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ONSOZ

Oksijenin canli hayati tizerinde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Memeli
canlilarin metabolizmasi, yasamlarini siirdiirdiikleri ortamda oksijenden azami olarak
faydalanmak {izerine programlanmistir. Arastirmalar, diisiik oksijen kosullari
anlamma gelen hipoksik ortamin canlilarin hayatinda olduk¢a &nemli etkilere yol
actigimi gostermektedir. Bu ¢alismada, insan yag dokusu kaynakli mezenkimal Kok
hicrelerinin (AMKH'lerin) hipoksik (~%2 O,) ve normoksik (~%20 O,) sartlar
altinda ve osteojenik ortamda osteoblastlara farklilagsma diizeylerinin karsilastirmali
olarak incelenmesi amaglanmigtir. Calismada, osteojenik farklilagsma gen/miRNA
ifadesi dlzeyinde takip edilerek AMKH'lerin osteojenik nesile yonlenmesinde kultlr
ortamindaki oksijen miktarina bagli olarak ifadesi azalan ve artan miRNA'lar
karsilastirilmistir.

Yiiksek lisans kapsaminda bana bu tez konusunu veren ve aragtirmalarimin her
asamasinda engin fikirleriyle gelismeme katki saglayan ve bana yol gosteren
danisman hocam Sayin Prof. Dr. A. Eser ELCIN’e,

Yiiksek lisans egitimim siiresince her tiirlii bilimsel ve laboratuvar destegini
saglayan Sayin Prof. Dr. Y. Murat ELCIN’e,

Bu slire¢ boyunca bana destek olan ve yardimlarimi esirgemeyen tiim Elgin Lab
ekibine,

Yiksek lisans egitimim boyunca her zaman beni sabirla dinleyen, desteklerini
esirgemeyen arkadasim Betiil Ayanoglu’na,

Buguine kadar verdikleri maddi ve manevi tim destekler icin ve sevgilerini hi¢
esirgemeyip hep yanimda olduklari i¢in canim aileme,

Hayatimdaki biiyiik kararlarda hep arkamda olan, sevgisiyle aslinda diinyadaki
tm guzelliklere sahip oldugumu hissettiren Or¢un Sertel’e,

Tesekkiir ederim.

Bu caligmadaki tiim deneyler El¢in Lab’da gerceklestirilmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AgNO3 Giimiis nitrat

o Alfa

a.a Amino asit

ALP Alkalin fosfataz

AMKH Adipoz mezenkimal kok hicre
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BSP Kemik sialo proteini

B Beta

cDNA Komplementer Deoksiriboniikleik asit

CAR CXCL12 retikiler hicreler

C/EBPp CCAAT /arttirici-baglayici protein beta

CFU-F Fibroblast koloni olusturma potansiyeli

CD Farklilagsma grubu (Cluster of Differentiation)

CySC Kist kok hiicresi

CPC Kap hiicreleri

DMEM F-12 Dulbecco’s modified eagle medium: Nutrient Mixture
F12

DNA Deoksiribo nikleik asit

DGCs Farklilagsmis germ hiicreleri

DTC Distal ug huicre
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mL Bir litrenin binde birine esit hacim 06l¢listi
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Na,COs Sodyum karbonat

NBs Noroblast
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P Pasaj

pH Bir ¢ozeltinin asitik veya bazlik derecesini gosteren bir
olc¢h birimi

P/S Penisilin-streptomisin

PBS Fosfat tamponlu izotonik ¢ozelti

PEC Posterior hticre
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pre-miRNA Onciil miRNA
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Runx2 Runt ilgili transkripsiyon faktori 2
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1. GIRIS

1.1. Kok Hucreler

K&k hucreler, bircok dokuda bulunabilen ve gerektiginde farklilasarak dokulart
olusturma ya da tamir etme yetenegine sahip embriyonik, fetal ve yetiskin
donemdeki farklilasmamis hiicrelerdir (Kolios ve Moodley, 2013). Kok htcreleri
diger hiicrelerden ayiran birtakim Ozellikler vardir. Bu 0Ozellikler; kendi kendini
yenileyebilme yetenegi, tek bir hicreden birden fazla hicre serisine farklilagsabilme
ve tek bir hiicreden koken alabilmeleridir (Kolios ve Moodley, 2013; Zuk ve ark.,

2002).

Kok hicreler farklilagma potansiyellerine gore totipotent, pluripotent ve
multipotent olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. DOllenmeden sonra olusan hiicre
(zigot) tiim organizmayi olusturacak genetik bilgiye ve potansiyele sahiptir.
Hiicrelerin sahip oldugu bu potansiyel totipotent olarak adlandirilir. Hicrenin
totipotent  ozelligi dollenmeden sonraki 5. glne kadar devam etmektedir.
Dollenmeden sonraki 5.giinden itibaren hticreler blastosit denilen kiiresel bir sekil
almaktadir. Blastosit icerisindeki hticreler, vicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek
potansiyele sahip olmalarina ragmen artik tek baslarina tiim organizmay1 olusturacak
potansiyele sahip degillerdir. Bu potansiyel ise pluripotent olarak adlandirilir.
Embriyoda, blastokist asamasindan sonra gastrulasyon asamasi baslar ve germ
tabakalar1 (ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusur. Bu tabakalara gé¢ eden
hicrelerin hangi tip hiicrelere dontigebilecekleri biiyiik 6l¢iide bellidir. Dolayisiyla,
bu donemdeki hucreler multipotent (multi: fazla, ¢ok) potansiyel gostermektedir

(Avasthi ve ark., 2008; Elgin, 2016a; Kolios ve Moodley, 2013).



Multipotent hcrelerin 6nemli temsilcileri, hematopoetik kok hiicreler ve

mezenkimal kok hicrelerdir.

1.2. Mezenkimal Kok Hucreler

Embriyonik kok hiicrelerin teratom® olusturabilme dzellikleri ve etik diizeyde
yapilan tartigmalar, arastirmacilari yeni bir kok hiicre kaynagi arastirmaya tesvik
etmistir. Mezenkimal kok hilicreler, viicudumuzun tiim dokularindan izole edilebilen,
multipotent karakterde, fibroblastik yapida olan kok htcrelerdir. Mezenkimal kok
hiicreler gegcmiste genellikle kemik iligi stromasindan elde edilmelerine karsin
giiniimiizde basta adipoz doku olmak tiizere, kordon kani, kordon, plasenta vb. ¢ok
cesitli dokulardan basariyla elde edilebilmektedir. Hem izolasyonlarinin kolay olmasi
hem de kiiltiir kosullarinda birgok farkli soya farklilasmalari bu hucreleri klinik
calismalarda kullanigli hale getirmistir (Elgin, 2016b; Squillaro ve ark., 2016; Wei ve
ark., 2013) (Sekil 1.1-1.2).

Klinik (Caliyma Sayis1
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Sekil 1.1. Yillara gore yapilan mezenkimal kok hiicre kaynakli klinik ¢aligmalar (Ullah ve ark.,
2015’ten degistirilerek alimustir).

' Teratom: doku ya da organ parcalari iceren, iic germ katmaninin normal tlirevlerine benzeyen
kapsulli bir timordur.
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Sekil 1.2. Mezenkimal kok hiicrelerin klinik ¢alismalardaki faz asamalar1 (Squillaro ve ark., 2016’dan
degistirilerek alinmistir).

1.2.1. Mezenkimal Kok Hticrelerin Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hicreler (MKH), ilk olarak 1867 yilinda Cohnheim tarafindan
kemik iliginde bulunup hematopoetik olmayan hiicreler olarak tanimlanmistir.
Cohnheim yaptig1 c¢alismada bu hicrelerin fibroblast benzeri morfolojiye sahip
olduklarin1 ve hasar durumunda doku bolgesine goc¢ ettiklerini varsaymustir.
Friedenstein ve arkadaslari tarafindan 1960 yilinda kemik iligi kokenli hiicrelerin
izolasyonunun, Kkdltirinin ve osteojenik farklilasmanin yapilmasi1 kok hiicre
arastirmalarina yeni bir boyut kazandirmistir. Yaptiklar1 ¢alismada kemik iligi
kokenli hiicrelerin adhezyon yetenegi gosterdikleri, fibroblast benzeri hiicre kolonisi
olusturduklar1 ve diger hiicre tiplerine farklilagsma yetenegine sahip olduklar1 ortaya

konmustur.

Onceleri, CFU-F (Colony forming unit fibroblast) ve “Kemik iligi stromal
fibroblast”lar1 olarak adlandirilan bu hiicreler daha sonra 1991 yilinda Caplan
tarafindan mezenkimal kok/ stromal hiicre olarak tamimlanmistir (Baer ve Geiger,

2012; Kaveh ve ark., 2011 ve Kode ve ark., 2009).



Uluslararas: Hiicresel Tedaviler Dernegi (ISCT) MKH’ler igin temel kriterleri
belirlemistir (Dominici ve ark., 2006). Buna gére MKH'ler;

1. Standart kiiltir kosullarinda plastik yiizeylere yapisma Ozelligine sahip
olmalidir.

2. In vitro kosullarda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hiicrelere
farklilagabilmelidir (multipotent karakter).

3. CD73, CD90 ve CD105 yuzey antijenlerini ylksek seviyede ifade etmelidir.

4. Hematopoetik soya ait ylzey antijenleri olan CD14, CD11b, CD34, CD45,
CD19, c-kit ifade etmemelidir.

1.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Multipotent Farklilasma Potansiyeli

Hiicrelerin yenilenmesi veya doku onarimlari, kék ve o6ncil hicrelerin
cogalmasi ve farklilasmasiyla olmaktadir. MKH'ler kultlr ortaminda adipositlere,
osteositlere, kondrositlere, tendona ve ilik stromasini igeren mezenkimal dokulara

farklilagma potansiyeline sahip hiicrelerdir (Sekil 1.3).



insan Mezenkimal K&k Hiicre

v v v
Adipojenik Osteojenik Kondrojenik
Farkhlastirma Ortami Farklilastirma Ortar Farkhlastirma Ortarmi
Adiposit Osteosit Kondrosit

FABP4 Osteokalsin Agrekan

Sekil 1.3. Mezenkimal kok hiicrelerin farkli hiicre soylarma farklilasmasi1 (Erisim adresi
www.rndsystems.com)

1.2.2.1. In Vitro Osteojenik Farkhlagsma

Osteojenik farklilagma {ic asamada gergceklesmektedir (Sekil 1.4). Bu
asamalardan her biri 6zel belirtecler ile belirlenmektedir (Cizelge 1.1). Birinci asama
cogalma fazidir. Bu asamanin fenotipik belirtegleri histon, kollajen 1 ve TGF-B'dir.
Ikinci asama olan matriks olusumu ise, ekstraselliiler matriks (ECM) icin protein
kodlayan genlerin aktivasyonu ile baslamaktadir. Bu genler alkalin fosfataz (ALP),
kollajen 1 ve osteopontin (OPN)'dir. Bu asamada osteoblastlar; ¢ekirdek, golgi aygiti
ve endoplazmik retikulumun genislemesi gibi fenotipik degisiklikler gosterirler.
Mineralizasyon asamasinda ise Osteositler tarafindan ECM’in mineralizasyonu
basglar. Bu asamada rol alan genler ECM i¢in hidroksiapatit toplanmasinda gérev
alirlar. Mineralizasyon asamasmin en Onemli belirtecleri ise osteopontin ve
osteokalsindir (Groth ve ark., 2008; Kaveh ve ark., 2011).


http://www.rndsystems.com/

Cizelge 1.1. Osteojenik farklilagmada kullanilan onemli belirtegler (Huang W ve ark., 2013’den
degistirilerek alinmistir).

Belirteg Olgunlasmal_ms Olgun ) Preosteoblast Farkdlagmis Osteosit
Osteoprogenitor Osteoprogenitor Osteoblast
ALP - + ++ +++ -
ocC - - - - +++
OPN -[+ -[+ - + +++
Runx2 + + ++ +++ +++
Osterix - - ++ ++ ?
Kollajen 1 - - ++ ++ -
BSP -1+ ++

ALP: Alkalen fosfataz; OC: Osteokalsin; OPN: Osteopontin; Runx2: Runt ilgili transkripsiyon faktorii 2; BSP:

Kemik sialoprotein

Osteojenik farklilasmada kullanilan klasik yontem, mezenkimal kok hiicrelerin
tek tabaka kiltiirlerini deksametazon, B-gliserofosfat ve askorbik asit ile 28 gln
boyunca kultiire etmektir. Mezenkimal kok hicreler, osteoblastlara farklilasirken
fibroblast benzeri yapilarim1 degistirerek kiibik sekle doniismektedir. Hiicreler arasi
matriks elemanlarindan o6zellikle tip 1 kollajeni sentezlemektedirler. Cokiintii ve
nodiiller olusturarak kemiklesmenin baslangic1 ortaya cikmaktadir. Kemiklesme
histolojik olarak Alizarin kirmizis1 S ve Von Kossa boyalari ile tespit edilmektedir
(Augello ve ark., 2010; Chamberlain ve ark., 2007).

—% » * g “—
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Cogalma »

Matriks olugumu »
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Sekil 1.4. Osteojenik indiiksiyonun zamana bagl degisimi (Kulterer ve ark., 2007°den degistirilerek
alinmugtir).




1.2.2.2. In Vitro Adipojenik Farkhlagsma

Adipojenik farklilasma cogunlukla iki asamadan olusmaktadir (Sekil 1.5):
Kararlanma ve terminal farklilasma. Kararlanma asamasinda, yag dokusunun stromal
vaskiiler alaninda bulunan pluripotent mezenkimal kok hicreler preadipositlere
dontismektedir. Bu doniisimde BMP (Kemik morfogenik proteini) 6nemli rol
oynamaktadir. Hiicre kiiltiir modellerinde terminal farklilasma siirecinin baglamasi
icin preadipositlerin  yeterli hiicre sayisina ulagsmasi (konfluent olmasi)
beklenmektedir. Konfluent olan preadipositler uygun bir indiksiyon ile olgun

adipositlere dontismektedir (Chen L ve ark., 2013; Romao ve ark., 2011).

Kararlanma Blylume Klonal blylime Terminal Farkhlasma>
BMP-4 GO0/G1 hucre dongust C/EBPp PPARy
PPARy

Adipositlere 6zgi
gen ekspresyonu

Glikoz artis1

Yag asiti birikimi

Sekil 1.5. Adipojenik farklilagmanin agamalar1 (Chen ve ark., 2013'den degistirilerek alinmistir).

MKH’lerin adipojenik farklilagsmasi i¢in deksametazon, askorbik asit, izobutil
metil ksantin (IBMX), insilin ve indometasin ile muamelesi gerekmektedir.
Hicreler, FBS, IBMX, dexametazon, izobutil, indometasin ve antibiyotik ilave
edilen yuksek DMEM’li glikoz kiiltiir ortaminda, 21 gin boyunca Kkiltire
edilmektedir. Hucre ici biriken lipidler, histokimyasal olarak Nil kirmizisi, Oil
kirmizis1 boyamasi ile tespit edilebilmektedir (Augello ve ark., 2010; Chamberlain
ve ark., 2007).



1.2.2.3. In Vitro Kondrojenik Farkhilasma

Kondrojenik farklilagsma siireci, gevsek yapida olan mezenkimal kok hiicrelerin
yapisal olarak toplanmasi ve yogunlasmasiyla baslamaktadir. Kemik morfogenik
proteini (BMP) gibi faktorler, mezenkimal kok hiicrelerin yogunlagsma asamasinda
onemli rol oynamaktadir. Kondrojenik farklilasmanin bu erken asamasinda
yogunlagmaya baslayan mezenkimal kok hiicreler; tip II kollajen, N-kadherin, N-cam
ve tenascin C gibi 6nemli ekstraselliler matriks ve hicre adhezyon molekullerini,
bunun yaninda en o©nemli transkripsiyon faktéri olan Sox9 ‘un sentezini
gerceklestirirler. Kondrositlere farklilagmaya baslayan mezenkimal kok hiicreler, tip
II kollajen ve agrekan bakimindan yiikksek ECM iiretmeye baglar. Kondrosit
farklilagsmasini takiben hiicreler hizli bir sekilde iskelet elemanlarini olusturmak igin
genisleyip, ¢ogalirlar. Iskelet elemanlarinin yakininda bulunan hiicreler hipertrofik
farklilagma siirecine girerek olgunlasmaya baslar. Hipertrofik farklilagsma
asamasinda; kondrositlerin hiicre boyutlarinda artis olur, ECM yapisi (kollajen ve
fibronektin) degisir ve Kalsiyum tuzlari ile bulunduklar1 ¢evrede mineralizasyon
baslar. Bu asamadan sonra kikirdak damarlanmaya baglar ve ECM yapis1 yikilir.
Hipertrofik kondrositler apoptosize ugrar. Osteoblast onciil hiicreleri yeni olusan
dokuyu isgal ederek kemik olusumunu baslatirlar (Zuscik ve ark., 2008; Quintana ve
ark., 2009) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Kondrojenik farklilagsmanin asamalar1 (Schwarzbauer ve Singh, 2012’den degistirilerek

alinmustir).



