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OZET

Kardiyomiyojenik Farklilasma Faktorleri, VEGF ve Deseliilarize Kalp Matriksinin
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasmasina Notch/Hedgehog Sinyal Yolaklar:

Uzerinden Olan Etkilerinin incelenmesi

AMAC: Sunulan tez ¢aligmasinda sigan kalbinden deseliilarizasyon teknigiyle elde edilen
kalp ekstraseliiler matriksinin, kardiyomiyojenik uyarimim ve VEGF molekiiliiniin sigan
kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmasina olan etkilerinin Notch ve

Hedgehog sinyal yolaklarindaki degisimler ile incelenmesi amaglanmistir.

YONTEM: Deterjan uygulamasi neticesinde kalp dokusundan hiicreler uzaklastirilarak
deseliilarize doku ve organlar1 olusturacak olan mezenkimal kok hiicrelerin tutunacagi ve
farklilagma stirecine girecegi kalp ekstraseliiler matriksi elde edilmistir. Deseliilarize edilen
kalbin ekstraseliiler matriksinden hiicre ve hiicresel kalintilarin tamamen arindirildig
histokimyasal, immiinfloresan ve molekiiler olarak kanitlanmistir. Sigan kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicreler deseliilarize ekstraseliiler matriks {lizerine ekilmistir ve
matriks ilizerinde ¢ogalmalar saglanmistir. Deseliilarize ekstraseliiler kalp matriksi iizerine
ekilen hiicreler standart besiyerinde kiiltiire edilerek, matriks kaynakli fiziksel uyarim ve
bu fiziksel uyarima ek olarak kardiyomiyojenik farklilagma eklentilerinin oldugu
farklilagma besiyerinden kaynakli kimyasal uyarimin kardiyomiyojenik farklilagma
mekanizmasi tizerindeki etkileri incelenmistir. Deseliilarize yap1 iskelesindeki hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilasma durumlar1 kardiyomiyosit hiicrelerine, Notch ve Hedgehog
sinyal yolaklarina 6zgii belirtegler kullanilarak gen ifadesi diizeyinde Real Time-PCR ile
ve protein seviyesinde ise histokimyasal ve immiinfloresan boyamalarla tespit edilmistir.
Uc¢ boyutlu deseliilarize ekstraseliiler matriksten elde edilen veriler, standart ve
kardiyomiyojenik farklilagma besiyerinde iki boyutlu olarak kiiltiire edilen hiicrelerle
kiyaslanmistir. Boylece deseliilarize kalp matriksi tizerinde yapilan farklilagma yonteminin

verimliligi incelenmistir.

BULGULAR: Elde edilen bulgular kalp deseliilarizasyonunun etkili ve basarili bir sekilde
gerceklestirilebildigini  gostermistir. Kalp ekstraseliller matriksine ekilen hiicrelerin
canliliklarim koruyabildigi ve ¢ogalmaya devam ettikleri gozlemlenmistir. Ug boyutlu

ekstraseliiler matriks tiizerinde kardiyomiyojenik farklilagmaya alinan hiicrelerin, iKi



boyutlu olarak kiiltire edilen hiicrelere kiyasla daha yiiksek seviyede gen ifadesini

tetikledigi tespit edilmistir.

SONUC: Kalp ekstraseliiler matriksinin hiicrelerinden tamamen arindirildig1 ortaya
koyulmustur. Deseliilarize kalp ekstraseliiler matriksinin sigan kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicrelerle reseliilarize edilmesi sonrasinda, hiicrelerin matrikse tutunarak
canliklarin1 koruduklar1 ve ¢ogalmaya devam ettikleri gosterilmistir. Ayrica deseliilarize
kalp ckstraseliiler matriksinden kaynaklanan fiziksel uyarim ve kardiyomiyojenik
farklilagsma eklentilerinden kaynaklanan kimyasal uyarim ile miyokard tabakasina benzer

bir yap1 elde edildigi gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Deseliilarizasyon, Kalp, Ekstraseliiler Matriks, Reseliilarizasyon,
Doku Miihendisligi



ABSTRACT

Investigation of Effects of Cardiomyogenic Differentiation Factors, VEGF and
Decellularized Heart Matrix on the Differentiation of Mesenchymal Stem Cells via

Notch/Hedgehog Signaling Pathways

OBJECTIVE: In the present thesis study, it was aimed to investigate the effects of heart
extracellular matrix obtained by decellularization technique from rat, cardiomiogenic
stimulation and VEGF molecule on the differentiation of rat bone marrow derived

mesenchymal stem cells with changes in Notch and Hedgehog signaling pathways.

METHOD: At the end of the detergent application, the cells were removed from the heart
tissue and a decellularized cardiac extracellular matrix was obtained. In this view, three
dimensional scaffold was achieved for the mesenchymal stem cells, which will form the
tissues and organs, and which will enter the differentiation process. It was proven that the
cells and the cell debris were completely removed from the cardiac extracellular matrix as
histochemical, immunofluorescent and molecular experiment. Rat bone marrow-derived
mesenchymal stem cells were seeded and provided to proliferate onto decellularized
extracellular matrix. Cells reseeded on a decellularized extracellular heart matrix were
cultured in a standard medium to investigate the effects of matrix-induced physical
stimulation and cultured with cardiomyogenic differentiation supplements containing
medium to observe the effect of chemical stimulation for cardiomyogenic differentiation
mechanism. Cardiomiogenic differentiation of cells in the decellularized scaffold was
determined by cardiomyocyte cells, Notch and Hedgehog signaling pathways specific
markers. This finding was gained by real time PCR at the gene expression level and by
histochemical and immunofluorescent staining at the protein level. The data obtained from
3-dimensional decellularized extracellular matrix was compared with the cells cultured in
2-dimensional in standard and cardiomiogenic differentiation medium. Thus, the efficiency

of the differentiation method on the decellularized heart matrix has been examined.

RESULTS: Results obtained from investigations have shown that heart decellularization
can be performed effectively and successfully. It has been observed that the cells reseeded
onto the heart extracellular matrix can maintain their viability and continue to proliferation

of their. Cells undergoing cardiomyogenic differentiation onto a 3-dimensional

vi



extracellular matrix were found to induce gene expression at a higher level than cells

cultured in 2-dimensional.

CONCLUSIONS: It has been shown that cells of the heart were completely removed from
the extracellular matrix. It has been shown that after recellularization of the decellularized
cardiac extracellular matrix with rat bone marrow derived mesenchymal stem cells, the
cells retained their viability and continued to proliferate. It has also been observed that a
similar structure to that of the myocardial layer is obtained by chemical stimulation from
cardiomyogenic differentiation supplements and physical stimulation from decellularized

cardiac extracellular matrix.

Keywords: Decellularizaton, Heart, Extracellular Matrix, Resellularization, Tissue

Engineering
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1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler

Saglik, tarih boyunca insanoglunun ve diger canlilarin en biiyiikk gereksinimi
olmustur. insanoglu fiziki ve mental giiclerinin biiyiik bir kismm hastalik durumunda
sagliklarina kavusmanin yollarin1 aramakta kullanmiglardir. S6z konusu arayislar tip
biliminin giderek gelismesine ve zaman icinde cesitli tedavi seceneklerinin ortaya
c¢ikmasima yol agmistir. Son zamanlarda tip biliminin tedavi arayislariyla ilgili geldigi
konumun odaginda “’kok hiicre’” kavrami yer almaktadir.

Kok hiicre kavrami tarihte ilk defa bitkilerin biiyiime kapasitesine sahip ug
kisimlarina verilen isim olarak eski yazitlarda yer almistir. Diger canli gruplarinda da
benzer isleve sahip hiicreler i¢in de ’kok hiicre’” terimi kullanmak tercih sebebi haline
gelmistir. Yasam olgusunun temelinde yer alan hiicreler, Alman patolog Rudolph
Virchow’un 1858 yilinda “’0omnis cellula e cellula’’ yani her hiicre baska bir hiicreden
meydana gelir kuramini 6ne stirmesinden beri anlam kazanmistir. Virchow tarafindan one
stiriilen bu hiicre kurami1 dahilinde, kok hiicreler son yillarda kazandigi 6nemle birlikte tip
bilimi agisindan gittikce artan oranda bir ¢ekim merkezi haline gelmistir.

Kok hiicrelerin tip alanindaki arastirmacilar, doktorlar ve hastalar i¢in bu kadar
onemli olmasinin sebebi sahip olduklari neredeyse organizmanin hayati boyunca
boliinebilme, kendini yenileyebilme ve fizyolojik homeostaz i¢in hasarli dokularda
meydana gelen hiicre ya da doku agigmi kapatmak amaciyla farklilasma gibi
ozelliklerinden ileri gelmektedir. Kok hiicreler barindirdiklart bu yenileyici (rejeneratif) ve
onarici (reperatif) 6zellikleri sayesinde diger hiicre tiplerinden ayrilan ve canliligin anahtari
olarak diistiniilen hiicrelerdir.

Diinya genelinde akut ve kronik kardiyovaskiiler hastaliklar olduk¢a yaygin olarak
goriilmektedir. Oyle ki kardiyovaskiiler hastaliklara bagl 6liimler ilk sirada yer almaktadir.
S6z konusu bu hastaliklar i¢in farmakolojik, elektrofizyolojik ve cerrahi girisimler baslica
tedavi secenekleridir. Son evre kalp yetmezligi olan hastalarda ise en iyi tedavi secenegi
allojenik (farkli bireyler arasi) kalp nakli olarak goriilmektedir. Ancak kalp nakillerinde
donor kisithiligl, immiin baskilama gerekliligi ve yiiksek tedavi masraflari nakil i¢in en
biiyiik sinirlayici faktorlerdendir. T.C. Saghik Bakanligi’nin paylastigi verilerde kalp nakli
icin yaklagik 980 hastanin nakil listesinde yer aldigi ve 2016-2018 yillar1 arasinda nakil
yapilabilen hasta sayisinin ise yalmizca 165 oldugu bildirilmistir. Kalp nakli bekleyen



hastalara ¢are olabilmek amaciyla donor yetersizligini agsmak ve nakil yetersizligi ve/veya
immiin sistem aracili basarisiz nakiller nedeniyle gerceklesen Oliimlerin Oniline gegmek
tilkemizde olduk¢a 6nem arz eden konulardandir.

Dondr kisithiligi ve yliksek tedavi masraflar1 nedeniyle hiicre ve doku miihendisligi
tabanli tedaviler cerrahi girisimlere alternatif olarak arastirilmaktadir. Doku miihendisligi
disiplininde aragtirilan bu yeni nesil tedavi segeneginin baslica aktorlerden biri ise
rejeneratif kapasitesi bulunan kok hiicrelerdir. Oyle ki kok hiicreler algiladiklar uyaranlara
bagli olarak ¢ogalma, yenilenmenin saglanmasi ig¢in birgok farkli hiicre tiiriine
farklilasabilme ve kendilerini yenileme kapasitesinde olan 6zel hiicrelerdir (Sangkum
2016). Hiicre tabanli tedavilerde yenileyici ve onarici 6zellikleri nedeniyle bu kok hiicreler
siklikla tercih edilmekte ve islevini kaybeden doku ve/veya organlarin yeniden
olusturulmasinda deneysel anlamda O6nemli bir konumda yer almaktadir. Arastirma
halindeki bu tedavi se¢eneginin sundugu en dnemli avantajlardan biri de canlilifa zarar
vermeksizin hasta bireyin kendi viicudundan elde edilebilen ve immiinolojik agidan kisiye
tam uyum gosteren otolog (bireye ait) kok hiicrelerin kullanilabilmesidir.

Kok hiicrelere bagli olarak viicudun kendini yenileme 6zelligini harekete gecirmek
amactyla doku miihendisligi uygulamalarinin da i¢inde bulundugu yenileyici ve onarici
yaklagimlarin ve varilmasi hedeflenen hiicresel tedavi se¢eneklerinin potansiyeli yapilan
caligmalarla birlikte gittik¢e artmaktadir. S6z konusu potansiyelin aktorii olan kok hiicreler
ve kullanilan doku miihendisligi teknolojisi kardiyovaskiiler sistemdeki hasarli dokularda
ve/veya organlarda meydana gelen fizyolojik acigi kapatmak noktasinda umut vaad

etmektedir.

1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicre, spermin yumurtayr dollemesiyle meydana gelen zigot hiicresinde ve
embriyonik donemden baslayarak dokularin olusumuna kadar uzanan canlilik boyunca var
olan bir olgudur (Cizim 1.1). S6z konusu kok hiicre olgusu, gereken durumlarda canliligin
devamliligi i¢in zarar gormiis ve/veya islevini kaybetmis doku ya da organlarin
yenilenmesiyle ve tamir edilmesiyle gorevlidir. Kok hiicrelerin tanimlanmasinda sahip
olduklar1 baslica 6zellikler dikkate alinmaktadir. Bu 6zellikler ise genel anlamda dokuda az
bulunmalari, yasam boyu belli oranda ve hizda ancak hasar durumunda yogun sekilde

boliinmeleri, bilylime uyaranlarina karst duyarli olmalari, fizyolojik streslere karsi direngli



olmalar1 ve diger hiicre tiplerine nazaran 6zgiil genetik ve epigenetik yapiya sahip olmalari

seklinde siralanabilir.

Zigot

s o

Blastosist

Gastrula
Ektoderm tabakasi Mezoderm tabakasi Endoderm tabakasi
Epidermis Néron Melanosit  Kalpkasi iskelet kasi hiicresi, Eritrosit Lenfosit Pankreatik Tiroid Alveolar
hiicresi Diiz kas hiicresi hiicre hiicresi hiicre

Cizim 1.1. Dokularin embriyonik gelisimi.

Kok hiicrelerde 2 ¢esit bolinme goriilebilmektedir. Bunlar kendini yenileme
mekanizmasinda meydana gelen simetrik boliinme ve farklilagma siirecinde meydana gelen
asimetrik boliinmedir (Cizim 1.2.). Simetrik hiicre boliinmesi kok hiicre havuzunun
devamlilig1 i¢in gbzlenen en dnemli mekanizmadir. Simetrik hiicre boliinmesi sonrasinda
olusan iki yavru hiicrenin sitoplazma igerigi ve genetik materyal miktar1 yaklasik olarak

ayn1 kalmaktadir.

Asimetrik kok hiicre boliinmesinde ise ¢evre asimetrisi ve boliinme asimetrisi olmak
tizere iki farkli durum goézlenebilmektedir. Cevre asimetrisinde kok hiicrenin boliinmesiyle
olusan iki hiicre ¢evreden gelen uyaranlarin yogunlugu ve tiiriine gore farklilasmaktadir
velveya kok hiicre havuzuna katilmaktadir. Boliinme asimetrisinde ise kok hiicrenin
boliinmesi esnasinda yavru hiicrelere sitoplazma igerigi esit oranda dagilmadigi i¢in olusan
yavru hiicrelerden biri farklilagsma siirecine girerek somatik bir hiicreyi meydana

getirmekte, diger yavru hiicre ise kok hiicre havuzuna dahil olmaktadir.



Boliinmesi /
g

/' Kok Hiicre
| (Yavru Hiicre)

Kok Hiicre
(Atasal Hiicre)

Kék Hiicre N
(Yavru Hiicre)

TR

NN

Progenitor (Oncii) Hiicre Somatik Hiicre(ler)

Cizim 1.2. Asimetrik ve simetrik kok hiicre boliinmesi.

Kok hiicrelerin farklilagsma siireci boyunca mRNA ve DNA sentez profillerinde
genetik degisiklikler ve histon asetilasyonu, Okromatik/heterokromatik yapilarin orani,
DNA metilasyonu gibi epigenetik degisiklikler meydana gelmektedir. Genetik ve
epigenetik degisikliklerin seviyesi farklilagsma siirecindeki kok hiicrelerin ya da
farklilasmis somatik kok hiicrelerin genotipini belirleyen en 6nemli faktdrlerdir (Can 2013,
s.45). Genotipin hiicre morfolojisine yansimasiyla fenotipte de degisiklikler
gozlenmektedir. Bahsedilen bu farklilasma mekanizmasi kok hiicreler ve somatik hiicreler
arasinda ¢ift yonlii meydana gelebilmektedir. Normal fizyolojik diizende kok hiicreler
diferansiyasyon olarak isimlendirilen ileri yonde farklilagsarak somatik hiicreleri
olusturmaktadir. Ancak belirli uyaranlar ve genlerin etkisi sonucunda somatik hiicreler de
dediferansiyasyon olarak bilinen mekanizma ile geri yonde farklilasarak kok hiicreleri
olusturabilmektedir. Geriye farklilagmanin goriildiigi en onemli ornek laboratuvar
ortaminda pluripotensi genlerinin aktive edilmesiyle olusturulan uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerdir (uPKH).

Kok hiicrelerin sahip olduklar1 farklilagma ozelliklerinin yani sira 6ne ¢ikan en

onemli Ozelliklerinden biri de yliksek seviyede ve genellikle genetik materyallerinin
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devamliligin1 saglayacak sekilde boliinebilmeleridir. Hiicrelerin genetik materyali olan
kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan transkripsiyon agisindan islevsel olmayan ancak
diizenleyici rol anlaminda 6nem arz eden ve “’Telomer’’ olarak adlandirilan tekrar dizileri
yer almaktadir. Canlilar arasinda boyutu degiskenlik gosteren bu tekrar dizisi omurgalilar
icin 3’-TTAGGG-5" gen dizisinden meydana gelmektedir. Telomer yapilarinin uzunlugu
somatik hiicrelerde oldugu gibi kok hiicrelerde de boliinme hizi ve kapasitesini dogru
orantida kontrol eden en énemli durumlardan biridir. Ancak hiicrenin boliinmesinin temeli
olan DNA sentezi (replikasyon) (Cizim 1.3) mekanizmasinin dogasi geregi DNA zincirine
baglanan ve DNA polimeraz enzimine rehber gérevi géren primer yapilart nedeniyle DNA
zincirinin 3° ucunda DNA sentezi gerceklestirilemez. Hiicre tarafindan telomer hasari
olarak algilandigi igin bu dizi DNA tamir mekanizmasindan korunmalidir. Bu nedenle
telomer bolgeleri replikasyon sonrasinda telomeraz olarak isimlendirilen RNA bagimli
DNA polimeraz enzimiyle tamamlanir (Aix ve dig. 2018). Telomeraz enzimi 3’ ucunda
meydana gelen bu sentezi ise enzim kompleksinde yer alan, kalip olarak kullanilan hTR
isimli RNA molekiilii ve ters transkriptaz 6zelliginde olan hTERT isimli katalitik alt birimi
araciligiyla gergeklestirmektedir (Cizim 1.4). Boylece replikasyon tamamlanir ve DNA
dizisinin tamami eslenmis olur. Buna ek olarak hiicre i¢inde telomeraz enziminin mRNA
tiretiminde bir azalma olmamasina ragmen, telomeraz mRNA’smin protein diline
cevrilmesinde (translasyon) gittikce azalma olmasindan dolayt DNA dizisi her hiicre
boliinmesinde yaklasik 50-150 baz ¢ifti kadar azalmaktadir (Reddel 2003).

DNA Primaz
RNA Primer

DNALi
DNAPolimeraza ¢

(TR

Hihg
Okazaki pargasi

SOXII e

Leading Strand DNAPolimeraz d
(Devarﬁll sentezlenen zincir) Helikaz

lI

Lagging Strand
(Parcali sentezlenen z|n<:|r)

X \||I'lf X

Topoizomeraz

Tek zincir baglanma proteini

Cizim 1.3. Hiicre replikasyon mekanizmas.



Kok hiicrelerin potensisi ve telomer uzunlugu arasinda paralellik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle telomer yapilar1 telomeraz enziminin galismasina da bagli olarak
embriyonik kok hiicrelerden eriskin kok hiicrelerine dogru potensi azalmasiyla birlikte
kisalmaktadir. Oyle ki somatik hiicrelerin telomeraz aktivitesinin hiicre boliinmesini
diizenleyecek kadar yeterli seviyede olmamasindan dolay1r somatik hiicreler boliinemezler.
Ancak somatik hiicrelerin boliinememe durumuna istisna olarak, kisalmis telomer
bolgelerine sahip olmalarina ragmen kanser kok hiicrelerinde ve/veya kanser hiicrelerinde
telomeraz enzimin yiiksek etkinlikte c¢alistigi da bilinmektedir (Kong ve dig. 2015).
Telomer dizisinin boyunun diizenleyici etkilerinden biri de hiicre canliligiyla iligkilidir.
Oyle ki, telomeraz enzimin etkinliginin diismesine bagli olarak béliinen hiicrelerde her
boliinmede meydana gelen telomer kisalmasi kritik noktaya ulastifinda hiicre programl
hiicre 6limiine (apoptoz) gidebilmektedir. Boylece hiicre boliinmesi agisindan yeterli ve

etkin genetik materyali olmayan hiicreler viicut i¢cinde temizlenmektedir.

||~ BIEIEL ||~ IBIEIEL - ||~ [EIEIEL - - | IEIELE] | - |~ [E

M AIAITICICIClAIAITICIC|IClAIAITICLC

3

DNA’nin 3’ serbest ucuna baglaniyor

i || BEEL |- |~ ElEIEL - | Bl | |~ |

AJAlT|CICICIAIAITICICICIAIAITIClC

Telomeraz, yapisindaki RNA’yla butunlesecek sekilde “ \
a® *
s @

CAAUCCCAAUC

RNA sablon olarak kullanilhiyor ve bazlar
eklenerek DNA uzatiliyor
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diziyi tamamliyor

Cizim 1.4. Telomeraz enziminin ¢alisma prensibi.




1.2. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler viicutta kendini yenileme ve farklilasma kapasitesine sahip 6zel hiicre
gruplaridir. Bu hiicreler gerekli uyaranlar1 aldiklarinda kardiyomiyosit, kondrosit, eritrosit,
osteosit gibi somatik hiicrelere farkilasarak canli fizyolojisinin ve histolojisinin
devamliligin1 saglamaya yardimci olmaktadirlar. Kok hiicrelerin siniflandirmasinda temel
olarak iki kriter dikkate alinmaktadir. Bu kritlerlerden biri kok hiicrelerin sahip olduklari
potensi yani farkilasma kapasiteleri (Batista 2014), digeri ise kok hiicrelerin viicutta
bulunma yeri diger degisle in vitro ve in vivo c¢alismalar icin elde edildikleri yerdir
(Cizim 1.5). Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve bi/unipotent kok hiicreler olarak giderek azalan potensiye gore
siniflandirilmaktadir. Elde edildikleri yerlere gore ise embriyonik dénem sinir kabul
edilerek embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olarak smiflandirilmaktadir.

Embriyonik olmayan kok hiicreler de fetal kok hiicreler, eriskin kok hiicreler, kadavra kok

hiicreleri ve uyarilmig pluripotent kok hiicreler olmak tizere alt siniflara ayrilmaktadir.

Kak Hacrelerin Sinflandinlmasi |

Farklilasma Potansiyellerine gore | Elde Edildikleri Yere Gore

Cizim 1.5. Kok hiicrelerin siniflandirilmasi.

Kok Hicreler

K&k Hidcreler

Totipotent || Pluripotent || Multipotent | | Oligopotent || Bi/Unipotent Embriyonik Olmayan Embriyvonik K&k
KékHicre || KékHicre K&k Hicre K&k Hicre Kk Hicre Kék Hiicreler Hiicreler
Fetal Kok Kadavra Uyanlmis Erigkin Kk
Hidcreler Kok Pluripotent Hidcreler
Hiicreleri Kk
Hicreler
Hematopoietik Mezenkimal Organlardaki

K&k Hicreler




1.3.1. Farkhlasma Potansiyellerine Gore Kok Hiicre Simiflandirmasi

1.3.1.1. Totipotent Kok Hiicreler

Kok hiicre siniflandirmasinda en giiglii potensiye sahip olan hiicre grubu totipotent
kok hiicrelerdir. Totipotent kok hiicreler embriyonik donemdeki segmentasyon siirecinin
2 hiicreli evresi ile morula evresi (insanlar igin yaklasik 4.glinliin sonuna kadarki evre)

arasindaki hiicreler i¢in kullanilan bir terimdir (Cizim 1.6) . Totipotent kelimesi filolojik

) ’

olarak Latince tiim anlamina gelen “’torus’ ve gi¢ anlamina gelen ‘“‘potentia’
kelimelerinin birlesiminden olusmaktadir. Totipotent kok hiicreler sahip olduklari
kapasitesi ile biitiin bir canliyr olusturabilecek embriyonik ve embriyonik-olmayan
hiicrelere farklilagabilmektedir. Boylece bu hiicreler hem embriyonun zarini (plasenta) hem

de embriyonun tamamini meydana getirebilmektedirler.

