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ONSOzZ

Yapilan tez calismasinda kok hicrelerin kondrojenik farklilastirmasinda kosullandirilmus
medyumun etkisi incelenmek istenmis ve daha basarili farklidastirma protokollerinin
olusturulmast icin bilime katkida bulunmak amaclanmustir.

Bu stirecte; calismamda ve tezimi gelistirmemde bana sagladigt muazzam sosyal ve
akademik destek icin danisman hocam ve yol gostericim Prof. Dr. Korhan ALTUNBAS’a
tim kalbimle minnet ve tesekkirlerimi iletmek isterim. Kendisi tim doktora serivenim
boyunca bana her konuda destek vermis ve bu stireci basart ile sonlandirmama vesile
olmustur. Ayrica, hayatimda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan; bana hem abilik, hem hocalik
hem de babalik yapan hocalarim Prof. Dr. Korhan ALTUNBAS ve Prof. Dr. Artay
YAGCTya en icten duygularimla tesekkiir etmek isterim. Akademik desteginin yant sira cok
deger verdigim bir akil hocast olarak hayatima etkisi her daim siirecek olan Prof. Dr. Artay
YAGCTya bir kez daha minnetlerimi sunarim.

Bununla birlikte, yillardir benden destegini hicbir zaman esirgemeyen ve tez
stirecimde detayli gozlemleriyle beni bircok hatadan kurtaran Dr. Ogr. Uyesi Ozlem
OZDEN AKKAYA’ya tesekkiir etmek isterim. Destegi, giiler yiizii ve ince diisiinceleriyle
kendisi benim igin bir abla gibi olmustur.

Beni her zaman hosgorisit ve destegi ile onurlandiran calismadaki molekiiler
analizlerin gerceklestirilmesinde biiyiik katki sahibi Do¢. Dr. Metin ERDOGAN’a; her
zaman beni bir kardesi gibi géren ve tez siirecimde de siirekli yanimda olan Prof. Dr. Vural
OZDEMIR’e; bana diger ¢alismalarimda her zaman destek veren ve yardimct olan Prof. Dr.
Aziz BULBUL’e; bana her zaman yakin bir dost gibi davranan Dr. Ogr. Uyesi M. Volkan
YAPRAKCTIya; beni her zaman neselendiren ve moralimi yiiksek tutmamda yardimcei olan
Dog. Dr. Beytullah KENAR’a; tez yazimi esnasindaki revizyonlarindan dolayt Dr. Ogr.
Uyesi Ozay GULES’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Turkiye’de kaldigim sure icerisinde en iyi arkadasim olan, bana her zaman mental ve
teknik anlamda yardimlarint sunan kadim dostum Tayfun DIKMEN’e siikranlarimi sunmak
isterim. Ayrica doktora egitimim siiresince yanimda olan basta Elif Ece AKGUN, Deniz
BIRDAL, Ender Deniz ASMAZ ve Eda KARABOCEK olmak {izere tim dostlarima
minnettarim.

Aynt bicimde, laboratuvarimizin eski doktora 6grencilerinden olan Do¢. Dr. ASM
Golam KIBRIA’ya birlikte ¢alistigimiz siirecte bana 6grettikleri icin; Yrd. Do¢. Dr. Abdur
Rahman SIAL’e beni Tirkiye’de kék hiicre biyolojisi ¢alismam konusunda tesvik ettigi igin
tesekkir ederim. Yakin dostum Dr. Waqas AKBAR’a hem dostlugu hem de molekdler ve
istatistiksel analizleri nasil yapacagim konusunda yardimlarindan dolay: tesekkiir ederim.

Ayrica bana her zaman kapist agik olan, sonsuz destegiyle kendisini her zaman
hatirlayacagim ve minnetle anacagim veteriner hekim Celalettin CANKAYA’ya stikranlarimi
sunarim. Prof. Dr. Ibrahim DEMIRKAN ve Prof. Dr. Giilcan AVCI’ya da Afyon Kocatepe
Universitesi'ndeki maceram boyunca bana destekleri icin tesekkiir ederim.
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Sayin dekanimiz Prof. Dr. Turan CIVELEK’e ve bu calismayt gerceklestirebilmem
icin laboratuvarimiza maddi destek saglayan Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine de tesekkiir ederim.

Son olarak, beni bugiin oldugum kisi haline getiren babam merhum Mehar Said
MUHAMMAD olmak tizere bana sagladigt dayanma gticti ve karsiliksiz sevgl icin annem
Razia BIBI, basta Ahmed NAWAZ olmak tizere sevgili kardeslerim Dr. Allah NAWAZ,
Sumaira SAFDAR’a ve Ozellikle de bana olan buytk inanct ve sonsuz destegi icin sevgili
nisanlim Dr. Farkhanda Tariq SATTT’ye stikranlarimt sunarim.
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Veteriner Hekim
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1. GIRIS

1.1. Eklem Kikirdagi Anatomisi

Eklemler sinartroz, amfiartroz ve diartroz eklemler olmak tizere ti¢ gruba ayrilir. Sinartroz
eklemde, komsu iki kemik bag doku veya kikirdak bir yap1 ile araliksiz bir sekilde birlesir. Bu
eklem tipinde kemik yapilar eklemi olusturuyorsa sinostoz olarak adlandirilir. Amfiartroz
cklemlerde kemikler birbirine kikirdak veya fibrokikirdak doku ile baghdir. Diartroz
eklemlerde komsu iki kemik arasinda bir bosluk bulunur. Diartroz eklemlerin yapisinda
cklem kapsili, eklem boslugu ve eklem kikirdag:t bulunur. Perikondriyumun bulunmadigt
cklem kikirdag: dizgtn bir ylzeye ve yaklasik 2-5 mm kalinliga sahiptir. Eklem kikirdagi,
viskoelastik Ozelige sahip distk strtiinme katsayist ile eklemlerin yilizeyinde aginmaya
dayanikli kaygan bir ylzey olusturarak yiklerin altta yatan subkondral kemige aktarimini
kolaylastirir. Hucreden fakir, sinir, kan ve lenf damarlarindan yoksun ve htcreler arast
matriksten zengin bir dokudur (Carballo ve ark., 2017; Juneja ve ark., 2020; Ulrich-Vinther
ve ark., 2003)

1.2. Eklem Kikirdag: Gelisimi

Kikirdak ve kemikten olusan omurgali iskeleti, ti¢ farkli embriyonik yapraktan koken alan
hicrelerin  trintdur. Kraniyofasiyal iskelet kranial noral krista hiicreleri tarafindan
olusturulur, Aksiyal iskelet paraksiyal mezodermden (somitler) kéken alir ve ekstremite
iskeleti lateral plak mezodermal hiicrelerin trtintdir (Olsen ve ark., 2000). Kondrogenezis
adi verilen kikirdak gelisimi  esnasinda  Oncelikli  olarak lateral ~mezodermin
somatoployrasindaki mezenkimal hiicreler kompakt bir nodil sekillendirir ve hizli bir

sekilde bolunerek Once prekondrositlere ve ardindan da kondrositlere farkliasirlar.



Kondprositlerin iki ana tipi vardir. Bunlar interzon olarak bilinen eklem bélgesinde bulunan
ve fenotipik olarak stabil eklem kikirdagini sekillendirecek periartikiiler kondrositler ve
proliferasyona ugrayan buyime plakas: kondrositleridir (Koyama ve ark., 2008). Biylime
plagr kondrositleri hipertrofiye ugrayarak kollajen (COL) tip X (COL-X)’u ifade edecekler

ve yerini kemik dokusuna birakacaklardir (Provot ve Schipani, 2005).

1.3. Eklem Kikirdag: Histolojisi

Eklem kikirdagi, hiicreler arast matrikste bulunan kondrosit ve kollajen ipliklerin
organizasyonu actsindan 'normal' hiyalin kikirdagindan farkli, 6zel bir hiyalin kikirdag:
tiurtidir (Kheir ve Shaw, 2009). Normal eklem kikirdagr yuzeyel, orta, derin ve kalsifiye
olmak tizere dort farkli bélgeden olusur. Her bir bolgede hiicre morfolojisi ve hticreler arast
madde kompozisyonu farklidir (Bhosale ve Richardson, 2008; Peatle ve ark., 2005; Sophia
Fox ve ark., 2009).

Eklem kikirdaginin % 10-20’sini olusturan yiizeyel bélge eklemin kayganligindan
sorumludur. Yizeyel bolgenin eklem bosluguna bakan, hiicre icermeyen tst kismt lamina
splendens olarak adlandirilir. Yizeyel bolgede kollajen iplikler yiizeye paralel seyreder;
kondrositler kii¢iik ve yassidir. Bu bélgede kondrositler bol miktarda kollajen ve dusiik
miktarda proteoglikan salgilarlar. Bu durum, bu bdlgenin su igeriginin ¢ok yiiksek olmasina
neden olur (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014). Sadece eklem kikirdaginin bu
bolgesindeki kondrositler, bir proteoglikan olan superfisial zon proteini sentezler ve
sinoviyal siviya salgilarlar (Schumacher ve ark., 1994). Bununla birlikte, transforme edici
biytime faktori-beta (TGF-$) 1-3, kemik morfogenetik proteinleri (BMP) 1-6 (Anderson ve
ark., 2000; Yamane ve ark., 2007) ve matriks metaloproteinaz (MMP) 1, 3, 8 ve 13 matriks
yapimina katiip, yikimlanmasina katdmayan bu bélgede ifade olurlar (Tchetina, 2010;

Tetlow ve ark., 2001).



Eklem kikirdaginin orta boélgesi, toplam kikirdak hacminin % 40-60’1n1 olusturur. Bu
bolgede kalin kollajen iplikler rastgele seyreder. Proteoglikan miktar: yiizeyel bolgeden daha
yuksektir ve kondrositler yuvarlak sekilli olmakla birlikte sayica daha azdir (Bhosale ve
Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox ve ark., 2009). Eklem kikirdaginin derin bolgesi
eklem kikirdaginin yaklagik % 30’unu olusturur. Eklem ytizeyine dik olarak uzanan iri ¢apl
kollajen iplikler igerir. Proteoglikan miktari ¢ok yiiksektir. Dolayisiyla su miktart ¢ok
dugiiktiir. Kondrositler iri ve az sayidadir. Kollajen ipliklere paralel stitun seklinde gruplar
olustururlar (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox ve ark., 2009). Kalsifiye
kikirdak bélgesi derin bolgeden bir gelgit ¢izgisi ile ayrilir. Derin bélgenin kollajen iplikleri
bu tabaka ile subkondral kemige sabitlenir. Kollajen iplikler kalindir ve yilizeye dik seyreder.
Kondrositler azdir ve hipertrofiktir (Bhosale ve Richardson, 2008; Jung, 2014; Sophia Fox
ve ark., 2009). Hidroksiapatit kristallerince zengin kalsifiye kikirdak bolgesinde COL-X,
Alkalen Fosfotaz (ALP) ve MMP 13 gibi hipertrofik belirteclerinin ifadelerinin arttig
bildirilmektedir (Aigner ve ark., 2001; Peatle ve ark., 2005).

Eklem kikirdaginin beslenmesi, damarlasmanin olmamasindan dolay: sinoviyal stvidan
basit diftizyon ile saglanir. Sinoviyal stvi; su, oksijen ve elektrolitler ile glikoz gibi besin
maddeleri igerir (Huber ve ark., 2000; Ulrich-Vinther ve ark., 2003). Eklem kikirdaginda
perikondriyumun bulunmamast nedeniyle interstisyel biiylime, ergenlige kadar aktif kalarak
bir sekilde hasari telafi edebilmektedir. Ancak, agirlik tasiyan yizeyler ve eklem kikirdagt
tzerindeki hasarin derecesi, subkondral bolgeye kadar kikirdaga uzunlamasina dogru
ulagtyorsa, kondrositler ve periferdeki kok hiicreler hasarla bas edemez. Bunun sonucunda
osteoartritisteki gibi fibr6z bag dokusunun veya fibroz kikirdagin, hatta bazen kemigin bile
sckillenmesine yol agabilir. Bu gibi durumlar tzerine yapilan arastirmalar, k6k hicreler ile
kontrollii tedavinin, hasarli parcanin iyilesmesine ve yenilenmesine yardimct olabilecegini

distindirmistir (Barry, 2003).

Gelisen fotusta kikirdak dokusu, primer destek dokusu olarak iskelet gbrevi gortr.
Dogasi geregi damar icermez ve perikondriyum adt verilen membranéz bir yapi igerisindeki

kikirdak yogunlasmasindan kaynaklanir. Perikondriyumda mezenkimal hiicrelerin yani sira



fibroblast hiicreleri de bulunur. Kondrojenik merkezlerdeki veya perikondriyumdaki
mezenkimal hiicreler, kondroblast adi verilen aktif olarak sentezlenen hiicrelere farkliasir
(Alford ve Cole, 2005). Bu hiicreler genellikle perikondriyum sinirinin yakininda bulunan ve
aktif salgilartyla kendilerini gevreleyen duz veya yasst hiicrelerdir. Glikozaminoglikanlar ve
kollajen iplikler bakimindan zengin olan hiicrelerin salgist viskoz bir matriks olusturur. Bu
matriks icerisinde lakun adi verilen bosluklarda yer alan bu htcreler kondrositler olarak
adlandirilir (Banks, 1993). Eklem kikirdaginin farklt bolgelerinde kondrositlerin sekli, sayist
ve biytkligi degisir. Ornegin; yiizeyel bolgede kondrositler yassi, kiiciiktiir ve derin
bélgelere gore daha fazla sayidadir (Sophia Fox ve ark., 2009). Kollajen ve proteoglikanlarin
sentezi ve salgilanmast ile iligkili grantiler endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinden
zengindirler (Revel ve Hay, 1963; Stockwell, 1978). Kondrositler, nadiren boliinebilen
(Sophia Fox ve ark., 2009), metabolik olarak aktif hiicrelerdir. Eklem kikirdaginin toplam
hacminin %10’undan daha az bir hacmini kaplarlar (Bhosale ve Richardson, 2008; Ulrich-
Vinther ve ark., 2003). Kondrositler hiicreler arast matriks tarafindan iletilen mekanik,
elektrik ve fizikokimyasal sinyalleri alirlar ve metabolik aktivitelerini diizenleyerek cevap
verirler (Huber ve ark., 2000). Kondrositlerin fonksiyonu kollajen ve proteoglikandan
meydana gelen hucreler arasi matriksi salgilamaktir. Hucreler arast matriksin ¢ogunlugunu
kollajen iplikler olusturur ve kollajen ipliklerin %90-95’t COL-II’dir. Kiigiik oranda olmak
tzere COL I, IV, V, VI, IX ve XI’ de bulunur (Sophia Fox ve ark., 2009). Kalsifiye bolge
COL-X icerir (Bhosale ve Richardson, 2008).

Her kondrosit ince, periselliler bir matriks ile cevrilidir. Bu matriks kondrosite
hidrodinamik bir koruma saglar (Bhosale ve Richardson, 2008); periselliller matriks COL-VI
icerir ayrica proteoglikanlar ve hiicre zar ile iliskili molekil ankorin CII (Ja, 1997) ve
dekorin (DCN) gibi kollajen olmayan proteinlerden zengindir (Bhosale ve Richardson,
2008). Teritoriyal matriks, kondrositlerin veya kondrosit gruplarinin periselliler matriksini
gevreler. Teritoriyal matriksteki ince kollajen fibrilleri kondrositin etrafint bir sepet gibi
sarar. Interteritoriyal matriks eklem kikirdaginin biiyitk bir kismint kaplar. Kondrositlerin
cevresinde bulunmaz. Daha kalin kollajen iplikler icerir ve bu iplikler eklem kikirdaginin

bolgelerine gore farkli yonlerde seyrederler (Ja, 1997). Eklem kikirdaginda ikinci en biyik



yogunluktaki grubu proteoglikanlar olusturur. Eklem kikirdaginin fonksiyonunda 6nemli
olan proteoglikanlar; aggrekan (ACAN), DCN, biglikan ve fibromodulindir. En biyiik ve
agirlikca en fazla bulunani 100 den fazla kondroitin stilfat ve keratan stlfat zincirine sahip
olan ACAN’dir. Daha kiigiik ve az bulunan DCN ve biglikan sirastyla 1 ve 2 dermatan siilfat
zincirine sahipken, fibromodulin birkag¢ keratin siilfat zincirine sahiptir (Sophia Fox ve ark.,
2009). Eklem kikirdaginin hiicreler arast matriksinde kikirdak oligometrik matriks proteini
(COMP), kikirdak matriks proteini (CMP) veya matrilin-1, kikirdak ara katman proteini
(CILP), fibronektin, fibrillin ve elastin gibi kollajen veya proteoglikan olmayan yapisal
proteinler de bulunmaktadir (Ondrésik ve ark., 2017).

Transkripsiyon faktorii olan SRY-Box Transcription factor (SOX)9 kondrogenezis
esnasinda onemli bir rol uUstlenir. Bu transkripsiyon faktori tim kondroprogenitor
htcrelerde ve kondrositlerde bulunurken, hipertrofik kondrositlerde bulunmaz (Ng ve ark.,
1997; Zhao ve ark., 1997). SOX9; COL-II, ACAN ve COL-X gibi kikirdaga spesifik
proteinlerin tretilmesi icin gereklidir (Akiyama ve Lefebvre, 2011). Kondrositler kararsiz bir
fenotipe sahiptir. Bununla birlikte hipertrofik veya fibroblastik formlara tekrar farklilasarak
zayif ve bozuk bir matriks olusumunun sekillenmesine yol agabilitler (Hall, 2019). Idiopatik
osteoartirit olusum streci gibi patolojik durumlarda hiicreler arast matriks icerisinde bulunan
kondrositler degisime ugrarlar. Bu degisim sonucu htcreler arast matrikste sagliklt
kondrositlerle birlikte, dejenere kondrositler ve ¢ok sayida fibroblast benzeri kondrositler
sekillenir (Tesche ve Miosge, 2005). Fibroblast benzeri kondrositler, COL-II yerine COL-I
ile birlikte DCN ve biglikan gibi proteoglikanlart sentezletler (Bock ve ark., 2001; Miosge ve
ark., 2004; Miosge ve ark., 1998). Bununla birlikte kondrositler hacim ve biytikliklerini
arttirarak hipertrofiye ugrarlar. Hipertrofik kondrositler yliksek diizeyde COL-X, runt-iliskili
transkripsiyon faktér (RUNX2) ve MMP13 ifade ederler. Hipertrofik hiicrelerde COL-II,
ACAN ve SOX9 azalir (Rim ve ark., 2020).



1.4. Kosullandirilmig Medyum

Cok hiicreli yap: olgusunun ortaya c¢ikisy, hiicreler arast ortamin stabil olarak
surdirilebilmesine yonelik pek ¢ok mekanizmanin gelistirilmesine 6nderlik etti. Hiicrelerin,
hticreler arasina maddeleri salgilayabilme ve zenginlestirebilme kabiliyetleri bilinmektedir.
Hiicreler arast ortamdaki maddelerin, hiicresel aktivitelerin 6nemli diizenleyicileri oldugu da

dustnilmektedir (Meier ve ark., 1973).

Kikirdak doku, cevresindeki hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini etkileyebilen,
buytk miktarda humoral faktorlerin salgilanmasindan sorumlu, parakrin bir organ olarak
tanimlanabilir (Bos ve ark., 2001). Benzer sekilde, eklem yilizeyinden izole edilen
kondrositler, kok hucrelerin farklilasma durumunu etkiler. Ayrica kondrogenezis ve
osteogenezisi yonlendirebilen humoral faktorleri ve interlokinleri salgilama potansiyelleri
vardir (Hwang ve ark., 2007). Mezenkimal kok hiicreler ve kondrositler arasinda iyi bir
iletisim potansiyelinin oldugu dustunilmektedir (Cooke ve ark., 2011). Kondrositler
tarafindan salgilanan faktorler, kék hiicre farklilagsmasi siirecinde biyime faktorlerine
alternatif olarak da kullaniabilir (Alves da Silva ve ark., 2015). Bu nedenle, biytk miktarda
kondrosit izole etmek ve bunlari otolog terapotik yaklasimlar icin kullanmak yerine;
kontrolli bir mikro ortamda, hicreler arasindaki etkilesim mekanizmasint kullanarak,
htcrelerin - buyime faktorlerini  salgilama  potansiyellerinden  yararlanip  bunu  farklt
dokulardan koéken alan kok hucrelerin farkhilasmasi igin kullanmak c¢ok daha uygun bir

yaklasim olacaktir.

Kosullandirilmis medyum (KM), belitli kosullar altinda sadece kiltiire edilen
htcrelerden toplanan medyumdur. Kdltire edilen htcreler tarafindan ortama salgilanan
gesitli metabolitler (glikoz, amino asitler ve ntkleositler), interlokinler (IL) (Fu ve ark.,
2019), cok sayida biyime faktori [(epidermal buyime faktori (EGF), TGFE-8, insilin
benzeri biytime faktorleri (IGF), fibroblast buytime faktori (FGF)| (Liu ve ark., 2012) ve
paratiroid hormon—iliskili protein (PTHrP) igerir (Fischer ve ark., 2010). Yapilan

calismalarda, kondrositlerden elde edilen KM’nin icerdigi belirli metabolitler ve ¢6ziinmiis



faktorlerden dolayl, kondrositlerde kollajen ve mukopolisakkarit sentezini arttirdift

saptanmistir (Meier ve ark., 1973).

Dolayistyla eklem kikirdagindan izole edilen kondrositlerin kiltirlerinden toplanan
kosullandirilmis medyumun, kok hiicrelerin kondrositlere farklilasma potansiyellerini hem z
vivo hem de 7n vitro olarak arttirabilecegini distiniiyoruz. Bu molekiler, mekanizmanin daha

iyi anlasilabilmesi i¢in kondrogenezis mekanizmasina iyi hakim olunmast gerekmektedir.

1.5. Kondrogenezisin Hiicresel ve Molekiiler Mekanizmasi

Kondrogenezis, mezenkimal kék hiicreler (MKH)’in yogunlasmast ve ¢ogalmasi ile baslar.
Daha sonra spesifik buytime ve farklilasma faktorlerinin kontroli altinda MKH’lerin
kondroblastlara ve kondrositlere farklilasmalari ile sonlanir. Hiicre yogunlagmasi, hiicrelerin
g6ct ile baslar ve bunu hiicrelerin ¢ogalarak bir araya toplanmasi izler (Ahmed ve ark., 2007;

Alford ve Cole, 2005; Delise ve ark., 2000; Goldring ve ark., 2000).

Kondrogenezis stirecinde kondroprogenitér htcrelerin yogunlasmast belirli hiicre-
htcre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin tesisi ile tetiklenir. Belitli hticre-hiicre baglantilari ile
kalsiyum (Ca*®) bagimli néral kaderin (CHD) ve Ca'® bagimstz néral hiicre adhezyon
molektlt (N-CAM) gibi yapisma molekilleri arasindaki karsilikli etkilesimlerin yani sira
oluklu baglantilarin da bu strecin 6nemli dizenleyicileri oldugu distuntulmektedir
(Obetlender ve Tuan, 1994; Tavella ve ark., 1994; Widelitz ve ark., 1993). Hem CHD, hem
de N-CAM yogunlasan mezensimde ifade olurken, farklilasan kikirdakta kaybolmaktadir
(Obetlender ve Tuan, 1994; Tavella ve ark., 1994; Widelitz ve ark., 1993). Hicre-hiicre
iletisimi MKH’lerin hticreler arasit matriksi tarafindan dizenlenmektedir. Yogunlasma stireci
baslamadan hemen 6nce MKH’ler COL-I (Dessau ve ark., 1980), hyaluronan (Knudson ve
Toole, 1985) ve fibronektinden (Dessau ve ark., 1980; Kulyk ve ark., 1989) zengin bir
hiicreler arast matriks Uretirler. Yeni sentezlenmis olan bu hucreler arast matriks hticre

hareketliligini inhibe ederek htcre-hiicre etkilesimini siurli tutar. Fakat yogunlasma



basladiginda hyaluronidaz aktivitesindeki artis, hticreler arast matriksteki hyaluronan
miktarinda dusiise sebebiyet verir ve bu da daha yakin bir hiicre-hiicre etkilesimi saglar
(Knudson ve Toole, 1987; Toole ve ark., 1972). Mezenkimal hiicreler yogunlasmaya ve
yuvarlak kondrositlere farklilasmaya basladikca hiicreler arast matriks dretiminde COL-I
yerini hizla COL-II’ye birakir ve olgun kikirdagin kondrositlerinin etrafinda kondroitin
sulfattan zengin ACAN, tenaskin (TN) gibi silfatlanmis proteoglikanlar gorilir (Doege ve
ark., 1991; von der Mark ve ark., 1970).

Hiucre-hiicre etkilesimine ek olarak hiicre-matriks etkilesimleri de MKH’lerin
yogunlasmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Yogunlasma ile kondrogenezise ugrayan
hticreler, integrin adi verilen hiicre membranina baglt adhezyon reseptorleri ile hiicreler arast
matriksteki fibronektine baglanirlar (Gehris ve ark., 1997; Stupack ve Cheresh, 2002).
Fibronektin, yogunlasma strecinin hemen 6ncesinde MKH’ler tarafindan hucreler arast
matrikste tretilir ve fibronektin ifadesi hiicresel yogunlasmanin oldugu alanlarda artarken
(Dessau ve ark., 1980; Kulyk ve ark., 1989) hiicre farklilasmasinin devam ettigi alanlarda ise
azalir (Delise ve ark., 2000). Fibronektinin matrikse baglt bir translokasyon ile MKH’lerin
hticresel yogunlasma alanlarina lokalize olmasini sagladigt ve bu stirecin amino terminal
heparin baglanma bolgesi aracihigi ile oldugu 6ngérilmektedir (Frenz, Akiyama, ve ark.,

1989; Frenz, Jaikaria, ve ark., 1989).

Yogunlagmay1 takip eden farklilasma asamasi, fibronektinin sindekana baglanmasina
yardimct olan hiicre matriks etkilesimlerini kapsar. Kondrogenezis sirasinda hiicreler arast
matriks sentezi, COMP yaninda TN, matrillinler ve thrombospondinlerin ifadeleri ile
iligkilidir. Bunun yant sira, kondrogenezisin farklilasma evresi esnasinda COL-II, IX ve XI
ortaya c¢tkarken, COL-I ve fibronektin ortamdan kaybolur. Bu olaylar dizisi,
kondroprogenitér htcrelerin - olgun kondrositlere farklilasmasina yol agar. Erken
kondrogenezis sirasinda kok hiicreler baslangicta latent kondrositlere farkhilagir. Hiyalin
kikirdakta, bu tip kondrositler stabil olarak korunur (Goldring ve ark., 2006; Hidaka ve

Goldring, 2008; Mastrogiacomo ve ark., 2001). Kondrogenezis esnasinda uzun ve fibroblast



benzeri kondroprogenitér hiicreler, yuvarlak kondroblast ve kondrosit benzeri hiicrelere

dontstrler (Matta ve ark., 2019).