MKH’lerin  kondrojenik  farklilasmas1 igin  besiyerine ilave olarak
deksametazon, askorbik asit, TGFB, BMP-6 ve ITS ile 21 gun muamelesi
gerekmektedir. MKH'ler, kondrojenik farklilasma sirasinda fibroblast benzeri
gorliiniimlerinden kiiresel bicime doniisiirler. Hiicreler kollajen tip 2’nin olusturdugu
agst ve bol miktarda matriks ile cevrelenir. Matriks igerisinde, proteoglikan
cokelekleri ve yiiksek molekiil agirlikli glikozaminoglikan makromolekdlleri de yer
almaktadir. Kondrojenik farklilasma histolojik olarak Alsiyan mavisi, Toliudin
mavisi ve Safranin O ile tespit edilmektedir (Augello ve ark., 2010; Barry ve
Murphy, 2004; Chamberlain ve ark., 2007).

1.3. Kok Hiicrede Nis Kavramm

Doku ve organlarda yer alan kok hiicreler; doku biitiinliigliniin korunmasi,
bliylime ve yenilenme gibi islevsel birimlerde 6nemli rol oynamaktadir. Kok
hicrelerin gevreleri ile yeterli iletisimi siirdiirmesi, ayn1 zamanda doku yenilenmesi
ve tamiri icin gerekli fizyolojik uyaranlara tepki vermesi icin kayip veya hasar gibi
durumlardan miimkiin oldugunca korunmasi gereklidir. Bir¢ok dokuda koruma ve
etkilesim arasindaki bu denge, kok hiicreleri koruyan 6zel bir mikrogevre (nis)
tarafindan saglanmaktadir (Wang ve Wagers, 2011). Nis ad1 verilen bu mikrogevre,
kok hicre havuzunu korumakta, ayn1 zamanda doku homeostazini saglamaktadir.
Kok hiicrelerin yan1 sira farklilagsmis hiicrelerden, ekstraselluler matriksten ve
¢cOziinebilir faktorlerden olusan nigin birincil gorevi, kok hiicrelerin bulunduklar
dokudaki fiziksel organizasyonunu saglamaktir. Ikincil gorevi ise sessiz ve aktif kok
hiicreler arasindaki dengeyi saglamaktir. Bu denge embriyonik gelisimde, doku
yenilenmesinde, doku hasarinda veya apoptozla kaybedilen hiicrelerin
yenilenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Nascimento ve ark., 2013). Kok hiicre
nis kavrami ilk defa 1978 yilinda Schofield tarafindan ortaya atilmistir. Yapilan
bir¢ok caligma ile omurgasiz hayvanlarda ve memeli hayvanlarin organ sistemlerinde
cesitli molekiiler sinyaller ile kok hiicrelerin sessizligini, farklilagmalarint ve
dokunun devamini saglayan 6zel bir mikrogevrede bulundugu gosterilmistir (Rezza
ve ark., 2014; Wager, 2012) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Farkli kok hiicre nigleri (Chen S ve ark., 2013’den degistirilerek alinmustir).

DTC: Distal ug hiicre; DGCs: Farklilagsmis germ hiicreleri; TF: Terminal filaman; CPC: kap hiicreleri;
GSC: Germ serisi kok hiicre; PEC: Posterior hiicre; CySC: Kist kok hiicresi; SNO: Ig bigimli N*
kaderin osteoblast; HKH: Hematopoetik kok hiicre; CAR: CXCL12 retikiler hiicreler; MKH:
Mezenkimal kok hicreler; NSC: Noral kok hicre; EPC: Ependim hiicre; ASC: Astrosit; NBs:
Noroblast; LSC: Leptin ressptor perivaskiler stromal hiicre

1.3.1. Yetiskin Kok Hiicre Nisleri

1.3.1.1. Hematopoetik Kok Hiicre Nisi

Yasam boyunca hematopoetik kok hiicreler (HKH) kemik iliginde gorevlerini
strdiurmektedir. Bu hucrelerin kendini yenilemesi, hiicre siklusunun GO evresinde
sessiz  kalmalari, yapismalari (adhezyonlar1), c¢ogalmalari, olgunlasmalari,
farklilasmaya gitmeleri, mobilizasyon ve yerlesim (homing) gibi bir¢ok karmagsik
sure¢, kemik iliginde nis tarafindan gergeklestirilmektedir. Kemik iliginde

HKH’lerin yasamint siirdiirdiigii iki farkli nis bulunmaktadir (Sekil 1.8).
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1. Endostel nis (osteoblastik nig): HKH’lerin dnciil hiicreleri endosteum ile
yakin iliski i¢erisinde olup burada lokalize olmaktadir. Bu lokalizasyonda en 6nemli
etken osteoblastlardir. Endostel niste en 6nemli gorevleri iistlenen hiicre gruplarinin
basinda osteoblastlar gelmektedir. HKH’ler endostel niste, GO evresinde sessiz ya da
uyku fazinda durmaktadirlar. HKH’leri bu sekilde farklilagsmaya ydnelmeksizin
sadece kendilerini yenileyebildikleri bir halde tutan ana etmen CXCL12 /CXCL4
etkilesimidir. Bu etkilesim HKH havuzunun devami i¢in gereklidir. Kemik iligindeki
bir diger 6nemli grup ise osteoklast hiicreleridir. Bu hiicreler CD34 (+) hematopoetik

kok hiicrelerden olusurlar ve asil gorevleri kemik rezorpsiyonudur.

2. Vaskiiler nis (endoteliyal nis): Endoteliyal hilcreler HKH’lere oksijen,
bliylime faktorleri ve besince zengin bir ortam saglamaktadir. Bu zengin ortam

HKH’lerin yasamalarini, ¢ogalmalarin1 ve farklilasmasini miimkiin kilmaktadir

(Bydlowski ve ark., 2013 , Kosan ve Godman, 2016).

Sitokinler
(SCF, HGF, OPN...) Vaskiiler Ni Kemokinler
askiiler Ni
Proteazlar ? (IL-8, SDF-1..)
(MMP9,CTK...) o~ ESC/EP

Osteoklast MSC
Osteoblast
0, Ca Fibroblast
FGF-4 Adipositler

Sekil 1.8. Hematopoetik kok hiicre nisi (Lataillade ve ark., 2008’den degistirilerek alinmustir).
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1.3.1.2. Adipoz Kokenli Kok Hiicre Nisi

Kok hiicre ile yapilan ilk calismalarda hiicre kaynagi olarak kemik iligi
kullanilmistir. MKH’1 elde etmek i¢in kemik iliginin elverisli bir kaynak oldugu

bilinmektedir.

Ancak MKH’in elde edilebilmesi i¢in kemik iligi aspirasyonu igleminin invazif
(viicut biitiinliigiinii bozan) bir islem olmasi, lokal anestezi altinda hasta igin
rahatsizlik verici cerrahi bir asama igermesi, kisitli miktarda hiicre alinabilmesi, daha
fazla hiicre alabilmek icin spinal veya genel anesteziye ihtiyag duyulmasi ve elde
edilen kok hiicre sayisinin aspiratta diisiik miktarda bulunmasi gibi nedenler
yenileyici tip alaninda kullanilmalarimi zorlastirmakta ve yeni MKH kaynaklari
arayisina neden olmaktadir. Adipojenik 6ncil hiicreler 1976 yilinda insan adipoz
dokusundan da izole edilmis olsa da, ilk olarak 2001 yilinda adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicreler olarak tanimlanmis ve karakterize edilmistir. “Liposuction”
yontemiyle kolayca alinabilmesi, uzun siireli kiiltiirlerde genetik ve morfolojik olarak
daha stabil olmasi ve yiiksek cogalma kapasitesinin olmasi adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin son yillarda alternatif bir kok hiicre kaynagi olarak 6n
plana ¢ikmasini saglamistir (Elgin, 2016c¢; Bajek ve ark., 2016; Lindroos ve ark.,
2011; Strioga ve ark., 2012 ve Zuk ve ark., 2001).

Adipoz kokenli mezenkimal kok hicrelerin kendini yenileme ve asimetrik
olmayan boélinmelerinin; hormonlar, ekstraselliler matriks, blyume faktor
gradiyentleri, hipoksi ve oksidatif stress gibi nis igerisindeki degisiklikler tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2014). Mikrogevrenin kok hiicreleri nasil
korudugunu ve davranislarini nasil etkiledigini anlamak icin 6ncelikle kok hiicrelerin
nerede konumlandigini iyi bilmek gerekmektedir. Kok hiicre niglerini belirlemek ve
karakterize etmek, kok hiicrelerin son derece nadir bulunmalarindan dolay1
zorlagsmaktadir (Jones ve Wagers, 2008). Adipoz kdkenli mezenkimal kék hiicrelerin

nis yapisi bu ylizden heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Bajek ve ark., 2016 ).
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1.3.2. Yetiskin Kok Hiicre Nisinin Yapisi ve Bilesenleri

Kok hiicreler, organizasyonu ve yapiyr saglayan ekstraselliler matriks,
biyokimyasal ve mekaniksel bilesenlerle g¢evrilmistir (Sekil 1.9). Aym1 zamanda,
membran proteinleri ve ¢oziinebilir faktorler aracilifiyla kisa siireli sinyalleri

saglayan destek hiicreleri ile de iligki icerisindedir.

Uzun mesafeli sinyaller i¢cin kan damarlariyla yakin iliskide olan nis, sinir
sisteminden gelen uyarilara da cevap verebilmektedir. Bu bilesenler grup halinde

hareket ederek:

a) Asimetrik hiicre bolinmesini uyararak kok hiicre havuzunun dengede
kalmasini saglamaktadir.

b) Simetrik hiicre boélinmesini uyararak stres veya hasar durumunda hcre
blylmesini ve farklilasmasii arttirmaktadir (Fernandes ve ark., 2013; Gattazzo ve
ark., 2014).
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Sekil 1.9. Yetiskin kok hiicre niginin bilesenleri ( Lane ve ark., 2014’ten degistirilerek alinmigtir).

Yetigkin kok hiicre nisinin bilesenleri 5 kategoride incelenir:

1. Cozunebilir Sinyal Faktorleri: Bulylime faktorleri, sitokinler ve
morfojenler gibi kiglk proteinler in vivo ortamda kok hiicrelerin fonksiyonlarini
dizenleyen en 6nemli sinyal molekiilleridir. Bu molekiillerden bir¢ogu ¢ozunebilir
ortamda kok hucrelerin kaderini uzun sireli etkileyebilmektedir. Wnt, hedgehog
proteinleri, fibroblast buyime faktérii (FGF) ve kemik morfogenik proteinler gibi
diger onemli ¢oziinebilir molekiiller farkli tiirlerin nislerinde bulunabilmektedir
(Cizelge 1.2) (Fernandes ve ark., 2013; Zhang H ve ark., 2011).

2. Ekstraseltuler Matriks: Ekstraselluler matriks molekulleri fiziksel destek
saglayan bir zemin olusturarak KOk hucrelerin belli bir yerde kalmasini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda hiicre dis1 ortamdan hticre icine sinyal iletiminde goérev

alarak kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilasma siireclerine aracilik
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etmektedir. Nisin en Onemli yapisal proteinleri kollajenler, elastin, laminin ve

fibronektindir (Fernandes ve ark., 2013; Gattazzo ve ark., 2014).

3. Hlcre - Hiicre Etkilesimi: Memeli kok hiicre nisinin énemli bileseni kok

hicrelerin birbirleriyle ve cevresindeki hucreler ile gecit bolgesi veya adhezyon

araciligi ile olusturduklar fiziksel temastir. Fiziksel temas homotipik ve heterotipik

olmak tizere iki sekilde olmaktadir. Homotipik temas kok hicrelerin kendileri ile

kurduklar1 temas iken, heterotipik temas kok hiicrelerin komsu hiicreler ile

kurduklar1 temastir. Kok hiicreler siki baglanti bolgesi, gecit bolgesi, notch

sinyallesmesi ve adhezyonu saglayan bolge aracilifiyla nis hiicreleri ile iliski

kurmaktadir (Zhang H ve ark., 2011).

Cizelge 1.2. In vivo sartlarda farkli kok hiicre nislerinin bilesenleri (Jones ve Wagers, 2008; Zhang H
ve ark., 2011).

) Cozunebilir Hiicre- hiicre
Kok Hicre Tur Yeri Nis hiicreleri ECM
Faktorler etkilesimi
. BMP, JAK- Gegit bolgesi,
Germ kok Testis, Hub/cap Temel
] D.melanogaster ) STAT adhezyonu
hicresi Yumurtalik hiicreleri membran
yolaklari saglayan bolge
Germ kok Distal tip o
) C. elegans Gonad ) Wnt yolagi NOTCH sinyali
hicresi hiicreleri
Tenascin C, Sik1 baglantt
BMP yolagi, .
N-silfat, bolgesi,
Noral kok ] ] Endotelyal ] EGF, FGF 2
Memeli Beyin . heparin o adhezyonu
hiicre hiicre, astrosit gibi biyime
sulfat, . saglayan bolge,
. . faktorleri o
integrin NOTCH sinyali
Osteoblast,
osteoklast,
mesenkimal
Hematopoetik . | progenitorler, | Osteopontin | Wnt yolagi, o
Memeli Kemik iligi ) ) ] B NOTCH sinyali
kok hucre retikiiler integrin Oksijen
hucreler,
endotelyal
hiicreler
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4. Fiziksel Faktorler (Mekaniksel Kuvvetler): Mekaniksel kuvvetler hiicre
baglanmasi, yayilma, ¢ogalma, gé¢ ve farklilasma gibi fonksiyonlar1 etkilemektedir.
Nisin biyomekaniksel karakterini etkileyen mekaniksel kuvvetler sertlik (stiffness),
kesme kuvveti (shear force) ve dongusel gerilim (cyclic strain)’dir (Dogan ve ark.,
2016; Zhang H ve ark., 2011).

5. Fizikokimyasal Cevre: Oksijen basinct (pO;z) ve pH, kok hiicre nisinin
onemli bilesenleri arasidadir. [n vivo ortamda hiicrelerin oksijen seviyesini 6lgmek

zordur ve farkli yetiskin dokularin oksijen seviyeleri de birbirinden farkli olmaktadir
(Sekil 1.10).

Beyin
Ven - %5- 100, NSCnig <% 1-80,
Arter: % 130,

Meme Bezi

MGSC nis : % 1.7- 6.8 O,

Embriyo

ESC nis
Kemik iligi Asilamadan énce : %2-3 0,
HSC nis < % 1-6 O, Asilamadan sonra : %7-8 0,

Adipoz Doku
ASC nig 1 % 3-50,

Kansernisi - % 5 O;

Sekil 1.10. Dokulardaki farkli oksijen seviyeleri (Jez ve ark., 2015 ‘den degistirilerek alinmistir.)
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1.4. Diisiik Oksijen Seviyesi (Hipoksi)

Oksijen, dokularda gergeklesen hiicresel islevlerin devamini saglayan, ATP’nin
tiretildigi glukoz metabolizmasinda son elektron alicisi olarak rol oynamaktadir.
Molekiiler oksijen, ¢ok hiicreli organizmalarin biiylimesi ve gelismesi icin gerekli
olan bir molekdldir. Memeliler, molekiiler oksijenin yakalanmasi, baglanmasi,
tasinimi Ve gonderilmesiyle doku duzeyinde oksijen dengesini korumak igin
fizyolojik mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu mekanizmalarin en 6nemlisi diisiik
oksijen kosullarint (hipoksi) algilamak ve buna cevap vermektir (Giaccia ve ark.,
2004).

Hipoksi, hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen oksijenin kanda, hicrelerde ve
dokulardaki eksikligine bagli gelisen fonksiyon bozuklugudur. Hipoksi, dort
durumda gergeklesmektedir (Chan ve Vanhoutte, 2013):

1. Arteriyal (hipoksik) hipoksi: Arteriyal kanin yetersiz oksijenasyonu ile
olusmaktadir. Arteriyal pO;’nin diisiik oldugu tek hipoksi tipidir ve en sik
gozlenen hipoksi cesididir. Uyku apnesine sahip ve yiiksek irtifaya ¢ikan
kisilerde gortilmektedir.

2. Anemik  hipoksi:  Fonksiyonel ~Hb  miktarindaki  yetersizlikten
kaynaklanmaktadir. Hb’nin oksijen tasima kapasitesi azalmaktadir.
Karbonmonoksit, hidrojen silftr, nitrit zehirlenmeleri ve akut masif
kanamalarda goraldr.

3. Histotoksik hipoksi: Dokuya yeterli oksijen ulagsmasina karsin hiicreler,
sitokrom oksidaz sistemini inhibe eden toksik maddeler nedeniyle oksijenden
yararlanamaz.

