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OzZET

Mekanik titresim uygulanmasi hem kemik hlcrelerinde mineralizasyonu arttirdigi hem de kemik
iligindeki kok hucrelerini kemik yénelimine soktugdu icin kemik kutlesini arttirici bir etkiye sahiptir.
Mekanik sinyaller ayrica yag dokusu olugsumunu kemik iligi ve diger yag depolarinda engeller
Ozelliklere sahiptir. Kemik ve yag hucrelerinin ortak bir hiicre tipinden geldikleri digunulirse,
mekanik titresim sinyalleri kullanilarak kemik olusumu arttirilirken eszamanli olarak yag olusumu
azaltilabilir. Halihazirda kemik iligi kok hicrelerinin bu tip mekanik titresim sinyallerine duyarli
olup olmadigi ve eger duyarliysa bu sinyallere nasil adapte oldugu henliz net olarak
bilinmemektedir. Burada fare kemik iliginden alinan mezenkimal D1-ORL-UVA kok hiicreleri atil
durumda, kemik yéneliminde ya da yag yénelimindeyken glinlik mekanik titresimlere (0.15g, 90
Hz, 15dk/gln) 7 gin boyunca maruz birakildi ve bu titresimlerin hiicrelerde yarattigi hiicresel,
morfolojik ve molekiler degisimler arastirildi. Atil durumdaki kok hiicrelerde mekanik sinyaller
hicre Uremesini, hicrelerin toplam aktin miktarint ve kalinligini arttirdiyi gézlendi. Kemik
ybnelimi sirasinda da mekanik sinyaller toplam aktin miktari, aktin kalinhgi ve hucrelerin
membran parazlaliklerini arttirdilar. Yag yonelimi sirasinda ise uygulanan mekanik kuvvetlerin
hicrelerin yag biriktirmesinden kaynaklanan morfolojik ve altyapisal etkileri geri cevirdigi
gbzlendi. Mekanik titresimlerin ayrica tim yonelimler i¢in hlcrelerarasi iletisimi arttirdiklari
g06zlendi. Sonuglar yiksek frekansli ve dusik genlikli mekanik titresimlerin mezenkimal kok
hicrelerin yonelimlerini belirleyen faktorlere 6nemli etkilerde bulunduklarini distndirmektedir.
Klinik asamaya ulasabilirse bu sonuglar ilagtan bagimsiz bir etkinin kemik erimesi ve obezite igin

kullanilabilecegdini diisindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hicreler, Mekanik sinyal, Kemik/Yag yoénelimi, Hicre

iskeleti, Hlicrelerarasi iletisim.
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ABSTRACT

Application of mechanical vibrations is anabolic to the bone tissue, not only by guiding mature
bone cells for increased bone formation but also increasing the osteogenic commitment of
progenitor cells. Mechanical signals are also suppressive for fat tissue formation in bone
marrow and at other regions in the body. As fat and bone cells have a common progenitor, it
may be possible to promote osteogenesis and reduce adipogenesis simultaneously using
mechanical signals. However, sensitivity and adaptive response of bone marrow stem cells to
this loading regimen is currently not identified. Here, we subjected mouse bone marrow stem
cell line D1-ORL-UVA to daily mechanical vibrations (0.15g, 90 Hz, 15min/d) for 7 days during
quiescence, osteogenic commitment and adipogenic commitment to identify corresponding
ultrastructural adaptations on cellular and molecular levels. During quiescence, mechanical
vibrations increased proliferation, total actin content and actin fiber thickness significantly, as
measured by phalloidin staining and fluorescent microscopy. During osteogenesis, mechanical
vibrations increased the total actin content, actin fiber thickness and cytoplasmic membrane
roughness. During adipogenesis, mechanical vibrations reversed morphological, cellular and
ultrastructural effects of lipid accumulation in stem cells. Mechanical vibrations also increased
cell-to-cell communication in stem cells during quiescence, osteogenesis and adipogenesis.
Results show high frequency low magnitude mechanical vibrations can be potent regulators of
factors that induce mesenchymal stem cell commitment. If translated to clinic these non-

pharmaceutical agents might be effective treatments for osteoporosis and obesity.

Key words: Mesenchymal stem cells, Mechanical signals, Osteogenic/Adipogenic commitment,

commitment, Cytoskeleton, Intracellular communication
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1. GIRIS
Yasamsal faaliyetler siresince erigkin dokulari ciddi tamir (repair) ve yeniden yapilanma
(regeneration) slreclerinden gecerler. Bu slrecler sirasinda erigskin kok hicreleri ihtiyag
dogrultusunda atil (dormant) hallerini terk ederek boélinmeye ve bdolindikge (sabit bir kdk
hicre havuzu tutmak kosuluyla) 6zellesmeye baslarlar. Bu tarz erigskin kok hicreleri insan
vicudunun c¢esitli yerlerine dagiimislardir. Kemik iliginde de (bone marrow) bulunan
mezankimal kok hicreleri (mesenchymal stem cells) normal sartlar altinda 6zellestikleri

zaman mezankimal dokularin (kemik, kas, kikirdak ve yag) yapilarina katilabilirler.

Mezankimal orijine sahip bag dokularindan kemik dokusu (osseous tissue), insan ve diger
memelilerin hayatta kalabilmeleri igin gok dnemli gérevlere hizmet eder. Bu goérevler arasinda
yumusak dokulardan olusan i¢ organlari destekleme ve onlari dis etkilerden korumak,
hareket etmek icin gerekli mekanizma vazifesi gérme, vicut igin ¢cok énemli elektrolitler igin
(Ca2+ ve inorganik fosfat) depo goérevi, ve ek olarak alyuvar/akyuvar (ve de diger kan
hicreleri) icin Uretim noktasi olmak bulunur. Bu gdrevlerini saghkli bir sekilde yapabilmesi
icin kemik dokusunun ¢ok dinamik bir yapida olup modellenme, yeniden yapilanma ve tamir

Ozelliklerine sahip olmasi gerekir.

Kemig@in bu hayli dinamik yapisini koruyabilmasi osteoblast ve osteoklast adinda iki farkli tir
kemik hicresi sayesinde gerceklesir. Bunlardan osteoklast hicreleri hematopoetik
yonelimden gelir ve hali hazirda var olan kemigin yikilmasindan (catabolism) sorumludur. Bu
hicreler kemikte tekrarli yudkler sonucunda (ylrimek, kogsmak vs.) olusan mikron
seviyesindeki c¢atlaklarin olusturdugu hasarli kemigi yok ederler. Bu hicrelerin yiktigi kemik
dokusunda olusan bosluk osteoblast hucreleri tarafindan kusursuz bir sekilde yenilenir
(anabolism). Osteoblastlar mezenkimal kdk hucre yonelimden gelirler ve gérevlerinin son
asamasinda kendi yaptiklari kalsifiye olmus matrisin igerisinde hapis kalarak osteosit

hlcrelerine donusdurler.

Osteoblast sayisi ve/veya fonksiyonunda gorilebilecek herhangi bir azalma kemik yikim ve
yapim dongusiuni yikim yéninde bozarak kemik dokusunun miktarinda net bir azalmaya yol
acar. Bu tarz azalmalara 6zellikle kemigin kuvvet tasima fonkiyonunda gorilen kismi ya da
tam kayiplarda karsilasilir. Bu duruma 6rnek olabilecek faktorler yashlik (aging), yatalak olma
(bedrest), kismi felg (stroke), hareketsizlik (disuse), uzay yolculuklari (space travel) ve buna
benzer kemigin olaganin altinda veya hi¢ kuvvet tasimama senaryolaridir. Kemik
dokusundaki azalma kiginin fiziksel durumunda kusurlara yol acgabilecedi gibi tekrar
yuklenme kosullarina donuldagunde (reambulation) kemikte yuklenmeye bagh kiriima
olusturabilir. Hastalarda mortaliteye kadar varan morbidite olusturan bu durum toplumun

yasam kalitesinin azalmasina yol agar ve blyuk bir sosyo-ekonomik maliyet olusturur. Genel
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anlamda bu riskin dnlenebilmesi, tanisi ve tedavisi igin yeni bilimsel yaklagsimlara ihtiyag

vardir.

Genel hareket ve mekanik yliklenme eksikliginin yol actigi diger bir problem de bag doku ve
kemik iliginde gorulebilen yaglanmadir. Osteoblast hiicrelerinin mezenkimal kdk htcre orijinli
olduklari dustnulirse, mekanik kuvvetlerin sadece kemik hicrelerini degil, belki de tim
mezankimal hicreleri -yénelimlerini tamamlamis olanlardan koék hicrelere kadar-

etkileyebildikleri hipotezi bu projede test edilmigtir.

