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ONSOZ

Tan1 ve tedavi yontemlerindeki ciddi ilerlemelere ragmen kardiyovaskiiler
hastaliklar tim Diinya’ da ve iilkemizde 6nemli bir morbidite ve mortalite nedeni
olmaya devam etmektedir. Miyokardiyal revaskiilarizasyon yontemleri ne kadar
gelismis olursa olsun, bazi koroner arter hastalari tam olarak revaskiilarize edilememekte
ve angina ve kalp yetersizligi ile yasamaya devam etmektedir. Bu hastalarda sagkalimi
uzatmak i¢in yenileyici tip tedavi stratejilerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.
Ranolazin molekiilii yakin zamanda bu hasta grubunda kullanim i¢in onay almis, etki
mekanizmalar1 hala tam olarak aydmlatilamamus, viicutta farkli organlarda farkli etkiler
gosteren yeni bir ilagtir. Ayrica mevcut literatlir bilgileri 1518mda, bu ilacin endotel
hiicrelerindeki etkisi ve anjiyogenezis siirecine herhangi bir katkis1 olup olmadig1 ve bu
katkinin olasi mekanizmalar1 halen bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda, ranolazinin
insan koroner arter endotel hiicreleri tizerindeki etkisinin ve anjiyojenik siirecin in-vitro
olarak arastirilmasi1 ve elde edilecek sonucglarin yenileyici tip bilimi cergevesinde

tartisilmasi amaglanmaistir.
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1. GIRIS

1.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Koroner Arter Hastahig:

1.1.1. Tamim ve Epidemiyoloji

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kalbin ve kan damarlarinin hastaliklarini
iceren ve koroner kalp hastaligt (KKH), koroner arter hastaligi (KAH) ve akut
koroner sendrom (AKS) olarak adlandirilan bir grup hastaligin ortak adim
olusturmaktadir. Bu dort terim saglik profesyonelleri ve hastalar tarafindan her ne
kadar aym1 hastalik olarak degerlendirilseler de aslinda birbirlerinden farkli olgu
tanimlamalarini igermektedir. AKS, KAH alt gruplarindan birini olusturmaktadir ve
siklikla kalp krizi geciren hastalar i¢in kullanilan bir terimdir. KKH ise KAH
neticesinde olusan klinik durumlardan birisidir. KAH ise koroner arterlerde siklikla
ateroskleroz neticesinde gelisen patolojik bir siireci ifade etmektedir (Sanchis-Gomar
ve ark., 2016).

KAH, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir 6liim ve hastalik
nedenidir (Roger VL, 2007). Son yillarda tedavi imkanlarinin yayginlagsmasi ve
seceneklerin ¢ogalmast neticesinde KAH ve KKH nedenli 6liim oranlar1 Bati
iilkelerinde azalma egiliminde olsa da; halen otuz bes yas ve tizeri 6liimlerin yaklasik
tigte birinden KAH sorumludur (Go ve ark., 2013 ve Nichols ve ark., 2014).
Amerikan Kalp Cemiyeti tarafindan 2016 yilinda yayinlanan Kalp Hastalig1 ve inme
[statistigi verilerine gére Amerika Birlesik Devletleri’ nde yirmi yas ve iizerindeki on
bes buguk milyon kiside KAH mevcuttur ve yaslandik¢a hastaligin goriilme sikligi
hem kadm hem de erkek cinsiyette artmaktadir. Mevcut verilere gore, gegen her kirk
iki saniyede, bir Amerikan vatandasi kalp krizi ge¢irmektedir (Mozaffarian ve ark.,
2016). KVH bagl oliimler her ne kadar 1990’ 11 yillardan sonra artis gostermis olsa
da yas tanimlamalarinin ve tiim diinyada 6liim sebeplerinin degismesine bagli olarak

yasa gore standartlagtirilmig 6liim orani ayn1 donemde yiizde 22 oraninda azalmistir



(Abubakar ve ark., 2015). 2009 yilinda yaymlanan Ulusal Saglik ve Gida Arastirma
Calismasi verilerine gore kalp krizi goriilme siklig1 orta yaslh erkek bireylerde (35-54
yas) kadinlara gore daha fazladir. Fakat ilerleyen yaslarda cinsiyetler arasindaki bu
fark azalmakta ve kadin bireylerde kalp krizi erkek bireylere gore daha fazla
goriilmektedir (Towfighi ve ark., 2009). KVH bagli dliimler ekonomik olarak ve
saglik hizmetleri agisindan gelismis olan iilkelerde azalma egilimi gostermekle
birlikte, diisiik ve orta gelir seviyesi olan iilkelerde, erigskinlerde en sik 6liim nedeni
olmaya devam etmektedir (Lopez ve ark., 2006 ve Yusuf ve ark., 2001). Mevcut
literatiir bilgileriyle paralel olarak iilkemizde de KVH goriilme siklig1 ve Oliimler
yiiksek oranda seyretmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu tarafindan yayilanan
verilere gore 2017 yilinda erigkin dliimlerinin en sik nedeni %39.7 oramiyla KVH
bagli oliimler olup bunun da en sik nedenini %39.7 oramiyla KKH olusturmaktadir

(Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2018).

1.1.2. Kardiyovaskiiler Hastalik Patofizyolojisi

KAH altinda yatan temel patofizyolojik mekanizma koroner arterlerde
aterosklerotik siirecin baslamasidir. Cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi
dogrudan ya da dolayli olarak ateroskleroz baslangicini ve gelismesini etkiler. Bu
stirecin klinik yansimasi her ne kadar ilerleyen yaslarda goziikse de ateroskleroz
hayatin erken donemlerinde hatta fetal gelisim asamasinda baslar. Ateroskleroz arter
duvarlarinda yag, fibroz doku elementleri ve yangi molekiillerinin toplandig sessiz
baslangicly, ilerleyici, kronik bir hastalik olarak kabul edilir (Sayols-Baixeras ve ark.,
2014). Bu siire¢ damar duvarindaki subendotelyal aralikta kiigiik yogunluktaki lipit
partikiillerinin toplanmasiyla baglar. Subendotelyal aralikta biriken bu kolesterol
partikiilleri degisik ajanlarla etkilesime girip okside olarak modifiye olur. Okside
olmus kiiglik kolesterol partikiilleri, damar hiicre adezyon molekiilleri ve hiicreler
arast adezyon molekiillerini aktive eden giiclii kemotaktik molekiillerdir. Bu siire¢
bolgedeki monosit hiicrelerinin subendotelyal bolgeye yapismasi ve gocii ile devam
eder. Subendotelyal araliktaki bu monosit hiicreleri makrofajlara farklilasir (Libby ve

ark., 2002). Yapilan ¢aligmalarda ateroskleroz bolgesindeki monosit hiicrelerinin her



birinin farkli karakterde oldugu ve farkli islevler gosterdigi bulunmustur (Ghattas ve
ark., 2013). Makrofajlar ise okside olmus kolesterol partikiillerine baglanip kopiik
hiicrelerini olustururlar ve sitokin salimina sebep olarak proinflamatuar etki
gosterirler. Bu siire¢ yagli ¢izgilenme olarak adlandirilan ilk aterosklerotik lezyonun

olusmasi ile devam eder (Glass ve Witztum, 2001).

Monosit ve makrofajlardan bagimsiz olarak, aterosklerotik lezyon gelisiminde
subendotelyal boslukta lenfosit ve mast hiicreleri de rol oynar ve buradaki hiicreler
arasinda bir etkilesim bulunmaktadir. Bu etkilesim hiicresel ve sistemik immiin
yanitin aktive olmasina sebep olur ve bu siire¢ ¢esitli proinflamatuar molekiillerin
salmimui ile birlikte kronik inflamatuar bir siirecin aktive olmasina sebep olur (Libby
ve ark., 2002; Sayols-Baixeras ve ark., 2014 ve Witztum ve Lichtman, 2014). Bu
siire¢, damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinin media tabakasindan intima tabakasina
goc etmesi ile birlikte yagh cizgilenmeden daha kompleks bir yapiya donisiir
(Sayols-Baixeras ve ark., 2014). Diiz kas hiicreleri intima tabakasina go¢ edince
hiicre dist matriks molekiilleri treterek ilk basta olusan yagl ¢izgilenmeleri
cepecevre saran fibroz sapka yapisimi olustururlar. Fibroz sapka yapist i¢indeki
kopiik hiicreleri oliir ve lipidden zengin olan nekrotik c¢ekirdek tabakasini
olustururlar. Bu siire¢ ikincil aterosklerotik lezyon olan fibréz plagin olusmasina

sebep olur (Tabas I, 2010).

Aterosklerotik plagin yapisini belirleyen en 6nemli etmen fibréz sapkanin
kalinligidir. Stabil ve hassas plak olmak iizere iki tip plak formu mevcuttur. Stabil
plaklar intakt ve kalin bir fibréz sapkaya sahiptirler ve tip 1 ve tip 3 kollajenden
zengin matrikse sahiptirler (Finn ve ark., 2010). Bu sekildeki stabil bir plagin arter
liimenine dogru genislemesi akimi kisitlayan bir darliga ve iskemi ile birlikte siklikla
stabil anginaya sebep olur. Hassas plaklar ise ince bir fibroz sapkaya sahip olup
siklikla tip 1 kollajen iceren matrikse sahiptirler ve igeriginde ¢ok az diiz kas hiicresi
barindirirlar. Bu tip plaklar makrofaj hiicrelerinden, proinflamatuar ve protrombotik
molekiillerden zengin olup erozyona ve riiptire olmaya yatkindirlar. Bu durum,
aterosklerotik plagin ¢ekirdek kisminin dolagsimda bulunan koagiilasyon proteinlerine

maruz kalmasina sebep olup pihtilagsmayi tetikler ve damar liimenin ani titkanmasina



ve AKS sebep olur (Libby ve ark., 2011 ve Sakakura ve ark., 2013). Plak i¢i kanama
ise ateroskleroz patofizyolojisine katkida bulunan siireglerden birisidir ve damarin

vasa vasorum tabakasinin adventisyadan intimaya dogru tutulmasi ile gerceklesir

(Doyle ve Caplice, 2007).

1.1.3. Kardiyovaskiiler Hastalik Risk Faktorleri

KAH baslangicina ve ilerlemesine sebep olabilecek bir ¢ok risk faktorii mevcut
olup bu risk faktorleri klinik ag¢idan kontrol edilip edilememesine gore iki gruba
ayrilmaktadir: Degistirilebilir risk faktorleri ve degistirilemez risk faktorleri. Yiiksek
kan basinci, yiiksek kolesterol seviyeleri, sigara kullanimi, diyabet, kilo fazlalig1 ve
obezite, metabolik sendrom, fiziksel aktivite eksikligi, sagliksiz diyet ve stres
degistirilebilir yani kontrol edilebilir risk faktorlerini olusturmaktadir. Fakat bazi risk
faktorleri vardir ki bunlar kontrol etmek ya da tersine ¢evirmek miimkiin olmaz.
Bunlar1 yaslanma, cinsiyet, aile dykiisii ve genetik faktorler olusturmaktadir. Her ne
kadar hastalarin bir ¢cogunda bu risk faktorlerinden bir ya da birden fazlasi bulunsa
da hastalik yaygimlig: ve ilerlemesi her hastada benzer sekilde olmamaktadir (Hajar
R, 2017 ve Kumar ve Cannon, 2009). Modifiye edilemeyen risk faktorlerine son
yillarda lipoprotein a, homosistein, trombotik ve inflamatuar faktorler gibi yeni risk

faktorleri eklenmistir (Bugan B, 2013 ve Kumar ve Cannon, 2009).

KAH olusumu ve AKS gelisimi agisindan en giicli bagimsiz risk
belirteclerinden biri yaslanmadir. Erkek cinsiyette her bir dekad artisinda risk daha
da artar. Menopoz oncesi donemdeki kadinlar ile karsilastirildiginda erkeklerde on
yas daha erken KAH ortaya ¢ikmaktadir. Menopoz sonrasi donemde ise risk kadin
cinsiyet aleyhine artmaktadir fakat yas gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda
toplam risk erkeklerde daha yiiksek olarak seyretmektedir (Piepoli ve ark., 2016).

Sigara kullanimi KAH gelisimi agisindan en Onemli degistirilebilir risk
faktoriidiir. Sigara sempatik sinir sistemini aktive eder, kan basincini arttirir ve

miyokart oksijen sunumunu azaltir. Bununla beraber sigara kullaniminin ateroskleroz



ve tromboz gelisimi iizerinde etkileri mevcuttur. Sigara kullanimi damar duvarinda
diisiik yogunluklu kolesterol olusumunu arttirir ve endotel bagimli vazodilatasyonu
bozar. Bununla beraber sigara hemostatik ve inflamatuar siiregte aktif rol oynayan C-
reaktif protein, interselliller adezyon molekiilleri, fibrinojen ve homosistein
seviyelerinde artisa sebep olur. Klinik agidan degerlendirildiginde sigara KAH
gelisimi riskini 2-3 kat arttirir ve diger risk faktorlerinin varliginda bu risk katlanarak
artar. Sigara i¢enlerde AKS ve iligkili 6liim riski igmeyenlere gore erkeklerde
yaklasik iic kat ve kadinlarda yaklasik bes kat daha fazladir. Sigara kullanimi

birakildiginda ise riskte azalma gozlenmektedir (Bazzano ve ark., 2003).

Hiperkolesterolemi ve KAH arasindaki iligki uzun yillardan beri bilinmektedir
ve bu iligki farkli toplumlarda yapilan klinik g¢alismalarda ve hayvan modeli
caligmalarinda gosterilmistir (Pooling Project Research Group, 1978; O’Donnell ve
Elosua, 2008 ve Stamler ve ark., 1986). Toplam plazma kolesterol seviyeleri KVH
gelisme riskini ongérmek i¢in gilinlik pratikte kullanilmaktadir. Bununla birlikte
plazmadaki kolesteroliin alt gruplarindan biri olan ve kandaki temel tasiyici
lipoprotein olan diisiik yogunluklu lipoprotein seviyeleri de KVH gelisimi ile
iliskilidir (Oztiirk ve Oztiirk, 2012 ve Piepoli ve ark., 2016). Yapilan bir calismada
genclik cagindaki diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerinin hayatin ilerleyen
donemlerindeki KVH gelisimiyle yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (Klag ve
ark., 1993). Ayrica baska bir meta-analiz ¢aligmasinda plazma toplam kolesterol
seviyelerindeki %10 seviyesindeki bir azalmanin KAH insidansinda %25 azalma ile
iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerinde 40
mg/dL’ lik azalma kardiyovaskiiler olaylarda %20 azalma ile iliskili bulunmustur
(Baigent ve ark., 2005). Disiik yogunluklu lipoprotein iceren kolesterolden farkli
olarak, plazmada dolasan yiiksek yogunluklu lipoprotein igeren kolesterol
partikiilleri ise viicutta ateroskleroza karsi koruyucu etki gosterir. Yiiksek yogunluklu
lipoprotein iceren kolesterol damar duvarindaki kolesterolii toplayip katabolizmasini

hizlandirarak plak olusumunu engelleyici etki gosterir (Brewer J, 2004).

KVH’ dan bagimsiz olarak diyabetes mellitus (DM), siklig1 ¢ok hizli olarak

artan ve biitiin diinya niifusunu etkileyen global bir saglik problemidir. DM’ nin en



onemli ve en sik komplikasyonu KVH gelisimidir. Tip 2 DM hastaligi bulunan
bireyler olmayanlara gore 2-4 kat daha fazla KVH gelistirme riski tasirlar (Keskin ve
Balci, 2011). DM baghh KVH gelisiminin patofizyolojik mekanizmalar1 kompleks
olup birden cok faktorii icermektedir. DM hastaliginda hiperglisemik tablo ileri
glikolize son tiriinlerin tiretimini arttirarak arter duvarinda inflamatuar siireci tetikler.
Diyabetik hastalarda endotel ve diiz kas hiicrelerindeki fonksiyon bozukluguna ilave
olarak lokositlerin endotele yapigsmasinda, trombosit hiicrelerinin birlesmesinde,
pihtilagma sisteminin aktivitesinde artis olmaktadir. Bu durumlar damar duvarinda
ateroskleroz gelisimini hizlandirir ve sonug olarak yaygin vaskiiler tutuluma bagh
olarak KVH klinigi ortaya ¢ikar. Asikar DM olusmadan Once bile mevcut insiilin

direnci KVH gelisime katki saglamaktadir (Gade ve ark., 2003).

Hipertansiyon KAH yaninda kalp yetersizligi, periferik damar hastaligi,
serebrovaskiiler olaylar ve bdbrek yetersizligi i¢in de onemli bir risk faktoridiir.
Biitiin KVH olaylarmin yaklasik olarak %35’ inden hipertansiyon sorumludur. Arter
duvar tizerinde kan basincindaki artis endotel hiicre fonksiyonlarinda bozulmaya
yol agar ve damar g¢eperinde ateroskleroz gelisimine katkida bulunur. Yapilan
caligmalarda kan basinci1 diizenlenmesi ile kardiyovaskiiler olaylardaki azalma
arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Bu sebepten dolay1 kan basincinin kontrol
edilmesi KVH gelisimi i¢in hem birincil hem de ikincil korumada 6nemli bir yere

sahiptir (Mancia ve ark., 2013).

Metabolik sendrom, temel bilesenlerini abdominal obezite, insiilin direnci,
artmis kan basinci ve lipid bozukluklariin olusturdugu KVH ile yakindan iligkili bir
bozukluktur (Reaven GM, 1988). Metabolik sendrom kokeninde temel olarak
obezite, yag dokusu bozukluklar1 ve insiilin direnci bulunmaktadir. Bunlarin yaninda
vaskiiler, hepatik ve immiinolojik kokenli inflamatuar molekiillerde sendromun
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (Giiven ve Giirlek, 2004). Metabolik sendrom
KAH riskini 3 kat arttirmaktadir. Ayrica metabolik sendrom olmayan hastalarda
KVH bagli 6liim %2 civarinda seyrederken, metabolik sendromu olan hastalarda bu

oran %10’ un {izerindedir (Arslan ve ark., 2009).



Aile dykiisii ve genetik faktorler KAH gelisimi icin aterosklerotik siirecin her
basamaginda etkili ve bagimsiz risk faktorleridir. Yapilan calismalarda genetik
faktorler ve KAH arasinda iliski bulunduguna dair énemli kanitlar elde edilmistir.
Kalitimsal faktorlerden dolayr gelisen KAH genellikle poligeniktir ve tek gen
mutasyonlart ¢ok az hastada gozlenir. KAH patofizyolojisinde rol alan lipid ve
apolipoprotein metabolizmasi, inflamatuar aktivite, endotel fonksiyonlari, platelet
fonksiyonlari, tromboz, fibrinoliz, homosistein metabolizmasi, insiilin duyarlilig1 ve
kan basinci idamesini i¢eren bir ¢ok biyokimyasal siire¢ birden fazla gen tarafindan
kodlanan enzimler, reseptorler ve proteinler tarafindan yonetilmektedir. Bu ¢oklu ve
karmagik mekanizmanin herhangi bir asamasinin herhangi bir basamaginda
kalitimsal hasar olabilir. Bunlara ilave olarak bu bilesenlerin ¢evresel veya genetik
olarak etkilenmesi hastalik siirecine katkida bulunabilir. Genetik faktorlerin KAH
gelisimi ve ilerlemesine olan katki ikizlerle yapilan ¢aligmalarda ve epidemiyolojik
calismalarda gosterilmistir. Literatiirde KAH ve AKS gelisimi ile iligkili olan birgok
sorumlu gen tanimlanmig olsa da bu kanitlarin birgogunu olgu kontrol ¢aligmalari
olusturmaktadir ve ¢ok az calismada KVH gelisimi ile ilgili net bir iligkili
bulunmustur (Lusis ve ark., 2004a; Sayols-Baixeras ve ark., 2014 ve Scheuner MT,
2003). Klinik agidan bakildiginda aile dykiisiiniin sorgulanmasit KAH igin genetik
sipheyi degerlendirmede en Onemli basamaklardandir. Birinci derece erkek
akrabalarda 55 yasindan Once, birinci derece kadin akrabalarda 65 yasindan Once
KAH gelisiminin olmasi, o kiside ateroskleroz gelisim riskini 2 kat arttirmaktadir
(Lusis ve ark., 2004b ve Piepoli ve ark., 2016). Kalitimsal faktorlere ilave olarak son
yillarda biyokimya ve molekiiler biyoloji bilimlerinin gelismesi neticesinde yeni
biyokimyasal risk faktorleri tanimlanmistir. Hiperhomosisteinemi, iirik asit, C
reaktif protein, fibrinojen ve lipoprotein-A bu belirteglerden bazilaridir (Bugan B,
2013; Tavh ve Pekel, 2011).