4. iskemik hipoksi: Akcigerlerde pO, ve Hb konsantrasyonu normal olmasina
ragmen, dokulara ulasan oksijende azalma s6z konusudur. Kalp yetmezligi ve

damar tikaniklig1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Mezenkimal kok hiicreler 6zellikle adipoz kokenli kok hucreler, diisiik oksijen
seviyesindeki bolgede (<%3-5) bulunmaktadir. Diisiik oksijen seviyesi kok hiicre
mikrogevresi icin Onemli bilesenlerdendir ve kok hiicrelerin 6zelliklerini devam
ettirmeleri i¢in gerekli sinyalleri saglamaktadir. Kok hiicreler mikrocevresinde dusiik
oksijen seviyesinde bulunmalarina ragmen genellikle %20-21’lik atmosferik oksijen
ortaminda kiiltiire edilmektedir. Adipoz kokenli kok hiicreleri bulundugu oksijen
seviyesinden daha yiksek ortamda kiltire etmek, kok hicrelerin biylme,
farklilagsma, adhezyon yeteneklerini, biyume faktorlerin salgilanmasi veya yenileyici
potansiyellerini de etkileyebilmektedir (Chung ve ark., 2009; Kaewsuwan ve ark.,
2012). Nis igerisinde hiicrelerin diisiik oksijen seviyelerinde bulunmasi kok hiicrelere
cesitli avantajlar saglamaktadir. Bunlardan birisi diisilk oksijen seviyesinde kok
hiicrelerin  enerji  metabolizmalarin1  aerobikten anaerobik metabolizmaya
cevirmeleridir. Bu doniisiim sayesinde hiicrede ROS (reaktif oksijen bilesenleri)
tiretimi azalarak DNA hasar diislik seviyeye indirilir. Hipoksi ayrica farkli kok hiicre
sistemlerinde 6nemli molekiller mekanizmalar1 aktiflestirmektedir. Bu aktivasyonda
rol oynayan en onemli transkripsiyon faktori HIF-1a’dir. HIF-1 a, kok hiicre
havuzunu etkileyen bir¢cok énemli genin aktivasyonundan sorumludur (Fernandes ve
ark., 2013).

Hiicreler ve dokular diisiik oksijen kosullarint hizli bir sekilde algilamak ve
hemen cevap vermek zorundadir. Gegici olsa da oksijen azligi, hiicrede protein ve
DNA hasarma yol agarak hiicresel strese veya hiicre 6lime neden olabilmektedir.
Hipoksiye verilen cevap hem transkipsiyonel hem de post-transkripsiyonel
mekanizmalar1 kapsamaktadir (Hawkins ve ark., 2013; Pocock, 2011). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar standart HIF-1 yolunun yani sira, hipoksik yanitlari
kontrol etmek icin baska bir transkripsiyon yolagmin var oldugunu gostermektedir.
HIF-1 transkripsiyonel yolagi; oksijen seviyesi, anjiyogenez, ndronal gelisim, hiicre
sag kalimi ve cogalma gibi metabolik olaylar1 diizenlemektedir. Bu diizenlemeye
ragmen hiicreler ve dokular HIF bagimli ya da bagimsiz gen diizenlenmesi ig¢in
miRNA aracili bagka bir transkripsiyon mekanizmasina ihtiya¢ duymaktadir(Sekil
1.11). Kulshreshtha ve arkadaslart (2008), yaptiklart g¢alismada miRNA’larin
hipoksik adaptasyonda 6nemli roller oynadigini ortaya ¢ikarmistir.
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miRNA’lar HIF bagimli ya da bagimsiz olarak diizenlenebilir ve hipoksik
yanitlar1 diizenlemek i¢in HIF-1la, HIF-1B ve diger genlerin ekspresyonunu inhibe
edebilirler. Kiigiik boyutlar1 ve kodlanmayan 6zelliklerinden dolayr miRNA’lar
bircok avantaja sahiptir. Hipoksi hedef genlerinin protein ekspresyonu, miRNA’larin
bu oOzelliklerinden dolayr hizli ve kolay bir sekilde kapanabilmektedir. Bunun
yaninda uzun vadeli hipoksik strese adaptasyon saglamak icin miRNA’lar yeni gen
ifadelerini baslatabilirler. Daha oOnceki caligmalarda hipoksik adaptasyona karsi
miRNA’larin rolleri tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte yapilan son
calismalar, miRNA’larin tiimor hiicrelerinde hipoksik tepkilerde, mitokondriyal

metabolizma ve DNA hasarinda rol oynadigint géstermistir (Pocock, 2011).

HiPOKSI

l l Hipoksi-bagimsiz regiilasyon
? \.//

Hipoksinin Hipoksinin post-
transkripsivonel transkripsivonel
diizenlenmesi diizenlenmesi

Sekil 1.11. Hipoksinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel yolagi (Pocock, 2011’den
degistirilerek alinmistir.)
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1.4.1. Diisiik Oksijen Seviyesinin Adipoz Kokenli Mezenkimal Kék Hucreler

Uzerine EtkKisi

Hicre Kkalturi c¢alismalarinda daha ¢ok biiyiime faktorlerinin, besin
maddelerinin ve pH gibi 6zelliklerin hiicreler Uzerindeki etkisi arastirtlmistir. Kultr
ortaminda bu 6zelliklerden en az arastirilani ise oksijen kosullaridir. Bunun sebebi
calismalarda atmosferik oksijenin hiicre biliylimesi i¢in yeterli oldugunun
diistintilmesidir (Mohyeldin ve ark., 2010). Buna ragmen 1958 yilinda ilk kez diisiik
oksijen kosullarinin mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisine yonelik bir ¢alisma
yapilmistir. Bu c¢alismada diisiik oksijen seviyesindeki hicrelerin atmosfer
kosullarindaki oksijen seviyesine kiyasla daha fazla ¢ogaldigi tespit edilmistir. Son
yillarda iyi tiretim uygulamalar1 (GMP) ve hiicre proliferasyonundaki standardize
calismalar sonucunda hipoksinin, mezenkimal kok hicrelerin iyilesme, go¢ etme ve

farklilagma potansiyelleri icin 6nemli bir diizenleyici oldugu diistintiilmektedir.

Yapilan ¢aligmalar ile in vitro kiiltiir sartlarinda farkli kokenli mezenkimal kok
hlcreler icin en uygun oksijen kosullar1 arastiritlmaktadir (Amorin ve ark., 2013; Das
ve ark., 2010). Bu bilgiler dogrultusunda hipoksik ortamda yapilan hiicre kulturleri,
insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin gercek ortamlarini yansitabilir
ve ¢esitli avantajlar (hizli ¢cogalma ve kisa siirede istenilen hiicre sayisina ulagsma vb.)

saglayabilir (Ma ve ark., 2009).

Diisiik oksijen seviyesinin adipoz kokenli mezenkimal kok hiicreler {izerindeki

etkisine yonelik yapilan caligmalar agsagida kisaca 6zetlenmistir.

Hiicrelerin diisiik oksijen seviyesinde kiiltiire edilmesinin hiicrelerin ¢gogalma
kapasitesini etkiledigi yapilan bircok calismayla gosterilmistir. Buravkova ve
arkadaglar1 (2009), lipoaspirattan izole ettikleri mezenkimal stromal hicrelerini hem
normoksik (% 20 O,) hem de hipoksik (% 5 O;) ortamda kiiltiire etmislerdir.
Yaptiklar1 calismada hipoksik ortamda bulunan hiicrelerin ¢ogalma kapasitelerinin

normoksik ortama gore 2,9 kat arttig1 gézlenmistir.
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Pilgaard ve arkadaslar1 (2009), % 1 oksijen seviyesinde insan adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin biiyiime, koloni olusturma (CFU) ve kondrojenik
farklilasma potansiyellerini arastirmistir. Calismada hiicrelerin, biliyiime ve koloni
olusturma potansiyellerinin diisiik oksijen seviyesinden olumlu yonde etkilendigi
gosterilmistir. Ayrica % 1 oksijen seviyesinin hiicre biiylimesi ve anjiyogenez ile
ilgili transkripsiyon faktorlerini arttirdigi belirlenmistir. %1-5 arasindaki oksijen
seviyesinin  ADMKH’lerin ¢ogalma ve fonksiyonunu arttirirken; hicrelerin
morfolojisini, canliligini ve immunfenotipik 6zelliklerini etkilemedigi yapilan diger
caligmalar ile de desteklenmistir (Choi ve ark., 2014a; Choi ve ark., 2014b; Feng ve
ark., 2014; Fotia ve ark., 2015a ; Kang ve ark., 2014; Pham ve ark., 2016 ve Valorani
ve ark., 2012).

Hipoksi, hiicrede HIF-1 (hipoksi ile ilgili faktér 1) transkripsiyon faktoérinin
ifadelenmesini etkileyerek VEGF (vaskuler endotelyal biyume faktori) ve HGF
(hepatosit blytime faktorl) salgilanmasini arttirmaktadir. Bu gibi  biiyiime
faktorlerinin salgilanmasi, ADMKH’leri letal hipoksi gibi tehlikeli durumlardan
koruyarak sag kalimlarini desteklemektedir (Hsiao ve ark., 2013; Yue ve ark., 2013).
Hipoksi ayrica kemokinlerin ifadelenmesini arttirarak adipoz mezenkimal kok
hicrelerin mobilizasyon ve yerlesmesini saglamaktadir (Rosova ve ark., 2008).
Adipoz kokenli mezenkimal kok hicreler, ekstraselliler matriks proteinlerine
yapisarak doku hasari veya inflamasyon olan bdlgeye go¢ etmektedir. Bu hicrelerin
adhezyon yetenekleri de kiiltiir kosullarindaki oksijen seviyesinden etkilenmektedir.
Amos ve arkadaglar1 (2008), yaptiklart ¢alismada AMKH’lerin normoksik ve
hipoksik ortamda ECM proteinlerine yapisma hizini 6lgmiistiir. Calisma sonunda
hipoksik ortamda ADMKH’lerin vaskiler hiicre adhezyon molekili-1 (VCAM-1) ve

intraselltler adhezyon molekili-1’e yapisma hizinin arttigi gézlenmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanilmasinin 6énemli bir nedeni
de bircok soya farklilagabilme yetenekleridir (Elgin, 2003). Yapilan caligmalarla
adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin  ¢esitli  soylara farklilasma

potansiyellerinin hipoksik kiltir sartlarinda arttig1 veya azaldigi gosterilmistir.
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Malladi ve arkadaslar1 (2006), yaptiklari ¢alismada hem normoksik (% 20 O,)
hem de hipoksik (% 2 O,) ortam kosullarinda adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin osteojenik ve kondrojenik farklilasmasini incelemislerdir. Calisma, in
vitro kondrojenik farklilasma TGFB-1 katkili {i¢-boyutlu kiiltiir sartlarinda
gerceklestirilmistir. Normoksik ortamda mikrokiitle cap1 glinlere gore giderek
azalmistir. Hipoksi ortamda ise gozle goriiniir bir fark olmamistir. Bu sasirtict bir
sonu¢ degildir ¢iinkii yag doku in vivo ortamda daha az oksijen seviyesinde
bulundugundan belki de %2 oksijen seviyesi adipoz dokunun fiziksel ortamini
gostermis olabilir. Calismada mikrokiitlenin g¢ogalmasini analiz etmek igin DNA
miktart Ol¢lilmiistiir. DNA miktarinin normoksik ortama kiyasla hipoksi ortamda
daha fazla oldugu ve giinlere gore de azaldig1 goriilmistiir. Bu da ti¢ boyutlu kiltur
ortaminda kondrogenez siirerken apoptoz olaymnin basladigini séylemektedir.
Kikirdaga ait ECM proteini olan tip 2 kollajen ile immunohistokimyasal olarak
boyanan mikrokutleler de hipoksik ortamda normoksik ortama gére daha az boyama
saptanmistir. Kikirdak doku avaskiiler bir yapida olup endokondral kemiklesme
sirecinde hipoksik ortam kosullarina maruz kalmaktadir. Calismanin garpici
sonuglarindan birisi de hipoksik ortamda kondrojenik farklilasmanin azalmasidir.
Osteojenik farklilagma ise osteojenik besiyerine ilave olarak retionik asit ve vitamin
D ile gergeklestirilmis olup kemiklesme alkalin fosfataz aktivitesi ve mineralizasyon
ile gosterilmistir. Yapilan analizler sonucunda osteojenik farklilasmanin da ciddi
sekilde azaldig1 belirtilmistir. Merceron ve arkadaslar1 (2009), yaptiklar1 ¢alismada
adipoz mezenkimal kok hiicreleri % 5 ve % 20 oksijen ortaminda kiiltiire etmislerdir.
Kondrojenik farklilasmaya o6zgu  belirteglerin ifadesi artarken, osteojenik
farklilasmaya 6zgii osteokalsin ifadesinde, mineralizasyonunda ve alkalen fosfataz
aktivitesinde (ALP) diisiis gbzlenmistir. Valorani ve arkadaslar1 (2012), yaptiklari
calismada adipoz kokenli mezenkimal kok htcreleri yedi gin boyunca hipoksik
ortamda kiiltiire etmislerdir. Yedinci gliniin sonunda tekrar normoksik ortam
kosullarina déonmiislerdir. Sonug olarak, adipoz kdkenli mezenkimal kék hicrelerin
normoksik ortamda baslatilan kiiltiir sartlarina kiyasla ii¢ soy hattina farklilagmasinda
artis oldugu gozlenmistir. Yapilan bir diger ¢aligmada ise %2 oksijen sartlarinda
kilture edilen mezenkimal kok hucrelerin adipojenik ve osteojenik farklilagmalart

inhibe olurken, kondrojenik farklilagmanin arttigt gozlenmistir. Bu sonuglarin,
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hipoksi ortaminda ifadesi artan HIF-1a geniyle iligkisi oldugu diisiiniilmektedir (Choi
ve ark., 2014b).

1.5. miRNA

Mikroribonukleik asitler (miRNA'lar) bitki ve hayvanlarda bulunan, ortalama
18-25 niikleotid uzunlugunda kiicuk, protein kodlamayan dizenleyici RNA
molekdlleridir. Lee ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda C. elegans'ta
postembriyonik gelisim doneminde, lin-4 ve let-7 RNA'lar1 kesfedilmistir. Cesitli
kiicik RNA molekdlleri 2001 yilinda bitki ve memelilerde kesfedilmis ve miRNA
adimn1 almistir (Sato ve ark., 2011; Van Rooiij, 2011). i1k kesfedildigi tarinten bu yana
3000 miRNA tanimlanmis ve insan genomunda en az 300 miRNA tespit edilmistir.
mMIiRNA genlerinin sayisal olarak 1000'in {izerinde oldugu tahmin edilmektedir ve
%30'unun insan genomunu diizenledigi diistiniilmektedir. Memeli mRNA'sinin
yaklastk ~ %40-50'sinin  translasyon  asamasinda ~ miRNA'lar  tarafindan

duzenlenebilecegi diisiiniilmektedir (Chen J ve ark., 2014).

1.5.1. miRNA biyogenezi

miRNA olusumu birbirini izleyen bir¢ok basamaktan olusmaktadir. Bu
basamaklar transkripsiyon, pri-miRNA (birincil miRNA), pre-miRNA (6ncl
mMIRNA) ve dizi se¢ilimidir (Sekil 1.12).

I. Transkripsiyon basamagi: miRNA genleri; protein kodlamayan genlerden,
protein kodlayan genlerin intron boélgelerinden veya bagimsiz miRNA genlerinden
RNA polimeraz II veya III tarafindan transkripte olurlar. miRNA gen transkripsiyonu
yaklasik 500-3000 baz uzunlugundaki pri-miRNA ile baglamaktadir.

ii. Pri-miRNA basamagi: Pri-miRNA, mRNA transkripti gibi poli A ve cap
kuyruguna sahip sag¢ tokasi seklindedir. Cekirdekte bulunan pri-miRNA, RNaz IlI
enzim ailesinin endoniikleaz1 olan DGCRS8 kompleksi tarafindan yaklasik 70 baz

uzunlugundaki pre-miRNA’ya doniistiiriiliir.
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iii. Pre-miRNA basamagi: Pre-miRNA molekili, cekirdekten sitoplazmaya
eksportin 5 ve RAN-GTP ile taginir. Sitoplazmada pre-miRNA’lar, RNaz Ill enzim
ailesinden Dicer ve TRBP/Laquacious kompleksi tarafindan sac tokasi sekillerini
kaybederek c¢ift zincirli yapiya doniisiirler. Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis
susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olusumunu da baslatir.

iv. Dizi secilimi basamagi: Dicer, pre-miRNA’nin sap-ilmigini kestikten sonra,
miRNA: miRNA ciftinden sadece birisi RISC kompleksine dahil olmaktadir. RISC
kompleksinin icinde yer alan RNAz olan argonaute’un etkisiyle bu iki iplikten 5” ucu
daha kararl1 olan secilip komplekse dahil edilir. Bu iplik kilavuz iplik (guide strand)
olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir, RISC
kompleksinin substrati olarak sindirilir. Mikro RNA’lar, aktif RISC kompleksine
entegre olduktan sonra, ya argonaute proteinleri yardimiyla mRNA’nin yikimina ya
da protein translasyonunun baskilanmasina neden olurlar (Kapinas ve Delany, 2011;

Taipaleenmaki ve ark., 2012).
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Sekil 1.12. miRNA'nin biyogenezi (He ve Hannon, 2004°den degistirilerek alinmustir).
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Genomik yerlesimlerine gére miRNA'lar ikiye ayrilmaktadir. Intergenik (gen
ici) miRNA'lar bulunduklar1 genin ayni zinciri iizerine yerlesmektedir. Intragenik
(gen aras1i) miRNA'lar ise protein kodlayan genler arasina yerlesmektedir (Sekil
1.13).

intragenik miRNA intergenik miRNA
5¢ _, Intronik miRNA . ekzonik miRNA
- Ep=— E "-" E -¥=. E '—"'n ’— " - 3
3% = =3 B+ E P E—E T
-
. L : -
Gene A Gene B Gene C
E Ekzon —p  DMA zinciri
intronik = - =~ UTR: I |
= ':I'mnk b intragenik miRNA 3 UTR: Gavirimevon holga
ekzoni |
- T55: Transkripsiyon baslama noktas
=3 T Interzenik miRNA B T—

Sonlanding

Sekil 1.13. Genomik yerlesimlerine gére miRNA'lar (Hinske, 2009’dan degistirilerek alinmistir).

