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Gokce KAYNAK BAYRAK
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Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Subat 2019, 174 sayfa

Sunulan tez ¢alismasinda kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ve hiicrelerinden arindirilmis
miyokardiyal hiicre dist matrisin (ECM) birlestirilmesi ile kalp yamasi iiretilmesi
hedeflenmistir. Calismada doku miihendisliginin yenilik¢i yaklasimlar1 arasinda yer
alan ‘‘hiicre tabaka teknolojisi’® ve ‘‘hiicresizlestirme yaklagimi’’ birlestirilmistir.
Boylece, kalp hastaliklariin tedavisi i¢in kullanilabilecek in vitro kalp doku modeli

gelistirilmistir.

Tez calismasinin ilk asamasinda, kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin {iretiminde
kullanilan, H9C2 sigan kardiyomiyoblast hiicre hattt ve primer sigan kardiyak
mikrovaskiiler endotel hiicreleri (KMEH)’ nin karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapilmstir.
Ardindan, yalnizca H9C2 hiicre hatt1 kullanilarak hiicre tabakasi iiretmek i¢in 3 farklh
yontem, sicaklik duyarli kiiltiir kaplari, yliksek hiicre ekim yogunlugu ve serum
konsantrasyonu ve askorbik asit (AA) uygulamasi, kullanmilmigtir. Genel olarak tim
hiicre tabakalarinda canliligin yiiksek oranda korundugu ve hiicre tabakalarinin sirasi ile
kiiltiiriin 7., 9. ve 5. giinlerinde basarili sekilde ylizeyden kaldirildigi belirlenmistir.
Ayrica hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerinin hiicre kiiltiir kab1 yiizeyinden, hiicre

ekim yogunlugundan ve kiiltiir ortamindaki AA ve serum konsantrasyonundan
i



etkilendigi gézlenmistir. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analiz
sonuglari, poli(izopropil akrilamid) (PIPAAm) kaph kiiltlir yiizeyinin iskelet kasi
spesifik L-tipi voltaj bagimli Ca* kanali (Alfa 1s, Cacnals) gen ifadesini arttirdigini,
diisiik hiicre ekim yogunlugunun ise Cacnals ve Kkardiyak troponin T (Tnnt2)
ekspresyonunu azalttigii ve kollajen 1 (Collal) gen ekspresyonunu arttirdigini
gostermistir. Kiiltiir ortaminda yiiksek serum konsantrasyonu ve AA kullanilmas ile
hiicrelerin Collal gen ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Askorbik asitin etkisi
degerlendirildiginde, normal serum igeren ortamda H9C2 hiicrelerinin miyojenik
karakterinde artiy meydana geldigi, ancak, yliksek serum ile birlikte 100 ng/mL AA
kullanildiginda kardiyomiyojenik karakteri yiiksek hiicre tabakalarinin {iretildigi

belirlenmistir.

Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin iiretilmesi i¢in, 6dncelikle HOC2 hiicreleri retinoik
asit (RA; 10 nM, 50 nM ve 100 nM) igeren ortamda farkl siirelerde (5 ve 7 giin) kiiltiire
edilmisler ve kardiyomiyosit hiicrelerine farklilastirilmislardir. Immiinofloresan boyama
ve RT-PCR analizleri sonucunda 5 giin siiresince 100 nM konsantrasyonda RA
uygulamasinin farklilasma i¢in en uygun kosul oldugu belirlenmistir. Ardindan
farklilastirilmis H9C2 hiicreleri ve KMEH’leri ko-kiiltiir seklinde (6:1) farkl
konsantrasyonlarda AA (20, 50, 100 pg/mL) ve serum (%10.5 ve %15.0 v/v) iceren
ortamlarda kiiltiire edilmislerdir. Tiim gruplarda yiiksek oranda canlilik gosteren hiicre
tabakasi elde edilmesine ragmen, %10.5 (v/v) FBS ve 100 ng/mL AA konsantrasyonda
kardiyomiyojenik 6zelliklerin en yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle kalp yamasi

iiretimi i¢in bu kosullarda elde edilen hiicre tabakalar1 kullanilmistir.

Tez c¢alismasinin ikinci asamasinda, kalp yamasinin ikinci bileseni olarak,
hiicresizlestirilmis miyokardiyal ECM iskele iiretimi i¢in 2 farkli yontem (SDS ve
OGP) kullanilmigtir. Taramali elektron mikroskobu (SEM), immiinofloresan boyama,
histolojik boyama ve DNA analizi sonuglart hiicresizlestirmenin SDS ydnteminde
basarili sekilde gerceklestirildigini ve dogal doku ile karsilastirildiZinda DNA
iceriginde ~%89 oraninda azalma oldugunu gostermistir. Ayrica gerceklestirilen
hidroksipirolin, GAG analizi ve sitotoksisite testi ile yontemin ECM yapisina zarar

vermedigi ve hiicrelere toksik kimyasal kalinti bulundurmadigi belirlenmistir.



Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicreler (AKMKH) ve KMEH’ler kullanilarak,
hiicresizlestirilmis ECM iskele tiizerinde 2 haftalik in vitro Kko-kiiltiir ¢aligmasi
gergeklestirilmistir. Kardiyomiyojenik farklilasmayr uyarmak igin 24 sa siiresince 5-
Azasitidin (5-Aza) uygulamasi yapilmistir. Hiicrelerin, kiiltiir siiresince, canliliklarin
yiksek oranda koruduklar1 ve iskele icerisinde damar benzeri liimen yapilar
olusturduklart belirlenmistir. Ancak, yapilan analizler (immiinofloresan boyama ve RT-
PCR) b5-Aza’nin, kalp ECM nisi {izerindeki AKMKH’lerin kardiyomiyojenik

farklilasmasinda tek basina yeterli olmadigini géstermistir.

Kardiyovaskiiler hiicre tabakas1 destekli miyokardiyal yamanin iiretilmesi icin AKMKH
ve KMEH ekimi gerceklestirilmis ECM iskele yapisi, elde edilen kardiyovaskiiler hiicre
tabakasi ile birlestirilmistir. Kardiyomiyojenik farklilasmanin desteklenmesi i¢in 24 sa
5-Aza uygulamast yapilmistir. 5-Aza’nin, kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiir
etkisi yardimiyla, ECM nisi tizerindeki AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasini
destekledigi gozlenmistir. RT-PCR sonuglart hiicrelerin Tnnt2 ve Gata4 gen
ekspresyonlarinda artis oldugunu gostermistir.  Ayrica, kimyasal uyarici ajan
bulunmadigi durumda, kalp ECM nisi ve kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiiriin de

AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasini destekledigi belirlenmistir.

Calisma kapsamindaki tiim sonuglar degerlendirildiginde sicaklik duyarli kiiltiir
kaplarinin kullanimma gerek duyulmadan hiicre tabakalarmin basarili sekilde elde
edilebildigi belirlenmistir. Ayrica, AKMKH’lerin kalp ECM nisi, kardiyomiyositler ile
dogrudan ko-kiiltiir ve 5-Aza'min ig¢li sinerjik etkisi ile kardiyomiyojenik
farklilastirilabildigi gézlenmistir. Sonug olarak, damarlanma potansiyeli yiiksek bir in
vitro kalp doku modeli ortaya konmustur. Uretilen kalp yamasinin, sicanlar iizerinde
gergeklestirilecek in vivo deneylerde kullanima uygun oldugu gosterilmistir. Bu
calismalarda basarili sonuglar alindig1 takdirde, yamanin klinik ¢aligmalara uyarlanarak,
kalp hasarlarinda alternatif bir tedavi yaklasimi olarak degerlendirilebilecegi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kalp doku mihendisligi, Hiicre tabaka teknolojisi,
Hiicresizlestirilmis ECM iskele, Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre, Askorbik asit,
Retinoik asit, 5-Azasitidin.
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Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
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The aim of this thesis is to produce a heart patch by combining cardiovascular cell sheet
and decellularized myocardial extracellular matrix (ECM). In the study, two innovative
approaches of tissue engineering, ‘‘cell sheet technology’’ and ‘‘decellularization
approach’” were combined. Thus, in vitro heart tissue model, which can be used for the
treatment of heart diseases, has been developed.

In the first step of the thesis study, characterization studies of H9C2 rat cardiomyoblast
cell line and primary rat cardiac microvascular endothelial cells (CMEC), used in the
production of cardiovascular cell sheets, were performed. Then, 3 different methods,
temperature responsive culture plates, high cell seeding density and serum
concentration and ascorbic acid (AA) treatment, were used to produce cell sheet using
only H9C2 cell line. In general, it has been determined that the viability of all cell
sheets is highly conserved and the cell sheets were successfully removed from the
culture surface on days 7, 9 and 5 of the culture, respectively. In addition, it was
observed that the gene expression levels of the cells were influenced by the nature of the
cell culture dish surface, cell seeding density and AA and serum concentration in the
culture medium. Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis results

demonstrated the poly(isopropylacrylamide) (PIPAAm)-coated culture surface
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enhanced gene expression of skeletal muscle specific L-type voltage-dependent Ca*
channel (Alpha 1s, Cacnals), while low cell seeding density decreased the expression
of Cacnals and cardiac troponin T (Tnnt2), but increased collagen | (Collal) gene
expression. It has been shown that Collal gene expression of the cells increased with
the use of high serum concentration and AA in culture medium. When the overall effect
of ascorbic acid was evaluated, it was determined that myogenic character of H9C2
cells increased in normal serum containing medium, but, cell sheets having high

cardiomyogenic character were produced in case of high serum with 100 pg/mL AA.

In order to produce cardiovascular cell sheets, at first HOC2 cells were cultured in
retinoic acid (RA; 10 nM, 50 nM and 100 nM) containing medium at different time
periods (5 and 7 days) and differentiated into cardiomyocyte cells. As a result of the
analyzes (immunofluorescence staining and RT-PCR), it was determined that 100 nM
RA treatment for 5 days was the most appropriate condition for differentiation.
Subsequently, differentiated H9C2 cells and CMECs (6:1) were co-cultured in media
containing different AA (20, 50, 100 ug/mL) and serum (10.5% and 15.0% v/v)
contents. Although high levels of viable cell sheets were obtained in all groups, it was
determined that cardiomyogenic properties were highest in 10.5% (v/v) FBS and 100
ug/mL AA concentration. Therefore, cell sheets obtained in these conditions were used

for the production of heart patches.

Two different methods (SDS and OGP) were used for the production of decellularized
myocardial ECM scaffolds, which is the second component of the heart patch. Scanning
electron microscope (SEM), immunofluorescence staining, histological staining and
DNA analysis showed that decellularization was performed successfully with SDS
method and compared to native tissue there was ~89% reduction in DNA content.
Otherwise, hydroxyproline assay, GAG analysis and cytotoxicity test showed that the
SDS method did not damage the ECM structure and did not contain toxic chemical
residues to the cells.

A 2-week in vitro co-culture study was performed on the decellularized ECM scaffold
using adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs) and CMECs. 5-Azacitidine
(5-Aza) was applied for 24 h to stimulate cardiomyogenic differentiation. It has been
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determined that the cells maintain high viability during culture and form vascular-like
lumen structures in the scaffold. However, the analyzes (immunofluorescence staining
and RT-PCR) showed that 5-Aza alone was not sufficient for the cardiomyogenic
differentiation of ADMSCs on the heart ECM niche.

ECM scaffold seeded with ADMSCs and CMECs was combined with cardiovascular
cell sheet to produce the cardiovascular cell sheet supported myocardial patch. To
support cardiomyogenic differentiation, 5-Aza treatment for 24 h was applied. It has
been observed that, 5-Aza supports the cardiomyogenic differentiation of ADMSCs on
the ECM niche with the help of direct co-culture with cardiomyocytes. RT-PCR results
showed an increase in Tnnt2 and Gata4 gene expression of the cells. Furthermore, in the
absence of a chemical stimulant agent, heart ECM niche and direct co-culture with
cardiomyocytes were also found to support the cardiomyogenic differentiation of
ADMSCs.

It was determined that cell sheets could be produced successfully without the use of
temperature responsive culture plates. Besides, it has been observed that ADMSCs
could be differentiated cardiomyogenic with the triple synergistic effect of cardiac ECM
niche, direct co-culture with cardiomyocytes and 5-Aza. In conclusion, an in vitro heart
tissue model with high vascularization potential has been demonstrated. It has been
shown that the produced heart patch is suitable for use in in vivo experiments on rats. If
successful results were obtained in these studies, it was determined that the patch could
be considered as an alternative approach in heart damage by adapting the clinical

studies.

Keywords: Heart tissue engineering, Cell sheet technology, Decellularized ECM
scaffold, Adipose-derived mesenchymal stem cell, Ascorbic acid, Retinoic acid,
5-Azacytidine.
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TESEKKUR
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anda basarabilen arkadasim Dr. Ars. Goér. Damla Cetin Altindal’a ve ihtiya¢ duydugum
zamanlarda ¢ekinmeden yardimlarini isteyebildigim Dr. Ars. Gor. Soner Cakmak’a ve Dr.
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1. GIRIS
Kalp hastaliklar1 diinya capindaki oliimlerin yaklagik %40’ma neden olan sosyo-
ekonomik boyutu 6nemli hastaliklar gurubunda yer almaktadir (Chaudhuri ve ark.,
2017). Akut ya da kronik kalp hasarinda esas problem, yetiskin kardiyomiyositlerin
boliinme yeteneklerini kaybetmis olmalar1 ve hasar sonrasi bolgede bulunan kardiyak
kok hiicrelerinin, onarim i¢in yeterli sayida olmamasidir. Dolayisi ile, hasarli bolgede
bir yara (skar) dokusu olusur ve kalp, kasilma fonksiyonunu dogru sekilde
gerceklestiremez. Bu durumda uygulanmasi gereken, yara dokusu olusumunun
engellenmesi ya da bu dokunun fonksiyonel saglikli doku ile degistirilmesidir (Curtis ve
Russel, 2009). Mevcut tedavilerde sag kalimi arttirmak igin farmakolojik terapiler,
kardiyak resenkronizasyon terapisi ya da mekanik destek cihazlari kullanilmaktadir.
Ancak bu yontemler, kisitli sayidaki hastanin tedavisine uygulanabilmektedir. Terapotik
alanlardaki tiim gelismelere ragmen ileri evre kalp hastaliklarinda son care kalp
transplantasyonudur. Kalp transplantasyonu iyilestirici bir tedavi olanagi sunmakla
birlikte, verici yetmezligi nedeniyle uygulanmasi kisitlanmig durumdadir. Bu nedenle,
organ bagimsiz tedavilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Sanchez ve ark., 2015; Fujita

ve Zimmermann, 2018).

Klinik uygulamalarin ilk yaklasimi hasarli bolgeye saglikli hiicrelerin enjeksiyonu
seklindedir. Ancak, hiicre 6liimii, hiicrelerin bolgede stabil kalmamasi ve hiicresel
entegrasyonun saglanamamasi tedavinin basarisizligina neden olmaktadir. Ikinci
yaklagimda ise ‘‘kalp doku miihendisligi’’ uygulamalar ile hasarli kalp kasinin etkin
sekilde onarilmasi ya da yeni doku ile degistirilmesi amaglanmaktadir. Bunun i¢in
kullanilan destekleyici biyomateryaller kalp kast hiicreleri i¢in gerekli nisi
saglamaktadirlar. Biyomateryallerin, sekil, boyut ve kimyasi, hiicrelerin tutunma,
sinyalizasyon ve farklilagma siireclerini etkilemektedir (Curtis ve Russel, 2009; Pecha,
Eschenhagen ve Reichenspurner, 2016). Bu nedenle kullanilacak doku iskelesinin dogal
miyokardiyal matris yapisini taklit etmesi, uygun goézeneklilik ile damarlanmay1

desteklemesi ve mekanik Ozellikleri ile kasilmaya uygun olmasi gerekmektedir
(Chaudhuri ve ark., 2017).



Doku miihendisliginin giincel uygulamalarindan biri olan ‘‘hiicresizlestirme
yaklasimi’’ ile iretilen hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matris (ECM) iskeleler, dogal
dokuya en yakin ozellikleri saglayacagi icin iskele materyali olarak siklikla tercih
edilmektedir. Hiicre disi matris igerisindeki yapisal ve fonksiyonel proteinler,
glikoproteinler ve glikozaminoglikanlar, kollajen ve fibronektin gibi diger molekiillerin
arasinda dokuya 6zgii olarak yerlesmektedir. Bu yap1, ayn1 zamanda biiylime faktorleri
ve biyoaktif peptidler i¢in de bir kaynak olusturmaktadir. Bu faktorler hiicresel
fonksiyon ve farklilasma i¢in belirleyici nisi olustururlar (Brown and Badylak, 2014).
Hiicresizlestirme yaklagiminda, doku ya da organin dogal ECM yapisi korunur, hiicresel
bilesenler cesitli fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemler uygulanarak uzaklastirilir
(Uggiil ve Aras, 2017). Ayrica korunmus damar ag ve azaltilan immiin yanit
hiicresizlestirilmis iskelelerin getirdigi 6nemli avantajlardir (Chaudhuri ve ark., 2017).
Ancak, gelistirilen pek ¢ok hiicresizlestirme yontemine ragmen ideal hiicresizlestirme

ve yeniden hiicrelendirme yontemi belirlenememistir (Ferng ve ark., 2017).

Hiicre enjeksiyonunun dezavantajlarini ortadan kaldirmak icin iskele temelli doku
mithendisliginin yaninda yeni bir yaklasim sayilan ‘hiicre tabaka teknolojisi’’de kalp
doku miihendisligi calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Hiicre tabaka teknolojisi,
sicaklik-duyarl: kiiltiir kaplarinin iiretilmesi ile giindeme gelmistir. Ilerleyen yillarda ise
basta askorbik asit kullanimi olmak iizere pek ¢ok farkli yontem uygulanarak ve farkl
hiicre tiirleri kullanilarak hiicre tabakalar1 elde edilmistir (Matsuura ve ark., 2013; Kirby
ve ark., 2018). Hiicre tabaka yaklasimi, doku iskelesi kullanilmadig: i¢in, buna bag:
meydana gelecek enflamatuvar yanitin ya da fibroz doku olusumunun engellenmesini
saglamaktadir. Ayrica kolaylikla 3B yap1 olusturulabilmesi, kolay manipiile
edilebilmesi ve alict dokuya kolaylikla transplante edilebilmesi agisindan avantaj
saglamaktadir. Tabakalarin kirilgan olmasi ve elde edilen tek tabakanin kalinlik

kisitinin bulunmasi ise hiicre tabaka teknolojisinin dezavantajlarini olusturur (Masuda

ve ark., 2008; Chaudhuri ve ark., 2017).

Fonksiyonel kalp doku yamasinin gelistirilmesinde kullanilacak hiicre icin kesin bir
kaynak belirlenememistir. Ancak yetiskin kok hiicreler en olast kaynak olarak
goriilmektedir (Curtis ve Russel, 2009). Kok hiicre tedavisi, hasarli kalpteki kardiyak

hiicrelerini ve kardiyak fonksiyonunu desteklemek i¢in umut verici terapotik secenek
2



haline gelmistir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), bu amagla en sik kullanilan
hiicrelerdir ve yliksek miktarda tiretilebilmeleri, otolog ya da allojenik kullanima uygun
olmalar1 sagladiklar1 avantajlar arasindadir. Yapilan calismalarda miyogenez ve
anjiyogenezi destekledikleri, kendileri dogrudan kardiyomiyositlere farklilasmasa da
parakrin etki ile salgiladiklar1 anjiyogenik ajanlar ve biiylime faktdrlerinin
kardiyoprotektif ozellik gosterdigi belirtilmistir. Adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicreler (AKMKH’ler) kolay elde edilebilmeleri ve kemik iliginden daha fazla MKH
popiilasyonuna sahip olmalar1 agisindan avantaj saglamaktadir (Chiu ve Rasidic, 2013;

Galvez-Monton ve ark. 2013; Ishida ve ark., 2015; Tachida ve ark., 2016).

Sunulan tez calismasinda kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenmis hiicrelerinden
arindirilmis  miyokardiyal doku kullanilarak bir kalp yamasinin elde edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla, ilk 6nce H9C2 kardiyomiyoblast hiicre hatt1 ve 3 farkli
yontem (sicaklik duyarl hiicre kiiltiirii kaplari, yliksek hiicre ekim yogunlugu ve serum
konsantrasyonu ve askorbik asit uygulamasi) kullanilarak kardiyomiyoblast hiicre
tabakalar1 elde edilmis ve tabakalarin karakterizasyon caligsmalar1 gerceklestirilmistir.
Ardindan, en uygun yontem olarak belirlenen, askorbik asit uygulamasi yontemi ile
kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri (KMEH) ve kardiyomiyosit hiicrelerine
farklilastirilmis H9C2 hiicreleri kullanilarak kardiyovaskiiler hiicre tabakalari
uretilmistir. Elde edilen hiicre tabakalarinin 6zellikleri ¢esitli analizler ile belirlenmistir.
Kalp yamasinin ikinci bileseni olan, miyokardiyal doku iskelesinin {iretimi i¢in sican
kalbinden alinan kesitler 2 farkli yontem (sodyum dodesil siilfat ,SDS, ve oktil-p-D-
glukopiranosid ,OGP, yontemi) kullanilarak hiicresizlestirilmistir. ~ Yapilan
karakterizasyon calismalart sonucunda SDS yonteminin hiicresizlestirme isleminde
basarili olduguna karar verilmistir. AKMKH’leri, KMEH’ler ile ko-kiiltiir seklinde
hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde kiiltiire edilmis ve kimyasal uyarici ajan (5-
Azasitidin, 5-Aza) varliginda kardiyomiyojenik farklilagma potansiyeli incelenmistir.
Tez calismasinin son asamasinda ise AKMKH ve KMEH ekimi gerceklestirilen
hiicresizlestirilmis ECM iskele, kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile birlestirilmis ve 5-
Aza varliginda Kkiiltire edilmistir. Boylece hedeflenen kalp yamasmin iiretimi
gerceklestirilmistir. Kiiltiir siiresince yapilan ¢esitli analizler ile uygun nis, dogrudan

ko-kiiltiir ve kimyasal farklilasma ajaninin sinerjik etkileri ile AKMKH’lerin
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kardiyomiyojenik farklilasma potansiyelleri incelenmistir. Elde edilen sonuglar
kardiyomiyojenik Ozellikleri ve damarlanma potansiyeli yiiksek bir kalp yamasi

modelinin gelistirilmesi agisindan degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Genel bilgiler bolimiinde ilk oOnce kisaca kalbin yapisi, embriyolojik gelisimi,
anatomisi, histolojisi ve fizyolojisinden bahsedilmistir. Daha sonra kalp hasarlarinin
tedavisinde kalp doku miihendisligi yaklagiminda kullanilan doku iskeleleri ve hiicre
tirleri  agiklanmistir.  Tez  kapsaminda uygulanan, doku miihendisliginde
hiicresizlestirme yaklasimi ve bu amagcla kullanilan ajanlar, hiicresizlestirilen ECM
iskelelerin karakterizasyonu, bozunma mekanizmasi, yeniden hiicrelendirme ve kalp
doku miihendisligi alanindaki kullanimlar1 hakkinda bilgi verilmistir. Ardindan hiicre
tabaka teknolojisi, hiicre tabakalarmin olusturulmasinda kullanilan alternatif
yaklagimlar ve hiicre tabaka teknolojisinin avantaj ve dezavantajlart kisaca

aciklanmugtir.

2.1. Kalp Doku Miihendisligi

2.1.1. Kalbin Yapis1 ve Ozellikleri

Kalp, gogiis kafesinin mediastinum adi verilen boslugunda, akcigerler arasinda sola
yakin bir bolgede bulunan, kardiyovaskiiler sistemi meydana getiren arterler ve venler
aracilifiyla viicuda kani pompalamak ile gorevli muskiiler bir organdir. Kalbin 6niinde
gogiis kemigi sternum, arkasinda omurga kemikleri bulunur, bu haliyle taban1 yukarida,
tepe noktasi asagida olan bir cam kozalagina benzemektedir. Kalp diger organlardan
perikardiyum adi verilen bir zar ile ayrilmakta olup, perikardiyal bosluk ad1 verilen bir
alana yerlesmis durumdadir. Ortalama bir kalp yaklasik olarak yumrugumuzun
biiyiikliigiindedir (12 c¢cm uzunlugunda, 8 cm genisliginde ve 6 cm kalinliginda).
Cinsiyetler arasinda karsilastirildiginda ise bir kadinin kalp agirligi yaklagik 250-300 g
iken bir erkegin kalp agirligi yaklasik olarak 300-350 g olarak ol¢iilmektedir. Spor
yapan kisilerde, bu agirliklar miyosit hacminin egzersiz ile artmasina bagli olarak biraz
daha fazla olabilir (Anatomy and Physiology, 2013; laizzo, 2005; Bouten ve ark.,
2011). Saglikl bir yetiskin kalbi giinde ortalama 10°, yasam boyu 3x10° kez viicuda kan
pompalar. Kalp mekanik fonksiyonunu yerine getirmek iizere gerekli oksijen ve besin
thtiyacini viicuttaki kanin yaklasik %5’ini kullanarak karsilamaktadir (Bouten ve ark.,

2011).



2.1.1.1. Kalbin Embriyolojik Gelisimi

Insan kalbi gelisim sirasinda olusan ilk fonksiyonel organdir. Fertilizasyondan yaklasik
3 hafta sonra atmaya ve kan pompalamaya baslar. Kalp embriyonik dokuda mezoderm
kokenli olarak, embriyonun bas bolgesine yakin bir kardiyojenik alanda gelismeye
baslar (Moorman ve ark., 2003). Bu gelisimde kemik morfojenik proteini (BMP) ve
fibroblast biiyiime faktorii (FGF) sinyalizasyonu 6nemli rol oynar (Chien, Domian and
Parker., 2008). Primer ve sekonder kalp alani, kardiyak noral krest ve proepikardiyum,
kalp gelisimindeki 4 temel embriyonik bélgedir. Insan gelisiminin 15. giiniinde primitif
cizgi olusur ve ¢izgi boyunca go¢ eden ilk mezodermal hiicreler kalbe farklilasan
hiicrelerdir. One ve yana yerlesen hiicreler primer kalp alanmi olusturur. Bunlar
miyokardiyal ve endokardiyal Onciil hiicrelerdir. Endoderm kaynakli kimyasal
sinyallerin de etkisi ile 2 serit halinde kardiyojenik kord olusur ve bunlarin gelismesi ile
endokardiyal tiipler meydana gelir. Ugiincii haftada endokardiyal tiiplerin fiizyonu ile
miyokardiyum hiicreleri bir matris salgilar ve kardiyak jel adi verilen bu tabaka
miyokardiyum ve endokardiyumu birbirinden ayirir. Yirmi ikinci giinde lineer kalp tiipii
atmaya baglar, 22-28. giinler arasinda kalbin katlanma ve halka yapisini almaya
baslamastyla epikardiyal hiicreler kalbin etrafini sarar ve kalp endokardiyum, kardiyak
jel, miyokardiyum ve epikardiyumdan olusan 4 tabaka haline gelir. Sekonder kalp alan1
kalbin ¢ikis yollarin1 meydana getirir. Kardiyak noral krest ise primer ve sekonder kalp
alan1 disinda kalan ndral tiipten kaynaklanan hiicrelerdir. Gelisimin 3-4. haftalarinda
noral tiipten ayrilip, 5-6. haftalarda kalbin gelisen ¢ikis yollarina dogru hareket eder ve
ventrikiiller ile ¢ikis yollarimin dogru sekilde ayrilmasinda gorev alirlar. Kalbin bir
cember yapist meydana getirmesi epikardiyumun miyokardiyumu cevrelemesi ile
baslar. Mezoderm kaynakli olan proepikardiyal hiicreler, koroner damar ag1 ve
miyokardiyum gelisiminde énemli rol oynar. Embriyonik kalp 11. haftada anatomik ve
fonksiyonel olarak tamamen olusmustur. Doguma kadar olan siirecte kalp hiicre
boliinmesi ile bliylimeye devam eder, dogumdan sonraki 1-2 hafta igerisinde ise
biiyiime hiicre hipertrofisi, yani hiicrenin sayica degil hacimce artmasina bagli olarak
gerceklesir. Sonugta olgun kardiyak hiicrelerinin ¢ogu boliinme yeteneklerini kaybeder.
Kalbin gelisim evrelerinin bilinmesi dogustan kalp hastaliklarinin etiyolojisi i¢in

ipuglari olusturmaktadir (Anatomy and Physiology, 2013; Martinsen and Lohr, 2005).



2.1.1.2. Kalbin Anatomisi

Kalp, septum adi verilen miyokardiyum ve endokardiyumun uzantisindan meydana
gelen yapilar ile 4 bdlmeye ayrilmis durumdadir. Ust kisimda sag ve sol atriyumlar, alt
kisimda ise sag ve sol ventrikiiller bulunur (Haschek, Rousseaux and Wallig, 2010). ki
atriyumu ayiran bolme interatriyal septum, ventrikiilleri ayiran bdlme interventrikiiler
septum, atriyum ve ventrikiilleri birbirinden ayiran bdélme ise atriyoventrikiiler septum
olarak adlandirilir. Atriyoventrikiiler septumda kanin atriyumdan ventrikiile,
ventrikiillerden ise pulmoner dolasima ya da aorta gegmesini saglayan 4 adet kapakgik
bulunmaktadir. Kanin tek yonlii olarak atriyumdan ventrikiile gecisini saglayan
kapake¢iklar ‘‘atriyoventrikiiler’” (solda bikiispit, mitral, sagda trikiispit), aorta ve
pulmoner dolasima gecisini saglayanlar ise ‘‘aortik ve pulmoner semilunar
kapakgiklar’’ olarak adlandirilmaktadir. Kalbin i¢ yapisi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Sag
atriyum, siiperior vena kava ve inferior vena kava ile koroner siniisiin, sistemik
dolasimdan kalbe getirdigi karbondioksitge zengin kanin toplandig1 bolme olarak gorev
alir. Sag ventrikiil, sag atriyumdan gelen kani akcigerlere pompalamaktadir. Bu sirada
olusan basing nedeniyle kanin atriyumlara geri donmesini 6nlemek icin kapakgiklarin
ventrikiiler yiizey ile baglantilarim1 saglayan ozel kas ve bag doku yapilar
bulunmaktadir. Pulmoner damarlarda meydana gelen gaz degisiminden sonra oksijence
zengin kan kalbe sol atriyumdan giris yapar ve mitral kapakg¢iktan sol ventrikiile gecer.
Sol ventirtikiilin kasilmasi ile kan aortik semilunar kapakciktan gegerek aort ile

sistemik dolagima gonderilir.

Siiperior vena cava Sol pulmoner arter

Sag pulmoner arter . .
Sol atriyum

Pulmoner arter o .
Sol pulmoner venler

Sag pulmoner venler
Mitral kapakeik
Sag atriyum
k. Aortik kapak
Fossa ovalis
ASRIggS z Pulmoner kapak
Trikiispit kapakeig
Sag ventrikiil Sol ventrikiil
Korda tendinea Papiller kaslar
interventrikiiler septum

Epikardiyum

Trabeculae carneae

Moderatir bant
oderator ban Miyokardiyum

inferior vena cava Endokardiyum

Sekil 2.1. Kalbin i¢ yapis1 (Anatomy and Physiology, 2013’den degistirilerek).
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Kalbin yasam boyu kritik ve siirekli aktivitesi, kardiyomiyositlerin diger hiicrelere gore
enerji ihtiyacinin daha fazla olmasina, dolayist ile kan dolasimina daha ¢ok ihtiyag
duymasma neden olmaktadir. Kalbin kendi igerisindeki kan dolasimi koroner
sirkiilasyon olarak adlandirilir, koroner arter ve venler yardimi ile gerceklesir. Kalbe ait
damarlar Sekil 2.2°de gdsterilmistir. Sol koroner arter, kalbin sol atriyumu, ventrikiilii
ve interventrikiiler septumuna kan dolasimini saglar. Buradan ayrilan sirkiimfleks
arterin kollar1 sag koroner arterin kollar1 ile birlesmektedir. Sol koronerden ayrilan
ikinci biiyiik arter, kalbin sol 6n inen arteri (left anterior descending artery; LAD) olarak
adlandirilir ve olusturdugu kiigiik kollar posterior interventrikiiler arterin kollar1 ile
birlesip anastomoz yapabilir. Kalpteki anastomoz bdlgelerinin ¢ok az olmasi ve koroner
arterin herhangi bir nedenle tikanmasi bu damar tarafindan beslenen hiicrelerin
Olmesine, yani miyokardiyal enfarktiis ile sonu¢lanmasina neden olmaktadir. Sag
koroner arter, posterior interventrikiiler arter ve marjinal arter ile kalbin sag boliimiine
dolasimi saglamaktadir. Koroner venler ise kalp tarafindan kullanilan kanin tekrar kalbe
geri donmesini saglar ve genellikle arterlere paralel olarak yerlesmislerdir. Biiyilik
kardiyak ven basta anterior interventrikiiler arter ile birlikte ilerlerken posterior, orta ve
kiiglik kardiyak veni yapisina alir ve kardiyak siniis ile sag atriyuma baglanir (Weinhaus
and Roberts, 2005; Akhter, 2011).

Aort Siiperior vena cava

Sol pulmoner arter Sag pulmoner arter
Siiperior pulmoner venler
Sol pulmoner venler i P

Sol atriyum uzantisi Sag atriyum

Sol atriyum Inferior vena cava

Sol koroner arter Koroner siniis

sirkiimfleks dah Kiiciik kardiyak ven

Biiyiik kardiyak ven Sag koroner arter
Sol ventrikiil

i Posterior interventrikiiler arter
posterior ven

Orta kardiyak ven
Sol ventrikiil

Sag ventrikiil
Apeks
Sekil 2.2. Perikardiyum altinda kalbin dig goriinimii ve damarlar1 (Anatomy and

Physiology, 2013’den degistirilerek).



2.1.1.3. Kalbin Histolojisi

Kalp kendisine ait biiylik damarlarin duvarlarina ve diyaframa yapisik olarak bulunan
perikardiyum kesesi igerisinde yerlesmistir. Perikardiyum, yogun olarak tip I ve III
kollajen fiberlerinin arasina yerlesmis elastik fiberlerden meydana gelmistir ve iki ayri
katmandan olusur: dista bulunan fibréz perikardiyum ve icteki ser6z perikardiyum.
Fibroz perikardiyum, kalbin gogiis kafesi icindeki pozisyonunu saglayan ve onu dis
etmenlere kars1 koruyan sert, yogun bag dokusundan meydana gelmektedir, kollajen ve
elastin fiberler icerir. Daha hassas olan serdz perikardiyum iki tabakadan olusur: fibroz
perikardiyum ile birlesmis olan parietal perikardiyum ve kalp ile birleserek kalp
duvarinin bir pargasi olan i¢ viseral perikardiyum (epikardiyum). Epikardiyum ve
parietal perikardiyum arasinda yer alan perikardiyal bosluk ser6z bir sivi ile doludur.
Epikardiyumun serbest yiizeyinde yassi epitel hiicrelerinden olusan mezotelyum
tabakast bulunur. Bu hiicreler perikardiyal bosluk icerisinde bulunan ve kasilma
sirasinda siirtlinme etkisini azaltan ser6z siviyr salgilamaktadirlar. Epikardiyum,
mezotelyumu destekleyen fibroelastik bag dokusu ve aradaki ince bir yag dokusu ile

miyokardiyuma baglanir (Hoit, 2017).

Kalbin esas yapisini olusturan kalp duvarinin enine Kkesiti incelendiginde farkli
kalinliklara sahip 3 katmandan olustugu goriilmektedir (Sekil 2.3). Distan ige dogru
epikardiyum, miyokardiyum ve endokardiyum olarak sayilabilir. En distaki
epikardiyum (viseral perikardiyum) tabakasi perikardiyumun en i¢ katmanidir. Ortadaki
en kalin tabaka cogunlukla kardiyomiyositlerin olusturdugu miyokardiyumdur. Yapi
icinde ayrica kollajen fiberler, kalbi besleyen kan damarlar1 ve diizenleyen sinir fiberleri
bulunur. Kalp kasi, hiicrelerin olusturdugu girdap sekli ile kalp odaciklarinin etrafim
sararak miikemmel bir yap1 olusturur. Bu ‘‘8”’ benzeri motif ile kalp, kan1 lineer bir
dizilime gore ¢ok daha kolay ve etkin sekilde pompalayabilmektedir (Van Vleet,
Ferrans and Herman, 2002; Anatomy and Physiology, 2013). Sag ve sol ventrikiil
kasilmada esit miktarda kan pompalamalarina ragmen sol ventrikiiliin kani1 sistemik
dolasima pompalamasi nedeniyle ¢cok daha yiiksek basing olusturmasi gerekmektedir,
bu nedenle sol ventrikiil daha kalin (8-15 mm) bir kas duvarina sahipken sag ventrikiil
daha ince (4-5 mm) bir duvara sahiptir (Bouten ve ark., 2011). En igteki yass1 epitel

hiicrelerinden olusan endokardiyum tabakasi ise ince bir bag dokusu ile miyokardiyuma
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baglanir ve kanin dolastigi tiim odaciklar ile kalp kapakgiklarmi kaplayarak kan
damarlarinin endotel katmani olarak devam eder (Anatomy and Physiology, 2013;

Haschek, Rousseaux and Wallig, 2010 ).

Perikardiyal Yogun fibroz tabaka
bosluk s %R asicai
. N arieta
Miyokardiyum ‘./ Ay 3 ,/\ Konnektif doku perikardiyum
AN » N 5 g x
\l\' . e Mezotelyum

My . 5 N"¢ \: NS ,\\ ) A Arter
Perikardiyum PR oy
> 3 $ » 4, >
* . N - ;
,*C > s ! '0‘ Ven
» Z /% \ N\ A Y »

Perikardiyal J
bosluk
1 4
e 0 (Viseral
h sl ', : / Konnektif perikardiyum)

On gisterim 2 doku

28 A\ SO . Konnektif dokular
Al

Mezotelyum Epikardiyum

o r

o \
¥ ;\\“"\‘

'
=l <

; - ' Konnektif

“~ doku Endokardivum

St S et Endotelyum
Kesit goriiniimii

Sekil 2.3. Kalp duvarmmi olusturan tabakalar (Weinhaus ve Roberts, 2005’ten
degistirilerek).

Kalp temel olarak kardiyomiyositler, fibroblastlar, endotel hiicreler, perisitler ve diiz
kas hiicrelerini iceren hiicresel bilesenler ve hiicreler arasinda yer alan hiicre dist
matristen (ECM) olusmaktadir. Kardiyomiyositler kalbin temel fonksiyonel kasilabilen
hiicreleridir. Kalp fibroblastlar1 ise kollajen, fibronektin ve laminin gibi hiicre disi
matris komponentlerinin {iretilmesinden sorumludur. Kardiyomiyosit ve endotel
hiicrelerin aksine stromal bogslukta bulunurlar. Bu 6zellikleri sayesinde enfarktiis gibi
durumlarda hasarli bolgeye go¢ edip hizlica doku hacmi ve matris bilesenlerinin
yeniden diizenlenmesini saglamaktadirlar. Uygun uyar1 altinda, nispeten durgun
fibroblastlar aktif bir kasilma fenotipi edinebilir ve fibroblastlarin tipik olmayan birkag
diiz kas hiicre markirim1 ve kontraktil proteinleri eksprese edebilirler. Kardiyak
iskeletini olusturan kollajen ag, fibroblastlarin miyositler tizerinde kuvvet uygulamasina
ve ayrica ECM'nin bozunmasi ve sentezi yoluyla dis uyaranlara yanit vermesine izin
verir. Ayrica fibroblastlar komsu kardiyomiyosit ve endotel hiicreleri ile heterotipik
baglantilar1 olustururlar. Fibroblast ve miyositler arasindaki hiicre-hiicre etkilesimi
miyokardiyum kasilmasinin uzun menzilli senkronizasyonunu saglamaya yardimci olur

(Alessandra, 2014; Valiente-Alandi, Schafer ve Blaxall., 2016).
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Kalp ECM yapisinda pek ¢ok kollajen izoformu (~%85 kollajen tip I), elastin, laminin,
fibronektin, hiyaliironik asit, glikozaminoglikan (GAG), kondroitin  stilfat
proteoglikanlari, heparin stilfat ile gesitli biiylime faktorleri yliksek organizasyonda ii¢
boyutlu yap1 igerisinde dizilmistir (Godier-Furnemont ve Vunjak-Novakovic, 2012;
Shahabipour ve ark., 2017). Bu elemanlarin her biri farkli yolaklarda gérev almaktadir.
Proteoglikanlar ve GAG’lar gelisim ve hastaliklarin olusumu sirasinda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Hiyaliironik asit gelisen kalpte hiicresel ¢ogalma ve gocl
desteklerken, kondroitin siilfatlar epitel mezenkimal gecis ile endokardiyal olusum,
kalbin 6zellesmesi ve kapakeik olusumunda gorevlidir. Kollajen ise birincil yiik tagiyan
proteindir, elastisite ile birlikte, sistol sirasinda dayanilan yiikii aktarirken, diyastol
sirasinda pasif saglamlik saglar (Godier-Furnemont ve Vunjak-Novakovic, 2012).
Fibronektin ise integrin, proteoglikan ve kollajen ile etkileserek hiicresel tutunmayi
saglar. Hiicre dis1 matrisin yeniden diizenlenmesi biiyiime faktorleri, sitokinler ve kii¢iik
peptidler gibi faktorlerin salimi igin O6nemlidir ve matris metalloproteazlar (MMP)
tarafindan gerceklestirilir (Moroni ve Mirebella, 2014). Gelisim siiresince ECM’deki
kollajen sentezi, fibronektin ekspresyonu ve biyoaktif molekiillerin oranlar1 degisim
gostermektedir. (Williams ve ark.,, 2014). Miyokardiyal ECM, doku destegi
olusturmanin yaninda hiicre sag kalimi, hareketleri ve ¢ogalmasini diizenleyen hiicre-
hiicre etkilesimleri i¢in sinyal tasiyict goérevi gormektedir. Matris homeostazinin
bozulmasi kardiyak fonksiyonel bozukluklarina, hasar sonrasi fibréz doku olusumuna
ve patolojik yeniden diizenlenmeye neden olur. Kardiyak hasarinda fibroblastlar
miyofibroblastlara doniislirler ve 1iyilesmeyi diizenleyici pek ¢ok ECM proteini
salgilarlar, yapilan yanlis ECM sentezi ise kalp sertlesmesi ve kasilma bozukluklarina
neden olmaktadir (Moroni ve Mirebella, 2014; Valiente-Alandi, Schafer ve Blaxall.,
2016).

Kalp Kasimin Ozellikleri

Kalpte kasilabilen ve iletken olmak tizere 2 farkli miyosit hiicresi bulunmaktadir.
Kasilabilen hiicreler atriyum ve ventrikiillerin ~%99’unu olustururken, iletken hiicreler
kalpteki aksiyon potansiyelinin iletiminden sorumludur. Purkinje hiicreleri disindaki
diger iletken hiicreler kasilabilen hiicrelere gore daha kiigiiktiirler ve fonksiyonel olarak

ndronlara benzeyen 6zellesmis kas hiicreleridir (Anatomy and Physiology, 2013). Kalp
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kasi hiicreleri, merkezi ¢ekirdek bulundurmasi, istem dis1 ve siirekli kasilmasi agisindan
diiz kasa benzerken, iskelet kasina benzer sekilde miyofilament ve fibrillerin en kiigiik
fonksiyonel {inite olan sarkomerler halinde diizenlenmesine bagli olarak enine
cizgilenme gosterir. Ancak kalp kasinda daha fazla mitokondri bulunur, sarkoplazmik
retikulum ise iskelet kasi kadar yaygin degildir. Kalp kasi hiicrelerinin en onemli
Ozellikleri kollateraller (yan kollarla) ile birbirlerine baglanmasidir. Bu baglanti
bolgeleri “interkalar diskler” olarak adlandirilir ve kas igerisinde senkronize kasilmayi
saglamaktadir. Interkalar disklerin yapisinda, hiicreleri birbiri ile ve hiicre iskeletini
hiicre dis1 matris ile baglayan siki baglantilar, kalp hiicrelerinin kasilma sirasinda
ayrilmasini Onleyen desmozomlar ve hiicreler arasinda iyon gecisine izin vererek
uyarinin iletilmesini saglayan aralik baglanti bolgeleri bulunmaktadir (Ackermann, Hu,

ve Kontrogianni-Konstantopoulos, 2012; Anatomy and Physiology, 2013).

Kontraktil proteinlerinin dizilimi kalp kasi ve iskelet kasi hiicrelerinde benzerlik
gosterir. Sarkomer yapis1 ince ve kalin filamentlerden meydana gelmistir. Kalin
filamentler miyozin proteinlerinden olusur ve sarkomerde miyozinlerin bulundugu
bolgeler A bandini olusturur. A bandi miyozinlerin u¢ bolgelerinde aktin filamentlerinin
de bir kismim igerir. Yalnizca miyozinlerin bulundugu bélge H bandi olarak
adlandirilir. Miyozin aktine baglanarak motor protein gorevi gorlir ve kasilma
fonksiyonunu gerceklestirir. A bantlarinin arasinda kalan ince filamentlerin olusturdugu
bolgeler ise I bandi olarak adlandirilir ve Z ¢izgisi ile ortadan ikiye ayrilmistir. Ince
filamentlerin omurgasin1 aktin proteinleri olusturmasina ragmen diizenleyici
tropomiyozin ve troponin proteinlerini de igerir. Troponin; kalsiyum baglayan troponin
C, kasilmayi inhibe eden troponin I ve troponin kompleksini tropomiyozin ve aktine
baglayan troponin T alt {initlerinden olusmustur (Barnett, 2005). Hiicre membraninin
(sarkolemma) i¢ kisimlara kivrilmasiyla meydana gelen ve elektriksel uyarinin hiicre
icine iletilmesini saglayan transvers tiibiiller (T-tiibiil) iskelet kasinda A ve I bandinin
birlesme bolgesinde bulunurken kalp kasinda sarkomer birlesme bolgelerinde
bulunurlar. Kalpte sarkoplazmik retikulumda az miktarda kalsiyum iyonu depolanir, bu
nedenle kasilmada gorevli iyonlarin ¢ogu hiicre disindan geldigi icin kasilma yavas
baslatilmaktadir. Ayrica kalp kasi hiicreleri, otoritmik kasilma o6zelligi ile aksiyon

potansiyelini baglatabilir ve kasilmanin sabit bir hizda hiicreden hiicreye yayilmasini
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saglayabilir (Anatomy and Physiology, 2013). Kalp kasinin sematik gosterimi Sekil

2.4’te verilmistir.

Fibroblast

Transvers tubiil (T)
Sarkoplazmik retikulum (SR)

Z bandy
Mitokondri
Siki baglanti

~ Kalin filament

interkalar disk Desmozom Ince filament

Transvers tiibiil (T)

Arahik baglant interseliiler bosluk

Sarkoplazma Kostamer

Mivofibril
Lipid

Sekil 2.4. Kalp kasinin sematik gosterimi (Ovalle ve Nahirney, 2013’ten degistirilerek).

2.1.1.4. Kalbin Fizyolojisi

Kasilma Mekanizmasi

Kalbin temel fonksiyonu, kasilma ile kanin pompalanmasini saglamaktir. Kasilma
mekanizmas1 temelde, ince filamentlerin kalin filamentler iizerinde kaymasi ile
sarkomer boyunun kisalmasma dayanir ve kayan iplik¢ikler hipotezi ile agiklanir.
Dinlenme durumunda bir kasta tropomiyozin aktine, miyozin basinin aktin baglanma
bolgesine baglanmasini engelleyecek sekilde baglanmistir. Fakat uyarinin baslamasi,
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasi ve kalsiyumun troponin C’ye baglanmasi
ile konformasyonel bir degisiklik meydana gelir, boylece aktin iizerinde kapanan
bolgeler agilir. Miyozin basi aktine baglanir, bu sirada miyozin basindaki adenozin
trifosfataz (ATPaz) enzimi adenozin trifosfati (ATP) pargalar, agiga ¢ikan enerji ile
aktin filamentler sarkomerin ortasina dogru gekilir (Barnett, 2005; Haschek, Rousseaux
and Wallig, 2009).

