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1. GIRIS

1.1. Kok Hiicreler

Kok Hiicreler

cogalma,

kendini yineleme ve idame ettirme,

farklilagmis dokulara 6zgii hiicreleri olusturabilme,

hasarlanmis dokuyu tamir edebilme

yeteneklerine sahip hiicrelerdir.

Kok hiicre arastirmalarinin kokeni, 1960'larda Dr. James Till ve Dr. Ernest
McCulloch tarafindan fare kemik iliginde yer alan hematopoietik kok hiicrelerin
kesfine kadar uzanmaktadir. Becker ve arkadaslar1 (1963), bu hiicrelerin klonal dogaya
sahip, yani ¢ogalarak koloni olusturmaya meyilli olduklarini saptamis ve diger viicut

hiicrelerinden ayirmiglardir.

Kok hiicreler, viicuttaki uygun sinyallere yanit olarak kendini yenileme veya
cesitli hiicre tiplerine farklilasma gibi benzersiz bir yetenege sahiptir. Bu 6zellikler,
kok hiicrelere doku onarimi ve yenilenmesi i¢in imkan saglamaktadir. Bu 6zellikleri
nedeniyle kok hiicreler, rejeneratif tip ve olasi yeni nesil kok hiicre tedavileri i¢in

degerli arastirma araglar1 haline gelmistir.

Kok hiicrenin bir diger tanimlayici 6zelligi kokliilik (stemness) ise, bir kok hiicre
ve bir farklilasmis hiicre olusturmak i¢in kok hiicrelerin asimetrik boliinebilmesidir.
Kok hiicreler asimetrik veya simetrik olarak boliinebilirler. Hiicre boliinme modelleri
Sekil 1.1°de gosterilmistir (Hiew ve ark., 2017). Simetrik béliinme modelinde, bir kok

hiicre iki farklilagsmig hiicre veya iki kok hiicre tretir, bu da embriyonik gelisim ve



doku onarimi gibi hiicre popiilasyonunda hizli artisin gerekli oldugu durumlarda kok
hiicre liretiminin temel mekanizmasini olusturmaktadir (Shahriyari ve Komarova,
2013). Asimetrik model, her kok hiicrenin kendisinin bir kopyasi ve bir farklilasmis
hiicre trettigini, bOylece kok hiicre havuzunun homeostatik kontroliiniin de

saglandigini aciklamaktadir (Fuchs ve ark., 2004; Ho, 2005; Zhong ve Chia, 2008).

Geleneksel olarak, kok hiicrelerin merkezi bir karakteristiginin asimetrik olarak
boliinme kabiliyetleri oldugu diistintilmekteydi. Ancak son gelismeler, simetrik kok
hiicre boliinmesinin de yetiskin memeli homeostazinda énemli rol oynadigina dair
genis kamtlar saglamistir. ki tiir hiicre boliinmesinin, kok hiicrelere gerektiginde
popiilasyonlarim1 ~ arttirma  esnekligi  saglamalart bakimindan farkli  oldugu
anlagilmaktadir (Shahriyari ve Komarova, 2013). Uygun sayida kok hiicre ve
farklilasmis yavru hiicre tiretmek i¢in bu iki model arasindaki denge, gelisimsel ve

cevresel sinyallerle kontrol edilir.

@ Asimetrik ® Simetrik
Boliinme Boliinme
Kok Kok Kok
Hiicre Hiicre Hiicre
h &
Kok ‘/ Fl':rkh- ‘ Kok Kok ‘, Farkh- \‘ { f:;::
2 ‘ smis = . - lasmus
Hiicre '\ Hiicre Hiicre Hiicre \ Hicre / \\ Hiicre /
< A

Sekil 1.1. Asimetrik ve simetrik hiicre boliinmesi modelleri. (a) Asimetrik bdliinme
modelinde, bir kok hiicre, bir farklilasmis hiicre ve bir kok hiicre iiretir. (b) Simetrik boliinme
modelinde ise, bir kok hiicre iki farklilasmis hiicre veya iki kok hiicre iiretir (Hiew ve

arkadaslarindan uyarlanmistir, 2017).



Potens (yetkinlik, kudret), kok hiicrelerin 6zel hiicre tiplerine farklilasma
yetenegini ifade eden o6zellikleridir. Bir kok hiicre, ne kadar ¢esitli hiicre tiplerine
dontigebiliyorsa, potensi o derece yiiksektir. Potens, bir hiicrenin gen aktivasyonu
potansiyeli olarak da ifade edilebilir (Chai ve Leong, 2007). Yetkinlik, azdan ¢oga,
unipotens, oligopotens, multipotens, pluripotens ve en fazla dontisim kapasitesine

sahip hiicreleri tanimlayan totipotens seklinde siralanir.

Kok hiicreler potensleri haricinde, elde edildikleri kaynaklara gore de

siniflandirilabilmektedir. Kok hiicrelerin  yaygin elde kaynaklari Sekil 1.2°de

gosterilmistir.
- N
a Blastosit J /]
1 /
P s b @
& \ ‘/’ 9
¢ O : Iy /|
\,- Fibroblast t~— ~— |
v , b f
\ ’I \ - ) (\ \
. ¥ <\ Deri (| N | |
/ < —(\ /) \\
) (® <= \_'H'/ \
N /{_6' L] {/
Sese® \“«‘\ & Il € Kas Kok Hucresi

.'/l \ o

|
\ w7/ &/ -
\ 1 \ l/‘\‘ | )
\ ( 5 | \=) \
\ NUA | ¥ -\ <
\J . y T
// \._\ 4

Genetik

& —————2 | Goce— :‘\:\
Embryonik Kok Hiicre indiiklenmis Pluripotent Eriskin Kok Hiicre

Kok Hiicre

Sekil 1.2. Kok hiicrelerin yaygin elde kaynaklari. (a) Pluripotent kok hiicre kaynaklari olarak
embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler. (b) Multipotent kok hiicre

kaynagi olarak yetiskin dokusu. (¢) K6k hiicrelerin farkli hiicre soylaria farklilasmasi (Lutolf

ve arkadaglarindan uyarlanmigtir, 2009).



4-5 giinlik memeli blastosistindeki i¢ hiicre kitlesinden elde edilen 06zel
pluripotent hiicreler olan embriyonik kok hiicreler, yetiskin somatik hiicrelerden
yeniden programlama yoluyla elde edilen indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
(UPKH), mezenkimal ve hematopoietik kaynakli yetiskin kok hiicreler ve sinir,
karaciger, retina, dental pulpa, sa¢ folikiilii gibi dokulara 6zgii diger kok/progenitor

(6ncti) hiicreler de bilinen kok hiicre kaynaklarindandir.

Kaynaklar1 ne olursa olsun tiim kok hiicrelerin ii¢ genel 6zelligi vardir; uzun
zaman periyotlar1 boyunca béliinebilme ve kendini yenileme yetenegine sahiptirler,

farklilagsmamiglardir ve 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilmektedirler.

Bu bilgiler 1s181inda kok hiicrelerin tedavi edici 6zelliklerinden yararlanilmaya
baslanmistir. Kok hiicre arastirmalarindaki ilerlemeler, konvansiyonel ilag tedavilerine
yanit vermeyen hastaliklar i¢in alternatif tedaviler sunmustur. Kendini yenileme ve
diger hiicre tiirlerine farklilasma potansiyelleri sayesinde kok hiicreler, rejeneratif

tibbin temelini teskil etmektedirler (Mahla, 2016).

1.1.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler, tiim germ katmanlarinin (endoderm, ektoderm ve
mezoderm) hiicrelerine farklilagma yetenegine sahip kok hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Pluripotent kok hiicreler, embriyonik gelisimin dogal seyrinde veya

belirli laboratuvar kosullarinda tiim hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptir.

Insan pluripotent kok hiicrelerinin  bilinen kaynaklari, erken insan
embriyolarindan izole edilen ve kiiltiirlenen embriyonik kok hiicreler (EKH) ve

uyarilmis pluripotent kok hiicreler(UPKH)’dir.

EKH’ler, blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden, yaklasik olarak dollenmenin 5.
giiniinden sonra elde edilmektedirler. Insan embriyonik kok hiicreleri 1998 yilinda

izole edilmis ve hiicre hattt olusturulmustur (Thomson ve ark., 1998). EKH’ler,



yalnizca doku hasar1 veya hiicre Sliimii sirasinda boliinen yetiskin kok hiicrelerin
aksine, in-vivo siiresiz olarak boliinme yetenegine sahiptir. Kok hiicre kaynagi olarak
genis uygulama alanina ragmen, embriyonik kok hiicrelerin elde prosediirii

embriyonun yok edilmesini i¢erdiginden, EKH kullanimi etik sorunlar dogurmaktadir.

1.1.2. Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler

Shinya Yamanaka ve Kazutoshi Yakahashi 2006 yilinda ilk kez fare
fibroblastlarinda, matiir somatik bir hiicrenin pluripotensi faktérleri ile yeniden
programlanarak pluripotent kok hiicre 6zelligi kazandigini gostermisler ve bu yeni
hiicre tiirtinti “Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre” (UPKH) olarak isimlendirmislerdir
(Takahashi ve Yamanaka, 2006). 2007 yilinda ise insan deri fibroblastlarindan UPKH
elde ettiklerini rapor etmislerdir (Takahashi ve ark., 2007).

Giintimiizde in vitro sartlarda elde edilmekte olan UPK hiicreleri etik bir soruna
yol agmadigi icin diinyada sayisiz laboratuvarda embriyonik hiicre esdegeri olarak
kolaylikla kullanilmaktadir ve pluripotent kok hiicre kullanimiyla miimkiin olabilecek

pek ¢ok calismanin 6nii boylelikle agilmustir.

1.1.3. Eriskin Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicreler somatik kok hiicreler olarak da bilinirler ve viicutta bulunan
farklilasmamis hiicrelerdir. Olen hiicreleri yenilemek ve hasarli dokular1 yeniden
olusturmak i¢in boliiniirler. Multipotent (soy kisitll) veya daha disiik farklilasma
kapasitesine sahip kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicrelerin aksine, arastirma ve
tedavide yetiskin kok hiicrelerin kullanimi etik sorun dogurmamaktadir, ¢ilinkii

yetiskin kok hiicrelerin tiretimi canlinin imha edilmesini gerektirmez.

Yetiskin kok hiicreler genellikle progenitor veya oncii hiicreler olusturmak tizere

boliintirler, bunlar daha sonra farklilagir veya karakteristik sekillere ve 6zel islevlere



sahip "olgun" hiicre tiplerine doniisiirler. Yetiskin organizmalarda kok hiicre sayisi

yasla ters orantili degisiklik gostermektedir (Karlsson ve ark., 2012).

Yetiskin kok hiicreler nadirdir; genellikle belirlenmeleri, izole edilmeleri ve
saflastirilmalar1 zordur. Transplantasyon i¢in yeterli sayida hiicre yoktur ve yetiskin
kok hiicreler kiiltiirde limitsiz olarak ¢cogaltilamamaktadir. Mezenkimal kok hiicreler
(MKH), hematopoietik kok hiicreler (HKH), noral kok hiicreler ve intestinal kok
hiicreler gibi organlara 6zgii kok hiicreler multipotent eriskin kok hiicrelere 6rnek

gosterilebilirler (Dulak ve ark., 2015).

1.1.3.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Bir multipotent erigkin kok hiicre tlirli olan mezenkimal kok hiicreler,
mezodermden koken alirlar, hemen hemen tiim doku tiirlerinde bulunurlar ve farkli
doku tiirlerine farklilagma potansiyeline sahiplerdir. Kemik iligi, yag dokusu, kalp,
akcigerler, gobek kordonu, akcigerler, periferik kan, sinovial mermbran, dis pulpasi,
bobrekler ve karaciger dahil olmak tizere c¢ok cesitli yetiskin dokularindan elde
edilebilirler (Hiew ve ark., 2017). Sekil 1.3’te mezenkimal kok hiicre kaynaklari
gosterilmistir. Otolog hiicre kaynaklarinin bollugu, cesitli hiicre tiplerine farklilagsma
yetenekleri, timorijenite gostermemeleri ve immiinmodulasyon yetenekleri sayesinde

en ¢ok calisilan yetiskin kok hiicre turtidiir (Wei ve ark., 2013).

Mezenkimal Kok Hiicreler ilk olarak 1974'te, Friedenstein ve arkadaslari
tarafindan kemik iliginden izole edilmis ve karakterize edilmistir (Friedenstein ve ark.,
1974). Bu hiicreler, ig sekline sahip, in-vitro ortamda fibroblast kolonileri olusturan

multipotent stromal 6ncii hiicreler olarak tanimlanmislardir.

MKH’lerin temel tanimlayici 6zellikleri 3 ana baslikla incelenmektedir (Salem ve
Thiemermann, 2010):
- In-vitro ve in-vivo olarak adiposit, kondrosit, osteosit, myoblast,

kardiyomiyosit ve ndron gibi farkl: hiicre tiirlerine farklilasma kapasitesi



- Standart kiiltiir ortaminda plastige yapisabilmesi

- Karakteristik hiicre ylizey belirteglerinin ifadesi (CD 90+, CD 45-, CD 34-,
CD 105+, CD 73+, CD 14-,CD 11b-, CD 79-, CD 19-, HLA DR-, ...)
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Sekil 1.3. Mezenkimal kok hiicre kaynaklar1 (Hiew ve arkadaglarindan uyarlanmistir, 2017).

Farkli dokulardan elde edilmis MKH’lerin proliferasyon, farklilasma ve immiin
modiilasyon kabiliyetlerinin farkli oldugu saptanmistir. Ornegin; &zellikle fetal
membranlardan elde edilen MKH’lerin proliferasyon kapasitelerinin daha iyi oldugu
ancak farklilagsma kapasitelerinin zayif oldugu bulunmustur. Ancak bu hiicrelerin
in vitro immiin baskilayici etkilerinin kemik iligi ve kordon kani hiicrelerinden daha

iyi oldugu gosterilmistir (Karlsson ve ark., 2012; Oren, 2019).

Mezenkimal kok hiicreler basta olmak {izere, kok hiicrelerin klinikteki kullanim
alanlarina; kan hastaliklari, nakil sonrasi gelisen Graft Versus Host Hastaligi (GVHD),
kanser tedavisi, miyokardiyal rejenerasyon, kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD),
ortopedik hastaliklar, omurilik hasarlari, infertilite tedavisi, doku miihendisligi gibi

pek cok yaygin kullanilan veya gelecek vadeden uygulama 6rnek verilebilir.



1.2. Kok Hiicrelerin Uygulama Alanlar:

Kok hiicreler; diyabet, kronik kalp hastaliklari, bobrek hastaliklari, karaciger
yetmezIligi, multipl skleroz, Parkinson ve Alzheimer gibi otoimmiin hastaliklar ve
kanser gibi pek ¢ok hastalik agisindan umut vadedebilecek bir tedavi yontemidir. Kok
hiicreler, viicuttaki belirli dokulara ¢esitli mesajcilar1 veya genleri ulagtirmak i¢in bir
ara¢ olarak halihazirda kullanilmaktadir. Kok hiicre temelli tedaviler, kanser
arastirmalarinda yillardir 6nemli bir ¢alisma alanidir. Uzun yillar boyunca, kan ve
bagisiklik sistemi fonksiyonunun restorasyonu, kemoterapétik ajanlarla tedavi edilen
kanser hastalarinin bakiminda bir bilesen olarak kullanilmistir. Giiniimiizde ise,
arastirmalar, belirli kanserli hiicreleri hedeflemek ve onlar1 yok edecek veya
degistirecek tedavileri dogrudan uygulamak igin kok hiicrelerden yararlanma

yoOntemleri tizerinde stirmektedir (Can, 2014).

Embriyonik kok hiicreler, embriyonik gelisimdeki temel olaylar1 anlamak i¢in
anahtar arastirma araglaridir. Ayrica dogum kusurlarmin nedenlerini ortaya ¢ikarmak
ve bunlar diizeltmeye veya Onlemeye yonelik yaklasimlart yonlendirmek agisindan
onem tagimaktadir. Gelisim biyolojisi ile kok hiicre biyolojisinin kesisimde yer alan
bir diger 6nemli aragtirma alani da embriyonik gelisim sirasinda kok hiicrelerin 6zel
hiicre tiplerine dontismelerinde islev goren biiyiime faktorlerinin, genlerin ve

molekiillerin anlagilmasidir.

Insan kok hiicrelerinin ve tiirevlerinin gelecekteki kullanim alanlari, biiyiik
olasilikla aday terapdtik ilaglarin in vitro test edilmesini de igerecektir. Kok hiicreler,
ilaglarin detoksifikasyonunu gozlemlemek i¢in 6zel karaciger hiicreleri gelistirmek
amaciyla kullanilabilecek ve hastalarda olasi yan etkileri nlemek i¢in yeni bir sistemi
temsil edecektir. Kok hiicrelerin insan genom projesinden edinilen bilgilerle

birlestirilmesinin de gelecekte pek cok faydasi olacaktir.



1.3. Kok Hiicre Kaderi

Bir hiicrenin kaderi, s6z konusu hiicrenin veya yavru hiicrelerinin gelecekteki
kimligini tanimlar. Bir kok hiicrenin kaderi i¢in su temel olasiliklar miimkiindiir; kok
hiicre pasif (quiescent) kalabilir, kok hiicre 6zelligini stirdiirerek kendini yenileyebilir
veya kendini belli bir hiicre tiiriine adayarak farklilasabilir (Jiang ve Papoutsakis,
2013). Sekil 1.4’te bir kok hiicrenin olast kaderleri gosterilmektedir. Bu olasiliklarin
tamami hiicre tilirline 06zgli transkripsiyonel faktorlere ek olarak, epigenetik
mekanizmalar ve c¢evresel faktorler tarafindan yonlendirilmektedir (Plusa ve

Hadjantonakis, 2018, s:6-10).

Apoptoz Pasif

<
N [/
Cogalma ®<_ __>® Homeostazi
AR

|
I

Farkhlasma

Sekil 1.4. Kok hiicre nisinde yer alan bir kok hiicrenin dis veya i¢ etmenler sonucu
izleyebilecegi hiicresel yolaklar sonucu olast kaderleri (Volpe ve arkadaslarindan

uyarlanmistir, 2009).