Diinya’ da KVH risk faktorlerinin tanimlamas ile ilgili ¢aligmalar ilk olarak
1945 yilinda Amerika Birlesik Devletleri baskant Franklin D. Roosevelt’ in
hipertansif kalp hastaligit ve inmeden dolayr oOliimiiyle bagladi.  Ardindan
Framingham Kalp Calismasi ad1 ile 1948 yilinda baslayan epidemiyolojik ¢aligma bir

kentte yasayan niifusun medikal kayitlarim1 takip ederek KVH baslamasina ve



gelismesine sebep olan ve gilinlimiizde de kabul goren risk faktorlerini tanimladi.
Calisma aragtirmacilart 1971 yilinda ikinci jenerasyon niifusu incelemeye basladi ve
halen devam etmekte olan ¢alisma su an ligiincii jenerasyon niifusu incelemeye tabi

tutmaktadir (Hajar R, 2017).

Framingham Kalp Calismast KVH risk faktorleri tanimlanmasi ve tespit
edilmesi agisindan yapilmis ve halen devam etmekte olan en énemli ¢alismadir. Bu
calismadan elde edilecek yeni sonuglar KVH risk faktorlerinin aydinlatilmasinda
klinik pratigimize yeni ufuklar katacaktir. Benzer bir calisma da iilkemizde, Tiirk
Eriskinlerinde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri Sikligi (TEKHARF) calismasi adi
altinda Prof. Dr. Altan Onat ve arkadaslar1 Onciiliigiinde yapilmistir. TEKHARF
calismasi, Tirk toplumundaki KVH sikligimi ve risk faktorlerini tanimlama,
biyokimyasal ve genetik risk profillerini anlama noktasinda iilkemizde yapilmis olan
en biiyiik calisma olup yaklasik olarak 30 yildir devam eden, tip literatiiriine 6nemli

katkilar1 olmus ve olmaya devam edecek bir ¢alismadir (Onat AT, 2017).

1.1.4. Tam Yontemleri

KAH tanist ve degerlendirmesi, risk faktorlerinin tespit edilmesi ve stres testi
ve/veya koroner arter goriintiilemelerini igeren klinik degerlendirmeden
olusmaktadir. Bu degerlendirmeler KAH siiphesi olan hastalarda iskemi tanisim
dogrulamak, eslik eden durumlar1 ve tetikleyici faktorleri tespit etmek ve tedavi
etkinligini degerlendirmek i¢in yapilir. Klinik uygulamalar sirasinda tan1 koymak
amaciyla kullanilan bu testlerin bir¢ogu ayni zamanda hastaligin dogal siireci
hakkinda da bilgi verir. Tani yontemleri arasinda elektrokardiyografi (EKG),
transtorasik ekokardiyografi, eforlu EKG, miyokard perfiizyon sintigrafisi, Stres
ekokardiyografisi, kardiyak manyetik rezonans, bilgisayarli tomografi ve invaziv

koroner anjiyografi bulunmaktadir (Montalescot ve ark., 2013).

KAH agisindan degerlendirilen her hastaya istirahat EKG’ si ¢ekilmelidir.
Gogls agrisi sirasinda ¢ekilen bir EKG, dinamik degisikliklerin tespit edilmesi tani



koymada ve ayirici taninin netlestirilmesinde faydalidir. Bunlarin disinda EKG, sol
ventrikiil hipertrofisi, aritmi, ileti bozukluklart gibi baska anomalilerin tespit

edilmesinde de fayda saglayabilir (Montalescot ve ark., 2013).

Transtorasik ekokardiyografi kalp yapist ve islevleri hakkinda iki boyut
ve/veya li¢ boyut lizerinde fikir edinmemizi saglar. Sol ventrikiil {izerinde bolgesel
duvar hareketlerinde anormallik olmas1t KAH olasiliginmi arttirir. Ayrica kalp kapak
hastalig1 veya hipertrofik kardiyomiyopati gibi benzer sikayetlere sebep olabilecek
nedenleri dislamamiza yardimct olur. Bunlara ilave olarak, transtorasik
ekokardiyografi KAH olan hastalarda 6nemli bir prognostik belirte¢ olan global sol
ventrikiil islevleri hakkinda bilgi verir. Transtorasik ekokardiyografi iifiirim tespit
edilen, daha 6nceden AKS gecirmis veya kalp yetersizligi belirti ve bulgular1 olan
hastalarda 6zellikle faydalidir (Daly ve ark., 2003 ve Douglas ve ark., 2011).

Eforlu EKG testi, KAH tanis1 ve degerlendirmesinde basit ve yaygin olarak
kullanilabilen, on iki derivasyonlu elektrokardiyografi izlemi ile yapilan kullanish bir
tetkiktir. Egzersiz, kosu bandi {izerinde ya da bisiklet tizerinde belli bir siire ve hizla
yapilir. Hastanin donen bir bant {izerinde yiiriimesi veya sabit bir bisiklet pedalini
cevirmesi ile kalp hiz1 artar. Yiiriiylisin hiz1 ve egimi zamanla arttirilarak kalbin is
yiikiinlin artmasi1 saglanir. Test siiresince olusan EKG degisiklikleri islem sonrasinda
yorumlanir ve hasta KAH tanis1 acisindan degerlendirilir. Ayrica test sirasinda elde
edilen kalp hizi yaniti, kan basinci yaniti, semptomlar ve ulasilan is yiikii gibi
parametreler hem tanisal hem de prognostik bilgiler saglar. Eforlu EKG ilag
tedavisinin etkinliginin degerlendirilmesinde, revaskiilarizasyon sonrasinda veya
semptomlar kontrol altina alindiktan sonra egzersiz Onerisinde bulunmaya yardim

etmek igin de kullanilabilir (Mordi ve ark., 2017).

Miyokard perfizyon sintigrafisi, radyofarmasdtik isaretleyici ajanlar
kullanilarak miyokard kan akimimin goriintiilenmesini saglayan ve KAH tanisinda
kullanilan bir tetkiktir. Klinikte genellikle Teknesyum-99m (**™Tc) veya Talyum 201
(°°TI) radyofarmasétik ajanlari kullanilir. Miyokard perfiizyon sintigrafisi testi KAH

varhigmi ongérmede degerli bir tetkiktir ve miyokardiyal stres, eforla veya



farmakolojik ajanlarla olusturulur. Bu testte miyokard hipoperfiizyonu, stres
sirasinda istirahate gore isaretleyici tutulumunun daha az olmasi ile tanimlanir.
Akcigerde miyokard perflizyon ajanlarinin tutulumunun artmasi, ciddi ve yaygin
KAH olan hastalarda stresin tetikledigi sol ventrikiil genislemesini isaret eder. Gegici
iskemik genisleme ve stres sonrasinda sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda azalma
ciddi KAH’ i Onemli Ongoriiciileridir. Farmakolojik stres testi ile uygulanan

perfiizyon sintigrafisi ise yeterli egzersiz yapamayan hastalarda uygulanir

(Montalescot ve ark., 2013 ve Mordi ve ark., 2017).

Stres ekokardiyografi testi, egzersiz veya farmakolojik yontemlerle uygulanan
bir testtir. Egzersiz farmakolojik testlere gore daha fizyolojik bir ortam saglar ve
egzersiz siiresi, is yiikii gibi ek fizyolojik bilgiler saglar. Ilave olarak kalp hizi, kan
basinct ve EKG degisiklikleri hakkinda da bilgi verir. Farmakolojik  stres
ekokardiyografi testi eger hasta egzersiz yapamayacaksa veya kalp duvar
hareketlerinde kasilma bozuklugu varsa tercih edilir. Farmakolojik ajan olarak
genellikle dobutamin tercih edilir. Stres ekokardiyografisi testinde miyokardda
sunum-ihtiya¢ arasindaki dengesizlikten kaynaklanan duvar kalinlasma bozuklugu
iskemi gostergesidir. Egzersiz ekokardiyografi testi KAH tanisina yardimei olmanin
Otesinde, egzersizin diyastolik kalp fonksiyonlarina, kalp kapak hastaliklarina,
pulmoner hipertansiyona olan etkisini tespit etmek ve dispne etyolojisini aragtirmak

amaciyla klinik pratikte kullanilir (Senior ve ark., 2005 ve Sicari ve ark., 2003).

Koroner anatominin goriintiilemesini saglayan bilgisayarli tomografi ve
kardiyak manyetik rezonans testleri girisimsel olmayan tani yontemlerindendir
(Montalescot ve ark., 2013). Bilgisayarli tomografi ile goriintilemede radyasyon
kullanim1 ve dozu kaygi uyandirici bir durum olup yiiksek dozlardan kaginilmasi
onerilmektedir. Goriintiileme asamasinda kontrast enjeksiyonu kullanmadan
kalsiyum skorlamasi yapilarak da 6lgiim yapilabilir. Bobrek yetersizligi olan hastalar
disinda koroner kalsiyum sadece ateroskleroz neticesinde olusur ve kalsiyum miktari
kabaca koroner arterlerdeki ateroskleroz miktari ile iliskilidir. Diger stres testlerinin
bazi hasta gruplarinda yanlis pozitif ve/veya negatif sonug vermesi nedeniyle koroner

bilgisayarlt tomografi anjiyografinin se¢ilmis hasta gruplarinda ilk basamakta
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diistiniilmesi faydali olabilir (O’rourke ve ark., 2000). Kardiyak manyetik rezonans
ve koroner manyetik rezonans anjiyografi ise hastay1 iyonizan radyasyona maruz
birakmadan koroner arterlerin  goriintiilenmesini saglar. Teknigin avantaji tiim
kardiyak anatomi ve islevin ayni inceleme igerisinde degerlendirilebilmesidir. Ancak
uzun goriintiileme siireleri, diigiik alansal ¢oziiniirliik, operatér bagimliligi, testin
pahali olmasi ve testin az sayida merkezde yapilabilmesi tetkikin Onemli
siirliliklarindandir. Koroner manyetik rezonans anjiyografi tetkiki KAH tanisinda

rutin olarak 6nerilmemektedir (Montalescot ve ark., 2013 ve Mordi ve ark., 2017).

Girisimsel bir yontem olan koroner anjiyografi KAH siirecinde koroner
anatominin goriintiilenmesi, tedavi yontemlerinin degerlendirilmesi ve sag kalimin
tespit edilmesi amaciyla yapilir. Girisimsel olmayan testler her ne kadar KAH
olasiligin1 kabul edilebilir 6l¢iide tespit etse de, fiziksel engel ya da eslik eden
hastaliklar1 olan bireylerde bu testler sonu¢ vermeyebilir. Ayrica belirgin sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyon diisiikliigii ve tipik vasifta gogilis agrist sikayeti olan
hastalarda ve pilot, sofor gibi 6zel meslek gruplarinda ilave bir test uygulamadan
girisimsel koroner anjiyografi uygulanabilir. Koroner anjiyografi tikayict KAH
disinda koroner arter spazmi, koroner arter anomalileri, koroner arter anevrizmalari
ve koroner arter diseksiyonu hakkinda da bilgi verir. Koroner anjiyografi islemi
sirasinda kullanilan yeni yontemler ve kazanilan tecriibe sayesinde komplikasyon
oranlar1 ¢gok azalmis olup hastanede yatis siireleri de olduk¢a kisalmistir (Windecker
ve ark., 2014 ve Noto Jr ve ark., 1991).

1.1.5. Tedavi Yontemleri

1.1.5.1. Tibbi Tedavi

KAH hastalarinda tedavinin amaci semptom ve bulgularin azaltilip, sag
kalimin iyilestirilmesidir. KAH tedavisinde ilk basamagi yasam tarzi degisiklikleri,

risk faktorlerinin kontrolii, kanita dayali ilag tedavisi ve hastanin egitimi olusturur.
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Yasam tarzi degisiklikleri ve risk faktorlerinin kontroliinii temel olarak sigara
tiketiminin  kesilmesi ve/veya azaltilmasi, saglikli bir diyet programinin
olusturulmasi, kanita dayali fiziksel aktivite programlarinin uygulanmasi, kilo
yonetiminin saglanmasi, dislipidemi, hipertansiyon, kronik bdbrek yetersizligi ve
DM gibi risk faktorlerinin diizen altina alinmasi, psikososyal faktorlerin kontrol
altina alinmasi, kardiyak rehabilitasyon programlarinin uygulanmasi ve influenza

asisinin yillik olarak uygulanmasi olusturmaktadir (Montalescot ve ark., 2013).

KAH’ da tibbi tedavinin hedefi ise sikayetlerin diizelmesi ve kardiyovaskiiler
olaylarin onlenmesidir. KAH tibbi tedavisinde kullanilabilecek anti-iskemik ilaglar
nitratlar, beta reseptor bloke edici ajanlar, kalsiyum kanal blokerleri, ivabradin,
nicorandil, trimetazidin, ranolazin, allopiirinol ve molsidomindir. KAH hastalarinda
istenmeyen olaylar1 Onlemek icin antitrombosit ajanlar (aspirin ve/veya P2Y12
reseptor blokerleri), lipit diisiiriicii ajanlar, renin-anjiyotensin aldosteron sistem

blokerleri kullanilmaktadir (Montalescot ve ark., 2013).

1.1.5.2. Perkiitan Koroner Girisimler

Perkiitan koroner girigsim ile revaskiilarizasyon tedavisi ilk baglarda sadece tek
damar hastalarinda uygulanmaktayd: fakat artan tecriibe, stent teknolojisindeki
gelismeler (ilag salimli stentler, eriyebilir stent teknolojisi) ve adjuvan tedavilerdeki
olumlu gelismeler (glikoprotein 2b/3a inhibitorlerinin  kullanimi, klopidogrel)
sayesinde ¢oklu damar hastalig1 olan bireylerde ve kompleks lezyonlarda da yiiksek
basar1 oranlari ile uygulanabilen bir tedavi yontemi haline gelmistir. Isleme bagh
6lim oranlar ¢ok diisiik seyretmektedir. AKS hastalarinda perkiitan koroner girisim
ile revaskiilarizasyon tedavisi standart ve ivedilikle uygulanmasi gereken tedavi
yontemlerinden birisidir. Stabil KAH hastalar ile yapilan ¢alismalarda ise perkiitan
koroner girisimin, tibbi tedavi ile karsilastirildiginda sag kalima belirgin bir faydasi
gosterilememistir (Bucher ve ark., 2000). Ancak yasam Kkalitesini bozan angina,

nefes darligi, hastaneye yatis gereksinimi, egzersiz kapasitesini diizeltme gibi

12



sonlanim noktalarinda perkiitan koroner girisim tibbi tedaviye iistiin bulunmustur

(Parisi ve ark., 1992).

1.1.5.3. Koroner Arter Bypass Cerrahisi

Koroner arter bypass cerrahisi, koroner ateroskleroz nedeniyle kanlanmasi
bozulan kalp kasi dokusunun arteriyel ve venoz greftler kullanilarak kanlanmasinin,
dolayisiyla beslenmesinin ve oksijenlenmesinin saglanmasina yarayan cerrahi bir
revaskiilarizasyon yontemidir. Bu tedavi yontemiyle hastada iskemiye bagl
sikayetler giderilir, kalp krizi, ani 6liim gibi komplikasyonlar &nlenir ve hastanin
anginal yakinmasi olmadan giinliik yasamim siirdiirmesi saglanir (Ustiindag ve
Aslan, 2011). Cerrahi yontem ile revaskiilarizasyona bagli 6liim orani %1-4 arasinda
degismektedir. Arter greftlerinin 10 yillik agik kalma orani ven greftlerine gére daha
tistiin oldugu igin siklikla arter greftlerin kullanilmasi onerilmektedir. Klinik pratikte
ven greftlerinin kullanimi da siktir. Koroner arter bypass cerrahisi, son yillarda
girisimsel kardiyolojideki gelismelere bagli olarak genellikle perkiitan koroner
girisimle agilmast miimkiin olmayan ve/veya igsleme bagli komplikasyon riski yiiksek
olan hastalarda uygulanan bir tedavi yontemi haline gelmistir (Montalescot ve ark.,
2013).

1.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Yenileyici Tip Uygulamalari

Yenileyici tip; insan hiicre, doku ve organlarinin normal islevlerini
koruyabilmeleri  ve/veya fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri amaciyla yerine
konulmasi, yenilenmesi veya fonksiyonlarmin kazandirilmasim1 tanimlayan
disiplinler aras1 bir bilim dalidir. Kok hiicreler ise insan viicudundaki biitlin
hiicrelerin ana kaynagi olup dokularin ve organlarin yapitagin1 olusturmaktadir. Kok
hiicreler ¢ok sayida boliinebilme ve kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip olup
Ozellesmemis yapida bulunurlar fakat 6zellesmis hiicrelere donlisme Ozellikleri

mevcuttur. Ayrica simetrik olmayan boliinme 6zelligi gosterirler ve hasarlanmis olan
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dokuyu tekrardan cogaltarak eski fonksiyonunu geri kazandirabilme 06zelligine
sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay1 kok hiicreler yenileyici tip arastirmalarinda ¢ok

bliyiik 6neme sahiptir (Ates U, 2016).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tan1 ve tedavi stratejisindeki dnemli gelismeler
neticesinde bu hastaliklardan 6liim oranlarinda ciddi bir azalma olmustur. Fakat bu
hastaliklardan etkilenen bireylerin sayisinda ve hastaligin maliyetinin getirdigi
ekonomik miktarlardaki 6nlenemez artis yillardan beri katlanarak devam etmektedir
(Mozaffarian ve ark., 2016 ve Piepoli ve ark., 2016). Tibbi tedavi, goriintiileme
yontemleri ve revaskiilarizasyon segeneklerindeki biitiin 6nemli gelismelere ragmen
bu hastalarin bir¢cogu kalp yetmezligi ile yasamlarim1 idame ettirmeye devam
etmektedir ve bes yillik 6liim oranlar1 %50 civarinda seyretmektedir (Minicucci ve
ark., 2011). Ayrica mevcut tedavi yontemlerinin higbirisi hasarlanmig miyokard
dokusundaki hiicrelerin  yenilenmesini ve saglikli hiicrelere  doniigmesini
saglayamamaktadir. Bu konudaki bagarili olabilen tek tedavi yontemi kalp nakli olsa
da; bircok kisithliktan dolayr bu tedavi yontemi bu noktadaki ihtiyaci
karsilayamamaktadir (Leong ve ark., 2017). Tip camiasindaki kabul gérmiis olan
goris kalp krizi gecirdikten ve/veya kalp hasar1 gelistikten sonra miyokard dokusu
kendini yenilemekte ve onarmakta basarili degildir. Kalp kas1 hiicreleri tekrarlayan
mitoz bdliinmelerle ¢ogalamamaktadir ve bu yiizden kalp kasi hiicreleri
boliinemeyen hiicreler olarak adlandirilmaktadir (Lader ve ark., 2017). Bu agidan
bakildigi zaman kardiyovaskiiler hastaliklarda yenileyici tip ve kok hiicre

uygulamalar1 bu hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir umut 15181 olmustur.

1.2.1. Kok Hiicre Uygulamalari

Kardiyovaskiiler hastaliklarda kok hiicre tedavisi uygulamalar1 kalp kasi
dokusu tamiri ve yenilenmesi i¢in uygulanmaktadir fakat nakil edilen hiicrelerin bu
onarimi hangi mekanizmalar iizerinden yaptigi bilinmemektedir. Genel olarak iki

mekanizma iizerinde durulmaktadir: Nakil edilen hiicrelerin kalp kasi hiicrelerine
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farklilasmas1 ve/veya nakil edilen hiicrelerin parakrin etki gostererek indirekt

yollardan viicutta tamir mekanizmalarin1 baslatmasi1 (Cambria ve ark., 2017).