1.5.2. Gen ekspresyonunun miRNA tarafindan diizenlenmesi

Post-transkripsiyonel gen ekspresyonunun miRNA tarafindan diizenlenmesi iki
mekanizmaya bagli olarak gerceklesir. Bu mekanizmalar, mMRNA (haberci RNA)
yikimi veya protein sentezinin durdurulmasidir (Sekil 1.12). Protein sentezinin
durdurulmasi (translasyonel baski), MIRNA-RISC kompleksinin hedef mRNA
tzerinde 3'UTR bdlgesine baglanmasi ile olur. Nadiren de olsa protein sentezinin
durdurulmasi, MiIRNA-RISC kompleksinin 5'UTR bolgesine baglanmasi ile de
gerceklesir (Bartel, 2004; Lytle ve ark., 2007).
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1.5.3. miRNA ve Adipoz kokenli mezenkimal kok htcrelerin osteojenik

farkhlasmasi

Genetik ve epigenetik degisikliklerin sistematik analizi, mikrodizin tabanl
tekniklerin uygulanmasi ile kullanilabilir hale gelmistir. Bu yaklagimlar translasyon
ve transkript asamasinda kok hiicrelerin davraniglarint anlamada yardimci
olmaktadir. Son zamanlarda yapilan calismalar ile miRNA'nin multipotent kok
hlcrelerin farklilasmasini diizenledigini gostermesi biiyiik ilgi uyandirmistir. Yapilan
calismalar miRNA'larin hiicre proliferasyonunda ve farklilasmasinda onemli rol
oynadiklarint ~ gostermistir.  Adipoz  kokenli mezenkimal kok hicrelerin
farklilagmasinda miRNA'larin roliine yonelik ¢alismalar ise Cizelge 1.3'de detayli bir
sekilde gosterilmistir (Chen J ve ark., 2014).
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Cizelge 1.3. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin farklilagmasinda miRNA'larin roli (Chen J
ve ark., 2014’ten degistirilerek alinmustir.)

Farklilasma miRNA Hedef Gen Etkisi
miR-26a SMAD1 Osteogenez baskilanmast
miR-100 BMPR2 Osteogenez baskilanmast
miR31 BMPR2 Osteogenez baskilanmast
miR-17-5p/miR-106a BMPR2 Osteogenez baskilanmast
Osteojenik miR-486-5p SIRT1 Osteogenez baskilanmasi
farklilagma miR-196a HOXCS8 Osteogenez indiiklenmesi
. SFRP2 . .
miR-218 Osteogenez indliklenmesi
DKK2
miR-22 HDAC6 Osteogenez indiiklenmesi
] Runx2 ] )
miR-148 Osteogenez indlklenmesi
OCN
Kondrojenik .
miR-194 Sox5 Kondrogenezin baskilanmasi
farklilasma
miR-133b IGF-IR Norogenezin baskilanmasi
Noronal farklilagsma
miR-125a-3p IGF2 Bilinmiyor
miR-17-5p/miR-106a BMPR2 Adipogenez indiiklenmesi
miR-486-5p SIRT1 Adipogenez baskilanmasi
miR-22 HDAC6 Adipogenez baskilanmasi
miR-21 TGFBR2 Adipogenez indiiklenmesi
miR-30a/miR-30d Runx2 Adipogenez indliklenmesi
o . PIK3CA .
Adipojenik Rno-miR-31 Bilinmiyor
C/EBPa
farklilagma
. RASSF1 o
Rno-miR-326 Bilinmiyor
AAK1
miR-138 EID-1 Adipogenez baskilanmasi
miR-27b PPARy Adipogenez baskilanmasi
miR-27a/b PHB Adipogenez baskilanmasi
miR-363 E2F3 Adipogenez baskilanmasi

MikroRNA'lar, kok hiicrelerin farklilasmasinda biiyiik bir rol oynamaktadir.
Yapilan calismalar mikroRNA'larin bilinen sinyal yolaklar1 ile farklilasmay1
engelledigini veya arttirdigin1  gostermistir.  Adipoz kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerin osteojenik ve adipojenik farklilagmasini veya ikisi arasindaki dengeyi

saglamada gorev aldig1 bilinen miRNA’lar asagida detayl bir sekilde agiklanmistir.
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e hsa-miR-26a

miR-26a, adipoz mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagmasi sirasinda,
BMP sinyal yolagini diizenleyen Smadl transkripsiyon faktorind inhibe etmektedir
(Sekil 1.14). Aynm1 zamanda alkalin fosfataz, osteokalsin, osteopontin ve tip 1
kollajeni gibi osteoblastik belirtecleri de inhibe etmektedir (Luzi ve ark., 2008).

+ —
Disterix BTF] e STAEZ
3 l ¢
J > »> > |
MEKH -[ :-;tie:-lf:_vr__:_': Pre- ostecblast Fariilagmeg osteoblast
Homs? ogen o
STAB2 E-Katenin

Sekil 1.14. miR-26a'nin osteojenik farklilasmaya etkisi (Huang W ve ark., 2013'ten degistirilerek
almmustir).

e hsa-miR-106a

Mezenkimal kok hicreler birden ¢ok soy hattina doniisebilme yetenegine
sahiptir. Bu farklilagmada hangi soyu sececegi bir¢ok sinyal yolagi tarafindan
belirlenmektedir. Adipojenik ve osteojenik farklilagsma, Runx2 ve PPARY ile birlikte
miRNA’lardan da etkilenmektedir. miR-106a osteojenik —adipojenik dengede gbrev
almaktadir (Sekil 1.15). Osteogenezde ekspresyonu azalirken adipojenik

farklilagmada ekspresyonu artmaktadir (Kang ve Hata, 2015).

28



Adipogenez Osteogenez

miR-21
miR-22

Adipogenez Ostecgenez

miR-204
miR-211
miR-17-5p
miR-106a
miR-30e
miR-837

0

Sekil 1.15. miRNA’lar mezenkimal kok hiicrelerin kaderini belirlemektedir (Kang ve Hata, 2015’ten
degistirilerek alinmistir).

Li ve arkadaslar1 (2013), yaptiklar1 ¢alismada yag dokusundan izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilagma siirecinde 740
miRNA’y1 RT-PCR ile incelemislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda su sonuglar

ortaya ¢ikmistir:

e MiR-106a’n1n osteojenik nesile farklilagsmada ekspresyon seviyesinin azaldigi
fakat adipojenik farklilasmada ise arttig1 gdzlenmistir.

emiR-106a’nin hedef geninin BMP2 oldugu belirtilmistir (Sekill.16). miR-
106a, BMP2’nin 3’UTR bdélgesinden baglandiginda mRNA seviyesi degismezken

protein seviyesinde azalma kaydedilmistir. Bu da miRNA’nin translasyondan sonra

etki ettigini gostermistir.
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Osteoblast Adiposit

Sekil 1.16. miR-106a'nin osteojenik farklilasmaya etkisi (Li ve ark., 2013'ten alinmistir).

e hsa-miR-22

Huang S ve arkadaslar1 (2012), yaptiklart ¢alismada, miR-22'nin adipojenik ve
osteojenik farklilasma arasindaki dengede rol oynadigini gostermistir. Bu dengede
adipogenez baskilanmakta, osteogenez ise uyarilmaktadir (Sekil 1.15). Yapilan
calismada yag damlaciklarmin birikimi azalmis, adipojenik transkripsiyon faktorleri
ve ilgili gen ifadesinde azalma gozlenmistir. Bunun aksine miR-22 osteojenik
farklilasmay1 pozitif yonde etkilemistir. Alkalin fosfataz aktivitesi, osteojenik
transkripsiyon faktorleri ve matriks mineralizasyonunu artmistir. miR-22nin adipoz
kokenli mezenkimal kok hucrelere transfeksiyonu, HDAC6 mRNA ekspresyonunu
degistirmemekle birlikte HDACG6 protein eskpresyonunu arttirmistir (Sekil 1.17). Bu
da miRNA’nin post-transkipsiyonel seviyede etki ettigini gostermektedir. HDAC
farklilasmaya, kromatin yapisin1 diizenleyerek ve TF’lerin aktivitesini azaltarak etki
etmektedir., HDAC’in inhibisyonu Runx2 aktivitesini uyararak osteoblast

olgunlagmasini arttirmaktadir.
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Bu caligmada ise HDAC6’nin adipojenik farklilasmada ifadesinin arttigi, fakat

osteojenik farklilasmada ifadesinin azaldig1 gosterilmistir.

Runaxd inhibe
ilgifi proteinler  Destekleyenier edenler

Transkripsiyon faktdr
partneriari

i
Disterix ATFA g 5TABE2

? l ¢
§ P > > |
& -
MKH -[ Dstec-fondra Pre- osteoblast Farkliagmy osteoblast

Hoxa? Progenitdr

STAEZ B-Katenin

Sekil 1.17. miR-22'nin osteojenik farklilasmaya etkisi(Huang W ve ark., 2013'ten alinmustir).

e hsa-miR-148b

Mezenkimal kok hicrelerin osteojenik farklilagsmasi; genomik degisim veya
translasyonun baskilanmasi1 gibi hiicredeki genetik materyalin modifikasyonunu
igerir ve uzun siire kok hiicre ve doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in arastirma
konusu olmustur (Bianco ve Robey, 2001; Elgin, 2003). /n vivo ortamdaki endojenik
genetik manipiilasyon tekniklerinin ilerlemesi, arastirmacilarin spesifik biiylime ve
transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonunu uyarmasina izin vermektedir. Bununla
birlikte yuksek dozda ekzojenik rekombinant faktorlerin de benzer sonuglar verdigi
gozlenmistir (Bonadio, 2000). Liao ve arkadaslar1 (2014), yaptiklari g¢alismada
endojen transfeksiyon ile insan adipoz kaynakli kdk hiicreleri hem BMP-2 hem de
miR-148b ile muamele ettiklerinde in vitro ortamda osteojenik belirteclerin
ekspresyon seviyelerinde artis oldugunu tespit etmislerdir (Liao ve ark., 2014;
Walmsley ve ark., 2016). miR148b ile yapilan transfeksiyon calismalar1 osteojenik
farklilagsmada rol oynadigini kanitlar niteliktedir.
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1.6. Calismanin Amaci

Hicresel tedaviler kapsaminda, kok hiicrelerin in vitro c¢ogaltilma ve
farklilastirma islemlerinin gergeklestirildigi ortamin oksijen diizeyine bagl olarak,
hiicre cogalma dinamiginde, elde edilen hiicresel {iriinlin oOzelliklerinde ve
transplantasyon sonrasi etkinlik diizeyi bakimindan farkli sonuglara ulagildig1 rapor
edilmektedir. Bu ¢alismada, insan yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin
hipoksik (~%2) ve normoksik (~%20) sartlar altinda ve osteojenik ortamda
osteoblastlara  farklilasma  diizeylerinin  karsilastirmali  olarak  incelenmesi
amaglanmistir. Calismada osteojenik farklilasma, gen/miRNA ifadesi diizeyinde
takip edilerek AMKH'lerin osteojenik nesile yonlenmesinde etkili olanlar arasindan
secilen miRNA’larin ifade profilleri kiiltiir ortamindaki oksijen miktarina bagh

olarak incelenmistir.

1.7. Calismanin Hipoteziyle ilgili Sorular

1. Diisiik oksijen kosullarinin osteojenik farklilagmaya ne yonde bir etkisi olmustur?

2. Diisiik oksijen ve normal ortam kosullari, osteojenik farklilasmada rol oynadigi

diisiiniilen miRNA’larin ekspresyon seviyesini nasil etkilemistir?

3. Secilen mMiIRNA’lar osteojenik farklilagsmanin hangi evresinde rol oynamaktadir?
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Gerecler

Bu tezde, dnceden etik kurul izni (01.03.2010, 08-129 AUTF) ile temin edilen
atik yag dokusundan izole edilip ¢ogaltilmis ve fazlasit dondurulmus bulunan
mezenkimal kok hiicreler kullanildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hicrelerin ekilip
cogaltildigr steril doku kiiltiir kaplar1 (Corning, ABD), besiyeri olarak DMEM F-12
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12; Lonza, ABD), besiyeri
katkis1 olarak L-glutamin (Sigma, ABD), penisilin-streptomisin (P/S; Sigma, ABD)
ve fotal sigir serumu (FBS) (Sigma, ABD), hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ise
tripsin/EDTA ¢0zeltisi (Sigma, ABD) kullanildi. Calismalarin tamami laminer akish
steril kabinde (K system IVF Workstation L226) yapildi ve hiicre kiiltiirleri 37°C, %5
CO,, %95 nem ortamimi saglayan karbondioksitli inklibatorde (Heracell 150i®,
ABD) gergeklestirildi. insan yag dokusundan izole edilen mezenkimal kék hicrelerin
osteojenik farklilasmasinda besiyeri olarak DMEM LG (Lonza, ABD), besiyeri
katkis1 olarak L-askorbik asit (Sigma, ABD), B-gliserofosfat (Sigma, ABD) ve
deksametazon (Sigma, ABD) kullanildi. Diisiik oksijen seviyesinde gergeklestirilen
hicre kultlrd ¢calismalarinda, oksijen seviyesi %2’ye kalibre edilmis karbondioksitli
inkiibator (Heracell 240®, ABD) kullanildi. Insan yag dokusundan izole edilen
mezenkimal kok hucrelerin  morfolojik yapilarimin  goriintiilenmesi  inversiyon

mikroskobu (Zeiss, Almanya) ile gergeklestirilmistir.

In vitro c¢alismalarda belirlenen zaman noktalarinda alkalen fosfataz
aktivitesinin 6lciiminde QuantiChrom Alkaline Phosphatase Assay Kit (DALP-250,
Belcika), kalsiyum igeriginin belirlenmesinde Quantichrom Calcium Assay Kit
(DICA-500, Belgika) kullanildi. Dalga boyuna goére yapilan spektrofotometrik
Olcimlerde SpectraMax M5 model (Molecular Devices, ABD) mikroplaka okuyucu
kullanildi.
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Histolojik caligmalar igin 8-hazneli slaytlar (Sigma, ABD) ile hematoksilin-
eosin (H&E) (Sigma, ABD), von Kossa ve Alizarin kirmizisi (AR-S) (Sigma, ABD)
boyalar1  kullamldi. Immiinohistokimya ¢alismalar1 igin  poliklonal-antikor-
osteokalsin ve poliklonal-antikor-kemik sialo proteini (Enzo Biochem, ABD)

kullanildi. Huicreler 11k mikroskobu ile gorintilendi (Leica, ABD).

Agaroz jel elektroforezinde Biorad marka jel tanki ve gii¢ kaynagi kullanilda.
Mikro RNA calismalarinda alman hiicrelerin RNA igeriginin korunmasinda
RNAlater® (Ambion, ABD) c¢ozeltisi kullanildi. Hiicrelerden RNA izolasyonu icin
High Pure RNA izolasyon kiti (Roche, ABD), cDNA izolasyonu ve es zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu, i¢cin miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR
(Exigon, ABD) kullanildi. Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, LightCycler®480
Real-Time PCR Sistemi (Roche, ABD) ile gergeklestirildi.