13



fletim Sistemi, Uyar1 ve Kontrol Mekanizmasi

Kalbin iletim sistemi sinoatriyal digiim, atriyoventrikiiler diigim, His demeti
(atriyoventrikiiler lifler ve dallar1) ile Purkinje hiicrelerinden olusmaktadir. Kardiyak
ritim, sag atriyum duvarinda bulunan sinoatriyal diigiimdeki iletken miyokardiyal
hiicreler tarafindan baglatilir. Bu bolge kalp pili (pacemaker) olarak adlandirilir.
Olusturulan uyar atriyoventrikiiler diiglime 6n, orta ve arka yolaktaki kasilan hiicreler
ile iletilir. Depolarizasyon ile uyarilan hiicreler iletim yoluna bagli olarak yukaridan
asagiya dogru kasilmaya baslar, boylece kan1 atriyumdan ventrikiillere pompalar. Uyari
sag atriyumdan sol atriyuma Bachmann demeti olarak adlandirilan 6zel bir yolak ile
iletilir. Uyar1 atriyoventrikiiler septuma iletildiginde konnektif doku, uyarinin
atriyoventrikiiler diiglim disindaki hiicrelere iletilmesini engeller ve uyar1 His
demetlerine buradan da Purkinje liflerine iletilir. Purkinje lifleri uyarinin
kardiyomiyositlere iletilmesini ve depolarizasyon ile kasilmasini, boylece kanin

ventrikiillerden akcigere ya da aort ile viicuda pompalanmasini saglamaktadir.

Aksiyon potansiyeli kardiyagin iletken ve kasilan hiicrelerinde farkli sekilde
gerceklesmektedir. Her iki hiicrede de Na®, K*, ve Ca*? etkin rol oynasa da kardiyak
iletken hiicrelerde, iskelet kasi ya da noronlardakine benzer bir kararli dinlenme
potansiyeli yoktur. Sodyum iyonunun yavasca kanallardan iceriye girmesi ile membran
potansiyeli -60 mV iken -40 mV’a yikselir, boylece spontan depolarizasyon
(prepotansiyel depolarizasyon) baslamis olur. Bu sirada kalsiyum kanallarinin agilmasi
ile hiicre igine hizli Ca' girisi baslar ve depolarizasyon hizlanir. Membran
potansiyelinin +5 mV olmasi ile Ca*? kanallar1 kapanir, K* kanallar1 acilir, hiicre
icinden disartya K* akisi baslar ve repolarizasyon gergeklesir. Membran potansiyelinin -
60 mV olmasi ile K* kanallar1 kapanir ve Na* kanallarinin agilmasiyla prepotansiyel faz
tekrar baglar. Bu sekilde kalpte otoritmik kasilma gergeklestirilmis olur. Kasilan
kardiyomiyosit hiicrelerinde ise hizli depolarizasyon, plato fazi ve sonrasinda
repolarizayon gerceklesmektedir. Bu olgu kardiyomiyositlerin kani etkin sekilde
bosaltabilmeleri i¢in gerekli silireyi saglayacak refraktér asamasini gerektirmektedir.
Hiicreler elektriksel potansiyeli baslatmak i¢in bir uyar1 beklerler. Kasilan
kardiyomiyositler, iletken kardiyomiyositlere gore daha kararli dinlenme fazi gegirirler

ve atriyumlarda -80 mV, ventrikiillerde ise -90 mV potansiyele sahiptirler. Uyari
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sonrasinda meydana gelen olaylar dizisi ayni sekilde devam etmektedir. Voltaj kapili
iyon kanallarinin agilmasi ile pozitif yiiklii iyonlar hizla hiicre igerisine girer ve
membran potansiyeli +30 mV oldugunda sodyum kanallar1 kapanir. Depolarizasyon
sonrasi kalsiyumun igeri girmesi ve bir miktar potasyumun disar1 ¢ikmasi ile membran
potansiyeli diismeye baslar, sifir degerine yaklastiginda Ca*? kanallari kapanir, K*
kanallar1 tamamen acilir ve repolarizasyon gergeklesir (Anatomy and Physiology,
2013).

Atriyumlarin kasilmasi ile baslayip, ventrikiillerin gevsemesi ile biten olaylar dizisi
“‘kardiyak dongiisii’’ olarak adlandirilir. Kalbin kasilmasi ile kan1 viicuda pompalamasi
“‘sistol’’, gevsemesi ile viicuttaki kanin kalbe dolmasi ise ‘“‘diyastol’’ terimleri ile ifade
edilir. Kalp tarafindan pompalanan kan miktar1 temelde 2 mekanizma ile kontrol edilir;
i¢sel (intrinsik) diizenleme ve dis (ekstrinsik) kontrol mekanizmasi. Frank-Starling
Kanunu olarak bilinen i¢sel mekanizma kalbe gelen kan miktarina verilen cevaba bagh
olarak gergeklesir. Yiiksek hacimde kan girisi oldugunda ventrikiildeki kalp kaslarinin
uzamasi ve gerilmesindeki artisa bagli olarak kasilma giicii artar, boylece daha fazla kan
pompalanir. Dis (ekstrinsik) kontrol mekanizmasi ise otonom sinir sistemi ile
gerceklesir. Kalbin hizi sempatik kardiyak siniri yolu ile arttirilabilir ya da parasempatik
olarak vagus siniri ile azaltilabilir. Bu sinirler sinoatriyal ya da atriyoventrikiiler
diigiimlere uyar1 gotiiriirler. Bunlarin disinda damarlardaki basing degisimini algilayan
baroreseptorler, kanin kimyasal bilesen igerigini (CO2, 0Oz, H") algilayan
kemoreseptorler ya da ¢esitli hormonlar (renin-anjiyotensin-aldesteron, epinefrin-
norepinefrin vb) aracilifiyla refleks mekanizmas1 da kardiyovaskiiler diizenlemede
onemli rol almaktadir (Iaizzo, 2005). Kalbin elektriksel sinyali elektrokardiyografi
(EKG) yontemi ile takip edilebilir. Elektrokardiyograf cihazinin kullanildigi yontem ile
elde edilen siniis grafigi saglikli ve anormal kalp fonksiyonunun incelenmesini

saglamaktadir.

2.1.2. Kalp Doku Miihendisligi Yaklasim

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda yiiksek morbidite ve mortalite orani ile
sosyo-ekonomik boyutu onemli hastaliklar grubu igerisindedir. Bu hastaliklar, yilda
17.5 milyondan fazla insanin 6liimiine neden olmakta ve bu saymin 2030 yilina kadar

~23.6 milyon olacag: tahmin edilmektedir (Cui ve ark., 2018). Kalpte, dokulara yeterli
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oksijenin tasinmasinda sorun olusturacak, metabolik ve fonksiyonel anormallik
meydana gelmesi "kalp yetmezligi" olarak tanimlanir ve vulvular kalp hastaligi, iskemik
kalp hastaligi, hipertansiyon ya da kardiyomiyopati gibi pek ¢ok etmen Kkalp
yetmezligine neden olabilir (Eng ve ark., 2014). Kardiyomiyositler yagamin ilk 25
yilinda kendilerini yilda %1 oraninda yenilerken, 75 yasina kadar bu oran %0.45 olarak
azalmaktadir (Godier-Furnemont ve Vunjak-Novakovic., 2012). Kardiyomiyositlerin
disiik c¢ogalma kapasitesi, yenilenme ic¢in yeterli miktarda kalp kok hiicresi
bulunmamasi ve hasar sonrasi skar dokusu olusumuna egimli olmasi, kalbin rejeneratif
potansiyelinin diisiik olmasina neden olmaktadir. Ayrica kardiyomiyositlerin yliksek
metabolik ihtiyaclari nedeniyle, kalp dolagiminda miyokardiyal enfarktiis benzeri bir
sorun olmasi, hizli bir sekilde hiicre 6limii ve doku nekrozuna neden olmaktadir

(Boyle, 2009; Emmert, Hitchcock ve Hoerstrup., 2014).

Miyokardiyal enfarktiis halk arasinda bilinen adi ile ‘‘kalp krizi’> kan akismin bir
sekilde engellenmesi nedeniyle kalbin bir boliimiiniin oksijensiz kalmasi sonucunda
hiicrelerde 6lim meydana gelmesidir. Bu durum, genellikle koroner arterin, lipid,
kolesterol, yag asidi ve c¢ogunlukla makrofajlardan meydana gelen beyaz kan
hiicrelerinin olusturdugu aterosklerotik plak tarafindan tikanmasi ya da serbest kalan
plak par¢asinin dolagim sirasinda bir damari tikamasi sonucunda meydana gelmektedir.
Asin egzersiz sonucu kalbe yeterli kanin ve oksijenin saglanamamasi ya da strese baglh
olarak damar duvarindaki diiz kaslarin kasilmasi da enfarktiisii tetikleyebilir.
Miyokardiyal enfarktiis sonrasi art arda bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir.
Enfarktiis sonras1 kalp, enflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon olmak iizere 3
asamal1 iyilesme slirecine girer. Enfarktiis bolgesinde saniyeler icinde ATP biter ve 20-
40 dk arasinda geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 meydana gelir. Koroner tikanmadan
yaklasik 30 dk sonra koagulasyon nekrozunun baslamasi ile enflamasyon meydana
gelir, 24 sa icerisinde reaktif oksijen tiirlerinin salinmastyla notrofil gocii baslar, nekroz
ile birlikte 2-3 giin devam eder. Notrofiller hiicre kalintilarini temizler. Monositler
apoptoza ugrayan notrofilleri fagosite eder. Cesitli sitokinlerin salinmasiyla proliferatif
faza girilir. Enfarktiisten 5-7 giin sonra makrofajlar bolgede yogunlasir, graniilasyon
dokusu olusmaya bagslar. Haftalar ve aylar icerisinde kollajen birikimi ile fibroz yara

dokusu meydana gelir. Olusan yara dokusu miyokardiyumdaki ECM miktarint artirir,
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kasilma fonksiyonunu azaltir, duvarin incelmesine ve dilatasyona neden olur. Sonugta
kalp yetmezligi meydana gelir (Eng ve ark., 2014). Miyokardiyal enfarktiis tedavisinde
acil miidahale c¢ok Onemlidir, oksijen takviyesi, pihtiyr agmaya yardimci aspirin
kullanimi1 ya da vazodilator olarak bilenen nitrik oksit salimi ile koroner damarlardaki
diiz kaslarin gevsemesine yardimci olan dil altina yerlestirilen nitrogliserin kullanimi1
siklikla uygulanmaktadir. Uzun siireli tedavilerde ise pihtiy1 ¢ozecek trombolitik
ajanlar, heparin gibi antikoagiilanlar, tikanmis damar1 acacak balon anjiyoplasti, stent
uygulamasit ya da tikanik bdlgenin etrafindan kan dolasimini saglayacak by-pass

uygulamasi yapilmaktadir (Anatomy and Physiology, 2013).

Klinikte, kalp yetmezligi durumunda artan toksik faktorlerden kalbin korunmasi i¢in
farmakolojik tedavi, kardiyomiyoplasti, sol ventrikiil mekanik destek cihazlari, implante
edilebilir kardiyoverter defibrilatorler, kardiyak resenkronizasyon terapisi ya da
ACORN CorCap cihazlar1 gibi medikal tedavi yontemleri uygulanmaktadir (Chen ve
ark., 2008a; Eng ve ark., 2014). Bunun disinda otolog perikardiyum, zenojenik-
hiicresizlestirilmis perikardiyum ya da sentetik polimerler (Dacron, PTFE) de klinikte
kullanilmaya baglanmistir. Otolog perikardiyum kullaniminda dokunun cerrahi
operasyon sirasinda alinmasi ile ek bir travmaya neden olmamasi, aninda ve kolay
ulagilabilir olmasi, otolog kaynaktan dolayr immiinolojik yanit olusturmamasi, pasif
mekanik dayaniminin uygun olmasi, dikis sirasinda bazi sentetik esleniklerine gore
daha az kanamaya neden olmas1 ve yeniden yapilandirma potansiyeline sahip olmasi
cesitli avantajlar saglarken, operasyon sonrasi kardiyak doku ve etraftaki dokuya
istenmeyen adezyonlarin gerceklesmesi onemli bir dezavantaj sayilmaktadir. Kullanima
hazir yamalara ihtiyag¢ duyulmasi sonucu {iretilen zenojenik yamalarda ise ¢apraz
baglanma ile donor hiicre antijenlerinin baskilanmasi immiin yanit olusumunu azaltarak
onemli bir avantaj saglamaktadir, fakat kullannm sonrasi dejeneratif etkiler ve
kalsifikasyon olasiligi g6z oOniline alinmalidir. Son zamanlarda hiicresizlestirilmis
dokularin da kullanim1 glindeme gelmistir. Fakat antijenlerin ECM’ye zarar vermeden
uzaklastirilmasinda basarili bir metodun heniiz gelistirilememis olmasi uygulamada
basarisizliga neden olmaktadir. Sentetik materyallerde ise spesifik olmayan immiin
yanit, implant-alic1 arasinda fazla adezyona neden olabilmekte, asir1 rijit yapida olmast

kardiyak doku ile arasinda uyum sorununa neden olmaktadir. Ayrica pediatrik kardiyak
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cerrahide kullanildiginda biiyiiyememesi, kasilma fonksiyonuna yardimci olmamasi,
uzun siirede enfeksiyon olusturma riski ve kan ile dogrudan etkilesime girdiginde
tromboz ve emboli olusturma riski bulundurmasi nedeniyle biyolojik esleniklerine gore

onemli dezavantajlara sahiptir (Akyhari, Barth ve Lichtenberg., 2011).

Pek ¢ok farmakolojik terapi ve cerrahi islem yasam siiresini uzatmakla birlikte bir
tedavi saglamamaktadir. Suana kadar kalp yetmezligi hastalar1 i¢in en etkili yontem
kalp transplantasyonudur. Fakat tibbi agidan zor bir islem olmasi ve dondr organ
yetmezligi, meydana gelebilecek ¢esitli komplikasyonlar, diisiikk kararlilik, yasam
boyunca immiin baskilayici kullanma zorunlugu ya da organ reddi gibi dezavantajlari
nedeniyle alternatif tedavi yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir (Emmert, Hitchcock ve
Hoerstrup., 2014; Boyle, 2009; Cui ve ark., 2018). Bu nedenle rejenerasyonu ve
iyilesmeyi destekleyecek "kalp doku miihendisligi" ¢aligmalar1 giindeme gelmistir. Kalp
doku miihendisligi alaninda pek ¢ok farkli strateji uygulanmaktadir. Enjekte edilebilir
hidrojeller, konvansiyonel hiicre-iskele yapisi ile yapay kardiyak doku eldesi, hiicre
agregatlarint igeren mikro doku yaklagimi, hiicresizlestirilmis ECM uygulamalar1 ve
iskele icermeyen hiicre tabakasi uygulamalart bu stratejilerin  temellerini

olusturmaktadir (Sekil 2.5) (Chiu ve Rasidic, 2013; Alessandra, 2014).

Tek tabakah hiicre yapilan

o
5

¢® Hidrojel icerisindcki
hiicrelerin intramiyokardiyal
en jcksiyonu

Hidrojel icinde ex vivo doku

Dogal dol\ulardan elde edilen m

Yapay kardiyak doku

Sekil 2.5. Kalp doku miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilan farkli yaklasimlar (Galvez-
Monton ve ark., 2013’ten degistirilerek).
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Doku miihendisligi ¢alismalari, kalbin fonksiyonel olarak iyilestirilmesini, nekrotik ya
da anormal dokularin saglikli doku ile yer degistirilmesini amaclamaktadir.
Calismalarda dikkat edilmesi gereken temel noktalar su sekilde siralanabilir; (i)
kardiyak doku bileseni (uygun hiicre kaynaklar1 ve biyomateryal se¢imi), (ii) yapisal
ozellikler (miyofiber ve perflize edilebilir damarlanma), (iii) mekanik 6zellikler ve (iv)
fonksiyonalite (elektro-mekanik 6zellikler ve senkronize kasilabilirlik) (Zimmermann,
Melnychenko, ve Eschenhagen, 2004; Cui ve ark., 2018). Gelistirilen pek ¢ok
yaklasima ragmen Ozellikle fizyolojik olarak uygun bir sekilde doku yapisinin
olusturulmas1 heniiz gerceklestirilememistir. Bu nedenle giincel yaklasimlar ile

calismalar hizla devam etmektedir.

2.1.2.1. Kalp Doku Miihendisliginde Kullanilan Doku Iskeleleri

Hiicre dis1 matris, doku homeostazi, hiicre ¢ogalma dongiisii, farklilasmasi ve gociinde
onemli rol oynar. Bu nedenle kalp doku miihendisligi i¢in kullanilacak iskelenin hiicre
cogalmasini ve farklilagmasini desteklemesi, dogal kalbin fiziksel ve mekanik
ozelliklerine benzer Ozelliklerde olmasi gerekmektedir. Ayni zamanda igsel hiicre
gociinii ve damarlanmayr desteklemeli, ventrikiiler doku ile elektro-mekanik
entegrasyon saglamali, anti-trombojenik ve kalsifikasyon direngli olmalidir. Mekanik
ozellikler, kullanilan materyal ve iiretim teknigine bagl olarak degismektedir ve kok
hiicrelerin farklilasma yol izi ile kardiyomiyositlerin kasilma o6zelliklerinde etkili
oldugu icin 6nemli bir ozelliktir. Mekanik fonksiyonunun yaninda ECM O6nemli
biyolojik fonksiyona da sahiptir. Matris yapisinda bulunan proteinler, biiyiime faktorii
ve hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesime gecerler. Boylece spesifik intraseliiler sinyal
yolaklar1 yalnizca biyokimyasal etkilesimler ile degil hiicre-ECM arasindaki etkilesim
yoluyla, mekanotransdiiksiyon ile de acilip kapanabilirler. ECM’nin bu regiilator
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle yapilan ¢alismalarda in vivo dokuyu en iyi taklit
edecek malzemenin gelistirilmesi iizerine ¢alisilmaktadir. Dogal hiicresizlestirilmis
doku matrisinin kullanilmasi, mikrogevreyi en dogru sekilde saglayacagi i¢in yapilan
aragtirmalarda hiicresizlestirilmis ECM yapis1 énemli bir segenek haline gelmektedir.
Bunun disinda fibrin, kollajen, hiyaliironik asit, aljinat, Matrijel ve ipek fibroin gibi
dogal polimerler ve poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA), poligliserol sebakat

(PGS), poliakrilamid, poliiiretan, trimetilen karbonat ve polikaprolakton gibi sentetik
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polimerler de iskele materyali olarak kullanilmaktadir. Sentetik materyallerin 6zellikle
biyolojik  foksiyonalitelerinin  olmamasi, biiylimeyi desteklememeleri, elastik
Ozelliklerinin uygun olmamasi (dogal kalp matrisi ile es zamanli olarak kasilamamasi),
asidik ya da toksik bozunma {irtinlerinin bulunmasi ve immiin yanit olugturmalar1 gibi
dezavantajlart bulunmaktadir. Cogu sentetik polimer, biliylime faktorleri ile
desteklenerek kullanilmaktadir. Jelatin, aljinat, kollajen tip I ya da Matrijel gibi
malzemeler dogal matris yapisina daha ¢ok benzedikleri i¢in hiicre tutunmasi,
cogalmasi ve farklilasmasini daha ¢ok desteklerler. Fakat bolgesel proteazlar ile hizla
bozunmalari, potansiyel immiinojeniteleri ve enfeksiyon tagima olasiliklart nedeniyle
dogal malzemeler de genellikle modifiye edilerek kullanilmaktadir. Doku mithendisligi
calismalarinda iskelelerin tiretimi i¢in fiziksel yontemler (faz ayrimi, gaz kopiiklestirme,
dondurarak kurutma, ¢oziicii dokiim, pargacik uzaklastirma vb.), hizli prototipleme (3
boyutlu yazici, stereolitografi, segici lazer sinterleme vb.) ve tekstil yontemleri
(1slak/kuru elektroegirme, orgii vb.) gibi pek ¢ok farkli yontem bulunmasina ragmen,
kalp dokusu gibi yonlenmis yumusak dokular icin genellikle mikrodesenleme ve
mikrofabrikasyon yaklasimi olan elektroegirme ya da biyoyazicilar gibi teknikler tercih
edilmektedir (Chen ve ark., 2008a; Gaetani ve ark., 2011; Godier-Furnemont ve
Vunjak-Novakovic., 2012; Chiu ve Rasidic, 2013; Eng ve ark., 2014; Alessandra, 2014;
Lee ve ark., 2014; Shahabipour ve ark., 2017).

Yiizey topografisi in vivo da kardiyak fonksiyonunu etkileyen kardiyomiyositlerin
organizasyonunu belirler. Nano boyuttaki desenler dogal ECM’deki fibril yapisini taklit
eder ve hiicrelerin yonlendirilmesi substrat {izerindeki hiicre adezyon molekiillerince
gergeklestirilir.  Mikro desenler, c¢ogunlukla oluk ve c¢ikintilar seklinde ise,
kardiyomiyositleri kontak yonlendirme ve tutuklama etkisi ile organize eder, ancak, bu
boyut ECM’yi tam olarak taklit edemez (Chiu ve Rasidic, 2013). Yapidaki gozenek
boyutu, materyalin hidrofilisitesini, kiitle aktarimin1 ve hiicre penetrasyonunu
etkilemektedir. Literatiirde hiicre ve damar infiltrasyonu i¢in 30 um gdzenek boyutunun
yeterli oldugu belirtilmistir. Kardiyak yamalarda biyomekanik ozellik ve
elektrofizyolojik performans, kullanilan biyomateryalin 6zelliklerinden etkilenmektedir.
Ozellikle kiiltiiriin ilerleyen zamanlarinda biyomekanik &zellikler, baslangic ECM

materyalinin bozunmasi, hiicreler tarafindan sentezlenen ECM ve hiicre ¢cogalmasina
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bagli olarak degisen hiicre-hiicre, hiicre-ECM adezyonu ile degisim gostermektedir
(Akyhari, Barth ve Lichtenberg., 2011; Seif-Naraghi ve Christman, 2013). Dogal kalbin
molekiiler ve fiziksel faktorlerini bir araya getiren hiicrenin mikroskobik ve molekiiler
cevresini  kontrol eden akilli biyomateryaller iizerinde de c¢esitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu malzemeler proteaz aktivitesi ya da mekanik kuvvet gibi uyaranlara
kars1 kontrollii salim mekanizmasini kullanarak in vivo g¢evreye yanit verebilirler

(Bouten ve ark., 2011).

Doku miihendisligi ¢alismalarinda, malzemelerin bir iskele ya da yama formunda
kullanilmast tam kalinlikta hasarlarin tamirinde ya da dogustan kalp yetmezligi
durumunda dogal dokunun degisimi i¢in uygulanirken, akut miyokardiyal enfarktiis gibi
daha az invazif durumlar i¢in enjekte edilebilir hidrojeller kullanilabilmektedir (Sekil
2.6) (Chiu and Rasidic, 2013; Hinderer, Brauchle, ve Schenke-Layland, 2015).
Hidrojeller capraz bagli, hidrofilik polimerlerdir ve doku hacmini artirtip mekanik
destek vererek ya da biyoaktif molekiil ve hiicre salimi ile kardiyak doku tamirini
hizlandirabilirler. Aljinat, polietilen glikol (PEG), hiyaliironik asit, fibrin, kitosan,
Matrijel, kollajen, N-izopropil akrilamid gibi materyaller enjekte edilebilir hidrojel
seklinde hiicre/biiyiime faktorii destegi ile ya da tek baslarma kullanilmislardir.
Hiicresizlestirilmis matrisler de enjekte edilebilir jel formatinda kullanilmaktadir.
Hazirlanan jeller dogrudan epikardiyal enjeksiyon, transkoronal enjeksiyon ya da
transendokardiyal enjeksiyon yoluyla kalbe uygulanabilirler. Minimal invazif yontem
ile kalp icerisine uygulanabilmesi ve enjekte edilen bolge geometrisine uyum saglamasi
bu yonteme avantaj saglasa da enjekte edilen hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimini kurma
zorlugu ve jelin mekanik 6zellikleri kullanim alanini kisitlamaktadir (Fujimoto ve ark.,
2009; Gaetani ve ark., 2011; Chiu ve Rasidic, 2013; Emmert, Hitchcock ve Hoerstrup.,
2014).

21



Enjekte edilebilir hidrojell - 4
-iSwakllk duyarh ® d
-Iyon duyarh

-pH duyarh
-Kendiliginden diizenlenen

Yama
-Elektroegirme
-Biyoyazici
-Orme
-Kaliplama

Malzeme dizayni

StwuapinA uele ypyjeodtg  Srunpe 19N

Sekil 2.6. Kalp doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan biyomalzemeler

(Hinderer, Brauchle ve Schenke-Layland, 2015°ten degistirilerek).

2.1.2.2. Kalp Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiicre Tirleri

Kalp yiiksek organizasyona sahip bir organdir. Fonksiyonel kalp yamasmin
olusturulmasi1 kalbin kompleks yapisinin ve fonksiyonunun basarili sekilde taklit
edilebilmesi ile saglanabilir. Uygulanacak tiim yaklasimlarda kullanilacak hiicrenin
secimi ¢alismanin merkezinde yer almaktadir. Iskele, kiiltiir ortami1 ve cevre gibi doku
miihendisliginin diger bilesenleri hiicrenin yapilanmasini hizlandirmak i¢in kullanilir

(Vunjak-Novakovic ve ark., 2010).

Doku mithendisligi yontemi ile ile olusturulan kalp yamasinin dogal kalpte oldugu gibi
yiiksek yogunlukta (~108 hiicre/cm®) ve diizenli kardiyomiyosit hiicrelerini igermesi
gerekmektedir. Kardiyak doku miihendisliginde kullanilacak hiicrelerin yiiksek
miktarda, kolaylikla bulunabilir, alict ile uyumlu, minimal immiin reaksiyon
olusturacak, in vivo ve in vitro da canliligini siirdiirerek fonksiyonel olabilecek
Ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Kardiyovaskiiler arastirmalarda somatik
hiicreler (yetiskin, fetal ve neonatal kardiyomiyosit, iskelet miyoblast, diiz kas,
fibroblast, endotel), kok hiicreler (kemik iligi, adipoz doku, gobek kordonu, kalp
kokenli ve indiiklenmis pluripotent gibi somatik ya da embriyonik hiicreler) ve
progenitor (kalp/endotel) hiicreler olmak {izere pek ¢ok farkli hiicre tiirii ile calismalar
yapilmaktadir (Chen ve ark. 2008a; Akyhari, Barth ve Lichtenberg, 2011;
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Godier-Furnemont, ve Vunjak-Novakovic, 2012; Chiu ve Rasidic, 2013; Emmert ve
ark. 2014; Lanza ve ark. 2014). Bunlarin kalp doku miihendisliginde kullanim avantaj
ve dezavantajlar1 Cizelge 2.1°de sunulmustur (Iaizzo, 2005; Chen ve ark., 2008a;
Akyhari, Barth ve Lichtenberg, 2011; Chiu ve Rasidic, 2013; Galvez-Monton ve ark.,
2013; Emmert, Hitchcock ve Hoerstrup, 2014).
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2.2. Doku Miihendisliginde Hiicresizlestirme Yaklasim

Dogal dokulardan spesifik ECM iiretiminin ilk olarak 1970-1980 yillarinda yapilan
calismalarda gergeklestirildigi bilinmektedir. Uretilen ECM’nin rejeneratif 6zelligi ise
Badylak ve ark.’nin ince bagirsak submukozasini hiicresizlestirmesi ve bu yapiy1 kdpek
Asil tendon hasarinda kullandiklar1 calisma ile gosterilmistir. Ilerleyen yillarda deri,
damar, kalp kapakc¢igi, mesane gibi basit dokulardan hiicresizlestirilmis ECM biyolojik
iskele olarak kullanilmis ve bu matris kesitleri ile kompleks organlarin olusturulmasi
i¢cin arastirmalar baslatilmistir. Ott ve ark., ilk kez 2008 yilinda biitiin bir fare kalbinin
organ halinde hiicresizlestirilmesini gerceklestirmislerdir. Gliniimiize kadar fare, sigan,
domuz, maymun ve insan gibi farkl tiirlere ait karaciger, kalp, akciger ve bobrek gibi
cesitli organlarin tamamiyla hiicresizlestirilmesi gergeklestirilmistir (Garreta ve ark.,
2017). Kollajen, fibronektin, laminin gibi ECM bilesenleri hiicre kiiltiirii ve doku
mihendisligi ¢alismalarinda uzun stiredir kullanilmaktadir. Fakat ECM yapisinin bir
biitlin halinde kullanilmasi ile yapisal ve fonksiyonel molekiilleri dokunun dogal 3
boyutlu yapisi igerisinde korunmakta ve boylelikle ECM’nin hiicre igin gerekli pek ¢ok
elementi bir arada bulundurmasi 6nemli avantaj saglamaktadir (Badylak, Brown ve
Gilbert, 2012). Bu nedenle hiicresizlestirilmis doku ve organlar rejeneratif tip

calismalarinda yogun olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Hiicresizlestirilmis iskelelerin rejeneratif tip alaninda uygulamasi (Rana ve
ark., 2017’ten degistirilerek).
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Hiicre dis1 matris, biyofizyolojik uyar1 ve sinyal molekiilleri i¢in biiyiik bir kaynak
olusturmaktadir. Hiicrelerin doku onarimi sirasinda ECM tarafindan yonlendirilmesi
onemlidir. Olusturulan matrisin miktar, igerik ve organizasyonu doku rejenerasyonu ile
yara dokusu olusumu arasindaki sinir1 belirlemektedir (Moroni ve Mirebella, 2014).
Ornegin, hasarli kalp dokusunun saglikli dokuya gore daha sert bir yaprya sahip oldugu
belirtilmistir. Hiicrenin davranisi, lizerinde bulundugu nisin mikromekanik 6zelliklerine

gore degisecegi i¢in bu Ozelliklerin bilinmesi biiyiik avantaj saglayacaktir (Andreu ve
ark., 2014).

Farkli dokularin ECM yapilar farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahiptir.
Higuchi ve ark. 2013 yilinda yaptiklar1 c¢alismada embriyonik kok hiicrelerin
5-azasitidin varliginda kardiyomiyojenik farklilagsmasi lizerinde karaciger ve kalp ECM
etkisini incelemislerdir. Farkli iki doku matrisinin proteomiks yaklasimi ile incelenmesi
sonucu bilesimlerinin birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir. Temel ECM bilesenleri
her iki yapida da bulunmaktadir, fakat miktarlarindaki farklilik kok hiicrelerin
farklilasma egilimlerinde etkili olabilmektedir. Biyolojik i¢eriginin yaninda farkli doku
matrislerinin elastisite ve gozenek Ozellikleri de farklidir ve kalp matrisinin dogal
mikrocevreye daha uygun olmasi ile farklilagsmay1 daha ¢ok destekledigi belirtilmistir.
Ayrica farklilagmanin yalnizca kimyasal ya da mekanik etki ile gergeklestirilemedigi,

iki farkli uyarinin birlikte etkin oldugu belirtilmistir (Higuchi ve ark., 2013).

Hiicresizlestirilmis ECM yapis1 organ hasarlarinda biitiin halinde uygulanabildigi gibi
kiiciik doku kesitleri, hidrojel ya da ylizey kaplamalar1 seklinde de uygulanabilirler.
Tiim organ matrisleri organ transplantasyonunda, hidrojeller enjeksiyon yapilan
tedavilerde, ylizey kaplamalar1 ve kesitler ise genellikle matrisin hiicre farklilagmasi
tizerindeki etkilerinin incelenmesinde kullanilmaktadir (Agmon ve Christman, 2016;
Saldin ve ark., 2017). Pek ¢ok farkli hayvana ait organdan (kalp, karciger, iskelet kasi,
yag, kikirdak, damar ve deri) elde edilmis hiicresizlestirilmis ECM yapilar
biyoyazicilar i¢in biyomiirekkep olarak kullanilmistir (Choudhury ve ark., 2018).
Hiicresizlestirilmis ECM elde etmek amaci ile kullanilan dokular genellikle tabaka
seklindedir ve bu morfoloji 3 boyutlu yapt ve mekanik 6zellik agisindan bazi

caligmalarda yeterli olmayabilir. Bu nedenle ECM iskeleler uygulama alanina gore tiip,
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koni, ¢oklu tabakalar gibi farkli formlara da getirilmislerdir (Badylak, Brown ve
Gilbert, 2012).

Hiicresizlestirilmis ECM iskelenin doku rejenerasyonunu ve anjiyogenezi hangi
mekanizmalar ile destekledigi tam olarak bilinmemektedir. Fakat implantasyon sonrasi
iskelenin parcalanmasi ile ECM’den biyoaktif molekiillerin salimi, iskele icerisine goc
eden hiicrelerin salgiladiklar1 matris ile birlikte anjiyogenezin baglamasi ve mekanik
kuvvetlere bagli olarak doku organizasyonunda gegici bir diizenlenme meydana
gelmesinin olumlu etkilerinin oldugu diistiniilmektedir. Hiicresiz ECM’nin diger bir
onemli rolii kok hiicrelerin fenotiplerini siirdiirebilmesi ve farklilasmasi i¢in uygun
mikrocevre olusturmasidir. Ayrica ECM bilesenlerinin tiirler arasinda benzer olmasi,
implantasyon sonrasi diisiik immiin yanit olusturur. /n vivo 'da kisa siirede bozunmas: da
Oonemli bir avantaj saglamaktadir. Hiicresizlestirilmis ECM yapist preklinik/klinik
calismalarda ve pek cok ticari liriinde basar1 ile kullanilmaktadir. Piyasada insan,
domuz, s181r ve at gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilen mesane, kalp, karaciger, akciger,
kas, sinir, deri, tendon ve ince bagirsak dokularinin ECM yapilari, tabaka, toz ya da jel
gibi farkli formlarda pek cok ticari iiriin (Alloderm®, CollaMend®, Dura-Guard®,
FasLata®) halinde bulunmaktadir ve bu iiriinler yumusak doku rejenerasyonu, yara
tyilesmesi, ortopedik uygulamalar, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal hastaliklarin
tedavileri ve merkezi sinir sistemi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Badylak,

Brown ve Gilbert, 2012; Brown ve Badylak, 2014; Steffens ve ark., 2018).

2.2.1. Hiicresizlestirme isleminde Kullanilan Ajanlar ve Uygulama Yontemleri

Doku ya da organlarin hiicresizlestirilmesi i¢in pek cok farkli yontem gelistirilmistir.
Yapilacak ¢alisma i¢in hiicresizlestirme yontemi segilirken tek bir metodun tiim doku
tipleri i¢in uygun olmayacagi goz oniinde bulundurulmalidir. Etkin hiicresizlestirme
yontemi doku yogunlugu, organizasyonu, istenen iirlin ve klinik uygulama, uygun
geometri ve biyolojik Ozelliklere uygun olarak belirlenmektedir. Kullanilan
hiicresizlestirme ajanlar1 kimyasal, biyolojik, fiziksel ve diger ajanlar olarak
siniflandirilmaktadir. Her bir ajanin kendine 6zgii avantajlarinin yaninda dezavantajlari
da bulunmaktadir. Bu nedenle her doku icin ECM’nin yapisal ve fonksiyonel

Ozelliklerine zarar vermeden hiicresel igerigini uzaklastiracak hiicresizlestirme
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yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir (Badylak, Brown ve Gilbert, 2012; Agmon
ve Christman, 2016). Hiicresizlestirme sirasinda matris proteinlerinin modifiye olmasi
in vivo fibrozise, kalsifikasyon diisiik endotelizasyona ya da implante edilen yamanin
basarisiz olmasimna neden olabilir (Moroni ve Mirebella, 2014). Hiicresizlestirme
isleminde kullanilan ajanlar ve yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 Cizelge 2.2°de
Ozetlenmistir (Gilbert, Sellaro ve Badylak., 2006; Crapo, Gilbert ve Badylak., 2011;
Patnaik ve ark., 2014; Ceviker ve ark., 2017; Yesmin ve ark., 2017; Steffens ve ark.,
2018).
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2.2.2. Hiicresizlestirilmis ECM Karakterizasyonu

Hiicresizlestirme islemi uygulanan dokularda i) hiicresel bilesenlerin tamaminin ve
DNA igeriginin uzaklastirilmasi, ii) ECM bilesenlerinin korunmasi, iii) dokudaki 3B
yapinin, damar aginin ve biyomekanik Ozelliklerin devamlilifinin saglanmasi ve
iv) kullanilan kimyasal ajanlarin uzaklastirilmas: gibi belirli kriterlerin saglanmasi
gerekmektedir (Garreta ve ark., 2017). Hiicresel bilesenlerin tamamen uzaklastirilip
uzaklastirilamadigl ya da kullanilan yontemin dokunun matris yapisina zarar verip
vermedigi kalitatif ya da kantitatif analizler ile belirlenmektedir. Basarili
hiicresizlestirme ile implantasyon sonrasi olumsuz immiin yanitin yani sira dokunun

yeniden sekillenmesinde meydana gelebilecek sorunlar da dnlenmektedir.

Dokudaki hiicresel icerik ve DNA’nin uzaklastirilmasinda basarili olundugunu
sOyleyebilmek i¢in kullanilan bazi temel kriterler su sekilde belirtilmistir:

e | mg kuru ECM’de bulunan dsDNA miktar1 50 ng’dan az olmalidir.

e DNA pargalarinin uzunlugu 200 bp’dan daha kisa olmalidir.

o Doku kesitleri 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Hematoksilin & Eozin

(H&E) ile boyandiginda goriilen hiicresel materyal az olmalidir.

[k iki kriterin degerlendirilmesi igin sirasi ile PicoGreen ya da bisbenzimid gibi kolay
ulagilabilir trtinler ve jel elektroforez kullanilabilir. Son kriter ise histolojik ve
immunofloresan boyama yoOntemleri kullanilarak kalitatif bir degerlendirme ile

belirlenebilir (Crapo, Gilbert ve Badylak., 2011; Garreta ve ark., 2017).

ECM bilesenlerinin varligt ise kollajen, laminin, fibronektin ve elastinin
immiinohistokimyasal incelenmesi (kollajen i¢cin Masson trikrom ve Herovici, GAG
icin Alcian mavisi/PAS, kollajen ve elastin fiberler i¢inse Movat boyama) ile kalitatif
olarak ya da kollajen, elastin ve GAG i¢in sirasi ile ticari olarak bulunan Sircol, Fastin
ve Blyscan kitleri ile kantitatif olarak belirlenebilir.  Hiicresizlestirme
gerceklestirildikten sonra hiicresiz ECM’nin dogal doku ECM’sine ultra yapisal ve
mekanik olarak benzerligini de belirlemek gerekmektedir. Matrisin mikro-nano yapisi
gecirimli ya da taramali elektron mikroskopisi ile, damar yapist ise mikro-bilgisayarl
tomografi (Micro-CT), boya ya da mikro-boncuk perfiizyon analizi ve anjiyografi gibi

yontemler ile incelenebilmektedir Mekanik 6zelliklerin belirlenmesi icin tek/cok yonlii
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mekanik analiz yontemi ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) yontemi
kullanilabilmektedir (Arenas-Herrera ve ark., 2013; Garreta ve ark., 2017).

Hiicresizlestirilmis dokunun toksisitesinin ve immiinojenitesinin incelenmesi de
karakterizasyon asamalarindan biridir. Hiicresiz ECM’lerin  sitotoksisitesinin
belirlenmesi i¢in hiicre canliliginin incelendigi MTT benzeri analizler ile in vitro hiicre
kiiltiirii calismalar1 yapilmaktadir. Amerika Gida ve Ilag idaresi Baskanlign (FDA)
onayinin alinmasi i¢in ekstrakt sitotoksisite ve endotoksin analizinin de yapilmasi
gerekmektedir (Keane ve ark., 2015). Ozellikle zenojenik dokularda immiin reddine
neden olan o-Gal epitopu immiinohistokimyasal yontem ya da ELISA analizi ile
incelenebilmektedir. Basarili bir islem sonrasinda tiim hiicresel bilesenler ve antijenler
uzaklagtirilacagi ig¢in bir immiin yanit meydana gelmesi beklenmemektedir, fakat
transplantasyon dncesi implantin immiinitesi ve biyouyumlulugu kontrol edilmelidir. /n
vivo modeller doku iskelesinin bozunma siiresi hakkinda da bilgi vermektedir (Wilson

ve ark., 2013).

Hiicresel bilesenlerin disinda yikamalar sonunda hiicresiz ECM yapisinda deterjanlarin
ya da diger kimyasal ajanlarin da kalintilarinin olmamasi gerekmektedir. Bu amagla
yapida kalan SDS, Stains-All boyas1 kullanilarak, Tx-100 ise spektrofotometrik yontem
ile belirlenebilir (Garreta ve ark., 2017).

2.2.3. Bozunma Mekanizmasi
ECM vyapisinin  bozunma mekanizmasindan proteinaz  ailesindeki ~ matris
metalloproteinazlar (MMP) ve trombospondin motifli metalloproteinazlar (ADAMTYS)

adi1 verilen 2 biiylik grup sorumludur (Lu ve ark., 2011).

Hiicresizlestirilmis ECM’nin bozunmast immiin yanitin diizenlenmesi ve Onciil
hiicrelerin yonlendirilmesi ile dokunun yeniden diizenlenmesinde 6nemli yere sahiptir.
ECM iskeleler in vivo da kisa silirede bozunmaktadir ve bozunma prosesi hem hiicresel,
hem de enzimatik mekanizmalar1 igermektedir. Makrofaj gibi enflamatdr hiicrelerin

tirettigi proteolitik enzimler bozunmaya yardimei olmaktadir (Gilbert ve ark., 2007).
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Hiicresizlestirilmis ECM iskeleler yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin yaninda
bozunma ile ortaya cikan biyolojik sinyal aktivitesi ile de yeniden yapilanmay1
desteklemektedir. Parcalanma ile ortama vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF),
FGF ve TGF-B gibi cesitli biiyiime faktorleri salinir. Bu faktorler kok hiicre ve
progenitdr hiicreler i¢in kemoatraktan Ozellik gostermektedir ve bolgedeki
rejenerasyonu olumlu etkilemektedir. Ayrica hiicre ¢cogalmasi, farklilagmasi, gocii ve
anjiyogenez gibi ¢esitli prosesler bu hiicre sinyalizasyon mekanizmas: ile
gerceklesmektedir (Badylak, Taylor ve Uygun., 2011; Taylor ve ark., 2018). Capraz
baglanma uygulanan ECM iskelelerde ise kullanilan ajanlar ECM’nin bozunma siiresini
uzattig1 ya da engelledigi i¢in bozunma sonucunda biyoaktif molekiillerin salimi azalir,
dolayisi ile rejenerasyon daha az desteklenir (Badylak, Brown, ve Gilbert, 2012; Brown
ve Badylak, 2014).

ECM’nin bozunmasimi 6nlemek i¢in penta-galloil glikoz gibi ajanlar ile stabilizasyon
islemi de uygulanabilir. Yontemin yeniden hiicrelendirmeyi olumsuz etkilemedigi
belirtilmistir. Hiicresiz ECM yapisinin  uzun siire saklanabilmesi icin ise
kriyoprezervasyon (-196°C’ de sivi azot igerisinde saklanmasi) veya liyofilizasyon
(-80°C’de dondurarak kurutma) teknikleri uygulanir (Patnaik ve ark., 2014).

2.2.4. Yeniden Hiicrelendirme

Yeniden hiicrelendirme (reseliilerizasyon) terimi, hiicresizlestirilen doku ya da organin
hiicre ekimi yapilarak tekrar hiicre iceren bir yap1 olusturmasi ic¢in kullanilir. Yeniden
hiicrelendirme Oncesinde in vitro ya da in vivo tim c¢alismalarda oldugu gibi
sterilizasyon asamasi ¢ok Onemlidir. Iskelede bulunabilecek viral ve bakteriyel
DNA’lar, pirojenler ve endotoksinler uzaklastirilmalidir. Sterilizasyon sirasinda yapi
herhangi bir zarar gormemelidir. Hiicresiz ECM iskelelerin sterilizasyonunda genellikle
etanol ya da perasetik asit uygulamasi, etilen oksit, kismen asidik elektrolize su,
stiperkritik COg, ultraviyole, gama radyasyonu ve elektron demeti 1s1masi gibi
yontemler kullanilmaktadir. Etanol gibi ¢oziiciiler ya da asit icerisinde inkiibasyon gibi
basit yontemlerin sterilizasyon i¢in yeterli oldugu diisiiniilmektedir. Fakat bu
yontemlerde kullanilan sterilizasyon ajanlarinin biiyiik dokularda i¢ bolgelere tamamen
ulastirilamamasi ve ECM o6zelliklerinde istenmeyen degisikliklere neden olabilmesi gibi
dezavantajlar1 vardir. Etilen oksit, ECM mekanik o6zelliklerini biiyiikk 6lgiide

degistirebilir ve ayrica hastada immiin yanit olusmasina neden olabilir. Gama
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radyasyonu ise bazi proteinlerin (kollajen vb.) denatiire olmasina neden olabilir ya da
lipit kalintilar1 sitotoksik etkiye yol agabilir. Siiperkritik akiskanlarin kullanimi ise
heniiz arastirma asamasinda olan umut verici yaklasimlar arasindadir (Crapo, Gilbert ve
Badylak., 2011; Patnaik ve ark., 2014; Badylak, Freytes ve Gilbert, 2015; Taylor ve
ark., 2018). Gliserol uygulamasi virus, bakteri ve fungal inaktivasyonu sagladigi
gosterilmesine ragmen sterilizasyon yontemleri arasinda kabul edilmemektedir ve klinik
uygulamalar1 hakkinda ¢eligkili diisiinceler bulunmaktadir (Akyhari, Barth ve
Lichtenberg, 2011).

Hiicresizlestirilmis ECM iskelelerin yeniden hiicrelendirilmesi ¢aligmalarinda ilk dnce
uygun hiicre tiiriiniin ve hiicre ekim yogunlugunun, daha sonra ise uygun ekim
yonteminin belirlenmesi gerekmektedir (Taylor ve ark., 2018). Ayrica bazi ¢aligmalarda
hiicre ekimi Oncesi fonksiyonaliteyi arttirmak icin hiicresizlestirilmis iskelenin cesitli
biiylime faktorleri ya da biyoaktif molekiiller ile modifikasyonu da gerceklestirilmistir
(Rana ve ark., 2017).

2.2.5. Kalp Doku Miihendisliginde Hiicresizlestirilmis Iskeleler

Hiicresizlestirilmis ECM’nin 6zellikleri dikkate alindiginda, kalp doku miihendisligi
caligmalari i¢in ¢ok uygun bir iskele oldugu diisiiniilmektedir. Kalp rejenerasyonu igin
yapilan ¢alismalarda ince bagirsak submukozasi (Tan ve ark., 2009; Hata ve ark., 2010),
mesane (Robinson ve ark., 2005), kalp kapak¢igi (Wan ve ark., 2017), perikardiyum
(Seif-Naraghi ve ark., 2010; Mendoza-Novelo ve ark., 2011; Rajabi-Zeleti ve ark.,
2014; Dong, Li, ve Mo, 2013; Mathapati ve ark., 2013) ve omentum (Shevac ve ark.,
2014) gibi pek ¢ok farkli dokudan elde edilmis hiicresizlestirilmis ECM iskeleler
kullanilmistir. Kullanilacak doku kaynaginin saglikli organlardan alinmasi da 6nemlidir.
Hiicrenin davranisi, iizerinde bulundugu nisin mikromekanik o6zelliklerinden
etkilenmektedir, saglikli ve hasarli kalbin mekanik ozellikleri farklilik gostermektedir

(Andreu ve ark., 2014).

