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OZET
Saka Ozdemir C. iskelet Kasi Dejenerasyonu Siirecinde Stromal Hiicre Alt

Gruplarinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok
Hiicre Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. iskelet kasi dejenerasyon patolojisinin
karakteristik bulgulari kas lifi atrofisi ve fibrozis gelisimidir. Kas hastaliklarinin
tedavisine yonelik gelistirilen genetik ve hiicresel tedavi yaklasimlar fibrozis
nedeniyle yetersiz kalmistir. Fibrozisin hiicresel gelisim mekanizmalarinin yonelik
gerceklestirilen calismalarda, “Fibro/Adipojenik projenitérler (FAP)”  (CD45(-),
CD31(-), CD11b(-), Scal(+), CD140a(+)) olarak isimlendirilen stromal htcre
populasyonunun, dokuda fibrozis gelisimini saglayan ana hiicre grubu oldugu ve
aktivasyonunun inflamasyon ile iliskili oldugu tanimlanmistir. Ancak FAP
hiicrelerinin inflamasyondan bagimsiz dejenerasyon patolojilerinde fibrozis gelisim
mekanizmasina olan etkisi bilinmemektedir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda,
gerceklestirilen akut kas hasari, tenotomi ve denervasyon modellerinde stromal
hicre degisim profillemesi CD140a(+)/Scal(-), CD140a(+)/Scal(+), CD140a(-
)/Scal(+) yuzey belirtecleri yoninden gercgeklestiriimis olup, hicresel
aktivasyonlarin inflamasyon ile olan iliskisi arastirilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda
inflamatuar ve endotel hiicre grubunun disinda kalan hiicre populasyonu iginde,
akut kas hasarinda CD140a(+)/Scal(+) hlicre grubu dramatik bir artis gostermis
olup, Scal(+)/CD140a(-) hiicre populasyonunda sinirli bir hicresel aktivasyon
meydana gelmistir. Tenotomi modelinde sadece CD140a(-)/Scal(+) hicre
populasyonu, denervasyon modelinde ise CD140a(+)/Scal(+) hlcre populasyonu
aktive olmustur. CD140a(+)/Scal(-) hiicre populasyonunda her (ic modelde herhangi
bir oransal degisim meydana gelmemistir. Tez calismasi sonucunda, kronik
dejenerasyon modellerinde meydana gelen stromal hicre aktivasyonunun
inflamasyondan bagimsiz olarak meydana geldigi, tenotomi ve akut hasar
modellerinde aktivasyon gosteren CD140a(-)/Scal(+) hiicre toplulugunun,
CD140a(+)/Scal(+) hiicre populasyonunundan farkli bir stromal hiicre grubu oldugu
ve yiksek Olgcekli RNA dizileme analizi sonucunda, fibrozis gelisimini sagladig
gosterilmistir

Anahtar kelimeler : iskelet kasi dejenerasyonu, Fibrozis, Fibroadipojenik projenitor
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ABSTRACT

Saka Ozdemir C. Investigation of Stromal Cell Subgroups on the Course of Skeletal
Muscle Degeneration. Hacettepe University Institute of Health Sciences, PhD
Thesis in Stem Cell, Ankara 2017. The characteristics of the skeletal muscle
degeneration are muscle fiber atrophy and fibrosis. The genetic and cellular
therapeutic approaches for skeletal muscle treatment remain incapable due to the
fibrosis. Studies concerning the cellular development of fibrosis demonstrated that
“Fibro/Adipogenic progenitors (FAP)” ((CD45(-), CD31(-), CD11b(-), Scal(+),
CD140a(+)), are the primary stromal cell population that causes fibrosis and their
activation is related to inflammation. However, the effect of FAP cells on the fibrosis
development in chronic muscle degeneration is still unknown in the absence of
inflammation. In this thesis, changes of stromal cell populations including
CD140a(+)/Scal(-), CD140a(+)/Scal(+), and CD140a(-)/Scal(+) was examined in
experimental acute muscle injury, tenotomy, and denervation models. In addition,
the correlation between cell activation and inflammation was investigated. Our
results showed that CD140a(+)/Scal(+) cells drastically increased and Scal(+)/
CD140a(-) cell population was limited cellular activation in the presence of acute
muscle injury. Only CD140a(-)/Scal(+) cell population was activated in tenotomy
while CD140a(+)/Scal(+) cells was activated in denervation. In all three
experimental models, there were no significant quantitative differences in terms of
CD140a(+)/Scal(-) cell population. This thesis study proved that the activation of
stromal cells in chronic degeneration model occurs inflammation-independent and
the CD140a(-)/Scal(+) cell population which is active in tenotomy and acute muscle
injury is different from CD140a(+)/Scal(+) stromal cell population. In addition, these
cells have been shown to contribute fibrosis development as a result of RNA

sequencing analysis.

Keywords: Skeletal muscle degeneration, Fibrosis, Fibroadipogenic progenitor
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1. GiRis

iskelet kas dokusu dejenerasyonu kas lifi atrofisi ve fibrozis gelisimi ile
meydana gelen patolojik bir durumdur. Bu patoloji doku islevinde énemli role sahip
yapisal proteinlerin eksikligine bagh meydana geldigi gibi senil islev kaybina bagl
olarakta meydana gelmektedir. Kas dejenerasyonu patolojik bulgular farkl olusum
mekanizmalarina sahip olmasina ragmen dokuda meydana gelen patolojik degisimler
aynidir. iskelet kas dokusu dejenerasyan siirecinde, dejenerasyon patolojisinin
engellenmesi amaci ile kas rejenerasyon mekanizmalarini arttirmaya yoénelik
(distrofin geninin dizeltmesine yonelik genetik yaklasimlar, kas rejenerasyonunun
desteklenmesine yonelik hiicresel tedaviler gibi) metodolojiler gelistiriimeye
cahsilmistir. Ancak bu tedavi metodolojilerine yonelik gerceklestirilen klinik
denemelerde yeterli rejeneratif cevabin olusturulamadigi, dokuda meydana gelen
fibrozisin genetik faktorlerin ve uygulanan hicrelerin dejenere kas dokusuna nifuz
etmesini engelledigi ve 6zellikle uygulanan hiicrelerin dogal nis 6zelliklerini bozmalari
nedeni ile yeterli etkinligi gosteremedikleri gbzlenmistir. Bu kapsamda iskelet kas
dokusunda hiicresel ve molekiiler fibrozis gelisim mekanizmalarinin ¢6ziimlenmesine
yonelik calismalar, yeni tedavi metodolojilerinin gelistirilmesi ve mevcut
metodolojilerin etkinliginin arttirilmasina yonelik yeni yaklasimlarin gelistirilmesi icin
onem tasimaktadir. 2010 senesinde fibrozisin hiicresel gelisim mekanizmasina
yonelik gerceklestirilen mekanistik calismada mezenkimal kok hiicre kokenli
“fibroadipojenik projenitor (FAP)” hicreleri yilizey belirtecleri ile birlikte
tanimlanmistir. FAP hiicreleri inflamatuar ve endotel hiicre belirtecleri yoniinden
negatifken CD140a(+), Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+) yoninden pozitiflik
gostermektedir. Ayni  zamanda FAP hicrelerinin aktivasyonu ve sayisal
reglilasyonunun inflamasyon ile iliskili oldugu da gosterilmistir. Ancak kas
dejenerasyon tiplerinin tamaminda inflamatuar hiicre yaniti meydana
gelmemektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak ilgili tez calismasinda, farkli dejenerasyon
patoloji bulgularini sergileyen deney hayvani modellerinde stromal hiicre
populasyonlarinin (CD140a(+)/Scal(-), CD140a(-)/Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+))

degisim dinamigi incelenmis olup, stromal hiicre aktivasyonu ile inflamasyon iliskisi



arastirilmigtir. Elde edilen bulgular dogrultusunda, inflamasyondan bagimsiz
aktivasyon gosteren CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunun ECM’in diizenlenmesi
ve hicrelerin fibrozis gelisimine katkisi yliksek 6lcekli RNA sekanslama metodolojisi
ile arastinlmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda, kas dokusu dejenerasyon sirecinde,
patoloji gelisimine katki saglayan stromal hiicre gruplari incelenmis olup, farkl
dejenerasyon patolojilerinde farkli stromal hiicre gruplarinin fibrozis siirecine katki

sagladigina yonelik bilimsel bulgular elde edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 iskelet Kas Dokusunun Genel Ozellikleri

iskelet kas dokusu somatik sinir sistemi tarafindan uyarilarak gerceklestirmis
oldugu mekanik aktivasyon ile viicut hareketini saglayan ana birimdir. Toplam viicut
kitlesinin vyarisindan fazlasini olusturmaktadir. Embriyonik gelisim sirecinde
somitlerden koéken alan 6ncil kas hiicrelerinin flizyon ile bir araya gelmesiyle ¢ok
cekirdekli kas lifleri olusur. Bu kas liflerinin her birinin tek bir motor néron ile inerve
edilmesi ile motor unite olusur(1). Motor Unite ile birlikte, bu lifler kas dokusunun en
kiiglk birimini olusturur. Birden ¢ok kas lifi endomisium adi verilen bag doku ile
demetler halinde bir arada tutulur. Endomisium ile sarili birden g¢ok kas lifinin
perimisium adi verilen ikincil bir bag doku ile demetler halinde bir arada tutulmasiile
kas fasiklilii olusur. Tim kas fasikillerini bir arada tutan bag doku ise dokunun en
disinda bulunur ve epimisium olarak adlandirilir (Bkz. Sekil:2.1). Embriyonik gelisim
sirecinde tek cekirdekli 6ncil hiicrelerin cok cekirdekli kas liflerini olusturmasi ve
olusan bu kas liflerinin bag doku ile demetler halinde paketlenmesi sonucunda iskelet

kas dokusu gelisimi tamamlanir (2, 3).

Epimysium

Fasikiil

Endomysium

Sekil 2.1: iskelet kas dokusunun genel yapisi(4)

iskelet kas dokusunun temel kasilma birimi, aktin ve miyozin proteinlerinden
olusan sarkomerdir. Sarkomer yapilarina gerekli mekanik uyarimin olusmasiicin doku

inervasyonu ve sitoplazmaya kalsiyum saliniminin gergeklesmesi gerekmektedir. Sinir



hicreleri kasi inerve ederek kas-sinir kavsagini olusturur. Gelen uyarim
norotransmitterler (asetilkolin) araciligi ile asetil kolin bagimh kanal proteinlerinin
aktivasyonu meydana gelir. Kanal proteinine asetil kolinin baglanmasi ile
sarkolemmada lokal depolarizasyon meydana gelir. Bu depolarizasyon ile voltaj-kapih
Na** kanallari acilir ve Na** hicre icine aktarilarak depolarizasyon sarkolemmaya
yayilir. Bu depolarizasyon dalgasi T tibillere kadar yayilarak, T tibillerde bulunan
RYR1/RYR2 olarak adlandirilan Ca** kapili kanallarin aktive olarak, sitoplazmaya
kalsiyum salinimini gerceklestirir(5). Serbest kalsiyum iyonlari Troponin C’'ye baglanir
ve aktin ve miyozin filamentlerinin arasinda bulunan tropomiyozinin yerlesimi
degiserek, aktin ve miyozin filamentleri birbirine baglanir. Etkilesim ile birlikte ATP
yikimi ile birlikte aktinler miyozin tzerinde kayar. Kas lifi boyunca ardisik olarak dizili

olan sarkomer yapilarinin kasiimasi ile doku kasilir(6).
2.2 iskelet Kas Dokusunun idamesi ve Rejenerasyonu

Kas dokusunda, dokunun rejenerasyonu ve idamesinden sorumlu ana hiicre
grubu, hiicre membrani ve bazal lamina arasinda konumlanmis olan satellit
hicrelerdir(7). Bu hiicreler normal fizyolojik kosullarda mitotik olarak sessizdir. Ancak
dokuda herhangi bir hasarin meydana gelmesi ile aktive olarak, hasarl kas lifi yapisina
katilarak dokunun tamirini saglamaktadir. Benzer bir sekilde saglkh bir kas
dokusunda kas lifinde bulunan cekirdekler de mitotik olarak sessizdir. Dokunun
kiitlece artis gostermesi, diger dokularda oldugu gibi dokuyu olusturan hiicrelerin
mitotik boélliinmesi ve sayica artisi ile meydana gelmez. Kas lifi icinde bulunan
miyofibril miktarinin arttirilmasi ile meydana gelmektedir. Saglikli kas dokusunda,
doku idamesi icin slireklilik iceren bir rejeneratif cevap bulunmamaktadir. Ancak, kas
liflerinde yapisal protein eksiklikleri, konsantrik egzersiz, kimyasal ajanlar nedeniyle
meydana gelen hasar sonucunda molekiler ve hiicresel mekanizmalarin aktive
olmasiyla rejenerasyon cevabi tetiklenmektedir(8). Bu rejenerasyon siirecine eslik
eden (g farkli hiicre grubu bulunmaktadir. Bunlar; inflamatuar hicreler, satellit
hiicreler ve dokuda bulunan stromal hiicrelerdir. Bahsedilen (¢ ana dlizenleyici hiicre
populasyonunun birbiri lizerine etki ettigi otokrin ve parakrin faktorler ile kas

rejenerasyonu saglanmakta olup, ¢ ana dizenleyici hicrenin dokuda belirli bir



stokiyometrik oranda bulunmasi ile hasar goéren kas lifinin tamir edilmesi, doku
spesifik kok hiicre havuzunun korunmasi ve dokunun yeniden modellenmesi igin
gerekli olan ekstraselller mimarinin herhangi bir kalici hasar olusturmadan
gerceklestigi gozlenmektedir. Dolayisiyla, bu siiregte rol alan hiicresel dizenleyici
mekanizmalarin aksamasina neden olan etkenlere (yapisal protein eksikligine bagl
yapim yikim doéngusinin bozulmasi vb.) baglh olarak rejenerasyonun
tamamlanamadigi ve dokuda patolojik degisimlerin meydana geldigi gosterilmistir.
Bu patolojik degisimlerin basinda, hasar stirecinde meydana gelen inflamatuar hiicre
aktivasyon dinamigindeki degisimler, kas lifi atrofisi ve artan ECM (Ekstraseliiler
matriks)'e bagh fibrozis gelisimidir. Asagidaki bolimlerde rejenerasyon siirecinde
gorev alan inflamatuar hucreler, kas dokusu hiicresel bilesenleri ve fibrozisin

molekiler gelisim mekanizmasi detayli olarak 6zetlenmistir (8).

2.2.1. Akut Kas Hasari ve Rejenerasyon Siirecinde inflamatuar Hiicrelerin

Etkisi

Akut kas hasari herhangi bir fiziksel ya da kimyasal bir etken varliginda kas
liflerinin yapisal batinlGginin bozulmasi ile meydana gelen durumdur. Akut hasar ve
rejenerasyon silireci (ic asamadan olusmaktadir. Bunlardan ilk asama nekrozdur. Kas
liflerinin parcalanmasi ve hiicresel debrisin aciga ¢cikmasiyla inflamatuar hiicrelerin
hasar bélgesine infiltre oldugu asamadir. ikinci asama tamir asamasidir. Doku nekrozu
ile birlikte agiga cikan faktorler satellit hiicrelerin aktive olarak kas lifi yapimina
katildigi asamadir. Bu siirecte merkezi cekirdekli yeni kas lifleri olusmaya baslar. Son
asama ise dokunun yeniden yapilanma siirecidir. Bu slirecte yeni olusan kas lifleri yeni
kontraktil elemanlarin yapilmasiyla olgunlasirlar. Nekroz, tamir ve olgunlasma siireci

hasarin bayukligiine bagh olmakla birlikte 10-14 giinlik sirecte tamamlanmaktadir

Kas liflerinin membran bitinlGginin bozulmasi sonucunda inflamatuar hiicre
cevabi ortaya c¢ikmaktadir. Hasar bolgesine ilk olarak gelen inflamatuar hiicreler
nétrofillerdir. ilk 24 saatlik siirecte infiltrasyon tamamlanir ve nétrofil cevabinin
devaminda hasar bolgesine Th1 hicreleri gelir. Burada TNFa (Tumor Necrosis Factor

Alpha) ve interferon-gama salgilayarak fagositik makrofaj (M1 makrofajlar)



aktivitesini basglatir. M1 makrofajlarin temel goérevi nekrotik doku pargalarinin
temizlenmesini saglamaktir. Hasari takip eden (¢ glin boyunca fagositik makrofajlar
sitotoksik faktorlerin salinimina (Stiperoksitdismitaz aktivasyonu ile hidrojenperoksit
Uretimi vb.) devam eder. Bu siirecte kas yikimi bir siire daha sitotoksik faktorlere
bagl olarak devam eder. Ancak dokuda gerceklesen her yeni hasara bagli olarak
satellit hlicrelerin daha etkin aktive olmasini saglayan nitrik oksit molekiliinin
salinimi ile tamir sireci desteklenmektedir. Akut hasarin 4. giiniinde giderek M1
makrofaj sayisi azalir ve hasar boélgesinde Th2 hiicre aktivasyonu ile M1 makrofaj
fenotipi, M2 fenotipine kayar. Makrofaj fenotip degisimi, Th2 hiicre faktorleri ile
gerceklestigi gibi ayni zamanda ortamda bulunan apoptotik notrofillerin salgiladiklari
TGF-beta ile bu fenotip degisiminin meydana geldigi gosterilmistir(9). Dolayisiyla
hasar bolgesinde bulunan myeloid hiicrelerin apoptozu sonucunda TNF-alfa
ekspresyonunun azalmasi, TGF-beta ekspresyonunun artmasi ile bu fenotipik degisim
meydana gelmektedir. M2 makrofajlar M1 makrofajlarin aksine TGF (Transforming
Growth Factor)-beta, IL (interlokin)-4, IL(interl6kin)-10 gibi anti-inflamatuar sitokinler
salgilar. Bu asamada M2 makrofajlarinin gorevi, olusan inflamasyonu ve inflamasyona
bagl doku icinde gerceklesen cevabi baskilayip, dokunun rejenerasyon sirecini
tamamlamasina yardimci  olmaktir (Bkz.Sekil:2.2). Rejenerasyon silirecinde
inflamasyonun devam etmesi, sitotoksik hlicre cevabinin devam etmesine neden
olacagindan bir slire sonra dokuya zarar vermeye baslayacaktir. Bu cevabin M2
makrofajlarca hasardan sonraki 4. giin ve devaminda baskilanmasiyla dokuda yeni
olusan kas liflerinin olgunlasmasi ve bu durumla iliskili olarak yeni bir ekstraselller
matriks (ECM) yapilanmasi gercekleserek 14-21 glinlik siirede kas yenilenmesi

tamamlanmaktadir (9, 10).
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Sekil 2.2: Akut hasar sonrasi tamir siirecine inflamatuar hiicrelerin rolleri (10)



2.2.2 Kronik Kas Dejenerasyonu ve inflamatuar Hiicrelerin Etkisi

Kronik kas dejenerasyonu, dokuda bulunan fonksiyonel proteinlerin kaybina
bagli olarak, dokunun ana Unitesi olan kas liflerinin ilerleyici yonde hasar gérmesi ve
rejenerasyon yanitinin yetersiz kalmasi ile kas lifi atrofisi, artan ekstraseliler matriks
(ECM) ile karakterize olan kronik ve ilerleyici bir patolojidir. Bu hastaliklar kas
distrofileri olarak adlandiriimakta olup, patolojileri kas lifi atrofisi ve fibrozistir.
Duchenne kas distrofisi (DMD), konjenital kas distrofileri ve digerlerinde, yapisal
protein eksikligine bagh olarak kasilma sonucu olusan mekanik stresin ECM’e
aktarilamamasina bagli olarak ilerleyici kas yikimi meydana gelmektedir. Bu durum
hasarla birlikte inflamatuar hicresel yanitin baslamasina neden olur. Genetik kas
miyopatilerinde olusan dejenerasyon siirecine, akut hasar sonrasi rejenerasyonda
gozlenen notrofillerin, mast hiicrelerinin ve sitotoksik T hiicrelerin sirece katildig
gozlenmistir. Ancak hasar tamirinin 6nemli bir basamagi olan makrofaj fenotip
degisiminin kronik hasar strecinde ne yonde etkilendigi arastirilmistir. Duchenne kas
distrofisi hayvan modeli olan mdx farelerde makrofaj hiicre sayisinin azaltiimasina
yonelik uygulanan genetik ve farmakolojik (kortikosteroid ve immunsupresan
uygulamasi) yaklasimlarda patoloji gelisiminin yavaslamis oldugu, bu nedenle
makrofajlarin kronik kas hasarinda énemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (11, 12).
Kronik dejenerasyonun erken déneminde (mdx farede ilk 4 haftalik siireci kapsar)
dokuda meydana gelen hiicresel aktivasyon, akut hasar slirecinde meydana gelen
inflamatuar hiicre yanit ile aynidir. Hasarin erken déneminde Th1 ve M1 makrofajlar
bulunmaktayken, ilerleyen siirecte ortama Th2 hiicreleri gelir ve M2 makrofaj profili
olusmaya baslar. M2 makrofajlar, M1 makrofajlar gibi arginin bagimlidir. Ortamda
hangi makrofaj fenotipinin agirlik kazanacagl aralarindaki substrat yarisi ve M2
makrofajlarin, M1’leri baskilamak icin kullandigi IL-4 ve IL-10 faktorlerine baglilik
gostermektedir. Dokudaki makrofaj fenotip degisiminin yarisiml faktérlere bagl
olmasi kronik hasar sirecinde hicre fenotipinin M1 yoniine kaymasina ve M2
fenotipinin baskilanmasina neden olmaktadir (13). Akut hasar ile kronik hasar
arasindaki inflamatuar hicre tipleri yoniinden meydana gelen farkliliginin bir diger

sebebi olarak, alloreaktif T hiicre varliginin neden oldugu distinilmektedir. Mdx fare



ile gergeklestirilen galismalarda hastaligin ilerleyen sirecinde dokuda alloreaktif T
hiicrelere bagl inflamatuar yanitin olustugu gézlenmistir. Duchenne hastalarinin kas
dokularinda spesifik T hiicre reseptor yeniden diizenlemesinin meydana geldiginin
gosterilmis olmasi, muhtemel durumun Duchenne hastalarinda da oldugunu

distndlirmektedir (14, 15).
2.1 Kas Dokusunun Hiicresel Bilesenleri
2.3.1 Miyojenik Farklilasma Ozelligi Bulunan Kék/Projenitor Hiicreler
a. Satellit Huicreler:

