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OZET
Doktora Tezi
Mikroyercekim Biyoreaktdriinde Adipoz Kok Hiicrelerden
Kardiyak Hiicrelerin Uretilmesi
Arin Dogan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Yasar Murat El¢in

Bu caligmada insan kaynakli adipoz kok hicrelerin yiksek oranda kardiyak karakterli
hiicrelere farklilastirilmasi i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Insan adipoz
kok hucreleri Gg boyutlu mikroyergekimi biyoreaktoriinde kiiltiir edilerek ¢ogaltilmistir. 5-
Azasitidin indiiksiyonu sonrasinda kardiyak biiylime besi ortaminda Kkiiltiir yapildi.
Hiicrelerin farklilagma veriminin arttirilmasi amaciyla, dogal elastinden olusan elastik
hidrojel mikrokureler sentezlenmistir ve karakterizasyon sonrasinda mikroyergekimi
kilturd ortaminda hiicrelerle beraber kiiltiirii yapilmistir. Kiltur stireci sonunda elde edilen
hiicre gruplarina uygulanan kantitatif es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile kalp
gelisimine ve eriskin kalp hiicrelerine 6zgii genlerin ifade diizeyleri incelenmistir. Gen
bazinda gruplar arasinda bagil gen ifadesi diizeyleri acisindan degisim goriilmistiir, buna
karsin gen ifadesi diizeyleri bir arada degerlendirildiginde deney kosullar1 arasinda

istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamaktadir.
2017, 150 sayfa

Anahtar kelimeler: Adipoz kok htcreler; mikroyercekimi biyoreaktori; kardiyak

farklilagma; elastin; elastin-temelli mikrokire; hiicre tretimi.



ABSTRACT
PhD Thesis
Production of Cardiac Cells from Adipose Stem Cells in Microgravity Bioreactor
Arm Dogan
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Yasar Murat Elgin

This study aims to develop a new method for differentiating human adipose stem cells into
cells with cardiac characteristics in high volumes. Human adipose stem cells were cultured
and proliferated in three dimensional microgravity bioreactor. Cardiac differentiation was
induced with 5-Azacytidine and cells were further cultured in a cardiac growth medium.
To induce a higher degree of cardiac differentiation, groups of cells were cultured in the
presence of elastic hydrogel micropheres derived from natural alpha elastin. The resulting
cell populations were investigated by using quantitative real-time polymerase chain
reaction technique for the analysis of expression levels of genes related to cardiac
differentiation and adult cardiomyocytes. Our results showed no significant overall
difference between groups, however there were changes in the gene expression levels of

some cardiac genes.
2017, 150 pages

Keywords: Adipose stem cell; microgravity bioreactor; cardiac differentiation; elastin;

elastin-based microspheres; cell production.
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1. GIRIS

Kalp ve damar hastaliklar1 gelismis diinya {ilkelerinde oliim sebeplerinin basinda
gelmektedir. Mevcut tedavi secenekleri, ge¢mis yillara kiyasla onemli diizeyde fayda
saglamakta olsa da, her yil on milyonlarca insan kalp ve damar hastaliklar1 sebebi ile
hayatint kaybetmekte, siirekli artan saglik harcamalar1 ve is giicii kaybi, yeni tedavi

seceneklerinin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Yeni ilag gelistirme siiregleri milyar dolar diizeyinde harcamalar ile ydrittilmektedir.
Ortalama olarak on yildan uzun siirede piyasaya cikan yeni ilag molekulleri, beklenmedik
yan etkiler sebebi ile piyasadan cekilebilir, bu durum biyik mali zararlara ve kaynak
israfina sebep olarak, tedavi maliyetlerinin dolayli artisina sebep olmakta, yan etki profili
yiuksek olan ilaglar ise o©nemli saglik sorunlarmma ve hatta can kayiplarina yol
acabilmektedir. Ilag gelistirme asamalarmnda model organizmalarm yani sira, insan
hiicrelerini kullanarak yapilan ilag¢ tarama calismalari, farmakolojik yanitin incelenmesini

saglayan glincel yontemler arasinda 6nemli bir yer tutar.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin konvansiyonel yontemler ile tedavisinin yeterli iyilesme
saglamadig1 veya hastaliklarin ilerleyigini durduramadigi durumlar i¢in onarimsal tedavi
yontemleri gelistirilmektedir. Bu yaklasimlar arasinda hiicre temelli yaklasimlar ve
biyomalzeme temelli ya da eslikli aday yontemler 6nemli bir yer tutar. Onarimsal
tedavilerin hiicresel bilesenlerinin saglanmasi, basli basina onemli atilimlar gerektiren
konulardan birisidir. KOk ya da progenitor hiicreler kullanilarak miyokard ya da vaskiiler
yapilar i¢in gereken olgun hiicre tiplerinin yiiksek miktarlarda ve standartlasmis bigimde

elde edilmesi i¢in halen ¢ok sayida temel bilimsel ¢alisma yiiriitiilmektedir.

Bu tez calismasi, yukarida bahsedilen ilag¢ gelistirme calismalari ve hiicresel tedaviler i¢in
yiiksek sayida, kararli karakterde kalp hiicresi elde edilmesi amaci ile adipoz kok
hicrelerin yuksek verimde kardiyomiyosit farklilagsmasi i¢in yeni bir biyomalzeme tagima
sistemi ve biliyiime faktorii karisgtmimin etkinligini, literatiirde bu amagla daha once

uygulanmamis mikroyergekimi biyoreaktori kiiltiirii kosullarinda sinamay1 amaglamustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KOKHUCRELER

Kok hiicreler, rejeneratif tip kavraminin 6nemli yapitaglaridir. Gelistirilen teknolojiler
is18inda yeni hiicre kaynaklarinin, saflastirma ydntemlerinin bulunmasi ile beraber
hiicrelerin ¢ogaltilmas1 ve uygulanma yeni yaklasimlar ortaya c¢ikmaktadir. Diinya
genelinde halen onlarca farkli hastalik i¢in erken faz klinik ¢alismalar1 baslatilmaktadir.
Farklilasmamus nitelikte olan kok hiicreler, asimetrik boliinme 6zelliginden Otlr( kendine
esdeger Ozellikte hiicreler liretebilme kapasitesine sahiptir. Ek olarak, bdliinme sonucu
olusan transit (gecis) hiicreler ile ileri diizeyde farklilasmis ve dokuya 0zgii eriskin
karakterdeki hiicrelere kaynak verirler. Kok hucreler, bu 6zellikleri ile organizmanin
yasami1 boyunca hasar goren dokulari, 6len hiicreleri telafi eder. Sonug olarak kok hiicreler
kendi kopyalarin1 iiretebilen ve g¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen 6zel bir hiicre
grubudur. Surekli olarak hucre yitimine maruz kalan deri ve bagirsak dokularinda kok
hiicre aktivitesi omiir boyunca devam etmektedir. Buna karsin kalp, beyin ve pankreas
dokularinda var olan kok hiicreler ihmal edilebilir diizeyde yenileyici islev gosterir ve

yalnizca 6zel kosullarda onarima katkida bulunurlar.

Potens kavrami, kok hiicrelerin farklilagsma giiciinii belirten ve Tiirkgede koklik olarak
anilan bir oOzelliktir. Potens derecesine gore multipotent, pluripotent, totipotent ve
bi/unipotent olarak dort sinifta incelenir. Totipotent kok hiicreler, en yiiksek farklilasma
kapasitesine sahiptir. Zigot hiicresi, dollenmeyi takip eden dort giin siiresince totipotent
Ozellik gosterir. Totipotent hiicreler organizmadaki biitiin doku tiplerine farklilagsma ve
bitin bir organizma olusturma o&zelligine sahiptir. BoOlunerek sayica artan hiicreler,
dordinci glnden itibaren artik pluripotent karakterdedir. Pluripotent hiicreler bir
organizmaya koken verme becerisinden yoksundur, buna karsin biitiin doku tiplerine
farklilasabilirler. Morula evresindeki blastokistin i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler
pluripotent niteliktedir. Gelisim siiresince boéliinerek sayica artan hiicreler, kismen
farklilasarak potens kaybederler ve multipotent nitelik gdsterirler. Multipotent kok hiicre
grubunun 6nemli Gyelerinden birisi mezenkimal kok hicrelerdir. Mezenkimal kok
hiicreler, yag dokusu, kalp ve kemik iligi dahil, neredeyse viicuttaki tiim organlara

farklilagsma 6zelligi gosterebilir. Embriyonun olgunlasma siirecinde farklilasma ve hiicre



bolinmesinin ilerlemesi ile kok hiicrelerin potensi azalir. Unipotent kok hiicre olarak
adlandirilan bu hiicre tipi, asimetrik hiicre boliinmesi sonucunda tek bir hiicre tipine
kaynak verir. Farklilasma siireci ilerledik¢e pluripotense iliskin gen ifadesi azalir, ote

yandan doku karakterini yansitan gen ifadesinde artig goriiliir.

Mezenkimal kok hicreler diger adi ile mezenkimal stromal hicreler in karakteristik
Ozellikleri arasinda plastik yiizeye tutunma, kendi hiicre popiilasyonunu yenileyebilme
ozelligi bulunur. Mezenkimal kok hiicreler adipoz doku, kemik ve kikirdak dokuya
donilisme potansiyeline sahiptir. 1970’li yillarda ilk olarak tanimlanan bu kok hiicre grubu,
literatiirdeki ¢alismalarda ¢cogunlukla kemik iliginden izole edilse de, periferik kan, fotal
karaciger, kordon kani, iskelet kasi ve adipoz dokudan mezenkimal kok hiicre izolasyonu

gerceklestirilmistir (1,2).

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara ve farklilasma potansiyellerine gore;
eriskin/mezenkimal kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve uyarilmis pluripotent kok
hiicreler olarak simiflandirilmaktadir. Farklilasma siirecinde ilerledikge pluripotense iliskin
gen ifadesi azalir, buna karsin dokuya 6zgu protein ekspresyonunda artis goriliir (bkz.
Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Farklilagma/Soy potansiyeli agisindan kok hiicre tiplerinin hiyerarsisi (3,4).



Embriyonik kok hiicreler viicuttaki tiim hiicre tiplerine donlisme kapasitesine sahip
pluripotent kok hucrelerdir (5,6). Blastokist i¢ kitlesinden elde edilen embriyonik kok
hicreler (7), kiiltir kosullarinda belirli bir yogunluga ulagmalarini takiben farklilagsarak
kalp kasi benzeri 6zellikler gosterebilir. Ancak olusan kolonilerin tamamen tek bir hiicre
tipinden olusmadigi, sinir, kemik ve kikirdak hiicresi benzeri hiicreler de igerdigi
gosterilmistir. Bu sebeple tutarli bir kardiyak farklilasmanin gergeklesmesi ve olgun

karakterli kardiyomiyojenik farklilagsma saglanmasi igin biyokimyasal uyarim gereklidir.

Uyarilmig pluripotent kok hiicreler, normal kosullarda dogada bulunmayan bir hiicre
tipidir. Bu hiicreler, ileri derecede farklilasmis somatik hiicrelerin, embriyonik
transkripsiyon faktorlerine ait gen dizileri kullanilarak “geriye programlanmasi” sonucu
elde edilir. Bu hcreler pluripotens 6zelligi gosterirler ve embriyonik kok hucrelerden
farkli 6zellikleri vardir. Yamanaka ve arkadaslari yaptiklari arastirmada c-Myc, Kif4,
Oct3/4 ve Sox2 genlerini viral vektorler araciligi ile dermal fibroblast hiicrelerine aktararak
pluripotens kazandirmustir (8). Uyarilmis pluripotent hiicreler, ilag taramasi, toksisite
calismalar1 ve hastalik/farmakodinami modelleme arastirmalarinda kullanilmaktadir. insan
hiicreleri ile uygulama yapilmasini sagladigindan hayvan modellerine kiyasla 6énemli bir
avantaj saglamaktadir. Viral vektorlerin kullanimindan 6tiirii olusan gilivenlik kaygilari ¢ok

az sayida klinik ¢aligma gergeklestirilmesine yol agmustir.

2.2.  DOKU MUHENDISLiGi YAKLASIMI

Doku miihendisligi, biyomalzeme alanindan kdken alan bir yaklasim olup, amaci, iskele
yapilari, hiicre ve biyoaktif molekiillerin bir araya getirilerek yapay olarak fonksiyonel
doku ve organlar gelistirilmesidir. Bu yolla, nihai olarak hastalikli dokularin iyilestirilmesi,
restore edilmesi, tekrar islev gostermesi amaclanarak is giicli kaybinin, kalic1 sakatliklarin

ve organ nakli ihtiyacinin 6niine gegilmesi amaglanmaktadir.

Doku mihendisligi alani, onarimsal tip yaklasimlarimin bir koludur, iyilesmenin
saglanmasi i¢in viicudun kendi sistemlerini aktive ederek yeni hiicre bdliinmesi ve doku
sentezlenmesini saglamaktadir. Bu amacla doku tipine ve beklenen isleve gore tamamen
sentetik biyouyumlu malzemeler kullanilabilecegi gibi, biyolojik kdkenli malzemeler de
kullanilabilir. Farkli doku tiplerinden hicrelerin, zenojenik, homolog ya da otolog kaynakli

yapilar icinde gogalarak, normal fizyolojik aktivite géstermesi, hiicredisi bilesenleri ve



bliylime faktorlerini sentezleyerek ortama salmalar1 ve hiicrelerin bunun yaninda dokuya
0zgli metabolik islevleri gergeklestirmeleri i¢cin uyumlu nis ve yiizeyler olusturulmasi
amaglanmaktadir. Bu amacgla dokularin normal gelisim siiregleri iginde morfogenez
mekanizmalariin bilinmesi gereklidir. Kullanilan diger onemli nokta ise normal yara
iyilesme mekanizmalarinin dokuya 6zgii nitelikleridir. Yara iyilesme siireglerinin doku
miithendisligi igin kritik 6nemi oldugundan, iyilesmenin kontrol edilebilmesi amaci ile

anjiogenez olayinin kontrol edilmesi bir diger 6nemli aragtirma alanidir (9).

Doku miihendisliginin bazi yaklagimlart malzemelerin rehber ya da kalip olarak
kullanilmas: ile konak dokularin bu yapi igine dogru gelismesinin tetiklenmesini amagclar.
Bu bicimde organ icerisinde cerrahi miidahale ya da hastalik sonucunda olusan estetik ve
islevsel agidan sorun teskil eden bosluklarin doldurulmasi saglanir. Diger bir yaklagimda
muhendislik teknikleri ile olusturulan yapi implante edilmeden ©nce, dokuya 6zgu
hiicrelerle ya da progenitor hiicrelerle desteklenmektedir. Bu yaklasimda amag rasyonel

tasarim yontemleri ile canli bir doku tasarlamaktir.

Yapay dokularin sentezlenmesinde en onemli araglardan olan hiicrelerin elde edilmesi,
istenen karakteristik Ozellikleri gostermesi ve muhafaza etmesi her hastaya kolaylikla
uyum saglayacak standardize tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir sorun ve
arastirma sorusu olmay1 siirdiirmektedir. Bu konuda nihai gereklilik, her an uygulama igin
hazir olarak {iretilebilen, her insan i¢in immiinolojik olarak uygun hiicrelerin doku
bankalarinda muhafaza edilerek iiretilmesidir. Evrensel olarak uyum gosteren hucrelerin
ilk asamalarda embiyonik kok hiicrelerin ya da bunlardan farklilagtirilan hiicrelerin
hastalara nakli denenmistir. Alinan olumsuz sonuglar 1s18inda onarimsal tedavi alan1 daha
giivenli alternatiflerin arayisina girmis ve de erigskin kok hiicre ve progenitorlerin otolog
olarak izole edilip uygun yontemlerle (enjeksiyon ya da doku miihendisligi araglari ile)

hastalara implante edilmesi yoluna gidilmistir.

Uyarilmis pluripotent kék hiicre (uPKH) teknolojisi eriskin dokularindan elde edilmis ileri
diizeyde farklilagmis somatik hiicrelerin transkripsiyonel olarak yeniden programlanma ile
pluripotent hale getirilmesi esasina dayanir. ilag gelistirme siireclerinde dokuya 6zgii
modellerin olusturulmasimi sagladigindan ¢ok onemli kullanima alanlart mevcut olsa da,

UPKH hiicreleri transkripsiyon faktorlerinin ulastirilmasinda kullanilan viral vektorlerin



lizojenik varhigi, gesitli kromozal anomali ve instabiliteye sahip olmasi (10), bu hicrelerin
klinik olarak kullanimini kisitlamaktadir. 2012 yilinda Tip alaninda Nobel 6diiliine layik
goriilen Gurdon ve Yamanaka’nin ¢aligmalari (8), hastaliklarin anlagilmasi ve tedavi
gelistirilmesi ile ilgili 6nemli bilimsel ilerlemelere sebep olmustur. Buna karsin halen
klinik uygulama asamasinda olan veya klinik deneme asamasinda bulunan UuPKH
caligmalariin sayisi bir elin parmaklarini gegmezken, ikinci ya da Gglincu fazda klinik
calisma ise bulunmamaktadir. Embriyonik kdk hiicre ve indiiklenmis pluripotent hiicrelerle
giivenlik ile sorunlar asilana kadar insan erigkin kok hiicreleri ile otolog tedavi secenekleri
halen 6nem tasimaktadir. KOk hicre temelli yaklagimlarin biiyiik ¢ogunlugu otolog

kaynakli progenitor ve kok hiicrelerin kullanildigi denemeleri igermektedir.
2.2.1. Kok Hucre Temelli yaklasimlar

Kok hiicre temelli yaklasimlar, ilag gelistirme, dogrudan enjeksiyon ve biyomalzeme
destekli onarimsal yaklasimlar gibi bir ¢ok farkli alan1 barindiran genis bir ¢at1 kavramdir.
Bu tez ¢alismasinda temel amag yiiksek miktarda ve stabil karakterli hiicre gruplarinin

eldesi oldugundan, her ii¢ yaklasima da fayda saglanmasi amaglanmustir.

2.2.1.1. Qlag¢ Gelistirme Siireclerinde Kok Hiicre Kullanimi

Glinlimiizde standart yaklasim olarak gesitli farmakolojik ve cerrahi tedavi yontemleri ile
miyokard rejenerasyonun kismen arttirilmasi ve kalp yetmezligi belirtilerinin bir olgiide
hafifletilmesi amaglanmaktadir. Farmakolojik olarak B-blokerler, ACE inhibitorleri ve
benzer ilaglarin kullanimi ile hasarli kalp tlizerindeki stres azaltilarak kalp yetmezliginin
ilerlemesi yavaglatilabilmekte, ancak kalp tamamen iyilestirilememektedir. Farmakolojik
yaklagimlar ile onarimin degil, siirecin idamesi ve organ islevinin daha fazla bozulmadan
devam ettirilmesi miimkiin olmaktadir. Yani, tedaviler semptomatik nitelikte olup, bazi
hastalik gruplar igin kullanilan ilaglar belirtilerin %50-70’ini giderebilmektedir (11). Bu
durum onarmmsal tedavilerin gelistirilmesinin gerekliligini gdstermektedir. Ote yandan,
konvansiyonel tedavilerin basarisinin arttirilmast halen 6nemli arastirma hedeflerinin
basinda gelmektedir. Hastalarin biiylik ¢cogunlugu 6miir boyu ila¢ kullanmak durumunda
oldugundan, yan etki profili diisiik olan yeni ilag molekiillerinin gelistirilmesi, tedavi

basarisinin artirilmast ve saglik harcamalarinin azaltilmasi agisindan biiyiik 6nem tagir

(12).



Ilag gelistirme ¢alismalari, ortalama 10 yil siiren ¢ok yiiksek maliyetli siireglerdir. Son
donemlerde insan hiicre hatlar1 kullanilarak mutajenite ve tumdrojenite agisindan
farmakodinamik, farmakokinetik etkiler incelenmekte ve aday molekiller toksisite
agisindan arastirilmaktadir. Insan denek kullanilmadan insan metabolizmas: ile ilgili
karmasik bulgulara ulagilmasi ve ¢alisma maliyetinin diisiik olmasi, insan hiicre hatlarinin

ilag gelistirme siirecinde kullanilmasinin en 6nemli avantajlarindandir.

Kardiyomiyositlerin laboratuvar kosullarinda iiretilmesi ile kalp hastaliklar1 i¢in yeni
tedavilerin gelistirilmesi, kalp gelisiminin ¢alisilmasi, kanser gibi (13) farkli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmak tizere ilag molekiillerinin kardiyotoksisitesinin incelenmesi igin
gereklidir. Insan kardiyomiyosit kiiltiirleri, insandan ¢ok farkli metabolizmaya sahip deney
hayvanlarinda yapilan laboratuvar caligmalarina kuvvetli bir alternatif olarak ortaya
cikmigtir. Kardiyomiyositler, ilag molekiillerinin yan etkilerine, ¢esitli molekiillerin ortaya
cikarabilecegi toksik etkilere karsi hassastir. Buna ek olarak dogustan gelen genetik ve
epigenetik ozelliklere gore farkli bireylerin ¢esitli gen-temelli veya konvansiyonel ilag
molekiillerine kars1 farkli metabolik tepkiler verebilecegi bilinmektedir. Insan kalbindeki
belirli bir hastaligin laboratuvar kosullarinda diisiik maliyetle ¢aligilabilmesini
saglayacagindan “tlipte kalp” uygulamalari, temel tip arastirmalarinda, farmakoloji ve
biyoteknoloji alanlarinda 6nem tasimaktadir. Kardiyomiyositlerin yiiksek verimde ve
standartlarda in-vitro tiretimi, kisiye 6zgii tedavi seceneklerinin olusturulabilmesinin 6niinii

acma potansiyeline sahiptir (14).

Ilag gelistirme siirecinde hayvan modellerinin kullanilmas: ile ilag adayr molekiillerin
piyasaya stiriilme ve ileri gelistirme basamaklarinda hayati tehlike yaratan basarisizliklara
yol acgilmas1 miimkiindiir. Bunun sebebi, insan ile en yaygin olarak tercih edilen model
canli fare arasinda, kardiyak fizyoloji agisindan ugurum niteligindeki farkliliklardir (15).
Yakin zamanlarda, kalbe yonelik toksik etkileri, ani kardiyak 6liim, kalp tizerinde aritmik
ve apoptotik etkileri sebebi ile piyasadan c¢ekilen kilo kaybi (sibutramin), agr1 kesici
(propoksifen) ve anti-enflamatuvar (rofekoksib) ila¢ molekiilleri, ilag¢ gelistirme siirecinde
insan kardiyomiyosit hiicre hatlar1 yerine, model organizmanin veya sik¢a yapildigi gibi
insan embriyonik bobrek hiicrelerinin kullanilmasinin sakincalarimi gostermektedir (13).

Bir ila¢ molekiiliiniin gelistirme siirecinde yapilan harcamalarin ortalama olarak 1,5 milyar



ABD dolar diizeyinde olmasi, gelistirilen bir ilacin uygun platformda degerlendirilmesinin

gerekliligine isaret etmektedir (16,17).
2.2.1.2. Adipoz Kok Hiicreler ve Kullamim Alanlar:

Adipoz doku yapisinda adipositler ve gevsek bag doku bulundurur. Yag dokusu,
adipositlere ek olarak, stromal vaskiler fraksiyonda bulunan 6ncil-adiposit, fibroblast,
vaskiiler endotelyal hiicreler ve cesitli bagisiklik sistem htcrelerinden meydana gelir.
Adipoz dokunun temel islevi viicutta yagin liretilmesi ve depolanmasi olup, yag deposunun
metabolik enerji deposu olarak calismasinin yani sira fiziksel destek ve yalitim 6zelligi ile
viicut sicakligi diizenleme 6zelligi de bulunmaktadir. Yiiksek diizeyde hormonal aktivite
gosteren bir doku oldugundan ayni zamanda baglica endokrin organlar arasinda kabul

edilmektedir (18).

Adipoz kok hiicreler (eski tanimlamaya gore adipoz mezenkimal kok hiicreler), 1960’
yillarda ilk olarak Martin Rodbell ve ekibi tarafindan oncil adiposit hiicreler ismi ile
tanimlanmistir (19). Insan yag dokusunda ¢ogalma ozelligi olan, farkli doku hatlarmna
farklilasma 0Ozelligi gosteren bir hiicre grubunun bulundugu ilk olarak tanimlanmuigtir.
Adipoz kaynakli kok/stromal hiicreler (Adipose Stromal/Stem Cell, kisaltmasi), kavramsal
gelisim doneminde AdAMSC, AdSC olarak farkli isimlerle tanimlanmigtir. 2004 yilinda
Uluslararas1 Adipoz Tedavi Geregleri ve Bilim Federasyonu (International Federation of
Adipose Therapeutics and Science), farkli disiplinlerde ¢alisan arastirma gruplari
arasindaki iletisimin sorunsuzca saglanabilmesi ig¢in, “adipoz ko6k hiicre” adinin
kullanilmasi kararlagtirmistir. AKH’ler, kahverengi ve beyaz yag dokusunda bulunan bir
mezenkimal stromal hiicre tipidir. Benzer farklilasma kapasitesine sahip diger mezenkimal
kok hiicre tipleri arasinda plasenta, gobek kordonu kani, gébek kordonu perivaskiiler,
gobek kordonu kaynakli Wharton Jeli, dental pulpa, amniyon s1visi, sinoviyal zar ve anne
sitii kaynakli hiicreler sunulabilir. Gobek bagi, kemik iligi ve yag doku kaynakli

mezenkimal kok hiicrelerin tasidig1 yuzey belirtecleri gizelge 2.1°de yer almaktadir.

Bu hiicre grubunun izolasyonu viicutta yagin bulundugu, anatomik olarak uygun olan
karm, meme, bacak ve kalga konumlarindan liposuction yontemi ya da cerrahi kesi
yontemleri ile yapilabilir. Yag dokusu eksplantlarinin uygun tampon ve besiyeri ¢ozeltileri

icinde mekanik ve enzimatik olarak pargalanmasi sonrasinda gergeklestirilen bir dizi



santrifiijleme basamagi sonunda ayirt edilen stromal vaskiiler fraksiyon (yag dokunun
dolagimla beslenmesini saglayan vaskiiler agin destek hiicreleri) i¢inden elde edilmektedir.
Stromal vaskiiler fraksiyon deri alt1 yag katmanindan elde edilen parca biyopsi ya da
lipoaspirat 6rneklerinden izolasyon ile elde edilir. Cesitli gruplar tarafindan uygulanan
izolasyon yontemleri, farkliliklar igermekle beraber, yikama, enzimatik yikim, mekanik
parcalama ve sentrifllj asamalarindan olusur. SVF hiicrelerinin ayristirilmasi temel isleyis
ilkesi olarak ortak asamalar igerir. Ayristirma basamaklarinin sonrasinda hiicreler,
dondurarak saklama (kriyopreservasyon) ile korunabilir ya da kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilip

karakterize edilerek AKH kiiltiirii olarak kullanilabilir (20).

Vicutta yag doku, fizyolojik ve morfolojik farkliliklar itibari ile alt gruplara ayrilir.
Kahverengi yag hiicreleri uncoupling protein-1 (UCP1) ifadeleyen mitokondri agisindan
zengindir. Yag c¢ok sayida damla seklinde sitozole dagildigindan ve yiiksek sayida
mitokondri igerdiginden kahverengi gorinir. UCP1 aktivitesi sonucu mitokondride
elektrokimyasal gradyan olugmasi engellenerek, ATP sentezi yerine 1s1 agiga g¢ikmasi
saglanir. Agiga ¢ikan metabolik 1s1, dolasim yolu ile viicuda dagitilarak viicut sicakliginin
diizenlenmesinde kullanilir (21). Eriskin insanda kahverengi yag dokusu miktari, sar1 yag
dokusuna kiyasla azdir. Soguk iklimlerde yasayan veya hibernasyon (kis uykusu) 6zelligi

gosteren memelilerde viicut yag kiitlesinin 6nemli bir kismini olusturur.

Laboratuvar kosullarinda kullanilan izolasyon yontemlerinin yani sira enzimatik olmayan
ayristirma yontemini tercih eden yaklasimlar vardir. Klinik uygulamalar icin GMP (Good
Manufacturing Practices; Iyi Uretim Uygulamalari) temelli yontemler uygulanmaktadir,
kollajenaz preparatlar1 icin GMP uyumlu secenekler vardir. Enzimatik olmayan ydntemler
“Iyi Laboratuvar Uygulamalar1” agisindan insan veya hayvan kaynakli olmalari sebebi ile
rekombinant enzim ve stabilizor protein kullanimin getirecegi istenmeyen etkilerin
gelismesini Onler. Elde edilecek hiicrelerin kullanim amacina gore enzimatik ayristirma
basamagi igeren ve igermeyen hiicre izolasyonu yontemleri tercih edilebilir. Enzimatik
olmayan yontemler, yag dokudan stromal fraksiyon eldesinin otomatizasyonuna olanak
saglar. Enzimatik yikim araci olarak kullanilan dispaz, tripsin ve kollajenaz. Bu enzimler
proteolitik aktivite ile hiicrelerarasi yapilarin, ylzey reseptorlerinin veya belirteglerinin
yikimima sebep olur. Nonenzimatik izolasyon yontemleri arasinda kesme gerilimi (shear

stress), basing ve sentrifiigasyon gibi fiziksel etkiler uygulayan yaklagimlar vardir (22). Bu



yontemlere ek olarak oOnerilen akim-sitometrisi esasli adipoz kok hiicre saflastirmasi

yontemleri, verim agisindan enzim igeren yonteme yakin sonuglar verdigi gosterilmistir

(23).

Yag dokusu, memeli canlilarin émrii boyunca yiiksek plastisite gosterir. Icerdigi rejeneratif
prekiirsorler ile ¢ogalma ve rejenerasyon kapasitesi silirekli olarak iist diizeydedir. Yag
doku stromasinda bulunan bu hicre grubu, izolasyon yontemleri ile dokunun geri
kalanindan ayristirilabilir. Adipoz kok hiicreler, yag doku aspiratlarinin stroma vaskiiler
fraksiyonu olarak tanimlanan kismindan elde edilebilir. Bu hiicre fraksiyonu heterojen bir
yapidadir ve normal yag doku fizyolojisinde, yag dokuyu ve yag doku igerisindeki
vaskiler yapilar1 igerir. Adipoz kok hiicrelerin saflastirilmasi kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinin saflagtirilmasina kiyasla énemli avantajlar igerir. Ornegin kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin elde edilebilecek aspiratin miktari kisithidir. Benzer bigimde
aspirat ve doku parcalarinin elde edilmesi, viicuttan alinan dokunun kemik iligine kiyasla
hayati 6neminin az olmasi, diger doku tiplerine gore erisim kolayligi, ameliyatin invazivlik
dizeyi (girisimin zararlilik niteligi) bakimindan daha giivenlidir. Doku kaybinin herhangi
bir islev kayb1 yaratmamasi ve diisiik hayati risk tagimasi, lipoaspirasyonla elde edilen
adipoz kok hiicre yonteminin onemli bir avantajdir. Kemik iligi (KI-MKH), kordon kani
(GK-MKH), adipoz (AKH) kaynakli kok hiicrelere iliskin ylzey belirteclerine
Cizelge2.1°de yer verilmistir (24).

Cizelge 2.1. Farkli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin tagidiklar yiizey belirtegleri.

Yiizey Ki-MKH GK-MKH AKH
Belirtecleri

CD10 + + +
CD13 + + +
CD29 + + +
CD44 + + +
CD49 + ¥ o
CD73 + + +
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Cizelge 2.1. (devam)

Yizey Ki-MKH GK-MKH AKH
Belirtecleri

11



Cizelge 2.1. (devam)

Ylzey Ki-MKH GK-MKH AKH
Belirtecleri

CD166 +

CD271 +

CD340 +

CD349 +

ESG1 g3
GD2 Sentaz + A
LIFr +
SCF +
SSEA-1 +

Stro 1 +

Telomeraz +
Tra-1-60 i3

AKH’ler karin, bacak ve meme ¢evresinden yag aldirma islemleri sirasinda 100 mL ila 3 L
arasinda elde edilen atik lipoaspirat drneklerinin yiiksek miktarlarda izole edilebilir. Kemik
iligi aspiratlarina kiyasla, hiicre sayist agisindan 5 kat yiiksek konsantrasyonda mezenkimal
hicre eldesi mumkindur. Bu hucre tipi, belirlenen indiksiyon kosullar1 altinda her ti¢
embriyonal gelisim tabakasina (endoderm, mezoderm, ektoderm) ait dokularin erigkin
hiicrelerine farklilasabilme kapasitesine sahiptir (25). Kemik, yag, kikirdak, kas, endotel,
noron, deri ve karaciger hiicrelerine basarili bicimde farklilastirildiklarina dair kanitlar

mevcuttur.

Adipoz dokudan elde edilen SVF hicreleri ve spesifik olarak AKH’ler endotel hiicresine
ve kardiyomiyositlere doniisme potansiyeli bulundurmanin yani sira, anjiogenik faktorlerin

salimi gibi (vaskiler endotelyal biiylime faktorii, VEGF), yeni kan damari olusumunu
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tetikleyici islevler gosterirler. Cesitli humoral faktorler, kimyasal tetikleyiciler ve fiziksel
kiiltiir kosullar1 SVF hiicrelerinin kardiyak ve vaskiiler farklilagsma gdstermesini tetikler
(bkz. Cizelge 2.3). Bunun yani sira asili kiiltiirlerde spontan olarak organize olan
AKH’lerin kontraktilite (kasilim) aktivitesi olan kardiyak benzeri hiicrelere farklilagma
gostermeleri, bu hiicre tipinin hedef dokuya fenotipik olarak yakinligmna dair fikir
vermektedir. Yar1 katt metilselilloz ortaminda kiiltiirii yapilan AKH’ler endotelyal
progenitdr benzeri hiicrelere farklilasarak tiip benzeri yapilar olusturur (26). Bu yapiy1
olusturan hiicreler, endotel-spesifik CD 31 ve von Willebrand Faktori (VWF) ifadelemesi
gosterdigi rapor edilmistir. Insan AKH kullanilan fare in vivo bacak iskemisi modellerinde
anjiografik skorlama ve deri alti kan dolasimi agisindan belirgin iyilesme goézlenmistir.
Metilseliiloz ortaminda siirdiiriilen AKH kultiiriindeki hiicrelerin olusturduklar1 kontraktil
obekleri olusturan hiicreler NKX2-5, GATA4 ve MEF2c gibi 6nemli kalbe 6zgi
transkripsiyon faktorlerinin yaninda MLC-2v, ¢Tnt ve sarkomerik alfa aktinin gibi kasilma
aparatinin komponentlerini teskil eden yapisal proteinleri ifadeler. Konneksin-43 ve ¢esitli
kalp progenitorlerine 0zgl yiizey belirtecleri tasirlar ve “pacemaker aktivitesi”

gosterebilirler.

AKH’ler kemik iligi kaynakli mezenkimal hiicrelere kiyasla daha yiiksek bagisiklik
modulator ozellige sahiptir (27,28). Bu sayede konak organizma tarafindan
olusturulabilecek graft versus host (29) veya siddetli alerjik reaksiyon (30) gibi olumsuz
yanitlarin olugmasini engelleyerek, rejeneratif tedavi agisindan avantajlar saglayabilirler.
Ek olarak anti-enflamatuvar (31) ve antioksidan (32) 6zelligi sayesinde hiicre veya doku
iskeleti naklinin yapildig1 bolgede olumsuz yondeki doku modellemesinin 6niine gecebilir
ve bolgesel iyilesmeyi hizlandirabilir. Ozellikle uzun streli kulttrlerde hiicreler antijenik
acidan homojen bir grup haline gelir ve bagisiklik tetikleyici dzellikleri azalir (33). Greft
bolgesinde anjiogenez (34,35) tetikleyerek greftin basarili bir bigimde tutunmasini etkiler.
Kalp hastaliklarinin tedavisinde bir¢ok onemli klinik ¢alismaya konu olmuslardir (36-40).
Ek olarak bir diger alt tip olan muse hiicreleri ile embriyonik kdk hiicrelerin kiyaslandig:
bir calismada, adipoz kaynakli kok hiicrelerin, embriyonik kok hiicrelerden farkli olarak

teratom olusturmayarak doku rejenerasyonuna katkida bulundugu saptanmustir (24,41).
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2.2.1.3. Smiflandirma ve Kullanim Alanlar1

Adipoz kok hiicrelerle yapilan ve tanimlayici basamaklar iceren baslica ¢aligmalar Patricia
Zuk ve ekibi tarafindan 2013 yilinda hazirlanan bir derlemede karsilastirilmistir. Cizelge
2.2’de yiizey belirtecleri agisindan literatiirdeki bu ¢aligmalar ifade ettikleri ve etmedikleri

ortak belirteglere gore siniflandirilmistir (19).