Kondrogenezisin temel duzenleyicileri TGF-3 siiper ailesinin tyeleri, wingless-tip
(WNT) sinyal yolaginin tyeleri, FGF ve IGF’dir (Keller ve ark., 2011). TGF-§ stper aile
tyelerinin 3 tip izoformu vardir. Bunlar: TGF-$1, 32 ve g3’tiir. Tiim izoformlar igerisinde
en yiksek kondrojenik potansiyele sahip olani TGF-g3’tir ve hizli hicre farklilasmasina
neden olur (Mueller ve ark., 2010).

TGF-B ve BMP'ler, hucre ici bolgelerinde serin / treonin kinaz aktivitesi iceren
spesifik reseptorlerin hiicre dist bolgelerine baglanir ve hiicre igine sinyal iletimi i¢in small
worm fenotip (SMA) ve Mothers Against Decapentaplegic (MAD) ile ilgili (SMAD)
proteinlere gereksinim duyarlar. Ligandin reseptore baglanmast sonucu, bir alt birimin serin
/ treonin kalintilart Uzerindeki es alt birime fosforilasyonuna neden olan reseptoriin
homodimerik kompleksleri olusur. Bu stire¢ SMAD proteinlerinin fosforilasyonunu igeren
bir dizi olaylart baslatir. TGF-8 yolagi, SMAD 2 ve SMAD 3 gerektirirken, BMP sinyali ise
SMAD 1, 5 ve 8'e ihtiya¢ duyar. Fosforile edilmis reseptor regilasyonlu SMAD’ler (R-
SMAD), bir heterokompleks olusturmak icin SMAD 4 ile reaksiyona girer. R-SMAD ve
ortak aracithi SMAD'dan (Co-SMAD) olusan bu kompleks, cekirdege girer ve hedef genlerin
promotorlerine baglanarak onlarin transkripsiyonunu kontrol eder (Massagué ve ark., 2005).
Hicresel stireglerin diizenlemesinde diger yollara 6rnek olarak; hticre dist sinyal dizenlenen
kinazlar (ERK), C-JunNH2-terminal kinazlar (JNK) ve p38-mitojen-aktive protein kinaz
(p38-MAPK) yolag: verilebilir (Danisovi¢ ve ark., 2012). Protein kinaz A (PKA), 6nemli
substratlarin =~ Serin  / Treonin kalintilarinin  fosforilasyonu  ve hedef genlerin
promotorlerindeki siklik adenosin 3, 5p-monofosfat response element (CRE) bélgelerine
baglanan CRE baglayici protein (CREB) yoluyla siklik adenosin 3, 5p-monofosfat (cAMP)
duyarlt genlerin ifadesini indirek olarak diizenleyerek bu etkileri giiclendirir. PKA ayrica
kondrogenezisi, kondrogenezis esnasinda mezenkimal hiicrelerin sitozol ve membran
fraksiyonlarindaki protein kinaz C alfa'nin (PKCa) aktivasyonu yoluyla da diizenler (Chang
ve ark., 1998; Matta ve ark., 2019). Bununla birlikte PKA, transkripsiyon faktéri SOX9'u



fosforilize eder. Fosforilasyon SOX9un ¢ekirdege transferine ve bu genlerin
transkripsiyonel aktivitelerinin artisina neden olur (DaniSovi¢ ve ark., 2012; Massagué ve
ark., 2005). SOX ailesinin bir¢ok tiyesi (I.-Sox5 ve Sox6) kondrogenezisde rol oynamasina
karsin, kondrojenik farklilasmanin baslamast igin gerekli olan transkripsiyon faktori
SOX9'dur. SOX9'un ifadesi, bagpipe homeobox homolog 1 (Bapxl) geninin ifadesini
indtkleyen sonik hedgehog (SHH) transkripsiyon faktori tarafindan duzenlenir ve dolayl
olarak SOX9 ifadesini artirir. BMP'lerle isbirligi icinde, Bapxl ve SOX9 arasinda
kondrojenik faktorlerin  ifadesini etkileyen pozitif bir geri besleme mekanizmasi

bulunmaktadir (Dong ve ark., 2012).

SOX9 ve RUNX2 arasindaki etkilesimler kondrogenezisin temel duizenleyicileridir.
Ancak fonksiyonlart bakimindan farkhiliklar gostermektedirler. SOX9 eklem kikirdak
olusumunu saglarken, RUNX2 htcrelerin hipertrofik olgunlasmasinda rol oynar (Goldring,
2012). Her iki faktor de mezenkimal hiicre yogunlasmasi siirecinden terminal kondrosit
hipertrofisine kadar tim kondrojenik siire¢ boyunca ifade edilit. SOX9'un temel islevi,
kollajen tip-1I alfa I (COL2A1) genini ve diger kikirdak belirteclerinin gen ifadelerini aktive
ederek hiicre canlihigini saglamaktadir (Dong ve ark., 2012). SOX9un CREB baglayic
protein (CRBP) / p300 ile olusturdugu kompleks, belitli kondrojenik genlerin ifadelerini
SOX9'un karboksil terminal bolgesi araciligtyla indiiklemektedir (Eslaminejad ve ark., 2013).

IGF'ler iskelet gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. IGF'ler hicre
proliferasyonunu uyarmanin yant sira apoptozu ve kondrojenik belirteclerin ifadelerini de
duzenler. IGF'lerin hiicresel yaniti, tirozin kinaz yapilt tip I treseptori (IGF-IR) aracihigi ile
gerceklesir. IGF'lerin, reseptorlere baglanma stireci dort sinyal yolunun aktivasyonuyla
gerceklesir. Bunlar; MAP kinaz, hiicre dist sinyal ayarh kinaz-kinaz 1/2 (MEK 1/2), hiicre
dist sinyal ayarli kinaz 1/2 (Etk 1/2) ve fosfatidilinositol-3-kinaz -Akt (P13K-Akt)’dir
(Longobardi ve ark., 2006; Phornphutkul ve ark., 2004).

Embriyonik dénemde, endokondral kemiklesme esnasinda kondrosit farklilasma

suregleri kemik olusumuna neden olmaktadir. Olgunlasan kondrositler ¢ogalir, metabolik
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aktivitelerini artturir ve COL-X'u biriktitip ALP tretitken hacimce buyir. Terminal
farklilasmanin son agamasi; mineralizasyon, vaskiilarizasyon, kemik htcrelerinin ve kemik

iligi hiicrelerinin yayginlasmast ile karakterizedir (Longobardi ve ark., 2000).

1.6. Doku Miihendisligi

Doku mithendisligi, ilgilenilen dokuyu fonksiyonel olarak taklit edebilen bir biyolojik doku
yapist olusturmak icin hucreler, doku iskeleleri ve biyokimyasal sinyaller arasindaki
etkilesimleri inceler. Doku miuhendisligindeki ¢ boyutlu ¢erceveler ve iskeleler, karmagik
htcre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri icin bir platform gelistirmeye yardimct olur ve
dogal hiicreler arast matriksin 6zelliklerini taklit eder (Langer ve Tirrell, 2004). Steward ve
ark. (2011), kondrogenezis sirasinda ii¢ boyutlu kiltir icin uygun iskele seciminin ¢ok
o6nemli oldugunu; iskelenin proliferasyon ve farklilasma gibi hticre fonksiyonlari tizerine
oldukea biytik etkilerinin oldugunu belirtmistir. Stupack ve Cheresh (2002) iskelelerin hiicre
baglantilar Gzerinden sinyalleri hiicre igerisine ileterek proliferasyon ve farklilasma tzerine
etkidigini  gbstermistir.  Kikirdak doku mithendisliginde iskele icerisinde hiicre
adhezyonunun roli muglaktir ve iskele tird, kiltir kosullart ve hucre farklilasmasinin
asamasina gore degismektedir. Calismalar kollajen ve fibrin jeller gibi hiicre baglanmasint
saglayan adherent iskeleler ile aljinat ve agaroz hidrojeller gibi hiicre baglanmasini
desteklemeyen, non-adherent iskeleler olmak tizere iki tip iskele tanimlamaktadir (Steward
ve ark,, 2011). Her iki tip iskelenin de kondrogeneziste basarili sonuclar verdigi
kanitlanmustir. Kollajen iskeleler, integrin reseptorleri araciligt ile hiicre etkilesimini arttirirlar
(Loeser, 2014; Nuernberger ve ark., 2011). Kollajen jel benzeri iskeleler kondrosit
proliferasyonunu  arttirsa da uzun streli integrin baglantilart  dizlesmis yapilara,
kondrositlerin de-diferensiye olmasina ve fibroz kikirdak veya kalsifiye kikirdak gibi
yaptlarin meydana gelmesine neden olur (Steward ve ark., 2011). Diger yandan aljinat ve
agaroz benzeri hidrojellerde de-diferansiyasyona yol agmadan hiicre fenotipi korunur ve

daha fazla glikoz amino glikan (GAG) tretimi saglanir (Benya ve Shaffer, 1982).
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1.7. Aljinat Boncuklar

Aljinat dogal olarak tretilen polisakkarittir ve biyouyumluluk ve kolay jellesmesi gibi elverisli
Ozellikleri nedeniyle doku mihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan bir
biyomalzemedir. Yapay hidrojel hticreler arast matriks olarak kullanilir (Lee ve Mooney,

2012; Smidsred ve Skja, 1990).

Yapisal olarak (1—4)-B-D-mannuronik acid (M) ve a-L-guluronik asit (G) birimlerine
sahip olan sodyum aljinat, MM- veya GG-bloklarindan olusan homopolimerik dizileri ve
birbirlerinin icine dagilmis MG- veya GM-bloklarint igeren heteropolimerik dizileri
olusturur (Aslani ve Kennedy, 1996; Haug ve Larsen, 1966; Haug ve ark., 1969;
Sriamornsak ve ark., 2007). Sodyum aljinat, iki veya t¢ degerlikli katyonlarin varliginda
iyonotropik jelasyonla birbirine bagl gézenekli jeller olusturur (Wang ve ark., 1993). ki
degerlikli kalsiyum katyonu, bir yumurta viyoliindeki yumurta gibi gulukonat yapilara sigma
yetenegine sahiptir (Schettini ve ark., 2013). Sonuc¢ olarak; kalsiyum, aljinat zincitlerini
birlesme bolgeleriyle birbirine baglar ve sirayla ¢ozeltinin jellesmesine yol agar. Normal
kosullar altinda Ca™ iyonlarinin mevcudiyetinde iyonotropik jelasyon yoluyla suda
¢oziinmeyen sodyum aljinat jelinin olaganistii kabiliyeti, hem makromolekiiler ajanlarin
(Bowersock ve ark., 1999; Mandal ve ark., 2010; Polk ve ark., 1994) hem de dusitk molekdil
agirliklt terapotik ajanlarin kapsiillenmesini mimkin kidmistir ( Cui ve ark., 2001; Gonzalez-
Rodriguez ve ark., 2002; Halder ve ark., 2005). Gazlarin ve besin maddelerinin aljinat
hidrojelinden rahat gegebilmesi sayesinde aljinat jel igerisine enkapsiile edilen hiicreler
canliliklarini korurken, cogalma ve farklilasma yeteneklerini de kaybetmezler (Debnath ve
ark., 2015). Aljinat boncuklarinin boyutu, icerisindeki biyolojik materyali icerecek kadar
buytk olmalidir ve enkapsiile edilen hiicrelerin aljinat igerisinde homojen olarak dagilmast
o6nemlidir (Andersen ve ark., 2015). Aljinat, disiik toksisiteye sahip olmakla birlikte baglantt
bélgelerinin  olmamast vasitasiyla hiicrelerin kiire seklini korumasina yardimct olur ve
htcreler i¢in bir immobilizasyon matriksi gibi hareket eder (Smidsred ve Skja, 1990). Aljinat,
baglanma noktasi icermiyor olusu nedeniyle cogu zaman farklilastirmayr kuvvetlendirmek

adina daha fazla hucre-matriks etkilesimi saglayacak sekilde biyomateryaller eklenerek
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yapisal olarak modifiye edilir (Park ve ark., 2017; Stenvik ve ark., 2012). Calismalar, aljinat jel
icine gomiilmus vyetiskin eklem kondrositlerinin, enkapsiilasyondan 8 ay sonra bile
kollajenler ve proteoglikanlar acisindan zengin bir matriks icerdigini (Lindenhayn ve ark.,
1999; Pittenger ve ark., 1999), ayrica serum icermeyen kondrojenik indiksiyon ortami
kullanilarak aljinat boncuklari iginde kiltiire edilen MHK'larin COL2A1 ve COL10A1'i
ifade ettigi belirtilmistir (Ma ve ark., 2003). MHK'lar tzerinde yapilan gesitli kondrojenik
farklilasma calismalari, aljinat boncuklarin kondrogenez igin spesifik bir iskele olabilecegini
savunmaktadir (Awad ve ark., 2004; Kurth ve ark., 2007; Steinert ve ark., 2003; Xu ve ark.,
2008).

1.8. Amniyotik Siv1 Kaynakli K6k Hiicreler

Yenileyici tiptaki son kesifler, terapétik potansiyele sahip yeni kék hiicre kaynaklarinin
arastirtlmasint arttirdr (Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017). Bu alandaki adaylardan birisi de
amniyotik stvidir. Amniyotik stvi, peptidler (Tong ve ark., 2009), biytime faktorleri
(Kurauchi ve ark., 1995; Merimee ve ark., 1984; Scott ve ark., 1989) antibakteriyel maddeler
(Underwood ve ark., 2005), yavruya ait solunum yolu akintilari, idrar ve gastrointestinal
atiklarin (Cananzi ve De Coppi, 2012) bilesiminden olusur. Bu nedenle amniyotik stvi, hem
fotus hem de amniyotik membrandan koéken alan heterojen bir hiicre popiilasyonuna
sahiptir (Chen ve ark., 2014; Klemmt ve ark., 2011; Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017;
Underwood ve ark., 2005). Bu hiicre populasyonu icinde kék hiicrelerin varligr (Klemmt ve
ark., 2011) amniyotik siviyl, kék hiicre ¢alismalart ve yenileyici tipta terapotik yaklasimlar
icin ilgi cekici hale getirmistir. Amniotik stvi kaynakli k6k hiicreler (ASKH) amniyosentez ile
tant amaclt alinan amniyotik sividan etik problemler olmadan kolayca elde edilebilmelerinin
(Cananzi ve De Coppi, 2012) yanisira immun modulasyon (Moorefield ve ark., 2011),
yuksek proliferasyon (Zheng ve ark., 2008), multipotensi (Kim ve ark., 2007) ve distk
timor olusturma riski (Paolo De Coppi ve ark., 2007) gibi 6zellikleriyle 6n plana
ctkmaktadir. ASKH’lerin ayrica cluster of differentiation (CD) 29, CD44 (Tsai ve ark., 2004,
Weber ve ark., 2016), CD73 (Markmee ve ark., 2017), CD90, CD105 (Tsai ve ark., 2004),
CD117 (Cananzi ve De Coppi, 2012), CD133 (Spitzhorn ve ark., 2017) ve satha spesifik
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embriyonik antijen-4 (SSEA-4) (Moschidou ve ark., 2013) gibi mezenkimal kok hiicre yiizey
belirteglerini ifade etmelerinin yani sira Nanog Homeobox (NANOG), SOX2 (Nawaz ve
ark., 2020; Savickiené ve ark., 2016), oktamer baglayict transkripsiyon faktor-4 (OCT-4)
(Moschidou ve Guillot, 2012; Prusa ve ark., 2003) ve avian myelostomatozis viris onkojen
hticresel homolog (c-Myc) (Moschidou ve Guillot, 2012) gibi pluripotent koék hitcre
belirteglerini de ifade etmeleri, bu htcrelere embriyonik kok hiicreler ile indiklenmis
pluripotent kok hiicreler arasinda bir gecis formu 6zelligi kazandirir (Moschidou ve Guillot,
2012; Pappa ve Anagnou, 2009; Prusa ve ark., 2003). Bunun yant sira ASKH’lerde major
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif II antijen diizeyinin dusiik olmasina (De Coppi
ve ark., 2007) baglt olarak zayif antijenik 6zellikleri bu hiicrelerin allogenik uygulanmasini da
mumkin kilar. Bu durum, yenileyici tip alanina yeni bir acilim getirerek gliniimiizdeki
ASKH’lerin terapotik yaklasimlarina iliskin calismalara farkli bir boyut kazandirmuistir.
Guntmiizde cesitli hastalik ve rahatsizliklarin ASKH ile tedavisini amaclayan arastirmalar,
insan kaynaklt ASKH’lerin deney hayvant modellerine uygulanmasi (Bollini ve ark., 2011;
Dupont ve ark., 2010; Srivastava ve ark., 2018) seklinde ortaya ¢tkmaktadir.

Insanlarda ve cesitli hayvanlarda yapilan ¢alismalarda ASKH’lerin; adipositlere, kemik
hticrelerine, kondrositlere (Kim ve ark., 2007; Nawaz ve ark., 2020); sinir hiicrelerine (Kim
ve ark., 2007), hepatositlere (De Coppi ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2008) kas hiicrelerine
(De Coppi ve ark., 2007), akciger epitel hiicrelerine (Carraro ve ark., 2008) ve bobrek
hucrelerine (Minocha ve ark., 2019; Perin ve ark., 2007) farklilasabildikleri gosterilmistir. Bu
nedenle ASKH’lerin yenileyici tipta kardiyovaskiiler bozukluklar (Chiavegato ve ark., 2007,
Weber ve ark., 2010), yara iyilesmesi (Skardal ve ark., 2012), akciger hastaliklar1 (Buckley ve
ark., 2011), kemik (Dupont ve ark., 2010) ve sinir (Pan ve ark., 2007) doku yenilenmesi gibi

alanlarda kullanimina yoénelik ¢alismalar hiz kazanmustir.

ASKH’nin kondrojenik potansiyele de sahip oldugunun kesfedilmesi insan ve hayvan
sagliginda 6nemli bir problem olan eklem dejenerasyonlarinin tedavisinde bir umut 15181
olmus ve bu alana yonelik calismalara farklt bir boyut kazandirmistir. Kunisaki ve ark.

(2000) yaptiklari arastirmalarinda ASKH’leri; instlin, transferrin, sodyum selenit (ITS),
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deksametazon, L-prolin, askorbik asit ve TGF-B2 ve IGF-1 igeren kiltir ortaminda
kondrositlere farklilastirmislar ve fotal hiyalin kikirdakla karsilastirdiklarinda bu hticrelerde
benzer diizeyde GAG bulundugunu gosteritken; COL-II konsantrasyonunun daha az
miktarda oldugunu ortaya koymuslardir. Daha sonraki ¢alismalarda Kolambkar ve ark.
(2007) TGF-B1, TGF-83, BMP-2 gibi farkli buyime faktorlerini de ilave ettikleri
kondrojenik indiksiyon medyumunda 3 haftalik kiltir sonrast ASKH’lerin kondrositlere
farklilastiklarint ve bu kondrositlerin GAG ve COL-IT irettiklerini belirlemislerdir.
Arastirmacilar, TGF-§ ilavelerinin kondrojenik farklilasmayr uyarirken, IGF-I ilavesinin de

GAG tretimini artirdigini 6ne stirmuslerdir (Kolambkar ve ark., 2007).

Yenileyici tip alanina yonelik ilk olarak Kunisaki ve ark. (2006) koyun ASKH’lerinden
kikirdak tretirken son yillarda Zavatti ve ark. (2020) osteoartiritis vakalarinda hem ASKH
hem de bu htcrelerden elde edilen eksozomlarin kikirdak onariminda basarili oldugunu

gostermislerdir.

Bu hicrelerin  kikirdak onariminda  kullanilabileceginin  uzun siire 6nce ifade
edilmesine ragmen (Kolambkar ve ark., 2007) bu alandaki calismalar yeterli duzeye
ulasamamis ve sinirht kalmistir. Bu nedenle ASKH’ler icin eklem kikirdak defektlerinde ve

osteoartiritis (OA) tedavisinde basamak olusturacak calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.9. Problemin Ifadesi

Ginumizde kikirdak dokuda en sik gorilen rahatsizliklardan birisi OA’dir. OA; dunyadaki
en yaygin kas-iskelet sistemi hastaliklarindan biridir. OA, diinya genelinde kadinlarda 4.;
erkeklerde ise 8. en sik gorilen hastaliktir (Murray ve ark., 1996). 2017 yilinda dinya
genelinde 303 milyon insani etkiledigi saptand: (James ve ark., 2018). OA, en stk rastlanan
sakatltk nedenleri siralamasinda 2012 yilinda 15. siradan 11. siraya yiikselmistir (Vos ve ark.,
2012) ve gelismis tlkelerde, OA yash bireylerde, 6zellikle is guctnde aktif olanlarda en sik
gorilen 10 sakatliktan biridir (Palmer ve Goodson, 2015; WHO, 2020).
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Yapilan caligmalara gore, kikirdak hasarint tamir etme veya yenilemede eklem
kikirdaginin karmastik yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle %100 basari saglayan bir
tedavi yontemi hentiz gelistirilememistir (Kloppenburg ve Berenbaum, 2020). Kemik iligi,
yag doku, sinoviyal stvi, amniyotik sivi ve periferal kan gibi ¢estli kaynaklardan elde edilen
kok hticrelerin, osteoartritli hastalarin tedavisinde glivenli ve etkili bir tedavi yontemi olarak
kullanilmistir (Cui ve ark., 2016; Yubo ve ark., 2017, Zavatt ve ark., 2020). OA
gelisimindeki hticresel olaylar g6z 6ntne alindiginda; yiksek proliferasyon ve farklidasma
potasiyeline sahip otolog MKH’leri baz alan hiicresel tedavi yaklasimlari, cerrahi
miidahalelerin prognozunda yenilikgi ve etkili bir yéntem olarak goriilmektedir (Barry, 2003;
Barry ve Murphy, 2004; De Girolamo ve ark., 2016). Ancak, OA tedavisinde otolog
kondrosit implantasyonu uygulamalarindan uzun dénemde iyi sonuglar elde edilmis ve bu
yontem altin standart olarak kabul edilmistir (De Bari ve Roelofs, 2018). Ancak, otolog
kondrosit tedavilerinde hem az miktarda doku ve hiicre elde edilebiliyor olmasi; hem de
donérde hasar ve morbidite riskini arttirtyor olmast gibi nedenler bu tedavi yontemini
sinirlandirmaktadir (Bedi ve ark., 2010; Brittberg ve ark., 2003). Ayrica, uzun sireli tek
tabakalt kondrosit kiltirinde hticrelerin de-diferensiyasyona ugruyor olmalari nedeni ile

tedavi i¢in yeterli miktarda hiicre elde edilememektedir (Stoddart ve ark., 2009).

Kikirdak ve kondrositler, c¢esitli humoral faktorler salgilayarak parakrin bir etki
sergilerler (Bos ve ark., 2001). KM igerisine salgilanan bu humoral faktorler kondrositlerin
fenotipinin korunmast ve kendi kendini yenileyebilmesi i¢in 6nemlidir (Solursh ve Meier,
1973). Buna ek olarak kondrositlerden elde edilen KM’nin, 7z wvitro olarak hiicrelerde
hipertrofiyi ve COL-X sentezini belirgin bir sekilde azalttigi bilinmektedir (Fischer ve ark.,
2010; Zhang ve ark., 2015). Kondrositlerden elde edilen KM, farkli kaynaklardan elde
edilen kok hiicrelerin kondrositlere farklilasmasinda etkilidir (Fischer ve ark., 2010; Liu ve
ark., 2012). MKH’lerin kondrojenik farklilasmasinda TGF, FGF, IGF gibi biyime
faktorlerinin ekzojen olarak ilavesi baz alinan protokoller uygulanmaktadir (Fischer ve ark.,
2010; Zhang ve ark., 2015). Fakat bu yontemler kondrogenezisin dogal mekanizmasini tam
olarak taklit edememektedir. Kondrogenezisin dogal mekanizmasini taklit etmeye yonelik

olarak kondrositlerden kosullandirilmis medyumun elde edildigi ve KM’nin in vitro olarak
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kondrogenezis tizerine etkisinin gosterildigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Kazmierski ve
ark., 2018; Liu ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2017). Ancak KM ile birlikte TGF-$3 ve IGF-1
gibi kondrogeneziste 6nemli olan faktorlerin kondrojenik farklilasma tzerine etkilerinin
gosterilmesi ve ayrica molekiler tekniklerle ayrintili bir sekilde mekanizmanin ortaya
konmast gereklidir. Bununla birlikte kikirdak yenilenmesi igin gelistirilecek efektif bir
protokol; kondrositlerin 7z vivo mikro ¢evrelerindeki hiicresel olaylart da miimkiin oldugunca
taklit etmelidir. Kondrositler tarafindan salgilanan buytme faktorleri ve intelSkinler gibi
kondrogenezisi indukleyebilen cesitli salgt maddelerini igeren ve zz vivo mikro gevreyi taklit

edebilen KM; MKH’lerin farklilagsmasinda kullanilabilir.

Hipotez ve Amag

Hipotez I: Kondrosit kiltirinden elde edilen bir¢ok humoral faktéri iceren KM,
MKH’lerin kondrojenik farklilasmasini dogala yakin bir sekilde indiikler.

Hipotez II: KM’nin TGF-$3 ve/veya IGF-1 ilavesi ile kullanimi, MKH’lerin kondrojenik
farklilasmasint dogala yakin bir sekilde indukler.

Hipotez III: IM icerisinde kondrojenik farkliasmay: indiikleyen maddelere ilave olarak

KM’nin eklenmesi, MKH’lerin kondrojenik farklilasma potansiyellerini artirir.

Amag

Calismamizda amacimiz kok hicrelerin  kondrojenik farklilasmasinda dogal fizyolojik
mekanizmayt daha iyi taklit edebilmek icin, KM’nin hem tek basina hem de TGF-$3
ve/veya IGF-1 ile bitlikte kullanimin kondrogenezise etkisini gOstermek ayrica, IM’ye
KMnin ilavesinin kok hiicrelerin  kondrojenik farkliastirma potansiyelini gl¢lendirip

giiclendirmeyecegini belirlemektir.
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Hedef 1. Rat amniyotik stvi kaynakli k6k hiicreleri izole etmek; mezenkimal karakterlerini
ve farklilasma potansiyellerini degerlendirmek.

Hedef 2. Eklem kikirdagindan kondrositleri izole etmek ve kiiltiire etmek. Kondrosit
kaynaklt kosullandirlmis medyum elde etmek i¢in protokol gelistirmek.

Hedef 3: TGF-83 ve/veya IGF-1 ilave edilmis veya edilmemis kogsullandirilmis
medyumlarda RASKH'leri kiiltire etmek.

Hedef 4: Biyiume faktorleri ilave edilmis veya edilmemis kosullandirilmis medyum ile
indtiklenen RASKH!'lerin kondrojenik potansiyelinin immunohistokimya, Real-Time PCR

ve histolojik boyamalatla degerlendirilmesi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Onay1

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (AKUHADYEK-51-19; 30.04.2019).