Kalbin hiicresizlestirme c¢aligmalarinda hem tiim kalp hem de kalpten alinan kesitler ile
yapilan arastirmalar bulunmaktadir. Tiim kalp i¢in fare, sican, domuz ve insandan
alinan kalpler ile yapilan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Ng ve ark, 2011; Carvalho ve
ark., 2012; Akbay ve Onur, 2018; Taylor ve ark., 2018). Domuz kalbi kolay elde
edilebilmesi, transplant boyutunun uyumlu olmasi ve anatomik olarak insan kalbine

benzerlik acgisindan diger segeneklere gore Onemli avantajlar saglamaktadir
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(Shahabipour ve ark., 2017). Farkli kaynaklardan alinan miyokardiyum kesitlerinde
etkin hiicresizlestirme yontemininin bulunmasi i¢in de pek ¢ok farkli yontem
uygulanmustir (Cizelge 2.3) ve hiicresizlestirilmis miyokardiyal matrisler hiicresiz ya da
yeniden hiicrelendirilmis sekilde kalp doku miihendisligi alaninda ¢esitli arastirmalarda

kullanilmistir.
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2.3. Hiicre Tabaka Teknolojisi

Hiicre tabaka miihendisligi 1990’Ih yillarda Okano ve grubu tarafindan gelistirilen
sicaklik duyarl kiiltiir kaplar1 ile ortaya ¢ikan bir yaklasimdir. Kullanilan modifiye
kiiltiir kaplar1 ile hiicreler 32°C’nin altindaki sicakliklarda 30 dakikadan daha kisa
siirede enzim ya da selatlayici ajan kullanilmasina gerek olmadan tabaka halinde elde
edilebilmektedir (Tang ve Okano, 2014). Enzimatik yontemde hiicreler arasindaki
hiicre-hiicre ve hiicre-ECM baglantilar1 pargalandigi i¢in hiicreler tek tek ve siispanse
halde ylizeyden kaldirilirlar. Hiicre tabakasi teknolojisinde ise hiicrelerin birbirleri ile
baglantilar1 ve ECM vyapisi parcalanmadan yiizeyden kaldirilabilirler, boylece enzimlere
karsi duyarli hiicreler  (hepatosit, glial hiicreler vb.) farklilasmis fenotiplerini
koruyabilirler (Anilkumar ve ark., 2015). Ayrica yanyana olan hiicreler arasindaki
cesitli iyonlarin ve 1,200 Da’dan kiiciik molekiillerin gegisini saglayan aralik baglanti
elemani1 olan konneksin yapilarinin korunmasi, fonksiyonel kardiyomiyosit hiicrelerinin
yiizeyden kaldirildiktan sonra da senkronize bi¢imde kasilmaya devam etmesini

saglamaktadir (Chang ve Okano., 2011).

Hiicre tabaka teknolojisi yaklasimi ile deri, kalp, kornea, iiriner sistem, karaciger,
periodontal doku, bobrek, akciger, 6zofagus, pankreas, tendon, kemik ve kikirdak gibi
dokularin rejenerasyonu i¢in yapilan pek ¢ok in vitro ya da in vivo calisma
bulunmaktadir (Sekil 2.8) ve bu calismalar ¢esitli derleme makalelerinde literatiir bilgisi
olarak sunulmustur (Haraguchi ve ark., 2012a; Anilkumar ve ark., 2015; Owaki ve ark.,
2014; Chen ve ark., 2015, Kirby ve ark., 2018). Caligmalarda keratinositler,
kardiyomiyositler, miyoblastlar, retinal pigment epitel hiicreleri, korneal epitel
hiicreleri, lirotelyal hiicreler, hepatositler, periodontal ligament hiicreleri, bobrek epitel
hiicreleri, dermal fibroblast hiicreleri, oral mukozal epitel hiicreleri, pankreas adacik
hiicreleri, sinoviyal hiicreler, kondrositler, endotel hiicreler, ¢esitli kok hiicreler ya da
indiiklenebilir pluripotent kok hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinin tek basina ya da ko-

kiltiir seklinde birlikte hiicre tabakasi olusturdugu yaklasimlar bulunmaktadir.
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Sekil 2.8. Hiicre tabaka temelli doku miihendisligi pek cok farkli doku/organda
uygulanmaktadir (Shimizu, 2014°ten degistirilerek).

Okano ve grubu hiicre tabakasi ¢alismalarinin klinige aktarilarak rutin bir uygulama
haline gelebilmesi i¢in Hiicre Tabaka Doku Miihendisligi Merkezi’ni (Cell Sheet Tissue
Engineering Center, CSTEC) kurmuslar ve Hiicre Tabaka Temelli Doku ve Organ
Fabrikasi (Cell Sheet-Based Tissue and Organ Factory, CSTOF) projesine
baslamiglardir. Ik asama olan doku fabrikasinda (T-factory) hiicrelerin biyopsiden
izolasyonu, kiiltiirii ve hiicre tabakasi elde etme islemi standart prosediirler uygulanarak
gerceklestirilmistir. Sonraki asamada ise karmagik vaskiilerize organlarin iiretilmesi icin

gelismis sistemlerin kurulmasi igin ¢alismalar devam etmektedir (Owaki ve ark., 2014).

Hayvan c¢alismalarindan elde edilen olumlu sonuglar géz Oniine alinarak kornea
(Nishida ve ark., 2004; Fields ve ark., 2016) kalp (Sawa ve ark., 2012; Imamura ve ark.,
2016), ozofagus (Ohki ve ark., 2012; Yamaguchi ve ark., 2017), periodontal doku
(Chen ve ark., 2016; Iwata ve ark., 2018), kikirdak (Maehara ve ark., 2017) ve kulak
(Yamamoto ve ark., 2017) dokularinda hiicre tabakasi teknolojisi kullanilarak klinik
caligmalar yapilmistir. Deri (epidermis tabakasi (J-TEC, Japan); epidermis tabakasi
Epicel® (Vericel, USA)) ve kalp (miyoblast tabakas1 TCD-51073 (Terumo Corporation,
Japan)) dokularinin rejenerasyonunda kullanilmak iizere hazir bulunan ticari {iriinler de
mevcuttur (Imamura ve ark., 2016; Kirby ve ark., 2018). Kikirdak dokuda ise allojenik
kondrosit hiicreleri ile iiretilen RevaFlex (ISTO Technologies, USA) faz 3 klinik

caligmalarina devam edilmektedir (DuRaine ve ark., 2015).
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2.3.1. Hiicre Tabakalarimin Olusturulmasinda Alternatif Yaklasimlar

Hiicre tabakalarinin sicaklik duyarli kiiltiir kaplar1 kullanilarak elde edilmesi 6zel
ekipman gerektirmesi, pahali olmasi ve zaman alan bir yontem olmasi gibi ¢esitli
dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle farkli yontemler ile hiicre tabakasi olusturulmasi
icin ¢esitli yaklagimlar mevcuttur. Bunlar; enzim uygulamasi, amniyotik membran,
manyetik kuvvet, elektrokimyasal polarizasyon, elektrokimyasal-uyarili pH degisimi,
iyonik ¢dziinme, 151k etkisi, fibrin kapli yiizeyler, yiiksek hiicre yogunlugu ve serum
etkisi (Owaki ve ark., 2014; Chen ve ark., 2015; Kirby ve ark., 2018) olup, tez
kapsaminda kullanilan yaklagim olmasi nedeniyle asagida askorbik asit uygulamasina

yer verilmistir.

Askorbik Asit Uygulamasi

Askorbik asit uygulamasi hiicre tabakasi elde etmek icin en sik kullanilan yontemlerden
biridir. Diger prosediirlere gore ekstra bir ekipman gerektirmemesi, diisiik maliyetli ve
kolay uygulanabilir olmasi en onemli avantajlar1 arasindadir. Askorbik asitin hiicre
tabakasi elde etmek amaciyla kullanildigi ilk ¢alismada kan damari dokusu olusturmak
i¢in insan diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar1 askorbik asit i¢ceren ortam igerisinde kiiltiire
edilmistir. Kiiltlir sonunda askorbik asitin ECM sentezini artirdig1 ve hiicrelerin biitiin
bir hiicre tabakasi olusturarak ylizeyden kaldirilabildigi belirtilmistir (L’Heureux ve
ark., 1998). Baska bir ¢alismada ise askorbik asit 3B fibroblast kiiltiiri olustururken
kullanilmuis, lizin ve prolinin posttranlasyonel hidroksilasyonunu sagladigi, prokollajen
mRNA ve kollajen sentezini artirdigi belirtilmistir (Naughton, Jacob ve Naughton,
1998). Michel ve ark. ise askorbik asit yardimi ile keratinosit ve fibroblast hiicre

tabakalar1 olusturarak insan deri eslenigini iiretmislerdir (Michel ve ark., 1999).

Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar ile kemik iligi kokenli MKH (Jin ve ark. 2014; Yan
ve ark. 2014; Guo ve ark. 2015), AKMKH (Vermette ve ark. 2007; Trottier ve ark.
2008; Yu ve ark. 2014), periodontal ligament ve gobek kordonu (Wei ve ark. 2012)
kokenli mezenkimal kok hiicreler de askorbik asit kullanilarak hiicre tabakasi seklinde
elde edilmistir. Baz1 ¢alismalarda ise askorbik asit ve dekzametazon birlikte kullanilmis
ve basarili sonuglar elde edilmistir. Kullanilan ajanlarin ECM yapisindaki proteinlerin
sentezini artirdig1 ve boylelikle saglikli hiicre tabakasi yapisinin olugmasini sagladigi
disiiniilmektedir (Akahane ve ark. 2008; Nakamura ve ark. 2010). Askorbik asitin ECM

sentezini artirmanin yaninda, apoptozu azaltarak antioksidan etki gdsterme ve
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farklilagsmay1 baskilayip Oct4 ve Sox2 gibi pluripotensi markirlarinin sentezini artirict

Ozellikleri de bulunmaktadir (Guo ve ark., 2015).

2.3.2.Hiicre Tabaka Teknolojisinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Hiicre tabaka teknolojisinin doku miihendisligi ve rejeneratif ¢caligmalarda sagladigi pek
¢ok avantaj bulunmaktadir (Matsuda ve ark., 2007; Haraguchi ve ark., 2012a;
Anilkumar ve ark., 2015; Kanai, Yamato ve Okano., 2014; Chen ve ark., 2015):

» Tripsin, dispaz gibi enzimler kullanilmadigi ic¢in hiicreler hasar gormez ve
farklilagmis fenotipleri etkilenmez.

» Hiicreler ECM, iyon kanallari, biliylime faktorii reseptorleri ve diger Onemli
fonksiyonel yiizey proteinlerini kaybetmezler.

» Hiicre tabakasi alici dokuya iskele gibi bir tasiyicti olmadan ya da dikis
kullanilmadan transplante edilebilir.

» Cok katli tabakalar ve farkli hiicre tipleri kullanilarak in vitro da kalin dokular elde
edilebilir.

» Hiicre siispansiyonu enjeksiyonuna gore minimum hiicresel kayip olmast dogrudan
hiicre enjeksiyonuna kars1 avantaj saglar.

» Doku iskelesi kullanilmadigi i¢in biyobozunmaya bagli immiin yanit olusturmamasi
klasik hiicre-iskele yapisina kars1 avantaj saglar.

» Hiicresel agidan daha yogun dokular tiretilebilir.

» Hiicre tabakalarinin transplantasyonu hiicre slispansiyonu enjeksiyonuna gore daha
giiclii doku fonksiyonu, daha biitiin doku rejenerasyonu ve daha giiclii terapotik etki
saglar.

Hiicre tabakalarinin kullanilmasinin dezavantajlari arasinda ise su maddeler sayilabilir:
» Sicaklik duyarli kiiltiir kaplar1 kullanilacaksa 6zel ekipman gerektirir ve maliyeti
arttirir.

> Ozel yiizey kaplamalarinin hazirlanmas1 zaman almaktadir.

» Elde edilen tabaka yapilan incedir, bu nedenle kalin dokular elde etmek igin
tabakalarin ¢ok katmanli olarak birlestirilmesi gerekmektedir. Kalin dokular
uretildiginde ise oksijen ve besin yetmezligi nedeniyle nekrotik bdlgeler meydana
gelebilir. Bunun 6nlenmesi i¢in biiylime faktorleri/gen transferi ile modifikasyon veya

endotel hiicreleri ile ko-kiiltiir yapilarak damarlanma ¢alismalar1 yapilmaktadir.
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2.3.3. Kalp Doku Miihendisliginde Hiicre Tabakas1 Calismalari

Gelistirilen hiicre tabaka teknolojisi ile kalp hasarlarinda uygulanan hiicre temelli
tedavilere pek cok avantaj saglanmistir. Kalp rejenerasyonu i¢in pek ¢ok farkli hiicre
tiirii ve yontem kullanilarak tek ya da ¢ok katmanli hiicre tabakalar1 elde edilmis ve bu

tabakalar in vitro ve in vivo ¢alismalarda (Cizelge 2.4) kullanilmistir.

Olusturulan kalp yamalarinin klinikte etkin sekilde kullanilabilmesi ve olumlu sonuglar
alabilmesi i¢in kalin dokularin iiretilmesi gerekmektedir. Bazi g¢aligmalarda elde
edilen doku kalinliklarinin arttirilmasi i¢in hiicresizlestirilmis ECM yapisi ile hiicre
tabaka miihendisligi yaklasimi birlestirilmistir. Hata ve ark. (2010) kasilma fonksiyonu
olan kalp yamasinin kalinligin1 artirmak igin sicaklik duyarl kiiltiir kaplarinin yardimi
ile elde ettikleri 3 katli kardiyomiyosit hiicre tabakasini, kardiyomiyosit ekimi yapilan
hiicresizlestirilmis domuz ince bagirsak submukozasi (SIS) ile birlestirmislerdir.
Boylece ~600-800 um kalinlikta bir yama elde etmislerdir. Elde edilen basariya ragmen
arastirmacilar kullanilan SIS iskelenin ventrikiil kasilmasini destekleyecek sekilde dogal
ECM’ye benzerlik derecesinin ve kullanilan hiicre tiiriiniin klinik uygulamalardaki
uygulanabilirliginin sorun olusturabilecegine vurgu yapmislardir. Chen ve ark. (2008b)
ise sigir perikardiyum dokusunu hiicresizlestirmisler ve ince kesitlere ayirmislardir.
Daha sonra metil seliiloz bazli sicaklik duyarli kiiltiir kaplart yardimi ile irettikleri
kemik iligi MKH tabakasii katlayarak ¢ok katmanli hale getirmisler ve bu tabakalar
hiicresiz ECM tabakalarinin arasina yerlestirerek sandvi¢ modeli olusturmuslardir. Elde
ettikleri yamayr hasarli sigan kalbine transplante etmisler, histolojik ve fonksiyonel
analizlerde sandvi¢ grubunda, kontrol ve hiicresiz iskele implante edilen gruba gore

daha iyi sonuglar elde etmislerdir.
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Cizelge 2.4. Kalp rejenerasyonu amaciyla yapilan hiicre tabaka caligmalari.

Yazar Yil Hiicre tiirii Hiicre tabakas: elde etmek | in-vivo
icin kullanilan yontem transplantasyon
Itabashi ve | 2005 | Sigan Fibrin kapli TCPS Sican
ark. kardiyomiyosit
Fruta ve ark. | 2006
Memon ve | 2005 | Sigan iskelet kasi | Sicaklik duyarl kiiltiir kabi Sican
ark. myoblast
Hata ve ark. | 2006 | Kopek iskelet kasi | Sicaklik duyarl kiiltiir kabt | Kopek
miyoblast
Haraguchi 2006 | Sican Sicaklik duyarl kiltiir kabt | -
ve ark. kardiyomiyosit
Kondoh ve | 2006 | Hamster Sicaklik duyarl kiiltiir kabt | Hamster
ark. miyoblast
Miyahara ve | 2006 | Sigan AKMKH | Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 Sican
ark. ve dermal
fibroblast
Sekine  ve | 2006a | Sigan Sicaklik duyarli kiiltiir kab1 Sigan
ark. kardiyomiyosit ve
dermal fibroblast
Sekine  ve | 2006 | Sigan Sicaklik duyarli kiiltiir kab1 Sican
ark. b kardiyomiyosit
Sekiya  ve | 2006 | Sigan Sicaklik duyarli kiiltiir kab1 Sican
ark. kardiyomiyosit
Kubo ve ark. | 2007 | Sigan Sicaklik duyarl kiltiir kabt | -
kardiyomiyosit
Sekine  ve | 2008 | Sigan Sicaklik duyarli kiiltiir kab1 Sican
ark. kardiyomiyosit ve
endotel
Hoashi ~ ve | 2009 | Sican iskelet kasi | Sicaklik duyarl kiiltiir kabt | Sigan
ark. miyoblast
Bel ve ark. 2010 | Primat AKMKH | Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 Makak
ve
embriyonik  kdk
hiicresi ko-kiiltiir
Asakawa ve | 2010 | HUVEC ve Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 -
ark. Insan dermal
fibroblast ko-
kiiltiir
Sekine  ve | 2011 | Sigan Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 Sican
ark. kardiyomiyosit
Haraguchi 2012 | Sigan Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 -
ve ark. b kardiyomiyosit
Kawamura | 2012 | Insan IPKH | Sicaklik duyarli kiiltiir kab1 | Domuz
ve ark. kokenli
kardiyomiyosit
Ishida ve | 2014 | Domuz AKMKH | Sicaklik duyarl kiiltiir kabi Domuz
ark.
Yeh ve ark. 2014 | Tavsan AKMKH | Yiiksek hiicre ekim | Tavsan
yogunlugu ve serum
Masumoto 2014 | insan IPKH | Sicaklik duyarl kiiltiir kab Sican
ve ark. kokenli
kardiyomiyosit ve
vaskiiler hiicreler
Sakaguchi 2018 | Sican Sicaklik duyarl kiiltiir kab1 Sican
ve ark. kardiyomiyosit ve

endotel
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez kapsaminda kullanilan malzemeler ve gerceklestirilen deneysel
calismalar aciklanmistir. Deneysel c¢aligmalar 3 temel asamada asagida belirtilen

siralama dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda ko-kiiltiir hiicre tabakasi iiretimi ve elde edilen tabakalarin
cesitli analizler ile karakterizasyonu yapilmistir. Bu amagla ilk 6nce hiicre tabakasi
caligmalarinda kullanilacak H9C2 kardiyomiyoblast hiicre hattt ve kardiyak
mikrovaskiiler endotel hiicrelerine ait karakterizasyon c¢alismalari detayli sekilde
anlatilmistir. Hiicre tabakasi elde etmek i¢in, H9C2 hiicreleri kullanilarak 3 farkli
yontem denenmis ve elde edilen tabakalarin 6zellikleri incelenmistir. Daha sonra H9C2
ve endotel hiicreleri ile ko-kiiltlir hiicre tabakasi elde etmek icin cesitli ¢alismalar
gerceklestirilmis ve elde edilen kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin karakterizasyon

calismalar1 yapilmustir.

Tezin ikinci asamasinda sican kalp kesitlerinin hiicresizlestirilmesi gerceklestirilmis,
hiicresizlestirme  isleminin  basarist  farkli  analizler ile degerlendirilmistir.
Hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin
(AKMKH) endotel hiicreler ile birlikte ko-kiiltiir ekimi yapilmig, kok hiicrelerin
kimyasal uyaran varliginda kardiyomiyojenik farklilagmasi incelenmistir. Bdylece

miyokardiyal yama tliretimi gerceklestirilmistir.

Son asamada ise iretilen miyokardiyal yama, kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile
birlestirilmis ve kok hiicrelerin kimyasal indiikleyici ajan varliginda kardiyomiyojenik
farklilagsmasi incelenmistir. Boylece kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenmis

miyokardiyal yama tiretimi gergeklestirilmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan olan H9C2 (embriyonik sigan ventrikiil
kardiyomiyoblast) hiicre hatti Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Boliimii’'nde Prof. Dr. Belma Turan’in laboratuvarindan temin edilmistir. Sican primer
kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri Applied Biological Materials (katalog

numarasi T4816; ABM, Kanada) firmasindan satin alinmistir.
Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan DMEM yiiksek glikoz ve diisiik glikoz ortamlari
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Biowest (Fransa), o-MEM ortami Biochrom (Almanya), Dulbecco fosfat tampon
cozeltisi (DPBS) ve fetal sigir serumu (FBS) Hyclone (ABD) firmasindan temin
edilmistir. Tripsin/EDTA ¢0zeltisi ve penisilin-streptomisin (P/S) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Gentamisin ve amfoterisin B Life Technologies
(ABD) firmasindan, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve bazik fibroblastik
biiyiime faktorii (bBFGF) Abcam (Ingiltere) firmasindan satin alinmistir. Hiicrelerin iireme
kinetiginin ~ belirlenmesi  amaciyla  yapilan analizlerde  kullanilan ~ MTT
(3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir) ve izopropanol Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan; hidroklorik asit (%37, v/v) Merck (Almanya), PrestoBlue ise
Invitrogen (ABD) firmasindan satin alinmigtir. Kullanilan 96, 24, 12, 6 gozlii ve 25, 75,
175 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplar1 (TCPS) ve 4 gozlii 35 mm capli Petri kaplar1 Greiner
(Almanya), 10 mm capli lameller Marienfeld (Almanya), sicaklik-duyarl kiiltiir kaplar
ThermoFisher Scientific (ABD) firmalarindan satin  alinmistir.  Hiicrelerin
fiksasyonunda kullanilan metanol, gluteraldehit ve paraformaldehit, SEM analizi i¢in
kullanilan hekzametildisilazan (HMDS) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Hiicrelerin morfolojik incelenmesi amaciyla kullanilan Triton X-100, sigir
serum albiimini (BSA), kristal viyole; hiicre tabakalarinin iiretiminde kullanilan
L-askorbik asit; canli/6lii hiicre boyama analizinde kullanilan Etidyum homodimer-1 ve
kalsein-AM Sigma (Almanya) firmasindan; 4’-6- diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve
Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru Invitrogen (ABD)
firmasindan alinmistir. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre (AKMKH) izolasyon
protokoliinde dokuyu pargalamak i¢in kullanilan Tip 1 kollajenaz enzimi Biochrom
(Almanya), hiicreleri ayirmak i¢in kullanilan hiicre filtresi (70 pm cap gozenekli) BD
Biosciences (ABD) firmasindan alinmistir. Kardiyomiyojenik farklilastirma amaciyla
kullanilan retinoik asit ve 5-Azasitidin (5-Aza) Sigma (Almanya) firmasindan satin
alinmistir. Immiinofloresan boyamalar igin kullanilan primer antikorlar (tavsan
poliklonal anti-miyozin hafif zincir 2, Anti-MLC2, ab79935, fare monoklonal anti-
kardiyak troponin T, Anti-TNT, ab10214, tavsan poliklonal anti-von Willebrand Faktor,
Anti-VWF, ab6994) ve sekonder antikorlar (ke¢i anti-tavsan IgG Alexa Fluor 488
(ab150081), keci anti-fare IgG Alexa Fluor 568 (ab175701) ve keci anti-tavsan IgG
Alexa Fluor 405 (ab175653)) Abcam (ingiltere) firmasindan satin alinmustir.

Hiicresizlestirme islemi igin kalp kesitlerinin alinmasinda kriyostat (Leica CM 3050 ya

da Leica CM 1900, Almanya) cihazi kullanilmistir. Trishidroksimetil aminometan
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(Tris) Merck (Almanya), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), sodyum dodesil siilfat
(SDS), fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS), nistatin, fenilmetil-siilfonil floriir (PMSF), oktil-
B-D-glukopiranosid (OGP), deoksiriboniikleaz I, riboniikleaz A ve NaCl
Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Magnezyum kloriir hekzahidrat
(MgCl2(H20)e) Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. RNA izolasyonunda
kullanilan TRIzol Invitrogen (ABD), RNA izolasyon kitleri Qiagen (Almanya) ve
EURX® (Polonya), cDNA sentezi ve RT-PCR analizi i¢in kullanilan Kkitler ise
ThermoFisher Scientific (ABD) ve Solis BioDyne (Estonya) firmalarindan satin

alimustir.

3.2. Deneysel Calismalar

3.2.1. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarinin Uretiminde Kullanilacak Hiicrelerin
Karakterizasyon Calismalar:

3.2.1.1. H9C2 Kardiyomiyoblast Hiicre Hatt1

HO9C2 hiicreleri embriyonik sigan kalbinden izole edilen kardiyomiyoblast hiicreleridir.
Hiicreler %10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) P/S igeren DMEM (yiiksek
glikoz) igerisinde 37°C’de, %5 COz2 igeren inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. Hiicrelerin
dondurularak saklanmasi isleminde ise dondurma ortami olarak %5 (v/v) DMSO, %95
(v/v) serumlu ortam kullanilmigtir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda 20. pasaj hiicreleri
kullanilmistir. Hiicreler 1x10* hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde {ireme
kinetiklerinin incelenmesi amaciyla yapilacak analizler i¢cin 24 gozli kiiltiir kaplaria
1 mL, kristal viyole boyama igin 6 gozlii kiiltiir kaplarina 2 mL, immiinofloresan
boyama igin 4 gozli 35 mm g¢apli Petri kaplarina 2 mL ortam ile ekilmistir ve 14 giin
boyunca kiiltire devam edilmistir. ki ya da ii¢ giinde bir taze ortam degisimi
yapilmistir. Tez kapsaminda steril ortam gerektiren tiim deneyler laminer akish kabin

(Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, Italya) icerisinde gerceklestirilmistir.

Ureme Kinetiklerinin Incelenmesi

Hiicrelerin iireme kinetiklerinin belirlenmesi amaciyla MTT analizi ve hemositometrik
hiicre sayimi yapilmistir. Analiz sonuglarina gore hiicrelerin spesifik lireme hizi ve
ikilenme siiresi logaritmik tireme fazinda, Esitlik 3.1 ile hesaplanmistir:

dx/dt = ux (3.1)
Burada X hiicre sayisini, p 6zgiil iireme hizini ve t zamani gostermektedir.

MTT analizi i¢in Kkiiltiiriin belirlenen zamanlarinda hiicrelerin iizerindeki ortam
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uzaklastirilmis, her bir goze 600 pL serumsuz kiiltlir ortami ve 60 pL MTT ¢ozeltisi
(2.5 mg/mL, PBS icerisinde) ilave edilmis ve hiicreler 3 sa 37°C’deki inkiibatdrde
kiltlire edilmistir. Siire sonunda MTT igeren ortam uzaklastirilmis, gozlere 0.04 M HCI
iceren 400 pL izopropanol ¢ozeltisi ilave edilmistir. MTT, canli hiicre mitokondrisinde
mor renkli formazan kristallerine déniistiiriiliir. Izopropanol ile bu kristaller
¢oziindiigiinde hiicre canlilifiyla orantili yogunlukta mor renkli ¢ozelti elde edilir.
Cozeltiden 200 pL almip, 96 gozlii kiiltiir kaplarina aktarilmis ve absorbans 570 nm
dalga boyunda 690 nm referans degeriyle UV spektrofotometrede (Asys UVM 340,

Avusturya) 6l¢iilmiistiir.

Hemositometrik hiicre sayimi i¢in kiiltliriin belirlenen zamanlarinda sayim yapilacak
gozlerdeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve hiicreler %0.25°lik (v/v) tripsin/EDTA
kullanilarak yiizeyden kaldirilmigtir. Canh hiicrelerin daha kolay belirlenebilmesi igin

tripan mavisi ile boyama yapilmis ve Neubauer lami1 kullanilarak sayim yapilmistir.

Morfolojik Inceleme

Hiicrelerin morfolojik olarak incelenmesi igin Kristal viyole ve immiinofloresan boyama
yontemi kullanilmigtir. Boyama yapilacak giinlerde hiicrelerin {izerindeki ortam
uzaklastirilmig ve DPBS ile iki kez yikama yapilmistir. Daha sonra hiicreler 4°C’ de 20
dk 1:1 (v/v) aseton-metanol ¢ozeltisi ile muamele edilerek fikse edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra hiicrelerin tizerine %0.5’lik (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi ilave edilmis
ve 30 dk inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda boya, akan su altinda yikama yapilarak
hiicrelere zarar vermeden uzaklastiritlmis ve invert mikroskop (Olympus 1X71, A.B.D)

ile incelenmistir.

Hiicre ¢ekirdeginin ve hiicre iskeletindeki aktin filamentlerinin goriintiilenmesi i¢in
DAPI ve Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ile immiinofloresan
boyama yontemi kullanilmistir. Bunun ic¢in Oncelikle hiicreler {izerindeki ortam
uzaklastirildiktan sonra PBS ile 2 kez yikama yapilmistir. Daha sonra oda sicakliginda
%2.5 (v/v) gluteraldehit ile 10 dk muamele edilerek fiksasyon yapilmistir. Fiksasyonun
ardindan 3 kez PBS ile yikama yapilmis ve membran gecirgenliginin arttirilmasi icin
%0.1 (v/v) Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 10 dk muamele yapilmistir. Daha sonra
%1 (w/v) BSA ¢ozeltisi (PBS icinde; PBS-A) ile 3 kez yikama yapilmis, %1 (v/v)
Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ve %0.1 (v/v) DAPI igeren
PBS-A ¢ozeltisi ile karanlikta 30 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Siire
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sonunda antikor ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve hiicreler PBS-A ile 3 kez yikanmistir.
Ardindan hiicrelerin iizerine kapatma ortami eklenmis ve cam lameller ile kapatilarak

floresan mikroskop (Olympus IX71, A.B.D) ile goriintiilleme yapilmustir.

3.2.1.2. Primer Sican Kardiyak Mikrovaskiiler Endotel Hiicreleri

Kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri (KMEH) %20 (v/v) FBS, %2 (v/v)
L-glutamin, %1 (v/v) P/S ve 10 ng/mL VEGF igeren DMEM (diisiik glikoz) hiicre
kiiltiir ortaminda 37°C’de, %5 COz igeren inkiibatorde kiiltlire edilmislerdir. Hiicrelerin
dondurularak saklanmasi isleminde ise dondurma ortami olarak %10 DMSO (v/v), %90
(v/iv) FBS kullanilmistir. Hiicrelerin  karakterizasyon c¢alismalar1 6. pasajda
gerceklestirilmistir. Hiicreler 5x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde iireme
kinetiklerinin incelenmesi amaciyla yapilacak analizler i¢in 24 gdzlii kiiltiir kaplarina 1
mL, kristal viyole i¢in 6 gozlii kiiltiir kaplarina 2 mL, immiinofloresan boyama i¢in 4
g06zIli 35 mm capli Petri kaplarina 2 mL ortam ile ekilmistir ve 14 giin boyunca kiiltiire

devam edilmistir. iki ya da ii¢ giinde bir taze ortam degisimi yapilmistir.

Ureme Kinetiklerinin incelenmesi

Hiicrelerin iireme kinetiklerinin belirlenmesi amaciyla MTT analizi ve hemositometrik
sayim yapilmistir. Analiz sonuglarina gore hiicrelerin spesifik ireme hiz1 ve ikilenme
siiresi logaritmik iireme fazinda, ‘3.2.1.1.’de Ureme Kinetiklerinin Incelenmesi’

boliimiindekine benzer sekilde 3.1 numarali esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

Morfolojik inceleme

Hiicrelerin morfolojik olarak incelenmesi igin Kristal viyole boyama ile DAPI ve Alexa
Flour 488 Palloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ile immiinofloresan boyama yontemi
kullanilmistir. Boyamalar igin ‘3.2.1.1.”de Morfolojik inceleme’ béliimiinde uygulanan
islemler uygulanmstir.

Endotel hiicrelere spesifik von Willebrand Faktor (VWF) antikoru kullanilarak
immiinofloresan boyama yapilmistir. Bu amagla Oncelikle hiicreler %4 (w/v)
paraformaldehit (PFA) ile oda sicakliginda 20 dk fikse edilmis, boyama yapilana kadar
PBS igerisinde +4°C’de bekletilmistir. Boyama yapilacagi zaman hiicreler 1 kez PBS ile
yikanmis, daha sonra gegirgenlik ve bloklama islemi ayn1 anda yapilmistir. Bu amagla
%0.1 (v/v) Triton X-100, %5 (v/v) normal ke¢i serumu (NGS) iceren PBS-A ¢ozeltisi
ile oda sicakliginda 1 sa inkiibasyon yapilmistir. Daha sonra 1/400 oraninda PBS-A ile
seyreltilen primer antikor ile 16 sa +4°C’de inkiibasyon yapilmistir. U¢ kez PBS-A ile
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yikama yapildiktan sonra 1/250 oraninda PBS-A (%5 (v/v) NGS igeren) ile seyreltilen
sekonder antikor (Alexa Fluor 488) ile oda sicakliginda 2 sa inkiibasyon yapilmis ve

floresan mikroskop altinda inceleme yapilmustir.

In Vitro Tiibiil Olusumu

Endotel hiicrelerin ilerleyen pasajlarda (pasaj 11) fonksiyonel 6zelliklerini koruyup
koruyamadiklarmin belirlenmesi igin in Vitro tiibiil olusumu analizi yapilmistir. Bunun
icin literatlirde siklikla kullanilan Matrijel’in (Corning, katalog numarasi 354230)
biliylime faktorii azaltilmis olan formu tercih edilmistir ve literatiire benzer bir protokol
uygulanmistir (Francescone ve ark., 2011). Matrijel normalde -20°C’de donmus halde
muhafaza edilmektedir ve 10-22°C arasinda jellesmeye baslamaktadir. Deneyden 1 gece
once Matrijelin +4°C’de bekletilmesi ve sivi hale gecmesi saglanmistir. Ayrica deney
sirasinda Matrijel ile temas edecek mikropipet uglari, 96 gozli kiiltiir kab1 da en az
3-4 sa onceden -20°C’de bekletilmistir. Deney giinii Matrijel, buz {izerinde laminer
kabin igerisine alinmis ve tiim islemler buz iizerinde gerceklestirilmistir. Doksanalti
gozIu kiiltiir kabindaki hiicre ekimi yapilacak gozlere 50 uL. Matrijel eklenmis ve kiiltiir
kab1 37°C’de inkiibatore yerlestirilerek Matrijelin jellesmesi beklenmistir. Bu siiregte
endotel hiicreleri yiizeyden kaldirilmis ve 2x10* ya da 4x10* hiicre/gdz olacak sekilde
sayim yapilmis, hiicreler 100 pL besi ortamu igerisinde jellesen Matrijel {izerine
ekilmistir. Kiiltiir ortaminda VEGF’in tiibiil olusumu {izerine etkisinin belirlenmesi i¢in
VEGEF igeren ve icermeyen endotel hiicre ortami kullanilmistir. Belirli saatlerde optik
mikroksop goriintiileri alinmis, ve analiz sonunda canli/6li hiicre boyama analizi
yapilmistir. Boyama igin kiiltiir ortami ¢ekidikten sonra Matrijel PBS ile yikanmistir ve
daha sonra 2 pM kalsein-AM ve 2 uM etidyum homodimer-1 igeren boya ¢ozeltisi
(Ca*?, Mg*? igeren PBS igerisinde) ile karanlikta 30 dk oda sicakliginda muamele
edilmistir. Inkiibasyon sonrast PBS ile yikama yapilarak floresan mikroskop altinda

inceleme yapilmustir.

3.2.2. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarmin Uretimi ve Karakterizasyon
Cahismalan

Ko-kiiltiir hiicre tabakasi tiretimi dncesinde yalnizca HOC2 hiicreleri kullanilarak farkli

iiretim yontemleri denenmis ve en uygun yonteme karar verilmistir.
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3.2.2.1. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarinmn Uretimi

Hiicre tabakalarimin tiretilmesi i¢in H9C2 kardiyomiyoblast hiicreleri 25-26. pasajlarda
kullanilmis ve literatiirde kullanilan 3 farkli yontem denenmistir; i) sicaklik-duyarh
hiicre kiiltiirti  kaplarinin  kullanimi, ii) yliksek hiicre ekim yogunlugu ve FBS

konsantrasyonu, iii) askorbik asit (AA) uygulamasi.

Sicaklik-Duyarh Hiicre Kiiltiirii Kaplar:

H9C2 hiicreleri ile hiicre tabakasi olusturmak i¢in ticari olarak iiretilen
sicaklik-duyarli hiicre kiiltlir kaplar1 kullanilmistir. Hiicre ekiminden 6nce hiicreler ile
kiltir kabmin etkilesimini artirmak i¢in yiizey 3 sa 37°C’de 1 mL FBS ile muamele
edilmistir. Hiicreler 10* hiicre/cm? yogunlugunda olacak sekilde ekim gergeklestirilmis,
%10 (v/v) FBS, %2 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) P/S igeren DMEM yiiksek glikoz
ortaminda kiiltiire edilmistir. iki ya da ii¢ giinde bir ortam degisimi yapilmis ve kiiltiiriin
7. giiniinde hiicrelerin yeterli yogunluga ulastiklar1 diisiiniilerek kiiltiir kabi1 daha
onceden 20°C’ye ayarlanmis olan inkiibatore yerlestirilmis ve hiicre tabakasi ylizeyden
kaldirilmistir. Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakasi steril 35 mm c¢apli Petri kabina
aktarilmis ve az miktarda ortam eklenerek inkiibator igerisine yerlestirilmis, tutunma
gerceklestikten sonra 2 mL taze ortam eklenmistir. Ilerleyen giinlerde tabakanin invert

mikroskop gortintiileri alinmistir.

Yiiksek Hiicre Ekim Yogunlugu ve FBS Konsantrasyonu

Sicaklik-duyarli hiicre kiiltiir kaplar1 kullanilmadan normal TCPS yiizeyler ilizerinde
hiicre tabakasi olusturmak icin H9C2 hiicreleri 6 gozli kiiltiir kaplarina daha yiiksek
yogunlukta (5x10* hiicre/cm?) ekilmistir. Hiicrelerin kollajen sentezini artirmak ve
tabaka olusturmasinmi desteklemek icin, kullanilan hiicre kiiltiirii ortaminda FBS oram
%20 (v/v) seviyesine ¢ikarilmugtir. 1ki ya da ii¢ giinde bir taze ortam degisimi
yaptlmistir. Kiiltiirtin 3. ve 7. giinlinde hiicreler kisa siireli (15 sn) tripsinizasyon ve
sadece soguk DPBS ilavesi ile tabaka halinde kaldirilmaya calisilmis, fakat basarili
olunamamistir. Dokuzuncu giinde Kkiiltiir kabmin kenarindan DPBS uygulamasi
yapilarak tabakalar basarili sekilde kaldirilmig, yeni yiizeye aktarilip tutunmasi

saglanmis ve invert mikroskop goriintiileri incelenmistir.

Askorbik Asit (AA) Uygulamasi
Hiicre tabakasi liretimi i¢in kullanilan AA uygulamasi yonteminde ise 2. yonteme

benzer sekilde hiicreler 5x10* hiicre/cm? yogunlukta 6 gozlii kiiltiir kaplarina ekilmistir.
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Ekimden bir gilin sonra kiiltiir ortam1 20, 50 ve 100 pg/mL AA konsanrasyonu igeren
ortam ile degistirilmis, kontrol gruplarima AA eklemesi yapilmamigtir. AA eklemesi
yapildiktan sonra kiiltiiriin 2. ve 4. glinlinde ortam degisimi yapilmis, hiicre tabakalari
DPBS uygulamasi ile 5. giinde yiizeyden biitiin halinde kaldirilmistir. Daha sonra serum
konsantrasyonu %10’a disiiriilerek ayni ¢alisma tekrarlanmig, AA uygulamasi ile %10
(normal-FBS; N-FBS) ve %20 (yiiksek-FBS; Y-FBS) (v/v) olmak tizere 2 farkli FBS

konsantrasyonunda elde edilen tabakalar karsilastirmali olarak incelenmistir.

3.2.2.2. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarimin Karakterizasyon Calismalari
Canly/Olii Hiicre Boyama

Hiicre tabakasini olusturan hiicrelerin canlilik analizleri i¢in etidyum homodimer-1 ve
kalsein-AM boyama yapilmistir. Analizler hiicre tabakalar1 ylizeyden kaldirilmadan
once ve kaldirilip yeni ylizeye tutundurulduktan sonra gergeklestirilmistir. Boyama
islemi i¢in hiicreler 2 uM kalsein-AM ve 2 puM etidyum homodimer-1 iceren boya
¢ozeltisi (Ca*?, Mg*? igeren PBS igerisinde) ile 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edilmis, PBS ile yikama yapildiktan sonra floresan mikroskop altinda inceleme

yapilmustir.

Immiinofloresan Boyama

Hiicrelerin kaldirilmadan 6nce ve kaldirilip yeni yilizeye tutundurulduktan sonraki
morfolojik incelemeleri icin hiicre c¢ekirdekleri DAPI, hiicre iskeletindeki aktin
filamentleri ise Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ile boyanmis
ve floresan mikroskop altinda inceleme yapilmistir. Boyamalar i¢in 3.2.1.1. Morfolojik

Inceleme’ béliimiinde uygulanan yontem uygulanmustir.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi

Farkli kiiltiir kab1 ylizey materyali, TCPS ya da PIPAAm kapli TCPS, hiicre ekim
yogunlugu, FBS ve AA konsantrasyonlarinin spesifik genlerin ekspresyonu iizerine
etkisinin incelenmesi i¢in ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi
gerceklestirilmis, hiicrelerin kardiyak troponin T (Tnnt2), kardiyak spesifik L-tipi voltaj
bagimhi Ca® kanali (Alfa 1C, Cacnalc), dengeleyici niikleozid tasiyici-1 (ENT-1,
Slc29al) ve kollajen I (Kol-1, Collal) genleri ile iskelet kasi spesifik L-tipi voltaj
bagimhi Ca® kanali (Alfa 1s, Cacnals) gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Sicaklik-duyarl kiiltiir kaplarinin, TCPS yiizey ile karsilastirilmasi ve TCPS ylizeylerde

yiiksek ve diistik hiicre ekim yogunlugunun karsilastirilmas: amaciyla 40 mm c¢apindaki
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TCPS kiiltiir kaplarma diisiik yogunlukta (10* hiicre/cm?) hiicre ekimi yapilmustir.
RT-PCR analizi icin hiicre tabakalar1 yiizeyden tripsinizasyon ile kaldirilarak steril
Eppendorf tiiplere alinmis ve analiz yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Analiz
yapilacagi zaman ilk 6nce RNA izolasyonu gerceklestirilmis, daha sonra cDNA sentezi

yapilmis ve RT-PCR islemi gergeklestirilmistir.

RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNeasy Mini Kit kullanilmis ve kit igerisinde verilen
talimatlar uygulanmistir. izolasyon yapilacagi zaman her bir 6rnegin iizerine 500 uL
TRIzol ¢ozeltisi eklenmis, 3 kez (toplamda 15 s) vortekslenmis ve oda sicakliginda
yaklasik 20 dk bekletilerek pargalanmistir. Daha sonra 6rneklerin {izerlerine 100 pL
kloroform eklenmis, kapaklar1 kapatildiktan sonra 20 kere dikkatlice alt {ist edilmis ve
oda sicakliginda 3 dk inkiibasyon yapilmistir. Sonrasinda, ornekler 4°C’de 10 dk
13,000 rpm’de santriftijlenmis ve iistteki sulu faz yeni bir Eppendorf tiipe aktarilmistir.
Uzerine toplanan sivi faza esit olacak sekilde %70’lik (v/v) etanol eklenmis,
karistirildiktan sonra ¢ozelti kit icerisindeki RNeasy spin kolonlara aktarilmis, 4°C’de
15 s 13,000 rpm’de santrifiijlenmistir. Izole edilecek RNA’daki DNA
kontaminasyonunu azaltmak i¢in DNaz (Qiagen RNase Free DNase Set) uygulamasi
yapilmistir. Eppendorf tiipiiniin altindaki sivi dokiilmiis, kolon tizerine 350 L RW1
¢ozeltisi eklenerek 13,000 rpm’de 15 sn santrifiij yapilmigtir. Her 6rnek i¢in 10 pL
DNaz stok ¢o6zeltisi+70 pl. RDD c¢ozeltisi karistirilarak elde edien karisim kolon
membrani iizerine birakilmis ve oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon yapilmistir.
Ardindan 350 uL RW1 ¢ozeltisi eklenmis ve 13,000 rpm’de 15 sn santrifiij yapilmistir.
Eppendorf tiipiiniin altindaki siv1 dokiilmiis ve kolona 500 uL. RPE ¢o6zeltisi eklenerek
13,000 rpm’de 15 sn santrifiij yapilmistir. Tiipte toplanan sivi dokiilmiis ve kolona
tekrar 500 pL RPE c¢ozeltisi eklenerek 13,000 rpm’de 2 dk santrifiigasyon yapilmustir.
Son asamada kolonda c¢ozelti kalmamas: icin kolon toplama tiipiine aktarilmisg
13,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Islem sonrasi kolon yeni bir Eppendorf tiip
igerisine yerlestirilmis ve membran tizerine 30 uL. RNaz icermeyen steril su eklenerek
13,000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Bu sayede spin kolon membraninda tutunan
RNA, su ile membrandan yikanarak santifiij tipinde toplanmistir. RNA
konsantrasyonlart NanoDrop2000c (Thermo Scientific) ile 6lgiilmiistiir. Izole edilen
RNA ¢ozeltisi analiz yapilincaya kadar kisa siireli saklanacaksa -20°C’de, uzun siireli

saklanacaksa -80°C’de bekletilmistir.
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cDNA sentezi i¢in Applied Biosystem cDNA Kit kullanilmis, reaksiyon Applied
Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, ABD) cihazi
kullanilarak 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk inkiibasyon sonucu
gergeklestirilmistir.

RT-PCR analizi 5xHot Fire Pol® Eva Green® qPCRMix Plus ya da 5xHot Fire Pol®
Eva Green® qPCR supermix (SolisBioDyne, Estonya) kiti kullanilarak LightCycler®
Nano Instrument (Roche, Isvicre) cihazinda yapilmistir. RT-PCR analiz kosullar ise
denatiirasyon basamagi 95°C’de 900 sn; uzama basamagi 95°C’de 15 sn, primerin
yapisma sicakliginda 20 sn ve 72°C’de 20 sn olacak sekilde 45 dongii ve son olarak
ayrilma basamagi 60°C’de 20 sn ve 95°C’de 20 sn olacak sekilde uygulanmustir.
Referans gen (Housekeeping gene) olarak Gapdh kullanilmistir. Yapilan analizin

sonuclar1 bagil gen ifadesi olarak verilmistir. Tiim veriler 2"44CT

metoduna gore
hesaplanmis, sonuglar kontrol grubunun katlar1 seklinde verilmistir. Tez kapsaminda

RT-PCR analizinde kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR analizlerinde kullanilan genlerin primer dizileri.

Genler Forward Primer Reverse Primer

Gapdh F: GTGCTGAGTATGTCGTGG R: GGGAGTTGTCATATTTCTCGT
Tnnt2 F: GGACTTTGATGACATCCAC R: CCTCTTCCTCCTTCTTCC
Cacnalc | F: CCTGAACTCCATCATCAAGG R: GGAACATCTATTATGCCCTCC
Slc29al F: AACCAATCCATCAAAGCCA R: CACAGGGATGAAGTAGCAG
Cacnals | F: GTCCCTGAGATTCTGCCGA R: ATGGTGAGCAAGATGATGGT
Collal F: TCCTGCCGATGTCGC R: CAAGTTCCGGTGTGACTCGTG
Cx43 F: TCAAAGTGGCCCAGACTGAC R: CCGTGCTCTTCAATCCCGTA
Gatad F: CCCAATCTGATATGTTTGATGACT | R: GATGAGGGGCCGGTTGATAC

3.2.3. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarimin Uretimi

3.2.3.1. H9C2 Kardiyomiyojenik Farkhlastirma Calismalar:

Tez kapsaminda kardiyovaskiiler hiicre tabakalar1 {retilmistir. Literatiirde
farklilagtirilmis  H9C2  hiicrelerinin  farklilastirilmamis  hiicrelere gbére primer
kardiyomiyosit kiiltiirii acisindan daha iyi bir model oldugu, ayni zamanda primer

izolasyon icin canlt hayvan kullanimi gerektirmemesi acisindan avantajli oldugu
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belirtilmektedir (Branco ve ark., 2015). Bu amacgla H9C2 hiicrelerinin kardiyomiyojenik

farklilagtirilmasina karar verilmistir.

Farklilasma calismalar1 21. pasajdaki hiicreler ile gergeklestirilmistir. HOC2 hiicreleri
5x10° hiicre/cm? yogunlukta olacak sekilde 24 gozlii (PrestoBlue ve PCR analizi igin)
kiltiir kaplarma ve 4 gozli 35 mm c¢aplh Petri kaplarina (immiinofloresan boyamalar
icin) ekilmistir. Ekimden 1 giin sonra H9C2 hiicrelerinin kardiyomiyositlere
farklilagmasini  desteklemek amaciyla kiiltiir ortami farkli retinoik asit (RA)
konsantrasyonlart (10 nM, 50 nM ve 100 nM) ve %]l (v/v) FBS iceren farklilasma
ortami ile degistirilmistir. Kontrol grubunda %10 (v/v) FBS iceren ortam kullanilmaya
devam edilmis, RA eklemesi yapilmamistir. Hiicreler 7 giin boyunca kiiltiire edilmis ve
ortamlar her gilin taze hazirlanan ortam ile degistirilmis, belirlenen gilinlerde analizler

gerceklestirilmistir.

PrestoBlue Analizi

Farklilasma ajaninin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla PrestoBlue
analizi gergeklestirilmistir. Kiiltlir ortami uzaklastirildiktan sonra her bir goze
40 uL PrestoBlue ve 360 pL besi ortami (kiiltiir sirasinda kullanilan farklilagtirma ya da
kontrol ortami) eklenmistir. Hiicreler 2 sa 37°C’de inkiibe edildikten sonra renk
degistiren ortamdan 200 pL alinip 96-gozlii kiiltiir kaplarina aktarilmis, optik yogunluk
600 nm referans olmak {iizere 570 nm’de mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir.
Hiicreler iizerinde kalan PrestoBlue ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra steril DPBS ile

yikama yapilmis, taze besi ortami eklenerek kiiltiire devam edilmistir.