1.3.1. Kok Hiicre Kaderini Belirleyen Genetik Faktorler

Somatik kok hiicreler, hiicre boliinmesiyle ¢ogalan, 6len hiicreleri yenilemek,
hasarli dokular1 yeniden olusturmak ve daha sonra dokuya ozgii hiicre tiplerine
farklilasmak tizere tiim viicutta yer alan farklilasmamis hiicrelerdir. Somatik kok
hiicreler, hiicre/doku homeostaz1 i¢in gerekli dinamik sistemi olustururlar (Mahla,
2016). Gelisim, kok hiicre kaynaklarinin devamliligi ve farklilasma icin bircok
kromatin diizenleyici sistem gereklidir. Transkripsiyonel faktorlerin ve kromatin
yeniden modelleme faktorlerinin kombinasyonu, kdk hiicre fenotipinin olusumu i¢in
gereklidir (Sekil 1.5). Bu genetik mekanizmalara ek olarak, epigenetik mekanizmalar,
genomun farkli bolgelerinin transkripsiyon seviyesini kontrol ederek veya kromatinin
farkli bolgelerini agarak, genetik olarak 6zdes hiicrelerin farkli fenotiplere sahip

olmalarina imkan saglamaktadir (Rinaldi ve Benitah, 2014).
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Sekil 1.5. Kok hiicrelerin farklilasma hiyerarsisi ve timor olusumuyla ilgili genetik ve

epigenetik faktorler (Yang ve arkadaglarindan uyarlanmistir, 2015).
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1.3.1.1. Transkripsiyon Faktorleri

Insan pluripotent kok hiicre hatlarinin farklilagmalarinda yanliliga sahip olduklari
bilinmektedir. Yanlilik, hiicre hatlarinin, bir germ tabakasina veya hiicre tipine
farklilasma egiliminin digerlerine gére daha yiiksek oldugu anlamina gelmektedir
(Keller ve ark., 2018). Kromozomal anomaliler, mitokondrial mutasyonlar, genetik ve
epigenetik ¢esitlilik bu durumun temel sebepleridir ve ¢ok ¢esitli fenotiplere yol

acabilmektedirler.

Farklilasma egilimi, ¢ok ¢esitli genetik/epigenetik faktdrlerden etkilenmektedir.
Bu faktorler zaman zaman farklilagma kapasitesinin kaybina, belirli hiicre tiplerine
yonelime ve ¢ogu zaman kanser benzeri fenotiplere yol agabilmektedir (Kusenda
ve ark., 2006). Farklilasma kapasitesindeki degisim ayrica, farklilasmamis pluripotent

kok hiicrelerin devamliliginda da etkilidir.

Bazi transkripsiyonel faktorler, hiicrelerin farklilasma faktorlerini baskilayarak
EKH'lerin pluripotensi korumasina yardimci olur. Bir pluripotens regiilatorii NANOG,
kok hiicrelerin devamliliginda rol oynamaktadir ve kiiltiirdeki hiicrelerin farklilasma
egilimini yoOnlendiren genlerden biri olarak kabul edilmektedir. Nanog'un EKH
kimligini olusturmak i¢in Oct-4 ve Sox2 gibi diger faktorlerle uyum iginde ¢alistig
dustinilmektedir (Draper ve ark., 2004; Mayshar ve ark., 2010). PU.1, Nfatc1, FoxO3,
HIF1, Bmil gibi eriskin kok hiicrelere 6zgii genler hiicrelerin kendini yenilemesi ve
pasif (quiescent) kalmasi hallerini yonetirken, Nanog, Oct-4, Sox2, KlIf4, Tbx3 gibi
EKH’lere 6zgii genler ise kok hiicrelerin potensinin korunmasi ve proliferasyon

tizerinde etkiye sahiptir (Braganca, 2015).

1.3.1.2. Hiicresel Stres ve Otofaji Genleri

Oksidatif stres, hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretimi ile antioksidan

savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlikten kaynakli ortaya g¢ikmaktadir.
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Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanarak enerjiye doniistiigli esnada meydana
gelen molekiillerdir. Oksijen yasam i¢in vazgeg¢ilmezdir; ancak metabolik islemler
sirasinda bazi oksidan ara {iriinler olusur ve reaktif oksijen tiirleri/metabolitleri olarak
adlandirilan bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi temel hiicre bilesenlerine zarar

vermektedir.

UV isinlari, ilaglar, bagisiklik sistemi reaksiyonlari, radyasyon, kronik
inflamasyonlar, asir1 fiziksel egzersiz, yaslanma, stres, sigara, alkol gibi pek ¢ok
nedenle serbest radikaller olusabilir. Olusan serbest radikaller;

- damar sertlesmesi

- kalp hastaliklar1

- kanser

- beynin kan dolagiminin azalmasina bagli hastaliklar

- sinir sistemi hastaliklari

- diyabet

- bobrek yetmezligi

gibi yaslanmaya bagli doku bozukluklarinin da i¢inde yer aldig1 ¢cok sayida rahatsizliga

zemin hazirlar (Bicim ve ark., 2013).

Kok hiicrelerin kendini yenileme ve farklilagsma mekanizmalarinin diizenlenmesi,
erken gelisim ve doku homeostazi agisindan ¢ok dnemlidir. Son ¢aligsmalar, hiicrenin
kendini yenilemesi ve farklilagmasi arasindaki dengenin, hiicresel oksidasyon-
rediiksiyon (redoks) mekanizmalar tarafindan diizenlendigini géstermektedir (Lee ve
ark., 2018). Bu nedenle, rejeneratif tipta ROS kontrolii ve hiicresel stres azaltma
calismalar1 kapsaminda cesitli genlerin asagi ve yukari diizenlenmeleri, klinik

uygulamalar i¢in 6nem kazanmaya baslamistir.

Otofaji, yeni ve daha saglikli hiicreler elde etmek i¢in viicudun hasarli hiicreleri
temizleme yoludur. Yanlis katlanmig proteinlerin yikiminda, hasarli organellerin
temizlenmesinde ve hiicre i¢i patojenlerin ortadan kaldirilmasinda Snemli rol

oynamaktadir (Glick ve ark., 2010). Apoptoz ise, programlanmis hiicre 6liimiiniin ana
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tiplerinden biridir. Cogu hiicrede bulunan intihar programinin en 6nemli amaci,
hiicresel stres kaynakli olarak onarilmasi imkansiz zarar goren, viicutta artik ihtiyag
duyulmayan veya anormallesmis hiicrelerden kurtulmaktir (Kumar ve ark., 2015).

Boylece ileride ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar nlenmektedir.

Beclin-1, insanlarda BECN1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Liang ve
ark., 1998). Bu protein, hem otofajinin hem de hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde
kritik bir rol oynayan BCL-2 veya PI3k siif III ile etkilesime girerek programlanmis
hiicre 6liimiinde rol oynayan tiimdrijenez ve norodejenerasyonda Onemli bir rol

oynamaktadir (Zhong ve ark., 2009).

Bcl-2, insanlarda Bnip3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bnip3, apoptotik
Bcl-2 protein ailesinin bir {iyesidir. Hiicrenin hayatta kalmasina yardimc1 olurken, ayni
zamanda hiicre 6liimiintii de indiikleyebilmektedir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin ¢ogu
gibi, Bnip3 de, zarin icinde homo ve hetero-oligomerler olusturarak dis mitokondriyal
zarin gegirgenlik durumunu modiile etmektedir (Sassone ve ark., 2010). Bnip3
ifadesindeki artis, mitokondrial potansiyelde azalmaya, reaktif oksijen tiirlerinde
(ROS) artisa ve sonugta otofajiye neden olmaktadir. qPCR ile oOlgiilen Bnip3
ekspresyonunun degisimi, malin transformasyonun ve kanserin 6énemli bir bulgusu

olan hiicre 6liimiine kars1 direncin gostergeleri arasindadir (Menyhart ve ark., 2016).

Endoplazmik Retikulum’a (ER) yerlesik protein 60 (ERp60) olarak da bilinen
Calreticulin, insanlarda CALR geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Calreticulin,
yanlis katlanmis proteinlere baglanir ve bu proteinlerin ER’dan Golgi aygitina
aktarilmasini engeller (McCauliffe ve ark., 1990). Transgenik fareler {izerinde yapilan
calismalar, Calreticulin'in gelisim sirasinda zaruri olan bir kardiyak embriyonik gen
oldugunu ortaya koymustur (Michalak ve ark., 2002). Calreticulin ¢ekirdekte de
bulunmaktadir, bu da transkripsiyonal diizenlemelerde de rolti olabilecegini
dustindiirmektedir. Ayrica birgok kanser hiicresinde eksprese edilmekte olan
Calreticulin, makrofajlarin tiimor hiicrelerini sindirmesini de regiile etmektedir (Chao

ve ark., 2010).
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Dengeleyici niikleosit tasiyict 1 (Equilibrative Nucleoside Transporter — ENT-1),
SLC29A1 geni tarafindan kodlanan ve insanlarda kirmizi kan hiicresi yiizeylerinde
eksprese edilen bir proteindir (Griffiths ve ark., 1997). Niikleozidlerin hiicre igine
alimina aracilik eden transmembran glikoproteini kodlayan ENT-1 geni, kendi i¢inde
niikleozit sentez yolagi olmayan hiicrelerde niikleotit tiretimi i¢in gereklidir. Ayrica
viral tedavilerde ve kemoterapide kullanilan sitotoksik niikleozidlerin hiicreye alimi
icin de gereklidir (Lai ve ark., 2004). Bazi ilaglarin, ENT-1 aktivitesini inhibe etmek
yoluyla hiicrenin adenozin alimini disiirdiigii, boylece ATP salinimini arttirdigi ve
hiicrelerin ROS seviyesini diigtirerek oksidatif strese karsi koruyuculugu oldugu

gosterilmistir (Olgar ve ark., 2020).

GRP78 veya (Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5 - HSPAS) olarak
da bilinen baglayict immiinoglobulin proteini (BiP), insanlarda HSPAS geni tarafindan
kodlanan bir proteindir. Escherichia Coli K12 hiicreleri glikozsuz kaldiginda, glikozla
diizenlenen proteinler (GRP'ler) olarak adlandirilan birka¢ proteinin sentezi belirgin
sekilde artmaktadir. GRP78, ER'da proteinlerin katlanmasi ve birlestirilmesinde rol
oynamaktadir (Hendershot ve ark., 1994).

GRP78, hem ER stres yanitinin hem de katlanmamis protein yaniti (UPR:
unfolded protein response) yolaginin énemli bir diizenleyicisidir (Chapman ve ark.,
1998; Okamura ve ark., 2000). GRP78 gen ifadesindeki artisin, ER stresinin neden
oldugu kardiyak disfonksiyon ve kardiyomiyopati ile iligskili oldugu gosterilmistir
(Roe ve Ren, 2013). GRP78'in ayrica homosistein kaynakli ER stresini hafifleterek,
vaskiiler endotel hiicrelerinin apoptozunu 6nledigi 6ne siirtilmiistiir (Ni ve Lee, 2007).
Buna ek olarak, sigan neonatal kardiyomiyositlerinde, GRP78'in asir1 ekspresyonunun,
proteazom inhibisyonu araciligiyla indiiklenen kardiyomiyosit 6liimiinii ciddi oranda

azalttig1 gézlemlenmistir (Fu ve ark., 2008).
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1.3.2. Kok Hiicre Kaderini Belirleyen Epigenetik Faktorler

Epigenetik, gen ekspresyonundaki gesitli degisimlerin aracilik ettigi fenotipik
degisiklikleri ifade etmektedir ve bu degisiklikler, DNA diziliminde bir degisikligin
sonucu olarak meydana gelmemektedir. Epigenetik diizenlemelerin 3 ana
mekanizmasi; DNA metiltransferazlarin aracilik ettigi DNA metilasyonu, histon

proteinlerinin modifikasyonu ve mikroRNA'lardir (Yang ve ark., 2015).

Hiicresel yeniden programlama ve kok hiicre kaderi yonlendirmesi i¢in epigenetik
modifikasyonlarin gerekli olduguna dair kanitlar giderek artmaktadir (Zaehres ve
Scholer, 2007). Epigenetikteki son gelismeler, hiicre kaderinin, histonlar veya DNA
metilasyonu tizerindeki epigenetik isaretlerin degistirilmesiyle sifirlanabilecegini ve
bu degistirilmis/yeniden programlanmis hiicrelerin in vivo nakledildiginde islevsel

oldugunu gostermektedir (Rodriguez ve ark., 2007).

Memeli hiicreleri, bircok diizeyde gen ekspresyonunu diizenleyen kiiciik
niikleolar RNA'lar (snoRNA'lar), mikroRNA'lar (miRNA'lar), kisa enterferans yapan
RNA'lar (siRNA'lar) ve kii¢lik ¢ift sarmalli RNA'lar dahil olmak tizere ¢ok sayida
kiigiik kodlamayan riboniikleik asidi (ncRNA)'y1 barindirmaktadir. Cogu kodlamayan
RNA, embriyonik kok hiicreler (EKH) ve beyin dahil olmak tizere farkli dokularda ve
gelisimin farkli evrelerinde dokuya 6zgii ekspresyon paternleri géstermektedir. Bu da
RNA sinyallerinin temelinde kapsamli bir diizenleyici agin varligim1 géstermektedir

(Lunyak ve Rosenfeld, 2008).

1.3.2.1. MikroRNA’lar

Insan genomunun sadece %1,2'si protein kodlasa da, genomun cok biiyiik bir
kism1 transkripte edilmektedir. Kromozom chip dizileme c¢alismalari, insan
hiicrelerinde saptanabilir ncRNA'larin araliginin, mRNA'larin temsil ettiginden ¢ok

daha fazla oldugunu gostermistir (Kapranov ve ark.,, 2002) ve insanlarda
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transkripsiyonel ¢iktinin %98 kadarinin ncRNA'lardan olustugu one siiriilmustiir

(Mattick, 2003).

miRNA'lar, viicuttaki hemen hemen tiim hiicreler tarafindan tiretilen yaklasik 22
niikleotitlik, diizenleyici, kii¢iik kodlayici olmayan RNA'lardir (Bartel, 2018). Son
yillarda yapilan calismalar sayesinde, epigenetik mekanizmalarin da hastalik riskinden
sorumlu olabilecegi hipotezi giderek giiclenmektedir (Zhang ve ark., 2018). Bu
baglamda, miRNA'larin, ¢esitli hastaliklarin biyobelirtegleri olarak potansiyel
kullanimlar1 olas1 goriinmektedir. miRNA’lar kodlanmayan RNA’larin alt

gruplarindan biridir ve epigenetik diizenlemelerde olduk¢a 6nemli role sahiptir.

miRNA'larin metabolizma, hiicre proliferasyonu, apoptoz, gelisimsel zamanlama
ve hiicre kaderi dahil olmak {izere pek ¢ok gelisim siirecinde de énemli rol oynadigi
gosterilmistir (Mattick ve Makunin, 2005). miRNA’larin mezenkimal kok hiicreler
tizerinde etkili olan diizenleyici rolleri arasinda ise noral gen ekspresyonu (Klein ve
ark., 2005), beyin morfogenezi (Giraldez ve ark., 2005), kas farklilagsmasi
(Naguibneva ve ark., 2006) ve kok hiicre boliinmesi (Hatfield ve ark., 2005)

gosterilebilir.

miRNA'lar potansiyel kardiyovaskiiler biyobelirtecler olarak giderek daha 6nemli
bir rol tstlenmektedirler (Gurha, 2016). Yaklasik 1500-2000 insan miRNA’s1
arasindan tanimlanan 19 adet miRNA’nin kardiyogenez, kalp fonksiyonu ve
kardiyovaskiiler hastalik patolojisinde de 6nemli bir rol oynadigi, kardiyak hipertrofi,
fibroz ve miyokard enfarktiisii (kalp krizi) gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin
ilerlemesine yol agtig1 gosterilmistir. Bunlarin arasindan 6zellikle miR-1, miR-133a,
miR-133b ve miR-499 miyokardda bol miktarda eksprese edilir, stabil ve saptanabilir
durumdadir (Romaine ve ark., 2015). Ayrica, diyabetik sicanlarda yapilan bir
calismada, bu 4 miRNA’nin oksidatif stresle dogrudan baglantili oldugu ve

hiperglisemide ifadelerinin diismekte oldugu gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2013).
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Bitirim ve arkadaslar1 gergeklestirdikleri ¢alismada, miR-1, miR-133a, miR-133b
ve miR-499’un biyolojik stireclerle baglantili oldugu ongoriilen hedeflerini de
inceleyerek bu miRNA'larin, apoptoz yolaklarinda negatif; hiicre gé¢ii, yara iyilesmesi
ve hiicresel stres yanitinda ise pozitif diizenleyiciler olarak yer aldiklarini géstermistir

(Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Diyabetik kardiyomiyopati ile iligkili incelenen miRNA'lar tarafindan diizenlenen

biyolojik siireclerin gen ontolojik dogrulanmasi (Bitirim ve ark., 2021).
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Hedef genlerin bu miRNA’lar ile biyolojik iligkisi, gen ontolojisi {izerinden
gosterilmis ve birlikte ele alindiginda, bu analiz, hiicresel stresin baskilanmasi, ROS
tiretimi ve hiicre 6liimii gibi biyolojik siire¢lerin miR-1, miR-133a, miR-133b ve

miR-499 ile baglantili olabilecegini ortaya koymustur (Bitirim ve ark., 2021).

1.3.3. Kok Hiicre Kaderini Belirleyen Cevresel Faktorler

Kok hiicre kaderini etkileyen diger hiicre dis1 faktorler ise (Jiang ve Papoutsakis,
2013; Sisakhtnezhad ve ark., 2017);

1) Hicre-Hiicre etkilesimleri

2) Bagka hiicre tiirleriyle birlikte kiiltlir yapilmasi (co-culture)

3) Eksojen uzun mesafe sinyalleri: Morfojenler ve hormonlar gibi

4) Yakin mesafe hiicresel parakrin sinyallerin iletimi: eksozom vb. ekstraseliiler
kesecikler araciligiyla

5) Mekanik Sinyaller: Elastiklik, Kayma Gerilimi (Shear Stress) ve Diger
Mekanik Gerilimler

6) 3 Boyutlu Kiiltiir Sartlar1 (Scaffoldlar): Hidrojeller, Makroporlu Iskeleler, Lifli
Orgiiler, Mikrokiireler, Nanotiipler

7) Kiiltiir Ortami1: Serum, Sitokinler, Biyokimyasal Maddeler

8) Fizyokimyasal Sartlar: Oksijen, pH, Sicaklik

9) Topografi: Hiicre/Tanecik Organizasyonu, Hiicre/Tanecik Boyutu, Geometri

10) Yiizey Biyokimyasi: Fonksiyonel Gruplar, Hiicre Dis1 Matriks, Oligopeptitler

seklinde siniflanabilir.

Hiicre dis1 matris (ESM), dokuya 6zgii biyofiziksel, mekanik ve biyokimyasal
ozelliklere sahip, hiicre davranigint diizenleyen dinamik ve kompleks bir ortamdir.
Kok hiicreler, nis olarak tanimlanan belirli bir mikro ¢evrede bulunurlar ve bu sayede
kokliluklerini korurlar (Gattazzo ve ark., 2014; Morrison ve Spradling, 2008). ESM,
kok hiicre nisini diizenlemede en 6nemli unsurlardan biridir ve kok hiicre kaderinin
belirlenmesinde rol oynar. ESM, sahip oldugu biyofiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri

sayesinde kok hiicre kimliginin siirdiiriilmesi, hiicre farklilagsmasinin yonlendirilmesi
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veya kok hiicre havuzunun korunmasi dinamiklerinin her birinde rol oynar (Gattazzo

ve ark., 2014).