Bu arastirmayla elde edilecek temel bilimsel verilerin biyomedikal arastirma kapsaminda da
belirli 6nemi ve uygulama alanlari vardir. Cagimizda, gelismekte olan toplumlarda yasam
suresinin uzamasi ve fiziksel aktivitenin azalmasiyla birlikte iki énemli hastaligin artigi
gOrulmektedir: Kemik erimesi (osteoporoz) ve sismanlik (obezite). Bu hastaliklarin birinin
temelinde kemik yapan hiicrelerdeki azalma digerinde ise yag hucrelerindeki artis 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu iki tip hlcrenin ortak bir atadan, yani mezenkimal kok hucre’den
geldikleri dusunulirse hucrelerin bir noktada verdikleri yonelim kararinin yag hucresinden
(adipocyte) ziyade kemik olusumuna yarayan hiicrelere (osteoblast) dénustiridlmesinin ayni

anda bu iki hastalikla savasimda dnemli bir avantaj saglayacagi muhakkaktir.

ilag tedavisi ve diyet degisiklikleri bu iki hastaligin tedavisinde de dnerilen fakat etkileri limitli
gozumlerdir. Onerilen bu iki tedavi yontemiyle kiyaslandiginda bireyde hem obezite hem de
osteoporoz gelisimini tam tersi yoninde etkileyebilen tek ¢6zUm gunlik fiziksel egzersiz
hareketleri yapmaktir. Egzersizin kemik (ve kas) yapilimi ve rejenerasyonunda olumlu etkisi,
yag hicresi olusumunda ise engelleyici etkisi doku bazinda bilinmektedir. Fakat su ana kadar
fiziksel egzersizin ve buna bagli olarak hicreler Uzerinde olusan mekanik yuklerin hlcre

bazinda 6zellikle erigkin kdk hicreleri Uzerinde ne tarz bir etki yarattigi bilinmemektedir.

Bu projede mekanik kuvvetler ve bunlarin mezenkimal hiicre yonelimlerine etkisi in vitro
calismalar kapsaminda dederlendirilecek olup, bu kapsamda secilen ana test yéntemi
floresan mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskopudur. Ayrica, test edilen mekanik
Ozelliklerdeki alt yapisal faktorlerin arastiriimasi igin molekiler biyoloji (genlerin mRNA
ifadesi ve hicre iskelet yapisinin immunohistokimyasal yaklasimlar ile analiz edilmesi)
yontemleri de secilmistir. Bu bakis agisinin getirecedi yenilik mezenkimal hicrelerin ydnelim
belirlemesinde fiziksel egzersizin ilag ya da diyet uygulamalarina alternatif, yan etkiden

badimsiz bir faktdr gelistirilebilme potansiyeli olacaktir.
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2. LITERATUR OZETi
2.1 Mekanik sinyallerin yagamsal 6nemi

Disaridan alinan mekanik sinyalleri algilama ve onlara tepki verme eylemleri, bakteri (Kruse
ve Julicher, 2005), maya (Zhou vd., 2003) ve bitki (Neel ve Harris, 1971; Johnson vd., 1998)
hlcreleri dahil olmak Uzere, yerylzindeki butin hicrelerin ortak noktalarindan biridir. Bu
genel Ozellik memeli hicrelerinde de iyi korunmus olup bir organizmanin gelisiminden
itibaren mekanik kuvvetler organ sistemlerinin bakimi (maintenance) ve tamiri (repair)
sirasinda énemli roller oynarlar (Ingber, 2005; Orr vd., 2006). Mekanik kuvvetlerin etkilerinin
en uygun gozlemlenebildigi organ belki de kas-iskelet dokularidir ki (musculoskeletal tissue),
mekanik fonksiyonun yitirimesi durumunda memeli organizmalarinda kas erimesi
(sarcopenia) ve kemik erimesi (osteopenia) net bir bigcimde gérulir. Ozellikle kemik erimesi,
hastalarda kirilma riskini arttirdigi icin yasam kalitesini oldukga etkiler (Olmeda vd., 1995) ve
gelismis/gelismekte olan toplumlara buyik bir sosyoekonomik maliyet olusturur (Conference,
2000; Marwick, 2000).

2.2 Mekanik kuvvetlerin kemik dokusu igin 6nemi

Kemik dokusunun yapisi “kullan ya da kaybet” ilkesiyle uyumlu bir dizende caligir, yani
kullanmama (disuse) kemik matrisinde yikima yol agarken, fiziksel egzersiz kemik yapisinin
gelismesini ve glclenmesini saglar (Frost, 1987). Mesela yercekimsiz ortamdaki astronotlar
bir ayda, kemik kuitlelerinin %2 sini kaybederlerken (Lang vd., 2004) profesyonel tenis
oyuncularinin servis yapan kol kemikleri topu havaya atan kola oranla %35 daha fazla kemik
intiva eder (Jones vd., 1977). Buna ek olarak kemik kazancina farkli branslarda (futbol,
halter, buz pateni, jimnastik, vs.) uzun slreli antrenman yapan profesyonel sporcularda
rastlanir (Snow-Harter vd., 1992; Heinonen vd., 1995). Kontrolli deneylerde de fiziksel
egzersiz yapan hem gen¢ askerlerde (Leichter vd., 1989) hem de ilkokul ¢agdindaki
cocuklarda (McKay vd., 2005), egzersiz yapmayan yasitlarina oranla dnemli dlgiide daha
fazla kemik birikimi gézlenmistir. Bu klinik bulgulari destekler nitelikte ¢cok sayida model
hayvan deneyinde egzersiz kemik kutlesini tartismasiz bir sekilde arttirabilen bir faktor olarak

one ¢ikmigtir (Ozcivici vd., 2010a).

Batin bu verilere ragmen fiziksel egzersiz kemik erimesine karsi halen daha tam olarak
kabul gérmus bir tedavi yontemi degildir. Bunun sebeplerinden biri bazi klinik galismalarda
raporlanan kemik kazanclarinin istenilen derecede ylksek olmamasidir. Mesela geng
kadinlarda bir yil streyle degerlendirilen gl¢ antremanlari kas katlesinde énemli bir artisa

sebep olduysa bile kemik kitlesindeki artis bir istatistiki anlam tasimamistir (Heinonen vd.,



®

ThRiTAK

1996). Bu gibi durumlarin olasi sebepleri kemik modellenmesinde genetik yapi, diyet, cinsiyet
ve yas gibi metabolik faktorlerin henuz literatirde net tanimlanmamis olasi etkileri ve bu
faktorlerin birbirleriyle olan etkilesimleridir (Peacock vd., 2005; Qiu vd., 2006; Weaver, 2008).

2.3 Kemik i¢in uygulanabilecek mekanik girdilerin parametreleri

Mekanik kuvvetlerin halen daha kemik erimesi tedavisinde kullanilmamasinin diger bir sebebi
ise fiziksel egzersiz sirasinda kemik matrisinde ortaya ¢ikabilecek olan normal tstli mekanik
gerilmeler ve sekil degistirmeler (stress - strain) ylziinden zaten fiziksel dayanimi azalmis bir
yaplya uzun slrecte faydadan ziyade kisa vadede zarar verilebilecedi korkusudur (Augat vd.,
2005; Diab vd., 2005). Bu problemin asilabilmesi icin dncelikle fiziksel egzersiz sirasinda
olusan hangi mekanik parametrenin kemik hicreleri tarafindan algilandiginin daha iyi
anlasiimasi gerekir. Disaridan girilen mekanik kuvveti karakterize edebilmek icin o girdinin
genlik (amplitude), frekans, tekrar sayisi (bout), hacimsel dagihmi ve degisim hizini (rate)
tanimlamak gerekir. Yakin tarihte ortaya ¢ikan bulgular kemik dokusunun belirtilen butin bu
faktorleri ayri ayri algilayabildigini ortaya koymustur (Lanyon vd., 1982; O'Connor vd., 1982;
Lanyon ve Rubin, 1984; Rubin ve Lanyon, 1984; Rubin ve Lanyon, 1985). Boylece ylksek
genlikten bagimsiz, her tirli kemik yapisi igin guvenli ve belki de yer ¢ekimine bile ihtiyag
duymayan -ki bdylece uzay yolculuklarinda ve vyatalak hastalarda kullanilabilecek- bir
mekanik sinyal kemik erimesi tedavisi icin énemli bir alternatif yaratabilme potansiyeline

sahip olmustur.

Yapilan klinik denemeler sirasinda geleneksel egzersiz metotlari yerine kullanilan dasuk
genlik ve yuksek frekansh disaridan girilen titresimlerin kemigin kuitle ve yapisina olan
katkilari gérilmistar. ik klinik denemesi menapoz evresindeki kadinlarda (n=64) yapilan
titresim tedavisi, randomize edilmis cift korlUkli klinik deneylerde, kontrol grubunda %2.13
kemik mineral yogunlugu kaybi gézlemlenirken deney grubunda ortalama %0.04 (p<0.05)
artis gordimustir (Rubin vd., 2004). Buna benzer olarak gen¢ kadinlarda (n=48) yapilan
titresim egzersizi, randomize edilmis c¢ift korlUkIU klinik deneylerde, titresim grubu tibia (kaval
kemigi), cortical ve trabecular kemik degerleri kontrol grubuna gére %2.0 ve %2.3 (p<0.05)
artmistir (Gilsanz vd., 2006). Ayrica, cerebral palsy gecirmis paraplejik ¢ocuklarda (n=20)
yapilan titresim tedavisi, randomize edilmis ¢ift korlikli klinik deneylerde, kontrol grubunda
%11.9 kemik azalmasi goérilirken, deney grubu kemik sayiminda %6.3 artis gdstermistir
(Ward vd., 2004). Bu oncul klinik calismalar goéstermistir ki, distk genlikli mekanik
titresimlerin kemik yapisi tGzerindeki anabolik potansiyeli biyomedikal uygulamalarla gercege

donustirilebilir.  Bu mekanik sinyallerin ayrica kemik matrisinde ¢ok disuk sekil

4
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degistirmelere yol actigi (Garman vd., 2007a; Garman vd., 2007b; Ozcivici vd., 2007)
disunuldrse (yarurken olusanlarin 1/100U kadar), bu sinyalin hicreler Uzerindeki etkisinin
tam olarak ortaya konulmasi durumunda yan etkiden badimsiz bir tedavi yontemi olarak

muikemmellestiriimesi mimkuin olacaktir.

