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OZET
Serum/Plazma CNP duzeyindeki artisin buyltme, iskelet sistemi gelisimi ve
iskelet displazileri Uzerindeki olasi etkilerinin sican modelinde incelenmesi
Dr. Murat Serkant UNAL

Axial ve appendikuler iskelet kemiklerinin epifiz biyime plaklarinda boyuna
uzamayi saglayan endokondral kemiklesme go6zlenir. Bu olgu surrecinde kondrositler
prolifere olurlar, degisime ugrarlar, matriks sentezlerler ve boyutlarinda artis ile
karakterize matlrasyon ve hipertrofi evrelerinden gecerek kalsifiye olurlar ve son
asamada da kalsifiye kikirdak matrixinin osteoblastlar ile yer degistirmelerini ve
kemiklesmeyi saglayan apopitotik bir sire¢ gecirirler. Endokondral blylme
endokrin, parakrin ve otokrin pek cok faktdr tarafindan kontrol edilir ve bu
faktorlerin cogu fiziksel olarak normal disi biylme paternine sahip hastalarin
bulgularindan yola ¢ikilarak yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur.

Maroteaux tipi akromezomelik displazi (AMDM, OMIM 602875) otozomal
cekinik gegis gosteren bir dwarfizm tirt olup, uzun kemiklerde ve vertebralarda
sekil bozukluklari, 6zellikle ekstremite orta ve distal uzun ve tubiler kemiklerinde
kisalik ve epifiz blylme plaklarinda abnormaliteler ile karakterize bir patolojik
durumdur. AMDM’e yol acan patolojinin natriliretik peptit reseptér-B (NPR-B)
proteininin fonksiyon kaybina yol acan mutasyonlari oldugu tespit edilmistir. NPR-B
proteini fonksiyonel haployetersizligi, ki bu durum AMDM goézlenen hastalarin
tastyicl anne ya da babalarinda gortilmektedir, normale gore dwarfizm diizeyinde
olmayan boy kisaligi ile karakterizedir. NPR-B bir transmembran reseptor proteini
olup, kikirdak, kemik, beyin, adrenal gland, uterus gibi birbirinden farkh pek cok
dokuda varligi gosterilmistir. Ancak mevcut literatiir bilgileri bu proteinin ana
gorevinin iskelet sistemi gelisimi ile ilgili oldugunu disundirmektedir. AMDM’li
hastalarda da iskelet sistemi bulgularina eslik eden nérolojik patolojiler veya anormal
kan basinci dizeyleri gibi problemlerin  gorilmemis olmasi bu dislnceyi
desteklemektedir. NPR-B’nin ligandi olan C-tipi natritretik peptid (CNP)’i ve bu
reseptoriin ikincil habercilerinden birisi olarak islev goérdigu dustinilen cGMP-

bagimh protein kinaz 11 (cGKII) sinyal yolunu hedef alan calismalar bu sinyal
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yolunun iskelet sistemi gelisimi Uzerine olan etkileri konusunda arastirmalara 151k

tutmaktadir.

Fare modelinde yapilmis calismalar CNP’den yoksun farelerde dwarfizm
goruldiagund kanitlamistir. Fare ve sican tibialari kullanilarak yapilmis organ
kiltirlerinde CNP’nin  kondrosit proliferasyonunu ve hipertrofisini arttirdig
gosterilmistir. Grubumuz tarafindan tamamlanan iki ayri TUBITAK projesinde
(SBAG-104S261 ve SBAG-108S189) ise; 1) tavuk embriyosu primer mezenkimal
hicrelerinin - kondrojenik degisimleri siirecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun
prekondrojenik  mezenkimal yogunlasma, glikozaminoglikan  sentezi, ve
kondrositlerin matirasyon ve hipertrofilerini kapsayan ge¢ dénem degisim
streclerinde etkin rol oynadigi, 2) insan MKH’lerinin TGF-f1 uyarisi altinda
kondrojenik degisimleri siirecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun uyarildigi, 3) bu
uyarinin 6zellikle erken kondrojenik degisim surecinde glikozaminoglikan sentezi ve
ge¢ donemde kondrojenik matirasyon ve hipertrofi Gzerine etkileri oldugu, 4)
etkilerin doza bagimh olduju ve 107 M CNP konsantrasyonunun en etkin doz

oldugu gosterilmistir.

Mevcut literatlir bilgisinden hareketle CNP'nin canliya uygun bir formatta
sistemik olarak uygulanabilirligi s6z konusu olur ise blyume ve iskelet sistemi
gelisimi Gzerine etkilerinin daha detayli incelenebilmesi, dolayisi ile nedeni bilinen
veya bilinmeyen iskelet sistemi displazilerinde olasi bir tedavi yontemi olarak test
edilebilmesi 6nemli bir asamayi olusturmaktadir. Bugune kadar gerceklestirilen
deneysel hayvan modelleri lizerindeki arastirmalarda ya CNP'nin transkripsiyonunu
saglayan genin ilgili hayvanin genomuna yiksek kopya sayisinda aktarimi yontemi,
ya da deney hayvanina baglanan bir inflizyon pompasi ile sabit hiz ve dozda sirekli
sistemik CNP infuzyonu yontemi denenmistir. Sonuglar CNP’nin  sistemik
dolasimdaki duzeyinin artisi sonucu basariya ulasilabilecegi dogrultusunda heyecan
verici olsa da, her iki yaklasimin da pratikte klinige uygulanabilmesi oldukc¢a zordur.
Buna Karsilik osteokondrogenez literattiriindeki yeni bilgi ve gelismelerin doku
muhendisligi ve biyoteknoloji alanlarina taginmasi asamasinda yeni bir yaklagim
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olarak kok hticrelerin kullanilabilirli§i her gegcen giin artan sayida arastirmaya konu
olmaktadir.

Grubumuz tarafindan son dénemde tamamlanan c¢alismada insan trabekiler
kemik kokenli MKH'lerinin gerek CNP'yi gerekse bu ligantin reseptorii olan NPR-
B'yi endojen olarak eksprese ettigi goOsterilmistir. Bu c¢alismada, MKH’lerin
sitoplazmik sekresyon granillerinde CNP, hiicre membraninda ise NPR-B’yi ifade
ettikleri gosterilmistir. Dolayisi ile MKH’lerin bu CNP sekresyon yetilerinde
gerceklestirilebilecek bir artis, bu hucreleri yukarida bahsi gegen iskelet sistemi
displazilerinde olasi bir tedavi yontemi olarak kullanabilme sansimizi glindeme

getirecektir.

Bu projede 0Ozetle, deneysel sican modeli kullanilarak oncelikle siganlarin
biylime parametreleri ile serum NT-proCNP dizeyleri arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Ardindan kemik iligi kokenli MKH’ler izole edilmis,
karekterizasyon ve ¢ogaltiimalari saglanmistir. Son asamada ise bu hucrelerin CNP
ve NPR-B ifadeleri ile salgiladiklart CNP’nin kemik gelisimi zerine olan etkileri

tibia organ kalturlerinde analiz edilmistir.

Anahtar Kelimeler: endokondral kemiklesme, C-tipi natritiretik peptid, mezenkimal

kok hicreler, osteokondrodisplaziler, iskelet sistemi gelisimi.
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ABSTRACT
Evaluation of the effects of serum/plasma CNP level elevation on growth,

skeletal system development, and skeletal dysplasias in a rat model system

Dr. Murat Serkant UNAL

Bones of the axial and appendicular skeleton form and elongate through
endochondral ossification, a process by which mesenchymal cells differentiate into
chondrocytes, which proliferate, mature, and undergo hypertrophy and matrix
calcification; the calcified cartilage is eventually replaced by bone. This process is
under the regulation of endocrine, paracrin and otocrin factors identified through the
study of individuals having abnormal growth patterns.

The condition known as Acromesomelic dysplasia, Maroteaux type (AMDM;
OMIM no. 602875) is an autosomal recessive skeletal dysplasia caused by loss-of-
function mutations in the NPR-B gene. It is characterized with severe dwarfism, i.e.,
disproportionate short stature with shortening of the middle and distal segments of
the limbs. Functional haploinsufficiency of NPR-B protein, generally seen in carrier
parents of patients, is characterized with a short stature phenotype, which is less
severe than dwarfism. NPR-B is a transmembrane receptor detected in a variety of
tissues including cartilage, bone, brain, adrenal gland, and uterus etc. However,
based on the literature it is believed that NPR-B is mainly involved in development
of skeletal system. Exclusion of neurological pathologies and/or abnormal blood
pressure levels from the symptoms of AMDM patients supports this hypothesis.
Studies analyzing the functional involvement of C-type natriuretic peptide (CNP),
the ligand of NPR-B, or cGMP-dependent protein kinase Il, one of the main
intracellular effecters of CNP/NPR-B signaling pathway in skeletal development
play essential role in this field.

Studies on natriuretic peptides utilizing genetically altered mice revealed that
CNP knock-out mice were severely dwarfed in comparison to controls. Organ culture
studies of mice and/or rat origin demonstrated involvement of CNP signaling in
chondrocyte proliferation and hypertrophy. Two individual granted projects from
TUBITAK (SBAG-104S261 and SBAG-108S189) completed by our group also
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implicated that; 1) CNP/NPR-B signaling is involved in prechondrogenic
mesenchymal condensation, glycosaminoglycan synthesis, and late differentiation,
i.e.,, maturation and hypertrophy, of chondrocytes differentiated from primary
mesenchymal cells of embryonic chick limb buds, 2) this pathway is activated during
the process of TGF-betal induced chondrogenic differentiation of human
mesenchymal stem cells (MSCs), 3) CNP/NPR-B signaling pathway may strongly
be involved in GAG synthesis in TGF-betal induced chondrogenic differentiation of
MSCs, 4) this effect is likely to be dose dependant, and reached its peak level at the
dose of 107 M CNP.

Based on the literature it is important to test systemic administration of CNP
and its effects on growth, skeletal development, and finally on skeletal dysplasias as
a promising treatment strategy. In limited studies worked on this strategy in the
literature investigators either over-expressed CNP in the genome of the mice or given
CNP i.v. via an infusion pump using the mouse model. Results were promising in
terms of systemic elevation of CNP levels will induce development; however, the
strategy they used are not practically possible to use in clinical applications in
humans. Relevant to musculoskeletal tissue engineering, investigations concerning
the use of MSCs gained importance during the last decade. Functional analysis of
signaling pathways involved in these cells may help improve our knowledge in this
field.

Recent studies completed by our group showed that trabecular bone derived
MSCs endogenously express both CNP and its receptor NPR-B. CNP expression in
these MSCs was in agreement with CNP being a secreted protein produced in these
cells. On the other hand, NPR-B expression in these MSCs was localized to the
plasma membrane of these cells. Thus, a strategy that is going to increase the
secretion of CNP from these MSCs may introduce these cells as a treatment option in

skeletal displasias in the clinic.
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In this project, the relationship between rat growth parameters and serum
NT-proCNP levels was demonstrated by experimental rat model system.
Subsequently isolation, progressive subculturing and characterization of bone
marrow derived MSCs protocoles were performed. At the last stage, MSCs’ CNP,
NPR-B expression and the effects of CNP secreting on bone development were

analyzed in tibia organ cultures.

Keywords: endochondral bone formation, C-type natriuretic peptide, mesenchymal

stem cells, osteochondrodisplasias, skeletal system development
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GIRIS

insan genom projesi ile birlikte yasamin sirlarinin gizli oldugu genlerin sifresi
bugin igin %99.99 oraninda ¢6zilmastir. Genetik sifrenin ¢ozllmesi ile birlikte,
genlerin yapilarindaki bozukluklara bagl hastaliklarin kesin ve kalici ¢ézimleri
olabilecektir. Bunun yani sira genetik sifrede meydana gelen bozulmalarla iliskili
olmayan bircok hastalik insan yasamini tehdit etmektedir. Bu tur hastaliklarin ilacla
tedavisi mimkin olabilmekte ancak ¢ogu zaman doku-organ yetmezlikleri
olabilmektedir. Bu gibi durumlarda hicre-doku-organ nakilleri giindeme
gelmektedir. Ancak, baskalarindan yapilan nakillerde doku reddi reaksiyonlari gibi
immunolojik sorunlar ¢ikmaktadir. Ayrica, uygun verici bulmaktaki gugclikler halen
sorun olmaya devam etmektedir. Bu durumda hasta bireyin genetik Ozelliklerini
tastyan bir hicreden (kok hicre) elde edilebilecek doku ya da organin nakli, hem
verici azligi sorununu ve hem de immunolojik sorunlari ortadan kaldirabilecektir.
Bunun yaninda, ginumdizde tedavisi pek muimkun gorinmeyen tip | diyabetten
multiple skleroza, Duchenne’nin kas distrofisinden ciddi spinal medulla hasarlarina
kadar pek c¢ok hastaligin hicre esasli tedavi yontemleri ile iyilestirilebilecegi
dustnilmektedir (29, 30).

Hucre esash tedavinin (hicresel tedavinin) amaci, hasar goéren bir hiicre/doku
veya organin biyolojik islevini yerine koymak, tamir etmek veya genisletmektir. Bir
hedef organa, o organin islevlerini eski durumuna getirmeye yetecek sayida ve
kalitede izole edilmis ve Ozellikleri belirlenmis olan hicrelerin nakledilmesiyle bu
amaca ulasilabilir. Yenileyici (rejeneratif) veya tamir edici (reparatif) tip olarak da
adlandirilan bu alanda kok hicreleri olduk¢a onemli kullanilma potansiyeli
gostermektedir (29, 30).

Kok hicreler (zerinde yapilan biyolojik, molekiler, biyokimyasal ve
immunolojik calismalar, bu hucrelerin yeni ilaglarin gelistirilmesinde, gen
tedavilerinde, organizmay! olusturan hicrelerin hasarlanmasi ya da Olmeleri

durumunda kullanilabilecegini 6ngérmektedir (25).



Uygulanan hiicre esash tedavi yontemlerinin basarisi, aralarinda hicre
biyolojisinin, immunolojinin, doku mduhendisliginin, molekiler biyolojinin,
gelisimsel biyolojinin, madde bilimi, nakil biyolojisinin ve tedavi edilmekte olan
hastaliga iliskin Kklinik uzmanhginin sahasinin da bulundugu pek cok farkh

disiplinlerin bir araya gelmesini gerektirmektedir (30).

Kok hicrelerin biyolojisinin anlasilmasi ve insanlarda kok hiicre tedavisinde
ortaya cikan problemleri gidermek icin c¢ok daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir. Suan tedavisi olmayan hastaliklar kok hiicre ¢alismalarinin hedefini
olusturmaktadir (30).



GENEL BILGILER

1. KOK HUCRELER

1.1. Kok Hucre Tanimi ve Kok Hucre Cesitleri

Canli viicudunda uzun sire bollnebilen, kendini yenileyen ve ayni zamanda
vicudun ihtiyacina gore farklilasarak diger doku hicrelerine dénusebilen hiicreler
kok hicreler olarak bilinmektedir (25).

Bilim cevrelerinde bir hicreyi kok hiicre olarak tanimlamak igin bes kriter
kullantimistir.

1) Kok htcreleri, uzun zaman dilimleri boyunca bolinebilme ve kendilerini
yenileyebilme 6zelligine sahiptir.

2) Kok hicreler 6zellesmemislerdir.

3) Kok hiicrelerden elde edilen bir yavru hicre, 6zellesmis hicrelere
kaynaklik edebilir.

4) Kok hicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel
olarak tekrarlayabilen bir sekilde ¢ogaltabilmelidir.

5) Kok hcrelerin in vivo ortamda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile
farklilasmis kusaklara katki saglayabilmelidir (30).

