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ONSOZ

Miyokard infarktiisii, kalbin temel fonksiyonel birimi olan kalp kasinda doku
kaybiyla seyreden son derece Oliimciil bir kalp hastaligidir. Akut donemden sonra
sag kalan hastalarda yasam kalitesini bozan miyokard infarktiisii, diinya capinda
yaygin ve tedavisi maliyetli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir.
Glinlimiizde yaygin olan medikal ve invaziv tedavi yaklasimlar1 hastalarin
semptomlarin1 hafifleterek yasam kalitelerini artirsa da, kalp fonksiyonlar1 i¢in
gerekli olan ve kaybedilen dokuyu yerine koyma konusunda yetersiz kalmaktadir.
Hiicresel tedavi uygulamalari, miyokard infarktiisii sonrasinda kaybedilen dokuyu
yerine koymada timit veren bir tedavi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir ¢ok deneysel
ve klinik ¢aligmayla iyilesmeye olan etkileri ortaya konulan ¢ok sayida hiicresel
tedavi secenegi bulunmaktadir. Insan gobek kordonu stromasindan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin farkl: tipte hiicrelere donlisme potansiyelleri bunun yani
sira immunosiipresif, anjiyogenik, anti-apopitotik etkileri gdz oniine alindiginda bu

hiicreler de iyi bir tedavi aday1 gibi goriinmektedir.

Iyi arastirmacilar, iyi akademisyenler yetistirmek icin gerek bilimsel
donanimiyla gerekse sosyal yasama dair tecriibeleriyle bizlere iyi bir 6rnek olan, hem
fakiilte hem uzmanlhk egitimim siiresince bilgilerinden c¢okca istifade ettigim,
uzmanlik egitimi ve tez calisma asamalarimda bilgisini ve destegini esirgemeyen
Anabilim Dali Bagskanimiz ve degerli hocam Sayin Prof. Dr. Alp Can’a en icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimim siiresince kiymetli bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim,
her konuda desteklerini hissettigim degerli hocalarim Sayin Prof. Dr Canan Akbay’a
Sayin Prof. Dr. Cengiz Giiven’e, Saym Prof. Dr. Nursen Sarag¢’a, Saymn Prof. Dr.
Belgin Can’a, Saymn Prof. Dr. Esra Erdemli’ye, Sayin Prof. Dr. Bizden
Sabuncuoglu’na, Saym Prof. Dr. Oya Evirgen’e, Sayin Prof. Dr. Sevim Aydin’a,
Saym Dog. Dr. Ozgiir Cinar’a, Saymn Yard. Dog. Dr. Deniz Billur’a ve Saym Uzm.
Dr. Ferda Topal Celikkan’ a tesekkiir ederim.



Tez g¢aligma asamalarimda yeri geldiginde birlikte calistigim bu anlamda
benden yardimlarini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Tulga Ulus’a, Sayin Prof. Dr.
Niliifer Turan Dural’a, Saym Dog. Dr. Fadil Kara’ya ve Aras. Gor. Derya Ozdemir’e

¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvar tecriibelerime olan Onemli katkilar1 ve destekleri i¢cin Remzi
Ata’ya, Hiiseyin Solmaz’a, Erdogan Caliskan ve Nezihe Akcakaya’ya, ayrica ilkay
Bektas ve Abdulkerim Dilbaz’a tesekkiir ederim.

Calisma arkadasi olmalarinin 6tesinde bircok durumda yanimda olan,
varliklarindan mutluluk duydugum c¢ok degerli arkadaglarim Bio. Zeynep Cakar’a,
Uzm. Bio. Hakan Coskun’a, Dr. Bio. Duru Aras’a, Uzm. Bio. E. Nazli Hayirli’ya,
Vet. Hek. Masoud Afshani’ye, Uzm. Bio. Sule Kizil’a, Vet. Hek. Pinar Bayram’a,
Uzm. Dr. Hilal Goktiirk’e ve Giilay Kog’a tesekkiir ederim.

Ideallerimi ve hayallerimi gerceklestirmek igin beni her anlamda ve her animda
destekleyen ve adeta benimle birlikte ¢abalayan en degerli varliklarim annem
Perihan Giilhan’a, babam Seyfettin Giilhan’a, ablam Neslihan ve kardesim Bilal’e ve

sevgili esim Metin’e en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Miyokard infarktiisii (MI), belirgin ve uzun siireli iskemi sonucu gelisen geri
doniisiimsiiz miyokard hiicre hasar1 ve nekrozudur (1). Mi’nin neden oldugu
Olimlerin ¢ogu infarktiisiin ilk 1 saati i¢inde olmakla birlikte (1), sag kalan
hastalarda kontraktil doku kaybi ve kronik siirecteki yeniden yapilanma nedeniyle
degisen diizeylerde kalp yetmezligi sorunu ortaya ¢ikmaktadir. MI tiim diinyada
mortalite ve morbiditenin baglica nedeni olan kalp yetmezliginin en sik sebebidir
(2). Birlesik Devletler’de kalp yetmezligi her yil yaklasik olarak 6 milyon insani
etkilemekte ve 300.000’den fazla insanin Oliimiine neden olmaktadir ve 40 milyar
dolardan fazla saghk giderinden sorumludur (3). MI hastalarinda giincel
farmakolojik tedaviler, perkiitan transliiminal koroner anjiyoplasti gibi kateter temelli
ve koroner arter baypas greftleme gibi cerrahi miidahaleler kalp yetmezliginin
semptomlarini hafifletmekte ve hastalarin yasam siiresini iyilestirmektedir. Ancak bu
tedavi yaklasimlarinin hepsi palyatif tedaviler olup, kalp yetmezliginin temel sorunu
olan kontraktil doku kaybmi ve onun yerini alan fibrotik doku gelisimini
onleyememektedir (2-4). Bu temel sorunun giderilmesi i¢in yapilan aragtirmalarda,
kendini yenileme ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetenekleri nedeniyle kok
hiicreler tedavi segenegi haline gelmistir. Kalp yetmezliginde kardiyak rejenerasyon
ve kardiyak fonksiyonlarin diizenlenmesi i¢in kok hiicre temelli tedavilerin denendigi
cok sayida temel ve klinik ¢alisma bulunmaktadir (2, 3). Kok hiicre temelli tedavi
yaklasimlarina iligskin bu ¢aligmalardan yola ¢ikarak hiicrelerin, kardiyomiyositlere
farklilasarak, endojen kok hiicreleri uyararak, vaskiilogeneze katilarak, apopitozu
inhibe ederek ve ekstraselliiler matriksin yapilanmasini diizenleyerek etkinlik

gosterdigi seklinde potansiyel mekanizmalar ileri siiriilmektedir (3, 5, 6).

Embriyonik kok hiicreler, uyarilmis pluripotent kok hiicreler (UPKH), kemik
iligi kaynakli kok hiicreler, yag dokusu mezenkimal kok hiicreleri, iskelet kasi
miyoblastlar1, kardiyak kok hiicreler gibi ¢ok sayida farkli kaynaktan elde edilen
farklr hiicre tipleri, kardiyak hasarin giderilmesi ve rejenerasyon etkileri agisindan
gerek temel gerekse klinik arastirmalara konu olmaya devam etmektedir (2-4, 6).

Tamamlanmis g¢alismalara bakildigindaysa, basta farklilasma kapasitelerine bagh



olmak iizere, ayr1 bir takim 6zellikleri nedeniyle farkli hiicre tiplerinin etkinliklerinin

de farkli oldugu goriilmektedir.

Biz de bu aragtirmamizda, bir multipotent kok hiicre olan insan gébek kordonu
stromas1 kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin (IGKS-MKH) miyokard infarktiisii

sonras1 uygulanmasinin tedavi edici etkinligini arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KALBIN EMBRIYOLOJISi

Kalp ve damar sistemi embriyoda ilk olarak islev gérmeye baslayan sistemdir
(7). Embriyon doneminde 3. haftanin ortasina kadar metabolik gereksinimler
yalnizca difiizyonla saglanirken bundan sonraki siiregte metabolik gereksinimler tek
basina diflizyon ile karsilanamamaktadir. Primordiyal kalp ve damar sistemi, hizli
gelisim nedeniyle metabolik gereksinimlerin artmasinin bir sonucu olarak 3. haftanin

ortasinda olugmaya baslar (7, 8). Kalp ve damar sistemi dort yapidan gelismektedir

(7):

e Splanknik mezoderm
e Paraksiyal ve lateral mezoderm
e Faringeal mezoderm

e Noral krista hiicreleri

2.1.1. Erken Donemde Kalp Gelisimi

Kardiyak hiicreler ilkel ¢izginin lateralindeki epiblastta yer alirlar ve buradan
ilkel ¢izgi boyunca kraniyuma dogru gog¢ ederek, orofarengeal membran ve noral
katlantilarin rostralinde, lateral plak mezoderminin splanknik tabakasina yerlesirler
(8). Hiicrelerden ilk go¢ edenler, kalbin kraniyal boliimlerini olustururken daha
sonrakiler sirastyla sag ventrikiil, sol ventrikiil ve siniis venozus gibi daha kaudal
kisimlarini olusturur (8).

Kalbin olusumu 6n endodermden kaynaklanan sinyallerle uyarilmaktadir ve
en erken olusan yapi, 3. haftada kardiyojenik mezodermde ortaya c¢ikan ve
anjiyoblastik kordonlar olarak adlandirilan endotel hiicreleri dizisidir (7). Bu
anjiyoblastik kordonlar igerisinde bosluk geliserek iki adet kalp tiipiine doniisiir
(Sekil 2.1) (7).
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Sekil 2.1. Bir ¢ift kalp tiipiiniin olusumunu gosteren sematik ¢izim.

Yaklagik 20 giinliik bir embriyonun dorsal yiizden goriinimi (A) ve kalp bolgesinden
gecen bir transvers kesit goriilmektedir (B). Kalp tiipleri perikardiyal s6lom boslugunun
hemen oniinde kardiyojenik mezoderm bolgesinde goriilmektedir (Keith L. Moore. The
Developing Human, Clinically Oriented Embryology’den degistirilerek alinmistir).

Embriyon govdesinin sefalokaudal ve lateral yonde katlanmasiyla birbirine
yaklagan bu iki kalp tiipii (endokardiyal tiip), kraniyal uctan baslayarak kaudal uca
dogru flizyona ugrayip tek bir kalp tiipiinii olustururlar (Sekil 2.3) (7, 8).

Embriyon doneminin 4. haftasinda bu kalp tiipiiniin vendz ucu olan siniis

venozusa iig ¢ift ven drene olur (Sekil 2.2) (7, 8):
e Vitelliis kesesinden kan1 getiren vitellin (omfalomezenterik) ven
e Koryondan iyi oksijenlenmis kani getiren umbilikal ven

e Embriyon gévdesinden kan1 getiren 6n ve arka kardinal venlerin birleserek

olusturdugu ortak kardinal ven.
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Sekil 2.2. Yaklagik 26 giinliik bir embriyonda primordiyal kalbe acilan damar

yapilarin1 gosteren sematik ¢izim

(Keith L. Moore. The Developing Human, Clinically Oriented Embryology’den
degistirilerek alinmistir).

2.1.2. Tleri Dénemde Kalp Gelisimi

Endokardiyal tiiplerin flizyonuyla olusan kalp tiipiiniin etrafinda, perikardiyal
boslugu ¢evreleyen splanknik mezodermden gelisen miyokardiyum sekillenir (7, 8).
Miyokardiyum bir yandan kalinlagirken bir yandan da kalp tiipiiyle arasin1 dolduran
ve kardiyak jole ad1 verilen jelatindz bir bag dokusu sentezler (7, 8). Mezodermal bir
doku olan septum transversumun yiizeyindeki mezotel hiicreleri, epikardiyumu
(visseral perikardiyum) olusturmak {izere miyokardiyum tizerinde yayilir (7, 8).
Epikardiyumun kiiciik bir kismiysa akim c¢ikis kanalindan gelisen mezotel
hiicrelerince olusturulur (8). Bu sekilde kalp, endokardiyum adi verilen ve i¢ kismini
doseyen bir endotel tabakasi, onu distan ¢evreleyen ilkel bir miyokardiyum tabakasi
ve en dista da epikardiyum olmak tiizere li¢ tabakali bir tiip haline gelir ve 22-23.
giinlerde kalp atimlar1 baslar (Sekil 2.3.B) (7, 8).
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Sekil 2.3. Endokardiyal kalp tiiplerinin flizyonu (A) sonucu olusan kalp tiipii ve
kalp tiipti tabakalarmin gosterildigi (B) sematik ¢izim

(Keith L. Moore. The Developing Human, Clinically Oriented Embryology’den
degistirilerek alinmistir).

Kalp tiipii 23.-28. giinler arasinda kivrilip biikiilme siireci gegirerek kardiyak
halkaya doniistir (7, 8). Bu doniisiim sirasinda kalp tiipiiniin kranial boliimii ventrale,
kaudale ve saga dogru kivrilirken, kaudal boliimii de dorsale, kraniale ve sola dogru
biikiiliir (8). Tiim bu siiregle es zamanli olarak kalp tiipinde bolgesel genislemeler
olusur (8). Bu olusumlar kaudalden kraniale dogru su sekilde siralanabilir (Sekil 2.4)
(7, 8):

e Vitellin, umbilikal ve ortak kardinal venlerle gelen kanin toplandigi
siniis venozus

e Primordiyal atriyum

e Primordiyal ventrikiil

e Bulbus kordis

e Konus kordis

e Trunkus arteriyozus.
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Sekil 2.4. Kivrilip biikiilme siirecinde kalp tiipiinde olusan bolgesel geniglemelerin

ve darliklarin gortildiigli sematik ¢izim

(Keith L. Moore. The Developing Human, Clinically Oriented Embryology’den
degistirilerek alinmistir)

Bu genislemeler arasinda da dar yapilar halinde kalan atriyoventrikiiler
bileske igte atriyoventrikiiler kanali (Sekil 2.4) olustururken, disaridan
bulboventrikiiler sulkus olarak belli olan sinir da igte primer interventrikiiler
forameni olusturur (8). Primer interventrikiiler foramenin proksimal ve distal
kisimlarindan ilkel trabekiiller gelistikten sonra, trabekiiler bir yap1 kazanan
primordiyal ventrikiil primitif sol ventrikiile doniisiirken, bulbus kordisin trabekiile
hale gelen tigte birlik proksimal kismi da primitif sag ventrikiile doniisiir (8). Bulbus
kordisin orta kismi olan konus kordis, ventrikiillerin akim ¢ikis kanallarin
olusturacak iken, u¢ kismi olan trunkus arteriyozus ise aort ve pulmoner arterin

koklerini ve ilk kisimlarini olusturacaktir (8).

Halka seklini alirken bir yandan da perikardiyal bosluk i¢ine dogru biiyiiyen
kalp, perikardiyal boslugun dorsal kenarina dorsal mezokardiyum ile baglhidir (Sekil
2.3B) (7, 8). Daha sonraki asamalarda bu dorsal mezokardiyumun merkezi kismi

dejenere olarak perikardiyal boslugun her iki tarafin1 birbirine baglayan transvers



perikardiyal siniise doniisiir ve kalp perikardiyal bosluga sadece karnial ve kaudal

uglarindan bagh kalir (7).

Primordiyal kalpte boliimlere ayrilma 4. haftanin ortalarinda baglayarak 8.
haftanin sonlarinda tamamlanir ve farkli boliimlerin gelisimi es zamanli olarak
gerceklesir (7). Dordiincii haftanin sonlarina dogru atriyoventrikiiler (AV) kanalin
on ve arka duvarlarinda mezenkim kokenli, kardiyak joleden 2 adet endokardiyal
yastik olusur ve 5. hafta boyunca birbirine yaklasan bu iki yapi1 birleserek AV kanali
sag ve sol olmak flizere ikiye boler (Sekil 2.5) (7, 8). Sagl sollu bu iki kanal
primordiyal atriyumu primordiyal ventrikiilden kismen ayirmakta ve endokardiyal

yastiklar AV kapak islevi gormektedir (7).

Primordiyal atriyum

C kesitinin duzlemi
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atriyoventrikuler
endokardiyal yastiklar

Ventral | Atriyoventrikiler /-
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Dorsal yastiklar |

Primordiyal sag ventrikl Sag atriyoventrikuiler

B g S kanaldan gecen ok

Septum primum

Sinuatriyal kapak ve sintis

Sag atriyum venozusun agzi

Foramen primum
Sol atriyoventrikiler kanal

Birlesmis atriyoventrikuler
endokardiyal yastiklar

Primordiyal interventrikuler septum

C

Sekil 2.5. Atriyoventrikiiler yastiklar1 (A), bunlarmm fiizyonunu (B) ve kalbin

bolmelere ayrilmasini (C) gosteren sematik ¢izim.

C kesiti, B de gosterilen diizlemde kalbin koronal kesitidir (Keith L. Moore. The
Developing Human, Clinically Oriented Embryology’den degistirilerek alinmustir).



AV endokardiyal yastiklarin fiizyonundan sonra, AV kanal agikliklarinin
etrafi bolgesel mezenkim ile sarilirken kan akiminin etkisiyle ventrikiiler taraftaki
mezenkimal doku yer yer incelerek perfore olur ve sonugta ventrikiil duvarina kas
uzantilariyla baglanan kapakgiklar ortaya ¢ikar (8). Kas uzantilarinin yerini zamanla
bag dokusu alir ve sol AV kanalda bikiispid, sag AV kanalda ise trikiispid
kapakgiklar, korda tendinea adi verilen bu bag dokusu uzantilarla ventrikiil

duvarindaki kalin trabekiiler yapilar olan papiller kaslara tutunur (Sekil 2.6) (8).

Atriyoventrikuler

Mezenkimal doku Ventrikal [Gmeni kapaklar
Kas .
uzantilar
Korda
tendinea
Papiller k
iyokardiyum apiller kas

Sekil 2.6. Atriyoventrikiiler kapaklarin ve korda tendinalarin olusumunu gosteren
sematik ¢izim

(T. W. Sadler. Langman Medikal Embriyoloji’den degistirilerek alinmistir).

Dordiincti  haftanin  sonunda, primordiyal atriyumun tepe kismindan
endokardiyal yastiklara dogru, septum primum adi verilen ince bir membran
uzayarak primordiyal atriyumu kismen sag ve sol yarilara ayirir (Sekil 2.7A) (7).
Septum primumun endokardiyal yastiklara dogru biiyiimeye devam etmesi
sonucunda, bu iki yap1 arasinda kalan ve foramen primum (ostium primum) olarak
adlandirilan agiklik da giderek kiigiiliir ve bu iki yapinin fiizyonuyla kapanir (7, 8).
Sag atriyumdan sol atriyuma kan akisina izin veren foramen primum kapanmadan
once, apopitoz nedeniyle septum primumun orta kisminda olusan doku kaybiyla
ikinci bir agiklik olan foramen sekundum (ostium sekundum) sekillenir (Sekil 2.7.B)
(7, 8).

Sag atriyumun duvarinda, septum primumun hemen yaninda bu kez kalin
muskiiler bir katlant1 belirir. Septum sekundum adi verilen bu yap1 5. ve 6. haftalar

stiresince uzayarak foramen sekundumun iizerini o6rter (7). Septum sekundum da



atriyumlar1 tam olarak ayirmayip, list ve alt uzantilar1 arasinda foramen ovale adi
verilen bir agiklik bulundurur (7, 8). Septum primumun sol atriyum catisina yapigik
olan kismi zamanla gerileyip ortadan kalkarken, endokardiyal yastiklara bitisik
haldeki geri kalan kismi da foramen ovalenin kapakgigi gibi islev gormeye baslar
(Sekil 2.7.D) (7, 8). intrauterin yasamda bu kapak¢ik kanin sag atriyumdan sol
atriyuma dogru tek yonlii gecisine izin verirken, dogumu takiben akciger
solunumunun devreye girmesi sol atriyum basincinin saga gore artmasina ve artan
basing da bu kapak¢igin fonksiyonel olarak kapanmasina neden olur (7, 8).
Dogumdan yaklasik 3 ay sonra da kapake¢ik septum sekundum ile kaynasarak fossa

ovaleyi olusturur (7).
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Sekil 2.7. Farkli gelisim evreleriyle kalbin bdlmelere ayrilmasini gdsteren sematik
¢izim.
Sirastyla 30 (A), 33 (B), 37 (C) giinliik embriyon kalbinde ve yenidogan kalbinde (D)
septumlarin ve iligkili yapilarin goriinlimii. RA: Sag atriyum, RV: Sag ventrikiil, LA:

Sol atriyum, LV: Sol ventrikiil. (T. W. Sadler. Langman Medikal Embriyoloji’den
degistirilerek alinmistir).