Sebep-sonug iliskisi bazinda ortaya konan klinik verilerin standardize edilmis bir ydntem
olarak uygulanabilirligi icin kemik yapabilen hicrelerin hangi mekanizmalarla girdi sinyalini

aldiklarinin bilimsel olarak ortaya konulmasi gerekmektedir.

2.4 Kemik hiicrelerinin in vitro mekanik testleri

Kemigin dis kuvvetlere gosterdigi adaptasyonunu anlamak igin kemik hdcreleriyle
(osteoblast, osteoclast, osteocyte) yapilan in vitro ve in vivo deneyler bu sahada énemli bir
katki saglamayi hedeflemektedir (Tjandrawinata vd., 1997; Case vd., 2008). Fakat bundan
badimsiz olarak, yakin zamanda kemik iliginde barinan erigkin mezenkimal kdk hlcrelerinin
de organizmanin kemik ve yag fenotipindeki etkisi ortaya ¢ikmis bulunmaktadir (Rosen ve
Bouxsein, 2006). Ayrica kemik iliginde bulunan bu hicrelerin Greme (proliferation) ve yénelim
(differentiation) karakteristiklerinin de dis mekanik kuvvetlerden etkilenebildikleri gérulmustur
(Song vd., 2007; Terraciano vd., 2007). Bu tarz veriler, kemik ve bu doku ydnelimindeki
hicrelerin mekanik kuvvetlerden etkilenmeleri icin kemigin mineral matrisine tutunma
gereksinimini tartismaya acmigtir. Bu amaca yonelik calismalarda neredeyse “0” genlige
sahip titresim hareketlerinin sirf frekans karakterleriyle in vivo osteoblast hucrelerini etkileyip
(Garman vd., 2007b) kullanmama karsiligi olusan kemik yikimini engelledigi gdézlemlenmistir
(Ozcivici vd., 2007; Ozcivici vd., 2010b). Yasliik ya da hareketsizlik durumunda sadece
osteoblast hiicrelerindeki azalma degil, kemik iligindeki yag hcrelerinin de artisi gdéz énlne
alindiginda (Sekil 1) eriskin kok hlcrelerinin karar mekanizmalarinin mekanik kuvvetlerden
etkilendigi dasunulebilir. Bunun anlami herhangi bir sebepten hareketsiz kalan bir hastada
kemik yapimindan sorumlu hicre havuzunun azalmasi ve boylece kemigin mineral ve mimari
yapisinin bozulmasi, ayrica ilik muhteviyatinin yagd hicrelerince istila edilmesidir. Bu slrecin
engellenebilir ve/veya geriye dondurlebilir olup olmadidi henliz bilinmemektedir. Bu cevabin

bulunmasi sunulan bu projenin ana amaclarindan bir tanesidir.
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Sekil 1. Kemik iligi mezenkimal kok hucreleri. Kemik iligine yerlesen kok hucrelerden
mezankimal olanlari ortamdan aldiklari sinyallere gére kemik (osteoblast) ya da yag
(adipocyte) yonelimlerine girerler. Bulunulan asamada molekiler yolak isaretgileri tam olarak
anlasilamamis bu yonelimlerin, disaridan girilen mekanik kuvvetlerden de nasil etkilendikleri
heniz bilinmemektedir (Rosen ve Bouxsein, 2006).

Kemik iliginde herhangi bir kati ylzeye (kemik dokusu) tutunmayan eriskin kok hcrelerinin
mekanik kuvvetleri hangi mekanizmayla algiliyor olabilecekleri henlz yanitlanmamis bir
sorudur. Su ana kadarki genel kabul edilen prensip hiicrenin deformasyonuyla baslayan bir
protein yolagi sonucunda hucrelerin kemik yapimina katilma karari verdikleri yonundeydi.
Fakat diger bir olasilik sitoskeleton tarafindan tutularak dengelenmis hicre c¢ekirdeginin girdi
hareketle beraber titregerek hicre zarindan bagimsiz ayri bir protein yolagi aktive etmesidir
(Sekil 2).

Sekil 2. Hicre ve g¢ekirdeginin sematik sunumu. Cekirdek hiicre membranina sitoskeleton
sayesinde baglanmis durumda (sol panel). Buyik genlikli yliklenmeler sirasinda hicre
deforme olur ve bu hiicrede transkripsiyonel aktiviteyi baslatir (orta panel). Yiksek frekans
ve dusuk genlikli sinyal uygulandiginda hicre icindeki ¢ekirdek ile beraber bir yay sistemiyle
bagliymisgasina hareket eder (sag panel). Bu son senaryo igin tehlikeli olabilecek
seviyelerde bir mekanik girdi gereksinimi yoktur (Garman vd., 2007b).
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2.5 Mekanik altyapinin 6nemi

Bu durumda hicrenin titresim hareketi o hiicrenin iskelet alt yapisiyla alakali olabilecegi fikri
agirlik kazanir. Hicre alt yapisindaki mekanik degisimleri test etmenin yegane yollarindan
birisi atomik kuvvet mikroskobu (atomic force microscopy - AKM) kullanimidir. AKM
teknolojisi son yillarda hiicre biyolojisi arastirmalarinda gittikge artan bir yere sahiptir. Klguk
bir ankastre ¢ubugun ucuna takili olan sivri bir koniden (yarigapi ~10 nm) olusan AKM 1968
yilindaki icadindan itibaren biyoloji ve biyofizik alanlarinda kullaniimaya baglanmigtir (Binnig
vd., 1986). AKM teknolojisinin biyomedikal alanda hucre zari, DNA, protein, biyomalzeme,
doku ve benzeri uygulamalari mekanik ve biyoloji alanlarinin bir araya getirerek disiplinler
aras! galismalara izin vermesi 6nemlidir (Thurner, 2009). AKM yluzeydeki tek hucreye
yaklagip onu mekanik testten gecirince arastimaciya o hucrenin sekli ve yuksekliginin yani
sira hicrenin elastik ve viskoelastik yapisiyla da ilgili bilgi verir (Kirmizis ve Logothetidis,
2010). Bu bilgi, hiicre altyapisinin anlasiimasina yaradigindan dolayi (Hassan vd., 1998;
Rotsch ve Radmacher, 2000), actin ve intermediate filamenlerin hicrenin mekanik
Ozelliklerine daha ¢ok etki ettigi, mikrotlbdlllerin ise dnemsenmeyecek bir etkiye sahip
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Elson, 1988). Onemli bir bagska husus da, AKM'nin basit olan
temel calisma prensibi sebebiyle calisilan hicrelerin kiltlr yapisi bozulmadan, fizyolojik
sartlara yakin ortamlarda test edilebilmesidir (Heidemann vd., 1999; Sato vd., 2000; Costa
vd., 2003; Trickey vd., 2004). Bugiln gelinen noktada AKM, kanser (Lekka vd., 1999), artirit
(Jones vd., 1999) ve kalp damar (Zile vd., 1998) hastaliklari sirasinda hiicre mekanik ve
altyapisal ozelliklerinde degdisimler oldugunu ortaya koyabilmistir. Buna ragmen erigkin kok
hlcresinin mekanik alt yapisal 6zelliklerini anlama motivasyonuna sahip olan calismalar
literatiirde oldukga sinirlidir. insandan alinan bir mezenkimal kék hiicreye gére bir kemik
hlcresinin daha sert, bir yag hicresinin ise daha yumusak oldugu AKM kullanilarak elastik
modul kapsaminda gosterilmistir (Darling vd., 2008). Fakat henlz bu fenotipi olusturan alt
yapisal degisimler (lipid, actin, desmin, lamin yapilari vs.) ve bu altyapisal degisimlerin
gerceklesmesine olanak kilan mRNA ifadeleri hakkinda henlz bir sey bilinmemektedir ve bu

proje kapsaminda degerlendirileceklerdir.

AKM uygulamalari sadece canl hlcre mekanik testleriyle sinirli degildir. AKM hiicre digi
matrislerin de mekanik yapilari ve fonksiyonlari konusunda bize dnemli bilgiler verir. Kemik
matrisi bu durum icin énemli bir érnektir. AKM kullanilarak olgilen ex vivo kemik matris
degerleri kemigin mineral ve collagen yapisi hakkinda énemli bilgiler vermigtir (Sasaki vd.,

2002; Hassenkam vd., 2004). Ayrica bu yaklagimla hiicre kltirt ile yapilan kemik mekanik
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yapisi anlasilabilmistir (Barragan-Adjemian vd., 2006). AKM kullanilarak elde edilen
Olcimler, ona en yakin Olcim metodu olan nanoindentation tarafindan inilemeyen bir
hassasiyetle ulasilabilir olup, bu noktada AKM metodunun hastaliklar sirasinda olusabilecek

degisikliklerin bulunmasi igin kullanimi biyomedikal yaklagimlarla ilintili hale gelmistir.