Kok hiicreler ESM'e adhezyon molekiilleri ile baglanir. Bu adhezyon
komplekslerinde yer alan aktin ve miyosin, kok hiicrelerin seklini degistirmek i¢in
ESM'den geri bildirim alir (Schaap-Oziemlak ve ark., 2014). Bu nedenle ESM; sadece
hiicresel adhezyon veya hiicre-hiicre etkilesimi i¢in degil, ayn1 zamanda farklilagma
icin de 6nemli bir mikro-¢evre bilesenidir. Sitokinler, biiyime faktorleri, hormonlar
gibi biyomolekiiller hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini veya metabolik aktiviteyi
uyarabilirler. Doku olusumu veya iyilesme gibi kok hiicrelerin yogun sekilde yer
aldig1 metabolik aktiviteler siiresince; proteinler, biiylime faktorleri, hiicre béliinmesi
ve farklilagmasini saglayan biyomolekiiller de ¢esitli hiicresel islevleri

desteklemektedirler.

Hiicre kaderinde rol oynayan onemli faktorlerden bir digeri ise hiicreler arasi
etkilesimlerdir. Bu etkilesimler; hiicreler arasi sinyallerin, hormonlarin veya diger
sinyal molekiillerin aktarilmasi ile saglanmakta ve organizmadaki yasamsal
faaliyetleri ve dongiileri organize etmektedir. Hiicresel sinyal iletiminde olusabilecek
hatalar ve aksakliklar kanser, otoimmiin hastaliklar gibi bozukluklara neden

olabileceginden biiyiik nem tasimaktadir (Forman ve ark., 2003).

1.3.3.1. Hiicresel Sinyaller

Hiicresel sinyal iletimi, bir hiicrenin gevresel veya i¢sel sinyalleri alma, isleme ve
iletme yetenegidir (Vu ve ark., 2017) ve tiim hiicrelerin temel bir 6zelligidir. Hiicre
dis1 kaynakli sinyaller mekanik basing, voltaj, sicaklik, 1sik gibi fiziksel veya kiigiik
molekiiller, peptitler, gazlar gibi kimyasal sinyallerden meydana gelebilmektedir
(Lodish ve ark., 2008). Sinyal molekiilleri, ¢esitli biyosentetik yollarla sentezlenerek
pasif veya aktif tasima yoluyla verici hiicreden, hiicre dist bosluga salinarak komsu
hiicrelere iletilmekte ve pasif veya aktif tagimayla alici hiicre i¢ine alinabilmektedir

(Berridge, 2005).
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Hiicresel sinyal iletimi temel olarak, verici hiicre tarafindan tiretilen sinyalin alic1
hiicreye iletilmesini kapsamaktadir ancak verici ve alici hiicreler birbirine yakin
mesafede olmayabilir. Bu durumda hiicreler arasi mesafe ve sinyalin igerigi de goz
Onitinde bulundurularak farkli sinyal iletim mekanizmalar1 kullanilmaktadir. Hiicresel
sinyaller  otokrin, jukstakrin, parakrin, endokrin veya sinaptik olarak

siniflandirilabilmektedir.

1.3.3.1.1. Parakrin Sinyaller

Birbirlerine yakin mesafede veya komsu hiicreler aras1 gerceklestirilen parakrin
sinyallesmede, bir hiicre yakindaki hiicrelerde c¢esitli diizenleme veya degisiklikleri
indiiklemek i¢in bir sinyal tiretir ve bu hiicrelerin davranigini degistirir. Parakrin
faktorler olarak bilinen kimyasal sinyal molekiilleri nispeten kisa bir mesafeye
yayilirlar ve bu nedenle lokal etkiye sahiplerdir. Parakrin sinyal iletimi hiicrelerin
komsu hiicreler ile gerekli aktivasyonlari lokal olarak koordine etmesine izin

vermektedir (Li ve Weisel, 2014). Sekil 1.7°de Parakrin sinyal iletimi gosterilmistir.

Parakrin | Hiicre yakimindaki hiicreyi hedef alir
Sinyal ® Hedef
Hucresi Hiicre

Sekil 1.7. Parakrin sinyal iletimi (Khan Akademi’den uyarlanmistir).

Cesitli alerjenlere tepkiler, doku onarimi, skar dokusu olusumu, kan pihtilasmasi,
eksozom gibi ekstraseliiler keseciklerin hiicreler arasi iletimi (Zhang ve Grizzle, 2014)

parakrin sinyallere 6rnek gosterilebilir.
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1.3.3.1.2. Otokrin Sinyaller

Otokrin sinyal iletiminde, hiicre tarafindan verilen sinyal, yine ayni hiicredeki
otokrin reseptorlere baglanarak, hiicrenin kendisinde degisikliklere yol agan bir
hormon veya kimyasal haberci niteliginde bir otokrin ajandir. Hiicre yaniti, otokrin
ajanin sentezlendigi hiicrede etkisini gostermektedir. Hiicre yiizeyinde bulunan
reseptorlere (veya sinyalin ¢esidine bagli olarak hiicre igersindeki reseptorlere)
baglanabilen bir ligand1 serbest birakir. T1ibbi bir bakis agisindan otokrin sinyal iletimi
kanser gelisimi ve metastazda dnemli rol oynadig diistiniilmektedir. Bir¢ok durumda
iletilen sinyal hem otokrin hem de parakrin etkiye sahip olmakla birlikte gonderici
hiicreye ve bolgedeki diger komsu hiicrelere baglanabilmektedir. Otokrin hiicreler
kendi urettikleri sinyal molekiillerine yanit vererek kendileri ile benzer hiicrelere de
sinyal gonderilebilmektedir (Junger, 2011). Sekil 1.8’de otokrin sinyal iletimi

gosterilmistir.

Otokrin Hicre kendini hedef aliyor

Sekil 1.8. Otokrin sinyal iletimi (Khan Akademi’den uyarlanmistir).

1.3.3.1.3. Jukstakrin Sinyaller

Jukstakrin sinyaller, ¢ok hiicreli organizmalarda yakin temas gerektiren bir
hiicre-hiicre veya hiicre-hiicre-hiicre dig1 matris (ESM) sinyalidir. Ayrica, bakteri gibi
tek hiicreli organizmalarda, jukstakrin sinyaller, membran temasiyla etkilesimler
seklinde de gerceklesebilmektedir (Miiller ve ark., 2016). Jukstakrin sinyal
yolaklarinin parakrin sinyal yolaklarindan temel farki ise, hiicrelerin dogrudan temas
halinde olmalar1 ve sinyal molekiillerinin hiicre dist matrise salinmasini
gerektirmemesidir. Bazi biiytime faktorleri, sitokin ve kemokin gibi 6nemli hiicresel

sinyallerde jukstakrin sinyaller gérev almaktadir.
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1.3.3.1.4. Endokrin Sinyaller

Endokrin sinyaller hormon olarak adlandirilmaktadir. Hormonlar endokrin
hiicreler tarafindan {iretilir ve kan yoluyla viicudun tiim bolgelerine ulasirlar ancak
yalnizca ilgili hiicreler belirli bir hormona yanit verebildiklerinden, endokrin sinyaller
de belli bir seviyeye kadar 6zgiillige sahiptir (Kohrle ve ark., 2005; Vandenberg ve
ark., 2012). Omurgalilarda hipotalamus, tiim endokrin sistemin sinirsel kontrol
merkezidir. Insanlarda baslica endokrin bezleri ise tiroid bezi ve adrenal bezlerdir.

Sekil 1.9°da sinaptik sinyal iletimi gosterilmistir.

Endokrin Bir hicre, kan dolasimi ile uzaktaki baska bir hucreyi hedefler.

Sinyal hiicresi Hedef Hicre

Kan dolasimi

Sekil 1.9. Endokrin sinyal iletimi (Khan Akademi’den uyarlanmistir).

1.3.3.1.5. Sinaptik Sinyaller

Sinaptik sinyal iletimi iki sinir hiicresi (ndron) arasinda gergeklesir ve bu 6zel
baglantilar sinaps olarak adlandirilmaktadir. Cevreden veya diger sinir hiicrelerinden
gelen uyarilar ile aktive edilen noéronlar norotransmitter (kimyasal haberci)
sentezleyerek akson boyunca elektriksel uyarilar ile iletmektedir. Norotransmitterlar
sinapslara ulastiklarinda, hiicreler arasindaki boslugu hizla gecerek alici hiicrede ilgili
reseptorlere baglanir ve kimyasal bir degisiklige neden olarak hiicresel cevabi
olustururlar (Pavlowsky ve ark., 2012). Sekil 1.10°da sinaptik sinyal iletimi

gosterilmistir.
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Gonderici Hicre

Sinaps igine salinan

norotransmitter Ndorotransmitter

Reseptore bagh
norotransmitter

Alici Hucre | \

Sekil 1.10. Sinaptik sinyal iletimi (Khan Akademi’den uyarlanmistir).

1.4. Eksozomlar

Tim hiicreler, prokaryotlar ve Okaryotlar, normal fizyolojilerinin bir pargasi
olarak veya anormal hallerde hiicre dis1 kesecikler (EV'ler) salgilarlar. Eksozomlar;
boyutlart 30 nm-1 pum arast degisen, hiicrelerin endozomal kompartmanlarindan

salinan parakrin etkili ekstraselliiler vezikiillerdir.

Eksozomlar; endotelyal hiicreler, fibroblastlar, kardiyomoyositler ve diiz kas
hiicreleri aras1 molekiillerin transferini yaparak sinyal yolaklarini aktive eden
mesajcilar gibi davranirlar (Qi ve ark., 2016). Kargo olarak protein, mRNA, miRNA
gibi molekiilleri tasir (Sekil 1.11), boylelikle hiicreler arasi iletisimde ve parakrin
haberlesmede rol oynarlar. Eksozomlar hedef hiicreye membran tizerinden fiizyon

veya endositoz yoluyla alinabilirler (Emanueli ve ark., 2015).
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Sekil 1.11. Eksozom iiretimi ve igeriginin sematik gosterimi (Hofmann ve ark., 2020).

Eksozomlar kan, {ire ve serum gibi viicut sivilarinda yogun olarak bulunmaktadir;
ayrica hiicre kiiltiirii ortaminda besiyerinde de bulunmaktadir. Ayrica, ¢aligmalar,
MKH'lerden tiiretilen eksozomlarin, neovaskiilarizasyon, kardiyak rejenerasyon, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuar etkileri de igeren ¢esitli mekanizmalar yoluyla
miyokardiyal hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur (Jayaraman ve

ark., 2021).

Eksozomlarin diger bazi hiicresel etkileri ise;

- gen transkripsiyonu ve translasyonunun diizenlenmesi
- hiicre canlilig

- hiicre ¢ogalmasi

- hiicre farklilasmasi

- hiicre gelisimi

- hiicre gocii

- hiicre yeniden programlanmasi

- hiicresel metabolizma

- anjiyogenez

- yaraiyilesmesi

24



- hiicresel atiklarin uzaklastirilmasi
- viral immiinite

- hiicresel sinyallerin diizenlenmesi
- apoptoz

seklinde 6zetlenebilir (Kalluri ve Lebleu, 2020).
1.5. Ticagrelor

2010 yilindan beri ila¢ pazarinda olan ve Brilinta veya Brilique markasiyla
satilmakta olan ticagrelorun kimyasal formiilti C23H23F2N6O4S seklindedir. Molekiiler
yapisi sekil 1.12°de sunulmustur. Temel kullanim amaci; akut koroner sendromlu
kisilerde fel¢ ve kalp krizinin 6nlenmesi ve diyabetik hastalarda iskemi olugsumunun
engellenmesidir. Bunun ic¢in, P2Y12 reseptoriinii antagonize ederek trombosit

agregasyonu inhibitorii olarak gorev yapmaktadir.

AN

HO N
e oliun
\ N N S/’\\/CH?*

2
.
4
=

HO OH

Yoy,

Sekil 1.12. Ticagrelorun kimyasal yapisi (Tabassum ve Sarvesh, 2017).

Antioksidan etkili piirinerjik reseptor P2Y 12 inhibitorii seklinde ¢alisan bir ilag
olan ticagrelorun diyabetik hastalarda kullanildiginda iskemi olusumunu kayda deger
oranda distirdigi bilinmektedir. Ticagrelorun bilenen etkilerine ek olarak,
equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT-1) aktivitesini inhibe ederek hiicrenin
adenozin alimini engelledigi, boylece ATP salinimini arttirdig1 ve hiicreleri oksidatif

strese karsi korudugu gosterilmistir (Olgar ve ark., 2020). Ancak ticagrelorun etkisinin
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hiicre i¢i mekanizmalardaki karsiligi heniiz aydinlatilamamistir. Ticagrelorun
kardiyak kok hiicrelerden eksozom salinimini arttirarak miyorkardiyumda hiicrelerin
korunmasinda énemli rol oynadig1 gosterilmistir (Casieri ve ark., 2020) ancak diyabet
ve insiilin direnci gibi kardiyak disfonksiyona sebep olan hastaliklarda ticagrelorun
eksozom etkinligi lizerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Bununla beraber, P2Y12
antagonistlerinin aktif trombositlerden pro-koagulant ekstraselliiler vezikiil salinimini

azalttig1 bilinmektedir (Casieri ve ark., 2020).

G protein-bagli (GPCR) bir piirinerjik reseptor olan P2Y 12, miyokardi iskemik
yeniden sekillenmeye karsi korur. Baz1 P2Y reseptorlerinin ek downstream sinyal
yolaklarina  baglandigi  da  bilinmektedir.  Ornegin, P2Y11  reseptorii,
adenilsiklaz (AC)'1 uyarmak ve hiicre i¢i halkasal adenosin monofosfat (cAMP)
seviyesini  yiikseltmek  i¢cin  Ggs-AC-cAMP  sinyal yolagr ile de
iliskilendirilebilmektedir (von Kiigelgen ve Harden, 2011). Insan MKH'lerinde P2Y12
ve P2Y13 reseptorlerinin fonksiyonel ekspresyonu ile ilgili bilgi bulunmamakla
birlikte (Jiang ve ark., 2016), hem adipoz hem de kemik iligi kaynakli insan
MKH’lerinde bilinen tiim P2YR alt tipleri i¢in (P2Y1R, P2Y2R, P2Y4R, P2Y6R,
P2Y11R, P2Y12R, P2Y13R, P2Y14R) mRNA ifadesi oldugu gosterilmistir (Ferrari
ve ark., 2011).

1.6. Hedefler

MKH’lerde ticagrelor uygulamasinin, bu hiicrelerin eksozomal ¢iktilari
tizerindeki antioksidatif, anti-apoptotik yoOndeki diizenlenmesine ek olarak
kardiyoprotektif ve anjiyojenezi destekler yonde modiilasyonunu da fonksiyonel
deneyler olan yara iyilesmesi ve hiicre go¢ii deneyleri ile gostermek hedeflenmistir.
Hipotezimize gore deney sonuglarimiz, ticagrelor uygulamasini takiben insan
mezenkimal kok hiicre hattindan izole edilen eksozomlarin, diger insan dokularinda

koruyucu ve diizenleyici etkisini isaret edecektir.

26



Caligmamizda ticagrelorun pro-anjiyonjenik ve proliferative etkileri, ticagerelor
uygulanmig saglikli insan kemik iligi kaynakli MKH’lerden izole edilen eksozomlar
araciligr ile incelenmistir. Bunun igin, ticagrelor ile muamele edilmis MKH hatti
hiicrelerinden salinan eksozomlar HUVEC ve HOC2 hiicrelerine verilerek; damar
olusumu ve hiicre gocline etkileri ile, diyabet ve kalp sekillenmesi ile iligkisi
gosterilmis olan mikroRNA’larin ve hiicresel stres, otofaji ve apoptozla iliskili
genlerin ifadesi arastirilmistir. Bu incelemelerin sonuglari, geleneksel olarak
uygulanmakta olan klinik ticagrelor tedavisinin, yenilik¢i eksozomal-parakrin
mekanizma yoluyla gelistirmeyi amacladigimiz tedavi yaklasimindan farklarini ve

benzerliklerini ortaya koymustur.

Son olarak, hiperglisemiye bagl gelisen diyabetle karakterize miR-1, miR-133a,
miR-133b ve miR-499’un ifadelerinin erken dénemde tespiti ve diizenlenmesinin kalbi
yapisal ve fonksiyonel hasarlardan koruyacagini diisinmekteyiz. Ticagrelorun bilinen
antioksidan etkisine ek olarak kalp disfonksiyonu tizerindeki olumlu etkilerini diyabet
ve insiilin direnci durumda eksozomal parakrin etki mekanizmasi araciligiyla

sagladigini gostermek hedeflenmistir.

1.7. Ozgiinliik

Ekstraseliiler vezikiillerin bir grubu olan eksozomlar tasidiklar1 kompleks protein
kargolar1 ve genetik materyaller sayesinde ideal terapdtik ajanlar olarak kabul
edilmektedirler. Eksozomlarin pro-anjiyonjenik, pro-myojenik, proliferatif, hiicre
goclinii indiikleyici ve anti-apoptotik rollerinin anlasilmasi, bu mekanizmalarda rol
alan mikroRNA’larin tespiti, eksozomlar1 kardiyak hastaliklarin veya diyabetin

tedavisinde ¢ok daha etkin bir sekilde kullanmamiz1 saglayacaktir.

Klinikte yaygin olarak kullanlan bir anti-oksidan ila¢ olan ticagrelorun, insiilin
direnci ve iskemi tizerindeki olumlu etkisi gosterilmis olsa da ticagrelorun molekiiler
hiicre ici etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Ozellikle

ticagrelorun eksozomal-parakrin mekanizmalar aracilig1 ile endotelyal hiicreler
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tizerinde nasil tedavi edici olarak rol alabilecegine dair herhangi bir ¢aligma literatiirde
bulunmamaktadir. Bu sebep ile ¢alismamiz, ticagrelorun eksozomal modiilasyon
yoluyla insan endotelyal hiicrelerinden meydana gelen dokulardaki iyilestirici

etkisinin gosterilecegi ilk ¢alisma olmasi agisindan 6zgiin deger tasimaktadir.

Diyabetik hastalara uygulanan antioksidan tedavilerinin kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelismesini geciktirdigi ve bazi durumlarda onledigini gosteren
calismalar literatiirde yaygindir (Vassort ve Turan, 2010; Turan, 2010). Diyabetik
kardiyomiyopatinin altinda yatan sebeplerle oksidatif stresin iligkisi ve antioksidan
tedavisinin etkilerinin bu baglamda incelenmesi olduk¢a onemlidir. Ticagrelorun
klinikteki yaygin kullanimima ragmen diyabetik kardiyomiyopati {izerindeki

durdurucu etkisinin altinda yatan mekanizma hala anlagilamamastir.

