 

edildi. 
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2.7.3.2. Alsiyan Mavisi Boyaması 

Kondrojenik farklılaĢtırma sürecinde oluĢan glikozaminoglikan formasyonunu 

görüntülemek için alsiyan mavisi boyama yöntemi kullanıldı. Boya solüsyonunu 

hazırlamak için 1 gram alsiyan mavisi 97 mL distile su içerisinde çözdürüldü. 

Alsiyan mavisi tamamen çözüldükten sonra karıĢıma 3 mL asetik asit ilave edildi. 

Solüsyonun pH‟ı 2,5‟a ayarlandı ve filtrelendi. Hücreler %95‟lik metanol ile 20 dk 

tespit edildikten sonra alkol kuyucuklardan uzaklaĢtırıldı ve distile su ile yıkama 

yapıldı. Ardından alsiyan mavisi solüsyonu ile 30 dk boyama uygulandı. Kuyucuklar 

tekrar distile su ile yıkandıktan sonra ters faz kontrast mikroskop altında incelendi ve 

mikroskop kamerası ile fotoğraflandı (Kibria 2018). 

2.8. hfOB 1.19 Hücre Kültürü 

ÇalıĢmada osteoblast hücre hattı olan hfOB 1.19 hücreleri (ATCC, 1.19 CRL-11372, 

pasaj 7) kullanıldı. Hücreler 75 cm
2
 yüzey alanına sahip kültür kaplarına 1x10

6 

hücre/kültür kabı yoğunluğunda ekildi.  Hücreler %10 FBS, %1 penislin-streptomisin 

ve 2,5 mM L-glutamin içeren DMEM F-12 içeriğinde hazırlanmıĢ olan hfOB kültür 

medyumu ile kültüre edildi.  

2.9. hfOB Hücrelerinden KoĢullandırılmıĢ Medyum Eldesi 

Freshney‟in yöntemine benzer Ģekilde hfOB hücrelerinden KM elde edildi (Freshney 

2005). Hücreler, pasajlandıktan sonra hfOB kültür medyumu içeren kültür kaplarında 

24 saat kültüre edildi. Bu sürenin sonunda kültür medyumu uzaklaĢtırıldı ve kültür 

kapları steril PBS ile yıkandı. Yıkama iĢleminden sonra kültür kaplarına serum 

içermeyen hfOB kültür medyumu gruplara özgü eklemeler yapılarak kültür kaplarına 

koyuldu ve hücreler 48 saat süre ile inkubasyona bırakıldı. Sürenin sonunda kültür 

medyumu toplanarak 50 mL‟lik steril santrifüj tüplerinde toplandı ve 1000 g‟de 10 



40 
 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant 50 mL‟lik yeni bir santrifüj tüpüne aktarıldı ve 

tekrar kullanılana kadar -80°C‟de saklandı. 

KM elde etmek için 4 deney grubu oluĢturuldu. OluĢturulan gruplar aĢağıda 

gösterilmiĢtir. 

1- Kontrol Grubu: hfOB medyumu kullanıldı. 

2- TGF-ß3 Grubu: hfOB kültür medyumuna 10 ng/mL TGF-ß3 eklendi. 

3- 17ß-estradiol Grubu: hfOB kültür medyumuna 10 nM 17ß-estradiol eklendi. 

4- TGF-ß3 + 17ß-estradiol Grubu: hfOB kültür medyumuna10 ng/mL TGF-ß3 

ve 10 nM 17ß-estradiol eklendi. 

Bu gruplardan elde edilen koĢullandırılmıĢ medyumlarda sandviç ELISA yöntemi ile 

OPG seviyeleri karĢılaĢtırıldı. Sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere, OPG seviyesi 

en yüksek çıkan grup ve kontrol grubundan KM elde edilmesine devam edilerek, 

toplanan örnekler daha sonraki aĢamalarda kullanılmak üzere -80℃‟de saklandı. KM 

örnekleri hücre kültüründe tekrar kullanılmadan önce 0,22 µ‟luk filtreden geçirildi. 

2.10. Sandviç ELISA 

KoĢullandırılmıĢ medyum örneklerinde daha sonraki osteojenik farklılaĢtırma 

deneylerinde kullanılmak üzere hangi gruptan daha yüksek OPG seviyesinin elde 

edildiğini görmek için sandviç ELISA yöntemi ile protein seviyeleri ölçüldü. Bu 

iĢlem için ticari bir ELISA kiti (Abcam, ab100617), üreticisinin talimatları takip 

edilerek kullanıldı. Analizin öncesinde reaktif solüsyonlar aĢağıdaki Ģekilde 

hazırlandı: 
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 Yıkama Solüsyonu: 

20X yıkama solüsyonu oda sıcaklığında içerisindeki kristaller kaybolana 

kadar bekletildi.  

20X Yıkama Solusyonu    20 ml 

Distile Su                380ml 

 

 BiyotinlenmiĢ OPG Saptama Antikoru: 

Antikor içeren viyal santrifüj edildikten sonra 100 µL “Assay Diluent B” 

ilave edildi. Pipetaj yaptıktan sonra hafifçe çalkalayarak “konsantre antikor 

solüsyonu” haline getirildi. Konsantre antikor solüsyonu, kullanılmadan önce 

“Assay Diluent B” ile 80 kat dilüe edilerek kullanıldı. 

 

 1X Assay Diluent B: 

5X solüsyondan bir miktar alındı ve distile su ile 5 kat sulandırıldı. 

 

 1X HRP-Streptavidin Solüsyonu: 

500X HRP-Streptavidin içeren viyal santrifüj edildikten sonra 1X Assay 

Diluent B ile 500 kat sulandırıldı. 

Standart solüsyonlarının hazırlanıĢı: 

 OPG standart viyali santrifüj edildi. 

 200 µL 1X Assay Diluent B stok standarda eklendi ve 1,5 mL‟lik santrifüj 

tüpüne aktarıldı. 

 Tüp yavaĢça karıĢtırıldı. 

 1‟den 7‟ye kadar 1,5 mL‟lik santrifüj tüpleri numaralandırıldı. 

 545,6 µL 1X Assay Diluent B‟ye 10 µL stok standart eklendi ve 

karıĢtırıldıktan sonra 1 numaralı tüpe aktarıldı. 

 Tüm tüplere 400 µL 1X Assay Diluent B eklendi. 

 1 numaralı tüpten 200 µL alındı ve 2 numaralı tüpe aktarılıp iyice karıĢtırıldı. 
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 2 numaralı tüpten 200 µL alındı ve 3 numaralı tüpe aktarılıp iyice karıĢtırıldı. 

 Bu Ģekilde tüm tüpler doldurularak standart solüsyonları hazırlandı. 

Sandviç ELISA protokolü: 

1. Tüm materyaller oda sıcaklığına getirildi. 

2. Kuyucuklara 100‟er µL standart veya örnek eklendi. 

3. Her standart basamağı ve örnek için 2 tekrar yapıldı. 

4. Plakanın üzeri kapatıldı ve 2,5 saat oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde 

inkube edildi. 

5. Solüsyonlar kuyucuklardan uzaklaĢtırıldı ve 4 kez 300 µL yıkama solüsyonu 

ile yıkama yapıldı. Son yıkamadan sonra plaka ters çevrilerek kağıt havlu 

üzerine vurularak yıkama solüsyonu uzaklaĢtırıldı.  

6. Bütün kuyucuklara 100 µL biyotinlenmiĢ OPG saptama antikoru eklendi. 

Çalkalayıcı üzerinde 1 saat oda sıcaklığında inkube edildi. 

7. Solüsyonlar kuyucuklardan uzaklaĢtırıldı ve 4 kez 300 µL yıkama solüsyonu 

ile yıkama yapıldı. Son yıkamadan sonra plaka ters çevrilerek kağıt havlu 

üzerine vurularak yıkama solüsyonu uzaklaĢtırıldı.  

8. Bütün kuyucuklara 100 µL 1X HRP-Streptavidin solüsyonu eklendi ve 45 dk 

çalkalayıcı üzerinde inkube edildi. 

9. Solüsyonlar kuyucuklardan uzaklaĢtırıldı ve 4 kez 300 µL yıkama solüsyonu 

ile yıkama yapıldı. Son yıkamadan sonra plaka ters çevrilerek kağıt havlu 

üzerine vurularak yıkama solüsyonu uzaklaĢtırıldı.  

10. Bütün kuyucuklara 100 µL TMB One-Step Substrate Reaktifi eklendi. 

Karanlıkta 30 dk çalkalayıcı üzerinde inkube edildi. 

11. Bütün kuyucuklara 50 µL Stop Solüsyonu eklendi ve kısa süre içerisinde 450 

nm‟de okuma yapıldı (ġekil 2.2). 
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ġekil 2.2. Sandviç ELISA. Stop solüsyonun ilavesinin hemen ardından kuyucuklarda 

gözlenen renk değiĢimi (Mavi: stop solüsyonu eklenmemiĢ kuyucuklar. Sarı: Stop 

solüsyonu eklenmiĢ kuyucuklar) gözlendikten sonra örnekler 450 nm‟de ELISA okuyucuda 

okutuldu. 

Kullanılan kitin sensitivitesi 1pg/mL iken ölçüm aralığı 1,23 pg/mL ile 900 pg/mL 

arasındadır. Okumada standartlardan elde edilen değerler ile CurveExpert 1.3 

yazılımı kullanılarak bir standart eğrisi oluĢturuldu. OluĢturulan dördüncü derece 

polinomial fit standart eğrisi kullanılarak aynı programda diğer örneklerden elde 

edilen okuma değerleri girildi ve örneklerde bulunan OPG miktarı pg/mL olarak 

belirlendi. 

2.11. Osteojenik FarklılaĢtırma Deney ÇalıĢmaları 

TGF-ß3, 17ß-estradiol ve yüksek seviyede OPG içeren KM‟nin osteojenik 

farklılaĢtırma üzerine etkilerini değerlendirmek amacıyla ASKKH‟ler ile osteojenik 

farklılaĢtırma çalıĢmaları yapıldı. ÇalıĢmalarda real-time PCR örnekleri elde etmek 

için 25 cm
2
‟lik hücre kültür kaplarına; Alizarin Red S boyaması ile kalsiyum birikim 

miktarlarını belirlemek amacıyla 4 kuyucuklu plakalara; immunfloresan boyamalar 

için ise 4 kuyucuklu EZslides‟lara 5. pasajdaki ASKKH‟lerin ekimi yapıldı. 
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Hücrelerin %70-80 konfluense ulaĢmasının ardından deney gruplarına göre 

belirlenen medyumlar ile 14 ve 21 günlük farklılaĢtırma çalıĢmaları yapıldı. 

ÇalıĢmalarda 4 kuyucuklu plakalara 15x10
3 

hücre/cm
2
 yoğunluğunda; 25 cm

2
‟lik 

kültür kaplarına ise 35x10
4
 hücre/kültür kabı yoğunluğunda ekim yapıldı. Hücreler 

%5 CO2 ve 37°C ortamında, her 3 günde bir medyum değiĢikliği yapılarak kültüre 

edildi. 

ÇalıĢma grupları: 

1. Pozitif Kontrol Grubu (Poz Kont): Hücreler standart osteojenik medyumla 

kültüre edildi. 

2. TGF-ß3 Grubu (TGF): Osteojenik medyuma 10 ng/mL TGF-ß3 ilave edildi. 

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

4. TGF-ß3 + 17ß-estradiol Grubu (TGF-Est): Osteojenik medyuma10 ng/mL 

TGF-ß3 ve 10 nM 17ß-estradiol ilave edildi. 

5. hfOB-KM + Normal Medyum Grubu (hfN): Hücreler hfOB‟lerden elde 

edilen KM ve standart ASKKH kültür medyumunun 1:1 oranında 

karıĢtırılması ile elde edilen medyumla kültüre edildi. 

6. hfOB-KM + Osteojenik Medyum Grubu (hfO): Hücreler hfOB‟lerden elde 

edilen KM ve osteojenik farklılaĢtırma medyumunun 1:1 oranında 

karıĢtırılması ile elde edilen medyumla kültüre edildi. 

7. OPG-KM + Normal Medyum Grubu (OPN): Hücreler yüksek OPG 

konsantrasyonuna sahip gruba ait KM‟nin ASKKH büyüme medyumu ile 1:1 

karıĢtırılmasından elde edilen medyumla kültüre edildi. 

8. OPG-KM + Osteojenik Medyum Grubu (OPO): Hücreler yüksek OPG 

konsantrasyonuna sahip gruba ait KM‟nin osteojenik farklılaĢtırma medyumu 

ile 1:1 karıĢtırılmasından elde edilen medyumla kültüre edildi. 

9. Negatif Kontrol Grubu (Neg): Hücreler ASKKH medyumu ile kültüre edildi. 
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2.12. Alizarin Red S Boyamasının Sayısal Değerlendirmesi 

Dört kuyucuklu plakalarda ASKKH‟lerde 14 ve 21 gün süre ile yapılan osteojenik 

farklılaĢtırma çalıĢmalarının ardından daha önce 2.6.1.2. numaralı baĢlıkta tarif 

edilen yöntemle Alizarin Red S boyaması yapıldı. Boyama sonrasında yapılan 

fotoğraflama iĢlemi sonrasında Alizarin Red S boyaması sayısal olarak 

değerlendirildi (Gregory vd. 2004).  

Alizarin Red S Boyama Sayısal Değerlendirme Protokolü 

1. Kuyucuklara 800µl %10‟luk asetik asit solüsyonu eklendi. 

2. Plakalar hafifçe sallanılarak 30 dk oda sıcaklığında inkube edildi. 

3. Sürenin sonunda kuyucukların yüzeyi iyice kazınarak içerikleri 1.5 mL‟lik 

santrifüj tüplerine alındı (ġekil 2.3, A). 

4. Tüpler 30 sn vortekslendi. 

5. Tüplerin ağzı parafilmle sıkıca kapatıldı ve tüpler kuru blok ısıtıcıda 85 °C‟ye 

kadar ısıtıldı (ġekil 2.3, B). 

6. Örnekler buz blokları üzerinde 5 dk soğutuldu. 

7. Örnekler 17000 g‟de 15 dakika santrifüj edildi (ġekil 2.3, C). 

8. Her bir tüpten 500 µl süpernatant yeni bir tüpe aktarıldı. 

9. Yeni tüplere 200 µl %10‟luk amonyum hidroksit solüsyonu eklendi ve solüsyon 

iyice pipete edildi. 

10. 96 kuyucuklu plakalara her örnekten üç tekrar olacak Ģekilde her kuyucuğa 150µl 

örnek eklendi (ġekil 2.3, D). 

11. ELISA okuyucuda 405 nm de okuma yapıldı. 
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ġekil 2.3. Alizarin Red S boyamasının sayısal olarak değerlendirilmesi. A: Kuyucuklar 

asetik asit ile inkube edildikten sonra yüzeyleri iyice kazınarak içerikleri santrifüj tiplerine 

aktarıldı. B: Örnekler kuru blok ısıtıcıda 85°C‟ye kadar ısıtıldı. C: Örnekler 17000 g‟de 15 

dakika santrifüj edildi. D: Örnekler amonyum hidroksit ilavesinden sonra iyice pipete edildi 

ve 96 kuyucuklu plakalara her örnekten üç tekrar olacak Ģekilde her kuyucuğa 150µl örnek 

eklendi. 

Örneklere ait kuyucuklarda elde edilen okuma değerlerinden boĢ (blank) 

kuyucukların ortalama değerleri çıkartıldı. Daha sonra deney gruplarından elde 

edilen okumalar negatif kontrol örneklerinden elde edilen okumaların ortalamasına 

göre karĢılaĢtırılarak optik yoğunluk (OD) değerleri elde edildi. Hesaplama aĢağıdaki 

formüle göre yapıldı: 

 

2.13. Real-Time PCR  

ÇalıĢmada hem ASKKH‟lerin karakterizasyonunda hem de osteojenik farklılaĢtırma 

deney gruplarının değerlendirilmesinde real-time PCR analizleri kullanıldı. 

ASKKH‟lerin karakterizasyonu kapsamında 1, 3 ve 5. pasajdaki hücrelerde 

pluripotent hücre belirteçleri olan SOX2, Nanog ve OCT ¾ genlerinin; mezenkimal 
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hücre belirteçleri olan CD90, CD105 ve CD44 genlerinin ve hematopoietik 

belirteçler olan CD45 ve CD34 genlerinin ifadeleri incelendi. Osteojenik 

farklılaĢtırma çalıĢmalarından elde edilen örneklerde ise COL1, DCN, RUNX2 ve 

SPP1 genlerinin ifadeleri gösterildi. Tüm çalıĢmalarda referans gen olarak GAPDH 

geni kullanıldı. Kullanılan belirteçlerin primerleri FastPCR Professional 6.1.2 beta 

yazılımı yardımıyla tasarlandı (Kalendar vd., 2009). Primerler, kullanılmadan önce 

10 pmol/µL konsantrasyonuna seyreltildi ve her birinin erime sıcaklığı (Tm) gradient 

PCR ile tespit edildi. ÇalıĢmada kullanılan primerlerin dizilimleri ve Tm değerleri 

Tablo 2.3‟te verilmiĢtir. 