1.3.1.2. Pluripotent Kok Hiicreler

Fertilizasyon sonrasindaki yaklasik 4.giinde meydana gelen morula evresini takip
eden 12-15 saatlik siire¢ sonrasinda 32 blastomerli embriyo ve hemen sonrasinda da
blastokist olusumu gozlenir. Boylece embriyonik gelisimin 4-5.gliniinde Zona Pellucida
tizerinden blastokist i¢ine sizan uterus sivisiyla blastosol adi verilen sivi kesesi de meydana
gelir. Blastokist dis kisimda trofoektoderm ya da trofoblast hiicrelerinin olusturdugu dis
hiicre kitlesi (outer cell mass) ve i¢ kisimda ise blastosol bosluguna bakan embriyoblast
hiicrelerinin olusturdugu i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass) seklinde iki farkli dokunun
goriildiigi ilk yapidir (Cizim 1.6). Blastokist yapisinda bulunan i¢ hiicre kitlesindeki ve dis
hiicre kitlesindeki hiicrelerin toplam sayisinin yaklasik olarak 120 oldugu bilinmektedir.

Kok hiicrelerin farklilagma kapasitelerine gore siniflandirilmasinda ikinci siradaki
hiicre grubu pluripotent kok hiicrelerdir. Pluripotent kelimesi filolojik olarak
incelendiginde, Latince pek c¢ok anlamina gelen “pliris’’ ve gii¢ anlamina gelen
“potentia’’ kelimelerinin birlesiminden olustugu goriilmektedir. Pluripotent kok hiicreler 3
embriyonik germ yapragindan-endoderm (i¢ tabaka), mezoderm (orta tabaka), ektoderm
(dis tabaka)-koken alan yaklasik 200 farkl: tipteki hiicreye farklilagabilen kok hiicrelerdir
(Martin 1981). Ancak pluripotent kok hiicrelerin totipotent kok hiicrelerden farkli olarak

plasenta gibi embriyonik olmayan dokularin hiicrelerine farklilagsma kapasiteleri yoktur.


https://en.wiktionary.org/wiki/pluris#Latin

Embriyonik gelisimin yaklagik 16.giinline kadar pluripotent karakterde kok hiicreleri

gozlemlemek miimkiindiir.

Polar Cisimcikler

4 hicreli

evre

Ic hiicre kitlesi
(Embryoblast)

Uterus Duvarma -

A > * '
Gomiilme \‘\ @ j
(Trofoblast)

Cizim 1.6. Embriyogenezin ilk 10 glinii.

Blastokist asamasindaki hiicreler uterus duvarina gomiilmesinden Once ve sonra
kiiltiir ortamina alindiginda farkli pluripotent kdk hiicre dizilerini meydana getirmektedir.
Blastokist yapisinda bulunan dis hiicre kitlesindeki trofoektoderm (trofoblast) hiicreleri ve
i¢ hiicre kitlesindeki embriyoblast hiicreleri embriyonik kok hiicreler olarak pluripotent
kok hiicrelere en iyi orneklerdendir. Uterus duvarina gomiilmesi sonrasinda i¢ hiicre
kiitlesindeki embriyoblast hiicrelerinin meydana getirdigi epiblast ve hipoblast hiicreleri,
embriyo karsinoma hiicreleri (Kahan ve Ephrussi 1970) ve ilkel cinsiyet hiicreleri
(Kanatsu-Shinohara ve dig. 2004, Guan ve dig. 2006) pluripotent karakterdeki kok
hiicrelerdir. Bunlara ek olarak, uyarilmis pluripotent kok hiicreler ve embriyo kok hiicresi
benzeri ¢ok kii¢iik hiicreler (VSEL) de pluripotent karakterdeki hiicrelerdir (Zuba-Surma
ve dig. 2008).

Pluripotent kok hiicreler kromatin yap1 agisindan oldukca degiskendir ve siirekli
olarak histon metilasyonu ve asetilasyonu ile epigenetik olarak kontrol altindadir. Diger
kok hiicrelere ve somatik hiicrelere nazaran 6kromatik yap1 kazanmalar1 daha kolaydir ve

boylece gen ifadesi agisindan oldukga esnektir. Farklilasmayla iliskili genler ise bu

9



hiicrelerde histon metillenmesiyle pluripotensinin devamliligi agisindan sessiz durumdadir.
Ancak pluripotent kok hiicreler farklilasma siirecine girdiginde pluripotensi genleri
(Cizelge 1.1) epigenetik olarak heterokromatik yapi kazanir (Meshorer ve dig. 2006).
Farklilagma siiresince epigenetik diizenlemeyle ¢ok sayida genin transkripsiyon
seviyesinde sessiz konuma geg¢irilmesi, silirecin devamliligini saglayacak genlerin ise
etkinligini artirmaktadir (Bibikova ve dig. 2008).

Embriyonik kok hiicreler ilk olarak 1970°1i yillarda fare teratokarsinomundan
embriyo karsinoma hiicrelerinin elde edilmesiyle arastirilmaya baslanmistir (Kahan ve
Ephrussi 1970). Ancak tiimor kaynakli bu hiicrelerin genetik materyal ve sitoplazma
acisindan bozuk icerikte olmasindan dolayr embriyo karsinoma hiicreleriyle olan
calismalar akillarda soru isaretlerinin belirmesine yol acmistir. 1981 yilinda embriyonik
kok hiicreler blastokist evresindeki fare embriyosunun i¢ hiicre kitlesinden alinan
hiicrelerle laboratuvar ortaminda incelenmeye baslamistir. Embriyonik kok hiicrelerin
embriyo karsinom hiicrelerinin salgilartyla zenginlestirilmis ve 16semi baskilayici faktor
(LIF) bulunan kiiltiir ortaminda pluripotent karakterlerini koruduklar1 gozlenmistir (Evans
ve Kaufmann 1981). Embriyonik kok hiicrelerin kiiltiir ortaminda pluripotent karakterlerini
stirdirmeleri ise tekrar blastokiste aktarildiginda i¢ hiicre kitlesine dahil olarak 3 germ
yapragina ait hiicrelere farklilagabilmeleriyle ag¢iklanmaktadir (Bradley ve dig. 1984).

Pluripotent kok hiicreler sahip olduklar1 farklilasma kapasitesilerini normal
embriyonik gelisim siirecinde zamanla kaybetmektedir ve bu kayip tek yonlidiir yani geri
dondiiriilemez. Ancak 2006 yilinda Takahashi ve Yamanaka’nin yayinladigi ¢alisma bu tek
yonlii sistemin tersine ¢evrilebilecegini ortaya koymustur. Bu kesif kok hiicre biyolojisinde
ve bilim diinyasinda yanki uyandirmistir. Takahashi ve Yamanaka embriyonik kok
hiicrelerde ifade edilen Oct4, Sox2, c-Myc ve KIf4 transkripsiyon faktoriine ait genleri
laboratuvar ortaminda farklilasmis (somatik) fare deri fibroblastlarina aktarmislardir. Bu
genlerin fibroblast hiicrelerinde yiiksek seviyede ifade edilmesinin saglanmasiyla fibroblast
hiicrelerinin mRNA ve protein iiretim profilinde degisim gozlenmistir. Boylece fibroblast
hiicrelerine pluripotent karakter kazandirilmistir (Takahashi ve Yamanaka 2006).
Yamanaka bu ¢alismasi ile 2010 yi1linda Nobel Fizyoloji ve Tip ddiiliine layik goriilmiistiir.
Somatik hiicrelere gen aktarimiyla elde edilen bu kok hiicrelere ise uyarilmis pluripotent
kok hiicreler adi verilmistir. 2007 yilinda ise ayni c¢alisma insan deri fibroblastlar ile
yapilmis ve insan uyarilmig pluripotent kok hiicreleri elde edilmistir (Takahashi ve dig.
2007). KIf4 ve c-Myc genlerinin karsinogenez (kanser olusumu) mekanizmasiyla iligkili

genler olmalar1 nedeniyle (Munro ve dig. 2018, Le Magnen ve dig. 2013), 2007 yilindaki
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baska bir ¢aligmada da somatik hiicrelere Oct4, Sox2, Lin28 ve Nanog transkripsiyon
faktorlerine ait genler aktarilarak pluripotent karakter elde edilmistir (Yu ve dig. 2007).

Cizelge 1.1. insandan ve fareden izole edilen embriyonik kok hiicrelerin 6zellikleri (Can
2013, 5.225)

SSEA-1 + -
SSEA-3 ve SSEA-4 - +
TRA-1-60 ve TRA-1-81 - +
TRA-2-54 - +
GCTM-2 - +
CD133 i +
CD9 + +
Oct4 1 +
Nanog + +
Sox2 + +
X kromozom durumu Her iki X X kromozomlarindan
kromozomu da etkin birisi etkin
Telomeraz etkinligi + +
Alkalin fosfataz etkinligi + +
in vivo teratom olusturma + Denenmedi
in vitro germ hiicresi + Heniiz bildirilmedi
olusturma

1.3.1.3. Multipotent Kok Hiicreler

Multipotent kok hiicreler farklilasma potansiyeline gore en yiiksekten en diistige
dogru yapilan skalada ficilincii sirada yer almaktadir. Multipotent kelimesi Latin
filolojisinde ¢ok anlamina gelen “multi’’ ve gii¢ anlamina gelen ‘’potentia’’ kelimelerinin

birlesmesiyle meydana gelmektedir. Embriyonik gelisim siirecinde pluripotent kok
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hiicrelerin farklilagma potansiyellerinde azalma meydana gelmekte ve bu azalmayla
beraber olusan hiicreler multipotent kok hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Diger bir
deyisle multipotent kok hiicreler pluripotent kok hiicrelerin 6zellesmis bir formudur
(Murphy ve dig. 2013, Mundra ve dig. 2012, Bibber ve dig. 2013). Bu hiicreler embriyonik
gelisimin yaklasik 16.glinlinden itibaren gozlenmeye baslar ve yetiskin viicudundaki doku
ve organlarda bulunmaya devam eder. Multipotent kok hiicreler trilaminar germ diski
olustuktan sonra meydana geldigi i¢in, genel anlamda bir hiicre serisine ait ve 6zel islevleri
olan hiicrelere farklilasabilme kapasitesindeki hiicrelerdir.

Multipotent kok hiicrelere en giizel 6rneklerden birisi hematopoetik kok hiicrelerdir
(Wang ve Wagers 2011). Hematopoetik kok hiicreler yalnizca B lenfosit, T lenfosit ve
dogal oldiiriicii hiicrelerden olusan lenfoid seriye ait ve bazofil, dendritik hiicre, eritrosit,
makrofaj, nétrofil, eozinofil, megakaryosit hiicrelerinden olusan miyeloid seriye ait birkag
hiicre tipine farklilasabilmektedir. Ayrica multipotent kok hiicrelerin noral krista (Calloni
ve dig., 2009), adipoz doku (Zuk ve dig. 2001), gobek kordonu (Wang ve dig. 2004),
endometriyum (Gargett ve dig. 2007), kalp (Tomita ve dig. 2005), dis pulpasi (Gronthos
ve dig. 2002) kemik iligi (Phinney ve dig. 2007), dermis tabakasi (Toma ve dig. 2001) gibi

pek cok yetiskin dokuda ve organda varligi kanitlanmistir.

1.3.1.4. Oligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent kok hiicrelerin farklilasma kapasitesi 2 ve daha fazla hiicre tipi
olusturabilecek = kadar  smurhidir.  Oligopotent  kelimesi  Latin  filolojisinde
degerlendirildiginde birka¢ anlamina gelen “‘oligo’ ve gii¢ anlamma gelen ‘potentia’’
kelimelerinin birlegsmesiyle meydana gelmektedir. Oligopotent kok hiicreler multipotent
hiicrelere benzer hiicreler olmalaria ragmen, daha smirli boliinebilme ve sadece yakin
iligkili oldugu birkag hiicre tipine farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Bu dzellikleri
bakimindan oligopotent kok hiicreler, progenitor (6ncii) hiicreler olarak adlandirilmaktadir.
Akcigerdeki bronsiolar epitele ve alveolar epitele farklilagabilen bronkoalveolar kanal

hiicreleri (Kim ve dig. 2005) ve konjuktival ve kornea hiicrelerine farklilagabilen okiiler

yiizey hiicreleri (Majo ve dig. 2008) oligopotent kok hiicrelere drnek olarak verilebilir.
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1.3.1.5. Bi/Unipotent Kok Hiicreler

Bipotent kok hiicreler iki farkli hiicre tipine farklilagabilen kok hiicrelerdir. Bipotent
kok hiicrelere hepatosit ve kolanjiosit hiicrelerine farklilasabilen hepatoblastlar (Chikada
ve dig. 2015), dis myoepiteliyal ve i¢ luminal hiicrelere farklilasabilen meme kok hiicreleri
(Rios ve dig. 2014) 6rnek olarak verilebilir.

Unipotent kok hiicreler ise yalnizca bir hiicre tipine farklilasabilen kok hiicrelerdir.
Akcigerdeki alveollerde bulunan ve tip 1 pnomositleri olusturan tip 2 pndmositler

unipotent kok hiicreler 6rnektir (Kolios ve Moodley 2013).

1.3.2. Elde Edildikleri Yere Gore Kok Hiicre Simiflandirmasi

1.3.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler barindirdiklart pluripotent karakter sayesinde trilaminar
germ diskine ait hiicrelerin tamamin1 olusturabilen kok hiicrelerdir (Bradley ve dig. 1984).
Embriyonik kok hiicreler kardiyomiyosit, adiposit, diiz kas hiicresi, noron, oligodendrisit
ve eritrosit gibi yaklasik 200 farkli hiicre tipine farklilasabilmektedir (Klimanskaya ve dig.
2007, Lu ve dig. 2009, Jiang ve dig. 2012, Mandel ve dig. 2012, Kriks ve dig. 2011, Erceg
ve dig. 2010). Pluripotent karakterine ek olarak teorikte sinirsiz boliinme 6zelliklerine
sahip olmasi da yetiskin kok hiicrelerden ayrildigi en 6nemli noktadir. Embriyonik kok
hiicreler karakteristik olarak Oct4, Nanog, Rex-1 gibi pluripotensi ile iligkili transkripsiyon
faktorlerini ve SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4, TRA-160, TRA-1-81 gibi hiicre yiizey
antijenlerini ifade etmektedir. Ayrica bu hiicreler yiiksek seviyede alkalin fosfataz ve
telomeraz aktivitesine sahiptir (Carpenter ve dig. 2004, Amit 2002). Embriyonik kok
hiicreler pluripotent karakterleri nedeniyle teratom olusturma riski, ayrica allojenik
kullanim ve etik tartigmalar gibi sorunlar1 da igcermektedir.

Embriyonik olmayan kok hiicrelere kiyasla embriyonik kok hiicrelerin hiicre
dongiisii mekanizmasinda S faz1 uzun, G1 ve G2 fazlar ise daha kisadir (Neganova ve dig.
2009, Becker ve dig. 2006). Bu sekilde G1 ve G2 fazlarmin kisa olmasi embriyonik kok
hiicrelere daha fazla hiicre boliinmesi yapabilme olanagi sunmaktadir (Orford ve Scadden
2008). Embriyonik kok hiicrelerin farklilasmasi hiicre dongiisiinii diizenleyen/kontrol eden
molekiiller —araciliglyla  dongiiniin =~ G1/S  fazindan  duraklatilmast  sonucunda

gerceklesmektedir (Ruiz ve dig. 2011).
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Embriyonik kok hiicreler, 5-7 giinliikk blastokist evresindeki i¢ hiicre kitlesinde
bulunan pluripotent karakterli hiicrelerdir ve bu pluripotent hiicreler trofoblast
hiicrelerinden bir immiinocerrahi yontemi kullanilarak ayristirilmasi yolu ile saf olarak
elde edilir (Evans ve Kaufman 1981, Thomson ve dig. 1998). Elde edilen embriyonik kok
hiicreler LIF varliginda ve mitotik aktivitesi durdurulmus fare embriyonik fibroblast veya
insan fibroblast hiicrelerinden olusan besleyici bir tabaka iizerinde (Richards ve dig. 2002,
llic ve dig. 2009) ya da besleyici tabaka olmaksizin (Klimanskaya ve dig. 2005) kiiltiire
edilebilmektedir.

I¢ hiicre kitlesinden embriyonik kok hiicre eldesi ¢ok zor ve etik olarak tartismal1 bir
durum oldugu i¢in zaman i¢in alternatif yontem ve kaynaklar tiiretilmistir. Bu yontemler
genel anlamda somatik hiicrelere geri programlama yoluyla yeniden pluripotent karakter
kazandirma mantigina dayanir. Alternatif yontemlerde ilki somatik hiicrelerden alinan
cekirdegin, ¢ekirdegi ¢ikarilmis oosit hiicrelerine niikleer transfiizyonu ile yeniden
pluripotensi elde edilmesidir (Gurdon ve dig. 1975, Wilmut ve dig. 1997, Wakai ve dig.
2008). Alternatif yontemlerden ikincisi ise somatik hiicrelerin embriyonik kok hiicre,
embriyonik germ hiicresi ve embriyonik karsinoma hiicresi gibi pluripotent karakterde bir
hiicre ile fiizyon edilmesidir (Tada ve dig. 2001). Fiizyon ile {iiretilen hibrid hiicreler
tetraploid olduklari i¢in klinik kullanima uygun degildir. Ancak bu hiicreler pluripotensiyle
iligkili genleri ifade etmektedir ve  DNA metilasyonu ve/veya histon modifikasyonu
acisindan embriyonik kok hiicrelere benzer epigenetik mekanizmaya sahiptir (Kimura ve
dig. 2004). Alternatif yontemlerden bir digeri ise pluripotensi ile iligkili genlerin somatik
hiicrelere aktarilmasini igermektedir. Bu yontemle aktarilan genler ektopik olarak somatik
hiicrelerde ifade edildiginde cesitli epigenetik mekanizmalar1 aktiflestirerek yeniden
programlamay1 saglar (Takahashi ve Yamanaka 2006, Takahashi ve dig. 2007, Yu ve dig.
2007).

1.3.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Embriyonik olmayan kok hiicreler yaklasik olarak gebeligin iiglincii trimester
donemindeki fetiisten baglayarak eriskin doneme kadar uzanan siirecteki doku ve
organlarda bulunan multipotent veya 6zel girisimlerle tiretilmis pluripotent kok hiicrelerdir.
Bu hiicreler genel olarak fetal kok hiicreler, kadavra kok hiicreleri, uyarilmis pluripotent

kok hiicreler ve eriskin kok hiicreler olmak {izere 4 alt baslikta incelenebilir.
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1.3.2.2.1. Fetal Kok Hiicreler

Fetal kok hiicreler fenotipik ve gen ifadesi bakimindan heterojen bir hiicre
popiilasyonundan meydana gelmektedir. Bu hiicreler farklilasma kapasitesi bakimindan
embriyonik kok hiicreler ile erigskin kok hiicreler arasinda kdprii konumundaki hiicrelerdir
(Spinelli ve dig. 2013). Multipotent olmalarinin yani sira bu hiicreler, eriskin doku ve
organdaki kok hiicrelere gore daha kiiglik boyuttadir ve daha fazla telomeraz aktivitesine,
¢ogalma, farklilasma ve tamir etme potansiyeline sahiptir (De Coppi 2007). Ayrica sahip
olduklar1 bu 6zelliklerden dolayi eriskin dokularla kiyaslandiginda yeniden programlamaya
daha yatkin hiicrelerdir (Jones ve dig. 2012).

Fetal kok hiicreler kan, karaciger, kemik iligi gibi fetal dokular ve plasenta, kordon
kani, gobek kordonu, amniyotik sivi gibi koruyucu embriyonik dokulardan elde
edilebilmektedir (Marcus 2008, Cananzi 2009). Elde edildikleri yerlere gore alt
simiflandirma yapmak gerekirse; fetal hematopoetik kok hiicreler kan, karaciger ve kemik
iliginden, fetal mezenkimal kok hiicreler kan, karacigeri kemik iligi, akciger, bobrek ve
pankreastan, fetal endotelial kok hiicreler kemik iligi ve plasentadan, fetal epitelial kok
hiicreler karaciger ve pankreastan ve fetal noral kok hiicreler ise beyinden ve omurilikten

elde edilmektedir (O’Donoghue ve Fisk 2004).

1.3.2.2.2. Kadavra Kok Hiicreleri

Kadavra kok hiicreleri asistolik, post-mortem dondrlerden giivenli ve yiiksek
miktarda elde edilebilen multipotent kok hiicrelerdir. Kadavra ¢oklu organ ve/veya doku
donorlerinden mezenkimal, hematopoetik ve noral kok hiicreler gibi farkli tiplerde kok
hiicre edebilmek miimkiindiir (Palmer ve dig. 2001). Kadavra i¢indeki somatik hiicreler
olim gergeklestikten kisa siire sonra Oliirler. Ancak 6lim sonrasinda bile kok hiicreler
hipoksik duruma diren¢ gostererek canliliklarini korurlar (Suda ve dig. 2005). Bu sekilde
post-mortem donemde kemik iliginden (Michelova ve dig. 2011), beyin dokusundan
(Schwartz ve dig. 2003) ve karaciger dokusundan (Erker ve dig. 2010) kok hiicre elde
edilebilir. Kadavradan elde edilen kok hiicreler 6zgiil kok hiicre genlerini ifade
edebilmektedir (Valente ve dig. 2014). Ayrica yapilan c¢alismalarda bu kok hiicrelerin,
uygun in vitro kosullar altinda somatik hiicrelere farklilasabildigi (Peran ve dig. 2013) ve

in vivo olarak kardiyak yenilenmeyi uyardigi gosterilmistir (Sun ve dig. 2016).
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1.3.2.2.3. Uyarilms Pluripotent Kok Hiicreler

Somatik hiicrelerin epigenetik olarak yeniden pluripotent diizeye programlanmasiyla
(dediferensiyasyon) iiretilen hiicrelere uyarilmis pluripotent kok hiicreler denilmektedir.
Epigenetik programlamanin gen aktarimiyla gerceklestirilebilecegi ilk defa deri fibroblast
hiicrelerine bir dizi pluripotent karakterle ilgili transkripsiyon faktorlerinin (Oct4, Sox2,
KIf4, c-Myc) aktarilmasiyla gosterilmistir (Takahashi ve Yamanaka 2006). Bu faktorlerden
Oct4’lin ve Sox2’nin pluripotensiye geri doniis i¢in mutlaka olmasi gerekmektedir.
Bunlarla birlikte aktarilacak diger faktorler ise degiskenlik gosterebilir. Buna ek olarak
KIf4 ve c-Myc yerine Lin28 ve Nanog kullanimiyla da pluripotensi uyarilmasi
saglanmaktadir (Yu ve dig. 2007). Pluripotent karakter kazandirmak i¢in aktarilan bu
faktorler epigenetik olarak DNA demetilasyonlarini ve histon asetilasyonlarini harekete
gecirmektedir.

Uyarilmig pluripotent kok hiicreler pluripotent kritere gore embriyonik kok hiicrelere
alternatiftirler, hastalik modellemelerinde yaygin olarak kullanilirlar ve bireye 6zgi
tiretilebilmeleri nedeniyle etik sorunlara ¢oziim niteligindedirler (Somoza ve Rubio 2012,
Robinton ve Daley 2012). Ayrica geri programlama yoluyla iiretilen bu kok hiicreler
Takahashi ve Yamanaka’nin yayinladigi ¢alismadan sonra insan (Lowry ve dig. 2008, Park
ve dig. 2008) ve fare (Maheralli ve dig. 2007, Wernig ve dig. 2007) iizerinde bagka genetik
faktorlerin aktarilmasiyla da basarilmistir. Bu nedenle somatik hiicrelerin pluripotent
seviyeye uyarilmasi basit ve tekrar edilebilir bir yontem olarak goriilmektedir.

