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Kardiyak yamalar konjenital kalp hastaliklarinin ve miyokardiyal enfarktiis (MI)
tedavisinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte heniiz ideal bir kalp yamasi
gelistirilmemistir. Bu tez kapsaminda konjenital septal defektler, MI onarimi gibi gesitli
kardiyak doku hasarlarinda kullanilmak iizere rejeneratif kardiyak yamalarin doku
miithendisligi yontemi ile gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla tez ¢alismasinin birinci
bolimiinde sigan kemik iliginden izole edilmis mezenkimal kok hiicreler (rt-MKH)
aseliiler perikard dokusuna ekilerek 10 uM 5-Azasitidine (5-Aza) maruz birakilmis ve
kalp atimiin mekanik ve elektriksel uyarimlarla taklit edildigi biyomimetik biyoreaktor
sisteminde kiltir edilmistir. Uygulanan biyofiziksel uyarimlarin kardiyomiyosit
faklilagsmas1 tizerine etkileri incelenmistir. qPCR analiz sonuglart kok hiicrelerin
elektromekaniksel uyarimlar altinda kardiyak spesifik belirteclerini (GATA-4, MEF2C,
NKX2.5 ve CACNALC) ifade ettigini gostermistir. Elektromekaniksel uyarim
uygulanarak gelistirilmis kardiyak yamalarin in vivo etkinlikleri MI modelinde test
edilmistir. Implantasyondan 21 giin sonra denekler sakrifiye edilerek histolojik analizler
yapilmistir. Sonuglar, MI modelinin basarili bir bi¢gimde olusturuldugunu, yara
bolgesinde yama kaynakli kalsifikasyonunun goriilmedigini, elektromekaniksel olarak
uyarilmis yamalarin kullanildig1 grupta daha fazla hiicrelerin yamadan yara bolgesine go¢
ettigi ve daha diisiik diizeyde inflamasyonun gelistigini géstermistir. Ayrica hem yara
bolgesinde hem de yara bolgesinden c¢ikarilan yamada temel kasilma birimi olan
sarkomer yapist ile iligkili proteinleri (kardiyak troponin T (cTroT), miyozin agir zinciri

(MHC), sarkomerik alfa aktinin (SAC)) ve hiicreler arasindaki mekanik baglanti birimi



olan N-kaderini (nCAD)) ifade eden hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Calismanin ilk
boliimiinde umut vaden sonuglar elde edilmis olmakla birlikte biyofiziksel uyarimlarin
kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda yeterli olmadig1 ve yeni stratejilerin

gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Bu nedenle tez galismasimin ikinci bolimiinde ise rt-MKH’lerde kimyasal (5-Aza ve
dimetilsiilfoksit (DMSQO)) ve biyolojik stimiilatérlerin (TGF-B1, FGF-2 ve BMP-2)
birlikte kullanilarak ¢esitli farklilastirma prosediirleri test edilmistir. 7. gliniin sonunda 5-
Aza (10 uM) ve DMSO’nun (%]1) birlikte kullanildig1 grupta yiiksek hiicre canlilig1 ve
en yiiksek kardiyak spesifik belirteclerin elde edildigi gézlenmistir. 5-Aza ve DMSO’ya
maruz birakilan hiicrelerin kardiyak spesifik proteinleri (cTroT, SAC, konneksin 43
(Cnx43) ve a-diiz kas aktini (a-SMA)) ifade ederek kardiyomiyositlere farklilastiklari,
ancak organize olmayan bir sarkomer yapisi ve protein paterni bakimindan fetal donem
kardiyomiyosit yapist gosterdikleri gozlemlenmistir. Organize sarkomer yapist ve
yetiskin donem fonksiyonel kardiyomiyositler elde etmek i¢in insan ve si¢an kaynakl
kemik iligi MKH’leri (h-MKH ve rt-MKH) epigenetik yeniden programlama (asetilasyon
aktivasyonu ve metilasyon inhibisyonu) ve biyolojik yolak manipiilasyonlarint (WNT ve
TGFp sinyal yolaklarinin inhibisyonu) saglayacak kiiciik molekiillere (valproik asit (Va),
5-Aza, DMSO, IWP-2 (WNT inhibitdrii), repsox (TGFp inhibitorii)) maruz birakilmis ve
hiicre morfolojisi, hiicre canlilifi, kardiyak spesifik belirteglerin gen ve protein
diizeyindeki ifadesi incelenmistir. Sonuglar, hiicre kaynagina ve kii¢iik molekiil
kombinasyonuna bagli olarak farkli hiicre morfolojisi ve kardiyak spesifik gen ifadesinin
elde edildigini gostermistir. h-MKH’lerde yiiksek hiicre canliligi ile birlikte
kardiyomiyosit benzeri homojen bir morfoloji (uzamis igsi bir goriiniim) ve GATA-4,
NKX2.5 ve MEF2C ifadelerinde rt-MKH’lerine gore anlamli diizeyde artis meydana
geldigi izlenmistir. 14 gilin sonunda yapilan immiinfloresan boyama analiz sonuglari
uygulanan farklilastirma prosediiriine ve hiicre kaynagina baglh olarak protein ifade
paterni ve sarkomer organizasyounun degistigini gostermistir. Her iki hiicre tipinin
uygulanan tiim farklilastirma prosediirleri ile translasyonel diizeyde kardiyomiyositlere
farklilastigr ancak rt-MKH’lere kiyasla h-MKH’lerin Cnx43, cTroT ve a-SMA ifadesi
bakimindan yetiskin kardiyomiyositlere daha ¢ok benzedigi ve daha organize sarkomer

yapisina sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda ¢esitli kiiciik molekiil
kombinasyonlar1 kullanilarak MKH’lerin daha yiiksek verimle kardiyomiyosit



hiicrelerine farklilagtirilabildigi gosterilmistir. Ayrica yetiskin kardiyomiyositlerin elde

edilmesinde h-MKH’lerin daha uygun hiicre kaynagi oldugu sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak yama, mezenkimal kok hiicreler, elektromekaniksel

uyarim, kardiyomiyojenik farklilagma, valproik Asit, WNT
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Cardiac patch has been used in the treatment of congenital heart disease and myocardial
infarction (MI) while an ideal cardiac patch has not been developed yet. This study aimed
to engineer regenerative cardiac patches by cardiac tissue engineering strategies to be
used in various cardiac tissue damage such as congenital heart defect and Ml repair. In
the first part, rat bone marrow-derived mesenchymal stem cells (rt-BMSCs) were seeded
into acellular bovine pericardium-based 3-dimensional (3D) tissue scaffolds and
differentiated into cardiomyocytes using a biomimetic bioreactor system that mimics
excitation-contraction coupling in the heart following 10 uM 5-azacytidine (5-Azc)
treatment. The effect of applied biophysical stimulations on cardiomyogenic
differentiation was investigated. gPCR analysis showed that cardiac-specific markers
(GATA-4, MEF2C, NKX2.5 and CACNALC) were upregulated in electromechanically
stimulated stem cells. The performance of electromechanically stimulated cardiac patches
was assessed in a rat M1 model and histological stainings were performed after 21 days
of post-implantation. Results showed that M1 was induced successfully and patch-related
calcification was not observed in all tested groups. Moreover, a higher number of BrdU-
labelled cells and a low level of CD68 positive cells were observed in the infarct region
under electromechanically stimulated conditions compared to static conditions. In
addition, cTroT, MHC, SAC, and nCAD positive cells were observed in both infarct
region and retrieved patch after 3 weeks. Although promising results were obtained in the

first part of the study, it was concluded that biophysical stimulations are not sufficient for
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cardiomyogenic differentiation of stem cells and novel strategies should be unveiled to
enable more effective cardiomyogenic differentiation.

Within this scope, we tested several protocols in which chemical (5-Aza and
Dimethylsulfoxide (DMSQ)) and biological stimulators (TGF-B1, FGF-2 and BMP-2)
were used in different combinations to increase cardiomyogenic differentiation of rt-
BMSCs in the second part of this study. gPCR results indicated that the highest cardiac-
specific marker expressions were measured in the combination of 5-Aza (10 uM) and
DMSO (1%) after 7 days. Immunofluorescence analysis results demonstrated that rt-
BMSCs expressed cardiac-specific proteins (¢TroT, SAC, Cnx43, and a-SMA) and
differentiated into cardiomyocytes in 5-Aza and DMSO induction while rt-BMSCs-
derived cardiomyocytes showed fetal cardiomyocyte-like proteins expression patterns
and disorganized sarcomere structure. Both rt-BMSCs and human bone marrow-derived
mesenchymal stem cells (h-BMSCs) were exposed to a variety of small-molecules
(valproic acid (Va), 5-Aza, DMSO, IWP-2 (WNT inhibitor) and RepSox (TGF-p
inhibitor)] combinations to manipulate epigenetic profile (acetylation activation and
methylation inhibition) and signaling pathways (WNT and TGFp signaling pathway
inhibition) to develop adult-like contractile cardiomyocytes with highly organized
sarcomere structure. Cell morphology, cell viability, cardiac specific gene and protein
expressions were evaluated. Results showed that cell morphology and cardiac-specific
gene expression level were highly dependent on small molecule combination and stem
cell resources. It was observed that h-BMSCs had a homogeneous morphology (elongated
spindle-shaped) with high cell viability and GATA-4, NKX2.5, and MEF2C genes were
significantly higher expressed in these cells compared to rt-BMSCs. Immunofluorescence
analysis was also performed after 14 days and results clearly showed that protein
expression pattern and sarcomere organization were highly dependent on stem cell source
and differentiation protocol. Both rt-BMSCs and h-BMSCs were successfully
differentiated into cardiomyocytes at the translational level and expressed cardiac-
specific proteins including cTroT, SAC, Cnx43, and a-SMA. However, adult-like protein
expression patterns and more organized sarcomere structure were observed in h-BMSCs-

derived cardiomyocytes compared to rt-BMSCs-derived cardiomyocytes.

In conclusion, mesenchymal stem cells showed higher cellular differentiation into
cardiomyocytes in the presence of small molecules and h-BMSCs were more convenient
cell type to derive adult-like cardiomyocytes for cardiac tissue engineering applications.


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/dimethylsulfoxide

Keywords: Cardiac patch, mesenchymal stem cell, electromechanical stimulation,
cardiomyogenic differentiation, valproic acid, WNT
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KH) tiim diinyada ve iilkemizde en onemli saglik sorunu
olup mortalite ve morbidite nedenleri arasinda ilk siralarda yer alirken ayn1 zamanda
saglik ekonomisine agir yiik getirmektedir. KH kapsaminda degerlendirilen konjenital
kalp defektleri gebeligin ilk 8 haftasi icinde ortaya ¢ikan ve diinya ¢apinda en yaygin
goriilen dogumsal anomalilerdir [1]. Bu hastaliklar en sik ventrikiiler septal defekt (VSD)
ve atrial septal defekt (ASD) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla birlikte diinyada
meydana gelen KH kaynakli 6liimlerin %49,2’si iskemik kalp hastaliklar1 kaynaklidir [2,
3]. Ayrica, iskemik kalp hastaliklari sonucu septal nekroza bagli VSD ya da serbest duvar
riptliric de olusmaktadir. Tiim bu rahatsizliklar kalbin fonksiyonlarini yitirmesi ile
sonuclanmakta olup hala ¢oziim aranan problemler arasindaki yerini korumaktadir. Bu
kapsamda, arastirmacilar hasarli dokunun yerini alarak kalbin fonksiyonunu yeniden
kazandirilmasini saglayan ve dogal dokuya benzer biyolojik, kimyasal ve mekanik

ozelliklere sahip kardiyak yamalar gelistirmek i¢in ¢aligmalar yiiriitmektedir.

KH’lerin tedavisi i¢in yeni yontem ve malzemelerin gelistirmesine yonelik ¢alismalar
tim hiziyla devam etmektedir. Bunlar arasinda sentetik kalp yamalarin gelistirilmesi,
hiicre terapileri ve kardiyak doku miihendisligi {iriinii olan rejeneratif 6zellikte kalp
yamalarmin gelistirilmesi sayilabilir. Sentetik yamalarin dokuya entegre olmamasi,
mekanik kuvvetin zamanla kaybi, rejeneratif olmamasi, enfeksiyon ve anevrezma
riskinde artisa neden olmasi, yabanci viicut reaksiyonu gostermesi, anastomoz bolgesinde
hiperplazi, tromboz riski, organa spesifik yapmin ve hiicre tipi spesifik nislerin

yetersizligi gibi dezavantajlar1 vardir [4-6].

Klinikte kalp hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak anjiyotensin reseptorii blokorleri,
aldosteron antagonistleri ve B-blokorleri kullanilmaktadir. Ancak bunlarin kalp krizi
sonrast olusan yara dokusunun iyilestirilmesinde basarili olmadiklari tespit edilmistir. Bu
sebeplerden dolay1 rejeneratif tip yoOntemlerinden olan kok hiicre terapileri son
zamanlarda olduk¢a 6nemli ve umut vadeden stratejiler arasinda yerini almistir [7].
Ancak klinik ¢alismalar sonucunda hiicre terapilerinin faydalarinin sinirlt oldugu, erken
donemde kalp fonksiyonlarin iyilestirilmesinde olumlu sonuglar alindigi ancak uzun
donemde bu olumlu durumun ortadan kalktig1 tespit edilmistir [8, 9]. Bununla birlikte

hiicre terapilerinde kullanilan hiicrelerin yara bélgesinde uzun siire kalamadiklari,



uygulamadan kisa bir siire sonra yara bolgesinden uzaklastiklar1 ya da canliliklarini

yitirdikleri tespit edilmistir [10].

Hiicre terapisinin kisith olan bu faydalarmin ve klinik basarinin artirilmasi igin
aragtirmacilar doku miihendisligi prensiplerini kullanarak kardiyak doku miihendisligi
lizerine yogunlagmis ve rejeneratif etkileri olan yapilar gelistirmistir. Bu yapilarin
gelistirilmesi i¢in arastirmacilar sentetik ve dogal biyomalzemeleri veya kardiyak
ekstraseliiler matriksi (KECM)’nin yapisal ve mekaniksel 6zellikleri daha 1yi taklit etmek
icin bunlar birlikte kullanarak hibrid nanofiber veya poroz doku iskeleleri iiretmislerdir.
Bununla birlikte sentetik ve dogal biyomalzemelerin dezavantajlarini elimine etmek igin
arastirmacilar dogal dokular1 hiicrelerinden arindirarak aseliiler matrisler elde etmeyi
basarmigtir. Bu matrislerin diger dogal biyomalzemelere gore istiinliikleri KECM nin

yapisal ve mekaniksel olarak daha iyi taklit edilmesi olarak bildirilmistir.

Diger taraftan kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda ideal bir malzemenin
yaninda ideal bir hiicre kaynaginin kullanilmasi da kritik 6neme sahiptir. Kardiyak doku
rejenerasyonunda kullanilacak hiicre kaynagi, tim kardiyak hiicre tiplerine donlisme ve
fonksiyonel entegrasyon yetenegine sahip oOlmalidir. Ayn1 zamanda malign
transformasyonuna direngli bir hiicre hatt1 segilmelidir [11]. Yetiskin dokudan izole
edilen, kendi kendini yenileyebilen, siniriz ¢ogabilen ve farklilasma yeteneginde olan
Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) bir¢ok pre-klinik ve klinik arastirmada tek basina ya
da bir doku iskelesi ile birlikte kullanilmistir [12]. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarda
kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda ise Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler
(iPKH)’lerin 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. iPKH’ler embriyonik kaynakli olmayan
hiicrelerden (6rnegin yetiskin somatik hiicreler) ektopik ekspresyon gibi digsal etkilerle
elde edilen pluripotent kok hiicrelerdir. Yapilan ¢aligmalarla bu hiicrelerden kasilabilir

fakat olgunlagsmamis kardiyomiyositlerin elde edildigi gosterilmistir [13].

Kardiyak doku miihendisligi triinlerinin etkin ve basarili olmasi implante edildigi
bolgede dogal doku ile entegrasyonuna baglidir. Bunun i¢in kullanilan doku iskelesi ve
hiicre tipi ne kadar onemli ise biyoaktif molekiiller de o kadar 6nem arz etmektedir.
Dolayisiyla arastirmacilar bu {riinlerin iyilestirme ve onarma etkilerini artirmak igin
cesitli biiylime faktorleri; vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), bazik fibroblast
biiyiime faktorii (FGFb), insulin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) vb. kullanmislardir
[14]. Bununla birlikte biyolojik bilgi kargolari ile gittikleri yerde rejeneratif etkiyi



saglayan eksozomlar son zamanlarda giderek 6nemi artan biyoaktif ajanlar olup kardiyak

doku miihendisligi uygulamalarinda da kullanilmaya baslanmistir [15].

Kardiyak doku miihendisliginde MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasi en kritik
basamak olup temel olarak epigenetik profilde inhibisyonlar saglayarak kardiyak spesifik
genlerin aktiflestirilmesi saglanir. DNA metilasyon/demetilasyonu ve post-translasyonel
histon modifikasyonlar1 siiregleri (asetilasyon, fosforilasyon ve metilasyon) fonksiyonel
olarak birbirleri ile iliskilidir. Olduk¢a karmasik olmasina ragmen, epigenetik olarak bir
genin inaktiflesmesi islemi ii¢ kritik basamakta gerceklesir; i. hedef genin regiilasyon
bolgesinde metilasyonun meydana gelmesi, ii. histon deasetilazlar tarafindan histon3
ve/veya histon 4’lin deasetilasyonu ve iii. histon 3’te lizin 9’un metilasyonu (H3K9) [16].
Dolayisiyla MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda kullanilan temel strateji
epigenetik profilde inhibisyonlar saglayarak kardiyak spesifik genlerin aktiflestirilmesi
temeline dayanmaktadir. Gen, protein ve metabolik aktivite bakimindan kimliksiz olarak
nitelendirilebilecek olan MKH’lerde DNA metilasyonunu inhibe ederek epigenetik
diizeyde etkisini gdsteren ve bdylece kardiyak spesifik transkripsiyon faktorlerinden
sorumlu genlerin aktilesmesini non-spesifik olarak saglayan 5-Azasitidin (5-Aza), MKH
kaynakli kardiyomiyositlerin elde edilmesinde siklikla kullanilan kiigiik bir kimyasal
molekiildiir. Ancak 5-Aza’nin kardiyomiyojenik farklilagmasindaki etkisine dair
literatiirde geliskili sonuglar elde edildigi goriilmektedir [17, 18]. Bu sebeple 5-Aza’ya
alternatif olabilecek ve daha yiiksek oranda kardiyomiyojenik farklilasmasini epigenetik
profilde degisimler saglayarak gosterecek olan kiiciik molekiil ya da molekiil
kombinasyonlarin tespit edilmesi kritik Oneme sahiptir. Epigenetik profilin
modiilasyonun yaninda kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda kullanilan
diger bir strateji de c¢esitli biyolojik yolaklarin manipiilasyonudur. Bu bakimdan
embiryonik dénemde kardiyomiyositlerin olusmasinda WNT yolag: kritik bir biyolojik
yolak olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Arastirmacilar, bu sinyal yolaginin mezoderm
indiiksiyonu i¢in aktif oldugunu, kardiyomiyojenik mezodermden kardimiyositlerin
farklilasmasi i¢in ise bu yolaginin inhibe oldugunu géstermislerdir [19]. WNT yolaginin
yaninda kardiyomiyogenezde etkisi bilinen diger bir sinyal yolagi TGFB’dir [20].

Epigenetik profil ve biyolojik yolaklar kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda
ne kadar kritik bir role sahip ise fizyolojik kosullarda kalp kasi hiicrelerinin maruz kaldigi
biyofiziksel kosullar da esit diizeyde kritiktir. Clinkii dogal kalp dokusu in vivo kosullarda

elektrik ve mekanik uyarimlarin etkisi altindadir. Tiire bagh olarak kalp, 1 Hz den (insan)
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10 Hz’ e (fare) kadar hiicre, doku ve organ diizeyinde dongiisel olarak kasilma ve gevseme
davranig1 gosterir. Hiicresel mikro c¢evrenin mekaniksel ozellikleri kalp kasinin
fonksiyonu ve farklilasmasinda kilit rol oynamaktadir [21, 22]. Bu kapsamda yapilan
caligmalar mekaniksel ya da elektriksel uyarimlarin kok hiicrelerin kardiyomiyojenik

farklilagsmalarini belirli bir diizeyde sagladiklarin1 gostermistir [23-25].

1.1. Tezin Amaci

Kalp kast hiicreleri fizyolojik kosullarda embiryonik ve yetiskin dénem boyunca
elektriksel ve mekaniksel uyarimlara maruz kalmakta ve bu biyofiziksel uyarimlar
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda oldukga kritiktir. Ancak literatiirde sinirl
sayida ¢alismada MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda elektriksel ve/veya
mekaniksel uyarimlarimlarin etkisi arastirilmistir. Bununla birlikte bildigimiz kadariyla
3-Boyutlu (3B) aseliiler doku iskelelerinde biyofiziksel uyarimlarla MKH’lerin

kardiyomiyojenik farklilagsmasi heniiz incelenmemistir.

Bu tez calismasimin ilk boliimiinde aseliiler perikard bazli doku iskelelerinde kimyasal
ajan (5-Aza) ve elektromekanisel uyarimlarin birlikte kullanilmasi ile sigan kemik
iliginden izole edilen MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmalarimi saglamak ve
elektromekaniksel uyarimlara maruz kalmigs MKH’leri i¢eren kalp yamalarimin sigan
Miyokardiyal Infraktis (MI) modelinde performanlarinin  degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak hiicre isleme teknolojisi ile sigir
perikardiyumu hiicrelerinden armndirilmis ve rt-MKH’ler elde edilen 3B aseliiler doku
iskelelerinde kiiltiir edilerek kimyasal (5-Aza’ya) ve biyofiziksel uyarimlara maruz
birakilmistir. Bu uyarimlarin hiicre canliligi ve kardiyak spesifik transkripsiyon
faktorlerinden sorumlu olan genlerin ifade diizeylerine etkileri incelenerek kardiyak
farklilasmasinda etkili parametreler tespit edilmistir. Daha sonra optimize edilen
parametreler (gerinim (%) ve gerilim (VV/cm)) kullanilarak elektromekaniksel uyarimlara
maruz birakilan kardiyak yamalar siganda olusturulan MI bolgesine implante edilerek
kalsifikasyon, hiicre gocli, immiin reaksiyon ve kardiyak spesifik protein ifadesi
bakimindan kardiyak yamalarin performansi test edilmistir. Bu boliimde elde edilen in
vitro ve in vivo sonuglar; 5-Aza ve -elektromekaniksel uyarimlarin MKH’lerin
kardiyomiyojenik farklilasmasinda kisithi oranda etkili oldugunu, kiiltiir kosullarinin ve

farklilastirma prosediiriiniin iyilestirilmesi gerektigini gostermistir. Bu nedenle bu tez



calismasinin ikinci boliimiinde in vitro kosullarda farkli kaynaklardan izole edilen
MKH’lerin yiiksek diizeyde kardiyomiyojenik farklilagmalarini saglayarak organize
sarkomer yapisina sahip kasilabilir yetiskin kardiyomiyosit benzeri hiicrelerin elde
edilmesinde kullanilabilecek yeni protokollerin gelistirilmesi igin epigenetik yeniden
programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonunu saglayacak ¢esitli kii¢iik molekiil
kombinasyonlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla ilk olarak ¢esitli biyolojik ve
kimyasal stimiilatorler ayr1 ayr1 veya birlikte kullanilarak sican kaynakli MKH’ler
kardiyomiyositlere farklilastiritlmistir. Bu ¢alismalarda kimyasal stimiilatorlerin biyoljik
stimiilatorlerden daha etkili olduklar1 ancak elde edilen kardiyomiyositlerin organize
olmayan bir sarkomer yapisina sahip oldugu, fetal donem ozelligi gosterdigi ve
fonksiyonel olmadiklari tespit edilmistir. Kasilabilir fonksiyonel kardiyomiyositlerin elde
edilmesinde organize bir sarkomer yapisinin olmasi olduk¢a onemlidir. Dolayisiyla
epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonlar1 yapilarak daha
etkin bir kok hiicre farklilagmasi ve daha organize bir sarkomer yapisina sahip
kardiyomiyositlerin gelistirilebilecegi diisliniilmiis ve epigenetik diizeyde hem
asetilasyon aktivasyonu (valproik asit (Va)) hem de metilasyon inhibisyonunu (5-Aza)
saglayarak MKH’ler kardiyomiyositlere farklilagtirilmistir. Epigenetik  yeniden
programlamanin yaninda kardiyomiyojenezde etkisi oldugu bilinen sinyalyolaklarin
inhibisyonunu (WNT yolak inhibitorii olarak IWP-2 ve TGFp yolak inhibitorii olarak
RepSox) saglayan kiigiik molekiiller de farklilagsma prosediirlerine eklenmistir. Ayrica,
bu ¢alismada hiicre kaynagiin kok hiicre farklismasinda ve daha olgun ve diizenli
sarkomer yapisina sahip kardiyomiyositlerin elde edilmesinde etkin bir unsur olup
olmadiginin tespit edilmesi icin insan ve sican kaynakli kemik iligi MKH’leri

kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Iskemik kalp hastaliklari, inme, kronik kalp yetmezligi, periferial arter hastalig1, kalp
kapakgiklar1 hastaliklari, kardiyak ve vaskiiler malformasyonlar, kardiyomiyopatiler,
mikrovaskiiler hastaliklar ve kalp ve damar ile ilgili diger hastaliklar1 igeren KH diinya
genelinde Olim ve yasam kalitesinin azalmasi ile sonuglanan hastaliklarin basinda
gelmektedir. Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismaya gore KH’in diinya genelinde
goriilme siklig1 son 20 yilda (1990-2019) yaklasik 2 katina ¢ikmistir. 1990 yilinda 271
milyon kiside KH tespit edilirken 2019 yilinda bu say1 523 milyon olmustur. Hayatini
kaybeden kisi say1si ise 1990 yilinda 12,1 milyon iken bu deger 2019 yilinda 18,6 milyon
kisiye yiikselmistir. 2017 yilinda ise 17,8 milyon kisi hayatin1 kaybetmistir. Diinya
genelinde toplum ve yasli niifusun artmas1 KH’1n goriilme sikligini dogru orantili olarak
artirmigtir. KH’1n temel sebepleri arasinda kardiyometabolik, davranissal, ¢evresel ve
sosyal risk faktorleri vardir [3, 26, 27]. Ulkemizde ise 2018 yili dliim nedenleri
istatistikleri incelendiginde meydana gelen 6liimlerin %38,4’niin KH kaynakli oldugu

anlasilmaktadir (https://tuikweb.tuik.gov.tr/).

2.1.1. Konjenital Kalp Defektleri

Konjenital kalp defektleri, ana kan damarlarini, kalp odaciklarini ve kalp kapaklarini
etkileyebilen kalbin malformasyonudur. Bununla birlikte Michelle ve ark. konjenital kalp
anomalisini “kalpte ya da hayati fonksiyonlari olan intratorasik biiyiilk damarlarda
meydana gelen ¢ok biiyiik yapisal anomaliler” olarak tanimlamiglardir [28]. Bu tanimda
damarlar 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak konjenital kalp defektleri iizerine hazirlanan
bircok epidemiyolojik raporda bikiispit aortik kapake¢ik, mitral kapak prolapsusu, Marfan
Sendromu, kardiyomiyopatiler ve konjenital aritmilerin de bu defektlere sebep
olusturdugu ifade edilmistir. Bu durum konjenital kalp defektlerin taniminin bahsedilen
anomalileri kapsayacak sekilde genisletilmesi gerektigini ortaya koymaktadir [29]. Bu
defektler, gebeligin ilk 8 haftasi icinde ortaya ¢ikan ve diinya capinda en yaygin goriilen
dogumsal anomalilerdir [1]. Konjenital kalp defektleri, canli dogan bebeklerin %0,8’ inde
goriilme sikligindadir [30]. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Avrupa’da 19
milyondan fazla sayida ¢ocuk kalp hastasi olup; bunlarin 230.000’den fazlas1 6liimle
sonuglanmaktadir. Bu durum yilda 140 milyar dolar gibi olduk¢a 6nemli bir ekonomik

yiik getirmektedir. Diinya ¢capina yansitildiginda ise her yil 2,5 milyon ¢ocugun konjenital

6


https://tuikweb.tuik.gov.tr/

kalp rahatsizligiyla dogdugu ve bu vakalarin biiyiik bir kisminin sonradan kalp hastasi
oldugu bilinmektedir [31]. ABD’de 2010-2014 yillar1 arasi baz alinarak yapilan
degerlendirmede atrioventrikiiler septal defektlerin oran1 10.000 canli dogumda 5,38
olarak hesaplanmistir [32]. Konjenital kalp rahatsizliklari, siyanotik kalp hastaligi, sol-
tarafli obstriiksiyon (tikaniklik) defektleri ve septum defektleri olarak ii¢ ana kategoride
simiflandirilabilir [33]. ASD, VSD, cift ¢ikish ventrikiiler ve hipoplastik sol kalp
sendromu ve benzeri konjenital kalp defektleri, iskemik kalp hastaliklarinda da oldugu

gibi, defektli ve nekrotik miyokardiyal yapiyla iliskilidir [34].

Normal bir kalp anatomisi incelendiginde sag ve sol list odaciklarin (antrium) birbirileri
ile baglant1 kurmayan bagimsiz yapilar olduklar1 goriiliir. Ancak bu iki odacik arasinda
bulunan duvarda (septum) meydana gelen ¢esitli malformasyonlar sonucu bu iki yap1
arasindaki duvarin biitiinligii bozulur ve odaciklar arasinda etkilesim meydana gelir
(Sekil  2.1A). Bu malformasyonlar ASD olarak tanimlanmaktadir [35].
Malformasyonlarin neden oldugu agiklik embiryonik donemde meydana gelen
anomalilerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, TBX5, GATA-4 ve NKX2.5
gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar da ASD olusumu ile iligkilendirilmistir [36].
Yetigkinlerde en fazla goriilen ASD’lerin dort ana tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerden en
fazla goriileni ostium sekundum defektir ve ASD vakalarinin %80’ni teskil etmektedir
[37]. ASD’ler yetiskinlerde asemptomatik olarak goriilmekte olup bir¢ok vakada nefes
darlig1 ve egzersizlerde yasan problemler gibi spesifik olmayan semptomlarla kendini
gostermektedir [38]. Giiniimiizde ASD’nin tedavisi i¢in kullanilan iki temel yaklasim
vardir. Bunlardan ilki torakotomi cerrahi ile kapatma ve ikincisi ise girisimsel kapatma
tedavisidir. Girisimsel kapatma tedavisinde kullanilan bir¢ok ara¢ vardir. Bu araglarda
kismen ve tamamen biyobozunur olan malzemeler kullanilmaktadir. Biyobozunur
malzeme olarak polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve polikaprolakton (PCL)
sik¢a kullanilmaktadir [39]. Biyobozunur malzemeler yaninda perikard bazli yamalar da
ASD tedavisinde kullanilmaktadir (Sekil 2.1B) [40].

VSD en sik goriilen konjenital kalp rahatsizligi olup, tiim kalp anomalilerinin %40’ n1
olusturmaktadir. VSD’nin goriilme siklig1 yas faktorii ile degiskenlik gostermektedir.
Ciinkii dogumda goriilen bircok malformasyon dogum sonrasinda kapanmaktadir.
Yapilan galismalarda ASD’de oldugu gibi TBX5 ve GATA-4 genlerinde meydana gelen
mutasyonlar VSD ile iliskilendirilmistir [41]. VSD tedavisinde agik kalp ameliyati

standart yontem olarak karsimiza ¢iksa da kateter temelli girisimsel cerrahi uygulamalari
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da kullanilmistir [42]. Kardiyovaskiiler cerrahi ve pediyatrik kardiyak cerrahide kardiyak
yama uygulamasi, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin onarimi veya rekonstriiksiyonu igin
kritik bir cerrahi tekniktir [43]. Bu kapsamda kalbin iki ventrikiilii arasindaki agiklik
(septum) ile karakterize edilen VSD, bu ag¢ikligin kendiliginden kapanmadigi durumda,
kardiyak yama kullanilarak tedavi edilmektedir (Sekil 2.1 C ve D). Bu kapsamda sigir
perikardiyumu yama malzemesi olarak kullanilabilecek onemli bir secenek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Us ve ark. yaptiklar1 calismada VSD hastalarinda kapatma
malzemesi olarak sigir perikardiyumu kullanilmis ve elde ettikleri sonuclar hastalarda
anevrizma goriilmedigini ancak 1 yil sonunda yer yer kalsifikasyonun meydana geldigini

gostermistir [44].

Sekil 2.1. Konjenital septal defektler ve perikard bazli kapatma malzemeleri ile
kapatilmasi A) ASD ve B) ASD’nin perikard bazli kapatma malzeme ile kapatilmasi [45]
C) VSD ve D) VSD’nin perikard bazli kapatma malzemesi ike kapatilmas1 [46]. Beyaz
oklar ASD ve VSD’yi siyah oklar ise perikard bazli kapatma malzemesi ile kapatilmis
ASD ve VSD’yi gostermektedir.



2.1.2. Iskemik Kalp Hastahklar

Iskemik kalp hastalig1 ya da MI, miyokardiyumda (kalp kas1) gergeklesen hiicre dliimii
ve enflamasyonla sonug¢lanan iskemik (viicutta bir bolgenin yerel kanlanma eksikligi) bir
olaydir [47]. MI neticesinde goriilen kalp rahatsizliklart diinya ¢apinda yiiksek oranda
mortalite ve morbiditeye sebep olurken 2019 verilerine gore diinya genelinde KH
kaynakli 6liimlerin %49,2’si M| sebebiyle meydana gelmistir [2, 3]. 2018 yili Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore ise iilkemizde KH’lar arasinda iskemik kalp
hastaligt 6lim nedeni bakimindan %39,7 ile ilk sirada yer almaktadir

(https://tuikweb.tuik.gov.tr/). MI takiben olusan gii¢lii enflamatuar yanit ile 6li hiicreler

makrofajlar tarafindan kaldirilir. Sonraki haftalarda enfarktiis bolgesine fibroblastlar ve
endotel hiicrelerin gogiiyle kalin ve sert kollajen skar dokusuna doniisen graniilasyon
dokusu olusur [48]. Bu hastalarda kalpteki hasarli dokunun fibrotik hale gelmesiyle
miyokardiyal duvarlarda incelmeye bagli olarak, yetersiz kasilma sonucu genisleme ve
organ yetmezligi goriilmektedir. Kaybedilen kardiyomiyositlerin telafi edilmesi i¢in
hiicreler hipertrofiye girerek kalbin mimari yapisini korumaya caligirlar [2, 47]. Organ
yetmezligi semptomlarinin azaltilmasi i¢in ¢esitli farmakolojik uygulamalar ve cerrahi
miidahaleler yapilmaktadir. Kalp yetmezliginin ilerlemesinin 6nlenmesi i¢in B-blokorler,
Anjiyotensin doniistiiriicti enzim (ACE) inhibitorleri ve gesitli ilaglar kullanilmaktadir.
Ote yandan, koroner arter baypas greftleri kullanilarak miyokardiyal dokunun yeniden
vaskiilerizasyonu da saglanabilmektedir. Fakat en 1yi ilaglar veya koroner arter baypas
greftleriyle bile siddetli miyokard enfarktiislerin ventrikiiler fonksiyon bozukluguyla
sonuclanmasmin  Online  gecememektedir. Bu durumda tedavi segenekleri
“transplantasyona koprii” olarak kullanilan sol ventrikiil destek cihazlarmin kullanimi
veya kalp transplantasyonudur. Kalp transplantasyonu kisitli organ donoérii desteginin
olmas1 ve organ reddi problemleri nedeniyle organ ihtiyacini karsilamada yetersiz

kalmaktadir [2, 47].
2.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Tedavi Stratejileri
2.2.1. Kok Hiicre Terapisi

Klinikte kalp hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak anjiyotensin reseptorii blokorleri,
aldosteron antagonistleri ve B-blokorleri kullanilmaktadir. Ancak bunlarin kalp krizi
sonrast olugan yara dokusunun iyilestirilmesinde bagarili olamadiklar1 tespit edilmistir.

Kalp nakli ise en son bagvurulan yontemdir ancak uygun dondriin bulunmasi énemli bir


https://tuikweb.tuik.gov.tr/

problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 rejeneratif tip
yontemlerinden olan kok hiicre terapileri son zamanlarda olduk¢a Onemli ve umut
vadeden stratejiler arasinda yerini almistir [7]. Kalp kasi hastaliklarinin tedavisine
yonelik yapilan pre-klinik ve klinik calismalarin 6nemli bir kisminda MKH’ler
kullanilmigtir [49]. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ise iskemik kalp hastaliginin
tedavisinde iPKH ve Embriyonik K6k Hiicreler (EKH) umut vaat eden hiicre kaynaklari
olarak anmilmistir [50]. MKH’lerin tercih edilme sebepleri arasinda kemik iligi ve yag
doku gibi ulasilmasi kolay olan dokulardan izole edilmeleri, ex vivo kosullarda yiiksek
sayida ¢ogaltilabilme, immiin sistemi baskilama yeteneklerinin olmasi ve yiiksek

farklilagsma yetenegine sahip olmalaridir [49].

Son yillarda yapilan klinik ¢aligmalarda arastirmacilar kok hiicrelerin giivenligini ve
etkinligini test etmeyi amaglamisladir. ilk sonuglar umut verici olmasina ragmen genis
kapsamli yapilan klinik ¢aligmalar hiicre terapilerinin ancak kisitli bir yarar sagladigini
gostermistir. Hayvan deneylerinde kok hiicre terapisinin kalp kasi hasarinin ilerlemesini
durdurdugu ve hasarli boélgenin onarildig: tespit edildikten sonra klinik caligmalar
baslamistir. 2004 yilinda yayinlanan ve 60 hasta ile yapilan bir klinik ¢alismada (BOOST)
[51], arastirmacilar kemik iligi kaynakli kok hiicre terapisinin 6. ayinda Sol Ventrikiil
Ejeksiyon Fraksiyonu (LVEF) degerinde 6nemli bir artig meydana getirdigini ancak 18.
ayinda bu faydanin tamamen ortadan kalktigini raporlamistir [9]. 200 hasta ile yapilan
bagska bir calismada da (REPAIR-AMI) BOOST deneyinde oldugu gibi tedavinin altinci
ayinda LVEF degerinde 6nemli bir artis oldugu ve bu degerin 2 yil boyunca normal
degerlerde oldugu tespit edilmistir [52]. Bu umut verici sonuglara ragmen kemik iligi
kaynakli kok hiicrelerle sonradan yapilan diger bir¢ok klinik ¢calismada 6nemli bir fayda
saglanmadig1 raporlanmistir. Yakin zamanda yaymlanan ve 2.732 kisinin katildig
caligmanin sonuglari, kok hiicre terapisinin giivenli oldugunu ancak ne kisa ve ne de uzun
donemde hayat kalitesi ve LVEF degerinde kayda deger bir iyilesme saglayamadigini
gostermistir [53]. ABD’de yapilan ve kok hiicre tedavisinin kalp hastaliklarinda
kullanildig1 en genis katiliml klinik ¢aligmanin (PreSERVE-AMI) sonugclari, kok hiicre
kaynakli herhangi bir giivenlik sorunu olugmadigi ancak tedavinin herhangi bir fayda
saglamadigin1 gostermistir [54]. Yasanan bu olumsuzlara ek olarak hiicre terapilerinin
basarisiz olmasinin 6nemli bir nedeni kullanilan hiicrelerin yara bolgesinde tutulmasinin
diisiik seviyede olmasidir [55]. Yara bolgesine transplante edilen hiicreler, enjeksiyon

alaninda hizli bir sekilde kaybolmaktadir. Ciinkii, hiicreler ya canliliklarini yitirmekte ya
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da dolasim sistemine girerek “wash out” olmaktadir [10]. Enjeksiyon bdlgesinde diisiik
sayida hiicre sayisinin olmasi enjeksiyon yontemi ile direkt iliskilendirilmektedir.
Siklikla tercih edilen enjeksiyon yontemleri arasinda intramiyokardiyal enjeksiyon,
intrakoronar, transendokardiyal ve transepikardiyal enjeksiyon bulunmaktadir [56] . Bu
yontemlerle yapilan hiicre terapisi ¢alismalarinda kisa dénemde enjeksiyon bolgesinde
implante edilen hiicrelerin yaklasik %10-15’1 [57], uzun dénemde ise (>1 ay) sadece
%1°1ik bir kismu tespit edilebilmektedir [58]. MI durumunda kalp dokusunda 1 milyar
hiicrenin zarar gordiigii diislniildiiglinde bu oranlarin ne denli yetersiz kaldig1 net bir
bigimde anlagilmaktadir [59]. Intramiyokardiyal enjeksiyon yontemi ile implante edilen
hiicrelerin dnemli bir kismi (%35) ise akcigerlerde tespit edilmistir [60]. Ote yandan doku
miihendisligi yontemleri kullanilarak intramiyokardiyal enjeksiyona kiyasla 10 kat daha

fazla hiicrenin yara bolgesinde tutunabildigi ifade edilmistir [55].
2.2.2. Kardiyak Yamalar

Bircok klinik oOncesi calismada, kok hiicrelerin, genlerin ve biliylime faktorlerin
enjeksiyonunun terapotik etkinlikleri degerlendirilmis ve bu stratejilerin diisiik stabilite
ve raf Omriine sahip olduklar1 raporlamiglardir. Dolayisiyla yiiksek terapdtik
performansin elde edilmesinde tedavi edici ajanin yara bolgesine taginma yontemi kritik
oneme sahiptir. Bu baglamda kardiyak yamalar 6n plana ¢ikmistir. Kardiyak yamalarin
bilesenleri basit olarak iki kisma ayrilabilir; tasiyict unsur olarak kullanilacak substrat ve

tedavi ajan1 [61].

Kardiyovaskiiler cerrahi ve pediatrik kardiyak cerrahide kardiyak yama uygulamasi,
kardiyovaskiiler rahatsizliklarin onarimi veya rekonstriiksiyonu igin kritik bir cerrahi
tekniktir [43]. Klinik kullanimdaki mevcut kardiyak yamalar; sentetik (polietilen
tereftalat (PET) veya Dakron® ve politetrafloroetilen (PTFE)) ve perikardiyum (otolog,
allojenik veya zenojenik) ile kisithidir [62-64]. Mevcut yama iiriinleri sentetik olup
dokuya entegre olamayan yapilardir ve mekanik kuvvetin zamanla kaybi, rejeneretif
olamama, enfeksiyon ve anevrezma riskinde artig gibi dezavantajlara sahiptir. Sentetik
malzemelerden Dakron® ve PTFE’ nin yiizey modifikasyonu, cerrahi islenebilirligi, iyi
porozite Ozellikleri olmasina ragmen; yabanci viicut reaksiyonu, elastik uygunlugu
saglayamamasi, anastomoz bolgesinde hiperplazi, tromboz riski gibi dezavantajlar vardir
[4]. Bunlara ek olarak organa spesifik yapinin ve hiicre tipi spesifik nislerin yetersizligi

de bu yamalarin dezavantajidir [5, 6]. Gluteraldehit ile fikse edilmis ya da edilmemis olan
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otolog perikardiyum ya da zenoperikardiyum yamalar ise kalsifikasyon, katilagsma,
biiziilme ve uzun donemde pargalanma gibi sorunlara kaynaklik etmektedir [65]. ASD ve
VSD gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilacak ideal bir yamanin sahip olmasi gereken
Ozellikler su sekilde siralanmistir; immiinojenik olmamali, dogal doku ile orantili
biiyiiyebilme, uzun stiren miikemmel hemodinamik profile sahip olma, farkli boyutlarda
bulunabilme, esnek olma, tromboembolizim riski tasimama, kalsifikasyona direngli olma
ve diisiikk yapisal dejenerasyon insidansina sahip olma. Birgok ¢alisma yapilmasina
ragmen heniiz tiim bu 6zellikleri tagiyan bir yama gelistirilememistir [66]. Kardiyak doku
mithendisligi yukarida bahsedilen ideal yama 6zelliklerine sahip yapilarin gelistirilmesi
icin olduk¢a umut vadeden bir disiplin olarak goriilmekte ve bu alandaki ¢alismalar tiim

hiziyla devam etmektedir.
2.3. Kardiyak Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Kardiyak Yamalar

Son evre kalp hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecek fonksiyonel 3B kardiyak
dokularin gelistirilmesi hem arastirmacilarin hem de hekimlerin 6niinde ¢6ziim bekleyen
oldukga zor bir problemdir [67]. 1lk olarak 1990’larin baslarinda bir disiplin olarak ortaya
cikan ve zarar gormils doku ve organlarin onarilmasi i¢in yeni nesil yaklasimlar
gelistirmeyi hedefleyen doku miihendisligi 6nemli bir arastirma alani olarak karsimiza
cikmaktadir [68]. Doku miihendisligi yontemlerini kullanarak bir dokunun ingasi
siirecini, bir evin insasi ile analoji yaparak anlamak miimkiindiir. Bir evde saglamlik i¢in
duvarlara, malzemelerin taginmasi i¢in kapilara, su ve elektrigin taginmasi i¢in sihhi
tesisat ve devrelere ve oksijenin sirkiilasyonu i¢in pencerelere nasil ihtiyac¢ varsa doku
miihendisligi yapilirken de benzer konular -sirasiyla tutunma, diflizyon, entegrasyon ve
vaskiilarizasyon- dikkate alinmalidir. Boyle bir tasarimin temel amaci evin sakinleri i¢in,
ki doku miihendisligi uygulamalarinda bunlar hedef dokunun insasi icin kullanilan
hiicrelerdir, yasanabilir bir ¢evre olusturmaktir [69]. Doku miihendisligi yaklagimi ile
iretilen iriinleri 2 farkli kategoride degerlendirmek miimkiindiir. Bunlardan ilki,
kaybedilen ya da zarar gérmiis doku veya organlarin yerine kullanilabilecek dokularin
gelistirilmesi, ikincisi ise dogal dokuyu taklit eden in vitro modellerin gelistirilmesidir.
Bir doku in vitro model olarak gelistirildiginde, gelistirilen model hedef dokunun
fonksiyonel ve fizyolojik 6zelliklerini tasimali ve biyolojik faktdrlerin test edilmesine
olanak saglamalidir. Bunun yam sira, bu modellerin, maliyeti diisiirmek icin kiigiik

boyutta olmas1 ve taramayi kolaylastirmasi arzu edilmektedir [70, 71].
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Doku miihendisligi yaklagimi1 zamanla kardiyak alanda da kullanilmaya baglanmistir [72].
Ciinkii kalp kasi hiicrelerinin kaybi ile sonug¢lanan durumlarda kalp kasi kendini
yenileyememekte ve bu durum zamanla daha kotii hale gelerek kalbin fonksiyonunu
yitirmesi ile sonuglanmaktadir [73]. Bu da kalbi, doku miihendisligi alaninda ¢alisan
arastirmacilar agisindan fonksiyonel doku miihendisligi iiriinleri ile yaranin onarilmasi ve
kalp fonksiyonlarin eski haline getirilmesi igin ¢ok cazip bir alan haline getirmektedir
[74].

Genel olarak kardiyak doku miihendisligi stratejileri kalp spesifik morfogenezinin ve
hiicre canliligmin korunmasinin saglanmasi {izerinedir [75]. Kardiyak yamalar
fonksiyonunu yitirmis bir kalp parcasinin yerine konulan yapilar olarak tasarlanir ve
tanimlanirlar. Bir yama terapétik ajanin yara bolgesine tasinmasi i¢in tasarlandiginda
hangi hiicre popiilasyonunun ve malzemenin kullanilacaginin tespit edilmesi esit degerde
onemlidir [76]. Kardiyak doku miihendisligi tiriinii olan kardiyak yamalarin biyobozunur,
biyouyumlu, biyoaktif, kalp dokusunun mikroyapisti ile fizyolojik olarak uyumlu ve kalp
dokusunun mekanik ozelliklerine benzer sertlik ve esneklik gibi 6zelliklere sahip
olmalidir [77]. Bunlarla birlikte kuvvetli ve stabil kasilma ve damarlanmaya olanak

saglama aranan diger 6nemli dzelliklerdir [78].

Genel olarak kardiyak doku miihendisligi sistemleri 2 temel kategoride
degerlendirilebilir: doku iskelesi temelli ve doku iskelesinin kullanilmadigi sistemler
(hiicre tabakalar1 yontemi). Son 20 yilda doku miihendisligi iiriinii olan kardiyak
yamalarm kii¢iik ve biiyiik hayvan modellerinde MI sonrasinda kalp fonksiyonlarinm
artirdig1 yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir. Tek hiicre katmanindan olusan kardiyak
yamalarda beslenmenin yeterli diizeyde olmamasi nedeniyle translaplantasyondan sonra
hiicre oliimiiniin meydana geldigi ifade edilmistir [79]. Dolayisiyla arastirmacilar, bu
problemin istesinden gelmek i¢in kalp yamasina EKH’ler, iPKH’ler, endotel hiicreleri
[80] ya da damarlandirmayi artiracak ¢esitli malzemeleri [81] eklemislerdir. Bu
eklemeler, beklendigi iizere kardiyak yamanin dogal dokuya basarili bir bigimde entegre
olmasmi1 ve kalp fonksiyonlarini artirma noktasinda basarili sonuglar alinmasi ile
sonuglanmistir. Bununla birlikte yasanan teknolojik gelismelere paralel olarak kalp
yamas1 mithendisliginde kullanilabilecek bir¢ok malzeme gelistirilmis ve bilim insanlarin
hizmetine sunulmustur. Bu malzemelerin kalp yamalar1 miihendisliginde kullanilmasi ile
yamamanin dogal dokuya entegre olmasi bakimindan hiicre tabakalar1 stratejine gore

daha basarili sonuglarin alindig ifade edilmistir [82]. Kalp yamalarinin gelistirilmesinde
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kullanilan malzeler arasinda kollajen ve fibrin siklikla karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin
yaninda ¢esitli dokularin hiicrelerinden arindirilarak aseliiler hale getirilmesi ile elde
edilen doku iskeleleri de kalp yamasit miihendisliginde kullanilmaktadir. Bu doku
iskeleleri ¢esitli terapotik hiicreler veya biyoaktif molekiillerle birlikte kullanilarak

yamalar gelistirilmektedir [61] (Sekil 2.2).

Hiicre Kaynaklar

Biyoaktif Molekiiller

SR,
e & _ F )
L_{//$r. > s .._-3\}_
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imal Kok Hiicreler indl is Pluripotent Kok Hicreler

"""""""""""

Dogal Biyomalzemeler Sentetik Biyomalzemeler

Sekil 2.2. Kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan hiicre kaynaklari,

biyoaktif molekiiller ve doku iskeleleri malzemeleri.

Kardiyak doku miihedisligi tirlinleri olan kardiyak yamalar ile yapilmis gesitli klinik
caligmalar vardir. Bu ¢alismalarda yamalar hiicreli veya hiicresiz olarak uygulanmstir.
Bu alanda yapilan ilk klinik ¢alisma MAGNUM adhi c¢alismadir. Bu caligmada
arastirmacilar, kemik iliginden izole ettikleri mononiikler hiicreleri tip I kollajen
kullanilarak iiretilen doku iskelesinde kiiltliire etmis ve hastalara implante etmislerdir.
Elde edilen sonuglar yamanin implante edildigi grupta ejeksiyon fraksiyonu, yara
kalinlig1 ve sol ventrikiiliin kan ile dolma hizinin artig1 tespit edilmistir [83]. Baska bir
klinik calismada, aseliiler hale getirilmis domuz kaynakli ekstraseliiler matriks (ECM,
(CorMatrix®)) yamalar1 insanlarda konjenital kalp hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmistir [43]. Yine domuz MI modellerinde CorMatrix®’in MI takiben olusan

hasarimn iyilestirilmesinde olumlu sonuglar elde edildigi raporlanmistir [84]. Bunlarla
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birlikte ileri derecede kalp rahatsziligi olan hastalara enjekte edilebilir kalsiyum aljinat
hidrojellerin kullanildigit AUGMENT-HF c¢alismas: [85] ve yine kalp krizi gecirmis
hastalarda sodyum aljinat ve kalsiyum gliikonat kullanilarak gelistirilen doku iskelesinin
test edildigi PRESERVATION [86] adli klinik c¢alismalar yapilmis ve sonuglar

yayinlanmustir.