Kalp kas1 dokusunda onarici etki gostermesi amaciyla birgok farkli kok hiicre
tipi arastirilmistir. iskelet kasi hiicreleri, tek cekirdekli kemik iligi hiicreleri,
hematopoietik kok hiicreler, endotelyal onciil hiicreler, mezenkimal kok hiicreler ilk
jenerasyon hiicrelerden olup ilk arastirmalar bu hiicre tipleriyle yapilmistir. Bu hiicre
tipleriyle yapilan klinik Oncesi g¢alismalardaki basarili sonuglara ragmen klinik
calismalardaki sonuclar klinik kullanim agisindan tatmin edici olmamustir. Ilk nesil
hiicreler ile elde edilen basarisiz sonuglar neticesinde arastirmalar daha c¢ok
kardiyopoietik hiicreler, kardiyak kok hiicreler ve pluripotent kok hiicreler iizerine

yogunlasmustir (Behfar ve ark., 2014).

Iskelet kas1 hiicreleri, kalp hasar1 sonras kalp kas1 yenilenmesi i¢in arastirilan
ilk hiicre tipidir. Iskelet kasi hiicreleri otolog olarak elde edilip laboratuvar
sartlarinda ¢ogaltilip ¢ok fazla sayida elde edilebilerek Klinik kullanima hazir hale
getirilebilir. Bunun yaninda kas hasarina yanit olarak in-vivo olarak aktive
edilebilirler. Iskelet kasi hiicreleri iskemiye karsi oldukca direngli hiicrelerdir
(Menasché P, 2008). Kiigiik ve biiyiilk hayvan modelleri ile yapilan ilk ¢alismalar
kalp kasi olusumu noktasinda basarili sonuglar vermistir (Murry ve ark., 1996). Fakat
rodentler ile yapilan galismalarda iskelet kasi hiicrelerinin kalpte mevcut bulunan
kardiyomiyositlerle elektrofizyolojik olarak bir baglanti olusturmadigi tespit
edilmistir. ilave olarak, nakil sonrasinda N-cadherin ve connexin-43 ekspresyon
seviyelerinde ciddi bir diisiis oldugu gozlemlenmistir (Reinecke ve ark., 2000).
Ayrica iskelet kasit hiicrelerinin rodentlerde kalp kasi hiicresine farklilagma
noktasinda yetersiz kaldigi tespit edilmistir (Reinecke ve ark., 2002) fakat koyunlarla
yapilan ¢alismalarda bu farklilagsma etkisi kismen de olsa gozlemlenmistir (Ghostine
ve ark., 2002). Klinik 6ncesi ¢alismalardaki mevcut ¢eligkili sonuglara ragmen AKS
ve kalp yetersizligi hastalarinda iskelet kas1 hiicreleri ile klinik ¢aligsmalar baglatildi.
Fakat yapilan klinik caligmalarda goriildii ki otolog iskelet kasi hiicreleri mevcut
kardiyomiyositlerle elektrofizyolojik bir baglanti kuramadigi i¢in aritmojenik bir

potansiyel olusturmaktaydi ve bu hiicrelerin nakledildigi hastalarda Sliimciil
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ventrikiil aritmileri gozleniyordu. Bu yiizden bu hiicre tipi ile yapilan bir ¢ok klinik

calismaya son verildi (Menasché ve ark., 2008 ve Menasché ve ark., 2003).

Iskelet kas1 hiicreleri ile kalp kas1 farklilasmasi ¢alismalariin basarisiz olmasi
neticesinde arastirmalar kok hiicreler ile direkt ve/veya indirekt yolla yenilenmenin
indiiklenmesi iizerine yogunlasti. Ilgi odagi olan hiicreler genellikle tek cekirdekli
kemik iligi hiicreleri ve onun alt grubu olan hematopoietik kok hiicreler ve kemik
iliginden koken alan endotelyal onciil hiicrelerdi. Bu hiicre tipleriyle yapilan klinik
oncesi c¢alismalar genellikle celigkili sonuglar verdi (Cambria ve ark., 2017).
Rodentlerle yapilan ilk ¢aligmalarda kardiyomiyosit farklilasmasi gozlendigi rapor
edildi (Kudo ve ark., 2003 ve Orlic ve ark., 2001) fakat daha sonraki ¢alismalarda
boyle bir etki gozlemlenmedi (Murry ve ark., 2004). CD34+ hematopoietik kok
hiicrelerle yapilan bir hayvan ¢alismasinda kardiyomiyosit farklilagsmasi izlenmeyip,
muhtemelen parakrin etkiler sonucu oldugu diisiiniilen artmis anjiyojenik aktivite
izlendi (Zhang ve ark., 2007). Endotelyal onciil hiicrelerle yapilan klinik dncesi ve
klinik ¢aligmalarda da genel olarak tutarsiz sonuglar izlendi (Cambria ve ark., 2017).
Kemik iligi kokenli tek gekirdekli kok hiicreler ile yapilan klinik c¢alismalarin
bazilar1 kardiyak fonksiyonlarda anlamli bir diizelme oldugunu gosterirken (Huikuri
ve ark., 2008 ve Schichinger ve ark., 2004), bazilar1 bu hiicreler ile nakil
uygulamasinin herhangi bir yarar1 olmadigimi gosterdi (Perin ve ark., 2012 ve
Tendera ve ark., 2009).

Mezenkimal kok hiicreler multipotent, plastik yapiskan 6zelligi olan ve basta
yag dokusu, kondrosit ve osteosit olmak {izere bir¢ok hiicre tipine farklilasma
kapasitesi olan hiicrelerdir. Bu hiicre tipinin kardiyomiyositlere farklilasma
kapasitesi oldugu da bilinmektedir. insan mezenkimal kok hiicreleri basta kemik iligi
olmak iizere sinovyal doku, yag dokusu, umbilikal kord ve periferik kan
orneklerinden izole edilebilir. Mezenkimal kok hiicrelerin sitokin sekresyonu ve
hiicre yiizey antijeni ekspresyon o&zelliklerinden dolayr immiin yanit diizenleme
ozellikleri mevcuttur. Mezenkimal kok hiicrelerin kardiyovaskiiler yenilenme
stirecindeki etkisi bir ¢ok klinik oncesi ve klinik ¢alismada degerlendirilmistir

(Cambria ve ark., 2017). iskemik kalp hastaligi mevcut olan bireylerle yapilan bir
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klinik ¢alismada otolog veya allojenik transendokardiyal mezenkimal kdk hiicre
nakli giivenli bulunmustur. Ayrica tedavinin hastalarin fonksiyonel kapasitesi, yasam
kalitesi ve ventrikiil yeniden sekillenmesi tizerine olumlu katkilar1 olmustur (Hare ve
ark., 2012). Mezenkimal kok hiicreler her ne kadar klinik kullanim agisindan iimit
vaat etse de olumlu sonuglarin farkli mezenkimal kok hiicre tipleri, dozlari, tedavi
verilme yollari, hasta alt gruplart ile karsilastirmali olarak teyit edilmesi

gerekmektedir.

Kalp dokusunda yer alan kardiyak kok hiicreler ilk kez 2003 yilinda
kesfedilmistir (Beltrami ve ark., 2003). Kalp kasinda béliinebilen ve kendini
yenileyebilen hiicrelerin bulunmasi ve bu hiicrelerin kas dokusuna farklilagarak
yenilenme siirecine katkida bulundugunun tespit edilmesi, kalp dokusu hiicrelerinin
sanilanin aksine bdliinemeyen hiicreler oldugu diisiincesini tersine cevirmistir.
Kardiyak kok hiicrelerin hasarli kalp dokusunu tamir edebilme kapasitesi klinik
oncesi ¢alismalarda denenmistir (Tang ve ark., 2010). Daha sonra bu hiicreler farkli
klinik ¢aligmalarda farkli sonlanim noktalariyla test edilmistir ve kismen de olsa
olumlu sonuglar alinmistir (Bolli ve ark., 2011 ve Makkar ve ark., 2012). Fakat
kardiyak kok hiicrelerin klinik kullanima girebilmesi i¢in daha fazla ve daha genis

kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir (Oztiirk ve Elgin, 2018).

Embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler sinirsiz
proliferasyon kapasitesi ve her ii¢ embriyonik tabakadaki hiicrelere doniisebilme
kapasitesi olan kok hiicre tipleridir. Insan embriyonik kék hiicreleri preimplantasyon
asamasindaki blastosistin i¢ tabakasindaki hiicrelerinden elde edilir. Indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler ise somatik hiicrelerin genetik olarak programlanmasi ile
elde edilir. Bu iki kok hiicre tipi de basarili bir sekilde kardiyomiyosit, endotel
hiicresi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine farklilagabilen kardiyovaskiiler onciil
hiicrelere doniistiiriilebilir. Her ne kadar ciddi bir potansiyelleri olsa da, embriyonik
kok hiicrelerin  klinik kullanimi etik ve yasal agidan kisitliliklara sahiptir
(Romagnuolo ve Laflamme, 2017). Fakat embriyonik kok hiicrelerden iiretilen
kardiyak onciil hiicrelerin doku miihendisligi uygulamasi ile naklinin klinik ¢aligmasi

baglamis olup ilk sonuglar tmit vaat etmektedir (Menasché ve ark., 2015).
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Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ise KVH’ da heniiz klinik galismalarda test
edilmemistir (Romagnuolo ve Laflamme, 2017).

1.2.2. Doku ve Damar Miihendisligi Uygulamalari

Doku miihendisliginin amaci, hasarlanmis veya fonksiyonunu kaybetmis doku
ve organlarin mevcut geometrisine uygun sekilde yeni doku iskeleleri tireterek viicut
fizyolojisine uyumlu ve islevsel yapay doku olusturmaktir. Kardiyovaskiiler doku
miihendisligi ¢alismalari ise biliylime kapasitesine sahip, immiinojenitesi olmayan ve
doku ve organ islevi ile benzer fonksiyon goren biyolojik yapilarin olusturulmasini
hedeflemektedir. Basarili bir doku miihendisligi uygulamasi temel olarak {i¢
bilesenden olusur: Doku biiylimesi i¢in uygun ii¢ boyutlu geometriyi saglayan bir
doku iskelesi, iskele ilizerine ekilmis hiicre hatti, doku gelisimini yonlendiren ve
yeniden sekillenmeye imkan veren biyolojik ve mekanik sinyaller. Kardiyovaskiiler
doku miihendisligi ¢alismalar1 genel olarak kalp damar hastaliklari, iskemik kalp
hastaliklari, kalp kapagi hastaliklar1 ve kalp yetersizligi iizerine odaklanmistir
(Dogan ve ark., 2017; Erdal ve ark., 2017; Parmaksiz ve ark., 2016 ve Elgin YM,
2004).

Damar doku miihendisligi son yillarda kardiyovaskiiler yenileyici tibbin
onemli aragtirma dallarindan birisi haline gelmistir ve yapilan ¢alismalar gelecek igin
umut verici sonuglar sunmaktadir. Damar doku miihendisligi genel olarak hiicre i¢i,
hiicre dig1 ve in situ olarak uygulanabilmektedir. Damar greftinin sahip olmasi
gereken baz1 Ozellikler vardir. Damar greftinin biyokompedansi yiiksek olmali,
enfeksiyona kars1 direngli olmali, toksik, trombojenik ve immiinojenik olmamalidir.
Ayrica mekanik olarak dogal damarlarla anastomoza uygun olmali, anastomoz
sonrasindaki basmmca uyum saglayabilmelidir. Damar doku miihendisliginde
farklilasmis hayvan endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve kok hiicreler, hiicre

kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Deniz ve ark., 2015 ve Elgin ve Elgin, 2006).
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Mevcut doku miihendisligi uygulamalarina ilave olarak ekstraselliiler matriks
kaynakli kardiyak yenileyici tip uygulamalar1 klinik kullanim i¢in potansiyel teskil
etmektedir (Dogan ve ark., 2016). Mikrogipler iizerinde gelistirilen organ ve doku
miithendisligi uygulamalar1 ve 3 boyutlu biyoyazici teknolojileri de halihazirda klinik
kullanim agisindan arastirilmakta olup, bu konudaki calismalar gelecek i¢in umut

vaad etmektedir (Elgin YM, 2017).

1.2.3. Gen Tedavisi Uygulamalar:

Kardiyovaskiiler hastaliklarda gen tedavisi uygulamalari, hastaligin tedavi
edilmesi veya 6nlenmesi amaciyla doku igerisine bir vektor araciligiyla rekombinant
DNA  molekiilii  verilmesi olarak tanimlanabilir.  Kalp  hastaliklarinin
patofizyolojisinde yer alan genetik eksiklikler ve/veya bozukluklarin kesfedilmesi,
bu bozukluklarin yerine konularak veya diizeltilerek tedavi edilebilecegi diisiincesini
dogurmustur. Gen tedavileri genel olarak KAH’ da, kalp yetersizliginde, aritmilerde
arastirilmistir (Wolfram ve Donahue, 2013).

KAH’ da gen tedavisi uygulamalar1 siklikla kas dokusunun beslenmesini
arttirmak amaciyla anjiyogenezis olarak adlandirilan yeniden damarlanma siirecine
odaklanmistir. Bu baglamda anjiyogenezisten sorumlu olan vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF), hepatosit biiyiime faktorii, fibroblast biiylime faktori
(FGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF) gibi molekiillerin gen ekspresyonlarinin
arttirilmas1 ya da transferi arastirmalarm ilgi odagi olmustur. Ozellikle VEGF gen
transferi bir ¢ok klinik Oncesi ve klinik calismada arastirilmistir. Fakat klinik
caligmalarin sonuglar1 klinik kullanim agisindan heniiz tatmin edici seviyeye

gelmemistir (Rincon ve ark., 2015).
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1.3. Ranolazin

1.3.1. Kimyasal Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Ranolazin agiz yoluyla kullanilan piperazin tiirevi olan bir ilagtir. 2006 yilinda
ilk kez ABD’ de stabil KAH tedavisinde kullanim i¢in onay almis olup, hem ABD
hem de Avrupa kardiyoloji cemiyetlerinin kilavuzlarinda tedavi i¢in onerilmektedir
(Ozdemir M, 2016). Kimyasal formiilii N-(2,6-dimetilfenil)-2-[4-[2-hidroksi-3-(2-
metoksifenoksi)-propil]-piperazin-1-il] asetamid dihidroklorid (C24H33N304) olan
ilacin molekil agirligr 427,537 g/mol’ diir. Kana emildikten sonra yaklasik olarak
%651 plazma proteinlerine 6zellikle de a-1 asit glikoproteinine baglanarak tasinir.
Molekiiliin biyotransformasyonu ise ¢ogunlukla sitokrom P450 (CYP) 3A4 yolag:
lizerinden saglanmaktadir (Jerling ve Abdallah, 2005). ilacin farmakokinetigi hayvan
modeli ¢alismalarinda arastirilmistir, doku ve plazma konsantrasyonlarinin disi ve
erkek siganlarda farkli oldugu gosterilmistir. Ayrica ilacin yarilanma Omriiniin de
cinsiyete gore degistigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2003). Ranolazin, insanlarda
maksimum plazma konsantrasyon seviyesine genellikle 4-6 saat araliginda
ulagsmaktadir ve 3 giin boyunca giinde iki kez kullanildig1 zaman kararli duruma

gecmektedir (Chaitman ve ark., 2004).

Sekil 1.1. Ranolazin molekiiliiniin kimyasal yapisi.
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Ranolazin etki mekanizmas:1 itibariyle klasik antianginal ilaglardan
ayrilmaktadir. Klasik antianginal ilaglar giinliik kardiyoloji pratiginde de siklikla
kullanilan beta reseptor bloke edici ajanlar, nitratlar ve kalsiyum kanal blokerleridir.
Bu ilaglarin etki mekanizmalar1 birbirinden farkli olsa da temelde kalp kasinda
oksijen tiikketimini azaltarak ve/veya vazodilatasyon yaparak kalp kasinda gerilimi
azaltip kanlanmay1 arttirirlar. Bu etkileri olustururken kalp hizi, kalp kast kasilmasi
ve kan basinci tlizerinde degisikliklere sebep olurlar (Montalescot ve ark., 2013).

Ranolazin ise etki mekanizmasi itibariyle klasik antianginal ila¢lardan ayrilmaktadir.

Tarihsel agidan bakildigi zaman ranolazin ilk basta ‘metabolik modiilator’
olarak degerlendirildi. Fakat bu goriis daha sonradan yapilan c¢alismalarla
poplilerligini yitirdi. Kalp kasinda enerji ihtiyaci ii¢ yolla karsilanabilir: Anaerobik
glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve glikoz oksidasyonu. Fizyolojik kosullarda baskin
olan metabolik siire¢ yag asidi oksidasyonudur. Anaerobik glikoliz ise iskemi
durumunda etkinlesen bir siirectir ve anaerobik glikolizin kalp kasi hiicreleri
tizerinde olumsuz etkileri vardir. Glikoz oksidasyonu ise yag asidi oksidasyonuna
gore daha oksijen etkin bir siirectir. Kalp kasinda iskemi varliinda enerji tiretim
mekanizmasimin yag asidi oksidasyonundan glikoz oksidasyonu = siirecine
yonlendirilmesinin bir avantaj olabilece§i diisiinlilmiistir ve ranolazinin etki
mekanizmasi ilk baslarda bu sekilde agiklanmistir. Yani ranolazin molekili kalp
kasinda iskemi olustugunda yag asitlerinin beta oksidasyonunu engelleyerek kalp
kasmin enerji iiretimini glikoz oksidasyonu yoniine kaydirmakta ve bu sayede daha
fazla oksijen etkin bir enerji iiretim siirecine gecerek hiicreleri iskemiden
korumaktadir. Bu sayede kalp kasinda daha az oksijenle daha fazla is tretilir, kalp
kasina zararli olabilecek yag asidi metabolit liretimi azalir, anaerobik glikolizin son
tirtinii olan piriivik asidin trikarboksilik asit donglisline girisi artar, laktik asit liretimi
azalir ve kalp laktik asit birikiminin olumsuz sonuglarindan korunmus olur.
Ranolazinin bu metabolik degisime hangi mekanizmalar iizerinden yol actig1r net
degildir fakat ranolazinin yag asidi beta oksidasyon siirecini inhibe etmesinin dolaylt
olarak piriivat dehidrojenaz enzimini aktive ettigi ve bu durumun da glikoz
oksidasyonunu arttirdigi  diistintilmektedir (Anderson ve Nawarskas, 2005 ve
Tafreshi ve Fisher, 2006).
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Ranolazinin mevcut metabolik etkileri terapotik araligin ¢ok tizerindeki (10
pM) ve ranolazinle fayda gosterilmis klinik caligmalardakinden ¢ok daha yiiksek
seviyedeki ilag diizeylerinde ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonradan yapilan
calismalarda, ranolazinin daha diisiik konsantrasyon seviyelerinde (yaklasik 6 puM)
ge¢ sodyum akimini selektif ve kuvvetli olarak bloke ettigi gosterilmistir (Makielski
ve Valdivia, 2006). Bu durum da ranolazinin antianginal etkisinin asil
mekanizmasinin ge¢ sodyum akim blokaji olabilecegi goriisiinii ortaya ¢ikarmistir.
Bununla beraber, yapilan bazi hayvan c¢alismalarinda yag asidi oksidasyonu
inhibisyonunun iskemik korunmada asil mekanizma olmadigi ortaya c¢ikarilmistir

(Wang ve ark., 2007).