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler embriyonik kok hiicrelerin alternatifi olmasina
ragmen, bu iki farkli hiicre tipinin farklilasma verimleri (Hu ve dig. 2010), gen ifade
seviyeleri (Chin ve dig. 2009) ve epigenetik yapilart (Kim ve dig. 2010, Polo ve dig. 2010)
farklidir. Buna ek olarak bu kok hiicreler pluripotent bir giigle ¢calismak i¢in yedek anahtar
gibi goriinsede bazi sinirliliklar ve sikintilar barindirmaktadir. Bunlarin baginda uyarimla
ilgili sorunlar gelmektedir. Oyle ki pluripotensiye yeniden programlama yapilirken elde
edilen verim %1’den daha diisiiktiir (Yamanaka 2009) ve gen aktarimi icin genellikle
tercih edilen retroviral ajanlar genoma yerleserek immiinojenik oOzellikte uyarilmis
pluripotent kok hiicre olugmasina yol agmaktadir (Zhao ve dig. 2011). Genomla iliskili
olmayan plazmid (Okita ve dig. 2011), Sendai viriis (Fusaki ve dig. 2009), adenoviriis
(Stadtfelt ve dig. 2008) gibi tasiyicilarinin ya da dogrudan ilgili genlerin mRNA’sinin
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(Warren ve dig. 2010) ve proteinlerinin (Kim ve dig. 2009) kullanilmast bu sorunun
istesinden gelinmesine yardimci olmustur.

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler Alzheimer (Yagi ve dig. 2011) ve sizofreni
(Brennand ve dig. 2011) gibi poligenik hastaliklarin ve omurilik yaralanmalar1 (Tsuji ve
dig. 2010), makiiler dejenrasyon (Jin ve dig. 2009) gibi akut hastaliklarin in vitro
modellenmesinde kullanilmaktadir. Ayrica bu hiicreler ilag toksisite testlerinde de model

hiicre olarak yer almaktadir.

1.3.2.2.4. Eriskin Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicreler embriyonik gelisim sonrasinda olusan kemik iligi, kas, sinir,
deri, kil kokii, kornea, beyin, kalp, karaciger gibi pek ¢cok doku ve organda bulunan kok
hiicrelerdir. Multipotent ya da oligopotent karakterleri nedeniyle sinirli farklilasma
potansiyeline, asimetrik boliinebilme 6zelligine ve plastisiteye sahiptirler. Erigkin kok
hiicreler mezenkimal kok hiicreler, hematopoetik kok hiicreler ve yetiskin

doku/organlarinda bulunan kok hiicreler olarak alt siniflara ayrilabilir (Cizim 1.5).

Hematopoetik kok hiicreler

Hematopoetik kok hiicreler lenfoid ve miyeloid seriye ait somatik hiicre tiplerine
farklilasma kapasitesine sahip multipotent kok hiicrelerdir ve ilk olarak kemik iligi
orneklerindeki Sca-1", Lin,, c-Kit" genotipindeki hiicreler olarak tanimlanmistirlar.
(Spangrude ve dig. 1988). Hematopoez, hematopoetik kok hiicrelerin farklilasarak kan
hiicreleri ve immiin sistem hiicrelerini meydana getirme siirecidir (Till ve McCulloch 1961,
Becker ve dig. 1963). Bu kok hiicreler gergeklestirdikleri farklilasma ile hem hematopoetik
hem de immiin sistem homeostazini saglamakla gorevlidir. Hematopoetik kok hiicreler
farklilagsma ve kendilerini yenileme kapasiteleri bakimindan uzun omiirlii ve kisa dmiirlii
olmak iizere heterojen bir hiicre populasyonundan meydana gelmektedir (Pietras ve dig.
2015).

Hematopoez  embriyonik  dénemde  aorto-gonad-mezonefroz  bolgesindeki
hematopoetik kok hiicreler tarafindan baglatilir (Ivanovs ve dig. 2011, Ivanovs ve dig.
2014). Embriyonik gelisimin ilerleyen evrelerinde ise hematopoez gorevi fetal karacigere
ve oradan da kemik iligi dokusuna aktarilmaktadir (Dzierzak ve dig. 2008, Medvinsky ve
dig. 2011). Oyle ki genellikle yetiskin bireylerde goriilen hematopoez periferik kan ve
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kordon kaninin yani sira kemik iligi nisinde de gergeklesmektedir. Kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicreler endosteal osteoblastik ve perivaskiiler endoteliyal nig olmak
tizere iki farkli bolgede bulunmaktadir. Hematopoetik kok hiicreleri, diger kok hiicrelerin
ve somatik kan hiicrelerinden ayirmada bazi belirtegler kullanilabilmektedir. Buna gore
hematopoetik kok hiicreler farelerde CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, NK1.1, B220, TER-119,
Gr-1 belirteglerini; insanda ise T lenfosit belirteci olan CD3 (T lenfosit), CD13 ve CD33
(myeloid hiicre), CD14 (monosit hiicresi), CD16 (NK hiicresi ve graniilosit), CD19 (B
lenfosit), CD56 (NK hiicresi), CD61 (megakaryosit) gibi belirtegleri tasimazlar (Can 2013,
5.341). Bu belirteclerin yan1 sira CD34, CD90, CD105 (endoglin), CD117 (c-kit), CD184
(CXCR4) gibi belirtegleri ise ifade etmektedirler. Hematopoetik kok hiicreler baslica kan
hiicrelerinin yapimindan sorumlu olduklar: i¢in gerektigi durumlarda kemik iligi nisinden
ayrilarak kan dolagimmna gecebilen ve islev gdsterecegi dokuya yerlesebilen kok
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sahip oldugu bu dinamizm, ¢esitli kemokinler ve biiyiime
faktorleri gibi ¢ozilinebilir molekiiller, membranlarinda yer alan baglantt molekiilleri ve
sitoplazmalarinda bir denge dahilinde faaliyet gosteren sinyal yolaklariyla siki bir sekilde
kontrol altinda tutulmaktadir.

Kordon kanindan elde edilen hematopoetik kok hiicreler sahip olduklar1 potansiyel
acisindan oldukca verimlidir. Kaliteli bir hematopoetik kdk hiicre kaynagi olan kordon
kan1 hem c¢ocuklarda hem de yetiskinlerde ¢esitli hematolojik, metabolik ve gelisimsel

hastaliklarin tedavisinde klinik olarak incelenmektedir.

Mezenkimal Kok Hiicreler

1966 yilinda Friendenstein ve ark. fare kemik iligi stromasinda osteosit, adiposit,
kondrosit ve retikulosit gibi hiicrelere doniisebilme Ozelligine sahip multipotent kok
hiicrelerin varligini tespit etmistir (Friendenstein ve dig. 1966). Bu hiicreler genel anlamda
plastik yiizeylere yapisma, in vitro olarak ¢ogaltilabilme ve hem in vitro hemde in vivo
olarak osteosit, adiposit, kondrosit gibi ii¢ farkli somatik hiicre tipine farklilagsabilme
ozelligine sahip multipotent mezenkimal kok hiicrelerdir (Prockop 1997). Mezenkimal kok
hiicre heterojen bir hiicre popiilasyonunu kapsayan genel bir terimdir. Bu nedenle hiicresel
islev bakimindan benzer hiicrelerden olussalar da farkli kaynaklardan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu agisindan belirsizlikler vardir. Ancak yine de
biitlin mezenkimal kok hiicreler Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin (International

Society for Cellular Therapy) 6nerdigi tizere CD73, CD90 ve CD105 ortak belirteclerini
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ifade ederken, CD31, CD34 ve CD45 gibi belirtegleri tasimamaktadir (Dominici ve dig.
2006).

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, adipoz doku, kordon kani, gébek kordonu,
amniyotik sivi gibi pek ¢ok dokudan elde edilebilmektedir. Ancak farkli kaynaklardan elde
edilen mezenkimal kok hiicreler bulunduklari nislerin farkliligima bagli olarak farkl
genetik ve epigenetik mekanizmalara (Wagner ve dig. 2005) sahiptir. Buna ek olarak
bliylime, ¢ogalma, farklilasma kapasitesi ve sitokin ve kemokin salgilayabilme gibi
durumlar i¢in de farkliliklar gosterebilmektedir (Friedman ve ark 2007). Mezenkimal kok
hiicreler bulunduklar1 dokulara gore immiin diizenleme, apoptoz baskilama, fibrozis
olusumunu engelleme, anjiyogenezi uyarmak gibi bir takim islevlere sahiptir. Oyle ki,
kemik iliginde bulunan mezenkimal kok hiicreler iliski igerisinde bulunduklari
hematopoetik kok hiicrelerin ve immiin sistem hiicrelerinin fizyolojik gorevlerini kontrol
etmektedir. (Kyurchiev ve dig. 2014).

Mezenkimal kdk hiicrelerin immiin sistemle baglantili 6zelliklerinden bir tanesi de
MHC Sif II molekiillerini tasimamasi1 ve bu sayede allojenik ve ksenojenik nakiller igin
elverigli olmasidir. Mezenkimal kok hiicrelerin  immiin diizenleyici etkilerinden
yararlanarak, bu hiicreler organ ve doku nakillerinde Greft versus Host hastaliginin
(GVHD) baskilanmasinda olduk¢a etkili olup ve sik bir sekilde kullaniimaktadir.
Mezenkimal kok hiicrelerin multipotent kapasiteleri, in vitro olarak kiiltiir ortaminda
cogalma ve farklilasma dinamikleri ve farklilasma sonucu olusturduklar1 somatik
hiicrelerin tanimlanmasina yonelik hala zit goriisler mevcuttur. Ancak bu tartismalar
igerisinde mezenkimal kok hiicrelerin embriyonik donemde mezoderm germ yapragindan
koken almasina ragmen, endotel hiicresi (Oswald ve dig. 2004), kardiyomiyosit (Makino
ve dig. 1999), hepatosit (Snykers ve dig. 2009), sinir hiicresi ve astrosit gibi (Arthur ve dig.

2008) mezoderm kokenli olmayan hiicrelere de farklilasma gostermesi basi ¢cekmektedir.

1.4. Kalp Histolojisi

Kardiyovaskiiler sistem viicut igerisinde kalp ve dokular arasinda besin, hormon,
antikor, oksijen-karbondioksit ve hiicresel atik gibi maddeleri iceren kan ve lenf sivilarini
tasimada gorevli mezodermal kokenli bir sistemdir. Bu tasiyic sistem kalp, kan damarlari
(atardamar, toplardamar, kilcal damar) ve lenf damarlar1 olmak tiizere baslica 3 ana

bilesenden meydana gelmektedir. Kardiyovaskiiler sistemin baslica bilesenlerinden olan
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kalp, nefes alis-verisine bagli olarak gogiis kafesinde olusan negatif basing ve toplar
damarlarin (ven) yakininda bulunan iskelet kaslarinin kasilmasi yardimiyla toplanan kanin
viicuda belirli bir basing dahilinde geri pompalanmasini saglamakla gorevli olan organdir.
Kardiyovaskiiler sistem kanin kalpten pompalandiktan sonra gidecegi hedef dokuya gore
pulmoner ve sistemik dolagim olmak {izere iki farkli dolagima aracilik etmektedir. Kalpteki
kanin hedef doku olarak akcigerlere pompalandig1 ve tekrar kalbe geri getirildigi dolagim
sekli pulmoner dolasimdir. Kalpteki kanin hedef olarak viicuttaki diger tiim organlara
pompalandigr ve damar sistemi araciligiyla geri kalbe toplandigi dolasima ise sistemik
dolasim adi verilmektedir. Her iki dolasimda da kan damarlarinin anatomisine
bakildiginda, arterlerin kapiller ile, kapillerin ise venler ile devamlilik i¢inde oldugu
goriilmektedir. Pulmoner ve sistemik dolagimda kalpten pompalanarak c¢ikan ve atar
damarlar (arter) ile tasinan kan, arterlerin devamlilik gosterdigi ince duvar yapisina sahip
kilcal damarlardan (kapiller) gecerken Starling hipotezine uygun olarak basing
gradiyentine gore iki yonli madde giris-¢ikisina olanak saglamaktadir. Bu giris-¢ikis
esnasinda kapillerler igerisine giremeyen ekstraseliiler siv1 lenf sistemi araciligiyla toplanir

ve lenf damarlarinin baglantili oldugu arterlere iletilerek kan dolasimina dahil edilir.

Kardiyovaskiiler sistemdeki kuvvet elemani olan kalp gelisimsel olarak toraks
boslugunun sol kismina daha yakin sekilde ve sternum, vertebral kolon, diyafram ve
akcigerler arasinda konuslanmig oblik bi¢imli bir organdir (Ross ve Pawlina, 2014). Kalbin
icinde bulundugu boslukta sabit kalmasini saglayan ve komsu yapilarla siki sekilde
tutunmasina olanak veren yapi ise kalbi ¢evreleyen perikard isimli fibr6z bir kesedir. Kalp
anatomik olarak sag ve sol atriyumlar (kulak¢ik) ve sag ve sol ventrikiiller (karincik)
olmak tizere 4 bosluk igeren miiskiiler bir yapidir (Cizim 1.7). Kalbe gelen kan bu
bosluklar iginde atriyum-ventrikiil dogrultusunda tek yonlii olacak bicimde
pompalanmaktadir. Kalbin sag ve sol yarilar1 6zel yapilar tarafindan ikiye ayrilmig
durumdadir. Bu yapilardan birincisi atriyumlar arasinda bulunan, kalp kasindan olusan ve
endokard ile ddsenmis interatriyal septumdur. Ikinci ayirici yapr ise ventrikiiller arasinda
bulunan, fibréz dokudan ve bazi alanlar disinda yine aynmi sekilde kalp kasindan olusan ve
endokard ile dosenmis interventrikiiler septumdur. Atriyum ve ventrikiiller arasindaki
ayrim ise kanin ters yonlii akimini engelleyecek bikiispit (mitral) ve trikiispit kapakgiklar

ile saglanmaktadir.
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Sol pulmoner arter

Sol atrium Sol pulmoner ven Stiperior vena cava
Sag pulmoner arter

Interatriyal septum

Sag atrium

Mitral kapakeik

Trikiispit kapakgik

Sag ventrikiil

Pulmoner
kaslar

\ Sol ventrikiil
Interventrikiiler septum

Sol ventrikiil

Cizim 1.7. Kalbin morfolojik yapisi.

Kalbin sag yarisi pulmoner sisteme kan pompalamakla gorevli olan kismidir.
Viicuttaki dokulardan toplanarak gelen ve karbondioksit, artik maddeler yoniinden zengin
kan inferior ve superior vena cava ile sag atriyuma aktarihir. Kan sag atriyumun
kasilmasiyla sag ventrikiile iletilir. Sag ventrikiile dolan kan ise pulmoner kaslarin
kasilmasiyla pulmoner dolasima katilarak oksijence zenginlestirilmek tizere akcigere
gonderilir. Akcigerde ’Starling Hipotezi’’ne gore kapillerler seviyesinde karbondioksit
bakimindan temizlenerek oksijence zenginlesen kan pulmoner venler ile sol atriyuma geri
doner (Hu ve Weinbaum 1999). Sol atriyumun kasilmasiyla sol ventrikiile iletilen kan
ventikiiler kasilmayla aort aracilifiyla sistemik dolasim kapsaminda tiim viicuda

pompalanir.

Genel anlamda bir yetigskin kalbi sistemik veya pulmoner dolagima dahil olmasi
gereken kani pompalamay1 saglayacak atriyal ve ventikiiler kaslar, kalbin seklinin
korunmasina yardime1 olan fibroz iskelet, kalp dokusunun beslenmesi icin gerekli arteriyal
kan desteginin saglandig1 koroner damar sistemi ve ve kalp kasmnin kasilmasi i¢in gerekli
impuls olusumunu ve yayilmasini saglayan iletim sistemi olmak {izere 4 yapidan meydana

gelmektedir.
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Kalp kasi, iskelet kasi ile benzer histolojiye sahip kasilgan filamentlerden meydana
gelmektedir. Bu benzerlik nedeniyle kalp kasi dokusu histolojik incelemelerde hiicrelerin
ve filamentlerin olusturdugu cizgiler meydana getirmektedir. Ayrica bitisik kalp kasi
dokusu kalp kast hiicrelerinin (kardiyomiyosit) arasindaki Ozellesmis hiicre-hiicre
baglantilarinin olusturdugu merdiven goriiniimlii interkalar disk olarak adlandirilan bantlart
da icermektedir. Kardiyomiyositler arasindaki tutunmama bolgesini simgeleyen interkalar
disk tipik ve Ozellesmis hiicre-hiicre baglantilar1 fasiya adherens, makula adherens
(desmozom) ve oluklu baglantilar (gap junction) olmak iizere 3 tiptir. Fasiya adherens
imterkalar disk yapisinin enine segmentini olusturmaktadir ve sarkomerin ince filament
bileseninin plazma membranina baglanmasiyla gorevlidir. Makula adherens interkalar
diskin hem enine hemde dikine olan segmentinde bulunarak kardiyomiyosit hiicrelerinin
kasilmasindan dogan gerginlikle komsu hiicrelerin birbirinden ayrilmasini engellemektedir.
Oluklu baglantilar interkalar disk yapisinin lateral segmentinde yer almaktadir. Oluklu
baglantilar kalp kasi hiicreleri arasinda iyon ve madde biitlinliigli olusturacak tarzda bir
gecise izin vererek dokusal devamlilik meydana getirir ve boylece kalp kasinin top yekiin

kasilmasina olanak saglamaktadir.

Kalbin fibréz iskeleti, kalp kapakgiklarmin deliklerini c¢evreleyen fibroz
halkalardan, halkalar1 birbirine baglayan sol ve sag fibréz trigonlardan ve kalp kasmin yer
almadig1 interatriyal ve interventrikiiler septumlarin membranéz kisimlarindan meydana
gelmektedir (Cizim 1.8). Fibroz halkalar histolojik olarak siki bag dokudan olusmaktadir
ve iligkili oldugu dokulari tutunma alanlar1 olusturmakla gorevlidirler. Ayrica atriyum ve
ventrikiil arasinda serbest impuls iletimini engelleyen bir yapi olarak da faaliyet

gostermektedirler.

Pulmoner gévdenin
fibroz halkas1 Conus ligamenti

7 \ y Intreventrikiiler septumun
Aortun fibréz halkasi o ) membranéz kismi
) N ¢  Trikiispit kapakg1gin
Sol fibréz trigon N\ 4 fibdrz halkast
o A\ ,> N
Mitrol kapak¢igin i S".A =
&

fibréz halkas:

Sag fibroz trigon

Atrioventrikiiler his demetleri

Cizim 1.8. Kalbin fibroz iskeleti.



Kalbin koroner sistemi, kalp dokusunun fizyolojik olarak devamliligini
saglayabilmesi i¢in gerekli besin ve gaz alis-verisine imkan saglayan iki adet koroner arter
(sag ve sol koroner arter) ve kardiyak venlerden meydana gelmektedir. Koroner arterler
aortun c¢ikan kismindan dallanma yaparak baglarlar ve kalbin apeks bolgesine devam
ederek kalbin ihtiya¢ duydugu kani temin etmekle gorevlidirler. Kardiyak venler ise
karbondioksit ve atitk maddeden zengin kirli kanin sag atriyuma geri drene olmasini

saglayan koroner siniislerle baglantilidir.

Kalbin iletim sistemi, kabin ritmik sekilde kasilmasini saglayan &zellesmis
yapilardan meydana gelmektedir. Bu iletim sistemi kalbin kasilmasi i¢in gerekli elektriksel
depolarizasyonu atriyum baslangicinda sinoatriyal diigiim ile, ventrikiil girisinde ise
atriyoventrikiiler diigiim ile saglamaktadir (Cizim 1.9). Ozellesmis kalp hiicreleri
tarafindan baslatilan elektriksel impuls sinoatriyal diiglim aracilifiyla atriyumu gecerek
atriyoventrikiiler diigiime iletilir. Atriyoventrikiiler diiglimde toplanan impuls his demetleri
ile fibroz iskelet ilizerinden ventrikiile aktarilmaktadir. His demetleri impulsu tiim
ventrikiile iletmek tiizere Once sag ve sol demet dallarina, sonra da kardiyak iletim
hiicrelerinden meydana gelen daha kiiciik boyutlardaki Purkinje fiberlerine ayrilmaktadir.
Purkinje fiberlerinin yapisindaki hiicreler arasinda bulunan interkalar diskler sayesinde ¢ok

hizli sekilde iletim saglamaktadir.

Sinoatriyal
(SA) diigiim

Sag atrium
Sol demet

Atrioventrikiiler
(AV) diigiim

Atrioventrikiiler
His demetleri

Purkinje fiberleri
Sag demet

Cizim 1.9. Kalbin impuls iletim sistemi.
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Kalp duvari, atriyumlarda ve ventrikiillerde ayni1 diizenlenime sahip olmak iizere
distan ice dogru epikard, miyokard ve endokard olarak isimlendirilen 3 tabakadan meydana
gelmektedir (Cizim 1.10). Epikard tabakasi kalbin en dis katmani olup, mezotel
hiicrelerinden ve bunlarin alt kisminda yer alan yag hiicreleri ve bag dokudan
olugmaktadir. Epikard tabakasi igerdigi yag hiicreleri nedeniyle ser6z perikardin visseral
tabakas1 olarak da bilinmektedir. Koroner arter ve kalbe gelen sinirler epikard tabakasinda
yer almaktadir. Miyokardiyum kalp kasi hiicrelerinin (kardiyomiyosit) olusturdugu ve
kalbin ana islevi olan pompalama igin gerekli kuvvetin tiretildigi tabakadir. Atriyumlardaki
miyokard tabakasi ventrikiillerdekine nazaran daha incedir. Bunun sebebi ise
atriyumlardaki kanin ventrikiillere pompalanmasi i¢in daha az bir kuvvet gerekirken,
ventrikiillerdeki kanin sistemik ya da pulmoner sisteme iletilebilmesi i¢in daha yiiksek
seviyede bir kuvvetin gerekli olmasidir. Endokard tabakasi kalbin iletim sistemiyle iliskili
olan tabakasidir ve kendi icerisinde 3 alt tabakaya ayrilmaktadir. Bunlar endoteliyal ve
subendoteliyal bag dokusunun olusturdugu i¢ tabaka, bag dokusu ve diiz kas hiicrelerinden
olusan orta tabaka ve subendokondriyal tabakadan olusan ve miyokard ile devamlilik

gosteren dis tabakadir.

Miyokard Epikard

Endokard | | Perikard

- Adipoz doku

Aort —__ | Ser6z perikardin
yag katmani
— Serdzperikardin
parietal katmani
Sag atrium —__ — Fibrozperikard
Liea r f
Perikardiyal bosluk
Sol ventrikiil /
Perikard

Cizim 1.10. Kalbin histolojik katmanlari.

Kalp kapakgiklari, bag dokusu ve endokard tabakasindan meydana gelmektedir.
Kalp kapakgiklar1 ve bagl oldugu bag dokusu fibr6z halkalar1 meydana getirmektedir. Her

bir kalp kapakcigi fibroza, spongiyoza ve ventrikiilaris olmak iizere 3 tabakadan meydana
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gelmektedir. Fibroza tabakasi kapagin merkezi konumundadir ve diizensiz siki bag
dokusundan olusur. Spongiyoza tabakasi proteoglilan, kollajen ve elastik fiberlern
meydana gelen ve kapakgiklarin atriyumlara veya kan damarlarina bakan yiizeyindeki
gevsek bag dokusundan olusur. Ventrikiilaris elastik fiberler iceren ve endotel hiicreleriyle
désenmis siki bag dokusundan meydana gelmektedir. Ventrikiilaris tabakasi kapak¢iklarin

ventrikiil veya atriyumlara bakan yiizeyinde bulunmaktadir.