3. GEREG VE YONTEM
3.1 Hiicre kiiltiiri

Erigkin kemik iligi mezenkimal kok hicreleri ATCC firmasindan temin edilmistir (D1 ORL
UVA). Bu hicre hatti fare kemik iligindeki mezenkimal kék hiicrelerinden elde edilmis olup,
uygun kosullarda osteoblasta donidstp mineral matris Uretebilir veya adipocyte haline gelip
yag depolayabilir (Poellmann vd., 2010; Mengatto vd., 2011). D1 hicrelerine uygulanan
temel besiyeri (DMEM, 10%FBS, 2%PenStrep) seklinde olup, hicreler deneyler sirasinda
nemlendirilmis standart hicre kilttrd inklibatérinde saklanmistir (37°C, 5% CO,). Ek olarak
hicreler gelis itibariyle birinci pasajda sayilarak 4-7. Pasaj aralijina kadar bulyutulerek

DMSO iginde sivi azot buharinda saklanmiglardir.

Tdm deneyler icin D1 hicreleri 24 ya da 6 kuyuluk hicrelere ekilmis ve iki giin boyunca
plastikte yerlesme ve kaplama yapmalarina izin verilmistir. Sonrasinda hucreler kiltir
medyasinda gerekli modifikasyonlarla (kiltire B-glycerol phosphate (10 mMol), askorbik asit
(1000 pg/ml) — kemik yonelimi, insilin (5 pg/ml), indomethacine (50uM) ve dexamethasone
(10 nM) — yag yonelimi eklenmesiyle) hicrelerin kemik ya da yag hiicresine donismeleri
saglanmistir. Deneyler toplamda 9 gln boyunca surmus ve bu slregte hicreler igin 3 kez

besiyeri degisimi yapilmistir.

Hucrelerin deney sirasinda mekanik kuvvetle tahriki gerekiyorsa bu sure boyunca hucreler

muhafazali bir sekilde ortam kosullarinda bulunmuslardir.

3.2 Mekanik sinyallerin uygulanmasi

Hucrelere mekanik sinyaller sindsoidal titresimler dretebilen bir platform tarafindan
uygulanmistir. Bu cihaz laboratuarimizda Uretilmis olup, calisma sartlari ile ilgili veriler
bulgular kisminda paylasiimistir. Cihaz birer adet sinyal jeneratéri (MULTIMETRIX), glg¢
ampilifikatord  (SPEKON), ivmemetre (KISTLER), veri toplama karti (NATIONAL
INSTRUMENTS) ve de subwoofer hoparior (WHARFEDALE) kompozisyonundan
olusmaktadir. Mekanik sinyal iceren tim deneylerde hicrelere 15 dakika boyunca 90 Hz

(1/s) ve 0.15g (19g=9.81m/s?) karakterinde fiziksel titresim dalgalari uygulanmistir.

8
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3.3 Huicre goriintileme yontemleri

3.3.1 Tekli immiinohistokimyasal analizler

Lamel'de buyutilen D1 ORL UVA eriskin kdk hiicreleri iki defa 1XPBS’le yikandiktan sonra
1X PBS’te hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca sabitlenmistir. %0.1
TritonX-100’IG 1XPBS’le hiicre zarinin gecirgenligi 15 dakika boyunca artirilmis ve hiicreler
%3 BSA bulunan %0.1 TritonX-100’'lt 1XPBS’le 30 dakika boyunca bloklanmistir. Daha
sonra hucrelere, Alexa488-Phalloidin, Alexa647-Phalloidin ya da 1:500 oraninda seyreltilen
tavsan anti-Cx43 birincil antikoru (rabbit anti-Cx43 antibody (Invitrogen)) bitin gece 4°C’de
uygulanmistir. Cx43 boyamasi igin ertesi gin birincil antikor ¢ kere 1XPBS’le yikandiktan
sonra tavsana karsi Uretilen floresan molekil bagh ikincil antikor (Alexa Fluor 555- anti-rabbit
antikor (Invitrogen)) 1:200 oraninda seyreltilerek 30 dakika boyunca uygulanmistir. Ug kere
1XPBS’le yikanan lameller cam lamlara hiicre g¢ekirdegini boyamak igin DAPI yuUkleme
solusyonuyla (mounting medium) yUklenmistir. Hazirlanan cam lamlar floresan mikroskopta

40X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis, Imaged programiyla da (NIH) birlestirilmistir.
3.3.2 Kalsifiye matris goriintilenmesi

Hucre disinda olugan mineralize ylzeyler Alizarin Red boyama yontemiyle goruntilenmistir.
Bu boyamada hicreler 3 kez 1x PBS ile yikandiktan sonra formalinle sabitlenmis, ardindan
alizarin boyasi ile boyanmiglardir. Olusan mineral nodulller mikroskop araciligi ile

gorantilenmistir.
3.3.3 Yag olugsumunun goruntiilenmesi

Hucre igerisinde biriken lipidlerin boyanabilmesi icin hicreler 3 kez 1x PBS ile yikandiktan
sonra formalinle sabitlenmis, ardindan oil-red-o boyasi ile 37°C de bir saat boyunca inklibe

edilmislerdir. Olusan kirmizi yag damlaciklari mikroskop araciligi ile gérantulenmistir.
3.4 Atomik kuvvet mikrokobu goriintiilemeleri

Atomik kuvvet mikroskobu kullanimi gerektiren deneyler icin proje siresince iki farkli yontem
kullanilmistir. ilk dénem galigmalarinda (kemik yénelimine giren kék hiicrelerin altyapisi igin)
hiicrelerin morfolojik yapilari atomik kuvvet mikroskobu ile IYTE Malzeme Arastirma
Merkezi’'nde (MAM) dlctimeye baglanmigtir. Bir hafta boyunca normal ya da kemik yonelimi
besiyerinde 9mm c¢apinda cam yilzey Uzerinde buydtilen hicreler deney gini merkeze
g6tirdlmas ve silikon uglu bir Digital Instruments-MMSPM Nanoscope IV (Bruker) cihazi ile
taranmigtir. Bu taramalar icin hucreler ultrasaf suyla yikandiktan sonra 10dk ortam
kosullarinda kurutulmustur. Taramalar igin silikon (yari agisi 35° ve yay sabiti 8 N/m) bir ug

kullaniimistir. Tarama 6ncesi hiicre pozisyonlari optik mikroskopla belirlenmistir.
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ikinci ddnemde IYTE-MAM olanaklarinin étesinde, sivi igerisinde tarama yapabilen bir atomik
kuvvet mikroskobu igin IYTE Malzeme Mihendisligi Bolimii olanaklari kullanilmistir. Bu
dénemde yag ydnelimine giren hlcreler Flexafm (Nanosurf) ve NCLR u¢ (190 kHz resonans
frekansi, 48 N/m yay sabiti) kullanilarak 71,4143 kHz frekans ve 3,07mV genlikte besiyeri

icerisinde taranmistir.
3.4.1 Hiicre icerisine floresan boya alimi goriintiilenmesi

Neurobiotin alim deneylerinde hlcreler 1x PBS icerisinde %2 Neurobiotin (Vector Labs)
bulunan ortamda bulunurlarken 200ul pipet ucu vasitasiyla kdltlr plastigi Uzerinde diz
cizgiler cekilmis ve 5dk boyunca beklenmistir. Bu sidrenin sonunda hicreler 1X PBS'te
hazirlanmis %4 paraformaldehyde ile 20 dakika boyunca sabitlenmistir. %0.1 TritonX-100’lG
1XPBS’le hucre zarinin gecirgenligi 10 dakika boyunca artinimig ve hicreler %3 BSA
bulunan %0.1 TritonX-100'l 1XPBS’le 15 dakika boyunca bloklanmistir. Daha sonra
hicreler 1:1000 oraninda tetra methyl rhodamine isothiocyanate (TRIT-C)e bagh
streptavidin’le (Pierce) muamele edilmislerdir. 1XPBS’le yikanan hicreler floresan
mikroskopta 20X objektifiyle kontrol edilip resimleri ¢ekilmis, Imaged programiyla da analizleri

gerceklestirilmigtir.
3.5 mRNA ifade analizleri

Molekuler ifade analizlerinde kullaniimak Uzere dizayn edilen primerler (Tablo 1) nikleaz
icermeyen suda ¢6zulmis, kullanim sollisyonu 500X’lik stok sollisyonunu 10X’e seyrelterek
elde edilmistir. Toplam mRNA izolasyonu igin, 6 kuyulu platelerde bulunan hicreler iki kere
1XPBS ile yikandiktan sonra sivi azotla dondurulmustur. Sivi azottan alinan platelerin
kuyularina 200ul lysis buffer eklenip hicreler buzun Uzerinde 2-3 dk boyunca bekletilmistir.
Kuyulardaki pargalanmis hiicreler 1.5 ml’lik eppendorf tiplerde toplanmis ve insilin ignesi
yardimiyla homojenize hale getirilmigtir. TlUpteki sivilar, Gzerlerine kendi hacimleri kadar
etanol eklendikten sonra, toplam mRNA izolasyonu PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen)
protokoll takip edilerek gerceklestiriimistir. Elde edilen 6rneklerin mRNA konsantrasyonlari
Nanodrop kullanilarak ol¢tilmustir. Esit miktarlarda mRNA’dan First Strand cDNA Synthesis
Kit (Fermentas) ile elde edilen cDNA’lar RT-PCR analizi i¢in kullaniimistir. Cevrimler sonucu
elde edilen ifade egrileri kontrollii olarak analiz edilmistir. Ug tekrarli (triplicate) olarak
yurutilen RT-PCR deneylerinde numune sayisi da U¢ olarak kullaniimistir. Batin mRNA
ifade analizi deneylerinde fare GAPDH geni i¢sel kontrol (housekeeping gene) olarak
kullaniimistir. Tim deneyler RT-PCR BioRad 1Q5 & MYQ sisteminde gerecgeklestiriimis ve

sonuglar Delta-Delta Ct yontemiyle analiz edilmigtir.
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Tablo 1. RT-PCR’da kullanilan primer listesi