Normal kosullarda kalp kas: hiicresinde iki adet sodyum akimi bulunur. Ilki
hizli sodyum akimi olup aksiyon potansiyelinin hizli ¢ikis fazindan sorumludur.
Aksiyon potansiyelinin plato fazinda kaydedilen ikinci bir sodyum akimi daha vardir
ve bu da ge¢ sodyum akimi olarak adlandirilmaktadir. Fizyolojik kosullarda toplam
sodyum akiminin ¢ok az kismini ge¢ sodyum akimi olusturur. Fakat hipoksi, kalp
yetersizligi, iskemi gibi durumlarda ge¢ sodyum akimi artar. Mekanizmasi net olarak
bilinmemekle birlikte laboratuvar kosullarinda hipoksi mevcudiyetinde ge¢ sodyum
akimi 2-4 kat kadar artar (Belardinelli ve ark., 2006). Bu durumda hiicre iginde
sodyum miktar1 artarken, bu siire¢ sodyum/kalsiyum degistirici kanallarini aktive
ederek sodyumu hiicre disina cikarmaya calisir ve hiicre icerisinde kalsiyum
birikimine neden olur. Kalp kasi hiicresinde hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin artmasi ile
diyastolde miyofilaman aktivasyonu olur ve diyastolik duvar gerilimi ve diyastol
sonu basinci yiikselir, intramural damarlar bask1 altinda kalir ve koroner damar akimi
bozulur. Tiim bu siiregler hem kalp kas1 hiicrelerinde oksijen talebinin artmasina hem
de azalmis diyastolik akima bagli olarak oksijen sunumunun azalmasina sebep olur
ve iskemi daha da siddetlenir (Belardinelli ve ark., 2006). Ranolazin ge¢ sodyum
akimini1 bloke ederek kalp kasi hiicresinde sodyum ve kalsiyum birikimini engeller
ve asirt kalsiyam birikiminin sebep oldugu ve anginay: arttiran diyastolik gerilim
artisin1 azaltir. Bunun sonucu olarak koroner kan akimi diizelir ve angina iyilesir
(Stone ve ark., 2010 ve Ozdemir M, 2016) (Sekil 1.2). Nitekim stabil koroner arter

hastalar1 ile yapilan klinik caligmalarda ranolazin tedavisi sonrasi bu hastalarda
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miyokart perflizyon goriintilerindeki defekt boyutunun ve sol ventrikiildeki

dissenkroninin azaldig1 gosterilmistir (Venkataraman ve ark., 2009 ve Venkataraman

ve ark., 2012).

—  Oksijen tiket

iminde artma
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Oksijen sunumunda azalma
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}
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4

\
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\
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Diyastol sonu basingta artma D

>

INag akiminda artma

Y

intraseltler Na artigi

A4

intraseluler Ca artisi

Y

Miyofilaman aktivasyonu

Sekil 1.2. Ranolazinin antianjinal etki mekanizmas1 (Ozdemir M, 2016).

Ranolazin tarafindan bloke edilen ge¢ sodyum akiminin fizyolojik kosullarda

toplam sodyum akiminin ¢ok az bir kismini1 olusturdugu dikkate alinacak olursa,

ilacin sadece iskemi durumuna O6zel bir etki mekanizmasi oldugu sdylenebilir.

Nitekim saglikli ve iskemiye maruz kalmamis miyositlerde terapdtik plazma

seviyelerinde ranolazinin kardiyovaskiiler performans tizerine dikkate deger bir etkisi

yoktur (Chaitman BR, 2006). Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada ranolazinin

vaskiiler diiz kaslardaki ve sempatik sinir uglarindaki voltaj kapili sodyum

kanallarin1 ve alfa-1 adrenerjik reseptorleri bloke ettigi ve bu vaskiiler etkilerin de

ilacin antianginal etkinligine katki saglayabilecegi gosterilmistir (Virsolvy ve ark.,

2015).
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1.3.2. Klinik Oncesi ve Klinik Calismalar

Ranolazinin kararli angina hastalarinda degerlendirildigi ilk klinik ¢alismalar
1990’ 11 yillarin basinda yapilmistir ve hasta sayisinin az olmasi ve diisiik doz
kullanilmas1 nedeniyle net bir klinik etki gozlemlenememistir (Jain ve ark., 1990 ve
Thadani ve ark., 1994). Ranolazin ile yapilan ilk randomize klinik ¢calismada da hizli
salimli tablet kullanilmasi neticesinde kesin bir klinik sonug¢ alinamamustir (Pepine
ve ark., 1999). Daha sonraki donemlerde, yavas salimli tabletlerin gelistirilmesi
neticesinde yapilan c¢alismalardan ilki MARISA c¢alismasidir. MARISA
calismasinda, kronik stabil anginasi olan 191 hastada tiim antianginal tedaviler
kesilip ranolazin tedavisi ile plasebo karsilastirilmistir ve ranolazin grubunda
egzersiz siresinde, anginaya ve 1 mm ST depresyonu gelismesine kadar olan
egzersiz siiresinde plasebo tedaviye gore belirgin bir artis izlenmistir. Bu calismada
2x500 mg, 2x1000 mg ve 2x1500 mg dozlart kullanilmis ve doz arttikga anginaya
kadar olan egzersiz siiresinde de paralel bir artis izlenmistir. Fakat 2x1500 mg
dozunda etkinlik ¢ok fazla artmamasina ragmen yan etki insidansinda artis
gortilmiistiir (Chaitman ve ark., 2004a). Ranolazin ile yapilan ikinci ¢aligma olan
CARISA ¢alismasinda tedavi altinda olup anginasi devam eden hastalar plasebo veya
ranolazin gruplarina randomize edilmistir ve 12 haftalik takiplerde ranolazin alan
grupta plaseboya gore sonlanim noktalarinda onemli iyilesmeler gozlenmistir
(Chaitman ve ark., 2004b). ERICA c¢alismasinda ise maksimum amlodipin dozu
kullanmasina ragmen devam eden anginasi olan hastalar ranolazin ve plasebo
gruplarina randomize edilmistir. Calisma sonunda, ranolazin kullanan grupta haftalik
angina sikligi ve nitrogliserin kullanim siklig1 plaseboya gore anlamli olarak
azalmistir (Stone ve ark., 2006). Bu ii¢ ¢alisma neticesinde goriilmiistiir ki giinde iki
defa 500, 750 veya 1000 mg ranolazin, kronik kararli anginasi olan hastalarda
bradikardi, hipotansiyon gibi hemodinamik yan etkilere yol agmadan giivenle tercih
edilebilir.

Yakin zamanda yayimlanan TERISA c¢alismasinda DM ve kronik kararh
anginast olan hastalar plasebo ve ranolazin gruplarma randomize edilmistir.

Ranolazin verilen grupta primer sonlanim noktalarinda anlamli azalma goriilmiistiir.
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Calismanin alt grup analizlerinde ise bu etkilerin HbAlc yiiksek olan grupta daha
belirgin oldugu tespit edilmistir (Kosiborod ve ark., 2013). Ranolazin kullaniminin
etkinligi AKS hastalarinda MERLIN-TIMI 36 c¢alismasinda test edilmistir ve
ranolazin verilen hasta grubunda iskemi ataklarinda azalma tespit edilmistir. Bu
calisma neticesinde ayrica goriilmiistiir ki ranolazin kullanan grupta ventrikiiler
tagikardi, supraventrikiiler tasikardi ve atriyal fibrilasyon sikliginda azalma
mevcuttur ve bu calisma neticesinde ilacin antiaritmik etkilerinin olabilecegi
distintilmistir (Morrow ve ark., 2007). MERLIN-TIMI 36 c¢alismasinin alt grup
analizlerinde, ranolazin tedavisinin HbAlc seviyelerinde azalma sagladigi tespit
edilmistir (Morrow ve ark., 2009). MERLIN-TIMI 36 c¢alismasindan elde edilen
sonuclar neticesinde ilacin antianginal etkinliginin yanisira antidiyabetik ve
antiaritmik etkilerinin olabilecegi diisiiniilmeye baslanmistir. Her ne kadar ilacin
onaylanmis bir antidiyabetik ve antiaritmik kullanimi mevcut olmasa da, yapilan
klinik ¢aligmalar ve yayimlanan olgu serilerinde ilacin antiaritmik o6zelliklerinin
oldugu gosterilmistir (Pulford ve Kluger, 2016). Benzer sekilde, ilacin
antihiperglisemik ve olumlu metabolik etkileri yapilan klinik ¢alismalar ve

yayimlanan olgu serilerinde gosterilmistir (Gilbert ve ark., 2018).

Klinik ¢alismalarin yaninda, ilacin etki mekanizmalarini agiklamak ve olasi
diger etkilerinin arastirilmas1 amaciyla bir ¢ok klinik dncesi ¢alisma yapilmstir. In-
vivo olarak yapilan bir ¢aligmada, ranolazinin rat aortalarinda vazodilatasyona yol
actigt ve bu etkininin endotel mevcudiyetinden bagimsiz olarak gergeklestigi
gosterilmistir (Parades-Carbajal ve ark., 2013). Nieminen ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan hayvan modeli ¢alismasinda, ranolazinin vazodilatasyon etkisinin alfa-1
reseptor blokaji iizerinden oldugu gosterilmistir (Nieminen ve ark., 2011). Anti-
diyabetik etkinligi aragtirmak icin yapilan bir in-vivo ¢alismada, diyabetik farelerde
ranolazinin pankreastaki beta hiicrelerinin canliliklarin1 korumaya yardimci oldugu,
apoptozisi inhibe ettigi ve insiilin sekresyonunu arttirdig1 gosterilmistir. Yazarlar bu
calismada, ranolazine bagli anti-diyabetik etkinin potasyum kanal inhibisyonu
tizerinden olabilecegini distinmiislerdir (Ning ve ark, 2011). Ranolazin
molekiiliiniin santral sinir sistemi hiicreleri lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla

yapilan bir in-vitro ¢alismada ranolazinin astrosit hiicrelerinde canliligi arttirdigi,
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nekrozu ve apoptozisi 6nledigi, inflamatuar siireci inhibe ettigi ve anti-inflamatuar ve
anti-oksidan proteinlerin salimini arttirdigr gosterilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda
calismanin yazarlari1 ranolazinin santral sinir sisteminde ndroprotektif bir ajan olarak
kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (Aldasoro ve ark., 2016). Ranolazinin bazi
genetik epilepsi tiirleri ve ailesel hemiplejik migren olgularinda faydali olabilecegi
yapilan klinik oncesi ¢aligmalarda gosterilmistir (Anderson ve ark., 2014 ve Kahlig
ve ark., 2010). Bu klinik 6ncesi ¢alismalar gostermektedir ki ranolazin molekiiltiniin
kalp kasi hiicresinden farkli olarak bagka hiicre tiplerinde de farkli hastalik

modellerinde degisik mekanizmalar tizerinden olumlu etkisi olabilir.

1.4. Endotel Hiicresi

1.4.1. Endotel Hiicre Fizyolojisi, Fonksiyonlari ve Disfonksiyonu

Endotel hiicreleri, mezodermden koéken alan, morfolojik agidan yassi epitel
hiicre karakterinde olan, fonksiyon olarak bag dokusu hiicrelerine benzeyen ve
damar ve lenf bezlerinin liminal yiizeylerini kapsayan olusumlardir. Endotel hiicresi
10-15 pum genisliginde ve 20-25 mm uzunlugundadir. Endotel hiicreleri yetiskin bir
bireyde 1-7 m? alan kaplamaktadir. Hiicre, liimene dogru yassi bir bicimde duran
kabarik bir c¢ekirdege sahiptir. Hiicre igerigi, gelismis bir endoplazmik retikulum,
mitokondri, ribozom, tasiyici vezikiiller, von Willebrand faktorii (faktér 7) igeren
Weibel-Palade cisimciklerinden meydana gelmektedir (Yaylali ve Kiigiikaslan,
2011). Hiicre yiizeyi 55 A kalinhiginda olup glikoproteinler, glikozaminoglikanlar,
proteoglikandan olusan negatif yiiklii glikokaliks tabakasi ile ortiilmiistiir. Bu yapinin
igerisinde pihtilasmanin baskilanmasinda rol alan heparan siilfat ve dermatan siilfat
yer almaktadir. Bununla beraber glikokaliks tabakasi hiicresel ve makromolekiiler
trafigin diizenlenmesinde bariyer gorevi gérmektedir (Gotlieb A, 1991 ve Mertens ve
ark., 1992).
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Endotel hiicresinin viicutta énemli fizyolojik fonksiyonlari mevcuttur. Endotel
hiicreleri kan dolagimi ve damar duvari arasinda segici gegirgen bir bariyer
olustururlar. Kan dolagiminda pihtilasmay1 engelleyici bir ylizey vazifesi goriirler.
Cesitli vazoaktif maddeler salgilayarak damar tonusunu diizenlerler. Damar diiz kas
hiicresinde ¢ogalma ve goc¢ etme asamalarini diizenlerler. Pihtilagsma siireci ve pihti
eritme siirecindeki mekanizmalar1 diizenlerler. Yangisal ve bagisiklik olaylarinda
rolleri vardir ve lipid oksidasyonu gibi olaylarda metabolik aktiviteleri mevcuttur.
Endotel hiicresinin yeniden damarlanma olarak adlandirilan anjiyogenez siirecinde
de onemli rolii mevcuttur. Endotel hiicresi bu fonksiyonlarini vazokonstriktor,
vazodilator, antitrombotik, biiylime modiilatorii, biiylime inhibitorii ajanlar, yangisal
sliregte rol alan adhezyon molekiilleri ve antijenler vasitasiyla yerine getirir (Torun

ve Bayram, 2004).

Endotel hiicresi kaygan yapida, parlak yiizeyli ve vazodilatasyona egilimli bir
olusumdur. Ancak endotel hiicresinin fonksiyonlarinda gorev alan ve endotelden
sentezlenerek salinan molekiillerin sentezlenmesi ve metabolize edilmesi siirecinde
bir bozukluk meydana geldigi zaman endotel disfonksiyonu ger¢eklesir. Genel olarak
endotel disfonksiyonu nitrik oksit {iretimindeki bozulma, endotelin ve anjiyotensin
gibi 6nemli vazokonstruktif ve vazodilatif faktorlerin diizenlenmesindeki bozuklugu
ifade eder. Endotel disfonksiyonu birgok kronik hastaligin ilerleme siirecinde,
yangisal siire¢ olusumunda ve seyrinde, ateroskleroz ve trombozis gibi patolojik
stireglerde aktif rol oynar. Endotel disfonksiyonu hipertansiyon, DM, obezite, KAH,
kalp yetersizligi, hiperkolesterolemi, sigara igiciligi, hiperhomosisteinemi ve genetik

yatkinlikla yakin iligkilidir (Davignon ve Ganz, 2004 ve Torun ve Bayram, 2004).

1.4.2. Endotel Hiicresi Kiiltiiri

Canli bir organizmadaki bir veya birden fazla hiicre grubunun dokuda
bulundugu yerden ayristirilarak laboratuvar ortaminda yasatilmasi ve ¢ogaltilmasi
islemine hiicre kiiltiirii denir. Hiicreleri dokudan ayrigtirma, mekanik ya da enzimatik

yontemlerle olur. Hiicre kiiltiiriinde incelenecek hiicre ve/veya maddelerin
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etkilenebilecekleri tiim olasiliklardan bagimsiz olarak incelenebilme olanaginin
bulunmasi, ekonomik ve nispeten daha kolay olmasi, ¢evre sartlarini kontrol etme
imkaninin olmasi1 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin avantajlarindandir. Ayrica hiicre
kiltiri as1, monoklonal antikor, enzim ve hormon iretimi; DNA ve RNA
aragtirmalari; protein sentezi ve metabolizma arastirmalari; ilag etkilerinin ve sinyal

mekanizmalariin incelenmesinde de kullanilabilir (Can ve ark., 1997).

Endotel hiicrelerinin kiiltiir ortaminda yasayabilmeleri, ¢ogalabilmeleri ve
yasamsal fonksiyonlarin1 koruyabilmeleri i¢in yasayacaklari ortamin sartlar1 elverisli
olmalidir ve bu sartlar in-vivo ortamlarina yakin olmalidir. Bu yiizden, kiiltiire edilen
hiicrelerin dogal ortamlarindaki gibi beslenmesini saglayacak kiiltiir medyumu, fetal
sigir serumu, bilylime faktorleri, hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine yapisabilmesini
saglayan jelatin, kollajen veya fibronektin, yeterince c¢ogaldiklarinda ise onlarin
pasajlanmasina olanak saglayacak tripsin ve EDTA ve olas1 enfeksiyonu engellemek

i¢in antibiyotikler gereklidir (Peters ve ark., 2005).

Viicutta gorev aldig1 bircok fonksiyonun tespit edilmesiyle giin gegtikce daha
da 6nem kazanan endotel hiicresinin kiiltiirii aslinda 1970’ li yillara kadar miimkiin
degildi. Jaffe ve ¢alisma arkadaglar1 tarafindan 1973 yilinda yapilan ve gelistirilen
aragtirmalar neticesinde, endotel hiicreleri ile in-vitro sartlarda ¢alismak miimkiin
hale gelmistir (Jaffe ve ark., 1973). Her ne kadar ilk yapilan ¢aligmalar insan
umbilikal veni endotel hiicreleri (IUVEH) iizerine olsa da; endotel hiicreleri koroner
arter, aorta, beyin, akciger ve karacigerde dahil olmak iizere organizmanin birgok
yerinde mevcut bulunan kan damarlarindan elde edilebilir. I[UVEH kolay elde
edilebilmesi, gogaltilabilmesi ve in-vivo endotel tabakasi igin iyi bir model olmasi
sebebiyle en ¢ok caligilan endotel hiicre tipi olma 6zelligini tasimaktadir (Yazir ve

Dalgik, 2012).
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1.4.3. Endotel Hiicresi ve Anjiyogenez

Anjiyogenez mevcut kapillerden yeni kapiller damar olusumu olarak
tanimlanmaktadir. Embriyonik gelisim siirecinden tiimor biiyiimesine kadar
fizyolojik ve patolojik olan birgok siirecte rol oynar ve genelde hipoksiye uyumsal
bir cevap olarak meydana gelir. Anjiyogenez, hiicre proliferasyonu ve hipertrofi
siiresince meydana gelen oksijen destegini saglamakta 6nemli bir role sahiptir.
Anjiyogenez iki farkli mekanizma ile meydana gelir:  Aktive olmus endotel
hiicresinin  kapiller damarin liiminal kismindan boliinerek iki yeni kapiller
olusturmasi olan kapiller bolinme ve endotel hiicresinin etrafindaki matriks
dokusuna dogru endotel zinciri olusturup tomurcuklanarak yeni damarlar meydana
getirmesi olan ve diger mekanizmaya gore daha az goriilen ve daha kompleks olan
anjiyojenik  tomurcuklanma. Anjiyogenez siirecinde endotel hiicreleri ve
cevrelerindeki ekstraselliiler ¢evrede kompleks bir etkilesim mevcuttur ve bu siiregte
VEGF, FGF, anjiyopoetin gibi bir ¢ok biiylime faktorii ve molekiil rol oynamaktadir
(Ucuzian ve Greisler, 2007; Elgin ve ark., 1996 ve Demirdégen ve ark., 2010).

Anjiyogenez caligmalarinin periferik ve koroner damar hastaliklarinda,
onkolojide, hematolojide, yara iyilesmesinde, dermatoloji ve oftalmolojide birgok
klinik karsiligi bulunmaktadir. Anjiyojenik siirecin uyarilmasinin, beslenemeyen
iskemik dokularda faydali terapotik etkilerinin olabilecegi yapilan hayvan
caligmalarinda gosterilmistir (Ucuzian ve Greisler, 2007 ve El¢in ve ark., 2001). Bu
baglamda,  terapdtik  anjiyogenez ~ beslenemeyen  koroner  damarlarin
oksijenlenmesinin saglanmasinda alternatif bir tedavi yontemi olarak diistintilmiistiir.
Bu konudaki ¢alismalar daha ¢ok anjiyojenik protein, gen veya hiicre uygulamalarina
odaklanmakla birlikte bu konuyla alakali yapilan klinik ¢aligmalarin baslangici
yaklasik yirmi yi1l Oncesine dayanmaktadir. Terapotik anjiyogenez ve yeni damar
gelisimiyle ilgili mekanizmalar her ne kadar tam olarak aydinlatilmis olsa da, faz 2
ve 3 insan klinik ¢aligmalarinda net bir klinik fayda gosterilememistir (Y14-Herttuala
ve Baker, 2017).
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1.5. Tezin Amaci

Ranolazin kronik stabil KAH tedavisinde her ne kadar 2006 yilindan beri
kullanilmakta olsa da hiicresel seviyedeki etkileri heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Birgok klinik ve klinik oncesi ¢alismada ise antianginal
etkinliginin yaninda molekiiliin antidiyabetik ve antiaritmik etkilerinin olabilecegi
gosterilmistir. Molekiiliin endotel hiicreleri iizerindeki etkisi ve anjiyogenez siirecine
olan katkis1 ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgi mevcut degildir. Tez ¢alismasi
kapsaminda, ranolazinin hiicresel seviyedeki etkilerinin IKAEH iizerinde in-vitro
kosullarda arastirilmas1 amaclanmistir. Molekiilin IKAEH iizerindeki etkisinin

normoksik sartlarda farkli dozlar uygulanarak test edilmesi amaglanmuistir.