1.4.1. Kalp Dokusunun Ekstraselliiler Matriksi

Kalp dokusu, kardiyomiyositler, fibroblastlar, endoteliyal hiicreler, diiz kas hiicreleri,
sinir hiicreleri ve ekstraseliiler matriks proteinlerinden meydana gelmektedir (Bowers ve
Baudino 2012). Fibriler bir ag yapisinda olan kalp ekstraseliiler matriksi, iginde bulunan
hiicrelerin iglev gosterebilmeleri i¢in uygun mimari yapiy1, mekanik ve kimyasal sinyalleri,
yumusakligir ve/veya sertligi ve direnci saglamaktadir. Kalp dokusundaki hiicreler igin
canlilik, ¢ogalma ve morfoloji bakimindan anahtar role sahip olan ekstraseliiler matriks
kalp hiicrelerinin diizglin sekilde atim yapabilmesi i¢in gerekli kan akis sistemine ve kalp
hiicrelerinin belli bir organizasyonda dizilim gostermesine de taban teskil etmektedir
(Curtis ve Russel 2011). Ekstraseliiler matriks proteinlerinin baglica iiretim kaynagi olan
fibroblast hiicreleri ve kalp dokusunun fonksiyonel elemanlar1 olan kardiyomiyosit
hiicreleri toplam hiicre miktarinin yaklasik %75’ini ihtiva etmektedir (Manabe ve dig.
2002). Kalp ekstraseliiler matriksinde yer alan bir diger onemli hiicre grubu ise sinir
hiicreleridir. Kalbin ana islevi olan kasilma olaymin uyaricist olarak faaliyet gosteren
otonom (vagal) ve sempatik sinir hiicrelerinin uzantilart miyokard tabakasina kadar
uzanmaktadir. Kalbin atrial ve ventrikiiler kasilabilmesi i¢in gerekli olan uyart1 vagus ve
sempatik sinirlerin sinoatriyal ve atriyoventrikiiler diiglimleri innerve etmesiyle

saglanmaktadir.

Miyokardiyal ekstraseliiler matriksi baslica kollajen tip I, III, IV, V, VI’den,
fibronektin, laminin ve elastin gibi glikoproteinlerden, kondroitin siilfat, heparin siilfat gibi
proteoglikanlardan, hyaluronan gibi glikozaminoglikanlardan, ekstraseliiler proteazlardan
ve ckstraseliiler matriks reseptorlerinden meydana gelmektedir. Ekstraseliiler matriksin
glikoprotein, proteoglikan ve kollajen bilesenleri, integrin transmembran proteinleri
araciligryla kardiyomiyosit hiicrelerinin iskelet elemanlariyla baglanti kurarak dokunun
geometrisini olusturmaktadir. Oyle ki kardiyomiyositler a3f1 integrin reseptorii ile

kollajen tip | proteinine, a3f1 ve a5B1 integrin reseptorii ile fibronektin proteinine ve
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alPBl, a3pBl ve a7PB1 integrin reseptdrii ile laminin proteinine baglanmaktadir (Ross ve
Borg 2001, Goldsmith ve Borg 2002). Bu baglanma sonucunda integrin proteininin
baglantili oldugu hiicre igi ikincil molekiiller yardimiyla aktiflesen ya da baskilanan
sinyaller ile transkripsiyon seviyesinde degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimler ile
hiicrelerin membran organizasyonu, canliligini, sagkalimini ve dongiisiini kontrol

edilmektedir.

Fibronektin, eckstraseliiler matriksin temel bilesenlerinden birisidir. Proteoglikan
yapisindaki yiiksek molekiiler agirliga sahip olan fibronektin integrinlere (a3p1 ve aSB1),
kollajenlere ve fibrin molekiillerine baglanarak kardiyomiyosit hiicrelerinin fonksiyonuna
ve sagkalimina aracilik etmektedir (Pankov ve Yamada 2002). Laminin, 400 kDa’luk
boyutu ile ekstraseliler matriksin en ylksek molekiller agirligmma sahip
glikoproteinlerinden biridir. Bazal membranin bazal lamina tabakasinda yogunlukla
bulunan laminin, ekstraseliiler matriksteki hiicrelerin dokuya tutunmasini ve dokunun ii¢

boyutlu mimarisini kazanmasinda oldukca 6nemli role sahiptir.

Kollajen, ekstraseliiler matrikste en ¢ok bulunan yapisal bilesendir ve kalp
dokusundaki hiicreler tarafindan tiretilmektedir. Kollajen tip I ve tip III fibroblast ve diiz
kas hiicrelerinden sentezlenirken, kollajen tip IV ise kardiyomiyositler ve endotel
hiicrelerinden sentezlenmektedir (Corda ve dig. 2000). Kollajen memelilerde en g¢ok
bulunan protein olmasi nedeniyle, viicut agirliginin ortalama %25-30’unu olusturmaktadir.
Kalp ekstraseliiler matriksinde fizyolojik olarak en ©6nemli kollajen tiplerinden olan
kollajen tip 1 (total kollajenin %85’ini olusturur) gerilme kuvvetine kars1 direnci
saglamakla gorevliyken, kollajen tip III (total kollajenin %11’ini olusturur) ise dokunun ii¢
boyutlu mimarisinin devamliliginda islev gostermektedir (Jugdutt 2003). Kollajen
proteinlerinin dokuda asir1 miktarda birikmesi kalpte fibrozis gelismesine neden
olmaktadir. Bu nedenle kardiyak fizyolojinin devamliligi i¢in ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin miktar1 kontrol altinda tutulmaktadir. S6z konusu bu kontrol mekanizmasi,
kollajen, fibronektin, proteoglikan, laminin ve jelatin gibi bilesenlerin par¢alanmasinda
gorevli olan matriks metalloproteazlar ve bu enzimlerin inhibitorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Bu enzim-inhibitor ikilisinin arasindaki denge ile kalp ekstraseliiler
matriksinin  homeostazin1 saglamaktadir ve Kkalp dokusu patolojik siireglerden
korunmaktadir (Ahmed ve dig. 2006, Moore ve dig. 2012).
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1.5. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (vascular endothelial growth factor; VEGF)
cok islevli bir bliylime faktoriidiir. VEGF proteini endotel hiicrelerinde, makrofajlarda,
aktif T-hiicrelerinde ve diger hiicre tiplerinde tiretilmektedir (Melter ve dig. 2000). VEGF
ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta biiylime faktorii
(placenta growth factor; PIGF) olmak tizere 6 farkli ligand proteininden meydana
gelmektedir. VEGF reseptorleri (VEGFR) ise VEGF-1, VEGF-2, VEGF-3 ve NRP-1
(neuropilin-1) ve NRP-2 (neuropilin-2) yardimeci reseptorleri (coreceptor) olmak iizere
toplam 5 farkli reseptorden olusmaktadir (Cizim 1.11). VEGF proteinleri ve onlarin
reseptorleri (VEGFR) embriyonik siireg, tiimor olusumu, kardiyak iskemi ve yara
lyilesmesi vb. gibi fizyolojik durumlarda anjiyogenez, vaskiilojenez ve vaskiiler
gecirgenlik mekanizmalarindan sorumlu molekiillerdir. VEGF geninin ifadesi ise hipoksi,
biiylime faktorleri, timor olusumu ve strojen, TSH ve nitrik oksit (NO) iiretimi gibi gesitli
uyaranlar tarafindan transkripsiyon ve translasyon seviyelerinde kontrol edilmektedir (Xie
ve dig. 2004).

" rir | [vecrs] "VeGF-A | FveGr-£ "veer-C| EVEéF-D]

* Hiicre Migrasyonu * Vaskiiler Gegirgenlik * Hiicresel Sagkahim * Hiicre proliferasyonu
(Gog) (Cogalma)

Cizim 1.11. VEGF ve VEGFR tipleri.
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1.5.1. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (VEGF) Tipleri

VEGF-A

Insan VEGF-A geni 8 ekzon ve 7 intron igerek bir mRNA’y1 kodlayacak diziye
sahiptir ve genomda 6p21.3 bolgesinde lokalize halde bulunmaktadir (Houck ve dig. 1991,
Vincenti ve dig. 1996). 1, 2, 3, 4, 5 ve 8.ekzondan kodlanan protein kismi 6ncii protein
olarak sentezlenir ve 7.eckzondan kodlanan katyonik protein kismi ile birleserek biitiin
VEGF-A proteinini meydana getirir. VEGF-A genininden tiretilen mRNA’nin alternatif
kesim mekanizmasinin sonucu olarak VEGF1,1, VEGF145, VEGF145, VEGF152, VEGF 65,
VEGFi6sb, VEGF1g3, VEGF139 Ve VEGF05 olmak iizere 9 farkli alt tipi bulunmaktadir
(Bates ve Harper 2003). Bu alt tiplerinden hepsi sahip olduklari sinyal dizileri sayesinde
baglandiklar1 reseptor molekiiliinde bir sinyal baslatirlar. VEGF izoformlarimin viicut
icindeki seviyelerinin diizenlenmesine dair kesin bilgiler bulunmamakla birlikte, VEGF
tireten hiicrelerin daha ¢ok VEGFi21, VEGFis5 ve VEGFig9 izoformlarini sentezledigi
bilinmektedir. VEGF 45 yaklagik 46 kDa agirhiginda bir izoformdur. Homodimer olarak
sentezlenen bu molekiil ekzon 7 tarafindan kodlanan 15 amino asitlik bir baglanma
bolgesiyle heparine baglanma 6zelligi gosterir (Leung ve dig. 1989). VEGF1,; ekzon 6 ve
ekzon 7 eksik olan bir mRNA tarafindan kodlandigi i¢in heparine baglanma ozelligi
icermemektedir ve hiicreden serbest olarak salinmaktadir. VEGF1g9 ekzon 6 ve ekson 7
tarafindan kodlanan bir baglanma bdlgesi ise heparine ve heparan siilfat proteoglikanlara
cok giclii sekilde baglanarak ekstraseliiler matrikste kalmasini1 saglamaktadir. VEGF-A
VEGFR-1, VEGFR-2 reseptdrlerine ve bunlarin yardimci reseptorleri NRP-1 ve NRP-2’ye
se¢imli olarak baglanabilmektedir. Ornegin, VEGF155 NRP-1 ve NRP-2’ye baglanirken,
VEGFi45 yalnizca NRP-2’ye baglanmaktadir (Gluzman-Poltorak ve dig. 2000).

VEGF-B

VEGF-B c¢ok ¢esitli dokularda bulunmasinin yani sira, 6zellikle kalp ve iskelet kasi
dokularinda siklikla tiretilmektedir. VEGF-B molekiilii 6.ekzonda gecirdigi alternatif
kesim sonrasinda VEGF-Bigs ve VEGF-Big; olmak iizere iki farkli izoform olarak
sentezlenmektedir (Makinen ve dig. 1999). Bu VEGF-Bigs ve VEGF-Big7 izoformlari

VEGFR-1 ve NRP-1 reseptorlerine baglanarak monosit aktivasyonu, inflamatuar artritte
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vaskiiler diizenleme ve iskemi yaralanmalarindan korunma gibi fizyolojik olaylarda rol

oynamaktadir (Mould ve dig. 2003, Sun ve dig. 2004).

VEGF-C ve VEGF-D

VEGF-C proteini VEGF165 ile yaklasik %30’luk amino asit benzerligi igeren 388
amino asitlik bir polipeptid zincirinden meydana gelmektedir. Ancak VEGF-C diger
VEGF tiplerinin aksine N-termimal ve C-terminal uglarinin yapisi itibariyle en ¢cok VEGF-
D proteinine benzerlik gostermektedir. Preproprotein (6ncii) formda {iiretilen VEGF-C ve
VEGF-D molekiilleri iiretildikten sonra proteolitik olgunlasma siireci gecirmektedir. Oyle
ki uzun N-terminal ve C-terminal propeptidleri i¢eren bu preproprotein formu art arda iki
proteolitik kesim gecirmektedir. Proteolitik kesimler neticesinde VEGFR2 ve VEGFR-3
reseptorlerine yiiksek baglanma ilgisine sahip VEGF-C ve VEGF-D proteinleri meydana
gelmektedir. VEGF-C proteini VEGF-2 ve VEGF-3 reseptorlerine ve NRP-2 yardimci
reseptoriine baglanirken, VEGF-D proteini yalnizca VEGFR-3 reseptoriine baglanir. S6z
konusu baglanmalar sonucunda VEGF-C proteini damar ve lenf endoteliyal hiicrelerinde
parakrin etkiyle mitojenik aktivasyon saglanmaktadir (Veikkola ve dig. 2003, Karkkainnen
ve dig. 2004). VEGF-D proteini ise reseptor etkilesimiyle tiimér dokusunda

lenfanjiyogenezi ve metaztazi uyarmaktadir (Stacker ve dig. 2001).

VEGF-E

VEGF-E proteini ilk olarak parapoxvirus tipi Orf virus genomunda tanimlanmistir
(Lyttle ve dig. 1994). VEGF-E amino asit dizilimi agisindan VEGF165 ile %25’lik
benzerlik icermesine ragmen, VEGF165’in aksine yalnizca VEGFR-2 baglanabilir. Esas
olarak VEGF-E molekiili VEGF-Enz.,, VEGF-Enz.7, VEGF-Enz.10, VEGF-Epi701 Ve
VEGF-Eyress proteinlerinden olusan bir protein grubu i¢in kullanilan genel bir terimdir.
Ancak heparine baglanma 06zelligi icermemesine ragmen endoteliyal hiicreler iizerindeki
mitojenik etki ve anjiyogenezi artirmak agisindan VEGF g5 ile benzer potansiyele sahiptir
(Takahashi ve Shibuya 2005).
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PIGF

PIGF proteini tiim gebelik siireci boyunca plasentada yiiksek seviyede ifade edilen ve
VEGEF ailesinin ilk tanimlanan proteinidir (Maglione ve dig. 1991). PIGF plasentadan
baska kalp, akciger, tiroid bezi ve iskelet kaslarinda da ifade edilmektedir (Persico ve dig.
1999). PIGF genindeki alternatif kesim mekanizmasi nedeniyle PIGF-1 (PIGFi31), PIGF-2
(PIGF15;), PIGF-3 (PIGF503) ve PIGF-4 (PIGF2,4) olmak tizere 4 izoform bulunmaktadir.
PIGF-1 en kisa izoformdur ve tipki PIGF-3 izoformu gibi heparine baglanma 6zelligine
sahip degildir (Cao ve dig. 1997). PIGF-4 heparine ve PIGF-2 ise hem heparine hemde
NRP-1 ve NRP-2 yardimc1 reseptorlerine baglanabilmektedir (Yang ve dig. 2003). Bu 4
izoformun hepsi VEGFR-1 reseptoriine baglanmaktadir (Sawano ve dig. 1996). PIGF ve
VEGFR-1 etkilesimi sonucunda anjiyogenez, iskemi, inflamasyon, yara iyilesmesi ve

kanser gibi durumlarda kolateral bityiime goriilmektedir (Carmeliet ve dig. 2001).
1.5.2. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptorii (VEGFR) Tipleri

VEGFR-1

VEGFR-1, 180 kDa agirliginda bir membran proteinidir. VEGFR-1 reseptorii
yapisindaki ikinci Ig domaini ile VEGF-A, VEGF-B ve PIGF ligandlarma yiiksek
etkinlikte baglanabilen bir reseptordiir. VEGFR-1 baslica vaskiiler endoteliyal hiicrelerde
olmak tizere, makrofaj, monosit ve hematopoetik kok hiicre gibi non-endoteliyal
hiicrelerde de ifade edilmektedir. VEGFR-1 reseptorii araciliiyla baglatilan hiicresel sinyal
sonucunda hematopoetik kok hiicrelerin farklilagsmasini  ve makrofaj/monositlerin
migrasyonunu uyarmaktadir. (Sawano ve dig. 2001, Hattori ve dig. 2002). Ayrica VEGF-1
molekiilii erken embriyonik gelisim siirecinde anjiyogenezi baskilayici bir etkiye sahip
olmasina ragmen, patolojik durumlar s6z konusu oldugunda anjiyogenezi tetiklemektedir.
Cozilebilir formdaki VEGFR-1 (SVEGFR-1), VEGF-A proteinine baglanarak bu
molekiiliin diger reseptorlerle olan etkilesimini ve  VEGFR-2’e baglanip heterodimer
olusturarak VEGFR-2 aracilt hiicresel sinyallerin baglatilmasin1 engellemektedir (Kendall

ve dig. 1996).
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VEGFR-2

VEGFR-2, 200-230 kDa agirliginda bir membran proteinidir. VEGFR-2 reseptorii
VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E ligandlarina yiiksek etkinlikte baglanabilen bir
reseptordiir. VEGFR-2 baglica vaskiiler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde olmak {izere,
megakaryosit ve hematopoetik kok hiicreler gibi diger hiicrelerde de iiretilmektedir (Katoh
ve dig. 1995). VEGFR-2 ifade edildigi hiicrelerde 6zellikle VEGF-A ligandi ile etkilesimi
sonucu mitojenik, anjiyogenik ve gec¢irgenlik artirici etkileri ortaya koymaktadir (NagY ve
dig. 2002, Hong ve dig. 2004). Son zamanlarda insan ve fare plazma igerisinde tanimlanan
¢oziilebilir VEGFR-2 (SVEGFR-2)’nin de VEGF aracili anjiyogenez mekanizmasinda
diizenleyici rolleri oldugu diisiiniilmektedir (Ebos ve dig. 2004).

VEGFR-3

VEGFR-3, 195 kDa agirliginda bir membran proteinidir. VEGFR-3 reseptorit VEGF-
C ve VEGF-D ligandlarina yiiksek etkinlikte baglanabilen bir reseptordiir. VEGFR-1 ve
VEGFR-2 reseptorlerinin aksine, VEGFR-3 reseptorii tiretildikten sonra ti¢ boyutlu protein
yapisinda bulunan 5. ekstraseliiler Ig halkasindan proteolitik kesime ugrar. Bu proteoliziz
sonucunda 120 kDa ve 75 kDa agirliklarinda olusan iki parga membrana tasinmadan dnce
disiilfit baglar1 ile baglanarak dimer olusturur (Lohela ve dig. 2003). VEGFR-3
reseptOriiniin ligandlar1 ile uyarilmasi lenfanjiyogenezin uyarilmasi i¢in gerekli ve
yeterlidir. Bu uyarilma endotel hiicrelerini serum yetersizligi ile baslatilan apoptozdan
korumaktadir (Makinen ve dig. 2001).

VEGFR-3 reseptorii kazanilmis bagisiklik yanitinda da rol oynamaktadir. Oyle ki,
yapilan bir ¢alisma VEGFR-3 sinyalinin baskilanmasimin korneada bulunan dendiritik
hiicrelerin lenf nodlarina geg¢isini engelledigini ve kornea nakli sonrasinda hipersensivite
ile birlikte immiin red yanitin gelismesine yol actigini ortaya koymustur (Chen ve dig.

2004).

NRP-1 ve NRP-2

NRP-1, 130-140 kDa agirliginda bir membran glikoproteinidir. NRP-1 reseptorii ilk
olarak aksonal yonlenme (rehberlik) mekanizmasinda goérevli bir semaforin reseptorii

olarak tanimlanmistir ve daha sonra VEGF-A molekiilii i¢inde 6zgiil bir reseptér oldugu
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gosterilmistir (Neufeld ve dig. 2002). NRP-2 reseptorii ise NRP-1 reseptdrii ile amino asit
seviyesinde %44’liikk bir homoloji gostermektedir. NRP-1 reseptérii VEGF65, VEGF-B,
PIGF-2 ve baz1i VEGF-E proteinlerine baglanirken, NRP-2 reseptorii VEGF145, VEGF s,
PIGF-2 ve VEGF-C ligandlarina baglanir.

NRP reseptorlerinin intraseliiler domainleri kisadir ve bu nedenle hiicre i¢inde
biyolojik bir sinyal iletimi baglatmak icin yeterli degildir. Ancak diger VEGF
reseptorlerine yardimci reseptor olarak yardim eder ve gesitli sinyal yolaklar1 aktiflestirilir.
Omegin, VEGFg5 ile hiicresel go¢ ve cogalmasini tetiklenen hiicrelerde VEGFR-2
reseptoriiniin ifade edilme diizeyinin NRP-1 varligi ile arttig1 gosterilmistir (Schuch ve dig.
2002). Transgenik fareler ile yapilan bir in vivo ¢aligma, NRP-1 reseptorii baskilanmig
hayvanlarda yalnizca ndronal gelisimde degil, kardiyovaskiiler yapilarin olusumunda da
ciddi sorunlar meydana geldigini gostermistir (Kawasaki ve dig. 1999). NRP-2 geni
baskilanmis fareler lizerinde yapilan bir diger calismada ise lenfatik damarlarin ve
kapillerlerin ya hi¢ gelismedigi ya da ciddi problemler ile gelistigi belirtilmistir (Yuan ve
dig. 2002).

1.6. Doku Miihendisligi

Canli viicudunda meydana gelen travmalar sonucunda ilgili doku ve/veya organda
cesitli yaralanma ve islev bozukluklari meydana gelmektedir. Kok hiicreler ve iliskili
olduklar1 somatik hiicreler ve ekstraseliiler matriks elemanlar1 gibi canlilik bilesenleri
olusan bu travmatik hasarlar1 ortadan kaldirmak noktasinda oldukga yiiksek bir potansiyele
sahiptir. Ancak viicutta meydana gelebilecek travmatik hasarlar canliligi tehdit edecek
kadar iist boyutlara ulagtiginda, travmatik hasarlarin giderilmesinde bu potansiyel yetersiz
kalmaktadir. Kok hiicre ve doku miihendisligi ¢aligmalar1 ciddi yaralanma ve hasar
durumlarinin giderilmesi igin gerekli potansiyeli saglamak adina rejeneratif (yenileyici) ve
reperatif (onarici) tedavi yaklasimlar iiretmektedir. Doku miihendisligi tekniklerini ve kok
hiicre tabanli tedavileri bir araya getiren bu yaklagimlar ile viicudun sahip oldugu
rejeneratif giiclin tetiklenmesi ya da arttirilmasi, normal fizyolojinin devamliliginin

saglanmasi ve hasarli dokularin ya da organlarin tamir edilmesi hedeflenmektedir.

Doku miihendisligi, tip, matematik, fizik, malzeme bilimi gibi pek ¢ok bilim dalin
kapsayan ve hiicreleri, biyolojik olarak aktif sinyal molekiillerini ve yapi iskelelerini

islevsel bir doku olusturmak {izere bir araya getiren disiplinlerarasi bir bilim dalidir. Daima
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gelisim igerisinde olan doku miihendisligi bilimi rejeneratif ve reperatif tip uygulamalari
icin viicudun ihtiya¢ duydugu biyolojik yapilar taklit etmek ve hatta dogala en yakin

yap1y1 diger bir degisle aynilarini liretmeyi amacglamaktadir.

Kok hiicreler, viicudun kendini yenileme ve onarma mekanizmasinin merkezinde
yer alan aktorlerden biridir. Bu hiicrelerin sahip olduklar1 rejeneratif ve reperatif
potansiyele iliskin bilgilerin ¢ogu klasik kiiltiir kosullarinda yapilan ¢aligmalardan elde
edilmistir. Ancak klasik kiiltiir kosullari, diger bir degisle iki boyutlu (2-B) kiiltiir
kosullari, kok hiicrelerin viicut i¢indeki islevlerini taklit etmek konusunda yetersiz
kalmaktadir. Oyle ki, plastik kiiltiir kaplarina yapisarak diiz bir katman ya da katmanlar
halinde biiyiiylip ¢ogalan hiicreler organlarin {i¢ boyutlu (3-B) mimarisini morfolojik,
fizyolojik ve histolojik agidan tam anlamiyla taklit edememektedir. 2-B kiiltiir
calismalarinin igerdigi bu siirliliklara ¢6ziim olarak gelistirilen doku miihendisligi ve kok
hiicre tabanli 3-B kiiltiir ¢calismalar1 ile hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi, morfolojisi,
fizyolojisi, uyaranlara verdigi tepkiler, gen ve protein ifade profilleri, migrasyon
kapasiteleri ve ilag metabolizmalari gibi pek c¢ok fonksiyonu daha iyi taklit
edilebilmektedir. Doku miihendisligi biliminin sundugu bu mimetik 6zellik daha potansiyel

doku ya da organ tasarimina olanak saglamaktadir.

