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Bu calisma kapsaminda, sican yag dokusundan izole edilen mezengimal kok
hicreler 5-Aza ile kardiyomiyosite farkhlastirildiktan sonra BrdU ile isaretlenmistir.
lyonik olan ve olmayan deterjanlar ile muamele sonucunda aseliilerize edilmis kalp
doku iskelelerine bu farklilastiriimis isaretli hicrelerin uygulanmasi ve bu hicre
ekili yapi malzemesi kompozitinin sigan retroperitoneumuna implantasyonu ve
implante edilen hicrelerin ektopik gocu incelenmistir.

Calismanin ilk bolimunde sigan gonadal ve subkutan yag dokusu izole edilmigtir.
Kardiyomiyojenik farklilastirma faktéri olarak kimyasal ajan olan 5-Aza
kullaniimistir. Farklilastirma prosediri sirasinda besi ortami haftada iki kez
degistirilmis ve hlicreler dort hafta boyunca 37°C’de ve %5C02-%950,'de standart
kaltar kosullarinda inkibe edilmistir. Hucre farklilasmasini takiben karakterizasyon
icin kardiyomiyositlere 6zgll molekdllerle floresan boyamasi yapilmistir. Kardiyak
genlerin ifadesinin arastiriimasi i¢cin RT-PCR analizi yapilmistir. Kardiyomiyosite
farkhlastirildigr dusunulen kok hucreler BrdU (5-bromo-2-deoksiuridin) ile kulttr
ortaminda 24 saat sure ile inkUbe edilerek isaretlenmistir. Hucrelerin
isaretlenmesinden sonra tripsinizasyon ile suspanse halinde elde edilen hucreler
asellilerize edilmis kalp doku iskeleleri ile 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda (a) hicre igeren doku iskelesi (b) hlicre icermeyen doku iskelesi ve (c)
kontrol grubu olacak sekilde Ug¢ farkli grup ile in vivo galigmalar yapilmigtir.

Anesteziye alinan tum deney hayvan gruplari implantasyonu takiben 1., 2. ve 4.



haftalarda sakrifiye edilmistir. implante edilen doku iskelesi ile bazi dokular
(karaciger, dalak, abdominal aorta, bobrek ve kalp) toplanmistir. Elde edilen
dokular immunohistokimyasal teknigi ve RT-PCR ile incelenmisgtir.

Sonug olarak; kardiyomiyosite farklilagsan hicrelerin kardiyogenezis énculi olan
genleri (MEF2B, GATA-4, ACTC-1) ifade ettigi gosterilmigtir. AAMSC’ler igin BrdU
isaretleme yontemi optimize edilmistir. 1uM BrdU ile 24 saat inkUbasyonun
isaretleme icin ideal oldugu gosterilmigtir. Aselulerize doku yapi iskelesinin
eldesinde, hlicre uygulamasi igin duslk konsantrasyonlardaki iyonik ve iyonik
olmayan deterjan solUsyonlarini iceren yontemin en verimli yontem oldugu
gosterilmistir. Implante edilen doku iskelelerinin herhangi bir immunolojik
reaksiyona neden olmadigi, implantasyon bodlgesinde enfeksiyona yol acmadigi
gOsterilmistir. Ayni zamanda doku iskelesi Uzerine uygulanan hucrelerin zaman
icerisinde kardiyomiyosite 6zgu genleri ifade etme potansiyellerinin arttigi

gOsterilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Mezensimal kok hicre, 5-Aza, kardiyomiyosit, BrdU

isaretleme, deterjan, aselllerizasyon, ektopik goég.
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June 2015, 110 pages

In this study, mesenchymal stem cells were isolated from the rat fat tissue.
Obtained cells were labeled by BrdU after mesenchymal stem cells were
differentiated by 5-Aza to cardiomyocytes. Acellularised cardiac tissue scaffolds
were acquired by applying of ionic and non ionic detergents and labeled
differentiated cells were implemented to the obtained asellularized scaffolds.
Implantation of these cells structure material composite to the rat retroperitoneum
and ectopic migration of the implanted cells were examined by different
techniques.

The rat gonadal and subcutaneous adipose tissue was isolated in the first part of
the study. 5-Aza, a chemical agent, was used as a cardiomyogenic differentiation
factor. The medium was changed twice per week during the differentiation
procedure and the cells were incubated for four weeks at 37 °C and 5%CO,-
95%0. in standard culture conditions. Fluorescent staining with specific molecules
for cardiomyocytes were selected for characterization following the cell
differentiation. RT-PCR analysis was performed to investigate the expression of
cardiac specific genes. The stem cells which were expected to differentiate to the
cardiomyocytes were labeled using the BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine) by
incubation for 24 hours in standart culture medium. After the labeling the cells, the
cells which are obtained as suspended by trypsinization were incubated with the
acellularised cardiac tissue scaffolds for 24 hours. After incubation, three different

groups are worked with as (a) tissue scaffold comprising cells (b) cell-free tissue



scaffolds and (c) control group. All experimental animal groups which received
anesthesia were sacrificed at 1%, 2" and 4™ weeks following the implantation. The
implanted tissue scaffolds and some tissues (liver, spleen, abdominal aorta,
kidney and heart) were collected. The collected tissues were examined by
immunohistochemical techniques and RT-PCR.

In conclusion, it had been shown that differentiated cardiomyocytes expressed the
genes (MEF2B, GATA-4, ACTC-1) which are known as cardiomyocyte precursors.
BrdU labeling method was optimized for AMSCs. It had been found that 1uM
BrdU with 24 hour incubation time is ideal for marking. Also, the method
comprising the ionic and non-ionic detergent solution at low concentrations for cell
application had been shown as the most efficient method to obtain acellularized
tissue scaffold. Implanted tissue scaffolds did not cause any immunological
reaction and infection around implantation area. In addition, cardiomyocyte
specific gene expression potential increased over time by the cells applied on the

tissue scaffolds.

Keywords: Mesenchymal stem cells, 5-Aza, cardiomyocytes, BrdU labeling,

detergent, acellularization, ectopic migration.
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1. GIRIS

1.1. Kalp Dokusu

Kalp, duzenli bir pompa olarak galismak Uzere katlanmig, duvari kalinlagsmis bir
endotel tUpudur. Kalbin buyuklugu sahsa, cinsiyete ve yasa gore degisiklik
gOstermektedir. Memeli hayvanlarda gogus bosludu igerisine yerlesmis olup
sternum ve 3., 4. ve 5. kostal kartilajlar ile 6rtllu halde bulunmaktadir [1].

Kalbin icinde yerlestigi kese olan perikard iki tabakadan olusur. Distaki fibroz
tabaka perikard boslugunu komsu organlardan ayirir. Fibroz perikard yukarida
onde aort, pulmoner arter, geride vena kava superior, sol atriyum sol st pulmoner
venler arasindaki transvers sinUsu, asagida ise sol atriyum arkasindaki vena kava
inferior ve pulmoner venler arasindaki oblik sinist olusturduktan sonra kalbe
yonelerek visseral epikardi olusturur [1],[2].

Atriyum ve ventrikil duvarlari muhtelif yonlerde dizilen kas liflerinden
(miyokardiyum) olusmaktadir. Atriyumda kas lifleri dista dairesel, icte longitudinal
yonde seyrederler. Atriyumlarla, ventrikiller arasindaki fibro-tendinéz bir halkadan
baslayan ventrikllin kas lifleri spiral bir ydonde kivrilarak papiller kaslarda ya da
atrio-ventrikller bdlgede sonlanmaktadir. Bu iki bolge arasinda Uglncu bir kas
tabakasi daha mevcuttur. Bu dizilimin avantaji kontraksiyonun daha kuvvetli
olmasi ve boglugun muntazam bir sekilde kui¢ilmesinin saglanmasidir [3].
Miyokardiyum Ug¢ tip hucreden olugmaktadir. Bunlar kasilabilir kardiyomiyositler ki
bu hicreler kani dolasima pompalamak icin kasilirken, miyoendokrin
kardiyomiyositler atriyal natriuretik faktorana Uretirler ve nodal kardiyomiyositler de
kalbin ritmik olarak kasiimasini kontrol etmek igin 6zellesmis hicrelerdir [3].

Kalbin i¢ kismini kaplayan tabaka ise endokardiyumdur. Bu tabaka olduk¢a ince
olup, yapisi itibariyle bosluklara bakan tek sirali yassi endotel hicreleri ile bunun
altinda yer almis kollajen ve elastik lifleri iceren bag dokusundan olugsmaktadir.
Endokard tabakasi genellikle kas yapisi bol olan kisimlarda ve surtinmelerin az
oldugu yerde incedir. Endokardin en kalin oldugu yer aortun agzidir. Bu bag
dokularin arasindaki duz kas lifleri ise longitudinal bir yénde dizilmis olup bir ag
meydana getirirler. Bu diz kas lifleri kas boslugunun kigllme ve genisleme
sirasinda endokardin elastiki gerginligini dizenler. Kalbin atim hacminin degismesi

sirasinda da endokardin gerginligini ayarlarlar.



Mediastenden asagi dogru inen vagus ve frenik sinirler kalp ile yakin iligkilidir
[21.[3].
1.1.1. Koroner Arterlerin Fizyolojisi
Koroner arterler, aorta ve miyokard igindeki kapiller yataklar arasindaki damar
yollaridir. Sag ve sol olmak Uzere iki blyuk koroner damar bulunmaktadir. Sag ve
sol koroner arterler karsilikli aort kapak liflerinin arkasindan gikarlar [1].
Koroner sirktlasyon baskinhgi, kalbin posterior yuzinu besleyen artere gore
isimlendirilir. Bunlar 6zetlenirse;

a) Sol ana koroner arter (sol 6n inen koroner arter (LAD), sirkumfleks koroner

arter (Cx))
b) Sag koroner arter

c) Balanse koroner arter olarak 6zetlenebilir.

1.2. Kalpteki Doku Hasarlari

Kalp ve kan damarlarinda rastlanan hastaliklar, kalp dokusunda ve damarlarda
ciddi, geri donugumsuz hasarlara neden olmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar
cok farkh sebeplerle gozlenebilirken, en sik rastlanan nedenler arasinda
ateroskleroz ve hipertansiyon sayilabilir.
Gorulen kardiyovaskuler rahatsizliklar;

e Koroner kalp hastalgi

e Kardiyomiyopati

e Hipertansif kalp hastaligi

o Kalp yetmezligi

e Kardiyak aritmiler

e inflamatuar kalp hastaliklari (endokardit, miyokardit, kardiyomegali)

o Kalp kapak hastaliklar

o Periferik arter hastaliklari olarak siralanabilir.
Bu kalp ve damar hastaliklarindan sonra gorulen kalp doku hasarlarinin tedavisi
icin ginimuzde birgok ydontem gelistiriimektedir. Gelismekte olan en 6nemli tedavi
yaklasimlari doku muhendisligi yaklagimlari olmaktadir.



1.3. Kalp Doku Muhendisligi Yaklagimlari

Kalp yetmezligi gibi bircok kalp rahatsizligi sanayilesmis ulkelerde mortalite nedeni
olarak ilk sirada sayilir. Miyokardiyal enfarktis tipik olarak fibrotik doku olusumu ve
iskemi sonrasinda ¢ok sayidaki hicre 6limu sonucunda daimi kardiyak fonksiyon
bozuklugu ile sonuglanmaktadir. Kalp yetmezliginin son asamasindaki hastalar igin
kaginilmaz son, kalp dondru beklemektir. Ancak organ donor azligi ve
immunsulpresif tedavi sonucunda olusan komplikasyonlar, doktorlari ve
arastirmacilart  hasarli kalbin rejenerasyonunu saglamak icin yeni tedavi
stratejilerine yoneltmistir [4].

Tarihsel olarak tum yeni stratejilerin baglangici agik kalp ameliyatlan sirasinda
kanin dolagsimini saglamak amaciyla kalp-akciger makinasinin Miller ve ekibinin [4]
kesfi ile olmustur. Bir sonraki basamak kadavralardan alinan mitral kapakgigin
replasmaninin saglanmasidir. Bu operasyonlar sonrasinda hastanin hayatta kalma
orani tamamen operatore bagli iken otolog doku kullanilarak yapilan operasyonlar
sonrasinda hayatta kalma siiresi maksimum 20 yil olarak belirlenmistir. ilk yapay
kalp replasmani Kwan-Gett ve c¢alisma arkadaslari tarafindan 1969 yilinda
yapilmistir [4]. 1970’li yillarin basinda kalp Uzerine ilk mihendislik galismasi
gerceklesmistir. Bu calismada kopek sol ventrikilinin geometrik modeli
olusturularak yapilimistir.

1990’larin ortalarinda hasarl kalp i¢in hlcre implantasyonunu takiben gen aktarim
teknikleri uygulamalari baglamistir [4]. Baslangi¢ta miyokardiyumun genetik olarak
modifiye edilen hucreler ile tedavi edilebilecedi dustuntlmastir. Ayni yillarda
sentetik biyobozunur materyaller ve hucreler kullanilirken, daha sonraki birgok
calismada cesitli sentetik materyaller ve farkli hicre tipleri denenmistir [5]. En yeni
yaklasim ise; biyobozunur doku ile farkli hicre ve kok hicre tiplerinin kombine

halde kullaniimasidir.

1.3.1. Hiicresel Yaklagim

Fonksiyonel miyokardiyal doku rejenerasyonu igin ilk olarak ventrikll duvarina ya
da koroner damarlara enjeksiyon ile hiicre nakli denenmistir. ilk deneme yaklasik
20 yiIl 6nce genetik olarak modifiye edilmis embriyonik kok hucrelerden elde
edilmis kardiyomiyositlerin enjeksiyonu ile gerceklesmigtir [6]. Bundan sonraki
calismalar implante edilen hucrelerin saglikli kalpte ve hasarl kalpteki akibetlerini



arastirmigtir. Ozellikle son vyillarda birgok calismada yetiskin kok hiicrelerden
ornegin kemik iligi kok hacrelerinin farkli hucrelere, kardiyomiyosit dabhil,
farkhlasma 6zelligine sahip olduklari gdsterilmistir. Calismalarin cogu miyokardiyal
enfarktisli hayvan modellerinde hicre asilamasinin kasilabilir fonksiyonunu
gelistirdigi gostermigtir [7]. Ancak hematopoietik ya da miyoblastik yetiskin kok
hacrelerin implantasyonu sonrasinda kardiyak fenotipi gosteremedigi agiklanmistir
[8]. Enjeksiyon yaklasiminin olumsuz yani enjekte edilen hlcrenin %90’dan
fazlasinin kaybedilmesi ya da hedeflenen bélgeye asilanamamasidir. Bu nedenle
gunuimuzde doku muhendisligi yaklasimi olan hidcre tutunumunu saglayan
biyomateryaller gelistiriimektedir [9].
implantasyonda kullanilacak hiicre cesidinin segiminde dikkat ediimesi gereken
ozellikler:

e Enjekte edilen hucre sayisi

e Enjekte edilen hicreden ne kadarinin tutundugu

¢ Aritmiye neden olup olmadigidir.

Son yillarda kullanilan farkli hicre tipleri tablo halinde Cizelge 1.1." de verilmistir.

Cizelge 1.1 Rejeneratif doku yaklagiminda kullanilan hucre tipleri.

Hucre tipi Ref
Kardiyomiyosit (Embriyonik ya da neonatal) [10],[11]
Embriyonik kdk hucre [12]
iskelet kas hiicreleri [4], [13], [14]
Monositler [4]
Kemik iligi hacreleri [15]
Mezensimal kok hicreler [4], [16]
Aortik kapak intestinal hicreleri [4]
Endoteliyal progenitor hiicreler [4], [17]
Gobek kordon hcreleri [18]
Vaskiiler diiz kas [19]




1.3.1.1. Yetigkin Kok Hucreler

Gunumuzde kullanilan medikal tedavilere ragmen gelismis Ulkelerde kalp
hastaliklari énemli bir mortalite ve morbidite sebebi olarak kalmistir. Kardiyak
onarimi i¢in kok ya da progenitor hucre implantasyonu umit verici bir strateji haline
gelmistir. insan embriyonik kok hiicre elde ediimesi konusunda giin gectikce karsit
gorusler artmasina karsin otolog yetigkin kok huicrelerle alakali herhangi bir major
etiksel ya da immunolojik bir problem gozlenmemektedir. Yetigkin hlcre kaynaklari
arasinda kas, kemik iligi, kan, epidermis, beyin, karaciger ve son zamanlarda
adipoz doku sayilmaktadir [20].

Iskemik kalp hastaliklarinda klinik olarak kullanilan ilk hiicre ‘iskelet miyoblast'idir
[21]. Deneysel calismalarda enjekte edilen miyoblastlarin post-enfarktis skarinda
stabil kaldigi ve sol ventrikul fonksiyonunda iyilesmeye neden oldugu gdsterilmistir
[22]. Ancak iskelet kasi; deri, beyin, karaciger ve kemik iligi gibi énemli bir
organdir. Bu organlardan hiucre elde etme proseduru aci veren ve pahali bir
yontemdir. Ornek olarak kemik iligi aspirasyonu; klinik uygulama igin gerekli ex
vivo buyume basamaginda yeterli miktarda hicre eldesini saglayamamaktadir. Bu
nedenle arastirmalar farkh kdk hicre kaynagi arayisina girmistir. Bu baglamda
adipoz doku ideal bir kaynak olarak goérlilmeye baslanmistir. Bunun nedenleri
arasinda; hastadan eldesinin kolaylidi ve kultir ortaminda elde edilen hicre
sayisinin yeterli miktarda olmasi sayilabilir [20],[23], [24].

insan adipoz dokusundan kollajenaz ile pargalanarak elde edilen kok hiicre
populasyonunun birgok hucre hattina farklilagtigi gosterilmistir. Bunlarin arasinda
adipoz doku, kikirdak, kemik, iskelet kasi, noronal hicre, endoteliyal hicre,
kardiyomiyosit ve duz kas hucreleri sayilabilir. Literatiurde adipoz doku stromasi
multipotent kdk hlicresine verilen ¢ok sayida farkh isimle karsilasilabilir. Adipoz
doku kokenli kdk hicre (AdMSC) en yaygin kullanilan terimdir ve vaskuler (perisit
ve endoteliyal progenitor hiucre)/adiposit progenitor hicre (preadiposit) ve yetigkin
multipotent hdcrelerin yanisira dolasim kan hucreleri, fibroblastlar, endoteliyal
hicreler, diz kas hucreleri ve immun hucreleri (makrofaj ve lenfositler gibi)

icermektedir [25].



1.4. Adipoz Doku Kokenli Mezengimal Kok Hucreler
1.4.1. Adipoz Doku Kokenli Mezensimal Kok Huicrelerin Avantajlari

Iskemik hastalara kemik iligi hiicre transplantasyon ydntemini kullanan galismalar,
insan angiojenik hiicre terapisi icin periferal kan ya da kord kanindan elde edilmesi
gereken minimum endoteliyal hiicre sayisini 10’ ya da 10° olarak bildirmistir [20].
Periferal kanda bu progenitor hiicrelerin seyrek olarak bulunmasi pro-angiojenik ve
pro-vaskulogenik etki igin ihtiya¢c duyulan endoteliyal hicre populasyonunun eldesi
icin gerekli dondr sayisini arttirmaktadir [26]. Periferal kan ve adipoz dokudaki
endoteliyal hiicre elde edilebilirlik potansiyelleri karsilastirildiginda adipoz dokunun
¢ok daha buyuk bir potansiyele sahip oldugu gozlenmistir. Yapilan bir galismada;
ayni hastadan alinan kemik iligi stromal hudcrelerle adipoz doku kokenli kok
hicrelerin gerekli olan miktar elde edilebilirligi karsilastirilmis ve bir hafta icinde
istenilen hudcre miktarinin eldesi igin gerekli olan kemik iligi stromal hicrelerinin
%%’ kadar AMSC gerekli oldugu gosterilmigtir. Bu galisma ile AMSC’nin kuvvetli

bir proliferasyon gucune sahip oldugu anlasiimaktadir [20].

Son cgalismalar in vivo ve in vitro uygulamalarda AdAMSC’nin immunoregulator
Ozellige sahip oldugunu gostermigtir. Birbirinden bagimsiz calismalar taze elde
edilmis SVF (stromal vaskuller fraksiyon) hdcreleri ve erken pasaj sayisinda
bulunan AdMSC’nin tersine kultire edilen AAMSC’nin yuzey histokompabilite
antijenlerinin  ifadesinin  gittikge azaldigini  ve zamanla T-hUcrelerinin
proliferasyonuna engellediklerini gostermistir [27], [28]. Bu ¢alismalarla ilerde yash
hastalarda, malignant hastaliklara sahip ya da obez hastalara allogenik
donodrlerden elde edilen ve yeterli miktarda kuiltire edilmis AAMSC’lerin kullanimi

s0z konusu olabilecektir.