Primitif sol atriyumun arka duvarindan baglangicta tek bir pulmoner ven
gelisirken, ilerleyen donemde gelismeye devam eden sol atriyuma giren pulmoner

ven sayisi eriskinde oldugu gibi dorde ulasir (8). Pulmoner venlerin katilimiyla
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eriskinde sol atriyum duvarinin biiyiik diiz kismi sekillenirken, trabekiiler bir
goriiniimii olan ve primordiyal atriyumdan koken alan atriyal appendiks ise sol
atriyumun kii¢iik bir kismini olusturur (7, 8). Primordiyal kalp halka seklini alirken,
sinlis venozus da sag ve sol sinlis boynuzlar1 ad1 verilen lateral genislemeler gosterir
(7). Soldan saga santlarin bir sonucu olarak sag siniis boynuzu genisleyerek 4.
haftanin sonlarina dogru sol boynuzdan belirgin olarak daha biiyiik bir hale gelir (7,
8). Bu santlardan biri anterior kardinal venler anastomoz yaptiginda olusur.
Soldakinden sag anterior kardinal vene dogru olusan bu sant sol brakiyosefalik veni
olustururken, sag anterior kardinal ven ve sag ortak kardinal ven, superiyor vena
kava’ya (VKS) donisir (7). Siniis venozusun sag boynuzu genislemeye devam
ederken, VKS ve inferiyor vena kava (VKI) yoluyla tiim embriyo gévdesinden ve
plasentadan gelen kan1 toplamaktadir. Baglangicta ayr1 bir boliim olan siniis venozus,
sol boynuzunun Koroner siniise doniismesi ve sag boynuzunun da sag atriyum duvar
yapisina katilmasiyla sag atriyumun diiz pargasi olan siniis venaruma doniisiir (7).
Sag atriyumun geri kalan trabekiiler kismu ile siniis venarumu, i¢ yiizde krista

terminalis dis yiizde ise sulkus terminalis birbirinden ayirir (7, 8).

Primordiyal ventrikiiliin boliinmesi, muskiiler interventrikiiler septum adi
verilen bir kabartinin, ventrikiil duvarinin tabaninda belirmesiyle baslar (Sekil 2.7.C)
(7). Genisleyen iki primitif ventrikiiliin i¢ duvarlarinin birlesmesiyle olusan bu yapi,
daha sonra septumdaki miyoblastlarin aktif proliferasyonuyla uzamaya devam eder
(7, 8). Yedinci haftaya kadar, muskiiler interventrikiiler septumun serbest ucu ile
birlesmis endokardiyal yastiklar arasinda, interventrikiiler foramen adi verilen ve iki
ventrikiil arasinda baglant1 saglayan bir acgiklik bulunur (Sekil 2.7.B). Endokardiyal
yastiktan uzayan doku, muskiiler interventrikiiler septumla birlesir ve yedinci
haftanin sonunda interventrikiiler forameni kapatarak septumun membrandz kismini
olusturur (Sekil 2.7.D) (7). Gelisen ventrikiillerin i¢ yilizeyindeki kavitasyonlar
sonucunda trabekiila karnea adi verilen muskiiler gruplar ag1 olusur. Bu muskiiler

demetlerin bir kism1 da papiller kaslara ve korda tendinalara doniisiir (7).

Bulbus kordis duvarindaki mezenkimal hiicre prolifersayonu sonucu, besinci
haftada bir ¢ift konus tiimsegi ve es zamanli olarak, bu tiimseklerle devamlilik

gosteren, bir ¢ift de trunkus tiimsegi olusur (7, 8). Noral kristadan gog¢ eden hiicreler
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bu tiimsek bolgelerine yerleserek konus kordis ve trunkus arteriozusta endokardiyal
yastiklarin olusumunda yer alirlar (7, 8). Bu siiregte tiimseklerin karsilikli biiyiiyerek
flizyona ugramasi sonucunda, spiral seyirli bir aortikopulmoner septum olusur. Bu
septum konus kordis ve trunkus arteriyozusu, ¢ikan aorta ve pulmoner trunkus olarak
adlandirilan iki arteryal kanala ayimrir (7, 8). Ventrikiil duvarlariyla kaynasan bulbus
kordis, sag ventrikiilde konus arteriyozusa doniisiirken, sol ventrikiilde de aortik
vestibulu olusturur (7). Trunkus boliinmesi sonlanmak {izereyken aort ve pulmoner
trunkus agizlarinin etrafindaki subendokardiyal dokudan semilunar kapakgiklar

gelismeye baglar (7, 8).

1000 pm R " 200 pm

Sekil 2.8. 11-13 giinliikk bir fare embriyonuna ait hematoksilin-eozin (HE) boyali
frozen kesit preparasyonu.

Solda embriyona ait total sagittal kesit, sagda ise bu kesitteki kutu i¢inde yer alan kalbin
biiyiitiilmiis mikrografi goriilmektedir.

12



500 pm

Sekil 2.9. 10 haftalik insan fetusuna ait HE boyali parafin kesit.

Solda fetiisun total sagittal kesiti, sagda ise bu kesitteki kutu i¢inde yer alan kalbin
bilyiitiilmiis mikrografi goriilmektedir (Preparat Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji ABD arsivinden alinmistir).

2.2. KALBIN ANATOMISi VE YAPISAL ORGANiIZASYONU

Kalp ve damar sistemi (kardiyovaskiiler sistem, KVS), oksijen ve besin
maddeleri gibi metabolitleri, sistemik etkiye sahip mediyatdrleri dokulara tagiyan ve
dokularda olusmus metabolik {iriinlerin de viicuttan atilmak iizere bosaltim

organlarina tasinmasini saglayan sistemdir (9, 10).

KVS kalp, kan damarlar1 ve lenfatik damarlardan olusmaktadir. Bu sistemin
merkezinde miiskiiler bir organ olan ve kanin damar yapilarina pompalanmasini

saglayan kalp bulunmaktadir (9, 11).

Kalp orta mediastende, sternumun arkasinda, vertebral kolonun, torasik
aortanin ve d6zofagusun Oniinde ve her iki akcigerin arasinda ve diafragmanin lizerine
yerlesmis sekilde gogiis boslugunda bulunan, koni seklinde ve dort bosluklu bir
organdir (10, 12, 13). Bu bosluklardan sagda ve solda kii¢iik olanlara sirasiyla
atriyum dekstrum (sag atriyum, sag kulakgik) ve atriyum sinistrum (sol atriyum, sol

kulakg¢ik) adi verilir. Bosluklardan sagda ve solda daha biiyiik olanlariysa sirastyla
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ventrikiiliis dekster (sag ventrikiil, sag karincik) ve ventrikiiliis sinister (sol ventrikiil,
sol karincik) olarak adlandirilmaktadir. Atriyumlar arasinda interatriyal septum,
ventrikiiller arasinda ise interventrikiiler septum, kalbin sag ve sol bosluklarin

birbirinden ayirmaktadir (10, 14) (Sekil 2.10).

Sag
ventrikul

atriyoventriktler
kapak

Sol ventrikl

Sekil 2.10. Kalbin bosluklarinin gosterildigi, HE boyal1 bir sigan kalbi mikrografi.

IVS: Interventrikiiler (ventrikiiller arasi) septum (Preparat Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ABD arsivinden alinmustir).
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Sag atriyuma viicudun iist kismindan vendz kani toplayan VKS ile viicudun alt
yarisindan vendz kani toplayan VKI agilmaktadir (9, 10, 12, 14). Bunlarin disinda
kalbin venodz kanini tasiyan siniis coronarius da sag atriyuma agilmaktadir (12, 14,
15). Sag atriyumda toplanan vendz kan, sag atriyum ile sag ventrikiilii birbirine
baglayan trikiispid kapak (sag atriyoventrikiiler kapak) yoluyla sag ventrikiile
gecmektedir ve buradan da sag ventrikiiliin kasilmasiyla kan pulmoner arterler

yoluyla akcigerlere pompalanmaktadir (9, 10, 14, 15).

Akcigerlerde oksijenize olan kan, ikiser adet sag ve sol olmak iizere toplam
dort adet kapaksiz pulmoner ven yoluyla sol atriyuma bosalir. Sol atriyumdan mitral
kapak yoluyla sol ventrikiile gegen kan buradan da aort yoluyla koroner arterlere ve
tim viicuda dagitilir (9, 10, 14, 15).

Atriyumlar1 ve ventrikiilleri olusturan kalp kasi hiicreleri kalbin fibroz
iskeletine tutunmaktadirlar (9, 14). Kalp kasina ve kapakg¢iklarina tutunma yiizeyi
olusturan, siki bag dokusu ozelligindeki kalbin fibroz iskeletini olusturan yapilar

sunlardir (9, 10, 12, 14):

e Kalp kapakgiklarini ¢cevreleyen dort adet anuli fibrozi.

e Anuli fibrozilerin arasinda bulunan trigonum fibrozum dekstrum ve
sinistrum.

e Ventrikiillerin arasinda bulunan septumun {ist kismini olusturan

membrandz septum (pars membranacea).

Kalbin fibroz iskeleti atriyumlar ile ventrikiilleri olusturan kas liflerini
birbirinden ayirmakla birlikte bu kas lifleri i¢in hem baglangic hem de bitis noktasi
olarak gorev yapmaktadir (12, 14, 16). Dolayisiyla atriyum ve vetrikiil kaslari
birbiriyle devamlilik gostermemektedir, bu ikisi arasindaki baglanti atriyoventrikiiler
demetle saglanmaktadir (9, 12, 14).

Kalp duvart igten disa, endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum adi
verilen {i¢ temel tabakadan olusur (9-12, 14, 16, 17).
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2.2.1. Endokardiyum

Kan damarlarindaki tunika intima’nin homologu olan endokardiyum, kalbin
kanla temas halindeki en i¢ katmanidir (9, 16, 17). Kalp bosluklarinin i¢ yiiziini,
papiller kaslari, korda tendinalar1 ve kalp kapak¢iklarini Orten ince bir zar
goriiniimiindeki endokardiyum, histolojik olarak endotel, subendotel, muskuloelastik
ve subendokardiyal tabaklardan olusmaktadir (9, 12). Bu tabakalar kalbin degisik
kisimlarinda farklilik gosterebilmektedir (17). Ornegin papiller kas ve korda tendina
bolgelerinde subendokardiyal tabaka bulunmamaktadir (16).

En icteki tek katli yassi epitel hiicrelerinin olusturdugu endotel tabakasinin
hemen altinda, elastik ve kollajen liflerden zengin bir gevsek bag dokusu tabakasi yer
alir (9-11, 16, 17). Subendotel tabakasi olarak adlandirilan bu tabakanin altinda ise
diiz kas hiicreleri ve elastik liflerden olusan muskuloelastik tabaka bulunur (9). Bazi
alanlarda bulunan ve bulundugu yerde miyokardiyumdaki hiicrelerin endomisyumu
ile yakin iliski halindeki subendokardiyal tabaka ise, endokardiyumun en dis tabakasi
olup, kan damarlari, sinirler ve Purkinje liflerini iceren gevsek bag dokusu
yapisindadir  (9-11, 16, 17). Sekil 2.11°de bu tabakalardan bir kism

goriilebilmektedir.

Endotel tabakasi Endokardiyum
Subendotel tabakasi

Sekil 2.11. Kalbin i¢ yiiziini ddseyen endokardiyum ve komsulugundaki
miyokardiyumun goriildiigii HE boyal1 bir kalp kesiti

(Preparat Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ABD arsivinden
alimmugtir).
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Ayni temel histolojik yapiyr sergileyen tiim kalp kapakgiklari, orta
kisimlarinda yer alan fibr6z bag dokudan bir c¢atiyr, her iki tarafindan
endokardiyumun orttiigii, endokardiyum katlantilaridir (9-12, 17). Avaskiiler yapilar
olan kalp kapakg¢iklar1 fibréz bag dokusu yapilariyla kalbin fibroz iskletine baglanir
(9-11, 13). Atriyumlarla ventrikiiller arasinda yer alan kapakgiklardan sagdaki
trikiispid, soldaki ise bikiispid (mitral) kapak olarak adlandirilir (9, 10, 12, 13, 17).
Bu kapakgiklarin serbest kenarlari, korda tendinalarla ventrikiil bosluklarinin papiller
kaslarina tutunur (13). Pulmoner arter ve aort kapakgiklar: ise semilunar kapaklar
olarak bilinir (9, 10, 17). Bu kapakgiklar atriyoventrikiiler kapaklara gére daha kalin

olup, korda tendinalara tutunmazlar (13).

2.2.2. Miyokardiyum

Kalp duvarmin en kalin ve orta tabakasi olan miyokardiyum, kan
damarlarindaki tunika medyanin karsihgidir (9, 11, 16, 17). Miyokardiyumu
olusturan kardiyomiyositlerin biiylik bir kismi kalbin pompa aktivitesini
gergeklestirirken, bir kismi da endokrin salgi yapmak ya da kalbin uyari-ileti

sistemini olusturmak tizere 6zellesirler (9, 16).

Kalbin kontraktilitesinden sorumlu olan kardiyomiyositler, gelisimleri
sirasinda, iskelet kasi liflerinde oldugu gibi fiizyona ugramis multiniikleer hiicreler
olusturmak yerine, uzantilariyla kompleks baglantilar olusturan tek c¢ekirdekli
hiicreler olarak gelisirler (11). Bir kas lifi i¢indeki hiicreler genellikle yan dallar
vererek komsu liflerdeki hiicrelere baglanirlar (Sekil 2.12) (11).
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Sekil 2.12. HE ile boyanmis insan kalp kasi parafin kesitine ait bir mikrograf

goriilmektedir.

Kardiyomiyositlere 6zgii niikleus yapist ok baslari ile gosterilmektedir. Tipik yan
dallanmalar oklarla gosterilmektedir (Preparat Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji-Embriyoloji ABD argivinden alinmistir).

Eriskin bir kalp kast hiicresi yaklagik 15um c¢apinda ve 85-100 um
uzunlugunda, yan dallanmalar yapan, enine ¢izgilenme gosteren, merkezi yerlesimli
bir adet soluk boyanan niikleusa sahip hiicrelerdir (11, 16, 17). Kalp kasina 6zgii bir
yap1 olan diskus interkalarisler, iki komsu hiicreyi birbirine baglayan ve yogun
baglanti kompleksi igeren yapilardir (Sekil 2.13). Bu bélgelerde yer alan baglanti
komplekslerinden desmozomlar ve fasya adherensler hiicreleri sikica birbirine
baglayip kontraktil aktivite nedeniyle hiicrelerin birbirinden ayrilmasini engellerken,
oluklu baglantilar da hiicreler arast hizli iyon akisina izin vererek hiicrelerin es

zamanli uyarilmasin1 ve fonksiyonel bir sinsityum gibi islev gérmesini saglar (10,

11, 16, 17).
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Sekil 2.13. HE ile boyanmig insan kalp kasi parafin kesitinin biiylik biiylitme
mikrografi

Kardiyomiyositlerdeki sarkomer yapisina uyan enine ¢izgilenme ve oklarla gosterilen
kalp kasina 6zgii interkalar disk bdlgeleri goriilmektedir (Preparat Ankara Universitesi
Tip Fakdiltesi Histoloji-Embriyoloji ABD arsivinden alinmustir).

Kalp kasi hiicrelerini, kapillerlerden zengin ince bir endomisyum kilifi
cevreler (11). Birbirlerine bag dokusu ile baglanan kardiyomiyositler ag olusturarak
hiicre tabaklar1 halinde bir araya gelir ve karmagik spiral bir yapi olan
miyokardiyumu olusturur (11, 17). Birbirinden fibroz kalp iskeletiyle ayrilan
atriyum ve ventrikiil kaslar1 ayr1 ayr1 ¢alisabilmektedir (12). Atriyum bosluklarini
saran kaslar iki tabakali olup, birbirinin devami olmayan bu liflerden ylizeyel tabaka
lifleri atriyumlarin her ikisini birden sararken, derin tabaka lifleri atriyumlari ayri
ayr1 ¢evrelemektedir (12). Ventrikiillerin kas tabakasi atriyumlara gére daha kalin
olmakla beraber diizenlenisi de daha karmasiktir. Ventrikiil miyokardiyumu 3

tabakaya sahiptir ve birbirinin devami olmasina ragmen her tabaka farkli yonde
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seyreder (12). Ventrikiil duvarindaki bir kas lifi, fibroz iskeletten baslayarak, 3
tabakali miyokardiyumu olusturacak sekilde bazi noktalarda yon degistirip tekrar
fibroz iskelete geri doner (12). Dis ve i¢ tabakada longitudinal seyreden kas lifleri,
en kalin tabaka olan orta tabakada sirkiiler bir seyir gosterir ve dis tabaka kas lifleri
her iki ventrikiilii birden sararken, orta ve i¢ tabakanin lifleri interventrikiiler
septumun yapisina katilip bir ventrikiilden digerine gegmez (12). I¢ tabakadaki kas
liflerinin bir kismi1 da trabekiila karnealar1 ve sag ventrikiilde ii¢, sol ventrikiilde ise

iki adet olan papiller kaslari olusturmak tizere bu yapilarda sonlanirlar (12).

Kalp kasi hiicrelerinden 0Ozellikle atriyum duvarinda bulunan bir kisim
hiicreler, kan basinct ve elektrolit dengesinin diizenlenmesine katilan, atriyal

natritiretik faktor gibi hormonlari salgilayan 6zellesmis hiicrelerdir (9-11, 16, 17).

Kalbin ileti sistemini olusturmak tlizere 6zellesen kalp kasi hiicreleri de olagan
kardiyomiyositler gibi enine c¢izgilenme gosterir ancak bu hiicrelerde interkalar
diskler nadirdir (9).

Miyokardiyumun fonksiyonel birimi olan kardiyomiyositler bu tabakadaki
hiicre popiilasyonunun yaklasik %30 kadarini olusturup, geri kalan %70’lik kismin
ise kardiyomiyositler aras1 doku bolgesinde yerlesen ve burdaki damar ve sinir gibi
olusumlarin yapisina katilan hiicreler olusturmaktadir  (18). Popescu ve ark.
kardiyopulmoner baypass cerrahisine giden farkli yas gruplarindan kalp hastalarinin
sag atriyal appendiks Orneklerini toplayarak yaptiklari  caligmalarinda,
kardiyomiyositler arasindaki doku boélgesinde yer alan hiicreleri ve bunlarin
oranlarin1  belirlemiglerdir. Bu hiicreler arasinda en ¢ok sayida olan endotel
hiicrelerini, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve perisitler takip etmektedir (18). Sinir
sonlanmalarini ¢evreleyen Schwann hiicreleri, endositotik vezikiil ve lizozomlariyla
belirgin makrofaj ve kollajen lifleriyle yakin iliski igerisindeki fibroblastlarin
diizeyleri ise birbirine benzer bulunmustur (18). Geri kalan ¢ok kiigiik bir
popiilasyonu ise telositlerin ve kardiyak kok hiicreleri olusturdugu tespit edilmistir

(18).
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2.2.3. Epikardiyum

Tek katli yassi epitel (mezotel) ve bunun altinda mezotel tabakasin
destekleyen ince bir bag dokusu tabakasi birlikte, kalbin en dig tabakasi olan
epikardiyumu olusturur (9-11). Kan damarlarindaki tunika adventisyanin karsilig
olan epikardiyum, kalbi distan saran ¢ift yaprakli bir ser6z zar olan perikardiyumun
visseral yapragidir (9-11, 16, 17). Paryetal perikardiyum denilen dig yaprakla
visseral perikardiyum arasinda perikard boslugu bulunmaktadir (9, 10, 12, 13).
Perikard boslugunda az miktarda bulunan kaygan seréz sivi ise kalbin
kontraksiyonlar1 sirasinda bu iki yapragin birbirine siirtiinmesini en aza indirerek
kalbin hareketlerini kolaylastirir (9-13, 17).