Cizelge 2.2. Adipoz kok hucrelerin yiizey belirtecleri.

Pozitif Belirtegler Negatif Belirtegler

Onerilen ortak fenotip CD13, CD29, CD34, CD44, | CDl1l1la, CD11b, CDllc,
CD49d, CD54, CD90, CD140a, | CD14, CD31, CD45,
HLA-ABC, CD105, CD140b, | CD106, CD144

CD146, CD166, SMA, HLA-
DR

Tartismalhh AKH belirtecleri CD105, CD140b, CD146,
CD166, SMA, HLA-DR

Stromal hiicre belirtecleri CD29, CD44, CD73, CD90,
CD166

Hematopoietik belirtecler CD31, CD34, CD45, ABCG2

Perisit belirtecleri CD146, Stro-1, 3G5

2.2.1.4. AKH’lerin Kardiyomiyosite Farklilasmasi

AKH’lerin kardiyomiyositlere farklilastirilmasinin farklilasmamis hiicre enjeksiyonu ile
kiyaslandig1 kardiyak infarkt modelinde, iki grup arasinda anlamli fark bulunmadig:

saptanmustir (42).
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Cok sayida c¢alismada farkli konsantrasyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde kimyasal
bilesikler kullanilarak kardiyomiyosit yoniinde farklilasma saglanmistir. Mezenkimal
multipotent stromal hiicrelerin kardiyojenik farklilagsma tetikleyicileri arasinda 5-azasitidin,
askorbik asit, BMP, spontan farklilasma, ikariin, nitrik oksit, kardiyomiyosit ko-kulttrl
gibi farkli teknikler denenmis ve anlamli sonuglar elde edilmistir (43-47). Farklilasma
stirecinin takip edilebilmesi i¢in ¢esitli ayirt edici islevsel belirteglerin varligi, protein ve
gen ifadesi diizeyinde takip edilmistir. Adipoz kok hucrelerin kardiyomiyosite
farklilasmasinin incelendigi yaymlar Cizelge 2.3’te toplanmustir. 5-Azasitidin (5-Aza)
molekiili, DNA ve RNA yapisindaki bir niikleozid olan sitidin analogudur. Diisiik
dozlarda uygulandiginda DNA metiltransferaz inhibitérii olarak islev gosterir.  5-
Azasitidin, DNA hipermetilasyonu ile meydana gelen gen susturumunu engelleyerek
kardiyak gen ifadesinin tetiklenmesine yol actigi ve farklilasmayr baslattig1 ifade
edilmektedir (48,49). Cizelge 2.3’te derlenen 5-Azasitidin molekullinin kardiyak yonde
farklilasma amaciyla uygulandigi arastirma makalelerinde elde edilen farklilagsma

protokollerinin sonuglari 6nemli yanlariyla sunulmaktadir.
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Cizelge 2.3. Adipoz kok hiicrelerin kardiyomiyosite farklilasmasinda uygulanan yontemler.

Kaynak

Bilesik

Erken donem

Gecg dénem

Ylizde-sonug

Gaustad, 2004

Kardiyomiyosit ekstrakti

a-aktinin, desmin, kardiyak

troponin I, konneksin-43, lamin A

%20-30

Dickkopfl, Wnt3a

Planat-Benard, 2004 5-aza-2-deoksisitidin NKX2-5, GATA4 ve | Pacemaker aktivitesi %0,02-960,07 kontraktilite, miyotlp
MEF2C, B-MHC olusumu
MLC-2v, MLC-2a ve ANP
Palpant, 2007 Fare AKH Tropomiyozin, o-sarkomerik aktin, | Anlamh diizeyde farkhlagsma. Doza
Indiiksiyon,Wnt5a, kardiyak Troponin T ve Troponin | | bagh atim gosteren koloniler. %612,3 ve

%014,6 £0,3vs. 45+1,5; P<0,01,

Song, 2007

Spontan, VEGF

NKX2-5, GATA4,
MHC,

o-

cTn-l

200,005 - 900,07

Van Dijk, 2008 5-aza-2-deoksisitidin, laminin Alfa-aktinin, Mic2a, Serca2a %061
kaplama
Arminan, 2009 -- GATA4, NKX2-5 Tnl; B-MHC, ANP, alfa-aktinin. Anlamh diizeyde farkhilasma
Gwak, 2009 TGF-p1 MHC,  a-sarkomerik %17
aktin
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Cizelge 2.3. (devam)

canonical Wnt5a

Kaynak Bilesik Erken dénem Gecg dénem Y lizde-sonug
Rebelatto, 2009 Nitrik oksit Fotal alfa-kardiyak aktin, kardiyak | 9620
troponin T ve konneksin-43,
VMHC, alfa sarkomerik aktinin
Sliwa, 2009 SCF iceren bazal H4230 besi | GATA4 MEF 2C, MyoD
ortami, 10 ng/ml IL-6, 10
ng/ml I1L-3
Zhu, 2009 Kardiyomiyositler ile kokultir | ANP, GATA4 Nkx2-5 | a-skA, b-MHC, Tnl, Cx43, Kasilma yok
1:5ve IGF-1 %20-40
Choi, 2010 5-aza, TRA, Kkardiyomiyosit | GATA4 ve Nkx2-5, ve | a-aktinin, Troponin I %27,2 kasilma var
ile ko-kaltur kontraktil proteinler ve cMHC
Jin, 2010 Ikarin, Tkarin + PD98059 NKX2-5, GATA4, | Alfa-aktinin ve cTnT %21,46
MLC-2v
Jumabay, 2010 BMP4, Noggin, NKX2-5 Troponin | %10-15
BMP-inhibitérti, Dkk-1, a Kasilma var
Whnt-inhibitéri  veya non-
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Cizelge 2.3. (devam)

Kaynak

Bilesik

Erken donem

Gecg dénem

Y lizde-sonug

Peran, 2010

Insan kalp dokusundan elde

edilen kardiyomiyosit hicre

ici materyali

Konneksin-43,

sarkomerik  a-aktinin,  kardiyak
troponin I ve T ve dezmin)

Gen dizeyinde: kardiyak miyozin
hafif zincir 1, alfa-kardiyak aktin,

kardiyak troponin T ve kardiyak, b

%12-15

-miyozin
Metzele, 2011 Kardiyomiyositler ile iAKH | Ki67 troponin I, troponin T, MHC, | %1986 + 4,84 fiizyon, tamami
fuzyonu TNNT2 kontraktil
Choi, 2010 Trikostatin A ve 5-Aza NKX2-5 Sarkomerik aktin %027,2
kardiyak MHC, a-aktin, Troponin | | kontraktilite
ve Cx-43
Chang, 2012 Forbol miristat asetat cTnT, MLC ve Preklinik uygulamada kullamlmstir,
MHC, Cx 43 ylzde bilgisine yayinda yer
verilmemistir.
Yeh, 2012 5-Azasitidin varliginda | Wntl1, GATA4, | N-cadherin, Zo-1 Anlamh diizeyde farklilasma
kitosan membran ylizeyinde | NKX2-5, Tnnt2 ve
fiziksel stimilasyon Myh6
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Cizelge 2.3. (devam)

angiotensin Il + bFGF

Cx43

Kaynak Bilesik Erken dénem Gecg dénem Y lizde-sonug

Madonna, 2013 Myocardin A transfeksiyonu Oct-4, Anlamh diizeyde farkhilagsma
GATA4, Nkx2-5,
MLC2v, Mef2c, DTEF
ve McA

Peran, 2013 Insan post mortem kardiyak | GATA4 veya Mef2-c Kardiyak a-aktin ve kardiyak | %50-60 troponin boyamasi

hiicre ekstrakti troponin I, T, dezmin
Song, 2013 Angiotensin |1, azasitidin ve myosin heavy chain, troponin | ve | %21 ve %18

Zanetti, 2013

ATP2A2, GJAl

Myh7,  beta
GATA4, MEF2C

MHC,

900,007, %0,009

MLC2A ve MLC2V

ve NPPA transfeksiyonu ve %0,004
Girao-Silva, 2013 Kisa siireli ¢ok eksenli Alfa-sarkomerik aktin, troponin | Farklilagsma yok
esnetme
Khaleghi, 2014 BMP4 NKX2-5, TBX5, | Kardiyak troponin, alfa aktinin, | %53,6 troponin ifadesi
GATA4 dezmin, BMP4, B-MHC, a-MHC,
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Cizelge 2.3. (devam)

Kaynak Bilesik Erken dénem Gecg dénem Y lizde-sonug

Naeem, 2014 Zebularin |- e Anlamh diizeyde farkhilagsma
(konferans sunumu)

Pavesi, 2014 Elektriksel uyarim Cx 43 Anlamh diizeyde farkhlasma
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AKH yiiksek verimlilikle kardiyomiyosit benzeri hiicrelere farklilagsmasi bir¢ok farkli
bilimsel ve tibbi kullanim alanlar1 ac¢isindan 6nem tasimaktadir. Kullanilan farklilastirici
ajanlar, takip edilen degiskenler ve basar1 diizeyleri yer almaktadir. Adipoz kok hiicrelerin
kalp dokusu hiicrelerine farklilagmasi konusunda 6nemli bir potansiyele sahip olmasi ile
beraber, bu farklilagsmay1 standardize bigimde ve islevde iyilesme saglayabilecek ya da ilag
maddesi gelistirme calismalarinda kullanilabilecek giivenilir model sistemlerin
gelistirilmesini amaclayan ¢alismalara gereksinim bulunmaktadir. Cizelge 2.3’te AKH’ler
tizerinde kardiyomiyosit yoniinde farklilagsmanin incelendigi c¢alismalar O6zetlenmistir
(46,50-69). Klinik uygulamalar s6z konusu oldugunda miyokardiyal enfarktiis sonrasinda
kalbin fonksiyonel iyilesmesini amaglayan hiicre temelli rejeneratif yaklagimlar 6nemlidir.
Bu tedavide amaclanan otolog yolla elde edilen kdk ve 6ncil hiicrelerin miyokard igine
enjekte edilerek parakrin etki ile ve kardiyomiyosite farklilasma ile rejenerasyonu
tetiklemesidir. Adipoz kok hiicrelerin kendiliginden kardiyomiyositlere farklilasabilmesi
(55,64), AKH’lerden eclde edilen kardiyomiyositlerin kontraktil (kasilgan) Ozellik
gostermesi, yiliksek miktarlarda hiicrenin kemik iligine kiyasla daha kolay ve daha az
“invaziv” bigimde elde edilebilmesi hiicresel tedavide AKH kullanimi agisindan avantajlar
bulundugunu gosterebilir. Bir bagka 6nemli potansiyel kullanim alani, ilag gelistirme ve
insan kardiyovaskiiler hastaliklarinin laboratuvar kosullarinda incelenmesi amaci ile kultar
yapilmasidir. Aday ilag molekiillerinin hedef dokuya oOzgii kosullar iginde
degerlendirilmesi, hayvan modellerinden sonraki ileri bir asama olarak kullanilabilir ve
metabolik kosullar veya gen ifadelenmesi degistirilerek elde edilen kardiyomiyositler
tizerinde hastalik kosullar1 taklit edilebilir. Bu amagla AKH’lerin kardiyomiyosite
farklilagtirilarak saglikli ya da hastalifa 6zgii hiicre hatlarinin gelistirilmesi ile kardiyak
iyon kanal proteinlerine iligskin genlerin mutasyonlari, ve gesitli kardiyomiyopati tiplerinin
arastirilmas1 miimkiindiir. AKH’ler kisiye 6zgili onarimsal tedavilerde kullanim i¢in 6nemli
bir aday hiicre grubudur. Elde edilmedeki kolaylik, klinik deney kosullarinda sinanmis
giivenlilik, ¢ogalma ve farklilagma diizeylerinin yiiksek olmasi, hiicresel tip acisindan
Oonemli avantajlardir. Bunlarin yani sira, AKH’ler, otolog yolla (hastanin kendisinden) elde
edilerek tedavi icin kullanilan hiicre tiplerinin hepsinde oldugu gibi, hastada yabanci
malzeme veya dokuya yonelik olarak gelisebilecek bagisiklik yaniti olusumuna sebep
olmazlar. AKH, bu ozellikler sayesinde, kisisellestirilmis tip uygulamalarinda kullanim

acisindan onemli bir aday hiicre tipidir.
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Calisma kapsaminda gen ifadesi diizeyi incelenen kardiyak farklilasma ve islevlerle iliskili

genler Cizelge 2.4’de yer almaktadir. Listelenen bu genlerin hiicresel islevleri ve kardiyak

farklilagma acisindan 6nemi, bu genlerin literatiirdeki farklilasma ile ilgili ¢caligsmalardaki

yeri tartisma boliimiinde detayli bigimde incelenmistir.

Cizelge 2.4 Farklilasma ¢alismalarinda kullanilan es-zamanli PZR belirtegleri.

progenitorler

Kaynak Kaynak hucre | Farkhlasm Belirtecler
tipi a etkeni
Khaleghi, 2014 AKH 5-Aza ve | GATA4, MEF2C, NKX2-5, TBX5
i a-MHC, B-MHC, MLC2V, MLC2A.
Gwak, 2009 AKH TGF-p1 Troponin | ve troponin T, Cx 43,
GATA4 NKX2-5, MH, a-sarkomerik
aktin
Planat-Benard, AKH 5-Aza ve | GATA4, NKX2-5, ANP, MLC-2v, Mic-
2004 spontan 2a
gruplar
Rungarunlert, 2011 | EKH Mikroyerce | Oct4, NKX2-5, Tnnt2, Myh6, Myl2,
Kimi, Nppa ve Brachyury T
activin A
Den Hartogh, 2016 | MESP-1 GATA4, LHX2, COUP-TF1, ZEPM2,
pozitif TSHZ2, ZFHX3, PPAR-epsilon ve
. NKX2-5
kardiyak

Koninckx, 2013

Eksplant
kiltirdeki
Kardiyak

progenitorler

Troponin T, a-aktinin, MHC,
Connexin43, Kv 4.3, alfalc, GATA4

Smith, 2007

Eksplant

kultir

NKX2-5, troponin |, o sarkomerik aktin,
Cx 43
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2.2.2. Dogal Elastinin Ozellikleri, Islevleri ve Elastin Tirevlerinin Doku

Miihendisligi Alaninda Kullanim

Kalp ECM'sinde baskin olan proteinlerden Elastin, ~750 aminoasitli, 68.469 Da molekdl
agirhiginda ve bazik izoelektrik noktasi olan (pI 10,4) biiyiikk oranda hidrofobik bir
proteindir. Yiiksek oranda prolin ve glisin bakiyelerinin yani sira, hidroksiprolin igeren
elastin, birgok biyolojik tampon sisteminde ancak ihmal edilebilir dizeyde c¢ozunurlik
gosterir. Elastinin bilesimi detayli incelendiginde, tiirler arasinda farklilik gostermekle
birlikte, insanlarda glisin, alanin, valin ve prolin amino asitleri basta olmak {izere treonin,
I6zin, izol6zin, tirozin, arginin, fenilalanin dahil yaklagik 20 amino asitten olusan

kompleks bir bilesime sahip oldugu gézlenmektedir (70).

Elastin, hiicreler tarafindan hiicre dis1 alana salinan onciil tropoelastin molekiillerinin hiicre
zar1 dis ylizeyindeki katlantilarda kovalent baglanmasi ile olusur. Tropoelastin molekiilleri
lizin bakiyeleri iizerinden ileri derecede capraz baglanarak elastin iplik ve tabakalarim
olusturur. Elastin proteini kalbin gevseme asamasinda onemli islevlere sahiptir. Kanin
kalbe dolmasi sirasinda ventrikiiliin geniglemesi, pompalanacak kanin kalbe dolmasi i¢in
gerekli, ancak kontrol edilmesi gereken bir islevdir. Ventrikiiliin asir1 genislemesi kalpte
kasilma ile gorevli hiicrelerin pargalanmasina ve HDM yapisinin dagilmasina neden
olabilecegi gibi, sonrasinda normal bir kasilma islevinin saglanmasi imkéansizdir. Elastin
proteini, titin proteiniyle beraber kalbin gerilme ve eski formuna geri donme yetenegini
temin ederken, yapisal 6zellikleri ile organa/dokuya mekanik dayanim da kazandirir. Kalp
hiicrelerinin kasilma aktivitesi, icinde bulundugu hiicreler arasi protein aginin da hiicre ile

beraber esnemesi ve eski formuna donmesi sayesinde gergeklesir (71).

Bu kapsamda, kalp dokusundaki ¢esitli HDM elemanlarinin, kok hiicrelerin kardiyojenik
farklilagsmasina olan etkileri incelenmis, ancak sentetik elastin-benzeri peptitlerin
kullanildigi ¢aligmalarin diginda, dogal elastin proteininin kok hiicrelerin kardiyojenik
farklilasmasinda kullanildigi bir ¢alisma goriilmemistir. Elastin-benzeri peptitlerin
kullanimin1 kapsayan ¢aligmalar incelendiginde, temelde tropoelastinin bilesiminde tekrar
eden amino asit dizilerinin kullanimi amaglanmistir. S6z konusu elastin-benzeri peptit
yapilarinin, dogal elastine kiyasla daha az oranda glisin, valin ve prolin amino asitlerini

iceren dizilerin farkli sayilarda tekrarlarindan olusturuldugu gortilmektedir (72,73). Elastin
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yapisinda yer alan diger amino asitlerin kok hiicre davranislar1 ve farklilasma potansiyeli

uzerine etkileri halen aydinlatilmay1 beklemektedir (74-76).

Elastomerik rekombinant proteinlerin dogal elastin proteini ile énemli fonksiyonel ve
mekanik farkliliklart bulunmaktadir. Elastinin viicutta baska higbir protein tarafindan
saglanamayan diizeydeki elastisite 6zelligi, “elastin-benzeri protein” ve benzer yapidaki
elastomerik rekombinant proteinlerde bulunmamaktadir. Bir yiizeyin sertlik ve esneme
sonrasi1 eski yapisina donme becerisi gibi 6zelliklerini niteleyen elastik modiil degeri goz
Oniine alindiginda, ¢apraz bagh durumdaki elastin-benzeri proteinlerin yaklasik 35-45 kPa
degerindeki elastikliginin karsisinda dogal elastin proteinin 300-600 kPa degerlerine sahip
oldugu goriilmektedir (72). Bu yaklasik 10 katlik esneklik farki, protein yapisindaki
bilesenlerin fizyolojik olarak, hiicre tutunmasi, fibroblast ve mezenkimal kok hiicre
proliferasyonunu tetikleme gibi 6zellikler acisindan énemli farkliliklar gostermesine sebep
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Mezenkimal kok hiicrelerin, farkli sertlikteki yizey tutunma
kosullarindan etkilenerek, kemik, noral ve kas hiicrelerine farklilasabildikleri bilinmektedir
(77). Bu Dbulgular 1s18inda, ylksek elastisiteye sahip  sdbstrat, buyime
faktorleri/biyomolekiller ve mikroyergekimli kiiltiir kosullarinin farklilasma duzeylerinde

anlamli farklara sebep olacagi tahmin edilmistir.

Elastin proteini, tropoelastin birimlerinden olusan polimer yapisinda bir molekiildiir.
Tropoelastin geninin 1 numarali ekzonundan meydana gelen peptit dizisi, sinyal peptidi
ozelligindedir; bunun yanisira toplam 36 ekzonun ifadelenmesi ile olusan bu proteinin son
islevsel dizisi (C terminali), integrin tiirevlerinin baglandig1 diziler araciligi ile dokuyu
olusturan hiicrelerle baglanti kurulmasini saglar. Tropoelastin, diger bazt ECM bileseni
proteinlerden farkli olarak RGD tanima dizilerini i¢ermez. Buna karsin, C-terminalinde
bulunan ve ECM proteinlerinin ve hiicrelerin baglanmasini saglayan integrin/GAG
baglanma bdlgelerine sahiptir. Bu sayede normal fizyolojik kosullar altinda hiicre gogii,
proliferasyonu ve hiicre tutunmasi islevlerine katkida bulunur. Son olarak, Elastin
baglayict protein (Elastin Binding Protein-EBP) baglama bolgelerini igeren dogal elastin
proteininin, elastin ve EBP arasinda gergeklesen baglanma sonucunda fibroblast/monosit
kemotaksisi ve kas fibrili sentezlenmesinin tetiklenmesi gibi ispatlanmais islevlere yol agtig1

bilinmektedir. Bahsi gecen bu fizyolojik ve mekanik 6zellikler, Elastin-benzeri proteinler
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tarafindan kismen taklit edilebilse de, islevsel Ozelliklerin bdtind, yalmizca dogal

tropoelastin ve elastin proteinleri tarafindan tasinmaktadir (78,79).

2.3.  MEKANIK ETKILERIN KOK HUCRE DAVRANISI UZERINE ETKILERi

Siibstrat sertligi, kok hiicre farklilasma yoniinii belirleyen 6nemli etkenlerdendir. Young
modulu (E, paskal olarak olculir) malzemenin esneklik gostermesi icin gereken kuvveti
tanimlar. Farkli elastik modiile sahip hiicre dis1 ortamda kiiltiirii yapilan mezenkimal kok
hlcreler, sertlik derecesindeki degisime gore farkli bigimde tepki verir (80). Sentetik
biyomalzemelerin sertligi ve bununla iliskili olarak elastikiyet 6zelligi ¢apraz baglanma
diizeyi ile kontrol edilebilir. PDMS, hiyaluronik asit ve kollajen ile yapilan ¢aligmalar,
farkli elastik modiile sahip ylizeylerin, kok hiicre farklilagmasini yonlendirdigini
gostermektedir (81). Ek olarak, benzer bigimde, farklilasmis hiicrelerin fonksiyon ve
karakteristik 6zelliklerinin ifade edilmesi i¢in hiicre tipi ile bagl oldugu hiicre dist ortam
arasinda mekanik uyum bulunmasi gereklidir (82). Kardiyomiyosit kiiltiirii kosullarinda
ylizey elastisite diizeyi E < 11 kPa seviyesinde optimal kasilma aktivitesi gézlenmektedir.
Yeni dogan rat kalbinde epikard tabakasinin elastik modiilii embriyonik donemde 12 * 4
kPa dulzeyindedir. Neonatal donemde ise 39 + 7 kPa diizeyine artis gosterir. Bu belirgin
degisim rat kardiyomiyositlerinin fenotipik olarak olgunlagsmasina ve gelisim sirasinda

artan kan akisi ihtiyacinin kargilanmasini saglar (83).

24. KALP VE DAMAR HASTALIKLARININ TEDAVISINDE DOKU
MUHENDISLiGi YAKLASIMLARI

Kok hiicrelerin miyokard tabakasina hiicre siispansiyonu formunda enjekte edilmesi, kalbin
yogun bir organ olmasi sebebi ile ve infarkt varligina bagh olarak pro-enflamatuvar bir
ortam olmasi sebebi ile greft hucrelerinin (enjekte edilen hiicrelerin) biiyiik bir kisminin
miyokarda yerlesmeden 6lmesine yol agmaktadir. Hiicrelerin besi ortami i¢inde, eslik eden
koruyucu bir ortam olmadan aktarilmasi yontemlerin etkinligini kisitladigindan, kesme
kuvvetini azaltan hidrojeller kullanilarak hiicrelerin canlilifinin devam ettirilmesi, nerilen
yontemlerden birisidir (84). Enjekte edilebilen biyomalzemeler kesme kuvvetini
azaltmalarinin yan1 sira kalbe yakin diizeyde elastikiyet, iletkenlik ve sertlik getirdiginden
ventrikiil islevine ve dolayisiyla olumsuz yeniden modelleme siireclerinin Oniine

gecmektedir. Miyokard enfarktisi modellerinde embriyonik kok hiicre kaynakli

25



kardiyomiyositlerin enjekte edilerek kullaniminin onarmmi arttirdigi goézlenmistir (85).
Atimik farelerde yapilan baska bir ¢alismada uPKH ve MKH kaynakli kardiyomiyosit
kullaniminin, infarkt bolgesinde kalbe 6zgii proteinlerin ifade edilmesini arttirdigi, fibroz
olusmasinda azalisa yol agtigin1 gostermektedir (86). Preklinik ¢alismalardan elde edilen
bulgular, gelecekte, miyokard enfarktisinin tedavisini amaclayan klinik uygulamalarda
uPKH kaynakli kardiyomisyositlerin kullanildigi yeni yaklagimlar1 destekleyebilir.
Hiicrelerle beraber kullanilan enjekte edilebilir biyomateryaller, hiicre canliliginda,
yerlesmesinde ve greftlenmesinde artis saglamaktadir. Buna ragmen, bahsedilen tarzda in-
situ miihendislik uygulamalarinin klinik asamaya ge¢cmesi icin Onemli asamalarin
katedilmesi gereklidir. Cok az sayida istisna olmakla beraber (87), uPKH ve uPKH
kaynakl1 hiicreler ile yapilan klinik ¢aligmalar uygulamaya ge¢mis degildir.

Deneysel ve klinige dayali bulgular, biyomalzeme enjeksiyonunun hizli bigimde basing
yukunu azaltarak ventrikiler destek sagladigini gostermektedir. Miyokard enfarktiisii
sonrasinda, iskemiden oOtiirii kasilma kapasitesinin azalmasi, kalp yetmezliginin ortaya
cikmasina sebep olur. Miyokard i¢ine yapilan biyomalzeme enjeksiyonu, olumsuz yeniden
modelleme surecini geciktirerek ya da durdurarak sol ventrikil diastolik hacminin
korunmasini saglayabilmektedir. Klinik caligmalarin sonuglarina gore, yeniden kazanilan
elastikiyet ve ventrikiil duvarinin pasif esnemesinin kisitlanmasi, hizli bir semptomatik
iyilesme saglamaktadir (88). Buna ek olarak, biyomalzeme yapisinda ¢apraz baglama yolu
ile katilan biiytime faktorleri, kiigiik molekiiller veya transkripsiyon faktorleri ile enjekte
edilen bu biyomalzemelerin anti-apoptotik ve anti-enflamatuvar yanit vermesi saglanabilir
(89). Protein bakiyeleri ile modifiye edilen iskele yapilari, konak hiicrelerin yap1 igine gog¢
etmesini sagladigindan, zaman i¢inde konak HDM yapilarinin greft yerine gegmesini
tetikler. Deseliilerize biyomalzemeler, klinik olarak kullanilabilecek enjekte-edilebilir
biyomalzemeler arasindaki baglica adaydir. Deseliilerizasyon teknigi 0Ozetle, nakli
yapilacak homolog doku 6rneginin hiicrelerden arindirilarak HDM yapisinin elde edilmesi
mantigina dayanir. Arastirmacilar bu amagla, hizli dondurup-¢6zme dongduleri, hidrostatik
basing, elektroporasyon gibi fiziksel yontemlerin yani sira deterjan, baz c¢ozeltisi
uygulamasi ve niikleazlar gibi enzimler kullanilabilir. Gelismekte olan doku miihendisligi
cozlmleri, degisik kalp hastaliklarimin farkli safthalarina yonelik olarak 6zellesmektedir.
Mezenkimal kok hicre veya biyomalzemelerin intramiyokadiyal enjeksiyonu hiicre

kaybin1 ve hiicre kaybinin olusturdugu islev yitimini kompanse ederek olumsuz yeniden
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modelleme siirecinin Oniine ge¢mektir. Yeni yaklagimlar ile biyoyapay yamalar
kullanilarak genis lezyonlarin tedavi edilmesi amaclanmaktadir. Bu yama yaklagimlarinin
onde geleni kasilma becerisine sahip otolog kardiyomiyosit iceren hiicre tabakalart ile
dogrudan miidahale edilerek kalbe kasilma becerisi kazandirilmasi ve kalp yetmezligi
gelisiminin Oniine ge¢ilmesidir (90). Son déonemde yaklasim olarak ¢igir agan bir 6nemli
atilim ise tlim organ deseliilerizasyonu ile elde edilen insan kalplerinin hasta kalbin yerine
nakledilmesidir. Bu amagla, deseliilerize edilerek yabanci antijenlerden arindirilan verici
kalbinin, hastanin kendi hiicreleri ile reseliilerize edilerek, anatomik ve hicresel olarak
uyumlu bir biyoyapay bir organ gorevi gormesi amaclanmaktadir. Heniiz preklinik
asamadaki bu yontem, klinik uygulamaya aktarilabilmesi durumunda, normal kosullarda
acil olarak gerceklestirilen kalp naklinin elektif bir miidahale haline gelmesini
saglayacaktir. Buna ek olarak, hastanin kendi kok hiicrelerinden iretilen
kardiyomiyositlerin kullanilmasindan dolay1 bagisiklik baskilayict ilaglarin kullanimina
ihtiya¢ olmayacaktir (81). Deseliilerize yapilarin kalbin lezyon igeren kisimlarinin yerine

nakli ise bir diger olas1 yaklagimdir.

Kalbe implante edilecek biyoyapay dokularin canliliginin ve islevinin saglanmasi igin
dolasim baglantisinin bulunmasi sarttir. Coziinmiis gazlarin dolasim sistemi ile aligverisi,
besin yapitaglarinin alinmasi ve artiklarin bertaraf edilmesi, normal doku homeostazinin
saglanmasi amaci ile alicinin dolasim sistemi ile baglantili olmasi sarttir. Bu amagla
kardiyak yapilarin greft basarist ve uzun siireli islev gosterebilmesi i¢in, implante edilen
yapilarin vaskularizasyonu gerekebilir. Bu amagla yapilarin viicuda implante edilmeden
once mikro-damar yapilari ile insa edilmesi, implantasyon sonrasinda madde aligverigini
miimkiin kilar (91,92). Dogal dokuya benzer bigcimde, biyoyapay iskelelerin kalinlig
diflizyon yuzeyine olan mesafesi tarafindan belirlenir. Kisaca, doku igerisinde nekrozun
onlenebilmesi i¢in, bir hiicre ile difiizyon yiizeyi arasindaki mesafe 200 mikrometreden

fazla olmalidir (93).

Doku taslaklarinin ve biyoyapay implantlarin kanlanmasinin yan sira, temel olarak damar
hastaliklarinda vaskiler doku mihendisligi {riinlerinin bir tedavi bigimi olarak
gelistirilmesi, Onemli bir yaklasimdir. Komplike kardiyovaskiiler lezyonlarin cerrahi
tedavisi sirasinda vaskiiler greftlerin kullanimi s6z konusudur. Bu amacla hastadan alinan

otogreftlerin yeterli olmamasi durumunda tamamen yapay damar greftlerinin tercih
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edilmesi gerekmektedir. Yapay kaynakli biyomalzemelerin kulllanilmas1 beraberinde
trombotik olay riskinde artig, malzeme i¢ yiizeyi ilizerinde kalsiyum birikmesi, stenoz ve
artan enfeksiyon riskini getirir. Ek olarak tamamen yapay malzemeler kullanilarak yapilan
damar implantlart ¢ocuk hastalarda, biyume ile birlikte ortaya ¢ikan gereksinimleri
karsilamamaktadir. Doku miihendisligi yaklasimi ile gelistirilen vaskiiler otogreftler,
sinspesifik veya zenojenik deseliilerize vaskiiler greftler ve insan kaynakli aseliiler greft
secenekleri, rejeneratif siiregler kapsaminda yabanci maddenin zamanla bozunarak yerini
konak organizmanin dokularina birakmasindan dolay1r tercih edilmektedir. Greftin
bozunurlugu ve konak doku ile yer degistirmesi, greftin biyolojik olarak uyumlu ve uzun
vadede basarili olmasi, benzer ¢oziimlere kiyasla tibbi harcamalar1 azaltan etkenlerdir.
Gilintimiizde damar doku miihendisligi hastaya 6zgii ¢oziimler gelistirme gayretinin yani
sira her an hazir olarak kullanilabilecek tam-uyumlu damar greftlerinin gelistirilmesine

yogunlagmustir (94).

Kapak hastaliklar1 i¢in 6nemli cerrahi tedavi yontemlerden birisi kapak replasman
ameliyatlaridir. Stenoz, konjenital sebepler, bikuspit aortik kapak hastaligi, endokardit ve
romatizmal hastaliklar sebebi ile dejenere olan kalp kapakg¢iklarinin yapay mekanik
kapaklarla veya biyoprotezlerle degistirildigi yaygin olarak uygulanan yaklasimlarla tedavi
edilmektedir. Mekanik yapay kapakgiklarin uygulandigi vakalarda Omiir boyu
antikoagiilan kullanimi1 ve buna bagl artan kanama riski s6z konusudur. Bunlara alternatif
olarak gelistirilen biyoprotezler ise genellikle 15-20 senelik kullanim Omriine sahiptir.
Doku miihendisligi yontemleri ile Uretilen biyomalzeme temelli kalp kapakgiklari siirekli
antikoagiilan kullanimina gerek olusturmamasinin yani sira, viicutta kendilestiginden ve
gelisme cagindaki hasta ile beraber biiyliyebileceginden otiirii alandaki dnemli bosluklari

doldurmaktadir (94).

2.4.1. Kalbin Embriyolojisi, Histolojisi ve Fonksiyonel Anatomisi

Insan kalbi, toraks bdlgesinin ortasinda yer alir ve apeks kismi sol tarafa déniiktiir. Besinci
ve sekizinci torasik omurlarin arasinda, mediastinumun ortasinda yer alir. Kalp, iki
tabakadan olusan bir kese olan perikard ile ¢evrilidir ve bu yap1 araciligi ile mediastene
baglanir (95). Kalbin 6n yiizeyi sternum ve kaburga kikirdaklarina, kalbin arka yiizeyi ise
vertebral kolona yakindir (96). Kalbin yukar1 boliimii vena kavalar, aort ve pulmoner arter

olmak {iizere biiyiikk damarlara baglidir. Bu kisim tiglincii kaburga kikirdag: ile ayni hizada
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bulunur. Kalbin alt ucu olan apeks bolgesi, sternumun sol tarafinda, mediasten hattina 8-9
cm mesafede bulunur. Kalbin biiyiik boliimii kismen sola yerlesiktir ve tiim viicuda kan
pompalama gorevini gerceklestiren “sol kalp” oldugundan, kalp solda hissedilir. Kalp,
akciger loblariin arasinda bulundugundan sol akciger daha kiictiktiir. Sag akcigerin sinir
kalbin bulundugu bolgede i¢e dogru girintilidir. Kalp, koni seklinde olup, apeks kismina
dogru incelir. Ortalama bir yetigkin kalbi 250-350 gram agirliginda ve yaklasik olarak bir
yumruk biiyiikliiglindedir. Buna karsin, diizenli antrenman yapan bir atletin kalbi, ¢cok daha

biiyiik Ol¢iilere ulasabilir (96).

Kalp, iistte iki kulak¢ik ve altta iki karincik olmak {izere dort odaciktan olusur. Atriyum
olarak adlandirilan kulakgiklar atriyoventrikiiler kapakgiklar araciligi ile ventrikillere
baglanir. Kalbin dis yiizeyinde goriilen koroner sulkus atriyum ile ventrikiil arasindaki
bilesimin bulundugu hattadir (97). Sag ve sol atriyumun iist kisimlarinda kulak bi¢ciminde
atriyal apendaj ismi verilen yapilar bulunur. Kardiyak kok hiicre ve progenitorlerin zengin
olarak bulundugu bir bolge olmasinda 6tiirii 6nemlidir (97,98). Sag atriyum ve ventrikl
beraber olarak sag kalp olarak adlandirilabilir, benzer bi¢cimde sol kalp terminolojisi de, sol
ventrikiil ve atriyum beraber anilirken kullanilir (97). 1iki ventrikil birbirinden
interventrikiiler septum ile ayrilir. Kalbin dis yuzeyindeki anterior longitudinal sulkus

interventrikiiler septumun hizasinda bulunur (95).

Kalbin yogun bag dokudan olusan iskeleti, kalbe bigimini verir. Atrioventrikiler septum ve
dort kalp kapake¢igmin tutundugu fibroz halkalar bu iskelet yapisinin 6nemli bilesenleridir
(99). Bag dokudan olusan bu yapi1, kolajenin elektrik iletkenligi belirgin bi¢imde diisiik
oldugundan, aym zamanda kalbin elektriksel iletim sisteminin smirlarim gizer. interatriyal
septum, atriyumlar1 birbirinden ayirir ve interventrikiiler septum ise ventrikiilleri
birbirinden ayirir (96). Karinciklarda kan pompalama islevi, yiiksek basing degerleri

olusturdugundan, ventrikiiller arasindaki septum, interatriyal septumdan ¢ok daha kalindir.