Hipotezimize gore, ticagrelor ile 6n-mumale edilmis kemik iligi kaynakli insan
mezenkimal kok hiicrelerinden salinan eksozomlarin tedavi amagli olarak endotelyal
hiicrelere ve kardiyomiyositlere uygulanmasiyla hiicre gocti, yara kapanmasi gibi
faktorlerde iyilesme goriilecektir. Calismamiz, insan MKH’lerine uygulanan ticagrelor
tedavisinin eksozomal modiilasyon yoluyla, diger insan hiicreleri {izerindeki
diizenleyici ve tedavi edici etkisinin gosterildigi ilk ¢alisma olmasi acisindan 6zgiin

deger tasimaktadir.

Sonuglarimiz, ilag¢ tedavisinin ilag etken maddesinin dogrudan etkisiyle degil,
ilaca bagl olarak degisen eksozomal parakrin etki ile hiicreler arasinda da etkisinin
yayilmasinin miimkiin olup olmadigini gostermektedir. Ayrica ticagrelor uygulamasi
ile kok hiicre kaynakli eksozomlarin modiile edilerek, kardiyomiyosit ve endotel hiicre
gocliniin artmasi ve yara iyilesmesinin tetiklenmesi de c¢alismamizda beklenen

ciktilarimiz arasinda gosterilebilir.

Bu baglamda, dogrudan ilag uygulamaya alternatif, yenilik¢i bir yontem olan
eksozomlarla tedavinin iyilestirici etkisinin fonksiyonel olarak incelenmesi de

arastirmamizi 6zgiin kilan bir diger degerdir. Dogrudan yiiksek dozda ilag kullanimina
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alternatif olarak gelistirilebilecek metotlar arasinda goriilen eksozom temelli
uygulamalarin da insan hiicreleri lizerinde denenmesi bu baglamda umut verici

niteliktedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

Kullanilan genel laboratuvar geregleri, deney kitleri, kimyasallar, cihazlar ve
modelleri deneysel yontemler icerisinde belirtilmistir. Marka ve katalog numarasi
belirtilmeksizin tarafimizdan hazirlanan standart soltisyonlarin tarifleri ise Ek-1’de

listelenmistir.

Kullanilan  kimyasallardan  baslicalari;  Tris-Base  tampon  maddesi
(NH2C(CH20H)3, molekiiler agirlik 121.14 g), kloroform (CHCI3, molekiiler agirlik
119.38 g, Sigma-Aldrich Katalog No: 24216), metanol (Invitrogen LifeTechnologies,
CH40), etanol (Invitrogen LifeTechnologies, C2HsO), etidyum bromiir soliisyonu
(EtBr, Invitrogen, Katalog No: 15585), agaroz (Sigma Katalog No: A9539)
seklindedir.

2.2. Yontem

2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre (MKH) hatti, insan
umblikal ven endotel hiicre (HUVEC) hatt1 ve si¢an kalp miyoblast hiicre (H9C2) hatt1
kullanilmistir. Hiicre hatlarinin tiimit ATCC’den (American Type Culture Collection,
Virginia, ABD) alinmis olup detayli bilgi ve hiicre hatlarmin katalog numaralari

Ek-2’de sunulmustur.

Hiicreler 37°C sicaklikta ve %5 CO> bulunan ortamda inkiibe edilmislerdir.
Hiicrelerin besiyeri 3 giinde bir fetal sigir serumu (FBS) ve penisilin-streptomisin (PS)

iceren taze besiyeri ile degistirilmis, haftada 1 ise hiicreler pasajlanmistir. Her bir hiicre
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hatt1 i¢in kullanilan besiyeri ve icerdikleri FBS-PS oranlar1 detayli sekilde Cizelge

2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve besiyerleri.

Hiicre Hatti Hiicre Tiirii Kullanilan Besiyeri
MKH insan kemik iligi kaynakli | %20 fetal sigir serumu ve %! penisilin-streptomisin
mezenkimal kok hiicresi iceren MSC NutriStem® XF Medium (Biological

Industries, ABD)

HUVEC insan umblikal ven endotel hiicresi | %10 fetal sigir serumu ve %! penisilin-streptomisin
iceren DMEM F12 Medium (Biological Industries,
ABD)

HIC2 sigan kalp miyoblast hiicresi %10 fetal sigir serumu ve %] penisilin-streptomisin

iceren DMEM Low Glucose Medium (Biological
Industries, ABD)

2.2.2.Hiicre I¢i Oksidatif Stres (ROS) Ol¢iimii

Mezenkimal kok hiicreler, 6 kuyulu hiicre tabaklarinda her bir kuyuya 100.000
hiicre diisecek sekilde lamel tizerine ekilmis ve 1 saat, 3 saat, 6 saat, 24 saat ve 48 saat
deney gruplarinin her biri i¢in ayr1 tabaklar hazirlanmistir. Hiicreler yaklasik %50
konfluent olduklarinda kontrol (ticagrelorsuz NutriStem besiyeri), 10® M Tica (1 mL
besiyeri i¢cinde 1 uL ticagrelor) ve 10® M Tica (1 mL besiyeri i¢inde 100 pL ticagrelor)

seklinde muamele edilmistir.

Deney gruplarinin her biri igin gerekli siirelerin sonunda MKH’ler iizerindeki
besiyeri uzaklastirilarak 2 defa Mg?*Ca*" D-PBS ile yikama yapilmis, ardindan ROS
indikatorii chloromethyl-2’,7'-dichlorodihydrofluoroscein diacetate (DCFDA, Katalog
no: D6883) ile 1 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Mg?**Ca®" D-PBS ve DCFDA

boyasinin ¢dziilmesi ve hazirlanmasi ile ilgili detayl bilgi Ek-1"de sunulmustur.

Inkiibasyon siiresi sonunda boyay1 uzaklastirmak igin 2 defa Mg?*Ca®" D-PBS ile

yikama yapildiktan sonra cam lameller tizerindeki hiicrelere 1 mL hacimde 10 mM
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akut H>O, (Hidrojen Peroksit) uygulanmistir. H>O> uygulamasi iizerinden vakit
gecmeden 488 nm eksitasyon ve 560 nm emisyon dalga boylar1 ile konfokal
mikroskopta (LEICA TCS SP5) ROS 6l¢timleri alinmis ve fliioresan yogunlugundaki
degisim kaydedilmistir (Bitirim ve ark., 2021). Maksimum fliioresan yogunlugu ROS
tiretimini gostermektedir, bu nedenle hiicre i¢i ROS miktar1 fazla olan hiicrelerde H>O>

uygulamasindan sonra daha az ROS artis1 gozlemlenmektedir.

Bazal floresan yogunlugu Fo, floresan yogunlugunun yerel maksimum degeri Fmax
iken, her hiicre icin floresan yogunlugu degisiklikleri ve hiicre i¢i ROS miktarlar

Denklem 2.1°de gosterilen sekilde hesaplanmistir.

AF =F.x— Fo (Floresan yogunlugundaki degisim)

AF F -F
ROSm — F_= max 0

0 Fo

Hiicre i¢ci ROS miktar1 =
ROS;n

Denklem 2.1. Hiicre i¢i floresan yogunlugu degisiklikleri ve ROS miktar1 matematiksel

denklemleri.

2.2.3.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik Farkhlastirilmasi ve Oil Red

O Boyasi ile Boyanmasi

MKH’ler 6 kuyucuklu hiicre tabaklarina her bir kuyucuga 100,000 hiicre gelecek
sekilde paylastirilmis ve yiizeyin %80-90’1 kaplanana kadar %20 fetal sigir serumu ve
%71 penisilin-streptomisin iceren MSC-NutriStem ortami ile inkiibe edilmistir. Bundan
sonra ortam, 100 pM indometasin (Sigma, Almanya), 1 uM deksametazon (Sigma,
Almanya), 0,5mM IBMX (Sigma, Almanya), 10 pg/mL insiilin (Sigma, Almanya)
iceren adipojenik indiiksiyon ortamu ile degistirilmistir. Farklilagtirilmayacak negatif
kontrol MKH’ler ise DMEM-Low Glucose ((Biological Industries, ABD) i¢inde %1
PS ve %10 FBS’li ortamda 21 giin stireyle inkiibe edilmistir ve besiyeri haftada ti¢ kez

degistirilmistir. Indiiksiyon medyalari, her ortam degisikliginden 6nce taze olarak
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hazirlanmistir. Ayrica, ticagrelor ile muamele edilen hiicrelerin tizerine her besiyeri

degisiminde 1 uM ticagrelor eklenmistir.

Adipojenik farklilasmanin 21. giliniiniin sonunda hiicreler tizerindeki besiyeri
cekilmis ve hiicreler 1xPBS ile yikanmistir. Oda sicakliginda 10 dakika %10
formaldehit icinde fikse edildilmis ve bir kez 1xPBS ve ardindan bir kez de su ile
yikanmigtir. Hiicreler, 50 dakika boyunca oda sicakliginda, filtrelenmis 3 mM
Oil Red O (Sigma, Almanya) ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Daha sonra Oil Red O
sollisyonu aspire edilmis ve hiicreler once 1xPBS, ardindan su ile yikanmustir.

Fotograflar 151k mikroskobu altinda 20x ve 40x biiytitmede ¢ekilmistir.

2.2.4.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhlastirilmasi ve Alizarin

Red S Boyasi ile Boyanmasi

MKH’ler 6 kuyucuklu hiicre tabaklarina her bir kuyucuga 100,000 hiicre gelecek
sekilde paylastirilmis ve yiizeyin %80-90°1 kaplanana kadar %20 fetal sigir serumu ve
%71 penisilin-streptomisin iceren MSC-NutriStem ortami ile inkiibe edilmistir. Bundan
sonra ortam, 0.1 uM deksametazon, 10 mM gliserol fosfat tuz hidrati (Sigma,
Almanya) ve 0,2 mM y-151nli askorbik asit (Sigma, Almanya) iceren osteojenik
indiiksiyon ortami ile degistirilmistir. Farklilastirilmayacak negatif kontrol MKH’ler
ise DMEM-Low Glucose ((Biological Industries, ABD) i¢inde %1 PS ve %10 FBS’li
ortamda 21 giin siireyle inkiibe edilmistir ve besiyeri haftada ii¢ kez degistirilmistir.
Indiiksiyon medyalar1, her ortam degisikliginden once taze olarak hazirlanmustir.
Ayrica, ticagrelor ile muamele edilen hiicrelerin {izerine her besiyeri degisiminde 1

uM ticagrelor eklenmistir.

Osteojenik farklilasmanin 21. giiniiniin sonunda hiicreler {izerindeki besiyeri
cekilmis ve hiicreler 1xPBS ile yikanmistir. Oda sicakliginda 1 saat %70 etanol i¢inde
fikse edildilmis ve bir kez 1xPBS ve ardindan bir kez de su ile yikanmistir. Hiicreler,
30 dakika boyunca oda sicakliginda, filtrelenmis 40 mM Alizarin Red S (Sigma,

Almanya) ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Daha sonra Alizarin Red S soliisyonu aspire
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edilmis ve hiicreler dnce 1xPBS, ardindan su ile yikanmistir. Fotograflar 11k

mikroskobu altinda 20x ve 40x biiyilitmede ¢ekilmistir.

2.2.5.Eksozom Izolasyonu

Eksozom izolasyonu yapilacak MKH’ler T75 flasklarda %80 doluluga ulasana
kadar kiiltiir edilmistir. Doluluga ulastiktan sonra, kontrol grubu i¢in serumsuz %1
penisilin-streptomisin iceren 10 mL MSC-NutriStem® besiyeri i¢erisinde, ticagrelor
grubu i¢in %1 penisilin-streptomisin ve 1uM ticagrelor i¢ceren serumsuz 10 mL MSC-
NutriStem® besiyeri ile muamele edilmistir. Ticagrelor ile hem muamele edilen hem
edilmeyen MKH’lerden 48 saat inkiibasyon sonrasi hiicre besiyeri toplanmaistir.
Toplanan besiyerleri, 10.000 x g’de 4°C’de 20 dakika santirfiij (ThermoFisher,
Massachusetts, ABD) edilerek hiicre ve debrileri uzaklastirilmistir, sivi numuneler

kolon izolasyonuna hazir hale getirilmistir.

Eksozom izolasyonunda Column Exclusion metodu i¢in 35 nm gozenek capli ve
10 mL toplam sivi hacimden izolasyona imkan saglayan qEV kolon sistemi
kullanilmistir (Izon Science — Katalog No: SP7). qEV izolasyonu, hiicrelerden
toplanmis olan besiyeri igerisindeki molekiilleri ve parcaciklar1 gozenekli regine
pargaciklarindan olusan bir kolondan gecgerken boyutlarima gore ayiran, boyut
kromatografisi ilkelere dayanmaktadir. Biiyiik c¢aptaki partikiiller, gozeneklere
giremedikleri ve dolayisiyla reginenin etrafindan dolastiklar1 i¢in kolonu en erken terk
eden grupta yer alirlar. Buna karsilik, izolasyon araligindan (35 nm) daha kiigiik
partikiiller recinedeki gozeneklere girer ve kolondan daha ge¢ toplanirlar (Izon

Sciences, 2021).

1 saat oda sicakliginda bekletilen kolon dik duracak sekilde standa sabitlenmis ve
1slatmak i¢in 2 rezervuar hacmi (yaklasik 150 mL) 1x PBS gegirilmistir, bu islem biter
bitmez kurutmadan 10 mL sivi1 6rnek yiiklenerek izolasyona baslanmustir. Ornek
eklendikten sonra kolondan ¢ikan ilk 25 mL atik olarak kabul edilmis ve

uzaklastirllmistir. Hemen arkasindan gelen 15 mL sivi isi EV (ekstraseliiler vezikiil)
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zone olarak saklanmigtir. Yeni numune ayrigtirmaya gecilmeden once kolondan

yeniden 1.5 hacim (yaklasik 120 mL) 1x PBS ge¢irilmistir.

Kolondan elde edilen eksozom fazin1i yogunlastirmak icin ultrasantrifiij
(ThermoFisher, Massachusetts, ABD) ile 100.000 x g (=31.000 rpm)’de 4°C’de
TH660 Swing-out Rotor ile 1 saat santirfiij edilerek eksozom pelleti haline
getirilmistir. Bir siringa yardimiyla st faz toplanip atilmistir, alt fazda kalan
eksozomlar toplanmistir. Hizlica dondurulmak tizere nce sivi azota batirilip ¢ikarilan
eksozom pelletleri, sonraki deneylere kadar -80°C derecede saklanmistir.
Kullanmadan en az 1 gece 6nce +4°C’ye alinan eksozomlarin yavasea ¢oziinmesi

saglanmistir.

2.2.6.Micro BCA ile Eksozom Kantifikasyonu

Izolasyonu tamamlanan eksozom numunelerinin, oncelikle micro BCA
(Bicinchoninic acid) protein testi kullanilarak igerdikleri eksozom miktar1 tayin
edilmis, sonrasinda akim sitometrisi kullanilarak karakterize edilmislerdir. Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Katalog No: 23235, Illinois, ABD) iiretici tarafindan saglanan

kilavuzuna uygun sekilde kullanilmistir (Thermo Fischer Scientific, 2015).

Standart 96-kuyucuklu hiicre tabaklarina (Thermo Fischer, Katalog No: 15041)
standart ve eksozom numunelerinden 150uL olacak sekilde dagitilmistir. Her kuyuya
150pL tarife gore hazirlanmis Working Reagent karisimi eklenmis ve 96-kuyucuklu
tabak 30 saniye boyunca bir calkalayici tizerinde iyice karistirilmistir. 96-kuyucuklu
tabak 37°C'de 2 saat inkiibe edilmis ve protein miktarina bagl olarak reaksiyon sonucu
olusan bicinchoninik asit miktar1 bir mikroplate okuyucuda (Epoch Microplate
Spectrophotometer, BioTek Instruments, ABD) 562 nm'de absorbans 6l¢limiiyle tayin

edilmistir.

Protein miktar analizinde; bos standart kopyalarin ortalama 562nm absorbans

okumasi, diger tiim standartlarin ve bilinmeyen numunelerin 562nm okumalarindan
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cikarilmis, her bir BSA standardi i¢in pg/ml cinsinden konsantrasyonuna karsilik

gelen absorbans okumasi ¢izilerek standart bir egri hazirlanmigtir. Kit {ireticisi

tarafindan sunulan 6rnek BSA protein konsantrasyonu — absorbans egrisi Sekil 2.1°de

gosterildigi bicimdedir. I¢erigindeki protein miktar1 bilinmeyen her bir 6rnegin protein

konsantrasyonunu belirlemek i¢in Sekil 2.2°de gosterilen bu standart egri ve

Denklem 2.2 kullanilmistir.

1.0

0.6

0.4

Net Absorbans (562 nm’de)

0.2

Standart Egrileri:

—#— BGG: Bovine Gamma Globulin
—{3— BSA: Bovine Serum Albumin

T T T T T T
5.0 10.0 15.0 20.0

Protein Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 2.1. Pierce BCA Protein Assay Kit Prosediirii kullanilarak standart 6rnekler BSA ve

BGG ig¢in tipik abdorbans egrileri (Thermo Fischer’dan uyarlanmistir, 2015).

¥ = Absorbans s«

Egim = m

v

x = Konsantrasyon

Sekil 2.2. Bilinmeyen 6rnekler i¢in olusturulacak standart absorbans-konsantrasyon egrisi.
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Denklem 2.2. Diiz bir ¢izginin matematiksel denklemleri.

2.2.7. Akim Sitometri ile Eksozom Karakterizasyonu

Micro BCA sonucuna gére, her numunede 1x10% adet eksozom olacak sekilde
hazirlanan eksozom &rnekleri, insan CD9 antikoruyla (Biolegend, SanDiego, ABD,
Katalog No: 312102) kaplanmis manyetik boncuklardan 1 pL ile 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra PBS ile toplam hacim 500 pL’ye

tamamlanarak rotatorda gece boyu, +4 °C’de inkiibe edilmistir.

Eksozom ve manyetik boncuk karisimi, PE-konjuge insan CDS81 antikoru
(Biolegend, SanDiego, ABD, Katalog No: 104905) ile 2 saat stireyle karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edilmis ve akim sitometri cihazinda (NovoCyte, ACEA, Belgika)
okuma alinmistir. Stained (boyali) olarak belirtilen 6rnekler PE-CD81 antikoru ile
kaplanmigken, unstained (boyasiz) o6rneklere CD81 antikoru ile muamele
yapilmamigtir. Isotype (izotip) kontrolii ise, fare IgG-PE konjuge antikoru ile

baglanarak deneysel kontrol olarak kullanilmustir.

2.2.8.Elektron Mikroskobu (CTEM) ile Eksozomlarin Goriintiilenmesi

2 pg eksozom PBS ile 10 pl. toplam hacme seyreltilmis ve 10 pl. %4
Paraformaldehit (PFA) ile karistirilarak 10 dakika buz iizerinde fikse edilmistir.
Karisimdan 15 pL alinarak TEM grid’ine yiiklenip 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Eksozomlu grid ters bigimde 100 puL PBS {izerine konularak 2 dakika
stireyle numune yikanmistir. Filtrelenmis 50 pulL %1 Gluteraldehid (GA) {iizerine
eksozomlu grid ters bigimde konularak 5 dakika stireyle 2. fiksasyon yapilmistir.