Immiinofloresan Boyama

Farklilastirilmis hiicrelerin morfolojik degisimlerinin gézlenmesi amaciyla hiicreler
invert mikroskop altinda ve ¢ekirdekleri DAPI ile boyandiktan sonra floresan
mikroskopi yontemi ile incelenmistir. Elde edilen goriintiiler birlestirilerek morfolojik

inceleme yapilmistir.

Hiicrelerin farklilagsma belirteci olarak diger bir analizde Anti-TNT ve Anti-MLC2
primer antikorlar1 ile immiinofloresan boyamalar1 incelenmistir. Pozitif kontrol olarak
sican kalbinden dondurulduktan sonra kriyostat ile alinan doku kesitleri ilizerinde
boyamalar yapilmigtir. Kesitler -80°C’den ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda

kurumalar i¢in beklenmistir. Boyama yapilacak kesitlerin kenarlar1 boyanin akmasini
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engelleyen bir kalem (liquid blocker pen) ile ¢izilerek isaretlenmistir. Kesitler PBS ile
oda sicakliginda 3 kez yikanarak dondurma ortami uzaklastirilmistir. Yiizde 4 (w/v)
PFA ile oda sicakliginda 20 dk fiksasyon ve sonrasinda 3 kez PBS ile yikama
yapilmigtir. Daha sonra hem doku kesitlerine hem de farklilasma c¢alismasinda
kullanilan hiicrelere ayn1 protokol uygulanarak boyama gergeklestirilmistir. Ornekler
tizerine PBS igerisinde hazirlanan %0.1 (v/v) Triton X-100 eklenmistir ve 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bloklama amagli %1 (w/v) BSA ve %5 (v/v) NGS igeren
PBS ile 1 sa oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Bloklama isleminden sonra
yikama yapilmadan %1 PBS-A igerisinde seyreltilen primer antikorlar (Anti-TNT
1/800, Anti-MLC2 1/280 oraninda) eklenmistir. Orneklerin nemli ortamda kurumadan
kalmalar1 saglanarak +4°C’de bir gece ~16 sa inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 3
kez PBS-A ile yikama yapilarak, %5 (v/v) NGS ve %1 (v/v) PBS-A’da hazirlanan
sekonder antikorlar (2/250 oraninda siras1 ile Alexa Fluor 568 ve Alexa Fluor 488) ve
%0.1 (v/v) oraninda DAPI eklenmis ve oda sicakliginda 2 sa inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Sonrasinda PBS-A ile 3 kez yikama yapilmistir ve 6rnekler iizerine
kapatma ortami eklenerek lamel ile kapatilmis ve floresan mikroskop altinda inceleme

yapilmustir.

RT-PCR

Kardiyomiyojenik farklilagsmanin belirlenmesi amaciyla hiicrelerin spesifik gen (Tnnt2,
Cacnalc, Slc29al, Cacnals) ekspresyonlari incelenmis, deney igin ‘3.2.2.2. Gergek
Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi’ boliimiinde anlatilan yontem

uygulanmigtir.

3.2.3.2. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarimn Uretilmesi ve Karakterizasyon
Cahismalan

HO9C2 hiicrelerinin farklilastirma g¢aligmalart sonucunda en uygun kosulun 5 giin
siiresince 100 nM RA uygulamasi oldugu sonucuna varilmistir. Bu dogrultuda hiicreler
farklilastirma calismasindaki kosullar uygulanacak sekilde 75 cm? yiizey alanina sahip
flasklara pasajlanmistir ve hiicrelere 5 giin boyunca farklilastirma ortami (her giin taze
olarak degistirilerek) uygulanmistir. Kardiyomiyositlere farklilastirilmis H9C2 (pasaj
22) ve endotel hiicreleri (pasaj 7) ko-kiiltiir seklinde ekim yogunlugu 6:1 oraninda ve
toplam hiicre say1s1 ~5x10* hiicre/cm? olacak sekilde 24 gozlii (PrestoBlue ve RT-PCR
analizleri i¢in) ve 6 gozlii (SEM, canli/6li hiicre ve histolojik boyama igin) kiiltiir

kaplarina ekilmistir. Literatiirde yapilan bir calismada saglikli yenidogan si¢an kalbinde
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kardiyomiyosit/endotel hiicre oran1 6:1 olarak belirlenmistir, bu nedenle ¢alismada ko-
kiiltiirdeki H9C2:endotel hiicre oran1 6:1 olarak secilmistir (Sekine ve ark., 2008). Ekim
ortami her iki hiicrenin degisen kosullardan ¢ok fazla etkilenmemesi i¢in 1:1 oranda
DMEM vyiiksek glikoz (H9C2 besi ortami) ve DMEM diisiik glikoz (KMEH besi
ortami1) olacak sekilde secilmistir. Fakat H9C2 hiicreleri normal kosullarda %10 (v/v),
farklilastirma kosullarinda %1 (v/v) FBS ortaminda kiiltiire edilmektedir. Ko-kiiltiir
kosullarinda hangi serum konsantrasyonunun hiicreleri daha olumlu etkileyecegini
belirlemek amaciyla yiiksek glikoz ortaminda %1 (v/v) ve %10 (v/v) olmak lizere 2
farkl1 FBS konsantrasyonu kullanilmistir. Dolayist ile ko-kiiltlir ortami toplamda %10.5
(v/v) FBS (farklilastirma kosullarindaki konsanrasyona esit, %1 v/v, FBS igceren HOC2
besi ortam1 ve KMEH besi ortam1 1:1 oranda karistirilmistir) ve %15 (v/v) FBS (normal
kosullardaki konsanrasyona esit, %10 v/v, FBS igeren HOC2 besi ortam1 ve KMEH besi
ortami 1:1 oranda karistirllmistir) icerecek sekilde 2 farkli bilesimde hazirlanmistir.
Damarlanmanin desteklenmesi amaciyla ko-kiiltiir ortaminda 10 ng/mL VEGF ve 10
ng/mL bFGF kullanilmistir. Ko-kiiltiir ekiminden bir giin sonra hiicre tabakasi
olusumunu desteklemesi amaci ile kiiltiir ortamu farkli konsantrasyonlarda (20, 50 ve
100 pg/mL) AA igeren ortamlar ile degistirilmis, iki giinde bir taze ortam degisimi
yaptlmistir. Kiiltliriin 5. gilinlinde kiltiir kabmin kenarlarindan DPBS uygulamasi
yapilarak AA uygulanan gruptaki tabakalar yiizeyden kaldirilmistir. Hiicre tabakalarini
elde etmek i¢in uygulanan ¢alisma plan1 Sekil 3.1°de sematik olarak gosterilmistir.

Giin
SLOEDED I EDEDED s 0 v n i X
D H9C2 hiicrelerinin ‘ [k?-iiz:l:tei?rd:]zielln?ﬁm ‘ Kardiyovaskiiler hiicre

farkhlastirma igin ekimi tabakalarinin eldesi

@ RA uygulamasi ) % AAuygulamas

Sekil 3.1. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi elde etmek icin uygulanan ¢aligsma plani.

PrestoBlue Analizi
Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi elde etmek i¢in kullanilan ortamlarm hiicre canlilig
lizerine etkisinin incelenmesi amaciyla PrestoBlue analizi gerceklestirilmis, ‘3.2.3.1

PrestoBlue Analizi’ boliimiinde anlatilan protokol uygulanmistir.

Canly/Olii Hiicre Boyama

Kiltiirtin 5. giinii sonunda hiicre tabakalarinin kaldirilmadan 6nceki ve kaldirilip yeni
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yiizeye tutunduktan 1 giin sonraki hiicre canliliklarinin belirlenmesi amaciyla kalsein-
AM ve etidyum homodimer-1 ile canli/6lii hiicre boyama analizi yapilmis, ‘3.2.2.2

Canly/Olii Hiicre Boyama’ boliimiinde anlatilan protokol uygulanmistir.

RT-PCR Analizi

Ko-kiiltiir ortamlarinda kullanilan FBS ve AA konsantrasyonlariin, farklilasmis H9C2
hiicrelerinin kardiyomiyojenik 6zellikleri ve hiicrelerin kollajen sentezi {izerine etkisinin
belirlenmesi i¢in RT-PCR analizi gergeklestirilmis, Tnnt2, Cacnalc, Slc29al, Cacnals,
Collal gen ekspresyonlart incelenmistir. Analiz i¢in 3.2.2.2 Gergek Zamanlh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi’ boliimiinde anlatilan protokol
uygulanmistir. Sonuglar %10.5 (v/v) FBS ortaminda kiiltiire edilen kontrol grubunun

gen ekspresyon seviyesinin katlari seklinde verilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

RT-PCR analizi sonucunda 100 pg/mL AA konsantrasyonunun kardiyomiyojenik
Ozellikler agisindan en uygun kosul olduguna karar verilmis, sonraki analizler bu
konsantrasyon kullanilarak iiretilen tabakalar ile gerceklestirilmistir. Hiicre tabakasinin
morfolojik O6zelliklerinin incelenmesi i¢in SEM analizi gerceklestirilmistir. Besinci
giinde ylizeyden kaldirilip yeni kiiltiir kabina aktarilan tabakanin tutunmasi beklenmis,
tutunmadan 2 giin sonra hiicreler DPBS ile 2 kez yikanmis ve %2.5 (v/v) gluteraldehit
cozeltisi ile 30 dk muamele edilerek fiksasyonu gerceklestirilmistir. Fiksatif
uzaklastirildiktan sonra 6rnekler 3 kez PBS ile yikanmis ve 4°C’de %1 P/S igeren PBS
igerisinde saklanmistir. SEM analizinden 1 glin once ornekler etanol serisiden (%10,
%30, %50, %70, %90 ve %100, v/v) gecirilmis ve dehidrasyon islemi gerceklestirilmis,
son olarak 5 dk hekzametildisilazan (HMDS) muamelesi yapilarak 1 gece boyunca
ceker ocak igerisinde kurutulmustur. Goriintiileme oncesinde 6rnekler altin-palladyum

ile kaplanmustir.

Histolojik Boyama

Hiicre tabakalarinin histolojik agidan incelenmesi amaciyla Hematoksilen&Eozin
(H&E) boyama yapilmistir. Yiizeyden kaldirilan tabakalar poliviniliden floriir (PVDF)
membran filtre (Durapore®, Merck) iizerine alinmis, %4 (w/v) PFA igerisinde 15 dk
bekletilerek fiksasyon gerceklestirilmis, 3 kez PBS ile yikama yapilmis ve 4°C’de %1
(v/v) P/S igeren PBS icerisinde saklanmistir. Orneklere susuzlastirma, kesit alma ve

boyama islemleri i¢in asagidaki islemler uygulanmistir.
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Susuzlastirma

Ornekler, histolojik kasetler icerisine yerlestirilmistir.

Kasetler %70’lik (v/v) etanol icerisinde 30 dk bekletilmistir.

Daha sonra %95°lik (v/v) etanol igerisine alinmis ve 30 dk bekletilmistir.
%95’lik (v/v) etanol yeni hazirlanan ¢ozelti ile degistirilmis ve kasetler tekrar
30 dk bekletilmistir.

Kasetler, %100’lik (v/v) etanol igerisine alinmis ve 30 dk bekletilmistir. Bu
basamak %100°’liikk (v/v) yeni etanol ¢ozeltisiyle iki kere daha tekrarlanmistir.
Kasetler, etanol basamaklarindan sonra ksilen igerisine transfer edilmis ve ksilen
icerisinde 30 dk bekletilmistir. Bu basamak yeni ksilen ¢ozeltisiyle bir kez daha

tekrarlanmistir.

Kesit Alma

Kasetler, ksilen basamagindan sonra parafin banyosu igerisine konulmus ve bir
gece bekletilmistir.

Ertesi glin ornekler doku gomme kalib1 igerisinde yatay ya da dikey
yerlestirilerek parafine gomiilmiis ve -20°C’de 1 gece parafinin sertlesmesi

beklenmistir. Daha sonra mikrotom ile 6rneklerden 8 um’lik kesitler alinmistir.

H&E Boyama

Kesitlerin bulundugu lamellere sirasiyla asagidaki islemler uygulanmaistir:

Ksilende 4 dk bekletilmistir.

Ksilende 4 dk bekletilmistir.

Mutlak etanolde 2 dk bekletilmistir.

Mutlak etanolde 3 dk bekletilmistir.

%95°1ik (v/v) etanolde 1 dk bekletilmistir.

%70’1ik (v/v) etanolde 1 dk bekletilmistir.
Deiyonize suda 2 dk bekletilmistir.

Hematoksilen boya c¢ozeltisinde 10 dk bekletilmistir.
Musluk suyunda 1 dk bekletilmistir.

Asit alkolde (%70’lik (v/v) etanol igerisinde %5 (v/v) asetik asit) 20 s
bekletilmistir.

Musluk suyunda asit hizli bir sekilde uzaklastirilmistir.
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e Lameller, Scott’s tamponuna (2 g sodyum hidrojen karbonat + 20 g magnezyum
stilfat + 1 L distile su) 10 kez hizlica batirilip ¢ikarilmistir (Kesitlerin rengi mor-
mavi renge doniisiir).

e Kesitler, musluk suyuna hizlica batirilip ¢ikarilmistir.

o Kaesitler, %70’lik (v/v) etanole hizlica batirilip ¢ikarilmistir.

e FEozin boya ¢ozeltisinde 1 dk bekletilmistir.

o  %95’lik (v/v) etanolde 1 dk bekletilmistir.

o  9%95’lik (v/v) etanolde 1 dk bekletilmistir.

e Mutlak etanolde 2 dk bekletilmistir.

e Mutlak etanolde 3 dk bekletilmistir.

e Ksilende 3 dk bekletilmistir.

o Ksilende 3 dk bekletilmistir.

Boyanmis kesitler {lizerine kapatma ¢ozeltisi damlatilmis, tlizeri lamel ile kapatilarak

kurumaya birakilmis ve mikroskop altinda goriintiileme yapilmastir.

3.2.4. Hiicresizlestirilmis Miyokardiyal ECM Iskelelerin Uretimi

Tez kapsamindaki ¢alismalar icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 2015/24-04 karar numarasi (26.09.2017 tarihinde 2017/09 sayil1 toplantida
alan karar ile glincellenmistir) ile alinan izin (Ek 1’de verilmistir) ¢er¢evesinde 7-12

aylik sicanlardan kalp ve yag dokular1 alinmistir.

Ketamin/ksilazin bilesimi ile kilolarina uygun doz (sirasiyla; 90 mg/kg ve 10 mg/kg)
kullanilarak bayiltilan siganlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Dis ylizey
sterilizasyonunun saglanmasi icin sicanlar %70’lik (v/v) etanol ile silinmis ve steril
cerrahi Ortii iizerine sirt UStli yatirilarak el ve ayaklarindan sabitlenmistir. Karin alt
bolgesinden steril pens ile tutularak sivri u¢lu makas ile si¢an derisi kaldirilmis, daha
sonra dikkatli bir sekilde goglis kafesi agilan sicanin kalbi, kalbe giren ve c¢ikan
damarlarin kesilmesi ile alinarak %4 (v/v) P/S iceren DPBS bulunan steril bir kaba
aktarilmistir. Laboratuvara getirilen kalp laminer akish kabin igerisinde %4 (v/v) P/S
iceren DPBS ile yikanarak kanin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kalpte fonksiyonel
olarak sol ventrikiilin daha o6nemli olmasi nedeniyle genellikle sol ventrikiili
destekleyecek tedavi yoOntemleri iizerinde c¢alisilmaktadir. Bu nedenle ¢alisma
kapsaminda hiicresiz ECM iskele iiretiminde sigan sol ventrikiil dokusu kullanilmistir.

Ayrica sol ventrikiil dokusu daha kalindir, dolayisi ile daha fazla sayida doku kesiti elde
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edilebilmektedir. Wistar cinsi si¢anlarda sol ventrikiil kalinligi 2-3 mm arasinda
degismektedir (De Carvalho ve Thomazini, 2013). Kalp sol ventrikil dokusu laminer
kabin igerisinde izole edildikten sonra dondurma ortami igerisinde gomiilerek kriyostat
cihaz1 (Leica CM 3050 ya da Leica CM 1900, Almanya) ile 300 um kalinliginda
kesitlere ayrilmistir. Kesit alirken yiizeyin tiraslanmasi sirasinda epikardiyum
tabakasinin uzaklastiritlmas1 saglanmistir. Alinan miyokardiyal Kkesitler PBS ile
yikanarak dondurma ortaminin uzaklastirilmasi saglanmis daha sonra sodyum dodesil
siilfat (SDS), oktil-glukopiranosit (OGP) gibi ¢esitli deterjanlar ve deoksiriboniikleaz,
riboniikleaz gibi ¢esitli enzimler kullanilarak kimyasal ve biyolojik yontemler ile
hiicresel bilesenlerden arindirilmistir. Hiicresizlestirme amaciyla literatiirde kullanilan 2
farkli protokolden (SDS yontemi ve OGP yontemi) yararlanilmistir. Asagida bu

yontemler aciklanmistir.

3.2.4.1. SDS Yontemi

[lk yéntem literatiirde 3 basamakli protokol olarak belirtilmis, tez kapsaminda SDS
yontemi olarak adlandirilmistir (Oberwallner ve ark., 2014). Asagida yontem
kapsaminda uygulanan iglemler belirtilmistir:

o Kaesitler tek tek kapakli kahverengi cam siselere aktarilmis, oda sicakliginda 2 sa
liziz tamponu (10 mM Tris, %0.1 (w/v) EDTA, pH 7.4) igerisinde 300 rpm
hizinda orbital ¢alkalayicida inkiibe edilmistir.

e Daha sonra oda sicakliginda orbital karistiricida 6 sa SDS (%0.5, w/v, PBS
icerisinde) ile muamele edilmistir.

e Karstiricr lizerinde 3 kez 10 dk PBS ile yikandiktan sonra 1 gece %1 (v/v) P/S
ve nistatin (100U/mL) igeren PBS ile yikama yapilmaistir.

e DNA kalintilarint uzaklastirmak i¢in 3 sa 37°C’de %12 (v/v) FBS, %1 (v/v) P/S
iceren DMEM ile 70 rpm’de calkalayic1 inkiibator igerisinde inkiibasyon
yapilmustir.

e Ikinci PBS yikama isleminden sonra drnekler kisa siirede kullanilacaksa %1
(v/v) P/S ve nistatin iceren PBS igerisinde 4°C’de, analizler igin bekletilecekse

-80°C’de saklanmistir.

3.2.4.2. OGP Yontemi
Hiicresizlestirme amaciyla kullanilacak ikinci yontemde ise kimyasal ve enzimatik

islemler bir arada kullanilmistir (Dong, Li, ve Mo, 2013). Bu yontem OGP yontemi
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olarak adlandirilmistir. Asagida uygulanan islemler belirtilmistir:

o Doku kesitleri tek tek kahverengi cam siselere alinmis, hiicre lizizi igin 10 mM Tris-
HCI (pH 7.5), %0.02 (w/v) EDTA, %1 (v/v) P/S ve 1 mM PMSF igeren %1 (w/v)
OGP cozeltisi igerisinde 4°C’de 24 sa 3 boyutlu karigtiricida 70 rpm’de calkalanarak
inkiibe edilmistir.

e Daha sonra niikleaz pargalama ¢ozeltisi (NPC) icerisinde 37°C’de 24 sa calkalamali
inkiibator igerisinde 70 rpm’de niikleik asit degredasyonu gercgeklestirilmistir.

e NPS: 50 mM Tris-HClI (pH 7.6) igerisinde, 2.5 Kunitz units (KU)/mL
deoksiriboniikleaz I, 7.5 KU/mL riboniikleaz A, 0.15 M NaCl, 2 mM MgCl2(H20)s
ve %1 (v/v) P/S.

e Kalintilar1 uzaklagtirmak i¢in ¢alkalamali inkiibatorde %1 (v/v) P/S ve nistatin i¢eren
PBS igerisinde 4°C’de 24 sa yikama yapilmstir. Ornekler kisa siirede kullanilacaksa
%1 (v/v) P/S ve nistatin igeren PBS i¢erisinde 4°C’de, analizler igin bekletilecekse -

80°C’de saklanmustir.

3.2.5. Hiicresizlestirilmis Miyokardiyal ECM Iskelelerin Karakterizasyonu

Alman kesitler iizerinde hiicresizlestirme islemleri uygulandiktan sonra hangi yontemin
daha basarili oldugunu belirlemek i¢in asagidaki analizler gerceklestirilmistir.
Analizlerde kontrol amagl olarak, hiicresizlestirme islemi uygulanmayan doku kesitleri

kullanilmugtir.

3.2.5.1. SEM Analizi
Hiicresizlestirilmis ECM yapisinin morfolojik agidan incelenmesi i¢in SEM analizi
yapilmistir. Orneklerin hazirlanmasi i¢in 3.2.3.2 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Analizi’ boliimiinde anlatilan islem uygulanmustir.

3.2.5.2. Immiinofloresan Boyama

Hiicresizlestirilen orneklerde niikleer materyal kalintis1 olup olmadigini belirlemek i¢in
DAPI ile immiinofloresan boyama gerceklestirilmistir. Orneklerden kriyostat cihazi ile
8 um kalinliginda kesitler alinmis, 15 dk %4 (w/v) PFA ile fiksasyon yapildiktan sonra
%0.1 (v/v) Triton X-100 ile 30 dk oda sicakliginda bekletilerek gecirgenlik
saglanmigtir. Boyama i¢in oda sicakliginda 20 dk %0.1 (v/v) DAPI (PBS igerisinde) ile

inkiibasyon yapilmais, floresan mikroskop ile goriintiilleme gerceklestirilmistir.
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3.2.5.3. DNA Analizi

Hiicresizlestirme sonrasinda yapida kalan DNA miktarinin belirlenmesi i¢in DNA
analizi yapilmistir. Bu amagla Hoechst 33258 kullanilarak florimetrik bir olgiim
gerceklestirilmistir. Hiicresizlestirilmis ve hiicresizlestirilmemis ornekler
dondurulduktan sonra liyofilizatorde kurutulmus, 1 mL papain ¢ozeltisi (125 pg/mL
papain ¢ozeltisi, 5 mM sistein.HCl ve 5 mM NaEDTA igeren 0.1 M PBS, pH 6.0) ile
60°C’de 16 sa inkiibe edilmis, boylece par¢alanmasi saglanmistir. DNA standartlar1 ve
ornekler, 200 pupuL DNA miktarma uygun Hoechst c¢alisma  ¢ozeltisi
(10 mM Tris, 1 mM Na2EDTA, 0.1 mM NacCl, pH 7.4) + 10 uL DNA standard: ya da
ornek lizat1 olmak iizere (toplamda 210 pL) 96 gozlii mikroplakaya aktarilarak floresan
siddeti (eksitasyon: 360 nm, emisyon: 460 nm, slit araligi:10 nm) floresan

spektrofotometre cihazi (Cary Eclipse, Avusturalya) ile dl¢iilmiistiir.

Hoechst 33258 calisma ¢ozeltisinin konsantrasyonu, ornek igerisinde bulunan tahmini
DNA miktarina gore se¢ilmelidir (500 ng DNA’ya kadar 0.1 pg/mL, 10 png DNA’ya
kadar 1 pg/mL Hoechst 33258). DNA standardi olarak DNAQF (Sigma-Aldrich) DNA

kiti i¢erisindeki konsantrasyonu 1 mg/mL olan DNA ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.2.5.4. Histolojik Boyama
Hiicresizlestirilen miyokardiyal kesitlerin histolojik acidan incelenmesi igin ‘3.2.3.2
Histolojik Boyama’ boliimiinde aciklanan H&E boyama islemi uygulanmistir. Boyanan

kesitler invert mikroskop altinda goriintiilenmistir.

3.2.5.5. Kollajen Analizi

Hiicresizlestirme isleminin ECM yapisindaki kollajen igeriginde bir degisime neden
olup olmadig1 hidroksipirolin analizi ile belirlenmistir. Hidroksipirolin kollajen
yapisinda bulunan bir aminoasittir. Analiz, dokunun alkali hidrolizi ile yapidaki
hidroksipirolinin dl¢lilmesine dayalidir. Serbest hidroksipirolin kloramin-T yardimi ile
oksidize edilerek pirol elde edilir ve Ehrlich ¢ozeltisinin (1M) eklenmesi ile 550 nm’de
1s1ma yapabilecek kromoforlar {iretilmis olur. Analiz asagida belirtilen gsekilde

gergeklestirilmistir.

Ornekler PBS ile yikanmis, Eppendorf tiiplere aktarilmis ve 1 gece vakum etiiviinde
60°C’de kurutulmustur. Kurutulan 6rneklere 100 pL 2M NaOH eklenmis, standart egri
icin hazirlanan ornekler de dahil tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 121°C’de 15 dk
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otoklavlanmistir. Daha sonra 6rnekler 1-2 sn vortekslenmis, 50 uL 6rnek lizati ayr1 bir
tiipe aktarilmigtir. Tiim O6rneklere 450 pL kloramin T (0.059 M) ¢ozeltisi eklenmis,
dikkatlice karistirilip oda sicakliginda 25 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra iizerlerine
500 pL Enrlich cozeltisi (1IM) eklenmis ve 65 °C de 20 dk beklenmistir. Biitiin
orneklerden 200 pL alinmis 96 gozli kaplara aktarilarak UV spektrofotometre (Asys
UVM 340, Avusturya) cihazinda 550 nm’de okutma yapilmistir.

3.2.5.6. Glikozaminoglikan (GAG) Analizi

Hiicresizlestirme isleminin doku ECM yapisindaki GAG iizerindeki etkisini
belirleyebilmek icin florimetrik bir yontem ile GAG analizi gerceklestirilmigtir
(Enobakhare, Bader ve Lee, 1996). Bunun i¢in drneklerin tizerlerine 1.34 mL par¢alama
¢oOzeltisi (55 mM sodium sitrat, 150 mM NaCl, 5 mM sistein.HCI, 5 mM EDTA ve 0.56
U/mL papain) ilave edilmis ve 60°C’de 24 sa inkiibe edilerek parcalanmasi
saglanmigtir. Ornek lizat1 ve standart egri i¢in hazirlanan &rneklerden 40 uL almip
tizerine 250 pL dimetilmetilen mavisi boya ¢ozeltisi eklenmis, homojen olarak
karistirilarak 96 gozli kaplarda UV spektrofotometre (Asys UVM 340, Avusturya)

cihazinda 595 nm’de okutma yapilmistir.

3.2.5.7. Sitotoksisite Testi

Yapilan analizler sonucunda SDS yonteminin hiicresizlestirme isleminde basarili
oldugu belirlenmis, hiicresizlestirilen doku kesitlerinin hiicreler iizerinde toksik bir etki
yaratip yaratmayacagimin belirlenmesi i¢in 3 giinliik bir sitotoksisite ¢aligmasi
yapilmigtir. Bu amagla 1929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Ekstraktin
hazirlanmasi icin hiicresizlestirilmis ECM iskele ve hiicresizlestirilmemis doku kesiti 5
mm ¢apinda biyopsi punch ile kesilmis, 2 sa boyunca %70 (v/v) etanol igerisinde
bekletilerek sterilizasyon gerceklestirilmis ve etanoliin uzaklastirilmasi ig¢in 3 kez
20 dk DPBS ile yikama yapilmistir. Steril 6rnekler 24 sa boyunca 2 mL %10 (v/v)
FBS, %2 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v) P/S igeren DMEM-yiiksek glikoz ortaminda
(L929 biiyiime ortami) 37°C %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler 96 gozlii
hiicre kiiltiir kaplarina 10° hiicre/géz olacak sekilde ekilmis, ekimden 24 sa sonra
hiicrelerin ortamlari ¢ekilerek her bir kuyucuga 200 pL ekstrakt ilave edilmistir. Kontrol
grubunda biiylime ortami kullanilmigtir. Daha sonra 1, 2 ve 3. glinlerde MTT analizi

yapilmis ve optik mikroskop goriintiileri alinmustir.
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3.2.6. AKMKH izolasyonu ve Karakterizasyonu

AKMKH izolasyonu i¢in si¢anlar ‘3.2.4. Hiicresizlestirilmis Miyokardiyal ECM
Iskelelerin Uretimi’ béliimiinde agiklanan sekilde sakrifiye edilmis, gonodal ve bdbrek
arkasi yag dokular1 izole edilmistir. Alinan dokular %4 (v/v) P/S iceren PBS bulunan
steril bir kaba alinmig, sonrasinda uygulanan islemler asagida belirtilmistir:

e Yag dokusu izole edildikten sonra %4 (v/v) P/S igeren DPBS ile yikanmus, steril bir
kaba aktarilmis, laminer akigh kabin igerisinde bagka bir Petri kabinda kiigiik parcalara
ayrilmis ve damar yapilari olabildigince uzaklastirilmistir.

e Dokunun tamemen pargalanmasi i¢in yaklasik 25 mL (1 g doku/5 mL kollajenaz)
%0.075 (w/v) tip 1 kollajenaz (Ca*? Mg*? icermeyen PBS iginde) igerisinde 37°C’de
60 dk (15 dk’da bir vorteks yapilarak) inkiibe edilmistir.

e Siire sonunda iizerine esit miktarda PBS eklenmis ve homojenize edildikten sonra
1,800 rpm’de 10 dk santrifiij edilmisir.

e Santrifiij sonrasi siipernatan (yag hiicreleri ve yikama sivisi) atilmis ve lizerine
10 mL hiicre kiiltiir ortami1 eklenerek 1800 rpm’de 10 dk tekrar santrifiij yapilmistir. Bu
islem iki kez daha tekrarlanmistir.

e Santrifiigasyon sonrasi slipernatan dokiilmiis ve stromal vaskiiler fraksiyon’dan elde
edilen hiicreler 70 um’lik steril slizgecten gegirilmistir.

e Siizgegten gegen hiicreler a-MEM, %15 (v/v) FBS, %0.2 (v/v) gentamisin,
%0.2 (v/v) amfoterisin B ve %0.4 (v/v) P/S igeren hiicre kiiltiir ortaminda, 75 cm?
yiizeyli kiiltiir kabina aktarilmistir.

e Hiicrelerin tutunma durumuna gore 5 gilin sonra taze ortam degisimi yapilmis,
cogalma durumuna gore kiiltiir kabinin %751 kaplandiktan sonra pasaj yapilmustir.

Hiicrelerin dondurulup saklanmasinda %10 (v/v) DMSO, %90 (v/v) FBS kullanilmistir.

AKMKH izolasyon yontemi laboratuvarimizda rutin olarak uygulanmaktadir ve izole
edilen kok hiicrelerin karakterizasyon ¢alismalar1 standart yontemler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Hiicrelerin karakterizasyonu igin in vitro kiiltiir kosullarinda
uygun farklilagma ortam1 varliginda osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilasmalar1 gerceklestirilmistir. Uygulanan islemler arastirma grubumuzdan bir

Ogrenciye ait yiiksek lisans tezinde detayli sekilde belirtilmistir (Shikhaliyeva, 2015).
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3.2.7. Hiicresizlestirilmis ECM Iskele Uzerinde Ko-Kiiltiir ve Kardiyomiyojenik
Farkhlasma Caliymalari ile Miyokardiyal Yama Uretimi

Miyokardiyal yama tiretimi i¢in hiicresizlestirilen ECM iskele iizerinde AKMKH (pasaj
5-6) ve endotel hiicreleri (pasaj 8) kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinda oldugu gibi 6:1
oraninda kiiltiire edilmistir. Ko-kiiltiir sirasinda kullanilacak besin ortaminin her iki
hiicre tiirtiniin de canliligin1 desteklemesi gerekmektedir. Uygun ortam bilesiminin
belirlenmesi i¢in AKMKH ortami ve endotel hiicre ortami 1:1, 3:1 ve 6:1 oranlarinda
karigtirilarak, 2B kiiltiirde hiicreler {izerinde canliliklarina etkisi agisindan incelenmis,
MTT analizi ve morfolojik a¢idan optik mikroskop ile goriintileme yapilmistir.
Hiicreler 48 gozlii hiicre kiiltlir kaplarina AKMKH/endotel hiicre orani 6:1 ve toplamda
7x10* hiicre/goz olacak sekilde ekilmis, kiiltir 9 giin boyunca siirdiiriilmiis ve 2-3
giinde bir ortam degisimi yapilmistir. Damarlanmanin desteklenmesi amaciyla kiiltiir
ortami 10 ng/mL VEGF ve 10 ng/mL bFGF ile desteklenmistir. Yapilan 6n calisma
sonucunda 1:1 oranda karistirilan ortamin kullanilmasina karar verilmis ve ECM iskele

tizerindeki ko-kiiltiir calismasina bu ortam ile devam edilmistir.

Hiicresizlestirilmis ECM iskelelerin = sterilizasyonundan 1 giin 6nce (AKMKH
ekiminden 48 sa 0nce) immiinofloresan boyama analizi i¢in hazirlanacak 6rneklerde
kullanilacak AKMKH’ler 5-etinil-2'-deoksitiridin (EdU) (Click-iT® EdU Imaging Kits,
katalog numaras1 C10339, Invitrogen) ile isaretlenmistir. Bunun i¢in hiicrelerin kiiltiir
ortam1 %50 (v/v) oraninda 20 uM EdU igeren ortam ile degistirilmis, boylece hiicreler
ekime kadar 48 sa boyunca 10 uM EdU ile muamele edilmistir. Ekim giinii isaretli
AKMKH’lere diger hiicrelere benzer islemler uygulanarak ekim gergeklestirilmis ve

kiltiire devam edilmistir.

Ko-kiiltiir ekimine kadar kisa siireli olarak %1 (v/v) P/S ve nistatin igereren PBS
igcerisinde 4°C de saklanan ECM iskeleler, hiicre tutunmasini desteklemeyen 12 go6zli
kiiltiir kaplarma aktarilmis, katlanmalarin 6nlenmesi i¢in alt yilizeyi agar ile kaplanmis
316SS paslanmaz celik pullar (i¢ ¢ap1 5.3 mm) iskele ilizerine yerlestirilmistir. Agar ve
pullar 121°C’de sirasi ile 15 dk ve 30 dk otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Daha
sonra iskeleler sterilizasyon i¢in 2 sa %70 (v/v) etanol ile muamele edilmis, etanoliin
uzaklastirilmasi icin 3 kez DPBS ile yikama yapilmis ve 6rneklerin bulundugu goézlere
DPBS eklendikten sonra kiiltiir kab1 2 kez 30 dk UV altinda bekletilmis bu arada DPBS

yenilenmistir. Hiicre ekimi pullarin i¢ boslugunda kalan iskele iizerine yapilmistir ve
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pullar kiiltiir boyunca iskele tizerinde birakilmistir, boylece kiiltiir siiresince iskelenin
besin ortami igerisinde ylizmesi ve katlanmasi engellenmistir. Hiicreler AKMKH ve
endotel hiicre oran1 6:1 ve toplamda 4.9x10* hiicre/iskele olacak sekilde ekilmistir.
Endotel hiicrelerin ekimi AKMKH’lerden 1 giin dnce gergeklestirilmis, 30 uL endotel
hiicre biiyiime ortami igerisinde ekim yapilmis, hiicrelerin kurumasini onlemek
amactyla 5-10 dk araliklar ile damla damla ortam eklemesi gergeklestirilmis ve hiicreler
tamamen ECM iskeleye tutundugunda 1 mL ortam ilavesi yapilmistir. Ertesi giin kiiltiir
ortami tamamen c¢ekilmis ve AKMKH’lerin ekimi de benzer sekilde 30 uL. AKMKH
biliylime ortami ile gergeklestirilmis ve hiicreler tamamen tutunduktan sonra 1 mL 1:1
oranda ko-kiiltiir ortam1 ilave edilmistir. AKMKH ekiminden 1 giin sonra
kardiyomiyojenik farklilasmayi desteklemek igin ko-kiiltiir ortami, 10 uM 5-Azasitidin
(5-Aza) iceren ko-kiiltiir farklilasma ortami ile degistirilmistir. Hiicreler 24 sa boyunca
5-Aza ile muamele edilmis, siire sonunda ortam normal Kko-kiiltiir ortami ile
degistirilmis ve kiiltlire 2 hafta devam edilmistir. ECM iizerinde kiiltiire edilen hiicreler
icin belirlenen giinlerde analizler gerceklestirilmistir. Miyokardiyal yama iiretimi igin
uygulanan ¢aligma plan1 Sekil 3.2°de, iiretilecek miyokardiyal yama ise Sekil 3.3’te

sematize edilmistir.
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Sekil 3.2. Miyokardiyal yama {iretimi i¢in uygulanan ¢aligma plani.
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Sekil 3.3. Miyokardiyal yama {iretiminin sematik gosterimi.

3.2.7.1. SEM Analizi
ECM iskele iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin 4. ve 11. glindeki morfolojileri SEM
analizi ile incelenmistir. Orneklerin hazirlanmasinda 3.2.3.2 SEM Analizi’ boliimiinde

anlatilan yontem kullanilmaistir.

3.2.7.2. Canly/Olii Hiicre Boyama

Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 4. ve 11. giinlinde ECM iskele {izerindeki hiicrelerin
canliliklar1 canli/6lii hiicre boyamalar1 yapilarak konfokal mikroskop ile incelenmistir.
Boyama igin ‘3.2.2.2. Canl/Olii Hiicre Boyama’ béliimiinde anlatilan islemler

uygulanmigtir.

3.2.7.3. Histolojik Boyama
Kiiltiir sonunda miyokardiyal yamanin histolojik yapisinin ve hiicrelerin iskele
icerisindeki dagilimlarinin incelenmesi icin H&E boyama gerceklestirilmis, Boliim

‘3.2.3.2. Histolojik Boyama’ da agiklanan yontem uygulanmistir.

3.2.7.4. Immiinofloresan Boyama
Kiiltiir sonunda ECM iskele tizerindeki endotel hiicrelerin yerlesimlerinin, damar yapisi
olusturma potansiyellerinin ve AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmalarinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli immiinofloresan boyamalar gerceklestirilmistir. Bu amagla
endotel hiicre ve AKMKH i¢in sirasiyla anti-VWF ve anti-TNT primer antikoru ile
Alexa Fluor 488 ve Alexa Fluor 405 sekonder antikorlar1 kullanilmistir. Boyama iglemi
asagida belirtilen sekilde gerceklestirilmistir.
e Ornekler %3 (w/v) BSA igeren PBS ile 3 kez 5 dk yikanmustir.

%0.5 (v/v) Triton X-100 igerisinde 20 dk inkiibasyon yapilarak gegirgenlik

saglanmistir.
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e %3 (w/v) BSA iceren PBS ile tekrar 3 kez 5 dk yikama yapilmistir.

e Primer antikorlar anti-VWF (1/400) ve anti-TNT (1/800) (%3 (w/v) BSA igeren PBS
icerisinde) ile 16 sa 4°C’de inkiibasyon gergeklestirilmistir.

e PBS yikamasi tekrarlanmis ve EdU kit igerisindeki talimatlara uygun sekilde
hazirlanan EdU ¢o6zeltisi (Alexa Fluor 594 sekonder antikoru igerir) ile 30 dk
karanlikta inkiibasyon yapilmistir.

e PBS yikamasi tekrarlanmis ve sekonder antikorlar (her ikisi de 1/250 oraninda %3
(w/v) BSA igeren PBS igerisinde) ile karanlikta oda sicakliginda 2 sa inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Son PBS yikamasi yapildiktan sonra floresan mikroskop ile

goriintiileme yapilmistir.

3.2.75. RT-PCR

Kiiltiir sonunda hiicrelerin Collal ve spesifik kardiyak belirteglerinin (Tnnt2, Cacnalc,
Slc29al, Cx43, Gatad) gen ekspresyonlart RT-PCR analizi ile belirlenmistir. Kiiltiir
sonunda  Ornekler =~ DPBS ile yikanmis ve analiz  yapilana  kadar
-80°C’de saklanmistir. Analiz giinii Orneklerin iizerine 500 pL TRIzol c¢ozeltisi
eklenmis, ara ara 3 kez (toplamda 15 s) vortekslenmis ve oda sicakliginda yaklasik
45 dk bekletilerek parcalanmistir. RNA izolasyonu GeneMATRIX UNIVERSAL RNA
Purification Kit (EURX®, Polonya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Siire sonunda
orneklerin iizerlerine 100 pL kloroform eklenmis, Eppendorf tiiplerin kapaklar
kapatilarak 20 kere alt siit edilmis ve oda sicakliginda 3 dk inkiibasyon yapilmistir.
Sonrasinda, drnekler 4°C’de 10 dk 13,000 rpm’de santrifiijlenmis ve iistteki sulu faz kit
icerisindeki homojenizasyon spin kolonuna aktarilmig, 4°C’de 13,000 rpm’de 2 dk
santrifiij yapilmistir. Kolonun altinda biriken siipernatana 300 pL %70’lik (v/v) etanol
eklenmis ve karisim kit icerisindeki RNA baglanma kolonuna aktarilmis, 4°C’de 1 dk
12,000 rpm’de santrifiijjlenmistir. Tiipilin altindaki sivi dokiilmiis 400 pL Wash DN1
tamponu eklenmis, 4°C’de 1 dk 12,000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Altta biriken sivi
dokiilmiis 650 pL. Wash RBW tampon eklenmis 4°C’de 1 dk 12,000 rpm’de santrifiij
yapilmuis, alltaki sivi tekrar dokiilmiis ve 350 pL. Wash RBW tampon eklenmis 4°C’de 2
dk 12,000 rpm’de santrifiij yapilmustir. Islem sonrasinda kolon steril baska bir
Eppendorf tiip igerisine yerlestirilmis ve membran tizerine 40 uL RNaz igermeyen steril
su eklenerek 12,000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Bu sayede spin kolon
membraninda tutunan RNA, su ile membrandan yikanarak santifiij tipiinde

toplanmistir. RNA konsantrasyonlart NanoDrop2000c (Thermo Scientific) ile 6l¢iilmiis,
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izole edilen RNA ¢ozeltisi analiz yapilincaya kadar kisa siireli saklanacaksa -20°C’de,

uzun sireli saklanacaksa -80°C’de bekletilmistir.

cDNA sentezi ve RT-PCR analizi ‘3.2.2.2. Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi’ boliimiinde anlatilan sekilde gergeklestirilmistir. RT-

PCR analizinde kullanilan primer dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

3.2.8. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalar ile Desteklenmis Miyokardiyal Yama
Uretimi

Hiicresizlestirilmis ECM iizerinde yapilan ko-kiiltiir ile elde edilen miyokardiyal
yamanin hiicre tabakasi ile desteklenmesi sayesinde daha kalin bir doku eslenigi elde
edilmesi amacglanmistir. Ayrica kardiyomiyositler ile dogrudan etkilesim halinde
yapilan ko-kiiltliriin kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagmasini destekledigi
bilinmektedir. Boylece farklilasmay1 uyarict kimyasal ajan, hiicresizlestirilmis uygun
ECM nisi ve kardiyomiyositlerin varliginda AKMKH’lerin farklilagma potansiyelleri
arttirlmustir. Boliim “3.2.7. Hiicresizlestirilmis ECM Iskele Uzerinde Ko-Kiiltiir ve
Kardiyomiyojenik Farklilasma Caligmalar1 ile Miyokardiyal Yama Uretimi’nde
aciklanan sekilde ko-kiiltiir hiicre ekimi yapilan ECM iskele 5-Aza uygulamasi
yapilmadan 6nce, es zamanl olarak hazirlanan ve yiizeyden kaldirilan kardiyovaskiiler
hiicre tabakasi ile birlestirilmistir. Hiicre tabakasi kaldirildiktan sonra basit pipetleme
teknigi ile ECM lizerine aktarilmistir. Hiicre tabakasinda hiicre baglanti proteinleri
korundugu i¢in ECM {izerine yapisma i¢in herhangi bir ek igsleme gerek kalmamustir.
Yalnizca birlesme sonras1 damla damla ortam eklemesi yapilarak tabakayi olusturan
hiicrelerin iskeleye tutunmasi beklenmistir. Kiiltiir ortami olarak 10 ng/mL VEGF ve 10
ng/mL bFGF iceren 1:1 oranda karistirilmis miyokardiyal yama iiretiminde kullanilan
ko-kiiltiir ortami:kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ortami kullanilmistir. Tabaka ile ECM
iskele birlestirildikten 1 giin sonra kiiltiir ortam1 10 pM 5-Aza iceren farklilagsma ortami
ile degistirilmis, 24 sa boyunca 5-Aza uygulamasi yapilmistir. Ardindan 5-Aza
icermeyen ortamda kiiltiire 2 hafta devam edilmis, 2-3 giinde bir taze ortam degisimi
yapilmis ve belirlenen giinlerde analizler gerceklestirilmistir. Kardiyovaskiiler hiicre
tabakasi ile desteklenmis miyokardiyal yama iiretimi i¢in uygulanan ¢aligma plam

Sekil 3.4’te, iiretim asamalarinin sematik gosterimi Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenmis miyokardiyal yama elde

etmek i¢in uygulanan ¢aligma plana.
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Sekil 3.5. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenmis miyokardiyal yama

tiretim agamalariin sematik gosterimi.

3.2.8.1. SEM Analizi
Elde edilen hiicre tabakasi destekli miyokardiyal yama iizerindeki hiicrelerin

morfolojileri kiiltiiriin 4. ve 11. giinde SEM analizi ile incelenmistir. Orneklerin

hazirlanmasinda ‘3.2.3.2. SEM Analizi’ boliimiinde anlatilan yontem kullanilmastir.

3.2.8.2. Canly/Olii Hiicre Boyama

Uretilen kalp yamasi yapisinda bulunan hiicrelerin canliliklar1 kiiltiiriin 4. ve 11.
giinlinde canli/6lii hiicre boyamalar1 yapilarak konfokal mikroskopi analizi ile

incelenmistir. Boyama igin 3.2.2.2. Canl/Olii Hiicre Boyama’ béliimiinde anlatilan

islem uygulanmistir.
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3.2.8.3. Histolojik Boyama

Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ve ko-kiiltiir hiicre ekimi yapilmis ECM iskelenin
birlestirilmesi ile elde edilen ¢ift katmanli kalp yamasmin histolojik yapisinin
incelenmesi, hiicre dagiliminin belirlenmesi i¢in Boliim ‘3.2.3.2. Histolojik Boyama’ da

aciklanan yontem uygulanarak H&E boyama analizi gerceklestirilmistir.

3.2.8.4. Immiinofloresan Boyama

Miyokardiyal yamay1 olusturan ECM iskele iizerinde ve kardiyovaskiiler hiicre
tabakasinda bulunan endotel hiicrelerin yerlesimlerinin, damar yapis1 olusturma
potansiyellerinin vee AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmalarinin belirlenmesi
icin ¢esitli immiinofloresan boyamalar gergeklestrilmistir. Boyama islemi icin ‘3.2.7.4.

Immiinofloresan Boyama’ boliimiinde anlatilan protokol uygulanmistir.

3.2.8.5. RT-PCR

Uretilen hiicre tabakasi destekli miyokardiyal yamanin kardiyomiyojenik dzelliginin ve
AKMKH’lerin  kardiyovaskiiler hiicre tabakasi varhigindaki farklilagmalarinin
belirlenmesi igin spesifik kardiyak belirteglerinin (Tnnt2, Cacnalc, Slc29al, Cx43,
GATA4) gen ekspresyonlart Bolim ‘3.2.7.5. RT-PCR’da agiklanan protokol geregince

incelenmistir.

AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda kardiyovaskiiler hiicre tabakasinin
etkisinin belirlenebilmesi i¢in karsilastirma gruplar1 olusturulmustur. Bu amagla
hiicresizlestirilmis ECM iskeleye hiicre ekimi yapilmadan hiicre tabakas1 yerlestirilmis,
tutunmas1 beklenmis ve aymi kosullarda kontrol ve farklilagma ortaminda 15 giin
boyunca kiiltire devam edilmistir. Karsilastirma yaparken gruplar su sekilde
adlandirilmstir:

Tabaka kontrol grubu: Kontrol ortaminda kiiltiire edilen hiicresiz ECM+kardiyovaskiiler
hiicre tabakas.

Ko-kiiltiir kontrol grubu: Kontrol ortaminda kiiltire edilen hiicrelendirilmis
ECM-+kardiyovaskiiler hiicre tabakasi.

Tabaka farklilastirma grubu: Farklilastirma ortaminda kiiltiire edilen hiicresiz
ECM-+kardiyovaskiiler hiicre tabakasi.