Blastokist zigotun bes alti kez béliinmesiyle olusur. insanlarda 4-6 giinlik bir
blastokistin i¢ hucre Kkitlesinde yer alan hucreler embriyon kok hicresi olarak
isimlendirilir (Tablo 1). Bunlar embriyon gdvdesine ait bittin hiicre tabakalarini ve
onlardan koken alacak olan organ sistemlerini olusturma yetenegine sahiptir
(Totipotent) (7, 29).

Gelismekte olan organizmada basta kemik iligi olmak tzere cesitli organlarda
ve bu organlarin belirli doku bolgelerinde gerektiginde kendini c¢ogaltabilen,
kararlanabilen ve farklanabilen hicreler varhgini strdirir. Bunlara yetiskin kok

hiicreler veya dokuya 6zgu kok hiicreler adi verilmektedir (Tablo 1) (7, 29).



Uciincii grup kok hiicre ise primordiyal germ hiicreleri olarak bilinen
disilerde ovositlerin 6nclsti olan ovogonyumlari erkekte spermatozoonlarin éncisu

olan spermatogonyumlari olusturacak olan hiicrelerdir.

Bir baska grup fetus kok hicresidir. Son yillarda onarimsal tiptaki yerlerinin
artmasiyla birlikte fetustan elde edilir ve saklanir hale gelmistir. Amniyon sivisindaki
kok hicreler, plasenta kaynakli kdk hucreler, gobek kordonu stromasi kaynakl kok
hlcreler bu grupta sayilabilir. Cesitli yonleriyle embriyon ve yetiskin kaynakli kdk
hlcreler arasinda ¢ogalma ve farklanma yeteneklerine sahiptirler (7).

1.2. Kok Hucrelerin Genel Ozellikleri

1.2.1. Farklanma (Plastisite)

Farklanma cok hucreli organizmalar olusturan hicrelerin olgunlasma ve
uzmanlasma surecinde gecirdikleri bir dizi degisimi tanimlamak igin kullanilir.
Farklanma asamasina giren hicre, bir yandan bolinmeyi durdururken diger yandan
cevresinden gelen sinyallare yanit vermeye hazirlanir. Bir hiicre icin ileri farklanma
stireci genellikle o hiicrenin ¢ogalma siirecinin bittigi noktadan baslar. S6z konusu
hicre 6nce yeterli sayiya ulasir. Bu stre¢ genellikle hiicre boliinme ddngusiinden
kalici veya gegici olarak cikilmasi (Gy fazi) anlamina gelir. Farklanmay! uyaran ve
strduren etkenler ortadan kalkarsa, bircok hiicre bélinme dongustne tekrar girer (G,
fazi) (7, 30).

Laboratuvar ortaminda kok hucrelerin belli bir cizgide farklanmasi belli
kimyasal ve fiziksel kosullarin yerine getirilmesi veya dogrudan hiicrenin genetik
programinin degistirilmesi ile basarilir. Yetiskin bir kok hicresinin yad hicresine
farklanmasi igin kilttr ortamina belli dozlarda deksametazon, indometazin, izobutil
metilksantin ve insdlin gibi dogal hormonlar ve yapay kimyasal maddeler kullantlir.
Bu maddelerin in vivo ortamda kok hcrelerin yag hicresine donistimand uyarip
uyarmadig bilinmemektedir. in vitro ortamda birkag haftada bu yolla elde edilen yag

hicreleri in vivo Karsiliklariyla kiyaslanacak dizeyde olgunlasir (7, 30).



Tablo-1. Kbkenlerine, farklanma etkinliklerine veya farklanma yoénlerine goére
kok hicre tarleri (7).

Isim Hucre tipi (yerlesim) Farklanma |Farklanma yonu
etkinligi
EKH* Morula asmasindaki hiicreler | Totipotent Embriyon ve embriyon disi
tabakalar
EKH Blastokist asmasindaki i¢ hiicre | Pluripotent Embriyon govdesi (tm
Kitlesi hticreleri somatik ve germ hicreleri)
EKH Gastrula asamasindaki epiblast | Pluripotent Ektoderm, endoderm,
hlcreleri mezoderm hucreleri
EKH Ektoderm, endoderm, | Pluripotent Tum somatik hicrelera
mezoderm hicreleri
YKH** | Ozgiin doku hiicreleri Multipotent | Hiicrenin  bulundugu dokuya
gorebir veya daha fazla tiirde
hicre
YKH Bir dokudaki yerlesik hicreler | Unipotent (6r. Kas dokusundaki uydu

hicreler)

EKH*: Embriyonik kok hucreler; YKH** : Yetiskin kok hicreler




Kendini yenilemekte olan bir hiicrede ¢cok sayida gen aktif iken az sayida gen
ifadesi gorulir. Buna karsin farklanmakta olan bir hiicrede az sayida gen aktif iken
daha cok sayida gen ifadesi goralir. Bununla birlikte bir hiicrede bu esnada protein
sentezi artmistir. Hicre islevsel olma yolunda ilerlerken gerek yapisal, gerekse

islevsel bitin 6zelliklerini kazanmak Uzere 6zgun proteinle sentezler ve salgilar (7).

Kok hicrelerini diger hucrelerden ayiran en 6nemli 6zellik, farklanma
yetkinliklerinin yiksek olusudur. Bu 0Ozellikleri sayesinde organizmanin hiicresel
yapim ve onariminda eksilen hucreleri yenilemek Uzere genis bir olanak sunarlar
(Tablo 2) (7, 29).

1.2.2. Kendini Yenileme, Bélinme Bigimleri ve Kok Hicre Nisi
Kendini yenileme 6zelligi, organizmanin yasami boyunca bir hlcrenin kendi
kopyas! alacak sekilde cogalmasi ve gerektiginde organ ve dokuya 6zgu hicrelere

dondsebilmesi anlamina gelir (7, 29).

Hicrelerin  bolinme kapasitesini, belirleyen faktorlerden biri dogrusal
kromozomlarin ucunda yer alan "telomer” denilen DNA zincirleridir. Telomerler
dogrusal kromozom uclaridir ve binlerce kez tekrarlanan kisa tekrar dizileri (insanda
TTAGGG) icerirler. Telomerler, kromozom uclarinin parcalanmasini ve dagiimasini
ya da diger kromozomlarla kaynasmasini engelleyerek, kromozomlarin yapisal
batunliginin korunmasini saglar. Her replikasyon sonucu kromozom kisalir. Bu
kaybi karstlamak icin telomerler biinyesinde tersine transkriptaz telomeraz proteinini
(hTERT) ve telomeraz RNA (hTR) taslagini tasiyan bir ribontkleoprotein olan
telomeraz tarafindan uzatilir. Normal bir hicrenin her boélunusinde, telomer boyu
yaklasik olarak 100 baz cifti kadar kisalir. Somatik hucrelerde telomeraz etkin
degildir ve kromozomlarin telomerleri kisalir. Ote yandan insan germ, timor ve

embriyonik kok hticre serilerinde telomeraz etkinligi bulunmustur (8, 29).

Kok hucreleri 6nc hicrelerden ayiran en onemli 6zelliklerden biri, kok
hicrelerin bollinmeler esnasinda bir yandan o6ncl hucreye donisecek hicreyi

uretirken bir yandan da kendi yedegini almasidir. Bu olay asimetrik hiicre béltinmesi



Tablo 2. Kok hiicrelerin farklanma yetkinligi (plastisite) (7)

Kisaltilmis bigimi Anlami Ornek
Toti Batdn Embriyon
Multi Bircok Hematopoetik
Pluri Cok Hematopoetik
Oligo Az GIS kok hiicreleri
Quadri Dort GiS kok hucreleri
Tri Uc Brons epiteli
Bi Iki Safra kanall
Uni Bir/tek Prostat




sonucu olusur. Boylece kok hiicre havuzu yasam boyu sabit kalir. Hicre igindeki
asimetri, bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’nin yavru hiicrelerden sadece
birisine aktarilmasiyla basarilir. Bazi calismalar DNA’nin da asimetrik dagildigini
gostermektedir. Bolinmenin sonunda orijinal DNA, yavru hicrelerden birisine
giderken kararlanma gecirir ve 6ncl hicreye donusecek olan diger hiicrede yeni
DNA sentezi meydana gelir (7).

Kok hicrelerin hiicre disi asimetrisi, hiicrenin disindaki mikrogevre (nis)
tarafindan yerine getirilir. Nisi olusturan hucre disi matriks bilesenleri, komsu
hicreler ve salgi proteinleri, kok hilcre sayisini ve hicrenin bulundugu durumu
kontrol altinda tutar. Hicre havuzunu sabit tutabilmek icin asimetrik hiicre
bolinmesi homeostatik kosullarda gerceklesse de, embriyonun gelisim sirecinde ve
doku onariminda gerekli olan yeni hiicre gereksinimini karsilayabilmek igin simetrik
hiicre boliinmesi de gergeklesmelidir. Ozellikle doku islevlerinin olumsuz etkilendigi
akut harabiyet durumlarinda bu mekanizmayla kok hicrelerin 6nci hicrelere
donuserek kisa zamanda doku restorasyonunu garanti altina almasi amaclanir ve
sonunda kok hucre havuzu kigulur. Buna karsin kok hucreler simetrik olarak
bolinerek yeni kok hucreleri olustururlar ve kok hicre havuzu genisler. Kok
hicrelerin kendini yenileme mekanizmasinin hassas bir denge iginde ayarlanmasi,
dokuda yenilenmesi gereken hiicrelerin ortaya ¢ikisinda kritik rol oynar, bir yanda
farklanmakta olan yeni hicreler olusurken 6te yandan koék hiicre havuzu sabit

tutulmaya cahisilir (7).

1.2.3. Kok Hucre Belirtecleri ve Kokluluk

Kok hucrelerini diger hiicrelerden ayirt eden hiicresel ve molekuler 6zellikleri
tanimlamak igin koklultk terimi kullanilir. Kok hiicrelerin molekiler imzasi olarak
da bilinen bu Ozellikler, 6zgin gen ifadeleri veya translasyon sonrasi bir dizi
degisimler olup bunlar sayesinde kok hicreler farklanmaksizin 6zgin yapilarini ve

islevlerini korurlar (7, 30).

Kok hucre belirteclerini kullanarak kok hicre tipini belirlemek, en yaygin

basvurulan yontemlerden birisidir. Hicrelerin yizeyinde yer alan, hiicrede sinyal



yolaklari Uzerinde veya hicre yapisma molekilleri olarak rol oynayan bu
belirteclerden  bircogu kisaca “‘CD’’ (Farklanma Kumeleri-Clusters of
Differentiation) olarak bir bashkta toplanmis olup, hiicre tiiriine gore ¢ok 6zgin
veya ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Hematopoetik kok hiicreler icin en yaygin kabul
goren CD belirtecleri CD33 ve CD45tir. Mezenkimal kok hicrelerini ayirt etmek
icin CD29, CD79, CD105 gibi belirtecler kullantlir. Bunlar, yiizey 6zelliklerinin yani

sira transkripsiyon faktorleri, enzimler veya biylime faktorleri de olabilir (7, 18, 30).

2. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) stromal kdkenli eriskin kok hicrelerdir. Bu
hicreler bag dokunun ana hiicreleridir. Bunun yaninda tum dokularda destek
hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kékenini olusturmaktadir (11). Kemik iliginde
non-hematopoietik kdk hucrelerin varligi 130 yil 6nce Alman patolog Cohnheim
tarafindan ileri surulmustur (67). 1976 yilinda Frindenstein bu hucreleri ilk defa
tanimlamistir. Frindenstein, kemik iligi kiltirlerinde bu hiicrelerin morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen hicre kolonilerinin bulundugu ve bunlarin kemik ve yag
hicrelerine farklilasma 6zelligi gosterdigini ve kemik iligi kiltirlerinde adezyon
yeteneQi oldugunu gostermistir (11, 46, 67). Fibroblastlardan en 6nemli farklari
ntkleus yerlesimlerinin bu hticrelerde asimetrik olmasina karsin MKH’lerde simetrik
olmasidir (67).

Mezenkimal kok hicreler elde edildikleri dokularda ¢ok az sayidadir. Bu
nedenle in vitro hicre kiltird ortaminda cogaltiimalari gerekir. Bunun igin bu
hicrelerin tanimlanmis 6zelliklerinin in vivo 6zelliklerini yansitmaktan uzak oldugu
bilinmektedir. Bu durum klinik uygulamalar igin dezavantaj olusturmaktadir. Farkl
dokulardan morfolojik ve biyolojik olarak benzer 6zelliklere sahip MKH’ler izole
edilebilmektedir. Bu nedenle Uluslararasi Hicresel Tedavi Dernegi (ISCT) gerekli
kriterler Onermistir. MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica
oOzellikler; plastik ylzeye yapisabilme (plastik adherens), stromal karekterde yuzey

antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent farklilasma potansiyelidir (11, 67).



2.1. Mezenkimal Kok Hicre Kaynaklari

Kemik iligi MKH’ler icin ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iligi
aspirasyonunda 1x10° hiicreye karsi ortalama 2 ile 100 arasinda degisen sayida MKH
oldugu gosterilmistir (11). Cocuklarda 29 CFU (coloni forming unit) /1 milyon tek
cekirdekli hiicre orani varken ileri yaslarda bu oran 3.2 CFU/1 milyon tek cekirdekli
hicre oranina kadar inmektedir (46). Ayrica kemik, periosteum, kas dokusu, dis
pulpasi ve maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon
kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovyal sivi, periferik kandan da
izole edilebilir (11, 46).

2.2. Fiziksel Ozellikler ve In Vitro Cogaltiima

Mezenkimal kok hiicreler, dokularda ¢ok az bulunmaktadir. Klinik uygulama
ve temel bilim arastirmalarinda yeterli hiicre sayisina ulasabilmek igin in vitro
ortamda cogaltiimalari gerekir (11). Mezenkimal kok hiicrelerde telomerleri sabit bir
uzunlukta tutmaya yetecek seviyelerde telomeraz Uretimi olmaktadir. Bundan dolayi
uzun bir sure bu hicreler pasajlanabilir (29, 30). Kuiltir ortaminda c¢ogaltilan
MKH’ler 151k veya faz kontrast mikroskobisi ile incelendiginde hicrelerin ig
seklinde oldugu ve fibroblast benzeri hiicre toplulugu olusturduklari gérulir (11, 67).

2.3. In Vitro Kaltar Sartlari

Hucrelerin in vitro kdltir ortaminda ¢cogalmasi icin %10-15 FCS/FBS (fetal
calf/bovine serum) iceren kiltlr ortaminda plastik flask tabanina yapisma 6zelligi
gostermis olan hucreler ¢cogalabilmektedirler. Kemik iliginden izolasyon igin dansite
gradient yontemi ile mononikleer hiicre suspansiyonu hazirlanirken diger dokulara
genellikle enzimatik ayrisma uygulanmaktadir. Enzim olarak kollajenaz tip-1 ve
dispaz karisimi kullaniimaktadir. Stuspansiyon haline getirilen hiicreler kultur vasati
icinde, kultlr kaplarina konularak %5CO; iceren ve %95 nemli inkibat6rde
inkibasyona birakilir. Kaltur vasati olarak siklikla DMEM-LG veya alfa- MEM
kullaniimaktadir. Ayrica buzagi serumu olan FBS (fetal bovine serum) %10-15
oraninda eklenmektedir (11, 46).
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Mezenkimal kok hicreler, standart kultir kosullari altinda plastik kaplarina
yapismaktadir. 24-48 saat sonra yapismayan hicrelerin uzaklastirilmasini takiben ve
cogalmaya baslayan htcreler yeterli yogunluga ulastiklarinda %0.25 tripsin-EDTA
ile yapisan hucreler kaldirilarak disik konsantrasyonlarda yeni kiltur kaplarina ekim
yapilarak ¢ogaltilir. Hucreler 7-10 giinde bir pasajlanarak istenen sayiya ulasmak igin
cogaltilir. Kalttrler 3 ginde bir taze vasat eklenerek optimal kiltur sartlari temin
edilmeye calisilir. Hicreler ileri calismalar veya klinik uygulamalarda kullaniimak
amaciyla dondurularak saklanabilir. Dondurma vasati olarak da siklikla DMEM-LG,
%20 FBS (veya alternatifi) ve %210 dimetilsulfoksit (DMSO) karisimi kullanilir.
Hicreler dnce -80 °C*de 1 gun bekletilir sonra da sivi nitrojene konularak saklanir.
Mezenkimal kok hiicrelerde istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasini énlemek amaciyla

P3-P5 gibi erken pasajlar kullaniimaktadir (11).