1.6. Tezin Hedefleri

1. Ranolazinin IKAEH iizerindeki etkisinin farkli doz uygulamalar ile test

edilmesi ve eger varsa toksik dozun belirlenmesi

2. Ranolazinin IKAEH iizerinde anjiyogenez siirecine olan etkisinin farkli

dozlar ve farkli analiz yontemleri kullanilarak test edilmesi

3. Ranolazin molekiiliiniin revaskiilarize edilemeyen KAH olan bireylerde

terapotik anjiyogenez amaciyla kullanilabilirliginin 6ngoriilmesi

4. Tez calismasindan elde edilmesi hedeflenen bilgilerin ileri c¢alismalar

acisindan degerlendirilmesi
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2. GEREC VE YONTEM

Cizelge 2.1. Tez Calismasimnin Is-Zaman Cizelgesi.

Is Paketi is Paketinin Tanimi Is Paketinin

No Zamanm
Ticari agidan mevcut olan IKAEH hiicre hatt1 satin alindi.

1 Bu hiicre hatt1 ¢6ziilerek in-vitro kiiltiir ortamina adapte 1-5. aylar
olmast saglandi ve hiicreler in-vitro kiiltiir ortaminda '
cogaltildi.

Es zamanli hiicre analiz sistemi kullanilarak hiicrelerin

2 onceden belirlenmis ranolazin dozlarindaki proliferasyon ve 5-7. aylar
sitotoksisite yanit1 belirlendi.

Matrijel tiip olusumu yéntemi ile IKAEH’ nin &nceden

3 belirlenmis ranolazin dozlarindaki tiip olusturma kapasitesi 7-8. aylar
belirlendi.

Enzim Bagli immiinoSorbent Assay (ELISA) yontemi ile

4 IKAEH’ nin &nceden belirlenmis ranolazin dozlarmdaki 8-10. aylar
VEGF salim miktarlari belirlendi.

Elde edilen bulgular farkli istatik analiz yontemleri
> kullanilarak deger{geidirildi. ' 10-12. aylar

2.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Soliisyonlar

2.1.1. insan Koroner Arter Endotel Hiicre Hatt1

Tez calismasi icin ticari olarak mevcut bulunan IKAEH hatt1 satin alindi.

IKAEH hatt1 olarak Lonza CC-2585 temin edildi.

2.1.2. Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlanmasi Asamasinda Kullamilan Malzemeler

e Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) (pH:7,4): Hiicrelerin yikanmasi

amaciyla kullanildi.

e Tripsin (Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis, Missouri, ABD):

Hiicreleri yapistiklar1 ylizeyden ayirmak ve pasajlama amaciyla kullanildi.
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e Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma-Aldrich Chemical Company,
St. Louis, Missouri, ABD): Hiicreleri yapistiklar1 yiizeyden ayirmak ve pasajlamak
icin kullanildi.

e Steril hiicre kiiltiirii kaplar1 (Corning Incorporated, Corning, New York,

ABD): Hiicrelerin ekim islemi ve ¢ogaltilmasi siirecinde kullanildu.

e Falkon tiip (Corning Incorporated, Corning, New York, ABD): Hiicrelerin

ekim islemi ve pasajlanmasi siirecinde kullanildi.

e EBM (Endothelial basal medium: EndoGo™ XF; Biological Industries,
Cromwell, Connecticut, ABD): Insan KAEH Kkiiltiiriiniin ¢ogaltilmasi amaciyla
kullanildi.

e Heparin (Lonza, Allendale, New Jersey, ABD): Besiyeri destekleyicisi

olarak kullanilda.

e Fetal Sigir Serumu (FBS, Sigma-Aldrich Chemical Company, St. Louis,
Missouri, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

e Askorbik asit (Lonza, Allendale, New Jersey, ABD): Besiyeri

destekleyicisi olarak kullanilda.

e rhEGF (recombinant human Epidermal Growth Factor, Lonza, Allendale,

New Jersey, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

e Long R3-IGF-1 (Human Recombinant Insulin-like Growth Factor, Lonza,
Allendale, New Jersey, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

e Hidrokortizon (Lonza, Allendale, New Jersey, ABD): Besiyeri
destekleyicisi olarak kullanildi.
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e rhFGF (recombinant human Fibroblast Growth Factor, Lonza, Allendale,

New Jersey, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Lonza, Allendale, New
Jersey, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildu.

2.1.3. Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlanmas1 Asamasinda Kullanilan Cihazlar

e Laminer akigl steril kabin

e (COy inkiibatorii (Heracell 150i®, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD)

e Isik mikroskobu (Leica, Buffalo Grove, Illinois, ABD)

e Santriflij cihazi (Beckman Coulter Allegra® X-15R, Atlanta, Georgia,
ABD)

2.1.4. Ranolazin Soliisyonun Hazirlanmasi

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

Ranolazin (Tocris Bioscience, Bristol, Ingiltere)

Hassas Terazi

Steril enjektor filtresi
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2.1.5. Proliferasyon ve Sitotoksisite Analizi Icin Kullanilan Malzemeler ve

Cihazlar

e XCELLigence RTCA SP (ACEA Biosciences, San Diego, California,
ABD)

e Santrifiij cihazi (Beckman Coulter Allegra® X-15R, Atlanta, Georgia,
ABD)

e Laminer akish steril kabin

e Invert mikroskop (ZEISS Primovert, Dublin, California, ABD)

e E-plate 96 (ACEA, ABD)

e (CO2 inkiibatorii (Heracell 150i®, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD)

e Hiicre sayim cihaz1 (Bio-Rad TC-20TM, Hercules, California, ABD)

e EBM (Endothelial basal medium: EndoGoTM XF; Biological Industries,

Cromwell, Connecticut, ABD)

2.1.6. Matrijel Analizi icin Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

e Matrijel bazal membran matriksi (Corning Incorporated, Corning, New
York, ABD)

e -20°C buzdolab1

e Laminer akisl steril kabin
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e CO2 inkiibatorii (Heracell 150i®, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD)

Isik mikroskobu (Leica, Buffalo Grove, Illinois, ABD)

e Invert mikroskop (ZEISS Primovert, Dublin, California, ABD)

e Hiicre sayim cihazi (Bio-Rad TC-20TM, Hercules, California, ABD)

e Santriflij cihazt (Beckman Coulter Allegra® X-15R, Atlanta, Georgia,
ABD)

e Kurubuz

e VEGF

e 48 kuyulu plak (Corning Incorporated, Corning, New York, ABD)

e EBM (Endothelial basal medium: EndoGoTM XF; Biological Industries,

Cromwell, Connecticut, ABD)

2.1.7. VEGF Olgiimii i¢in Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

e Insan VEGF ELISA kiti (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD)

e Spektrofotometre cihazi (SpectraMax M5, San Jose, California, ABD)

e  Steril ependorf tiipleri 1,5 ml

e -80 °C dondurucu
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e 4 °C buzdolab1

e Otoklav

e EBM (Endothelial basal medium: EndoGoTM XF; Biological Industries,

Cromwell, Connecticut, ABD)

2.2. Tez Calismasinda Uygulanan Yontemler

2.2.1. insan Koroner Arter Endotel Hiicrelerinin Kiiltiirii

Bu tez ¢alismasinda, ticari agidan hazir bulunan IKAEH hatt1 temin edildi ve
kullanildi. Satin alinan hiicre hatti, standart hiicre kiiltlirii yontemleri kullanilarak
cogaltildi. Hiicre kiiltliriiniin ilk asamasinda, sivi azot tankinda dondurularak
saklanan endotel hiicreleri, igerisinde 37 °C sicaklikta su bulunan bir beherin
icerisine konuldu ve siispansiyon halindeki hiicrelerin ¢6ziilmesi saglandi. Hiicre
siispansiyonu ¢oziildiikten sonra igerisinde besiyeri bulunan 50 ml’ lik falkon
tiiplerine aktarildi ve 1500 devir/dakika olacak sekilde 11 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tiiplerin dibinde olusan hiicre pelleti gézlemlendi ve siipernatant
atilarak uzaklastirildi. Ardindan dipte kalan hiicre pelleti bir miktar besiyeri
igerisinde ¢oziildii. Coziilen hiicre slispansiyonunun, T75 hiicre kiiltiirii kaplarina
ekimi yapildi ve hiicreler 37 °C, %5 CO: ve %95 nem orani igeren CO2
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Kiiltire edilen hiicreler giinliik olarak 151k
mikroskobunda gozlemlendi ve yiizeye yapisamayan ve canli olmadig1 diisiiniilen
hiicreler kiiltiir ortamindan uzaklastirildi. Hiicreler %80 bolluga ulasana kadar
kiiltiire devam edildi ve hiicrelerin besiyerleri giin asir1 olacak sekilde degistirildi.
Yeterli bolluga ulastiktan sonra hiicreler tripsin ile muamele edildi ve yeniden
pasajlandi. Pasajlanma asamasinda, once kiiltiir kabindaki besiyeri ortamdan
uzaklastirildi ve daha sonra kiiltiir kab1 PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra
her bir kiiltiir kabina 5 mL %0,05 Tripsin-0,53 mM EDTA eklendi ve kiiltiir kaplari
10 dakika inkiibatérde bekletildi. Inkiibatorde bekletilen kiiltiir kaplarinmn yan
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yiizeylerine hafifce vurularak hiicrelerin ylizeyden kalkmasi saglandi. Yiizeyden
kalkan hiicreler igerisinde 1 ml serum bulunan falkon tiiplerine aktarildiktan sonra
1500 devir/dakika olacak sekilde 11 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
supernatant uzaklastirildi ve dipte kalan pelet bir miktar besiyeri ile siispanse edildi.
Elde edilen hiicre slispansiyonundan 1 ml alind1 ve igerisinde 7 ml besiyeri bulunan
T75 hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Bu islemden sonra kiiltiir kaplar1 yeniden 37 °C,
%5 CO2 ve %95 nem orani iceren CO2 inkiibatoriine yerlestirildi ve hiicreler %80
bolluga ulasincaya kadar kiiltiire edildi. Tez ¢alismasi i¢in istenen sayida hiicre elde
edilene kadar hiicre ¢ogaltma ve pasajlama islemlerine devam edildi. Tez calismast

boyunca pasaj 3-5 arasi olan hiicreler kullanildi.

2.2.2. Ranolazin Soliisyonun Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan ranolazin, kat1 halde, oda sicakliginda ve kutusunda
muhafaza edildi. Soliisyon olarak hazirlanmasi asamasinda ranolazin PBS igerisinde
¢oziildii ve deney giinlerinde taze olarak kullanildi. ik basta stok ¢ozelti olarak
hazirlanan ranolazin soliisyonu, daha sonra stok ¢ozelti ve PBS kullanilarak seri

diliisyonlar halinde alt konsantrasyonlara bdliindii.

2.2.3. Proliferasyon ve Sitotoksisite Testleri

Proliferasyon ve sitotoksisite testleri es zamanli hiicre analizine imkan veren
xCELLigence RTCA SP cihazi kullanilarak yapildi (Sekil 2.1). Deneylere
baglamadan oOnce cihazin dogrulama testleri yapildi. Daha sonra proliferasyon
caligmast i¢in kuyucuk basmna 100 pl hiicresiz besiyeri eklenip kuyucuklarin
bulundugu elektronik plakalar (E-plaka) 30 dakika oda sicakliginda laminer kabin
icerisinde bekletildi. Ardindan empedans (arka plan) dl¢iimii alindi ve tripsin islemi
ile hazirlanip santrifiij edilmis hiicreler kuyucuk basima sirasiyla 100.000, 50.000,
25.000, 12.500, 6250, 3125, 1560 hiicre olacak sekilde seri diliisyonlar uygulanarak

ekildi. Son kuyucuga negatif kontrol olmasi amaciyla hiicre eklemesi yapilmadi.
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Plakalar tekrar 30 dk oda sicakliginda laminer kabin igerisinde bekletildikten sonra
Ol¢iimler icin cihaza yerlestirildi. Hiicrelerin logaritmik proliferasyon durumlart 15
dakikalik zaman araliklarinda RTCA analiz cihazi ile gozlendi. Hiicrelerin logaritmik
¢ogalma egrisine gore en uygun hiicre sayisinin kuyucuk basina 7500 hiicre oldugu
ve hiicrelerin ¢ogalma hizinin azalmaya basladigi evreye gore ortama ranolazin
eklenmesi i¢in en uygun zamanin logaritmik fazin bitis kismima karsilik gelen 16.

saat oldugu degerlendirildi. Proliferasyon testleri iki tekrarli olarak ¢alisildi.

Ranolazinin IKAEH iizerindeki olas1 sitotoksisitesini analiz etmek ve var ise
toksik dozu belirlemek i¢in kuyucuklara 100 pl hiicresiz besiyeri eklenip 15-20
dakika oda sicakliginda laminer kabin igerisinde bekletildi. Arka plan olgiimii
alindiktan sonra E-plaka ¢ikarilip kuyucuk basina 7500 hiicre (80 pl) eklendi. Yarim
saat tekrar oda sicakliginda laminer kabin igerisinde bekletilen E-plaka tekrar cihaza
yerlestirildi ve Olgtimler baslatildi. 16 saat sonra farkli dozlardaki 20 pul
porsiyonlanmig ranolazin soliisyonlar1 (Son konsantrasyonlar: 2.5, 5, 10, 25, 50, 100
ve 200 puM) kuyucuklara ilave edildi. Kontrol grubu olarak 20 pl ranolazin
icermeyen PBS kontrol kuyucuklarina eklendi. Taze besiyeri degisimi amaciyla, 48
saat sonra E-plaka inkiibatorden c¢ikarilip kuyucuklardan 150 pl besiyeri bosaltild.
Ardindan 135 pl besiyeri ve 15 pl aymi dozlardaki ranolazin soliisyonlar
kuyucuklara ilave edildi. E-plaka tekrar cihaza yerlestirildi. Sitotoksisite analizlerine

96 saat devam edildi ve 96. saatte deneye son verildi.
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Sekil 2.1. xCELLigence RTCA SP cihazi (A: Yazilimin bulundugu bilgisayar sistemi, B:
Inkiibatoriin igerisinde tutulan ve plaka bolgesinin icerisinde elektronik plaka bulunan analiz
cihazi).

2.2.4. Matrijel Tiip Formasyonu Testi

Anjiyogenez siirecinin in-vitro gostergesi olan tiip olusum deneyleri i¢in temin
edilen matrijel bazal membran matriksi kullanilana kadar -20 °C’ deki buzdolabinda
muhafaza edildi. Deneyden bir giin 6nce matrijel bazal membran matriksin buz
tizerinde 4 °C’ de gece boyu tutularak ¢6ziilmesi ve sivi hale ge¢mesi saglandi.
Deneyde kullanilacak 48 kuyucuklu plakalar ve pipetler de 6n sogutma islemine tabi
tutuldu. Bazal membran matriksinin porsiyonlanmasi asamasinda da tiipler buz

tizerinde bekletildi. Deneyin biitiin agamalar steril sartlarda gerceklestirildi.

Her bir kuyucuga 150 pl/cm? matrijel bazal membran matriksi eklendi.
Kuyucuklara eklenen matriksin jel kivamina gelebilmesi i¢in oda sicakligindaki
laminer kabinde 1 saat inkiibe edilmesi saglandi ve 1 saat sonunda jel olusumu

gozlendi. Ardindan her bir kuyucuga, deney sabahi tripsin islemi ile hazirlanip
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santrifiij edilmis hiicreler kuyucuk basina 50000 hiicre/cm? olacak sekilde 1125 pl
serumsuz besiyeri igerisinde eklendi. Daha sonra kuyucuk basina 75 pl PBS
icerisinde ¢Oziilmiis ve son konsantrasyonlar1 50 ve 200 uM olan ranolazin
soliisyonlar1 eklendi. Deney i¢in pozitif kontrol olarak ortama 75 pl VEGF eklendi
ve plaka 37 °C, %5 CO2ve %95 nem orani iceren CO; inkiibatdriine yerlestirildi. 4,
8, 12 ve 16 saat sonra plaka inkiibatorden ¢ikarilarak invert 1sik mikroskobunda 4x

biiylitmede resimler cekildi. Cekilen resimler Wimasis Image Analysis programi

kullanilarak, endotel hiicrelerindeki tiip olusumu degerlendirildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2, Wimasis Image Analysis programi araciligiyla endotel hiicrelerinin tiip olusum
kapasitesinin degerlendirilmesi 6rnegi.

2.2.5. VEGF Miktarmin Tayin Edilmesi

Hiicrelerden ortama salinan VEGF miktarimin tayin edilmesi i¢in kati faz
sandivic ELISA yontemi kullamldi. Insan VEGF ELISA kiti temin edildikten sonra

kullanim suresine kadar +4 °C buzdolabinda muhafaza edildi.
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Hiicre vasatlar1 bosaltildiktan sonra hiicreler PBS ve tripsin ile yikandi. Daha
sonra kiiltiir kabina tripsin ilavesi yapilarak 10 dakika inkiibatorde bekletildi.
Inkiibatérde belirli siire bekletilen hiicrelerin kiiltiir kaplarmim yan yiizeylerine
hafif¢e vurularak hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandi. Yiizeyden kalkan hiicreler,
icerisinde 1 ml serum bulunan falkon tiiplerine aktarildiktan sonra 1500 devir/dakika
olacak sekilde 11 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra supernatant uzaklastirildi
ve dipte kalan pelet bir miktar besiyeri ile siispanse edilip hiicre sayimi yapildi.
Hiicreler daha sonra 48 kuyucuklu plakaya, kuyucuk basina 100.000 hiicre olacak
sekilde ekildi ve hiicreler 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem orami igeren CO2
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. 24 saat sonra, hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilendi
ve kuyucuklara yapismis olarak degerlendirildi. Bunun iizerine kuyucuklara son
konsantrasyonlar1 0, 50 ve 200 uM olacak sekilde ranolazin ilavesi yapildi. Her bir
kuyucuktan 12, 24 ve 48. saatlerde 150 ul besiyeri 6rnegi alinip steril ependorf
tiiplerine koyuldu ve alinan 6rnekler VEGF miktarmin 6lgiilmesi amaciyla -80 °C

dondurucuda deney giiniine kadar muhafaza edildi.

Deney sabahi 6rnekler -80 °C dondurucudan ¢ikartildi ve yikama tamponu
cozeltileri hazirlandi. Ardindan standart orneklerin  diliisyonu yapildi. Standart
diliisyon tampon ¢ozeltisine son konsantrasyonu 10.000 pg/ mL olacak sekilde insan
VEGF eklendi ve nazik¢e calkalanarak homojenize olmasi saglandi. 10 dakika
beklendikten sonra 510 ul standart diliisyon tampon ¢ozeltisi igeren tiipe 90 pl
standart VEGF ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra her bir tiipteki 6rnek 1:1 oraninda
seyreltilerek ardisik diliisyonlar uygulandi ve bu sekilde standart numuneleri
olusturuldu. Ardindan her bir kuyucuga 50 pl inkiibasyon tampon ¢6zeltisi eklendi.
Standart kuyucuklarma 100 pl standart ornekler eklendi. Orneklerin ¢alisilacag
kuyucuklara 50 pl standart diliisyon tampon ¢ozeltisi ve 50 pl &rnek eklendi.
Plakanin tizeri seffaf plaka koruyucusu ile kapatildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki ¢ozeltiler dokiildii ve biitiin kuyucuklar 4 kez
yikama tamponu ¢6zeltisi ile yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl biotin
isaretli anti-VEGF c¢ozeltisi eklendi. Plakanin iizeri seffaf plaka koruyucusu ile
kapatilip 1 saat oda sicakliginda beklendi. Daha sonra kuyucuklardaki cozeltiler

bosaltildi ve biitliin kuyucuklar 4 kez yikama tamponu ¢ozeltisi ile yikandi.

41



Hazirlanan Streptavidin-HRP ¢6zeltisi her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde ilave
edildi. Plakanin tizeri seffaf plaka koruyucusu ile kapatilip yarim saat oda
sicakliginda bekletildi ve yarim saat sonunda kuyucuklar bosaltilip 4 kez yikandi.
Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl stabilize olmus kromojen soliisyonu eklenip
plaka seffaf koruyucu ile kapatildi ve plaka yarim saat boyunca oda sicakliginda
karanlik bir ortamda bekletildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl durdurma
coOzeltisi eklenerek deney sonlandirildi. Spektrofotometre cihazinda 450 nm dalga
boyunda absorbans degerleri elde edildi ve ¢ikan sonuglar standartlar ile ¢izilen

grafik tizerinden analiz edildi.