Ko-kiiltiir farklilastirma grubu: Farklilastirma ortaminda kiiltiire edilen hiicrelendirilmis
ECM-+kardiyovaskiiler hiicre tabakasi.
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3.2.9. istatistiksel Degerlendirme

Yapilan analizlerin sonuglar1 GraphPad Prism programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Veriler 3-5 paralel 6rnek i¢in ortalama + standart sapma degerleri ile belirtilmistir.
Kullanilan parallel sayis1 her bir analiz sonucu igerisinde belirtilmistir. Farkli gruplarin
istatistiksel olarak karsilastirilmasinda ikiden fazla grup karsilastirmasi igin tek yonlii
ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmus, ikili karsilastirmalarda Student’s t test

kullanilmis ve p-degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu bolimde tez caligmasi kapsaminda yapilan deneysel calismalarin sonuglari
aciklanmisg ve literatiirde yapilan benzer c¢aligmalardan Ornekler verilerek sonuglar

tartisilmastir.

[lk asamada ko-kiiltir hiicre tabakasinin iiretilmesi ic¢in kullamlacak H9C2
kardiyomiyoblast hiicre hatt1 ve kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicrelerine ait
karakterizasyon c¢alismalarimin sonuglarina yer verilmistir. Daha sonra hiicre tabakasi
elde etmek i¢in yalnizca H9C2 hiicreleri kullanilarak 3 farkli yontem denenmis ve bu
yontemler ile elde edilen tabakalarin ozelliklerini belirlemek i¢in yapilan analiz
sonuclar1 aciklanmis ve en uygun yonteme karar verilmistir. Ardindan kardiyovaskiiler
hiicre tabakasi elde etmek icin cesitli calismalar gergeklestirilmis ve iiretilen hiicre

tabakalarinin karakterizasyon sonuclari degerlendirilmistir.

Ikinci asamada si¢an kalp kesitleri kullanilarak hiicresiz ECM iskele iiretimi icin 2
farkli yontem kullanilmis ve elde edilen iskele yapilarinin incelenmesi igin
gerceklestirilen analiz sonuglart agiklanmis, hiicresizlestirme isleminin basarisi
tartisilmistir. Ardindan AKMKH ve endotel hiicrelerin hiicresiz ECM iskele iizerine ko-
kiiltiir seklinde ekimi ile miyokardiyal yama iiretimi gergeklestirilmis, kontrol ve
farklilasma ortaminda gergeklestirilen in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismasinin sonuglarina

yer verilmis ve AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmasi tartisilmistir.

Son asamada ise ko-kiiltiir hiicre ekimi yapilmis ECM iskele ve kardiyovaskiiler hiicre
tabakasinin birlestirilmesi ile hedeflenen hiicre tabakasi destekli kalp yamasi elde
edilmis, kontrol ve farklilasma ortaminda gergeklestirilen in vitro kiiltiir ¢alismasina ait
analiz sonuglari sunulmus, kok hiicrelerin kimyasal indiikleyici ajan ve
kardiyomiyosit/endotel hiicreler ile dogrudan ko-kiiltiir etkisinde kardiyomiyojenik

farklilagsmasi tartigilmistir.

4.1. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarimin Uretiminde Kullanilan Hiicrelerin
Karakterizasyonu

4.1.1. H9C2 Kardiyomiyoblast Hiicre Hatti
HI9C2 hiicre hatt1 embriyonik si¢an ventrikiil dokusundan elde edilmis kardiyomiyoblast
hiicreleridir. Primer izole edilen kardiyomiyosit hiicreleri gibi atim 6zelligi olmasa da

kasilma ve genlesme Ozelliklerini siirdiirdiikleri gosterilmistir (Zhou ve ark., 2016).
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Ayrica primer kardiyomiyositlere benzer membran morfolojisine, elektrofizyolojik
ozelliklere (Watkins, Borthwick ve Arthur, 2011) ve olgun kardiyomiyosit hiicrelerine
farklilasabilecek sinyal yolaklarina sahiptirler (Witek ve ark., 2016). Bu 6zelliklerinden
dolay1 pek ¢ok kardiyotoksisite (Feridooni ve ark., 2013; Law ve ark., 2013; Witek ve
ark., 2016; Reis-Mendes ve ark., 2018), kalp doku miihendisligi (Martinez ve ark.,
2010; Singla ve ark., 2011; Cui ve ark., 2014;) ve in vitro kalp hastaligi modellerinde
(Jadaun, Yadav ve Bisen, 2018; Tao, Nuo ve Min, 2018) kullanilmaktadirlar. Tez

kapsaminda ise H9C2 hiicreleri ilk kez hiicre tabakasi olusturulmasinda kullanilmistir.

4.1.1.1. Ureme Kinetikleri

H9C2 hiicrelerinin {ireme kinetiklerinin  belirlenmesi icin MTT analizi ve
hemositometrik sayim gerceklestirilmis, elde edilen grafikler sirasiyla Sekil 4.1a ve
b’de verilmistir.
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Sekil 4.1. H9C2 hiicrelerine (20. pasaj) ait a) MTT analizi sonucu elde edilen,

b) Hemositometrik sayim sonucu elde edilen hiicre iireme grafikleri.

Hiicrelerin tireme grafiklerinde goriildiigii gibi hiicreler 14. giine kadar neredeyse sabit
bir hizda ¢ogalmaya devam etmislerdir. Kiiltiirlin ilerleyen zamanlarinda hiicrelerin
sirasiyla duraklama ve 6lim fazina girmeleri beklenmektedir. Hiicrelerin 6zgiil lireme
hiz1 (p), logaritmik fazda Esitlik 3.1°de verilen denklem kullanilarak Inx’e kars1 zaman
grafiginin ¢izilmesi ile hesaplanmistir. Grafigin egimi 6zgiil iireme hizin1 vermektedir.
Yapilan islemler sonucunda H9C2 hiicrelerine ait 6zgiil iireme hizi, 0.013 sa, ikilenme

sliresi ise ~54 sa olarak hesaplanmis, sonug literatiir ile de uyumlu bulunmustur (Dott ve
ark., 2014).
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4.1.1.2. Morfolojik inceleme

HI9C2 hiicrelerinin morfolojik olarak incelenmesi amaciyla kristal viyole (Sekil 4.2) ve
immiinofloresan antikorlar (Sekil 4.3) ile boyamasi gergeklestirilmistir. H9C2
kardiyomiyoblast hiicreleri yilizeye bagimli olarak {iireyen, tipik igsi miyoblast
morfolojisine sahip hiicrelerdir (Lenco ve ark., 2015). Kristal viyole boyama
fotograflar incelendiginde ¢ekirdeklerin hiicre sitoplazmasina gore daha koyu renkte
boyandig1 gézlenmistir. Ayrica fotograflarda boliinmek iizere olan ya da yeni béliinmiis
hiicreler de gézlenmistir. Hiicreler, diisiik yogunlukta tamamen diizenli sekilde organize
olmamuglardir (3. giin), fakat yiizeyi tamamen kapladiklarinda ve sikistiklarinda paralel
sekilde yerlesmislerdir (7. ve 14. giin). Hiicreler normalde tek gekirdeklidirler, fakat
yogunlasip, sikistiklart zaman flizyona ugrayarak ¢ok cekirdekli tiibiiler forma gegerler
(Sekil 4.2 1). Literatiirde hiicre kiiltlir ortam1 serum konsantrasyonu hacimce %10’dan
%1’e diistiriildiigii zaman flizyonun ¢ok daha hizli gergeklestigi belirtilmektedir (Kimes
ve Brandt, 1976).

Hiicrelerin ¢ekirdek ve F-aktin mikroflamentlerinin incelenmesi icin yapilan
immiinofloresan boyama sonucunda g¢ekirdeklerin mavi, F-aktin filamentlerinin yesil
olarak isaretlendigi gozlenmistir (Sekil 4.3). Hiicrede aktin filamentleri yogun oranda
gbzlenmis, hiicreler sitoplazmik uzantilar1 ile genellikle ayn1 yonde ve cift kutuplu
olarak uzanmiglardir. Hiicre yogunlugunun diisiik oldugu durumda hiicreler daha
yayilmis bir morfoloji sergilerken, hiicre sayisinin artmasi ile yiiksek yogunlukta, daha

ince uzun igsi bir morfoloji gdstermislerdir.
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4.1.2. Sican Kardiyak Mikrovaskiiler Endotel Hiicreleri

Kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri (KMEH) miyokardiyal anjiyogenezde bas
rolii iistlenirken, kardiyak miyositlerinin de endoteller ile birlikte 6nemli rol aldiklar
bilinmektedir (Li ve ark., 2015). Ayrica KMEH kardiyak gelisiminde, kasilmada ve
ritmik atimda kritik rol oynamaktadir. Endotel hiicrelerden salinan faktorler kardiyak
fonksiyonu ve canliigmmi diizenlemekte, ayni zamanda kardiyomiyositlerin
hemodinamik ve oksidatif strese karsi dengeleyici yanitin1 desteklemektedir (Chiusa ve
ark., 2012). Bu nedenle tez kapsaminda kardiyovaskiiler hiicre tabakasi tiretiminde

tercih edilmislerdir.

4.1.2.1. Ureme Kinetikleri

Hiicrelerin iireme kinetiklerinin belirlenmesi amaciyla MTT analizi ve hemositometrik
sayimm yapilmis, elde edilen grafikler Sekil 4.4’te gosterilmistir. Grafiklerde goriildiigii
gibi KMEH’ler kiiltiiriin 2. gilinlinde iistel ireme fazina girmislerdir. Dordiincti giine
kadar devam eden logaritmik faz sonrasinda hiicreler yavaslama evresine girmis ve 7.
giinden sonra tekrar ¢ogalmaya baslamislardir. On dordiincii giine kadar yavas bir
cogalma egilimi gosteren hiicrelerin kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde sirasiyla duraklama

ve 0liim fazina girmeleri beklenmektedir.

Hiicrelerin 6zgiil tireme hizi (i) ve ikilenme siiresi logaritmik fazda Esitlik 3.1°de
verilen denklem kullanilarak Inx’e kars1 zaman grafiginin ¢izilmesi ile hesaplanmis ve
sirasi ile 0.049 sa! ve ~15 sa olarak bulunmustur. Hiicrelerin ikilenme siireleri firma
tarafindan ortalama 38 sa, yapilan baska bir calismada sican ventrikiil dokusundan
primer olarak izole edilen hiicrelerde ise ~24 sa olarak belirtilmistir (Nishida ve ark.,
1993). Tez calismasinda primer hiicreleri desteklemesi amaciyla ortama eklenen
VEGF’in hiicre c¢ogalmasimni olumlu yonde etkileyerek bu stlireyi kisalttig

distintiilmiistiir.
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Sekil 4.4. Kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicrelerine (6. pasaj) ait a) MTT analizi
sonucu elde edilen, b) Hemositometrik sayim sonucu elde edilen hiicre

tireme grafikleri.

4.1.2.2. Morfolojik inceleme

Kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicreleri ylizeye bagiml olarak tireyen, tek ¢ekirdekli,
poligonal morfolojiye sahip hiicrelerdir. Diisiik yogunlukta genellikle koloni olusturarak
tirerler. Literatiirde belirtildigi gibi kaldirim tas1 benzeri bir morfoloji sergilerler, tek
olduklart durumda biraz uzamis sekle sahipken hiicre kiimesi icerisinde gercek
morfolojilerine ulasirlar (Nishida ve ark., 1993; Wang ve ark., 2012). Kristal viyole
boyamalarinda hiicre ¢ekirdeklerinin daha koyu renkte boyandigir gozlenmistir (Sekil
4.5). Kiiltiirdeki hiicreler hizla ¢cogaldiklar: i¢in 6. giinde hiicrelerin sinirlar1 yogunluk
nedeniyle ¢ok net bicimde secilememektedir. Bu nedenle ilerleyen giinlerde boyama

gerceklestirilmemistir.

Hiicrelerin ¢ekirdek ve F-aktin mikroflamentlerinin incelenmesi i¢in yapilan boyama
sonucunda hiicrede aktin filamentleri yogun olarak gozlenmis, hiicrelerin sitoplazmik
uzantilart morfolojisi ile uyumlu olacak sekilde ¢ok yonlii uzanmislardir. Diisiik
yogunlukta ve yiiksek biiyiitmede hiicrelerin yayilmasi ile hiicre iskeleti net bir sekilde
gozlenirken, yiiksek yogunlukta hiicrelerin sikismasi nedeniyle hiicreler arasindaki sinir

ve aktin filamentleri ayrintili sekilde gézlenememistir (Sekil 4.6).
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Endotel hiicrelere spesifik Anti-von Willebrand Faktor (vWF) antikor boyama
goriintiileri  Sekil 4.7’de verilmistir. VWF endotel hiicrelerde Weibel-Palade
cisimciklerinde {iretilip salgilanan bir glikoproteindir (Ulger, Karabulut ve Pratten,
2002). Fotograflar incelendiginde bazi hiicrelerde o6zellikle c¢ekirdek etrafinda hilal
seklinde yogun isaretlenme oldugu belirlenmistir. Bu durumun hiicrelerin VWF

sentezlendikten sonra, salgilanmadan Once sabitlenmesinden kaynaklandigi

distinilmiistiir.

Sekil 4.7. Kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin Anti-vWF immiinofloresan

boyama fotograflari: a) 20 X, b) 32 X.

4.1.2.3. In Vitro Tiibiil Olusumu

Biiylima faktorii azaltilmig Matrijel lizerinde in vitro tiibiil olusum analizi vaskiiler
endotelyal hiicrelerin in vitro anjiyogenik aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilan
standart analizlerden biridir. Tiibiil olusumu hiicre gogii, hiicre-hiicre adezyonu, sag
kalim ve apoptoz olaylarmi igeren bir prosestir, tiibiiliin gelisimi hiicrelerin gocii ve
birbirlerine tutunmalari ile gerceklesir ve 24 sa sonra apoptozun artmasina bagl olarak
yap1 dagilmaya baglar (Francescone ve ark., 2011). ERK ve Akt fosforilasyonu
anjiyogenezde onemli rol oynamaktadir (Wang ve ak., 2012). Yapilan analizde 2 farkli
hiicre ekim yogunlugu ve VEGF in tiibiil formasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir ve
optik mikroskop fotograflar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. Diisiik hiicre yogunlugunun
tiibiil olusumu i¢in yeterli olmadig: belirlenmistir. Yiiksek hiicre yogunlugunda zaman
icerisinde hiicrelerin gogii ve birbirleri ile etkilesimi sonucunda damar ag1 benzeri bir
yapinin olustugu, VEGF varliginin tiibiil olusumunu olumlu etkiledigi ve tiibiillerin
daha sik1 bir formda olustugu gozlenmistir. Elde edilen yapinin literatiirde KMEH’in
kullanildig1 in vitro tiibiil olusum analizi fotograflarina benzer oldugu belirlenmistir

(Wang ve ark., 2012; Xiao ve ark., 2017).
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Yirmi dordiincii saat sonunda yiliksek yogunlukta ekilen hiicrelere canli/olii hiicre
boyama analizi uygulanmis ve floresan mikroskop fotograflart Sekil 4.9’da
sunulmustur. Boyama sirasinda hiicrelerin oda sicakliginda bekletilmesi kiiltiir ortami
sicakliginin diismesine neden oldugundan, bu durum tiibiil formasyonunu olumsuz
etkilemistir. Ozellikle VEGF uygulanmayan grupta yapinin dagilmaya basladig

gozlenmistir.

Sekil 4.9. In vitro tiibiil olusum analizi (yiiksek hiicre ekim yogunlugu) sonucu elde
edilen yapmin VEGF (-) (a, b) ve VEGF (+) (c, d) ortamdaki canli/6lii
hiicre boyama fotograflari: a ve c¢) 4 X, bar 500 um; b ve d) 10 X,
bar 200 pum.

4.2. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarimn Uretimi ve Karakterizasyonu
4.2.1. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarimin Uretimi
HO9C2 kardiyomiyoblast hiicreleri ile hiicre tabakasi elde etmek icin ii¢ farkli yontem

kullanilmis olup yontemler Cizelge 4.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Kardiyomiyoblast hiicre tabakalar1 elde etmek i¢in uygulanan yontemler.

Yontemler Hiicre ekim FBS Yiizeyden Askorbik asit
yogunlugu konsantrasyonu kaldirma konsantrasyonu
(Hiicre/cm?) (viv %) zamani (ng/mL)
(Giin)
Sicaklik-duyarlt 1x10* 10 7 -
kiiltiir kaplar1
Yiiksek hiicre ekim 5x10* 20 9 -
yogunlugu ve FBS
konsantrasyonu
Askorbik asit 5x10% 10 5 20; 50; 100
uygulamasi 20
20; 50; 100
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Sicaklik-duyarl kiiltiir kabi kullanildiginda kiiltiiriin 7. giiniinde hiicreler ylizeyi
tamamen kapladiktan sonra ortam sicakliginin diisiiriilmesi ile tabakalar 30 dakikanin
sonunda kendiliginden yiizeyden kalkmis ve ortam igerisinde yiizmeye baslamiglardir.
Ikinci ve 3. ydntemde ise kiiltiiriin 9. ve 5. giiniinde kiiltiir kabinin kenarindan DPBS
uygulamasi yapilmig ve tabakalar dikkatlice yiizeyden soyularak ayrilmistir ve basit

pipetleme yontemi ile bagka bir kiiltiir kabina aktarilmistir.

Literatiirde serumun hiicre iiremesi ve kollajen sentezini arttirdigin1 (Narayanan, Page
ve Swanson, 1989) ve artan konsantrasyon ile ireme (Choi ve ark., 1980) ve kollajen
sentezinde (Kato, Shanley ve Fox, 1996) artis oldugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Uygulanan 2. yontemde yiiksek miktarda FBS kullanilarak hiicre
tabakas1t olusumu desteklenmistir. Benzer sekilde yalnizca yiiksek hiicre ekim
yogunlugu ve yiiksek FBS konsantrasyonunun kullanilmasi ile AKMKH tabakasinin
elde edildigi bir ¢calismada tabaka kisa siireli tripsinizasyon uygulamasi ile kaldirilmistir
(Yeh ve ark., 2014). Tez kapsaminda yapilan calismada ise tripsinizasyon uygulamasi

yapildiginda tabaka pargalanmistir, bu nedenle DPBS uygulamasi yapilmistir.

Literatiirde askorbik asit (AA) uygulamasinin farkl hiicre tiirleri ile tabaka elde etmek
icin kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur. Kiiltiir ortamina AA ilave edilmesi ile kisa siire
icerisinde hiicrelerin ECM sentezi artar ve ECM, hiicre tabakasinin biitiinliiglinii ve
mekanik giiciinii destekler (Zhang ve ark., 2016). Ayrica ECM’nin ¢0ziiniir faktorler ile
hiicre arasindaki etkilesimi diizenlemesi doku rejenerasyonunda Onemli rol
oynamaktadir. AA uygulamasi ile periodontal ligament, gobek kordonu ve kemik iligi
kaynakl1 kok hiicre tabakalarinin elde edildigi baska bir ¢alismada ise hiicre tabakasi ile
yalnizca ECM ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin degil, plazma membrani yanindaki
mikrofilament ve ekzositoz vezikiillerinin de korundugu, boylece yliksek hiicresel
aktivite saglandigi belirtilmistir (Wei ve ark. 2012). Ayrica AA’nin embriyonik ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasini uyardigini
belirten pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Grinnel ve ark., 1989; L'Heureux ve ark.,
1998; Wei ve ark., 2012; Yu ve ark., 2014; Lui, Wong ve Lee, 2016; Zhang ve ark.,
2016). Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kollajen {iretimini, DNA sentezini artirmak ve
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini azaltmak icin de AA kullanilan ¢alismalar
bulunmaktadir. Martinez ve ark. ise yaptiklar1 ¢alismada H9C2 hiicrelerinin ortamina

AA eklediklerinde, AA’nin hiicre apoptozunu engelleyerek sag kalimini ve {iretilen
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doku esleniklerinin in vivo da canlilik ve anjiyogenik potansiyellerini artirdigini
belirtmislerdir (Martinez ve ark., 2010). Huang ve ark ise AA’y1 antioksidan olarak
kullanmis ve hipotermiye bagli apoptozu azaltici etkisi oldugunu belirtmislerdir (Huang
ve ark., 2009). Kiiltiir ortaminda kullaniminin olumlu etkilerinin yaninda AA ortamin
pH degerini disiirebilir, bu durumda hiicre canliligi olumsuz etkilenebilir. Ayrica
AA’nm farkli konsantrasyonlarda farkl: hiicre tipleri tizerinde sitotoksik etkisi oldugunu
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Literatiirde 300 pg/mL ve iizerinde AA’nin hiyalosit
hiicreleri, 1 mM ve lizeri AA’nin tenosit ve insan hiicre hatlar1 tizerinde toksik etkisi
oldugu gosterilmistir (Hakimi ve ark., 2014). Calisma kapsaminda maksimum ~0.5 mM
AA konsantrasyonu kullanilmis, kiiltiir ortaminin pH degisimi dlgiilmiis, kontrol ortami
ile AA eklemesi yapilan ortamlarin pH degerleri arasinda istatistiksel agidan ¢ok biiyiik
bir degisim olmadig1 (*p<0.05), farkli konsantrasyonlardaki AA igeren ortamlarin pH

degerleri arasinda da istatistiksel agidan fark olmadigi belirlenmistir.

Son iki yOntemin uygulanmasi ile o6zel bir kiiltiir kabi kullanilmasina ihtiyag
duyulmadan hiicre tabakalar1 elde edilmistir. Her 3 yontem ile elde edilen tabakalarin
yiizeyden kaldirilmadan 6nce ve kaldirilip yeni yiizeye aktarildiktan sonraki optik
mikroskop fotograflart Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Kaldirma
oncesi fotograflar incelendiginde sicaklik-duyarlt kiiltiir kaplarmin kullanildigi grupta
hiicrelerin ¢ok fazla sikismadiklar: i¢cin kendi miyoblastik morfolojilerini koruduklari,
diger gruplarda ise hiicrelerin sikismaya bagli daha igsi bir morfoloji sergiledikleri
gozlenmistir. Hiicre tabakalar1 yiizeyden ayrildiklarinda hiicrelerin kiiresel morfolojiye
gecis yaptiklari, yeni bir kaba aktarildiktan sonra yilizeye tutunup yayilmaya bagladiklari
ve tekrar miyoblastik formlarina ulastiklart gézlenmistir. Askorbik asit uygulamasi ile
hiicre tabakasi elde etmek i¢in gerekli siire kisaltilmis ve manipiilasyon agisindan
(6zellikle Y-FBS grubunda) daha avantajli olacak sekilde kararli yapida tabakalar elde
edilmistir. Yiizeyden kaldirma sonrasi her {i¢ gruptaki tabakalarin biitiinliiglinde her
hangi bir bozulma meydana gelmemistir, kisa siire sonra aktarildiklar1 yeni yiizeyde
tutunup yayillmaya baglamalari, elde edilen hiicre tabakalarinin canliliklarini
stirdiirdiiklerini  gostermektedir. Ayrica yiiksek hiicre ekim yogunlugu ve FBS
konsantrasyonu ile AA uygulanan gruplarda hiicrelerin sikismaya bagli olarak
birleserek literatiirde belirtilen (Kimes ve Brandt, 1976) ¢ok ¢ekirdekli miyotiip benzeri
yapilar olusturduklar1 belirlenmistir. Ornek fotograflar Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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Sekil 4.11. AA uygulamasi (Y-FBS, %20) yontemi ile elde edilen hiicre tabakalarinin
optik mikroskop fotograflari: 20 X, bar 100 um. Alt siradaki fotograflar
hiicre tabakalarinin yeni yilizeye tutunduktan 1 giin sonraki goriintiilerini

icermektedir.
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Sekil 4.13. Yiiksek hiicre ekim yogunlugu ve FBS konsantrasyonu ile AA uygulanan
(Y-FBS, 20 pg/mL) grupta gozlenen miyotiip benzeri yapilarin optik
mikroskop fotograflari: 20 X, bar 100 um.

4.2.2. Kardiyomiyoblast Hiicre Tabakalarinin Karakterizasyonu

4.2.2.1. Canly/Olii Hiicre Boyama

Hiicre tabakasi elde etmek i¢in uygulanan yontemlerin hiicre canliliklar1 lizerindeki
etkisinin belirlenmesi i¢in canli/6lii hiicre boyama analizi gergeklestirilmis, floresan
mikroskop fotograflar1 Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir. Boyama isleminde
kullanilan kalsein canli hiicreleri yesil renge boyarken, etidyum homodimeri 6lii
hiicrelerin ¢ekirdeklerini kirmizi renk ile isaretlemektedir. Floresan olmayan kalsein
AM canl hiicrelerdeki intraseliiler esteraz aktivitesi ile floresan kalseine ¢evrilmektedir.
Etidyum homodimeri ise membran biitiinliigli bozulan hiicrenin igerisine girerek
niikleik asitlere baglanir ve artan kirmizi floresan olusturur. Fotograflar incelendiginde
her {i¢ yontemin de hiicre canliligini olumsuz etkilemedigi, hiicre tabakalarinin kaldirma
oncesi ve sonrasinda canliliklarii yliksek oranda korudugu gozlenmistir. Ayrica
fotograflarda ozellikle AA gruplarinda miyotlip benzeri uzamis hiicrelerin varliklar

belirlenmistir.
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4.2.2.2. Iimmiinofloresan Boyama

Hiicre tabakalarinin yiizeyden kaldirmadan oOnce ve kaldirilip yeni yiizeye
tutundurulmasindan 1 giin sonraki morfolojik incelemesi i¢in yapilan immiinofloresan
boyama fotograflart Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmistir. Hiicre iskeletindeki aktin
filamentleri yesil, ¢ekirdekler ise mavi renge boyanmustir. Sicaklik-duyarli kiiltiir
kaplarinin kullanildig1 grupta kaldirma oncesi hiicre iskeletindeki aktin filamentleri
miyoblastik forma daha yakin yonlenmis iken, diger gruplarda yiiksek hiicre
yogunlugunun etkisi ile sikismaya bagli igsi ince uzun morfolojide olduklar
gdzlenmistir. Ozellikle AA uygulanan gruplarda, AA’nin hiicre ¢ogalmas: ve kollajen
sentezi Uzerindeki arttirici etkisinin hiicrelerin daha ¢ok sikismasma neden oldugu

distinilmiistiir.

Ayrica ilk grupta hiicreler ¢cok yogun olmadiklari i¢in tek ¢ekirdekli ve ¢ekirdekler net
olarak secilebilirken, diger gruplarda g¢ekirdeklerin iist iiste geldigi ve bazi bolgelerde
Olen hiicrelere ait par¢alanmis g¢ekirdeklerden olusan apoptotik cisimciklerin oldugu
gozlenmistir. Bunun diginda optik mikroskop fotograflarina benzer sekilde 2. ve 3.
grupta hiicrelerin sikismasina bagli olarak birleserek miyotiip benzeri ¢ok cekirdekli
hiicreleri olusturduklar1 gdzlenmis ve bu hiicreler elips igerisinde belirtilmistir (Sekil
4.16d, e, f ve 4.17D, c, d). Ricotti ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada H9C2 hiicrelerinin
olusturduklar1 miyotiip benzeri yapilar1 ¢ekirdek ve aktin filamentlerinin boyanmasi ile
gostermis, tez kapsaminda elde edilen boyama fotograflarina benzer goriintiiler elde
etmislerdir. Ayrica canli/6li boyama fotograflarinda da benzer formda hiicre

goriintiilerine rastlanmistir.

Hiicrelerin kaldirma ve ylizeye tutunma sonrasi boyama fotograflarinda tabakanin kenar
bolgesindeki hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyine gd¢ etmeye basladiklar: ve hiicrelerin aktin
filament organizasyonu ve c¢ekirdek morfolojilerinde literatiirde belirtilen H9C2
hiicrelerinin standart kiiltiir kosullarindaki morfolojilerinden ¢ok farkli 6zellikte
olmadiklar1 gézlenmistir (Watkins, Borthwick ve Arthur, 2011). Hiicre tabakasinin ig

bolgelerindeki hiicre sinirlar1 kolay segilememistir.

92



wrl o1 Jeg "X07 Ue[eido}o] eweloq wesazogounut (1 7 ‘S 0 ‘q) eiuos ung | uepeIINiN) 943ZNA THSA 1SBINOS BULIPIEY
aA (J @ “p “B) 1590U0 eULNp[EY USPASZNA JTe BULIE[ENEqR} 210NY ZDGH US[IP? PR off (VV Tw/3 00T 194 J Vv Tw/@n o6 -gaaa
Vv Tm/E8n oz 8 aa p ‘SgI-A) 1sewendin vy 2a (9) nuodsenuesuoy wmuaspmny yesynd ‘(q ) rerdey rreAnp-QipEdS 91 RS

93



X 07 ‘UejeigdojoJ ewreAoq wesazoountuut (3 7 “9) eruos ung |
UEPEWIUN)N} 1SEIUOS BULnpey] A (P O °q ‘) 20UQ wepEwLIp[EY UapAaznA urLrelexeqe) a1ony St Muajuok (SEI-N) 1sewemSAn Vv L1y [PRS

1S2AUOS BLUUNING BADZNA

1S22UQ ewIp|e)y

w /31 9ot vy Tw/8r 05wy w/3r oz vy w/3d g vy

94



4.2.2.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi

HOC2 hiicreleri tizerinde kiiltiir kabinin yiizey materyali (TCPS ya da PIPAAm kaph
TCPS), hiicre ekim yogunlugu, AA etkisi ve FBS konsantrasyonu etkisinin belirlenmesi
amaciyla RT-PCR analizi gerceklestirilmis ve grafikler Sekil 4.18 ve 4.19°da
gosterilmistir. H9C2 hiicreleri hem kardiyak (Cacnalc) hem de iskelet kas1 (Cacnals)
spesifik L-tipi voltaj bagimli Ca® kanali genlerinin ekspresyonunu gergeklestirir
(Menard ve ark., 1999). Iskelet tipi Ca* kanali primer kardiyak miyositlerinde
kasilmada gorevlidir (Mejia-Alvarez, Tomaselli ve Marban, 1994). Hiicrenin
farklilasma egilimine gére bu genlerin ekspresyon seviyelerinde artis ya da azalma
meydana gelmektedir. Tnnt2 geni kasilmada gorevli troponin T proteininin tiretimini
diizenler ve 6nemli bir kardiyak belirtecidir (Pereira ve ark., 2011). Slc29al geni ise
dengeleyici niikleozid tasiyici-1 (ENT-1) proteinlerinin iretiminden sorumludur. Bu
yapilar HO9C2 hiicrelerinde pek c¢ok fizyolojik proseste onemli gorevi olan adenozinin
tasinmasinda gorevlidirler ve Slc29al gen ekspresyonundaki artig, hiicrenin kardiyak
farklilagsmasinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Leung, Tse ve Man, 2007;
Rodgers ve ark., 2009).

Sekil 4.18a incelendiginde ylizey materyalinin yalnizca Cacnals gen ifadesini
etkiledigi, sicaklik-duyarli ylizey kullanildigi durumda ekspresyonda artis oldugu
gozlenmistir. PIPAAm kapl kiiltiir kaplarinda yiizeyde piiriizlillik olusmaktadir
(Yamato ve Okano, 2004) ve nanotopografik detaylar hiicre davranisi ile farklilasma
egilimleri iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Bu detaylarin Cacnals gen ekspresyonunu
etkilemis olabilecegi diistiniilmiistiir. Hiicre ekim yogunlugunun ise hiicreler arasi
iletisim tizerinden gen ekspresyonlarini etkiledigi diistiniilmektedir (Sekil 4.18b). Diistik
hiicre yogunlugunda Collal gen ifadesinde artis oldugu belirlenmistir. Literatiirde
azalan hiicre-hiicre etkilesiminin kollajen sentezini artirdifina yonelik bilgi
bulunmaktadir (Kato, Shanley ve Fox, 1996). Diisiik hiicre yogunlugunda Tnnt2 gen
ekspresyonundaki azalamanin da hiicre etkilesimlerinin azalmasma bagli olarak
gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Cacnals gen ifadesinin yiiksek hiicre ekim
yogunlugunda fazla olmasi ise diger sonuclar ile uyumlu olacak sekilde, artan hiicre
yogunlugunda sikismaya bagli olarak hiicrenin miyoblastik karakterindeki artigin bir

gostergesidir.

RT-PCR analizi sonucunda FBS konsantrasyonu ve askorbik asit uygulamasinin da
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hiicrelerin spesifik gen ekspresyonlarini anlamli derecede etkiledigi belirlenmistir (Sekil
4.19). AA uygulamasimin her 2 FBS grubunda da Collal gen ekspresyonunu onemli
derecede arttirdigi gozlenmistir. Literatiirde periodontal ligament, kemik iligi kok
hiicreleri ve fibroblast hiicreler ile yapilan ¢alismalarda da AA’nin kollajen tip I
sentezini arttirdig1 gosterilmistir (Grinnell ve ark., 1989; Wei ve ark. 2012; Guo ve ark.
2015). FBS konsantrasyonunun artmasi ile kontrol ve 100 pg/mL AA grubunda Collal
gen ekspresyonunda artis oldugu belirlenmistir. Yiiksek serum konsantrasyonunun
hiicrelerde kollajen sentezini arttirdigi gosterilmistir (Kato, Shanley ve Fox, 1996).
Yapilan analiz sonucunda AA uygulanan gruplarda genel olarak Tnnt2 gen ifadesinde
azalma oldugu ve bu azalmanin Y-FBS grubunda daha belirgin oldugu gozlenmistir.
Ayrica 20 ve 50 pg/mL AA gruplarinda FBS konsantrasyonunun artmasi ekspresyonu
olumsuz etkilemistir. Slc29al gen eskpresyonunda AA uygulamasinin 6nemli bir
farklilik olusturmadigi, sadece 100 pug/mL AA grubunda FBS konsantrasyonunun
artmasi ile gen ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu gozlenmistir. Cacnalc ve
Cacnals genlerinin ekspresyonlari incelendiginde ise FBS konsantrasyonunun artmasi
ile tim AA gruplarinda her iki gende de anlamli artis meydana geldigi belirlenmistir.
AA uygulamas1 Cacnalc gen ekspresyonu iizerinde anlamli bir farklilik olusturmamis,
Cacnals gen ekspresyonunda ise N-FBS 100 pg/mL AA grubu disinda tiim gruplarda
artts meydana getirmistir. Y-FBS grubunda artisin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Askorbik asitin embriyonik ve indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde kardiyogenezi
destekleyen bir molekiil oldugu belirtilmistir (Ivanyuk ve ark., 2015). Tez ¢alismasinda
yapilan RT-PCR analiz sonuglari degerlendirildiginde AA uygulamasimnin Tnnt2
ekspresyonunu gruplarin  ¢ogunda azalttigi, Slc29al ve Cacnalc ifadelerini
etkilemedigi, fakat Cacnals ifadesini arttirdigi belirlenmistir. Bu sonucun, H9C2
hiicreleri  lizerindeki  yiiksek hiicre  yogunlugu etkisinin, uygulanan AA
konsantrasyonlarinin  etkisinden daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegi

distintiilmiistiir.

Tiim analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, askorbik asitin HOC2 hiicrelerinde Cacnals
gen ekspresyonunu arttirarak miyojenik karakteri arttirdigi, AA uygulamasi yonteminin
ozel kiiltlir kab1 kullanimina gerek kalmadan, kisa siire icerisinde yiiksek canliliga sahip
hiicre tabakalarinin elde edilmesini sagladigi gosterilmistir. Yiiksek serum ve AA
konsantrasyonu birlikte kullanildiginda ise yiiksek kardiyak ozelliklere sahip hiicre
tabakas1 elde edildigi gosterilmistir. RT-PCR analizi sonuglar1 dikkate alindiginda
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Tnnt2 gen ifadesinde azalma olmasina ragmen Cacnhalc ve Slc29al gen

ekspresyonlarinda N-FBS grubuna gore daha yiiksek degerler elde edilmesi Y-FBS 100

pg/mL AA grubunun kardiyak Ozellikler agisindan en 1iyi grup oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.18. Farkhi kiiltiir kab1 yiizey materyali (a) ve hiicre ekim yogunlugunun

(b) HI9C2 hiicre tabaklarinin bagil gen ifadeleri iizerindeki etkisini

gosteren RT-PCR analiz grafikleri. Istatistiksel olarak anlamli farklilik:
n=4; * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001.
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4.3. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarmin Uretimi

4.3.1. H9C2 Kardiyomiyojenik Farkhlastirma Calismalari

Literatiirde H9C2 hiicrelerinin kardiyomiyojenik farklilastirllmasinda pek ¢ok
calismada retinoik asit (RA) uygulamasi yapilmistir (Lund, Peterson ve Wallace, 2007;
Karagiannis ve ark., 2010; Pereira ve ark., 2011). H9C2 hiicrelerinin kardiyomiyojenik
farklilagtirilmasi i¢in kiiltiir ortaminin FBS orant %1 (v/v)’e disiiriilmiis ve farkli
konsantrasyonlarda (10 nM, 50 nM ve 100 nM) RA uygulamas1 gergeklestirilmistir.
Kiiltiire 7 giin boyunca devam edilmis, RA hava ve 1518a kars1 duyarli oldugu icin
ortamlar her giin taze hazirlanan ortam ile degistirilmis, 5. ve 7. giinde gerceklestirilen
analizler ile konsantrasyon ve uygulama siiresi belirlenmistir. Retinoik asit kardiyak
gelisiminde 6nemli rol alan aktif A vitamini tlirevidir ve embriyonik gelisim sirasinda
yoklugunda kalp ve damar anomalilerinin gerceklestigi bilinmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda iskemi sonrasinda da RA sinyal yolaginin aktive oldugu
belirlenmis, kalp hasarinin onarilmasinda ve yeniden diizenlemede de etkin olabilecegi
distintilmustir (De Luca, 1991; Zaffran, EI Robrini ve Bertrand, 2014). Genel olarak
caligmalarda H9C2 hiicrelerinde iskelet tipi farklilagsmanin aksine kardiyomiyojenik
farklilasmanin hangi yolaklar ile gerceklestigi tam olarak belirtilmemekle birlikte
(Sumi, Abe ve Himeno, 2013) Branco ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada
kardiyomiyojenik yonde farklilagan hiicrelerin kalsiyum islenmesi, glikolitik ve
mitokondriyal metabolizma ile iliskili transkript ve protein seviyesinde Onemli artig
oldugu ve farklilasmanin retinoik asit tarafindan diizenlenen mitojen ile aktive edilen
protein kinaz (MAPK) yolagi {izerinden gergeklestirildigi belirtilmistir. Comelli ve ark.
(2011) ise RA etkisi ile farklilagtirllan H9C2 hiicrelerinde mitokondriyal kiitlede artig
ve mitokondri sekil ve yapisinda olgunlasma ile iliskili degisiklikler oldugunu
gostermislerdir. Ayrica RA’nin kardiyomiyoblast hiicreleri ve KMEH iizerinde serbest
radikal nitrik oksit iiretiminden sorumlu nitrik oksit sentaz aktivitesini azaltici etki

gosterdigi belirtilmistir (Grosjean ve ark., 2001).

4.3.1.1. PrestoBlue Analizi

Retinoik asit etkisi ile farklilagtirilan hiicrelerin canliliklar1 PrestoBlue analizi ile
incelenmistir (Sekil 4.20). PrestoBlue resazurin igeren bir ¢ozeltidir, canli hiicreler
mitokondriyal aktivite ile mavi renkli resazurini kirmizi renkli floresan Ozellikte
resorufine indirgerler ve hiicre canlilif1 ile orantili olarak absorbans degerleri 6l¢iiliir

(Sonnaert ve ark., 2015). Analiz sonucunda kiiltiiriin 4. giiniine kadar farklilasma
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ajaninin hiicre ¢cogalmasi lizerinde olumlu etkisi gozlenirken, daha sonrasinda hiicrelerin
farklilagsmaya yonelmesi ile iiremenin yavasladigi gézlenmistir. Literatiirde de benzer

sonuglar bulunmustur (Comelli ve ark., 2011; Branco ve ark., 2015).
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Sekil 4.20. RA uygulamasi yapilan H9C2 hiicrelerine ait PrestoBlue grafigi. Istatistiksel
olarak  anlamli  farklilk: n=3, aynm1 gin kontrole  gore
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; 20 nM RA grubuna gore ++ p<0.01,
+++ p<0.001; 50 nM RA grubuna gore # p<0.05, ### p<0.001.

4.3.1.2. Iimmiinofloresan Boyama

Hiicrelerin farklilagma siirecinde morfolojik agidan incelenmesi i¢in optik mikroskop ve
floresan mikroskop (DAPI boyama) goriintiileri bilestirilmis, boylece ¢ekirdek yapilari
ve hiicre mofolojileri daha rahat belirlenebilmistir. Fotograflar (Sekil 4.21)
incelendiginde literatiir ile uyumlu olacak sekilde kontrol grubundaki hiicrelerin daha
yass1, 18si morfolojiye sahip olduklari, RA uygulanan hiicrelerin ise poligonal formda,
daha biiyiik ve cok c¢ekirdekli ve daha kiiresel bir morfolojiye sahip olduklar
gozlenmistir (Comelli ve ark., 2011, Branco ve ark., 2015). Kardiyomiyosit
kiltiirlerinde hiicre boliinmesi gerceklesmeden DNA replikasyonu ve ardindan
karyokinezin meydana gelmesi ile c¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin olustugu gosterilmistir
(Menard ve ark., 1999). En yiiksek konsantrasyon olan 100 nM RA grubunda
farklilagmis hiicre tanimina uygun (kirmiz1 ok ile isaretlenmistir) hiicreler daha yogun
gozlenmistir. Iki ya da ii¢ ¢ekirdege sahip hiicrelerin varlig1 belirlenmistir. Ayrica hiicre

iremesinin yavaslamasi nedeniyle RA uygulanan gruplarda hiicre yogunlugunun
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kontrol grubuna gore daha diislik olmasi dikkat ¢cekmistir.

Sekil 4.21. RA uygulamasi yapilan H9C2 hiicrelerine ait optik ve floresan mikroskop
goriintiilerinin ¢akistirilmis fotograflar1 a)Kontrol (RA: 0 nM), b)10 nM,
)50 nM, d) 100 nM RA (20 X).

Hiicrelerin farklilagmasini belirlemek i¢in yapilan diger bir analiz immiinofloresan
boyamadir. Antikorlarin pozitif kontrolii olarak sican kalp dokusu boyanmis (Sekil
4.22), Anti-TNT kirmizi, Anti-MLC2 ise yesil 1sima veren sekonder antikor ile
isaretlenmistir. Pozitif kontroliin basarili sekilde boyanmasi ile kullanilan primer ve

sekonder antikorlarin etkin oldugu dogrulanmustir.
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Sekil 4.22. Sigan kalp dokusuna ait immiinofloresan Anti-MLC2 (a, b) ve Anti-TNT (c,
d) boyamalar, a ve c) 10 X, b ve d) 32 X.

Farklilastirma ¢alismast yapilan hiicrelerin kiiltiiriin 5. ve 7. giinlerine ait Anti-MLC2
ve Anti-TNT immiinofloresan boyama fotograflart sirasi ile Sekil 4.23 ve 4.24’te
verilmistir. Anti-MLC2 boyama sonuglarinda pozitif boyama goézlenememis, RA
uygulanan gruplar ve giinler arasinda ¢ok fazla farklilik olmadig1 belirlenmistir. Anti-
TNT boyamalarinda ise 7. giin 100 nM konsantrasyon grubunda daha spesifik boyanan

hiicrelerin oldugu gézlenmistir.
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4.3.1.3. RT-PCR

Retinoik asit uygulamasi sonunda farklilasmanin incelenmesi amaciyla gen ifadeleri
incelenmis, RT-PCR grafikleri Sekil 4.25’te verilmistir. Onemli bir kardiyak
farklilagma belirteci olan Tnnt2 gen ifadesinin 5. giin 100 nM konsantrasyonda yaklagik
8 kat artt1ig1, 7. glinde ise azaldigi gozlenmis, literatiire benzer sonuglar elde edilmistir
(Pereira ve ark., 2011; Anene-Nzelu ve ark., 2013). RT-PCR analizinde 5. giinde gen
ekspresyon seviyesinin yiiksek olmasi immiinofloresan boyama sonuglarinda ise 7.
giinde boyamalarin daha belirgin olmasi, 5. giinden sonra artan ekspresyon ile iiretilen
protein miktarinda artis oldugu seklinde yorumlanmigtir. Slc29al gen ekspresyonu 5.
giinde RA konsantrasyonunun artmasina bagli olarak artmis, fakat gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Yedinci glinde ekspresyonun artmaya devam ettigi
gbzlenmis, gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir. Leung ve ark. yaptiklar
calismada benzer sekilde H9C2 hiicrelerinin RA uygulamasi ile farklilasmasini
incelemisler ve farklilasan hiicrelerde Slc29al gen ekspresyonunun 3 kat arttigini
belirtmislerdir (Leung, Tse ve Man, 2007). Cacnalc gen ifadesinde ise 5. giinde 100
nM konsantrasyonda bir miktar diisiis meydana geldigi, 7. giinde ekspresyon
seviyesinin arttigi, fakat gruplar arasinda istatistiksel ac¢idan bir fark olmadigi
belirlenmigtir. Cacnals gen ekspresyonu ise 5. giin 50 nM konsantrasyonda anlamli
oranda artmig, 7. glinde 50 ve 100 nM konsantrasyonda kontrole gére anlamli oranda
yiksek bulunmustur. Tim gen ekspresyonlar1 birlikte degerlendirildiginde
kardiyomiyojenik farklilasmayr en 1yi destekleyen kosulun 5. giin 100 nM

konsantrasyon olduguna karar verilmistir.

Literatiirde H9C2 hiicrelerinin kolaylikla kardiyomiyojenik yone farklilastirilabilecegi
belirtilmesine ragmen Patten ve ark. (2017) yaymladiklar1 c¢aligmada hiicrelerin
heterojen 6zellikte olmasi, pasaj numarasinin farkli olmasi, RA’nin 1518a asir1 duyarl ve
hidrofobik olmas1 nedeniyle etkin sekilde ¢oziinememesi, farklilasma icin yeterli siire
uygulama yapilmamas1 ya da hiicrelerin iizerinde kiiltiire edildikleri yiizeylerin farkli
olmasinin hiicrelerin farklilasma verimlerini etkileyebildigi belirtmislerdir. Ayrica
calismalarinda daha 6nce basarili oldugu belirtilmis 2 farkli farklilagsma prosediiriinii

uygulamis ve yontemlerin birinde farklilagmanin basarili olmadigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.25. RA uygulamas1 yapilan H9C2 hiicrelerine ait bagil gen ifadesini gosteren
RT-PCR grafikleri. istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=4, Her giin kendi
arasinda kontrol grubuna gore *p<0,05, ** p<0.01; 10 nM RA grubuna
gore ## p<0.01; 50 nM RA grubuna gore +p<0.05.

4.3.2. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalarimin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin iiretilmesinde 22. pasajdaki farklilastirilmis H9C2
ve 7. pasajdaki endotel hiicreleri kullanilmistir. Endotel hiicrelerin, 6zellikle kardiyak
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin enfarktiis sonrasi anjiyogenezde Onemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir, fakat bu hiicrelerin ilerleyen pasajlarda senesense bagli
olarak etkinliginin azaldig1 gosterilmistir (Cao ve ark., 2009). Bu nedenle ileri pasaj

kullanilmamaya 6zen gosterilmistir.