Kas dokusunun rejenerasyonundan sorumlu ana kok htiicre grubu her bir kas
lifinde bazal membran ve kas lifi plazma zari arasinda konumlanmis olan satellit
hiicreler tarafindan saglanmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda mitotik olarak sessiz
bulunan satellit hicreler kas liflerinin yapisinin bozulmasina bagli gelisen hasar
durumunda ekstraselller matrikste bulunan matriks bagimh proteaz aktivasyonu,
hasar bolgesine gelen inflamatuar hiicrelerin salgiladiklari faktérler olmak tzere bir
seri otokrin ve parakrin faktér varliginda aktive olmaktadir. Bu faktérlerden en
onemlisi nitrikoksiktir (NO) ve hasar durumunda nitrikoksit sentaz (NOS) enziminin
aktivasyonu ile olusturulur (16). Molekiliin gaz fazinda olmasi nedeniyle hiicre
zarindan diflizyon aracihig ile gecerek satellit hiicre aktivasyonunun saglanmasinda
rol alan ilk sinyal molekilidir. Bu aktivasyondan sonraki siirecte, fonksiyonel olarak
kas yenilenmesine katilmada etkili rol Ustlenen, notch sinyal yolagl ligandlari,
hepatosit blyime faktorli (HGF) ve IL-6 gibi faktorlerin salgl idamesini saglayarak,
hicrelerin tamir stirecinde etkin rol almasini saglamaktadir (17). Aktive olan satellit
hiicreler asimetrik boliinme ile sayica ¢ogalirlar. Bir kismi satellit hiicre havuzunun
korunmasi igin nis bolgesine yerlesir. Diger hiicreler hasarh kas liflerinin yapisina
fizyon mekanizmasi ile katilarak kas lifinin tamir edilmesini saglamaktadir (Bkz.

Sekil2.3).
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Sekil 2. 3: Satellit hiicre aktivasyonu ve kas tamiri (18)

b. PW1* Hiicreler

Kas dokusu rejenerasyonunda kas lifi olusumundan sorumlu ana hiicre
grubu satellit hicrelerdir. Ancak, dokuda endomisial yerlesim gosteren ve
miyojenik farklilasma potansiyeli bulunan farkli bir hiicre grubu daha
tanimlanmistir. Bu hiicreler gerek dokuda yerlesim alanlari, gerek tasidiklari ylizey
belirtecleri yonilinden satellit hicrelere gore farkhilik tasimaktadir. Satellit
hicreler CD56(+)/Pax7(+) olmalari ve spesifik doku yerlesimleri ile
tanimlanirlarken, PW1(+) hiicreler endomisial yerlesimleri ve PW1(+)/Pax7(-)/
CD34(+)/CD31(-) olmalari ile karakterizedir (19). Bahsedilen belirtegler ile izole
edilen PW1(+) hiicreler in vitro ortamda spontan miyojenik farklilasma gosterdigi
gibi izole edildikten sonra hasar bolgesine enjekte edildiginde kas lifi yapisina
katilabildigi gozlenmistir (20). Endotel belirte¢ tasimiyor olmasi, Pax7 ‘den
bagimsiz miyojenik farklilasma gosterip in vivo rejenerasyona katiliyor olmasi bu

hiicrelerin kdkenine yonelik sorulari beraberinde getirmektedir.
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2.3.2 Miyojenik Farklilasma Ozelligi Bulunmayan Kok/Projenitor

Hiicreler

Bilim insanlari son 20 vyilda iskelet kasi hastaliklarina yonelik tedavi
metodolojilerinin  miyojenik farklilasmanin arttiriilmasi Gzerine kurgulamistir.
Dejeneratif kas hastaliklarinda kas yapim-yikim dengesi tedavi icin 6nemli bir
yaklasimdir. Ancak yapilan sayisiz calismada gerek hiicresel gerek genetik tedavi
yaklasimlarinin kas dokusu rejenerasyonunu yeterince saglayamadigini gosterilmistir
(21-23). Bunun temel sebebi olarak dejenere kas dokusunda gelisen fibrozisin bariyer
etkisi nedeniyle, doku bitlnliginiin bozulmus olmasi ve uygulanan hiicre, nétralizan
antikor ve genetik faktorlerin dokunun ilgili bolimlerine ulasamadigl ortaya
konmustur. Bu ¢alismalar sonucunda bilim insanlari rejenerasyon ve dejenerasyon
sirecinde rol alan stromal degisikliklere odaklanmis olup, kas hastaliklarina yonelik
gelistirilen tedavi yontemlerinin basinda fibrozisin engellenmesine yodnelik
calismalarin yer almasi gerektigi anlasiimistir. Bu noktadan yola ¢ikarak arastirmacilar
iskelet kasina farklilasma potansiyeli olan yeni kok hiicre gruplarinin kesfi yerine
dejenerasyon sirecinde meydana gelen fibrozisin hiicresel ve molekiler gelisim

mekanizmalarinin ¢déziimlenmesine yonelik ¢alismalara hiz vermistir.

iskelet kasi yapisini olusturan kas lifleri, kas sinir birimi, kan damarlari ve doku
spesifik kok hiicreleri disinda endomisial ve perimisial yerlesim gdsteren miyojenik
yonde farklilasma gostermeyen hiicre grubundan olusmaktadir (24). Bu hicreler
doku tamiri sirasinda ekstraselliler matriksin yeniden modellenmesinde gérev aldigi
gibi ayni zamanda salgiladiklari faktorler ile rejenerasyon sirecine énemli Olglide
katki saglamaktadirlar. Bu hiicrelerden biri Tcf4(+) bag doku fibroblastlari ve bipotent

farklilasma 6zelligi gosteren fibroadipojenik projenitorler (FAP) dir.
a. Tcf4(+) Bag Doku Fibroblastlari

Tcf4(+) bag doku hicreleri endomisial alanda bulunan ve kas dokusunda
dejenerasyon/rejenerasyon slrecinde ekstraseliiler matriks yapimina katki
saglayarak, dokunun yeniden modellenmesine yardimci olan bir hiicre grubudur.

Tcf4(+) hicrelerin gergeklestirilen in vitro g¢alismalarda, bu hiicrelerin miyojenik
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farklilagma gostermedigi ancak deplesyonu durumunda kas rejenerasyonunun
tamamlanmasi icin 6nemli bir hiicre grubu oldugu gozlenmistir. Cre/Lox sistemi ile
Tcf4 gen hedeflemesi yapilarak dokuda bu hiicrelerin sayica azaltilmasi sonucunda
rejenerasyon siresinin uzadigi ve kas liflerinin etkin bir sekilde rejenere olamadigi
gozlenmistir. Tcf4(+) hiicreler rejenerasyon sirecine dogrudan kendileri katilmazken,
salgiladiklar faktorler ile kas gelisimine 6nemli 6l¢tide katki sagladigi gerceklestirilen
in vitro ko-kultur calismalari ile gosterilmistir (25). Bu hicrelere yonelik bilgi kisitl

olmakla birlikte, bu yonde ¢alismalar devam etmektedir.
b. Fibroadipojenik Projenitorler (FAP)

ilk olarak 2010 senesinde tanimlanmis olup, fibroblast ve adiposit
farklilasmasi gosteren bipotent bir kok hicre grubudur (26, 27). Hicrelerin
tanimlanmasinda ylizey belirtegleri kullanilmistir. Her gecen glin bu hicrelerle ilgili
yeni bir belirte¢ paneli belirlenmekte olup, arastirmacilarin FAP hiicre ¢alismalarinda
kullandiklari  belirteg  paneli  “CD11b(-)/CD31(-)/CD45(-)/CD140a(PDGFRa)(+)
/Scal(+)” seklindedir (28). FACS (Fluorescence-activated cell sorting) yontemiile izole
edilen FAP hiicrelerinin in vitro kosullar altinda spontan adipojenik ve fibroblast
farkhlasmasi gosterdikleri, in vivo kosullar altinda ise gliserol aracili enjeksiyonunda
doku ici yag olusumunu, GFP ile isaretlendiginde kronik dejenerasyon siirecinde
fibrozis odaklarinda ¢ogaldigl ve tip-l kollajen sentezledigi gozlenmistir (29). Kas
dokusu fizyolojisinde gerceklestirilen lokalizasyon calismalarinda FAP’larin kas lifi, kan
damari komsulugunda konumlandigi gézlenmistir. Lokalizasyonu nedeniyle ilk olarak
endotel kokenli oldugu distinilen FAP hiicrelerinin endotel belirtecleri tasimamasi
nedeniyle endotel kékenli olmadigl ortaya konmustur. /n vitro calismalarda FAP’larin
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma gostermesi, hiicrelerin mezenkimal
kok hicre kokenli oldugunu kanitlamistir (27). In vivo kosullarda rejenerasyon
sirecinde FAP’larin kas yapisina katilip, katilmadiginin ve fibrozis siirecine olan
katkisinin arastirlmasi amaci ile isinlanarak (irradiated) satellit hiicrelerden
arindirilmis kas dokusuna, kardiyotoksin enjekte edildikten sonra GFP (Green
Fluorescent Protein)-PDGFRa isaretli FAP hiicrelerinin fibrozis odaklarinda bulundugu

ve sayica ¢ogaldiklar gozlenmistir (30). Gergeklestirilen bu c¢alismalar sonucunda
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FAP’larin rejenerasyon siirecinde miyojenik farklilasma géstermedigi, tamir edilen kas

lifi yapisina katilmadigi gosterilmistir (30).

FAP hicrelerinin kas gelisimi ve rejenerasyon sirecine olan etkisinin
arastirilmasi amaci ile gerceklestirilen calismalarda, miyoblast hicreleri ile FAP
hicreleri birlikte kiltire edildiginde miyoblast idamesi ve farklilasmasini indikledigi
gozlenmistir. Transgenik fare modelinde (PDGFRa/CD140a conditioned knock out) ise
FAP hiicre deplesyonu durumunda rejenerasyonun tamamlanamadigi gézlenmistir.
Gerceklestirilen bu ¢alismalar sonucunda FAP hiicrelerinin doku fizyolojisini hiicresel
olmayan mekanizmalar tizerinden dizenledigi ve saglkli kas dokusu icin bu hiicrelerin

var olmasi gerektigi saptanmistir (31)

Saghkh kas dokusunda FAP hiicre populasyonu yaklasik %1 oraninda
bulunmaktadir. Akut hasar sonrasi tamir siirecinde zamana bagli FAP hiicre sayisi
degisimi incelendiginde hiicrelerin hasar sonrasi 3. giin sayica 10 kattan fazla artis
gosterdigi, tamir sirecinin 10-14. glininde ise FAP sayisinin kontrol sayisindaki
degere ulastigi gosterilmistir. Gercgeklestirilen arastirma sonucunda hiicrelerin
maksimum sayiya ulastigl slirecin, ayni zamanda sitotoksik inflamatuar hiicrelerin
hasar boélgesinde maksimum sayida bulundugu siregle iliskili olarak artis gosterdigi,
sitotoksik T lenfositlerin ortamdan ¢ekilmeye basladigi slirede de FAP hiicrelerinin bu
degisime uyumlu olarak sayica azaldiklari gbzlenmistir (32). Elde edilen bu bulgular
sonucunda rejenerasyon surecinde FAP hiicre sayisinin inflamatuar hicreler
tarafindan dizenlendigi hipotezinin ortaya c¢ikmasina neden olmustur. Rossi ve
arkadaslari tarafindan gerceklestirilen in vitro calismalarda, FAP hiicrelerinin
inflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan ana faktorler (TNF-alfa, IL-4, 1L-10,IL-6,
TGF-beta vb.) varliginda ne gibi fizyolojik degisimler gosterdigi arastirilmistir. izole
edilen FAP hiicreleri TNF-alfa, TGF-beta ve IL-6 ile birlikte kiltiire edildiginde sadece
TNF-alfa varliginda hiicrelerin apoptoza gittigi gbzlenmistir. Bu sonug hasar sonrasi 3.
glin dokuya infiltre olan sitotoksik inflamatuar hiicre salgisi TNF-alfa’nin FAP
apoptozunu indikledigini ve 3. glinden sonra hiicre sayisinda azalis olmasini
sagladigini gostermistir. Akut hasar sonrasi tamir silirecinde sitotoksik hiicre

fenotipinin, sitotoksik olmayan hiicre hiicre fenotipine geciste hakim olan iki ana
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faktor bulunmaktadir. TNF-alfa sitotoksik hiicreler tarafindan (M1 makrofaj)
salgilanmaktadir. M1 makrofaj fenotipinin, sitotoksik olmayan M2 makrofaj
fenotipine donlismesiyle hasar bolgesinde TGF-beta faktorlii hakim olmaya
baslamaktadir. Rejenerasyon siirecinde hakim olan TGF-Beta’nin FAP hiicrelerine
olan etkisi arastirildiginda, hiicrelerde anti-apoptotik yolak aktivasyonunun meydana
geldigi gozlenmistir. TNF-alfa aracili apoptoz ile sayica azaltilan FAP hiicrelerinin TGF-
beta araciligi ile idamesinin saglandigi gosterilmistir. Elde edilen bu bulgular, hasar
sonras! tamir surecinde FAP hiicrelerinin sayica artis gostererek rejenerasyon
sirecinde dokunun yeniden modellenmesinde gorevli oldugunu, yeterli rejeneratif
yanitin (M1, M2 makrofaj fenotip degisimi) olusmasiyla sayisinin azaltilarak dengede

tutuldugu anlasiimistir (32).

Akut hasar sonrasi tamir sirecinde FAP hiicre regiilasyonu TNF-alfa ve TGF-
beta kontroll altindadir. Ancak kronik kas hasari sirecinde fibrozis gelisiminin ana
diizenleyicisi olan TGF-beta’dir. Mdx fare doku kesitlerinde FAP hiicrelerini sayisal
artis gosterdigi ve fibrotik alanlarda FAP hiicrelerinin konumlanmis olmasi bu
hicrelerin dokuda fibrozise neden olan hiicreler oldugunu gostermistir. Tetiklenen
fibrozis sireci ile FAP hiicreleri TGF-beta sinyali varliginda idame edilmekte ve sayica

artis gostererek fibrozisi tetiklemektedir (32).

FAP hiicrelerinin kesfi ile birlikte anti-fibrotik tedavi stratejileri icin yeni bir
hedef hiicre grubu ortaya konmustur. Kas rejenerasyonunun tetiklenmesinin basinda
fibrozisin engellenmesi geldigi icin bu hicreler tedaviye yonelik yaklasimlarin
gelistirilmesinde ana odak noktasini olusturmustur. FAP hiicrelerini hedefleyen yeni
tedavi stratejilerinin  gelistirilebilmesi icin  6ncelikle hicrelerin aktivasyon
mekanizmasina yonelik yolaklarin kesfedilmesi gerekmektedir. FAP hiicrelerinin en
temel belirteci PDGFRa (CD140a) reseptoridir. Dolayisiyla arastirmacilar dncelikle
FAP hicrelerinin PDGFRa (zerinden aktivasyonunu engellemeye yonelik
yaklasimlarda bulunmuslardir. PDGFRa tirozin kinaz ailesi lyesidir ve ligand ile
baglandiginda tirozin kinaz aktivitesi ile ilgili asagl molekiler yolaklari aktive

etmektedir. FAP hicrelerinin tirozin kinaz bagimh aktivasyonu, tirozin kinaz
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inhibitorleri ile fibrozisin engellenebilecegine yonelik hipotezlerin olusmasini

saglamistir.

arklilagma ve

Rejenerasyon
Onciil myojenik sinyal‘g{‘\
A

@ satellit Hiicre
o FAP ‘

: inhibitér sinyallerin kaybi
‘ Fibroblast FAP farkhlagmasi ¢ 5 "

!

= 25 .
. Ao Tamir
e Apoptoza giden A
FAP hiicresi = .
\L Yag dejenerasyonu
Pa Qs x

Z—oﬁ‘
0;0,,3:*,@«‘0
J\ﬁ-\

230x O QP;

Hasar

sagkallm inhibisyonu Hiicre bd Aktivasyon

Sekil 2.4: Akut hasar ve kronik dejenerasyonda FAP regiilasyon semasi (31)

ilk olarak Rossi ve arkadaslari tarafindan Mdx fare modeline, klinikte yaygin

olarak kullanilan bir tirozin kinaz inhibitori olan Nilotinib’in enjeksiyonu ile fibrozis

odaklarinin sinirlandirildigr gosterilmistir (32). Yalniz Nilotinib degil, ayni zamanda

klinikte kullanilan diger tirozin-kinaz inhibitérlerinin de FAP temelli fibrozis

tedavilerinde kullanilabilecegi distintlmektedir (33). FAP hiicre regillasyonunda

PDGFRa (CD140a) temelli regilasyonun hangi molekiler mekanizmalar tzerinden

gerceklestigi arastirildiginda, akut hasar sonrasi tamir strecinin ilk 4 gtinlik slirecinde
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tam uzunlukta (180kDa) PDGFRa ekprese edildigi, FAP aktivasyonu ile birlikte PDGFRa
ekspresyon siirecinde alternatif poliadenilasyonun meydana geldigi ve GO fazinda
bulunan PDGFRa’dan (180 kDa) daha diisik molekiil agirhigina (120kDa) sahip
proteinin olustugu gézlenmistir. intronik poliadenilasyon mekanizmasi ile reseptdriin
kinaz domaini kisaltilarak islevini kaybetmesi saglanmaktadir. Bu kapsamda, FAP
aktivasyonu sonrasinda PDGFRa uyariminin sonlandirilmasi ile asagl yolaklarda
fibrotik gen ekspresyonlari baskilanmaktadir (34). Béylece, FAP hiicre aktivasyonu ile
doku tamiri gergeklestirilirken, belirli bir asamadan sonra hiicrelerin uyarimlanmasi
engellenerek patolojik olusumlarin oniine gecilmektedir. Ayni calismada anti-sens
morfolino uygulamasi ile hem uzun hem de kisa form PDGFRa olusumunun
engellenmesi ile fibrozisin tetiklendigi ve engellendigi gosterilmistir. Bu nedenle FAP
temelli fibrozis tedavisinde tirozin kinaz inhibitorlerine alternatif olarak, anti-sense

morfolinolarin da kullanilabilecegi gosterilmistir.
2.4 Fibrozisin Hiicresel ve Molekiiler Gelisim Mekanizmasi

Fibrozis dokuda ECM miktarinin artmasi ile meydana gelen patolojik bir
durumdur. Normal fizyolojik kosullarda ECM dokunun destek birimi degil ayni
zamanda dokunun lokomotor aktivitesini gerceklestirebilmesi icin de gereklidir.
Ozellikle de iskelet kas dokusunun mekanik fonksiyonu ve idamesi icin oldukga &nem
tasimaktadir. Ancak, iskelet kas dokusunun mikroskobik incelemesi yapildiginda ECM
miktarinin tim doku icindeki oraninin %5 oldugu gézlenmektedir (35). Bu oransal

dagihm dokunun idamesi, mekanik aktivitesi icin gerekli fizyolojiyi saglamaktadir.

