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1.GIRIS

1.1. Kalp

Kalp, omurgali embriyosunda ilk gelisen organ olup, goglis boslugunda 06n
mediastende yer alan yanlarda sag ve sol akcigerler 6nde sternum ve bir kisim
kikirdak kaburgalarla komsu olan dolasim sisteminin temel orgamidir. Kalp,
muskiiler bir organ olup, sekil olarak bir dl¢lide piramide benzer ve mediastinum'da
perikard icinde bulunur. Tabaninda biiyiik kan damarlariyla yaptig1 baglant1 disinda
perikardium iginde serbest haldedir. Agirlig1 insan viicudunun agirligma gore
degismekle birlikte kadinlarda 250-300 gr erkeklerde 300-350 gr dir. Serbest duvar
kalinlig1 sag ventrikiilde 3-5 mm ve sol ventrikiilde 13-15 mm’dir (Snell, 2004).

Kalp, vertikal bir septum ile sag-sol atriumlar ve ventrikiiller olmak {izere dort
odaciga boliniir. Sag atrium sol atrium Oniinde, sag ventrikiil ise sol ventrikiiliin
oniinde bulunur. Kalp, i¢c kismi kalp bosluklarin1 déseyen endotel hiicrelerinin
olusturdugu endokard, ortada miyokard denilen kas tabakas1 ve dig kismi fibroz, ici

serdz (mukus yapida daha kaygan) zardan olusan perikard tabakalardan meydana

gelir (Kuzey, 2007; Snell, 2004).

Endokard, Ince bir tabaka olup i¢ tarafi tek sirali endotel hiicreleri ile doseli
bunun altinda yer alan kollajen ve elastik lifleri iceren bag dokusundan olusmustur.
Bu bag dokusu bazi alanlarda daha kalin olup belirgin bir subendokardiyal yap1
meydana getirir. Bu tabaka miyokardtaki kas lifleri arasindaki bag dokusuyla devam
ederek endokardin miyokarda sikica yapigmasmi saglar. Endokard kas yapismin
fazla oldugu yerlerde ve siirtlinmenin az oldugu yerlerde incedir. Siirtiinmenin fazla

oldugu yerlerde kalindir. Endokardin en kalin oldugu yer aort kokiidiir.

Miyokard, Kalbin fonksiyonu kalp kasma yani miyokarda baglidir. Kasilma ve
gevseme fonksiyonu dallanan ve anostomoz yapan c¢izgili kas hiicrelerinden yani

kardiyak miyositlerce saglanir. Kalbin kas tabakasi atrium ve ventrikiillerde mekanik



is gliciine baglh olarak farklilik gosterir. Atriumdaki kaslar az gelismistir ve bu
yiizden duvarlar1 incedir. Atriumlardaki kas lifleri iki kat olarak izlenir distaki kas
lifleri her iki atriumu birden kusatarak sarar. Bunun altindaki kas liflerinin
olusturdugu lifler ise egrilikler olusturarak atriumlarin tavaninda 6nden arkaya dogru
uzanir. Bu lifler venlerin agilma yerleri ¢evresinde sirkiiler olarak yerlesir.
Ventrikiillerin 6zellikle sol ventrikiiliin kas tabakasi ¢ok kalin ve daha fazla kathdir.
Yiizeyel tabakadaki kas lifleri sagdan sola, tabandan tepeye dogru spiral demetler
olusturur. Ortadaki sirkiiler kas lifleri en icteki uzunlamasima kas liflerini olusturur.
Distaki kat her iki ventrikiilii birden sararken sirkiiler kas liflerin dis tabakasida, her
iki ventrikiili. birden sarar. Derindeki kalin sirkiiler lifler ise ventrikiilii ayr1 ayri

sarar.

Perikard, Duvari elastik liflerden zengin bag dokusundan olusan serdz bir
zardir. Mezotel hiicreleri ile doselidir. Perikard iki yapraktan olusur. 1) Epikard
(viseral yaprak) kalbin ve biiyiik damarlarin kok kisimlarinin {izerini 6rter ve bunlara
sikica yapisiktir. 2) Paryetal perikard ise diyaframin santral tendonuna sikica
yapisarak onden sternuma ve arkadan mediastinal dokulara yapisiklik gosterir

(Kuzey, 2007; Snell, 2004).



Pulmoner ve aort kapaklar, aort
koki ve sol atrium
komsulugunun gosterilmesi
icin aort ve pulmoner arter
transekte edilmistir. Yukarida
pulmoner kapak, arkada aort
kokii izlenmektedir.

Sol atrium endokardiyal yiizi,
mitral kapak ve sirkumflex arter
dallarinin goriintiilenmesi.

Sol ventrikiiliin serbest
duvarindan yapilan
diseksiyonda  sol  ventrikiil
miyokard1 ve interventrikiiler
septumun  goriintiileri,  sol
ventrikiildeki duvar kalinligi
sag ventrikiile goreceli olarak
belirginligi dikkat ¢ekicidir.

Kalpten alinan enine kesitte sag
ventrikiil ve sol ventrikiil duvar
kalinliklarinin kiyaslamali
goruntisu.

Sekil 1. 1. Kalp gortintiileri




Z cizgisi: Aktin filamanlarninin tutundugu alan

I: Aktin filaman bandl, titin, Z gizgisi

A: Actin-miyozin filamanlannin Ustiste geldidi alan
H: Yalnizca miyozin iceren zon

Sekil 1. 3. Kalp kontraktil {initesi olarak sarkomerin elektron mikroskopik goriintiilenmesi



1.2. Kalp Hiicreleri ve Ozellikleri

Kalp son derece organize bir dokudur ve ventrikiiler veya atriyal
kardiyomiyositlerden, uyar1 yapan hiicreler (Pace maker), Purkinje hiicreleri, damar
ve bag dokudan olusur. Kardiyak miyositlerin bes temel komponenti bulunur. Bunlar
1. Hiicre memrani (sarkolemma) 2. Sarkoplazmik retikulum 3. Kontraktil elementler
4. Mitokondri (kardiyak miyositlerde ¢izgili iskelet kasindan daha fazla mitokondri
bulunur, hiicre voliimiine goére orani aerobik solunum nedeniyle mitokodri kardiyak
miyositte %23 iken iskelet kasinda %2 dir.) 5. Niikleustur (Snell, 2004; Nakano ve
ark., 2012).

Ventrikiiler kardiyomiyositler, 20 pm ¢apinda ve 60-140 um uzunlugu olan
stitun sekilli hiicrelerdir. Ventrikiiler kardiyomiyositler, kalp agirligmmn yaklasik
%350’sini kaplar ve insan sol ventrikiiliinii 2-4 milyar kardiyomiyosit olusturur.
Atriyal kardiyomiyositler ise 5 um ¢apmda ve 10-20 um uzunlugunda elips sekilli
hiicrelerdir. Tek bir kasilan kardiyomiyositte hiicre hacminin yaklasik %50’sini
miyofibriller olusturur ve hiicre hacminin %25’in1 ise mitokondriler olusturur. Geri

kalan kismini ise ¢ekirdek, sarkoplazmik retikulum ve sitozol olusturur.

Kardiyomiyositler miyofibril agregasyonuna sahiptir. Miyofibriller g¢ubuk
seklinde yapilar olup kardiyomiyositlerin kasilan elemanlarmi olustururlar.
Kardiyomiyositlerin 6zel yapilarindan biri, plazma membrani ve bazal membranla
birlesmis diizglin bir sarkolemma vardir. Sarkolemma hidrofilik bas ve hidrofobik
kuyruktan olusmus lipit ¢ift tabakadan olusmustur. Bu yapisal durum,
sarkolemmanin hiicre i¢i ve hiicre disi ¢evre ile etkilesimi diizenlemesine olanak

verir (Nassar, 2005).

Transvers tiibiilar sistem (T-Tibiilleri), kardiyomiyositlerin sarkolemmasi,
hiicre i¢cine dogru parmak seklinde girintiler yaparak olusturdugu, kompleks bir tiibiil
agidir. T-tiibiilleri kas lifcikleri igindeki her sarkomerin A-I bantlarinin smirlarini

sarar. Elektrik aksiyon potansiyeli, T-tiibiillerine ulastiginda, depolarizasyon dalgasi,



T-tiibiil voltaja duyarli L tipi Ca** kanali yoluyla kardiyomiyosit i¢ine Ca** girisine
neden olur. Bu da, sarkoplazmik retikulumdan sitozole Ca** gegisine yol agar ve kalp
kasilmas1 gerceklesir. Boylece T-Tiibiilleri eksitasyon-kontraksiyon coupling
sisteminin dnemli yapisal bilesenlerini olusturur. Miyofibril, Z-¢izgisinde miyozini

stabilize eden aktin ince filament, miyozin kalin filament ve titin den olusur.

Miyofibril disinda kontraktil kisim, troponin kompleksi olan tropomiyozin
icerir. Miyozin, flament6z bir kuyruk ve aktin baglayici bdlge iceren globiilar bir
kafa bolgesine sahiptir. Aktinin G ve F olmak iizere 2 formu vardir. G-aktin stabilize
edici bir protein olarak calisirken F-aktin, ince ipligin omurgasidir. G-aktin ATP
kullanarak miyozinin globular bas bolgesiyle capraz koprii kurar ve sarkomerlerin
kisalmasina yol agar. Tropomiyozin ince filamanin saglamligi i¢in, aktin tarafinda
yer almaktadir (Sekill.1). ince filaman da mevcut troponin kompleksi, troponin C, I
ve T den olugmaktadir. Bu proteinler capraz koprii (Cross Bridge) olusumunu
diizenlerler. Sistolde artan Ca®“’un troponin C’e baglamasi aktin-miyozin
etkilesimine yol agar buda Cross Bridge olusumunu baglatir. Troponin I ve T
diastolde Ca®*’u azaltarak aktin-miyozin etkilesimini baskilar. Daha oénce yapilan
calismalarda kardiyak troponin T1’in normal kalpte eksprese olmayan izoformu olan
troponin T’nin kalp yetmezliginde ekpresyonunun indiiklendigi gozlenmistir

(Nassar , 2005; Nakano ve ark., 2012).
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Sekil 1. 4. Aktin Miyozin flament yapis1



Ca®* eksitasyon-kontraksiyon kenetinin uyarilmasinda temel iyondur.
Depolarizasyon dalgasina bagli olarak T-Tiibiillerinin voltage sensitive L-tipi Ca*
kanallar1 agilir ve Ca’’un akisma izin verir. Bu hizli ama kiicik Ca?* akisi
sarkoplazmik retikulum iizerinde riyanodin reseptoriinden biiyiik miktarda Ca?*
(RyR2) salinmasini aktive eder. Sonugta sitozolik Ca®* seviyesi 100 nmol/L ‘den 10
10

Kardiyomiyositlerin aktif olarak gevsemesi sarkoplazmik retikulum Ca?*-ATPaz

umol/L’ye  degisir. Ca®’nin umol/L’si  Troponin C’ye  baglanir.

(SERCA2a)’m fonksiyonuna baghdir. Her 1 mol ATP hidrolizi i¢in 2 mol Ca®"

sarkoplazmik retikuluma geri tasnir. Fosfolamban (PLB) SERCA2a’nin

fonksiyonunu diizenler. Ek olarak plazma membrani iizerindeki Na+/Ca® degisimi
sitosolden Ca?*’y1 atar. insan kalbi giinde 1 ton kan pompalar. Bu nedenle,
kardiyomiyositlerde ATP’nin yiiksek seviyede tutulmasi gerekmektedir. Kalp giinde
ortalama 6 kg ATP iiretir. Yiiksek miktarda ATP’nin iretilmesi igin yag asitleri ve

glukoz substrat olarak kullanilir (Nakano ve ark., 2012).
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Sekil 1. 5. Kardiyomiyosit yapist

Kalp yetmezligi bir dizi olaydan sonra baglayan ve ilerleyen bir hastalik olarak
goriilmektedir. Bu olaylar, miyokard enfarktiis, hipertansiyon, agir aritmi, viral

enfeksiyon, ¢evresel stres ve genetik hastaliklar olarak sayilabilir. Sonug olarak bu



olaylar kardiyomiyosit hasarma, buda kalbin pompalama fonksiyonunun
bozulmasina veya kaybina neden olur. Kalp yetmezligi acik bir sekilde dnemli bir

klinik ve halk sagligi sorunu olmustur (Nakano ve ark., 2012).

Kasilma ozelligi ile kalbin pompa islevini yerine getirmesini saglayan
miyokard hiicreleri kalbin farkli kesimlerinde farkli 6zellikler tasir. Ornegin atrial,
ventrikiiler ve uyar: iletiminde gorev yapan hiicrelerin farkli 6zellikleri varken,
bunlar kendi i¢lerinde de farkli bolgelerde farkl 6zelliklere sahiptirler. Kalpte bir¢ok
farkli tip hiicre vardir, ventrikiiler miyosit kontraksiyon ile kani viicuda iletir.
Bireysel olarak ventrikiiler miyositler kalbin agirhigmin yarisindan fazlasini
olustururlar, kabaca silindir seklindedirler. Yasamin baslangicinda kalpteki miyosit
miktar1 ¢cok yiiksek sayidadir. Milyonlarca hiicre yasamin her yili kaybedilmektedir
(Opie, 2004, Nakano ve ark., 2012).

Kardiyomiyositler miyokard voliimiiniin %90 kadarmi olusturur. Ancak
miyositler toplam hiicre sayismin %25 kadarmi olusturur. Digerleri interstisiyel
hiicreler, zengin kapiller ag olusturan endotelyal hiicreler, bag dokusu elemanlaridir.
Fonksiyonel gereksinimleri farkli oldugundan atriyal miyositler genellikle
ventrikiiler miyositlere gore kiicliik ¢caplidir. Yapisal 6zellikleri de daha azdir. Bazi
atrial hiicreler sitoplazmalarinda spesifik atrial graniil olarak isimlendirilen elektron
yogun graniiller icerir. Bunlar atrial natri iiretik peptid deposudur. Atrial kasta
sentezlenir ve atrium basinci arttiginda ve distensiyon oldugunda verilir. Atrial natri
tiretik peptid gesitli fizyolojik ve patalojik durumlarda iiretilir (Opie, 2004; Nakano
ve ark., 2012).

1.2.1. Kardiyomiyosit Gelisimsel Asamalari

Kardiyomiyositlerin bilylimesi ve ¢ogalmasi zamansal olarak iki farkli agamadan
olusur. Embriyogenez sirasinda, karyokinez ve sitokinezin gergeklestigi hiperplazi
olarak bilinen bu siiregte kardiyomiyositlerin ¢ogalmasiyla kalp kiitlesi temel olarak

artar (Li ve ark., 1996).



Kardiyomiyositler, dogumdan kisa bir siire sonra bu bolinme O6zelliklerini
kaybederler (Clubb ve Bishop, 1984). Memeli kalbinde hiicre boliinmesi durdugu
zaman, bliylime hiicre biiylikligiiniin artmasi ile gergeklesir (Sekill.6). Bu durum
hipertrofi olarak isimlendirilir (Oparil ve ark., 1984). Erken neonatal donemde,
hiperplaziden hipertrofiye gecis bazi tiirlerde biniikleasyon (sitoplazma boliinmesi
olmadan ¢ekirdek boliinmesi) fenomeni ile tanimlanir. Hiicre siklusundan ¢ikmadan
once kardiyomiyositler sitokinezi gerceklestiremezler, sadece karyokinez (¢ekirdek
boliinmesi) gergeklesir. Boylece son hiicre bdliinmesini tamamlayamazlar (Li ve

ark., 1996).

Fare kalbinde kardiyomiyositlerin >90% ‘n1 biniikleerdir. Memelilerin aksine
asagr omurgalilar postnatal boliinme yeteneklerini kaybetmezler. Zebrafish ve
semender de hasar sonrasi kalp dokusu yenilenmektedir. Erigkin memeli kalbinde
kardiyomiyositlerin hiicre siklusundan g¢ikmalar1 ve proliferasyonunun durmasinin
altindaki molekiiler mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir (Bettencourt ve ark.,

2003; Poss ve ark., 2002).

Fetal miyokardiyum

Hiperplastik biiylime Neonatal miyokardiyum
Hiperplastik biiylime

Sekil 1. 6. Gelisimde kardiyomiyosit cogalmasinin 6zellikleri

Kardiyomiyositler, hiicre siklusunun kontrolii ve ekpansiyonunun 3 gelisimsel
formunu gosterirler. Bunlar; proliferasyon biniikleasyon ve hipertrofidir. Postnatal

kardiyomiyosit ¢ogalmasi ve yenilenmesini gosteren ¢ok az kanit vardir. Kalp
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hastaliklarinin bir¢ok formu, fonksiyonel miyokardin yoklugu ya da kaybi ile
iligkilidir. Miyokard enfarktiisii veya miidaheleler sonucu olusan iskemi/reperfiizyon
gibi dogumdan sonraki hasarlar, kardiyomiyosit kaybina ve kardiyak fonksiyonun
azalmasina yol acar. Miyokardin rejenerasyon yeteneginin ¢ok az olmasi eriskin
yasamda onemli bir sorundur. Buna karsilik diisiik omurgalilarinda kardiyomiyositler
cogalma kapasitelerini korurlar ve dogum sonrasi yenilenme yetenegine sahiptirler.
Memelilerde dogum sonrast hayatta miyosit cogalmasinin kesilmesi, hiicre
dongiisiiniin durmasi ve miyosit hiperplazisini diizenleyen mekanizmalar tam olarak

anlasilamamistir ve biiylik olciide bilinmemektedir (Ahuja ve ark., 2007).

Embriyonik kardiomiyositler; Embriyonik donemde kardiyak kiitlenin artmasi,
agirlikli olarak mononiikleer kantraktil kardiyomiyositlerin proliferasyonuyla
olmaktadir. Embriyonik kardiyomiyositlerde G1, S, G2 ve M-fazinda gorev alan
siklinler (Siklin D1, siklin D2, siklin A, B1 ve E) ve siklin bagiml kinazlar (Cdc2,
CDK2, CDK4 ve cdk6) fazla derecede ifade olurken siklin inhibitorleri diisiik
seviyede ifade olurlar (Sherr, 1994).

Neonatal period ve bintlikleasyon; Kardiyomiyositler, fetal gelisim boyunca
hizla ¢ogalirlar ama ¢ogu memelilerde yenidogan (neonatal) donemde bu yetenegi
dogumdan kisa bir siire sonra kaybederler. Hiicre siklusundan ¢ikmadan hemen once,
miyositler son bir DNA sentezi gecirirler fakat sitokinezin gerceklesmemesi ile
biniikleer kardiyomiyositler olusur. Sitokinez, hiicre bdliinmesinde son asamadir ve
mitozu tamamlamak i¢in kardes hiicreler arasinda esit olarak bdoliinmekten
sorumludur. Neonatal donemde DNA sentezi genelde biniikleer olarak sonuglanir.
Hiicresel boliinme tamamlanmadan cekirdek boliinmesi siireci asitokinetik mitoz

olarak bilinir.

Sitokinez, diizenleyici ve hiicre iskelet elemanlarin1 iceren karmagik bir
stirectir. Hiicre boliinmesini tamamlamak i¢in, tamamen farklilagmis embriyonik
kardiyomiyositler, iki adimda gerceklesen kendi miyofibril kompleksini ayirmalar1

gerekir. Ik olarak M bantmnmn ayrilmasiyla Zdiski ve ince aktin proteinleri sirastyla
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ayrilir. Kardiyomiyositler lizerindeki miyofibrillerin kompleksligin giderek artmasi,
postnatal donem sonrasinda terminal farklilagma olarak goézlenir (Hyams, 2005;

Lebart ve Benyamin, 2006; Rumyantsev, 1977).

Rodent kalbinde postnatal donemde 3-4 giin i¢inde biniikleer kardiyomiyositler
birikmeye baslar ve 3 hafta sonra %90 dan fazlasi biniikleer kardiyomiyosittir.
Insanlarda bu oran dogum sonra1 %25 tir ve bu oran yasam boyu sabit kalir (Olivetti

ve ark., 1996)

1.2.2. Eriskin Kardiyomiyositler ve Hiicre Siklusundan Cikmasi

Geleneksel gorlise gore memeli kalbini olusturan kardiyomiyositler farklilasmasini
tamamlamis hiicreler oldugu i¢in fizyolojik ve patolojik streslere hipertrofi ile yanit
verdikleri kabul edilmekteydi (Von, 2001; Linzbach, 1976). Bu farklilasmayla
birlikte, kardiyomiyositler hiicre siklusundan ¢ikar ve boliinmelerini durdururlar
(Nagvi ve ark., 2009). Bu nedenle de kalp, hasar sonrasi rejenerasyon Kkapasitesi
olmayan postmitotik bir organ olarak kabul edilmektedir (Akar ve ark., 2006).
Kardiyak infarktiise yol agan iskemik kosullar gibi travmalar tarafndan doku hasarini
onarmada kalbin kendi kendine yetersiz kaldig1 kabul edilirdi. Insanlarda raydoaktif
C ile yapilan caligmalarda kardiyomiyosit yenilenmesinin kinetikleri belirlenmistir.
Sol ventrikiilde, yillik 75 yasinda %3 azalirken 20 yasmda %1 turnover oldugu

tahmin edilmektedir (Bergmann ve ark., 2009).

Kardiyomiyositlerin terminal farklilagmasi dogumdan kisa siire sonra meydana
gelir. Geg perinatal donemde a-miyozin agir zincir (a-MHC) ve kardiak aktin gibi
yapisal proteinleri iceren doku-spesifik genlerin up-regiilasyonu ile karakterize edilir.
Embriyonik ve neonatal kardiyomiyositler c¢ogunlukla B-miyozin agir zincir
(B-MHC) ve iskelet aktin ifade erdeler. Miyositlerdeki terminal farklilasmanin diger
bir goOstergesi, mitojenlerle veya fizyolojik stresle wuyarilmalarmma karsin
cogunlugunun hiicre siklusuna girmemeleridir. Ancak insan kalbinde yaralanmaya
yanit olarak kardiyomiyositlerin hiicre dongiisline yeniden girdigini gosteren kanitlar

vardir (Anversa ve Nadal, 2002; Anversa ve Kajstura, 1998; Beltrami ve ark., 2001).
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Yapilan DNA isaretleme calismalarinda erigkin  fare  ventrikiiler
kardiyomiyositlerinde DNA sentezinin, dakikada normalde %0.0005 iken hasar
durumunda %0.008 oldugunu gostermistir. Fare kalbine karsin insan kalbinde ise
hasar sonrast %]1-4 oraninda kardiyomiosit hasara yanit olarak yeniden hiicre
siklusuna girmektedir. Bu prolifere olan hiicrelerin kaderi ve nasil prolifere oldugu
hala ¢oziilmemistir. Tiire 6zgli degisen kardiyomiyosit proliferasyonu ise heniiz

bilinmemektedir (Soonpaa ve Field, 1997).