2.2. Cihazlar ve Kimyasallar

Tablo 2.1. Cihazlar

Arastirma Mikroskobu + Géruntileme Sistemi Olympus BX50 + Olympus DP 25
Biyogtivenlik Kabini Teknomar Chemocell LRCX-UV- Tirkiye
Otoklav Nive-Turkiye

Buzdolab1 +4 °C Indesit-Ttalya

Mini Santrifij Biosan

Derin Dondurucu (-20) Arcelik-Turkiye

Etiv EN500 Nive-Tirkiye

Faz kontrast Inverted Isik Mikroskobu Nikon Eclipse TS100-Japonya
Fluoresan Atagmanlt Arastirma Mikroskobu Zeiss Axio observer Z1-Almanya
Gii¢ Kaynagt Thermo-ABD

Hemositometri Neubauer improved cell Tsolab
Hassas Terazi Precisa XB 220A-Isvicre

Isiticilt Manyetik Karistirict Biosan

Karbondioksitli inkiibator Thermo Scientific-361-ABD
Kriyostat Leica

Stvi Nitrojen Tank Wothington UN-1977-ABD
Mikrosantrifij Thermo MicroCL17R-ABD
Mikrosantrifij Thermo-MicroSL16R-ABD

UV Transilluminat6rli Jel Gorintilleme Sistemi MicroDOC vilber lourmat-Fransa
Mikrodalga Argelik-Turkiye

Multi-Vorteks Biosan

Otomatik Pipet Ependorph

pH metre WTW pH 720 Isolab

Qubit 2.0 Fluorometri Cihazt In Vitrogen-Thermo-ABD
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Sarjlt Otomatik Pipetleyici
Sinuf 1T Biyogiivenlik Kabini
Sogutmalt Santrifiij

Step 1Plus Real Time PCR
Stereo Mikroskop

Su Banyosu

Derin Dondurucu (-80 °C)
Veriti 96 well Termal Cycler

Tablo 2.2. Sarf ve Kimyasal Malzemeler

0,2 mL eppendorf

1,5 mL eppendorf

12 kuyucuklu hiicre kiltir plakast
3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX)

4 kuyucuklu MillicellEZslide glasses
4 Kuyucuklu Plaka

50 mL enjektor

6 kuyucuklu hticre kiltir plakast
Albumin

Alizarin Red-S

Alsiyan mavisi 8§ GX
Amfoterisin-B (0,25 mg/mL)
Temel fibroblast biiytime fakt6r (b-FGF)
B-gliserofosfat disodyum salt hydrate
Beta-2-Mercaptoethanol

Bovine Serum Albumin BSA

DAB peroksidaz substratt
Dekzametazon

Distile Su

Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Dietil Eter

DNase I

LG-DMEM

Filtreli pipet ucu

Floroshield kapatma medyumu
Formaldehit %37

Fotal bovine serum, FBS

Glasial asetik asit

Hanks’in tamponlu tuz ¢6zeltisi (HBSS),
Hematoksilen

HEPES tamponu (1M)
Indometasin

Insiilin

Insilin, transferrin ve sodium selenite (ITS-

Drummond Scientific-USA
Thermo MSC Advantage —USA
Nuve NF 800R-Ttrkiye

Thermo —ABD

Nikon SMZ 1500-Japonya
Nive-Turkiye

Panasonic MDF-U700VX-Japan
Applied biosystem-Thermo-ABD

Isolab 123.01.002

VWR 20170-038- Giiney Amerika
VWR, 10062-894- Gliney Amerika
Sigma, 15879- Almanya

Merck, Irlanda

Thermo, 176740-ABD

PlusMED, SYR050FS

VWR, 10062-892- Gliney Amerika
Sigma A9205
Merck,1.06278.0025-Almanya
Alfaaesar J60122

Capricon, AMP-B

R&D Systems, 233-FB-ABD
Gibco-UK

Merck, 8.05740.0250- Almanya
Santa Cruz, sc-2323-ABD

Vector Labs SK-4100

Sigma, D4902-100 mg-Belgika
Kogak Farma, 6002716

Sigma, D2650-UK

VWR, 23819.367

Thermo Scientific, EN0525
Sigma-Aldrich, D5523-11.-ABD
Axygen, TF-1000-L-F
Abcam-ab104139, UK

Merck, 1.04002.2500-Almanya
Biowest,S181H-500

Tekkim TK 010030.01000-Tturkiye
Sigma-Aldrich, H9269-ABD
Merck, 70225752
Multicell-330050-EL
Sigma,17378-5g, Belcika

Sigma 10516-5 mL-Almanya
Corning, 354351
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premix)

Izoamilalkol

1zopropanol

Kalsiyum klortir dehidrat (CaCly, 2H;0)
Keci serumu

Kloroform

Kollajenaz tip TA

Ksilen

L-Askorbik asit

L-glutamin

L-Proline

Maxima First Strand cDNA sentez kiti

MicroAmp™ Fast optical 96- kuyucuklu plaka

Mikrosantriftj tipi 15 mL
Mikrosantriftj tipi 50 mL

Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container
Non-essential amino acid (NEAA)
Notral formalin

Oil Red O

Parafin

Paraformaldehid
Penisilin-streptomsin (10,000 U/ mL)
Petri kabt 10 mm

Phosphate Buffer Saline (DPBS)
Poli-L lizin kaplt lam

Polipropilen hiicre stizgeci (70 um)
Proteinaz K (20 mg/ mL)

Qubit RNA HS Assay Kit

TGF-83

RNA kit (GeneJet RNA Purification )
Saf Alkol

Sodyum Aljinat

Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum Piriivat

Na-EDTA

B-Gliserofosfat

Strip Tipler ve Diiz Strip Kapaklar
T25 Flask

T75 Flask

Tek Kullanimlik Serolojik Pipet (10 mL)
Tek Kullanimlik Serolojik Pipet (25 mL)

Tek Kullanimlik Serolojik Pipet (2 mL)
4 Kuyucuklu EZ plaka

Tripan Mavisi

Tripsin

Tripsin-EDTA 10X

Triton X 100

Merck, 1.00979.2500- Almanya
Merck, 1.09634.2511- Almanya
Merck, 1.02382.1000- Almanya
Abcam-ab7481-Ingiltere

Merck, 1.02445.2500- Almanya
Gibco 17100-17-UK

Sigma, 16446- USA

Sigma, A4403-100 mg-USA
Gibco, 25030-024-UK

Sigma, P5607-100G- USA
Thermo, K1672- USA
Thermo-4346906-USA

VWR, 10025-686- Guney Amerika
VWR, 10025-698- Giiney Amerika
Nalgene, 5100-0001

Lonza, 114E-ABD

Merck, 1.04002.2500-Almanya
Sigma 00625-100g-Almanya
Merck, 107150-Almanya

Merck, 1.04005.1000-Almanya
Gibco, 15140-122- UK

VWR, 10062-880- Guney Amerika
PAN Biotech, P04-36500
VWR-631-0107- Giiney Amerika
VWR, ABD

Merck, 1.24568.0100-Almanya
Thermo Scientific, Q32855- ABD
PEPROTECH, 100-36E

Thermo, K0732- USA

Merck, 1.00983.2511- Almanya
ODTU Mihendislik Bilimleri
Merck, 1.06404.1000-Almanya
Capricon, NPY-B-Almanya

VWR, 20309.296-1KG-Belgika
Sigma G9422-10G, Almanya
Axygen, PCR-0208-FCP-C

VWR, 10062-872- Giiney Amerika
SARSTEDT, 83,3911.002
Cellstar-607180

VWR 612-3698

Cellstar-710180

Millicell- PEZGS0416
Sigma-T8154-USA

Sigma T4799-25G
Biowest-X0930-100

Biomatik A4025-500 MI.-Almanya
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Tween 20 Sigma, P1379-500M-ABD
HG-DMEM Sigma, D5523-1L-ABD
a-MEM 500 mlL. Lonza, 12-169F

Tablo 2.3. Antikorlar ve Kitler

Anti-OCT3/4 (Fare monoklonal) Santa Cruz -SC- 4579, ABD
Anti-SOX2 (Tavsan poliklonal) Merck-AB5603
Anti-COL-IT (Fare poliklonal) Abcam-ab185430

Anti- TGF-$3 (Tavsan poliklonal) Abcam-ab15537

Sekonder Antikoru Goat anti-Mouse Texas Red

conjugated

Sekgnder Antikoru Goat anti-Rabbit Texas Red Abcam-ab6719
conjugated

ImmPressTM HRP Genis Spektrumlu Reaktif kiti Vector Lab MP 7500

Abcam-ab6787

2.3. RASKH’lerin Izole Edilmesi, Mezenkimal Karakterlerinin ve Farklilagsma
Potansiyellerinin Belirlenmesi

2.3.1. Hayvanlarin Bakimi ve Gebe Birakilmasi

RASKH’lerin izolasyonu icin ¢alismamizda 3-4 aylik Wistar 1rki disi ratlar kullanilds.
Sicanlara Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlart Laboratuvarinda stk (12 saat
aydinlik-12 saat karanlk), 1s1 (26-28 °C) ve nem (% 30-70) kontrollerinin yapildigt odalarda
bakildi. Yem ve su ad libitum olarak sagland.

Ratlarin Sstrus siklusu vaginal sitoloji ile saat 08.00-09.00 arasinda giinltik olarak takip
edildi. Her bir disi rat, ikinci proostrus doneminde saat 17.00°da ¢iftlestirilmek icin erkek rat
ile gece boyunca ayni kafeste tutuldu. Ertesi sabah vajinal smear’da sperm gérilmesi basarilt
bir ¢iftlesmenin oldugunu gosterdi ve sperm pozitif vajinal smear, gebeligin 0. gunt olarak
kabul edildi. Hayvanlarin Ostriis sikluslart 7 giin boyunca vajinal smear yontemi ile takip
edildi ve bu stire zarfinda vajinal sitolojilerinde 16kosit gorulen hayvanlar gebe olarak

belitrlendi.
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2.3.2. RASKH’lerin Izolasyonu ve Kiiltiirii

2.3.2.1. Kullanilan Medyum ve Soliisyonlar

Hicre kiltir medvumu

LG-DMEM 38,94 mL

FBS (% 20) 10 mLL
Antibiyotik (Penisilin-streptomisin;10.000 U/ mL) (% 1) 0,5 mL
Amfoteresin B (0,25 mg/ mL) (% 0,1) 50 plL
L-Glutamin (% 1) 0,5 mLL

FGF (5 ng/ mL) 10 uLL (25 ng/ uL)

Yikama soliisyonu

PBS 48,9 ml.
Antibiyotik (Penisilin-streptomisin) (10.000 U/ mL) (% 2) 1 mL
Amfoteresin B (0,25 mg/ mL) % 0,2 100 pL.

2.3.2.2. RASKH’lerin Izolasyonu ve Kiiltiirii Protokolii

Amniyotik sivi izolasyonu ve kiltlri i¢in arastirmacilar (Minocha ve ark., 2019; Mun-Fun ve
ark., 2015; Wang ve ark., 2017) tarafindan belirtilen protokoller modifiye edilerek uygulandi.
Amniyotik sivi toplamak icin gebe sicanlar gebeligin 17. giininde anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sicanlar %70 alkol iceren bir kabin icerisine konuldu ve
dezenfeksiyonu yapilan sigcanlar sinuf I biyogtvenlik kabini i¢ine alindi. Siganlara abdominal
bélgenin median hattindan ensizyon yapildi. Foétusu igeren uterus kornulart dikkatli bir
sekilde petri kabi icerisindeki yikama solisyonuna alinarak temizlendi. Sinif II kabine
gecilerek petri kabindaki fétusu iceren uterus duvart acildi ve fotuslar farklt bir steril petri
kabina alind1. F6tus ¢evresinde sadece amniyotik membran kalana kadar plasentaya ait tim

dokular dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Fotuslar iki kez steril tamponlu fosfat solisyonu
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(PBS) ile yikand: ve 22 Gauge igne kullanilarak fétuslarin amniyotik membranlart delindi.
Amniyotik stvilar 15 ml steril polipropilen santrifiij tiipiinde toplandi. Elde edilen
amniyotik stvi 250 g’de 10 dk santriftj edildi. Stipernatant uzaklastirldi. Elde edilen pelet,
fotal sigir serumu (FBS) iceren disiik glikoz Dulbecco’s modifiye minimum esansiyel
medyumu (LG-DMEM) ile siispanse edildi ve daha sonra aynit medyum ile kilttire edildi.
Hiicreler 37°C'de, %5 CO, iceren ortamda inktbe edildi ( Wang ve atk., 2017). Hucreler %
70-80 konfluense ulasana kadar 3 gunde bir medyum degistirildi. Konfluense ulasan
hiicreler tripsin-EDTA ile pasajlandi. Hiicreler 5. pasaja kadar ayni sekilde ¢ogaltildi.

Sekil 2.1. Amniyotik stvinin toplanmasi. a. 17 giinlitk gebe ratlardan uterusun ¢ikarilmast. b.
Uterus ve koryon keseleri uzaklastirilmis f6tus iceren amniyon keseleri. ¢. Fétus iceren
amniyon keselerinden amniyon sivinun petri kabi igerisine toplanmast. d. Kii¢tik petti
kabinda toplanan renksiz amniyotik siv1.
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2.3.2.3. Pasajlama (Alt Kiiltiir) ve Hiicre Sayimi

Hicreler %70-80 konfluense ulastiktan sonra flasklardaki medyum uzaklastirildi. Hiicreler,
Ca'"? ve Mg" icermeyen Hank’in dengeli tuz soliisyonu (HBSS) ile yikandt. Yikama ¢ozeltisi
flasklardan uzaklastirildi. Flasklara 6nceden 1sist 37 °C’ye getirilmis tripsin-etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) (10 cm® basina yaklasik 0.5 mL) konuldu. Flasklar, 37 °C ve %5
CO,’lik inkiibatorde 3-5 dk bekletildi. Hicrelerin yuzeyden ayrilmalari, inverted mikroskop
altinda takip edildi. Hucrelerin ylizeyden ayrilmasini hizlandirmak icin flaskin yanlarina elle
hafifce vuruldu. Tripsin-EDTA’y1 inaktive etmek icin enzim miktariyla ayni hacimde FBS
igeren hticre kiltiir medyumu, flaska ilave edildi. Hiicre stispansiyonu, 15 mI’lik falkon ttipe
aktarildi. RASKH 250 g'de 10 min santrifiij edildi. Stupernatant uzaklastirildiktan sonra
htcre peleti, 6nceden 1sitilmis hticre kiltir medyumunda (1 mL) yeniden stuspanse edildi.
Pipet yardimiyla stispanse edildikten sonra, 20 uL'lik bir numune alinip mikrosantrifij
tiptine aktariddi. Numunenin tzerine 20 pL tripan mavisi eklenip homojenize edildi.
Karisimdan 10 plL alinip toplam hiicre sayist ve hiicre canlilik yiizdesi hemositometre
(Neubauer improved cell counting chamber) ile belirlendi. Hiicre sayist belirlendikten sonra

kiltiir kabi yuzey alaninin buytkligine gore hiicreler, kiltiir kaplarina ekildi.

2.3.3. Farklilagtirma Caligmalar1

Pasaj 3 (P3)’teki RASKH’ler osteojenik ve adipojenik farklilastirma amaciyla 9000
hiicre/cm” yogunlukta 4 kuyucuklu plakalara ekildi. Kondrojenik farklilastirma igin ise
hiicreler 4x10° hiicre/ mlL olacak sekilde aljinat boncuklar igerisine gomiildii. Her
farklilastirma tipi icin normal hiicre kiltir medyumunda kdltiire edilen birer konrtol grubu

olusturuldu.
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2.3.3.1. Adipojenik Farklilagtirma

2.3.3.1.1. Adipojenik Farklilagtirma Medyumlari, Stok ve Calisma Soliisyonu

Dekzametazon Hazirlanmast

2,55 mM Stok Soliisyon:
Dekzametazon 0,0137 ¢
%100 Etanol 13,7 mL

0,255 mM Calzsma Soliisyonu:
2,55 mM stok solisyon 1 mL
LG-DMEM 9 mL

Soliisyon filtre edilir ve alikotlanip -20 °C’ de saklanur.

502.4 mM 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX) hazirlanmast

IBMX 251,1 mg
DMSO 2,249 ml.

Soliisyon filtre edilir ve alikotlanip -20 °C’ de saklanir.

2.3.3.1.1.1. Adipojenik Farklilagtirma Medyumlar1

Farkhilastirma calismalari icin  kullanilacak indtksiyon medyumu LG-DMEM icinde

asagidaki maddeler belirtilen oranlarda ilave edilerek hazirlandi.

LG-DMEM 44,13 mL
FBS (% 10) 5 mlL
Penisillin-streptomisin (% 1) 500 uL.
Amboterisin-B(% 0,1) 50 uL.
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Dekzametazon (1 nM) 196 pL (0,255 mM )

IBMX (500 uM) 50 ul. (502,4 mM)
Insulin (10 ug/ mL) 50 pl.
Indometasin (100 uM) 25 plLL (200 mM)

Indiiksiyon medyumu 0,2 um filtreden gegirilir. + 4 °C’de buzdolabinda saklanir.

2.3.3.1.1.2. Maintenance (Idame) Medyum

Farkhilastirma ¢alismalart icin kullanilacak idame medyumu LG-DMEM icinde asagidaki

maddeler belirtilen oranlarda ilave edilerek hazirlandi.

LG-DMEM 43,4 mL
EBS (% 10) 5 mL
Penisillin-streptomisin (% 1) 0,5 mL
Amfoterisin-B - (% 0,1) 50 uL.
Insulin (10 ug/ mL) 50 pL.

+ 4 °C’de buzdolabinda saklanit.

2.2.3.1.2. Adipojenik Farklilagtirma Protokolii

Pasaj 3’e kadar cogaltlan RASKH’ler, her t¢ ginde bir medyum degistirilerek 21 gtin
boyunca indiksiyon medyumu ile kiltire edildi. Sadece 7. ve 15. giinlerde indiksiyon
medyumu, idame medyumu ile degistirildi. Hicreler, 21. giinde % 10’luk nétral tamponlu
formalin ile tespit edildi ve sitoplazmada yer alan yag damlaciklarini géstemek icin Oil Red

O boyama yontemi kullanild1 (Pittenger ve ark., 1999).
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2.3.3.1.2.1 Adipojenik Farklilagtirma Analizi I¢in Oil Red O Boyamasi

2.3.3.1.2.1.1. Oil Red O Boyama Soliisyonunun Hazirlanmasi

12 mM Oil Red O Stok Solusyonu

Oil Red O 60 mg
Izopropanol 20 mL

Oil red O stok soliisyonu elde etmek icin boya, izopropanol alkolde ¢ozdiririlerek iyice
karistirildi ve 20 dakika bekletildi.

Oil Red O Calisma Solusvonu

Calisma solusyonu 2/3 oraninda deiyonize distile su ile dilue edilerek hazitlandi. Cozeld,

filtre kagidindan gecirilerek stiziildii ve boya 2 saat i¢inde kullanild1.

2.3.3.1.2.1.2. Oil Red O Boyama Yontemi

21 gunlik farklilastirmayt takiben hiicrelerden kiltiir medyumu uzaklastirildi. Hiicreler 6nce
steril PBS ile ardindan da %70 etanol ile yikandi. Hicreler, % 10 tamponlu nétral formalin
ile 20 min tespit edildi. Tespit sonrast hiicreler tekrar sirasiyla PBS ve % 70 etanol ile
yikandr. Hicreler, calisma solisyonunda 25 min boyandi. Boyamay: takiben boya solisyonu
uzaklastirildr ve htcreler sirasiyla % 70 etanol ve deiyonize distile su ile ytkand: (Pittenger ve
ark., 1999). Boyanan 6rnekler Nikon inverted mikroskop kullaniarak incelendi. Olympus

DP25 kamera ile gorintiler fotografland:.
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2.3.3.2. Osteojenik Farklilagtirma

2.3.3.2.1. Osteojenik Farklilagtirma Stok ve Caligma Soliisyonlari

0,0255 mM Dekzametazon Calisma Soliisyonu

0,255 mM ¢alisma soltisyonu
«-MEM

Soliisyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 °C’de saklanur.

300 mM B-Gliserofosfat Stok Soliisyonu Hazirlanmast

B-gliserofosfat disodyum salt hydrate
o-MEM

Soliisyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 °C’de saklanur.

44,7 mM Askorbik Asit Stok Soliisyonu Hazirlanmast

L-askorbik asit
«-MEM

Soliisyon filtre edilir ve alikotlanarak -20 °C’de saklanur.

2.3.3.2.2. Osteojenik Farklilagtirma Medyumu

o-MEM

EBS (% 5)
Penisilin-streptomisin (%o 1)
Amfoterisin-B (% 0,1)
L-Glutamin (% 1)
Dekzametazon 0,1 uM
L-Askorbik asit 50 uM
-gliserofosfat 10 mM

1 mL
9 mlL

1,13 ¢
22 mL

0,0394 ¢
5 mL

42,038 mL.

5 mL

0,5 mL

50 uL.

0,5 mL

196 plL (0,0255 mM)
56 uL. (44,7 mM)
1,66 mL (300 mM)
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2.3.3.2.3. Osteojenik Farklilagtirma Protokolii
Osteojenik  farklilastirma ¢alismalart icin, htcreler yukarida belirtilen farklilastirma
medyumunda 21 gtin boyunca kiltiire edildi ve medyum 72 saatte bir degistirildi. Yirmi bir

gunlik farklilastirmay: takiben medyum uzaklastirildi ve hiicreler % 4 paraformaldehit ile

tespit edildi (Pittenger ve ark., 1999).

2.3.3.2.2.1. Osteojenik Farklilagtirma Analizi i¢in Alizarin Red S Boyamasi

2.3.3.2.2.1.1. 80 mM Alizarin Red S (pH 4,2) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calisma Soliisyonu

Alizarin Red S 2g
Distile su 100 mL

1yice karigtirildiktan sonra % 10 amonyum hidroksit ile pH ~ 4,1- 4,3'e ayarland.

2.3.3.2.2.1.2. Alizarin Red S Boyama Yoéntemi

Boyama i¢in ilk olarak farklilastirma medyumu dikkatli bir sekilde aspire edildi ve arkasindan
hiicreler Ca™?, Mg'? icermeyen HBSS ile yikandi. Hiicreler, % 4 paraformaldehit (PFA) ile
tespit edildi. Tespiti takiben PFA, hiicrelerden uzaklastirild: ve htcreler distile su ile yitkand.
Hicreler, 30 min boyunca 80 mM Alizarin Red S (pH 4.2) ile boyand:. Siire sonunda boya
cozeltisi dikkatlice uzaklastirlldi ve hucreler hafifce distile su ile yikand: Inverted
mikroskopta degerlendirildi ve boyama sonrasinda kalsiyum birikimlerinin kirmizi renkte
boyandigt gézlendi (Pittenger ve ark., 1999). Boyanan 6rnekler Nikon inverted mikroskop

kullanilarak incelendi. Olympus DP25 kamera ile goriintiler fotograflandi.
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2.3.3.3. Kondrojenik Farklilagtirma

Kondrojenik farklilastirma protokolit Mackay ve ark. (1998)'nin metodunun modifiye

edilmesi ile olusturuldu.

2.3.3.3.1. Kondrojenik Farklilagsma Medyumu, Stok ve Calisma Soliisyonlar1

25 ng/ ul. TGF-B3 Stok Solusyonu
TGF-83 25 ug
HG-DMEM 1 mL

Soliisyon iyice karistirlldi ve her bir ependorf tiipte 20 pl. olacak sekilde alikotlandr. -20
°C’de saklandt.

100 mM I.-Proline Stok Solusyonu
L-Proline 57,6 mg
HG-DMEM 5 mlL

Soliisyon iyice karistirlldi ve her bir ependorf tiipte 20 plL olacak sekilde alikotlandr. -20
°C’de saklandu.

5 ug/ ulL ITS Premix Stok Solisyonunun Hazirlanmasi

ITS premix 10 mg
HG-DMEM 2 mL

Soliisyon iyice karistirldi ve her bir ependorf tipte 62,5 plL olacak sekilde alikotlandi. -20
°C’de sakland:.

2.3.3.3.1.1 . Kondrojenik Farklilagtirma Medyumu

HG-DMEM 45,57 mL
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FBS (% 2,5) 2,5 mL

Non-esansiyel amino asit INEM) (% 1) 0,5 mL

Sodyum pirtivat (% 1) 0,5 mL

Amfoterisin B (% 0,1) 50 uLL
Penisillin-streptomisin (% 1) 0,5 mL

I'TS premix (6,25 ng/ mL) 62,5 uL. (5pg/ pb)
L-Proline (40 uM) 20 pLL (100 mM)
L-Askorbik asit (50 pM) 56 pl. (44,7 mM)
Dekzametazon (0,1 uM) 196 pL (0,0255 mM)
TGF-83 (10 ng/ mL) 20 pL. (25 pg/ pl)
2.3.3.3.2. Kondrojenik Farklilagtirma Protokolii

Aljinat boncuklar icerisine enkapstle edilen RASKH’ler kondrojenik medyum igersinde 21
giin boyunca kiltire edildi.

2.3.3.3.2.1. RASKH’lerin Aljinat Jel Igerine Enkapsiilasyonu ve Hiicrelerin 3 Boyutlu
Kiiltiirii

Aljinat boncuklarin hazirlanmasi, RASKH’lerin aljinat jel igerisine enkapstlasyonu ve 3B

kiltird ¢alismalart Freshney (2010)’in protokolit modifiye edilerek olusturulmustur.

2.3.3.3.2.1.1. Aljinat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aljinat Cozelti Solisyonu

Sodyum Aljinat 15¢
Sodyum Kloriir 0,87 ¢
Distile Su 100 mL
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HEPES tampon solisyonu (20 mM) 1 mL (1 M)

Distile su igerisinde 1,5 g sodyum aljinat tozu karistirild: ve soliisyona 1 ml, 1 M 4-(2
hidroksi etil)-1-piperazinetansilfonik asit (HEPES) eklendi. Solusyonun pH’st 7.4

ayarlandi ve otoklavland.

2.3.3.3.2.1.2. Jelasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Jelasyon Cozeltisi

Kalsiyum klortir dehidrat 75¢
Distile su 500 mL
HEPES tampon solisyonu (5 mM) 1,25 mL (1 M)

Solisyonun pH’s;; 1 M NaOH veya 1 M HCl ile 7,4’¢ ayarlandu.

Sodyum aljinatt kiire seklinde katilastirabilmek igin ¢apraz baglayict ¢ozelti olarak kalsiyum
kloriir solisyonu kullanildi. Bu solisyon 102 mM CaCl, ve 5 mM HEPES karisimi ile

hazirlandi. Solisyonun pH’st 7,4’e ayarland: ve otoklavlandi.