Ko-kiiltlir ortaminda damarlanmayr desteklemek amaciyla VEGF ve bFGF
kullanilmistir. VEGF vaskiiler gelisimde énemli oldugu bilinen bir faktordiir ve VEGF-
A en baskin formudur. bFGF ise tanimlanan ilk 6nciil-anjiyogenik molekiildiir ve FGF
reseptoOriine baglanmasi ile pek ¢ok metabolik sinyalizasyon yolagini aktive eder (Cross
ve Claesson-Welsh, 2001). Ayrica yapilan bir ¢alismada VEGF yaninda bFGF
kullaniminin ko-kiiltiir hiicre tabakasinda daha biiylik capli damarlarin olugsmasini
sagladig1 belirtilmistir (Sakaguchi ve ark., 2013). bFGF’in endotel hiicrelerinde
vaskiilerizasyonu desteklemenin yaninda H9C2 hiicrelerinde de canliligi destekleyici bir

etkisi oldugu gosterilmistir (Cui ve ark., 2016).
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Literatiirde kardiyomiyosit ve endotel hiicreleri ile ko-kiiltiir seklinde hiicre
tabakalarinin iretildigi ¢alismalarda tiim sonuclar ko-kiiltiiriin daha basarili oldugunu
gostermektedir. Endotel hiicreler ile ko-kiiltiir yapilan kardiyomiyosit hiicre
tabakalarinda daha fazla VEGF, bGFG ve HGF gibi sitokinlerin salindigi, bdylece
damarlanmay1 daha ¢ok destekledigi belirtilmistir. Ayrica yapilan bir ¢alismada sitokin
salimini incelemek i¢in endotel hiicrelerinin kardiyomiyosit hiicreleri disinda, fibroblast
hiicreleri ile ko-kiltlirii  gerceklestirilmis ancak, sitokin saliminda bir artig
gozlenmemistir. Boylelikle sitokin saliminin kardiyomiyositler ile endotel hiicreleri
arasindaki spesifik etkilesim sayesinde arttig1 belirtilmistir (Sekine ve ark., 2008;
Sakaguchi, Shimizu ve Okano, 2015). Ayrica H9C2 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda
immiin yanit baskilanmasi, ECM nin yeniden diizenlenmesi ve anjiyogenezde rol alan
pek c¢ok sitokin ve bliylime faktdriinliin oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir
(Makhoul ve ark., 2016). Bagka bir caligmada ise kardiyak mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinde spesifik vWF {iretiminin yalnizca kardiyak miyositler ile ko-kiiltiir
yapildiginda artti1, hepatosit ve fibroblastlar ile birlikte kiiltiire edildiginde bir
degisiklik olmadigr belirtilmistir (Aird ve ark., 1997). Sekine ve ark. kardiyomiyosit
hiicre tabakasini sigan embriyonik kalbindeki orana esit oranda endotel hiicreler ile ko-
kiiltir halinde tretip sican kalbine implante ettiklerinde olusan fibrotik dokunun da
kiigiildiigiinii  belirtmislerdir (Sekine ve ark., 2008). Kardiyomiyositlerde VEGF
saliminin TGF BI’in otokrin etkilesimi ile MAPK yolagin1 aktive etmesi sonucu
gerceklestigi disiiniilmektedir (Brutsaert, 2003). Endotel hiicre ve kardiyomiyositlerin
karsilikli olarak etkilesimlerinde TGF B’nin rol aldig1 bilinmektedir, fakat yetiskin sican
kalbinde her iki hiicre de immiinohistokimyasal agidan TGF B1 pozitif boyanmistir.
Dolayist ile her iki hiicreden salgilanan sitokinlerin hem birbirlerini hem de otokrin
olarak kendilerini etkiledikleri diisiiniilebilir. Ayrica endotel hiicreler tarafindan
salgilanan ve ko-kiiltiirde aktive olan TGF PB’nin kardiyomiyosit hiicrelerinde gen
ekspresyonu ve kasilma {lzerinde etkin endotelin salgilanmasini da sagladigi
belirtilmistir (Nishida ve ark., 1993). Endotel hiicrelerin salgiladiklar1 sitokinlerin
kardiyomiyositlerde canlilik, ritmik kasilma, metabolik fonksiyonlar ve iireme gibi pek
cok aktivitenin diizenlenmesinde etkili oldugu belirtilmistir (Brutsaert, 2003;
Kuramochi ve ark., 2004; Narmoneva ve ark., 2004; Hsieh ve ark., 2006; Murdoch ve
ark., 2014). Ayrica in vitro ve in vivo uygulamasi yapilan bir ¢aligmada endotel
hiicrelerin kardiyomiyositlerin yeniden diizenlenmesinde de ©nemli rol aldiklar

gosterilmistir (Zhang ve ark., 2015).
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Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin iiretimi i¢in daha once kullanilan 3 ydntemin
avantaj ve dezavantajlar1 degerlendirilerek AA uygulamasi yontemi segilmistir.
Askorbik asitin H9C2 hiicreleri lizerindeki olumlu etkilerinin yaninda endotel hiicreleri
tizerinde de kollajen tip 4 iiretimini arttirmak, liremeyi desteklemek, apopotozu
onlemek, radikal tiirleri uzaklastirmak gibi ¢esitli olumlu etkileri oldugu bilinmektedir
(Korantzopoulos ve Galaris, 2003; Martinez ve ark., 2010; May ve Harrison, 2013).
Ozellikle kalp endotel hiicreleri iizerinde iyilestirici etkisi oldugu yapilan in vivo ve
klinik ¢alismalarda gosterilmistir (Rossig ve ark., 2001; Molyneux, Glyn ve Ward,
2002).

Tez calismas1 kapsaminda {iretilen kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin kaldirma oncesi
ve yeni kiiltiir kabina tutunma sonrasi optik mikroskop fotograflar1 Sekil 4.26 ve
4.27°de verilmistir. Fotograflar dikkatli incelendiginde endotel hiicrelerin H9C2
hiicreleri arasinda damar ag1 benzeri yapilart meydana getirdigi goriilmektedir.
Morfolojik agidan incelendiginde FBS ve AA konsantrasyonlarinin hiicreler arasinda
onemli farklilik olusturmadigi belirlenmistir. Kiiltlirin 5. giinlinde AA uygulamasi
gerceklestirilen tabakalarin  yiizeyden kolaylikla bir biitliin  halinde ayrilmasi
gerceklestirilmis ve tabakayir olusturan hiicreler aktarildiklar1 yeni kiiltiir kabinin
yiizeyine tutunup yayilmaya baslamistir. Bu sonug¢ hiicre tabakalarmin canliliklarini

devam ettirdiklerini gostermektedir.
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Sekil 4.27. Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin yiizeyden kaldirilip yeni yiizeye
tutunmasindan 1 giin sonra 110ptic mikroskop fotograflari: 10 X.

4.3.2.1. PrestoBlue Analizi

Hazirlanan farkli FBS ve AA konsantrasyonlarma sahip ortamlarin ko-kiiltiirdeki
hiicrelerin canliliklar iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan PrestoBlue analizi
sonucunda %10.5 (v/v) FBS kullanilan ortamin tiim gruplarinda daha yiiksek absorbans
degerleri elde edilmistir (Sekil 4.28). Kiiltiir sonunda degisen AA konsantrasyonlarinin
ilk giin diginda 6nemli bir fark olusturmadigi belirlenmistir. Farklilastirilan H9C2
hiicreleri %1 (v/v) FBS igeren ortama adapte olduklari i¢in serum konsantrasyonunun
hizla  ylikselmesinin  hiicreleri  etkileyebilecegi, o nedenle diisiik FBS

konsantrasyonunun hiicre canliligini1 daha iyi desteklemis olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.28. Ko-kiiltiir hiicre tabakalarina ait PrestoBlue grafigi. Istatistiksel olarak
anlaml farklilik, n=3, giinler kendi arasinda %10.5 (v/v) FBS gruplarina

111pti * p<0.05, **** p<0.0001.

4.3.2.2. Canly/Olii Hiicre Boyama

Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin kaldirma oncesinde ve sonrasinda canliliklar
canli/6li hiicre boyama analizi ile de incelenmis, boyama sonucu alinan fotograflar
Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da verilmistir. Tiim gruplardaki hiicrelerin kaldirma 6ncesi ve
sonrasinda canliliklarim1  yiiksek oranda koruduklart goézlenmistir. Fotograflar
incelendiginde endotel hiicrelerin olusturdugu damar benzeri tiibiiler yapilar 111ptic

mikroskop fotograflarindan daha belirgin sekilde goriilmiistiir.
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Sekil 4.30. Yiizeyden kaldirma sonrasi kardiyovaskiiler hiicre tabakalarina ait

canl1/61u hiicre boyama fotograflari: 10 X.

4.3.2.3. RT-PCR Analizi

Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinda kiiltiir siiresince kullanilan ortamlarin farklilagsan
HOC2 hiicrelerine etkisinin belirlenmesi i¢in gen ekspresyonlar1 incelenmistir (Sekil
4.31). Cacnalc ve Collal gen ekspresyonlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Tnnt2 gen ekspresyonu 20 pg/mL  AA
konsantrasyonunda FBS konsantrasyonun artmasi ile azalmis, diger gruplarda anlamli
bir fark gozlenmemistir. Slc29al gen ifadesinde ise %10.5 (v/v) FBS grubunda 100

ng/mL AA konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir artis meydana gelmistir.

Genel olarak yapilan RT-PCR analizi degerlendirildiginde %10.5 (v/v) FBS ve 100
pg/mL AA konsantrasyon grubunda tiim kardiyak spesifik genlerde anlamli bir fark
olmasa da ortalama olarak bir artis meydana geldigi gozlenmistir. Bu nedenle
caligmanin ilerleyen asamalarinda bu kosullar kullanilarak elde edilen kardiyovaskiiler

hiicre tabakalar1 kullanilmistir.
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4.3.2.4. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

HO9C2 hiicrelerinin farklilagtirllmadan ve farklilastirildiktan sonra endotel hiicreleri ile
ko-kiiltiir seklinde hiicre tabakasi olusturmasi durumunda morfolojik agidan bir
degisiklik meydana gelip gelmediginin belirlenmesi i¢in 2 farkli kardiyovaskiiler hiicre
tabakasi iiretimi gergeklestirilmistir. Hiicre tabakalar1 %10.5 (v/v) FBS ve 100 ug/mL
konsantrasyonda AA uygulamasi yontemi ile iretilmis ve SEM analizi sonucu elde
edilen fotograflar Sekil 4.32°de verilmistir. Fotograflar incelendiginde her iki grupta da
optik mikroskop goriintiileri ile uyumlu olacak sekilde tabakanin belirli bolgelerinde
endotel hiicrelerin in vivo diizene benzer sekilde siralandiklart ve damar limenine
benzer tiibiiler yapilar olusturduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.32a ve c). Daha yiiksek
biiyiitme goriintiilerinde ise H9C2 hiicrelerine ait piirlizlii hiicre membrani yapisi
gozlenmig, farklilasmis ve farklilasmamis hiicreler arasinda Onemli bir fark

belirlenmemistir (Sekil 4.32b ve d).

-

Sekil 4.32. Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarina ait SEM fotograflari:
a ve b) Farklilagtirilmamis H9C2/endotel hiicre tabakasi,
¢ ve d) Kardiyomiyosite farklilastiriimis H9C2/endotel hiicre tabakasi:
ave c) 200 X, bar 500 um; b ve d) 5,000 X, bar 20 pm.
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4.3.2.5. Histolojik Boyama

Farklilastirilmis H9C2 hiicrelerinin  kullanildigi %10.5 (v/v) FBS ve 100 upg/mL
konsantrasyonda AA uygulamasi yontemi ile {retilmis kardiyovaskiiler hiicre
tabakasinin dikey ve yatay kesitlerine ait H&E boyama fotograflar1 Sekil 4.33’te
verilmistir. Fotograflarda goriildiigii lizere H&E boyamada hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki
niikleik asitler hematoksilen ile koyu mavi-mor renkte, sitoplazma ve ECM’deki
proteinler ise eozin ile pembe renkte boyanmaktadir. Dikey kesit fotografi
incelendiginde hiicre tabakasinin ¢ok katmanli oldugu goriilmiistiir, ayrica endotel
hiicrelerin kullanildig1 benzer ko-kiiltiir hiicre tabakasi ¢alismalarinda (Asakawa ve ark.,

2010) oldugu gibi tabakanin aralarinda endotel hiicrelerin olusturdugu diistiniilen liimen

benzeri bosluklu yapilar goriilmiistiir.
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Sekil 4.33. Kardlyovaskuler hiicre tabakasina ait dlkey (a) ve yatay (b) kesit H&E
boyama fotograflari: 20 X, bar 200 pm.

4.4. Hiicresizlestirilmis Miyokardiyal ECM Iskelelerin Uretimi

4.4.1. SDS Yontemi

Hiicresizlestirme islemlerinde ilk uygulanan SDS yontemi Oberwallner ve ark.
tarafindan 0.3 mm kalinlikta insan miyokardiyumunu hiicresizlestirmek amaciyla
kullanilmis, hiicresizlestirmenin basarili oldugu ve ECM yapisinin en iyi korundugu
yontem olarak secilmistir. Yontemin ilk basamaginda Tris-EDTA igeren liziz ¢ozeltisi
ile hiicrelerin parcalanmasi ve hiicre-ECM adezyonunda gorevli metalik iyonlarin
uzaklastirilmas1 saglanmistir. Ancak bu basamak hiicresel bilesenlerin ve DNA’nin
yapiskan dogasi nedeniyle tamamen uzaklastirilmasini saglayamamaktadir (Gilbert,
Sellaro ve Badylak, 2006; Uggiil ve Aras, 2017). SDS uygulamasinda negatif bas
gruplar1 olan anyonik deterjan ¢Oziiniir, ya da membrana bagl proteinlerin kovalent

olmayan baglarin1 kopararak denatiirasyona neden olur. Boylece proteinlerin dogal
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yapilarimi bozar (Xu ve ark.,, 2014). Son asamadaki serum uygulamasi ise
hiicresizlestirme caligmalarinda yardimci ajan olarak, 6zellikle DNA’y1 uzaklastirmak
icin kullanilmaktadir (Gui ve ark., 2010; Shao ve ark., 2012; Oberwallner ve ark.,
2014). Gui ve ark. (2010) vyaptiklar1 c¢alismada serumun DNA kalintilarini
uzaklagtirmada sitoplazmik kalintilari uzaklagtirmaktan daha etkili oldugunu
belirtmiglerdir. DNA kalintilarinin uzaklastirilmasi ile zenopatojen gegis riski ve

transgenin aliciya aktarilma olasiligr da diistirilmektedir.

4.4.2. OGP Yontemi

Hiicresizlestirme amaciyla uygulanan 2. yontem ise Dong ve ark. tarafindan domuz
perikardiyumunu hiicresizlestirmek i¢in kullanilmistir. OGP yiiksek biyobozunur, diisiik
tahrig edici ve toksik o6zelliklerinden dolay: tercih edilen, bakteri membranina hasar
vererek antibakteriyal 6zelligi gosterilmis iyonik olmayan bir deterjandir (Dong, Li, ve
Mo, 2013). Yontemde ilk asamada kullanilan Tris-HCl, EDTA, PMSF ve OGP iceren
liziz ¢ozeltisinde hiicreler parcalanmis, ayn1 zamanda deterjan ile hiicresel bilesenlerin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Hiicresizlestirme sirasinda pargalanan hiicrelerden salinan
proteazlar ECM yapisina zarar verebilir. Bu zararin 6nlenmesi igin PMSF proteaz
inhibitorii kullanilmistir. Ayn1 zamanda kullanilan tampon ¢ozeltilerin pH degerinin 7-8
araliginda tutulmasi da proteazlarin etkisini inhibe etmektedir (Gilbert, Sellaro ve
Badylak, 2006). Ikinci asamada uygulanan niikleaz pargalama ¢ozeltisi ile DNA ve

RNA’nin parcalanmasi gergeklestirilmis, yikamalar ile kalintilar uzaklastirilmistir.

4.5. Hiicresizlestirilmis Miyokardiyal ECM Iskelelerin Karakterizasyonu

Kalp kesitleri alindiktan sonra belirtilen yontemler ile hiicresizlestirme islemleri
gerceklestirilmis, Sekil 4.34°te alinan kesitlerin hiicresizlestirme oncesinde ve farkl
yontemler ile hiicresizlestirme sonrasindaki makroskopik goriintiileri verilmistir.
Fotograflarda gorildiigli iizere dogal dokuda bulunan miyoglobin nedeniyle
hiicresizlestirme uygulanmamis kalp kesiti kahverengi olarak goriilmektedir. OGP
yontemi ile hiicresizlestirilen dokunun rengi dogal dokuya daha yakin bir tondadir, SDS
yonteminde ise doku tamamen seffaf hale gelmistir. DNA, kollajen ve GAG analizi
sonuglart normalizasyon i¢in Oberwallner ve ark.’nin (2013) yaptigina benzer sekilde
orneklerin hiicresizlestirme Oncesi 1slak agirliklart basina hesaplanmistir. Literatiirde
yapilan ¢alismalarda analiz sonuglari ¢ok farkli sekillerde (hiicresizlestirme dncesi ya da

hiicresizlestirme sonrasi, 1slak agirlik ya da kuru agirlik bagina vb.) sunulmaktadir.
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Sonuglar ayni1 tip dokuda benzer normalizasyon yapilarak hesaplanmasina ragmen farkli
hiicresizlestirme prosediirleri sonunda dokuda tutulan su miktarlar1 farkli olmaktadir
(Bruyneel ve Carr, 2017). Bu nedenle analiz sonuglarimi farkli calismalar ile

karsilastirmak kolay olmamaktadir.

Sekil 4.34. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (a), OGP yoéntemi (b) ve SDS
yontemi (c¢) uygulanmis kalp kesitlerine ait makroskopik fotograflar.

4.5.1. SEM Analizi

Hiicresizlestirilmis (SDS ve OGP yontemi ile) ve hiicresizlestirilmemis dokularin yiizey
morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir. Sekil 4.35’te gosterilen SEM fotograflari
incelendiginde hiicresizlestirilmemis doku ile OGP yontemi uygulanan dokunun
benzerlik gosterdigi gozlenmistir. Dogal doku yiliksek biiyiitmede incelendiginde
dokudaki hiicrelerin varhigi goriilmiistiir. OGP yontemi uygulanan dokuda doku
organizasyonunun bozulmadigi ve hiicresel bilesenin dokudan uzaklastirilamadigi
belirlenmigtir. SDS yoOnteminde ise doku organizasyonunda, kollajen fiberlerin
yonlenisinde ve diizenlenmesinde bir bozulma olmadan hiicresel bilesenlerin
uzaklastirildigi  gozlenmistir. Fakat Orneklerin analize hazirlanma asamasinda
hekzametildisilazan kullanilmasi dokularin biiziismesinde neden olmustur. Bu nedenle
ozellikle SDS yontemi ile hazirlanan dokuda bazi bolgelerde katlanmalar meydana
gelmigtir. Elde edilen SEM fotograflar: sican kalbi ile gergeklestirilen hiicresizlestirme

calismalarinda alinan goriintiilere benzerlik gostermektedir (Carvalho ve ark., 2012).
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Sekil 4.35. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (a, b), OGP yontemi (c, d) ve SDS
yontemi (e, f) uygulanmis kalp kesitlerine ait SEM fotograflari:
a, cve e) 500 X, bar 100 um; b, d ve f) 2,500 X, bar 20 um.
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4.5.2. immiinofloresan Boyama

Hiicresizlestirme islemi sonrasinda yapidaki niikleer materyal kalintisini belirlemek i¢in
DAPI ile boyama gerceklestirilmis, elde edilen fotograflar Sekil 4.36’da gosterilmistir.
SEM fotograflarin1 destekleyecek sekilde OGP yontemi ile doku kesitlerinin
hiicresizlestirilmesinde basarili olunamadigi, dokuda hiicre c¢ekirdeklerinin yogun
sekilde korundugu goézlenmistir. SDS yontemi uygulanan doku kesitinde ise
¢ekirdeklerin yiiksek oranda uzaklastirildigi belirlenmistir. Rajabi-Zeleti ve ark. (2014)

benzer sekilde hiicresizlestirdikleri insan perikardiyum dokusunda DAPI boyamasi ile

cekirdeklerin uzaklastirildigini géstermislerdir.

Sekil 4.36. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (a), OGP yoéntemi (b) ve SDS
yontemi (c) uygulanmis kalp kesitlerine ait immiinofloresan fotograflar:

20 X, Bar 100 um.

4.5.3. DNA Analizi

Dogal doku ve hiicresizlestirme amaciyla OGP ya da SDS yontemi uygulanan doku
kesitlerinin DNA analizi sonuclar1 Sekil 4.37°de gosterilmistir. OGP yontemi
kullanildiginda hiicresizlestirme islemi uygulanmamis dokuya gore ~%33 oraninda,
SDS yontemi kullanildiginda ise ~%89 oraninda DNA’nmin uzaklastirildig:
belirlenmistir. Oberwallner ve ark. (2013) insan miyokardiyumunda gergeklestirdikler
calismada  DNA’yi ~%98 oraninda  uzaklastirdiklarini  belirtmiglerdir.
Hiicresizlestirmenin uygulandigi doku kaynaginin farkli olmasi (insan/sigan), ¢alkalama
sirasinda  kullanilan hizlarin makalede belirtilmemesi nedeniyle farkli hizlarda
calkalama yapilmis olma ihtimali, sonuc¢larin farkli ¢ikmasina neden olmus olabilir.
Elde edilen sonuglar immiinofloresan boyama sonuglarini destekler niteliktedir. Suana
kadar yapilan analizler degerlendirildiginde OGP yoOnteminin hiicresizlestirme
isleminde basarili olmadigr sonucuna varilmistir. Bu nedenle yapilacak olan GAG
analizi ve histolojik boyama analizlerinde yalnizca dogal doku ve SDS yontemi ile
hiicresizlestirilmis doku kesitleri kullanilmistir. Ferng ve ark. (2017) perfiizyon sistem

ile biitiin domuz kalbinde hiicresizlestirme i¢in ¢esitli ajanlar kullanmislar, yaptiklari
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analizler sonucunda tez ¢aligmasina benzer sekilde OGP yonteminin hiicresizlestirmede

basarisiz oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4.37. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (dogal doku) ve OGP ydntemi ya da
SDS yontemi uygulanmis kalp kesitlerine ait DNA analizi sonuglari.
Istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=3; kontrol grubu dogal doku ise
** n<0.01, **** p<0.0001; kontrol grubu OGP ise +++ p<0.001.

4.5.4. Histolojik Boyama

Hiicresel igerigin uzaklastirilmasindaki basarty1 belirlemek icin yapilan H&E boyama
sonuclart (Sekil 4.38) yapilan diger analizleri destekler niteliktedir. Hiicresizlestirme
islemi uygulanmayan dogal kalp kesitinde cekirdeklerin hematoksilen ile koyu mavi-
mor renkte, hiicresel sitoplazmanin ise eozin ile koyu pembe renkte boyandigi
gozlenmistir. SDS uygulamasi yapilan doku kesitinde ise ¢ekirdeklerin uzaklastirildigi,
belirli bolgelerde ¢ekirdeklerin uzaklagmasi ile agilan bosluklarin oldugu belirlenmistir.
Hiicresizlestirme sonras1 dokudaki damar yapilarmin (Sekil 4.38d) ve kollajen fiberler
yonelimlerinin korundugu gozlenmistir (Sekil 4.38 e, f). Lee ve ark. (2015) yaptiklari
calismada 10 um kalinligindaki sican kalp kesitlerini hiicresizlestirdikleri calismada

benzer H&E boyama goriintiilerini elde etmislerdir.
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Sekil 4.38. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis dogal doku (a, b, ¢) ve SDS yontemi
uygulanmig (d, e, f) kalp kesitlerine ait H&E boyama goriintiileri:
a, b, d, e) 20 X, bar 200 um; ¢, )40 X, bar 100 um.

4.5.5. Kollajen Analizi

Hidroksipirolin miktarindaki degisim hiicresizlestirme yontemlerinin dokudaki kollajen
igerigine etkisini belirlemek igin kullanilmaktadir (Hrebikova, Diaz ve Mokry, 2015).
Yetiskin sican kalp matrisinde en fazla bulunan protein ~%38 orani ile kollajen tip
1’dir ve yiiksek fiber organizasyonu ile biiylik fiber demetleri olustururlar (Williams ve
ark., 2014). Kollajenin yapida korunmus olmasi ECM’in yapisal biitiinliigii acisindan
onemlidir. Orneklere uygulanan hidroksipirolin analizi sonuglar1 Sekil 4.39°da
verilmistir. Tez ¢alismasinda OGP uygulamasmin dokudaki kollajen miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadigi, SDS uygulamasinin ise

dokudaki kollajen igerigini bir miktar diisiirdiigii belirlenmistir.
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Sekil 4.39. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (dogal doku) ve OGP yontemi ya da
SDS yontemi uygulanmis kalp kesitlerine ait hidroksipirolin analizi
sonuclari. Istatistiksel olarak anlamli farklilik: n=3; kontrol grubu dogal

doku ise * p<0.05.

4.5.6. Glikozaminoglikan Analizi

Glikozaminoglikanlar hiicrenin, kollajen ve elastin fiberlerin i¢ine gdmiildiigii matrisin
temel bilesenlerindendir, pek ¢ok protein ile etkilesime girerek biiylime faktorlerini,
kemokin ve sitokinleri proteolize karsi korur. Ayn1 zamanda VEGF, FGF ve HGF gibi
sinyalizasyon yolaklarinda da gorev alir. Bu nedenle hiicresizlestirilmis dokuda GAG
yapilarinin korunmasi biiylime faktorleri ve biyolojik aktivitelerinin de korunmasini
saglamaktadir (Di Meglio ve ark., 2017). Referans makalelerde SDS (Oberwallner ve
ark., 2014) ve OGP (Dong, Li, ve Mo, 2013) uygulamasinin dokudaki GAG igerigini
azalttig1 belirtilmistir. Tez kapsaminda yapilan GAG analizi sonucunda dogal doku ile
SDS yontemi kullanilarak hiicresizlestirilen doku kesitleri arasinda istatistiksel acidan
anlaml bir fark bulunmamistir ve Ott ve ark.’nin (2008) sican kalbinde gergeklestirdigi
hiicresizlestirme ¢alismasina yakin GAG degerleri elde edilmistir. GAG yapilarinin
SDS uygulamasi ile korundugunu belirten farkli ¢alismalar da mevcuttur (Mirsadraee ve

ark., 2006; Rajabi-Zeleti ve ark., 2014; Di Meglio ve ark., 2017).
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Sekil 4.40. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (dogal doku) ve SDS yontemi

uygulanmis kalp kesitlerine ait GAG analizi sonuglart.

4.5.7. Sitotoksisite Testi

Hiicresizlestirme sonrasi dokuda bulunabilecek kimyasal kalintilar hiicrelere sitotoksik
etki gosterebilecegi gibi, hiicresizlestirilmis ECM’nin avantajlarini da etkisiz hale
getirebilir (Dong, Li, ve Mo, 2013). Bu nedenle pek ¢ok ¢alismada farkli hiicre tiirleri
kullanilarak sitotoksisite testleri uygulanmaktadir (Xu ve ark., 2014; Sanchez ve ark.,
2015; Jones ve ark., 2017). Tez kapsaminda doku kesitlerinin hiicrelere toksik etki
gosterip gostermedigini belirlemek i¢in L929 hiicre hatti ile in vitro hiicre kiltiiri
calismasi gerceklestirilmis ve MTT analizi sonuglar1 Sekil 4.41°de verilmistir. Grafikte
de goriildiigli gibi hiicreler ortamdaki higbir ekstrakttan olumsuz etkilenmemis, hiicre
¢ogalmasinda ve mitokondriyal aktivitelerinde istatistiksel agidan farkli herhangi bir

degisim meydana gelmemistir.
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Sekil 4.41. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (dogal doku) ve SDS yontemi

uygulanmis kalp kesitlerine ait sitotoksisite ¢alismasina ait MTT sonuglart.
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In vitro Kkiiltiir calismasi boyunca her giin hiicrelerin optik mikroskop goriintiileri
almmig, fotograflar karsilastirildiginda gruplar arasinda hiicre morfolojisi  ve

yogunluklar1 acisindan fark edilir bir degisim olmadig1 goézlenmistir (Sekil 4.42).

Sekil 4.42. Hiicresizlestirme islemi uygulanmamis (dogal doku) ve SDS ydntemi

Kontrol

uygulanmis kalp kesitlerine ait sitotoksisite ¢alismasinda L1929 hiicrelerini

gosteren optik mikroskop fotograflari: 10 X.

Sonug olarak yapilan sitotoksisite analizi ile SDS yontemi ile hiicresizlestirilen ECM
yapisinda hiicrelere toksik bir bilesen olmadigi, yeterli ve uygun yikamalar ile

kalintilarin bagarili sekilde uzaklastirildig1 gosterilmistir.

4.6. AKMKH izolasyonu ve Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu agisindan sahip olmasit gereken ve
Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi’nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi
tarafindan belirlenen 3 temel 6zelligi bulunmaktadir: i)standart kiiltiir kosullarinda
plastik yiizeylere tutunurlar, ii)spesifik ylizey belirteglerini ifade ederler, iii) in vitro
kosullarda osteoblast, adiposit ve kondroblast hiicrelerine farklilagabilirler (Dominici ve
ark., 2006). Tez calismasi kapsaminda izole edilen AKMKH’ler kiiltiir kabina

alindiktan bir kac saat sonra yiizeye tutunmaya baslamis, bdylece izolasyon sirasinda
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uzaklastirilamayan eritrositler gibi diger istenmeyen hiicrelerden ayrilmislardir.
Kiiltiirtin 5. giinlinde taze ortam degisimi yapilarak ortamda bulunan az miktardaki
adipositler ve eritrositler uzaklastirilmistir. izole edilen hiicrelere ait optik mikroskop
fotograflar1 Sekil 4.43’te verilmistir. Hiicreler literatiirde belirtildigi gibi tipik

fibroblastik morfoloji gostermis ve pasaj numarasinin artmasina bagh bir farklilik

olmadigi, yogunluga bagl sikisma nedeniyle igsi bir form aldiklar gézlenmistir (Niyaz
ve ark., 2012).

Sekil 4.43. izole edilen farkli pasaj numarasma (P1-P6) sahip AKMKH’lere ait optik
mikroskop fotograflari: 20 X, bar 100 um.

Hiicrelerin spesifik karakterizasyonlar1 i¢in 5. pasajda osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik  farklilasmalar1  gergeklestirilmistir. ~ Osteojenik  farklilasma  igin
dekzametazon, askorbik asit ve B-gliserol fosfat iceren farklilasma ortami kullanilmis,
kiiltiiriin 28. giiniinde yapilan von Kossa boyamalari ile hiicrelerin iirettigi kalsiyum
fosfat mineralleri koyu kahverengi/siyah renge boyanmistir. Adipojenik farklilagsma
IBMX, deksametazon, insulin ve indometazin iceren ortam ile gerceklestirilmis ve
farklilasmanin belirteci olan yag damlaciklart kiiltiiriin 20. giiniinde Oil Red O
boyamalar ile kirmizi renkte boyanarak gosterilmistir. Kondrojenik farklilasma igin ise
hiicreler askorbik asit, deksametazon ve TGF-B3 bulunduran farklilasma ortaminda
kiiltiire edilmis, kiltiriin 28. giintinde Safranin O/Fast Green boyamalar ile farklilagan
hiicrelerin trettikleri GAG yapilar1 kirmiz1 renge boyanmistir. Boylece AKMKH’lerin

karakterizasyon ¢aligsmalari tamamlanmastir.
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4.7. Hiicresizlestirilmis ECM Iskele Uzerinde Ko-Kiiltiir ve Kardiyomiyojenik
Farkhlagsma Caliymalari ile Miyokardiyal Yama Uretimi

Hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde AKMKH ve endotel hiicrelerin birlikte
ekilmesi ile 3B dogrudan ko-kiiltir gergeklestirilmistir. 1ki boyutlu ko-kiiltiir
etkilesiminin sagladig1 avantajlarin yaninda 3B iskele yapisinda ko-kiiltiir etkilesimi
dogal dokuyu taklit etmektedir. Boylece parakrin sinyalizasyon yaninda hiicre-ECM
adezyonu ve farkli hiicre tiirleri arasinda dogrudan adezyon ile 3 farkli etkilesim
gerceklesmis olmaktadir (Paschos ve ark., 2015). Hiicre-ECM etkilesiminin matris
kaynakli mekanik kuvvetler ile hiicre ici sitoskeletal gerilimi yonlendirdigi ve kok hiicre
farklilasmasint RhoA-ROCK vyolagr ile belirledigi gosterilmistir (Cohen ve Chen,
2008). Lee ve ark. (2015) tarafindan yapilan c¢alismada kalp ECM yapisinin
kardiyomiyositlerin canlilik ve c¢ogalmasini destekledigi ve kardiyak belirteclerinin
ifadesinde artis sagladigi gosterilmistir. Wang ve ark. (2010) ise benzer sekilde domuz
kalp kesitini  hiicresizlestirip 5-Aza uygulamasi1 ile farklilagtirdiklart  ve
farklilagtirmadiklart kemik iligi kokenli MKH’lerini ECM iskele {izerinde kiiltiire
ettiklerinde hiicrelerin kardiyomiyojenik fenotiplerinin desteklendigini, ayrica damar
kanallarinin yakinlarina yerlesen hiicrelerin de anjiyogenik potansiyellerinin oldugunu
belirtmislerdir. Tez ¢alismasinda endotel hiicre ekimi AKMKH ekiminden 1 giin 6nce
gerceklestirilmistir. Literatiirde benzer sekilde endotel hiicreleri ile Onceden
damarlandirilan iskele yapisinda kardiyomiyositlerin daha 1yi organize olduklar

belirtilmistir (Narmoneva ve ark., 2004).

Ko-kiiltiir ekiminden sonra AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagtirilmasi igin
5-Azasitidin (5-Aza) kullanilmistir. 5-Aza, sitozin niikleozidinin kimyasal analogudur
ve DNA metilasyonunu inhibe eder (Shen ve ark., 2015). DNA yapisindaki sitozinin C5
atomundaki metilasyon gen ekspresyonunu diizenleyen, kalitsal ve tersine ¢evrilebilir
bir epigenetik mekanizmadir. 5-Aza, metiltransferaz ile kovalent bag olusturarak tersinir
bir inhibitér gorevi goriir, boylece hiicre bdliinmesinden sonra DNA metilasyonu
Onlenir ve daha Once baskilanan kardiyak farklilasmada etkin Gata4, Nkx2.5 gibi
genlerin tekrar aktive olmasi saglanabilir. Ancak 5-Aza kullaniminin gen aktivasyonu
nedeniyle onkogeneze ya da istenmeyen farklilagsmalara neden olabilecegi belirtilmistir
(Takeda ve ark., 2004; Balana ve ark., 2006). 5-Aza’nin kardiyomiyojenik farklilagmay1
hangi mekanizma ile gergeklestirdigini belirlemek icin yapilan ¢aligmalarda insan

gobek kordonu MKH’lerinin ERK (ekstraseliiler sinyal iliskili kinaz) (Qian ve ark.,
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2012) ve Notch sinyalizasyon yolagi (Ruan ve ark., 2010) iizerinden aktive oldugu

gosterilmistir.

5-Aza ilk kez Wakitani ve ark tarafindan kemik iligi MKH’lerinin kardiyomiyojenik
farklilagsmasinda kullanilmis (Wakitani ve ark., 1995) ve sonrasinda da pek c¢ok
calismada kimyasal indiikleyici ajan olarak kullanilmaya devam edilmistir. 5-Aza’nin
kardiyomiyojenik farklilagsma tizerindeki etkisinin kok hiicre tiirii ve kaynagina gore
degisiklik gosterdigi belirtilmektedir (Balana ve ark., 2006). Kemik iligi kokenli MKH
(Cao ve ark., 2004, Deng, Li ve Zhang, 2009; Zhang ve ark., 2009; Gao ve ark., 2014;
Gonzalez-Garza ve ark., 2014), AKMKH (Rangappa ve ark., 2003; Strem ve ark., 2005;
Zhu ve ark., 2008; Choi ve ark., 2010; Carvalho ve ark., 2013), dermal MKH (Potdar ve
Prasannan, 2013), gobek kordonu (Qian ve ark., 2012; Nartprayut ve ark., 2013) ve
plesenta kaynakli MKH (Nartprayut ve ark., 2013) ve endotelyal onciil hiicrelerinde
(Lopez-Ruiz ve ark., 2014) farklilasmay1 destekledigini belirten ¢alismalarin yaninda,
kemik iligi kokenli MKH (Liu ve ark., 2003), AKMKH (Lee ve ark., 2009; Safwani ve
ark., 2012) farklilasmasinda herhangi bir indiikleyici etkisi olmadigin1 gdsteren
calismalar da bulunmaktadir. Ayrica ko-kiiltiir ortaminda damarlanmay1 desteklemesi
amactyla kullanilan VEGF’in embriyonik kok hiicrelerin  ve  AKMKH’lerin

kardiyomiyojenik farklilagsmasinda 6nemli rol aldig1 gosterilmistir (Song ve ark., 2007).

AKMKH ve endotel hiicrelerin ko-kiiltlirinde uygun ortam bilesiminin belirlenmesi
icin farkli oranlarda (1:1, 3:1 ve 6:1) karistirilan ortamlarda kiiltiire edilen hiicreler optik
mikroskop altinda incelenmis ve 1., 3., 5. ve 9. giinlerde metabolik aktiviteleri MTT
analizi ile belirlenmistir. Optik mikroskop goriintiileri incelendiginde gruplar arasinda
hiicre morfolojileri agisindan 6nemli bir fark goériilmemis, tim gruplarda endotel
hiicrelerin  damar ag1 benzeri yapilar meydana getirdigi  gdzlenmistir

(Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. a)l:1, b)3:1 ve ¢)6:1 oranda karistirilan ortamda kiiltiire edilen AKMKH
ve endotel hiicre ko-kiiltiir g¢alismasina ait 9. giin optik mikroskop

fotograflari: 10 X, bar 200 pm.

MTT analizi sonuglar1 incelendiginde ise ortalama olarak en yiiksek metabolik aktivite
1:1 grubunda gozlenmesine ragmen istatistiksel agidan gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (Sekil 4.45). Yapilan incelemeler degerlendirildiginde ECM iskele
tizerinde gergeklestirilecek ko-kiiltiir calismasina 1:1 oranda karistirilarak elde edilen

ortamda devam edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.45. 1:1, 3:1 ve 6:1 oranda karistirilan ortamda kiiltiire edilen AKMKH ve

endotel hiicre ko-kiiltiir ¢alismasina ait MTT analizi sonuglari.

4.7.1. SEM Analizi

Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 4. ve 11. giinlerinde hiicrelerin ECM iskele {izerindeki
morfolojilerinin incelenmesi i¢cin SEM goriintiileri alinmistir. Dordiincii giin fotograflar
incelendiginde AKMKH ve endotel hiicrelerinin yiizeyde tamamen yayildiklar1 ve
birbirleri ile etkilesim halinde olduklar1 gézlenmistir. Yiiksek biiyiitme fotograflarinda

ise damar benzeri liimen yapilarini olusturmaya basladiklar1 belirlenmistir. On birinci
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giin fotograflarinda ise hiicrelerin ilk yerlesimlerinin aksine daha diizenli halde
olduklari ve liimen benzeri yapilarin daha belirgin ve kararli oldugu goézlenmistir.
Literatiirde de benzer sekilde hiicresizlestirilmis domuz kalp ventrikiil kesiti {izerinde
kiiltiire edilen kardiyomiyosit hiicrelerinin kiiltiiriin 2. ve 15. giin SEM fotograflarinda
benzer goriintiiler elde edilmistir (Eitan ve ark., 2010). Morfolojik agidan farklilagsma ve

kontrol grubu arasinda 6nemli bir farklilik belirlenmemistir.

Sekil 4.46. Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 4. giiniinde kontrol grubu (a, b, c¢) ve
farklilasma grubuna (d, e, f) ait SEM fotograflari: a ve d) 500 X, bar
200 um; b ve €)1,000 X, bar 100 um; ¢ ve f) 2,500 X, bar 40 um.
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farklilasma grubuna (d, e, f) ait SEM fotograflari: a ve d) 500 X, bar
200 um; b ve €)1,000 X, bar 100 um; ¢ ve f) 2,500 X, bar 40 um.

4.7.2. Canl/Olii Hiicre Boyama

Ko-kiiltiir hiicre ekiminden sonra kiiltiiriin 4. ve 11. giinlerinde hiicrelerin canliliklarinin
belirlenmesi i¢in canli/6lii hiicre boyama analizi gerceklestirilmis ve iskelenin farkl
bolgelerinden konfokal mikroskop goriintiileri alinmustir (Sekil 4.48 ve 4.49).
Fotograflar incelendiginde Kkiiltiir siiresince hiicrelerin canliliklarin1 yiiksek oranda
devam ettirdikleri gozlenmistir. Dordiincli giinde 5-Aza uygulanan farklilagsma
grubundaki bazi bolgelerde kontrol grubuna gore o6li hiicrelerin (kirmizi renkli) bir
miktar daha fazla oldugu belirlenmistir. Literatiirde 5-Aza’nin konsantrasyona bagl
olarak hiicre canliligin1 etkiledigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir; 1 uM
Konsantrasyonda kullanildiginda insan AKMKH’ler iizerinde apoptotik gen
ekspresyonunu azaltarak canliligi olumlu etkiledigi (Kornicka ve ark., 2017), 10 uM
tizerindeki konsantrasyonlarda ise insan kemik iligi kokenli MKH’lerinde canliligi
olumsuz etkiledigi (Deng, Li ve Zhang, 2009) gosterilmistir. Kiiltlirtin 11. gilinlinde
aliman fotograflar incelendiginde ise hiicrelerin maruz kaldiklar1 toksik etkiyi tolere
ettikleri ve canlilik agisindan her iki grup arasinda Onemli bir fark olmadigi
gozlemlenmistir. Ayrica fotograflarda SEM goriintiilerini destekler nitelikte her iki

grupta liimen benzeri yapilarin varligl gézlenmistir.
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Sekil 4.48. Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 4. giiniinde kontrol (a, b, c¢) ve farklilagsma

(d, e, f) grubuna ait canli/6lii hiicre boyama fotograflari: 20 X.

Sekil 4.49. Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 11. giiniinde kontrol (a, b, ¢) ve farklilasma
(d, e, f) grubuna ait canli/6li hiicre boyama fotograflari: 20 X.
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4.7.3. Histolojik Boyama

Ko-kiiltlir hiicre ekimi gergeklestirilen hiicresizlestirilmis ECM iskelerde hiicrelerin
dagilimini belirlemek i¢in yapilan H&E boyama fotograflar1 Sekil 4.50°de verilmistir.
ECM yapisi acik pembe renkli boyanirken hiicrelerin oldugu bolgeler daha koyu renkte
boyanmistir. Dikey kesitlerde mikrotom ile kesit alma sirasinda pargalanan bazi
boliimlerin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.50a). Dikey kesit fotograflar1 incelendiginde
hiicrelerin birbiri ile baglantili gdzeneklere sahip ECM iskele igerisinde i¢ bolgelere
dogru goc ettikleri, yatay kesit fotograflari incelendiginde ise hiicre dagiliminin

homojen gergeklestirildigi hiicrelerin iskele tizerinde belirli bir bolgede toplanmadig,

esit sekilde dagildig1 gozlenmistir.

(e) 'tﬂ_ . c ,-\ " 7 - o N |

Sekil 4.50. Miyokardiyal yama kiiltiiriiniin 15. giiniinde kontrol grubu (a, b, ¢) ve
farklilagma grubuna (d, e, f) ait dikey (a, b, d, e) ve yatay (c, f) kesit H&E
boyama fotograflari: a, d) 20 X, bar 200 um; b ve €)40 X, bar 100 pm;
c ve f) 20 X, bar 200 um.

4.7.4. Iimmiinofloresan Boyama

Kiiltiirdeki farklilasan AKMKH’lerde eksprese edilen TNT ve endotel hiicrelerdeki
spesifik VWF proteinlerinin belirlenmesi i¢in gerceklestrilen immiinofloresan boyama
fotograflar1 Sekil 4.51°de gosterilmistir. Ko-kiiltiir durumunda hiicreleri ayr1 ayri izole
etmek ve incelemek kolay olmamamaktadir ve farklilasmis hedef hiicrenin gercekten
farklilasan kok hiicre kaynakli mi, yoksa birlikte kiiltiire edildigi diger hiicre ile flizyona
ugramastyla mi1 meydana geldigini belirlemek gerekmektedir. Bu amacla genellikle kok

hiicrelerin kiiltiir 6ncesinde isaretlenmesi gerekir. Boylece isaretlenen hiicre farklilasma
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belirtegleri yoniinden de pozitif boyanirsa farklilasmanin gergeklestigi kanitlanmig
olmaktadir (Takeda ve ark., 2004). Tez kapsaminda AKMKH’ler kiiltiir oncesi 5-etinil-
2'-deoksiiiridin (EdU) ile isaretlenmistir. Hiicrelerin isaretlenmesi igin niikleozit
analogu olan 5-bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU) antikorunun kullanilmasi standart bir
metot olarak goriilmektedir. Ancak BrdU molekiiliine baglanacak biiyiik bir molekiil
olan anti-BrdU antikorunun ¢ift sarmal DNA yapisina girmesi kolay olmamaktadir, bu
nedenle DNA’nin sert kimyasal ya da enzimatik yontemler uygulanarak tek sarmal
haline getirilmesi gerekmektedir. Uygulanan bu yontemler ise pek c¢ok hiicresel antikor
epitopa zarar vermektedir. Gelistirilen ‘click reaksiyonu’ ile BrdU yerine EdU
kullanildiginda daha kiigiik reaksiyon komponentleri ile DNA c¢ift sarmal yapisinin
bozulmasimna gerek kalmadan EdU DNA’ya baglanabilmektedir. EdU, timin
niikleozidinin kimyasal analogudur ve aktif DNA sentezi sirasinda DNA’ya baglanir.
Bakar katalizorii varliginda alkin (EdU) ve azid (Alexa Fluor) arasinda meydana gelen
kovalent reaksiyon ile isaretleme gergeklestirilir (Buck ve ark., 2008; Robertson ve ark.,
2010; Zeng ve ark., 2016). Tez kapsaminda EdU ile isaretlenen hiicre cekirdekleri
kirmiz1 ile boyanmustir. Ancak farklilasma belirteci olarak kullanilan Anti-TNT
boyamasi (mavi renkte olmasi beklenmekteydi) gézlenememistir. Endotel hiicreler ise
yesil renkte boyanmis ve SEM fotograflarin1 destekler nitelikte damar limeni benzer
yapilar olusturdugu gozlenmistir. Wang ve ark. hiicresizlestirilmis ECM iskele tizerinde
kiiltiire edilen kemik iligi kok hiicrelerinin anjiyogenik potansiyellerini Anti-vVWF
antikoru boyamasi ile gostermis, yogun olarak damar liimeni etrafinda yerlesen
hiicrelerin varliklar tez ¢aligmasindaki fotograflara benzer sekilde gosterilmistir (Wang
ve ark., 2010). Neofytou ve ark. da caligmalarinda 2B ve 3B yiizeylerde AKMKH ve
endotel hiicreleri ko-kiiltiir seklinde ve ayr1 ayrt kiiltiire etmisler, ko-Kkiiltiirde
AKMKH’ler tarafindan salgilanan VEGF iiretiminin daha fazla oldugunu ve 3B
kiiltiirde endotel hiicrelerin benzer sekilde damar yapilar1 olusturdugunu gostermislerdir

(Neofytou ve ark., 2011).
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Sekil 4.51. Miyokardiyal yama kiiltliriiniin 15. giiniinde kontrol grubu (a, b) ve

farklilasma grubuna (c, d) ait immiinofloresan boyama fotograflari: 20 X,

bar 200 um.

4.7.5. RT-PCR

Kiltiiriin 15. gliniinde kardiyomiyojenik farklilagmanin belirlenmesi i¢cin RT-PCR
analizi gerceklestirilmistir. Bu amacla kardiyomiyosite spesifik kasilmada gorevli
kardiyak troponin T (Tnnt2), aralik baglanti (gap junction) proteini olan konneksin 43
(Cx43), kardiyak spesifik L-tipi voltaj bagimli Ca*? kanali (Cacnalc), dengeleyici
niikelosit tastyici-1 (Slc29al) ve kardiyak transkripsiyonel diizenleyici Gata4 genlerinin
ekspresyonlari ve hiicrelerin kollajen tip 1 (Collal) ekspresyonlart incelenmistir. Gata4
geni kalp gelisiminde yapisal ve diizenleyici genlerin ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktoriidiir (Ruan ve ark., 2010) ve erken kardiyak gelisim siirecinde
onemli rol oynar, erken farklilagsma belirteci olarak incelenmektedir. Cx43 geni ise
senkronize kasilmada 6nemli rol oynayan aralik baglanti bolgelerinin olusturan CX43
proteininin ekspresyonundan sorumludur ve farklilagsan hiicrelerde Cx43 gen ifadesi
interkalar disk yapisinin varligini belirtir (Shen ve ark., 2015).