Her ne kadar kardiyak doku miihendisligi iiriinlerinin gelistirilmesinde birincil amag zarar
gormiis kalp dokusunu rejenere etmek olsa da in vitro kosullarda gelistirilen 3B kardiyak
doku miihendisligi {irtinleri KH’lerin modellenmesi, arastirilmasi ve anlagilmasi i¢in de
onemli bir platform olarak karsimiza ¢ikmaktadir [87]. KH’lerin arastirilmasina yonelik
yapilan arastirmalarda, siklikla geleneksel 2-Boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii sistemleri
kullanilmaktadir. 2B hiicre kiiltiirii sistemlerinin basit ve ucuz olmasina ragmen, hiicresel
fenotip ve davranislarin ¢alisilmasi i¢in uygun ortamlar olmadiklar: ifade edilmistir. 2B
kiiltiirlerde hiicre gelisiminde hiicre yiizey reseptorlerinin ekspresyonu, c¢ogalma
ozellikleri, hiicre yogunlugu ve metabolik fonksiyonlari farklidir [88]. Bu sistemlerdeki
hiicrelerin ECM yapisinda, sinyal yolaklarinda, hiicre tutunma molekiilleri ve biiylime
faktorii sentezinde gozlenen degisimler sonucunda hiicre polaritesi, farklilasmasi gibi
bircok fonksiyonu degiserek in vivo doku ozelliklerini yitirmektedir [89]. Etkinlik ve
giivenlik parametreleri bakimimdan incelendiginde, in vivo hayvan modelleri hala
onemini korumaktadir. Ancak, hayvan modellerinde insan patofizyolojisinin etkin ve
giivenilir bir sekilde taklit edilmesi bakimindan ¢esitli zorluklar oldugu da bilinmektedir.
Bu problemler de etkin ve giivenilir teknik ve tedavilerin gelistirilmesinde basar1 sansinin
azalmasina neden olmaktadir. in vivo hayvan modellerin kaynaklik ettigi diger 6nemli bir
problem de etik kaygilardir [90-92]. Klinik Oncesi ila¢ aragtirmalarinda fare modelleri
siklikla tercih edilirler. Ancak, insan ile fare arasindaki fizyolojik ve filogenetik
farkliklarin oldugu ve bu farkliklarin Faz-1 denemelerinde basarisiz sonuglarin
alinmasina kaynaklik ettigi bilinmektedir. Bu basarisizlik, bir ilag adayr molekiiliin
Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay alarak klinikte ilag olarak
kullanilmast i¢in 0,8 ile 1,8 milyar dolar toplam maliyet ve 8-12 yillik bir siire gerektirdigi
diistiniildiigiinde iizerinde durulmasi ve ¢6ziilmesi gereken 6nemli bir sorundur [93, 94].
2B hiicre kiiltiir sistemleri ve in vivo hayvan modellerinin bu dezavantajlar1 gerek ilag
aragtirmalarinda gerekse de KH’lerin arastirilmasi ve yeni nesil tedavi stratejilerinin
onerilmesinde kardiyak doku miihendisligi {irinii olan 3B in vitro modellerin 6nemini

artirmaktadir.
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Kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinin tiriinii olan 3B in vitro yapilar, 2B kiiltiir
sistemleri ile in vivo modeller arasindaki boslugu doldurarak maliyet, zaman ve etik
problemlerin azalmasinda énemli olan yeni nesil araglardir [93]. 3B ortamda hiicrelerin
kiiltiire edilmesi ile gelistirilen yapilarin, in vivo fizyolojik kosullarin olusturulmasi
bakimindan etkin yapilar oldugu ve bu o6zellikleri sebebiyle 2B ile in vivo modeller
arasinda koprii gorevi gorerek gelistirilen ilag ya da teknigin mekanizmasi ve etkinliginin
test edilmesi igin yararli araglar oldugu vurgulanmustir [91]. ideal 3B modeller hem
anotomik makro yapiy1 hem de doku ve hiicre diizeyinde mikro yapiy1 gostermelidir. Bu
Ozellikleri tagiyan in vitro modellerin kullanilmasi ile klinikteki basar1 sansi belirgin bir

bigimde artacagi diistiniillmektedir [93].

Kardiyak doku miihendisligi alaninda yapilan calismalarda kullanilan {i¢ temel arag
vardir. Bunlar; i. hiicre kaynagi, ii. doku iskelesi, iii. biyoaktif molekiiller. Asagida bu ii¢

ara¢ detayli bir bigimde islenerek drneklemeler yapilmistir.
2.3.1. Hiicre Kaynaklan

Kardiyak doku miihendisligi tiriinlerinin basarisi igin kullanilacak hiicre kaynagi en
onemli paramaetrelerin basinda gelmektedir. Kardiyak doku rejenerasyonunda
kullanilacak hiicre kaynagi, tiim kardiyak hiicre tiplerine doniisme ve fonksiyonel
entegrasyon yeteneginde olmalidir. Ayn1 zamanda malign transformasyonuna direncli bir
hiicre hatt1 se¢ilmelidir [11]. Klinik uygulamalar i¢in doku miihendisligi tiriinii yapinin
fenotipik olarak stabil kardiyak hiicre popiilasyonlar: (miyositler, fibroblastlar, vaskiiler
hiicreler) igermesi gerekmektedir [48]. Allojenik hiicreler kullanildiginda goriilecek
kanser oraninin ve enfeksiyon tekrarini artiran immun baskilayici tedavinin Oniine
gecmek icin, otolog veya immun toleransli hiicre kaynaginin kullanilmasi 6nerilmektedir
[47, 48]. Aynm1 zamanda hiicreler, dokunun elektro-mekanik 6zellikleriyle Ortiisebilen
kasilma yetisinde olmalidir. Koordine olmayan kasilmalar aritmelere yol acabilmektedir.

Koordine hiicresel kasilmalar genis hacimlerde kanin itilmesinde etkilidir [47].

Kalbin kasilan hiicreleri olan kardiyomiyositler, ii¢c boyutlu sinsityum olusturarak kam
ileri pompalayan mekanik kasilmanin gerceklesmesi igin elektriksel sinyallerin
yayilmasini saglarlar [48]. Major kardiyak yaralanmadan sonra bile kardiyomiyositler
populasyonun en yogun hiicreleridir. Kalpteki kardiyomiyosit olmayan hiicrelerin biiyiik
cogunlugunu ise miyokardiyumun fonksiyonuna katki saglayan kardiyak fibroblastlar

olusturur. Kardiyak fibroblastlar ventrikiiler duvara hizla infiltre olarak, basit skar
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dokusuyla yaranin iyilesmesini saglarlar. Kardiyak fibroblastlar saglikli ve hastalikli
miyokardiyumun mekano-elektriksel indiikleyicileri olarak fonksiyon gormektedirler
[95]. Kasilan kalp hiicreleri olan kardiyomiyositlerin, kasilamayan kalp hiicreleri olan
fibroblast hiicrelerine orani yapinin kasilabilir 6zelligi agisindan kardiyak doku

miihendisliginde oldukga kritiktir [75].

Kardiyak doku miihendisliginde sik¢a kullanilan hiicre kaynagi kok hiicrelerdir. Kok
hiicreler, embiryonik, yetiskin ve pluripotent kok hiicreler olmak iizere lic temel gruba
ayrilmaktadir. EKH’lerin yetiskin kok hiicrelere kiyasla en Onemli avantajlart bu
hiicrelerin yiiksek genomik stabilite, farklilasma ve ¢ogalma kapasitelerinin olmasidir.
Ancak tiimor olusturma ve immiinojenisite bu hiicrelerin kaynaklik ettigi en temel
problemlerdir. Bunlarla birlikte etik sorunlar ve EKH kaynakli spesifik dokularin
gelistirilmesinin zorlugu da sorunlar arasinda yerini almaktadir. Yetiskin kok hiicreler iki

ana kategoride incelenmektedir: Hematopoetik Kok hiicreler ve MKH [96].

2.3.1.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

1981 yilinda kesfedilen ve smirsiz ¢ogalma kabiliyetine sahip, kendini yenileyebilen ve
ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan tlirevlenen doku tiplerine
farklilagabilen EKH’ler [97, 98], izolosyon yontemleri ve kaynaklari bakimindan etik
kaygilara kaynaklik etmektedirler. Bununla birlikte bu hiicrelerin teratom olusturma
potansiyeline sahip olduklari da ifade edilmistir [99]. Bu problemler EKH’lere alternatif
olarak kullanilabilecek ve yetiskin dokulardan izole edilebilecek multipotent kok

hiicrelere olan ihtiyact ortaya ¢ikarmistir.

1970’lerin ortasinda kemik iliginden izole edilen ve kiiltiir kabinin ylizeyine tutunan igsi
hiicrelerin kesfinden bu yana yapilan arastirmalar bu hiicrelerin osteoblast ve kondrosit
hiicrelerine farklilagtigim1 gostermistir [100]. Bir¢cok organda bulunan bag dokusu
hiicrelerine farklilasma yeteneginde olan bu hiicreler i¢in “Mezenkimal Kok Hiicreler
(MKH ya da MSC)” terimi 1991 yilinda Arnold I. Caplan tarafindan kullanilmigtir [101].
Literatirde MKH (MSC) kisaltmasi igcin Multipotent Stromal Hiicreler, Kemik Iligi
Stromal Hiicreleri, Mezodermal Kok Hiicreler, Mezenkimal Stromal Hiicreler ve daha
birgok agilim kullanilmigtir [102, 103]. Caplan, son zamanlarda yapilan birgok ¢aligsmada,
bu hiicrelerin salgiladiklar1 ¢esitli biyoaktif faktorler (terapotik ilaglar olarak da
nitelendirilebilir) araciligiyla terapotik etkilerini (immiinmodiilatér ve rejeneratif)

gosterdikleri sonucunu goz oniinde bulundurarak bu hiicrelerin, “Medicinal Stem Cells”
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olarak yeniden isimlendirilmesi gerektigini savunmustur [104]. Uluslararas1 Hiicre Terapi
Derneginin 2006 yilinda yayinladig1 ve bilimsel ¢evrelerce kabul goren rehbere gore bir
hiicrenin MKH olarak kabul edilebilmesi i¢in tasimasi gereken minimum 3 6énemli kriter
vardir. Bunlar; i. hiicrenin substrata tutunup ¢ogalmasi, ii. CD73, CD90, CD105 gibi
hiicre yiizey belirteglerini pozitif, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a ya da CD19 gibi
belirteglerini ise negatif olmasi ve son olarak iii. osteoblast, adiposit ve kondrositlere
farklilagsabilme kabiliyetinde olmaktir [105].

MKH ile ilgili yapilan caligmalarin ¢ok biiylik bir kismi bu hiicrelerin in vitro
kosullardaki karakterizasyonlarina ve bu karakteristik 6zelliklerin agiklanmasina yonelik
olarak yapilirken, bu hiicrelerin in vivo orijinlerinin arastirilmasi sinirh sayida ¢alismaya
konu olmustur [106]. Bag doku tipleri (stroma) viicudumuzun her yerinde ortak olarak
bulunan dokulardir. Bununla birlikte her organda kan damarlarinin bulunmasi, damarlarin
MKH’lere kaynaklik edebilecegi hipotezinin ortaya atilmasimi saglamistir [107].
Dolayisiyla bu durum, bulunduklari dokunun homeostatik mekanizmalarinin
devamliligini saglayan ve yara olusumu durumunda dokunun onarimindan sorumla olan
MKH’lere kaynaklik edebilecek ortak lokal dnciil hiicrelerin varligini diisiindiirmektedir.
Neredeyse tiim doku tiplerinde, doku spesifik MKH’lerin izole edilmis olmasi bu durumu
aciklamaktadir. 1800’lerin sonlarina dogru kesfedilip daha sonralar1 perisitler olarak
isimlendirilen ve damarlarin ¢evresinde bulunan hiicreler ile MKH’ler CD73, CD105,
CD90 ve CD44 gibi hiicre yiizey belirteglerini ifade etmektedir [106, 108]. Bunlara ek
olarak pankreas, plasenta, iskelet kas1 ve yag dokusu gibi bir¢ok insan ve fare dokusunda
CD146, platelat biiyiime faktorii (PDGF) reseptorii ve noral glial antijeni 2 pozitif
hiicreler perisitler ile iliskilendirilmistir [109]. Bu belirtegler kullanilarak izole edilen
perisitlerden uygun kiiltir kosullarinda adiposit, osteoblast ve kondrosit benzeri
hiicrelerin elde edilebildigi ifade edilmistir [107]. Tim bu veriler, bu konuda ¢alisan

aragtirmacilarin perisitlerin MKH’lerin onciilleri oldugunu kabul etmesini saglamistir.

Perisitlerin yaninda MKH’lere kaynaklik ettigi diisliniilen diger hiicre tipi fibroblastlardir.
Fibroblast hiicreleri, bir¢ok dokunun hiicre dis1 matriksinin sentezinden sorumlu olan ve
hemen hemen her doku ve organda bulunan hiicrelerdir. MKH ile fibroblast hiicreleri
arasinda biiyiikk benzerlikler bulunmaktadir [110]. Her iki hiicre tipi ylizeye bagiml
hiicreler olup ayn1 morfolojik goriiniime sahiplerdir. Insan dermal fibroblast hiicreleri,
MKH’lerin izolasyonunda kullanilan birgok belirte¢ bakimindan pozitiftirler [111].

Bunlarla birlikte multipotensi 6zellikleri bakimindan ¢eligkili sonuglar olsa da fibroblast
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hiicrelerinin osteojenik, adipojenik, kondrojenik ve hepatositlere farklilagma yetisinde
olduklar1 gosterilmistir [112, 113]. Son olarak insan dermal fibroblast hiicrelerinin
MKH’lerin gosterdigi immiin sistemi diizenleme fonksiyonunu da gdosterdikleri

raporlanmustir [112].

Wagner ve ark. yaptiklar1 calismada yag, kemik iligi ve kordon kanindan izole ettikleri
MKH’leri fibroblast hiicreleri ile farklilasma, yiizey belirte¢ ifadesi ve gen profili
bakimindan karsilastirmis ve elde ettikleri sonuclar, kok hiicrelerin adipojenik ve
osteojenik farklilagma yetisinde olduklarin1 ancak fibroblastlarin farklilasamadiklarini
gostermistir. Fenotipik hiicre ylizey belirtegleri bakimindan kok hiicreler ve fibroblast
hiicreleri arasinda bir fark tespit edilememistir. Ancak, global gen profili bakimindan her
iki hiicre tipi arasinda énemli farkliliklar oldugu tespit edilmistir [114]. Ote yandan Blasi
ve ark. yag dokudan izole edilen MKH’leri morfoloji, biiyiime hizi, multipotensi
(osteoblast, adiposit ve kardiyomiyosit benzeri hiicrelere farklilasma), fenotipik,
anjiogenez ve anti-inflamatuvar etki bakimindan fibroblast hiicreleri ile kiyasladiklar
calismada, bu iki hiicre tipi arasinda morfoloji, bliylime hizi, multipotensi ve fenotipik
ozellikler bakimindan bir fark tespit edilmemistir. Ancak, anjiyogenez ve anti-
inflamatuvar etki bakimimndan MKH’lerin daha etkili olduklar1 bulgularla desteklenmistir
[115]. Covas ve ark. tarafindan yapilan kapsamli ¢aligmada ise fetal ve yetiskin donem
dokulardan izole edilen kok hiicreler, perisitler ve fibroblast hiicreleri morfoloji,
farklilasma yetisi, fenotip ve global gen profili bakimindan kiyaslanmis, hiicre
morfolojisi, farklilasma ve fenotip bakimindan ii¢ hiicre tipi arasinda fark tespit
edilmemistir. Global gen profili bakimindan ise MKH’ler perisitler ile benzerlik

gosterirken, fibroblastlar diiz kas ve miyofibroblastlar ile benzer profil gostermistir [116].

Kaynak olarak MKH’ler yetiskin (kemik iligi, yag doku, kas doku ve periferal kan),
perinatal (plasenta, umblikal kordon, umblikal kordon kani, kordon-plasenta baglantisi
ve Wharton’s Jelly) ve fetal (amniyotik sivi ve kan, kemik iligi, kalp, pankreas ve
karaciger gibi fetal dokular) dokulardan izole edilebilmektedir [103]. Kemik iligi,
MKH’lerin izolasyonu i¢in en 1yi sekilde karakterize edilen kaynak olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bununla birlikte MKH’lerin farklilasma yetilerine dair birgok bulgu kemik
iliginden izole edilen hiicreler kullanilarak elde edilmistir. Kemik iliginde MKH’lerin
kisitli sayida olduklar1 ve MKH orani 1 milyon hiicrede 10 hiicre olarak ifade edilmistir
[117]. MKH’lerin ve kemik iligi kaynakli MKH’ler preklinik ve klinik denemelerde

cesitli kalp hastaliklarinin tedavisine yonelik olarak kullanilmis ve elde edilen veriler bu
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hiicrelerin kardiyak fonksiyonunu ve kalp dokusunun rejenerasyonunu sagladigini
gostermigtir [12]. Literatir verileri incelendiginde MKH’lerin kullanildigi birgok
calismada bir¢ok kardiyak grefti/yamasi gelistirildigi goriilebilir. Bu amag i¢in gerek
sentetik gerekse de dogal biyomateryaller doku iskelesi malzemesi olarak hidrojel, poroz
ya da nanofiber formunda kullanilmaktadir [118, 119]. Ayrica herhangi bir destekleyici
doku iskelesinin kullanilmadigi MKH hiicrelerinden gelistirilen hiicre tabakalarinin

kullanildig1 uygulamalar da mevcuttur [120].

2.3.1.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre
kaynag1 olarak iPKH’ler 6n plana ¢ikmaktadir. iPKH’ler embriyonik kaynakli olmayan
hiicrelerden (6rnegin yetiskin somatik hiicreleri) ektopik ekspresyon gibi dissal etkilerle
elde edilen pluripotent hiicrelerdir. Ilk olarak 2006 yilinda Yamanaka grubu tarafindan,
fare fibroblast hiicrelerinden, KIf4, Sox2, Oct4 ve c-Myc genlerinin retroviral
transdiiksiyonu ile elde edilmistir [121]. 2007 yilinda ise c-Myc onkogenik transkripsiyon
faktorii disinda ayn1 kombinasyon ve faktorlerin farkli kombinasyonlar1 kullanarak insan
hiicrelerinden pluripotent kok hiicreler elde dilmistir [122, 123]. iPKH’ler somatik
hiicrelerden elde edildigi i¢in etik sorunlari asarak, ila¢ arastirmalarinda, doku
miihendisligi uygulamalarinda ve hiicresel tedavilerde kullanilma potansiyellerinin
yiiksek oldugu belirtilmektedir [122]. Embriyonik kok hiicrelerin bir¢ok karakteristik
ozelligi iPKH’lerde de bulunmaktadir. iPKH’ler, alkalen fosfataz pozitif hiicrelerdir,
morfolojileri embriyonik kok hiicrelere benzemekte ve her lic germ tabakasina da
(ektoderm, endoderm, mezoderm) farklilasabilmektedir. Bunlara ek olarak, gen ifade
profili, DNA metilasyon modeli, limitsiz proliferasyon aktivitesi, teratom olusturma
yetenegi ve kimerik canlilar olusturabilme potansiyeli bakimindan benzerlik
gostermektedir [124]. iPKH’ler; otolog hiicre tedavisinde, monogenik ve multigenik
hastaliklarin modellenmesinde, kompleks genetik O6zelliklerin ve alel varyasyonun
calisiimasinda ve ilag, toksisite, farklilasma ve tedavi igin substrat olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla, son yillarda iPKH iiretimi i¢in ¢ok sayida protokol

gelistirilmis ve farkli fare ve insan hiicre popiilasyonlar1 kullanilmistir [125].

Son yillarda in vitro kosullarda kardiyomiyositlerin gelistirilmesi konusunda oldukga
onemli gelismeler yasanmistir. Bu gelismelerden biri pluripotent hiicrelerden ventrikiiler,
atrial ve nodal benzeri kardiyomiyositlerin gelistirilmesidir. ikinci énemli gelisme ise

miyosit olmayan hiicrelerin kardiyomiyositlere transdiferasyonudur [126-128].
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EKH’lerin fonksiyonel kardiyomiyositlere farklilastirilmasi, ilk defa 2001 yilinda Kehat
ve ark. [129] tarafindan ve iPKH’lerin ise 2009 yilinda Zhang ve ark. tarafindan
gerceklestirilmistir.  Zhang ve ark. yaptiklart ¢alismada, i1PKH kaynakli
kardiyomiyositlerin (iPKH-KM), EKH kaynakli kardiyomiyositler ile kardiyak spesifik
gen paterni, cogalma ve elektrofizyolojik olarak benzerlik tasidiklarini gostermistir [13].
Ote yandan, embiryonik doénemde pluripotent kok hiicrelerin kardiyomiyositlere
farklilasmasinda Aktivin/Nodal, TGF-p, GSK3, WNT ve BMP gibi yolaklarin gorev
aldig1 tespit edilmistir [130]. Dolayisiyla in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda bu
yolaklarin inhibisyonu ve/veya aktivasyonunu temel almis farklilagtirma protokolleri de
kullanilmaktadir. Laflamme ve ark. yaptiklar1 ¢alismada EKH’lerin matrijel kapl kiltiir
kabinda aktivin A ve kemik morfojenik proteini-2 (BMP-2) biiyiime faktoriinii kullanarak
kardiyomiyositlere farklilagmasi saglanmistir. Yapilan analizler EKH kaynakl
kasilabilen kardiyomiyosit hiicre oraninin %30°dan diisiik oldugunu gostermistir [131].
Baska bir calismada ise EKH’ler veya iPKH’ler, mTeSR-1 serumsuz besi ortaminda
kiiltiire edilip, WNT yolaginin inhibisyonunu saglayan kiiciik molekiillere maruz
birakildiklarinda, kiiltiir ortaminda kendiliginden kasilabilen kardiyomiyosit oraninin
%82-95 araliginda oldugu tespit edilmistir [132]. Yine aymi sekilde farklilagtirma
protokoliine GSK3 ve WNT inhibisyonunu saglayan kiigiik molekiillerle beraber BMP-4
ve askorbik asidin eklenmesiyle elde edilen oran yaklasik olarak %80 olarak tespit
edilmistir [133].

Birgok kalp hastaligin yetiskin kardiyomiyosit fizyolojisi ile iligkili olmasindan dolay:
ilag arastirmalarinda kullanilan testlerde yetiskin kardiyomiyositlerin kullanilmasi kritik
onem tasimaktadir. Kok hiicrelerin kardiyomiyositlere gelistirilmesi konusunda umut
vaat eden bircok gelismenin olmasina ragmen, kardiyomiyosit kiiltiirlerinin safliginin ve
elde edilen kardiyomiyositlerin olgun olmamasi hala ¢6ziim aranan sorunlardir. iPKH-
KM’ler, yetiskin kardiyomistlerle kiyaslandiginda bazi akimlarin yogunluklarinin farkl
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, bu hiicrelerin elektrofizyolojik olarak olgunlagsmamis
hiicreler olarak tarif edilmesine neden olmaktadir [134]. Cesitli kii¢iik kimyasal
molekiiller  kullanilarak  hiPKH'ler = kardiyomiyositlere basarili  bir  sekilde
farklilastirilmasina ragmen, gelistirilen bu hiicreler, fizyolojik yapi, gen ekspresyon
profili ve fonksiyon bakimindan olgun kardiyak dokusunu taklit edemedikleri ifade
edilmistir [135, 136]. Immiinfloresan boyamalar alfa aktin gibi yapisal proteinlerin ifade

oldugunu gostermesine ragmen, iPKH-KM’lerin morfolojik ve sarkomer organizasyonu
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bakimindan yetigkin kardiyomiyositlerden c¢ok fetal kardiyomiyositlere benzedikleri
bildirilmigtir. iPKH-KM'lerin olgunlasmamis oldugunu gosteren diger bazi kanitlar ise
gelismemis T tubiiler sistem, olusan gap baglantilarinda erken dénem in vivo kalp
gelisiminin belirteci olan konneksinlerin ifade olmasi, embiryonik ve fetal donemle

iliskilendirilen diiz kas aktinin ifade olmasi olarak siralanabilir [137-140].

2.3.1.3. Diger Hiicre Kaynaklari

Kardiyomiyositler: Kalp dokusunda en fazla bulunan hiicre tipi kardiyomiyositlerdir.

Dolayisiyla bu hiicrelerin izole edilmesi ve kullanilmasina dair ¢alismalar yapilmistir.
Uygun boliinme hizina sahip olmalari ve in vivo kosullardaki sag kalim oranlarinin
yiiksek olmasi neonatal ve fotal donem kardiyomiyositlerin tercih edilme sebepleridir
[141]. Ancak bu hiicrelerin immiinojenik etki, timor olusturma riski, az elde edilme ve
etik problemler gibi 6nemli sorunlart mevcuttur [142]. Ayrica dogal doku ile
entegrosyonlar1 noktasinda kii¢iik hayvan denemelerinde basarili sonuglar olsa da biiyiik
hayvan denemelerinde ayni basaridan s6z etmek miimkiin degildir [143]. Bununla
beraber, kardiyomiyositlerin izolasyonu i¢in kullanilabilecek insan kalbinin limitli
olmasi, hastadan alinan kalbin hiicre izolasyonun yapilacagi merkeze gotiiriilmesi
stirecinin 6zel lojistik yontemlerle yapilmasi ve kardiyomiyosit izolasyonunu her an
yapabilecek uzman bir kadronun olmasi gibi asilmasi zor durumlarin da oldugu
literetiirde ifade edilmistir [144] . Tim bu dezavantajlar primer kardiyomiyositlerin
kardiyak doku miihendisligi uygulamalardaki kullanimlarini 6nemli diizeyde kisitlamig

ve yeni hiicre kaynagi arayislarini artirmistir.

Cizgili kas hiicreleri: Primer kardiyomiyosit hiicrelerine kiyasla elde edilme kolayliligi,

kiiltiirde yiiksek sayida tretilebilme, in vivo da canliliklarini koruyabilme, hastadan
kolaylikla temin edinebilme ve immiinreaksiyon ihtimalinin diisiik olmas1 gibi énemli
avantajlar olsa da ¢izgili kas miyoblastlarinin kardiyak doku hiicrelerinin sahip oldugu
elektromekaniksel Ozelliklere sahip olmamalari bu hiicrelerin kalp hastaliklarinin
tedavisine yonelik olarak kullanilmasini kisitlamaktadir [141]. Yapilan pre-klinik
caligmalarda bu hiicrelerin dogal doku ile yiiksek oranda entegre oldugu, miyotiip
olusumlarini sagladigr ve kalp fonksiyonlarmi artirdigi tespit edilmistir. Faz | Klinik
caligmalarda, bu hiicrelerin kullanilabildigini ve fakat kalp fonksiyonlarmin
tyilestirilmesinde ¢ok da etkili olmadiklar1 ve aritmilere sebep olduklar1 gosterilmistir

[145]. Yam1 sira bu hiicrelerin adezyon ve gap baglanti proteinlerini ifade

22



edememelerinden dolay: kalp dokusu ile elektromekaniksel olarak uyum saglamayarak

elektrofizyolojik problemlere neden olduklar1 da bildirilmistir [141].

Kardivak Kék-Onciil Hiicreleri: 1k defa 2003 yilinda yetiskin sican kalbinde tanimlanan

bu hiicrelerin kok hiicre belirteclerini ifade ettigi (c-Kit’*?), kendini yenilebildigi,
multipotent karakter gosterdigi ve yetigkin sicanlarda gelistirilen MI modelinde test
edildiklerinde yara bolgesinde rejeneratif etki gosterdigi ve damarlanmay1 sagladiklari
gorilmistir. Bu hiicreler daha sonra fare, insan ve domuz kalp dokularinda da
tanimlanmis ve karakterize edilmistir [146]. Kalp kasi hiicrelerinin yaninda in vitro
kosullarda diiz kas ve endotel hiicrelerine farklilasma yeteginde olan ve
miyokardiyumdan alinan 6rneklerden eksplant kiiltiirli yontemi ile izole edilebilen bu
hiiceler, kardiyo-sfer olusturma yetisinde olup CD34 ve CD45 gibi belirtegleri ifade
etmemektedir [147, 148]. Yapilan g¢alismalar bu hiicrelerin kemik iligi kaynakli
MKH’lere kiyasla daha etkili kardiyomiyositlere farklilagtiklart [149] ve daha az sayida
kullanimasina ragmen kalp fonksiyonlarini gelistirme, dogal doku ile entegrasyon, in vivo
kosullarinda farklilasma ve yara onarimi sagladiklari gosterilmistir [150]. c-kitP*
hiicrelerinin yaninda kalp dokusunda izole edilen ve PDGFRo, ISL1 ve SCAIl
belirteclerini pozitif olarak ifade eden hiicre popiilasyonlarin da kok hiicre 6zelliklerini
gosterdigi ve in vitro kosullarda kardiyomiyosit, endotel ve diiz kas hiicrelerine
farklilastiklar1 gosterilmistir [151]. Onemli avantajlarma ragmen bu hiicrelerin izole
edilmesi i¢in insan kalp dokusundan 6rnek alinmasinin getirecegi sorunlar bu hiicrelerin

dezavantaji olarak nitelendirilebilir.
2.3.2. Doku iskeleleri

Kardiyak doku miihendisliginde doku iskelelerine olan ihtiyacin anlagilmasi igin
oncelikle KECM fonksiyonlar1 bilinmelidir. KECM’nin kalp fonksiyonlarin saglanmasi
icin ¢ok kritik bir role sahiptir. KECM kalp hiicrelerine fiziksel olarak destek saglamakta,
kalp dokusunun asir1 gerinmesini 6nlemekte ve fibrotik yara dokusu olugsmasi sonrasinda
elektriksel akimin iletilmesini saglamaktaktadir [78]. Dolayisiyla kardiyak doku
miithendisligi uygulamalarinda hiicreleri destekleyecek sentetik ya da dogal doku
iskeleleri kullanilarak KECM’nin taklit edilmesi kritik dneme sahiptir. in vivo KECM
yapisi bu calismalarda kullanilacak doku iskelelesinin hangi 6zelliklere sahip olmasi
acisindan O6nemli veriler sunmaktadir. Yetiskin KECM yapisinda %70 oraninda fibrial

kollajen tip I ve tip V bulundurdugu goriilmektedir [152]. Bununla birlikte KECM’nin
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%20’sini olugturan basement membranda kollajen tip IV ve az da olsa agrin, laminin,
perlikan ve nidojen bulunmaktadir. Hiicreler tarafindan olusturulan aksiyon potansiyelin
iletilmesini saglayan glikoproteinler ve proteoglikanlar ise kECM’nin %4’ iinii
olusturmaktadir. Son olarak lumikan, prolarjin, periostin, trombospontin-2, fibronektin,
emilin, dermatopontin, fibulin ve kollajen VI’iin kECM’in %3’iinii olusturdugu tespit
edilmistir [153]. Fetal ve yetiskin donem kalp dokularindan alinan 6rneklerle yapilan
caligmada yetiskin kalp dokusunda KECM’in daha kalin kollajen fiberler (42.34+0.55
nm), daha iyi organize olmus basment membran ve kardiyomiyosit kiimelerinin
olusturdugu genis bosluklardan olusan heterojen bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir
[154]. Bu bilgiler in vitro kosullarda gelistirilecek bir kardiyak doku miihendisligi
iriiniinde kullanilacak doku iskelesinin yapisal bilesiminin ve fonksiyonunun ne olacagi
hakkinda yol gostermektedir. Kardiyak doku miihendisligi uygulamalarina bakildiginda
genel olarak iki tip doku iskelesi yapisi karsimiza ¢gikmaktadir. Bunlar; sentetik polimerler

kullanilarak gelistirilen doku iskeleleri ve dogal dokularidan elde edilen doku iskeleleri.

2.3.2.1. Sentetik Doku Iskeleleri

Sentetik polimerik doku iskeleleri, dogal dokunun istenen 6zelliklerinin elde edilmesi i¢in
kolaylikla iiretilebilmeleri ve islenebilmeleri nedeniyle kardiyak doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in olduk¢a Onemli malzemelerdir. Yiiksek biyouyumluluk, istenen
mekanik ozellikte iiretilebilme ve bozunma hizlarinin istenilen sekilde ayarlanabilmesi
polimerlerin ilk akla gelen olumlu 6zellikleridir. Bununla birlikte, sentetik polimerin
sahip oldugu porozite, mikroyap1 ve dayaniklilik gibi 6zelliklerin kalp dokusunun basarili
bir bi¢imde taklit edilmesi i¢in arzu edilen sekilde ayarlanabilmesi 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Kardiyak doku miihendisliginde kullanilacak doku iskelelerinin belirli bir
oranda elastisite ve mekaniksel dayanima sahip olmalar1 gz 6niinde bulundurularak, bu
Ozelliklerin saglanmasi i¢in farkli sentetik polimerler birbirleri ile karistirilarak ¢ok ¢esitli
kardiyak doku iskelesi gelistirilmistir [77]. Kardiyak doku miihendisligi uygulamarinda
en sik kullanilan sentetik polimerler arasinda PCL, poligliserol sebasat (PGS), poli(laktik
asit-ko-glikolik asit) (PLGA), biyobozunur poliiiretan (PU) ve PLA bulunmaktadir [155].

Kolay bulunma, diigiik maliyet ve FDA tarafindan onaylanma, PCL’li sik¢a kullanilan bir
sentetik polimer haline getirmistir. Elektroegirme yontemi ile 6rgii (“mesh”) formunda
tiretilen PCL doku iskelelerinde sigan kaynakli kardiyomiyositler kiiltiire edilerek, in
vitro kosullarda miyokardiyum benzeri yap1 gelistirilmis ve bu yapida hiicrelerin yiliksek

canlilifa sahip oldugu, ii¢ giin sonunda kasilabildigi ve kardiyak spesifik proteinlerini
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ifade ettigi raporlanmistir [156]. PCL fiberlerin ¢apmin hiicre adezyonu ve
fonksiyonunda kritik 6nem sahip olmasi ve PCL orgii doku iskelelerinin mekanik
Ozelliklerinin kalp dokusunu taklit etmek i¢in yeterli olmamasi arastirmacilart PCL
polimerini kollajen ve elastin gibi dogal polimerlerle birlikte kullanarak hibrit doku
iskeleleri gelistirmeye itmistir [157]. Kardiyak doku miihendisligi uygulamalarina
yonelik olarak farkli tiretim teknikleri kullanilarak farkli yapida ve kompozisyonda PCL
doku iskeleleri gelistirilmistir [158]. Bununla birlikte kalp dokusundaki elektriksel
iletimin desteklenmesi icin arastirmacilar tarafindan PCL doku iskelelerinde c¢esitli
modifikasyonlar yapilarak taklit basarisi1 yiiksek ve elektriksel iletimin saglanmasinda

pozitif yonde etkisi olan doku iskeleleri gelistirilmistir [159, 160].

Miyokardiyuma benzeyen yapisal ve mekaniksel 6zellikleri (PGS’in E-modiiliisii:0,025-
1,2 MPa, insan miyokardiyumun E-modiiliisii: 0,01-0,5 MPa) nedeniyle kardiyak doku
miithendisligi caligmalarinda karsimiza ¢ikan diger bir sentetik polimer de PGS’tir [161].
PGS polimeri kullanilarak farkli formlarda (kanal yapisinda, poroz ve fiber) doku
iskeleleri gelistirilmis ve etkinlikleri hayvan modellerinde gelistirilen MI modellerinde
test edilmistir. Sonuglar vaskiilarizasyonun arttigin1 [162], yara alanin azaldigi [163],

dogal doku ile entegrasyonun basarili bir bigcimde meydana geldigini gostermistir [164].

Yiiksek biyobozunurluk, biyouyumluluk ve kolay islenebilirligi nedeniyle PLGA ko-
polimeri bir¢ok doku miihendisligi uygulamasinda doku iskelesi malzemesi olarak
kullanildig1 gibi kardiyak doku miihendisliginde de basarili bir bicimde kullanilmistir.
Elektroegirme yontemi ile gelistirilen PLGA doku iskelesi tizerinde sigan kaynakli kemik
iligi kok hiicreleri kiiltiire edilmis ve hiicreli doku iskelesinin etkinligi sigan MI
modelinde test edilmistir. Elde edilen sonuglar ventrikiiler dokuda rejenerasyonun
meydana geldigini ve kardiyak fonksiyonlarinda iyilesme meydana geldigini gostermistir
[165]. Yine yakin bir zamanda Cristallini ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada jelatin-
PLGA hibrit doku iskelesi adenozin ile fonksiyonlastirilmis ve bu doku iskelesinin etkisi
domuzda iskemi modelinde test edilmistir. Elde edilen sonuclar adenozin ile modifiye
edilmis PLGA doku iskelesinin fibrotik doku olusumunu engelledigini ve gesitli sinyal

yolaklarinin aktiveslemesi sonrasi yara bolgesinde hiicre sayisinin arttigini gostermistir

[166].

Sentetik polimerler kolay islenebilirlilik, yiiksek biyouyumluluk, diistiik maliyet, yiliksek
biyobozunma hizi gibi avantajlara sahip olsa da kKECM’in olduk¢a kompleks olan
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biyokimyasal ve fiziksel yapisi ile mekaniksel Ozelliklerini taklit etmede yetersiz
kalmaktadir. Daha Once de ifade edildigi lizere KECM yapisinda bir¢ok proteini
bulunduran oldukga kompleks bir iskeledir. Bununla birlikte sentetik malzemeler, canliya
implante edildiklerinde gii¢lii bir yabanci cisim reaksiyonunu tetiklemekte ve fibrotik
kapsiil olusumu meydana gelmesi ile malzeme ve g¢evre dokunun entegrasyonunu
engellenmektedir [167]. Ote yandan dogal doku kaynakli malzemeler ya da aseliiler
malzemeler, doku ile malzeme arasinda arayiizey olusturabilecek ECM bilesenleri
icerdiginden daha hafif bir yabanci cisim reaksiyonunu olusturmaktadir. ECM kaynakli
malzemeler dogal bagisiklik sistemini harekete gecirerek konak doku ile entegrasyonu
yardimci olabilecek yeni matriks olusumunu saglayabilmektedir. Ancak, sonradan
kazanilmis bagisikligi harekete gecirebilme ve sitokin salimina neden olma gibi
problemler allojenik ya da ksenojenik kaynakli malzemelerin uygulamasini
siirlamaktadir [168, 169]. Dolayisiyla arastirmacilar bu kompleks yapiy1 yiiksek oranda
taklit edecek yeni biyomimetik doku iskelelerini gelistirmek i¢in dogal dokular1 aseliiler

hale getirerek kullanmiglardir [78].

2.3.2.2. Dogal Doku Iskeleleri

Dogal biyomalzemeler hayvan ya da bitkilerden izole edilmis ve biiyiime faktorii ya da
hiicrelerin  tutunmasint ~ kolaylagtiracak malzemelerdir. Dogal doku kaynaklh
biyomalzemeler denilince ilk akla gelen malzeme kollajendir. Kollajenin dogada ¢ok
bulunmasi, kolaylikla modifiye edilmesi, yiiksek biyouyumluluk, adhezif olmasi,
dikilebilir olmasi, poroz olmasi ve diger malzemelerle birlikte rahatlikla kullanilmas: bu
malzemin kullanimin1 énemli diizeyde artirmistir [170]. Bununla birlikte kollajenin geri
doniistimsiiz olarak hidrolize edilmesiyle gelistirilen jelatin siklikla tercih edilen diger bir
dogal biyomalzemedir. Bu iki malzeme yiiksek saflikta sigir ve domuzdan elde edilmekte
ve biyomedikal uygulamalarda basarili bir bi¢imde kullanilmaktadir. Kardiyak doku
miihendisligi uygulamalarida yeni nesil liretim metotlar1 [171] ya da geleneksel iiretim
metotlar1 [172] kullanilarak gelistirilen kollajen bazli doku iskeleleri kullanilarak bir¢ok
calisma yapilmis ve elde edilen sonuglar derlenerek yaymlanmistir [170, 173]. Kollajenin
yaninda fibrin, kitosan, aljinat, hiyaloronik asit, matrijel gibi biyolojik kaynakl
malzemeler ve bu malzemelerin birlikte kullanilmasi ile gelistirilen hibrid yapilar
kardiyak doku miihedisligi ugulamalarinda genis bir kullanim alani bulmustur. Bu

mazlemeler kullanilarak kardiyak yamalarin gelistirilmesine yonelik yapilan birgok
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calisma mevcut olup literatiirde bu konuda kapsamli derlemeler bulmak miimkiindiir

[155, 170, 174].

ECM’den saflagtirilan dogal biyomateryaller klinik uygulamalar i¢in her ne kadar umut
vaad etse de dogal ECM ile kiyaslandiginda yapisal 6zellikler ve hiicrelere sagladiklari
cevre bakimindan dezavantajlara sahiptirler [175]. Ote yandan dogal biyomalzemeler
kategorisinde degerlendirilen ve doku ya da organlardan elde edilmis aseliiler doku
iskeleleri ideal bir doku iskelesinde bulunmasi gereken komplek kompozisyon, vaskiiler
ag ve Ozgiin doku spesifik yapiya sahiplerdir. Bunlarla birlikte yiiksek biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve biyoaktiviteye sahip olan biyolojik matrislerin kullanilmasi ile zarar
gormiis dogal dokuda biyokimyasal, mekaniksel ve vaskiiler yapinin desteklenmesi ile
hiicre sag kaliminin artirilmasi ve hiicrelere in vivo benzeri uyarimlar saglayarak hiicre

temelli rejenerasyon prosediirlerinin etkinliginin artirilmast miimkiindiir [176, 177].

Bu tez ¢alismasinda yukaridaki bilgiler dikkate alinarak kardiyak yamalarinin
gelistirilmesi i¢cin si@ir perikardiyumu kullanilmistir.  Dolayisiyla aseliiler doku
iskelelerinin elde edilmesinde kullanilan yontem ve ajanlarin detayli irdelenmesi

gerektigi diisliniilmiis ve asagida yer alan bilgiler bu kapsamda verilmistir.

Aseliilerizasyon ve Aseliiler Doku iskeleleri

Aseliilerizasyon teriminin evrensel bir tanimi heniiz yapilamamistir. Ote yandan bir
dokunun aseliiler olarak tanimlanmasi igin belirlenen 3 kriter vardir. Bunlar; 1) dokunun
mg kuru agirlik basina 50 ng DNA’dan fazla DNA i¢cermemesi, 2) 200 bp’den uzun DNA
fragmentlerin bulunmamasi1 ve son olarak 3) matriste gézle goriilebilir hiicre bileseni
kalmamasidir. Baska bir ifade ile aseliilarizasyon, bir dokuda tiim hiicresel ve
immiinojenik bilesenler uzaklastirilirken, doku ECM’inin yapisal, biyokimyasal ve

biyofiziksel 6zelliklerinin korunmasidir [178, 179].

Aseliilarizasyon prosediiriiniin etkinligini belirleyen ii¢ temel parametre vardir. Bunlar 1)
aseliilarizasyon amaciyla kullanilan ajanin tipi, 2) ajanin konsantrasyonu ve 3) ajanim
uygulama siiresidir. Aseliilarizasyon ajaninin tiirii ve/veya konsantrasyonu uygulanan
protokoliin etkinligini dogrudan etkilemektedir. Bunlarla birlikte, etkili olan diger

parametreler arasinda soliisyonun pH's1 ve sicaklik vardir [180].

Fiziksel, kimyasal ve enzimatik uygulamalarin birlikte kullanildig1 yontemler en etkin

aseliilerizasyon yontemleridir. Genel olarak bir aseliilarizasyon prosediirii hiicre
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mebraninin fiziksel ya da iyonik soliisyonlar ile par¢alanmasi ile baglar. Ardindan ¢esitli
enzimler kullanilarak ECM'den hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasi islemi yapilir. Bu
islemi takiben cesitli deterjanlar kullanilarak sitoplazmik ya da genetik materyal
kalintilar1 uzaklastirilir. Son olarak hiicresel kalintilar uzaklastirilarak aseliiler dokular
elde edilir. Aseliilarizasyon islemi uygulandiktan sonra konak¢ida istenmeyen bir etkinin

goriilmemesi i¢in kimyasal kalintilarin etkili bir bigimde uzaklastirilmasi sarttir [181].

Hipotonik soliisyonlar, osmotik etki ile hiicrelerin par¢alanmasin1 saglarken, ECM
bilesenlerinin yapisinda minimum degisiklikler meydana getirmektedir. Maksimum
osmotik etkinin elde edilebilmesi i¢in aseliiler edilecek dokularin hipotonik soliisyonlarla
birka¢ kere maruz birakilmasi gerekmektedir. Yani sira, bu sollisyonlar hiicre

kalintilarinin uzaklagmasini da saglamaktadir [179].

Literatiir verileri incelendiginde doku tipine ve kullanilan aseliilarizasyon ajanina gore
elde edilen sonuglarin farklilik arz ettigi goriilmektedir. Doku tipinin yaninda
aseliilarizasyonun basarisin1 direkt olarak etkileyen diger faktdrler dokunun bilesimi,
doku yogunlugu ve dokunun kaynagidir. Bunlara ek olarak doku kaynaginin yasi da
oldukca O6nemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii doku matrisinin
bilesimi ve mekanik 6zelliklerinin zamanla degistigi bilinmektedir [169]. Dolayisiyla
calisilacak her doku ¢esidi icin kabul edilebilir diizeyde hiicrelerin uzaklastirilmasi igin
optimum prokoliin belirlenmesi gerekmektedir. Dokularin aseliilarizasyon iglemlerinde
kullanilan ajanlarin hiicreler lizerindeki olumsuz etkileri acik bir bicimde bilinmektedir.
Dolayisiyla aselliilarizasyon isleminde kullanilan kimyasallarin kalintilarmin  iyi
temizlenmesi, in vitro kosullarda aseliiler dokular tizerinde kdltiiri yapilan hiicrelerin
canlilig1 ve bu trtinlerin in vivo implantasyonunda konak hiicreleri tizerinde toksisitenin

olusmasinin engellenmesi i¢in hayati 6neme sahiptir [181].

Aseliilarizasyon Prosediiriinde Kullanilan Ajanlar

Deterjanlar: Iyonik (Sodyum dodesil siilfat(SDS), sodyum deoksikolat, Triton-X200),
iyonik olmayan (oktilfenoksipolietoksietanol (Triton-X100)) ve zitteriyonik (CHAPS,
Siilfobetain 10 ve 16) deterjanlar hiicre membran yapisint ¢dzmek, proteinlerden
DNA'nin ayristirmasini ve hiicresel yapilarin dokulardan uzaklastirilmasini saglayarak
etki ederler [182]. Ancak bu deterjanlar, doku matrisindeki proteinleri ayristirmasina ve
par¢alanmasina neden olmaktadir [183]. ECM proteinlerinin ve DNA'nin uzaklastirilmasi

verimi deterjanin uygulama siiresi ile artmaktadir. Bununla birlikte bu verim, kullanilan
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dokunun tipi ve dokunun alindigi kaynagin yasi ile de direk ilintilidir [184, 185].
Aseliilarizasyon prosediirlerinde siklikla tercih dilen iki deterjan bulunmaktadir. Bunlar
Triton-X100 ve SDS'dir. Triton-X100, enzimatik ve ozmotik yontemlerin yetersiz kaldigi
kalin  dokularin aseliilerizasyon isleminde hiicrelerin basarili bir bi¢imde
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Ayrica ECM proteinlerinin kaybina neden olmakta ve
bu da in vivo uygulamalarda bagisiklik sistemi tarafindan ret edilmesini azaltmaktadir
[186]. Triton-X100 ile kiyaslandiginda, SDS bobrek gibi daha yogun doku ve organlardan
hiicre ¢ekirdeklerinin uzaklastirilmasinda daha etkilidir. Aseliilarizasyon prosediirlerine
SDS gibi deterjanlarin eklenmesi, hiicrelerden arindirma bakimindan basarili sonuglarin
alinmasina olanak tanimaktadir ancak yapiya zarar verme ve biiyiime faktorlerin
eliminasyonuna neden olma gibi 6énemli problemlere kaynaklik etmektedir [187, 188].
Triton-X100 gibi iyonik olmayan deterjanlar, iyonik deterjanlarla (6rk. deoksikolat)
kiyaslandiginda dokularin yaglarindan arindirilmasit bakimindan daha etkili olduklari
ifade edilmistir. Zitteriyonik deterjanlar ise akciger gibi daha ince olan dokularin
aseliilarizasyon isleminde daha basarili olmaktadir. Bu deterjanlar, SDS ile beraber
kullanildiginda kalin dokularin aseliierizazyon isleminde istenen basarinin elde
edilemeyecegi ifade edilmistir. Periferal sinir dokusunun aseliiler hale getirilmesi i¢in
yapilan ¢alismada iyonik olmayan ve zitteriyonik deterjanlarin doku yapisinin
korunmasinda, hiicrelerden arindirma bakimindan ise iyonik deterjanlarin daha basarili

oldugu tespit edilmistir [189-191].

Iyonik olmayan deterjanlar lipit-lipit ve lipit-protein etkilesimlerini kirarak etki
gosterirler. Bu deterjanlar protein-protein etkilesimlerine zarar vermedikleri i¢in doku
icerisinde proteinlerin fonksiyonel konformasyonda kalmalarint saglar [192]. En ¢ok
tercih edilen iyonik olmayan deterjan olan Triton-X100 maruz kalma siiresi doku tipine
gore degiskenlik gosterip birkag sa. ile 14 giin araliginda olabilmektedir [187, 193, 194].
Literatiir verileri incelendiginde Triton-X100 uygulamalarinda, deseliilerize edilen doku
tipine, uygulama siiresine bagli olarak farkli sonuglarin rapor edildigi goriilmektedir
[181]. Iyonik deterjanlar hem hiicre zar1 hem de ¢ekirdek zarmi ¢ozebilmektedir. Ancak
non-iyonik deterjanlara kiyasla protein-protein etkilesimlerini bozmasi nedeniyle

yapidaki proteinlerin foksiyonel konformasyonlarini yitirmelerine neden olmaktadir

[192].

Alkoller: Alkoller lipaz enzimine kiyasla dokulardaki yag dokularinin uzaklastirilmasi

bakimindan ¢ok daha basarili olmaktadir. Ancak etanol, metanol gibi alkollerin hiicreleri
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fikse etme ve ECM'nin ultrayapisina verdigi zarar, alkollerin dezavantaji durumundadir.
Alkollerin yaninda deselliilarizasyon isleminde dokulardan yaglarin temizlenmesi igin
kullanilan diger bir solvent asetondur. Dokulardan lipitlerin uzaklastirilmasinda
kullanilan aseton da alkoller gibi doku fiksatifi olarak kullanilmaktadir. Deterjanlarla
kiyaslandiginda asetonun ¢apraz baglamaya Ozelliginden kaynakli olarak mekanik
ozellikler bakimindan daha sert aseliiler dokular elde edilmektedir. Tribiitil fosfat organik
solventi tendon gibi yogun dokularin aseliiler hale getirilmesinde kullanilmis ve Triton -

X100 ve SDS gibi deterjanlara gore daha etkili oldugu tespit edilmistir [195].

Enzimler: Niikleazlar (DNaz ve RNaz), tripsin, kollajenaz, lipaz, dispaz, termolizin ve a-
galaktosidaz aseliilarizasyon prosediirlerinde kullanimi rapor edilen enzimlerdir. Bu
prosediirlerde enzimlerin kullanilmasi, yiiksek 6zgiilliikte hiicre atiklarinin ve ECM'in
istenmeyen bilesenlerinin uzaklastirilmasinda 6nemli avantajlar saglamaktadir. Fakat,
dokularin hiicresizlestirme isleminde enzimlerin tek basina kullanilmasmin yeterli
olamayacagr ve enzim artiklarinin istenmeyen immiin cevap olusumuna neden
olabilecegi ifade edilmistir. Niikleazlar, hiicre par¢calanmasindan sonra dokuda atik olarak

kalan niikleik asitlerin parcalanmasini saglamaktadir.

Bir serin proteaz olan tripsin deseliilarizasyon iglemlerinde siklikla kullanilmaktadir.
Deterjanlar ile kiyaslandiginda, tripsin uygulamas: sonunda kollajen ve elastin fiberin
daha fazla kirilarak yapilarinin zarar gordiigii ve hiicresizlestirme isleminin daha uzun
stirdiigi tespit edilmistir. Ancak, glikozaminoglikan (GAG) igerigi bakimindan
deterjanlara gore daha az zararli oldugu anlasilmistir. Tripsin ile dokularin hiicrelerinden
arindirilmas1  iglemi zaman bagimli olup uzun inkiibasyon siirelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Tripsin, dokunun yapisina zarar vererek diger deseliilarizasyon
ajanlarin doku icerisine daha iy1 bir sekilde penetre olmasini saglayacagi ve dolayisiyla
deseliilarizasyon protokoliinde 6n islem basamagi olarak kullanilabilecegi ifade

edilmistir [195].