Doku miihendisliginin temelindeki 3 ana bilesen olan hiicre, yap1 iskelesi ve
biyolojik olarak aktif molekiiller birbirleriyle etkilesim halindedirler. Laboratuvar
ortaminda teknolojinin sundugu cihazlar ve tekniklerle polilaktik asit (PLA), polilaktik
koglikolik asit (PLGA), polietilen glikol (PEG), polikaprolakton (PCL) vs. igerikli yapay
doku iskeleleri ve deseliilarize edilmis dogal yap1 iskeleleri doku miihendisligi
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu yap1 iskeleleri iizerinde g¢ogaltilan ya da
farklilastirilan uygun tipteki mezenkimal kok hiicre, embriyonik kok hiicre ya da uyarilmis
pluripotent kok hiicre gibi hiicreler biyolojik olarak aktif molekiillerden aldiklari sinyaller
neticesinde dogru morfolojiye ve isleve sahip hiicrelere doniisebilmektedir. Biyolojik
olarak aktif molekiillerden gelen sinyaller yalnizca iiretilmek istenen doku ve organin
baslica islevsel hiicre tiplerini olusturulmasiyla sonuglanmaktadir. Vaskiiler endoteliyal
bliylime faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF), fibroblast biiylime faktorii
(fibroblast growth factor, FGF), angiopoetin gibi molekiiller yap1 iskelesindeki damar

agmin olusumunu uyarmaktadir. (Chiu ve Radisic 2010, Freeman ve Cohen 2009).
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Zaman igerisinde gerceklesen teknolojik ilerlemeler doku miihendisligi bilimi i¢in
pek cok biyolojik yapinin iiretilmesine aracilik etmistir. Laboratuvar ortaminda iiretilen bu
islevsel doku ve organlarin hasarli doku ve/veya organlarin tamiri i¢in kullanilmasinin yolu
acilmistir. Ancak yapay yapi iskeleleriyle alakali biyouyumluluk ve biyobozunur olmak ve
gerekli damar agimi icermemek gibi durumlar doku miihendisligi ¢aligmalarinda oldukca
Oonemli problemlerdir. Yapay yap1 iskelelerinin beraberinde getirdigi bu problemlere
¢Ozlim olarak, tamamen biyouyumluluk gdsteren ve miikemmele en yakin ekstraseliiler
matriks bilesenlerine ve damar agina sahip olan hiicrelerinden armndirilmis deseliilarize
dogal yapr iskeleleri kullanilmaktadir. Dogal yapi iskeleleri, yapay olarak iiretilmis yap1
iskelelerinin aksine hiicrelerin yerlesebilmesi, iskele i¢inde hareket edebilmesi, diger
hiicrelerle ya da bilesenlerle etkilesim halinde olabilmesi ve madde alis-verisi yapabilmesi
icin uygun boyutlarda ve sayida porlu bir mimari de saglamaktadir. Bunlara ek olarak,
henliz tam anlamiyla islevsel ve yeterli komplekslige sahip doku ve organlarin
tiretilmesinden olduk¢a uzak olunmasi nedeniyle, doku miihendisligi c¢aligsmalar1 igin
hiicrelerin, yapi1 iskelelerinin ve diger biyolojik olarak aktif molekiillerin 6zellikleri ve

gorevleri hakkinda halen daha ¢ok bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.7. Deseliilarizasyon

Doku ve organlar ana olarak iki temel yapidan meydana gelmektedir. Bunlar doku
ve organlarin fizyolojik islevini gosterecegi hiicreler ve hiicrelerin islevleri iizerinde
diizenleyici ve destekleyici etkiye sahip olan ekstraseliiler matriks bilesenleridir.
Deseliilarizasyon, doku miihendisligi caligmalari i¢in dogal yap: iskelesi elde etmek adina
kullanilan bir tekniktir. Deseliilarizasyon tekniginde mantik c¢esitli fiziksel ve/veya
kimyasal ajanlar kullanilarak hiicreleri etkilesimde olduklar1 ekstraseliller matriks
bilesenlerinden uzaklastirarak, orijinal mimarisi korunmus bir yap1 iskelesi elde etmektir.
Deseliilarizasyon teknigi yalnizca dokulari, uygulanan ajan ile hiicrelerinden ve niikleer
materyallerden arindirmay1 kapsamamaktadir. Bunun yani sira kullanilan ajanin ii¢ boyutlu
doku mimarisine verecegi zararin en az olmasi da bu teknigin en 6nemli kriterlerinden
birisidir. Dokularin veya organlarin deseliilarizasyonu i¢in genellikle kimyasal ve fiziksel
uygulamalarin birlikte kullanimi, matriks biitiinliiglinlin korunmas1 ve islevselliginin
korunmasi acgisindan daha basarili sonuglar vermektedir. Ancak deseliilarizasyon

etkinligini belirleyen etmenlerin baginda dokunun biyokimyasal icerigi gelmektedir.
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Ksenojenik ve allojenik nakillerde en sik karsilagilan sorunlardan birisi de hiicresel
antijenlerin alicinin immiin sistemi tarafindan yabanci olarak algilanip viicutta bir immiin
yanit baslatilmasidir. Ekstraseliiler matriks bilesenleri tiirler arasinda korundugu ve
ksenojenik nakillerde bile kullanilabildigi i¢in rejeneratif ve reperatif tip ¢alismalarinda
gittikce artan oranda bir ilgi odag1 haline gelmektedir (Exposito ve dig. 1992, Mazza ve
dig. 2015). Oyle ki, kalp kapak¢ig1 (Schenke-Layland ve dig. 2003), kan damarlar1 (Dahl
ve dig. 2003), deri (Chen ve dig. 2004), iskelet kas1 (Borschel ve dig. 2004), idrar kesesi
(Freytes ve dig. 2004) ve karaciger (Lin ve dig. 2004) gibi ¢esitli organ ve dokulardan elde
edilen ekstraseliiler matriksler doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlari i¢in c¢alisma

konusu olmustur.

Deseliilarizasyon ve doku miihendisligi alanindaki gelismelerle birlikte tam organ
deseliilarizasyonu basariyla gergeklestirilebilir hale gelmistir (Shupe ve dig. 2010, Guyette
ve dig. 2008). Donor kisitliligi, nakil sonrast doku uyumsuzlugu riski, 6miir boyu immiin
baskilayict ila¢ kullanma zorunlulugu ve graft versus host hastaliklart organ
yetmezliklerini daha da ciddi hale getiren problemlerdir. Deseliilarizasyon ile elde edilen
dogal yap1 iskeleleri ve bu iskelelerin bireyin kendi hiicreleriyle tekrardan donatilmasi

(reseliilarizasyon) s6z konusu problemlere ¢6ziim niteligindedir.

Deseliilarizasyon ~ sonucunda  iskele iizerinde kalan biyolojik  kalintilar
deseliilarizasyonun etkinligini belirlemektedir. Kaliteli deseliilarizasyonun basarili bir
reseliilarizasyon i¢in altin kural olmasi nedeniyle, deseliilarizasyon tekniginin klinik
kullanimda yer almasindan 6nce optimize edilmesi zorunludur (Brown ve dig. 2009).

Organ ve dokularin hiicrelerinden arindirilmasi igin fiziksel ajanlar, enzimatik
ajanlar ve asit, baz, hipotonik ve hipertonik ¢ozelti, deterjan, alkol gibi kimyasal ajanlar
kullanilmaktadir. Bahsi gegen hiicresel arindirma ig¢in kullanilan ajanlar, dokunun
perfiizyonu, basing gradiyentine maruz birakilmasi ve sivi icerisinde bekletilmesi ya da
calkalanmas1 gibi yontemlerle birlikte kullanilmaktadir. Perflizyon yontemiyle yapilacak
deseliilarizasyon doku veya organin damar agma baglanan peristaltik sistem araciligiyla
saglanmaktadir. Perfiizyon sistemi ve uygun kimyasal ve/veya enzimatik ajan kullanilarak
kalp (Guyette ve dig. 2014), karaciger (Oztiirk 2015), akciger (Gilpin ve dig. 2014) ve
bobrek (Liu ve dig. 2015) gibi baslica organlarin deseliilarizasyonu etkili bir sekilde
yapilabilmektedir.  Basing  gradiyenti  yOntemi, enzimatik ajanlarla  yapilan
deseliilarizasyonun basarisini yiikselten yardime1 yontemlerdendir. Sivida bekletme ya da

sivida calkalama yontemiyle yapilan deseliilarizasyonda ana mantik kullanilan ajanin doku
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icine diflizyon yoluyla yayilmasi ve etkisini gostermesidir. Etkili difiizyona olanak
saglayacak kornea (Wilson ve dig. 2016), testis (Baert ve dig. 2015), mesane (Yang ve dig.
2010), kikirdak ve damar (Duisit ve dig. 2018), tendon (Deeken ve dig. 2011) gibi dokular
veya organlar bu yontemle hiicrelerinden arindirilabilmektedir. Deseliilarizasyon igin
kullanilacak ajanin ve yoOntemin se¢iminde dokunun protein, lipit ve karbonhidrat
kompozisyonu, katmanli olup olmamasi, hacmi ve dokudaki hiicrelerin yogunlugu gibi
etmenler Oonem arz etmektedir. Ayrica dokunun sahip oldugu histolojik 6zellikler

deseliilarizasyon siirecinin uzunlugunu da belirlemektedir.

Fiziksel ajanlar etkili bir deseliilarizasyon gergeklestirmekten ziyade, diger
ajanlarla birlikte kullanildiginda deseliilarizasyonu kolaylagtiracak etkiler ortaya
koymaktadir. Dondur-¢6z, basing uygulama, sonikasyon ve c¢alkalama gibi uygulamalar
deseliilarizasyon igin kullanilan fiziksel ajanlardir. Dondur-¢oz teknigiyle yapilan
deseliilarizasyonda hiicre i¢i buz kristallerinin olusumu membran yapilarinin
parcalanmasina ve hiicrelerin lizize ugramasina neden olmaktadir. Dondur-¢6z tekniginde
sicaklik degisimleri kontrollii sekilde gerceklestirilmelidir. Ciinkii s6z konusu sicaklik
degisimleri sonucunca olusan buz kristalleri ayn1 zamanda ekstraseliiler matriksin mikro
mimarisi acisindan da risk teskil etmektedir. Ayrica bu teknikle yapilan deseliilarizasyonda
hiicresel kalintilarin ortamdan uzaklastirilmasi gibi islemlere de gereksinim duyulmaktadir.
Dondur-¢6z teknigi tendon, ligament (Jackson ve dig. 1990, Roberts ve dig. 1991) ve sinir
dokusu (Gulati 1988) gibi yapilarin deseliilarizasyonu igin kullanilmaktadir. Basing
uygulama yontemi de hiicrelerin parcalanmasi ic¢in kullanilcak yardimci tekniklerden
biridir. Ancak bu teknigin ekstraseliiler matrikse verdigi zararin fazla olmasi ve siki bag
dokusundan zengin organ veya dokular icin elverisli olmamas1 nedeniyle deseliilarizasyon
uygulamalarinda pek kullanilmamaktadir. Mekanik ¢alkalama ve sonikasyon gibi fiziksel

ajanlar ise hiicrelerin dokulardan uzaklastirilmas: i¢in kimyasal ajanlarla birlikte

kullanilmaktadir (Gilbert ve dig. 2006).

Enzimatik olarak gerceklestirilen deseliilarizasyon da hiicresel ve niikleer
bilesenleri matriksten uzaklastirmak noktasinda oldukg¢a basarilidir. Lipaz, endoniikleaz,
ekzoniikleaz, tripsin gibi enzimler dokular1 hiicrelerden arindirmak i¢in kullanilan
enzimatik ajanlardir (Kasimir ve dig. 2003). Enzimatik olarak gerceklestirilen
deseliilarizasyonlarin tek baslarma yeterli etki gostermemeleri nedeniyle, diger ajanlarla
kombine bir bicimde kullanilmalar1 basarili sonuglarin elde edilmesi i¢in tercih sebebidir.

Enzimatik ajanlarin kullanimi hiicresel ve niikleer yapilarin yani sira, ekstraseliiler
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matriksteki protein, lipit ve karbonhidrat tirevli bilesenlere de etki edebilemektedir.
Bu nedenle dokunun enzimle muamele siiresi deseliilarizasyon basarisint dogrudan
etkileyebilen bir diger etmendir. Oyle ki, gereginden daha az siireli enzim muamelesi
yeterli hiicresel ve niikleer arinma saglayamazken, gereginden daha uzun siireli
muemeleler ise laminin, fibronektin, elastin ve glikozaminoglikan (GAG) gibi ekstraseliiler
matriks bilesenlerinde istenmeyen parcalanmalara da sebep olabilmektedir. Enzimatik
ajanlarla yapilacak deseliilarizasyon siirecinde basariy1 etkileyen bir diger etmen ise
enzimlerin ¢alismasi i¢in gerekli optimum sicakligin saglanmasidir. Bunlara ek olarak,
pargalanmis hiicrelerden ortama yayilan proteazlara karsi fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF),
aprotinin ve 16peptin gibi proteaz inhibitorlerinin enzimatik ajanlarla birlikte kullanimi

ekstraseliiler matriksin protein bilesenlerinin korunmasi agisindan da oldukga kritiktir.

Asitler ve bazlar, deterjanlar, hipotonik ve hipertonik ¢o6zeltiler ve alkoller
deseliilarizasyon tekniginde kullanilan kimyasal ajanlardir. Asitler ve bazlar hiicrelerin
sitoplazmik bilesenlerinin yan1 sira, DNA ve RNA gibi niikleer materyallerinde de
hidrolitik parcalanmayi tetikleyen ajanlardir. Asetik asit, hidroklorik asit, siilfirik asit ve
sodyum hidroksit, amonyum hidroksit gibi kimyasal ajanlar hiicre membraninin ve
organellerinin pargalanmasi igin oldukga etkilidir (Falke ve dig. 2003). Perasetik asit yap1
olarak kalin ve yogun olmayan dokularin deseliilarizasyonu icin etkili olmasinin yani sira
%0,10-0,15 gibi diisiik konsantrasyonlarda dahi deseliilarize edilmis matriksin
sterilizasyonunu i¢in siklikla kullanilan bir ajandir (Hodde ve Hiles 2002). Bazlarin
deseliilarizasyon i¢in kullanimi1 dermis gibi dokular i¢in etkili sonuglar vermekle beraber,
dokunun ¢ boyutlu mimarisine verdigi zararlar nedeniyle de olduk¢a sinirhidir.
Oyle ki, hiicrelerin beraberinde matriksteki biiyiime faktdrlerinin de uzaklastirilmasina
neden olmasi, kollajen fibrillerine ve GAG molekiillerine verdikleri zarar nedeniyle
sodyum hidroksit ve amonyum hidroksit gibi bazlar deseliilarizasyon ic¢in pek tercih
edilmemektedir (Reing ve dig. 2010). Triton X-100, sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum
deoksikolat gibi iyonik deterjanlar ve Triton X-100 gibi aniyonik deterjanlar
deseliilarizasyon i¢in yaygin olarak kullanilmadir. Deterjanlar hiicresel ve niikleer yapilarin
birbirlerinden ve ekstraseliiler matriksten ayrilmasinda ve proteinlerin denatiire olmasinda
oldukga etkili ajanlardir. Deterjan ile deseliilarizasyon ekstraseliiler matriksteki GAG ve
kollajen bilesenlerinin kayb1 agisindan risk tasimaktadir. Bu nedenle kullanilacak
deterjanin tiirli, miktari, uygulanma siiresi, dokunun hacmi ve molekiiler igerigi

deseliilarizasyon basarisin1 ve ekstraseliiler matriks biitiinliiglinii etkileyen en 6nemli
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etmenlerdir (Rieder ve dig. 2004, Hudson ve dig. 2004, Cebotari ve dig. 2010). Triton X-
100 ile kiyaslandiginda, SDS bobrek, karaciger ve kalp gibi dokularin deseliilarizasyonda
ve hiicresel kalintilarin matriksten uzaklastirilmasinda daha etkili bir kimyasal ajandir
(Uygun ve dig. 2010, Cebotari ve dig. 2010). Etkili bir deseliilarizasyon saglamasina
ragmen, SDS’in deseliilarizasyon siirecinde dokunun dogal yapisina zarar verdigi ve GAG
konsantrasyonunda diisiise ve kollajen biitiinliiglinde kayba yol agtig1 da bilinmektedir. Bu
nedenle diisiik yogunluklarda SDS kullanilarak yapilan deseliilarizasyon ile bu negatif

etkilerin en aza indirgenmesi hedeflenmektedir (Gilbert ve dig. 2006).

Hipertonik ve hipotonik ¢ozeltiler, DNA-protein etkilesimini bozmalar1 ve
hiicrelerde ozmotik soka yol agmalari nedeniyle doku veya organlarin hiicrelerinden
arindirilmasit  siirecinde  kullanilmaktadir. Lizize ugratilan hiicrelerin  ekstraseliiler
matriksten arindirilmasinda yardimci ajan olarak kullanilabilen hipertonik ve hipotonik
cozeltiler siral1 ve diger diger deseliilarizasyon ajanlariyla birlikte kullanildiginda etkili bir
sonu¢ gosterebilmektedir. Alkoller dokudaki suyun uzaklastirilmasinda ve lipit temelli
hiicresel elemanlarin pargcalanmasinda yardimci ajanlardandir (Prasertung ve dig. 2008,
Flynn ve dig. 2010). Ancak diger kimyasal ajanlar gibi, hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler
ve alkoller de ekstraseliiller matrikse belli oranda zarar verdikleri igin, etkili bir
deseliilarizasyon icin bu ajanlarin kullanim miktarlar1 ve siireleri konusunda optimizasyona

thtiya¢ duyulmaktadir.

Deseliilarizasyon tekniginde hiicreleri dokudan uzaklagtirmak i¢in kullanilan her
yontem Ve ajan ekstraseliiler matriksin ti¢ boyutlu mimarisinde bir takim degisiklige neden
olmaktadir. Etkili ve basaril bir deseliilarizasyon fiziksel, enzimatik ve kimyasal ajanlarin
birlikte kullanildigr yaklasimlarla saglanabilmektedir. Genel anlamda deseliilarizasyon
protokollerine bakildiginda, siire¢ iyonik ¢o6zeltiler veya fiziksel muameleler igin
hiicrelerin lizize ugratilmasi ve ardindan hiicresel ve niikleer bilesenlerin enzimatik ajanlar
ve deterjanlar ile dokudan uzaklastirilmas: seklinde devam etmektedir. Organlari
hiicrelerinden arindirma siirecinde kullanilan kimyasal ve biyolojik ajanlar ve siireg
sonrasinda matriksteki hiicresel kalintilar immiinolojik yanitlarin gelismesine ve
biyo-uyumlulugun azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle deseliilarizasyon sonrasinda
elde edilen ekstraseliller matriksin biyolojik agidan giivenilir oldugundan emin olmak
gerekmektedir. Bu amagla, matriksteki DNA, protein ve fosfolipit gibi hiicresel elemanlar
incelenerek deseliilarizasyon basarisi hakkinda bilgi elde edilebilmektedir. Bunun yani sira

giinlimiizde deseliilarizasyon i¢in kullanilan teknikler s6z konusu bu hiicresel elemanlarin
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ekstraseliiler matriksten uzaklagtirmak noktasinda tam anlamiyla etkin degildir.
Ancak yinede deseliilarizasyon etkinliginin yeterli oldugunu isaret eden bazi kriterler de
mevcuttur. Bu kriterlere gore, deseliilarizasyon sonrasinda 1 mg ekstraseliiler matriksteki
c¢ift zincirli DNA en fazla 50 ng kadar olmalidir, DNA parcalarinin uzunlugu 200 baz
giftinden az olmahdir ve 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) yapilan immiinfloresan
boyamalarda niikleer yapilar gozlenmemelidir. Deseliilarize edilmis ekstraseliiler matriks
icindeki DNA kalintilarinin miktar1 ve uzunlugu polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase
chain reaction, PCR) sonrasinda yapilan jel elektroforezinin propidyum iyodiir ya da
etidyum bromiir gibi ajanlarla goriintiilenmesiyle kolaylikla tespit edilmektedir. Ayrica
deseliilarizasyon etkinligi belirlemek amaciyla yapilan 3 yontemin de birbirini dogrular

nitelikte olmas1 gerekmektedir (Crapo ve dig. 2011).

Deseliilarizasyon sonrasinda elde edilen ekstraseliiler matriksler in vitro kiiltiir
ortaminda veya in Vivo transplantasyon calismalarinda kullanilmadan once sterilizasyon
acisindan mutlaka degerlenmelidir. Deseliilarizasyon i¢in kullanilan kimyasal ve biyolojik
ajanlar dokuda endotoksin veya patojen yapilart uzaklastirmak igin yetersiz kaldiginda
kullanilacak sterilizasyon ajanit konusunda dikkatli olunmalidir. Ekstraseliiler matriksin
sterilizasyonunda kullanilacak asitler, etilen oksit gibi bir takim ¢oziiciiler ve gama
1sinlamalar1 matriksin mimarisine mikro ve nano boyutlarda zarar verebilmektedir (Hodde
ve Hiles 2002). Son yillarda doku miihendisligi ¢alismalarinda dogal yapi iskelelerinin
sterilizasyonunda perasetik asit kullanilmaya baglanmistir. Perasetik asit diisiik
konsantrasyonda bile kiif ve bakteri olusumunu engellemek agisindan oldukga etkili ve
hizli bir sterilizasyon saglamaktadir. Perasetik asit kullaniminin sterilizasyon siirecinde
ekstraseliiler matriksin mimarisine verdigi zararin minimal olmasi da bu maddenin
kullanimi i¢in ayrica bir tercih sebebidir (Yoganarasimha ve dig. 2014, Kajbafzadeh ve
dig. 2013).

1.8. Notch ve Hedgehog Sinyal Yolaklar

Notch sinyal yolagi canlilar arasinda filogenetik olarak korunmus bir sinyal yolagidir
ve glikozilasyon, hiicre i¢i molekiiller karsilikli etkilesimi ve yolakta gorevli bilesenlerin
ubikitin bagimli yikilmasiyla kontrol edilmektedir. Memelilerde, Notch sinyal yolagi 300
kDa agirliginda Notch 1, Notch 2, Notch 3, ve Notch 4 olmak iizere 4 adet homolog
transmembran proteininden ve Jagged 1, Jagged2, Delta-like 1 (DIl 1), Delta-like 2 (DIl 2),
Delta-like 3 (DIl 3), Delta-like 4 (DIl 4) olmak iizere 5 adet liganddan meydana
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gelmektedir (Borggrede ve Oswald 2009). Notch reseptorlerine ilgili ligandin
baglanmasiyla, reseptor intraseliller kisimdan proteolitik bir kesime ugramaktadir.
Proteolitik kesim sonucunda meydana gelen bu intaseliiler kistm niikleusa tasinarak
transkripsiyon faktorii olarak rol oynamaktadir. Biitiin organizmalarda, Notch sinyali
hiicresel gelisim, farklilagsma, ¢ogalma, apoptoz ve adhezyon gibi olaylar1 kontrol etmek
icin komsu hiicreler arasinda etkili bir iletisimin gerceklesmesini saglamaktadir
(Schwanbeck ve dig. 2011).

Notch sinyal yolagi embriyonik doénemdeki kardiyogenezde atriyumlarin,
ventrikiillerin, kalp kapakgiklarinin ve koroner damarlarin olusumuyla iliskili iken, erigkin
donemde ise iskemi sonrast miyokardiyal yenilenme, anjiyogenezin uyarilmasi, kardiyak
fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimiinii engelleme ve atrioventrikiiler diiglimde
elektrik impulsunun iletilmesi gibi islevlere sahiptir (Del Monte ve dig. 2011, Penton ve
dig. 2012). Notch sinyal yolaginda meydana gelen mutasyonlar perikardiyal 6dem, kalp
kapakeiklarinin, atriyal ve ventrikiiler septumlarin  olusumunda  bozukluklarla
sonuglanmaktadir (Timmerman ve dig. 2004). Fareler {izerinde yapilan bir miyokardiyal
enfarktiis modellemesinde de Notch sinyal yolag:i aktiflestirilmis mezenkimal kok
hiicrelerin naklini takiben enfarktlis alaninda gerileme ve kardiyak islevde artis
gozlenmistir (Li ve dig. 2011).