Iskemik ve iskemik olmayan kardiyomiyopati, sol ventrikiil disfonksiyonu ve
kalp yetmezligine yol agar. Kalp yetmezligi, yasam kalitesini engelleyen, yasam
stiresi azaltan ve bilyiik dl¢lide tibbi masraflar1 artiran ve bdylece 6nemli bir saglik
sorunu haline gelmektedir (McMurray ve Pfeffer, 2005). Yasin artmasiyla beraber

hastaligin prevalansi da artmaktadir.

1.3. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda, mortalite ve morbiditenin majér nedeni
olma yolunda gittikge artan bir rol iistlenmektedir. Diinya saglik orgiitii verileri
kardiyovaskiiler hastaliklarin diinyada bir numarali 6liim nedeni oldugunu ve 2008
yilinda 17.5 milyon insanin kardiyovaskiiler hastaliklar nedeni ile hayatin
kaybettigini bildirmektedir. Bu oran diinyadaki 6liimlerin %30’unu ifade etmektedir.
Bu oliimlerin 7.6 milyonu kalp krizi, 5.7 milyonu inme kaynaklidir. 2030 yilinda ise
23.4 milyon insanm kardiyovaskiiler hastaliklardan 6lecegi tahmin edilmektedir

(WHO http://www.who.int/cardiovascular_diseases/en/).

Gelismis lilkelerdeki Oliimlerin yarisina yakin bir boliimii, gelismekte olan
ilkelerde de tigte biri kalp-damar hastaliklar1 nedeniyle olmaktadir. Son yillarda,
diinyada oldugu gibi iilkemizde de kalp ve damar hastaliklar1 giderek artmaktadir.
Ulkemizde meydana gelen oliimlerin %40 kadarmin nedeni kalp ve damar

hastaliklaridir. Diinya saglik problemlerinin basinda gelen kardiyovaskiiler
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hastaliklarin tedavisine yonelik arastirmalar bilim diinyasiin da oncelikleri arasinda

yer almaktadir (WHO, 2008; Schafer ve Northoff, 2008).

Koroner arter hastaliklari, kardiyomiyopatiler, perikard ve kardiyak kalp
anomalilerinin neden oldugu kalp yetmezligi sendromu, sol ventrikiil (LV) miyokard
hasarina, sistolik ve diyastolik disfonksiyona yol ag¢maktadir. Koroner arter
hastaliklar1 ve dilate kardiyomiyopatiler % 60-70 oraninda kalp yetmezliginin en sik
goriilen nedenidir. Hipertansiyon, kalp kapak hastaliklari, obezite, diyabet ve digerler

nedenler igin %30-40 arasinda sorumludur (Cowie ve ark., 1999; Fox ve ark., 2001).

Sol ventrikiil sistolik disfonksiyonu ve kronik kalp yetmezligi, kompleks
hiicresel mekanizmalar ile ilerleyen bir hastaliktir. Sol ventrikiiler fonksiyon
bozuklugu, hiicresel metabolizmada modifikasyonlari baslamasi sonucu olusan bir
travma ve kardiyak stres ile baslamaktadir. Ve bu degsiklikler sonucu kardiyak
yeniden modellenme siirecini baslar ki bu kardiyak yeniden modellenme ile uzun
vadede kardiyak fonksiyon bozuklugu, kardiyomiyosit O6liimii ve hayatta kalan
miyositlerin ve hiicre dis1 matriks degisikliklerine neden olmaktadir. Kardiyak
yeniden modellenme miyokard enfarktiisii, hipertansiyon, kalp kapak hastaliklar1 ve
dilate kardiyomiyopati gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin ilerlemesi ile baglar (

Delgado ve ark., 1999).

Kalp transplantasyonu terminal dénem kalp yetmezliginin tedavisinde altin
standart olmaya devam etmektedir. Buna ragmen, transplantasyon adayi hastalarin
yaklasik 9%20-40’1 bekleme sirasinda, %20’si transplantasyonun ilk yili icerisinde
kaybedilmekte, bu ilk yildan sonraki her yil i¢in %35’lik mortalite s6z konusu
olmaktadir (Durdu ve ark., 2003; Hosenpud ve ark., 2000; McGiffin ve ark., 1997).
Ek olarak, yiiksek maliyet, immiinosiipresyon komplikasyonlar1 ve diger tedavilerin
hatir1 sayilir morbiditesi de unutulmamalidir. Bu durum, hastalarin transplantasyon
bekleme siirelerini arttrmanin yani sira alternatif tedavi yontemlerine yonelme

gereksinimini dogurmustur.
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1.4. Miyokardiyal Enfarktiis ve Fonksiyon Kaybi

Miyokardial iskemi, derin miyokard hipoksiye yol acan, ozellikle oksijen igin,
miyokard metaboliti temini ve talebi arasinda bir dengesizlik ile karakterize patolojik
bir hastaliktir (Eltzschig, 2012; Eltzschig and Eckle, 2011). Bu olay, tipik olarak
koroner arter tikanmasinin neden oldugu miyokardiyuma kan akisimi sinirlamaktadir
ve bu durumun siirekli devam etmesi halinde miyokardiyal hiicre Olimii ve

devaminda kalp yetmezligi (iskemik kalp hastaligi) ortaya ¢ikmaktadir.

Miyokardiyal enfarktiis, damar i¢inde tromboza yol acan aterosklerotik plak
riptiliri ve trombosit agregasyonu sonucu koroner arterlerin tikanmasiyla olusur
(Antman ve Braunwald, 2001). Tikali arterlerden kaynakli siddetli iskemi sonucu
birka¢ dakika icinde kardiyomiyositlerde apoptozise neden olur. Iskemik alana
reoksijenizasyon sonucu reaktif oksijen tiirlerinin ve toksik maddelerin birikimi
yaralanma ve hiicre 6limiinii artirmaktadir (Yellon ve Hausenloy, 2007). Etkilenen
alanda veya etrafindaki hiicrelerden birtakim ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a),
monosit kemo-gekici protein-1 (MCP-1), interlokin (IL)-1p, IL-6 ce IL-8 gibi
sitokinler ve kemokinler salgilanir ki bu faktorler iskemik alana ¢ok sayida ve acil
olarak sirkiilasyondaki 16kositlerin toplanmasini uyarir. Komsu endotel hiicreleri
tarafindan E-selektin, hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler
hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) gibi hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu artirarak pro-inflamatuar immiin hiicrelerinin toplanmasini saglarlar.
Immun hiicreler hasarli alanda birikerek hiicresel atiklar1 ve pargalanmis matriks
iirlinlerini temizlerler. Hiicresel artiklar, yarali alandan kaldirildiktan sonra, kalan
bosluk graniilasyon dokusu ile doldurulur. Bu islem yaralanma sonrasi birka¢ giin
icinde miyofibroblastlarin gelmesi ile baslar. Graniilasyon dokusu, 6zellikle kan
damarlari, makrofajlar ve miyofibroblastlar, kollajen birikintisi ve hiicre dis1 matriks
proteinlerinden olugsmaktadir. Enfarktiisten bir hafta sonra, graniilasyon dokusu,
miyofibroblastlar ile i¢ ice kollajen birikintileri ile yogun bir skar doku haline

doniismeye baslar (Sekil 1.7) (Frangogiannis, 2008).
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Sekil 1. 7. Kardiyak iskemik hasardan sonraki hiicresel olaylarin sematik gosterimi (Boudoulas ve
Hatzopoulos, 2009)

Iskemik alan, sagliklh hiicreleri cevreleyen zarar veren, enflamatuar sitokinler
ve proteaz aktivitesi bakimindan zengindir. Kalan ventrikiiler hiicreleri tizerindeki
ekstra mekanik yiik, kardiyak dokunun biitiinliigiinii bozar. Béylece localize baglayan
hasar yavas yavas dalgalanma etkisiyle kalbin daha genis alanlarina yayilir
(Sekil 1.7). Fonksiyonel doku kaybi ve bu yeniden modellenme, ventrikiiler
disfonksiyona, elektriksel instabiliteye neden olur ve buda kalp yetmezligine ve

malign aritmilere yol agar (Sun, 2009).

1.5. Kok Hiicreler ve Rejenerasyon Mekanizmalar

Kok hiicrelerin hasarli doku, organ tamiri/ rejenerasyonunda rol aldig1 uzun yillardan
beri bilinmektedir. Kok hiicreleri; eriskin kani, kemik iligi veya dokulardan elde
edilen postnatal eriskin kok hiicreler, fetustan elde edilen fetal kok hiicreler,
gelismekte olan embriyonun blastosist asamasinda elde edilen embriyonik kok

hiicreler olarak smiflandirmak miimkiindiir. Eriskin kok hiicreler son hiicreye
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doniislimiinii tamamladiktan sonra, doniistiigli dokunun fenotipik ve fonksiyonel
ozelliklerini tasirlar. Erigkin kok hiicreler arasinda hematopoetik ve mezenkimal kok
hiicre (MKH)’ler ana gruplardir. Her iki hiicre grubunun da kardiyomiyojenik
farklilagmasi ile ilgili ¢caligmalar yapilmis olsa da, bu 6zellik MKH’lerde belirgin
olarak gozlenmektedir (Akar ve ark., 2009; Minguell ve Erices, 2006; Yang ve ark.,
2009). Kalp yetmezliginin hem Onlenmesinde hem de tedavisinde MKH’lerin
kullanilmast umut vaat etmektedir. En son arastrmalar, kok hiicrelerin kalp
yetmezligini onlemede ve tedavide, yasayan kalp kas1 hiicrelerine yeni kan damarlari
destegi sunarak ve hasara ugramis kalp kasi hiicrelerinin yerine kendileri gecerek

faydali stratejiler sunabildiklerini gostermektedir.

Hasarm 1iyilestirilmesinde kok hiicrelerin kullandig1 farkli mekanizmalar ile
basarili bir kardiyak rejenerasyonu ve tamiri s6z konusudur. Bu mekanizmalar
arasinda;

1) Kok hiicrenin farklilagarak miyokardiyumu olusturan olgun fonksiyonel hiicrelere
doniismesi,

2) Kok hiicrenin hasarl hiicre ile fiizyonu sonucu hiicre fonksiyonunun yeniden
kazanilmasi,

3) Kok hiicrenin hasarli dokuda hiicre/hiicre, hiicre/ekstraseliiler matriks iliskileri ve
¢Ozilinlir faktorlerin (Bliylime faktorleri, sitokinler, kemokinler vs.) salmnimi

sayilabilir (Mazhari ve Hare, 2007).

Kalp hastalar1 icin hiicre tedavisi hala baslangic asamasindadir. Erken klinik
calismalar, yetmezlik gosteren kalbe kok hiicre ve progenitdr hiicre transferinin
olanakli olduguna isaret etse de, etkinlige iliskin kesin sonuclara varilamamaktadir.
Giliniimiize degin klinik testten gecirilen hiicre tipleri olan kemik iligi hiicreleri ve
iskelet miyoblastlar1 dogru doku rejenerasyonunu gergeklestirememistir. Bu hasta
populasyonunda hiicre tedavisinin beklentisinin karsilanabilmesi i¢cin dogru kardiyak
transdiferansiyasyon kapasitesine sahip hiicrelere ilsikin ileri arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir (Wollert ve Drexler, 2006 ).
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Hiicresel tedavide iskelet miyoblastlarnin, kardiak kok hiicrelerin,
hematopoietik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler ve embriyonik kdk hiicrelerin
tranplantasyonu, hiicre replasman tedavisi i¢in dnemli bir yaklasim olarak kabul
edilmektedir (Passier ve ark., 2005; Durdu ve ark., 2006). Ancak miyokard hasar1
sonrasi onarim i¢in hangi hiicre tipinin etkin oldugunu belirlemek ve kardiyak

onarim mekanizmalarini aydinlatmak i¢in ileri caligmalara gerek duyulmaktadir.

Kemik iligi kok hiicrelerinin kardiyak dokuya transplante edildigi hastalarda,
risklerin olmamasma ragmen aritminin sikliginm arttigi bildirilmistir. Embriyonik
kok hiicrelerden deri ve kardiyomiyositlerin bazi kosullar altinda aritmik aksiyon
potansiyeli olusturma potansiyeline sahip oldugu da gosterilmistir. Yapilan
calismalarda kok hiicrelerin ve kok hiicrelerden diferansiye olan hiicrelerin
elektrofizyolojik 6zellikleri hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir (Heubach ve ark.,
2003). Kardiyomiyositler ile transplante edilen kok hiicrelerin aksiyon potansiyeli

stirelerinin farkli olmasi nedeniyle olusan heterojenite 6nemli bir aritmi nedenidir.

Kok hiicre uygulamalar: ile elde edilen basarilarin farklilasma ile mi, hiicre
flizyonuyla mu yoksa parakrin etkiyle mi iyilesmeye neden oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Kok hiicrelerin yerlesik kardiyomyositlerle flizyonu, farklilagsma
iddialarina alternatif bir agiklama olarak Onerilmektedir. Fakat kardiyak hasarlh
hayvan modellerinde kok hiicre transplantasyonundan sonra goézlenen fonksiyonel
yararin, hangi mekanizma ile ilgili oldugu tam olarak acgiklanamazken,

mekanizmalarin aydinlatilmasinda ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Sekil 1. 8. Kardiyak rejenerasyondaki potansiyel mekanizmalar ve yetersizlikler (Segers and Lee
2008).

Iskemi sonucu olusan miyokard disfonksiyonu hiicresel terapiler ile
diizeltilebilir.
1-Endojen  kardiyomiyositlerin ~ ¢ogaltilmas1  ile diizeltilebilir. Fakat
kardiyomiyositlerin diisiik proliferasyon yilizdesinin (%10-20) olmas1 yeterli
kardiyomiyosit olsumunu engellemektedir.
2-Kemik iligindeki kok hiicrelerinin enjeksiyonunun veya mobilizasyonunundan
sonra KIKH’lerinin kardiyomiyositlere diferansiyasyonuyla veya kardiyomiyositlerle
fiizyona girmesiyle saglanabilir.
3-Yerlesik kardiyak kok hiicreler ile rejenerasyon saglanabilir. Yerlesik kardiyak kok
hiicreler kalbin biitiin hiicre tiplerine diferansiye olma potansiyeline sahiptir ve
kardiyomiyositlere farklilagarak miyokardiyumu kurtarabilmektedir (Sekil 1.8). Kok
hiicrelerin miyokardiyuma mobilizasyonundaki yetersizlikler yada
kardiyomiyositlere diferansiyasyonu veya fiizyonundaki yetersizlikler hiicresel

terapinin basarisini da kisitlamaktadir (Segers ve Lee, 2008).
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1.6. Kalp Hastaliklarinda Hiicresel Tedavi

Sol  ventrikiiler ~yeniden modellenmenin patofizyolojik mekanizmalarmin
anlasilmasindaki gelismeler, farmakolojik ilaglar ve invaziv cerrahi miidahaleler gibi
yeni tedavi yaklasimlariin tasarlanmasima izin vermektedir. Ancak, kalp yetmezligi
prognozundaki dnemli gelismelere ragmen, 6liim orani hala yiiksek olmaya devam
etmektedir. Geleneksel tedaviler ve smirlamalar kardiyomiyosit kaybini yerine
koyamamaktadir. Son on yilda, rejeneratif hiicre tedavisi, iskemik kalp
hastaliklarinin tedavisi icin umut vaat eden bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmistir (Anversa

ve ark., 2006).

MI sonras1 miyositlerin kalict kayb1 ve kalbin teorik rejeneratif kapasitesi
hiicresel transplantasyonu ilgi ¢ekici bir hale getirmistir. Basarili bir kalp yetmezligi
tedavisi i¢in, miyokardin yaygimn rejenerasyonu ve yeniden modelleme siirecinin
Onlenmesi veya tersine dondiiriilmesiyle sistolik fonksiyonun gelistirilmesinde
onemli bir hedeftir (Dib ve ark., 2005; Shimizu ve ark., 2003; Hagege ve ark., 2006).
Iskemik kalp hastaligi tedavisi i¢in neredeyse yirmi yildir siiren hiicre tedavisi
arastirmalari, ya tek basmna ya da diger terapdtik miidahaleler ile kombinasyon
halinde, ilgi ¢ekici bir alternatif tedavi stratejisi gostermistir (Leri ve ark., 2008;
Heldman ve ark., 2011; Lee ve Terracciano, 2010). Pek cok hiicre tipi, hasarh
miyokard onarimi veya rejenerasyonu i¢in klinik oncesi hayvan modellerinde ve
klinik ¢alismalarda ya dogrudan (yeni nakledilen doku olusumu aracilifiyla) yada
dolayli (endojen rejenerasyon) olarak incelenmistir (Murry ve ark., 2005; Gu ve ark.,

2007; Malliaras ve Marban, 2011).

Otolog veya allojenik kaynaklardan farkli kok hiicreler ve progenitor hiicreler,
kardiyak rejenerasyon arastirmalarinda kullanilmaktadir (Hare & Chaparro 2008).
Embriyonik kok hiicreler, fetal kardiyomiyositler, diiz kas hiicreleri, hematopoetik
kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler ve endotel progenitor hiicreleri kullanilarak
yapilan hiicre nakli deneysel modellerde MI hasar sonrasi kalp fonksiyonlarinin

restorasyonu i¢in umut verici bir tedavi yaklasimi olarak ortaya ¢ikmustir.
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1.6.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik kok hiicreler ilk defa 1981 yilinda Evans ve Kaufman tarafindan
tanmimlanmistir (Evans ve Kaufman, 1981). Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon
doneminde 5-7. giinde olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir.
Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler
pluripotent kok hiicreler olup, gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200 hiicre tiiriine
doniisebilecek potansiyele sahipler. Insan EKH'leri pluripotent ve farklilagsmamis
hiicrelerin belirteglerinden olan CD9, CD24, oktamer baglayici protein (Oct-4),
nanog, alkalen fosfataz, LIN28, Thy-1, SSEA-3 ve -4 eksprese ederler. Elde edilen
bu hiicreler kiiltiir ortaminda uzun siire yiiksek derecede telomeraz ekspresyonu ve
aktivitesi gosterirler. EKH'ler sinwrsiz kendi kendilerini yenileme kapasitesine
sahiptirler ve tiim fetal dokulara ve erigkin kok hiicrelerine ve bunlarin daha

farklilagsmis progenitorlerine farklilasabilir (Trounson, 2006).

Bir¢ok grup EKH veya indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH)’den
kardiyomiyositlerin  elde  edilebilir  oldugunu  goéstermistir. ~ EKH-derive
kardiyomiyositler, atriyal, ventrikiiler, siniis diiglim, Purkinje, ve uyar1 yapan hiicre
benzeri hiicreler de dahil olmak iizere ¢esitli fenotipleri olugsmaktadir ve kolay bir
sekilde kendiliginden kasilma aktivitesi in vitro olarak tespit edilebilmistir
(Hescheler et al., 1997; Wobus, 2001). Yerlesik hiicrelerle elektromekanik olarak
olarak ¢ift olusturabiliyorlar ve senkronize kasilma gosterebilmektedirler (Shiba ve
ark., 2012). EKH-kaynakli  kardiyomiyositlerin insana transplantasyonu
yapilmazken, immiin sistemi baskilanmis maymun ve farelerde yapilan ¢alismalarda

teratoma olusumu gozlenmistir (Blin ve ark., 2010).

EKH'ler, bilimsel ¢aligmalar i¢in istenilen hiicre tipinin elde edilmesi ve geri
doniisiimsiiz hiicresel hasarlarin olustugu hastaliklarda hiicresel tedavi i¢in kaynak
olarak kullanilmalar1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ancak EKH'ler elde edilirken
blastosiste miidahale edilmesi, insan kaynakli ¢alismalarin yapilmasinda etik

sorunlar1 ortaya ¢ikarmustir.
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1.6.2. Indiiklenebilir Pluripotent Kok Hiicreler (IPKH)

Indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH), tanim olarak pluripotent dzellik kazanmis
somatik hiicrelere denir. Ilk kez 2006 yilinda Yamanaka ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmis ve yetiskin bir fareden alinmis farklilagsmis fibroblast hiicrelerinin 6zel
kosullarda yeniden programlanmasi ile kok hiicre ozelligi kazanabileceklerini
gostermiglerdir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Fibroblast hiicrelerinden
doniistiiriilen bu hiicrelerin fare embriyosuna enjekte edilmesi ile gelisim sonrasi
fibroblast disinda bir ¢ok hiicreye farklilastigini da ayni ¢aligmada gosterdiler.
Yamanaka faktorleri olarak bilinen genlerin de i¢inde oldugu cesitli genlerin
kopyalarin1  fibroblastlara  aktararak  basardi.  Cesitli ~ kombinasyonlarin
denenmesinden sonra test edilen genlerden dordi Oct3/4, Sox2, c-Myc, ve Klf4
fibroblastlar1 tekrar programlayarak kok hiicre 6zelligi kazandirmistir (Takahashi ve
ark., 2007). Yamanaka ve grubu daha sonra fibroblast hiicresi disinda yetiskin fare
karaciger hiicresinden de (Aoi ve ark., 2008) IPS hiicreleri elde ettiler. Yeniden
programlama yoluyla elde ettikleri IPKH’inden kardiyovaskiiler (Narazaki ve ark.,
2008), retina (Hirami ve ark., 2009), makrofaj (Senju ve ark., 2009) gibi rolleri ve
karakteristikleri tamaman farkli bir c¢ok farklilasmis hiicreyi kiiltiir ortaminda

urettiler.

IPKH’ler blastosiste miidahale edilmeden elde edilebilen pluripotent kok
hiicreler olarak kullanilmasinda sorun yasanan EKH’ler ic¢in tasarlanan bilimsel
calismalarin gerceklestirilmesine yonelik yeni bir firsat olusturmaktadir. Miyokard
enfarktiis sonrasi kardiyomiyosit kaybinin oldugu durumlarda kullanilmak {iizere
[PKH’lerden kardiyomiyosit farklilasmasma ydnelik olarak da cesitli ¢alismalar
yapilmustir. Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismalarda IPKH’lerden
farklilagan kalp kasi hiicrelerinin aksiyon potansiyeli karakterizasyonlarma gore
atriyal ve ventrikiiler hiicrelerle benzer 6zelliklerde olduklar1 ve elektrofizyolojik
Olgtimlerinin de bu bulgular1 destekledigi goriilmiistiir (Zhang ve ark., 2009).
[PKH’lerden farklilasan kardiyomiyositlerin %55’i spontan olarak kasilip
gevsemekte ve bu hiicrelerin gen ifadeleri incelendiginde embriyonik donemden

itibaren ifade edilen kardiyak spesifik genler ifade edebilmektedir (Mauritz ve ark.,
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2008). IPKH’lerin elde edilmesi suanki ¢alismalar icin 6ncelik teskil etmekle beraber
devam eden asamalarda viriislerden faydalanmadan ve onkogenler kullanilmadan
IPKH’lerin elde edilmesine denemeler yapilmaya devam edilmektedir. Kisiye dzgii
pluripotent 6zellikte hiicre elde edilmesine olanak saglayan bu yontem sayesinde

doku reddi olmadan hiicresel tedaviler gerceklesebilecektir.