Tablo 2.3. ASKKH‟lerin karakterizasyonunda ve osteojenik farklılaĢtırma 

çalıĢmalarının değerlendirilmesinde kullanılan primerler ve özellikleri. 

Gen İleri (5’→3’) Geri (5’→3’)  

Tm 

(ºC) 

SOX2 GGCGGAAAACCAAGACGCTC TGTAGCTGCCGTTGCTCCAGC  58 

OCT 3/4 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 
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GAPDH GAACGGATTTGGCCGTATCGGA GATGTTAGCGGGATCTCGCTCC  
58-

60 

 

2.13.1. RNA Ġzolasyonu Ġçin Örneklerin Hazırlanması 

ASKKH‟lerin karakterizasyonu için belirtilen pasajların sonunda, osteojenik 

farklılaĢtırma çalıĢmaları için ise deneyin sonlandırıldığı gün pasajlama iĢleminde 

tarif edildiği Ģekilde hücreler tripsin-EDTA solüsyonu yardımıyla yüzeyden ayrıldı. 

Tripsin-EDTA aktivasyonu FBS içeren medyum eklenerek durduruldu ve örnekler 

santrifüj edildi. Her bir örnek için hücre peleti 1 mL kültür medyumu ile süspanse 

edildi ve 1,5 mL‟lik ayrı bir santrifüj tüpüne aktarıldı. Mikro santrifüj cihazında 10 

dk 300 g‟de santrifüj edilen örneklerin süpernatantı tamamen uzaklaĢtırıldı ve dipte 

kalan pelet 1,5 mL santrifüj tüpü içerisinde RNA izolasyonu yapılana kadar 

dondurularak -80°C‟de saklandı. 

2.13.2. RNA Ġzolasyonu 

Total RNA ekstraksiyonu, ticari bir kit yardımıyla (TRIzol Reageent, Thermo 

15596026) üreticisinin talimatlarına uygun Ģekilde gerçekleĢtirildi. Bu süreçte 

aĢağıda belirtilen protokol uygulandı: 

 Hücre peleti santrifüj edildi ve tüpte kalan sıvı varsa çıkartıldı. 

 Örneklere 200 µl PBS eklendi. 

 Örneklerin üzerine 1000 µl Lizis Buffer eklendi. Ġyice pipetaj 

yapıldıktan sonra 10 dk oda sıcaklığında inkube edildi. 

 Tüplere 200 µl kloroform : izoamil alkol alkol karıĢımı (49:1) eklendi 

ve iyice pipetaj yapıldı. Ġki dk inkube edildi. 
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 Tüpler 4°C‟ye getirilen mikro santrifüj cihazında 12000 g‟de 15 

dakika santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonunda ortada beyaz bir katman ile ayrılmıĢ 2 faz halinde 

altta DNA, üstte RNA içeren kısımlar kalacak Ģekilde ayrıĢtırma 

yapıldı. Hattın üst kısmında kalan RNA içeren sıvı yeni tüplere 

aktarıldı. 

 Tüplere, toplanan örnek miktarının 1,25 katı kadar saf alkol eklendi ve 

pipetaj yapıldı. 

  Bir kolon tüpe elde edilen lizattan 700 µl eklendi ve tüp, 12000 g „de 

20 saniye santrifüj edildi. Kolon tüpün alt kısmına geçen sıvı 

uzaklaĢtırıldı. 5. basamakta toplanan lizatın tamamı kullanılana kadar 

iĢleme devam edildi. 

 Kolona 700 µl yıkama solüsyonu 1 eklendi ve 12000 g „de 20 saniye 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında dibe geçen sıvı uzaklaĢtırıldı. 

 Kolona 600 µl yıkama solüsyonu 2 eklendi ve 12000 g „de 20 saniye 

santrifüj edildi. Tüpün altına geçen sıvı uzaklaĢtırıldıktan sonra iĢlem 

bir kez daha tekrarlandı. 

 Kolon 17000 g‟de 1 dakika santrifüj edildi. 

 Kolon tüpün alt haznesi çıkartılıp üst kısım 1.5 ml‟lik yeni bir 

santrifüj tüpü üzerine oturtuldu. Kolon filtresinin tam ortasına 30 µl 

DEPC su (60°C) eklendi. 

 Tüpler 12000 g‟de 1 dakika santrifüj edildi ve dietil pirokarbonat‟lı 

(DEPC) su içerisinde RNA içeren solüsyonun alttaki santrifüj tüpüne 

geçmesi sağlandı. 

  

1,5 ml‟lik santrifüj tüpüne çöken RNA solüsyonunda DNA olup olmadığı 

belirlendikten ve kimyasal kirlilik kontrolü yapıldıktan sonra (2.13.3. numaralı 

basamak), örnekler bu tüpler içerisinde -80°C‟de saklandı. 
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2.13.3. DNA Kontaminasyonu ve Kimyasal Kirliliğin Kontrolü 

RNA izolasyonu iĢlemi sonrasında elde edilen örnekler MultiScanGo (Thermo 

Scientific) cihazında µDrop Plaka kullanılarak DNA kontaminasyonu ve kimyasal 

kirlilik yönünden kontrol edildi. Plaka üzerindeki yuvalardan iki tanesine blank 

örnek olarak 5 µL DEPC su damlatıldı. Diğer yuvalara da her bir RNA örneğinden 

5‟er µL damlatıldı ve plaka kapatıldı (ġekil 2.4, A). Cihaza yerleĢtirilen plakada 

DNA, RNA varlığı için 260/280 nm‟de; kimyasal kirlilik için ise 260/230 nm‟de 

okuma yapıldı (ġekil 2.4, B). 

 

ġekil 2.4. DNA kontaminasyonu ve kimyasal kirliliğin kontrolü. A. µDrop plakanın 

yuvalarına 4‟er µL örnek damlatıldı. B. ELISA okuyucuda absorbans değerleri okutuldu. 

2.13.4. RNA Miktar Tayini 

Kontrollerin ardından 260/280 nm‟de yapılan okumada 1,9‟dan; 260/230nm‟de 

yapılan okumada da 1,5‟ten yüksek sonuç alınan örnekler kullanıldı. Total RNA 

miktarının tayini için Qubit RNA HS Assay Kiti firmanın talimatlarına göre, Qubit 

2.0 Florometre cihazıyla ölçüldü. ĠĢlem sonrasında cDNA izolasyonu aĢamasına 
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geçilmeden önce örneklerde eĢit hacim içerisinde eĢit miktarda total RNA olmasını 

sağlayacak Ģekilde sulandırmalar yapıldı. 

2.13.5. Komplement DNA Sentezi 

Komplement DNA (cDNA) sentezi öncesinde RNA örneklerindeki olası DNA 

kontaminasyonunu elimine etmek için RNAaz içermeyen, DNAaz I ile örnekler 

muamele edildi. ĠĢlem için 1 µg total RNA, 1 µL MgCl2 içeren 10X Reaksiyon 

Solüsyonu, 1 µL DNaz I (1 ünite), RNaz içermeyen DEPC su eklenerek toplam 10 

µL hacminde solüsyon hazırlandı. Santrifüj sonrası, tüpler içerisinde hazırlanan 

karıĢım, 37 ºC‟de 30 dk inkübe edildi. Sonrasında tüplere 1 µL 50 mM EDTA 

eklenmesinin ardından örnekler 10 dk 65 ºC‟de inkübe edildi ve DNaz I enzimi 

inhibe edildi. 

Maxima First Strand cDNA sentez kiti, cDNA çalıĢmalarında üreticisinin 

talimatlarına uygun Ģekilde kullanıldı. Bir µg RNA içeren santrifüj tüplerine 1 µL 

Oligo (dT)18 eklendi ve örnekler 5 dk süre ile 65 ºC‟de inkube edildi. cDNA sentezi 

için 5 µL 5X reaksiyon buffer solüsyonu, 1 µL Ribolock RNaz inhibitörü (20 U/ µL), 

2 µL 10 mM dNTP karıĢımı, 1 µL RevertAid H Minus M-MuLV Reverst 

Transkriptaz (200 U/ µL) ve içerisinde 1 µg RNA‟dan oluĢan toplam 20 µL 

hacimdeki reaksiyon karıĢımı hazırlandı. Reaksiyon karıĢımı karıĢtırıldıktan sonra 

örnekler ilk olarak 42°C 'de 60 dakika; ardından da 70°C' de 5 dakika inkube edildi. 

Elde edilen cDNA kullanılana kadar -80°C‟de muhafaza edildi. 

2.13.6. Real-Time PCR Analizi 

Analizler Afyon Kocatepe Üniversitesi Veteriner TeĢhis ve Analiz Laboratuvarında 

bulunan Applied Biosystems ViiA 7 cihazı kullanılarak yapıldı. ÇalıĢmada her örnek 

için iki tekrar uygulandı. Ġki tekrar arasında fark görülen örneklerde 3. tekrara gidildi. 
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ÇalıĢma öncesinde cDNA örnekleri 1/10 oranında sulandırıldı. Analizlerde RealQ 

Plus 2X Master Mix Green Rox kiti kullanıldı. Doksan altı kuyucuklu PCR 

plakalarının kuyucuklarına 6,25 µL RealQ Master Mix karıĢımı, 0,25 µL ileri primer, 

0,25 µL geri primer, 2 µL cDNA ve 3,75 µL su içeriğindeki reaksiyon karıĢımı 

eklendi. Üzeri optik geçirgen bir film bant ile kapatılan plaka 1700 rpm‟de 1 dakika 

santrifüj edilerek kabarcık oluĢumunun önüne geçildi. Ardından karanlık ortamda 

real-time PCR cihazına koyulan örneklerde analizler yapıldı. 

Real-time PCR analizinde ayrılma, bağlanma ve uzama olmak üzere 3 aĢamada 

toplam 40 döngü yapıldı ve olası bir DNA kontaminasyonu veya primer 

dimerleĢmesi varsa görebilmek adına erime eğrisi analizi de gerçekleĢtirildi (Tablo 

2.4). 

Tablo 2.4. Real-time PCR analizi aĢamaları.  

Aşama 

Döngü 

Sayısı Sıcaklık Süre 

Düzenleme Aşaması 1 
60℃ 1 dk 

95℃ 15 dk 

PCR Aşaması 40 

95℃ 20 sn 

58-60℃* 30 sn 

72℃ 45 sn 

Erime Eğrisi 1 

95℃ 15 sn 

60℃ 1 dk 

95℃ 15 sn 

*: ASKKH‟lerin karakterizasyonu çalıĢmalarında 58℃, osteojenik farklılaĢmanın değerlendirilmesi 

çalıĢmalarında 60℃. 

Elde edilen sonuçlar Quant Studio Real Time PCR Software (v1.3) ile görüntülendi 

ve MS Office Excel programına aktarıldı. Analiz edilen örneklerde diğer genlerin Ct 

değerleri ile referans geni (GAPDH) Ct değerleri arasındaki fark hesaplanarak delta 

Ct (∆Ct) değerleri elde edildi. ASKKH‟ler için P3 ve P5 sonuçlarından elde edilen 
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∆Ct‟lerin P1‟den elde edilen ∆Ct‟lere; osteojenik farklılaĢma çalıĢmalarında ise 

deney grubu örneklerinin ∆Ct‟lerin negatif kontrol grubu ∆Ct‟lerine göre farkı 

hesaplanarak delta delta Ct (∆∆Ct) değerleri elde edildi. Ardından gen ifadesindeki 

kat değiĢimi (2
Ct

) belirlenerek bu değerler doğrultusunda istatistik analiz yapıldı. 

Veriler ortalama ± standart hata (SH) Ģeklinde gösterildi.  

2.14. Ġmmunfloresan Boyama  

AraĢtırmada hem ASKKH‟lerde pluripotent hücre belirteçleri SOX2 ve OCT ¾ 

proteinlerinin ifadeleri hem de osteojenik farklılaĢtırma deney gruplarında COL1 ve 

osteopontin protein ifadeleri immunfloresan boyama yöntemi ile gösterildi. 

Her iki çalıĢma için de hücreler 4 kuyucuklu EZSlides plakalara ekildi (ġekil 2.5). 

Osteojenik farklılaĢtırma deney grupları için hücrelerin önce %70-80 konfluense 

ulaĢması beklendi. Daha sonra hücrelerde daha önce belirtilen deney grupları 

çerçevesinde bu gruplara özel kültür medyumları ile farklılaĢtırma çalıĢmaları 

yapıldı. FarklılaĢma çalıĢmasının son gününde immunfloresan boyama 

gerçekleĢtirildi. Her iki çalıĢmada da kullanılan sekonder antikorlar için birer 

negatif kontrol boyaması yapıldı. ÇalıĢmada kullanılan primer ve sekonder 

antikorlar ile konsantrasyonları tablo 2.5‟te belirtilmiĢtir.  

Tablo 2.5. Ġmmunfloresan boyama çalıĢmalarında kullanılan antikorlar. 

Primer 
Antikor 

Üretici-Kat. 
No. Dilüsyon Sekonder Antikor Üretici-Kat. No. Dilüsyon 

Anti-Sox2 
Merck 

AB5603 1/50 
Goat Anti-Rabbit 
Texas Red Abcam-ab6719 1/1000 

Anti-OCT3/4  
 Santa Cruz 
Sc-5279 1/50 

Goat Anti-mouse 
Texas Red  Abcam-ab6787  1/1000 

Anti-
Osteopontin 

Abcam 
Ab 33046  1/250 

Goat Anti-Rabbit 
Texas Red Abcam-ab6719  1/1000 

Anti-Kollajen 1 
 Abcam 
ab 6308  1/250 

Goat Anti-mouse 
Texas Red  Abcam-ab6787  1/1000 
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ġekil 2.5. EZSlides plakalara ekilen hücreler. 

Tüm antikor ve bloklama solüsyonları %0,1 tween-20 içeren PBS‟e %1 sığır serum 

albumini (BSA) ilave edilerek hazırlanan karıĢımda dilüe edildi. Yıkama iĢlemleri 

için hem nonspesifik bağlanma nedenli arka plan boyamasını minimize etmek hem 

de membran permeabilizasyonu sağlamak için %0,1 tween-20 içeren PBS (PBST) 

kullanıldı. Boyamada aĢağıda verilen protokol takip edildi: 

1. Kuyucuklardan kültür medyumu uzaklaĢtırıldı ve PBST ile yıkama yapıldı. 

2. Kuyucuklara 500 µL %4 PFA eklendi ve hücreler 30 dk tespit edildi. 

3. Paraformaldehit uzaklaĢtırıldı ve 3 kez 5‟er dk PBST ile yıkama yapıldı. 

4. Hücreler 10 dk %0,1 triton-X ilave edilmiĢ PBS ile inkübe edildi. 

5. PBST ile 3 kez yıkama yapıldı. 

6. BSA‟lı PBST içerisinde hazırlanan %10‟luk keçi serumu ile 30 dk bloklama 

yapıldı. 
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7. Bloklama solüsyonu kuyucuklardan çekildikten sonra kuyucuklara primer 

antikor solüsyonları eklendi. Negatif kontrol için ayrılan kuyucuklarda 

bloklama solüsyonu bırakıldı ve herhangi bir primer antikor solüsyonu 

eklenmedi. 

8.  Plakaların kapakları kapatıldı ve örnekler bir nem kabini içerisinde +4°‟de 

bir gece inkubasyona bırakıldı. 

9. Ertesi gün nem kabininin kapağı açılarak plakaların oda sıcaklığına gelmesi 

beklendi. 

10. Sonrasında kuyucuklardaki primer antikor solüsyonları uzaklaĢtırıldı. 

11. PBST ile 3 kez 5 dk yıkama yapıldı. 

12. Örnekler karanlık odaya taĢındı ve bundan sonraki basamaklar karanlık 

ortamda uygulandı. 

13. Yıkamalar sırasında karanlık ortamda sekonder antikor solüsyonları 

hazırlandı. 

14. Kuyucuklara (negatif kontrol dahil) sekonder antikor solüsyonları eklendi ve 

örnekler 1 saat oda sıcaklığında inkubasyona bırakıldı. 

15. PBST ile 3 kez 5 dk yıkama yapıldı. 

16. Son yıkamanın ardından PBST uzaklaĢtırıldı ve EZSlides plakanın klipsleri 

açılarak plastik haznesi çıkartıldı. 

17. Hücrelerin bulunduğu kısımların sınırlandırılmıĢ olduğu bir lam halini alan 

plakada her bölmeye birer damla DAPI floresan kapatma medyumu 

damlatıldı. 

18. 1dk beklendikten sonra örneklerin üzeri lamel ile kapatıldı. 

19. Boyamanın hemen ardından örnekler floresan ataçmanlı ters mikroskop 

altında incelendi ve fotoğraflandı. 