2.2.6. istatistiksel Analizler

Calismanin veri analizleri, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences
Inc, Chicago, IL, ABD) 22.0 programi ile yapildi. istatistiksel degerlendirmelerde
normal dagilima uyan veriler Student-t testi ile, normal dagilima uymayan veriler
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Coklu grup analizlerinde, tek faktorli
varyans analizi testi (ANOVA) ile birlikte Dunnett testi kullanildi. Nicel degiskenler
tablolarda ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Degiskenler %95 giiven

diizeyinde incelenmis olup p degerinin 0,05 ten kiiclik olmas1 anlamli olarak kabul
edildi.
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3. BULGULAR

3.1. insan Koroner Arter Endotel Hiicrelerinin Kiiltiirii

Ticari agidan mevcut olan ve satin alinarak temin edilen IKAEH hatt1 standart
hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak ¢ogaltildi ve hiicrelerin morfolojisi invert
mikroskop araciligiyla gozlemlenerek belirli zaman araliklariyla resimleri gekildi.
Tez calismasi boyunca pasaj 3-5 arasi olan hiicreler kullanildi. Kiiltiirii yapilan
endotel hiicrelerinin 2. gilinden itibaren ¢ogalmaya basladiklar1 goézlemlendi.
Cogalma siireglerinde 151k mikroskobunda gozlemlenen hiicrelerin morfolojileri
incelendiginde heniiz bolluga ulagmayan hiicrelerin daha ¢ok ince, uzun yapida
oldugu gozlemlendi (Sekil 3.1). Yeterli bolluga ulastiklarinda ise hiicrelerin uzun
yapilarinin azalarak kaldirim tasina benzer yapida poligonal bir sekil aldigi

gozlemlendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Pasaj 2 asamasindaki insan koroner arter endotel hiicrelerinin ekimden 6 giin
sonraki invert mikroskop goriintiisii.
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Sekil 3.2. Yeterli bolluga ulasmig insan koroner arter endotel hiicrelerinin invert mikroskop
goruntisu.

3.2. Proliferasyon ve Sitotoksisite Testleri

Tez ¢alismasinda caligilmasi planlanan proliferasyon ve sitotoksisite testleri es
zamanli hiicre analizine imkan veren XxCELLigence RTCA SP cihazi kullanilarak
yapildi. Ilk olarak farkli yogunluklarda kuyucuklara ekilen IKAEH’ nin lag, log ve
plato fazlari belirlendi (Sekil 3.3). IKAEH’ leri ekilme yogunluklari ile uyumlu
olacak sekilde biiylime egrileri ¢izdiler. Yiiksek yogunlukta ekilen hiicreler log ve

plato fazlarina genel olarak daha erken ulastilar.

44



hiicre/kuyucuk
100000

50000
25000
12500

6250
3125

Cell Index

1650
kontrol

Time (in Hour)

Sekil 3.3. xCELLigence sistemi ile yapilan proliferasyon ¢aligmast.

Proliferasyon galismasindan sonra kuyucuk basma 7500 hiicre olacak sekilde
IKAEH ekimi yapildi ve 16 saat sonra kuyucuklara son konsantrasyonlar1 2.5, 5, 10,
25, 50, 100 ve 200 uM olacak sekilde ranolazin ilavesi yapildi. Kontrol grubu olarak
20 pl ranolazin igermeyen PBS kontrol kuyucuklarina eklendi. 48 saat sonra besiyeri
degisimi yapildi. Canlilik ve sitotoksisite analizlerine 96 saat devam edildi. Farkli
dozlarda ranolazin uygulanan IKAEH’ nin sitotoksisite analizlerinin hi¢bir dozunda

proliferatif ve/veya sitotoksik etki tespit edilmedi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. xCELLigence sistemi ile farkli dozlardaki ranolazin konsantrasyonlarinin
sitotoksisite galigsmasi.

3.3. Matrijel Tiip Formasyonu Test Analizleri

IKAEH’ nin in-vitro kosullarda ranolazin ile muamele edilmesinden sonra tiip
olusturma kapasitesindeki degisiklik matrijel tiip olusum testi ile degerlendirildi.
Farkli dozlarda (50 ve 200 uM) ranolazin ile muamele edilen IKAEH’ lerinin,
ranolazin ile muamele edilmeyen hiicrelerin ve pozitif kontrol olarak VEGF ile
muamele edilen hiicrelerin 4, 8, 12 ve 16. saatlerde invert mikroskop araciligiyla 4x
biiyiitmede resimleri ¢ekildi (Sekil 3.5, Sekil 3.7, Sekil 3.9, Sekil 3.11) ve Wimasis
Image Analysis programi kullanilarak kapiller benzeri tip olusum siireci
degerlendirildi (Sekil 3.6, Sekil 3.8, Sekil 3.10, Sekil 3.12).

Besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 4.
saatte gézlemlenen tiip uzunlugunun piksel olarak miktar1 50 uM ranolazin, 200 uM
ranolazin ve VEGF igeren pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (4168+559,
74024201, 42492+1896, 42111+8798, sirasiyla, p<0.001) (Cizelge 3.1). 50 ve 200
UM ranolazin igeren hiicre gruplari 4. saatteki tiip olusumu agisindan kendi
aralarinda karsilastirildiginda 200 uM ranolazin igeren grupta tiip olusumu daha

fazlaydi ve istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur (7402+201,
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42492+1896, sirasiyla, p<0.001). Hiicre gruplarinin 4. saatte olusturdugu tiip
olusumlarinin dallanma noktalarinin sayisi ranolazin igermeyen hiicre grubu ile
kiyaslandiginda 50 pM ranolazin, 200 uM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda
daha yiiksekti (2.5+0.7, 15.5+4.9, 211+5.6, 208+35.3, sirasiyla, p<0.001) (Cizelge
3.2). 50 ve 200 pM ranolazin igeren hiicre gruplari 4. saatteki dallanma noktalariin
say1st acisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda 200 pM ranolazin igeren grupta
tip yapilarindaki dallanma noktalariin miktar1 daha fazlaydi ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (15.5+4.9, 211+5.6, sirasiyla, p<0.001). Tip
olusumlarinin 4. saatteki yiizdesel olarak alan analizleri besiyeri ortamina ranolazin
ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 uM ranolazin, 200 pM ranolazin
ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (2.3+0.2, 4.1+0.4, 34+3.1, 36.6+20.6,
sirastyla, p=0.05) (Cizelge 3.3). 50 ve 200 puM ranolazin igeren hiicre gruplari
yiizdesel alan olarak kendi aralarinda karsilastirildiginda 200 uM ranolazin igeren
grupta tiip yapilarmin alani sayisal olarak daha fazlaydi (4.1+0.4, 34+3.1, sirasiyla,
p=0.1).

Besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 8.
saatte gézlemlenen tiip uzunlugunun piksel olarak miktart 50 uM ranolazin, 200 uM
ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (90751934, 13672+2019, 40872+1037, 39465+5393, sirasiyla,
p<0.001) (Cizelge 3.1). 50 ve 200 uM ranolazin igeren hiicre gruplar1 8. saatteki tiip
olusumu agisindan kendi aralarinda karsilagtirildiginda 200 pM ranolazin igeren
grupta tiip olusumu daha fazlaydi ve istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmustur
(13672+2019, 40872+1037, sirastyla, p<0.001). Hiicre gruplarinin 8. saatte
olusturdugu tiip olusumlarimin dallanma noktalarimin sayisi ranolazin igermeyen
hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 puM ranolazin, 200 uM ranolazin ve pozitif
kontrol grubunda daha yiiksekti (9.6+4.0, 41+6.5, 183+4.6, 161.3+19.0, sirasiyla,
p<0.001) (Cizelge 3.2). 50 ve 200 uM ranolazin igeren hiicre gruplar1 8. saatteki
dallanma noktalarinin sayist agisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda 200 uM
ranolazin igeren grupta tiip yapilarindaki dallanma noktalarinin miktar1 daha fazlaydi
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (41+6.5, 183+4.6, sirasiyla,

p<0.001). Tip olusumlarinin 8. saatteki yiizdesel olarak alan analizleri besiyeri
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ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 pM ranolazin,
200 pM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (4.2+0.7, 6.8+0.9,
42.9+0.9, 47.3+23.8, sirasiyla, p=0.001) (Cizelge 3.3). 50 ve 200 uM ranolazin
igeren hiicre gruplar1 yiizdesel alan olarak kendi aralarinda karsilagtirildiginda 200
UM ranolazin igeren grupta tiip yapilarinin yiizdesel olarak alani daha fazlayd: ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (6.8+0.9, 42.9+0.9, sirasiyla,
p=0.006).

Besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda
12. saatte gézlemlenen tiip uzunlugunun piksel olarak miktart 50 uM ranolazin, 200
UM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (9504+653, 15330+603, 35721+586, 38928+2112,
sirastyla, p<0.001) (Cizelge 3.1). 50 ve 200 uM ranolazin igeren hiicre gruplari 12.
saatteki tlip olusumu agisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda 200 pM ranolazin
iceren grupta tlip olusumu daha fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (15330+603, 35721+586, sirasiyla, p<0.001). Hiicre gruplarmin 12.
saatte olusturdugu tlip olusumlarinin dallanma noktalarinin sayist ranolazin
icermeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 pM ranolazin, 200 pM ranolazin ve
pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (16.6+0.5, 52.5+0.7, 124.0+7.0, 160.0+18.0,
sirasiyla, p<0.001) (Cizelge 3.2). 50 ve 200 uM ranolazin i¢eren hiicre gruplar1 12.
saatteki dallanma noktalarinin sayist agisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda
200 uM ranolazin igeren grupta tiip yapilarindaki dallanma noktalarinin miktari daha
fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (52.5+0.7, 124.0+7.0,
sirastyla, p=0.001). Tiip olusumlarinin 12. saatteki yiizdesel olarak alan analizleri
besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 uM
ranolazin, 200 uM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (4.2+0.5,
8.1+0.2, 49.5+1.4, 49.1+16.4, sirastyla, p=0.002) (Cizelge 3.3). 50 ve 200 puM
ranolazin iceren hiicre gruplart ylizdesel alan olarak kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 200 uM ranolazin igeren grupta tiip yapilarinin yiizdesel olarak
alan1 daha fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (8.1+0.2,

49.5+1.4, sirastyla, p=0.006).
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Besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda
16. saatte gézlemlenen tiip uzunlugunun piksel olarak miktar1 50 pM ranolazin, 200
uM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (10052+536, 11160+1124, 32330+2991, 30216+3887,
sirasiyla, p<0.001) (Cizelge 3.1). 50 ve 200 uM ranolazin igeren hiicre gruplari 16.
saatteki tlip olusumu acisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda 200 pM ranolazin
igeren grupta tiip olusumu daha fazlayd: ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (11160+1124, 3233042991, sirasiyla, p<0.001). Hiicre gruplarinin 16.
saatte olusturdugu tiip olusumlarinin dallanma noktalarinin sayist ranolazin
icermeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 pM ranolazin, 200 pM ranolazin ve
pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (22.6+2.0, 30.3+9.0, 107.0+6.0, 103.0+31.0,
sirastyla, p<0.001) (Cizelge 3.2). 50 ve 200 uM ranolazin igeren hiicre gruplari 16.
saatteki dallanma noktalariin sayist acisindan kendi aralarinda karsilastirildiginda
200 uM ranolazin igeren grupta tiip yapilarindaki dallanma noktalarinin miktar1 daha
fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (30.3+9.0, 107.0+6.0,
sirastyla, p=0.001). Tiip olusumlarmin 16. saatteki yilizdesel olarak alan analizleri
besiyeri ortamina ranolazin ilave edilmeyen hiicre grubu ile kiyaslandiginda 50 pM
ranolazin, 200 uM ranolazin ve pozitif kontrol grubunda daha yiiksekti (4.8+0.3,
5.7+0.9, 48.048.1, 43.3+23.9, sirasiyla, p=0.003) (Cizelge 3.3). 50 ve 200 uM
ranolazin iceren hiicre gruplart yiizdesel alan olarak kendi aralarinda
karsilagtirildiginda 200 uM ranolazin igeren grupta tiip yapilarinin yiizdesel olarak
alan1 daha fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (5.7+0.9,

48.0+8.1, sirastyla, p=0.008).
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Sekil 3.5. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 4.
saatteki invert mikroskop goriintiisii (A: 0 pM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 pM
ranolazin, D: VEGF zengin pozitif kontrol grubu).

Sekil 3.6. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 4.
saatteki invert mikroskop goriintiilerinin Wimasis Image Analysis programi kullanilarak
analizi (A: 0 puM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 uM ranolazin, D: VEGF zengin
pozitif kontrol grubu).
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Sekil 3.7. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 8.
saatteki invert mikroskop goriintiisii (A: 0 pM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 pM
ranolazin, D: VEGF zengin pozitif kontrol grubu).

Sekil 3.8. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 8.
saatteki invert mikroskop goriintiilerinin Wimasis Image Analysis programi kullanilarak
analizi (A: 0 uM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 uM ranolazin, D: VEGF zengin
pozitif kontrol grubu).
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Sekil 3.9. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 12.
saatteki invert mikroskop goriintiisii (A: 0 uM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 uM
ranolazin, D: VEGF zengin pozitif kontrol grubu).

Sekil 3.10. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 12.
saatteki invert mikroskop goriintiilerinin Wimasis Image Analysis programi kullanilarak
analizi (A: 0 uM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 uM ranolazin, D: VEGF zengin
pozitif kontrol grubu).
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Sekil 3.11. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 16.
saatteki invert mikroskop goriintiisii (A: 0 pM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 pM
ranolazin, D: VEGF zengin pozitif kontrol grubu).

Sekil 3.12. Matrijel membraninda inkiibe edilen insan koroner arter endotel hiicrelerinin 16.
saatteki invert mikroskop goriintiilerinin Wimasis Image Analysis programi kullanilarak
analizi (A: 0 uM ranolazin, B: 50 uM ranolazin, C: 200 uM ranolazin, D: VEGF zengin
pozitif kontrol grubu).
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Cizelge 3.1. Insan koroner arter endotel hiicrelerinin matrijel membrandaki farkli durum ve
zamanlarda olusturduklari toplam tiip uzunluklarinin piksel analizi sonuglari.

0uM 50 uM 200 uM VEGF p degeri
4.saat | 41684559 7402+201 42492+1896 | 42111+8798 | <0.001
8.saat | 9075+1934 | 13672+2019 | 40872+1037 | 39465+5393 | <0.001
12.saat | 9504+653 15330+603 35721+586 | 38928+2112 | <0.001
16. saat | 100524536 | 11160+1124 | 32330+2991 | 30216+3887 0.003

Cizelge 3.2. Insan koroner arter endotel hiicrelerinin matrijel membrandaki farkli durum ve
zamanlarda olusturduklar1 tiiplerin dallanma noktalarinin sayisal analiz sonuglart.

0 uM 50 uM 200 uM VEGF p degeri
4. saat 2.5+0.7 15.5+4.9 211.0+£5.6 208.0+35.3 <0.001
8. saat 9.6+4.0 41.0+6.5 183.0+4.6 161.3+19.0 <0.001
12. saat 16.6+0.5 52.5+0.7 124.0+7.0 160.0+18 0.001
16. saat 22.6+£2.0 30.3£9.0 107.0+6.0 103.0+31 <0.001

Cizelge 3.3. Insan koroner arter endotel hiicrelerinin matrijel membrandaki farkli durum ve
zamanlarda olusturduklart tiiplerin yiizdesel olarak alan analizi (%) sonuglari.

0 uM 50 uM 200 uM VEGF p degeri
4. saat 2.3+0.2 4.1+0.4 34+3.1 36.6+20.6 0.05
8. saat 4.2+0.7 6.8+0.9 42.9+0.9 47.3+23.8 0.001
12. saat 4.2+0.5 8.1+0.2 49.5+1.4 49.1+16.4 0.002
16. saat 4.8+0.3 5.7+0.9 48.0+8.1 43.3+£23.9 0.003
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Sekil 3.13. Calisma gruplarindaki toplam tiip uzunlugunun piksel analiz sonuglart. * 50 uM
ranolazin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.001).

3.4. VEGF Miktar1 Analizleri

IKAEH’ nin farkli dozlardaki ranolazin ile muamelesi neticesinde degisen
anjiyogenik aktivitenin biyokimyasal gostergesi olan VEGF seviyesi oOl¢timleri
ELISA yontemi kullanilarak yapildi. Konsantrasyon-absorbans standart egrisi
cizildikten sonra (Sekil 3.14), hiicrelerden salinan VEGF miktarlart hesaplandi
(Cizelge 3.4, Sekil 3.15).

Kontrol grubu olarak degerlendirilen 0 pM ranolazin igeren hiicre grubunda 12,
24 ve 48. saatlerde alinan besiyeri orneklerinde diisiis mevcuttu ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmustur (50.0+0.6, 26.9+1.4, 14.5+0.4, sirastyla, p<0.001).
Ayni sekilde, 50 uM ranolazin igeren hiicre grubunda da 12, 24 ve 48. saatlerde
alian besiyeri orneklerinde diislis mevcuttu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (37.8+0.1, 24.5+0.9, 14.64+0.9, sirasiyla, p<0.001). Diger analizlere
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benzer sekilde, 200 uM ranolazin igeren hiicre grubunda da 12, 24 ve 48. saatlerde
alian besiyeri orneklerinde diisiis mevcuttu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (42.5+0.8, 25.7+0.4, 17.8+1.0, p<0.001) (Cizelge 3.4).

1.8
y =0.0022x + 0.0397
1.6 R¥=0.99417 -

Absorbans

0 100 200 300 400 500 600 700 800
VEGF konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.14. Hesaplamalarda kullanilan, konsantrasyon ve absorbans arasindaki dogrusal
iligkiyi gosteren standart egrisi.

Cizelge 3.4. insan koroner arter endotel hiicrelerinin farkli ilag dozu ve zamanlardaki VEGF
salinimlarmin miktar (pg/mL) analizi sonuglari.

12. saat 24. saat 48. saat p degeri

0 uM 50.0+0.6 26.9+1.4 14.5+0.4 <0.001

50 uM 37.8+0.1 24.5+0.9 14.6+0.9 <0.001
200 uM 42.5+0.8 25.7+0.4 17.8+1.0 <0.001




Ranolazin
.0 uM

Sekil 3.15. Farkli ranolazin dozu ve zamanlarda insan koroner arter endotel hiicrelerinden
salinan VEGF miktarlari.
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4. TARTISMA

KVH gerek sebepleri gerek sonuglar1 agisindan tiim Diinya’ da 6nemli bir
saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bunun yaninda KVH tiim Diinya’ da en
onemli Olim sebebidir. Hastaligin tedavisi ve takibi ile ilgili son yillarda 6nemli
gelismeler olmustur. Koroner yogun bakim {initelerinin acilmasi, ilag tedavisi
seceneklerinin geniglemesi, girisimsel ve cerrahi tedavi yontemlerindeki gelismeler
oliim oranlarinda 6nemli oranda iyilesmeye sebep olmustur. Fakat mevcut tedavi
yontemlerinden higbirisi kalp kasinda hasar olustuktan sonra 6len hiicrelerin yerinde
saglikli ve fonksiyonel bir kalp dokusu olusturamamistir (Romagnuolo ve Laflamme,
2017). Nitekim yapilan ¢alismalar gostermektedir ki kalp dokusunun hem fizyolojik
hem de patolojik kosullarda yenilenme kapasitesi ¢ok kisithidir ve kalp kasindaki
yenilenme siirecini aktive edecek mekanizmalar net olarak bilinmemektedir (Li ve
ark., 2018 ve Vagnozzi ve ark., 2018). Bu baglamda degerlendirildiginde iskemik
kalp hastaligindan sag olarak kurtulabilen bir hasta uygun bir sekilde tedavi imkan1
almis olsa dahi kalpte yeterli miktarda canli ve fonksiyonel doku kalmadigi i¢in kalp
yetmezligi ile yasamini idame ettirmesi gerektirmektedir ve kalp yetmezliginin 6liim
oranlar1 tedavi imkanlarindaki tiim ilerlemelere ragmen yiiksek olarak seyretmektedir

(Minicucci ve ark., 2011).