Hiicrelerin farklilasmasinda dogal kalp ECM nisinin de wuyaricit etkisi oldugu
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bilinmektedir, ancak RT-PCR sonuglart 5-Aza’nin farklilasma tizerindeki etkisini
belirtecek sekilde kontrol grubunun katlar1 olarak verilmistir. Analiz sonucu
incelendiginde farklilasma grubunda Collal geni disinda tiim genlerde ortalama olarak
bir artis goriilmesine ragmen standart sapmalarin yiiksek olmasi nedeni ile istatistiksel
acidan anlamli bir fark gozlenememistir. Safwani ve ark. 5. pasajda kullandiklari insan
AKMKH’lerde 5-Aza uygulamasi sonrasinda Gatad gen ifadesinde yaklasik 2 kat artig
gozlemisler, Cx43 gen ekspresyonunda bir artis belirlememisler, her iki gende de
istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigini, Tnnt2 gen ekspresyonunda ise anlamli
bir diisiis oldugunu belirlemislerdir (Safwani ve ark., 2012). Insan kaynakli AKMKH
kullanilan bir ¢alismada yaslanmaya bagli olarak DNA metilasyonunda artis oldugu,
dolayistyla pluripotensi gen ekspresyonlarinin geng bireylere gore diisiik oldugu, 5-Aza
uygulamasiyla pluripotensi gen ifadelerinin arttirildigr belirtilmistir (Guo ve ark., 2017).
Tez caligmasinda kullanilan kok hiicrelerin izole edildigi siganlarin ¢ok geng
secilmemis olmasinin AKMKH’ler lizerinde 5-Aza etkinliginin diisiikk olmasina neden

olabilecegi diisliniilmiistiir.

3,5 OKontrol B Farkhlasma
3,0
‘@
_;'g; 2,5
2,0
=
o
w15
=
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Tnnt2 Cx43 Cacnalc Slc29a1 Gata4 Collal
Genler

Sekil 4.52. Miyokardiyal yama kiiltiirlinde kontrol ve farklilasma grubuna ait bagil gen
ifadelerini gosteren RT-PCR analiz grafigi, n=3.

4.8. Kardiyovaskiiler Hiicre Tabakalar ile Desteklenmis Miyokardiyal Yama
Uretimi

Olusturulan kalp yamalarinin klinikte etkin sekilde kullanilabilmesi ve olumlu sonuglar
aliabilmesi i¢in kalin dokularin iiretilmesi gerekmektedir. Yeniden hiicrelendirilmis
ECM iskele ile kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin birlestirilmesi sonucu elde edilen
kalp yamasinin kalinliginin arttirilmasi saglanmistir. Literatiirde yer alan az sayidaki
calismada da benzer yaklasimlar uygulanmigtir (Chen ve ark., 2008b; Hata ve ark.,
2010).
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Kardiyak yamanin kardiyovaskiiler hiicre tabakalar1 ile desteklenmesi doku kalinligini
arttrmanin yaninda hiicresiz ECM {izerine ekilen AKMKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilastirilmasinda da uyarici etki gostermektedir. Hiicrelerin salgiladiklar1 ¢oziiniir
faktorler ile gerceklesen parakrin sinyalizasyonun, ko-kiiltiirdeki farklilasmis hiicreler
ile kok hiicreler arasindaki etkilesim sayesinde farklilagsmayr uyardigi belirtilmistir
(Paschos ve ark., 2015). Ayrica MKH’lerin transplante edildigi doku ile biitiinlesmesi
de rejenerasyon agisindan ¢ok onemlidir. Preda ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir
calismada FGF-2 (bFGF) uygulamasinin kemik iligi kokenli MKH’lerde hiicreler arasi
iletisimi saglayan baglant1 proteini konneksin 43 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.
MKH’ler, HI9C2 kardiyomiyoblast hiicre hatti ile ko-kiiltiir yapildiginda hiicreler
arasinda baglantt saglandigi Dbelirtilmistir. Bu sayede alict dokuya implante
edildiklerinde kolaylikla biitiinlesme saglanabilecegi disiiniilmistiir. Tez ¢aligmasinda
ko-kiiltiir ortaminda endotel hiicreleri desteklemesi amaciyla kullanilan FGF-2’nin

AKMKH’ler iizerinde de benzer etki gosterebilecegi disiintilmiistiir.

4.8.1. SEM Analizi

Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile birlestirildikten sonra elde edilen kalp yamasi
kiiltiirintin 4. ve 11. giiniine ait SEM fotograflar1 Sekil 4.53 ve Sekil 4.54’te verilmistir.
Doérdiincti giin fotograflar1 incelendiginde hiicrelendirilmis ECM {izerindeki hiicre
tabakasinin alttaki yap1 ile biitiinlestigi, endotel hiicrelerin damar liimeni benzeri yapilar
olusturdugu ve bu yapilarin muhtemelen hiicresizlestirilen dokudaki korunmus damar
bolgeleri ile birleserek ECM igerisine dogru ilerledigi (Sekil 4.53 ¢ ve f) gozlenmistir.
On birinci giin fotograflarinda ise kiiltiirlin ilerleyen giinlerinde ¢ogalan hiicreler ile
yiizeyin tamamen kaplandig1 ve endotel hiicrelerin olusturduklar1 damar yapilarmin
daha biiyiik boyutlarda oldugu goriilmiistiir. Ozellikle yiiksek biiyiitmede alinan
fotograflarda (Sekil 4.54 ¢ ve f) endotel hiicreler arasindaki etkilesim ve olusturduklar
limen yapilar1 daha detayli sekilde gozlenmistir. Her iki giinde de kontrol ve

farklilagsma gruplar1 arasinda morfolojik agidan 6nemli bir farklilik belirlenmemistir.
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Sekil 4.53. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama
kiiltiiriniin 4. giiniinde kontrol grubu (a, b, ¢) ve farklilasma grubuna
(d, e, f) ait SEM fotograflari: a ve d) 500 X, bar 200 um; b ve ¢)1,000 X,
bar 100 um; ¢ ve f) 2,500 X, bar 40 pm.

e

Sekil 4.54. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama
kiiltiirintin 11. gilinlinde kontrol grubu (a, b, ¢) ve farklilasma grubuna
(d, e, f) ait SEM fotograflari: a ve d) 500 X, bar 200 um; b ve €)1,000 X,
bar 100 pm; ¢ ve f) 2,500 X, bar 40 pm.
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4.8.2. Canly/Olii Hiicre Boyama

Uretilen kalp yamasii olusturan hiicrelerin 4. ve 11. giinde canliliklarmi belirlemek
amaciyla gergeklestirilen canli/6lii hiicre boyama analizi fotograflar1 Sekil 4.55 ve
4.56’da  gosterilmistir. Konfokal mikroskop yardimi ile alinan goriintiilerde
miyokardiyal hiicre tabakasi ayri bir katman halinde netlestirilememistir. Bu durum,
tabakanin alttaki ECM yapisi ile biitiinlestigi seklinde yorumlanmistir. Ancak Sekil 4.55
ve Sekil 4.56’da a ve d miyokardiyal yamanin en alt bolgesinden, b ve e orta bolgeden,
c ve fise en iist katmanindan hiicre tabakasinin bulundugu bdliimden alinan fotograflari
gostermektedir. SEM  goriintiilerini  destekleyecek sekilde endotel hiicrelerinin
olusturdugu damar liimeni benzer yapilarin varligr ozellikle Sekil 4.56 b ve f'de
gozlenmistir. Genel olarak fotograflar incelendiginde hiicrelerin canliliklarini yiiksek
oranda devam ettirdikleri, 3. giinde farklilagma grubunda 6lii hiicrelerin (kirmizi renkli)
kontrol grubuna gore fazla oldugu, 11. giinde gruplar arasinda 6nemli bir farklilik
olmadig1 ve 6lii hiicre sayisinin 3. giine gére daha az oldugu gozlenmistir. Cselenyak ve
ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada kemik iligi MKH’leri ile ko-kiiltir edilen H9C2
hiicrelerinin iskemi durumunda o6lii hiicre sayisinda azalma oldugunu gostermislerdir.
AKMKH’lerin de salgiladiklar1 biyosinyaller araciligi ile kardiyoprotektif etki
gosterdigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Tachida ve ark., 2016). Literatiirde verilen
bilgiler 15181nda hiicresiz ECM’ye ekilen AKMKH’lerin H9C2 hiicrelerinin canliligini

da olumlu etkiledigi diistintilmiistiir.
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Sekil 4.55. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama
kiiltiirlinlin 4. gilinlinde kontrol (a, b, ¢) ve farklilagsma (d, e, f) grubuna ait

canli/6li hiicre boyama fotograflari: 20 X.

Sekil 4.56. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama
kiiltlirtiniin 11. giinlinde kontrol (a, b, ¢) ve farklilasma (d, e, f) grubuna

ait canli/6lii hiicre boyama fotograflari: 20 X.
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4.8.3. Histolojik Boyama

Uretilen kalp yamas1 kiiltiiriiniin 15. giiniinde hiicresel dagilimin incelenmesi igin
gerceklestirilen H&E boyama fotograflar1 Sekil 4.57°de gosterilmistir. Dikey kesit
fotograflar1 incelendiginde diger analizleri destekleyecek sekilde, hiicrelendirilmis ECM
iskele lizerine yerlestirilen hiicre tabakasmin alttaki yapi ile biitlinlestigi, tabakanin
ECM iizerinde ilk elde edildigi kalinlikta kalmadigi, tabakay1 olusturan hiicrelerin yap1
icerisine dogru goc ettigi ve ECM’nin i¢ bdlgelerinde hiicrelerin homojen olarak
dagildigr gozlenmistir. Ancak ECM yapisinin muhtemelen kesit alma iglemleri sirasinda
parcalandig1 diisiiniilmiistiir. Ozellikle farklilasma grubundaki &rnekte i¢ bolgelerde
hiicreler belirgin sekilde goriilmelerine ragmen ECM yapisi net olarak gézlenememistir
(Sekil 4.57d ve e). Yatay kesit fotograflarinda ise hiicrelerin ECM iskeleye homojen
olarak dagildig1 gozlenmis ve alinan kesitlerde hiicre tabakasinin bulundugu bolgede
hiicrelerin daha koyu renkli ve siki yerlesimleri gozlenmistir (Sekil 4.57c ve f).

Farklilagma ve kontrol grubu arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir.

| Bk
"
(b)
A
(d)

Sekil 4.57 Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama
kiiltiirinin 15. gilinlinde kontrol grubu (a, b, ¢) ve farklilasma grubuna
(d, e, f)ait dikey (a, b, d, e) ve yatay (c, f) kesit H&E boyama fotograflari:
a, d, f) 20 X, bar 200 pum; b ve )40 X, bar 100 um; c ve f) 20 X, bar
200 pm.

4.8.4. Immiinofloresan Boyama

Kalp yamasmin yapisinda kardiyomiyojenik farklilasan AKMKH’lerin ve endotel

hiicrelerin ~ olusturdugu damar yapilarimin  belirlenmesi i¢in  gerceklestirilen
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immiinofloresan boyama fotograflar1 Sekil 4.58de verilmistir. Her iki grupta da ekim
oncesinde EdU ile isaretlenen AKMKH’ler kirmizi renkte gozlenmistir, ancak
farklilasma agisindan pozitif Anti-TNT boyama gézlenmemistir. Anti-VWF ile yesil
renkli isaretlenen endotel hiicrelerinin kendi aralarindaki etkilesim ya da mevcut ECM
yapisinda korunan damar liimeni etrafinda yerleserek damar benzeri yapilar olusturdugu
belirlenmistir. Sarig ve ark. (2012) da domuz sol ventrikiil kesitini hiicresizlestirerek
elde ettikleri ECM iskeleye floresan isaretli HUVEC ekimi yaptiklarinda, endotel
hiicrelerin liimen etrafinda yerlestiklerini belirtmisler, benzer goriintiiler elde
etmislerdir. Fotograflar SEM ve canli/6lii hiicre boyama analizlerinde gozlenen damar

yapilarii desteklemektedir.

!

Sekil 4.58. Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen miyokardiyal yama

kiiltiirliniin 15. gilinlinde kontrol grubu (a, b) ve farklilasma grubuna

(c, d) ait immiinofloresan boyama fotograflari: 20 X, bar 200 um.

4.8.5. RT-PCR

Kardiyovaskiiler hiicre tabakasindaki farklilastirilmis H9C2 hiicreleri ile dogrudan ko-
kiiltiiriin ve 5-Aza’nin AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmas iizerine etkisinin
belirlenmesi igin gergeklestirilen RT-PCR analizi sonuglar1 farkli  agilardan

degerlendirilmis ve elde edilen grafikler Sekil 4.59°da gosterilmistir. Sekil 4.59a soldaki
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grafikte tabaka kontrol ve ko-kiiltiir kontrol gruplari karsilastirilmis, bdylece kontrol
ortaminda kimyasal bir uyaran olmadan hiicresiz ECM {izerinde kardiyomiyositler ile
dogrudan ko-kiiltiir etkisi incelenmistir. Sonugta Cacnalc gen ekspresyonunda anlamli
bir artis oldugu, kalp ECM nisi ve kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiiriin AKMKH
kardiyomiyojenik farklilasmasini destekledigi belirlenmistir. Tabaka farklilagma ve ko-
kiiltiir farklilagma gruplart (Sekil 4.59a sagdaki grafik) karsilagtirildiginda ise kalp
ECM nisi ve kimyasal uyarici ajan varliginda kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiir
etkisi incelenmistir. Bu durumda Tnnt2, Gata4 ve Slc29al gen ifadelerinde anlamli artig
oldugu belirlenmistir. iki grafik birlikte degerlendirildiginde dogal kalp ECM nisi,
kimyasal uyarict ajan ve kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiir olmak iizere
farklilasmayr uyarict 3 etken bir arada oldugu durumda AKMKH’lerin

kardiyomiyojenik farklilasmalarinda daha fazla genin aktive oldugu gézlenmistir.

Kalp ECM nisi lizerinde yalnizca 5-Aza’min farklilasmaya etkisini incelemek igin
yapilan degerlendirmede (Sekil 4.59b) ise tabaka grubunda H9C2 hiicrelerinde Cx43
gen eckspresyonunun anlamli olarak arttigi, ko-kiiltiir grubunda ise Cx43 gen
ekspresyonunda ortalama olarak artis meydana gelmesine ragmen Thnt2 ve Gatad gen
ifadelerinde istatistiksel ag¢idan anlamli artis oldugu belirlenmistir. Sonucta 5-Aza’nin
hem HOIC2 hiicrelerinin hem de AKMKH’lerinin farklilagmasinda uyaric1 etki

gosterdigi belirlenmistir.

Ayrica miyokardiyal yama {retiminde, hiicresizlestirilmis ECM iizerinde
gerceklestirilen ko-kiiltiir calismasinda yapilan RT-PCR analizi sonucunda (Boliim
3.2.7.5. RT-PCR) 5-Aza’nin kardiyomiyojenik gen ifadelerinde ortalama olarak bir artis
meydana getirse de anlamli bir farklilik meydana getirmemis oldugu goriilmiistiir.
Kardiyovaskiiler hiicre tabakalar ile birlestirildigi durumda ise 5-Aza etkisi ile ko-
kiiltiir farklilagtirma grubunda Tnnt2 ve Gata4 gen ekspresyonlarinda anlamli artis
meydana getirmis olmasi da dogrudan ko-kiiltliriin olumlu etkisini gostermektedir.
Literatiirde de kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiiriin kardiyomiyojenik
farklilagtirmay1 arttirdigini belirten pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Takeda ve ark.
yaptiklar ¢calismada insan kemik iligi kokenli MKH’lerin yalniza 5-Aza uygulamasi ile
kardiyomiyosite farklilastirilamadigini, ancak fetal kardiyomiyositler ile dogrudan ko-
kiltir varliginda 5-Aza uygulamasinda farklilasmanin gergeklestigini belirtmislerdir

(Takeda ve ark., 2004). Choi ve ark. (2010) insan derialt1 yag kokenli MKH’lerini
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kardiyomiyosit hiicrelerine farklilastirmak igin 4 farkli yontem (5-azasitidin, trikostatin
A, metil seliloz bazli farklilastirma ortami ve si¢an kardiyomiyositleri ile
dolayli/dogrudan ko-kiiltiir) uygulamislar ve en basarili yontemin dogrudan ko-kiiltir
uygulamasi oldugunu vurgulamislardir. Valarmathi ve ark. (2010) 3B kiiltiirde
gerceklestirdikleri ¢alismada kemik iligi kokenli MKH’leri, embriyonik si¢an
kardiyomiyositleri ile dogrudan  ko-kiiltiir = yaptiklarinda  kardiyomiyojenik
farklilasmanin desteklendigini belirtmislerdir. Zhu ve ark. (2009) ise insan derialt1 yag
kokenli MKH’lerini dogrudan ve dolayli olarak sican kardiyomiyositleri ile kiiltiire
etmisler, calisma sonunda c¢oziinebilir faktorlerin yaninda fiziksel etkilesimin de

kardiyomiyojenik farklilasmay1 destekledigi ve dogrudan ko-kiiltiiriin daha etkili oldugu

belirtmislerdir.
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Sekil 4.59.Hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde kiiltiire edilen kardiyovaskiiler
hiicre tabakasinin ve kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenen
miyokardiyal yamanin kontrol ve farklilasma gruplarina ait bagil gen
ifadelerini gosteren RT-PCR analiz grafikleri: a) Tabaka ve ko-kiiltiir
gruplarma ait  kontrol  gruplarmin  ve farkhilasma  gruplarinin
karsilagtirilmasi, b)Tabaka ve ko-kiiltiir gruplarinin kendi i¢inde kontrol ve
farklilasma gruplarinin karsilastirilmasi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik:
n=3; a) kontrol grubu tabaka, b) kontrol grubu kontrol ise
* p<0.05, ** p<0.01.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez c¢aligmasinda kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ve yeniden hiicrelendirilmis
miyokardiyal dokunun birlestirilmesi ile hedeflenen kalp yamasimin {iretimi
gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk 6nce H9C2 kardiyomiyoblast hiicreleri kullanilarak 3
farkli yontem ile hiicre tabakasi elde etmek i¢in ¢alismalar gergeklestirilmis, en uygun
yonteme karar verilmistir. Daha sonra H9C2 hiicreleri kardiyomiyositlere
farklilastirilmis ve KMEH’leri ile ko-kiiltiir seklinde kullanilarak kardiyovaskiiler hiicre
tabakasi1 iiretilmis, eclde edilen hiicre tabakasinin Ozellikleri ¢esitli analizler ile
belirlenmistir. Daha sonra hiicrelerinden arindirilmis ECM doku iskelesinin {iretimi i¢in
sigan miyokardiyal doku kesitleri tizerinde iki farkl: hiicresizlestirme yontemi (SDS ve
OGP yontemi) uygulanmis, karakterizasyon calismalari ile basarili olan yontem
belirlenmigtir. Miyokardiyal yama tiretimi icin AKMKH’ler endotel hiicreleri ile ko-
kiiltiir seklinde hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde kiiltiire edilmisler ve 5-Aza’nin
kok hiicrelerin  kardiyomiyojenik farklilasmalar1 {izerindeki etkisi incelenmistir.
Calismanin son asamasinda iretilen kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ve AKMKH-
endotel hiicre ko-kiiltiiri ile hiicrelendirilmis miyokardiyal dokunun birlestirilmesi
gerceklestirilmis ve AKMKH’lerin kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltiirii ve 5-Aza
varliginda kardiyomiyojenik farklilasmasi incelenmistir. Calisma kapsaminda elde

edilen 6nemli sonuglar asagida belirtilmistir:

e Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin {iretiminde kullanilacak olan H9C2
kardiyomiyoblast hiicre hatti ve kardiyak mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin
karakterizasyon c¢aligmalar1 sonucunda sirasi ile 6zgiil iireme hizlar1 ~54 sa ve
~15 sa, ikilenme siireleri ise 0.013 sa* ve 0.049 sa™! olarak hesaplanmustir.

e HOC2 kardiyomiyoblast hiicre tabakalarmmin iretimi i¢in 3 farkli yontem
uygulanmugstir. Sicaklik duyarl: kiiltiir kaplart kullanilarak 7 giinde, yiiksek hiicre
ekim yogunlugu ve FBS konsantrasyonu yontemi ile 9 giinde, AA uygulamasi
ile ise 5 giinde hiicre tabaklar1 basarili sekilde elde edilmistir.

e Hiicre tabakalarinin karakterizasyon c¢alismalarinda her ii¢ yontemde hiicrelerin
canliliklarini yiiksek oranda devam ettirdikleri, yeni bir yilizeye aktarildiklarinda
tabaka disina gog edip yayilmaya basladiklart gézlenmistir.

e Hiicrelerin kiiltiire edildikler1 kiiltiir kabi yiizeyinin ve hiicre ekim

yogunlugunun gen ekspresyonlarini etkiledigi belirlenmis, PIPAAm kaph
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yiizeyin Cacnals gen ifadesini arttirdigi, diisiik hiicre ekim yogunlugunun ise
Cacnals ve Tnnt2 eckspresyonunu azalttigi, Collal gen ifadesini arttirdigi
belirlenmistir.

Yiiksek serum ve askorbik asit uygulamasinin hiicrelerdeki kollajen sentezini
arttirdigi ve AA uygulamasi ile H9C2 hiicrelerinin miyojenik karakterinde artis
oldugu gozlenmistir. Yiikksek FBS ve AA birlikte uygulanildiginda ise
kardiyomiyojenik karakteri yiiksek hiicre tabakalarinin iiretildigi belirlenmistir.
HO9C2 hiicrelerinin kardiyomiyojenik farklilagtirilmasi i¢in farkli siirelerde ve
cesitli konsantrasyonlarda (10 nM, 50 nM ve 100 nM) retinoik asit uygulamasi
yapilmis, en uygun kosulun 5 giin siiresince 100 nM konsantrasyonda RA
uygulamasi oldugu belirlenmistir.

Kardiyovaskiiler hiicre tabakalarnin iretilmesi ic¢in farklilagtirllmis H9C2
hiicreleri ve endotel hiicreleri 6:1 oraninda farklt FBS (%10.5 ve %15 v/v) ve
AA (20, 50, 100 pg/mL) konsantrasyonu igeren ortamlarda kiiltiire edilmislerdir.
AA uygulanan tiim gruplarda hiicre tabakasi basarili sekilde elde edilmistir.
Gruplar arasinda %10.5 (v/v) FBS ve 100 pg/mL AA konsantrasyon grubunda
kardiyomiyojenik 6zelliklerin en yiiksek oldugu belirlenmis, c¢alismanin
ilerleyen asamalarinda bu grubun kullanilmasina karar verilmistir. SEM
analizinde {iretilen hiicre tabakasindaki endotel hiicrelerin olusturdugu damar
liimeni benzeri yapilarin varligi belirlenmistir.

Hiicrelerinden arindirilmis miyokardiyal ECM iskele iiretimi icin 2 farkli
yontem (SDS ve OGP) uygulanmistir. SEM, immiinofloresan ve histolojik
boyama ile DNA analizleri sonucunda SDS yonteminde hiicresizlestirmenin
basarili sekilde gerceklestirildigi belirlenmistir.

Dokudaki DNA’nm, OGP yonteminde ~%33, SDS yontemi ise ~%89 oraninda
uzaklastirildigr belirlenmistir. Hidroksipirolin ve GAG analizi ile uygulanan
islemler sonucunda dokudaki kollajenin yiiksek oranda korundugu, GAG
iceriginde anlamhi bir degisim meydana gelmedigi belirlenmis, sitotoksisite
testinde ise SDS yontemi ile hiicresizlestirilen ECM yapisinda hiicrelere toksik
bir kimyasal kalintinin bulunmadig1 belirlenmistir.

Miyokardiyal yama iretimi i¢cin AKMKH’ler ve endotel hiicreler
hiicresizlestirilmis ECM iskele iizerinde 6:1 oraninda dogrudan ko-kiiltiir

seklinde kiiltiire edilmislerdir. Yirmi dort sa siliresince 5-Aza uygulamasi ve 2
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haftalik in vitro kiiltiir caligmasi sonucunda yapilan immiinofloresan boyama ve
RT-PCR analizi ile kok hiicrelerin, kalp ECM nisi iizerinde kardiyomiyojenik
farklilasmasinda 5-Aza’nin tek basina yeterli olmadigi belirlenmistir.

o Uretilen miyokardiyal yamanm yiiksek hiicre canliligina, homojen hiicre
dagilimina ve endotel hiicrelerin olusturdugu liimen benzeri yapilar ile yliksek
damarlanma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

e Kardiyovaskiiler hiicre tabakasi ile desteklenmis miyokardiyal yama {iretimi i¢in
hiicre tabakalarinin eldesi ve hiicresizlestirilmis ECM {izerinde AKMKH ile
endotel hiicrelerin ko-kiiltiir ¢alismalar1 es zamanli olarak yiiriitiilmiis, tabakalar
yiizeyden kaldirildiktan sonra hiicrelendirilmis ECM iskele ile herhangi bir
yapistirict kullanilmasina gerek duyulmadan basarili sekilde birlestirilmistir.

e ki haftalik kiiltiir sonunda elde edilen kalp yamasinin yiiksek canlilikta oldugu,
birlestirilen 2 katmanin biitiinlestigi ve damar liimeni benzeri yapilarin meydana
geldigi belirlenmisgtir.

e Kok hiicrelerin kalp ECM nisi, 24 sa 5-Aza uygulamasi ve 2 hafta
kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiiltir etkisinde kardiyomiyojenik
farklilagsmasi incelenmistir. 5-Aza’nin yalnizca kalp ECM nisi varliginda
farklilasma tizerinde olumlu etkisi goriilmemis, ancak kardiyomiyositler ile
dogrudan ko-kiiltlirtin  etkisi ile birlesince farklilagmayr destekledigi
gozlenmistir.

e Ayrica kontrol ortaminda hiicresiz ECM lizerinde yalnizca hiicre tabakasinin
kiiltiirii ile yapilan karsilastirmada kimyasal bir uyaran olmadan hiicresiz kalp
ECM nist varliginda kardiyomiyositler ile dogrudan ko-kiltlir etkisi
incelenmistir. Sonucta kalp ECM nisi ve kardiyomiyositler ile dogrudan ko-
kiiltiiriin  birlikte etkisi ile AKMKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinin

desteklendigi belirlenmistir.

Tez c¢alismast kapsaminda yapilan tiim deneyler ve elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde ticari olarak sicaklik duyarli kiiltiir kaplarina bagimli olmadan
kardiyovaskiiler hiicre tabakalarinin {iretildigi, AKMKH’lerin uygun nis, kimyasal
uyarict ajan (5-Aza) ve dogrudan ko-kiiltiiriin tiglii sinerjik etkisi ile kardiyomiyojenik
olarak farklilastirildig1 ve damarlanma potansiyeli yiliksek, kalin bir kalp yamasi1 modeli
gelistirildigi yorumu yapilmustir. Uretilen kalp yamas1 gelecek calismalarda in vitro

model olarak kullanilabilir. Ayrica g¢alisma tamamen sigan hiicreleri kullanilacak
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sekilde planlanmistir. Boylelikle, ileride in vivo ¢alisma yapilmasi durumunda meydana
gelebilecek immiin yanit minimuma indirilmek istenmistir. Hiicre tabakasi kullanima ile
de hazirlanan yamanin dikis ya da ek bir yapistiricitya gerek duyulmadan hasarli kalp
dokusuna entegre olmasi saglanabilecektir. Uretilen kalp yamasinin, kalp hasari
olusturulmus sicanlara implante edilmesi ile hasarli kalp {iizerindeki rejeneratif
potansiyeli belirlenebilir. /n vitro galisma basari ile sonuclandig1 takdirde klinik ¢alisma
asamasina gecildiginde, hibrid modelde kullanilan kardiyomiyoblast ve endotel hiicre
hatlarinin yerine otolog olarak hastadan biyopsi ile alinan doku pargasindan izole edilip

cogaltilacak kardiyomiyoblast ve endotel hiicrelerinin kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

148



KAYNAKLAR

Ackermann, M.A.,, Hu, L-Y.R. ve Kontrogianni-Konstantopoulos, A., in
Cardiomyopathies From Basic Research to Clinical Management, Veselka, J.
(Eds.), IntechOpen, Chapter 13, 2012.

Agmon, G. ve Christman, K.L., Current Opinion in Solid State and Materials Science,
20(4) (2016) 193-201.

Aird, W.C., Edelberg, J.M., Weiler-Guettler, H., Simmons, W.W., Smith, T.W. ve
Rosenberg, R.D., The Journal of Cell Biology, 138(5) (1997) 1117-1124.

Akahane, M., Nakamura, A., Ohgushi, H., Shigematsu, S., Dohi, Y. ve Takakura, Y.,
Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 2 (2008) 196-201.

Akbay, E. ve Onur, M.A. Biomed J Sci &Tech Res 5(3) (2018) Doi: 10.26717/
BJSTR.2018.05.001191.

Akhter, S.A., Thoracic Surgery Clinics 21 (2011) 205-217.

Akyhari, P., Barth, M. ve Lichtenberg, A., in Comprehensive Biomaterials,
Ducheyne, P., Healy, K.E., Humacher, D.W., Grainger, D.W. ve Kirkpatrick, J.
(Eds.), Volume 6, Elsevier Science, Italy, 2011.

Alessandra, T., Engineering Cardiac Microtissue In Vitro: Effect of The Scaffold and
Culture Conditions on The Final Properties of Cardiac Micro-Muscles, Ph.D
Thesis, University of Naples Federico 11, School of Engineering, Department of
Chemical Engineering, Materials and Industrial Production, Napoli/italya, 2014.

Anatomy & Physiology. OpensStax College. 25 Nisan 2013.
http://cnx.org/content/col11496/latest/ (Erisim tarihi: 24 Eyliil 2018)

Andreu, I., Luque, T., Sancho, A., Pelacho, B., Iglesias-Garcia, O., Melo, E., Farré, R.,
Prosper, F., Elizalde, M.R. ve Navajas, D., Acta Biomaterialia 10 (2014)
3235-3242.

Anene-Nzelu, C.G., Choudhury, D., Li, H., Fraiszudeen, A., Peh, K.Y., Toh, Y.C., Ng,
S.H., Leo, H.L. ve Yu, H., Biomaterials 34 (2013) 5078-5087.

Anilkumar, K., Ari, G., N, A., John, C. ve Babu, B.,International Journal of Science and
Research 4(1) (2015) 1120-1124.

Asakawa, N., Shimizu, T., Tsuda, Y., Sekiya, S., Sasagawa, T., Yamato, M., Fukai, F.
ve Okano, T., Biomaterials; 31 (2010) 3903-3909.

Badylak, S.F., Brown, B.N. ve Gilbert, T.W., in Biomaterials Science An Introduction
to Materials in Medicine, Ratner, B., Hoffman, A., Schoen, F. and Lemons, J.,
3rd Edition Academic Press, Canada, Section 2.6, 2012.

Badylak, S.F., Freytes, D.O. ve Gilbert, T.W., Acta Biomaterialia 23 (2015) S17-S26.

149



Badylak, S.F., Taylor, D. ve Uygun, K., Annual Review of Biomedical Engineering, 13
(2011) 27-53.

Balana, B., Nicoletti, C., Zahanich, 1., Graf , E.M., Christ, T., Boxberger, S. ve Ravens,
U., Cell Research 16 (2006) 949-960.

Barnett, V.A., in Handbook Of Cardiac Anatomy, Physiology, And Devices, laizzo,
P.A. (Eds.), Vol. 2, Humana Press, Totowa, New Jersey, Chapter 8, 2005.

Bel, A., Planat-Bernard, V., Saito A., Bonnevie, L., Bellamy, V., Sabbah, L., Bellabas,
L., Brinon, B., Vanneaux, V., Pradeau, P., Peyrard, S., Larghero, J., Pouly, J.,
Binder, P., Garcia, S., Shimizu, T., Sawa, Y., Okano, T., Bruneval, P., Desnos,
M., Hagege, A.A., Casteilla, L., Pucéat, M. ve Menasch¢, P., Circulation, 122
(2010) 118-123.

Bouten, C.V.C., Dankers, P.Y.W., Driessen-Mol, A., Pedron, S., Brizard, A.M.A. and
Baaijens, F.P.T., Advanced Drug Delivery Reviews 63 (2011) 221-241.

Boyle, A., Current Heart Failure Reports 6 (2009) 28-33.

Branco, A.F., Pereira, S.P., Gonzalez, S., Gusev, O., Rizvanov, A.A. ve Oliveira ,P.J.,
PLoS ONE 10(6) (2015) doi:10.1371/journal.pone.0129303.

Brown, B.N. and Badylak, S.F., Translational Research 163 (2014) 268-285.
Brutsaert, D.L., Physiological Reviews, 83 (2003) 59-115.
Bruyneel, A.A.N. ve. Carr, C.A., Artificial Organs, 41(8) (2017) 778-784.

Buck, S.B., Bradford, J., Gee, K.R., Agnew, B.J., Clarke, S.T. ve Salic, A,
BioTechniques 44 (2008) 927-929.

Cao, F., Ny, L., Meng, L., Zhao, L., Wang, D., Zheng, M., Bai, C., Jia, G. ve Pei, X.,
Journal of Geriatric Cardiology, 1(2) (2004) 101-107.

Cao, L., Shen, X., Mao, Y., Liu, S., Chan, J.Y.H. ve Cai, D. in 3rd International
Conference on Bioinformatics and Biomedical Engineering, 11-13 June 2009,
IEEE, China, 2009. Doi: 10.1109/ICBBE.2009.5163316

Carvalho, J.L., de Carvalho, P.H., Gomes, D.A. ve Goes, A.M. Journal of Tissue
Science and Engineering S11:002. (2012) doi:10.4172/2157-7552.511-002.

Carvalho, P.H., Daibert, A.P.F., Monteiro, B.S., Okano, B.S., Carvalho, J.L., da Cunha
D.N.Q,, Favarato, L.S.C., Pereira, V.G., Augusto, L.E.F., Del Carlo, R.J., Arq
Bras Cardiol, 100(1) (2013) 82-89.

Chang, D. ve Okano, T., in Comprehensive Biomaterials, Ducheyne, P., Healy, K.E.,
Humacher, D.W., Grainger, D.W. ve Kirkpatrick, J. (Eds.), Volume 6, Elsevier
Science, Italy, 2011.

Chaudhuri, R., Ramachandran, M., Moharil, P., Harumalani, M. and Jaiswal, A.K.,
Materials Science and Engineering C, 79 (2017) 950-957.

150



Chen, C.H., Wei, H.J., Lin, W.W., Chiu, I., Hwang, S.M., Wang, C.C., Lee, W.Y.,
Chang, Y. ve Sung, H.W., Cardiovascular Research (2008b) 80, 88—95.

Chen, F.M., Gao, L.N., Tian, B.M., Zhang, X.Y., Zhang, Y.J., Dong, G.Y., Lu, H., Chu,
Q., Xu, J., Yu, Y., Wu, R.X,, Yin, Y., Shi, S. ve Jin, Y., Stem Cell Research &
Therapy 7(33) (2016) 11pp.

Chen, G., Qi, Y., Niu, L., Di, T., Zhong, J., Fang, T. ve Yan, W., Biomedical Reports 3
(2015) 749-757.

Chen, Q-Z., Harding, S.E., Ali, N.N., Lyon, A.R. ve Boccaccini, A.R., Materials
Science and Engineering R 59 (2008a) 1-37.

Chien, K.R., Domian, 1.J. and Parker K.K., Science 322 (5907) (2008) 1494-1497.

Chiu, L.LY. ve Radisic, M., Current Opinion in Chemical Engineering 2 (2013) 41-52.

Chiusa, M., Hool, S.L., Truetsch, P., Djafarzadeh, S., Jakob, S.M., Seifriz, F., Scherer,
S.J., Suter, T.M., Zuppinger, C. ve Zbinden, S., Journal of Molecular and Cellular
Cardiology 52 (2012) 1164-1175.

Choi, Y.C., Morris, G.M., Lee F.S. ve Sokoloff, L., Connective Tissue Research, 7
(1980) 105-112.

Choi, Y.S., Dusting, G.J., Stubbs, S., Arunothayaraj, S., Han, X.L., Collas, P.,
Morrison, W.A., Dilley, R.J., Journal of Cellular and Molecular Medicine, 14(4)
(2010) 878-889.

Choudhury, D., Tun, HW., Wang, T. ve Naing, M.W., Trends in Biotechnology, 36(8)
(2018) 787-805.

Cohen, D.M. ve Chen, C.S., In StemBook, Bhatia S, Polak J (Eds.), The Stem Cell
Research Community: Cambridge MA, USA, 1-16. 2008.

Comelli, M., Domenis, R., Bisetto, E., Contin, M., Marchini, M., Ortolani, F.,
Tomasetig, L. ve Mavelli, I., Mitochondrion 11 (2011) 315-326.

Crapo, P.M., Gilbert, T.W. ve Badylak, S.F., Biomaterials 32 (2011) 3233-3243.

Cross, M.J. ve Claesson-Welsh, L., TRENDS in Pharmacological Sciences, 22(4)
(2001) 201-207.

Cselenyak, A., Pankotai, E., Horvath, E.M., Kiss, L. ve Lacza, Z., BMC Cell Biology
11:29 (2010), 11 pp.

Cui, G., Chen, H., Cui, W., Guo, X., Fang, J., Liu, A., Chen, Y. ve Lee, SM.Y,,
Cardiovascular Toxicology, 16 (2016) 46-53.

Cui, H. Liu, Y. Cheng, Y. Zhang, Z. Zhang, P.,Chen, X. veWei, Y.
Biomacromolecules, 15 (2014) 1115-1123.

151



Cui, H., Miao, S., Esworthy, T., Zhou, X., Lee S-J., Liu, C., Yu, Z-X., Fisher, J.P.,
Mohiuddin, M. ve Zhang, L.G., Advanced Drug Delivery Reviews 132 (2018)
252-269.

Curtis, M.W. and Russell, B., Journal of Cardiovascular Nursing, 24(2) (2009), 87-92.

De Carvalho, C.A.M. ve Thomazini, J.A., International Journal of Morphology, 31(2)
(2013) 724-728.

De Luca L.M., FASEB Journal, 5 (1991) 2924-2933.

Deng, F.G., Li, Y.L., Zhang, X.Y. Journal of Geriatric Cardiology 6(3) (2009)
182-188.

Di Meglio, F., Nurzynska, D.,Romano, V., Miraglia, R., Belviso, I., Sacco,
AM., Barbato, V., Di Gennaro, M., Granato, G., Maiello, C., Montagnani, S.
ve Castaldo, C., Tissue Eng Part C Methods. 23(9) (2017) 525-539.

Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, I., Slaper-Cortenbach, I., Marini, F.C., Krause,
D.S., Deans, R.J.,, Keating, A., Prockop, D.J. ve Horwitz, E.M., Cytotherapy,
8(4) (2006) 315-317.

Dong, J., Li, Y. ve Mo, X., Journal of Surgical Research 183 (2013) 56-67.

Dott, W., Mistry, P., Wright, J., Cain, K. ve Herbert, K.E., Redox Biology, 2 (2014)
224-233.

Duan, Y., Liu, Z., O’Neill, J., Wan, L.Q., Freytes, D.O. ve Vunjak-Novakovic, G.,
Journal of Cardiovascular Translational Research, 4 (2011) 605-615

DuRaine G.D., Brown W.E., Hu J.C., ve Athanasiou K.A., Emergence of scaffold-free
approaches for tissue engineering musculoskeletal cartilages. Annals of
Biomedical Engieering, 43(3) (2015) 543-554.

Eitan, Y., Sarig, U., Dahan, N. ve Machluf, M., Tissue Engineering: Part C, 16(4)
(2010) 671-683.

Emmert, M.Y., Hitchcock, R.W. ve Hoerstrup, S.P., Advanced Drug Delivery Reviews
69 70 (2014) 254-269.

Eng, G., Lee, B.W., Radisic, M. ve Vunjak-Novakovic, G., in Principles of tissue
engineering, Lanza, R., Langer, R., Vacanti, J.P. (Eds.), Fourth edition, Academic
Press, San Diego, Chapter 38, 2014.

Enobakhare, B.O., Bader, D.L. ve Lee, D.A., Analytical Biochemistry 243 (1996)
189-191.

Feridooni, T., Mac Donald, C., Shao, D., Yeung, P. ve Agu, R.U., Acta Pharmaceutica,
63 (2013) 493-503.

Ferng, A.S., Connell, A.M., Marsh, K.M., Qu, N., Medina A.O., Bajaj, N., Palomares,
D., Ilwanski, J., Tran, P.L., Lotun, K., Johnson, K. and Khalpey, Z., Journal of
Clinical and Translational Research 3(2) (2017); 260-270.

152



Fields, M., Cai, H., Gong, J. ve Del Priore, L., Cells 5(44) (2016) 15 pp.

Francescone 11, R.A., Faibish, M. ve Shao, R,. Journal of Visualized Experiments (55),
e3040, Doi: 10.3791/3040 (2011).

French, K.M., Boopathy, A.V., DeQuach, J.A., Chingozha, L., Lu, H., Christman, K.L.,
Davis, M.E., Acta Biomaterialia 8 (2012) 4357-4364.

Fujimoto, K.L., Ma, Z., Nelson, D.M., Hashizume, R., Guan, J., Tobita, K. ve Wagner,
W.R., Biomaterials 30 (2009) 4357-4368.

Fujita, B. and Zimmermann W.H., Interactive CardioVascular and Thoracic Surgery 27
(2018) 916-920.

Furuta, A., Miyoshi, S., Itabashi, Y., Shimizu, T., Kira, S., Hayakawa, K., Nishiyama,
N., Tanimoto, K., Hagiwara, Y., Satoh, T., Fukuda, K., Okano T. ve Ogawa, S.,
Circulation Research, 98 (2006) 705-712.

Gaetani, R., Doevendans, P.A.F., Messina, E. and Sluijter, J.P.G., in Myocardial Tissue
Engineering, Boccaccini, A.R. ve Harding, S.E. (Eds.), Springer, Heidelberg,
2011,

Galvez-Monton, C., Prat-Vidal, C., Roura, S., Soler-Botija, C. and Bayes-Genis, A.,
Revista espanola de cardiologia 66(5) (2013) 391-399.

Gao, Q., Guo, M., Jiang, X., Hu, X., Wang, Y. ve Fan, Y., Stem Cells International
2014:162024 (2014) 11pp.

Garreta, E., Oria, R., Tarantino, C., Pla-Roca, M., Prado, P., Fernandez-Aviles, F.,
Campistol, J.M., Samitier, J. ve Montserrat N., Materials Today 20(4) (2017)
166-178.

Gilbert, T.W., Sellaro, T.L. ve Badylak, S.F., Biomaterials 27 (2006) 3675-3683.

Gilbert, T.W., Stewart-Akers, A.M., Simmons-Byrd, A. ve Badylak, S.F., The Journal
of Bone and Joint Surgery, 89(3) (2007) 621-630.

Godier-Furnemont, A. ve Vunjak-Novakovic, G. in Biomaterials Science An
Introduction to Materials in Medicine, Ratner, B., Hoffman, A., Schoen, F.
and Lemons, J., 3" Edition Academic Press, Canada, Chapter 2, 2012.

Godier-Furnémont, A.F.G., Martens, T.P., Koeckert, M.S., Wan L., Parks J., Arai, K.,
Zhang, G., Hudson, B., Homma, S. ve Vunjak-Novakovica, G., PNAS, 108(19)
(2011) 7974-7979.

Gonzalez-Garza, M.T., Alcaraz, C., Gonzalez-Jara, L., Arcos, D. ve Cuevas, J.E.M.,
Stem Cell Discovery 4 (2014) 1-7.

Grinnell, F., Fukamizu, H., Pawelek, P. ve Nakagawa, S., Experimental Cell Research,
181 (1989) 483-491.

153



Grosjean, S., Devaux, Y., Seguin, C., Meistelman, C., Zannad, F., Mertes, P.M., Kelly,
R.A. ve Ungureanu-Longrois, D., Journal of Molecular and Cellular Cardiology
(2001) 33, 933-945.

Gui, L., Chan, S.A., Breuer, C.K. ve Niklason, L.E., Tissue Engineering: Part C 16(2)
(2010) 173-184.

Guo, J.A., Yu, PJ., Wang, L.P.,, Shi, Y.Y., Liu, Y. ve Chen, W., International
Journal of Clinical and Experimental Pathology 10(4) (2017) 4182-4190.

Guo, P., Zeng, J.J., Zhou, N., Scanning, 37 (2015) 42-48.

Hakimi, O., Poulson, R., Thakkar, D., Yapp, C., Carr, A., Oxidants and Antioxidants in
Medical Science, 3(2) (2014) 119-127.

Haraguchi Y, Shimizu T, Sasagawa T, Sekine H, Sakaguchi K, Kikuchi T, Sekine W,
Sekiya S, Yamato M, Umezu M, Okano T., Nature Protocol 7 (2012b) 850-858.

Haraguchi Y, Shimizu T, Yamato M, Kikuchi A, Okano T. Electrical coupling of
cardiomyocyte sheets occurs rapidly via functional gap junction formation.
Biomaterials 27 (2006) 4765-4774.

Haraguchi, Y., Shimizu, T., Yamato M. ve Okano, T., RSC Advances, 2 (2012a)
2184-2190.

Haschek W.M., Rousseaux C.G. and Wallig M.A. in Fundamentals of Toxicologic
Pathology, Haschek W.M., Rousseaux C.G. and Wallig M.A. (Eds.), 2nd Edition,
Academic Press, Canada, Chapter 12, 2010.

Hata, H., Bar, A., Dorfman, S., Vukadinovic, Z., Sawa, Y., Haverich, A. ve Hilfiker, A.,
European Journal of Cardio-thoracic Surgery 38 (2010) 450-455.

Hata, H., Matsumiya, G., Miyagawa, S., Kondoh, H., Kawaguchi, N., Matsuura, N.,
Shimizu, T., Okano, T., Matsuda, H. ve Sawa Y., The Journal of Thoracic and
Cardiovascular Surgery,132 (2006) 918-924.

Higuchi, S., Lin, Q., Wang, J., Lim, T.K., Joshi, S.B., Anand, G.S.,. Chung, M.C.M.,
Sheetz, M.P. ve Fujita, H., Journal of Bioscience and Bioengineering, 115(3)
(2013) 320-325.

Hinderer, S., Brauchle, E. ve Schenke-Layland, K., Advanced Healthcare Materials, 4
(2015) 2326-2341.

Hoashi, T., Matsumiya, G., Miyagawa, S., Ichikawa, H., Ueno, T., Ono, M., Saito, A.,
Shimizu, T., Okano, T., Kawaguchi, N., Matsuura, N. ve Sawa, Y., The Journal of
Thoracic and Cardiovascular Surgery, 138 (2009) 460-467.

Hoit, B.D., Cardiology Clinics 35 (2017) 481—490.

Hrebikova, H., Diaz, D. ve Mokry, J., Biomedical papers of the Medical Faculty of the
University Palacky, Olomouc, Czechoslovakia, 159(1) (2015) 12-17.

154



Hsieh, P.C.H., Davis, M.E., Lisowski, L.K. ve. Lee, R.T., Annual Review
of Physiology, 68 (2006) 51-66.

Huang, C.H., Chen, H.W., Tsai, M.S., Hsu, C.Y., Peng, R.H., Wang, T.D., Chang, W.T.
ve Chen, W.J., Academic Emergency Medicine, 16 (2009) 872-880.

Iaizzo, P.A., in Handbook Of Cardiac Anatomy, Physiology, And Devices, laizzo, P.A.
(Eds.), Vol. 2, Humana Press, Totowa, New Jersey, Chapter 1, 2005.

Imamura, T., Kinugawa, K., Sakata, Y., Miyagawa, S., Sawa, Y., Yamazaki, K. ve
Ono, M., Journal of Artificial Organs 19 (2016) 80-86.

Ishida, O., Hagino, I., Nagaya, N., Shimizu, T., Okano, T., Sawa, Y., Mori, H. and
Yagihara, T., Translational Research 165 (2015) 631-639.

Ishida, O., Hagino, I., Nagaya, N., Shimizu, T., Okano, T., Sawa, Y., Mori, H. ve
Yagihara, T., Translational Research 165 (2015) 631-6309.

Itabashi, Y., Miyoshi, S., Kawaguchi, H., Yuasa, S., Tanimoto, K., Furuta, A., Shimizu,
T., Okano, T., Fukuda, K. ve Ogawa, S., Artificial Organs, 29(2) (2005) 95-103.

Ivanyuk, D., Budash, G., Zheng, Y., Gaspar, J.A. Chaudhari, U., Fatima,
A., Bahmanpour, S., Grin, V.K., Popandopulo, A.G., Sachinidis, A., Hescheler, J.
ve Sarié, T., Cellular Physiology and Biochemistry, 36(2) (2015) 810-30.

Iwata, T., Yamato, M., Washio, K., Yoshida, T., Tsumanuma, Y., Yamada, A.,
Onizuka, S,, lzumi, Y., Ando, T., Okano, T. ve Ishikawa, I., Regenerative
Therapy 9 (2018) 38-44.

Jadaun, P., Yadav, D. ve Bisen, P.S., Cytotechnology 70(2) (2018) 523-536.