Hdicrelerin tek tek dusurulerek olusturulan klonal hiicre analizlerinde ¢ogalma
oOzellikleri yoniinden heterojen hiicre populasyonlari dikkat ¢cekmektedir. Hicrelerin
biylk bir cogunlugu hiicre siklusunun Go/G; fazinda iken, yaklasik %10 olan bir
kismi cogalmayi beklemektedir (11).

2.4. immunofenotipik Ozellikler

Sadece MKH’leri tanimlayan spesifik bir antigen tanimlanmamistir. Kemik
iliginden elde edilmis ve kultiirde ¢ogaltiimis MKH populasyonunda CD45, CD34,
CD14 veya CD11b, HL sinif 11, CD79a Veya CD19 gibi hematopoetik antijenlerdeki
pozitiflik oraninin %2’yi gegmemesi gerekmektedir. Buna karsin, MKH’ler stroma
ile ilgili antijenlerden tipik kabul edilenlerden SH2 (CD105), SH3-SH4 (CD73),
CD90, CD29, CD44 pozitiftir (11, 67).

ISCT Kkriterlerine gbre bir MKH populasyonunun %95 veya daha fazlasinin
CD105 (endoglin olarak bilinir ve Mab SH2 seklinde tanimlanmistir), CD73 (ekto-5
nlkleotidaz olarak bilinir ve MAb SH3 ve SH4 seklinde tanimlanmistir), CD90 (
Thy-1 olarak da bilinir) antijenleri igin pozitif olmasi gerekir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda yeni CD200, CD146 gibi bazi antijenlerden bahsedilmektedir
(11, 67).
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2.5. Sekretuar Ozellikler ve imminmodulatuar Etki

Mezenkimal kok hiicreler ¢cok sayida biyoaktif molekil, sitokin, kemokin,
enzim ve ekstraselliler matriks proteinleri sentezler. Mezenkimal kok hucrelerin
immunbaskilayici olmasi ve imminojenitesinin disik olmasi in vivo uygulamalar
acisindan avantajdir. Bu htcreler immin rejeksiyondan kacabildikleri i¢in in vivo
kullaniminda doku grubu uyumu sart degildir. Bunlarin yaninda antiinflamatuar
etkileri de gosterilmistir. Agir inflamatuar bir tablo olusturan steroide direncli akut
greft versus hastalginda (aGVHH) istenilenilen immunsupresif, antiinflamatuar etki

cogunlukla gozlenir.

MKH’lerin in vivo perivaskiler yerlesimde oldugu icin vaskiler ve immin
sistem arasinda baglanti sagladiklari, damarsal yapilari stabilize etmek yaninda doku
ve immun sistem homeostazinda rol oynadiklari ve fokal doku hasari tamir isleminde
aktif role sahip olduklarini distndirmektedir. Ayrica antiapoptotik, anjiojenik,
antifibrotik ozellikleri bu hicrelerin hasar onariminda rollerini aciklamaktadir (11,
67).

2.6. Farklilasma Potansiyeli

Mezenkimal kok hucreler basta konnektif dokular olmak tzere ok cesitli
hiicre tiplerine farklilasabilir. in vitro kosullarda uygun stimilanlarla osteojenik,
adipojenik, kondrojenik, myojenik hicrelere farklilasma potansiyelleri vardir.
Mezenkimal kok hucrelerin adiposit, osteosit, gibi kendi kdkeninden degil de farkl
bir doku hiicresine (hepatosit, pankreas beta hicresi gibi) transdiferensiasyon
oraninin in vivo kosullarda disik oldugu o nedenle bu mekanizmanin hasar
tamirinde ancak sinirli bir etkisi olabilecegi dustinilmektedir. Buna karsilik bag doku
kokenli dokularin onariminda MKH’lerin farklilasma 6zelliginin daha aktif rolu
olabilecegi 6ngorulmektedir (11).

Mezenkimal kok hicreler, in vitro ortamda farklilasma gosterebilmektedirler.

Adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklilasma 6zelliklerinin gosterilmesinin MKH
tanimlanmasi igin sart oldugu bildirilmistir (11, 67).
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2.7. Dokularda Takibi

MKH’in in vivo olarak uygulandiktan sonraki durumu hasarli dokuya gog,
yerlesim  Ozellikleri, orada c¢ogalmalari, farklilasma 0Ozellikleri, yeterince
incelenmemistir. Hucrelerin yesil floresan protein (GFP) ile transfekte edilmesi ve
floresan hiicrelerin dokularda takibi ise en ¢ok uygulanan yontemdir. MKH’lerin
lusiferaz ile isaretlenerek biyoluminesans cihazi ile in vivo takibi veya
stipermanyetik demiroksit nanopartikulleri ile isaretlenerek manyetik rezonans (MR)
altinda in vivo goruntilenmesi de giderek artan yontemlerdir. Demiroksit ile
isaretlemede kullanilan demir oksit partiktlleri, insanda MR c¢ekimi esnasinda da
kullanildigindan in vivo hiicre takibi icin ilgi cekmektedir (11).

3. ISKELET SISTEMI GELIiSIiMI

Vertebralilarda iskelet sistemi mezoderm ve crista neuralis hucrelerinden
orijin alir (2, 40). Primitif kemik yapilarin olusumunda ilk asama mezenkim
hlcrelerinin yogunlasmasi ile ortaya cikan model yapilardir (20, 22, 40). Bu
asamadan itibaren kafatasi kemiklerinde oldugu gibi bazi kemikler bu mezenkim
doku igerisinde intramembrandz yolla, digerleri ise extremitelerin uzun kemiklerinde

oldugu gibi endokondral yolla gelisimlerini tamamlarlar (40).

3.1.intramembranoz kemik gelisimi

Bu tip kemik gelisimi, yogunlasarak membran6z bir tabaka olusturmus
mezenkim doku hucrelerinden, vaskilarizasyonu takip eden dénemde dogrudan
osteoblastik hiicre degisimi yolu ile olusur (40). Bu dogrudan degisim mekanizmasi
tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte, Bone Morphogenetik Protein (BMP)

grubu faktorlerin bu degisimde dnemli rol oynadiklari bilinmektedir (16).

Osteoblastik degisime ugrayan hiicreler osteoid doku veya prekemik adi
verilen bir matriks salgilayarak, hiicreler arasi alani doldururlar. ilerleyen dénemde
prekemik dokunun kalsifikasyonu ve osteoblastlardan osteositlerin degisimi, gelisen
kemik dokusunun organizasyonunu saglar. Bu tip kemiklesmeye en glizel érnek yassi
kafatasi kemiklerinin gelisimleridir. Kafatasinin frontal ve parietal kemikleri yani

sira oksipital, temporal, mandibula ve maksilla kemiklerinin bazi kisimlari
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intramembrandz kemiklesmeyle olusur. Bu yontemin, kisa kemiklerin biylmesine

ve kemik kalinlasmasina da katkisi vardir (26).

3.2. Endokondral kemik gelisimi

Bu tip kemik gelisimi, yogunlasmis mezenkim hicrelerinin olusturdugu
primitif kemik modellerinin énce kikirdak dokuya degisimleri, ardindan da bu
kikirdak dokunun yerini kemik dokuya birakmasi yolu ile olusur (20, 22, 40).

Dolayisi ile kondrogenez bu mekanizmanin dnemli bir morfogenetik pargasidir.

Gegmis molekiler ve hicre dizeyindeki calismalar, endokondral kemik
gelisiminde kondrogenez ve osteogenezin ¢ok erken embriyonik ddnemde
planlandigini ve bu iki mekanizmanin birbirini takip eden fakat birbirinden bagimsiz
iki ayri gelisim mekanizmasi olduklarini ortaya koymustur (13, 22). Gerek
kondrogenez siresince, gerekse takip eden osteogenez mekanizmalari esnasinda
meydana gelebilecek genetik ve/veya molekiler aksakliklar ileri dénemde karsimiza
birbirlerinden ayirt edilmeleri morfolojik yonden ¢ok zor olan, ortak bir kemik

ve/veya ekstremite defekti fenotipi ile gikacaklardir.

3.3. Endokondral Kemik Gelisiminin Asamalari

Endokondral kemik gelisimi degerlendirildiginde asagida siralanan
asamalardan gecmektedir. (Sekil-5):
1. Lateral plate mezoderminden orijin alan mezenkim hicrelerinin, primitif
ekstremite tomurcugu bolgelerine migrasyonlari ve mitoz yolu ile proliferasyonlari.
2. Prolifere olan bu mezenkim hiicrelerinin ekstremite tomurcuklarinin merkez orta
bolgelerinde, hicreler arasi temasi arttirarak birbirlerine yaklasmalari ve hiicre

kiimeleri olusturmak sureti ile yogunlagmalari.

Yapilan calismalar bu asamada rol oynayan en 6nemli faktorlerin, hiicre
baglanti molekilleri ailesine ait olan N-cadherin ve N-CAM (N-Cell Adhesion
Molecule)’in prekondrojenik hticrelerdeki ekspresyonlarinda gorilen belirgin artis
oldugunu ortaya koymustur (43, 54). Bu dénemde ekstra celliler matriks (ECM)

mezensim htcrelerinin birbirleri ile yakin temaslarina izin veren bir yapida olup
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Kollajen Tip-I, hyaluronan, tenascin, fibronektin gibi faktérlerden zengindir (20, 21,
22). Ayrica, prekondrojenik mezankimal hucrelerde spesifik olarak eksprese edilen
ve bir transkripsiyon faktorii olan Scleraxis’in kikirdaga 06zel genlerin
transkripsiyonlarini tetikledigi goésterilmistir (10). Bu protein kikirdak doku yerini
kemik dokuya birakincaya kadar aktif kalir. Yine énemli bir transkripsiyon faktor
olan Sox9 geninin de spesifik olarak prekondrojenik yogunlasma bdlgelerinde
eksprese edildigi ve bir sonraki asama olan mezankimal-kondrojenik degisimi
tetikledigi bilinmektedir (62).

insanlarda Sox9 geninde goriilen mutasyonlar “Campomelik Dysplasia” adi
verilen ve uzun kemiklerin deformite ve acilanmasi ile karakterize bir klinik tablonun
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (13).
3.Yogunlasmis mezenkim hcrelerinin birbirleri ile olan hiicreler arasi baglantilari
kaybederek kondrositlere degisimleri. Bu donemde kondrositlerdeki N-cadherin ve
N-CAM ekspresyonlarinda belirgin bir azalma goézlenir (42, 43, 56). Ayrica
kondrositlerden kikirdak dokuya 6zgii bir ECM depozisyonu baslar.

Bu ECM’in en 6nemli bilesenleri olarak Kollajen Tip-I yerini Kollajen Tip-II,
-1X, ve -XI’e birakirken ilave olarak Gla proteini, kondroidin sulfattan zengin
proteoglikanlar, aggrecan proteini, ve link (baglanti) proteini salgilanmaya baslarlar
(20, 21, 22).
4. Kondrositlerin mattrasyonlari ve hipertrofiye ugramalari. Bu dénemde tipik olarak
ECM’deki Kollajen Tip-IlI, -1X, ve -XI yogunluklarini Kollajen Tip X’a birakirlar ve
ECM daha fazla fibronektin ve daha az proteaz inhibitori icerir (20, 21, 22).
Kondrosit matirasyonu ve hipertrofisi, kikirdak dokuda uygun kalsifikasyon ve
ilerleyen ddénemde kemik doku ile yer degisim acisindan ¢ok onemlidir. Bu
mekanizma embriyonik kemik gelisimi sirasinda calistigi gibi, postnatal dénemde
ekstremite kemiklerinde boyuna uzama ve kisinin postirinin gelisimi boyunca ve

kirik kemiklerin iyilesmesi strecinde de buyik 6nem tasir.

Uzun kemiklerde primer ossifikasyon merkezleri diyafiz denilen bolgelerde

yer alirlar (Sekil-1). Bu bolgelerdeki kikirdak hicreleri hipertrofiye ugrarlarken
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Kollajen Tip-X bakimindan zenginlesen ECM Kkalsifiye olmaya baslar. Bunu
oncelikli olarak diyafizial bdlgede vaskuler dokunun perikondriumdan kikirdak
dokusuna infiltrasyonu ve osteoprogenitér hicrelerin kikirdak dokuya tasinmasi
izler. Bu yolla ayni zamanda ileride kemik iligini olusturacak htcreler de kikirdak
dokuya tasinmaya baslanir. Es zamanli olarak hipertrofiye kondrositlerde planlanmis
hiicre 6lumi (apopitoz) goézlemlenirken, osteoprogenitér hicreler de osteoblastik
hlcrelere degisim gdstermeye bagslarlar. Ortaya ¢ikan apopitotik hicre yapilari kemik

matriksinin mineralizasyonunda 6nemli rol oynarlar.

3.4. Endokondral Kemik Gelisimini Etkileyen Baslica Faktorler

Yukarida da Ozetle bahsedildigi gibi, kikirdak dokuda proliferasyon ve
hipertrofi mekanizmalari bir denge icinde c¢alismak zorundadir. Bu dengenin
saglanmasinda pek c¢ok blyume faktorl, hormon, sitokin ve hiicre sinyal
mekanizmas! rol almaktadir. Bunlar arasinda “fibroblast growth faktor” (FGF)’ler
(14, 61), ostrojen, tiroid hormonu ve triiyodotironin (T3) gibi hormonlar (4, 28),
“transforming growth faktor-f1” (TGF-B1) (44, 50), sinyal molekdlleri “Indian
Hedgehog” (lhh) (17) ve “paratiroid hormon-related peptide” (PTHrP) (1, 24), anti-
apopitotik faktorlerden Bcl-2 (36, 57), ayrica “Tumor Necrosis Factor” (TNF) (60)
ve p53-tumor baskilayici genler grubundan p63 (63) baslicalaridir. Epifiz plag
bolgesinde (Sekil-5) FGF’lerin etkisi ile kikirdak htcrelerinin proliferasyonlarinda
azalma ve degisime ugrayarak matire ve hipertrofiye olma hizlarinda artis goraldigu
tesbit edilmistir (16). insanlarda FGF reseptorlerinde (FGFR) goriilen mutasyonlarin

yol acgtigi en ciddi klinik tabloyu “dwarfizm ” olgulari olusturur.