Doku_Iskelesi_Olarak_Aseliiler Sigir_Perikardiyumu: Hayvan kaynakli perikardiyal

tirtinlerin klinik uygulamasi ilk olarak kalp kapakc¢igmin tedavisine yonelik olarak 1971
yilinda yapilmistir. Bu uygulamada elde edilen basarilar, perikardiyum dokusu temelli
tirtinlerin diger kardiyovaskiiler alanlarda kullanimini artirmustir [196]. Otolog insan
perikardiyum dokusunun sinirli olmasi, ksenojenik sigir perikardiyum dokusunu birgok

klinik ¢alismada kullanilmasmna neden olmustur [197]. Sigir perikardiyumu,
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kardiyovaskiiler cerrahide biyoprotez, yama malzemesi ya da ASD ve VSD onarilmasi
icin aseliiler biyolojik doku iskelesi olarak ¢okca kullanilan dogal bir biyomalzemedir
[198]. Sigir perikardiyum dokusunun biyoprotez olarak kullanilmasinda olasi
immiinojenik yanitin Onlenmesi, mekaniksel Ozelliklerinin artirilmast amaciyla
gluteraldehit gibi ¢apraz baglacilar kullanilmaktadir. Ancak gluretal aldehit kalintilarinin
toksik etki yaratmasi 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [199]. Bu sebeple
arastirmacilar toksik etki olusturmayacak capraz baglayici ajanlar ile ilgili arastirmalar
yiiriitmiis ve gluteralaldehite gore toksisitesi ve kalsifikasyon diizeyi diisiik olan genipin
molekiilii 6nerilmistir [200]. Aseliler sigir perikardiyumu temelli malzemeler klinikte
yumusak doku hastaliklarin tedavisinde siklikla tercih edilmektedir. Bunun sebepleri
arasinda yiiksek biyouyumluluga sahip olmasi, ucuz olmasi, kolay temin edilebilmesi,
dogal doku ile kolay entegrasyona ugramasi, hiicre cogalmasi ve migrasyonuna olanak
tanimasi, endotelizasyonu ve doku rejenerasyonunu artirmasi, enfeksiyon hizini
azaltmasi ve tromboembolizmin goriilme siklin1 diisiirmesi sayilabilir [201]. Sentetik ya
da mekanik protezlerin KH’lerin kullanilmasinda karsilasilan en onemli problem
tromboembolizimdir. Bu da hastalarda hayat boyu anti-koagulant tedavisini zorunlu
kilmaktadir [202]. Bununla birlikte sentetik malzemelerin hiicresel entegrasyon ve
rejenerasyonda etkisiz kaldiklari ifade edilmistir [198]. Giiniimiizde, sigir ve domuzlarda
elde edilen ve aseliiler hale getirilerek kimyasal ajanlarla fikse edilen bir¢ok perikardial
tirlinleri piyasada bulmak miimkiindiir [196]. Piyasada satilan ve KH’lerin tedavisinde
kullanilan aseliiler hale getirilmis sigir veya domuz kaynakli baz1 perikardiyal iirtinler
Sekil 2.1 ‘de gosterilmistir. CardioCel®, sigir perikardinin aseliiler hale getirilerek,
gluteraldehit ile fikse edilen ve kalsifikasyonu onlemek i¢in ¢esitli kimyasal ajanlarla
muamele edilmis bir iiriindiir (https://www.lemaitre.com). Yine ayn1 sekilde Perimount®
sigir perikardiyumunun aseliiler hale getirilerek kalp kapake¢igi olarak kullanilan bir
triindiir. Bu irilintin fiksasyon islemi de gluteraldehit kullanilarak yapilmistir

(https://www.edwards.com).
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Sekil 2.3. Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve piyasada bulunan

aseliiler perikard bazli tiriinler [196]

S1g1r perikardiyumun aseliiler hale getirilmesi i¢in literatiir verileri incelendiginde iyonik
olmayan (Triton-X100), katyonik, anyonik (SDS), zitteriyonik deterjanlar, NaOH ve
Tripsin-EDTA gibi ajanlarin kullanildigi ¢aligmalarin oldugu goriilmektedir. Bunlarla
birlikte bu ajanlarin birlikte kullanildigi (6rnegin: SDS ve Triton-X100) ¢aligmalar da
yapilmistir [203]. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Li ve ark. sigir perikardiyumun
aseliiler hale getirilmesi amaciyla SDS, Triton-X100, sodyumdeoksikolat ve dondur-
¢Ozdiir yontemlerini ayr1 ayr1 ve birlikte kullanmistir. Elde edilen sonuglar
biyouyumluluk ve kollajen ile elastin igerigi ve yapisinin korunmasi bakimindan en iyi
sonuglarin Triton-X100, SDS ve dondur-¢ozdiir islemlerin birlikte kullanildigi grupta
elde edildigini gostermistir [204]. Yine yakin zamanda yapilan baska bir ¢alismada
aragtirmacilar SDS ile birlikte vakum islemi uygulayarak sigir perikardiyumunu
aseleliiler hale getirerek uygulanan yontemin aseliiler matriksin mikroyapisina ve
biyouyumluluguna etkisini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak SDS ile birlikte vakum
isleminin uygulanmasinin yapinin mikroyapisina zarar vermedigi tespit edilmistir [205].

Ancak, deseliilarizasyon isleminden sonra elde edilen aseliiler sigir perikardiyumun
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kiigiik por ¢ap1 (yaklagik 25 um) ve porozitesi (yaklasik %60), bu yapilar iizerinde
kiiltiiri yapilan hiicrelerin tutunmasi, migrasyonu ve ¢ogalmasini zorlastirmaktadir [206].
Bu nedenle aseliiler sigir perikardiyumun bahsedilen morfolojik 6zelliklerinin uygun hale
getirilmesi i¢in arastirmacilar asetik asit uygulamasi yapmislardir. Arastirmacilar, bu
uygulama ile kok hiicrelerin tutunmasi, cogalmasi ve migrasyonu i¢in uygun por ¢apina

sahip aseliiler doku iskeleleri gelistirebildiklerini raporlamiglardir [207].
2.3.3. Biyoaktif Molekiiller

2.3.3.1. Biiyiime Faktorleri ve Eksozomlar

Biiyiime faktorleri komsu hiicrelerden dogal olarak salgilanan protein yapisindaki
sitokinlerdir. Bu proteinler hiicre biiyiimesi, hiicre farklilagsmasi, hiicre canliligini devam
ettirme, inflamasyon ve doku onariminda etkin gorevlere sahiplerdir [208]. Doku
miihendisligi uygulamalarinda doku iskelesine tutunan hiicrelerden ortama salinan
biliylime faktorleri sinirli oldugundan hiicrelerin fizyolojik proseslerini yerine getirmesi
ve fonksiyonel yapilarin elde edilmesi i¢in biiyiime faktorlerin kullanilmasi kritik 6neme
sahiptir [209]. VEGF anjiyogenez ve vaskiilorogenezde kritik 6neme sahip oldugundan
dolay1 kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanin bir biiylime
faktortidiir [210]. Ayrica kardiyak doku onarimina yonelik olarak VEGF’in kullanildig:
klinik ¢alismalar da yapilmis ve sonuglari yayimlanmigtir [211]. Arastirmacilar insan
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagmalarini indiiklemek i¢in
PCL-jelatin nanofiberlerleri gelistirmis ve bu fiberlere VEGF enkapsiile etmislerdir.
Yapilan analizler, kok hiicrelerin VEGF yiiklii nanofiberler lizerinde kardiyak spesifik
proteinlerinden a-aktinin ve cTroT ifade ederek farklilagtiklarint gostermistir [212]. Yine
baska bir calismada arastirmacilar VEGF-A enkapsiile ettikleri polietilen glikollenmis
fibrojen hidrojellerin performansini sican MI modelinde test etmis ve elde edilen veriler
VEGF yiikli hidrojellerin uygulamadan 4 hafta sonra damar olusumu ve kardiyak
fonksiyonlarmi artirdigini gostermistir [213]. Kardiyak doku ve kan damarlarinda
anjiyojenik ve mitojenik sinyallere kaynaklik eden diger bir biliyiime faktorii bFGF diir
[214]. Dolayisiyla bFGF de kardiyak doku mithendisligi uygulamalarinda uygulama alani
bulmustur. Lakshmanan ve ark. yaptiklar1 calismada gelistirdikleri nanofiber formundaki
doku iskelesine VEGF ve bFGF2’i birlikte yiiklemis ve biliytime faktorii yiiklii doku
iskelesinin etkinligini tavsan MI modelinde test etmislerdir. Deneysel ¢aligsmalar biiyiime
faktorii yiiklii kardiyak yamanin kalp fonksiyonlarimi artirdigini ve yara bolgesinde

damarlanmay1 tetikledigini gostermistir [14]. IGF-1 karacigerde salgilanip dolasim
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sistemine karisan ve hiicre canliligl, cogalmasi, farklilagsmasi ve metabolizmasini
diizenleyen bir proteindir [215]. IGF-1 seviyesinin diismesi, iskemik kalp rahatsizlari,
akut MI ve kalp yetmezligi ile iliskilendirilmistir. Bunlarin yaninda in vitro kosullarda
IGF-1’in kardiyak kok hiicrelerin canliligini destekledigi ve IGF-1 uygulamasinin akut
MI’da yara boyutunun azaltig1 ve kardiyak fonksiyonlarini iyilestirdigi de tespit edilmistir
[216]. Dolayisiyla IGF-1 de kardiyak doku miihendisligi ¢aligmalarinda siklikla
kullanilan bir biiyiime faktorii olmustur. Bu kapsamda Park ve ark. yaptiklar1 caligmada
PGS nanofiberlerinden olusan doku iskelesi iizerinde kardiyomiyositleri kiiltiire etmis ve
IGF-1 ile elektriksel uyarima maruz birakmislardir. Elde edilen veriler IGF-1 ve
elektriksel uyarimin birlikte kullanilmasi ile kasilma siiresinin ve gap baglanti
birimlerinden sorumlu olan konneksin 43 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir [217]. Yakin
zamanda yapilan baska bir calismada arastirmacilar IGF-1 yiikli jelatin mikrosferler
gelistirmis ve bu yapilarin etkinliklerini sigan MI modelinde test etmisledir. Yapilan
caligmalar yara iyilesmesinin tetiklendigi, fibrozisin azaldig1 ve yara bolgesine hiicrelerin
go¢ ettigi tespit edilmistir [218] VEGF, FGF ve IGF-1’in yaninda kardiyak doku
miihedisliginde uygulama alani bulan diger biiyiime faktorleri arasinda transforme edici
biiylime faktori-f (TGF-B) [219], kemik morfojenik proteini-2 ve 4 (BMP-2 ve 4) [220]

vardir.

Gerek kardiyak doku miihendisliginde gerekse de diger doku miihendisligi
uygulamarinda umut vaat eden ve yakin zamanda etkinlikleri birgok calismada gosterilen
eksozomlar biyoaktif molekiiller olarak nitelendirilebilir. Iskemik kalp hastaliginda
siklikla kok hiicrelerin tercih edilmesinin altinda yatan sebep bu hiicrelerin farklilasarak
yara bolgesinde zarar gormiis hiicrelerin yerini almalaridir. Ancak son zamanlarda
yapilan c¢alismalar kok hiicrelerin MI bdgesinde c¢ok nadir kalp kasi hiicrelerine
farklilastiklar1 [221], esas etkilerini salgiladiklar1 bazi salgilar sebebiyle gostermis
olabilecegini gostermisledir [222, 223]. Bunun yaninda kok hiicrelerin etki gostermeleri
icin yara bolgesine go¢ etme gereksinimlerinin olmadigi yoniinde bulgular da
raporlanmistir. Bu hipotez hiicre terapilerinde siklikla kullanilan MKH’lerde test
edilmistir [224]. Elde edilen veriler MKH’lerle sartlandirilmis besi ortaminin tek basina
kardiyo koruma (“‘cardioprotection”), renal tiibiil hiicrelerinin canliliklarin1 destekledigi,
karaciger yetmezligine kars1 koruma sagladigi ve immiinmodiilator etkileri ile bagisiklik
sistemi hastaliklarinda basarili sonuglar verdigi gosterilmistir [225]. Bunun yani sira son

zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada, transplante edilen kok hiicrelerin etkilerini
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anjiyogenezin indiiklenmesi, anti-enflamatuvar etki, anti-fibrotik etki, konak¢1 dokudaki
kardiyomiyositleri koruma gibi indirek mekanizmalarla gosterdikleri raporlanmistir
[226]. Bu siire¢lerin MI bolgesine transplante edilen hiicrelerin tiriinii olan gesitli kiigiik
molekiiller, proteinler, miRNA’lar ve parakrin faktorler tarafindan regiile edildigi ifade
edilmistir [227]. Bunlarla birlikte kok veya kardiyak hiicrelerin gesitli sitokin, biiylime
faktorii ve biiyiime faktorlerini salgiladiklar1 da gosterilmistir. Son zamanlarda ise
molekiiler siireglerin regiile edilmesinde ve kok hiicrelerin parakrin yoluyla etkilerini
gostermede eksozom veya mikropartikiillerin olduk¢a 6nemli olduklar: tespit edilmistir
[228]. Eksozomlarin kalp hastaliklarindaki tedavi etkinligi yapilan c¢alismalarla
belirlenmis olup, bu biyoaktif molekiillerin tasidiklari fonksiyonel protein ve/veya
miRNA ile ¢esitli sinyal yolaklarini aktive ederek bu etkiyi sagladiklari tespit edilmistir.
Kardiyak doku ile ilgili hastaliklarin onarilmasimna yonelik yapilan ¢aligmalarda
eksozomlarin izolasyonu i¢in birgok hiicre kaynagi bulunsa da en ¢ok c-Kit pozitif dnciil
hiicreleri, kardiyosfer kaynakli hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler kullanilmaktadir.
Bu hiicrelerden elde edilen eksozomlarin rejeneratif sinyallari indiikledikleri
gosterilmistir [229, 230]. Bunlarla birlikte kok hiicre kaynakli eksozomlarin tagidiklar ve
yara bolgesindeki hiicrelere tranfer ettikleri kargolar araciligiyla kardiyo koruma da
sagladiklari rapor edilmistir [231]. Tedavi etkinlikleri umut verici olsa da eksozomlarin
in vivo uygulamalarinda karsilagilan en 6nemli problem in vivo uygulama yapildiktan
sonra hizli bir sekilde etkinliklerini yitirmelerine neden olan olduk¢a kisa yari
Omiirlerinin olmasidir [232]. Arastirmacilar bu problemin istesinde gelmek igin
eksozomlar1 hidrojellere enkapsiile ederek in vivo uygulamasi yapmis ve elde edilen
sonuglar eksozomlarin kalp dokusunda uzun siireli kalimlarinin saglandigin1 géstermistir
[233]. Baska bir ¢alismada arastirmacilar endotel Onciil hiicrelerinden izole edip
karakterize ettikleri eksozomlar1 hidrojellere enkapsiile etmis ve sican MI modelinde
etkinliklerini test etmistir. Elde edilen sonuglar eksozom yiiklii hidrojellerin kullanildig:
grupta anjiyojenezin arttigi, kalbin hemodinamik fonksiyonlarinin diizeldigi ve

ventrikiillerin geometrisinin korundugunu gostermistir [234].

Hiicre membrani bilesenleri igeren Ekstraseliiler Vezikiiller (EV) okaryot, prokaryot ve
bitki hiicrelerinde evrimsel olarak korunmus bir sekilde salgilanan vezikiillerdir ve nano
boyutta olup hem saglikli hem de hastalik durumda dogal olarak hiicreler tarafindan
salgilanan yapilardir. EV’ler niikleik asit, protein, lipit ve metabolit gibi bilgi aktariminda

onemli rollere sahip biyokimyasal molekiilleri igermektedir. Tasidiklar1 protein
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yapilaria bagli olarak lokal veya uzaktaki hedef hiicre ile spesifik olarak etkilesime
girerek sahip olduklari bilgileri tranfer etmektedirler [235-237]. EV'ler ilk olarak 1946
yilinda Chargaft ve West tarafindan normal plazmada platelet kaynakli partikiiller olarak
tanimlanmis ve daha sonra 1967 Wolf tarafindan "platelet dust" olarak isimlendirilmisdir.
2006-2007 yilina kadar gegen siirede farkli kaynaklarda ve biyolojik siireclerde EV'ler
tespit edilmis ve bu vezikiillerin biyogenezi hakkinda aydinlatici caligmalar yapilmigtir
[236]. 2006-2007 yillarina gelindiginde ise EV'lerin mikroRNA igerigine sahip olduklari
ve hiicre-hiicre etkilesiminde olduk¢a 6nemli bir rol iistlendikleri kesfedilmis [238, 239]
ve bu gelismeden sonra EV’ler tim diinyada arastirmacilarin dikkatini ¢ekerek
biyomedikal ve rejeneratif tip alanlarinda 6nemli bir yer edinmeye baglamistir. EV'ler
boyut ve biyogenez mekanizmasina gore 3 kategoriye ayrilmaktadir: ekzosomlar (50-150
nm), mikro vezikiiller (100 — 1.000 nm) ve apoptotik cisimcikler (500 — 5.000 nm) [240].

Bu yapilarin 6zellikleri literatiirde derlenerek yaymlamistir [241].

2.4. Kardiyak Doku MiihendisliZinde Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Farkhlastirilmasi

Kok hiicreler, sahip olduklar1 genetik, fenotipik ve yapisal Ozellikler bakimindan
farklilasmamis, kimliksiz olarak nitelendirilebilecek hiicre tipleridir. Bu hiicreler
kardiyak doku miihendisligi uygulamalarmi da i¢inde barindirian biyomedikal
uygulamalarda ¢esitli uyarimlarla istenilen doku tipine farklilastirilabilmektedir. Kok
hiicrelerin farklilagtirilmasinda hedef dokunun 6zellikleri kritik 6neme sahiptir. Ornegin;
eger kok hiiceler farklilastirilarak kalp kasi hiicresi olan kardiyomiyositler elde edilmek
hedeflenmis ise, in vivo kosullarda kalp kasi hiicrelerinin bulundugu ¢evrenin yapisal,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu
kapsamda kok hiicrelere yeni bir kimlik kazandirmak i¢in etkili olabilecek faktorler Sekil
2.2’de  Ozetlenmistir. Bu tez ¢alismasinda MKH’lerin  kardiyomiyojenik
farklilastirilmalariin saglanmasi amactyla fiziksel ve kimyasal faktorler test edilmis ve
bu faktorlerin kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmalarindaki etkileri asagida

detayli incelenmistir.
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Sekil 2.4. MKH’lerin farklilasmasinda etkili olan faktorler

2.4.1. Kiiciikk Kimyasal Molekiiller ile Kok Hiicrelerin Kardiyomiyositlere

Farkhlastirilmasi

Literatiirde yapilan in vitro ve in vivo arastirmalarda, MKH’lerin kardiyomiyojik
farklilasgma  yetisinde  olduklar1  gOsterilmistir. ~ MKH’lerin  kardiyomiyosit
farklilasmasinda/transdiferasyonunda  kiicik  molekiil 5-Aza  yaygin  olarak
kullanilmaktadir [242]. Sistidin analogu olan ve hem DNA hem de RNA ile etkilesime
girebilen 5-Aza epigenetik yeniden programlama etkisini metiltransferaz enzimi
tizerinden gostermektedir. Bu molekiiliin metiltransferaz enzimi ile kovalent baglanmasi,
enzimin geri doniislimsiiz olarak inhibe olmasi ile sonuglanir. Bu durumda hiicre
boliinmesinden sonra DNA’nin metilasyona ugramasini engelleyerek daha dénce inaktif
olan genin aktifleserek ilgili proteinin iiretilmesini saglamaktadir [17]. Arastirmacilar, 5-
Aza’nin fonksiyonunu tespit etmek igin yaptiklari epigenetik caligmalarda, 5-Aza’nin
genomik histon modifikasyonlarinda (H3K9 metilasyonu inhibisyonu) énemli diizeyde
degisiklik meydana getirdigini ve bdylece hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagmaya

ugradiklarini gostermislerdir [243].

Yapilan ¢alismalarda MKH’lerin 5-Aza’ya maruz birakildiklarinda kardiyomiyositlere
farklilastiklar1  gosterilmistir [17]. Qian ve arkadaslar1 gobek kordonu kaynakli
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmasi i¢in hiicreleri 5-Aza ile muamele etmis ve

elde ettikleri veriler 5-Aza uygulamasinin NKX2.5 (erken donem kardiyak belirteci),
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miyozin agir zinciri (MHC, kasilma proteini), cTroT, a-tipi natritiretik peptit (ANP) ve
desminin (miyojenik farklilasma belirteci) ifadelerinde artis sagladigini gostermistir
[244]. Benzer sekilde yapilan diger ¢alismalarda da 5-Aza uygulamasi ile MKH kaynakl
kardiyak spesifik gen ve protein ifade eden hiicrelerin elde edilebildigi raporlanmistir
[245-248]. Ancak, tek bagina 5-Aza uygulamasi ile kok hiicre temelli fonksiyonel ve
kasilabilen kardiyomiyositlerin elde edilmesi oraninin oldukg¢a diisiik oldugu ve hatta
kardiyomiyosit benzeri hiicrelerin elde edilemedigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur
[18, 249-252]. Tim bu ¢eliskili sonuglar tek basina 5-Aza’min MKH’lerin
kardiyomiyojenik farkliklagsmasinda etkin bir yontem olmadigini, bu konuda daha detayli

aragtirmalarin yapilmasi ve yeni stratejilerin gelistirilmesi ihtiyacint dogurmaktadir.

MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmasinda/transdiferasyonunda kullanilan diger bir
kiigiik organik molekiil DMSO’dir. DMSO suda ¢oziinmeyen maddelerin
cozdiiriilmesinde siklikla kullanilan amfipatik bir molekiildiir. Bu molekiil metabolik ve
enzimatik aktivite gibi hiicresel fonksiyonlarda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir. Ayrica
DMSO, hiicre farklilasmasi, hidrojen baglarinin kirilmasi, hidroksi radikallerinin
temizlenmesi, kroyoprotektan etki ve hiicre i¢i diisiikk yogunluklu lipoprotein kaynakli
kolesteroliin mobilize edilmesi gibi etkilere de sahiptir. Tiim bunlara ek olarak bu
molekiil beyin 6demi, amiloidoz, sizofreni ve interstisyel sistitiz gibi hastaliklarin
tedavisine yonelik olarak da kullanilmaktadir [253]. 1982 yilinda yapilan arastirmalar bu
kiigiik organik molekiiliin fare teratokarsinom kaynakli EKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilasmasini sagladigini gostermistir [242]. Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda da
DMSO uygulamasinin EKH’lerde kardiyak spesifik genlerin (GATA-4 ve NKX2.5)
ifadesinde artis sagladig tespit edilmistir [254, 255]. DMSO’nun etki mekanizmasinin
anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismada DMSO’nun sitoplazmadaki Ca iyonu kosantrasyonunu
onemli diizeyde artirarak hiicre farklilasmasina neden oldugu tespit edilmistir [253].
Ayrica, 5-Aza ve DMSO kimyasal indiikleyici ajanlarin sinerjik etkisinin EKH’lerin
kardiyomiyositlere farklilasmasinda daha fazla etkili oldugu bildirilmistir [256]. insan
yag dokusu kaynakli MKH’ler ile yapilan ¢alismalarda ise DMSO uygulamasinin (%0,1,
48 sa.) kardiyak spesifik belirteglerin (NKX2.5, GATA-4, MHC, MLC) ifadesinde anlamli
bir artig sagladigi gosterilmistir [257]. Ancak Deng ve ark. tarafindan yapilan galismada,
DMSO’nun tek basma ya da 5-Aza ile beraber kullanilmasiyla karaciger kaynakli
MKH’lerde kardiyomiyogenik farklilasmanin yiiksek diizeyde tetiklenemedigi, kiiltiir
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ortamina bu molekiillerin yaninda retinoik asidin eklenmesinin farklilagmayi tetikleme

acisindan 6nemli oldugunu rapor etmistir [252].

Histonlarin  postranslasyonel —modifikasyonlarin1 igeren epigenetik kod gen
regililasyonlarinda yiiksek diizeyde bir kompleksiteye neden olmaktadir. Epigenetik kod,
gen ifadesi, hiicre dongiisii, hiicre kaderi, hiicre farklilasmasi ve transdiferansiye olma
kapasitesi gibi bir¢ok siiregte kritik dneme sahiptir [258]. DNA sarmalindaki sitozin
niikleotidinin 5. karbon atomundan (C5) metilasyonu, gen ifadesini regiile eden geri
doniistimlii ve korunmus bir epigenetik mekanizmadir. Doku spesifik genlerin promoter
bolgelerindeki CpG kritik bolgelerinde meydana gelen metilasyon bu genlerin susmasi
ile sonuglanir [17]. DNA metilasyon/demetilasyonu ve post-translasyonel histon
modifikasyonlar siirecleri (asetilasyon, fosforilasyon ve metilasyon) fonksiyonel olarak
birbirleri ile iligkilidir. Oldukca karmasik olmasina ragmen, epigenetik olarak bir genin
inaktiflesmesi islemi i¢ kritik basamakta gergeklesir; i. hedef genin regiilasyon
bolgesinde metilasyonun meydana gelmesi, ii. histon deasetilazlar tarafindan histon3

ve/veya histon 4’lin deasetilasyonu ve iii. histon 3’te lizin 9’un metilasyonu (H3K9) [16].

Va, 1882 yilinda kimyager Beverly S Burton tarafindan sentezlenmis bir kii¢iik organik
molekiildiir. Ik baslarda sadece bir solvent olarak kullanilan Va daha sonra epilepsinin
tedavisinde kullanilan bir ilag olmustur [259]. Va kisa dall1 bir yag asidi olmasina ragmen
kimyasal yapis1 hiicrelere ve organizmalara kolaylikla niifuz etmesine olanak
saglamaktadir. Yapilan calismalarda Va’nin kanser hiicrelerinde ¢ogalmay: baskiladigi,
hiicre farklilagmasini, hiicre apoptozunu ve kanser hiicrelerinin immiinojenitesini
indiikledigi tespit edilmistir. Bununla birlikte Va’nin bir histon deasetilasyon inhibitorii
(HDAC) olarak islev gordiigii de bildirilmistir [260]. HDAC’ler yiiksek diizeyde histon
asetilasyonunu saglayarak yeniden programlama siirecinde oldukca kritik olan
pluripotensi ile ilintili genlerin aktiflesmesine neden olmaktadir. Bir HDAC olan Va fare
embiryonik fibroblast hiicrelerinin yeniden programlanmasinda genomda ¢oklu histon
asetilaz kompleksini olumlu yonde etkiledigi bilinen c-Myc faktorii yerine kullanilmis ve
boylece somatik hiicrelerin kromatin yapisini agarak aktif bir forma soktugu tespit

edilmistir [261].

Va’nin MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagsmasina yonelik kullanima dair ¢aligma ¢ok
sinirlt sayidadir. Hasani ve ark. ¢ok yakin bir zamanda yayinladiklar1 ¢alismada yag doku

kaynakli MKH’leri 6nce 24 sa. boyunca 5-Aza (10 uM) ve Va (500 nM), daha sonra ise
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FGF ve BMP-4 ile muamele etmis ve kiiltiir siiresi sonunda kardiyomiyojenik farklilagma
cesitli analizler ile degerlendirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen veriler, 5-Aza ve Va
uygulamasinin kontrol grubuna gére kok hiicrelerde OCT4A, SOX2 ve NANOG gibi
pluripotensi genlerinin ifadesinde yukar1 yonlii bir artisa neden oldugunu gostermistir.
Ayrica 5-Aza ve Va uygulamasinin Brachyury/T (mesodermal indiikleme belirteci) ve
GATA-4 ifadelerinde anlamli diizeyde artisa neden olurken, MEF2C ve TBX5 genlerinde
anlamli  diizeyde artisa neden olmamustir [262]. Baska bir ¢alismada ise
kardiyomiyositlerle ayni embiryonik katmandan (mezoderm) farklilasan endodermal
onciil hiicrelerinin kardiyomiyojenik farklilagmas1 amaciyla epigenetik yeniden
farklilasma ajani olarak Va ve 5-Aza beraber kullanilmig ve elde edilen veriler onciil
hiicrelerin sirasiyla 24 sa. boyunca Va ve 5-Aza uygulamasinin kardiyomiyojenik
farklilasmay1 anlamli diizeyde artirdigini gostermistir. Va ve 5-Aza uygulamasi sonunda
kardiyak spesifik genlerin (cTroT, aktivin 2 ve riyanodin reseptorii) promoter

bolgelerinde asetilasyonun artigi rapor edilmistir [16].

Kok hiicrelerin kardiyomiyositlere farklilasmasinda kullanilan diger bir strateji ise
biliylime faktorlerinin kullanilmasidir. Kardiyomiyosit farklilagmasinda TGF- stiper
ailesi tiyelerinden TGF-B1, BMP-2 ve BMP-4 faktorlerinin etkili oldugu bilinmektedir
[263]. TGF-p1 ve 5-Aza’nin kardiyomiyosit farklilagmasina olan etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada TGF-B1’in tek basina kullanildig1 deney
grubunda kardiyomiyosit farklilagsma belirteglerinden GATA-4, cTnT, konneksin 43,
kardiyak aktin ve MLC-2a’nin ifadesinin 5-Aza grubu ile paralellik gosterdigi tespit
edilmistir [264]. Ayrica baska bir ¢alismada, BMP-2, FGF-2 ve IGF-1 biiyiime
faktorlerini igeren serumsuz hiicre kiiltiirii ortami kullanilmis ve in vitro da sigan kemik
iligi MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilastirilmasi noktasinda basarili sonuclar alindig:

ifade edilmistir [265].

Son zamanlarda yapilan ¢calismalarda WNT sinyal yolaginin kardiyomiyojenezde kilit rol
oynadiginmi bildirilmistir. Kalp gelisimini gecici olarak 2 fazli bir sekilde diizenleyen
WNT/B-katenin sinyal yolagi, embiryogenezin erken doneminde aktifleserek kardiyak
spesifikasyonuna neden olurken, ge¢ donemde inaktifleserek kardiyak farklilasmasi ve
kardiyak olgunlagsmasinda kritik rol oynar [261] (Sekil 2.5). Kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilasmasi konusunda c¢alismalar yiirliten arastirmacilar bu durumu
in vitro ortama tasiyarak pluripotent kok hiicrelerden kardiyomiyosit elde etmislerdir

[132]. Nemade ve arkadaslar1i IWP-2’nin de i¢inde bulundugu 10 farkli WNT yolagini
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inhibe eden kiiciik molekiilleri CHIR99021 (GSK3 inhibitdrii, mezoderm farklilagmasini
saglar) ile birlikte kullanarak insan kanyakli pluripotent kok hiicreleri kardiyomiyositlere
farklilastirmaya ¢alismis ve elde ettikleri sonuclar kii¢iik molekiiler ile WNT yolagimin
inhibisyonunun iPKH-KM’lerin elde edilmesinde kullanilabilecek basarili bir yontem
oldugunu gostermistir [266]. Bununla birlikte in vivo ¢alismalar, WNT inhibitorlerinin
MI semptomlarini ve patolojisini hafiflettigini de gostermistir [267, 268]. WNT sinyal
yolaginin kardiyomiyojenik farklilasmada nasil bir etki mekanizmasi ile islev gordiigiine
dair Mazzotta ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalar, pluripotent kok hiicrelerde mezoderm ve
sonrasinda kardiyak mezoderm indiiksiyonu i¢in “canonical”” WNT sinyal yolaginin aktif
oldugu, kardiyomiyojenik mezodermden kardimiyositlerin farklilagmasi icin ise
“canonical” WNT yolaginin inhibe oldugu, “non-canonical” WNT yolagin ise aktif
oldugunu gostermistir. Bu calisma pluripotent kok hiicrelerde kardiyak farklilasmasi i¢in
oncelikle WNT yolaginin aktiflegsmesi ile mezoderm farklilasmasinin indiiklenmesi, daha
sonra kardiyomiyojenik farklilagmasi i¢in ise WNT yolaginin inhibe edilmesi gerektigini
gostermistir [19]. Bu c¢alismada belirli bir miktarda mezoderm belirteci ifade ettigi
gosterilen MKH’ler kullanilacaktir. Bu nedenle CHIR99021 gibi WNT yolagin1 aktive
eden kiiciik molekiil kullanilmadan mezoderm indiiklenmesi basamag: atlanarak WNT
yolaginin inhibisyonunu gergeklestirilmistir [269]. WNT yolaginin aktivasyonu ve
inhibisyonu stratejisi pluripotent kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda
siklikla tercih edilmektedir. Ancak MKH’ler ile yapilan ¢alismalar ¢ok sinirlidir. Connell
ve ark. amniyotik sivisindan izole edilen kok hiicreleri 6nce CHIR99021 ile sonra da
IWP-2 ile muamele ederek kardiyomiyojenik farklilasmalarini saglamaya ¢alismislardir.
Analiz sonuglari, kiiltiir siiresi sonunda kok hiicrelerin bir kisminin kardiyak spesifik
proteinleri (TnT, SMA ve MLC2) ifade ettigini, ancak biiyiik bir kisminin bu proteinleri
ifade edemediklerini gostermistir. Ayrica arastirmacilar, hiicrelerin sarkomer
proteinlerini  (TnT, MLC2) ifade edebildiklerini ancak kardiyomiyositlerin
kasilabilirliligi  i¢in  krittk Oneme sahip olan organize sarkomer yapisini
gozlemleyemediklerini raporlamislardir. Son olarak MKH kaynakli kardiyak fenotipine
sahip hiicreler elde edilmesine ragmen bu hiicrelerin olgunlasmamis ve kasilabilir

olmadiklar1 aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir [269].
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Sekil 2.5. Kardiyomiyogenezde WNT sinyal yolaginin etkisi

WNT yolagmin yaninda kardiyomiyogenezde etkisi bilinen diger bir sinyal yolagi
TGEP’dir [20]. Embriyonik kok hiicreler kullanilarak yapilan caligmada, TGFf
inhibitoriiniin kiiltlirlin 3-5 giinlerinde uygulanmasi, bu hiicrelerin kardiyomiyojenik
farklilagsmasini sagladigini gostermistir [270]. Bununla birlikte TGFp yolaginda yer alan
ALKS reseptoriiniin (TGF-§ type 1 receptor (TGFBRI)) kardiyomiyogenez ile ilintili
olabilecegi raporlanmistir [271]. Zhong ve ark. ise segici ALKS5 inhibitorii olan
RepSox’un da i¢inde bulundugu cesitli kiiciik molekiilleri kullanarak pluripotent kok
hiicreleri kardiyomiyojenik farklilastirmaya ¢aligmistir. Elde ettikleri veriler ALKS’in
secici olarak inhibisyonu, bu hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagsmasina neden

oldugunu ve bu siiregte TGFp sinyal yolaginin 6nemli oldugunu gostermistir [272].

2.4.2. Biyofiziksel Uyarmmlar ile Kok Hiicrelerin Kardiyomiyositlere

Farkhlastirilmasi

Dogal kalp dokusu in vivo kosullarda elektrik ve mekanik uyarimlarin etkisi altindadir.
Tire bagh olarak kalp, 1 Hz’den (insan) 10 Hz’e (fare) kadar hiicre, doku ve organ
diizeyinde dongiisel olarak kasilma ve gevseme davranist gosterir. Hiicresel mikro
cevrenin mekaniksel 6zellikleri kalp kasinin fonksiyonu ve farklilagmasinda Kkilit rol
oynamaktadir. Bununla beraber, mekanik uyarimlar (germe) hiicre ¢ogalmasi,
hipertrofisi, apoptozu, metabolik hizlar1 ve gen ifade paterni gibi 6nemli biyolojik
stireclere gesitli biyokimyasal sinyalleri kontrol ederek etki ederler [21, 22]. Bu nedenle
mekanik uyarimlar kok hiicrelerin kardiyak hiicrelere olgunlasmasina etki eden dnemli
parametrelerin basinda gelmektedir. 2B kiiltiir sistemlerinde hiicreler, iizerinde kiiltiire
edildigi yiizeye germe uygulanarak mekanik uyarimlara (statik ve dinamik gerilim) maruz
birakilirlar. Hiicrelerin gerinime maruz birakilmasinda, sarkomer organizasyonu,
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kardiyomiyosit fenotipi ve fonksiyonu ile iligikili gen ve protein ifadesini ve
kardiyomiyositlerin kalsiyum dongiisii/kasilma 6zelliklerini in vivo benzeri bir seviyeye
getirmek amaglanmaktadir [22]. Yapilan arastirmalarda, uygulanan mekanik uyarimin
uygun kasilma-gevseme ¢ifti, iyon kanallarin aktivasyonunu ve total gen ifadeleri i¢in
hayati 6nem tasidig1 tespit edilmistir [21, 22]. Vanderburgh ve ark. yaptiklar ¢alismada,
neonetal kardiyomiyositlere uygulanan mekanik uyarimin; kardiyomiyositlerin
olgunlagtiginin birer gostergesi niteliginde olan kardiyomiyosit dizilmesinin, total
miyozin agir zinciri miktarinin, ¢ekirdek sayisinin ve hiicrenin biiylimesinin artirgini
gostermiglerdir [273]. Bir ¢alismada neonetal kardiyomiyositler 24 sa. boyunca %10
gerilim altinda kiiltiire edilmis ve yapilan analizler gap baglantilarinin ifade olmasinda ve
hiicresel organizasyonda artis meydana geldigini gosterilmistir [274]. Diger bir ¢alismada
ise uygulanan gerilimin in vitro kosullarda kardiyomiyositlerin biiyiimesini ve
tutunmasindan sorumlu olan fokal adezyon kinazin aktivasyonunu sagladigi tespit
edilmistir [275]. Kalbin gelisimi ve fonksiyonunu gostermesi i¢in uyarilma-kasilma ¢ifti
oldukea kritiktir ve elektriksel uyarim, kalp kasinin sekronize bir bicimde kasilmasi i¢in
onemli bir faktordiir. Makro boyutta yapilan galigmalar mekanik uyarim ve akig
dinamiklerinin kardiyak farklilagmayi arttirdigi bilinse de bu etkilerin kardiyomiyogenez

tizerine etkisi tam olarak aydinlatilamamustir [276, 277].

MKH’ler ile yapilan ¢alismalarda mekaniksel uyarimin sigan kemik iliginden izole edilen
kok hiicrelerin canliigin1 [278], anjiyojenik kapasitesini ve anti-apoptik etkilerini
artirdig1 [279] tespit edilmistir. Bununla birlikte mekaniksel uyarimin insan kaynakli
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda da etkili bir biyofiziksel uyarim oldugu
bulgularla tespit edilmistir [23]. Baska bir ¢alismada Rezaee ve ark. sican kaynakli yag
doku MKH’lerinin 5-Aza (10 uM) ve mekaniksel uyarimin (%10) sinerjik etkisi altinda
kardiyomiyojenik farklilastirilmasini amaclamis ve elde edilen sonucglar uyarimlarin
sinerjik etkisi altinda kardiyak spesifik genlerin (GATA-4, NKX2.5, BMHC ve a-kardiyak
aktin) ifadesinde anlamli bir artis oldugunu gostermistir [24]. Ote yandan Zimmermann
ve ark. yeni dogan sican kardiyomiyositlerini kollajen ve matrijelden olusan hidrojellere
enkapsiile etmis ve mekaniksel gerinim (%10, 2 Hz) uygulamislardir. Bu kosullarda,
gelistirilen yapidaki hiicreler normal fonksiyonel miyokardiyumda gbzlemlenen kasilma
ve elektrofizyolojiksel 6zelliklere yiiksek oranda benzeyen karakter sergilemislerdir
[280]. Bu yapilarin saglikli siganlara implantasyonuna dair sonuglar bu doku greflerinde

damarlanmanin meydana geldigini ve hiicrelerin yiiksek canliligina sahip oldugunu [280],
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MI modeli gelistirilen sicanlara implante edildiklerinde ise sonuglar kardiyak
fonksiyonlarin arttigint gostermistir [281]. Baska bir calijmada Zhang ve ark. EKH
kaynakl1 kardiyomiyositlerin olgunlastirilmasi amaciyla bu hiicreleri MKH ile birlikte 3B
kollajen doku iskelesine enkapsiile etmis ve dongiisel mekaniksel uyarim
uygulamiglardir. Yapilan analizler mekaniksel uyarima maruz birakilan yapilarda
kardiyomiyositlerin sarkomer uzunlugu, elastik modiil ve molekiiler belirtegler agisindan
olgunlastiklar1 gosterilmistir [282]. Elastik PU nanofiber ve insan kaynakli MKH’ler
birlikte elektrospreylenerek gelistirilen yapilar mekaniksel uyarima maruz birakilarak
MKH'’lerin kardiyomiyojenik farklilasmalar1 indiiklenmistir. Elde edilen sonuglar
mekaniksel uyarim miktarinin artmasi ile (%25’°ten %75’e) GATA4, NKX2.5, MEF2C ve
CACNAILC ifadelerinde anlamli diizeyde artis meydana geldigini, dolayisiyla kok
hiicrelerin basarili bir bi¢imde kardiyomiyojenik farklilagmasinin saglandigini
gostermistir [283]. Yine baska bir ¢alismada PCL filmler tizerinde kiiltiire edilen insan
kaynakli MKH’lerin miyojenk farklilagmasi arastirtlmis ve elde edilen sonuglar
MKH’lerin uyarima bagli olarak uzadiklari, mekaniksel uyarim yoniine dogru dizildikleri
ve kardiyak spesifik gen (GATA-4, MyoD-1, f-MHC, Troponin T ve Troponin I) ve
proteinleri (kardiyak Miyozin Agir Zinciri) ifade ettiklerini gostermistir [284]. Tiim bu
veriler, mekaniksel uyarimim kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagmasi ve
olgunlasmamais kardiyak hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel olarak olgunlagmasi i¢in kritik

oneme sahip oldugunu gostermistir.

Kok hiicrelerin kardiyomiyositlere farklilagtirilmasinda kullanilan diger bir fiziksel faktor
de elektriksel uyarimdir. Ciinkii, mekaniksel uyarimla birlikte elektriksel uyarim,
embiryonik donemde kardiyomiyosit biiyiimesi ve olgunlagsmasinda major etkenlerden
bir tanesidir [285]. Elektriksel uyarim hem 2B hem de 3B sistemlerde kiiltiire edilen
kardiyomiyositlerin biiylimesi ve uyarim yoniinde uzamasinin saglanmasi i¢in
kullanilabilmektedir. Ancak uyarim siiresi, frekansi, dalga tipi ve genlik gibi elektriksel
uyarim parametreleri kardiyomiyositlerin kasilma davranislarinin manipiile edilmesinde
ve arzu edilen diizeyde basar1 saglanmasinda kritik Oneme sahiptir. Hiicre
olgunlagmasinin saglanmas1 yaninda elektriksel uyarim aynmi zamanda hiicre-hiicre
etkilesminin artirilmasi, uyari iletim hizinin artmasi ve ultrayapisal organizasyonun
iyilestirilmesi bakimindan da etkili olmaktadir [286]. Bununla birlikte, elektriksel
uyarim, kardiyomiyositlerde, aksiyon potansiyelinin hizi, siliresi ve sayisini

etkilemektedir. Miyozin agir zinciri, troponin ve konneksin gibi olgunlagsma gostergesi
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olan biyobelirteclerin ifadesi mekaniksel uyarimin yaninda elektriksel stimulasyonla
kontrol edilmektedir [21, 22]. Yapilan ¢alismalarda, kardiyomiyositler kiiltiire edildikten
sonra 6 giin boyunca 10 Hz, 1 V ve 5 ms elektriksel uyarima maruz birakilmis ve yapilan
gozlemler kardiyomiyositlerin biiylidiigiinii ve konneksin 43 ifadesinin arttigini
gostermistir. Ayrica elektrik stimulasyonuna maruz birakilan hiicrelerde voltaj kapili
potasyum kanallarinin da ifadesinin artigi gozlenmistir [287]. Kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilasmasinda elektriksel uyarimin etkisinin tespit edilmesi i¢in
cesitli calismalar yapilmistir. Elektriksel uyarim altida fare [288] ve insan [289]
EKH’lerin basarili bir sekilde kardiyomiyojenik farklilagsmalarinin indiiklendigi ve bu
hiicrelerden olusturulan embiryoid cisimciklerde kasilan alanlarin anlamli diizeyde arttig1
rapor edilmistir. Ayrica bu c¢alismalarda elektrilsel uyarimin kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilasmasini hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi
mekanizmasi lizerinden sagladigi tespit edilmistir. Yakin zamanda He ve ark. kemik iligi
kaynakli MKH’leri elektriksel uyarim altinda kiiltiire etmis ve bu hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilagmalarini arastirmistir. Elde edilen veriler elektriksel uyarimin
kardiyomiyojenik farklilasmada 5-Aza’dan daha etkili oldugu ve hem gen hem de protein
diizeyinde kardiyak spesifik belirteclerin ifadesinin anlamli diizeyde artitigini
gostermistir. Tiim bunlarin yaninda elektriksel uyarimin kardiyomiyojenik etkisini TGF-
B1 tizerinden gosterdigi sonucuna da varilmistir [25]. Yine baska bir g¢alismada
aragtirmacilar kardiyomiyojenik farklilagsma agisindan MKH, iPKH ve EKH’lerden daha
etkili olduklarini ifade ettikleri insan kaynakl kardiyosfer kaynakli hiicrelerin elektriksel
uyarim altinda kardiyomiyojenik farklilasmasi arastirmis ve elde edilen veriler hiicrelerin
uyarim altinda kardiyak spesifik belirtegleri ifade ederek kardiyomiyositlere
farklilagtiklarini gostermistir. Akis sitometrisi sonuglart elektriksel uyarimin elde edilen
kardiyomiyosit oranini kontrol grubuna gore %30 oraninda artirdigt gosterilmis olup,
immiinfloresan boyama sonuglar1 da hiicrelerin yiiksek diizeyde troponin T ifade
ettiklerini gostermistir [290]. Tim bu sonuglar elektriksel uyarimin kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilasmasinda ve kok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin
olgunlagsmasinda kritik dneme sahip olan bir biyofiziksel uyarim oldugunu agik bir
bi¢imde gostermektedir. Dolayisiyla kardiyak doku miihendisligi uygulamarinda in vivo
kalp yapisin1 yiiksek diizeyde taklit edecek yapilarin gelistirilmesinde mekaniksel

uyarimin yaninda elektriksel uyarimin da degerlendirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.
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2.5. Kardiyak Doku Miihendisliginde Karsilasilan Problemler

Kardiyak doku miihendisliginde kullanilacak olan hiicre tipi gerek in vitro gerekse de in
vivo kosullarda elde edilecek basariyr direkt olarak etkileyecek bir unsurdur. Hiicre
biyolojisi konunda yasanan gelismeler sonucunda iPKH’ler gelistirilmis ve kardiyak
doku miihendisligi iiriinlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecek ¢ok degerli bir hiicre
kaynagi elde edilmistir. Ancak her iPKH hiicre hattindan ayni verimlilikte
kardiyomiyositlerin elde edilmesi i¢in kullanilabilecek genel bir farklilastirma prosediirii
gelistirilememistir [291]. Bununla birlikte elde edilen kardiyomiyositlerin fetal donem
ozelliklerini gstermesi de 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [292]. Gerek
in vitro gerek pre-klinik gerekse de klinik galigmalarda sik¢a kullanilan diger bir hiicre
kaynag1 yetiskin dokulardan izole edilen ve kardiyomiyositlere farklilasma yeteneginde
olan MKH’lerdir. Ancak bu hiicrelerin in vitro kosullarda kardiyomiyositlere
farkhlastirilmasi noktasinda celigkili sonuglar vardir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan
literatiir taramasinda MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmasini konu olarak belirlemis
26 farkli caligma incelenmis ve bu 26 farkli ¢alismanin %77°sinde MKH’lerin
kardiyomiyojenik farklilagsmalarinin saglandigi, %23°nde ise saglanamadigi sonucuna
varilmistir (Sekil 2. 3). Bu durum kardiyak doku miihendisliginde hiicre kaynagi olarak
kullanilacak MKH’lerin yiiksek diizeyde kardiyomiyojenik farklilasmasini saglayacak
yeni yoOntemlerin gelistirilerek kiiltiir kosullarinin  optimize edilmesini gerekli

kilmaktadir.

@l Pozitif Sonug (%77)
[ Negatif Sonug (%23)

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

Toplam yayin sayisi =26

Sekil 2.6. MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasini konu edinmis c¢aligmalarda

kardiyomiyojenik farklilasma acgisindan elde edilen pozitif ve negatif sonuglarin orani
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Kardiyak doku miihendisligin calisma konularindan olan hiicre ve doku terapisi
yaklagimlart umut vaad etse de insan kaynakli kok hiicelerin kullanildigi primat
deneylerinde aritmilerin olustugu gozlemlenmistir. Aritmilere kaynaklik eden temel
neden implante edilen yapilarin fonksiyonel olmamasi ve kullanilan hiicrelerin
olgunlasmamis olmasidir. Dolayisyla bu yapilar dogal doku ile birlikte kasilma-gevseme
davranig1 gosterememekte ve aritmiler olusmaktadir [293]. Bu sorunun ¢oziimiiniin
yapisal, metabolik, molekiiler ve elektrofizyolojik olarak olgun ve kasilabilir
kardiyomiyosit hiicrelerin in vivo kECM yapisini, kompozisyonunu ve mekanik
ozelliklerini en iyi sekilde taklit eden doku iskelelerine ekilerek miyokardiyumlarin

gelistirilmesi gerekmektedir.

Kardiyak dokularinin gelistirilmesinde gerek temel bilim gerekse de uygulamali
bilimlerde umut vadeden bir¢ok gelisme yasanmis olup halen c¢aligmalar devam
etmektedir. Bu baglamda bir¢ok biyomalzeme gelistirilmistir, ancak bu malzemelerin ya
yiiksek yapisal biitiinliikleri saglanirken biyouyumluluk gereksimi gbzardi edilebilmekte,
ya da biyouyumluluklar1 saglanirken yapisal biitiinliikleri dikkate alinmamaktairg
Bununla birlikte in vitro kosullarda fonksiyonel bir miyokardiyum yapisinin
gelistirilmesinde onemli gelismeleri saglayacak olan hiicrelerin ihtiyag duydugu ideal
fizikokimyasal uyarimlar konusu hala ¢dziim bekleyen bir problem olarak durmaktadir
[294]. Bu fizikokimyasal uyarimlardan olan elektriksel, mekaniksel ve akis gibi
biyofiziksel uyarimlari saglayan biyomimetik biyoreaktor sistemleri gelistirilmis olsa da
heniiz ideal kosullar1 saglayan bir sistem gelistirilememistir. Bununla birlikte gelistirilen
kardiyak yapilarin olgunlagtirilmasinda kritik yol alacak olan biyofiziksel uyarim
parametreleri de heniiz optmize edilmemistir [295]. Dolayisiyla kalp dokusu hiicrelerinin
in vivo kosullardaki davraniglarin1 ve bu davranislara neden olan biyofizikokimyasal
parametrelerin detayli olarak arastirilmasi ve elde edilen veriler 1s18inda yeni kiiltiir
kosullarinin ve biyomimetik biyoreaktorlerin gelistirilmesinin kritik dneme sahip olacag:

diistiniilmektedir.

Kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda gerek kok hiicrelerin farklilagmasi gerekse
de damarlanmanin indiiklenmesi i¢in ¢esitli biyoaktif molekiiller basariyla kullanilmistir.
Ancak biyoaktif molekiillerin hiicre farklilagmasini gegici bir sekilde sagladigr g6z
oniinde bulunduruldugunda bu problemin ¢oziimii i¢in yeni fikirlerin ortaya atilmasi
gerektigi agik bir bigimde ortaya ¢ikmaktadir [296]. Bu baglamda degerlendirildiginde

biyoaktif molekiiler olarak eksozomlarin kardiyak doku miihendisligi uygulamalarinda

47



¢ozlinebilir faktorler yerine kullanilabilecek degerli araclar oldugu vurgulanmalidir [15].
Ancak eksozomlarin bu alandaki potansiyellerinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in daha fazla

arastirma yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Kardiyak doku miihendisligi tirlinlerinin gelistirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda,
gelistirilen {irlinlin kalp onarimina ve kalp fonksiyonlarinin gelistirilmesine olan etkisinin
test edilmesi i¢in kullanilan hayvan modelleri, malzemelerin implantasyon sekli ve siiresi
ve bu silire sonunda analiz edilen parametrelerin ne olacagi konusunda kabul edilmis genel
bir konsensusun olmamasi bu alanda karsilagilan diger énemli bir problemdir [155].
Bahsedilen bu parametler agisindan saglanacak bir konsensiis, hi¢ siiphesiz yeni
gelistirilmis bir malzemenin hizli bir sekilde klinikte uygulama alani bulmasina énemli
derecede katkida bulunacaktir. Gelistirilen 3B kardiyak miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan hiicrelerin canliliklari, farklilagmalari ve kaderlerinin ger¢ek zamanli ve uzun
donemde goriintiilenebilmesi 6nemli bir unsurdur. Ancak 3B kiiltiir sistemlerinde
hiicrelerin hareketi, canlilig1 ve farklilasmasini takip etmek ve yiiksek dogrulukta veriler
elde etmemizi saglayacak yontemlere olan ihtiyag hala devam etmektedir. Bu anlamda

molekiiler goriintiileme teknikleri etkili olabilecek yontemler arasindadir [48].

Zarar gormiis kalp dokusunu onararak kalp fonksiyonlarinin iyilestirilmesi saglayacak
olan greftin uygun boyut ve kalinlikta gelistirilmesi 6nemli sorun olarak goriilmektedir.
Biyolojik difiizyon kapasitesinin 50-200 pm olmasi, difiizyon ile beslenen daha kalin
greflerin gelistirilmesi Onlinde 6nemli bir engel olarak diisliniilmekte ve bu kisitin
giderilmesi i¢in gelistirilen kardiyak doku miihendisligi {riiniiniin beslenmesini
saglayacak damar aginin olusturulmasinda kullanilacak yeni nesil teknik ve teknolojilere
ihtiya¢ oldugu vurgulanmalidir [291]. Klinikte kullanilabilecek kalp dokusu greftininin
kalinliginin yaklasik 10 mm olmasi gerekliligi bu problemin ciddiyetini ortaya koymakta
ve greftin kendi kendisini besleyecek damar agina sahip olmasinin 6nemini bir kere daha

gostermektedir [155] .