Tim bu o6zelliklerle AAMSC elde edilebilirlik ve immin cevap olusturmama
guvenligini saglamasi acgisindan allojenik kullanim potansiyeline sahip énemli bir

mezengimal kok hucre kaynagi olarak gorulmustar.

1.4.2. Adipoz Doku Kokenli Mezensimal Kok Hiicrelerin Kullanim Alanlan

AdMSC transplante edildikleri boélgede proliferasyon 6zelliklerine devam edebilen
ve multipotent 6zellesme kapasitesine sahip olduklarindan uygulandiklari alanda,
alanin gereksinimlerine uygun bir sekilde muamele edilerek ihtiyaca gore cevap

vermesi saglanabilen hiicrelerdir. Ozellikle plastik cerrahide AAMSC’ler genelde
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stromal vaskuler fraksiyon halinde veya izole edilmis ancak kultire edilmemis
hucreler olarak kullanilirlar. Bu hicrelerin kullanim alanlari genel bagliklar halinde

asagida verilmigtir.

1.4.2.1. Yumusak Doku Hacimlendirilmesi

Otolog adipoz doku implantasyonlari, siklikla plastik cerrahide rekonstruktif ve
estetik amacgla ve daha yaygin olarak ise adipoz doku transferi ile meme estetik
ameliyatlari son donemde popularite kazanmistir. Bununla birlikte transplante
edilen adipoz dokusunun blylk oranda atrofiye olmasi nedeniyle seanslarin tekrar
edilmesine ihtiya¢ duyulur. AdMSC’lere ihtiya¢g bu noktada ortaya g¢ikmaktadir.
AdMSC'’lere gore olgun kdk hucrelerin dayanikl olmamasi ve hipoksik ortam gibi
olumsuz kosullara olan duyarliliklarinin fazla olmasi nedeniyle, matir adipoz
dokusu kdk hiicreden zenginlestirilerek uygulanir [29].

1.4.2.2. Yara lyilegmesi

Adipoz doku izolasyonu sonrasi santriflj edilen ve saflagtirilan yag dokusunun
tekrarlayan seanslarla radyoterapiye bagli hasarlanmis dokulara uygulanmasini
takiben, radyasyon hasarli dokunun iyilesmesi lipoaspirat icindeki kék hulcrelere
baglanmistir. Lendeckel ve ark. [30] galismasinda AdMSC’ler genis travmatik
kalvarial defekti olan bir hastada kansel6z kemik greftleriyle birlikte uygulanmig ve
post-operatif Ug¢uncl ayda cekilen tomografik incelemerde belirgin ossifikasyon
tespit edilmigtir.

Son dbénemde AdMSC'lerin neovaskularizasyonu arttirarak rastgele paternli

fleplerin yagayabilirligini olumlu yonde etkiledigi bildirilmigtir [29].

1.4.2.3. AdMSC’lerin Doku Miihendisliginde Kullanimi

AdMSC’lerin doku muhendisligi alaninda kullanimiyla ilgili basarili olgu sunumlari
yayinlanmig olsa da literatur incelendiginde deneysel amagl uygulamalarin yaygin
oldugu goralur.

Doku muhendisligi uygulamasinin basarili olabilmesi i¢in kok hucreler ve bu
hacrelerin yasamlarini surdurebilecekleri uygun Ug¢ boyutlu biyolojik mikro gevre ve
biyomolekullere (sinyal sistemleri) ihtiyac vardir. Bu nedenle secilecek iskelet
yapinin kok hucrelerin ortama yapigsabilme (adezyon) ve buatunlesmelerini

saglayabilmesi yani sira ¢ogalma ve farklilasmalarina da imkan taniyabilir olmasi



gerekmektedir. Literatirde, kollajen mikro boncuklar, Tip | kollajen, hiyaluronik asit
bazli sunger yapilar, hiucreden arindiriimis plasental matriks, enjekte edilebilir
polilaktik ve glikolik kurecikler, ipek-kitosan doku iskelesi, poliglikolik ve
polipropilen doku muhendisligi amaciyla kullanilan biyomateryallerdir.

Bununla birlikte, Tip | kollajen igeren sungerimsi matriks yapilarin, poliglikolik asit
veya hiyaluronik asit bazli jel matrikslere gore daha fazla yag doku benzeri yapi
olusturabildigi bildirilmistir. Kok hucrelerin ug boyutlu matrikslere tutunmasi sonrasi
bu yeni ortamda ¢ogalmalari ve istenilen tipte hucrelere donugebilmeleri ayrica
yeni damar dokularinin olusabilmesi, kok hucrelerle birlikte ortama eszamanli
olarak uygulanan biyomolekullerle de iligkilidir.

Son dénemde yapilan galismalar trombositten zengin plazmanin igerdigi yogun
blyime faktorleri sayesinde AdMSC’lerin ¢ogalma ve parakrin fonksiyonlari
uzerinde olumlu etki yaptigini gostermektedir. Pickard ve arkadaslarinin,
biyomateryaller ¢evresinde olusan biyofilm tabakasini kdk hucreler kullanarak
Onlemeye yodnelik yaptiklari bir ¢alismada damar endoteli blylime faktorlerinin
(Vascular endothelial growth factor-VEGF), AdMSC’lerle birlikte uygulandiginda
kok hucrelerin polilretan implant ylzeyine yapigabilirliklerini ve implantin gevre
dokuya entegrasyonunu arttirdigini tespit etmistir. Bu ¢alismada plastik cerrahi
agisindan ilging olabilecek bir bagka sonug¢ daha ortaya ¢ikmistir. ADMSC’lerin her
ne kadar poliiretan ve poliamid Uzerindeki biyofilm tabakasinin olusumunu
azaltlyor ve entegrasyonu arttiriyorsa da, silikon materyaller c¢evresine
yapismadiklari ve kapsul formasyonunu onlemeye katkilari olmadigi tespit
edilmistir.

Literatirde AdMSC’lerle doku muhendisligi uygulamalarinda, hicrelerin ¢ogalma
ve degisime ugrama veya damarlanmanin arttirlmasi amaciyla tzerinde g¢alisilan
bayume faktorleri su sekilde siralanabilir;, FGF2, PDGF, TGFB, VEGF, HGF,

granulosit ve makrofaj koloni stimule edici faktor, stroma kdkenli faktor-1a.

1.5. Mezensimal Kok Hiicreden Kardiyomiyosit Farklilagtirma Yontemleri

iskemik hayvan modeli calismalari, kdk hiicre implantasyonu ile hasarli
miyokardiyum rejenerasyonunda Umit verici olmasina ragmen kisitli bir basarinin
oldugunu goéstermistir [31]. En 6nemli kisitlama farkhlasmamis koék hucrelerin
implantasyonuna odaklaniimasi ve sonugta kardiyomiyosit farklilasmasinin in vivo
ortamda implantasyon sonrasi alici vicudunda gerceklesmesinin beklenmesidir
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[32], [33]. Ancak bu durumda sadece ¢ok az transplante edilen hicre istenilen
hicreye (6rnegin kardiyomiyosite) farklilasabilmektedir. Bu da miyokardiyal
rejenerasyonun klinik uygulamasinin etkinligini distrmektedir. Transplantasyon
oncesi, farkhlasmamis kok hicrelerin  kardiyomiyojenik kdkenli hicrelere
farkhlasmasi in vitro ortamda yonlendiriimesi ile hem Klinik verimlilik hem de

transplante edilen hicre grubunun etkinligi arttirilabilir.

Diger bir 6nemli karsilasilan sorun ise farklilasmamis kdk hlcrelerin implantasyon
terapisinde “glvenlik” durumudur. Ornegin embriyonik kok hiicreler, in vivo
implantasyon sonrasinda teratoma olugsumuna neden olabilme potansiyeline
sahiptir. Farklilagsmamig hicrelerin bu olasiligi dusuk olsa da transplante edildikleri

dokuda farkli, istenmeyen hlicre grubuna farkhlasabilirler [34].

In vivo hayvan modelinde kok hiicrelerin kardiyomiyosit farklilasmasini diizenleyen
sinyal yolaklarinin ve molekuler mekanizmalarin agiklanmasi son derece zordur.
Bu nedenle in vitro ortamda kok hticrelerin kardiyomiyosite farklilagsmasi icin etkin
bir sekilde yonlendirilmesi, genetik manipulasyon ve molekuler karakterizasyonun

daha kolay izah edilmesi bakimindan 6nem kazanmaktadir [35].

Gunumuzde farkh kaynakli kok hudcrelerin kardiyomiyosite farklilastiriimasi igin

kullanilan yontemler Cizelge 1.2’ de ve teknikler Cizelge 1.3’ te verilmigtir.



Cizelge 1.2 Embriyonik kok/progenitor hlcrelerle, fetal ve yetiskin kok/progenitor

hacrelerin  kardiyomiyosite farklilasmasinda kullanilan cesitli

faktorl ve sentetik kimyasallar.

Sitokinler / Kok Hucre Cesidi

Buyume faktorleri/ | Embriyonik Fetal Yetigkin
Sentetik kok/progenitor kok/progenitor kok/progenitor
kimyasallar hucreler hicreler hiicreler
TGF-B1 ailesi + +

IGF-1 + +

FGF + +

Oksitosin +

Eritropoietin +

5-Aza + + i
Askorbik asit +

Retinoik asit +

DMSO +

Dynorphin B +

10
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Cizelge 1.3 in vitro kardiyomiyojenik farklilasma icin farkli kok hiicre kaynaklari

icin kullanilan bazi teknik ve yaklagimlar.

Embriyonik Fetal Yetigkin Neonatal/yetiskin
kok/karsinoma | kdk/progenitor | kdk/progenitor | primer
hlcreler hlcreler hlcreler kardiyomiyositler
Serumsuz/ +
tanimlanmis
kaltar
ortamlari
Ko-kdltar/besi | + +
ortami
ESM +
Serbest + + +
radikaller
Ireaktif
oksijen turleri
Elektriksel + +
stimulasyon
Mekaniksel +
stimulasyon
Yuksek 1s1 / +
sicaklik soku

Tez kapsaminda bu yontemlerden 5-azasitidin (5-Aza) kullaniimistir.

5-Aza bir sistidin analogu olup, DNA metiltransferazla kovalent bag kurarak

DNA’nin inhibisyonuna neden olur. Toksik bir anti-metabolit olan 5-Aza hucrelere

uygulandidi zaman hucrelerde sessiz genlerin ifadesinin ve DNA replikasyon

zamaninin degismesini saglar [36].

DNA metilasyonunun hicredeki gorevi; gen regulasyonu, genomik igguduleme, X

kromozomunun inaktivasyonunu saglama, viral DNA'larin inaktivasyonu ve hicre
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farkllagsmasi sirasinda dokuya 0Ozgu spesifik genlerin transkripsiyonel
duzenlenmesidir.

DNA’daki ¢ halkasina DNA metiltransferazin metil aktarimi ile DNA metilasyonu
gerceklesmis olur. Bu reaksiyon sirasinda S-adenozil metionin (SAM) bir metil
dondru olarak davranir. 5-Aza ortamda oldugunda DNA metiltransferazin SAM
grubu 5-Aza’nin altinci karbonu ile kovalent olarak baglanarak, DNA’dan DNA
metiltransferazin tekrar kullanimi i¢in ayrilmasi engellenmis olur. Bu nedenle
hicredeki DNA metiltransferazinda azalma orani ile orantili olarak DNA
metilasyonunda da azalma gerceklesir [37].

5-Aza’nin tez kapsamindaki kullanim amaci elde edilen adipoz doku kokenli kok
hicrelerin  kardiyomiyosite  farklilagtinimasini  saglamaktir.  Farklilasmanin
gerceklesmesi icin gerekli 5-Aza miktar1 farkli konsantrasyonlar denenerek
bulunmus ve 5-Aza uygulamasini takip eden dordincu haftada kardiyomiyosite
O0zgu isaretleyicilerle inceleme yapiimistir. Uygun doz segildikten sonra deney

gruplari icin gerekli hicre farklilastiriimasi yapilmistir.

1.6. Hiicre isaretleme Yéntemleri

Son yillarda kdk hicre aracili tedavi ¢ok sayida hastaligin potansiyel tedavisi
olarak gundeme gelmistir. Ancak bu tedavi yaklagimlarinda karsilasilan en énemli
olumsuzluk, transplante edilen hicrenin vicut igindeki akibetidir. Transplante
hicre uzun periodlarla in vivo ortamda guvenilir bir sekilde takip edilmelidir.

GuUnumuzde bircok takip metodu geligtiriimistir. Bunlara 6rnek olarak
immuanohistokimyasal, floresan hucre boyalari ve proteinleri verilebilir. Ayni
zamanda Manyetik Rezonans Goruntileme (MRI) ve Quantum Dotlar diger takip
yontemleridir [38]. GUnumuze kadar kullanilan hicre isaretleme ve takip metodlari

referanslari ile birlikte Cizelge 1.4’ te 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.4 Hucre takip metodlari ve referanslari.

Hucre takip metodlari: Ref:

1. Histokimyasal Teknikler

1 Timidin analogu: BrdU [39], [40]
2 Immiinohistokimyasal isaretleyiciler [41]
3. Y-kromozom isaretleyicisi [42]
4 Lac-Z raportor molekalu [43]

N

Floresan Hucre Boyalari

1. Cekirdek ve sitosolik boyalar: DAPI, Hoecht boyasi, | [44]
Carboxyfluorescein succinmidyl ester (CFSE)

2. Floresan Membran boyalari: CM-DiL, CM-DiO [44], [45]

3. Floresan proteinler: GFP (Yesil floresan proteini, RFP | [46], [47]

(kirmizi floresan proteini)

w

. Quantum Dotlar: Q-Tracker 655 [48]

IN

. Manyetik rezonans gorunteleme (MRI) [41], [49]

Tez kapsaminda histokimyasal teknikler igerisinde siniflandirilan timidin analogu
(BrdU) ile hucrelerin isaretlenmesi yontemi kullaniimistir. Bu yontemin
secilmesindeki amag, transplante olacak hucrelerin proliferasyonu ile yeni olusan

hicrelerin de bu molekil tarafindan isaretlenebilmesidir.

BrdU, hicre dongutsinin DNA sentez fazi sirasinda yeni sentezlenen replike DNA

ile birlesmektedir. Bu sekilde prolifere olan hicreler de isaretlenmektedir.

1.7. Yapi Iskelesi Olarak Biyomateryaller ve Doku Aseliilerizasyon
Yontemleri

Organ implantasyonu glinimuizde son donem organ hastaliklarinda altin standart
tedavi yontemi haline gelmistir [50]. Amerikada yaklasik 27.000 hastanin son
donem karaciger hastaliklarindan, 120.000 hastanin son ddnem akciger
hastaliklarindan, 112.000 hastanin son donem bobrek rahatsizliklarindan ve
425.000 kisinin kalp hastaliklarindan o6ldugu bildirilmistir [50]. Bununla birlikte
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implantasyon i¢cin uygun organ veya dokuya olan talep hali hazirdaki donor
sayisindan c¢ok daha fazladir. Bu kritik dondr sikintisi implantasyonda
kullanilabilecek saglam organ elde edilmesine yonelik laboratuar kosullarinda
doku muhendisligi ve rejeneratif tip tabanl stratejiler gibi yeni teknolojilerin kesfine
yoneltmigtir. Doku muhendisligi ve rejeneratif tibbin amaci; hasar géren vicut
bdlgelerinde doku ve organlarin yeniden yapilandiriimasidir. Doku muhendisligi
yaklasiminin baslica bilesenleri arasinda doku spesifik hlcreleri, biyomateryaller
ve doku olugsumunu destekleyici uygun gevre sayilabilir.

Kalp doku muhendisliginde kullanilan ilk materyaller hidrolitik olarak bozunabilen
biyouyumlu bilesiklerden polilaktik asit, poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin
kopolimerleri olan polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) lerdir [5]. Sonradan
arastirmacilar kullanilan materyallerin mekanik 0zelliginin kalp dokusunun
elastikiyetine adapte olmasi gerektigine karar vermistir. Bunun Gzerine farkli
sentetik/dogal polimerlerden yapilmis hidrojeller Gzerine yogunlasiimistir.

Son yillarda yapilan farkli calismalardaki kalp rejenerasyonunda kullanilan cesitli
materyaller Cizelge 1.5’ te verilmistir.

Cizelge 1.5 Kardiyak doku muhendisligi i¢in kullanilan materyaller.

Materyaller Ref
Dogal

Jelatin yapi iskelesi [51]
Asellller domuz yapi iskelesi [52]
Porlu alginat yapi iskelesi [53]
Alginat-jelatin-PEG yap! iskelesi [53]
Kollajen yapi iskelesi [54], [55]
Fibrin glue [56]
Sentetik

PLA-PGA [57]
Poly-I-laktit-jelatin-PGA [58]
Polivinil alkol [4]
PGA-co-polihidrobutirat [59]
e-kaprolakton-ko-I-laktit [19]
Politretan [60]
TMC-ko-¢-kaprolakton-ko-D-L-laktit [11]
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Birgok calisma grubu dogal polimerlerden 6zellikle kollajen yapi iskelelerinden
elde edilen materyal Uzerine yogunlasmistir [61],[62]. Bu galismalar sonucunda
kalp ekstraselller matriks kullanimi 6nem kazanmisgtir.
Doku muhendisligi yaklasiminda kullanilacak tU¢ boyutlu yapi iskelesinde aranan
Ozellikler:

o Dogal ya da sentetik bilesimi olmalidir.

o Hucreler kolaylikla tutunabilmelidir.

o Tutunan hicrenin, hucresel canliligini ve farklilagsma potansiyelini

devam ettirebilmelidir.
o Bir cm kalinliktan fazla olmamalidir (hipoksik kosul olusumunun
engellenmesi icin) [63]

Bu Ozelliklere bakildigi zaman glinumuizde hcrelerden arindiriimis (aselllerize)
dokulardan elde edilen dogal yapr malzemeleri Uzerine yodun c¢alismalar
yapiimaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda kalp rejenerasyonunda kullaniimak
uzere farklilastirilan isaretli kdk hicreler icin yapi malzemesi olarak kalp
aselulerizasyonu ile elde edilen yapi iskeleleri implantasyon igin segilmigtir.
Aselularize doku ve organlar biyomateryaller arasinda c¢ok sayida doku
muhendisligi/rejeneratif tip uygulamalarinda basaril bir sekilde kullaniimakta olup
kullanilan aselllerizasyon metodlari, ilgili organ ve dokularin gesidine gore
degismektedir. Dokularin ve organlarin aselllerizasyonu sonucunda elde edilen
biyolojik doku iskeleleri hem pre-klinik hayvan ¢alismalarinda hem de insan Klinik
uygulamalarinda basarili bir sekilde kullaniimaktadir [50], [64]. Dokudan ya da
organdan hucrelerin uzaklastirilmasi ekstraseliler matriksi (ESM) olusturan
yapisal ve fonksiyonel kompleks protein karisiminin elde edilmesini saglamaktadir.
ESM’nin hangi dokudan elde edildigi, doku orijininin tlrd, aselllerizasyon yontemi
ve elde edilen biyolojik doku iskelesinin son sterilizasyon metodlari ¢gok genis bir
yelpazeye sahiptir. Tum bu faktorler ESM’nin bilesimini ve en kiigUk yapisini buna
badli olarak da ESM’nin implantasyonu sonrasinda alicinin bu yapiya immunolojik
tepkisini olusturmaktadir.
ESM’nin aselllarize edilmesinin gerekgelerine bakildiginda; xenogenik ve
allogenik hucresel ajanlar, tanima gore, alici tarafindan yabanci olarak kabul
edilmekte ve bu nedenle inflamatuar cevaba veya dokunun immun olarak reddine
neden olmaktadir. Ancak ESM’nin komponentleri tirler arasinda korunmustur

hatta xenogenik alicinin dahi tolere ettigi bilinmektedir [65]. Bugune kadar kalp
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kapakgciklari [66],[67], kan damarlar [68], [69], deri [70], sinirler [71], iskelet kasi
[72], tendon [73], ligament [74], kug¢uk intestinal submukoza (SIS) [75], idrar kesesi
[76] ve karacigerinde bulundugu ¢ok sayidaki dokudan elde edilen ESM’nin doku
muahendisliginde ve rejeneratif tip uygulamalarinda c¢alisildigi bilinmektedir.
Aselllerizasyon metodlarinin amaci tim hdcrelerin ve nukleer materyallerin en iyi
sekilde ortadan kaldirimasi ve elde edilen ESM’nin kompozisyonunda, biyolojik
aktivitesinde ve mekanik butinligunde karsilagilabilecek olumsuz etkilerin en aza
indirgenmesidir.