Mezotel ve altinda ince bir bag dokusundan olusan epikardiyum ile
miyokardiyum arasinda, subepikardiyal bag dokusu olarak adlandirilan ve igerisinde
koroner damarlarin, sinir yapilarmin  ve gangliyonlarimin  bulundugu, yag
hiicrelerinden de zengin gevsek bir bag dokusu tabakasi bulunur (Sekil 2.14) (9, 11,
17).

Mezotel tabakasi Mezotel alti ince bag dokusu

50 um

Sekil 2.14. Miyokardiyumun dis kisminda, kalbin en dis tabakasi epikardiyumun
goriildiigii HE boyali bir mikrograf

(Preparat Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji ABD arsivinden
alinmustir).
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2.2.4. Kalbin ileti Sistemi

Kalbin ileti sistemini olusturan yapilar sirasiyla, sinuatriyal digim (SA
diigim, Keith-Flack nodiilii), atriyal intrenodal yollar, atriyoventrikiiler diigim (AV
diigtim, Aschoff-Tawara nodiilii), atriyoventrikiiler demet, AV demetin sag ve sol
dallar1 ve Purkinje lifleridir (Sekil 2.15) (9-13, 16).

Aorta

Sinuatriyal

atriyum Sol dal
AV digim
AV demet

Purkinje lifleri

Sag dal

Sekil 2.15. Kalbin ileti sisteminin gosterildigi sematik ¢izim.

(M. H. Ross. Histology A Text And Atlas’dan degistirilerek alinmisgtir).

Kalp hizinin temel diizenleyicisi olan SA diigiimdeki hiicreler, dinlenme
halindeki bir eriskinde, dakikada ortalama 70 kez depolarize olabilmektedir (9, 10,
12, 13). Kalp gelisiminin erken evrelerinde, primordiyal atriyum ve ventrikiiliin
birbiriyle devamlilik gosterdigi siiregte atriyum kalbin uyar1 merkeziyken daha sonra

bu goérevi siniis venozus yerine getirmeye baslar (7, 8). Besinci haftada siniis
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venozusun duvarinda gelisen SA diiglim, siniis venozusun sag atriyuma katilmasiyla

birlikte VKS girigine yakin bir yerde, sag atriyum duvarinda lokalize kalir (7-10).

SA diigiimden ¢ikan uyarilarin, internodal yolla ulastigi AV diigiim, sag
atriyumun septal duvarinin arka kisminda, trikiispid kapagin tizerinde yer alir (9, 12,
13, 16). Buradaki hiicreler kendileri uyar1 ¢ikarabilmekle beraber temelde SA
diigimiin kontrolii altindadirlar  (9). Benzer yapidaki SA ve AV digim kas
hiicreleri, olagan kardiyomiyositlerden daha kiigiiktiir (9-11). Ileri derecede dallanan
bir ag olusturmus bu hiicrelerin arasinda, kapillerlerden zengin, otonom sinir
sisteminin sempatik ve parasempatik sinir liflerini ve periferik gangliyonlar1 da
iceren bir bag dokusu bulunur (9). Bu digiimlerdeki kas hiicreleri olagan

kardiyomiyositlere dogru uzanir ve aralarinda belirgin bir sinir yoktur (9).

AV digimden uyarilar, AV demeti ve bunun dallar1 aracilifiyla,
ventrikiillerin subendokardiyal bag dokusu iginde seyreden Purkinje liflerine iletilir
(9, 10). Bag dokusu bir kilifla sarilarak miyokardiyumdan ayrilan AV demet,
birbirine yan dallarla baglanarak uzunlamasina demet olusturan kas hiicrelerinden
meydana gelir  (9). AV demet, membrandz interventrikiiler septumun orta
kisimlarinda sag ve sol dallarma ayirilir, bu dallariyla birlikte AV demete His
huzmesi de denilmektedir (12). AV demeti olusturan hiicreler, demetin baslangig
kisminda diigiim hiicrelerine benzer bir yapidayken, Purkinje liflerine dogru giderek
caplar1 artmaktadir. Ozellesmis bir kalp kasi hiicre tipi olan Purkinje lifleri ise His
demetinin son dallar1 olup, ventrikiiler miyokardiyum i¢ine dogru uzanarak buradaki
kardiyomiyositlerle devam ederler (9). Cok genis capli olan Purkinje lifleri, olagan
kardiyomiyositlere gore daha agik renklidir ve sitoplazmalarimin miyofibrilsiz

merkezi kisminda bol glikojen ve mitokondriyon i¢ermektedir (9-11, 16, 17).

Kalbin ileti sistemindeki tiim yapilar SA diigiim gibi kendi ritmik uyarilarini
olusturabilmekle birlikte, SA diigiimden kaynaklanan uyarilarin frekansi daha yiiksek
oldugu igin tiim sistem SA diiglimiin kontrolii altindadir (9).
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2.2.5. Kalbin Kok/Oncii Hiicreleri

Kalpte yer alan 6nemli kardiyak doku bilesenleri atriyum, ventrikiil ve ileti
sisteminin kardiyomiyositleri, kalbin fibroz iskeleti ve kapaklarini olusturan ayrica
kas liflerinin arasini dolduran bag dokusu elemanlari, kardiyak bosluklar1 ve kalbin
dis yiizeyini saran epitel dokusu, kalbi besleyen damarlarin epitel ve diiz kas
hiicreleri olmak {izere gesitlilik gostermektedir (13, 19). Bu ¢esitliligin bir parcasi da
kardiyak kok hiicrelerdir.

Kalbin kendini yenilemeyen, sonuna kadar farklilasmis hiicrelerden olusan
bir organ oldugu yoniindeki goriisler artik ortadan kalkmaktadir (19, 20). Epitel ve
kemik iligi gibi hizli yenilenen doku tiplerine gore oldukca yavas olsa da, eriskin
hayatta da kardiyomiyositlerin kendini yeniledigine dair bulgular vardir (20). Son
caligmalarla kalpte, c-kit, Sca-1 gibi kok hiicre belirteglerini ifade eden ve gogalan
hiicrelerde goriilen telomeraz aktivitesine sahip kiiglik hiicreler oldugu ortaya
konulmustur (20). Kardiyomiyosit farklilagsmasinin degisik evrelerindeki erken ve
ge¢ donem kardiyak belirtegleri ifade ediyor olmalari, bu hiicrelerin kardiyoblast ve
ardindan da kardiyomiyositlere doniismek tlizere kararlanmis hiicreler olabilecegini

gostermektedir (20).

Kalbin kok/oncii hiicrelerinden biri olan c-Kit" hiicreler, ¢ogunlukla kalbin
apeksinde olmakla birlikte ventrikiil ve atriyum duvarinda yer alirlar (19). Bu
hiicreler multipotent 6zellikte olup kardiyomiyositlere, endotel hiicrelerine ve diiz
kas hiicrelerine dontisebilmektedir (19). c-Kit" hiicrelerden ¢ok daha fazla sayida
olup tiim kalp hiicrelerinin %2’sini olusturan Sca-1* oncii hiicrelerin ise kendini
yenileme ve multipotensi gibi Ozellikleri tam olarak ortaya konulmamis olmakla
birlikte kardiyogenezdeki etkileri de bilinmemektedir (19). Bunlardan baska Islet-1,
kardiyosfer hiicreler ve yan kiime (Side population) hiicreler memeli tiirlerinde

tanimlanmis olan diger kardiyak kok/oncii hiicrelerdir (20).
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2.2.6. Kalbin Damarlan

Koroner damarlar olarak bilinen kalbin kan damarlari, iki koroner arter ve bir
venden olusmaktadir (10). Sag ve sol koroner arterler, aortanin ilk dallar1 olup,
aortik kapaklarin hemen yakinindan ¢ikmaktadir (10, 13, 14). Muskiiler arter
ozelligindeki bu koroner arterler, subepikardiyal tabakada bir ag olusturur (9).
Bunlarin ¢ok sayidaki dallar1 olan kiigiik arter ve arteriyoller ise kardiyomiyositler
arasindaki bag dokusunda dagilirlar (9). Sag ve sol koroner arterin belli bash
dallanmalar1 olmak tizere, klinik agidan 6nemi olan ana koroner arter yapilari, kalbin
arka yliziinii besleyen sag koroner arter (RCA; right coronary artery) ve sol ventrikiil
duvarini besleyen sol koroner arterin iki dalidir. Sol koroner arterin bu iki dali ise,
sol ventrikiiliin septal ve 6n duvarimi ve apikal bolgeyi besleyen sol 6n inen (LAD;
left anterior descending) koroner arter ve sol ventrikiil yan ve arka duvarini besleyen

sirkumfleks (CX; circumflexus) koroner arteridir (13).

Kalbin vendz drenajin1 saglayan kardiyak venler, kalbin arka yiiziindeki

koroner siniise agilir ve koroner siniis de sag atriyuma bosalir (10, 13).

2.2.7. Kalbin Lenfatikleri

Kalbin lenf kilcal damarlari, i¢ten disa dogru subendotelyal tabakada,
kardiyomiyositlerin etrafinda ve epikardiyumda bulunmaktadir (9). Bu tabakalardaki
lenf damarlar1 epikardiyum alt1 lenf pleksusuna acilir (12, 14). Bu peksustan devam
eden lenf damarlar1 ise, koroner damarlarla birlikte seyrederek, tek bir lenfatik damar
halinde birlesip, genellikle sag taraf inferiyor trakeobronsiyal lenf diigiimiine drene
olur (12, 14).

2.2.8. Kalbin Sinirleri

Otonom sinir sistemiyle kontrol edilen kalbin, parasimpatik innervasyonu
vagus yoluyla olurken, simpatik sinir lifleri ise simpatik trunkustan kaynaklanir (10-

12). Bu liflerin subepikardiyal bolgede olusturdugu sinir agindan ¢ikan lifler ise
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kardiyomiyositler tizerinde sonlanir (9). Otonom sinir sistemiyle kalbin frekansi ve
kontraktilitesi degistirilebilir (9-12). SA ve AV diigiim bolgelerinde yogun olarak
bulunan otonom sinir sistemi pleksuslari, SA diiglimiin ritmini veya AV demetteki

iletim hizin1 degistirerek kalbin hizin1 diizenleyebilmektedir (9).

Vagus sinirinin igerisinde seyreden afferent lifler, arkus aorta, VKS ve
akciger damarlarindan aldig1 basing impulslarini beyinde ilgili bolgelere ilettiginde,
bu uyarilara yanit olarak kalp ve akcigerlerde otonom sinir sistemiyle bir takim

diizenlemeler yapilir (10, 12).

Sicak, soguk ve dokunma gibi uyaranlara duyarli olmayan miyokardiyumda

iskemi sonucu olusan agr1 duyusu, simpatik liflerle medulla spinalise tasinmaktadir
(12).

2.3. MiYOKARD INFARKTUSU VE MIiYOKARD iINFARKTUSU
SONRASINDA GORULEN HiSTOPATOLOJIK DEGIiSiKLiKLER

Miyokardiyumun iskemik nekrozu seklinde tamimlanan MI, kalbi besleyen
koroner arterlerde uzun siireli okliizyon yapabilen herhangi bir durumda ortaya
cikabilmektedir. Bununla birlikte c¢ogu MI olgusunda koroner okliizyonun,
aterosklerotik plak riiptiirii zemininde gelisen akut koroner trombiis nedeniyle

gelistigi ortaya koyulmustur (21).

Koroner kan akimimin kesintiye ugramasi, saniyeler icerisinde
kardiyomiyositlerde aerobik glikolizin ve adenozin trifosfat (ATP) iiretiminin
azalmasina neden olur. Bunun fonksiyonel bir yansimasi olarak da, iskeminin ilk

dakikalarinda belirgin bir kontraktilite kayb1 olusur (21, 22).

MI sonrasinda infarkt alanlarinda lezyonun yasma gore, ilerleyici
mikroskobik ve makroskobik degisiklikler olusmaktadir  (21). Mikroskobik
degisiklikler ele alindiginda infarktiisiin ilk 24 saati igerisinde dem ve kanamanin da
eslik ettigi koagiilasyon nekrozu olugsmaktadir (21, 23). Nekroz alaninda nétrofil
infiltrasyonu ile karakterize akut inflamasyon 1-3. giinlerde belirginlesir (21-24). Bu

siirecte kardiyomiyositlerde enine ¢izgilenme ve nukleus kaybolur (21, 24). Uciincii
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giinden itibaren, infarkt smirindan baglayarak o6lii kardiyomiyositler notrofil ve
makrofajlarca temizlenirken bu siiregle beraber fibrovaskiiler bir graniilasyon dokusu
da gelismeye baslar (21, 22). ilk birkag giinliik siirecte nétrofil infiltrasyonu ile
belirgin olan hiicre artisinin yerini, yaklasik bir hafta igerisinde mononiikleer hiicre
yani kronik inflamasyon hiicreleri infiltrasyonu alir (23, 24). Bu hiicrelerin ¢ogu
makrofajlar olup, nekrotik kardiyomiyositleri ve nétrofil artiklarini ortadan kaldirir
(21, 24). Yeni damar gelisimi ve kollajen birikimiyle, 10-14 giinler arasinda
olgunlasan graniilasyon dokusunda, 2-8. haftalar boyunca kollajen depolanmasi artisi
ve hiicre bilesiminde azalma goriiliir (21). Lezyonun kenarindan merkezine dogru
gelisen bu iyilesme siireci 2. aydan itibaren yogun kollajen yapist igeren skar
formasyonu ile devam eder (21). Sekizinci haftada baslayan skar formasyonu 10
yillik lezyonda da benzer bir goriiniim sergiledigi i¢in, tam iyilesme sonrasi lezyonun

yasini tahmin etmek giigtiir (21, 22).

Kardiyomiyosit rejenerasyonu igin, kalpte yer alan, multipotent ozellikteki
kardiyak kok/6ncii hiicrelerinin kardiyomiyositlere, diiz kas hiicrelerine ve endotel
hiicrelerine farklilasabildikleri gosterilmis olmakla birlikte, bu hiicreler MI gibi
biiyiik doku kaybinin oldugu durumlarda, bu potansiyellerine ragmen yetersiz
kalmaktadirlar ~ (25). Benzer bigimde dolasimdaki kok hiicrelerle miyokard
rejenerasyonu olabilmekle birlikte, miyokard nekrozu durumunda lezyon skar ile

sonuglanip ciddi bir rejenerasyon olmamaktadir (21).

2.4. GOBEK KORDONU STROMASI MEZENKIMAL KOK HUCRELERI

Distan amniyon zartyla ortiili gobek kordonu, Wharton peltesi ad1 verilen
miik6z bag dokusu bir stroma igerisinde 2 adet umbilikal arter ve 1 adet umbilikal

ven igeren bir olusumdur (19).

Gobek kordonu stromasindan elde edilen kok hiicreler (GKS-MKH), MKH
tanimlamasina uyan multipotent hiicrelerdir. Bu hiicreler uygun kiiltlir kosullarinda
adipojenik, osteojenik, kondrojenik, norojenik ve miyojenik farklilasma
gosterebilmektedir (19, 26). MKH belirtegleri olan CD73, CD90, CD105 gibi
belirtegleri yiiksek oranda ifade eden GKS-MKH, CD45, CD34 ve CD31 gibi
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hematopoyetik veya endotel hiicre belirteglerini bulundurmazlar (26, 27). Ayrica bu
hiicreler MHC I molekiillerine sahipken, immiin red yanitiyla iligkili bir tip Il MHC
molekiili olan HLA-DR’yi bulundurmazlar (19, 26, 27). Miyofibroblast
ozelligindeki bu kok hiicrelerin a-diiz kas aktini, F-aktin ve desmin gibi kas
belirteglerini de yiiksek diizeyde ifade ettikleri ortaya konulmustur (26, 28). GKS-
MKH, MKH tanimlamasi i¢in gerekli 6zelliklere sahip olmakla birlikte embriyo ve
yetiskin  kok hiicrelerinin de Ozelliklerini  gostermektedir ~ (19). Farklilagsma
potensileri bakimindan embriyo kok hiicrelerine yakin olan bu hiicrelerin, embriyo

kok hiicreleri gibi teratom gelistirmemesi bu hiicrelere karsi bir iistiinliik olarak kabul

edilebir.

GKS-MKH farklilasma potensilerine ek olarak, salgiladiklar1 sitokin ve
kemokinlerle immiin yanit1 diizenlenmekte, apopitozu Onlenmekte ve timor
kitlelerini  kii¢iiltebilmektedir (19,27). Bu ozellikleriyle GKS-MKH hiicresel

tedaviler icin 1yi bir adaydir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. iGKS-MKH’NIN IZOLE EDILMESI, KULTURU VE
KRiYOPREZERVASYONU

Deney hayvanlarina nakledilmesi planlanan hiicrelerin elde edilmesi igin
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 17.01.2014 tarih
ve 46004091-302.14.06/2326 sayili izni ile 5 adet insan gébek kordonu temin edildi.

IGKS-MKH’nin elde edilmesi, ¢ogaltilmasi ve tanimlanmasi islemleri, Can

ve Balc1 (2011)’e gore yapildi (28).

Kordon  se¢iminde  cinsiyet  aymrmmi  gdzetilmedi. Mikrobiyal
kontaminasyondan kacinmak icin sezeryan uygulanmis, miadinda komplikasyonsuz
gebeler tercih edildi (28). Bebek ¢ikarildiktan sonra, plasentaya yakin ucundan 15
cm uzunlugunda kordon pargasi kesildi. Kesilen kordon sivazlanarak igerisindeki kan
uzaklastirildi ve %3 penisilin ve streptomisin (Sigma), 5 ug/mL amfoterisin B
(Sigma) eklenmis Leibovitz L-15 medium (Sigma; L4386) tasima soliisyonu
icerisine alindi (28). Bu sekilde temin edilen her bir kordon 6rnegi 100 mL’lik
tasima soliisyonu igerisinde ve sogutulmus bir cam tasima kabinda, miimkiin

oldugunca ¢abuk hiicre kiiltiir laboratuvarina nakledildi (28).

3.1.1. iGKS-MKH’nin izole Edilmesi ve Kiiltiirii

Steril kosullarda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji
anabilim dalindaki Kok Hiicre Arastirma Laboratuvari’na getirilen kordonlara

gerekli mekanik izolasyon teknikleri uygulanarak kok hiicrelerin izolasyonu saglandi
(28).

e Kordon ornekleri steril bir bi¢imde diseksiyonun yapilacagi laminer

akigli kabin (Holten Laminair Model 1.2) igine alind1.
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Sekil 3.1.

Uzun bir penset yardimiyla tagima i¢in kullanilan siseden ¢ikarilan
kordon, tagima soliisyonu bulunan cam bir Petri kabina aktarildi (Sekil

3.1.A).

Petri kabina aktarilan kordondan 6-7 cm’lik pargalar kesilerek her bir
parca diseksiyon yapilacagi zamana kadar tagima soliisyonu icerisinde

tutuldu.

6-7 cm’lik kordon pargalar1 penset yardimiyla tekrar sivazlanarak
damarlarindaki kan iyice uzaklastirildi. Sonra sirayla her bir parca

diseksiyonun yapilacagi Teflon platform iizerine alindu.

Kordon pargalari, iki adet disli penset yardimiyla uzun eksenleri
boyunca agildi. Etraf dokudan tipik goriiniimleriyle ayirt edilebilen iki

adet arter ve bir adet ven, disli penset kullanilarak kordonun uzun

ekseni boyunca ¢ikarilarak uzaklastirildi. Islemin sonunda diiz,

pembemsi beyaz bir doku elde edildi (Sekil 3.1.B ve C)

Vo
“ »

Steril kosullarda laminer kabin igerisindeki cam Petri kabina aktarilan
kordon Ornegi (A), uzun ekseni boyunca acilarak damar yapilarin
goriiniir hale getirildigi kordon pargast (B) ve damar yapilarin
uzaklastirilmasiyla elde edilen ve hiicre kaynagi olarak kullanilan kordon
dokusu (C) gosterilmektedir

(Diiz ok ve ok baglar1 umbilikal arteri, kivrintili ok umbilikal veni isaret etmektedir).