Hedgehog sinyal yolagi protein-preotein etkilesimleri, pozitif ve negatif geri bildirim
mekanizmalar1 ve fosforilasyon, lipidasyon ve proteolitik kesim gibi post-translasyonel
modifikasyonlardan olusan pek c¢ok hiicresel ve molekiiler mekanizmayla iliskilidir. Bu
nedenle Hedgehog sinyal yolagi hiicre farklilagsmasi ve yenilenmesi mekanizmalarinda
anahtar rol oynamaktadir. Memelilerde, Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH)
ve Desert Hedgehog olmak iizere 3 adet Hedgehog ligandi bulunmaktadir. Bu ligandlar
translasyon sonrasinda proteolitik kesime ugrar ve N-terminal uclaria lipid molekiillerinin
eklenmesiyle aktif formuna kavusmaktadir (Chen ve dig. 2011). Smoothened (Smo) ve
onun negatif diizenleyicisi olan Patched (Pitchl) transmembran proteinleri ve Glil, Gli2,
Gli3 transkripsiyon faktorleri Hedgehog sinyal yolag ile iligkili proteinlerdir. Hedgehog
sinyal yolag1 yalnizca embriyonik dénemdeki koroner damar aginin olusmasi i¢in degil,
eriskin kalp dokusundaki yeni koroner damarlarin olusmasi i¢in de énem arz etmektedir
(Thoma ve dig. 2008). Hedgehog sinyal yolagi kardiyomiyosit farklilasmasi ve ¢ogalmasi,
anjiyogenez, kardiyak onarim ve yenilenme gibi pek c¢ok mekanizmada da  rol

oynamaktadir (Washington Smoak ve dig. 2005, Dyer ve Kirby ve dig. 2009).
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2. AMAC

Bu calismada, doku miihendisligi tekniklerinden olan deseliilarizasyon ile elde edilen
organa 0zgii kalp yap1 iskelesi ve sigan kemik iligi kdkenli mezenkimal kok hiicreler
kullanarak miyokard benzeri bir doku olusturulmasi hedeflenmistir. Kimyasal
kardiyomiyojenik farklilagtirma uyaranlar1 ve ii¢ boyutlu yapi iskelesinin sagladig: fiziksel
uyarim ile gerceklestirilen farklilastirma siirecinde Notch/Hedgehog sinyal yolaklarindaki
degisimlerin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu calismada ayrica deseliilarize edilmis
kalp matriksi lizerine ekilen mezenkimal kok hiicrelerin, uygun kimyasal uyarimla Notch
ve Hedgehog sinyal yolaklarindaki molekiiler degisimler araciligiyla kardiyomiyosit
hiicrelerine farklilagabilecegi hipotez edilmistir. S6z konusu ii¢ boyutlu ortamdaki
kardiyomiyojenik farklilastirma, ayn1 kimyasal uyaranlar kullanilarak gergeklestirilen iki

boyutlu klasik kiiltiir ortamindaki farklilastirma ile kiyaslamali olarak incelenmistir.

Oldukga ileri teknolojileri ve disiplinlerarast yaklagimlart barindiran doku
miihendisligi ile daha 6nce molekiiler diizeyde incelemelerin yer almadig literatiire katki
yapmak ve arastirmacilarin yeni fikirler iiretmesine olanak saglamak c¢aligmanin baslica
hedeflerindendir. Bu sayede, doku ve organ yetersizligi nedeniyle gelisen hastaliklarin
tedavisi ve ilgili viicut pargasinin onarilmasiyla ilgili ¢alismalarinda kapsami arttirilmis
olacaktir. Bunun yani sira, fizyolojik devamliligin saglanabilmesi i¢in dokuya ait hiicre ve
ekstraseliiler matriks bilesenlerinin belirtilen amac¢ dahilinde bir araya getirilmesiyle
islevsel doku tasarimlar1 yapilip yapilamayacaginin cevabi da ortaya koyulacaktir. Bu
calisma paralelinde ortaya g¢ikacak calismalar ise doku miihendisliginin sundugu doku
tasarimi kavramimi git gide daha anlamli ve islevsel c¢alismalar1 tasvir eder hale

getirecektir.
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3. YONTEM
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullari

Bu tez calismasinda, KOGEM’in hiicre koleksiyonunda yer alan ve daha &nce
yapilan arastirmalarda izole edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
kullanildi. izolasyon sonrasinda bu hiicrelerin mezenkimal k&k hiicrelere ait genotipik ve
fenotipik Ozelliklere sahip oldugu ve herhangi bir kimyasal uyarana maruz kalmadig
stirece farklilasmadiklar yapilan karakterizasyon ¢alismalar ile ortaya koyuldu.

Calismada kullanilan hiicreler, penisilin-streptomisin (%1) ve FBS eklentili DMEM-
Ham’s F12 besiyeri kullanilarak kiiltiire edildi. Kiiltiir kabina ekimi gerceklestirilen
hiicreler %5 CO; igeren, 37 °C’lik inkiibatérde kontrollii olarak takip edildi. Yeterli
bliyiime gosterene kadar 3 giinde bir hiicrelerin besiyeri tazelendi ve %70-80 hiicre

yogunluguna ulasan hiicreler pasajlandi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismanin ana hedeflerinden biri deseliilarize edilmis kalp matriksi tizerinde fi¢
boyutlu olarak ve kiiltiir kaplarinda iki boyutlu olarak kiiltiire edilen sigan kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanarak (sKi-MKH) kalp ve/veya kalp benzeri
hiicrelere farklilastirmaktir (Lo ve dig. 2018). Calismanin diger hedefi ise deseliilarize kalp
matriksinin sundugu fiziksel uyarimi ve farklilagma besiyerinin sagladigi kimyasal uyarimi
iki boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiir ortamlarinda karsilastirmali olarak incelemektir. Bu amaca
uygun olarak, deseliilarize matriks iizerine 3-B olarak ve kiiltiir kabina 2-B olarak ekim
yapilan sKI-MKH’ler FBS (%]10), penisilin-streptomisin  (%1) ve 5-azasitidin,
hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili DMEM-Ham’s F12 besiyeri (Cizelge 3.1,
Grup 2 ve 6), FBS (%10), penisilin-streptomisin (%1) ve VEGF eklentili DMEM-Ham’s
F12 besiyeri (Cizelge 3.1, Grup 3 ve 7) ve FBS (%10), penisilin-streptomisin (%1) ve
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit, FGF-2 ve VEGF besiyeri (Cizelge 3.1, Grup 4 ve
8) kullanilarak kiiltiire edildi. Calismada olusturulan deney gruplariyla deseliilarize
matriksten kaynaklanan fiziksel uyarimin ve besiyerine eklenen kimyasal uyaranlarin

kardiyomiyojenik farklilagma iizerine etkisi ayr1 ayr1 ve birlikte olacak bicimde incelendi.
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Cizelge 3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Grupl  Standart 2-B Kiltiir DMEM-Ham’s F12 Uyaran yok 2-B
Besiyeri
Grup2  Standart 2-B Kiiltiir Kardiyomiyojenik Kimyasal 2-B
Farklilagtirma
Besiyeri
Grup 3 Standart 2-B Kiiltiir DMEM-Ham’s F12 ~ VEGF molekiili 2-B
Besiyeri
Grup4  Standart 2-B Kiiltiir Kardiyomiyojenik Kimyasal 2-B
Farklilastirma ve
Besiyeri VEGF Molekiilii
Grup5  Deseclillarize matriks ~ DMEM-Ham’s F12 Fiziksel 3-B
tizerinde 3-B Kiiltiir Besiyeri
Grup6  Deseliilarize matriks Kardiyomiyojenik Fiziksel 3-B
tizerinde 3-B Kiiltiir Farklilastirma ve
Besiyeri Kimyasal
Grup 7 Deseliilarize matriks ~ DMEM-Ham’s F12 Fiziksel 3-B
tizerinde 3-B Kiiltiir Besiyeri ve
VEGF Molekiili
Grup 8  Deseliilarize matriks Kardiyomiyojenik Fiziksel, 3-B
tizerinde 3-B Kiiltiir Farklilagtirma Kimyasal
Besiyeri ve
VEGF Molekiili

3.3. Kalplerin Cikarilmasi Ve Deseliilarizasyonu

Calismada kalp eldesi icin kullanilacak 200-280 gramlik Wistar cinsi albino siganlar

Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi Deneysel Arastirma Biriminden (DETAB) temin edildi ve

s0z konusu islem tam anestezi altinda gerceklestirildi. Anestezi altinda agilan hayvanlarin

kalpleri, organ biitiinliigliniin bozulmamasia dikkat edilerek ¢ikarildi. Kalp oOrnekleri
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penisilin-streptomisin antibiyotikleri bulunan DMEM-Ham’S F12 besiyeri igerisine alinarak

laboratuvar ortamina transfer edildi.

Laboratuvara getirilen kalp 6rneklerine deseliilarizasyon islemi i¢in sirayla su basamaklar
uygulandi; antibiyotikli DMEM-Ham’S F12 besiyerindeki kalp o6rnekleri 100 ml PBS
icerisinde ve 180 rpm hizdaki calkalayicida 1 saat boyunca yikandi. PBS ile yikanan doku
ornekleri 80 ml %1 Triton X-100 ¢ozeltisine alinarak, 180 rpm hizdaki ¢alkalayicida
deseliilarizasyon amaciyla 24 saat boyunca ¢alkalandi. Deseliilarizasyona devam etmek
amaciyla dokular 80 ml %0,5’lik SDS ¢ozeltisine alinarak, 180 rpm hizdaki calkalayicida
48 saat boyunca ¢alkalandi. Ardindan dokular %1°lik SDS ¢ozeltisine alindi ve SDS ¢ozeltisi
1 hafta boyunca her giin tazelenerek, 80 ml %1’lik SDS ¢ozeltisinde ve 180 rpm hizdaki
calkalayicida inkiibasyona devam edildi. Sterilizasyonu saglamak amaciyla deseliilarize
matriks oOrnekleri 80 ml %0,1’lik per asetik asit (PAA) igerisinde ve 180 rpm hizdaki
calkalayicida 24 saat boyunca calkalandi. Matrikslerin sterilizasyonunu tamamlamak igin,
sirastyla %5’lik penisilin-streptomisin igeren 80 ml dH0 igerisinde ve %5’lik anti-anti i¢eren
80 ml dH,0 igerisinde ve 180 rpm hizdaki ¢alkalayicida 24 er saat boyunca g¢alkalandi. Son
olarak deseliilarize matriks 6rnekleri 2 giin boyunca 80 ml dH0 igerisinde ve 180 rpm hizdaki

calkalayicida yikandi ve deseliilarizasyon islemi sonlandirildi.

3.4. Kalp Deselliilarizasyonun Etkinliginin incelenmesi

Deseliilarizasyon etkinliginin incelenmesi amaciyla, deseliilarize edilmis kalp matriksi
ve pozitif kontrol olarak normal kalp dokusundan izole edilen genomik DNA 6rnekleri ile
konvansiyonel PCR yapildi. Ekstraseliiler matrikse 06zgli proteinlerin histolojik olarak
goriintiilenmesi i¢in immiinfloresan boyama yapildi matriksin hiicrelerden arindirildig:
gosterildi. Deseliilarize matriksteki kollajen miktarini normal kalp dokusundaki kollajen

miktariyla kiyaslamak amaciyla da pikrosiriyus red boyamas: yapildi.

3.4.1. PCRile DNA iceriginin Ol¢iilmesi

Deseliilarizasyon sonrasinda kalp matriksindeki DNA igeriginin belirlenmesi
amaciyla DNA saflagtirma kiti (GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Fermentas)

kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. Pozitif kontrol olarak normal kalp dokusundan izole
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edilen DNA &rnekleri kullanildi. Izolasyon sonrasinda B-aktin genine dzgii primerler ve
hata okuma-diizeltme 6zelligi olan DNA polimeraz I ile konvansiyonel PCR yapildi.
Konvansiyonel PCR deneyinin negatif kontrolii olarak DNA 06rneginin olmadig1 grup
kullanild1. Deneyde kullanilan bilesenler ¢izelge 3.2°de listelenmistir. PCR reaksiyonunun
her dongiisii 95 °C’de 30 saniye boyunca gergeklesen denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye
boyunca ger¢eklesen baglanma ve 72 °C’de 1 dakika boyunca gerceklesen uzama
asamalar1 olacak sekilde ayarlandi ve s6z konusu reaksiyon 40 dongii olarak yapildi.
PCR sonrasinda c¢ogaltilan DNA Ornekleri Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tampon
¢ozeltisinde hazirlanan %]1°lik agaroz jelde yatay elektroforez ile yiiriitiildi. 100 V’da
60 dakika boyunca yapilan elektroforez sonrasinda elde edilecek DNA bantlarinin cihazda
(DNR Bio-Imaging Systems) goriintiilenebilmesi i¢in ornekler ile birlikte Sybr Green
boyasi da jele yiiklendi.

Cizelge 3.2. Konvansiyonel PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Tampon ¢ozelti 1X
Magnezyum kloriir (MgCly) 2 mM
Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) 0,2 mM
Tag DNA polimeraz enzimi 1U
DNA 6rnegi 40 ng/pl
Primer 1pM

3.4.2. Histokimyasal ve Immiin Floresan Boyama

Deseliilarize edilmis kalp matriksleri histokimyasal ve immiinfloresan analizler i¢in
doku takip kasetlerine alinarak fiksasyon amaciyla 3 giin boyunca %10’luk formalin i¢inde
inkiibe edildi. Fikse olan matriks 6rneklerinin suyunu giderme (dehidratasyon) amactyla,
ornekler sirasiyla 70’lik etanol, %80’lik etanol, %90’lik etanol, %100’lik etanol
serilerinde 30’ar dakika bekletildi ve ardindan %100’liik etanolde 30 dakika daha
bekletildi. Ardindan matriks igerisine giren alkolii uzaklastirmak i¢in, matriks ornekleri
1 saat ksilen i¢inde inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, parafinin matriks igerisine
girebilmesi-yayilabilmesi i¢in matriks drnekleri 60 °C’de siv1 parafin i¢ine alinarak 1 saat

etiiv i¢inde bekletildi. Parafinle muamele sonrasinda, 6rnekler metal bloklara alinarak,
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bloklar sivi parafin ile kapatildi. Parafine gomiilen matriks Orneklerinden mikrotom
yardimiyla 5 pm’lik kesit alindi ve kesitler poli-L-lisin kapli lam iizerine aktarildi.
Histokimyasal ve immiinfloresan boyama igin, lamlar 70 C’deki etiiv iginde 1 saat
bekletilerek kesitlerdeki parafinin erimesi saglandi. Lam tizerindeki kesitlerden parafinin
uzaklagtirilmasi (deparafinizasyon) amaciyla lamlar ksilen dolu 3 ayr1 kap i¢inde sirasiyla
5’er dakika bekletildi. Kesitlerdeki ksilenin uzaklastirilmasi amaciyla, lamlar sirasiyla
%100’1ik etanol, %90’lik etanol, %80’lik etanol ve %70’lik etanol serilerinde 5’er dakika
bekletildi. Ardindan kesitlerdeki alkolden kurtulmak ve rehidratasyon amaciyla lamlar
distile su icinde bekletildi. Distile su ile yikanmis kesitlerin histokimyasal ve
immiinfloresan analizlerine hazirlik olmasi ve kesitlerdeki antijenlerin agiga cikarilmasi
(antigen retrieval, recovery) amaciyla, lam tizerindeki kesitler 50 mM, pH 6.0 kaynamis
trisodyumsitrat i¢cinde 20 dakika bekletildi.

Histokimyasal analizler icin pikrosiriyus red ile boyanan lamlar Crystal Mounting
Medium ile kapatilarak Leica DMI 4000 151k mikroskobu altinda incelendi. immiinfloresan
boyama oOncesinde, lam {izerindeki kesitler non-spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in
uygun blok serumla 30 dakika inkiibe edildi. Blok serum uygulamasindan sonra kesitlerin
immiinfloresan olarak boyanmasi amaciyla fibronektine 6zgii primer antikor (anti-
fibronektin antikoru, Santa Cruz Biotechnology) ile +4 °C’de gece boyu olarak inkiibe
edildi. Primer antikor uygulamasi sonrasinda PBS ile yikanan kesitler, primer antikora
Ozgii uygun sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulamasi sonrasinda, baglanamayan antikorlarin lam iizerinden uzaklastirilmasi igin
lamlar PBS ile yikandi ve DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, UltraCruz Mounting
Medium for flouresence with DAPI) kapatma medyumu ile kapatildi. immiinfloresan

boyama yapilan lamlar Leica DMI 4000 151k mikroskobu altinda incelendi.

3.4.3. Kollajen Iceriginin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

Deseliilarizasyon islemi sonrasinda, kalp matriksindeki kollajen igerigini deseliilarize
edilmemis kalp dokusuyla kiyaslayarak belirlemek amaciyla deseliilarize kalp matriksi ve
normal kalp matriksi pikrosiriyus red ile boyanarak spektrofotometrik analiz yapildi
(Taskiran ve dig 1999). Bu boyama i¢in, deseliilarize kalp matriksine ve kontrol grubu
olan normal kalp matriksine tripsin eklenerek 3 giin siiresince oda sicakliginda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda tripsinle par¢alanmamis dokulardan kurtulmak amaciyla
20.000 g’de 20 dakikalik bir santrifiij yapildi. Kullanilacak boya ¢6zeltisi 0,5 M asetik asit
ve 0,5 uM pikrosiriyus red karistirilarak hazirlandi. Deneyin standardi olarak kuyruk
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kollajeni kullanildi. Deseliilarize kalp matriksi ve normal kalp matriksi ve kuyruk kollajeni
hazirlanan pikrosiriyus red boyasi ile oda sicakliginda 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Yapilan inkiibasyon sonrasinda, deseliilarize ve normal matriks 6rnekleri ve kuyruk
kollajeni 6rnegi 2.500 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarin 540
nm’de spektrofotometrik oOlgtimleri alindi. Elde edilen oOlglim degerleri hazirlanan

standardin 6l¢lim degerinden ¢ikarilarak normalizasyon yapildi.

3.5. Reselliilarizasyon

Reseliilarizasyon Oncesinde deseliilarize kalp matriksleri %3 penisilin-streptomisin
ve %10 FBS iceren 50 ml DMEM-Ham’S F12 besiyerinde 1 giin boyunca inkiibe edildi.
Cogaltilan sKi-MKH’ler her matrikse 1,5x10° hiicre/cm? olacak bigimde insiilin enjektdrii

yardimiyla ekilerek reseliilarizasyon islemi gergeklestirildi (Kitahara ve dig. 2016).

35.1. Kalp Ekstraseliiler ~Matriksinde sKi-MKH’lerin Canhhginin
Degerlendirilmesi

WST-1 (Water soluble tetrazolium-1) analiziyle deseliilarize matriksin
sKi-MKH’lerin béliinmesine olan etkisi incelendi. WST-1 agik kirmizi renkli kararli bir
tetrazolyum tuzudur. Kararli WST-1 molekiiliiniin koyu kirmizi renkli formazan
bilesenlerine indirgenmesine siiksinat-tetrazolyum enzimi aracilik eder. Bu enzimin islevi
canli hiicrelerin membraninda gergeklesen kompleks bir hiicresel mekanizma ile iliskilidir.
S6z konusu formazan olusumu canli ve metabolik aktivitesi yliksek hiicrelerde gerceklesen
glikolitik NAD(P)H tiretiminin de gostergesidir. Kiiltiir ortamindaki aktif metabolizmasi
olan ve cogalan hiicrelerin goreceli miktar1 ve formazan olusumuna baglh elde edilen
spektrofotometrik 6l¢iim arasindaki direkt iliski WST-1 analizi ile belirlenir.

Deseliilarize matriks iizerinde sKI-MKH’lerin g¢ogalmasmin WST-1 analizi ile
incelenebilmesi i¢in kiiltiir ortamindaki besiyeri tamamen gekildi ve matriks iizerine %10
WST-1 reaktifinin bulundugu DMEM-Ham’s/F12 besiyeri koyuldu. Deseliilarize matriks
WST-1 iceren besiyerinde 3 saat boyunca karanlikta ve standart kiiltiir kosullarinda
bekletildi. Kor okuma yapilabilmesi igin hiicre icermeyen yalmizca WST-1 reaktifinin
oldugu besiyeri kullanildi.

47



3.6. Kalp Ekstraseliiler Matriksinde sKi-MKH’lerin Kardiyomiyositlere
Farkhilastiriimasi

Deseliilarize kalp matriksinin rBM-MKH’lerin kardiyomiyojenik yondeki farklilasmasina
olas1 etkisini incelemek amaciyla matriks orneklerine sKi-MKH ekildi. Hiicre ekimi
matriks iizerinde 1x10° hiicre/cm? olacak bicimde enjektor yardimiyla DMEM-Ham’s F12
besiyerinde yapildi (Cizelge 3.1). Kontrol grubu olarak matriks iizerine sKI-MKH’ler
yalmizca FBS (Fetal Bovine Serum) (%210), penisilin-streptomisin (%1) eklentili DMEM-
Ham’s F12 besiyerinde ekildi. sKi-MKH’lerin kalp ekstraseliiler matriksi iizerinde (3-B
kiiltiir ortaminda) kardiyomiyojenik yonde farklilasmasini uyarmak amaciyla kimyasal
uyaranlar (5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2) ve VEGF molekiili
kullanild1 (Tomita ve dig. 2007, Paiva ve dig. 2005, Detillieux ve dig. 2003, Giraud ve dig.
2006, Bekhite ve dig 2011). Matriksin farklilasma tizerindeki fiziksel uyarimina ek olarak
kardiyomiyojenik farklilasma igin sKi-MKH’ler, FBS (Fetal Bovine Serum) (%10),
Penisilin-streptomisin (%1) ve 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 ile
eklentili DMEM-Ham’s F12 besiyerinde ve FBS (Fetal Bovine Serum) (%10), penisilin-
streptomisin (%1) ve VEGF molekiili ile eklentili DMEM-Ham’s F12 besiyerinde ekildi
(Cizelge 3.1). Hem kontrol grubundaki matriksler hem de farklilasma ortamindaki
matriksler %5 CO, igeren 37 °C’lik inkiibatorde kontrollii olarak 4 hafta boyunca takip
edildi. Her 3 giinde bir kiiltir ortamindaki hiicrelerin besiyeri tazelendi. Kalp ekstraseliiler
matriksi iizerinde gerceklestirilen kardiyomiyojenik farklilagmayr gen ifadesi diizeyinde
incelemek i¢in Real Time-PCR ve protein seviyesinde gozlemlemek i¢in immiinfloresan

boyamalar yapildi.

3.7. iki boyutlu in vitro Kiiltiir Ortaminda sKi-MKH’lerin Kardiyomiyositlere
Farkhlastirilmasi

Deseliilarize  kalp  matriksinin  rBM-MKH’lerin ~ kardiyomiyojenik  ydndeki
farklilasmasina olast etkilerini kiyaslayabilmek amaciyla in vitro kosullarda 6-kuyucuklu
kiiltir kaplarmda iki boyutlu farklilastirma yapildi. iki boyutlu in vitro farklilastirma
sonrasinda immiinfloresan analiz yapilabilmesi amaciyla 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina cam
slaytlar yerlestirildi ve her kuyuyuya 150.000’er hiicre ekildi. Hem kontrol grubundaki, hem
de farklilasma ortamindaki hiicreler %5 CO?2 igeren 37 °C’lik inkiibatorde kontrollii olarak 4
hafta boyunca takip edildi. Kontrol grubu olarak sKi-MKH’ler yalmizca FBS (Fetal Bovine
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Serum) (%10), penisilin-streptomisin (%1) eklentili DMEM-Ham’s F12 besiyerinde kiiltiire
edildi  (Cizelge 3.1). iki boyutlu kiiltiir ortaminda kardiyomiyojenik yonde farklilasmayi
uyarmak amaciyla 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 ve VEGF molekiilii
kullanilmistir (Tomita ve dig. 2007, Paiva ve dig. 2005, Detillieux ve dig. 2003, Giraud ve
dig. 2006, Bekhite ve dig 2011). sKi-MKH’ler, FBS (Fetal Bovine Serum) (%10), penisilin-
streptomisin (%1) ve 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili DMEM-
Ham’s F12 besiyerinde ve FBS (Fetal Bovine Serum) (%10), penisilin-streptomisin (%1) ve
VEGF molekiilii ile eklentili DMEM-Ham’s F12 besiyerinde kiiltiire edildi (Cizelge 3.1). Her
3 giinde bir kiiltiir ortamindaki hiicrelerin besiyeri tazelendi. In vitro kosullarda 6-kuyucuklu
kiiltiir kaplarinda gerceklestirilen kardiyomiyojenik farklilasmay:r gen ifadesi diizeyinde
incelemek i¢in Real Time-PCR ve protein seviyesinde gozlemlemek icin histokimyasal ve

immiinfloresan boyamalar yapildi.