Atriyum ve ventrikiillerin arasindaki kapakgiklara atriyoventikiiler kapak¢ik adi verilir.
Sag atriyum ile sag ventrikiil arasinda trikuspit kapakc¢ik bulunur. Bu kapakeik ii¢
yapraktan olusur ve korda tendinea ad1 verilen tendon ligamentleri ile anterior, posterior ve
septal papiller kaslara baglanir (100). Sol atriyum ve ventrikiil arasinda mitral kapakg¢ik
bulunur. Diger adi ile bikuspit kapakg¢ik olarak adlandirilan bu kapakgik, anterior ve

posterior olmak {tizere iki yapraktan olusur. Bu kapakgiklar da kordalar ile ventrikiil
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duvarindan koken alan iki papiller kas demetine baglanir (101). Bu yapilar, papiller kaslar
kalp duvarlarina kordalar ile tutunur. Papiller kaslar kapakgiklarin kapanirken fazla ileri
gitmesini engeller (102). Kalp dongiisiiniin gevseme asamasinda papiller kaslar da gevser
ve bu asamada korda tendinea iizerindeki gerilim azdir. Kalbin odaciklarinin kasilmasi
esnasinda papiller kaslar da es-zamanli olarak kasilma aktivitesi gosterirler. Bu kasilma
sirasinda kordalar {izerinde gerilim olusur ve bdylece atroventrikiiler kapakciklarin
yapraklarint yerinde tutarak atriyumun igine dogru katlanmalarin1 engellerler.
Ventrikiillerin ¢ikisinda yarimay kapakgiklart bulunur. Pulmoner kapakeik, pulmoner
arterin basladig: bileskede bulunur. Bu kapakg¢ik ti¢ yapraklidir ve herhangi bir papiller kas
baglantis1 bulunmamaktadir. Ventrikiil gevsediginde, yani diastol asamasinda, kan
pulmoner arterden ventrikiile geri akar ve kapak¢igin i¢ini doldurur. Bu sayede kapakgik
gelis yoniline dogru kanin olusturdugu basingla kapanir. Aort baslangicinda yarimay aort
kapak¢ig1 bulunur. Bu kapakg¢ik da papiller kas baglantis1 olmadan c¢aligmaktadir. Ug
yaprakeikli olan bu kapakeik, pulmoner kapakgikta oldugu gibi aorttan geriye akan kanin
basinct ile kapanir (103).

Sag atriyum, vucudun en biyik iki veni (toplardamar) olan superior ve inferior vena
cava’dan neredeyse siirekli olarak gelen kanla beslenir. Inferior vena cava’nin atriyum
baglandig1 bileskede bulunan koroner sinus bolgesine koroner dolagimdan gelen bir miktar
kan sag atriyumun igine akar. Sag atriyum duvarinin i¢ yiizeyinde oval bi¢cimli fossa ovalis
ismi verilen bir ¢okiinti bulunur. Bu yapi, fotal donemde iki kulak¢ik arasindaki kan
gecisini saglayan agikligin kalintisidir. Sag atriyumun i¢ yiizeyi, fossa ovalis ve pektinat
kaslarin yiizeyi haricinde ¢ogunlukla piiriizsiizdiir. Sag ventrikiiliin i¢ yiizeyinde trabeculae
carneae adi verilen uzunlamasina kas cikintilart bulunur. Trabekiiller endokardiyum ile
ortiiliidiir. Bu yapilarin yani sira kalp kasindan olusan moderatér bant, ince yapili sag
ventrikiill duvarmni saglamlastirir ve kardiyak iletim icin &nemlidir. Intraventrikiiler
septumda baslayarak inferior papiller kasa baglanir. Sag ventrikiil pulmoner artere agilir ve

kasilma sirasinda buraya kan pompalayarak akcigerlere kan gonderir.

Akcigerden oksijenlenerek pulmoner venler araciligi ile kalbe geri donen kan sol atriyuma
dolar. Sol atriyum i¢ ylzeyinde pektinat kaslar mevcuttur (100). Butin vicuda kan
pompaladigi i¢in, sadece akcigere kan pompalayan sag ventrikiile kiyasla ¢ok daha biiyiik
bir kas kitlesine sahiptir ve dolayisiyla ¢ok daha kalindir. Sag ventrikiilde oldugu gibi sol

ventrikiil i¢ ylizeyinde trabekiiller bulunur, ancak moderator bantlar mevcut degildir. Sol

30



ventrikiil, aort kapakgigi araciligr ile aorta kan pompalar. Bu bileskede iki kiigiik agiklik
yolu ile kalbin kendi dolagimina taginan temiz kan sol ana koroner artere ve sag koroner

artere dolar.

Kalp duvarmin disinda viseral ve parietal tabakalardan olusan perikard kesesi bulunur.
Iceride endokard, ortada miyokard ve dista epikard tabakalarma ayrilir. Endokard tabakasi
yasst epitelden olusur. Bu tabaka kalp odaciklarinin icini ve kapakgiklarini kaplar. Bu
tabaka, kalbe baglanan ven ve arterlerin i¢ ylizeyini olusturan endotel tabakasinin devam
olup, miyokard yapisina ince bir bag doku tabakasi ile birlesir. Endokard tabakasi,
salgiladig1 endotelin molekulleri ile miyokardin kasilmasinda diizenleyici gorev alabilir

(97).

Kalp duvarmin orta tabakasini miyokard olusturur. Bu tabaka kalp kasidir. Istemsiz kasilan
cizgili kas ve kollajen agindan olusmaktadir. Kalp kasi yapisi karmasik bir diizen gosterir.
Kalp kas1 hiicreleri birbirine baglanirken doniis ve spiral yapilari ile kulak¢iklarin duvarini
ve bliylik damarlarin baslangi¢ bolgesini olusturur. Bu karmasik spiralli yapi, kalp kasinin,

kan1 daha etkili bicimde pompalamasini saglamaktadir.

Kasilgan kalp kasi hiicreleri ve pacemaker hiicreleri olmak {iizere iki tip kalp kas1 hiicresi
vardir. Bu hiicreler atriyum ve ventrikiil hiicrelerinin %99’unu olusturur. Bu hiicreler
birbirlerine interkale disklerle baglanir ve bdylece pacemaker hiicrelerinin gonderdigi
aksiyon potansiyeli impulslarina hizli yanit verilebilmektedir. Kardiyomiyositler, interkale
diskler araciligi ile sinsityum olusturur ve senkronize, hizli kasilmalar ile kanin
pompalanmas: saglanabilir. Pacemaker hiicreleri kalp hiicrelerin %1’ini teskil eder ve
kalbin iletim sistemini olusturur. Bu hiicreler kasilgan hiicrelere kiyasla daha kiigiiktiir ve
az sayida miyofibril ile kasilma fonksiyonu gosterir. Aksiyon potansiyelinin iletilmesi
acisindan ndronlara benzeyen bir islev gosterirler. Kalp kasi otoritmik 6zellik gosterir.

Hicreler, sabit ritimde aksiyon potansiyeli iletimi ile kalbin tamaminin kasilmasini saglar.

Perikard kesesi kalbi ¢evreler ve iki membrandan olusur. Icerideki epikard tabakasi serdz
yapidadir, disaridaki epikard ise fibroz ozelliktedir. Viicudun geri kalanindan kalbe ulagan
kan damarlar ve sinirler kalp kasina epikard tabakasini gecerek ulasir. Perikardiyal kavite

perikardiyal siviy1 igerir ve bu yolla kalbin ylizeyi kayganlastirilir.

Viicuttaki tiim hiicreler igin oldugu gibi, kalp dokusu da oksijen, besin ve metabolik

atiklarin aligverisi i¢in dolasim aktivitesine ihtiya¢ duyar. Kalp hiicreleri koroner dolagim
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ile beslenir. Bu 6zel dolasim sistemi arter, ven ve lenfatik damarlar igerir. Koroner dolasim

icindeki kanin akis debisi, kalbin kasilmasi ve gevsemesine bagli olarak artar ya da azalir.

Kalp dokusu aort kapaginin iizerinden itibaren baglayan sag ve sol koroner arter ile
kanlanir. Sol ana arter baslangic bolgesine yakin bir noktada sol 6n inen arter ve sol
sirkumfleks arter olarak ikiye ayrilir. Sol 6n inen arter kalbin 6n tarafina, dis kismina ve
sol ventrikiiliin septumuna kan ulastirir. Bunun i¢in arter kiiclik arterlere ayrilarak
diyagonal ve septal dallara ayrilir. Sol sirkumfleks arter kalbin arka yiizliniin ve sol
ventrikiilin alt kisminin kanlanmasini saglar. Sag Koroner arter, sag atriyum, sag ventrikiil
ve sol ventrikiiliin arka bolgesine kan ulastirir. Sag koroner arter, atriyoventrikiiler diigiim
ve sinoatrial diigiime kan ulastirir. Sag koroner arter, kalbin arka yiizeyindeki bir oyuk
icinde ilerler ve sol 0n inen arter ise on ylizeydeki bir oyuk i¢inde uzanir. Kalbin koroner
damarlariin yerlesimi agisindan bireyler arasinda 6nemli varyasyonlar gorilur (96).
Koroner arterler kiigiik dallara ayrilirken kiiciik c¢apli arterler ile kalp dokusunun

derinlerine ulasir, uzak uglarda arteryal dagitim aglar1 birbiri ile birlesir.

Koroner siniis, sag atriyumun igine bosalan biiyiik bir vendir ve kalbin vendz drenajinin
cogunlugu bu ven araciligi ile gergeklesir. Sol atriyum ve ventrikillerden geri donen biyik
kalp veni, sol ventrikuliin arka yiztinden kan toplayan arka kardiyak ven ve ventrikillerin
tabanindan kan toplayan, orta kalp veni, diger kiiclik venlerle beraber buraya acilir (26).
On kardiyak venler sag atriyumun 6n yiizeyinden gelen kami toplayarak dogrudan sag

atriyum icine iletir.

Kalbin her ii¢ tabakasinin altinda pleksus adi verilen kii¢iik lenfatik aglar bulunur. Bu aglar
solda ve sagda iki ana dala baglanir. Atrioventrikiiler oyukta, sol ventrikiiliin diyaframa

bakan ylziinden gelen lenfi toplayan bir damarla birlesir.

Kalbin otonom innervasyonu, sempatik sinir govdesinden dallanan vagus siniri yolu ile
sinyal alir. Bu sinirler kalp ritmini etkiler ancak kontrol etmez. Bunun yan1 sira sempatik
sinirler kalp kasilmasinin kuvvetini etkiler. Bu sinirlerden aktarilan sinyaller medulla
oblongata bolgesinden gelen mesajlart tagir. Parasempatik sinir sisteminin vagus siniri
kalbin atim hizin1 yavaglatirken, sempatik govdeden gelen mesajlar kalbin atim hizim
arttirir. Bu sinirler beraber olarak kalbin iizerinde kardiyak pleksus adi1 verilen bir sinir ag1

olusturur (27).
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Vagus siniri beyin kokiinden koken alir, kalp dahil olmak iizere toraks ve abdomen
bolgesindeki bircok organ i¢in parasempatik uyarim saglar (29). Sempatik sinir
govdesinden ¢ikan T1-T4 torasik ganglionlarinin uzantilart sinoatriyal ve atriyoventrikiler
diigtimlere, atriyum ve ventikiillere ulagir. Kalbin ventrikiilleri agirlikli olarak
parasempatik iplik¢iklerde ziyade sempatik sinirlerle innerve olur. Sempatik uyarim
sonucunda nopinefrin  (noradrenalin) isimli  norotransmitter kardiyak sinirlerin
noromiiskiiler bilesim bolgesinden salinmaktadir. Bu durum, repolarizasyon siirecinin
kisalmasini saglayarak depolarizasyon ve kasilma asamasini hizlandirarak kalp hizini
arttirir. Kimyasal ya da ligand-bagimli sodyum ve kalsiyum iyon kanallarinin a¢ilmasinm
saglar ve pozitif yikli iyonlarin ice akisimi saglar. Norepinefrin beta-1 reseptOriine
baglanir (101,104).

Kalp, embriyogenez siireci igerisinde iglev gosteren ilk organ olup, ii¢lincii hafta i¢inde
atim yaparak kan pompalamaya baslar. Bu islev, embriyonik ve prenatal gelisim i¢in

onemlidir.

Kardiyojenik bolge, noral plaka icindeki splanknopldrik mezenkimden koken alir. iki
endokardiyal tiip, bu bolgede kaynasarak ilkin kalp tiipiinii olusturur (105). Uglincii ve
dordiincii haftalarda kalp tiipli uzayarak katlanir ve perikardiyum i¢inde “S” bi¢imini alir.
Bu sekil degisikligi ile odaciklar ve ana damarlar hizalanir. ilerleyen gelisim slrecinde
septumlar, kapakgiklar ve kalbin odaciklar1 meydana gelir. Besinci haftanin sonunda
septumlarin gelisimi tamamlanmistir. Dokuzuncu haftanin sonunda ise kapakgiklarin
olusmasi siireci tamamlanir. Besinci haftadan once atriyumlar arasinda fotal kalbe 6zgu
foramen ovale isimli agiklik bulunur. Bu agiklik kanin sag akcigeri baypaslayarak
dogrudan sag atriyumdan sol atriyuma ge¢mesini saglar. Akciger kanin oksijenizasyonu
icin kullanilmadigindan gerekli bir 0Ozellik olan foramen ovale, dogum olaymnin
sonrasindaki saniyeler i¢inde septum primum isimli doku flapinin kapanmasi ile beraber

kapanir ve akciger dolagimi baslar.

Zigot olusumunun sonrasindaki 22 giin i¢inde kalp atmaya baslar. Annenin kalp atisina
yakin bir tempo olan dakikada 75-80 atim yapar. 7. hafta, dakikada 165-185 atim
mertebesine ulasir ve dogum sonrasinda ortalama olarak dakikada 145 atim hizinda calisir

(106).
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Gastrulasyon sirasinda 3 ana germ tabakasi olusur. Mezoderm tabakasi, ventral endoderm
ve dorsal ektoderm arasinda bulunur. Miyokardiyal onciil hiicreler T-box transkripsiyon
faktori T (Brachyury) proteinini ifadeler. Bu hucreler, posterior epiblasttan koken alarak
ilkin ¢izginin anterior pozisyonuna go¢ eder. Sonrasinda bu hiicreler yanal olarak hareket
eder, embriyonik sOlom olusumu sirasinda lateral splanknik mezodermin lateral
bolgelerine yerlesir (107) kardiyak progenitorler orta hatta bir araya gelir ve hilal bigcimini
alir. Hilalin tepe kismi kranial olarak konumlanirken, uglart kaudal yone bakar. Altta yer
alan On bagirsak endoderminden prokardiyojenik sinyaller gelir, orta hat yapilar

antikardiyojenik sinyaller Uretir ve noral plaka kalp alanlarinin kesin biiytkliginU ve

bicimini belirler (108).

Cizelge 2.5. Kalbin gelisim asamalarinda gorev alan 6nemli diizenleyiciler.

Embriyonik Asama | Kardiyak Yarim Ay | Dogrusal Kalp Tiipii | Kivrilan Kalp Odacik ve Septum
(giin) Olusumu

Fare Embriyosu 7.5 8 9-12 10+

Insan Embriyosu 15 20 28-30 32+

Onemli GATA4 ISL1 | GATA4 TBX20 | GATA4 GATA4 PITX2
Diizenleyiciler NKX-2,5 BAF60C | NKX-2,5 MEF2C | MEF2C NKX-2,5 TBX1

MESP1/2  MEF2C | TBX5 NKX-2,5 TBX5 | TBX5
HAND1/2

2.4.2. Kalp Hastaliklari, Konvansiyonel Tedavi Segenekleri ve Yetersizlikler

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, kardiyovaskiiler hastaliklar 2008 yilinda
toplam Oliimlerin %30’una neden olarak diinya genelindeki Oliimlerin baslica sebebi
olmustur. Toplam 17 milyon kardiyovaskiiler nedene baglh 6liimiin 7,3 milyonu koroner
kalp hastaligi sonucu gerceklesmistir. 2030 yilma gelindiginde, 25 milyon oliimiin
kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynaklanacagi ve bu dliim olaylarinin %80’inin orta ve
diisiik gelirli {ilkelerde gerceklesecegi ongoriilmektedir (109). Amerikan Kalp Dernegi
(AHA) verilerine gore, yaklasik 300 milyon niifusa sahip A.B.D.’de 2013 yil1 itibar1 ile 5,1
milyon kisinin kalp yetmezligi hastas1 oldugu ve kronik nitelikteki bu hastaligin can
kayiplarina, is giicli kayiplarina ve ~32 milyar dolarlik saglik hizmetleri harcamasina yol
act11 saptanmistir (110). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verileri dikkate alindigina,
benzer bigimde, 2013 yilinda iilkemizdeki toplam &liimlerin %39,8’ini dolagim sistemine

bagli hastaliklar olusturmaktadir (111). Bahsi gecen 6liim nedenlerinin basinda gelen kalp
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yetmezligi, temelde kardiyomiyosit kaybina dayanir. Insan kalbinin sol ventrikiiliinde ~2-4
milyar kadar kardiyomiyosit bulunmakta olup, miyokard infarktisu takip eden birka¢ saat
icerisinde bu htcrelerin ~%30’u kaybedilmektedir. Bunun yaninda, hipertansiyon veya
kalp kapag hastaliklar1 gibi asir1 kardiyak yiiklemeye neden olan kalp hastaliklarinin, uzun
yillar boyunca yavas ancak siirekli olarak kardiyomiyositlerin 6liimiine neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica yaslanmaya bagli olarak kalp yapisindaki degisim incelendiginde,
herhangi bir spesifik kalp rahatsizligi olmaksizin yilda yaklagik 1 gram miyokard
dokusunun (~2 milyon kardiyomiyosite karsilik gelir) kaybedildigi ve bu nedenle kalp
performansinin diiserek kalp hastaligi olasiliginin arttigi da bilinmektedir. Bu gergevede,
yapidaki mevcut kardiyomiyosit popiilasyonunun korunmasi ve/veya rejenerasyonu ile

mevcut kalp yetmezliklerinin onarilmasi miimkiin olabilir (112).

Gunumuzde 5 milyondan fazla insan akut miyokard infarktiis sonrasi kronik kalp
yetmezligi ile yasamaktadir, halen etkin bir tedavi segenegi gelistirilebilmis degildir (110).
Gunden glne artan nlfusla beraber yeni vakalardaki artis gbéz Oniine alindiginda,

kardiyovaskiiler hastaliklar icin etkili tedavi yaklagimlarimin gelistirilmesi aciliyetini

korumaktadir (113).

Giliniimilizde standart yaklasim olarak c¢esitli farmakolojik ve cerrahi tedavi yontemleri ile
miyokard rejenerasyonun kismen arttirilmast ve kalp yetmezligi belirtilerinin bir dl¢lide
hafifletilmesi amaclanmaktadir. Farmakolojik olarak B-blokorler, ACE inhibitorleri ve
benzer ilaglarin kullanimi ile hasarli kalp tizerindeki stres azaltilarak kalp yetmezliginin
ilerlemesi yavaglatilabilmekte, ancak tam olarak tedavi edilememektedir. Dolayisiyla
farmakolojik yaklagimlar ile onarimin aksine, siirecin idamesi ve yan etkilerin azaltilmasi
miimkiin olmaktadir. ila¢ kullanimmna dayali tedaviler semptomatik nitelikte olup,
kullanilan ilaglar belirtilerin  %50-70’ini giderebilmektedir (11). Hastalarin biiyik
cogunlugu 6miir boyu ila¢ kullanmak durumunda olup, yan etki profili diisiik yeni ilag
molekiillerinin gelistirilmesi kalp hastaliklarinin tedavisi agisindan her zaman 6nemini
stirdiiren, gerek hasta ve hasta yakinlari, gerekse tedavi ve sigorta masraflarinin biiytlik

kismini Gistlenen iilkelerde kritik bir konudur (114).

Kardiyomiyositlerin laboratuvar kosullarinda firetilmesi ile kalp hastaliklar1 i¢in yeni

tedavilerin gelistirilmesi, kalp gelisiminin ¢alisilmasi, kanser gibi farkli hastaliklarin
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tedavisinde kullanilmak {izere ilag molekiillerinin kardiyotoksisitesinin incelenmesi igin
gereklidir. Insandan farkli bir metabolizmaya sahip bir deney hayvaninda yapilacak
laboratuvar ¢aligmalarina kuvvetli bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Kardiyomiyositler,
ilag molekiillerinin yan etkilerine, ¢esitli molekiillerin ortaya ¢ikarabilecegi toksik etkilere
kars1 hassastir. Buna ek olarak dogustan gelen genetik ve epigenetik 6zelliklere gore farkl
bireylerin ¢esitli gen-bazli veya konvansiyonel ilag molekiillerine kars1 farkli metabolik
tepkiler verebilecegi bilinmektedir. Insan kalbindeki belirli bir hastaligin laboratuvar
kosullarinda diisiik maliyetle galisilabilmesini saglayacagindan “tiipte kalp” uygulamalari,
temel tip arastirmalarinda, farmakoloji ve biyoteknoloji alanlarinda 6nem tasimaktadir.
Kardiyomiyositlerin yiksek verimde ve standartlarda in-vitro iiretimi, kisiye 6zgii tedavi

seceneklerinin olusturulabilmesinin 6ndnd agmustir (14).

Ilag gelistirme siirecinde hayvan modellerinin kullanilmas: ile ilag adayr molekiillerin
piyasaya stiriilme ve ileri gelistirme basamaklarinda hayati tehlike yaratan basarisizliklara
yol agilmasi miimkiindiir. Bunun sebebi insan ile model canli arasinda kardiyak fizyoloji
acisindan ucurum niteligindeki farkliliklardir (115). Yakin zamanlarda, kalbe yonelik
toksik etkileri, ani kardiyak olim, kalp Gzerinde aritmik ve apoptotik etkileri sebebi ile
piyasadan ¢ekilen kilo kayb1 (sibutramin), agr1 kesici (propoksifen) ve anti-enflamatuvar
(rofekoksib) ila¢c molekiilleri, ilag¢ gelistirme siirecinde insan kardiyomiyosit hiicre hatlar
yerine, model organizmanin veya sik¢a yapildigi gibi insan embriyonik bdbrek
hiicrelerinin kullanilmasinin sakincalarini gostermektedir (13). Bir ilag molekilindn
gelistirme siirecinde yapilan harcamalarin ortalama olarak 1,5 milyar ABD dolari
diizeyinde olmasi, gelistirilen bir ilacin uygun platformda degerlendirilmesinin

gerekliligine isaret etmektedir (16,17).

flag yaklagimlarmin yetersiz kaldig1 vakalarda cerrahi yaklagimlar ele alinir. Koroner arter
baypas greftleme yolu ile koroner arter tikanikliginin miyokard iizerinde hasar yaratmasi
engellenebilmekteir. Enfarktiis olusmasi durumunda ise miyokardin revaskiilarizasyonu
yapilsa da, bu islemin uygulanabilirligi ventrikiil doku alani/miktari ile sinirli kalmaktadir.
Dolayisiyla, orta veya siddetli miyokard infarktiis sonrasinda ventrikill fonksiyon
bozuklugu uygulanan ilag tedavileri ve/veya cerrahi islemlerle olusmasi halinde tamamen

tyilesme saglanmasi miimkiin degildir.

36



Ileri donem kalp yetmezliginin nihai tedavisi sol ventrikiil destek cihazi kullanimi veya
kalp naklidir. Destek sistemleri, hayatta kalma siiresini uzatabilmekte ise de, kullanim
stiresince artan tromboz, enfeksiyon, gastrointestinal kanama ve organ yetmezligi gibi
riskler kullanimin1 6nemli 6lgiide sinmirlamaktadir. Dolayisiyla destek sistemleri, uzun
sireli tedavi segeneginden daha ¢ok nakil zamanina kadar bir koprii/idame araci olarak
kullanilmaktadir. Kalp yetmezligi bulunan ve nakle ihtiya¢ duyulan hasta sayisindaki artig
gdz Oniine alindiginda, kalp nakli tek tedavi secenegi olarak sunulmaktadir. Diinya
genelinde her yil yaklagik 4.000 hasta ile sinirli kalan kalp nakli segenegi (116), sayilar
hizla artan kalp nakli bekleme listelerindeki onbinlerce insanin tedavi edilemeden
hayatlarin1 kaybetmelerini engelleyememektedir. Ayrica, son asamadaki kalp yetmezligi
olan hastalarin durumu ¢ogunlukla kalp naklinin yapilmasina engel teskil edebilmektedir
(117). Dolayisiyla kalp hastaliklarma bagli gergeklesen oliimlerdeki artis ve geleneksel
yontemlerin sinirlamalari/dezavantajlart gbz ontline alindiginda, bu yaklasimin artan hasta
niifusunun ihtiyaclarim1 karsilamadigi, can kayiplarinin ¢ogunu Onlemedigi, tedavi
masraflar1 ve is gilicii kayiplarindan Otiirii sigorta sistemlerine biiyiik yiikler getirdigi

aciktir.

Onarimsal tedaviler, mevcut tedavilerin asamadigi kisitlamalar1 asmak, tedavi masraflarini
diisirmek ve yeni tedavilerin daha yiliksek sayidaki hasta grubuna nakil asamasina
gelmeden fayda saglamayi amacglamaktadir. Kalp yetmezligi vakalarinin ilerlemesini
onlemek amaci ile gelistirilen onarimsal tedavilerin iki 6nemli kesif alani1 bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi, hiicresel kitlenin yeniden kazanilmasidir. Bu amagla kok hiicre
Uretimi, kullanish bir k6k hiicre tipinin segilmesi, ylksek miktarlarda ve guvenilir bicimde
bu hiicrelerin elde edilmesi gereklidir. kinci 6nemli alan ise kalpte mesaj iletimini
engellemeyen, kalbe 6zgl mekanik direngenlik ve esneklik gibi dzellikleri destekleyebilen
ve rejenerasyon siirecine araci olabilecek biyomalzemelerin gelistirilmesidir. Bahsedilen
ihtiyaglar 1s18inda, bu tez calismasi, hiicresel tedaviler ve ilag gelistirme g¢alismalarina
katki saglayabilecek kok hiicre tiretimi ve kalbe 6zgii farklilasmay1 ve onarimi destekleme

olasilig1 bulunan bir biyomalzemenin gelistirilmesi amag¢lanmugtir.
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2.4.3. Calismada Incelenen Genlerin islevi ve Onemi

TBX5 geni (T-box 5), alternatif eslesme ile 5 transkripte kaynak olmaktadir. Bu genin
urin olan Thx5 proteini transkripsiyon regiilatorii olarak gorev alir. Diziye 6zgii DNA
baglanma 0Ozelligi ile RNA polimeraz II regiilatorii, transkripsiyonal aktivasyon,
transkripsiyon faktorii baglanmasi islevi gosterir. TBX5 geni insanda blttun doku tiplerinde
ifadelenmekle beraber, kalp dokusunda diger dokulara kiyasla yiiksek oranda
ifadelenmektedir(118-120).

Brachyury T gen ailesinde smiflandirilan bir transkripsiyon faktorii olan TBXS5 geninin
urtnleri epitel morfogenezi, hiicre-hiicre etkilesimi, uzuv gelisimi, akciger gelisimi gibi
kalp olusumu ile dogrudan iliskili olmayan gelisimsel islevlere sahiptir. TBXS5 delesyonu,
erken donem kalp gelisimini saglayan NKX2-5 ve GATA4 ifadesinde ciddi diisiise sebep
oldugundan embriyonik asamada letal 6zellikli bir mutasyon olma 6zelligi tasir (118,120).
Buna karsin, kalp gelisimi ile ilgili islevleri agirliklidir ve bu islevler kalp olusumu icin
zorunludur. Bunlar arasinda: His demetlerinin gelisimi, atriyoventrikiiler kapakg¢ik
gelisimi, endokardiyal yastik gelisimi, sol ventrikiil olusumu, ventrikiiler kardiyak kas
olusumu, ventrikiiler septum olusumu, atriyal septum olusumu, genel kalp olusumu,
kardiyak hiicre farklilasmasi, kardiyomiyosit proliferasyonu, ikincil kalp alaninda
kardiyoblast proliferasyonu, perikard gelisimi, koroner vaskiilogenez siirecinde hiicre gogii
ve kardiyoblast farklilasmasinin diizenlenmesi TBXS5 gen iiriinlerinin en 6nemli islevleridir

(108,121).

CDH2 geni, N-Cadherin olarak da adlandirilan Cadherin 2 proteinini kodlar. Bu genin
trtiinli  kalsiyum iyonu baglanmasi, protein kinaz baglamasi, katenin tlirevlerinin
baglanmas islevlerini gosterir. Kalsiyum-bagimli hiicre tutunma proteinleri ailesi olan
cadherinler, homofilik bicimde diger cadherin protein molekiilleri ile etkileserek hiicreler
arast baglantilarin kurulmasini saglar (122,123). Bu 6zelliginden dolay1 heterojen hiicre
karisimlarinda  spesifik  bir doku tipine ait hiicrelerin ayirt edilmesi igin
kullanilabilmektedir. Diger biyolojik 1islevleri arasinda adherens baglantilarinin
organizasyonu, beyin morfogenezi sayilabilir. Ifadelenen protein, interkale disklerin
yapisinda, fascia adherens ve fokal adhezyon yapisinda bulunabilmektedir. Yiiksek

yogunluklu oligoniikleotit array calismalar1 ile gergeklestirilen dokuya ozgli ifade
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analizleri, CDH2 geninin kalp kasinda ve diiz kas dokusunda yiiksek bicimde
ifadelendigini gosterir (123,124).

GJA1 geni, konneksin 43 (Cx-43) olarak da adlandirilan gap junction alfa 1 proteini kodlar
(125). Gjal proteini sinyal iletim aktivitesi, transmembran transportor aktivitesi, iyon
transportu, diger konneksin proteini molekiillerine baglanma islevlerinin yani sira
kardiyomiyositlerin elektriksel eslesmesi, sinyal iletimi ve hiicre iletisimi i¢in gerekli olan
gap junction kanal aktivitesini saglar (126,127). Gap junction ve konneksin kompleksinin
varligi orta ve ileri donem kalp farklilasmasi agisindan ayirt edici protein belirteclerden
birisidir. Endotel hiicre proliferasyonunun regiilasyonu, hiicre iletisimi, hiicreler arasi
baglanti, tasima, kalp gelisimi, kardiyak hiicre proliferasyonu, mekanik uyartiya verilen
yanit basta olmak iizere ¢ok sayida dokuda islevleri bulunmaktadir (126). Literaturde,
kardiyak-spesifik bilesenlerle birlikte ifadelenmesi durumunda kalp hiicrelerine farklilagsma

ile ilgili bir indikator olarak kabul edilmektedir.

MYH7 (myosin heavy chain 7) geni miyozin agir zincir 7 proteinini ifadeler. Miyozin
molekiilii protein iki agir zincir, iki alkali hafif zincir ve iki regiilatér hafif zincir
altbiriminden olusur (128). MYH7’nin son iiriinii, kardiyak miyozinin beta zinciri olarak
adlandirilan yavas kasilan agir zinciridir. Agirlikli olarak saglikli insanda kalbin ventrikiil
bolgesinde ifadelenir. Yavas kasilma 6zelligi bulunan tip 1 iskelet kasi iplik¢iklerinin
yapisinda da bulunmaktadir. Ifadelenme miktarindaki bagil farkliliklarin derecesi kalp
kasinin kasilma hiz1 ile korelasyon gosterir. MYH7 genindeki mutasyonlar ailesel
hipertrofik kardiyomiyopatiye, dilate kardiyomiyopatiye ve bazi kardiyak miyopati
tiplerine sebep olur (129). Myh7 proteininin molekiiler islevleri arasinda, motor aktivite,
aktin baglanma, kalmodulin baglanmasi, ATP baglanmast ve mikro-iplik¢cik motor
aktivitesi sayilabilir. MYH7 gen {irlinliniin biyolojik islevleri arasinda yetiskin kalp
gelisimi, kalp hizinin diizenlenmesi, kalp atim kuvvetinin diizenlenmesi, ATP
metabolizasyonu, kalp kasi ve iskelet kasinin kasilmasi, kalp ventrikiiliiniin morfogenezi
ve stres yaniti olarak kardiyak hipertrofi gelisimi siralanir (130). Kardiyak sarkomer
yapisinda miyozin kompleksinde, miyofibril yapisinda ve Z-disk yapisindaki varligindan
otiirti kalbin kasilma aparati bilesenlerinin ifadelenmesini sagladigindan kalp farklilasmasi

acisindan ileri donem bir belirtec olarak goriilebilir.

39



MYL7 geni miyozin hafif zincir 7 proteinini kodlar. Miyozin molekiilii, iki miyozin agir
zincirinden ve dort miyozin hafif zincirinden olusan bir hekzamerdir. Hafif zincirlerin ikisi
regulator ozelliklidir (6rnegin, MYL7), bunlara ek olarak 2 adet bazik hafif zincirden
meydana gelir. Myl7 proteini kalsiyum ve protein baglama o6zelligine sahiptir (131).
MYL7 yalnizca kalpte ifadelenen bir gen olmasi sebebi ile kardiyak farklilasmanin 6nemli
bir isaretcisi olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir. Sitoplazmik bir protein olan MYL7
kardiyomiyosit sarkomerinde A bandinda bulundugundan kasilmay1 saglar ve olgunlagmis

kardiyomiyosit fenotipinde mutlaka bulunmasi gereken bir hiicresel elemandir (132,133).

Memelilerde aktin proteininin alfa, beta ve gama olmak iizere ii¢ farkli izoformu vardir.
ACTAZ2 (alfa aktin 2, aortik diiz kas aktini) geni aktin protein ailesinin bir liyesidir. Diger
alfa aktin tiplerinde oldugu gibi kasilma aparatinda yer alir. Hiicre hareketinde ve yapisal
biitiinliiglin saglanmasinda calisir (134). ACTAZ2, aort diuz kas aktin proteini olarak
adlandirilsa da kalpte, retinada, akcigerlerde ve istemsiz kas dokusunun bulundugu uterusta
ifadelenir. ATP baglama ve protein kinaz baglama 6zelligi ile kasilma siirecinde gorev alir.
ACTA2 gen ifadesinin varligi kas dokusuna farklilasma oldugunu gostermektedir.
Beraberinde yalnizca kalbe 6zgii genlerin ifadelendigi goéz oOniine alindiginda kasilma

aparatina sahip bir kalp hiicresine farklilagsma oldugu yorumu getirilebilir (135,136).

Troponin |, troponin proteinin inhibitor altbirimini olusturur. Aktin baglanma o6zelligi,
kalsiyum kanal inhibitor 6zelligi, metal iyonu baglama ve troponin C ve T baglama 6zelligi
bulunmaktadir. Kalp kasilmasinda, kalsiyum homeostazinda, kalp gelisiminde, kalp
kasilmasinin regiilasyonunda ve ventrikiiler kalp kasi morfogenezinde gorev alir (137).
Troponin I yalnizca kalpte ifadelenen bir izoform oldugundan, gen ekspresyonu diizeyinde
varlig1 kalp hiicresine farklilagsma agisindan kesin bir gostergedir. Kalp ve kasa 6zgii diger
genlerin ifadesi ile beraber degerlendirildiginde kalp hiicresine farklilasma oldugunu

goOstermektedir (138).

Brachyury T geninin (Gen simgesi T, bazi kaynaklarda kolay anlasilmasi i¢in Bry
kullanilir) protein {irlinii diziye 6zgii DNA baglama, RNA polimeraz II aktive edici
transkripsiyon faktoriine baglanma, transkripsiyon baskilayici aktivite dzellikleri gosterir.
Embriyonik bir transkripsiyon faktoriidir. Mezoderm olusumu ve farklilasmasindan

sorumlu genlerin transkripsiyonal regiilasyonunda gorevlidir. T bolgesi adi verilen
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palindromik diziye baglanarak gen transkripsiyonunu aktive eder. Gorev aldig1 birgok
gelisim ve farklilasma mekanizmasi arasinda 6ne c¢ikanlar, mezoderm olusumu, somit
olusumu néral, tiip kapanmasi, notokord olusumu, kalp morfogenezi, temel Wnt sinyal
yolagi, anatomik yapinin morfogenezi, baslangi¢ ¢izgisi olusumu ve kalbin sag-sol
asimetrisinin olusumu sayilabilir. Kardiyak progenitor indikatorii olan Mesp1’in ifadesini

indiikler ve kalp olusumu ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin ifadelenmesini saglar
(139,140).
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez calismasinin baslica amaci, adipoz kok hicreleri kaynak olarak kullanarak
kardiyomiyosit karakterli hiicrelerin ylksek miktarlarda Gretilmesi icin yeni bir yontem
gelistirmektir. Bu amagla ii¢ farkli yontemin kombinasyonlari, hiicre kiiltiirii kosullarinda
sistematik bicimde uyguland: ve sonug olarak elde edilen hucreler kardiyak gen ifadesi

acisindan incelenerek yontemlerin ve kombinasyonlariin etkinligi sinandi.