1.6.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Bir¢ok dokunun stromasinda bulunan, 6zellikle de kemik iliginden kolaylikla elde
edilen mezenkimal kok hiicreler (MKH), yiiksek farklilasma potansiyeli ve in vitro
kiiltiir ortaminda kolaylikla c¢ogaltilabilmeleri nedeniyle hiicresel tedavi ig¢in ¢ok
uygundur (Tokcaer-Keskin ve ark. 2009). MKH’ler kemik iligi disinda bir ¢ok
dokuda bulunurlar. Bu hiicreler konnektif doku hiicrelerine doniiserek stromayi
olusturmakta ve organ fonksiyonlarinin ylriitiilmesinde ¢ok ©Onemli rol
oynamaktadir. Kemik, kas, dis pulpasi, kordon kani, amniyotik sivi, beyin, dalak,
karaciger, bobrek, akciger, BM, kas, deri, yag doku, timus, aort, vena kava ve
pankreas eclde edilen bu hiicrelerin doku kokeni ne olursa olsun biyolojik ve
fonksiyonel oOzellikleri bliyiik benzerlik gosterir. Kolayca izole edilebilirler ve
kiiltiirde kolayca iiretilebilirler. MKH’ler CDI11b, CD14, CD31, CD34 ve CD45
yiizey belirtecleri negatitken; CD29, CD44, CD90, CD73, CD105, CD106 ve CD166
yiizey belirteclerini poziftir (Elnakish ve ark., 2012).

MKH’lerin klinik kullanim agisindanda bir ¢ok avantajlar1 vardir. Konnektif
doku kokenli olmalar1 nedeniyle stromal destek saglayarak ilgili doku ve hiicrelerin
gelisimine ve fonksiyonuna katki saglarlar. Ayrica, immiinsiipresif olmalar1 ve kemik
iligi destek dokusunu (mikrogevre) olusturmalarinin yanisira, farklilasma potansiyeli
sayesinde rejeneratif tipta, organ/doku hasarinin onariminda; kalitsal hastaliklardaki
enzim defektlerinin yerine konmasidaki potansiyelleri acisindan olduk¢a dnemlidir
(Miiler ve ark., 2006; Baxter ve ark., 2005). MKH’ler hiicre replasman tedavisinde
ve doku tamirinde kullanilabilme potansiyeli nedeniyle doku miihendisligi

uygulamalarinda da potansiyel kullanim alani bulabilecegi diisiinilmektedir. Biitiin
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bu 6zellikleri nedeniyle MKH’ler ¢ok ilgi uyandirmakta ve giderek artan bir hizla,
transplantasyondan doku/organ hasar1 olan yaygin hastalik tiplerine (miyokard
infarktiisii, iskelet sistemi, eklem hasari, spinal kord, santral sinir sistemi hasarlari
gibi) kadar ¢ok genis bir alanda hiicresel tedavi amaglh kullanim alan1 bulmaktadir

(Kawada ve ark., 2004; Kollar ve ark., 2009).

1.6.4. iskelet Myoblastlart

Iskelet miyoblastlari, olgun iskelet kas liflerinin {izerinde bazal lamina ve
sarkolemma arasinda bulunan sessiz evrede kalan satellit hiicrelerdir. Bunlar kas
biyopsilerinden elde edilebilir ve kolayca in vitro ekpanse edilebilirler (Murry ve
ark., 1996; Taylor ve ark., 1998). Bu tiir kok hiicreler iskemik kronik ventrikiiler
disfonksiyonda oldukg¢a dikkat ¢ekici hiicreler olmustur. Ciinkii bu hiicreler: 1)
farklilasmak i¢in 6zel bir mikrogevreye gerek yoktur 2) undiferansiye asamada
sorunsuzca ekpanse edilirler 3) iskemiye karsi oldukca direnglidir ve hasar sonrasi
cogalirlar. Bu hiicreler, hasarli miyokard i¢ine transplantasyon sonrasi, miyojenik
soya farklilastirmak i¢in programlanmislardir. Bu hiicreler iskelet kasinin fonksiyonu
ve Ozelligini gbsteren myotiipleri ve miyositleri olustururlar (Leobon ve ark., 2003;
Pagani ve ark., 2003). Miyokard enfarktiisii takiben hiicre tedavisi i¢in Onerilen ilk
hiicre tiirlerinden biridir, ayn1 zamanda iskelet hiicreleri olarak da bilinen iskelet kas1
kaynakli progenitor hiicreleri de vardir. Ancak bu hiicre tipinde transplantasyon
sonrasinda infarkt alana yerlesen hiicreler ile yerlesik hiicreler arasinda
elektromekanik  uyumsuzluk  gosterilmistir.  Cesitli  klinikk  calismalarda
transplantasyon sonrasinda sol ventrikiil fonksiyonu iyilestirilmesi gosterilse de
bircok hastada aritmi gelistirmesi bu hiicre tipinin hiicresel tedavide kullanilip

kullanimayacag tartismalidir (Reinecke ve ark., 2000, Menasche, 2004).
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1.6.5. Kemik ligi Kaynakh Kok/Progenitor Hiicreler

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri kemik iligi olup,
mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve mezenkimal kok/progenitor
hiicreler bulunmaktadir. Kemik iligi kaynakli kok hiicreler kardiyomiyositler ve
vaskiiler endotel hiicreler dahil olmak iizere, genis bir hiicre tipine in vitro
farklilastirilabilmektedir (Ohnishi ve ark.,2007). Ayrica otolog transplantasyon i¢in
secilebilirken, hayvan caligmalarinda ve erken klinik ¢aligmalarda oldukg¢a gilivenli

profil gostermislerdir.

1.6.6. Kardiyak Kok Hiicreler

Eriskin kalpte hiicre bdliinmesinin olmadigr bilinrken yapilan bir ¢ok calismada,
eriskin kalbin de, kok hiicre karakterinde bir kardiyak kok/progenitor hiicre
popiilasyonunu igerdigi ve kardiyak homeostasisi, hasarli hiicreleri ve vaskiiler
yapiy1 yenileyerek devam ettirdigi gosterilmistir. Bu kardiyak kok hiicreler kalpte
yerlesiktir ve multipotenttirler. Kardiyak kok hiicrelerin varligi ve rejeneratif
potansiyeli farede, ratta, kokpekte ve eriskin insan kalbinde gosterilmistir. Ek olarak
da degisik calismalarda eriskin kalpten kardiyak kok hiicrelerin izolasyonu ve
genigletildigi bildirilmistir (Zang ve ark., 2009). Gegtigimiz yillarda erigkin kalbinin
kardiyomiyosit ve vaskiiler yapiy1 rejenere edecek bir kardiyak kdk/progenitor hiicre
havuzu igerdigi gosterilmistir (Beltrami et al., 2003, Oh et al., 2003, Martin et al.,
2004, Matsuura et al., 2004, Messina et al., 2004; Laugwitz et al., 2005). Bu kok
hiicreler, lineage negatif (lin-), CD34, CD45, CD20, CD45RO ve CDS yiizey
belirteclerini eksprese etmezler. Kalpteki bir progenitor hiicre kardiyak lineage bagh
olarak undiferansiye hiicreler olarak tanimlanabilir ve kardiyomiyositlere, diiz kas
hiicrelerine ve/veya endotelyal hiicrelere diferansiye olma kapasitesi vardir. Bu
tanimlamaya gore, bir progenitor hiicre kardiyak transkripsiyon faktorlerinin
(GATA4, Nkx2.5, Mef2c) ekspresyonuyla karakterize edilebilir (Gonzales ve
Pedrazzini, 2009) ve c-kit, MDR-1, FIkl ve Sca-1 (stem cell antigen 1), Side

population (SP) gibi kok hiicre belirteglerini eksprese etmelerine gore
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ayrilmaktadirlar (Barille ve ark., 2007). Ml gibi yaralanmalara cevapta hiicrelerin
sayist hizli bir sekilde artar ve rejenerasyona katki saglar. Endojen miyokard onarim
kapasitesi sinirli oldugundan, yerlesik kok hiicrelerin ex vivo genislemesi, kalbe
iletimi takiben fonksiyonel iyilesme ve rejenerasyon lehine olabilir (Barille ve ark.,
2007).

1.7. Hiicre Fiizyonu ve Yeniden Programlanma

Kok hiicre biyolojisinin ana temasi, kok hiicrenin kendini yenileme (self-renewal),
diferansiyasyon ve proliferasyon olaylarim1  yonlendiren = mekanizmalarin
anlasilmasidir. Bugiine kadar pek ¢ok gen ve transkripsiyon faktorlerinin kok hiicre
plastisitesinde rol aldig1 saptanmistir. Kok hiicre kaderini belirleyen ic¢sel ve digsal
faktorler bugiin yeni bir hipotez ile aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Yeni gen
ekspresyonu: ¢ekirdek DNA’s1 tamamen degistigi i¢in yeni gen ekspresyonu olur ve
kok hiicre/progenitor hiicreden farklilastigi dokuya ait yeni hiicre gelisimi olmustur.
Bu teori herhangi bir kok hiicre ve genomunun yeniden programlanarak istenilen
hiicre serisine farklilasabilecegini yani kok hiicre plastisitesini en 1iyi sekilde
aciklamaktadir. Bu teorinin iyice anlasilmasi pek ¢ok hastaligin tedavisinde etkin

olacak yeni klinik ¢alismalara onciiliik edecektir (Eggan ve ark., 2005).

Cekirdegin yeniden programlanmasi farkli mekanizmalarla
aciklanabilmektedir. Bunlardan en temel olanlar1 su sekilde swralayabiliriz. 1-
Niikleer transfer ile yeniden programlanma, 2- Hiicre fiizyonu ile yeniden
programlanma, 3- Hiicre ekstrakti ile yeniden programlanma, 4- Stemness Faktorler

ile yeniden programlanma (Saric ve Hescheler, 2008).

Yetiskin somatik hiicreler hiicresel terapi i¢in bir hastadan alindig1 zaman in
vitro olarak pluripotent duruma doniisebilir yani ihtiya¢ duyulan hiicre tipine
farklilasabilir. Bu tip hiicreleri olusturan tekniklerin gelisiminin uzun bir hikayesi
vardir. Bu durum yaklagik 100 yildan fazla siire dnce gelisim ve farklilasmada

hiicrelerin genomda geri dontigiimlii ya da geri doniisiimsiiz degisiklikler kazanip
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kazanmadig1 seklinde bir soruyla baslamigtir. Bunun aksine farklilasma boyunca
hiicreler uzun siire ekspresyonuna ihtiya¢ duymadig1 genleri geri doniisiimsiiz olarak
kaybederler diye inanilirken, bugiin ise genomun fiziksel biitiinliigii degismemektedir
ve genetik materyal bir organizmada biitiin hiicrelerde, tipi ya da maturasyon
durumuna aldirilmadan benzer kalmaktadir. Bu sonuglar 1950 yilinda Briggs ve
King’in Onciiliik ettigi kurbaga embriyolar1 kullanilan bir seri niikleer transfer

caligmalarindan kdken almistir (Saric ve Hescheler, 2008).

1.7.1. Somatik Hiicre Niikleer Transferi ile Yeniden Programlanma

Somatik hiicre niikleer transferi olarak bilinen (SCNT) bu islemde, farklilagmis bir
hiicrenin niikleusunun, niikleusu ¢ikarilmig déllenmemis bir oosite transferi ile
embriyonik gelisim saglanir. SCNT ile farklilasmis hiicrenin 6rnegin; c¢ekirdegin
yeniden diizenlenmesi genetik degil epigenetik mekanizmalarla oldugunu
gostermistir. Bu meknizmlar, DNA sitozin metilasyonu, asetilasyon metilasyon ve
ubikitinasyon gibi Kovalan histon modifikasyonlari, polycomb grubu proteinler ve
transkripsiyon faktorleri gibi kromatin iligkili proteinlerin yeniden diizenlenmesi,
kii¢iik kodlamayan RNA’lar tarafindan pre ve post transkripsiyonel gen regiilasyonu
(6r: miRNA). Farklilasmigs bir hiicrenin niikleusunun epigenetik yeniden
programlanmasi sirasinda bu modifikasyonlar i¢inde 6zellikle DNA metilasyonunun
mutlaka yeniden diizenlenmesi gerekir. Verici hiicre niikleusu ile niikleusu ¢ikarilmis
hiicre sitoplazmas1 arasindaki niikleer faktorlerin degisiminin bu proses i¢in 6nemli

oldugu distiniilmektedir (Saric ve Hescheler, 2008).

1.7.2. Hiicre Ekstraktlar ile Niikleusun Yeniden Programlanmasi

EKH’lerin yerine bu hiicrelerin serbest halde bulunan hiicre ekstraklari ile yeniden
programlanma yapilabilmektedir. Bu teknikte programlanacak erigkin hiicrelerinin
plazma membranlar1 bakteriyal toksin Streptolisin O veya digitonin gibi membran

boyunca makromolekiillerin gegisine izin veren ilaglar kullanilarak ters gegirgen hale
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getirilir. Gegirgen hale getirilmis hiicreler daha sonra ¢ekirdek transferinin arttirmak
icin ATP ve GTP varliginda, baska bir tiir hiicrenin ¢ekirdek ve sitoplasmik ekstrakti
ile inkiibe edilir (Oliveri, 2007). Ekstrakta ge¢ici maruz kaldiktan sonra hiicreler
tekrar kapatilir ve kiiltiir yapilir. Inkiibasyon siiresinde hiicre ekstaktinda yeniden
programlama icin gerekli olan faktorler, gegirgen haldeki hiicrelere diflize olur ve
hiicre igerisinde ekstraktin alindig1 hiicrelerde sentezlenen genleri aktif hale getirir ve

alict hiicre spesifik genlerini baskilar.

Bu yaklasim birka¢ farkli sistemde ispatlanmistir. Bunlardan birinde bobrek
epithelial 293T hiicreleri T lymphocyte veya noronal belirtegler iiretmek amaciyla T
hiicreleri veya noronal prekiirsor hiicrelerinden elde edilen ekstraktlar ile inkiibe

edilerek yeniden programlanmustir (Saric ve Hesceheler 2008).

Benzer bir yaklasimla 293 T hiicreleri farklilastirilmamis insan teratokarsinoma
hiicrelerinin ekstraktina maruz birakilmigtir. Sonugta epithelial 293T hiicreleri EKH
benzeri morfolojideki bir yapiya doniismiistiir. Bu yeniden programlanmis hiicreler
norogenik, adipojenik, osteojenik and endothelial soylar gibi 293 T hiicrelerinden

farkl sekilde soy olusturabilmislerdir (Saric ve Hesceheler 2008).

Insan 293 T hiicrelerine ek olarak hiicre ekstakt: temelli cekirdek aktarimi
diger memeli hiicrelerine de uygulanmistir. Bunlardan bazilar1 séyledir: insan adipoz
doku kok hiicreleri: sigan kardiomyosit hiicre esktraktina maruz birakimli ve
kardiomyosit 6zellikler kazanmistir. Primer sican fetal fibroblastlarina: sican hiicreler

insulinoma hiicre ekstrakti ile muamele edilmis ve B-hiicre fenotipine donmiistiir.

Hiicre ekstraktlar1 ile yeniden programlanma c¢ok etkilidir, ¢iinkii hiicre
ekstrakt1 kaynakli faktorler hedef hiicrelerde muhtemelen siirekli olmayacaktir ama
yart hayatlarna denk gelen zamanda bitecektir. Buna ek olarak tiim hiicrenin
kullanimmdan kag¢inarak ekstra kromozomlarin uzaklastirilmasindan kaynaklanan
sorunlarda ortan kalkacaktir. Sonu¢ olarak bu yaklasim biyokimyasal metotlarla
yeniden programlama mekanizmasinin anlagilmasinda yarar saglamaktadir. Ham

hiicre ekstraktlarinin yerine saf haldeki bilinen rekombinant pluripotensi faktorleri
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kullanilabilir. Bu yaklagimin avantaji yeniden programlama faktorlerinin bilesimi ve
konsantrasyonlarmin  farkli  hiicre tiirleri icin optimize edilebilmesi ve

degistirilebilmesidir (Saric ve Hesceheler 2008).

1.7.3. Tamimh Stemness Faktorleri (Pluripotensi faktorleri) ile Niikleusun

Yeniden Programlanmasi

EKH’ler pluripotensi digsal (losemi inhibitor faktorii ve kemik morfojenik proteinler
gibi mikrogevre de bulunan sinyal molekiilleri) ve i¢csel (EKH spesifik transkripsiyon
faktorleri ve epigenetik modifiye ediciler) mekanizmalar1 tarafindan korunmaktadir.
Insan ve sican EKH’lerinde bulunan kendini yenileme ve pluripotensi sisteminin
onemli icsel genetik diizenleyicileri homeodomain transkripsiyon faktorleri
Oct4/Pou5fl, Sox2 ve Nanog (STAT3, beta-katenin, c-myc, kif-4) diir (Yamanaka
2008).

Genom boyu lokalizasyon analizlerinden faydalanarak yapilan son ¢aligmalar
gostermistir ki, Oct4, Sox2 ve Nanog hep birlikte yiizlerce aktif EKH spesifik gen
icin promotor bolgeleri ve ayn1 zamanda sasirtic1 olarak insan ve fare EKH’lerinin
inaktif gelisimsel genlerinin promotor bdlgelerini kaplamaktadir. Her ne kadar bu
transkripsiyon faktorlerinin mekanizmalar1 tam olarak anlasilmamis olsa da bunlarin
histon modifiye edici enzimleri aktive ya da represe etmede gorev aldiklar1 tahmin
edilmektedir. Oct4, Sox2, c-myc, klf4 ve Nanog EKH’lerinde pluripotensiye dahil
olan tek faktor degillerdir. Alt1 farkli insan EKH serisinde tanimlanan 92 gen

EKH’lerini artan ekspresyonunu gostermistir (Saric ve Hesceheler 2008).
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1.7.4. Kok Hiicre Fiizyonu Ve Yeniden Programlanma

1.7.4.1. Hiicre Fiizyonu

Hiicre flizyonu, morfogenez ve embriyogenez olaylarinda kas, kemik ve trofoblast
hiicrelerinin farklilagmasi sirasinda meydana gelen dnemli fonksiyonel hiicresel bir
stirectir. Kelime olarak birlesme anlamina gelen flizyon, teorik bir model ile
aciklanmaktadir. Bu model “stalk pore” yapisi olarak adlandirilir ve plazma
membranmin dis yiizeyindeki polar fosfolipid tabakasinin bir hiicreyi diger hiicreye

yaklastirmasiyla agiklanmaktadir (Ogle ve ark., 2005; Eggan ve ark., 2005)

Schleiden ve Schwann (1839), tarafindan hiicre teorisi, ilk kez ortaya atilarak,
hiicrelerin farkli oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte bu teoriden hiicrelerden
birinin digeriyle fiizyona girdigi de c¢ikarilmaktadir ve flizyon, multiseliiler
organizmalarin 6rnegin memelilerin normal gelisimi i¢in gereklidir. Memeli hiicre

flizyonu fertilizasyon ve doku gelisimleri gibi proseslerin olmazsa olmazlarindandir.

Hiicre flizyonu memeli gelisiminde smirli bir rol oynamakta ve belirli hiicre
tiplerinin hiicresel farklilasmasma katilmaktadir. Gametlerin flizyonu sonucu zigot
olusur. Akrosome’un katabolik aktivitesi sonrasi, oosit zona pelucida boyunca oyuk
acilarak, diploid zigotu olusturmak {lizere sperm olgunlasmis yumurtayla birlesir.
Plasental gelisim boyunca, trofoblast hiicreleri “trophosyncytium” (bir araya
toplanmis hiicreler) olusturmak iizere flizyona girer. Fertilizasyon sonrasinda
trophoblast hiicreleri (insan blastosit hiicrelerinin dis tabakasi) 3-4 giinde belirirler.
Blastositler endometrium’a baglandiklarinda “trophosyncytium” olugturmak iizere
fiizyona ugrarlar. Trofosinsityum’un 10 m?’lik yiizey alani vardir. Bu genis yiizey
alan1 anne ve fetiis arasindaki besinlerin, hormonlarin ve atiklarin hizli bir sekilde

transportuna izin vermektedir.

Hiicre flizyonuna bir diger 6rnek ise, biiyiiyen hiicrenin fonksiyonu kaslarin

kontraktil kapasitesinin artmasidir ki bu da iskelet kas1 gelisimi boyunca myosyncitia
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olusumu tarafindan mimkiin kilinmaktadir. Myosyncitia, tek c¢ekirdekli
myoblastlardan olusmustur, baglantili hiicre iskelet elemanlar1 vardir, yiiksek oranda

kasilmaya izin verir (flizyona girmemis miyoblastlardan).

Hiicre flizyonunun, hiicre fonksiyonunu tamamen degistirdigi gosterilmistir;
orn: osteoblastlar. Bunlar kemigin kollajen ekstraseliiler matriksini sentez ve
mineralize ederler. Osteoblastlar makrofaj benzeri hiicrelerle flizyona girdikleri
zaman ise osteoklastlar1 olustururlar bu ¢ok c¢ekirdekli hiicreler kemik dokusunu

katabolize ve reabsorbe ederler.

Normal durumda, iki ya da {iic c¢ekirdekli hepatositler karacigerde
bulunmaktadir. Hepatositlerin  diger hiicrelerle fiizyona ugramast doku
transplantasyonunu takiben gozlenmesine ragmen, durgun/sabit kosullarda da bu ¢ok
cekirdekli karaciger hiicreleri yine gosterilmistir. Bu durum bu hiicrelerin niikleer

boliinme sonrasinda sitokinez yoklugundan ortaya ¢ikabilmektedir.