2.2. insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Onceki c¢alismalardan izole edilip, gogaltilip dondurulan(%10 DMSO ve
serum) insan mezenkimal kok hiicreleri standart yontemlerle ¢Oziiliip kiiltiire alindi.
Dondurulmus hiicreleri igeren kriyo tiipleri dnceden 37°C’ye kadar 1sitilmis su dolu
beherin i¢ine konuldu ve hiicre siispansiyonunun ¢oziinmesi saglandi. Hiicre
stispansiyonu almarak icerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik tiiplere aktarilarak
santrifiij edildi (1500 rpm’de 5 dk). Santrifiij sonrasi silipernatant uzaklagtirild.
Yikama isleminden sonra hiicreler %10 FBS ile penisilin-streptomisin iceren DMEM
F-12 besiyeri icerisinde yeniden slispanse edilerek 37°C, %5 CO,, %90 nem iceren
ortam sartlarinda inkiibe edildi. Ug giinliik hiicre kiiltiiriiniin ardindan substrata
(ylizeye) yapismayan hiicreler uzaklastirildi. Takip eden giinlerde besiyeri haftada (¢
kere degistirildi. Kultlr( devam eden insan adipoz mezenkimal kok hicreleri, %80
bolluga ulastiginda tripsin islemine alindi. Bu islemde, kiiltiir kaplarindaki vasat
uzaklastirildiktan sonra, tripsinin serum tarafindan inhibisyonunu engellemek icin

kiiltir kabt 5 mL steril PBS ile yikandi. Kiiltiir kaplaria (T75 flask) 3 mL %0,05
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Tripsin-0,53 mM EDTA, 12 mL tripsin inhibitort eklenerek 5-10 dakika inkubatorde
bekletildi.

Hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyinden kalkmas1 saglandi. Hiicre siispansiyonu
kiltir kabindan alinarak igerisinde 1 mL serum bulunan tiipe aktarildi ve tripsin
inhibe edildi. Hiicre suspansiyonu 1500 rpm’de 5-7 dakika sire ile santrif(j edildi.
Santrifij sonunda siUpernatan uzaklastirildi. Pellet ilizerine besiyeri (tam vasat)
eklenerek pipetleme yapilarak homojen bir hiicre stspansiyonu elde edildi. Hcre
kiiltiir kabina yiizeyi 1slatmak amaciyla 7 mL tam vasat konuldu. Uzerine 1 mL hiicre
sispansiyonu konularak kiiltiiri yapildi. Kontrol grubu olarak insan adipoz kok
hicreleri 37°C, %5 CO;, %90 nem saglayan inkiibatorde %75-80 bolluga
ulasilincaya kadar kiiltiire edildi. Kiiltiiri yapilan insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri i¢in akim sitometri ve soy
analizi yapildi. Diisiik oksijen seviyesinde (hipoksi) kiiltiirtin surdlrilmesi igin
oksijen seviyesi ayarlanan CO, inkiibatérii kullanildi. Inkiibatériin oksijen seviyesi %
2 seviyesine azot gazi ilave edilerek diistirtildii. Hipoksik ortamda kiiltiirii yapilan
hicrelerin karakterizasyon analizleri normoksik ortam ile karsilastirilarak yapildi.

Yapilan galismalar Cizelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1. Hipoksik ve normoksik kosullar altinda yapilan analizler

% 20 oksijen kosullar: % 2 oksijen kosullar
Karakterizasyon ¢alismalar: Karakterizasyon ¢alismalar:
CFU analizi CFU analizi
Akim sitometri analizi Akim sitometri analizi
Kemik hiicresine farkhlastirma Kemik hiicresine farklhilastirma
Immiino/histokimya ¢alismalari Immiino/histokimya ¢alismalari
Ca* tayini Ca* tayini
ALP tayini ALP tayini
miRNA analizi miRNA analizi
RNA izolasyonu RNA izolasyonu
cDNA sentezi ve RT-PCR cDNA sentezi ve RT-PCR
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2.2.1. insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon analizleri
Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’nin MKH’leri tanimlamak ig¢in

belirledigi U¢ temel 6zellige gore yapildi (Dominici ve ark., 2006).

2.2.1.1 Farkhlastirma Cahsmalari

Yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin uygun farklilastirma
ortamlarinda kemik, yag ve kikirdak hiicresine farklilasabildigini gostermek
amaciyla tohumlanan kok hicrelerin istenilen hiicre yogunluguna gelmeleri saglandi.
1 giin sonrasinda ise osteojenik farklilagmasi i¢in besiyeri olarak diisiik glikoz igeren
DMEM, besiyeri katkis1 olarak 50 pg/mL askorbik asit; 10 mM B-gliserofosfat; 107
M deksametazon kullanildi. Adipojenik farklilasma icin besiyeri olarak Yyiksek
glikoz iceren DMEM, besiyeri katkisi olarak 0,45 mM IBMX; 107 mM
deksametazon; 0,1 U/mL insiilin kullanildi. Kondrojenik farklilasma i¢in besiyeri
olarak yuksek glikoz iceren DMEM, besiyeri katkisi olarak %]1'lik ITS ¢ozeltisi (5
pg/mL insulin, 5 pg/mL transferrin, 5 pg/mL selendz asit); 50 pg/mL askorbik asit;
10" mM deksametazon; 10 ng/mL TGF-Bs; 50 ng/mL BMP8; %1 esansiyel olmayan

a.a kullanld.

2.2.1.2 CFU analizi

Mezenkimal kok hucrelerin  bir diger 6zelligi olan koloni olusturma
potansiyellerini incelemek amaciyla CFU analizi yapildi. %70-80 bolluga ulasan
hiicreler tripsine edildi. Tripsinizasyon asamasindan sonra toplanan hiicreler 6'lik

kiiltiir kuyucuklarina 100/ 1000/ 10000 adet olacak sekilde ekildi.

Hucreler iki takim olmak Gzere hem hipoksik hem de normoksik ortamda 14

giin boyunca kiiltiirii yapilarak %0,5’lik kristal viyole ile 10 dk. boyandi.
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2.2.1.3. AKkim sitometri analizi

Hucrelerin immunofenotiplendirilmesi icin akan hucre Olger teknigi kullanildi.
Farkli oksijen seviyesinde, Pasaj 8’de bulunan hicreler 7. ve 28. giinde tripsine
edilerek kaldirildi. Hiicrelerin kaldirilmasindan sonra hiicre sayimi/hiicre canlilif
degerlendirmesini takiben 2 saat icerisinde farkli floresan isaretleyicilere bagh
CD29, CD73, CD133, HLA-DR, CD90, CD105, CD34, lin ve CD31 yiizey
antikorlar1 ile 15 dk inkiibe edildi (Cizelge 2.2). Inkiibasyon sonrast tiiplere 1.500 ul
FCS-PBS eklenerek santrifiijde yikama yapildi. Yikanan orneklerin supernatanlari
pipetleme ile uzaklastirildi. Pelletlerin tizerine 500 pl FCS-PBS ilave edilerek
ornekler okuma yapmak iizere cihaza yerlestirildi. Ug lazerli 10 renk dedektorl
bulunan Becman Coulter Navios FCM cihazinda her 6rnekten 10,000 veri toplanarak
(onceden belirlenmis sabit ayarlarda) kaydedildi. Veriler Kaluza yazilimi

kullanilarak analiz edildi.

Cizelge 2.2. Akim sitometride kullanilan antikorlar

ANTIKOR
FITC PE APC
RENGI
Antikorlar CD29 CD73 |HLA-DR | CD90 CD105 CD34 LIN CD31
Antikorlar CD29 CD133 |HLA-DR| CD90 CD105 CD34 LIN

2.3. Insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik Hiicrelerine

Farkhilastirilmasi

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hem normoksik hem de
hipoksik ortamda kiiltiiri gergeklestirildi. Hucreler bolluk noktasina gelene
(konfluent) kadar %10 FBS ile penisilin-streptomisin iceren DMEM F-12
besiyerinde bekletildi. 6.gunde konfluent olan hicrelerden kemik hicreleri
olusturmak i¢in besiyeri, %10 FCS, 100 pL/ml penisilin-streptomisin, 50 mg/ml
askorbik asit, 10 mM pB-gliserofosfat, 10® M deksametazon, %1 esansiyel-olmayan
amino asit stok ¢ozeltisi iceren DMEM- LG besiyeri ile degistirildi.
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Bu besiyerlerinden 7.,14., 21. ve 28. giinlerde hiicre 6rnekleri alindi. Alinan
hiicre érnekleri Ca*?, ALP ve mikroRNA analizleri i¢in kullamldi. Belirli zaman
araliklarinda (7., 14., 21., 28. ginlerde) osteojenik farklilasmanin invert mikroskop
goruntdleri alindi. Osteojenik farklilasma histokimyasal (Alizarin kirmizis1 ve Von

Kossa) ve immiinohistokimyasal (OCN, BSP) boyamalar yapilarak incelendi.

2.3.1. Histokimya Calismalari

In vitro deneylerde kullanilan o6rnekler belirli zaman noktalarinda histoloji
analizleri icin %2,5'luk gluteraldehit c¢ozeltisi ile tespit edildi. Hicreler Alizarin

kirmizis1 S (AR-S) ve von Kossa ile boyanip 151k mikroskobunda incelendi.

2.3.1.1. Von Kossa boyamasi

Von Kossa boyamasi hiicrelerin hiicre dig1 matrislerinde biriken kalsiyumun

belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.

Von Kossa boyamasi i¢in drnekler, 8 hazneli kiiltiir kaplarinda ¢ogaltildi.

1. Cogalan hiicrelerin tizerine %5’lik AgNO3 konuldu ve 20 dk. karanlik ortamda
muamele edildi.

2. Glimiis nitrat dokiildiikten sonra hiicreler saf su ile dikkatlice yikandi.

3. Bir sonraki agsamada hiicreler 5g Na,COg3: 75 mL saf su: 25 mL formalin ¢ozeltisi
ile 2dk. muamele edildi ve saf su ile dikkatlice yikandi.

4. Hucreler, 2 dk 5 g sodyumtiyosiilfat ile fiksasyon yapildi.

5. Fiksasyon asamasindan sonra hiicreler saf su ile dikkatlice yikandi.

6. 2-3 dk hemotoksilin ile muamele edildi.

7. Isik mikroskobu altinda goriintiilendi ve fotograflart ¢ekildi.
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2.3.1.2. Alizarin kirmizis1 (AR-S) boyamasi

Alizarin kirmizi boyamasi igin hiicreler, 8 hazneli kiiltiir kaplarinda ¢ogaltildi.

Alizarin kirmizi boyasi, 2 g AR-S/100 mL distile su ile hazirlandi.

1. Ornekler %70-80'lik alkolde 1slatild.

2. Alkol agamasindan sonra drnekler saf su ile yikandi.

3. Hazirlanan Alizarin kirmiz1 boyasi orneklerin {izerini kaplayacak sekilde konuldu
ve 5 dk. bekletildi.

4. Siire sonunda alkolle yeniden yikama yapildi.

2.3.2. Immiinohistokimya Cahsmalari

In vitro deneylerde 8 hazneli kiiltiir kaplarinda gogaltilan hiicreler, 7 glnlik
periyotlarla % 2,5'luk gluteraldehit icerisinde tespit edildi. Immiinohistokimyasal

boyama icin izlenen protokol asagida verilmistir.

1. Ornekler saf su ile yikand.

2. 10 dk. "hidrojen peroksidaz blok™ ile muamele edildi.

3. Saf su ile dikkatlice yikandh.

4. 5 dk boyunca "ultra V blok" ile inkube edildi.

5. %1'lik FBS iceren PBS ile 1:100 oraninda seyreltilmis ¢ozelti ile hazirlanmig
primer antikorla oda sicakliginda 3 saat inkiibe edildi.

6. Saf su ile dikkatlice yikandi.

7. Biotin isaretli "Poliklonal sekonder antikor" ile 10 dk. inkiibe edildi.

8. Saf su ile dikkatlice yikandh.

9. "Streptavidin peroksidaz" ile 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

10. Saf su ile dikkatlice yikandi.

11. 5-20 dk. boyunca "AEC Kromojen-AEC substrat" karisimi ile inkiibe edildi.
12. Saf su ile dikkatlice yikandi.

13. Mikroskop goriintiileri alindi.
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2.3.3. Kalsiyum Tayini

Belirlenen zaman noktalarinda (7., 14., 21., 28. gunlerde) besiyerlerinden
alman Srneklerin Kalsiyum katyonu (Ca*®) miktar;, QuantiChrom™ Calcium Assay
Kiti (DICA-500, Belgika) kullanilarak 612 nm dalga boyunda yapilan
spektrofotometrik dlcumlerle belirlendi. Test fenol-stlfon ftalein’in serbest kalsiyum
ile mavi renkli kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Renk yogunlugu
dogrudan oOrneklerdeki kalsiyum konsantrasyonu ile orantilidir. Spektrofotometrik
Olcimlerde SpectraMax M5 model (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
mikro-plaka dlger kullanildi.

2.3.4. Alkalen fosfataz aktivitesi

ALP aktivitesi hiicre kultir sistemlerinde osteoblastlar icin erken tani araci
olarak kullanilmaktadir. Kultlrden toplanan besiyerinde alkalen fosfataz aktivitesi
QuantiChrom Alkaline Phosphatase Assay Kit (DALP-250, Belgika) kullanilarak
Olciildii. Test, Sekil 2.2'de verilen p-nitro fenil fosfatin ALP ile hidrolizlenme
reaksiyonundan olusan sar1 rengin 405 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik
Olcimlerle belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Spektrofotometrik 6lgtimlerde
SpectraMax M5 model (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) mikro-plaka 6lger
kullanild.

SN ~’ NP
| o
N oae |
D e— J—0) T
pH=103 o
o=i':——-o. O o
O yellow,

p-Nitrofenil fosfat —— > p-Nitrofenol + fosfat
ALP

Sekil 2.2. p-Nitrofenil fosfatin ALP ile hidrolizlenme reaksiyonu
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2.4. Mikro RNA analizi

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hicrelerin miRNA analizi icin
belirlenen zaman dilimlerinde (7., 14., 21., 28. glnlerde) hucreler tripsinlenerek
lizerine 100 pL RNAlater® cozeltisi eklendi ve pellet pipetleme ile dagitildi. Once
+4°C'deki buzdolabma konularak gece boyunca bekletildi; 16-18 saat sonrasinda

ornekler -80°C'ye ayarli derin dondurucuya kaldirildi.

2.4.1. RNA Izolasyonu

Hicrelerdeki RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti ile
gerceklestirildi. Asagidaki protokol izlendi.

¢ -80°C'deki dondurucudan alinan drnekler ¢oziildiikten sonra 10.000 rpm'de 5
dk santrifiije edildi. Santrifiij sonrasi supernatant kisim dokdildii.

¢ 200 pL PBS eklenerek hiicre peleti stuspanse edilerek DNA’nin ¢0zulmesi
saglandi.

¢ 400 pL lizis baglama tamponu eklendi ve 15 sn vortekslendi.

e Ornekler, high pure filtreli tiiplere aktarildi. Filtreli tiip iki kisimdan
olusmaktadir. Ornekler filtreli tiipiin iist kismina pipetlendi. Alt kisimda ise toplama
tUpd bulunmaktadir.

¢8000xg'de 15 sn santrifuje edildi. Santrifiij asamasindan sonra filtreli tiip
toplama tlpuln icerisinden ¢ikartildi. Toplama tiipiinde biriken siipernatant dokiildii.
Filtreli tlip tekrardan toplama tiipiiniin icerisine yerlestirildi.

e Her 6rnek icin 90 uL DNaz I inkibasyon tamponu ve 10 pL DNaz | eklendi.
15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon asamasindan sonra 500 pL yikama tamponu I filtreli tiipe
aktarildi. 8000xg'de 15 sn santrifuje edildi. Santrifiij sonrasi altta toplanan

stipernatant dokiildii. RN A'lar filtreli kisimda toplanda.
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500 uL yikama tamponu II eklendi ve 8000xg'de 15 sn santrifiije edildi.
Toplama tuptndeki stipernatant dokald.

¢200 pL yikama tamponu eklendi ve yiiksek devirde 2 dk santrifiije edildi.

e Toplama tiipii ¢ikartildi ve filtreli tiip temiz 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tlipiine
alind.

e Uzerine 50-100 pL elusyon tamponu eklendi ve 8000xg'de santrifiij edildi.
Alt tarafta kalan mikrosantrifiij tiiplinde RNA toplandi.
Elde edilen RNA'larin miktar ve saflik oranlarimi analiz etmek i¢in Nanodrop

(Thermo Sci, ABD) ile 6l¢iim yapildi.

2.4.2. RNA miktar ve safliginin belirlenmesi

RNA’nin miktar1 ve safligi spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) ile 6l¢tld.
A260/A280 oraninin  1,8-2,2 araliginda olmast RNA’min  saf oldugunu
gostermektedir.

2.4.3. Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen RNA’larin biitiinliigii ve kalitesi, yogunlugu %2 'lik olan agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi.