Kullanilan degiskenlerden birincisi, literatiirdeki c¢alismalarda adipoz kok hiicrelerin
kardiyak yonde farklilasmasi amaci ile daha o6nce kullanilmamis olan ii¢ boyutlu
mikroyercekimi kultlrl kosuludur. Bu amagla oncelikle iki boyutlu standart kosullarda
kilturi yapilan insan adipoz kok hicreler, yeterli sayiya ulasilmasini takiben ti¢ boyutlu
mikroyergekimi kiltiirii  ortamimna aktarilmistir. Bu yaklasimin  kullanilmasindaki
gerekgeler; yercekimi ivmesinin ihmal edilebilir diizeyde diisiik oldugu kosullarinda
hicrelerin kiresel 6bekler olusturmasi, bir yilizeye temas halinde olmayan hiicrelerin her
yonden besin ve ¢Oziinmiis gaz transferi yapabilmesi, biyoreaktér ortaminda temas
inhibisyonunun toplam hiicre sayisini sinirlamamasi, yiizey bagimli olmayan hicrelerin

tutunma i¢in metabolik enerji harcamamasi olarak 6zetlenebilir.

Ikinci degisken olarak, kardiyomiyojenik indiksiyona maruz birakilan hiicrelerin
kultiriinde, literatirde daha 6nce adipoz kok hiicrelerin kaltiir( i¢in uygulanmamis olan
kardiyak besi ortamu kullamilmustir. Kardiyak besi ortami, Kkardiyak progenitorlerin
eksplant ve izolasyon sonrasinda fenotipik karakterlerin korunmasi amaci ile
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kombine edilen besi ortami, mikroyergekimi kosullari ve

elastin mikrokdre tasiyicilar ile kalp-benzeri bir ¢evresel uyarim saglanmasi amaglanmustir.

Kullanilan {igiincii degisken ise biyolojik kaynakli elastik hidrojel tasiyicilar varliginda
kultarin farklilasma tizerine etkisidir. Bu amagla sentezlenen dogal alfa elastin kaynakli
hidrojel mikrokiire yapisindaki materyal, bu tez c¢alismas1 kapsaminda gelistirilerek
karakterize edilmis olup, mekanik ¢evresel etkilerden faydalanarak kardiyak farklilasmaya
veya edinilen kardiyak karakterlerin korunmasma katkida bulunmasi amaci ile

kullanilmustir.
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Yukarida bahsedilen amaca yonelik olarak gerekgelendirilen deney asamalari, iki boyutlu
ve li¢ boyutu kiiltiir kosullarinda Ug¢ farkli gruptan olusan deney plani i¢inde uygulanmistir.
iki boyutlu kiiltiir kosullarinda elde edilen hiicreler iizerinde kardiyak farklilasmanin
hiicresel ~ diizeyde  incelenmesi amact ile  immiinohistokimyasal  analizler
gerceklestirilmistir. Deneyler sonunda elde edilen hiicre peletleri, kantitatif es-zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu ile gen ifadesi analizi yapilmasi amaci ile kullanildi. Genler,
erken, orta ve ge¢ donem kardiyomiyosit belirtecleri olmak lzere (¢ grupta incelendi. Bu
amagla literatiirdeki kardiyak farklilagsmay1 inceleyen ¢aligmalar dikkate alinarak;
embriyonal donemde kalp Onciilii hiicrelerde ifadelenen transkripsiyon faktorleri, yalnizca
kalp dokusunun kasilma aparati i¢inde ifadelenen belirtecler ve ge¢ donem belirteci olarak
kardiyomiyosit hiicre zarinda bulunan kanal proteinlerine iliskin genlerin ifadelenmesi
incelendi. Elde edilen gen ifadesi analizi bulgulari, gruplar arasi bagil gen ifadesi

kiyaslamasi yapilarak degerlendirildi.
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4, MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Kullanilan baslica kimyasallarin deney siresince tutarlilik ve tekrarlanabilirlik saglamasi
amactyla ayn1 marka ve lot numarali iiriinlerden olmasima dikkat edilmistir. Kitler Roche
(Almanya) ve Invitrogen (ABD)’den temin edilmistir. Genel laboratuvar kimyasallar1 igin

Sigma Chemical Co. (St Louis, ABD), Merck (Darmstadt, Almanya) kullanildi.

42. YONTEM

Sekil 4.1 ve 4.2°de sematize edilen deney asamalar1 sonraki bagsliklarda detayli olarak
sunulmustur. Alfa-elastin temelli hidrojel mikrokiirelerin sentezinin sematik sunumu sekil
4.1°de yer almaktadir. Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde gerceklestirilen deney

basamaklariin organizasyonu sekil 4.2’de sematize edilmistir.

Seri asit degradasyonu

Hiicre kiiltiirii Saf mikrokiire eldesi Seri santrifiigasyon

Sekil 4.1. Elastin mikrokiirelerin sentez asamalari.
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1. grup 5-AZA +
standart besiyeri
gen ifadesi
analizi
2. grup 5-AZA +
— Kardiyak besiyeri
immiinohistokimya
3. grup 5-AZA + D)
Kardiyak besiyeri
+elastin

Sekil 4.2. iki ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii gruplar ve analiz basamaklari.
4.3. ELASTIN MIKROKURELERIN SENTEZI
4.3.1. Mikrokiire Sentezi Protokoliiniin Gelistirilmesi

Optimizasyon asamasinda etkinligi sinanan yontemler arasinda yag i¢inde su emiilsiyon
tekniginin 6rnek alindig1 yaklasim, amaca yonelik olarak modifiye edilerek uygulanmistir.
Kollajen mikrokiirelerin olusturulmasi esasina dayanan benzer nitelikli bir ¢alisma goz
onunde bulundurularak optimizasyon asamasinda emiilsiyon ile es zamanli olarak
EDC/NHS sistemi ile ¢apraz baglama optimize edilmistir (141). Sivi parafin yagmnin sivi
faza oranmin ve capraz baglama i¢in uygun protein konsantrasyonunun belirlenmesi
amaclanmistir. Bu calismada siirfaktan olarak kullanilan span 80’in elastin mikrokiire
sentezi i¢in uygun nitelikte olmadig1 tespit edilmistir. Bir diger yontem olarak etkinligi
denenen yaklasimda, span 20’nin, siirfaktan olarak elastin ¢apraz baglamasi i¢in ideal
sonu¢ verdigi goriilmiistir. Bu amagla siirdiiriilen ¢alismalarda span 20°nin optimal
konsantrasyonunun saptanmasi amaglanmistir (142). Yikama i¢in PBS tamponunun
onerildigi bu ¢alisma dikkate alinarak, EDC/NHS sistemi ile ¢apraz baglanma sonrasinda
PBS kullanilmasi protokole eklenmistir (143). Protein yapidaki mikropartikiillerin sentezi
icin glutaraldehit capraz baglayict olarak kullanilmasi denenmistir. Elde edilen
mikrokiirelerin hiicre kiiltiiriinde toksisite yapma olasilig1 yiiksek oldugundan bu yontem
terkedilmistir (144). Mikrocamlastirma yontemi yeni ortaya atilan bir yontemdir. Yag fazi

olarak dekanol gibi viskozitesi yiiksek alkol ¢ozeltilerinin kullanildigi bu yontem, suda
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¢Ozlinmiis protein ¢ozeltilerinin ¢apraz baglayict ile mikrokiire olusturmada kullanimini
onermektedir. Ancak yapilan deneylerde, bu sistemin etkinliginin yeterli olmadigi
gosterilmistir (145,146) Elastin proteinin degradasyonu amaci ile gelistirilen az sayida
yontemden birisi olan (147,148) oksalik asit degradasyonu Partridge tarafindan 1955
yilinda Onerilmistir. Elde edilen ¢oziinmiis proteinin koaservasyon o6zelligi iizerinde
durulan bu c¢alisma 1s18inda, suda ¢oziinme Ozelligi bulunmayan alfa elastinin sulu
cozeltilere katilmas1 saglanmistir. Sekil 4.1°de gosterilen seri asit degradasyonu basamagi
bu esasa dayanmaktadir. Koaservasyon, sulu c¢ozeltiler i¢inde hidrofobik etkilesimler
sonucunda bir arada tutulan kiiresel agregatlarin olusmasi siirecine verilen isimdir. Bu tez
calismasinda da elastin proteinin ¢oziiniir hale getirilmesi Partridge yontemi modifiye
edilerek gerceklestirilmistir. Elastinin koaservasyon 6zelligi mikrokiirelerin sentezi amact
ile uygulanmis ancak sonug¢ alinamamistir (149). Buna ek olarak bu ¢alisma kapsaminda
onerilen ve rutinde kullanilan sonikasyon yolu ile homojenizasyon ydnteminin, elastin
proteinin kohezyon kuvvetlerinin yiiksek olmasi sebebi ile deney dlzeni icin uygun
olmadigr saptanmistir (148,150). Suda c¢oziinmiis degrade elastinin hidrojel forma
getirilmesi ile ilgili yaklasimlar degerlendirilerek, optimal tuzluluk, ve tampon pH’s1 ile
ilgili denemeler gergeklestirilmistir (151). Partikiil yilizeyinde go6zeneklilik saglayan
yontemler degerlendirilerek yiiksek basing altindaki CO, son Uriin Uzerine etKisi
incelenmistir. ikili siirfaktan kombinasyonlari, diisiik pH altinda gerceklestirilen ¢apraz
baglama reaksiyonlar1 goz Oniine alinarak mini emiilsiyon tekniginde tercih edilen elastin
konsantrasyonlar: denenmistir (152). Kimyasal c¢apraz baglayicilarin kullanilmadig
yaklagimlar g6z oniline alinarak 37°C’de uzun siireli inkiibasyonlar uygulanmistir, ancak

degrade elastinin mikroktire formunda polimerize olmasi miimkiin olmamustir (153,154).
4.3.2. Etkinligi Ispatlanan Asamalar Isiginda Gelistirilen Yontem

Onceki kisimda aktarilan denemeler 1s181inda gelistirilen yontemle karsilasilan sorunlar
asilmistir. Degradasyon yontemi Partridge’in 1955 (148) makalesinde kullanilan
yontemden modifiye edilmistir. Sigir boyun ligamentinden saflastirilan alfa-elastin (Sigma,
ABD) 0,25M oksalik asit (Merck, ABD) c¢ozeltisi igerisine eklendikten sonra isiticili
karistiricida kaynama noktasina getirilmistir. 1 saat sure ile karigtirilan soliisyon hemen
buza gecirilip hizlica sogutulmustur. Karisim coktiiriildiikten sonra, siipernatan ayrildu.

Pelet oksalik asit ¢ozeltisinde tekrar siispanse edilerek sonraki 1sitma dongiisii baslatildi.
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Degradasyon asamasi buza gegirilerek durdurulduktan sonra, elde edilen slpernatan,
onceki dongu sonunda elde edilen siipernatan ile birlestirilmistir. Elde edilen pelet
fraksiyonu ile sonraki dongii baslatildi. Bu bigimde kaynama sonunda kati madde elde
edilmeyene dek dongiiler tekrarlandi. Deneyler kapsaminda 3-5 dongili icerisinde kati
maddenin tamami degrade olarak sivi ¢ozelti halinde elde edilmistir. Dongiiler sonunda
biriktirilerek elde edilen siipernatan 72 saat siiresince distile suya karsi diyaliz edildi.
Diyaliz amac1 ile 14,000 kDa molekul agirligi cutoff derecesine sahip diyaliz membran
kullanilmistir. Diyaliz sonucunda elde edilen su iginde degrade elastin ¢ozeltisinin protein

konsantrasyonu Lowry yontemi ile 6l¢lilmiistiir.

Kiiresel yapida elastin temelli mikropargaciklarin sentezlenmesi amaci ile yag i¢inde su
emiilsiyon tekniginden faydalanilarak ¢apraz-baglama reaksiyonu gerceklestirilmistir. Yag
faz1 yiiksek saflikta sivi parafin yagindan olusmustur (Merck, ABD), sulu faz ise tampon
solisyon, protein ¢Ozeltisi ve capraz-baglayicidan olusmustur. Siirekli karistirilan
reaksiyon ortamina oncelikle parafin yagi1 eklenerek karistirma baslatildi, sonrasinda sirasi
ile protein ¢Ozeltisi ve cgapraz-baglayici eklenmistir. Surekli olarak 1200 rpm devirde
karistirma sonucu yag fazi iginde olusan mikrodamlalar, karistirma siiresinde capraz
baglanmaya maruz kaldigindan mevcut formunda kalici yapilar olusturmaktadir.
Reaksiyon durdurulduktan sonra yapilan ayristirma asamalarindan sonra hidrojel yapida
mikrokiireler elde edilmektedir. Arastirma-gelistirme asamalarinda; reakiyon siiresi,
capraz-baglayici tipi, su faz1 miktari, yag fazi miktari, yag fazi tipi, tampon sistemi, protein
konsantrasyonu, reaksiyon durdurma yontemi, ortam sicakligi, rpm, santrifiigasyon hizi ve
stiresi, liyofilizasyon yontemi degiskenlerinde farkli secenekler denenerek optimal sentez

yontemine ulagilmistir.

Genipin molekiilii bilimsel literatiirde protein yapisindaki molekiillerin ¢apraz-baglanma
reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. PBS ¢ozeltisi igerisinde bulunan niikleofil OH', halka

yapidaki genipin molekiiliine atak yaparak halkay1 acar. Olusan aldehit gruplari aldol
kondansasyonu araciligiyla proteinlerin —NH; gruplarina baglanmis olan ve aciktaki
genipin molekiilleri arasinda polimerizasyona sebep olur. Genipin molekiilleri bu yollaa
amino grubu iceren bilesiklerle baglanarak ve diger genipin molekiilleri ile

polimerizasyona ugrayarak uzun mesafeli intermolekiiler ¢apraz-baglar olusturur (155).
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HO OH
Sekil 4.3. Genipin molekiiliiniin yapisi.

Yag fazi yiiksek saflikta sivi parafin yagindan olusmustur (Merck, ABD), sulu faz
yogunlastirilmis degrade protein ¢ozeltisi, %50 etanol i¢inde genipin ¢ozeltisi karigimini
icermektedir. 1200 rpm hizla karistirtlan (IKA RW16, Almanya) 40mL parafin yaginin
icine “tip streaming” teknigi ile 3-5 dakika siire icerisinde yavas pipetaj ile eklenen 3.5 mL
yogunlagtirilmis degrade elastin ¢ozeltisi, 10 dakika sure ile parafinle karistirilir. 0,2 g/mL
konsantrasyonunda 1,5 mL %50 (V/V) etanol iginde ¢oziinmiis genipin, 3-5 dakika stre
icerisinde “tip streaming” ile ¢ozeltiye eklendi. 3 saat siire ile aym1 devirde karistirilan
ortama bu siire sonunda 50 ml %70’lik etanol soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Yag fazinin eliminasyonu i¢in 5 dakika siire ile 27 derecede 4750 rpm (Beckman Coulter,
CA, ABD) santrifiigasyon yapilarak siipernatan atildi. Sonrasinda 0,2M pH 7,4 Tris
tamponu igerisinde (Sigma) 15 dakika stre ile 27 derecede 4750 rpm hizda santrifugasyon
yapildi. Siipernatan atilmistir ve ayni islem Tris tamponu ile iki defa, distile su ile 3 defa
tekrarlandiktan sonra pelet -80°C’de dondurulduktan sonra liyofilize edildi (Christ,
ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz, Almanya). Kiiltiir asamas1 dncesinde, hazirlanan
malzeme 1 saat sure ile laminer akis kabininde UV lambasi1 (254 nm) altinda sterilize
edildi.

4.4. ELASTIN MIKROKURELERIN KARAKTERIZASYONU
4.4.1. Faz-Kontrast Goruntileme ve Boyut Dagilimi

Elde edilen liyofilize haldeki mikrokire drnekleri farkli distile su, PBS tamponu, karbonik
asit tamponu, Tris-HCI ¢6zeltisi gibi farkli ¢oziicii ortamlarda, 25 ve 37°C sicakliklarda

yeniden soliisyona katildiktan sonra kiire biiyiikliigii, degradasyon olup olmadigi, sisme
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hiz1 degiskenlerinn incelenmesi amaci ile faz kontrast mikroskop goriintiileme tekniginden
yararlanilmigtir. Gortintiiler AxioVision Rel. 4.8 ve Imagel] programlart ile dijitalize

edilerek, kiire buyuklikleri ve boyut dagilimlari 6l¢iilmiistiir.

4.4.1.1. Atomik Kuvvet Mikroskop Géruntileme

Elde edilen mikrokiireler, su ortaminda yeniden siispanse edildikten sonra mikropipet
aspirasyonu teknigi ile atomik kuvvet mikroskop goriintiisii elde edildi. Kullanilan prob
tipi Hertz Cone modeli prob ucu kullanilarak 5,15 N/m yay sabiti ile yapilan 6l¢timlerde su
kolonu olusturulmasi sonrasinda yapilan 3 tekrarli dl¢iimde ortalama elastik modiil degeri

olculda.
4.4.1.2. Taramal Elektron Mikroskobu Goriintiileme

Analiz oncesinde 6rnekler, mikrokiire sentezi sonrasinda elde edilen pelet formundaki
ornekler, 5 nm kalinliginda altin tabaka ile kaplandi. Farkli biiylitme degerlerinde FEI
Instruments Quanta 400F (Oregon, A.B.D.) model taramali elektron mikroskop cihazi ile

mikrograflar, 10 kV voltaj altinda elektron bombardimani ile tarama yapilarak elde edildi.

4.4.1.3. Ylzey YUku Analizi

Zeta potansiyel analizi partikiiller arasindaki itme veya ¢ekme degerinin Ol¢ililmesi amaci
ile gerceklestirilmistir. Belirli bir yiizey yikine sahip partikiller, stispansiyon igerisindeki
karsit yiikteki iyonlar1 cekerek, partikiil ylizeyinde bir bag ylizeyi olusmasina sebep
olmaktadir. Bu ylizeyin olusturdugu konveks alana kayma yiizeyi ad1 verilir. Dolayisiyla
partikillerin soliisyon igerisindeki davraniglari aminoasit bilesiminden ileri gelen yiizey
yukii yerine, yiizey yapist ve soliisyonla iliskisi tarafindan belirlenen zeta potansiyeli
degeri tarafindan belirlenir. Bu amag¢la MALVERN Nano ZS90 Zeta potansiyel EV

mobilite 6l¢tim cihazi kullanilmustir.

4.4.1.4. Orneklerin ATR FTIR Spektrum Olguim

Degrade elastin proteini kullanilarak capraz-baglayici kullanilarak elde edilen elastin
mikrokiire yapilarin liyofilize edilmesi sonrasinda FTIR dl¢timleri gergeklestirildi. Kontrol
grubu olarak saf haldeki nativ alfa-elastin kullanildi. Infrared spektrumlari Perkin Elmer

100 serisi ATR FTIR spektrofotometresi kullanilarak olgiildii. Olgiimler 4,00 ¢oziiniirliik
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degerinde ve 4 taramali olarak 650-4000 cm™ dalga boyu araliginda, her bir rnek icin 10
tarama yapilarak gerceklestirildi.

4.4.15. Es-Zamanh Hiicre Proliferasyon Analizi.

Es-zamanli hiicre analiz (EZHA) sistemi (XCELLigence Real-Time Cell Analyzer; RTCA),
hiicre ¢ogalmasini isaretleme basamagi olmadan takip etmek amaci ile kullanilir. Bu
teknik, empedans 6l¢im ve analizinden faydalanarak hiicre gogii, canliligi, tutunmasi,
farklilagmasi ve hiicre oliimii gibi hiicresel davranislar1 es zamanli olarak kaydetmektedir.
Sistem, ¢ok kuyucuklu kiiltiir kab1 tabanina yerlestirilmis altin mikro-elektrotlar (elektrot
plakalari, e-plaka) araciligi ile Sl¢im alir. Bu elektrotlar {izerinde gergeklesen hiicresel
aktivite, elektriksel empedansta degisime neden olmaktadir. Empedans bulgusu bilgisayara
aktarilarak yazilimi tarafindan anlik olarak islenir. Elektriksel empedans degisimi hiicre
endeksine doniistiiriiliir (156). Kiiltiir ortaminin olusturdugu empedans degeri, elektrot
yuzeyi ve kultur besi yeri ara yuziindeki iyon bilesiminden kaynaklanmaktadir. Cogalma
ve tutunma aktivitesi gosteren hicreler, e-plakaya baglanmaya ve basladiginda, ara
yiizdeki iyonik bilesim degiserek empedans degerini etkiler. E- plakalar yiizeyine tutunan
hiicre miktarinda kaydedilen artig, empedansta artisa ve hiicre endeksinin artmasina neden

olmaktadir (157).

Bu ¢alismada es-zamanli hiicre analizi kullanilarak genipin ¢apraz-baglama reaksiyonu ile
sentezlenen mikrokiirelerin artan konsantrasyonlarda uygulandigi gruplar arasinda hiicre
canlilig1 agisindan farklilik olup olmadigi degerlendirilmistir. Bu amagcla olusturulan {i¢
tekrarli 6 kuyucuktan olusan deney serisi olusturulmustur. Tki boyutlu ve ii¢ boyutlu adipoz
kok hiicre kiiltiirii basamaklarinda kullanilan elastin mikrokiire konsantrasyonu 1630
pug/mL (1,63 mg/mL) oldugundan, olasi toksisite etkisinin hiicre canliligina etkisinin
gorulebilmesi i¢in 15 mg/mL, 7,5 mg/mL, 6 mg/mL, 3 mg/mL, 1,5 mg/mL son
konsantrasyon degerine ulasacak bigimde 200 puL kuyucuk hacminde uygulanmistir. Es
Zamanlh Hiicre Analiz sistemi 4 birimden olusmaktadir: (1) EZHA birimi, (2) EZHA
istasyonu, (3) EZHA yazilimi igeren ve bulgular1 anlik olarak isleyen bilgisayar ve (4) 96
kuyucuklu e-plaka (Sekil 4.5). E-plakay1 tastyan EZHA SP istasyonu, rutin hiicre kiiltiirii
islemlerinin uygulandig1 inkiibatore yerlestirilir. Bilgisayar ve EZHA analizori inktbator

disinda bulunur.
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Sekil 4.4. Es-zamanli hiicre analizi sistemi. (A) Bilgisayar ve EZHA analizori, (B) EZHA
SP istasyonu, (C) 96 kuyucuklu e-plaka. (D) EZHA istasyonu.

Cesitli  ekim yogunlugundaki hiicre gruplarinin ¢ogalmasinin  es-zamanli  olarak

goruntulenebilmesi amaci ile 6ncelikle 96 kuyucuklu e-plaka {izerine 100’er puL standart
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besi ortami ilave edildi ve sonrasinda oda sicakliginda laminer kabin ortaminda 30 dk sure
ile inkibe edildi. Ardindan inkiibatore aktarilan e-plaka 15-20 dk sire ile bekletildi. Hiicre
icermeyen kiiltiir besiyeri ortaminda empedans Slgimii alinarak geri plan sinyal diizeyi

oOlglldi ve kuyucuklarin elektriksel bilesenlerinin temas kapasitesi degerlendirildi.
45. IKI BOYUTLU HUCRE KULTURU

T75 kiiltiir kaplarma tohumlanan adipoz kok hiicreler, %5 CO,, 37°C ve >%90 bagil nem
kosullarinda inkiibe edildi. En az %80 bolluga ulasan hiicreler tripsinizasyon yapildiktan
sonra 1:3 ya da 1:4 oraninda seyreltilerek yeni kiiltlir kaplarina ekilerek sonraki pasaj
sayisina gegildi. Takip eden deneylerde adipoz kok hicrelerin karakteristik dzelliklerinin

baskin oldugu 6-10 numarali pasaj hiicre popiilasyonu kullanildi.

46. UCBOYUTLU MIKROYERCEKIMi BiYOREAKTORU

Mikroyercekimi kiiltiir kab1 (Slow turning lateral vessel-STLV) 55 mL sivi hacmi ile
calismaktadir. Hiicre kiiltiirii iki boyutlu kosullarda gerceklestirilen kosullara kiyasla
onemli farklar tagimaktadir. Iki boyutlu kiiltiir kosullarinda bolluga olusan hiicreler
tripsinizasyon yapildiktan sonra biyoreaktor basmma 9 milyon hicre (150000hicre/mL)
olacak sekilde tohumlandi. Seri deterjan ve alkol yikamalar1 sonrasinda otoklavlanarak
sterilize edilen biyoreaktor kaplari, steril kosullar altinda dik konumda agilarak hazir hale
getirildi. Alt ve iist vidalar allen tornavidasi ile sikistirilarak biyoreaktor su sizdirmaz hale
getirildi. Hava Kkilitlerine steril ii¢ yollu musluklar monte edildi. Doldurma girisi (Fill port)
kullanilarak, hiicreler eklenmeden 6nce 10 mL hiicre icermeyen standart besi yeri eklendi,

boylece biyoreaktoriin i¢ yiizeylerinin ve oksijenatér membranin 1slanmasi saglandi.

Hiicre kiimeleri

Mikroyergcekimi (pg)

Sekil 4.5. Mikroyergekimi biyoreaktoriinde adipoz kok hiicrelerden olusan hiicre
kiimelerinin sematik gosterimi.

52



Mikroyergekimi kiiltiirli yergekimi ivmesinin yoniiniin siirekli olarak degismesi dolayisi ile
siirekli diisme ya da havada asili kalma durumu ortaya ¢ikardigindan hiicreler veya
soliisyon i¢inde asili bulunan partikiiller i¢in toplam yer¢ekimi kuvvetinin olusturdugu gii¢
vektorii ortalama degeri sifira yakindir. Bagil yer¢ekimsizlik durumunun hiicre agregatlar
tizerindeki etkisi, diinya yoriingesinde bulunan uzay istasyonunda yapilan hiicre kiiltiiri
deneylerinde gortlen mikroyercekiminin etkisi ile o6zdestir. Mikroyercekimi hicre
agregatlarinin kardiyosfer yapilarina benzer bi¢imde ylizeye tutunmayan hiicre 6begi gibi
davranmasimi saglamaktadir. Kok hiicre karakterindeki hiicrelerin mikroyergekimi
ortaminda farklilasma egiliminde olduklar1 literatiirde bulunan calismalar tarafindan
gosterilmistir (158,159). Buna ek olarak tutunma ve hiicredist matriks sentezi igin
hlcrelerin normal kosullar altinda harcadigi metabolik enerji harcanmayarak hiicre
karakterinin olgunlasmasi1 ve hiicre ¢ogalmasindaki artisla karsilanmaktadir. Ug boyutta
besi ortamu ile temas edebilen hiicreler, iki boyutlu hiicre kiiltiiriine kiyasla daha optimal
oksijenizasyon ve besin/atik transferi sagladigindan hiicreler icin farklilasma agisindan

uygun bir durum teskil eder.

Hiicre kiiltiiriiniin ii¢ boyutlu kosullara ve mikroyercekimi etkisine uyum saglamasi amaci

ile tim gruplar ug¢ giin sure ile elastin ya da indiiksiyon olmadan kulttrl yapildi.

4.7. ADIiPOZ KOK HUCRE KULTURU

Ticari olarak temin edilen adipoz kok hiicreler donmus halde kuru buz iginde elde edildi
(Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells; Normal, Human ATCC® PCS-500-011).
Kiiltiir ortam1 tamamen dezenfekte edildikten sonra iireticinin Onerileri dogrultusunda
Bazal mezenkimal kok hiicre besiyerinde aseptik teknik kullanilarak hiicreler ¢6ziildii. %2
FBS, 5 ng/mL bFGF, 5 ng/mL EGF ve 24 mM L-glutamin konsantrasyonunda
destekleyici iceren ve %1 oraninda penisilin-streptomisin ¢Ozeltisi iceren besi ortami
kullanildi. Normal kiiltiir kosullarinda kiiltiir yapilan hiicreler, % 70-80 bolluga ulasinca
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile hiicre aras1 baglar dagitildi. 7 dakika stre ile 1500 rpm 25°C
sicaklikta yapilan sentrifiigasyon sonrasinda elde edilen pelet, %1 L-glutamin, %10 FBS,
100 U/mL penisilin, 100 mg/mL streptomisin iceren DMEM:F12 besi yeri ortaminda
(standart besiyeri) siispanse edilen hiicreler 50000 hiicre/mL konsantrasyonunda T75 (75
cm2) doku kiiltiirii kaplarina ekildi. Hiicre kiiltiirti kaplar1 %5°lik CO,, %95 hava ve %90

53



bagil nem kosullarinda 37°C sabit sicakliga sahip aseptik hiicre kiiltiirii kosullarinda inkiibe
edildi.

Sonrasinda tam besiyeri eklenerek i¢ giin ara ile besi ortam1 degistirildi. Diizenli yapilan
kontrollerde kiiltiir ortaminda kontaminasyon olup olmadigi, kiiltiiriin genel kalitesi ve

sagligi, hiicre morfolojisi inversiyon mikroskopu araciligi ile gozlemsel olarak kontrol
edildi.

Yaklasik olarak %80 bolluga ulasan kiiltiir ortami tripsin-EDTA (%0,05 tripsin/0,53 mM
EDTA) (Sigma, ABD) cozeltisi ile inkiibe edilmesi sonrasinda hiicre dist matriks
yapilariin dagitilmasi ve hiicrelerin plastik kap ylizeyinden ayrilmasi amaci ile yapilan bu
islem 5 mL TE c¢ozeltisi kullanilarak 5-8 dakika strdurilmektedir ve reaksiyon tripsinin
optimal aktiviteyi gosterdigi 37°C ortam sicakliginda gergeklestirilmistir. Kiiltiir kabi
ylizeyinden tamamen ayrilan hiicreler serum igeren (tripsin inaktivasyonu amaci ile)
besiyeri ortaminda siispanse edilerek 15 mL’lik santrifiij tipleri igerisinde 1100 rpm’de
25°C’de 7 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen pelet tam besiyeri icerisinde yeniden
stuspanse edildikten sonra, elde edilen hiicre suspansiyonu 50000 hiicre/mL
konsantrasyonunda yeni T75 doku kiiltiirii kaplarina aktarildi ve dnceden bahsedilen kiiltiir
kosullarinda inkiibe edildi. Pasaj gecisleri sirasinda elde edilen hiicre peletlerinin bir kismi1
%10’luk DMSO (Sigma, ABD ) igerisine aktarildiktan sonra -80°C’de daha sonra
degerlendirilmek {izere muhafaza edildi. Izole edilerek ekspanse edilen hiicreler adipoz
kok hiicre karakterinin dogrulanmasi amaci ile ylzey belirteclerinin incelenmesi i¢in akim

sitometri kullanilarak karakterize edildi.
4.7.1. Akim Sitometri Analizleri

%80 bolluga ulasan hiicreler siispansiyon haline getirildikten sonra mezenkimal kok hiicre
fenotipinin belirlenmesi amaci ile floresans ile aktive edilen (fluorescence activated cell
sorting; FACS) hiicre ayirma analizleri gerceklestirildi. Yiizey belirteglerinden olusan CD
antijen paneli ve konjuge floresan isaretcileri CD105-PC7, CD29-FITC, CD90-PC5
CD133-PE, CD34-APC, LIN-APC,-A750 ve HLA-DR-ECD seklinde belirlendi. Akim
sitometri analizi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’nda
Beckman Coulter Navios FCM (ABD) cihaz ile uygulandiktan sonra Kaluza yazilimi ile

hesaplama yapilmistir.
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Islem detaylar1 6zetle; Tripsinizasyon sonrasi sentrifiijleme ve hemasitometrede hiicre
sayimi yapildi. Ardindan hiicreler %0,5 serum iceren PBS ile seyreltidi ve floresan
molekdllerle konjuge haldeki CD antikorlar: ile inkube edildi. Negatif kontrol olarak
MoAb ile inkiibe edilmemis hiicreler kullamldi. Inkiibasyon sonrasinda isaretlenen
hiicreler ¢oktiiriilerek siipernatan atildi. FACS cihaz1 yikama ¢ozeltisi ile yikandi. % 0,1
sodyum azid, %1 formaldehit ve %0,5 BSA iceren akim tamponunda siispanse edilen

hicreler okunduktan sonra Kaluza yazilimi kullanilarak degerlendirildi.

4.7.1.1. Koloni Olusturan Fibroblastik Birim Analizi (CFU-f)

Uciincii pasaj asamasindaki insan adipoz kok hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 100,
1000 ve 10000 hiicre/cm? yogunlugunda tohumlanmistir. Kiiltiir asamast 21 giin siire ile
devam ettirilmistir. Bu siire sonunda kolonileri igeren kiiltiir alan1 yiizeyi, PBS ile
yikandiktan sonra oda sicakligi kosullarinda %1°lik kristal viyole ¢ozeltisi ile 6-10 dakika

stire ile inkiibe edilerek boyanmuistir.

4.7.1.2. Ug Nesle Farkhlastirma Analizi (Tri-lineage)

3. Pasaj sayisindaki hiicreler, 8 kuyulu odacikli slaytlara (Labtek, Nunc, ABD) 1,0x10*
hiicre/odacik yogunlugunda ekilerek 24 saat siire ile EM besi ortaminda kiiltiirii yapildi. Bu
stire sonunda ilgili besi ortamina gegildi. Temel farklilasma ortami (Basal Differentiation
Medium) olarak L-glutamin igeren DMEM (diisiik glukoz), %10 inaktive fetal bovin
serumu, 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin icine her bir grup igin belirlenen
farkli katkilar eklendi. 3 hafta boyunca siirdiiriilen kiiltiir basamag sirasinda, haftada iki
kez besi ortami1 degistirilerek yenilendi. Osteojenik farklilagma ortaminda 10% M
dekzametazon, 10mM B-gliserofosfat, 50 pg/mL askorbik asit-2 fosfat katkisi
kullanilmistir. Kondrojenik farklilasma igin katki olarak 10 ng/mL TGFfs, 50 ng/mL
BMP6, %1 ITS solisyonu (5 pg/mL insilin, 5 pg/mL transferrin, 5 pg/mL selendz asit),
50 pg/mL askorbik asit-2 fosfat, 107 M dekzametazon ve %1 oraninda esansiyel olmayan
aminoasit karigimi eklenmistir. Adipojenik farklilagsmanin uyarilmasi amaci ile temel besi
ortamina eklenen katkida, 0,45 mM 3-izobdtil-1-metil ksantin, 0,1 uM dekzametazon, 0,2
mM indometazin ve 0,1 U/mL insiilin eklendi. 3 hafta sonunda fikse edilen kiiltiir ortama,
kemik farklilagmasi i¢in von Kossa, adipogenez i¢in Oil Red O ve kondrogenez i¢in Alcian

mavisi boyalari ile boyandi.
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4.7.1.3. Farkhlasma Indiiksiyonu ve Kardiyak Vasat

Adipoz kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine farklilasmast ile ilgili literatirde bulunan gok
sayida yayinlanmig bulgu, kardiyak yonde farklilasma potansiyelinin bulundugunu
gostermektedir. Farkli indiiksiyon yontemleri (biyokimyasal, mekanik, ko-kultir vd.)
1s1ginda  ¢esitli  kardiyak karakteristik goOsteren hiicrelere farklilasma gosterdikleri
ispatlanmistir.  Cizelge 2.3’te ¢esitli  indiilksiyon  yontemleri, farklilasmanin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan kardiyak belirtegler ve de farklilagma ytizdeleri

derlenmistir. Bu bilgiler 1s1ginda 5-azasitidin indiiksiyon etkeni olarak seg¢ilmistir.

5-azasitidin DNA demetilasyonuna sebep olarak kardiyak gelisimden sorumlu
transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. Bu aktivasyon sonrasinda kardiyak
karakterdeki gen ifadesinin strdurtlmesi icin kardiyak progenitorlerin farklilagsmasi ve
ozelliklerini devam ettirmesi i¢in kullanilan (98,160,161) biyime faktorleri, besi yeri
katkilar1 ve mitojen karisimi bu ¢alisma ile beraber ilk defa adipoz kok hicrelerde

uygulanmustir.

Kardiyomiyojenik indiiksiyon amaci ile son konsantrasyonu 10 pM olan 5- azasitidin
Uclinct giinuin sonunda eklenerek 24 saat sire ile inkiibe edilmistir. Uzun siireli maruziyet
durumunda sitotoksik etki gosteren 5-azasitidin igeren besi ortami 24 saat sonunda
tamamen atildiktan sonra deney grubunun 6zelligine gore STLV biyoreaktdre %10 FBS
iceren standart besiyeri, kardiyak besiyeri ve 90 mg elastin mikropartikl iceren kardiyak

besiyeri konmustur.