Sekil 2.5: A Saglkl kas dokusu. B Duchenne Kas Distrofisi kas dokusu (36)
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Kas dokusunda ECM’in molekiil yapisi incelendiginde kollajen tipl ve 3
yonilinden zengin bir yapida oldugu, tip 4 kollajenin kas lifi bazal membran yapisinda
bulundugu goézlenmistir. Kas lifleri ve ECM arasindaki baglanti ise fokal adezyon
molekdlleri ile saglanmaktadir. Bu yapisal proteinler icinde en dnemlisi distroglikan
kompleksidir. ECM bilesenlerine ve kas lifi ile iliskisine bakildiginda, ECM’in dokunun
bltlnleyici bir parcasi oldugu goézlenmektedir (37). Sadece genetik kokenli kas
dejenerasyonunda degil, dokunun kullanima bagh degisimlerinde de (tenotomi,
denervasyon, spinal cord hasari, yasliik vb.) ECM miktari artarak fibrozis
gelismektedir (38). Fibrozis gelisiminin ¢ok erken déneminde bu patolojik degisim
gecici olabilmektedir. Ancak ilerleyen fibrozis siireci geri dénlisimsiiz olup kronik
olarak artis gostererek doku esnekliginin kaybolmasi ve kaybolan esneklige bagli
olarak kas lifinin mekanik islevinin kisitlanmasi sonucu kas lifi atrofisi meydana
gelmektedir. Fibrozis gelisiminde iki ana mediyatdér bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi kas lifi veya inflamatuar hicrelerden salgilanan pro-fibrotik faktorler ve
dokuda bulunan stromal hiicrelerdir. Dokudan salgilanan pro-fibrotik faktorlerin
basinda TGF (Transforming Growth Factor)-beta 1 gelmektedir (39).0ziinde etki ettigi
hicre tipine gore islevi (pleiotropik etki) farklilik gostermekle beraber, dejenerasyon
sirecinde inflamatuar hiicrelerden salgilanarak, stromada fibrozis baslatici hiicrelerin
(FAP hicreleri, doku fibroblastlari vb.), reseptoriine baglanarak Smad 3
fosforilasyonu (izerinden yolak aktivasyonu gerceklesir. TGF-beta sinyal yolagi
aktivasyonu ile dokuda bulunan stromal hiicrelerde (fibroadipojenik projenitorler,
bag doku fibroblastlari) kolajen-l sentez artisi ve dokuda bulunan hiicrelerin
fibroblasta donlisimi ile fibrozis sireci tetiklenmis olur (40). Fibrozis
patofizyolojisinde TGF-beta sinyal yolaginin ana diizenleyici rol oynamasi anti-TGF-
beta temelli tedavi yontemlerinin gelistirilmesini saglamistir. Gergeklestirilen in vivo
calismalarda basarili sonuglar elde edilmis olmasina ragmen klinik denemelerde
gelistirilen inhibitor molekillerin yan etkiler gostermesi nedeni ile tedavi sekli
yurarlige girememistir (41-43). Bu nedenle TGF-beta inhibisyonuna ek olarak,

fibrozisin dokuda baslatilmasina neden olan hiicre gruplari izerine ¢alismalara yon
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verilmistir. Asagidaki bolimde stromal hiicreler ve fibrozis iliskisi detayl olarak

anlatilmistir.
2.5 iskelet Kasi Calismalarinda Kullanilan Deneysel Hayvan Modelleri
2.5.1 Genetik Modeller

iskelet  kas hastaliklarinin  modellenmesinde  genetik  modeller
kullanilabilmektedir. Bu modellerin ortak o6zellikleri hastaliga neden olan gende
meydana getirilen mutasyonlar araciligi ile hastalik fenotipinin olusturulmasidir. Bu
kapsamda en sik kullanilan model mdx fare modelidir. Duchenne kas distrofisinin
modellenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Distrofin geninde bulunan nokta
mutasyonu nedeniyle normalden kisa distrofin iretimi mevcuttur. Mdx fare iskelet
kas dejenerasyonu incelendiginde, iskelet kas dokusunun yogun olarak etkilenmedigi
bu nedenle insan patoloji bulgularini tam olarak karsilayamadigi gosterilmistir. Ancak,
kas distrofisini en iyi yansitan kas grubu diyafram kasidir. Bu nedenle arastirmacilar
agirhkli olarak bu modeli kullanirken diyafram kasi Uzerinden arastirmalarini
surdirmektedir(44). Duchenne kas distrofisi hayvan modelinden bir digeri ise GRMD
(Golden retriever muscular dystrophy) kopek modelidir. Distrofin geninde splice
mutasyonu protein tretimi engellenerek olusturulan bir modeldir. insanlarda zamana
bagl olarak meydana gelen patolojik degisimi en iyi gosteren hayvan modelidir.
iskelet kas dokusu insanda oldugu gibi atrofi ve yaygin fibrozis bulgulari gésterirken,
hastaligin ilerleyen siirecinde diyafram kasinin etkilenmesi ile solunumun durmasi ve
kalp yetmezligine bagh 6lim meydana gelmektedir. GRMD modeli, Duchenne kas
distrofisinin modellenmesinde Ustlinlik géstermesine ragmen ulasim, idame kolayhgi
ve etik nedenlerden dolayi arastirmalarda mdx fare modeli kullaniimaktadir. GRMD
modelinin  kullanimi, klinik denemeye girecek olan tedavi yontemleri ile

sinirlandirilmistir (45).
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2.5.2 Akut Hasar Modeli

Model, iskelet kasinda hasar sonrasi rejenerasyon cevabinin olusturulmasi ve
bu silrece eslik eden hiicresel ve molekiler dizenleyicilerin arastirilmasi amaci ile
uygulanmaktadir. Akut hasar olusturmada en c¢ok kullanilan yéntem kas icine
miyotoksin enjeksiyonudur. Bu kapsamda en sik kullanilan toksinler noteksin ve
kardiyotoksindir. Genel 6zellikleri fosfolipaz A2 tiirevi peptid yapilarini icermesi ve kas
icine enjeksiyonu ile kalsiyum bagimli proteaz cevabini baslatarak, kas liflerinin
parcalanmasini saglamaktir. Dokunun yapisal bitinliginiin bozulmasiyla birlikte
inflamasyon ve bunu takip eden siirecte dokunun yenilenmesiyle iliskili hiicresel ve
molekiler sinyal mekanizmalari aktive olarak 14-21 giinliik slirecte doku tamiri

tamamlanir (8).

2.5.3 Hareketsizlestirme Modelleri

a. Tenotomi

Kas dokusunun ana mekanik gliclini saglayan tendonda meydana getirilen
kesi ile olusturulmaktadir. Dokuda kronik hasar sirecinde inflamasyondan bagimsiz
olarak eslik eden patolojik olaylarin arastirilmasi amaci ile uygulanmaktadir. Tendon
kesisi sonucunda ilgili kasa sinir uyarisinin devam etmesine ragmen kas kasilamaz. Bu
duruma bagl olarak kas liflerinde atrofi ve fibrozis meydana gelmektedir. Bu amacla
en sik kullanilan hayvan modelleri sican ve faredir. Tenotomi modeli alt ekstremite
kaslarinda olusturulmakta olup, en sik kullanilan yontem asil tendon ve anterio tibial
tendon kesisidir. Asil tendon kesisinde etkilenen kas grubu Gastrocnemius ve
Soleus’tur. Anterior tibial tendon kesisinde ise Tibialis anterior kasi etkilenmektedir.
Tendon kesisini takip eden 7 ginlik sirecte erken fibrotik degisiklikler meydana
gelmektedir. ilk bir haftalik siirecin devaminda atrofi ve fibrozis devam etmektedir

(46, 47).
b. Denervasyon

iskelet kas dokusunun kasilmasini saglayan ana uyarim motor néronlar
tarafindan gercgeklestirilmektedir. Kasa ilgili uyarimin gelmesini takiben mekanik

uyarimin (hareketin) gerceklesebilmesi icin kuvvetin uygulanacagl tendon destek
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noktasina da ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu yoni kasin etkin bir sekilde kasilabilmesi igin
hem tendon yapisina hem de sinirsel uyarima beraber ihtiya¢c duyulmaktadir. Kas
dokusunun ana uyaricisinin sinir yapisi olmasi nedeniyle, bu iletisimin kesilmesi
durumunda ilgili kasilma uyarisi olusamamaktadir. Zamanla kasilmayan
(kullanilmayan) dokuda patolojik degisiklikler meydana gelmeye baslamaktadir.
Kronik kas hastallk modeli olusturma ve siliregte meydana gelen patolojik
degisikliklerin incelenmesi amaci ile sinir kesisi yaklasimlari uygulanmaktadir.
Uygulanan bu model motor néron hastaliklarinin (SMA -spinal muscular atrophy, ALS
Amyotrophic lateral sclerosis vb.) modellenmesi icin uygulanmaktadir. Bu kapsamda
tanimlanmis en iyi model siyatik sinir kesisi ile alt ekstremite kaslarinin etkilenmesini
saglamaktir. Siyatik sinirin blylk ve kolay bulunabildigi i¢in arastirmacilara modelin
kolay bir sekilde uygulanmasina yonelik avantaj saglamaktadir. Siyatik sinir kesisini
takiben alt ekstremite uyarimi ortadan kalktig icin hayvan kesinin yapildig
ekstremiteyi hissedemez ve kullanamaz. Denervasyon ile birlikte ilgili ekstremite
kullanilamadigi icin tim kas gruplar etkilenmektedir. Ancak bu siirecte en ¢ok
etkilenen kas grubunun Gastrocnemius ve Soleus oldugu gosterilmistir. Kesiyi takip
eden ilk 10 ginlik surecte erken patolojik degisimler gozlenmeye baslar. Kas lifi
atrofisi ve fibrotik degisimler gozlenir. Dejenerasyon patolojisi ilerleyici yonde
seyreder ve 3. ayin sonunda kas lifleri tamamen atrofi gelistirerek yagh dejenerasyon
meydana gelmektedir. Denervasyon slrecinde meydana gelen erken patolojik

degisimlerin analiz edilmesi igin ilk 10 ginlik slireg yeterlidir (48).
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e Picogreen kit

e NaOH (sodyum hidroksit) (Sigma)

e Etanol

e Kloroform

e Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter A63880
e Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen 653-05)
e lon PI™ Sequencing 200 Kit v3

e lon Pl Chipv3

e |on Proton semikondiiktor yeni nesil dizileme cihazi

e Torrent Server
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3.2 YONTEMLER
3.2.1 Akut Kas Dejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

Akut kas dejenerasyon modelinin olusturulmasi icin Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari Laboratuvarindan 10 adet 10 haftalik erkek swiss fare temin
edilmistir. Her bir hayvanin ayri ayri agirhgn tartilarak ksilazin/ketamin dozlari
hesaplanmistir. intraperitonel ksilazin/ketamin karisimi enjeksiyonu ile hayvanlar
anestezi altina alinmistir. Anestezi altinda bulunan hayvanin sag bacagi traslandiktan
sonra cilt kesilerek, tibialis anterior kasi agiga cikarilmistir. 10 uM’lik kardiyotoksin
¢Ozeltisi, insllin enjektorli yardimiyla kasa paralel olacak sekilde enjeksiyon
yapilmistir. Enjeksiyon sonrasi kardiyotoksin etkisine bagli kas dokusunda sisme ve
istemsiz fasikilasyonlarin oldugu gozlenmistir (Bu asama enjekte edilen ajanin kas
dokusunda istenilen etkiyi yarattigini géstermektedir.). Kesi yapilan cilt 3/0 katgut
cerrahi ip ile kapatildi. Hayvanlarin vital bulgulari kontrol edildikten sonra temiz
kafeslere aktarilarak ayilmalari saglanmistir. islemi takip eden siirecte ve ardisik
gunlerde intraperitonel BrdU (Bromodeoxyuridine) enjeksiyonu (1mg/20 gr fare)

gerceklestirilmistir.

Akut kas hasarinin 3. giinii (stromal hiicre aktivasyonunun maksimum oldugu
glin) anestezi altina alinan hayvanlarin sag bacak tibialis anterior kaslari ¢ikarilarak,
buzda bekletilen PBS tamponu icine alinmistir. Her bir hayvanin sol bacak kaslari ise
kontrol kas dokusu olarak toplanmistir. Dokularin bir kismi histolojik analiz galismalari
icin bloklanmistir. Doku toplama isleminin bitmesini takiben hayvanlara yapilan
ylksek doz anestezi ile 6tenazi islemi gerceklestirilmistir. Toplanan dokular buziginde

bulunan PBS iginde ilgileri diger islemlerin yapilmasi lizere laboratuvara taginmistir.
3.2.2 Kronik Kas Dejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

Kronik kas dejenerasyonu icin iki farkl yontem uygulanmistir. Bu modellerden
biri tendon kesisi digeri ise siyatik sinir kesisidir. Her iki yontem icin asagida belirtilen
protokol ortak olarak uygulanmistir. Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan 10 adet tenotomi modeli i¢in 10 adet denervasyon modeli olmak

Uzere toplamda 20 adet 10 haftalik erkek swiss fare temin edilmistir. Her bir hayvanin
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ayri ayri agirhig tartilarak ksilazin/ketamin dozlari hesaplanmistir. intraperitonel

ksilazin/ketamin karisimi enjeksiyonu ile hayvanlar anestezi altina alinmistir.
3.2.2.1 Tenotomi Modelinin Olusturulmasi

Tendon kesisi uygulanacak olan hayvanlarin sag bacaklari tiraslandiktan sonra
tibialis anterior tenotomisi icin, bistlri yardimiyla cilt kesilerek anterior tibial tendona
ulasilmistir. ilgili tendon potegii ile sikistirildiktan sonra portegiiniin her iki ucundan
kesilmistir (Amac¢ aradan parca cikararak kesi yapmak, olasi rejenerasyonu
engellemek). Tendon kesisi sirasinda tendonun bagli oldugu kas dokusuna zarar
verilmemesine 6zen gosterilmistir. Tendon kesisini takiben tibialis anterior kasinin
dize dogru cekildigi gbozlenmistir. Modelin olusturulmasini takiben kesi yapilan cilt 3/0
katglt cerrahi ip ile kapatildi. Hayvanlarin vital bulgulari kontrol edildikten sonra
temiz kafeslere aktarilarak ayilmalari saglandi. islemi takip eden siirecte ve ardisik

gunlerde intraperitonel BrdU enjeksiyonu (1mg/20 gr fare) gerceklestirilmistir.

Tendon kesisinden sonra 7. giin doku toplama islemine gegilmistir. Anestezi
altina alinan hayvanlarin sag bacak tibialis anterior kaslari cikarilarak, buzda
bekletilen PBS tamponu icine alinmistir. Her bir hayvanin sol bacak kaslari ise kontrol
kas dokusu olarak toplanmistir. Dokularin bir kismi histolojik analiz calismalari icin
bloklanmistir Doku toplama isleminin bitmesini takiben hayvanlara yapilan yiksek
doz anestezi ile 6tenazi islemi gerceklestirilmistir. Toplanan dokular buz iginde

bulunan PBS iginde ilgileri diger islemlerin yapilmasi lizere laboratuvara tasinmistir.
3.2.2.2 Denervasyon Modelinin Olusturulmasi

Siyatik sinir kesisi uygulanacak olan hayvanlarin sag bacaklarinin arka kismi
tiraslandiktan sonra siyatik sinirin agiga cikarilmasi i¢in, bistlri yardimiyla cilt
kesilerek siyatik sinire ulasilmistir. Siyatik sinir potegi ile sikistirildiktan sonra
porteginiin her iki u¢ noktasindan, aradan bitln bir parca cikarilacak sekilde
kesilmistir (Amac¢ aradan parca cikararak kesi yapmak, olasi rejenerasyonu
engellemek). Kesi sonrasi bacak postliriiniin bozuldugu ve serbestlestigi gozlenmistir.
Modelin olusturulmasini takiben kesi yapilan cilt 3/0 katglt cerrahi ip ile kapatild.

Hayvanlarin vital bulgulari kontrol edildikten sonra temiz kafeslere aktarilarak
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ayllmalari saglandi. islemi takip eden siirecte ve ardisik giinlerde intraperitonel BrdU

enjeksiyonu (1mg/20 gr fare) gerceklestirilmistir.

Denervasyon modelinden sonra 10. giin doku toplama islemine gecilmistir.
Anestezi altina alinan hayvanlarin sag bacak kaslari ¢ikarilarak, buzda bekletilen PBS
tamponu igine alinmistir. Her bir hayvanin sol bacak kaslari ise kontrol kas dokusu
olarak toplanmistir. Dokularin bir kismi histolojik analiz ¢alismalari igin bloklanmistir.
Doku toplama isleminin bitmesini takiben hayvanlara yapilan ylksek doz anestezi ile
Otenazi islemi gerceklestirilmistir. Toplanan dokular buz icinde bulunan PBS i¢inde

ilgileri diger islemlerin yapilmasi lizere laboratuvara tasinmistir.

*Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan 2014/57, 2009/30 dosya numarasi ile etik

kurul izni alinmistir.

3.2.3 Dokudan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

e Her U¢ deney sistemi sonucunda toplanan kas dokulari PBS tamponu
dokaldikten sonra steril petriye alinarak bistlri yardimi ile mekanik olarak
parcalandi.

e Parcalanmis kas dokulari ayri ayri falcon tiiplere alinarak tartildi.

e Her 1 gr kas basina DMEM+ 2.5 mM CaCl; icinde hazirlanan %1’lik kollajenaz
B ve Dispaz Il 2’ser ml olacak sekilde parcalanmis kas dokusuna eklendi.

e Parcalanmis dokusunun akiskan olmasi icin 1 ug DNase-| eklendi.

e 15 dk 37°C’de calkalanarak inkiibe edildi.

e inkiibasyon siiresinin sonunda 3 dk 700 rpm 4°C’de santrifiij edilerek,
parcalanmayan kas dokusunun ¢ékmesi saglandi.

e Ustfaz toplanarak 100 mikron por capindaki siizgecten gecirildi.

e Slizgecten gecirilen enzim+hicre karisimi 5 dk 2000 rpm 4°C’de santrifij
edilerek dokudan ayrilmis olan mononiikleer hiicrelerin ¢cokmesi saglandi.

e Elde edilen Ust faz parcalanmayan doku pelletinin Gzerine eklenerek 15 dk
37°C’'de calkalanarak inkiibe edildi.

e Hicre pelletinin Gzerine %2 FCS (Fetal Calf Serum) iceren PBS tamponu

eklenerek buza alindi.
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Yukarida anlatilan asama kas dokusu tamamen parcalanincaya kadar devam
ettirildi.

Kas dokusu tamamen parcalandiktan sonra elde edilen hiicre slispansiyonlari
40 mikron por ¢apindaki stizgecten gegcirildi.

Her bir 6rnegin hacmi PBS ile 10 ml'ye getirildikten sonra oda sicakligina
getirilmis 10 ml ficoll Gizerine yayild..

400 xg’de swing out rotorda 20 dk santrifijlendi.

Ara faz (Buffy coat) toplandi.

Her drnek icin hacim PBS ile 40 ml’ye gikarilarak yikama islemi gerceklestirildi.
Yikama sonrasi elde edilen hiicre pelletine 10 ml kiltlr ortami eklenerek
hiicreler steril petriye aktarildi.

CO,’liinkGibatorde 100 rpmde gece boyu calkalamaya birakildi (yaklasik 8 saat)
inkiibasyon siiresinin sonunda petrilerden toplanan hiicreler 1500 rpm 5 dk
santriflijlenerek hiicre pelletleri elde edildi.

Hemasitometre lami araciligl ile sayimi yapilan hiicreler flow analizi igin
boyanmak Uzere hazir hale getirildi.

3.2.4 Hiicre Yiizey Belirteg isaretlemesi

Kontrol grubu ve hasar modelleri her bir tlip basina en az 100.000 hiicre
olacak sekilde 100ul’lik hacimlerde paylastirildi.

Herbir deney grubu icin antikorlar flow tliplerine aktarildi.

100.000 hiicre/100 ul hiicre siispansiyonu antikorlari konmus olan tuplere
aktanldi.

Hafifce vortekslendi.

Oda sicakhginda, karanlikta 20 dk inklbe edildi.

inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere 500 ul PBS eklenerek, 10 dk oda
sicakhiginda ve karanlikta inkiibasyona devam edildi.

300xg’de 5 dk santrifiij edildikten sonra Ust faz atildi.

Hlcre peletleri tizerine 2 ml PBS eklenerek yikama islemine devam edildi.
300xg’de 5 dk santriflj edildikten sonra Ust faz atildi.