Hiicre fiizyonu, dogal immiin cevapta rol oynayabilir. Makrofajlar yiiksek
titrede patojene maruz kaldiklar1 zaman, intraseliiler patojenleri elimine edemezler
ise dev hiicreler (“foreign body giant cells” adli hiicreleri) olusturmak iizere flizyona
girerler. Etraflar1 aktive olmus T hiicreleri ile ¢evrilir. Bu durum tam bilinmemekle
birlikte patojenlerin yayilimmi minimuma indirmek i¢in oldugu diisiiniilmektedir.
Buna ragmen disiik seviyeli Okaryotlardan 6zellikle C. elegans ve D.
melanogaster’de hiicre flizyonunun molekiiler ve hiicresel mekanizmast iyi
anlagilmigtir. Memeli hiicre membranlarinin fliizyonunu katalize eden proteinlerin
izole edilmesi basa ¢ikilmasi gereken bir sorundur. Cogu protein hiicre flizyonunda
cok onemli rollere sahiptir, fakat bunlar1 ayirmak c¢ok zordur, flizyonda hangisinin
onde geldigini bulmak gilictiir (farklilagsma, gog, tanima ve adezyon) (Eggan ve

Sullivan, 2006).

Kelime olarak birlesme anlamina gelen fiizyon, teorik bir model ile

aciklanmaktadir (Ogle ve ark., 2005). Bu model “stalk pore” yapisi olarak
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adlandirilir ve plazma membraninin dis ylizeyindeki polar fosfolipid tabakasinin bir

hiicreyi diger hiicreye yaklastirmastyla agiklanmaktadir.

Hiicre flizyonu sonucu olusan hiicreye genel olarak hibrit hiicre denmektedir.
Iki hiicrenin fiizyonu yapildiginda, bu hiicrelerin her birinin genetik ve fonksiyonel
ozellikleri hibrit hiicrelere geger. Hibrit hiicrede hangi hiicre ozelliklerinin daha
baskin oldugu, hiicre yiizey belirtegleri, kullanilarak saptanmaktadir (Eggan ve ark.,
2005).

Hiicre flizyonu, morfogenez ve doku yenilenmesi i¢in temel bir islemdir.
Fizyolojik hiicre flizyonu siki1 bir big¢imde diizenlenir. Bu mekanizmadaki defektler

infertilizasyona, bazi kas hastaliklarina, osteoporoza ve preeklampsiye neden olabilir.

Fizyon farkli iki sekilde gerceklesebilmektedir. Bunlardan birincisi, ¢ok
cekirdekli makrofajlar, osteoklastlar ve plasentanin sinsityotrofoblast hiicrelerinde
oldugu gibi aym tip hiicrelerin flizyonu sonucu olusan homotipik hiicre flizyonudur.
Ikincisi ise farkli tip hiicrelerin birlesmesi sonucunda meydana gelen heterotipik
hiicre fiizyonudur. Heterotipik hiicre flizyonu sirkiilasyondaki kemik iliginden gelen
hiicrelerle karaciger, kalp ve beyin gibi parankimal organlardaki hiicrelerin doku

tamiri sirasinda ortaya c¢ikar (Ogle ve ark., 2005).

Fiizyondan sonra ise nukleuslarin birlesip birlesmeme durumlarina gore de bazi

tanimlar s6z konusu olmaktadir. Bu tanimlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Sinsityum, Homotipik hiicre fiizyonu sonucu olusan hibrid hiicrede 2 ya da

daha fazla nukleus bulunmasi durumudur (Ogle et al., 2005).

Heterokaryon, 2 ya da daha fazla farkli tip hiicrenin flizyonu sonucunda >2
sayida nukleusun bulunmasi durumudur. Heterokaryon zaman i¢inde stabil kalir ve
her bir flizyon esinin 6zelliklerini gdsterir. Herterokaryonlar karaciger rejenerasyonu

ve doku tamiri i¢in 6nemlidir (Ogle ve ark., 2005; Alvanez-Dolado ve ark., 2003).
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Sinkaryon, >2 sayida hiicrenin fiizyonu sonunda tek bir nukleus olusmasi
durumudur. Bu durum ayni zamanda niikleer flizyon olarak da tanimlanmaktadir
(Ogle, 2005). Sinkaryon kromozom kaybiyla karekterizedir ve hiicresel

transdiferensiyasyon i¢in dnem tagimaktadir.

7 Sinsityum
f‘*; Flizyon o
Heterokaryon

Homokaryon

Flizyon : ;
- Sinkaryon

Sekil 1. 9. Hiicre fiizyonu ve fiizyon Sonrasi oOlusabilecek hiicre tipleri

Kok hiicrenin tedavide kullanimi 6zellikle bazi hastaliklarda umut 15181 olarak
goriildiigli i¢in kok hiicre ve hiicre flizyonu ile ilgili aragtirmalar da yoZunluk
kazanmistir. Hibrit hiicredeki epigenetik mekanizmalar da son zamanlarda ¢alisma
konusu olmustur. Qi- Long- Ying ve ark. ile Eggan ve ark. Science dergisinin 2005
Agustos sayisinda, 6zellikle embriyonal kok hiicre ve somatik hiicre flizyonundan
sonra niikleer yeniden programlama iizerindeki ¢alisma sonuclarini bildirmislerdir.
Buna gore hibrit hiicrede embriyonal kok hiicre niikleusunun, somatik hiicre
niikleusu tizerinde yeniden programlamaya neden oldugu gdosterilmistir. Ayni

zamanda hibrid hiicre serilerinin 50’den fazla pasajlanabildigi (>120 popiilasyon) ve
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embriyonik kok hiicreye benzer immortal gelisim karakteristigi gosterdigi tespit

edilmistir.

Transplantasyon sonrast kemik iligi kaynakli hepatositlerin temel kaynaginin
hiicre flizyonu oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada diploid-diploid fiizyonu ve farkli
cinsiyetli dondér ve alici komozomlarinin hepatositlerde var oldugu ve diploid-

tetraploid hiicrelerin varligi saptanmistir (Wang ve ark., 2003).

1.7.4.2. Fiizyon Aracil Yeniden Programlanma

Kok hiicrenin tedavide kullanimi 6zellikle bazi hastaliklarda umut 15181 olarak
goriildiigli icin kok hiicre ve hiicre flizyonu ile ilgili arastrmalar da yogunluk
kazanmistir (Wang ve ark., 2003). Fiizyon, hiicreler arasindaki dinamik protein
etkilesimi ile somatik hiicrelerin gen ekspresyonu baska bir somatik hiicreyle fiizyon
edildiginde degismektedir. Fiizyonu takiben gen ekspresyon paternlerindeki ve
fenotipteki farkliliklar ¢oklu c¢alismalarla incelenmis ve kok hiicrelerle flizyon
sonucu somatik hiicrelerin pluripotensi kazandiklar1 dogrulanmistir (Miller ve

Ruddle, 1976; Miller ve Ruddle, 1977).

Yapilan c¢aligmalarda flizyonun, hiicre fonksiyonlarinin geri kazanimini
diizenledigi veya kaybolan gen aktivitesini baslatabildigi  goriilmiistiir.
Willenbring’in MKH ile yapilan ¢aligmalar sonunda 2005°te yayinlanan “Terapotik
Hiicre Fiizyonu” baglikli makalesinde transplantasyon sonrast konak¢idan gelen
nukleusun konak¢ida doku spesifik gen ekspresyonunu gergeklestirmesi ile bir “gain
of function” mekanizmasi sonucu sadece monojenik degil multifaktdriyel dejeneratif

hastaliklarin  bile tedavi edilme olasiligmin miimkiin oldugu belirtilmistir

(Willenbring ve ark., 2004; Willenbring, 2005).

Hiicre fiizyonu kok hiicre plastisitesini etkilemektedir. Alict dokuda olusan
yeni dondr hiicrelerinin fonksiyonel olup olmadig: ortaya konmalidir. Bu alandaki en

cok refere edilen caligmalardan biri Wang ve arkadaslarinca yapilmis olup, alici
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farede donor hematopoietik hiicrelerinin fonksiyonel hepatositlere hiicre fiizyonu ile
doniistiigli ve faredeki karaciger yetmezliginin tamamen iyilestigi gosterilmistir.
Kemik iligi kaynakli hiicrelerin kas hiicrelerine doniisiimii de ayn1 mekanizma ile
olmaktadir (Wang ve ark., 2003). Ferrari ve ark (1998), kemik iligi hiicrelerini mdx
mutant farelere transplante ettikten sonra, bu hiicrelerin bazilarinin veya bunlarin
kusaklarmin kaslara go¢ edebilme, onlarla flizyona girebilme ve fonksiyonlarini
yeniden diizenleyebilme kapasitelerinin oldugunu belirlemislerdir. Yine yapilan
calismalarda Purkinje noronlarla kemik iligi kok hiicreleri arasinda radyasyonla
hasarin miktarina bagli olarak, flizyona giren hiicrelerin arttigini, kemik iligi
kaynakli hiicrelerle-purkinje heterokaryonlarinin olusumunun, endojen néronal tamir
mekanizmas1 veya radyasyon indiiklii bir inflamasyon {iriinii olabilecegini
vurgulamiglardir. Ayrica gelisen serebellumda radyasyon hasarini takiben flizyon
purkinje néronlarin arttigini géstermislerdir (Espejel ve ark., 2009).

Dolasimdaki hiicrelerin karaciger rejenerasyonuna katkisinin, hiicre flizyonu ile
oldugu gosterilmistir. Hasarli karaciger tamirini incelemek iizere karaciger enzimi
fumarilasetoasetat hidrolazdan (FAH") yoksun erkek fareler kullanilmustir.
Sitogenetik, genomik blot ve immiinositokimyasal analizlerle, verici FAH"
hiicrelerle FAH- konak alic1 karaciger hiicrelerinin flizyonunun yeni hepatositlerinin

olusumunda rol oynayabilecegi gosterilmistir (Vassilopoulos ve ark., 2003).

Hiicrenin kaderini belirleyen yeni programlamanm nasil oldugu konusunda
daha fazla arastirmaya gerek duyulmaktadir. Ancak halen in vivo kosullarda kok
hiicrenin hangi hiicreye diferansiye olacagi veya hangi hiicre ile flizyona girecegini
belirleyen mekanizmalar tam olarak agikliga kavusmamistir. Transplantasyonu
takiben hematopoetik hiicrelerin transdiferensiyasyonu yerine, hiicre fiizyonunun
hasarli dokularin fonksiyonlarmin yenilenmesinde gercekci bir yaklasim olabilecegi

tartigilmaktadir (Sullivan ve Eggan, 2006).
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1.8. Kardiyak Rejenerasyonda Kok Hiicre Fiizyonu

Endojen kok hiicre kaynakli kardiyomiyojenik farklilagsmanin goriilmesi, parakrin
faktorler tarafindan kok hiicrelerin aktivasyon, transplante kalplerde miyosit
orijininin belirsizligi (verici veya alict orijinli olup olmadigi) ve in vivo hiicre
flizyonunun varligmin gosterilmesi, hiicre flizyonunun gerceklesme olasiligini
artrmistir ve miyokardiyal rejenerasyon c¢eliskili ve tartismali yorumlara yol
acmustir. (Nygren ve ark., 2004; Ying ve ark., 2002; Tereda ve ark., 2002; Oh ve
ark., 2003; Alvarez-dolado ve ark., 2003).

Deneysel miyokard infarktiistinden sonra kardiyak progenitdr hiicrelerin
kardiyomyositlere fenotipik degisiminde flizyon ve transdiferansiyasyonun esit
olarak sorumlu oldugu yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Benzer sekilde,
kardiyomiyositler, endoteliyal hiicreler veya diiz kas hiicreleriyle ortak-kiiltiirdeki
kemik iligi kok hiicrelerinin fenotipik degisiklikleri hem transdiferansiyasyondan
hem de fiizyondan kaynaklanabilmektedir. Bu calismalar, kok hiicreler ve diger
organlarin hiicreleri arasindaki flizyonun bu organlarin gelisiminde veya
devamliliginda fizyolojik bir roliiniin olup olmadigina iligkin temel bir soruyu ortaya
cikarmistir.  Ilging olarak, normal kosullar altinda hepatositlerin  ve
kardiyomyositlerin ¢ogunun iki veya daha fazla sayida niikleusa sahip olmasi hiicre
flizyonunun dogal olarak ortaya c¢iktigma isaret etmektedir. Bu durum kok hiicre
kaynakli genetik materyalin, hiicre flizyonu boyunca islevselligini siirdiiriip
hiicrelerin organlardaki fonksiyonuna katkida bulunabildigine isaret etmektedir
(Yoon ve ark., 2005).

Kemik iligi transplantasyonundan sonra, kemik iligi kokenli hiicrelerin in vivo
olarak karacigerde hepatositlerle, beyinde Purkinje ndronlarla ve kalpte kardiyak
kasla flizyona girerek ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerin olusumuyla sonuglandig:
belirlenmistir. Hiicre fiizyonu igin ilk in vivo kanit olan KIKH’in (kemik iligi
kaynakli hiicreler) kardiyomiyosit ve noronlarla fiizyonu, bu anahtar hiicre tiplerinin
devamliligina ve gelisimine katkida bulunabilecegini gostermislerdir (Alvarez-

Dolado ve ark., 2003).
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Miyokard infarktiisiinden sonra ¢esitli kok hiicrelerin transplantasyonu, bu kdk
hiicrelerin infarkt bolge cevresine engraftmanina yol agmaktadir. Hiicreleri in vivo
olarak izlemede genetik belirtegler veya boyalar kullanildiginda engrafte olmus
hiicrelerin kismen endotelyal ve/veya kardiyomiyosit belirte¢ proteinlerini ekprese
ettigi  belirlenmigtir. Bu erken ¢aligmalar transplante edilmis hiicrelerin
miyokardiyuamun  ¢esitli  fenotiplerine  farklilasabildiklerini ve  boylelikle
miyokardiyal rejenerasyona katki sagladigini goOstermistir. Buna ragmen diger
calismalar kok hiicrelerin fenotipik degisiklerinin transdiferansiyasyondan ¢ok hiicre
flizyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikabildigine isaret edebilmektedir (Yoon ve
ark., 2005).

Zhang ve arkadaslar1 calismalarinda deneysel olarak indiiklenmis miyokard
infarktiisiinii takiben siddetli immiin yetmezligi olan farelere enjekte edilen erigkin
periferal kan CD34+ hiicrelerin, diiz kas hiicreleri, epitelyal hiicreler ve
kardiyomyositlere doniisebilecegini (Yeh ve ark., 2003) ve yeni olusan

kardiyomyositlerin ¢ogunun hiicre flizyonunun sonucu oldugunu gdéstermislerdir

(Zhang ve ark., 2004).

Hiicre flizyonunun mekanizmasi ve sonuglarini agiklayabilmek i¢in yapilan
baska bir calismada ise, hipoksi ve sitokinlerin hiicre flizyonu {izerindeki etkileri
arastirilmustir. Insan CD34+ hiicrelerinin ve sican kardiyomyositlerin fiizyonunu in
vitro 7 kat artirdig1 gosterilmistir. Transplantasyondan iki ay sonra flizyona giren
hiicrelerin yiiksek yiizdeyle siklin B1 ve bromodeoksiiiridin eksprese ettiklerini ve
hematopoetik progenitér hiicre ve kardiyomiyosit flizyonunun, hiicrelerin hiicre
siklusuna yeniden girdigini ve hiicresel proliferasyona neden oldugunu

gostermislerdir (Zhang ve ark., 2007).

1.9. Kok Hiicre Fiizyonunun Arastirilmasinda Mikrodizin Uygulamalari

Flizyonun gerceklestigi gosterilen in vivo ¢aligmalarda fiizyon mekanizmasi ve

sonuglar1 ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Fiizyon sonrasi olusan
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hiicrelerin miyokardiyumu rejenere etme yetenegi oldugu sdylenmesine ragmen

fiizyon mekanizmasi ve sonuglar1 aydinlatilamamaistir.

Ambrosi ve ark, 2007 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢caligmada, fare embriyonik
kok hiicreleri ve fibroblastlarin hibritlerini olusturmuslar, bu hibritlerin hemen
hemen tetraploid yapida olmalarma ragmen, kiiltiirde immortalite, embriyonik kok
hiicre benzeri koloni morfolojisi, ve pluripotensi gibi normal embriyonik kok hiicre

karakteristiklerini sergilediklerini belirlemislerdir.

Fare embriyonik fibroblast/embriyonik kok hiicre hibrit transkriptomunun ¢ok
yonlii analizi, embriyonik kok hiicre benzeri ekspresyon patternlerini ortaya
koymustur. Buna ragmen, hiyerarsik kiimeleme analizleri ve varyans analizi,
hibridler, embriyonik kok hiicreler ve somatik hiicrelerin karsilastirmalarinda en az
yedi ayr1 smif farkli olarak regiile olmus geni ortaya koymustur. En biiyiik sinifta,
hibritlerde ve embriyonik kok hiicrelerde sessizlesen somatik genler bulunurken,
daha kiiciik bir smnif ise pluripotensi ve kromatin fonksiyonunda gdérev yapan cesitli
genleri iceren embriyonik kok hiicrelerde ve hibridlerde yaklasik olarak esit
diizeylerde ekspresse olan genleri igermektedir. Yeniden programlanan genler genom

boyunca dagilim gostermektedir.

Yeniden programlanma olaylar1 somatik orijinli kromozomlarda bulunan
genlerin  transkripsiyonel sessizlesmesini ve aktivasyonunu igermektedir.
Somatik/embriyonik kok hiicre hibrit hiicre serileri, kiiltiirdeki davraniglar1 ve
pluripotensi agisindan flizyon Oncesi embriyonik kok hiicre partnerlerine
benzemektedir. Buna ragmen normal embriyonik kok hiicrelere benzer fakat ayni
olmayan 6zgiin ekspresyon profilleri tagirlar. Embriyonik kok hiicre flizyonu-aracili
yeniden programlanma, yeniden programlanmanin mekanizmalarinin arastirilmasi

icin kontrol edilebilen bir sistem sunmaktadir.
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1.10. Biyoinformatik Analiz ve Veri Madenciligi

Ozellikle 1980°li yillardan itibaren, molekiiler biyoloji alanindaki ve genomik
teknolojilerdeki ilerlemeler, bilim insanlar1 tarafindan olusturulan biyolojik bilginin
cok yogun bir sekilde biiyiimesine yol agmistir. Bu genomik bilgi tufani, bilgileri
analiz etmek ve gorintiilemek i¢cin Ozellesmis gereglere ve bilgileri saklamak,
organize etmek ve indekslemek i¢in bilgisayar donanimli veritabanlarma yonelik bir

ithtiyag¢ yaratmigtir.

Biyoinformatik, biyoloji, istatistik, bilgisayar miihendisligi ve bilgi
teknolojisinin tek bir disiplini olusturmak {izere birlestigi bir bilim alanidir. Bu alanin
temel hedefi, yiiksek islem hacimli teknolojilerin (mikrodizin, yeni nesil sekanslama)
irettigi dev bilgi yigmi i¢inden giiriiltiiden armndirilmig, normalize edilmis temiz
veriyi elde edip, arastirilan sorunun cevabma yoOnelik ileri analizlerin
gergeklestirilmesidir. Genomik devrimin baslangicinda, niikleotid ve aminoasit
dizilerinin saklanmasinin baslibasma bir is oldugunun agiga ¢ikmasmin ardindan
olusturulmaya baslanan dev veritabanlar1 biyoinformatik sahasmnin olusmaya
basladigi ilk asamay1 olusturmustur. Verinin kataloglanmasini, verinin modiiler bir
sekilde ekstraktlanabilmesi ve olas1 biitiin literatiir ve ilgili diger veritabanlar1 ile
karsilik kiyaslamali analizlerini saglayan ara¢ ve arayiizlerin olusturulmasi asamasi

ile devam etmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bioinformatics.html).

1.10.1. Gen Anotasyonu Ve Ontoloji

Gen anotasyonu, DNA dizilerine biyolojik bilgilerin ilintilendirildigi bir prosestir. 3
asamadan olusur. 1. asama protein kodlamayan bdlgelerin tanimlanmasi 2. asama
genomdaki gen bolgelerinin tanimlanmasi 3. asama ise biyolojik bilginin

ilintilendirilmesidir.
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Genlerin birbirleriyle iliskilerini ve etkilesimlerini daha {ist seviyede
gbozlemlemek icin arastirmacilar gen ontolojisi insiyatifini baglatmiglardir. Gen
ontolojisinin tanimini1 yapmadan once ontolojinin tanimin1 yapmak gerekir. Felsefi
bir disiplin olan ontoloji varliklarin nasil gruplandirilabileceklerini, benzerliklerine
ve farkliliklarina gore bir hiyerarsi icinde nasil alt gruplara ayrilabileceklerini

sorgulamaktadir.

Genler ve triinleri bir ¢gok canli tiirlinde homoloji gosterirler. Bu nedenle gen
ontolojisi biitiin tlirler tabaninda gen ve gen {iriinlerinin niteliklerini standartize
edecek sekilde genlerin ve iriinlerinin anotasyonunu yapar. Ve bu kapsamda
olusturulan verilere ulasmayr ve verileri analiz etmeyi hedefleyen araglar

sunmaktadir (Tablo 4.1). Gen ontolojisi genleri 3 ana yeti igerisinde inceler.