Kalp dokusunun yenilenme kapasitesinin zayif olmast nedeniyle
kardiyovaskiiler yenileyici tip biliminde ¢ok ©Onemli ¢aligmalar yapilmistir. Bu
caligmalarin birgogu kok hiicreleri kullanarak kalp dokusunu yenileme siirecine
odaklanmistir. Nitekim Klinik oncesi asamadaki birgok kok hiicre calismasinda
basarili sonuglar rapor edilmistir (Tompkins ve ark.,, 2018). Klinik Oncesi
caligmalardaki basarili sonuclar, kok hiicrelerin klinik seviyede kullanimini giindeme
getirmistir fakat glinlimiize kadar gerek kemik iliginden elde edilen gerekse eriskin
viicut dokusundan elde edilen kok hiicrelerle yapilan klinik caligmalarda etkinlik
acisindan basarili sonuglar elde edilememistir (Cambria ve ark., 2017). Kok hiicre

klinik caligmalarindan elde edilen basarisiz sonuglar arastirmacilart kok hiicrelere
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alternatif olabilecek kardiyovaskiiler yenileyici tip aragtirmalarina yonlendirmistir

(Ercan ve ark., 2018).

KKH bulunan bazi hasta alt gruplar1 hi¢ bir revaskiilarizasyon yonteminden ve
ilag tedavisinden fayda gormemektedir. Ornegin, angina tanisiyla koroner anjiyografi
yapilan hastalardan revaskiilarizasyon sansi olmayan hastalarin oran1 Avrupa’da %10
(Mannheimer ve aark., 2002) ve Amerika Birlesik Devletleri’'nde %12 (Mukherjee
ve ark., 1999) civarindadir. Bu hastalar i¢gin alternatif tedavi yontemlerinden birisi de
koroner kollateral damar gelisimini indiikleyerek iskemik miyokart dokusunda
perfiizyonun saglanmasi amaciyla terapdtik anjiyogenezin uyarilmasidir (Rubanyi
GM, 2013). Koroner kollateral damarlar miyokard dokusunun beslenmesi bozuldugu
zaman tikanikligin distalinde miyokard perfiizyonunun saglanmasi amaciyla o
bolgeyi besleyen koroner arterin kendisinden ve/veya diger koroner arterlerden
koken alan uyum saglayici damarsal yapilar olarak tanimlanmaktadir (Cohen MV,
1978). Insan ve hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir ki koroner
arterlerdeki tikaniklik sonrasi ortaya ¢ikan miyokard iskemisi koroner kollateral
dolagimi  arttirmaktadir. Koroner kollateral arterler anjiyogenez ve/veya
arteriyogenez siireci ile olugmaktadir (Kersten ve ark., 1999). Yapilan ¢aligmalar
kronik stabil KAH hastalarinin kollateral damar gelisiminden fayda gordiiklerini,
lakin gelisen kollateral damarlarin AKS hastalarinda dokuyu beslemekte yetersiz
kalabildigini gostermistir (Kurtul ve Ozturk, 2017). Koroner kalp hastaliklarinda
kollateral damar gelisimini indiiklemek ve beslenemeyen dokunun beslenmesini
saglamak amaciyla terapdtik anjiyogenezin uyarilmasi kardiyovaskiiler yenileyici tip
caligmalarinda test edilmistir. Bu konu ile ilgili caligmalarin tarihgesi yaklasik yirmi
yil oncesine dayanmaktadir ve siklikla VEGF, FGF gibi anjiyojenik protein, gen
veya hiicre uygulamalarma odaklanmistir (Rubanyi GM, 2016). Terapotik
anjiyogenez ve arteriyogenez geligimi ile ilgili mekanizmalar giiniimiizde net olarak
aydinlatilmistir fakat yapilan bir ¢ok klinik ¢alismada etkinlik acisindan herhangi bir
fayda tespit edilememistir (Yla-Herttuala & Baker, 2017). Bu agidan bakildig1
zaman, her ne kadar anjiyojenik siiregle ilgili birgok mekanizma aydinlatilmis olsa da
mevcut molekiiler ve hiicresel mekanizmalar tizerinden gelistirilen ve potansiyel

teskil edebilecek gen, protein ve/veya hiicre tedavilerinin klinik uygulanabilirlik
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acisindan kardiyovaskiiler yenileyici tip bilimine katkist ¢ok fazla olmayacak gibi
goziikmektedir. Bu yiizden, KAH hastalarinda kollateral damar gelisimini saglamak
ve beslenemeyen dokunun beslenmesini saglamak amaciyla Kkardiyovaskiiler
yenileyici tip bilimi 1s1¢inda  yeni molekiillerin ve ajanlarin kesfedilmesi

gerekmektedir.

Ranolazin molekiilii ilk kez 2006 yilinda IKH’ da anginay gidermek igin onay
almig piperazin tiirevi bir molekiil olup, ¢ok kisa siirede kardiyoloji kilavuzlar
tarafindan Onerilen giincel bir ila¢ haline gelmistir. Etki mekanizmalar1 hala tam
olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte yapilan son c¢alismalar 1s18inda
gosterilmistir ki ila¢ diisiik konsantrasyonlarda (6 uM) kardiyomiyositlerde geg
sodyum kanal blokaji, yiiksek konsantasyonlarda ise (>10 puM) ise yag asidi
oksidasyon inhibisyonu yapmaktadir (Makielski ve Valdivia, 2006 ve Ozdemir M,
2016). Bunun yaninda klinik ¢alismalarda goriilmiistiir ki ilacin antianginal etkisinin
yaninda antidiyabetik etkinligi de mevcuttur (Morrow ve ark., 2009). Bu bilgilere
ilave olarak, yapilan birgok ¢alismada ilacin ge¢ sodyum kanallarinda inhibisyon
yapmasina bagl olabilecegi diistiniilen antiaritmik etkisi de bulunmaktadir (Pulford
ve Kluger, 2016). Ilacin prematiire ventrikiiler kompleks ve ventrikiiler tasikardi
sikligin1 azaltmadaki etkisi Yeung ve arkadaglari tarafindan yapilan hasta serisi
caligmasinda gosterilmistir. Prematiire ventrikiiler kompleksleri olan alt1 hastada
ranolazin aritmi sikligini azaltmigtir. Ventrikiiler aritmiye bagli kardiyomiyopatisi
olan iki hastada ejeksiyon fraksiyonunda diizelme gozlenmistir. Klas 3 antiaritmik
tedaviye ragmen siliregen ventrikiiler tasikardileri olan iki hastada ranolazin
ventrikiiler tagikardileri diizeltmistir (Yeung ve ark., 2014). Kalp dokusu iizerindeki
birbirinden bagimsiz ve farkli mekanizmalar {izerinden seyreden bu farkli etkiler
ranolazin molekiiliiniin farkl1 dokularda gbzlemlenebilir farkli etkilerinin olabilecegi
diisiincesine yol a¢mustir. In vivo olarak yapilan bir ¢alismada, ranolazinin rat
aortalarinda vazodilatasyona sebep oldugu ve bu etkininin endotel mevcudiyetinden
bagimsiz olarak gergeklestigi gosterilmistir (Paredes-Carbajal ve ark., 2013).
Ranolazin molekiiliiniin antidiyabetik etkinligini arastirmak i¢in yapilan bir in-vivo
caligmada, diyabetik farelerde ranolazinin pankreastaki beta hiicrelerinin

canliliklarimi korumaya yardimci oldugu, apoptozisi inhibe ettigi ve insiilin
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sekresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Yazarlar bu calismada, ranolazine bagl
antidiyabetik etkinin potasyum kanal inhibisyonu tizerinden olabilecegini
savunmuslardir (Ning ve ark., 2011). Ranolazin molekiiliiniin santral sinir sistemi
hiicreleri {lizerindeki etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir in-vitro ¢alismada,
ranolazinin astrosit hiicrelerinde canliligi arttirdigi, nekrozu ve apoptozisi 6nledigi,
inflamatuar siireci inhibe ettigi ve antiinflamatuar ve antioksidan proteinlerin
salinimin1 arttirdigr  gosterilmistir. Bu sonuglar 1s18inda, calismanin yazarlari
ranolazinin santral sinir sisteminde noroprotektif bir ajan olarak kullanilabilecegini
One slirmiislerdir (Aldasoro ve ark., 2016). Meme kanseri hiicreleri ile yapilan bir
calismada 300 pM ranolazinin meme kanseri hiicrelerinin invazyonunu sodyum
kanal blokaji yaparak engelledigi gosterilmistir (Djamgoz ve Onkal, 2013).
Ranolazinin bazi genetik epilepsi tiirleri ve ailesel hemiplejik migren olgularinda
faydali olabilecegi yapilan klinik Oncesi ¢alismalarda gosterilmistir (Anderson ve
ark., 2014 ve Kahlig ve ark., 2010). Ayrica in-vivo olarak yiiriitiilen bir ¢aligmada,
farelere yiiksek doz ranolazin (30 mg/kg) uygulanmasi neticesinde neoplastik
lezyonlarin gelistigi saptanmustir (Suckow ve ark., 2004). Mevcut literatiir bilgileri
151g¢inda, ranolazinin gerek kalpteki etki mekanizmasi gerekse diger dokulardaki
etkisi agisindan degerlendirildiginde molekiil halen gizemini koruyan bir ajandir.
Ayrica literatiirde molekiiliin endotel hiicreleri tizerindeki etkisini arastiran in-vitro
ve/veya in-vivo temelli ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla beraber molekiiliin
anjiyogenez iizerindeki etkisi hakkinda literatiirde hicbir bilgi bulunmamaktadir.
Boyle bir etkinin gdsterilmesi, kalp hastalarinda bu ilacin antianginal amagh
kullaniminin yaninda anjiyogenik bir ajan olarak kullanilabilecegi yoniinde fikir
verecektir. Bu baglamda, tez calismasinda ranolazinin IKAEH iizerindeki etkisini ve
anjiyogenik siireci in-vitro sartlarda arastirmayi amagladik. Caligmamizdan elde
edilen sonuglara gore ranolazinin IKAEH’ lerinde klinik kullanim i¢in onay almis
dozlarda ve klinikte kullanilan dozlardan ¢ok daha yiiksek dozlarda herhangi bir
sitotoksik etkisi bulunmamaktadir. Bununla beraber, ranolazin molekiilii artan
konsantrasyonlarla paralel olarak matrijel membranda hiicrelerin tiip olusumunu
arttirmaktadir fakat yapilan biyokimyasal analizlerde hiicrelerin VEGF saliniminda

herhangi bir artis tespit edilememistir.
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Tez calismasinda test edilmesi planlanan ranolazin dozlarina literatiirde daha
once calisilmis ranolazin dozlar1 arastirilarak karar verilmistir. Ranolazinin hiicre
igerisinde metabolik modiilatdr olmasindan ziyade farkli etkileri olabilecegine dair
sonuglar belirten ilk ¢alismada ratlardan elde edilen kardiyomiyositlerde, ranolazin
0.1-300 puM araliginda degisen dozlarda g¢alisilmistir (Maclnnes ve ark., 2003).
Teruzzi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ranolazinin iskelet kasi
hiicrelerinde farklilasma siireci ve oksidatif parametreler lizerine etkisi arastirildi.
Calisma i¢in yapilan 6n hazirlik ¢alismalarinda, in-vitro tedavi i¢in 10 uM ranolazin
dozu efektif olarak bulundu ve iskelet kas1 hiicreleri 10 pM ranolazin ile muamele
edildi. Caligma sonucunda ranolazinin kalsiyum sinyal yolagi lizerinden iskelet kasi
hiicrelerinde miyogenezi stimule ettigi ve oksidatif stresi/inflamasyonu azalttig
gosterildi  (Teruzzi ve ark.,, 2017). Strege ve arkadaslari, ranolazinin atriyal
kardiyomiyosit elektrofizyolojisi iizerindeki etkilerini arastirmak icin bu
calismalardaki ana model olan HL-1 hiicre hattin1 kullandilar. Calisma 6ncesinde bir
doz caligmast yapmadilar. Ama daha 6nceki yapilan benzer ¢alismalar1 g6z Oniinde
bulundurarak, 50 uM ranolazinin HL-1 hiicrelerinde aksiyon potansiyelindeki akim
stresine bagh olusan degisiklikleri inhibe ettigini in-vitro olarak gosterdiler (Strege
ve ark., 2012). Beyder ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, ranolazinin voltaj bagimli
sodyum kanallarinin mekanosensitivitesine olan etkisini miyosit ve HEK
hiicrelerinde in-vitro kosullarda arastirdilar. Bu ¢alismada ranolazinin voltaj bagimli
sodyum kanallarinda mekanik etkilere olan duyarlilig1 inhibe ettigini gosterdiler. 10,
50, 100 ve 300 uM ranolazin dozlarinda yapilan potens ¢alismasinda 53.6 uM dozun
en duyarli doz oldugunu gosterdiler. Yazarlara gore bu doz, molekiiliin kabul edilen
plazma konsantrasyonundan bes kat daha fazla ve bu durumun iki tane sebebi
olabilir. ki kanallarin in situ ortamdaki gercek cevresini bilmememiz ve ikincisi ise
molekiilin  membran konsantrasyonun plazma konsantrasyonundan farkli
olabilecegidir (Beyder ve ark., 2012). Astrositler ve noéronlarin primer kiiltiirii
sonrasi yapilan bir bagka ¢alismada, ranolazin 0.1, 1 ve 10 uM dozlarinda ¢aligildu.
Arastirmacilar ¢alismaya baglarken bir doz-yanit ¢alismasi yapmadilar lakin bu
dozlar genel olarak literatiirde g¢alisilan dozlardan ve ranolazinin klinik kullanim
onay1 almis dozlarindan diisiik seviyededir (Aldasoro ve ark., 2016). El-Battrawy ve

arakadaslari, hiperterminin sodyum kanal blokaji yapan ilaglara olan etkisini
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insandan izole edilmis uyarilmis pluripotent kok hiicrelerinden elde edilen
kardiyomiyositler iizerinde c¢alistilar. Calismada belirtilen bir doz ¢aligmasi
olmamasina ragmen arastirmacilar ranolazin i¢in 10 ve 100 uM dozlarini segtiler (EI-
Battrawy ve ark., 2016). Tavsan ventrikiilinden elde edilen kardiyomiyositlerle
yapilan in-vitro c¢alismada, ranolazinin 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 100, 300 ve 900 uM
dozlarindaki kanal blokaj1 etkisine bakilmis olup 6 uM dozunda ge¢ sodyum, 12 pM
dozunda potasyum, 50 uM dozunda gec¢ kalsiyum, 91 uM dozunda sodyum ve
kalsiyum, 296 puM dozunda ise kalsiyum kanal blokaji yaptig1 gosterilmistir
(Antzelevitch ve ark., 2004). Paylasilan mevcut literatiir bilgileri 1s18inda biz de tez
calismasinda, ranolazinin IKAEH iizerindeki olasi sitotoksik etkisini
degerlendirebilmek amaciyla ¢ok genis bir doz araliginda calismaya karar verdik ve
2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 puM ranolazin konsantrasyonlarinin IKAEH’ leri
tizerindeki etkisini test ettik. Proliferasyon ve sitotoksisite caligmalarindan sonra
matrijel tiip olusumu testi ve VEGF seviyelerinin analiz edilmesi deneylerinde ise 50

ve 200 uM ranolazin dozlar1 ile ¢alismayi planladik.

Tez calismasinda, IKAEH’ nin ranolazin ile muamele edildikten sonra
proliferasyon kapasitesini ve ranolazinin olasi sitotoksik etkisini analiz etmek i¢in es
zamanl hiicre analizine imkan veren xCELLigence RTCA SP sistemi kullanild.
xCELLigence sistemi ile hiicre isaretlemesine gerek olmadan elektronik plakalarin
zeminine yerlestrilmis mikroelektrolatlar sayesinde elektriksel empedans Ol¢limii
yapilir. Empedans 6l¢iimii ile hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil
olmak {izere hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif veri elde edilir. Bu
yontemin avantajlar1 arasinda hiicresel degisimleri es zamanli izleme imkan
vermesi, isaretleyici bir boyaya ya da molekiile gerek olmamasi, standart hata,
minimum ve maksimum konsantrasyonu, %50 inhibisyon konsantrasyonu gibi
degerler hakkinda bilgi vermesi bulunmaktadir. Siispansiyon kiiltiirlerinde etkili bir
yontem olmamasi, elektronik plakalarin tek kullanimlik ve pahali olmasi sistemin
kisithiliklarindan bazilaridir (Ke ve ark., 2011). Giiniimiizde proliferasyon ve
sitototoksisiteyi  degerlendiren yontemlerin bircogu plazma membranindaki
permabilite degisikliklerini esas alarak ve/veya hiicrelerin tetrazolyum tuzu ile

muamele edilmesi neticesinde kolorimetrik ve spektrofotometrik 6lgiim yapilmasi
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esaslarina dayanmaktadir. Bu yontemler her ne kadar literatiirde siklikla kullanilsa da
bu testlerde hiicreler baglangic asamasinda zarar gordiigii i¢in tek bir degerlendirme
yapilabilir ve hiicreler tekrar kullanilamaz. Ayrica hiicre zarmin ozelliklerinden
etkilenmesi, analizlerin belirli zaman araliklarinda yapilabilmesi ve hiicre canliligin
erken donemde degerlendirilememesi bu yontemlerin kisithiliklarindandir. Diger
yontemlerdeki var olan bu kisitliliklar ve XCELLigence sisteminin avantajlari da goz
oniinde bulundurularak tez ¢alismasinda hiicre canliligi, proliferasyonu ve

sitotoksisite analizleri i¢in X CELLigence sisteminin kullanilmas1 planlandi.

Anjiyogenez deneylerinde yiiksek spesifisitesi nedeniyle 6nemli bir yer tutan
matrijel bazal membran matriks tip olusum deneyi, hiicre dist matriks
proteinlerinden zengin bir tiimdr olan fare sarkomalarindan elde edilen bir maddedir.
Ana bilesenlerini genel olarak kollajen 4, heaparan siilfat proteoglikanlari, entaktin
ve nidojen olusturur. Ayrica matrijel matriksi timor biiylime faktorii-p, FGF, doku
plazminojen aktivatorii gibi biiyiime faktorlerinden zengindir. Matrijel bazal
membran matriks tiip olusum deneyi anjiyogenezin en 6nemli in-vitro gostergesi
olmasima ragmen fibroblast gibi endotel disi hiicrelerinde tiip olusturma kapasitesi
gostermesi deneyin en 6nemli kisitliliklarindan biridir (Auerbach ve ark., 2003). Biz
de tez ¢alismasinda ranolazinin IKAEH iizerindeki anjiyogenik siirece etkisini
degerlendirmek i¢in matrijel tiip olusum deneyini yaptik ve hiicrelerin artan dozlarla
uyumlu olarak tiip olusturma siirecinde artis tespit ettik. Fakat bu sonuglar1 ELISA
deneyinde VEGF salinim miktarlar1 ile dogrulayamadik. Bu sebepten dolay: tez
calismasindaki mevcut sonuglarla ranolazinin endotel hiicrelerinde anjiyogenik bir

etkisi oldugunu sdylemek miimkiin olamamaktadir.