2.3.3.3.2.1.3. Jeli Cozdiirme Soliisyonunun Hazirlanmasi

Jeli Cozdiirme Soliisyonu

EDTA 1,86 g (50 mM)
Distile Su 100 mL
HEPES tamponul0 mM 500 ulL (1 M)

Sodyum aljinat kiirelerinin igerisindeki hiicrelerin serbest kalmasini saglamak amaciyla jel
¢6zdirme soliisyonu olarak 50 mM EDTA, 10 mM HEPES karisimt hazirlandi. Soliisyonun

pH’s1 7,4’e ayarland1 ve otoklavland.
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Sekil 2.2. Aljinat ¢Ozelti, jelasyon ve jel ¢6zdiirme solisyonu. a. Jel hazirlama. b. otoklavlama. c.
depolama siireci.

2.3.3.3.2.1.4. RASKH’lerin Enkapsiilasyon Yoéntemi

P3-P5’te RASKH'ler tripsinize edildi ve 400 g'de 10 min santrifiij edildi. Biyogiivenlik kabini
iersinde hiicre peleti iizetine 4x10° hiicre/mlL konsantrasyonda % 1,5 stv1 aljinat soliisyonu
cklenerek homojen bir stispansiyon elde edildi. RASKH igeren % 1,5 steril stvi sodyum
aljinat ¢6zeltisi, 2 mL'lik bir pipet kullanilarak yavasca jelasyon soliisyonuna damlatildi. Her
1 mL sivi sodyum aljinat ¢ozeltisinden yaklastk 18-19 aljinat boncuk elde edildi. Koék
hticrelerin aljinat boncuklar igerisinde enkapsiilayonu i¢in 10 min polimerize olmasina izin
verildi. Aljinat boncuk olusumundan sonra, jelasyon solisyonu uzaklastirldi ve aljinat
boncuklar 1 M NaCl ¢ozeltisi ile iki kere dikkatlice yikandi. Tlk 6nce RASKH iceren aljinat
boncuklar, 24-48 saat boyunca hiicrelerin ortama adapte olmast igin % 20 FBS iceren LG-
DMEM iginde kiltire edildi. Daha sonra LG-DMEM uzaklastirildt ve deneysel calisma
gruplarina gore hiicrelerin enkapsiile oldugu aljinat boncuklar, uygun medyum icerisinde

kulture edildi.
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f

Sekil 2. 4. Kondrogenezis sirasinda olaylar dizisi. a. Tek tabakali kiiltirde RASKH’ler. b. Aljinat
boncuklar icinde RASKH’lerin enkapsiilasyonu. c. Kondrogenzisin erken safhalarinda
kondensasyon. d. Hicreler arast matriksin salgilanmast. e. Hiicreler arast matriks

depolanmast. ve e. f. aljinat boncuk icerisinde hiicrelerin morfolojilerinde belirgin
degisiklik (Shah Nawaz, 2020).
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2.3.3.3.2.1.5. Aljinat Boncuklar Igine Enkapsiile Edilen K6k Hiicrelerin Kiiltiirii

Aljinat boncuklar igerisine enkapstile edilen RASKH'lerin kondrojenik farkliastiriimasi i¢in
yukarida Gzellikleri verilen kondrojenik farklilastirma medyumu kullaniddi (Ahmed ve ark.,
2007; Mackay ve ark., 1998). 21 gunlik farklilastirma strecinde farklilastirma medyumu 3
gun arayla degistirildi. GAG'lart degetlendirmek icin asidik pH'da (2,5) % 1 Alsiyan mavisi
boyamasi yapildi.

2.3.3.3.3. Kondrojenik Farklilagtirma Analizi I¢gin Alsiyan Mavisi Boyamas1

2.3.3.3.3.1. Yayma (Froti) Preparatlarinin Hazirlanmasi

Poly-L lizin kapli lamlar tizerine 2-3 aljinat boncuk yerlestirildi. Cézundiirme solisyonundan
boncuklar tizerine 1-2 damla ilave edildi ve kisa bir siire boncuklarin ¢6zilmesine izin
verildi. Baska bir temiz lam yardimiyla ince bir tabaka halinde froti ¢ekildi. Frotiler ilk énce
10 min inkiibatérde (37 °C) kurumaya birakild:. Daha sonra frotiler 30 min oda sicakliginda

bekletildi. Froti ¢ekilmis lamlar oda sicakliginda sakland.

2.3.3.3.3.2. % 1 Alsiyan Mavisi (pH 2,5) Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calisma Soltusyonu

Alsiyan mavisi lg
Distile su 97 mL.
Glasial asetik asit 3 mL

Boya, distile su igerisinde ¢6zdurtldu ve asit ilave edilerek karistirildi. Boya soliisyonunun

pH’st 2,5%e ayarland: ve kullanilmadan 6nce filtre edildi.
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2.3.3.3.3.3. Alsiyan Mavisi Boyama Yéntemi

Preparat iki kez PBS ile yikandiktan sonra % 4 PFA ile tespit edildi. Tespit edilen kesitler
once 3 defa 5’er min PBS ile; sonra da ¢esme suyu ile 5 dakika yikandi. Kesitler ardindan
15-20 min Alsiyan Mavisi ile boyandi. Kesitlerdeki tim boya kalintisi uzaklastirilana kadar
PBS ile yikandiktan sonra kesitler musluk suyuna alindi. Bir dakika Harris Hematoksilen ile
boyanan kesitler, tekrar musluk suyunda yikandi. Dereceli alkol serisinden gegirilerek
dehidre edilen kesitler, ksilen ile seffaflastirildi ve entellan kullanilarak kapatildi. Boyanan
kesitler Olympus BX50 15tk mikroskobu kullanilarak incelendi. Olympus DP25 kamera ile
goruntiler fotograflandt (Chen ve ark., 2009; Mun-Fun ve ark., 2015).

2.3.4. Mezenkimal Hiicrelerin Karaktetizasyonunun Immunfloresan ve Real-Time
PCR Metodlar: ile Gosterilmesi

2.3.4.1. Immunfloresan ile Karakterizasyon

P3’teki RASKH’ler tizerinde SOX2 ve OCT3/4 ifadeleri immunofluoresan (IF) yontemi

kullanilarak gosterildi.

2.3.4.1.1. Immunfloresan Boyama igin Gerekli Soliisyonlar

PBST Yikama Solisyonu

% 0,1 Tween-20 100 pL.
PBS 100 mL

Triton-X solusyonu

Triton-X 100 pL
PBS 100 mL
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% 10 Normal Keci Serumu

Normal Keci Serumu 1 mL

PBS 9 mL

-20 °C de saklanir.

2.3.4.1.2. Hiicrelerde Immunfloresan Boyama Yéntemi

RASKH!'ler, kuyucuk bastna 1 X 10* hiicre konsantrasyonunda olacak sekilde 4 kuyucuklu
Millicell EZ plakalara ekildi ve hiticreler uygun kultir medyumlarinda kiltire edildi.
Hiicreler yaklasik % 70-80 konfluense ulastiginda, kiiltir medyumu aspire edildi ve hiicreler
PBST yikama soliisyonu ile ytkandi. Hiicreler oda sicakliginda, % 4 PFA ile 30 min tespit
edildi. Hiicreler her biri 5 min olmak tizere 3 kere PBS ile yikand1. Tespit edilen hticreler 10
min Triton-X soliisyonu ile inktbe edildi. Non spesifik antijenler % 10 normal keci serumu
kullanilarak bloklandi. RASKH'ler anti-SOX2 (1:50) ve ant-OCT 3/4 (1:50) primer
antikorlarinda bir gece 4 °C’de inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra hiicreler, karanlikta 1
saat stireyle Goat anti-Mouse Texas Red (1:1000) sekonder antikoru veya Goat Anti-Rabbit
Texas Red (1:1000) ile inkiibe edildi. Ug¢ kez 5er min PBST ile yikandiktan sonra
kuyucuklara birer damla 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulandi. immunfloresan
boyama esnasinda kullanidan sekonder antikor i¢in primer antikor agamast atlanarak bir
negatif kontrol yapildi. Lamel ile kapatildiktan sonra preperatlar hizlica karanlik odada Zeiss
floresan atagmanli inverted mikroskop altinda kontrol edildi ve Zen 2 yazilimi kullanilarak

fotograflandi (Nawaz ve ark., 2020).

2.3.4.2. Real-Time PCR Analizi
Pl, P3 ve P5'ten sonraki RASKH’ler toplandt. Toplanan hicreler, Ribontkleik asit (RNA)

izolasyonu yapilana kadar - 80 °C'de saklandi. Hiicrelerde pluripotent, mezenkimal ve

hemopoietik belirteclerin analizi icin tablo 2.4’te verilen primerler kullanildi. Tim primerler
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Fast PCR 6.0 yazilimi yardimiyla tasarland: (Kalendar ve ark., 2009). Tim primerler 10
pmol/ ul. olacak sekilde seyreltildi ve her primerin erime sicakligini (Tm °C) belirlemek i¢in
gradient PCR yapildi. Real-Time PCR ¢alismalar1 i¢in kullanilan her primerin ntkleotit dizisi,
baz uzunlugu ve Tm degeri, Tablo 2.4 'te verilmistir. Test edilen tim numuneler igin kontrol

(housekeeping) geni olarak gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kullanild.

Tablo 2.4. RASKH'ler icin test edilen genlerin listesi.

L ; cDNA Tm

Gen Ileri (5°—3) Geri (5°—3) (p) (C)
SOX2  GGCGGAAAACCAAGACGCTC — TGTAGCTGCCGTTGCTCCAGC 177 58
OCT 3/4 CAGACAACCA(T}CTGCCGCTTC CACCAGGGTCTCCGATTTGCA 141 58
NANOG TGCTACTGAGATGCTCTGCAC —CCTGAGAGAACACAGTCCGCA 197 58
CDY0 GGTCCTTACTEZAGCCAACTTC AACCAGCAGGCTTATGCCACC 151 58
CD105 GCGTCACACTTCGAATGGCAAC GGATGAGAACGGCATCCCCA 180 58
CDa4 GCATCCAACAE(C:TCCCACTATG CTGGTCCATC(:J;ZAGGAATTGGG e s
CD45 GATGTACCAC;?GGGACTCAC TGTAGAGGACTTCCGCAGCAC 244 58
CD34  GCCATCTCAGAGACCACGGTC GGTGGAGTGTTCCACTTCTGGA 156 58
GAPDH GAACGGATTéiGCCGTATCG GATGTTAGCGGGATCTCGCTCC 232 58

2.3.4.2.1. RNA Izolasyonu

RASKH'eri iceren boncuklarindan toplam RNA, RNA izolasyon kit dreticisinin
talimatlarina uygun olarak izole edildi. Toplanilan hiicrelerde asagidaki sekilde RNA
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izolasyonu gerceklestirildi. 1zole edilen total RNA’lar, kalite ve miktar acgisindan
degerlendirilmek tzere hem Multiskan Go cihazt ile hem de Qubit RNA HS Assay Kiti
kullanilarak, Qubit 2.0 Florometre cihaziyla Olcilmistiir. Yapilan Olctimler sonrasinda

260/280 orant 1,8 ve Uzeri olanlar ¢alismada kullanilmistir.

2.3.4.2.1.1. RNA izolasyon Yontemi

Hiicreler bir mikrosantrifiij tiptine aktarildi ve 250 g'de 5 min boyunca santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklastirilarak pelet elde edildi. 2 X 10° — 4 X 10° hiicre igeren hiicre
suspansiyonu, soguk PBS (Ca+2 / Mg+2 icermeyen; +4 °C) kullanilarak stispanse edildi ve
5 min boyunca 250 g'de tekrar santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi. Tki yiiz ul. PBS
(Ca+2 / Mg+2 icermeyen), 10 uL Proteinaz K (20 mg / mL), 500 pl. Lizis Tamponu ve
pelet tzerine 60 mg zirkonyum boncugu eklenerek homojenizatérde homojenize edildi.
Elde edilen homojen hiicre sispansiyonu 2 mD’lik santrifiij tiptne aktarildi ve oda
sicakliginda 2 min inkiibe edildi. Hiicre karisimmna 500 upl Tampon P ilave edildi, iyice
vortekslendi ve oda sicakliginda 3 min siireyle inkibe edildi. Karistma 200 pl. miktarinda
Kloroform : Izoamilalkol (49:1) ilave edildi. Karisim alt-iist yapilarak karistirildi ve oda
sicakliginda 2 min daha bekletildi. Daha sonra hiicre karisimt 4 °C 'de 12 min boyunca
12000 g’de santrifiij edildi ve stpernatant yeni bir tipe aktarildi. Hicre karigimina
supernatant hacminin 1,25 kat1 kadar (% 96-100) etanol eklendi ve pipetleme ile karistirildr.
Yedi yiiz pL lizat, kolon tiiplerine aktarild: ve oda sicakliginda 12000 g'de 20 saniye santrifiij
edildi. Tupun icerigi dokildu ve kolon tupt tekrar santriftyj tiipiine yertlestirildi. Bu adim,
tim lizatlar kolona aktarilana kadar tekrarlandi. Kolona 700 uL yikama tamponu ¢6zeltisi
ilave edildi, oda sicakliginda 20 saniye boyunca 12000 g'de santriftij yapilds, tip icerigi
dokildu ve sutun tekrar tip tzerine yerlestirildi. Yukaridaki gibi benzer bir adim, kolona
600 pLL yikama tamponu-2 ¢ozeltisi ilave edilerek iki kez tekrarlandi. Kolon tekrar 1 min
boyunca maksimum hizda santrifiijlendi ve 1,5 mL eppendorf tipin tzerine yerlestirildi.
Kolonun merkezine yaklastk 50-100 pl. niikleaz icermeyen 65-70 °C 'deki ultra saf su veya
dietil pirokarbonat (DEPC) su ilave edildi, oda sicakliginda 1 min boyunca 12000 g'de
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santrifiij edildi. 1zole edilen RNA, komplementer deoksiriboniikleik asit (CDNA) sentezine
kadar -80 °C 'de saklandu.

2.3.4.2.2. RNA'dan Genomik DNA Kontaminasyonunun Giderilmesi

Izole edilen RNA’lardan DNA’y1 uzaklagtirmak icin RNaz icermeyen, DNaz 1 kullanilds.
Bunun igin 1 ug total RNA, 1 ul. MgCl2 iceren 10X Reaksiyon Soliisyonu, 1 pl. DNaz I (1
tnite), RNaz icermeyen DEPC ile muamele edilmis su eklenerek toplam hacim 10 uL’ye
tamamlandi. Karisim 30 min 37 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra tiplere 1 ul. 50 mM
EDTA eklendi ve 10 min 65 °C’de inkiibe edildi ve DNaz I enzimi inhibe edildi.

2.3.4.2.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢cin Maxima First Strand cDNA sentez kiti kullaniddi. Bir pg RNA iceren
tiiplerin igerisine 1 ul. Oligo (dT),, eklendi ve 5 min 65 ‘C’de bekletildi. cDNA sentezi icin
kullanilan kimyasallar Tablo 2.5°de verilmistir. Reaksiyon karisimi iyice karistirildiktan sonra,
once 42 'C ' de 60 min ve sonra 70 'C ' de 5 min inkiibe edildi. Hazirlanan cDNA,
kullanincaya kadar -80 "C 'de saklandu.

2.3.4.2.4. Real-Time PCR

Kantitatif PCR icin RealQ Plus 2X Master Mix Green Rox-siz™ Kiti, Tablo 2.4 ile Tablo
2.8’de verilen primerler ve Tm degerleri ile kullaniddi. Real-Time PCR igin Tablo 2.6’de
verilen reaksiyon karisimi hazirlandi. Her 6rnek icin analizler 3’er kez tekrar edildi ve
istatistik analizlerde bu u¢ tekrarin ortalamast kullanildi. Primer dimerleri ve DNA
kontaminasyonunu belirlemek amaciyla erime egrisi (melting curve) analizi yapildi. Bu
amacla 6rnekler 95 'C’den 65 ‘Cye kadar 0,5’er ‘C azaltilarak her dongiide ayrismanin var

olup olmadigi belirlendi. DNA kontaminasyonu olan Ornekler tekrarlandi. Genlerin real
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time PCR'daki analizi PCR ve melting curve olmak tizere iki asamada gerceklesmistir. PCR
asamast ayrilma (denaturasyon), baglanma (anneling) ve uzama (extention) olmak tizere 3

asamada ve 40 donguide yapilmustir (Tablo 2.7; Sekil 2.5).

Tablo 2.5. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar ve miktarlart.

Kimyasallar Miktar
5X reaksiyon tamponu 4 uL
Ribolock RNaz inhibitérii (20 Gnite / pL) 1L
dNTP karisimi (10 mM) 2yl
RevertAid H Minus M-Mul. V Revers Traskriptaz (200 tnite / pl.) 1ulL

1 ug RNA 12 uL.
Toplam hacim 20 uL

Tablo 2.6. Real-Time PCR Reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Kimyasal Miktar
RealQ Plus 2X Master katisimi1 10 wl
Tleri primer (10 WM) 0,5
Geri primer (10 uM) 0,5 ul
cDNA (5 ng) 2ul
H,O 7 ul
Toplam 20 pl

Tablo 2.7. U¢ Asamali PCR Program Déngiisii.

Dongii Sicaklik Doéngii siiresi
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o .
1 95°C 15 min
o .
95°C 15-30 saniye
° .
40 58-62°C 30 saniye
o .
72°C 30 saniye
Hold Stage PCR Stage Melt Curve Stage
Number of Cycles: |40 : S St i oo B
[JEnable AutoDelta OstepandHodo 15 7
< (@ Contiruous
Starting Cycle: |1 z
100 %c_
950 °C 95.0 °C 95.0 °C 95.0 °C
/15:00 16°C/s an:20 /7 00:15 % / 00:15
/ P /
/ \ A6 ecis 3 /
75| /‘ 1?&fc/s 72.0 °C 18°Cfs .05 °Cfs
/’ \ " o100 \ /
/ N\eooec | 16T \60.0 °C
/a “cfs 0020 01:00
wef / - I
,/
/
/
25%¢_] 4
0|
Stept Step! Step2 Step3 Stept Step2 Step3 (issociation)
<
Legend
!@Dals Collection On * + Data Colection Off A AutoDeltaOn A AutcDelta Off

Sekil 2.5. Real-Time PCR Asamalari.

2.4. Rat Eklem Kikirdagindan Kondrositlerin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Kondrosit izolasyonu i¢in 10 glinlik Wistar irki yavru sicanlarin femur, humerus ve tibia

kemiklerinin eklem kikirdak dokulari toplandi. Kikirdak dokularindan steril kosullar altinda,

Choudhary, Adhikary ve ark. (2018)’1n metodu modifiye edilerek kondrositler izole edildi.
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b

a

Sekil 2.6. 10 giinliik yeni dogan ratlardan kikirdak izolasyonunun gésterimi. a. Femur-tibia eklem
yuzeyi. b. Femur-tibia ekleminden izole edilen saydam kikirdak parcast. c. Antibiyotikli
HG-DMEM solisyonu ile kikirdak dokusunun yikanmasi. d. Stereomikroskop altinda
steril pens, makas ve bistiri yardimi ile dokunun etrafindaki kemik ve bag doku
parcalarinin uzaklastirilmasi.

% 2 Tripsin Stok Soliisyonu Hazirlanmasi

Tripsin 20 mg
Ca'" / Mg"? icermeyen HBSS 1 mL

Hazirlanan soliisyon, 37 °C’de 10 min ¢alkalamali su banyosunda aktive edildi ve sonra 0,22

um filtre ile suztldd.

Stok Tripsin Soliisyonundan % 0,05 Tripsin Calisma Soliisyvonu Hazirlanmasi

Tripsin Stok Soliisyonu 125 uL.
HG-DMEM 4,875 mL

% 1 Kollajenaz Tip IA Stok Solisyonu Hazirlanmast

Kollajenaz Tip IA 10 mg
TESCA Buffer 1 mL
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Hazirlanan soliisyon, 37 °C’de 10 min ¢alkalamali su banyosunda aktive edildi ve sonra 0,22

pum filtre ile stiziilda.

% 0,3 Kollajenaz Tip IA Solisyonu Hazirlanmast

Kollajenaz Tip IA % 1 Stok Solisyonu 900 uL.
Kondrosit Kiltir Medyumu 2,1 mL

% 0,06 Kollajenaz Tip IA Solisyonu Hazirlanmast

Kollajenaz Tip IA % 1 Stok Soliisyonu 300 uLL
Kondrosit Kiltiir Medyumu 4,77 mL.

2.4.1. Kondrosit Medyumu ve Kiiltiirii

2.4.1.1. Kondrosit Kiiltiir Medyumu

HG-DMEM 44,45 mL
FBS (% 10) 5 mL
Penisilin-Streptomisin (%o 1) 0,5 mLL
Amphotersin B (% 0,1) 50 uLL

2.4.1.2. Kondrosit Kilturu

Eklem kikirdak doku pargalart % 2 penisilin-streptomisin ve HG-DMEM igeren petri kabi
icerisine konuldu (Sekil 2.1 a, b, c). Steromikroskop altinda kemik ve bag dokusuna ait
yapilar uzaklastirildi. Steril bistiiri yardimiyla kikirdak parcalart yaklasik 1 em™litk kiiciik
pargalara ayrildr (Sekil 2.1 d). Kikirdak pargalart % 0,05 Tripsin ile 30 min inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan PBS ile ytkanan kikirdak parcalart % 10 FBS iceren HG-DMEM ile
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hazirlanan % 0,3’lik kollajenaz tip IA enzim soliisyonunda 37 °C'de 25 min boyunca inkiibe
edildi. Kikirdak doku parcalarina PBS eklendi ve 250 g'de 5 min boyunca santrifiij edildi.
Yumusayan kikirdak doku pargalart % 10 FBS ve % 0,06 kollajenaz tip IA ilave edilmis HG-
DMEM igeren petri kabina konuldu. Ornekler, 37 °C'de % 5 CO,’li ortamda bir gece inkiibe
edildi. Kollajenaz tip IA enzim soliisyonu ile inkiibasyondan sonra hiicre ve doku
kalintilarint igeren enzim solisyonu 70 um polipropilen hiicre siizgeg filtresinden gegirildi.
Ornekler 400 g’de 10 min siireyle santrifiij edildi ve stipernatant atildi. Pelet 1 mL hiicre
kiltir medyumu ile sispanse edildi ve hiicreler tripan mavisi ile boyanarak sayildi. Hiicreler
20000 hiicre / cm® olacak sekilde hiicreler kondrosit kiiltiir medyumu iceren flasklara ekildi
ve 37 °C'de % 5 CO,li ortamda inkiibe edildi. Her ¢ ginde bir medyum degistirildi

(Bernstein ve ark., 2009). Hucreler % 80 konfluense ulasinca pasajlandi.

2.4.2. Kondrositlerin Karakterizasyonunun Immunfluoresan ve Real-Time PCR
Metodlari ile Gosterilmesi

2.4.2.1. Immunofloresan ile Karakterizasyon

P1’deki kondrositler iizerinde COL-Il ve TGF-B3 ifadeleri IF yontemi kullanilarak
gosterildi. IF yontemi bélim 2.3.4.1 de anlatildigt sekilde uygulandi. Kondrositler anti-COL-
I (1:100) ve anti-TGF-3 (1:100) primer antikorlarinda bir gece 4°C’de inkiibe edildikten

sonra Goat anti-Mouse Texas Red (1:1000) sekonder antikoru ile isaretlendi.

2.4.2.2 Real-Time PCR Analizi
P3 ve P5'teki kondrositler topland: ve hiicrelerde spesifik kondrojenik genlerin (Tablo 2.8)

ifadeleri Real-Time PCR analiz yontemi ile gosterildi. Yontem, bolim 2.3.4.2 'de anlatildig
sekilde uyguland:.
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Tablo 2.8. Kondrositlerin ve deney gruplarinin primer sekans, baz ¢ift uzunlugu ve Tm
degerleri ve Real-time PCR analizinde kullanilan genler.

L . cDNA Tm
Gen Ileri (5°—3’) Geri (5—3) (bp) (C)
Sox ?(C}QGACCAGTACCCGCATC ECCGCCTCCTCCACGAAGGGT . >
— TéiGCTGAACCAAGGAGACG EATGGATGGTGCCCAGGTCA . o
CO12A1 gggCCCAGATGGGAGTCAT CCAGAGACACCAGGCTCGCCA 133 60
COL10A1 féCACAATACTTCATCCCAT GGCTGATATTCCTGGTGGTCC 198 62
A é(éiTCGGTGGAGATCATCGC SGGCTACAACCTTGAAGGCC - o
o éGTCAGATACCCCATCCACA ZGGCATAAAAGACCTCACCCT 15 0

2.4.3. Kondrositlerden Kosullandirilmig Medyum Toplanmasi

P1 ve P2 kondrositlerden Alves da Silva ve ark. (2015)’in metodu modifiye edilerek KM’ler
toplandi. Bunun igin, kondrositler, % 70-80 konfluense ulasilana kadar % 10 FBS iceren
kondrosit kultiir medyumunda kiltire edildi. Kultirin 3. gininde kondrositler yaklastk %
70-80 konflense ulastiginda kultiir medyumu yavasga uzaklastirild: ve hiicreler 5 mL steril
fizyolojik tuz ¢ozeltisi kullanilarak iki kere dikkatlice yitkandi. Kondrosit kiiltiir medyumu
yerine dusiik serum iceren medyum (% 0,2 FBS) kullanildr. Bu medyum icerisine ayrica 5 ng
/ mL instlin ve 5 pg / mL askorbik asit eklendi. Hiicreler 48 h bu medyum ile inkiibe
edildi. Inkiibasyonu takiben medyum toplandt ve 250 g ve 4 °C'de 10 min santrifiij edildi.
Stipernatant, 50 mLlik falkon tiplerine konuldu ve -80 °C'de saklandi. Toplanan tim
KM’lerde homojenizasyonu saglamak icin KM’ler +4 °Cde bekletilerek ¢ozdirilda ve
KM’ler kamstirilarak 0,22 pm’lik  filtreden gecirildi. Stk dondurma  ve ¢6zdirme

islemlerinden kacinmak icin 6rnekler alikotlandi ve -80 °C'de saklandi.
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Sekil 2.7. Kondrosit kiltiiriiniin ve KM toplanmasinin sematik gdsterimi. (Shah Nawaz, 2020)

2.5. RASKH’lerin Aljinat Jel I¢erine Enkapsiilasyonu; Hiicrelerin 3 Boyutlu Kiiltiirii
ve Deneysel Tasarim.

RASKH’ler yukarida 2.3.3.3.2.1. bolimde belirtildigi sekilde aljinat boncuklar icerisine
enkapsile edildi ve 3 boyutlu (3B) olarak kiltiire edildi. Calismada bélum 2.5.1°de belirtilen
deney gruplart olusturuldu.

Kosullandirilmis  medyumun RASKH'lerin  kondrogenezi  tizerindeki — etkisini
belirlemek icin, standart bir kondrojenik ortam kullanilarak pozitif kontrol ve 1. glinde
negatif kontrol disinda, cesitli indiksiyon ve kosullandirilmis ortam iceren 6 deney grubu
tasarlandi. Calismanin bu kisminda 2.3.3.3.2 daki protokol kullanildi. Yayinlarda 6nerilen
konsantrasyonlara gore hiicreler kuyucuklara ekildi. Cesitli indiksiyon ve kosullandirilmis
medyumlar ile kultiire edilen aljinat boncuklar igerisine enkapstle edilen hiicrelerde GAG ve
proteoglikan birikimi gosterilerek kondrogenenezisin varligi degerlendirildi (Chen ve ark.,

2009).
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2.5.1. Deney Gruplar

1. Standart kondrojenik farklilagtirma medyum grubu (IM grubu): RASKH’leri
iceren aljinat boncuklarin 2.2.3.3.1 daki standart kondrojenik farklilastirma
medyumunda kiltirt.