1. Hiicresel Bilesenler
2.Molekiiler farklilagsma
3.Biyolojik siire¢
(www.geneonotology.org, http://wiki.geneontology.org/index.php/Annotation_FAQ)
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GEN ONTOLOJISI
' 2 B G0:0008150 : biological_process (470600 gene products) k.
5 "WG0:0022610 " blological aghesion (8262 gene products] &
@ B GO:0051825 : adhesion to other organism involved in symbiotic interaction [813 gene products]
= B GO:0007155 : cell adhesion [7945 gene products] &
2 B G0:0043708 : cell adhesion involved in biofilm formation [152 gene products)
& B GO:0061343 : cell adhesion invoived in heart morphogenesis [2 gene products)
© B G0:0060519 : cell adhesion invoived in prostatic bud elongation [0 gene products]
© B GO:0003392 : cell adhesion invoived in retrograde extension [0 gene products]
£ B G0:0033627 : cell adhesion mediated by integrin [291 gene products] &

Biyolojik Siire¢

| B B_G0:0005575 : cellular_component [440787 gene products] &
B B GO:0005623 : cell [272228 gene products]
B B G0:0030054 : cell junction [5969 gene products] &
@ B G0:0070161 : anchoring junction [1455 gene products]
B B G0:0005911 : cell-cell junction [3080 gene products] &
© B G0:0043296 : apical junction complex [927 gene products)
& B G0:0005913 : cell-cell adherens junction [407 gene products] &

Hiicresel Bilesenler

| @ B G0:0003674 ; molecular_function [498284 gene products] &
B H7G0:0016209 : antioxidant activity [3151 gene products) &
£ B G0:0045174 : glutathione dehydrogenase (ascorbate) activity [21 gene products)
& B G0:0004362 : glutathione-disulfide reductase activity [68 gene products]
£ B G0:0004601 : peroxidase activity [1772 gene products] E
@ B GO0:0019806 : bromide peroxidase activity [1 gene product]
& B GO:0004096 : catalase activity [351 gene products]

Molekiiler Fonksiyon

Sekil 1. 10. Gen ontolojisi hiyerarsik smiflandirma (www.amigo.geneontology.org /cgi-bin /amigo/
browse. cgi)

1.10.2. Yolak Analizleri

Ekspresyon mikrodizini, promotor mikrodizini, proteomik bilgiler ve ChlP-on-
CHIPler gibi yiiksek verimli genomik, proteomik ve biyoinformatik tarama
yaklagimlari, hastaliklarla iligkiler gibi ¢ok c¢esitli biyolojik mekanizmalarin
calisilmasi i¢cin anlamli imkanlar sunmaktadir. Bu teknolojiler genellikle, calisilan
biyolojik kosullarla iligkili olan ve sayilar1 yiizlerden binlere kadar degisien biiyiik ve

ilging bir gen listesi ile sonuglanmaktadir. Biiyiik gen listelerinin bilgi analizi, ¢ikan
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gen listelerinin biyolojik anlamliligmin anlagilabilmesi i¢in yiiksek verimli
teknolojileri izleyen en 6nemli asamadir. Bu tip ¢ok karmagik ve biiyiik hacimli veri
setlerinin analizi, 6zglin biyoinformatik software paketlerinden destege ihtiyag
duyulan olduk¢a zorlu bir siirectir. Bu paketler arasinda, biyoinformatik
kaynaklarmnin anotasyonu, goriiniir hale getirilmesi ve buna entegre sekilde kesfi icin
veritabani olarak ifade edilen, biiylik gen listeleri ile iliskili biyolojik 6zelliklerin ve

anlamin elde edilmesine olanak taniyan DAVID arayiiziinde yer almaktadir.

DAVID’te kullanilan basglica istatistiksel metodlar ve iligkili parametrelerden
bir tanesi zenginlestirme skorudur. DAVID, zenginlestirme skoru hesaplayan bu ara
yiizlerden bir tanesidir. DAVID zenginlestirme scoru hesaplarken soyle bir kiyas
yapar: Ornek olarak DAVID’e 3000 adet genin bulundugu bir liste verildiginde
DAVID bu listedeki genlerin ontolojilerine bakar ve bu listedeki genlerin %20’sinin
kinaz oldugunu saptar. 2. asamada normalde insan genomunda kinazlarin biitiin
genoma oranini hesaplar ve bu oranin %5 iken verilen listedeki oranin %20 oldugunu
gordiigiinde bunun bir tesadiif olamiyacag1 6ngoriiliir ve zenginlestirme olarak kabul

edilir.

DAVID, kendisine benzerlik gdsteren erigilebilir diger gereclere benzer
sekilde, bliyiik gen listelerini fonksiyonel olarak analiz etmenin ¢esitli yonlerini
adreslemektedir. Her aracin farkli 6zellikleri ve giigleri olmasina ragmen birlestikleri
noktalar da bulunmaktadir. Iliskili biyolojik anotasyona (drnegin gen ontoloji
terimleri) ait ¢cok sayidaki ilging geni sistematik olarak haritalamak ve daha sonra
binlerce terim ve igerik arasindan en ¢ok temsil edilen (enriched) biyolojik
anotasyonu istatistiksel olarak vurgulamak iizere ortak bir c¢ekirdek stratejisi bu

veritabanlarmin ortak 6zelligidir (Huang vd 2009).

[statistiksel onemi olan sonuglarin biyolojik baglama oturtulmast GO (Gene
Ontology) analizi, Gen Set Zenginlestirme Analizi (GSEA), Gen Set Analizi (GSA)
ve yolak analizi gibi yontemlerle yapilabilir. Biyolojik aglar, tanimlanan genlerin
tiire Ozgii yolak etkilesim veri tabanlarmin kullanilmasiyla etkilesim modelleri

c¢ikarilarak olusturulabilir (Kanehisa vd 2004). Ifade diizeyleri anlamli olarak
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degismis, gen setlerinin, sahip oldugu GO terimleri ve iligkili oldugu yolaklarin
belirlenmesi amaciyla “KEGG” (The Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes)
(http://www.genome.jp/kegg/) veri tabani kullanilmaktadir. “KEGG” bir yolak

tizerindeki genlerin arastirilmasini saglamaktadir (Curtis vd 2005).
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1.10. Amag

Bu tez g¢aliymasinda mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), kardiyak onarimdaki
fonksiyonunu ve potansiyelini agiklamak iizere, hasarli kardiyak dokunun
yenilenmesinde kullandigi mekanizmalardan biri olan fiizyonun gerceklesme

kosullarinin ve sonuglarinin aragtirilmasi amaglanmistir.

1. Bu tez calismasinin amaci, MKH ve kardiyomiyositler arasinda gerceklesen
fiizyonda etkin olan mekanizmalarmn aydinlatilmasi ve bu mekanizmalarin molekiiler

temellerinin ortaya konmasidir.

2. Bu amagla, oOncelikle MKH-kardiyomiyosit flizyonu sonucu olusan hibrit
hiicrelerin  kalp kasit hiicrelerine olan benzerlikleri fonksiyonel olarak

degerlendirilmesi,

3. Sonrasinda ise mikrodizin analizleri ile fiizyon siirecinde etkin olabilecek yolak ve

bu yolaktaki Kilit genlerin ortaya konmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Caliysmada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

2.1.1. Hiicre Kiiltiiri

Cizelge 2. 1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzeme ve geregler

Besi yeri Hyclone marka, Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640
(1X), No: SH30096.0 1 (L-glutaminsiz)

Fotal Dana Serumu (FBS) Hyclone marka, No: SVV20160.03

L-Glutamin PAA marka, 200mM (100X), No: M11-004
Penisilin-Streptomisin PAA marka, No: P11-010

Hiicre Dondurma tiipleri Applichem marka, No: 67-68-5

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Greiner bio-one marka, 2 ml

PBS 10X Hyclone marka- HyQ Phosphate Buffered Saline .067M (PO4)

No: SH30258.01

Flask (75 cm?) Orange Scientific marka, No: 5520200
PEG Roche
Antikorlar Sigma

2.2. Hiicre Se¢imi ve Kiiltiirii

Calismamizda, insan MKH serisi (RCB 2153), insan kardiyomiyosit hiicre serisi

(AC16), HL1 kardiyomiyositleri kullanilmistir.
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2.2.1. Kardiyomiyosit Hiicre serisi (AC16)

Insan kardiyomiyositlerini kiiltiir ortaminda ¢ogaltmak zor oldugundan, Davidson ve
arkadaglar1 tarafindan (2005) elde edilen proliferasyon yetenegi kazandirilmig AC16
insan kardiyomyosit hiicre serisi olusturulmustur. Bu hiicre serisi, infarkt alan
icermeyen yetiskin ventrikiiler kalp dokusundan elde edilen proliferasyon yetenegi
olmayan primer kardiyomiyosit hiicrelerinin, SV40 onkogeni ile transforme edilmis
DWFblp0 fibroblast hiicreleri ile fiizyonu sonucu elde edilmistir. Morfolojik,
molekiiler genetik ve immiinositokimyasal karakteristiklerinin kardiyomiyosit
hiicreleriyle ayni oldugu gosterilmis ve stabil olarak proliferasyon yetenegi

kazandirilmistir.

2.2.2. Mezenkimal K6k Hiicreler-RCB2153

Insan kemik iliginden izole edilmis kok hiicrelerdir. HPV E6, E7 ve HTERT

kullanilarak immortalize edilmistir. Japonya Ricken Entitiisiinden temin edilmistir.

2.2.3. HL-1 Atriyal Kardiyomiyositler

1998 yilinda Claycomb tarafindan fare atriyum dokusundan elde edilmis spontan

atim gosteren hiicre serisidir.
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2.3. Fiizyonda Kullamlacak Hiicre Serilerinin Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

2.3.1. RCB2153- MKH ve AC16 Hiicrelerin Pasajlanmasi, Dondurma ve C6zme

Islemleri

2.3.1.1. Hiirelerin Pasajlanmasi

1) Hiicreler pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltiir flasklarin yiizeyini %70

oraninda kaplamis olmalidir. Boyle flasklara/petrilere ‘konfluent flask/petriler’ denir.
2) Konfluent flask/petriler’ iizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi.
3) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikandi.

4) PBS aspire edilerek uzaklastirilir. Hiicreler inkiibatorde tripsinle 3-5
dakika inkiibe edildi. T75’lik flask i¢in 3 ml tripsin, T25’lik flask i¢in 1,5 ml tripsin
uygulandi. ***Farkl hiicre tiplerinin tripsine duyarliligi farklidir. Bu yiizden tripsin
uygulanan hiicrelerden bazilar1 5 dakikadan daha az siirede flask/petri yiizeyinden

ayrilabilir. Mikroskopta araliklarla kontrol edilmelidir.

5) Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle inhibe edildi. T75’1lik

flask icin 10 ml besiyeri, T25’lik flask i¢in 5 ml besiyeri eklendi.

6) Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve bir falkon

tiipe aktarildi.
7) 1 ml hiicre Vi-cell Cihazinda hiicre sayimi igin kullanildi.

8) Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (130 rcf (g) 7dak.), siipernatan

uzaklastirildi

9) Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirildi ve flask veya petrilere ekim yapildi.
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2.3.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

1) Flask/Petri tizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi.

2) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikandi,

3) PBS aspire edilerek uzaklastirilir. Hiicreler inkiibatorde tripsinle 5 dakika inkiibe
edildi.

4) Tripsin, hacminin 10ml serumlu besiyeriyle inhibe edildi.

5) Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilir ve bir falkon tiipe

aktarildi.

6) Iml hiicre Vi-cell hiicre sayimi i¢in ayirildi.

7) Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (130g 7 dakika), siipernatan uzaklastirildi.
8) Pelet 1,5 ml besiyerinde sulandirilda.

9) Dondurma tiipleri i¢erisine 1.5ml hiicre ve 150uDMSO (%]10luk DMSO) yavas

yavas eklendi.

10) Tiipler dondurma kabina yerlestirildi ve kap - 80 derin dondurucuya kaldirild (-
80°C’de igerisinde isopropanol bulunan kapta muhafaza edilerek sicakligmn dakikada
1°C diismesi saglanir) .

11) 24 saat sonra dondurma tiipleri s1v1 nitrojen tankina transfer edildi.

2.3.1.3. Hiicrelerin Coziilmesi

1) -196 °C’den alinan kriyovial 37 °C’lik su banyosunda hizl1 bir sekilde eritildi.

2) Kriyovialin i¢indeki hiicre siispansiyonu 10 ml besiyeri iceren falkon tiipe yavasca

aktarildi. Hiicreler DMSO igerisinde olduklar1 i¢in maniplasyonlar nazik olmalidir.

3) Tiip 130 g’de 7dk santrifiij edildikten sonra tist siv1 atilir ve pelete 1 ml medyum

eklendi.

4) Hiicreler 1 ml iginde iyice ¢oziildiikten sonra 300.000 hiicre 10 ml besiyerine

eklendi.
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5) Ertesi giin medyum degistirildi (2. giin). Kiiltiir kab1 her giin inverted mikroskop

ile kontrol edilip hiicreler konfluent olduklar1 giin tripsinlenerek pasajlanabilir.

2.4. Insan Kaynaklh AC16 Kardiyomiyositlerin Immiinositokimyasal

Boyamalan

Hiicreler 24 well-plate igine 15x10% olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin kuyucuklar1

kaplamalar1 takip edildikten sonra hiicreler fikse edildi.

2.4.1. Hiicrelerin Fiksasyonu

- 24 kuyucuklu kiiltiir kabima alinan lameller 1ml PBS iginde yikandiktan sonra
250 pl %3.51ik PFA i¢inde 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

- PFA alindiktan sonra 2 kez 1 ml PBS ile hiicreler yikand1.

- Daha sonra lameller Azitli PBS i¢inde +4°C’e kaldirild:.

2.4.2. immiinositokimyasal Boyamalar

Ko-kiiltlir sonras1 fikse edilen hiicreler immunsitokimyasal boyama icin kullanildi.
Hiicrelerde erken farklilasma belirtegleri olan vimentin, desmin, troponin, alfa-diiz
kas protein (ASMA), laminin kullamldi. Hiicreler primer antikorlar ile 37°C’de 1,5
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben sekonder antikor ile 1.5 saat muamele
edildikten sonra PBS ile yikamalar1 takiben preparatlar hazirlanarak konfokal
mikroskopta incelenerek degerlendirildi.

-24 kuyucuklu kiiltlir kabindan alman lameller PBS ile yikandiktan sonra 10 pl
primer antikor ile 1.5 saat 37C’de inkiibe edildi.

- 1.5 saat sonunda PBS ile yikama yapildiktan sonra 10 pl sekonder antikor ile
1,5sa. 37C inkiibe edildi.
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- 2. inkiibasyon sonrasinda hiicreler yine PBS ile yikandi.
- Daha sonra hiicreler 7AAD cekirdek boyasi ile 30dak. 37°C’de boyanarak
preparatlar hazirland.

- Hazirlanan preparatlar -20°C’ye kaldirildi.

2.5. RCB2153- MKH’lerin Flow Sitometrik Analizi

Mezenkimal kok hiicre pozitif ylizey belirtegleri CD29 CD90 CD105, CD73 ve
negatif olan CD45, CD31 kullanilarak hiicrelerin karakterizasyonu icin flow

sitometri analizi yapilmistir (Cizelge 2.2).

1. 1 ml’de 10° hiicre olacak sekilde hiicreler bir ependorfa alindi.

2. 2500 rpm’de 1 dakika santriflij edilip, iistte kalan besiyerleri atildi.

3. Pelet iizerine 90 pul boyama soliisyonu ve 10 pl antikor koyulduktan sonra
30 dakika buzda ve karanlikta bekletildi.

4. Boyama soliisyonundan kurtulmak amaciyla boyama soliisyonundaki
hiicrelere 500 ul PBS eklendikten sonra 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Ust kismi atildiktan sonra pelet iizerine 100 pl steril PBS konularak Accuri

C6 cihazi ile akim sitometri analizi yapildi.



Cizelge 2. 2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Flow Sitometri Analiz Hazirlik Agamalari
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Antikor Primer antikor- | Sekonder antikor | Bekleme Siiresi Yikama Sulandirma
konjuge

2500rpm 1dak

CD31-FITC Sul Antikor 30dak. santrifiij 50/100ul
2500rpm 1dak

CD29-FITC Sul Antikor 30dak. santrifiij 50/100ul
2500rpm 1dak

CD45-FITC 5ul Antikor 30dak. santrifiij 50/100u1
2500rpm 1dak

CD90-APC 5ul Antikor 30dak. santrifiij 50/100u1
2500rpm 1dak

CD105-PE 5ul Antikor 30dak. santrifiij 50/100u1
2500rpm 1dak

CD73-APC 5ul Antikor 30dak. santrifij 50/100ul
FITC 2500rpm 1dak

(-Kontrol) Sul Antikor 30dak. santrifiij 50/100u1
APC 2500rpm 1dak

(-Kontrol) Sul Antikor 30dak. santrifiij 50/100u1
PE 2500rpm 1dak

(-Kontrol) Sul Antikor 30dak. santrifiij 50/100ul
2500rpm 1dak

Hiicre santrifiij 50/100ul

2.6. Fiizyonu Yapilacak Hiicrelere Antibiyotik Direncinin Kazandirilmasi

2.6.1. Blastisidin ve Zeosin Antibiyotik Diren¢ Geni Plazmitleri:

BsdCassette™ vector (pCMV/Bsd), 5° ve 3’ polilinkerler ile gevrili bir blastisidin
ekspresyon kaseti (BsdCassette ™) igceren 3.6 kb’lik kiiciik bir plazmittir.
BsdCassette™ Blasticidin antibiyotigine karsi diren¢ faktorii ve 2 promoter igerir.
Direng faktoriiniin ekspreyonu, E. coli de ekspresyon i¢cin EM7 bakteriyal promotor
tarafindan gerceklesir. Buna ek olarak, vektor, memeli hiicrelerinde ekspresyon i¢in
EM?7 promotor upstream bolgesinde CMV promotérii igerir. Ayrica E. coli’den izole
edebilmek i¢in Ampicillin (bla) resistance geni de igcermektedir. ZeoCassette™

vector (p0CMV/Zeo), pcDNA3.1 den derive memelilerde eksprese olan, 6.2 kb’lik bir
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plazmittir. Bakteriyel EM7 promotoru insan sitomegaloviris CMV promotoru
icermektedir. Ayrica E. coli’den izole edebilmek i¢in Ampicillin (bla) resistance geni

de icermektedir.

pCMV/Bsd
3643 bp

Sekil 2. 1. Antibiyotik Diren¢ Geni Igerenplazmitler A: Blastisidin BsdCassette™ vector (pCMV/Bsd)
B: Zeosin pPCMV2/Zeo

2.6.2. Plazmitlerin Cogaltilmasi:

pCMV/bsd ve CMV2/zeocin vektorleri, kompetan DHS5o E. coli hiicrelerine
aktarilarak ¢ogaltildi. Bu amagla, -80°C’de saklanan kompetan bakteri hiicresi buz
iizerinde ¢oziindiikten sonra, ependorfa alinarak iizerine 100 ng plazmid DNA’s1
konuldu ve karistirildi. Ardindan 30 dakika buzda bekletildi. Is1 soku i¢in, porlarin
acilip plazmidi almasmi saglamak amaciyla 5 dakika 37°C’de inkiibe edildi ve
hemen buza alinarak 2 dakika bekletildi. Daha sonra 900 pl steril SOC besiyeri
eklendi. Ardindan 37 °C’de 30 dakika inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltlirlinden
100 pl alinip ampisilinli LBM plaklarma ekildi ve 37°C’de 16 saat inkiibasyona
birakildi. LBM plaklari, 15 g agarm 1 litre LB besiyerinin iginde ¢dziinmesiyle
hazirland1 ve otoklavlandiktan sonra sogumaya basladiginda tam katilasmadan final
konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde ampisilin eklendi ve petrilere dokiiliip

katilagmas1 saglanarak hazirlandi.
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LBM plaklarindan inkiibasyondan sonra tek koloni se¢ilerek son konsantrasyonu 100
pg/ml olan ampisilin igerikli sivi LB ortamina konuldu ve 37°C’de 16 saat
calkalayicili su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tek koloni
segilerek plazmid 100 pg/ml amfisiline direngli oldugundan, 100 pg/ml ampisilin
iceren, sivi SOC besiyerinde 37°C’de ¢ogalmalar1 saglandiktan sonra esit hacimde

gliserol eklenerek -80 °C’de donduruldu.

2.6.3. Plazmid DNA izolasyonu

pTracer-CMV2 zeocin reporter geni ve ampisilin direng geni tasiyan E. coli bakteri
kiiltiirti 37°C’de 16 saat boyunca 1000-1200 rpm’de 100 mg/ml ampisilin igeren LB
besiyerinde biiyiitiildii. 16 saat sonunda plazmid DNA’st RTA Plasmid DNA
[zolasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gore izole edildi. Elde edilen
plazmid DNA’s1 spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda dlgiilerek

kalite ve miktar tayini yapildi.

1. Geceboyu biiyiimiis bakteri kiiltiiriiniin 1.5 ml’sini 14,000 rpm’de 1 dakika
santrijiij yaparak toplandi. Stipernatan atild1.

2. Her 6rnek 100 pl Soliisyon R’de siddetle vorteks yapilarak ¢oziildii. Bakteri
hiicreleri tamamen ¢oziildii.

3. 100 pl Soliisyon L eklendi ve 5 kez ters ¢evirmek suretiyle nazikce karistirildi. 1
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. 100 pl Soliisyon N eklendi ve 5 kez ters ¢cevirmek suretiyle nazik¢e karistirildi. 3
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. 200 pl Soliisyon P eklendi ve 5 kez ters ¢evirmek suretiyle nazikce karistirildi. 3
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. 14.000 rpm’de 7 dakika santrijiij yapildi. Santrifiij sirasinda Spin kolon bir
toplama tiipii i¢ine yerlestirildi.

7. 400 pl Baglama Soliisyonunu hazirlanmis Spin kolona eklendi ve temiz lizat

ustiine aktarildi.
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8. 10,000 x g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiiptindeki s1v1 atild1 ve kolon
tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

9. 700 Wl Yikama Soliisyonu eklendi. 10,000 x g’de 30 saniye santrifiij yapildi.
Toplama tiipiindeki siv1 atildi ve kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

10. 14.000 rpm’de 30 saniye santrijiij yapildi.

11. Spin kolonu steril 1.5 mI’lik bir mikrosantrifiij tiipe transfer edildi. 50 pl steril su
veya diisiikk iyonik kuvvette bir tampon (10 mM Tris, pH.8.0) Spin kolonun tam
ortasma indirildi ve 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

12. 14.000 rpm’de 1 dakika santrijiij yapildi.

13. Spin kolon atildi, mikrosantrifiij tiipiin i¢indeki eliisyon tamponunda plazmid

DNA elde edildi.

2.6.4. RCB2153-MKH ve AC16 Kardiyomiyositler Uzerinde Kullanilacak

Antibiyotik Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Plazmit transfeksiyonundan Once hiicreler {izerinde antibiyotik doz oranlarmin
saptanmasi i¢in degisik antibiyotik oranlar1 uygulanmistir. Bunun i¢in yaklasik %25
yogunlukta olacak sekilde hiicreler 6-kuyucuklu platelere ekilmistir. Hiicreler
antibiyotik ugulamasindan bir giin dnce penisilin/streptomisin olmayan medium ile
beslenmistir. Daha sonra fliretici firmanm Onerisine gore belli dozlar hiicrelere
uygulanmistir (Cizelge 2.3). Hiicrelere 2 hafta boyunca 3-4 giinde bir belirtilen
dozlar uygulanmustir. Inverted mikroskop ile kontrol edilip hiicreler

goriintiilenmistir.
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Cizelge 2. 3. Hiicrelerde Uygulanan Antibiyotik Konsantrasyonlari

Antibiyotik Uygulanan antibiyotik oranlar1 (ng/ml)
Ana stok

RCB2153-MKH/ | Kontrol 2 5 10 15 20
Blasticidin
10mg/ml

AC16/ Kontrol 100 300 400 500 600 800 1000
Zeocin
100mg/ml

2.7. MKH ve AC16’lara Antibiyotik Diren¢ Geni Transfeksiyonu

Lipofektamin 2000 transfeksiyon yontemine gore yapilmistir (Invitrogen: 11668-
019) MKH ig¢in Blastisidin plazmiti, AC16 i¢in zeocin plazmiti kulanildi. Her iki
hiicre tipi i¢inde %70-90 konfluent 75T flask hiicre icin 8 pg plazmit kullanildi.
Transfeksiyonda serumu azaltilmis OptiMEM besiyeri kullanildi. Transfeksiyondan
bir giin 6nce hiicrelerin besiyeri antibiyotiksiz besiyeri ile degistirildi. Transfeksiyon

asagidaki sekilde gerceklestirildi:

° Plazmit stoklar1 hafif¢e karistirilip kisa bir santrifiij yapildi.