Gen Yon Sekans
Runx2 F TCC CTG AAC TCT GCA CCA AGT
R TTC CGT CAG CGT CAA CAC CAT
OCN F CTG ACAAAGCCTTCATGT CCAA
R GCG CCG GAG TCT GTT CAC TA
B-Actin F CTTCTTTGC AGC TCCTTC GTT
R TTC TGA CCC ATT CCC ACCA
Desmin F GTG AAG ATG GCC TTG GAT GT
R GTA GCC TCGCTG ACAACCTC
Vimentin F ACG GTT GAG ACC AGA GAT GG
R CGTCTTTTG GGG TGTCAGTT
B-Tubulin F GAT GGG CAACTG TACCTGACT G
R CTG GGC TCC TCT TGG AAT G
PTK2 F TTG GAC CTG GCATCT TTG AT
R AGA ACATTC CGA GCA GCA AT
Adipsin F GCT ATC CCA GAATGC CTC GTT
R CCACTT CTT TGT CCT CGT ATT GC
C/EBP-a F TGG ACA AGA ACA GCA ACG AGT AC
R GCA GTT GCC CAT GGC CTT GAC
Lamin F ATC AAC TCC ACT GGA GAA GAA GT
R CAG ACA GGAGGT GGC ATG T
ENC-1 F AAG CTT CGG CAT A
R AAG CTA
B-catenin F AAG GAA GCT TCC AGA CAT GC
R GCTTGC TCTCTTGATTGC C
PPARy F GCCTTG CTG TGG GGATGT C
R TCCTTGGCCCTCTGAGATGAG
GAPDH F GAC ATG CCG CCT GGA GAAAC
R AGC CCAGGATGC CCTTTAGT

3.6 Veri analizi ve istatistikler

Tium veriler aksi belirtimedikge ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. istatistiki

kargilastimalar Student’s t-test yardimiyla yapilmis ve %5in altinda bulunan p degerlerinin

11
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istatistiki anlam ifade ettigi kabul edilmigtir. Tium gqPCR deneylerinde en az 3 6&rnek

kullaniimig, geri kalan deneyler igin en az 6 6rnek kullaniimigtir.

4. BULGULAR
4.1 Mezenkimal kok hiicrelerin istenen yonelimlere girebilmeleri

Projede kullanilan D1 ORL UVA hicrelerini proje suresince 3 farkli kosula bagl olarak
devam ettirilmislerdir. Bunlardan birincisi normal besiyeri (Growth), ikincisi kemik yénelimi
saglayan besiyeri (Osteogenic) ve yag yonelimi olusturan besiyeri (Adipogenic). Bu sartlara

gore hucrelerin cevaplari tespit edilmistir:
4.1.1 Kok hiicrelerin kemik yonelimine sokulmasi

Hucreler yontemler kisminda belirtilen kemik yonelimi (osteogenic) sartlar altinda 2 ya da 3
hafta boyunca bekletilmigler ve sonucta hiicre disindaki olusan mineralize ylzeyler Alizarin
Red boyama yontemiyle gorintilenmigtir. Deney sonucunda kemik olusumuna yénlendirilen
kok hacrelerin fonksiyonel olduklari ve kontrol hucrelerinin 6zel olmayan (non-specific)

mineralize matris olusturmadiklari gdzlemlenmistir (Sekil 3 ve Sekil 4).

Sekil 3 Kok hicrelerinin kemik yonelimi. Soldaki plastik kuyu 2 sagdaki plastik ise 3 hafta
surdurdlen deneyi temsil etmektedir. Hicre kuyularinda her bir sira icin soldaki 3 kuyu
deneysel sagdaki 3 ise kontrol kuyularidir. Kontrol kuyularinda mineral matris olusumu
g6zlenmemistir.

12
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Sekil 4. Kemik olusumuna ydnlenmis kok hicrelerde mineralizasyon. Mezenkimal kok
hdcrelerinin olusturduklari hiicre dig1 matrisinin alizarin boyasi ile boyandiktan sonra inverted
mikroskop ile c¢esitli odaklamalar ile gorintilenmesi. Kirmizi nodiller Alizarin red boyasi ile
boyanan kalsifiye matrislerdir.

4.1.2 Kok hucrelerin yag yonelimine sokulmasi

Bu deneyde 24 kuyulu plastige aktarilan hicrelerin blylime sivilarina ekim gununu takip
eden ginden (hlcrelerin ylizeye yapistiklarindan emin olunduktan sonra) itibaren blyime

medyasina insulin, indomethacine ve dexamethasone eklenmistir.

Bu sartlarda 2 hafta buyuatilen hicreler ardindan oil-red-o boyasi ile boyanmislardir (Sekil 3).
Bu boyama teknik agidan alizarin boyamasi ile benzer olup hicrelerin yilkanmasi ve
sabitlenmesi islemiyle baglatilmistir. Ardindan hucreler isopropanolde ¢ézulmis oil-red-o
boyasiyla 37°C de inkiibe edilip fotograflandirildilar (Sekil 5).

Sekil 5. Yag yonelimine solukan mezenkimal kok hiicrelerin goriintilenmesi. iki hafta
boyunca bekleyen kontrol hiicrelerinde (sol panel) oil-red-o boyamasi sonucunda yag birikimi
g6zlenmezken, yagd yonelimine sokulan mezenkimal kdk hticrelerde ilk (orta panel) ve ikinci
hafta (sag panel) sonunda biriken yag damlaciklari kirmizi olarak gérintilenmistir.

13
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4.2 Mekanik titresim olusturabilen bir platformun faaliyete alinmasi

Mekanik titresim Uretebilen bir sarsici cihaz tasarlanmis ve kullanima sokulmustur.
Entegrasyonu laboratuarda tamamlanan cihaz, hiicrelere uygulanmasi planlanan mekanik
sinyalin kalitesi agisindan test edilmistir. Jeneratérden ¢ikan zayif elektriksel sinyallerin amfi
ile glglendiriimesinden sonra hoparlérde mekanik sinyallere dénustiridlmuastir. Olusan bu
mekanik sinyaller ivmelenmenin genligi, frekansi ve tekrarlanabilirligi agisindan ivmemetre
araciligi ile test edilmis ve sonuglar olumlu bulunmustur. Genlik, ivmemetre ile 6lgtlen
sinyalin tepe-cukur mesafesi olarak 90 Hz de (saniyede 90 tekrar), 0.15g cihaz tarafindan
kolaylikla Uretilebildigi saptanmistir (Sekil 6). Mekanik sinyal karakterizasyonunda en az
genlik kadar éneme sahip frekans elde edilen sinyallerin Fourier Transferi kullanilarak
spektral alana aktarimlariyla test edilebilmistir. Sarsici cihazda elektriksel ve mekanik
aksamlarin beraber calismalari sirasinda sinyalde herhangi bir frekans farki olusup
olusmadigi arastirnimig ve jenerator sinyaliyle mekanik titresim sinyali arasinda frekans

acisindan herhangi bir fark gézlemlenmemigtir (Sekil 6).
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oos (NMTRARIRAI AR ACRATT IR AR A
0,05 1’4”“”W\H'W\‘\'(‘\Hl‘\'l'l”““l'i”l'l'l’!’W\'\‘\MWl'lHMW"

-0,15
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o
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Sekil 6. Mekanik titresim sinyalleri. Tasarimi tamamlanan mekanik titresim cihazinin
ivmemetre ile élgllen sinyal giktilari. Testler sinyal jeneratdériinden 90 Hz cikista yapilmistir.
Ust panel Zaman-ivmemetre voltaji grafigi, voltajin tepe tepe mesafesi 0.15g ye karsilik
gelmektedir. Alt panel Olgiilen sinyalin frekans ¢iktisi, beklendigi gibi 90 Hz seviyesinde bir
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tepe olusturmustur. 50Hz civarinda goérilen sinyal sehir elektrik sebekesinin yarattigi
elektromanyetik alandan kaynakli olup mekanik bir anlam tagsimamaktadir.