Kardiyak besi ortami igerigi; %65 DMEM/F-12 (Lonza), %35 IMDM (Lonza) karigsimi
icinde %2 B27 (Lonza), %10 FBS, %0,05 ITS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin,
40 nM trombin, 20 ng/mL bFGF, 10 ng/mL EGF ve 40 nM Kkardiyotrofin. (Blylime
faktorleri, Peprotech ABD)

Besi ortamlar1 4. giinde tamamen degistirilmistir ve indiiksiyon sonrasi 8. giinde deney
sonlandirilmistir. Hiicreler 4750 rpm hizda ¢okturuldikten sonra 25 mM sodyum sitrat, 10
mM EDTA, 5,3M amonyum siilfat, bilesimine sahip olan RNAlater pH 5.2 soliisyonuna
(Thermo Fisher Scientific, ABD) aktarilarak mRNA izolasyonu igin -80°C sogutucuda

saklanmustir.
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Sekil 4.6. Synthecon mikroyercekimi biyoreaktoru sistemi.

4.8. KANTITATIF ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSiYONU
4.8.1. mRNA Izolasyonu

MRNA izolasyonu i¢in Roche ABD’nin High Pure RNA isolation Kit tirtinii kullanilmistir.
Ureticinin talimatlarina gore asamalar takip edilerek elde edilen mRNA’nm safligi
nanodrop niikleik asit 6l¢limii amagh spektrofotometre ile ve agaroz jel elektroforezi ile
belirlenerek sonraki agsamalar planlanmistir.

Cizelge 4.1. mRNA izolasyonu kitinin bilesenleri.

Tip Soliisyon Icerik
numarasi
1 Lizis/baglayici tamponu 4,5M guanidin-HCI, 50mM Tris HCI, %30

triton x-100(w/v), pH 6,6

2 Recombinant DNaz | 0,55mL Ellsyon tamponu iginde 10KU
liyofilize DNaz |

3 DNaz inkiibasyon tamponu 1MNaCl, 20mM Tris-HCI ve 10mM
MnCl,, pH 7,0
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Cizelge 4.1. (devam)

Tup Soliisyon Icerik
numarasi
4 Yikama Tamponu I 5M guanidin-HCI, pH 6,6
5 Yikama Tamponu II 10mL karigima 40mL  mutlak etanol

eklendikten sonraki bilesim: 20mM NaCl,
2mM Tris-HCI, pH 7,5

6 Eltsyon Tamponu PZR kalitesinde su
7 Filtre Tupleri 700 mikrolitrelik Polipropilen tlpler
8 Toplama Tupleri 2mL’lik polipropilen tiipler

1. Hiicre peleti (1x10° hiicre igeren) 200 pL PBS iginde stispansiyon haline getirildi.

2. 400 pL lizis/baglayici tampon eklenerek 15 saniye siire ile vortekslendi.
3. Bir tiipe filtre kismu takildi, 6rnegin tamamu filtrenin {ist kismina eklendi.
4, Filtre ve tiip bilesimi tezgah Ustl sentrifiij (Beckman Coulter Microfuge Centrifuge

22R) kullanilarak 15 saniye siire ile 8000 x g hizinda santrifiijlendi.
5. Eluat atild1 ve filtre tekrar tiipe takildi.

6. Omek basma 90 pL DNaz inkilbasyon tamponu steril reaksiyon tiipiine
aktarildiktan sonra 10 uL. DNaz I eklenerek karistirildi ve filtre tiiptine konulup 15 dakika

siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. 500 pL yikama tamponu I filtrenin iist kismina eklendikten sonra 15 saniye 8000 x

g hizda santrifiijlendi. Sonrasinda eluat atilarak filtre kismu tiiple birlestirildi.

8. 500 pL yikama tamponu II filtrenin iist kismina eklendi ve 15 saniye 8000 X g

hizda santrifiijlendi. Sonrasinda eluat atilarak filtre kismu tiiple birlestirildi.
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9. 200 pL yikama tamponu II filtrenin iist kismina eklendi ve 2 dakika stire ile 13000

x g hizda santrifiijlenerek yikama tamponu kalintis1 siiziildii.
10.  Toplama tiipii atilds, filtre 1,5mL hacimli mikrosantrifiij tiipline monte edildi.

11.  RNA elisyonu igin filtre tiipiliniin iist kismina 50-100 pL elisyon tamponu eklendi.
Tiip bilesimi 1 dakika sure ile 8000 x g santrifujlendi.

12. Eliat RNA igermektedir. Dogrudan Es-zamanli-PZR igin kullanabilir ya da -

80°C’de saklanarak ileri analizleri i¢in saklandi.
4.8.2. cDNA Sentezi

Izole edilen mRNA dondurularak saklandigi asamalarda coziilerek ya da saflastirma

sonrasinda dogrudan cDNA sentezi amaciyla kullanilmistir.

Cizelge 4.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin bilesenleri.

Tup Soliisyon icerik
numarasi
1 Revers transkriptaz | 55 pL, 110 pL, 220 pL hacimli G¢ vial.
sollisyonu Saklama tamponu: 200mM potasyum fosfat,

2mM ditiyotreitol, %0,2 Triton X-100 (v/v),
%50 gliserol (v/v), pH 7,2
1 mL’lik 4 vial.

2 Revers transkripsiyon
tamponu 5x konsantrasyon: 250mM Tris/HCI, 150mM
KCI, 40mM MgCl,, pH 8,5.
3 RNaz inhibitoru 20mM  Hepes-KOH, 50mM KCI, 8mM
ditiyotreitol, %50 gliserol (v/v), pH 7,6.
4 Deoksinikleotit 10’ar mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
karigimi
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Cizelge 4.2. (devam)

Tup Soliisyon icerik
numarasi
5 Sabitlenmis-oligo 100 pL (50 uM), 200 pL (50 pM) ve 2x50 pL
(dT)q1g primer (50 uMm)
7 DTT 0,IM DTT, 1mL’lik 1 tiip
8 PZR kalitesinde distile
su

Revers transkripsiyon isleminde, 6nceden izole edilen mRNA, cDNA’ya c¢evrildi. Bu
caligmada gene Ozgili primer kullanilarak, izole edilmis olan mRNA’dan cDNA
transkriptleri elde edildi. Gene 6zgii primer tabanli revers transkripsiyonda tek bir hedefe
0zgu transkripsiyon gergeklestirilir. Elde edilen cDNA incelenen gene 6zgil, tek asamali
kantitatif PZR icin kullanilmak iizere sentezlendi. incelenen genler igin kullanilan primer
problari, NCBI gene ve OMIM veri tabanlari araciligi ile dogrulanmistir. Bagil gen
ifadesinin incelenmesi igin vekilhar¢ genler referans olarak kullanilarak bagil
sayisallastirma yapilmistir. Bu yontem o6zdes kosullardaki orneklerin bir degisken
acisindan incelenmesi i¢in kullanilmaktadir. Devaminda bagil gen ifadesinin

degerlendirilmesi i¢in analiz kisminda detaylandirilan hesaplamalar yapilmustir.

1- cDNA tek bir tip primer kullanilarak sentezlendi. Donmus haldeki tiim bilesenler
¢6zuldd. Kullanim Oncesinde santrifiijlendi. Reaksiyonlar hazirlanirken biitiin bilesenler

buz iizerinde karistirildi

2- Steril ve niikleaz igermeyen ince gévdeli PZR tiipleri buz iizerinde hazirlandi, 20

uL son hacimde kalip-primer karigimi hazirlandi.
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Cizelge 4.3. cDNA sentezinde kullanilan primer ve total RNA karisiminin bilesimi.

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA Hkk Fokk
Sabitlenmis-oligo(dT)18 Primer | 1 uL 2,5 uM
50 pmol/pL
PZR kalitesinde didistile su Toplam hacim 11,4 puL
Toplam 11,4 L
3- Kalip-primer karisimi 10 dk siire ile 65°C sicaklikta inkiibe ederek denatiire edildi.

Bu amagla 1siticili kapakli blok dongii 1sitict kullanildi ve buharlasma engellendi. Bu

asamada ikincil RNA vyapilarin denatiirasyonu gerceklestirildi. Sonrasinda tiip buza

aktarildi.

4- Kalip-primer karigimmnin bulundugu tiipe revers transkripsiyon karigiminin geri

kalan bilesenleri asagida belirtilen sira ile eklendi.

Cizelge 4.4. Revers transkripsiyon reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler.

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Revers Transkriptaz Reaksiyon 4 uL 1 x 8 mM MqgCl,
tamponu, 5x kons
RNaz inhibitéra 40 U/ul 0,5 uL 20U
Deoksnukleotit karigimi, her bir 2 uL Her deoksinukleotit 1mM
deoksinukleaotit tipinden 10 mM
DTT 1L SmM
Revers transkriptaz 1,1puL 10U
Son hacim 20 pL




5- Bilesenler dikkatlice kanistirildi ve tiip, 1siticili kapakli blok dongii 1siticiya
yerlestirildi.

6- Reaksiyon 30 dakika stre ile 55°C sicaklikta inkiibe edildi. Bu degerler, Ureticinin

onerisi dogrultusunda kullanilan problar i¢in 6nceden optimize edilmistir.
Reaksiyon oncesinde 1sitici blok 1sitilarak hazirlandi.

7- Revers transkriptaz enzimi 5 dk sure ile 85°C’de inkube edilerek inaktive edildi.

Sonrasinda tiip, buza kondu. Saklanmak iizere -20°C’de donduruldu

8- Elde edilen cDNA herhangi bir saflastirma ya da ek RNaz kullanimina gerek

olmadan kullanilmustir.
4.8.3. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Revers transkripsiyon, elde edilen mRNA molekiillerinin kopya sayisinin 6l¢iilebilmesi
amaciyla komplementer DNA yapilarina donistiirilmesidir. cDNA 0Ornekleri incelenen
genlere RNA translasyonu yapilip yapilmadigini ve olusan mRNA molekiillerinin bagil
oranlarina ulasilmasini saglamaktadir. DNA 0Orneklerinden kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu LightCycler® 480 Probes Master protokoliine gore gerceklestirildi.
Kullanilmadan once karistirilan soliisyonlar mikrosantrifiijde kisa bir stire ¢OKturuldu.
Butln pipitleme islemleri buz tizerinde gergeklestirildi. Hidroliz probu ve PZR primerlerini
iceren 10X konsantrasyonlu soliisyon hazirlandi. Cizelge 4.3°te 20 ul’lik bir kantitatif es-
zamanli-PZR reaksiyonu i¢cin PZR karisimina eklenen bilesenler ve miktarlari

gosterilmektedir. PZR karisimi, buz iizerinde hazirlandu.

Cizelge 4.5. PZR Reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler.

Bilesen Hacim
dH.0 3ul
LightCycler® 480 Probes Master, 2X kons. 10 pl
Primer-prob karigimi, 10X kons. 2 ul
Toplam Hacim 15 pl

62



Hazirlanan PZR bilesenleri, vorteks kullanilmadan yavasga pipetlenerek karistirildi.

LightCycler® 480 Cok Kuyulu Plakanin her bir kuyusuna 15 pl PZR karisimi konuldu ve
her bir kuyuya 5 pl cDNA o6rnegi eklendi. Optik film kullanilarak plakanin st yiizeyi
kapatildi.

Cok Kuyulu Plaka, LightCycler® 96 Real-Time PCR System (Roche, ABD) cihazina
yerlestirildi ve uygun kosullarda reaksiyon baslatildi. Es-zamanli-PZR reaksiyonu igin
kullanilan dongii kosullar ¢gizelge 4.4’te gosterildi.

Cizelge 4.6. Kantitatif es zamanli-PZR dongii kosullart

Program Adi1 | Dongii Sayis1 | Analiz Sicakhik Zaman
Yontemi

Inkiibasyon 1 Hicbiri 95°C 10 dakika

Oncesi

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon 99 E 10 saniye
60°C 30 saniye
72°C 1 saniye

Sogutma 1 Hicbiri 40°C 30 saniye

Es-zamanli-PZR reaksiyonu bittikten sonra elde edilen veriler, LightCycler® 96 Real-

Time PCR System cihazinda bulunan yazilim programi kullanilarak analiz edildi.
4.8.4. Incelenen Kardiyak Genler

Cizelge 2.4’te derlenmis olan g¢aligmalar esas alinarak yapilan literatiir arastirmalar
sonrasinda, bu tez calismasinin analiz basamaklarinda degerlendirilmek tizere secilmis olan

problarin detaylar1 Cizelge 4.7°de sunulmustur.
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Cizelge 4.7 Tez galismasinda incelenen es-zamanli PZR belirtegleri.

Sira No Gen Ada Semboll | Deney Konfiglrasyon
Kodu Numarasi

1 Homeobox Protein NK-2 | NKX2-5 | 114583 100124165
Homolog E

2 GATA Binding Protein 4 | GATA4 | 144088 100124299

3 T-Box Transcription | TBX5 101204 100124280
Factor TBX5

4 Cadherin 2 CDH2 137066 100124271

5 Gap Junction Protein | GJAl 107330 100124262
Alpha 1

6 Troponin 13, Cardiac | TNNI3 112140 100124253
Type

7 Troponin T2, Cardiac | TNNT2 | 114181 100124244
Type

8 Myosin Heavy Chain 7 MYH7 114934 100124235

9 Myosin Light Chain 7 MYL7 143285 100124226

10 T-Brachyury T 144639 100124217
Transcription Factor

11 Actin, Alpha 2, Smooth | ACTA2 | 125175 100124208
Muscle, Aorta
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4.8.5. Gen ifadesi Analizleri

Gergeklestirilen kantitatif es-zamanli PZR analizleri i¢in her bir grup icin U¢ biyolojik
replikanin ii¢ deneysel tekrar1 gerceklestirildi. Elde edilen Ct degerleri tablolastirildiktan
sonra Livak deltadeltaCt yontemi kullanilarak sayisallastirildi. Bu yolla gruplar arasindaki
bagil gen ifadesi iliskisi elde edildi. Bu sonuglar, grup i¢i varyansin homojenligi test etmek
amaci ile tek yonlii ANOVA ile degerlendirildikten sonra gruplar Kruskal-Wallis testi ile
karsilastirildi. Elde edilen p degerleri iizerinde Benjamini-Hochberg duzeltmesi
yapilmustir. P<0,05 degeri anlamli olarak belirlenmistir. Istatistiksel analizler IBM SPSS

22. siirim ve GraphPad Prism 5. siirtim kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.8.6. Immiinohistokimyasal Analizler

Bu teknik, streptavidin-biotin isaret¢ili immiinoenzimatik antijen tespiti yapilmasi amaci
ile kullanilmaktadir. Hazirlanan Ornekler sira ile hedef antijene Ozgillik tasiyan
baglanmamis primer antikor, bu antikora baglanma aktivitesi gosteren bagli sekonder
antikor, enzim isaretli streptavidin ve kromojen siibstrat ile muamele edilmistir. Incelenen
antijene 6zgul antikor, biotin-isaretli sekonder antikor ile isaretlenir. Bdylece dolayl yolla,
ilgilenilen proteinin bulundugu bodlge biyotin ile isaretlenmektedir. Sonrasinda
streptavidin-enzim konjugati eklenerek, 6rnek igindeki biyotine baglanma gergeklesir.
Birbirini takip eden bu basamaklar sonunda elde edilen antikor-sekonder antikor ve

streptavidin-enzim kompleksi uygun siibstrat/kromojen kullanilarak boyandi.

Esek kaynakli
anti-keci

Keci kaynakli

) x anti Cx-43

Sekil 4.7. Immiinohistokimyasal analiz ve antikorlarm kullanimu.
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4.8.6.1. Orneklerin Boyanmasi

1- 8li kuyucuk igeren kasetlere 100000 hiicre ekildikten sonra konfluansa
ulagilmasini takiben deney kosullarinauygun bilesenler ile muamele edildi.

2- Endojen peroksidaz aktivitesine bagli olarak nonspesifik boyama olusmasini
onlemek amaci ile slaytlar hidrojen peroksidaz blok solisyonunda 10-15 dakika
stre ile inkube edildi.

3

4

2 defa tamponla yikama yapildi.

Ultra v blok sollisyonunda oda sicakliginda 5 dakika sure ile inkube edilerek
nonspesifik geri plan boyamasi engellenir.
5- Ornekler durulandu.

6

Primer antikor cozeltisi, 1:100 veya 1:50 oraninda uygulandikta sonra inkibe
edildi.

7- 4 defa PBS pH 7.4 tamponu ile yikandi.

8- Streptavidin peroksidaz eklendikten sonra 10 dakika siire ile inkiibe edildi.
9- 4 defa PBS pH 7.4 tamponu ile yikand.

10- 20-50 pl arasinda AEC kromojen soliisyonu 1mL AEC siibstrati ile iyice karistirildi

ve elde edilen karisim 6rnege uygulandi. 20 dakika sire ile karigtirildi ve 5 ila 20
dakika sure ile inkube edildi.

11- Kars1 boyama yapilarak lamel ile kapatildi.

Elde edilen slaytlar 151k mikroskobu (Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya) kullanilarak

goruntulendi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Elde edilen arastirma bulgulari, {i¢ asamada degerlendirilebilir. Elastin mikokdrelerin
sentez optimizasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sonuglar, hiicre kiiltiirii basamaklarinin
oncesinde gerceklestirilen fiziksel ve kimyasal analizleri igermektedir. Ikinci asamada
kiiltiir basamaklar1 6ncesinde hiicrelerin karakterizasyonu ve kiiltiir basamaklari ile ilgili
gozlemler yer almaktadir. Son kisimda iki boyutlu hiicre kiiltiirii ve mikroyergekimi
biyoreaktorii  kullanilarak  gerceklestirilen deneyler sonrasinda  gerceklestirilen

immiinohistokimyasal analizler ve gen ifadesi analizleri yer almaktadir.

5.1. ELASTIN MiKROKURELERIN KARAKTERIZASYON SONUCLARI

5.1.1. Boyut Dagilim

Sekil 5.1. Elastin-temelli  mikrokirelerin  sentezlenmesinde optimizasyon ara
basamaklarindan bir inversiyon mikroskop goriintiisii.

Elastin mikrokiirelerin sentez basamaklarinin optimizasyonu siirecinde ¢apraz-baglayici
tipi (EDC/NHS, genipin), konsantrasyonu ve c¢apraz baglama siiresi degiskenleri
sinanmistir. Bu asamaya gelmeden Once, optimal ortam pH derecesi, tampon ¢ozelti tipi
(6r: pH 5,5 MES tamponu, pH 7,4 PBS, pH 7,4 Tris tamponu, pH 10,4 Karbonat tamponu),
yikama dongiisii, santrifiigasyon kosullari, reaksiyon sirasinda ortam sicakligi (25 ve 37
°C), yag fazinin tipi (mineral yag, sivi parafin yagi), strfaktan tipi (Tween 80, Span 20,
Span 80) konsantrasyonu, karistirict kuvveti, reaktiflerin ¢ézelti ortamina eklenme siire ve
bicimi degiskenleri smanmustir. Optimal sonug¢ i¢in belirlenen kriterler, liyofilizasyon

sonras1 kalinti olmadan tamamen c¢ozeltiye katilabilen kuru {irlin eldesi, ¢ozeltiye
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katildiginda ¢abuk bigimde su ile siserek siispanse olmasi, olusan mikropartikiillerin
kiiresel bi¢cimli olmasi, olusan mikropargaciklarin boyut dagiliminin dar bir aralikta olmasi
ve gelistirilen malzemenin sulu ortamda, fizyolojik pH ve sicaklik kosullarinda dagilmadan
stispansiyonda varliginmi siirdiirmesi olarak belirlendi. Sekil 5.1°de homojen dagilim ve

kiresel form kriterine uymayan bir deney sonucu goériilmektedir.

Sekil 5.2. Elastin-temelli mikrokirelerin sentezlenmesinde optimal sonug¢ gosteren
gruplarin sonuglarina ait bir inversiyon mikroskobu goriintiisti. (6l¢ek: 40um).

Capraz-baglama reaksiyonuna katilan degrade elastin proteininin miktar ve konsantrasyonu
arttirilarak stirdiirilen deneyler sirasinda EDC/NHS sistemi ve genipin ¢apraz baglayici
olarak uygulanmistir. Son {iriinlin doku kiiltiirii kosullarinda sitotoksik etki yaratmamasi
amaci ile genipin ideal bir ¢apraz baglayici olarak goriilerek, sonraki sentez basamaklari
genipin kullanimina gore optimize edilmistir. Genipin capraz baglanma reaksiyonu
EDC/NHS sistemine gore 3 kat daha uzun siirede etkili olmakla beraber, reaksiyon ortami
EDC/NHS i¢in taze hazirlanmis pH 5.5 MES tamponu olarak kullanilirken, genipin igin
%350 etanol igeren distile su ortami yeterli olmustur. Sekil 5.2°de goriildiigl lizere kiiresel
formda iriin elde edilmistir, ancak boyut dagilimi homojen olmadigindan, ileri
optimizasyon deneyleri gerceklestirilerek hiicre kiiltiirii ortaminda siispansiyon halinde
bulunarak hiicrelere bir tutunma yiizeyi saglamasi amaci ile kiirelerin biiytikliigiiniin
ortalama 40 mikrometre diizeyine gelmesi amaglandi. Bu amagla farkli karistirma hizlari,
ve secilen siirfaktan olan span 20°nin farkli konsantrasyonlar1 uygulandi. Onceki

deneylerden farkli olarak su fazinin yag fazina oranlar1 uygulanarak elde edilen liyofilize
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ornekler siispanse edildikten sonra sonuglar goriintiilenmistir. Optimal karistirma hizi,
stirfaktan konsantrasyonu ve su/yag fazi orani belirlendikten sonra kiirelerin istenen boyut
dagilimimna geldigi ancak diisiik verim alindig1 saptanmistir. Sonraki deney asamalarinda

reaksiyon, ara agamalarda durdurularak verim kaybinin sebepleri arastirilmistir.

Sekil 5.3. Elastin-temelli  mikrokirelerin ~ sentezlenmesinde optimizasyon ara
basamaklarindan bir inversiyon mikroskop goriintiisii.

Bu deneyde elde edilen hidrojel mikrokireler (Sekil 5.3), genel olarak homojen biyklikte
olmasina karsin, siispanse edilen partikillerden elde edilen mikrokirelerin ¢api, hiicre
kiltiriinde kullanilmasi i¢in uygun biyiiklikte degildir (6lgek: 20um). Elde edilmesi
amaclanan mikropargaciklarin, hiicre tutunmasini saglayarak, kalp dokusu eksplantlarindan
elde edilen 200-300 pum biiyiikliigiindeki kardiyosfer yapilarini taklit etmesi amaci ile, su
bazli ¢ozeltide siserek 50 pum biyiiklige ulagmasi amaglanmistir (162). Bu amag
dogultusunda inversiyon mikroskop goriintiisii incelendiginde, olusan kiirelerin sayica
uygun oldugu ancak 10um ve alti ebattaki hidrojel mikrokiirelerin ¢ogunlukta oldugu
saptanmistir. Retrospektif olarak yapilan gozlemler ile beraber degerlendirerek deney
kosullart modifiye edilmistir. Sonraki deneylerde, siirfaktan konsantrasyonu arttirilarak ve
baslangi¢ protein konsantrasyonu zit-yonlii diyaliz ile 6 misli arttirilarak emiilsiyon sistemi
kurularak ¢apraz baglama gergeklestirilerek amaglanan 40-50 pm c¢apli hidrojel

mikrokiireler elde edilmistir.
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5.1.2. Tarayic1 Elektron Mikroskop Goriintiileme

CHV mag |spot WD

Sekil 5.4. Sentez basamaklar1 sirasinda ilk yikama sonrasi elde edilen elastin mikrokire
peletin suda dagitilmadan 6nceki goriintisii.

Elde edilen pelet, 1slak durumdayken yiiksek derecede hidrofobik ve elastik 6zellikler
goOstermektedir. Liyofilizasyon sonrasinda elde edilen yapida (Sekil 5.4’te sunulmustur) 20
mikron ¢apli, birbiri ile etkilesim gosteren kavernéz yapilar ve porlar bulunmaktadir.
Liyofilizasyon sonrasi elde edilen kurutulmus 6rnek, kirilgan 6zellikte oldugundan basing
uygulandiginda toz haline gelmektedir. Olusan bu toz tekrar sulu ortama (distile su, PBS
tamponu veya besi ortami gibi) eklendiginde, partikiillerin siv1 ile temas sonucunda kiiresel

yapida hidrojellere doniismektedir.
5.1.3. Atomik Kuvvet Mikroskop Analizi

Elde edilen mikrokiireler, su ortaminda yeniden siispanse edildikten sonra mikropipet
aspirasyonu teknigi ile atomik kuvvet mikroskop goruntist elde edildi. Kullanilan prob
tipi Hertz Cone modeli prob ucu kullanilarak 5,15N/m yay sabiti ile yapilan 6lgtimlerde su
kolonu oluturulmasi sonrasinda yapilan 3 tekrarli 6lgiimde 12,95 kPA ortalama elastik
modiil degeri 6lgiildii. Bu 6l¢iim, elde edilen mikrokiirelerin elastik 6zelligini muhataza

ettigini gostermektedir.
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Sekil 5.5. Atomik kuvvet mikroskop analizi dlgtimleri.
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Sekil 5.6. Su igerisinde yeniden suspansiyon haline getirilen peletin ¢oklu 6l¢iimde elastik
modiil dagilimin1 gosteren bir histogram.

40

30

pm

um

Sekil 5.7. Kompozit topografik goriintileme sonucu.
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Elde edilen liyofilize mikroklre ornekleri Tris icermeyen pH 7,4 PBS tamponunda ve
distile su ortaminda ¢6zelti ve slispansiyon haline getirilerek atomik kuvvet mikroskobu ile
incelenmistir. Bu teknik normal sartlar altinda suda asili haldeki pargaciklarin incelenmesi
icin uygun bir teknik olmamakla beraber, mikrokurelerin yiizey yiiki ve hidrofobisite
Ozelliginden otiirii lam yilizeyine adsorbe olmasi sayesinde manivela (cantilever) yardimi
ile inceleme yapilmas: miimkiin olmustur. Elastik modiil Sl¢iimiinii saglayan AFM teknigi,
bu sebeple uygulanarak su ortaminda dagitilarak ve dagitilmadan incelenen saf haldeki
mikroklre ornekler tizerinde Olglimler gergeklestirilmistir. En az 10 tarama yapilarak
olusturulan kompozit olarak olusturulan kompozit goriintiide kiirelerin yaklasik biiytikligi
goriiliirken debris yapisinin {lizerinde yapilan Slgiimlerde elastisite Ol¢limiiniin sonuglari

histogram seklindeki grafikte sunulmaktadir.
5.1.4. Zeta Potansiyel Analizi

Elde edilen mikrokirelerin zeta potansiyel degeri iki pikte ifadelenmektedir. Elde edilen
biyomalzeme. negatif zeta potansiyel ozelligini gdstermektedir. Olgiimler distile su

ortaminda gerceklestirilmistir (Sekil 5.8).

Zeta Potential Distribution
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Sekil 5.8. Zeta potansiyel 6l¢timu. Elastin mikrokiirelerin zeta potansiyeli -39,9 mV olarak
olculdi.

Gergeklestirilen Zeta potansiyel Olcumi mikropartikullerin  yuzeyindeki karboksil
gruplarinin  genipin ¢apraz-baglama reaksiyonu sonrasinda iyonizasyona ugradigini

gostermektedir.
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5.1.5. FTIR spektrum analizi
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Sekil 5.9. Fourier Transform Infrared Spektrum analizi sonucu elde edilen spektrum
goruntuleri.

Degradasyon sonrasinda yeniden ¢apraz baglanarak olusturulan mikrokiire yapilarinin aktif
gruplar, bag yapisi ve bu kimyasal baglarin oranlar1 agisindan nativ alfa elastine neredeyse
Ozdes nitelikte oldugu goriilmektedir. Fonksiyonel grup bolgesi ve parmak izi bdlgesi,
3289, 3069, 2924, 1782, 1638, 1530, 1450, 1240 ve 1034 dalga numarasinda absorpsiyon
sinyali icermektedir. Capraz baglanma gegeklestirilen protein, sekil 5.9°da goriildigi gibi
cok yakin okuma degerleri ile dogal alfa-elastin proteini ornekleri ile ¢cok yakin kimyasal
bag kompozisyonu O&zellikleri gostermektedir. Gelistirilen malzemenin maruz kaldigt
gelistirme basamaklariin elastinin yapisal ve biyokimyasal ozelliklerini ne dizeyde
etkiledigi FT-IR spektrumu kullanilarak incelenmistir. Elde edilen IR spektrumu,
degradasyon sirasinda elastin molekiillerinin aminoasit dizisini biiyiikk 6l¢lide korudugu
gosterir. Buna ek olarak capraz baglama asamasi ve mikropartikiillerin eldesi sirasinda
gerceklestirilen kimyasal degisikliklerin elastin molekilinin kimyasal kompozisyonunu

biiyiik 6l¢tide korudugunu gostermektedir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. Dalga numaralar1 ve temsil ettikleri fonksiyonel gruplar.

Absorpsiyon (cm™) Titresim Tipi Fonksiyonel Grup
1034 Esnek (alkol) C-0
1240 Esnek (amin) C-N
1450 Bikdlen (alkan) -C-H
1530 Esnek (aromatik) c=C
1638 Esnek (alken) Cc=C
1782 Esnek (karbonil) C=0
2924 Esnek (alkan) C-H
3069 Esnek (alken) =C-H
3289 Esnek, H-bagli (alkol) O-H

5.1.6. Es-zamanh Hiicre Proliferasyon Analizi

Normalized Cell Index
=
o

Time (in Hour}

Sekil 5.10. Artan elastin mikrokure konsantrasyonunun hiicre viabilitesine etkisi.

Genipin ile ¢apraz baglama sonucunda agiga c¢ikan mikrokiire yapilarinin ve ortamda

kalint1 olarak var olabilecek genipin molekiillerinin hiicre kiiltiirii ortaminda toksik veya

proliferasyonu olumsuz etkileyebilecek niteliklerinin olmadig1 gézlenmistir (Sekil 5.10).
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5.2.2. U¢ Boyutlu Mikroyercekimi Biyoreaktorii ile Elde Edilen Hiicre Obekleri

Gergeklestirilen kiiltiir basamaklar1 sonunda elde edilen inversiyon mikroskop goriintiileme
sonuclarina Sekil 5.11 ve 5.12°de yer verilmistir. Olusan hiicre 6beklerinin biiyiikligi,
yogunlugu ve elastin mikrokiirelerle iligkisi bu yolla incelenmistir. Sekil 5.12’de olusan
elastin mikrokiire yapilarin hiicre obekleriyle iligkisi goriilmektedir. Bu yapilar kiiltiir
siiresince varligin1  silirdiirse de, hiicre obeklerinin olusmasina dogrudan katki
saglamadiklari, ancak kiiltiir ortaminda Obek yapilariyla temas halinde olduklari

gorulmektedir.

Sekil 5.11. U(; boyutlu mikroyercekimi biyoreaktoriinde hiicre 6beklerinin 1s1k mikroskop
gorintasu. (Olgek 50um)
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Sekil 5.12. Ug boyutlu mikroyercekimi biyoreaktoriinde olusan hiicre 6bekleri ve elastin
mikrokurelerin gorinumd. (Olgek 50um).

52. ADIiPOZ KOK HUCRE KARAKTERIZASYONU

5.2.1. Koloni Olusturan Fibroblastik Birim Analizi (Colony-forming unit-fibroblast
assay) CFU-f

iAKH’lerin kendi kendini yenileme o6zelliginin varhigin1 belilrlemek amact ile
gergeklestirilmistir. Elde edilen koloniler, dijital 151k mikroskobu araciligi ile

goriintiilenmistir (Leica DM 4000B, Wetzlar, Almanya).

Sekil 5.13. CFU-f analizi gorintilemesi.
Koloni olusturan fibroblastik birimler, kiiltiriin 14. giiniinden itibaren goértinlr duruma
gelmigtir. Bu yapilart ig benzeri fibroblastoid morfolojiye sahiptir. Kristal viyole boyamasi
sonrasinda 11k mikroskobu altinda goriintiilenerek elde edilen mikrograflar sirasi ile a)100

hiicre/cm?, b) 1000 hiicre/cm? ve ¢)10000 hiicre/cm? gruplarma aittir. Olgek 100um.
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5.2.2. Ug nesle Farklilasma Analizi (Trilineage)

Elde edilen hiicre popilasyonunun insan adipoz kok hiicre oOzelligini tasidiginin
dogrulanabilmesi igin farklilasma potansiyeli tasidiginin kanitlanmasi gereklidir. Bu

amagla hiicreler, osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasma i¢in indiiksiyona maruz

brrakilmustir.
g et e s
‘;‘.' « (' 8

', & ",'.‘-\..' . - . : == ’\\:& . G
Sekil 5.14. Ug nesle farklilasma analizi. a) Oil Red O, b)Alcian Blue ve ¢) Von Kossa

Slaytlar iizerinde yapilan histolojik boyamalarda farklilasma sonuglari Sekil 5.14’te
gorulmektedir. a) lipid globdllerinin boyandigi Oil Red O boyamasi, b) Kondrojenik
farklilasmanin gosterilmesi amaci ile glikozaminoglikanlarin boyandigi Alcian mavi
boyamasi ve ¢) von Kossa boyamasi ile kalsiyum depozitlerinin gosterildigi osteojenik

farklilasma grubu gériilmektedir (Olgek 100um).
5.2.3. Hucre YUzey Belirtegleri

AKH’lerin immiinofenotipleme analizi akim sitometri ile gergeklestirilmistir. Stromal
hiicrelerde ifadelenen CD29, CD73, CD90, CD105 vyizey belirteclerinin kuvvetli
ifadesinin yan1 sira CD31 ve CD34 yiizey belirteglerini ifadesinin var olmadig
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar hiicrelerin adipoz kok hiicre karakteristik 6zelliklerini

tasidiginmi gostermektedir.

77



100 7 1 A 10 aw AW++ : 0,97 10+ AX++ : 0.27% ]
/ 0.00% 3
/
800+ : 108 \| o
"
" 2 £ p
Z 500 - < g
o
3 qio éwj §1 :
400 (3] o b o
104 10 S
2004 A A . AW+~ : 99.03% !
AW-- ,"’."- 1AX-- :
0.00 s LA 10.36 AXe- : 0.00
1 100 1 10 10 100 10t 10 0 10 10 10
LIN APC A750 CD29 FITC LIN APC A750
AT 1°TaY-+ AY++ Ve T JAves : 0.145
199, 54% 0.46% 199.86%
e
Y g
w FuS ®
- | «
| b
810] a
o i o
1
AU+ wi‘
i 1
| AY-- : 0.00% JAY+- : 0.00% AV--
10.00% AVs- : 0.00%
e e
10 10 10 w 10 10 10 1w 10° 10' 10 1w
LIN APC A750 HLA DR EDC LIN APC A750

Sekil 5.15. Hematopoietik hatta iligkin yiizey belirteclerini ifadelemedigi belirlenmistir.
CD29, CD90, CD105 yuzey belirtecleri ifadelenmektedir.

5.3. FARKLILASMA SONRASI ANALIZLER
5.3.1. Gen ifadesi Analizi

Hucre kultirt deneyleri iki boyutlu standart hiicre kulttrl ve ¢ boyutlu mikroyergekimi
kiiltiir kosullarinda gergeklestirilmistir. Adipoz kék hicreler iki boyutlu hicre kalttrinde
50000/mL ve ¢ boyutlu hiicre kultirinde ise 150000 hiicre/mL konsantrasyonunda
tohumlandi. Ug boyutlu kiiltiir kosullarinda yapilan deneylerde, hiicrelerin mikroyergekimi
kosullarina adapte olmasi ig¢in tripsinizasyon sonrasinda 3 giin siiresince standart
kosullarda mikroyercekimi biyoreaktoriinde kultur sdrddrildid. Bir gunlik indiksiyon
asamasindan sonra kiiltiir 8 giin siire ile devam etti. Mikroyercekimi deneyleri 12. giin
sonunda ve statik kiiltiir gruplart 9. Giin sonunda sonlandirilarak RNA saklama

sollisyonunda -80°C’de donduruldu ya da dogrudan RNA izolasyonu yapildi.