Hucrelerin ortadan kaldiriimasina yonelik kullanilan yontemlerden herhangi birinin
islem basamaklarina bakildiginda ESM’nin mimarisinin dogal U¢ boyutunu
degistirdigi bilinmektedir. Doku aselllerizasyonu igin yararlanilan yontemlerden en
cok tercih edilenleri fiziksel ve kimyasal uygulamalarin birlikte kullanimidir. Fiziksel
muamele yoOntemleri agitasyon veya sonikasyon, mekaniksel basing, veya
dondurma ve c¢o6zdlirme olarak siralanabilir. Bu teknikler hicre membran
batunligunu bozarak, hucre iceriginin salinmasini ve sonraki asamalardaki
calkalama ve ESM’den hicre igeriginin ortadan kaldirilmasini kolaylastiriimaktadir.
Bu fiziksel yontemler genellikle tamamen aselllerizasyon igin yetersiz kalmaktadir.
Bu nedenle de mutlaka kimyasal tekniklerle desteklenmektedir. Tripsin gibi
enzimatik uygulama ve iyonik solUsyonlarin veya deterjanlar gibi kimyasal
uygulamalar hicre membranini tahrip ederek intraseliler ve ekstraselller
baglantilardan sorumlu zincirlerin kirlmasini  saglarlar. Dokular, dokunun
kaynagina gore hicresel materyal ve ESM’nin farkli yogunluklardaki bilesiminden
olusmaktadir. ESM’nin aselllerizasyon islemi ile kimyasallar kullanilarak tzerinde
barindirdigr tum hucrelerin zarar gormesi saglanir ve bu sekilde doku tum
hicrelerinden arindirilarak bos ESM elde edilir. Aselllerizasyon isleminin asil
amaci, ESM’nin en az sekilde zarar goérmesi, dodal mekanik ve biyolojik
Ozelliklerinin bozulmadan korumasini saglamaktir.

Aselulerizasyon protokollerinin tanimlanmasinda en guglu ve etkili aselllerizasyon
protokolleri fiziksel, kimyasal ve enzimatik islemleri kapsayan yaklagimlardir.
Genelde aselllerizasyon yontemleri Oncelikle fiziksel yontem veya iyonik
solusyonlar kullanilarak hicre membraninin lizisi, sonrasinda enzimatik yontemler
kullanilarak ESM’den nlikleer hlicresel komponentlerin ayrilmasi, sitoplazmik ve
nukleer hucresel komponentlerin ¢ozlulmesi igin deterjanlar kullaniimasi ve son

olarak da hucresel kalintilarin dokudan tamamen arindiriimasini kapsar. Bu
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basamaklar mekaniksel agitasyon yontemi ile desteklenebilmektedir.
Aselulerizasyonu takiben tim reziduel kimyasallar ortamdan uzaklastiriimahdir.

Aksi takdirde alicida bu kimyasallar nedeni ile doku cevabi olusabilmektedir.

1.7.1. Fiziksel Metodlar

Doku aselllerizasyonunu saglayan fiziksel metodlarin iginde dondurma, direk
basing, sonikasyon ve agitasyon yontemleri bulunmaktadir. Dondurarak patlatma
yontemi asellilerizasyonda siklikla kullanilir. Ozellikle bu ydntemlerin tendon ve
ligament dokusu [77], [78] ile sinir dokuda [79] kullanildigi bilinmektedir. Bir
dokunun hizli bir sekilde dondurulmasi ile hlicre membran butinlagunt bozan ve
hdcrenin lizisine neden olan hucreigi buz kristalleri olusur. Sicaklik degisiminin
derecesi c¢ok dikkatlice kontrol edilmelidir. ESM vyapisinin bozulmasina vyol
acabilecek buz kristallerinin olusumu engellenmelidir. Dondurma yontemi hucre
lizisi igin etkili bir metod olsa da hicresel materyallerin dokudan uzaklastiriimasi
icin dondurma sonrasinda farkl islemlerin uygulanmasi gerekmektedir.

sadece ESM organizasyonu yogun olmayan dokularda (karaciger, akciger gibi)
etkilidir. Mekanik gu¢ ayni zamanda mesane ve ince bagirsakta kullanilan
aselllerizasyon yontemlerindendir. Bu yontemler efektif olup ESM’nin G¢ boyutlu
yapisina minimal duzeyde hasar veren yontemlerdir.

Mekanik agitasyon ve sonikasyon yontemlerinden, hicre lizisi ve hucresel atiklarin
uzaklastirlmasinda  kimyasal  yontemlerle  birlikte ~ eszamanli  olarak
yararlaniimaktadir. Mekaniksel agitasyon, manyetik karigtiricili tabla veya orbital
karistiricilar ile uygulanmaktadir. Sonikasyonun hticre hasarlanmasinda kullanimi
icin gerekli olan optimal genlik ve sikhdin belirlendigi herhangi bir calisma
bulunmamakla birlikte standart ultrasonik temizleyicilerin hicresel materyallerin
uzaklastirlmasinda, dokularin orbital karigtiricilar Uzerinde yerlestiriimesi yontemi

ile etkili bir sekilde kullanimi s6z konusudur.

1.7.2. Kimyasal Metodlar
1.7.2.1. Alkalin ve Asit Uygulamalari

Alkalin ve asit uygulamalari aselllerizasyon protokollerinde hicrenin sitoplazmik

komponentlerini ¢ozmek ve ayni zamanda RNA ve DNA gibi nukleikasitleri
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uzaklastirmak igin kullaniimaktadir. Ornegin asetik asit, perasetik asit (PAA),
hidroklorik asit, sulfurik asit ve amonyum hidroksit (NH,OH) hicre membranini ve
intraselller organelleri etkili bir sekilde pargalarlar [76], [80]. Ancak bu kimyasallar
ayni zamanda glikozaminoglikanlar (GAG) gibi ESM’nin komponenti olan dnemli
bazi molekulleri de ESM’den ayirmaktadir.

Domuzdan elde edilen SIS (small intestinal submucosa) ve mesane tabakalari
(submukozal tabaka veya bazal membran ile tunika propria) gibi ¢ok farkli dokulari
yaklasik %0,10-0,15 (w/v) konsantrasyonda PAA ile aselllerize edilmistir. Bu
uygulama yontemi bu tir ince ESM yapilarindan hicre materyallerinin ortadan
kaldirlmasinda yuksek bir etkiye sahip olmasinin yani sira mikroorganizmalari
etkileyerek ve mikrobiyal enzimleri okside ederek materyalin dezenfeksiyonunu da
saglamaktadir [81], [82]. PAA uygulamasinin ESM komponentleri Uzerine etkisi
yaygin olarak calisilmistir. SIS ve/veya mesane tabakalarinda PAA uygulamasi
sonrasinda kollajenin birgok tipi (I, lll, 1V, V,VI ve VII gibi) tanimlanmistir [83]. Ayni
zamanda bu uygulama sonrasinda ESM’de bircok dogal yapidaki GAG’lar
korunmaktadir. Bunlara hiyaluranik asit, heparin, heparin sulfat, kondroitin stlfat A
ve dermatan sulfat 6rnek olarak verilebilir [84]. Ayni zamanda laminin ve
fibronektinin ESM doku yapisinda bulundugu goésterilmistir [85]. Donusturicu
blylume faktori-B (TGF-B), temel fibroblast blyime faktéri ve vaskiler endoteliyal
blylume faktori gibi ESM’de yer alan blytume faktorlerinin yapisal ve fonksiyonel
yapilarinin  bozulmadan kaldigr bildirilmistir  [86]. PAA’nin biyolojik yapi
malzemelerinin mekaniksel davraniglarina herhangi olumsuz bir etkisi olmadigi
bilinmektedir [76]. SIS ve mesane tabakalari ile in vitro hucre kulturu calismalari
bu materyallerin kullanim acgisindan mukemmel bir yapi iskelesi oldugu tekrarh
calismalarla gosterilmis olup [85], [87] PAA ile aselllerize edildikten sonra in vivo

doku muhendisligi yaklagiminda kullanildigi bildiriimigtir.

1.7.2.2. iyonik Olmayan Deterjanlar

lyonik olmayan deterjanlar aseliilerizasyon protokollerinde yaygin olarak kullanilan
bir ydontemdir. Bunun en 6nemli nedeni goreceli olarak diger yontemlere gore doku
yapisi Uzerine daha hafif bir etkisi olmasidir. lyonik olmayan deterjanlar lipid-lipid
ve lipid-protein etkilesimini bozar ancak protein-protein baglantisini etkilemeyerek
doku ya da organdaki proteinin fonksiyonel konformasyonunu bozmamaktadir [88].
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Triton-X100 aselulerizasyon protokolunde en yaygin olarak kullanilan iyonik
deterjanlar arasindadir. Dokunun Triton-X100’e maruz birakilma sulresi birkag
saaten 14 gune kadar degismektedir [73], [74]. Dokularin Triton-X100 ile muamele
edilerek aselllerize edilmesi ile ¢ok farkli sonuglar elde edilmektedir. Kalp
kapakgiginin 24 saat Triton-X100 ile aselllerize edilmesi ile valvular yapi
korunabilmekte ve tum nukleer materyal uzaklastirilabilmektedir. Ancak komsu
miyokardiyum ve aortik duvarda hucresel materyallere rastlanabilmektedir [66].
Diger calismalarda dort saatin Uzerindeki Triton-X100 ile muamele goren kan
damarlari, tendon ve ligamentler de hicresel kalintilarin tamamen dokudan
uzaklastirilamadigi gosterilmigtir [73], [74]. Tum dokularda histolojik boyama
sonucunda nukleer materyallere rastlanmis ve Triton-X100 ile muamele edilen 6n
¢apraz baglarinda immunohistolojik boyama sonucunda bir hucre iskeleti proteini
olan vimentin goérulmastir. Triton-X100 ile aselllerizasyon ¢alismalarinda
glikozaminoglikanlar (GAG) bilesiminde de dokular arasinda farkli sonuglar elde
edilmistir. Kalp kapakgiginda 24 saat muamele sonrasinda GAG’lar tamamen
uzaklastirilirken, 6n g¢apraz baglar Gzerine doért glinlik uygulama sonucunda stulfat
GAG’larinin iceriginde herhangi bir degisiklik olmadigi bildirilmigtir. Triton-X100
etkili bir aselllerizasyon yontemi olmakla birlikte, etkili olmasindaki en onemli

nokta aselllerizasyon protokolliindeki diger yardimci metodlarla desteklenmesidir.

1.7.2.3. iyonik Deterjanlar

lyonik deterjanlar sitoplazmik ve niikleer hiicre membraninin ¢éziinmesinde etkili
bir yontemdir, ancak protein-protein etkilesimini bozarak protein denatlrasyonuna
egilim gostermektedir [88]. En ¢ok kullanilan iyonik deterjanlar sodyum dedosil
sulfat (SDS) ve sodyum deoksiolat ile Triton-X200’ dur [67], [70], [74].

SDS dokudan selller komponentlerin uzaklastirilmasinda ¢ok etkili bir yontemdir.
Diger deterjanlara kiyasla SDS, vimentin gibi sitoplazmik proteinler dahil tim
nakleer kalintilarin tamamen ortadan kaldiriimasini saglamaktadir [74]. SDS dogal
doku yapisini bozarak GAG konsantrasyonunda azalmaya ve kollajen birlikteliginin
bozulmasina neden olmaktadir. Ancak SDS ile dokudan kollajen uzaklastiriimasi
gergeklesmemektedir.

Sodyum deoksiolatta ayni sekilde hicresel kalintilari uzaklastirmada ¢ok etkili bir
yontem olmasiyla birlikte doku yapisina SDS’e goére cok daha fazla zarar
vermektedir. Bu yontemin tek basina kullanildigi herhangi bir rapor
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bulunmadigindan dokudan elde edilen ESM’de sodyum deoksiolatin etkisinin ne
kadar  oldugu  bilinmemektedir. = Sodyum  deoksiolat  sinir  dokusu
aselllerizasyonunda ¢ok sayida Zwitterionik deterjani ile kombin bir sekilde
kullanildigi ancak bu kombinasyona mutlaka Triton-X200'Ginde eklenmesiyle

kompleks aselulerizasyonun basarildigi agiklanmistir [71].

1.7.2.4. Zwitterionik Deterjanlar

Zwitterionik deterjanlar hem iyonik hem de iyonik olmayan deterjan ozellikleri
gosteren bir ajandir. Bu deterjanlarin protein denatire etme glcu iyonik olmayan
deterjanlara gore cok daha fazladir. CHAPS (3-[(3-
kolamidopropil)dimetilammonia]-1-pro-panesilfat) karaciger aselllerizasyonunda
[89], sllfabetani-10 (SB-10) ve -16 (SB16) ise sinir aselllerizasyonunda kullanilan
Zwitterionik deterjanlardir [90]. CHAPS ile muamele edilen arter dokusunun
histolojik incelemesinde kollajen ve elastin morfolojisinin normal oldugu ve dogal
damar vyapisindaki kollajen yapisinin korundugu gosterilmigtir. Perifal sinir
aselllerizasyonunda SB-10 ve SB-16’nin iyonik bir deterjan olan Triton-X200 ile
kombin edilerek kullaniimaktadir. Bu kombinasyonun uygulanmasi sinir ESM
yapisina Triton-X100 ve sodyum deoksiolatin birlikte uygulanmasindan daha az bir

zarar vermektedir [90].

1.7.2.5. Tri(n-butyl) phosphate (TBP)

TBP organik bir ¢dzlicu olup koagulasyon faktor aktivitesini etkilemeden kanda
viris inaktivasyonunda kullaniimaktadir. Son zamanlarda TBP kosmotropik ajan
olarak tendon ve ligament greftlerinin aselllerizasyonunda kullaniimaktadir. TBP
uygulamasi sonucunda rat kuyruk tendonunda ve 6n ¢apraz bag (ACL) greflerinde
tum ndkleer kalintilarin  uzaklasgtinldig, ancak kemik ligament baglanma
noktalarinda bu uzaklastirma isleminde eksiklikler gozlendigi bildirilmistir. TBP
uygulamasi ile rat kuyruk tendonundan izole edilen kollajen fibrelerinin geriime
glcunde herhangi bir kayip goézlenmezken, ACL’den izole edilenlerde kollajen
bilesiminde azalmaya neden oldugu bilinmektedir [73],[74]. TBP kosmotropik ajan
olarak aselllerizasyon isleminde elde edilen ESM'de mekaniksel davranisina

minimal bir etkisi olmasi bakimindan umit verici bir yontemdir.
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1.7.2.6. Hipotonik ve Hipertonik Uygulamalar

Deiyonize su ya da dusuk iyonik gugli solusyonlar gibi hipotonik ve hipertonik
solusyonlarla yapilan osmotik sokla organ ve dokularda hucre lizise
ugratilmaktadir [74],[91]. 11 saat hipotonik solisyon (10 mM Trizma HCI, 5 mM
EDTA) muamelesi sonrasinda 11 saatlik hipertonik solisyon (50 mM Trizma HCI,
1 mM NaCl, 10 mM EDTA) uygulamasi sonucunda hucre lizize edilebilmekte
ancak dokulardan ortaya cikan hicre kalintilarinin tamamen
uzaklastirimamaktadir. Bu yonteme ek olarak enzimatik ve kimyasal uygulamalar
selller kalintilarin uzaklastirimasi igin gereklidir. DNA kalintilarinin  dokudan
uzaklastiriimasinin zorlugu, DNA'nin yapiskan 0Ozelligi sebebiyle ESM’ye siki bir

sekilde baglanma 6zelligi gostermesidir.

1.7.2.7. Selatlayici (chelating) Deterjanlar

Etilen diamino tetraasetik asit (EDTA) ve etilen glikol tetraasetik asit (EGTA) gibi
selatlayici ajanlar halka seklinde molekuler bir kompleks yapiya sahip olup
merkezi metal iyonlara kararli bir sekilde baglanarak bu iyonlarin izole
edilebilmesini saglamaktadirlar. Divalent katyonlarin, Ca*? ve Mg*? gibi, kollajen ve
fibronektinin hlcre baglanmasinda Arg-Gly-Asp reseptorunun gerekliligi bazi
calismalarca bildirilmigtir [92],[93]. Hucre-ESM adhezyonunda gorevli divalent
katyonlarin  baglanmasiyla bu ajanlar dokudan hucresel materyallerin
uzaklastirimasi saglanmaktadir. EDTA genellikle tripsin  kombinasyonu ile

kullanilan bir yontemdir.

1.7.3. Enzimatik Yontemler

Aselllerizasyon uygulamasinda kullanilan enzimatik tekniklere proteaz dijesyonu,
kalsiyum selatlayici ajanlar ve nukleazlar 6rnek verilebilir [94],[95],[96].
Aselulerizasyon protokollerinde proteolitik enzimlerden en ¢ok kullanilani;
Tripsindir. Tripsin, prolinin yan residu oldugu durumlarda arjinin ve lizininin karbon
tarafindan peptid baglantilarini ikiye ayirma 6zelligi tasir. Tripsinin maksimal
enzimatik aktivitesi 37°C'de ve pH:8de oldugu bilinmektedir. Nukleazlardan
endonukleazlarin ribonukleotid ve deoksiribonlkleotidlerin interio baglantilarinin

hidrolizini katalizledigi ancak ekzonukleazlarin ribonukleotid ve
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deoksiribonukleatidlerin terminal baglantilarinin hidrolizini katalizleyerek RNA ve
DNA’nin degradasyonuna neden oldugu gosterilmistir [97].

Enzimatik uygulamalarin hucresel materyallerin uzaklastiriimasi ve ayrilmasindaki
etkinligi birgcok farkli dokuda calisiimistir. Bazi calismalar domuz pulmoner
kapakgiklardan 24 saatlik agitasyon yontemi ile birlikte %0.05 tripsin/ %0.02 EDTA
muamelesi sonrasinda huicresel kalintilarin  uzaklastirlmasindaki basarisini
gosterirken [98], bazi ¢alismalar etkinlik derecesinin daha az oldugunu bildirmistir.
Bu calismalara 6rnek, domuz aortik kapakgiklarda ultra saf su iginde %0.5 tripsin,
%0.05 EDTA, %0.02 gentamisin, %0.02 mg/ml Dnase ve 20 pg/ml Rnase ile
yaklasik 17 saat 37°C'de agitasyon yontemi ile desteklenerek yapilan
aselulerizasyon c¢alismasi  sonucunda  hucrelerin  tamamen  ortamdan
uzaklastirildigl ancak hucresel kalintilarin dokudan uzaklastirilamadigi bildirilmistir
[66].

Enzimatik yontemler, doku ve organlardaki ESM bilesenlerine zarar veren bir
etkiye sahiptir. Uzun sureli tripsin/EDTA uygulamasinin normal pulmoner
kapakgiklardaki ESM yapisina zarar verdigi ancak dokudaki kollajen miktarinda
herhangi bir degisiklige yol acmadigi gosterilmistir [98]. Ayni zamanda
tripsin/EDTA uygulamasindan sonra ESM’deki laminin ve fibronektin bilesenlerinin
blylk Olcide azaldidi bildirimler arasindadir. Elastin ve GAG’lar Uzerinde de
zamanla énemli derecede bir gerileme, 6zellikle de o-sulfath GAG’larda (kondrotin
sulfat, keratin sulfat ve dermatan sulfat) gozlendigi bildiriimigtir. Bazi uygulamalar
sonucunda gerilme gucunde %50 oranda gerileme go6zlenmigtir. Enzimatik
aselllerizasyon protokolleri sonrasinda elde edilen ESM’nin in vitro ortamda

endoteliyal hiicre buylimesini destekledigi aciklanmistir [66],[98].

1.7.4. Proteaz inhibitorleri

Aselularizayon protokolleri sirasinda hasar goren hucrelerden ¢ok sayida proteaz
salinabilmektedir. Uzun sureli kimyasal uygulamalari sonrasinda ortamda beliren
proteazlar ESM’nin dogal yapisina zarar verebilr. Bu nedenle dokularin
aselllerizasyonu igin kullanilan solusyonlari igine proteaz inhibitorlerinden
fenilmetilsulfoniflorid (PMSF), aprotonin veya leupeptin eklenebilir. Tampon
solisyonunun pH’1 7-8 arasinda tutulursa yine proteaz aktivitesi durur. Bunlara ek
olarak lizis solusyonunun sicakhginin ve suresinin kontrolu de proteaz aktivitesini
sinirlamaktadir.
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1.7.5. Antibiyotikler

Uzun sureli kimyasal aselllerizasyon uygulamalari sonrasinda endise edilebilecek
bir diger sorun elde edilen ESM materyalinin kontaminasyonuna yol agacak bakteri
varlhginin ortaya c¢ikma ihtimalidir. Bu nedenle uygulanan bir¢ok protokolde
kullanilan aselllerizasyon solUsyonlari igine penisilin, streptomisin veya
amphotericin-B eklenmektedir [74],[99],[100]. Ancak aselulerizasyon
protokolinden sonra antibiyotik ya da antibiyotik kalintisinin yapi malzemesinde
kalmasi daha sonra bu malzemenin medikal bir gere¢ olarak kullanimindan ¢ok
ilag olarak kullanimini gundeme getirerek kisitlayici bir etkenin ortaya ¢ikmasina
yol agabilmektedir.