Bu sekilde damar yapilar1 uzaklastirilan tiim kordon parcalar: 50 mL’lik
santrifiij tiipii (CELLSTAR®; 227261) icerisine alind1 ve bir diseksiyon
makast kullanilarak 2-3 mm’lik kordon parcalari elde edildi (Sekil
3.2.A).
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Kigiltiilen kordon pargalarmin iizerine 20 mL kiiltiir vasati eklendi.
Kiiltiir vasat1 olarak %1 oraninda penisilin ve streptomisin (Sigma), 2,5
ng/mL amfoterisin B (Sigma) ve %10 oraninda FBS (Fetal Bovine
Serum; Sigma F9665) iceren DMEM HAM’S F12 (Biochrom; T 481-
01) vasat1 kullanildu.

Ardindan 250 g’de 5 dk. siireyle 4°C’de santrifiij (Hettich, Tuttlingen)
edilerek siipernatan uzaklastirildi. Kiiltiir vasati ilavesi ve santrifiij
islemi iki kere daha tekrarlanarak doku parcalar1 yikandi.

Son santrifiij igleminden sonra siipernatan uzaklastirilarak pellet tizerine

kiiltiir vasati eklendi ve tekrar slispanse edildi.

Elde edilen doku pargalar: siispansiyonu 75 cm? flasklara (Corning®;
#430641) dagitildi (Sekil 3.2.B).

Sekil 3.2.

Damar yapilar1 uzaklastirilan kordon dokusunun diseksiyon makasiyla
kiiciik pargalara ayristirilmast (A) ve yeterince kiigiiltiilen pargalarin

flasklara aktarilmasi (B) goriilmektedir.

Eksplantlar %5 CO- igeren nemli bir ortam olan 37°C’lik inkiibatérde
(Sanyo MCO-20AIC) 1 hafta siireyle inkiibe edildi. Bir haftanin
sonunda eksplantlarin etrafinda adherent hiicreler izlenmeye baglandi
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Eksplant etrafinda ¢ogalan adherent hiicreler

Hiicrelerin goriildigi kiigiik (A) ve biiyiik (B) biiyiitmelerde alinmis mikrograflar. Bar
500 um (A) ve 100 um (B).

Bu siirecten itibaren hiicrelerin iizerindeki vasat cekilip onceden 1sitilmas,
8-10 mL kiiltiir vasat1 flasklara eklenerek, her iki giinde bir kiiltlir vasati degistirildi.
Hiicreler %80-90 konfluent olduklarinda (Sekil 3.4), eksplantlar kiiltiir vasati ile

yikanarak uzaklastirildi ve hiicreler i¢in kriyoprezervasyon islemi uygulandi.

Sekil 3.4. Tipik morfolojileri ile adherent iGKS-MKH. Bar 500 pum.
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3.1.2. iIGKS-MKH’nin Kriyoprezervasyonu ve Coziilmesi

e Hiicreler %80-90 konfluent olduklarinda tripsin-EDTA (Biochrom;
L.2143) uygulamasiyla siispanse hale getirilerek 200 g’de 10 dk. siireyle
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak pellet izerine dondurma vasati ilave
edildi ve hiicreler tekrar siispanse hale getirildi. Dondurma vasati olarak
%20 oraninda FBS (Fetal Bovine Serum; Sigma; F9665) iceren DMEM
HAM’S F12 (Biochrom; T 481-01) kullanildi.

e Toplamda 1 x 10° hiicre olacak sekilde her bir 2 mL’lik kriyo tiip (Grenier
Bio One) igerisine 1350 pL hiicre siispansiyonu konuldu. Dimethyl
sulfoxide (DMSO; Sigma; D4540) oran1 %10 olacak sekilde bu
slispansiyon {izerine yavas bir bigimde 150 uL DMSO damlatilarak toplam

hacim 1.5 mL tamamlanda.

e Hiicrelerin soguk ortama yavas gecisi i¢in kriyotlipler 10 dk. siireyle
4°C’de tutulduktan sonra dondurma kab1 (Mr. Frosty®; Nalgene Labware)
igerisinde -80°C’ye tasinarak bir gece boyunca da bu ortamda bekletildi.

Ardindan uzun siireli saklamak {izere hiicreler s1v1 azot tankina tasindi.

e Nakil dncesi hazirlik i¢in, hiicreleri ¢o6zmek iizere azot tankindan ¢ikarilan
kriyotiipler dogrudan 37°C’lik su banyosuna (Memmert) alindi. Donmus
hiicre siispansiyonu ¢oziildiigiinde 150 g’de 10 dk. siireyle santrifiij edildi.

Stipernatant aspire edilerek DMSO uzaklastirildi.

e Pellet iizerine kiiltlir vasati ilave edilerek hiicreler siispanse hale getirildi

ve 75 cm? flasklara dagitilds.
e Her iki giinde bir hiicreler iizerindeki kiiltiir vasat1 tazelendi.

e 9%80-90 konfluent olduklarinda, sicanlara nakledilmek tizere, hiicreler

calcein AM ile isaretlendi.
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3.1.3. Nakil Oncesinde iGKS-MKH’nin Isaretlenmesi

Calcein’in polar olmayan, acetomethoxy tiirevi calcein-AM, ester formda
olup canli hiicre membranin1 kolaylikla gegcebilmekte ve hiicre i¢ine girdiginde hiicre
i¢i esterazlarla hidrolize ugramaktadir (29, 30). Reaksiyon sonucu agiga ¢ikan polar
calcein molekiilii fliioresan etkinlik gostermeye baslar ve ayn1 zamanda saglam hiicre

membranina sahip hiicre igerisinde tuzaklanir (29, 30).

Belirgin bir fliioresans etkinlige sahip olan calcein, hiicre i¢i molekiillere
kovalent baglanmayan ya da hiicre membraninin yapisina katilmayan bir boya igin
oldukga uzun siireli bir isaretleme saglayabilmekte olup hiicre fonksiyonlari iizerine
herhangi bir olumsuz etkisi tespit edilmis degildir (31). Calcein AM, kemik
olusumunun degerlendirildigi ¢alismalar (32-34), lenfosit migrasyonunun izlendigi
kisa siireli migrasyon ¢aligmalar1 (35, 36), kisa siireli intravital konfokal/multifoton
mikroskobik incelemeler (37) gibi ¢ok sayida in vivo ¢alismada ve hiicre canlilik
analizleri (38, 39) basta olmak iizere ¢ok sayida farkli in vitro siireclerde farkli
amagclarla  kullanilmigtir.  Ayrica  nekzuslardan  gegebilen calcein  AM,
kardiyomiyositlerle eskiiltiirii  yapilan farkli hiicrelerin kardiyomiyositlerle ne
diizeyde interaksiyona gectiginin belirlenmesi i¢in de kullanilabilmektedir (40-42).
Bu c¢alismada ise calcein AM, nakledilecek hiicrelerin daha sonradan elde edilen

dokularda tespit edilebilmesi i¢in bir isaretleyici olarak kullanildu.

Calcein AM (BD Biosciences; 354216) uygulamasiyla ilgili iiretici firma 1-
10 uM derisimde ve hiicre tipine gore 15 dk.- 4 saat inkiibasyonu 6nermektedir. Bu
genis araliklardaki doz ve inkiibasyon siiresini iGKS-MKH’nde optimize etmek i¢in
bir deney plani yapildi. Bunun i¢in 6ncelikle 4 pM calcein AM ile bir grubu 80 dk.
diger grubu 220 dk. inkiibe edecek sekilde iki deney grubu olusturuldu. Kuyucuklu
kiiltir kaplarma ektigimiz hiicreler %80-90 konfluent olduklarinda 80 ve 220 dk.
gruplarindan ikiser kuyucuk 6rnek 4 pM calcein AM igeren DMEM HAM’S F12 ile
37°C’de belirtilen siireler kadar inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol grubu ise bu
siiregte calcein AM icermeyen DMEM HAM’S F12 ile inkiibe edildi. Inkiibasyon

isleminden sonra hiicreler incelenerek goriintiileri alind1 (Sekil 3.4).
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Negatif Kontrol 4 uM-80 dk. 4 uM-220 dk.
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Sekil 3.4. Sirasiyla calcein AM uygulanmayan negatif kontrol, 4 uM calcein AM
ile 80 ve 220 dk. siiresince inkiibe edilen iGKS-MKH’nin fliioresan

etkinligini gosteren mikrograflar. Bar 200 um.

Basarili  bir inkiibasyonun ardindan, pasajlama ve dondurma-¢ézme
stireclerinin fliioresan etkinlik {izerine olan etkilerini tespit etmek iizere, yiikleme
isleminden 3 giin sonra, her bir deney grubundan birer kuyucuk hiicre pasajlanirken
diger kuyucuktaki hiicreler ise donduruldu. Dondurma isleminden 5 giin sonra
dondurulmus yiiklii hiicreler de ¢oziliip takibe alindi. Pasajlanan (Sekil 3.5) ve
kriyoprezarvasyon yapilan (Sekil 3.6) her bir grubun flioresan etkinlikleri

gozlemlenerek goriintiileri alindi.

Negatif Kontrol 4 pM-80 dk. 4 pM-220 dk.

Sekil 3.5. Sirastyla negatif kontrol grubu ve 4 uM calcein AM ile 80 ve 220 dk.
stiresince inkiibe edilen iGKS-MKH’nin, pasajlama isleminden sonra

flioresan etkinliklerinin goriildigii mikrograflar. Bar 100 um.
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4 uM-80 dk. 4 uM-220 dk.

Sekil 3.6. Hiicrelerin dondurma-¢6zme islemi sonrasindaki fliioresan etkinliklerinin

goriildiigli  mikrograflar.  Negatif kontrol grubunda hiicrelere

kriyoprezervasyon uygulanmadi. Bar 100 pum.

Bundan sonraki agsamada ise calcein AM ile inkiibasyondan 14 giin sonra tiim
deney gruplarindan hiicreler fikse edilerek konfokal mikroskopta gozlemlendi (Sekil

3.7 ve sekil 3.8).

4 pM-80 dk. 4 pM-220 dk.

Sekil 3.7. Pasajlandiktan 11 giin sonra fikse edilen calcein AM yiiklii hiicrelerin

konfokal mikrograflar1 gériilmektedir. Bar 100 pm.
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4 pM-80 dk. 4 pM-220 dk.

Sekil 3.8. Kriyoprezarvasyon isleminden 5 giin sonra ¢oziilerek 6 giin takip edilen
ve ardindan fikse edilen calcein AM yiikli hiicrelerin konfokal
mikrograflar1 goriilmektedir. Bar 100 pum.

Inkiibasyon siireleri karsilastirilan bu deney gruplarinda, tiim siirecler
boyunca sinyal diizeyi bakimindan belirgin bir farklilik tespit edilmedigi gibi
pasajlama ve kriyoprezervasyon siireglerinin hiicrelerdeki calcein AM sinyalini
olumsuz etkilemedigi gozlemlendi. Bir sonraki asamada calcein AM dozu ve
uygulama siiresi azaltilarak inkiibasyon prosediirii yeniden denendi. Bunun ig¢in
hiicreler 2 uM konsantrasyonda calcein AM ile 60 dk. boyunca 37°C’de inkiibe

edildi. Yiikleme isleminden sonra hiicrelerin konfokal goriintiileri (Sekil 3.9) alindu.

Sekil 3.9. 2 puM calcein AM ile 60 dk. boyunca inkiibe edilen hiicrelerin

mikrograflari.

Sirastyla adherent haldeki hiicrelerin kiigiik ve biiylik biiyiitmelerde alinan ve en solda
da hiicrelerin stispanse hale getirildikten sonra alinan mikrograflar1 gortilmektedir. Bar
sirastyla 100, 20 ve 100 pm.
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Tim bu deney asamalarindan sonra nakledilecek 1GKS-MKH’nin
isaretlenmesi i¢in calcein AM inkiibasyonunun 2 uM konsantrasyonda ve 60 dk.

sireyle yapilmasina karar verildi.

3.2. HAYVANLARDA MiYOKARD INFARKTUSU OLUSTURULMASI VE
HUCRELERIN HAYVANLARA UYGULANMASI

Deney hayvanlari ile yaptigimiz bu ¢alisma i¢in Gazi Universitesi Rektorliigii
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi’ndan 20.12.2013 tarih ve 66332047-
604.01.02/229-28237 sayili karar ile etik onay alindi. 32 adet sekiz haftalik 200-250
g agirliginda, erkek, Wistar tiirii albino siganlar kullanildi. Hayvanlar 12 saat
gece/glindiiz periyodunda, 22°C sicakliktaki hayvan barinma yerlerinde, standart
sican yemi ve musluk suyuyla beslendi. Mi modellerinin olusturulmasi, hiicre nakli
ve deneklerin izlenmesi ile ilgili deneyler Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi.

3.2.1. Hayvanlarda Miyokard infarktiisii Olusturulmasi

Operasyon Oncesi anestezi igin siganlara intraperitoneal olarak 70 mg/kg
ketamin (Ketalar®) ve 10 mg/kg ksilazin (Alfazyne®) verildi. Anestezi saglandiktan
sonra trakea kaniile edildi ve hizla kaniil ventilatore (SAR- 830 Ventilator)
baglanarak sicanlarin dakikada 60-70 kez %95 O, ve %5 CO gaz karisimiyla
doyurulmus oda havasi solumasi saglandi. Sol midklavikular hattan torakotomi
insizyonu yapilarak cilt ve cilt alt1 dokular gecildi. Toraks bosluguna girilerek kiint

diseksiyonla perikardiyum s1yrildi ve kalp eksplore edildi (Sekil 3.10.A ve B).
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Sekil 3.10. Trakea kaniile edilerek siganin solumasi saglandiktan ve gerekli cilt
temizligi yapildiktan sonra sol torakotomi (A) ile toraksin agilmasi ve

kalbin eksplore edilmesi (B) gosterilmektedir.

Sol 6n inen koroner arter diseksiyon alanindan goriilerek orta kismindan 6/0
prolen siitiirle bagland1 (Sekil 3.11.A). Bu sirada siitiir distalindeki miyokardin
rengindeki bolgesel soluklasmanin gézlemlenmesiyle infarkt bolgelerinin olustugu
dogrulandi. Ardindan insiilin enjektorii yardimiyla infarkt sinirinda tek bir bolgeye,
PBS ya da iGKS-MKH enjekte edildi (Sekil 3.11.B).

Sekil 3.11. Sol 6n inen koroner arterin orta kismindan kalic1 olarak ligasyonu (A;
beyaz ok) ve hiicrelerin ya da PBS’in infarkt sinirina enjeksiyonu (B)
gosterilmektedir.

Sonrasinda katlar kapatilmadan Once pnomotoraks ya da hemotoraks
gelismesini onlemek i¢in toraks bosluguna nelaton dren yerlestirildi (Sekil 3.12.A).
Katlarin anatomiye uygun olarak kapatilmasini takiben cilt insizyonunun son

stitiirasyonundan 6nce dren aspire edilerek ¢ekildi (Sekil 3.12.B).
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Sekil 3.12. Toraks bosluguna dren yerlestirilmesi (A) ve anatomiye uygun bir
bigimde toraksin  kapatilarak  girisimin  sonlandirilmas:  (B)

gosterilmektedir.

Deney siiresince termostatli 1sitici ile hayvanin viicut sicakliginin 37+1°C
olmasi saglandi. Deney sonunda si¢anlara subkiitan yoldan analjezik (Meloksikam;
Maxicam®) ve antibiyotik (Enrofloksasin; Baytril®) uygulandi. Oksijenlendirilmis ve
isitict ped yardimiyla uygun 1s1 saglanmis bir ortamda siganlarin anesteziden
uyanmasi beklendi ve ardindan bireysel kafeslere alinarak burada barindirildi. Deney
giiniinden 2 giin sonrasina kadar giinde bir kez analjezik ve antibiyotik uygulanmaya

devam edildi.

3.2.2. Hiicrelerin Hayvanlara Uygulanmasi

MI olusturulan siganlar PBS (kontrol) grubu ve iGKS-MKH grubu olmak
lizere rastgele iki gruba ayrildi. Miyokardiyumdaki bolgesel soluklagsmanin
gozlenerek infarktiisiin basartyla gergeklestiginin dogrulanmasinin ardindan siganlara
ya PBS (kontrol) ya da iGKS-MKH uygulandi. Bunun i¢in PBS grubundan
hayvanlara sadece 250 uL PBS infarkt sinirinda tek bir bélgeye enjekte edildi. iGKS-
MKH grubundan hayvanlara ise 250 uL PBS igerisinde siispanse edilen, calcein AM
isaretli 2,2 x 10° hiicre infarkt siirinda tek bir bolgeye enjekte edildi.
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3.3. HAYVANLARDAKI KARDIYAK IYILESMENIN iZLENMESI

Girisimden 3 hafta sonra IGKS-MKH ve PBS grubundaki hayvanlara S8-3
probu olan bir ultrason sistemi (IE 33, Philips Medical System, WA, USA)
kullanilarak transtorasik ekokardiyografi (EKO) yapildi. Bunun i¢in PBS grubundan
6, IGKS-MKH grubundan ise 3 si¢an rastgele se¢ildi. EKO degerlendirmesi
sirasinda, iki boyutlu goriintiileme kullanilarak papiller kas diizeyinden sol
ventrikiiliin kisa bir eksen goriintiisii alindi. Sol ventrikiiliin 6n ve arka duvarlar
boyunca iki boyutlu M-mod kaydi alindi. Sol ventrikiil diyastol sonu (LVEDD; Left
Ventricle End Diastolic Diameter) ve sistol sonu ¢aplar1 (LVESD; Left Ventricle End
Systolic Diameter) 6l¢iildii ve Teichholz yontemi kullanilarak sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu (LVEF; Left Ventricle Ejection Fraction) hesaplandi. Bu
degerlendirmeler, deney modeli olusturulmadan Once rastgele segilen 3 sicanda

yapilan bazal ekokardiyografik degerlerle karsilastirildi.

34. KALP DOKULARININ ELDE EDILMESi VE INFARKT ALANI
DEGERLENDIRMESI VE MIKROSKOBIK iNCELEME IiCiN
HAZIRLANMASI

Deneye dahil edilen 32 hayvandan bir kismu cerrahi prosediir ve MI
komplikasyonlar1 nedeniyle intraoperatif ve perioperatif siiregte 6ldii. IGKS-MKH
grubundan 8, PBS grubundan ise 8 sican yasadi. MI olusturma ve es zamanl
intramiyokardiyal hiicre ya da PBS uygulamasindan 3 hafta sonra tiim hayvanlar

sakrifiye edildi.

3.4.1. Dokularda Infarkt Alam1 Degerlendirmesi

Otopsi materyallerinde makroskopik gozlemler, MI’den en az 18-24 saat
sonra MI’nin kesin tanisim koymada, lokalizasyonunu ve boyutlarini belirlemede
kullanilabilmektedir (43). Histolojik yaklasimlar ise in vivo infarkt gelisiminden
sadece 12-18 saat sonra yapildiginda giivenilir sonu¢ veren, zaman alici ve pahali

yontemlerdir (43). Tetrazolyum boyalarinin kullanildigr makroskopik yontemler ise,
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diger yontemlerle karsilastirildiginda infarktiisten daha kisa bir siire (1-6 saat) sonra,
iskemik hasar sonucu olusan miyokard nekrozunun tanimlanmasinda oldukga faydali
tekniklerdir (43).

Tetrazolyum tuzlarinin kullanildig: histokimyasal yontemler, makroskopik ve
mikroskopik yontemlere gore c¢ok sayida avantajlari bulunan, infarkti lokalize
etmenin yani sira infarkt boyutunun ol¢liimii i¢in de kullanilan giivenilir ve kesin
yontemler olup, infarktiisiin tanisal makroskopik ya da histolojik degisimlerinin
ortaya ¢ikmasindan ¢ok daha 6nce, deneysel infarkt olusumunun makroskopik olarak

tanimlanmasini saglayabilmektedir (43).