Bunlara ek olarak sarsici cihazin Urettigi sinyallerdeki tekrarlanabilirlik ayri zaman
gruplarinda test edilmis ve sonugta sinyal genliginde herhangi bir degisme olmadigi
saptanmistir (Sekil 7). Bu veriler i1siginda hucrelerin ginlik 15dk titresim uygulamalari

sirasinda sabit bir sinyal gérecekleri diistinlilmektedir.
0,2
0,1

0

-0,1

-0,2

0,2

0,1

0,2

0,1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Sekil 7. Mekanik titresimlerin tekrarlanabilirligi. U¢ farkli zamanda kaydedilen 1 saniyelik
surecler, mekanik titresimde deney slresince herhangi bir frekans ya da genlik degisimi
olmadigini géstermektedir.
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4.3 Mekanik titresimlerin kemik yonelimine giren kok hucrelere etkisi

D1 ORL UVA erigkin kdk hucreleri kulture yerlestirildikten sonra gunlik yuksek frekansli
(90Hz) ve distk yodunluklu (0.15Hz) titresimlere maruz birakilmis ve bu girdinin hiicrelerde
yarattigi degisiklikler gézlenmistir. Tim deney sonuglari igin hicreler kontrol (Control - C),
titresim (Vibrated - V), blylime besiyeri (Growth Media - G) ve kemik yonelimi besiyeri
(Osteogenic media - O) olarak kodlanmistir. Bu durumda buylme besi yerinde bulunan
kontrol hucreleri GC, tiresim uygulanan biylme besiyerinde bulunan hicreler GV, kemik
yonelimindeki kontrol hicreleri OC, kemik ydnelimindeki titresim uygulanan hicreler OV

olarak kodlanmistir.
4.3.1 Hicre biiyime ve canhiliklari

Bir hafta boyunca mekanik girdiye maruz birakilan hiicrelerin bir haftalik uygulama sonunda
canliliklari Trypan Blue sayimi ve MTT analizi ile test edilmistir. Buna gbére GV grubunda
sayilan hiicre sayisi GC grubuna goére %13 (p<0.05) fazla gézikmektedir (Tablo 2). Benzer
sekilde MTT sonucu da anlaml (p<0.05) bir fark géstermigtir. Trypan blue sayiminda OC ve
OV gruplari arasinda istatistiki fark goézlenmemistir (p=0.32), fakat MTT sonucu OV grubunda
OC grubuna oranla %3 (p<0.05) fazla canlilik oldugunu gdstermektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Mekanik titregimlerin hucre sayilarina etkisi. (* : p<0.05)

Grup Hiicre Sayisi [x 10°mL] Hiicre Canhhgi [a.u.]

GC 0.98 + 0.17 3.46 £ 0.05
GV 1.10 + 0.25* 3.51+£0.07*
oC 1.54 + 0.61 3.40 £ 0.06
ov 1.72 + 0.36 3.49 + 0.06*

4.3.2 Hiicre aktin altyapisi

Bir hafta boyunca mekanik girdiye maruz birakilan hiicrelerin bir haftalik uygulama sonunda
aktin altyapisi etkisi Phalloidin boyamasi ile tespit edilmig, gerekli normalizasyonlarin

yapilabilmesi icin ek olarak hucreler gekirdek boyamasi ile (DAPI) boyanmiglardir (Sekil 8).
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Sekil 8. Mekanik titresimlerin kék hiicre aktin yapisi izerindeki etkileri. Ust paneller aktin
(phalloidin), alt paneller ¢ekirdek (DAPI) boyamalarini géstermektedir. Grup dagilhimlari: (a,e)
GC; (b,f): GV; (c,9): OC; (d,h) OV seklindedir. Skala: 10 pm.

Sonuglara gore titresim uygulamasi GC ve GV gruplari igin istatistiki olarak benzer aktin 1sik
siddeti alinmasina yol agmistir. Bu sonuglara hem piksel bazinda 1sik siddeti dagilimi, hem
de 1sik dagihminin agirlikhi ortalamasi bulunarak karar verilmistir (Sekil 9a ve 9b). Isik miktar
her bir resim igin ayri ayri sayillan DAPI ile goértntilenmis hicre ¢ekirdek sayisina normalize
edildiginde ise GC grubuna oranla GV grubunda %20 (p<0.05) daha fazla hiicre basina
disen 1sik siddeti gozlenmistir (Sekil 9¢). Bu verilere ek olarak gozlemlenen aktin iplikciklerin
ortalama kalinliklarina (Sekil 9d i¢c panel) bakildiginda GV grubuna ait iplikgikler GC grubuna
ait olanlara goére %46 (p<0.05) daha kalin olarak gézlenmistir (Sekil 9d).
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Sekil 9. Mekanik titresimlerin bliiyime besiyerindeki hiicrelerin altyapisina ekisi. (a) aktin 1sik
siddetinin dagihmi (b) ortalama 1sik siddeti (c) hlicre ¢ekirdek sayisina normalize edilmig 11k
siddeti (d) aktin fiber kalinhgi (* : p<0.05)

Gulnldk titresim uygulamasinin kemik yonelimine girmis olan kok hucrelere uygulanmasi
sonucunda aktin 1sik siddeti OV grubunda OC grubuna goére %21 (p<0.05) artmis olarak
g6zlenmis (Seki 10a ve 10b), ayrica gekirdek sayisina normalizasyon gerceklestiginde bu
fark %25 (p<0.05) olarak ortaya ¢ikmistir (Sekil 10c). Ek olarak hicrelerde bulunan aktin
iplik¢igi ortalama kalinliklari OV grubunda OC grubuna oranla %14 (p<0.05) daha fazla
oldugu goérilmustar (Sekil 10d).
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Sekil 10. Mekanik titregsimlerin kemik yonelimindeki hucrelerin altyapisina ekisi. (a) aktin 1sik
siddetinin dagilimi (b) ortalama 1sik siddeti (c) hiicre ¢ekirdek sayisina normalize edilmis 1s1k
siddeti (d) aktin fiber kalinligi (* : p<0.05)

Floresan goérintilemeye ek olarak hiicre morfolojisi atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak da
bakilmistir. Bu yontemle hiicreler bireysel olarak 3 boyutlu taranmis, bu taramalar sonucunda

hicre yikseklikleri ve membran purtzlilikleri tespit edilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Hucrelerin atomik kuvvet mikroskobu ile taranmasina ait temsili resim. (a)
haritalanan ylzeyin iki boyutlu goérintlist (gri tonlar yikseklik degerlerine karsilik
gelmektedir, skala: 10um), (b) ayni yuzeyin U¢ boyutlu gorintusu, (c) sari gizgi araciligi ile
goruntilenen 30um uzunlugundaki kisimdaki puruzltlik ve yukseklik dagihmi.

Atomik kuvvet mikroskobu sonuglarina gére mekanik titresim uygulamasi GV grubu
hicrelerinin yuksekligini GC grubuna goére yaklasik iki katina (p<0.05) c¢ikarmig, fakat
membran purltzluligune istatistiki olarak anlamli (p=0.1) bir etki etmemistir (Sekil 12a ve
12c). Kemik yonelimine giren kdk hicrelerde is tam tersi bir etki gdézlenmis, OV grubunun OC
grubuna goére hicre yuksekligi benzerken (p=0.32), hlcre purazluliginin %22 (p<0.05)
daha fazla oldugu gézlenmistir (Sekil 12b ve 12d).
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Sekil 12. Mekanik titresimlerin blyime ya da kemik ydneliminde morfolojiye etkisi. (a)
blylme hicre yiksekligi (b) kemik yénelimindeki (c) biylime hicre purazlaligi (d) kemik
yonelimindeki hiicre purtzIGluigu (* : p<0.05)

4.3.3 Molekiler belirtegler

Mekanik uygulama sonucunda elde edilen hlcrelerde yapilan gercek zamanli qPCR
sonuglarina gére kemik yonelimi ile ilgili genlerin mRNA ifadeleri (Runx2 ve OCN) normal
besiyeri gruplarina gére 10 kattan (p<0.05) fazla artmistir (Sekil 13). Bu genler icin OV ve OC
gruplari arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Ayni sekilde B-actin ifadesi de
kemik ydnelimindeki koék hicrelerde 2 kat (p<0.05) artmistir, fakat burada da gunlik
uygulanan mekanik titresimler bir degisiklige yol agmamistir. Microtubule (B-tubulin) ve
intermediate filament (desmin ve vimentin) miktarlari da titresim ve kemik ydéneliminden
etkilenmemistir. Ek olarak kemik ydnelimine giren hiicrelerde focal adhesion kinase (PTK2)
mRNA ifadesi normal besiyerinde olan kdk hicrelere gére 20 kathk (p<0.05) bir artis
gOsterirken, mekanik titresim uygulanmis normal besiyerindeki GV hcreleri de bu farki
gOstermislerdir (Sekil 13)
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Sekil 13. Mekanik titresimlerin blylme ya da kemik ydnelimine giren kdk hicrelerin cegitli
MRNA belirteglerinin ifadesi Gzerindeki etkisi. (* : GC-OC p<0.05; ¥: GC-GV p<0.05)