2. Kosullandirilmig medyum grubu (KM grubu): RASKH’leri igeren aljinat
boncuklarin KM ve HG-DMEM (1:1) medyumunda kaltiira.

3. Kosullandirilmis medyum ve TGF-33 grubu (KM+TGF-33 grubu):
RASKH’leti iceren aljinat boncuklarin icetisinde 10 ng/ mL TGF-83 + KM ve HG-
DMEM (1:1) medyumda kaltirt.

4. Kosullandirilmis medyum ve IGF-1 grubu (KM+IGF-1 grubu): RASKH’leri
iceren aljinat boncuklarin 100ng/ mL IGF-1 + KM ve HG-DMEM (1:1)
medyumda kalttrd.

5. Kosgullandirilmis medyum, IGF-1 ve TGF-83 grubu (KM+IGF-1+TGF-33
grubu): RASKH’leri iceren aljinat boncuklarin 100 ng/ ml. IGF-1 + 10ng/ mL
TGF-3 + KM ve HG-DMEM (1:1) medyumda kultiiri.

6. Kosullandirilmis medyum + Standart kondrojenik farklilagtirma medyum
grubu (1:1) (KM+IM grubu): RASKH’leri iceren aljinat boncuklarin

kosullandirilmis medyum ve kondrojenik farklilastirma medyumunda kaltira (1:1).

2.6. RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin, Immunohistokimya, Real-Time PCR
ve Histolojik Boyamalarla Degerlendirilmesi

2.6.1. Yayma Preparatlarinda Immunohistokimya Boyama Yéntemi

Yayma preparatlarinin hazirlanmast hakkinda detaylt bilgi 2.3.3.3.3.1. bolimde verildi.
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2.6.1.1. Immunohistokimya Boyama Yéntemi

Immunhistokimyasal (IHC) boyamada ImmPress™ HRP Genis Spektrumlu Reaktif kiti
[@mmPress™ HRP Universal Reagent kit (MP 7500)] kullanildt. immunohistokimyasal

boyamalar kit tireticisinin belirttigi boyama protokoliine uygun olarak yapildi.

Preparatlar 10 min % 96 alkol ile tespit edildi ve her biri 5 min olmak tizere 2 kere
PBS ile yikand:. Preparatlar, 20 min bloklandiktan sonra (horse blocking serum), anti-COL-
IT ve anti-TGF-3 primer antikorlart ile gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin,
preparatlar, her biri 5’er min olmak tzere 3 defa PBS ile yikandiktan sonra 30 min boyunca
sekonder antikor ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra preparatlar PBS igerisinde her biri

5’er min olmak tizere 2 kere yikandu.

Taze hazitlanmis 3,3’di-aminobenzidin  (DAB) substrat ¢Ozeltisi, Ureticisinin
talimatlarina gore asagida verildigi gibi hazirlandi. Antijen antikor reaksiyonunu belirlemek
icin DAB solisyonu preparatlara damlatildi. Renk olusumu i¢in 3-5 min beklendi.
Preperatlar Olympus BX50 1stk mikroskop altinda incelendi ve degerlendirmek icin DP25

kamera ile goruntiilerin fotograflar ¢ekildi.

2.6.2. Histolojik Boyamalar

2.2.3.3.3. bolimunde bu metod detayl olarak agtkland.

2.6.3. Real-Time PCR analizi

Farkhilasma calismalarinin sonundaki tim deney gruplari, spesifik kondrojenik belirtegler
icin karakterize edildi (Tablo 2.8). Calismanin bu kisminda bolim 2.3.4.2.'de tarif edilenle
aynt yontem kullaniddi, fakat RNA izolasyonu yapilirken RASKH'eri iceren aljinat

boncuklar bir kez PBS ile yitkandt ve toplandi. Daha sonra aljinat boncuklar, 5-10 min
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boyunca pH 7,4’te 10 mM HEPES tamponu igeren 50 mM steril EDTA ¢6zeltisi igerisinde

¢ozdirildi. Hicreler bir mikrosantriflij tiptine aktarild: ve 250 g'de 5 min boyunca santrifdj

edildi.

2.7. Istatistik

Deney gruplarinin negatif kontrole goére gen ifadeleri ve P1 ile P3’teki kondrositlerin
karakterizasyonu igin PCR analizinde elde edilen Ct degerleri Rest 2009 programi
kullanilarak analiz edildi. RASKH’lerin karakterizasyonu icin 3 farkli pasajda elde edilen gen
ifadesi kat degisimi (Z’AACt ) degetlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi icin istatistiksel
analizler, SPSS 22 programi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygun
dagilm gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk normalite testiyle arastirildi. Parametrik veriler
ortalama T standart hata (SEM) seklinde gosterildi. Normal dagilim gosteren gruplar
arasindaki farkin 6nemliligi ANOVA; coklu karsilastirmalardaki farkin 6nemliligi ise post-
hoc Tukey testi ile degerlendirildi. Buitiin grafikler Graphpad 6.01 kullanilarak olusturuldu.
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3. BULGULAR

3.1. RASKH’lerin Izole Edilmesi ve Mezenkimal Kok Hiicre Karakterlerinin ve
Farklilagma Potansiyellerinin Belirlenmesi

3.1.1. Amniyotik Sivilarin Toplanmasi

17 gunlik gebe hayvanlarin her birinden ekstraembriyonik keseleri ile birlikte 8-12 adet
fotus elde edildi. Uterus ile birlikte koryon kesesi acildiktan sonra iginde fétusun bulundugu
amniyon kesesi ortaya cikarildi. Fétuslarin amniyon keselerinden yaklasik olarak 4-6 mlL

amniyotik stv1 toplandr.

3.1.2. Hiicre 1zolasyonu ve Kiiltiirii

Ratlarin amniyotik stvilarindan izole edilen hucreler uygun kiltiir medyumlarini iceren
flasklara ekildi. Hiicreler 37 °C’de %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi. Hucreler ekildikten 4
gin sonra medyum degistirildi. PO’da ylizeye tutunamayan hucreler medyum degisimi
strasinda ortamdan uzaklastirildi. Geri kalan hiicrelerin, ekildikten yaklasik 48 saat icerisinde
yuzeye tutunduklart ve 5-7 giin sonra hucre nisleri olusturmaya basladiklart gozlendi. Bu
nislerin farkli morfolojiye sahip hiicreler icerdigi gorildi (Sekil 3.1). Yaklagik 7-10 giin
igerisinde htcre nisleri buytliyerek flaskin yiizeyini buytk olctide kapladi. P0’da htcre
nislerinde hiicrelerin 4 farkli morfolojik tipte oldugu belirlendi.  Bunlar:

1- Kiciik ve yasst epitel benzeri hiicreler (Sekil 3.2),

2- Hizli gogalan fibroblast benzeri hiicreler (Sekil 3.3),

3- Dizensiz sitoplazmik uzantilari ve 1 veya 2 ¢ekirdekeigi bulunan ve genislemis stromal

hticreler (Sekil 3.4).
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4- Belirgin olarak sikica paketlenmis fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicreler (Sekil
3.5).

P0’da 12-15. glinlerde hiicreler %80 konfluense ulastiginda pasajlandi. Hiicrelerin
saytimi yapildiktan sonra, her bir T25 flaska 4x10° - 5x10° hiicre ekildi. P1’de hiicrelerin
daha kisa stirede yuzeye tutunduklart ve 5 giin icerisinde de %80 konfluense ulastiklari
gozlendi. P0’a gore Pl’de hiicre populasyonu daha homojendi ve fibroblast benzeri

morfolojiye sahip hiicreler cogunluktayd: (Sekil 3.6).

Sekil 3.1. P0’da hiicre kiltirintn farkll giinlerinde nis gbrintileri. a. Yaklasik 7-10 gunlik
inkiibasyondan sonra gézlenen ilk fibroblast benzeri hiicreleti iceren hiicre nigi. b. 10-
12. glnlerde gevsek olarak bir araya toplanmis fibroblast benzeri morfolojiye sahip
hicre nisi. ¢. 10-12. glnlerde siki olarak bir araya toplanmus fibroblast benzeri hiicre
nisi. d. 10-12. giinlerde yasst stromal hiicreleri igeren hiicre nisi. Nikon Inverted
Mikroskop. Bar: 500 um.
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Sekil 3.2. P0’da kiiciik ve yasst epitel benzeri hiicreler (oklar). Nikon Inverted Mikroskop. Bar: 100
um.

Sekil 3.3. P0,’da fibroblast benzeri hiicreler (oklar). Nikon Inverted Mikroskop. Bar: 100 um.
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Sekil 3.4. P0’da diizensiz sitoplazmik uzantilart ve 1 veya 2 cekirdekeigi bulunan ve genislemis
stromal hiicreler (oklar). Nikon Inverted Mikroskop. Bar: 100 um.

Sekil 3.5. P0da belirgin olarak stkica paketlenmis fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicreler
(oklar). Nikon Inverted Mikroskop. Bar: 500 um.
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P1’de oldugu gibi daha sonraki pasajlarda da hiicrelerin homojen bir sekilde fibroblast
benzeri mofolojilerini koruduklart saptandi (Sekil 3.6). Hiicreler en fazla 5. pasaja kadar
cogaltildr.  Farklilastirma calismalart icin  P3-P5 arasindaki RASKH’ler kullanildi.
RASKH’lerin kemik ve yag hiicrelerine farkhilastirilmalarinda tek tabakali htcre kaltir
yontemi kullaniirken, kikirdak hiicrelerine farkhilastirmak icin 3 boyutlu kiltir yontemi
tercih edildi.

Sekil 3.6. Farkli pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye sahip RASKH’ler. a. % 80-90 konfluense
ulasan P3’teki hicreler. b. % 80-90 konfluense ulasan P5’teki hiicreler. Nikon Inverted
Mikroskop. Bar: 500 um.

3.1.3. Farklilagtirma Caligsmalar1
Farklilastirma medyumlart ile RASKH’ler adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hatlara

farklilastirildt ve bu hicre farklilagsmalari sirastyla Oil Red O, Alizarin Red-S ve Alsiyan

Mavisi gibi 6zel boyama yéntemleri ile hiicreler boyanarak dogrulandu.

3.1.3.1. Osteojenik Farklilagtirma

RASKH’ler osteojenik farklilastirma kultir medyumlarinin icerisinde 21 giin stireyle inkiibe

edilerek kemik htcrelerine farklilastrildi. Bu hiicreler Alizarin Red S boyama yontemi
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kullanilarak boyandi ve kemik htcrelerine farklilastiklart dogrulandi. Farkhilasan bu
hticrelerin grantler bir sitoplazma yapisina sahip oldugu ve hiicrelerde kalsiyum birkiminin
Alizarin Red S boyama yontemi ile kirmizi renkte boyandigt goézlendi. (Sekil 3.7 b). Diger
yandan sadece hiicre kultir medyumu ile kiltire edilen negatif kontrol grubundaki

hticrelerin Alizarin Red S boyama yontemi ile boyanmadigr gortldu (Sekil 3.7 a).

3.1.3.2. Adipojenik Farklilagtirma

RASKH’ler adipojenik farkllastirma kultiir medyumlarinin icerisinde 21 giin streyle kultiire
edildikten sonra yag hiicrelerine farklilastilar. Yag htcrelerine farklilasan bu hicrelerin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklarinin Oil Red O boyama yontemi kullanilarak kirmiz
renkte boyandigr belirlendi (Sekil 3.7 d). Diger yandan sadece hticre kiltir medyumu ile
kiltiire edilen negatif kontrol grubundaki hiicrelerin Oil Red O boyama yontemi ile

boyanmadig gézlendi (Sekil 3.7 c).

3.1.3.3. Kondrojenik Farklilagtirma

3.1.3.3.1. RASKH’lerin Aljinat Jel Igerisine Enkapsiilasyonu ve Aljinat Boncuklar
Igine Enkapsiile Edilen K6k Hiicrelerin Kiiltiirii

Kondrojenik farkhilastirma icin RASKH’ler aljinat boncuklar icine enkapstile edilerek 3
boyutlu ortamda kiiltiire edildiler (Sekil 3.9 a, b). Tki mI.lik pipet kullanilarak 1 mlL. aljinat
hicre karisimindan 18-19 adet aljinat boncuk tretildi. Her bir boncuk ortalama 52-53 uL
hacimdeydi ve her bir boncugun yaklasik 210000 hiicre icerdigi hesaplandi. Inverted
mikroskop altinda aljinat boncuklar icine enkapstile edilen hiicrelerin jel i¢erisinde homojen
olarak dagildigr ve tek tabakali killttr ile karsilastirildigt zaman aljinat i¢ine enkapsiile edilen

htcrelerin yuvarlak morfolojilerini koruduklar gorilda (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. RASKH’lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilastirilmalari. a. c. e.
Negatif kontroller. b. Osteojenik farklilasmada hiicrelerde kalsiyum birkimleri
Alizarin Red S boyama yontemi ile turuncu-kirmizt renkte boyanmaktadir. Oklar
turuncu-kirmizi  renkte boyanan kalsiyum birikimlerini  g&stermektedir.  d.
Adipojenik farklilasmada hiicrelerin sitoplazmalarinda yag damlaciklart Oil Red O
le turuncu-kirmizi renkte boyanmaktadir. Oklar kirmizi renkte boyanan yag
damlaciklarini gbstermektedir. f. Aljinat boncuklarda enkapsiile edilen hiicrelerin
kondrojenik farklilagmasi. Farklilasan hticrelerin sitoplazmalart ve periferi Alsiyan
Mavisi ile daha koyu mavi boyanmaktadir. Ok baslart hiicrelerin periferinde koyu
mavi boyanan alanlart géstermektedir. Nikon Inverted Mikroskop (a-d), Olympus
BX50 Istk Mikroskobu (e,f). Bar: (a, b) 500 pm, (c, d) 20 um, (¢) 50 um, (f) 100
wm.
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Dérdincti  giinden  itibaren aljinat  boncuklar igerisinde bulunan hicrelerin
kiimelenmeler yapmaya basladiklari belirlendi (Sekil 3.3 e,f). Ugiincii hafta ile birlikte aljinat
jellerin bitinlugini hala korudugu, aljinat jel igerisindeki hiicre yogunlugunun arttigt ve

htcrelerin yuvarlak morfolojilerini de surdirdigi gézlendi (Sekil 3.8. b).

Sekil 3.8. Tek tabakali kiltir ve aljinat boncuk kiltiri arasinda hiicre morfolojisinin
karsilastirilmasi. a. P3’te Fibroblast benzeri morfolojiye sahip RASKH’ler; tek tabakl
kaltar. b. P3’te Aljinat boncuklar icerisinde yuvarlak, oval morfolojiye sahip
RASKH’ler (oklar); aljinat boncuk kiltiri. Nikon Inverted Mikroskop, Bar: (a) 500

um, (b) 50 pm.

3.1.3.3.2. Aljinat Boncuklar Igine Enkapsiile Edilen K6k Hiicrelerin Kondrojenik
Farklilagtirmasi

Aljinat boncuklar igerisine enkapsiile hiicreler, kondrojenik farklilastirma medyumu ile 21
gin sure ile kiltiire edildiler. Bu siirecte hiicrelerin canliliklarini koruduklar: ve jel igerisinde

homojen bir sekilde dagildiklart gézlendi (Sekil 3.9).

Aljinat boncuklar igerisinde enkapsiile edilen RASKH’lerin kikirdak hicrelerine
farklhilagip farklilagsmadiklarint dogrulamak icin hiicreler Alsiyan Mavisi ile boyandi. Normal
kikirdak matriksine benzer sekilde, kondrojenik farkhilastirmadan sonra aljinat jel icinde
enkapsiile edilen hiicrelerin sitoplazmalarinin ve periferlerinin Alsiyan Mavisi ile koyu mavi
renkte boyandigr gézlendi (Sekil 3.7 f). Negatif kontrol olarak aljinat boncuklar icerisinde
enkapsiile edilen RASKH’ler normal hiicre kiltiir medyumu ile kiltire edildi. Negatif
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kontrol grubunda aljinat jel igerisindeki hticreler ve cevresi Alsiyan Mavisi ile boyanmadi

(Sekil 3.7 ¢).

Sekil 3.9. Aljinat boncuklar i¢ine enkapsiile edilen kok hiicrelerin kondrojenik
farklilastirilmasi. a. b. Kondrojenik farklilastirma icin RASKH’lerin enkapstile
edildigi aljinat boncuklar. c. 0.gin. d, 3.glin. e, 7.gin. f. 21. gin. Oklar htcre
kiimelenmesini géstermektedir. Nikon Inverted Mikroskop. Bar: (b, ¢) 500 um,
(d) 100 um, (e, f) 50 um.
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3.1.4. Mezenkimal Hiicrelerin Karakterizasyonunun Immunfloresan ve Real-Time
PCR Metodlar: ile Gosterilmesi

3.1.4.1. Immunofloresan Boyama ile Mezenkimal K6k Hiicrelerin Karakterizasyonu

IF boyama ile P5te RASKH’lerin SOX2 ve OCT3/4 gibi pluripotent kék hiicre
belirteclerini giicli bir sekilde ifade ettigi gosterildi. OCT3/4 ifadesi htcrelerin hem
sitoplazmasinda hem de nukleusunda gorilirken, SOX2 ifadesi sadece hiicrelerin

sitoplazmasinda gozlendi (Sekil 3.10).

DAPI OCT 3/4 akistirma

.-

DAPI SOX2 Cakistirma

Sekil 3.10. RASKH’lerde pluripotent kok hicre belirtecleri OCT3/4 ve SOX2 ifadeleti,
immunfloresan boyama. a. d. DAPI. b, e, Texas Red. c. f. Cakistirma. Zeiss floresan
atagmanlt inverted mikroskop. Bar: 50 um.

61



3.1.4.2. Real-Time PCR Analizi

3.1.4.2.1. Real-Time PCR

Gen ifade duzeyleri arasindaki en iyi farkliligi gérmek icin ¢cDNA’lar 1/4 oraninda
sulandirilarak Real-Time PCR analizi yapildi ve gen ifade diizeyinin belirlenecegi en iyi

sulandirma orani 1:30 olarak belirlendi (Sekil 3.11).

Real-time PCR analizlerinde her gen ve her 6rnek i¢in melting curve analizi yapild:.
Orneklerde DNA kontaminasyonu ile primer dimerlesmelerinin olmadigt gériildi (Sekil
3.12). Elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct) degerlerinden hareketle, hedef

genlerin messenger RNA (mRNA) ifade diizeylerinin nisbi degisimleri 2AAC
hesapland1 (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada;

metodu ile

AACt = (Cthcdef gen CtGAPDH)deney grubu (Cthcdef gen CtGAPDH)komrol grubu

formili uygulanip; hesaplanan deger her bir gen icin 2% formiiliinde yerine konularak
mRNA ifade diizeyi misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi. Endojen kontrol
(house keeping gene) olarak GAPDH geni kullanildt ve her bir 6rnege ait GAPDH gen

diizeyine gore diger genlerin ifade diizeylerinde diizeltme (normalizasyon) uygulandi.

Amplifikasyon egrileri Real-Time PCR'da incelenen genlerin ¢ogalmalarina baglh
olarak kullanilan boyanin élgiilebilir diizeye gelmesiyle olusmaktadir. Incelenen 6rneklerde
gen ifadesi ne kadar fazla ise amplifikasyon egrilerindeki Ct degeri o kadar dustik olmaktadir.
Sekil 3.11 incelendiginde farkli gen ve orneklerdeki Ct degerlerinin ve amplifikasyon
egrilerinin farklt oldugu gorilmektedir. Bu durum her 6rnekteki ve her gendeki ifadenin

farklt oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 3.11. Orneklere ve genlete ait amplifikasyon egrileti.

Melt Curve Plot
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Sekil 3.12. Dort farklt gene ait melting curve grafigi.
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Melting curve grafigi her gendeki PCR asamasinda primer dimerleri, primerlerin
birden fazla bélgeye baglanip baglanmadiklart ve DNA kontominasyonunu gostermektedir.
Sekil 3.12 incelendiginde dort gende de dimerlesme, DNA kontaminasyonu ve primerlerin

birden fazla bolgeye baglanmadigi goriilmektedir.

3.1.4.2.2. RASKH’lerde Pluripotent ve Mezenkimal Kok Hiicre Belirteglerinin Gen
Ifadeleri

Real-Time PCR analizi ile P1, P3 ve P5’te RASKH’lerin SOX2, NANOG ve OCT3/4 gibi
pluripotent ve CD44, CD90 ve CD105 gibi mezenkimal koék hiicre belirteglerini gen
diizeyinde ifade ettikleri saptandt. Ayrica CD45 ve CD34 gibi hemapoietik genlerin P1 ile
karsilastirildigt zaman, P3 ve P5’te bu genlerin ifadelerinin RASKH’lerde 6nemli derecede
azaldigt belirlendi (Tablo 3.1). P1’e gore P3 ve P5 te RASKH’lerde SOX2 gen ifadesi
strastyla 1,85 £0,35 ve 1,4510,41 kat artis gosterirken, pasajlar arasinda istatistiki bir 6nem
saptanmadi (Tablo 3.1), (Sekil 3.13 a). Ayn1 sekilde P1 ile karsilastirldiginda P3 ve P5 te
RASKH’lerde OCT3/4 gen ifadesi strastyla 1,5910,80 ve 3,6811,66 artis gosteritken,
pasajlar arasinda istatistiki bir 6nem belirlenmedi (Tablo 3.1) (Sekil 3.13 b).

NANOG gen ifadesi P1 ile karsilastirildiginda P3 ve P5’te sirasiyla 1,50£0,24 ve
2,92%0,57 (p<0.01) kat diizeyinde artis gosterdi. P3 ile P5 arasinda RASKH’lerin NANOG

gen ifadelerinin kat artislart arasinda da istatistiki bir 6nem (p<<0,01) oldugu gozlendi (Tablo

3.1.) (Sekil 3.14 ¢).

P1 ile karsdastirddiginda P3 ve P5te RASKH’lerin mezenkimal kok hiicre
belirteglerinden CD90 genini sirastyla 1,5110,29 ve 1,4910,34; CD44 genini 1,60+0,38 ve
2,60£0,70ve CD105 genini ise 3,28+0,76 ve 2,86%0,27 kat artis diizeyinde ifade ettikleri
saptandi. Ug farkl pasaj birbirleri ile karsilastirldigi zaman CD90, CD44 gen ifadelerinde
istatistiki olarak bir fark gézlenmedi (Tablo 3.1), (Sekil 3.14 d), (Sekil 3.15 e, f). Fakat P1 ile
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karsilastirildigs zaman, CD105 geninin kat artisinin hem P3 hemde P5’te istatistiki olarak
onemli oldugu (p<0,05) saptand1 (Tablo 3.1), (Sekil 3.14 d).

Tablo 3.1. RASKH’lerde Real-Time PCR ile pluripotent, mezenkimal ve hemapoietik
genlerin ifadelerinde kat 27**“ degisikliklerinin istatistiki analizi

Ortalama * Standart Hata
GENLER P Sonug
P1 P3 P5
SOX2 1,0 1,85%0,35 1,4510,41 0,204
OCT3/4 1,0 1,59+ 0,80 3,68+1,66 0,216
NANOG 1,0a 1,50£0,24a #42,9240,57b 0,007 Artma
CD90 1,0 1,51£0,29 1,4910,34 0,312
CD44 1,0 1,60£0,38 2,6010,70 0,084
CD105 1,0 *3,2810,76b *2,8610,27b 0,011 Artma
CD45 1,0a *(),1410,042b wk() 2740,075b 0,000 Azalma
CD34 1,0a *0,4610,18b 0,7210,11a 0,025 Azalma

Ayni satirda farklt harfler (a, b, ¢) arasinda istatiksel farkldik vardir (*p<<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

NANOG gen ifadesi P1 ile karsilastrildiginda P3 ve P5’te sirasiyla 1,50£0,24 ve
2,92%0,57 (p<0.01) kat diizeyinde artis gosterdi. P3 ile P5 arasinda RASKH’lerin NANOG
gen ifadelerinin kat artislart arasinda da istatistiki bir 6nem (p<<0,01) oldugu gézlendi (Tablo
3.1) (Sekil 3.14 ¢).

P1 ile karsdastirddiginda P3 ve P5te RASKH’lerin mezenkimal kok hiicre
belirteglerinden CD90 genini strastyla 1,51+0,29 ve 1,49£0,34; CD44 genini 1,60£0,38 ve
2,60£0,70 ve CD105 genini ise 3,28+0,76 ve 2,8610,27 kat artis dizeyinde ifade ettikleri
saptandi. Ug farklt pasaj birbirleri ile karsilastirildigi zaman CD90, CD44 gen ifadelerinde
istatistiki olarak bir fark gozlenmedi (Tablo 3.1), (Sekil 3.14 d), (Sekil 3.15 e, f). Fakat P1 ile
karsilastirildigt zaman, CD105 geninin kat artisinin hem P3 hemde P5’te istatistiki olarak

o6nemli oldugu (p<0,05) saptandi (Tablo 3.1), (Sekil 3.14 d).
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SOX2

Gen ifadesinde kat degisimi
b

P1 P3 P5
Pasaj sayisi (P)

(b) OCT3/4

15+

Gen ifadesinde kat degisimi

P1 P3 P5
Pasaj sayisi (P)

Sekil 3.13. Farkli pasajlarda RASKH’lerin SOX2 ve OCT3/4 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren Kutu ve Whiskers (btyik) grafigi. a. SOX2 gen ifadesi. b. OCT3/4 gen ifadesi.
Kutular ceyrekler arast araligi gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis ortalamasint
gOsterir. Biytk minimum ve maksimum kat artiglart gosterir (* p<<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001). n=5
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Sekil 3.14. Farklt pasajlarda RASKH’lerin NANOG ve CD90 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren Kutu ve Whiskers (Biyik) grafigi. c. NANOG gen ifadesi. d. CD90 gen ifadesi.
Kutular c¢eyrekler arast araligi gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis ortalamasini
gOsterir. Biytk minimum ve maksimum kat artiglart gosterir (* p<<0,05; **p<0,01; **+*
p<0,001). n=5
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Sekil 3.15. Farkli pasajlarda RASKH’lerin CD105 ve C44 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren Kutu ve Whiskers (Biyik) grafikleri. e. CD105 gen ifadesi. f. CD44 gen ifadesi.
Kutular geyrekler arast araligt gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis ortalamasini
gOsterir. Biytk minimum ve maksimum kat artislart gosterir. (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001). n=5
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Sekil 3.16. Farkhi pasajlarda RASKH’lerin CD34 ve CD45 gen ifadelerindeki kat degisimlerini
gosteren Kutu ve Whiskers (Biyik) grafikleri. g. CID34 gen ifadesi. h. CD45 gen ifadesi.
Kutular geyrekler arast araligt gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis ortalamasini
gOsterir. Biytk minimum ve maksimum kat artislart gosterir. (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001). n=5
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RASKH’lerde hemapoietik kék hiicre belirteglerinden CD34 gen ifadesinin P1’e goére
P3 ve P5’te sirasiyla 0,46£0,18 (p<0,001) ve 0,721+0,11 kat azaldigi gorildi (Tablo 3.1)
(Sekil 3.16 g). Aynt sekilde CD45 gen ifadesinin P1’e gbre P3’te 0,14£0,042 (p<<0.001) ve
P5’te 0,27+0,075 (p<<0,001) kat azaldig1 saptandi (Sekil 3.16 h). P3 ve P5 arasinda CD45 gen
ifadesinin negatif kat artislart arasinda farkin ise istatistiki olarak 6énemli olmadigt belirlendi

(Tablo 3.1) (Sekil 3.16 h).