Tiim bu problemler dikkate alindiginda kardiyak doku miihendisligi alaninda daha bir¢ok
calismanin yapilmasi gerektigi acik bir sekilde anlagilmaktadir. Bu alanda gelistirilecek
tiriinlerin klinik uygulamalarda kullanilabilmesi ve istenilen basarilarin elde edilmesi igin
multidisipliner bir alan olan kardiyak doku mithendisliginin diger bilim dallarindan daha
fazla beslenmesi gerektigi diistiniilmektedir. Bu anlamda kalp kasinin yapisinda yer alan

her hiicre tipinin ayr1 ayr1 ve diger hiicrelerle birlikte maruz kaldig1 biyolojik, kimyasal
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ve fiziksel uyarimlarin gen, protein ve metabolizma diizeyinde anlasilmasi ve bu alanda
kullanilacak en dogru hiicre ya da hiicrelerin tespit edilmesi i¢in omik teknolojilerden
faydalanmas1  gerekmektedir. Omik teknolojiler (transkriptomiks, proteomiks,
epigenomiks, metabolomiks vb) hiicrelerin maruz kaldig1 ¢evrenin hiicre {izerinde
molekiiler, yapisal ve metabolik diizeyde meydana getirdigi degisimleri gosteren yiiksek
hacimli veriler elde edilmesinde oldukg¢a etkin araglardir [297]. Bu verilerin dogru
islenmesi ve iligkilendirilmesi ile optimum kiiltiir kosullarmin saglanabilecegi
diisiiniilmektedir. Son zamanlarda bir¢ok alanda dikkate deger gelismelerin yasanmasini
saglayan genetik miithendisligi teknolojilerinin (6rnegin: CRISPR/Cas9) kardiyak doku
mihendisligi uygulamalarina entegre edilmesi molekiiler, yapisal, metabolik ve
elektrofizyolojik olarak tamamen olgun kardiyomiyosit Ozelliklerine sahip hiicreler
gelistirilmesine biiyiik katki saglayacagi inancindayiz [298]. Son olarak gelecegimizi
sekillenmesinde olduk¢a 6nemli olacagi simdiden belirgin bir sekilde ortaya ¢ikan yapay
zeka teknolojisinin de bu alana entegre edilmesi i¢in ¢aligsmalar yiiriitiilmesi gerektigi
vurgulanmalidir. Yukarida da bahsedildigi lizere KECM yapis1 birgok etmenin bir arada
bulundugu olduk¢a kompleks ve heterojen bir yapiya sahiptir. Ve bu yapinin taklit edilme
diizeyi kardiyak doku miihendisligi irlinlerinin basarisin1 dogrudan etkilemektedir [299].
Aragtirmacilar gelistirdikleri doku iskelelerini kECM’e benzetmek i¢in geleneksel
yontemler kullanmaktadir. Bu yontemler, mevcut bilgi birikimine dayanarak farkl
tirdeki bilesenleri, 6rnegin; polimerleri, farkli sekilde ve kompozisyonda bir araya
getirme esasina dayanmaktadir. Ancak bu yontemlerle heniiz ideal bir biyomalzeme
gelistirilememistir. Iste bu noktada yapay zeka iiriinii algoritmalarin, kKECM yapisini,
mekanik ozellikllerini ve kompozisyonunu saglayacak ideal bilesimi tespit etmede

yardimci araglar olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
BOLUM I

3.1. Mezenkimal K6k Hiicreleri Iceren Aseliiler Perikard Bazh Kardiyak

Yamalarin Gelistirilmesi

3.1.1. Sigir Perikardiyumundan 3-Boyutlu Aseliiller Doku Iskelelerinin

Gelistirilmesi ve Karakterizasyonu

3.1.1.1. Kimyasal Malzemeler

Fizyolojik salin, SDS, Triton-X100, Trichrome Stain (Masson) Kit, Elastic Stain Kit,
asetik asit, kollajenaz ve ninhidrin Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Bununla birlikte perikardiyal dokularin aseliiler hale getirilmesi i¢in kullanilan
fenilmetil-siilfonil florit (PMSF), tris, DNaz, RNaz, ve etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) Biomatik (ABD) firmasindan temin edilmistir. Yikama islemlerinde kullanilan
fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) Biochrom (Almanya), aseliiler dokularin fiksasyonu
icin kullanilan genipin ise Santa-Cruz Biotechnology (ABD) firmasindan satin alinarak
kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim kimsayal ve kitler lireticinin belirledigi saklama

kosullarinda muhafaza edilerek kullanilmistir.

3.1.1.2. Sigir Perikardiyumunun Alinmasi

Perikardiyal dokular, Entegre Girisim Et Tesislerinden (Cubuk, Ankara, Tiirkiye) 24-36
aylik yas aralifindaki sigirlardan elde edilmistir (Sekil 3.1). Bu amagla sigir kalbinin
ventral ylizeyindeki perikardiyal keseden numuneler alinarak 4 °C’deki fizyolojik salin
igerisinde laboratuvara getirilmistir [300]. Laboratuvarda doku iizerindeki yaglar
dikkatlice perikardiyum yiizeyinden uzaklastirildiktan sonra 4x4 cm boyutlarinda
kesilerek PBS igerisine alinarak uygulamanin yapilacagi zamana kadar —86 °C’de

muhafaza edildi.
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Sekil 3.1. Islem gérmemis sigir perikardiyumu. A) Biitiin olarak ¢ikarilan perikardiyum,
B ve C) Deseliilerizasyon islemi igin hazirlanan 4x4 c¢cm boyutlarindaki perikardiyum

ornekleri.

3.1.1.3. 3B Aseliiler Doku Iskelelerinin Elde Edilmesi ve Karakterizasyonu

3B aseliiler doku iskelelerinin hazirlanmasi i¢in uygun protokoliin gelistirilmesi amaciyla
detaylar1 agagida verilen SDS ve Triton-X100 temelli protokoller kullanilmistir. Deterjan
uygulamasindan Once yaglarindan arindirilmis orneklerde hiicrelerin  patlamasini
kolaylastirmak amaciyla dokular 3 defa dondur-¢ozdiir islemine maruz birakilmistir
[301]. Bu asamada dokular 4 sa. -86 °C’de dondurulduktan sonra 30 dak. 37 °C’de
¢Ozdirilmis ve her bir dondurma ¢6zdirme isleminden sonra Ornekler PBS ile
yikanmistir. Bu asamay1 takiben dokular 24 sa. veya 48 sa. boyunca, 4 °C’de stirekli
karistirma altinda proteaz inhibitorii (PMSF 0,35 mg/L) [302] i¢eren hipotonik tris
tamponda (10 mM) inkiibe edilmistir. Daha sonra dokular %1 Triton-X100, %0,5 SDS
veya ikisinin karigimini (%1 Triton-X100/%0,5 SDS) igeren proteaz inhibitorlii hipotonik
tris tamponu ¢ozeltilerinde 24 sa. siiresince 4 °C de siirekli karigtirma altinda inkiibe
edilmistir [303]. Ornekler, 24 sa. sonunda 48 sa. boyunca PBS ile yikanmis ve hiicre
cekirdegi kalintilarinin temizlenmesi amaciyla 37 °C de 1 sa. boyunca DNaz (0,2 mg/mL)
ve RNaz (150 pg/mL) enzimlerine maruz birakilmistir [302]. Son agama olarak 6rnekler
tekrar deterjan ¢ozeltilerine bir kere daha maruz birakilarak kullanima hazir hale

getirilmistir.

Aseliiller Doku 1Iskelelerinin Histolojik Incelenmesi: Perikardiyal dokularin
hiicrelerinden arindirilip armdirilmadiginin tespit edilmesi ve uygulanan prosediirlerin
dokularin yapisina olan etkilerinin incelenmesi amaciyla fiziksel ve kimyasal yontemlerle
muamele edilmis 6rneklerde histolojik inceleme yapildi. Bu amacla 6rnekler %10’ luk

tamponlu formaldehit i¢inde oda sicakliginda 72 sa. tespit edilmis ve tespit edilen doku
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ornekleri Leica TP 1020 151k mikroskobu takip cihazina alinmistir. Doku 6rnekleri takip
cihazinda dehidratasyonu saglamak amaciyla sirayla %70, %80, %90, %96 ve %100°’lik
alkol ¢ozeltilerinden gegirilmistir. Ornekler, seffaflandirma igin 1’er saaten 2 kere
ksilolden gecirildikten sonra 2,5 sa. saf parafinde bekletilmistir. Doku takip cihazindan
aliman Ornekler Leica Egl150H parafin istasyonunda saf parafine gomiilerek parafin
bloklar elde edilmistir. Elde edilen parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm
kalinliginda kesitler alinmistir. Deparafinizasyon sonrasi kesitler asagida detaylar1 verilen
Hematoksilen-Eozin (H&E), Verhoeff Van Gieson (VG) ve Masson’un Trikromu (MT)
ile boyanmis ve uygulanan prosediirlerin etkinligi Leica 6000B 1s1k mikroskobu ile
inceleme yapilarak degerlendirilmistir. Elde edilen goriintiiler Leica DC490 (Wetzlar-

Germany) dijital kamera ile bilgisayar ortamina aktarilarak raporlanmaistir.

Hematoksilen-Eozin ile boyama i¢in hazirlanan parafin bloklardan alman 5 pm

kalinligindaki seri kesitler bir gece 60 °C etiivde birakildiktan sonra 45 dak. ksilolde
tutularak deparafinize edilmistir ve dereceli alkol serilerinden (%100, % 96, %80)
gegirilerek rehidrate edilmistir. H&E ile boyandiktan sonra dereceli alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilen Ornekler ksilolde seffaflandirilmis ve kanada balsami ile

kapatilarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

Masson'un Trikrom boyasi igin Trichrome Stain (Masson) Kit iireticinin direktifleri

dikkate almarak kullanmilmistir. Kisaca, hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 pm
kalinligindaki seri kesitler bir gece 60 °C’de etiivde bekletildikten sonra 45 dak. ksilolde
tutularak deparafinize edilmistir. Ornekler dereceli alkol serilerinden (%100, %96, %80)
gecirilerek rehidrate edilmis ve ardindan bouin soliisyonunda 56 °C’de 30 dak.
bekletildikten sonra c¢esme suyunda yikanmistir. Hiicre c¢ekirdeklerinin boyanmasi
amactyla Weigert’in demirli hematoksileninde 5 dak. inkiibasyondan sonra sirasiyla dnce
cesme sonra da distile su ile yikama yapilmis ve bunu takiben 5 dak. boyunca Biebrich
Scarlet-Acid Fuchsin soliisyonunda bekletilmistir. Ardindan 6rnekler fosfotungstik-
fosfomolibdik asit karisiminda differensiye edildikten sonra anilin mavisi ile boyanmustir.
Hazirlanan preparatlar seri alkollerden gecirilip kurutulduktan sonra ksilolde 15 dak.
bekletildikten sonra kapatma medyumu ile kapatilmis ve 1sik mikroskobu altinda

incelenmistir.

Verhoeff Van Gieson boyama igin aseliilerizasyon prosediirleri uygulanmis 6rneklerde

elastik fiber yapilarimin gosterilmesi amaciyla VG boyamasi Elastic Stain Kit kullanilarak
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yaptlmistir. Bu amagla, Oncelikle hazirlanan parafin bloklardan aliman 5 pm
kalinligindaki seri kesitler bir gece boyunca 60 °C etiivde birakildiktan sonra 45 dak.
ksilolde tutularak deparafinize edilmistir. Bunu takiben, dereceli alkol serilerinden
(%100, %96, %80) gecirilerek rehidrate edilen kesitler, Verhoeff’un hemtoksileninde 30
dak. bekletilmistir. %2’lik ferrik kloriir soliisyonunda differansiye edilen 6rnekler Van
Gieson ile 5 dak. boyanmig ve seri alkollerden gegirilerek dehidrate edildikten sonra
kurutulmustur. Hazirlanan preparatlar, 151k mikroskobu altinda inceleme yapilmadan
once 20 dak. boyunca ksilolde bekletilmis ve daha sonra kapatma medyumu ile

kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

Aseliiler Doku Iskelelerinde Morfoloji Kontrolii: Hiicrelerin doku iskelelerinde
¢ogalabilmeleri i¢in por ¢ap1 biiylikliigiiniin 6nemli oldugu ve aseliiler sigir perikardlarin
por capinin artirilmasinda asetik asit muamelesinin 6nemli olabilecegi raporlanmistir
[207]. Bu nedenle aseliiler hale getirilen dokular asetik asit ve kollajenaza maruz
birakilmistir. Bu amagla oncelikle yapilar 1 M asetik asit ¢ozeltisinde 3 sa. bekletilmis ve
ardindan pH degeri notral olana kadar PBS ile yikanmistir. Bunu takiben asetik asit ile
muamele edilmis yapilar 0,5 U/mL kollajenaz ¢6zeltisi icerisinde (pH: 7,5) 3 sa. boyunca
enzimatik par¢alanmaya ugratilmistir. 3 sa. sonunda enzimatik aktivitenin durdurulmasi
icin yapilar 10 mM EDTA ¢ozeltisi igerisinde 30 dak. tutulduktan sonra PBS ile
yikanmistir. Gozenek caplarinin karakterizasyonu i¢in Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanildi. Ornekler SEM’de gériintiillenmeden dnce 24 sa. boyunca liyofilizatérde
kurutulmustur. Orneklerin morfolojileri altin/platin kaplamasindan sonra goriintiilenmis
ve gozenek caplari ImageJ programiyla Slgiildiikten sonra her bir 6rnek i¢in ortalama
gozenek ¢ap1 hesaplanmistir. Bununla birlikte asetik asit ve kollajenaz uygulamasinin
aseliiler dokularin kollajen ve elastik fiber yapisi lizerine etkisinin olup olmadiginin tespit
edilmesi amaciyla yukarida detaylar1 verilen VG boyamasi yapilmistir. Kontrol grubu

olarak asetik asit ve kollajenaza maruz birakilmayan aseliiler dokular kullanilmistir.

Aseliiler Doku Iskelelerin Genipin ile Fiksasyonu: Doku iskelesi olarak kullanilacak
olan aseliiler yapilarin hiicre kiiltiir ortaminda zamanla enzimatik degredasyona ugradigi
ve yapidaki serbest amino gruplarinin antijenik 6zellik gosterdikleri bilinmektedir [304].
Bununla birlikte in vivo implantasyonu yapilan yapilarin kalsifikasyona neden olmamasi
i¢in uygun bir fiksatif ajan ile fikse edilmesi gerektigi rapor edilmistir [305]. Bu nedenle
bu yapilarin hiicre kiiltiir ortaminda biitiinliigliniin korunmasi (dayaniminin artirilmast),

serbest amino asitlerinin bloke edilmesi ve kalsifikasyonun engellenmesi i¢in genipin ile
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fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Asetik asit uygulamasi ile gozenek boyutu artirilan
yapilar, uygun genipin konsantrasyonunun tespit edilmesi amaciyla iki farkli (%0,05 ve
0,5’lik, w/v) genipin ¢6zeltisinde 3 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir [206].
%0,05 ve %0,5 genipin konsantrasyonlarinda fikse edilen Ornekler enzimatik
degradasyona tabi tutularak yapidaki antijenik 6zellik potansiyeline sahip olan serbest
amino gruplarin miktart tayin edilmistir. Degradasyon iglemi sirasinda, yapinin 6zgiil
proteazi olan kollajenazin tropokollajen molekiillerinin (Pro-X-Gly-Pro-Y sekansli) X ve
Gly arasindaki baglar1 parcaladigi bilindiginden, kollajenaz enzimi kullanilmistir. Bu
amagla ornekler 20 U/mL kollajenaz ¢ozeltisinde 37 °C ve pH 7,5’de 24 sa. inkiibe
edilmistir. Daha sonra EDTA (10 mM ) ¢ozeltisi ilave edilip degradasyon durdurularak
serbest amino gruplarindaki artis dokunun degradasyon derecesi olarak ninhidrin (NHN)
analiziyle belirlenmistir [306]. NHN analizi kimyasal fiksasyondan sonra biyolojik doku
icerisinde kalan serbest amino gruplarinin miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Bu amagla 24 sa. liyofilize edilen 6rnekler tartildiktan sonra 5 mL NHN ¢ozeltisi (%0,35
w/v) orneklere eklenmistir (agirlig1 ve yiizey alami es o6rnekler). Liyofilize yapilarin 20
dak. boyunca NHN ¢ozeltisi ile kaynar su banyosunda 1sitilmalarinin ardindan, ¢6zelti
mavi-menekse rengine donmektedir. Cozeltilerin optik absorbansi spektrofotometrede
(VERSAmax, ABD) 570 nm de 6lgiim yapilarak tayin edilmistir. % fiksasyon endeksi
(FE) NHN deneyi ile elde edilen optik absorbanslar {izerinden asagidaki formiil ile

hesaplanmistir. Kontrol grubu olarak fikse edilmeyen dokular kullanilmistir.

E - (NHN reaktif amin)yonirot — (NHN reaktif amin) s,

100
(NHN reaktif amin)ontror *

3.1.2. Sican Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve

Karakterizasyonu

3.1.2.1. Kimyasal Malzemeler

Hiicre kiltiirii sarf malzemeleri Griener Bio-One (Almanya), hiicre kiiltiiri vasati ve
bilesenleri Merck Biochrom (Almanya) veya Capricorn Scientific GmbH (Almanya),
hiicre ylizey antijenlerinin tespit edilmesi i¢in kullanilan antikorlar BD Pharmingen
(ABD), hiicrelerin osteojenik ve adipojenik farklilasmalarinin tespit edilmesi amaciyla
kullanilan Stempro Osteogenesis ve Adipogenesis Differentiation Kitleri Invitrogen

(ABD), osteojenik farklilagmanin gosterilmesi i¢in kullanilan Alizarin Kirmizist S ve
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adipojenik farklilasmay1 géstermek igin kullanilan Oil Kirmizis1 O Sigma-Aldrich (ABD)

firmalarindan temin edilerek kullanilmustir.

3.1.2.2. Sican Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerin Izolasyonu

Kirikkale Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulun 16.12.2013 tarihli ve 13/02
sayill ve 13/16 karar numaral1 izni ile Wistar cinsi 9 aylik erkek sigandan kemik iligi
cikarilip Mezenkimal Kok Hiicreleri (rt-MKH) izole edilmistir. Bu amacla, deney
hayvanlar1 %70’lik etil alkol ile dezenfekte edilerek yiiksek doz anestezik ile uyutulup
streril kaniil ile femurlara girilerek kemik iligi toplanmistir. Toplanan kemik iligi, kemik
parcalar1 ve hiicre agregatlarinin uzaklastirilmasi i¢in filtreden gegirilerek temizlenmistir.
Temizlenen kemik iligi, %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), 2 mM I-glutamin ve 100 U/mL
penisilin-streptomisin igerigine sahip alpha-Minimum Essential Mediuma (a-MEM)’
alinarak santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre pelleti 25 cm? yiizey alanina sahip hiicre
kiiltiiri kabina alinarak standart hiicre kiiltiiri kosullarinda (37 °C’de, %5 CO2 ve %90
nemli ortam) kiiltiir edilmistir. 48 sa. sonra tutunamayan ilik kaynakli kan hiicrelerinin
uzaklastirilmasi amaciyla hiicre kiiltiirii vasat1 degistirilerek tutunan hiicrelerin kiiltiirline
devam edilmistir. Takip eden zaman periyotunda tutunan hiicrelerin morfolojileri ve

hiicre tutunma davranislari terz faz 151k mikroskobu (Leica, Almanya) ile gozlenmistir.

3.1.2.3. MKH’lerin Karakterizasyonu

Izolasyonu yapilan kok hiicrelerin kokliik ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla akis
sitometrisi (FACS) teknigi ile belirteg ekspresyonuna ve farkli hiicre gruplarina
farklilagma kabiliyetine bakildi [105]. Uygulanan yontemlerin detaylari asagida

verilmistir.

Yiizey Antijenlerin Belirlenmesi: Sigan kemik iliginden izole primer hiicrelerinin kdk
hiicre karakteri gosterip gostermediginin tespit edilmesi amactyla MKH belirteci olarak
CD29 ve CD90, hematopoetik belirteci olarak ise CD45 ve CD11a ifadelerine FACS
teknigi kullanilarak bakilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda hiicreler tripsine maruz birakilip
yiizeyden kaldirilmistir. Kaldirilan hiicrelerin sayis1 hemasitometre ile belirlendikten
sonra FACS tiiplerine alinarak PBS ile yikama yapilmistir. Ardindan hiicreler %4 ’liikk
parafolmaldehit ¢ozeltisinde 4 °C de 20 dak. boyunca fikse edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra hiicreler yikanarak CD11a (PE isaretli), CD45 (PE-CyS isaretli), CD29
(FITC isaretli) ve CD90 (FITC isaretli) belirteclerine spesifik anti-rat antikorlar ile 1 sa.

4 °C de inkiibe edilerek isaretleme yapilmistir. Isaretlenen hiicrelerin analizi
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FACSCalibur (Becton Dickinson, ABD) cihazi ile gergeklestirilerek hiicre
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Cell Quest yazilimi (Becton

Dickinson, ABD) ile islenerek raporlanmistir [307].

Farkh Hiicre Tiplerine Farklilasma Potansiyellerinin Belirlenmesi: Bu kapsamda
kullanilan rt-MKH’lerinin osteojenik ve adipojenik hiicre tiplerine farklilasma
Ozelliginde olup olmadiklar1 incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda asagida tanimlanan
yontemler kullanilarak rt-MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklilasma potansiyelleri

tespit edilmistir [308].

MKH lerin Osteojenik farklilasma yetilerini tespit etmek i¢in Stempro Osteogenesis

Differentiation Kit kullanilmistir. Kemik iligi rt-MKH’ler (P/3) uygun oranda
cogaltildiktan sonra tripsinizasyon islemi ile yiizeyden kaldirilarak sayilmis ve cm? basina
5.10% hiicre gelecek sekilde 24 gozlii kiiltiir kabima ekilmislerdir. 24 sa. sonra hiicrelerin
ortam1 osteojenik farklilasma ortamu ile degistirilmistir. Kontrol grubu olarak normal
biiylitme ortaminda (%10 FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/mL Penisilin-streptomisin i¢eren
a-MEM) kiiltiire edilen MKH’ler kullanilmistir. 2-3 giinde bir hiicrelerin ortami taze besi
ortam1 ile degistirilmistir. 21 giin siiren ¢alismanin sonunda osteojenik farklilagmanin
tespit edilmesi amaciyla Alizarin Kirmizis1 S boyamasi yapilmistir. Bu amagla PBS ile
yikanan hiicreler %4 paraformaldehit soliisyonu ile 30 dak. bekletilerek fikse edilmistir.
Fiksasyondan sonra hiicreler tekrar PBS ile yikanarak %2’lik (w/v) Alizarin kirmizist ile
10 dak. karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Distile su ile 5 kez daha yikama yapildiktan
sonra ters faz 151tk mikroskobu (Leica, Almanya) altinda, mineralize kalsiyum nodiil

olusumu gozlemlenerek osteojenik farklilagma degerlendirilmistir.

Adipojenik farklilasma icin Stempro Adipogenesis Differentiation Kiti kullanilarak

degerlendirilmistir. rt-MKH’ler (P/3) hiicre kiiltiir kabia cm? basia 5.10° hiicre gelecek
sekilde dagitilmis ve 24 sa. boyunca normal kiiltiir ortami kullanilarak kiiltiirleri
yapilmistir. 24 sa. sonunda hiicrelerin ortami1 adipojenik ortam ile degistirilmistir. Kontrol
grubu olarak normal biiyiitme ortaminda kiiltiire edilen rt-MKH’ler kullanilmistir. 21
giinliik kiiltiir stiresi sonunda adipojenik farklilagma Oil Kirmizis1 O boyamasi yapilarak
tespit edilmistir. Bu amacla PBS ile yikanan hiicreler %4’liik paraformaldehit soliisyonu
kullanilarak 30 dak. boyunca fikse edilmistir. Daha sonra fikse edilen hiicreler %2’lik Oil

Kirmizis1 O ¢ozeltisinde 10 dak. boyunca inkiibe edilerek hiicre farklilagsmasi tespit
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edilmistir. 10 dak. sonunda PBS ile yikanan hiicreler ters faz 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.
3.1.3. 3B Aseliiler Doku Iskelelerinin Biyouyumluluklarinin Tespit Edilmesi

3B aseliiler doku iskelelerinin hiicre Kkiiltiirii islemlerinden Once sterilizasyonlari
yapilmistir. Bu amagla doku iskeleleri uygun boyutta kesildikten sonra 1 sa. boyunca
%70’lik etil alkol ¢ozeltisinde inkiibe edilmis ve daha sonra PBS ile yikandiktan sonra 30
dak. boyunca ultraviole 1sigina maruz birakilmistir. Laminar akigh kabinde
sterilizasyonlar1 yapilan doku iskeleleri asagida detaylar1 verilen analizlerde
kullanilmistir. Aseliiler doku iskelelerin biyouyumluluklarinin ve aseliiler yapilarda
kiiltiirii yapilan rt-MKH’lerin canlilik ve tutunma &zelliklerinin tespit edilmesi amaciyla
sirastyla indirekt sitotoksite ve canli&oli analizleri yapilmistir. Bu amagla uygulanan

yontemlere ait detaylar asagida verilmistir.

3.1.3.1. indirekt Sitotoksite Analizi

Aseliiler yapilarin canli hiicreler {izerinde sitotoksik bir etkisinin olup olmadiginin
incelenmesi 1ISO10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi—Boliim S: in vitro
sitotoksite testleri” standartinin “Endirekt MTT sitotoksite testine” uygun olarak
gergeklestirilmis ve hiicre hatti olark L.929 fare fibroblast hiicreleri (ATCC NCTC clone
929:CCL 1) kullanilmigtir. Normal kiiltiir ortam1 olarak bilesiminde %10 FBS, 2 mM 1-
glutamin (Biochrom, Almanya) ve 100 U/mL penicilin/streptomycin bulunan Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) kullanilmistir. L929 hiicreleri uygun sayiya
getirildikten sonra kiiltiir kab1 ylizeyinden kaldirilmis ve 96 gozlii kiiltiir kabina goz
basima 1.10° hiicre gelecek sekilde dagitilarak 24 sa. boyunca inkiibe edilmistir. 24 sa.
sonunda test edilen 6rneklerin (dogal pericard, aseliiler edilmis perikard, asetik asit ile
muamele edilmis aseliiler perikard, asetik asit ile muamele edilip genipin ile fikse edilmis
aseliiler perikard) 72 sa. boyunca 37 °C de normal kiiltiir ortaminda bekletilerek elde
edilen ekstraktlar hiicrelere uygulanmistir (n=6). 24 sa. sonunda hiicre canlilig1 4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) ile tespit edilmistir. Bu
amagla hiicrelerin iizerindeki ortam %10 MTT (5 mg/mL) ajan1 bulunan serumsuz
DMEM ile degistirilmis ve 37 °C de 4 sa. boyunca inkiibe edilmistir. 4 sa. sonunda olusan
formazan kristalleri DMSO ile ¢ozdiiriilerek 570-690 nm de spektrofotometrik olarak

absorbans 6l¢iimil yapilmistir. Negatif kontrol grubundan (normal ortamda kiiltiire edilen
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L929 hiicreleri) elde edilen absorbans degerleri baz alinarak % hiicre canlili§1 hesaplanip

grafige gecirilmistir.

3.1.3.2. Canh&Olii Hiicre Analizi

Indirekt sitotoksisite testinin yaninda 3B aseliiler doku iskelerinin iizerinde kiiltiire edilen
kemik iligi rt-MKH’lerin canlilif1 ve tutunmasinin degerlendirilmesi i¢in LIVE/DEAD™
Viability/Cytotoxicity Kit kullanilmistir. Bu analizde canli hiicreler, hiicre i¢i esteraz
aktivitesinin varlig1 sayesinde floresan olmayan ve hiicre igerisine gegebilen Kalsein-
AM’nin, yogun floresan kalseine enzimatik doniisiimii sonucu ayirt edilir. Polianyonik
boya olan kalsein AM canli hiicreler igerisinde muhafaza edilerek yogun yesil floresan
1s1ma yaptigi bilinmektedir. Etidyum bromid homodimeri (EthD-1) ise hasarli membran
biitiinliigli bozulmus hiicrelere girerek niikleik asitlere baglanma suretiyle floresan
1s1masini arttirir, boylece 6l hiicreler parlak kirmizi floresan 1g1ma verir. Bu kapsamda
aseliiler doku iskelelerinin altindan ve iistiinden mikrotom ile kesitler alinarak porlari
acilmis ve sterilizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Daha sonra 24 sa., 37 °C’de hiicre
bliylime ortaminda inkiibe edilerek sartlandirma yapildi. Bu islemi takiben aseliiler
yapilara hiicre ekimi yapildiktan sonra (1.10° hiicre/mL) 7 giinliik kiiltiir siireci baslatildi.
2 giinde bir hiicrelerin ortam1 bilesiminde %10 FBS (Biochrom, Almanya) 2 mM |-
glutamin (Biochrom, Almanya) ve 100 U/mL Penisilin-Streptomisin (Biochrom,
Almanya) bulunan o-MEM (Biochrom, Almaya)) ile degistirildi. 1 haftalik kiiltiir
stiresinden sonra hiicre ekimi gergeklestirilen aseliiler perikardlar alinarak treticinin

onerdigi protokole gore canli&dlii testi yapilmistir.

3.1.4. rt-MKH’lerin 3B Aseliiller Doku iskelesi Uzerindeki Morfolojileri ve

Infiltrasyonu

Izole edilen ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilen rt-MKH’lerin 3B aseliiler doku
iskeleleri lizerindeki morfolojilerinin ve statik kosullarda zamana bagli olarak doku
iskelesi i¢indeki goglerinin tespit edilmesi amaciyla asagida detaylar1 verilen ¢alismalar

yapilarak analizler gergeklestirilmistir.

3.1.4.1. 3B Aseliiler Doku Iskelesi Uzerindeki rt-MKH’lerin Morfolojisinin Tespit
Edilmesi

rt-MKH’lerin ekimi yapilmadan dnce iskelenin altindan ve iistlinden mikrotom ile kesitler
alinarak porlarinin agilmasi saglandi ve ardindan yukarida ifade edildigi lizere iskelelerin

sterilizasyon islemleri gerceklestirildi. Daha sonra 24 sa., 37 °C’de hiicre biiyiime
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ortaminda inkiibe edilerek sartlandirma yapildi. Ardindan MKH’ler iskeleler iizerine
1.10° hiicre/mL olacak sekilde kiiltiire edildi ve 7 giinliik kiiltiir siiresi baslatildi. 7 giinliik
kiiltiir stiresi sonunda aseliiler yapilar %2,5 gluteraldehit (Fluka, ABD) ¢ozeltisi ile fikse
edildikten sonra 3 defa PBS ile yikandi, daha sonra alkol serilerinden (%25, 50, 70, 75,
90, 95 ve 100) gecirildi. ikinci fiksasyon i¢in hekzametildisilezana (Sigma, ABD) maruz
birakilan yapilar kurutulup goriintiilenmenin yapilacagi zamana kadar 4 °C’de muhafaza
edildi. Hiicre morfolojisi SEM (QUANTA 400F Field Emission SEM) ile gozlem
yapilarak belirlendi.

3.1.4.2. rt-MKH’lerin 3B Aseliiler Doku Iskelesine Infiltrasyonu

Statik kosullarda hiicre infiltrasyonunun belirlenmesi i¢in por yapisi agilan aseliiler doku
iskeleleri sterilize edildi. Daha sonra 24 sa., 37 °C’de hiicre biiyiime ortaminda inkiibe
edilerek sartlandirma yapildi. Bu islemden sonra doku iskelelerine 5.10* hiicre/cm? olacak
sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi. Kiiltiirtin 3., 5., 7., 10., 14. ve 21. giinlerinde drnekler
alinarak histolojik inceleme ile hiicre infiltrasyonu incelendi. Bu amacla 6rnekler parafine
gomiilerek 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Doku iskelesinin {istiinden, ortasindan ve
altindan alian kesitlerde H&E boyamasi ile hiicre varlig1 incelendi. Hazirlanan parafin
bloklardan alinan 5 um kalinligindaki seri kesitler bir gece 60 °C etiivde birakildiktan
sonra 45 dak. ksilolde tutularak deparafinize edildi. Ornekler dereceli alkol serilerinden
(%100, %96, %80) gegirilerek rehidrate edildi. H&E ile boyandiktan sonra dereceli alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolde seffaflandirildi ve kanada balsamu ile

kapatilarak mikroskop altinda incelendi.

3.1.5. Biyomimetik Biyoreaktor Sisteminde rt-MKH’lerin Aseliiler Doku iskeleleri

Uzerinde Kardiyomiyositlere Farkhlastirilmas

3.1.5.1. Kimyasal Malzemeler

Bu kisimda kardiyak yamalarin elektromekaniksel uyarimlara maruz birakilmasi igin in
vivo kalp fizyolojisini taklit eden biyomimetik biyoreaktor sistemi EBERS MEDiKAL
firmasindan temin edilerek  kullamilmistir.  rt-MKH’lerin  kardiyomiyositlere
farklilagtirilmast igin kullanilan 5-Aza Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan
temin edilmistir. gPCR analizi i¢in hiicrelerden mRNA’nin izole edilmesi i¢in kullanilan
kit (GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit) EURx firmasindan (Polonya),
qPCR’1m yapilmasi i¢in kullanilan “HOT FIREPol® EVaGreen® gPCR Mix Plus (ROX)”

karigimi Solis Biodyne (Estonya) firmasindan temin edilerek kullanilmigtir. Bu kisimda
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gerceklestirilen qPCR analizi ve analizde kullanilan primerlerin tasarim ve iiretimi hizmet

alim1 kapsaminda gerceklestirilmistir.

3.1.5.2. Biyomimetik Biyoreaktor Sistemi ve Kurulmasi

Kardiyak doku miihendisliginde doku yapisinin gelistirilmesinde iki tip fiziksel uyarimin;
mekanik gerilme ve elektrik akimi uyarimi énemli oldugu bilinmektedir. Bu amagla
kalbin mekanik gerilmesini ve elektriksel uyarimlarin1 koordineli olarak taklit eden ve
hiicre besi ortammin akisii saglayan bir biyoreaktor sistemi (EBERS MEDIKAL,
Ispanya) kullamilmustir (Sekil 3.2). Biyoreaktorler govde, c¢eneler ve kapaktan
olugmaktadir (Sekil 3.2B). Biyoreaktor sisteminde farkli frekanslarda mekanik gerilme
uygulayabilen bir ana motor yer almaktadir. Bu ana motor ayn1 anda 3 adet biyoreaktore
400 N kadar mekanik gerilme uygulayabilmektedir (Sekil 3.2C). Ayrica elektriksel
uyarimi saglayabilmek icin birbirinden bagimsiz olarak ¢alisan 3 tane giic kaynagi
mevcuttur. Bu gilic kaynaklar1 0,01-30 V ve 3-1.000 ms araliginda bir uyarim
saglayabilmektedir (Sekil 3.2A). Elektriksel uyarimlar iridyum ve platin karigimindan
olusan tel elektrotlar araciyla kapak kisminda yer alan elektriksel uyarim portlarindan
dokulara verilmektedir. Kalbin dogal mekanik ve elektrik uyarimlarimi taklit etmek
amactyla gii¢ kaynaklar1 ve motor sistemi kontrol kutusu araciyla bilgisayar programi
tizerinden senkronize bir sekilde calistirilmaktadir. Reaktor sisteminde bulunan
odaciklara kardiyak yamalar Sekil 3.2D’de gosterildigi gibi vidali disli aparatlar
yardimiyla sabitlenerek mekaniksel uyarimin uygulanmasi i¢in ana motora

baglanmaktadir.
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Sekil 3.2. A) Biyomimetik biyoreaktor sisteminin genel goriiniimii. B) Demonte edilmis
biyoreaktoriin pargalari. C) Kardiyak yamalarin fiziksel uyarimlara maruz birakilacagi
odaciklarin ana motor sistemine yerlestirilmesi. D ve E) Uyarimlardan dnce odaciklara
kardiyak yamalarin yerlestirilmesi ve yamalar iizerine hiicre biiyilitme ortaminin

eklenmesi.

3.1.5.3. Optimum 5-Azasitidin Konsantrasyonunun Tespit Edilmesi

Kemik iligi rt-MKH’lerinin kardiyomiyojenik farklilagsmasinin saglanmasi amaciyla
kimyasal stimiilatéor olarak 5-Aza (Sigma, ABD) kullanildi. Literatiir verileri
incelendiginde farkli konsantrasyonda 5-Aza’nin kullanildigi goriilmektedir [17, 250].
Bu nedenle farkli konsantrasyonlarda (0, 3, 5, 10, 15 ve 20 uM) 5-Aza denenerek uygun
konsantrasyonunun tespit edilmesi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda 12 gozli kiiltiir

kaplarma (Greiner, Almanya) 1,5.10* hiicre/mL hiicre ekimi yapildi. Hiicrelerin yiizeyi
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%55-60 oraninda kaplamasmin ardindan i¢inde 5-Aza bulunan taze ortamla ortam
yenilenmesi gergeklestirildi. 24 sa. siiren kimyasal muameleden sonra hiicreler steril PBS
ile yikandi. Kiiltiir, normal biliyiitme ortami konularak 21 giin siirdiriildi. Isik
mikroskobu ile 7. 13. ve 21. giinde fotograf ¢ekimi yapilarak meydana gelen morfolojik

degisim goriintiilendi.

3.1.5.4. Aseliiller = Yapilarda  Mekaniksel = Uyarim ile rt-MKH’lerin
Kardiyomiyositlere Farkhilastirilmasi

Elektromekaniksel uyarimlarin uygulanacagi calismalarda kullanilacak gerinim miktarini
tespit etmek ve sadece mekaniksel uyarimmin MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilasmasina etkisini uygulanan gerinim miktarina bagl olarak degisimini aragtirmak
amactyla rt-MKH’ler (1.10° hiicre/mL) steril 3B aseliiler yapilara (final boyutlar: 2 cm
uzunluk x 2 cm genislik x 0,8 mm kalinlik) iizerine ekilerek 6 giin statik kosullarda
kiiltire edildi. Ardindan ortama kimyasal farklilagsma ajan1 olan 5-Aza (10 uM) eklenerek
kiiltire 24 sa. daha devam edildi. 24 sa. sonra yapilar PBS ile yikama yapilarak
biyomimetik biyoreaktor sistemine yerlestirildi. Uygulanan gerinim miktarinin hiicre
canliligina, hiicre oryantasyonuna ve kardiyak spesifik traskripsiyon faktorlerinin
ifadesine olan etkisinin arastirilmasi i¢in 1 Hz ve sinozoidal formunda reaktorlere ayri
ayr1 %5, %10 ve %20 olmak tizere 3 farkli gerinim uygulandi (n=3). Statik kosullarda
kiiltiire edilen ve 5-Aza uygulamasi yapilan 6rnekler kontrol grubu olarak kullanildi.
Dinamik kosullar altinda 7 giin siiren kiiltiir sonunda 6rnekler reaktorlerden ¢ikarilarak
asagida detaylar1 verilen analizler yapilarak hiicre canliligi, hiicre oryantasyonu ve

kardiyak spesifik trankripsiyon faktorleri iligkili genlerin ifade diizeyi tespit edildi.

Hiicre Canlihigimin ve Hiicre Morfolojisinin Tespit Edilmesi: 7 giinliik mekaniksel
uyarimdan sonra hiicre canliligi, hiicre morfoljisi ve oryantasyonunun tespit edilmesi
amaciyla canli&olii hiicre analizi yapildi. Bu amagla daha 6nce detaylari verilen yontem
kullanilmistir (Bkz: Bolim 3.1.3.2). Mekaniksel uyarimin hiicre dizilimine etkisinin
tespit edilmesi i¢in daha Once detaylar1 verilen yontem kullanilarak SEM analizi

yapilmistir (Bkz: Boliim 3.1.4.1).

Kardiyak Spesifik Belirteclerin PCR Analizi ile Tespit Edilmesi: 7. giinliik dinamik
kiiltiir sonunda kardiyak spesifik transkripsiyon faktorii (GATA-4, MEF2C, NKX2.5 ve
CACNAICQ) iliskili genlerde meydana gelen degisimin tespit edilmesi amaciyla qPCR
analizi yapildi. qPCR analizi i¢in Orneklerden RNA izolasyonu “GeneMATRIX
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Universal RNA Purification Kit i kullanilarak yapildi. Kisaca, reaktdrden alinan 6rnekler
1 defa Ca*, Mg", igermeyen fosfat tuzu tamponu (PBS, Biochrom) ile yikandiktan sonra
trizol varliginda homojenizatérde pargalandi. Homojenizasyonu takiben trizole maruz
kalan hiicreler tliplere aktarildiktan sonra 200 pL kloroform eklenerek 15 saniye boyunca
vortekslendi ve 12.000 g’de 15 dk. santrifiij yapildi. Daha sonra RNA igeren iist sulu faz
temiz bir tiipe aktarilip, RNA nin ¢ékmesi igin %100 etanol eklendi. Igerisinde RNA
bulunan faz RNA tutucu kolona konularak kit icerigindeki tamponlar ile yikandi. Ayrica
DNA kontaminasyonunun Onlenmesi i¢in DNAse kullanilarak santrifiij yapildi.
Ortamdaki DNAse uzaklastirildiktan sonra kolonda yine kit igeriginde bulunan gesitli
tamponlar kullanilarak yikama yapildi. Yikamalar gerceklestirildikten sonra kolonda asili
kalan RNA’nin elde edilmesi i¢in her kolona 60 pL RNAse icermeyen distile su eklenerek
santrifiij yapildi. Santrifiij ile kolondan elde edilen RNA siv1 faza gecirilip kalite 6l¢timii
yapildi. Elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktarinin belirlenmesi igin NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanilarak 260 nm ve 280 nm’de optik
yogunluk 6l¢iimleri yapildi.

Izole edilen niikleik asitlerin kalite ve miktarlar1 belirlendikten sonra cDNA sentezi
yapildi. Bu amagla steril bir tiipe RNA ve primerler eklenerek 10 dak. 70 °C’de 1sitma
islemi yapildi. Isitma igleminden sonra yapilan sogutma islemini takiben dNTPs, DTT,
MgCl2, RNaz inhibitorii ve “M-MLV Reverse Transcriptase RNase H” sirasiyla eklenip
karigtirildi. 80 dak. 37 °C yapilan inkiibasyon sonucunda c¢DNA izolasyonu
gergeklestirildi.

Izole edilen ¢cDNA kullanilarak qPCR islemi yapildi. Bu amagla “HOT FIREPol®
EVaGreen® qPCR Mix Plus (ROX)” (Solis Biodyne, Estonya) hazir karisimi kullanildi.
Bu karisima tablo 3.1°de verilen dizilere sahip primerler ve DNA kalib1 eklenerek 96
gozli kiltlir kabina dagitildi ve qPCR cihaz1 (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, ABD) ¢alistirildi. qPCR analizi yapilirken tablo 3.2°de verilen parametreler
kullanildi.
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Tablo 3.1. rt-MKH’ler i¢in yapilan qPCR analizinde kullanilan primer dizileri

Gen Adr ileri Primer Sekansi Geri Primer Sekansi

NKX25 CTCTCCTGCTTTCCCAACCG CACAGCTCTTTCTTATCCGCC
GATA-4 CCGGGCTGTCATCTCACTAT GAGAGCTTCAGAGCCGACAG
MEF2C  TGCAGGTAACACAGGTGGTC GGTTGCCGTATCCATTCCCT
CACNAIC TGTTGTGGGTAGCATTGTTGA CTGCACTCATAGAGGGAGAGC
TBX5 CACCATGGCCGACGCAG GGAACTTCAGCCACAGTT
ACTB CGCGAGTACAACCTTCTTGC CGTCATCCATGGCGAACTGG

Tablo 3.2. rt-MKH’ler igin yapilan qPCR analizinde kullanilan zaman ve sicaklik

parametreleri

Dongii Adim Sicaklik (°C) Zaman (saniye) Dongii

Sayis1
Denatiirasyon 95 15 1
Baglanma 60 - 65 20 40
Uzama 72 20

3.1.5.5. Aseliiler Yapilarda Elektriksel Uyarim ile rt-MKH’lerin Kardiyomiyositlere
Farkhlastirilmasi

Mekaniksel uyarimda oldugu gibi elektriksel uyarimda da elektromekaniksel uyarimin
uygulanacagi ¢aligmalarda uygun gerilim miktarmi tespit etmek ve sadece elektriksel
uyarimin rt-MKH’lerin farklilagmasina olan etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu nedenle
steril 3B aseliiler doku iskelelerine rt-MKH’ler ekilerek 6 giinliik statik kiiltiir baglatildi.
6 giinden sonra 24 sa. boyunca hiicreler bilesiminde 10 uM 5-Aza bulunan biiyilitme
ortamu i¢inde kiiltiire edildi. Kimyasal stimiilasyona birakilan yapilar elektriksel uyarimin
uygulanmas1 amaciyla reaktore yerlestirildi ve uyarim baglatildi (n=3). Uygulanan voltaj
miktarinin hiicre canliligina ve kardiyak spesifik traskripsiyon faktorlerinin ifadesine olan
etkisinin arastirilmasi i¢in 3 milisaniye (ms), 1 Hz ve kare formunda reaktorlere ayr1 ayri
1 V/cm, 3 V/ecm ve 5 V/em olacak sekilde 3 farkli voltaj uygulandi. 5-Aza uygulanan
ancak elektriksel uyarim uygulanmayan doku iskeleleri kontrol grubu olarak kullanild1. 7

giin siiren kiiltiir sonunda 6rnekler reaktorlerden ¢ikarilarak daha 6nce detaylar1 verilen
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analizler kullanilarak hiicre canlilig1 canli&oli analizi (Bkz: Kisim 3.1.3.2) ve kardiyak
spesifik trankripsiyon faktorleri ile iliskili gen (GATA-4, MEF2C, NKX2.5 ve CACNALC)
ifade diizeyi qPCR (Bkz: 3.1.5.4) kullanilarak degerlendirildi.

3.1.5.6. Aseliiller Yapilarda Elektromekaniksel Uyarnm ile MKH’lerin
Kardiyomiyositlere Farkhilastirilmasi

MKH’lerin  elektriksel ve  mekaniksel uyarimin  birlikte  kullanilmasiyla
kardiyomiyositlere farklilagtirilmasi ve uygulanan uyarimin siiresinin farklilagsmaya olan
etkisinin tespit edilmesi amaciyla kok hiicreler daha dnce ifade edildigi gibi steril 3B
aseliiler doku iskelelerine ekilmis ve 6 giin statik kosullarda kiiltiire edilmistir. 5-Aza
uygulamasindan sonra reaktdre yerlestirilen kardiyak yamalara mekaniksel uyarim,
elektriksel uyarim ve elektromekaniksel uyarim uygulanmistir (n=3). Bu calismada
kullanilan mekaniksel ve elektriksel uyarim parametreleri sadece mekaniksel ve sadece
elektriksel uyarim ¢aligmalarinda en yiiksek hiicre canliligi ve kardiyak spesifik gen
ifadesi saglayan gruplar dikkate alinarak belirlenmistir. Elektromekaniksel uyarimin
zamana bagli olarak olusturacag: etkinin tespit edilmesi amaciyla 2 ve 4 giinliik kiiltiir
siireleri denenmistir. Mekaniksel uyarim 1 Hz, sinozoidal formunda %5 ve elektriksel
uyarim ise 1 Hz kare formunda 3 ms 5 V/cm olarak uygulanmistir. Kontrol grubu olarak
5-Aza ile muamele edilmis statik kiltiir kosullarinda kiltiiri yapilan yamalar
kullanilmistir. Kiiltiir siireleri sonunda 6rnekler reaktorlerden ¢ikarilarak transkripsiyon
faktorlerin ifade diizeyi daha 6nce detaylari verilen qPCR analizi (Bkz: 3.1.5.4) ile tespit

edilmistir.

3.1.6. Sican  Miyokardiyal  Enfarktis  Modelinin  Olusturulmas1  ve

Elektromekaniksel Olarak Uyarilmis Kardiyak Yamalarin Degerlendirilmesi

Kalp fizyolojisini fiziksel uyarimlar baglaminda taklit edilmesini saglayan biyomimetik
biyoreaktor sisteminde elektromekaniksel uyarima maruz birakilmis kardiyak yamalarin
performanslarinin degerlendirilmesi amaciyla sigan MI modeli gelistirilerek kardiyak
yamalar yara bolgesine implante edilmistir. MI modelinin  gelistirilmesi,
elektromekaniksel olarak uyarilmig yamalarim hazirlanmasi, yara bolgesine
implantasyonu ve 3 haftalik zaman diliminden sonra yapilan analizlerin detaylar1 agagida
verilmistir. Bu ¢alismada hayvan deneyleri Kirikkale Universitesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulun 16.12.2013 tarihli ve 13/02 sayili1 ve 13/16 karar numarali etik kurul

izni ile yapilmistir. Bu ¢alismalarda rat (sigan) hayvan modeli olarak secilmistir. Ciinkii
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referans ¢aligmalar incelendiginde gelistirilen kardiyak yamalarin ¢esitli kiigiik (sigan) ve
biiyiikk hayvan modellerinde (koyun ve domuz) MI hasar modeli olusturularak, denendigi

gorilmektedir.

3.1.6.1. Kardiyak Yamalarin Hazirlanmas1 ve Elektromekaniksel Uyarimin
Uygulanmasi

in vivo deneylerde kullanilmak tizere kardiyak yamalarin hazirlanmasi igin ilk olarak por
yapisinin agilmasi i¢in mikrotom kullanilarak aseliiler doku iskelelerinin altindan ve
tistiinde kesitler alindi (final boyutlar: 2 cm uzunluk x 2 cm genislik x 0,8 mm kalinlik).
Ardindan bu yapilar asetik asit ve kollajenaz ile muamele edilerek por caplari hiicre
kiiltiiriine uygun hale getirildi. Son olarak yapilar, kalsifikasyonun 6nlenmesi ve yapidaki
amino grup kaynakl inflasmasyonun azaltilmasi amaciyla genipin (%0,5) ile fikse edildi.
Bu amagla aseliiler perikartlar %0,5 genipin igeren soliisyon igerisinde 3 giin boyunca 37
°C’de inkiibe edildi. Fiksasyon islemini takiben yikamalar1 yapilan aseliiler yapilarin
sterilizasyonu ve sartlandirilmasi islemi gerceklestirildi. Kardiyak yamalardan konake1
dokuya hiicre migrasyonunun tespit edilebilmesi amaciyla, rt-MKH’ler doku iskeleleri
tizerine ekilmeden once “5-bromo-2-deoksitiridin (BrdU)” ile isaretlendi. r--MKH’lerin
BrdU ile igaretlenmesi amaciyla kiiltiir kabinda ¢ogaltilan hiicreler %2,5 “BrdU Labeling
Reagent” igeren biiyiitme ortaminda 37 °C’de 24 sa. boyunca inkiibe edildi [309]. 24 sa.
sonra hiicreler tripsinize edilerek kiiltiir kabindan kaldirilip asiiler doku iskeleleri {izerine
ekildi ve 6 giin statik kiiltlir kosullarinda inkiibe edildi. 6 giin sonra yamalar bilesiminde
10 uM 5-Aza igeren kiiltiir ortami ile 24 sa. kiiltive edilerek elektromekaniksel uyarim
amaciyla biyoreaktore tagindi. Bu ¢calismada elektromekanik uyarim parametreleri olarak
1 Hz, 5 V/em (3 ms) gerilim ve %5 gerinim kullanilmistir. Kiiltiir siiresi ise gerek bu
calisma kapsaminda yapilan deneylerden elde edilen sonuglar ve gerekse de literatiir
verileri g6z Oniinde bulundurularak 7 giin olarak belirlenmistir. 7 giinliik
elektromekaniksel uyarimdan sonra yamalar 0,5 mm x 0,5 mm boyutunda kesilerek

implantasyona hazir hale getirilmistir.

3.1.6.2. Sican MI Modelinin Olusturulmasi ve Kardiyak Yamalarin implantasyonu
Elektromekaniksel olarak uyarilmis kardiyak yamalarin performanslariin test edilmesi
amaciyla asagida detaylar1 verilen yontem kullanilarak MI modeli olusturuldu ve
elektromekaniksel uyarima maruz kalmis kardiyak yamalar, statik kosullarda kiiltiirti
yapilmis yamalar ve kontrol grubu olarak hiicresiz aseliiler yamalar implante edildi. M1

modelinin olusturulmasi i¢cin Sprague-Dawley cinsi erkek yetiskin sicanlar (5 aylik)
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kullanildi. Denekler bilesiminde %25 ksilazin (Alfazyne 20 mg/ml Egevet, izmir,
Tiirkiye), %45 ketamin (Alfamine 100 mg/ml Egevet, izmir, Tiirkiye) ve %30 salin
bulunan genel anestezi soliisyonunun intraperitonal enjeksiyonu (0,1 mL/100 g canli
agirlik) ile uyutuldu. Uyutulan hayvanlarin g6giis ve bogaz kismu sirasiyla klorheksidin
glukonat (Savlex, Drogsan, Ankara/Tiirkiye), povidon iyodiir (Biokadin, Biokan,
Istanbul/Tiirkiye), ve alkol ile silinerek aseptik kosullar saglandi. Yiizeysel
dezenfeksiyon isleminden sonra pozitif basingh ventilasyonun saglanmasi i¢cin 20G1%2
(MicrolanceTM 0.9X40 Nr.1 TW PM) damar kaniilii trakeotomi ile soluk borusuna
yerlestirilerek entiibasyon islemi yapildi. Pozitif basingli ventilasyon islemi normal
havalandirma kosullarinda dakikada 60 dongii ve 2 mL tidal hacim olacak sekilde
uygulandi. Ventilasyon islemi yapilan deneklere genel anestezi altinda torakotomi
uygulanarak kalbe ulasildi. MI modeli “cryoinjury’” metodu kullanilarak gergeklestirildi.
Bu amagla sivi azot ile sogutulmus metal prob 2 defa olmak tizere 10 saniye boyunca
kalbin sol ventrikiil duvarina temas ettirildi. MI olusturulan bdlgeye hazirlanan yamalar
fibrin doku yapistiricist ile yapistirildiktan sonra denekler kapatild: (Sekil 3.3). Deri
altina serum fizyolojik enjekte edildikten sonra oksijenizasyon islemi yapilan denekler
uygun barindirma kosullarina alinarak 3 hafta boyunca gozlemlendi. 3 hafta sonra
denekler yiiksek doz tiyopental sodyum (Pental 1 g, I.E Ulagay, Istanbul) kullanilarak

sakrifiye edilip dokular alind1 ve asagida detaylar1 verilen analizler gergeklestirildi.