Ornegin, FGFR3’lin transmembran bolgesine 6zel olan ve glycin’in arginin’e
donisuminl saglayan, 380 numarali amino asit’te meydana gelen mutasyon
“Achondroplasia” olgularinin %95’lik bir cogunluguna yol acar (14, 61, 16). Diger
taraftan, FGFR1’de gérilen mutasyonlarin ekstremite defektleri ve kranial stturlerin
erken kapanmasi (Craniosynostosis) ile karakterize “Pfeiffer” sendromuna yol actigi

gosterilmistir (16).
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Diger bir énemli faktor 6strojen hormonudur. Basta 6strojen olmak lizere sex
hormonlart da prolifere olan kondrositlerin matire ve hipertrofiye olmalarini
hizlandirir (28). Yapilan calismalar T3 hormonunun da gelisen kemiklerin epifiz
plaklarinda hipertrofiye kondrositlerin kolumnar organizasyonlarinda 6nemli rol

oynadigini gostermistir (4).

Ayrica, T3 hormon eksikligi gorilen hipotiroidizm olgularinda, kemiklerin
epifiz plagr bolgelerinde mekanik dis etkilere karsi dayaniksizlik gelistigi
gozlemlenmistir (35). Diger taraftan TGF-B1’in ise kondrosit proliferasyonunu
indUkleyici oldugu saptanmistir (44, 50). Dolayisi ile bu iki faktériin denge icinde
calisan mekanizmalardan biri oldugu olasiligi son dénemde taraftar toplayan bir

hipotezdir.

Diger bir denge mekanizmasi Ihh ve PTHrP arasindaki negatif geri besleme
yolu ile ortaya konmustur (59). Post- mitotik ve pre-hipertrofik kondrositler 6zel
olarak Ihh salgilayan hiicrelerdir. Ihh ise proliferatif bolgeden hipertrofik bdlgeye
gecis gosteren kondrosit sayisini  kontrol eden PTHrP salgilanmasini uyarir.
Mekanizma doyuma ulastiginda PTHrP’in Ihh salgilanmasi lzerindeki inhibe edici
negatif geri besleme etkisi, ilave kondrositlerin hipertrofik bolgeye girislerini ve
takip eden apopitozlarini 06nleyecektir. Diger sayillan TNF, Bcl-2 ve p63

molekdllerinin de apopitotik yolda 6nemli rol oynadiklari goésterilmistir (58, 63).

Ozetle, yukarida bahsi gecen mekanizmalar yolu ile ekstremitelerin
kemiklerinde epifiz plagr adi verilen ve prolifere olan kondrositleri, matilre
kondrositleri ve hipertrofiye kondrositleri igeren, diyafiz-epifiz birlesim noktalarinda
uzunlamasina gelisim saglanir. Perikondrium ossifiye olarak yerini periost’a birakir.
Kondrositler diyafize dogru hipertrofiye olarak ilerler ve matriks kalsifikasyonu ve
mineralizasyonu, bu hicrelerin yerlerini kemik dokuya birakmalari ile sonlanir.
Epifiz plaklari da ossifiye olduklarinda kemiklerde boy uzamasi durur. Ekstremite
uzun kemiklerinin yani sira aksiyal ve pelvik kemikler de endokondral kemiklesme

yolu ile gelisen iskelet yapilardir.
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Sekil-1: Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme.
Uzun kemiklerde endokondral kemiklesme. (A’-H’) Endokondral kemiklesme

stirecinde 6nemli yeri olan kondrogenez mekanizmalarinin sematik gdésterimi (16).
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4. IN VITRO HUCRE KULTUR SISTEMLERINDE KONROGENEZ
FAZLARININ BASLICA BELIRLEYICILERI

Genel olarak 0Ozetlemis oldugumuz bu endokondral kemiklesme
mekanizmasl, canl fare, sican ve tavuk embriyo sistemlerinde yapilmis pek c¢ok
calismanin yani sira, 6zellikle MKH’leri de igine alan pek cok in vitro kiltur siste
minde de detayh olarak molekuler diizeyde incelenmistir (3, 20, 21, 22, 37, 41, 51,
57). Bu in vitro model sistemlerin MKH’lerin kondrojenik degisimi suresince en sik
kullanilanlarindan birisi de ¢okelti hiicre kultlr sistemi (pellet culture system) olarak
bilinmekte olup, bu ¢alismada da kullanmis oldugumuz in vitro kondrogenez hiicre
kaltdr modelidir. Trabekuler kemik, uygun mikro c¢evre kosullari olustugunda
osteoblast, kondrosit, adiposit veya miyosit gibi ¢cesitli mezenkimal hiicre dizinlerine
donusebilen heterojen bir 6ncil hicre populasyonu icerir. Bu multipotent
mezenkimal kok hicrelerin (MKH) in vitro kondrojenik degisimleri, hiicre ¢okelti
kalturlerinde veya (¢ boyutlu koruyucu biyomateryaller tzerinde ve genellikle
transforme edici biylime faktorlerinden (TGF-B1, TGF-B2, TGF-f3 veya kemik
morfogenetik proteinleri, BMP’ler) birisinin uyarici etkisi altinda gerceklestirilebilir.

Bu in vitro ¢alismalarda, siralamis oldugumuz:

1- Mezenkimal proliferasyon,

2- Mezenkimal yogunlasma,

3- Kondrojenik degisim,

4- Kondrosit matlrasyon ve hipertrofisi,

5- Programlanmis hicre 6lima (apopitoz),
basamaklar zinciri mekanizmalarini cesitli molekuler belirleyiciler ile birbirlerinden
ayirt etmek ve incelemek mumkindir (Sekil-2). Bu molekiler belirleyicilerden
baslicalari su sekilde 6zetlenebilir:
Kollajen Tip 1I: mRNA veya protein dizeyindeki tesbiti prematiire kikirdak
dokusunda kondrojenik degisimin gerceklesmis oldugunu gosterir (56). Gerek
proliferasyon gerekse yogunlasma donemlerindeki degisim gecirmemis mezenkim

hlcreleri ise kollajen tip Il negatiftirler.
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‘ _IN VITRO KONDROGENEZ
(MIKRO-KUTLE HUCRE KULTURU VE KONDROGENEZ)
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¢cogalma

N-Cadherin (-)
Kollajen Tip II (+)
Protecglikanlar (+)
Alcian Mavisi (+)

Kollajen Tip X (+) ‘-\ |
Alkalen Fostataz (+)

Mineralizasyon (+)
Programlanmis Hiicre Oliimii (+)

Sekil 2: Mezenkimal kok hiicrelerde in vitro kondrogenez
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Alcian Mavisi Boyamasi: Alcian mavisi boyasi 6zel olarak kondrojenik degisime
ugramis hiicrelerin ECM igerisine salgilamakta olduklari proteoglikanlari mavi renge
boyar (33). Prekondrojenik doku bu boyayi tutmaz.

Kollajen Tip X: Sadece hipertrofiye ugramis olan kondrositler tarafindan ECM’e
salgilandigi icin mMRNA veya protein dlizeyindeki tespiti matiirasyon ve hipertrofi
fazina 6zeldir (22, 37, 13).

Endokondral kemik gelisiminde rol oynayan kontrol mekanizmalarinin gerek
in vivo gerekse in vitro model sistemler kullanilarak hangi asamada fonksiyon
gosterdiklerinin  tespitinde, yukarida saydigimiz  molekiler belirleyicilerdeki

kantitatif degisiklikler temel kriterler olarak alinmalidirlar.

5. KONDROGENEZ VE NATRIURETIK PEPTID SINYAL YOLLARI
Yukarida detayh olarak olusum sirasi verilen embriyonik kikirdak gelisimi ve
takip eden endokondral kemiklesme basamaklar zinciri, pek cok genetik ve

molekiler faktdrin kontroli altindadir.

Bunlar arasinda growth faktorler grubundan olan TGF-flve FGF grubu
proteinler, bu growth faktorlerin etki mekanizmalarinda rol alan catenin, small
mothers against decapentaplegic (SMAD) ve mitogen activated protein kinase
(MAPK) grubu proteinler, Hox, Sox, Engrailed (En) ve “Lef-1" gibi transkripsiyon
faktorleri ve Wnt grubu sinyal molekdlleri basta gelen kontrol mekanizmalarini
olustururlar. Kikirdak dokunun ileride kemik dokuya yerini birakacagl uygun form
ve vyapisini saglayan, tum bu molekdllerin  bir uyum igerisinde calisarak
yonlendirdikleri 6zel hucreler arasi iliskiler, hicre-matriks iliskileri ve 6zel gen

ekspresyonlaridir.

Son doénemde tanimlanmis ve endokondral kemik gelisimi strecinde etkili
oldugu dustnulen 6nemli bir diger kontrol mekanizmasi da C tipi natritretik peptid
(CNP) ve reseptori, natriliretik peptid reseptor-B (NPR-B)’dir. Onemli bir ciicelik
grubu olan akromezomelik displazi NPR-B reseptorinun fonksiyon kaybina yol agan

mutasyonlari sonucu ortaya ¢ikar. NPR-B ile ilgili bu bilgi oldukca yeni olup (5),
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bulunusu akromezomelik displazi’nin bir alt grubu olan akromezomelik displazi
maroteaux tip’li (AMDM, OMIM no. 602875) hastalarin kendilerinden ve saglikli
aile bireylerinden elde edilen DNA d&rneklerinin baglanti analizi (linkage analizi) ve
bu analiz sonrasi elde edilen bilgiler dogrultusunda insan 9. kromozomu (zerindeki
ilgili lokus (9p13-q12) bdélgesinde yer alan aday genlerin sekanslarinin taranmasi
sonucunda elde edilmistir (5, 23, 27).

AMDM (36) otozomal cekinik gecis goOsteren bir dwarfizm tiri olup,
genellikle dogum boy ve agirhiklari normal sinirlarda olan kisilerin dogumu takip
eden 1. yil sonunda yasitlarina gore kisa kalma egilimi gosterdigi ve 2. yil sonunda
ise tipik radyolojik bulgulari ile kesin tani koyulabilecek hale geldigi, uzun
kemiklerde ve vertebralarda sekil bozukluklari, 6zellikle ekstremite orta ve distal
uzun ve tubtler kemiklerinde kisalik ve epifiz biyume plaklarinda abnormaliteler ile
karakterize bir patolojik durumdur (5, 19, 23, 27). ilgingtir ki AMDM tanisi konmus

kisilerde buglne kadar tutulum gérilmis olan tek sistem iskelet sistemidir.

5.1. Genel Olarak Natrilretik Peptitler ve Reseptorleri

5.1.1. Natriuretik Peptid Ailesi

Natritretik peptidler birbirleri ile yapisal benzerlik gosteren ancak genetik
olarak farkli hormonlardir. Bir kismi parakrin faktorler olarak da bilinen bu
peptidiler: kan hacmi, kan basinci, ventrikil duvar kalinligi, pulmoner tansiyon, yag

metabolizmasi, ve uzun kemiklerde biyume Gzerine etkilidirler (49).

Bilinen 3 Klasik tipi vardir (Sekil-3):
1- Atriyal natritretik peptid (ANP),
2- B-tipi natriuretik peptid (BNP),
3- C-tipi natritretik peptid (CNP).

Fizyolojik arastirmalar insanda kalp ve bobrek arasindaki baglantiyr uzun
zaman 6nce ortaya koymustur. ilk olarak De Bold ve arkadaslari (12) tarafindan
sicanlarda atriumlara intraventz olarak enjekte edilen bir homojenatin renal sodyum

ve su bosaltimini arttirarak, kan basincini hizla disurdgi gosterilmistir. Bu gelisme
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sonrasinda atrial dokudan, hem natritiretik etkisi hem diz kas gevsetme aktivitesi
olan peptidler pirifiye edilmis ve degisik calismalarda bu peptit atrial natridiretik
faktor, kardionatrin, kardiodilatin, atriopeptin ve atrial natritretik peptit (ANP)
olarak isimlendirilmistir (12). Bu son tanimlama bugiin en sik kullanilandir. ilerleyen
yillarda natritiretik peptit ailesinin diger Gyeleri olan beyin natriliretik peptit (BNP; B
tip natritretik peptit) ve C tipi natritiretik peptit (CNP) de sirasi ile domuz beyin

ekstratlarindan ve onlarin gevsetebildigi duz kaslardan purifiye edilmislerdir (45).

Bitiin natriiiretik peptidiler prehormon olarak sentezlenir (Sekil-7). insan
preproANP’si 151 aminoasit uzunlugundadir. Aminoterminal bolimu ayrilmasi
sonucu olusan 126 aminoasitli proANP atrial granullerde depolanan predominant

formdur.

Natritretik peptidler birbirleri ile yapisal benzerlik gosteren ancak genetik
olarak farkli hormonlardir. Bilinen 3 tipi vardir. 1) Atriyal natritretik peptid (ANP)
2) B-tipi natridretik peptid (BNP) 3) C-tipi natritretik peptid (CNP) (49).

ANP primer olarak atrial grantllerde depolanir ve eksprese edilir, fakat distk
konsantrasyonda ventrikil ve bobrek gibi dokularda da bulunur. ANP salinimi igin
birincil uyarici intravaskiler volim artmasi sonucu atrium duvarinin gerilmesidir.
Sekrete edilen ANP 6nce koroner sintise perflize olur, gercek endokrin davranisla
cesitli hedef organlara ulasir. Ayrica endotelin, angiotensin, arginin-vazopressin,
ANP salinimini uyaran faktorlerdir. insan ANP geni 1. kromozomun 1p36.2

lokusunda bulunur ve ¢ exon icerir.

B-tip natritretik peptid esas olarak domuz beyin ekstratlarindan purifiye
edilmistir. Sonradan insanlarda veya hayvanlarda konjestif kalp yetersizligi veya
miyokardial enfarktls gibi kardiyak stres altinda iken ¢ok ylksek konsantrasyonda
kalp ventrikullerinde bulunmustur. BNP bir kardiyak hormondur ve normal yetiskin
kalbinde ventrikillerden sekrete edilmektedir (6, 15). BNP 134 aminoasitli
preprohormon olarak sentezlenir. Sonra bir parca ayrilir ve 108 aminoasitli

prohormon haline gelir. Ardindan, bilinmeyen bir proteazla kesilmesi sonucu 76
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amino asitlik amino-terminal inaktif fragman ve 32 amino asitlik karboksil-terminal,

biyolojik aktif peptid’e ayrilr.

BNP, atrial granillerde ANP ile birlikte depolanir; ama ventrikiler
granillerde depolanmaz. BNP yapimi asiri volim ylklenmesi sonucu kardiyak
duvar gerilmesi ile regile edilir. Nukleer transkripsiyon faktér, GATA4 bu olgunun
duzenlenmesinde dominant rol oynar. Saglikli bireylerde plazma konsantrasyonu
yaklasik olarak 3.5 pg/ml veya ANP’nin onda biridir. Buna karsin, konjestif kalp
yetersizligi olan hastalarda plazma BNP konsantrasyonu 200-300 kat yikselir,
boylece BNP plazma konsantrasyonu kardiyak stresin ideal indikatoridir. Birgok
calisma BNP seviyesinin yikselmesi ile kotu prognozun korele oldugunu

gostermektedir.

Sonug olarak gerek ANP gerekse BNP esas olarak natriiirezi ve kan basincini

regule eden kardiyak hormonlar olarak ayirt edilmislerdir.

Diger taraftan sundugumuz calismamizin da énemli bir bolimund olusturan
CNP pek cok farkli dokuda eksprese edilir. Bunlar arasinda bagslicalari kikirdak,
kemik, beyin, endotel, diiz kas ve kalp olarak siralanabilir (49).

Tipik olarak sentezi sonrasi paketlendigi hicre ici sekresyon granillerinde
depolanmaz, hemen sekrete edilir. Endotel hiicre kiltirlerinde sekresyonu TNF-a ,
TNF-B, IL-1 ve stres tarafindan uyarilir, instlin tarafindan da suprese edilir.

insan proCNP’si 103 aminoasit icerir ve intracelliiler endoproteaz furin’le in

vitro isleme tabi tutularak olgun 53 aminoasitli peptide donlstugu gosterilmistir.