3.8. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Gen ifadelerinin
Analizi

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiir siiresince toplanan érneklerden kit (Jena Bioscience
RNA Isolation Kit, Lot Number:112.707) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Izole
edilen total RNA orneklerinden komplementer DNA (cDNA) kiti (Revertaid First Strand
cDNA Synthesis #K1622) kullanilarak Ters Transkriptaz PCR (RT-PCR) ile cDNA
sentezlendi. Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu olarak kiiltiire edilen hiicrelerin kardiyak hiicrelere
farklilasma durumlarini ve deseliilarize kalp matriksinin kardiyomiyojenik farklilasmasina
Notch ve Hedgehog sinyal yolaklari iizerinden olan etkisini gen ifadesi diizeyinde
belirlemek i¢in, sentezlenen cDNA orneklerinden Real-Time PCR analizi gergeklestirildi.
Kardiyak hiicrelere 6zgii GATA4 ve Nkx2.5 genlerinin primerleri, Hedgehog sinyal
yolagina 6zgii SHH, IHH ve Gli2 genlerinin primerleri, Notch sinyal yolagina 6zgii Jagged
ve Notchl genlerinin primerleri ve kontrol olarak GAPDH genine ait primer (Cizelge 3.3)
ile Real-Time PCR deneyi yapildi (Li ve dig. 2015, Yu ve dig. 2016, Wong ve dig. 2012)
Real-Time PCR cihazi (Lightcycler 480, Roche) kullanilarak ilgili genlerin amplifikasyonu
oOlgiildii. Real-Time PCR ile elde edilen ol¢iim degerleri referans gene gore normalize

edilerek ilgili genlerin ifade seviyeleri belirlendi.
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Cizelge 3.3. Kantitatif es zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan genler

Jagged Jag-F CACTGCCAGGGCTCATTACA
Jag-R AGCTATTTGCCGACAAGGCT
Notchl Notchl-F CTCACAGGCACACTCGTAGC
Notch1-R AACGCCTACCTCTGCTTCTG
Sonic Hedgehog Shh-F TTTCACAGAGCAGCAGTGGATGC
Shh-R TTAAATGCCTTGGCCATCTC
Indian Hedgehog Ihh-F TGACAGAGATGGCCAGTGAG
Ihh-R AAACTCGCGCCTCTTGCCTA
Gli Ailesi Cinko Parmak Gli-F GACTCCTGGTGAAGGCAGAG
? Gli-R TCAGCCATCTCAGGACACAG
GATA-baglayici faktor 4 GATA4-F TGCCCGTAGTGAGATGACAG
GATA4-R GGAAGCCCAAGCCAATGAAT
Nk2 Homeobox 5 Nkx2.5-F GCCAACAACAACTTCGTGAAC
Nkx2.5-R CTACCAGGCTCGGATACCAT
Gliseraldehit-3-Fosfat- Gapdh-F GAGTCATACTGCCGGTCG
Dehidrogenaz
Gapdh-R GAGCTAGCAGAGATGAGCCG

3.9. Kalp Ekstraseliiler Matriksinde sKi-MKH’lerin Kardiyomiyositlere
Farkhlastirilmasi Sonrasinda immiin Floresan Boyama

Kalp matriksi {izerinde farklilagtirma amaciyla 4 hafta boyunca kiiltiire edilen deney

gruplarindan alinan matriks 6rnekleri, 4 hafta sonrasinda histokimyasal ve immiinfloresan

analizler i¢in doku takip kasetlerine alinarak fiksasyon amaciyla 3 giin boyunca %10’luk

formalin iginde inkiibe edildi. Fikse olan matriks ornekleri akar suda yikandi ve

orneklerdeki suyu giderme (dehidratasyon) amaciyla, ornekler sirasiyla 70’lik etanol,

%380’lik etanol, %90’lik etanol, %100’lik etanol serilerinde 30’ar dakika bekletildi ve
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%100’lik etanolde 30 dakika daha bekletildi. Ardindan matriks igerisine giren alkolii
uzaklagtirmak i¢in 1 saat ksilen i¢inde inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda, parafinin matriks
igerisine girebilmesi-yayilabilmesi i¢in 6rnekler 60 °C’de siv1 parafin i¢ine alinarak 1 saat
etiiv icinde bekletildi. Parafinle muamele sonrasinda, matriks ornekleri metal bloklara
alinarak, bloklar sivi parafin ile kapatildi. Parafine gomiilen matriks Orneklerinden
mikrotom yardimiyla 5 pum’lik kesit alinarak, Kesitler poli-L-lisin kapli lam {izerine
aktarildu.

Immiinfloresan boyama icin, lamlar 70 °C’deki etiiv icinde 1 saat bekletilerek
kesitlerdeki parafinin erimesi saglandi. Lam {izerindeki kesitlerden parafinin
uzaklastirilmas: (deparafinizasyon) amaciyla lamlar ksilen dolu 3 ayr1 kap iginde 5’er
dakika bekletildi. Kesitlerdeki ksilenin uzaklastirilmast amaciyla, lamlar sirasiyla
%100’lik etanol, %90’lik etanol, %80’lik etanol ve %70’lik etanol serilerinde 5’er dakika
bekletildi. Ardindan kesitlerdeki alkolden kurtulmak ve rehidratasyon amaciyla lamlar
distile su icinde bekletildi. Distile su ile yikanmis kesitlerin histokimyasal ve
immiinfloresan analizlerine hazirlik olmasi ve kesitlerdeki antijenlerin agiga ¢ikarilmasi
(antigen retrieval, recovery) amaciyla, lam tizerindeki kesitler 50 mM, pH 6.0 kaynamis
trisodyumsitrat i¢cinde 20 dakika bekletildi.

Immiin floresan boyama &ncesinde, lam iizerindeki kesitler non-spesifik
baglanmalar1 engellemek i¢in uygun blok serumla 30 dakika inkiibe edildi. Blok serum
uygulamasindan sonra kesitlerin immiinfloresan olarak boyanmasi amaciyla Cizelge 3.4’te
listelenen konneksin43 ve kardiyak troponin I’ya 6zgii primer antikorlar ile +4 °C’de gece
boyu olarak inkiibe edildi (Haghani ve dig 2012, Ramkisoensing ve dig. 2012).

Primer antikor uygulamasinin sonrasinda PBS ile yikanan kesitler, primer antikora
Ozgli sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor
uygulamas1 sonrasinda, baglanamayan antikorlarin lam iizerinden uzaklastirilmas: igin
lamlar PBS ile yikandi ve lamlar DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, UltraCruz Mounting
Medium for flouresence with DAPI) kapatma medyumu ile kapatildi. Immiinfloresan

boyamasi yapilan 6rnekler Leica DMI 4000 151k mikroskobu altinda incelendi.
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Cizelge 3.4. Primer antikor, sekonder antikor ve blok serum listesi

Anti-Connexin43 05-763 Millipore

Anti-Cardiac Troponin T Sc-8121 Santa Cruz
Anti-Collajenlal sc-25974 Santa Cruz
Anti-Fibronectin Sc-8422 Santa Cruz
Donkey Anti-goat IgG-FITC sc-2024 Santa Cruz
Goat Anti-mause IgG-FITC sc-2010 Santa Cruz
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4. BULGULAR
4.1. sKi-MKH’lerim Kiiltiirii ve Cogaltilmasi

Tez ¢alismas1 nda -150 °C’de saklanan sKi-MKH’ler %10 fetal sigir serumu
(FBS),%1 Penisilin/Streptomisin iceren DMEM Ham’s F12 besiyerinde, %5 CO; iceren ve
37 °C’deki kontrollii kiiltiir ortaminda cogaltildi. Her 3 giinde bir kiiltiir ortamindaki
hiicrelerin besiyeri tazelendi. Kiiltiir kabinda %70-80 oraninda yogunluga ulasan hiicrelere
tripsin ile pasajlama yapildi. Faz kontrast mikroskobu ile hiicrelerin morfolojileri takip
edildi ve sKi-MKH’lerin karakteristik olarak igsi ve fibroblast benzeri bir morfoloji

sergiledigi gozlemlendi (Cizim 4.1).

Cizim 4.1. Sican kemik iligi kékenli mezenkimal kok hiicre kiiltiirii. Olgek ¢ubugu: ()
200 um, (b) 100 pm, (c) 50 pm.
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4.2. Sican Kalbinin Cikarilmasi

Kalp cikarilmasi islemi tam anestezi altinda yapildi. Anestezi saglandiktan sonra
sicanlarin abdomeninden baslanarak orta hat boyunca kesi yapildi. Sternum kemik makasi
ile kesildi. Sternum agildiktan sonra g6giis kafesinin altindaki kalp, damar baglantilarinin
zarar gormemesine dikkat edilerek cikarildi ve %10 penisilin/streptomisin iceren PBS
(Phosphate Buffered Saline, Fosfat Tamponlu Salin) igine koyularak laboratuvara tagindi
(Cizim 4.2).
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Cizim 4.2. Sigan kalbinin ¢ikarilmasi.

4.3. Deselliilarize Edilmis Kalp Ekstraseliiler Matriksinin Karakterizasyonu

Siganlardan elde edilen kalplerin deseliilarizasyonu sivida g¢alkalama metoduyla
gerceklestirildi. Kalp oOrneklerinin sirasiyla PBS, %0,5 SDS, %1 SDS, %0,1 PAA
igerisinde c¢alkalamali olarak yapilan deseliilarizasyonu stirecinde dokunun renginin

acildigr gozlemlendi. Deseliilarizasyon siirecinin 15.gilinlinde kalp 6rneklerinin {i¢ boyutlu
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mimarisinin korundugu yart seffaf ve hiicrelerinden armdirilmis bir kalp ekstraseliiler
matriksi elde edildi (Cizim 4.3). Hiicrelerin dokulardan uzaklastirilmast amaciyla
kullanilan Triton X-100 deterjaninin deseliilarizasyonun baslangi¢c asamasi i¢in uygun
oldugu, ancak tiim dokuyu deseliilarize edecek sertlikte bir ajan olmadig goriildii. Bunun
yani sira %0,5 ve %]l oranlarinda kullanilan SDS deterjaninin ise etkili bir
deseliilarizasyon sagladigi gozlemlendi. Yiiksek konsantrasyonlarda SDS kullaniminin
hiicreleri dokudan arindirmasina ek olarak matrikse de zarar vermesi nedeniyle en uygun
doz olarak %1 oraninda SDS kullanimina karar verildi. Deseliilarizasyon siirecinde gittikce
yar1 seffaf bir goriiniim kazanan kalp orneklerindeki koroner damarlar da ¢iplak gozle

gozlenebilir hale geldi.

Birkag saat
A

%1 Triton
X-100 |

a

Cizim 4.3. Sican kalbinin deselliilarizasyonu. Kalp deselliilarizasyonunun (a) 0. giin,
(b) 1. giin, (c) 7. glin, (d) 14. giin ve sterilizasyonu yapilarak reseliilarizasyona (hiicre
ekimine) hazir kalp ekstraseliiler matriksi.

4.3.1. PCR ile DNA i¢eriginin Olgiilmesi

Kalp orneklerinin deseliilarizasyonu tamamlandiktan sonra ekstraseliiler matriksteki
DNA igeriginin belirlemek i¢in DNA saflastirma kiti ile (GeneJET Genomic DNA
Purification Kit, Fermentas) DNA izolasyonu yapildi. Pozitif kontrolden (sKi-MKH) izole
edilen genomik DNA o6rneginden GAPDH geninin konvansiyonel PCR ile ¢ogaltilmasi
neticesinde jel goriintilleme cihaziyla (DNR Bio-Imaging System) yapilan incelemede
agaroz jelde pozitif bir bant gozlendi. Ancak deseliilarize kalp ekstraseliiler matriksinden

ve herhangi bir DNA bileseni igermeyen negatif kontrolden izole edilen genomik DNA
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ornekleriyle yapilan konvansiyonel PCR iirlinlerinin agaroz jelde GAPDH geni i¢in bant

vermemesi, kalp ekstraseliiler matriksinin basariyla hiicrelerinden arindirildigini gosterdi.

Cizim 4.4. Deseliilarizasyon siireci neticesinde kalp ekstraseliiler matriksinde DNA
kalintis1 kalip kalmadiginin jel elektroforezi ile tespit edilmesi.

4.3.2. Histokimyasal ve Immiin Floresan Boyamalar

Ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olan fibronektin proteinine 6zgii antikor ile
yapilan immiin floresan boyama sonrasinda normal kalp doksu ile deselliilarize
ekstraseliiler kalp matriksi kiyasladiginda deseliilerizasyon igleminin basarili sekilde
gerceklesitirildigi ve hiicrelerin matriksten uzaklastirildigi goriildi. (Cizim 4.5).

Cekirdek ve sitoplazmayr sar1 ve kollajen liflerini kirimizi renkte boyayan

pikrosiriyus red ile yapilan histokimyasal analizler sonrasinda deseliilarize kalp
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matriksinde yalnizca kollajen liflerinin boyanmasi ve sari renkte bir ¢ekirdek ve ya
sitoplazma boyamasinin goriilmemesi de matriks i¢inde bir ¢ekirdek ve sitoplazma

kalintisinin olmadig1 gosterdi (Cizim 4.6).

Cizim 4.5 . Normal kalp dokusundan (a) ve deselliilarize ekstraseliiler kalp matriksinden
(b) elde edilen kesitlerde fibronektin (yesil) boyamasi. Kesitlerin zit boyamalari ise DAPI
(mavi) kullamlarak yapilmistir. Olgiim ¢ubugu: 50 pm (a-b).

Cizim 4.6. Normal kalp (a) ve deselliilarize kalp ekstraseliiler matriksinden (b) elde edilen
kesitlerde pikrosiriyus red boyamasi. Ol¢iim cubugu: 200 pm.

4.3.3. Kalp Ekstraseliiler Matriksindeki Kollajen Iceriginin Biyokimyasal

Olarak Belirlenmesi

Deseliilarizasyon sonrasinda, kalp ekstraseliiler matriksindeki kollajen igerigi
deseliilarize edilmemis kalp dokusuyla kiyaslanarak pikrosiriyus red ile biyokimyasal
olarak incelendi. Inceleme neticesinde elde edilen degerler kollajen miktarinin matriksin

toplam agirligina oranlanarak yiizde olarak belirlendi. Biyokimyasal analiz sonucunda
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deseliilarize edilmemis kalp dokusunun % 4,62 kollajen igerdigi, buna karsilik deseliilarize

kalp ekstraseliiler matriksinin ise % 9,47 kollajen igerdigi bulundu (Cizim 4.7).

9,47

10

4,62

Total Kollajen (% Matriks Agirhgi)
(o2}

Normal Kalp Deselliilarize Ekstraseliiler Kalp
Matriksi

Cizim 4.7. Normal kalp matriksi ve deseliilarize ekstraseliiler kalp matriksi 6rneklerindeki
total kollajen miktarinin matriks agirligina oranla yiizde olarak tespit edilmesi.

4.4. Deseliilarize Kalp Ekstraseliiler Matriksinin Reseliilarizasyonu

Reseliilarizasyon oncesinde ekilecek hiicrelerin yerlesip ¢ogalabilmeleri agisindan
deseliilarize kalp ekstraseliiler matrikslerinin uygun hale getirilmesi amaciyla matriks
ornekleri hiicre igermeyen besiyerinde 1 giin boyunca inkiibe edildi. 0. glinde ekstraseliiler
matriks 1,5x10° hiicre ekilerek reseliilarize edildi ve deseliilarize kalp ekstraseliiler
matriksine ekilen sKi-MKH’lerin canliliklat WST-1 analizi ile incelendi. Kalp
ekstraseliiler matriksine 1,5x10° hiicre ekilerek yapilan reseliilarizasyon sonrasinda, ti¢
hafta siiresince matriks tizerindeki canli hiicrelerin sayisi saptandi. Kalp matriksi
tizerindeki canli hiicre sayis1 ilk hafta i¢in yaklasik 14x10” olarak Olgiildii. Ancak siirecin
ilerleyen haftalarinda matriks iizerinde proliferasyonuna devam eden hiicrelerin sayisi

ikinci hafta i¢in yaklastk 19x10* ve tigiincii hafta i¢in ise 23x10* seviyelerine kadar
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yiikseldi. Reseliilarizasyon sonrasinda yapilan incelemeler sKi-MKH’lerin ekstraseliiler

matriks tizerinde canliliklarini korudugunu ve béliinebildiklerini gosterdi (Cizim 4.8).
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Cizim 4.8. Desecliilarize kalp ekstraseliiller matriksindeki metabolik olarak aktif olan
hiicrelerin sayisini belirlemek i¢in yapilan WST-1 ¢ogalma analizi.

4.5. ki boyutlu in vitro Kiiltiir Ortaminda ve Kalp Ekstraseliiler Matriksinde
sKI-MKH’lerin Kardiyomiyositlere Farkhlastiriimasi

Kalp ekstraseliller —matriksi iizerine sKI-MKH ekilerek gerceklestirilen
reseliilarizasyon sonrasinda kontrol ve deney gruplarina ait matriks Ornekleri 21 giin
boyunca kiiltiire edildi. 21 giinliik kiiltiir sonrasinda deney gruplarina ait kalp ekstraseliiler
matrikslerinden doku kesitleri alindi. Alinan kesitlerde kardiyomiyositlere 6zgii conneksin
43 (Con43) ve kardiyak troponin | (CTN-I) proteinlerine kars1 antikorlar ile immiinfloresan
boyama yapildi ve boyanma yogunluguna gore degerlendirme yapildi. Con43’iin hiicre
membraninda ve ¢TN-I'nin ise hiicre sitoplazmasinda yer almasi beklenmektedir. Elde
edilen goriintiilerede con43 ve ¢TN-I pozitif hiicreler goriildii. Ancak hiicrelerin tamaminin
pozitif olmadigi da gozlemlendi. Hem iki boyutlu kiiltiir ortaminda hem de ekstraseliiler
matriks tizerinde kardiyomiyositlere 6zgii belirteglerle yapilan boyama sonucunda standart
kiiltiir grubunda daha az ve bolgesel olarak bir boyama gdzlendi. Bunun yani sira 6zellikle
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma
besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelerde ise daha yogun ve genis alana yayilmis bir boyama
gozlendi (Cizim 4.9-4.12).
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Cizim 4.9. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen iki
boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicrelerin Con43 boyamasi. (a) standart besiyeri iginde yapilan kiiltiirde, (b)
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde,
(c)VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilastirma besiyerinde ve (d) 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik
asit, FGF-2 ve VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde Con43 (kirmizi) boyanmuistir.
Kesitlerin zit boyamalari ise DAPI (mavi) kullanilarak yapilmistir. (a-d) Olgiim ¢ubugu: 50 um.

Cizim 4.10. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen Iki
boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicrelerin ¢TN-I boyamasi. (a) standart besiyeri i¢inde yapilan kiiltiirde, (b)
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilastirma besiyerinde,
(c) VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde ve (d) 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik
asit, FGF-2 ve VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilastirma besiyerinde ¢TN-I (yesil) boyanmuistir.
Kesitlerin zit boyamalar1 ise DAPI (mavi) kullanilarak yapilmstir. (a-d) Olgiim ¢ubugu: 50 um.
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Cizim 4.11. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen kalp
ekstraseliiler matriksindeki hiicrelerin con43 boyamasi. (@) standart besiyeri iginde yapilan kiiltiirde, (b)
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde, (C)
VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde ve (d) 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit,
FGF-2 ve VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilastirma besiyerinde con43 (yesil) boyanmistir. Kesitlerin
zit boyamalari ise DAPI (mavi) kullanilarak yapilmustir. (a-d) Olgiim ¢ubugu: 50 um.

Cizim 4.12. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen kalp
ekstraseliiler matriksindeki hiicrelerin ¢TN-I boyamasi. (a) standart besiyeri iginde yapilan kiiltiirde, (b)
5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde, (C)
VEGEF eklentili kardiyomiyojenik farklilastirma besiyerinde ve (d) 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit,

FGF-2 ve VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilagtirma besiyerinde cTN-I (yesil) boyanmistir. Kesitlerin
zit boyamalari ise DAPI (mavi) kullanilarak yapilmustir.(a-d) Olgiim ¢ubugu: 50 pm.
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Kalp ekstraseliiler matriksindeki farklilasma neticesinde elde edilen immiinfloresan
analizlerin verilerini dogrulamak ve matriks i¢inde standart besiyeri ve kardiyomiyojenik
farklilagsma besiyeri ile kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmalarini Notch
ve Hedgehod sinyal yolaklariyla baglantili olarak incelemek amaciyla Notch sinyal
yolagina 0zgii Jagged, Noggin, Notchl ve Hedgehog sinyal yolagma 6zgii SHH, IHH,
Gli2, kardiyomiyositlere 6zgii GATA-4, Nkx2.5 ve kontrol olarak GAPDH genlerinin
ifade diizeyleri incelendi (Cizim 4.13-4.15).

Elde edilen sonuglar iki boyutlu kiiltiir ortaminda Notchl ve Jagged igin yaklasik 1,5
katlik fark ve ITHH,SHH ve Gli2 i¢in sirasiyla 1,4, 3,6 ve 2,5 katlik fark ile en etkin
farklilasmanin VEGF eklentili kardiyomiyojenik farklilasma grupta oldugu gorildii.
Ug boyutlu ekstraseliiler kalp matriksinde ise Notchl ve Jagged igin sirastyla 1,9 ve 1,3
katlik fark ve IHH,SHH ve Gli2 icin swrasiyla 1,9, 2 ve 2,2 kathik fark ile en etkin
farklilasmanin 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit, FGF-2 ve VEGF eklentili
kardiyomiyojenik farklilasma grubunda oldugunu belirlendi (Cizim 4.13-4.14).
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Cizim 4.13. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen
iki boyutlu kiiltiir ortamindaki ve ti¢ boyutlu kalp ekstraseliiler matriksindeki hiicrelerin Jagged
ve Notchl belirteglerini ifade etme seviyelerinin incelenmesi. Referans gen olarak GAPDH
kullanilmistir (p<0,05).
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Cizim 4.14. 21. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire edilen
iki boyutlu kiiltiir ortamindaki ve ii¢ boyutlu kalp ekstraseliiler matriksindeki hiicrelerin SHH,
IHH ve Gli2 belirteclerini ifade etme seviyelerinin incelenmesi. Referans gen olarak GAPDH
kullanilmigtir (p<0,05).
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Buna ek olarak, kardiyomiyositlere 6zgii GATA4 ve Nkx2.5 acisindan iki boyutlu
kiiltiir ortamin ig¢in sirasiyla 4,2 ve 1,7 katlik fark ve ii¢ boyutlu ekstraseliiler kalp
matriksinde de sirasiyla 1,2 ve 1,3 kathk fark ile en etkin farklilasmanin 5-azasitidin,
hidrokortizon, retinoik asit ve FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilasma grubunda elde
edildigi gézlemlendi (Cizim 4.13-4.15).
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Cizim 4.15. giin sonunda standart ve kardiyomiyojenik farklilasma besiyerinde kiiltiire
edilen iki boyutlu kiiltiir ortamindaki ve ii¢ boyutlu kalp ekstraseliiler matriksindeki
hiicrelerin  kardiyomiyositlere 6zgii GATA4 ve Nkx2.5 belirteclerini ifade etme
seviyelerinin incelenmesi. Referans gen olarak GAPDH kullanilmistir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Akut ve kronik kardiyovaskiiler hastaliklar insan sagligimi tehdit eden en ciddi
hastaliklardir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisini gergeklestirebilmek amaciyla kalp
bagisinin yetersiz olmasi da en az hastaliklarin kendisi kadar onemli bir durumdur.
Bu sebeple arastirmacilar alternatif ve islevsel nitelikte bir tedavi arayisi igindedirler.
Giiniimiizde temel bilimler ve tip bilimi basta olmak iizere birgok bilim dali i¢in gittikge
onem arz eden doku miihendisligi ¢alismalariyla bahsi gegen alternatif tedavileri liretmek
adina ciddi mesafeler kat etmistir. Oyle ki, doku miihendisligi teknikleri kullamilarak elde
edilen hiicrelerinden arindirilmis dogal yapi iskeleleri ile islevsel doku ve/veya doku
pargalar1 basariyla iiretilebilmistir (Crapo ve dig. 2011). Ulasilan bu basarili sonuclarin
temelinde dogal yapi iskelelerinin immiinolojik redde neden olmamasi ve hastalardan
alian hiicrelerle 6zgiil olarak doku insasinin yapilmasi yer almaktadir. Ancak {i¢ boyutlu
mimarisinin kompleks olmasi ve cerrahi miidehalelerin hasta yasami igin olduk¢a risk
icermesi kalp rahatsizligi olan bireyler agisindan doku miihendisligi tekniklerini igeren
yaklagimlarin sonuglarini kisitlamaktadir.