Bu aciklamalarin isidinda bu tez kapsaminda; kalp dokusunun aselllerizasyonu
icin bahsi gecen yontemlerden iyonik olmayan ve iyonik olan deterjanlarin farkh
konsantrasyonlari farkli zamanlarda uygulanmis ve bu uygulamalardan elde edilen
ekstraseluler matrikslerden hicre ekimi igin en elverigli olani ¢alismanin sonraki
basamaklarinda segilerek yontem optimize edilmistir.

Bu tezin amaci ve bu amag dogrultusundaki kapsaminda;

1. Mezensimal kok hicre kaynagi olarak gonadal ve subkutan adipoz dokusu
tercih edilmis ve adipoz dokusundan elde edilen kdk hucrelerin kardiyomiyosite
farkhlasma potansiyelleri incelenmigtir.

2. Farklilagtirilan hucrelerin isaretlenmesi icin BrdU boyama yodntemi optimize
edilmistir.

3. Hucre uygulamasini kolaylastirmak amacli gelistiriimesi disunudlen doku iskelesi
icin “kalp dokusu” segcilmistir. Kalp dokusunu hucrelerinden arindirmak amaciyla
cesiti yontemler denenmis ve hucre tutunumunu saglayacak en verimli
aselulerizasyon yontemi bulunmustur.

4. Ektopik gog¢u incelemek Uzere isaretli farkhlastirlmis hucreler aselllerize
edilmis kalp doku iskelesi Uzerine kultir ortaminda uygulanmigtir. Doku iskelesi ile
isaretli farkhlastirilmis hicreler sican retroperitoneumuna implante edildikten sonra
sureye bagli olmak Uzere hayvanlarin hedef dokularindaki isaretli hicrelerinin
varligi histopatolojik ve molekller duzeyleri incelenerek tespit edilmeye

cahisiimistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Deney Hayvanlari

Calisma kapsaminda uygulanan tim cerrahi islemler, Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurulu’'ndan alinan izin ile gergeklestirilmistir. Calismanin
hdcre kalturu, aselllerize matriks izolasyonu ve cerrahi uygulamalari igin toplam
84 adet erkek Rattus norvegicus turtne ait Wistar albino irki sigan kullaniimistir.

Tez calismalari kapsaminda kullanilan sican gruplarinda orneklem sayilari ve

yapilan uygulamalar Cizelge 2.1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1 Deney ve kontrol gruplari ile yapilan in vivo uygulamalarin 6zeti.

Deney grubu Uygulama

Grup 1. (n:10) Yag izolasyonlarinin yapildigi grup

Grup 2. (n:20) Aselllerize kalp dokularinin elde edildigi
grup

Kontrol grubu (n:18) Bos kontrol grubu (herhangi bir operasyon

gegirmen grup)

ESM grubu (n:18) Bos aselllerize matriksin retroperitoneuma

transplante edilen grup

ESM+Hicre grubu (n:18) Aselulerize matriks+ Farkhlastirilmis isaretli

hdcrelerin retroperitoneuma implante edilen

grup

Kullanilan sicanlarin ortalama yasi 24 hafta, ortalama agirligi ise 400 £ 50 gr'dir.
Siganlar uygulama gruplarina gore rastgele dagitilmigtir. Cerrahi uygulama tim
hayvanlarin retroperitoneum bdlgesinde abdominal aorta sol tarafindaki yag
bolgesine implantasyonu seklinde gercgeklestirilmistir. TUm siganlara gunluk olarak
ad labitum su ve sikistirilmis pelet yem verilmigtir. Ozel diyet uygulanmamistir.
Deney boyunca siganlar paslanmaz celik kapakli ve polikarbonat otoklavlanabilir
kafesler icerisinde; 6zel havalandirmali odada 20+2°C’de ve %45 nem bulunan

ortamda, 12 saat aydinlk/12 saat karanlik kosullarinda barindiriimistir.
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2.1.2. Cerrahi Operasyon ve Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Madde ve
Malzemeler

Cerrahi operasyonlarda anestezi uygulamasi igin anestezik solUsyon olarak
ksilazin HCI (Alfamin, Ata-Fen, Izmir, Tlrkiye) ve ketamin HCI (Alfamin, Ata-Fen,
izmir, Tarkiye) hayvanlarin agirliklarina gére hesaplanarak uygulanmistir. 6-0
absorbe edilmeyen ip (Dogsan) aselllerize matriks implantasyonu igin, 3-0
absorbe edilmeyen ip (Dogsan) deri kapatmasi icin ve 3-0 absorbe edilebilen ip
(Boz) kasi kapatmak igin kullanilmigtir. Tum cerrahi operasyonlar boyunca
kullanilan cerrahi malzemeler steril edilerek kullaniimistir.

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) proliferasyon analizi icin, akridin
orange/propidium iodid hucre canlilhk testi icin, Hekzametildisilazin (HMDS) ve
gluteraldehit taramal elektron mikroskobik (SEM) analiz igin, Triton X100 ve SDS
(Sodyum dedosil Sulfat) aselulerizasyon igin kullanilan malzemeler olup hepsi
Sigma (Almanya)’dan temin edilmistir. Hiicre klltirinde kullanilan malzemelerden
Dulbecco’s Modified Eagles Medium F12 (DMEM/F12), Fetal bovine serum (FBS),
penisilin/streptomisin ve amfoterisin-B ayni gekilde Sigma (Almanya)dan temin

edilmigtir.

2.2. Yontem
2.2.1. Hucre Kiulturi Gahgmalarn
2.2.1.1. AdMSC’ lerin izolasyonu ve Kiiltiire Edilmesi

Tez kapsaminda Hacettepe Universitesi Hayvan Etik Kurul iznini takiben, ayni
koloni icinde yetistiriimis rastgele secilen ve ortalama agirliklari 400-500 gr olan 24
haftalik erkek sicanlar (Wistar albino) kullaniimistir. izolasyon éncesi kullanilacak
tum cerrahi malzemeler steril edilmis ve izolasyonun vyapilacagi laboratuar

temizlenerek ultraviyole 1s1Q1 ile bir saat slreyle steril edilmigtir.

Sicanlara Ksilazin (10 mg/kg) (Alfamin, Ata-Fen, izmir, Tirkiye)/Ketamin (50
mg/kg) (Alfamin, Ata-Fen, izmir, Tirkiye) anestezisi uygulanip, anestizi altina
alinan hayvanlarin opere edilecek bdlgeleri tiraslandiktan sonra %10’luk batikon
antiseptik sollisyon ile dezenfekte edilmistir. Hayvanlardan steril kosullar altinda
hem flank adipoz hem de gonadal adipoz dokulari toplanmistir. izole edilen adipoz
dokular; igcinde ylksek oranda antibiyotik-antimikotik iceren tasima besiyeri (%10

FBS ve %0.4 penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12) olan santrifuj tipu iginde
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hdcre kualtirine alinip, tum doku pargalari laminar kabin iginde tasima besiyeri
iceren petri kaplarinda bisturi yardimiyla 4-5 mm olacak sekilde parcalara
bolunmustir (Sekil 2.1).

Elde edilen doku parcgalari 24 kuyucuklu kultlr kaplarinin ylizeyine yapismalari igin
Oncelikle Uzerlerine birer damla primer besiyeri (%20 FBS ve %0.2
penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12) eklenmis ve etlivde 15 dakika
inkiibasyona birakilmiglardir. 15 dakikanin bitiminde doku kurumayacak sekilde
doku cevresini kaplayacak kadar primer besiyeri eklenmis ve dokular 24 saat
boyunca 37°C’'de ve %5 CO,-%95 O,de standart kiltiir kosullarinda inkibe
edilmislerdir (Sekil 2.1). 24 saatin sonunda her kuyucuga bir ml primer besiyeri
eklenerek 37°C'de ve %5 CO,-%95 O,de standart kiltir kosullarinda
inkiibasyona birakilmistir. Mezensimal kdk hicrelerden salgilanma ihtimali olan
cesitli sitokinlerin farkhlastirma etkisini ortadan kaldirmak igin besiyeri her gun ayni
miktardaki taze besiyeri ile bir hafta boyunca dedgistiriimis ve birinci haftanin
sonunda dokular kiltir kaplarindan uzaklastirilmistir. inkiibasyon siiresince
hicrelerde meydana gelen morfolojik degisikler mikroskobik olarak incelenmistir

(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japanya).

Sekil 2.1 24 kuyucuklu kultir kabinda gonadal adipoz doku pargalarinin yerlestiriimesi.
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2.2.1.2. AMSC’lerin Karakterizasyon Caligsmalari
2.2.1.2.1. immunofloresan Boyama

Hucreler, kultur kabinin yuzeyini tamamen kaplayip yaygin hale geldikten sonra
mezensimal kdk hulcreleri icin 6zgul olan pozitif isaretleyicilerden CD13, CD29,
CD54 ve CD90 molekdlleri igin floresan boyama yapilmak Uzere standart boyama
yontemi uygulanmigtir. Bunun i¢in oncelikle kaltir ortami uzaklastinimis ve
hucreler fosfat tamponu (PBS, Santa Cruz Biotechn., ABD) ile yikanmigtir.
Fiksasyon igin hucrelerin Uzerini kaplayacak sekilde soguk metanol eklenerek bes
dakika beklenmistir. Ortamdan metanol havada kurutularak uzaklastiriimis ve
hiicreler t¢ kez PBS ile yikanmigtir. Immunoglobulin G (IgG)'nin spesifik olmayan
badlantilarini  engellemek igin  hucreler 20 dakikallk sdreyle %10
engelleyici/sinirlandirici serum ile inkibe edilmistir (%10 Normal Goat Serum:
PBS). Bu surenin sonunda serum uzaklastirilarak, htcreler PBS ile yikanmistir.
Hucrelerin ylzeyini kaplayacak sekilde ortama konan PBS iginde 1:100 oraninda
hazirlanmis primer antikor soltusyonlari (CD13, CD29, CD54 ve CD90, Santa Cruz
Biotechn., ABD) eklenerek 60 dakika slreyle oda sicakliginda karanlik ortamda
laminar flow igerisinde inkibe edilmistir (primer antikor orani: 1.5% normal
engelleyici/sinirlandirici serum iceren PBS iginde 0.5-5.0 pug/ml).

inkiibasyonun sonunda ortamdan primer antikor soltsyonlari uzaklastirilarak (g
kez ve her seferde bes dakika streyle beklenerek PBS ile yikanmistir. Hlcreler,
PBS iginde 1:100 oraninda hazirlanmis sekonder antikor (CD13, CD29, CD54 ve
CD90 icin goat anti-mouse TR (ABCAM, Turkiye)) ile 45 dakika sureyle inkube
edildi (sekonder antikor orani: %1.5-%3 normal engelleyici/ sinirlandirici serum
iceren PBS icinde 1-5 pg/ml). Bu islemin sonunda sekonder antikorlerin ortamdan
uzaklastiriimasi icin hicreler G¢ kez PBS ile yikanmistir. Hlcreler tim yuzeylerini
kaplayacak sekilde UltraCruz™ mounting medium (Santa Cruz Biotechn., ABD) ile
kapatilarak goruntuleme basamagina gegcilmigtir. Tium islemler CD13, CD29, CD54
ve CD90 ic¢in alti kuyulu kultir kaplarinda ikigser goz olacak sekilde pasaj iki igin
uygulanmistir. Hicreler TR igin 490-520 nm dalga boyunda floresan aydinlatma
(Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus 1X70 Inverted Mikroskop,

Japanya) goruntilenmigtir.
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2.2.1.2.2. Akis Sitometrisi Analizi (FACS)

Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimindeki Fizyoloji Laboratuvarinda daha
onceki ¢alismalarda ADMSC’lere uygulanan akis sitometrik hiicre karakterizasyon
sonuglarina ek olarak bu tez kapsaminda elde edilen kok hicrelere de kulturde
cogalirken  fenotipik  karakterlerini  korudugunu  dogrulamak amaciyla
farkhlastirrlmamis mezensimal kok hucrelere akis sitometri analizi yapilmistir.
Uygulanan protokolde AdMSC'ler yuzeyden kaldirilarak slUspanse edilmistir.
Santrifijden sonra yikama tamponunda suspanse edilen hlcrelere 300 L floresan
izotiyosiyanat (FITC)-konjuge antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45 dakika
inkiibasyon gergeklestiriimistir. Bu amacla, AMSC’lerin immuno-fenotiplemesinde
pozitif ve negatif isaretleyiciler olan CD29, CD90, CD54, CD45, CD106, MHC sinif
| ve MHC sinif Il antijenlerine uygun sican antikorlari ve antikorlar i¢in énerilen

izotip kontrolleri kullaniimigtir.

Flow sitometrik analiz Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Terapisi Arastirma
ve Gelistirme Merkezi'nde (KOGEM) FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego,
ABD) cihazi ve Analizler BD CellQuest Pro programi ile yapiimistir.

2.2.1.3. Oil-red O Boyama

Pasajlama basamaklarinda her pasaj igin ortamda mezensimal kok hucreler ile
adipositlerin oraninin hangi yonde ilerledigini gozlemlemek igin Oil-red O ile
boyamasi yapimistir. Boyama pasaj bir ve pasaj ikide olan hucrelere

uygulanmigtir. Boyama sirasinda izlenen protokol asagidaki gibidir;
1. Ortamdan besiyeri uzaklastiriimistir.
2. PBS ile iki kez yikama yapilmigtir.
3. %10 formalin ile 10 dakika sureyle fiksasyon gergeklestiriimigtir.
4. Suile 1-10 dakika arasinda yikama yapilmistir.
5. %60 isopropanol ile yikama yapiimigtir.
6. Taze hazirlanmig Oil-red-O ile 15 dakika boyama yapilimistir.
7. %60 isopropanol ile yikama yapiimistir.
8. Hematoksilen ile gekirdekler boyanmigtir.

9. Distile su ile yikama yapilmistir.
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10.Mounting Medium ile kapama gercgeklestirilmigtir.

Boyama sonrasinda kuyucuklar mikroskop (Olympus IX70 Inverted Mikroskop,

Japan) altinda incelenmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

2.2.1.4. AdMSC’ lerin Farklilagma Potansiyeli Caligmalari

Mezensimal kok hicrelerin degisik hatlara farkhlasma potansiyelinin  olup
olmadigini gostermek amaciyla sirasiyla adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farkllasma potansiyelleri test edilmistr. Bu amacla AdMSCler 1x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu kiltir kaplarina ekilmistir. Her grup
icin tekrar sayisi alti olacak sekilde deney duzenegi tasarlanmigtir. Kontrol grubu

standart kalttr besi ortami ile inkibe edilmigtir.

2.2.1.41. Adipojenik Farklilagsma

Kaltir kabinda %80-90 konfluent goézlendikten sonra hucrelerin  adipojenik
farkhlasma potansiyeleri incelenebilmesi igin adipojenik besi ortami (DMEM, %10
FBS, 10" M Deksametazon, 5ug/mL insiilin, 60uM indometasin, 500uM 3-izobiitil-
1-metilksantin, %0,1 penisilin/streptomisin) ile indUiklenmigtir. 21 gin boyunca iki
gunde bir olacak sekilde besi ortami degistirilmigtir.

Adipojenik farklilasma potansiyeli, noétral lipid vakuollerinin olusumunu gdsteren

Oil-red O boyamasi ile gosterilmigtir.

2.2.1.4.2. Kondrojenik Farklilagsma

Kualtir kabinda %80-90 konfluent godzlendikten sonra hucrelerin  kondrojenik
farkhlasma potansiyeleri incelenebilmesi igin kondrojenik besi ortami (DMEM, %10
FBS, 107 M Deksametazon, 10ng/mL Déndistiiriicii biyiime faktérii-g, 37,5 pg/mL
L-Askorbik Asit, %1 ITS, %0,1 penisilin/streptomisin) ile indiklenmistir. 21 gun
boyunca iki gunde bir olacak sekilde besi ortami degistirilmigtir.

Kondrojenik farklilasma indUkatori olarak Safranin-O boyama yontemi

kullanilmistir.

2.2.1.5. AdMSC’lerin Kardiyomiyosite Farklilagtiriimasi

Bu calisma kapsaminda, adipoz kokenli mezensimal kok hicrelerin

kardiyomiyosite farklilastirimasi icin literatirde kok hucrelerin kardiyomiyosite

29



farkhlastiriimasi igin kullanilan ajanlardan 5-Azasiditin (5-Aza) farklilagtirma faktoru
olarak tercih edilmistir. Farklilagsma igin gerekli olan derigimin segilmesi igin farkh
derisim denemeleri yapilmistir. Denenen derisimler SuM ve 10uM olacak sekilde
ayarlanmigtir. Bu derigimlerin toksisitesini kontrol etmek icin farklilastirma deney

duzeneginden once sitotoksisite testi yapiimigtir.

Farklilagtirma sirasinda pasaj ikideki (P/2) hucreler kullaniimistir. Farklilastirilacak
P/2’'deki kok hiicrelerin baslangic sayisi farklilastirma deneyi icin 5x10*
hiicre/kuyucuk, sitotoksisite deneyi icin 8x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
dusundlmustar. Hacreler farklilagtirma igin 24 kuyucuklu ve sitotoksisite testi icin
96 kuyucuklu steril kaltur kaplarina ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra hucreler
belirlenen konsantrayonlardaki 5-Aza iceren %10 FBS DMEM-F12 besi ortami ile
24 saat inkube edilmigtir. 5-Aza icermeyen besi ortami ile inkube edilen grup
kontrol olarak degerlendirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda 5-Aza igeren besi
ortami uzaklastirilarak %10 FBS iceren DMEM-F12 besi ortami ile dort hafta

inkiibasyona devam edilmistir. Haftada bir kez besi ortamlari degistirilmistir.

Sitotoksisite testi icin hicre canlilik testlerinden MTT analizi kullanilmistir. Bu
yéntem icin 8x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde P/2’deki hiicreler 96 kuyucuklu

steril kultr kaplarina ekim yapiimistir.
MTT protokol 6zeti agagida verilmistir:

250 mg MTT (Applichem, Germany) 50 ml PBS icinde ¢ozllerek stok MTT (5
mg/mL) hazirlanmistir. Coézulen MTT solusyonu, 0.2 p' luk filtreden gegirilerek
safsizliklar uzaklastirilmistir. Her bir kuyu igin 1:10 oraninda MTT/serumsuz besi

ortami (DMEM) olacak sekilde MTT c¢ozeltisi hazirlanmistir.

- Hucre ekimini takiben 24. saatte hucrelerin Uzerindeki kultir ortami

uzaklastiriimigtir.
- Hicreler PBS ile yikanmistir.

- Kuyucuklara 200 yL MTT/besi ortami ¢ozeltisinden eklenmistir.

- Kultdr kaplari aliminyum folyo ile sarilarak %5 CO,’ li nemli hava igeren
inkiibatorde 37 'C’ de dort saat siireyle tutulmustur.
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- Dort saat inkUbasyon sonunda reaksiyonu durdurmak ve olusan formazan

kristallerinin gorunur hale getirmek igin 100 uL izopropil alkol eklenmisgtir.

- Kultdr plagr ELISA plak okuyucusuna (Biochrom, EZ Read 400, Cambridge)

konularak absorbans degerleri 570 nm dalga boyunda okutulmustur.