Tetrazolyum testinin (boyamasinin) temel etkinligi, canli hiicrelerdeki
oksidatif enzim sistemlerine dolayisiyla hiicresel solunuma dayanmaktadir. Dokuya
tetrazolyum tuzlar1 uygulandiginda, saglam bir oksidatif enzim sistemi ve uygun bir
subtrat varliginda, sSubstratin oksidasyonu sonucunda indirgenen koenzim,
elektronlar1 tetrazolyum molekiiliine nakletmekte ve tetrazolyum indirgenerek renkli
bir molekiil olan formazana doniismektedir (43). Bu reaksiyonun hizi, bir ¢ok
biyokimyasal reaksiyonda oldugu gibi, substrat ve koenzim konsantrasyonuna
baglidir, ortam pH’s1 ve sicakligi gibi degiskenlerden etkilenmektedir  (43).
Canliligim yitiren doku bdlgelerinde ise oksidatif enzim aktivitesi ortadan kalktig:
icin tetrazolyum tuzlari renkli bir iiriin olan formazana doniisememektedir ve bu

nedenle nekrotik alanlarda renk degisimi olusmamaktadir (43).

Bu ¢alismamizda iIGKS-MKH ve PBS grubu hayvanlarinin infarkt boyutlarini
karsilagtirabilmek igin bir tetrazolyum tuzu olan trifenil tetrazolyum klorid (TTC)
molekdilii kullanildi. Canli miyokardiyumda dehidrojenazlarin etkinligi sonucu TTC
indirgenerek koyu kirmizi renkli monoformazana doniismektedir ve doku bu nedenle
kirmizi renk almaktadir (24, 43, 44). Buna karsin nekrotik alanlar, bu reaksiyon
gerceklesmedigi icin soluk kalmaktadir (21, 24, 43, 44).

Infarkt alam 6lgiimii igin yaygin olarak kullanilan TTC testi farkli bigimlerde
uygulanabilmektedir. Dilimlenen kalp parcalarinin soliisyon i¢inde inkiibe edilerek
boyanmasi (45-48) deneysel modellerde en sik kullanilan yontem olmakla birlikte,

cikan aortadan infiizyon yoluyla soliisyonun koroner dolasima verilmesi (49),
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intravendz yolla soliisyonun infiizyonu (43, 50) gibi, daha etkin bir boyanma
sagladigin1 sdyleyebilecegimiz yontemler de kullanilagelmektedir. Hizli, etkili ve
kolay bir yontem olmasina ragmen kalp dilimlerinin soliisyon i¢inde inkiibasyonu,
dilimlerin sadece yiizeylerinin boyanmasiyla sonu¢lanmaktadir (43). Perfiizyon
yonteminde ise dokunun tamaminin boyanmasi hassas bir nekroz alani 6l¢limil

saglamaktadir (43).

Kendi deneylerimiz i¢in en uygun TTC uygulama yOntemini tespit etmek
tizere, saglikli ve iskemik nekroz gerceklestirdigimiz sigan kalplerinde farkli
yontemler denenerek dokularin boyanma &zellikleri karsilastirildi. 1k olarak saglikli
sican kalpleri dilimlenerek dilimlerin bir kism1 boyama prosediirii uygulanmadan
fikse edildi. Diger dilimler ise pH’s1 7,4’¢ ayarlanmis %1°lik TTC igeren fosfat
tamponu igerisinde 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra fikse
edilen kalp dilimleri, stereomikroskop altinda yiizeylerinden bistiiriyle bir miktar
kesilerek incelendi ve incelenen bu kesitlerin goriintiileri alindi. TTC’nin sadece
ylizeyel bir boyanma yapip doku derinliklerine diffiize olmadigi gozlemlendi (Sekil
3.13).

Sekil 3.13. Dogrudan fikse edilen (A) ve TTC soliisyonu igerisinde inkiibe edildikten

sonra fikse edilen (B) saglikl1 kalp dilimlerine ait goriintiiler.

TTC ile inkiibe edilen saglikli kalp diliminin kirmiziya boyandig1 goriilmektedir. Bu
dilimin yiizeyinden bir kesit alinarak incelendiginde ise boyanmanin sadece ylizeyel
oldugu, derindeki doku bdlgelerinin ise boyanmadigi gorillmektedir (C).

Ikinci asamada saglikli siganlara femoral ve pulmoner ven yoluyla TTC
perfiizyonu yapilarak kalpler boyandi. Cikarilan kalpler fiksatifte bekletildikten sonra
dilimlenerek stereomikroskop altinda incelendi ve goriintiilendi. Soliisyon igerisinde

Immersiyon yontemine gore daha fazla bir boyanma saglamakla birlikte kalbin
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tamamini kapsayan etkili bir boyanma gergeklesmedigi goriildii (Sekil 3.14). Bu
durum perfiizyon siiresince kalbin kontraktilitesini yeterince saglayamamis

olmamizla ilgili olabilir.

Sekil 3.14. Femoral ven yoluyla (A) ve pulmoner ven vyoluyla (B) TTC
perfiizyonunu takiben fikse edilen saglikli sican kalplerine ait goriintiiler.

Kalpler stereomikroskop altinda dilimlendikten sonra incelendiginde dokularin
tamaminin boyanmadig1 goriilmektedir.

Son olarak MI modeli olusturdugumuz bir sigamn kalbi, Langendorff
diizenegi kullanilarak TTC ile aorttan retrograd perfiize edildi. Fiksasyonu takiben
doku dilimlenerek incelendiginde, ligasyonun distalinde kalan sol ventrikiil
duvarinda nekrotik alanlarin soluk boyanirken geri kalan saglam kalp bolgelerinin

tamamen kirmiziya boyandigi gozlemlendi (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Langendorff diizeneginde, TTC’nin retrograd perfiizyon yoluyla koroner
dolasima verilmesiyle boyanan iskemik hasarli kalplere ait dilimlerin

goriintiileri
OKlar sol ventrikiil duvariin soluk renkteki nekrotik alanlarini géstermektedir.
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Bu incelemelerden elde ettigimiz veriler dogrultusunda bu ¢alismadaki tiim
TTC uygulamalar1 Langendorff diizenegi kullanilarak yapildi. Infarkt alam
degerlendirmesi i¢in PBS grubundan 4, iGKS-MKH grubundan 7 sigana ait kalp
ornekleri kullanildi. Bunun igin anestezi altindaki siganlara, femoral ven yoluyla 500
IU/kg dozunda heparin (Mustafa Nevzat) verildikten sonra toraks hizla agildi.
Perikardiyektomi yapilarak kalp izole edildi. Kalp dokulari, ¢ikarilir ¢ikarilmaz,
bilesimi asagida belirtilen, taze hazirlanmis buzlu Krebs Henseleit ¢ozeltisi igerisine

alindi.

Krebs-Henseleit Cozeltisinin Bilesimi (MA) (mmol/L):

Sodyum Kloriir (NaCl) (118) 6,95 g /L

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) (25)2,1 g/L

Anhidr Glukoz (11)1,82 g/L

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4) (1.2)0,16 g/L
Potasyum Kloriir (KCI) (4.7)0,36 g/L

Magnezyum Siilfat (MgS0O4.7H20) (1.2) 0,29 g/L
Kalsiyum Klortiir (CaCl2.2H20) (2.5)0,36 g/L

Buzlu Krebs Henseleit ¢ozeltisi igerisine alinan kalp dokular1 daha sonra hizl
bir sekilde, pH’s1 7,4 sicakligi 37°C olan ve %95 O, %5 CO. gaz karisimi ile
havalandirilan Krebs-Heinseleit ¢6zeltisi ile retrograd olarak perfiize edilmek tizere
sabit basingli Langendorff cihazina aorttan asildi (Sekil 3.16.A). Krebs Henseleit
rezervuari, perflizyon boyunca istenilen sabit basinci (100 cm H20=75 mmHQ)
saglamak i¢in izole organ banyosundan 100 cm yukarida olacak sekilde yerlestirildi.
Perfiizyon sirasinda ritmik ve belirgin kontraksiyonlarin gézlenmesini takiben Krebs
soliisyonu kesilerek bu kez, asagida hazirlamisi verilen, pH’s1 7,4’e ayarlanmis
%1’lik TTC (Sigma; T8877) igeren fosfat tamponu ile kalpler 37°C’de 20 dk. siireyle
perfiize edilerek boyand1 (Sekil 3.16.B).
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Sekil 3.16. Sabit basingli Langendorff cihazina aorttan asilan bir kalbin TTC ile

boyanmadan 6nceki (A) ve boyanmadan sonraki (B) goriintiileri.

TTC cozeltisinin _hazirlanmasi: Fosfat tamponu hazirlanirken 0,1 M

NaH2PO4 ve 0,1 M NaxHPO4 ¢ozeltilerinden, 100 mL i¢in sirasiyla 22,6 mL ve 77,4

mL karistirilarak stok sollisyon hazirlandi. pH’y1 azaltmak icin ilk ¢o6zeltiden
(NaH2POs), artirmak igin ikinci ¢ozeltiden (Na2HPOs) stok soliisyona eklenerek pH
7,4 olacak sekilde ayarlandi. Gerekli miktarda TTC tartilarak %1°lik TTC ¢ozeltisi

hazirlandi.

Her bir sigan kalbi i¢in 40 mL TTC ¢ozeltisi uygulamasinin ardindan dokuda
canliligint koruyan alanlar, TTC ile koyu kirmiz1 renkte boyanirken nekrotik bolge
ise soluk sarimsi renkte boyandi. Boyama isleminin bitmesinin ardindan askidan
alinan kalpler fiksasyon i¢in %3,5’luk paraformaldehit (PFA) soliisyonu igerisine
alindi. Boyali alanlarla soluk alanlar arasindaki kontrastin artmasi (51, 52) ve
dokularin sertlesmesi igin birkag saat siireyle %3,5’luk PFA’da bekletilen her bir
kalp infarkt alani incelemesi yapilmak tizere bistiiri yardimiyla apeks-bazis yoniinde
2-3 mm kalinlikta transvers dilimlere ayrildi. Kalp dilimleri iki cam levhanin arasina
yerlestirildi ve kenarlara takilan iki klemp yardimiyla sikistirildi. Image J bilgisayar
programi yardimi ile 100 x infarkt alan/tiim alan esitligi ile oransal olarak infarkt
alan1 hesaplamasi yapmak {izere, cam levhalar arasina yerlestirilen dokularin

fotograflari gekildi (Sekil 3.17 ve sekil 3.18).
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Sekil 3.17. TTC uygulamasi sonrasi dilimlenip, infarkt alan1 hesaplamasi yapmak
tizere 1ki cam levha arasina yerlestirilen kalp dokularina ait bir fotograf

Ornegi goriilmektedir.

A I B.

Sekil 3.18. MI sonrasi, sirastyla PBS uygulanan (A) ve iGKS-MKH nakledilen (B)
sicanlarin, TTC uygulamasimi takiben infarkt alan1 Ol¢iimii yapilan
kalplerine ait birer 6rnek goriilmektedir.

Beyaz cizgiyle sinirlandirilan alanlar, infarkt nedeniyle soluk kalan bolgelerdir.
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3.4.2. Dokularin Mikroskobik Inceleme i¢cin Hazirlanmasi

Infarkt alan1 hesaplamas1 yapmak iizere fotograflama islemini takiben dokular
tekrar %3,5’luk PFA soliisyonuna alindi. Yeterli bir fiksasyon i¢in dokular 5 giin
siireye %3,5’luk PFA igerisinde bekletildi. Bu siire icerisinde etkin bir fiksasyon
saglamak amaciyla soliisyon bir kere degistirildi. Fiksasyon sonrasinda dokular,
kriyomatrikse gomiilmeden Once, kriyoprotektif asamadan gecirildi. Bunun ig¢in
dokular 4°C’de 1-24 saat siireyle 1,2 M siikroz (%0,1 PFA igerisinde) ¢ozeltisinde
bekletildi. Siikroz ¢ozeltisinden ¢ikarilan dokular musluk suyunda kisa stireli yikanip
hafifce kurulandiktan sonra kriyomatrikse gomiildii. Kriyomatrikse gomiilen doku
bloklar1 kesit asamasina kadar -80°C’de saklandi. Planlanan histokimyasal ve
immiinhistokimyasal incelemeler i¢in doku Orneklerine ait bloklardan kriyomikrotom
(SHANDON; Cryotome SME) ile 10 um kalinhiginda seri frozen kesitler alindu.
Daha onceden Poli-L-Lizin (Sigma; P8920) ile kaplanmis lamlar iizerine alinan

kesitler, boyama islemine kadar kisa siireligine -20°C’de tutuldu.

Seri frozen kesitlerden belli araliklarla alman o6rnekler, MI sonrasinda
kalpteki iyilesme alanlarini ve fibrotik degisimleri incelemek i¢in Masson’un trikrom
boyasi ile boyandi. Bu boyalarla hazirlanan preparasyonlar Zeiss Axioimager model

151k mikroskobunda incelenerek yorumlandi ve goriintiileri alindu.

Trikrom boyali presparasyonlarda fibrotik alanlarin goézlendigi frozen
kesitlerin serilerinde, iIGKS-MKH nin varliginin gosterilebilmesi i¢in Kesitler calcein
AM sinyali acisindan ve ayrica insan hiicre g¢ekirdeklerine 6zgii olarak baglanan
Anti-Lamin A + C (ABCAM; ab108595) antikoru ile inkiibasyonu takiben incelendi.
Bunun yam sira MI sonrasinda sigan kalbine nakledilen iGKS-MKH’nin farklilasma
gosterip gostermedigini  belirlemek i¢in seri frozen kesitler, monoklonal «-
sarkomerik aktin antikoru (SIGMA; A2172) ve sadece insana 0zgli antijenlerle
etkilesen anti-cardiac troponin | antikoru (ABCAM; ab52862) ile inkiibe edilerek

incelendi.

Immunfliioresan inceleme i¢in hazirlanan kesitlerin degerlendirilmeleri ve

goriintiilenmeleri Zeiss LSM510 model mikroskop konfokal sistemiyle yapildi.
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3.4.2.1. Dokularin Masson’un Trikrom Boyasiyla Boyanmasi

Kalp dokusuna ait frozen kesitleri Masson’un trikrom boyasiyla boyamak

i¢in sirasiyla su asamalar uygulandi (53, 54):

Kriyomikrotom ile 10 um’lik frozen kesitler alindi.

Inkiibasyon soliisyonunun akmasimi engellemek igin dokularm etrafi

PapPen® ile ¢izildi.

Renkleri yogunlastirmak ve doku bilesenleri arasindaki karsitligi artirmak
icin Bouin’in soliisyonunda (54) oda sicakliginda bir gece boyunca
dokular tekrar fikse edildi.

Kesitlerden sar1 rengi uzaklastirana kadar distile su ile yikama yapilda.

Cekirdekleri siyaha boyamak i¢in Weigert’in demirli hematoksilin
soliisyonuyla (54) dokular 5 dk. inkiibe edildi.

Fazlalik hematoksilini uzaklastirmak ve siyah rengi yogunlagtirmak igin

dokular 10 dk. siireyle distile suyla yikandi.

Kas liflerini kirmiziya boyamak i¢in kesitler 5 dk. siireyle %1°lik Biebrich
Scarlet-asit fuksin soliisyonunda (54) bekletildi.

Ug kere birer dk. siireyle distile suyla yikama yapild.

Dokular kollajen liflerindeki kirmizi boyanma giderilene kadar

fosfomolibdik- fosfotungustik asit (54) soliisyonunda bekletildi.

Kollajen liflerini boyamak iizere dokular 5 dk. kadar %2,5’luk anilin
mavisi (54) igerisinde bekletildi.

Ug kere birer dk. siireyle distile suyla ytkama yapildi.

%1’1ik asetik asit ile farklandirma yapildu.

Iki kere birer dk. siireyle distile suyla ytkama yapildi.
Dokular sirastyla %70, %90, %100°lik etanollerden gegirildi.
Ksilen ile seffaflandirma yapildi.

Entellan ile kapatildi.

49



3.4.2.2. Kalp Dokularinda Fliioresan Immiinhistokimyasal inceleme

e Kriyomikrotom ile 10 um’lik frozen kesitler alindi.

e Kesitlerin oda sicakligina kadar isinmasi saglandi ve dokularin etrafi

PapPen® ile ¢izildi.
e PBS-Tween 20 (%0,2-0,5) ile bir kere yikama yapildi (15 dk.).

e Spesifik olmayan baglanmayi ve fon boyanmasini dnlemek igin 30 dk.

stireyle oda sicakliginda bloklama yapildi.

e Dokular 4°C’de bir gece ve ilaveten 37°C’de de 2 saat siireyle primer

antikorla inkiibasyona birakildu.
e PBS-Tween 20 (%0,2-0,5) ile bir kere yikama yapild1 (15 dk.).

e FITC (Fluorescein isothiocyanate), Cy3 (Cyanine 3) ya da Cy5 ile

konjuge sekonder antikorla 37°C’de 2 saat siireyle inkiibasyon yapildi.
e PBS-Tween 20 (%0,2-0,5) ile bir kere yikama yapild1 (15 dk.).
e Hoechst iceren kapatma mediumu kullanilarak kapama yapildi.
e Inceleme yapilana kadar kisa siireligine -20°C’de saklandh.

e Antikorlarin diliisyon ve boyama prosediirlerinin optimizasyonu sirasinda
belirli baz1 antikorlar i¢in %1 SDS (sodium dodecyl sulfate) kullanilarak
antijen artirimi yapilirken, bazi antikorlarin uygulamasi sirasinda ise

bloklama yapilmadi.

e Bazi kesitlerin boyanmasi sirasinda nukleusu isaretlemek i¢in TO-PRO®-

3 lodide (642/661) (Molecular Probes; T3605) kullanildi.

Deney materyallerinde kullanilan antikorlar farkli hiicre ve dokularda test
edilerek konsantrasyon ve uygulama prosediirleri optimize edildi. Bunun igin anti-
Lamin A + C antikoru iGKS-MKH, MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) meme
kanseri hiicreleri ve fare embriyonik fibroblast (FEF) hiicreleri olmak iizere ti¢ farkli
hiicre tipinde (Sekil 3.19) ve insan gobek kordonu, sigan kalbi ve sigan dili frozen
kesitleri olmak tizere farkli doku tiplerinde (Sekil 3.20) denenerek goriintii analizleri

ve On degerlendirmeleri yapildi.
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iGKS-MKH MCF7 FEF

LAMIN A+C

Sekil 3. 19.Insana 6zgii lamin A+C antikoru ile isaretlenen iGKS-MKH, MCF7 ve

FEF hiicrelerinin konfokal mikrograflari.

iGKS-MKH mikrografina ekli kiigiik resim negatif kontrolii gostermektedir. Beklendigi
gibi FEF hiicrelerinde sinyal yoktur. Yesil sinyal lamin A+C, sekonder antikor FITC
konjugedir. Tiim mikrograflarda bar 50 pm’dir.

iNSAN GOBEK KORDONU SICAN KALBI SIGAN DiLi

Sekil 3.20. insana 6zgii lamin A+C antikoru ile isaretlenen insan gdbek kordonu,

LAMIN A+C

sican kalbi ve sican dili frozen kesitlerinin mikrograflari.

Ekli kiigiik resim negatif kontrolii gdstermektedir. Insan dokusundaki tipik sinyale
karsin sigan dokularinda sinyal goézlenmedi. Mavi sinyal lamin A+C, sekonder antikor
Cy5 konjugedir. Bar tiim mikrograflar i¢in 50 pm’dir.

Bu deneyler sonucunda, sonraki deneylerde Lamin A+C antikorunun 1:100

oraninda PBS i¢erisinde diliie edilerek kullanilmasina karar verildi.

Benzer bi¢cimde alfa sarkomerik aktin antikoru insan gobek kordonu, sigan
kalbi ve si¢an dili frozen kesitlerinde denenerek antikor uygulama prosediirii ve

konsantrasyonu  optimize  edildi.  Preparasyonlar  konfokal — mikroskopta
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goriintiilenerek degerlendirildi (Sekil 3.21). Sonraki ¢aligmalar igin alfa sarkomerik

aktin antikorunun 1:100 oraninda PBS igerisinde diliic edilmesine karar verildi.

iINSAN GOBEK KORDONU SICAN KALBI SICAN DiLi

ALFA SARKOMERIK AKTIN

Sekil 3.21. Farklt doku tiplerinde alfa sarkomerik aktin ifadesini goOsteren

mikrograflar. EKIi kiigiik resimler negatif kontrollere aittir.