Hiicre peleti Gzerine 200 ul PBS eklendi.
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Okumanin hemen yapilmasi durumunda tiipler PBS icinde +4 °C’de muhafa
edildi. Okuma siiresinin uzamasi durumunda hiicre silispansiyonuna
formaldehit eklenerek hicreler fikse edilerek +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.5 Akut ve Kronik Hasar Siirecinde Aktive Olan Hiicre Populasyonlarinin

Saptanmasi Amaci ile BrdU boyamasi

BD BrdU Flow kit kullanilmistir. Kit uygulama prosediiri asagida 6zetlenmistir.
BrdU boyamasi oncesi 3.2.4'te 6zetlenen protokol ile dncelikle ilgili ylzey
boyamalasi tamamlandiktan sonra BrdU boyama asamasina gecilmektedir.
Yizey belirte¢ isaretlemesi tamamlanan o&rneklerin Gzerine 100 ul
Cytofix/Cytoperm tamponu eklendi.

30 dk buz uzerinde inklbe edildi.

inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml 1x BD Perm/Wash tamponu eklendi.

5 dk 300xg’de santrifiij edildi. Ust faz atildi.

Hiicre peleti Gzerine 100 ul BD Cytoperm Permeabilizasyon tamponu eklendi.
10 dk buz Gzerinde inkube edildi.

inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml 1x BD Perm/Wash tamponu eklendi.

5 dk 300xg’de santrifiij edildi. Ust faz atildi.

Hucre pelleti Gzerine 100 ul Cytofix/Cytoperm tamponu eklendi.

5 dk buz Gzerinde inkiibe edildi.

inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml 1x BD Perm/Wash tamponu eklendi.

5 dk 300xg’de santrifijj edildi. Ust faz atildI.

Hucre pelleti Gzerine 30ug DNase-1/100 ul eklendi.

1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml 1x BD Perm/Wash tamponu eklendi.

5 dk 300xg’de santrifij edildi. Ust faz atildi.

Hiicre pelleti 1x BD Perm/Wash tamponu ile 50 ul hacme getirildi. Uzerine 1
ul anti-BrdU-FITC antikoru eklendi (1:50 dillisyon)

20dk oda sicakliginda karanlikta inkibe edildi.

inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml 1x BD Perm/Wash tamponu eklendi.

5 dk 300xg’de santrifiij edildi. Ust faz atildh.
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Hicre pelleti 200 ul PBS ile suspende edilerek okumaya hazir hale getirildi.
3.2.6 Stromal Hiicre Kiilturi

Stromal hiicre ylzey belirteclerine gore flowsitometriile izole edilen hiicreler.
Matrigel kaph kiltir plakalarina asagida icerigi detayl olarak verilen besi yeri
icinde %5 CO; 37°C’de kultire edildi.

cm?ye 10.000 hiicre olacak sekilde 12 kuyu kiltiir plakasina ekim yapildi.

Tablo 3.1: Stromal hiicre kiltlr ortami

DMEM-Yuksek Glukoz 38.5 ml
Hyclone FBS 10 ml (%20)
Penisilin/Streptomisin 0.5 ml (%1)
Amfoterisin B 0.5 ml (%1)
L-Glutamin 0.5ml (1)
bFGF 1 ul (5 ng/ml)
Toplam 50 ml

3.2.7 Adipojenik Farklilasma Ortami

Kiltire edilen stromal hiicrelerin fibro-adipojenik projenitor olup olmadiginin
karakterize edilmesinde adipojenik ve miyojenik farklilasma ortamlari
uygulanmaktadir.

Stromal kiltir ortaminda ¢ogaltilan hicreler %80-90 yogunluga ulastiktan
sonra besi ortami asagida detaylari verilen adipojenik farklilasma ortami ile
degistirilerek kiltlre edilmistir.

14-21 glin boyunca kiiltlir devam ettirilerek yag damlacigi olusumu ve olusan

damlaciklarin olgunlasma sirecine kadar kiiltlr strdGrtlmastr.

Tablo 3.2: Adipojenik farklilasma besi ortami

DMEM-Yiiksek Glukoz Hacim 50 ml’ye tamamlanir

FBS

%10

Penisilin/Streptomisin %1




Tablo 3.2: (Devam)Adipojenik farklilagsma besi ortami
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Amfoterisin B %1
L-Glutamin %1
IBMX 0.5mM
Deksametazon 0.25 uM
insulin 10 ug/ml
Toplam 50 ml

3.2.8 Miyojenik Farklilagsma Ortami

e Stromal kiltir ortaminda gogaltilan hicreler %80-90 yogunluga ulastiktan

sonra besi ortami asagida detaylari verilen miyojenik farklilasma ortami ile

degistirilerek kiltlire edilmistir.

e 7-14 gin boyunca kiltir devam ettirilerek miyojenik oncillere donisen

hicrelerin kas lifi olusturup, olusturmadiklari arastiriimistir.

Tablo 3.3: Miyojenik farklilasma besi ortami

DMEM-Yiiksek Glukoz Hacim 50 ml'ye tamamlanir
At serumu %2

Penisilin/Streptomisin %1

Amfoterisin B %1

L-Glutamin %1

Toplam 50 ml

3.2.9 RNA izolasyonu

Flow sitometre ile izole edilen stromal hiicre populasyonlari dogrudan Trizol

icine alinarak, izolasyon siirecine kadar -80°C’de saklanmistir. RNA izolasyonu

kapsaminda asagida detaylari verilen protokol uygulanmistir.

e -80°C’den gikarilan 6rnekler eriyene kadar buz lizerinde bekletildi.

e Uzerine 200 pl kloroform eklendi ve karistirildi.

e 4°C'de 12000 g'de 15 dk santrifiij edildi.

e Ust faz steril 1.5ml’lik tiiplere aktarildh.
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Yeni tlpe aktarilan faza, 750 ul, %100’lik etanol eklendi ve karistirildi.
-20°C’de 30 dk bekletildi.

4°C’ de 12000 g’de 10 dk santrifiij edildi.

Ust faz atildi.

Pellet Gzerine 750 ul, %75’lik etanol ve final konsantrasyonu 6rnek basina 15
ug (5 ug/ul stok) olacak sekilde Lineer Poliakrilamid eklendi.

4°C’ de 7500 g’de 5dk santrifij edildi.

Ust faz atild.

Kalan etanolliin ugmasi igin, Pellet, 60°C’de inklibe edildi ve lizerine 6ncede
DEPC ile muamele edilmis sudan eklenerek RNA’nin ¢6zilmesi saglandi.

izole edilen RNA’lar -80°C’de sakland.

3.2.10 immunfloresan Boyama

-80°C’den c¢ikarilan doku preperatlari 1x PBS icinde oda sicakhginda 5 dk
bekletildi.

1 x PBS iginde hazirlanmis %4 PFA buz igcinde bulunan saleye aktarildi.

PBS icinde bekleyen preparatlar, PFA icine alinarak buzda 30 dk fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi 6rnekler 1x PBS ile 3 kez yikandi.

BrdU boyamasi yapilacak ornekler icin bu asamadan sonra antigen-retrival
asamasina gecildi. Her bir kesit tizerine 10mM sodyum sitrat eklendi. Buharda
30 dk bekletildi.

10 dk oda sicakliginda sogumasi icin bekletildi.

Kesitlerin tGzerine bloklama sollisyonu (%5FBS+ %0.1 Tritonx-100 PBS) eklendi.
Oda sicakhginda 1 saat bekletildi.

Bloklama asamasindan sonra, bloklama solisyonu icinde hazirlanan primer
antikorlar kesitlerin Gizerine uygulandi.

Gece boyunca 4°C’ de inkiibe edildi.

%0.1 Tritonx-100 PBS ile 3 kez yikandi.

Bloklama sollisyonu iginde hazirlanan sekonder antikorlar kesitlerin tzerine
uygulandi.

Oda sicakhginda 1 saat inkiibe edildi.
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e  %0.1 Tritonx-100 PBS ile 3 kez yikand:.

e Mounting medium ile preperatlar kapatilarak, goriintlileme siirecine kadar
1stk almayacak sekilde 4°C’ de saklandi.
3.2.11 Yiiksek Olgekli RNA Dizileme Calismasi

a. ilk Zincir cDNA sentezi

OligodT primer iceren lon Torrent-uyumlu oligo dizileri mRNA’larin Poly-A
dizilerine hibridize edildi ve ters (reverse) transkripsiyon gerceklestirildi. Bu islem igin
ilk olarak yaklasik 20-100 ng total RNA 6rnekleri 5 pl First Strand cDNA Synthesis Mix
1 (FS1) kanistirildi. RNA/FS1 karisimi 85 °C’de 3 dakikada denatiire edildi ve 42°C’ye
sogutuldu. Daha sonra her bir 6rnek igin test tlipline 9.5 pl First Strand cDNA
Synthesis Mix 2 (FS2) ve 0.5 ul Enzyme Mix 1 (E1) iceren reaksiyon karisimi eklendi ve
karistinldi. 42°C’de 15 dakika inlibasyon yapildi.

b. RNA Uzaklastirmasi

Bu asamada ikinci zincir sentezine hazirlik olmasi icin RNA kaliplari degrade
edildi. Her bir 6rnege 5 ul RNA Removal Solution 1 (RS1) eklendi ve 10 dakika 95 °C’de
inkGibasyon yapildi. 25 °C’'ye sogutulan érneklere 5 ul of RNA Removal Solution 2 (RS2)

eklendi ve karistirildi.

c. ikinci Zincir Sentezi

RNA kiitiiphaneleri bu asamada cift zincirli DNA haline getirildi. ikinci zincir
sentezi icin random diziler ve lon-Torrent uyumlu baglayici dizi iceren primerler ile
hibridizasyon yapildi. Bu asamada her bir 6érnege ayri bir barkod dizisi eklenerek,
orneklerin ayni yeni nesil dizileme kosumunda sekanslanmasina olanak saglandi.
Orneklerin her birine ayri bir barkod dizi karisimi 15’er pl olacak sekilde eklendi ve 98
°C'de 1 dakika inklibasyonun ardindan 25 °C’ye sogutuldu. Bu karisim 30 dakika 25
°C'de bekletildi. Ardindan 4 pul Second Strand Synthesis Mix (SS) ve 1 pul Enzyme Mix 2
iceren karisimlar her bir 6rnege eklendi ve karistirildi. 25 °C'de 15 dakika siiren

reaksiyonun ardindan saflastirma asamasina gegcildi.
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d. Cift Zincirli Kutiiphanelerin Saflastirilmasi

Cift zincirli hale gelen kitlUphaneler Lexogen firmasinin manyetik kireler ile
saflastirildi. Her bir 6rnek 20 ul saflastirma bead’leri (PB) ile karistirildi ve oda
sicakhginda 5 dakika inkibe edildi. Manyetik plaka (plate) ile yapilan ayristirma
sayesinde slipernatant kismi ile kitliphanelerin baglandigi beadler birbirinden ayrildi
ve slipernatant atildi (2-5 dakikalik inkiibasyon). 40 pl Elution Tamponu (Buffer) (EB)
eklendi ve reslispansiyonun ardindan oda sicakhginda 2 dakika inkiibasyon yapildi.
Her bir 6rnege 56 pl Purification Solution (PS) eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika
inklibe edildi. Bu asamanin ardindan ornekler manyetik plakaya koyuldu ve
sipernatant ayrisana kadar beklendi (yaklasik 5 dakika). Sipernatant
uzaklagtirildiktan sonra her bir 6rnek 30 saniye boyunca 120 pl %80’lik etanol ile arka
arkaya 2 kez yikandi. Etanol damlaciklarinin kurumasi icin 6érnekler manyetik plaka
Uzerinde 5-10 dakika bekletildi. Her bir 6rnege 20 ul of ElutionTamponu (Buffer) (EB)
eklendi ve reslispansiyonun ardindan oda sicakhginda 2 dakika inkiibasyon yapildi.
Manyetik plaka Gzerine alinan 6rnekler 2-5 dakika inkibe edildikten sonra, manyetik
bead’lere dokunmadan slpernatant kismindan 17’ser pl alindi ve yeni tiplere

aktarildi.

e. Kiitiphane Amplifikasyonu

Saflastirilmis kittphanelerin her biri icin 12 pl PCR Mix (PCR) ve 1 pl Enzyme
Mix 3 (E3) iceren karisimlar hazirlandi ve orneklerin (zerine eklendi. Asagidaki

protokol ile amplifikasyon gergeklestirildi:
98°C, 30 saniye

98°C, 10 saniye

65°C, 20 saniye (17 dongii)

72°C, 30 saniye

72°C, 1 dakika
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f. Amplifiye Edilen Kiitliphanelerin Saflastiriimasi

Her bir érnegin Uzerine 36 ul Purification Beads (PB) eklenip karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon yapildi. Ornekler manyetik plakaya
koyuldu ve stipernatant ayrisana kadar beklendi (2-5 dakika). Stipernatant atildiktan
sonra 30 pl Elution Tamponu (Buffer) (EB) eklendi ve reslispansiyonun ardindan oda
sicakhiginda 2 dakika inkibasyon yapildi. Her bir 6rnege 36 ul Purification Solution
(PS) eklendi ve oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe edildi. Buasamanin ardindan érnekler
manyetik plakaya koyuldu ve siipernatant ayrisana kadar beklendi (yaklasik 5 dakika).
Supernatant uzaklastirildiktan sonra her bir 6rnek 30 saniye boyunca 120 pl %80’lik
etanol ile arka arkaya 2 kez yikandi. Etanol damlaciklarinin kurumasi icin 6rnekler
manyetik plaka Uzerinde 5-10 dakika bekletildi. Her bir 6érnege 20 ul of Elution
Tamponu (Buffer) (EB) eklendi ve resiispansiyonun ardindan oda sicakliginda 2 dakika
inklibasyon vyapildi. Manyetik plaka U(zerine alinan 6rnekler 2-5 dakika inkibe
edildikten sonra, manyetik bead’lere dokunmadan siipernatant kismindan 15’er ul
alindi ve yeni tiplere aktarildi. Bu sayede saflastiriimis kitliphaneler elde edilmis

oldu.

g. Kiitiiphanelerin Ol¢iimii

Kitliphanelerin kantitatif miktar tayini Qubit cihazi ve PicoGreen kullanilarak
kullanilarak florometrik yontem ile yapildi. Qubit dsDNA High Sensitive Quantitation

kit icerisindeki standartlar yardimi ile gift zincirli DNA molekdllerinin miktari saptandi.

h. Emiilsiyon PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Her bir kitiphanenin 100 pM’lik ara stok sollisyonundan 2’ser ul alinarak
niikleaz icermeyen 92 ul su icerisinde birlestirildi. Emdilsiyon PZR karisimini
olusturmak icin lon PI Hi-Q OT2 200 kiti icerisinde yer alan lon Sphere Particles isimli
nanokirelerden 100 ul, lon Pl Enzyme Mix’ten 120 pl, birlestirilmis kitiphaneler (100
pl) ve 80 pl niikleaz icermeyen su lon PI reaction mix (yaklasik 2 ml’'lik tek tip)
icerisinde karistirildi. Bu karisim lon One Touch Reaction Filter’a ylklendi ve (izerine
200 pl lon One Touch Reaction Qil eklenerek lon One Touch 2 (Thermo Fisher

Scientific, MA, USA) cihazina yerlestirildi. Kullanilan kit ile uyumlu olan program
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secildi ve vyaklastk 5 saat slren emilsiyon reaksiyonu gergeklestirilerek
kitiphanelerde yer alan her bir DNA fragmaninin klonal olarak amplifikasyonu
saglandi. Reaksiyon sonrasi kalip DNA igeren lon Pl ISP’leri saflastirmak igin son bir
santrifiij basamagindan sonra tliplin tabanina yapismis lon Pl ISP’ler slipernatant
atilarak duslik niikleik asit baglama yetenegindeki 1.5 ml hacmindeki tiplere alindi.
Nikleaz icermeyen su eklenerek yikanan kalip DNA iceren lon Pl ISP’ler, ISP
Resuspension Solution icerisinde ¢o6zildi ve zenginlestirme basamagina gegcildi.
Zenginlestirme asamasinda DynaBeads MyOne Streptavidin C1 Beads (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) ve lon One Touch ES kullanildi. Otomatize pipetaj ve manyetik
ayristirici iceren lon One Touch ES cihazina, NaOH-tween karisi ile hazirlanan Melt-
Off Sollisyonu (300 pl), lon One Touch ES Wash Solution (300 ul’lik 3 ayri tiip), lon PI
ISP’ler (100 ul) ve DynaBeads MyOne Streptavidin C1 Beads (130 pl) iceren 8’li serit
tupler yerlestirildi ve yaklasik 40 dk sliren seri yikamalar ile kitiiphanelerin bagli

oldugu nanokireler yliksek olcekli dizilemeye hazir hale geldi.

i. Semikondiiktor Dizileme

Bu asamada lon PI Hi-Q Sequencing 200 Kit, lon Pl Chip v3 ve lon Proton Yeni
Nesil Dizileme Cihazi (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) kullanilarak yiksek 6lgekli
dizi analizi gergeklestirildi. ilk olarak, lon PI Control ISP’ler zenginlestirilmis lon PI
ISP’ler ile karistirilip santrifiij edildikten sonra, ¢okelti Gizerine lon Pl Annealing Buffer
(15 ul) ve lon PI Sequencing Primer (20 ul) eklendi ve hazirlanan karisim 95°C’de 2
dakika, ardindan 37°C’de 2 dakika inkiibe edildi. 10 ul lon PI Loading Buffer eklenen
soltsyon lon Pl Chip v3 ¢ipi yiikleme kuyusuna koyuldu ve lon Chip Minifuge (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) cihazi ile 10 dakika santiftij edilerek nanokirelerin ¢ip
kuyularina yerlesmesi saglandi. Bu asamadan sonra 2 kez Foaming Sollisyonu (100 pl)
ve Annealing tamponu (55 pl) uygulanan ve 30 saniye santrifiij edilen cip 2 kez
Flushing Solisyonu (100 pl) ve 3 kez Annealing tamponu (100 pl) uygulanarak yikandi.
Son olarak ¢ipe Annealing tamponu (50 pl) ile karistirilmis lon Pl Hi-Q Sequencing
Polymerase (6 ul) yliklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi. Bu
asamadan sonra ¢ip 6nceden temizlenmis ve baslatilmis lon Proton Yeni Nesil

Dizileme Cihazina ylklenilerek dizileme asamasi gerceklestirildi. Yaklasik 2 saat sliren
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dizileme reaksiyonu sonrasinda UBAM dosyalari lon Proton cihazina bagl olarak veri

islemesi saglayan Torrent Server (izerinden elde edildi.
3.2.12 Verilerin Degerlendirilmesi ve Analiz

Bam data dosyasi halindeki ham veriler (basecaller.BAM veri dosyalari) ilk
olarak Cufflinks (Versiyon 2.2.1 http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/)
programi kullanilarak SAM veri formatinda okuma fragmanlarina déndsturildid. SAM
okuma fragmanlari STAR (RNASTAR Version 2.5- https://github.com/alexdobin/STAR)
kullanilarak Ensembl Fare referans genom dizisine (Ensembl GRCm38.P5 Release 90)
ortlsturuldi. DeSeqR yazilimi ile transkript tanimlama gergeklestirildi ve tanimli gen
dizilerine (Ensembl gen kodlari) karsilik gelen nicel okuma sayilari belirlendi. Okuma
sayllarinin normalizasyon, filtreleme ve karsilastirma islemleri icin BRB Array Tools
yazihimi kullanildi (V4.5.1). Log2 skalada elde edilen kat degisimi degerleri Microsoft
Excel tablolari ile listelendi. incelenen transkript verilerinin yolak analizleri ve

niteleyici analizler icin DAVID (ver.6.8) kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akut Kas Dejenerasyonunun Olusturulmasi ve Hasar Sonrasi Tamir

Siirecinde Stromal Hiicre Populasyon Degisiminin incelenmesi
4.1.1. Akut Kas Dejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

Hasar sonrasi tamir siirecinde meydana gelen inflamasyonla es zamanli olarak
stromal hiicre aktivasyonu meydana gelmektedir. Farkli hasar modellerinde stromal
hiicre aktivasyonunun ne yonde degistiginin arastirilmasi amaci ile akut ve kronik
modeller olusturuldu. Bu amag¢ dogrultusunda akut model olusturmada tibialis
anterior kasina kardiyotoksin enjekte edildi. Modelin dogrulanmasi amaci ile hasar
sonras! 3. ve 6. glinlerinde alinan doku kesitlerinde hematoksilen & eosin boyamasi

yapilarak hasar sonrasi doku morfolojisi incelenmistir (Bkz. Sekil 4.1).