Hazirlanan jel i¢in 2 gr agaroz tartilarak 1 X TBE i¢inde ¢oziildi. Etidyum
bromiirden 5 pL konularak iyice karigtirildi. 1 pl 6rnek ve 5 pL yiikleme boyasi
eklenerek 70V’da 2 saat yurataldi.
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2.4.4. cDNA sentezi

cDNA izolasyonu ve es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, i¢in miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR (Exigon, ABD) kullanildi. RNA 6rnekleri 5
ng/uL olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile 1:80 oraninda seyreltildi. Reaksiyon

kosullar1 Cizelge 2.3’te gdsterilmistir.

Cizelge 2.3. Ters transkripsiyon reaksiyonu bilesenlerinin hazirlanmasi

Bilesen Miktar
5X reaksiyon tamponu 2 uL
Ornek 7uL
Enzim mix 1L
Total RNA 10 UL

Reaksiyon ¢oOzeltisi yavasca pipetlendi. 42 °C'de 60 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra ters transksipyonlarin inaktiflesmesi i¢in 95°C'de 5 dk 1sitildi.
Sogutulmas1 4°C'de gerceklestirildi. Yapilan bu islemler BioRad Thermal Cycler
T100'de gerceklestirildi. Cihazdan alinan 6rnek tiipleri daha sonra QRT-PCR
reaksiyonunda kullanilmak tzere -20 °C’deki dondurucuya kaldirildi.

2.4.5. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA ornekleri 1:80 oraninda seyreltildi (5 pL o6rnege 395 upL niikleaz
icermeyen su eklenir). Primer master mix c¢alisma ¢ozeltisinin hacimleri (Cizelge

2.5) Ornek sayisina gore degismektedir.

Cizelge 2.4. Kullanilan primer/problarin listesi

primer/ problar Referans Genler
Hsa-miR-106-5p U6
Hsa-miR-26a-5p SNORD38B
Hsa-miR-148b-3p

Hsa-miR-22-5p
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Cizelge 2.5. primer master mix galigma ¢Ozeltisinin hazirlanmasi

Bilesen Miktar

PCR master mix 5puL

PCR primer mix 1L

Dilue edilmis RNA 6rnekleri 4 uL
Total hacim 10 uL

Karigim hazirlandiktan sonra 6 pL kullanilan problardan ve 4 pL 6rneklerden
alarak 96-kuyulu reaksiyon kabinin her bir kuyusuna toplamda 10 pL olacak
sekilde eklendi. Optik yapiskan film ile plakanin {stii kapatildi. Plaka,
LightCycler®480 Real-Time PCR System (Roche, ABD) cihazina yerlestirildi.
Reaksiyon kosullari ¢izelge 2.6°da gosterilmektedir.

Cizelge 2.6. Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun déngi kosullar

Polimeraz aktivasyonu/Denatiirasyonu 95°C 10 dk

45 amplifikasyon dongdisi

Amplifikasyon 95°C 10sn
60 °C 1 dk
Erime egrisi Hayir

Deney protokoliiniin sonlanmasinin ardindan sonuglar, cihazin yaziliminda bulunan

programlar dogrultusunda analiz edildi.

2.4.6. istatistiksel Analiz

Tim deneysel caligmalar ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve ortalama=standart
sapma seklinde verildi. Orneklerin anlamlilik diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla

“t testi” kullanildi. Minimum giiven diizeyleri %95 (p<0,05) olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Onceden (01.03.2010, 08-129 AUTF) etik kurul izni ile temin edilen atik yag
dokusundan izole edilip ¢ogaltilmis ve fazlasi dondurulmus hiicrelerin, mezenkimal
hiicre olma kriterlerini sagladiginin belirlenmesi igin soy analizi ve akim sitometri

teknigi kullanildi.

Ik olarak hicrelerin kiiltiir kosullarindaki hiicresel morfolojisi invert
mikroskobu ile incelendi. Tim hicrelerin iginde bulydtildikleri kabin tabanina
yapigarak fibroblastoid hiicre morfolojisi gosterip, 7-10 gln icerisinde ¢ogaldiklar
gozlemlendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. P8 'de insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hicrelerin goruntlsi (Boyut gubulari =
100um)

Ayni hiicreler ile gergeklestirilen akim sitometri analizi sonrasinda, hiicrelerin
adipoz kaynakli kok hiicre olma kriterlerinde belirtilen ylzey molekil
belirteclerinden CD29, CD73, CD105, CD90 ve CD133’l pozitif olarak eksprese
ettigi; CD31, CD34, Lin ve HLADR eksprese edilmedigi goriildi (Cizelge 3.1, Sekil
3.2).
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Cizelge 3.1. insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri sonuglar

ANTIJEN % POZITIFLIK YORUM
CD29 98,19 POZITIF
CD73 99,82 POZITIF
CD133 99,25 POZITIF
CD90 98,99 POZITIF
CD105 99,74 POZITIF
CD34 0,62 NEGATIF
LIN 1.47 NEGATIF
CD31 1.98 NEGATIF
HLA-DR 0.03 NEGATIF
7d P8 7dP8 7d P8
[Ungated] [Ungated] ) [Ungated]
e - : ave [ |aves : 0.735]
o] I
[ E )
= o 1074
z 8
4004 w
mn".ﬁ-- A
2004 ) ' S
TAV-- 2 0.02% ] AV : 0.00%
P 1A 0 e w e 0 e 1w
e COLINATSO COLIMNATSO
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 10,936 100,00 100,00 All 10,936 100.00 100.00
A-- 0 000 000 AV-- 2 0.02 0.02
A-+ 10,738 98.19 98,19 AV-+ 10,854 99,25 99.25
M- 0 0.00  0.00 FALTS 0 000 0.00
A+ 198 1.81 1.81 AV+s 80 0.73 0.73
7d P8 7d P8 7d P8 7d P8
[Ungated] [Ungated] [Ungated] [Ungated]
W] AW : 0.62% | LTI aUs+] b 5% [ ee :
10.00% | ‘ ’ 7 0.05%
107 107
g ; :
107 3 i & E 10’
g .Aw.-. _‘99_33:, 8 g
108 : 1AL Alls- .
AW-- T —
0.03% | TAY- - 0.00% Ao
— T e i ) ey vy ] 0.00% LA X
- w0 W0 0 0 o 1 wr - A p P o v "
- ':'3'2"*"'“: - c;—'::'w HLA DRECD COLINATSO
All 10,936 100.00 100.00 Al 10,936 100.00 100.00 ? .olmﬁﬂ 100,00 r“m.%&%ﬁ 100,00
A= 3 003 003 A== 3 005 0.05 AY-- o 000 000 AN 77 030 030
FA 0 000 0.0 AL+ 10,924 9989 9989 A-e 10,931 99995 99.95 A¥-s 10,879 99,48 99.48
AWs- 10,865 9935 99.35 Al 0 0.00 0.00 A+ 0 000 000  pxe 0 000 000
AWes 68 062 062 Alles 7 o00e  0.06 A es 3 0005 0.0% A e I3 032 032

Sekil 3.2. insan yag doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin akim sitometri analiz sonuglari



Son olarak kiiltiirii yapilan hicreler in vitro kosullarda osteojenik, kondrojenik
ve adipojenik farklilagsma potansiyelleri bakimindan degerlendirildi. Hucrelerin, 7-
28 giinliik farklilasma ortaminda kiltiire edilmeleri sonrasinda etkin bir sekilde
osteojenik, kondrojenik ve adipojenik yonde farklilastigi invert mikroskobu ile

goruntilendi (Sekil 3.3).

Adipojenik
Farkhilasma

Osteojenik %2
Farklilasma 1

condroreriik e
ondrojenik g ..
Farklilasma k ‘“ "

' - 4 ":’3‘, . »’J
Vs & "}"*}'-’ ;ﬁﬁﬁ.‘?
Loalh il s .

Sekil 3.3. Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin farkli soy goriintiileri (Adipojenik

boyama: Oil-O kirmizisi, osteojenik boyama: Alizarin kirmizist; kondrojenik boyama: Safranin O)

Yapilan caligmalar dogrultusunda kiiltiirii yapilan insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hicrelerin Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan

belirlenmis kriterleri sagladigi gosterildi.
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3.2. Insan Yag Doku Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Normoksi ve
Hipoksi Ortaminda Yapilan Analizleri

Calismanin bu asamasinda belirli yogunluga ulasan (%70-80 bolluga)
mezenkimal kok hicreler, hem normoksi (%20 O,;) hem de hipoksi (%2 O,)

kosullarinda kiiltiire edildi. Her iki kosulda gerceklestirilen analizler Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Hipoksik ve normoksik kosullar altinda yapilan analizler

% 20 oksijen kosullart

% 2 oksijen kosullar

Karakterizasyon ¢alismalar:
e Invert mikroskop goriintiileri
e CFU analizi

e Akim sitometri analizi

Karakterizasyon ¢alismalar:
e Invert mikroskop goriintiileri
e CFU analizi

e Akim sitometri analizi

Kemik hiicresine farklhilastirma
e Invert mikroskop goriintiileri

e  Immuno/histokimya calismalar

Kemik hiicresine farklhilastirma
e Invert mikroskop goriintiileri

e  Immuno/histokimya calismalar

e RNA izolasyonu

e Catayini e Catayini
e  ALP tayini e  ALP tayini
mMiRNA analizi mMiRNA analizi

e RNA izolasyonu

e cDNA sentezi ve RT-PCR e cDNA sentezi ve RT-PCR

3.2.1. insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkh Oksijen

Kosullarinda Karakterizasyon Calismasi

3.2.1.1. invert mikroskobu bulgular

Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin diisiik oksijen seviyesinde
(%2 O,) karakteristik 6zelliklerini koruyup koruyamadigini anlamak igin ilk olarak

morfolojik 6zellikleri invert mikroskobu ile incelendi.

28 giin boyunca kultiire edilen hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojilerini hem

normoksi hem de hipoksi ortamda korudugu gézlemlendi (Sekil 3.4).

48



Giin % 20 O, %20,
79

149

21g

289

Sekil 3.4. Adipoz kdkenli mezenkimal kok hicrelerin normoksi ve hipoksi ortamda invert mikroskop
goriintileri (Boyut gubuklari = 100um)



3.2.1.2. CFU bulgulan

Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin diisiik oksijen
seviyesindeki koloni olusturma ozellikleri CFU analizi ile incelendi. Yapilan
caligmada farkli oksijen seviyelerinde bulunan adipoz mezenkimal kok hiicrelerin

koloni olusturma potansiyelleri bakimindan bir fark goriilmedi (Sekil 3.5).

%20

Sekil 3.5. %20 ve %2 oksijen kosullarinda CFU boyamasi (CFU boyamasi: Kristal viyole)

Farkli oksijen seviyesindeki hiicrelerin koloni sayim sonuglari (hiicre/cm?) 8lcuildu:

Oksijen 7.gun 14.gUn 21.gUn 28.gun
Seviyesi Koloni Sayis1  Koloni Sayis1  Koloni Sayis1  Koloni Sayisi
% 20 O, 325 850 1055 1370

% 2 O; 450 900 1065 1400
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3.2.1.3. Akim sitometri bulgulari

Yag dokudan izole edilen ve farkli oksijen seviyelerinde (%2 O, -%20 O,)
kilture edilen mezenkimal kok hicrelerin yiuzey molekil belirtecleri akim sitometri
ile olcildi (Cizelge 3.3-3.4). hADMKH'ler yizey molekil belirteclerinden CD29,
CD73, CD105, CD90 ve CD133’l pozitif olarak eksprese ederken; CD31, CD34, Lin
ve HLADR ekspresyonu gorilmedi. Adipoz kodkenli mezenkimal kok hicrelerin
farkli oksijen seviyelerinde ayni yuzey belirteclerini benzer oranlarda eksprese ettigi
gozlemlendi (Cizelge 3.3, Sekil 3.6, Cizelge 3.4, Sekil 3.7).

Gizelge 3.3. Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 7.giinde hipoksi ve normoksi ortam
kosullarinda akim sitometri sonuglari

. % POZITIFLIK

ANTIJEN %200, | %20, YORUM
CD29 99,87 99,98 POZITIF
CD73 99,66 99,96 POZITIF
CD133 99,83 99,86 POZITIF
CD90 99,22 99,24 POZITIF
CD105 99,83 99,92 POZITIF
CD34 1,43 3,36 NEGATIF
LIN 0,31 0,27 NEGATIF
CD31 0,38 0,66 NEGATIF
HLA-DR 0,46 0,46 NEGATIF
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Sekil 3.6. Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 7.giinde hipoksik ve normoksik ortam

kosullarinda akim sitometri analiz sonuglari
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Sekil 3.6.Devam. insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 7.giinde hipoksik ve

normoksik ortam kosullarinda akim sitometri analiz sonuglari
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Cizelge 3.4. insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 28.gtinde hipoksi ve normoksi ortam
kosullarinda akim sitometri analizi sonuglari
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Sekil 3.7. Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 28.gtinde hipoksik ve normoksik ortam

kosullarinda akim sitometri analiz sonuglari
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Sekil 3.7. Devam. Insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hicrelerin 28.giinde hipoksik ve

normoksik ortam kosullarinda akim sitometri analiz sonuglar1
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3.2.2. insan Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kemik

Hucrelerine Farkhlastirilmasi

3.2.2.1. invert mikroskop bulgular

Kiltire edilen mezenkimal kok hicrelerin belirlenen zaman araliklarinda (7.,
14., 21., 28. glin) osteojenik indiiksiyon gruplarinin invert mikroskop gorintuleri
alindi. Invert mikroskop goriintiilerinde her iki ortamda da 21.ginden itibaren

kalsiyum fosfat kristallerinin olusmaya basladigi gézlenmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Adipoz kokenli mezenkimal kok hucrenin normoksi ve hipoksi ortamda osteojenik nesile
farklilagmis gruplarinin invert mikroskop goriintiileri (Boyut gubuklari = 100pum)

Giin %20 0, %20,
79
- -
| - -
| - -
| - -
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3.2.2.2. Histokimya bulgular:

3.2.2.2.1.Von Kossa boyamasi

Von Kossa boyamasi, asidik ortamda giimiis iyonlarinin fosfat ile reaksiyona
girdigi bir ¢okelme reaksiyonudur. Bu dogrultuda hicreler giimiis nitrat ¢ozeltisi ile
muamele edildi. Osteojenik farklilasmaya bagli olarak hiicreler tarafindan biriktirilen
kalsiyum fosfatin metalik gri renginde boyandigi 11k mikrokobu ile tespit edilmistir
(Sekil 3.8, Sekil 3.9). Her iki ortamda da pozitif boyanma goriilse de Sekil 3.10°da

gorildiigii tizere hipoksik ortamda daha az boyama gozlenmistir.

%20 K %20 Ol %20 Ol

Sekil 3.8. Normoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin

histokimya bulgular1 (von Kossa boyamast) (Boyut gubuklari:100-200 pm)
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Sekil 3.9. Hipoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin
histokimya bulgulari (von Kossa boyamasi) (Boyut ¢gubuklar1:100-200 um)
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7.giin

14.giin

Sekil 3.10. Hipoksik ve normoksik ortamda osteojenik nesile farklilagtirilan hiicrelerin karsilastirmali
histokimya bulgular1 (von Kossa boyamast) (Boyut gubuklari:100-200 pm)
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3.2.2.2.2. Alizarin kirmizis1 boyamasi

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmaya
bagh olarak ileri evrede ekstraselliiler matriks olusumu ve kalsiyumdan zengin
mineral depolarini belirlemek icin hiicreler alizarin kirmizisi ile boyandi. Farklilagan
hicrelerde Kkalsiyum birikimine bagli olarak hiicrelerin turuncu-kirmizi renkte
boyandig1 tespit edilmistir (Sekil 3.11, Sekil 3.12). Her iki ortamda da pozitif
boyanma goriilse de Sekil 3.13°de goriildiigii iizere hipoksik ortamda daha az

boyama gozlenmistir.

Sekil 3.11. Normoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin

histokimya bulgulari (Alizarin kirmizist boyamasi) (Boyut ¢ubuklari:100-200 um)
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%2 K %2 Ol %2 Ol

Sekil 3.12. Hipoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilagtirilan hiicrelerin
histokimya bulgulari (Alizarin kirmizist boyamasi) (Boyut ¢ubuklari:100-200 um)
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%20 Ol %2 Ol

Sekil 3.13. Hipoksik ve normoksik ortamda osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin kargilagtirmali
histokimya bulgulari (Alizarin kirmizist boyamasi) (Boyut ¢ubuklari:100-200 pm)

63



3.2.2.3. immiinohistokimya bulgular

Insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasinin
immunohistokimyasal analizi, 6nemli kemiklesme belirteclerinden osteokalsin (OC)
ve kemik sialo proteini (BSP) antikorlari ile gerceklestirildi. Kemik sialo protein ve
osteokalsin ge¢ evre belirteclerindendir. Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil
Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19°da gorildiigli gibi normoksik ortamda hipoksik

ortama kiyasla 21. ve 28.giinde etkin bir boyama gézlenmistir.