2.15. Ġstatistiksel Analizler  

ÇalıĢmada tüm istatistiksel analizler SPSS (v20) programı kullanılarak yapıldı. Tüm 

çalıĢmalarda grup içi örneklerde normal dağılımı göstermek için Shapiro-Wilk 

normalite testi uygulandı. Gruplar içerisinde aykırı değer olmadığının ve verinin 
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normal dağılım gösterdiğinin belirlenmesinden sonra istatistiksel değerlendirmeler 

yapıldı. 

ASKKH‟lerin karakterizasyonu ve osteojenik farklılaĢtırma deney çalıĢmalarında 

yapılan real-time PCR sonuçları, Alizarin Red S boyamasının sayısal 

değerlendirmesinde elde edilen OD değerleri ve sandviç ELISA verilerinin 

istatistiksel değerlendirmeleri tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile 

değerlendirildi. ASKKH‟lerin karakterizasyonunda, sandviç ELISA testinde ve 

Alizarin Red S boyamasının sayısal değerlendirmesinde elde edilen OD değerlerinin 

gruplar arası karĢılaĢtırmaları Tukey‟in çoklu karĢılaĢtırma testi ile değerlendirilirken 

osteojenik farklılaĢtırma deney çalıĢmalarından elde edilen PCR sonuçlarının pozitif 

kontrol grubuna göre istatistiksel farkı ise Dunnet‟in çoklu karĢılaĢtırma testi ile 

belirlendi. 

ASKHH‟lerin karakterizasyonunda değerlendirilen her bir genin farklı pasajlardaki 

ifadeleri arasındaki farkın belirlenmesinde; P3 ve P5‟teki hücrelerin büyüme 

eğrilerinin karĢılaĢtırılmasında ve osteojenik farklılaĢtırma deney gruplarında bir 

genin aynı grup içerisinde farklı zaman aralıklarındaki ifadesinin istatistiksel olarak 

değerlendirilmesinde t testi kullanıldı. 
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3. BULGULAR 

3.1. ASKKH’lerin Karakterizasyonu 

ASKKH‟lerin karakterizasyonu amacıyla farklı pasajlardaki hücre morfolojileri 

incelendi, hücrelerin 3. ve 5. pasajlarda büyüme eğrileri gösterildi, çoklu 

farklılaĢtırma çalıĢmaları yürütüldü ve hem real-time PCR hem de immunfloresan 

boyama yöntemleri ile bazı önemli belirteçlerin gen ve protein ifadeleri belirlendi. 

3.1.1. Hücre Morfolojisi 

ASKKH‟ler izole edilip kültüre edildiklerinde hücrelerin kısa sürede yüzeye 

tutunduğu gözlendi. Pasaj (P) sıfırda hücreler yaklaĢık 7-8 gün inkube edildikten 

sonra hücre niĢlerinin oluĢmaya baĢladığı saptandı. Yüzeye tutunan farklı 

morfolojilerde hücrelerin varlığı tespit edildi. NiĢler içerisinde fibroblast benzeri 

hücreler (ġekil 3.1), stromal hücreler (ġekil 3.2) ve epitel benzeri hücreler (ġekil 3.3) 

olmak üzere 3 tip morfolojide hücreler görüldü. Genellikle niĢlerin aynı morfolojiye 

sahip hücrelerden oluĢtuğu gözlendi. Bununla birlikte az sayıda da heterojen 

morfolojiye sahip hücre niĢi tespit edildi. 
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ġekil 3.1. P0‟da fibroblast benzeri hücreler. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 500µm.  

 

 

ġekil 3.2. P0‟da stromal hücreler (Oklar). Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100µm. 
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ġekil 3.3. P0‟da epitel benzeri morfolojiye sahip hücreler (Oklar). Ters faz kontrast 

mikroskop. Bar: 500µm. 

Ayrıca P0‟da az sayıda yaĢlı (senesent) hücrelerin flask yüzeyine yayılarak çarĢaf 

benzeri morfoloji gösterdiği saptandı (ġekil 3.5).  
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ġekil 3.5. P0‟da çarĢaf benzeri senesent hücreler. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100 µm. 

P1‟den sonra hücrelerin yüzeye kısa süre içerisinde tutunduğu gözlendi. Kısa süre 

içerisinde niĢler oluĢturmaya baĢlayan hücrelerin yaklaĢık 5-6 günlük süre sonunda 

%70-80 konfluense ulaĢtığı saptandı. Fibroblast benzeri morfolojiye sahip hücrelerin 

hakim hücre tipi olduğu görüldü (ġekil 3.6, B). 

Hücreler her üç günde bir medyum değiĢikliği yapılarak %70-80 konfluense ulaĢana 

kadar kültüre edildi. P2‟den itibaren hücrelerin 3-4 günde konfluense ulaĢtığı 

saptandı. Bu pasajdan itibaren tüm pasajlarda hücrelerin fibroblast benzeri 

morfolojilerini korudukları gözlendi (ġekil 3.6). 
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ġekil 3.6. ASKKH‟lerin farklı pasajlardaki morfolojileri. A: P0‟da fibroblast benzeri 

hücrelerden oluĢan hücre niĢi. Oklar: Fibroblast benzeri hücreler. B: P1. C: P3.D: P5. Ters 

faz kontrast mikroskop.  Bar: 500 µm. 

3.1.2. Büyüme Eğrisi Analizi 

ASKKH‟lerin 3 ve 5. pasajlarda proliferasyon eğrileri belirlendi ve karĢılaĢtırma 

yapılarak değerlendirildi. Bu pasajlar arasında büyüme eğrileri karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak bir fark gözlenmedi (p ˃0,05). Her iki pasajda da hücrelerin ekim 

sonrasında hızla logaritmik faza girdiği, 6. günden sonra ise plato fazında seytrettiği 

gözlendi (ġekil3.7). 
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ġekil 3.7. ASKKH‟lerde büyüme eğrisi grafiği.  

3.1.3. Çoklu FarklılaĢtırma ÇalıĢmaları 

ÇalıĢmada ASKKH‟lerin karakterizasyonu kapsamında osteojenik, adipojenik ve 

kondrojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları yürütüldü. P3‟te ASKKH‟lerin osteojenik, 

adipojenik ve kondrojenik farklılaĢma potansiyeline sahip oldukları gösterildi. 

 

3.1.3.1.Osteojenik FarklılaĢtırma 

P3‟te 4 kuyucuklu plakalara ekilen hücreler 21 gün süre ile osteojenik farklılaĢtırma 

medyumu içerisinde osteojenik hücrelere farklılaĢtırıldı. Alizarin Red S boyaması 

sonucunda negatif kontrol grubundaki hücrelerde herhangi bir boyanma 

gözlenmezken osteojenik yönde farklılaĢan hücrelerde kalsiyum birikimlerinin 

kırmızı-turuncu renkte boyandığı görüldü (ġekil 3.8). 
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ġekil 3.8. ASKKH‟lerde osteojenik farklılaĢmanın Alizarin Red S boyaması ile gösterilmesi. 

A: Kontrol grubunda hücrelerde boyanma görülmedi. Ters faz kontrast mikroskop.  Bar: 100 

µm. B: Osteojenik yönde farklılaĢtırılmıĢ hücrelerde kırmızı-turuncu renkte kalsiyum 

birikimleri gözlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 500µm. 

3.1.3.2. Adipojenik FarklılaĢtırma 

ASKKH‟ler P3‟te 4 kuyucuklu plakalara ekildi ve adipojenik farklılaĢtırma 

medyumları içerisinde 21 gün süre ile adipojenik hücrelere farklılaĢtırıldı. Oil Red O 

boyaması sonucunda negatif kontrol grubunda hücrelerin sitoplazmalarında herhangi 

bir boyanma görülmezken adipojenik yönde farklılaĢan hücrelerin 

sitoplazmalarındaki yağ damlacıklarının parlak kırmızı renkte boyandığı gözlendi 

(ġekil 3.9). 
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ġekil 3.9. ASKKH‟lerde adipojenik farklılaĢmanın Oil Red O boyaması ile gösterilmesi. A: 

Kontrol grubunda hücrelerde boyanma görülmedi. B: Adipojenik yönde farklılaĢtırılan 

hücrelerin sitoplazmalarında kırmızı renkte boyanan yağ damlacıkları (Ok) gözlendi. Ters 

faz kontrast mikroskop. Bar: 20µm. 

3.1.3.3. Kondrojenik FarklılaĢtırma 

P3‟te 4 kuyucuklu plakalara ekimi yapılan hücrelerin kondrojenik farklılaĢtırma 

medyumu içerisinde 21 gün süre ile kondrojenik hücrelere farklılaĢtırıldı. Alsiyan 

mavisi ile boyama sonucunda negatif kontrol grubu hücrelerinde herhangi bir 

boyanma gözlenmezken kondrojenik yönde farklılaĢan hücrelerde glikozaminoglikan 

birikimlerinin mavi renkte boyandığı görüldü (ġekil 3.10). 
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ġekil 3.10. ASKKH‟lerde kondrojenik farklılaĢmanın Alsiyan Mavisi boyaması ile 

gösterilmesi. A: Kontrol grubundaki hücrelerde boyanma görülmedi. B: Kondrojenik 

farklılaĢtırmaya tabi tutulan hücrelerde parlak mavi renkte glikoz amino glikan birikimleri 

(Oklar) gözlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100µm. 

3.1.4. Real-Time PCR 

ASKKH‟lerde mezenkimal kök hücre belirteçlerinin yanı sıra bazı pluripotent ve 

hemapoietik belirteçlerin gen ifadeleri belirlendi. P3 ve P5‟te hücrelerin gen 

ifadelerindeki kat değiĢimleri, P1‟deki hücrelerin gen ifadeleri karĢılaĢtırılarak 

değerlendirildi (Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1. ASKKH‟lerde P1, P3 ve P5‟te real-time PCR ile hücrelerde gen 

ifadelerinin analizi. 

Gen 

Pasaj 

p  

P1 P3 P5 

Ortalama ± SH 

SOX2 1a 0,54±0,07 b 0,68±0,1b 0,002 

OCT 1a 0,59±0,09a 2,76±0.61b 0,002 

NANOG 1a 0,56±0,1a 1,57±0,22b 0,001 

CD90 1a 0,77±0,15a 1,48±0,27b 0,04 

CD105 1a 1,27±0,17 1,35±0,2 0,27 

CD44 1 0,82±0,1 0,69±0,1 0,06 

CD34 1a 0,47±0,13b 0,58±0,13b 0,01 

CD45 1a 0,52±0,09b 0,25±0,05c < 0,001 

.  

P1 ve P3‟teki hücrelerde mezenkimal kök hücre belirteçlerinden CD90 gen 

ifadesindeki kat değiĢimleri arasında bir fark gözlenmezken (p ˃0,05),  P3 ve P5‟teki 

hücreler arasında bu gen ifadesindeki kat değiĢiminde istatistiki olarak önemli bir 

artıĢ olduğu görüldü (p ˂0,05) (ġekil 3.11, A). P3 ve P5‟teki hücrelerde CD105 gen 

ifadesi, P1‟deki hücrelerin gen ifadesi ile karĢılaĢtırıldığında daha yüksek olmasına 

rağmen istatistiksel olarak bir fark saptanmadı (p ˃0,05) (ġekil 3.11, B). CD44 gen 

ifadesindeki kat değiĢiminde de benzer olarak pasajlara göre anlamlı bir değiĢim 

olmadığı gözlendi (p ˃0,05) (ġekil 3.11, C). 
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ġekil 3.11. P1, P3 ve P5‟teki hücrelerde mezenkimal kök hücre belirteçlerin real-time PCR 

analizi. A: CD90 ifadesinde 1 ve 3. pasajlarda fark görülmezken beĢinci pasajda anlamlı bir 

artıĢ görüldü. B: CD105 gen ifadesinde bir artıĢ görülse de bu artıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı belirlendi. C: CD44 gen ifadesinde pasajlara göre anlamlı bir değiĢim 

gözlenmedi. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 

ASKKH‟ler mezenkimal karakterinin yanı sıra bazı pluripotent hücre belirteçleri 

yönünden de analiz edildi. Bu amaçla OCT ¾, SOX2 ve NANOG gen ifadeleri real-

time PCR ile değerlendirildi. SOX2 gen ifadesindeki kat değiĢiminin P1 ile 

karĢılaĢtırıldığında ilerleyen pasajlarda azaldığı görüldü. Hem P3‟te (p ˂0,01) hem 

de P5‟te (p ˂0,05) P1‟e göre bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

saptandı. P3 ve P5‟te ise SOX2 gen ifadesindeki kat değiĢimleri arasında istatistiki 

olarak bir fark görülmedi (p ˃0,05) (ġekil 3.12, A). P1 ve P3 arasında OCT ¾ gen 

ifadelerindeki kat değiĢimlerinde bir fark gözlenmezken (p: 0,7), P1 ve P5 arasında 

önemli bir fark belirlendi (p ˂0,01). Ayrıca P3 ile P5 arasında da OCT ¾  gen 

ifadesindeki kat değiĢiminin anlamlı olarak arttığı görüldü (p ˂0,01) (ġekil 3.12, B). 

NANOG için de benzer Ģekilde P1 ve P3 arasında fark tespit edilmedi (p ˃0,05). P5 

örneklerinde ise gen ifadesinde kat değiĢiminin hem P1 (p ˂0,05) hem de P3‟e göre 

(p ˂ 0,001) önemli bir artıĢ gösterdiği saptandı (ġekil 3.12, C). 
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ġekil 3.12. P1, P3 ve P5‟te pluripotent kök hücre belirteçlerinin real-time PCR analizi. A: 

SOX2 gen ifadesindeki kat artıĢında ilerleyen pasajlarda istatistiksel olarak önemli bir düĢüĢ 

görüldü. B: OCT ¾ gen ifadesindeki kat değiĢiminde P1 ve P3‟te fark görülmezken P5‟te 

anlamlı bir atıĢ görüldü. C: NANOG gen ifadesindeki kat değiĢiminde P1 ve P3 arasında 

fark görülmezken P5‟te önemli bir artıĢ görüldü. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 

ASSKH‟ler hemapoietik belirteçler CD34 ve CD45 bakımından değerlendirildi. 

CD34 gen ifadesinin pasaj sayısı ilerledikçe düĢüĢ gösterdiği görüldü. Bu düĢüĢün 

hem P3‟te (p ˂0,05) hem de P5‟te (p ˂0,05) P1‟e göre istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu tespit edildi. CD34 gen ifadesindeki kat değiĢiminin P3 ile P5 arasında 

önemli olmadığı belirlendi (p ˃0,05) (ġekil 3.13, A). CD45 gen ifadesindeki kat 

değiĢiminin ilerleyen pasajlarda azalma gösterdiği saptandı. Bu genin ifadesinin hem 

P3 (p ˂ 0,001) hem de P5‟te (p ˂ 0,001) P1‟e göre önemli olarak azaldığı görüldü. 

Ayrıca P5‟te de P3‟e göre anlamlı bir düĢüĢ tespit edildi (p ˂0,05) (ġekil 3.13, B).  
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ġekil 3.13. P1, P3 ve P5‟te hematopoietik belirteçlerin real-time PCR analizi. A: CD34 gen 

ifadesindeki kat değiĢimini P3 ve P5‟te birinci pasaja göre anlamlı bir düĢüĢ gösterdi. B: 

CD45 gen ifadesindeki kat değiĢimi hem P3 hem de P5‟te önemli olarak azaldı. (*p<0,05, 

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

3.1.5. Ġmmunfloresan Boyama 

ASKKH‟lerde P5‟te pluripotent kök hücre belirteçleri olan SOX2 ve OCT ¾ protein 

ifadeleri immunfloresan boyama ile gösterildi. OCT ¾ proteininin hem çekirdekte 

hem de sitoplazmada ifade olduğu (ġekil 3.14); SOX2 proteininin ise sadece 

sitoplazmada ifade olduğu gözlendi (ġekil 3.15).    
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ġekil 3.14. ASKKH‟lerde OCT ¾ protein ifadesi. P5‟te ASKKH‟lerde yapılan 

immunfloresan boyamada OCT ¾ proteinin hem çekirdeklerde hem de sitoplazmada ifade 

olduğu gözlendi. A: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B: OCT 3/4 protein ifadesi. C: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop. Bar: 50µm.  

 

ġekil 3.15. ASKKH‟lerde SOX2 protein ifadesi. P5‟te ASKKH‟lerde SOX2 proteininin 

sitoplazmada ifade olduğu görüldü.  A: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B: SOX2 

protein ifadesi. C: ÇakıĢtırma.  Floresan ataçmanlı ters mikroskop. Bar: 50µm.  

3.2. Sandviç ELISA 

ÇalıĢmada TGF-ß3 ve 17ß-estradiol‟ün tek baĢlarına ve birlikte kullanımının 

osteoblastlar tarafından salgılanan OPG seviyelerine etkileri incelendi. Deney 
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gruplarından toplanan KM örneklerinde sandviç ELISA yöntemi ile hfOB 

hücrelerinden sentezlenen OPG seviyeleri ölçüldü.  