3.2. Kondrosit Kiiltiirii ve Karakterizasyonu ile Kogullandirilmis Medyum Elde
Edilmesi

3.2.1. Kondrositletin Izolasyonu ve Kiiltiirii

Eklem kikirdagindan enzimatik ayristirma ile kondrositler izole edildi. Izole edilen
kondrositlerin, tek tabakali kiltir kosullarina hizli bir sekilde adapte oldugu ve kdltir
ortaminda hizla ¢ogaldiklart gézlendi. Kiltire edildikten 2-3 giin sonra hiicrelerin ytzeye

tutundugu ve ¢ogalmaya basladigi gozlendi (Sekil 3.19 a).

Sekil 3.17. P1’de kondrositlerin morfolojisi. Poligonal morfolojiye sahip kondrosit. (oklar). Nikon
inverted mikroskop. Bar: 100 um.
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Sekil 3.18. P3’te kondrositlerin morfolojisi. Poligonal morfolojilerini kaybetmis, genislemis
kondrositler (oklar) Nikon inverted mikroskop Bar: 50 um.

Sekil 3.19. Poligonal morfoloji gosteren PO ve Pl’den kondrositler. a. PO’ da hizli ¢ogalan
kondrositler. b. %80-90 konfluense ulasan P1’ de kondrositler. Nikon inverted
mikroskop. Bar: 500 pm.

P0'da kondrositlerin flasklara ekildikten 8-10 giin sonra %80-90 konfluense ulastigt
gozlenirken, P1 ve P2’de ise 5-6 giinde konfluense ulastiklari belirlendi. Cogalan
kondrositlerin poligonal bir morfolojiye ve graniiler bir sitoplazmaya sahip olduklart (Sekil
3.17, 3.18), pasaj sayist arttikca hiicrelerin baziarinin poligonal yapilarint kaybederek
genislemeye bagliyorlar (Sekil 3.18).
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3.2.2. Kondrositlerin Karakterizasyonunun Immunfloresan ve Real-Time PCR
Metodlari ile Gosterilmesi

3.2.2.1. Kondrositlerde Immunfloresan Boyama

IF boyama ile kondrositlerin COL-II ve TGF-B3' ifade ettigi gosterildi (Sekil 3.20).
Kollajen II'nin hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada glicli bir sekilde ifade oldugu gézlendi

(Sekil 3.20 b, c¢). TGF-B3"in hiicre ¢ekirdeginin yani sira hiicre sitoplazmasinda grantler
sekilde ifade oldugu gorildu (Sekil 3.20 e, f).

DAPI COL-II Cakistirma

.

DAPI TGF-B3

-

Sekil 3.20. COL-II ve TGF-3 ifade eden kondrositler. Immunofloresan boyama. a. d. DAPL b.
e. Texas Red. c. f. Cakistirma. Zeiss floresan atagmanl inverted mikroskop. Bar: 20
pm.
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3.2.2.2. PCR Analizi

Kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-81, ACAN, COL10A1 ve RUNX2 belirteglerinin
ifadeleri agaroz jel tizerinde gosterildi (Sekil 3.21). Bu belirteglerin gen ifadeleri de sayisal
olarak Real-Time PCR ile belirlendi.

Kondrositlerde SOX9 gen ifadesinde kat artist P1’de 27,96 £ 6,35 ve P5” de 0,07 *
0,03; COL2A1 gen ifadesinde kat artist P1’de 4,94 * 1,240 ve P5’ de 0,26 *+ 0,05; TGF-$1
gen ifadesinde kat artist P17 de 143,3 * 44,59 ve P5°de 0,01 £ 0,003 ve son olarak ACAN
gen ifadesindeki kat artist ise P1°’de 273,2 = 84,65 ve P5’te 0,08 + 0,05 olarak belirlendi
(Tablo 3.2). P1 ile karsilastirldigt zaman P5’te kondrositlerde SOX9 (p<0,001), COL2A1
(p<0,01), TGF-81 (p<0,01) ve ACAN (p<0,01) gen ifadeleri istatistiki olarak Snemli

derecede azaldu.

th

Pl P

GAPDH

COL2A1
SOX9
COL10A1
TGF-p1
ACAN
RUNX2

Sekil 3.21. Farklt pasajlardaki (P1 ve P5) kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-81, ACAN,
COL10A1 ve RUNX2 belirteclerinin gen diizeyinde ifadelerinin agaroz jel tizerinde
gbsterimi.
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Tablo 3.2. Farklt pasajlardaki (P1 ve P5) kondrositlerde SOX9, COL2A1, TGF-81,
ACAN, COL10A1 ve RUNX2 belirteglerinin gen duzeyinde ifadeleri, Real-
Time PCR.

Ortalama * Standart Hata
Genler p
P1 P5

SOX9 k42796 + 6,35 0,07 £ 0,03 0,000
COL2A1 *k4 94 + 1,240 0,26 = 0,05 0,002
TGF-£1 #1433 + 44,59 0,01 + 0,003 0,007

ACAN *273,2 £ 84,65 0,08 £ 0,05 0,001
COL10A1 0,10 £ 0,06 *22,01 £ 8,95 0,014
RUNX2 0,18 £ 0,07 k6,47 + 1,97 0,003

(#p<0,05, **p<0,01, *+p<0,001)

Diger yandan P1’de kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 gen ifaderinin kat artist
strastyla 0,10 £ 0,06 ve 0,18 £ 0,07 iken, P5 te COL10A1 ve RUNX2 gen ifadelerinin kat

artist strastyla 22,01 £ 895 ve 6,47 £ 1,97 oldu. P1 ile karsdastirildigi zaman P5te
kondrositlerde COL10A1 (p<0,05) ve RUNX2 (p<0,01) gen ifadeleri istatistiki olarak

o6nemli derecede arttt (Sekil 3.22), (Tablo 3.2.).
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Sekil 3.22.

(a) P1'te Kondrositlerin gen ifadesi (b) P5'te Kondrositlerin gen ifadesi
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Farkli pasajlarda kondrositlerin gen ifadelerindeki kat degisimlerini gésteren Kutu
ve Whiskers (btyik) grafigi. a. b. P1 ve P5'te kondrositlerin SOX9 ve COL2A1 gen
ifadesi. c. d. P1 ve P5'te kondrositlerin TGF-1 ve ACAN gen ifadesi. e, f, P1 ve
P5'te kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 gen ifadesi. Kutular ceyrekler arasi
araligt gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis ortalamasini gOsterir. Biyik
minimum ve maksimum kat artislart gosterir. (*p<<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
n=7.
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3.2.3. Kogullandirilmis Medyumun Toplanmasi

COL10A1 ve RUNX2 gibi hipertrofik belirteclerin P5’te yiiksek olmasindan dolayr, KM
toplanmast i¢in erken pasajlar (P1 ve P2) tercih edildi. Tim o6rneklerden elde edilen KM,
icerdigi parakrin salgilarin homojen dagilimini saglamak amaciyla karistirldi. Sonrasinda KM
santriftyj edilerek htcre kalintilart uzaklastirildi. Stpernatant filtre edilip alikotlanarak -80
°C’de saklandt.

3.3.RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin Alsiyan Mavisi, Immunohistokimya
Boyama ve Real-Time PCR Yontemleri ile Degerlendirilmesi

3.3.1. Alsiyan Mavisi Boyamasi ile Degerlendirme

Aljinat boncuklar igerisinde enkapstile edilen RASKH’lerin kondrojenik potansiyellerini
gostermek icin  Alsiyan Mavisi ile aljinat jeller boyandi. ~— Tum gruplarda hiicre
sitoplazmasinin ve hiicrelerin periferinin Alsiyan Mavisi ile daha koyu mavi renkte boyandigt
gorildi. Diger bolgelerin ise agtk mavi renkte boyandigr gézlendi (Sekil 3.25, 3.26 ve 3.27).

Pozitif kontrol olarak normal eklem kikirdagi dokusu Alsiyan Mavisi ile boyandi.

Eklem kikirdaginda Alsiyan Mavisi ile hiicreler arast matriksin mavi renkte boyandigt
gbzlendi. Yiuzeyel bolgenin daha soluk ve hticreden yoksun oldugu; kigtk, yasst hiicreler
icerdigi gbzlenirken; orta ve derin bolgenin ise daha koyu mavi renkte boyandigi ve daha
buytk yuvarlak hucreler icerdigi belirlendi (Sekil 3.23). Eklem kikirdak dokusunda
kondrositlerin membraninin etrafinin ¢ok ince bir periselliler matriks ile cevrili oldugu,
lakunlarin hemen g¢evresinin ise ince bir teritoriyal matriks ile ¢evrelendigi saptandi (Sekil

3.24).
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Sekil 3.23. Pozitif kontrol. Eklem kikirdagi, (YB), ylizeyel bolge; (OB), orta bélge ve (DB), derin
bélge. Alsiyan Mavisi Olympus BX50 151k mikroskobu. Bar: 100 um.

Sekil 3.24. Pozitif kontrol. Eklem kikirdagi. Hiicrelerin sitoplazmast (oklar) ve gevresi (okbaslarr)
koyu mavi renkte boyandi. Alsiyan Mavisi, Olympus BX50 1stk mikroskobu. Bar: 50
pm.
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Sekil 3.25. KM ve IM gruplarinda aljinat boncuklar icerisinde enkapsiile edilen hiicrelerin
kondrojenik farklilasmast. a. KM grubu. b. IM grubu. Hiicrelerin sitoplazmasi (oklar)
ve cevresi (ok baslart) koyu mavi renkte boyandt. Alsiyan Mavisi. Olympus BX50 1stk
mikroskobu. Bar: (a) 100 um, (b) 50 pm.

Sekil 3.26. KM+IGF-1 ve KM+TGF-$3 gruplarinda aljinat boncuklar icerisinde enkapsiile edilen
hiicrelerin kondrojenik farklilagmasi. a. KM+IGF-1 grubu; b. KM+TGF-$3 grubu.
Hiicrelerin sitoplazmast (oklar) ve cevresi (ok baslar) koyu mavi renkte boyandi.
Alsiyan Mavisi. Olympus BX50 15tk mikroskobu. Bar: (a) 50 um, (b) 100 um.
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Sekil 3.27. KM+IGF-1+TGF-83 ve KM-+IM gruplarinda aljinat boncuklar icerisinde enkapsiile
edilen hiicrelerin kondrojenik farklilasmasi. a. KM+IGF-1+TGF-83 grubu. b.
KM+IM grubu. Hicrelerin sitoplazmasi (oklar) ve gevresi (ok baslart) koyu mavi
renkte boyandi. Alsiyan Mavisi. Olympus BX50 15tk mikroskobu. Bar: 100 pm.

3.3.2. Immunohistokimya Sonuglari

Tum gruplarda 21 giin inkiibasyondan sonra, aljinat icerisine enkapsiile edilen hiicrelerin
COL-II ve TGF-83% sitoplazmik olarak ifade ettikleri gézlendi. Negatif kontrol grubunda
herhangi bir reaksiyon saptanmadi (Sekil 3.28). Aljinat igerisine enkapsiile edilen htcrelerin
3 boyutlu olarak aljinat jel icerisinde farkli derinliklerde bulunmalarindan dolayr her iki
proteinin immunreaksiyon ifadesi zayif ve kuvvetli arasinda degisti (Sekil 3.30, sekil 3.31,
sekil 3.32).

Pozitif kontrol olarak normal eklem kikirdak doku kesitleri kullanildr (Sekil 3.29).
Eklem kikirdak kesitlerinde TGF-83in kondrositlerin  sitoplazmalarinda ifade oldugu
gorildi. Ayrica TGF-3%tn ¢ok zayif olarak da teritoriyal matrikste ifade oldugu (Sekil 3.29
b); COL-IT'nin ise kondrositlerin sitoplazmasinda ve teritoriyal matrikste (Sekil 3.29 a) ifade

oldugu saptandu.
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Sekil 3.28. Negatif kontrol. a. Eklem kikirdag, kondrosit sitoplazmast (oklar). b. Aljinat Boncuk
icerisine enkapsiile edilen hiicreler. Hiicre (oklar). Immunohistokimya. Olympus
BX50 15tk mikroskobu. Bar: 20 um.

coL-li TGF-R3

Sekil 3.29. Pozitif kontrol. Eklem kikirdagi. a. COL-II ifadesi. b. TGF-83 ifadesi. Teritoriyal
matriks (oklar) ve kondrosit sitoplazmasi (ok baslary). Immunohistokimya. Olympus

BX50 15tk mikroskobu. Bar: 20 um.

80



Sekil 3.30. KM ve IM gruplarinda aljinat boncuklar igerisinde enkapstle edilen hucrelerin
kondrojenik farklilagmast. Yirmi bir gunliik inkiibasyondan sonra aljinat boncuklar
icerisinde enkapsiile edilen hicrelerde COL-II ve TGF-B3 ifadesi, zayif siddette
reaksiyon (Z), orta siddette reaksiyon (O), kuvvetli siddette reaksiyon (K). a. b. KM
grubu. c. d. IM grubu. Immunohistokimya. Olympus BX50 1stk mikroskobu. Bar: 20
pm.
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Sekil 3.31. KM+IGF-1 ve KM+TGF-83 gruplarinda aljinat boncuklar icerisinde enkapsiile
edilen hiicrelerin kondrojenik farklilagsmast. Yirmi bir giinlik inkiibasyondan sonra
aljinat boncuklar icerisinde enkapsiile edilen hiicrelerde COL-II ve TGF-B3 ifadesi,
zayif siddette rekasiyon (Z), orta siddette reaksiyon (O), kuvvetli siddette reaksiyon
(K). a. b. KM+IGF-1 grubu. c¢. d. KM+ TGF-83 grubu. Immunohistokimya.
Olympus BX50 151k mikroskobu. Bar: 20 um.
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Sekil 3. 32. KM+IGF-1+TGF-83 ve KM+IM gruplarinda aljinat boncuklar igerisinde
enkapsiile edilen hiicrelerin  kondrojenik farklilagsmast. Yirmi bir ginlik
inkitbasyondan sonra aljinat boncuklar igerisinde enkapsiile edilen hiicrelerde
COL-II ve TGF-83 ifadesi. Zayif siddette rekasiyon (Z), orta siddette reaksiyon
(O), kuvvetli siddette reaksiyon (K). a, b, KM+IGF-1+TGF-83 grubu. ¢, d,
KM+IM grubu. Immunohistokimya. Olympus BX50 stk mikroskobu. Bar: 20
pm.
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3.3.3. Real-Time PCR ile Degerlendirme

Kondrogenezisin erken (COL2A1, SOX9, ACAN ve TGF-81) ve ge¢ donem (RUNX2 ve
COL10A1) belirteglerinin ifadeleri Real-Time PCR yontemi ile sayisal deger olarak elde
edildi. Verilerin normalizasyonu referans gen (GAPDH) ve negatif kontrol (kondrojenik
genleri bazal diizeyde ifade eden RASKH’ler kullanidi) kullanilarak yapildi. Her gende, gen
ifadesindeki kat degisimi p degeri ile birlikte ortalama ve standart hatasi (SH) ayr1 ayr ilgili
tabloda ve grafikte gosterildi (Tablo 3.3; Sekil 3.33).

g 100007
z === KM+IM grup
8’ == IM grup
1000+
© KM+IGF-1+TGF-R3
= >
© grup
i -4 KM+TGF-83 grup
o] 1007 - KM+IGF-1 grup
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©
10
:g 1
c
O
G 1 L] L} L] L] L) L]
) N N N
S F S E S
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Sekil 3.33. Tum gruplarda kondrojenik genlerin ifadesinin grafigi.
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Tablo 3.3. Gruplar arasinda kondrojenik belirteglerin kat ifadelerinin gen diizeyinde karsilastirilmasi.

Gruplar KM KM+IGF-1 KM+TGEF- 83 KM+IGF-1+TGF-33 M KM+IM
(n:5) (n:5) (n:5) (n:5) (n:5) (n:5) P
Genler OrtalamatSH Ortalama®SH OrtalamatSH OrtalamatSH Ortalama®SH Ortalama®SH
SOX9 14,36£2,642 24,8413 232 46,10£8,68» 55,9517,102b¢ 64,9517 ,63b¢ 95,911+19,79b¢ 0,000
COL2A1 10,49£7,06 09,103,492 124,95+9,28% 288,841+57,72:b 691,17+67,90P 3233,10£219,52¢ 0,000
ACAN 7,19£3,752 02,34%0,492 09,14£2,562 19,28+5,512 22,41+12,57» 515,52£141,52b 0,000
TGF-$1 84,331£10,34 90,87£14,11 146,27142,45 130,15£12,90 121,21£23,86 108,72£16,29 0,396
RUNX2 06,01£3,51 04,62+1,48 05,44%226 09,32+4,54 13,683,776 06,85%3,28 0,416
COL10A1 03,08+2,03 25,30+18,36 05,82+226 02,6910,79 13,41£7,32 59,531+43,60 0,316

Ayni satirda farklt harfler (a,b,c) arasinda istatiksel farklilik vardir.
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Sekil 3.34. KM grubu Kutu ve Whiskers (biytk) grafigi. Aljinat boncuklar icinde enkapsiile
edilen RASKH’lerin 21 giin boyunca kosullandirlmis medyum icinde kondrojenik
hticrelere farklilastirilmasi. Farklilasan kondrojenik hucrelerde erken (COL2AT1,
SOX9, ACAN, TGF-81) ve ge¢ (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteclerin
gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular ¢eyrekler arast araligr gosterir. “+” her gen
ifadesinin kat artig ortalamasini gésterir. Biytk minimum ve maksimum kat artiglart

gosterir. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Negatif kontrol grubuna gore normalize edilmis KM grubunda SOX9, COL2A1,
ACAN, TGF-1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artisin sirastyla
14,36£2,64, 10,49£7,06, 7,19%3,75, 84,33+10,34, 6,01+£3,51 ve 3,08+2,03 oldugu
belirlendi. Bununla birlikte, negatif kontrole gore sadece SOX9 (p<0.01) ve TGF-31
(p<0,01) gen ifadelerindeki kat artisinin istatistiki olarak 6nemli oldugu bulundu (Sekil
3.34).
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Sekil 3.35. KM+IGF-1 grubu Kutu ve Whiskers (biyik) grafigi. Aljinat boncuklar icinde
enkapstle edilen RASKHlerin 21 gtin boyunca IGF-1 ilave edilen kosullandirilmig
medyum i¢inde kondrojenik hiicrelere farklilastirlmasi. Farklilasan kondrojenik
htcrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-$1) ve gec (RUNX2, COL10A1)
kondrojenik belirteclerin gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular ceyrekler arasi
araligt gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artig ortalamasint gésterir. Biytk minimum
ve maksimum kat artislart gosterir. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Negatif kontrol grubuna goére normalize edilmis KM+IGF-1 grubunda SOXO9,
COL2A1, ACAN, TGF-81, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artisin
strastyla 24,84+3,23, 9,10£3,49, 2,34%0,49, 90,87£14,11, 4,62%£1,48 ve 25,30£18,36
oldugu saptandr. KM grubuna benzer olarak sadece SOX9 ve TGF-81 gen ifadelerindeki
kat artisinin negatif kontrole gore istatistiki olarak 6nemli oldugu ortaya kondu (p<0,01)

(Sekil 3.35).

87



KM + TGF-R3 grup

£

:2’1000] Gl

§’ : * %k

% 100{ ** i

- s

° .

S 10

c 1

o ]

> F

7)) 1

S 1

)

X

)

QCJ 0-1 L} T | | T |

O) 9 N = N Vv N

© A o OOV

Genler

Sekil 3.36. KM+TGF-83 grubu Kutu ve Whiskers (biytk) grafigi. Aljinat boncuklar icinde
enkapsille edilen RASKH’lerin 21 giin boyunca TGF- {3 ilave edilen
kosullandirlmis medyum icinde kondrojenik hiicrelere farkllagtirilmast. Farklilasan
kondrojenik hiicrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-31) ve ge¢ (RUNX2,
COL10A1) kondrojenik belirteclerin gen ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular
ceyrekler arast aralift gésterir. “+” her gen ifadesinin kat artig ortalamasint gosterir.
Biytk minimum ve maksimum kat artislart gosterir (* p<0,05; ** p<0,01; ***

p<0,001).

Negatif kontrol grubuna gére normalize edilmis KM+TGF- 33 grubunda SOX9,
COL2A1, ACAN, TGF-81, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artisin
strastyla 46,10£8,68, 124,95+9,28, 9,141+256, 146,27+4245, 544+226 ve 5,821+226
oldugu belirlendi. SOX9, COL2A1 (p<0,01) ve TGF-81 (p<0,001) gen ifadelerinin

negatif kontrole gére 6nemli derecede arttigt gézlendi (Sekil 3.306).
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Sekil 3.37. KM+IGF-1+TGF-3 grubu Kutu ve Whiskers (biyik) grafigi. Aljinat boncuklar
icinde enkapsiile edilen RASKH’lerin 21 giin boyunca IGF-1 ve TGF-33 ilave
edilen kosullandirilmis medyumu icinde kondrojenik hucrelere farklilastirilmasi.
Farklhlasan kondrojenik hticrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN, TGF-31) ve
gec (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteglerin gen ifadeleri, Real-Time PCR.
Kutular ceyrekler arast aralift gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artig ortalamasint
gOsterir. Biytk minimum ve maksimum kat artislart gosterir (* p<<0,05; ** p<0,01;
*Rx p<0,001).

Negatif kontrol grubuna gére normalize edilmis KM+IGF-1+TGF-83 grubunda
SOX9, COL2A1, ACAN, TGF-81, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki
artisin strastyla 55,95+7,10, 288,84+57,72, 19,28+5,51, 130,15+12,90, 9,32+4,54 ve
2,69£0,79 oldugu gorildi. Negatif kontrol ile karsilagtirldiginda, SOX9, COL2AT1,
TGF-$1 gen ifadelerinin (p<<0,01) diizeyinde, ACAN ve RUNX2 gen ifadelerinin ise
(p<0,05) diizeyinde arttig1 belirlendi (Sekil 3.37).
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Sekil 3.38. IM grubu Kutu ve Whiskers (biyik) grafigi. Aljinat boncuklar icinde enkapsiile edilen
RASKH’lerin 21 giin boyunca kondrojenik farklilasma medyumu icinde kondrojenik
htcrelere farklilastirlmasi. Farkhlasan kondrojenik hiicrelerde erken (COL2AT,
SOX9, ACAN, TGF-B1) ve ge¢ (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteclerin gen
ifadeleri, Real-Time PCR. Kutular ceyrekler arasi arahigt gosterir. “+” her gen
ifadesinin kat artis ortalamasint gosterir. Biytk minimum ve maksimum kat artiglar
gosterir (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Negatif kontrol grubuna gére normalize edilmis IM grubunda SOX9, COL2A1,
ACAN, TGF-1, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artisin sirastyla
64,9517,63, 691,17+67,90, 224111257, 121,21+23,86, 13,68%3,76 ve 13,411732
oldugu saptandr. Negatif kontrole gére SOX9, COL2A1, TGF-B1 gen ifadelerinde
(p<0,01) dizeyinde ve RUNX2 gen ifadesinde ise (p<0,05) diizeyinde 6nemli bir artis
gozlendi (Sekil 3.38).
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Sekil 3.39. KM+IM grubu Kutu ve Whiskers (btytk) grafigi. Aljinat boncuklar iginde enkapsiile
edilen RASKH’lerin 21 giin boyunca kosullandirlmis medyum ilave edilen
kondrojenik farkldagma medyumu icinde kondrojenik hiicrelere
farklilastirlmasi. Farklilasan kondrojenik hiicrelerde erken (COL2A1, SOX9, ACAN,
TGF-$1) ve gec (RUNX2, COL10A1) kondrojenik belirteclerin gen ifadeleri, Real-
Time PCR. Kutular ¢eyrekler arast araligt gosterir. “+” her gen ifadesinin kat artis
ortalamasint gosterir. Biytk minimum ve maksimum kat artislart gosterir (* p<<0,05; **

p<0,01; #+ p<0,001).

Negatif kontrol grubuna goére normalize edilmis KM+IM grubunda SOX9,
COL2A1, ACAN, TGF-81, RUNX2 ve COL10A1 genlerinin kat ifadesindeki artisin
strastyla 95,91+19,79, 3233,10+219,52, 515,52+141,52, 108,72£16,29, 006,85+3,28ve
59,53%43,60 oldugu saptandi. Negatif kontrole gére SOX9, COL2A1, ACAN ve TGF-
B1 gen ifadelerinde (p<<0,01) diizeyinde 6nemli bir artis gézlendi (Sekil 3.39).
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Gruplar arast karsilagtirmalarda tek yonli varyans analizi (one way ANOVA)
uygulandi ve takiben post-hoc testi olarak Tukey’in testi kullanildi. Tek yonli varyans
analizi ile SOX9, COL2A1 ve ACAN gen ifadelerinde gruplar arasi istatistiki bir fark
saptanirken; TGF-$1, RUNX2 ve COL10A1 gen ifadelerinde gruplar arast bir 6nem
gozlenmedi. Tukey testi ile SOX9 ve COL2A1 gen ifadelerinde KM grubu ile IM grubu
ve KM grubu ile KM+IM grubu arasinda sirastyla p<0,05 ve p<0,001 duzeyinde
istatistiki bir 6nem oldugu belirlendi. KM+IGF-1 grubu ile KM+IM grubu arasinda
SOX9 gen ifadesinde p<0,001 diizeyinde bir 6nem saptandi. COL2A1 gen ifadesinde
KM+IM ile diger gruplar arasinda p<0,001 diizeyinde 6nem gozlenirken; KM+IGF-1
grubu ile IM grubu arasinda p<<0,05 diizeyinde istatistiki fark belirlendi.