Yesil sinyal alfa sarkomerik aktin, sekonder antikor FITC konjugedir. Bar tiim
mikrograflar i¢in 50 pm’dir.

3.5. VERILERIN ISTATISTIiKSEL ANALIZI

Verilerin kontrol ve tedavi gruplari arasinda karsilastirilmasini temel alan
calismada, deney hayvanlar ile calisilmis dolayisiyla, 6rneklem biyiikliigii de goz
oniinde bulundurularak parametrik olmayan test yontemleri kullanilmistir. Bagimsiz
iki grubun siirekli bir Ol¢lim degeri bakimindan kiyaslanmasi amaciyla Mann
Whitney U testi uygulanmis, sonuglar ortanca (minimum-maksimum) basta olmak
lizere ortalama + standart sapma gibi tanimlayici istatistiklerle 6zetlenmistir. Ayrica
infarkt alan1 degiskeni i¢in gruplardaki dagilimin gorsel olarak da ifade edilebilmesi
amaciyla sapli kutu (box plot) grafigi ¢izilmistir. SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) 15.0 paket programi kullanilarak elde edilen istatistiksel

degerlendirmelerde anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak alinmistir.

52



4. BULGULAR

4.1. iGKS-MKH VE PBS GRUPLARININ EKOKARDiIYOGRAFIK
DEGERLENDIRME SONUCLARI

Ekokardiyografik degerlendirme sonucunda elde edilen ortalama degerler ve
gozlemler Tablo 4.1’de 6zetlendi. Sonuglar ele alindiginda sol ventrikiil diyastol
sonu ¢apimnin gruplar arasinda benzer oldugu (p=0,259); PBS grubuyla
karsilastirildiginda, iIGKS-MKH grubunun ejeksiyon fraksiyonu degerinin belirgin
olarak iyilesme gosterdigi tespit edildi (p=0,037). Sol ventrikiil duvar hareketleri
incelendiginde ise, PBS grubundan sicanlarin sol ventrikiil 6n duvarinda akinezi
tespit edilirken, iIGKS-MKH ile tedavi edilen si¢anlarinkinde hipokinezi izlendi
(Sekil 4.1).

Tablo 4.1. PBS grubu ve iGKS-MKH grubununa ait siganlarin EKO degerlendirme

sonuglarin karsilastirilmasi

Bazal Degerler

(Saghkh Sican) PBS Grubu iGKS-MKH P
(n=3) (n=6) Grubu (n=3) degeri*
Sol Ventrikiil
Diyastol Sonu Cap1 5,71+0,22 5,56+0,15 5,67+0,04 0,259
(LVEDD)
Sol Ventrikiil
Ejeksiyon 68,3+2.93 43.3+4,16 52,3+2,89 0,037

Fraksiyonu (LVEF)

Sol ventrikiil 6n
duvarda
hipokinezi

Duvar Hareket Yok Sol ventrikiil 6n
Anormalligi duvarda akinezi

*, PBS grubu ile iIGKS-MKH grubu arasindaki karsilastirmaya ait P degeri.
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Sekil 4.1. Sirasiyla PBS (A) ve iIGKS-MKH gruplarindan (B) hayvanlara ait
ekokardiyografik goriintiiler.

A. Sol ventrikiil 6n duvarinda akinezi izlendi. B. Sol ventrikiil 6n duvarinda hipokinezi
izlendi.

4.2. INFARKT ALANI BUYUKLUKLERININ DEGERLENDIRILMESI

Infarkt alan1 biiyiikliiklerinin degerlendirilmesi MI’ii takiben PBS ya da
IGKS-MKH uygulamasindan 3 hafta sonra yapildi (Tablo 4.2). Bu degerlendirme
icin PBS grubundan 4, iGKS-MKH grubundan 7 sigana ait kalp 6rnekleri kullanilda.

Tablo 4.2. Gruplardaki infarkt alan yiizdelerine iligskin tanimlayici istatistikler.

Infarkt Alam (%)
Gruplar Ortalama+S.Sapma [Ortanca
(Minimum — Maksimum)] P
PBS Grubu 11,00 + 6,83 [10 (4-20)]
0,006
IGKS-MKH Grubu 2,07+ 0,88 [ 1,80 (1,30 — 4,00)]

TTC testi sonrasi yapilan degerlendirmede, iIGKS-MKH grubunda infarkt
alaninin, PBS grubununkine gore belirgin azaldigi ve bu azalmanin da istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriildii (p=0,006) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PBS ve iGKS-MKH uygulanan gruplarda infarkt alan biiyiikliiklerinin
degisimini gosteren sapli kutu grafigi (p=0,006).

4.3. MIKROSKOBIK INCELEME SONUCLARI

Kalp dokularindaki degisimlerin mikroskobik analizi i¢in, ardisik kesitler
Masson’un trikrom boyasiyla boyanarak ve ayrica bazi antikorlarla inkiibe edilerek

incelendi.

4.3.1. Masson’un Trikrom Boyas1 Sonrasinda Goézlemlenen Bulgular

PBS kontrol ve iGKS-MKH tedavi grubu siganlarinin kalplerinde fibrotik
alanlarin degerlendirilmesi i¢in seri frozen Kkesitler Masson’un trikrom boyasi ile

boyandi.
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4.3.1.1. PBS Grubuna Ait Dokularin Masson’un Trikrom Boyasi
Bulgular

PBS kontrol grubu sican kalplerinin seri frozen kesitleri alindiktan sonra, her
18-20 kesitte biri segilerek, segilen tiim bu kesitlere Masson’un trikrom boyama
prosediirii uygulandi. Sekil 4.3’de bu presparasyonlardan fibrotik alan goriilen,

ardisik diizeylere ait kesitlere yer verildi.

1000 pm

Sekil 4.3. MI sonras1 PBS uygulanan kontrol grubundan bir sigana ait kalbin,

trikrom boyali preparasyonlar1 goriilmektedir.

Kesitler LAD ligasyon hattinin distalindeki kalp dokusunun farkli diizeylerinden elde
edilmistir. Oklar anilin mavisi ile boyanan kollajen liflerinin olusturdugu fibrotik
dokuyu gostermektedir.
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PBS kontrol grubunun trikrom boyali preparasyonlart incelendiginde,
nekrotik alanlarin kolllajenden zengin bir bag dokusu olusumuyla yani fibrozisle
onarildig1 ve fibrozis nedeniyle sol ventrikiil duvarinin lokal olarak inceldigi goriildii
ancak bu incelmeye yonelik oOlciimler ve istatistiksel degerlendirmeler heniiz

yapilmadi (Sekil 4.4).

1000 pm

Sekil 4.4. PBS kontrol grubundan bir siganin trikrom boyali kalp kesiti.

Fibrozis nedeniyle sol ventrikiil duvarinda olusan incelme kirmiz1 okla gosterilmektedir.

Bu alanlar biiyiik biiyiitmeler altinda daha detayli bir bi¢gimde incelendiginde,
hiicresel bilesenlerin ve vaskiiler yapilarin son derece az oldugu, kollajen liflerin
daha yogun oldugu ve kollajen liflerin de ¢ogunlukla kalin lif demetleri halinde
organize oldugu tespit edildi (Sekil 4.5 ve sekil 4.6).
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Sekil 4.5.

PBS kontrol grubundan bir hayvana ait kalp kesitlerinde saglam
miyokard dokusu arasinda mavi boyali fibrotik alanlarin kiigiik (sol) ve

biiyiik (sag) biiyiitme mikrograflari.

Sagdaki mikrograf, soldaki mikrografta cergeve ile sinirlandirilmis alanin biiyiik
biiylitme goriintiisiidiir. Sagdaki mikrografta ok baslari vaskiiler yapilari, ok ise nispeten
selliiler bag dokusu bolgesini isaret etmektedir. Bar sirasiyla 100 um ve 50 um’dir.
Boya Masson’un trikrom boyasi.

PBS kontrol grubundan bir hayvana ait trikrom boyali kalp kesitinde,
mavi boyali fibrotik alan goriilmektedir.

Yogun kollajen ag1 organizasyonu igerisinde az sayida vaskiiler yapilanma (ok baglarr)
ve hiicresel icerik (oklar) dikkati ¢cekmektedir.
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4.3.1.2. iIGKS-MKH Grubuna Ait Dokularin Masson’un Trikrom Boyasi
Bulgulan

PBS kontrol grubunda uygulandigi gibi, iGKS-MKH grubu si¢an
kalplerinden de 10 um’lik seri frozen kesitler alinip, her 18-20 kesitte biri secilerek,
secilen tiim bu kesitler Masson’un trikrom boyasi ile boyandi. Sekil 4.7°de bu

dokulardan fibrotik alan goriilen farkl diizeylerdeki kesitlere yer verilmistir.

Sekil 4.7. MI sonrasinda iGKS-MKH ile tedavi edilen siganlardan birine ait kalp

kesitlerinin, trikrom boyali preparasyonlar1 goriilmektedir.

LAD ligasyonunun distalinde kalan kalp dokusunun farkli diizeylerinden alinan
kesitlerde oklarla fibrotik alanlar gosterilmektedir.

Bu preparasyonlarin 1s1k mikroskobik analizlerinde, mavi boyali fibrotik
alanlarin PBS kontrol grubuyla karsilastirildiginda, daha kiigciik oldugu ve sol
ventrikiil duvarinda gérece daha az bir harabiyete yol agtig1 goriildii (Sekil 4.7).
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Biiyiik biiyiitmelerde incelendiginde fibrotik alanlarda, yer yer ince ve yer yer
kalin kollajen lif demetlerinin yani1 sira, PBS kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hiicresel icerigin ve gevsek bag dokusu alanlariin daha fazla oldugu ve

vaskiilarizasyonun da nispeten daha yogun oldugu goriildii (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Sekil 4.8. iIGKS-MKH grubundan bir hayvanin trikrom boyali kalp kesitinde,
saglam kardiyomiyositler arasindaki mavi boyali fibrotik alanlarin kii¢iik
ve biiyiik biiyiitme mikrograflar1 goriilmektedir.

Sagdaki mikrograf, soldaki mikrografta siyah ¢erceve ile sinirlandirilmig alanin biiyiik
biylitme goriintiisiidiir. Sagdaki mikrografta ince kollajen lif yapilariyla (ok baglarr)
belirgin bir gevsek bag dokusu, kaba kollajen lif demetlerinden (kivrik oklar) olusan
sik1 bag dokusuyla komsuluk halindedir. Gevsek bag dokusunda, bir kag¢ tanesi oklarla
gosterilmis olan ¢ok sayida yuvarlak sekilli hiicre bulunmaktadir. Bar sirasiyla 100 um
ve 50 pm’dir.
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Sekil 4.9. iIGKS-MKH grubundan bir hayvanin kalp kesitinin trikrom boyali

preparasyonu goriilmektedir.

Fibrotik alanda icleri eritrositle dolu ¢ok sayida damar yapist (ok baglari) dikkati
¢ekmektedir. Vaskiiler yapilarin yani sira, alanda ¢ok sayida yuvarlak sekilli hiicre
infiltrasyonu goriilebilmektedir.

Bu kesitlerdeki goriilen hiicrelerin tanimlanmasina yonelik ardisik kesitlerde

ileri analizlere basvuruldu.

4.3.2. iIGKS-MKH Grubuna Ait Dokularin Fliioresan

Immiinhistokimyasal inceleme Bulgulari

IGKS-MKH grubundan siganlarin, fibrozis tespit edilen kalp diizeylerinden
alinan ardigik kesitler konfokal mikroskopta incelendiginde, ¢ogunlukla fibrotik
alanda olmak iizere (Sekil 4.10), daha az miktarda da fibrozise komsu saglam

miyokard dokusu igerisinde (Sekil 4.11) yesil fuoresan veren hiicreler tespit edildi.
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Sekil 4.10. iGKS-MKH grubundan bir sicanin, fibrozis tespit edilen kalp
diizeylerinden alinan ardigik kesitlerden birinin konfokal mikroskopta

alinan mikrografi goriilmektedir.

Fibrotik alanda, bir kag¢ tanesi oklarla gosterilen, yesil sinyal veren ¢ok sayida hiicre
goriilmektedir. Bu hiicrelerin calcein AM ile isaretlenmis iGKS-MKH oldugu
distiniilmektedir.

62



Sekil 4.11. iGKS-MKH ile tedavi edilen siganlardan birine ait kalp kesitinin,
Hoechst iceren kapatma mediumu ile kapatildiktan sonra konfokal

mikroskopla alinan goriintiisii goriilmektedir.

Infarkta komsu alanda, bir kismi ok baslar1 ile gdsterilen saglam miyokard dokusu
otofliioresans vermektedir. Bu dokuda saglam kardiyomiyositler arasinda yesil sinyali
ile, calcein AM yiiklii oldugu diisiiniilen hiicreler (oklarla isaret edilen alanlar) dikkati
cekmektedir.

Bu hiicrelerin nakil 6ncesinde calcein AM ile isaretlenmis iGKS-MKH oldugu
diisliniildii. Bunu dogrulamak i¢in sadece insana 6zgii antijenlerle etkilesen Lamin
A+C antikoruyla inkiibe edilen kesitlerde yogun fon boyanmasi nedeniyle saglikli bir

degerlendirme yapilamadi. Ancak, yine sadece insana 0zglin antijene baglanan
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kardiyak troponin I antikoruyla yapilan inkiibasyon sonrasinda, yesil fliiloresan veren
bu hiicrelerin 6zellikle fibrotik alanda olanlarinda kardiyak troponin | sinyalinin
pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 4.12). Bu veri bu hiicrelerin nakledilen iGKS-MKH
olduklarin1 dogrulamakla birlikte, bu hiicrelerin kardiyak yonde bir farklilagsmaya
gittiklerini de gosteren bir bulgudur.

Sekil 4.12. Yesil sinyal pozitifligi gosteren hiicrelerin bulundugu fibrotik alanlarin
ardisik kesitleri insana 6zgii kardiyak troponin I ile inkiibe edilerek
incelendi.

Bu kesitlerden birine ait mikrograf goriilmektedir. Bu kesitte yine yesil fliioresan veren
ve calcein AM ile isaretli oldugu diisiiniilen hiicreler tespit edildi (oklar bu sinyallerin
bir kismini isaret etmektedir) (A). Aymi alanda kardiyak troponin I (kirmizi sinyal)
pozitifligi gosteren hiicrelerin (B), yer yer calcein AM sinyali de igerdigi (ok baglariyla
gosterilen sar1 renkli alanlar) (C) goriilmektedir. Yesil sinyal calcein AM, kirmizi sinyal
Cy3 konjuge sekonderle inkiibe edilen insana 6zgii kardiyak troponin I.
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Dahasi, ardisik kesitlerde alfa sarkomerik aktin antikoruyla yapilan
inkiibasyonlarda, fibrotik alanlarda yesil fliiloresan veren bu hiicrelerin alfa
sarkomerik aktin agisindan da pozitif olduklar1 goriildii (Sekil 4.13). Bu veri de yine
farklilasmay1 destekler bir bulgu olarak yorumlandi. Infarkta komsu saglam
miyokardiyumda, kardiyomiyositler arasinda yer alan ve yesil fliioresan veren

hiicrelerin ise alfa sarkomerik aktin sentezlemedigi tespit edildi (Sekil 4.14).

Sekil 4.13. Fibrozis ve hiicre birikimi gosteren ardisik kesitlerde alfa sarkomerik

aktinle inkiibasyon sonrasina ait bir mikrograf goriilmektedir.

Alfa sarkomerik aktin pozitifliginin (kirmiz1 sinyal) bazi alanlarda calcein AM sinyali
ile cakistigr (bir kisminin oklarla gosterildigi sar1 sinyaller) goriilmektedir. Kirmizi
sinyal Cy3 konjuge sekonderle inkiibe edilen alfa sarkomerik aktin.
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Sekil 4.14. Yesil fliioresan gosteren hiicrelerin tespit edildigi fibrotik doku
kesitlerinden, alfa sarkomerik aktinle inkiibe edilen bir Grnege ait

mikrograf goriilmektedir.

Fibrotik alan komsulugundaki saglam dokuda kardiyomiyositler alfa sarkomerik aktin
pozitifligi (kirmizi sinyal) gosterirken, bu hiicreler arasinda yer alan ve calcein AM
pozitif oldugu diigiintilen hiicrelerin (oklarla sinirlandirilan alanlar) alfa sarkomerik
aktini sentezlemedigi goriildii. Yesil sinyal calcein AM, kirmizi sinyal Cy3 konjuge
sekonderle inkiibe edilen alfa sarkomerik aktin.

Bazi kalp kesitlerinde ise fibrotik alanlardaki hiicrelerin az bir kisminda yesil
flioresan goriliirken biiyiik bir kisminda ise sinyal alinamadi (Sekil 4.15). Yesil
fliioresan vermeyen bu hiicreler, fliioresan etkinligini kaybetmis 1GKS-MKH
olabilecegi gibi, sicana ait bir hiicresel infiltrasyon da olabilir. Bu bakimdan bu

hiicrelerin tanimlanmasina yonelik ilave analizler gerekmektedir.
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Sekil 4.15. iGKS-MKH ile tedavi edilen sicanlardan birine ait kalp kesitinin

konfokal mikrografi. Fibrotik alanda ¢ok sayida hiicre goriilmektedir.

Hiicrelerin kiiclik bir kisminda yesil sinyal goriiliirken, geri kalanlarinda yesil sinyal
alinamamustir. Yesil sinyal sitoplazmik lokalizasyondaki calcein AM, mavi sinyal
niikleuslar1 belirlemek i¢in kullanilan To-Pro3’ya aittir.
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5. TARTISMA

Insan gobek kordonu stromasindan elde edilen mezenkimal k&k hiicreler
(iIGKS-MKH), bir¢ok hiicre tipine farklilasma potensine sahip bir ¢esit multipotent
mezenkimal kok  hiicrelerdir.  Farklilasma  potensileri ele  alindiginda,
embriyonik/uPK hiicreler ile eriskin kok hiicreler arasinda bir skalada yer aldigini
sOyleyebilecegimiz bu hiicrelerin, invaziv olmayan bi¢imde ve kolay elde
edilebiliyor olmalari, kullanim kolaylig1 ve tedavi edici etkilerine yonelik ortaya
konulmus olumlu ve bazi durumlarda da diger kok hiicrelere gore stiin kabul
edilebilecek oOzellikleri nedeniyle hiicresel tedavi icin iyi bir kaynak niteliginde
oldugu sdylenebilir. Bu nedenle bu hiicreler aslinda giincel ¢alismalar igin bir ilgi

odagi halindedir.

IGKS-MKH miyokardiyal yetmezlikle seyreden hastaliklarin tedavisi
amaciyla da etkinligi arastirilan kok hiicrelerden biridir. Miyokardiyal yetmezligin
tedavisinde bu hiicrelerin kullanildigi, devam eden ya da tamamlanmis deneysel ve
klinik ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak yine de miyokard hasarini tedavi amacgh
kullanimlarina yonelik yapilan gerek deneysel gerekse klinik g¢alismalarin sinirh
sayida oldugu sdylenebilir. Biz de bu calismamizla miyokardiyal yetmezligin
tedavisinde iIGKS-MKH’nin kullanilmasina iliskin deneysel g¢alismalara katkida

bulunmay1 hedefledik.