4.4 Mekanik titresimlerin yag yonelimine giren kok hiicrelere etkisi

D1 ORL UVA erigkin kdk hucreleri kulture yerlestirildikten sonra gunlik yuksek frekansli
(90Hz) ve dusik yogdunluklu (0.15Hz) titregsimlere maruz birakilmig ve bu girdinin hlcrelerde
yarattigi degisiklikler gézlenmistir. Tim deney sonuglari igin hicreler kontrol (Control - C),
titresim (Vibrated - V), blylime besiyeri (Growth Media - G) ve kemik yonelimi besiyeri
(Osteogenic media - A) olarak kodlanmistir. Bu durumda buyime besi yerinde bulunan
kontrol hcreleri GC, tiresim uygulanan biylme besiyerinde bulunan hiicreler GV, kemik
yonelimindeki kontrol hiicreleri AC, kemik ydnelimindeki titresim uygulanan hicreler AV

olarak kodlanmistir.
441 Hucre buyume ve canhliklar

Eriskin mezenkimal kdk hilcrelerinde yag yodneliminin tetiklenmesi sonucunda AC grubu
canlilik sonuglari GC grubuna goére %28 (p<0.05) azalmigtir (Sekil 14). Buna ragmen gunlik
uygulanan mekanik titresimler sonucunda AV grubunda AC grubuna goére %45 (p<0.05) daha
fazla canlihk tespit edilmistir. Bu durum AV grubunun GC grubuyla benzer bir seviyede

canlilik géstermesi anlamina gelmektedir.
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Sekil 14. Mekanik titresimlerin bliylime ya da yag yonelimine giren kok hicrelerin hicre
canliigi Uzerine etkileri. (* : p<0.05).

4.4.2 Hiicre aktin altyapisi

Bir hafta boyunca mekanik girdiye maruz birakilan hiicrelerin bir haftalik uygulama sonunda
aktin altyapisi Phalloidin boyamasi ile tespit edilmis, gerekli normalizasyonlarin yapilabilmesi
icin ek olarak hicreler cekirdek boyamasi ile (DAPI) boyanmislardir (Sekil 15). Kemik
yonelimine giren gruptan farkli olarak yad yonelimi icin hiicreler grup halinde normalize
edilerek degil, her bir gorintu icin tek tek kontur cizilerek incelenmistir. Bu sayede hicrelerin
sadece aktin altyapilarina ait floresan sinyaller degil, ayrica hicre morfolojilerinin de

incelenmesi firsati olusmustur.

Adipogenic

Sekil 15. Normal besiyerinde (Growth) ya da yagd yoneliminde (Adipogenic) bulunan eriskin
mezenkimal kdk hicrelerin aktin yapisi. Skala: 10 ym.
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Yag yonelimine girmek erigskin kok hucrelerin kapladiklari yuzey alanini %39 (p<0.05) ve

hicre gevrelerini %42 (p<0.05) kigultip ayni zamanda hucre yuvarlakliklarini (circularity)
%50 (p<0.05) arttirmistir (Sekil 16a, 16b ve 16¢). AV grubunda AC grubuna goére hiicre
alanini istatistiki olarak anlamli bir sekilde etkilemedigi halde, hiicre ¢evresini %18 (p=0.05)
arttirmis ve hicre yuvarlakhidini %42 (p<0.05) diaslrerek GC seviyelerine yaklastirmigtir
(Sekil 16a, 16b ve 16¢). Aktin 1sik yodunlugu yag yonelimine giren hicrelerde kontrollere
gOre yaklasik iki kat (p<0.05) artmigtir (Sekil 16). Glnlik mekanik titresim uygulanmasi AV
grubu hdcrelerinin diger morfolojik parametreler ile uyumlu bir sekilde aktin sinyalini %22

(p<0.05) azaltarak blylime besiyerindeki hiicrelere yakin bir seviyeye dondirmustur.
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Sekil 16. Mekanik titresimlerin biyime ya da yag yonelimine giren kok hicrelerin hicre
morfolojisi Uzerindeki etkileri (a) hiicre alani (b) hiicre gevresi (c) hicre yuvarlakligi (d) hiicre
birim alanindan gelen aktin sinyali (* : GC-AC p<0.05; ¥: AC-AV p<0.05)

Hucre ylzey purazltlikleri tim normal besiyeri ve yag yonelimi gruplari icin atomik kuvvet
mikroskobu vasitasiyla sivi igerisinde ve ylksek c¢ozundrlikte tespit edilmistir (Sekil 17).
Buna gore GV hicreleri GC hicrelerine oranla iki kattan fazla (p<0.05) purazlilik
gostermistir. Yag yonelimi ise kok hicre membran purizltligini %60 (p<0.05) dusurmis,

fakat mekanik titresimler bu degisimi etkileyememiglerdir (Sekil 18).
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Sekil 17. Besiyerinde yapilan atomik kuvvet mikroskobu deneylerinin temsili resmi.

8 _
mGC mGv

= OAC OAv
Eo |
3
00
E
2 4 -
3
>
o
v 2
k= .
I

0 1 | I_T_l ] -_|

GC GV AC AV

Sekil 18. Mekanik titresimlerin buyime ya da yag yonelimine giren kdk hucrelerin membran
morfolojisi Uzerindeki etkileri. (* : GC-AC p<0.05)

4.4.3 Molekiiler belirtegler

Yag yonelimi sirasinda uygulanan mekanik sinyallerin kdk hicreler Gzerindeki morfolojik
etkisine sebep olabilecek molekiler belirtegler gPCR araciligi ile incelenmistir. Sonugclara
goOre yag yonelimine girmek bu ydnelimin belirte¢ genleri olan adipsin (x20 artis, p<0.05), c-
EBPa (%55 artis, p<0.05), Resistin (200x artis, p<0.05) gibi genleri aktive etmistir (Sekil 19).

Ayrica yag yonelimi sirasinda aktin ifadesi %31 (p<0.05) dusmustir. Mekanik titresimler
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sonucunda aktin ifadesinde anlamli bir degisme olmamis fakat uygulama sonucunda adipsin

%59, c-EBPa %52 ve resistin %94 azalarak (tim p<0.05) normal hicre ifade seviyelerine

yaklagmistir.
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Sekil 19. Mekanik titregimlerin buyime ya da yagd yonelimine giren kok hucrelerin cegitli
MRNA belirteglerinin ifadesi Gzerindeki etkisi. (* : GC-AC p<0.05; ¥: AC-AV p<0.05)

4.5 Mekanik sinyallerin kok hiicreler arasi iletisime olan etkisi

Projenin ilk kisimlarinda mezenkimal kdk hucrelerin normal durumlarinda ya da kemik ya da
yag gibi yonelimlere girdiklerinde ginlik uygulanan mekanik kuvvetlerden nasil etkilendikleri
bireysel hiicre morfolojisi ve altyapisi disunilerek arastiriimisgtir. Projenin bundan sonraki
kisminda ise kdk hlcrelerin bir grup olarak nasil iletisim kurduklari, ve disaridan gelen

kimyasal ve fiziksel etkilerin bu iletisimi nasil etkiledigi Gzerinde durulacaktir.
4.5.1 Mekanik sinyallerin kok hiicreler arasi boya gecisine etkisi

Yuzeyi tamamen kaplayan normal besiyerindeki erigkin kék hicrelerine mekanik titresim
uygulanmasi sonucunda hicreler arasi iletisimde olusan farklarin bulunmasi igin kaziyarak
yikleme (scrape loading) testi uygulanmigtir. Bu test sirasinda kazima yapmadan énce
besiyerine eklenen Neurobiotin (287 MW, -1 charge) boyasinin kazinan yuzeyde bulunan
hicreden diger hicrelere gecis yodunlugu goézlenmistir. Image J kullanilarak yapilan
analizlerde (Sekil 20), ylzeyden iceriye dogru olan floresan yodunlugu tespit edilerek

kaydedilmistir.
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Sekil 20. Kaziyarak yilkleme (scrape loading) deneyinin goérintilenmesi ve Image J
kullanilarak analizi.

Sonuglara gére mekanik titresimlere maruz kalan hicreler Neurobiotin floresan boyasini
(kirmiz1) bitisikteki hlcrelere kontrol hilcrelerine oranla daha fazla gegirerek (Sekil 21),
kontrol hlcrelerine gdre birbirleriyle daha aktif ve yogun iletisim kurabildiklerini

disindirmuslerdir.
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Sekil 21. Scrape loading deneyi sonuclari. Ust panel gekilen resimlerdeki neurobiotin
boyasinin dagilimini farkh gruplar icin gosterirken, alttaki grafik boya siddetindeki mesafeye
gore degisimi gostermektedir (diiz ¢izgi: ortalama, kesik ¢izgi: stadart hata).

4.5.2 Mekanik sinyallerin kok hucrelerin Cx43 miktarina etkisi

Kaziyarak yukleme deneyleri sonrasinda mekanik sinyaller sonucu koék hicreler arasindaki
iletisimin artmis olabilecedi duslnllerek buna sebep olabilecek molekiler faktérlerin
arayisina gidildi. Hicreler arasi iletisimde rol oynayan en énemli aracilardan birisi olan ve
hicreler arasi kanallarin kurulmasini saglayan konneksin ailesine ait olan konneksin 43
(Cx43) geni kemik ve kemik iligi hicrelerinde olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
sebeple Cx43 geninin farkli yonelimlere giren kok hicrelerde mekanik etkiye bagli olarak

mMRNA ifadesi, protein sentezi ve hiicre lokalizasonu kontrol edilmistir.