Son olarak ACAN gen ifadesinde KM+IM ile diger gruplar arasinda p<0,001
diizeyinde 6nem goérildi (Tablo 3.3).
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4. TARTISMA

4.1. RASKH’lerin Izole Edilmesi ve Mezenkimal Kok Hiicre Karakterlerinin ve
Farklilagma Potansiyellerinin Belitlenmesi

Ratlarda gebeligin 9-19. giinleri aras1 gebeligin orta donemi olarak kabul edilmektedir.
Gebe ratlarin, gebeliklerinin 13, 15, 17. ve 19. gunleri insanlarda sirastyla 5, 6, 7 ve 8.
aylara denk gelmektedir (Zhao ve ark., 2019). Yapilan ¢alisgmalarda amniyotik sividan
hucreleri izole etmek i¢in ¢ogunlukla gebeligin orta déneminde olan, 12 ginluk
(Antounians ve ark., 2019), 13-14 ginlik (Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017), 14
ginlik (Pan ve ark., 2007; Y.-B. Zheng ve ark., 2012), 16 gunlik (Bollini ve ark., 2011;
Jang ve ark., 2015; Minocha ve ark., 2019), 17 giinlik (Wang ve ark., 2017) ve gebeligin
son doneminde olan 20 gunlik (Mun-Fun ve ark., 2015) gebe ratlar kullanild.
Calismamizda gebeligin 17. guniindeki ratlarin amniyotik keselerinden topladigimiz

amniyotik stvidan htcreleri izole ettik.

Yapilan galismalarda amniyottik sividan izole edilen hiicreler yiiksek oranda FBS
(% 15-20) iceren, FGF ilave edilen (Pan ve ark., 2007; Wang ve ark., 2017), veya FGF
ilavesiz (Minocha ve ark., 2019) kiltir medyumu ile 37 °C’de % 5 CO,’li ortamda inkiibe
edildiler. Calismamizda % 20 FBS ve 5 ng/ml. FGF iceren kiiltiir medyumu ile 37 ‘C’de
% 5 CO,’li ortamda kiltiire edilen amniyotik sivi kaynakli hticrelerin iyi bir proliferasyon
gosterdigini belirledik. Onceki ¢alismalarla tutarlt olarak P0'da plastik yiizeye tutunan
amniyotik sivi kaynakli hiicrelerin farkli embriyolojik kékenleri ile gesitli morfolojilere
sahip olduklari bildirildi (Chen ve ark., 2014). Bu htcrelerin hem f6tus hem de
amniyotik membran kokenli oldugu bilinmektedir (Klemmt ve ark.,, 2011;
Loukogeorgakis ve De Coppi, 2017; Underwood ve ark., 2005). Arastirmacilarin
bulgularina benzer sekilde (Bossolasco ve ark., 2006; Chen ve atk., 2014; Joo ve atk.,
2012; Savickiene ve ark., 2015) P0’da ylzeye tutunan hicrelerin; farkli morfoloji ve

buyuklikte olduklari, kiltir ortaminda epitel (Sekil 3.2) ve fibroblast (Sekil 3.3) benzeri
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morfolojiye sahip htcreler ile buytk stromal hiicrelerin (Sekil 3.4) bulundugu gorildi.
Ayrica, calismamizda fibroblast benzeri hiicrelere morfolojik olarak benzeyen stkica
paketlenmis bir hiicre tipi daha gozlendi (Sekil 3.5). Bu hiicrelerin pasajlama esnasinda
diger hiicre tiplerine gbre yiizeye daha uzun stire, siki bir sekilde tutunduklar gorilda.
Muhtemelen bu hiicrelerin membrani tzerinde fazla sayida ve farkli tipte adhezyon
molekdlleri bulunmaktadir. P1 ve ileriki pasajlarda kiltire edilen amniyotik stvi kokenli
htcrelerin  ¢ogunlukla fibroblast benzeri morfolojiye sahip oldugunu ve diger

morfolojiye sahip hiicrelerin miktarlarinin azaldigini veya kayboldugunu gézlemledik.

Cipriani ve ark. (2007) da bulgularimiza benzer sekilde, ilerleyen pasajlarda
amniyotik sivi kokenli htcrelerin cogunlugunun fibroblast benzeri morfolojiye sahip
oldugunu bildirdiler. Anabilim dalimizda yapilan 6nceki ¢alismamizda Nawaz ve ark.
(2020) sigir amniyotik stvisinda fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrelerin yani sira,
pansitokeratin ifade eden epitel hticreler ve nestin ifade eden noral hicreler de
gozlemlendi. Zhang ve ark. (2010), amniyotik stvi kékenli htcrelerin ilk pasajlarinda
epitel, fibroblastik ve amniyotik sivi tipi hicrelerin mevcut olmasina ragmen, ik
pasajdan sonra sadece fibroblastik ve amniyotik stvi tipi hucreleri igeren kolonilerin
hayatta kaldigint bildirmistir. Uluslararast Hiicresel Tedavi Derneginin, Mezenkimal ve
Doku K6k Hicre Komitesi mezenkimal hucreleri tanimlamak icin ti¢ temel kriter
tanimlamistir (Dominici ve ark., 20006). (1), mezenkimal kok hiicreler standart kultir
kosullarinda inkiibe edildiklerinde plastik ylzeye tutunmalidir. (2), CD105, CD73 ve
CD90 yiizey molekillerini ifade etmeli ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a
veya CD19 ve HLA sinif II yiizey molekillerini ifade etmemelidir. (3), standart 7z vitro
farklilastirma kosullart altinda osteoblastlara, yag hiicrelerine ve kondroblastlara
farkhilagabilmelidirler. Bulgularimiz RASKH'n tim kriterleri basarili bir sekilde
karsiladigint ayrica yenileyici tipta hiicresel tedavi i¢in potansiyel aday haline getirdigini
gosteren ¢ok yonlu farklilasma (Tsai ve ark., 2006) ve kendini yenileme (Murphy ve
Atala, 2013) kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir.

Daha 6nceki arastirmalara (De Coppi ve ark., 2007; Petsche Connell ve ark., 2013;
You ve atk., 2008) benzer sekilde, calismamizda RASKH'nin spesifik multipotent
6zellikleri ile mezenkimal kaynakli oldugu belirlendi. RASKH'in CD44, CD73, CD105
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gibi mezenkimal kok hiicre belirteglerini (Phermthai ve ark., 2010) kuvvetli ifade ettigini;
ilk pasajdan sonra CID34 ve 45 belirteclerinin ifadelerinin azaldigini saptadik.

Embriyonik kék hticrelerde pluripotensiyi ve kendini yenilemeyi diizenleyen NANOG,
SOX2 ve OCT3/4 (Chen ve ark., 2014; Marcus ve ark., 2008) gibi transkripsiyon
faktorlerini hiicrelerin ifade ettigi Real-Time PCR ve immunfloresan yontemleri ile
gosterildi. Calismamizda pasaj sayisinda artis (P1’den P5%) ile hiicre popiilasyonundaki
heterojenitenin azaldigi ayrica, mezenkimal ve pluripotent gen ifadelerinin, 6zellikle de
NANOG gen ifadesinin istatistiki olarak 6nemli sekilde arttugi gozlendi. OCT3/4 ifadesi

P5’te artmis olmasina ragmen istatistiki bir 6nem saptanmadi.

Arastirmamizda P5'teki SOX2 gen ifadesindeki kat degisiminin, OCT3/4 ve
NANOG gen ifadesindeki kat degisiminden nispeten daha dusik oldugu belirlendi.
Chen ve ark. (2014) 15-17 haftalik gebe insanlarin amniyotik sivisinda bulgularimiza

benzer sonuglar bildirilmistir.

Memeli kék htcrelerinde pluripotensiyi devam ettiren anahtar belitleyici olarak
kabul edilen sitoplazmik transkripsiyon faktori olan OCT3/4in (Roubelakis ve ark.,
2007) hem protein hem de gen ifadesi galismamizda gosterildi. Pasaj ilerledikge
OCT3/4 gen ifadesinin artug belitlendi. Prusa ve ark. (2003), siklin protein ifadesinin
saptanmast yoluyla OCT3/4 ifade eden hiicrelerin, aktif olarak bolinen bir hiicre
rezervini temsil ettigini bildirdiler. Bizim bulgularimizin aksine sigir (Nawaz ve ark.,
2020) ve insan (Spitzhorn ve ark., 2017) amniyotik sivist kékenli kok hiicreler tzerine
yaptlan c¢alismalarda; OCT3/4 ifadesinin pasaj sayisindaki artisla azaldigr bildirildi.
Calismamizda pasaj sayisindaki artis ile OCT3/4 gen ifadesinde nispi bir artisin
gbzlenmesi, htcrelerin heterojenitesindeki azalmaya bagl olabilirt. Minocha ve ark.
(2019), amniyotik stvi kokenli kok hitcrelerde pluripotent belirtegler olan OCT4,
NANOG ve SOX2 ifadelerini ve bu hiicrelerin pluripotent dogasini vurgulayarak bu
htcrelerin ti¢ germ katmanina farkldasan embriyoid cisimlere indiklenebildigini 6ne

surdulet.

Mun-Fun ve ark. (2015)nin sonuglarina benzer sekilde calismamizda

RASKH’lerin  basarili  bir sekilde osteositlere, yag hicrelerine ve kondrositlere
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farkldasabildiklerini gOsterdik. Osteositlerin ~ sitoplazmalarinda  kalsiyum  birikimini
Alizarin Red S, yag hiicreleri sitoplazmalarinda lipid damlaciklarini Oil Red O ve
kikirdak dokunun hiicreler arasi matriksini boyayan Alsiyan Mavisi ile kondrositleri

boyayarak hiicre farklilasmasint dogruladik.

Hem pluripotent hem de multipotent kok hticre belirteglerini ifade etmelerinden
dolayi, RASKH pluripotent kék hiicreler (De Coppi ve ark., 2007) multipotent kék
hucreler (Cananzi ve De Coppi, 2012) veya potansiyel pluripotent kok hiicreler (Gao ve
ark., 2013) olarak siniflandirilabilir. Bu hiicrelerin, karakteristik 6zelliklerine dayanarak
doku muhendisligi ve hiicre tedavileri i¢in bir potansiyele sahip oldugunu ve muhtemel

giicli bir aday oldugunu dusiinmekteyiz.

4.2. Kondrosit Kiiltiirii ve Karakterizasyonu ile Kogullandirilmis Medyum Elde
Edilmesi

Kondrosit farklilasmasinin ve aktivasyonunun hiicre i¢i ve molekiiler mekanizmalarini
aragtirmak icin en giicli araglardan birisi kondrosit kiltiridir (Thirion ve Berenbaum,
2004). Yapilan bir¢cok arastirmada (Choudhary ve ark., 2018; Copray ve ark., 1985;
Nakagawa ve ark., 2002) neonatal donemde (0-21 gun) (Groth-Vasselli ve Farnworth,
1986), siganlarin eklem kikirdagindan kondrositler izole edilmistir. Bernstein ve ark.
(2009) tarafindan 6nerilen protokolde bazit modifikasyonlar yapilarak 10 giinlitk neonatal
sicanlarin eklem kikirdagindan kondrositler basarili bir sekilde izole edildi. Kondrosit
primer hiicre kiltiriinde htcrelerin ilk ekiminden sonra, 6nceki galismalara uyumu
olarak tek katmanli hticre kiltiiri ortaminda kondrositlerin giicli bir sekilde plastik
yuzeye tutunduklart ve yayildiklar gézlendi (Sekil 3.17). Calismamizda htcrelerin ilk
pasajlarinda poligonal bir morfolojiye ve grantler bir sitoplazmaya sahip olduklar
gorildi. Gosset ve ark. (2008), kemirgen kosta kikirdagindan izole edilen kondrositlerin
de bulgularimiza benzer morfolojik 6zellikler sergiledigini bildirdiler. Arastrmamizda
Real-Time PCR ve immiunofloresan yontemleri ile kondrositlerin, kondrositlere spesifik
gen ve proteinleri ifade ettikleri gosterildi. IF ile P1 kondrositlerinde de COL-IT ve
TGF-B3 proteinlerini (Sekil 3.20) ve Real-Time PCR ile de TGF-1, SOX9, COL2A1,
ACAN genlerini (Tablo 3.2; Sekil 3.21) gugli bir sekilde ifade oldugu saptandi. Fakat
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P5’te kondrositlerde ayni genlerin ifadesinin azaldigi; RUNX2 ve COL10A1 gibi
hipertrofik genlerin ifadelerinin arttig1 belirlendi. Sunulan ¢alismada, tek katmanlt hiicre
kiltiriinde kondrositlere 6zgi genlerin ayrintili molekiiler analizi yapilarak kondrosit gen
ifadelerinde ki degiskenligin hticre kultirt sirasinda hiicre morfolojisini nasil etkiledigi
arastirildi. Cunkti kondrositlerden kosullandirilmis medyum toplanmadan o6nce tek
katmanlt kiltirde kondrositlerin genetik profilini ve dogasint anlamak 6nemlidir.
Schulze-Tanzil (2009), yeterli kondrosit ¢ogalmasi icin tek tabakali kiltir kosullarinin
vazgecilmez oldugunu dile getirmistir. Yapilan calismada kondrositlerin tek tabakali
hucre kiltirinde ¢ogaltilmasi esnasinda, kilttire edilen hiicrelerin konsantrasyonuna ve
pasaj sayisina bagli olarak kondrositlerin morfolojik goriintimlerinin etkilendigi saptandu.
Bu hiicrelerin genisledigi, yaslandigt ve muhtemelen hipertrofiye ugradigi gézlendi (Sekil
3.18). Stokes ve ark. (2002), tek katmanl kondrosit hiicrekiltiiriinde yaslanma ve de-
differensiyasyon ile iliskili gesitli genlerin aktif hale geldigini 6ne surdiiler. Benzer sekilde
Ashraf ve ark. (2016), ise eklem kondrositlerinin zz vitro gogalmast sirasinda yaslandigint
ve de-differensiasyona ugradigini agikladdar. Watt (1988) ve Schulze-Tanzil ve ark.
(2002), bu tarz degisikliklerin, tek tabakali hiicre kultiri sirasinda dusiik hiicre ekim
yogunlugundan kaynaklanabilecegini ileri stirduler. Kondrositlerin tek tabakali hiicre
kiltirt esnasinda, kondrosite 6zgi fenotiplerini kaybettikleri; morfolojilerinin daha fazla
fibroblast hticrelerine benzedigi ve kondrositlere spesifik olmayan bir sentez bigimi
gelistirdikleri de bildirildi (Schulze-Tanzil, 2009; Schulze-Tanzil ve ark., 2004). Aym
zamanda Kang ve ark. (2007) da bizim bulgularimizla tutarli olarak P5'e kadar
kondrositlerin de-differensiyasyona ugradigini gosterdiler. Dolayistyla ilerleyen pasajlarda
tek tabakali htcre kiltiruinde kondrositlerdeki morfolojik degisikliklerin ve de-
differentiasyon olayinin, hiicrenin genetik yapisindaki degisiklikle iligkili olabilecegini

distntyoruz.

SOX9, kondrosite farklilasmanin erken bir belirtecidir ve COL2A1 geni tarafindan
kodlanan COL-II proteini ve ACAN geni tarafindan kodlanan agrekan proteini
ifadesinin baslamast icin gereklidir. Ayrica SOX9 kondrositlerin kaderinin ve koék
hticrelerin kondrosite farklilasmanin belitlenmesinde de 6nemli bir rol oynar (Akiyama
ve Lefebvre, 2011). Calismamizda P1 ile karsilastirildigi zaman hipertrofiye ugradiklarin
distindigimiz P5'teki kondrositlerin SOX9 ifadelerinin azaldigint saptandi (Tablo 3.2).
Bulgularimiza benzer olarak, Akiyama ve Lefebvre (2011)’nin yapmus olduklart bir
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calismada buyime plaginda hipertrofiye ugramamis tim kondrositlerin SOX9’u yuksek
diizeyde ifade ettigini belirttiler. Arastrmamizda COL2A1 geninin kodladigt COL-II
proteninin spesifik olarak hiicrelerin hem sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde ifade
oldugu gosterildi (Sekil 3.20). P1’e gore P5’te kondrositlerde COL2A1 ifadesindeki
azalmanin SOX9 geni tarafindan diizenlendigini dusiiniiyoruz (Tablo 3.2). Horton ve
ark. (1987), da bulgularimiza benzer olarak COL-II'nin, kondrositlere farklilasmanin
erken doneminde, fazla miktarda ve oldukga spesifik bir kondrosit trint olarak
salgilandigint belirttiler. Ayrica Kang ve ark. (2007) yine bulgularimizla uyumlu olarak
hiicrelerde P1'den P5'e dogru gittikge COL-II ifadesinin azaldigint bildirdiler.

COL10A1 geni, hipertrofik kondrosite 6zgii molekiiler bir belirte¢ olarak da bilinir
(Warman ve ark., 1993) ve RUNX2 tarafindan diizenlenir (Enomoto ve ark., 2000; Kim
ve ark., 1999). Cbfal olarak da adlandirilan RUNX2, kondrosit hipertrofisinin giiglii bir
indikleyicisi olarak kabul edilir (Ding ve ark., 2012). Takeda ve ark. (2001) hipertrofik
olmayan kondrositlerde RUNX2'nin agirt ifadesinin kondrosit hipertrofisine neden
oldugunu bildirdiler. Benzer sekilde, Enomoto ve ark. (2000), Cbfal’in, COL10A1 ile
birlikte hipertrofik kondrositlerde ve prehipertrofik kondrositlerde ifade olduklarini
belirttiler. Takeda ve ark. (2001), RUNX2 ve COL10A1 arasinda 7 vzvo korelasyonun
mevcut oldugunu ve hipertrofik kondrositlerdeki RUNX2 ifadesinin artmasinin
transgenik farelerde COL10A1 ifadesini yiikselttigini tespit ettiler. Calismamizda P5'te
kondrositlerin COL10A1 ve RUNX2 genlerini yitksek oranda ifade etmelerinden dolayi
bu hiticrelerin hipertrofiye ugradiklarini dustiniiyoruz (Tablo 3.2). TGF-§ stiper ailesi,
TGF- B’lar ve iliskili biiytime faktorlerinden olusur ve proliferasyon, farklilasma, matriks
sentezi, apoptoz ve ERK 1/2 ve Smad2/3 sinyal yolaklari yoluyla kondrosit
olgunlasmasinin diizenlenmesi dahil olmak tzere gesitli hiicresel fonksiyonlar icin

gereklidir (Ferguson ve ark., 2000; Pfeifer ve ark., 2019; Zhu ve ark., 2015).

In vitro calismalar, TGF-B'nin embriyonik kondrositlerde, COL-X ve ALP gibi
hipertrofik belirteclerin ifadelerini ve hiicre hipertrofisini inhibe ettigini gosterdi (Ballock
ve ark., 1993; Bohme ve ark., 1995; Chimal-Monroy ve de Leon, 2003; Ferguson ve ark.,
2000). Calismamizda P5’teki kondrositlerde TGF-B1 gen ifadesinin azalmasinin bu
htcrelerde COL2A1 ve ACAN gen ifadelerini de azalttigini disiniyoruz (Tablo 3.2).
Zhu ve ark. (2015) TGF-81'in sican kondrositlerinde COL-II ve agrekan ifadesini
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uyardigini  bildirdiler. Calismamizdaki bulgular bu ¢alisma bulgulariyla benzerlik
gostermistir. Bununla birlikte Roman-Blas ve ark. (2007), TGF-8'nin OA’l insanlarin ve
sigirlarin - eklem  kondrositlerinde COL2A1, aggrekan ve SOX9 ifadelerini uyaran
Smad2/3 sinyal yolagini aktiflestirdigini belirttiler. Calismamizda P5'te kondrositletin
TGF-B1 ifadesinde meydana gelen anlamli azalma ile COL10A1 gen ifadesindeki 6nemli
bir artistn olmast P5’ teki kondrositlerin hipertrofisi ile iliskili olabilecegini akla
getirmektedir (Tablo 3.2).

Sunulan arastirmada kondrositlerin  karakterizasyonu ile ilgili olarak sadece
kondrositlere spesifik belirteclerin, sayisal olarak gen ifadeleri gosterildi. Ancak bu
genlerin  kodladigi  protein ifadelerinin  “western blotting”  teknigi kullanilarak
belirlenmesi, gen ifadesi sonuglarimizin desteklenmesi agisindan 6nemli olacaktir. Ayrica
COL-I gen ve protein ifadelerinin beliflenmemis olmast da ¢alismanin diger bir eksik
yonudir. Cunkd yapilan bir calismada COL-T'in; COL-II, ACAN ve SOX9'daki
azalmayla birlikte de-differensiye olmus kondrositlerde yogun bir sekilde ifade oldugu
bildirilmektedir (Schulze-Tanzil, 2009). Kondrosit de-diferensiyasyonu, kondrosit
hipertrofisinden farkli bir olaydir. De-diferensiasyon stireci, eklem kikirdak dokusundaki
kondrositlerin COL-II gibi hiicreler arast matriks molekullerini sentezleme yetenegini
kaybetmesi ve bunun yerine tip-1 kollajenini ifade etmesi ile karakterizedir, ayrica tek
katmanli hiicre kultiirti sirasinda fibroblastlara spesifik bir proteoglikan olan versikan da
bu strecte tretilir (Binette ve ark., 1998). Uzun sureli hiicre kilttrlerinden sonra, eklem
kondrositlerinin bir kismi da hipertrofik transformasyona ve COL-X birikimine maruz
kalabilir (Pacifici ve ark., 1991; Wu ve ark., 2014). Hipertrofik olan kondrositler COL-
X1 ifade ederler (Warman ve ark., 1993). Dolayistyla P5’te kondrositlerin hipertrofiyeye
mi yoksa de-diferensiyasyona mi ugradigini ortaya koymak igin COL-I ifadesini
gostermek oldukca 6nemlidir. Sunulan ¢alismada P5'te kondrositlerin tek tabakalt
kiltirde uzun sureli ve strekli pasajlanmasinin sonucu olarak, kondrosit kultiriinde
fibroblast benzeri morfolojiye sahip hucreleri géremememize ragmen, COL10A1'in
yogun ifadesine baglt olarak, kondrositlerin hipertrofiye ugradigint soyleyebiliriz. Ayni
zamanda COL-II, ACAN ve SOXO9 gibi genlerin ifadelerinin belirgin sekilde azalmasinin
da kondrosit de-differensiasyonuna neden oldugunu soyleyebiliriz.

Kondrositlerin, eklem kikirdak dokusunun fonksiyonunun strdirilmesinde, kok

htcrelerin ~ farklilagsmasini  etkileyebilen ve  kondrogenezis ile  osteogenezisi
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yonlendirebilen humoral faktérlerin ayrica interlkinlerin salgilanmasinda rolleri vardir
(Hwang ve ark., 2007; Phull ve ark., 2016). Bos ve ark. (2001), kikirdagin, ¢evresine bol
miktarda humoral faktorler salgilayan parakrin bir organ gibi fonksiyon gordiglini
bildirdiler. Ayrica Alves da Silva ve ark. (2015), salgilanan ¢esitli faktorlerin kék hiicre
farkllasmasint tetiklemek icin biyiime faktorlerine alternatif olarak kullanilabilecegini
belirttiler. Kondrositler ve MKH’lar arasindaki iletisimin, daha ¢ok fizyolojik seviyede
¢ok sayida biyokimyasal ve fiziksel sinyal gelistirme potansiyeline sahip oldugu
varsayllmaktadir (Cooke ve ark., 2011).

Calismamizda SOX9, COL2A1 ve ACAN gibi kikirdaga spesifik genlerin
ifadelerinin korundugu ve kondrosit hiicre morfolojisinin degisime ugramadigr erken
pasajlardaki (P1 ve P2) tek tabakali kondrosit kiltirinden kosullandirilmis medyum
toplandi. Yapilan calismalarda kikirdak doku kaltirinden (Fu ve ark., 2019) veya
kondrosit kultirinden (Alves da Silva ve ark., 2015; KazZmierski ve ark., 2018)
kosullandirilmis medyum toplanmustir. Hem FBS iceren (Kazmierski ve ark., 2018) hem
de icermeyen (Alves da Silva ve ark., 2015) kosullandirilmis medyum kullaniminin kék
hticrelerinin kondrositlere farklilasmasint indiikledigi gosterildi. Alves da Silva ve ark.
(2015)’in 6nerdigi sekilde kondrositler, insulin (5 ng/ mlL), askorbik asit (5 ug/mL) ve
FBS (%0,2) iceren HG-DMEM ile tek tabakali olarak kiltire ettik. Deneysel
prosediirlerde homojen bir kosullandirilmis medyum elde etmek i¢in, Fu ve ark. (2019)
tarafindan uygulanan yonteme benzer olarak P1 ve P2’de ki tim hucre flasklarindan
kosullandirilmis medyum toplands, karstirilds, filtre edildi ve donduruldu. Liu ve ark.
(2012) yaptiklari  calismada PGA/PLA iskeleye ekilip kultire edilen kostal
kondrositlerden elde edilmis kosullandirilmis medyumda dusiik seviyede TGF-§ (1,2,3)
IGF-1 ve yiiksek seviyede IGF-2, FGF-4 ve insilin benzeri buyime faktorii baglayict
protein (IGFBP4) bulundugunu bildirdiler. Tek tabakali kondrosit hticre kiltirinden
toplanan kosullandirilmis medyumda bulunan ¢esitli biiyiime faktorlerinin belitlenmesi
onemlidir. Kondrogeneziste 6nemli rolii olan gesitli biiyime faktérlerinin seviyelerinin
tespitini proje 6nerimizde amaglamadigimizdan ve yeterli miktarda proje destegine sahip
olmadigimizdan dolay1 elde ettigimiz kosullandirilmis medyum da 6zellikle TGF-33,
IGF-1 gibi buyime faktorlerinin seviyelerini belifleyemedik. Dolayisiyla ¢calismamizda Fu
ve ark. (2019) arkadaslarinin uyguladigt sekilde deney gruplarinda kok hiicrelerin
kondrojenik farklilasmasinda kosullandirilmis medyumun tek basina ve TGF-3 ve IGF
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-1 gibi kondrojenik buytme faktorleri ile bitlikte potansiyelini arastirmak i¢in HG-
DMEM ile kosullandirlmis medyum ile esit miktarda diliie edildi.

4.3. Tek Bagina veya TGF-83 ve/veya IGF-1 Ilave Edilmis Kogullandirilmig
Medyum ile RASKH’lerin Kondrojenik Farklilagtirilmas1

Kikirdak gelisimi, mezenkimal kondroprogenitor hiicrelerin yogunlasmast ile baslayan ve
kondrositlere farklilasmalari ile sonuclanan bir dizi karmasik ve sitki bir sekilde
diizenlenen olaylari igerir (Ahmed ve ark., 2007; Delise ve ark., 2000). Kondrogenezisin
yogunlasma sureci, belitli hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin kurulmastyla
tetiklenir, ayrica kondrogenezis ve kikirdak gelisimi sirasinda gen ifadesinin
diizenlenmesinde hiicreler arast ve hiicre ici sinyal yolaklar da gereklidir (Delise ve ark.,
2000). Calismamizda RASKH’lerin kondrojenik farklilastirilmast esnasinda hiicre-hticre
etkilesimlerini arttirmak icin iki farkli strateji uyguladik; (a) hiicreler yiiksek yogunlukta,
yani 4 X 10° hiicre / mL olacak sekilde kiiltiire edildi; (b) aljinat kullanilarak 3B hiicre
kiltir sistemi benimsendi. Yu ve ark. (2012), iskeleler kullanarak olusturulan 3B kiltir
sartlarinin, 7z vivo benzeri mikro ortamu taklit ettigini; bu ylizden hiicre-hiicre ve hiicre-
hiicreler arast matriks etkilesimlerinin arttgint dolayistyla, 3B kultirin MKH'lerin

kondrogenezisini destekledigini ve kondrojenik fenotipi korudugunu bildirmislerdir.