Eksozomlu grid ters bigcimde 100 uL. ddH»O tizerine konularak 2’ser dakika siireyle 8
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yikama yapilmustir. Uranil Asetat (Agar Scientific, Ingiltere, Katalog No: AGR1260A)
boyasindan 50 pl tizerinde 5 dakika boyama yapilmis ve 100 pl. ddH>O’da 2
dakikalik yikama ardindan oda sicakliginda kurutularak TEM grid’i iizerinde

numuneler hazirlanmistir.

Yiiksek Kontrastli Transmisyon FElektron Mikroskobu ile numunelerin
goriintiilenmesi i¢cin ODTU Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alinarak Zeiss EM900

Transmission Electron Microscope (TEM) cihazinda 120 kV’de goriintii alinmistir.

2.2.9.Konfokal Mikroskopi ile Hiicre Icindeki Eksozomlarm

Goriintillenmesi

Konfokal Lazer Tarama Mikroskobunda Dil boyasi ile isaretlenmis eksozomlarin
hiicre i¢ine girdiginin gosterilmesi hedeflenmistir. Bu amagla, HUVEC ve H9C2
hiicreleri her bir kuyucuga yaklasik 50,000 hiicre gelecek sekilde 6-kuyucuklu hiicre
tabaklarina boliistiiriilmiis ve %10 FBS, %1 PS iceren besiyerinde biiytitilmiistir.
Hiicreler tabak yiizeyinin yaklasik %50-60’11 kapladiginda {izerlerindeki besiyeri

cekilerek eksozom icermeyen FBS’li besiyeri ile degistirilmistir.

Dil boyast (1,1' Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate)
ile isaretlenmis eksozomlarin hazirlanmasi i¢in 10 uM Dil’C18(3) (Invitrogen,
Massachusetts, ABD, Katalog No: D3911) boyasi ile 100 pg eksozom 1 mL toplam
hacim PBS igerisinde karistirilip 40 dakika 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda
artik boyalarin uzaklastirilmasi i¢in 110,000 G’de, 2 saat, +4 °C’de santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirllmistir. Pellet ise PBS ile ¢6ziilerek eksozom ile muamele

edilecek hiicrelere paylastirilmistir.

24 saat Dil boyali eksozomlarla muamele edilen hiicreler tizerindeki medya aspire
edilip 2 defa 5’er dakika PBS yikamasinin ardindan %3.7 paraformaldehit ile oda
sicakliginda ve karanlikta, 5 dakika fikse edilmis ve yeniden 2 defa 5’er dakika PBS
yikamasi yapilmistir. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boyasi (Fluoroshield
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Mounting Medium with DAPI, Abcam, Ingiltere, Katalog No: ab104139) ile lam
tizerine kapatilan 6rnekler Konfokal Lazer Tarama Mikroskobunda (Zeiss LSM 880,
AxioObserver) Dil ve DAPI (emisyon dalgaboylar1 sirasiyla 611 ve 498 nm)

kanallarinda goériintiilenmis ve goriintiiler birlestirilmistir.

2.2.10. Matrijel ile invazyon Testi (Hiicre Gocii)

Invazyon testinde, ticagrelor ile n muameleye tabi tutulmus MKH’lerden salinan
eksozomlarin hiicre gogiine etkisinin H9C2 hiicreleri kullanilarak gosterilmesi
hedeflenmistir. H9C2 sican kardiyomiyosit hiicrelerinin, in vitro olarak hiicre go¢iinii
olgmek icin Matrijel (Biolegend, SanDiego, Katalog No: 104905) ve 24 kuyucuklu
hiicre tabaklarina uyumlu, 8.0 um goézenek ¢apli ThinCert™ (Greiner Bio-one,
Avusturya, Katalog No: 662638) hiicre kiiltiirii zarlar1 kullanilmistir. Bu gézenekli
membran ile biri FBS’li ve biri FBS’siz olacak sekilde iki ayr1 hiicre besiyeri ortami
ayrilmis, zardaki goézenekleri bloke ederek ekstraseliiler matrisi (ESM) taklit etmek
amaciyla ise Matrijel kullamilmistir. Invaziv hiicreler matrisi bozmak suretiyle ESM
katmanini asarak zarin altindaki haznede toplanirken, non-invaziv hiicreler ESM
katmanindan gecememekte ve iist haznede kalmaktadir. Bu sekilde, gézenekli zarin
altina ge¢mis olan hiicrelerin boyanip sayilmasiyla, hiicrelerin invazyon yetenegi

hakkinda fikir edinilebilmektedir.

Matrijel bazal membran matrisi 100 pl. FBS- medya ile 250 pg/mL
konsantrasyona seyreltilerek 24 kuyucuklu hiicre tabaklarinin yiizeyi kaplanmis ve
37 °C'de bir gece boyunca inkiibe edilerek jellesmesi saglanmistir. Ertesi giin Matrijel
tizerinde yer alan alt hazneye 750 uL %10 FBS’li medya, ThinCert membranlarin
tisttindeki hazneye ise her bir kuyucuga 50,000 hiicre gelecek sekilde, H9C2 hiicreleri
200 puL FBS- medya icerisinde ekilmistir. Hiicreler ekimden hemen sonra deney
gruplarina gore 1 pg/mL veya 10 pg/mL ticagrelorlu veya ticagrelorsuz eksozom ile
muamele edilerek 72 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edilmis ve hiicre gogii

gozlenmistir.
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72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda besiyerleri uzaklastirilmig, membranlar
1xPBS ile 2 defa yikanmig ve %3.7 PFA ile 2 dakika, oda sicakliginda fikse edilmistir.
Sonrasinda yeniden 1xPBS ile 2 defa yikanan membranlar 20 dakika %100 metanolde
bekletilerek permeabilize edilmistir. Yeniden 1xPBS ile 2 defa yikanan membranlarin
her birine yaklagik 500 pL. Gimsa boyasi eklenerek 10 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilerek boyanmistir. Membranlarin iistiinde kalan non-invaziv
hiicreler silinmis ve son defa 1xPBS ile 2 defa yikanan membranlar kurutulduktan
sonra bistliri yardimiyla kesilerek ¢ikarilmistir ve mounting buffer ile lama
sabitlenerek numuneler hazirlanmistir. Hiicreler floresan mikroskobun (Zeiss, Axio
Vision, Almanya) Brightfield modunda goriintiilenmis ve 10x,20x,40x biiyiitmelerde
5 ayr1 bolgeden goriintii alinarak invaziv hiicre sayilar1 tayin edilmis ve ortalama

alimustir.

2.2.11.  Cizik Testi (Yara Iyilesmesi)

Yara iyilegsmesi veya ¢izik testi, in vitro hiicre gé¢tiniin analizi i¢in uygun ve ucuz
bir yontemdir. Bu deneylerde de endotelyal hiicrelerin hiicre go¢iine uygun nitelikleri
dolayistyla yine HUVEC hiicre hatt1 ile ¢alisilmaktadir. Ticagrelor ile 6n muameleye
tabi tutulmus MKH’lerden salinan eksozomlarin hiicre gogiine etkisi HUVEC

hiicreleri kullanilarak gosterilmistir.

6 kuyucuklu hiicre tabaklarina her bir kuyucuga 80.000 hiicre gelecek sekilde
HUVEC hiicreleri ekilmis ve hiicrelerin yiizeyin tamamini kaplamasini takiben, her
kuyucuga cap1 boyunca 2 mm eninde ¢izikler atilmistir. Hiicreler, ¢izigin atilmasindan
sonraki 48 saat boyunca 37° C'de 1 ug eksozom ile inkiibe edilerek hiicrelerin ¢izik
bolgesine gocli gézlenmis ve bir yara iyilesmesi modeli simiile edilmistir (Bitirim ve
ark., 2021). Hiicreler 151k mikroskobu altinda (Zeiss Axio Vert) her 6 saatte bir
goriintiilenmis ve ¢izik bolgesindeki kapanma ImagelJ programi (NIH, USA)
tizerindeki “Wound-Healing Size Plugin” (Suarez-Arnedo ve ark., 2020) kullanilarak
belirlenmistir. Hiicre go¢ti miktar1 ve yara iyilesmesi ytizdeleri ise Denklem 2.3°te

gosterilen formiillerle hesaplanmistir.
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W: ¢izik genisligi (i: baslangig, f: final)
A: yara alan

t: zaman (saat), At: belli bir ana kadar gegen toplam zaman

Hiicre Gogti Miktari;

Wi—-W¢

RM= "

Yara lyilesme Yiizdesi;

Ao — A
t=0 t_At)Xl00
=0

9% WC = ( R
t=

Denklem 2.3. Cizik testi sonucu hiicre gog¢ii miktar1 ve yara iyilesmesi yiizdelerinin

hesaplanmasi.

2.2.12. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu i¢in yaklasik 800,000 kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicresi 2 farkli T75 hiicre flaskina ekilerek 37°C’de inkiibe edilmis ve en az %80
konfluent olmalar1 beklenmigtir. Yeterli oranda konfluent olan flasklardan birine 1 uM
(10° M) ticagrelor 10 mL hiicre besiyeri (%20 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-
streptomisin iceren MSC NutriStem XF Medium) i¢erisinde uygulanmistir. Kontrol

grubu icinse herhangi bir uygulama yapilmaksizin 10 mL taze besiyeri verilmistir.

Ticagrelor ile muamele edilen ve edilmeyen MKH’lerin 37 °C’de 48 saat
inkiibasyonunun ardindan hiicrelerin {izerlerindeki besiyeri ¢ekilmis ardindan 2 defa
1xPBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler hiicre kaziyici ile (Corning, New York,
ABD) kaldirtlmistir. Ardindan 1200 RPM’de 5 dk santrifiij ile pellet haline getirilmis

ve silipernatant uzaklastirilmistir.
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RNA izolasyonunda RiboEx™ Total RNA Izolasyon kiti (GeneAll
Biotechnology, Katalog No: 301-001, Kore) kendi protokolii izlenerek kullanilmigtir
(GeneAll, 2017). Elde edilen RNA O&rneklerinin kantitasyon (yogunluk) ve
kalifikasyon (saflik) degerleri Epoch Spektrofotometri cihazi (Biotek, ABD) ile
Ol¢tilmiistiir. RNA orneklerinin safliginin hesaplanma prensibi Denklem 2.4’te
gosterilen sekildedir. 260 nm’deki ve 280 nm’deki absorbans 6l¢limleri orani 2.0-2.1
arasinda yer alan 6rnekler i¢in saf RNA oldugu ifade edilebilecekken, oran bu degerin

altina diistiigiinde DNA kontaminasyonundan siiphe edilmektedir.

Saf RNA 6rnegi igin;

Azeo
> 2.0
/ Azgo =
Denklem 2.4. RNA Ornekleri igin saflik hesaplamast.

Spektrofotometrik olgtimle RNA orneklerinin konsantrasyon ve safliklarinin
belirlenmesinin ardindan, RNA 6rneklerinden 2 pl. kadar1 1:1 yiikleme boyasi ile
karistirilarak hazirlanan 6rnekler Oncelikle, 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek
denatiire edilmistir. Ardindan %1°lik agaroz jelde 70 Volt gerilimde RNA &rneklerine
jel elektroforezi yapilarak orneklerde RNA bandinin varligi kontrol edilmis, ayrica
degredasyon ve DNA kontaminasyonu olmadigi da gosterilmistir. Deneysel prosediir

boyunca buz tizerinde ¢alisilmis ve total RNA {irtinleri -80 °C’de saklanmaistir.

2.2.13. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) ile miRNA
Ifadesi Ol¢iimii

Kardiyogenez, kalp fonksiyonu ve kardiyovaskiiler hastalik patolojisinde 6nemli
rol oynadigi belirlenen miRNA’larin (miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-499) ve bu
miRNA’larin hedef genlerinin belirlenmesinde TargetScan v7.2 (Dwep ve Gretz,
2015) ve miRDB (Chen ve Wang, 2020) veritabanlari, Bitirim ve arkadaslar1 (2021)

tarafindan tarif edilen sekilde kullanilmistir.
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48 saatlik 1 puM ticagrelor tedavisi sonrast MKH’lerde secilen miRNA’larin
ifadelerinin degisimini saptamak amaciyla Stem-loop RT-qPCR (K&6k dongii kantitatif
ters transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (Kramer, 2011) yOntemi
uygulanmigtir. miRNA dizileri miRBase (miRBase, University of Manchester) data
yazilimi yardimiyla belirlenmigtir. Forward miRNA primer sekanslari “Genomics
miRNA primer design” ve Primer3 (Primer3, University of Tartu) programlar ile
dizayn edilmis ve Bitirim ve arkadaslar1 (2021) tarafindan uygulanan miRNA
gRT-PCR yontemi ile primer dizaynlar1 referans alinmistir ve Stem-loop primer

sekanslar1 Cizelge 2.2°de sunulmustur.

Cizelge 2.2. miRNA-qRT-PCR prosediiriinde kullanilan stem-loop primer sekanslari.

miRNA Stem-loop primer sekanslari

miR-1-5p 5'-GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT
ACG ACG GGG TAC ATA-3”

miR-133a-5p 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT
ACGACATT TGG TTC- 3’

miR.-133b-5p 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT
ACG AC ACT TGG TTC- 3’

miR-499-5p 5'- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT
ACG AC AAA CAT CACTG- ¥

Stem-loop ¢cDNA sentezinde, ticagrelor uygulamasi yapilmis ve yapilmamis
MKH’lerden izole edilen saf total RNA numuneleri Entlink cDNA sentez kiti (Elk
Biotechnologies, Wuhan) kullanilarak, iiretici tarafindan tavsiye edilen deneysel
prosediir takip edilerek ters transkripte edilmislerdir. 1000 ng RNA, 1puL. gDNA silici,
2uL 5xgDNA silici ve ddH20 ile toplam 10 pLL hacme tamamlanarak 42 °C’°de 2 dakika
intibe edilmistir. Daha sonra karisima 2 uL RT Primer karisimi, 1 puL 10 mM dNTP
karisimi ve 2 uL ddH>O ilave edilerek 15 pL’ye ulasan toplam hacim 5 dakika 70
°C'de inkiibe edilmistir. Son olarak 1 pL ters transkriptaz ile 4 pL 5xRT tampon
eklenmistir. Karigim elle hafif¢e karistirildiktan sonra 30 saniye kadar mini-spin ile
karisimin ¢okmesi saglanmig ve 37 °C'de 60 dakika, hemen arkasindan 95 °C'de 5
dakika inkiibe edilmistir. Deneysel prosediir boyunca buz tizerinde ¢alisilmis ve cDNA

tirtinleri -20 °C'de saklanmustir.
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Normalizasyon i¢in miRNA normalizasyonunda siklikla kullanilan kii¢tik niikleer
RNA RNU6B (U6) kullanilmistir (Yand ve ark., 2014). miRNA-1, miRNA-133a,
miRNA-133b ve miRNA-499 i¢in kullanilan forward primerler, U6 forward ve reverse
primerleri ile antisens olarak kullanilan universal reverse primerin dizileri

Cizelge 2.3 te sunuldugu bicimdedir.

Cizelge 2.3. miRNA-qRT-PCR prosediiriinde kullanilan forward ve reverse primer sekanslari.

miRNA Primer sekanslar:

miR-1-Forward 5’- GAT CAG GCA CAT ACT TCT TTA -3’
miR-133a-Forward 5°- GAT GAG AGC TGG TAA AAT GG -3’
miR.-133b- Forward 5’- TAA TAA GCT GGT CAA ACG GA -3’
miR-499- Forward 5’- GAT TAA TTA AGA CTT GCA GTG CA -3’
U6-Forward 5’- GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAAT-3°
U6-Reverse 5°- CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT -3’
Universal reverse primer 5'-CCA GTG CAG GGT CCG AGG TA-3'

Ttim primerler i¢cin PCR {iirtinlerini ¢ogaltmak ve miRNA ifadesini saptamak i¢in
LightCycler® 480 SYBR® Green I Master (Roche, Katalog No: 04707516001)
kullanilmistir. Sonuglar relative CT metodu ile (2 — AACT) analiz edilmistir (Kang
ve ark., 2017).

2.2.14. Ticagrelor Uygulanan MKH’lerin Gen Ifadelerindeki Degisimin
Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile Incelenmesi

Insan MKH’leri 6 kuyucuklu hiicre tabaklarina ekilerek besiyeri {i¢ giinde bir taze
%20 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin igeren MSC-NutriStem Medium
ile degistirilmis ve hiicrelerin ¢ogalarak yiizeyi %80-90 oraninda kaplamasi

beklenmistir. Yiizeyin kaplanmasimin ardindan, ticagrelor grubu hiicrelere 1 pM
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ticagrelor uygulamasi yapilmis, kontrol grubu hiicrelere herhangi bir kimyasal

verilmemis olup hiicreler 37° C'de 48 saat kiiltiir edilmistir.

Kiiltiirti tamamlanan hiicrelerden RiboEx (GeneAll, Kore) ile 2.2.10’uncu
kisimda tarif edilen sekilde total RNA izolasyonu yapildiktan sonra ters transkrpsiyon
yontemi ile cDNA sentezlenmistir. cDNA sentezinde, ticagrelor uygulamasi yapilmis
ve yapilmamis MKH’lerden izole edilen saf total RNA numuneleri Entlink cDNA
sentez kiti (Elk Biotechnologies, Wuhan) kullanilarak, tiretici tarafindan tavsiye edilen
deneysel prosediir takip edilerek ters transkripte edilmislerdir. 1000 ng RNA, 1uL
gDNA silici, 2puL 5xgDNA silici ve ddH20 ile toplam 10 pL hacme tamamlanarak 42
°C’de 2 dakika intibe edilmigtir. Daha sonra karisima 2 pL RT Primer karigimi, 1 pL
10 mM dNTP karisimi ve 2 uL ddH»O ilave edilerek 15 uL.’ye ulasan toplam hacim 5
dakika 70 °C'de inkiibe edilmistir. Son olarak 1 pL ters transkriptaz ile 4 pLL 5XxRT
tampon eklenmistir. Karisim elle hafifce karistirildiktan sonra 30 saniye kadar mini-
spin ile karisimin ¢okmesi saglanmis ve 37 °C'de 60 dakika, hemen arkasindan 95
°C'de 5 dakika inkiibe edilmistir. Deneysel prosediir boyunca buz iizerinde ¢alisiimis

ve ¢cDNA iirtinleri -20 °C'de saklanmustir.