Deney gruplarmin tasarimi su sekildedir; birinci grupta %10 serum iceren standart besi
ortaminda 5-Azasitidin indiiksiyonu varliginda Kkultlr yapilmistir. Bu grupta besiyeri
degisimleri diger gruplarla ayn1 zaman noktalarinda gergeklestirildi. 1. grup, standart vasat
ile kiiltiir yapildi, kardiyak indiiksiyon amaci ile 5-Azasitidin eklendi. Bu gruba 3. glnun
sonunda 24 saat sure ile son konsantrasyonu 10uM olacak bigimde 5-Azasitidin uygulandi,
besiyeri degisimi devaminda standart kosullarda kiiltiir stirdiiriildii. 2. gruptaki hicrelere,

5-Azasitidin indiiksiyonu uygulandi ve hiicreler indiiksiyon sonrasinda kardiyak vasat
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icinde kultur yapildi. 3. gruptaki hucrelere, 5-Azasitidin indiiksiyonu sonrasinda kardiyak
vasat ve elastin mikrokiire varliginda kiiltiirli yapildi. Gruplar arasinda gen ifadesinin
karsilagtirilabilmesi i¢in, iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltlirii yapilan gruplar, aym
srelerle 5-Azasitidin ve biliylime faktori karigimi ile muamele edilmistir. Bunun yani sira
indiiksiyon ve kardiyak biliyiime kiiltiirii siire¢clerinden 6nce ii¢ boyutlu kiiltiir gruplarinda 3
gin mikroyercekimine kosullandirma amaci ile kiiltiir yapilmistir. Iki boyutlu hiicre
kiiltiirti gruplar1 i¢in dokuzuncu giin sonunda; ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii gruplarinda
onikinci giin sonunda hticreler 4750 rpm hizinda 7 dakika santrifiijlenerek pelet haline
getirilmistir. Siipernatan atildiktan sonra elde edilen pelet RNA saklama soliisyonuna
aktarilip 16 saat siire ile +4°C’de inkiibe edildikten sonra -80°C sogutucuya aktarildi.
Sonrasinda peletler, mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildiktan sonra es zamanli PZR
gerceklestirildi.

Es-zamanli PZR sonucunda elde edilen esik degerleri (Ct degeri), Livak yontemi (163) ile
normalize edilerek bagil gen ifadesi diizeyleri elde edilmistir. Bagil gen ifadesi diizeyleri
oncelikle varyansin homojenliginin incelenmesi igin tek yonli ANOVA yontemi ile,
sonrasinda nonparametrik Kruskal-Wallis analizi ile degerlendirilmistir. P degerleri

Benjamini-Hochberg diizeltmesi ile siralanmigtir. 0,05’ten kiiciik p degeri anlamli kabul

edilmistir.
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Sekil 5.16. iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde uygulanan gruplar.
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Sekil 5.17. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii deneylerinde uygulanan gruplar.

5.3.1.1. iki Boyutlu Kiiltiir Sonucunda Gen ifadesi Degisimleri
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Sekil 5.18. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta NKX2-5 gen ifadesinin degisimi.
P=0,024.

Iki boyutlu kiiltiir sonucunda gen ifadesi analizi yapilan 6rnekler icin RPLPO geni gruplar
arasinda en tutarl ifade diizeyini gostermesinden otiirti (ribosomal protein lateral stalk
subunit PO) vekilharg gen olarak kullanilmistir. 10uM 5-Azasitidin indiiksiyonu uygulanan
Uc gruba ait kardiyak gen ifadesi yukarida bahsedilen hesaplama yontemleri ile
incelenmistir. Baz1 genlerin ifadesinde istatistiksel a¢idan anlamli degisiklikler meydana
gelmistir. NKX2-5, GATA4, MYL7 ve T (Brachyury) genlerinin ifadesinde. Sekil 5.20°te
ifade katsayilarindaki farklilik bagil olarak gosterilmistir. NKX2-5 gen ifadesi

degisikliginin rasgele gergeklesmedigini ve mezenkimal karakterli adipoz kék hucrelerin
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oncelikle mezodermal yonde farklilasmaya baslayarak sonrasinda kalbe 0zgl
transkripsiyon faktorlerini ifade ettiklerini gostermektedir. Literatiirde kalp bdélgesinin
olusumu ve kalp gelisimi ile ilgili bilinen zamanlamada ifadelendiginden ve miyozin hafif
zincir 7 gibi yalnizca kalpte ifadelen genlerin ifade diizeylerindeki degisimleri ile bir arada
degerlendirildiginde kalp yoniinde ilkin farklilasma belirtisi olarak yorumlandigindan

calismada degisken olarak tercih edilmistir (164).
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Sekil 5.19. iki boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta MYL7 gen ifadesinin degisimi.
*P=0,037, **P=0,037.

Ayni biyokimyasal kosullar ve zaman noktalar1 kullanilarak gerceklestirilen ii¢ boyutlu
hicre kaltard, 5-Azasitidin uygulamasimin kardiyak gelisimi ve farklilagsmay1 baslatma

etkisinin ii¢ boyutlu mikroyergekimi kosullar1 altinda etkilenip etkilenmediginin

saptanmasi amaci ile gergeklestirilmistir.
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Sekil 5.20. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta Brachyury (T) gen ifadesinin
degisimi. *P=0,034.

24 saat sureli 5-Azasitidin muamelesi sonrasinda ti¢lincii ve dordiincti gruplar kardiyak
besi ortaminda sekiz gln sire ile kiiltiir yapildi. Kardiyak besi ortamu, i¢erdigi ITS, B27,
trombin, kardiyotrofin, EGF ve bFGF icerigi ile aktive olan kardiyak gen
transkripsiyonunun devamliligina katkida bulunmasi amaci ile kullanilmigtir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda kardiyomiyosit progenitorlerinde ve kardiyomiyosit
sitoplazmasinda islev gosteren proteinlere iliskin genlerin ifadesinde toplamda anlamli
olmayan, ancak grup icinde NKX2-5 ve MYL7 genleri icin istatistiksel agidan anlamli artis

goriilmiistiir.

5-Azasitidin induksiyonu ve kardiyak besi ortami varliginda kiiltiirii yapilan adipoz kok
hicrelerin kardiyomiyosit ve kardiyak protenitorlere 6zgui miyozin hafif zincir 7 ve NKX2-
5 genlerinin ifadesinde grup iginde anlaml artis gergeklestigi gézlemlenmistir. Kardiyak
besi ortaminda gerceklestirilen kiiltiiriin, kardiyak gen ifadesini etkileme potansiyelinin
incelenmesi amaci ile yalnizca 5-Azasitidin uygulanan birinci grup ve 5-Azasitidin ile
kardiyak besi ortami uygulanan ikinci gruplar arasinda gen ifadesi katsayisi farkliligi
incelenerek kardiyak besi ortaminin etkisinin ayrica 6l¢iilmesi amaglanmistir (bkz. Sekil

5.16 ve 5.17).
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5.3.1.2. Uc Boyutlu Kiiltiir Sonucunda Gen ifadesi Degisimleri

Kardiyomiyojenik farklilasmanin baslatildigi 5-Azasitidin kullanilan hiicre gruplarinin
kardiyak besiyeri ortaminda kiiltiirii yapilmasi sonucunda TBX5 gen ifadesinde grup iginde
anlamli ifade diizeyi degisikligine yol agtigi goriilmektedir. Mezodermal gelisim
siireglerine iliskin belirteglerin ifadesinde ise diisiik diizeyde artis vardir. Ug boyutlu kiiltur
sonucunda elde edilen orneklerin gen ifadesi analizinde beta aktin proteinini kodlayan

ACTB geni vekilhar¢ gen olarak degerlendirilmistir.

TBXS - 3D

Bagil Gen ifadesi
[\*]
1

5-Aza+KB 5-Aza+KB+EM

Sekil 5.21. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta TBXS5 gen ifadesinin degisimi.
*P=0,034, **P=0,037.

5-Azasitidin ile farklilagmanin tetiklendigi ve kardiyak biiylime besi ortaminda kiiltiirii
yapilan hiicrelerin kiiltir suresi sonunda TBX5 gen ifadesinde artis gozlenmistir.
Mezodermal farklilagsma ve kalp alani olusumu ile ilgili olan bu genin ifade diizeyi artist
NKX2-5, TBX5 genlerindeki ifade degisimi ile beraber degerlendirildiginde kardiyak
farklilasmanin ilk dénemlerine iliskin hiicresel aktivitenin varligi gériilmektedir. Ug
boyutlu hiicre kiiltiirii kosullarinda kaydedilemeyen ancak iki boyutlu hicre kiltiri
kosullarinda ortaya ¢ikan MYL7 gen ifadesindeki artig, kardiyomiyositlerin kasilma
aparatinda bulunan bir proteine iligkin gen ifadesi ile ilgili oldugu i¢in anlamli olmasi

beklenmistir.
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CDH2 - 3D
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Sekil 5.22. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta CDH2 gen ifadesinin degisimi.
*P=0,037, **P=0,05.

Kardiyak biiyiime besi ortaminin yalnizca 5-Azasitidin uygulanan gruplar arasinda gen
ifadesi agisindan olusturdugu farklilik tespit edilmistir. Erken doénem kardiyak
farklilasmay1 baslatan ve kalp olusumu siiresince ifadelenen NKX2-5 gen ifadesinde
istatistiksel ag¢idan anlamli bagil artis goriilmistiir. Bunun yani sira kasilma aparatina
iligkin bir belirte¢ olan ve yalnizca kardiyomiyosit sitoplazmasinda ifadelenen miyozin
hafif zincir 7 geninin ifadesinde artis oldugu saptanmistir. Kardiyak biiyiime besi ortami

iceren grubun miyozin hafif zincir 7 ifadesinde artisa sebep oldugu saptanmuistir.

GJAI1-3D

Bagil Gen Ifadesi
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Sekil 5.23. Ug boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan 3 grupta GJA1 gen ifadesinin degisimi.
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Elastin mikrokiire varlifinda yapilan {i¢ boyutlu mikroyer¢ekimi kiiltiirii sonundaki gen
ifadesi dlzeylerinin degisiminin diger gruplardaki gen ifadesi ile kiyaslamasi, elastin
mikrokiirelerin tasiyict ya da cekirdek olusturma islevini gosterip gostermediginin
anlasilmas1 amaci ile gergeklestirilmistir. 5-Azasitidin indiiksiyonu sonrasinda kardiyak
blylme besi ortaminda ve elastin mikrokiire varliginda gergeklestirilen kiiltiir ile yalnizca

5-Azasitidin indiiksiyonu yapilmis olan grup ile karsilastirmasini igermektedir.

5-Azasitidin indiiksiyonu ve kardiyak biiyiime besi ortami uygulanan gruplarin elastin
mikrokure varliginda gen ifadesinde goriilen degisime Sekil 5.19, Sekil 5.20, Sekil 5.22°te
yer verilmistir. Elastin mikrokiirelerin ii¢ boyutlu mikroyergekimi kiiltiir ortaminda hiicre
Obeklerinin olugsmasina ve kardiyak yonde farklilasmaya etkisinin olup olmadiginin
degerlendirilmesi amaci ile yapilan bu hesaplamalarin sonucunda kardiyomiyosit ve
kardiyak progenitorlere 6zgli NKX2-5 ve TBX5 genlerinin ifadelerinde grup iginde artis

oldugu saptanmaistir.
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Sekil 5.24. Ug boyutlu kiiltirde CNN1 gen ifadesi degisimi. P=0,37

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii altinda 6zdes deneysel kosullarda yiiriitillen deneyler sonunda
elde edilen gen ifadesi elastin proteininin tasiyict ya da hiicre dbegi olusturma etkisine
bagli olup olmadiginin anlasilmas1 amaci ile gergeklestirilmistir. iki boyutlu standart kiilttr
kosullar1 altinda yalnizca 5-Azasitidin indiiksiyonu gerceklestirilen deney grubu gen
ifadesi profili ile 5-Azasitidin indiiksiyonu sonrasinda kardiyak biiyiime besi ortami ve
elastin mikrokiire varliginda kiiltiir yapilan g¢uncl gruba ait gen ifadesi profilinin bagil

karsilastiriimasi yapilmistir. Uglinci grupta erken donem kalp farklilasmasi ve gelisiminde
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gorev alan ve belirteg 6zelligi bulunan NKX2-5 ve TBX5 gen ifadesinde bagil artis

g6zlenmisgtir. Bunun yani sira CDH2 gen ifadesi diizeyinde grup iginde artis goriilmustiir.

iki boyutlu hiicre kiiltiirii yapilan gruplar arasinda elastin mikrokiirelerin indiiksiyon
sonrast kardiyak biiylime besi ortaminda kiiltiir yapilan hiicrelerin elastin mikrokiire
varliginda gen ifadesine etkisi Sekil 5.18, Sekil 5.19, Sekil 5.20, Sekil 5.21 ve Sekil
5.22’de yer almaktadir. Elastin mikrokiire varliginda yapilan kiiltir sonucunda NKX2-5,
TBX5, Brachyury ve MYL7 gibi kardiyomiyositlere ve kardiyak progenitorlere 6zgu

genler agisindan grup i¢i artisa sebep olmustur.

5.3.2. Immiinohistokimyasal Analiz

5.3.2.1. Hematoksilin-Eozin Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiiriinde 3 deney grubu kosullarinin tekrarlanarak siirdiiriildiigii 5-
Azasitidin uyarimi gergeklestirilen birinci grup, 5-Azasitidin uyarim ile kardiyak vasat
varhiginda kiiltiir yapilan ikinci grup ve 5-Azasitidin uyarimi ile kardiyak vasata ek olarak
elastin mikrokiire varliginda kiltiirii yapilan Gglncu grup orneklerinin 8 gunlik kaltird
sonunda gerceklestirilmistir. Fikse edilen hiicreler oncelikle, hiicre c¢ekirdegi, dizilimi,
sitoplazma yapist ve hiicrelerin ekstraseliiler matriksle iligkisi gibi temel dokusal
Ozelliklerinin incelenmesi i¢in Hematoksilin-Eozin yontemi kullanilarak boyanmuistir.
Sonuglar hiicre gruplarimin saglikli gelisim gosterdigini ortaya koymaktadir. Birinci gruba
ait hiicre serisinin goriintiisii hiicre dagilimi ve sikligi, ¢ekirdek biiyiikliigii gibi belirtegler
acisindan saghikli bir goriintii sergilemektedir. Ikinci grupta hiicrelerin ebat olarak daha
kiicik oldugu ve birim alandaki hiicre sayisimin gruplar arasinda artis gosterdigi
goriilmektedir. Bu durum, kardiyak vasat igerigindeki biiyiime faktorlerinin hiicre
proliferasyonunu tetikleyici bir etkisi oldugunu gostermektedir. Uciincii grupta goriilen
degisim de bu gdzlemi destekleyen niteliktedir. Ugiincii gruba ait boyamalarda kiigik
ebatli hiicrelerin sayica ¢oklugu proliferasyon diizeyindeki bir artisa isaret ederken,
hiicrelerin 6beklenmesi ile olusan bosluklar koloni olusturma davraniginin varhigim

gostermektedir (Sekil 5.25).
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Sekil 5.25. Hematoksilin-Eozin boyamasi sonuglari. Olgek ¢ubugu solda 200um, sagda
100 pm.

5.3.2.2. Aktin Boyamasi
Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda Aktin proteininin immunohistokimyasal
analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen boyamalar karsilastirildiginda aktin proteininin

ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir boyama derecesi

farki goriilmemistir. Buna karsin ikinci ve ili¢lincii gruplara iliskin slaytlarda hiicre
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proliferasyonunun kontrole kiyasla daha yiiksek diizeyde gerceklestigini gosteren bulgular
mevcuttur (Sekil 5.26).

TSR

Sekil 5.26. Aktin boyamas1 sonuglar1. Olgek ¢ubugu solda 200um, sagda 100 pm.

5.3.2.3. CD34 Boyamasi
Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda CD34 proteininin immiinohistokimyasal
analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen boyamalar karsilastirildiginda CD34 proteininin

ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir boyama derecesi

fark1 goriilmemistir. Buna karsin ikinci ve ii¢ilincii gruplara iliskin slaytlarda, kii¢iik ebatl
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hiicrelerin sayica ¢oklugu ve kiiltiir yiizeyinde olusan bosluklar, hiicre proliferasyonunun
kontrole kiyasla daha yuksek dlzeyde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 5.27).
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Sekil 5.28. CD34 boyamasi sonuglar1. Olgek ¢ubugu solda 200um, sagda 100 pm.

5.3.2.4. C-kit (CD117) Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda C-kit proteininin imminohistokimyasal analizi
gergeklestirilmistir.  Elde edilen boyamalar karsilastirildiginda  C-kit  proteininin
ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir boyama derecesi

farkt goriilmemistir (Sekil 5.29).
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5.3.2.5. GATA4 Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda GATA4 proteininin immiinohistokimyasal
analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen boyamalar karsilagtirildiginda GATA4 proteininin
ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir boyama derecesi
farki goriilmemistir. Onemli bir kardiyak transkripsiyon faktorii olan GATA4 protein
ifadesinde anlamli bir degisim olmadigi gorilmektedir (Sekil 5.31).
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5.3.2.6. NKX2-5 Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda NKX2-5 proteininin immunohistokimyasal
analizi gergeklestirilmistir. NKX2-5 proteininin ekspresyonu agisindan kontrol ve deney

gruplari arasinda anlamli bir ifade farki kaydedilmemistir (Sekil 5.33).
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as1 sonuglar1. Olgek cubugu solda 200pm, sagda 100 um.

Sekil 5.34. NKX2-5 boy

am
5.3.2.7. Troponin | Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda Troponin-lI proteininin immiinohistokimyasal
analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen boyamalar karsilastirildiginda Troponin-I
proteininin ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda boyama derecesi
acisindan  deney grubu yoninde orta diizeyde bir protein ifadesi artisi oldugu
gorulmektedir (Sekil 5.35).
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5.3.2.8. Troponin T Boyamasi

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii deneyleri sonunda Troponin-T proteininin immiinohistokimyasal

analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen boyamalar Kkarsilastirildiginda Troponin-T

proteininin ekspresyonu agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda boyama derecesi

acisindan belirgin diizeyde bir protein ifadesi artisi oldugu goriilmektedir. Troponin-T

izoformu kardiyomiyositlere 6zgii bir islevsel bir protein oldugundan, Troponin-T
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immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 farklilasmaya iliskin kismi bir yonelim oldugu

anlamini tasimaktadir (Sekil 5.37).

5-Aza+KB+EM

Sekil 5.38. Troponin-T boyamasi sonuglar1. Olgek ¢ubugu solda 200um, sagda 100 pm.
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6. TARTISMA VE SONUC

Gergeklestirilen adipoz kok hiicre kiiltiirii deneyleri sonucunda elde edilen hiicre peletleri,
baslica kardiyomiyosit ve kardiyak progenitdr belirteglerinin gen ifadesi diizeyleri
acisindan incelenmistir. Bu kisimda incelenen genler kalp olusumu ve kardiyomiyosit
farklilasmasi ya da olgunlagmasi agisindan énemi 1siginda incelenmektedir. Embriyonik
donemde o©ncelikle mezodermal transkripsiyon faktorlerinin ifadelenmesi ile beraber
dizenleyici isleve sahip kalbe 6zgii transkripsiyon faktorlerine iliskin genlerin aktivasyonu
ve protein ifadelenmesi sonucunda kalbe iliskin yapisal ve islevsel genlerin ifadelenmesi
stirecleri gerceklesir. Bu sirali aktivite, pluripotent kok hiicreler ve mezenkimal hiicreler
icin aym Ogelerin benzer zaman noktalarinda ifadelenmesi ile in-vitro kosullar altinda
tekrarlanabilir. Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu kiiltiir kosullarinin kardiyomiyosit farklilasmasina
etkisinin incelenmesi, calismanin temel bakis agilarindan birisini teskil etmektedir. Bu
yaklagimin baslica gerekgesi, insan primer kardiyak kok hicresi kulturlerinde in vitro
kiltur kosullar altinda kardiyosfer olarak adlandirilan, kiiltiir kab1 yilizeyine tutunmayan
kalp onciilii 6bekler olusturmaktir. Tabaka halinde yerlesim gosteren hiicrelerden farkli
olarak, bu yap1 igerisinde daha yiliksek sayida hiicrelerarasi baglanti olmasi, yiizeye
tutunma ile iliskili hiicre dis1 matriks bilesenlerinin ifadelenmemesi ile metabolik enerjinin
korunmas1 saglanabilmektedir. Son olarak, elastin mikrokiirelerin kalp HDM’sine benzer
nitelikli elastik modiil o6zelligi tasimasindan otlirli farklilagmaya katki saglayip
saglamadiginin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla mikroyergekimi kosullari tercih
edilerek, toplam yergekimi vektorii niceliginin sifira yakin oldugu bir kiiltiir ortaminda
elastin mikrokiirelerin saglayacagi mekanik destegin kardiyomiyosit farklilasma
slreclerinin belirteci olan genlerin ifade diizeylerine etkisini izole etmek amaclanmigtir.
Calismanin kapsaminda kardiyak farklilagsma literatiirde Ornekleri bulunan 5-Azasitidin
indiksiyonu yolu ile tetiklenmistir. Farklilasmanin desteklenmesi amaci ile kardiyak
bliylime besi ortaminda yapilan Kkiiltiirler ile adipoz mezenkimal kok hiicreler igin
literatirde bir arada etkisi tanimlanmamis kosullar kullanilarak kardiyak yonde

farklilagsmaya etkileri incelenmistir.
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NANOG EOMES PDGFRA GATA4 MLC2V CACNAI1C
REX1 MEF2¢ MYH6 SIRPA
TRA-1-60 HCN4 MYH7 VCAMI

Sekil 6.1. Pluripotent ve progenitor hiicrelerde kardiyak farklilasma ve gelisim siirecinde
aktivite gosteren proteinler ve belirtecler (139).

Adipoz kok hiicrelerin kardiyomiyosit karakterli hiicrelere farklilagtirilmasi uygulamasi
bilim diinyasinda 2004 yilinda gerceklestirilen Planat-Benard ve arkadaslarinin ¢aligsmasi
ile baglamistir(60). Bu ¢alismada 5-Azasitidin etkisi ile farklilasmasi tetiklenen AKH’ler
calismada belirtildigi ifade ile atriyal ve ventrikiiler karakterli hiicrelere farklilagsmaktadir
ve sonugta elde edilen hiicrelerde pacemaker aktivitesi goriildiigii ifade edilmistir. Adipoz
kokenli hucrelerin kardiyomiyosite farklilastirilmast ile ilgili referans calisma olan bu
makalede, es-zamanli PZR belirtegleri olarak GATA4, NKX2-5, MLC 2a ve 2v, ANF gen
ifadesi incelenmistir. ki boyutlu hiicre kiiltiirii 6rnekleri iizerinde immiinohistokimya
deneylerinde ise konneksin-43, Mef2c, Mhc ve Mlc2v proteinlerine 6zgi antikorlar
kullanilarak farklilagsma degerlendirilmistir. Farklilastirilan hiicrelerin  %0,05 kadart
kontraktilite 6zelligi tagimaktadir. Bu hiicrelerin gen ifadesi analizleri pozitif kontrol
olarak kontraktil 6zellikli kalp hiicreleri ile kiyaslanmis ve benzer diizeyde gen ifadesi elde

edildigi gosterilmistir (60).

Farklilasan hiicrelerin MEF2¢c, MLC-2v, MHC, konneksin 43 ve konneksin 40 protein
ifadesi gosterdikleri immiinohistokimya ile gosterilmistir. Ileri tetkiklerde elektrofizyoloji
ve TEM goriintiileme ile bulgular desteklenmistir. Farklilagmanin diiz kas veya iskelet kasi
yoniinde gerceklesmedigi farkli pozitif kontrol hiicreleri ve immiinohistokimya antikorlar1
kullanilarak gosterilmistir. Belirgin kardiyak farklilasma elde edilen aragtimanin, bu tez
calismasindan 6nemli farklarini siralamak gerekirse, detayli karakterizasyon yapilmamis
olan fare kaynakli adipoz kok hiicresi kullanilmis olmasi, farklilasma sonrasi kiiltiir
stirecinin 24 gin surmesi (6. gunde morfolojik farkliliklar goriilmiistiir) ve farklilasma

sonrast besi ortaminda biiyiime faktorii olarak IL-3 ve IL-6 kullanilmis olmasi sayilabilir.
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Hicre kaynaginin insan olmamasi 6nemli bir etken olmakla beraber, literatiirde insan

hiicreleri ile gergeklestirilmis kardiyak farklilagsma galismalarina 6n ayak olmustur (60).

Sonuglart degerlendirilmesi gereken bir diger caligmada Van Dijk ve arkadaslari, insan
kaynakli adipoz kok hiicrelerin kardiyomiyosite farklilastirilmasini ¢alismistir (65). 24
saatlik 10uM konsantrasyonunda 5-Azasitidin indiiksiyonu ile farklilasma baslatilmistir.
Farkilagsmanin saptanmasi amaci ile es-zamanli PZR ile MLC2a, SERCA2a ve a-aktinin
mRNA ekspresyonu diizeyleri incelenmistir. Kardiyak iliskili proteinlerin ifade edilip
edilmedigini incelemek amaci ile gergeklestirilen immiinolojik boyama ile desmin, o-
aktinin, MLC-2 a ve Troponin T antikorlari ile yapilmistir. Farklilasmanin baslatilmasi
sonrasinda hiire 6bekleri olustugu goézlenmistir. 24 saatlik 5-Azasitidin uyarimi sonrasinda
kiiltir kosullar1 5 hafta (35 giin) siire ile devam ettirilmistir. MLC-2a ve SERCA2a bagil

gen ifadesi diizeyinde istatistiksel agidan anlamli artis gozlenmistir.

Ifadelenen kalbe oOzgii genlerin diizeylerindeki artis, kardiyomiyosit yoniinde
farklilasmanin basari ile tetiklendiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. Buna ek olarak
gerceklestirilen immiinositokimyasal goriintiileme ¢aligmalarinda Troponin T boyamasinda
anlamli sonu¢ goriilmezken, a-aktinin ve MLC-2a protein ifadesinde anlamli artis
gozlenmistir. Bu yaymin mevcut tez ¢calismasindan bazi énemli farkliliklar1 bulunmaktadir.
Elde edilen istatistiksel agidan anlamli diizeydeki bagil gen ifadesi degisimi indiiksiyon
sonrasi uigiincli hafta sonunda goriilmektedir. Buna ek olarak, iki boyutlu standart hticre
kiiltiirii deneylerinde laminin ve fibronektin yiizey kaplamasi kullanilmis ve de yiizey
kaplamas1 olmadan gergeklestirilen farklilasma deneylerine kiyasla farklilasan hiicre
yiizdesi agisindan 6nemli diizeyde fark kaydedilmistir. Gozlemlenen bu fark, MLC-2 a

ifadeleyen hiicreler i¢in birinci hafta sonunda yaklasik olarak 3 misli daha ¢oktur.

5-Azasitidin indiiksiyonunun kullanildig1 bir diger onemli yayinda Choi ve arkadaslari,
insan AKH ile 10uM konsantrasyonunda 5-Azasitidin varliginda 24 saat siire ile
inkiibasyon yapmistir. Ug hafta siiren kiiltiir basamaklar1 sonunda, hiicre peletleri Troponin
T ve kardiyak aktin gen ifadesi diizeyleri agisindan es-zamanli PZR kullanilarak
incelenmistir. Bu ¢alismada ek olarak immunositokimya ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Bu asamada NKX2-5, Troponin I, kardiyak aktin, MHC ve GATA4 gibi mevcut tez

caligmasinda da degerlendirilmis olan degiskenler kullanilmistir. Calisma, 21 giin siire ile
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stirdiiriilmiistiir, buna karsin kardiyak aktin gen ifadesi acisindan anlamli diizeyde artis, 3.
giinden itibaren belirgin hale gelmis ve 7. giinden sonra sabit diizeyde siirdiiriilmiistiir.
Calismada 5-Azasitidin ile tek basina yapilan indiiksiyonda, kardiyak aktin gen ifadesinde
diisiik diizeyde ancak istatistiksel a¢idan anlamli artis varken, modifiye kardiyak ortam
kullanilan grupta birinci ve ikinci hafta sonunda 1,5 kat artis goriilmiistiir. 5-Azasitidin
kullanimi, incelenen degiskenler, hiicre kaynagi noktalari, anlaml farkin goriildigi kiiltiir
stiresi acisindan bu tez galismasi ile ortak 6zellikler barindirmaktadir. Buna karsin Choi ve
arkadaslarinin ¢calismasinda primer kok hiicre izolasyonu ile elde edilmis hiicreler iizerinde
calisilmistir. Ek olarak kardiyak besi ortaminda ¢alismamizdan farkli olarak 0,47 pg/mL

linoleik asit ve 10°M konsantrasyonda deksametazon icermektedir (52).

Yeh ve arkadaslarinin ¢aligmasinda bu tez calismasina benzer bicimde, yetiskin AKH
kullanilarak kiiresel formda organoidlerin olusmasi amaglanmistir (66). Bu amagla sigan
kaynakli AKH saflastirilmistir ve farkli yapilardaki kitosan temelli membranlar iizerinde
kiiltiir yapilmistir. Es-zamanli PZR’de incelenen kardiyak gen seckisi, GATA4, NKX2-5,
TNNT2, N-Cadherin ve MYH6 genlerini i¢cermektedir. Kardiyak farklilasma amac1 ile
10uM konsantrasyonunda 5-Azasitidin inkiibasyonu yapilmigtir ve sonrasinda kiiltiir
kosullar1 12 giin siire ile devam ettirilmistir. Son asamada “solvent casting” yontemi ile
sentezlenen Kkitosan membran (zerinde indiksiyona maruz kalan hicre grubunda
istatistiksel acidan anlamli olarak GATA4, NKX2-5, TNNT2 ve MYH6 bagil gen ifadesi
diizeyinde siras1 ile ortalama 150, 400, 150 ve 1000 kat artis oldugu ifade edilmektedir.
Ancak bulgular detayli immiinohistokimyasal ¢alisma ile desteklenmemis olup, s6z konusu
calisma intraseliiler kalsiyum diizeyi, adipoz kok hiicre 6beklerinin sayisi, biiylkligi ve
sentezlenen biyomalzemenin karakterizasyonu gibi degiskenler lizerinde durmaktadir. Bu
calisma, incelenen genler agisindan tez calismasi ile oOrtiismektedir. Ek olarak Wntl1,
Icaml, Sox2 ve Vcaml gen ifadesi diizeyleri incelenmistir. Caligmada herhangi bir
destekleyici besi ortami kullanilmazken, bu tez ¢alismasina kiyasla en énemli farki hiicre
kaynagi olarak insan yerine sigan tercih edilmis olmasi ve akim-sitometri esasli bir AKH

karakterizasyonu yapilmamis olmasidir (66).

Song ve arkadaslarinin 2013 yilinda yayinladig1 arastirmada, insan kaynakl eriskin AKH
kullanilarak kardiyak farklilasma yoniinde indiiksiyon yapilmistir. Bu ¢alismada

anjiotensin 2’nin kardiyak farklilasma {izerine etkinligi arastirilirken, 5-Azasitidin
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indiiksiyonu yapilan grup, standart farklilastirma saglayan pozitif kontrol grubu olarak
uygulanmustir.  Indiiksiyon sonrasi, farklilasmanin  degerlendirilmesi amaci1 ile

immiinositokimya kullanilmistir (63).

Bu asamada, tez calismasi kapsaminda da degerlendirilmis olan MHC, troponin I ve
konneksin-43’e kars1 gelistirilmis antikorlar kullanilarak immiinboyama yapilmustir.
Indiiksiyon sonrasinda 4 hafta siire ile hiicre kiiltiirii yiiriitilmiistiir ve 5-Azasitidin
indlksiyonu yapilan grupta %21 oraninda MHC protein ifade eden hiicre popiilasyonu
saptandigr  belirtilmektedir.  Gergeklestirilen immiinofloresan boyama sonucunda
konneksin-43 ve kardiyak troponin i¢in anlamli sonu¢ verdigi ifade edilmistir. Buna ek
olarak kardiyak troponin I ifadesinin ger¢eklesmedigi western blot analizi sonucunda
gosterilmistir. Calismada kullanilan hiicreler akim sitometri analizi ve trilineage
farklilasma deneyleri ile karakterize edilmistir. Buna karsin, farklilagma yalnizca
immunofloresans yontemi kullanilan gortintiler ile gosterilmis ve immiinositokimyasal
analizlerin kiyaslamaya elverisli fotograflar halinde sunulmamistir ve PZR ile gen ifadesi

analizi yapilmamistir.

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore insan adipoz kdk hiicreleri 5-Aza uyarimi
sonucunda istatistiksel agidan anlamli bir farklilagma profili géstermemektedir. Yukarida
bahsedilen adipoz kok hiicrelerin kardiyomiyosite farklilagsmasi ile ilgili olan ¢alismalar,
farkli etkinliklerde kardiyomiyosit belirteclerinin ifade edilmesinde artis kaydetmislerdir,
ancak metodolojik olarak farkliliklar, elde ettigimiz sonucu agiklamakta yeterli degildir.
Adipoz kok hiicrelerin yiiksek verimlilikle kardiyomiyosit farklilagmasina girdigi
calismalarin ortak yonii, bu c¢aligmalarda insan disi model organizmalar kullanilmis
olmasidir. Bununla beraber insan AKH kullanilan ¢alismalarda istatistiksel agidan anlamli
bir farklilasma rapor edilmektedir. 5-Azasitidinin bu etkisini ve ¢alismamizdaki sonucun
beklenti diginda olusunun agiklanabilmesi icin, 5-Azasitidinin etkinligi ile ilgili
mezenkimal karakterdeki farkli hiicre tipleri ile yapilan farklilastirma g¢alismalar1 ve
mikroyergekimi kiiltiiriiniin kardiyomiyosit farklilasmasina etkileri ile ilgili yaynlar

incelenmistir.

Mezenkimal kok hucrelerin  kardiyomiyosit yoniinde farklilasmasi Wnt/Beta-Katenin

sinyal yolaginin inhibe edilmesi ile baglatilir (165). Bu inhibisyon sonucunda
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sitoplazmadaki B-katenin miktari artarak niikleusa ulasan f-katenin miktarinda artisa sebep
olur. Niikleusta B-katenin ile etkilesime giren TCF/LEF]1 (transkripsiyon faktorii/lymphoid
enchancer-binding factor 1), kardiyak gelisim ile ilgili gen ifadesinin artisini tetikler ve
baz1 transkripsiyon faktorleri ile etkilesimi sonucu gen ifadesi baskilanmasinin
inhibisyonuna neden olarak kardiyak gen ifadesinde artisa sebep olur (166). Bu yolaga
miidahale ederek kardiyak yonde mezenkimal kok hiicre farklilasmasinin ¢alisildigi erken
donem g¢alismalar arasinda Fukuda ve ekibinin ¢aligmalar1 6nemli yer tutmaktadir. Fare ve
sican kaynaklt AKH’ler iizerinde uygulanan farklilastirma protokolii, indiiksiyon
sonrasindaki ikinci hafta i¢inde ventrikiiler hiicre karakteristiginde senkronize kasilma

Ozelligi gosteren hiicreler saptanmustir (167).

Yapilan gen ifadesi analizinde NKX2-5 GATA4, TEF1, MEF2c genlerinin indlksiyondan
once de ifadelendigi, indiiksiyon sonrasinda ise bu genlere MEF2a ve MEF2d’nin de
eklendigi ifade edilmektedir. Hiicrelerin kasilma aparati bilesenleri agisindan fotal donem
kardiyomiyositlerine morfolojik olarak benzerligine dikkat c¢ekilmistir. Yapilan
elektrofizyoloji analizleri, farklilasan hiicrelerin siniis diiglimii hiicrelerine veya ventrikiiler
kardiyomiyositlere benzer ozellikte aksiyon potansiyeli olusturdugunu gostermektedir.
Incelenen genlerin kardiyak indiiksiyon &ncesinde de ifadelenmesi ¢alismada gen ifadesi
degisimi agisindan secilen belirteclerin kardiyak farklilasma agisindan gegerliligini
azaltmaktadir (168,169). Buna karsin bu genler kalp dokusuna yiiksek 6zgiilliikk gosteren
genler oldugundan o6tiirii, insan AKH’leri ile yapilan ¢aligsmalarda goriilmeyen bu kuvvetli
indiiksiyonun sebebi tercih edilen indiiksiyon yontemi ya da kiiltiir kosullar1 yerine AKH
elde edilen organizmanin tiirii oldugu sdylenebilir. Fare ve sigandan elde edilen AKH’lerin
yiiksek diizeyde farklilasma ve hatta kontraktilite gdstermesine karsin insan yetiskin AKH
ile gergeklestirilen c¢alismalarda kardiyak farklilasma anlamli ancak fare ve sigan
hiicrelerine kiyasla daha diisiik diizeyde goriilmektedir. Insandan elde edilen AKH’ler ile
5-Azasitidin aracili kardiyak yonde farklilasma sonrasi kontraktilite elde edildigi rapor
edilmistir (52), ayn1 hiicre grubu ve indiiksiyon etkeni ile gerceklestirilen baska bir
calismada, 5-Azasitidinin farklilasmay1 baslatmada yeterli olmadig1 ifade edilmektedir
(170).