Aljinat, non-adherent bir iskeledir Steward ve ark. (2011). Aljinat, kondrogenezis
surecindeki basarist ile ve kiltiire edilen hiicrelerin kondrojenik fenotipini korumast ile
bilinmektedir (Domm ve ark., 2002). Erickson ve ark. (2002) ve Ewa-Choy ve ark.
(2017), MKH'lerin % 1,5 aljinat icinde kultire edildiginde ytksek canlilik oranina ve
yuvarlak bir morfolojiye sahip olduklarina ek olarak agregat olusturduklarin
bildirmislerdir. Benzer sekilde calismamizda, RASKH'er % 1,5 sodyum aljinat
solusyonu ile enkapsiile edilerek kiltire edildi ve 21 gunliik kondojenik farklilastirma
esnasinda htcrelerin  yuvarlak morfolojilerini  koruduklari ve hicre agregatlarn
sekillendirdikleri (Sekil 3.8) g6zlendi. Ghahramanpoor ve ark. (2011), aljinat jelin besin
maddeleri ve oksijenin kiltire edilen hticrelere gegebilecegi yeterli miktarda porlara
sahip oldugunu dolayistyla aljinat icine enkapstle edilen MKH’lerin yiiksek htcre

canliligiyla ¢ogalabildigini bildirmislerdir. Ayrica, aljinat enkapsilasyonunun lakun
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olusumuna ve COL- II ve proteoglikanlar gibi kikirdaga 6zgt matriks bilesenlerinin
tretimine yardimct oldugu da belirtilmistir (Ewa-Choy ve ark., 2017; Ghahramanpoor ve
ark., 2011; Jahanbakhsh ve ark., 2020; Xu ve ark., 2008). Kondrositlerin, tutunmalarini
ve ¢ogalmalarini  destekleyen blytime faktorlerini  drettikleri ve  salgiladiklart
bilinmektedir (Shen ve ark., 1985). Froger-Gaillard ve ark. (1989), tavsan eklem
kondrositlerinin kendi proliferasyonlarint arttiran, instlin benzeri biyime faktérleri
trettigini bildirdiler. Baska bir ¢alismada, IL-1 beta sitokininin etkisi altinda insan eklem
kondrositlerinin segici olarak TGF-83 proteinini sentezledigi saptandt (Villiger ve ark.,
1993). Biytume faktorleri (TGF-8, FGF) gibi bazi sinyal molekillerinin, hiicreler arast
haberlesme yoluyla kondrojenik aktivitenin baslatilmasindan ve sirdiirilmesinden
sorumlu oldugu gosterildi (Delise ve ark., 2000). Hiicreler arast haberlesme, hiicre yiizeyi
reseptotlerinin sitokinler ve buyume faktorleri ile, kollajen ve proteoglikanlar gibi
hticreler arast matriks ile veya komgu htcrelerin ylizey proteinleri ile etkilesimini igerir
(Heng ve ark., 2004). Hucre-matriks reaksiyonlarinin, hiicreler arast matriks proteinleri
betaglikan ve endoglieni regiile ettikleri ve bu proteinlerin hiicre yogunlasmasi siirecinde
ortamdaki TGF-’nin hiicre yiizeyindeki tip II reseptoriine baglanmasini saglayarak
kondrogenezisi devam ettirdigi bilinmektedir (Lopez-Casillas ve ark., 1994; Lopez-
Casillas ve ark., 1993). Tang ve ark. (2009), koyun MKH’lerinde TGF-B3an 7 vitro
olarak COL-II sentezini arttirdiginy; iz vivo olarak da kitosandan iskeleler icerisinde ayni

htcrelerin yine TGF-$3 ilavesiyle hiyalin kikirdak gelisimini tetikledigini gosterdiler.

Benzer sekilde, Yoon ve Fisher (2008), IGF-1 ve reseptorunin kondrositler
tarafindan ifade edildigini ve bunlarin kikirdaktaki homeostazin temel aracist olduklarini,
ayrica kondrositlerin canliligint ve c¢ogalmasini tesvik ettigini bildirdiler. Diger bir
calismada, hem TGF-$1’in hem de IGF-1'in 3B pelet kiltiriinde de-diferensiye olmus
insan kondrositlerinin yeniden kondrositlere farklilasma kapasitesini ve agrekan sentezini

artturdigt gosterildi (Lochner et al. 2012).

Her ne kadar KM, igeriginde basta TGF-33 ve IGF-1 olmak tizere bir¢ok buyime
faktori bulunsa da ¢alismamizda sadece KM nin kullanildigi bir grubun yanisira; aljinat
boncuklar icerisinde RASKH’lerin TGF-83 ve/veya IGF-1 ilavesi ile kultlire edildigi
gruplar olusturuldu. Bu gruplarda TGF-$3 ve IGF-1'in kondrogenezis tzerine

etkilerinin hem ayrt ayri, hem de bitlikte incelenmesi hedeflendi. Ruiz ve ark. (2019),
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MKH’lerin kondrojenik farklilastirmasinda TGF-3 ve IGF-1"1 sirast ile 10 ng/mL ve
100 ng/ml miktarlarinda kiltire medyumuna ilave ettiklerini bildirdiler. Biz de
calismamizda kondrojenik farklilasmay1 gostemek icin KM’ye ayni miktarlarda TGF-83
ve IGF-17 ilave ettik. Ayrica KM ile indiklenen kondrogenezin sonuglarini, Mackay ve
ark. (1998)‘nin protokoliine gore hazirladigimiz IM ile indiklenen kondrogenezisin
sonuglart ile karslastirdik. Son olarak, IM ve KM'in 1:1 oraninda kullanildig
grubumuzda (KM+IM grubu) kondrojenik farklilastirma tzerinde ikisinin kargiliklt

sinerjik etkisini degerlendirdik.

4.4. RASKH'nin Kondrojenik Potansiyelinin Alsiyan Mavisi, Immunohistokimya
Boyama ve Real-Time PCR Yontemleri ile Degerlendirilmesi

SOX9, kondrosite farklilasmanin erken bir belirtecidir, kondroprogenitér hiicrelerde
bulunur ve gen ifadesindeki artis kondrogenezis siirecine girildigini gosterir (Akiyama ve
Lefebvre, 2011; Ng ve ark., 1997; Zhao ve ark., 1997) . Horton ve ark. (1987), COL2A1
ifadesindeki artisin, kondrositlerin sentez aktivitesi ile iliskili oldugunu belirttiler. Dong
ve atk. (2012) SOX9'un, ACAN gibi diger matriks proteinleri ile birlikte COL2A1
ifadesini diizenleyerek kondrositlerin sag kaliminda; kok hucrelerin  kondrositlere
farkllasmasinda rol oynayabilecegini bildirdiler. ACAN geninin kodladigi aggrekan;
kikirdak dokuda hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde énemli bir role sahip olup
htcreler arast matriksin ¢ok 6nemli bir pargasidir (Doege ve ark., 1991; Kiani ve ark.,
2002). TGF-B1’in erken dénem kondrojenik farklilagsma belirteci olup, SOX9, COL-II
ve ACAN ile porzitif korelasyona sahip oldugu ve TGF-83 buytime faktorinin etkisi
alunda ifadesinin arttigl bilinmektedir (Ruiz ve ark., 2019). TGF-83 kondrositler
tarafindan salgilanabilen bir biiytime faktoradur (Liu ve ark., 2012)

Calismamizda KM grubunda farklilasmakta olan hiicrelerde GAG tretimi (Sekil
3.25 a); TGF-g3 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.30 a, b) gosterildi. Kontrolle
karsilastirildiginda KM grubunda SOX9, COL2A1, ACAN ve TGF-$1 gen ifadelerinde
artis gozlenirken bu kat artisinin istatistiki olarak sadece SOX9 (p<0.01) ve TGF-B1
(p<0,01) genlerinde 6nemli oldugu gosterildi (Sekil 3.36). Ozellikle SOX9 ve TGF-B1

ifadelerinde anlamli bir artts olmast KM grubunda RASKH’lerin kondrogenezis stirecine
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girdigini gostermektedir. Liu ve ark. (2012), PGA/PLA iskelelerinde kultire edilen
kondrositlerden toplanan KM ile kemik iligi kokenli kok hiicrelerini bagarili bir sekilde
kondrojenik hiticrelere farkhilastirdiklarini bulgularimiza benzer sekilde bildirmelerine
ragmen, yaptiklart 6n ¢alismalarinda (veriler sunulmamistir) tek katmanl kalttr sirasinda
kondrositlerin ~ de-diferensiye olmast nedeniyle, toplanan KM'nin kondrojenik
farkldasmay:r indiklemek igin yeterli olmadigint da rapor ettiler. Arastirmamizda
kondrositlerin tek tabakali kulturt sirasinda P1’deki kondrojenik belirteglerin gen
ifadelerinin P5’e gbre daha fazla olmasi, kondrositlerin erken pasajlarda de-diferensiye
olmadigini gosterir (Tablo 3.2). Sonuclarimiz kondrositlerin P5'e kadar de-diferensiye
olmadigint bildiren (Dehne ve ark., 2010)’nin ¢alismast ile de uyumludur. Bulgularimiza
gore tek tabakali kiltirinin erken pasajlarinda  kondrositler de-diferensiye
olmadiklarindan bu pasajlarda toplanan KM ile kondrogenezis basarili bir sekilde
indiiklenebilir. Ayn1 sekilde tek tabakali kondrosit hiicre kiltiriinden toplanan KM’nin
yag doku (Kazmierski ve ark., 2018) ve kemik iligi (Zhang ve ark., 2015) kokenli kok
htcrelerde kondrojenik farklilasmay: indukledigi bildirildi. Dolayistyla ileride yapilacak
calismalarda tek tabakali ve 3B kiiltirlerin erken doénemlerinde toplanan KM’lerin
iceriginde bulunan biyime faktorleri ve sitokinlerin karsilastirmali olarak analizlerinin

yapilmast 6nem arz etmektedir.

Goldring ve ark. (2006), TGF-83 ve IGF-1 gibi biyime faktorlerinin hucre
cogalmasinin modulasyonunda ve kondrogenezin indiiksiyonunda rol oynadigini 6ne
surmistir. Calismamizda IGF-1 ve TGF-83’in KM’ye ilavesinin kondrojenik
farklilasma tUzerine etkisini gostermeye c¢alistik. IGF-1’in, matriks proteinlerinin

sentezinde rol oynadigi ve kondrojenik indtksiyonu sagladigr bilinmektedir (Longobardi

ve ark., 2006; Phornphutkul ve ark., 2004).

Calismamizda KM+IGF-1 grubunda farklilasmakta olan htcrelerde GAG tretimi
(Sekil 3.26 a); TGF-83 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.31 a, b) gosterildi. Bu grupta
kondrojenik belirteglerin tamaminda gen ifadesinde bir artis gorilirken yalnizca SOX9
ve TGF-B1 gen ifadelerindeki kat artistnin istatistiksel olarak anlamlt oldugu gézlendi
(p<0,01) (Sekil 3.35). Ozellikle SOX9 ve TGF-B1 ifadelerinde anlamli bir artis olmast
KM grubuna benzer sekilde KM+IGF-1 grubunda da RASKH’lerin kondrogenezis

surecine girdigini gbstermektedir.
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KM+TGF-$3 grubunda da farklilasmakta olan hiicrelerde GAG tretimi (Sekil 3.26 b) ile
TGF-B3 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.31 c, d) gosterildi. Bu grupta kondrojenik
belirteclerin tamaminda gen ifadesinde bir artis gorilirken, SOX9, COL2A1 (p<0,01)
ve TGF-B1 (p<0,001) gen ifadelerindeki kat artistnin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlendi (Sekil 3.36). Bulgularimizla uyumlu olarak X. Zhao ve ark. (2017), KM’ye TGF-
B3 eklendiginde COL2A1 gen ifadesinin arttigini  bildirmislerdir. Calismamizda
KM+TGF-3 grubunda SOX9un KM ve KM+IGF-1 grubuna goére daha yiksek
diizeyde ifade olmasinin, TGF-1 ve ACAN ile birlikte COL2A1 ifadesini de arttirdigin

dustinmekteyiz.

KM+IGF-1+TGF-83 grubunda da farklilasmakta olan hticrelerde GAG uretimi
(Sekil 3.27 a); TGF-83 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.32 a, b) gosterildi. Bu grupta
kondrojenik belirteglerin ifadesinde artis gorildi ve SOX9, COL2A1, TGF-81 (p<0,01)
ve ACAN (p<0,05) gen ifadelerindeki kat artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi  (Sekil 3.37). Desancé ve ark. (2018), TGF-f’larin kondrojenik farklilastirma
sirasinda COL2A1ve ACAN gibi kondrojenik belirteclerin gen ifadelerinin arttirdigini
bildirmislerdir. Kolambkar ve ark. (2007) ise kondrojenik farkllasma ve GAG sentezi
tzerine TGF-8 ve IGF-T’in sinerjik etkisi oldugunu géstermislerdir. Longobardi ve ark.
(2006) IGF-1’in de TGF-8 kadar kondrojenik indiksiyonda etkili oldugunu ve hem
TGF-’nin hem de IGF-1’in birbirinden bagimsiz sinyal mekanizmalariyla kondrojenik
farklilasmay: indukledigini rapor etmistit. TGF-83 ve IGF-1’in birlikte kullaniminin
kondrojenik farklilagmada sinerjik bir etki olusturabilecegini dusiiniiyoruz. Cinka iki
buyime faktorinin de KM’ye ecklenmesinin kondrogeneziste rol oynayan tim

belirteglerin ifadesini 6nemli 6l¢iide arttirdigt belirlendi.

IM grubunda da farklilasmakta olan hiicrelerde GAG tretimi (Sekil 3.25 b); TGF-
B3 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.30 c, d) gosterildi. Bu grupta tiim kondrojenik
belirteglerin ifadesinde artig gorilirken SOX9, COL2A1 ve TGF-81 (p<0,01) gen
ifadelerindeki kat artistnin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 3.38).
Literatiirde benzer farklilasma protokollerinin uygulandigi ¢alismalarda oldugu gibi IM
grubunda RASKH’lerin kondrositlere farklilastigr ve farklilasan htcrelerin kondrositlere
spesifik belirtecleri yitksek seviyede ifade ettikleri gozlendi (Mackay ve ark., 1998; Zhao
ve ark., 2017).
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IM grubunda SOX9 gen ifadesi sadece KM grubuna goére istatistiki olarak énemli
derecede artarken, COL2A1 hem KM hem de KM+IGF-1 gruplarina gore 6nemli
derecede yikseldi (Tablo 3.3). Zhao ve ark. (2017) calismasinda bulgularimizin aksine
hem KM hem de KM+TGF-83 grubunda COL2A1 gen ifadesinin daha yiiksek
oldugunu bildirmigtir. Calismamizda KM medyumunu 1:1 oraninda diliie ederek
kondrosit farklilasmasinda kullandik. Bu arastirmacilarin  ise KM’yi saf olarak
kullandiklart anlagiimaktadir. KM’nin dilisyon oranina gére COL2A1 dahil tim
kondrojenik gen ifadelerinin degisebilecegini diistiniyoruz. Ayrica bahsedilen galismada
aragtirmacilar, kok hucreleri kollajen iskelelerde kondrositlere farkhilastirmislardir.

Kullanilan iskele ¢esidine gore de gen aktivitelerinin degisebilecegini 6n gérmekteyiz.

KM+IM grubunda da farklilagsmakta olan hiicrelerde GAG tretimi (Sekil 3.27 b);
TGF-3 ve COL-II protein ifadeleri (Sekil 3.32 ¢, d) gosterildi. Bu grupta tim
kondrojenik belirteclerin ifadesinde istatistiksel olarak anlaml bir artis gorildi (p<0,01)
(Sekil 3.39). Dekzametazon, ITS premiks ve sodyum pirtivat gibi kondrojenik
farklilastirmada etkili oldugu bilinen (Mackay ve ark., 1998) bir takim etmenler KM

icerisinde bulunmamaktadir.

Gen ifadelerinde gruplar arasi karsilastirma yapildiginda; KM+IM grubunda
COL2A1 ve ACAN gen ifadelerindeki kat artiginin tiim gruplara gore istatistiki olarak
o6nemli oldugu gozlendi. Bunun yani sira KM+IM grubunda SOX9 gen ifadesindeki kat
artsinin, KM, KM+IGF-1 ve KM+TGF-83 gruplarina gore istatistiki olarak anlaml
oldugu saptand: (Tablo 3.3). Ozellikle dekzametazonun TGF-8 ile uyarilan kondrojenik
farklilasma mekanizmast yoluyla kikirdaga spesifik genlerin ifadelerini  arttirdigt
bilinmektedir (Shintani ve Hunziker, 2011). Buna karsin KM igerisinde bulunan EGF,
IGF, FGF, TGF-B’ler (Liu ve ark., 2012), IL’ler (Fu ve ark., 2019) ve PTHrP (Fischer ve
ark., 2010) IM igerisinde bulunmamaktadir. Ayrica kondrositlerde COL-II ve TGF-
B3’un protein ifadesini IF ile calismamizda gosterdik (Sekil 3.20). Dolayisiyla KM
igerisinde COL-II ve TGF-3’tin de bulundugunu duastiniiyoruz. Ayrica KM igerisinde
bulunan biytime faktorleri ve IL’ler gibi kondrogenezisi uyaran cesitli faktorlerin, IM

medyumunun kondrojenik potansiyelini arttirdigint varsaymaktayiz.
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Butin gruplarda erken kondrogenezis ile iliskili oldugu bilinen TGF-$1 geni, farkli
diizeylerde ifade olurken gruplar arasinda TGF-81 gen ifadesindeki kat artislarinin
istatistiki olarak 6nemli olmadigt belirlendi. Ruiz ve ark. (2019) TGF-81 gen ifadesinin
kondrojenik farklilasmanin terminal asamasinda azaldigini bildirdi. Bu da ¢alismamizda
21 gtinlik farklilastirma stirecinin sonunda hticrelerin terminal asamaya girmedigine, yani

ossifikasyon stirecine girilmedigine isaret etmektedir.

RUNX2 ve COL10A1 hipertrofik ve prehipertrofik kondrositlerde yiksek
dizeyde ifade olmaktadir Enomoto ve ark. (2000). Calismamizda RUNXZ2 ve
COL10AYin tim gruplarda ifade edildigi ancak sadece RUNX2 gen ifadesindeki kat
artistnin IM (Sekil 3.38) ve KM+IGF-1+TGF-83 (Sekil 3.37) gruplarinda istatistiki
olarak 6nemli oldugu belitlendi (p<0,05). Gruplar arast karsilastirma yapildiginda,
RUNX2 ve COL10A1 genlerinin ifadelerindeki kat artislarinda istatikstiksel olarak
onemli bir fark saptanmadi. Ancak COL10AT1 ifadesinde hicbir grupta istatistiksel olarak
anlamlt bir artis saptanmasa da KM+IM ve KM+IGF-1 gruplarinda bu genin ifadesinin
diger gruplara gore daha fazla arttigr gorildi (Tablo 3.3). KM’ye IGF-1 eklendiginde
COL10A1 ifadesini artirirken; KM’ye IGF-1 ile birlikte TGF-33in ilave edilmesi bu
genin ifadesini 6nemli diizeyde distirmustir. Bu durum; IGF-1"in, COL10A1 ifadesini
indiikledigini; TGF-83’in ise IGF-1’in bu etkisini baskiladigini diistindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

KM, smurh bir kondrojenik potansiyele sahiptir. KM icerisinde bulunan biyiime
faktorleri, sitokinler ve gesitli kikirdak doku hticreler arasi matriks triinlerinin ayrintil
olarak belirlenmesi, KM’ nin kondrojenik potansiyelinin daha iyi anlagilmast icin 6nem
arz etmektedir. Ayrica kondrositlerin tek tabakali ve 3B kilturinden elde edilen KM’ler
arasinda salgilanan sitokinler ve parakrin faktorler arasinda bir fark olabilir. Bu yiizden
tek tabakali kiltirden ve farkli iskele modelleri kullanilarak kultiire edilen hiicrelerden
elde edilecek KM’ler arasindaki icerik farklarinin belirlenmesi de kondrojenik
farkldastirmada daha basarili sonuglar saglayacak KM protokoluntin gelistirilmesi igin
onemlidir. Kok hicrelerin kondrojenik farklilasmasi tizerine KM nin farkl diliisyonlarda
uygulanmasinin etkisi arastirtlmalidir. Biitiin bunlarin yani sira 7z vitro galismalarda IM’nin
kondrojenik potansiyelinin yeterli oldugunu fakat KM ile birlikte IM’nin kullaniminin
kondrogenezis surecinde ¢ok 6nemli olan COL2A1 ve ACAN genlerinin ifadesini
yiksek diizeyde arttirmasinin bu kondrojenik potansiyeli daha da giliclendirdigini
gostermektedir. [z vitro deneylerden elde edilen veriler, i vivo kikirdak iyilesme modelleri

uzerinde test edilerek desteklenmelidir.
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OZET

TGFB-3/IGF-1 llave Edilmis Kondrosit Kaynakli Kogullandirilmig Medyumun
Amniyotik Sivi Kaynakli Hiicrelerde Kondrogenezis Uzerine Etkileri

Kikirdak parakrin faaliyeti ile bilinen bir dokudur ve kondrositlerin salgiladig, basta TGF-83 ve IGF-1
olmak tzere birgok humoral faktériin kondrojenik farklilasmada rol aldigt distnilmektedir.
Kondrogenezis SOX9, COL2A1, TGF-83 ve ACAN gibi bazt belirteclerin ifadesi ile karakteize
edilebilmektedir. Her ne kadar kok hiicrelerin kondrojenik farklilastirmast icin bir¢ok protokol var olsa da,
bu yontemler dogal intrinsik mekanizmayr yeteri kadar taklit edememekte ve basarili bir kikirdak
rejenerasyonunu  saglayamamaktadir. Kok hucrelerin kondrojenik farklilasmasinda dogal mekanizmay1
daha iyi taklit edebilmek icin kogullandirilmis medyumun hem tek bagina hem de TGF-$3 ve/veya IGF-1
ile birlikte kullanimin kondrogenezise etkisini gormeyi ayrica, kosullandirilmis medyuma standart
kondrojenik inditksiyon medyumu ilavesinin kondrogenezis potansiyeli tzerine etkisini géstermeyi
amagladik. Bu amac¢ dogrultusunda c¢alismada rat amniyotik stvi kaynakli k6k hiicreler ve rat kondrositleri
izole edildi. Tzole edilen hiicrelerin Real-Time PCR ve immunfloresan yontemleri ile karakterizasyonlart
yapildi. Karakterizasyon calismalarindan sonra kondrositlerden, kogullandirilmis medyum elde edildi ve rat
amniyotik stvi kaynakli kék hiicreler aljinat boncuklar icerisinde TGF-83, IGF-1, kosullandirilmis medyum
ve indiksiyon medyumu kullanidarak kikirdak hiicrelerine farklilastirildi. Farklilastirma calismalarinin
sonuglart Real-Time PCR, immunfloresan ve immunohistokimyasal boyama yontemleri ile desteklendi.
Caligmada kogullandirilmis medyumun, hem tek basina hem de IGF-1 ve/veya TGF-$3 ilavesi ile
kondrojenik farklilagmay: bagarili bir sekilde indiikledigi goéraldi. Ancak, kosullandirdmis medyum ve
kondrojenik inditksiyon medyumunun birlikte kullaniminin COL-II, ACAN ve SOXO9 ifadesi bakimindan
en iyi sonuclart verdigi gorildi. Sonug olarak kondrojenik farklilasma icin standart indiksiyon
medyumunda bulunan maddelerin, kogullandirilmis medyumda bulunan humoral faktotlerin etkisi ile daha
iyi bir farkhilasma elde edildigi dustnilmektedir. Ancak kogullandirilmis medyum igerisindeki maddelerin
ve miktarlarinin  belitflenmesi  kosullandirilmis medyumun kondrojenik farklilasma tzerine etki
mekanizmasinin daha iyi anlastlabilmesi icin 6nemlidir. Bunun yant sira ¢alismadan elde edilen sonuglar

yapilacak in vivo ¢alismalarla test edilmelidir.

Anahtar Sézciikler: Aljinat boncuk, Amniyotik stvt kaynakli kék hicreler, IGF-1, Kosullandirilmis
medyum, TGF-83.
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SUMMARY

The effects of Chondrocytes derived Conditioned Medium Supplemented with
TGF-3/ IGF-1 on Chondrogenesis in Amniotic fluid derived cells.

Cartilage is known for its paracrine activity and humoral factors released by chondrocytes especially TGF-
B3 and IGF-1 are considered to play vital role in chondrogenic differentiation. The chondrogenesis can be
characterized by expression of certain markers like SOX9, COL2A1, TGF-g1 and ACAN. Although,
various protocols for chondrogenic differentiation of stem cells exist, yet these methods are unable to
mimic intrinsic mechanisms of cartilage regeneration successfully. To better imitate the natural
mechanism of chondrogenesis, conditioned media was opted for chondrogenic differentiation either with
supplementation of TGF-83 and/or IGF-1 or alone. It was also aimed to demonstrate whether external
supplementation of conditioned media with standard chondrogenic induction media affects its
chondrogenesis potential or not. Fot this purpose, rat amniotic fluid derived stem cells and chondrocytes
were isolated and were characterized by Real-Time PCR and immunofluorescence studies. Following the
characterization of chondrocytes, conditioned media was collected and rat amniotic fluid derived stem
cells were differentiated into chondrocytes in alginate beads using conditioned media with TGF-33
and/or IGF-1 supplementation or alone ot with standard chondrogenic induction media. The results of
differentiation  studies were supported with Real-Time PCR, immunofluorescence and
immunohistochemistry assays. The results showed that conditioned media have potential to induce
chondrogenic differentiation successfully both alone and with the supplementation of TGF-$3 and/ot
IGF-1. Nonetheless, joint use of conditioned media and standard chondrogenic induction media provided
the best tesults for COL2A1, ACAN and SOX9 expressions. In conclusion, it is believed that the
constituents of induction media facilitate better chondrogenic differentiation when combine with the
humoral factors from conditioned media. Yet, it is important to validate the components of conditioned
media and their exact amounts for better understanding mechanisms of conditioned media based
chondrogenic differentiation. Besides, the results of the conducted study should be tested with further 7

vivo experiments.

Key Words: Alginate bead, Amniotic fluid derived stem cells, Conditioned media, IGF-1, TGF-83
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