kontrol

Sekil 4.1: Akut hasar sonrasi tamir sirecinin 3. ve 6. glinleri

Kontrol kas grubu ile karsilastirildiginda, kardiyotoksin enjeksiyonu sonrasi 3.
gin orneginde kas liflerinin yapisal buttnliginin bozuldugu ve pargalanmis kas lifleri
arasinda yogun olarak tek cekirdekli hicre infiltrasyonunun meydana geldigi
gozlenmistir. Akut hasar sonrasi tamir siirecinin 6. giiniinde ise kontrol kas liflerine
gore kiclk capta merkezi cekirdekli rejenere kas lifleri gozlenmektedir. Yeni olusan
kas liflerinin arasinda tek cekirdekli hiicreler de varligini sirdiirmektedir. Elde edilen

bulgular modelin literatiirle uyumlu olarak olusturuldugunu gostermektedir.
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4.1.2 Hasar Sonrasi Tamir Siirecinde Stromal Hiicre Populasyon Degisiminin

incelenmesi

Akut hasar sonrasi tamir suirecinin 3. glinl inflamasyonun ve stromal hiicre
aktivasyonun maksimum oldugu asamadir. Bu nedenle hasar gerceklestirildikten
sonra 3. gin kas dokulari toplanarak, kontrol grubu ile birlikte stromal hicre

degisimleri incelenmistir.
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Sekil 4.2: Akut hasar sonrasi 3. glin stromal hiicre degisim profili
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Akut Hasar Stromal Hiicre Degisimi

60
40 0,9 7,6 22,8
4 S 4 Akut
20 2 0,1
Ay A Kontrol
0

CD140a(+)/Scal(-) CD140a(+)/Scal(+) CD140a(-)/Scal(+)

H Kontrol m Akut

Sekil 4.3. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon icinde akut hasar sonrasi 3. giin stromal hiicre degisim
profili

Kat Degisimi

80,0 76,0

60,0

10,0 0,5 2,3

CD140a(+)/Scal(-) CD140a(+)/ Scal(+) CD140a(-)/Scal(+)

B Akut

Sekil 4.4. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon iginde akut hasar sonrasi 3. glin kontrole gére stromal

hiicre kat degisimleri
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Tim Populasyon icinde Stromal Hiicre Degisimi

34,2
40,0
30,0 49
0,6
20,0 g 8,4
A - Akut Hasar
10,0 0,7 0.1
V- 4 Ay Kontrol
0,0
CD140a(+)/Scal(-) CD140a(+)/ CD140a(-)/Scal(+)

Scal(+)

H Kontrol M Akut Hasar

Sekil 4.5. Tiim populasyon icinde akut hasar sonrasi 3. glin stromal hiicre degisim profili

Kat Degisimi
60,0
49,0
50,0
40,0
30,0

20,0

10,0 41

CD140a(+)/Scal(-) CD140a(+)/ Scal(+) CD140a(-)/Scal(+)

0,9

0,0

Sekil 4.6. Tim populasyon iginde akut hasar sonrasi 3. gin kontrole gére stromal hiicre kat degisimleri

Akut hasar sonrasi tamir sirecinin 3. giininde gergeklestirilen analizlerde
stromal populasyon degisimleri hem CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon iginde
hem de tum hicre populasyonu icinde ayri ayri hesaplanmistir. CD45(-)/CD31(-
)/CD11b(-) hicre populasyonu icinde CD140a(+)/Scal(-) hiicre grubu kontrolde %2
iken, akut hasar 3. giinde %0,9 olarak degismistir. CD140a(-)/Scal(+) populasyon
kontrol grubunda %22,8’den akut hasar 3. giin %53,2 olarak artis gostermistir.

CD140a(+)Scal(+) hiicre populasyonu ise %0,1’den, akut hasar 3. giin %7,6 olarak
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dramatik bir artis gostermistir (Bkz. Sekil: 4.4). Kontrole gore stromal populasyonlar
arasindaki kat artiglar hesaplandiginda Scal(-)/CD140a(+): 0,5, CD140a(-)/Scal(+):
2,3, CD140a(+)/Scal(+): 76 katlik degisim gostermistir.

inflamatuar ve endotel hiicre disindaki populasyon degisimlerine ek olarak
tim populasyon icinde de stromal hiicre degisim oranlari hesaplanmistir. Bu
hesaplamaya gére CD140a(+)/Scal(-) kontrol grubunda %0,7 ‘den akut hasat 3. giin
%0,6 ‘lik minimal bir degisim gostermistir. CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonu
kontrol grubunda %8,4’ten akut hasar 3. gin %34,2 ‘ye ylkselmistir.
CD140a(+)/Scal(+) populasyon degisimi ise kontrol grubunda %0,1’den akut hasar 3.
glin %4,9’a yikselmistir. Bu gruplarin da kontrole gore kat artislari hesaplandiginda
CD140a(+)/Scal(-) populasyonun degismedigi, CD140a(-)/Scal(+) populasyonun 4,1
kat artis gosterdigi, CD140a(+)/Scal(+) populasyonun ise 49 kathk artis gosterdigi
gozlenmistir. Hem CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon icindeki degisimler hem de
toplam hicre grubundaki degisimler birbiri ile uyumlu oldugu goézlenmistir. Akut
hasar slrecinde dramatik artis gosteren populasyonun CD140a(+)/Scal(+)
populasyon oldugu, CD140a(+)/Scal(-) belirteci tasiyanlarin degismedigi, CD140a(-

)/Scal(+) populasyonlarin ise tim dokuda 4 katlik bir degisim gosterdigi gbzlenmistir.

Kontrol Akut Hasar
140 200
180 -
120
8,2 160 =g
100 2,8 6 140 68,1 c63 “~
’ 41,2
80 120
100
60 80
60
40 40
20 20
CD140a+ CD140a+, Scal+ CD140a+ CD140a+, Scal+
Scal+ Scal+
B Stromal Populasyon HBrdU M Stromal Populasyon HBrdU

Sekil 4.7. Akut hasar siirecinde stromal hiicre aktivasyon orani

Stromal hiicre populasyonlarinin BrdU analizinde, inflamatuar hiicrelerle

birlikte tim hiicre populasyonu birlikte incelenmistir. Kontrolle akut hasar 3. gin
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toplam CD140a(+)/Scal(-), CD140a(-)/Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+) hicre gruplari
ayri ayri incelendiginde her {i¢ populasyon grubu icin BrdU pozitifligi artis

gostermistir.
Degisim oranlari:

CD140a(+)/Scal(-): 2,8 68,1
CD140a(+)/Scal(+): 8,2->56,3
CD140a(-)/Scal(+): 6>41,2

4.2. Tenotomi Modelinin Olusturulmasi ve Dejenerasyon Siirecinde Stromal

Hiicre Populasyon Degisiminin incelenmesi
4.2.1 Tenotomi Modelinin Olusturulmasi

Kas dokusunda kronik hasar modelinin gerceklestirilmesi amaci ile tendon
kesisi uygulanmis olup, dejenerasyon siirecinde stromal hiicre degisimi
profillenmistir. Tenotomi modelinin olusturulmasi amaciyla hedef kas dokusu tibialis
anterior secilmistir. ilgili kas dokusunda dejenerasyonun gerceklestirilmesi amaci ile

anterior tibial tendonda, dokuya zarar vermeden kesi olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Anterior tibial tendon



Sekil 4.9. Tendon kesisi sonrasi alt ekstremite postur degisimi

Sekil 4.10. islem sonrasi 7. giin alt ekstremite postur degisimi devamliligi

Kontrol

Sekil 4.11. Tenotomi sonrasi zamana bagl kas dejenerasyonunun H&E boyamasi ile gbzlenmesi

43
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Gerceklestirilen histolojik analiz sonucunda anterio tibial tendon kesisini takip
eden ilk 7 giinliik siirecte kas lifi atrofisi ve dejenere kas lifleri arasinda artan tek
cekirdekli hiicre populasyonu gozlenmistir. Devam eden 14. giin ve 21. giinlerde ilgili

dejenerasyon patolojisinin kalici oldugu gozlenmistir.

4.2.2 Tenotomi Siirecinde Stromal Hiicre Populasyon Degisiminin

incelenmesi

Tibialis anterior tenotomisini takip eden 7 glinliik slirecte erken dejenerasyon
bulgularinin ortaya ¢iktigl, gerceklestirilen histolojik incelemeler ile ortaya konmustur
(Bkz. Sekil 4.11). Kronik hasar modellerinde stromal hiicrelerin aktive oldugu zaman
diliminin incelenmesi hedeflendigi icin, dejenerasyonun erken siirecindeki zaman
dilimlerinde inceleme gergeklestirilmigtir. Bu kapsamda anterior tibial tendon
kesisini takip eden sirecte stromal hiicre populasyon degisiminin profillenmesi amaci
ile dejenerasyonun 3. ve 7. glnlerinde dokular toplanarak, kontrol grubu ile

karsilastirmali olarak incelenmistir.
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Sekil 4.12. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon icinde tenotomi sonrasi 3. ve 7.guinler stromal

hiicre degisim profili
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Sekil 4.13. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon iginde tenotomi sonrasi 3. ve 7. giinler stromal

hiicre kat degisimi
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Sekil 4.14. Tim hiicre populasyonu iginde tenotomi sonrasi 3. ve 7.glinler stromal hiicre degisim profili
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Kat Degisimi
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Sekil 4.15. Tim hiicre populasyonu iginde tenotomi sonrasi 3. ve 7.glinler stromal hiicre kat degisimi

Tenotomi sonrasi dejenerasyon sirecinde 3. ve 7. giunde gergeklestirilen
analizlerde stromal populasyon degisimleri hem CD45(-)/CD31(-)/CD11b(-)
populasyon icinde hem de tiim hiicre populasyonu icinde ayri ayri hesaplanmistir.
CD45(-)/CD31(-)/CD11b(-) hiicre populasyonu icinde CD140a(+)/Scal(-) hiicre grubu
kontrolde %1,2 iken tenetomi 3. ve 7. ginlerde degisim gdstermemistir.
CD140a(+)/Scal(+) hicre populasyonu kontrol grubunda %5,7 iken, tenotomi 3. giin
%66, 7. gln ise %3,1 olarak degisim gostermistir. CD140a(-)/Scal(+) populasyon
degisimi, kontrolde %33,2 oraninda bulunurken, tenotomi 3. glin %71,6, 7. gln ise
%66 olarak degisim gostermistir. Hem CD45(-)/CD31(-)/CD11b(-) populasyon iginde
hem de tim populasyondaki kat degisimleri incelendiginde CD140a(+)/Scal(-)
populasyonunun degismedigi, CD140a(+)/Scal(+) populasyonda kontrole gére 3. giin
1,2-1,8 kathk artis, 7. glin ise 0,5-0,8 kathk azahs gosterdigi gozlenmistir. CD140a(-
)/Scal(+) populasyonun ise dejenerasyonun 3. ve 7. glinlerinde 2-3 katlk artis

gosterdigi gozlenmistir.

Gergeklestirilen analiz sonucunda tenotomi sirecinde Scal(-)/CD140a(+),
CD140a(+)/Scal(+) populasyonlarinin artis gostermedigi, CD140a(-)/Scal(+)
hiicrelerin ise surecte en yliksek artisi gosteren hiicre populasyonu oldugu

gozlenmistir.



47

Kontrol
140
120
7,6 4,
100 L1 8
80
60
40
20
CD140a+ CD140a+, Scal+
Scal+
B Stromal Populasyon ®BrdU
Tenotomi
120
1,1 3,18 13,86
100 ’
80
60
40
20
CD140a+ CD140a+, Scal+
Scal+

B Stromal Populasyon HBrdU

Sekil 4.16. Tenotomi siirecinde stromal hiicre aktivasyon orani

Tenotomi slirecinde aktive olan hilicre populasyonlari BrdU pozitifligi
yoninden kontrol grubu ile karsilastirilarak analiz edilmistir. Kontrolle, tenotomi 7.
gun 6rneklerinde CD140a(+)/Scal(-), CD140a(-)/Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+) hicre
gruplari ayri ayri incelendiginde yalniz CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunun

BrdU pozitifligi artis gostermistir.
Degisim oranlari:
CD140a(+)/Scal(-): 1,1-> 1,30

CD140a(+)/Scal(+): 7,6>3,18

CD140a(-)/Scal(+): 4,8> 13,86
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Kontrol
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7. Giin

Tenotomi
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Tenotomi
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Sekil 4.17. Tenotomi siirecinde aktive olan stromal hiicreler

Tenotomi slrecinin 7. guninde kas dokusunun yapisal proteinleri olan
laminin, desmin ve kollajen ile BrdU pozitif hiicreler analiz edilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda BrdU pozitif cekirdek miktarinin arttigi ve kollajen ile ayni

yerlesimde bulundugu gozlenmektedir.

4.2.3 Tenotomi siirecinde inflamatuar hiicre populasyon degisiminin

incelenmesi

iskelet kasi dejenerasyon siirecinde stromal hiicre aktivasyonunun, siirecte
aktive olan inflamatuar hiicre populasyonu ile iliskili oldugu ortaya konmustur.
Tenotomi sonrasi dejenerasyon sirecinde dogrudan kas lifi hasari meydana
gelmemektedir. Bu nedenle dokuda herhangi bir inflamatuar yanit meydana gelmesi

beklenmemektedir. Ancak gergeklestirilen islemin cerrahi bir islem olmasi nedeniyle,
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dokunun islem sirasinda hasar goérip inflamasyonun islem sirecinde tetiklenmesine

yonelik risk bulunmaktadir. Gergeklestirilen tenotomi modelinde inflamatuar ve

endotel hicre degisimi incelenmistir.
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Sekil 4.18. Tenotomi siirecinde inflamatuar hicre degisimi

Tenotomi slirecinde stromal hiicre degisiminin arastirilmasinda CD45(-),

CD31(-),CD11b(-) belirtegler olarak kullanilmaktadir. Bu belirtegler hasar ya da

dejenerasyon slrecinde aktive olan inflamatuar hicrelerin analizi ve stromal

hicrelerin bu hicrelerden ayriminin saglanmasi igin kullanilmaktadir. Stromal hiicre

analizinde CD45(-)/CD31(-)/CD11b(-) populasyon analiz edilirken, inflamasyon

yonunden analizde sadece CD45(+)/CD31(+)/CD11b(+) populasyon analiz edilmistir.

Gergeklestirilen analiz sonucunda anlamli bir oransal degisim gozlenmedigi tenotomi

slirecinde inflamatuar hiicre aktivasyonunun olmadigi gbzlenmistir.
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4.3. Denervasyon Modelinin Olusturulmasi ve Dejenerasyon Siirecinde

Stromal Hiicre Populasyon Degisiminin incelenmesi
4.3.1 Denervasyon Modelinin Olusturulmasi

Kronik kas dejenerasyon modelini olusturulmasinda uygulanan model
sistemlerden biri de kasin sinir iletiminin kesilerek kasilma uyarisinin ortadan
kaldiriimasini saglamak ve dokunun kullanmamaya (disuse) bagh olarak patolojik
degisim gostermesidir. Bu kapsamda 8-12 haftalik erkek swiss farelerde sag bacak
siyatik sinir kesisi gerceklestirilmistir. Denervasyon sonrasi 10 giin sire ile patolojik
bulgularin olugmasi icin beklenmis olup, glinlik BrdU enjeksiyonu yapilmistir. 10.
ginilin sonunda tiim sag bacak kasi ¢ikarilmis olup, dokularin bir kismi histolojik analiz
icin ayrilmis olup, tek gekirdekli hiicre izolasyonu yapilarak stromal hiicre profillemesi

yapimistir.

Sekil 4.19. Sag bacak siyatik siniri

Sekil 4.20. Sag bacak siyatik sinir kesisi
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sekil 4.21.

Sekil 4.22. Denervasyon sonrasi 10. giin gastrocnemius kasi H&E boyamasi

Siyatik sinir kesisini takip eden 10 ginlik slirecte alt ekstremite postur
bozuklugunun devam ettigi gozlenmistir. Gerceklestirilen histolojik analiz sonucunda,
denerve kas dokusu kontrol grubu ile karsilastirildiginda kas lifi caplarinda sinirli da
olsa kiigilme meydana geldigi, endomisial mesafenin agildigi ve ¢ekirdek gaplarinin

blyldugi gozlenmistir.

4.3.2 Dejenerasyon Siirecinde Stromal Hiicre Populasyon Degisiminin

incelenmesi

Denervasyonu takip eden 10 giinliik stirecte tim sag bacak kaslari ¢ikarilarak
mononiikleer hiicre izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon sonrasi elde edilen

hiicreler stromal hiicre profillemesi amaci ile isaretlenmis olup, analiz edilmistir.
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Sekil 4.23. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon i¢cinde denervasyon sonrasi 10. giin stromal hiicre

degisim profili

Kat Degisimi
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Sekil 4.24. CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon igcinde denervasyon sonrasi 10. giin stromal hicre

kat degisimi
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Sekil 4.25. Tim populasyon icinde denervasyon sonrasi 10. glin stromal hiicre degisim profili

Kat Degisimi
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Sekil 4.26. Tim populasyon icinde denervasyon sonrasi 10. glin stromal hiicre kat degisimi

Denervasyon sonrasi kronik dejenrasyon siirecinde (i¢ farkl belirtece sahip
stromal hiicre populasyonlarinin degisim miktarlari incelenmistir. Oncelikle CD45(-
)/CD31(-)/CD11b(-) populasyon icindeki stromal hlicre degisimi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, CD140a(+)/Scal(-) hiicre populasyonunun %0.2’den 0.4’e
yukseldigi, CD140a(+)/Scal(+) populasyonunun %0.03’'ten, %0.3’e yikseldigi,
CD140a(-)Scal(+) hicre populasyonunun degismedigi gozlenmistir. Stromal hiicre
degisimi kat artisi olarak analiz edildiginde CD140a(+)/Scal(-) populasyonun 1.6 kat
arttig,, CD140a(-)/Scal(+) populasyonunun degismedigi, CD140a(+)/Scal(+)
populasyonunun ise 7 kat arttigi gézlenmistir. Stromal hiicre degisim orani tiim

populasyon icinde degerlendirildiginde CD140a(+)/Scal(-) populasyonun 1.9 kat
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arttigl, CD140a(-)/Scal(+) populasyonunun degismedigi, CD140a(+)/Scal(+)

populasyonunun ise 8,7 kat arttig gozlenmistir.

Kontrol
120 2,8 8,2 6
70
20
CD140a+ CD140a+, Scal+
Sca1+
m Stromal Populasyon ®BrdU
Denervasyon
~ ~
120 15,7 17,4 119 |
"’ ' ' '
20

CD140a+ CD140a+, Scal+
Scal+
B Stromal Populasyon HBrdU

Sekil 4.27. Denervasyon sonrasi 10. giin stromal hiicre aktivasyonu

Denervasyon sirecinde aktive olan hiicre gruplarinin yiizey belirteci ile analiz
edilmesinin yaninda bu hiicreler BrdU pozitifligi yonliinden arastiriimistir. Kontrol ve
denervasyon sonrasi 10. giin 6rnegi karsilastirildiginda CD140a(+)/Scal(-), CD140a(-
)/ Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+) hiicre gruplarinda BrdU pozitifligi artis gostermistir.
Her lg¢ populasyon yoniinden BrdU pozitifligi artmis olmasina ragmen, denervasyon
stirecinde yalniz CD140a(-)/Scal(+), CD140a(+)/Scal(+) hiicre populasyonlari oransal
artis gostermistir. Bu iki populasyon iginde sayisal (kat artisi) olarak en ¢ok artis

gosteren hiicre populasyonu ise CD140a(+)/Scal(+).
Degisim Oranlar:
CD140a(+)/Scal(-): 2,8~> 15,7
CD140a (+)/Scal(+): 8,2>17,4

CD140a (-)/Scal(+): 6>11,9
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4.3.3 Denervasyon siirecinde inflamatuar hiicre populasyon degisiminin

incelenmesi

iskelet kasi dejenerasyon siirecinde stromal hiicre aktivasyonunun, siirecte
aktive olan inflamatuar hiicre populasyonu ile iliskili oldugu ortaya konmustur.
Tenotomi sirecindeki duruma benzer olarak, denervasyon sonrasi dejenerasyon
surecinde kas lifi hasari meydana gelmedigi i¢in dokuda inflamatuar yanit
olusmamaktadir. Ancak gerceklestirilen analiz sonucunda, literatlirde inflamatuar
cevaba bagh aktivasyon gosteren hilcre populasyonunun (CD140a(+)/Scal(+))
denervasyon slrecinin erken evrelerinde 7 katlik degisim godstermis olmasi,
olusturulan modelde inflamasyon yoninde bir degisiklik olup olmadigl sorusunu
getirmistir. Bu kapsamda, tenotomi modelinde oldugu gibi inflamatuar ve endotel

hiicre degisimi incelenmistir.
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Sekil 4.28. Denervasyon siirecinde inflamatuar hiicre degisimi
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Gerceklestirilen analiz sonucunda denervasyon siirecinde oransal olarak
inflamatuar hiicre miktarinin %3 oraninda azaldigi, dolayisiyla CD140a(+)/Scal(+)
populasyon aktivasyonunun denervasyon siirecinde inflamasyondan bagimsiz olarak

meydana geldigi gbzlenmistir.
4.4 Stromal Hiicre izolasyonu, Kiiltiirii ve Karakterizasyonu
4.4.1 Stromal Hiicre izolasyonu

Gergeklestirilen akut ve kronik hasar modellerinde inflamatuar ve endotel
hiicre grubunun disinda kalan hiicre populasyonlari ti¢ farkh stromal hiicre belirteci
ile analiz edilmistir. “CD140a(PDGFRa)” spesifik bir hiicre grubunu belirlemek icin
yeterli bir belirtectir ancak “Scal” fare ¢alismalarinda genel olarak kullanilan ve bircok
hicre grubunun pozitif oldugu bir belirtectir. Bu duruma ek olarak, Gg farkh
dejenerasyon modelinde gerceklestirilen analizde hem inflamatuar hicre
aktivasyonunun meydana geldigi akut hasar siirecinde, hem de inflamatuar hiicre
yanitinin bulunmadigi tenotomi stirecinde CD140a(-)/Scal(+) hiicre grubunun aktive
olmus olmasi, bu hiicre grubunun aktivasyonu ve fibrozis gelisim silirecine olan
katkisinin ne oldugu sorusunu olusturmustur. Bu kapsamda, hem CD140a(-)/Scal(+)
hiicre grubunun miyojenik farklilasma yetenegi olmayan bir stromal hiicre grubu olup
olmadiginin karakterize edilmesi, hem de dejenerasyon silirecinde aktivasyon
mekanizmasinin arastirilmasi amaciyla, hiicreler flowsitometre araciligl ile izole

edilmistir.
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Sekil 4.29. CD140a(-)/Scal(+) hlcre populasyonunun izolasyon dncesi ve sonrasi oranlari
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Gergeklestirilen calismada “Scal(+)/CD140a(-)/CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)”
hiicre populasyonu izole edilmistir. izole edilen populasyonun saflik degerlendirmesi

yapildiginda hiicrelerin %95 oraninda saf olarak izole edildigi gozlenmistir.
4.4.2 Stromal Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

izole edilen CD140a(-)/Scal(+) hiicreler matrijel kapli kiltir plakalarina

ekilmis olup, 5ng/ml bFGF iceren kiiltiir ortaminda %5 CO,, 37 C%de kiiltire edilmistir.