2.2.1.6. Kardiyomiyosite Farklilagtirilan Hlicrelerin Karakterizasyonu

5-Aza uygulamasini takip eden doérdincu hafta igerisinde farklilastigi dustnulen
hicreler, yluzeyi modifiye edilmis coversliple kapl 24 kuyucuklu kultir kaplarina
pasajlanmistir. Hucreler, kultir kabinin yizeyini tamamen kaplayip yaygin hale
geldikten sonra coverslipler sican kardiyomiyosit hlcreleri icin 6zgul olan kardiyak
troponin I, miyosin agir zincir (MHC), konneksin 43 (Cnx-43), pan-kaderin ve alfa
diz kas aktin (a-SMA) molekiilleri igin floresan boyama yapilmak Uzere standart
boyama yontemi uygulanmistir. Bunun igin oncelikle kultar ortami uzaklastiriimig
ve hucreler fosfat tamponu (PBS, Santa Cruz Biotechn., ABD) ile yikanmistir.
Fiksasyon igin hicrelerin Uzerini kaplayacak sekilde soguk metanol eklenerek bes
dakika beklenmistir. Ortamdan metanol havada kurutularak uzaklastiriimis ve
hiicreler lic kez PBS ile yikanmistir. immunoglobulin G (IgG)'nin spesifik olmayan
badlantilarini  engellemek igin  hilcreler 20 dakikallk sureyle %10
engelleyici/sinirlandirici serum ile inkibe edilmistir (%10 Normal Goat Serum:
PBS). Bu surenin sonunda serum uzaklastirilarak, hicreler PBS ile yikanmistir.
Hucrelerin ylzeyini kaplayacak sekilde ortama konan PBS icinde hazirlanmis
primer antikor soltsyonlari eklenerek 60 dakika sureyle oda sicakliginda karanlik
ortamda laminar flow i¢erisinde inkibe edilmistir (kardiyak troponin | (1/50), MHC
(1/100), Cnx-43 (1/150), pan-kaderin (1/100) ve a-SMA (1/200) (primer antikor
orani: 1.5% normal engelleyici/sinirlandirici serum igeren PBS iginde 0.5-5.0
pug/ml). inkiibasyonun sonunda ortamdan primer antikor sollsyonlar
uzaklastirilarak G¢ kez ve her seferde bes dakika sureyle beklenerek PBS ile
yikanmistir. Hucreler, PBS icinde 1:100 oraninda hazirlanmis sekonder antikor
(goat anti-mouse IgG1 heavy chain FITC, Abcam, Turkiye) ile 45 dakika sureyle
inkiibe edilmistir (sekonder antikor orani: %1.5-%3 normal engelleyici/
sinirlandirict serum igeren PBS icinde 1-5 pg/ml). Bu islemin sonunda sekonder
antikorlarin ortamdan uzaklastiriimasi igin htcreler ¢ kez PBS ile yikanmigtir.
Hucreler tim ylUzeylerini kaplayacak sekilde UltraCruz™ mounting medium (Santa
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Cruz Biotechn., ABD) ile kapatilarak goruntuleme basamagina gecilmigtir. TUm
islemler her antikor icin 24 kuyulu kualtir kaplarinda ikiser géz olacak sekilde
uygulanmigtir. Hucreler FITC igin 493-528 nm dalga boyunda floresan aydinlatma
(Olympus, Japan) ile inverted mikroskopta (Olympus IX70 Inverted Mikroskop,

Japan) goruntulenmistir.

2.2.1.7. Eszamanh — Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Analizi

Farklilasmanin molekuler boyutunun incelenmesi i¢in kardiyomiyosite 6zgu, erken
kardiyogenezis belirtecleri olan MEF2B (myocyte enhancer factor 2b), ACTC-1
(Actin, alpha cardiac muscle 1), GJA-1 (Gap junction protein alpha 1), GATA-4
(GATA binding protein 4) ve Nkx2,5 (NK2 homobox 5) genleri secilerek bu genlere
Ozel ortalama 20 baz olacak sekilde primerler dizayn edilmistir ve bu primerler
dogrultusunda farkhlastirilan hicreler analiz edilmistir.

Molekuler karakterizasyon icin farkhlastirilmis hicrelerden izole edilen RNAlar,
cDNA’ya (komplementer DNA) cevrilerek, ilgilenilen gen bdlgelerinin transkripsiyon
duzeyleri RT-PCR teknigi kullanilarak incelenmisgtir.

Analiz i¢in htcreler farklilasmanin dérdincu haftasinda soguk PBS ile yikanmistir.
Her kuyucuga 300 pl Trizol eklenmigtir. Hucreler yuzeyden mekanik uygulama ile
kaldirnlmigtir. Pipetaj sonrasinda her doért kuyucuk bir ependorf olacak sekilde
toplanmistir. Ependorflar vortkeslendikten sonra cDNA eldesine kadar -80°C’ ye
kaldiriimigtir.

izole edilen total RNA miktarlari Nanodrop cihazi (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer, Thermo Scientific, ABD) ile ol¢liimustir. 5ug RNA DNA
kontaminasyonunu engellemek amaciyla DNAse | uygulamasi (Ambion, Life
Technologies, ABD) yapilmistir. RNA’larin 2ug’i kalip olarak kullanilarak RevertAid
Strand cDNA sentez kiti (Thermo Fischer Scientific, Life Technologies, ABD)
araciligiyla uretici protokoline gore cDNA sentezlenmigtir. Elde edilen cDNA
orneklerinde incelenecek primerler; MEF2B, alfa kardiyak aktin (ACTC-1),
connexin 43 (GJA-1), GATA-4 ve NKx-2,5 transkriptlerine 6zgl farkh ekzonlardan
hareketle (intron sekanslarini igine alacak sekilde, DNA kontaminasyonunu
bertaraf etmek Uzere) primerler tasarlanmistir. SYBR Green PCR Master Mix Kkiti
ile Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems
Instruments, ABD) RT-PCR cihazinda gen ifade yollari ¢ikariimistir. i¢ kontrol gen
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HPRT-1, rolatif ekspresyon analizi igin internal kontrol olarak kullaniimis olup RT-
PCR reaksiyonlari 10ul toplam hacimde ve her bir érnek icin Gglu (triplicate) olarak

calisiimistir.

Primer tasarimi: Primerler, Primer3 programi kullanilarak tasarlanmigtir. MEF2B,
ACTC-1, GJA-1, GATA-4 ve NKx-2,5 ve HPRT-1 gen bdlgelerine ait primer dizileri

Cizelge 2.2'de verilmistir. Tum primerlerin spesifiklik durumu erime egrisinde tek

bir amplifikasyon Grdnd olusturmasi ile kontrol edilmistir.

Cizelge 2.2 Hedef genler ve primer dizileri.

Hedef Gen ismi Primer Primer Dizileri

Gen

MEF2B | Myocyte enhancer factor 2B Forward | --CTTGCAGACACTGAAGAGGAG--

Reverse | --CTGGATAGATCCGAGGCGGG--

ACTC-1 | Actin, alpha cardiac muscle 1 | Forward | --CACGGCATTATCACCAACTG--

Reverse | --AACAATGCCTGTGGTTCTCC--

GJA-1 Gap junction protein alpha 1 Forward | --CATTAAGTGAAAGAGAGGTGCCC--

Reverse | --GGCAGACTGTTCATCACCCC--

GATA-4 | GATA binding protein 4 Forward | --CTCCATGTCCCAGACATTCAGT--
Reverse | --TGGATAGCCTTGTGGGGAGA--

NKx-2,5 | NK2 homobox 5 Forward | --CTTCGTGAACTTTGGCGTCG--
Reverse | --CACAGTGGGAGCCTTTCCAT--

HPRT-1 | Hypoxanthine Forward | --CTACTGTAATGACCAGTCAACGG--

phosphoribosyltransferase 1

Reverse | --TGCAACCTTAACCATTTTGGGG--

2.2.2. Hiicre isaretleme Calismalari

BrdU igin uygun konsantrasyon ve uygulama siiresi igin P/2’ deki AdMSC'ler 5.10*
hicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu kaltar kaplarina ekilmistir. Hlcrelerin
24 saat inkibasyonu sonrasinda esit sayidaki kuyucuklara pozitif ve negatif
uygulamalarla birlikte, deneme amaglh 1uM ve 5 yM BrdU solusyonlari taze DMEM
ile eklenmigtir. Her denenecek grup igin 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat

uygulamalarina bakilmistir.
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2.2.2.1. BrdU ile igsaretleme
Yapilan pilot galisma sonrasinda 1 yM BrdU ile 24 saat uygulama suresine karar
verilmistir. Deney tekrarlanarak G¢ farkli hicre ekim ortaminda (cover slip,
kuyucuklu kultlr kabi, cover slip kaldirildiktan sonra kuyucuk Uzerindeki hicreler)
isaretleme yapilmistir. isaretlemeyi takiben BrdU igin immin boyamasi
yapilmigitir.
BrdU boyasinin pozitif boyama denemesi yapildiktan sonra protokol standartize
edilmistir.
Bu boyama yontemi asagidaki maddelere gore uygulanmistir;

e %4 paraformaldehit ile fiksasyon yapiimistir.

e PBS ile iki kez yikama yapilmistir.

e Quencing sollsyonu ( %0,03 H,0,) (5 dk) uygulanmistir.

e PBS ile yikama yapilmistir.

e Denature edici solusyon uygulanmigtir (30 dk).

e PBS ilse yikama yapilmistir.

¢ Bloke edici tampon ile muamele edilmigtir (10 dk).

e Dedektor Antikor uygulanmigtir (60 dk).

e PBS ile yikama yapilmistir.

e Straptavidin-HRP Konjugati uygulanmistir (10 dk).

e PBS ile yikama yapilmistir.

e Substrat Reaksiyon Tamponu / DAB konsantrasyon karigsimi

uygulanmigtir (10 dk).

e Distile su ile yilkama yapilmigtir.

e Hematoksilen ile boyama (1 dk) yapilmistir.

¢ Akan su ile yikama yapilmistir.

e Alkol serisi yapilmistir [%70 alkol (1 dk), %80 alkol (1 dk), %90 alkol

(1 dk) ve 100 alkol (1 dk)].

e Gliserol ile kapama yapilmigtir.

2.2.3. Kalp izolasyonu ve Aseliilerizasyon Yéntemi

Anestezisi altina alinan siganlarin gogus kismi tiraglanarak calisma bdlgesi
killardan arindiriimistir. Temizlenen bodlge batikon solUsyonu ile silindikten sonra

tum kalp damarlarini agiga cikarilacak sekilde hayvan disekte edilmistir. Sol
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femoral arter yoluyla sistemik heparinizasyon i¢in 15 dk boyunca heparinize
edilmis fosfat tampon c¢ozeltisi ile yikama yapilmistir. Kisa sureli perfizyon
sonrasinda kalp vucut disina alinmigtir.

Aselllerize kalp matriksi eldesi icin vacut disina alinan kalpler esit olacak sekilde
dért parcaya bolinmuistiir. Oncelikle kalp parcalari %0,5 SDS soliisyonu igeren
farkll cam siseler icinde 48 saat bekletilmistir. Ikinci basamakta sonraki 24 saat
boyunca kalp parcalari %1 SDS solusyon igerisinde tutulmustur. Aselllerizasyonun
son basamaginda kalp parcalari %0,5 TritonX-100 solUsyonu igerisinde bir saat
tutulmustur. Basamaklar arasinda kalp pargalari PBS ile yikanmistir.

Kontrol kalp parcalari (aselulerize olmamis) ve aselulerize kalp pargalar

hicrelerden arindirma islemlerini takiben PBS icinde +4 °C’de saklanmistir.

2.2.3.1. Aseliilerize Kalp Matrikslerinin Histolojik incelemeleri

Hucrelerinden arindinimig  kalp matriksleri ile  kontrol (aselulerizasyon
uygulanmamig) kalp doku parcgalarinin hicrelerden arindirnildigi ¢esitli histolojik
boyanmalar yapilarak incelenmistir. Sirasiyla DAPI; ¢cekirdek boyanmasi igin, H&E
(hematoksilen eosin); hem c¢ekirdek hem de sitoplazma boyanmalarinin
incelenmesi icin ve Masson Trikrom ise ekstraselller matriks elemanlarinin
incelenmesi igin uygulanmigtir.

Aselulerizasyon yontemi ile elde edilen matriks kompozitlerinin ve kontrol
(aselllerize edilmemis) materyallerin fiksasyonu igin érnekler 18 saatlik sureyle
%10’luk tamponlanmigs formalinde tutulmustur. Fiksasyon sonrasinda aselllerize
matriks ve kontrol dokusu doku takibi icin alkol serisinden gegirilerek
seffaflastiriima islemine tabi tutulmuslardir. Parafin bloklama yapildiktan sonra 5u
kesitler elde edilmigtir. Elde edilen preparatlar deparafinize edilerek masson

trikrom boyama yontemi ile boyanip isik mikroskobunda incelenmistir.

2.2.3.2. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) Uygulamasi

PBS iginde +4 °C’deki aselllerize kalp 6rnekler dondurularak kurutma isleminden
bir gin 6nce ependorflara alinarak -80°C’ye kaldinimistir. Liyofilizatére (Chris
Alpha 1-2 LD plus, M Christ GmbH, Almanya) dikkatlice yerlestirilen 6rnekler 24
saat boyunca kurutulmustur. Liyofilize edilen érnekler hiicre uygulamasina kadar -

20°C’ de saklanmigtir.
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2.2.4. In vitro Biyomateryal-Hiicre Etkilesimi Calismalari

Hucre kaltard calismasi ic¢in, 5x1 mm boyutlarinda olan her bir liyofilize doku
iskelesi 24 gozlu hucre kudltir kaplarina her goze bir iskele gelecek sekilde
yerlestiriimis ve ultraviyole ile bir saat slre ile steril edilmistir. Sonrasindaki hicre
kultar calismalari boyunca steril ortam gerektiren tum islemler Class Il laminer akis

kabininde yurutulmustar.

Klltire edilen ADMSC hicreleri P/2° de tripsinizasyon islemi ile ylzeyden
kaldiriimiglardir. Elde edilen hicre stspansiyonu 800 rpm’de bes dakika boyunca
santrifij edilmistir. Bu islem sonrasinda supernatan dokulmus ve taze besi ortami
ile tekrar suspanse edilen hudcreler, hemositometrik sayim sonrasinda, hucre
yogunlugu 2x10° hiicre/doku iskelesi olacak sekilde, her bir doku iskelesine zaman
araliklariyla toplamda 500 pL hdcre suspansiyonu enjekte edilerek hicre ekimi
gergeklestirilimistir. Doku iskeleleri, 37°C ve %5 CO»-%95 O,'de standart kultiir

kosullarinda 48 saat boyunca inkiube edilmistir.

2.2.4.1. MTT Analizi

Adipoz kokenli mezengimal kOk hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri 24 ve 48.
saatlerde 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromur (MTT) ile kantitatif
olarak tayin edilmistir. Canh hucrelerin mitokondrisi tetrazolyum bilesenini
indirgeyerek formazan kristallerine donuUstirmektedir. Olusan bu kristaller
¢ozundugunde ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri belirlenir. Elde
edilen bu absorbans degeri, Uremesini devam ettiren canli hicre miktari ile dogru
orantilidir. MTT analizi igin oncelikle doku iskeleleri Uzerindeki kualtir ortami
uzaklastiriimigtir. Ardindan, her bir géze 600 yL serumsuz besi ortami ve 60 pL
MTT cozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Hicreler bu sekilde 37°C’deki etlivde
lic saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirecinden sonra, doku iskeleleri
uzerindeki ortam uzaklastiriimistir ve iskeleler baska bir 24 goézla kultir kabina
aktarilmigtir. Her bir goze 400 pyL 0.04 M HCI iceren izopropanol c¢ozeltisi
eklenerek olugsan formazan kristallerinin ¢ézinmesi saglanmistir. Elde edilen mor
renkli ¢ozeltiden 200 uyL alinarak, 690 nm referans olmak lzere 570 nm’de
mikroplaka okuyucu ile spektrofotometrik olarak oOlgim ile optik yodunluk

belirlenmistir.
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2.2.4.2. Akridin Orange-Propidium iodid (AO/Pl) Boyama

24 gozlu kultdr kaplarindaki kalp iskeleleri gorece kuguk oldugu igin boyama
dncesinde 96 gézIi hiicre kiltiir kaplarina alinmistir. iskeleler PBS ile yikandiktan
sonra AO/PI boya karigimi ile ylzeyleri ortilecek sekilde kaplanmistir. Ortalama
20 saniye ile bir dakika arasinda beklenmis, yikamasi PBS ile iki kez yapiimigtir.

Isimanin solmamasi i¢in hizlica gorantileme yapiimistir.

2.2.4.3. Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM)

Adipoz kdkenli mezengsimal kdk hicrelerin, doku iskelelerindeki morfolojileri ve
iskele icerisindeki yapisma ve yayillma potansiyellerinin goruntilenmesi icin
kaltarin 24. ve 48. saatte alinan orneklerle SEM (Zeiss Evo 4750, Almanya)
incelemesi yapilmistir. Oncelikle, doku iskeleleri Uzerindeki kiltir ortami
uzaklastiriimis ve ardindan iskeleler ikiser kez PBS (pH: 7.4) ile yikanmigtir. Daha
sonra bir ml %2.5’'luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile karanlkta ve 4°C’de 30 dakika
boyunca fiksasyon iglemi gerceklestiriimistir ve 6rnekler analiz yapilana kadar PBS
icinde yine 4°C’de saklanmistir. SEM analizinden 6nce, doku iskeleleri PBS ile
yikanmis ve ardindan sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100’lUk (v/v) etanol
cOzeltilerinde ikiser dakika bekletiimesiyle gerceklestirilen dehidrasyon igleminden
sonra, iskeleler hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde de bes dakika bekletilmistir.
Ornekler, oda sicakliginda kurutulup altin-paladyum ile kaplanmis ve SEM

goruntuleri alinmigtir.

2.2.5. In vivo implantasyon Uygulamasi

Bu calismada agirliklari 300 ile 450 gr. arasinda degisen 54 adet erkek Wistar
albino sigan kullaniimistir. Deney suresince hayvanlar, standart laboratuar
kosullarinda (polikarbon kafeslerde, %45 nem arahdinda, 20£2°C) tutulmus ve
standart yem ile beslenmigtir. 12 saat aydinlik/12 saat karanlk kosullarinda
barindiriimigtir.

Ameliyat sonrasi dort hafta yasatilan denekler histopatolojik galisma igin érneklerin
alinmasi amaci ile perfizyon uygulamasi sirasinda kanatilarak sakrifiye edilmistir.
Calismada denekler her iyilesme siresi icin alti sigan olacak sekilde U¢ gruba

ayrilmistir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3 Deney gruplari ve deney duzeneginde tekrar sayilari ile toplam

kullanilan hayvan sayisinin ozeti.

Deney ve Kontrol Grup Basina Tekrar Sayisi Kullanilan Toplam
Gruplan Hayvan Adedi Hayvan Sayisi
Kontrol Grubu 6 3 18
ESM Grubu 6 3 18
ESM+Hucre Grubu 6 3 18

Tum gruplarda (kontrol grubu hari¢) hayvanlarin retroperitoneumlarina
implantasyon gercgeklestiriimistir. Erken ve ge¢ dénem hicre go¢ etme
potansiyellerinin ve hucre-hiucre koordinasyonunun kurulmasinin kargilagtiriimasi
amaciyla 1., 2. ve 4. haftalarin sonunda incelenecek dokular (karaciger, kalp,
bdbrek, abdominal aorta ve dalak) toplanmistir. Boylece her bir gruptan alti tanesi
1. hafta, alti tanesi 2. hafta ve diger alti tanesi de 4. hafta olmak Gizere migrasyon
potansiyellerini tanimlayacak her grup icin toplam 18 bagimsiz doku ornegi elde
edilmigtir.

iImplantasyon iglemi; anestezi uygulamasini takiben, tiim gruplardaki hayvanlarin
abdominal bolgelerinin tiraglanmasindan sonra periton bolgeleri batikon solusyonu
ile temizlenip steril bir sekilde yesille oOrtllerek opere edilecek bdlge acikta
birakilmistir.

Kontrol grubunda bulunan 18 denek implantasyon islemi gérmemistir.

Bos ESM grubu (n:18) cerrahi protokolliinde; steril kosullar altinda bistUri
yardimiyla 3 cm.'lik bir cilt insizyonundan sonra kasta da ayni boyutta bir alan
makas yardimiyla agiimistir. Liyofilize edildikten sonra -80°C’de saklanmis olan
yuzeyinde hucre olmadigi bilinen aselllerize matriksler operasyon oncesinde
yogun antibiyotikli %10 FBS’li DMEM ile islatiimistir. Bu matriksler insizyon
sonrasinda karin boslugunda (retroperitoneal bdélgede) abdominal aortanin sol
lateral bdlgesinde bulunan adipoz dokuya 6.0 stur yardimiyla dikilmistir. Bu
islemden sonra kas emilebilir 3.0 stur ile surekli-kilitli dikis ile kapatilirken, cilt

insizyonu ise kesikli dikis ile 3.0 absorbe edilmeyen stur ile kapatiimistir. Opere
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edilen bolge tekrardan batikon sollUsyonu ile temizlenerek hayvanlar post-operatif
bakima alinmistir.

Calisma planinda ESM+Hucre grubunun (n:18) olusturulmasinin nedeni, kontrol
grubu ile ESM+Hucre grubu arasinda hucre gogu potansiyeli ve zamana bagl
ektopik doku olusumu acisindan bir farklilik olup olmadigini gézlemlemektir.