Hiicresel stres, otofaji ve apoptoz belirteci (GRP78, Bnip3, Beclin-1, Calregulin
ve ENT-1) genlerinin ifadelerinin qRT-PCR ile mRNA diizeyinde incelenmesi
amaciyla, gen dizileri Ensembl Genom Tarayici’dan (Ensembl Genome Browser,
ensembl.org) belirlenmistir. ileri ve geri primer sekanslari Primer3 (Primer3,
University of Tartu) ile dizayn edilmistir ve primer dizileri Cizelge 2.4’te sunulan
sekildedir. Normalizasyon i¢in GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
geni kullanilmistir. Secilen tiim genlerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
tirtinlerini amplifiye etmek ve eszamanl olarak 6lgmek icin GoTag® qPCR Master
Mix (Promega, A6001) ve quantitative real-time PCR cihazi (Roche Light Cycler 480)
kullanilmistir. PCR reaksiyonu kosullart ve siklus detaylar1 ise Cizelge 2.5°te

Ozetlenen sekildedir. Sonuglar Delta Delta CT metodu ile analiz edilmistir.
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Cizelge 2.4. qRT-PCR prosediiriinde kullanilan forward ve reverse primer sekanslari.

. PCR Uriinii
Gen Ileri Primer Sekansi (5°-3”) Geri Primer Sekansi (3’-5”)
Uzunlugu (bp)
Beclin-1 GTGAACAGTTACAGATGGAGCT | GCTTCCTCCTGATCCAGTCT 151
Bnip3 CAGCAATAATGGGAACGGGG GAGCTACTCCGTCCAGACTC 108
Calreticulin | ACACACCTGTACACACTGATTG | CTCATCCCAGTCTTCCGGTT 159
ENT-1 TCCCAGAATGTGTCCTTGGT GGAAGGAGTTGAGGTAGGTGA 169
GRP78 GAAGACTTTGACCAGCGTGT TCAAATTTGGCCCGAGTCAG 218
Cizelge 2.5. qRT-PCR reaksiyonu kosullari.
Baglangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5 dk.
Denatiirasyon 95°C 30 sn.
Baglanma 60°C 20 sn. (40 siklus)
Uzama 72°C 1 dk.
Final Uzama 72°C 5 dk.

2.2.15.Eksozom Uygulanan Endotel Hiicrelerin Gen ifadelerindeki
Degisimin Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) ile

Incelenmesi

6 kuyucuklu hiicre tabaklarma ekilen insan endotel hiicrelerinin (HUVEC)
besiyeri li¢ giinde bir taze %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin igeren
DMEM F-12 ile degistirilmis ve hiicrelerin ¢ogalarak yiizeyi %80-90 oraninda
kaplamasi beklenmistir. Bunun ardindan hiicrelere, deney gruplarina gore, fetal sigir
serumu icermeyen 1 mlL DMEM F-12 medya icinde 1 pg eksozom
uygulanmistir. -Eksozom kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmazken,
+Eksozom ve +Eksozom (Tica) gruplarina sirasiyla Ticagrelor uygulanmamis ve
uygulanmig MKH’lerden toplanan eksozomlar 1 pg/mL final konsantrasyonuna sahip

olacak sekilde hesaplanarak 48 saat siireyle 37° C'de muamele edilmistir.
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Kiiltiirti tamamlanan hiicrelerden RiboEx (GeneAll, Kore) ile 2.2.10’uncu
kisimda tarif edilen sekilde total RNA izolasyonu yapildiktan sonra GRP78, Bnip3,
Beclin-1, Calregulin ve ENT-1 genlerinin ifadeleri qRT-PCR ile mRNA diizeyinde
incelenmistir. Normalizasyon i¢in GAPDH geni kullanilmistir. Segilen tiim genlerin
PCR diirtinlerini amplifiye etmek ve eszamanli olarak 6l¢mek i¢in GoTag® qPCR
Master Mix (Promega, A6001) ve quantitative real-time PCR cihaz1 (Roche Light
Cycler 480) kullanilmis ve PCR tepkimesi 2.2.12’inci kisimda tarif edilen sekilde

kurulmustur. Sonuglar Delta Delta CT metodu ile analiz edilmistir.

2.2.16. Istatistiksel Analiz

Deney tekrarlar1 n=3 olarak sekilde ger¢eklestirilmis; sonuglar GraphPad (Prism
5.0) yazilim grafiklestirilmis ve istatistiksel olarak analiz edilmistir. Sonug¢lar deney
degerlendirmesine uygun olarak parametrik ve non-parametrik testler ile
(Student t-test ve ANOVA) ile analiz edilmistir. Veriler ortalama (standart sapmali)
olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analizler, p<0.05 anlamhilhk diizeyine gore
degerlendirilmistir. Anlamlilik derecelendirmeleri ise p<0.05%*, p<0.01**, p<0.001***

seklinde gosterilmistir.
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3. BULGULAR

Ticagrelor’un, mezenkimal kok hiicrelerdeki antioksidan, diizenleyici,
pro-anjiyonjenik ve proliferatif etkilerinin incelendigi bu ¢alismada, farkli
konsantrasyonlarda ticagrelor uygulamasimni takiben MKH’lerden ROS 6l¢timi
alinarak hiicre i¢i oksidatif stres incelenmistir. Bunlara ek olarak, diyabetle ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantis1 bilinen mikroRNA’larin ve hiicresel stres,
otofaji ve apoptoz belirteci olarak kabul edilen ¢esitli genlerin ifadelerinin MKH’lere

ticagrelor uygulamasiyla nasil degisim gosterdigi aragtirilmigtir.

Sonrasinda, ticagerelor uygulanmis saglikli insan kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlar, HUVEC ve H9C2 hiicrelerine

verilerek; yara iyilesmesi ve hiicre go¢line etkileri incelenmistir.

3.1. Hiicre i¢i Oksidatif Stres (ROS) Ol¢iimii

Farkli konsantrasyonlarda ticagrelor uygulamasini takiben, MKH’lere 1-3-6-24
ve 48. saatlerde DCFDA boyamasi yapilmig, sonrasinda hiicrelere akut H>O»
uygulanmis ve konfokal mikroskopla hiicre i¢i floresan sinyal 6l¢timii alinarak ROS
miktart tayin edilmistir. Ticagrelor uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerinden ve
ticagrelorlu mezenkimal kok hiicrelerden alinan floresan goriintiisii ve akut H,O» ile
muameleyi takiben hiicrelerden alinan ortalama floresan sinyal yogunlugunun zamana

bagli degisimi sirasiyla Sekil 3.1 a ve b’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. (a) Ticagrelor uygulanmamis kontrol grubu mezenkimal kok hiicrelerden (b)
Ticagrelor uygulamis mezenkimal kok hiicrelerden alinan floresan gorintiisii ve akut H,O»
muamelesini takiben bu hiicrelerden alinan ortalama floresan sinyal yogunlugunun zamana

bagl degisim grafigi.

Hem 10 M, hem de 10°* M konsantrasyonda en yiiksek hiicre ici ROS miktar1 6.
saatte gozlemlenmistir. 10® M ticagrelor uygulamasinin ardindan 6. saatte hiicre ici
ROS miktar1 kontroliin 2.89 katina ulasirken (P<0.0001%***), 10 M uygulamanin
ardindan ise 6. saatte hiicre ici ROS miktar1 kontroliin 1.88 katidir (P=0.0167%*). Hiicre
ici ROS miktar1, 10® M ticagrelor uygulamasini takip eden 1. saatte kontroliin 1.44
katina (P=0.0006**%*), 3. saatte kontroliin 1.54 katina (P=0.0152%), 24. saatte
kontroliin 1.61 katina (P=0.0014**) esit olup, 10® M i¢in Sl¢iilmiis en diisiik ROS
degeri 48. saat i¢in ticagrelorsuz kontroliin 1.34 katidir. 10" M ticagrelor ile muamele

edilen hiicrelerin, her &l¢iim saati icin 10® M ile muamele edilen hiicrelere gore daha
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diisiik ROS miktarina sahip oldugu gézlemlenmistir. 10 M ticagrelor ile muamele
edilen hiicreler i¢in ise, en diisiik ROS miktar1 sirasiyla 1. (kontroliin %21.9°u) ve 48.

saatlerde (kontroliin %39.8°1, P=0.0648*) ol¢tilmustiir.

Her iki konsantrasyon igin de t=1, t=3, t=6, t=24 ve t=48 saatlerinde alinan hiicre
ici ROS ol¢timii sonuglar1 Sekil 3.2°de sunulmustur. Ayni zamanda bu sekilde
ticagrelor’un antioksidan etkisinin en yiiksek verimde oldugu zaman ve dozaj
belirlenerek 48 saat ve 10°® M konsantrasyonda ticagrelor uygulanmis MKH’lerden

eksozom izole edilmesi kararlastirilmistir.
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Sekil 3.2. 10 M ve 10 M ticagrelor ile muamele edilmis mezenkimal kok hiicrelerden t=1,

t=3, t=6, t=24 ve t=48 saatlerinde alinan hiicre i¢i ROS 6l¢iimii sonuglari.
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3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik Farklilastirilmasi ve Oil Red
O Boyasi ile Boyanmasi

MKH'lerin potenslerini korumasi veya adipositlere farklilasmasi sirasinda
ticagrelorun etkili olup olmadigini arastirmak amaciyla, hiicreler 21 giin siireyle
adipojenik indiiksiyona tabi tutulurken aymi zamanda ticagrelor ile muamele
edilmislerdir. Farklilasmay1 kontrol etmek i¢in adipojenik indiiksiyonun 21. giiniinde
Oil Red O ile boyanmis ve 151k mikroskobunda goriintii alinmistir. Negatif kontrol
olarak hiicreler, ticagrelor varliginda ve yoklugunda 21 giin boyunca hi¢bir farklilagma
indiiksiyon faktorii olmadan DMEM-Low Glucose i¢inde inkiibe edilmistir.
Indiiklenmemis hiicreler de farklilasmanin 21. giiniinde Oil Red O boyasi ile
boyanmustir (Sekil 3.3). Indiiksiyonun 21. giiniiniin sonunda adipojenik indiiksiyona
tabi tutulan hiicrelerde lipid vakuol olusumu artmistir. Negatif kontrollerde ise yag

damlacigi gériilmemistir.

Mezenkimal Kok Hiicre Adipojenik Farklilagma
(Kontrol) (21. Giin)

Ticagrelor —
(Kontrol)

Ticagrelor +

Sekil 3.3. Kontrol (ticagrelorsuz) ve Ticagrelorlu Mezenkimal Kok Hiucrelerin 21 giin
boyunca adipojenik farklilastirma prosediirii sonrast Oil Red O boyasi ile muamele edilerek

alinan 131k mikroskobu goriintiileri.



3.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhlastirilmasi ve Alizarin
Red S Boyasi ile Boyanmasi

MKH'lerin potenslerini korumasi veya osteositlere farklilagmasi sirasinda
ticagrelorun etkili olup olmadigini arastirmak amaciyla, hiicreler 21 giin siireyle
osteojenik indiiksiyona tabi tutulurken ayni zamanda ticagrelor ile muamele
edilmisglerdir. Farklilagsmay1 kontrol etmek i¢in osteojenik indiiksiyonun 21. giiniinde
Alizarin Red S ile boyanmisg ve 151k mikroskobunda goriintii alinmistir. Negatif kontrol
olarak hiicreler, ticagrelor varliginda ve yoklugunda 21 giin boyunca higbir farklilagsma
indiiksiyon faktorii olmadan DMEM-Low Glucose i¢inde inkiibe edilmistir.
Indiiklenmemis hiicreler de farklilasmanm 21. giiniinde Alizarin Red S boyasi ile
boyanmustir (Sekil 3.4). Indiiksiyonun 21. giiniiniin sonunda osteojenik indiiksiyona
tabi tutulan hiicrelerde kalsiyum birikintileri tespit edilmistir. Negatif kontrollerde ise

boyama goriilmemistir.

Mezenkimal Kok Hiicre Osteojenik Farklilagsma
(Kontrol) (21. Giin)

Ticagrelor —
(Kontrol)

Ticagrelor +

Sekil 3.4. Kontrol (ticagrelorsuz) ve Ticagrelorlu Mezenkimal Kok Hiicrelerin 21 giin
boyunca osteojenik farklilastirma prosediirii sonrast Alizarin Red S boyasi ile muamele

edilerek alinan 151k mikroskobu goriintiileri.
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3.4. Micro BCA ile Eksozom Kantifikasyonu

Eksozom izolasyonu sonrasit micro BCA protein testi kullanilarak numunelerin
eksozom igerigi analiz edilmistir. Pierce™ BCA Protein Assay Kit (liretici tarafindan
saglanan kilavuzuna uygun sekilde kullanilmig ve Sekil 3.5°te sunulmus olan standart
micro BCA (absorbans/konsantrasyon) egrisindeki bilinen BSA (sigir serum albiimin)
protein konsantrasyonlartyla karsilastirilmistir. Buna gore, ticagrelor ile muamele
edilen ve edilmeyen MKH’lerden izole edilmis numunelerdeki eksozom

konsantrasyonu hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Micro BCA Standart Egrisi
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Sekil 3.5. BCA Protein Assay Kit Prosediirii kullanilarak BSA standardi i¢in olusturulmusg

absorbans — protein konsantrasyonu egrisi.

Cizelge 3.1. Micro BCA ile tayin edilen eksozom konsantrasyonlari.

Numune Konsantrasyon (ng/pnL)
Ki-MKH Eksozom Kontrol 0.342896825
Ki-MKH Eksozom Ticagrelor 0.18218254
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3.5. Akim Sitometri ile Eksozom Karakterizasyonu

Hem ticagrelor ile muamele edilmis hem de edilmemis mezenkimal kok
hiicrelerden alian eksozomlar, akim sitometrisi ile karakterize edilmistir. 1x10® adet
eksozom oncelikle insan CD9 antikoru ile kaplanmis manyetik boncuklarla inkiibe
edilmig, ardindan PE-konjuge insan CD81 antikoru ile inkiibe edilmis ve akim
sitometrik 6l¢tim alinmustir. Kontrol (ticagrelorsuz) ve ticagrelorlu eksozomlar i¢in
akim sitometri sonuglar1 sirasiyla, Sekil 3.6 a ve b’de gosterilen sekildedir. Detayli

akim sitometri sonuglari, hiicre dagilimlari ve kapilamalar ise Ek-3’te sunulmustur.

(a)
= Kontrol-CD-81 stained / P1/ E2
=2
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N CD-81 stained
8 _— sotype
I N unstained
®
z g b |
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E ] 95.15%
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Em TICA-isotype
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8 -
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£33 '
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S
~
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Sekil 3.6. (a) Kontrol (ticagrelorsuz) ve (b) Tica (ticagrelorlu) eksozomlar i¢in akim sitometri

sonuglari.
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Stained (boyal1) olarak belirtilen 6rnekler PE-CD81 antikoru ile kaplanmisken,
unstained (boyasiz) orneklere CD81 antikoru ile muamele yapilmamistir. Isotype

(izotip) kontrolii ise, fare IgG-PE konjuge antikoru ile baglanarak deneysel kontrol

olarak kullanilmistir.

3.6. Elektron Mikroskobu (CTEM) ile Eksozomlarin Goriintiilenmesi

Ticagrelorle muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerden izole edilen eksozom

numuneleri Yiiksek Kontrastli Transmisyon Elektron Mikroskobu ile 120 kV’de

alinan gorintiiler Sekil 3.7°de sunulmustur.

Sekil 3.7. (a) Kontrol (ticagrelorsuz) ve (b) Tica (ticagrelorlu) eksozomlar igin reprezentatif

elektron mikroskobu goriintiileri.

3.7. Konfokal Mikroskopi ile Hiicre I¢indeki Eksozomlarin

Goriintillenmesi

Hem ticagrelor ile muamele edilmis hem de edilmemis MKH’lerden alinan

eksozomlar, akim sitometrisi ile karakterize edildikten ve konsantrasyon analizi
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yapildiktan sonra bu eksozomlarin HOC2 ve HUVEC hiicreleri igerisine girdigi de
konfokal mikroskopi (CLSM) ile dogrulanmistir (Sekil 3.8).

(a) HUVEC

20x 40x

(Kontrol)
- Eksozom

+ Eksozom

+ Tica Eksozom

(b) HOC2
20x 40x

(Kontrol)
- Eksozom

+ Eksozom

+ Tica Eksozom

Sekil 3.8. (a) HUVEC ve (b) H9C2 hiicreleri Dil boyas: ile isaretlenmis eksozomlar ile

muamele edildikten sonra alinmig CLSM goriintiileri.
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Hiicreler, Dil’C18(3) boyast ile isaretlenmis eksozomlar ile 24 saat inkiibe edilmis
ve sonrasinda DAPI ¢ekirdek boyasi ile preparatlar kapatilmistir. CLSM ile hem mavi
DAPI (hiicre ¢ekirdeklerini boyar) hem de kirmizi Dil (sitoplazmaya girmis hiicredisi
kesecikleri boyar) kanallarindan goriintii alinmis ve gorseller yazilim yardimiyla
birlestirilmistir. Ayrica, kontrol hiicrelerine de eksozom verilmese dahi, negatif
gorilintli almak tizere, eksozom icermeyen PBS de Dil’C18(3) boyasi ile boyanmis ve
hiicreler 24 saatligine muamele edilmistir. Alinan goriintiilerde, eksozom igermeyen
hiicrelerin sitoplazmasinda Dil boyasi kanalindan herhangi bir 1s1ma alinmazken,

hiicre ¢ekirdeklerinin DAPI ile boyandig1 goriilmektedir.

3.8. Matrijel ile Invazyon Testi (Hiicre Gogii)

MKH’lerden salinan eksozomlarin H9C2 hiicrelerinin  gogiine etkisinin
gosterilmesinin hedeflendigi invazyon testinde, gézenekli zarin altina ge¢mis olan
hiicreler Gimsa boyasi ile boyanmistir. Daha sonra floresan mikroskopta 10x, 20x ve
40x biliyiitmede alinan goriintiiler (Sekil 3.9) {izerinden invaziv hiicreler sayilarak,

hiicrelerin go¢ yeteneklerinin eksozom etkisiyle degisim gostermedigi incelenmistir.

Uygulanan eksozom konsantrasyonu arttik¢a hiicre gocli de olumlu yonde
etkilenmektedir (Sekil 3.10). 1 pg/mL kontrol eksozomla muamele edilen H9C2
hiicrelerinde go¢ eden hiicre sayist eksozomsuz kontroliin %57°si (P=0.0020*%*), 1
ug/mL ticagrelorlu eksozomla muamele edilen H9C2 hiicrelerinde ise eksozomsuz
kontroliin %119°u (P=0.1437) kadardir. 10 pg/mL kontrol eksozomla muamele edilen
HO9C2 hiicrelerinde invazyon miktar1 eksozomsuz kontroliin %184°#i (P<0.0001%**%*),
10 pug/mL ticagrelorlu eksozomla muamele edilen H9C2 hiicrelerinde ise eksozomsuz

kontroliin %224’ (P<0.0001***) kadardir.
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Sekil 3.9. 72 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda eksozom ile muamele edilen ve
gozenekli membrandan gegen H9C2 hiicrelerinin Gimsa boyasiyla boyanarak alinan 20x ve

40x biiyiitmeli reprezentatif mikroskop goriintiileri.