Bazi dokularda CNP-53 bugin icin bilinmeyen bir enzim tarafindan
bolinerek aktif peptid olan CNP-22’ye donusturulir. CNP-53 beyin, endotel hiicresi
ve kalpte major form iken; CNP-22 insan plazmasi ve cerebral-spinal sivida

predominanttir.
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Fare ve insanda natritretik peptid genlerinin mutasyonlar ile inaktivasyonu
sonucu gorilen baslica fenotipler sunlardir (45 ):

1- ANP mutasyonlarinda hipertansiyon ve kardiyak hipertrofi,

2- BNP mutasyonlarinda ventrikiler fibrozis,

3- CNP mutasyonlarinda ise dwarfizm gortlmektedir.

Son doénemde natritretik peptidlere benzerligi ile dikkat ceken iki farkh
sinyal peptidi daha tanimlanmistir. Bunlardan ilki ilk olarak kemikte bulunmus ve
osteocrin olarak adlandirilmistir. Diger peptid ise ilk olarak kas dokusunda bulunmus
ve musclin olarak adlandirilmistir. Ancak bu iki peptid ile ilgili calismalar oldukca
yenidir (45).

5.1.2. Natriuretik Peptid Reseptorleri

Natritiretik peptidlerin bilinen i farkh reseptorii vardir (Sekil-4). ik ikisi
[Nartitretik Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)]
transmembran guanil siklazlar olarak islev goriur ve uyarildiklarinda cGMP sentezini
katalizlerler. Uglincii reseptér (NPR-C, NPR3) ise hiicre ici enzimatik aktiviteden
yoksun olup, her Gi¢ NP’in lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Gstlenir.

Natritiretik peptidlerin bilinen ti¢ farkli reseptori vardir. ilk ikisi [Nartitiretik
Peptid Reseptor-A (NPR-A, GC-A, NPR1) ve NPR-B (GC-B, NPR2)] transmembran
guanil siklazlar olarak islev gorir ve uyarildiklarinda cGMP sentezini katalizlerler.
Uclincii reseptdér (NPR-C, NPR3) ise hiicre i¢i enzimatik aktiviteden yoksun olup,
her G¢ NP’in lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Gstlenir (49). Natriuretik
Peptidlerin bu reseptorlere baglanmalari ile hiicre ici fizyolojik etkileri tg farkli
cGMP baglayan protein grubu tarafindan yonlendirilir. Bunlar: cGMP-bagimli
protein kinazlar, cGMP ile yonlendirilen fosfodiesterazlar ve ¢cGMP bagimli iyon
kanallaridir (Sekil-5).

5.1.2.1 Natriuretik peptid reseptor A

insan ve sicanlarda, NPR-A mRNA’sI en fazla bébrek, adrenal bez, terminal

ileum, yag doku, aort ve akcigerde eksprese edilir. NPR-A’nin natritretik peptidlere
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Sekil-5: Natritretik Peptidlerin hiicre ici fizyolojik etkileri (49).

Natritretik Peptidlerin hicre ici fizyolojik etkileri t¢ farkli cGMP baglayan protein
grubu tarafindan yonlendirilir. Bunlar: cGMP-bagimli protein kinazlar, cGMP ile

yonlendirilen fosfodiesterazlar ve cGMP bagimli iyon kanallaridir (49).
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afinitesi sirasi ile: ANP=BNP>CNP seklindedir.

5.1.2.2. Natritretik peptid reseptér C (Natritretik peptid clearance
reseptor)

NPR-C mRNA'’sI bagslica atrium, mezenter, plasenta, akciger, bobrek, venoz
doku, aort diz kasi, aortik endotelial hiucrelerde ve kikirdak ve kemikde bulunur.
Hicre ici guanil siklaz enzimatik aktivitesinden yoksun olup, her (¢ natriliretik
peptid’in lokal konsantrasyonunu ayarlayan bir rol Gstlenir. NPR-C’nin natritretik
peptidlere afinitesi, insan ve sicanlarda sirasi ile: ANP>CNP>BNP seklindedir.

5.1.2.3. Natriuretik peptid reseptor B

NPR-B’nin beyin, adrenal gland, uterus gibi birbirinden farkli pek cok
dokuda varhgi gosterilmistir (53). Ancak mevcut literatur bilgileri bu proteinin ana
gorevinin iskelet sistemi gelisimi ile ilgili oldugunu dusundirmektedir (5). AMDM’li
hastalarda da iskelet sistemi bulgularina eslik eden nérolojik defektler ve bozukluklar
veya anormal kan basinci dizeyleri gibi problemlerin gorilmemis olmasi bu

duslinceyi desteklemektedir.

NPR-B’nin natritretik peptidlere afinitesi sirasi ile: CNP>> ANP= BNP
seklindedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi NPR-B’nin iskelet sistemi gelisimi izerine
olan etkileri ve bu etkilerin mekanizmalari tam olarak bilinmemekle birlikte, bu
reseptorin ana liganti olan C tipi natritiretik peptid’i (CNP) veya bu reseptdrin
ikincil habercilerinden birisi olarak gorev gordugu dustinilen cGMP-bagimli protein
kinaz Il (cGKII) sinyal yolunu hedef alan ge¢cmis calismalar bize bu konuda isik
tutmaktadir. Fare modelinde yapilmis calismalar CNP’den yoksun farelerde
dwarfizm (9), genomlarina CNP transferi yapilmis ve bu proteini normalden daha
fazla Ureten farelerde ise uzun kemiklerde boy uzamasi gerceklestigini (9, 66)

goOstermistir.

Fare ve sican tibialari kullanilarak yapilmis organ kultirlerinde ise CNP’nin

kondrosit proliferasyonunu ve hipertrofisini arttirdigr gosterilmistir (38, 64). Yine
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son donemde yayinlanan bir ¢calismada CNP’nin matriks sentezini arttirarak FGFR-3
mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfizmi engelledigi gosterilmistir (66). CNP,
NPR familyasindan NPR-B’nin yani sira NPR-A vel/lveya NPR-C’ye de
baglanabilmekte ve bu reseptorlerden 6zellikle NPR-C’de epifiz buyime plaginda

eksprese edilmektedir (5).

Diger taraftan Linkoln ve Cornwell (34) NPR-B’nin CNP ile aktivasyonu
sonrasi cGMP ile etkilestigini ve cGMP bagimli protein kinazlari aktive ettigini
gostermislerdir. Bu baglamda farkli amagla hazirlanmis bir cGKII (insanlarda
PRKG2 genine karsilik gelmektedir) defektli fare modelinde dwarfizm gdzlenmis
olmasi da anlamli bir bilgidir (48). cGKII knock-out farelerde epifiz plagi terminal
hipertrofi bélgesinde heniiz degisimlerini tamamlayamamis kondrositlerin bir y1gilim
olusturduklari gosterilmistir (48). Ancak CNP knock-out farelerde ayni bulgunun
bulunmayisi ise NPR-B’nin endokondral biytmeyi hem cGKIl bagimh hem de
cGKIl  bagimsiz sinyal yollarinin  timdnd  kullanarak  regile  ettigini
dustindurmektedir (39).

Son olarak, NPR-B proteini fonksiyonel haployetersizligi
(haploinsufficiency), ki bu durum AMDM go6zlenen hastalarin tasiyict anne ya da
babalarinda goérilmektedir, normale gore dwarfizm diizeyinde olmayan boy kisaligi
ile karakterizedir (5).

Tum bu bilgiler 1siginda NPR-B’nin endokondral blyume uzerine olan
etkilerinin ve hicre disi sinyallerin bu biylimenin hangi evresinde ve hangi
mekanizmalar ile hicre icine tasinarak ne gibi degisikliklere yol actiginin
belirlenmesi blylk dnem tasimaktadir. Bu arastirmadan elde edilecek yeni bilgiler
oldukga kompleks bir reguilasyonu olan endokondral biylime biyolojisinde yeni

yaklasimlarin yapilabilmesini saglayacak niteliktedir.
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6. HIPOTEZ VE CALISMANIN AMACI

Onceki calismalarda, insan trabekiiler kemik kokenli MKH'lerinin gerek
CNP'yi gerekse bu ligantin reseptorii olan NPR-B'yi endojen olarak eksprese ettigi
gosterilmistir.  CNP ile zenginlestirilmis kondrojenik degisim ortamlarinda
MKH’lerden gelisen kikirdak dokusunda gerek glikozaminoglikan sentezi gerekse
maturasyon ve hipertrofi yoninden artis gosterilmistir. Dolayisi ile MKH’lerin CNP
sekresyon yetileri, bu hucreleri bahsi gecen iskelet sistemi displazilerinde

kullanilabilecek olasi bir tedavi yontemi olarak glindeme getirebilir.

Hipotezimizi test etmek icin sican gelisim modeli kullaniimistir. Once normal

sican gelisim parametreleri 14 haftalik surecte takip ve analiz edilmistir.
Ardindan 7 gunluk sicanlardan diseke edilen tibialar organ kultirlerinde 21

gun sure izlenerek CNP’nin bu kemiklerin boyuna blyimesi (zerine olan direkt

etkileri ile MKH’lerden salindigi disunulen CNP’nin etkileri karsilastiriimistir.
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Potter LR et al., Endocrine Reviews, February 2006, 27(1):47-72; Olney RC, Growth
Hormone and IGF Research 2006, 16: S6-S14; Alan T and Tufan AC, Journal of
Cellular Biochemistry 2008, 105: 227-235; Tezcan B et al, Journal of Molecular
Histology 2010, 41: 247-258; Kocamaz E et al, Journal of Molecular Histology 2012,
43: 497-508’den ¢alismamiz icin adapte edilmistir. (3, 31, 45, 49, 55)



GEREC VE YONTEM

Bu calisma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
23.02.2011 tarihinde PAUHDEK-2011/009 numarasiyla arastirma projesi olarak

onay almistir.

1. Trabekiler Kemik Kékenli Sigan Mezenkimal Kok Hucrelerinin

izolasyonu ve Kiiltiire Edilmesi

Deneysel calisma, mezenkimal kok hicrelerin elde edilmesi icin 5 adet erkek
sicanla yapilmistir. Sicanlarin tamami ¢alisma surecinde oda isisinda (23°C), %60
nem ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanhk siklusu bulunan laboratuar kosullarinda
takip edilmis ve sicanlarin istedikleri kadar yem ve suya erismeleri saglanmistir.

1.1. Deneysel Uygulama

Bu deneyde kullanilan batiin kimyasallar Sigma Kimyasallarindan (St. Lois.
MO) temin edilmistir. Erkek olan 5 adet sigan sakrifiye edildikten sonra siganlarin
femur medullasindan alinan trabekdler kemik parcalari antibiyotik (250 pl penisilin —

streptomisin) ve 50 ml DMEM iceren santrif(ij tlplerine alinmistir.

DMEM ile 4-5 yikama sonrasinda 50 ml DMEM, 250 pl penisilin-
streptomisin, 0.5 ml esansiyel aminoasit ve 0.045 gr kollajenaz (Worthington,
Lakewood, NJ, A.B.D) 20 um capinda filtrelerden (Falcon, Franklin NJ, A.B.D)
gecirilerek hazirlanmistir. Kemik yiizeyi hlcresel materyalden temizleninceye kadar

37 °C’de, %5 CO>’li ve nemli inklbatorde 3-4 saat sure ile bekletilmistir.

Kemik parcalari 4-5 kez %0.9’luk sodyum Klor(r ile yikanmistir. Enzimatik
yikimin durdurulmasi icin %10 fetal bovine serum (FBS) (Atlanta Biologicals,
Atlanta, GA, A.B.D) kullanildi. 0.5 ml glutamin, 0.5 ml esansiyel aminoasit, 250 pl
penisilin-streptomisin ile 45 ml DMEM igeren tam besiyeri hazirlanmistir.

Kemik parcalari tam besiyeri iceren kuiltir plakalarina ekilmistir. Her 3-4

glinde bir besiyeri taze hazirlanmis besiyeriyle degistirilmis, hucrelerin trabekuler

kemik fragmentlerinden migrasyonlari ve ardindan ¢ogalmalarina bakilmistir. Kiltdr
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plakalarinda hicreler %80’lik bir yogunluga eristiginde %0.25’lik tripsin iceren
EDTA soltsyonu kullanilarak kiltur plaklarin tabanina yapismis olan hicrelerin

kalkmasi saglanmistir.

1.2. Trabekuler Kemik Kodkenli Sigan Mezenkimal Kék Hucrelerin
Karekterizasyonu

MKH’in temel 6zelliklerinden birisi de kondrojenik, adipojenik ve osteojenik
yonde degisim gosterebilme 6zelligidir. Bunu gosterebilmek icin asagida da

anlatildigi gibi uygun besiyerleri ve boyalar kullaniimistir.

1.2.1. Osteojenik Ve Adipojenik Tek Tabaka Kulturlerin Farklilasmasi

Osteojenik ve adipojenik farklilasma icin 1.5x10° hiicre/ ml yogunlukta
hiicreler her bir kuyucuk icin 5x10% hiicre/cm? olacak sekilde bazal medium ve
penisilin streptomisin iceren besiyeri uygulanarak 6 ve 12 kuyucuktan olusan
plakalara ekilmislerdir. Yogun tek tabaka kultlrlerin osteojenik farklilasmasi
osteojenik uyarici ile wuyarilirken, adipojenik farklilasma adipojenik uyarici
kullanilarak aktive edilmistir. Osteojenik ve adipojenik uyaranlar ilave edilmeyerek
kontrol gruplari olusturulmustur. Osteojenik uyari 3 hafta, adipojenik uyari 2 hafta
uygulanmistir. Kltirler %95 hava ve %5’lik karbondioksit basincinda, 37°C’de

inkibasyona birakilmiglardir. Her 3 glinde bir mediumlar degistirilmistir.

1.2.1.2. Oil Red O Boyama Solusyonu
100 ml izopropanol igine 0.5 gr Oil Red O boyasi (Zymed) eklenmistir.4 saat
cam sisede kanistirilmistir. Kurutma Kagidi kullanilarak boyanin filtre edilmesi

saglanmistir.
1.2.1.3. Fiksatif Solisyonu Hazirlama
%37’lik formaldehitden 11 ml, PBS’den ise 29 ml alinarak yaklasik %10’luk

fiksatif solisyonu hazirlanmistir.

1) Medyum tamamen kaldirildiktan sonra hicreler PBS ile yikanmistir.
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2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)
9)

Hicre yuzeyinin kurudugundan emin olduktan sonra %210’luk formaldehit
kullanilarak hicreler fiske edilmistir. 30 dakika beklenmistir.

Fikse edilmistir hiicreler 1-2 kez PBS ile yikanmistir.

Tamamen hicrelerin kuru olmasi hiicre yuzeyinde partikil olusmamasi igin
gerekli gorulmustar.

Hazirlanan Oil Red O boyama solisyonu ile hiicreler 1 saat inkiibe
edilmistir.

Boyama solusyonu hicrelerin Gzerinden alinip PBS ile 1-2 kez yikama
yaptimistir.

Hematoksilen Eosin ile hucreler zit boyanmis ve distile su ile boyanin
yikanmasi gerceklestirilmistir.

Adipojenik hiicreler mikroskop altinda gortntilenmistir.

Adipojenik kulttr PBS i¢inde saklanmistir.