Sekil 4.30. CD140a(-)/Scal(+)stromal hiicre kiltiiri A) 24.saat B) 5. glin

izolasyon sonrasi hiicreler morfolojik olarak incelendiginde mezenkimal kék
hicre benzeri bir morfolojide oldugu ancak mezenkimal kok hiicrelerden ebat olarak
kiicik oldugu gozlenmistir. Hiicrelerin stromal hilicre populasyonu olup olmadiginin

gosterilmesi amaci ile miyojenik ve adipojenik farklilasma ortamlari uygulanmistir.
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Miyojenik Farklilagsma

Adipojenik Farklilagsma

Sekil 4.31. Miyojenik ve Adipojenik farklilasma 3. giin ve 10. glinler

Gergeklestirilen farklilasma c¢alismasi sonucunda CD140a(-)/Scal(+) hiicre
populasyonunun 10 glinliik bir stirecte adipojenik farklilasma gosterdigi gézlenmistir.
Ayni hiicre grubu miyojenik farklilasma ortamina eklendiginde hiicrelerin flizyon ile
miyotlp olusumu goéstermedigi, aksine farklilasmanin 5. glinlinde spontan adipojenik
farklilasmanin baslamis oldugu gozlenmistir. 10. glinlin sonunda gerceklestirilen
morfolojik analizde CD140a(-)/Scal(+) stromal hticrelerin adipojenik farklilasmayi
etkin bir sekilde gerceklestirdigi ancak bu hiicre grubunun miyojenik farkhlasma
ortaminda idame ettirilemedigi ve herhangi bir miyojenik farklilasmanin meydana

gelmedigi gézlenmistir.
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4.4.3 Dejenerasyon Siirecinde Aktive Olan CD140a(-)/Scal(+) Hiicre

Populasyonunun Yiiksek Ol¢ekli RNA Dizileme Analizi ile incelenmesi

Olusturulan tg¢ farkli dejenerasyon modeli ile bu siirecte rol alan stromal
hicreler karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda CD45(-)/CD31(-
)/CD11b(-)/CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunun hem akut hasarda hem de
tenotomi stirecinde aktive oldugu gozlenmistir. CD140a(+)/Scal(+) ylizey belirtecine
sahip FAP hiicre aktivasyonunun inflamasyon ile iliskili oldugu gosterilmistir. Ancak,
CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonu hem inflamasyon ile iliskili akut hasar
sirecinde hem de inflamatuar hiicre yanitinin bulunmadigi tenotomi slirecinde aktive
olmaktadir. Bu kapsamda, CD140a(-)/Scal(+) huicre populasyonu kontrol kas grubu
ve akut hasar 3. glin kas grubundan akimsitometri ile izole edilerek herhangi bir kiiltir
islemi uygulanmadan dogrudan RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA
ornekleri, yiksek o6lcekli RNA dizi analizi ile transkriptom diizeyinde aktivasyon

mekanizmalari incelenmistir.

Yiksek olcekli RNA dizileme calismasi sonucunda aktive olan CD140a(-
)/Scal(+) hiicre populasyonu, kontrol kas grubundan izole edilen CD140a(-)/Scal(+)
hiicre grubu ile karsilastirmali olarak analiz edildiginde, stromal hiicre aktivasyon
surecinde 796 genin ifadesinin arttigi, 480 genin ise ifadesinin azaldigI gézlenmistir
(EK-1). ifadesi artan ve azalan genlerin ”DAVID Functional Annotation Tool” ile
kiime(cluster) yolak analizleri gerceklestirilmistir. Bu kapsamda asagidaki sonuclar

elde edilmistir.
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Annotation Cluster 1 [Enrichment Score: 44.57 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Secreted 104 3,10E-57 6,70E-55
GOTERM_CC_DIRECT extracellular region 106 5,20E-52 1,20E-49
UP_SEQ_FEATURE signal peptide 134 9,50E-51 8,80E-48
UP_KEYWORDS Signal 142 2,70E-46 2,90E-44
UP_KEYWORDS Glycoprotein 129 4,60E-44 3,30E-42
UP_SEQ_FEATURE glycosylation site:N-linked (GIcNAc...)| 124 8,50E-36 3,90E-33
GOTERM_CC_DIRECT extracellular space 77 6,60E-31 3,80E-29

Annotation Cluster 2 [Enrichment Score: 38.69 Count P_Value Benjamini
GOTERM_CC_DIRECT proteinaceous extracellular matrix 51 2,80E-43 3,20E-41
GOTERM_CC_DIRECT extracellular matrix 46 3,20E-38 2,50E-36
UP_KEYWORDS Extracellular matrix 40 9,30E-37 5,00E-35

Annotation Cluster 3 |Enrichment Score: 14.19 Count P_Value Benjamini
KEGG_PATHWAY ECM-receptor interaction 21 1,80E-21 2,30E-19
KEGG_PATHWAY Focal adhesion 24 2,80E-17 1,80E-15
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signaling pathway 22 1,70E-10 7,30E-09
KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 13 2,00E-10 6,30E-09

Annotation Cluster 4 |Enrichment Score: 7.44 Count P_Value Benjamini
UP_KEYWORDS Collagen 20 6,00E-21 2,20E-19
GOTERM_CC_DIRECT collagen trimer 20 4,60E-20 2,10E-18
INTERPRO Collagen triple helix repeat 17 6,80E-17 5,40E-14
GOTERM_BP_DIRECT collagen fibril organization 13 1,30E-14 1,00E-11
UP_KEYWORDS Hydroxylation 13 5,50E-11 1,20E-09
KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 13 2,00E-10 6,30E-09
INTERPRO Fibrillar collagen, C-terminal 7 5,30E-10 5,20E-08
SMART COLFI 7 3,60E-09 2,50E-07
GOTERM_MF_DIRECT extracellular matrix structural constity 9 1,30E-08 7,90E-07
UP_SEQ_FEATURE domain:Fibrillar collagen NC1 6 4,80E-08 6,40E-06
UP_SEQ_FEATURE propeptide:C-terminal propeptide 5 6,00E-07 6,90E-05
GOTERM_MF_DIRECT platelet-derived growth factor bindin 5 6,60E-06 2,60E-04
UP_SEQ_FEATURE propeptide:N-terminal propeptide 4 3,00E-05 2,00E-03
KEGG_PATHWAY Amoebiasis 9 4,70E-05 8,60E-04
UP_SEQ_FEATURE region of interest:Triple-helical regiorf 5 4,70E-05 2,60E-03
GOTERM_BP_DIRECT protein heterotrimerization 5 6,00E-05 7,00E-03
GOTERM_BP_DIRECT blood vessel development 7 1,70E-04 1,80E-02
GOTERM_BP_DIRECT skeletal system development 8 2,50E-04 2,00E-02
GOTERM_CC_DIRECT collagen type V trimer 3 3,70E-04 6,50E-03
GOTERM_BP_DIRECT skin development 6 5,60E-04 3,80E-02
KEGG_PATHWAY Platelet activation 8 6,50E-04 1,00E-02
GOTERM_BP_DIRECT cellular response to amino acid stimul 6 2,20E-02 4,00E-01
GOTERM_MF_DIRECT SMAD binding 3 1,20E-01 6,50E-01

Scal(+)/CD140a(-) hiicrelerin aktivasyon suirecinde kat artisi gésteren genlerin

farkl veri bankalarindan elde edilen kiimeleme (cluster) analizi sonucunda ifade artisi

gosteren genlerin bliytk bir gogunlugunun ECM yapilanmasi ve hiicre aktivasyonunda

onemli role sahip PI3K/Akt yolagi ile iliskili oldugu gozlenmistir.
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ECM Integrin ECM Integrin ECM Integrin ECM Proteoglycan

Sekil 4.32. ifade artisi gésteren genlerde yolak analizi. ECM-reseptér etkilesimi. *RNAseq ¢alismasinda

ifade artigi gosteren genler
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ifade artisi gosteren genler

s S ey »0 o Oslenl;]mlmﬁﬁ::#mnt
D& DNA wentral mesodstm specification
Stoadd N
Ras/ MAPK
Gowth factor —+—fp——————————4——————— [ErE |

1lr. —

- Transcription factos, extrace ratrix
T co—a?mtors, —— —_@ _ neogenesis, ion,
andco-eprsssors apcp\.o:igpmlm

107 Apoptosis :I
E2F45 |—| © -
Woe | o

-

e
oO— —————= erbryo differentiation,
DHA placehta formation, ete

-0 — Left.right axis detemminatio

m
Mesodenm and endoderm induction, ete
DH&
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Gergeklestirilen yolak analizi sonucunda, gen ifade artisi gosteren genler

siniflandirilmistir. Bu kapsamda, ECM faktorleri, hiicre aktivasyonunda ana rol

oynayan PI3K-Akt sinyal yolaginin ana dizenleyicileri ve fibrozis gelisiminin ana

sorumlusu olan TGF-beta sinyal yolaginda gorev alan genlerde ifade artisi

gozlenmistir. Bu genler disinda, Wnt ligandlarinda, FGF (Fibroblast growth factor), |IGF

(insdilin like growth factor) faktorlerinde de gen ifade artisi gbozlenmektedir. DAVID

Functional Annotation Tool yolak analizinde bu faktorler kanser yolaklari kimeleme

(cluster) analizi kapsaminda degerlendirilmistir.

Tablo 4.2. Aktive olmus CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunda artis gosteren ve fibrozis ile iligkili

genler (gri)

Gen Listesi Kat Artisi

Latent transforming growth factor beta binding protein 2(Ltbp2) 40,1

Collagen, type V, alpha 1(Col5a1) 38,0

Collagen, type lll, alpha 1(Col3al) 31,2

Elastin(Eln) 30,8

Asporin(Aspn) 30,5

Collagen, type I, alpha 1(Collal) 29,2

WNT1 inducible signaling pathway protein 1(Wisp1) 28,7

Leucine rich repeat containing 15(Lrrc15) 27,0

Cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosphohydrolase(Cilp) 27,0

Collagen triple helix repeat containing 1(Cthrc1) 25,0

Collagen, type VI, alpha 3(Col6a3) 22,8

Amphiregulin(Areg) 21,5

Collagen, type VI, alpha 2(Col6a2) 20,5

Collagen, type V, alpha 2(Col5a2) 20,4

Collagen, type VI, alpha 1(Col6al) 20,4

Periostin, osteoblast specific factor(Postn) 20,2

Lysyl oxidase(Lox) 20,1

Collagen, type I, alpha 2(Col1a2) 20,0

Tachykinin 1(Tac1) 19,2

Secreted frizzled-related protein 2(Sfrp2) 19,1

Cyclin-dependent kinase 1(Cdk1) 18,3

Epiregulin(Ereg) 18,2

Collagen, type XlI, alpha 1(Col12a1) 17,7

Collagen, type VIII, alpha 1(Col8a1) 17,6

Fibrillin 1(Fbn1) 17,3

Pleiomorphic adenoma gene-like 1(Plagl1) 16,4

Secreted phosphoprotein 1-Osteopontin (Spp1)

16,4
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Tablo 4.2. (Devam) Aktive olmus CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunda artis gésteren ve fibrozis
ile iliskili genler (gri)

Reticulocalbin 3, EF-hand calcium binding domain(Rcn3) 16,3
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, N(Ptprn) 16,3
Protein tyrosine phosphatase, receptor type, N(Ptprn) 16,3

insulin-like growth factor 1(lgf1) 12,7
collagen, type XIV, alpha 1(Col14al) 12,4
inhibin beta-A(Inhba) 12,2
Transforming growth factor, beta 2(Tgfb2) 10,2
tenascin C(Tnc) 10,0

Aktive olan CD140a(-)/Scal(+) hticre populasyonunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 10 kat ve Gzeri ifade artisi gosteren genler listelenmistir. Genlerin
%70’inin ECM reglilasyonu ve fibrozis ile iliskili oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.3. Aktive olmus CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunda artis gosteren, ECM yeniden

modellenmesi ve fibrozis ile iligkili genler

Kat

Gen Listesi Artisi
Collagen, type V, alpha 3 (Col5a3) 9,3
Collagen , type XVI, alpha 1 (Col16a1) 9,2
Fibroblast activation Protein (Fap) 9,2
Fibronectin type Ill domain containing 1 (Fndc1) 8,5
Selanoprotein M (Selm) 8,5
Transforming growth factor, beta induced (Tgfbi) 8,3
Fibroblast growth factor 18 (Fgf18) 8,1
Fibronectinl (FN1) 8,1
ADAM12 7,5
TIMP1 7,0
Fibroblast growth factor 2 (Fgf2) 7,0
Col27A1 6,1
Follistatin (Fst) 4,8
KIf5 4,8
Matrix metallopeptidase (Mmp2) 4,0

Aktive olmus CD140a(-)/Scal(+) hlicre grubunda en yiksek kat artis degisimi
gosteren genlere ek olarak, gen ifade artisi gosteren diger genler incelendiginde

fibrozis ve ECM’in yeniden modellenmesinde rol alan yapisal proteinler ve proteaz
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aktivitesine sahip faktorlerin de gen ifadesi yoniinden degisim gosterdigi

gozlenmistir.

Tablo 4.4. Aktive olmus CD140a(-)/Scal(+)hiicre populasyonunda artis gosteren diger faktorler.

. . Kat

Gen Listesi Artisi
Transforming growth factor beta 1 (Tgfb1) 2,5
Platelet derived growth factor alpha (Pdgfa) 2,1

FAP hiicrelerinin diizenlenmesinde gorev alan iki ana sinyal molekilinin

CD140a(-)/Scal(+)hicre populasyonu aktivasyon surecindeki gen ifade degisimleri

incelendiginde TGF-beta ve PDGFa’nin 2 kat artis gosterdigi gbzlenmistir.
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Sekil 4.35. ifade azalisi gdsteren genlerde yolak analizi. Hiicre adezyon molekiilleri * RNAseq

¢alismasinda ifade azalisi gosteren genler

Aktive olan CD140a(-)/Scal(+) hicre grubunda en yuksek ifade azahsi
gosteren genler listelendiginde, hiicrelerin adezyon molekil ifadelerinin azaldig

gozlenmistir.
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4.4.4 Tenotomi Siirecinde Total Kas Dokusunda Degisim Gosteren Gen ifade
Degisimi ile Dejenerasyon Siirecinde Aktive Olan CD140a(-)/Scal(+) Hiicre

Populasyonunun Yiiksek Olgekli RNA Dizileme Analizinin Karsilastiriimasi

Yukarida kisim  Bkz. Tablo 4.2-4.4'de CD140a(-)/Scal(+) hicre
populasyonunun aktivasyon slrecinde meydana gelen gen ifade degisimleri
incelenmistir. Ancak, dokuda meydana gelen patolojik degisim sadece stromal hiicre
boyutunda olmayip, doku bitinlGglini olusturan her hiicresel bilesen kapsaminda
gerceklesmektedir. Daha ©nce arastirma grubumuz tarafindan gerceklestirilen
tenotomi calismalarinda doku genelinde transkriptom degisimi arastirilmistir(49).
Farkli bir transkriptom platformu tarafindan elde edilen bulgular, CD140a(-)/Scal(+)
hiicrelerin ylksek 6lcekli RNA dizileme c¢alismasi sonucu ile sadece aktive olan gen

listeleri kapsaminda karsilastirilmistir.

Scal (+) FAP Tenotomi

Sekil 4.36. Tenotomize kas dokusu ve CD140a(-)/Scal(+) hiicrelerin gen listelerinin karsilastiriimasi

Similarity Score: (] Very High (0.75-1) [] High (0.5-0.75) [ | Moderate {(0.25-0.5) [ | Low (<0.25)

Il Category Term Kappa
1 KEGG_PATHWAY ECM-receptor interaction

2 KEGG_PATHWAY P13K-Akt signaling pathway

3 KEGG_PATHWAY Foczl adhesion

4 KEGG_PATHWAY Protein digestion and absorption 0.55

5 KEGG_PATHWAY Amoshiasis 0.53

6 INTERFRC Collagen triple helix repeat 0.53

Sekil 4.37. Tenotomi kas dokusu ve tenotomi siirecinde aktive olan CD140a(-)/Scal(+) hiicrelerin ifade

artisi gosterdigi ortak genler igin yolak analizi
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Tenotomi transkriptom verileri ile aktive olmus CD140a(-)/Scal(+)
transkriptom verilerinin karsilastirilmasi sonucunda gen ifadesi artisi yoninden
ortaklik gosteren 88 gen ‘DAVID Annotation Tool’ ile gerceklestirilen yolak analizinde,
ECM-reseptor iliskisi, Fokal adezyon, PI3K-Akt sinyal yolagl yoninden en yilksek
benzerligi gostermistir. Bu genler, protein-protein etkilesimi yo6niinden
incelendiginde genlerin yarisindan fazlasinin ECM ile iliskili oldugu ve birbirleri ile
kuvvetli etkilesim icinde bulunduklari gbzlenmistir

A

E Cthrc1
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®
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Sekil4.38. Tenotomi suirecinde ve CD140a(-)/Scal(+) hiicre aktivasyonunda ifade artisi gésteren
genlerin protein-protein etkilesim diyagrami.