Standart okumalarının ortalamaları girilerek Growth Expert 1.3 yazılımı yardımıyla 

standart eğrileri oluĢturuldu. R
2
 değeri 1‟e en yakın olan (R

2
=0,99999984) 4. derece 

polinomiyal fit standart eğrisi tercih edilerek analizin kalan basamaklarında 

kullanıldı (ġekil 3.16).  

S = 0.31873224

r = 0.99999984

X Axis (units)

Y
 A

x
is

 (
u

n
it

s
)

0.0 0.4 0.8 1.2 1.7 2.1 2.50.12

165.08

330.04

495.00

659.96

824.92

989.88

 

ġekil 3.16. Dördüncü derece polinomiyal fit standart eğrisi. 

Standart eğrisine göre tüm örneklerin pg/mL cinsinden OPG konsantrasyonları 

belirlendi. Kontrol grubunda ortalama 418,7 (± 30,87) pg/mL değerinde OPG 

konsantrasyonu ölçüldü. TGF-ß3 grubunda 504,9 (± 98,84) pg/mL; 17ß-estradiol 

grubunda ise 461,8 (± 61,43) pg/mL değerinde ortalama OPG seviyeleri tespit edildi. 

TGF-ß3 ve 17ß-estradiol‟ün birlikte ilave edildiği gruba ait örneklerde ise ortama 

694,8 (± 25,71) pg/mL seviyesinde OPG saptandı.  
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Tablo 3.2. Sandviç ELISA ile elde edilen OPG ölçümleri. 

Grup OPG (pg/mL) 

Kontrol 418,7 (± 30,87) a 

TGF-ß3 504,9 (± 98,84) a 

17ß-Estradiol 461,8 (± 61,43) a 

TGF-ß3 + 17ß-Estradiol 694,8 (± 25,71) b 

TGF-ß3 ve 17-ß estadiolün ayrı ayrı ilave edildiği gruplarda kontrol grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak önemli bir fark gözlenmedi (p ˃0,05). TGF-ß3 ve 17ß-estradiolün 

birlikte kullanıldığı grupta ölçülen OPG seviyesinde ise kontrol grubu örneklerine 

göre anlamlı bir artıĢ görüldü (p ˂0,001). Ayrıca bu grupta elde edilen ölçümler hem 

TGF-ß3 ilave edilen gruba (p: ˂0,001) hem de 17ß-estradiol ilave edilen gruba (p: 

˂0,001) göre de anlamlı derecede daha yüksekti (ġekil 3.17). 
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ġekil 3.17. OPG ELISA ölçümü sonuçları. TGF-ß3 ve 17ß-estradiolün birlikte ilave edildiği 

grupta ölçülen OPG seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı düzeyde bir artıĢ görüldü 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 
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ELISA sonuçları değerlendirildiğinde TGF-ß3 ve 17ß-estradiolün birlikte 

kullanıldığı gruptan (4. grup) toplanan KM, yüksek OPG seviyesindeki KM olarak 

kabul edildi. 

3.3. Osteojenik FarklılaĢtırma Deney ÇalıĢmaları 

Deney gruplarında 14 ve 21 günlük osteojenik farklılaĢtırmayı takiben Alizarin Red 

S boyaması ile hücrelerde kalsiyum birikimi ve immunfloresan boyama ile COL1 ile 

Osteopontin protein ifadeleri gösterildi. Kalsiyum birikim miktarları “materyal 

metod baĢlık numarası” kısmında belirtilen yöntemle sayısal olarak değerlendirildi. 

Real-time PCR ile osteojenik belirteçler olan SPP1, RUNX2, COL1 ve DCN gen 

ifadeleri ölçüldü. 

3.3.1. Alizarin Red S Boyaması 

Tüm gruplarda hem 14 hem de 21. günlerde hücrelerde Alizarin Red S ile boyanmıĢ 

kalsiyum birikimleri gözlendi. Negatif kontrol hücrelerinde ise herhangi bir boyanma 

görülmedi. 
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.   

ġekil 3.18. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif 

kontrol gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) 

Alizarin Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) görüldü. Ters faz 

kontrast mikroskop. Bar: 100µ. 

 

ġekil 3.19. 17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif 

kontrol gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) 

Alizarin Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) belirlendi. Ters faz 

kontrast mikroskop. Bar: 100µ. 
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ġekil 3.20. TGF-ß3 grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif kontrol 

gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) Alizarin 

Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) gözlendi. Ters faz kontrast 

mikroskop. Bar: 100µ. 

 

ġekil 3.21. TGF-ß3 + 17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. 

Negatif kontrol gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. 

günde (D) Alizarin Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) 

gözlendi. Ters faz kontrast mikroskop. Bar: 100µ. 
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ġekil 3.22. hfN grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif kontrol 

gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) Alizarin 

Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) gözlendi. Ters faz kontrast 

mikroskop. Bar: 100µ. 

 

ġekil 3.23. hfO grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif kontrol 

gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) Alizarin 

Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) belirlendi. Ters faz kontrast 

mikroskop. Bar: 100µ. 
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ġekil 3.24. OPN grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif kontrol 

gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) Alizarin 

Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) tespit edildi. Ters faz 

kontrast mikroskop. Bar: 100µ. 

 

ġekil 3.25. OPO grubunda 14 ve 21. günlerde Alizarin Red S boyaması. Negatif kontrol 

gruplarında boyanma gözlenmezken (A, C) hem 14. gün (B) hem de 21. günde (D) Alizarin 

Red S ile turuncu-kırmızı boyanan kalsiyum birikimleri (Oklar) görüldü. Ters faz kontrast 

mikroskop. Bar: 100µ. 
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3.3.2. Ġmmunfloresan Boyama 

Tüm gruplarda hem 14 hem de 21. günlerde hücrelerin sitoplazmalarında COL1 ve 

osteopontinlerinin ifade olduğu belirlendi. 

 

ġekil 3.26. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

COL1 protein ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 protein ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. 

Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.27. Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin protein ifadesi. C, F: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.28. 17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

COL1 protein ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 protein ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. 

Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.29. 17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin protein ifadesi. C, F: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.30. TGF-ß3 grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

COL1 ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 protein ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. 

Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.31. TGF-ß3 grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin protein ifadesi. C, F: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.32. TGF-ß3+17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile 

gösterilen COL1 ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 protein ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. 

Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.33. TGF-ß3+17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile 

gösterilen osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan 

hücre çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin protein ifadesi. C, F: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.34. hfN grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen COL1 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 protein ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı 

ters mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.35. hfN grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen 

osteopontin ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre 

çekirdekleri. B, E: Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin protein ifadesi. C, F: 

ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters mikroskop.  Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.36. hfO grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen COL1 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Floresan ataçmanlı ters 

mikroskop.  Bar: 20µ. 
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ġekil 3.37. hfO grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen OPN 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Bar: 20µ. 

 

ġe

kil 3.38. OPN grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen COL1 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Bar: 20µ. 
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ġekil 3.39. OPN grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen OPN 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Bar: 20µ. 

 

ġekil 3.40. OPO grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen COL1 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında COL1 ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Bar: 20µ. 
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ġekil 3.41. OPO grubunda 14 ve 21. günlerde immunfloresan boyama ile gösterilen OPN 

ifadesi. A, B, C: 14. gün. D, E, F: 21. gün. A, D: DAPI ile boyanan hücre çekirdekleri. B, E: 

Hücrelerin sitoplazmalarında osteopontin ifadesi. C, F: ÇakıĢtırma. Bar: 20µ. 

3.3.3. Alizarin Red S Boyamasının Sayısal Değerlendirmesi 

Hücrelerin on dört ve yirmi bir günlük osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmalarında elde 

edilen sayısal veriler istatistiksel olarak değerlendirildi. On dördüncü günde en 

yüksek kalsiyum birikimi pozitif kontrol grubunda (337,1 ± 26,8) ve 17ß-estradiol 

grubunda (295,9 ± 30,62) tespit edildi. Ġki grup arasında istatistiksel olarak önemli 

bir fark saptanmadı. On dördüncü günde pozitif kontrol grubu ve 17ß-estradiol grubu 

verileri diğer grupların verileri ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

derecede bir fark olduğu (p <0,001) belirlendi. On dördüncü günde en düĢük sayısal 

veriler TGF-ß3 grubunda (70,47 ± 9) belirlendi. Gruplar arası karĢılaĢtırma 

yapıldığında TGF-ß3 grubu verilerinin OPN grubu hariç tüm gruplardan istatistiksel 

olarak önemli derecede daha düĢük olduğu (p <0,001) gözlendi (Tablo 3.3; ġekil 

3.42,). 
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Tablo 3.3. Osteojenik farklılaĢtırılan hücrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayısal 

değerlendirmesi. Poz Kont: Pozitif kontrol grubu; Est: 17ß-estradiol grubu; TGF: TGF-ß3 

grubu;  TGF-Est: TGF-ß3 + 17ß-estradiol grubu; hfO: hfOB kültür medyumu + osteojenik 

medyum grubu;  hfN: hfOB kültür medyumu + ASKKH kültür medyumu grubu; OPO: 

Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum grubu; OPN: Osteoprotegerin KM + ASKKH 

kültür medyumu grubu. Aynı sütundaki farklı harfler arasında istatistiksel fark vardır. 

Grup/Gün 14. Gün 21. Gün 

Poz Kont (Ort  ± SH) 337,1  ± 26,8 a 603 ± 249 a 

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

TGF  (Ort  ± SH) 70,47 ± 9 c 131 ± 47,7 c 

TGF-Est  (Ort  ± SH) 147 ± 38,9 d 304  ± 60 a, c 

hfO  (Ort  ± SH) 192  ± 11,42 d 267 ± 31,4 a, c 

hfN  (Ort  ± SH) 178 ± 14,8 d 219 ± 30,1 a, c 

OPO  (Ort  ± SH) 152 ± 5,13 d, e 122 ± 18,6 c 

OPN  (Ort  ± SH) 111,5 ± 6,28 c, e 181 ± 64,5 c 

 

ġekil 3.42. Osteojenik farklılaĢtırılan hücrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayısal 

değerlendilmesi (14. gün). On dördüncü günde en yüksek kalsiyum birikimi verileri pozitif 

kontrol grubu ve 17ß-estradiol grubunda saptandı. En düĢük sayısal veri TGF-ß3 grubunda 

belirlendi. 

ÇalıĢmamızda 21. günde diğer gruplara kıyasla 17ß-estradiol grubunda istatistiki 

olarak oldukça yüksek seviyede kalsiyum birikimi (1628 ± 410) tespit edildi (p 
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<0,001). Yirmi birinci günde pozitif kontrol grubunda ölçülen kalsiyum birikimi 

seviyesinin 17ß-estradiol grubuna göre istatistiki olarak önemli derecede daha düĢük 

olduğu (p <0,001), ancak TGF-ß3, OPO ve OPN gruplarının kalsiyum birikim 

seviyelerinden ise istatistiksel olarak daha yüksek olduğu (p<0,05) belirlendi. 

AraĢtırmamızda 21. günde kalsiyum birikimi miktarı yönünden en düĢük sayısal 

veriler OPO grubunda (122 ± 18,6) elde edildi. Fakat bu sonucun 17ß-estradiol ve 

pozitif kontrol grubu haricinde diğer gruplara göre istatistiksel olarak önemli bir fark 

oluĢturmadığı saptandı (Tablo 3.3, ġekil 3.43). 

 

ġekil 3.43. Osteojenik farklılaĢtırılan hücrelerde kalsiyum birikimi seviyelerinin sayısal 

değerlendirilmesi (21. gün). Yirmi birinci günde en yüksek kalsiyum birikimi değerleri 17ß-

estradiol grubundan elde edildi. En düĢük sonuç ise OPN grubunda saptandı. 
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3.3.4. Real-Time PCR Analizi 

Osteojenik farklılaĢma çalıĢmaları kapsamında 8 adet grupta SPP1, RUNX2, COL1 

ve DCN gen ifadeleri negatif kontrol grubu örneklerindeki aynı gen ifadeleri ile 

karĢılaĢtırılarak gen ifadesindeki kat değiĢimi değerleri elde edildi ve bu değerler ile 

istatistiksel değerlendirmeler yapıldı. Değerlendirmeler 14 ve 21. günler için ayrı 

ayrı yapıldı ve sonuçları sırasıyla tablo 3.4 ve tablo 3.5‟te verildi.  

 

ġekil 3.44. Osteojenik farklılaĢtırma deney gruplarında iki zaman aralığında 

GAPDH, SPP1, RUNX2, COL 1 ve DCN belirteçlerinin gen düzeyinde ifadelerinin 

agaroz jel üzerinde gösterimi.          

On dördüncü günde gruplar arası karĢılaĢtırmada hem SPP1 hem de DCN gen 

ifadelerindeki kat değiĢiminde 17ß-estradiol grubunda anlamlı bir artıĢ olduğu 

görüldü (p <0,001). RUNX2 gen ifadesindeki kat artıĢında TGF-ß3 grubunda 

oldukça yüksek ve anlamlı bir artıĢ saptandı (p <0,001). KM kullanılan tüm 

gruplarda (OPO, hfO, hfN, OPN) COL1 gen ifadesindeki kat değiĢiminde artıĢ 

gözlense de bu artıĢın sadece hfO (p ˂0,01) ve OPN (p <0,001) gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi (Tablo 3.4, ġekil 3.5).  
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Tablo 3.4. Osteojenik farklılaĢmanın 14. gününde gen ifadesindeki kat değiĢimleri. O. OPO: Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum; hfO: hfOB 

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

medyumu; TGF-Est: Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-ß3 + 10 nM 17-ß estradiol; Est: Osteojenik medyum + 10 nM 17-ß estradiol; TGF: 

Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-ß3; Poz Cont: Osteojenik medyum. Aynı satırda farklı harfler (a, b, c) arasında istatiksel farklılık vardır. Ort: 

Ortamala, SH: standart hata. 

 

Tablo 3.5. Osteojenik farklılaĢmanın 21. gününde gen ifadesindeki kat değiĢimleri OPO: Osteoprotegerin KM + osteojenik medyum; hfO: hfOB kültür 

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

TGF-Est: Osteojenik medyum + 10 ng/mL TGF-ß3 + 10 nM 17-ß estradiol; Est: Osteojenik medyum + 10 nM 17-ß estradiol; TGF: Osteojenik 

medyum + 10 ng/mL TGF-ß3; Pos Cont: Osteojenik medyum. Aynı satırda farklı harfler (a, b, c) arasında istatiksel farklılık vardır. 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 ± 0,03 a 0,025 ± 0,01 a 0,0544 ± 0,02 a 0,009 ± 0,004 a 0,931 ± 0,21 a 136 ± 82,5 b 0,567 ± 0,35 a 0,478 ± 0,52 a <,001 

RUNX2 418 ± 396 a 224 ± 34,2 b 324 ± 164 b 173 ± 108 b 71,6 ± 10,1 b 5,69 ± 2 b 161 ± 53,4 b 83,7 ± 42,6 b 0,022 

COL1 18 ± 6,27 a 458 ± 83,2 b 542 ± 188 b 194 ± 172 a 87,5 ± 15 a 9,26 ± 3,79 a 39,5 ± 2,94 a 12,3 ± 2,5 a <,001 

DCN 0,064 ± 0,07 a 0,174 ± 0,015 a 0,184 ± 0,1 a 0,353 ± 0,273 a 5,81 ± 0,98 a 22,6 ± 11 b 0,338 ± 0,25 a 12,3 ± 2,5 c <,001 

   

 

 

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

Gen Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH Ort ± SH P 

SPP1 0,0224 ± 0,008 a 0,026 ± 0,007 a 0,027 ± 0,008 a 0,003 ± 0,0004 a 0,243 ± 0,272 a 66,7 ± 34,3 b 11,1 ± 12,6 a 4,75 ± 0,2 a <,001 

RUNX2 150 ± 102 a 382 ± 44 a 61,5 ± 42,9 a 148 ± 1274 a 14,1 ± 1,24 a 21,7 ± 7,83 a 3129 ± 911 b 1,92 ± 0,2 a <,001 

COL1 590 ± 528 a 1255 ±310 b 645 ± 363 a 1708 ± 1145 b 20,9 ± 7,11 a 25,2 ± 10,5 a 114 ± 39,2 a 4,12± 1,09 a <,001 

DCN 0,183 ± 0,05 a 0,082 ± 0,028 a 0,181 ± 0,028 a 0,147 ± 0,035 a 0,045 ± 0,014 a 18,2 ± 2,63 b 0,95 ± 0,61 a 1,49 ± 1,77 a <,001 
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ġekil 3.45. On dördüncü günde osteojenik belirteçlerin gen ifadelerindeki kat değiĢiminin 

karĢılaĢtırması. A: 17ß-estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna göre SPP1 gen 

ifadesindeki kat değiĢiminde anlamlı bir artıĢ görüldü. B: RUNX2 gen ifadesindeki kat 

değiĢiminin TGF-ß3 grubunda oldukça yüksek olduğu ve pozitif kontrol grubuna göre farkın 

önemli olduğu saptandı. C: COL1 gen ifadesindeki kat değiĢimlerinde hfO ve OPN 

gruplarında önemli bir artıĢ görüldü. D: DCN gen ifadesinde ise 17ß-estradiol grubunda 

pozitif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında önemli bir artıĢ saptandı (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001). 