1.2.1.4. Osteojenik Degisimin Alizarin Red S Boyanmasi ile Hiicre Analizi

1)
2)
3)

4)

5)

6)
7)

Medyum plakalarindan kaldirildiktan sonra PBS ile 1 kez yikanmistir.
Hicreler %4’lik formaldehit soltsyonu ile 30 dakika fiske edilmistir.
Fiksasyondan sonra 2 kez distile suyla yikama yapildiktan sonra %2
Alizarin Red S ( Zymed) boyama soliisyonuna (PH4.2) 2-3 dakika maruz
birakilmistir.

Alizarin Red S boyasi 3 kez distile su ile yikanmistir.

Hematoksilen Eosin ile zit boyama yapilmis ve distile su ile boyanin
yikanmasi gercgeklestirilmistir.

Osteojenik hiicreler 151k mikroskobu altinda goruntilenmistir.

Osteojenik kalttr PBS icinde saklanmistir.

1.3.Yuksek Yogunlukta Pellet Kultirlerin Kondrojenik Farklilasmasi

Kondrojenik farklilasma icin kondrojenik farklilasma besiyeri hazirlanmistir.

Alikuatlanan hicreler 0.5 ml mediumda 15 ml polyprolen tiplerde 5 dakika 500 q’de

santriftjlenerek pellet kalturler olusturulmustur. Kondrojenik farklilasma 10 ng/ml

transforming growth factor-f1 (TGF-B1) ilavesi ile uyariimistir. C-Tipi Natritretik
Peptid (CNP) 10°M, 10"M, 10®M konsantrasyonunda hazirlanarak, TGF-B1 ilavesi
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ile uyarilmis gruplara ilave edilmistir. Kilttrler %95 hava ve %5’lik karbondioksit
basincinda, 37°C’de inklbasyona birakilmislardir. Her 3 glnde bir mediumlar

degistirilmistir.

1.3.1. Kondrojenik Degisimin Alcian Mavisi Boyanmasi ile Hiicre Analizi

Tek tabaka kulttrlerin idamesi surecinde, 5-10-15 ve 20. gunlerde secilen
kalturler besiyerinden arindirthp, PBS ile yikanmistir. Ardindan 30 dakika oda
sicakliginda %10’luk paraformaldehid ile fiske edilen kaltirler tekrar PBS ile
yikanmistir. Fiksasyonlari tamamlanan kulttrler bir gece boyunca, oda sicakliginda,
PH’1 1.0 olan (37) Alcian mavisi (Sigma) boyasi ile boyanmis, kiltirler PBS ile
yikama sonrasi rutin histolojik takip; alkolden gecirme (sirasiyla, %70, %80, %95,
%100) ksilen, parafine ggmme ve bloklama islemlerine tabi tutulmuslardir. Boyama
icin 10 um’lik kesitler alinmistir. Dokular bir gece etlivde bekletildikten sonra yarim
saat ksilene maruz birakilmistir. Ardindan sirasiyla 10 dakika deparafinizasyon (
%100, %95, %80, %70’lik alkol) 5 dakika su ile yikama en az 1 giin alcian mavisi
boyama-yikama-kurutma ve kanada balzami ile kapatma islemleri dokulara

uygulanmistir.

1.4. Akim Sitometri Analizi

Bu analiz, Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Arastirma ve Uygulama
Merkezinde yapilmistir. 3. Pasaj (P3) asamasndaki hucreler besiyeri icerisindeki 1x
10° hiicre/ml yogunlukta siispansiyon haline getirilmistir. Akim sitometri analizi,
FACS Calibur (BD Biosciences, San Diego, USA) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuclarin analizi, Cell Quest (BD Biosciences) yazilim
programi ile 61U hiicreler dislanarak gerceklestirilmistir.

Sigan kemik kokenli mezenkimal koék hticrelerin immin fenotiplendirmesi su
antikorlarla gergeklestirilmistir.

CD29 (integrin- B1 zinciri; FITC)

CD45 (Protein tirozin fosfotaz, reseptor tipi, C/PTPRC/I6kosit) genel
antigeni/ hematopoetik koken igin hicre belirteci; FITC)

CD54 (ICAM-1; PE)

CD90 (Thy-1/Thy-1; FITC)
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FITC)

MHC class Il (Temel doku uygunlugu kompleksi, hiicre yiuzey reseptor;

2. Tek Tabaka Kilttrlerde CNP ve NPR-B Varhginin Gosterilmesi
izole edilen mezenkimal kok hiicrelerde CNP ve NPR-B’nin protein

dizeyinde varliginin gosterilmesi icin imminohistokimyasal analizi yapilmistir.

Uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir.

a)

b)

c)

d)

9)

h)

ilkonce kilturler PBS ile yikama sonrasinda %10 soguk metanolle
buzdolabinda +4°C’de 10 dakika fikse edilmistir.

Daha sonra metanolin uzaklastirilmasindan sonra agik havada
kurutulmustur.

PBS ile tekrar yikanan hiicrelerdeki endogen peroksidaz aktivitesi %30’luk
H,0,: Metanol (1:9) karisimi ile 20 dakikalik uygulamayla ortadan
kaldirilmistir.

PBS ile yikanan htcreler, izerlerine ilave edilen serum bloklama sollisyonu
ile 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Hucreler Gzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari
dilusyonlar su sekildedir. CNP 1:50, NPR-B 1:50 oraninda PBS ile dilue
edilmistir.

Hucreler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele
edilmistir.

Tekrar PBS ile ile yikamasi yapilan hicrelere, biotinlenmis sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati
streptovidin (HRP-SA) 20 dakika kadar muamele edilmistir.

Hucreler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 60
dakika kadar muamele edilmistir.

Antigenin lokalizasyonunun daha iyi g6zlenmesi icin hiicrelere hematoksilen

(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapilmistir.
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CNP (H-115) ve NPR-B (H-80) tavsan poliklonal antikorlari Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) firmasindan temin edildi. Her
iki protein icin de pozitif kontrol, primer antikor basamagi atlanarak

gerceklestirilmistir.

3. Sicanlarin Biiyime Parametreleri ve Kemik Boy Uzunluklari Olguimii

Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Birimi Binyesinde yetistirilen
Wistar Albino tipi sicanlardan dogumlarini takip eden 3. haftadan baslamak tzere 14.
haftaya kadar her dogum haftasinda 3 disi, 3 erkek olmak (zerinde blyime
parametreleri olarak kabul edilen sirasi ile biparietal (BP) uzunluk, nazo-oksipital
(NO) uzunluk, Nazo-anal (NO) uzunluk, nazo-kuyruk (tail) uzunluk élcumleri, viicut
agirhgi 6lcumleri ve alt, Ust ekstremite kemik boyu dl¢timleri gerceklestirilmistir. Alt
ekstremite olarak femur ve tibia uzunlugu, st ekstremite olarak humerus ve 6n kol

uzunlugu ol¢tlmastar.

3.1. Histolojik inceleme Asamasi

Sakrifikasyon sonrasi Uzerlerindeki yumusak dokulardan arindirilmis sigcan
femurlari  ve tibia’lart  fiksasyon sonrasi %210 formaldehit solusyonunda
bekletilmistir. Ardindan materyalleri dekalsifiye etmek icin %8’lik formik asit stok
solisyonu + % 8’lik hidroklorik asit sollisyonu esit oranda karistiritimistir. Kemik
dokudaki kalsiyum uzaklasincaya kadar solisyonda bekletilmistir. Materyaller su ile
yikanmistir. Materyallerin blytme plaklarini igine alan, uzun eksene paralel kesitler
olacak sekilde makroskobik kesitler alinmistir. Kesitler alindiktan sonra takip
asamasina gegcilmistir. %70, %80, %90, %100’lik alkol serilerinde 1’er saat
tutulmustur. Ardindan 2 saat ksilen soliisyonunda, 2 saat sivi parafinde bekletilmistir.
Bloklama isleminden sonra 5 p kalinh@inda kesitler alinmistir. 1 saat etlivde, 1 saat
ksilende bekletildikten sonra %100, %90, %80, %70 alkol serilerinde toplam 15
dakika bekletilmistir. Su ile yikanmistir. Hematoksilen boyasinda 3 dakika
bekletildikten sonra su ile yikanmistir. %21’lik asit alkol sollisyonuna batirilip
cikartilmistir. Tekrar su ile yikanmistir. Amonyakl suya (%21’lik) batirilip
cikartiimistir. Tekrar su ile yikanmistir. Eosinde 30 sn bekletilmistir. Su ile yikanma
sonrasinda %70, %80, %90, %100’lik alkol serilerinde 10-15 dakika tutulduktan
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sonra ksilende 10 dk bekletilmistir. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirilmistir.

Preperatlar mikroskobik olarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

3.2. immunohistokimyasal Boyama

Femur ve Tibia kemikleri histolojik takipten gecirildikten sonra hazirlanan

parafin kesitler Gizerinde CNP ifadesi iHK yéntem ile incelenmistir. Doku takip

yontemi tamamlanan femur ve tibia bloklarindan mikrotom cihaziyla 5 pm’lik

kesitler alinip, kesitler benmariya birakilmistir. Ardindan uygulanan protokol sirasi

asagidaki gibidir (Reaktifler igin Histostain-Plus kit kullaniimistir).

a)
b)

c)
d)

9)

h)

)

Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirilmistir.
Lam tasima sepeti etiivde 60 °C’de 1 saat bekletilmistir.

Ksilende, deparafinizasyon islemi igin 1 saat bekletilmistir.

Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser
dakika bekletilmistir.

Alkolden c¢ikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika PBS’de
birakilmistir. Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak isaretlenmistir.
Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, %30’luk H,O,:Metanol (1:9)
karisimi ile 20 dakikalik uygulamayla ortadan kaldiriimistir.

PBS ile yikanan Kkesitler, Gzerlerine ilave edilen serum bloklama
sollisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Kesitler izerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari
dilusyonlar su sekildedir: CNP 1:50, NPR-B 1:50 oraninda PBS ile dilue

edilmistir.

Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele

edilmistir.

Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati
streptavidin (HRP-SA) 20 dakika kadar muamele edilmistir.

39



k) Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edilmistir.

I) Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gbzlenmesi icin kesitlere hematoksilen
(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapiimistir.

m) Dokularin tzeri entellan ile kapatiimistir.

4. Serum NT- proCNP Diizeylerinin Ol¢imi
Wistar Albino tipi sicanlarin kan érnekleri, 3. haftadan baslayarak 14. haftaya
kadar intravendz yol kullanilarak toplanmistir. Uygulanan protokol sirasi asagidaki
gibidir.
a) Alinan kan ornekleri hemolize olmamasina 6zen gosterilerek, Falcon
tlplere konulmustur.
b) 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Pellet kismi atilmis stipernatan
kismi pipetle cekilmis ve eppendorf tuplere konmustur.
c) Ornekler 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
d) Orneklerin pellet kismi atilmis, stpernatan kismi pipetle cekilerek -80
°C’ye konulmuglardir.
e) Daha sonra toplanan serumlar 37°C’de c¢ozilmeye birakilmis, ELISA
yontemiyle (NT-proCNP-Kit, Biomedica, Wien-Austria) NT-proCNP

dizeyleri 6l¢ilmustar.

5. Sigan Tibia Organ Kulturu
Dogumu takiben 1 haftalik gelisimini tamamlayan alti adet sican sakrifiye
edilmistir. Daha sonra tibia kemikleri yumusak dokulardan 6zenli bir sekilde

ayrilmistir. Tibia kemikleri Kontrol, MSC ve CNP olmak (izere 3 gruba ayriimistir.

Gruplar:

1- Kontrol: Tibialar serumsuz DMEM iginde,

2-MSC grubu: Kaultir plaklari tabani doygunluga ulasmis MKH ile kapli ve
Uzerindeki tibialar serumsuz DMEM icerisinde, (MKH lerin CNP salgisi ile besi
yerinin ~ zenginlesip icerisinde buylyen kemiklere pozitif etki edecegi

ongorulmektedir.)
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3- CNP grubu: Tibialar serumsuz ancak 10”7 M konsantrasyonda CNP ilave edilmis

DMEM igerisine birakilmistir.

Her Ug¢ gruptaki platelerin igindeki besiyerleri guinasiri alacak sekilde
degistirilmistir. 21 glnin sonunda tibia kemikleri dekalsifiye edilmis ve histolojik
takipten gecirilerek kesitler alinmistir. Preperatlar mikroskobik olarak incelemeye

hazir hale getirilmistir.

istatiksel Analiz
Bu calismada elde edilen sonuclar bir 6n veri ¢alismasinin sonuclari olarak
degerlendirilmis olup, istatiksel anlamli sonu¢ elde edebilmek icin denek sayisinin bu

calismadakinden ¢ok artirilmasi gerektigi istatiksel gli¢ analizi ile tespit edilmistir.

41



BULGULAR
1. Buyume Parametreleri
Sicanlarin vicut agirhklar 3-14. haftalar arasi tartilmis ve ortalamalari
alinarak gosterilmistir. Vucut agirhklart 12. haftaya kadar kademeli olarak artis

goOstermis, 13. haftadan itibaren plato diizeyine ulasildigi izlenmistir (Sekil 7).

Sicanlarin biparietal (BP), nazo-oksipital (NO), ve nazokuyruk (NK)
uzunluklari 3-14. haftalar arasi 6l¢tilmis ve ortalamalari alinarak gosterilmistir.
Biparietal (BP), nazo-oksipital (NO), ve nazokuyruk (NK) uzunluklari 12. haftaya
kadar kademeli olarak artis gostermis, 13. haftadan itibaren plato dizeyine ulasildig
izlenmistir (Sekil 8).

Sicanlarin femur, tibia, humerus ve 6n kol uzunluklari 3-14. haftalar arasi
Olcilmis ve ortalamalari alinarak gosterilmistir Femur, tibia, humerus ve 6n kol
uzunluklari 12. haftaya kadar kademeli olarak artis gostermis, 13. haftadan itibaren
plato diizeyine ulasildigi izlenmistir (Sekil 9).

2. Sicanlarin Gelisim Sdrecinde Femur Epifiz Blyume Plaginda
Gozlenen Histolojik Degisiklikler

3 haftalik sicanin epifiz blyume plagi rezerve kikirdak, proliferasyon,
maturasyon-hipertrofi ve kemiklesme bdélgesinden olusmustur. 3. haftada sicanin
epifiz plaginin kalin yapida oldugu ve agiklik miktarinin fazla oldugu gérulmustir
(Sekil10- A).

5. ve 8. haftalarda epifiz blytme plagi kademeli olarak incelmeye baslamistir
(Sekil10- B ve C).

12. haftada epifiz buyume plagi oldukca incelmistir (Sekill0- D) ve 14.

haftada epifiz buylime plaginin kemiklestigi géralmustur.
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Sekil 7: Sicanlarin 3-14.hafta arasindaki vicut agirliklari dlguma.

Sicanlarin vicut agirliginin 12. haftaya kadar kademeli olarak artis gosterdigini 13.
haftadan itibaren plato diizeyine ulasildigi géralmastur.
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Sekil 8: Sicanlarin 3-14. hafta arasindaki biparietal (BP), nazo-oksipital (NO)
ve nazokuyruk (NK) uzunluklari.

Sicanlarin biparietal (BP), nazo-oksipital (NO) ve nazokuyruk (NK) uzunluklarinin
12. haftaya kadar kademeli olarak artis gosterdigini 13. haftadan itibaren plato

dizeyine ulasildigr gorialmastar.
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Sekil 9: Sicanlarin 3-14. hafta arasindaki alt ve Ust ekstremite dl¢ctiimleri.

Sicanlarin femur, tibia, humerus ve 6n kol uzunluklarinin 12. haftaya kadar
kademeli olarak artis gosterdigini 13. haftadan itibaren plato dizeyine ulasildigi
goralmastar.
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3. Serum NT- proCNP duzeylerinin dlgimu.