Steril kogullar altinda bisturi yardimiyla 3 cm. lik bir cilt insizyonundan sonra kasta
da ayni boyutta bir alan makas yardimiyla acilmistir. ESM+Hucre grubu icin elde
edilen aselllerize kalp matrikslerin Gzerine farkhlastirilmis isaretli hiicreler ekilmis
ve ESM+Hucre kompozitleri elde edilmistir. Bu elde edilen ESM’ ler karin
boslugunda (retroperitoneal bodlgede) abdominal aortanin sol lateral bdlgesinde
bulunan adipoz dokuya 6.0 stur yardimiyla dikilmistir. Bu iglemden sonra kas
emilebilir 3.0 stur ile surekli-kilitli dikis ile kapatilirken, cilt insizyonu ise kesikli dikis
ile 3.0 abzorbe edilmeyen stur ile kapatiimistir. Opere edilen bdlge tekrardan
batikon solisyonu ile temizlenerek hayvanlar post-operatif bakima alinmistir.
Post-operatif takipte hayvanlar operasyon sonrasinda kafeslerine alinarak cerrahi
sonrasi agri tedavisi amaciyla igme sularina 2 mg/ml parasetamol eklenmistir.
Anestezi sirasinda meydana gelebilecek hipotermi durumunu engellemek igin tim
sicanlar anesteziden c¢ikana kadar sicak su torbasi Uzerinde tutulmustur.
Hayvanlar deney sureci boyunca ad libitum olarak standart yem ile beslenmis;
gunlik olarak, genel durum, vicut agirligi, malnutrisyon, enfeksiyon bulgulari
yonunden degerlendirilmigtir.

Deney suresinin bitirilmesi (6tenazi): Gruplarda deney surecinin tamamlanmasini
takiben deneyde kullanilan hayvanlara yuksek doz anestezik verilerek Otenazi

uygulanmigtir.

2.2.6. Dokularin ve Biyomateryal-Hiicre Kompozitinin Vicuttan Toplanmasi

ve Iincelenmesi

Calismada gruplarin deney surecinin tamamlanmasini takiben (1.H, 2.H ve 4.H)
kontrol grubu ve deney gruplarindaki tim hayvanlarin dokularinin ve transplante
edilen matrikslerin toplanip incelenmesi amaciyla dncelikle hayvanlarda perflizyon
fiksasyonu ile dokular fikse edilmisti. Bu amacgla hayvanlar anestezi altina
alindiktan sonra tum gogus ve abdominal bdlgeleri tiraglanarak killarindan

arindinimigtir.  Cerrahi muadahaleden 6nce hayvanlar buz akilerinin Gzerine
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yerlestirmistir. Sadece gogus kafesinin altindaki karin duvari Uzerinden 5-6 cm
lateral insizyon yapilmistir. Diyaframdan karaciger dikkatle aynimigtir. Plevra
boslugunu acgiga ¢ikarmak icin gégus kafesi diyafram boyunca lateral bir sekilde
aciimistir. Dikkatli bir sekilde akcigerlere zarar vermeden kostalar yukari bir hat
boyunca egri, kiint makas ile agilmigtir. Beyin perfluzyonunu engellemek igin karotit
arterler agiga cikarilarak hemostat yardimiyla tikanmigtir. Perikart uzaklastirilarak
kalp ortaya cikariimistir. iris makasi kullanilarak sol ventrikiil posterior sonunda
klguk bir kesi yapilarak perfizyon pompasina bagl enjektér ucu (15-gauge) bu
kesi bolgesinden aortaya kadar yerlegtirilerek hemostat yardimiyla sabitlenmistir.
Son olarak, inen aortaya zarar vermeden mumkin oldugunca buyuk olacak
sekilde iris makas yardimiyla hayvanin sagd atriyumu kesilmistir (bkz Sekil 2.2).
Perfizyon pompasinin hizi 5ml/dk olacak sekilde ayarlandiktan sonra ilk olarak
PBS’in yardimiyla kanin vicuttan uzaklagtiriimiasi ortalama bir saat, sonrasinda
%4 notral formalin fiksatifi ile 45 dk perfuzyon yolu ile dokularin fiksasyonu
gergeklestiriimistir.

Perfizyon sonrasinda kontrol grubunda; tim hayvanlardan dalak, karaciger, her iki
bdbrek, abdominal aorta ve kalp dokular toplanmigtir. Tim dokular kuguk
parcalara bolunerek BrdU boyamasi igin %4 noétral formalin igeren siselere

konmustur.

Sekil 2.2 Sicanda perflizyon fiksasyonu metodunun sematik gorintisu.
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Deney gruplarinda da; kontrol grubundaki gibi dokular %4 ndétral formalin iceren
siselere konmustur. Biyomateryal ve biyomateryal+hlicre kompozitleri ise
dikkatlice retroperitoneal bdlgeden alinarak cevreleri temizlendikten sonra RT-

PCR analizi igin -80°C’ye kaldirilmistir.

2.2.6.1. anti-BrdU immunohistolojik Boyama

Kontrol ve uygulama gruplarina ait sicanlarin doku ornekleri (dalak, karaciger,
bobrekler, abdominal aorta ve kalp) vakit kaybedilmeden %10’luk formol
solUsyonuna alinarak gece boyunca tespit edilmistir. Daha sonra dokular sirasiyla
%70 lik, %80 lik, %95’ lik, %100’lik alkol ve ksilen serilerinden gegirilmistir.
Parafin ile gece boyu bekletilen dokular ertesi gun parafine gémulmuglerdir.
Bloklar mikrotomda (LEICA RM2125RT) Sum kalinliginda kesilmistir. Deney
kapsaminda yer alan 54 hayvanin her birinden izole edilen karaciger, dalak, kalp,
abdominal aorta ve bobrekten tim dokular kesilecek sekilde preparat hazirlanmig
ve hazirlanan preparatlar BrdU ile igsaretlenmis hucrelerin tespiti icin biyotinlenmis
anti-BrdU antikor kullaniimistir. Calismanin tim deneysel gruplarina ait doku
preparatlari 1s1k mikroskopta (LEICA) incelenerek go¢ etmis isaretli hicre tayini

yapilmaya c¢alisiimistir.

2.2.6.2. Eszamanl — Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Analizi

Elde edilen aselllerize kalp matrikslerin bos iken ve Uzerine isaretli farkhlasmig
hicreler ekildikten sonra in vivo retroperitoneal implantasyonlari sonucunda
zaman igerisinde hucreler arasinda, hucre-matriks arasinda ve transplante
edildikleri dokular ile aralarindaki iletisimin molekuler boyutu incelenmistir. Bunun
icin kardiyomiyosite 6zgu secilen primerler (MEF2B, ACTC-1, GJA-1, GATA-4 ve
NKx-2,5) dogrultusunda analiz yapilmigtir. Hucre farkhlastirimasinda molekuler
analiz icin dizayn edilen primer dizileri galismanin bu agamasinda da kullaniimigtir.
Bunun amaci ise ayni primerler ile in vitro ve in vivo c¢alismalarin
karsilastirilabilmesidir.

Molekuler inceleme igin perfizyon fiksasyonu sonrasinda retroperitoneal bolgeye
transplante edilen bog ESM grubundaki aselulerize kalp matriksler ve aselulerize
matriks+hlicre grubundan elde edilen matriks+hicre komponentleri ependorf
icinde -80°C’deye inceleme yapilana kadar kaldiriimistir. inceleme PRZ BioTech’te

yapiimigtir.
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Tam ¢alisma sonuglar GraphPad Software Instat programi kullanilarak istatistiksel
agidan deg@erlendirilmigtir. Veriler tim deney protokolleri igin ortalama + standart
sapma degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
karsilastiriimasi icin Student’s t-testi kullaniimis ve p-degerinin 0.05’den az oldugu

durumlar anlamli kabul edilmigtir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1. Sonuglar
3.1.1. AdMSC Kilttiru

Sican flank ve gonadal adipoz dokulari steril kosullar altinda izole edilmistir ve
kaltdr ortamina alinan adipoz doku pargalari uygun besi ortaminda ve uygun
kosullarda 24 kuyucuklu kultir kaplarinda inkube edilmistir. Belirli gunlerde
dokulardan ayrilarak kultur kabi yuzeyini kaplayan hicreler ve dokularin ortamdan
uzaklastirilmasindan sonra konfluent hale gelen hicreler mikroskop altinda takip
edilmistir (Sekil 3.1).

Karakterizasyon ve farklilastiriima potansiyeli galismalari i¢in hdcreler ikinci

kusaga (P/2) kadar pasajlanmistir. P/2 hucreleri sonraki agsamalarda kullaniimak

uzere dondurularak saklanmigtir.

Sekil 3.1 Dokudan kultar kabi yuzeyine gé¢ eden hucreler (A) ve konfluensiye

ulagsmig kaltur kabi géruntusu (B) (x200).

3.1.2. AdMSC Karakterizasyonu
3.1.2.1. immunofloresan Boyama

Adipoz dokudan izole edilmis mezensimal kdk hlcrelerin karakterize edilmesi igin
P/2 hicreleri kullaniimistir. Mezengimal kok hlcrelere 6zgul olan molekillerden g
tanesi secilmigtir. Bunlar CD13, CD29, CD54 ve CD90 molekulleridir. Bu

molekuller ile yapilan floresan boyama sonucunda tim hucrelerin mezengimal kok
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hicre oldugunu gosteren boyanmalar gozlenmigtir. Hlcreler boyanma sonucunda
TR icin 490-520 nm dalga boyunda floresan aydinlatma ile inverted mikroskopta
(Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japan) gorunttlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 P/2’deki adipoz kdkenli mezensimal kok hucrelerin CD13 (A,B), CD29
(C,D), CD54 (E,F), CD90 (G,H) molekdllerine ait TR floresan isaretleme
goruntuleri (490-520 nm) ve 151k mikroskobi goruntuleri (x200).
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3.1.2.2. Akis Sitometrik Analiz Sonucu (FACS)

Tez calismasinda kullanilan adipoz kokenli mezensimal kok hucrelerinin
karakterizasyonu igin bir diger karakterizasyon yontemi olan akis sitometri analizi
gercgeklestirilmistir. Akis sitometri analizi, hucrelerin akmakta olan bir akigkanin
icindeyken karakteristiklerinin dlgulmesidir. Bu analiz ile bir sispansiyon halindeki
hucreler lazer 151G1 ile aydinlatiimakta olan bir bolmeden gegirilir; hicrelerin 1s131n
onunden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynagi, hucrenin buyuklik, granudlarite gibi fiziksel Ozellikleri olabildigi gibi,
hicreye baglanan c¢esitli florokromlar da olabilir. Bodylece hucrenin ylzey
antijenleri, DNA icerigi, enzim aktiviteleri, hicre membran potansiyeli, canlihg: gibi

cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.

Mezengsimal kok huacrelerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken vylzey
antijenlerinden bazilari su sekilde belirlenmistir: fenotip pozitif antijenler (2%95):
CD54, CD90, CD29, MHC sinif | ve fenotip negatif antijenler (< %2): CD45, CD34,
CD106, ve MHC sinif Il.

Tez kapsaminda kullanilan sican kokenli AMSC'lere ait akis sitometri analiz

sonuglari Sekil 3.3’ te verilmistir.

46



53‘
o
jo ;
1 <
8% 3
& 5
o —v—rqu——v—rwv-r—w—v"-‘gn—v o
Coentrol
g 84 &- F
2 84 6.72% 23 95.02% E 99.39%
8 83 28 | 283
28 e 284 — & F—= i —T
38 58-: 24 83
E g4 ] g3
° - O-w O-*q—vﬁ*
109 10" 102 10° 104 100 10! 102 10 104 100 100 10?2 10% 10t 109 10" 102 10 10
Mouse igG1 FITC CDS FITC CORIFITC CD90 FITC
Control Control
g g1 & g
g 23 2 g 1.71%
g g 98.84% : 8 .
g@ PLE §3 }—Ml §§ %m
33 I M 38- M 3s iz
g ?4 g =4
o o J4 e y o
10 10" 10 10 ot 10° 1w0' 102 10® 1ot 10° 10" 102 103 10t w0 10 10?10 10t
Mouse I5G1 k PE CD54 PE Mouse igG1 PE CO 106 PE
Control
i g
8 g 0.38%
g8 I M| -§'3§ I M1
§8 of
g S
= | o
10° 10" 1w0? 10° ot 10° 10" 107 10 0t
AAT G2 FITC ant RAT MHC class 8 FITC

Sekil 3.3 Sigan kokenli AMSC'lere ait akis sitometri analiz sonuclari. Fenotip
pozitif antijenler (=%95): CD54, CD90, CD29, MHC sinif I ve fenotip negatif
antijenler (£ %2): CD45, CD34, CD106, ve MHC sinif Il.

3.1.3. Oil-red O Boyama

Tez kapsaminda kullanilan mezensimal kOk hucreler adipoz doku kokenli
oldugundan adiposite donusme potansiyeline sahip hucrelerdir. Bu nedenle
adipoze dokudan izole edilen hucrelerin pasajlanmalari sonucunda elde edilen
hacrelerin hangi potansiyelde adipojenik 0Ozellik gosterdigini gozlemlemek igin
adipositlerdeki yag granullerinin boyanmasinda kullanilan Oil-red O boyasi

kullanilimistir.
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P/1’ de g6zlenen hicrelerdeki yag damlaciklari Oil-red O ile boyanirken (Sekil 3.4
A), P/2’ de hicrelerin biraraya gelmesi ve kdk hiicre oranindaki artis ile birlikte Oil-
red O ile boyanma oraninda da disus gozlenmistir (Sekil 3.4 B).

I \
’ \
\
. \ \
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\ "\ X PR

Sekil 3.4 P/1 (A) ve P/2’ deki (B) hucrelerin Oil-red O ile boyanmasi (x200).

3.1.4. AMSC Farklilasma Potansiyeli

AdMSC’lerin  osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hilcrelere farkhlagsma
potansiyelleri incelenmistir.

Adipojenik farklilasma kapasitesi; notral lipid vakuollerinin Oil-red O boyanmasi ile
hicrelerdeki birikimi gosterilerek incelenmistir. Adipojenik farklilasma potansiyelleri

hicrelerin yag damlaciklarinin kirmizi boyanmasi ile tespit edilmistir (Sekil 3.5 A).
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Kondrojenik farklilasma kapasitesi; hicrelerin Safranin O boyanma potansiyelleri
ile incelenmigtir. Farklilasma potansiyeli kuyucuklardaki turuncu boyanma ile tespit
edilmigtir (Sekil 3.5 B).

Sekil 3.5 (A) Yag damlaciklarinin Qil-red O ile boyanmasi (x40) (B) Kondrojenik

farkhlasmayi gosteren Safranin O boyanmasi (x40).
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3.1.5. Kardiyomiyosit Farklilagtiriimasi (5-Aza uygulamasi)

Adipoz doku kokenli mezensimal kok hicrelerinin kardiyomiyosite farklilagtiriimasi
icin kullanilan ajanin (5-Aza) segilen iki farkh dozunun (5uM, 10uM) hucreler
Uzerindeki toksik etkisine bakilmistir. 5-Aza’nin farkli konsantrasyonlarinin hicre
canlihgr Uzerine farkli etkilere sahip oldugu gozlenmigtir. MTT sonuglarina goére
secilen dozlarin belirgin bir toksik etkisinin olmadigi gosterilmigtir. 5-Aza deneme
gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Farkli dozlardaki 5-Aza’nin AAMSC'’lerin Uzerine etkisinin zamana gore
MTT analiz sonuglar. (istatistiksel olarak gruplar arasinda bir farklilik

g6zlenmemigtir, p>0,05, n:3)

MTT Sonuglari
1

0,9

0,8

0,7
£ 06
S
505 m kontrol
S 04 H5uM

m10pM

24s 48s 72s

Zaman (saat)

MTT analizinin 72. saatinde 5-Aza uygulanmamis kontrol grubu ve 5uM ve 10uM
5-Aza uygulanmis gruplardaki hucrelerin morfolojilerini gosteren 1sik mikroskop

goruntuleri Sekil 3.6 'da verilmigtir.
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Sekil 3.6 5-Aza uygulanmamig kontrol grubu (A) ve farkh konsantrasyonlardaki
5uM (B) ve 10uM (C) 5-Aza uygulanmig hucrelerinin 1s1k mikroskop goéruntuleri
(x200).



3.1.6. Kardiyomiyosit Karakterizasyonu

Adipoz kokenli mezengimal kok hucrelerden farklilagtinldigi digtunulen hacrelerin
karakterizasyonu igin 5-Aza farklilastirimasini takip eden doérdinci haftanin
sonunda kardiyomiyosite 6zgll olan kardiyak troponin I, miyosin agir zincir (MHC),
konneksin 43 (Cnx-43), pan-kaderin ve alfa duz kas aktin (a-SMA) antikorlari ile
floresan boyama yapilmigtir. FTIC immunofloresan boyama sonuglarina gore

hicrelerin kardiyomiyosite farklilastigi gosterilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Farklilagtirimigs mezensimal kdk hicrelerin (A) kardiyak troponin |, (B)
MHC, (C) Cnx-43, (D) pan-kaderin ve (E) a-SMA antikorlari ile floresan boyama
goruntuleri (x200).
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3.1.7. RT-PCR
Kaltur kaplarindan elde edilen total RNA miktarlarinin Nanodrop olgim sonuglari

Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.2 Farkli konsantrasyondaki 5-Aza gruplari ile kontrol hicrelerinin total

RNA miktarlarinin Nanodrop 6lgim sonuglari.

Ornek Total RNA miktari (ng/ul)
Kontrol 377.4
5uM 5-Aza 295.5
10uM 5-Aza 294.2

RT-PCR analizi sonucunda elde edilen veriler AACt (delta delta Ct) methodu
kullanilarak degerlendiriimistir. i¢ kontrol geni olan HPRT-1, kullanilan metod
sonucunda elde edilen verilerin normalizasyonu igin kullaniimistir. Normalizasyon
sonucunda elde edilen veriler ile genlerin relatif ifade profilleri karsilastiriimigtir.

Hesaplama sonuglarina ait grafik Cizelge 3.3’ de verilmigtir.

Cizelge 3.3 Kontrol, 5uM 5-Aza ve 10uM 5-Aza orneklerinde HPRT-1'e gore relatif
ACTC-1, GATA-4, GJA1, MEF2B ve NKx2,5 ifadeleri. (istatistiksel olarak anlamli
farkhlik, n:3, *: P<0.05)

500000+
400000+
300000-

200000+
207

Relatif mRNA ifadesi

e
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Genlerin ifade grafikleri incelendiginde; NKx2,5 hari¢ diger tum genlerin 6rneklerde
ifadelerinin oldugu gozlenmistir. NKx2,5 geni harig tum genlerin ifadeleri igin
istatistiksel olarak kontrol gruplari ile 5-Aza gruplan kiyaslandigi zaman sadece
GJA-1 geni ¢in kontrol grubu ile 10 uM 5-Aza uygulama grubu arasinda anlamli bir
farkhlik gézlenmigtir. Bu sonuca gore farklilastirma deneylerinin devaminda 10 yM

5-Aza ile devam edilmistir.

3.1.8. Hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi

BrdU igin uygun konsantrasyon ve uygulama suresi igin P/2’ deki AMSC’ler
kullaniimistir. 24 saat inkibasyon sonrasinda esit sayidaki kuyucuklara pozitif ve
negatif uygulamalarla birlikte, 1uM ve 5uM BrdU solusyonlari taze DMEM ile
eklenmistir. Her grup icin 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat uygulamalarina bakilmistir. 6
ve 12. saatlerde istenilen boyanma gozlenmezken 24. saat uygulamasinda
boyanma gdézlenmistir. 48. saatten itibaren 72. ve 96. saatler dahil olmak Gzere her
iki konsantrasyonda da (1uM ve 5uM) hicre olumleri gozlendigi icin BrdU'nun
toksik etki suresinin 48 saat olduguna karar verilmistir.

Calismalarin devaminda farklilastirimis mezensimal kdkenli kdk hucrelerin
isaretlemelerinde BrdU’nun uygulama dozu 1uM ve suresi ise 24 saat olacak

sekilde devam edilmistir.

Farklilagtirlmigs mezengimal kokenli hicrelerin BrdU ile isaretlenmelerinin 24.
saatinde hucreler fikse edilmistir. BrdU icin anti-BrdU immunositokimyasal boyama
yapilmistir. Boyama sonucunda isaretli hicreler mikroskop altinda tespit edilerek

fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 BrdU isaretli hiicrelerin 1s1k mikroskop géruntuleri (A, B, C x100 buylitme, D
x40 blayutme).
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3.1.9. Aseliilerize Kalp Matrikslerinin Eldesi

Kisa sureli perflizyon sonrasinda vicut disina alinan kalp dokular esit
blayukliklerde (1-1,5 mm) olacak sekilde 5-6 pargaya bolinmustir (Sekil 3.9 A).
Kalp doku pargalarinin aselllerizasyon isleminden sonraki goruntuleri Sekil 3.9
B’de verilmigtir.