. OptiMEM ve Lipofektamin +4°C’ten oda sicakligina getirildi.

. Plazmitler ve lipofektamin 2-3 kez pipetleme yapilarak karistirildi ve oda
sicakliginda 5 dak. bekletildi.

. Plazmit+optimem 500 pl olacak sekilde karistirildi, 5 dak. bekletildi.

o 20 pl lipofektamin, 480 pl optimem karistirilarak oda sicakliginda 5 dak.
bekletildi.

e 1:1 oraninda Plazmit/optimem ve lipofektamin/optimem karistirildi ve 1-2 kez
yavasca pipetleme yapildiktan sonra oda sicakliginda 20 dak. bekletildi.

o Hiicrelerin tizerindeki besiyeri tamamen ¢ekildikten sonra plazmit-lipofektamin
karigimi hiicrelerin lizerine yavasca eklendi (MKH icin Bsd+lipofektamin, AC16 i¢in
Zeo+lipofektamin olarak hazirlandi).

e 24-48 saat inkiibasyon yapild1.
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° Inkiibasyon  sonrasinda  hiicrelerin  iizerindeki =~ medium  alinarak
penisilin/streptomisin igermeyen, %20 FBS’li besiyeri eklendi. MKH i¢in kiiltiir
ortamina konsantrasyonu daha 6nceden belirlenen blastisidin antibiyotigi, AC16 i¢in
zeosin antibiyotigi eklendi.

° Mikroskopla hiicrelerin takibi yapild1.

2.8. Fiizyon Oncesi Hiicrelerin Membran Boyalar1 DID ve DIO ile Boyanmasi

Fiizyon oncesi hiicre gruplar1 farkli renklerde fosfolipid cift tabakali membrana
baglanarak hiicresel membranlarin boyanmasini saglayan Vybrant DIO-Yesil (520
nm) ve Vybrant DID-Mavi (630 nm) ile boyanmalar1 saglanmistir. Boylece fiizyon
sonrast hiicreleri floresan 151k altinda ayirt etme ve flizyona giren hibrit hiicrelerin

akim sitometri ile ayirt etme olanagi saglanmustir.

2.8.1. DID-DIO Boyanma Asamalar

e Hiicreler PBS’le yikand1.

e Her flaska 2-3 ml tripsin eklenir ve hiicreler 37°C inkiibatorde
bekletildi.

e Hiicreler flasktan kalktiktan sonra lizerine 10 ml kiltiir besi yeri

eklendi.
e 1000 g’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan atildi.

e Pelet lizerine 1 ml kiiltiir besiyeri eklenir. Pipetleme yaparak pelet

kaldirild1.
e ACI16 i¢in DIO ve RCB2153-MKH i¢in DID boyasi kullanildi.

e Her iki boyadan 5 pl/ml olacak sekilde pelet iizerine eklenir iyice
karistirildiktan sonra 30 dak. 37°C etiivde inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra 3 kez besi yeri ile yikama yapilir ve her

yikamadan sonra 1000 g de 5 dak. santrifiij yapildi.
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e Daha sonra hiicreler flizyona indiiklenmek i¢in hazir duruma gelmis

oldular.

2.9. AC16 ve MKH’lerin Fiizyona Indiiklenmesi

e Calismaya baslamadan O6nce su banyosunda 1 ml PEG ve besiyeri
37°C’ye getirildi.

e Boyamalar yapilip yikanma iglemi tamamlandiktan sonra her iki hiicre
serisi karistirild.

e 1000 g’de 5 dak. santriflij yapild1.

e Hiicre peleti lizerinden siipernatan tamamen ¢ekildi.

e Peletin tlizerine falkonun kenarindan daha 6nce 37°C’ye getirilen 1 ml

PEG toplam 1 dak. igerisinde ¢ok yavas olacak sekilde birakildi.

e PEG birakilirken falkon g¢ok hafif hareketlerle saga sola cevrildi.
Boylelikle hiicrelere zarar vermeden ve hareket saglamadan PEG ile

karismalar1 saglandu.

e PEG eklendikten sonra 1-2 dak. falkon su banyosunda ¢ok hafif

hareketlerle saga sola gevrilerek bekletildi.

e 37°C’de 1sitilan 1 ml besiyeri yine ¢ok hafif bir sekilde falkonun

kenarindan 1 dak. i¢inde pelet lizerine birakild.
e 37°C’de su banyosunda 1 dak. bekletildi.

e 37°C’de 1sitilan 3 ml besiyeri yine ¢ok hafif bir sekilde falkonun
kenarindan 3 dak. i¢inde pelet ilizerine birakildi. Siire erken

tamaladig1 durumda 37°C’de bekletildi.

e Daha sonra 10 ml besiyeri eklendi ve 37°C’de su banyosunda 5 dak.
inkiibe edildi.

® 200 g’de 5 dak. santrifiij edildi.

e Siipernatan atild1 ve pelete besiyeri eklenerek 75’lik flaska ekildi.
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e Flizyondan 24 saat sonra hiicrelerin FACS (Akim sitometri ile hibrit

hiicrelerin se¢imi ve ayiklanmasi) ile analizi yapildi.

e Diger bir flizyon grubuna antibiyotikler eklendi ve hibrit hiicrelerin

se¢imi yapildi.

2.10. Akim Sitometri Analizi ile Hiicrelerin Belirlenmesi ve Ayiklanmasi

“Akim” sitometrede, hiicrenin biiyiikliigii, hiicrenin i¢ yapist (graniilaritesi), ve
hiicrede incelemek istedigimiz antijene ait isaretledigimiz monoklonal antikorun
veya kullanilan boyanin floresans: dl¢iilmektedir. iki farkli floresan antikor ile
isaretleme kullanilmasiyla analiz yapildiginda grafikteki her bir nokta yine tek bir
hiicreyi gostermektedir. Hiicreler her iki floresan antikoru da tasiyorlarsa A+ B+
olarak sag iist kadranda, grafigin dikey ¢izgisinde belirtilen antikoru tagiyan hiicreler
sol iist kadranda, grafigin yatay cizgisinde belirtilen antikoru tasiyan hiicreler sag alt
kadranda ve her iki antikoru da tasimayan hiicreler de sol alt kadranda
gosterilmektedir. Bu hiicrelerin sayisal olarak ve 6rnekteki bulunan ylizde oranlar1 da

bu grafikler yardimiyla hesaplanabilmektedir.

Calismamizda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Laboratuvari’nda
kullanilan BDFACS Aria II Cell Sorter (BD Biosciences, San Jose, USA) cihazi

kullanilmisitir. Analiz asagida anlatilan agsamalarla gergeklestirilmistir:

« BDFACS Aria II Cell Sorter (BD Biosciences, San Jose, USA) cihaz1 ile
saflastirma yapilacak giin sabahinda cihazdaki sivilarin seviye kontrolii yapilip,
problar etanolden “sheat fluid” sivisina takildi ve saflastirilacak hiicre biiylikligii i¢in

secilmis olan nozzle (100 um) cihaza takilarak “start up” islemi tamamland.
* “CST boncuklarr” kullanilarak cihazin performansi kontrol edilip onaylandi.

* Saflastirilacak hiicrelerin se¢imi i¢in FSC-SSC grafigi kullanilarak hedef hiicreler
goriis alanina alindiktan sonra, DID ve DIO ile ayr1 ayr1 boyanmis hiicreler ve her iki

hiicre serisinden boyanmamis hiicreler kullanilarak floresan sinyaller i¢in
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kompanzasyon ayari yapilir (daha Once yapildiysa kontrol edilir) ve toplanan

sinyaller/ayarlar kaydedildi.

* Ayni ayarlar ile DID ve DIO ile boyanmasi beklenen hiicreleri igeren hiicre

grubunun verileri toplanip kaydedildi.

* FSC-SSC ve floresan sinyalleri (DID i¢in 520 nm, DIO i¢in 630 nm) kullanilarak
olusturulan grafiklerde DID ve DIO igin birlikte boyanan hiicreler segilerek cihaza
secilen hiicrelerin saflastirilmasi komutu verilir. Saflastirma komutu verilmeden 6nce

stvi akiminin sabitligi kontrol edildi.

* “Accudrop boncuklar1” kullanilarak damlacik olusma siiresi ve sabitligi otomatik

olarak kontrol edildi.

« Saflastirilacak hiicreler i¢in Onceligin saflik (purity) olmasi segilerek saflastirma

islemine baglandi.

* Ayrilmamis hiicreleri igeren tiipteki tiim hiicreler saflastirilarak toplanan hedef

hiicre sayis1 ekrandan kaydedildi.

2.11. Metafaz Cikarmm ve Kromozom Analizi

Hibrit hiicrelerde karyotip analizi yapildi. Hiicreler %60-70 konfluent oldugunda 8ml
besi yeri igine 200 pl kolgisin (0.02 pg/ml) eklenmis ve hiicreler 4 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler tripsinize edilerek PBS ile yikand1 ve 2000
rpm de 5 dak. santrifiij yapildi. Siipernatan atildiktan sonra taze hazirlanmis 37°C’de
%0,56 KCl ile hazirlanmis hipotonik ortama alind1 ve 37°C’de 30 dak. inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 2000 rpm’de 5 dak santrifiij yapildi. 3:1 Metanol:asetik asit
karigimindan yavas yavas 6 ml eklenerek pelet kaldirildi. Kisa bir vorteks yapildi bu
islem 3 kez tekrarlandi. +4°C’te bekletilmis 1slak lamlara hiicreler yayildi. 2 gece oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra %5’lik Giemsa ile 6 dak. boyanarak mikroskopta

goriintiilendi.
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2.12. Hibritlerin ve MKH’lerin Akim Sitometri ile Hiicre Yiizey Belirteclerinin

Karakterizasyonu

e Iml’de 10° hiicre olacak sekilde hiicreler bir ependorfa alind1.

e 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, iistte kalan besiyerleri atild1.

e Pelet iizerine 90 pl boyama soliisyonu ve 10 ul antikor koyulduktan sonra
30 dakika buzda ve karanlikta bekletildi.

e Boyama soliisyonundan kurtulmak amaciyla boyama soliisyonundaki

hiicrelere 500 pul PBS eklendikten sonra 2500 rpm’de 1 dakika santrifii

edildi.

e Ust kismu atildiktan sonra pelet iizerine 100 ul steril PBS konularak Accuri

C6 cihazi ile akim sitometri analizi yapild.

Cizelge 2. 4. Mezenkimal kok hiicrelerin Flow Sitometri analiz hazirlik asamalari

Antikor Primer Sekonder Bekleme Yikama Sulandirma
antikor antikor ( ul) Siiresi (dak) rpm/1 dak
konjuge (u1)

2500

CD31-FITC 5 30. 50/100ul
2500

CD29-FITC 5 30 50/100ul
2500

CD45-FITC 5 30 50/100ul
2500

CD90-APC 5 30 50/100ul
2500

CD73-APC 5 30 50/100ul

FITC
2500

(-Kontrol) 5 30 50/100pul

APC
2500

(-Kontrol) 5 30 50/100ul

PE
2500

(-Kontrol) 5 30 50/100ul
2500

Hiicre 50/100ul
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2.13. Elektrofizyolojik Degerlendirme

2.13.1. Hiicre Ici Ca** Derisimi Ol¢iimii

Alan uyarimi i¢in 60 volt genlikli ve siiresi 10 ms olan voltaj pulsu ve 10 mM kafein
uygulamasiyla hiicre i¢i Ca®" derisiminin ([Ca*']i) artip artmadigi, fura-2 AM ile

yiiklenmis hiicrelerde [Ca2+]i Olciimleri yapilarak incelenmistir.

HL-1 (beating) ve ACI16 hiicre serileri lamellere ekilmistir. Deney Oncesi hiicreler
banyo soliisyonu (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 1.5 mM
Ca?*, pH=7.4) ile bir ka¢ defa yikanmis, banyo soliisyonu i¢inde 4 pM fura-2 AM
ile oda sicakliginda 50 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler yine banyo soliisyonu ile yikanmustir. Hiicre ici Ca*
derigimlerinin Ol¢lilmesi amaciyla 1sitmali bir inverted mikroskop tablasina
yerlestirilen hiicrelerde, yaklagik 20-30 hiicrelik gruplarda, bir monokramator
aydmlatma ve PMT 1s1k 6l¢iim sistemi kullanilarak, 340 nm ve 380 nm 151k 1ile fura-
2 boyast uyarilmis, 510 nm[/deki floresan 151k siddeti 6l¢lilmiistiir.

Kafein ve voltaj pulsu uygulamasiyla 1.5 mM Ca** ve 1 mM Mg?* igeren ¢ozeltide
340 ve 380 nm uyari ile 6l¢giilen floresans siddeti orami (F340/F380) kullanilarak
[Ca?*]i artis1  “ratiometrik” olarak gdzlenmistir. Tim deneyler 37°C de
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Image Master, felix (Photon Technology

International, NJ, USA) ve Leica physiology suite yazilimlar1 ile analiz edilmistir.

2.14. iIMKH, AC16 ve Hibrit Hiicrelerden RNA izolasyonu

Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatan atildi.

Pelet iizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklendi.

Homojenizasyon:
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Kiiltiir ortamindaki hiicreler 300 x g’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatan atild.

Pelet iizerine (1x10° hiicreye 1 ml Trizol) Trizol eklendi.

Faz Ayrimi:

Homojenize edilmis hiicreler 15-30°C’de 5 dk inkiibe edildi. Her tiipe 0.2 ml
kloroform (Merck, Almanya) eklendi. Tiipler elle 15 sn. boyunca sallandi. Daha
sonra 15-30°C’de 10 dk inkiibe edildi. 12,000 x g.’de 2-8°C, 13 dk santrifiij edildi.
Santriflij sonrasi alttaki faz kirmizi fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz-akici tist
faz olmak lizere 3 faz olustu. RNA iist fazdadir. (DNA ara fazda ve protein ise alt
fazdadir. Bu fazlar saklandi.)

RNA Coktiirmesi:

Ust faz yeni bir tiipe aktarildi. Uzerine 0.5 mL izopropil alkol (Merck, Almanya)
eklendi. 15-30°C’de 10dk inkiibe edildi. Tipler 12,000 x g.de 10 dk 2-8°C’de
santrifiijlendi. RNA tiipiin dibinde jel benzeri bir pelet olusturdu.

RNA Yikamasi:

Siipernatan atild;, 1 ml %75’lik etanol (Merck, Almanya) eklendi. Ornekler
vortekslendi ve 7,500 x g.de 5 dk 2-8°C’de santrifiijlendi.

RNA’nin Yeniden Coziilmesi:

RNA pelleti oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Sonrasinda RNA, 35ul RNaz
icermeyen DEPC’li (Applichem, Almanya) su i¢inde ¢oziildii.

% 0,1 konsantrasyonda 100 ml steril distile su (dH.O0)’ya 0,1 ml DEPC
(Diethylpyrocarbonate) eklendi. Bu soliisyon oda sicakliginda 1 saat bekletildi,
ardindan otoklavlanip (15 dakika, 100°C) sogutularak kullanildi.
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2.14.1. RNA Kantitasyonu

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometrik yontemle

belirlendi.

2.14.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Pronase) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde hazirlanir. Biz
bu ¢aligmamizda elde edilen RNA iirtinlerini %1°lik agaroz jelde degerlendirildi.
%1’lik agaroz jel i¢in 0,60 g agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 60 ml’ye
tamamlandi. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH-O ile

seyreltilmesiyle hazirland.

TBE 5X soliisvonunun hazirlanisi;

54 g Trizma® (Biobasic, Kanada),
27,5 g Borik asit (Amresco, USA),
20 ml 0,5 M EDTA (Merc, Almanya) ve deiyonize su (ddH,O) ile 1 L’ye

tamamlanarak hazirlanir.

Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Argelik,
Tiirkiye) kaynatildi. Uzerine Etidyum Bromid’in (invitrogen, ABD) %5’lik stok
soliisyonundan 3 pl ilave edildikten sonra iyice karistirildi ve jel tabagina (Qwl
Scientific, ABD) dokiildii. Jel dokiilmeden Once jel tabagi uygun taraklar
kullanilarak hazirlandi. Agarozun donmasi igin yaklastk 30 dk beklendi. Agaroz
donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin iistiinii kapatacak sekilde dolduruldu.
RNA iiriinlerinden 2 ul alinarak, 2 ul Brom-Fenol Mavisi (BBF, Amresco, USA) ile
karistirilip jele yiiklendi. 70 V akimda 20 dk kadar yiiritiilldi. Ultraviyole 1sikta
incelendi. Quantum-ST4 100/26MX, Vilber/Courmat jel goriintiiliime cihazinda
fotografland.



63

2.14.3. RNA Kantitasyonu

MKH, AC16 ve hibrit hiicrelerinden mikrodizin analizlerine baslanmadan 6nce tim
orneklerden elde edilen RNA’larin istenilen kalitede olup olmadigmi gosterebilmek

icin Biyoanalizorde (Agilent, ABD) degerlendirmeleri yapildi.

2.15. Mikrodizin Analizi

Gen profillerini ¢ikarabilme imkani saglayan mikrodizin teknigi ¢ok genis kapsamli
bir teknoloji olup, ayn1 anda binlerce genin birbirleriyle olan iligkisini, birbirlerini
nasil etkilediklerini 6grenebilme imkani saglamaktadir. Hiicreye yapilan bir
uygulamanin hiicreyi nasil etkiledigi, hangi yolaklarin uyarildig1 hangilerinin sustugu
uygulama Oncesine gore kiyasla ortaya konulmasi ve hangi genlerin ifadesinin artip
hangilerinin inhibe oldugu, yeni genlerin/yolaklarm kesfedilmesi agisindan tercih

edilme sebebidir.

Mikrodizin kullaniminda amag su sorunun cevabini verebilmektir: Bir organizmanin
belirli bir hiicresinde, belirli bir zamanda ve belirli kosullar altinda hangi genler ifade

edilmektedir?

DNA veya RNA’y1 saptamak i¢in kullanilan mikrodizin (gen ¢ipi, DNA ¢ipi ya da
biyocip olarak da bilinir) yasayan hiicrelerin mRNA gen iirlin seviyelerini dlcen
“chip” teknolojisini kullanan yeni bir yontemdir. Bir mikrodizin “chip” DNA
noktalar1 (spot) iceren, karelere boliinmiis, dikdortgen seklindedir. Dizin’deki her bir
nokta “chip”e baglanmis olarak bir DNA dizisinin milyonlarca kopyasmi
icermektedir. Bunlarin her Dbirine “prob” denir. Problar, dizin yiizeyine
yerlestirilmeden 6nce sentezlenmekte ve daha sonra kovalent bag ile bir kimyasal
matriks (poliakrilamid, lizin, amino silan vs) igeren bu kat1 yiizey {izerine nokta

seklinde yerlestirilmektedir. “Chip”ler cam veya silikon olabilmektedir.
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HG U133 Plus 2.0 array, 54.675 prob set ile iyi olarak tanimlanmis yaklasik 38.500
insan geni de dahil 47.000’den fazla transkriptin ve varyantlarin ifade seviyeleri ve
her bir transkript i¢in 22 bagimsiz probla analiz edebilmektedir. Her gegen yil buna

daha fazla gen eklenmektedir.

Mikrodizin ile gen ifade analizleri i¢in GeneChip® 3’ IVT Express Kiti (Affymetrix,
ABD) kullanilmistir.

Poli-A RNA Kontrollerinin Hazirlanmast:

Cizelge 2. 5. Poli-A RNA kontrollerinin hazirlanist

Total RNA 1.Dilusyon 2.Dilusyon 3.Dilusyon 4.Dilusyon 4.Dilusyondan

Miktar Total RNA’ya
eklenecek
miktar
50ng 1:20 1:50 1:50 1:20 2ul
100ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2ul
250ng 1:20 1:50 1:50 1:4 2ul
500ng 1:20 1:50 1:50 1:2 2ul

500 ng toplam RNA i¢in Poli-A RNA’nin seyreltilerinin hazirlanmasi;

1. Dilusyon: ilk seyreltme icin (1:20); 38ul Poli-A Kontrol Dilusyon Buffer’ina,
Poli-A RNA kontrol stok’dan 2ul eklendi.

2. Dilusyon: Ikinci seyreltiyi hazirlamak icin (1:50); 98 pl Poli-A Kontrol Dilusyon
Buffer’na ilk seyreltiden 2ul eklendi.

3. Dilusyon: Ugiincii seyreltiyi hazirlamak igin (1:50); ikinci seyreltiden 2ul’yi, 98 ul
Poli-A Kontrol stok’a eklendi.

4. Dilusyon: Dordiincii seyreltiyi hazirlamak igin (1:2); ikinci seyreltiden 10ul’yi, 10
pl Poli-A Kontrol stok’a eklendi.
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Cizelge 2. 6. Total RNA/Poli A Kontrol Mix.nin Hazirlanisi (Bir 6rnek i¢in)

Total RNA 6rnegi (500ng) <3ul
4. Dilusyon (Poli A RNA kontrol) 2 ul
Niikleaz-free su <3 ul
Toplam Hacim S5ul

First-strand c-DNA Sentezi:

Cizelge 2.7. First-Strand Mix.nin Hazirlanig1 (Bir 6rnek igin)

First-Strand Buffer Mix 4 ul
First-Strand Enzim Mix 1 ul
Toplam Hacim 5ul

Hazirlanan First-Strand mix, Oncesinde hazirlanan Total RNA/Poli A Kontrol
karigiminin igerisine eklenerek son hacim 10 ul’ye tamamlandi. Cizelge 2.12°de

belirtildigi lizere 42°C’de 2 saat inkiibasyona birakild1.