Sekil 3.3. Akut MI modelinin olusturulmasi ve kardiyak yamalarin yara bolgesine
implantasyonu isleminin basamaklari. MI modelinin olusturulmasi i¢in uygulanan tiim
prosediirler anestezi altinda etik kurulu onayma gore yapilmistir. 1 ve 2) Ameliyat
bolgesinin tiraglanarak temizlenmesi ve aseptik kosullarin saglanmasi 3) Pozitif basingh

ventilasyon islemi i¢in kaniiliin trakeotomi ile soluk borusuna yerlestirilmesi 4 ve 5)
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Kalbe ulasilmasi amaciyla gogiis derisinin kesilmesi ve torakotomi ile gogiis kafesinin
acilmasi 6) “Cryoinjury” yontemi ile MI modelinin olusturulmasi (parlak, gri bolge) 7)
Kardiyak yamanin MI bolgesine implantasyonu ve 8) Islemin bitmesi ve hayvanin

gbgsiiniin kapatilmas.

3.1.6.3. Histolojik Analizler

3 hafta sonra sakrifiye edilen deneklerden kalpleri alinarak MI modelinin olusturulup
olusturulmadigi, MI bolgesinde kardiyak yama kaynakli kalsifikasyonun olup olmadigi
ve son olarak kardiyak yama kaynakli hiicrelerin MI bolgesine go¢ edip etmedikleri

asagida detaylar1 verilen histolojik analizler ile tespit edilmistir.

Hematoksilen Eozin Analizi ile MI Modelinin Degerlendirilmesi: “Cryoinjury”
yontemi ile miyokardiyal enfarktiisiin basaril1 bir bi¢imde indiiklenip indiiklenmediginin
anlasilmasi i¢in 3 haftalik implantasyon sonunda denekler sakrifiye edilerek kalp dokulari
alinmig ve rutin takibe alinarak preparatlar hazirlanmistir. Ardindan H&E boyamasi
yapilarak yara bolgeleri incelenmistir. H&E, daha oOnce detaylari verilen yontem

kullanilarak yapilmistir (Bkz: Kisim 3.1.1.3).

MI Bolgesine Go¢ Eden Kardiyak Yama Kaynaklh Hiicrelerin Tespit Edilmesi: Daha
once de ifade edildigi tizere MI bolgesinde kardiyak yama kaynakli hiicrelerinin
belirlenebilmesi i¢in rt-MKH’ler BrdU ile isaretlendikten sonra aseliiler doku iskelelerine
ekilmisti. 3 haftalik implantasyondan sonra yamalardan MI bdlgesine go¢ eden hiicrelerin
tespit edilmesi i¢in yara bolgesinden dokular alinarak parafin i¢ine gémiildii. Parafine
gomiilli 6rneklerden alinan kesitler deparafinize edildikten sonra seri olarak %100, %96
ve %70’lik etanol ile rehidrate edildi. Hazirlanan preparatlarda BrdU boyamasi “BrdU
Staining Kit” (Invitrogen, ABD) kullanilarak iireticinin onerdigi sekilde gergeklestirildi.
Ozetle, ilk olarak drneklerdeki endojen peroksidaz aktivitesi, 10 dak. siireyle %3 hidrojen
peroksit (metanolde) kullanarak inhibe edildi. Inkiibasyonun ardindan PBS ile yikama
islemi yapildi. Formalin ile fikse edilmis preparatlar tripsin ile 37 °C’ de 10 dak. boyunca
inkiibe edildi. Ardindan kesitler kitinin i¢erigindeki denatiire edici soliisyon ile 30 dak.
muamele edilerek PBS ile yikama yapildi. Bu basamagi takiben kesitler bloke edici
soliisyon ile oda sicakliginda 10 dak. inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresinin sonunda
soliisyon durulanmadan uzaklastirildi. Biyotinlenmis Fare-Anti BrdU soliisyonu kesitlere
eklenerek oda sicakliginda 1 sa. inkiibasyon yapildi. PBS ile durulamanin ardindan

streptavidin  peroksidaz soliisyonu ile oda sicakliginda 10 dak. inkiibasyon
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gerceklestirildi. Distile su igerisindeki substrat tampon, DAB ve hidrojen peroksidaz
ajanlarini iceren karigim kesitlere eklenip 5 dak. beklendikten sonra distile suyla yikama
islemi yapildi. Son olarak slaytlar hematoksilen ile boyanmalarinin ardindan dereceli

alkol serisi ile dehidrate edilerek 151k mikroskobu altinda incelendi.

Kalsifikasyonun Tespit Edilmesi: MI bolgesinde yama kaynakli kalsifikasyonun tespit
edilmesi amaciyla von Kossa (Calcium Stain) kit (Abcam, ingiltere) kullanildi. Boyama
iireticinin direktifleri dikkate alinarak yapildi. Ozetle hazirlanan preparatlar ultraviyole
altinda 1 sa. boyunca %5’lik giimiis siilfat soliisyonu i¢inde inkiibe edildi. 1 sa. sonunda
preparatlar yikanip 3 dak. boyunca %>5°lik sodyum tiyosiilfat ile muamele edildi. Son
adim olarak kesitler 5 dak. boyunca “nuclear fast red” ile maruz birakilip saf alkol ile

yikand1 ve 151k mikroskobu altinda incelendi.

MI Bélgesinde Kardiyak Spesifik Proteinlerin Immiinohistokimyasal Analiz ile
Tespit Edilmesi: Implantasyon bolgesinden alinan kardiyak yama ve yara bolgesinden
alian dokulardan hazirlanan kesitler sarkomer yapisi ile iliskili proteinlerin ifadesi ve
inflamasyon agisindan incelendi. Bu amagla alinan dokular —196 °C de donduruldu.
Dondurulmus doku 6rneklerinden kriyomikrotom ile 7 pm kalinliginda kesitler alindi.
Alman kesitler bir gece nemden arindirilmig kutularda oda 1s1sinda bekletildi. Ertesi giin
kesitler 4 °C’de soguk aseton ile 10 dak. tespit edildi. Tespit edilen kesitler 30 dak.
kurutulduktan sonra kesitlerin ¢evreleri dakopen ile smirlandirildi. Spesifik olmayan
baglanmalar1 bloklamak icin kesitler %2,5 BSA iceren PBS’de 1/200 dilusyonda
hazirlanmis kegi serumu veya maymun serum ile 30 dak. inkiibe edildikten sonra
kardiyak kontraktil proteinleri gostermek amaciyla sarkomerik a-aktinin (SAC), miyozin
agir zincir (MHC), c¢TroT ile baglant1 birimlerini géstermek amaciyla nCAD (mekanik
baglant1) primer antikorlari ile, makrofajlarin goriilmesi amaciyla CD68 monoklonal
antikoru ile 1 sa. siireyle oda 1sisinda {izeri cam kapakla kapatilmis, 1slatilmis gazli bez
iceren nemli kiivet i¢inde inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5 dak. siire ile yikandiktan sonra
kesitler anti-mouse IgG (HRP) ve anti-rabbit (Alkaline phosphatase) sekonder (anti-
mouse IgG (HRP) (Tablo 3.3) antikor ile oda 1s1sinda 30 dak. siireyle inkiibe edildi. PBS

ile 3 kere 5 dak. yikandiktan sonra 11k mikroskobu altinda inceleme yapildi.
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Tablo 3.3. Immiinohistokimyasal analiz i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar ile

calisilan diliisyon oranlar1

Antikor Klon izotip Kat.No  Marka Diliisyon
Oram

Sarkomerik Alpha Aktin ~ EA-53  Fare IgG1 ADb9465 Abcam  1:25
Miyozin Agir Zinciri BA-G5 FarelgG2b  Ab50967 Abcam  1:100
Kardiyac Troponin T 1C11 Fare 19gG1 ADb8295 Abcam  1:100
N-Kaderin 5D5 Fare 1gG1 Ab98952  Abcam  1:100
CD68 ED1 Fare 1gG1 Ab31630 Abcam  1:100
Goat Anti-Mouse 1gG - IgG Ab6789 Abcam  1:200
H&L (HRP)

3.1.7. Istatistiksel Analiz

Biitiin denemeler ti¢ tekrarli (n=3) olarak tasarlanmistir. Deneyler sonunda elde edilen
sayisal verilerin ortalama ve standart sapmalar1 tespit edilmistir. qPCR analizi
sonuclarinin istatiksel analizi tek yonli ANOVA testi kullanilarak yapilmistir. MTT
sonuglarinin analizi Mann-Whitney testi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki
coklu karsilastirmalar Tukey’s testi kullanilarak yapilmistir. Tiim analizler GraphPad

Prism versiyon 6.01 kullanilarak yapilmistir.

BOLUM 11

3.2. Kiiciik Molekiillerin Mezankimal Kok Hiicrelerin Kardiyomiyojenik

Farkhlasmasina Etkisi

3.2.1. Sican Kaynakh Kemik iligi Mezankimal K6k Hiicrelerin Kardiyomiyositlere

Farkhlagsmasinda Kimyasal ve Biyolojik Stimiilatorlerin Sinerjik Etkisi

Literatiirde gerek embriyonik gerekse MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilasma
yetisinde olduklar1 gosterilmistir. Bu hiicre tiplerinin uygun indiikleyiciler varliginda
farklilastiklari ve in vivo kardiyomiyosit 6zelliklerini hem transkripsiyon hem de protein
seviyesinde gosterdikleri bildirilmistir. Yapilan calismalarda ya sadece kimyasal
indiikleyici ajanlar ya da biiylime faktorleri kullanilarak kok hiicreler kardiyomiyositlere
farklilagtirllmistir. Ancak fonksiyonel kardiyomiyositlerin elde edilmesinde bahsi gecen
faktorlerin sinerjik etkileri arastirilmamistir. Bu ¢alismada in vitro kosullarda daha 6nce
karakterize edilen sican kaynakli kemik iligi rt-MKH kardiyomiyositlere
farklilastirilmas1 amaciyla 5-Aza, DMSO ve ¢esitli bliylime faktorleri (TGF-B1, FGF-2
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ve BMP-2) ayr1 ayr1 ve beraber kullanilarak, farklilasmada sinerjik etkileri asagida

detaylar1 verilen yontemler kullanilarak gen ve protein diizeyinde incelenmistir.

3.2.1.1. Kok Hiicrelerin Kimyasal ve Biyolojik Stimiilatorlerin Sinerjik Etkisi ile
Farkhilastiriimasi

rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtirllmasi amaciyla hiicreler uygun sayiya
getirildikten sonra kiiltiir kabi yiizeyinden tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak cm? basina
1,5x10% hiicre gelecek sekilde 6 gozlii kiiltiir kaplarma ekildi. Kimyasal ve biyolojik
sitimolatorlerin etkisinin tespit edilmesi amaciyla 5-Aza, DMSO ve cesitli biiyiime
faktorlerini iceren farklilasma ortaminin etkileri ayr1 ayr1 ve bunlarin birlikte kullanilarak
sinerjik etkileri 7 ve 14 giinliik kiltiir siiresinde incelendi. Kiiltiire alma islemi ve

caligmada kullanilan deneysel gruplar tablo-3.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.4. rt-MKH’lerin kimyasal ve biyolojik stimiilatorlerin sinerjik etkisi altinda

farklilastirma i¢in kullanilan kombinasyonlar

Farklilagma Ajanlari Aciklama
Kontrol -
5-Aza 10 uM 5-Aza ile 24 sa. kultur
DMSO %1 DMSO ile 7 veya 14 gin inkubasyon

TGF-B1 (10 ng/mL), BMP-2 (10 ng/mL), FGF-2 (50 ng/mL)

Farkhlastirma Ortami (DM) ] } o
iceren ortamda 7 veya 14 gun boyunca inkibasyon

10 uM 5-Aza ile 24 sa. kultir + 6 veya 13 guin boyunca DM ile

5-Aza + DM
kaltar
%21 DMSO ile 24 sa. kiltur + 6 veya 13 gin boyunca DM ile
DMSO + DM
kaltar
10 uM 5-Aza ile 24 sa. kultir + %1 DMSO ile 6 veya 13 gun
5-Aza+ DMSO o
boyunca kultur
Morfolojik Gozlem: rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagmasinin

degerlendirilmesi i¢in tablo 3.4’de yer alan deneysel gruplar olusturulmus ve 5. ile 12.
giinde hiicre morfolojisinde meydana gelen degisimler ters faz 1g1k mikroskobu (Leica,

Almanya) ile incelenerek fotograflama islemi yapilmistir.

gPCR Analizi: Farkli kosullarda kiiltiire edilen rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere

farklilagmalarinin transkripsiyon diizeyinde degerlendirilmesi i¢in 7. ve 14. giinde qPCR
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yapilarak GATA-4, NKX2.5, MEF2C ve CACNA1C ifadeleri belirlendi. Bu amagla 3.1.5.4

basligi altinda verilen yontem kullanilmistir.

Immiinofloresasn Boyama ile Kardiyak Spesifik Proteinlerin Analizi: qPCR analizi
sonuglara gore en iyi sonucu veren grup olan 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildigi
grupta translasyon diizeyindeki etkinin tespit edilmesi amaciyla cTroT, SAC, konneksin
43 (Cnx43) ve alfa diiz kas aktini (a-SMA) ifadelerine immiinfloresans boyama yapilarak
bakilmistir. Bu amagla rt-MKH’ler 5-Aza ve DMSO maruz birakilmis ve 14 giin sonunda
analiz yapilmigtir. Kiiltiir siiresi sonunda hiicreler 3 defa PBS ile yikandiktan sonra
%4’liik parafolmaldehit ile oda sicakliginda 30 dak. fikse edildi. Fiksasyondan sonra
tekrar PBS ile yikanan hiicreler %0,5 Triton-X100 (PBS icinde) soliisyonunda 15 dak.
inkiibe edilmistir. Triton-X100’1 takiben PBS ile yikanan hiicreler keci ve esek serumu
iceren bloklama serumu ile 30 dak. inkiibe edildi. Bloklama islemi sonunda drnekler
cTroT, SAC, Cnx43 ve a-SMA spesifik primer antikorlar (Abcam, Birlesik Krallik) ile
1,5 sa. boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. 1,5 sa. sonunda yikanan 6rnekler sekonder
antikorlar (Alexa Fluor® 488 ve Alexa Fluor® 594 konjuge, abcam, Birlesik Krallik) ile
oda sicakliginda 45 dak. boyunca inkiibe edilerek isaretlendi. PBS ile 3 defa yikanan
ornekler, hiicre g¢ekirdeginin boyanmasi amaciya 10 pM 4’6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) soliisyonu ile muamele edilip floresans mikroskop (Olympus, Japonya) altinda

goriintiilendi.

3.2.1.2. Istatistiksel Analiz

Biitiin denemeler {i¢ tekrarli (n=3) olarak tasarlanmistir. Deneyler sonunda elde edilen
sayisal verilerin ortalama ve standart sapmalar1 tespit edilmistir. qPCR analizi
sonuglarmin istatiksel analizi iki yonlii ANOVA testi kullanilarak yapilmistir. Gruplar
arasindaki ¢oklu karsilagtirmalar Tukey’s testi kullanilarak yapilmistir. Analizler

GraphPad Prism versiyon 6.01 kullanilarak yapilmistir.

3.2.2. Epigenetik Yeniden Programlama ve Biyolojik Yolak Manipiilasyonu ile

Kok Hiicrelerin Kardiyomiyositlere Farkhilastirilmasi

Bu kissmda MKH’lerin (Insan Kaynakli Kemik iligi (h-MKH) ve rt-MKH) daha etkin ve
yiiksek oranda kardiyomiyositlere farklilastirilmasi i¢in kok hiicrelerin epigenetik
profilinin yeniden programlanmasi (“epigenetic reprogramming’) ve biyolojik yolaklarin
inhibisyonu bir arada kullanilmistir. Bu amagla farkli kaynaklardan izole edilen MKH nin

kullanilarak ayn1 zamanda kok hiicre kaynaginin kardiyomiyojenik farklilagmada etkisi

72



arastirilmistir. Farklilagtirma prosediiriinde ilk olarak epigenetik yeniden programlama
yapilmis daha sonra yolak modiilasyonu gergeklestirilerek kok hiicre farklilasmasi
gerceklestirilmistir (Sekil.3.4). Bu amagla DNA metilasyonun inhibisyonu ve histon
asetilasyonunun aktivasyonun saglanmasi i¢in sirasiyla 5-Aza ve Va kullanilarak
epigenetik profil modiilasyonu yapilmig, daha sonra yukarida detaylar1 verilen
calismalarla etkinligi tespit edilen DMSO’da farklilastirma prosediiriine eklenmistir. Ote
yandan WNT ve TGFp yolaklarinin inhibisyonu amaciyla sirastyla IWP-2 ve RepSox

kullanilmustir.
Epigenetigin Yeniden Biyolojik Yolak
Programlanmasi Modiilasyonu
» qPCR > IF
o > MTT o
> Canhi&Oli
0. iun 1. giin 2.giin 4. giin 7.gin 14. giin
a. b c. a-MEMyada a-MEM yada
Birinci kiigiik  ikinci kiigiik ~ Ugiincii kiigiik DMEM DMEM
molekul molekiil molekiil +10% FBS +10% FBS
uygulamasi  uygulamasi uygulamasi

Ornek: 4. - p MEM ‘
er: 1VAM - ;?A;'/\\A -> I\?VLFl’,\g yazaDMEM-» A
Sekil 3.4. MKH’lerin epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak
maniplilasyonlarinin bir arada kullanilmasiyla kardiyomiyositlere farklilagtirilmasinda

uygulanan yontemin akig semasi.

3.2.2.1. Kimyasal Malzemeler

5-Aza, Va ve RepSox kiigiik molekiilleri Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan
temin edilmistir. IWP-2 ise Tocris Bioscience (Birlesik Krallik) firmasindan temin
edilmistir. Immiinfloresans boyamada kullanilan primer ve sekonder antikorlar, keci ve
esek serumlar1 Abcam (Birlesik Krallik) firmasindan, gPCR analizinde kullanilan tripure
isolation reagent Sigma-Aldrich (St. Louis, ABD), cDNA izolasyon kiti ve g°PCR master

karisimi Roche firmasindan (Isvigre) temin edilerek kullanilds.

3.2.2.2. MKH’lerin Kiiltiirii
Bu calismada kok hiicre kaynaginin kardiyomiyosit farklilasmasi acisindan bir etkisinin

olup olmadiginin ve test edilecek yontemin etkisinin kok hiicre kaynagina bagl olarak
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bir fark yaratip yaratmadigini tespit edilmesi i¢in h-MKH (ATCC, PCS-500-012™ |
ABD) ve rt-MKH’ler kullanildi. h-MKH’lerin kiiltiirsi, bilesiminde %10 FBS, %]l I-
glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin bulunan diisiik glikoz igerigine sahip DMEM
(Cegrogen, Almanya) kullanilarak yapildi. rt-MKH’lerin kiiltiirii ise bilesiminde %10
FBS, %1 I-glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin bulunan o-MEM (Cegrogen,
Almanya) kullanilarak yapilmistir. Tiim deneylerde pasaj numarasi 4 ile 6 arasinda olan

hicreler kullanildi.

3.2.2.3. Kiiciik Molekiiller ile Epigenetik Yeniden Programlama ve Biyolojik Yolak
Manipiilasyonu

MKH’lerin epigenetik yeniden programlanmasi ve biyolojik yolak manipiilasyonu
amactyla kullanilan kiiciik molekiillerin konsantrasyonu ve uygulama siiresi yukarida
detaylar1 verilen ¢alismalar ve literatiir verileri dikkate alinarak tespit edilmistir. Bu
kapsamda epigenetik yeniden programlama stratejinde test edilen 5-Aza ve Va sirasiyla
24 sa. boyunca 10 uM ve 1 mM [16] olarak uygulandi. Yukarida detaylari verilen
calismalarla 10 uM konsantrasyonu 5-Aza i¢in uygun doz olarak tespit edilmistir. WNT
yolaginin inhibisyonu i¢in kullanilacak olan IWP-2 48 sa. boyunca 5 uM [310], TGF-
yolaginin inhibisyonu i¢in kullanilacak olan RepSox ise yine 48 sa. boyunca 5 uM [311]
olarak kullanildi. Yukarida ifade edilen ¢alismalarda qPCR analizleri, 5-Aza (10 uM, 24
sa.) ve DMSO (%], kiiltiir siiresi boyunca) beraber kullanildigi durumda 7 giinliik kiltiir
stiresi sonunda kardiyak spesik transkripsiyon faktorlerinin gen diizeyindeki ifadelerinin
5-Aza’ya gore anlaml diizeyde arttigini gostermistir. Bu nedenle bu ¢alismada da DMSO

konsantrasyonu %1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonu amaciyla

kullanilan kiigiik molekiillerin kimyasal yapilari
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Tablo 3.5. Kiigiik molekiillerin uygulama kosullar1 ve test edilen kombinasyonlar

Grup No

Grup Adi

Uygulama Bicimi

Kontrol

Normal kosullarda kiiltiirii yapilan MKH’ler

5-Aza+DMSO+IWP-2

85-Aza: 24 sa. boyunca 10 uM 5-Aza ile kiiltiir
®DMSO + IWP-2: 5-Aza’dan sonra 48 sa. boyunca 5
uM IWP-2 ve %1 DMSO iceren ortamda kiiltiir
¢Sadece DMSQO: 4 giin boyunca %1 DMSO ile kiiltiir

5-Aza+DMSO+RepSox

Va+5-Aza+IWP-2

Vat+5-Aza+RepSox

Va+DMSO+IWP-2

Va+DMSO+RepSox

Va+5-
Aza+DMSO+RepSox-
2+IWP-2

85-Aza: 24 sa. boyunca 10 uM 5-Aza ile kiiltiir
®DMSO + RepSox: 5-Aza’dan sonra 48 sa. boyunca 5
uM RepSox ve %1 DMSO igeren ortam ile kiiltiir
¢Sadece DMSQO: 4 giin boyunca %1 DMSO ile kiiltiir
a\/a: 24 sa. boyunca 1 mM Va ile kiiltiir

b5-Aza: Va’dan sonra 24 sa. boyunca 10 uM 5-Aza ile
kiiltiir

°IWP-2: 5-Aza’dan sonra 48 sa. boyunca 5 uM IWP-2
ile kiltir -

a\/a: 24 sa. boyunca 1 mM Va ile kiiltiir

b5-Aza: Va’dan sonra 24 sa. boyunca 10 uM 5-Aza ile
kdiltiir

‘RepSox: 5-Aza’dan sonra 48 sa. boyunca 5 uM
RepSox ile kiiltiir

%/a: 24 sa. boyunca 1 mM Va ile kiiltiir

®DMSO + IWP-2: Va’dan sonra 48 sa. boyunca 5 uM
IWP-2 ve %1 DMSO igeren ortam ile kiiltiir

¢Sadece DMSQO: 4 giin boyunca %1 DMSO ile kiiltiir
a\/a: 24 sa. boyunca 1 mM Va ile kiiltiir

®DMSO + RepSox: Va’dan sonra 48 sa. boyunca 5 pM
RepSox ve %1 DMSO igeren ortam ile kiiltiir

¢Sadece DMSQO: 4 giin boyunca %1 DMSO ile kiiltiir

“Va: 24 sa. boyunca 1 mM Va ile kiiltiir

°5-Aza: Va’dan sonra 24 sa. boyunca 10 uM 5-Aza ile
kiiltiir

‘DMSO+RepSox+IWP-2: 5-Aza’da sonra 48 sa.
boyunca 5 uM RepSox, 5 uM IWP-2 ve %1 DMSO
iceren ortam ile kiiltiir.

9Sadece DMSO: 3 giin boyunca %1 DMSO ile kiiltiir

Not: 2: ilk sirada uygulanacak kiigiik molekiil; P:ikinci sirada uygulanacak kiigiik

molekiil, ¢ Ugiincii sirada uygulanacak kiigiik molekiil, %: Dérdiincii sirada uygulanacak

kii¢iik molekil.
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Hiicre Morfolojisi ve Canhh@mn Tespit Edilmesi: Tablo 3.5°’de verilen
kombinasyonlarin hiicre canlilif1 lizerinde etkisinin olup olmadiginin tespit edilmesi
amaciyla MTT analizi yapildi. Bu amagla h-MKH’ler ve rt-MKH’ler 48 gozli kiiltiir
kabma goz basma 1.10% hiicre olacak sekilde ekilerek hiicrelerin yiizeyi kaplamasi
beklendi. Hiicreler yiizeyi kapladiktan sonra tablo-3.5de yer alan gruplar i¢in uygulama
yapild1 ve 7 giin sonrasinda MTT ile hiicre canlilig1 tespit edildi. Bu amacgla 7 giin
sonunda hiicrelerin {izerindeki ortam, bilesiminde %10 MTT (5 mg/mL) bulunan
serumsuz ortam ile degistirildi ve 4 sa. normal kiiltiir kosullarinda inkiibasyon yapildi. 4
sa. sonra olusan formazan kristalleri ¢ozdiiriilerek spektrofotometrede (Molecular
Devices, ABD) absorbans 6l¢iimii yapildi (n=6). Deneysel gruplardaki % hiicre canlilig1
kontrol grubu %100 olarak kabul edilerek belirlendi.

MTT sonuglarinin desteklenmesi ve hiicre morfolojilerinin tespit edilmesi ig¢in
LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, UK) kullanildi. Ozetle, 7 giin
boyunca epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonu i¢in Tablo
3.5’de verilen kii¢iik molekiillere maruz birakilan MKH’lerin {izerindeki besi ortami
bilesiminde 4 mM calcein AM (canli hiicreleri yesil ile boyar) ve 2 mM EthD-1 (6li
hiicreleri kirmizi ile boyar) bulan PBS ile degistirilerek 37 °C’de 1 sa. boyunca karanlikta
inkiibe edilmistir. 1 sa. sonunda hiicreler PBS ile yikanip floresans mikroskop (Leica,

Almanya) altinda gézlenmistir.

gPCR Analizi: Tablo 3.5’de verilen kosullarda kiiltiire edilen h-MKH ve rt-MKH’lerin
kardiyomiyositlere farklilagmalarinin degerlendirilmesi igin 7 giinliikk kiiltiir sonrasin
qPCR yapilarak GATA-4, NKX2.5, MEF2C ve TBX5 ifadeleri belirlendi. Kiiltiire edilmis
hiicrelerin tizerindeki besiyeri ¢ekildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Yikanan hiicrelere 1
mL TRIzol eklenerek iiretici talimatlarina gore total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen
RNA’larin kalite kontrolii ve konsantrasyon olgiimleri spektrofotometrik olarak
NanoDrop™ 2000c (ThermoFisher Scientific, ABD) cihazinda yapildi. Yapilan
Olgtimlerde tiim RNA’larin 260/280 oran1 1,84-1,95 arasinda, 260/230 oranlar ise 1,58
ile 1,81 arasinda okundu. Kalite kontrolden gegen RNA’lardan Transcriptor First Strand
cDNA Kit ile 250 ng cDNA sentezlendi. gPCR LightCycler® 480 (Roche, Isvicre)
cihazinda SYBR-Green Master Mix, tablo 3.6’da verilen ileri ve geri primer dizileri ve
uygun miktarda cDNA kullanilarak yapildi. Analizde kullanilan sicaklik, zaman ve

dongii sayisi tablo 3.7°de verilmistir.
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Tablo 3.6. h-MKH’lerin qPCR analizinde kullanilan primer dizileri

Gen Ad1

ileri Primer Sekansi

Geri Primer Sekansi

NKX2.5 CTTCTATCCACGTGCCTACAG

GATA-4  TGTCATCTCACTACGGGCA

MEF2C CCAGGCAGCAAGAATACGA
TBX5 GGGCAGTGATGACATGGAG
ACTB CGCGAGTACAACCTTCTTGC

TCTGTCTTCTCCAGCTCCA
AGGCTGTTCCAAGAGTCCT
ATCCTCCCATTCCTTGTCCT
GAAAGGACTGTGGTTGGAGG
CGTCATCCATGGCGAACTGG

Tablo 3.7. h-MKH’lerin gPCR analizinde kullanilan sicaklik ve zaman parametreleri

Dongii Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94 2 dak. 1
Baglanma 94 5sn.
45
Uzama 59 20 sn.

Immiinfloresans Boyama ile Analizi: Tablo 3.5°de verilen kosullarda kiiltiire edilen h-

MKH ve rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagsmalarmin degerlendirilmesi i¢in 14

giinliik kiiltiir sonrasinda immiinfloresans boyama yapilarak ¢TroT, SAC, Cnx43 ve a-

SMA ifadeleri belirlendi. Bu amagla 3.2.1.1 baglig1 altinda verilen yontem kullanilmustir.

3.2.2.4. istatiksel Analiz

Biitiin denemeler ti¢ tekrarli (n=3) olarak tasarlanmistir. Deneyler sonunda elde edilen

sayisal verilerin ortalama ve standart sapmalart tespit edilmistir. MTT ve qPCR

sonuglarinin istatistiksel analizi i¢in tek yonli ANOVA testi kullanilmistir. Gruplar

arasindaki ¢oklu karsilagtirmalar Bonferroni testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tim

istatistiksel analizler GraphPad Prism versiyon 6.01 kullanilarak yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢aligmasinin 1. bolimiinde doku mithendisligi yontemi ile kardiyak yama
gelistirilmistir. Bu kapsamda; i. sigir perikardiyumu temin edilerek fiziksel ve kimyasal
yontemlerle aseliiler hale getirilerek, doku iskelesi olarak kullanilabilirligi test edilmis,
i) rt-MKH’ler izole edilerek, karakterize edilmis, iii. rt-MKH’ler aseliiler doku
iskelelerinde 5-Aza ve biyofiziksel uyarimlarin (mekanik, elektrik ve elektromekanik)
etkisi ile kiiltiir edilerek kardiyomiyojenik farklilasmalari incelenmis, elektromekaniksel
uyarimlarin etkisi ile kardiyak yamalar gelistirilmis ve performanslari sigan Miyokardiyal

Enfarktiis (MI) modelinde degerlendirilmistir.

Calismanin 2. boliminde ise i. kemik iligi rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere
farklilasmasinda kimyasal ve biyolojik stimiilatorlerin sinerjik etkisi kardiyak spesifik
gen ve proteinlerin ifadeleri ile incelenmis, ii) epigenetik yeniden programlama ve
biyolojik yolak manipiilasyonu stratejilerinin birlikte kullanimi ile kok hiicrelerin (h-
MKH ve rt-MKH) kardiyomiyositlere farklilasmasindaki etkileri kardiyak spesifik gen
ve proteinlerin ifadelerine bakilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar asagida

sunulmustur.

4.1. Mezenkimal Koék Hiicreler iceren Aseliiler Perikard Bazh Kardiyak

Yamalar
4.1.1. 3-Boyutlu Aseliiler Doku Iskelelerinin Histolojik ve Morfolojik Ozellikleri

Aseliiler doku iskelesi elde etmek icin ¢alisgmamizda sigir kalbi ventral yiizeyindeki
perikardiyal kese pariyetal yapraga ait perikardiyal doku drnekleri kullanilmistir [300].
Aseliilarizasyon isleminden 6nce dogal perikard dokusu histolojik olarak incelenmistir.
Perikardiyum tek katli yassi epitel ve bag dokudan olugsmaktadir. Cesitli bag dokusu hiicre
tipleri, kollajen tip 1, glikoproteinler ve GAG igerigine sahiptir. Perikard yapisindaki
kollajen fibril, fiber veya fiber demetleri halinde bulunmaktadir. [312]. Yapilan histolojik
incelemede pariyetal perikard yapragmin i¢ yiizeyinde tek sira mezotel hiicreleri
izlenmistir. Epitel hiicrelerinin altinda kompakt siki kollajen fibriller ve yer yer ince
elastik fibriller gézlenmistir [204]. Dalgali kollajen fibriller arasinda uzun gekirdekleri ile

fibroblast hiicreleri ve bag dokusu i¢inde yer yer damar yapilar1 gdzlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Dogal perikardiyum dokusu. A) Aseliilerizasyon islemi i¢in temin edilen ve
yaglarindan temizlenen dogal perikardiyum. B) Dogal perikardiyum H&E boyamasi. Sar1
ok bag doku i¢erinde uzamais fibroblastlar1 gostermektedir. C) Dogal perikardiyumun MT
boyamasi. Beyaz ok kollajen fibrilleri gostermektedir. D) Dogal dokunun VG boyamasi.
Kirmiz1 ok elastin fiber yapisini gostermektedir. H&E: Hematoksilen eozin boyama
(kollajen fiberler pembe ile boyanmuistir.), MT: Masson’s Trikrom (kollajen fibriller mavi
renk ile boyanmigyit), VG: Verhoeff Van Gieson (Elastik fiberler siyah ile, kollajen
fibriller kahverengi ile boyanmustir.). Olgek gizgisi: 50 um.

Calismamizda aseliiler perikardlarin elde edilmesi i¢in ilk olarak sadece fiziksel yontem
(dondurma-¢ozdiirme) ve kimyasal yontem (Triton-X100) ayri ayri kullanilarak
aseliilerizasyon islemi gergeklestirilmistir. Yapilan histolojik incelemede hem dondurma-
¢ozdiirme hem de Triton-X100 ile yapilan aseliilerizasyon isleminde perikardlarin
hiicrelerden temizlenemedigi, kollajen fibriller arasinda igsi yapida hiicrelerin oldugu
ancak kollajen fibrillerin dalgali yapilarin1 koruduklar1 goézlemlenmistir (Sekil 4.2).
Dolayisiyla fiziksel ya da kimyasal yontemin tek basina yeterli olmadigi, aseliilerizasyon
prosediiriiniin genisletilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu amagla aseliilerizasyon
protokolii dondur-¢6zdiir, hipotonik tris tamponu ve ¢esitli deterjanlarin eklenmesi ile

genisletilmistir.
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Sekil 4.2. Perikard dokularinin histolojik goriiniimleri: A) Dondur-¢ozdiir uygulanmus,
B) Triton-X100 uygulanmis. Hiicre ¢ekirdekleri (mor ile boyanmis) kollajen fiberler
arasinda belirgin bir bicimde goriilmektedir. Olgek ¢izgisi: 50 pm.

Daha etkin bir deseliilarizasyon islemi i¢in dondur-¢ézdiir isleminden sonra hipotonik tris
tamponu ile islem yapilmistir. Yapilan aragtirmalarda dokularin hiicrelerinden
arindirilmasi isleminde hiicrelerde ozmotik dengenin bozulmasina ve ¢ok fazla su alma
sonucunda patlamasina neden olacak hipotonik tris tamponun kullanilmasi gerektigi ifade
edilmistir [195, 303]. Bununla birlikte parg¢alanan hiicrelerin kaynaklik ettigi proteaz
aktivitesinin inhibe edilmesi bakimindan aseliilerizasyon prosediiriinde PMSF gibi
proteaz inhibitorlerinin eklenmesi Onerilmektedir [313]. Bu bilgiler dikkate alinarak
tasarlanan deseliilarizasyon prosediiriine hipotonik tris tamponu ve PMSF eklenmistir.
Bunun yanisira dogal dokudaki hiicrelerin par¢alanmasi, pargalanan hiicre artiklarinin
(genetik ve/veya stoplazmik) temizlenmesinde iyonik ve iyonik olmayan deterjanlarin ve
bunlarin uygulama siirelerinin kritik 6neme sahip olduklar1 bilinmektedir [180, 195]. Bu
asamada hipotonik tris tamponu ile birlikte Triton-X100 ve SDS gibi deterjanlarin
deseliilarizasyon etkinliginin zamana bagli olarak test edilmesi amaciyla 24 ve 48 saat
uygulama siireleri test edilmis ve histolojik analizler yapilmistir. Elde edilen veriler her
iki zaman diliminde uygulan prosediirler ile sigir perikardlarinin bagarili bir bigimde
hiicrelerinden arindirildig1 gozlenmistir (Sekil 4.3). Bag dokusu lifleri arasinda hiicre
cekirdekleri gozlenmemistir. Ancak kollajen fibril ve ozellikle elastik fiber yapisi
acisindan kullanilan deterjana gore farkliliklarin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. Triton-X100
ve SDS uygulamalarinin kollajen yapisina zarar vermedigi, kollajen fibrillerin dalgali
yapilarini koruduklar1 gériilmiistiir. SDS grubunda kollajen fibriller daha kalin demetler

halinde gozlenmistir. Triton-X100 grubunda elastik fiber yapisinin zarar gérmedigi (Sekil
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4.3-Panel A), ancak yiiksek diizeyde deseliilarizasyon etkisine sahip olmasina ragmen
SDS, sigir perikardinda elastik fiberlerin kirilarak kiiglik fragmentlere ayrilmasina ve
yapisal biitlinliigiinii/organizasyonunu yitirmesine neden oldugu anlasilmistir (Sekil 4.3-
Panel B) [204, 314]. Literatiirde de rapor edildigi tizere, SDS yapilarda geri doniisiimsiiz
bozulma, sisme ve ¢ekme direncinin azalmasina neden olmaktadir [300, 303, 315]. Elde
edilen sonuclar ve literatiir verilerinden yola c¢ikilarak ilerleyen deneylerde Triton-
X100’in kullanilmasma karar verilmistir. Ayrica daha etkin bir deseliilarizasyon
isleminin yapilabilmesi i¢in de 48 saat boyunca hipotonik tris tamponu uygulamasinin

yapilmasi uygun bulunmustur [316].

Doku iskelelerinde gozenek biiylikliigii hiicrelerin yapiya tutunmasi, cogalmasi,
migrasyonu, farklilasmasi ve metabolit ile besinlerin sirkiilasyonu i¢in 6nemli bir
faktordiir [317, 318]. Bu nedenle aseliiler yapilar asetik asit ve kollajenaz ile muamele
edilerek por ¢aplarinin hiicre cogalmasi, migrasyonu ve farklilagmasi i¢in uygun boyuta
getirilmeye calisilmistir. Aseliiler dokular asetik asit ve kollajenaz uygulamasindan sonra
SEM ile incelemis ve Image] programi kullanilarak gdézenek ¢api analizi yapilmistir.
Yapilan Slgiimler aseliiler yapilarin ortalama gézenek capinin 14,8+6,9 um oldugunu
gostermistir (Sekil 4.4A). Ancak bu por ¢apinin hiicrelerin yap1 igine penetre olup hiicre-
hiicre kontag1 saglamasi icin yeterli olmadig: diistiniilmiistiir. Ciinkii aseliiler bir doku
iskelesinin ortalama gdzenek biiyiikliigliniin 19,5+17,9 pm olmasmin kardiyomiyosit
boyutuyla oOrtiistiigiinii [319] ve genellikle doku iskelelerinde gézenek biiyiikliigliniin
hiicre boyutunun en az 2-3 kati1 olmasi istenmektedir. Bu amacla aseliiler yapilarda
gozenek boyutunu artirmak i¢in ilk olarak asetik asit ve daha sonra kollajenaz uygulamasi
yaptlmistir. Yapilan por Ol¢lim analizi, 1 M asetik asit ve 0,5 U/mL kollajenaz
uygulamasindan sonra por capmnin 50,97+17,73 pum yiikseldigini gostermistir (Sekil
4.4C). Asetik asitin kollajen fiberlerindeki serbest amino gruplarmni protonladigini
kollajenaz enziminin ise kollajen fibrilleri pargaladigini ve bu olaylarin aseliiler sigir
perikartlarinin por ¢aplarini artmasi ile sonuglandigi ifade edilmistir [206]. Dolayisiyla
yapilan ¢alismada por ¢apinin 14 um’den 51 um’ye yiikselmesi beklenen bir sonugctur.
Ote yandan Dong ve ark. yaptiklar1 calismada aseliiler s1g1r perikardimi 0,2 M asetik asit

ile muamele etmis ve por ¢apini 162+24 pm olarak raporlamislardir [207].
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Yine Wei ve ark. 0,2 M asetik asit ve 0,1 U/mL kollajenaz ile muamele ettikleri aseliiler
sigir perikardlarinin por ¢apinin x ekseni yoniinde 322,5 + 38,9 ve y ekseni yoniinde ise
96,3 + 17,6 pm oldugunu goéstermistir [206]. Bu ¢alismada literatiir verileri ile
kiyaslandiginda daha diisiik por capina sahip yapilar elde edilmesinin nedeni olarak
perikardlarin cinsiyet ve yas bakimindan farkli olan sigirlardan temin edilerek kullanilmig
olmasidir. Asetik asit ve kollajenaz uygulamasinin yapilarin morfolojisi lizerine etkisinin
yaninda kollajen ve elastik fiber yapisi iizerine etkisinin olup olmadigi histolojik analiz
ile test edildi. Yapilan analizde asetik asit ve kollajenaz uygulamasindan sonra kollajen
ve elastik fiber yapisinin korundugu, kollajen fibrillerin dalgali yapisin1 koruyarak asetik
asit ve kollajenaz uygulanmamis (Sekil 4.4B) grupla benzer oldugu goriilmustiir (Sekil
4.4D). Elastik fiberlerin ise asetik asit ve kollajenaz uygulanmayan grup ile
kiyaslandiginda fiberlerin biitiinliiklerini korudugu ve iist iiste geldigi ancak
parcalanmadiklari goriilmiistiir (Sekil 4.4D). Yine Wei ve ark. yaptiklari ¢alismada asetik
asit ve kollajenaz uygulamasindan sonra aseliiler sigir perikardlarinda kollajen yapisini
dogal doku ile benzer oldugunu ancak elastik fiberlerin tespit edilemedigini
raporlamiglardir [206]. Bu ¢alismada ise yukarida ifade edildigi lizere asetik asit ve
kollajenaz uygulamasindan sonra yapilarda aseliiler dokulara benzer kollajen ve elastik
fiber yapilar1 gozlenmistir. Bu farkin nedeni olarak perikard kaynagi olarak kullanilan
sigirlarin cinsiyet ve yaglariin farkli olmasi diistiniilmektedir. Yapida kollajen ve elastik
fiberlerin olmasi, ileride yapilacak olan elektromekaniksel uyarim calismalarinda,
aseliiler dokunun 6zellikle mekanik uyarim altinda kiiltiir siiresi boyunca biitiinliiglinii
korumasi bakimindan kritik 6neme sahiptir. Ciinkii literatiirde hiicre dis1 matrikste
bulunan kollajen ve elastin fiberlerin yapinin ¢ekme dayanimini saglama bakimindan
kritik 6neme sahip oldugu ifade edilmistir [320]. Diger taraftan kardiyovaskiiler yamalar
inflamasyonun, kalsifikasyonun ve enzimatik parcalanmanin azaltilmasi i¢in fiksasyon
ajanlar1 ile fikse edilmelidir [305, 321]. Bu amagla farkl: fiksasyon ajanlar1 kullanilmakta
olup klinik uygulamalarda siklikla tercih edilen fiksasyon ajani gluteraldehittir [322,
323]. Ancak, bu ajanin toksik oldugu ve uzun déonemde kalsifikasyona neden oldugu ifade
edilmistir [323-325]. Dolayisiyla, dogal bir fiksasyon ajani olan genipin, amino grubu
iceren biyomalzemelerin ve biyolojik malzemelerin fiksasyonunda kullanilmaya

baslanmistir [323, 326, 327].
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Sekil 4.4. Aseliiler perikardin morfolojik ve histolojik gérintiileri. A ve B) Aseliiler
perikardin SEM goriintiisii ve VG boyamasi. C ve D) Asetik asit (1 M) ve kollajenaz (0.5
U/mL) uygulanmis aseliiler perikardlarin SEM goriintiisii ve VG boyamasi. VG
boyamada kollajen fiberler kahverengi, elastik fiberler ise siyaha boyanmistir. Olgek

¢izgisi: SEM i¢in 100 um, VG boyama i¢in 50 pm.

Gluteraldehit ile kiyaslandiginda genipinin kalsifikasyonun dnlenmesinde daha basarili
oldugu ve daha az toksit etki gosterdigi raporlanmistir [305]. Bu sebeplerden dolay1 bu
calismada genipin fiksasyon ajani olarak kullanilmistir. Diger yandan, literatiir verileri
incelendiginde farkli konsantrasyonlarda genipin kullanildigi goriilmistiir [206, 328,
329]. Dolayistyla uygun genipin konsantrasyonun tespit edilmesi amaciyla aseliiler
yapilar iki farkli (%0,05 ve %0,5) konsantrasyonda genipin ¢ozeltileri ile fikse edilmistir.
Dogal doku ve 1 M asetik asit ile islem gormiis aseliiler yapilara ayr1 ayr fiksasyon islemi
uygulanmistir. Fiksasyonun etkinligi ninhidrin analizi ile elde edilen optik absorbans
degerleri lizerinden % fiksasyon endeksi hesaplanarak belirlenmistir. Bu amacla 6nce
yapilarin 20 U/mL kollajenaz ¢ozeltisi ile degredasyonu ile serbest amino gruplarinin
acilmasi saglanmistir. Daha sonra sar1 renkli ninhidrin ¢6zeltisi, aseliiler yapi lizerindeki
serbest amino gruplari ile tepkimeye girerek mavi-mor renkli kompleks olusturmustur.

Genipin fiksasyonuna maruz birakilan 6rnek gruplari, fiksasyon islemi gérmemis 6rnek
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gruplar ile kendi iglerinde karsilastirilarak fiksasyon endeksleri belirlenmistir. Sirastyla
%0,05 genipin ve %0,5 genipin fiksasyonu sonrast dogal doku %1,3 ve %55,7 fiksasyon
endeksine sahipken; 1 M asetik asit uygulanmis 6rneklerde %37,9 ve %51,1 fiksasyon
endeksi degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar genipin konsantrasyonunun
fiksasyon endeksini dogrudan etkiledigini ortaya koymaktadir. %0,05 genipin
konsantrasyonuna oranla %0,5 genipin konsantrasyonu dokular {izerinde amino
gruplarinin bloklanmasini daha etkin bicimde saglayarak fiksasyonu gerceklestirdigi
tespit edilmistir [316]. Bu veriler 1s1ginda ilerleyen deney gruplarina %0,5 genipin

konsantasyonu ile devam edilmesi uygun bulunmustur.

Hazirlanan aseliiler yapilarin canli hiicreler iizerinde sitotoksik bir etkisinin olup olmadigi
MTT testi ile belirlenmistir. Bu amagla islem gdérmemis perikard (dogal doku), aseliiler
perikard ve 1 M asetik asit ve kollajenaz ile islem gormiis aseliiler dokular test edilmistir.
Ayrica immiinojenik yanit olusmasini engellemek icin aseliiler perikard ve asetik asite
maruz birakilmis gruba uygulanan genipin fiksasyonu sonrasi elde edilen 6rnek gruplari
da sitotoksik etki acisindan test edilmistir. MTT testi dncesinde hiicre kiiltiirii kaplari
kalitatif olarak mikroskop ile incelenmistir. Hiicre kiiltiirii kaplarinda pozitif kontrol harig
tiim 6rnek gruplarina ait hiicrelerin negatif kontrol grubu ile ayn1 yogunlukta {iredigi, 1yi
yayilim gosterdigi ve yiizeyi kaplamis olduklar1 belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii kaplarinda
nadiren Oli hiicreler gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubuna ait olan tiim test
kuyucuklarinda ise ylizeydeki hiicre morfolojisinin ¢ogunlukla kiiresel oldugu
belirlenmis ve yogun o6li hiicreler gozlemlenmistir. ISO 10993-5 “Tibbi cihazlarin
biyolojik degerlendirilmesi — Boliim 5: in vitro sitotoksite testleri ” standartinin “Endirekt
MTT sitotoksite testi” prosediiriine uygun olarak gerceklestirilen deney neticesinde elde
edilen sonuglar Sekil 4.5A’da verilmistir. Sonug olarak, kalitatif gdzlemler ile paralel
olarak pozitif kontrol disindaki tiim 6rnek gruplarinda sitotoksik bir etki gdzlenmemistir.
Genipin ile fikse edilen aseliiler dokularin da toksik etki gostermedigi ve bu sonucun

literatiir verileri ile uyumlu oldugu anlagilmistir [330].

Aseliiler yapilarin iizerinde kiiltiirii yapilan kemik iligi rt-MKH’lerin canliligina etkisi
canli&olii analizi yapilarak incelenmistir. 7 gilinliik kiiltiir siiresi sonunda yapilan
mikroskobik gézlem MKH’lerin asetik asit ve kollajenaza maruz birakilmis aseliiler doku
iskelelerinin ylizeyine tutundugunu ve 7 giin sonunda da canliliklarmi yiiksek diizeyde
koruduklarini ve ihmal edilebilecek oranda 6lii hiicrelerin oldugunu gostermistir. (Sekil

4.5B). Vashi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada insan kaynakli MKH’leri aseliiler sigir
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perikardiyum temelli CardioCel® iizerinde kiiltiire etmis ve hiicrelerin tutunmas,
cogalmasi ve farklilagmasini aragtirmiglardir. Yapilan analizler MKH’lerin yapi iizerinde
tutundugu, kollajen fiberler i¢inde dagildiklar1 ve yiiksek canlilik ile birlikte
farklilagabildiklerini gostermistir [331]. Bu calismada hiicre canliligi ve tutunmasi
acisindan literatiir ile uyumlu sonuglar elde edilmis olup yukarida da bahsedildigi iizere
MTT ve canli&oli analiz sonuglart rt-MKH’lerin aseliiler yapilar iizerinde yiiksek
diizeyde canlilik gosterdikleri ve iyi bir bicimde yapilara tutundugunu gostermistir. Tim
bu sonuglar dikkate alindiginda gelistirilen 3B aseliiler sigir perikard doku iskelelerinin

rt-MKH’lerin tutunmasi ve ¢cogalmasi i¢in uygun bir mikrogevre olusturabildigi sonucuna
vartlmistir [332].
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Sekil 4.5. A) MTT sonuglar1. Test edilen tiim gruplarda sitotoksik etki goriilmemistir. B)
Cani&olii hiicre analizi sonuglari. Yapilan mikroskobik gozlem rt-MKH’lerin aseliiler
doku iskelelerinin yiizeyine tutunduklar1 ve yiiksek oranda canliliklarinit koruduklarini
gostermistir. dSP: dogal sigir perikardi. aSP: aseliiler sigir perikardi, AA: asetik asit, Gen:

Genipin. Canli hiicreler yesil, 6lii hiicreler kirmizi ile boyanmistir. Olgek cizgisi: 100 pm.
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4.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojisi ve Kokliik Ozellikleri

Kemik iligi rt-MKH’leri Wistar cinsi siganlar kullanilarak izole edilmistir. Siganlarin
femurlarindan alman kemik iligi uygun siire¢lerden gegirildikten sonra hiicre kiiltiirii
kabina alinarak kiiltiir baslatilmigtir. Kiiltiiriin baglarinda yapilan mikroskobik gézlemler
yuvarlak ve yiizeye tutunmayan hiicre varliginin belirgin bir bigimde ¢ok oldugu tutunan
hiicrenin olmadigin1 gostermistir (Sekil 4.6). Kiiltiiriin 48. saatinde yapilan yikama ile
tutunmayan ve yuvarlak morfoloji gosteren kemik iligi kaynakli kan hiicreleri

uzaklastirilmastir.

Sekil 4.6. Sican kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerin izolasyondan sonraki

goriiniimii. A) 10X ve B) 20X biiyiitme. Olgek ¢izgisi 100 pm

Yapilan mikroskobik gozlemler kiiltiiriin 2. giinlinde hiicre tutunmasinin yer yer
basladigin1 gostermistir. Tutunan hiicrelerin morfolojik olarak yayildigi ve multipolar bir
yap1 gosterdikleri gézlemlenmistir. Kiiltiirlin 4. glinlinde tutunan hiicrelerin ¢ogaldig ve
az yayilmis bir goériiniim sergiledikleri tespit edilmistir. 9 giin sonra multipolar hiicrelerin
kiiltiir kabiin yilizeyini tamamen kapladiklari, birbirileri ile temasa gegtigi ve daha ¢ok
yayilma gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica kiiltlir kabinda tutunan hiicrelerin morfolojik

agidan homojen bir goriiniim sergiledikleri gozlemlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. PO seviyesindeki kemik iligi rt-MKH'lerin morfolojik goriiniimleri. A)
[zolasyon sonrasi morfolojik gériiniim, B) 2. giin C) 4. giin ve D) 9. giindeki hiicre

morfolojisinin gériiniimii. Olgek ¢izgisi: 100 um

Kiiltiir stiresi ve pasaj seviyesinin artmasi ile hiicre morfolojisinde degisim meydana gelip
gelmediginin anlagilmasi i¢in primer kiiltiirii yapilan hiicrelere pasaj seviyesi 4 olana
kadar alt kiiltiirleme islemi uygulanmistir. Alt kiiltiirleme islemlerinde hiicrelerin kiiltiir
kabiin yiizeyini %70-80 oraninda kaplamasi beklenmistir. Ters faz 11k mikroskopi
gbzlemleri pasaj seviyesinin artmasi ile hiicre morfolojisinde degisimler meydana
geldigini, hiicrelerin boyutsal olarak daha biiyiidiiklerini ve iyice yiizeye tutunduklarini
gostermistir (Sekil 4.8).