Ayni konsantrasyonda uygulanmig olsalar bile, ticagrelorle muamele edilmis
MKH’lerden elde edilen eksozomlar, ticagrelorsiiz olanlara gore hiicre gogtinii daha
fazla arttirma etkisine sahiptir (Sekil 3.10). 1 pg/mL ticagrelorlu eksozomla muamele
edilen H9C2 hiicrelerinden membrandan gegebilenlerin sayisi, ayni konsantrasyonda
ticagrelorsuz eksozom verilen hiicrelere gére 2.07 kat (P<0.0001***) fazladir. 10

ug/mL ticagrelorlu eksozomla muamele edilen H9C2 hiicrelerinden membrandan
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gegebilenlerin sayisi, ayni konsantrasyonda ticagrelorsuz eksozom verilen hiicrelere

gore 1.22 kat (P=0.0206*) fazladir.

H9C2 Hiicre Gogli
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Eksozom Konsantrasyonu

Sekil 3.10. 1 pg/mL ve 10pg/mL konsantrasyonlarda eksozomlarla muamele edilen ve
edilmeyen H9C2 hiicrelerine yapilan invazyon testinden 72 saat sonrasi i¢in hiicre g6¢ii

miktarlari.

3.9. Cizik Testi (Yara Iyilesmesi)

Ticagrelor uygulanmis MKH’lerden izole edilmis eksozomlarin hiicre gogiine
etkisi HUVEC hiicreleri kullanilarak gosterilmistir. Hiicreler, ¢izik olusturulmasindan
sonraki 48 saat boyunca 1 ug eksozom ile muamele edilerek hiicrelerin ¢izik bolgesine
gocli gozlenmis 151k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Baslangi¢ ani ile 24. ve 48.
saatlerdeki yara bolgesinin deney gruplarina gore karsilastirmali gorselleri
Sekil 3.11°de sunulmustur. Yara bolgesindeki kapanma ve hiicre gé¢ii miktar: ImagelJ
programi  (NIH, USA) kullanilarak hesaplanmistir ve sonu¢ grafikleri

Sekil 3.12 a ve b’de sunulmustur.
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Kontrol + Eksozom + Eksozom
(- Eksozom) (Tica)

t=0

t=24s

t=48s

Sekil 3.11. Cizik testinin baslangi¢ ani ile 24. ve 48. saatlerde yara bolgesindeki HUVEC

hiicreleri.
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Sekil 3.12. HUVEC hiicrelerine yapilan ¢izik testinden 48 saat sonrasi i¢in (a) yara

bolgesindeki kapanma ve (b) hiicre go¢ii miktarlart.
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24,36 ve 48. saatlerde MKH eksozomuyla muamele edilmis HUVEC ler i¢in yara
iyilesme ytizdeleri kontrole gore daha yiiksektir. 24. saatte kontrol i¢in yara kapanmasi
%12.77 iken, ticagrelorlu ve ticagrelorsuz MKH eksozomlariyla muamele edilen
HUVEC’lerde yara kapanmasi sirasiyla %13.14 ve %15.09, 36. saatte sirasiyla
%16.23, %16.80 ve %17.59, 48. saatte ise sirasiyla %24.45, %25.13 ve %25.83
seklinde gozlemlenmistir. Baslangi¢tan itibaren 0-12. saatler arasinda ise eksozom
verilmeyen hiicrelerde yara kapanma ytiizdesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Veriler arasinda istatistiksel olarak anlaml1 herhangi bir fark bulunmamaktadir.

Cizik testi sonuglarina gore, eksozomsuz kontrol ve ticagrelorlu eksozomlu deney
gruplart i¢in t=0’a gore hiicre go¢ti miktarlari, ticagrelorsuz eksozomla muamele
edilen deney grubuna gore 48 saat boyunca daha yiiksek olarak bulunmustur. Ancak

deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

3.10. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) ile miRNA
Ifadesi Olciimii

Kardiyovaskiiler hastaliklarin patolojisinde gorevli oldugu diistiniilerek belirlenen
miRNA’larin (miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-499) ifadelerinin ticagrelor ile
muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerde farkini belirlemek amaciyla, oncelikle
MKH’lerden total RNA izole edilmistir. Izole edilen RNA numunelerinin
verifikasyonu amaciyla agaroz jelde elektroforez yapilarak RNA bantlar1 gosterilmis
(Ek-4) ve spektrofotometrik 6l¢iim ile RNA saflig1 ve konsantrasyonu belirlenmistir.
Buna gore de sirasiyla, stem-loop cDNA sentezi ve QRT-PCR islemi yapilarak miRNA
ifadesi arastirilmistir. Sonuglarin analizinde relative CT metodu (2724¢T) kullanilmis
ve U6’ya gore normalize edilmistir. Kontrol degerleri 1°e esit kabul edilerek kat

degisimi incelenmis ve miRNA ifadelerini gosteren grafik Sekil 3.13’te sunulmustur.
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Sekil 3.13. Ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerdeki miR-1, miR-133a,
miR-133b ve miR-499 ifadeleri.

Tiim miRNA’larin ifadesinin ticagrelor ile muamele sonrasi diistiigli saptanmustir.
Ticagrelorlu MKH grubunda, miR-1 kontrol MKH’lerin %4.42'si kadar (P=0.0019%*%*),
miR-133a kontroliin %10.74’ti kadar (P=0.0005**%*), miR-133b kontroliin %25’i
kadar (P=0.0234*) ve miR-499 kontroliin %12.39°’u kadar (P=0.0284%*) ifade

edilmektedir.

3.11. Ticagrelor Uygulanan MKH’lerin Gen Ifadelerindeki Degisimin
Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile Incelenmesi

Kok hiicrelerin kendini yenilemesi, ER stresi, otofaji gibi faktorlerde etkili oldugu
bilinen genlerin (Beclin-1, Bnip3, Calreticulin, ENT-1 ve GRP78) ifadelerinin
ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerde farkini belirlemek amaciyla,
oncelikle MKH’lerden total RNA izole edilmistir. Izole edilen RNA numunelerinin
verifikasyonu amaciyla agaroz jelde elektroforez yapilarak RNA bantlar1 gosterilmis
(Ek-4) ve spektrofotometrik 6l¢iim ile RNA saflig1 ve konsantrasyonu belirlenmistir.
Buna gore de sirasiyla, cDNA sentezi ve qRT-PCR islemi yapilarak gen ifadesi

arastirilmistir. Sonuclarin analizinde relative CT metodu (274¢T) kullanilmis ve
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GAPDH genine gore normalize edilmistir. Gen bazinda istatistiksel inceleme

yapilirken gruplar kendi aralarinda Student t-test ile karsilastirilmistir.

Ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerdeki Beclin-1, Bnip3,
Calreticulin, ENT-1 ve GRP78 genlerinin ifadelerini gosteren grafik Sekil 3.14°te
sunulmustur. MKH’lere Ticagrelor uygulanmasi sonrasi, gen ifadesindeki en biiytik
fark Beclin-1’de goriilmiis olup ticagrelorle muamele edilen MKH’lerde ifade
ticagrelorsuz kontroliin %8.96’sina diismiistiir ve istatistiksel olarak anlamlidir
(P=0.0257*). Bnip3 geni ig¢in ticagrelorle muamele edilen MKH’lerde ifade
ticagrelorsuz kontrolin %77.7’si (P= 0.8160), Calreticulin geni i¢in kontroliin
%142’si (P=0.3162), ENT-1 geni i¢in kontroliin %37.3"t (P= 0.7463), GRP78 geni
icin ise kontroliin %38.5’1 (P= 0.3803) kadardir. Bu veriler ise, istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

MKH'lerdeki Gen ifadeleri
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Sekil 3.14. Ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerdeki Beclin-1, Bnip3,
Calreticulin, ENT-1 ve GRP78 genlerinin ifadeleri.
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3.12. Eksozom Uygulanan Endotel Hiicrelerin Gen ifadelerindeki
Degisimin Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) ile

Incelenmesi

ER stresi, otofaji ve kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlik gibi faktorlerde etkili
oldugu bilinen genlerin (Beclin-1, Bnip3, Calreticulin, ENT-1 ve GRP78) ifadelerinin
eksozom ile muamele edilmis ve edilmemis HUVEC’lerdeki ifadesinin farki
arastirilmistir. Bu amagla, dncelikle HUVECler 48 saat boyunca eksozomsuz, kontrol
eksozomlu ve ticagrelorlu MKH’lerden elde edilmis eksozomlu ortamda inkiibe
edilmistir. Sonrasinda, bu hiicrelerden total RNA izole edilmistir. izole edilen RNA
numunelerinin verifikasyonu amaciyla agaroz jelde elektroforez yapilarak RNA
bantlar1 gosterilmis (Ek-4) ve spektrofotometrik ol¢iim ile RNA safligi ve
konsantrasyonu belirlenmistir. Buna gore de sirasiyla, cDNA sentezi ve qRT-PCR
islemi yapilarak gen ifadesi arastirilmistir. Sonuglarin analizinde relative CT metodu
(27T kullamlmis ve GAPDH genine gore normalize edilmistir. Gen bazinda
istatistiksel inceleme yapilirken gruplar kendi aralarinda tek yonli ANOVA ile
karsilastirilmistir. Eksozom ile muamele edilmis ve edilmemis HUVEC’lerdeki
Beclin-1, Bnip3, Calreticulin, ENT-1 ve GRP78 genlerinin ifadelerini gosteren grafik

Sekil 3.15°te sunulmustur.

HUVEC'lerdeki Gen ifadeleri
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Sekil 3.15. Eksozom ile muamele edilmis ve edilmemis HUVEC’lerdeki Beclin-1, Bnip3,
Calreticulin, ENT-1 ve GRP78 genlerinin ifadeleri.
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Beclin-1 geni i¢in, ticagrelorsuz eksozomla muamele edilen HUVEC’lerde ifade
eksozomsuz kontroliin 6.59 katina ¢ikmustir, ticagrelorlu ekszozom iginse eksozomsuz
kontrolin %93’t kadardir (P= 0.0107*). Bnip3 geni, ticagrelorsuz eksozomla
muamele edilen HUVEC’lerde eksozomsuz kontroliin 3.59 kati1 ifade edilirken,
ticagrelorlu ekszozom ic¢inse Bnip3 ifadesi eksozomsuz kontroliin 2.72 kat1 kadardir
(P= 0.2979). Calreticulin geni, ticagrelorsuz eksozomla muamele edilen
HUVEC’lerde eksozomsuz Kkontroliin 2.69 Kkati, ticagrelorlu ekszozom iginse
eksozomsuz kontroliin 1.43 kat1 kadar (P= 0.0594) ifade edilmektedir. ENT-1 geni
icin, ticagrelorsuz eksozomla muamele edilen HUVEC’lerde ifade eksozomsuz
kontroliin 24.88 katina ¢ikmistir, ticagrelorlu ekszozom iginse eksozomsuz kontroliin
3.79 kat1 kadardir (P= 0.0011**). GRP geni ise, ticagrelorsuz eksozomla muamele
edilen HUVEC’lerde eksozomsuz kontroliin 3.71 kati, ticagrelorlu ekszozom iginse

eksozomsuz kontroliin 1.78 kat1 kadar (P= 0.0044**) ifade edilmektedir.
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4. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp damar sistemini etkileyen bozukluklar i¢in
kullanilan genel bir terimdir. Basta kalp krizi, felg, aritmi, anevrizma olmak {izere,
kardiyovaskiiler hastaliklarin =~ 6nlenmesi, hiperglisemi, hiperpihtilasma ve
hipertansiyon dahil olmak tizere pek ¢ok risk faktoriinii tedavi etmeyi amaglayan ¢ok
faktorlu bir yaklasim igermektedir. Yayimlanan ¢alismalarda insiilin direnci ile kalp
yetmezligi arasinda net bir korelasyon oldugu gosterilmis olsa da ikisi arasindaki
iligkinin molekiiler temellerini gostermek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir (Kahn ve

ark., 2005).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), Oz'den olusan oldukga reaktif kimyasallardir.
Biyolojik acidan ROS, normal oksijen metabolizmasinin yan {riiniidiir ve hiicre
sinyalizasyonu ve homeostazinda role sahiptir (Edreva, 2005). ROS, normal
hiicrelerde diisiik ve sabit seviyelerde bulunmaktadir (Herb ve ark., 2021). Artmig ROS
tiretimi ile karakterize diyabetik kardiyomiyopatide ise, artan oksidatif strese bagh
miyokardiyal disfonksiyon, kardiyak yeniden modelleme ve nihayetinde kalp

yetmezIligi goriilebilmektedir.

Antioksidan etkili piirinerjik reseptér P2Y12 inhibitorii ticagrelorun diyabetik
hastalarda kullanildiginda iskemi olusumunu kayda deger oranda distirdiigi ve
miyokardiyumu sol ventrikiil yeniden modellemesine kars1 korudugu bilinmektedir
(Olgar ve ark., 2020). Antiinflamatuar ve antioksidan etkileriyle bilinen MKH’lere
(da Costa Gongalves ve ark., 2017) antioksidan ticagrelor tedavisi uygulanmasi
ardindan gerceklestirilen ROS &lciimlerinde 10 M konsantrasyonda ve 48 saat
sonunda ticagrelorun hiicre i¢i ROS miktarini anlamli sekilde diistirdiigii goriilmiistiir.
Ticagrelor muamelesi sonrasi hiicre i¢i ROS miktar1 kontroliin %39.8’ine diismiistiir.
Bu dozaj ve zaman araliginin ticagrelorun MKH’lerdeki terapstik penceresi oldugu
kabul edilmis ve dolayli tedavi ve hiicresel diizenleme amacli kullanilacak

eksozomlarin bu pencerede izolasyonuna karar verilmistir.
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Multipotent 6zellige sahip olan mezenkimal kok hiicreler, mezodermden kéken
alirlar. Kemik iligi, yag dokusu, kalp, akcigerler, gobek kordonu, akcigerler, periferik
kan, sinovial mermbran, dis pulpasi, bobrekler ve karaciger gibi bir¢ok farkli tiir
dokuda bulunur, in vitro ve in vivo olarak adiposit, kondrosit, osteosit, myoblast,
kardiyomiyosit ve noron gibi farkli hiicre tlirlerine farklilasma potansiyeline
sahiplerdir. Farklilasarak diger doku tiirlerini olusturmak kok hiicrelerin belirleyici
Ozelliklerinden biri oldugundan, ticagrelor tedavisinin MKH’ler iizerinde
farklilasmay1 baskilayici veya indiikleyici bir etkisi olup olmadigini gérmek amaciyla
21 gtnltik adipojenik ve osteojenik farklilastirma prosediirleri uygulanmis ve

ticagrelorun bu yonde herhangi bir etkisi olmadig1 bulunmustur.

Ticagrelorun klinikteki yaygin kullanimina ragmen, kardiyovaskiiler hastaliklara
kars1 durdurucu etkisinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar halen anlagilamamustir.
Ozellikle  ticagrelorun  eksozomal-parakrin ~ mekanizmalar  aracih@  ile
kardiyomiyositler ve endotelyal hiicreler iizerinde nasil tedavi edici olarak rol
alabilecegine dair, literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu sebep ile
calismamizin fonksiyonel deneylerini olusturan yara iyilesmesi ve hiicre gogii,
ticagrelorun eksozomal modiilasyon yoluyla diyabetik kardiyomiyopati ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklar tizerindeki diizenleyici etkisinin gosterildigi ilk calisma

olmasi agisindan 6zgiin degere sahiptir.

Diyabetik hastalara uygulanan antioksidan tedavilerinin kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelismesini geciktirdigi ve bazi durumlarda Onledigini gosteren
calismalar literatiirde yaygindir (Vassort ve ark., 2010; Turan ve ark., 2010). Diyabetik
kardiyomiyopatinin altinda yatan sebeplerle oksidatif stresin iliskisi ve antioksidan

tedavisinin etkilerinin bu baglamda incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Ekstraseliiler vezikiillerin bir grubu olan eksozomlar tasidiklari kompleks protein
kargolar1 ve genetik materyaller sayesinde ideal terapdtik ajanlar olarak kabul
edilmektedirler. Eksozomlarin pro-anjiyonjenik, pro-miyojenik, proliferatif, hiicre

goclinii indiikleyici ve anti-apoptotik rollerinin anlagilmasi ve bu mekanizlarda rol alan
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eksozomal mikroRNA’larin tespiti, eksozomlar1 yenilik¢i kardiyovaskiiler tedavi
yaklagimlarinda ¢ok daha etkin bir sekilde kullanmamiz1 saglayacaktir. Eksozomlar
endotelyal hiicreler, fibroblastlar, kardiyomoyositler ve diiz kas hiicreleri arasi
molekiil transferi yaparak sinyal yolaklarini aktive eden mesajcilar gibi davranirlar

(Qi ve ark., 2016).

Eksozomlar hedef hiicrede; gen transkripsiyonu ve translasyonunun
diizenlenmesi, hiicre c¢ogalmasi ve farklilagsmasi, hiicre gelisimi ve yeniden
programlanmasi, anjiyogenez, atiklarin uzaklastirilmasi, immiinite, apoptoz, hiicresel
sinyallerin diizenlenmesi gibi pek ¢ok olayda role sahiptir (Kalluri ve Lebleu, 2020).
Hiicre gogii ve yara iyilesmesi de eksozomlarin hiicre igerisinde yer aldig1 pek ¢ok
yolak ve hiicresel diizenleme mekanizmasinin arasinda gosterilebilir. MKH’lerden
ticagrelor tedavisi sonrasi toplanan eksozomlarla muamele edilen hiicrelerde
gerceklestirdigimiz fonksiyonel deneylerle hiicre gocti ve yara iyilesmesinde

eksozomlarin etkisi incelenmistir.

MKH’lerden salinan eksozomlarin HO9C2 hiicrelerinin  gog¢line etkisinin
gosterilmesinin  hedeflendigi matrijel ile invazyon testinde, hiicreler iki farkli
konsantrasyonda (1 ve 10 pug/mL) ve ticagrelor iceren veya i¢cermeyen hiicrelerden
izole edilmis eksozomla muamele edilmistir. Aynm1 konsantrasyonda uygulanmis
olsalar bile, ticagrelorle muamele edilmis MKH’lerden elde edilen eksozomlarin,
ticagrelorsiiz olanlara gore hiicre go¢iinii daha fazla arttirma etkisine sahip oldugu ve
eksozom konsantrasyonu arttikea hiicre go¢li miktarinin da artis  gosterdigi
goriilmiistiir. Ticagrelor tedavisinin dolayli, eksozomlarin ise dogrudan hiicre gé¢iinii

indiikleyici etkiye sahip olduklarini s6ylemek miimkiindiir.