Epifiz blylme plaklarinin en kalin oldugu 3. haftada serum NT-proCNP
diizeyinin oldukca yuksek (56.75 + 1.428 pmol/l) diizeyde oldugunu, yas arttikca ve
epifiz plaklar1 kapandikca (stire¢ daha fazla kemiklesme yonine dogru kaydikca ve
kemik boyu uzadikca) serum NT-proCNP dizeylerinin kademeli olarak azaldi§i ve
14. hafta civarinda eriskin duzeylerine (4.25 £0.407 pmol/l) dustigu gosterilmistir
(Sekilll). Eriskin sicanlarda serum NT-proCNP dizeyi (4.1+0.958 pmol/l) olarak

bulunmustur.

4. Trabekuler Kemik Kokenli Sican MKH’lerin izolasyonu

5 adet sican femurundan alinan trabekiler kemik parcalari enzimatik
yikimdan sonra 100 mm lik petri plaklarina ekildi. Uzerine besiyeri ilave edilmistir.
7. gunde mezenkimal kok htcreleri petri kabinda mikroskobik olarak gorilmeye
baslamistir. 10. giinde migrasyon ve proliferasyon ile petri kabinda sayica
cogaldiklart goralmastir (Sekil12-A). 2. haftada sayilarinin arttigr (Sekil12-B) ve 3.
hafta sonunda da petri kabinin tamamen kok hicrelerle doldugu gorilmustir
(Sekil12-C).

4.1. Trabekuler Kemik Kokenli Sican Mezenkimal Kok Hucrelerin
Karekterizasyonu

Bu hicrelerin mezenkimal kok hiicreler oldugunu kanitlamak igin hicrelerin
degisim potansiyelleri gosterilmistir. Mezenkimal kdk hiicrelerin 3 ana 6zelligi; yag
dokuya donusebilmeleri, kemik dokuya donlsebilmeleri ve kikirdak dokuya

donusebilmeleri gosterilmistir.

Yag hucrelerine donustimiin gosterilmesi igin 2 haftalik inkiibasyon sonrasi
Oil Red O boyasi ile kirmizi renge boyanan hiicreler yag hucrelerine déntsimin
gerceklestigini gostermistir (Sekil13-A).

Kemik dokuya donustim icin 3 haftalik inkiibasyon ile Alizarin Red S boyasi

ile kalsifikasyon odaklarinin gorilmesi kemik dokuya donisumu gdéstermistir
(Sekil13-B).
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Sekil 10: Sigan femur epifiz biyime plaklarinin histolojik gérintisa.

3. haftada epifiz plaklarinin kalin yapida oldugu daha sonraki haftalarda kademeli
olarak incelmeye basladigi gozlemlenmistir.
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Sekil 11: Siganlarin serum NT- proCNP dizeylerinin 6lgima.

3. haftada serum NT-proCNP diizeyleri oldukca yiksek oldugu, daha sonraki
haftalarda epifiz plaklar kemiklesme yonune kaydikca kademeli olarak dizeylerinin
distligu ve 14. haftada eriskin diizeyine yakin seyrettigi gortlmustr.
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Kikirdak dokuya donisum ise besiyerine kondrojenik indukleyici olan TGF-
Bl verilmesi ve Alcian mavisi ile boyanmasi sonucu kikirdak matriksindeki

glikozaminoglikan sentezi gosterilmistir (Sekil13-C).

Elimizdeki hicrelerin mezenkimal kdk hiicrelerin karekteristik 6zelligi olan
her (i¢ ana hicre tipine donusebildiginin gosterilmesi Uretilen hiicrelerin mezenkimal

kok hiicre oldugu gostermistir.

4.2. Akim Sitometri Analizi

Akim sitometri genellikle mezenkimal kok hicre ve hematopoetik kok hiicre
belirtecleri icin kullantlir. Akim sitometri analizi, elde edilen hicrelerin mezenkimal
kok hiicre karekterlerini detayli olarak ortaya koymustur (Sekil13). izole edilen
mezenkimal kok hicreler CD29, CD90, CD54 igin pozitif, CD45 ve MHC ClasslI
icin negatif reaksiyon vermislerdir.

5. Sican TibiasI Organ Kulturi

7 gunlik sicanlarin, sakrifiye edilerek tibialarinin yumusak dokulardan
arindirilmasi suretiyle aseptik sartlarda kalttre edilmesi gosterilmistir (Sekil 15). Bu
ayni zamanda organ kulttrt deneyinin baslangic noktasidir. 21 gunlik organ kulttri
stireci sonucu tibia kemikleri gosterilmistir (Sekil16). Tibia kemikleri kiltir gruplari
(Kontrol, MKH ve CNP) gosterilmistir (Sekil17).

15 ve 21 glnlik kaltur surecinde CNP grubu ve MKH grubu tibialarda
kontrol grubu tibialara gore daha fazla boyuna uzama oldugu gosterilmistir. En fazla
boyuna uzama CNP grubunda izlenmis, MKH grubundan da yakin degerler

gozlemlenmistir.
Baslangi¢c noktasina gore: 15. ginde Kontrol grubu kemiklerde boyuna

biylme ortalama %8.04, MKH grubu kemiklerde boyuna biyime ortalama %12.53,
CNP grubu kemiklerde boyuna bliylime ortalama %15.78 diizeyinde gergeklesmistir.
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Sekil 12:Kollajenaz ile muamele edilen sican trabekiler kemik parcalarindan
izole edilen MKH’lerin morfolojik olarak gézlenmesi.

A) 10. gun trabekiiler kemikten migrasyonla ayrilan mezenkimal kok hucreler. B) 2.
hafta sonu mezenkimal kok hucrelerin gorintusi. C) 3. hafta mezenkimal kok
hicrelerin petri kabinin tamamini kaplamis hali.
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Sekil 13: Mezenkimal kok htcrelerin karekteristik degisim potansiyelinin
histolojik olarak gosterilmesi.

A) Oil Red O boyasi ile yag hicreleri boyanmistir. B) Alizarin Red S boyasi ile
kemik dokudaki kalsifikasyon odaklari gortlmustir. C) Alcian mavisi ile kikirdak

matriksindeki glikozaminoglikanlar gosterilmistir.
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Sekil 14:Mezenkimal kok hicrelerin akim sitometri analizi
Analiz edilen hiicreler CD29, CD90, CD54 icin pozitif, CD45 ve MHC ClasslI i¢in
negatif reaksiyon vermislerdir.
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21. gunde ise Kontrol grubu kemiklerde boyuna biiylime ortalama %9.82,
MKH grubu kemiklerde boyuna biuyume ortalama %16.01, CNP grubu kemiklerde

boyuna biyiime ortalama %20.88 dlizeyinde gerceklesmistir.

Kontrol grubu, CNP ve MKH grubu tibialarin epifiz plaklarinin histolojik
gorunumleri gosterilmistir (Sekil18). CNP ve MKH grubu tibialarin epifiz plaklari
incelendiginde kontrol grubuna oranla kemik gelisiminin matirasyon ve hipertrofi

boélgelerinde daha fazla oldugu gérulmustdr.

6. Trabekuler Kemik Kokenli Sigan Mezenkimal Kok Hucrelerinde
CNP/NPR-B ifadelerinin immiinohistokimyasal Analizi

Sican trabekiler kemik kokenli MKH’lerinin gerek CNP'yi gerekse bu
ligantin reseptdrl olan NPR-B'yi endojen olarak ifade ettigi gosterilmistir. CNP’nin
sekresyona ugrayan bir protein ile uyumlu olarak daha ¢ok sitoplazma ve cekirdek
cevresinde yogunlasan grantler tarz bir pozitiflik gézlenmis (Sekil 20), diger taraftan
NPR-B’nin ise bu ligantin reseptorii olarak hicre zarinda lokalize oldugu
goralmastar (Sekil 21). Negatif kontrol grubunda ise herhangi bir ifade olmadigi
gozlemlenmistir (Sekil19).

7. Sican Tibia Kemiklerinde CNP’nin immiinohistokimyasal Boyamayla
Ifadeleri

Yapilan immunohistokimyasal inceleme ile epifiz plaklarinin tim zonlarinin
gozlendigi erken donemde (3. hafta) CNP ifadesinin 6zellikle matirasyon, hipertrofi,
kemiklesme ve kemik iligi bolgelerinde yogun sekilde ifade oldugu gosterilmistir
(Sekil 22). Buyumenin ilerleyen donemlerinde (8. hafta ve sonrasinda) CNP
ifadesinin periosteum ve endosteum alti hiicrelerde (osteoprogenitdr) yogunlastig
gosterilmistir. Kemik iligindeki CNP ifadeleri (Sekil 22-A ve C), epifiz blyime
plagi matirasyon ve hipertrofi bolgelerindeki CNP ifadeleri (Sekil 22-B), endosteum
ve periosteum CNP ifadeleri (Sekil 22-C) epifiz blyume plagr kemiklesme
bolgelerindeki CNP ifadeleri (Sekil 22-D) gosterilmistir.
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Sekil 15: 7 Gunlik sican tibialarinin izolasyonu.

Aseptik sartlarda tibia kemiklerinin yumusak dokulardan arindirilmasi sonucu
olusturulan organ kalturd.
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Sekil 16: 21 gunlik organ kultlra streci

21 gunluk kaltar surecinde tibia kemiklerinde boyuna uzama oldugu
gozlemlenmistir.
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Sekil 17:Deney sonunda gruplara ait tibia kemik gorintaleri.

MKH ve CNP grubu kemiklerde cesamet ve boyuna olan blytmenin kontrol grubu
kemiklerine gore daha fazla oldugu gorilmustar.
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KONTROL

CNP

Sekil 18: Kontrol, CNP ve MKH gruplarinda tibia epifiz blytume plaklarinin
histolojik gérinumleri

CNP ve MKH grubu tibialarin epifiz plaklarindaki kemik gelisiminin, kontrol
grubuna oranla matirasyon ve hipertrofi bélgelerinde daha fazla oldugu gérilmaistr.
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Sekil 19: Kontrol grubundaki mezenkimal kok hicreler

Negatif kontrol grubu MKH’lere, primer antikor basamag: atlanarak yapilan
immunohistokimyasal boyamada herhangi bir ifade olmadigi gérulmastur.
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Sekil 20:CNP grubundaki mezenkimal kok hiicrelerin CNP ifadeleri
CNP’nin daha ¢ok MKH’nin sitoplazmasinda ve cekirdek ¢evresinde yogunlastigi,
granuler tarzinda oldugu goralmdastar.
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Sekil 21: Mezenkimal kok hiicrelerde NPR-B ifadeleri

NPR-B’nin MKH hiicre zarinda lokalize oldugu goérulmustr.

60



Sekil 22: CNP’nin epifiz plaklari, matiirasyon, hipertrofi, kemiklesme bélgeleri
ve kemik iligindeki ifadelerinin immunohistokimya ile gosterilmesi

Kemik iligindeki CNP ifadeleri (Sekil 22 A-C), epifiz blyume plag mattrasyon ve
hipertrofi bolgelerindeki CNP ifadeleri (Sekil 22 B), endosteum ve periosteumdaki
CNP ifadeleri (Sekil 22-C), epifiz biyume plagi kemiklesme boélgelerindeki CNP
ifadeleri (Sekil 22 D) gorulmustar.
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TARTISMA

Tezcan ve ark. (55) calismasinda insan mezenkimal kok hucrelerin TGF-f1
uyarisi altinda kondrojenik degisimleri slrecinde CNP ile muamele edilmeleri
sonucu ortaya ¢ikan degisiklikleri incelemislerdir. Calismalarda bu surecte CNP’nin
degisime ugrayan kultlrlerdeki Alcian mavisi tutulumunu konsantrasyona bagimli
olarak etkiledigini gostermistir. TGF-B1 ile uyanlan kiiltiir ortamlarina 10 M ve 10”7
M CNP ilavesi, konsantrasyona bagimli ve konsantrasyonla dogru orantili olarak
Alcian mavisi tutulumunu artirmistir. Ancak CNP’nin benzer kiiltiir ortamlarina 107
M konsantrasyonda ilavesi ile bu etkinin ortadan kalktigi goértlmustir. Bu sonuclar
CNP/NPR-B sinyal yolunun MKH’lerin TGF-B1 bagimli kondrojenik degisimleri
stirecinde glikozaminoglikan sentezi ile yakindan iliskili oldugu hipotezi ile uyumlu
bulunmustur. Bir sonraki asamada, CNP ilavesi ile kikirdak glikozaminoglikan
iceriginin ana bileseni olan agrekan’in ve konrojenik belirteglerden tip Il kollagen ve
Sox 9’un mRNA ifadesindeki olasi degisiklikler RT-PCR ile analiz edilmistir.
Sonuglar test edilen parametrelerle kontrol grubu ile anlamli bir farklhilik ortaya
koymamistir. Dolayisi ile CNP/NPR-B sinyal yolunun, konrogenez surecinde
glikozaminoglikan sentezi uzerine gorilen ve Alcian mavisi tutulumu ile gosterilen
etkisi, biylk olasilikla agrekan’in transkripsiyonu asamasinda olmadigini
dustndurmastiir. Ayrica insan trabekiler kemik kodkenli MKH’lerin gerek CNP’yi
gerekse bu ligantin reseptori olan NPR-B’yi endojen olarak eksprese ettigi
gosterilmistir.  MKH’lerin  sitoplazmik sekresyon granillerinde CNP, hicre
membraninda ise NPR-B’yi ifade ettikleri gosterilmistir. Bu hucrelerin konrojenik
degisimleri stirecinde CNP/NPR-B ifadelerinde TGF-f1 uyanisi altinda artis oldugu
MRNA dizeyinde gosterilmistir. Bu artisin erken kondrojenik degisim ve gec

maturasyon-hipertrofi evreleri ile paralellik gosterdigi belirlenmistir.

Kocamaz ve ark. (31) calismasinda TGF-B1 ile uyarilan ve insanlardaki
CNP’nin homologu olan CNP-3’n, tavuk kemik iliginden izole edilen mezenkimal
kok hicrelerin, kondrojenik farklilasma sirecinde glikozaminoglikan ve kondrosit
hipertrofisine olan etkilerini arastirllmistir. ilkénce tavuk kemik iliginden izole

edilen MKH’lerle tek tabaka kiltirler olusturulmustur. TGF-f1 ile muamele sonucu
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RT-PCR vyapilarak CNP-3 ve NPR-B mRNA ifadelerine bakilmistir. Kontrol
grubuna goére CNP-3’n mRNA ifadesi artmis fakat NPR-B mRNA ifadesi
azalmistir. Bu sonu¢ CNP/NPR-B sinyal yolunun, TGF-f1 mRNA seviyelerinde
duzenlenlendigini dustndurmustir. Daha sonra kondrojenik tavuk ekstremite
tomurcugundan mezenkimal mikrokutle kdlturd olusturulmus ve alti  grup
olusturularak kondrogenez incelenmistir. 10°M CNP ilave edilen grupta, kontrol
grubuna gobre Alcian mavisi tutulumunun daha fazla olmasindan dolayi
kondrogenezin arttigi anlasiimistir. 107 M CNP ve CNP antikor, NPR-B ve NPR-B,
antikor, 107 M CNP ve her iki antikor karisimi ilave edilen gruplarda kondrogenez
azalmistir. Bunun aksine 10”M CNP ve spesifik antikor verilmeyen grupta, CNP’nin
etkisi engellenmemis ve kondrogenezin sadece CNP verilen grupla benzer sekilde
gerceklestigi gorulmastir. Bir baska asamada da kondrojenik cokelti kaltirleri
olusturulmustur. Bu ¢Okelti kdlturlerine TGF-B1, TGF-Bl-antikor ve TGF-f1-
spesifik olmayan antikor ilavesi ile gruplar olusturulmus ve etkileri incelenmistir.
Kontrol grubunda yassi, diskoid sekilli yapi olusmus ve Alcian mavisiyle hafif
boyanmistir. TGF-B1 ilavesi sonucu olusan yapi 3 boyutlu sferoid seklinde olusmus
ve Alcian mavisi ile yogun olarak boyanmistir. CNP ve NPR-B antikorlari ve TGF-
B1 ile muamele edilmis kulttrde, sferoid seklindeki yapinin blyukligi ve Alcian
mavisi ile boyanma yogunlugu azalmistir. TGF-B1 ile birlikte spesifik olmayan
antikor ilavesinde ise bir degisiklik olmamistir. Cokelti kilturlerinde TGF-B1 ile
muamele sonucu CNP ve NPR-B antikorlari sinyal yolunu bloke etmesine ragmen
kollajen tip 1l mRNA ifadeleri kontrol grubuna gore artmistir. Bununla birlikte
Alcian mavisi boyanmasi 6nemli derecede azalmistir. Ote yandan TGF-B1 ve
spesifik olmayan antikor kullanilan grupta 6nemli bir fark olmamistir. Sonug olarak
besiyerlerine TGF-B1 uyarisina ek olarak CNP ilavesi farklilasan kondrositlerin

maturasyonunu ve hipertrofisini ileri derecede artirdigi analiz edilmistir.