Sekil 3.9 (A) Kalp dokusunun aselllerizasyon uygulamasi igin esit parcalara

bolinmus hali (B) Kalp doku pargalarinin asellllerizasyon iglemine tabi
tutulmasindan sonraki hali.

Aselllerize kalp matrikslerinin hucrelerden tamamen arindinidigindan emin
olunmasi icin farkli histolojik boyamalar kullaniimistir. Kontrol (islem gormemis
doku pargalari) ve aselulerize edilmis doku pargalari histolojik incelemelerden H&E
ve Masson Trichrom igin parafine gdémulmuistir. Gémme isleminden sonra
matrikslerden 5y kesitler alinmistir. Boyamalardan sonra isik mikroskop
goruantuleri ahnmigtir (Sekil 3.10-3.11). Aselulerize kalp matriksleri ayrica DAPI ile
boyanmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11 Kontrol (A) ve aselllerize kalp matrikslerinin (B) Masson Trichrom
boyamasi (x200).

58



Sekil 3.12 Aselllerize (A) ve Kontrol kalp matrikslerinin (B) DAPI ile boyamasi (x100).

Hucrelerinden arindiriidigindan emin olunan matriksler hicre uygulamasi igin
uygun hale getiriimek Uzere liyofilize iglemine tabi tutulmustur. Liyofilizasyon igin
parcalara bolinmus herbir doku ayri ependorfa alinmistir (Sekil 3.13 A). Liyofilize
edilen aselllerize matrikslerin boyutlarinda herhangi bir degisim olmamistir (Sekil
3.13 B). Elde edilen liyofilize matriksler hucre uygulamasina kadar -20°C’de

saklanmigtir.

Sekil 3.13 (A) Aselllerize kalp matrikslerinin liyofilize edilmesi ve (B) calismada

kullanilan liyofilize edilmis aselllerize kalp matrikslerinin milimetrik boyutu.
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3.1.10. Aselulerize Matriks-Hiicre Etkilesim Galigsmalari

Liyofilize edilmis aselllerize kalp matrikslerine hiicre uygulamasi yapilmadan énce
matriksler -20°C’den cikariimigtir. Cikarilan oOrnekler 24 gd6zli hiacre kaltur
kaplarina her géze bir matriks gelecek sekilde laminar kabin iginde yerlestirilmistir

(Sekil 3.14 A). Matrisklerin sterilizasyonu igin 30 dk ultraviyole uygulanmistir.

Farklilastirilmis isaretli mezensimal kok hiicreler 2x10° hiicre/doku iskelesi olacak
sekilde, her bir doku iskelesine zaman araliklariyla toplamda 500uL htcre
suspansiyonu enjekte edilerek hicre uygulamasi gergeklestirilmistir (Sekil 3.14 B-
Q).

Sekil 3.14 Liyofiize kalp matrikslerine farklilastirimis isaretli hucrelerin

uygulanmasi (A). Matrikslerin sterilizasyonu igin 24 kuyucuklu kualtar kaplarina
yerlestiriimesi (B). Matrikslere hlcre uygulamasinin ilk basamag! (C). Tum hucre
suspansiyonunun (500 pL).
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Hucre uygulamasini takip eden 24. saatteki doku iskelelerinin farkh

bayutmelerdeki 1sik mikroskop goruntuleri Sekil 3.15’ te verilmistir.

200 pm

Sekil 3.15 24. saat doku iskelesi+hlcre uygulamasi 1sik mikroskop goéruntusu (A)
x100 ve (B) x200.
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Doku iskelelerine hicre uygulamasindan sonra hucrelerin 24 ve 48. saatlerdeki
hicre tutunma potansiyellerini gostermek amaciyla AO/Pl (hucre canlihgini
gostermek amaciyla) ve DAPI (hlcre c¢ekirdeklerinin varhdinin tespiti igin)
boyamalari yapilmigtir. Hucrelerin zaman iginde doku iskeleleri Uzerinde

tutunduklari her iki boyama yontemi ile gosterilmistir (Sekil 3.16- 3.17).

Sekil 3.16 (A) 24 ve (B) 48. saat doku iskelesi+hlicre uygulamasinin AO/PI
boyama goéruntisi (x100). Oklarla gosterilen alanlarda hiicre yogunluklari

g6zlenmektedir.

100pm 100pm

Sekil 3.17 (A) 24 ve (B) 48. saat doku iskelesi+hlcre uygulamasinin DAPI boyama
goruntisu (x100). Oklarla gosterilen bolgelerde g¢ekirdek boyanmasi sonucunda

uygulanan hucrelerin iskeleye tutuntugu gozlenmisgtir.
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Kontrol (hlicre uygulanmamis) kalp doku iskeleleri ile birlikte farklilastirilmig isaretli
hidcre uygulanan aselllerize kalp doku iskelelerini iceren gruplarda, hucre
uygulamasinin 24 ve 48. saatlerinde hicre tutunumlarinin gézlemlenebilmesi igin
SEM analizi yapilmistir. Uygun sekilde fikse edilen ve hazirlanan érnekler farkli
bayutmelerde incelenmigtir. Kontrol grubunda aselllerize kalp doku iskelesinin
hiicrelerden arinmis oldugu net bir sekilde gdsterilmistir (bkz Sekil 18). inceleme
sonucunda 24. saatte aselllerize kalp matriksine tutunan hicreler (bkz Sekil 3.19)
ve 48. saat sonunda bu matrikslerde yayilim goésteren hicreler goruntilenmistir
(bkz Sekil 3.20).

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag = 1.00 KX Sample ID =

20 pm*
|—— EHT =15.00kV

Signal A = SE1 Mag = 3.00 KX Sample ID =

Sekil 3.18 Kontrol kalp doku iskelelerinin (aselllerize/hiicre uygulamasiz) farkli
blayutmelerdeki SEM goéruntuleri A (x1.00), B (x3.00)).
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20 pm*
—

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 1.00 KX Sample ID =

Signal A = SE1 Mag= 3.94 KX Sample ID =

—_ EHT = 15.00 kV

2pum*
—

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 8.00KX Sample ID =

Sekil 3.19 Aselllerize kalp doku iskelelerinin hiicre uygulanmasinin 24. saatinde
farkh buytutmelerdeki SEM goruntuleri A (x1.00), B (x4.00), C (x8.00).
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EHT = 15.00 kV/ Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample ID =

—A EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag = 3.00 KX Sample ID =

| 10 pm’
|———— EHT=15.00kV

Signal A = SE1 Mag= 5.60 KX Sample ID =

Sekil 3.20 Aselllerize kalp doku iskelelerinin hiicre uygulanmasinin 48. saatinde
farkli buyutmelerdeki SEM goruntileri A (x1.00), B (x4.00), C (x8.00).
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Yapilan MTT analizi sonucunda farkli aselllerize basamaklarina (S1-S8) tabi
tutulan kalp dokularindan, hangi yontem ile elde edilen kalp doku iskelesinin en iyi
hicre tutunumuna sahip oldugu belirlenmigtir. 24 ve 48. saat sonuglari grafige
dokaldugunde 1., 2., 3. ve 4. drneklerin kontrole gdre ikinci glinde hlicre sayisinin
daha fazla oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.4). Diger 6rneklerde de hiicre tutunumu
gOzlenmesine ragmen kontrol ile kiyaslandigi zaman yeterli oranda tutunum

g6zlenmemisgtir.

MTT analiz sonuglari, yapilan histolojik boyamalardan elde edilen sonuglar ile
birlikte degerlendirilmistir. Calismanin sonraki asamalarinda aselllerizasyon

yontemlerinden dorduncu yontemin (S4) kullaniimasina karar verilmigtir.

Cizelge 3.4 Farkli yontemlerle elde edilen doku iskelelerinin hlicre tutunumlarinin

farkli zamanlardaki MTT analiz sonuglari.

MTT Sonuglari
0,600
0,500 M blank
mS1
_ 0,400 ms2
E
o mS3
S 0,300
- LY
a
o 0,200 m S5
1 S6
0,100 mSs7
S8
0,000  Kontrol
24s 48s
Zaman (saat)

66



3.1.11. Perfiizyon Fiksasyonu ve Doku incelemeleri

Calismada kullanilan denekler 1., 2. ve 4. haftalarin sonunda kardiyak perfizyon
yolu ile kanatilarak sakrifiye edilmistir. Opere edilen eski skar boélgeleri kullanilarak
implante bolgeleri agiga cikarilmistir. Doku iskelelerinin implante edildikleri bolge
incelenmigtir. Bolgede herhangi bir enfeksiyon bulgusuna rastlanmamigtir. Tum
gruplarda (kontrol hari¢) implante matriksler etrafindaki adipoz dokudan dikkatlice

temizlenerek vicut disina alinmigtir (Sekil 3.21 ve 3.22).

Sekil 3.21 Bos ESM grubu deneklerinden 1. hafta (A), 2. hafta (B) ve 4. hafta (C)

implante doku iskelelerinin vicut digina alinmasi.

Sekil 3.22 ESM+Hucre grubu deneklerinden 1. hafta (A), 2. hafta (B) ve 4. hafta
(C) implante doku iskelelerinin vicut digina alinmasi.
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Perflizyon sonrasinda farkli dokularda (karaciger, dalak, kalp, abdominal aorta ve
bdbrek) BrdU ile isaretli farkhlasmis mezensimal kok hicrelerin ektopik géglnin
incelenmesi amaciyla hedef dokular vicut disina alinmigtir. Dokulardaki BrdU
isaretli hlcrelerin tespiti icin kontrol grubu dokulari ile Bos ESM ve ESM+Hlcre
gruplarindaki dokulardan hazirlanan preparatlar biyotinlenmis anti-BrdU antikor ile
boyanarak immunohistolojik olarak incelenmigtir.

Kontrol grubundan alinan dokularin (abdominal aorta, dalak, bébrek, karaciger ve

kalp) anti-BrdU ile immunohistolojik boyanma gorintileri Sekil 3.23’ te verilmistir.

68



Sekil 3.23 Kontrol grubu deneklerinden alinan farkh dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).
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Bos ESM grubu deneklerinin farkli zaman periyotlarindaki (1., 2. ve 4. hafta) doku
incelemelerinin anti-BrdU immunohistolojik preparat goruntileri sirasiyla Sekil
3.24, 3.25 ve 3.26’ da verilmistir. Bos ESM grubunun 1., 2. ve 4. hafta doku
kesitlerinde genel doku organizasyonlarinin kontrol grubu Kkesitleri ile
karsilastinildiginda normal doku genel yapilari ile uyumlu (fizyolojik ve sitolojik)
olduklari gézlenmistir. Taranan tUm doku kesitlerinde herhangi isaretli hicre tespiti

olmamisgtir.
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Sekil 3.24 Bos ESM 1.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).
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Sekil 3.25 Bos ESM 2.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).

73



74



Sekil 3.26 Bos ESM 4.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).
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ESM+Hucre grubu deneklerinin farkli zaman periyotlarindaki doku incelemelerinin
anti-BrdU immunohistolojik preparat goruntuleri Sekil 3.27, 3.28 ve 3.29’ da
verilmistir. ESM+Hucre grubunun 1., 2. ve 4. hafta doku kesitlerinde genel doku
organizasyonlarinin kontrol grubu kesitleri ile karsilastirildiginda normal doku
genel vyapilart ile uyumlu (fizyolojik ve sitolojik) olduklari go6zlenmigtir.
Implantasyonu takip eden 1. hafta deneklerinden elde edilen dokulardan bébrek
toplama kanallarinda bazi hicrelerde BrdU pozitif boyanmasi gézlenmistir (Sekil
3.27 C). Ayni sekilde 2. hafta doku drneklerinden bobrek toplama kanallarinda
BrdU boyamasi igin pozitif olan hucreler tespit edilmigtir (Sekil 3.28 C). Ancak 1.
ve 2. haftada bobrek dokusu hari¢ kalan doku ornekleri ile 4. hafta doku

orneklerinde herhangi isaretli hicre gozlenmemigtir.
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Sekil 3.27 ESM+Hulcre 1.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).
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Sekil 3.28 ESM+Hlcre 2.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E) Kalp
(x200).
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Sekil 3.29 ESM+Hlcre 4.hafta deneklerinden alinan dokularin anti-BrdU ile
boyanmasi (A) Abdominal aorta, (B) Dalak, (C) Bobrek, (D) Karaciger ve (E)
Kalp (x200).
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3.1.12. RT-PCR

Deney gruplarindan ESM+Hucre grubu deneklerinden farkli zaman dilimlerinde
sakrifikasyon sonucunda elde edilen implante matriks+hlcre kompozitlerinden ve
in vitro ortamda ayni sure boyunca farklilastiriimig htcre ile inkiibe edilen kontrol
matrikslerinden elde edilen total RNA miktarlarinin Nanodrop 6lcim sonuglari

Cizelge 3.5’ te verilmigtir.

Cizelge 3.5 ESM+HUcre grubu deneklerinden farkh zamanlarda explante edilen
hicre uygulamali aselllerize matriksler ve kontrol matriksinden elde edilen total

RNA miktarlarinin Nanodrop 6lgim sonuglari.

Ornek Total RNA miktari (ng/ul)
Kontrol Matriks 117.5
ESM+Hucre-1H 257.7
ESM+Hiicre-2H 429.8
ESM+Hiicre-4H 321.8

ESM+Hucre matriks 6rnekleri igin yapilan RT-PCR analizi sonucunda elde edilen
veriler AACt (delta delta Ct) methodu kullanilarak degerlendirilmistir. i¢ kontrol geni
olan HPRT-1, kullanilan metod sonucunda elde edilen verilerin normalizasyonu
icin kullanilmigtir. Normalizasyon sonucunda elde edilen veriler ile genlerin rolatif
ifade profilleri karsilastiriimistir. Hesaplama sonuglarina ait ESM+Hucre

orneklerinin kontrol ile karsilastirma grafikleri Cizelge 3.6 ve 3.7’ de verilmistir.
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Cizelge 3.6 Kontrol matriks ile ESM+Hucre 6rneklerinden elde edilen implante
matriklerin HPRT-1’e gore normalize edilmis rolatif GJA-1 ifadeleri. (istatistiksel
olarak anlamli farklilk, n:6, ESM-Hucre-1H icin **: p<0.01, ESM-Hlicre-2H igin *=: p<0.01).

RT-PCR Sonuglari
25000
[ X )
@ 20000
S
[t
= 15000 | ® ESM-H-1H
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€ 10000 - — # ESM-H-4H
[T
s m kontrol
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Cizelge 3.7 Kontrol matriks ile ESM+Hucre 6rneklerinden elde edilen implante
matriklerin HPRT-1’e gbre normalize edilmis rolatif MEF2B, ACTC-1, GATA-4 ve
NKx2,5 ifadeleri. (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n:6, ESM-Hiicre-1H igin *: p<0.05,
ESM-Hucre-2H igin *++:p<0.001, ESM-Hucre-4H i¢cin ooo: p<0.001).

RT-PCR Sonuglari

14 oao
[ X X [ X X )
* *

12
3 10
o
£
é ® ESM-H-1H
= ® ESM-H-2H
=
s m ESM-H-4H
Hel
e« M kontrol

MEF2B ACTC1 GATA4 NKX2-5
Kardiyogenezis Gen Markerlari
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Cizelge 3.6° da GJA1 geninin ifadesinin ESM-Hucre-1H icin ESM-Hucre-2H ile
aralarinda anlamh bir farklihk gozlenirken, diger gruplar ile fark bulunmamigtir.
ESM-Hucre-2H icin ESM-Hucre-4H ile aralarinda anlamli bir farklihk gdézlenirken,

diger gruplar ile fark bulunmamistir.

Cizelge 3.7'de genlerin ifade grafikleri incelendiginde; Nkx2,5 geninin hicre
farkhlastirlmasinin analizinde ifadesi yok iken (bkz Cizelge 3.3), implante ve
kontrol matriksleri Uzerinde tutunan farklilagsmis hucrelerde ifade edildigi
g6zlenmistir. Ancak istatistiksel olarak Nkx2,5 gen ifadesinin gruplar icerisinde
anlamh bir farkhligi bulunmamistir. Cizelge 3.7°deki incelenen diger genlerden
MEF2B i¢in ESM-Hucre-1H (p<0.05) ve ESM-Hucre-2H (p<0.001) igin kontrole
g6re anlamli bir fakhlik gézlenmigtir. Ayni sekilde GATA-4 gen ifadesi icin tim
deney gruplarinin kontrole gore yuksek degerde anlamli farkhliginin oldugu
gosterilmigtir. ACTC-1 geni icin sadece ESM-Hucre-1H grubunun kontrole goére
anlamli bir farkhhgr oldugu gézlenmistir. Bu sonuglara gore aselulerize kalp doku
iskeleleri Uzerine uygulanan farkhlastirilmis hicrelerin, uygulama sonrasinda
implantasyonu takip eden surede kardiyomiyosite farklilasma potansiyellerinin
zaman icerisinde gen duzeyinde arttigi gosterilmistir. Doku iskelesi Uzerinde
tutunan hucrelerin birbiri ile olan etkilegimlerinin 6nemli derecede arttigi ve daha
uzun implantasyon slrelerinde bu gen ifadelerinin artma ihtimalinin oldugu

anlasiimistir.
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3.2. Tartisma

Kardiyovaskuler hastaliklar gincel tedavi yontemlerinin sinirli olmasi nedeniyle
yuksek morbidite ve mortalite oranlari ile tim dunyada oOlumlerin onde gelen
nedenidir. Tum olumlerin %30’'unun kalp ve damar hastaliklari sebebiyle oldugu ve
buna bagli olarak da tum Uulkeleri sosyal ve ekonomik yonden ciddi anlamda
etkiledigi sOylenmektedir. Bu olumlerin buyuk c¢ogunluguna kalp krizi, diger
kisminin ise geri kalan kalp ve damar hastaliklarinin sebep oldugu bilinmektedir
[101],[102].

Gunumuzde tedavisi hala tam olarak ¢6zime ulasamamis hastaliklarin élimcdal
olmalarinin en buyuk nedeni bazi hlucre, doku ve organlarin geri donusumsuz
hasarlanmasidir. Genel olarak en yaygin tedavi yontemi dondr organ
transplantasyonu iken bu yontem ne yazik ki dondr sayisindaki sorun yuzinden
gegerli bir ¢d6zim vyolu olamamaktadir. Bu tlr geri donisimsiz hasarl
hastaliklarda bir diger yaklasim ise hasar géren hiicre, doku veya organin biyolojik
islevini yeniden kazandirmak amaciyla hedef doku ya da organa yetecek sayida
ve kalitede hucrelerin bir yolla nakledilmesidir. Bu yontemde hasarl ya da iglevsiz
doku bdlgesinin yenilenmesini ve tekrardan iglevselligini kazanmasini saglamak
uzere yaklasik 20 yildir kardiyak hucre tedavi yaklagimi ya da kardiyak hucre
implantasyonu adi verilen rejeneratif tedaviler Gzerine ¢aligiimaktadir [103],[104].
Rejeneratif tedavide hedeflenen, hasarli alanda iglevini kaybeden hlcrelerin yerini
alacak kardiyak hucrelerin hedef dokunun yapisini koruyarak, fonksiyonunu
duzeltmesini saglamasidir.