Bu tez caligmasinda kalp ekstraseliiler matriksinin mezodermal germ yapragindan
koken alan mezenkimal kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagsmasina olan etkisi
incelendi. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin kardiyomiyositlere farklilasma siirecinde
sinyal yolaklar1 agisindan meydana gelen degisiklikler hakkinda birtakim bilgilere
ulasilmast amaglandi. Bdylelikle daha etkin ve islevsel somatik kalp hiicrelerinin
olugsmasiyla sonuglanacak farklilasma mekanizmasinin ortaya konmasi ana hedefler
arasinda yer almaktadir. Calismamizda kalp ekstraseliiler matriksi kullanilarak etkin bir
kardiyomiyojenik farklilasmanin hedeflenmesinde, kalbin fizyolojisi nedeniyle yasamla
dogrudan iligkili bir organ olmasi en 6nemli etmenlerden biridir. S6z konusu calisma kalp
doku miihendisligi ile ilgili molekiiler seviyede bilgilere 151k tutmasi nedeniyle degerli bir
gorevi de yerine getirmektedir. Bunlara ek olarak, potensisi yliksek eriskin kok hiicrelerden
olan mezenkimal kok hiicrelerin mezoderm kokenli olmasi ve olusturulmasi hedeflenen
kardiyomiyositlerin de mezodermal kokenli olmasi ¢alismada bu iki unsurun baglangi¢ ve
sonug olarak yer almasinin nedenleri arasindadir (Leri ve dig. 2015, Komada ve dig. 2012).

Caligmanin amact dogrultusunda yapilan yeniden hiicrelendirme asamasinda
kullanilacak hiicrelerin hangisi olacagina ise literatiirdeki bilgilerin de isaret ettigi yiiksek
cogalma ve farkilasalabilme ozellikleri nedeniyle mezenkimal kok hiicreler olarak karar

verildi (Dominici ve dig 2006). Mezenkimal kok hiicrelerin viicuttaki pek ¢ok dokudan
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elde edilebilmesi ve kalp hasarlarinin onariminda etkili hiicrelerden olmasi da bu hiicreler
icin ayrica tercih sebebi olmustur (Bartunek ve dig. 2008). Kalp ekstraseliiler matriksi,
kardiyomiyojenik uyaranlar ve mezenkimal kok hiicreler kullanilarak yapilacak
farklhilastirma siirecinde tim kok hiicrelerin farklilasma yoluna girmemesi olasi bir
neticedir. Bu kalp doku miihendisligi calismasinda mezenkimal kok hiicrelerin
kullanilmas: belli avantajlar1 da beraberinde getirmektedir. Oyle ki, mezenkimal kok
hiicrelerin vaskiiler damar aginin olusumunda gérev almas1 (Zimmet ve Hare 2005, Wang
ve dig. 2014) ekstraseliiler matriks bilesenlerinin onarimina ve iiretimine destek olmasi,
nakil sonrasinda meydana gelebilecek hipoksik kosullara kars1 anti-apoptotik 6zelligi ile ve
immunojenik ataklara karsi da immiin diizenleyici rolii ile kalkan goérevi gdérmesi bu
avantajlarin basinda gelmektedir (Casaraghi ve dig. 2010).

Glinlimiize kadar, organlarin hiicrelerinden arindirilarak yalnizca ekstraseliiler
matriks elde etmek ve sonrasinda bu matrikslerin yeniden hiicrelendirilmesi amaciyla
birgok deseliilarizasyon yontemi ortaya ¢ikarilmistir (Keane ve dig. 2015).
Deseliilarizasyon tekniginde kullanilan mekanik yontemlerle organlarin hiicrelerinden
arindirilmasi organin biiytikliigiine ve histolojik yapisina gore degiskenlik gostermektedir
(Sheridan ve dig. 2013) . Ancak bu tez ¢alismasinda hem ¢alkalamali olarak mekanik etki
hem de deterjan uygulamasiyla kimyasal etki bir araya getirilerek etkili bir sekilde kalp
deseliilarizasyonu gerceklestirildi. Kalp deseliilarizasyonunda kimyasal ajan olarak
kullanilan deterjanlarin diftizyon etkinligi g¢alkalamadan gelen mekanik hareket ile
arttirlldi. Bu nedenle hem fiziksel hem de kimyasal ajanlarin bir arada kullanildig1 bu
deseliilarizasyon teknigi, organlar1 etkili bir sekilde hiicrelerinden arindirmaya imkan
sagladi. Deseliilarizasyon boyunca, kalp hiicrelerinden arindikga matriks yari saydam bir
goriiniim kazandi (Cizim 4.3). Ancak literatiirde yer alan bilgiler, deseliilarizasyon
etkinliginin belirlenebilmesi i¢in bu makro gozlemin yeterli olmadigina, organin tamamen
ya da tamamina yakin bir oranda hiicrelerinden arindirilmis olmasina ve deseliilarizasyon
tekniginde kullanilan deterjanlarin ekstraseliiler matriks icerigine bir zarar vermemesi
gerektigine gostermektedir (Badylak ve dig. 2011). Bu c¢alismada gergeklestirilen kalp
deseliilarizasyonu sonrasinda, matriks yapisinin histokimyasal ve immiinfloresan olarak
incelenmesi neticesinde ekstraseliiler matriks i¢inde herhangi bir hiicrenin ve/veya hiicresel
kalintinin yer almadigr gozlemlendi (Cizim 4.5-4.6). Kalp ekstraseliiler matriksinde
herhangi bir hiicresel bilesenin kalip kalmadigin1 molekiiler olarak dogrulamak amaciyla,
matriksten genomik DNA izolasyonu yapildi ve GAPDH genine 6zgii primer ile yapilan

konvansiyonel PCR iiriinleri agaroz jele yiiklenerek, yirttiildii. Pozitif kontroliin yer aldigi
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kuyucukta bant elde edilmesi ve negatif kontrolin yer aldigi kuyucukta bant elde
edilememesi PCR deneyinin basarili bir sekilde yapildigim1 gosterdi. Deseliilarize
ekstraseliiler kalp matriksinden elde edilen genomik DNA’lar ile yapilan PCR’mn
iriinlerinin  ise elektroforez sonrasinda negatif sonu¢ vermesi, yapilan kalp
deseliilarizasyonunun basarisint ve ekstraseliiler matriksin hiicresel materyal icermedigini
dogruladi (Cizim 4.4). Deseliilarizasyon basarini belirleyen etmenlerden bir digeri ise
matriks biitlinliigliniin korunmasidir. Deseliilarizasyon sonrasinda matriks biitiinliigliniin
incelenmesine dair yapilan histokimyasal analizler, deterjan uygulamasmin matriks
bilesenlerine fazla zarar vermedigini ve normal kalp dokusu ile kiyaslandiginda
deseliilarize kalp matriksinin biitiinliigiiniin kismen korundugunu gozlendi (Cizim 4.5-4.6).
Bunlara ek olarak, bu tez calismasi dahilinde yapilan biyokimyasal degerlendirmeler
neticesinde normal kalp matriksindeki kollajen igeriginin total agirlia oranla % 4,62
oldugu, deseliilarize ekstraseliiler kalp matriksindeki kollajen igeriginin ise % 9,47 oldugu
gosterildi (Cizim 4.8). Sonug olarak elde edilen veriler deseliilarizasyon isleminin basarisi
acisindan gerekli kriterlerin saglandigini ortaya koydu.

Dogal bir yap1 iskelesi olan deseliilarize kalp ekstraseliiler matriksi her ne kadar
biyouyumlu olsa da, deseliilarizasyon sirasinda kullanilan deterjanlarin ekstraseliiler
proteinlerde meydana getirdigi hasar hiicrelerin matrikse tutunmasini ve orada ¢ogalarak
devamliligini siirdiirmesini etkileyebilmektedir (Wilhelmi ve dig. 2012). Bu nedenle,
ozellikle tam organ deseliilarizasyonlarinda dikkat edilmesi gerek onemli hususlardan
birisi de kimyasal ve/veya fiziksel ajanlarin ekstraseliiler matriks bilesenlerin olusturacagi
tahribati olabildigince minimum seviyede tutmaktir. Bu bilginin varliginda, ¢alismada
oldukca etkili bir kimyasal ajan olan SDS deterjanin1 yiiksek konsantrasyonlarda
kullanmaktan kaginildi ve %0,5 ve %1 olacak sekilde diisiik konsantrasyonlarda SDS ile
muamele yapildi. Buna ek olarak diisiik konsanstrasyonlarda da olsa SDS’in verebilecegi
zarar1 indirgemek, dokunun SDS ile temas siirecini azaltmak ve hiicre membranlarindaki
lipit ve lipoprotein yapilarini par¢alamak amaciyla SDS 6ncesinde Triton X-100 deterjani
kullanildi. Ardindan s6z konusu diisiik konsantrasyonlarda kullanilan SDS ile hiicreler
tamamen lizize ugratilarak, matriksteki tiim hiicresel yapilar matriksten uzaklastirildi.
Reseliilarizasyon sonrasinda kalp ekstraseliiler matriksi iizerinde 3 hafta boyunca
hiicrelerin canliligini siirdiirebildigi ve hiicrelerin proliferasyonu ig¢in matriksin biyoaktif
yapisini koruyabildigi de gosterildi (Cizim 4.11).

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilastirilarak olusturdugu kardiyomiyositlerin eldesi

ve boylece kalp rejenerasyonunun (yenilenmesinin) ve reperasyonunun (onariminin)
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saglanmasi1 giiniimiizde kalp hastaliklarinin tedavisi i¢in hedeflenen ana noktalardandir.
Ancak in vivo olarak yapilan bir ¢alismada, miyokard enfarktiis hasari olan bolgeye
aktarilan mezenkimal kok hiicrelerin hasarli mikrogevrede onarimin aksine skar olusumuna
neden oldugu bildirilmistir (Wang ve dig. 2001). Bu bulgu mezenkimal kok hiicrelerin
kardiyomiyositlere saglikli bir sekilde farklilasmasi icin sitokin, kemokin, serum
icermeyen kiiltiir kosullari, deseliilarize ekstraseliller matriks gibi cesitli fiziksel ve
kimyasal tetikleyicilerin gerekliligine dikkat cekmektedir.

5-azasitidin (5-aza) hem in vivo hemde in vitro olarak ¢esitli sinyal yolaklarini
aktiflestirerek bazi genlerin ifade seviyelerinin seviyelerinin degismesine aracilik eden bir
¢esit modifiye sitozin molekiiliidiir (Chiu ve Blau 1985). 5-aza molekiiliiniin kiiltiir
ortamindaki hiicrelere uygulandiginda, kardiyomiyojenik yondeki uyarimi yaklasik olarak
%25-30 seviyelerinde tetikledigi ve kardiyomiyositlere 6zgii genlerin ifadesinde artisa yol
actig1 gosterilmistir (Tomita ve dig. 2007). 5-aza molekiiliiniin yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanmas1 hiicrelerde sitotoksik etkiye yol agacagindan dolayi, optimum dozajin
hiicrelerin canliligi ve farklilasmasi iizerinde olduk¢a oOnemli bir yeri oldugu da
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada 10 puM’lik 5-aza’nin 24 saatlik uygulamasinin
hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagsmasi i¢in en uygun doz oldugu ortaya koyulmustur
(Tomita ve dig. 2007). Bu nedenle s6z konusu tez calismasinda da
kardiyomiyojenik farklilagma ic¢in kullanilan mezenkimal kok hiicreler 10 pM
konsantrasyondaki 5-azasitidin molekiilii ile 24 saat boyunca muamele edildi.

Retinoik asit (RA) vitamin A’nin aktif formudur. RA kardiyomiyojenik farklilasma
onemli rolii olan molekiillerden bir digeridir. Oyle ki yapilan bir ¢alisma da miyokardiyal
enfarktiis ve hipertansiyon sonrasinda olusan doku hasariin giderilmesinde RA’e bagl
yenilenmenin meydana geldigi ve kardiyomiyositlere 6zgii genlerin ifadesinde artis oldugu
gosterilmistir (Paiva ve dig. 2005). FGF-2 hiicre membraninda bulunan tirozin kinaz
reseptorlerine  baglanarak, hiicresel c¢ogalma, farkilasma ve sagkalim gibi
mekanizmalarinda goérev alan biiyiime faktoriidiir. Fareler iizerinde gerceklestirilen bir
aragtirmada, iskemik kalp hasar1 sonrasinda yenilenmenin oldugu bdlgede FGF-2
ifadesinde artis meydana geldigi gozlenmistir (Detillieux ve dig. 2003). Hidrokortizon
adrenal bezlerden sagilanan bir tiir stres hormonudur ve 6zellikle kardiyomiyositlerin
cogalmasi lizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Giraud ve dig. 2006).

VEGF, platelet kokenli biliylime faktorii ailesine ait biiyiime faktdrlerinden biridir.
VEGF molekiiliiniin yalnizca vaskiilogenezle iligkili bir sitokin olmadigi, VEGFR2

reseptorii araciligiyla kardiyomiyogenez mekanizmasi tizerinde de etkili oldugu in vivo ve
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in vitro ¢aligmalarda ortaya koyulmustur (Bekhite ve dig 2011). VEGF molekiiliiyle diger
yapilan calismalarda da, vaskiiler ve kardiyak hasar sonrasinda VEGF’nin anjiyogenezi
uyardigi, endoteliyal onarimi arttirdigi ve progenitdr/kok hiicrelerin farklilasmaya
yonlendirdigi gosterilmistir (Hutter ve dig. 2004, Asahara ve dig. 1999, Chen ve dig.
2006). Bu tez calismasinda da sKi-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilastirma siireci
boyunca (21 giin) 1 uM konsantrasyonda RA, 10 nM konsantrasyonda FGF-2, 50uM
konsantrasyonda hidrokortizon ve 1,25 ng/mL konsantrasyonda konsantrasyonda VEGF
kullanildi. Belirtilen konsantrasyon ve siirede 5-aza, RA, FGF-2, hidrokortizon ve VEGF
uygulanmasi neticesinde sKI-MKH’lerin kardiyomiyosit hiicrelerine farklilastigi ve bu
hiicrelere 6zgii genleri ifade ettigi gosterildi.

Notch sinyal yolag1 evrimsel olarak korunmus bir yolaktir ve farklilasma, ¢ogalma
ve apoptoz gibi hiicresel mekanizmalarin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir (Brenner
ve dig. 2000). Notch proteinlerinin memeli hiicrelerinin ve dokularmin ¢ogunda ifade
edildigi ve oOzellikle kalp rejenerasyonu, gelisimi ve olusumda gorev aldigi ortaya
koyulmustur (Perdigoto ve Bardin 2013). Hedgehog sinyal yolagi da basta embriyonik
donemde olmak {izere, eriskin canlilarda da farklilasma ve cogalma mekanizmalarinda
sinyal yogunluguna bagli olarak aktivatdor ya da inhibitdr olarak islev gostermektedir
(Verma ve dig. 2013). Zebra baliklari {izerinde yapilan bir ¢alisma da Hedgehog sinyalinin
aktiflestirilmesi sonucunda ¢ogalan kardiyomiyosit hiicrelerinin %60 oraninda arttig
gosterilmistir (Choi ve dig. 2013). Hedgehog sinyal yolagiyla ilgili yaymlanan bir diger
calismada da, bu sinyal yolaginin kardiyomiyogenezi tetikledigi ve kardiyomiyosit
hiicrelerinin apoptozunu baskiladig1 belirtilmistir (Gianakopoulos ve Skerjanc 2005).
GATA-4 ve Nkx2.5 genleri de kalp gelisimiyle iligkili en 6nemli genlerdendir (Arminan ve
dig. 2009). Bu ¢alismada, farkilasma siireci sonunda Notch sinyal yolagina ait Notchl ve
Jagged genlerinin ve Hedgehog sinyal yolagina ait SHH, IHH ve Gli2 genlerinin ifade
diizeylerinde degisimler gozlendi. Oyle ki, Notch ve Hedgehog sinyal yolaklarina
bakildiginda, ilgili genlerin ifadesinin 2-B ortam agisindan VEGF eklentili farklilagma
ortaminda en yiiksek oldugu goriiliirken, 3-B ekstraseliiler kalp matriksindeki farklilagma
acisindan ise 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik asit, FGF-2 ve VEGF eklentili ortamda
en yiiksek oldugu goriildii (Cizim 4.13-4.14). Kardiyomiyosit hiicrelerine 6zgii genler olan
GATA-4 ve Nkx2.5 genlerinin ifade diizeylerinin ise 5-azasitidin, hidrokortizon, retinoik
asit, FGF-2 eklentili kardiyomiyojenik farklilasma ortaminda en yiiksek oldugu goriildi
(Cizim 4.15). Buna ek olarak VEGF eklentili farklilastirma ortaminda kardiyomiyositlere
0zgii GATA4 ve Nkx2.5 belirteglerinin ifadesinin az olmasinin sebebinin ise VEGF
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molekiiliiniin kok hiicrelerin ¢ogalma/farklilagsma dengesini daha ¢ok ¢ogalma agisindan
yonlendirmesi oldugu diisiiniildii (Zisa ve dig. 2011).

Deseliilarize ekstraseliiler matrikslerin  yeniden hiicrelendirilmesi noktasinda
genellikle siirekli ¢ogalma ozellikleri nedeniyle kolay bir reseliilarizasyon saglayabilen
timor hiicre hatlart kullanilmaktadir (Crabbé ve dig. 2015, Mazza ve dig. 2015). Bunun
yani sira timor hiicre hatlariyla yapilan reseliilarizasyon yalnizca ekstraseliiler matriksin
hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in sagladigi mikrogevrenin incelenmesi agisindan yarar saglarken,
klinik kullanimdan tamamen uzaktir. Gergeklestirilen bu tez calismasi ise timor
hiicrelerinin aksine sagliklilik durumunun devami igin bir¢ok olumlu 6zelligi bulunan
mezenkimal kok hiicrelerle yapilan reseliilarizasyonu kapsamaktadir. Kok hiicrelerin
reseliilarizasyon sonrasinda ekstraseliiler matrikse tutunmasi ve c¢ogalmasi tiimor
hiicrelerine kiyasla daha gii¢ olmasmna ragmen, bireylerin kendi kok hiicrelerinin
kullanilmastyla immiinolojik agidan tam uyumlu ve klinik kullanima elverisli olmasi da
kok hiicrelerin  sahip oldugu Onemli avantajlardandir. Bununla baglantili olarak
kardiyomiyositlere 6zgii genlerin ifadesi bakimindan qRT-PCR ile elde edilen veriler s6z
konusu tez c¢aligmasinin basart degerlerinden biridir (Cizim 4.13-4.15). Yapilan
immiinfloresan boyamalarla da bu genlerin protein diline ¢evrildigi ve iglevsel proteinler
olarak hiicrelerde yer aldigi ortaya koyuldu (Cizim 4.9-4.12). Tiim bu sonuglar birbiriyle
tutarli olarak ti¢ boyutlu kalp ekstraseliller matriksinde daha yiiksek seviyede bir

kardiyomiyojenik farklilagsmanin desteklendigini gosterdi.

5.1. Smrhhklar

Ug boyutlu ekstraseliiler matriksler ile yapilan bu ¢alismada, SEM (scanning electron
microscope) kullanilarak deseliilarizasyon siirecinde matrikste meydana gelen degisimler
hakkinda bilgi sahibi olunabilir.

Calismada yer alan deneylerde normal kalp ve deseliilarize ekstraseliiler matriksin
biyokimyasal igerigine dair ileri bilgilere ulasabilmek i¢in liyafilizator ile tam kurutulmus
dokular kullanilmasi, daha etkili ve kesin sonuclarin elde edilmesini saglayabilir. Bu
baglamda SEM ve liyafilizator cihazlarinin laboratuvar cihazlari arasinda bulunmasi
matriksteki degisimlerin gozlemi ve ayrmtili biyokimyasal analizlerin yapilabilmesine

olanak saglayacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiriitilen bu tez ¢alismasinda kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok
kullanilarak yeniden hiicrelendirilen deseliilarize kalp ekstraseliiler matriksinin, bu kok
hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagmasimna olan etkilerinin incelenmesi amaglandi.
S6z konusu deseliilarize ekstraseliiler matriks kaynakli etkilerin, kardiyomiyojenik
farklilasmada olduk¢a ©Onemli sinyal yolaklarindan olan Notch ve Hedgehog sinyal
yolaklar1 bazinda molekiiler olarak da incelenmesi ¢alismanin amaclar1 dahilindedir. Elde
edilen sonuclara gore matriks kaynakli fiziksel uyarim ve kardiyomiyojenik farklilasma
besiyerinden kaynakli kimyasal uyarim, ekstraseliiler kalp matriksi {izerinde daha yiiksek
bir farklilasma oldugu ortaya koyuldu. Bu sonuglar, farklilagma sonrasinda
kardiyomiyositlere 6zgii belirteglerin protein diizeyinde immiinfloresan analizlerle ve gen
diizeyinde ise QRT-PCR analizleriyle ifade edildigini dogruladi.

Bunun yani sira, kalp dokusunun deseliilarizasyon ile hiicrelerinden arindirilmasi
siiresinde, deseliilarize yap1 iskelesinin dogal yapisini biiyiik oranda-kismen korudugu
histokimyasal ve immiinfloresan analizlerle tespit edildi. Ayrica kalp ekstraseliiler
matriksinin kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagsma
mekanizmalar1 i¢in uygun bir nis (mikrogevre) sagladigi da gozlemlendi. Bu calisma ile
kalp ekstraseliiler matriksinin doku ve/veya organ yenilenmesi ve onarilmasi ic¢in sahip
oldugu potansiyeli ortaya koymaktadir ve doku miihendisliginde ileri ¢alismalar i¢in ¢ikis
noktast niteligi tasimaktadir. Caligmada incelenen Notch ve Hedgehog sinyal
yolaklarindaki degisimlere dair daha derinlemesine ¢alismalar ihtiyag¢ sebebidir.

Elde edilen kalp benzeri dokularin elektriksel uyarana cevap olarak kasilabilen bir
doku yapisi olup olmadigiyla iligkili incelemeler de yapilmalidir. Buna ek olarak iskemik
miyokard modeli olusturulan hayvanlara bu kasilgan dokular nakledildiginde in vivo
ortamda da bu dokularin kasilabildigi ve bunun neticesinde doku miihendisligi

teknikleriyle tiretilen bu doku pargalarinin islevsel oldugu gosterilmelidir.
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Kapak ve ig kapak sayfalannds BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazild: (Kapak sayfasina damgnsan ads yaziimamalidin)

Kapak sayfasma mezun ohunan PROGRAMIN (Anabilin daliun degil) ady yamidi

Tez kapa surt kismuna kilavuzda belimilen ¢izimde (yazimun yomiine dikkat!) ad,
program,yil yazilds

Onay sayfas: uygun gizimde hazwrland: (kazamlan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya
da DOXTORA olmalshr) imzalatilds (Enstitih Madtrt'nfin imzas da gereklidir,
imzalann ayii renk kalemle animasing dikiat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda beliruldiz gibi sinalands,

On sayfalam 1 i, it seklinde Roma rakamlan kenuldu
Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Sayfa diizem kilavuzda belurtildigi gekilde yapeldi.

Ana metin yaz: boyutu 12 olacak bicimde basilds

Dipnot yaz boyut 10 olacak gekilde banidi.

Ana metin satr arahifn 1.5 olacak gekilde yaztld
Kaynakiar abecesel saralamaya gore yazildi.

Kamak gosterme ilkelerine ve yazm kurallanna uynldn.
Ekler kilavuzds belintildidr zibi venld:
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