Hiicrelerin yiizeye tutunma seviyelerinin hiicre morfolojisinde etkili bir parametre oldugu
anlagilmistir. Sekil 4.8’de yer alan goriintiilere dikkatli bir bigimde bakildiginda Pasaj 4
seviyesinde olan hiicrelerin daha biiyiik, bipolar ve yiizeye tamamen tutunduklari
goriilmektedir. Ancak pasaj 1 ve 2 seviyesindeki hiicrelerin kiiciik, az tutunma ve

multipolar bir yap1 gosterdikleri anlagilmaktadir.
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Sekil 4.8. Kemik iligi rt-MKH'lerin farkli pasaj seviyelerindeki morfolojik goriintimleri
A) Pasaj 1, B) Pasaj 2, C) Pasaj 3 ve D) Pasaj 4. Olgek ¢izgisi: 100 pm

Calismamizda kullanilmak {izere izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin
karakterizasyonu yapilmigtir. Bir hiicrenin kok hiicre olup olmadiginin anlagilmasi
amaciyla arastirmacilar tarafindan belirlenen {i¢ kistas on plana ¢ikmaktadir. Bunlar
hiicrenin standart kiiltiir kosullarinda plastik yiizeye tutunmasi, spesifik yilizey antijen
ekspresyonu ve osteoblast, adiposit ve kondroblast hiicrelerine farklilagabilme potansiyeli
[105]. Bu kapsamda yapilan g¢alismada izole edilen primer hiicrelerin hiicre yiizey
antijenlerinden CD11a, CD29, CD45 ve CD90 ifade edip etmedigine akig sitometrisi
teknigi ile bakilmigtir. Ayrica hiicrelerin multipotent farklilagma potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla in vitro kosullarda osteojenik ve adipojenik farklilasmaya

bakilmstir.

CD90 ve CD29 hiicre yiizey belirteclerinin kok hiicreler igin pozitif ifade gosterdigi
belirtilmisgtir [333, 334]. Yapilan analiz sonucu kok hiicrelerin CD29 hiicre yiizey
belirtecini %99,3, CD90 belirtecini ise %99,2 oraninda ifade ettikleri belirlenmistir.
CD45 ve CDl1a hiicre yiizey ifadesini ise sirasiyla %29,9 ve %29,82 oraninda ifade
ettikleri tespit edilmistir (Sekil 4.9). Negatif belirteglerin yiiksek diizeyde ifade
edilmesinin sebebi olarak kok hiicrelerin izolasyonunda takip edilen prosediiriin siklikla

kullanilan prosediirden farkli olmasi olabilecegi diisliniilmektedir. Siklikla kullanilan
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protokolde kemik iligi femur kemiginin epifiz bolgesi kesildikten sonra diyafiz kismindan
igne yardimryla akitilmasi islemi ile elde edilerek kok hiicre izolasyonunda kullanilir. Bu
prosediir kullan1ldiginda izole edilen kok hiicrelerde CD45 ifadesi diisiik diizeyde (<%3)
ifade etmektedir [335-337]. Ote yandan bazi insan kaynakli MKH tiirlerinde
(Spermatogonial ve Wharton’s jelly kok hiicreleri ) CD45’in yaklagik olarak %25
oraninda ifade edildigi de gosterilmistir [338].
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Sekil 4.9. Kemik iligi rt-MKH’lerin akis sitometri analizi sonuglari

Spesifik indiikleyici ajan varliginda kemik iliginden izole edilen kok hiicrelerin farkli
multipotent hatlara farklilastig1 ifade edilmistir [339, 340]. Yapilan ¢alismada kemik iligi
kaynakli rt-MKH’lerin multipotent karakterde olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla
pasaj 3 seviyesindeki hiicreler 21 gilin boyunca osteojenik ve adipojenik farklilagsma
ortaminda kiiltlire edilmislerdir. Kiiltiiriin 21. giiniinde osteojenik farklilagmanin tespit
edilmesi amaciyla Alizarin Kirmizis1 S ve adipojenik farklilasmanin tespit edilmesi i¢in

Oil Kirmizis1 O boyamasi yapilmustir.

Alizarin kirmizist S boyama sonuglart kok hiicrelerin kemik doku hiicrelerine

farklilagabilme kapasitesine sahip olduklarini gostermistir. Kontrol grubunda ise
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minerilazyonu igaret eden alizarin boyanmasina rastlanmamigtir. Hiicre morfolojileri
bakimindan kontrol grubu ile kiyaslandiginda, farklilasma ortami ile inkiibe edilen
hiicrelerin bir araya gelerek hiicre agregatlar1 olusturduklar1 goriilmiistiir. Olusan bu
yapilarda kemik doku hiicrelerine farklilasmanin belirteci olan kalsiyum depolarinin
olustugu ve olusan bu yapilarin alizarin kirmizist boyasi ile reaksiyona girerek kirmizi
boyandigi tespit edilmistir. Kontrol grubunda kalsiyum depolarina rastlanmamistir (Sekil
4.10). Ote yandan yine mikroskobik gdzlemler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda deney
gruplarinda lipit vakuollerinin olustugunu gostermistir. Ayrica kontrol ile
kiyaslandiginda calisma gruplarinda zamanla hiicre farklilagmasini takiben fibroblastik
morfolojiden kiiresel morfolojiye sahip hiicre sayisinin arttig1 ve bu morfolojiye sahip
hiicre grubunda hiicre i¢i lipit damlaciklarinin olustugu gézlemlenmistir. Olusan bu lipit
vakuollerinin hiicrenin stoplazmasina dagildig:1 ve biiyiiklilk bakimindan heterojen bir
yaptya sahip olduklari anlagilmistir. Yapilan Oil kirmizisi O boyamasi ile hiicre
stoplazmasinda olusan yag damlaciklari kirmizi renge boyanmistir. Kontrol grubunda ise

boyamanin ger¢eklesmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Hem akis sitometrisi hem de farkli hiicre tiplerine farklilagsma yetileri sonuglar1 géz
oniinde bulunduruldugunda, izole edilen hiicrelerin kok hiicre 6zelliginde olduklar: ve

devam eden deneylerde kullanilmasinin uygun olacag: sonucuna varilmigstir.

rt-MKH’lerin 3B Aseliiler Doku Iskelesinde Morfolojisi ve Infiltrasyonu

r-MKH’lerin aseliiler doku iskelesi tizerindeki davranislari ve doku iskelesine
infiltrasyonlar1 sirastyla SEM ve H&E analizi ile incelenmistir. SEM analiz sonuglaria
gore rt-MKH’lerin aseliiler yapilara tutunduklari, kiiltiir kabindaki bipolar morfolojilerini
kaybederek uzadiklar1 ve yer yer hiicre-hiicre etkilesimlerini gosterdiklerini gostermistir
(Sekil 4.11). Daha 6nce yapilan ¢alismalar, hiicre-matriks adezyonunun, bir diger ifade
ile hiicrelerin matrikse tutunmasinin, hiicre morfolojisi, bliylimesi, gocii, farklilagsmasi,
doku organizasyonu ve matriksinin yeniden organize olmasi gibi kritik 6neme sahip
stireclerde hayati 6nem tasidig1 gosterilmistir [320, 341, 342]. Dolayisiyla bu bakimdan
irdelendiginde rt-MKH’lerin gelistirilen aseliiler doku iskelelerine tutunmasi olumlu bir

sonug olarak diistiniilmiistiir.

3B aseliiler yapilar {izerine ekilen hiicrelerin yapinin her tarafina homojen olarak

dagilmasi diger bir deyisle sadece yap1 ilizerinde degil ayn1 zamanda gozenekler igine
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girerek cogalmasi ve birbirleri ile hiicre-hiicre etkilesimlerini saglamasi dokulasmanin
gerceklesmesi agisindan biliylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada kullanilan aseliiler
matriksler yaklasik olarak 800 mikron kalinligindadir. rt-MKH’lerin infiltrasyonunu
belirlemek i¢in 3, 5, 7, 10, 14 ve 20. giinlere ait 6rneklerden kesit alinarak H&E boyama
ile inceleme yapilmis ve ekim yapilan yiizeyden igeri dogru en son goriilen hiicrenin

yiizeye uzaklig dl¢tilmiistiir.

Sekil 4.10. Kemik iligi rt-MKH’lerin uygun indiikleyici varliginda osteojenik (A-C) ve
adipojenik (D-F) farklilagsmalari. A) Alizarin kirmizisi ile boyanan kontrol grubu
hiicreleri. B) Hiicrelerin bir araya gelerek olusturduklari agregatlarda olusan kalsiyum
depolariin goriintiisii. C) Alizarin kirmizisi ile kirmiziya boyanan kalsiyum depolari.
D) Oil kirmizis1 ile boyanan kontrol grubu hiicreleri. E) Adipojenik farklilagsma ortaminda
kiiltiire edilen hiicrelerde olusan lipit vakuolleri. F) Lipit vakuollerinin Oil kirmizisi ile

boyanma goriintiisii.
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Sekil 4.11. 3B aseliiler doku iskelelerinde rt-MKH’lerin morfolojik gériiniimleri. Kirmizi
oklar rt-MKH’leri, mavi oklar doku iskelesindeki fiber yapisin1 gostermektedir. Olgek
cizgisi: 40 um

Hiicre infiltrasyonunu belirlemek amaciyla aselliiler doku iskelesi ig¢inde hiicre varlig ii¢
alanda incelenmistir; st kisim, orta kisim ve alt kisim. Aseliiler doku iskelelerinin
(20.glin harig) bir tarafinda yer yer kesintiye ugrayan tek sira halinde dizilmis ve birbirine
temas eden igsi hiicreler gozlenmistir. Bu ylizey rt-MKH’lerin ekim yapildig1 yilizey
olarak belirlenmistir. rt-MKH’lerin doku iskelesinin ekim yapilan yiizeyine uzaklig 3.
giinde 150,19, 5. giinde 164,59, 7. glinde 192,66, 10. giinde 240,96, 14. giinde 302 ve 20.
giinde 581,93 pum olarak saptanmistir. rt-MKH’ler 3 ve 5. giinde doku iskelesinin alt
kisminda g6zlenmezken 7. giinden itibaren doku iskelesinin alt kisminda tespit edilmistir
(Sekil 4.12). Doku iskelesinin orta kisminda hiicreler 10, 14 ve 20 giinde oldukga belirgin
bir bigimde gézlenmistir. Kiiltiiriin 20. giiniinde birbirine temas eden ve tek sira seklinde
diizenlenmis igsi hiicreler doku iskelesinin hem iist hem de alt yiizeyinde gozlenmistir
(Sekil 4.12). Bu sonuglar dikkate alindiginda rt-MKH’lerin statik kosullarda aseliiler
yapilarda zamana bagli olarak yapi boyunca infiltre olabildigi anlasilmaktadir. Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak aseliiler doku iskelelerinin por ¢apinin yaklasik 50 um
olmasmin hiicre gocii i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Yine infiltrasyon
sonuclarina dayanarak biyoreaktor sisteminde kiiltiire baslanmadan 6nce hiicrelerin 3B
aseliiler yapinin i¢inde filtre olabilmesi icin statik kosullarda 7. gilnliik kiiltiir
yapilmasinin uygun olacagi diistiniilmiistiir. Guo ve ark. kollajen icerigine sahip aseliiler
insan amniyotik matriksi iizerinde kiiltiire ettikleri insan fibroblast hiicrelerinin go¢
edebildiklerini gostermislerdir [343]. Diger taraftan aseliiler sigir perikardi ile yapilan in
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Vvivo ¢alismalar, konakg1 hiicrelerinin yapi i¢ine go¢ etmeleri bakimindan basarili sonuglar
elde edildigini raporlanmistir [316, 344, 345]. Bu veriler ¢alismada elde edilen kollajen
igerigi bakimindan zengin aseliiler sigir perikardlarin hem in vitro hem de in vivo

kosullarda hiicrelerin migrasyonuna olanak saglayacagini gostermistir.
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Sekil 4.12. Statik kosullarda zamana bagli olarak rt-MKH’lerin 3B aseliiler doku
iskelelerindeki gogii. Siyah oklar yapr igine gd¢ eden kok hiicreleri gdstermektedir. Olgek
cizgisi: 50 um

4.1.3. Biyomimetik Biyoreaktor Sisteminde rt-MKH’lerin Aseliiler Doku Iskeleleri

Uzerinde Kardiyomiyositlere Farklilastirilmasi

4.1.3.1. 5-Azasitidin Konsantrasyonunun Kardiyomiyosit Farkllasmas1 Uzerine
Etkisi

Kimyasal, elektriksel ve mekaniksel uyarimlarin sinerjik etkisi altinda kemik iligi rt-
MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtirilmasinin ilk adimi olan kimyasal uyarim ile
stimiilasyon 5-Aza kullanilarak gergeklestirilmistir. 5-Aza, yayginhikla DNA
metilasyonunu Onleyici olarak kullanilan sentetik bir kimyasaldir. EKH’lerin ve rt-
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasii indiikleyici rol oynadigi bilinen bu
kimyasal, sitosin analogu iyesidir [319, 346]. Kardiyomiyosit farklilagmasinda
kullanilacak olan optimum 5-Aza konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla 2B kiiltiir

sisteminde morfolojik yap1 degisimi esas alinarak 0, 3, 5, 10, 15 ve 20 uM olmak tizere 5
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farkli 5-Aza konsantrasyonu denendi. Hiicre kiiltiir kabinda kiiltiire edilen kemik iligi rt-
MKH’ler 24 sa. 5-Aza’ya maruz birakildiktan sonra yikama yapilarak mikroskobik
gozlem yapildi. Kimyasal ajan varliginda kardiyomiyosit farklilagsmasinin isareti olarak
tek basina yeterli olmasa da hiicrelerde uzamalar meydana gelmesi ve miyotiip benzeri
yapilarin olugmasi gerektigi ¢esitli arastirma raporlarinda vurgulanmistir [334, 347, 348].
Yapilan gozlemler 5-Aza kullanilan tiim gruplarda hiicrelerin bir araya gelerek komsu
hiicreler ile etkilesime girerek agregat olusturduklarini géstermistir. Ayrica hiicrelerde 7
giin sonra uzama meydana geldigi ve takip eden zaman periyotunda bu uzamalarin
varliklarin1 devam ettirdigi tespit edilmistir. Bu baglamda degerlendirildiginde gruplar
arasinda gozle goriilebilir ¢ok belirgin bir fark olmasa da 10 uM 5-Aza kullanilan grupta
hiicre uzamalarinin daha belirgin ve uzun oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda meydana gelen hiicresel uzamalarin hem 10 pM hem de diger deney
gruplarinda daha belirgin ve uzun olduklari gézlemlenmistir (Sekil 4.13). Yapilan
mikroskobik gozlemler olusan yuvarlak hiicre topluluklari arasinda stoplazmik hiicre
uzantilart araciligi ile hiicresel etkilesim meydana geldigi konusunda onemli veriler
saglamigtir. 10 uM kullanilan deney grubunda yuvarlak hiicre agregatlarinin olusmasi, bu
yapilar arasinda hiicresel uzantilar araciligi ile hiicresel iletisimin saglandigi ve bu
uzantilarin daha ¢ok ve uzun olmasi nedeni ile optimal 5-Aza konsantrasyonunun 10 uM
oldugu anlasilmistir. Bununla birlikte literatiir verileri incelendiginde de arastirmacilarin
5-Aza konsantrasyonu olarak daha ¢ok 10 uM kullandiklart tespit edilmistir [244, 334,
349-351]. Hem bu ¢alismada elde edilen morfolojik gozlem sonuglart hem de literatiir
verileri goz Oniinde bulunduruldugunda reaktor ortaminda hiicrelerin farklilagtirilmasi

i¢in 5-Aza konsantrasyonunun 10 uM olarak kullanilmast uygun bulunmustur.
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Kontrol 3 uMm 5 M 10 pMm 15 uM 20 pMm

Sekil 4.13. Zamana ve 5-Aza konsantrasyonuna bagli olarak rt-MKH’lerin

morfolojilerinde meydana gelen degisim. Olgek ¢izgisi: 100 um.

4.1.3.2. Mekaniksel Uyarimin Kardiyomiyosit Farklilasmasi1 Uzerine Etkisi

Literatiir verileri incelendiginde kok hiicrelerin farklilasmasinda kullanilan mekaniksel
uyarim miktarinin 6nemli oldugu goriilmektedir [349]. Ayrica arastirmacilar elastik
silikon membran [349, 352-354] ya da gerilebilir piezoelektrik substratlar [355] lizerinde
r-MKH’leri kiiltiire ederek mekaniksel uyarima maruz birakmis ve bu hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilagmalarini incelemislerdir. Bu caligmada ise aseliiler yapilar
tizerinde dinamik kosullarda kiiltiire edilen rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere
farklilasmasinda farkli gerinim degerlerinin etkisinin arastirilmasi ve elektromekaniksel
uyarim ¢alismasinda kullanilabilecek uygun mekaniksel gerinim degerinin (%)
belirlenmesi amaciyla %5, %10 ve %20 gerinim degerleri test edilmistir. 7 giin boyunca
sadece mekaniksel uyarima maruz kalan 6rneklerde hiicre canlilifi ve morfolojisi
canli&oli ile SEM analizi ve kardiyak spesifik gen ifadesine qPCR analizi yapilarak
bakilmistir. Kontrol grubu olarak 5-Aza’ya maruz birakilmis ve statik kosullarda kiiltiirti

yapilan 6rnekler kullanilmistir.

Canhi&oli analizi tiim gruplarda hiicrelerin canliliklarini koruduklari, ¢ogaldiklar1 ve
hiicre-hiicre  etkilesimleri ~gelistirdiklerini ~gdstermistir. Olii  hiicre bakimindan
degerlendirildiginde %20 gerinim uygulanan grupta 6lii hiicre miktarinin diger gruplara
gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Hiicre yogunlugu bakimindan incelendiginde ise
tim gruplarda benzer hiicre yogunlugu oldugu anlasilmistir (Sekil 4.14A). Bu da

uygulanan dongiisel mekaniksel uyarimin miktarinin hiicre canliligina ve ¢ogalmasina
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olumsuz yonde etki etmedigini géstermistir. Literatiir verileri incelendiginde, elastik
silikon membran {izerinde kiiltiire edilen MKH’lere %5, 10, 15 ve 20 oraninda uygulanan
mekaniksel uyarimin hiicre canliligi iizerinde anlamli diizeyde bir fark olusturmadigi, tim
uyarim miktarlarinda benzer hiicre canliligi elde edildigi gortiilmektedir [349]. Baska bir
calismada ise aragtirmacilar, MKH’leri gerilebilir piezoelektrik substratlar iizerinde
kiiltiire etmis ve mekaniksel uyarim uygulamislardir. Yapilan analizler %5 oraninda
mekaniksel uyarim altinda dahi hiicrelerin canliliklarini yitirdiklerini géstermistir [355].
Bu iki ¢alismada elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, kok hiicrelerin iizerinde kiiltiire
edildigi substrat tiirlinin mekaniksel uyarim altinda canliliklarint koruma yetisi
bakimindan 6nemli oldugu diigiiniilmiis olup, bu ¢aligmada literatiirden farkli olarak
ozellikle %20 uyarim uygulanan grupta diger gruplara gore daha fazla sayida 6lii hiicrenin
olmasi substrat olarak aseliiler perikardlarin kullanilmasi ile iliskilendirilmistir.
Canli&oli ve SEM analiz sonuglart mekaniksel uyarim altinda hiicrelerin yoneliminin
degistigi ve uygulanan gerinim miktarinin yonelim miktarina etki ettigini gostermistir.
Kontrol grubunda herhangi bir yonelim izlenmezken mekanik uyarim uygulanan
gruplarda hiicre yonelimi tespit edilmistir. Bu yonelimin %20 gerinim uygulanan grupta
en dik oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak gerinim miktar1 artikca hiicre yonelimin
mekaniksel uyarimin yoniine dik olacak sekilde degistigi goriilmistiir (Sekil 4.14A ve
4.15). Literatiir verileri incelendiginde hiicrelerin yonelimin uygulanan mekaniksel
uyarimin yoniine dik oldugu ve gerek kok hiicrelerin [349, 356] gerekse de
kardiyomiyositlerin [357] mekaniksel uyarim altinda yonelimlerini degistirdikleri

gorilmiistiir.

Uygulanan mekaniksel gerinim miktarinin hiicre genotipinde meydana getirdigi degisimi
ve en uygun miktarin tespiti icin qPCR analizi ile kardiyak spesifik transkripsiyon
faktorlerinden sorumlu genlerin ifadesine bakilmistir. Elde edilen sonuglar B-Aktin
referans geni olarak kullanilarak relatif ifade degerleri olarak grafige gegirilmistir. qPCR
sonuglart incelendiginde, %35 grubunda tim genler arasinda NKX2.5 ifadesinin istatiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek ifade oldugu (3,5 kat), diger gruplarda ise GATA-4
ifadesinin anlaml diizeyde yiiksek bulundugu (%10 i¢in 3,8 kat ve %20 i¢in 2,6 kat)
anlasilmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda test edilen tiim genlerin %5
grubunda daha fazla ifade olduklar1 goriilmiistiir (GATA-4, MEF2C ve CACNA1C igin
sirastyla 1,2, 1,5 ve 1 kat olarak hesaplanmistir). %10 ve %20 gruplarinda ise NKX2.5 ve
CACNAI1C genleri kontrol grubundan daha diisiik diizeyde ifade olmuslardir (Sekil
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4.14B). Sonug olarak literatiirde de rapor edildigi gibi uygulanan dongiisel mekanik
gerinim miktarina bagl olarak ifade profilinin degistigi [349] anlasilmistir. Daha 6nce
yapilan c¢aligmalarda arastirmacilar MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagtirilmasi
amaciyla %3 [353, 355] ya da %10 [349] gerinim uygulamislardir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuclar %5 gerinimde kontrol grubuna kiyasla test edilen tiim genlerin ifadesinin
yiiksek oldugu ve NKX2.5 ve CACNA1C ifadesinin ise diger gruplara gore daha ytiksek
oldugu anlasilmis olup devam eden ¢alismalarda bahsi gecen deger kullanilmistir. Huang
ve ark. yaptiklar1 caligmada elastik silikon membran iizerinde kiiltiire ettikleri MKH’lere
%10 gerinim uygulandiginda GATA-4, MEF2C ve NKX2.5 ifadesinin diger gruplara gore
daha yiiksek olduklarini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada ise test edilen tiim genlerin
ifadeleri %5 grubunda yiiksek bulunmustur. Bu farkin ortaya ¢ikmasinin muhtemel

nedeninin aseliiler doku iskelesinin kullanimi oldugu diistintilmiistiir.

Mekaniksel uyarima bagl olarak meydana gelen hiicre oryantasyonu ve morfolojisinin
gPCR sonuglarma yansimadign goriilmektedir. Ozetle en iyi oryantasyon ve
kardiyomiyosit benzeri morfoloji %20 gerinim uygulanan grupta goézlemlenirken en
yiiksek kardiyak spesifik transkripsiyon faktorii ifadesi %5 wuygulanan grupta
gOriilmistiir. Bunun sebebi olarak gerinim miktar1 artiginda hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesini saglayan aktin filametlerinin sentezinden sorumlu olan yolaklarin
aktiflestigi  hiicre farklilasmasindan sorumlu yolaklarin ise inhibe oldugu
diistiniilmektedir. Bu hipotezin dogrulugunun tespit edilmesi i¢in daha detayh

incelemelerin yapilmasi gerekmektedir.

W %5
B %10
Sk %20

Relatif Ekspresyon Degeri JO

Sekil 4.14. A) Canhi&odlii analiz sonuglari: farkli gerinim altinda aseliiler sigir perikardi
tizerinde kiiltiire edilen rt-MKH’lerin canlilik ve morfolojileri B) qPCR analiz sonuglari:
uygulanan gerinime bagh olarak kardiyak spesifik genlerde meydana gelen ifadeler.

Olgek cizgisi: 100 pm. p<0,01 ** ile gdsterilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli mekaniksel gerinim uygulanan gruplarda gozlemlenen hiicre dizilmesi.

Olgek ¢izgisi: 50 um

4.1.3.3.Elektriksel Uyarimin Kardiyomiyosit Farklilasmas:1 Uzerine Etkisi

Elektriksel uyarim miktarinin etkisinin arastirilmasi ve elektromekaniksel uyarim
calismasinda kullanilacak uygun gerilim (V/cm) miktarinin tespit edilmesi amaciyla ii¢
farkli gerilim miktar1 (1, 3 ve 5 V/ecm, 3 ms, 1 Hz) test edilerek hiicre canlilig1 ve
morfolojisine canli&olii analizi, kardiyak spesifik genlerin ifadesine ise qPCR analizi
yapilarak bakilmistir. Canli&6lii analizi tim gruplarda hiicrelerin 3B aseliiler yapiya
diizensiz bir bi¢imde tutundugunu ve canli hiicre sayisinin yliksek oldugunu gostermistir.
Ayrica hem elektriksel uyarimim uygulandigi gruplarda hem de kontrol grubunda
hiicrelerin uzantilar gelistirerek birbirileri ile iletisime gectigi de gézlemlenmistir (Sekil
4.16A). Elektriksel uyarim altinda kiiltiire edilen gruplarda hiicrelerin spesifik bir
yonelim gostermedikleri tespit edilmistir. Literatiir verileri incelendiginde bazi

aragtirmacilarin kardiyomiyositlerin elektriksel uyarim altinda yonelim gosterdiklerini
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[358, 359], ancak bazi arastirmacilarin ise hiicrelerin yonelim gostermedigini [360]
raporladiklar1 goriilmiistiir. Bu ¢aligmada elektriksel uyarim altinda hiicrelerin spesifik
bir yonelim gostermemesinin muhtemel sebebinin aseliiler perikardlarda gézlemlenen

diizensiz elastik ve kollajen fiber yapisi oldugu diisiiniilmektedir [361, 362].

gqPCR sonuglar1 MEF2C ifadesinin 1 ve 3 V/cm gruplarinda NKX2.5, GATA-4 ve
CACNALC genlerinden, 5 V/cm grubunda ise GATA-4 ve CACNA1C genlerinden anlamli
diizeyde yiiksek ifade oldugunu gostermistir (p<0,05). Diger gruplarla kiyaslandiginda 5
V/cm grubunda GATA-4 ve NKX2.5 gen ifadelerin yiiksek oldugu goriilmistiir (Sekil
4.16B). Sonug olarak kardiyak spesifik gen ifade profilinin uygulanan uyarima bagli
olarak degiskenlik gosterdigi ve bu degiskenligin muhtemel sebebinin uyarimlara bagl
olarak ortamda olusan reaktif oksijen tirleri (ROS) miktarinin farkli olmasi
diistiniilmiistiir [289]. Tandon ve ark. kollajen doku iskeleleri iizerinde kiiltiire edilen
kardiyomiyositler i¢in en optimum elektriksel uyarim miktarinin 3 Hz de 3 V/cm
oldugunu ifade etmislerdir [363]. Ancak bu galismada elde edilen hiicre canliligi ve
kardiyak spesifik gen ifade sonuglari, fizyolojik kosullarda elektriksel uyarim
degerlerinin 0,1-10 V/cm oldugu ve bir¢ok arastirmada 5 V/cm degerinin kullanildig
[358, 359, 364] g6z oOniinde bulunduruldugunda devam eden ¢alismalarda 5 V/cm

kullanilmasinin uygun olacag diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.16. A) Canli&Olii analiz sonuglari: farkli gerilim altinda aseliiler sigir perikardi
tizerinde kiiltiire edilen rt-MKH’lerin canlilik ve morfolojileri B) qPCR analiz sonuglari:
uygulanan gerilime bagl olarak kardiyak spesifik genlerde meydana gelen ifadeler. Olgek
cizgisi: 100 pm. p<0,001 *** ve p<0,0001 **** ile gdsterilmistir.
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4.1.3.4.Elektromekaniksel Uyarimin Kardiyomiyosit Farkhlasmas: Uzerine Etkisi

r-MKH’ler 3B aseliiler doku iskeleleri iizerine ekilerek elektromekaniksel uyarima
maruz birakilmistir. Bu ¢alismada uyarim stiresinin ve elektrik ile mekaniksel uyarimin
birlikte uygulamasinin kardiyak spesifik gen ifadesi iizerine etkisinin arastirilmasi
amaglandi. Uyarimdan sonra kardiyak spesifik gen ifadesine qPCR analizi ile bakildi.
gqPCR sonuglar1 2 giinliik kiiltlir stiresinin uygulandigi grupta, elektriksel uyarimin
uygulandigr grupta hedef genlerin hem mekaniksel hem de elektromekaniksel
stimiilasyon grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermistir (Sekil 4.17A). GATA-4,
MEF2C ve NKX2.5 ifadelerinin elektromekaniksel stimiilasyon grubu ile kiyaslaninca
elektriksel uyarim grubunda sirasiyla 1,4 (p>0,05), 3 ve 2,9 (p<0,05) kat fazla oldugu
hesaplanmistir. Diger taraftan GATA-4, MEF2C ve NKX2.5 ifadelerinin mekaniksel
stimiilasyon grubu ile kiyaslandiginda elektriksel uyarim grubunda sirasiyla 2,9 (p<0,05),
1,33 ve 2,2 (p>0,05) kat fazla oldugu tespit edilmistir. MEF2C ifadesi elektromekaniksel
uyarim grubunda anlamli diizeyde diisiik tespit edilmistir (p<0,05). 4 giinliik kiiltiir
stiresinin uygulandig1 grupta test edilen tiim genlerin elektromekaniksel uyarim grubunda
anlaml diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Sekil 4.17B). Elektriksel uyarim
grubu ile kiyaslandiginda GATA-4, MEF2C ve NKX2.5 ifadeleri elektromekaniksel
uyarim grubunda sirasiyla 2,5, 2 ve 2 kat yiiksek bulunmustur (p<0,05). Mekaniksel
uyarim ile kiyaslandiginda ise elektromekaniksel uyarim grubunda bu genlerin ifadeleri
strastyla 2,3, 3,5 ve 1,8 kat olarak hesaplanmistir (p<0,05). Tiim bu sonuglar bir arada
diisiiniildiiglinde uyarim siiresinin aseliiler doku iskeleleri iizerinde kiiltiire edilen rt-
MKH’lerde kardiyak spesifik genlerin ifadesini olumlu yonde etkileyen onemli bir
parametre oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte rt-MKH’lerin farklilagsmasinda
elektromekaniksel uyarimin uzun donemde daha fazla etkili olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Wang ve ark. yaptiklar1 calismada sigan kaynakli rt-MKH’leri aseliiler
miyokard doku iskeleleri iizerinde kiiltiire ederek elektromekaniksel uyarim (%20
gerinim ve 1 Hz de 5 V gerilim) altinda kardiyomiyojenik farklilagsmalarini
incelemislerdir. Elde edilen veriler, elektromekaniksel uyarimin kok hiicrelerin
farklilagsmasini sagladigi ve kasilma ile ilintili olan proteinlerin (a-aktin, miyozin agir
zinciri ve konneksin 43) ifade edildigini gostermistir [360]. Yukarida da bahsedildigi
tizere 3B aseliller perikard doku iskeleleri tizerinde kiiltiire edilen rt-MKH’ler
elektromekaniksel uyarima maruz kaldiklarinda kardiyak spesifik gen ifadelerinde
kontrole gore yiiksek olmasa da bir artis meydana gelmistir. Ancak bu artigin kasilabilir

kardiyomiyosit elde etmek icin yeterli olmadig1 asikardir. mRNA diizeyinde yiiksek
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diizeyde kardiyak spesifik genlerin ifadesinin elde edilememesinin muhtemel sebebi
olarak bu ¢alismada kullanilan kok hiicrelerde CD90 ve CD29 ile birlikte CD45 ve CD11a
ifadelerinin yiiksek olmasi olabilecegi diisliniilmektedir. Bu durumun agikliga
kavusturulmasi i¢in detayli ¢alismalarin yapilmasi gerektigi vurgulanmalidir. Ayrica
fonksiyonel ya da morfolojik olarak in vivo kardiyomiyositlere benzer kok hiicre kaynakli
kardiyomiyositlerin elde edilebilmesi i¢in kiiltiir kosullarin iyilestirilmesi, kimyasal
stimiilator olarak kullanilan 5-Aza’ya alternatif bir veya birden fazla kimyasal molekiiliin
tespit edilmesi ve yliksek diizeyde kardiyomiyojenik farklilasma yetisine sahip yeni bir

MKH kaynaginin arastirilmasinin kritik 6neme sahip olacagi da diistiniilmektedir.
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Sekil 4.17. Aseliiler perikardlar tizerinde kiiltiire edilen rt-MKH’lerin A) 2 giin ve B) 4
giin boyunca elektromekaniksel uyarima maruz birakildiginda elde edilen kardiyak
spesifik gen ifadeleri. P<0,05 i¢in * kullanilmistir. E.Sti: Sadece elektriksel stimiilasyon,

M.Sti: Sadece mekaniksel stimiilasyon ve E.+M. Sti: Elektromekaniksel stimiilasyon.

Sonug olarak yapilan ¢alismalar, elektriksel ve mekaniksel uyarimlarin 3B aseliiler doku
iskeleleri lizerinde kiiltiire edilen rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmalarini
sagladigini, kardiyak spesifik belirteglerin ifade diizeyinin gerilim ve gerinim
parametreleri ile dogrudan iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica hiicre canlilifi ve
kardiyak spesifik belirteclerin ifadesi bakimindan en iyi sonug veren elektriksel gerilim

degerinin 5 V/cm, mekaniksel gerinim degerinin ise %5 oldugu tespit edilmistir. Tespit

103



edilen bu degerler rt-MKH’lerin elektromekaniksel uyarim ile kardiyomiyojenik
farklilasmasinda kullanilmis ve QPCR sonuglart rt-MKH’lerin kardiyak spesifik
belirtegleri ifade ederek kardiyomiyositlere farklilastigini gostermistir. Ayrica, rt-
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda 2 giinliik uyarim sonunda elektriksel
uyarimin, 4 giinliik uyarim sonunda ise elektromekaniksel uyarimin daha etkili oldugu
anlagilmistir. Bu sonuglar elektromekaniksel uyarimin uzun siireli kiiltiirde daha etkili
oldugunu gostermis ve in vivo ¢alismalarda test edilecek kardiyak yamalarin hazirlanmasi
icin gerilim, gerinim ve zaman parametleri olarak sirasiyla 5 V/em (1 Hz, 3 ms), %5 (1
Hz) ve 7 giin se¢ilmistir [365]. Bu parametreler kullanilarak hazirlanan kardiyak yamalar

sican MI modelinde degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

4.1.4. Elektromekaniksel Olarak Uyarllmis Kardiyak Yamalarim Sican
Miyokardiyal Enfarktiis Modelinde in vivo Performanslari

4.1.4.1. MI olusumu, Hiicre Gocii ve Kalsifikasyonun Degerlendirilmesi

Sican kalbinde hasar (M| modeli) olusturulduktan sonra elektromekaniksel uyarima
maruz birakilan hiicreleri ihtiva eden kardiyak yamalar ve hiicresiz yamalar yara
bolgesine implante edildikten 21 giin sonra denekler sakrifiye edilerek kalp dokulari
cikartlmistir. Cikarilan kalp dokulart 1s1k mikroskobunda incelemek i¢in takip edilip,
kesitler alindiktan sonra H&E boyamasi yapilmistir. Ayrica yara bolgesinde yama
kaynakli hiicrelerin tespit edilmesi i¢cin BrdU ve yine yama kaynakli yara bdlgesinde
kalsifikasyon olup olmadiginin gosterilmesi i¢in von Kossa boyamasi yapilmistir (Sekil

4.18).

Literatir verileri incelendiginde kalp yamalarmin MI modelinde in vivo
performanslarinin test edilmesi icin sican, domuz ve koyun gibi hayvanlarin kullanildig1
goriilmektedir [366, 367]. Bu calismada rt-MKH’leri igeren ve elektromekaniksel
uyarimlara maruz birakilan yamalarin kalp kas1 6zelliklerine etkisinin test edilmesi igin
sican MI modeli kullanilmistir. MI modelinin gelistirilmesinde siklikla tercih edilen
yontem kalbin sol 6niinden inen koroner arterin ligasyonudur. Ancak bu yontemin sahip
oldugu teknik zorluklardan dolay: farkli sonuglar elde edilebildigi ifade edilmistir [368].
Ote yandan sogutulmus metal probun kalp dokusuna belirli bir siire temas edilerek MI
modelinin gelistirilmesi (“cryoinjury”) islemi hem siganlarda hem de farelerde basarili
bir bi¢imde uygulanmistir [368-371]. Dolayisiyla bu ¢alismada MI, cryoinjury metodu
kullanilarak gelistirilmistir. Yapilan mikroskobik analiz tiim gruplarda basarili bir

bicimde miyokardiyal enfarktiisiin tetiklendigini gostermistir. Elektromekaniksel
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stimiilasyon uygulanan yamanin uygulandig1 gruba ait doku 151k mikroskobu altinda
incelendiginde hasar alaninda kalp duvarinin kollajen fibriller bakimindan zengin oldugu
ve kollajen fibrillerin aralarinda birbirine parallel diizenlenmis igsi hiicrelerin ve aralarda
yer yer kan damarlarindan olusan fibr6z bag dokusunun oldugu goézlenmistir. Statik
sartlarda kiiltiiri yapilan hiicreli yamanin uygulandig1 grupta da hasar alaninda kollajen
fibrillerden zengin, igsi hiicrelerin bulundugu ve yer yer kapillerlerin izlendigi fibrozis
tespit edilmistir. Kalp dokusuna yakin daha sik1 bir bag dokusu izlenirken kalp dokusunun
dis kenaria dogru daha gevsek bag dokusu tespit edilmistir. Son olarak hiicre icermeyen
yama (kontrol grubu) implante edilen kalp dokusunda hasar alaninin ventrikiil duvarinin
kenarindan ventrikiil alt ucuna kadar ilerledigi goriilmiistiir. Ventrikiil apeksinde
hemoraji, hiicreden zengin graniilasyon dokusu izlenirken yan duvarda fibrozis
gbzlenmistir. Ayrica kollajen fibriller, dejenere kardiyomiyositler ve damarlar izlenmistir
(Sekil 4.18). H&E analizi ve DAPI boyama sonuglar1 yara bolgesinden ¢ikarilan yamada
hiicrelerin yamanin her iki kenarinda yogun olarak bulundugunu gostermistir. Ayrica
yama kalinlig1 boyunca da kollajen fibriller arasinda yan yana dizilmis igsi ¢ekirdekli
uzun hiicrelerin varligi gozlenmistir (Sekil 4.19A ve C). 21 giin boyunca in vivo kosullara
maruz kalan yamada yogun hiicre varligi ve izlenen hiicrelerin kardiyomiyosit benzeri
morfoloji gostermesi, ¢alismada gelistirilen yamada dokulagsmanin bagladigini
diistindiirmiistiir. Ancak tam bir doku yapisinin izlenmesi ve yamaya ekimi yapilan kok
hiicrelerin  fonksiyonel kardiyomiyositlere farklilasmasi ile hasarli bdlgenin
onarilmasinda basarili olunmasi igin in vitro kiltiir kosullarin iyilestirilmeye devam

edilmesi ve in vivo implantasyon siiresinin artirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Yara bolgesinde yama kaynakli hiicrelerin tespit edilmesi i¢in BrdU isaretlemesi
yapilmustir. Elektromekaniksel uyarimin uygulandigi ve uygulanmadigi hiicreli yamanin
uygulandig1 gruplara ait yara bolgesi dérneklerinde BrdU ile isaretli kahverengi boyanmis
hiicreler gozlemlenmistir. Kahverengi boyanmis hiicre miktarmin elektromekaniksel
uyarim grubunda daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Her iki grupta yer yer ylizeye yakin
BrdU pozitif hiicreler izlenirken yer yer hasar alaninda gelisen fibrozis bolgesinin
ortasinda ve altinda kardiyomyositlere yakin BrdU ile pozitif isaretli kahverengi hiicreler
gorilmistiir. Hiicre igermeyen yama uygulanan grupta beklendigi lizere hasar alaninda
BrdU isaretli hiicre gozlenmemistir (Sekil 4.18). Llucia-Valldeperas ve ark. yaptiklari
calismada, kalp dokusu yaginda izole ettikleri yetiskin onciil hiicreleri elektromekaniksel

uyarima maruz birakip fibrin jele enkapsiile ederek fare MI modelinde
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degerlendirmislerdir. Yapilan analizler yara bolgesinde sinirli miktarda fibrin jelden g6z
eden hiicreler oldugunu gostermistir [365]. Bizim g¢alismamizda ise yara bolgesinde
yiiksek miktarda hiicre gézlenmistir. Bu sonucun muhtemel sebebi olarak rt-MKH’lerin
3B aseliiler kollajen ve elastik fiberlerden olusan sigir perikardlarinda kiiltiire edilerek
elektromekaniksel uyarima maruz birakilmasi olarak diistiniilmiistiir. Ciinkii hiicrelerin
cevrelerini algiladiklar1 ve ¢evresel faktorlerin hiicrelerin ¢ogalmasi ve gocli gibi
davraniglar1 etkiledikleri bilinmektedir [372]. Yara boélgesinden ¢ikarilan yamada da
BrdU pozitif hiicreler yamanin hem yiizeyi ve hem de i¢inde izlenmistir (Sekil 4.19B).
Elektromekaniksel uyarim uygulanan ve uygulanmayan grup ile yara bdlgesinden
cikarilan yamada yiiksek sayida BrdU isaretli hiicrelerin varligi, kok hiicrelerin in vitro
da basarili bir sekilde isaretlendigini ve yamanin kok hiicre barindirdigir kanitlar
niteliktedir. Ancak yamada BrdU ile isaretlenmeyen hiicrelerin varligi, dogal dokudan
yamaya hiicre gociiniin oldugunu disiindiirmiistiir. Yine elektromekaniksel uyarimin
uygulandig1 ve uygulanmadigi gruplarda hasarli bolgede BrdU isaretli hiicrelerin varligi
yama ile dogal dokunun zamanla biitiinlesmeye basladigini ifade etmek icin bir gosterge
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Yani sira, kok hiicrelerin hasarli alana dogru gog ettigini

ve burada mikrogevre olusturmaya basladigini séylemek de miimkiindiir.

Kalp dokusunda olusturulan hasarli bodlgede yamalarin implantasyonu nedeniyle
kalsifikasyonun olup olmadiginin tespiti amaciyla von Kossa boyamasi yapilmis ve elde
edilen sonugclar hi¢bir grupta kalsiyum birikimin olmadigini gostermistir (Sekil 4.18). Bu
da yamalarin hazirlanmasi basamaginda uygulanan genipin fiksasyonunun dokuda
kalsifikasyonun engellenmesi bakimindan onemli ve yeterli oldugunu ve kullanilan
biyoyamalarin kalsiyum birikmesine neden olmadigmi gdstermis olup bu sonucun
literatiir verileri ile uyumlu oldugu anlagilmistir. Liang ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada farkli
genipin konsantrasyonlarini (0,00625%, 0,05% ve 0,625%) kullanilarak aseliiler sigir
perikartlarin1 fikse etmis ve in vivo ¢alismalar yiirtitmiiglerdir. Yapilan analizler test
edilen zaman dilimlerinde (3 giin, 1, 3, 6 hafta ve 1 y1l) degerlendirilen tiim gruplarda in
vivo kosullarda kayda deger diizeyde kalsiyum olusumunun meydana gelmedigini

gostermistir [316].
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Hiicreli Yama
(Elektromekaniksel Sti.)

Hucreli Yama
(Satatik Kosullar)

Hiicresiz
Yama

Sekil 4.18. 21 giinliik in vivo implantasyon siiresi sonunda elektromekaniksel uyarima
maruz birakilmis ve birakilmamis yamalarin implante edildigi yara bolgesinin histolojik
incelenmesi. A) H&E boyamas1 gruplara gore yara bolgesinin histolojik goriiniimiinii, B)
BrdU boyama yamadan yara bolgesine go¢ eden hiicrelerin gosterilmesi ve C) von Kossa
boyama ise yara bolgesinde kalsifikasyonun olusup olusmadiginin gosterilmesi i¢in

yapilmistir. MI: Miyokardiyal Enfarktiis bolgesi, DD: Dogal Doku bolgesi.
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Sekil 4.19. 21 giinliik in vivo implantasyon siiresi sonunda yara bolgesinden ¢ikarilan
implanta edilmis yamanin histolojik boyamasi. A) Yamanin H&E boyamasi, B) Yamanin
BrdU boyamasi. Sar1 oklar BrdU pozitif hiicreleri gostermektedir. C) Yamanin DAPI
boyamasi. Mavi renk hiicre ¢ekirdegini gostermektedir. D) Immiinohistokimyasal

analizin negatif kontrol boyamasi.

4.1.4.2.Yara Bolgesinde Kardiyak Spesifik Proteinlerin ifadeleri

Elektromekaniksel olarak uyarilan ve uyarilmayan ile kontrol grubu olarak kullanilan
hiicresiz yamanin implante edildigi yara golgesinden alinan oOrneklerde kalp kasi
ozellikleri ve inflamasyon agisindan degerlendirme yapilmistir. Kalp kas1 6zelliklerinin
gosterilmesi igin MHC’ye karst monoklonal antikor, SAC monoklonal antikor SAC,
cTroT monoklonal antikor ile; baglanti birimlerinin gosterilmesi icin NCAD monoklonal
antikor ile; makrofajlarin gosterilmesi i¢in ise CD68 monoklonal antikoru ile isaretleme
islemi gerceklestirilmistir. Bunlarla birlikte yara bolgesinden c¢ikarilan yamada da

yukarida bahsedilen protein ifadelerine bakilmistir.

Kalp kas1 6zellikleri i¢in MHC’ye karst monoklonal antikor, SAC monoklonal antikoru
ve cTroT monoklonal antikor ile yapilan immunohistokimyasal isaretleme sonucunda her

tic grupta da hasarli alanda bu antikorlar ile pozitif boyali hiicreler tespit edilmistir.
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MHC’ye kars1 antikor ile isaretlemede hasarli alanda igsi hiicrelerin kenarinda pozitif
rekasiyon yanisira dokuda daha biiyiik ¢ekirdekli sitoplazmasinda graniiller bulunan mast
hiicrelerinin de bu antikor ile pozitif reaksiyon verdigi goriilmiistir (Sekil 4.20).
Elektromekanik uyari ile hazirlanan biyoyama uygulanan grupta hasar alaninda diger
gruplara gore daha ¢ok hiicrede ve daha yogun (gii¢lii) ¢cTroT immunoreaktivitesi
gozlenmistir. nCAD monoklonal antikorlar1 ile yapilan immunohistokimyasal isaretleme

her {i¢ grupta da hasarli alanda giiclii pozitif reaksiyon veren hiicreler tespit edilmistir.

Hiicreli Yama Hicreli Yama Hiicresiz Cikarilan
(Statik Kosullar) Yama
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Sekil 4.20. 21 giinliik in vivo implantasyondan sonra yara bolgesinden alinan 6rneklerde
kardiyak spesifik proteinlerin boyanmasi. Sar1 oklar pozitif boyamalar1 gostermektedir.
MI : Miyordiyal Enfarktiis bolgesi. cTroT: Kardiyak Troponin T; MHC: Miyozin Agir
Zincir; nCAD: N-kaderin; SAC: Sarkomerik Alfa Aktinin.

Makrofajlarin gosterilmesi amaciyla CD68 monoklonal antikoru ile yapilan isaretlemede

hasar alaninda elektromekanik uyart ile hazirlanan biyoyamanin uygulandigi grupta diger
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gruplara gore daha az sayida makrofaj tespit edilmistir (Sekil 4.20). Kontrol grubunda
ise hem elektromekaniksel hem de statik grubuna gore daha fazla sayida CD68 pozitif
hiicre goriilmistiir. MKH’lerin immiinmodiilatér 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir
[373]. Dolayisiyla, test gruplarinda daha az sayida CD68 pozitif hiicrelerin goriilmesinin

muhtemel sebebinin MKH’lerin immiinmodiilator 6zellikleri oldugu diisiinilmiistiir.

Immiinreaktivite sonuglar1 cTroT ve CD68 acisindan elektromekaniksel uyarim
uygulanan grupta olumlu sonuglar elde edildigini diisiindiirmiistiir. Bu grupta cTroT
bakimindan yogun bir ifade goriiliirtken CD68 ifade eden hiicre bakimindan ise diisiik
ifade tespit edilmistir. Bu sonuglar, kalp kasi ozelliklerinin saglanmasi ve diisiik
inflamasyon ag¢isindan degerlendirildiginde bu grupta diger gruplara gére daha basarili
olundugunu gostermistir. Saglanan bu basarinin muhtemel sebebinin, yamaya
implantasyon oncesinde in vitro kosullarda uygulanan elektromekaniksel uyarim ile kok
hiicrelerin  kardiyomiyositlere farklilastirilmasit oldugu disiiniilmektedir. cTroT
ifadesinin yaninda yara bolgesinde MHC ve SAC ifadesi de pozitif olarak bulunmustur.
Bu proteinler kalp kasinin temel kasilma birimi olan sarkomer yapisinin birer elemanidir
[374]. Dolayisiyla, elde edilen sonuglar bize biyoreaktérde uygulanan elektromekaniksel
uyarimin MKH’lerin kardiyomiyosit benzeri hiicrelere farklilagsmasinda etkili olabilecegi
ve bu farklilasmanin hasarli kalp dokusunda kalp kasi ozelliklerinin tekrar geri
kazandirilmasinda ve hatta yara bolgesinde kasilabilen hiicrelerin var olmasina neden

olabilecegini diislindliirmiistiir.

Yara boélgesinden c¢ikarilan yamada yapilan immunohistokimyasal isaretlemede
yamadaki hiicrelerde MHC, SAC ve cTroT pozitif immunoreaktivitesi izlenmistir (Sekil
4.20). Biyoyamada CD68 pozitif hiicrelerin varligi da gozlenmistir. Bu hiicreler yamanin
bir tarafinda daha ¢ok sayida iken kars1 tarafinda daha az sayida oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.19). Bu bulgumuz bu hiicrelerin kalp dokusundan yamaya go¢ eden makrofajlar
oldugunu gostermektedir. Yama igindeki hiicrelerde nCAD immunoreaktivitesi de
izlenmistir. Literatiirde biyofiziksel uyarimlarin sirasiyla elektriksel ve mekaniksel
etkilesimden sorumlu olan konneksin 43 ve nCAD ifadelerinin artmasina neden oldugu
raporlanmistir [360, 375, 376]. Kalp dokusunda komsu hiicreler arasinda adherens
etkilesimler n-kaderinler aracilifiyla kurulur ve kasilma kuvvetinin hiicreler arasinda
gecisini saglar [377]. 21 giin in vivo kosullara maruz kalan yamada MHC, SAC, cTroT
ve nCAD bakimindan pozitif immiinreaktif goriilmesi yamada kiiltiiri yapilan kok

hiicrelerin fonksiyonel kardiyomiyosit hiicrelerine farklilasmaya bagladigini kanitlar
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niteliktedir. Bu sonuglar in vitro kosullarda uygulanan stratejilerin yaninda uygun
mikrogevrenin Varliginin hiicre farklilasmasinda oldukg¢a 6nemli bir role sahip oldugunu

diistindiirmiistiir.

Sonu¢ olarak sunulan tez calismasinin birinci boliimiinde aseliiler doku iskeleleri
tizerinde cesitli fiziksel uyarimlar altinda kiilttire edilen rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere
farklilagtirilmasi incelenmis ve elde edilen sonuglar in vitro kosullarda transkripsiyon
diizeyinde diisiik diizeyde de olsa kardiyomiyojenik farklilasmanin gerceklestigi
goriilmiistiir. in vivo kosullarda ise yara bolgesinde kardiyak spesifik proteinlerin diisiik
diizeyde de olsa ifade olduklari tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda doku miihendisligi
acisindan rt-MKH’lerin aseliiler doku iskelesinde canlilig1, hiicre morfolojisi ve
infiltrasyonu, yara bolgesine gogii gibi 6zellikler kardiyak yama i¢in kanitlanmis olmakla
birlikte biyofiziksel uyarimlarin kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda yeterli

olmadigi ve yeni stratejilerin gelistirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Dolayisiyla oncelikle in vitro kosullarda yiiksek diizeyde MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilasmanin gergeklestirilmesi ve bu amagla indiikleyici ajan olarak siklikla tercih
edilen 5-Aza’ya alternatif molekiil ya da molekiil kombinasyonlarinin uygulanmasi ile
kiiltiir kosullariin iyilestirilmesi gerektigi diisiiniilmiistiir. Bu amagla tez ¢alismasinin 2.
boliimiinde; i) rt-MKH’lerin yiiksek oranda kardiyomiyojenik farklilagtirilmas: igin
kimyasal ve biyolojik stimiilatdrlerin sinerjik etkisi; i1) Epigenetik yeniden programlama
ve biyolojik yolak manipiilasyonu stratejilerinin birlikte kullanimi ile insan ve sigan
kemik 1iligi kaynakli MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtirilmasi i¢in g¢aligmalar

gergeklestirilmis ve sonuglar ileri béliimde sunulmustur.