Yirmi birinci günde, 14. gün gruplarına benzer Ģekilde SPP1 ve DCN gen 

ifadelerindeki kat değiĢiminde 17ß-estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna göre 

anlamlı bir artıĢ tespit edildi (sırasıyla p <0,001 ve p ˂0,01). KM kullanılan 

gruplarda DCN gen ifadesindeki kat değiĢiminde pozitif kontrole göre anlamlı bir 

azalma görüldü (p ˂0,01). Ayrıca DCN gen ifadesindeki kat değiĢiminin 14. güne 

göre istatistiki olarak daha az anlamlı olduğu gözlendi. RUNX2 gen ifadesindeki kat 
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değiĢiminde en yüksek veriler OPO grubundan elde edildi. OPO grubunda RUNX2 

gen ifadesindeki kat değiĢimi pozitif kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derece 

artıĢ gösterirken (p ˂0,05) en düĢük değerler Est grubundan elde edildi. COL1 gen 

ifadesinde ise hfO ve hfN gruplarında pozitif kontrole göre anlamlı bir artıĢ 

belirlendi (p <0,001) (Tablo 3.5, ġekil 3.46).   

 

ġekil 3.46. Yirmi birinci gün örneklerinde osteojenik belirteçlerin karĢılaĢtırması. A: 17ß-

estradiol grubunda pozitif kontrol grubuna kıyasla SPP1 gen ifadesindeki kat değiĢiminde 

anlamlı bir artıĢ görüldü. B: RUNX2 gen ifadesindeki kat değiĢiminin OPO grubunda pozitif 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı derece artmıĢ olduğu gözlendi. C: COL1 gen ifadesinde hfO 

ve hfN gruplarında anlamlı bir artıĢ görüldü. D: DCN gen ifadesinde ise 17ß-estradiol 

grubunda pozitif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı bir artıĢ gözlenirken KM kullanılan 

dört grupta da pozitif kontrole göre anlamlı bir düĢüĢ belirlendi (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001). 
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ÇalıĢmada gruplar arası karĢılaĢtırmanın yanında; aynı grup içerisinde incelenen 

genlerin 14 ve 21. günlerde ifadeleri de analiz edildi. 

Pozitif kontrol grubunda 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında SPP1 gen ifadesinin 14. günde anlamlı olarak arttığı görüldü (p 

<0,001) (ġekil 3.47, A). RUNX2 ve COL1 genlerindeki kat değiĢimlerinin ise 21. 

gün örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı belirlendi (sırasıyla p 

<0,01 ve p <0,001) (ġekil 3.47; B, C). DCN belirteci için ise her ne kadar 14. gün 

örneklerinde daha yüksek sonuçlar elde edilmiĢ olsa da iki zaman aralığında elde 

edilen sonuçlar arasında önemli bir fark görülmedi (ġekil 3.47, D). Elde edilen 

sonuçlar Tablo 3.6.‟de verildi. 

 

  

ġekil 3.47. Pozitif kontrol grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen 

zaman aralıklarında farkı. A: SPP1 belirteci için gen ifadesindeki kat değiĢiminin 14. 

günde anlamlı derecede arttığı gözlendi. B: RUNX2 ifadesindeki kat değiĢiminde 21. 

günde anlamlı bir artıĢ görüldü. C: COL1 ifadesindeki kat değiĢiminde 21. günde 

önemli bir artıĢ gözlendi. D: DCN genindeki kat değiĢiminde 14. günde daha yüksek 

sonuçlar elde edilse de bu fark anlamlı değildi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Tablo 3.6. Pozitif kontrol grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

Poz Kont G14 (ort ± SH) G21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 4,74 ± 0,2 0,47 ± 0,5 *** <,001 

RUNX2 1,91 ± 0,2 83,74 ± 42,58 ** 0,009 

COL1 4,11 ± 1 12,26 ± 2,5 *** <,001 

DCN 1,5 ± ,17 0,14 ± 0,08 ns 0,18 

*ns: istatistiksel olarak önemli değil. 

TGF-ß3 grubunda 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında SPP1‟de 14. günde daha yüksek sonuçlar görülse de istatistiki 

olarak önemli bir artıĢ tespit edilmedi (ġekil 3.48, A). RUNX2 ve COL1 genlerinin 

kat değiĢimlerinde 14. gün örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar gözlendi 

(sırasıyla p <0,001 ve p <0,01) (ġekil 4.48; B, C). DCN gen ifadesindeki kat 

değiĢiminde ise 14. günde daha yüksek sonuçlar elde edilmiĢ olsa da iki zaman 

aralığında elde edilen sonuçlar arasında istatistiki olarak önemli bir fark belirlenmedi 

(ġekil 3.48, D). Elde edilen sonuçlar Tablo 3.7‟de verildi. 

 

ġekil 3.48. TGF-ß3 grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesindeki kat değiĢiminin belirlenen 

zaman aralıklarında farkı. A: SPP1 ifadesindeki kat değiĢiminde iki zaman aralığı arasında 

fark görülmedi B: RUNX2 ifadesindeki kat değiĢiminde 14. günde anlamlı bir artıĢ saptandı. 

C: COL1 ifadesindeki kat değiĢiminde 14. günde anlamlı bir artıĢ gözlendi. D: DCN 

genindeki kat değiĢiminde 14. günde daha yüksek sonuçlar elde edilse de bu farkın istatistiki 

olarak önemli olmadığı tespit edildi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Tablo 3.7. TGF-ß3 grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

TGF Grubu G14 (ort ± SH) G21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 11,09 ± 12,6 0,56 ± 0,35 ns 0,146 

RUNX2 3129 ± 920 71,65 ± 10,15 *** <,001 

COL1 114,2 ± 39,25 39,47 ± 2,94 ** 0,009 

DCN 0,95 ± 0,61 0,33 ± 0,24 ns 0,115 

 

17ß-estradiol grubu örneklerinde 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında SPP1 gen ifadesinde bir fark görülmedi (ġekil 3.49, A). RUNX2 

ve COL1 için genlerindeki kat değiĢimlerinde 14. gün örneklerinde istatistiksel 

olarak anlamlı artıĢlar gözlendi (sırasıyla p <0,01 ve p <0,05) (ġekil 3.49; B, C). 

DCN gen ifadesindeki kat değiĢiminde ise iki zaman aralığında elde edilen sonuçlar 

arasında istatistiki olarak önemli bir fark görülmedi (ġekil 3.49, D). Elde edilen 

sonuçlar Tablo 3.8.‟de verildi. 

 

ġekil 3.49. 17ß-estradiol grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesindeki kat değiĢimlerinin 

belirlenen zaman aralıklarında farkı. A: SPP1 gen ifadesindeki kat değiĢiminde iki zaman 

aralığı arasında fark görülmedi B: RUNX2 ifadesindeki kat değiĢiminde 14. günde önemli 

bir artıĢ görüldü. C: COL1 ifadesindeki kat değiĢiminde 14. günde önemli bir artıĢ gözlendi. 

D: DCN gen ifadesindeki kat değiĢiminde ise iki zaman aralığında elde edilen sonuçlar 

arasında istatistiki olarak bir fark tespit edilmedi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Tablo 3.8.17ß-estradiol grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

Est Grubu G14 (ort ± SH) G21 (ort ± SH) Anlamlılık 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-ß3 + 17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat 

değiĢimleri karĢılaĢtırıldığında SPP1 gen ifadesindeki kat değiĢimi yönünden 21. 

günde anlamlı bir artıĢ gözlendi (p <0,01) (ġekil 3.50, A). RUNX2, COL1 ve DCN 

genlerinin ifadesindeki kat değiĢimlerinde de benzer Ģekilde 21. günde istatistiksel 

olarak önemli artıĢlar gözlendi (p <0,001) (ġekil 3.50; B, C, D). Elde edilen sonuçlar 

Tablo 3.9.‟da verildi. 

 

ġekil 3.50. TGF-ß3 + 17ß-estradiol grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen 

zaman aralıklarında farkı. A: SPP1 belirteci için kat değiĢiminde 21. gün örneklerinde 

anlamlı bir artıĢ gözlendi. B: RUNX2 ifadesinde 21. günde anlamlı bir artıĢ görüldü. C: 

COL1 ifadesinde 21. günde anlamlı bir artıĢ belirlendi. D: DCN belirteci için iki zaman 

aralığında elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında 21. günde anlamlı bir artıĢ olduğu görüldü 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 

 



98 
 

Tablo 3.9. TGF-ß3 + 17-ßestradiol grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman 

aralığında karĢılaĢtırılması. 

TGF Est 
Grubu G14 (ort ± SH) G21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 0,242 ± 0,2 0,93 ± 0,2 ** 0,007 

RUNX2 14 ± 1,24 71,65 ± 10,15 *** <,001 

COL1 20,85 ± 7,1 87,5 ± 15 *** <,001 

DCN 0,045 ± 0,014 5,8 ± 0,977 *** <,001 

 

hfN grubu örneklerinde 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında sonuçlarda SPP1 belirteci bakımından 21. günde anlamlı bir artıĢ 

gözlendi (p <0,05) (ġekil 3.51, A). RUNX2 ve COL1 belirteçlerinde de benzer 

Ģekilde 21. gün örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı artıĢlar görüldü (p <0,05) 

(ġekil 3.51; B, C). DCN belirteci için yapılan değerlendirilmelerde ise anlamlı bir 

fark gözlenmedi (ġekil 3.51, D). Elde edilen sonuçlar Tablo 3.10‟da verildi. 

 

ġekil 3.51. hfN grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen zaman 

aralıklarında farkı. A: SPP1 belirteci için kat değiĢiminde 21. gün örneklerinde 

anlamlı bir artıĢ gözlendi. B: RUNX2 ifadesinde 21. günde anlamlı bir artıĢ görüldü. 

C: COL1 ifadesinde 21. günde anlamlı bir artıĢ belirlendi. D: DCN belirteci için iki 

zaman aralığında elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırıldığında anlamlı bir fark gözlenmedi 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Tablo 3.10. hfN grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

hfN Grubu G14 (ort ± SH) G21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 0,027 ± 0,008 0,054 ± 0,02 * 0,047 

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

COL1 541,7 ± 188 1159 ± 372,8 * 0,025 

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

 

hfO grubu örneklerinde 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında sonuçlarda SPP1 belirteci bakımından anlamlı bir fark yoktu  

(ġekil 3.52, A). RUNX2 ve COL1 belirteçlerinde Ģekilde elde edilen sonuçların 14. 

gün örneklerinde istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü (p 

<0,01) (ġekil 3.52; B, C). DCN belirteci için yapılan değerlendirilmelerde ise 21. 

günde gen ifadesindeki kat değiĢiminin anlamlı derecede daha yüksek olduğu 

belirlendi (p <0,01) (ġekil 3.52, D). Elde edilen sonuçlar Tablo 3.11.‟de verildi. 

 

ġekil 3.52. hfO grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen zaman aralıklarında 

farkı. A: SPP1 belirteci için kat değiĢiminde anlamlı bir fark görülmedi. B: RUNX2 

ifadesinde 14. günde anlamlı bir artıĢ görüldü. C: COL1 ifadesinde 14. günde anlamlı bir 

artıĢ belirlendi. D: DCN belirteci için ise 21. gün örneklerinde gen ifadesindeki kat 

değiĢiminin anlamlı derecede arttığı gözlendi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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Tablo 3.11. hfO grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

hfO Grubu D14 (ort ± SH) D21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

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

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

COL1 125,5 ± 310 457,9 ± 83,2 ** 0,003 

DCN 0,082 ± 0,028 0,174 ± 0,015 ** 0,001 

 

OPN grubu örneklerinde 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında sonuçlarda SPP1 belirteci için gen ifadesindeki kat değiĢiminin 

21. günde anlamlı derecede arttığı belirlendi (p <0,001) (ġekil 3.53, A). RUNX2 

belirteci için alınan sonuçlarda iki zaman aralığı için bir fark gözlenmedi (ġekil X.9, 

B). COL1 belirteçlerinde ise elde edilen sonuçların 14. gün örneklerinde istatistiksel 

olarak anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü (p <0,05) (ġekil 3.53, C). DCN 

belirteci için yapılan değerlendirilmelerde iki zaman aralığı karĢılaĢtırıldığında 

sonuçlar arasında bir fark gözlenmedi (ġekil 3.53, D). Elde edilen sonuçlar Tablo 

3.12.‟de verildi. 

 

ġekil 3.53. OPN grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen zaman aralıklarında 

farkı. A: SPP1 belirteci için 21.günde anlamlı bir artıĢ görüldü. B: RUNX2 ifadesinde iki 

zaman aralığında elde edilen sonuçlar arasında bir fark gözlenmedi. C: COL1 ifadesinde 14. 
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günde anlamlı bir artıĢ belirlendi. D: DCN belirteci için ise iki zaman aralığında elde edilen 

sonuçlar arasında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 

Tablo 3.12. OPN grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

OPN Grubu D14 (ort ± SH) D21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 0,00363 ± 0,0004 0,0396 ± 0,06 *** <,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 örneklerinde 14 ve 21. günlerde gen ifadesindeki kat değiĢimleri 

karĢılaĢtırıldığında sonuçlarda SPP1 belirteci için gen ifadesindeki kat değiĢimi 

bakımından iki zaman aralığı arasında fark olmadığı görüldü (ġekil 3.54., A). 

RUNX2 belirteci için alınan sonuçlarda 21. günde sayısal bir artıĢ görülse de bu 

artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (ġekil 3.54, B). COL1 

belirteçlerinde ise elde edilen sonuçların 14. gün örneklerinde istatistiksel olarak 

anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü (p <0,001) (ġekil 3.54, C). DCN belirteci 

için yapılan değerlendirilmelerde iki zaman aralığı karĢılaĢtırıldığında sonuçlar 

arasında bir fark gözlenmedi (ġekil 3.54, D). Elde edilen sonuçlar Tablo 3.13.‟de 

verildi. 
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ġekil 3.54. OPO grubunda osteojenik belirteçlerin ifadesinde belirlenen zaman aralıklarında 

farkı. A: SPP1 belirteci için zaman aralıkları arasında bir fark gözlenmedi. B: RUNX2 

ifadesinde iki zaman aralığında elde edilen sonuçlar arasında bir fark gözlenmedi. C: COL1 

ifadesinde 14. günde anlamlı bir artıĢ belirlendi. D: DCN belirteci için ise iki zaman 

aralığında elde edilen sonuçlar arasında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi (*p<0,05, 

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

Tablo 3.13. OPO grubunda osteojenik belirteçlerin iki zaman aralığında 

karĢılaĢtırılması. 

OPO Grubu D14 (ort ± SH) D21 (ort ± SH) Anlamlılık P 

SPP1 0,0224 ± 0,0041 0,0364 ± 0,0146 ns 0,066 

RUNX2 150 ± 102 418 ± 396 ns 0,051 

COL1 590 ± 528 18 ± 6,27 *** <,001 

DCN 0,183 ± 0,057 0,0646 ± 0,079 ns 0,616 
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4. TARTIġMA 

4.1. ASKKH’lerin Ġzolasyonu ve Karakterizasyonu 

4.1.1. Hücre Morfolojisi 

Amniyon sıvısı içerisindeki hücre popülasyonuna fetusun katkı yapması ikinci 

trimesterden sonra görülür. Ġkinci trimesterden itibaren fetal periderm veya 

epidermis, amniyon ve trofoblast ile birlikte fetüsün sindirim kanalı, üriner ve 

ürogenital sistemi kaynaklı hücreler de amniyotik sıvıdaki hücre popülasyonuna 

katılır (Gosden 1983). Bu nedenle araĢtırmacılar çoğunlukla ASKKH izolasyonu için 

bu trimesteri tercih etmektedirler. Sıçanlarrda gebelik sürecinde 9 ile 19. günler arası 

ikinci trimester olarak kabul edilir. (Zhao vd. 2019). Sıçanlarda yapılan çalıĢmalarda 

Antounians ve arkadaĢları (2019) gebeliğin 12. gününü; Bollini ve arkadaĢları (2011) 

16. günü; Wang ve arkadaĢları (2017) 15-17. günleri, Nawaz (2020) ise 17. günü kök 

hücre izolasyonu için kabul ederler. ÇalıĢmamızda gebeliğin ikinci trimesteri 

içerisindeki 17. günde hücre izolasyonları gerçekleĢtirildi. 

AraĢtırmacılar, amniyon sıvısının fetal ve maternal kaynaklardan köken alan hücre 

tiplerini içeriyor olmasından dolayı ASKKH‟lerde heterojen bir morfoloji 

bildirmektedirler. Bossolasco ve arkadaĢları (2006) insan ASKKH‟lerinde epitel 

benzeri hücreler ve stromal hücreler olmak üzere iki tip morfoloji tarif etmektedirler. 