Kardiyovaskiiler farmakoloji arastirmalarinda anjiyogenez Onemli bir yer
tutmaktadir ve kardiyovaskiiler ilaglarin anjiyogenik siireclere olan etkisi hem
endotel hiicrelerinde hem de baska hiicre tiplerinde yapilan literatiir ¢aligmalarinda
gosterilmistir. Bununla beraber, bazi ajanlarin anjiyogenez inhibe edici 6zellik
gostermesi kardiyovaskiiler alanda kullanilan bazi ilaglarin timér biiylimesini
engelleme amaciyla kullanimint giindeme getirmistir. Selektif olmayan bir beta

bloker olan propranololun, in-vitro kosullarda TUVEH’ lerinde doz bagimli olarak
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proliferasyonu, kemotaktik motiliteyi ve matrijel membranda kapiller benzeri tiip
olusturma kapasitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu calismada yazarlar
kardiyovaskiiler hastaliklarda énemli bir yeri olan propranololun anjiyogenezis ile
seyreden hastaliklarda kullanilabilecegini 6nermislerdir (Lamy ve ark., 2010). Beyin
mikrovaskiiler endotel hiicreleri ile yapilan bir baska in-vitro ¢alismada,
propranololun matrijel membranda tiip olusturma kapasitesini ve matriks
metalloproteinaz protein-9 sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Anabi ve ark.,
2009). in-vitro kosullarda yapilan bu ¢alismalar, propranololun kanser hastalarinda
antianjiyogenik bir ajan olarak kullanilabilecek bir ajan oldugunu diisiindiirmektedir.
Nitekim kanser hiicrelerindeki bu antianjiyogenik etki literatiirde farkli beta bloker
tipleri ve farkli kanser hiicreleri iizerinde gosterilmistir (Ding ve ark., 2015;
Hajighasemi ve Hajighasemi, 2009 ve Pasquier ve ark., 2013). Beta bloker ajanlarin
In-vitro anjiyojenik etkisinin yaninda in-vivo kosulardaki anjiyojenik aktivitesi
yapilan hayvan modeli ¢alismalarinda arastirilmistir. Selektif bir beta bloker ajan
olan atenololun, MI gecirmis ratlarda koroner arteriol gelisimini artttirarak kan
akimini arttirdig1 yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Dedkov ve ark., 2005). Mi
gecirmis ratlarla yapilan bir baska ¢alismada da bir 6nceki ¢alismaya benzer olarak
kalp hizim1 diisiiren metoprolol ve ivabradin gibi ajanlarin kalpte anjiyogenez
stirecini hizlandirdigi, Ulu ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir (Ulu ve ark.,
2009). Le ve arkadaslar tarafindan yapilan kronik iskemik kardiyomiyopatili tavsan
modeli c¢aligmasinda, karvedilol metoprolole gore daha fazla antiinflamatuar ve
anjiyogenik etki gosteren bir ajan olarak bulunmustur (Le ve ark., 2013). Kalsiyum
kanal blokeri olan ve Kklinikte antihipertansif ajan olarak kullanilan nifedipinin
IKAEH’ lerinde tiip olusumunu arttirdigini ve bunun artan VEGF sentezinin
KDR/FIk-1/NO yolagini aktive etmesi sonucu olustugu gosterilmistir (Miura ve ark.,
2005). IKAEH ile yapilan baska bir in-vitro ¢alismada ise oksidasyona ugramis
diisiik yogunluklu kolesteroliin, diisiik konsantrasyonlarda anjiyogenezi indiikledigi
ve PI3K/Akt/eNOS yolag: iizerinden nitrik oksit sentezini aktive ettigi gosterilmistir
(Yu ve ark., 2011). ITUVEH hatt1 ile yapilan bir in-vitro ¢alismada, voltaj bagiml
sodyum kanallarinin anjiyogenez fonksiyonunu siirdirmede 6nemli roller oynadigi
gosterilmistir (Andrikopoulos ve ark., 2011). Daha onceki yapilan calismalardan

bilinmektedir ki diisilk dozlardaki ranolazin, kardiyomiyositlerde ge¢ sodyum
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kanallar1 tizerinde selektif ve kuvvetli bir blokaj aktivitesi gostermektedir fakat
ranolazinin hiicre igerisinde farkli dozlarda farkli etkileri de mevcuttur. Fakat
ranolazinin anjiyogenik siirece olan etkisine dair literatliirde yayimlanmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu tez calismasinda, ranolazinin IKAEH hatti
tizerinde proliferasyon, sitotoksisite ve anjiyogenez iizerine olan etkileri
aragtirtlmistir. Yaptigimiz ¢alismalar gostermektedir ki ranolazin doz bagimli olarak
ve 12. saate kadar IKAEH’ lerinde tiip olusum siirecini arttirmistir. Fakat
biyokimyasal 6lgtimlerde, hiicre besiyerlerinde VEGF miktarinin zamanla artmaktan
ziyade azaldigi tespit edilmistir. Her ne kadar matrijel bazal membran matriks
deneyinde tiip olusumunda artis gézlenmis olsa da bu sonuglarin artmis anjiyogenik
aktivite lehine yorumlanmasi mevcut bulgularla uygun géziikmemektedir. Nitekim
matrijel tiip olusumu g¢alismalarinda bilinmektedir ki fibroblast gibi endotel disi

hiicreler dahi tiip olusumu gosterebilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yeri
olan ranolazin molekiiliiniin farkli dozlarda IKAEH hatt1 iizerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Ranolazin KKH’ da kullanilmak amaciyla ge¢mis yillarda kullanim
onayl almis yeni bir antianginal ajandir. Hiicresel seviyedeki etki mekanizmasinda
doz bagimli ¢esitlilik olmasi, farkli dokularda alinan farkli lokal ve sistemik yanitlar
ranolazin molekiiliinii daha da ilgi ¢ekici hale getirmistir. ilacin kardiyovaskiiler
hastaliklarda sonlanim noktalarin1 diizeltmesinin yaninda klinik Oncesi hayvan
deneylerinde ve insan c¢aligmalarinda gosterilmis bir antidiyabetik ve antiaritmik
etkinligi mevcuttur. Ayrica sinir hiicrelerinde ve pankreas dokusunda gosterilmis
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkisi mevcuttur. Bununla beraber, ilacin bazi
migren ve epilepsi tiirlerinde faydasi olabilecegine dair ¢aligmalar yapilmigtir. Fakat
ilacin yenileyici tip biliminde kullanim alan1 kisith olup bu konu ile ilgili bugiine
kadar yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu baglamda bu tez caligmasi
literatiirde bulunan bir a¢igin kapatilmasina yardimci olacaktir. Ayrica literatiirde,
ranolazinin endotel hiicreleri tizerindeki etkisiyle ilgili bir ¢calisma bulunmamaktadir.
Bu amacla tez calismasinda ranolazin molekiiliiniin IKAEH {izerindeki etkisinin

arastirilmasi planlanmistir.

Tez calismas1 kapsaminda dncelikle ticari olarak temin edilen IKAEH hatti
kiiltiire edilerek yeterli sayida c¢ogaltildi. Ticari olarak temin edilen ranolazin
molekiili, ¢alisilmast planlanan konsantrasyonlarda seyreltilerek porsiyonlara
ayrildi. Tez ¢alismasinda arastirilmast planlanan ranolazin konsantrasyonlarina
literatiirde bulunan Onceki ¢aligmalar degerlendirilerek karar verilmistir. Tez
calismasinda ranolazinin IKAEH iizerindeki proliferasyon ve sitotoksisite yanitin
degerlendirmek amaciyla es zamanli hiicre analizine imkan veren xCELLigence
RTCA sistemi kullanildi. Test edilen hig¢ bir dozda (0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200
puM) ranolazinin hiicrelere sitotoksik bir etkisinin bulunmadigi gosterildi ve

hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi farkli dozlarda degismedi.
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Matrijel tiip olusumu testi in-vitro anjiyogenezin en dnemli gostergelerinden
biri olarak degerlendirilmektedir. Bu amagla tez calismasinda, IKAEH’ leri matrijel
membrana ekildi ve belirlenmis iki dozda (50 ve 200 uM) ranolazin ortama
eklenerek hiicreler 16 saat boyunca gozlemlendi. Belirli zaman araliklarinda 1s1k
mikroskopuyla hiicrelerin resmi ¢ekildi. Bulgular yorumlandiginda 50 uM ve 200
uM ranolazinin endotel hiicrelerinde negatif kontrol grubuna kiyasla tiip olusum
kapasitesinde artisa sebep oldugu tespit edildi. Ayrica bu etki 200 uM ranolazin
igeren hiicre grubunda 50 uM ranolazin grubuna gore anlamli olarak daha fazlaydi.
Ranolazinin IKAEH’ lerinde tiip olusturma kapasitesinde artisa sebep olmasi yani

anjiyogenez siirecini arttirmasi ilk defa yapilan tez ¢aligmasi ile gosterilmistir.

Anjiyogenezin biyokimyasal olarak en 6nemli gostergesi VEGF molekiiliidiir.
Tez calismasinda hiicre besiyerlerine salinan VEGF miktar1 ELISA yontemi
kullanilarak belirlendi. Matrijel tiip olusumu deneyi ile uyumlu olmasi i¢in ayni
dozlar calisildi. Ranolazin ile kiiltiire edilen hiicrelerden 12, 24 ve 48. saatlerde
ornekler alindi ve ELISA metodu ile VEGF seviyeleri calisildi. Bulgular
yorumlandiginda, ranolazin molekiiliiniin IKAEH” lerinde dozlardan bagimsiz olarak

VEGF salimini arttirmadig tespit edildi.

Ranolazin molekiiliiniin IKAEH hatt1 {izerinde gok yiiksek dozlarda dahi toksik
etkisi bulunmamaktadir. Matrijel membranda her ne kadar tiip olusturma
kapasitesinde artis gozlemlense de VEGF seviyelerinde bir artis gézlemlenmemis
olmast ilacin anjiyogenezis etkisi bulunabilecegine dair yorum yapilmasim
destekleme noktasinda yetersiz kalmaktadir. Bu bilgiler 151g1nda gelecekte yapilmasi

planlanan diger ¢calismalar ve oneriler bir alt baglik altinda asagida tartisilmistir.

1. Tez calismasi kapsaminda ranolazin etkisi arastirilan IKAEH’ lerinin,
hipoksiye veya hiperglisemiye maruz birakilarak hiicrelerin patolojik kosullardaki

ranolazin yanitinin degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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2. Anjiyogenik aktiviteyi degerlendirmek i¢in galisilan ranolazin dozlarinin
genisletilerek daha genis bir doz spektrumunda ve biiytime faktorii azaltilmig matrijel

matriks membran tizerinde yanitin incelenmesi planlanmaktadir.

3. Endotel hiicre kiiltiirii icin standart olarak kabul edilen [TUVEH hattinda ve

kok hiicrelerde ranolazinin etkilerinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

4. Proliferasyon ve sitotoksisite analizlerinin yaninda hiicre i¢i yangi ve

programli 6liim siireclerinin arastirilmasi hedeflenmektedir.

5. Anjiyogenez siireci ile ilgili biyokimyasal analizlerin FGF, HGF gibi

faktorlerin de arastirilarak genisletilmesi planlanmaktadir.

6. In-vitro ¢alismalarda elde edilen sonuglarin in-vivo ¢alismalarla
desteklenerek ranolazinin anjiyogenezi uyarmak amacli olasi bir klinik kullanim

potansiyelinin arastirilmasi planlanmaktadir.
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OZET

Ranolazinin insan Koroner Arter Endotel Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin
In-vitro Sartlarda Arastirilmasi

Kardiyovaskiiler hastaliklar, tiim diinyada ve Tiirkiye’ de dnemli bir saglik problemi
olmaya devam etmektedir. Tanisal siirecte ve tedavi noktasinda ciddi gelismeler olsa da bu
hastalarin bircogu kronik stabil angina pektoris ve kalp yetmezligi ile yasamlarim1 idame
ettirmeye devam etmektedir. Yasam kalitesini bozan ve 6liim riskini arttiran bu durumu
diizeltmek icin degisik mekanizmalar iizerinden etki eden antianginal ilaglar siklikla
kullanilmaktadir. ila¢ kullammmin yaninda, bu hastalar icin arastirma asamasinda olan
alternatif hiicresel tedavi yoOntemlerinden birisi de koroner kollateral damar gelisimini
uyararak iskemik miyokard dokusunda terapotik anjiyogenezi uyarmaktir. Bu konudaki
calismalar daha ¢ok anjiyojenik protein, gen veya hiicre uygulamalarini icerse de bu konu ile
ilgili yapilmis klinik ¢aligmalarda net bir klinik fayda gosterilememistir. Oral yoldan etkili
olan ranolazin, kronik stabil angina pektoris hastalarinin kullanimu i¢in ilk kez 2006 yilinda
kullanim onay1 almistir. Molekiiliin etki mekanizmasina dair yapilan ¢alismalarla, molekiiliin
miyokard hiicresi i¢inde yag asidi oksidasyonunu inhibe ettigini gdstermis ve bu ylizden
gegmiste ‘metabolik modiilator’ olarak degerlendirilmistir. Fakat daha sonradan yapilan in-
Vitro ve in-vivo ¢aligmalar géstermistir ki ilacin antianginal etkisi hiicre igindeki metabolik
degisimden ziyade iskemi sirasinda daha da aktiflesen ge¢ sodyum kanallarinin inhibisyonu
ile olmaktadir. Molekiil, terapotik araligin iizerindeki dozlarda hiicre ic¢inde yag asidi
oksidasyonunu inhibe ederek metabolik modiilator aktivite sergilemekte, terapotik sinirdaki
dozlarda ise ge¢ sodyum kanal akiminda selektif ve kuvvetli bir inhibisyon etkisi
gostermektedir. Yapilan klinik c¢aligmalarda, ilacin antianginal etkinlik gdstermesinin
yaninda hastalarda diyabet parametrelerinde diizelme gosterilmistir. Bu etki klinik
caligmalarin yaninda hem in-vitro hem de in-vivo calismalarda gosterilmistir. Bunun
yaninda, klinik calismalarda gosterilmis olan anti-aritmik bir etki de mevcuttur. {lacin hem
ventrikiiler hem de atriyal aritmileri iyilestirdigine dair literatiirde yapilmis bir¢ok ¢alisma ve
olgu serileri mevcuttur. Ayrica ilacin pankreas hiicrelerinde ve sinir hiicrelerinde anti-
inflamatuar ve anti-apoptotik bir etkinligi oldugu gosterilmistir. Fakat literatirde ilacin
endotel hiicreleri iizerindeki etkinligi ile ilgili yapilmis bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu
calismada ranolazinin in-vitro kosullarda insan koroner arter endotel hiicreleri (IKAEH)
tizerindeki etkisi arastirilmasi amaglandi.

Bu calismada oncelikle IKAEH in-vitro kiiltiir ortaminda cogaltildi. Cogaltilan
hiicreler XCELLigence RTCA sistemi kullanilarak son konsantrasyonlar1 0, 2.5, 5, 10, 25,
50, 100 ve 200 uM olacak sekilde ranolazin ile muamale edildi ve hiicrelerin proliferasyon
ve sitotoksisite yanitlart 96 saat boyunca gozlemlendi. Ardindan in-vitro anjiyogenezi test
etmek i¢in matrijel tiip formasyonu testi yapildi. IKAEH matrijel membrana ekildikten sonra
son konsantrasyonlar1 50 ve 200 uM olacak sekilde ranolazin ile mumale edildi ve 4, 8, 12
ve 16. saatlerde invert mikroskop kullanilarak resimleri ¢ekildi. Faz-kontrast goriintiileri
Wimasis Image Analysis progranmi kullanilarak degerlendirildi. Anjiyogenezin biyokimyasal
gostergesi olarak vaskuler endotelyal growth faktér (VEGF) seviyeleri ELISA yontemi
kullanilarak 6l¢iildii. Son konsantrasyonlar1 50 ve 200 uM olacak sekilde inkiibe edilen insan
koroner arter endotel hiicrelerinin besiyerlerinden 12, 24 ve 48. saatlerde 6rnek alindi ve
ELISA yontemi ile VEGF miktarlar1 tespit edildi.
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Calismanin sonucunda test edilen hi¢bir ranolazin dozunda proliferasyonda artig
ve/veya sitotoksik etki gozlemlenmedi. Ranolazin icermeyen hiicre grubuna kiyasla
ranolazin iceren hiicre grubunda tiip olusum kapasitesinde artis tespit edildi. Tiip olusum
kapasitesi 200 uM ranolazin igeren grupta 50 uM ranolazin i¢eren gruba gore anlamli olarak
daha yiiksekti. ELISA testinde ise 12, 24 ve 48. saatlerdeki VEGF o6l¢iimlerinde herhangi bir
artis tespit edilmedi. Sonu¢ olarak bu tez calismasinda gosterilmistir ki ranolazin
molekiiliiniin endotel hiicreleri iizerinde c¢ok yiiksek dozlarda dahi toksik etkisi
bulunmamaktadir. Matrijel membranda her ne kadar tiip olusturma kapasitesinde artig
gozlemlense de, VEGF seviyelerinde bir artis gdzlemlenmemis olmasi ilacin IKAEH’ de
anjiyogenez etkisi bulunabilecegine dair yorum yapilmasini destekleme noktasinda yetersiz
kalmaktadir.

Anahtar Sézciikler: Ranolazin, Insan Koroner Arter Endotel Hiicresi, Anjiyogenez
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SUMMARY

The Investigation of The Effects of Ranolazine on Human Coronary Artery Endothelial
Cells Under In-vitro Conditions

Cardiovascular diseases continue to be an important health problem both in the whole
world and Turkey. Although there are serious developments in the diagnostic processes and
treatment modalities, most of these patients keep on to suffer from chronic stabile angina
pectoris and heart failure. Antianginal medications, which have different mechanisms of
action, are widely used to ameliorate this situation, which disrupts quality of life and
increases risk of mortality. In addition to medical therapies, there are alternative approaches
under investigation to help these patients such as therapeutic angiogenesis, which aims to
facilitate the growth of coronary collateral vessels in the ischemic myocardium. These
approaches mainly include angiogenic protein, gene and cell therapies although no clinical
benefit has been shown in the clinical trials until today. Ranolazine, which is orally effective,
has been approved for clinical usage in chronic stabile angina patients first in 2006. Studies
aiming to investigate the mechanism of action showed that ranolazine inhibits free fatty acid
oxidation in the cytoplasm of cardiomyocyte and the drug has been considered as a
‘metabolic modulator’ at that time. Subsequently in-vitro and in-vivo studies showed that,
the antianginal mechanism of the drug is the inhibition of the late sodium channels, which
are more activated during ischemia, instead of a metabolic ex-change in the cytoplasm.
Molecule inhibits free fatty acid oxidation above the therapeutic doses but inhibits late
sodium currents very strongly and specifically within therapeutic limits. In the clinical trials
performed, it has been shown that the drug has anti-diabetic effects in addition to its
antianginal effects. This effect has also been proven in in-vitro and in-vivo studies. In
addition, there is an antiarrhythmic effect, which has been demonstrated in the clinical trials.
There are a lot of studies and case series in the literature demonstrating the effectiveness of
the drug on atrial and ventricular arrhythmias. Besides, ranolazine has been found to
demonstrate anti-inflammatory and anti-apoptotic activity in neural and pancreatic cells. But
there is no study in the literature about the effects of the drug on endothelial cells. In this
study, it is aimed to investigate the effects of ranolazine on human coronary artery
endothelial cells (HCAECSs) under in-vitro conditions.

In this study, firstly HCAECs were expanded under in-vitro conditions. By
XCELLigence RTCA system, expanded cells were treated with a final concentration of 0,
2.5, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 uM ranolazine to evaluate the potential effects on proliferation
and cytotoxicity and cells were observed for 96 hours. Then matrigel tube formation test was
applied to test the in-vitro angiogenesis. After HCAECs were embedded to matrigel
membrane, cells were treated with a final concentration of 50 and 200 uM ranolazine and at
4 gth 12t and 16™ hours pictures were obtained by inverted microscope. Phase-contrast
micrographs were evaluated by Wimasis Image Analysis program. As a biochemical
indicator of angiogenesis, vascular endothelial growth factor (VEGF) levels were quantified
by ELISA method. From the medium of cells treated with a final concentration of 50 and
200 uM ranolazine, samples were taken at 12", 24" and 48" hours and VEGF levels were
evaluated by ELISA method.

As a result of the study, there was no increase in the proliferation and/or cytotoxic
effect of ranolazine at all tested concentrations. Compared to cells without ranolazine, there
was an increase in the tube formation capacity of cells treated with ranolazine. Tube forming
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capacity was higher in cells treated with 200 uM ranolazine compared to cells treated with
50 uM ranolazine. In the ELISA analysis, there was no increase in VEGF levels at 121", 24t
and 48" hours. As a result, it was demonstrated in this study that ranolazine molecule does
not have cytotoxic effects on endothelial cells even in very high doses. Although there was
an increase in the tube forming capacity of cells in matrigel membrane assay, the fact that
there was no increase in VEGF levels limits the support the suggestion that the drug may
have angiogenic effects on HCAECs.

Keywords: Ranolazine, Human Coronary Artery Endothelial Cell, Angiogenesis
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