5-Azasitidin molekiiliiniin insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde kardiyomiyosit

benzeri hiicrelere farklilastigini gdsteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bir sitidin
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analogu olan 5-Azasitidin, temel olarak NKX2-5 ve GATA4 promotor bdlgesinde bulunan
H3K9 histon proteinin asetilasyonu ev metilasyonuna yol acarak epigenetik bir
modifikasyonla bu kardiyak transkripsiyon faktorlerinin gen ifadesini stimule ederek
kardiyomiyosite farklilagsma siirecini baslatmaktadir (171). Ek olarak DNA (izerindeki CpG
adalarinin metilasyonu ile ayni farklilasma yoniinde etkiye sebep olmaktadir. Benzer bir
etkinin uPKH, EKH ve bazi progenitdor hiicre tiplerinde ayni sonuca yol agtigi

bilinmektedir.

P19 fare embriyonal karsinoma hucrelerinin 5-Azasitidin araciligi ile kardiyomiyosit
farklilasmasinin incelendigi bir arastirmada immiinohistokimya, akim sitometri ve es-
zamanli PZR teknikleri kullanilarak 5-Azasitidinin etkinligi gosterilmistir. Farkli dozlarda
ve sirelerde 5-Azasitidine maruz kalan htcrelerin kardiyak troponin T, alfa aktinin, ve
kardiyak miyozin agir zincir gen ifadesinde anlamli diizeyde artis oldugu belirtilmistir
(172). Bir diger arastirmada eriskin sican kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde
GATA4 ve NKX2-5, konneksin-43, kardiyotrofin-1, troponin | ve protein T protein
ifadesinde artis gorilmiistiir. Sonucglar immunofloresans analizi ile desteklenmektedir
(173,174). In-vitro kosullar altinda ikinci pasaj sayisindaki insan kemik iligi mezenkimal
hiicreleri tizerinde yapilan bir ¢alismada, 24 saatlik 10uM 5-Azasitidin muamelesi 28 giin
sire ile standart kosullar altinda kiltir yapilmistir. Farklilasma, es-zamanli PZR,
immunohistokimya yontemleri ile dogrulanmistir. Troponin-T, MHC, a-kardiyak aktin
diizeylerinde belirgin artis gézlenmistir (174). Ayn1 ekibin bir diger ¢alismasinda, koroner
baypas ameliyatina alinan hastalarin kemik iliginden izole edilen mezenkimal nitelikli kok
hiicrelerden elde edilen alfa kardiyak aktin ifadesinde belirgin artis oldugu not edilmistir.
Disiik diizeyde kardiyak Troponin-T ve MHC gen ifadesinde artis goriilmiistiir.
Aragtirmacilar, ilerleyen pasaj numaralarinda farklilasma potansiyelinde diisiis oldugunu

belirtmislerdir.

Insan kaynakli mezenkimal kdk hiicreler kullanilarak kardiyomiyosit yoniinde farklilasma
amaglayan dikkat ¢ekici bir ¢alismada, Martin-Rendon ve arkadaslari, in-vitro kosullar
altinda kardiyomiyosite farklilagma frekansinin ve potansiyelinin diisiik oldugu ifade
etmektedir. Bu ¢alismada, aragtirmacilar, gobek kordonu, kordon kani ve kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. 5-Azasitidin

indiiksiyonu sonrasinda, kemik 1iligi mezenkimal kok hiicrelerinde %0,1’den diisiik
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seviyede farklilasma kaydedilirken, gobek kordonu ve kordon kani hiicrelerinde kardiyak
beliteglerin ifade edilmedigi belirtilmistir (175). Farkli indiiksiyon siirelerinin kullanildig:
bu c¢aligmada, 24 saat 10uM 5-Azasitidin ile indiiksiyon sonrasi 1 ve 4 hafta siire ile
yapilan kiiltiir sonunda bagil NKX2-5 ifadesinde ortalama 2,5 kat artis goriilmiistiir. 3 giin
siire ile yapilan indiiksiyonda ise bu deger 4 hafta sonunda ortalama 7 kata kadar artis
gostermektedir. Buna karsin konneksin-43 deltaCt degerleri, 1 giin siire ile 5-Azasitidin
yapilan grupta daha yiiksek olarak saptanmistir (175). Martin-Rendon ve arkadaslarinin
calismasi ile gelisir nitelikte bulgular sunan bir ¢aligmada 3. pasaj insan gobek kordonu
mezenkimal hdcrelerinin, 5-Azasitidin uyarimmin 4 hafta sonrasinda NKX2-5 gen
ifadesinde ortalama 4,7 kat ve GATA4 ifade katsayisinda 3,7 kat artig goriildigiini
belirtmistir. Bu bulgular, ayn1 farklilagtiric1 ajan ve kardiyak belirtecler tercih edilse bile,
karakterizasyonu yapilmis bir hiicre tipi i¢in kardiyomiyojenik farklilasma acisindan

birbirinden ¢ok farkli sonuglara ulasilabildigini gostermektedir (176).

Belirgin diizeyde kardiyak farklilagsmaya isaret eden bulgular sunan bir bagka arastirmada,
Choi ve arkadaglari, insan kaynakli adipoz kok hiicrelerle gerceklestirilen ve 24 saat sure
ile 10uM 5-Azasitidin indiiksiyonu uygulanarak farklilasma tetiklenen bir ¢alismada ise,
yiiksek yiizdelerde kardiyak gen ifadesi artisi elde edilmistir. Primer kiiltiir yontemi ile
elde edilen pasaj numaralar1 4 ve 7 arasinda bulunan adipoz kok hiicreler kullanilarak
gerceklestirilen calismada, dekzametazon ve linoleik asit destekli modifiye
kardiyomiyojenik besi ortami tercih edilmistir. 3 hafta siiren indiiksiyon sonrast kiiltiir
asamasinda kardiyak belirteclerin (kardiyak aktin ve troponin T) ikinci hafta noktasinda en
yiiksek diizeyde ifadelendigi goriilmektedir. Kardiyak belirteglerin yan1 sira, proliferasyon
belirteci olan Ki67 ifade diizeyleri de degerlendirilmistir. 5-Azasitidin uyarimi sonrasinda
kardiyak aktin ve NKX2-5 protein ifadesi gosteren hiicrelerin oraninin %10 civarinda
oldugu belirtilmistir (52). Mevcut ¢alismada siirdiiriilen kiiltiir siiresinin, belirteglerin

diizeyinde degisiklik saptamak agisindan yeterli olabildigini géstermektedir.

5-Azasitidin indiiksiyonunun insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kardiyak yonde
farklhilasmasinda etkili oldugunu gosteren g¢aligmalar arasinda standart kiiltiir kosullari
altinda (177-179), hiperyergekimi kosulunda (180), farkli biiyiime faktorleri ve etkenler ile
kombinasyon halinde (181-184) etkinligini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. 5-
Azasitidinin AKH iizerindeki kardiyomiyojenik farklilasma etkileri ile ilgili yaymlarda
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(185,186) mevcut tez ¢alismasinda kullanilan kosullarla ¢ok sayida temel nokta ortaktir.
Bununla beraber mevcut tez calismasina benzer nitelikte verimsiz farklilasma sonucuna
ulasan arastirma kayitlart da vardir. Wan Safwani ve arkadaslarmin Journal of Negative
Results in BioMedicine dergisinde yayimlanan ¢alismasinda, 5. pasaj sayisinda 5-Azasitidin
ile kardiyomiyojenik farklilasma indiiksiyonu uygulanan hiicrelerde, 3 hafta siiren kiiltiir
sonrasinda konneksin-43 dlzeyinde degisiklik gorilmemistir, Troponin I, MLC ve MHC
gen ifadelerinde ise indiiksiyon olmayan kontrol grubuna kiyasla diislis gorildiigii
belirtilmistir. GATA4 ve NKX2-5 gen ifadesi diizeyinde iki katlik bir artig goriiliirken, 10
numarali pasajla gerceklestirilen indiiksiyon deneyleri sonrasinda kardiyak transkripsiyon
faktorlerine iliskin genlerin ifade diizeyinde degisiklik olmadigr belirtilmistir. Bu
calismada  kardiyak yonde indiiksiyon sonrasinda  gergeklestirilen  kiiltlirde
kardiyomiyojenik besi ortami1 elemanlarmma yer verilmemistir. Farklilagsmanin
gerceklesmemesine dair 6nemli etkenlerden birisi olabilir. Buna ek olarak, arastirmacilarin
calismay1 pasaj sayilari arasinda farklilasma potansiyelini kiyaslamak {izere planlamis
olmalar1 6nemli bir bakis agis1 saglamaktadir. Calismada, pasaj 5 ve 10 seviyesindeki
hiicre popiilasyonlar1 5-Azasitidin varliginda kardiyomiyojenik yonde etkilenmektedir.
Calismamizda kullanilan hiire popiilasyonlarinin pasaj 9 ve sonrasina ait olmasi
farklilagsma egiliminin azlhigin1 ve literatiirdeki AKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasma
potansiyeline dikkat ¢eken caligmalara kiyasla alinan farkli sonucu agiklamakta yardimer
olabilir. Mevcut c¢aligma, literatiirde daha once uygulanmamis yOntemlerin etkinligini

sinamast bakimindan 6zgiinliik degeri arz etmektedir.

Mevcut c¢alismanin 6zgiin bir yaklasimi olan kardiyak biiyiime besi ortami, kardiyak
progenitdrlerin, primer kiiltiirde kardiyomiyositlerin ve kardiyak fibroblastlarin kadriyak
karakterinin korunmasi ve farklilasmanin desteklenmesi amaci ile kullanilmaktadir
(98,160,161). Buna karsin mezenkimal kok hiicrelerin ve 6zel olarak adipoz kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik yonde farklilastirilmasinda kullanimi bu ¢alisma ile beraber ilk defa
uygulanmaktadir. Planat-Benard makalesinde biiylime ortami ortami olarak tercih edilen
karistmda  interlokin - tlirevleri  biyokimyasal olarak  destekleyici iglevi igin
degerlendirilirken (60), Choi ve arkadaslarmin 2010 (187) ¢alismasinda linoleik asit ve
kortikosteroid destegi tercih edilmistir. Choi arastirmasinda kullanilan besi ortami, sodyum
selenit, insilin, askorbik asit (B27°nin kompozisyonunda bulundugundan otiirll) icerigi

agisindan ¢alismamizdaki besi ortami ile benzerlikler icermektedir. Bununla beraber, bir
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cok pozitif sonug sunan ¢alismada destekleyici bir besi ortami yerine standart hiicre kiiltiirii
kompozisyonu tercih edilmistir (66,177-179). Bu bilgi 1s1ginda, c¢aligmalarda
kardiyomiyojenik farklilasmay1 saglayan baslica etkenin besi ortami igerigi olmadig:
sOylenebilir. Pozitif sonuc¢larin anlasilmasi kadar, istatistiksel olarak negatif sonuglarin
sebeplerinin saptanmasi bilimsel yontemin gereklerinden birisi oldugundan, mevcut
calismada degerlendirilen kardiyak besi ortami ve bilesenlerinin kisa bir incelemesi

yapilmalidir.

Kardiyak besi ortaminda bulunan fibroblast biiylime faktoriiniin kardiyak progenitdr
karakterlerinin muhafaza edilmesindeki islevinin (188) yami sira, bir diger arastirmada
mezenkimal kok hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilasma onilinde 6n kosullanmasi amaci
ile etkinligi saptanmistir. Kardiyomiyositler lizerinde sitoprotektif etkilerinin yani sira
farklilasma asamalarinda konneksin-43 ifadesinde artisa sebep oldugu goriilmektedir
(189). Erk1/2 sinyal yolagiin tetiklenmesi ile saglanan bu farklilasma, fare embriyonik
kok hicrelerinde (190), insan kardiyak progenitorleri tzerinde (191), insan kemik iligi
mezenkimal hucrelerinde (192) olumlu farklilasma tetikleyici etkisinin yani sira insan
kordon kani mezenkimal hiicrelerinde kardiyomiyojenik farklilagmay1 baslatmadig:
kaydedilmistir (191). Kardiyak biiyiime besi ortaminin bir diger bileseni olan epidermal
blylme faktori kardiyak progenitérlerin hiicre fenotipinin kararli hale gelmesine katkida
bulunur (193) ve insan kardiyosfer hiicrelerinin fenotipik modilasyonunda etkin gorev
aldig1 bilinmektedir (194). Buna ek olarak FGF ile beraber, hasarli miyokard dokusunun in

vivo kardiyak onarimda ve rejenerasyonunda islevli oldugu gosterilmistir (195).

Kardiyak biiyiime besi ortaminin bilesenlerinden trombin, insan kemik iligi mezenkimal
hiicrelerinin miyokard enfarktiisiiniin tedavisi amaci ile kadiyomiyosit farklilagtirilmasinda
(196), insan mezenkimal hiicrelerinden kardiyopoietik popiilasyonlarin elde edilmesinde
(197), progenitor hiicrelerin kardiyak yonde farklilasmasinda (198) ve kardiyosfer kaynakl
progenitorlerin fenotipik karakterlerini muhafaza etmelerinde (199) destekleyici 6zellige
sahip oldugundan, kullanilan kardiyak besi ortaminda kardiyomiyojenik farklilasmanin
tetiklenmesine katkida bulunmak ve de olusan kardiyak fenotip 6zelliklerinin

stirdiiriilmesini saglamak amaci ile eklenmistir.
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Kardiyotrofin molekull, son dénemde 6nem kazanan bir biylime faktoridir. Kalbin
gelisiminde, kardiyovaskiiler sistem hiicrelerin davaraniglarinin  parakrin etki ile
modifikasyonunda go6rev alan bir sitokindir (200). Kardiyotrofin molekulinin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisim asamalarinda (201) ve miyokard enfarktusindn
onarimsal tedavilerinde islevi olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (202).
Kardiyotrofin-1 molekdlunin  fare embriyonik kok hucrelerinden elde edilen
kardiyomiyositlerin proliferasyon davranigini arttirdigi ispatlanmistir (203). Son olarak, 5-
Azasitidin kullanilarak yapilan kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin farklilasma
calismasinda kardiyotrofin molekiiliiniin besi ortamindaki varliginin, farklilagma siirecinin
etkinligini arttirdigi ve GATA4, NKX2-5, alfa-kardiyak aktin ve MHC ifade diizeylerinde
anlaml1 derecede artis sagladigi belirtilmektedir (204).

Kardiyak biiylime besi ortaminin bilesim ve igeriginde mezenkimal kok hiicrelerin ve
kardiyak progenitorlerin farklilasmasini tetikleyici ve destekleyici nitelikteki etkin
molekiiller bulunmasi ile kardiyomiyojenik farklilasmanin desteklenmesi amaglanmustir.
Literatiirde bulunan ¢ok sayida kaynak degerlendirilerek adipoz kok hiicrelerin
kardiyomiyojenik farklilastirmasi i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi amaclanmistir. Elde
edilen sonuglar, materyal ve metod bolimiinde detaylandirilan kosullar altinda bu biiylime

faktorlerinin anlamli bir kardiyak farklilagmaya yol agmadigini gostermektedir.

Mevcut caligmanin baglica 6zgiin yanlarindan bir digeri mikroyer¢ekimi kosullarinda
kiiltiir yapilan adipoz kok hiicrelerin kardiyomiyojenik yonde farklilagtirilmasidir.
Literatiirde mikroyer¢ekimi kosullar1 kullanilarak kok hiicre farklilasmasi konusunu
aydinlatan  c¢aligmalarm  ¢ogunlugu  embriyonik  kok  hiicreler  kullanilarak
gerceklestirilmistir. uPKH ve kemik iligi mezenkimal hiicreleri ile siirdiiriilen ¢aligmalar
var olmakla beraber, detayl1 veri tabani1 aramalar1 sonucunda adipoz kok hiicrelerle yapilan
kardiyak farklilasma calismasi bulunamamistir. Mikroyer¢ekimi kosullarinin indiiklenmis
AKH’lerin farklilasmasima etkisinin aydinlatilmasi agisindan 0Ozgiin bir c¢alismadir.
Mikroyergekimi ve hiperyer¢ekimi kosullarinin kardiyak yonde farklilagmaya ve kardiyak
karakterlerin korunmasina katkilarinin oldugu, eksplant kalp hicresi kaltart ile
gosterilmistir (205). Calismamizda kulanilan STLV sistemi ile saglanan mikroyer¢ekimi
kosullarinda kiiltiir yapilan fare embriyonik hiicrelerinin kardiyak yonde farklilasmasinin

arttig1 (206) ve embriyoid gévde olusumunun arttigi belirtilmektedir (207).
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Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile siirdiiriilen mikroyercekimi deneyleri
sirasinda hiicrelerin 6beklenerek kiirecik yapisi olusturdugu ve bu yapilarin olusumunun
farklilasma egilimini arttirdigi  belirtilmektedir (208). Mezenkimal kok hucrelerin
kondrojenik farklilagsma egiliminin, mikroyergekimi kosullart altinda, iki boyutlu statik
kiiltire kiyasla daha fazla oldugu kanitlanmustir (209). Benzer bicimde, mezenkimal
hiicrelerin  endotel  farklilasmasinin  mikroyercekimi  kosullarinda  desteklendigi
bilinmektedir (210).

Mikroyergekimi kosullarimin  kardiyak progenitorlerde parakrin faktorlere iliskin
transkriptlerin diizeyinde artisa neden oldugu, yetiskin kardiyak progenitérlerin hiicre
karakterinde kararlilifa etkili olmazken, neonatal kardiyovaskiiler progenitdrlerin
mikroyercekimi kudltirt sonunda dediferensiyasyon ile ilgili miRNA ifadesinde artis
goriildiigiic  kaydedilmistir (211). Jha ve arkadaslari tarafindan yiiriitilen ve insan
pluripotent kok hicrelerinden elde edilen kardiyak progenittrlerin proliferasyon,
farklilasma ve canlilik ylizdesinin {i¢ boyutlu mikroyer¢ekimi kiltiirii kosullarinda artig
gosterdigi belirtilen bir ¢aligmada, kardiyak progenitdrlerin kiiresel dbekler olusturmasi
saglanmistir. Sonrasinda bu hiicre obeklerinden kardiyomiyosit eldesi veriminin
mikroyercekimi kosullarinda 4 kat daha fazla miktarda anlamh artis gosterdigi belirtilerek,
u¢ boyutlu mikroyergekimi kosullarinin rejeneratif uygulamalar i¢in kardiyomiyosit eldesi
amaci ile kullanilabilecegi sonucuna ulasmistir (212). Bu tez ¢alismasi ile ortak amag ve
yaklagima sahip olan bu ¢aligma, anlamli diizeyde kardiyomiyosit benzeri hiicre eldesini
takiben, hucreler (zerinde mikroelektrot analizor temelli elektrofizyolojik analizler

gerceklestirerek, hiicrelerin impuls iletim kapasitesini dogrulamistir.

Mikroyer¢ekiminin farklilagmay1 indiikleyici etkilerini belgeleyen ¢alismalarin yan sira,
aksi yonde bulgular sunan caligmalar da mevcuttur. 48 saat sire ile mikroyergekimi
kosullar1 altinda kiiltiiri yapilan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin
proliferasyon ve farklilasma kapasitesinin diistiigii ve hiicre dongiisiiniin G2/M asamasinda
bloke olmasi ile apoptoz yolaginin aktive oldugu kaydedilmistir (213). Mezenkimal kdk
hiicreler ile gerceklestirilen bir diger calismada, mikroyercekimi kosullarinin hiicrelerin
g0¢ kapasitesini diisiirdiigiinii ve hiicre iskeletinin yapisal degisikligini tetikleyerek sertligi
arttirdigin1 saptamistir (214). Mikroyergekimi kosullar1 altinda mezenkimal kok hiicre

kiiltiir stiresinin farklilasma potansiyelini ve yoOnelimini etkiledigine dair kanitlar
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mevcuttur. Xue ve arkadaslarimin c¢alismasina gore 72 saat siireli ii¢ boyutlu
mikroyercekimi kiiltiiri, MKH’lerin endotelyal, néronal ve adipojenik yonde farklilagma
potansiyelini arttirirken, 10 giin siireli kiiltliriin osteoblast karakterli hiicrelere farklilagmay1

tetikledigi goriilmistiir (215).

Farkli c¢alismalarin sonuglarina gore, mikroyergekimi etkeninin yiiksek verimde
kardiyomiyosit elde edilmesini saglamak {izere degerlendirilmesi yaklasimi, uPKH ve
EKH kullanilarak gerceklestirilmistir. Benzer bir yontemin AKH veya MKH kullanilarak
uygulandigi bir calisma bulunmadigindan ve de otolog AKH elde edilmesinin kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerine kiyasla daha giivenli olmasi ve farklilasma sonucu elde edilen
hiicrelerin klinik kosullarda kullanimi ile ilgili giivenlik agisindan olumlu sonuglar sunan
klinik c¢aligmalarin var olmasindan dolayi, AKH kullanilarak mikroyergekimi kulttrinde
yiiksek verim ve miktarda kardiyomiyosit tliretilmesinin bilim diinyasina énemli bir katki
saglayacagl diistiniilmistiir. Mikroyergekimi kiiltiir kosullarinda mezenkimal kok
hiicrelerin farklilasmasini konu alan ve yukarida yer verilen arastirmalar genis bir
yelpazede olumlu ve olumsuz sonuglar saglamaktadir. Pluripotent hiicrelerle elde edilen
sonuglar ve mezenkimal kok hiicrelerin {i¢ boyutlu mikroyercekimi kiiltiiriintin yapildig1
caligmalar bir arada degerlendirildiginde, bu tez ¢alismasinda istatistiksel agidan anlamli
sonuclarin  elde edilememis olmasimnin olast gerekgeleri iizerinde c¢ikarimlar
yapilabilmektedir. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii kosullarinda anlamli degisime sebep olmamis
olan indiiksiyon ve kardiyak biiylime besi ortami1 kombinasyonunun ii¢ boyutlu
mikroyer¢ekimi kosullar1 altinda da anlamli diizeyde bir farklilasmaya yola agmamis
oldugu goriilmektedir. Mikroyercekimi  kosullart  mezenkimal kok hiicrelerde
proliferasyonun baskilanmasina sebep olabilmektedir. Bunun yani sira mikroyercekimi
kultdrindn stresi, mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma kapasitesini ve yonelimini
etkileyebilmektedir. Buna gore, mikroyercekimi basamagi anlamli fark yaratabilmek i¢in
fazla erken ya da gec¢ sonlandirilmis olabilir. Mevcut calismada mikroyergekimi
kiiltiirtiniin  siiresi bir degisken olarak degerlendirilmemistir. Bunun yani sira AKH
kiiltiirlinlin adipojenik yonde uyarilmis olmasi miimkiindiir. Ancak incelenen degiskenlerin
kardiyak ve diiz kas acisindan ayirt edici olmasindan 6tiirii bu hipotezin degerlendirilmesi
mimkiin olmamustir (216). AKH kiiltiiriiniin farklilasma y6neliminde hangi hiicre tipine
doniistiiglinin  ya da, literatiirde kardiyak progenitorlerde goézlemlendigi tizere,

dediferansiyasyon siirecine girip girmediginin anlasilmasi i¢in, bu ¢aligmanin farkli zaman
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noktalarinda ve ¢ok sayida transkriptin ayni kosullar altinda degerlendirilmesine imkan
verecek olan mikrodizin yaklasimi ile degerlendirilmis olmasi nihai bir sonug igin

gereklidir.

Biiytime faktorlerinin AKH kiiltiiriinde farklilasmaya etkilerinin degerlendirildigi ve
yukarida yer verilen c¢alismalar da géz Oniinde bulundurularak, calismanin kiiltir
basamaklarinin 21 veya 28. giin noktasina kadar siirdiiriilmesi ile anlamli sonu¢ alma
olasilig1 arttirilabilir. Ancak {i¢ boyutlu mikroyergekimi kiiltiirii baslangi¢c asamasindan
itibaren iki boyutlu hiicre kiiltiiriine kiyasla ¢ok daha yiliksek bir konsantrasyonla
baslatildigindan, uzayan kiiltiirtin olumsuz etkilere yol agmasit da miimkiindiir. Zamanla
Olii hiicre artiklarinin membran ylizeyini kaplamasia bagli olarak Kkiiltiir ortaminda
¢ozilinen oksijenin azalmasi, azalan oksijen diizeylerine bagl olarak kiiresel yapidaki hiicre
obeklerinin merkez kismindaki hiicrelerin hipoksiye bagli olarak apoptoz siirecine girmesi

olasilik dahilindedir.

Tercih edilen blylme faktorlerinin kardiyak fenotip olusumunu destekleme agisindan
etkinligi, farkli hiicre tipleri kullanilarak yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Ancak, bu
tez calismasinda uygulanan biiylime faktorii kombinasyonu literatiirde ilk defa AKH
kiiltiirlinde degerlendirilmistir. Yaklasim, parakrin uyarim mekanizmasindan faydalanarak
kardiyak transkripsiyon faktorlerinin ifade edilmesini tetiklemek mantig1 ¢ercevesinde
uygulanmis, ancak incelenen kardiyak belirtegler 6zelinde istatistiksel agidan anlamli

sayilabilecek bir degisime yol agmamustir.

Literatiirde AKH’lerin kardiyomiyojenik indiiksiyonunun yiiksek oranda verim alindig
caligmalarda, fare ve sican gibi insan haricindeki model organizmalardan elde edilen
hiicrelerin kullanilmis oldugu goriilmektedir. Insan AKH’leri ile anlamli diizeyde kardiyak
yonde farklilasma elde edilen calismalardan yukaridaki paragraflarda bahsedilmektedir.
Buna karsin, bu calismalar sonucunda elde edilen farklilagmanin diizeyi ve farklilasma
gosteren hiicrelerin toplam hiicre sayisina orani, insan AKH’leri kullanilan ¢aligsmalarda
klinik bir tedavide ya da ilag gelistirme c¢alismasinda kullanilacak say1 ve kalitede
kardiyomiyosit elde edilemedigini gostermektedir. Yiiksek oranlarda farklilagan hiicre elde
edilen calismalarda tercih edilen fare ve sigan AKH’leri bazi ¢alismalarda neonatal

doneme aittir. Bu asamadaki hiicreler ylizeye bagli olmayan kiiltiirde spontan olarak
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organize olarak kardiyak yonde farklilasma o6zelligi gostermektedirler. Mevcut tez
calismasinda incelenen kardiyak belirteglerin fare ve sigcan kaynakli AKH’lerde bazal
kosullarda bile ifade edildigi goriilmektedir. Sigcandan elde edilecek adipoz kok hiicrelerin,
mikroyercekiminde kardiyomiyosit farklilasmasinin g¢alisilmast durumunda istatistiksel

acidan anlamli sonug alinmasi olasilig1 daha yiiksektir.
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8. EKLER

8.1.

KULLANILAN MAKINE-TECHIZAT LISTESI

Kullanilan Makine — Teghizat Listesi

Adiy/Modeli

Kullanim Amaci

Perkin Elmer 100 serisi ATR FT-IR. Ankara
Universitesi, Fen Fakiiltesi Kimya Bolimii.

Kimya Merkez Laboratuvart.

Degrade elastin kullanilarak ¢apraz baglama yontemiyle elde edilen

mikrokiirelerin, fonksiyonel grup bilesiminin dogal elastinin

yapisiyla kiyaslanmasi amaciyla kullanilmustir. Olgiimler, Ankara

Universitesi Kimya Béliimii’nde gerceklestirilmistir.

Atomik  kuvvet mikroskobu

Bilkent UNAM Tesisleri Bilkent

(Asylum).

Gelistirilen elastin-temelli mikrokirelerin ve c¢apraz-baglanmig

yapidaki peletlerin elastik modiil 6l¢timii amaciyla kullanilmustir.

Zeta Potansiyel ve Mobilite Olgiim Cihazi
MALVERN Nano ZS90 ODTU Merkez

Laboratuvarlari.

Elastin-temelli mikrokiirelerin  ylizey yiikii analizi amacitla

kullanilmigtir. Bu 6l¢giimler Orta Dogu Teknik Universitesi, Merkez

Laboratuvarinda
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8.2. KULLANILAN HUCRELERIN OZELLIKLERI

Identification number: ATCC PCS-500-011

Species:
Cell Type:

Biosafety Level:

Specific Staining:

Reference:
2953-2966

Human (Homo sapiens)

Adipose Mesenchymal Stem

Positive for CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, and CD166.

Negative for CD14, CD31, CD34, and CD45.

Merfeld, Clauss B.S. et al, Tissue Engineering: Part A. 2010, 16:
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9. OZGECMIS

ARIN DOGAN
Tletisim Bilgileri:
Adres: Mustafa Kemal Mabhallesi, Baris Sitesi, 2086. Sokak No. 25
Eskisehiryolu Cankaya, Ankara
Telefon: 0533 4222754
E-posta: arindogan@gmail.com, arindogan@ankara.edu.tr
Kisisel Bilgiler:
Dogum tarihi: 7 Eylul 1982
Dogum Yeri: Ankara
Uyruk: Tirkiye Cumhuriyeti
Cinsiyet: Erkek
Medeni hal: Bekar
Unvan: Yksek Biyolog
Derece: Biyokimya Yuksek Lisans
Akademik ilgi alanlar::

Biyokimya, kardiyovaskiiler doku miihendisligi, biyomateryal ve hiicre-tabanl
translasyonel tedaviler, kok hiicre farklilasmasi, mekanotransdiiksiyon.

Sinav Puanlari:

ALES (2012 sonbahar): 73.65, UDS (2008 bahar): 93.75, TOEFL IBT: 107 /120,
YDS (2014 Bahar): 91.25

Askerlik Durumu:

Yukimlulik yoktur.
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Egitim:

2010- Halen Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii'nde doktora egitimi.
Danigsman: Prof. Dr. Y. Murat El¢in

2005-2008 Yiiksek Lisans Diplomasi, Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dal1, Sihhiye, Ankara.

1999-2004 Biyoloji Lisans Diplomasi, Hacettepe Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Bolumu, Beytepe, Ankara.

1999 Lise diplomas1, ODTU Gelistirme Vakfi Ozel Lisesi, Ankara.

Burslar:

2015-2016 “Hematolojik Maligniteli Hastalarda Haploidentik Allojeneik Kok
Hiicre Nakillerinde Mezenkimal Kok Hiicre Uygulamasi” Baslikli
TUBITAK projesinde arastirmaci bursu.

2013-2014 “Nanoyapili  Jellerde  Adipoz  Mezenkimal Kok  Hicre
Farklilasmasmin Incelenmesi (EuroNanoMed Projesi)” 111-S-497
Baslikli TUBITAK projesinde arastirmaci bursu.

2011-2013 "Kardiyomiyojenik ~Farklilasma Potansiyeli Olan Kok/Onciil
Hucrelerin Diferansiyasyon Sirecinde Gen Ekspresyon Profilinin
Transkriptom Ve Proteom Ebadinda Arastirilmasi (Ex Vivo
Deneysel Calisma)" 1095454 Bashkli TUBITAK projesinde
arastirmaci bursu.

2007-2008 Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiisii (National

Institutes of Health-NIH) yuksek lisans 6grencisi bursu. Molekiiler
Gerontoloji Laboratuvari, Ulusal Yaslanma Enstitiisii (National
Institute on Aging-NIA), NIH, Baltimore, MD, Amerika Birlesik
Devletleri.

Kullandig1 Arastirma Teknikleri:
e Kolon kromatografisi yontemi ile protein saflagtirma.

e Enzim kinetigi 6l¢cim ve hesaplama teknikleri.

e Konfokal Mikroskopi kullanimi ve LEICA goériintileme yaziliminin

kullanimai.

e Hucre kaltira ve gen "knockdown" teknikleri.

e Deney hayvanlarinin beyin, karaciger ve bobrek dokularindan mtDNA ve

NDNA saflagirilmast.
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Protein tespit ve tanimlama teknikleri: Western Blotting, IP ve co-IP.
2D-PAGE.
32P ile isaretlenmis oligodeoksintiikleotit sentezi.

2p jle isaretlenmis oligodeoksiniikleotit siibstratlar kullanilarak yapilan
DNA glikozilaz ve DNA "trapping" deneyleri.

Doku takibi.

Is ve Arastirma Deneyimi:

2013-Halen

2010-2013

2010-2013

2007-2008

2006-2008

2001-2004

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii'nde doktora egitimi
cercevesinde Fen Fakiltesi Kimya Bolimii Ankara Universitesi Fen
Fakdiltesi Doku Miihendisligi, Biyomalzemeler ve
Nanobiyoteknoloji Laboratuvari (DMBNL) El¢inLab Biyomalzeme
ve kalp dokusu ile ilgili yenileyici tip temel arastirmalari.

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii'nde doktora egitimi
cercevesinde Kkardiyovaskiler kok hucreler, sol kalp destek
sistemleri ve insanda kalp nakli Uzerine surddrllen projelerde
gorevler. "Kardiyomiyojenik Farklilasma Potansiyeli Olan
Ko6k/Onciil Hiicrelerin Diferansiyasyon Siirecinde Gen Ekspresyon
Profilinin Transkriptom Ve Proteom Ebadinda Arastirilmasi (Ex
Vivo Deneysel Calisma)" baslikli (109S454) TUBITAK destekli
arastirma projesinde burslu aragtirmaci.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Kalp Merkezi'nde, Ventrikiil
Destek Sistemleri Koordinatorliigii.

Cockayne  Sendromu B  proteininin  baz  kesip-¢ikarma
mekanizmasiyla oksidatif yolla olusan DNA hasarinin onarimindaki
islevinin incelenmesi konulu projede burslu arastirmaci. Molekiiler
Gerontoloji Laboratuvari, Ulusal Yaglanma Enstitiisii (NIA), Ulusal
Saglik Enstitiisi (NIH), Baltimore, MD, Amerika Birlesik
Devletleri.

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi: Rat Beyin ve
Incebagirsagindan Glutatyon S-Transferaz Enziminin Saflastiriimasi
ve  lIzoenzimlerinin  Hiperisin  Bilesigine  ve  Trisiklik
Antidepresanlara Baglanma Ozelliklerinin Incelenmesi baslikli
projede arastirmaci. Proje no: H.U.B.A.B. 06. D06. 101. 1001 Proje
Danisman1 Prof. Dr. Nazmi Ozer Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Biyokimya Arastirma
Laboratuvarlari, Sihhiye, Ankara.

Anopheles, Phlebotomous ve Aedes genuslarina ait alttiirlerin
morfolojik  farklilasma  egilimlerinin  belirlenmesi.  Lucilia
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Abstract Cardiovascular diseases are the leading cause of
death and a major cause of financial burden. Regenerative
therapies for heart diseases bring the promise of alternative
treatment modalities for myocardial infarction, ischemic heart
disease, and congestive heart failure. Although, clinical trials
attest to the safety of stem cell injection therapies, researchers
need to overcome the underlying mechanisms that are limiting
the success of future regenerative options. This article aims to
review the basic scientific concepts in the field of
mechanobiology and the effects of extracellular functions on
stem cell fate.
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Fli-1 Friend leukemia integration 1 transcription
factor

GATA-4 transcription factor GATA family —4

MEF2c myocyte-specific enhancer factor 2C

SERCA2 sarco/endoplasmic reticulum Ca2 + —ATPase

TRPC transient receptor potential cation channel

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases

MesP1 mesoderm posterior 1 homolog (mouse)
protein

Nkx-2.5 homeobox protein Nkx-2.5

Tbx5 T-box transcription factor TBXS

Hand2 heart- and neural crest derivatives-expressed
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Introduction

According to the World Health Organization (WHO), cardio-
vascular diseases constituted the 30 % of total deaths in the
year 2008, 7.3 million of which were due to coronary heart
disease. WHO predicts 25 million annual deaths due to car-
diovascular diseases by the year 2030 [1]. Current medical
treatment of heart diseases involves pharmaceutical, surgical
and medical device-related solutions. These treatments ame-
liorate a vast number of cases, although health statistics also
attest to the need for alternative treatment options, especially
for congestive heart failure and ischemic heart disease. Regen-
erative medicine supports an alternative realm of thought,
aiming functional recovery and healing of the defect or even
replacement with a whole bicartificial organ [2, 3]. Most can-
didate treatment options are at a pre-clinical and clinical re-
search stage. Regenerative options are mostly on initial re-
search phases, however, whole-organ decellularization, acel-
lular grafts, stem cell injection therapies, three-dimensional
(3D) biomaterial scaffolds and cardiac patches have
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conceptual advantages over some of the conventional
methods proven in pre-clinical studies. Personalized therapy,
lack of adverse host immune reactions, customizable physical
properties and elimination of donor availability as a factor are
few examples. While these advances have paved the way for
further clinical use of biomaterial technologies, they also have
outlined the need for new clinical trials involving biodegrad-
able materials and stem cells. Regenerative therapies aim to
induce self-repair, reinstate function or replace unhealthy tis-
sue that is otherwise beyond the remedy of conventional med-
icine. Tissue engineered solutions were successfully applied
to humans, in cases of the bladder, trachea, and skin graft
applications [2, 4]. In comparison, there are factors limiting
the success of regenerative treatment of heart, such as com-
plex mechanical properties, need for prompt functional recov-
ery, and the need for overcoming negative effects of patholog-
ical remodeling [5]. Injection of stem cells to the myocardium
is a well-documented approach, widely studied in clinical set-
tings. Clinical outcomes are insufficient, due to low retention
and low viability of grafied cells. Along with ditferentiated
cells, adult stem cells are a favorable candidate for cell
therapy.