Ġnsan ASKKH‟lerinde yapılan çalıĢmalarda Pipino ve arkadaĢları (2005) epitel 

benzeri ve fibroblast benzeri hücreler olmak üzere iki tip morfoloji bildirirlerken, 

Savickiene ve arkadaĢları (2015) ikinci ve üçüncü trimesterde izole ettikleri insan 

ASKKH‟lerinde epitel benzeri, fibroblast benzeri ve stromal hücreler olmak üzere 3 

tip morfoloji tanımladılar. Nawaz (2020) ise sıçan ASKKH‟lerinde epitel benzeri, 

fibroblast benzeri ve stromal hücrelerin varlığını bildiririrken bunlara ek olarak 

“sıkıca paketlenmiĢ fibroblast benzeri hücreler” olmak üzere bir tip morfoloji daha 

tanımlamıĢtır. ÇalıĢmamızda da hücre izolasyonunun ardından hücrelerde literatürle 
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uyumlu Ģekilde heterojen bir morfoloji görüldü. ASKKH‟lerde izolasyonu takiben 

fibroblast benzeri, epitel benzeri ve stromal hücreler olmak üzere 3 tip hücre 

morfolojisi tespit edildi. P3‟ten itibaren hücre morfolojisinin homojen hal aldığı ve 

hücrelerin fibroblast benzeri morfolojiye sahip olduğu görüldü. Ġlerleyen pasajlarda 

da fibroblast benzeri morfolojinin korunduğu gözlendi. Nawaz (2020) ve Savickiene 

(2015) de benzer Ģekilde izole ettikleri ASKKH‟lerde ilerleyen pasajlarda hem 

insanlarda hem de sıçanlarda ASKKH‟lerin morfolojisnin homojen olduğunu ve 

fibroblast benzeri morfolojinin hakim morfoloji haline geldiğini bildirdiler.  

4.1.2. Büyüme Eğrisi 

ÇalıĢmamızda P3 ve P5‟teki ASKKH‟lerin büyüme eğrilerini oluĢturarak iki pasaj 

arasında proliferasyon modellerini karĢılaĢtırdık. Gao ve arkadaĢları (2014) insan 

ASKKH‟lerinde yaptıkları çalıĢmada 4, 8, 24 ve 31. pasajlarda büyüme eğrisi 

grafikleri oluĢturarak yalnızca 31. pasajda proliferasyon bakımından bir fark 

olduğunu gözlemlediler. Benzer Ģekilde You ve arkadaĢları (2009) da insan 

ASKKH‟lerinde 2, 5 ve 8. pasajdaki hücrelerde yaptıkları büyüme eğrisi analizinde 

bu pasajlar arasında fark olmadığını saptadılar. Minocha ve arkadaĢları (2019) ise 

sıçan ASKHH‟lerinde büyüme eğrisi analizlerinde 2 ve 8. pasajlar arası bir fark 

olmadığını, hücrelerin hızla logaritmik faza girdikten sonra 6. günde pik yaptığını ve 

sonrasında plato fazında seyrettiğini saptadılar.  

ÇalıĢmamızda P3 ve P5‟te oluĢturulan büyüme eğrileri karĢılaĢtırıldığında P5 

hücrelerinde daha yüksek hücre sayıları elde edilse de iki pasaj arasında istatistiki bir 

fark görülmedi ve büyüme eğrisi grafiklerinin benzer bir model sergilediği görüldü. 

Her iki pasajda da hücrelerin 2. günden itibaren logaritmik çoğalma gösterdiği ve 6. 

gündeki pikten sonra Minocha ve arkadaĢlarının (2019) bulgularına benzer Ģekilde 

plato fazına girdiği belirlendi. Literatürdeki diğer çalıĢmalarda daha ileri pasajlara 

kadar büyüme eğrilerinin oluĢturulduğu görülse de çalıĢmamızda sonraki safhalarda 

yapılacak araĢtırmalarda bu iki pasajdan birini seçmenin bize avantaj sağlayıp 
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sağlamayacağını görmek amacıyla sadece 3 ve 5. pasajdaki hücrelerde büyüme 

eğrileri analiz edildi. Hücrelerin benzer çoğalma modeli sergilemesi ve iki pasajdaki 

büyüme eğrileri arasında istatistiki bir fark olmaması üzerine daha sonraki 

çalıĢmalarda iki pasajdaki hücrelerin de kullanabileceği görüldü. 

4.1.3. Çoklu FarklılaĢtırma ÇalıĢmaları 

Mezenkimal kök hücreler çoklu farklılaĢma potansiyeline sahip hücrelerdir ve en 

azından osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklılaĢma kapasitesinde olmalıdır 

(Dominici vd. 2006). AraĢtırmacılar kemik iliği (Pittenger vd. 1999), yağ doku, idrar 

(Kang vd. 2015), kalvaryum (Kobayashi vd. 2000) gibi birçok kaynaktan izole edilen 

mezenkimal kök hücrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklılaĢma 

kapasitelerini ortaya koydular. Benzer Ģekilde insan (Pipino vd. 2015), sıçan (Nawaz 

2020), at (Kibria vd. 2020), sığır (Rossi vd. 2014) gibi farklı türlerin amniyotik 

sıvılarından elde edilen ASKKH‟lerin de çoklu farklılaĢma potansiyeline sahip 

olduğu bildirildi. 

ÇalıĢmamızda da yapılan bilimsel yayınlar ile uyumlu Ģekilde ASKKH‟lerde üçüncü 

pasajda yapılan farklılaĢma çalıĢmalarında hücrelerin osteojenik, adipojenik ve 

kondrojenik farklılaĢma potansiyeline sahip oldukları sırasıyla Alizarin Red S 

boyamasıyla gösterilen kalsiyum birikimleri, Oil Red O boyamasıyla belirlenen yağ 

damlacıkları ve alsiyan mavisi ile tespit edilen glikozaminoglikan oluĢumu ile 

ispatlandı. 

 4.1.4. Real-Time PCR ve Ġmmunfloresan Boyama 

ÇalıĢmada genifadesi incelenen mezenkimal ve hematopoietik belirteçler 

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneğinin belirlediği mezenkimal stromal hücreler 

için minimum kriterler baz alınarak seçildi (Dominici vd. 2006). Dominici ve 
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arkadaĢları (2006) mezenkimal stromal hücrelerde belirli mezenkimal kök hücre 

belirteçlerin pozitif; belirli hematopoietik belirteçlerin ise negatif ifadesinin gerekli 

olduğunu belirlediler. Yayınlanan bu beyanda, tanımlanan belirteçlerin ifadelerinin 

insan türüne spesifik olarak belirlendiği ifade edilmektedir. Makalede ayrıca 

belirteçlerin ifadelerinin akım sitometri analizlerine göre pozitif veya negatif olması 

gerektiği belirtilirken ileride yapılacak çalıĢmalardan elde edilen verilere göre 

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

AraĢtırmamızda P1, P3 ve P5‟teki hücrelerde mezenkimal kök hücre belirteçleri olan 

CD44, CD90 ve CD105; pluripotent kök hücre belirteçleri olan NANOG, SOX2 ve 

OCT ¾ ile hematopoietik hücre belirteçleri olan CD34 ve CD45 genlerinin ifadeleri 

real-time PCR analizleri ile belirlendi.  

 Phermthai ve arkadaĢları (2010), akım sitometri analizi ile P18‟deki insan 

ASKKH‟lerin mezenkimal kök hücre belirteçlerini yüksek düzeyde; CD90 proteinini 

ise zayıf olarak ifade ettiğini gösterdiler. Nawaz (2020) ise P1, P3 ve P5‟te sıçan 

ASKKH‟lerinde hücrelerin CD90, CD44 ve CD105 genlerini ifade ettiğini bildirdi. 

CD90 ve CD44 gen ifadelerinde pasajlar arası anlamlı bir fark görmeyen Nawaz; 

CD105 geni için ise P3 ve P5‟te P1‟e göre anlamlı derecede daha yüksek bir gen 

ifadesi elde edildiğini tespit etti. AraĢtırmamızda bu çalıĢmalar ile uyumlu Ģekilde 

ASKKH‟lerin mezenkimal kök hücre belirteçlerini her üç pasajda da ifade ettiği 

belirlendi. CD105 ve CD44 genlerinin ifadesindeki kat değiĢiminde pasajlar arası 

fark gözlenmezken CD90 geninin ifadesindeki kat değiĢiminin P5‟te önemli düzeyde 

arttığı görüldü. CD90; hücre-hücre etkileĢimi, hücre tanınması ve hücre adhezyonu 

ile iliĢkilendirilen bir belirteçtir ve önemli bir kök hücre belirteci olarak kabul 

edilmektedir (Mercati vd. 2009). AraĢtırmacılar ayrıca farklı pasajlardaki 

ASKKH‟lerde CD44 belirtecinin ifade edildiğini bildirdiler (Phermthai vd. 2010, 

Pipino vd. 2015, Roubelakis vd. 2007) Corradetti ve arkadaĢları (2013) 

araĢtırmalarında CD44‟ün farklı pasajlardaki sığır ASKKH‟lerinde sabit bir Ģekilde 

ifade edildiğini gösterdi. ÇalıĢmamızda CD90 ifadesinde P5‟te diğer pasajlara göre 

bir artıĢ görülse de Nawaz (2020) sıçan ASKKH‟lerinde CD 90 geni için P1, P3 ve 
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P5 arasında istatistiki olarak bir fark bildirmedi. Ancak CD105 geni için ise P3 ve 

P5‟te P1‟e göre daha yüksek gen ifadesi tespit etti. Poggi ve arkadaĢları (2004), 

yaptıkları çalıĢmada fetusun cinsiyetinin amniyotik sıvı içerisinde bulunan bazı 

sitokinlerin seviyesi üzerinde etkili olduğunu gösterdiler. Katsara ve arkadaĢları 

(2011) da donörün cinsiyetinin kemik iliği kaynaklı kök hücrelerde koloni oluĢturma 

kapasitesi, mezenkimal kök hücre sayısı ve farklılaĢma kapasitesi üzerine etkisinin 

olduğunu bildirdiler. ÇalıĢmamızdaki mezenkimal belirteçlerin gen ifade verileri ile 

Nawaz (2020)‟ın verileri arasında gözlenen bu farklılığın fetusların cinsiyet 

kompozisyonları arasındaki farktan kaynaklanıyor olabileceğini düĢünüyoruz. 

Mezenkimal stromal hücreler için belirlenen minimum kriterler gereği hücreler 

hematopoietik belirteçler olan CD34 ve CD45‟i ifade etmemelidir (Dominici vd. 

2006). Phermthai ve arkadaĢları (2010) P18‟deki insan ASKKH‟lerin CD34 ve CD45 

için akım sitometri analizi sonuçlarında bu belirteçleri protein düzeyinde ifade 

etmediklerini belirttiler. Nawaz (2020) ise çalıĢmasında sıçan ASKKH‟lerinde CD34 

ve CD45 gen ifadelerinde pasaj sayısındaki artıĢ ile birlikte bir azalma meydana 

geldiğini bildirdi. 

ÇalıĢmamızda P1, P3 ve P5‟teki hücrelerde CD34 ve CD45 gen ifadeleri 

değerlendirildiğinde her iki belirteç için de P3 ve P5 hücrelerinde hematopoietik 

belirteçlerin gen ifadesinin P1‟e göre önemli derecede azalma gösterdiği belirlendi. 

Ayrıca CD45 gen ifadesindeki kat değiĢiminin P3 ile P5 arasında da anlamlı derece 

azaldığı tespit edildi. Mezenkimal kök hücrelerin hücre kültürü baĢlangıcında CD34 

pozitif oldukları fakat kültür Ģartlarında bu hücrelerin elimine olarak kültüre edilen 

hücrelerin zamanla CD34 negatif hale geldiği belirtilmektedir (Lin vd. 2012). Kaiser 

ve arkadaĢları (2007), izole ettikleri kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerde 

CD34 ve CD45 protein ifadeleri yönünden pozitif sonuçlar elde ettiler ve daha 

sonrasında CD34 ve CD45 pozitif hücreleri seçerek bu hücreler ile yaptıkları 

çalıĢmalarda CD34 ve CD45 pozitif hücrelerin de adipojenik ve osteojenik 

farklılaĢma kapasitesinde olduğunu gösterdiler. ÇalıĢmamızda da P1‟den itibaren 
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hematopoietik belirteçlerde anlamlı azalmalar görmemiz diğer çalıĢmalar ile 

paralellik göstermektedir.  

ASKKH‟lerin SOX2, OCT ¾, NANOG gibi bazı pluripotent kök hücre belirteçlerini 

ifade ettiği bilinmektedir (Bossolasco et al. 2006, Phermthai et al. 2010). 

ÇalıĢmamızda da benzer Ģekilde sıçan ASKKH‟lerinin bu belirteçleri gen düzeyinde 

ifade ettiği gösterildi. SOX2 gen ifadesindeki kat değiĢiminde P5‟te anlamlı bir 

azalma görülse de hem OCT ¾ hem de NANOG belirteçleri için P5‟te önemli derece 

artıĢlar tespit edildi. ÇalıĢmamızda real-time PCR bulgularımızla uyumlu olarak, 

immunfloresan boyama tekniği ile ASKKH‟lerin pluripotent kök hücre belirteçleri 

olan SOX2 ve OCT ¾‟ün protein düzeyinde de ifade ettiği gösterildi. SOX2 ve 

NANOG belirteçleri pluripotensi için önemli role sahiptir. Bu belirteçler diğer 

pluripotensi belirteçlerinin pozitif yönde regülasyonunu sağlar (Niwa vd. 2009). 

OCT ¾ ise kök hücrelerin kendilerini yenileyebilme kabiliyeti açısından çok önemli 

bir belirteçtir (Zaehres vd. 2005). Embriyonik kök hücrelerde OCT ¾ ifadesindeki 

azalma, pluripotensinin kaybı ve dediferensiyasyonla sonuçlanmaktadır (Thomson 

vd. 2011). SOX2, mezoderm farklılaĢmasını inhibe ederken ektoderm farklılaĢmasını 

arttırıcı etki gösterir (Johansson ve Simonsson 2010, Thomson vd. 2011b). Buna ek 

olarak Thomson ve arkadaĢları (2011) embriyonik kök hücrelerde SOX2‟nin azalıp 

OCT ¾‟ün artması ile mezodermal farklılaĢma potansiyelinin arttığını belirlediler. 

NANOG‟un embriyonik geliĢim sürecinde hematopoiezisi inhibe ettiği gösterildi 

(Sainz de Aja vd. 2019). Bu durum çalıĢmamızda ilerleyen pasajlarda artan NANOG 

ifadesi ile yine ilerleyen pasajlarda önemli derecelerde azalma gösteren 

hematopoietik belirteçler arasındaki negatif korelasyonu açıklamaktadır. 

Bilimsel çalıĢmalardan elde edilen bulgular ıĢığında, çalıĢmamızda ASKKH‟lerde 

ilerleyen pasajlarda OCT ¾ ifadesinin artması ve SOX2 ifadesinin azalması bu kök 

hücrelerin mezodermal farklılaĢma kapasitelerinin arttığını göstermektedir. Kemik 

doku mezodermden köken aldığı için osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmaları için 

araĢtırmamızda P5‟teki sıçan ASKKH‟lerinin kullanımının daha doğru olacağı 

düĢünüldü.  OCT ¾ ve SOX2 ifadelerinin mezodermal farklılaĢma kabiliyetini 
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arttırma ihtimalinin yanı sıra hem hematopoietik belirteçlerin P5‟te daha düĢük 

seviyede ifade edilmesi hem de P5‟e kadarki hücre kültürü sürecinde ilerleyen 

safhalarda kullanılmak üzere daha fazla sayıda hücre elde edilebilecek olması 

nedenleriyle farklılaĢtırma çalıĢmalarında P5‟teki hücrelerin kullanımına karar 

verildi. 

4.2. Sandviç ELISA 

hfOB hücrelerinden elde edilen KM‟de TGF-ß3 ve 17ß-estradiol‟ün OPG üretimi 

üzerine etkileri analiz edildi. Osteojenik farklılaĢtırma çalıĢmalarında 10 nM 17ß-

estradiol (Hong vd. 2006) ve 10 ng/mL TGF-ß3 (Karbanodvá vd. 2010) 

kullanılmaktadır. hfOB‟lerde de OPG seviyesinin belirlenmesinde çalıĢmamızda bu 

dozlar kullanıldı. 17ß-estradiolün, ER α transfekte edilmiĢ hfOB hücreleri üzerinde 

OPG üretimini arttırıcı etkileri daha önce gösterildi (Hofbauer vd. 1999, Saika vd. 