*https://stringdb.org/cgi/network.pl?taskild=C1vhOytXSPgw
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5. TARTISMA

iskelet kasi hastaliklarinda ya da senil islev kaybi durumunda kas lifi atrofisi,
fibrozis ve dejenerasyon tipine bagli olarak yagh dejenerasyon goézlenmektedir.
iskelet kasi rejenerasyonunu arttirmaya yonelik tedavi metodolojileri gelistiriimeye
¢ahsilmistir. Bu tedavilerin en basinda, kas dokusu ya da kas dokusu disi kaynakh
hicrelerin kesfi ve rejenerasyon potansiyellerine yonelik preklinik ve klinik ¢alismalar
gerceklestirilmistir (50, 51). Bu hiicresel tedavi denemelerine ek olarak, mutasyona
0zgll yaklasimlar da benimsenerek, dokuda eksik bulunan yapisal protein genlerinin
yerine konmasini hedefleyen genetik vyaklasimlar da uygulanmistir. Ancak,
gerceklestirilen tim genetik ve hicresel klinik tedavi denemelerinde kas dokusunun
rejenerasyonu ve fenotipe yansiyan bir iyilesme saglanamamistir. Bu durumun temel
nedenleri incelendiginde a) iskelet kasi projenitor hiicrelerinin nisleri ile birlikte
kullanildigr zaman ancak beklenen etkinlikte rejenerasyonu gergeklestirdigi (kas kok
hicresi uygulamasi yerine kas lifi uygulamasi) b) nis olmadan aktarilan iskelet kas
dokusuna spesifik projenitor hiicrelerin dejenere kas dokusunda degisen mikrogevre
nedeniyle iskelet kasina farklilasamadigi, ya da istenilenden farkh bir doku tipine
farkhlastigi c) atrofi ve devam eden dejenerasyon sebebiyle rejenerasyon sinyal
mekanizmalarinin bozulmasi d) dokuda meydana gelen yaygin fibrozis nedeniyle ECM
esnekliginin ve dinamikliginin kaybolmasi nedeniyle rejenerasyon sinyallerinin ve
klinik yaklasimlarda uygulanan genetik ve hicresel faktorlerin hasarli bolgeye
aktarilamamasi siralanmaktadir (22). iskelet kasi rejenerasyonu ve tamire ydnelik
gelistirilen klinik yaklasimlarin beklenen etkinligi gbsterememesinin ana nedeni,
dejenerasyon patolojisi sonucu gelisen fibrozistir. Fibrozisin dokunun esneklik ve
kasilma kabiliyetini bozmasinin yaninda kas atrofisinin ilerlemesini hizlandirici etkisi
bulunmaktadir. Bu nedenle iskelet kasi rejenerasyonu ve kas hastaliklarina yénelik
gelistirilecek olan tedavi yaklasimlarinda fibrozis fiziksel bir bariyer olusturarak
inhibitor etki gostermektedir. Bu durumun anlasiimasini takip eden siiregte fibrozisin
hiicresel gelisim mekanizmalarina yonelik calismalar hiz kazanmistir. Kas
rejenerasyonuna yonelik gergeklestirilen galismalarda agirhkli olarak iskelet kas

dokusuna farklilasma yetenegi bulunan projenitor hiicreler tanimlanmaya calisiimis
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olup, stroma kokenli ve patoloji ile iligkili hiicre gruplari ikinci planda
degerlendirilmistir. Bu nedenle literatiirde kas dokusu dejenerasyon sirecine eslik
eden stromal kokenli hiicre gruplarina yonelik sinirh miktarda bilgi bulunmaktadir

(52).

Fibrozisin rejenerasyon onilindeki en 6nemli engel oldugunun anlasiimasi
Uzerine stromal hiicre karakterizasyonuna yonelik calismalar hiz kazanmis olup, bu
hiicrelerin karakterizasyonlari ve ylizey belirteglerine yonelik tanimlayici ¢alismalar
yayinlanmistir. Bu konudaki ilk tanimlayici ¢alisma, 2010 senesinde Joe AW. ve
Ueziumi A. tarafindan ylzey belirtecleri ile birlikte fibroadipojenik projenitorlerin
(FAP) tanimlanmasi ile baslamistir (26, 27). Gergeklestirilen bu iki 6nciil calismada bu
hicrelerin CD31(-)/CD45(-)/CD140a(+)/Scal(+) olduklari ve akut ya da kronik hasar
sureci ile birlikte artis gosterdikleri, fibrotik bolgelerde yogunlastiklari gosterilmistir.
Takip eden siirecte, 2014 yilinda Rossi F. ve arkadaslari tarafindan yayinlanan
mekanistik ¢calismada bu hiicrelerin inflamasyon ile yakin iliskili olarak regile edildigi
ve doku idamesi igin gerekli olan hiicresel dizenlemenin TNF-alfa ve TGF-beta
aracithigr ile gergeklestirildigi tanimlanmistir. Bu iki ana dizenleyici sinyal
mekanizmasinin bozulmasi sonucunda da dokuda fibrozis gelisiminin tetiklendigi
gosterilmistir(32). Farkh gruplar tarafindan gerceklestirilen FAP hiicrelerine yonelik
calismalar incelendiginde, farkli kombinasyonda yiizey belirteclerinin kullanildig

anlasilmaktadir. Bu belirtecler: CD31(-)/CD45(-)/CD140a(+), CD31(-)/CD45(-

)/CD11b(-)/CD140a(+)/Scal(+), CD31(-)/CD45(-)/Lin(-)/Scal(+) seklindedir (31, 53,

54). Bu konudaki bir goéris sadece CD31(-)/CD45(-)/Scal(+) hicrelerin de

fibroadipojenik projenitdr oldugu yonindedir (26). Uezumi ve arkadaslari ise FAP
galismalari igin en iyi belirtecin insanda da karsiligi bulunan PDGFRa (CD140a)
oldugunu ileri siirmektedir (54). FAP karakterizasyonunda ylizey belirtegleri
yoniunden farkhlik géstermis olmasina ragmen bu calismalarda analiz edilen hiicre
gruplarinin iskelet kas dokusunun yeniden modellenmesinde ve patoloji gelisiminden

sorumlu oldugunu gostermistir.

iskelet kas dokusunda atrofi ve fibrozis ile sonuglanan kronik dejenerasyonun

temelinde, yapisal protein eksiklikleri (Duchenne ve limb-girdle kas distrofileri),
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metabolik ve sistemik degisimlere baglh gelisen kaseksi (kanser vb.) ,
hareketsizlestirme (immobilizasyon-kiriklara bagh alcilama ve kas kaybi), yashliga
bagli sarkopeni ve sinir iletimi hasarina bagl denervasyon olarak siralanmaktadir. Her
birinin fizyopatolojisi birbirinden farkli olmakla beraber goézlenen patolojik tablo
degismemektedir (55, 56). Bu tez calismasinda kullanilan deneysel modeller yukarida
siralanan stroma patolojilerini taklit eden deneysel modellerdir. Kardiyotoksin
enjeksiyonu ile olusturulan akut hasar ve tamiri genel bir hasar tamiri gozlem
modelidir. Diger yonden, insanda gozlenen kronik kas dejenerasyonunun stromal
bilesenlerini sergileyen tendon kesisi ve siyatik sinir kesisi ise sirasiyla fibrozis ve yagl

dejenerasyon gelisimini taklit eden modellerdir.

Bu tez calismasinin temel aldigi baslica dayanak noktalari, fibrozisin kas
rejenerasyonunu etkileyen ana sinirlandirici  faktér olmasi, farkh olusum
mekanizmalarina sahip dejenerasyon patolojilerinin ortak noktasinin kas atrofisi ve
fibrozis olmasi, farkl iskelet kas dejenerasyonu sireglerinde rol alan stromal hiicre
populasyonlarinin tanimlanmamis olmasidir. Bu kapsamda, literatiirde stromal
hicrelere yonelik tanimlanmis olan yilzey belirtegleri (CD31(-), CD45(-), CD11b(-),
Scal(+), CD140a(+)) kullanilanarak, Ug¢ farkh tanimlayici yoninden (hicrelerin
CD140a(+)/Scal(-) olmasi, CD140a(+)/Scal(+) olmasi ve CD140a(-)/Scal(+) olmasi) lg
farkli deneysel dejenerasyon sirecinde stromal hiicre populasyon dinamigi ve

aktivasyon mekanizmasi incelenmistir

5.1  Akut Hasar Siirecinde inflamasyon ile iliskili Degisen Stromal Hiicre

Populasyonu

Akut kas hasari deney modeli dokuda kas hasari olusturularak, rejenerasyon
sinyallerinin ve bu silirece eslik eden hiicresel mekanizmalarin gozlenmesi igin
kullanilan en iyi tanimlanmis model sistemdir. Sadece iskelet kasi kdk hiicreleri degil
ayni zamanda dokunun yeniden modellenmesinde ve ECM yapilanmasinda gorev alan
stromal hiicre aktivasyonlarinin da calisiimasinda gecerli bir deney sistemidir.
Fibroadipojenik projenitorler kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarda da agirlikli

olarak kardiyotoksin ya da noteksin enjeksiyonu ile akut kas dejenerasyonu
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uygulanmaktadir. Literatirde akut hasar surecinde FAP’larin aktivasyon oranlarina
yonelik bilgiler mevcuttur (26, 27). Bu nedenle, akut hasar modeli, FAP calismalarinda
pozitif kontrol grubunu olusturmaktadir. Tez c¢alismasi kapsaminda da kronik
modellerdeki aktivasyon sireglerinin karsilastiriimasi amaciyla pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

Akut hasar sonrasi 3. giin 6rneklerinde CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-) populasyon
icinden kontrol grubu ile karsilastirildiginda akut hasar silrecinin 3. giiniinde en
yuksek populasyon degisimi (76 kat) CD140a(+)/Scal(+) hicre grubunda meydana
gelmistir. CD140a(+)/Scal(-) hiicre populasyonunda oransal degisim meydana
gelmemistir. CD140a(-)/Scal(+) olan hiicre populasyonunda ise 2,3 katlik bir artis
olmustur (Bkz. Sekil 4.2). Tim populasyon icindeki degisimleri incelendiginde ise
benzer sonucglar elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.6). Elde edilen bulgular
CD140a(+)/Scal(+) populasyon icin hem kontrol grubu hem de akut hasar 3. giin
orneklerinde literatlir ile uyumludur. Akut hasar slirecinde aktivasyon gosteren
CD140a(-)/Scal(+) populasyon degisimi, tez calismasinda uygulanan metodolojik
yaklasima eslenik bir calisma gézlenmemistir. Bu nedenle CD140a(-)/Scal(+) degisim

orani literatiir ile karsilastirilamamistir.

Akut hasar sonrasi 3. giin FAP’larin en yiksek miktarda gozlendigi populasyon
olmakla beraber, bu silirece hasar bolgesine infiltre olan sitotoksik inflamatuar
hicreler de eslik etmektedir. Sitotoksik hiicrelerden salgilanan sitokinler dokuda
tamir yolaklarini aktive ettigi gosterilmistir. Akut hasarin 3. glinii hasar bdlgesinde
yiksek miktarda ifade olan faktorlerden biri de TNF-alfa’dir(32). Bu faktoriin FAP
hicre apoptozunu engelledigi ve FAP’lar TNF-alfa ile aktive oldugu gosterilmistir (32).
FAP hiicre populasyonu TNFa ile aktive olmakla birlikte TNFa bu hicrelerin
apoptozunu da engellemektedir. Ancak CD140a(-)/Scal(+) hicre aktivasyon
mekanizmasina yonelik literatiirde bilgi bulunmamakla birlikte kas lifi dejenerasyonu
sonrasi ECM’te bulunan proteazlarin (MMP2, MMP9 vb.) aktivasyonu ile ECM’te
bulunan sinyal proteinlerinin proteolitik kesimi ile aktive oldugu gosterilmistir (Bkz.
Tablo 4.3) (57)). Bu faktorlerden en 6nemlisi de TGF-beta’dir ve ECM’te bulunan

proteazlarin aktivasyonu ile salinmaktadir (58). Bu nedenle, akut hasar sirecinde
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CD140a(-)/Scal(+) stromal hiicrelerin aktivasyon mekanizmasini salgilanan TGF-beta
Uzerinden gerceklesebilecegi ongorilmustir. CD140a(+)/Sca(-) hicre

populasyonunda oransal bir degisim olmamistir.

Kontrol ve akut hasarin 3. glinlinde incelenen hiicre populasyonlarinin tamami
BrdU katilimi yoninden artis géstermistir. BrdU analizinde CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-
) hiicre grubu analiz disi birakilmamistir. Veriler tim populasyon icindeki
CD140a(+)/Scal(+) ve CD140a(+)/Scal(+) hicreleri igermektedir. Elde edilen oransal
degisim incelendiginde inflamatuar hiicrelerde de CD140a(+) ve Scal(+) oldugu
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.7). inflamatuar hiicre artisi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda akut hasar 6rneklerinde CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon
ylzdesinin 2 kat artmis oldugu gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.2). Uygulanan modelde
meydana gelen stromal hticre degisimleri, BrdU katilimi ve inflamasyon olusumu
yoninden literatir ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Kronik dejenerasyon
modellerinde meydana gelen stromal hiicre degisim mekanizmasinin karsilastiriimasi

icin uygun bir referans (pozitif kontrol) olusturdugu gosterilmistir.

5.2 Tenotomi Siirecinde Degisen Stromal Hiicre Populasyonu ve

inflamasyon iliskisi

Tenotomi, atrofi ve fibrozis mekanizmalarinin calisiimasi i¢in insanda
kullanmamaya (disuse atrofi) baglh gelisen atrofi yolaklarinin taklit edilmesi icin uygun
bir modeldir. Bu kapsamda farelerde anterior tibial tendon kesisini takiben kas lifi

atrofisi ve fibrozis gelisimi saglanmistir (Bkz. Sekil 4.11).

Tenotominin 3. ve 7. glnleri gerceklestirilen profilleme ¢alismasi sonucunda
CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-) populasyon icinde, CD140a(+)/Scal(-)/CD140a(+)/ Scal(+)
populasyonlarin  degismedigi, ancak CD140a(-)/Scal(+) populasyonun ise
dejenerasyonun 3. ve 7. gunlerinde yaklasik kontrole gore 2 kathk artis gosterdigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.13). Stromal hiicrelerin oransal degisimleri tiim populasyon
icinde degerlendirildiginde benzer oransal degisimler gozlenmistir. CD140a(-)/Scal(+)
stromal hiicre artisinin inflamasyon gelisimi ile iliskisi arastirildiginda, tendon kesisini

takiben preload’ (6nyilk) un azaltilmasi ile kas dejenerasyonunun tetiklendigi ancak
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inflamatuar hiicre aktivasyonunun meydana gelmedigi gbzlenmistir (Bkz. Sekil 4.18).
Benzer sekilde CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-) populasyon icinde CD140a(+)/Scal(+) hiicre
grubunun oransal olarak degismiyor olmasi da inflamasyonun tetiklenmediginin bir
gostergesidir. Elde edilen bu veriler BrdU katiliminin arastirilmasi ile de desteklenmis
olup tenetomi slirecinde meydana gelen stromal hiicre degisiminin inflamasyondan

bagimsiz bir mekanizma ile gerceklestigi dogrulamistir (Bkz. Sekil 4.16).

Tenotomi  slrecinde gozlenen  CD140a(-)/Scal(+) stromal hiicre
populasyonunun aktivasyon mekanizmasi literatlr bilgileri 1s18inda arastirildiginda,
inflamatuar hicre faktorleri ile tetiklenen atrofi mekanizmasinin (TNF-alfa aracili
NfKB yolak aktivasyonu), tenotomi siirecinde béyle bir hiicresel yanitin bulunmamasi
nedeniyle diger atrofi slireglerinden farkl bir mekanizmaile diizenlendigi anlasiimistir
(55, 56, 59). Dolayisiyla gozlenen hiicresel aktivasyon mekanizmasi TNF-alfa ile iliskili
atrofi mekanizmasi yoniinden degerlendirilememektedir. Ancak, fibrozis gelisiminin
temel dizenleyicileri yoninden arastirma yapildiginda, TGF- beta temelli bulgulara
ulasilmistir. TGF-beta akut hasar siirecinde 4. glinden itibaren hasar bolgesine infiltre
olan M2 makrofajlar tarafindan salgilanmaktadir. Ancak inflamatuar hiicre
aktivasyonunun olmadigi modellerde ECM’te bulunan MMP2 ve MMP9 gibi matriks
metallaproteinazlarin aktive oldugu gosterilmistir (60). TGF-beta normal fizyolojide
ECM’te LAP (Latency Associated Factor) kompleksi halinde ve inaktif formda
bulunmaktadir. LAP kompleksi ECM’te bulunan ve aktive olan MMP-2, MMP-9 ve
Trombospontin-1 gibi proteazlar tarafindan degrade edilerek, TGF-beta aktif
formunun salinmasini saglar. Bu bilgiler 1siginda, tenotomi sirecinde CD140a(-
)/Scal(+) hiicre populasyon aktivasyonunun, ECM’te proteaz aktivasyonuna bagli

aktif hale gecen TGF-beta tarafindan tetiklenmis olabilecegi dngorilmustir (58).

5.3 Denervasyon Siirecinde Degisen Stromal Hiicre Populasyonu ve

inflamasyon iliskisi

Denervasyon modeli SMA (Spinal Miiskiiler Atrofi) ve ALS (Amyotrophic lateral
sclerosis)’yi taklit eden model olarak degerlendirilebildigi gibi (klinikte genel

kapsamda kullanmama (disuse atrofi) sinifinda degerlendirilmekte olup, modelin
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klinik karsihgi, senil islev kaybi (sarkopeni)), siyatik sinir yaralanmalari ve omurilik
zedelenmeleri sinifinda da bulunmaktadir. Bu model de diger kronik dejenerasyon
modellerinde oldugu gibi kas lifi atrofisi ve fibrozis gozlenmekte olup, diger
dejenerasyon modellerine ek olarak dejenerasyonun ge¢ donemlerinde yag
infiltrasyonu da goézlenmektedir (61, 62). Tez calismasi kapsaminda denervasyonun
10. glintinde CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon icinde stromal hiicre populasyon
degisimi analiz edilmis olup, CD140a(+)/Scal(+) populasyonun 7 kat arttig, diger
populasyonlarin ise degismedigi gozlenmistir. Hlcresel degisim oranlari tim hiicre
populasyonu icinde degerlendirildiginde, CD45(-)/CD11b(-)/CD31(-) populasyon
icindeki oranlara olduk¢a benzer oranlarda oldugu gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.24, 4.25).
Hlcresel degisim oranlari BrdU pozitifligi yoniinden incelendiginde ise her (g
populasyonun kontrole gore BrdU katilimi artis gostermistir. Ancak hiicrelerin oransal
ve sayisal degisimleri karsilastirildiginda, CD140a(+)/Scal(-), CD140a(-)/Scal(+)
hiicrelerin sayisal olarak degismedigi gozlenmistir. Bu nedenle denervasyon
sirecinde aktive olan hiicre populasyonunun CD140a(+)/Scal(+) oldugu

gosterilmistir (Bkz. Sekil: 4.27)

Aktivasyon  mekanizmasi  inflamasyon ile yakindan iligkili  olan
CD140a(+)/Scal(+) hiicre populasyonunun, denervasyon sirecinde hangi
mekanizmalar ile dejenerasyon patolojisine katki sagladigi elde edilen bulgular ve
literatiir bilgisi 1siginda analiz edilmistir. Oncelikle olusturulan modelde dejenerasyon
patolojisinde inflamatuar hiicre aktivasyonunun meydana gelmedigi gosterilmistir.
(Bkz. Sekil 4.28). Ancak, erken donem denervasyon silrecinde meydana gelen
degisiklikler siralandiginda, denervasyondan sonraki 4-7 giin icinde kas lifleri arasinda
odem gelistigi (61), spontan fibrilasyonlarin olustugu (62), kas tonusundaki
azalmanin, tetanik kasilmada olusan gerilim etkisinden daha biyik oldugu, kapiler
yatak hacminin arttigi ve post-sinaptik dejenerasyonun meydana geldigi
gosterilmistir (62). Akut hasar siirecinde elde edilen bulgular ve denervasyon
sirecinde meydana gelen degisimler ele alindiginda, erken denervasyon siirecinde
meydana gelen o6dem, doku icinde minimal dizeyde de olsa makrofaj

aktivasyonununu tetiklemesine bagl olarak CD140a(+)/Scal(+) hilicre populasyon
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aktivasyonuna neden oldugu 6n gorilmistir. Denervasyon siirecinde 1-2. haftadan
sonra fibrotik degisimlerin goézleniyor olmasi nedeniyle analizin gerceklestirildigi 10
glnllk strecte herhangi bir TGF-beta uyariminin meydana gelmemesine bagh olarak
CD140a(-)/Scal(+) hicre populasyonunda bir degisikligin gbzlenemedigi 6n
gorllmustlr. Literatlir 1s18indaki bilgiler denervasyonun erken sirecinde makrofaj
aktivasyonu (post-sinaptik dejenerasyon) oldugunu gostermektedir (62). Ancak,
denerve dokuda literatir bilgisinin sundugu gibi minimal diizeyde meydana gelen

makrofaj aktivasyonu, uygulanan deney sistemi ile gosterilememistir.