Cx43 immunohistokimyasal boyamasi sonucunda mekanik titresimlerin CX43 sinyalini
normal besiyerindeki, kemik yonelimindeki ve yag yonelimindeki hlcrelerde arttirdigi
gOzlenmistir (Sekil 22). Ek olarak kemik yodnelimine giris de kok hicreler i¢cin normal
besiyerindeki ve yag yonelimindeki hicreler gore daha ¢ok Cx43 gdzikmesine sebep

olmustur.
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AC AV

Sekil 22. Cx43 proteinin hlicrelerdeki bulunma oranlari. Yatay siralari normal besiyeri, kemik
yonelimi ve yag yonelimini temisl etmektedir, sol paneller kontrol hiicrelerini, sag paneller ise
mekanik girdiye maruz kalan hicreleri gostermektedir. Kirmizi: Cx43, Mavi: DAPI. Skala:
10um

Image J aracihdi ile yapilan analizlerde gorintilerden gelen kirmizi Cx43 sinyali sayisi
mekanik titresim uygulanan gruplarda normal besiyeri, kemik yonelimi ve yag yonelimi igin

sirasiyla %94, %50 ve %60 (tim p<0.05) olarak gézlenmistir (Sekil 23). Bu durum mekanik

29



TOBiTAK
titresimlerin  her durumda kok hicreler arasi iletisim kanallarini arttirdigini  ortaya

koymaktadir.
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Sekil 23. Cx43 immunohistokimyasal boyamasinin sayisallagtiriimasi. (*: p<0.05 kontrol-
titresim)

Cx43’Un artan kanal sayisinin Cx43 mRNA ifadesi ile ilintili olup olmadigini anlamak igin
gPCR deneyleri yapilmistir. Sonuglara gore gunluk uygulanan mekanik titresimler normal
besiyerindeki kék hiicrelerdeki Cx43 mRNA’sinda %64 (p<0.05) artisa sebep olurken diger

yonelimdeki kok hucrelerde anlamli bir degdisiklik yaratamamigtir (Sekil 24).
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Sekil 24. Cx43 qPCR sonuglari. (*: p<0.05 kontrol-titresim)

5. TARTISMA VE SONUC
Bu calisma sonunda disuk frekansh ve yuksek genlikli mekanik sinyallerin kemik iligi
mezenkimal kok hicrelerine kemik ya da yag yonelimine giris, ya da atil kalis sirasinda
yaptiklari hiicresel, morfolojik ve molekiiler etkiler calisiimistir. Ozetlemek gerekirse mekanik
sinyal uygulamasi hicre sayl ve canhligini tim durumlar igin arttirmig, ayrica hiicrelerin aktin
altyapilarini etkilemis ve bazi molekiler belirteclere etki etmistir. Ayrica mekanik sinyal

uygulamasi hlcreler arasi iletisimin arttig1 yoninde sonugclar elde edilmistir.

Mekanik sinyallerin disey (Kim vd., 2012) ya da yatay (Uzer vd., 2013) uygulamadan
badimsiz sekilde kemik ydnelimindeki kok hicreler igin anabolik oldugu o6nceden
gOsterilmistir. Bu proje sonuglarina gére bu artis sadece kemik yénelimine giren hiicrelerde
degil ayni zamanda atil kalan (quiescent) hiicrelerde de gozikmektedir. Ek olarak bu etki yag
yonelimine giren kok hcrelerin Gremesinde goérilen azalmayi ters gevirme niteliginde de

bulunmaktadir.
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Hicrelerin mekanik sinyallere adaptasyonu hicre iskeleti yani hlcrenin mekanik
altyapisininda 6nemli degisikliklerin olmasi sonucunda olur. Ornegin fibroblast hiicreler
tekrarli kesme kuvvetlerine aktin fiberlerin yonelimlerini degistirip onlari gliclendirerek adapte
olurlar (Yoshigi vd., 2005). Benzer sekilde kemik hucreleri (osteoblast) tek yonlu (Norvell vd.,
2004) ya da titresimli (Ponik vd., 2007) akis kuvvetlerine yeni aktin fiberleri yaparak cevap
verirler. Kemik iligi kék hdcrelerinin de bulunduklari ylizeydeki gerilimlere hlcre iskeletlerini
adapte ederek cevap verdikleri gosterilmisti (Sen vd., 2013). Bizim ¢alismamiz kdk hicrelerin
sadece ylzey gerilmelerine degil ayni zamanda c¢ok duisUk genlikli ylksek frekansli
titresimlere de cevap verebildiklerini ortaya koymustur. Ayrica bu cevap sadece kok
hicrelerin normal durumlari icin degil ayni zamanda farkli mezenkimal yénelimlere girmeleri

sonucunda da etkili olmaktadir.

Sadece mekanik titresimler degil ayni zamanda kemik yonelimine girmek de hicrelerin
altyapi iskeletlerini 6nemli dl¢ide etkilemekte ve hicreleri sertlestirmektedir (Chen vd.,
2010). Mekanik kuvvetlerin ortadan kalktiklari durumlarda (érnegin yercekimsiz ortamda)
hicre altyapisi bundan negatif olarak etkilenmektedir. (Qian vd., 2010). Bu manada proje
sonugclarina gére kemik yonelimi ve mekanik titresimler birbirlerinin etkilerini gli¢lendirebilme
Ozelligi gostermektedirler. Kemik yoénelimine giren kok hicrelerin mekanik titresimler
sonucunda hucresel iskelet altyapilarini daha kati (stiff) bir hale sokmalari hucrelerin daha
sonra gelecek olan yeni yuklere adapte oldugunun gdstergesi olabilir (Ingber, 2003). Bu
durum daha uzun sureli uygulamalarda etkinin slrerek hicresel boyuttan c¢ikip kemik

dokusunun makroskopik olarak artmasinin sebeplerinden birisi olabilir (Ozcivici vd., 2010a).

Kemik doku yoénelimindeki kok hiicrelerin glinlik mekanik titresimlere adaptasyonundan farkl
olarak yag yonelimine giren hlcrelerde bu etki zit sekilde olusmustur. Yag yénelimine giren
hicrelerde daha normal besiyerine gore daha yogun aktin sinyali gézlenmistir fakat bu sinyal
tim hicreden ziyade hicre gepherine lokalize olmustur. Bu durum hiicrenin yag depolamaya
basladigi zaman ¢evresinin ve yuvarlakliginin biylimesi ve daha saglam bir yapi olusumu ile

aciklanabilir (Yang vd., 2014). Bu durumda mekanik sinyallerin yag yonelimindeki kok
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hlcrelerde aktin sinyalini azaltmasi, bu hlcrelerin sinyale adapte olmamasiyla degil, yagd
hicresi olma sureglerinin geriye donmesiyle de aciklanabilir. Mekanik titresimler sonrasinda

azalan yag yonelimine ait molekiler belirtegler de bu iddiayi destekler niteliktedir.

Hucrelerarasi iletisim vicuttaki birgok organin homeostatik calismasi acgisindan énemli
goérevier Ustlenmektedirler. Ozellikle connexin molekilleri tarafindan kurulan oluklu
baglantilar hucrelerarasi iyon (Na®, K'), kiigik metabolit (glucose, glutamate) ve ikincil
ulaklarin (ATP, IP5;, Ca®*) gegcisini saglayarak hiicre biiyiimesi, gelisimi ve farklilasmasi gibi
farkli bir cok hlcresel olayi kontrol ederler (Mese vd., 2007). Kemik hicrelerinde (osteocyte)
mekanik sinyaller sonucunda hicrelerarasi iletisimin arttigi daha énceden gésterilmisti (Uzer
vd., 2014). Fakat bu proje sadece olgun kemik hicrelerinin degil kemik iligi kok hlicrelerinin
de, yag yonelimine girseler bile, mekanik uygulama sonucunda hicrelerarasi iletisimin

arttigini géstermektedir.

Sonug olarak gunlik uygulanan dusik genlikte ve ylksek frekanstaki mekanik sinyaller kdk
hicreleri altyapisal olarak kemik yonelimine girmeye tesvik etmis, fakat altyapisal
olmayabilecek nedenlerle yag ydneliminden uzaklasmistir. Her ne kadar uygulama genel
anlamda mekanik sinyallerin kék hicre (zerindeki etkisini ortaya koysa da, hicrelerin
optimum cevap verebilecekleri mekanik sinyalin genlik, frekans, slire ve tekrar
parametrelerinin optimizasyonuna ihtiya¢ duyulmaktir. Bu optimizasyonun gergceklesmesi
halinde kemik iliginde ya da baska uzak organlarda bulunan kemik kdk hlcreleri biyomedikal
olarak mekanik yontemler araciligi ile hedeflenebilir. Yaglanan niufus ve artan refahin
olusturdugu kemik erimesi ve obezite problemine es zamanli olarak ve ilag kullanimina
alternatif fiziksel bir ¢dzlimle tedavi yaratabilme potansiyeli yizinden bu tip ¢alismalarin

yogunlagsmasi énemlidir.
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