2001). TGF ailesi proteinleri de osteoblastlar için OPG‟nin pozitif regülatörleri 

arasında gösterilse de (Silva and Branco 2011) araĢtırmalarda daha çok TGF-ß1‟in 

tercih edildiği görülmektedir (Murakami vd. 1998). hfOB hücreleri üzerinde özellikle 

TGF-ß3‟ün OPG üzerine etkisinin araĢtırıldığı tek çalıĢma ise laboratuvarımızda 

yapıldı (Dikmen, 2021).  

ÇalıĢmada serum içermeyen medyum kullanılarak elde edilen KM‟de TGF-ß3 ve 

17ß-estradiolün tek baĢlarına OPG üretimini az miktarda arttırsa da istatistiki olarak 

anlamlı olmadığı görüldü. TGF-ß3 ve 17ß-estradiol birlikte kullanıldığında ise OPG 

seviyelerinde önemli derecede bir yükseliĢ belirlendi. KM örneklerinden elde 

ettiğimiz bu bulgular standart hfOB kültür medyumu ile yaptığımız çalıĢmanın 

sonuçları ile paralellik göstermektedir. TGF-ß3 veya 17ß-estradiolün tek baĢına 

uygulandığında bir etki gözlenmemesi; sadece birlikte kullanıldıklarında bir artıĢ 

saptanması ER‟lerin ifadesi ile iliĢkili olabilir. Hem Hofbauer ve arkadaĢları (1999) 

hem de Saika ve arkadaĢları (2001) ER α transfekte edilmiĢ hfOB hücrelerinde OPG 

seviyelerinde sadece 17ß-estradiol kullanarak anlamlı artıĢlar bildirdiler. hfOB 
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hücrelerinin her ne kadar ER α‟yı ifade ettiği bilinse de (Foo et al. 2007) muhtemelen 

bu ifadenin derecesi yeterli değildir. ER α‟nın osteojenik farklılaĢma sürecindeki 

hücrelerde ifadesinin yükseldiği (Wang vd. 2006) ve TGF-ß3‟ün de erken osteoblast 

farklılaĢmasında etkili olduğu bilinmektedir (Grafe vd.. 2018). TGF-ß3‟ün etkisiyle 

hfOB‟lerin farklılaĢması indüklenmiĢ ve bu süreçte ER α ifadesinde bir artıĢ 

meydana gelmiĢ olabilir. Bu durum da 17ß-estradiolün osteojenik farklılaĢma 

sürecinde artan ER α vasıtasıyla OPG üretimi üzerindeki etkisini göstermesini 

sağlamıĢ olabilir. Bu yöndeki soru iĢaretlerini ortadan kaldırmak için, hfOB‟lerde ve 

osteojenik farklılaĢma sürecindeki hücrelerde (1) TGF-ß3‟ün etkisi ile ER‟lerinin 

ifadeleri belirlenmeli, (2) 17ß-estradiolün bu süreçte ER‟lerin ifadesinde değiĢikliğe 

neden olup olmadığı moleküler düzeyde belirlenmeli, (3) ER‟lerin ifadesi yönünden 

bir değiĢiklik saptanması halinde bunun OPG seviyeleri ile korelasyonu tespit 

edilmelidir. 

 4.3. Osteojenik FarklılaĢtırma Deney ÇalıĢmaları 

Osteojenik farklılaĢtırma deney çalıĢmalarında pozitif kontrol grubunda kök 

hücrelerin in vitro osteojenik farklılaĢmasında kullanılan klasik metod uygulandı ve 

hücreler, içerisinde deksametazon, ß-gliserofosfat ve askorbik bulunan farklılaĢtırma 

medyumu ile kemik hücrelerine farklılaĢtırıldı (Jaiswal vd. 1997).  

Kök hücrelerde osteojenik farklılaĢma üzerine etkili olduğu bilinen diğer materyaller 

arasında 17ß-estradiol (Hong vd. 2006), TGF-ß3 (Karbanodvá vd. 2010) ve 

osteoblastlardan elde edilen KM (Zhong vd. 2019) de bulunmaktadır. ÇalıĢmada 

TGF-ß3 ve 17ß-estradiol için konsantrasyonlar mezenkimal kök hücrelerin 

osteojenik farklılaĢması üzerine yapılmıĢ önceki çalıĢmalar baz alınarak belirlendi ve 

TGF-ß3 için 10 ng/mL (Karbanodvá vd. 2010), 17ß-estradiol için ise 10 nM (Hong 

vd. 2006) konsantrasyon kullanıldı. 
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Soma hücrelerinden elde edilen KM‟nin, kök hücreleri bu hücre soylarına 

farklılaĢtıracak Ģekilde uyardığı görülmektedir. Kondrositlerden elde edilen KM ile 

kondrojenik farklılaĢma (Nawaz 2020), osteoblastlardan elde edilen KM ile 

osteojenik farklılaĢma (Zhong vd. 2019), üroepiteliyal hücrelerden elde edilen KM 

ile idrar kesesi hücrelerine farklılaĢtırma (Tian vd. 2010) gibi farklı alanlardaki 

çalıĢmalarda soma hücrelerinden elde edilen KM‟lerin 1:1 oranında dilüe edilerek 

kullanımlarının kök hücrelerde farklılaĢmayı baĢarılı bir Ģekilde indüklediği 

bildirildi. ÇalıĢmamızda osteoblast hücre hattından elde edilen iki farklı KM 

(standart KM ve yüksek OPG içeren KM), farklı gruplarda hem standart osteojenik 

farklılaĢtırma medyumu (hfO, OPO) hem de standart kültür medyumu (hfN, OPN) 

ile 1:1 oranında dilüe edilerek kullanıldı.  

AraĢtırmada normal koĢullarda kültüre edilen hfOB‟lerden toplanan KM‟nin yanı 

sıra, yüksek seviyede OPG içeren KM de kullanıldı. OPG, RANKL için bir tuzak 

reseptör olsa da aynı zamanda erken osteoblastogenezis için önemli bir belirteç 

olarak görülmektedir (Tong vd. 2019). ÇalıĢmamızda OPG üretimini in vitro 

Ģartlarda arttırarak toplanan, yüksek seviyede OPG içeren KM‟nin osteojenik 

farklılaĢma sürecine etkisi de incelendi.  

COL1 ve osteopontin, kök hücrelerde osteojenik farklılaĢma için kullanılan pozitif 

belirteçlerdendir (Zhou ve Lin 2014). Osteojenik farklılaĢmanın onaylanması için en 

sık kullanılan yöntem ise Alizarin Red S boyamasıdır. FarklılaĢan hücrelerde 

Alizarin Red S ile boyanan kalsiyum birikimlerinin varlığı osteojenik farklılaĢmayı 

doğrular (Jaiswal vd. 1997). ÇalıĢmada tüm gruplarda her iki zaman aralığında da 

COL1 ve osteopontin proteinlerinin hücreler tarafından ifade edildiği immun floresan 

boyama tekniği ile tespit edildi. Tüm gruplarda her iki zaman aralığında Alizarin Red 

S boyaması ile farklı yoğunluklarda kalsiyum birikimleri gözlendi. Böylelikle tüm 

gruplarda osteojenik farklılaĢmanın farklı seviyelerde indüklendiği belirlendi. 
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AraĢtırmamızda deney gruplarında real-time PCR analizi ile SPP1, RUNX2, COL1 

ve DCN gen ifadeleri incelendi. Ayrıca bu belirteçlerin her deney grubunda kendi 

içerisinde 14 ve 21. gün sonuçları da istatistiksel olarak karĢılaĢtırıldı. Belirlenen 

zaman aralıkları arasında osteojenik farklılaĢma sürecindeki farkların gösterildiği 

akademik genellikle ALP aktivitesi ve kalsiyum birikim miktarları üzerinden 

kantitatif karĢılaĢtırmaların yapıldığı görülmektedir (Karadjian vd. 2020, Widholz 

vd. 2019). Ancak araĢtırmamızda farklı olarak, hücrelerin osteojenik farklılaĢma 

süreçlerinde uğradıkları değiĢimi moleküler düzeyde değerlendirdik. 

AraĢtırmacılar, hem kemik iliği (Hong vd. 2006) hem de yağ doku kaynaklı  kök 

hücrelerde (Hong vd. 2007) 10 nM 17ß-estradiolün Cbfa1 ve OCN gibi önemli 

osteojenik belirteçlerin ifadelerini arttırdığını gösterdiler. Ayrıca bu iki çalıĢmada 

17ß-estradiolün farklılaĢan hücrelerde kalsiyum birikim miktarı ve ALP aktivitesini 

yükselttiği ve bu hücrelerde ER ß‟nın ifadesinin kaybolduğu bildirildi. TaĢkıran ve 

Evren (2011) de benzer Ģekilde 17ß-estradiolün farklılaĢan hücrelerde ALP 

aktivitesini ve kalsiyum birikim miktarını arttırdığını gösterdiler. Kaivosoja ve 

arkadaĢları (2015) ise erkeklerde 17ß-estradiolün metabolize edilmesini sağlayan 

dehidroepiandosteron hormonu kullanarak yaptıkları osteojenik farklılaĢtırma 

çalıĢmasında RUNX2 ve COL1 ifadesinde pozitif kontrole göre bir fark 

görmediklerini fakat SPP1 ifadesinde 21. günde pozitif kontrol ile karĢılaĢtırıldığında 

önemli derece bir artıĢ gördüklerini bildirdiler. 

17ß-estradiol grubunda 14 ve 21. günlerde elde edilen veriler karĢılaĢtırıldığında 

RUNX2 ve COL1 ifadelerindeki kat değiĢimi seviyelerinin 14. günde  istatiki olarak 

önemli derece daha yüksek olduğu görüldü. DCN ve SPP1 genleri için ise iki zaman 

aralığında bir fark gözlenmedi. Gruplar arası karĢılaĢtırmada ise Kaivosoja ve 

arkadaĢlarına (2015) benzer Ģekilde çalıĢmamızda da COL1 ve RUNX2 genlerininin 

ifadesindeki kat değiĢiminde 17ß-estradiol grubu ile pozitif kontrol arasında anlamlı 

bir değiĢim görülmese de bu çalıĢmadan farklı olarak sadece 21. günde değil; hem 14 

hem de 21. günde SPP1 ifadesindeki kat değiĢiminin pozitif  kontrole göre önemli 

derecede daha yüksek olduğu tespit edildi. ÇalıĢmamızda ayrıca DCN geni için de 
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hem 14 hem de 21. günlerde 17ß-estradiol grubunda önemli derecede artıĢ saptandı. 

Mineralize kemik matriksinde yüksek seviyede DCN proteini bulunmaktadır (Fisher 

vd. 1983). Kollajenin iplikleĢmesinde ve kollajen ipliklerinin kalınlaĢmasında rolü 

olan DCN‟in mineralizasyon ile de iliĢkili olduğu ve osteojenik farklılaĢma sürecinde 

TGF-ß ailesi proteinlerinin biyoaktivitesini arttırdığı öne sürülmektedir. Bununla 

birlikte DCN‟in osteoidlerin henüz kalsifiye olmamıĢ bölgelerinde lokalize olduğu ve 

bu lokalizasyondan sonra mineralizasyonun gerçekleĢmesinin ardından DCN protein 

ifadesinin kaybolduğu bildirildi (Fisher vd. 1983, Hoshi vd. 1999, Takeuchi vd. 

1994, Yan vd. 2011). AraĢtırmamızda Alizarin Red S boyamasının sayısal 

değerlendirmesi ile deney gruplarında kalsiyum birikim seviyeleri belirlendi. Yirmi 

birinci günde 17-ß estradiol grubunda en yüksek  kalsiyum birikimi seviyesinin 

görülmüĢ olması da DCN ile ilgili bu görüĢleri desteklemektedir.  

Elde edilen sonuçlar daha çabuk mineralizasyonun sağlandığı ve hücrelerin daha 

hızlı olgunlaĢtığı bir farklılaĢtırmanın hedeflendiği araĢtırmalarda 17ß-estradiol‟ün 

önemli bir potansiyel aday olduğunu ortaya koymaktadır. Ancak bu potansiyelin 

daha iyi anlaĢılabilmesi için (1) OCN, Phex gibi osteositlerde ifade olduğu bilinen 

geç dönem osteogenezis belirteçlerinin ifadeleri de araĢtırılmalı, (2) bulgular in vivo 

deneylerle test edilmelidir.   

TGF-ß3 literatürde daha çok kondrojenik farklılaĢma çalıĢmalarında kullanılsa da 

(Contentin vd. 2017, Nawaz 2020) kök hücrelerin osteojenik (Karbanodvá vd. 2010, 

Tapp vd. 2008) ve tenojenik (Chun vd. 2017) farklılaĢmalarında da kullanılan bir 

proteindir. TGF-ß3 mezenkimal kök hücrelerin preosteoblastlara farklılaĢmasını 

uyarır ve RUNX2‟nin transkripsiyonunu sağlar (Grafe vd. 2018). Karbanodvá ve 

arkadaĢları (2010), diĢ pulpası kaynaklı kök hücrelerde yaptıkları çalıĢmada TGF-

ß3‟ün osteojenik farklılaĢmayı minimal düzeyde indüklediğini belirtti ve TGF-ß3‟ün 

tek baĢına kullanıldığında farklılaĢan hücrelerde kollajen ipliklerinin gözlenmesine 

rağmen mineralizasyonun Ģekillenmediğini bildirdi. Tapp ve arkadaĢları (2008) ise 

yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerde TGF-ß3 kullaranak yaptıkları osteojenik 
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farklılaĢmada Alizarin Red S ile boyanmıĢ kalsiyum birikimlerini gösterdi ve bazı 

ekstraselüler matriks proteinlerinde de artıĢ gördüklerini bildirdi.  

ÇalıĢmamızda TGF-ß3 grubunda özellikle 14. günde diğer gruplara kıyasla oldukça 

düĢük miktarda olsa da kalsiyum birikimlerinin varlığı tespit edildi. Ayrıca 14. günde 

RUNX2 ifadesindeki kat değiĢimi bakımından yapılan istatistiksel değerlendirmede 

elde edilen değerlerin diğer gruplara kıyasla oldukça önemli derecede yüksek olduğu 

saptandı. Osteojenik farklılaĢmanın ilk safhalarında RUNX2 yüksek seviyelerde 

ifade olurken farklılaĢma süreci ilerledikçe RUNX2 ifadesi azalma gösterir ve 

hücreler osteositlere farklılaĢtığında RUNX2 ifadesi artık görülmez. Bu yönü ile 

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

ÇalıĢmamızda TGF-ß3 grubunda iki zaman aralığında yapılan gen ifadesindeki kat 

değiĢimi karĢılaĢtırmasında COL1 ve RUNX2 genleri için elde edilen sonuçların 14. 

günde istatiksel olarak anlamlı derecede daha yüksek düzyede olduğu görüldü. 

AraĢtırmada en düĢük mineralizasyon 14. günde TGF-ß3 grubunda saptandı. Ayrıca 

14. günde TGF-ß3 grubunda RUNX2 gen ifadesindeki kat değiĢiminin de gruplar 

arasında en yüksek seviyede olduğu gözlendi. ÇalıĢmanın 21. gününde ise TGF-ß3 

grubunda yine pozitif kontrol ve 17ß-estradiol grubuna göre düĢük seviyede 

kalsiyum birikimi gözlenirken RUNX2 seviyesinin pozitif kontrole yakın seviyeye 

gerilediği belirlendi.  

Bu sonuçlar TGF-ß3‟ün ASKKH‟lerin preosteoblastlara farklılaĢmasını 

indüklediğini ve hücrelerin pozitif kontrol grubuna kıyasla erken osteoblastogenezis 

safhasında daha üzün süre kaldığını düĢündürmektedir. Erken osteoblastogenezisin 

hedeflendiği; bu dönemdeki hücrelerin veya bu hücrelerin ürettiği salgıların 

kullanılacağı çalıĢmalarda TGF-ß3 ile yapılacak 14 günlük farklılaĢmanın avantaj 

sağlayabileceği düĢünülmektedir. Bu çıkarımı destekleyebilmek için (1) TGF-ß3‟ün 

farklılaĢan hücrelerde proliferasyon üzerine etkisinin olup olmadığı, (2) BMP 2 gibi 

diğer erken osteojenik belirteçlerin ifade düzeylerinin saptanması (3) farklı zaman 
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aralıkları belirlenerek erken osteoblastogenezis sürecinin ne zaman sonlandığının 

belirlenmesi önem arz etmektedir. 

AraĢtırmada her ne kadar 17ß-estradiolün etkisi ile SPP1 ve DCN; TGF-ß3‟ün 

etkisiyle de RUNX2 seviyelerinde artıĢlar görülmüĢ olsa da TGF-ß3 ve 17ß-estradiol 

birlikte kullanıldığında her iki zaman aralığında da birbirlerinin etkilerini 

baskıladıkları saptandı. Bu mekanizmanın ER‟ler üzerinden gerçekleĢen TGF-ß – 

17ß-estradiol etkileĢiminden kaynaklanıyor olması muhtemeldir. Her ne kadar 

osteojenik farklılaĢma üzerine TGF-ß3 ve 17ß-estradiol‟ün birlikte kullanımının in 

vitro etkileri gösterilmemiĢ olsa da farklı alanlardaki bazı çalıĢmalarda bu ikilinin 

etkileĢimlerinin incelendiği görülmektedir. Örneğin Matsuda ve arkadaĢları (2001) 

insan embriyonik böbrek hücre hattı olan 293T hücrelerinde 17ß-estradiolün ER α 

üzerinden gösterdiği etki ile TGF-ß sinyalizasyonunu inhibe ettiğini bildirdiler. 