Kok hicreler bu amaca en uygun olan kaynaklar arasindadir. Son 10 yilda
rejeneratif tipta kok hidcre Uzerine yapilan galismalar giderek artmistir. Kok
hacreler, islevsel olarak farklilasmamig, potansiyel olarak heterojen bir topluluktur.
Proliferasyon gugcleri kuvvetli olup farkh hucre tiplerine farklilasabilme &zelligine
sahip hucrelerdir. Bu nedenle organ rejenerasyonu igin potansiyel tedavi yaklagimi
olarak gorulmektedir. Gunumuze kadar yapilan g¢aligsmalara bakildiginda, hangi
kok hicre kaynaginin secilmesi gerektigi, secilen hudcrenin hangi yolla
farkhlastirilacagi, hangi yontem ile vicuda verilmesi gerektigi, hasarin hangi
asamasinda (patolojisinde) uygulanmasi gerektigi, hedef organa ulasip

ulagsamadiginin takibi ve hedef organdaki diger hucreler ile olan iletisimi, hedef
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organda istenilen sekilde yerlesmesi durumunda hasarli bolgede fonksiyonel
katkisinin nasil ve ne kadar olacagi hala tartisma konulari arasindadir [105],[106].
Yapilan deneylerde farkli kdk hicre gruplari hayvan ve klinik ¢alismalarinda test
edilmistir. Deneyler sonucunda neo-vaskularizasyon, kardiyak onarim veya
kardiyak rejenerasyon igin embriyonik ve erigkin kok hucrelerin kullanimi Gzerine
yogunlasgiimistir. Embriyonik kok hucrelerin etik tartismasinin olmasi, tumor
gelisimine neden olabilme ve ektopik farkllasma potansiyelleri ile immunojenik
etkilerinin olmasi gunumuizde klinik calismalarda neden tercih edilemediklerini
kisaca izah etmektedir [12], [34], [107]. Erigkin kok hucrelerden mezensimal kok
hucrelerin  (MKH) kardiyomiyosit fenotipi gostererek kontraktil disfonksiyonu
azaltugr ve farkh hayvan gruplan ile vyapilan calismalarda miyokardiyal
enfarktlsiinde ters yeniden yapilanmayi (remodeling) énledigi gosterilmigstir [108].
MKH’ler vicutta farkli dokulardan (kemik iligi, g6z, adipoz doku) elde edilebilen, in
vitro ortamda kolayca prolifere olan ve saglikli bir sekilde hayatlarini surdtrebilen
hicrelerdir. Gunimulzde adipoz dokudan izole edilen MKH’ler Gzerine birgok
calisma bulunmaktadir [109]. Adipoz dokusundan elde edilen kdék hlcre ve
progenitor hicre gruplarinin kardiyak hasar onariminda ve yeniden damarlanmada
¢ok guglu hicre kaynagr oldugu birgok calisma tarafindan bildirilmigtir. Bu
hicrelerin pre-anjiojenik bluyume faktorleri ile birlikte bazi sitokinleri salgilayarak
miyokardiyal iyilesmeye destek olduklari c¢alismalarda bildirilmistir [110], [111].
Ayni zamanda immunojenitesinin olmamasi nedeniyle allojenik kullanima olanak
sagladigl ¢alismalarda gosterilmistir. Adipoz dokusunun az invaziv bir yolla elde
edilmesi ve ¢ok miktarda bulunmasi otolog olarak da kullanimini son derece
avantajli hale getirmektedir. Bu sekilde otolog hicre tedavisinde pratik, verimli ve
kolay elde edilebilirligi avantaj olarak goértlmektedir [112], [113]. Klinik kullanim
agisindan adipoz hucrelerinin kullanimi Uzerine galismalar devam etmekte ve
izolasyonu i¢in yeni teknikler gelistiriimektedir [114].

Calismamizda da geligtirilen yeni, pratik bir teknik ile enzimatik herhangi bir
uygulama olmadan adipoz dokudan mezensimal kdk hiicreler izole edilmistir. izole
edilen mezengimal kdk hucreler akis sitometrisi ile karakterize edilmistir. CD54,
CD90, CD29, MHC sinif | icin pozitif, CD45, CD34, CD106, ve MHC sinif Il
antikorlari igin negatif olarak fenotipik karakterizasyon sonuglari alinmistir.
Kardiyak rejenerasyonunda tedavi icin secilen hucrelerin kardiyomiyosite

farkhlastirilarak kullanimi glnumuzde tercih edilmektedir. Son g¢alismalardan
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birinde hasarl kalp kasina transplante edilen farklilagsmamis mezengimal kok
hacrelerin bir kisminin fibrotik skar olusumuna neden olduklari ve bdylece
miyokardiyal rejenerasyonda istenmeyen bir durumla karsi kargiya
kalinabilecegine isaret edilmistir [35]. Bu nedenle literatirde mezensimal kok
hacrelerin kardiyomiyosite farklilastiriimasinda ¢ok c¢esitli faktorlerin kullanimindan
s6z edilmektedir. Bu amacla sitokinler, bluyume faktorleri, sentetik kimyasallar,
serbest radikaller, reaktif oksijen tlrleri, serumsuz kuiltir ortamlari, ekstraselller
matriksler, elektriksel ve mekaniksel stimulasyon kullanilan teknikler arasindadir.
Bunlardan sentetik kimyasallardan 5-Aza Uzerine birgok ¢alisma bulunmaktadir
[32].

5-Aza; in vitro ve in vivo ortamda yeni gen ekspresyonunu aktive ederek hulcre
fenotipinin degisebilmesini saglayan sitozin analogudur [115]. Yapilan bir
calismada kultur ortaminda 5-aza uygulamasinin kardiyomiyosit farklilagsmasini
%30 indUkledigi gosterilmistir [L16]. Ayni zamanda bagka bir ¢alismada 5-Aza’nin
24 saatlik uygulamasinin hicrelerde sarkomerik alfa aktinin ifade edildigi miyosit
benzeri hicrelere farkhlastigi  belirtilmistir  [117]. Uygulanacak 5-Aza
konsantrasyonu da farklilasma potansiyelini ve bu kimyasalin sitotoksisite etkisini
onemli bir sekilde belirlemektedir. Tomita ve ark. [116] yaptiklari ¢galismada 10uM
5-Aza 24 saat uygulamasinin optimal konsantrasyon oldugu gosterilmistir.
Belirtilen konsatrasyon ve uygulama suresinde MKH’lerin kardiyomiyosit benzeri
karakteristik Ozellik gosteren miyojenik hucrelere farklilagtigi belirtiimistir. Ayni
arastirmacilarin  yaptigi ¢alismada 5-Aza ile farkhlastirnlan MKH’lerin
farkhlastirlmamis hucrelere goére uygulama alaninda kontraktil fonksiyonlarinin
daha fazla oldugu ve alici dokusunda kardiyomiyositler ile kontakt kurarak
senkronize atima eslik ettikleri gosterilmistir [118], [119]. Calisma kapsaminda da
yukarida aciklanan nedenlerin elde edilen konsantrasyon denemelerini
desteklemesi sonucunda 5-Aza konsantrasyonu 10uM olarak secilmistir.
Farklilastirma sonucunda elde edilen hicreler kardiyomiyosite 6zglu antikorlar ile
karakterize edilmigtir. Fenotipik karakterizasyon sonucunda farkilagsan htcrelerin
Troponin |, MHC, pan-kaderin, konneksin 43 ve sarkomerik alfa aktin igin pozitif
oldugu gosterilmisgtir.

Hucresel tedavi yaklagsiminda bir diger 6nemli basamak ise hicre uygulamasindan
sonra hucrelerin vicutta zaman icerisinde normal yasamsal faaliyetlerini nasil

devam ettirdiklerini takip edebilmek icin hlcre isaretleme ydntemlerinin
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gelistirimesidir. ideal hiicre isaretleyicisinin hiicre lizerine herhangi bir sitotoksik
etkisi olmamasi, hucresel veya genomik ekspresyon yolagini engellememesi veya
etkilememesi gerekmektedir. Gunumuizde birgok hicre isaretleme metodu Uzerine
calisma bulunmaktadir. Floresan isaretleyicilerden DAPI, PKH26, Dil, GFP ve
BrdU caligmalarda tanimlanan en yaygin boyalardir [120]. Yan ve ark. [121]
calismasinda gekirdek isaretleyicisi olan DAPI ile hicre takibi yapilmis ancak bu
isaretleyicinin hucre dongusu sirasinda ka¢ dongu boyunca basarili olacaginin
bilinmedigi vurgulanmistir. Ayni galisma kapsaminda sitoplazmik igaretleyicisi olan
PKH26’nin transplantasyon sonrasinda 60 gun boyunca takip edilebildigi ancak
floresan siddetinin her hicre dongusunden sonra azalan sitoplazma miktari
nedeniyle gitgide azaldigi bildirilmigtir. GFP’nin ise MKH’lerin takibinde %40-60
arasinda etkin oldugu ancak BrdU ile kiyaslandigi zaman etkinliginin az oldugu
gOsterilmigtir [122]. Yapilan calismalarda timidin analogu olan BrdU ile isaretli
hiucrelerin tranplantasyonu sonrasinda hem takiplerinde hem de yer tayinlerinde
histolojik olarak analiz edilebildigi gosterilmistir [38]. Lequeux ve ark. [120] BrdU ile
isaretli hucrelerin transplantasyonlarindan 90 gun sonra dahi tanimlanabildikleri
bildirilmigtir. Wennersten ve ark. [39] calismalarinda ise BrdU ile isaretlenmis noéral
progenitor hucrelerinin migrasyon hareketlerinin takibinin implantasyondan alti
hafta sonra dahi gercgeklestigi belirtiimistir. Michishite ve ark.’nin [123] yaptidi
calisma ile timidin analoglarinin olumsuzlugu gosterilmistir. Calisma sonucunda
BrdU’'nun farkh hucre tiplerinde hucre proliferasyonunu yavaslattigr gosterilmistir.
Ancak bu olumsuzlugun hucre proliferasyon dlgim deneylerinde sorun yaratirken,
hlcre takibinde herhangi bir sorun yaratmadigi bildirilmistir.

Bu calisma kapsaminda hucre takibi icin BrdU isaretleyicisi kullaniimistir.
BrdU'nun etkin olan konsantrasyonu daha onceki calismalar dikkate alinarak
belirlenmistir. Ayni sekilde uygulama sulresine de literatur taramasi sonucunda
karar verilmigtir. 1uM konsantrasyonda ve 24 saat uygulama suresi ile
farklilastirilan mezensimal kdk hicreler isaretlenmistir. isaretlenen hiicreler anti-
BrdU immunositokimyasal boyama ile tespit edilmigtir.

Hucresel tedavi yaklasiminda birgok kaynaktan elde edilen hicre g¢esidinden
bagdimsiz olarak, implante edilen hucrelerin %90’'nin dolasim ile hedeften
uzaklastirildigi goésterilmistir. Bu nedenle fonksiyonel 6zellikleri ylksek olan ¢ok
sayidaki hdcrenin birarada uygulanmasi gerekmektedir. Bu amag ile transplante

edilen hucrelerin hedef dokuya verilmesi ve hedef dokuda yerlesip saglikh bir
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sekilde yasamini surdurebilmesi igin doku muhendisligi yaklasimlari gundeme
gelmistir. Doku muhendisligi yaklasiminda sentetik ve dogal matriksler Uzerine
yogun calismalar yapilmaktadir. Sentetik yamalar esnek olmayan yapilari ve
inflamatuar cevap olusturma potansiyelleri yluzinden hicre tutunumunu ve re-
vaskularizasyonu kisitladigi igin ¢ok tercih edilmemektedir. Fibrin biyopolimer
yamalar, enjekte edilebilen kollajen bazli matriksler dogal yapidaki doku iskeleleri
oldugu icin sigan miyokardiyal iskemi modeli gibi ¢alismalarda htcre canhligini ve
revaskularizasyonu destekleyerek kan akimini arttirdigi, ayni zamanda enfarktli
bolgedeki hasarli alani kugulttigu belirtiimigtir. Kanada [51] ve Almanya’ da
[54],[55] yapilan calismalarda kollajen tabanli yamalar Uzerinde kasilabilen
kardiyomiyosit ekimi gerceklestiriimigtir. Bu galismalari destekler bagka bir ¢alisma
da Zimmermann ve ekibinin yaptigi arastirma sonucunda yapilmigtir. Calisma ile
kasilabilen kardiyomiyosit ekimi yapiimis yamalarda kasilabilirligin sekiz hafta
surebildigi agiklanmistir [10].

Doku muhendisliginin yakin zamanda odaklandigi bir diger yontem ise
hicrelerinden arindirilmis (aselllerize) organlardan elde edilen doku iskelelerinin
secilen hucreler ile reselulerize edilmesi (U¢ boyutlu doku iskelesi eldesi) ya da
pargalar halinde hiicre uygulamasi sonrasinda yama seklinde kullaniimasidir. Ug
boyutlu doku iskelesi uygulama ydnteminde optimal basariyi saglamak igin
biyoreaktorler icerisinde kultirasyon yontemi onerilmistir. Biyoreaktor kullaniminin
doku mikrogevresindeki normal stres ve akim gucunu taklit ederek G¢ boyutlu doku
iskelesinin  eldesi  saglanarak elde edilecek bu doku iskelesinin
transplantasyonundan énce iskemik ortama uyumu saglanmis olacaktir [4].

Ancak Uc¢ boyutlu yontemde karsilasilan 6nemli bir sorun doku iskelesinin
transplantasyon yontemidir. Torakotomi yontemi ile transplantasyonu mumkin
olan bu buylk iskelelerin daha az invazif bir yontem olan kateter yolu ile
transplantasyonu mumkdn olmadigi igin U¢ boyutlu iskelelerden parga doku
iskelesi dizaynina yonelinmigtir. Leor ve ark. [57] 2004 yilinda yaptiklari calismada
onerdikleri 1 cm’lik boyutlardaki aselllerize yamalar ile bu yontem Uzerine
calismalara yogunlasilmistir. Boylece kardiyak doku rejenerasyon alaninda in vitro
proliferasyon gucune sahip otolog hucrelerin kullanimi ile biyolojik olan ve
biyomimetik 6zellige sahip materyallerin kombin kullanimlari gindeme gelmistir
[4], [124].
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Gunumuzde aselulerize doku iskelesi eldesi igin ¢ok c¢esiti metodlar
uygulanmaktadir. Bu metodlar fiziksel, kimyasal ve enzimatik iglevleri olan
ajanlarin tek tek ya da birkaginin kombine edilmesi ile uygulanmaktadir [97].
Aselllerizasyon igleminde hangi metodlarin ne kadar sureyle uygulanacagini
belirleyen en onemli kriter ESM’nin yapisinin bozulmadan, en az zarar gorecek
sekilde kalmasinin saglanmasidir. Ott ve ark. [125] calismasinda domuzda
immersiyon aselulerizasyon yontemi kullaniimistir. Bu yontem tum dokunun
pargalara ayrilmadan hucrelerinden arindiriimasi esasina dayanmaktadir. Bu
sekilde elde edilen tg¢ boyutlu doku iskelesini reselllerize ederek transplantasyona
uygun hale getiriimektedir. Ancak bu yontemin daha dncede bahsedildigi Uzere
sikintisi invazif bir yontem ile yapilamamasidir. Bir diger ¢alismada kullanilan
metodlarin zamansal degiskeni Uzerine yogunlagilmis ve uzun sureli kimyasal
uygulamalarinin ESM Gzerinde olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir . Bunlar g6z
onunde tutularak bu calisma kapsaminda elde edilmesi istenen aselllerise kalp
doku iskeleleri igin kimyasal metoda dayali bir sistem kullaniimistir. Secilen
kimyasallar hem iyonik hem de iyonik olmayan solusyonlarin birlikte kullanimina
dayanmaktadir. ESM’nin en az zarar gorecek sekilde hucrelerden arindiriimasini
esas alarak farkli dokular igin literatirden elde edilen uygulama zamanlarini kalp
dokusu icin optimize edebilmek Uzere sekiz farkli yontem uygulanmistir. Elde
edilen sekiz farkh ESM daha oOnceki calismalardaki gibi immunositolojik,
immuanohistolojik boyamalar ile, ayni zamanda taramali elektron mikroskop
goruntileme ve RT-PCR analizleri ile incelenmigtir. Hicre uygulamasi sonrasinda
gruplar arasinda proliferasyon potansiyel farki MTT analizi ile incelenmis ve en iyi
hldcre tutunumunun oldugu grup ile ¢calismalara devam edilmistir.

Yapilan bir c¢alisma sonucunda kardiyomiyositlerin direk olarak ektopik
transplantasyonunun kalpte aritmiye ve miyokardiyal enfartktise neden olabildigi
aciklanmistir [126]. Bir bagska g¢alismada kardiyomiyositlerin alternatif bir sekilde
ektopik transplantasyonu gercgeklestiriimistir. Johkura ve ark. [127] ¢alismalarinda
retroperitoneumda abdominal aortanin etrafina herhangi bir doku iskelesi
kullanilmadan transplante edilen hucreleri elektrofizyolojik ve immunohistolojik
olarak incelemiglerdir. Sonugta, miyositlerin 30 gun boyunca uygulandiklari alanda
kontraktil fonksiyonlarini devam ettirdikleri, proliferasyon ve farklilagsma 6zeliklerini
kaybetmedikleri gosterilmigtir.
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Sonu¢ olarak; bu tez calismasinda adipoz doku kokenli mezensimal kok
hdcrelerin 5-Aza ile farklilagsma potansiyellerinin konsantrasyon bagiml oldugu ve
secilen konsantrasyon ile farklilagsma slresinin 6nemli oldugu gdsterilmistir.
Kardiyomiyosite farklilasan hicrelerin kardiyogenezis 6nculi olan genleri (MEF2B,
GATA-4, ACTC-1) ifade ettigi gosterilmistir.

Farklilasmis hicrelerin, ektopik gogunun takibi igin, isaretlenmesi amaglanmis, bu
amag dogrultusunda AdMSC'ler igin BrdU isaretleme ydntemi optimize edilmistir.
1uM BrdU ile 24 saat inkiibasyonun isaretleme igin ideal oldugu gosterilmistir.

Tez kapsaminda farklilasmis isaretli hiicrelerin in vivo kullanimi igin uygun bir doku
iskelesi dizayn edilmesi hedeflenmigtir. Hlucrelerinden arindiriimis doku iskelesi
elde etmek icin “kalp” aday doku olarak secilmistir. Daha 6nceki ¢alismalar g6z
onunde bulundurularak farkh dokularda kullanilan gesitli yontemler denenmis ve
hidcre uygulamasi icin duguk konsantrasyonlardaki iyonik ve iyonik olmayan
deterjan sollUsyonlarini igeren yontemin en verimli ydontem oldugu gosterilmisgtir.
BrdU ile igsaretlendikten sonra bu hucrelerin aselulerize doku iskelelerine
uygulanmasi, daha sonra elde edilen ESM+Hicre kompozitinin ektopik
implantasyonlari i¢cin uygun yontemin geligtiriimesi ve implante edilen kompozitler
arasindaki farkliliklar ve farkli dokulardaki (karaciger, dalak, kalp, abdominal aorta
ve bobrek) isaretli hicrelerin goé¢c etme potansiyellerinin  incelenmesi
amaclanmistir.

Bu amagla implantasyon icin en uygun bolgenin retroperitoneumda abdominal
aortanin sol lateral bolgesindeki adipoz doku olduguna karar verilerek aselulerize
doku iskelelerinin (Bos ESM, ESM+Hucre) bu bdlgeye implantasyonu
gerceklestiriimistir. Ektopik olarak implante edilen doku iskelesine, uygulama
alaninda vicut tarafindan olusacak tepkiler farkli zaman periyodlarinda
incelenmigtir. Ancak implante edilen doku iskelelerinin herhangi bir immunolojik
reaksiyona neden olmadidi, implantasyon bolgesinde enfeksiyona yol a¢gmadigi
gOsterilmistir. Ayni zamanda doku iskelesi Uzerine uygulanan hucrelerin zaman
icerisinde kardiyomiyosite 6zgu genleri ifade etme potansiyellerinin arttigi
gosterilmigtir. Calismadan elde edilen bu bulgularin, aselllerize kalp matrikslerinin
farkhlasmis kok hucreler ile birarada kullanilarak ektopik olarak implante
edilebilirliginin mumkun oldugu ve yama malzemesi olarak alternatif olabilecedi,
ayni zamanda doku muhendisligi calismalarinda vyaygin bir sekilde

kullanilabilecedi dustnilmistir. implantasyon sonrasinda farkli zamanlarda

92



yapillan doku incelemeleri sonucunda ESM+Hucre grubu 1. ve 2. hafta
deneklerinden elde edilen bobrek doku kesitlerinde isaretli hucreler tespit
edilmistir. Kontrol ve Bos ESM gruplarinin doku kesitleri incelenmesi sonucunda
hedef dokularda isaretli hicreye rastlanmamistir. Ayni sekilde ESM+Hucre
grubunda 4. hafta dokularinda ve 1. ve 2. hafta bobrek disindaki hedef doku
kesitlerinin immunohistopatolojik incelemelerinde isaretli hicreler gézlenmemistir.
Bu bulgular 1s1§inda daha sonraki galismalarda ektopik olarak implante edilen
hidcrelerin daha uzun zaman periyodlarinda incelenmesi gerektigi ve zaman
icerisinde farkli dokulara go¢ eden hucrelerin bu dokularda teratomaya neden olup
olmadigi incelenmesi gerektigi dugunulmustar.

Hayvan gruplarina, sadece isaretli farklilasmis htcrelerin enjekte edildigi negatif
kontrol grubunun eklenmesi ve enjekte edilen htcrelerin ayni zaman araliklarinda
takip edilmesi gerektigi dugtnulmuastur.

Ayni zamanda ESM+Hucre kompozitlerinin zamana bagli kardiyomiyosit hlcreleri
bakimindan zenginligi ve Uzerine uygulanan hucrelerin birbiri ile olan iletisimleri
incelemek amaci ile TEM analizinin yapilmasi dugunulmustar.

Tum deney gruplarinin doku kesitlerinde anti-BrdU boyamasina ek olarak
kardiyomiyositlerin varligini ve proliferasyon guglerini gosterebilmek i¢in uygun
kardiyomiyosit ve proliferasyon markerlari ile immin boyamalarinin (troponin I,

MHC, PCNA, pan-kaderin, konneksin-43 vs) yapilmasi dastnutlmustur.
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