Uzun kemiklerin epifiz blyume plaklarinda boyuna uzamayi saglayan
endokondral kemiklesme gozlenir. Endokondral kemik gelisiminde, kondrogenez ve
osteogenez olmak Uzere birbiri takip eden iki gelisim mekanizmasi vardir. Bu
olgunlasma surecinde kondrositler prolifere olurlar, degisime ugrarlar, matriks

sentezlerler ve boyutlarinda artis ile karakterize matlrasyon ve hipertrofi
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evrelerinden gecerek kalsifiye olurlar. Son asamada ise kalsifiye kikirdak matriksinin

osteoblastlar ile yer degistirmelerini ve kemiklesmeyi saglayan bir stirec¢ gegirirler.

CNP, gen kodu ikinci kromozom Uzerinde yer alan ve 6ncil formu Npcc geni
tarafindan kodlanan 6zel bir gen Grinudur. CNP, beyinde ve kondrositlerde yiksek
konsantrasyonlarda bulunur ve granillerde depolanmaz. Normal plazma
konsantrasyonu ¢ok dusuktir ve konjestif kalp yetmezligi gibi hastaliklarda orani
yukselir (49).

Kondrogenez siirecinde CNP/NPR-B sinyal yolu, prekondrojenik mezenkimal

yogunlasma ve glikozaminoglikan sentezi izerine artirici etki gosterir.

CNP/NPR-B sinyal yolunun uyarilmasi hicre igerisinde su olasi
degisikliklere yol acar.
1- Bu sinyal yolunun ikinci habercisi olarak ¢alisan cGMP’nin hicre ici sentezi
artar.
2- cGMP hicre icerisinde cGMP bagimli protein kinazl ve II’ yi (cGK-I ve
cGK-Il), cGMP bagimli iyon kanallarini ve cGMP bagimli fosfodiesterazlari
aktive eder (45, 49).

Endokondral biylme endokrin, parakrin ve otokrin pek ¢ok faktor tarafindan

kontrol edilir.

Bu faktorleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar vb. durumlar bahsi gecgen
mekanizmalarin etkilenmesine, aksamasina ve sonuc¢ olarak Klinikte gdzlenen

dwarfizm (patolojik boy kisahigi) olgularina yol acar.

Maroteaux tipi akromezomelik displazi (AMDM) otozomal cekinik gegis
gosteren bir dwarfizm tirt olup, C-tipi natritiretik peptid (CNP)’in reseptorii olan
natritretik peptit reseptér-B (NPR-B)’nin fonksiyon kaybina yol acan mutasyonlari
sonucu ortaya ¢ikar (66).
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Mezenkimal oncul hicrelerin  (kok hicrelerin) kondrojenik degisimleri
stirecinde CNP/NPR-B sinyal yolunun olasi roli hakkindaki bilgiler yeterli degildir.
MKH’lerle olan in vitro kondrogenez bu hiicrelerin TGF-1 varliginda 3 boyutlu
kaltur  sistemlerinden  biri  olan  cokelti  kalturde,  kaltar  edilmesiyle
gerceklestirilmistir.  Bu kiltlr sisteminin sagladigi avantajlardan en 6nemlisi
kondrogenezin evrelerinin, bu evrelere spesifik molekdller temeller alinarak ayri
ayri, ancak bir sira dahilinde birbirleri ile olan iliskileri de gdz 6niline alinarak analiz
edilebilmeleridir. Bu baglamda en siklikla kullanilan baslica belirleyici molekiller ve

spesifik olduklari kondrogenez evreleri su sekilde siralanabilir.

1- N-cadherin: Hicre zarlarinda eksprese edilen bu hiicre adezyon molekuli
mezenkimal hicrelerin yogunlasmasi evresine spesifiktir.

2- Kollajen tip I1: ESM komponenti olan bu molekdl ekstremite mezenkimal
hlicrelerinin kondrojenik degisimi evresine spesifiktir.

3- Alcian mavisi boyamasi: ESM icererisine sentezlenen
glikozaminoglikanlari tutan bir boyadir.

4- Kollajen tip X: ESM komponenti olan bu molekil kondrositlerin

matirasyon ve hipertrofi evresine spesifiktir.

Alan ve ark. (3) calismasinda CNP’nin kondrojenik proliferasyonu, matriks
sentezini ve kondrojenik hipertrofiyi arttirdigi ve bu etkileri NPR-B yolu ile
gerceklestigi gosterilmistir. Diger taraftan NPR-B’ye ait homozigot mutasyon
goriilen bireylerde serum IGF-1 dizeylerinde azalma ve serum CNP dizeylerinde
artis gortlmektedir (45). IGF-I da blylme, boy uzamasi ve kemik gelisimi (izerine
uyarici etkileri oldugu bilinen bir blytme faktoridir. CNP/NPR-B sinyal yolunun
bu yolakla olan olasi etkilesimi de heniiz aydinhiga kavusmamistir. Ornedin IGF-1’in
etkilerinin en azindan bir kismi CNP sinyal yolu Uzerinden gergeklesiyorsa, yukarida
bahsi gecen mutant bireylerde NPR-B reseptorii lzerinden etki gdsteremeyen
CNP’nin serum duzeyindeki kisa sireli bile olsa gorilebilecek artis sonrasi 1GF-I
Uzerine negatif baskilayici etki gosteriyor olabilir. Bu hipotez de heniiz cevap

bekleyen 6nemli bir bilinmeyendir.
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Bu bilgilerden yola ¢ikarak CNP/NPR-B sinyal yolunun, uzun kemiklerde
boyuna uzamayi saglayan endokondral kemiklesmede rol oynadigi diisunulmektedir.
Birinci hedefimiz dogumu takiben erken gelisim déneminden baslayarak eriskin
donemine kadar gecen sureg icerisinde sicanlardaki serum CNP duzeyleri ile buyume
parametreleri ve kemik boy olciimleri arasindaki iliskiyi incelemek, uzun kemik
epifiz blyume plaklarinda ve kemik iligini kapsayan bolgelerde CNP ifade profilini

belirlemek olarak belirlenmistir.

Calismamizin birinci bélumunde, sigan modelinde 3-12. haftalar arasindaki
dénemde hizli bir blylmenin s6z konusu oldugu, 13. haftadan itibaren ise bu

blylmenin plato diizeyine eristigi gosterilmistir.

Epifiz blylime plaklarinin histolojik olarak en acik oldugu ve tiim zonlarinin
g6zenebildigi 3. haftada serum NT-proCNP diizeyinin yiksek (yaklasik 55 pmol/l)
dizeyde oldugu, yas arttikca ve epifiz plaklari kemiklestikce serum NT-ProCNP
duzeylerinin kademeli olarak azaldigi ve 14. hafta civarinda eriskin dlzeylerine

(yaklasik 5 pmol/l) dustigu gosterilmistir.

Yaptigimiz immunohistokimyasal inceleme ile epifiz plaklarinin tim
zonlarinin gozlendigi erken dénemde (¢alismamizin 3. haftasinda) CNP ifadesinin
Ozellikle matdrasyon, hipertrofi ve kemiklesme bolgelerinde yogun sekilde
g6zlendigi tespit edilmistir. Buylmenin ilerleyen dénemlerinde (¢alismamizin 8.
hafta ve sonrasinda) CNP ifadesinin periosteum ve endosteum alti hicrelerinde
(osteoprogenitor hicrelerde) yogunlastigr dikkati gekmistir.

Osteokondrogenez literatiriindeki tim bu yeni bilgi ve gelismelerin ve sinyal
yollar arasi capraz etkilesimlerin 0zellikle doku mihendisligi ve biyoteknoloji
alanlarina tasinmasi asamasinda son 10 yillik siirecte yeni bir yaklasim olarak kok
hicrelerin  kullanimi  karsimiza c¢ikmaktadir. Pek ¢ok farkli yaklasimlarda
kullanilabilirligi gosterilmis 6nemli bir grup kék hiicre toplulugu mezenkimal kok
hicrelerdir. MKH’ler ilk olarak 1966 yilinda Friedenstein ve arkadaslari tarafindan
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osteojenik degisim gdsterebilen, yapisma o6zelligi tasiyan, koloni olusturucu ve

fibroblast benzeri hiicreler olarak tanimlanmiglardir.

Mezenkimal kok hucreler kemik, yag, kas, amniyon sivisi, kordon kanli,
plasenta, dis pulpasi, amniyon sivisi, karaciger, periosteum, endosteum gibi bircok
dokudan izole edilen fibroblast benzeri eriskin tipi kok hicrelerdir (11, 46).

Onceki calismalarda, insan trabekiiler kemik kokenli MKH'lerin gerek
CNP'yi gerekse bu ligantin reseptorii olan NPR-B'yi endojen olarak eksprese ettigi
gosterilmistir (31, 55). Dolayisi ile MKH’lerin CNP sekresyon yetileri, bu hticreleri
bahsi gecen iskelet sistemi displazilerinde kullanilabilecek olasi bir tedavi yontemi

olarak giindeme getirebilir.

ikinci hedefimiz sican modelinde trabekiiler kemik kokenli mezenkimal kok
hlcreleri izole etmek, karakterizasyonlarini ve bu hiicrelerin CNP proteinini endojen
olarak ifade ettigini gostermek, uzun kemiklerde endokondral biylme slrecinde
CNP’nin etkilerinin gosterebilecegi bir kemik organ kultiri olusturmak ve bu
etkileri analiz etmektir. Bir diger amacimiz kemik organ kulturlerinde boyuna kemik

blytmesi tizerine MKH’lerin etkilerini analiz etmektir.

Tezcan ve ark. (55) ¢alismasinda insan kaynakli MKH’lerde gosterilen CNP
ve NPR-B ifadeleri bu galismada sican kaynakli MKH’lerde de gosterilmis ve turler
arasinda MKH’lerin CNP/NPR-B ifadesi yoninden herhangi bir farklilik olmadig
tespit edilmistir. MKH’lerin sitoplazmik sekresyon granullerinde CNP, hiicre

membraninda ise NPR-B’yi ifade ettikleri gosterilmistir.

Elde ettigimiz hcreler, fibroblast benzeri gériinimleri ve plastik kaltar
kaplarina yapisma yeteneklerinin yani sira akim sitometri ile analiz edilmistir.
Sonuglar, bu hicrelerin CD45, MHC Classll yuzey belirtecleri yoninden negatif
reaksiyon verdikleri, CD29, CD54 ve CD90 yoniinden pozitif reaksiyon verdikleri

goralmastir. Bu sonuglar elde edilen hicrelerin, immunofenotipik olarak
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mezenkimal kok hiicre karekteri tasidiklarini dogrulamaktadir. Bunun yani sira, elde
edilen hucrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik degisim potansiyelleri de

gosterilerek MKH’lerin tim karekteristik dzelliklerini tasidiklarini dogrulamistir.

CNP ile zenginlestirilmis organ kultlr ortamlarinda ve/veya MKH’lerin
Uzerinde, bu hiicrelerden saglanan salgilar ile (CNP’yi kapsadigi disuntlmektedir)
zenginlestirilmis organ kultir( ortamlarinda, kontrol grubuna oranla belirgin kemik

boyu uzamasi géralmustdir.

Ayni kemiklerin epifiz biyume plaklari histolojik olarak incelendiginde, bu
kemik gelisiminin Ozellikle matirasyon ve hipertrofi bdlgelerindeki degisimlerden
kaynaklandigi gosterilmistir. Bu durum akondroplazi vakalarinin tedavisi amacli

CNP inflizyonu yapilan sican modellerindeki bulgular ile drtismektedir (66).

Akondroplazi en sik rastlanan iskelet displazisidir. Yaklasik 10000 dogumda
bir gorulir. Fibroblast growth factor receptor 3 mutasyonu sonucu meydana gelir.
Akondroplazide growth hormon uygulamalari olmasina ragmen bu tedavinin etkileri
sinirlidir ve bu konuda yeni tedavi stratejilerine ihtiya¢c vardir. Akondroplazili
farelerde kemiklerdeki blyime plaklarinda FGFR-3 aracili MAPK sinyal yolunun
inhibisyonu matriks sentezini azaltmaktadir (66). CNP’nin matriks sentezini
arttirarak FGFR-3 mutasyonlu akondroplazik farelerde dwarfizmi engelledigi

gosterilmistir ( 65).

Yaptigimiz calisma sonucunda ileriye donik bazi sorular olusmustur. 1)
Sadece MKH’ler mi yoksa CNP gen aktarimi yapilmis MKH’ler mi bu amagcla
kullanilmalidir? 2) Hucreler hangi yolla verilmelidir? 3) Verilecek hiicre sayisi ne
olmalidir? 4) Hucrelerin vicuttaki dagilimlarinin bir 6nemi varmidir? 5) Olasi yan
etkiler neler olabilir? gibi sorular in vivo hayvan deneyleri ile mutlaka test

edilmelidir.
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SONUCLAR

Veriler CNP’nin biylime ve iskelet gelisimi ve kemik boy uzamasinda énemli
roli oldugunu dustindirmektedir. Bundan dolayr serum CNP dizeyi hedef alinarak
dwarfizme karsi tedavi stratejileri gelistirilebilecedi 6ngorilmektedir. MKH’ler
gelistirilebilecek bu tedavi stratejileri icerisinde yerini alan 6nemli bir segenek olarak

dustnilebilir.

Yiksek serum CNP diizeyi uzun kemiklerde boyuna uzamayi artiran bir etken
olarak dustnulmektedir. Sican modelinde de dnceki insan MKH’leri ile elde edilen
veriler tekrarlanabilirse, bu model Uzerinde MKH ‘lerin kemik uzamasi/blyiimesi

uzerine etkileri test edilebilir diye distunilmastir.

Sican modeli tizerinde denenecek olan yontemler CNP/NPR-B sinyal yolunun
hem normal biyume ve iskelet sistemi gelisimi Uzerine etkilerini, hem de
osteokondrodisplazi modellerinde (akondroplazi, growth hormon eksikligine bagli
blyume geriligi-cicelik vb.) olasi bir tedavi yontemi olarak basariyi

degerlendirecektir.
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