Second-strand c-DNA Sentezi:
Cizelge 2. 8. Second-Strand Mix.nin Hazirlanig1 (Bir 6rnek igin)

Niikleaz-free su 13 ul
Second-Strand Buffer Mix 5ul
Second-Strand Enzim Mix 2 ul
Toplam Hacim 20 ul

10 pl ¢cDNA 6rneklerinin her birinin iizerine hazirlanan Second-Strand mix, son
hacim 30 pl olacak sekilde eklendi. Cizelge 2.12°de belirtildigi lizere 16°C’de 1 saat,
65°C’de 10 dakika olacak sekilde inkiibasyona birakildi.
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Biotin-isaretli (IVT) cRNA’nin Sentezi:

Cizelge 2. 9. IVT Mix.nin Hazirlanisi1 (Bir 6rnek igin)

IVT Biotin Label 4 ul
IVT Labeling Buffer 20 ul
IVT Enzim Mix 6 ul
Toplam Hacim 30 pl

Reaksiyon buzda gerceklestirilmez, 10X IVT Labeling Buffer’daki spermidine stok

DNA’nm ¢okmesine sebep olabilir.

30 ul second strand cDNA 6rneklerinin her birinin {izerine hazirlanan IVT mix, son
hacim 60 ul olacak sekilde eklendi. Cizelge 2.12°de belirtildigi izere 40°C’de 16 saat

inkiibasyona birakild1.

Cizelge 2. 5. Onerilen IVT inkiibasyon Siireleri

RNA miktar1 IVT inkiibasyon siiresi
50-250ng 16 saat
100-500 ng 4 saat

Cizelge 2. 116. PCR Programi

Program

First-Strand cDNA sentezi 42°C 2 saat

Second-Strand cDNA sentezi 16°C 1 saat 65°C 10 dakika
VT 40°C 16 saat

Inkiibasyondan sonra cRNA’nin temizlenmesi asamasina gegildi.
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Biotin isaretli cRNA’nin temizlenmesi:

Cizelge 2. 7. aRNA binding Mix.nin Hazirlanisi: (Bir 6rnek igin)

RNA Binding Beads 10 pl
aRNA Binding Buffer 50 pl
Toplam Hacim 60 pul

- Hazirlanan aRNA binding mix her bir 6rnegin iizerine son hacim 120 pl olacak
sekilde eklendi.

- 120 pl etanol (%100) her bir 6rnege eklendi ve 3 sn vorteksle karistirildi. Bu siirede
aRNA’lar bead.lere bagland:.

- Bu oOrnekler sekil 3.8’de gosterildigi gibi magnetik seperatore (Cell signalling,
ABD) koyuldu, 5 dk bekletildi ve bead.ler (aRNA’ya baglanan bead.ler) tiipiin bir

tarafina toplandu.

oe®

o ||‘|Rld u‘” ¥
6 Tube

Sekil 2. 2. Magnetik seperator (Magnetic separation rack)

- 5 dk.nin sonunda bead.lere dokunulmadan supernatant kisim pipetle alinip atildi.
Daha sonra 100 pl aRNA yikama soliisyonu ornekler {izerine ilave edilerek ayni
islem 2 kez tekrarland1.

- Yikama sonrasinda 50 pl Elution Buffer 6rnekler iizerine eklendi ve 3 sn vorteksle
karistirildi.

- Tiim Ornekler magnetik seperatdre koyulup 5 dk bekletildi. 5 dk sonunda bead.ler

yine tiipiin bir tarafina toplandi. Elution Buffer eklendikten sonra artik Bead.lere
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bagli olan aRNA’lar bead.lerden ayrildi. Boylelikle bu sefer supernatant kisim alindi.
RNA’lar piirifiye edilmis oldu.
- Piirifiye edilen c-RNA’larm spektrofotometrik dl¢iimleri yapildi.

- Fragmentasyon asamasi i¢in tiim Ornekler hazir hale getirildi.

C-RNA’nin Fragmantasyonu:

Cizelge 2.12. aRNA Fragmantasyon Mix.nin Hazirlanist: (Bir 6rnek igin)

cRNA 15png (max.hacim 32l olabilir)

5X Fragmantasyon Tamponu 8 ul

RNase-free su Degisken (Final hacmini 40 ul’ye
tamamla)

Total Hacim 40 uL

- Hazirlanan bu mix 94°C’de 35 dk inkiibe edildi.
- Inkiibasyondan sonra drnekler buza konuldu.
- Reaksiyon sonunda 25-200 bg uzunlugunda fragmentler elde edildi.

- %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek reaksiyonun kontrolii yapilda.

Hibridizasyon:

Cizelge 2. 8. Hibridizasyon Kokteyli

Fragmente cRNA 12.5 pg (max.hacim 33.3 pl olabilir)
Kontrol oligoniikleotid B2 (3nM) 4.2 ul

20Xokaryotik Hibridizasyon Kontrol 12.5 pl

Herring Sperm DNA (10 mg/mL) 2.5 uL

BSA (50 mg/mL) 2.5 ul

2X Hibridizasyon tamponu 120 pul

DMSO 25 ul

Rnase-free su 50 pl
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- Array (HG-U133Plus 2.0) (Affymetrix, USA) kullanilmadan 6nce yarim saat oda
1s1sinda tutuldu.

- Hazirlanan hibridizasyon kokteyli 99 “C’de 5 dakika 1s1 blogunda inkiibe edildi.

- Bu sirada array igerisine 200 ul 1X Hibridizasyon tamponu dolduruldu ve 10
dakika

45°C’deki hibridizasyon firmni igerisinde 60 rpm de inkiibe edildi.

- Hibridizasyon kokteyli 5 dakikalik inkiibasyondan sonra 5 dakika siiresince
45°C’de inkiibasyona koyuldu.

- Inkiibasyondan sonra hibridizasyon kokteyli 5 dakika maksimum hizda santrifiij
edildi.

- Array icerisindeki tampon ¢ikarildi ve igerisine hazirlanan hibridizasyon
kokteylinden 200 pl dolduruldu.

- Array hibridizasyon firinina koyuldu ve 45 “C’de 60 rpm de 18 saat hibridize edildi.

- Hibridizasyon bittikten sonra Array’in yikama, boyama ve tarama islemine gegildi.

Array Yikama ve Boyama:

Hibridizasyondan sonra, array’den hibridizasyon kokteyli alind1 ve prob array’e non-
stringent Wash Buffer (A) dolduruldu.

Wash Buffer A: (Non-Stringent Wash Buffer):

(6X SSPE, 0.01% Tween-20)

1,000 ml i¢in:

300 ml 20X SSPE (Sigma, ABD)

1.0 ml 10% Tween-20 (Sigma, ABD)
699 ml su
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Woash Buffer B: (Stringent Wash Buffer):

(100 mM MES, 0.1M [Na+], 0.01% Tween-20)

1,000 ml igin:

83.3 ml 12 X MES Stock Buffer (Sigma, ABD) 5.2 ml 5M NacCl
1.0 ml 10% Tween-20

910.5 ml su

2X Stain Tamponun hazirlanisi:

(Final 1X konsantrasyonu: 100 mM MES, 1M [Na+], 0.05% Tween-20) 250 ml igin:
41.7 ml 12X MES Stock Buffer

92.5 ml 5M NaCl (Applichem, Almanya)

2.5 ml 10% Tween-20

113.3 mlsu

Boyama Maddelerinin Hazirlanisi:

- Uc adet amber renkli tiip alinarak sirastyla 1, 2 ve 3 olarak isaretlendi.

- Birinci tiip asagidaki sekilde hazirlandi1 ve iyice karistirildi.

Cizelge 2. 9. SAPE Soliisyon mix.inin hazirlanigi

2X Stain tamponu 600 ul
50 mg/mL BSA (Sigma, ABD) 48 ul
1 mg/mL SAPE (Invitrogen, ABD) 12 ul
Rnase free su 540 ul

Toplam Hacim 1200 pl
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-Birinci tiipten 600 pl alinarak {igiincii tiip icerisine koyuldu. Boylece birinci (600 pl)
ve Uciincii (600 pl) tiipler Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) soliisyon tiipleri oldu.

- Tkinci tiip ise asagidaki sekilde hazirlands;

Cizelge 2.15. SAPE Soliisyon mix.inin (Antibody Soliisyon mix) hazirlanigi

2X Stain tamponu 300 pl
50 mg/mL BSA (Sigma, ABD) 24 ul
10 mg/mL Goat IgG Stok (Invitrogen, 6 ul
ABD)

0,5 mg/mL Biotin Antibody 3,6 ul
Rnase free su 266,4 ul
Toplam 600 ul

- Hazirlanan ikinci tiipte karistirildi ve santrifiij edildi.

- Hazirlanan yikama soliisyonlar1 yikama istasyonuna yerlestirilerek array’in yikama
islemi agagidaki gibi yapildi.

Buffer A ile yikama gergeklestirildi (25°C).

Buffer B ile yikama gergeklestirildi (50°C).

1. Boyama: SAPE soliisyonu ile probe array 10 dk boyand1 (25°C).
Buffer A ile tekrar yikandi (25°C).

2. Boyama: Antikor soliisyonu ile probe array 10 dk boyandi (25°C).
3. Boyama: SAPE soliisyonu ile probe array 10 dk boyandi (25°C).
Buffer A ile son kez yikandi (30°C).

- Yikama ve boyama islemleri yapildiktan sonra da array scanner’da tarandu.
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2.15. Biyoinformatik Analiz ve Veri Madenciligi

Mikrodizin verisinin analizi, DNA-CHIP (dChip) analiz programina gore yapilmistir.
DNA-Chip Analizi (dChip) (www.dchip.org) Affymetrix platformu gibi prob
seviyesinde ve ekspresyon mikrodizin ve SNP mikrodizinlerinin st diizey analizi
icin kullanilan Windows yazilim paketidir. Prob seviyesinde dChip CEL dosyalarini
normalize edip gosterebilir ve model-dayali—yaklasim c¢oklu arraylarde bilgi
havuzunun olugmasina izin verir ve ¢apraz hibridizasyonla ve goriintii kirliligiyle bas
edilmek i¢in otomatik prob se¢imini saglar. dChip’te “Yiiksek Seviyeli Analiz”,
orneklerin karsilastirilmasi, hiyerarsik kiimeleme, kromozoum boyunca SNP ve
ekspresyon verilerinin gésterimini, SNP arrallerinin LOH ve kopya sayis1 analizi ve

baglant1 analizlerini igerir.

Mikrodizin verisinin analizi, DNA-Chip Analizi kullanilarak MKH, AC16 ve Hibrit
hiicrelerden olusan veri lizerinde asagidaki karsilastirmalar gergeklestirilmistir:
1.MKH-AC16
2. MKH-Hibrit
3. AC16-Hibrit

Bu karsilastirmalar sonucunda adj. p=0.05 ve log kat degisim degeri en az 2 ve 4

olmak lizere, en iyi sonuglar1 veren genler listelenmistir.



Mikrodizin CEL Dosyalari

>

dCHIP- analizi
(Onisleme, FiG ve Kiimeleme Analizleri)

P

MKH-Hibrit

2 kat: 2903
4 kat: 1494

73

AC16-Hibrit

2 kat: 625 gen
4 kat : 139
gen

|J FiG’ler iizerinden L‘

P

MKH-Hibrit

1

AC16-Hibrit

=1

DAVID

ES>1.3 olan gen anotasyon kiimeleri/

Sekil 2.3. Mikrodizin Analiz Asamalar1 Akis Tablosu
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3. BULGULAR

3.1. AC16 ve HL-1 Hiicrelerinin Karakterizayonu ve Fiizyon On Denemeleri

Calismanin ilk asamasinda MKH, AC16 ve HL-1 hiicrelerinin kiiltiir kosullar1
optimize edilmistir. Hiicrelerin kiiltiir kosullarinin optimizasyonundan sonra HL-
1/MKH ko-kiiltiir galismalar1 optimize edilmis ve spontan fiizyon takip edilmistir.
Calismada planlanan AC16 hiicrelerin Columbia Universitesinden transferi siirecinde
calisma grubumuzun elinde bulunan HL-1 hiicre serileriyle optimizasyon caligmalari
yapilmistir. HL-1 fare kardiyomiyositlerinin  kiiltiirii  basarili  bir sekilde
gercgeklestirilmis olup hiicre morfolojileri Sekil 4’teki gibi goriintiilenmistir. Hiicre
canliligin1 ve aktif metabolizmasini test etmek amacli canli hiicre mitokondriyon
boyasi olan Mitotracker red® (kirmizi sinyal) ve ¢ekirdek boyasi olan SYTOX
Green® (yesil sinyal) boyamasi yapilmistir. Mitokondriyonlarm yogun oldugu
bolgeler kirmizi olarak izlenmektedir (Sekil 3.2).

Sekil 3. 1. HL-1 fare kardiyomiyositleri inverted mikroskop goriintiisii (20x)
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Sekil 3. 2. A. HL-1 hiicrelerinde hiicre canlilig1 ve metabolizmasini test amagli Mitotracker ®
isaretlenmesi (63x). B. HL-1 hiicrelerinde Mitotracker™ ve SYTOX"™ Green ¢ekirdek boyamasi (63x).

HL-1 fare kardyomyositleri ile insan mezenkimal kok hiicreleri fiizyona tesvik
edilerek asagidaki 6n sonuclar elde edilmistir. Tiim ¢ekirdekler 7-AAD c¢ekirdek
boyasi ile boyanmis, insan mezenkimal kok hiicreleri ise anti-human nuclei antikoru
ile boyanarak konfokal mikroskopta analiz edilmistir. Hiicreler 11 giin boyunca
takip edilmis ve 72. saatten itibaren flizyona girmeye basladigi gosterilmistir (Sekil
3.3).

Sekil 3. 3. HL-1/MKH ko-kiiltiirinde 72. saatte gézlenen HL-1/MKH’lerin Ayriminin Yapilmast.
A. Konfokal mikroskop-fléresan goriintiisii (63x) B. Konfokal Mikroskop-faz kontrast goriinti (63x).
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3.2. Insan Kaynaklh AC16 Kardiyomiyositlerin Karakterizasyonu

HL-1 fare kardiyomiyositlerinin kiiltiirii basarili bir sekilde gergeklestirilmis olup
hiicre morfolojileri Sekil 4’deki gibi goriintiilenmistir. Calismamiz bagladiktan sonra
elimize ulasan ve c¢aligmada asil kullanilacak olan insan kardiyomiyositlerinin
(AC16) karakterizasyonu yapilarak kardiyomiyojenik belirtegler takip edilmistir.
Hiicreler fikse edildi ve immiinositokimyasal boyamalar yapilarak konfokal

mikroskopta analiz edildi (Sekil 3.4 ve sekil 3.5).

Sekil 3. 4. AC16 insan Kardiyomiyositlerin Inverted Mikroskop Gériintiisii
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Sekil 3. 5. AC16 insan kardiyomiyositleri konfokal mikroskop goriintiisii (63x) A. ASMA B.
Troponin C. Desmin D. Vimentin E. Actin F. Miyozin heavy chain

3.3. MKH (RCB2153) Akim Sitometri ile Karakterizasyonu:

Tablo 2. de belirtilen mezenkimal kok hiicre belirtecleri kullanilarak hiicrelerin
karakterizasyonu i¢in flow sitometri analizi yapilmistir. CD31 ve CD 45 gibi
hematopoetik ve endotelyal belirtecler negatif cikarken, mezenkimal belirtegler
pozitif cikmistir. Sonuglar sekil 3.6°da belirtildigi gibidir.
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Sekil 3. 6. RCB2153-MKH Flow sitometri analiz sonuglart A. CD29: %81.3 B. CD31:%0.6 C.
CD45:%0.8 D. CD90:%92.8 E. CD73:%87.7

3.4. Plazmid DNA izolasyonu

pTracer-CMV2 zeocin reporter geni ve ampisilin direng geni tasiyan E. coli bakteri
kiiltiirii 37°C’de 16 saat boyunca 1000-1200 rpm’de 100 mg/ml ampisilin iceren LB
besiyerinde biyiitlildii. 16 saat sonunda plazmid DNA’st RTA Plasmid DNA
[zolasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanim protokoliine gore izole edildi. Elde edilen
plazmid DNA’s1 spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda dlgiilerek
kalite ve miktar tayini yapildi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3. 1. izole Edilen Plazmid DNA’nin Spektrofotometrik Olgiimii

260/23 260/28
260 280 230 ng/nL
0 0
pCMV/bsd 0,13 134,2
0,07 0,047 2,863 1,909
4 55
CMV2/zeoc 0,15 157,9
0,082 0,057 2,756 1,917
in 8 81

3.5. RCB2153-MKH ve AC16 Kardiyomiyositler Uzerinde Kullanilacak

Antibiyotik Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Plazmit transfeksiyonundan once hiicreler iizerinde antibiyotik doz oranlarinin
saptanmasi i¢in degisik antibiyotik oranlar1 uygulanmistir. Bunun i¢in yaklasik %25
yogunlukta olacak sekilde hiicreler 6-kuyucuklu platelere ekilmistir. Hiicreler
antibiyotik ugulamasindan bir giin 6nce penicilin/streptomisin olmayan medyum ile
beslenmigstir. Daha sonra fliretici firmanm Onerisine gore belli dozlar hiicrelere
uygulanmistir. Kullanilan antibiyotik oranlar1 tablo 2’te belirtilmistir. Hiicrelere 2
hafta boyunca 3-4 giinde bir belirtilen dozlar uygulanmustir. Inverted mikroskop ile
kontrol edilip hiicreler goriintiillenmistir. 10. giinden itibaren hiicrelerin blastidin doz
aralig1 2-5 uM’dan sonra, zeocin i¢in 300-400 uM’dan sonra kontrol grubuna kiyasla
morfolojilerinin degistigi, yapisma 0&zelliklerini kaybederek, petri yilizeyinden

kalkarak 6lmeye basladigi gozlenmistir (Sekil 3.7 ve sekil 3.8).
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Sekil 3. 7. MKH (RCB2153)’lerde Blastisidin Antibiyotik Oranlarinin Belirlenmesi a. Kontrol
b.2uMec. 5uM d. 10 uM e. 15uM - f. 20puM (10X)
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Sekil 3. 8. AC16 Kardiyomiyositlerde Zeocin Antibiyotik Oranlarinin Belirlenmesi a. Kontrol b. 100
uM c. 300 uM d. 400 uM e. 500 uM f. 600 uM g. 800 uM h. 1000 uM (10X)

3.5.1. Blastisidin Antibiyotik Diren¢ Geni Aktarilan RCB2153- MKH’lerin

Pasajlanmasi

Hiicrelere diren¢ gen aktarimindan sonra, 3-4 giinde bir kiiltiir ortami Blastisidin (2
pM) antibiyotigi bulunan %10’luk FBS ile beslenmistir. Transfeksiyondan 14 giin
sonra beklenen sayidan ¢ok daha az sayida transfekte hiicre saptanmustir. Transfekte
hiicre sayismin azhigindan dolayr hiicreler fiizyonda kullanilamanustir. Inverted
mikroskop ile kontrol edilen hiicrelerin apoptozise gittigi gézlenmis ve FBS orani
%20’ye cikardmustir. Hiicrelerin kiiltiir kaplarini doldurma siiresi (=confluency)

yaklagik 1.5-2 ay siirmektedir. Tiim analizler icin daha fazla hiicreye ihtiyag
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duyuldugundan transfeksiyon islemleri tekrarlanarak yeterli hiicre sayisina
ulagilmaya ¢alisilmaktadir. MKH’lerin transfeksiyon sonrasi goriintiileri sekil 3.9°da

sunulmustur.

3.5.2. Zeocin Antibiyotik Diren¢ Geni Aktarilan AC16’larin Pasajlanmasi

Transfeksiyondan sonra hiicre kiiltiirline, 3-4 gilinde bir igerisinde Zeocin (300 pM)
antibiyotigi bulunan %10’luk FBS ilave edilmistir. Hiicrelerin proliferasyonunda
herhangi bir sorun gézlenmemis hiicreler saglikli bir sekilde pasajlanip dondurularak

kaldirilmistir. AC16’larin transfeksiyon sonrasi goriintiileri sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3. 9. Antibiyotik Direng Geni Transfeksiyonundan Sonra RCB2153-MKH’lerin inverted
Mikroskop Goriintiileri (40X).
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Sekil 3. 10. Antibiyotik Diren¢ Geni Transfeksiyonundan Sonra AC16 Kardiyomiyositlerin Inverted
Mikroskop Goriintiileri (40X).

3.6. Diren¢ Geni Aktarilmams AC16 Ve RCB2153-MKH’lerin PEG Aracih

Fiizyona Indiiklenmesi

Flizyon oncesi hiicre gruplar1 farkli renklerde fosfolipid ¢ift tabakali membrana
baglanarak hiicresel membranlarin boyanmasmi saglayan Vybrant DIO-Yesil (520
nm) ve Vybrant DID-Mavi (630 nm) ile boyanmalar1 saglanmistir. Bdylece flizyon
sonrasi hiicreleri floresan 151k altinda ayirt etme ve flizyona giren hibrit hiicrelerin
akim sitometri ile ayirt etme olanagi saglanmigtir. AC16’lar DIO ile MKH’ler DID
ile isaretlemistir. Hiicrelerin akim sitometri ile ayirimi sekil 3.11°de gosterilmistir.
AC16-DIO ve MKH-DID isaretli hiicreler PEG ile fiizyona indiiklenerek hibrit
hiicrelerin se¢cimi FACS ile yapilmistir (Sekil 3.12).

FACS ile sort edilen hibrit hiicreler 24°liik platelere ekildi ve mikroskopta
goriintiilenmek {iizere fikse edildi. Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak icin 7-AAD
cekirdek boyasi kullanildi ve konfokal mikroskopta goriintiilendi. Her iki boyayida
tastyan hiicrelerin oldugu alan segilerek hibrit hiicreler secilmistir.  Secilen
hiicrelerde konfokal mikroskop ile goriintiileme yapildiginda 2 ve daha fazla

cekirdekli hibrit hiicrelerin oldugu saptanmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3. 11. DIO-AC16 ve DID-MKH Isaretli Hiicrelerin Akim Sitometri Analiz Grafikleri. P2: DIO
Isaretli AC16 Hiicreleri, P3: DID Isaretli iMKH’ler.
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Sekil 3. 12. Hibrit Hiicrelerin Akim Sitometri Analiz Grafikleri. P3: DID-DIO isaretli Fiizyona
Girmis Hibrit Hiicreler
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D10-MKEH DIO-AC1E [ D-PAK H ] O-AC1 6

CC-PAK HH O-AC1E

Sekil 3. 13. RCB2153-MKH/AC16 fiizyonu sonrasit DID ve DIO isaretli hibrit hiicrelerin konfokal
mikroskop goriintiileri A, C: DID isaretli mavi boyanmis MKH’ler, B, E: DIO isaretli yesil boyanmis
AC16’lar, C, F: DID igaretli MKH’ler ve DIO isaretli AC16’larin birlestirilmis goriintiileri (63X)
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3.7. Secimi Yapilan Hibrit Hiicrelerde Kardiak ve MKH Belirteclerinin

Immiinositokimyasal ve Akim Sitometri ile Analizi

Secimi yapilan hibrit hiicreler 24 kuyucuklu platelerde lameller iizerinde culture
edilmis ve hiicrelerin %50 yogunlukta oldugu anda fiksasyon yapilmistir. Fikse
edilen hiicrelerde kardiyak troponin, ASMA (alfa smooth muscle aktin), desmin,
laminin ve sarkomerik aktin gibi kardiyak belirteclerin immunositokimyasal
boyanmasi yapilmistir. Boyanma sonucunda flizyon sonrasinda da bu hiicrelerin

kardiyak belirtegleri ifade ettigi gézlemlenmistir (Sekil 3.15).