MKH kaynakli eksozomlarin HUVEC hiicrelerinde yara iyilesmesini tetikleyici
bir etkiye sahip olup olmadigini gézlemlemek amaciyla ise, ¢izik testi yapilarak
hiicrelerin hasarli dokuya ulasma ve cogalarak hasarli dokuyu onarma yetenekleri
karsilastirilmistir. Baslangigtan itibaren 0-12. saatler arasinda eksozom verilmeyen
hiicrelerde yara kapanma ytiizdesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. 24, 36 ve 48.

saatlerde ise MKH eksozomuyla muamele edilmis HUVEC’ler i¢in yara iyilesme
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ylizdeleri kontrole gore daha yiiksektir. Cizik testi sonuglarina goére, eksozomsuz
kontrol ve ticagrelorlu eksozomlu deney gruplari i¢in t=0’a gére hiicre gog¢ti miktarlari,
ticagrelorsuz eksozomla muamele edilen deney grubuna gére 48 saat boyunca daha
yiiksek olarak bulunmustur. Ancak deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark gortilmemistir.

ER stresi, otofaji ve kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinlik gibi faktorlerde etkili
oldugu bilinen ve hiicre skiklusu, apoptoz ve benzeri transkripsiyonal diizenlemelerde
de rolii olabilecegi diisliniilen Beclin-1, Bnip3, Calreticulin, ENT-1 ve GRP78
genlerinin ifadelerinin ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerdeki ve
bunlardan izole edilmis eksozomlarla muamele edilmis HUVEC’lerdeki degisimi
arastirilmistir. Boylelikle ticagrelorun hiicrelere hem dogrudan uygulanmasi hem de
dolayli eksozomal parakrin yoldan uygulanmasi sonucu yarattigi antioksidan ve

hiicresel protektif etkinin karsilagtirilmasi hedeflenmistir.

Bulgularimiza gére, MKH’lere ticagrelor uygulanmasi sonrasi, gen ifadesindeki
en biiyiik fark Beclin 1°de goriilmiis olup ticagrelorle muamele edilen MKH’lerde
ifade ticagrelorsuz kontroliin %8.96’sina diismiistiir. Diger tiim genler (Beclin-1,
Bnip3, ENT-1 ve GRP78) icin ticagrelorle muamele edilen MKH’lerde ifade
ticagrelorsuz kontrole gore diisiis gosterirken, Calreticulin geni i¢in kontroliin 1.42
katina ¢ikmistir. Bu genlerin ifadelerindeki artisin, ER stresinin neden oldugu kardiyak
disfonksiyon ve kardiyomiyopati ile iligkili oldugu gosterilmis oldugundan (Roe ve
Ren, 2013), ifadedeki distisiin de ticagrelorun MKH’ler {izerindeki antioksidan ve
antiapoptotik etkisinin bir gostergesi oldugu ¢ikarimina varmak miimkiindiir. Ayni
genlerin eksozomla muamele edilmis HUVEC’lerde ifadesi ise, yiiksekten algcaga
strastyla ticagrelorsuz eksozomlu, eksozomsuz kontrol ve ticagrelorlu ekszozomlu
hiicreler seklinde gorilmistiir. Ticagrelorlu eksozom uygulanan HUVEC’lerde,
dogrudan ticagrelor uygulanan MKH’lere benzer bir duisiis goriilmiis olmasi iki deneyi
dogrular niteliktedir. Buna ek olarak, viicuttaki ¢ok ¢esitli hiicre tiirlerinin, hem
dogrudan hem de dolayli eksozomal parakrin yoldan uygulanan ticagrelor tedavisine,
benzer sekillerde antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik yanitlar olusturdugu

gosterilmistir.
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miRNA'lar, ozellikle de eksozomlar gibi hiicre dist keseciklerin (EV'ler)
kargosunda yer alanlar, farkli dokular arasinda parakrin ve endokrin iletisimine
aracilik edebilmekte ve boylece gen ekspresyonunu ve cevre hiicrelerin islevini
modiile edebilmektedir (Mori ve ark., 2019). Eksozomal miRNA repertuvarinin hiicre
dis1 faktorler ile muamele sonucu degistirilebildigi, eksozomal parakrin etkinin de bu
miRNA profiliyle dogrudan iligkili etki gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle,
calismamizda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu, hiicresel stres, apoptoz ve diyabet
ile iligkilendirilen miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-499 miRNA’larinin
ifadelerindeki degisim incelenmistir. Incelenen tiim miRNA’larin ifadesinin ticagrelor
ile muamele sonrasi diistiigi saptanmistir. Bu da ticagrelor ile dogrudan muamele
edilen hiicrelerde hem ROS seviyesinin diismesi, hem otofaji ve hiicresel stres

belirte¢lerinin ifadesinin azalmasini destekler nitelikte bir bulgudur.

Aslen P2Y12 reseptor inhibitorii olan ticagrelor, sahip oldugu antioksidan ve
trombosit agregasyonunu engelleyici etki sayesinde ilag pazarinda yaygin kullanimi
olan bir etken madde ve umut vadeden bir oral ila¢ tedavisidir. Ticagrelorun sahip
oldugu antidiyabetik, antiapoptotik ve proliferatif etkileri tam olarak hangi hiicresel
mekanizmalar izerinden gerceklestirmekte oldugu ise henliz tam olarak
bilinmemektedir. Calismamiz i¢in ticagrelorun tercih edilmesinin sebebi,
kardiyovaskiiler sistem tizerinde bilinen direkt etkilerinin yani sira, hiicre-hiicre
etkilesimleri iizerinden eksozomal parakrin yolakla da etkisini indirekt olarak
gosteriyor olma olasiliginin kuvvetli olusudur. Hem ticagreloru hiicrelere dogrudan
uyguladigimiz hem de ticagrelor uygulanmis hiicrelerin eksozomal repertuvarini bagka
hiicrelere uyguladigimiz fonksiyonel deneylerde alinan sonuglar da bu Onermeyi

destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arastirmamiz kapsaminda, ticagrelorun insan MKH’leri tizerindeki dogrudan
etkisi, MKH’lerin eksozomal ciktilar1 araciligiyla da kardiyovaskiiler sistemdeki
dolayli etki mekanizmalarinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
sigan kardiyomiyosit hiicreleri (H9C2) ile kalp, insan umblikal ven endotel hiicreleri
(HUVEC) ile ise damar sistemi modellenmistir. Sonug¢larimiz, ticagrelor tedavisinin
ila¢ etken maddesinin dogrudan etkisiyle degil, ilaca bagl olarak degisen eksozomal
parakrin etki ile hiicreler arasinda da etkisinin yayilmasimin miimkiin olabilecegini
gostermistir. Ayrica ticagrelor uygulamasi ile kdk hiicre kaynakli eksozomlarin
kardiyoprotektif etkisi de gosterilmistir. Ticagrelor tedavisinin MKH kaynakl
eksozomlar1 modiile ederek, endotel hiicre go¢linti artirdigi ve yara iyilesmesini
tetikledigi, bu yolla kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu ve tedavi edici etki

gosterdigi bulunmustur.

Calismamizda, ticagrelor ile 6n muameleye tabi tutulmus insan KI-MKH’lerinde
ROS iiretiminde; hiicresel stres, otofaji ve apoptoz belirteclerinin ifadelerinde azalma
gozlenmis; ayrica bu hiicrelerden salinan eksozomlarin tedavi amagli olarak H9C2 ve
HUVEC’lere uygulanmasinin ardindan bu hiicrelerde yara iyilesmesi ve hiicre gogii
etkenlerinde iyilesme goriilmiistiir. Buna ek olarak, MKH’lerin ticagrelor ile muamele
sonras1 kok hiicre 6zelliklerini stirdiirmekte olduklari ve ticagrelor tedavisinin kok

hiicre farklilasmasi {izerinde herhangi bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.

Bu calismada, kardiyogenez, kalp fonksiyonu ve kardiyovaskiiler hastalik
patolojisinde 6nemli rol oynadig1 bilinen 4 miRNA nin (miR-1, miR-133a, miR-133b
ve miR-499) ifadesi ticagrelor ile muamele edilmis MKH’lerden izole edilmis total
RNA araciligiyla incelenmistir. Yapilan ¢alismalar, eksozomlar icerisinde tasinan
miRNA'larin mikro-¢evreye miidahale etme, hiicre biiylimesi, hiicre gogii, metastaz,
anjiyogenez ve ila¢ direnci gibi metabolik siirecleri modiile ettigini géstermistir (Sun
ve ark., 2018). Bu nedenle, eksozomal miRNA'lar da kanser, kardiyovaskiiler

hastaliklar gibi pek ¢ok hastalik patogenezinde 6nemli isleve sahiptir. Bu baglamda,
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ileri caligmalarda kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu bilinen miRNA’lar1

eksozomal seviyede incelemek uygun olacaktir.

Hiicresel stres ve ROS agirlikli olarak mitokonri kaynakli kavramlardir.
Mitokondri, hiicresel solunum tepkimesindeki tek elektronlu tasiyicilar araciligiyla
reaktif oksijen tlirlerinin tiretiminde yer almaktadir; mitokondriyal yapilar ayrica; lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve mitokondriyal DNA (mtDNA) mutasyonlari
tizerine yapilmis c¢alismalarda gosterildigi tizere oksidatif strese karsi ¢ok hassastir
(Lenaz, 1998). Oksidatif stres, mitokondri yapisinda ve fonksiyonunda bozukluklara
yol acabilmektedir ve mitokondri, apoptoz ve diger planli hiicre olimi
mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptir. Diizgiin ¢alisan bir mitokondri hiicrenin
metabolik faaliyetlerinin saglikli devam etmesini saglayan en 6nemli fakt6rlerdendir.
Bu nedenle, ileri ¢alismalarda mitokondriyal ROS iiretiminin spesifik bir sekilde
6letimii ve secici bir sekilde engellenmesi, mitokondriyonlarin fonksiyonu tizerinde
olumlu etkiler yapabilecegi ve boylece de kardiyovaskiiler hastaliklar kapsaminda
umut verici bir terap6tik  kardiyoprotektif strateji  olabilecegi hipotezini

kuvvetlendirmektedir (Olgar ve ark., 2020).

Oral yolla alinan ve karacigerde metabolize edilip safra kesesi yoluyla viicuttan
atilan bir kimyasal ilag etken maddesi olan ticagrelorun in vitro etkilerinin incelendigi
bu c¢alismada, ticagrelorun direkt etkileri kemik iligi kaynakli MKH’ler tizerinde
gosterilmistir. Normal sartlarda, antioksidan ve antidiyabetik bir ilag olarak kullanilan
ticagrelorun kok hiicreler tizerindeki etkisinin incelenmesi bakimindan yenilik¢i olan
calismamizin devaminda, ticagrelorun in vivo sistemik etkilerini incelemek ve diger
hiicre tipleri {izerindeki etkilerini gozlemleyebilmek agisindan in vivo hayvan

modelleri olusturulmasi planlanmaktadir.
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OZET

Ticagrelor ile Muamele Edilen Mezenkimal K6k Hiicrelerden Elde Edilen

Eksozomlarin Hiicre Gocii ve Yara Iyilesmesi Uzerindeki Etkisi

Kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi, hiperglisemi, hiperpihtilagma ve hipertansiyon dahil
olmak iizere pek ¢ok risk faktoriiniin tedavi etmeyi amaglayan ¢ok faktérlii bir yaklagim igerir.
Hiperglisemi ve insiilin direnci, organlarda gézlenen fonksiyon bozuklarini, 6zellikle kardiyak
fonksiyon bozukluklarini baglatan en 6nemli faktorler arasinda kabul edilmektedir. Ticagrelor,
dolagim sorunlarindan kaynaklanan akut koroner sendrom, kalp krizi veya felg gibi sorunlarin
Onlenmesinde kullanilan bir ilagtir. Yapilan ¢aligmalarla, antioksidan etkili P2Y 12 piirinerjik
reseptor antagonisti olan ticagrelorun, insiilin direnci ve iskemi tizerinde olumlu etkisi oldugu
gosterilmis ancak ticagrelorun molekiiler hiicre i¢i etki mekanizmasi halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Hipotezimize gore, ticagrelor saglikli kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerden (MKH) salinan eksozomlar1 modiile ederek eksozomal repertuvari etkilemekte ve
bu sekilde eksozomlarin kardiyoprotektif, antioksidatif ve anti-apoptotik etkisini
arttirmaktadir. Bu sebeple, ticagrelorun endotelyal hiicrelerdeki ve kardiyomiyositlerdeki
diizenleyici ve tedavi edici etkisini eksozomal-parakrin mekanizmalar iizerinden
incelenmigstir. Calismamizda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu, stres ve apoptoz
belirtegleri ile diyabetle iligkilendirilen miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-499
miRNA’larinin ifadelerindeki degisim de incelenmistir. Buna ek olarak ¢alismamizda; insan
MKH’lerine uygulanan ticagrelor tedavisinin, eksozomal modiilasyon yoluyla, endotel ve
kardiyomiyosit hiicreleri tizerindeki diizenleyici ve tedavi edici etkileri gosterilmistir. Son
olarak, dogrudan yiiksek dozda ila¢ kullanimina alternatif olarak gelistirilebilecek metotlar
arasinda goriilen eksozom temelli uygulamalar kalp ve damar hiicreleri iizerinde denenerek
hiicre go¢ii ve yara iyilesmesi {izerindeki etkisi incelenmistir.

Anahtar Sozciikler: eksozom, hiicre gocii, mezenkimal k6k hiicre, mikroRNA, ticagrelor
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SUMMARY

The Effect of Ticagrelor Induced-Mesenchymal Stem Cell-Derived Exosomes on

Cell Migration and Wound Healing

Prevention of cardiovascular diseases involves a multifactorial approach aimed at treating
many risk factors, including hyperglycemia, hypercoagulation and hypertension.
Hyperglycemia and insulin resistance are considered to be among the most important factors
that initiate dysfunctions in organs, especially cardiac dysfunction. Ticagrelor is a medication
used to prevent dysfunctions caused by circulatory problems such as acute coronary syndrome,
heart attack or stroke. Studies have shown that ticagrelor, an antioxidant-acting P2Y12
purinergic receptor antagonist, has a positive effect on insulin resistance and ischemia, but the
molecular intracellular mechanism of action of ticagrelor has still not been fully elucidated.
According to our hypothesis, ticagrelor modulates exosomes released from healthy bone
marrow mesenchymal stem cells (MSCs) to affect the exosomal output, thereby increasing the
cardioprotective, antioxidative and anti-apoptotic effect of exosomes. For this reason, we
aimed to demonstrate the regulatory and therapeutic effects of ticagrelor on endothelial cells
and cardiomyocytes through exosomal-paracrine mechanisms. In our study, we also examined
the changes in the expression of miR-1, miR-133a, miR-133b and miR-499 microRNAs
associated with reactive oxygen species (ROS) formation, stress and apoptosis markers and
diabetes. In addition, by this study; we demonstrated the regulatory and therapeutic
mechanisms by which ticagrelor functions, during the treatment of cardiomyocytes and
endothelial cells via exosomal modulation, utilizing human MSC exosomes. Another output
of this study was testing exosome-based applications, which are among the methods that can
be developed as an alternative to direct high-dose drug use, on heart and vein cells, as well as
their migration and wound healing capabilities.

Keywords: cell migration, exosomes, mesenchymal stem cells, microRNA, ticagrelor
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EKLER

Ek-1: Standart Soliisyonlar ve Tampon Cozeltiler

10x PBS

80 g NaCl

2 g KCl

8,01g Na,HPO4.2H,0O
2g KH,PO4

1 L ddH,O pH: 7,2

1X PBS; 10X PBS’in 1:10 oraninda ddH»O ile seyreltilmesiyle hazirlanmisgtir.

Mg?**Ca?" D-PBS

50 mL D-PBS
5 mg CaCl, (MW: 110.98 g/mol) = 0.0009 M

5 mg MgCL.6H,0 (MW: 203.30 g/mol) = 0.0005 M

50X TAE Tamponu

2M Tris Base (242 g)

57,1 mL Glacial Acetic Acid
50mM EDTA

ddH,O ekleyerek 1 L hacime tamamlanir. 1XTAE; 50X TAE’nin 1:50 oraninda ddH,O ile

seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

&3



10 X Agaroz Jel Yiikleme Boyasi
0,009g BFB

0,009g XC

2,8mL ddH>O

1,2mL 0,5M EDTA

Gliserol ekleyerek 15 mL hacime tamamlanir. Jele yiiklemeden 6nce 1:10 oraninda seyreltilmistir.

Immiinfloresan Boyama icin Bloklama Soliisyonu
1% BSA
3 mL 1XPBS

15 puL tween-20

DCFDA (chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluoroscein diacetate)

(MW: 487.29 g/mol)

1 mL’de 10 mM DCFDA stok hazirlamak i¢in 0.00487 gram toz tartilir.

Permeabilizasyon Soliisyonu
0,1 g sodyum asetat
100uL Triton X-100

100 mL ddH.O
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Ek-2: Kullanilan Hiicre Hatlar1 ve Genel Ozellikleri

MKH

Tiir: insan (Homo sapiens)

Hiicre tipi: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre

Hiicre hatti referans numarasi: ATCC PCS-500-012™ (ATCC - American Type Culture
Collection, Virginia, ABD)

Kullanilan besiyeri: %20 fetal sigir serumu ve %]l penisilin-streptomisin igeren

MSC-NutriStem® XF Medium (Biological Industries, ABD)

HUVEC

Tiir: Insan (Homo sapiens)

Hiicre tipi: Umblikal ven endotel hiicresi

Hiicre hatti referans numarasi: ATCC CRL-1730™

Kullanilan besiyeri: %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM F-12

Medium (Biological Industries, ABD)

H9C2

Tiir: Rat (Rattus norvegicus)

Hiicre tipi: Kalp miyoblast hiicresi

Hiicre hatt1 referans numarasi: ATCC CRL-1446™

Kullanilan besiyeri: %10 fetal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM

Low-Glucose Medium (Biological Industries, ABD)
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Ek-3: Akim Sitometri Sonu¢ Raporlari

KONTROL (Ticagrelorsuz) Eksozomlar:
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TICA (Ticagrelorlu) Eksozomlar:
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Ek-4: Total RNA Izolasyonu Sonuclari

Ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerden izole edilen total RNA 6rneklerinin

spektrofotometrik dl¢iim sonuglari.

Ornek | A260 A280 | 260/280 (Saflik) | Konsantrasyon (ng/uL)
Kontrol MKH RNA | 1.124 0.571 1.968 898.862
+Ticagrelor MKH RNA | 2.769 1.471 1.883 2215.498
50 bp Kontrol  + Ticagrelor
Ladder MKH . MKH
RNA - RNA
5
. -~
285
1500 \— |
185
1200 W B8

1000

500

200

50

Ticagrelor ile muamele edilmis ve edilmemis MKH’lerden izole edilen total RNA 6rneklerinin

agaroz jel elektroforezindeki reprezentatif bant goriintiileri.
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