Jin, H., Zhang, K., Qiao, C., Yuan, A,, Li, D., Zhao, L., Shi, C., Xu, X.,Ni, S., Zheng,
C., Liu, X., Yang, B. ve Sun, H., International Journal of Nanomedicine 9 (2014)
2179-2190.

Jones, G., Herbert, A., Berry, H., Edwards, J.H., Fisher, J. ve Ingham, E., Tissue
Engineering: Part A, 23(3-4) (2017) 124-134.

Kanai, N., Yamato, M. ve Okano, T., in Regenerative Medicine Applications in Organ
Transplantation, Orlando, G., Lerut, J.P., Soker, S. ve Stratta, R.J. (Eds.),
Elsevier, USA, Chapter 5, 2014.

Karagiannis, T.C., Lin, A.J., Ververis, K., Chang, L., Tang, M.M., Okabe, J. ve EI-Osta,
A., Aging, 2(10) (2010) 659-668.

Kato, S., Shanley, J.R. ve Fox, J.C., American Journal of Pathology, 149 (1996)
687-697.

Kawamura, M, Miyagawa, S, Miki, K, Saito, A, Fukushima, S, Higuchi, T, Kawamura,
T, Kuratani, T, Daimon, T, Shimizu, T, Okano, T, Sawa, Y., Circulation, 126
(2012) 29-37.

155



KC, P., Shah, M., Liao, J. ve Zhang, G., ACS Applied Materials & Interfaces, 9 (2017)
2196—2204.

Kimes, B.W. ve Brandt, B.L., Experimental Cell Research, 98 (1976) 367-381.

Kirby, G.S., Michelmore, A., Smith, L.E., Whittle, J.D. and Short R.D., Cytotherapy 20
(2018) 169-180.

Kondoh, H., Sawa, Y., Miyagawa, S., Sakakida-Kitagawa, S., Memon |.A., Kawaguchi,
N., Matsuura, N., Shimizu, T., Okano, T. ve Matsuda, H., Cardiovascular
Research, 69 (2006) 466-475.

Korantzopoulos, P. ve Galaris, D, Journal of Clinical and Basic Cardiology, 6 (2003)
3-6.

Kornicka, K., Marycz, K., Marezdziak, M.,. Tomaszewski, K.A., Nicpo, J.,
Journal of Cellular and Molecular Medicine, 21(2) (2017) 387-401.

Kubo, H., Shimizu, T., Yamato, M., Fujimoto, T. ve Okano, T., Biomaterials 28 (2007)
3508-3516.

Kuramochi, Y., Cote, G.M., Guo, X., Lebrasseur, N.K., Cui, L., Liao, R. ve Sawyer,
D.B., Journal Of Biological Chemistry, 279(49) (2004) 51141-51147.

L'Heureux, N., Paquet, S., Labbé, R., Germain, L., Auger, F.A., A completely
biological tissue-engineered human blood vessel, FASEB Journal, 12 (1998)
47-56.

Law, C.H., Li, J.M,, Chou, H.C., Chen, Y.H. ve Chan, H.L., Toxicology, 303 (2013)
54-71.

Lee, A.Y., Mahler, N., Best, C., Lee, Y-U. ve Breuer, C.K., Translational Research
163(4) (2014) 321-41.

Lee, K.M., Kim, H., Nemeno, J.G., Yang, W., Yoon J.,, Lee, S. ve Lee, J.I.,
Transplantation Proceedings, 47 (2015) 751-756.

Lee, W.C.C., Sepulveda, J.L., Rubin, P., Marra, K.G., International Journal of
Cardiology, 133(3) (2009) 399-401.

Lenco, J., Lencova-Popelova, O., Link, M., Jirkovska, A., Tambor, V., Potickova , E.,
Stulik, J., Simtnek, T., Stérba, M., Experimental Cell Research, 339 (2015)
174-186.

Leung, G.P., Tse, C.M. ve Man, R.Y., International Journal of Cardiology, 116 (2007)
186-193.

Li, F., Yuan, Y., Guo, Y., Liu, N., Jing, D., Wang, H. ve Guo, W., Bioelectromagnetics
36 (2015) 1-9.

Liu, Y., Songa, J., Liu, W., Wan, Y., Chen, X., Hu, C., Cardiovascular Research 58
(2003) 460-468.

156



Lopez-Ruiz, E., Peran, M., Picén-Ruiz, M., Garcia, M.A., Carrillo, E., Enez-Navarro,
M.J., Hernandez, M.C., Prat, 1., De Teresa, E. ve Marchal, J.A.,Cytotherapy, 16
(2014) 1229-1237.

Lui, P.P., Wong, O.T. ve Lee, Y.W., Cytotherapy, 18 (2016) 99-112.

Lund, K.C., Peterson, L.L. ve Wallace, K.B., Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
51(7) (2007) 2531-2539.

Maehara, M., Sato, M., Toyoda, E., Takahashi, T., Okada, E., Kotoku, T. ve Watanabe,
M., Inflammation and Regeneration, 37:22 (2017) 10 pp.

Makhoul, G., Jurakhana, R., Jaiswal, P.K Ridwan, K., Li, L., Selvasandran, K., Duong,
M., Schwertani, A. ve Cecere, R., Life Sciences 153 (2016) 213-221.

Martinez, E.C., Wang, J., Gan, S.U., Singh, R., Lee, C.N. ve Kofidis, T., Tissue
Engineering Part A, 16 (2010) 1349-1361.

Martinsen, B.J. and Lohr, J.L., in Handbook Of Cardiac Anatomy, Physiology, And
Devices, laizzo, P.A. (Eds.), Vol. 2, Humana Press, Totowa, New Jersey, Chapter
2, 2005.

Masuda, S., Shimizu, T., Yamato, M., and Okano, T., Advanced Drug Delivery
Reviews 60 (2008) 277-285.

Masumoto, H., lkuno, T., Takeda, M., Fukushima, H., Marui, A., Katayama, S.,
Shimizu, T., lkeda, T., Okano, T., Sakata, R. ve Yamashita, J.K., Scientific
Report. 4:6716 (2014) Doi:10.1038/srep06716.

Mathapati, S., Bishi, D.K., Guhathakurta, S., Cherian, K.M., Venugopal, J.R.,
Ramakrishna, S. ve Verma, R.S., Materials Science and Engineering C 33 (2013)
1561-1572.

Matsuda, N., Shimizu, T., Yamato, M. and Okano, T., Advanced Materials 19 (2007)
3089-3099.

Matsuura, K., Haraguchi, Y., Shimizu, T. and Okano, T., Journal of Controlled Release
169 (2013) 336-340.

May, J.M. ve Harrison, F.E., Antioxidants & Redox Signaling, 19(17) (2013)
2068-2083.

Mejia-Alvarez, R., Tomaselli, C.F. ve Marban, E., Journal of Physiology, 478 (1994)
315-329.

Memon, L.A., Sawa, Y., Fukushima, N., Matsumiya, G., Miyagawa, S., Taketani, S.,
Sakakida, S.K., Kondoh, H., Aleshin, A.N., Shimizu, T., Okano, T. ve Matsuda,
H., The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery,130 (2005) 1333-1341.

Menard, C., Pupier, S., Mornet, D., Kitzmann, M., Nargeot, J. ve Lory, P., Journal of
Biological Chemistry, 274 (1999) 29063-29070.

157



Mendoza-Novelo, B., Avila, E.E., Cauich-Rodriguez, J.V., Jorge-Herrero, E., Rojo,
F.J., Guinea, G.V. ve Mata-Mata, J.L., Acta Biomaterialia 7 (2011) 1241-1248.

Michel, M., L’Heureux, N., Pouliot, R., Xu, W., Auger, F.A. ve Germain, L., In Vitro
Cellular & Developmental Biology — Animal, 35 (1999) 318-326.

Mirsadraee, S., Wilcox, H.E., Korossis, S.A., Kearney, J.N., Watterson, K.G., Fisher, J.
ve Ingham, E., Tissue Engineering, 12(4) (2006) 763-773.

Miyahara, Y., Nagaya, N., Kataoka, M., Yanagawa, B., Tanaka, K., Hao, H., Ishino, K.,
Ishida, H., Shimizu, T., Kangawa, K., Sano, S., Okano, T., Kitamura, S. ve Mori,
H., Nature Medicine, 12(4) (2006) 459-465.

Molyneux, C.A., Glyn, M.C. ve Ward, B.J.,, Microvascular Research, 64 (2002)
265-277.

Moorman, A., Webb, S., Brown, N.A., Lamers, W. and Anderson, R.H., Heart 89
(2003) 806-814.

Moroni, F. ve Mirebella, T., American Journal of Stem Cells 3(1) (2014) 1-20.

Murdoch, C.E., Chaubey, S., Zeng, L., Yu, B., Ivetic, A., Walker, S.J., Vanhoutte, D.,
Heymans, S., Grieve, D.J., Cave, A.C., Brewer, A.C., Zhang, M., Shah, AM.,
Journal of the American College of Cardiology, 63(24) (2014) 2734-2741.

Nakamura, A., Akahane, M., Shigematsu, H., Tadokoro, M., Morita, Y., Ohgushi, H.,
Dohi, Y., Imamura, T. ve Tanaka, Y., Bone, 46 (2010) 418-424.

Narayanan, A.S., Page, R.C. ve Swanson, J., Biochemical Journal, 260 (1989) 463-4609.

Narmoneva, D.A., Vukmirovic, R., Davis, M.E., Kamm, R.D. ve Lee, R.T., Circulation
110(8) (2004) 962-968.

Nartprayut, K., U-Pratya, Y., Kheolamai, P., Manochantr, S., Chayosumrit, M.,
Issaragrisil, S. ve Supokawej, A., Molecular Medicine Reports 7 (2013)
1465-1469.

Naughton, G.K., Jacob, L. ve Naughton, B.A., in Alternative Methods in
Toxicology, Goldberg, A.M. (Eds.), Volume 7, Mary Ann Lieberts, New York,
1989.

Neofytou, E.A., Chang, E., Patlola, B., Joubert, L.M., Rajadas, J., Gambhir, S.S.,

Cheng, Z., Robbins, R.C. ve Beyguil, R.E., Journal of Biomedical Materials
Research Part A, 8(3) (2011) 9383-9393.

Ng, S.L.J., Narayanan, K., Gao, S. ve Wan, A.C.A., Biomaterials 32 (2011) 7571-7580.

Nishida, K., Yamato, M., Hayashida, Y., Watanabe, K., Yamamoto, K., Adachi, E.,
Nagai, S., Kikuchi, A., Maeda, N., Watanabe, H., Okano, T. ve Tano, Y., New
England Journal of Medicine, 351 (2004) 1187-1196.

158



Nishida, M., Springhorn, J.P., Kelly, R.A. ve Smith, T.W., Journal of
Clinical Investigation, 91 (1993) 1934-1941.

Niyaz, M., Giirpinar, O.A., Giinaydin, S. ve Onur, M.A., Turkish Journal of Biology 36
(2012) 658-664.

Oberwallner, B., Brodarac, A., Choi, Y.H., Saric, T., Ani¢, P., Morawietz, L. ve Stamm,
C., Journal of Biomedical Materials Research A, 102(9) (2014) 3263-3272.

Ohki, T., Yamato, M., Ota, M., Takagi, R., Murakami, D., Kondo, M., Sasaki, R.,
Namiki, H., Okano, T. ve Yamamoto, M., Gastroenterology 143 (2012) 582-588.

Ott, H.C., Matthiesen, T.S,. Goh, S.K., Black, L.D., Kren, S.M., Netoff, T.l. ve Taylor,
D.A., Nature Medicine, 14(2) (2008) 213-221.

Ovalle, W.K. ve Nahirney, P.C. (Eds.), Netter's Essential Histology, 2nd
Edition, Elsevier Health Sciences, Philadelphia, Chapter 4, 2013.

Owaki, T., Shimizu, T., Yamato, M. ve Okano, T., Biotechnology Journal, 9 (2014)
904-914.

Paschos, N.K., Brown, W.E., Eswaramoorthy, R., Hu, J.C. ve Athanasiou, K.A., Journal
of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 9 (2015) 488-503.

Patnaik, S.S., Wang, B., Weed, B., Wertheim, J.A. ve Liao, J., in Tissue Regeneration:
Where Nano-Structure Meets Biology, Liu, Q. ve Wang, H. (Eds.), Volume 2,
World Scientific, Singapore, Chapter 3, 2013.

Patten, V.A., Chabaesele, I., Sishi, B. ve Van Vuuren D., SAHeart 14(2) (2017) 96-107.

Pecha, S., Eschenhagen, T. and Reichenspurner, H., Journal of Heart and Lung
Transplantation 35 (2016) 294-298.

Perea-Gil, I., Uriarte, J.J., Prat-Vidal, C., Galvez-Montén, C., Roura, S., Llucia
Valldeperas, A., Soler-Botija, C., Farré, R., Navajas, D., Bayes-Genis, A.,
American Journal of Translational Research 7(3) (2015) 558-573.

Pereira, S.L., Ramalho-Santos, J., Branco, A.F., Sarddao, V.A., Oliveira, P.J.
ve Carvalho, R.A., Cardiovascular Toxicolicology 11 (2011) 180-190.

Potdar, P.D. ve Prasannan, P., ISRN Stem Cells, Volume 2013:687282, (2013) 9 pp.

Preda, M.B., Rosca, A.M., Tutuianu, R. ve Burlacu, A., Biochemical and Biophysical
Research Communications, 464 (2015) 667-673.

Qian, Q., Qian, H., Zhang, X., Zhu, W., Yan, Y., Ye, S., Peng, X., Li, W., Xu, Z., Sun,
L. ve Xu, W., Stem Cells and Development, 21(1) (2012) 67-75.

Rajabi-Zeleti, S., Jalili-Firoozinezhad, S., Azarnia, M., Khayyatan, F., Vahdat, S.,
Nikeghbalian, S., Khademhosseini, A., Baharvand, H. ve Aghdami, N.,
Biomaterials 35 (2014) 970-982.

Rana, D., Zreigat, H., Benkirane-Jessel, N., Ramakrishna, S. ve Ramalingam, M.,

159



Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine 11(4) (2017) 942-965.

Rangappa, S., Fen, C., Lee, E.H., Bongso, A. ve Wei, E.S.K., Annals Thoracic Surgery,
75 (2003) 775-779.

Reis-Mendes, A., Alves, M., Carvalho, F., Remido, F., Bastos, M.L., Costa, V.M.,
Interdisciplinary Toxicology, 11(1) (2018) 13-21.

Ricotti, L., Polini, A., Genchi, G.G., Ciofani, G., landolo, D., Vazdo, H., Mattoli,
V., Ferreira, L., Menciassi, A. ve Pisignano, D., Biomedical
Materials, 7(3):035010 (2012) doi: 10.1088/1748-6041/7/3/035010.

Robertson, F.M., Ogasawara, M.A., Ye, Z., Chu, K., Pickei, R., Debeb, B.G,,
Woodward, W.A., Hittelman, W.N., Cristofanilli, M., ve Barsky, S.H., Journal of
Biomolecular Screening, (2010) 820-829.

Robinson, K.A., Li, J., Mathison, M., Redkar, A., Cui, J., Chronos, N.A.F., Matheny,
R.G. and Badylak, S.F., Circulation. 112[suppl I] (2005) 1-135-1-143.

Rodgers, B.D., Interlichia, J.P., Garikipati, D.K., Mamidi, R., Chandra, M., Nelson,
O.L., Murry, C.E. ve Santana, L.F., Journal of Physiology, 587 (2009)
4873-4886.

Rossig, L., Hoffmann, J., Hugel, B., Mallat, Z., Haase, A., Freyssinet, J.M., Tedgui, A.,
Aicher, A., Zeiher, A.M. ve Dimmeler, S., Circulation, 104 (2001) 2182-2187.

Ruan, Z.B., Zhu, L., Yin, Y.G., Chen, G.C., Indian Journal of Medical Sciences, 64(9)
(2010) 402-407.

Safwani, W.K.Z.W., Makpol, S., Sathapan, S. ve Chua, K.H., Journal of Negative
Results in BioMedicine, 11:3 (2012) 9pp.

Sakaguchi, K., Hinata, Y., Kagawa, Y., Iwasaki, K., Tsuneda, S., Shimizu, T. ve
Umezu, M., Biochemistry and Biophysics Reports 14 (2018) 89-97.

Sakaguchi, K., Shimizu, T. ve Okano, T., Journal of Controlled Release, 205 (2015)
83-88.

Sakaguchi, K., Shimizu, T., Horaguchi, S., Sekine, H., Yamato, M., Umezu, M. ve
Okano, T., Scientific Reports, 3:1316 (2013), 7 pp.

Saldin, L.T., Cramer, M.C., Velankar, S.S., White, L.J. ve Badylak, S.F., Acta
Biomaterialia 49 (2017) 1-15.

Sanchez, P.L., Fernandez-Santos, M.E., Costanza, S., Climent, A.M., Moscoso, I.,
Gonzalez-Nicolas, M.A., Sanz-Ruiz, R., Rodriguez, H., Kren, S.M., Garrido, G.,
Escalante, J.L., Bermejo, J., Elizaga, J., Menarguez, J., Yotti, R., a, Perez del
Villar, C., Espinosa, M.A., Guillem, M.S., Willerson, J.T., Bernad, A., Matesanz,
R., Taylor, D.A. and Fernandez-Aviles, F., Biomaterials 61 (2015) 279-2809.

Sarig, U., Au-Yeung, G.C.T., B Wang, Y., Bronshtein, T., Dahan, N., Boey, F.Y.C,,
Venkatraman, S.S. ve Machluf, M., Tissue Engineering: Part A, 18(19-20) (2012)
2125-2137.

160



Sawa, Y., Miyagawa, S., Sakaguchi, T., Fujita, T., Matsuyama, A., Saito, A., Shimizu,
T. ve Okano, T., Surgery Today, 42 (2012) 181-184.

Seif-Naraghi, S.B. ve Christman, K.L., in Resident Stem Cells and Regenerative
Therapy, Goldenberg, R.C.S. ve Carvalho, A.C.C. (Eds.), Elsevier, United States,
Chapter 3, 2013.

Seif-Naraghi, S.B.,. Salvatore, M.A., Schup-Magoffin, P.J., Hu, D.P. ve Christman,
K.L., Tissue Engineering: Part A 16(6) (2010) 2017-2027.

Sekine, H., Shimizu, T., Dobashi, 1., Matsuura, K., Hagiwara, N., Takahashi, M.,
Kobayashi, E., Yamato, M. ve Okano, T., Tissue Engineering Part A, 17(23-24)
(2011) 2973-2982.

Sekine, H., Shimizu, T., Hobo, K., Sekiya, S., Yang, J., Yamato, M., Kurosawa, H.,
Kobayashi, E. ve Okano, T., Circulation, 118 (2008) 145-152.

Sekine, H., Shimizu, T., Kosaka, S., Kobayashi, E., ve Okano, T., Journal of
Heart and Lung Transplantation, 25 (2006a) 324 —332.

Sekine, H., Shimizu, T., Yang, J., Kobayashi E. ve Okano, T., Circulation, 114 suppl
(2006b) 1-87-1-93.

Sekiya, S., Shimizu,T., Yamato, M., Kikuchi, A. ve Okano, T., Biochemical and
Biophysical Research Communications, 341 (2006) 573-582.

Shahabipour, F., Banach, M., Johnston, T.P., Pirro, M. and Sahebkar, A., International
Journal of Cardiology 228 (2017) 319-326.

Shao, Y., Yu, Y., Pei, C.G., Zhou, Q., Liu, Q.P., Tan, G., Li, J.M., Gao, G.P. ve Yang,
L., International Journal of Ophthalmology 5(4) (2012) 415-418.

Shen, H., Wang, Y., Zhang, Z., Yang, J., Hu, S. ve Shen, Z., Stem Cells International
2015:524756. (2015) doi: 10.1155/2015/524756.

Shevach, M., Soffer-Tsur, N., Fleischer, S., Shapira, A. ve Dvir, T., Biofabrication 6
(2014) 024101 (12pp).

Shikhaliyeva, 1., Mezenkimal K&k Hiicrelerin Osteojenik Farklilasmasinin Bor Katkili
Hap-Kapli Kitosan Doku Iskelelerinde incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi,
Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 2015.

Shimizu, T., Circulation Journal, 78 (2014) 2594-2603.

Singla, D.K., Long, X., Glass, C., Singla, R.D. ve Yan, B., Molecular Pharmaceutics, 8
(2011) 8 1573-1581.

Song, Y.H., Gehmert, S., Sadat, S.S., Pinkernell, K., Bai, X., Matthias, N., Alt, E.,
Biochemical and Biophysical Research Communications 354 (2007) 999-1003.

Sonnaert, M., Papantoniou, I., Luyten, F.P. ve Schrooten, J., Tissue Engineering: Part
C, 21(6) (2015) 519-529.

161



Steffens, D., Braghirolli, D.l., Maurmann, N. ve Pranke, P., Drug Discovery Today
23(8) (2018) 1474-1488.

Strem, B.M., Zhu, M., Alfonso, Z., Daniels, E.J., Schreiber, R., Begyui, R., MacLellan,
W.R., Hedrick, M.H. ve Fraser, J.K., Cytotherapy, 7(3) (2005) 282-291.

Sumi, D., Abe, K. ve Himeno, S., Biochemical and Biophysical Research
Communications 436 (2013) 175-179.

Tachida, Y., Suda, K., Nagase, H., Shimada, K., Isono, F. and Kobayashi, H.,
Biochemistry and Biophysics Reports 7 (2016) 266—272.

Takeda, Y., Mori, T., Imabayashi, H., Kiyono, T., Gojo, S., Miyoshi, S., Hida, N., Ita,
M., Segawa, K., Ogawa, S., Sakamoto,M., Nakamura, S. ve Umezawa, A.,
Journal of Gene Medicine, 6 (2004) 833-845.

Tan, M.Y., Zhi, W., Wei, R.Q., Huang, Y.C., Zhou, K.P., Tan, B., Deng, L., Luo, J.C.,
Li, X.Q., Xie, H.X. ve Yang, Z.M., Biomaterials 30 (2009) 3234-3240.

Tang, Z. ve Okano, T., Regenerative Biomaterials; (2014) 91-102.
Tao, H., Nuo, M. ve Min, S., Cytotechnology 70(1) (2018) 169-176.

Taylor, D.A., Sampaio, L.C., Ferdous, Z., Gobin, A.S. ve Taite, L.J., Acta Biomaterialia
74 (2018) 74-89.

Trottier, V., Marceau-Fortier, G., Germain, L., Vincent, C. ve Fradette, J., Stem Cells,
26 (2008) 2713-2723.

Ucggiil, I. and Aras, S., ANKA e-dergi, 2(2) (2017) 19-34.

Ulger, H., Karabulut, A.K. ve Pratten, M.K., Anatomia Histologia Embryologia, 31
(2002) 31-35.

Valarmathi, M.T., Goodwin, R.L., Fuseler, J.W., Davis, J.M., Yost, M.J. ve Potts, J.D.,
Biomaterials 31 (2010) 3185-3200.

Valiente-Alandi, |., Schafer, A.E. and Blaxall, B.C., Journal of Molecular and Cellular
Cardiology 91 (2016) 228-237.

Van Vleet, J.F., Ferrans, V.J. and Herman, E. in Handbook of Toxicologic Pathology,
Haschek W.M., Rousseaux C.G. and Wallig M.A (Eds.), Second Edition, Volume
2, Academic Press, 2002.

Vermette, M., Trottier, V., Menard, V., Saint-Pierre, L., Roy, A. ve Fradett, J.,
Biomaterials, 28 (2007) 2850-2860.

Vunjak-Novakovic, G., Tandon, N., Godier, A., Maidhof, R., Marsano, A., Martens,
T.P., ve Radisic, M., Tissue Engineering: Part B 16(2) (2010) 169-187.

Wakitani, S., Saito, T. ve Caplan, A. ., Muscle & Nerve, 18(12) (1995) 1417-1426.

Wan, L., Chen, Y., Wang, Z., Wang, W., Schmull, S., Dong, J., Xue, S., Imboden, H. ve
Li, J., Scientific Reports | 7:39988 (2017).

Wang, B., Borazjani, A., Tahai, M., de Jongh Curry, A.L., Simionescu, D.T., Guan, J.,

162



To, F., Elder, S.H., ve Liao, J., Journal of Biomedical Material Research Part A:
94A (2010) 1100-1110.

Wang, L., Chen, Q., Li, G. ve Ke, D., Peptides 33 (2012) 92-100.

Watkins, S.J., Borthwick, G.M. ve Arthur, H.M., In Vitro Cellular & Developmental
Biology — Animal, 47 (2011) 125-131.

Wei, F.L., Qu, C.Y,, Song, T.L., Ding, G., Fan, Z.P., Liu, D.Y., Liu, Y., Zhang, C.M.,
Shi, S. ve Wang, S.L., Journal of Cellular Physiology, 227(9) (2012) 3216-3224.

Weinhaus, A.J. and Roberts, K.P. in Handbook Of Cardiac Anatomy, Physiology, And
Devices, laizzo, P.A. (Eds.), Volume 2, Humana Press, Totowa, New Jersey,
Chapter 4, 2005.

Williams, C., Quinn, K.P., Georgakoudi, I. ve Black Ill, L.D., Acta Biomaterialia 10
(2014) 194-204.

Williams, C., Sullivan, K. ve Black Ill, L.D., Advanced Healthcare Materials, 4 (2015)
1545-1554.

Witek, P., Korga, A., Burdan, F., Ostrowska, M., Nosowska, B., lwan, M., Dudka, J.,
Cytotechnology 68(6) (2016) 2407-2415.

Xiao, X., Xu, S., Li, L., Mao, M., Wang, J., Li, Y., Wang, Z., Ye, F. ve Huang, L.,
Frontiers in Pharmacology 8:601 (2017) doi: 10.3389/fphar.2017.00601

Xu, H., Xu, B, Yang, Q., Li, X,,Ma, X, Xia, Q.,Zhang, Y., Zhang, C.,Wu, Y.
ve Zhang, Y., PL0S One. 24;9(1):e86723 (2014)
doi:10.1371/journal.pone.0086723.

Yamaguchi, N., Isomoto, H., Kobayashi, S., Kanai, N., Kanetaka, K., Sakai, Y., Kasai,
Y., Takagi, R., Ohki, T., Fukuda, H., Kanda, T., Nagai, K., Asahina, I., Nakao K.,
Yamato, M., Okano, T. ve Eguchi, S., Scientific Reports, 7:17460 (2017)
D0i:10.1038/s41598-017 17663-w

Yamamoto, K., Yamato, M., Morino, T., Sugiyama, H., Takagi, R., Yaguchi, Y.,
Okano, T. ve Kojima, H., npj Regenerative Medicine 2(6) (2017)
d0i:10.1038/s41536-017-0010-7

Yamato, M. ve Okano, T., Materials Today, 7 (2004) 42-47.

Yan, J., Zhang, C., Zhao, Y., Cao, C., Wu, K., Zhao, L. ve Zhang, Y., Biomaterials, 35
(2014) 7734-7749.

Yanamandala, M., Zhu, W., Garry, D.J., Kamp, T.J., Hare, J.M., Jun, HW., Yoon, Y.S.,
Bursac, N., Prabhu, S.D., Dorn Il, G.W., Bolli, R., Kitsis, R.N. ve Zhang, J.
Journal of The American College of Cardiology 70 (2017) 766—-775.

Ye, X., Wang, H., Gong, W., Li, S, Li, H, Wang, Z. ve Zhao, Q., Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, 27:70 (2016) 8 pp.

163



Yeh, T.S., Fang, Y.H.D., Lu C.H., Chiu, S.C., Yeh C.L., Yen, T.C., Parfyonova, Y. ve
Hu, Y.C., Biomaterials, 35 (2014) 174-184.

Yu, J., Tu, Y.K., Tang, Y.B. ve Cheng, N.J., Biomaterials, 35 (2014) 3516-3526.

Zaffran, S., El Robrini, N. ve Bertrand, N., Journal of Developmental Biology, 2
(2014) 50-71.

Zeng, B., Tong, S., Ren, X. ve Xia, H., Cytotechnology (2016) 68:763—770.

Zhang, H., Yu, N., Zhou, Y., Ma, H., Wang, J., Ma, X,, Liu, J., Huang, J. ve An, Y.,
Tissue and Cell, 48 (2016) 488-495.

Zhang, Y., Chu, Y., Shen, W. ve Dou, Z., Interactive CardioVascular and Thoracic
Surgery, 9 (2009) 943-946.

Zhang, Y., Li, H., Wei, R., Ma, J., Zhao, Y., Lian, Z., Liu, Z., Cellular Physiology and
Biochemistry, 35 (2015) 1808-1820.

Zhou, T., Zhou, Z., Zhou, S. ve Huang, F., Analytical Methods, 8 (2016) 488-495.

Zhu, Y., Liu, T., Song, K., Fan, X., Ma, X. ve Cui, Z., Cell Biochemistry and Function,
26 (2008) 664-675.

Zhu, Y., Liu, T., Song, K., Ning, R.,Ma, X. ve Cui, Z., Molecular and Cellular
Biochemistry, 324 (2009) 117-129.

Zimmermann, W-H., Melnychenko, I. ve Eschenhagen, T., Biomaterials 25 (2004)
1639- 1647.

164



EK1

[ﬁ\\ UNi i i thhiye-Ankara
\ | HACETTEPE UNIVE.RsrrEs' N Telefon: 0 (312) 305 1090-1082 « %112%?322)21;0“580
; / HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU www.etikkurul.hacettepe.edu.tr/index_hdk.php
i
yi: v

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI : 14.04.2015 (SALI)

TOPLANTI SAYISI : 2015/04

DOSYA KAYIT NUMARASI ;201524

KARAR NUMARASI : 2015/24-09

ARASTIRMA YURUTUCUSU Prof.Dr. Menemse GUMUSDERBEIOGLU
HAYVAN DENEYLERINDEN

SORUMLU ARASTIRMACI Merve Capkin YURTSEVER

YARDIMCI ARASTIRMACILAR . Gokge KAYNAK

ONAYLANAN HAYVAN TURU ve : 48 adet wistar albino

SAYISI

Universitemiz Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden
Prof.Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU nun arastirma yiiriitiictisii oldugu 2015/24 kayit
numarali “Hiicrelerinden Arindirdmus Miyokardiyal Doku ile Hiicre Tabakast Destekli
Kalp Yamast Gelistirilmesi: In-Vitro ve In Vivo Calsmalar” isimli galisma Hayvan
Deneyleri Yerel LEtik Kurulu Yénergesi’ne gére uygun bulunarak oy birligi ile onaylanmasina
karar verilmigtir.

Sorumlu arastirmaci deneylere baslangig tarihini Etik Kurula bildirmekle yiikiimliidiir

Prof. Dr. Sema CALIS )

Etik Kurul Bagkani

bgpdicavar isletmeni |
et

Hacettepe U« & sitesi

crik Kurullar Serie veri

"

165




HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU GUNDEMI - IMZA SIRKULERI

TOPLANTI TARIHI : 14.04.2015 (SALI)
TOPLANTI SAYISI :2015/04
TOPLANTI SAATI : 14.00
Gilindem Kalar
1. | 2015/29 dosya kayit numarali bagvurunun 1—\{ \\L | \
gortstilmesi. M\Q r‘ T&L_. - \Qm_\c\

(Raportor Yrd. Dog. Dr. Banu Cahide TEL )

Q\ Al % _%

2. [2015/30 dosya kayit numarali basvurunun k \,‘\\ ‘\Q_
goriigiilmesi. \ _\__
kj "\ — \ea__
s R\»\\ [aY
(Raportér Dog. Dr. Ersoy KONAS ) Y L\G—«A.a;
5;\
3. | 2015/31 dosya kayit numarali basvurunun e \
goriistilmesi. ’? . k S
T\
. /] A st 2|
(Raportor Prof. Dr. Yildirim SARA ) \
Qy\c\\ R
4. 12015/32 dosya kayit numarali bagvurunun
goriigiilmesi. ? a\o v‘\ \~—\’_“3° \
(Raportér Dog. Dr. Ilyas ONBASILAR ) t‘&—‘\“"‘ g
. 4
5. | 2015/33 dosya kayit numarali basvurunun Y) TSe— o \c\\_\\ \\Q_. u\
goriisiilmesi. : \\-\\ - T
. . Q N~ .Q)
(Raportor Dog. Dr. Aytekin AKYOL ) @L—g%_ \.u\
6. | 2015/34¢ dosya kayit numarali bagvurunun | " ‘Q\A\ Y_JJ.,Q\
goriigtilmesi. H‘< Q§-—\\<
Q (\Qg
) \gq det @ E
(Raportr Prof. Dr. Neslihan DIKMENOGLU
FALKMARKEN AR &
7. 12015/35 dosya kayit numarall ba$vurunun sl S § W\ SQ__F,.\
goriisiilmesi. _—~avm—
| , P S T
(Raportsr Dog. Dr. Mehmet Alper CETINKAYA ) &
8. | 2015/36 dosya kayit numarali basvurunun h—\\ k
goriigiilmesi. B@l
(Raportér Dog. Dr. Ilyas ONBASILAR ) g‘_ o S G \ s

166



9. | 2015/03 dosya kayit numarali bagvurunun | Tekrar Degerlendirme:
goriisiilmesi. \o\ —\e eé\ \k
(Raportor Yrd. Dog. Dr. Banu Cahide TEL ) &_\-\\ leb
\ °¥ ’e‘; (. \\H—%\
o%&u ~ O QAMQQ
10.| 2015/24 dosya kayit numarali bagvurunun kra?\f)e erlendirme:
goriisiilmesi. ;
IV

(Raportdr Prof. Dr. Yildiim SARA )

Q—c
S e

.| 311, 312, 313 ve 314 nolu sertifika taleplerinin

gorigiilmesi.

W B3NS N -5\\_\

S.dz__

o M.a_g'Ln_ \

\;g\mmxw

167




il

i

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU GUNDEMI - IMZA SIRKULERI

TOPLANTI TARIHI : 14.04.2015 (SALI)
TOPLANTI SAYISI 1 2015/04
TOPLANTI SAATI : 14.00
G| s, |
Prof. Dr. Sema Calis Prof. Dr. Niiket Ornek Biiken Prof. Dr. M+¥ﬂdmm Sara
4 (Baskan) (Uye)

(Uye) )
s

Profy Dr NeshhanH lemenoglu
Falkmarken —

(Uye)

B Cor
Prof. Dr. Belgin Can
(Uye)

°¥3A;»&\

Prof. Dr. Mepmet Ali Onur
(Uye)

.Dr. .Hakan EL

\ A L\/~7 -
Doq: Dr. Aytekin Akyol
(Uye)

GE Dr Ersoy @/
" (Uye)

Dog. Dr/ q‘amet Alper Cetinkaya

Yrd. Dog. Dr. Banu Cahide Tel

(Uye) (Uye)
2\ A et
QA(\\N‘- \
Mevliit _(_'jksﬁzogh: Avukat Yasemin Ozselguk
(Uye) (Uye)

168




e i

T.C.
HACETTEPE UNIiVERSITESI

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Say1 : 52338575~ \O)

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI : 26.09.2017 (SALI)

TOPLANTI SAYISI :2017/09

DOSYA KAYIT NUMARASI ;201524

KARAR NUMARASI . 2015/24 -04 (Onay Tarihi: 14.04.2015)
ARASTIRMA YURUTUCUSU . Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
HAYVAN DENEYLERINDEN

SORUMLU ARASTIRMACI . Dr. Gokee Kaynak BAYRAK

YARDIMCI ARASTIRMACILAR
ONAYLANAN HAYVAN TURU ve
SAYISI . 48 Adet Wistar Albino (7-12 Ay)

Kurulumuzun 14.04.2015 tarihli toplantisinda onaylanmis olan 2015/24 kayit numarah
“Hiicrelerinden Armdurdmig Miyokardiyal Doku ile Hiicre Tabakast Destekli Kalp Yamast
Gelistirilmesi: In-Vitro ve In Vivo Calismalar” bashkli projeniz i¢in vermis oldugunuz
19.09.2017 tarihli dilekgeniz, Kurulumuzun 26.09.2017 tarihli toplantisinda degerlendirilmis
olup, Yrd. Dog. Dr. Merve Capkin YURTSEVER’ in proje ekibinden ayrilmasi, proje
bashginin “Hiicrelerinden Armdiridnus Miyokardiyal Doku ile Hiicre Tabakast Destekli
Kalp Yamast Gelistirilmesi: In-Vitro Calismalar” olarak degistirilmesi ve projenin
14.04.2019 tarihine kadar gegerli olmasi nedeni ile Etik Kurul izninin giincellenmesi talebiniz
uygun bulunmus ve kayitlarimiza eklenmistir.

Prof. Dr. Sema CALIS
B

askan

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 06100 Sthhiye-Ankara
Telefon: 0 (312) 305 1090-1082 « Faks: 0 (312) 310 0580
www.etikkurul.hacettepe.edu.tr/index_hdk.php

Ayrintih Bilgi igin:

169




HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU _ _
VHHSERFISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU
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intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna goére, tezimin
benzerlik oram % 4 ‘tar.

Uygulanan filtrelemeler:
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2- Almtlar harig/dadhil
3- 5kelimeden daha az értiisme iceren metin kisimlart harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve Iimza
Adi Soyadi:  Gokce KAYNAK BAYRAK

Ogrenci No: N12142427

Anabilim Dali: Biyomiihendislik

Programai:

Statiisii: [ ] Y.Lisans Doktora (] Biitanlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
(Unvan, Ad Soyad, Imza)




OZGECMIS

Kimlik Bilgileri

Ad1 Soyadi Gokce KAYNAK BAYRAK

Dogum Yeri Aydin

Medeni Hali Evli

E-Posta gokce.kaynak88@gamil.com

Adresi Hacettepe Universitesi, Kimya Miihendisligi Boliimii, Ankara

Egitim

Lise Edirne Anadolu Ogretmen Lisesi (2006)

Lisans Ege Universitesi, Biyomiihendislik B&liimii (2010)

Yiiksek Lisans Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi,
Biyomiihendislik Anabilim Dal1 (2012)

Doktora Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi,

Biyomiihendislik Anabilim Dal1 (2019)

Yabanci Dil ve Diizeyi
Ingilizce Ileri derece
Almanca Baslangic

Deneyim Alanlari
e Hayvan hiicre kiiltiirii teknikleri, kok hiicreler ve farklilagtirma protokolleri.

e Polimerik, seramik ve kompozit biyomalzemelerin iiretilmesi, karakterizasyonlart ve
doku miihendisligi amagli kullanimlart.

e Nanopartikiil iiretimi ve karakterizasyonu ile kontrollii salim sistemlerinin kullanima.
e Hiicre tabaka teknolojisi

e Hiicresizlestirilmis doku iskeleleri

e Primer yag doku ve kemik iligi kokenli kok hiicre izolasyonu

¢ Deney hayvani kullanimi

¢ Histolojik ve immiinofloresan boyama yontemleri

¢ Kriyostat ve mikrotom kullanimi
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Tezden Uretilmis Projeler ve Biitcesi

e Hacettepe Universitesi Kapsamli Arastirma Projesi Proje No: FBA-2017-16248
Hiicrelerinden Arindirilmis Miyokardiyal Doku ile Hiicre Tabakasi Destekli Kalp
Yamas1 Gelistirilmesi : /n-Vitro Calismalar 2017, Proje biitcesi 188.462,70 TL

Diger Projeler

e Beyin Tiimorii Hedeflenmis Salinomisin Yiiklii Nanopartikiillerin Gelistirilmesi, Proje
yiiriitiiciisii Do¢ Dr. Seda T1gl1 Aydm, TUBITAK, Proje No: 112M021, 2013.

e Mikrodalga-destegi ile Biyomimetik Hidroksiapatit (Hap)/Bor-katkili Hap Olusumu
ve Kitosan-Hap Kemik Doku Iskelelerinin Gelistirilmesi, Proje yiiriitiiciisii Prof. Dr.
Menemse Giimiisderelioglu, TUBITAK, Proje No: 112M705, 2015.

e Kitosan/Biyomimetik Nano Hidroksiapatit Doku Iskelesinin Dis Pulpa-Dentin
Kompleksinin Rejenerasyonunda Kullanilmasi, Proje yiiriitiiciisii Prof. Dr. Arlin
Kiremitgioglu, TUBITAK, Proje No: 1145755, 2016.

¢ Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin 3 Boyutlu Hidrojellerde Kahverengi ve
Beyaz Adipoz Dokuya Farklilasmalarinin Incelenmesi, Proje yiiriitiiciisii Prof. Dr.
Menemse Giimiisderelioglu, Hacettepe Universitesi Fen ve Miihendislik Grubu,
Yiiksek Lisans Tez Projesi, Proje ID: 17299, 2019.

e Periferik sinir defekt onariminda biyolojik konduit modeli: De-epitelize insan
amniyotik membran1 ve adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre igeren sinir konduit
modelinin sinir iyilesmesine etkisinin degerlendirilmesi, Proje yiiriitiiciisii Dr. Ogr.
Uyesi Mert CALIS, TUBITAK 1001 Projesi degerlendirme asamasinda.

Tezden Uretilmis Yayinlar

1. Construction of Cardiomyoblast Sheets With Three Ways For Cardiac Tissue Repair
(Basvuru asamasinda)

2. Cardiovascular Tissue Fabrication with Cell Sheet Technology (Hazirlik asamasinda)

3. In Vitro Cardiac Patch Model Development With Cardiovascular Cell Sheet
Supported Decellularized Myocardial Tissue (Hazirlik asamasinda)

Diger Yayinlar

1. Demirtas T. T., Kaynak G., Gilimiisderelioglu M., Bone-like hydroxyapatite
precipitated from 10xSBF-like solution by microwave irradiation. Materials Science
and Engineering C 49; 713-719, 2015.

2. Giimiisderelioglu M., Tungay E. O., Kaynak G., Demirtas T.T., Tigli Aydin S.,
Hakk: S.S., Encapsulated boron as an osteoinductive agent for bone scaffolds, Journal
of Trace Elements in Medicine and Biology, 31, 120-128, 2015.
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3. Aydin Tigh R. S., Kaynak G, Giimiisderelioglu M. Salinomycin encapsulated
nanoparticles as a targeting vehicle for glioblastoma cells, J Biomed Mater Res Part A,
104(2):455-64, 2016.

4. Kaynak Bayrak G., Demirtas T.T., Gumisderelioglu M. Microwave-induced
Biomimetic Approach for Hydroxyapatite Coatings of Chitosan Scaffolds.
Carbohydrate Polymers 157:803-813, 2017.

5. Asghari Sana F., Capkin Yurtsever M., Kaynak Bayrak G., Tuncay O. E., Kiremitgi
A., Giimiisderelioglu M., Spreading and Proliferation and Differentiation of Human
Dental Pulp Stem Cells on Chitosan Scaffolds Immobilized with RGD or Fibronectin,
Cytotechnology, 69(4):617-630, 2017.

Popiiler Bilim Dergilerindeki Makaleler

1. Giimiisderelioglu, M., Kaynak, G., Mikrodalgalar ve uygulamalari, Bilim ve Teknik
Dergisi, Temmuz, 38-42. 2012.

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

1. Kaynak Bayrak G., Bozoglu U., Giimiisderelioglu M.. Fabrication of Cardiomyoblast
Cell Sheets by a Simple Method for Cardiac Tissue Treatment. Biomed 2015, Antalya-
Tiirkiye, 22-24 Ekim 2015 (Poster, Biomed 2015 Abstract Book P65, 190 pp.).

Diger Sunumlar

1. Kaynak G., Demirtas T. T., Giimiisderelioglu M., Synthesis and Characterization of
Bone Like Hydroxyapatite in 10x SBF Like Solution Using Microwave Irradiation,
Biomed 2011, Ankara- Tiirkiye, 23-25 Kasim 2011 (Poster, P31, Biomed 2011 Abstract
Book 80 pp.).

2. Kaynak G., Tigh A. S., Gimisderelioglu M., Determination of Salinomycin
Effective Dose for Glioblastoma Cells, Termis-Eu 2013, Istanbul-Tiirkiye, 17-20
Haziran 2013 (Poster, TERMIS EU 2013 Tissue Engineering and Regenerative
Medicine Abstract Book, 15 pp.)

3. Kaynak G., Demirtag T. T., Giimiisderelioglu M., Microwave-Assisted Synthesis of
Biomimetic Hydroxyapatite Coated Chitosan/HA Scaffolds for Bone Tissue
Engineering, 25" European Conference on Biomaterials and 10" Young Scientific
Forum, Madrid- Ispanya, 8-12 Eyliil 2013 (Poster, T5P050, Abstract 00748, 2013
Rudolf Cimdins égrenci burs odiilii).

4. Giimiisderelioglu M., Tuncay E.O., Kaynak G., Demirtas T.T., Tigh Aydm S.,
Hakki S.S., Development of Boron-doped Tissue Scaffolds for Bone Regeneration,
Genova-italya, TERMIS/EU 2014, 10-13 Haziran 2014 (Poster, P527, J Tissue Eng
Regen Med 2014; 8 (Suppl. 1): 207-518., 509-510 pp).
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5. Asghari Sana F., Kaynak G., Capkin Yurtsever M., Tuncay E.O., Kiremitci A.,
Gilimiigsderelioglu M., Nano-scale Interactions Of Human Dental Pulp Stem Cells On
Fibronectin Immobilized Chitosan Scaffolds, 10. Nanobilim ve Nanoteknoloji
Konferansi, Istanbul- Tiirkiye, 17-21 Haziran 2014 (Poster, NANOTR10 Abstract Book
292 pp., ikincilik odiilii)

6. Asghari Sana F., Kaynak G., Capkin Yurtsever M., Kiremit¢i A., Giimiisderelioglu
M., Applications of nanoscale Technologies for regenerative dentistry, Kish Island-
fran, ANFC 2015, 8-11 Mart 2015 (Poster, ANFC2015 Abstract Book 15 pp.).

7. Asghari Sana F., Kaynak G., Capkin Yurtsever M., Tuncay E.O., Kiremitci A.,
Giimiisderelioglu M., Pulp—Dentin Complex Regeneration by Boron Doped Biomimetic
Nano Hydroxyapatite Coated Chitosan Scaffolds 27th European Conference on
Biomaterials, Krakow-Poland, 30 August - 3 September 2015 (Poster).

8. Kaynak Bayrak G., Bozoglu U., Giimiisderelioglu M.. Fabrication of
Cardiomyoblast Cell Sheets by a Simple Method for Cardiac Tissue Treatment. Biomed
2015, Antalya-Tirkiye, 22-24 Ekim 2015 (Poster, Biomed 2015 Abstract Book P65,
190 pp.).

9. Karanfil A. S., Kaynak Bayrak G., Gimisderelioglu M., Adipoz Kokenli
Mezenkimal Kok Hicrelerin 3b Hidrojellerde Kahverengi Adipoz Dokuya
Farklilagsmalarinin incelenmesi, Istanbul-Tiirkiye, 15-16 Aralik 2018 (Poster, Biomed
2018 Abstract Book P020, 66 pp.).

Katilinan Kongre, Sempozyum, Cahistay ve Sertifika Egitimleri
1. IV. Ulusal Biyomiihendislik Kongresi, [zmir- Tiirkiye, 15- 18 Ekim 2008.

2. I. Kok Hiicre Sempozyumu, Ege Universitesi Bilim Ve Teknoloji Toplulugu
(EBILTET), Izmir- Tiirkiye, 16 Mart 2009.

3. V" International Bioengineering Congress, Izmir- Tiirkiye, 16-19 Haziran 2010.

4. 1. Kok Hiicre Kursu ve VI. Kok Hiicre Sempozyumu, Ankara- Tiirkiye, 24-25
Haziran 2011.

5. ‘Novel Approaches on Biological Engineering Workshop’ Hacettepe Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii, Ankara- Tiirkiye, 8 Eyliil 2011.

6. 17" International Biomedical Science & Technology Symposium Biomed 2011,
Ankara- Tiirkiye, 23-25 Kasim 2011.

7. QIAGEN SABioscience PCR Array Semineri, Ankara- Tiirkiye, 30 Mart, 2012.
8. Incekaralar Olympus Mikroskopi Semineri, Ankara- Tiirkiye, 29 Mayis 2012.

9. TMMOB Kimya Miihendisleri Odas1 ‘Dogru ve Giivenilir Deney Sonuglarinin Elde
Edilmesi ve Sonuglarin Verilme Sekli’ Semineri, Ankara- Tiirkiye, 14 Mart 2013.

10. Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society (TERMIS-EU
2013), Istanbul- Tiirkiye, 17-20 Haziran 2013.
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11. 25th European Conference on Biomaterials and 10th Young Scientific Forum,
Madrid-Ispanya, 8-12 Eyliil 2013.

12. Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi ‘Kok Hiicre
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