IGKS-MKH ile yapilan miyokardiyal onarim ve rejenerasyona iliskin
deneysel ¢alismalar bu hiicrelerin elde edilmesi, tanimlanmasi, 6zellikleri ve davranis
bicimlerine iligkin oldukca faydali ve tutarli bilgiler sunmaktadir. Bu deneysel
caligmalarda gobek kordonunun farkli kompartmanlarindan elde edilen mezenkimal
kok hiicreler kullanilagelmistir. Bazi ¢alismalarda 1GKS-MKH, kordonun
tamamindan herhangi bir bolge ayirmaksizin elde edilerek kullanilirken (55-60), bir
kisim galismalarda ise insan gobek kordonu perivaskiiler hiicreleri (IGK-PVH) (61,
62) ve subamniyotik alan mezenkimal kok hiicreleri (IGK-SAMH) (63, 64) tedavi

etkinlikleri acisindan aragtirllmistir. Biz ise bu ¢alismada wvaskiiler yapilari
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uzaklastirdiktan sonra geriye kalan kordonun tamamindan elde ettigimiz stromal
MKH’ni kullandik.

Bu deneysel c¢alismalarin her birinde kullanilan hiicreler, MKH belirtegleri
(56-64) agisindan taranmistir. Wu ve arkadaslari, elde ettikleri iGKS-MKH’nin
CD29, CD44, CD90, CD105, CD166 ve MHC 1 belirteglerini yiiksek diizeyde ifade
ederken, CD31, CD34, CD38, CD45, CD106 ve MHC Il belirteclerini ifade
etmediklerini gostermislerdir (56). Lilyanna ve ark. ile Martinez ve ekibi ise, akim
sitometriyle incelediklerinde iIGK-SAMH-GFP-Fluc hiicrelerin MKH belirtegleri
olan CD73, CD90 ve CDI105’1 %95°den daha fazla bir oranda ifade ettiklerini
saptamiglardir. Ayrica bu hiicrelerin hemotopoyetik kok hiicre (CD34, CD45 ve
CD117) ve endotelyal kok hiicre (CD31) belirtegleri agisindan negatif olduklar1 da
teyit edilmistir (63, 64). Li ve arkadaslari da elde ettikleri iGKS-MKH’nin yiiksek
diizeyde CD90 ve CD105 belirteglerine karsin diisiik diizeyde CD34 ve CD45 ifade
ettiklerini tespit etmislerdir  (59). Benzer bigimde Zhang ve ekibi, Wharton
peltesinden elde ettikleri hiicrelerin, mezenkimal kok hiicrelere 6zgti CD73, CD90 ve
CDI105 antijenleri ac¢isindan pozitif iken, CD14, CD31, CD34, CD45 gibi
hematopoyetik ve endotel hiicresi yiizey antijenleri ve ayrica immiin rejeksiyon
iligkili hiicre yiizey belirteci HLA-DR agisindan negatif olduklarint bildirmislerdir
(60). Bunun yani sira farkli kokenden hiicrelere farklilasma potensileri, osteojenik ve
adipojenik (56, 57, 60, 63, 64) ve ayrica kondrojenik (60, 63, 64) yonde kolayca

farklilagabilmeleriyle ortaya konulmustur.

Donor hiicrelerin hayvan kalplerinde varligin1 gosterebilmek ve bu hiicreleri
takip edebilmek i¢in calismalarin bir kisminda, nakil 6ncesinde hiicreler CM-Dil
(carbocyanine 1,1°-dioctadecyl-1-3,3,3”,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate)
(56, 58), BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine) (57) ve GFP (green fluorescent protein)
(62, 63) ile isaretlenmistir. Bu ¢alismada ise biz, yesil renkte fliioresan etkinlik
gosteren calcein AM ile hiicreleri isaretledik ve bu sinyalin in vivo kosullarda 2-3

hafta siiresince korundugunu saptadik.

IGKS-MKH’nin kullanildigi deneysel c¢alismalarda, NIH nude immiin
yetmezlikli (63, 64) veya saglikli sigan (56) kullanilan Mi modelleri, NOD/SCID
gamma null immiin yetersiz (61, 62) ya da C57BL/6 farelerde olusturulan fare Mi
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modelleri (55, 60), tavsan Mi modeli (57, 59), minyatiir domuz modeli (58) gibi
farkli 6zellikte deney hayvanlar1 ile MI modelleri olusturuldugu goriilmektedir.
Saglikli sican Mi modeli kullanilan ¢alismada (56) ve tavsan MI modelinde (57)
hiicresel tedavi sonrasinda hayvanlara immiin siipresyon amaciyla siklosporin
uygulandigim belirtmek gerekir. Bu calismamizda biz, deneysel MI modeli
olusturmak tizere erkek siganlari kullandik ve herhangi bir immiin supresyon
prosediirii uygulamadik. Mi’iin ve komplikasyonlarmin olduk¢a mortal siiregler
olmasi1 nedeniyle gerek iGKS-MKH ve gerekse PBS grubundan ¢ok sayida hayvan
girisim sirasinda ya da girisimden ¢ok kisa bir siire sonra 6ldii. Ancak 6liim oranlar
acisindan iki grup arasinda bir farklilik olmadigr icin bu Oliimlerin hiicre

uygulamasiyla ilgili bir rejeksiyondan kaynaklandigini diisinmemekteyiz.

MI tedavisine yonelik yapilan bu deneysel ¢alismalarda, MI olusturmak icin,
sol koroner arter (56, 59) veya onun bir dali olan sol 6n inen (LAD) koroner arter
(55, 57, 58, 60-64) ligasyonu uygulanmistir. Biz bu g¢alismamizda mortaliteyi
minimalize ederek dlen hayvan sayisin1 azaltmak {izere yaygin bir infarkttan ziyade
daha sinirlt bir alanda infarkt olusturmay1 hedefledik. Bu nedenle LAD koroner arteri

orta kismindan kalic1 olarak bagladik.

Deneylerde kullanilan hayvanlarin gesitliliginin yan1 sira tedavi ig¢in
uygulanan hiicre dozlari, uygulanma zamanlari, uygulama yollar1 ve uygulama
oncesi prosediirler agisindan da oldukga farkli yaklasimlar sergilenmistir. Caligmalar
bu acidan ele alacak olursak; Wu ve ark., MI’den 2 hafta sonra, CMDil isaretli 5 x
106 iIGKS-MKH’ni 200 puL PBS igerisinde siispanse ederek periinfarkt bolgeye
enjekte etmis ve nakilden 4 hafta sonra hayvanlari sakrifiye etmislerdir (56). Dayan
ve ekibi ise MI’den 48 saat sonra, 200 uL. DMEM igerisinde siispanse ettikleri 2 x
106 iGK-PVH’ni kuyruk veninden intravendz (IV) yolla uygulayarak, MI’den 16
hafta sonra da hayvanlari sakrifiye etmistir (61). Latifpour ve ark., tavsanlarda MI
gerceklestirdikten 1 saat sonra, BrdU isaretli 5 x 106 iGKS-MKH’ni 50 pL PBS
igerisinde siispanse ederek subepikardiyal enjeksiyonla periinfarkt alana uygulamis
ve hiicre naklinden 30 giin sonra da hayvanlarn sakrifiye ederek kalp dokularimi
toplamustir (57). Zhang ve ark., minyatiir domuzda Mi olusturduktan sonra, CMDil
isaretli 4 x 107 adet iIGKS-MKH’ni 2 mL PBS igerisinde siispanse ederek, enfarkt
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cevresindeki 9-10 bolgeye, her bir bolgeye 0,2 mL olacak sekilde enjekte etmisler ve
girisimden 6 hafta sonra hayvanlar1 sakrifiye etmislerdir (58). Yannarelli ve ekibi,
MI indiiksiyonundan 15 dk. sonra, GFP ile isaretlenmis 0,5 x 106 iGK-PVH’ni 50
uL PBS igerisinde siispanse edip infarkt sinirina enjekte ederken, 200 uL PBS
icerisindeki ayn1 dozda hiicreyi bir de kuyruk veninden IV yolla uygulamis; Mi’den
14 giin sonra da hayvanlar1 sakrifiye etmistir (62). Nascimento ve ark., LAD koroner
arter ligasyonundan sonra 20 pL %5 BSA/PBS igerisindeki 2 x 105 iGKS-MKH ni,
4 bolgeye intramiyokardiyal enjeksiyon yoluyla uygulamis ve cerrahiden 14 giin
sonra hayvanlar sakrifiye etmiglerdir (55). Li ve ark. ise ¢alismalarinda (59) iGKS-
MKH ile insan kordon kami CD34" hiicrelerinin kotransplantasyonun MI iizerine
etkilerini arastirdiklart icin, Mi’den 4 hafta sonra MI olusturduklari tavsan
modellerinden bir gruba sadece PBS igerisinde siispanse ettikleri 5 x 106 iGKS-
MKH, diger bir gruba ise yine PBS igerisinde siispanse ettikleri 5 x 106 iGKS-MKH
ve 5 x 10°/kg CD34" hiicre kombinasyonunu infarkt smirinda 4 bolgeye enjekte
ederek uygulamiglardir. Nakilden 4 hafta sonra da hayvanlari sakrifiye etmislerdir
(59). Zhang ve ark., H20> (hidrojen peroksit) ile 6n kosullanmanin iGKS-MKH’nin
MI tedavisindeki terdpatik potansiyelleri {izerine etkisini arastirmiglardir. Bunun igin,
LAD ligasyonundan 3 saat sonra, bir gruba 6n kosullanma yapilmig 1 x 106 adet
IGKS-MKH’ni, diger bir gruba da 6n kosullanma yapilmamis ayni sayida iGKS-
MKH’ni kuyruk veninden uygulamis ve 28 giin sonra da hayvanlar1 sakrifiye
etmiglerdir (60). Hiicrelerin uygulanma bigimine iliskin baska bir 6rnek de greft
uygulamalari olup, geri kalan iki ¢alisma (63, 64) da bu yonleriyle digerlerinden
farklidir. Lilyanna ve ark., ¢alismalarinda GFP ve firefly luciferase ile isaretlenen
iIGK-SAMH ni (iGKSAMH-GFP-Fluc) kullanmis ve MI’den 2 hafta sonra, 2 x 106
adet hiicre igeren greftleri skar alan1 izerine uygulamiglardir (64). Martinez ve ekibi
ise, 1,5 x 104 adet iGKSAMH-GFP-Fluc igeren anjiyogenik kiireler iiretip bu
kiirelerin her birinin etrafin1 2 x 10° miktarinda HUVEC ile kaplamislardir. Daha
sonra 150 anjiyogenik kiire yani 2,25 x 106 iGKSAMH-GFP-Fluc ve 3 x 105
HUVEC igeren greftler iiretilip, Mi’den 2 hafta sonra skar dokusu iizerine bu greft
yapist implante edilmistir (63). Cogu ¢alismayla tutarli bir bi¢imde bu ¢alismamizda
biz, 250 puL PBS icerisinde siispanse ettigimiz, calcein AM isaretli 2,2 x 10° hiicreyi

tek bir bolgeden infarkt sinirina enjekte ettik. Mortalitesi yliksek cerrahi prosediirleri
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tekrarlamamak ve ayrica iyilesmenin erken déonemini degerlendirebilmek igin, iIGKS-
MKH ve PBS tedavilerini, enfarktiisii intraoperatif olarak dogrular dogrulamaz

uyguladik ve sakrifikasyonu da girisimden sonraki 3. haftada gergeklestirdik.

Hiicrelerin  verilis yollarindan 1V  infiizyon, lokal uygulamalarla
karsgilastirildiginda; insan Alu sekansmmin  Real-Time PCR analizi, hiicre
infiizyonundan 24 saat sonra ¢ogu hiicrenin akcigerde tuzaklandigini gdstermistir
(61, 62). Ayrica Yannarelli ve ark., iGK-PVH ni intramiyokardiyal uyguladiklarinda
kardiyak fonksiyonlarin iyilestigini kaydederken, aymi dozda hiicreyi IV yolla
verdiklerinde Kkardiyak fonksiyonlarda higbir diizelme gérmemislerdir (62). Bu
uygulama yollarina iliskin veriler dogrultusunda lokal uygulamalarin sistemik
uygulamalara gore daha avantajli oldugunu diisiindiiglimiiz i¢in hiicre tedavisini

intramiyokardiyal olarak lezyon sinirina uygulamay tercih ettik.

MI indiiksiyonundan dnce ve sonrasinda kardiyak islevlerin degerlendirilmesi
icin ekokardiyografik incelemeler yapilmis ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu
(LVEF), sol ventrikiil diyastol sonu ¢ap1 (LVEDD), sol ventrikiil sistol sonu ¢ap1
(LVESD), sol ventrikiiliin fraksiyonel kisalmasi (LVFS) ve sol ventrikiil duvar
kalinligt gibi miyokardiyal fonksiyonlar1 ve hasar1 yansitan parametreler
incelenmistir. Ekokardiyografik analizler sonucunda, iGK-PVH’nin kisa donemde
kalp fonksiyonlarini iyilestirdigi ve uzun donemde de kardiyak yeniden yapilanmay1
azalttig1 ortaya konmustur (61). Insan gébek kordonu mezenkimal kék hiicreleriyle
yapilan diger deneysel galismalarda da sonuglar benzer bigimde, MI sonras: hiicresel
tedavi uygulamanin sol ventrikiil fonksiyonlarini iyilestirdigi yoniindedir (55-60, 62-
64). Bizim c¢aligmamizda ise hayvanlardan bir kismma MI 6ncesinde ve
sakrifikasyondan Once transtorasik ekokardiyografik inceleme yapilmistir. Bu
incelemeyle LVEDD ile LVEF degerleri tespit edilerek duvar hareketlilikleri
karsilastirlmistir. Elde ettigimiz sonuglar diger ¢alismalarinkilerle tutarliydi. MI
sonrasinda 1GKS-MKH ile tedavinin, LVEF degerinde ve duvar hareket
bozuklugunda iyilesme sagladigini tespit ettik.

Elde edilen doku kesitlerinin immiinhistokimyasal ve histokimyasal

incelemelerinde ise, dondr hiicrelerinin varhigi ve in situ davranislari, kalp
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dokularindaki apopitoz, vaskiilarizasyon diizeyleri, skar alaniin boyutlart gibi bir

takim ozellikler incelenmistir.

Nakil Oncesi yapilan isaretlemeler kullanilarak, donor hiicrelerinin infarkt
bolgesinde gosterildigi ¢alismalarla (56-58, 62, 63) benzer bigimde biz de, iIGKS-
MKH grubundan elde ettigimiz kalp dokularmin lezyonlu ve lezyona komsu

bolgelerinde calcein AM ile isaretli iGKS-MKH nin varligini tespit ettik.

Deneysel c¢alismalardaki  histopatolojik analizler sonucunda, infarkt
alanlarindaki dondr hiicrelerinin, kardiyomiyosit belirteci olan c¢TnT (cardiac
troponin T), troponin I, F-aktin (filamentous actin) ya da endotelyal bir belirteg olan
VWEF (von Willebrand factor) agisindan pozitif olduklar: tespit edilmistir (56-58).
Yine bu hiicrelerde a-SMA (a-smooth muscle actin; a-diiz kas aktini) agisindan
pozitiflik de gozlenmesi (56, 63) iizerine, bu hiicrelerin kardiyak rejenerasyona
katilan kardiyomiyosit, vaskiiler yapilanmaya katilan diiz kas hiicreleri ve endotel
hiicrelerine farklilagsma kapasitesine sahip oldugu yorumu yapilmigtir (56). Bizim
calismamizda IGKS-MKH nakledilen siganlara ait kalp kesitlerinde, calcein AM
sinyali aldigimiz hiicrelerin bir kas belirteci olan o-sarkomerik aktin ve kardiyak
troponin | pozitifligi gostermesi de kardiyomiyojenik farklilagsmay1 destekler
bulgulardir.  Infarkt alanlarmin  analizinde, iGKS-MKH’den farklilagan
kardiyomiyositlerin connexin 43 sentezleyerek, daha 6nceden var olan yerlesik (host)
kardiyomiyositlerle aralarinda nekzuslar olusturduklar1 gozlenmistir (57, 58).
Kardiyak yonde farklilagmalarinin yani sira, dondr hiicrelerinin yerlesik kardiyak
kok hiicreleri uyardigi ve farklilagsmalarmi diizenledigi ve ayrica yerlesik

kardiyomiyositlerin de proliferasyonunu uyardigi ortaya ¢ikarilmistir (58).

Hiicre naklinden sonra nekrotik kalp dokusunda ve infarkt ¢cevresinde damar
yogunlugunun belirgin diizeyde arttigi (55, 56, 58, 59, 62-64) ve dahas1 nakledilen
bazi IGKS-MKH’nin vaskiiler yapilarda yer alarak anjiyogeneze katildigi
gozlenmistir (56, 63). Ayrica nakledilen IGKS-MKH’lerinin iskemik
miyokardiyumda VEGF salgiladig1 ve teropatik yeniden damar olusumuna katildig
ortaya konmustur (56).
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MI sonrasinda, gébek kordonu mezenkimal kok hiicreleri ile tedavinin skar
boyutunu kigilttigi (57-59, 63, 64) ve infarkta komsu alanlarda apopitotik hiicre
sayisini azalttig tespit edilmistir (55, 56, 58, 61). Bizim ¢alismamizda infarkt alani
analizleri i¢in yapilan TTC testi sonuglarinda da diger ¢alismalarla benzer bigimde,

IGKS-MKH ile tedavinin infarkt boyutlarini kiigiilttiigii gézlendi.

Dayan ve ark., Mi sonrasinda iGKS-MKH uygulamasinin, dolasimda bulunan
ve ayrica kardiyak dokuyu infiltre eden anti inflamatuvar monosit/makrofajlart
artirdigini, bununla iligkili olarak da infarkt dokusunda proinflamatuvar sitokinler
azalmigken anti inflamatuvar sitokinlerin arttigini tespit etmislerdir (61). Bu bulgu
IGKS-MKH’nin immiin modiilator ozelliklerini destekler nitelikteki 6nemli bir

bulgudur.

Li ve ark., MI modeli olusturduklar1 tavsanlarin bir kismmi sadece iGKS-
MKH’ni naklederek, bir kismma da insan gébek kordonu kanindan elde ettikleri
CD34" hiicrelerle iIGKS-MKH’ni birlikte naklederek (kotransplantasyon) tedavi
etmiglerdir. Tedaviye yanitlar1 karsilastirdiklarinda kalbin islevlerinde iyilesmenin,
infarkt alanindaki kiiglilmenin ve vaskiilarizasyonun, iGKS-MKH’nin CD34*
hiicrelerle birlikte uygulandiginda daha belirgin oldugunu tespit etmislerdir (59).
Ayrica cTnl (cardiac troponin I) pozitif hiicreleri infarkt cevresinde sadece
kotransplantasyon grubunda tespit etmeleri iizerine, bu yontemin kardiyomiyojenik

farklilagmay1 uyarabilecegi yorumunu yapmislardir (59).

Zhang ve ark., in vitro oksidatif 6n kosullanan iIGKS-MKH’nin infarktiis
bolgesindeki oksidatif strese daha iyi uyum saglayacagi ve boylece terdpatik
etkilerini daha da arttiracagi seklindeki hipotezlerinden yola ¢ikarak, MI
olusturduklart farelerin bir kismma H20; ile 6n kosullanan iGKS-MKH’ni diger bir
gruba da 6n kosullanma yapilmayan iGKS-MKH’ni nakletmislerdir (60). Bu iki
grubun verilerini karsilastirdiklarinda, 6n kosullanan iGKS-MKH ile tedavi edilen
farelerde kardiyak fonksiyonlarin ve mikrovaskiiler yogunlugun belirgin diizeyde
daha iyi oldugu, fibrozisin ise yine belirgin olarak daha hafif oldugunu tespit

etmiglerdir (60).
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IGKS-MKH’nin yalin uygulamalarinin yani sira, Li ve ark.’nin yaptig
calismada oldugu gibi kotransplantasyon modellemeleri (59) ya da Zhang ve
ark.’nin ¢alismalarinda oldugu gibi hiicreyi infarkt mikrogevresine adapte etmeye
yonelik uygulamalar (60) tedavi etkinligini artiriyor gibi goriinmektedir. Bu nedenle
IGKS-MKH’nin bu tip modellerle kullanildigi daha ¢ok sayida ¢alismayla bu olumlu

bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak MI modelleriyle yapilan bu deneysel ¢aligmalarla benzer bir
bigimde iGKS-MKH ile yapilan tedavinin klinik diizelmeye ve mikroskopik diizeyde
iyilesmeye katkida bulundugunu, bu iyilesme siirecinde iGKS-MKH’nin kardiyak
yonde farklilasabildigini gozlemledik. Birbiriyle tutarli bu deneysel ¢alisma
sonuglarinin daha ¢ok sayidaki deneysel ¢aligsmalarla ve ayrica klinik ¢aligsmalarla da

desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Sigan M modelinde, PBS uyguladigimiz kontrol ve iGKS-MKH
uyguladigimiz hiicresel tedavi gruplarmni karsilastirdigimiz ve bu sekilde 1GKS-
MKH’nin tedavi edici etkilerini arastirdifimiz bu calismamizdan elde etti§imiz

sonuglar1 su sekilde 6zetleyebiliriz;

- Ekokardiyografik incelemeler sonucunda, MI sonras1 iGKS-MKH ile

tedavinin kardiyak fonksiyonlar iyilestirdigi gortildii.