Extracellular matrix (ECM) is a key component of the stem
cell niche. It fundamentally influences the fate choices and cell
identity. Differentiation of cells and maintenance of intended
cell characteristics during in vitro expansion, seeding, and
engraftment steps are subject to the intricate mechanical, and
biochemical needs of stem cells [6]. This review aims to focus
on the effects of extracellular matrix on stem cell fate, with
examples from heart tissue and its regenerative therapies.

Factors Affecting Cell Fate and Tissue Structure
Basic Concepts in Cell-ECM Interactions
Cell Attachment

Cell to ECM attachment is facilitated by integrin molecules.
Integrins localize transversely in the cell membrane. Forces
concentrated at the focal adhesion points induce clustering of
the transmembrane domain of the integrin (dimeric o).
Integrins serve both as a receptor and an activator by transmit-
ting the force across the cytoskeletal linkages. Integrins con-
join ECM proteins with focal adhesion proteins, talin, paxillin
and vinculin to cytoplasmic elements, microtubules, and mi-
crofilaments. The cytoskeletal complex senses tensional
forces, activating the integrin associated signaling cascades
(e.g. focal adhesion kinase) [7]. Growth, cell survival, and
proliferation are dependent on anchoring via integrin receptor
activities since many soluble growth factors arc only active if
adhered to a particular substrate/surface. Integrins function in
cell cycle, transcriptional control, and cytoskeletal
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development in tissues. They also work as signal transduction
receptors for epidermal growth factor, platelet-derived growth
factor, lysophosphatidic acid, and thrombin [8]. Gene knock-
out studies reveal their role in homeostasis and tissue morpho-
genesis, by sensing mechanical cues. These studies also con-
firm a very important passive cytoskeletal function [9].
Integrin activation is a conformational change which induces
the recruitment of cytoplasmic proteins such as kindlins and
talins. The large protein complex2 interacts with actin cyto-
skeleton. The formed protein complex activates important
protein kinase functions (i.e. focal adhesion kinase and Src
kinase) which in turn activates canonical signaling pathways
(JNK, ERK, Rho GTPases). The signaling activity influences
vitally important cellular activities such as proliferation, mi-
gration and gene expression related to increased survival [9].

Cells organize in a single layer under tissue culture settings.
In nature, cells interact with each other on the
three-dimensional level. Cell culture conditions can be manip-
ulated by using mechanical strain to mimic natural conditions.
For example, embryoid bodies cultured on flexible mechani-
cal surfaces initiate cardiovascular differentiation [10]. The
mechanical strain may induce up-regulation of NADPH oxi-
dases, which in turn, increases the production of reactive ox-
ygen species (ROS). Increased concentrations of ROS initiate
phosphorylation of MAPK, which consequently phosphory-
late ERK 1, ERK2 and JNK for vasculogenesis/angiogenesis,
and ERK1, ERK2, JNK and p38 in the case of
cardiomyogenic differentiation [10].

Substrate Stiffhess

Substrate stiffess is onc of the most studicd cues that affect
stem cell fate. It is defined by Young’s modulus (E, measured
in Pascals) which is the force needed to stretch a material. On
ECM coated hydrogel matrices, mesenchymal stem cell
(MSC) populations react to a different degree of bulk stiffness,
accordingly [11]. Stiffness is a function of the concentration of
cross-linking for artificial biomaterials. Studies performed
with a variety of polymer substrates have shown the effect
of relative surface stiffness on stem cell fate. For example,
MSCs adapt to the stiffness of materials such as synthetic
polymer networks, poly(dimethylsiloxane) (PDMS),
hyaluronic acid gels, and collagen [12]. Embryonic cardio-
myocyte function and characteristics are dependent on a me-
chanical match between cells and the matrix [13]. In cardio-
myocyte culture, contraction frequency is optimal only in a
corresponding degree of rigidity or elasticity of the matrix
(E < 11 kPa). Investigations on newly born rat hearts have
shown that the elastic modulus of the epicardium changes
during the prenatal period, from the embryonic value of
12 + 4 kPa to the neonatal level of 39 + 7 kPa. This significant
alteration causes functional changes and influences the devel-
opment of neonatal rat cardiomyocytes [14].
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Difterent cell types respond variably to the stiffness of the
ECM environment. The response against stiffness affects cell
behavior, however bulk stiffness does not always translate into
cell fate changes. For example, human epidermal stem cells
undergo changes related to the varying stiffness and porosity
levels of poly(acrylamide) but not to more rigid PDMS [15].
The porosity of the material is a prerequisite for cell adherence
[11, 15]. Tt allows cells to react differently to ECM molecules
organized into a rigid network rather than free aggregates of
the same ECM cues [16]. It is important to take into consid-
eration that stem cell proliferation is a natural process in em-
bryonic development and an integral part of regenerative func-
tions of the human body. This process is a result of physical
and spatial modifications.

Remodeling

MMPs are matrix metalloproteinases; more specifically zinc
carrying proteinases with conserved methionine domains.
Most MMPs function outside the cells. MMP proteolysis tar-
gets a broad range of ECM proteins, digestion of which could
lead to varying cellular and extracellular responses. MMP
activity also functions in cancer-cell invasion and metastasis
[17]. Degradation of ECM molecules is a constructive process
that has a regulatory and remodeling purpose. MMP proteol-
ysis reshapes the pericellular space, and the cleaved ECM
fragments have independent signaling functions. Also, MMPs
can activate or deactivate the signaling molecules by
degrading the cell-ECM and cell-cell junctions [18]. MMPs
affect cell functions by disrupting the contact of surface recep-
tors with the ECM. MMP expression and function shows
modifications in the life span of tissue, starting at the embry-
onic stage through development and in disease states, contrib-
uting greatly to the remodeling activities, hence affecting tis-
sue functions noticeably. Many in vivo studies utilizing
knockout models have underlined the function of integrins
in the maintenance of tissue and livelihood [18]. Incorporation
of integrin recognition sequences (¢.g. RGD) into the artificial
constructs may increase the probability of cell survival and
graft success.

Mechano-Responsiveness

Mechanical transduction of force is an overall process
that includes both active and passive transmission. The
signaling cascades, gated channels, membrane bilayer,
ECM and the cytoskeleton (Fig. 1) transmit force. Out-
side forces travel through ECM via collagen, fibronectin,
laminin. And later transmitted into cell by
stretch-activated channels. Integrins play an important
role in transducing the force carried by collagen fibers,
through the membrane bilayer (sarcolemma) to the cyto-
skeletal eclements via talin and vinculin [19].

Cytoskeleton of cardiomyocytes has a densely arranged
belt of cortical layer that supports membrane bilayer.
This cortical (sub-membrane) cytoskeleton provides me-
chanical integrity and conduction between the cell mem-
brane (with other cells) and the contractile apparatus via
costameres. The sub-cellular structure-function assembly
generates and transduces the force through the cardiac
tissue. N-cadherin molecules couple myocytes by
connecting the actin cytoskeleton to the membrane at
the fascia adherens and desmosomes, which attach inter-
mediate filaments to the intercalated disk to form a syn-
cytium [20].

Sarcomere is the smallest functional unit of the muscle. The
length-dependent activation of cardiac muscle is a momentary
action that enables the heart to response to the circulatory
demand. Actin filaments attach to the Z line, and the myosin
filaments connect to titin protein. Sarcomere connects to sar-
colemmal elements such as integrins and dystroglycans, by
the cytoskeletal components. Lastly, the sarcomere is connect-
ed to the nucleus by desmin and LINC complex. This connec-
tivity allows the generated force to be transmitted through the
whole cell and to the ECM by interconnecting filaments en-
abling responsivity, both mechanically, and by activating the
molecular signaling cascades [21].

Shear Stress

Shear stress affects the calcium levels, which is a regulator of
down-stream signaling mechanisms, differentiation, and prolif-
eration. Shear is a dynamic force that affects most tissue types.
Mechanical load forms pressure gradients creating shear stress
on the interstitial fluid. This influences the structure of the en-
dothelium by affecting the shape, density, alignment and elon-
gation of cells, organization of the cytoskeletal elements and
affecting cell-to-cell adhesions, and cell-to-ECM junctions, Al-
so, shear stress may control gene expression, and stimulate epi-
genetic modifications (for a detailed review see [22]). During the
embryonic phase, prior to the shear-force generating circulatory
activity (a similé for static culturing conditions), some venous
and arterial gene expressions are present in the respective
early-stage tissues. The maturation of the tissue character 1s a
result of mutual inputs of genetic and environmental factors
[23]; thus, physical conditions are a necessity for artificial cul-
ture environments for maintaining tissue characteristics. Local
mechanical forces are important environmental factors for cul-
turing endothelial cells in vitro. Major endothelial surface
markers CD31, CD34, vWF, and Fli-1, are expressed highly in
tissues with higher fluid shear stress [24]. Similarly, endothelial
progenitor cells undergo differentiation, proliferation and tube
formation in the presence of laminar shear stress [25]. A mouse
mesenchymal progenitor cell line was shown to undergo endo-
thelial differentiation with a marked decrease in smooth muscle
gene expression and an up-regulation of angiogenic growth
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Fig. 1 Force transmission between cardiomyocytes and extracellular
matrix. Cardiac functions are closely governed by physical forces
applied to the heart and forces generated by the heart muscle. The
nucleo-cytoskeletal complex translates the outside force into cytoskeletal
tension and facilitates response against the tension exerted onto the cell
through the ECM. Mechanical tension transmitted by the ECM compo-
nents is conveyed into the cell through focal adhesion complexes local-
ized in the sarcolemma, binding the cardiomyocyte to the ECM.
Myotubules and fibrillar cytoskeletal components, such as actin pass
the force to the nuclear envelope via nesprin interconnections. The force
is transferred by SUN to nuclear lamina composed of lamin fibrils of the
nucleoskeleton. Nesprin and SUN proteins connect nuclear envelope and

factors under shear conditions [26]. Shear stress effects on ECM
are established [27, 28], although they have not been entirely
uncoupled from the effect of perfusion, which readily provide
nutrients and dissolved oxygen to the tissue. Increasing
shear-force induces vascular characteristics for ECM, stromal
cells and stem cells alike.

Mechanical Tension and Tensegrity in Tissue

From early on in development, cells create a pre-stress via
their adhesions to the ECM environment and connections to
the neighboring cells. Every force vector of pre-stress is bal-
anced with an opposite tension with equal magnitude, which
results in mechanical stabilization, an ever-present influence
by which tissue maintains its tensional integrity [29]. Tensile
pre-stress is probably the common force that stabilizes cyto-
skeletal form. The tension force transmitted from the
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cytoskeleton. SUN1-2 interacts with nuclear pore complex proteins,
lamins and nuclear interior. Nesprin 1-2 contains N-terminal actin-bind-
ing domain that enables cytoskeletal actin connections. By this way, ex-
tracellular forces can reach into the nucleus without disrupting cellular
integrity, also facilitating interaction between the cell and the extracellular
milieu. Lamin also functions in the organization of chromatin influencing
gene expression (c.g. synthesis of titin isoforms in response to modifica-
tions in the ECM stiffness). Contractile apparatus (nof shown) generates
force conducted through costamere complexes to the ECM. Sarcoplasmic
filamentous proteins mediate the transduction of force between the neigh-
boring cardiomyocytes

cytoskeleton travels through the cell membrane and connects
to the network of ECM proteins. Several biomechanical and
enzymatic mechanisms overlook morphogenesis, which is a
glacial process that takes days to lead to a noticeable function-
al change in the microenvironment. A living tissue seems
stable only under a constant isometric tension. The tension
travels via connections between the cell and ECM.
Fibroblasts synthesize the ECM components. They pro-
duce the intercellular substrate, which contains the mechanical
cues, growth factors and other soluble signals specific to the
tissue type that have innate roles for tissue maintenance.
Transduction of mechanical stimuli affects the expression of
ECM related genes in an adaptive fashion. Mechanical signals
indirectly activate available transcription factors, which bind
to a regulatory element in the ECM gene promoter region.
Alternatively, a mechanical signal may cause the expression
of a nuclear factor as a regulatory element. Cyclic stretching
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induces secretion of transforming growth factor-B (TGF-8) or
connective tissue growth factor from the fibroblasts. The au-
tocrine feedback loop is one of the ways fibroblasts contribute
to the defining and maintaining of the tissue [30, 31]. Mechan-
ical stimuli may induce synthesis or secretion of a growth
factor to regulate ECM gene expression in the fibroblasts,

Mechanical Properties of the Heart

Large perimysial collagen fibers align parallel with the
myocytes, preventing them from damage during the filling
phase of the heart by limiting the extent of passive elongation
of'the tissue [32]. Levels of transmural collagen types increase
during the progress of heart failure pathology. In “pressure
overload hypertrophy”, the increase in ventricular stiffness,
correlates with over-expression of collagen types and abnor-
mal cross-linking of collagen, causing gradual stiffening of the
myocardium, leading to the enlargement of cardiomyocytes
and overall deterioration in ventricle function.

Microtubules are larger polymers that provide resistance to
the cell nucleus and exert pressure against the cell membrane.
Intermediate filaments form flexible lines from the surface and
travel the cytoplasm to nestle the nucleus. Microfilaments are
actin molecules that actively generate tension in coexistence
with myosin. Ingber [29] proposed that living cells maintain
the cellular architecture and control the shape and structure of
the cell via Tensegrity phenomenon, initially put forward by
Buckminster Fuller as an architectural term. By disrupting the
stress fibers, researchers proved the existence of an
ever-present tension on microtubules. The nano-scale damage
occurred on the stress fiber caused the remaining section to
unravel [33].

The filling of the heart chamber during diastole determines
the extent of elongation, and the incoming blood volume de-
termines the strength of contraction. This mechanism enables
the body to adapt to changing needs of cardiac output with
Henry-Gauer and Bainbridge reflexes, which are stretch acti-
vated mechanisms stimulated by atrial distension sensed by
baroreceptors. Sympathetic stimulation of a and /3 receptors
regulate the contractile force [21]. Key components elastin
and collagen, functions in maintaining the elasticity of heart
ECM.

Cardiac extracellular matrix comprises of glycosaminogly-
cans (GAGs), glycoproteins, and proteoglycans. GAGs are
the most negatively charged molecules of the ECM, which
interact with the matrix proteins, growth factors, and recep-
tors. Hyaluronan is a high-molecular-weight polysaccharide
and the largest GAG present in the cardiac matrix; it forms
non-covalent complexes with proteoglycans. Heparan sulfate,
chondroitin sulfate, and dermatan sulfate function in cardiac
development and pathogenesis of valvular cardiomyopathy
[34]. Proteoglycans have limited function in cardiac cell

surface and ECM. For example, syndecans and hyalectans
bind to the matrix components and inflammatory mediators.
Collagens and elastin are the most abundant structural pro-
teins. Elastin is a highly cross-linked, hydrophobic protein
with fibrillar and amorphous components. Elastin functions
in load-bearing and resumes initial shape after stretching and
contraction. The elasticity of the heart ECM ensures critical
function during passive filling and beating [14, 30].

Extracellular matrix element expressions in the heart
changes through the lifespan of organisms. Different elements
have different regulatory, mechanic and biochemical func-
tions. Moreover, these functions affect the contractile and
non-contractile cell behavior. The importance of ECM ele-
ments is most obvious in cardiomorphogenesis. As shown in
mice and chick embryos, perturbations in ECM related gene
expressions cause malformations in the four-chambered heart.
Also mutations in cardiac ECM genes cause prenatal lethality
and/or congenital cardiac malformations in humans. In addi-
tion to cell-cell signaling, ECM is involved in regulation of
cell proliferation, differentiation and migration. The results of
genetic anomalies in protein expressions gives us valuable
information on the functions of ECM elements such as pro-
teoglycans, elastin, tenascin, laminins, hyaluronan, fibronec-
tins and collagen types [35].

Hyaluronan is the most abundant type of glycosaminogly-
cans in the heart. It consists of alternating UDP glucuronic
acid moieties with UDP-N-acetylglucosamine, arranged in
chain-like form. Other abundant hyaluronan types are heparan
sulfate/heparin, keratin sulfate, and chondroitin sulfate/
dermatan sulfate. Injection of hyaluronidase into the atrioven-
tricular cushion or cardiac jelly at specific time-points, causes
drastic abberations in the formation of heart structure in chick
embryos [36].

Proteoglycans are core proteins associated with a glycos-
aminoglycan. Chondroitin sulfate proteoglycans are versican,
aggrecan and neurocan are all expressed during the develop-
ment phase of the heart. Deficiencies of chondroitin sulfate
proteoglycans do not necessarily cause cardiac
malformations, however mutations in enzymes processing
these structures cause cardiac defects [37]. Heparan sulfate
proteoglycans are located at the cell surface and ECM of the
heart as with many other tissue types. They have important
roles in cardiac development and homeostasis, due to their
ability to bind cytokines and growth factors (BMPs, FGFs,
TGF-p and VEGF) related to cardiac development at their
heparan sulfate chains. Perlecan is an important heparan sul-
fate located at the ECM and basement membranes of various
tissues. They interact with laminins and integrins and at the
same time with fibroblast growth factors. Other prominent
heparan sulfate proteoglycans are glypicans, agrin and
syndecans.

Different collagen types are expressed on different stages
of cardiac morphogenesis in the vertebrates. Collagen types
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have distinct functional properties and are expressed at differ-
ent locations of the developing heart; types I, 1II, Vand VI in
ventricle structure, I, IV, XI and XIII in atrioventricular valve
leaflet formation. Collagens are one of the most abundant
structural elements of the heart ECM and aortic wall. Fibrillar,
network-forming and multi-domain structures serve in provid-
ing structural integrity and elasticity, as well as association
with specific GAG chains [38].

Periostin, which has TGF- F3-responsive functions, is a
secreted ECM component involved in the maturation of heart,
through inducing mesenchymal cell differentiation to fibro-
blast types. Fibulins belong to a ditferent group of ECM ele-
ments comprised of repeating EGF-like domains. Fibulin de-
letions generally cause serious defects during heart formation.
Fibronectin is an important ECM protein with structural and
functional properties. They interact with collagens, heparan
sulfate proteoglycans and integrins [39]. Fibrillin is in micro-
fibrillar form with important elastic properties. It is expressed
in the basal surface of the early endocardium. Heart valve
prolapses are common in patients with Marfan’s syndrome
which is caused by fibrillin]l mutation. This shows the devel-
opmental importance of fibrillinl for heart tissue [34].

Mechanical Forces and Cardiac Fate

The structure of the heart ECM dynamically changes in the
presence of mechanical and electrical impulses. In the devel-
opmental period, stem cell differentiation and tissue-specific
expression of cardiac proteins are stimulated in the presence of
mechanical cues.

Static stretching of embryonic stem cells (ESCs) induces
the expression of sarcomeric o-actinin, GATA-4 and MEF2¢
[10]. Similarly, cyclic mechanical strain increases expressions
of a-cardiac actin, myosin heavy chain and myocyte enhancer
factor in ESC-derived cardiomyocytes in a frequency depen-
dent fashion [40].

Maturation of fetal heart tissue is a fast process accompa-
nied by changes in expression levels of extracellular proteins
and matrix proteinases [18]. There is a significant rise in the
expression levels of Collagen Type IV in the early stages of
embryonic heart development. This is followed by an increase
in Collagen Type I towards the end of the development period
[41]. Stiffness (or compliance) of the heart ECM alters during
the formation of the heart. /n sitt zymography assays have
shown that rat heart MMPs function during different days of
development and that structure of the heart is under constant
remodeling through the development period [42]. Softer sub-
strates cause neonatal rat cardiomyocytes to beat with higher
frequency. As a fate controlling environmental cue, stiffness
influences both differentiation and maturation of the cardiac
myocytes [43—45]. Also, embryonic cardiomyocytes contract
optimally on a matrix with heart-like rigidity compared to
scar-like rigidity [46]. Substrate stiffness by itsclf does not
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shape the overall tissue structure. Contractile forces create
the stress that shapes the tissue by counter-acting against the
ECM. This interplay of mechanical forces refines the embryo-
genesis of heart and the whole embryo during numerous mor-
phogenetic processes through the development period. The
stiffness of the heart ECM changes through the course of
embryonic development [11, 15].

Expression levels of titin is modified during the progress
from fetus to adult, together with the increased stiffness,
resulting in an increase in cardiac output [47, 48]. Titin protein
maintains the sarcomere homeostasis by mechanically limiting
the stretch of sarcomere units during the passive filling of the
heart. Together with the support of the ECM elements elastin
and collagen, titin initiates the contraction by its recoil action,
protecting the sarcomere from the negative effects of excessive
stretching and determining the stroke volume through
Frank-Starling principle. Additionally, recoil contributes to the
cyclic nature of contraction (synchronicity between the atria
and ventricles) [21]. The mechanical role of elastic proteins
serves both at a cellular level and in the macro-scale and con-
stitutes a dynamic example of a tensegrity structure [49].

Mechanical Properties in Myocardial Infarction

Mpyocardial infarction (MI) causes alterations in the ECM
structure by leading to scar tissue formation. Acute MI causes
adverse remodeling of the cardiac ECM. Functional cardio-
myocyte number decreases, collagen deposition increases,
and cardiac tissue transforms into a dense and less compliant
form. This necrotic tissue is an inapt substrate for the remain-
ing cardiomyocytes. Overall organ function suffers due to
fibrotic rigidity, with correlation to the size of the infarct zone
[50]. Cardiomyocyte necrosis and apoptosis, together with
progressive fibrosis cause an overall loss of function, leading
to heart failure. Engler first described the relationship between
stem cell fate and surface or matrix stiffness in 2006. Naive
MSCs differentiate into muscle, neural or bone cells in vary-
ing substrate stiffness values. Substrate stiffness is defined by
Young’s modulus which is the force needed to stretch a mate-
rial sample. [51]. Cardiac progenitors express troponin I on
softer substrates compared to stiff substrates, which implies an
optimal stiffness is necessary both for contractile function and
stem cell identity [52]. MI increases the stiffness in the infarct-
ed arcas from healthy levels of 18 = 2 kPa, up to 55 + 14
kPa. Injection of MSCs at the infarct zone causes an increase
in compliance parallel to improved ventricular function [53].
Stem cell engrafiment therapy benefits by contributing to the
viscoelasticity of the ECM of heart tissue. MSCs differentiate
into muscle cells on biomaterials with elastic modulus of 10
kPa [51]. Lower stiffhess may restore calcium stores and im-
prove contractility.

Conventional treatment of MI focuses on re-sustaining per-
fusion of the ischemic myocardial area through drug treatment
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and revascularization. Drug therapy slows adverse remodeling
and prevents arrhythmias caused by the disruption of impulse
conduction due to tissue loss. However, functional impair-
ment due to cardiomyocyte loss is impossible to overcome
by the intrinsic resources of the heart, or in some cases, by
the -state of the ari- medical treatment [54].

Mechanical Properties in Atrial Fibrillation

Atrial fibrillation (AF) is the most common form of arrhyth-
mia. It is the uncoordinated contraction of atrial muscles, due
to the faulty and uneven propagation of the contractile wave.
AF increases the risk of stroke and premature death [55]. This
condition manifests with histological changes in the atria,
such as fibroblast proliferation, myocyte hypertrophy and al-
terations of the ECM. Adverse electrical, contractile and struc-
tural remodeling of the atrial ECM accompanies some AF
cases, such as altered expression levels of MMPs, transient
receptor potential channels, stable anchoring contact, colla-
gen, and connexin [56]. Interstitial fibrosis contributes to the
symptoms of AF, as the reversal of electrical remodeling does
not always remedy the clinical state [57].
Mechano-responsiveness of cardiomyocytes translates the
pressure into cellular excitation. Canonical TRP (TRPC) sub-
units are one of the proposed stretch-activated depolarization
of cation channels. Voltage-gated K+ channels, chloride, and
non-selective ion channels may respond to some mechanical
stimuli [58]. Electrical remodeling is a result of alterations in
sarcolemmal ion-channel gene expression and changes in
connexin structure, which provides electrical coupling of the
cardiomyocytes [59]. In permanent AF patients, ECM of the
heart is remodeled due to increased expression of MMP-2,
accompanied by down-regulation of TIMP-2 [60].

Mechanical Properties in Heart Failure

Model studies report that the dilated cardiomyopathy pheno-
type may result from disruptions in the contractile equipment.
Alterations in the structure of titin, and disruptions of certain
cytoskeletal proteins, vinculin, desmin, and N-cadherin, can
also contribute to the pathology [61]. Disruption of force
transmission within the ECM can alter ventricular function
and lead to chamber dilation.

Altered mechanical signaling caused by cytoskeletal defect
can lead to altered force transmission and/or altered mechan-
ical signaling, Cytoskeletal elements carry the force exerted
by the myosin and troponin filaments and transmit the force to
the nuclear membrane with lamin, emerin, nesprin [62]. The
conduction of force, in turn, leads to the alteration of
mechano-signalling. These alterations in biomechanical sens-
ing lead to failing muscle mechanics, and compensatory hy-
pertrophy, a maladaptive remodeling of the ECM and
myocytes [30, 31].

Regenerative Approaches
Current Stem Cell-Based Regenerative Options

Stem cell therapy alters the stiffness of the infarct zone by
inducing changes in the expressions of cardiac ECM ele-
ments. MSC engraftment functions by modifying the gross
structure of the infarct scar, into a more compliant and hetero-
geneous structure, which eventually leads to increased cellu-
larity compared to vehicle control [53]. Stem cell therapy aims
to restore heart function by reinstating the cardiomyocyte pop-
ulation. Many alternative cell therapies and candidate treat-
ment modalities are under investigation in pre-clinical studies
and phase-I trials. As a prerequisite, the graft should not cause
any infarction, inflammation and it should be free of any un-
differentiated cells or immature myocytes following injection
[61].

Pre-treatment aims to condition graft cells to increase via-
bility or to prevent cell loss by inhibiting cell death pathways.
Heat treatment induces production of heat shock proteins
which have cytoprotective properties against low oxygen
and nutrient levels. Heat shock proteins drastically lower cell
death during injection and at the initial weeks. Hence, they
increase cell viability of the grafted cells in the ischemic myo-
cardium [63]. Diazoxide and isoflurane preconditioning in-
creases the viability of cardiomyocytes under ischemic condi-
tions, by opening ATP-dependent potassium channels [64].
Hypoxic stress applied before injection pre-conditions the
cells against the ischemic state of the infarct zone prior to
engraftment. Studies on ESCs, MSCs, and adipose stem cells
have demonstrated ample evidence of hypoxia, causing
up-regulation of an arteriogenic cytokine expression [65]. Plu-
ripotent cells express hypoxia-inducible factor (HIF-1) as an
adaptive response against hypoxia. This response promotes
cell proliferation and angiogenesis in hypoxic cultures, and
in ischemic conditions in vive [64]. This increases the proba-
bility of graft success. Human ESCs cultured in low-oxygen
conditions produce embryoid bodies with high angiogenic
properties. Besides, hypoxic conditioning of cardiomyocytes
prior to engraftment, increases the chance of cell survival in
the peri-infarct zone with poor circulation. Hypoxia influences
better engraftment of murine cardiac progenitors by influenc-
ing the expression of CXCR4, a chemokine receptor, which
interacts with stromal-derived growth factor (SDF-1) [64].
Ischemic conditions induce the release of cytoprotective fac-
tors such as IGF, IL-13, and VEGF [64]. Compared with their
normoxic counterparts, bone marrow MSCs pre-conditioned
with hypoxia have higher survival and enhanced capacity for
cardiac repair [64-66].

Results of most of the clinical studies involving stem cell
therapy for ischemic heart disease only evaluate medical
end-points. The fate of the introduced cells remains ambiguous
in these studies. Histopathological assessment of human hearts
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following allogeneic stem cell treatment is not feasible due to
ethical and methodological constraints. However, there are
some large-animal studies providing valuable findings on the
effects of human cells on heart tissue ECM [67]. Lack of infor-
mation limits our understanding of stem cell therapies regarding
their effects on ECM components.

Tissue Engineering Scaffolds

Cell source and construct size are the most important limita-
tions of cardiac tissue engineering. The stiffness of human
myocardium ranges from 20kPa at the end-diastole to higher
values at the end of systole. Stiffness stimulates differentiation
of stem cells. Similarly, as previously mentioned, cyclic
stretching of the cardiac constructs results in better contractile
properties and a more mature phenotype [68]. Only a small
percentage of proposed biodegradable scaffolds (usually made
up of natural polymers) can match the physical needs of the
cardiac tissue [52, 58, 62, 69, 70].

A cardiac construct must endure the forces exerted during
the cardiac cycle. Successful coupling with the host tissue is an
important goal for treatment [71]. The choice of material vastly
varies, according to the micromechanical, and functional prop-
erties of the tissue type, since arteries, myocardium or the heart
valves each have distinct physical characteristics [72-74].

Decellularized heart matrix is a good candidate for tissue
engineering approaches, since it has biologically active
MMP-sensitive peptide sequences, spatial cues for cell adhe-
sion, tissue-specific signal molecules and growth factors. In
theory, these properties should induce the attachment of cells,
neovascularization, and maturation of the tissue graft, en-
abling adaptation, migration and proliferation of host cells
and perfusion of the graft [75, 76]. The tissue source can be
allogeneic or xenogeneic, as the process eliminates cellular
antigens that might generate an immune response. A
decellularized ECM biological scaffold holds tissue-specific
ultrastructure and composition, presenting the benefits of in
vivo development during embryogenesis [2, 75]. These type
of scaffolds present numerous tissue-specific cues of micro-
structure and ultrastructure [77]. The effect of natural cues is
challenging to replicate with artificial polymers. Decellularized
heart ECM has a tissue-specific combination of surtace texture,
pore size and density. In addition, it has biochemical cues such
as hydrophilic and hydrophobic moieties, spatial presentation
of the surface ligands, concentration of tissue-specific ECM
elements (e.g. collagen types, laminin, fibronectin) [75, 76].
Biomaterial scaffolds should be able to produce and convey
adequate contractile force (ca. 20-50 mN/mm) and successfully
propagate electrical impulses (25 cm/s) [78]. Biomaterial con-
structs with relatively higher elastic modulus can induce differ-
entiation of stem cells into the cardiovascular lineage, and pro-
vide durability during the cardiac cycle. On the other hand, it
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can restrict diastolic relief, which is just as crucial as contraction
for heart function.

An important limitation of construct thickness is the meta-
bolic and oxygen supply in the core region. For adult human
hearts, epimyocardial capillary density is higher than that of
the endomyocardial density, and minimum inter-capillary dis-
tance is around 20 pm [79]. Indirectly, this information spec-
ifies the optimum distance between the cell and perfusion
surface. Hence, the maximal thickness of an ideal cardiac
construct is ~200 pwm [80]. In a study investigating the max-
imum thickness for cardiac grafis, researchers found that
400 pm was the highest feasible thickness to maintain viabil-
ity [81]. The maximum diftusion distances limit the size of an
avascular myocardial construct. Vascularization of the con-
struct is an option for higher diffusion distances.

Injectable Biomaterials

Injectable biomaterials provide a percutaneous option for im-
plantation with considerable success in small and large animal
models. Hydrogel-based materials yield encouraging results
[82]. Cardiac-specific ECM is a good candidate for combina-
tion with stem cells or other therapeutic agents [83]. Acellular
matrices circumvent immune reactions. In the future, a timely
delivery of a standardized biomaterial system could be feasi-
ble for treatment of MI cases; preventing or limiting ventricle
remodeling and delaying the onset of congestive heart failure
[76, 84-86].

A simplistic acellular approach can prevent ventricular wall
thinning and dilation of the myocardium and suffice in
preventing heart failure. Injectable collagen biomaterial im-
proves ventricular remodeling and function. This method has
potential use in myocarditis cases and ischemic heart disease,
for which a prompt physical durability is imperative [87]. Some
studies on animal models have documented favorable results
for the delivery of injectable self-assembling peptides together
with stem cells [85]. This approach may be beneficial for in-
creasing cell retention and improving the expected outcomes of
the stem cell treatment of the myocardium.

Cell Sheets

Cardiomyocytes cultured in sheet form is an option for
repairing transmural defects. For the production of cardio-
myocyte sheets, a single layer of cardiomyocytes is cultured
on poly(N-isopropylacrylamide). Cell layers detach in a
temperature-responsive manner, and can be stacked upon each
other to construct a thicker graft [88]. This method can over-
come the difficult task of coupling introduced cardiomyocytes
for electroconductivity, immediately upon engraftment. Al-
though the method widely utilizes skeletal muscle cells, it is
also useful for endothelial progenitors, heart progenitors, adi-
pocytes, cardiomyocytes, stromal cells and MSCs on different
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model organisms in treating ML These studies report im-
provement in ejection fraction, inhibition of left ventricle di-
lation and stabilization of fractional shortening. Moreover,
notable inhibition of fibrosis and increase in angiogenesis,
points to a general alleviation of heart failure symptoms. The
contractility of the constructs should add to the myocardial
function. Okano’s group [89, 90] has reported successful
transplantation of an autologous myoblast sheet manufactured
in thermo-responsive culture dishes to a dilated cardiomyop-
athy patient receiving left ventricle assist device treatment [89,
91]. Cardiomyocytes cultured in sheet form, may contribute to
the regeneration of the infarct zone upon implantation to the
infarcted area, as these cells would already have functional
intercellular connections, extracellular protein networks and
contractile synchronicity. Researchers have reported new cap-
illary formation and new cardiomyocytes on the implanted
construct, and thickening of the sheet, through the course of
the experiment [92]. A single cell sheet composed of
cardiomyocytes constitutes a 2D structure, as the cells of the
graft connect with each other on a single plane. In theory,
stacking of these sheets can amount to a 3D structure that
has adequate functional properties if the cells have enough
perfusion. Arguably, the 3D structure of stacked cell sheets
resembles that of the native heart [93]. Cell-sheet
cardiomyocytes display anisotropy, organized cell-to-cell ar-
rangements, and functional unison.

In Situ Reprogramming

Failing myocardium loses cardiomyocyte population while
the fibroblast population stays viable. Direct reprogramming
or partial programming therapies target non-myocyte popula-
tions in the myocardium. These therapies aim to differentiate
the resident cell population into functional cardiomyocytes.
Rescarchers used viral transfection for the delivery of tran-
scription factors, MesP1, Nkx2-5 GATA4, Tbx5, MEF2C,
and Hand2 which are effective for reprogramming mouse fi-
broblasts into cardiomyocyte-like cells [94]. Further experi-
ments using cardiac fibroblasts of adult mice have resulted in
cardiomyocyte-like cells expressing a heart-specific protein,
cardiac troponin I, and sarcomere-like phenotype. Further,
upon optimization of factors, rescarchers have proven the con-
cept on cardiac fibroblasts in MI animal models [95]. The
newly formed cardiomyocytes formed gap junctions with the
resident cardiomyocytes, Notably, researchers have observed
higher functional reprogramming in vivo, which is probably
related to the favorable properties of the native ECM. Other
contributing factors are the presence of contracting neighbor
cells, ECM elements, tensile forces, and local paracrine
factors.

According to more recent work on in situ reprogramming,
delivery of the cardiac specific transcription factors GATA4,
mef2¢, and Tbx5 with optimal stoichiometry, increases the

efficiency of induced cardiomyocyte generation in vivo. The
optimal ratio of combined delivery causes a 10-fold higher
beating activity in induced cardiomyocytes [96]. Another re-
cent study used lentiviral delivery of microRNA sequences as
an alternative to transcription factor delivery. In this study,
effective viral delivery of microRNA sequences led to mature
cardiac phenotype and significant mid-term improvement in
ventricle function [97].

Conclusions

Simply put, the tissue is composed of cells (parenchymal and
stromal) and the surrounding ECM. Whether it involves cells,
biomaterial injections or application of scaffolds, regenerative
treatments aim to assist or facilitate regeneration of the ailing
tissue. Recent basic scientific research has yielded a plethora
of new findings that support the importance of mechanical
factors of ECM in normal physiology, disease etiology, and
regenerative treatments. To successfully set the future per-
spective for cell-based regenecrative treatments; new ap-
proaches must address the effects of mechanical forces on
stem cell fate, and the role of ECM in tissue health. Advents
of in situ reprogramming of cardiac fibroblasts, cell sheet car-
diac tissue engineering and the use of decellularized matrices
for both injectable interventions and whole-organ engineer-
ing, may influence the future of regenerative medicine.
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