%20 Ol

Sekil 3.14. Normoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin

immunohistokimya bulgular1 (BSP boyamasi) (Boyut gubuklari:100-200 pm)
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15. Hipoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilagtirilan hiicrelerin

3.
immunohistokimya bulgular1 (BSP boyamast) (Boyut ¢ubuklart:100-
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200 pm)
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Sekil 3.16. Hipoksik ve normoksik ortamda osteojenik nesile farklilagtirilan hiicrelerin karsilagtirmali
immunohistokimya bulgulari (BSP boyamast) (Boyut ¢ubuklar1:100-200 pm)
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7.gun

14.g0n

21.gln

Sekil 3.17. Normoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin

immunohistokimya bulgular1 (OC boyamasi) (Boyut ¢gubuklar1:100-200 pm)
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Sekil 3.18. Hipoksik ortamda hem kontrol hem de osteojenik nesile farklilastirilan hiicrelerin
immunohistokimya bulgular1 (OC boyamasi) (Boyut ¢ubuklar1:100-200 pm)
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Sekil 3.19. Hipoksik ve normoksik ortamda osteojenik nesile farklilagtirilan hiicrelerin karsilastirmali
immunohistokimya bulgular1 (OC boyamasi) (Boyut ¢ubuklari:100-200 pm)
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3.2.2.4. Kalsiyum analizi bulgular:

Deney Kkiti igerisindeki kalsiyum standardi ve ¢alisma ¢6zeltileri kullanilarak
612 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik Sl¢iimlerle bir kalibrasyon egrisi
elde edildi. Yapilan ol¢iimlerden elde edilen kalsiyum degerleri Sekil 3.21°de

verilmigtir.
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%2 Ol
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7.glin 14.giin 21.gin 28.gin

Giin

Sekil 3.20. 7., 14., 21. ve 28. giin in vitro drneklerinin Ca®* degerleri (p<0,05)
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3.2.2.5. ALP aktivitesi bulgulari

Kiltiriin 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde alinan érneklerin 0. ve 4. dakikalarda
405 nm’de 6lgiimleri alindi (ODORNEKO ve ODORNEK4). Testte tartazin standarti

kullanild1 ve aktivite hesaplanmasinda asagida verilen hesaplamada kullanildi.

OD &rnek (t4)- OD érnek (t0) x Reaksiyon hacmi
ALP Aktivitesi = — x 35,3
0D kalibratér- OD su x Ornek hacmi x t4

Yapilan 6lgtimlerden elde edilen alkalen fosfataz analizi sonuclar: Sekil 3.21'de

verilmigtir.

35 I

k%

25 -

: 1

15 I m %20 Ol

U/L ALP Aktivitesi

%2 Ol
10

7.8in 14.glin 21.giin 28.giin
Giinler

Sekil 3.21. 7., 14., 21. ve 28.giin in vitro 6rneklerinin ALP aktiviteleri (p<0,05)
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3.2.3. miRNA Analizi

3.2.3.1. RNA Sentezi Bulgular

Hem hipoksik hem de normoksik ortamda osteojenik besiyerine kultlire edilen

orneklerin RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kitindeki protokole gore

gerceklestirilmis ve Nanodrop ile konsantrasyon ve safliklart analiz edilmistir

(Cizelge 3.6). Ayrica ornekler %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek RNA bitiinlikleri

incelenmistir (Sekil 3.22). miRNA calismalari i¢in 6rnekler calisilabilir kalitede ve

konsantrasyonda elde edilmistir.

Cizelge 3.6. RNA orneklerinin konsantrasyon ve saflik degerleri

Ornekler RNA miktar A260/A280
7.9l %20 Ol 146,5 ng/pl 2,08
14.giin %20 Ol 784.4 ng/ul 2,0
21.g0n %20 Ol 236,6 ng/ul 1,97

28.gUn%20 Ol 47,6 ng/ul 1,75
7.9n %2 Ol 569,2 ng/ul 2,07
14.giin %2 Ol 708,2 ng/ul 2,0
21.gn %2 Ol 236,2 ng/ul 2,05
28.90n %2 Ol 191,8 ng/pl 2,0

-

- —

RMNA 7.gun 14 gin 21 gin 28.gin

Ladder

Sekil 3.22. RNA Orneklerinin %2 ‘lik agaroz jel gériintiisii

%20 Ol %2 0l

285 RNA

185 RNA

7.gun 14 gin 21.gon 28.g0n
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3.2.3.2. RT-PCR Bulgulan

Insan adipoz kékenli mezenkimal kok hiicrelerin hem hipoksi hem de normoksi
ortamda kultlire edilen 6rneklerden RNA izolasyonundan sonra miRCURY LNA kit
kullanilarak c¢cDNA sentezi gergeklestirildi. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonunda 1:80 oraninda dilue edilen cDNA’lar kullanildi. Hipoksik kosullarda
normoksik kosullara gore ifadesi degisen miRNA’lar1 tanimlamak igin ¢l biyolojik
tekrarli ornekler calisildi. miRNA’larin ifade seviyesi 96 kuyulu plakada Roche
Light Cycler 480 platformunda profillendirilmistir.  Calismadaki PCR

reaksiyonlarindan bir 6rnek Sekil 3.23’de gosterilmistir.

Instrument:  LC480 / Not Connected Database: Traceable Database (Traceable)
Window: |21.Dﬁ.15 OYA 5.71-11 mir26a - User: System Admin
Annlyss|Abs Quant/2nd Derivative Max for mir26a j sﬁms .
o CR. Color Compensation: OF
] = |
| som BB s == &
il 2
)i N.26
28226
25226
_ 28|
g
;1&22&
Report HE | i = émm—
IAhs Quant results :] ! 122%8]
@ Positive [ MNegative  Ewzs
B Uncen‘aiu .7 Sfa‘ndur\l : = o
Il Samples ;l 1.226]
includ Color Pos Name |
v W A5 E
v W A5 =
v H M5 [ ] [
] |
v W A7
v B 7 e
¥ H ANNK
v W AZNK |
£ | A3
) E
Replicate Stafistics in. Efficiency =2
Sa.. Me.. ST.. Me.. ST. - §
A1 A2 2783 052 i
A4 A5 3150 612
A1 A
B1. B: 14 01 25t
Arply | Motes | Calculae
m———
A Waming 07/11/2016 15:15:06 The supplied password does not match user admin! 1821

Sekil 3.23. Calismadaki RT-PCR 6rnegi
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Uclii biyolojik tekrarl veriler yazilimda birlestirilerek analiz edilmistir. Analiz
dosyasinda her bir deneyden gelen CT degerleri goriilmektedir. Es zamanli PCR
yapilan tim miRNA degisim degerleri icin artis ve azalislar AACT analizi ile
belirlenmistir. Cizelge 3.7’de normoksik ortama gore hipoksik ortamda artan miRNA

ifadeleri gosterilmistir.

Cizelge 3.7. QRT-PCR sonuglari

Ornekler Gunler 2-AACT(hedef/k0ntrol)
7 3,759
14 10,912
miR106a
21 2,479
28 3,814
7 6,68
14 12,99
miR148b
21 2,84
28 1,453
7 0,081
14 409,5
miR26a
21 5,43
28 5,303
7 0,0101
14 11,99
miR22
21 1,815
28 0,403
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miR-106a’nin normoksi ortama kiyasla hipoksik ortamdaki glinlere gore bagil

ekspresyon duizeyleri verilmistir (Sekil 3.24).

miR106a

12 K F

10

%k %k

* %%

Kat Degigimi
(=]

o mml | mml| mm

7.glin 14.giin 21.gin

Glinler

28.gin

M %20 Ol
O %2 0l

Sekil 3.24. miR-106a’nin hipoksik ve normoksik ortamdaki glinlere gore degisen ekspresyon diizeyi

(***: p<0,05)

mMiR-148b’nin normoksi ortama kiyasla hipoksik ortamdaki giinlere gore bagil

ekspresyon diizeyleri verilmistir (Sekil 3.25).

... mMiR148b
16 |
14 T
_ 12
£ 10
JED 8 %k 3k %k
® 6
x
4
5 % *f_*
o | mam — T |
7.glin 14.giin 21.gin 28.gin
Giinler

M %20 Ol
O %2 0l

Sekil 3.25. miR-148b’nin hipoksik ve normoksik ortamdaki giinlere gore degisen ekspresyon diizeyi

(***: p<0,05)
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MiR-26’nin normoksi ortama kiyasla hipoksik ortamdaki giinlere gore

ekspresyon diizeyleri verilmistir (Sekil 3.26).

bagil

Kat Degigimi

450
400
350
300
250
200
150
100

miR26a
%k k%
|
%k 3k %k
$ok %
701 14.aiin 21.aUun 28 alin
£gu 4. gun Z21.gun Za.gun
Giinler

M %20 Ol
O %2 0l

Sekil 3.26. miR-26’nin hipoksik ve normoksik ortamdaki giinlere gore degisen ekspresyon diizeyi

(***: p<0,05)

MiR-22’nin normoksi ortama kiyasla hipoksik ortamdaki giinlere gore bagil

ekspresyon diizeyleri verilmistir (Sekil 3.27).

Kat Degigimi

14
12
10

o N OB O o

miR22

KKk

=

*

7.glin

mm:  mm

— N

R

14.giin

21.gin

Glinler

28.gin

M %20 Ol
O %2 0l

Sekil 3.27. miR-22’nin hipoksik ve normoksik ortamdaki giinlere gore degisen ekspresyon diizeyi

(***: p<0,05)

76



4. TARTISMA

Bu ¢alismada, insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin hipoksik
(~%2) ve normoksik (~%?20) sartlar altinda ve osteojenik ortamda osteoblastlara
farklilasma  diizeylerinin  karsilastirmali  olarak incelenmesi amaglanmistir.
Calismada, osteojenik farklilasma gen/miRNA ifadesi diizeyinde takip edilerek
AMKH!'lerin osteojenik nesile yonlenmesinde kiiltiir ortamindaki oksijen miktarina

bagli olarak ifadesi azalan ve artan miRNA'larin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismada oncellikle, 6nceki calismalardan izole edilip ¢ogaltilan insan yag
doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (01.03.2010, 08-129 AUTF) standart
yontemlerle ¢oziiliip kiiltiire alindi. Kaltlr devam eden mezenkimal kok hucreler
%80 bolluga ulastiginda tripsinize edildi. Tripsinizasyon asamasindan sonra kiiltiir
kaplarina tekrar ekilen hiicrelerin karakterizasyon analizi, Uluslararasi1 Hiicre Tedavi
Dernegi (ISCT)’nin MKH’leri tanimlamak i¢in bildirmis oldugu 3 o6zellige gore
yapildi (Dominici ve ark., 2006). Yapilan calisma sonucunda adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin literatiire uyumlu bir sekilde standart kiiltiir kosullarinda
plastik yiizeylere yapisma ve i8si yapida fenotipik Ozellik gosterdigi, in vitro
kosullarda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hiicrelere farklilagabildigi ve CD29,
CD73, CD133, CD90 ve CD105 yuzey antijenlerini yiksek seviyede ifade ederken
hematopoetik soya ait yizey antijenleri olan CD31, CD34, Lin ve HLADR

antijenlerini ifade etmedigi gosterilmistir.

Kaltiri devam eden adipoz mezenkimal kok hucreler belirli bir hucre
yogunluguna ulastiklar1 zaman kontrol grubunda ve osteojenik farklilasma grubunda
bulunan hicreler hem normoksik (%20 O;) hem de hipoksik (%2 O,) ortamda
kilttre edildi. Adipoz kdkenli mezenkimal kok hicrelerin kiltiire edildigi oksijen
seviyesi degigse de fibroblastik morfolojilerini, immunfenotiplerini degistirmedigi,
hem yapilan ¢alismayla hem de literatiirdeki diger ¢alismalarla desteklenmistir (Choi
ve ark., 2014a; Choi ve ark., 2014b; Feng ve ark., 2014; Fotia ve ark., 2015a; Kang
ve ark. 2014; Pham ve ark., 2016; Valorani ve ark., 2012).
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Mezenkimal kok hiicrelerin diger karakteristik 6zelligi olan koloni olusturma
Ozellikleri (CFU-F), literatirlere paralel olarak %2 O; oksijen kosullarinda
incelendiginde normoksik ortama kiyasla herhangi bir fark bulunmamistir. Bu da
hipoksi kosullarinda mezenkimal kok hiicrelerin “kokliiliik™ 6zelliklerini korudugunu
gostermektedir (Roemeling-van Rhijn M ve ark., 2013; Choi ve ark., 2015; Merceron
ve ark.,2009).Yapilan karakterizasyon c¢aligmalari sonucunda hipoksi ortamda
kiiltiire edilen insan yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin karakteristik

Ozelliklerinde herhangi bir degisme olmadig1 gézlemlendi.

Mezenkimal kOk hiicrelerin  osteojenik  farklilasmasi {i¢ asamadan
olusmaktadir. Bunlar; hiicre ¢ogalmasi, matriks olgunlasmasi ve matriks
mineralizasyonudur (Huang ve ark., 2007). In vitro kosullarda matriks olgunlasmas1
ve mineralizasyonu hiicrelerin yeterli sayiya ulasmalarindan sonra besiyerine
osteojenik bilyiime faktorlerini ilave ederek saglanmaktadir. Ilk asamada 1-4 giin
arasinda hiicre sayisinda artma goriiliir. Bu asamada birgok hiicre i¢i matriks
proteinleri (TGF-B, fibronektin vb.) tespit edilmektedir. Matriks olgunlasmasi
alkalen fosfataz ekspresyonu ile karakterize edilmektedir. ALP aktivitesi hiicrelerde
erken osteogenezde (5-14.gun) yiksek seviyede tespit edilir ve osteositler
olgunlasana kadar aktivitesi devam eder (Aubin, 2001; He ve ark., 2010; Thibaul ve
ark., 2010). Alkalen fosfatazin kalsiyum baglayarak, serbest fosfat iireterek ve
mineralizasyon inhibitorlerini  yikarak organik matriks mineralizasyonunu
kolaylastirdig1 distiniilmektedir. Alkalen fosfataz seviyesindeki artis 14.giinden
itibaren giderek diismeye baslar. Son asama olan matriks mineralizasyonunda
hicreler 14-28.gunde yiksek seviyede osteokalsin, kemik sialo protein ve
osteopontin gibi proteinleri ifade ederler ve mineralizasyon tamamlandiginda
hiicrede kalsiyum depolanmasi gerekli boyamalar ile goriiniir hale getirilir (Hoemann
ve ark., 2009; Huang ve ark., 2007; Birmingham ve ark., 2012). Literatlrdeki
calismalara paralel olarak yapilan tez ¢aligmasinda %20 ve %2 oksijen kosullarinda
ALP aktivitesi 14.glinde en yiiksek seviyesine ¢ikmis; diger giinler aktivitesi giderek
azalmistir. ALP’nin kalsiyum baglama ve kolaylastiric1 6zelliginden dolay1 kalsiyum

aktivitesi de ALP’ye paralel bir artis ve diisiis gdstermistir.
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Osteojenik nesile farklilasma alizarin kirmizisi ve von Kossa boyalart ile
histokimyasal olarak gortnir hale getirildi. Calisma sonucunda von Kossa boyamasi
ile kalsifiye ECM salgilanmasi siyah-gri nodiller olarak gorilmekte; kalsiyumdan
zengin mineral depolar1 ise Alizarin kirmizisi boyamasi ile kirmizi-turuncu
gorinmektedir. Osteojenik farklilasmada hiicreler, her iki oksijen kosullarinda da
pozitif boyanmistir. Fakat kalsiyum birikiminin hipokside daha az oldugu
gozlenmistir. Yapilan histokimya boyamalar1 diger literatiirler ile paralel sonuglar
gostermektedir (Choi ve ark., 2014b; Merceron ve ark., 2009; Malladi ve ark., 2006;
Valorani ve ark., 2012). Osteokalsin ve kemik sialo protein siki bir sekilde
hidroksiapatite baglanma o6zelliginden dolay:r genellikle osteojenik farklilagmada
belirteg¢ olarak kullanilmaktadir. Hem osteojenik hem de adipojenik farklilagsma
besiyerinin bileseni olan deksametazondan ve B-gliserofosfatin varligindan dolayz,
kilttire edilen hicrelerde osteokalsin ve kemik sialo protein ekspresyonunun arttig
gosterilmistir (K6llmer ve ark., 2013). immunohistokimyasal analiz ise osteokalsin
ve kemik sialo proteini antikor boyamasi yapilarak incelendi. Calismamizin
sonucunda osteokalsin ve kemik sialoprotein hiicrelerde her iki oksijen kosullarinda
da pozitif boyanmistir. Fakat ileri evre belirtegleri olan bu antikorlarin boyanmasi
hipoksik ortamda azalma gostermistir. Bu da bir¢ok hiicrenin belki de hala erken
asamada oldugunu isaret etmektedir. Biitiin veriler toplandiginda oksijen
seviyesindeki dalgalanmalara bagli olarak adipoz mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik soya farklilagmasinda azaltilmis oksijen seviyesinin farklilasmay1

geciktirdigi sOylenebilir.