4.2. Kiiciikk Molekiillerin Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kardiyomiyojenik
Farkhlasmasina Etkisi

4.2.1. Kimyasal ve Biyolojik Stimiilatorlerin Sinerjik Etkisi

r-MKH’lerin kardiyomiyosit farklilasma seviyesinin artirilmast ve kok hiicre
farklilasmasinda siklikla tercih edilen kimyasal stimiilator olan 5-Aza’ya alternatif bir
kombinasyon gelistirilmesi amaciyla cesitli biyolojik ve kimyasal ajanlar tek tek ve
kombine halde uygulanarak kardiyomiyojenik farklilasma {izerine etkileri asagida

sunulmustur.
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4.2.1.1. Morfolojik Degisimler

Sekil 4.21°de hiicre farklilasmasinin artirilmasina yonelik tasarlanan gruplardaki 5. ve 12.
giin hiicre morfolojileri gosterilmistir. Yapilan ¢alismada hiicre farklilagsmasi i¢in higbir
uyaranin (kimyasal veya biyolojik) kullanilmadig1 kontrol grubunda zamanla hiicrelerin
bir araya gelerek kiimeler olusturduklari ve hiicrelerin bu kiimeler arasinda gelistirdikleri
uzantilar aracilifiyla etkilesime girdigi gézlemlenmistir. Ancak kontrol grubu ile diger
gruplar hiicre uzamasi agisindan kiyaslandiginda biyolojik faktorlerin kullanildigit DM ve
kimyasal ile biyolojik uyaranin beraber kullanildigi 5-Aza+DM grubunda hiicre
uzamasinin acik bir bicimde meydana geldigi tespit edilmistir. Buna ek olarak diger bir
kimyasal stimiilator olan DMSO ile DM 'nin sinerjik etkisi altinda da hiicrelerde zamana
bagli olarak uzamalarin ve igsi yapinin olugsmasinin meydana geldigi ¢ok acik bir sekilde
goriilmektedir. Kontrol grubu dahil diger tiim gruplarla kiyaslandiginda DMSO grubunda
kiiltiir siiresi boyunca hiicre kiimelerinin olusmadiglr ve hiicre uzamalariin net bir
bicimde belirginlesmedigi gozlemlenmistir. DMSO ve 5-Aza’nin birlikte kullanildigt
grupta ise belirgin bir uzamanin meydana gelmedigi tespit edilmistir. Tiim gruplarda 5 ve
12 giin sonundaki morfolojik goriiniimlerin benzer oldugu, 12 giin sonunda kontrol, 5-
Aza, DM, 5-Aza+DM ve DM+ DMSO gruplarinda hiicrelerin bir araya gelerek hiicre

kiimeleri olusturduklar1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.21. Biyolojik ve kimyasal uyarimlarin ayri ayri ve beraber uygulandigi

gruplardaki rt-MKH’lerin 5 ve 12 giin sonundaki morfolojik goriiniimleri

Zamana bagli olarak hiicrelerde meydana gelen uzamanin ve hiicre kiimelerinin
olusmasinin kardiyomiyosit farklilagmasmin bir gostergesi olarak kabul edildigi
literatiirde yer almistir [334, 378]. Ancak yapilan bu ¢alismada herhangi bir uyaranin
uygulanmadigi kontrol grubunda da igsi morfolojide hiicreler oldugu ve zamanla
hiicrelerin ~ bir araya gelerek hiicre kiimeleri olusturduklart  goriilmiistiir.
Kardiyomiyojenik farklilasmanin tetiklenmesi i¢in 5-Aza’nin kullanildig1 ¢alismada kok
hiicrelerde stoplazmik uzantilarin goriildiigii ve hiicre morfolojisinin kardiyomiyosit
morfolojisine benzedigi raporlanmistir [334]. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan
mikroskobik gozlemler ¢esitli uyaranlar ile uyarilan kok hiicrelerin stoplazmik uzantilar
uzatarak zamanla igsi bir goriinim kazandigini gostermistir. Bu da literatiir verileri ile
ortiismekte ve hiicrelerin morfolojik olarak bagkalasim siirecine girdigini kanitlar

niteliktedir.
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4.2.1.2. Kardiyak Spesifik Genlerin Ifadesi

Cesitli biyolojik ve kimyasal stimiilatorlere maruz birakilan rt-MKH’lerin baskalagim
gecirerek kardiyomiyojenik karakter gosterip gostermediklerinin tespit edilmesi igin
gercek zamanli qPCR analizi ile erken donem kardiyak spesifik transkripsiyon
faktorlerinin sentezinden sorumlu genlerin (GATA-4, NKX2.5 ve MEF2C) ve kalp kasi
hiicrelerinin kasilmasinda kritik rol alan iyonlarin hiicreler arasinda gegisinde rol oynayan
voltaj bagimli kalsiyum kanali alt biriminin sentezinden sorumlu genin (CACNA1C)

ifadesine bakilmustir.

Omurgali canlilarda yapilan ¢alismalarla, Drosophila’da bulunan ve kalp gelisiminden
sorunlu olan tinman geninin homologu olan NKX2.5’in kalp olusumundan hemen 6nce
pre-kardiyak mezodermde ifade oldugunu ve hiicrelerin kardiyak soya ge¢mesinde en
erken donem belirteci oldugu ortaya ¢ikarilmistir [379]. Yapilan ¢aligmalarda, NKX2.5
geninin regiilasyon bolgesinde GATA-4/6 ve Smadl/4 gibi bazi gii¢lendiricilerin
(“enhancer”) bulundugu ve bu giiclendiricilerin NKX2.5 geninin kalp spesifik ifadesini
kontrol ettigi gosterilmistir [380]. Ayrica GATA-4/6’nin kalp gelisiminde kritik rol aldigt,
GATA-4/6 geninin ifade olmadigi farelerde kalp olusumunda meydana gelen anomalilerin
tespit edilmesi ve bu genin kalp spesifik yapisal proteinlerinlerin ifadesinde kritik rol alan
genlerin aktiflesmesinden sorumlu oldugunun gosterilmesi ile kanitlanmigtir [381, 382].
Tiim bunlara ek olarak Akavia ve ark. GATA-4 ve NKX2.5 transkripsiyon faktorlerinin
iskelet kasi hiicreleri tarafindan ifade edilemedigini, ancak kalp kast hiicrelerine spesifik
olup bu hiicreler tarafindan ifade edildigini gostermistir [383]. Miyosit artiric1 faktor-2
(MEF2) ailesi iiyeleri arasinda bulunan transkripsiyon faktorleri, kardiyak kasinda yapisal
genlerinin aktiflesmesini saglayarak kardiyomiyosit farklilasmasini kontroliinde kritik
yol oynamaktadir [384]. Omurgalilarda ifade olan dort farkli MEF2 geni (MEF2A,
MEF2B, MEF2C ve MEF2D) gelismekte olan kalp yapisi ile iliskilendirilmistir [385].
Bununla birlikte MEF2C ifadesi baskilanan farelerde kardiyak yapisal genlerin ifadesinin
azalmas1 nedeniyle ciddi ventrikiiler hipoplasialarin gelistigi ve bu durumun 6liim ile
sonuclandigr tespit edilmistir [386]. Diger taraftan MEF2 transkripsiyon faktorleri
ailesinin sadece kalp kasi hiicrelerinde degil ayn1 zamanda ¢izgili ve diiz kas hiicrelerinin
morfogenez ve miyogenezinde de hayati nem tasidigi ifade edilmistir [387]. MEF2 ailesi
transkripsiyon faktorlerin noron hiicrelerinde de yiiksek diizeyde ifade oldugu
belirtilmistir [384]. Tiim bunlara ek olarak NKX2.5, GATA-4, MEF2C ve asagida
yapilan ¢aligmalarda kullanilan TBXS transkripsiypon faktorlerinin birbirileri ve diger
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transkrispsiyon ve/veya proteinlerle olan protein-protein diizeyindeki etkilelisimleri ve
bu transkripsiyon faktorlerinin anlamli diizeyde etkili olduklart biyolojk siireclerin tespit
edilmesi amaciyla proteinler arasindaki muhtemel fonksiyonel etkilesimleri tespit
edilmesi i¢in gelistirilen STRING veri taban1 [388] kullanilarak insan ve si¢an i¢in aglar
cizilmistir. Elde edilen aglar Sekil 4.22°de gosterilmistir. Sekilden de anlasilacagi tizere,
NKX2.5, GATA-4, MEF2C ve TBXS transkripsiyon faktorleri hem insan hem de siganda
birbirleri ile yiiksek giivenirlilikte etkilesim gostermektedir. Bu faktorlerin etkilesime
girdikleri diger protein ve/veya transkripsiyon faktorleri organizmaya gore farkliliklar
gosterdigi anlagilmigtir. Bu transkripsiyon faktorlerin etkiledikleri biyolojik siireclere
bakildiginda NKX2.5, GATA-4 ve TBXS5 transkripsiyon faktorleri insanda kardiyosit
farklilasmasinin pozitif regiilasyonu, sarkomer organizasyonu ve kardiyak farklilasmanin
regililasyonunda etkili olduklar1 anlagilmaktadir. MEF2C faktorii ikincil kalp bdlgesinin
spesifikasyonu ile iligkili siireglerde etkili oldugu anlagilmistir. Sican da ise NKX2.5 ve
GATA-4 kalp kasilmasinin regiilasyonu, kardiyak doku hiicrelerin farklilagmasi ve kalp
gelisimi ile dogrudan iliskili bulunmustur. Ayrica sicanda MEF2C ve TBXS5 faktorleri
kalp gelisimi ve kardiyosit farklilasmasinda etkili bulunmustur. Tiim bu sebeplerden
dolay1, bu tez ¢aligmasmin birinci boliimiinde NKX2.5, GATA-4 ve MEF2C ve ikinci
boliimiinde bu ii¢ transkripsiyon faktoriiniin yaninda TBXS ifadesinden sorumlu genler

kardiyak farklilasmasinin gdstergesi olarak kullanilmistir.

qPCR sonuglari, 7 giin sonunda gruplar arasinda en yiiksek GATA-4 ifadesinin 5-Aza ve
DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta ¢ikmis olup tek basina 5-Aza’nin kullanildigi
grubuna gore 20 katlik, tek basina DMSO ‘nun kullanildig1 gruba gore ise 13 katlik bir
artis oldugunu gostermistir(p<0,001) (Sekil 4.21A). DMSO ve farkli biiyltime faktorlerin
kullan1ldig1t DM grubunun birlikte kullanilmasi ile GATA-4 ifadesi sadece DMSO ‘nun
kullanildig1 ve sadece DM’ nin kullanildig1 gruplara gore sirastyla 2,4 ve 7,3 katlik artig
saglamistir ancak bu sonuclar istatiksel olarak anlamli tespit edilememistir (p>0,05).
GATA-4 ifadesi DM ve 5-Aza ile DM’nin birlikte kullanildig1 grupta asagi yonde (<1)
tespit edilmisken, diger gruplarda yukar1 yonde (>1) yonde tespit edilmistir.
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Sekil 4.22. STRING veri tabani kullanilarak A) insan (Homo sapiens) ve B) rat (Rattus
norvegicus) i¢in ¢izilen GATA-4, NKX2.5, MEF2C ve TBXS transkripsiyon faktorlerine
ait protein-protein etkilesim ag1. Agda yer alan iki protein arasindaki ¢izginin kalinligr iki
protein arasindaki etkilesimin giivenilirligi ile dogru orantilidir. Iki nod arasinda ¢izgi ne
kadar kalin ise bu iki nod o kadar giivenilir olarak etkilesmektedir. Ayrica her iki agda
transkripsiyon faktorlerin gorev aldigi biyolojik prosesler ¢esitli renklerle gosterilmistir.
A’da; kirmizi:  kardiyosit farklilagmasmin pozitif regiilasyonu, . sarkomer
organizasyonunu, mavi: ikincil kalp bdlgesinin spesifikasyonu, . kardiyosit
farklilasmasinin regiilasyonu, mor: kalp gelisimi gostermektedir. B’de ise kirmizi: kalp
kasilmasinin diizenlenmesi, mavi: kardiyosit farklilasmasinin pozitif regiilasyonu,

:kardiyak doku hiicrelerinin farklilagsmasz, : kalp gelisimi gostermektedir.

NKX2.5 geni i¢in Sekil 4. 23B incelendiginde 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda en yiiksek
ifade GATA-4 geninde oldugu gibi 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildigi grupta
cikmistir. Bu ifade tek basina 5-Aza’nin ve DMSO’nun kullanildig1 gruba gore sirastyla
22 ve 3,12 katlik artig ile sonuglanmis olup, bu fark istatiksel olarak anlamli tespit
edilmistir (p<0,001). 5-Aza, DM ve DMSO ayr1 ayr1 kullanildigi gruplarda NKX2.5
ifadesi benzer hesaplanmis olup, DM ve DMSO birlikte kullanildig1 grupta 5-Aza grubu
ile kiyaslandiginda 8,9 (p<0,05) kat, DMSO grubu ile kiyaslandiginda ise 1,26 katlik
(p>0,05) artis meydana geldigi hesaplanmistir. 5-Aza ve DM’in birlikte kullanildigi
grupta elde edilen ifade ile bu iki stimiilatoriin ayr1 ayr1 kullanildig1 gruplarda benzer
sonuglar elde edilmistir (p>0,05). NKX2.5 geni ifadesi a¢isindan test edilen gruplarda

kontrol grubuna gore asag1 yonde (<1) ifade sadece 5-Aza’nin tek basina kullanildigi
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grupta goriilmiisken (0,78), diger tiim gruplarda yukari yonlii (>1) bir ifade oldugu

anlagilmistir.

MEF2C ifadesi bakimindan elde edilen sonuglar incelendiginde 7 giinliik kiiltiir siiresi
sonunda en yiiksek ifade DMSO’nun tek basina kullanildig1 grupta elde edilmistir (Sekil
4.23C). Bu fark DM (5,15 kat) ve DM ile 5-Aza’nin (3,48 kat) birlikte kullanildig:
duruma gore anlamli bulunmusken (p<0,01), diger gruplar ile benzer bulunmustur
(p>0,05). GATA-4 ve NKX2.5 gen ifadelerinin en yiiksek ¢iktigi 5-Aza ve DMSO’nun
birlikte kullanildigi grup ile 5-Aza grubunda MEF2C ag¢isindan benzer sonuglar elde
edilmistir (p>0,05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda MEF2C gen ifadesi biyolojik
stimilatorlerin kullanildigst DM grubunda ve biyolojik stimiilatorler ile metilasyon
inhibisyonunu saglayan 5-Aza’nin birlikte kullanildig1 grupta asagi yonde (<1) meydana

gelmisken diger gruplarda yukari yonde (>1) meydana gelmistir.

7 giinliik kiltiir siiresi sonunda CACNALC gen ifadesi MEF2C geninde oldugu gibi en
yiiksek DMSO’nun tek basina kullanildigi grupta elde edilmis olup bu fark diger tiim
gruplara gbre anlamli tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.23D). 5-Aza’nin tek basina
kullanildigi, DMSO ve 5-Aza ile DMSO ve DM’nin birlikte kullanildigi gruplar ile
kiyaslandiginda DMSO’nun tek basina kullanildigr grupta CACNALC geninde sirasiyla
2,75, 1,62 ve 1,9 katlik artis meydana gelmistir. Test edilen gruplar arasinda sadece DM

grubunda agag1 yonde (<I) bir azalis meydana gelmistir.

14 giin sonunda elde edilen GATA-4 ifadesi incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilememis olup, tiim test edilen gruplarda benzer sonuglar elde edilmistir
(p>0,05). 7 giin sonundaki veriler ile kiyaslandiginda 5-Aza+DMSO grubu hari¢ diger
tiim gruplarda artisin meydana geldigi goriilmiistiir. Meydana gelen bu artis en fazla DM
grubunda goriilmiistiir (11 kat, p>0,05). 7 gilin sonunda elde edilen veriler ile
kiyaslandiginda 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta 14 giin sonunda 2,3
katlik bir azalisin meydana geldigi goriilmektedir (p<0,01).

14 giin sonunda NKX2.5 geni i¢in elde edilen sonuglar, tiim gruplarda benzer sonuglar
elde edildigini ve 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda elde edilen ifade ile kiyaslandiginda 14
giin sonunda tiim gruplarda azalis meydana geldigini gostermektedir. En fazla azalig 5-
Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta meydana gelmis olup, 14,8 kat olarak
hesaplanmistir (p<0,0001). Diger gruplarda tespit edilen azalislarin istatiksel olarak
anlamli olmadig1 hesaplanmistir (p>0,05).
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MEF2C agisindan 14 giin sonunda elde edilen veriler incelendiginde DM grubu ile DM
ve DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta elde edilen farklar istatiksel olarak anlamli
tespit edilmis, diger gruplar arasinda ise olusan farklarin anlamli olmadigi, gruplarda
benzer sonuglarin elde edildigi goriilmistiir. 7 giin sonundaki veriler ile kiyaslandiginda
biyolojik stimiilatorlerin kullanildig1 gruplar disinda diger gruplarda 14 giin sonunda
MEF2C ifadesinin azaldig tespit edilmistir. 7 giin sonuglarina kiyasla DM ve DM ve 5-
Aza’nin birlikte kullanildig1 grupta 14 giin sonunda 4 ve 2,5 katlik artis meydana gelmistir
(p<0,05). Sadece DMSO’nun kullanildig1 grupta 7 giin sonunda elde edilen sonuglara
kiyasla 14 giin sonunda 2,6 katlik bir azalis meydana geldigi hesaplanmustir (p<0,01).

14 giinliik kiiltiir siiresi sonunda CACNA1C ifadesi sonuclar1 incelendiginde, DMSO’nun
tek basma uygulandigi grupta elde edilen ifade diizeyi tek basina 5-Aza ve DM’nin
kullanildigi gruplara kiyasla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Kimyasal ve
biyolojik stimiilatorlerin birlikte kullanildig1 gruplarda (5-Aza+DMSO ve DMSO+DM
gruplar) elde edilen sonuglar DMSO’nun tek basina kullanildigi gruba gore yiiksek tespit
edilmistir ancak bu fark istatiksel olarak anlamli tespit edilmemistir (p>0,05). Bunlara ek
olarak 14 giinliik kiiltiir siiresi sonunda elde edilen CACNALC ifadesinin gruplara bagl
olarak artis veya azalis meydana gelse de 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda elde edilen ifade

diizeyi ile benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05).

Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda GATA-4 ve NKX2.5 gen ifadeleri bakimindan rt-
MKH’lerinin kardiyomiyositlere farklilasmasinda ozellikle 5-Aza ve DMSO birlikte
kullanilmastyla olusturulan sinerjik etkinin, biyolojik veya kimyasal stimiilatorlerin ayri
ayr1 kullanilmasi ile olusturulan etkiye gore ¢cok daha 6nemli oldugunu acik bir bicimde
gostermistir. Bu sonuglar MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtirilmasinda 5-Aza ile
birlikte DMSO’nun kullanilabilecegini gostermistir. EKH’ler kullanilarak yapilan
caligmalarda kardiyomiyosit farklilagtirma ajani olarak DMSO kullanildigi ve GATA-4
ve NKX2.5 transkripsiyon faktorlerinin yiiksek oranda ifade edildigi raporlanmistir [255,
389]. Ayrica 5-Aza ve DMSO kimyasal indiikleyici ajanlarin sinerjik etkisinin
embroyonik kok hiicrelerinin kardiyomiyositlere farklilasmasinda daha fazla etkili
oldugu verilerle desteklenmistir [256]. Insan kaynakli yag dokusu kék hiicrelerinin
kullanildig1 baska bir ¢calismada kok hiicreler 48 sa. boyunca DMSO maruz birakilmis ve
kiltiir siiresi sonunda kardiyak spesifik belirteglerin ifadesinin (GATA-4, NKX2.5,
Miyozin Agir ve Hafif zinciri ve alfa Kardiyak Aktin) 6nemli diizeyde artig1 gosterilmistir

[257]. Ayrica kiiltiir siiresinin ifade diizeyine etkisi bakimindan bu ¢aligmada
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kardiyomiyosit farklilagsmasinin belirteci olarak kullanilan genlerde farkli sonuglar elde
edildigi de acik¢a goriilmektedir. Zamana bagli olarak test edilen gruplarin énemli bir
kisminda GATA-4 (5 grup) ifadesinde artis gozlemlenirken, NKX2.5 (tiim gruplar) ve
MEF2C (4 grup) ifadesinde azalis meydana geldigi goriilmustiir. Bu da kiiltiir siiresinin

gen ifadesinde kritik bir 6neme sahip oldugunu agik bir bi¢imde gostermistir.

TGF ailesinin bir iiyesi olan BMP ve FGF gelismekte olan embiryolarda kardiyak
transkripsiyon faktorlerinin sentezinin indiiklenmesinde onemli bir role sahip olduklari
[385] ve pre-kardiyak mezodermal hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda etkili
olduklar1 tespit edilmistir [390]. in vivo kosullarda ise BMP-2'nin kardiyak spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ifadesini tetikledigi ve kalp gelisiminde énemli oldugu ortaya
cikarilmigtir [391]. Bununla birlikte FGF-2’in kardiyak onciil hiicrelerin fonksiyonel
kardiyomyiositlere farklilasmasi prosesinde etkili oldugu da tespit edilmistir. Tiim
bunlara ek olarak kardiyomiyosit farklilasmasinda TGF-f siiper ailesi tiyelerinden TGF-
B1 faktorlerinin etkili oldugu bilinmektedir [263]. TGF-B1 ve 5-Aza’nin karidiyomiyosit
farklilagmasina olan etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢alismada TGF-
B1’nin tek basma kullanildigi deney grubunda kardiyomiyosit farklilasma
belirteglerinden GATA-4, cTroT, konneksin 43, kardiyak aktin ve MLC-2a’nin ifadesinin
5-Aza grubu ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir [264]. Ayrica baska bir ¢alismada
BMP-2, FGF-2 ve IGF-1 biiylime faktorlerini iceren serumsuz hiicre kiiltiirii ortami
kullanilmig ve in vitro da sican kemik iligi MKH’lerin kardiyomiyositlere
farklilagtirllmast noktasinda basarili sonuglar alindigi ifade edilmistir [265]. Bu
calismada, bilesiminde biyolojik stimiilator olarak kullanilan TGF-f1, BMP-2 ve FGF-2
(FGF basic olarak da bilinmektedir) biiyiime faktorlerini bulunduran DM grubu
kullanilarak zamana bagli kok hiicre farklilagmasinin 5-Aza ile kiyaslanmasi
amaclanmistir. Zamana ve test edilen gruplara bagl olarak elde edilen MEF2C gen ifade
diizeyi dikkate alindiginda 14 giinliik kiiltiir siiresi sonunda biyolojik stimiilatorlerin
kullanildig1 gruplarda daha yiiksek gen ifadesi elde edilmistir. Elde edilen bu sonu¢ bu
genin ifadesi acisindan eger biliylime faktorleri temelli bir farklilastirma prosediirii
kullanilacak ise uzun siireli kiiltiiriin tercih edilmesi gerektigi sonucuna varmamizi
saglamistir. Bununla birlikte elde edilen sonuglar GATA-4 ekspresyonu agisindan
incelendiginde DM grubunda 14 giin sonunda 5-Aza’ya gore artis meydana geldigi
anlagilmaktadir. Ancak 5-Aza ve DM grubunun beraber kullanildig1 deneysel ¢alismada
GATA-4, NKX2.5, MEF2C ve CACNALC genlerinin ifade profili 7 giinliik kiiltiir siiresi
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sonunda DM grubu ile benzer bulunmustur (p>0,05). Bu da 5-Aza ile biyolojik faktorlerin
beraber kullanilmasinin kok hiicre farklilasmasinda onemli bir katki saglamadigini

disiindiirmektedir.
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Sekil 4.23. Cesitli biyolojik ve kimyasal ajanlarin ayr1 ayr1 veya beraber kullanilarak 2B
kiiltir sisteminde kiiltiire edilen rt-MKH’lerde zamana bagli olarak (A) GATA-4, (B)
NKX2.5, (C) MEF2C ve (D) CACNAIC gen ifadelerine ait qPCR analiz sonuglar1 (***
P<0,001, ** P<0,01, *P<0,05).

Literatiir verileri incelendiginde kimyasal stimiilatorlerin kullanilmas: ile kasilma
fonksiyonuna sahip kok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin elde edilmedigi
goriilmektedir [17, 249, 250]. Buna karsin GATA-4, MEF2C, ve TBX5 transkripsiyon
faktorlerin fibroblast hiicrelerine ifade ettirilmesi ile elde edilen hiicre popiilasyonunda
kasilabilen hiicre miktarinin %0,5 oldugu tespit edilmistir [392]. Yapilan ¢aligmada farkli
kimyasal ve biyolojik ajanlarin sinerjik etkisi altinda kemik iligi rt-MKH’lerin kasilabilen
fonksiyonel kalp kasi hiicrelerine farklilagtirilmalart hedeflenmis ancak yapilan
mikroskobik goézlemler kiiltiir siiresi boyunca kasilan hiicre varlig1 tespit edilememistir.
Ancak morfolojik ve gen diizeyinde yapilan analizler sirastyla kok hiicrelerin uzadigini
ve erken donem kalp kasi transkripsiyon faktorlerini ifade ettiklerini gostermistir.

Fonksiyonel kalp kasi hiicrelerinin elde edilememesi literatiir verileri ile ortiismektedir.
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4.2.1.3. Kardiyak Spesifik Proteinlerin ifadesi

gPCR analizi 7 giinliik kiiltiir siiresi sonunda GATA-4 ve NKX2.5 gen ifadeleri agisindan
en yiiksek sonucun 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta elde edildigini
gostermistir. Dolayisiyla erken donem kardiyak spesifik transkripsiyon faktorlerinden
sorumlu genlerde meydana gelen bu artis rt-MKH’lerin baskalagim siirecine girdiginin
bir gostergesi oldugu diisiiniilmiis ve bu durumun protein diizeyinde kardiyak spesifik
proteinlerin ifadesinin tespit edilmesi ile desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmaistir.
Bu amacla rt-MKH’leri 5-Aza ve DMSO’ya maruz birakilmis ve 14 giin sonunda
kardiyak spesifik proteinlerinden Cnx43, SAC, cTroT ve a-SMA protein ifadelerine

immiinfloresan boyama ile bakilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.24°de gosterilmistir.

Immiinfloresan sonuglari, 5-Aza ve DMSO’nun sinerjik etkisi altinda rt-MKH’lerin
Cnx43, SAC, cTroT ve a-SMA proteinlerini yiiksek diizeyde ifade ettiklerini ve kontrol
gruba gore 6nemli diizeyde artis meydana geldigini gostermistir (Sekil 4.24). Dolayisiyla
r-MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtiklar1 ifade etmek miimkiindiir. Kontrol
grubunda ise test edilen proteinlerin diisiik diizeyde pozitif olduklar1 goriilmiistiir (Sekil
4.24 Panel B). Literatiir verileri incelendiginde MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilasmasinin  hedeflendigi caligmalarda kontrol grubunda kardiyak spesifik
belirteglerin (transkripsiyon ve translasyon diizeyinde) pozitif [250, 393] veya negatif
[334, 394] olduklarinin bulgularla desteklendigi goriilmistiir. Bu calismada ise daha 6nce
de ifade edildigi iizere kontrol grubunda diisiik de olsa kardiyak spesifik proteinlerin
ifadesi bakimindan pozitif olan hiicreler tespit edilmistir. Bu durumun meydana
gelmesinde kullanilan hiicre kiiltiir kosullari, hiicrelerin izole edildigi kaynagin yas veya
fizyolojik ozellikleri ve kullanilan hiicrelerin pasaj numarast gibi parametrelerin etkili

olabilecegi diisliniilmektedir.

Gap baglantilariin olugsmasindan sorumlu olan 20 farkli konneksin arasinda, Cnx40,
Cnx43 ve Cnx45 kalp dokusunda ifade olmaktadir. Bu ii¢ konneksin arasinda Cnx43
fonksiyonel kalp kasi hiicresinde baskin bir bicimde ifade olmaktadir [395]. Elektriksel
iletimin ve metabolitlerin kalp hiicreleri arasinda iletilmesinden ve kaderin baglantilarin
olusmasindan sorumlu olan Cnx43, gap baglatilari ile ilintili bir protein olup, bu proteinin
ifadesi kok hiicre temelli kardiyomiyojenik farklilasmalarda artmaktadir [396]. Bu
calismada immiinfloresan analizi sonuglari Cnx43 ifadesinin kontrol grubuna gére 6nemli
bir oranda artigin1 ve konneksinlerin hiicre stoplazmasi boyunca dagilarak hiicre

cekirdegi etrafinda belirgin bir bigimde yogunlastiklarin1 géstermistir. Az da olsa yer yer
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rt-MKH’lerin smirlarinda goriilebildikleri de gézlemlenmistir [397]. Bununla birlikte
bazi hiicrelerde yogun pozitif boyama goriiliirken bazilarinda daha az sayida ve nokta
seklinde hiicre stoplazmasina dagilmis Cnx43 goriilmiistir (Sekil 4.24 Panel A). Vreeker
ve ark. insan kalp dokulari ile yaptiklar1 ¢alismada dogumdan once 30 haftalik olan
bebeklerden aldiklar1 6rneklerde Cnx43’lerin tamamen hiicre stoplazmasinda, dogumdan
sonra 5 aylik bebeklerden aldiklar1 6rneklerde Cnx43’iin hem stoplazma hem de yanal
membranda, 7 yasindaki ¢ocuklardan alinan 6rneklerde ise tamamen yanal mebranda
lokalize oldugunu tespit etmislerdir [398]. Bu bilgiler ve ¢alismamizda Cnx43 i¢in elde
edilen immiinreaktivite sonuglari g6z Onilinde bulunduruldugunda elde edilen
kardiyomiyositlerin erken donem (fetal donem) 6zellikleri tasidiklar: ve olgunlasmamis

kardiyomiyositler olarak nitelendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasinin hedeflendigi ¢alismalarda a-SMA belirteg
olarak kullanilmis [334] ve ayrica insan kaynakli kardiyomiyositlerde ifade oldugu da
gosterilmistir [244]. Bununla birlikte erken donem kalp gelisiminde a-SMA eksprese
oldugu ve kalp gelisimin ge¢ evrelerinde ortadan kalktig1 ifade edilmistir [399]. Prenatal
donemde sigan kalp dokusunda o-SMA’nin kardiyomiyositlerin olgunlasmasinda
oldukga kritik 6neme sahip oldugu da bildirilmistir [400]. Bu sebeplerden dolay1 bu
calismada da a-SMA kardiyomiyojenik farklilagsmanin belirteci olarak kullanilmistir.
Yapilan immiinofloresan analizi, 14 giinliik kiiltiir siiresi sonunda rt-MKH’lerin a-SMA
ifadesi bakimindan yiiksek oranda pozitif olduklarmi gostermistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ise o-SMA ifadesinin test grubunda O©nemli miktarda artig1
anlasilmaktadir. Bu sonu¢ Kumar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada elde edilen sonuglar ile
ortismekte olup [334], diger belirteglerin sonuglari ile birlikte degerlendirildiginde rt-
MKH’lerin kardiyomiyosit hiicrelerine farklilastiklarin1 diistindiirmektedir. Ayrica
yukarida da ifade edildigi lizere, erken donem kalp gelisiminde a-SMA’nin ifade oldugu
ve zamanla bu ifadenin ortadan kalktig1 bilinmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada elde
edilen kok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin kalp dokusundaki erken donem
kardiyomiyosit 0zelliklerini tasidigi ve olgunlasmamis kardiyomiyosit olarak

nitelendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Ince filamentlerin birer bileseni olan troponin proteinleri, ¢izgili kaslarm kasilma-
gevseme dongiisiinde ve kalbin kan pompalama dinamiginin diizenlenmesinde kritik
oneme sahiptir [401]. Kardiyak troponin kompleksi, kardiyak troponin I (cTrol), cTroT

ve kardiyak troponin C (cTroC) olmak {izere 3 alt birimden olugmaktadir. cTrol ve
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cTroT’in serumdaki diizeyleri kalp krizinin teshis edilmesi i¢in belirte¢ olarak
kullanilmaktadir [402]. Ayrica fetal ve yetiskin donemde cTroT ifadesinin kalp kasi
hiicrelerinde yliksek oranda ifade oldugu ancak ¢izgili kas hiicrelerinde fetal donemde az
da olsa ifade oldugu, yetiskin donemde ise ifade olmadigi gosterilmistir [403].
Dolayisiyla, bu ¢alismada cTroT ifadesi kok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerin tespit
edilmesinde belirte¢ olarak kullanilmigtir. Markmee ve ark. yaptiklari caligmada
cTroT’nin hiicre sitoplazmasinda lokalize oldugunu raporlamislardir [404]. Ayni sekilde
Jain ve ark. yaptiklar1 ¢alismada insan kaynakli kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerini
5-Aza maruz birakmig ve yapilan immiinfloresan boyama cTroT ifadesinin stoplazmada
hiicre ¢ekirdegi etrafinda lokalize oldugunu gostermistir [405]. Bunlara ek olarak
Asumda ve ark. yaptiklar1 ¢calismada sican kemik iliginden izole ettikleri kok hiicreleri
cesitli biiyiime faktorlerine maruz birakarak kardiyomiyositlere farklilastirmis ve elde
ettikleri bu hiicrelerde kardiyak tropoinlerin lokalizasyonunu (¢TroT, c¢Trol ve ¢TroC)
arastirmiglardir. Yapilan analizler, farklilasma prosediiriiniin 5. giiniinden itibaren
cTroT’nin hem stoplazmada hem de hiicre ¢ekirdeginde lokalize oldugunu ve bu
lokalizasyon paternin neonatal kardiyomiyositlerde de oldugunu gostermistir [406]. Bu
calismada da immiinfloresan analiz sonuglar1 5-Aza ve DMSO’nun birlikte
kullanilmasindan sonra cTroT’in hiicre stoplazmasinda ancak daha yogun olarak hiicre
cekirdegi etrafinda lokalize oldugunu agik bir bicimde géstermis olup bu sonucumuz
literatiir verileri ile ortiismektedir. Yan1 sira cTroT nin lokalizasyon paterni ve Asumda
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri sonuclar bu calismada elde edilen kok hiicre
kaynakli kardiyomiyositlerin neonatal (olgunlagsmamis) kardiyomiyosit 6zelliginde

oldugunu diistindiirmiistiir.

123



A-- B--

Sekil 4.24. Kardiyak spesifik proteinlerin immiinofloresan boyama ile aktivitelerinin
tespit edilmesi. Panel A) 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta 14 giinliik
kiiltiir stiresi sonunda tespit edilen kardiyak spesifik proteinlerin ifadesi, Panel B) 14
giinliik kiiltiir stiresi sonunda kontrol grubunda tespit edilen kardiyak spesifik proteinlerin

ifadesi. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI ile isaretlenmistir. Olcek ¢izgisi 50 um

a-aktinin hem c¢izgili hem de kalp kasinda bunulan ve aktin flamentlerini birbirine
baglayan bir proteindir [407]. Efe ve ark. yaptiklari caligmada fibroblast hiicrelerine
Yamanaka faktorlerini (Oct4, Sox2, Klf4 ve c-Myc) yliksek diizeyde ifade ettirmis ve
ardindan bu hiicreleri BMP-4 iceren farklilastirma ortami ile kiiltiire ettiklerinde
kasilabilir kardiyomiyositler elde edildigini gostermistir. Yapilan analizler kasilan
hiicrelerde a-aktinin ifade oldugunu ve bu proteinin hiicre stoplazmasinda lokalize
oldugunu gostermistir [408]. Ote yandan Cnx43 ifadesi ile birlikte kardiyak alfa aktinin
ifadesinde meydana gelen artis, insan kaynakli gobek kordonu kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilagsmasi ile pozitif yonde korelasyon gostermistir [396]. Bu
calismada da 5-Aza ve DMSO ile muamele edilen rt-MKH’lerinin 14 giin sonunda SAC
ifadesi immiinfloresan boyama ile arastirilmis ve kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde
arttigr gozlemlenmistir (Sekil 4.22). SAC ifadesi hiicre stoplazmasinda goriilmiistiir
[409]. Yetiskin kardiyomiyositlerde a-aktinin proteinlerinin F-aktin filamentlerini ¢apraz
baglayarak Z diskinin stabilitesini saglamakta [410] ve mikroskop altinda bakildiginda
hiicre eksenine dik bir bicimde lokalize olduklar1 goriilmektedir. Ancak bu c¢aligmada
SAC proteinleri hiicre stoplazmasinda dagilmis sekilde goriilmiis olup, hiicre eksenine
dik lokalizasyon paterni tespit edilememistir. Diger proteinlerin (Cnx43, cTroT ve a-

SMA) lokalizasyon paterni de goz oniinde bulunduruldugunda SAC i¢in gozlemlenen
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paterninin elde edilen hiicrelerin olgunlagmamis olmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Sonug¢ olarak immiinfloresans boyama sonuglar1 5-Aza ve DMSO maruz birakilan rt-
MKH’lerin kardiyak spesifik proteinlerini yiiksek diizeyde ifade ettigini, dolayisiyla
kardiyomiyositlere basarili bir bigimde farklilastigin1 gostermistir. Ancak elde edilen
protein paterni, bu c¢aligmada kok hiicrelerin farklilagtirilmas: ile elde edilen
kardiyomiyositlerin olgunlasmamis o6zellikte ve orgenize sarkomer yapisina sahip
olmadiklarmi gostermektedir. Bu nedenle, daha olgun ve yetiskin kardiyomiyositlere
benzer Ozelliklere sahip kardiyomiyositlerin elde edilmesi i¢in kiigiik molekiilleri i¢ceren
daha etkin protokollerin arastirilmasina devam edilmesi gerektigi sonucuna varilmis ve

asagida detaylar1 verilen ¢aligmalar yapilarak, sonuglar sunulmustur.

4.2.2. Epigenetik Yeniden Programlama ve Biyolojik Yolak Manipiilasyonun
Kardiyomiyosit Farkhlastirilmasina Etkisi

Sunulan tez ¢alismasinin bu boliimiinde iki farklit MKH kaynagi kullanilarak epigenetik
yeniden programlama ajanlar1 ve kardiyomiyogenezde etkisi oldugu bilinen biyolojik
yolaklarin manipiilasyonu ile kardiyomiyositlerin eldesi {izerine etkileri arastirilmustir.
Bu ¢alismada kok hiicre kaynaginin kardiyomiyojenik farklilasmadaki etkisini arastirmak
amactyla h-MKH ve rt-MKH olmak iizere iki farkli MKH kullanilmistir. Epigenetik
yeniden programlamay1 (metilasyon inhibisyonu ve asetilasyon aktivasyonu) saglamak
amaciyla 5-Aza ve Va, biyolojik yolak manipiilasyonu saglamak amaciyla ise IWP-2 (W,
WNT yolak inhibitorii) ve repsox (R, TGF-p inhibitorii) kullanilmigtir. Bunlara ek olarak
5-Aza ile birlikte kullanildiginda kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagsmasinda
etkiligi oldugunu gosterdigimiz DMSO da farklilastirma prosediiriine eklenmistir. Her iki
kok hiicre kaynaginda c¢esitli kombinasyonlarda olmak iizere epigenetik yeniden
programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonunu saglayan kiigiik molekiiller denenmis
ve kiiltiir siiresi sonunda hiicre canliligi, hiicre morfolojisi, kardiyak spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ifadesini saglayan genlerin ekspresyonu ve kardiyak spesifik

proteinlerin ifadesi analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

4.2.2.1. Hiicre Canhihg:
MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagsmasinin tetiklenmesi icin kiiciik molekiillere
maruz birakilmasinin ve kiigiik molekiillerin test edilen konsantrasyonlarinin hiicre

canlilig1 tizerinde etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi i¢in kok hiicreler tespit edilen
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kombinasyonlarda kii¢iik molekiiller ile uyarilmis ve kiiltiiriin 7. giiniinde MTT yapilarak
hiicre canliligi tespit edilmistir. MTT sonuglart h-MKH’lerin canliliginin  tim
kombinasyonlarda %80’in iizerinde oldugunu gdstermistir. Va5zDsSWR, Va5zW, Va5zR
ve VaDsW gruplarinda 6lgiilen hiicre canliligr kontrol grubu ile benzer bulunmusken
(p>0,05), VaDsR, 5zDSW ve 5zDsR gruplarinda anlamli diizeyde kontrol grubuna goére
diisiik bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.25 A). rt-MKH’lerin MTT sonuglar1 hiicre
canliliginin 5zDsR ve Va5zDsRW gruplarinda sirasiyla %75 (p<0,001) ve %76 (p<0,01)
olarak o6l¢iildiiglinii, diger tiim gruplarda ise %90’nin {izerinde oldugunu gostermistir.
VaDsW grubunda elde edilen hiicre canliligi kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
yiikksek (p<0,01) bulunmusken diger gruplarda kontrol grubu ile benzer bulunmustur
(p>0,05) (Sekil 4.25 B).

A 150- B

Hiicre Canhihigi (%)
Hiicre Canliligi (%)

Sekil 4.25. A) h-MKH ve B) rt-MKH kok hiicrelerine uygulanan kiiciik molekiil
kombinasyonlarinin hiicre canliligi {izerine etkisi. Va: Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin;
Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Deneysel gruplar ile kontrol arasinda elde edilen
verilerin istatiksel analizi tek yonli ANOVA testi kullanilarak yapilmis olup, gruplar
arasindaki ¢oklu karsilastirma Bonferroni testi kullanilarak yapilmistir. * p<0,05, **

p<0,01 ve *** p<0,001 temsil etmektedir.
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Sekil 4.26. Hiicre kaynagina ve uygulanan kiiciik molekiil kombinasyonlarina gore elde
edilen % hiicre canlilik verileri. rt-MKH: Sigan kaynakli Kemik Iligi Kok Hiicreleri; h-
MKH: Insan kaynakli Kemik [ligi Kok Hiicreleri; Va: Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin;
Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Elde edilen verilerin istatiksel analizi iki yonlii
ANOVA testi kullanilarak yapilmis olup, gruplar arasindaki coklu karsilastirma

Bonferroni testi kullanilarak yapilmistir. * p<0,05 ve **** p<0,0001 temsil etmektedir.

Hiicre kaynaginin ve uygulanan kombinasyonlarin hiicre canliligina olan etkisine dair
MTT sonuglart Sekil 4.26°te gosterilmistir. Bu sonuglara gore; Va5zW, VaDsW, VaDsR
ve 5zDsW gruplarinda elde edilen hiicre canliligi rt-MKH’lerinde daha yliksek
bulunmusken (sirasiyla p<0,05, p<0,0001, p<0,0001 ve p<0,05), Va5zDsWR grubunda
h-MKH’lerinde yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Diger gruplarda hiicre canlilig1 her iki
hiicre kaynaginda benzer bulunmustur (p>0,05). Bu sonuglar hiicre canliligi agisindan
hiicre kaynaginin farkli sonuglara neden oldugu ve rt-MKH’lerin daha yiiksek hiicre
canliligina sahip oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismada her bir kiigiik molekiil i¢in
test edilen konsantrasyonlarin hiicre canliligt agisindan Onemli bir toksisite
olusturmadigi, devam eden deneylerde test edilen konsantrasyonlarin giivenli bir sekilde

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Va’nin kanser hiicrelerinde doz ve zamana bagimli olarak hiicre canliligini diistirdiigii
raporlanmistir [411]. Bu nedenle bu ¢alismada kiigiik molekiilerle yapilan uyarimlardan
sonra hiicre canliliginin tespit edilmesi gerektigi diisiinilmiistiir. Literatiir verileri

incelendiginde insan kaynakli yag doku kok hiicreleri ile yapilan doz ¢alismasinda 1 mM

127



Va konsantrasyonun giivenilir doz oldugu, daha yiiksek Va konsantrasyonlarinin (>2
mM) ise hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir [394]. Ayrica; 1 mM Va’nin
endotel onciil hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasmasinda basarili sonuglar verdigi de
raporlanmistir [412]. Dolayisiyla bu ¢alismada da Va konsantrasyonu olarak 1mM Va
kullanilmis ve MTT sonuglar asetilasyon aktivasyonunu saglayan Va’nin kullanildigi
gruplarda yiiksek hiicre canliligt (>%76) elde edildigini gostermis olup, bu sonuglarin
literatiir verileri ile Ortiistiigiinii sdylemek miimkiindiir. Sonu¢ olarak; Va aracilikli

asetilasyon aktivasyonunun hiicre canliliginda diisiise neden olmadig1 gériilmiistiir.

IWP-2 omurgalilarda kalp gelisiminde olduk¢a onemli olan WNT sinyal yolaginin
inhibisyonunu saglayan kiiciikk bir molekiildiir [19]. Bu molekiilin WNT yolagmin
inhibisyonunu O-asetiltransferaz ailesinden olan “porcn” proteini iizerinden sagladigi
tespit edilmistir [413]. IWP-2 molekiiliiniin kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
yapilan ¢aligsmalar ile gosterilmistir [414]. Dolayisiyla bu ¢alismada da IWP-2 kaynakli
bir toksisite olusup olusmadiginin test edilmesi gerektigi diigiiniilmiis ve MTT analizi
yapilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda 5 pM IWP-2’nin kullanildig: gruplarda her iki
hiicre tipinde toksik etki meydana getirmedigini, dolayistyla WNT yolaginin inhibisyonu

kaynakl1 hiicre canliliginda bir azalis meydana gelmedigi sonucuna varilmistir.

TGF-B reseptorlerinden ALKS’nin kiigiik molekiiller ile inhibisyonunun kalp krizi
sonrasinda yara bolgesinde NKX2.5 pozitif kardiyomiyositlerinin oranini artirarak doku
rejenerasyonunu sagladig tespit edilmistir [415]. Bununla birlikte fibroblast hiicrelerine
GATA-4, HAND2, MEF2C, TBX5, miR-1 ve miR-133 (GHMT2m) gibi faktorlerinin
ifade ettirilmesi ile direkt olarak kardiyomiyositlerin elde edilmesi veriminin TGF-p
inhibisyonu ile artilacagi da ifade edilmistir [416]. Son olarak insan pluripotent kok
hiicrelerinde RepSox aracilikli  TGF-B reseptorlerinden ALK-5’in inhibisyonun
kardiyomiyositlerin elde edilmesinde kritik rol aldig1 rapor edilmistir [272]. Dolayisiyla
bu calismada MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilagtirilmast amaciyla RepSox
kullanilarak ALK-5’in inhibisyonunun saglanmasi ve kardiyomiyositlerin elde edilmesi
amaglanmis olup ALK-5’in inhibisyonunun hiicre canlilig1 iizerine olan etkisinin olup
olmadigmin arastirilmast amaciyla MTT yapilmistir. Elde edilen sonuglar RepSox
kaynakli toksik bir etkinin (Canliligin %70’in altinda olmasidir.) goriilmedigini ancak rt-
MKH’lerinde en diisiik hiicre canliliginin (%75) 5-Aza, DMSO ve RepSox’un birlikte
kullanildig1 grupta elde edildigini gostermistir.
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4.2.2.2. Hiicre Morfolojisi

rt-MKH’leri ve h-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmalarinin saglanmasi igin
kullanilan protokollerin hiicre morfolojisinde degisim meydana getirip getirmediginin
anlasilmas1 amaciyla her iki hiicre tipi kiiciik molekiillere maruz birakilarak
kardiyomiyojenik farklilastirilma indiiklenmis ve 7 giin sonunda hiicre moroflojilerinin
tespit edilmesi i¢in Canhi&oli analizi yapilmis ve hiicreler floresan mikrokop altinda
incelenmistir. h-MKH’leri i¢in elde edilen sonuglar Sekil 4.27’te ve rt-MKH’leri i¢in elde

edilen sonuclar Sekil 4.28°de verilmistir.

Canli&o6li hiicre analizi sonuglar test edilen tiim gruplarda ve kontrol grubunda h-
MKH’lerin canliliginin oldukga yiiksek oldugunu gostermistir (Sekil 4.27). Bu sonug
MTT sonuglarini destekler niteliktedir. Hiicre morfolojisi agisindan degerlendirildiginde
ise test edilen tiim farklilastirma prosediirlerinde uzamis ve igsi morfolojide hiicreler
gozlemlenmis olup [351] uygulanan farklilagtirma prosediirleri arasinda belirgin bir fark
tespit edilmemistir. Test edilen tiim prosediirlerde uzamis ve igsi morfolojideki hiicreler
kiiltiirde baskin olmasina ragmen, yer yer boyut ve genislik bakimindan daha biiyiik
hiicreler de goriilmiistiir. Sekil 4.25°te yer alan 20X biiyiitme ile ¢cekilmis goriitiilerde tiim
prosediirlerde uzun ve ince yapiya sahip hiicreler agik bir bigcimde goriilmektedir. Kontrol
grubunda ise yayilmis, boyut olarak daha biiyiik ve genis hiicreler baskin popiilasyon
olarak gozlemlenmistir. Test edilen tiim farklilagtirma prosediirlerinde elde edilen igsi ve
uzamis hiicrelerin yan yana dizildikleri ancak kontrol grubunda ise hiicrelerin rastgele
dizildigi goriilmiistiir. (Sekil 4.27). Farklilagtirma prosediirlerinin uygulamasinda sonra
h-MKH’lerin morfolojisinde meydana gelen degisim, uygulanan kii¢iikk molekiillerin
hiicre iskeletinde agik bir bigimde degisimlere ve kiiltiirde kardiyomiyosit benzeri

hiicrelerin gelismesine neden oldugunu gostermektedir [397].
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Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

Sekil 4.27. h-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilastirilmasi i¢in kullanilan farklilagtirma
prosediirlerinden sonra hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisim ve hiicre canlilig1.
Biiyiik fotograflar 10X, kiigiik fotograf 20X biiylitmede ¢ekilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri
DAPI ile isaretlenmis olup mavi renkte goriinmektedir. Va: Valproik Asit; 5z: 5-
Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox

rt-MKH’lerin canli&6li analizi sonuglari hiicre canliligi bakimindan test edilen tim
farklilagtirma prosediirlerinde yiiksek hiicre canliliginin elde edildigini ve hiicre canliligt
acisindan gruplar arasinda belirgin bir fark olugsmadigini gostermistir. Hiicre morfolojisi
acisindan degerlendirildiginde ise kiiltiirde tespit edilen hiicre morfolojisi bakimindan
heterojen bir goriiniimiin ortaya ¢iktig1 gézlemlenmis olup, ti¢ farkli morfolojide hiicre
tespit edilmistir. Bunlar; i) uzamis igsi hiicreler, ii) kii¢iikk ve ince stoplazmik uzantilari
olan yildiz sekilinde hiicreler ve iii) biiyilk ve genis hiicreler [394]. Tim kiiciik
molekiillerin bir arada kullanildig1 prosediirde (Va5zDsWR) bu durum agik bir bigimde
goriilmektedir. Uzamis ve igsi morfolojiye sahip hiicreler IWP-2 aracilikli WNT yolak
inhibisyonunun yapildig1 gruplarda daha fazla iken, RepSox aracilikli TGF-B yolak
inhibisyonunun yapildig1 gruplarda kiiciik, ince stoplazmik uzantilar1 olan yildiz
biciminde hiicrelerin daha fazla oldugu goriilmustir. Va aracilikli asetilasyon
aktivasyonu, 5-Aza aracilikli metilasyon inhibisyonu ve RepSox aracilikli TGF-f yolak
inhibisyonunun birlikte yapildig1 grupta diger gruplara kiyasla daha fazla sayida yildiz
bi¢iminde ve yer yer biiyiikk ve genis hiicreler gozlemlenmistir. Igsi ve uzamis
morfolojiye sahip hiicrelerin ise daha ¢ok Va, DMSO ve IWP-2’nin birlikte kullanildigi
grupta goriildiigii anlasilmistir. Kontrol grubunda da yer yer igsi ve yildiz bigimde
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morfolojiye sahip hiicreler goriilmiistiir ancak test edilen farklilasma prosediirlerinde elde
edilene gore daha az sayidadir. Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikarak farklilastirma
prosediirlerinde kullanilan ve epigenetik yeniden programlama ile biyolojik yolak
manipiilasyonu noktasinda etkili olan kii¢iik molekiillerin hiicre morfolojini bariz bir

bicimde degistirdigi, dolayisiyla hiicre farklilasmasini tetikledigi sonucuna varilmastir.

Yukarida sonugclar1 verilen ve biyolojik ve kimyasal molekiillerin birlikte kullanilmast ile
rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmasiin hedeflendigi ¢alismada, farklilagtirma
prosediirlerinden (Tablo 3.4) sonra kiiltiirde baz1 gruplarda uzamis ve igsi morfolojiye
sahip olan hiicreler gozlemlenmistir. 5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanildig: grupta ise
uzamis ve igsi yapida hiicreler belirgin bir bigcimde gozlemlenememistir (Sekil 4.21). Bu
kisimda ise rt-MKH’lerin farklilastirma prosediirlerinden sonra morfolojileri gozle
goriiliir bir bigimde degistirdikleri ve kiiltiirde uzamis, igsi ve yildiz seklinde hiicreler
goriilmiistiir. Tespit edilen bu farkin 5-Aza ve DMSO’nun yaninda IWP-2 ve RepSox

gibi yolak inhibitorlerinin kullanilmasia dayandirilmistir.

Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

Sekil 4.28. rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagtirllmast i¢in  kullanilan
farklilastirma prosediirlerinden sonra hiicrelerde meydana gelen morfolojik degisim ve
hiicre canlilig1. Biiyiik fotograflar 10X, kii¢lik fotograf 20X biiyiitmede ¢ekilmistir. Hiicre
¢ekirdekleri DAPI ile isaretlenmis olup mavi renkte goriinmektedir. Va: Valproik Asit;
5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox.
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Farklilagsma prosediirlerin uygulamasindan sonra h-MKH ve rt-MKH’lerinde meydana
gelen degisimler kiyaslandiginda agik bir bi¢imde hiicre kaynaginin hiicre morfolojisi
acisindan fark olusturdugu anlasilmaktadir. Yukarida da bahsedildigi iizere h-MKH’lerin
kullanildig1 ¢alismada tiim farklilagsma prosediirlerinde baskin olan hiicre morfolojisinin
uzamis ve igsi yapidir. Ve bu morfoloji kiiltiirde homojen olarak gézlemlenmistir (Sekil
4.27). rt-MKH hiicreleri ile yapilan ¢alismada ise uygulanan farklilastirma prosediiriine
bagli olarak farkli sonuglar elde edildigi ve kiiltiirde uzamis ve igsi hiicre morfolojisinin
yaninda kiiclik boyutta ve yildiz seklinde hiicre morfolojisi elde edildigi gorilmiistiir
(Sekil 4.28). Tespit edilen bu belirgin fark, hiicrelerin epigenetik yeniden programlama
ve biyolojik yolak manipiilasyonlarina farkli sekilde cevap verdigi ve olusan bu cevaba
bagli olarak da hiicrelerin farkli sekilde hiicre iskeletini yeniden organize ettigini
diisiindiirmiistiir. Her iki hiicre tipinde meydana gelen morfolojik degisim baskalagim
stireclerinin basaril1 bir bicimde tetiklendigini gdstermistir. Meydana gelen bu degisimin
kardiyomiyojenik farklilasma olup olmadiginin tespit edilmesi i¢in kardiyak spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ve proteinlerinin ifadelerine bakilmis ve elde edilen sonuglar

asagida verilmistir.

4.2.2.3. Kardiyak Spesifik Genlerin ifadesi

Kardiyak spesifik transkripsiyon faktorlerinin ifadesinden sorumlu olan genlerin (GATA-
4, NKX2.5, TBX5 ve MEF2C) uygulanan farklilagtirma prosediiriine bagl olarak olusan
ekspresyon profilinin tespit edilmesi amaciyla qPCR analizi yapilmistir. Bu genlerden
neden GATA-4, NKX2.5 ve MEF2C’nin belirte¢ olarak kullanildig: yukarida detayli bir
bigimde aciklanmistir. Bu kisimda bu genlerle birlikte daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
kardiyak farklilagmanin belirteci olarak kullanilan [417-419] “T-box transcription factor
5" (TBX5) de calismaya dahil edilmistir.

h-MKH Kaynakh Hiicrelerde Kardiyak Spesifik Genlerin ifadesi: h-MKH’leri
farklilastirma prosediirlerine maruz birakilmis ve 7 giin sonunda elde edilen kardiyak
spesifik gen ifade profili Sekil 4.29’de verilmistir. Elde edilen qPCR sonuglar
incelendiginde hedef belirteclerin ifadesinin kullanilan farklilagtirma prosediiriine bagh
olarak degisiklik gosterdigi acik bir bicimde goriilmektedir. GATA-4 ifadesi acisindan
degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla 5-Aza, DMSO ve IWP-2 kiiciik
molekiillerinin birlikte kullanildig1 grupta yaklasik 13 katlik bir artisin meydana geldigi
goriilmekte olup (p<0,0001), en yiiksek ifadenin bu grupta olustugu tespit edilmistir.
Diger gruplarda ise GATA-4 ifadesi kontrol grubu ile benzer bulunmustur (p>0,05).
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Kardiyomiyojenik farklilasmanin erken donem belirteci olarak kullanilan NKX2.5
ifadesine bakildiginda, 3 grupta kontrol grubuna goére anlamli diizeyde artis saglandigi
acik bir sekilde goriilmektedir (p<0,0001). NKX2.5 ifadesi kontrol grubuna gore Va5zR,
VaDsW ve VaDsR gruplarinda sirasiyla yaklasik olarak 5, 15 ve 5 kat olarak artis tespit
edilmistir. Diger gruplarda ise kontrol grubuna benzer bir profil elde edilmistir. En yiiksek
NKX2.5 ifadesi Va, DMSO ve IWP-2 kiigiik molekiillerinin birlikte kullanildigi grupta
Olclilmiistiir. TBX5 ifadesi agisindan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
farklilastirma prosediirleri ve kontrol grubu arasinda bir farkin olusmadigi
goriilmektedir(p>0,05). Ancak MEF2C agisindan incelendiginde VaDsW ve VaDsR
gruplarinda gen ifadesinin kontrol grubuna gére anlamli diizeyde artig tespit edilmistir
(p<0,05). Bu artis Va, DMSO ve IWP-2’nin birlikte kullanildig1 grupta 1,8 kat, Va,
DMSO ve RepSox’nin birlikte kullanildig1 grupta ise 1,6 kat olarak hesaplanmigtir. Diger

gruplarda kontrol grubu ile benzer sonuglar elde edilmistir(p>0,05).

h-MKH’lerin qPCR sonuglar1 metilasyon inhibisyonu ve asetilasyon aktivasyonu ile
WNT ve TGF-f yolaklarinin ayni anda modiile edilmesinin (Va5zDsWR) transkripsiyon
diizeyinde kardiyomiyojenik farklilagsmay: tetikleyemedigini gostermistir. Bu sonucun
muhtemel sebebi 6zellikle ard arda WNT ve TGF-B yolaklarinin inhibe edilmesinin
kariyomiyojenik farklilagtirma agisindan ortaya ¢ikmasit muhtemelen olumlu etkinin de
baskilanmis olmasi olarak diisiiniilmiistiir. Ciinkii daha 6nce yapilan ¢calismalarda, SAHA
(asetilasyon aktivasyonu saglamaktadir) ve 5-Aza’nmin (metilasyon inhibisyonunu
saglayamaktadir) birlikte kullanilmasi durumunda, bu iki molekiillerin birbirleri ile
sinerjik ya da antogonist etki gostermedikleri tespit edilmistir [420]. Yine de WNT ve
TGF-B yolaklarmin ard arda baskilanmasinin h-MKH’lerinde kardiyomiyojenik
farklilagmay1 transkripsiyon diizeyinde baskiladig: hipotezi detayli arastirmalar yapilarak

arastirilmalidir.

Bes kiiciik molekiiliin birlikte kullamildig1 farklilasma prosediiriiniin aksine kiiciik
molekiilerin bazi ii¢clii kombinasyonlarinin kullanildigi prosediirlerde transkripsiyon
diizeyinde daha olumlu sonuglarin elde edildigi gériilmiistiir. Ornegin, yukarida da ifade
edildigi lizere GATA-4 ifadesi en yliksek metilasyon ve WNT yolak inhibisyonunun
birlikte kullanildig1 grupta goriiliirken, en yiiksek NKX2.5 ve MEF2C ifadesi asetilasyon
aktivasyonu ve WNT yolagi inhibisyonunun yapildig1 grupta elde edilmistir. NKX2.5 ve
MEF2C ifadelerinin en yiiksek VaDsW grubunda elde edilmesi, bu kombinasyonun diger

kombinasyonlara gore kardiyomiyojenik farklilasmay1 tetikleme bakimindan daha
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basarili oldugunu disiindiirmiistiir. Epigenetik yeniden programlama stratejilerinin
kardiyomiyojenik farklilasmasinin tetiklenmesi bakimindan kiyaslandiginda elde edilen
sonuglar en yiiksek GATA-4 ifadesinin metilasyon inhibisyonunun yapildigi grupta
(5zDsW) elde edilidigini, en yiiksek NKX2.5 ve MEF2C ifadelerinin ise asetilasyon
aktivasyonunun yapildig: grupta elde edildigini gdstermistir. Insan kaynakli kardiyak
mezensimal hiicrelerde histon deasetilaz enzimlerinden (HDAC) HDACT1’in
baskilanmasi, kardiyak spesifik transkripsiyon faktorlerinden NKX2.5, MEF2C ve TBX5
ifadelerinde anlamhi diizeyde artis sagladigini ancak GATA-4 ifadesinde anlamli diizeyde
artisa neden olmadigi tespit edilmistir [421]. Dolayisiyla bu g¢alismada asetilasyon
aktivasyonunun yapildigi gruplarda NKX2.5 ve MEF2C ifadelerinin anlamli diizeyde
yiiksek tespit edilmesi, h-MKH’lerinde Va ve DMSO ile asetilasyon aktivasyonunun
basarili bir bi¢gimde saglandigim1 ve bunun da kardiyomiyojenik farklilagsma ile
sonuc¢landigr sonucuna varmamizi saglamistir. Biyolojik yolak inhibisyonu agisndan
degerlendirildiginde  ise =~ h-MKH’lerin  kardiyomiyojenik  farklilagmalarinin
tetiklenmesinde WNT yolaginin inhibe edilmesinin daha basarili sonuglar verdigi
goriilmektedir. Cilinkii yukarida da ifade edildigi iizere, en yiiksek GATA-4, NKX2.5 ve
MEF2C ifadesi WNT yolak inhibitorii olan IWP-2nin kullanildig1 grupta 6l¢iilmiistiir.

Bu calismada Va5zW ve VaDsW gruplari i¢in elde edilen sonuglar dikkate alindiginda,
NKX2.5 ve MEF2C ifadeleri bakimindan 6nemli farklarin olustugu acik bir bigimde
goriilmektedir. VaDsW grubunda NKX2.5 ve MEF2C ifadelerinin Va5zW grubuna gére
anlamli  diizeyde yiikksek ¢ikmasi (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,01, grafikte
gosterilmemistir), DMSO’nun Va ile sinerjik etki gostererek kardiyomiyojenik
farklilasmada 5-Aza’dan daha etkili olabilecegini diisiindlirmiistiir. Nitekim fare kaynakli
EKH’ler ile yapilan c¢aligmalar DMSO’nun epigenetik yapida degisimler meydana
getirdigi (bazi gen bolgelerinde hipermetilasyon bazi gen bolgelerinde hipometilasyon)
tespit edilmistir [422]. Daha da Onemlisi yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
DMSO’nun asetilasyonu artirdig tespit edilmis ve DMSO’nun HDAC inhibitdrii olarak
etki gosterdigi ifade edilmistir [423]. Tiim bunlarla birlikte insan kaynakli EKH’ler ile
yapilan ¢aligmada diisiik ve orta konsatrasyonda DMSO’nun (sirastyla %0,01 ve %0,1)
HAND1, MEF2C, GATA-4 ve C-aktin genlerinin ifadesini artirdig1 da tespit edilmistir
[253].
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Sekil 4.29. h-MKH'lerde uygulanan farklilastirma prosediirlerine bagli olarak meydana
gelen kardiyak spesik genlerin ifadesi. Test edilen prosediirler ve kontrol grubu arasinda
fark olup olmadiginin tespit edilmesi igin tek yonlii ANOVA analizi kullanilmis olup,
coklu karsilastirmalar Bonferroni testi ile yapilmistir. p<0,05 * ve p<0,0001 **** jle

gosterilmistir. Va: Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox

rt-MKH Kaynakh Hiicrelerde Kardiyak Spesifik Genlerin Ifadesi: rt-MKH’lerin
kardiyomiyojenik farklilagmalarinin tetiklenmesi i¢in uygulanan farklilagtirma
prosediirlerinden sonra qPCR yapilmis ve edilen kardiyak spesifik gen ifade profili sekil
4.30’de gosterilmistir. gPCR sonuglar farklilastirma prosediiriine bagli olarak kardiyak
spesifik genlerde farkli ifade profillerinin ortaya ¢iktigini acik bir bigimde gdstermistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GATA-4 ifadesinin sadece Va5zDsWR prosediiriinde
anlamli diizeyde arttig1 ve bu artisin yaklasik 2,4 kat oldugu tespit edilmistir (p<0,0001).
Diger prosediirlerde ise kontrol grubu ile benzer sonuglar elde edilmistir (p>0,05). Elde
edilen sonuglar NKX2.5 ifadesi bakimindan incelendiginde ise iki prosediirde (5zDsW
ve 5zDsR) anlamli diizeyde asagi yonlii ifadenin elde edildigi (p<0,001), diger gruplarda
ise kontrol grubu ile benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir (p>0,05). MEF2C
ifadesi bakimindan incelendiginde ise Va, 5-Aza ve RepSox’un birlikte kullanildig:

farklilagtirma prosediiriinde kontrol grubuna gére anlamli diizeyde 7,7 katlik bir artisin
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meydana geldigi, 3 prosediirde ise (Va5zDsWR, Va5zW ve VaDsR) anlamli diizeyde
asag1 yonlii azalis meydana geldigi tespit edilmistir. Diger gruplarda ise kontrol grubu ile
benzer sonuglar elde edilmistir. gPCR sonuglari en yiiksek TBX5 ifadesinin Va, 5-Aza ve
RepSox’un birlikte kullanildigi prosediirde elde edildigini ve kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli diizeyde yaklagik 3,3 katlik bir artis meydana geldigini
gostermistir. Va5zDSWR, VaDsW ve 5zDsR prosediilerinde kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde sirasiyla 2,18, 2,16 ve 1,8 katlik artislar meydana geldigi hesaplanmis
olup (p<0,0001), diger gruplarda benze sonuglar elde edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.30. rt-MKH'lerde uygulanan farklilagtirma prosediirlerine bagl olarak meydana
gelen kardiyak spesik genlerin ifadesi. Test edilen prosediirler ve kontrol grubu arasinda
fark olup olmadiginin tespit edilmesi i¢in tek yonli ANOVA analizi kullanilmis olup,
coklu karsilagtirmalar Bonferroni testi ile yapilmistir. p<0,05 * ve p<0,0001 **** jle

gosterilmistir. Va: Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox.

rt-MKH’lerin qPCR sonuglari metilasyon inhibisyonu ve asetilasyon aktivasyonu ile
WNT ve TGF-p yolaklarinin ayn1 anda modiile edilmesinin (Va5zDsWR) transkripsiyon
diizeyinde diisiik olsa da GATA-4 ve TBX5 ifadelerinde bir artis meydana getirdigini

gostermistir. Bu da h-MKH’lerinin aksine, rt-MKH’lerinde ard arda asetilasyon
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aktivasyonu, metilasyon inhibisyonu, WNT ve TGF-B yolaklarmin inhibisyonunun
yapilmasinin az da olsa kardiyomiyojenik farklilagmay1 tetikledigini diislindiirmiistiir.
Yine h-MKH’lerinde oldugu gibi, rt-MKH’lerinde de kii¢iik molekiillerin tglii
kombinasyonlarmin daha basarili sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ciinkii, yukarida ifade
edildigi lizere en yiikksek MEF2C ve TBX5 ifadesi Va, 5-Aza ve RepSox’un birlikte
kullanildig1 grupta elde edilmistir.

Va, 5-Aza ve RepSox’un birlikte kullanildig1 grupta en yiiksek MEF2C ve TBX5
ifadelerinin Olgiilmesi, rt-MKH’lerde Va aracilikli asetilasyon aktivasyonu, 5-Aza
aracilikli metilasyon inhibisyonu ve RepSox aracilikli TGF-f yolagi inhibisyonunun ard
arda saglanmasinin, kardiyomiyojenik farklilagsmada etkili oldugunu diistindiirmustiir.
Daha once de ifade edildigi tizere, SAHA (asetilasyon aktivasyonu saglamaktadir) ve 5-
Aza’nin (metilasyon inhibisyonunu saglayamaktadir) birlikte kullanilmasi durumunda,
bu iki molekiillerin birbirleri ile sinerjik ya da antogonist etki gostermedikleri tespit
edilmistir [420]. Dolayisiyla bu gruplarda transkripsiyon diizeyinde meydana gelen bu
artisin  RepSox’un 5-Aza velveya Va ile sinerjik etkisi ile meydana geldigi
diistiniilmiistiir. Ancak bu hipotezin desteklenmesi i¢in daha detayli arastirmalarin
yapilmasi gerektigi de vurgunlanmalidir. Diger yandan Cho ve ark. 5-Aza etkisi altinda
fare kemik iligi MKH’lerin kardiyak farklilagmasinin tetiklenmesi i¢cin Akt/GSK-3f3
yolaginin aktivitesinin yiiksek diizeyde meydana gelmesi gerektigini, 5-Aza’nin GSK-
3B’iin yukar1 yonlii ifadesini saglayarak p-katenini inhibe ettigini raporlanmistir. Ayrica
kontrol grubu MKH’lerinde GSK-3f’nin promoter bdlgesinin yiiksek diizeyde
metillendigini ancak 5-Aza uygulanan grupta ise promoter bdlgesinde metilasyonun
inhibe edildigini tespit etmislerdir [424]. Bununla birlikte De Sarno ve ark. ise yaptiklari
caligmada Va gibi HDACT'lerin Akt ve GSK3f nin fosforlanmasini saglayarak Akt/GSK-
3P sinyal yolagin aktiflestirdigi sonucuna varmislardir. Ayrica fosforilasyonun meydana
gelmesi i¢in optimum konsantrasyonun ve 12 sa. gibi uzun bir uygulama siiresinin dikkate
alinmasi gerektigini de tespit etmislerdir [425]. Dolayisiyla bu ¢alismada Va’nin ve 5-
Aza’nin art arda kullanilmasi ile muhtemelen Akt/GSK-3f sinyal yolagin1 aktiflestigi ve
RepSox ile birlikte rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasmalarini artirdigi sonucuna

varilmistir.

Yukarida da bahsedildigi iizere en yiiksek MEF2C ifadesi Va, 5-Aza ve RepSox’un
birlikte kullanildig grupta elde edilmistir. Lu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, MEF2

transkripsiyon ailesinin transkripsiyon diizeyinde negatif yonde regiile edilmesinde klas
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II HDAC’lerin etkin rol oynadigi tespit edilmistir. Bu caligmada arastirmacilar,
MEF2C’nin i¢inde bulundugu transkripsiyon faktorlerin transkripsiyonunun HDAC4 ve
5 tarafindan inhibe edildigini, ortamda kalmodilin bagimli protein kinaz (CaMK)
sinyalinin olmas1 halinde HDAC’larin etkisinin ortadan kalkarak MEF2  genlerinin
aktiflestigini bulgularla kanitlamislardir [426]. Dolayisiyla bu sonuglar MEF2C’nin
yukar1 yonlii ifadesinin histon asetilasyonunun aktiflesmesi ile direk ilintili oldugunu
kanitlar niteliktedir. Ortamda Va gibi histon deasetilazlar1 inhibe edici bir molekiiliin
bulunmas1 MEF2C’nin transkripsiyon diizeyindeki ifadesinde yukar1 yonlii bir artigin
meydana gelmesi ile sonuglanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.  Bu ¢alismada qPCR
analizi sonuglar1 6zellikle rt-MKH’lerde MEF2C ifadesi agisindan Va5zR grubunda
kontrole gore yaklasik 7,7 katlik bir artis meydana geldigini, h-MKH’lerinde ise VaDsW
ve VaDsR gruplarinda yaklasik 1,5 katlik bir artisin meydana geldigini géstermistir. Bu
sonuglar ortamda Va’nmin bulunmasinin MEF2C ifadesinde istatiksel olarak anlamli

diizeyde bir artisin meydana gelmesine neden oldugunu diisiindiirmiistiir.

5-Aza ve DMSO’nun birlikte kullanilmasi ile rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilagmalarinda 5-Aza’nin tek basina kullanilmasi ile kiyaslandiginda GATA-4 ifadesi
acisindan 20, NKX2.5 ifadesi agisindan ise 22 katlik bir artis ile sonugladigi gosterilmis
ve protein diizeyinde de elde edilen hiicrelerin kardiyak spesifik proteinlerinden Cnx43,
SAC, cTroT ve a-SMA yiiksek diizeyde ifade ettikleri tespit edilmistir. Bu kisimda ise 5-
Aza ve DMSO ile birlikte kok hiicre temelli ¢aligsmalarda kardiyomiyojenik farklilasmada
etkileri oldugu gosterilen WNT ve TGF-f sinyal yolaklarinin inhibisyonlarini saglayacak
kiigiik molekiiller kullanilmis ve farklilastirma etkinliginin artip artmayacagi
aragtirtlmistir. Elde edilen qPCR sonuglart kontrol grubuna gére sadece TBX5 ifadesinin
anlaml diizeyde arttigi, GATA-4 ve MEF2C’nin ise kontrol grubu ile benzer oldugu
goriilmistiir. NKX2.5 ifadesinde ise 5-Aza ve DMSO ile birlikte WNT ve TGF-f sinyal
yolagi inhibitorlerinin kullanilmasi asagi yonlii ifadenin meydana gelmesine neden
olmustur. Bu da 5-Aza ve DMSO ile birlikte sinyal yolaklarmin inhibitdrlerinin
kullanilmasimin beklendiginin aksine rt-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilagmasini
transkripsiyonel diizeyde azaltmisti. Bu durumun ortaya ¢ikmasinin muhtemel sebebi,
WNT ve TGF-f sinyal yolaklarinin inhibe edilmesinin 5-Aza ve DMSO’nun birlikte
kullanilmasindan dolayr meydana gelen kardiyomiyojenik etkinin baskilanmasi ile
sonuglanmasi ihtimalidir. Bu durumun meydana gelip gelmedigi ancak daha detayli

calismalar ile agiklanacaktir.
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Sekil 4.31. Kardiyak spesifik genlerin ifade profilinin kullanilan farklilastirma prosediirii
ve kok hiicre kaynagina gore karsilastirilmasi. Her bir gen icin ayni farklilastirma
prosediiriinde hiicre kaynaginin etkisinin tespit edilmesi icin istatiksel analiz olarak iki
yonlii ANOVA testi kullanilmis olup, ¢oklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni testi
kullanilmastir. Istatiksel olarak anlamli bulunan farklar grafik iizerinde gosterilmistir. *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** ise p<0,0001 gostermektedir. h-MKH: Insan
Kaynakli Kemik 1ligi Kok Hiicreler; rt-MKH: Sigan Kaynakli Kemik iligi Kk Hiicreler;
Va: Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox.

Diger taraftan kok hiicre kaynaginin uygulanan farklilastirma prosediiriine bagli olarak
kardiyomiyojenik farklilasmada transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde etkisinin
aragtirtlmasi1 i¢in h-MKH ve rt-MKH’ler aymi farklilastirma prosediirlerine maruz
birakilmig ve qPCR analizi ile kardiyak spesifik genlerin ifadesine bakilmistir. Hiicre
kaynagina gore elde edilen sonuglar Sekil 4.31°de gosterilmistir. Kok hiicre kaynagina
bagl olarak olusan gen profilinin agik bir bigimde farkli oldugu ve h-MKH’lerin
uygulanan farklilagtirma prosediirlerine daha etkili bir bicimde reaksiyon gdstererek
kardiyak soya farklilagtiklar1 goriilmektedir. Ciinkii, farklilastirma prosediirlerin h-
MKH’lerinde GATA-4, NKX2.5 ve MEF2C ifadesinde rt-MKH’lerine gore anlamli

diizeyde artis meydana getirirken rt-MKH’lerde belirteg olarak kullanilan genler arasinda
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sadece TBX5 geninde h-MKH’lere kiyasla anlaml1 diizeyde artisin meydana geldigi tespit
edilmistir. Dolaysiyla bu c¢alismada elde edilen bu sonuglar epigenetik yeniden
programlama ve Dbiyolojk yolak manipiilasyonlarimin  birlikte  kullanildig1
kardiyomiyojenik farklilastirma prosediirlerinde kok hiicre kaynaginin kritik bir
parametre oldugu ve hiicre kaynagi olarak insan kaynagindan izole edilen hiicrelerin
kullanilmasinin daha basarili sonuglar elde edilmesine aracilik edecegini gostermistir. Bu
durumun desteklenmesi i¢in protein diizeyinde analizlerin yapilmis ve sonuglar asagida

sunulmustur.

4.2.2.4. Kardiyak Spesifik Proteinlerin ifadesi

h-MKH ve rt-MKH’lerin farklilastirma prosediirlerine maruz birakilmig ve 14 giin
sonunda immiinfloresan boyama yapilarak Cnx43, SAC, cTroT ve a-SMA ifadesine
bakilmistir. Bu proteinlerin kok hiicre temelli kardiyomiyojenik farklilastirma
caligmalarinda kullanildigina ve neden belirteg olarak secildigine dair yukarida detayli
bilgi verilmistir. Literatiir verileri incelendiginde kok hiicre temelli kardiyomiyojenik
farklilasma c¢aligmalarinda kardiyak spesifik proteinlerinin immiinfloresan boyama ile
tespit edilmesi i¢in 12, 14 veya 28 giinliik kiiltiir siirelerinin kullanildig: tespit edilmistir
[351, 397, 409, 427, 428]. Dolayisiyla kok hiicre temelli kardiyomiyojenik farklilastirma
caligmalarinda kiiltiir siiresi bakimindan bir konsensusun olmadigi goriilmiis ve
proteinlerin ifade olmasi i¢in uzun siireli kiiltiiriin gerektigi dusiiniilerek kiiltiir siiresi
olarak 14 giin secilmistir. Her iki hiicre kaynagi icin elde edilen sonuclar asagida

sunulmustur.
4.2.2.4.1 h-MKH Kaynakl Hiicrelerde Kardiyak Spesifik Proteinlerin Ifadesi

h-MKH’lere farklilastirma prosediiriileri uygulanmis ve 14 giin sonunda elde edilen
hiicreler Cnx43 ifade bakimindan analiz edilmek iizere immiinfloresan boyama
yapumstir  (Sekil 4.32). Tim farklilastirma prosediirlerinde daha c¢ok hiicre
stoplazmasinda, ancak bazi hiicrelerde hiicre ¢ekirdeginin etrafinda nokta seklinde
Cnx43’lerin ifade oldugu gozlemlenmistir. Test edilen farklilastirma prosediirleri
arasinda Cnx43 ifadesi en ¢cok Va5zR, VaDsW, 5zDsW gruplarinda gézlenmisken diger
gruplarda daha az miktarda ifade oldugu gozlemlenmisti. Kontrol grubunda az da olsa
Cnx43 pozitif hiicrelerin oldugu ancak farklilagtirma prosediirlerinin test edildigi gruplara
gore acik bir bi¢imde az oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar test edilen farklilastirma

prosediirlerinin h-MKH’lerin kardiyomiyositlere farklilasmalarin1 sagladigini agik bir
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bicimde gostermistir. Ciinki daha oOnce de bahsedildigi iizere kok hiicre temelli

kardiyomiyojenik farklilastirma ¢aligmalarinda Cnx43 ifadesi yukar1 yonlii artmaktadir.

Daha once ifade edildigi tizere, Cnx43 proteinleri kalp dokusunda hiicre-hiicre
etkilesimini saglayarak, elektriksel uyarimlarin hiicreler arasinda transfer olmasinda
gorev alarak kalbin kasilmasini saglarlar. Bununla birlikte konneksin proteinlerin
hiicredeki lokalizasyon paterni hiicrenin olgunluk diizeyi hakkinda fikir edinmemizi de
saglamaktadir. Bu c¢alismada elde edilen h-MKH’leri kaynakli kardiyomiyosit
hiicrelerinde Cnx43 proteinlerinin hem hiicre stoplazmasinda hem de hiicrelerin lateral
membranlarinda olduklar1 agik bir bigimde goriilmektedir. Lateral membranda lokalize
olan Cnx43 proteinleri tiim gruplarda olmasina ragmen daha ¢ok Va5zR, VaDsW ve
5zDsW gruplarinda goriilmiistiir. Bilindigi {izere, lateral memrandaki konneksinlerin
varhigi olgun kardiyomiyosit fentotipi ile iliskilendirilmistir [398]. Dolayisiyla bu
calismada lateral membranda daha ¢ok konneksinlerin gozlemlenmesi h-MKH’lerden
elde edilen kardiyomiyositlerin olgun kardiyomiyositlere benzer ozellikler gosterdigi
ancak hiicre stoplazmasinda heniiz lateral membrana yerlesmemis Cnx43’lerin varligi bu
hiicrelerin tam olarak yetiskin kardiyomiyosit fenotipine heniiz sahip olamadiklarini

diistindiirmiistiir.

Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW ‘

VaDsR 5zDsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.32. Farklilagtirma prosediirlerinden sonra h-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

Cnx43 ifadesi. Konneksin yesil, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va:

Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olcek ¢izgisi 50 pm.
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h-MKH’lerinden elde edilen hiicrelerde kalp kasi hiicrelerinin en temel kasilma birimi
olan sarkomerde bulunan ve Z diskinin stabilisini F-aktin filamentlerini g¢apraz
baglayarak saglayan SAC proteinin ifadesine immiinfloresan analiz ile bakilmistir. Elde
edilen soclar Sekil 4.33°de gdsterilmistir. Immiinfloresan analiz sonuglar1 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda farklilastirma prosediirlerinin uygulandigir grupta SAC ifadesinin
Oonemli diizeyde arttigin1 gostermistir. Farklilastirma prosediirleri kendi arasinda
kiyaslandiginda ise 5zDsW ve 5zDsR gruplarinda digerlerine goére daha kuvvetli SAC
immiin reaktivitesi gézlemlenmistir [429]. En zayif immiinreaktivite ise Va5zDsWR
grubunda gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismalarda kuvvetli SAC ifadesi kardiyomiyosit
farklilagmasi ile iligkilendirilmistir. Dolayisiyla bu ¢alismada da elde edilen kuvvetli SAC
immiin  reaktivitesi h-MKH’lerin  kardiyomiyojenik soya farklilagtirdiklarin
diisiindiirmiisr. Daha 6nce de ifade edildigi iizere, SAC mikrofilamenti yetiskin kalp kas1
hiicrelerinde F-aktin filamentlerini ¢apraz baglamakta ve mikroskop altina bakildiginda
hiicre eksenine dik belirgin demetler seklinde goriilmektedir. Ancak bu calismada elde
edilen sonuglar SAC proteinlerinin hiicre stoplazmasi boyunca ifade oldugunu
gostermektedir. Hiicre eksenine dik SAC demetlerinin gézlemlenenemesi, elde edilen

hiicrelerin olgunlasmamis kardiyomiyosit fenotipinde olduklarini diisiindiirmiistiir.

VaSZDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

VaDsR 5zDsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.33. Farklilagtirma prosediirlerinden sonra h-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

SAC ifadesi. SAC kirmizi, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va: Valproik
Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olgek ¢izgisi 50 um.
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h-MKH kaynakli kardiyomiyositlerde cTroT ifadesinin sonuglari Sekil 4.34’de
verilmigtir. Elde edilen sonuglar, kotrol grubuna gore test edilen farklilagtirma
prosediirlerin tiimiinde cTroT proteinini kuvvetli bir bicimde ifade eden hiicreler
gorilmistiir. cTroT proteinlerin ince flametler boyunca hiicre stoplazmasinda ifade
olduklar1 gozlemlenmistir. Test edilen farklilastirma prosediirleri arasinda belirgin bir
fark goriilmese de cTroT ifade en belirgin ve kuvvetli bir bigimde Va5zW, Va5zR,
VaDsW, 5zDsW ve 5zDsR gruplarinda goriilmiistiir. Kontrol grubunda da bazi hiicreler
pozitif immiin reaktivite gostermistir. Potta ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, EKH’leri
kardiyomiyositlere farklilastirmis ve kardiyomiyosit belirteglerinden cTroT ifadesine
immiinfloresan analiz ile bakmislardir. Sonuglar, cTroT’nin hiicre stoplazmasinda ve
hiicrenin membranina yakin bolgelerinde ince lifler seklinde goriildiiglinii gostermistir
[400]. Bununla birlikte Jain ve ark. yaptiklari ¢calisgmada insan kaynakli amniyotik sividan
ve kemik iliginden izole ettikleri kok hiicreleri 5-Aza ile muamele etmis ve kiiltiiriin
sonunda her iki hiicre kaynagindan elde edilen hiicrelerin cTroT ifade ettikleri ve
amniyotik sivi kaynakli kok hiicrelerden edilen kardiyomiyositlerde bu proteinin
sitoplazmada ve hiicre membranina yakininda ince lifler sekilde lokalize oldugunu, kemik
iligi kok  hiicrelerinde 1se cTroT’in hiicre ¢ekirdegi etrafinda yogunlastigini
gostermislerdir [405]. Son olarak Marttila ve ark. indiiklenmis pluripotent kok hiicre
kaynakli kardiyomiyositlerin olgunlastirilmasini amagladiklar1 ¢caligmada elde ettikleri
hiicrelerde cTroT ifadesine bakmis ve elde ettikleri sonuglar cTroT proteinlerin hiicre
stoplazmasinda ince fiberler boyunca lokalize olduklarin1 gostermis ve arastirmacilar bu
paterni kardiyomiyositlerin olgunlagmasi ile iliskilendirmiglerdir [430]. Bu ¢alismada da
kii¢iik molekiil uyarimlari: sonunda h-MKH’lerde cTroT ifadesine bakilmis ve hiicrelerin
yiiksek oranda cTroT ifade ettikleri goriilmiistiir. (Sekil 4.34). Elde edilen immiinfloresan
sonuglar1 incelendiginde cTroT’lerin hiicre stoplazmasinda ve hiicre membranin
yakinlarinda ince lifler seklinde lokalize oldugu agik bir bigimde gériilmektedir. Bu sonug
literatiir verileri ile ortiismekte olup, cesitli epigenetik yeniden programlama ve biyolojik
yolak manipiilasyonlarini1 saglayan kiigiik molekiil uygulamalarinin h-MKH’lerin

kardiyomiyositlere farklilastirilmasinda etkili olduklarini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.34. Farklilagtirma prosediirlerinden sonra h-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde
cTroT ifadesi. cTroT yesil, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va: Valproik

Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olcek ¢izgisi 50 um.

a-SMA immiin reaktivite sonuglari, farklilagtirma prosediirlerine maruz birakilan h-
MKH’lerin 14 giin sonunda test edilen tiim prosediirlerde a-SMA ifadesinin yiiksek
diizeyde meydana geldigini agik bir bi¢imde gostermektedir. Kontrol grubunda ise az da
olsa pozitif immiin reaktivite gésteren hiicreler gézlemlenmistir (Sekil 4.35). a-SMA, h-
MKH kaynakli kardiyomiyositlerde hiicre stoplazmasinda boyunca hiicre eksenine
paralel olarak filamentler seklinde ifade olduklar1 belirgin bir bicimde gézlemlenmistir.
Gruplar arasinda a-SMA agisindan belirgin bir fark olmasa da diger gruplara gore
Va5zDsWR grubunda filament yapisi agik bir bigimde segilememektedir. Fare
embriyolarindan alinan kalp dokusu ile yapilan ¢alismada a-SMA proteinin erken
embiryonik donemde (E9.5) ifade oldugu ancak 2 haftalik fare dokularinda ifade olmadigi
tespit edilmistir [431]. Bunununla birlikte in vivo kalp olusumu siirsince, a-SMA
ifadesinin kardiyomiyosit farklilagsmasinin bir isareti oldugu da belirtilmistir [432]. Daha
da Onemlisi normal miyokardiyumda tiire, yasa ve gelisim durumuna bagli olarak
degismekle birlikte, a-kardiyak aktin, a-iskelet aktini ve a-diiz kas aktininin birlikte
bulundugu ifade edilmistir [431]. Bu veriler a-SMA proteinin kardiyomiyosit belirteci
oldugunu ve bu proteinin varliginin kardiyomiyosit farklilagmasinda erken doneme isaret
ettigini gostermektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen gii¢lii a-SMA ifadesi h-
MKH’leri kaynakli kardiyomiyositlerin fetal donem fenotipigi Ozelligi tasidigini
diistindlirmiistiir.
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Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

VaDsR 52DsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.35. Farklilastirma prosediirlerinden sonra h-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde
a-SMA ifadesi. a-SMA kirmizi, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va:
Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olgek ¢izgisi 50 um.

Sonu¢ olarak h-MKH’lerin epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak
manipiilasyonlar1 stratejilerinin ard arda kullanilmasi ile edilen hiicrelerde kardiyak
spesifik proteinlerden Cnx43, SAC, cTroT ve aSMA’nin kuvvetli bir bicimde ifade
oldugunu ve dolayisiyla kok hiicrelerin basarili bir bi¢gimde kardiyomiyositlere
farklilastinldigini  sdylemek miimkiindiir. Immiinfloresan analizi, sayisal bir veri
saglayamadigi i¢in uygulanan prosediirlerden hangisinin en 1yi sonucu verdigine dair bir
sonuca ulagmak zordur. Dolayisiyla akis sitometrisi gibi sayisal sonug veren yontemler

kullanilarak bu sonuglarin teyit edilmesi gerektigi vurgulanmalidir.
4.2.2.4.2 rt-MKH Kaynakli Hiicrelerde Kardiyak Spesifik Proteinlerin Ifadesi

rt-MKH’lerinin epigenetik yeniden programlanma ve biyolojik yolak manipiilasyonlarini
iceren farklilagma prosediirleri sonunda kardiyomiyojenik soya translasyon diizeyinde
gecip gecmediginin tespit edilmesi amaciyla kardiyak spesifik proteinlerden Cnx43,
SAC, cTroT ve a-SMA ifadesi immiin boyama yapilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 4.36-39°de gosterilmistir.

Farklilastirma prosediirleri sonunda rt-MKH’lerden elde edilen hiicrelerde gézlemelenen
Cnx43 immiin reaktivitesi Sekil 4.36’te verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde,
test edilen tiim farklilagma prosediirlerinde Cnx43 ifadesi kuvvetli pozitif olan hiicrelerin

oldugu acik bir bigimde goriilmektedir. Kontrol grubunda az da olsa Cnx43 ifade eden
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hiicrelere rastlanmigtir. rt-MKH’lerinde elde edilen hiicrelerde Cnx43 proteinlerin
stoplazmada hiicre ¢ekirdegi etrafinda yogunlastiklart goriilmiistiir. Test edilen
farklilastirma prosediirlerinin hepsinde benzer Cnx43 yerlesim paterni goziikmesine
ragmen, bazi gruplarda (Va5zR ve Va5zDsWR) az da olsa bazi hiicrelerde hiicre
stoplazmasinda nokta seklinde Cnx43’lerin oldugu gorilmistiir. 14 glinlik kiiltiir
sonunda hiicre kiimelerinin olustugu gozlemlenmis ve Sekil 4.36’de de goriildigii tizere
bu kiimelerde yogun Cnx43 pozitif boyama tespit edilmistir. Tim test edilen
farklilastirma prosediirlerinde hiicrelerin lateral membranlarinda konneksin proteinleri
gozlemlenememistir. Daha once de belirtildigi gibi, gelisim diizeyine gore Cnx43
proteinlerinin hiicredeki lokalizasyon paterni degismekte olup, embiryonik gelisim
doneminde sadece stoplazmada ifade olurken, yetiskin donemde hiicrelerin sadece lateral
membraninda lokalize olmaktadir [398]. Markmee ve ark. yaptiklar1 ¢alismada insan
kaynakli amniyotik sividan izole ettikleri hiicrelerinin 5-Aza ve platelat lizatinin birlikte
kullanilmasmin  kardiyomiyojenik farklilasmaya olan etkisini arastirmis ve
immiinfloresan analiz sonucglari Cnx43 proteinlerinin hiicre ¢ekirdeginin etrafinda
lokalize oldugunu gostermistir [404]. Dolayisiyla bu ¢alismada Cnx43 igin elde edilen
sonuclar literatiir verileri ile Ortlismekte olup kardiyomiyositlere farklilastiklar1 ancak
Cnx43 proteinin lokalizasyon paterni elde edilen hiicrelerin fetal donem ozelligi

tasidiklar1 diistindiirmiistiir.

| Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW |

VaDsR 5zDsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.36. Farklilastirma prosediirlerinden sonra rt-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

Cnx43 ifadesi. Cnx43 yesil, hiicre c¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va:

Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olgek ¢izgisi 50 um
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rt-MKH’leri kaynakli hiicrelerde kalp kasi hiicrelerinde bulunan ve temel kasilma birimi
olan sarkomerin yapisinda bulunan ince aktin filamentleri ¢apraz baglama islevini
iistlenen sarkomerik alfa aktinin ifadesine ait immiin reaktivite sonuglar1 Sekil 4.37°de
verilmistir. Elde edilen sonuglar test edilen tiim farklilastirma prosediirlerinde SAC
ifadesinin kontrol grubuna gore belirgin bir bigimde arttigin1 gostermistir. Sekil 4.37°ten
de acik bir bicimde goriildigii lizere, SAC hiicre stoplazmasi boyunca belli bir patern
gostermeden rastgele dagilmistir. Farklilastirma prosediirleri SAC ifadesi bakimindan
belirgin bir fark olusturmamis olup tiim gruplarda benzer yogunlukta protein ifadesi ile
sonuclanmistir. Daha o©nce de bahsedildigi iizere yetiskin kardiyomiyositlerde
mikroskobik inceleme yapildiginda SAC proteininin hiicre eksenine dik konumlanan
demet yapisinda lokalize oldugu goriilmektedir. Ancak bu ¢alismada SAC proteinlerin
hiicre stoplazmasi boyunca dagildgi gézlemlenmistir. Bunun muhtemel sebebi olarak elde

edilen kardiyomiyositlerin fetal donem 6zelligi gostermesi diisiiniilmistiir.

VaSZDsWR Va51W Va5zR VaDsW

VaDsR 5zDsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.37. Farklilastirma prosediirlerinden sonra rt-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

SAC ifadesi. SAC kirmizi, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va: Valproik
Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olcek ¢izgisi 50 um.

rt-MKH’leri kaynakli kardiyomiyositlerde kalp kasinin kasilmasinda oldukca kritik bir
rol alan ve ince flamentler tizerinde cTrol ve cTroC ile kompoleks kuran cTroT ifadesine
ait sonuglar 4.38’da verilmistir. Sekilden de goriilecegi lizere test edilen tiim
farklilastirma prosediirlerinde elde edilen hiicreler belirgin bir bicimde cTroT ifade eden

hiicrler gozlemlenmistir. Yine agik bir bicimde goriilecegi iizere, cTroT proteini hiicre
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stoplazmasinda, 6zellikle hiicre ¢ekirdegi etrafinda nokta seklinde lokalize olmustur. 14
giinliik kiiltiir siiresi sonunda kiiltiirde olusan hiicre kiimelerinde de yogun pozitif
reaksiyon oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunda bazi hiicrelerde zayif da olsa cTroT
ifadesi goriilmiistiir. Uygulanan farklilagtirma prosediirleri ¢TroT ifadesi agisindan
belirgin bir fark olusturmasa da Va5zR grubunda nokta seklinde cTroT’ler daha belirgin
olarak gdzlemlenmistir. Bu sonuglar rt-MKH’lerin kardiyomiyositlere basarili bir
bigimde faklilastigin1 ancak cTroT’in hiicre cekirdegi etrafinda lokalize olmasi bu
hiicrelerin fetal donem kardiyomiyosit 6zellikleri gosterdigini gostermektedir. Ancak
hangi farklilastirma prosediiriin daha etliki oldugunun tespit edilmesi i¢in %

kardiyomiyosit oranin akis sitometrisi ile tespit edilmesi gerektigi vurgulanmalidir.

Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

I VaDsR 5zDsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.38. Farklilastirma prosediirlerinden sonra rt-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

cTroT ifadesi. cTroT yesil, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va: Valproik
Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olgek ¢izgisi 50 um.

Son olarak rt-MKH kaynakli kardiyomiyositlerde a-SMA ifadesine bakilmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 4.39°de sunulmustur. Sonuglar test edilen tiim farklilastirma
prosediirlerinde elde edilen hiicrelerin yiiksek oranda a-SMA ifade ettigini ve kontrole
gore belirgin bir bigimde a-SMA ifadesinin artigin1 gostermistir. rt-MKH kaynakh
kardiyomiyositlerde a-SMA hiicre stoplazmasinda hiicre eksenine paralel filamentler

seklinde lokalize olduklar1 gézlemlenmistir.
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Va5zDsWR Va5zW Va5zR VaDsW

VaDsR 5z2DsW 5zDsR Kontrol

Sekil 4.39. Farklilastirma prosediirlerinden sonra rt-MKH'lerinden elde edilen hiicrelerde

a-SMA ifadesi. a-SMA kirmizi, hiicre ¢ekirdegi mavi florofor ile isaretlenmistir. Va:
Valproik Asit; 5z: 5-Azasitidin; Ds: DMSO; W: IWP-2; R: RepSox. Olgek ¢izgisi 50 um.

Sonug olarak  kardiyak spesifik protein ifadesi bakimindan incelendiginde hem h-
MKH’leri hem de rt-MKH’leri basarili bir bicimde kardiyomiyositlere farklilastirilmistir.
Ancak hedef proteinlerin hiicrede lokalizasyon paterni acisidan hiicre kaynagi temelli
belirgin farklar olugsmustur. Cnx43 ifadesi bakimindan irdelendiginde, h-MKH kaynakli
kardiyomiyositlerde Cnx43 proteinlerinin hiicre stoplazmasina dagildigi ve daha da
onemlisi bazi hiicrelerin lateral memranlarina yerlestikleri, ancak rt-MKH kaynakli
kardiyomiyositlerde Cnx43 proteinlerinin hiicre c¢ekirdegi etrafinda yogunlastigi,
hiicrelerin lateral membranlarma yerlesmedigi gdzlemlenmistir. Iki hiicre kaynag
acisindan cTroT agisinan da belirgin bir bi¢imde farkin olustugu tespit edilmistir. h-
MKH kaynakli kardiyomiyositlerde cTroT ‘ler iPKH-KM’lerde oldugu gibi hiicre
stoplazmasinda ince flamentler iizerinde lokalize olmuslardir. rt-MKH kaynakli
kardiyomiyositlerde ise bu protein fetal donem kardiyomiyositlerde oldugu gibi hiicre
stoplazmasinda ve 6zellikle hiicre ¢ekirdegi etrafinda lokalize olmustur. Cnx43 ve cTroT
ifadesinde tespit edilen fark gibi agik bir bigimde belirgin olmasa da elde edilen
kardiyomiyositler a-SMA ifadesi agisindan da farkliliklar gostermektedir. h-MKH
kaynakli kardiyomitositlerde hiicre eksenine paralel olarak yerlesem diiz kas aktin
filamentler ¢ok belirgin bigimde secilirken, rt-MKH’lerinde filament yapis1 belirgin
bicimde goriilememektedir. SAC acisindan ise hiicre kaynagina baglh bir fark tespit

edilememis olup her iki kok hiicre tipinden elde edilen kardiyomiyostilerin
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stoplazmasinda lokalize olmus ve hiicre eksenine dik demet yapis1 gozlemlenememistir.
Bu sonuglardan yola ¢ikarak h-MKH’lerden elde edilen kardiyomiyositlerin daha olgun
fenotipe sahip olduklar1 ancak tam olarak yetiskin kardiyomiyositlerde goriilen ve
hiicrelerin fonksiyonel olmasi ile sonuglanan sarkomer yapisina sahip olmadiklari

sonucuna varilmaistir.

Bu c¢alismanin ikinci bdliimiinde yapilan g¢alismalar MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilagsma diizeyinin artirilmasinda kii¢iik molekiil kombinasyonlarinin etkili bir strateji
oldugunu ve yetigkin kardiyomiyosit benzeri sarkomer yapisina benzer sarkomer
organizasyonuna sahip hiicreler elde edilebildigini gostermistir. Ancak elde edilen
sarkomer organizasyonunun kasilabilir hiicrelerin elde edilmesi igin yeterli olmadigi
anlagilmistir. Bu bolimde tespit edilen kiigiik molekiill kombinasyonunun
kardiyomiyojenik etkisinin elektromekaniksel uyarimlarla daha da artirilacagi ve 3B
aseliller doku iskeleleri iizerinde yetiskin kardiyomiyosit benzeri organize sarkomer
yapisina sahip fonksiyonel kalp kasi hiicrelerin elde edilecegi sonucuna varilmistir. Bu

amagla gelecek donemde bu konuda calismalar planlanmastir.
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5. YORUM

Bu tez caligmasinin ilk boliimiinde literatiide ilk defa aseliiler hale getirilmis sigir
perikardiyumu {izerinde kiiltiire edilen rt-MKH’ler elektromekaniksel uyarim ile
kardiyomiyositlere farklilagtirilarak rejeneratif bir kardiyak yama gelistirilmistir. Yapilan
in vitro calismalar rt-MKH’lerin elektriksel, mekaniksel ve elektromekaniksel
uyarimlarla kardiyomiyojenik farklilagmlarinin tetiklenebilecegini ve bu etkinin
olugsmasinda elektromekaniksel uyarimin uzun dénemde daha etkili oldugu gosterilmistir.
Ayrica 3B aseliiller doku iskelelerinde mekaniksel uyarimin hiicrelerin yeniden
dizilmesini sagladigin1 ancak elektriksel uyarimin hiicre dizilmesi bakimindan bir
etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir. Elektromekaniksel uyarimlar altinda gelistirilen
rejeneratif yamanin kalp krizi kaynakli iskemilerin onarilmasinda etkili olup olmadigi in
vivo deneyler ile test edilmis ve elde edilen sonuglar 3 haftalik implantasyon siiresi
sonunda in vivo kosullarda yama kaynakli kalsifikasyonun meydana gelmedigi ve
elektromekaniksel olarak uyarilmis yamanin uygulandigi deneklerde yama ile dogal doku
arasinda daha fazla hiicrenin gog ettigini ve yara bolgesinde kardiyak spesifik proteinlerin
daha fazla ifade oldugunu gostermistir. Daha da Onemlisi, yara bolgesinden alinan
yamada da kardiyak spesifik proteinleri ifade eden hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak elektromekaniksel uyarimin kardiyak doku miihendisligi triinlerin gelistirilmesi
amaciyla yapilacak ¢alismalarda goz 6niinde bulundurulmasi gereken oldukga 6nemli bir
parametre oldugu gosterilmistir. Ancak yiiksek diizeyde etkinin elde edilmesi i¢in
calismalarin devam etmesi ve kiiltiir kosullarinin iyilestirilmesi gerektigi sonucuna

varilmistir.

Bu tez c¢alismasmin ikinci boliimiinde ise MKH’lerin daha etkin bir bicimde
kardiyomiyositlere farklilagtirilmasinda kullanilabilecek yeni ve 6zgiin stratejilerin tespit
edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarla ilk defa biyolojik (biiyiime
faktorleri) ve kimyasal (5-Aza ve DMSO) stimiilatorlerin birlikte kullanilmasinin sigan
kaynakli kemik iligi MKH kaynakli kardiyomiyositlerin elde edilmesindeki etkisi
arastirtlmis ve transkripsiyon diizeyinde en iyi farklilagtirma saglayan kombinasyonun 5-
Aza ve DMSO oldugunu, biiyiime faktorlerin kimyasal faktorlerle birlikte
kullanilmasmin transkripsiyonel diizeyde etkili olmadiklar1 gosterilmistir. 5-Aza ve
DMSO’nun birlikte kullanildig1 grupta elde edilen hiicrelerde kardiyak spesifik
proteinlerin yiiksek diizeyde ifade oldugu tespit edilmis ancak elde edilen
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kardiyomiyositlerin olgunlasmamis ve organize bir sarkomer yapisi gostermedikleri
goriilmistiir. Dolayisiyla organize bir sarkomer yapisina sahip olan ve kasilabilen
kardiyomiyositlerin gelistirilmesi i¢in ilk defa iki farkli kok hiicre kaynaginda epigenetik
yeniden programalama (metilasyon inhibisyonu ve asetilasyon inhibisyonu) ve biyolojik
yolak manipiilasyonu (WNT ve TGFf yolak inhibisyonu) yontemleri birlikte kullanilarak
MKH'’lerin kardiyomiyositlere farklilastirilmasi {izerine etkileri aragtirilmistir. Elde
edilen sonuclar epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonu
stratejilerinin hiicre canlilifina olumsuz bir etkisinin olmadigini, uyarimlar sonunda insan
kaynakli MKH’lerin homojen (igsi ve uzamis hiicreler) bir morfoloji gosterdikleri, sigan
kaynakli MKH’lerin ise heterojen (igsi, yildiz seklinde ve yayilmis) bir morfoloji
sergiledikleri gosterilmistir. Hiicre kaynagina ve kullanilan kiigiik molekiiliin etkisine
bagli olarak MKH’lerin farkli oranda kardiyak spesifik genleri ifade ettigini, uygulanan
farklilagtirma prosediirlerinin ¢ogunlugunda insan kaynakli MKH’lerin kardiyak spesifik
genlerini daha yiiksek diizeyde ifade ettigini gostermistir. Ayrica her iki hiicre kaynaginin
uygulanan farklilastirma prosediirlerine cevap vererek translasyon diizeyinde kardiyak
spesifik proteinleri ifade ettigi ancak insan kaynakli kemik iligi MKH’lerden elde edilen
kardiyomiyositlerin  proteinlerin  lokalizasyon  paterni  bakimindan  yetiskin
kardiyomiyositlere daha ¢ok benzedikleri gézlenmistir. Sonu¢ olarak kok hiicrelerin
epigenetik profilinde ve biyolojik yolaklarinda yapilacak modifikasyonlarla daha etkin
bir bi¢imde farklilasmanin meydana getirilecegi ve bu ¢alismalarda kullanilacak olan kok
hiicre kaynaginin dikkatli bir bigimde secilmesi gerektigi anlasilmistir. Ayrica kardiyak
doku miihendisligi uygulamlarinda insan kaynakli kemik iligi MKH’lerinden elde edilen
kardiyomiyositlerin kullanilmas: ile kardiyak doku miihendisligi {riinlerinin tedavi
etkinliginin daha basarili olacagi sonucuna varilmistir. Gelecekte yapilacak ¢alismalarda
epigenetik yeniden programlama ve biyolojik yolak manipiilasyonlari ile insan kaynakli
MKH’lerde elde edilen kardiyomiyositlerin aseliller doku iskelelerine ekilerek
biyomimetik biyoreaktorde elektromekaniksel uyarim altinda olgunlastirilmalar
planlanmaktadir. Ayrica, bu olgun kardiyomiyositlerin poli ya da monogenik kardiyak
hastaliklarin modellenmesinde, bu hastaliklarin arastirilmasinda ve ila¢ arastirma ve

gelistirilmesinde kullanilmasi da planlanmaktadir.
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