Benzer Ģekilde Yamamoto ve arkadaĢları (2002) da ER α ve ß‟nın, ortamda 17ß-

estadiol varlığında TGF-ß sinyalizasyonunu inhibe ettiğini gösterdiler. Hernández-

Vega ve Camacho-Arroyo (2021) ise glioblastoma hücreleri ile yaptıkları çalıĢmada 

17ß-estradiol ve TGF-ß‟nın ER α, Smad2 ve Smad3‟ü negatif yönde regüle ettiğini 

belirtip ve 17ß-estradiolün, TGF-ß1 ile indüklenen kollajen 4 sentezini engellediğini 

aktardılar. Önemli bir osteojenik protein olan BMP 3‟ün kollajen 4 ile yüksek 

bağlanma kapasitesinde olduğu bilinmektedir (Paralkar vd. 1990). Osteojenik 

farklılaĢma sürecinde ER ß ifadesinin sabit kaldığı ve ER α ifadesinin arttığı da 

görülmektedir (Wang vd. 2006). McDougall ve arkadaĢları (2002) ER ß geni silinmiĢ 

farelerde yaptıkları çalıĢmada ER ß‟nın kemik iyileĢmesi için önemli olmadığını 

gösterdiler. Bununla birlikte 17ß-estradiol ile farklılaĢtırılan kök hücrelerde 

farklılaĢma sürecinde ER ß‟nin ifadesinin kaybolduğunu gösteren çalıĢamalar da 

bulunmaktadır (Hong vd. 2007, Hong vd. 2006). 

Bu bilgiler ve bulgularımız ıĢığında benzer bir inhibisyon mekanizmasının osteojenik 

farklılaĢma sürecindeki hücrelerde de tetiklenmiĢ olabileceği akıllara gelmektedir. 

Bu mekanizmanın çözülebilmesi için (1) osteojenik farklılaĢma sürecinde 17ß-

estradiol ve TGF-ß3‟ün etkisi ile ER α ve ß ifadelerinde bir değiĢim olup olmadığı 
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belirlenmeli, (2) in vitro olarak ER α ve ER ß genleri silinen hücrelerde 17ß-estradiol 

ve TGF-ß3‟ün osteojenik farklılaĢmaya etkileri incelenmeli ve (3) osteojenik 

farklılaĢma sürecindeki hücrelerde de 17ß-estradiolün diğer çalıĢmalara benzer 

Ģekilde TGF-ß3 sinyalizasyonu inhibe edip etmediği araĢtırılmalıdır. 

Zhong ve arkadaĢları (2019), indüklenmiĢ pluripotent hücreler üzerinde yaptıkları 

çalıĢmada farklı oranlarda dilüe edilmiĢ osteoblast KM‟leri ile yaptıkları osteojenik 

farklılaĢma çalıĢmalarında osteojenik belirteçlerin ifadeleri ile beraber ALP 

aktivitesinin arttığını gösterdiler ve immunfloresan boyama tekniği sonrası pozitif 

hücre sayımı yaparak farklılaĢan hücreler arasında RUNX2 pozitif hücre miktarında 

da bir artıĢ gördüklerini bildirdiler. ÇalıĢmada 1:1 oranında dilüe edilen KM 

grubunda 14 günün sonunda ALP aktivitesi ve COL1 gen ifadelerinin yanı sıra 

RUNX2 pozitif hücre sayısında da önemli derece artıĢ gördüklerini belirten Zhong ve 

arkadaĢları aynı çalıĢmada %30 oranında KM kullanılan grupta ise yukarıda 

belirtilen parametrelerin dıĢında ALP, RUNX2 ve OCN gen ifadelerinde de anlamlı 

artıĢlar  gördüler ve bütün analizlerinde en yüksek sonuçları %30‟luk KM grubundan 

elde ettiler. Bu sonuçların 1:1 dilüsyon kullanılan gruba göre istatistiksel olarak 

farklı olup olmadığını ise belirtmediler. 

AraĢtırmamızda Zhong ve arkadaĢlarına (2019) benzer Ģekilde KM kullanılan 

gruplarda  COL1 ve RUNX2 belirteçleri için 14 ve 21. günlerde pozitif kontrole göre 

daha yüksek gen ifadeleri  saptandı. Fakat COL1 ifadesindeki bu artıĢlar 14. günde 

hfO ve OPN;  21. günde ise hfO ve hfN gruplarında  istatistiksel olarak anlamlıydı. 

RUNX2 ifadesindeki artıĢların da sadece 21. günde OPO grubu için istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu belirlendi. KM kullanılan gruplarda SPP1 geni için her iki 

zaman aralığında da pozitif kontrole göre istatistiki bir fark görülmezken DCN için 

21. günde KM kullanılan tüm gruplarda gen ifadesindeki kat değiĢiminin pozitif 

kontrole göre istatistiki olarak önemli düzeyde azalma gösterdiği tespit edildi. Ayrıca 

14. günde KM kullanılan tüm gruplarda; 21. günde ise OPG-KM kullanılan 

gruplarda (OPN ve OPO) kalsiyum birikimi miktarlarının pozitif kontrole göre 

önemli derecede daha düĢük olduğu gözlendi. 
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KM kullanılan gruplardaki yüksek COL1 seviyelerinin KM içerisinde bulunan 

ekstraselüler matriks proteinlerinden kaynaklanabileceğini düĢünmekteyiz. Bu 

hususta toplanan KM‟ler içerisinde bulunan çeĢitli ekstraselüler matriks 

proteinlerinin saptanarak miktarlarının belirlenmesi ve COL1 gen ifadesi ile 

iliĢkilerinin araĢtırılması gerekmektedir. Her ne kadar COL1 seviyelerinin KM 

kullanılan gruplarda yüksek olduğu gözlense de DCN seviyelerinin özellikle 21. 

günde pozitif kontrole kıyasla önemli derecede daha az olması kalsiyum birikimi 

miktarlarındaki düĢük sonuçlarla da bağdaĢmaktadır.     

ÇalıĢmamızda DCN ifadesi ile kalsiyum birikim miktarları arasında bir iliĢki 

olabileceğinin görülmesine ek olarak RUNX2 ifadesi ile mineralizasyon seviyesi 

arasında da bir negatif korelasyon dikkat çekmektedir. Kalsiyum birikim miktarları 

bakımından hem 14. günde (TGF-ß3 grubu) hem de 21. günde (OPO grubu) en 

düĢük sonuçların elde edildiği grupların aynı zamanda bu zaman aralıklarında 

RUNX2‟nin en yüksek düzeyde ifade edildiği gruplar olması bu görüĢü 

desteklemeketedir. Erken osteoblastogenezis belirteci olan RUNX2‟nin artıĢ 

gösterdiği ve ostejeonik farklılaĢma sürecinin ilerleyen safhalarında daha yüksek 

sonuçlar elde etmenin beklendiği kalsiyum birikimi miktarının ise düĢük seviyelerde 

olduğu bu gruplarda hücrelerin belirlenen zaman aralıkları içerisinde osteojenik 

farklılaĢmanın erken safhalarında tutulabiliği görüldü. Bu da 21. günde yüksek OPG 

içeren KM‟nin osteojenik farklılaĢtırma medyumu ile dilüe edildiği ve 14. günde de 

standart osteojenik farklılaĢtırma medyumuna TGF-ß3 ilavesi ile yapılan 

farklılaĢtırmaların anzkilozan spondilit gibi yüksek mineralizasyon ve ektopik 

ossifikasyon ile seyreden hastalıklara sahip bireylerde kullanılabilecek daha uygun 

bir farklılaĢma metodu olabileceği fikrini akıllara getirmektedir. Bu görüĢün 

desteklenmesi için (1) farklılaĢması indüklenen hücrelerin salgıları da incelenmeli ve 

bu tür hastalıklara etki edebilecek olası sitokinler identifiye edilmeli; (2) hücrelerin 

farklı zaman aralıkları eklenerek incelemeler geniĢletilmeli ve (3) elde edilen 

bulgular in vivo  deneyler ile test edilmelidir.  
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Wang ve Wang (2021), izole ettikleri sıçan kemik iliği kaynaklı kök hücrelerini 

farklı konsantrasyonlarda OPG ilave ederek farklılaĢtırarak; OPG‟nin farklılaĢan 

hücrelerde hem osteojenik belirteçlerin ifadesini hem de osteoblast proliferasyonunu 

arttırdığını gösterdiler. ÇalıĢmamızda her ne kadar bu hususta bir veri toplanmamıĢ 

olsa da Wang ve Wang‟ın çalıĢması ile uyumlu olarak OPG-KM kullanılan gruplarda 

farklılaĢtırma çalıĢmaları sırasında hücrelerde yüksek seviyede proliferasyon görüldü 

ve bu nedenle osteojenik farklılaĢtırma deney çalıĢmaları için baĢta 5x10
5
 hücre/flask 

olarak planlanan ekim konsantrasyonu tüm gruplarda 3,5x10
5
 hücre/flask 

konsantrasyonu olacak Ģekilde revize edildi. Ayrıca 21. günde OPG-KM‟nin standart 

osteojenik farklılaĢtırma medyumu ile dilüe edilerek kullanıldığı OPO grubunda 

RUNX2 geni ifadesindeki kat değiĢimi yönünden anlamlı derece yüksek sonuçlar 

elde edildi.  

Osteojenik farklılaĢmanın erken dönemlerinde hücre proliferasyonu devam ederken 

farklılaĢma süreci ilerledikçe proliferasyon yavaĢlar ve nihayetinde durur (Infante ve 

Rodríguez 2018). ÇalıĢmamızda elde edilen sonuçlar OPG-KM‟nin pre-

ostoblastlarda proliferasyonu arttırdığı ve 21. günde dahi osteojenik farklılaĢmanın 

ileri safhalarına geçilmediğini gösteriyor olabilir. Bu konuya açıklık getirebilmek 

için (1) OPG-KM‟nin farklılaĢmakta olan hücreler üzerinde proliferatif etki gösterip 

göstermediği istatistiksel olarak ortaya konmalı, (2) değiĢik zaman aralıklarında 

farklılaĢmakta olan ASKKH‟lerde ALP ve BMP 2 gibi erken osteoblastogenezis 

belirteçlerinin ifade düzeyleri belirlenmeli, (3) farklı zaman aralıklarında erken ve 

geç osteojenik belirteçlerinin ifadeleri incelenerek hücrelerin ne kadar süre erken 

osteoblastogenezis safhasında kaldıkları ve geç osteogenezis safhasına ne zaman 

ulaĢabildikleri belirlenmelidir. 

AraĢtırmamızda gen ifadesi düzeyinde yapılan değerlendirmelerde standart KM ve 

OPG-KM‟nin kültür medyumu ile dilüe edildiği gruplarda (hfN, OPN)   analiz edilen 

genlerin neredeyse tamamında (OPN grubunda COL1 hariç) 21. günde gen 

ifadesindeki kat değiĢimi bakımından daha yüksek seviyede sonuçlar saptandı. Bu iki 
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grupta DCN genindeki artıĢların istatistiki olarak önem arz etmediği görülse de diğer 

genlerdeki artıĢlar istatistiksel olarak önemli düzeydeydi.  

Toplanan KM‟lerin standart osteojenik farklılaĢtırma medyumu ile dilüe edilerek 

kullanıldığı gruplarda (hfO, OPO) ise daha farklı bir sonuç karĢımıza çıktı. Bu 

gruplarda COL1‟in ifadesinin 14. günde anlamlı düzeyde artıĢ gösterdiği saptandı. 

hfO gruunda COL1‟e ek olarak RUNX2 gen ifadesinin de 14. günde istatistiki olarak 

anlamlı derecede daha yüksek seviyede olduğu görüldü. Bunlara ek olarak KM 

kullanılan tüm gruplarda mineralizasyonun az olması, DCN ifadelerindeki düĢük 

sonuçlar ile örtüĢmektedir.  

Farklı zaman aralıklarında osteojenik farklılaĢmanın moleküler düzeyde 

değerlendirildiği çalıĢmalarda genel olarak COL1, ALP, BMP 7 gibi genlerin 

ifadesinin 7 ila 14. günlerde yüksek seviyede seyrettikten sonra 21. günde azalma 

gösterdiği görülmektedir (Choi vd. 2011, Zou vd. 2008). Wang ve arkadaĢları (2015) 

bu genler ile birlikte RUNX2‟nin ifadesinin de 14. günde artıĢ gösterdiğini fakat bu 

artıĢın ilerleyen günlerde de devam ettiğini gösterdi. ÇalıĢmamızdaki pozitif  kontrol 

grubundan elde edilen veriler bu çalıĢmalardaki standart yöntemle farklılaĢtırılan 

hücrelerin verileri ile uyuĢmaktadır.  

TGF-ß3 ve 17ß-estradiol‟ün birlikte kullanıldığı grupta (TGF-Est) tüm belirteçler 

için 21. günde 14. gün sonuçlarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ 

görülürken KM‟lerin kültür medyumu ile dilüe edildiği gruplarda (hfN, OPN) da 

genel olarak 21. gündeki ifade düzeylerinin daha yüksek olduğu gözlemlendi. Bu 

gruplardaki hücrelerde de Alizarin Red S ile boyanan kalsiyum birikimlerinin 

varlığını ve osteopontin ile COL1 protein ifadelerinin hücrelerde gösterilmiĢ olması 

ASKKH‟lerde osteojenik farklılaĢmanın indüklenebildiğini gösterse de osteojenik 

farklılaĢma sürecinin daha yavaĢ iĢlediği tahmin edilmektedir. 
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Bu durum projemizin veriliĢ tarihinden sonra yayınlanan Zhong ve arkadaĢlarının 

(2019) makalesinde belirtildiği üzere osteoblastlardan elde edilen KM‟nin farklı 

dilüsyonlarda kullanımının kök hücreler üzerinde farklı düzeylerde etkiler yaratıyor 

olmasından kaynaklanıyor olabilir. Bu nedenle mekanizmanın daha iyi 

anlaĢılabilmesi için (1) standart kültür medyumu ve osteojenik medyumlar farklı 

dilüsyonlarda karıĢtırılan KM‟lerin kullanımının ASKKH‟lerin osteojenik 

farklılaĢması üzerine etkileri gösterilmeli, (2) KM içerisinde yer alan büyüme 

faktörleri, sitokinler, ekstraselüler matriks proteinleri gibi maddelerin tanımlanarak 

miktarlarının belirlenmesi önemlidir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

1) İn vitro koĢullarda TGF-ß3 ve 17ß-estradiolün birlikte kullanımı hfOB 

hücrelerinde OPG üretimini arttırmaktadır. 

 2) Osteoblastlardan elde edilen KM ve yüksek seviyede OPG içeren KM, 

ASKKH‟lerde osteojenik farklılaĢmayı indükleyebilme kabiliyetine sahiptir.  

3) TGF-ß3, 17ß-estradiol, KM ve yüksek seviyede OPG içeren KM ASKKH‟lerin 

osteojenik farklılaĢması sürecinde farklı özellikler sergilemektedir.  

3a) 17ß-estradiol ASKKH‟lerin hızla farklılaĢmanın ileri safhalarına 

geçmesine yardımcı olur ve mineralizasyonu arttırır.  

3b) TGF-ß3 ise hücrelerin daha uzun süre erken osteblastogenezis safhasında 

kalmasına yardımcı olur ve sınırlı bir mineralizasyon sağlar.  

3c) TGF-ß3 ve 17ß-estradiol ASKKH‟lerin osteojenik farklılaĢmasında 

birlikte kullanıldığında birbirlerinin etkisini sınırlar.  

3d) hfOB‟lerden elde edilen KM‟ler ile yapılan osteojenik farklılaĢtırmada 

hücreler yüksek seviyede COL1 ifade etse de düĢük seviyede DCN ifade eder ve 

sınırlı mineralizasyon gösterir.  

3e) OPG, ASKKH‟lerin farklılaĢtırma çalıĢmalarının 21. gününde dahi erken 

osteoblastogenezis safhasında kalmasına yardımcı olur.  
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Farklı erken ve geç osteogenezis belirteçleri kullanılarak çeĢitli zaman aralıklarında 

kök hücrelerde osteojenik farklılaĢma değerlendirilmeli; farklılaĢtırmada kullanılan 

KM ve büyüme faktörlerinin osteojenik farklılaĢma sürecinde rol oynayan sinyal 

yolaklarına etkileri araĢtırılmalı ve bulgular in vivo çalıĢmalar ile desteklenmelidir. 
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