miRNA’lar evrimsel olarak ¢ok siki korunmuslardir ve ekspresyonlarindaki
artis veya azalis kanser, norodejenerasyon ve kardiyovaskiiler dahil olmak (zere
cesitli hastaliklarla iliskisi oldugu diistiniilmiistiir (Hayes ve ark., 2014; Srinivasan ve
ark., 2013). Bunun yani sira miRNA’larin kok hiicrelerin kendini yenileme ve
farklilagma siireglerinde ©nemli bir rol oynayarak kok hiicre gelisiminin
diizenlenmesine yeni bir bakis a¢is1 kazandirabilecegi diistintilmektedir (Mathieu ve
Ruohola-Baker, 2013; Yi ve Fuchs, 2011). Bu amagla miRNA’larin ifade

profillerinin ve molekiiler mekanizmalarinin iyi tanimlanmas1 gerekmektedir.
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Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik nesile
farklilasmasinda ¢esitli miRNA’larin 6nemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir.
Kemik gelisiminde miRNA’larin fonksiyonu, osteojenik farklilasmanin erken ve geg
evresinde bu hiicrelerin inhibitorlerini baskilayarak farklilasmay1 indiiklemektir
(Lian ve ark., 2012; Peng ve ark., 2016). Bu tez calismasinda osteojenik
farklilasmada rol alan miR106a, miR26a, miR148b ve mMiR22’nin ekspresyon
seviyeleri, es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile hem hipoksik ortamda hem de
normoksik ortamda incelenmistir. Literatiirler incelendiginde hipoksi ortamda
osteojenik nesile farklilagtirllmis adipoz kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin miRNA

ekspresyon seviyelerinin bugiine kadar ¢alisilmadig1 goriilmiistiir.

miR106a, insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik ve
adipojenik nesile farklilasmasindaki dengede rol almaktadir. Li ve arkadaslarinin
(2013) yaptiklar1 calismada osteojenik farklilagsma sirasinda miR106’nin ifadesi
azalmis ve hiicre adipojenik nesile farklilagmaya baglamistir. Caligmada miR 106 nin
endojen tranfeksiyonu gerceklestirilmis ve miR106’nin yiiksek seviyede ifade
edilmesi hiicrelerde ALP aktivitesi ve mineralizasyonu; osterix, Runx2, osteokalsin
ve osteopontin gibi dnemli osteojenik transkripsiyon faktorlerini inhibe etmistir.
miR106a’nin endeojenik yontemlerle inhibe edilmesiyle hicreler osteojenik nesile
farklilasmistir (Li ve ark., 2013; Kang & Hata, 2015 ve Zhang ve ark., 2012). Tez
calismasi kapsaminda miR106’nin hipoksi ortamdaki ifadesinin normoksik ortama

gore 14. giinde 10,912 kat fazla oldugu gozlenmistir.

Insan adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik-adipojenik nesile
farklilagsmasinda miR-22’nin rolii sadece tek bir calisma ile gdsterilmistir. Yapilan
calismada HDAC6 ifadesi siRNA transfekte edilerek baskilanmistir. HDACG6
ifadesinin baskilanmasi hiicrelerin osteojenik nesile farklilagmasini indiiklemistir.
Yapilan ALP ve von kossa boyamalar1 bu sonuglar1 kanitlar niteliktedir (Huang S ve
ark., 2012). Tez galismasinda ise miR22’nin hipoksi ortamdaki ifadesinin normoksik

ortama gore 14. giinde 11,99 kat fazla oldugu gozlenmistir.
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Schoolmeesters ve arkadaslar1 (2009) yaptiklart ¢alismada gesitli miRNA’larin
inhibitorlerini insan mezenkimal kok hucrelerine transfekte ettikten sonra hucreleri
osteojenik besiyeri ortaminda kiiltiire etmislerdir. Insan mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik nesile farklilasmasinda birgok farkli belirteglerin ifadesi analiz
edilmektedir. Yaptiklar1 ¢alismada erken evre belirteci olarak kullanilan alkalin
fosfataz  aktivitesindeki degisikliklerden yola c¢ikarak transfekte ettikleri
mMiRNA’larin eskpresyonlar1 hakkinda yorum yapmuslardir. Sonug¢ olarak ALP
seviyelerindeki artis veya azalisa gore ii¢ Oonemli miRNA’nin erken evredeki
osteojenik farklilasmayi etkiledigi belirtilmistir. Bu miRNA’lar miR148b, miR27a ve
miR489 (Fakhry ve ark., 2013; Guo ve ark., 2011). Yapilan bu ¢alismaya paralel
olarak tez c¢alismasi kapsaminda hipoksi ortama kiyasla normoksi ortamda
miR148b’nin ifade profili incelenmistir. miR 148b’nin 14.giinde ekspresyonun arttigi,

14.glinden sonra ise azaldig1 gozlenmistir.

Daha 6nce yapilan galismalarda miR26a, osteojenik farklilagsmanin negatif bir
diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Fakat daha sonraki g¢alismalar miR26’nin
osteojenik farklilagsmayi tesvik ettigini gostermistir. Ancak, MKH’lerin osteojenik
farklilagmasinin ~ diizenlenmesinde  miR-26a’nin  rolii  heniiz tam olarak
aciklanamamistir (Trompeter ve ark.,, 2013; Wang ve ark., 2015). Yapilan
calismalarda miR26’nin osteojenik farklilagmadaki rolii incelenmistir. Osteojenik
farklilasmanin ge¢ evrelerinde miR26 ekspresyonunda bir artis saptanmistir. Bu
calismarla miR26’nin osteogenezde pozitif dizenleyici oldugu gosterilmistir (Dai R
ve ark., 2016; Luzi ve ark., 2008). Wang Z ve arkadaslar1 (2015) yaptiklari ¢aligmada
miR26a’nin endojenik ekspresyonunun osteojenik farklilasma boyunca arttigini
tespit etmiglerdir. miR26’nin ekspresyonun artisi hiicrelerde osteojenik farklilagsmayi
desteklemistir. Su ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 ¢alismada ise miR26a’nin yiiksek
seviyede ifadelenmesi insan adipoz kaynakli kok hiicrelerin osteojenik nesile
farklilagsmasini inhibe etmistir. Tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismada mir26a’nin
normoksik ortama gore hipoksik ortamda 14.giinde 409,5 kat yiiksek oldugu

gbzlenmistir.
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miRNA’larin literatiirlerde farkli hedef genleri susturup veya indiikleyerek
osteojenik farklilagsmayi etkiledigi gosterilmistir. Sectigimiz miRNA’larin(miR-106a,
miR-148b, miR-106a ve miR-22) normoksi ortamdaki hedeflerinin BMP, Runx2 ve
HDAC gibi onemli transkripsiyon faktorleri oldugu yapilan diger c¢alismalarla

gosterilmistir.

Hipoksi ortamda erken evrede ifade olan miRNA’larin da belki de ayn1 yolak
tizerinden osteojenik farklilasmaya etki ettigi disiinebilir. Fakat miRNA’larin
hipoksi ortama karst mnasil cevap olusturdugunun mekanizmasi heniiz

aciklanamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kok hicre biyolojisini anlamaya ve ayni zamanda kok hiicrelerin potansiyel
terapotik uygulamalari igin yapilan hiicre kulturlerinin optimizasyonuna duyulan ilgi
giderek artmaktadir. Kok hiicreler genellikle laminar akighi kabinlerde ve kismi
atmosferik oksijen (%20 O, ) kosullarinda kiiltiire edilmektedir. Bu kosullar hiicre
kiltiirii ¢alisanlar tarafindan normoksik kosullar olarak tanimlanmistir. Atmosferik
oksijen kosullar1 %20 O, olmasina ragmen, in vivo fizyolojik kosullarda oksijen
seviyesi %3-13 olarak degismektedir. Bu yiizden hiicre kiiltiirinde kullanilan
normoksi terimi aslinda tam olarak hiicrelerin fizyolojik  6zelliklerini
yansitmamaktadir. /n vivo ortamda belirli bir dokudaki hiicre icin fizyolojik olan
oksijen seviyesi; oksijen diflizyonuna, oksijen tliketimine ve kan damarina mesafesi
gibi bircok parametreye baglidir. Adipoz doku kan damarlarima uzak olmasindan
dolayr dokuda bulunan oksijen seviyesi %2-5 arasindadir. Adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin hipoksiye maruz kalmalari, bu hiicreleri daha giiglii
kilarak organ nakli sirasinda ve sonrasinda sag kalimlar1 i¢in umut verici bir strateji
olusturmaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda yapilan tez calismasinda insan adipoz koékenli
mezenkimal kok hiicreler %2 oksijen ortaminda kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen
hlcrelerin karakteristik 6zelliklerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir. Hipoksik
ortamda osteojenik farklilasma incelendiginde ise yapilan analizler osteojenik

farklilagmanin azaldigini gostermistir.

Osteogenez, mezenkimal kok htcrelerin osteoblast progenitor hicrelere,
preosteoblastlara, osteoblastlara ve osteositlere farklilasmasini igeren, kemik
olusumu ve yenilenmesi i¢in ¢esitli hiicre tiplerinin birbirleriyle etkilesime girdigi
karmasik ve ¢ok asamali bir siirectir. Osteojenik farklilasma, pozitif veya negatif
duzenlemede yer alan buyume faktorleri, transkripsiyon faktorleri ve miRNA gibi
bircok sinyal yolaklarini igermektedir. Yapilan ¢alismalarda miRNA’larin osteojenik

sinyal yollarinin diizenlenmesi agisindan 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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miRNA'larin ifade profillerinin ve dinamik diizenlemelerinin anlagilmasi,
MKH'lerin osteoblastik farklilasma ve kemik olusum mekanizmalarinin anlagilmasi
bakimindan O©Onem tasimaktadir. GuUnUmulze kadar osteoblast farklilasma ve
islevleriyle 1ilgili olarak c¢ok sayida molekiiler ve genetik calisma yapilmistir.
Literatrlerde, hipoksik ortamda adipoz kokenli mezenkimal kok hicrelerin HIF-1a
transkripsiyon faktoriine bagl olarak artan veya azalan gen eskpresyon seviyelerine
yonelik ¢esitli ¢alismalar bulunmakta ise de, hipoksik ve normoksik sartlar altinda
AMKH!'lerin miRNA diizeyindeki ifade degisim profilleri temelinde karsilastirmali
calismalara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan tez ¢aligmast kapsaminda osteojenik farklilasmada rol oynayan c¢esitli
miRNA’larin ifade profilleri normoksik ortama kiyasla hipoksik ortamda
incelenmistir. Hipoksik ve normoksik ortamda ekspresyonu incelenen miRNA’larin
osteojenik farklilasmanin erken agamasinda ifade edildigi tespit edilmistir. Hipoksik
ortamda farkli glinlerde eksprese olan miRNA’larin osteojenik farklilasmanin erken
veya ge¢ evrelerinde belirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. miRNA’larin
literatiirlerde farkli hedef genleri susturup veya indiikleyerek osteojenik farklilasmay1
etkiledigi gosterilmistir. Sectigimiz miRNA’larin normoksik ortamdaki hedeflerinin
BMP ve HDAC gibi 6nemli transkripsiyon faktorleri oldugu yapilan diger
caligmalarla gosterilmistir. Hipoksik ortamda erken veya ge¢ evrede ifade olan
miRNA’larin da belki de ayni yolak iizerinden osteojenik farklilasmaya etki ettigi
diistinebilir. miRNA’larin  hipoksik ortama karsi nasil cevap olusturdugunun

mekanizmasi heniiz agiklanamamistir.

Osteogenezde rol oynayan miRNA’larin karakteristik analizleri hakkinda ilerde
yapilacak olan calismalar kemik hastaliklarinin tedavisi agisindan Onemli bir adim

olusturabilir.
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OZET

Hipoksik ve Normoksik Ortam Sartlarinda Osteojenik Nesile Farkhilastirilmis
Insan Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Gen/Mikrorna Ifade

Profillerinin Karsilastirmah Analizi

Hiicresel tedaviler kapsaminda, kok hiicrelerin in vitro ¢ogaltilma ve farklilagtirma
islemlerinin gergeklestirildigi ortamin oksijen diizeyine bagli olarak, hiicre ¢ogalma
dinamiginde, elde edilen hiicresel iiriiniin 6zelliklerinde ve transplantasyon sonrasi etkinlik
diizeyi bakimindan farkli sonuglara ulasildigr rapor edilmektedir. Sunulan tez ¢aligmasinda
hipoksik ve normoksik sartlar altinda karsilastimali olarak insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin  karakteristik Ozellikleri ve osteojenik nesile farklilagma
potansiyellerinin incelenmesi amaglanmigtir.

Yapilan calismada insan yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler hem
normoksik (%20 O,) hem de hipoksik (%2 O,) ortam kosullarinda kiiltiire edildi. Kiiltiire
edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigi akim sitometri bulgulari, soy
analizi ve mikroskop gorlntlleri ile gosterildi. Hicreler %70-80 bolluga ulastiklarinda
osteojenik farklilagtirma besiyerine gecildi. Osteojenik farklilasma alkalin fosfataz aktivesi
(ALP) ve Ca' tayini, immunohistokimya (OSC, BSP) ve histokimya (von Kossa, Alizarin
kirmizisi) boyamalari ile tespit edildi. Belirlenen zaman noktalarinda (7., 14., 21., 28. giin)
hiicre kiiltiirlerinden total RNA izolasyonu gerceklestirildi. RNA izolasyonundan sonra
cDNA sentezi yapilarak hiicrelerin miRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR kullanilarak
analiz edildi.

Calisma sonucunda kulttre edilen hucrelerin hem hipoksik hem de normoksik ortam
sartlarinda mezenkimal kok hiicre karakteri tasidigi yapilan analizler ile gosterildi. Yapilan
osteojenik farklilasma sonucunda her iki ortamda histokimya ve immunohistokimya
boyamalar1 pozitif olarak goriilse de hipoksik ortamda giinlere bagli olarak bir azalma
gbzlenmistir. Hiicrelerde her iki ortamda da ALP aktivitesi 14.giinden sonra diismiistiir. Ca*?
analizi sonucunda da 7.glinden itibaren bir diisiis g6zlenmistir. Belirlenen zaman
noktalarinda gergeklestirilen RNA izolasyonunda, RNA miktarlarinin ve safliginin ¢alisma
icin yeterli oldugu goriilmistiir. Yapilan miRNA analizi sonucunda miR106, miR148b,
miR26a ve miR22 ekspresyonlarinin hipoksik kosullarda arttig1 gézlenmistir. Sonug olarak
hipoksik ortamda miRNA ekspresyonunundaki artisin osteojenik farklilasmay1 baskiladigi
diisiiniilebilir.

Anahtar Sozcukler: Hipoksi, Hucre kiltari, Mezenkimal kok hiicre, Osteojenik
farklilasma, miRNA
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SUMMARY

Comparative Evaluation of the Gene/MicroRNA Expression Profiles of Hypoxic
and Normoxic Conditions on the Osteogenic Differentiation of Adipose-Derived

Mesenchymal Stem Cells

For cellular therapies, the oxygen concentration of the medium used for the expansion
and differentiation of stem cells, affects the dynamics of cell proliferation, the properties of
the cell products and the post-transplant effectiveness of grafted cells. In this study, we have
investigated the effects of normoxic and hypoxic conditions on the osteogenic differentiation
potential of the adipose-derived stem cells.

Human adipose-derived mesenchymal stem cells were cultured in normoxic (20%)
and hypoxic (2%) conditions. The mesenchymal properties of the cultured cells were
confirmed using flow cytometry, lineage analysis and imaging techniques. Upon 70-80% of
confluence, the medium was switched to osteogenic. Osteogenic differentiation was
documented by measuring the alkaline phosphatase activity (ALP) and Ca* assay,
histochemistry (von Kossa, Alizarin Red) and immunohistochemistry (OCN, BSP). Total
RNA isolation was performed at previously set time-points (7", 14™, 21™ 28" days). Upon
cDNA synthesis miRNA levels were detected the using RT-PCR technique.

Final analyses confirmed that the cells displayed mesencymal stem cell characteristics
in both hypoxic and normoxic conditions. Following osteogenic differentiation,
histochemical and immunohistochemical stainings were positive for both groups, however
hypoxia group showed a decreased differentiation capacity through the time-points. ALP
activity was decreased for both groups at day 14. Ca*™ assay results was similarly lower at
day seven for both groups. RNA isolation performed at pre-designated time-points has
proven that the amount and purity of RNA was optimal. miRNA analyses have shown that
the expression levels of miR106, miR148b, miR26a and miR22 has increased under hypoxic
conditions. This study confirms that the measured expression of miRNA suppresses
osteogenic differentiation capacity in adipose-derived mesenchymal cells.

Key words: Cell culture, Hypoxia, Mesenchymal stem cells, miRNA, Osteogenic
differentiation
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