- TTC testiyle yapilan analizler sonucunda, PBS kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, IGKS-MKH ile tedavi edilen siganlarda infarkt

alaninin azaldigi tespit edildi.

- Masson’un trikrom boyali preparasyonlar incelendiginde, iGKS-MKH ile
tedavi edilen sicanlarda fibrotik alanin daha sinirli oldugu ve PBS kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda fibrotik alandaki hiicre yogunlugunun daha

fazla oldugu gorildii.

- Konfokal mikroskobik analizlerde, nakledilen hiicrelerin daha ¢ok
lezyonlu alanda ve bir miktarda lezyona komsu saglam alanlarda varligini

stirdlirdiigli gozlendi.

- lleri analizlerde bu hiicrelerin kardiyak troponin I ve alfa sarkomerik aktin
gibi kardiyak yonde farklilastiklarii gosteren proteinleri sentezledikleri

goriildil.

Elde ettigimiz tiim bu bulgularin sonucunda, Mi sonrasinda iGKS-MKH ile
tedavinin, kalbin islevlerinde iyilesme sagladigini, miyokard kaybini azalttigin1 ve

kardiyak onarimi diizenledigini diisliniiyoruz.
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OZET

Sicanda Miyokardiyal Iskemi Sonrasi Doku Onariminda Insan Gébek Kordonu
Stromasi1 Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tedavi Edici Etkisinin

Arastirllmasi

Miyokard infarktiisii (MI) mortalitesi ve morbiditesi oldukca yiiksek olan
yaygin bir saglik problemidir. Giincel farmakolojik ve girisimsel tedavi yaklasimlari
sag kalim1 ve hastanin yasam kalitesini artirmakla birlikte temel sorun olan kardiyak
doku kaybini diizeltememektedir. Bu temel sorunun ¢oziimiine yonelik MI tedavi
uygulamalarinda, rejeneratif Ozellikleri nedeniyle, kok hiicreler hedef haline
gelmistir. MI tedavisinde kemik iligi mezenkimal k&k hiicreleri basta olmak iizere,
iskelet kast miyoblastlari, adipoz doku mezenkimal kok hiicreleri, embriyonik kok
hiicreler, uyarilmis pluripotent kok hiicreler, kardiyak kok hiicreler gibi ¢ok sayida

farkli kok hiicre tipi denenmistir ve denenmektedir.

Bir tiir multipotent kok hiicre olan gobek kordonu stromasi mezenkimal kok
hiicrelerinin, farklilasma potensileri, elde edilmelerindeki ve kullanimlarindaki
kolayliklar, immiin modiilasyon gibi, tedavide diger kok hiicrelere gore iistiin kabul
edilebilecek o6zellikleri nedeniyle bu calismamizda sican MI modellerinde insan

gobek kordonu stromasi mezenkimal kok hiicrelerinin tedavi edici etkisi arastirildi.

Deney modeli olusturmak igin saglikli 32 adet sekiz haftalik, 200-250 g
agirh@inda, erkek, Wistar tiirii albino sicanlar kullanildi. Mi olusturmak iizere LAD
koroner arteri orta kismindan kalici olarak baglanan siganlar rastgele, PBS ve iGKS-
MKH tedavisi verilen deney gruplar1 olmak {izere iki gruba ayrildi. MI,
miyokardiyumdaki bolgesel soluklasma ve hareket bozuklugu ile gorsel olarak teyit
edilir edilmez, PBS grubu si¢anlara sadece 250 uL PBS, iGKS-MKH grubuna ise
yesil fliloresan etkinlige sahip calcein AM ile isaretlenerek 250 puL. PBS igerisinde
siispanse edilmis 2,2 x 10° iGKS-MKH intramiyokardiyal enjeksiyon yapilarak
uygulandi.
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PBS grubundan yasayan 8 adet sigan ve iIGKS-MKH grubundan yasayan 8
adet sican, Mi ve PBS ya da hiicre uygulamasini takip eden 3. haftada sakrifiye
edildi. Sakrifikasyondan 6nce PBS grubundan 6, iGKS-MKH grubundan 3 si¢ana
EKO degerlendirmesi yapildi. Kalp fonksiyonlarmin degerlendirilmesi i¢in yapilan
EKO incelemesinde LVEDD, LVEF parametreleri Olciildii ve duvar hareket
anormallikleri degerlendirildi. Sakrifikasyonu takiben PBS grubundan 4, iGKS-
MKH grubundan 7 siganin kalbi TTC ile boyandiktan sonra dilimlenerek
fotograflandi1 ve Image J bilgisayar programi yardimi ile 100 X infarkt alan/tiim alan
esitligi ile infarkt alanlar1 oransal olarak hesaplandi. Toplanan tiim kalp dokularinin
seri frozen kesitleri alindiktan sonra, belli araliklarla bu kesitlerden bir kismina
trikrom boyamasi yapildi ve ardindan 1s1k mikroskobu altinda fibrotik alanlar
degerlendirildi. Ayrica hiicre tedavisi uygulanan gruptan hayvanlarin kalp dokusu
seri frozen kesitlerinde, nakilden 6nce calcein AM ile isaretlenmis IGKS-MKH’nin
varligl, yesil calcein sinyali ya da insana 6zgii antijenlerle etkilesen anti-lamin A+C
antikoru kullanilarak aragtirtldi. Bunun yami sira kardiyomiyojenik farklilagsmay1
tespit edebilmek i¢in yine seri frozen kesitlerde alfa sarkomerik aktin ve sadece
insana Ozgl antijenlerle etkilesen kardiyak troponin | antikorlariyla isaretlemeler
yapilarak kesitler konfokal mikroskopta incelendi.

EKO degerlendirmesi sonucunda, PBS grubuyla karsilastirildiginda, iGKS-
MKH grubunun LVEF degerinin belirgin olarak iyilestiginin (p=0,037) tespit
edilmesi; yine PBS grubunun sol ventrikiilinde akinezi izlenirken iIGKS-MKH
grubunda ise hipokinezi tespit edilmesi hiicresel tedaviyle saglanan fonksiyonel

tyilesme lehine bulgulardir.

Infarkt alam &lgiimlerine gdre, MI ve hiicre uygulamasindan 3 hafta sonra
yapilan degerlendirmede, iGKS-MKH grubunda infarkt alaninin PBS grubununkine

gore belirgin olarak azaldigi ve bu azalmanin anlamli oldugu tespit edildi (p=0,006).

Kalp kesitlerinin TK boyali preparasyonlarinda, PBS kontrol grubunda
fibrotik alanlarin daha yaygin oldugu ve bu alanlarin da yogun kollajen ag1 icerdigi
gozlendi. Hiicre ile tedavi edilen gruplarda ise, fibrotik alanlarin daha sinirl oldugu
ve PBS kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu alanlarin kollajen liflerin yani sira

hiicreden ve vaskiiler yapilardan daha zengin oldugu tespit edildi. TK prosediirii
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uygulanan kesitlerin diger serileri konfokal mikroskopta incelendiginde ise,
cogunlukla fibrotik alanda olmak {izere yer yer de fibrozise komsu alanlarda yesil
sinyal pozitifligi gosteren hiicreler tespit edildi. Nakil oncesinde calcein AM ile
isaretlenen hiicreler oldugu diistiniilen bu hiicreler ileri analiz edildiginde, bir
kisminin insana 6zgii antijenlerle etkilesen kardiyak troponin I pozitifligi gosterdigi

ve yine bu hiicrelerin alfa sarkomerik aktin agisindan da pozitif oldugu tespit edildi.

Tiim bu veriler birlikte ele alindiginda, iGKS-MKH ile tedavinin, Mi
sonrasinda infarkt boyutlarii azalttii, miyokardiyal faklilasma gostererek onarim
sirecine katildigt ve kalp fonksiyonlarinda iyilesmeye katkida bulundugu

sOylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Miyokard infarktiisii, insan gobek kordonu stromasi

mezenkimal kok hiicreleri, kok hiicre tedavisi, kardiyak rejenerasyon
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SUMMARY

Investigating The Therapeutic Effects of Human Umbilical Cord Derived
Mesenchymal Stromal Stem Cells in Tissue Repair After Myocardial Ischemia
in Rats

Myocardial infarction (MI) is a worlwide health problem with a high
mortality and morbidity. Current pharmacological and interventional treatment
approaches increases survey and improves life quality of patient, but fails to prevent
cardiac tissue loss that constitute essential problem of MI. In the treatment
applications of MI as an approach for solution of this essential problem, stem cells
have been under the focus because of their regenerative characteristics. In treatment
of MI, primarily bone marrow mesenchymal stem cells and number of various stem
cell types have been experienced such as skeleton muscles myoblasts, adipose tissue
mesenchymal stem cells, embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells and

cardiac stem cells.

In the present study, due to their characteristics, which can be considered as
superiority in treatment compared to the other stems cells such as convenience in
their isolation and usage, differentiation potency and immune modulation, we
investigated the therapeutic effects of human umbilical cord stroma derived
mesenchymal stem cells (hUC-MSC), a kind of multipotent stem cell, in the rat Ml

model.

In order to create an experimental MI model, 32 healthy, 8-week old,
weighing 200-250 g, male Wistar albino rats were used in this study. Ml is carried
out by a permanent ligation of LAD coronary artery at middle portion and confirmed
visually by direct observation of regional myocardial paleness and disruption in
contractility. Then, rats were randomly assigned to two groups as PBS group and
hUC-MSC treatment group. PBS group was injected only with 250 uL PBS into the
infarct border zone, whereas the hUC-MSC group was injected with 2,2 x 108 hUC-
MSC suspended in 250 uL PBS, intramyocardially into the infarct border zone.
Before transplantation, hUC-MSC was labeled with calcein AM, a green fluorescent

molecule.

80



Eight surviving rats from each PBS and the hUC-MSC groups were
sacrificed at 3™ weeks after MI and PBS or cell transplantation. Before the rats were
sacrificed, 6 rats from the PBS group and 3 rats from the hUC-MSC group were
taken into echocardiographic examination for the evaluation of heart functions. By
the echocardiographic examination, left ventricle end diastolic diameter (LVEDD)
and left ventricle ejection fraction (LVEF) was calculated and wall motion
abnormalities were evaluated. After the rats were sacrificed, hearts of 4 rats from the
PBS group and 7 rats from the hUC-MSC group were stained with triphenyl
tetrazolium chloride (TTC), and sliced to be observed microscopically. By using
Image J Software, infarcted areas were calculated proportionally based on 100 %
infarcted area/all areas on photographed heart slice. After getting frozen cross-
sections series of all harvested heart tissues, some of these sections with a
determined interval were stained with trichrome for evaluation of fibrotic areas using
light microscope. Moreover, in serial frozen cross-sections of heart tissues of animals
from the cell treatment group, existence of the hUC-MSC transplanted after the
incubation with calcein AM was investigated by either using green calcein signal or
using human-specific anti-lamin A+C antibody. Additionally, to identify the
cardiomyogenic differentiation of these cells, serial frozen cross-sections were
incubated with a-sarcomeric actin and human-specific cardiac troponin | antibodies

and then examined in the confocal microscope.

As a result of the echocardiographic evaluation, it was determined that the
hUC-MSC group’s LVEF value has improved remarkably in comparison with the
PBS group (p=0,037); whereas akinesia of the PBS group persisted on the left
ventricles. Hypokinesia was determined in the hUC-MSC group; these observations

suggest that there has been functional recovery through cellular treatment.

According to the measurements of the infarcted area, evaluated 3 weeks after
the MI induction and cell transplantation, it was determined that infarct area in the
hUC-MSC group was notably reduced in comparison with the PBS group and this

reduction was found statistically significant (p=0,006).

By the evaluation of trichrome stained preparations of the heart cross-

sections, it was observed that fibrotic areas in the PBS control group were more
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extensive, and these areas were found containing dense collagen network.
Concerning the group administered cell treatment, it was determined that fibrotic
areas were more limited; and when it is compared with the PBS control group, these
areas were found rich in cell and vascular structures as well as collagen fibers. When
other cross-sections that consecutive series of trichrome stained sections, are
examined on the confocal microscope, there were cells, exhibiting green-signal
positivity, determined in mostly fibrotic areas as well as partly in the fibrosis-
neighboring areas. When these cells, that are considered as the ones labeled with the
calcein AM before the transplantation, are further analyzed, it was determined that a
part of them were expressing human specific cardiac troponin I; and again that these

cells were positive for a-sarcomeric actin too.

Taken together, it can be concluded that the treatment of hUC-MSC has
reduced infarct size after the MlI, contributed in regenerative process by exhibiting

myocardial differentiation and contributed in improvement of heart functions.

Key words: Myocardial infarction, human umbilical cord derived

mesenchymal stromal stem cells, stem cell therapy, cardiac regeneration
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8. EKLER

EK 1. BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Degerli Anne Aday,

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal'nda “Siganda
miyokardiyal iskemi sonrasi doku onariminda insan gobek kordonu stromasi kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerin tedavi edici etkisinin arastirilmasi” adli galismamizin yiiriitiilmesi planlanmaktadir.

Viicudumuzdaki organlarin gogu hasarlandiginda kendisini tam olarak yenileyemez ve eskisi
gibi iglev goremez (ornegin kalp krizi sonrasi kalbin kendini yenileyememesi gibi). K6k hiicreleri
viicudumuzun gesitli dokularinda bulunabilen ve uygun kosullar saglandiginda farkli hiicreleri
olusturabilen hiicrelerdir. Bu hiicreler anneyi bebege baglayan gébek baginda (gobek kordonunda)
da bulunur. Gobek kordonu dogumdan sonar kesilir ve bebekten ayrilir, ese (plasentaya) bagl
olarak esle birlikte atilir. Bu galismada gobek kordonunun zaten dogum sonrasinda bebek giktiktan
sonra atilmig olan bu kismi kullanilacaktir. Gébek kordonunda kontrollii dondurma ve uygun ortam
parametreleri galisildiktan sonra, laboratuvarda kék hiicreleri elde edilecek ve bu hiicrelerin
ileride tedavilerde kullanilabilmesi igin incelemeler yapilacaktir.

Viicuttan zaten atilmis olan materyal kullanilacagi igin bu uygulama sirasinda goniillii olan
siz ve bebeginiz herhangi bir rahatsizlik yasamayacaksiniz.

Arastirmaya goniilli olarak katimaktasiniz. Arastirmaya katilmayr reddetme hakkina
sahipsiniz, arastirmanin istediginiz herhangi bir evresinde aragtirmay: birakabilirsiniz. Onayiniz
olmaksizin arastirmacilar tarafindan aragtirma digi birakilabilirsiniz.

Sizinle birlikte bu ¢alismaya 5 anne adayi katilmaktadir.

Arastirma igin goniilliler higbir mali yiik altina girmeyecektir. Sizden alinan gobek bagi
baska bir galismada kullaniimayacaktir.

ONAM FORMU

"Siganda miyokardiyal iskemi sonrasi doku onariminda insan gobek kordonu stromasi
kaynakl mezenkimal kok hiicrelerin tedavi edici etkisinin arastirilmast” baslikl ¢alisma bana sézlii
olarak agiklandi. ¢alisma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar aldim. Calismaya kendi
rizamla génidilldi olarak katilmayi kabul ediyorum.

[ 1 Benden alinan gsbek baginin baska ¢alismalarda kullaniimasina onay vermiyorum.

Hastanin adi- soyadi Tarih Imza
Veli adi- soyadi  Tarih Imza
Taniklik eden kurum Tarih Imza

yetkilisinin adi- soyadi
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EK 2. KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Aragtirmalar Etik
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

9 Belge Adi Tarihi Verstion Dili
Ex Numarasi !
E a ARASTIRMA PROTOKOU_J Tirkge []  Ingilizce [] Diger []
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Tarih: 13 Ocak 2014
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Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler aragtirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklagim ve ydntemleri dikkate
uygun bulunmug olup,
gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul fiye tam sayisinin salt cogunlugu ile

belirtilen merkezde

KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETIK KURULUN CALISMA ESASI

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yénetmelik, lyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI:

Prof.Dr.Mehmet MELLI

Unvan/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet A"’i:;;z“ fle Katihm * imza
Prof.Dr.Mehmet MELLI Farmakoloji A.U.Tip Fakoltesi ER KO EO HIX ER HO 7
Prof.Dr.Cihan YURDAYDIN Gastroenteroloji A.U. Tip Fakoltesi EX KO EC] HK |EX H,dvb /‘
Protf.Dr.Mehmet GUREL Genel Cerrahi A.U. Tip Fakoltesi ER KO EQ H ER HO
Prof.Dr.Tanju OZCELIKAY 3 j AUEczclikFakoless | ER | kKO |EO |HE |ER | w0 ’]
Prof.Dr.Nuhan PURALI Biyofizik H.U. Tip Fakoltesi ER KO EC HEK ECL HA —J;spl&n‘
Prof.Dr.Cem ATBASOGLU Mol ¥e | AD. Tip Fakaltesi ER (kO |0 |H® |E® |[wO
Prof.Dr.Serdar OZTURK Biyokimya A.U. Tip Fakiiltesi E kO |e0 |H® |E® [HO ) i
Prof.Dr.Serap SIVRI S:g’;;;i‘lﬁ: H.U. Tip Fakiiltesi ED (KB [EOD |HR |Ef | HRE ——of /M']
Prof.Dr.Zarife SENOCAK Hukuk A.U.Hukuk Fakiiltesi EQ) KR e HX |EX |H H
Prof.Dr.Banu GAKIR Halk Saghg H.U. Tip Fakiiltesi EQ |K® |E0 |HR |EQ) |HE Delrs a
Prof.Dr.Giingér UTKAN Tibbi Onkoloji | A.U. Tip Fakiiltesi ER KO EO HR |[EX |HO
Dog.Dr.Derya OZTUNA Biyoistatistik A.U. Tip Fakilltesi EQ] KR EC] HRX [ER (10O %J%L \
Yrd.Dog.Dr.Niikket KUTLAY | Tibbi Genetik A.U. Tip Fakiiltesi EQ] KR EC] HR |EX |[HO /,' A
Giilsim ASLAN Arkeoloji . e0 |[k® [e0 |[H® e [ 1R Pahadsib

*:Toplantida Bulunma
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EK 3. HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL RAPORU

SAYl :66332047-604.01.02/ 229 -28213}) 20/12/2013
KONU :

Sayin
Prof.Dr.Niliifer N TURAN DURAL
Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi

Arastirmaci grubu Nilifer N TURAN DURAL, Alp CAN ve Tulga ULUS'tan
olusan, G.U.ET-13.089 kod numarali ve “Siganda Miyokardiyal iskemi Sonrasi
Doku Onanminda insan Gébek Kordonu Stromasi Kaynakli Mezenkimal Kék
Hiicrelerin Tedavi Edici Etkisinin Arastirilmasi” baslikll arastirma oneriniz
incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yénergesindeki
ilkelere uygun oldugu saptanarak onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi saygilarimla rica ederim.

It is unanimously approved that the research project numbered G.U.ET-13.089
and entitled “Investigation of Treatment Effect of Human Umbilical Cord Stroma-
Derived Mesenchymal Stem Cells After Miyocardial Ischemia in Rat” is in
compliance with Gazi University Animal Experiments Local Ethics Commitee
regulations.

With my best regards.

EK: 1 Liste >/ //I(, {([4

Prof.Dr. Leyla AGIK
Gazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskani
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