5.4 CD140a(-)Scail(+) Hiicre = Populasyonunun izolasyonu ve

Karakterizasyonu

Tez calismasinda akut hasar siirecinde CD140a(+)/Scal(+) ve CD140a(-
)/Scal(+) hiicrelerde aktivasyon gozlenirken, tenotomi siirecinde CD140a(-)/Scal(+)
hucre aktivasyonu, denervasyon sirecinde ise CD140a(+)/Scal(+) hicre aktivasyonu
agirlikl olarak gozlenmistir. Literatiirde FAP olarak isimlendirilen hiicre grubunun
CD140a ve Scal pozitif olmasina yonelik farkli gorisler bulunmaktadir. Sadece
CD140a pozitifligi Gizerinden analiz yapan arastirmacilar bulundugu gibi (27), sadece
Scal pozitifligini ve cift pozitifligini ele alan arastirmacilar da bulunmaktadir (26).
Ancak tez g¢alismasi kapsaminda, farkli dejenerasyon sireglerinde farkli stromal
populasyonlarin aktive oldugu ortaya konmustur. Hicreler arasindaki aktivasyon
mekanizmalarinin farkhlik gésteriyor olmasinin bu hiicrelerin farkl fenotiplerde hiicre
gruplari oldugu sonucunu gostermistir. Bu duruma ek olarak Scal belirteci genel bir
kok hicre belirtecidir. CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunun homojen olmayan
bir kék hiicre havuzuna ait bir fenotipik belirte¢ olmasi miimkiindir. Bu kapsamda,
iskelet kas dokusunda bulunan CD140a(-)/Scal(+) hicre o6zellikleri arastirildiginda,
Scal pozitif hiicrelerin kasta endomizial yerlesimli oldugu, myojenik farklilasma
gostermedigi ve satellit hicrelerin Scal belirteci yoniinden negatif oldugu
belirlenmistir (63). Tez calismasi kapsaminda analiz edilen CD140a(-)/Scal(+) hiicreler
adipojenik ve miyojenik farklilasma kapasiteleri yoniinden incelendiginde hiicrelerin
adipojenik farklilasmaya gittigi, miyojenik farklilasma ortaminda spontan adipojenik

farklilasma gosterdigi gozlenmistir (Bkz. Sekil: 4.31). Elde edilen bulgular, CD140a(-
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)/Scal(+) hiicrelerin miyojenik farklilasma 6zelligi olmayan stromal hiicreler oldugunu

kanitlamistir.

5.5 CD140a(-)/Scal(+) Hiicre Populasyonunun Aktivasyon Mekanizmasinin

incelenmesi

izole edilen CD140a(-)/Scal(+) hiicre grubunun fibrozis gelisimi ya da yeniden
doku modellemesine katki saglayip saglamadiginin arastiriimasi amaci ile kontrol kas
grubu ve dejenerasyonun 3. glinl kas 6rneklerinden CD140a(-)/Scal(+) hiicre grubu
izole edilerek vakit gecirmeden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu yaklasimin
benimsenmesinin  temel nedeni CD140a(-)/Scal(+) hicrelerin aktivasyon
durumundaki gen ifade degisimlerinin incelenmesidir. Gergeklestirilen ylksek olgekli
RNA dizileme calismasi kapsaminda kontrole gére artan ve azalan genler listelenmis
olup, “DAVID Annotation Tool” kullanilarak kiime ve yolak analizi gerceklestirilmistir.
ifade artisi gdsteren genlerin biyiik bir cogunlugunun ECM ve reseptdr iliskisine ait
oldugu, diger ifade artisi gosteren genler incelendiginde ise hiicre proliferasyonu ve
migrasyonundan sorumlu sinyal yolagi olan PI3K-Akt ve TGF-beta sinyal yolagina ait
oldugu gozlenmistir. Bu yoni ile dejenerasyon sirecinde aktive olan CD140a(-
)/Scal(+) hiicre grubunun fibrozis ve dokunun yeniden modellenmesine yénelik bag
dokusu bilesenlerini yiiksek miktarda ifade ettigi, PI3K-Akt sinyal yolagi araciligi ile
aktive oldugu ve TGF-beta sinyal mekanizmasi Uzerinden gen ifadesinin
dizenlendigine yonelik sonuglar elde edilmistir (Bkz. Sekil:4.32-34, Tablo 4.1-4.4).
Aktive olan CD140a(-)/Scal(+) htcrelerde adezyon molekdllerinin ifade azalisi
gostermesi, bu hicrelerin rejenerasyon sirecinde migrasyon egiliminde oldugunu

gostermektedir (Bkz. Sekil: 4.35).

Aktive olan CD140a(-)/Scal(+) hlcre grubuna ait ifade artisi gosteren gen
listesi, daha Once arastirma grubumuz tarafindan gerceklestirilen tenotomi
microarray calismasi ile karsilastirilmistir ve 88 adet ortak gen listesinin bulundugu
gozlenmistir. Bu genlerin fonksiyon ve hangi yolakta gorev aldigina yonelik analiz

gercgeklestirildiginde, blylk bir cogunlugunun ECM bileseni oldugu gdzlenmistir. Bu
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bulgular CD140a(-)/Scal(+) htcrelerin tenotomi surecinde dokunun yeniden

modellenmesi ve/veya fibrozis gelisimine katildigini kanitlamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1 SONUCLAR
Akut hasar sonrasi 3.glinde en ¢ok artis gosteren hiicre populasyonunun
CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)/CD140a(+)/Scal(+) hicre populasyonu oldugu,
sadece CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)/CD140a(-)/Scal(+) populasyonunda ise
daha sinirl bir aktivasyonun meydana geldigi gosterilmistir.
Tendon kesisini takip eden 7 glinliik sirecte meydana gelen stromal hicre
degisimleri incelendiginde sadece CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)/CD140a(-
)/Scal(+) hicre populasyonunda ¢ katlhk bir artis oldugu, diger
populasyonlarin degismedigi gdsterilmistir.
Siyatik sinir kesisini takip eden 10 giinliik slirecte meydana gelen stromal
hicre  degisimleri incelendiginde sadece CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-
)/CD140a(+)/Scal(+) hiicre populasyonunun kontrole gére 7 kathk artis
gosterdigi gozlenmistir.
Tenetomi ve denervasyon modellerinde meydana gelen stromal degisimlerin
inflamasyondan bagimsiz olarak meydana geldigi gosterilmistir.
izole edilen CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)/CD140a(-)/Scal(+) hiicreler adipojenik
ve miyojenik farklilasma ortamlarinda adipojenik farklilasma gosterdikleri,
miyojenik farklilasma kapasitelerinin bulunmadigi gosterilmistir.
Ug farkh modelde stromada bulunan farkl hiicre populasyonlarinin aktive
olmasi, bu hiicrelerin birbirinden farkh olduklarini ve farkli molekiiler
diizenlemeler ile kontrol edildiklerini gostermistir.
Denervasyon modeli disinda (1.6 kat), akut hasar ve tenotomi modelinde
CD31(-)/CD45(-)/CD11b(-)/Scal(-)/CD140a(+) hiicre populasyonunda oransal
olarak herhangi bir degisim meydana gelmemistir. Bu hiicre grubunun
CD140a(+)/Scal(-)ve CD140a(-)/Scal(+) hiicre grubundan bagimsiz ve farkl
fizyolojik 6zelliklere sahip oldugu gozlenmistir.
CD140a(-)/Scal(+) hiicre populasyonunun ECM yeniden yapilanmasina katki
sagladigl, tenotomi siirecinde fibrozis gelisiminde etkili oldugu ve TGF-beta

sinyal yolaginin hiicrelerin aktivasyonunda etkili oldugu gosterilmistir.
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6.2 ONERILER

Tez calismasi ile elde edilen sonuglarin devaminda CD140(+)/Scal(+) (FAP
hicreleri) hiicrelerin izolasyonuna yonelik metodolojik yaklasimlarin optimize
edilerek yiksek 6lcekli transkriptom calismalari ile bu hiicrelerin aktivasyon
mekanizmalarinin detaylandirilmasi planlanmaktadir.

CD140a(-)/Scal(+) htcreler ile CD140a(+)/Scal(+)hticrelerin yiksek olcekli
transkriptom verilerinin karsilastiriimasi ile fibrozis sirecine etki eden
yolaklarin aciklanmasi planlanmaktadir.

Farkli dejenerasyon siireclerine eslik eden farkli stromal populasyonlarin
fibrozis gelisiminde rol alan yolaklarin belirlenmesi ile anti-fibrotik tedavi aday

molekullerinin belirlenmesi planlanmaktadir.
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8. EKLER

Yiiksek Olgekli RNA Dizi Analizi Kalite Kontrol Parametreleri
Kontrol-Scal Akut -Scal
N_unmapped 5522486 6373620
N_multimapping 4377442 5190583
N_noFeature 5557505 5465104
N_ambiguous 1107583 1261784
MAPPED_READS 17544088 21244479
MAX #READS 617159 269808
25th PERCENTILE of NON- 17 19
ZERO READS
Annotated Reads 24119 24119
UPREGULATED >2 796
DOWNREGULATED >2 481

Star QC data
Kontrol-Scal(+) | Akut-Scal(+)

Oct 30
Started job on Nov 22 09:57:50 14:14:27

Oct 30
Started mapping on Nov 22 09:58:37 14:15:15

Oct 30
Finished on Nov 22 10:02:26 14:19:37
Mapping speed
Million of reads per hour 536.21 543.24
Number of input reads 34109104 39535570
Average input read length 110 104
UNIQUE READS:
Uniquely mapped reads number 24180494 27931610
Uniquely mapped reads % 70.89% 70.65%
Average mapped length 109.94 103.41
Number of splices: Total 1827344 1996656
Number of splices: Annotated (sjdb) 1464801 1584248
Number of splices: GT/AG 1553020 1690223
Number of splices: GC/AG 15334 16533
Number of splices: AT/AC 1617 1955
Number of splices: Non-canonical 257373 287945
Mismatch rate per base 1.24% 1.23%
Deletion rate per base 0.28% 0.28%




Deletion average length 1.17 1.16
Insertion rate per base 0.37% 0.36%
Insertion average length 1.15 1.15
MULTI-MAPPING READS:

Number of reads mapped to multiple loci 4552570 5375061
% of reads mapped to multiple loci 13.35% 13.60%
Number of reads mapped to too many loci 1325585 1278120
% of reads mapped to too many loci 3.89% 3.23%
UNMAPPED READS:

% of reads unmapped: too many

mismatches 0.00% 0.00%
% of reads unmapped: too short 10.72% 10.86%
% of reads unmapped: other 1.16% 1.67%
CHIMERIC READS:

Number of chimeric reads 0 0

% of chimeric reads 0.00% 0.00%
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CANSU OZDEMIR SAKA

Dogum
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Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisti, K&k Hiicre
Kurum . .

Bilimleri
Pozisyon Doktora sonrasi arastirmaci
Telefon : 055541993 30
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EGiTiM BILGILERI

Universite | Fakiilte/Enstitii Oirlz:llm Derece Mezuniyet Yili
Hacettepe SAGLIK
Universilfc’esi BiLIMLERI KOK HUCRE |Doktora 2012-2017
ENSTITUSU
SAGLIK .
Eif\fg:;i’; BILIMLERI ;'isg'm” Yiiksek Lisans |2010
ENSTITUSU
Hacettepe .o\ rakOLTESI |BivoLoi  |Lisans 2008
Universitesi
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYiM
Kurum/Kurulus Boliim/Birim | Goérev Tiirli Ciorev_
Donemi
Thinklab Teknolojik Hizmetler Proje . e
Tic.Ltd.Sti Koordinatorg | <et Mudurt | 2016-Halen

Hemosoft Bilisim ve Egitim Hiz. Ltd.

Sti Arge Arge Personeli | 2014-2016

IDC Savunma Sanayi Nakliye TiC. A.S Arge Arge Personeli | 2011-2015




UZMANLIK ALANLARI

Uzmanlhk Alanlari

biyolojisi

e Kok hiicre kitleri

o iskelet kasi gelisimi molekiiler regiilasyonu

e Fibrozisin hiicresel ve molekiiler regiilasyonu
e Molekdiler hiicre biyolojisi
e Kok hiicre biyolojisi

e Antikor ve aptamer tabanli biyosensor sistemleri

e iskelet kasi dejenerasyonu ve dejenerasyon patolojisi etkeni kok hiicrelerin

PROJE DENEYiMi

Tanimlama Sisteminin
Gelistirilimesi

Proje Adi Kurum Tarih Gorev Proje Turi
Yeni Nesil Kok I-.|ucr'e . TUBITAK 01.07.2016 Proje
Farklilastirma Kitlerinin 1512 - Yiriticisii Ulusal
Yerli Uretimi 30.06.2017
iskelet Kas Dokusunda
Stromal Hiicre TUBITAK 01.08.2015 .

- Bursiyer Ulusal

Populasyonunun 1002

. . . 01.08.2016
Karakterize Edilmesi
glzliiié?gr?trllirglfHUcre) TUBITAK UPKH
Banka Teknolojileri 1003 2014-2017 I;a;ilzterlza Ulusal
Gelistirme Y
Akut L6 iOnT - 01.10.2014 .
AKUE Fosemi n Tanis TUBITAK Arge Sanayi/Ozel
I¢in Bir Kit ve Hasta Bas| 1511 i Personeli  |Sektor
Test Cihazi Gelistirilmesi 30.09.2016
Ug Boyutlu Esnek TUBITAK 01.01.2014 Arge
Akiskanlarin TEYDEB - Personeli Uluslararasi
Geligtirilmesi 30.06.2016
icme Sularinda Zararli
Mikroorganizmalarin

; L 1.08.2011 "

Saptanmasi Igin TUBITAK ? 08.20 Arge Sanayi/Ozel
Tasinabilir ve Hizl TEYDEB 30.06.2012 Personeli |Sektor




Milli Savunma

Biyosensorler Bal.<anI|g| ArGe 2009-2014 Arge . Kamu
Daire Personeli
Baskanhgi

Genetik Kokenli Enzim

Eksiklerine Yonelik Enzim

Replasmani Saglamak

Ama.myla Yag Hiicrelerinin TUBITAK 01.07.2007 .

Yeniden Programlanmasi SBAG - Bursiyer Ulusal

ve Tedavide 01.07.2010

Kullanilabilme

Potansiyelinin

Arastirilmasi

YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

Ozdemir, Cansu; Akpulat, Ugur; Sharafi, Parisa; Yildiz, Yilmaz; Onbasilar, llyas;
Kocaefe, Cetin, Periostin is temporally expressed as an extracellular matrix
component in skeletal muscle regeneration and differentiation, 2014, GENE

Uluslararasi Kongrelerde Sunulan Uluslararasi Hakemli Dergilerin Ozel Sayilarinda
Yayinlanmisg Bildiriler

Ozdemir C., Akcay D., Kocaefe C. Characterization of the stromal cell population that
interplay in skeletal muscle degeneration. Muscle Res Cell Motil (2017)

Ozdemir C., Akpulat U., Onbasilar O., Kocaefe C., AEBP1/ACLP is Upregulated in
Differentiation, Injury Repair and Fibrotic Degeneration of Skeletal Muscle. Muscle
Res Cell Motil (2014)

Akpulat U, Yildiz Y, Ozdemir C, Sharafi P, Onbasilar I, Kocaefe C. KIf5 modulates
proliferation and differentiation of myoblasts. Muscle Res Cell Motil (2014) 35:65—
142 DOI

10.1007/s10974-014-9384-y

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan Bildiriler
Ozdemir C., Akgay D., Kocaefe C. Characterization of the stromal cell population that

interplay in skeletal muscle degeneration. Muscle Res Cell Motil (19-22 September
2017). 45" European Muscle Society Almanya (Poster)

Ozdemir C., Akpulat U., Onbasilar O., Kocaefe C., AEBP1/ACLP is Upregulated in
Differentiation, Injury Repair and Fibrotic Degeneration of Skeletal Muscle. Muscle



Res Cell Motil (21-25 September 2015). 44" European Muscle Society Polonya
(Poster)

Akpulat U., Yildiz Y., Sharafi P, Ozdemir C, Onbasilar |, Kocaefe C. A Novel Role for
Krippel-Like Factor 5 (KLF5) in the Differentiation and Regeneration of Skeletal
Muscle.

EMBO Workshop, Molecular Biology of Muscle Development and Regeneration, May
14 — 18, 2014 Acaya, Lecce, Italy (Poster)

Akpulat U., Yildiz Y., Sharafi P, Ozdemir C, Onbasilar |, Kocaefe C. A Novel Role for
Krippel-Like Factor 5 (KLF5) in the Differentiation and Regeneration of Skeletal
Muscle. 2nd International Congress of the Molecular Biology Association of Turkey.
22-23 November 2013 Istanbul (S6zli sunum)

Akpulat U, Yildiz Y, Ozdemir C, Sharafi P, Onbasilar |, Kocaefe C. KIf5 modulates
proliferation and differentiation of myoblasts. 42nd European Muscle Conference,
21-25

September 2013, Amsterdam, Netherlands (Poster).

Akpulat U, Yildiz Y, Ozdemir C, Sharafi P, Onbasilar |, Kocaefe C. A novel role for a
ubiquitous zinc finger KIf5 is a modulator of skeletal muscle differentiation and
regeneration

regulated by sumoylation. The 4th EMBO Meeting, Nice-France, 22-25 September
2012

(Poster)

Ozdemir C, Akpulat U, Onbasilar |, Kocaefe C. Periostin is an extracellular matrix
component expressed in the course of myogenic differentiation and regenerating
muscle tissue. The 4th EMBO Meeting, Nice-France, 22-25 September 2012 (Poster)

Yildiz Y, Akpulat U, Ozdemir C, Sharafi P, Onbasilar I, Uren D, Kocaefe C. KIf5 is an
emerging transcription factor with a role in skeletal muscle regeneration and
differentiation.

EMBO Molecular Medicine Conference, Molecular Insights for Innovative Therapies,
EMBL

Advanced Training Centre Heidelberg, Germany,01 — 03 December 2011 (S6zlu
Sunum)

Sharafi P, Akpulat U, Ozdemir C, Cirak T, Onbasilar |, Kocaefe C. Adipocytes as Novel
Cell Therapy Targets for Inherited Enzyme Deficiencies. EMBO Molecular Medicine
Conference, Molecular Insights for Innovative Therapies, EMBL Advanced Training
Centre

Heidelberg, Germany,01 — 03 December 2011 (Poster)

Sharafi P, Akpulat U, Ozdemir C, Cirak T, Onbasilar I, Denktas E, Kocaefe C. Targetting



Adipocytes as a Novel Cell Therapy Approach for Inherited Enzyme Deficiences.
International Conference on Enzyme Science and Technology ,31 October 04
November, 2011,Kusadasi- Turkey (Poster)

Akpulat U, Ozdemir C, Onbasilar |, Kocaefe C. Endomysial fibrosis in tenotomy
immobilized muscle is coupled with SFRP2 expression from slow-twitch fibers. The
EMBO

meeting, 29 August-1 September 2009, Amsterdam, Netherlands (Poster)

Ulusal Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda Basilan Bildiriler

Akpulat U, Yildiz Y, Sharafi P, Ozdemir C, Onbasilar i, Kocaefe C. Kriippel-like faktor 5
rejenerasyon sirecinde myoblastlarin proliferasyonu ve farkhlasmasi icin gereklidir.
13’lnci

Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi, 27-30 Ekim 2013, Kusadasi — Aydin (S6zIi sunum)

Bilimsel Aktiviteler:

e Noromiuskiler Hastaliklar Kongresi (Poster bildirisi ile katilim), Arahk 2017

° 44. Avrupa Kas Kongresi, Polonya (Poster bildirisi ile katilim),
Eyliil 2015

° 4. Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi.
Kapadokya, Mart 2014

° Hacettepe Universitesi, Kok Hiicre Giinii. Ankara, Kasim 2013
° Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Dernegi, Rejeneratif Tip
Sempozyumu. Canakkale Mart 2013

° The European Molecular Biology Organisation (EMBO)
Meeting (Poster bildirisi ile katilim) Fransa, Eylil 2012

. Hacettepe Universitesi HUKOK, 1.Kék Hiicre ve Rejeneratif Tip
Gund. Ankara, Mayis 2012

° 11. Ulusal Tibbi Biyoloji ve Genetik Kongresi Bodrum, Ekim
2009

° The European Molecular Biology Organisation (EMBO)

Meeting (Poster bildirisi ile katilim) Amsterdam, Agustos-Eylil 2009
° TUBA 4. K6k Hiicre Sempozyumu Ankara, Haziran 2009

° Hacettepe Universitesi, Histoloji Embriyoloji A.D, Doku
Muihendisligi Uygulamalarinda: Biyomalzeme- Doku Uyumu, Ankara,
Mart 2009

° 5. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi Ankara,
Haziran 2008



. Hacettepe Universitesi, Onkoloji Ens. , MikroRNA’lar ve Meme
Kanserindeki rolleri. Haziran 2008

. Bilkent Universitesi ‘ Horizons in Molecular Biology and
Genetics’, Mayis 2008
° Bilkent Universitesi, Molecular Basis of Human Cancer

Therapy, Mart 2008 & 5. insan Kaynaklari ve Kisisel Gelisim Kongresi
Ankara, Mart 2007

° Ege Universitesi Ulusal Nérobiyoloji Yaz Okulu, izmir, Agustos
2007

° 6. Ankara Biyoteknoloji Giinleri Ankara, Kasim 2007
SERTIFIKALAR

e TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Monoklonal
Antikor Uretim sertifikasi
e Deney Hayvanlari Kullanim Sertifikasi
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