Hibrit hiicrelerin mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini tasiyrp tasimadiklari
mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri agisindan akim sitometrisinde
arastirilmistir. Bu amagla mezenkimal yiizey belirteclerinden pozitif olan CD90,
CD73, CD29; ve ayrica negatif olan CD31, CD34 ve CDA45’¢ bakilarak
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda hibrit hiicrelerin mezenkimal hiicre pozitif
belirteglerini de ifade ettigi gdzlenmistir (Sekil 3.14). Boylelikle hibrit hiicrelerin her

iki hiicre tipine ait 6zellikler gosterdigi ortaya ¢ikmaistir.

3.8. Hibrit Hiicrelerde Metafaz/Kromozom Analizi

Karyotip analizi sonucu, kromozom sayisi hiicreler arasinda sabit olmadigi
gbézlenmistir. Her hiicre bdliinmesinde kromozom kayiplari yasanmistir. Hibrit
hiicrelerden yapilan karyotip analizi sonucu 90-250 arasinda kromozom sayisi tesbit
edilmistir (Sekil 3.16). DID ve DIO ile isaretlenerek flizyona indiiklenen hiicrelerde,
fiizyondan 48 saat sonra 2 ve daha fazla sayida ¢ekirdek gozlenirken yaklasik 30

giinliik kiiltlir sonrasi tek ve yapisal olarak farkli gériinen ¢ekirdekler izlenmistir.
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Sekil 3. 14. Hibrit hiicrelerde MKH yiizey belirteclerinin Flow Sitometri analiz sonuglar1
a. CD90:%93.9 b. CD73:%99.7 c. CD29: %100 d. CD31:%0.1 e. CD34: %0.1 f. CD45:%0.6

: ; B .

Laminin

Sekil 3. 15. Hibrit hiicreleri konfokal mikroskop goriintiisii (63x)
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Sekil 3. 16. AC16-MKH Hibrit hiicrelerindede karyotip analizi (100X)

3.7. Elektrofizyolojik Calismalar

3.7.1 Hiicre i¢i Ca2+ Derisimi Ol¢iimii

HL-1 (beating) hiicrelerinde materyal metod kisminda belirtilen kosullarda [Ca2+]i
Olgiilmiistiir. Alan uyarilmasi ile (60 volt) hiicrelerde gegici [Ca2+]i artis1
(transientler) goézlenmistir (Sekil 3.17). Kafein (10 mM) uygulamasiyla ¢ok daha
uzun stireli ve biiyiik genlikli bir [Ca?*]i artis1 olmustur. Ayrica bazi camlarda
spontan [Ca2+]i transientleri de gdzlenmistir (Sekil 3.18). AC16 hiicrelerinde de ayni
kosullarda ayni deneyler yapilmustir. Her iki uyar1 sonucunda da [Ca**]i de higbir
degisim gozlenmemistir (Sekil 3.19, sekil 3.20).
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HL-1 “beating” hiicreleri referans yanitlar olusturmak amaci ile kullanilmustir.
Bu hiicreler fare atriyum dokusu kokenli bir hiicre serisi olup diferansiye 6zelliklerini
kiiltiir ortaminda ¢ogalabilmelerine karsin olduk¢a iyi bir diizeyde koruma
yetenegine sahip hiicrelerdir. HL-1 “beating” hiicrelerinden elde edilen sonuglar, bu
hiicrelerde alan uyarisi ile aksiyon potansiyeli olusabildigini buna bagl olarak voltaj
bagimli Ca®* kanallarmin aktive olabildigini, bunun sonucunda da [Ca®]i
artabildigini gostermistir. Ayrica bu hiicrelerde fonksiyon gorebilen riyanodin
reseptorlerinin de var oldugu kafein yanitlarindan anlasilmaktadir. Bu ozellikler

diferansiye kalp hiicrelerindeki fonksiyonel 6zeliklere olduk¢a benzemektedir.

Insan ventrikiil kokenli bir hiicre serisi olan AC16 hiicreleri ise hem kafein
hem de elektriksel alan uyarilarini takiben [Ca2+]i artis1 gostermemistir. Bu nedenle
bu hiicreler 1 mM ATP ile de uyarilmis, bu uyar1 sonucunda [Ca®*]i de bir artis
gozlenmistir (Sekil 3.19). Bu sonu¢ AC16 hiicrelerinde bir ikincil haberci araciligi ile
gorev goren P2Y reseptorlerinin [Ca®*]i ni arttirabildigini dolayisiyla da bu
hiicrelerin canli ve yanit verebilir bir durumda oldugunu ve ayrica [Ca®*]i artiglarnin

gbzlenebildigini gostermektedir.

MKH’ler ACI16 hiicre serisi ile flizyona indiiklendikten sonra olusan hibrit
hiicreler yukarida HL-1 ve AC16 hiicreleri icin agiklanan deneyler bu hiicrelerle
tekrarlanmustir. Bu hiicreler de AC16 hiicreleri gibi alan uyarisi (Sekil 24) ve kafein
uygulamasi ile (Sekil 3.22 ) bir [Ca**]i artis yanit1 olusturmad1. Ancak bu hiicreler de
uygulanan ATP (1 mM) ile bir [Ca®*]i artis1 gdzlenmistir (Sekil 3.21 sekil 3.22) ve
dolayisiyla da bu hiicrelerin de canli ve yanit verebilir bir durumda oldugu ve ayrica

bu hiicrelerde [Ca®*]i artiglarmin gozlenebildigi diisiiniilebilir.
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Sekil 3. 17. Fura-2 yiiklenmis HL-1 (beating) hiicrelerinden dlgiilen F340/F380 floresans oraninin

zamanla degisimi. Yiiksek degerler yiiksek [Ca®*]i’ini gostermektedir.

Grafigin

ilk yarisindaki transientler

hiicrelerdeki

spontan  aktiviteyi

gostermektedir. Daha sonra hiicreler sekilde belirtilen frekanslarda 60 V genlikli 10

ms. siireli alan uyarisma maruz birakilmis ve uyar1 frakansi ile tutarli bir siklikta

transientler géstermislerdir.
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Sekil 3. 18. Fura-2 yiiklenmis HL-1 (beating) hiicrelerinden 6lgiilen F340/F380 floresans oraninin

zamanla degisimi.
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Yiiksek degerler yitksek [Ca®*]i’ini gostermektedir. Bu hiicreler spontan
aktivite gostermemistir. Grafigin ilk yaris1 ndaki transientler sekilde belirtilen
frekansta ve 60 V genlikli 10 ms. siireli alan uyarisi ile olusturulmustur. Daha
sonraki ii¢ transient elle uygulanan alan uyari pulslarina aittir. Okla isaretlenmis

zaman noktasinda banyo igine kafein (10 mM) uygulanmustir.
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Sekil 3. 19. Fura-2 yiiklenmis AC16 hiicrelerinden olgiilen F340/F380 floresans oraninin zamanla
degisimi.

Yiiksek degerler yiiksek [Ca2+]i’ini gostermektedir. Bu hiicreler hi¢ bir zaman
spontan aktivite gostermemistir. Okla isaretlenmis zaman noktasinda banyo i¢ine

kafein (10 mM) uygulanmistr. Bu uygulama herhangi bir [Ca®*]i artisi

olusturmamustir.
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Sekil 3. 20. Fura-2 yiiklenmis AC16 hiicrelerinden 6l¢iilen F340/F380 floresans oraninin zamanla
degisimi.

Yiiksek degerler yliksek [Ca?*]i’ini gostermektedir. Bu hiicreler hi¢ bir zaman
spontan aktivite géstermemistir. Grafigin ilk yarisi1 nda hiicrelere sekilde belirtilen
frekansta ve 60 V genlikli 10 ms. siireli alan uyaris1 uygulanmistir, bunlarin bir
transiyent olusturmadig1 goriilmektedir. Okla isaretlenmis zaman noktasinda banyo
icine ATP (1 mM) uygulanmis ve P2Y tipi reseptorlerin uyarilmasi ile [Ca2+]i artis1

gozlenmistir.
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Sekil 3. 21. Fura-2 yiiklenmis Hibrit hiicrelerden olgiilen F340/F380 floresans oranmin zamanla
degisimi. Yiiksek degerler yiiksek [Ca®*]i’ini gostermektedir.

Grafigin ilk yarisinda hiicrelere sekilde belirtilen frekansta ve 60 V genlikli 10
ms. sireli alan uyaris1 uygulanmistir, bunlarin bir transiyent olusturmadigi
goriilmektedir. Okla isaretlenmis zaman noktasinda banyo i¢ine ATP (1 mM)

uygulanmis ve P2Y tipi reseptorlerin uyarilmasi ile [Ca®*]i artis1 gbozlenmistir.
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Sekil 3. 22. Fura-2 yiikklenmis Hibrit hiicrelerden olglilen F340/F380 floresans oraninin zamanla
degisimi. Okla igaretlenmis zaman noktalarinda banyo igine kafein (10 mM) uygulanmistir. Kafein
uygulamasi herhangi bir [Ca?*]i artis1 olusturmamustir.
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Sekil 3. 23. Fura-2 yiiklenmis MKH’lerde odlgiilen F340/F380 floresans oraninin zamanla degisimi.
Okla igaretlenmis zaman noktalarinda banyo i¢ine once kafein (10 mM) sonra ATP (1 mM)
uygulanmistir. Kafein uygulamasi herhangi bir [Ca®*]i artist olusturmazken ATP P2Y tipi
reseptorlerin uyarilmasi ile bir artisa neden olmustur.
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3.8. Mikrodizin sonuglar

Mikrodizin teknigi ile MKH ve ACIl6’lardan olusturdugumuz hibrit hiicrelerde
genom boyunca yeniden programlanan genlerin analizi yapilmisti. MKH ve
ACI16’lar fiizyona indiiklenerek hibrit hiicreler elde edilmistir. MKH, AC16 ve hibrit
hiicrelerden birbirinden bagimsiz 3 tekrar c¢alisgilmistir ve RNA izolasyonu

yapilmistir.

3.8.1. RNA Kantitasyonu

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve saflif1 spektrofotometrik yontemle

belirlendi. Hiicrelerden, calismada kullanilcak miktarlarda RNA miktar: elde edildi
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 2. MKH, AC16 ve hibrit hiicrelerden elde edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonu

Hiicre/Zaman ng/ul
MKH-1 173,05
MKH-2 268,614
MKH-3 343,429
AC16-1 761.315
AC16-2 778.227
AC16-3 680.365
Hibrit- 1 560,3877
Hibrit- 2 609,816

Hibrit- 3 481,774
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3.8.2. Agaroz Jel Elektroforezi sonuglar

Izole edilen RNA 6rnekleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek RNA’larin

biitiinliik tayini yapildi. RNA ‘larda degredasyon olmadigi gosteridi (Sekil 3.24).

MKH-2 MKH-3 AC16-1 AC16-2 AC16-3 Hibrit-1 Hibrit-2

Sekil 3. 24. MKH, AC16 ve hibrit hiicrelerden elde edilen RNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii

3.8.3. RNA Kantitasyonu

MKH, AC16 ve hibrit hiicrelerinden mikrodizin analizlerine baslanmadan once tiim
orneklerden elde edilen RNA’larm istenilen kalitede olup olmadigini gosterebilmek

icin biyoanalizorde (Agilent, ABD) degerlendirmeleri yapild: (Sekil 3.25).



Markir 28S 18S

Sekil 3. 25. RNA 6rneginin Biyoanalizérdeki degerlendirilmesi

3.8.4. c-RNA sentezi

AC16, MKH ve hibrit hiicrelerden elde edilen RNA Ornekleri kulanilarak c-RNA
sentezi gerceklestirilmistir. Elde edilen c-RNA 6rneklerinin  konsantrasyonu ve

safliginin belirlenmesi igin yapilan Nanodrop 6l¢timleri Cizelge 3.3’de mevcuttur.

Cizelge 3. 3. Elde edilen c-RNA Nanodrop sonuglari

MKH-1 17.8

MKH-3 21.8

AC16-2 15.2

Hibrit- 1 13.7

Hibrit- 3 11.6
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Bu elde edilen c-RNA 6rneklerinden 25-200 bg uzunlugunda fragmentler elde

edildi. Fragmantasyon sonrasi iiriinlerin %1’lik agaroz jeldeki goriintiileri Sekil

3.26°da gosterilmistir.

Sekil 3. 26. Fragmente iirlinlerin %1°lik agaroz jel goriintiileri

Fragmantasyon reaksiyonu sonrasinda HG-U133Plus 2.0 (54,675 prop seti)
oligoniikleotid array kullanilarak Prob-hedef hibridizasyon asamasi gergeklestirildi.
Hibridizasyon islemi bittikten sonra array’in yikama, boyama ve tarama islemlerine

gecildi. Yikama ve boyama islemleri ardindan array scanner’da tarandi.

Mikrodizin analizi sonrasinda hibridizasyon kalite-kontroliinii géstermek i¢in
Cizelge 3.4°de % Present degerleri gosterilmektedir. % Present degeri, organizmanin
tiim genlerinin % kag¢imin aktif oldugunu ifade etmektedir. Herhangi bir organizmada
veya hiicrede belli bir anda tiim genlerin % 50’sinin ifade oldugu kabul edilir.
Yapilan deneylerde (K.i’kan) % 35 in iizerinde olan degerler kabul edilmistir. Bu
degerin ¢ok yiiksek veya cok diisiik (%20 veya altinda) ¢ikmasi bir hata oldugunu
ifade etmektedir. Boylelikle deneyin dogru calisip ¢alismadigi kontrol edilmistir.



Cizelge 3. 4. % Present degerleri

MKH-1 %52.0

MKH-3 %41.6

AC16-2 %44.60

Hibrit- 1 %48.6

Hibrit- 3 %47.6
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3.8.5. Gen ifade analiz sonuclari

Mikrodizin teknigi ¢cok genis kapsamli bir teknoloji olup, ayni anda binlerce genin
ifade dilizeyini, birbirleriyle olan iliskisini, birbirlerini nasil etkilediklerini
Ogrenebilme imkani saglamaktadir. Ayrica bir hiicreye yapilan bir uygulamanin
hiicreyi nasil etkiledigi, hangi yolaklarin uyarildig1r hangilerinin sustugu uygulama
oncesine gore kiyasla ortaya konulmasi ve hangi genlerin ifadesinin artip
hangilerinin inhibe oldugu, yeni genlerin/ yolaklarin kesfedilmesi agisindan tercih

edilme sebebidir.

Mikrodizin teknigi ile MKH ve AC16’lardan olusturdugumuz hibrit hiicrelerde
genom boyunca yeniden programlanan genlerin analizi yapilmistr. MKH ve
ACI16’lar fiizyona indiiklenerek hibrit hiicreler elde edilmistir. MKH, AC16 ve hibrit
hiicrelerden birbirinden bagimsiz 3 tekrar ¢alisilmistir. Mikrodizinden elde edilen
sonuglara gére gen analizleri yapilmistir. Hibrit hiicrelerdeki yeniden programlanan

genlerin tesbiti i¢in, hibrit hiicreler MKH ve AC16 hiicreleri ile kargilagtirilmistir.

Kiimeleme Analizi, benzer ifadelenme kalibina sahip genlerin tek bir grupta
toplanmasin1  saglamaktadir. Gruplar arasindaki gen ifadelenme Oriintiisiini
izleyebilmek amaciyla hiyerarsik kiimeleme analizi gerceklestirilmistir. Heatmapte
genlerin ifade paternlerine bakildiginda 8 farkl profilin gézlendigi teshis edilir (Sekil
3.27).
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MKH-Hibrit AC16-Hibrit

MKH-AC16

MKH-Hibrit AC16-Hibrit

Sekil 3. 28. Kat farka gore Gruplar arasmdaki gen dagilimlar: (ven diagrami)
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Ven diagraminda gosterildigi iizere (Sekil 3.28) sadece hibrit hiicrelerde farkl ifade

bulan 64 genin listesi asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 3. 5. Sadece hibrit hiicrelerde farkli ifade bulan 64 genin listesi

Probe Set ID  Gene Symbol  Gene Title

1557080 _s at ITGBL1 integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

1559910 _at

1561642_at

1562736_at LHX9 LIM homeobox 9

201650_at KRT19 keratin 19

201690 s at TPD52 tumor protein D52

202458 at PRSS23 protease, serine, 23

202859 x at IL8 interleukin 8

203130 _s_at KIF5C kinesin family member 5C

203153 _at IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats 1

203498_at RCAN2 regulator of calcineurin 2

203562_at FEZ1 fasciculation and elongation protein zeta 1 (zygin
1)

203887 _s at  THBD thrombomodulin

204337 _at RGS4 regulator of G-protein signaling 4

204338 _s at RGS4 regulator of G-protein signaling 4

204339 s at RGS4 regulator of G-protein signaling 4

204470 _at CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma

growth stimulating activity, alpha)
204614 at SERPINB2 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),

member 2

205067_at IL1B interleukin 1, beta

205266 _at LIF leukemia inhibitory factor

205422 s at ITGBL1 integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

205828 _at MMP3 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
progelatinase)

206569 at IL24 interleukin 24

206710 s at EPB41L3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3

206924 at IL11 interleukin 11

206926 s at IL11 interleukin 11

207442 _at CSF3 colony stimulating factor 3 (granulocyte)

207469 s at PIR pirin (iron-binding nuclear protein)

207850_at CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3

207852_at CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5

209160 at AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-



209270 _at
209598_at
209774 x_at
210511 s at
211506 s at
211518 s at
211776 s at
212148 at
212151 at
212681 _at
213496_at

213764 s at
213765 _at
214453 s at
214927 at

214974 x_at
219014 at
220975 s_at
222379 at

222717 at
225275 at
226279 at
226757 _at

227242 s _at
227243 s _at
229441 _at
230090_at
230748 _at

231993 _at
232504_at
235333_at
242005_at

39402_at

LAMB3
PNMA2
CXCL2
INHBA
IL8
BMP4
EPB41L3
PBX1
PBX1
EPB41L3
LPPR4

MFAP5
MFAP5
IF144
ITGBL1

CXCL5
PLACS
C1QTNF1
KCNE4

SDPR
EDIL3
PRSS23
IFIT2

EBF3
EBF3
PRSS23
GDNF
SLC16A6

ITGBL1

LOC285628 ///

MIR146A
BAGALT6

LOC10050637
7
IL1B
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alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type I1)
laminin, beta 3

paraneoplastic Ma antigen 2

chemokine (C-X-C motif) ligand 2

inhibin, beta A

interleukin 8

bone morphogenetic protein 4

erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3
pre-B-cell leukemia homeobox 1

pre-B-cell leukemia homeobox 1

erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3
lipid phosphate phosphatase-related protein type
4

microfibrillar associated protein 5

microfibrillar associated protein 5
interferon-induced protein 44

integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

chemokine (C-X-C motif) ligand 5
placenta-specific 8

Clqg and tumor necrosis factor related protein 1
potassium voltage-gated channel, Isk-related
family, member 4

serum deprivation response

EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3
protease, serine, 23

interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats 2

early B-cell factor 3

early B-cell factor 3

protease, serine, 23

glial cell derived neurotrophic factor

solute carrier family 16, member 6
(monocarboxylic acid transporter 7)

Integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

uncharacterized LOC285628 /// microRNA 146a

UDP-Gal:betaGIcNAC beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide 6
uncharacterized LOC100506377

interleukin 1, beta
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3.8.6. Bulunan Genler ve iliskili Oldugu Yolaklar

MKH-Hibrit ve AC16-Hibrit gruplar1 arasindaki transkriptom profilleri oncelikle
farkli olarak ifade edilen gen setleri sonrasinda ise kiimeleme (cluster) analizleri ile
sorgulanmistir.  Bu gruplar arasimda KEGG yolak analizleri yapilarak

(http://david.abce.ncifcrf.gov) yapilarak ifade diizeyleri anlamli artis yada azalis

gosteren genlerin iligkili oldugu yolaklar bulunmustur.

Mikrodizin sonuglarma gore, hibrit hiicreler MKH ve AC16 ile
karsilastirildiginda, MKH-Hibrit karsilastirilmasinda en az 4 kat farkli genlere
bakildig1 zaman 1494 gen farkl ifadelenmistir. AC16-Hibrit karsilastrilmasinda ise
en az 4 kat farkli genlere bakildig1 zaman 139 gen farkli gen ifadelenmistir. Farkli
ifadelenen bu genlerde DAVID analizi yapilarak, Gen ontolojilerine ve KEGG
yolaklarina gore genler siniflandirilmistir (Cizelge 3.6, Cizelge 3.7, Cizelge3.8,
Cizelge 3.9).

Cizelge 3. 6. AC16-Hibrit Gen ontolojilerine gore siniflandirma

ES(Zenginlestirme Yolaklar
skoru)

1 4.61 Damar Geligimi
2 4.43 Yaralanmaya cevap
3 4.19 Hiicre Migrasyonu
4 3.87 Hiicre oliimiiniin diizenlenmesi
5 1.65 Gen ekspresyonunun diizenlenmesi
6 1.57 BMP sinyal yolag1
7 141 Mezenkimal hiicre farklilagmasi
8 1.38 Fosforilasyonun regiilasyonu
9 1.30 Programli hiicre 6liimii
10 1.03 Kas gelisiminin diizenlenmesi
11 0.95 Hiicre biiylimesinin diizenlenmesi


http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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Cizelge 3. 7. AC16-Hibrit KEGG yolaklar1

KEGG yolaklar Gen Sayis1

1 Kemokin sinyal yolagi 8
2 Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi 21
3 Fokal adezyon 11
4 TGF-beta sinyal yolagi 5
5 Kompleman ve koagiilasyon kaskad1 6
6 NOD-like reseptor sinyal yolagi 11
7 Sitozolik DNA-sensing yolagi 5
8 Kanser yolag1 15
9 Apoptozis 5
10 Prostat kanseri 5
11 Melonoma 4
12 Steroid biyosentezi 3
13 Helicobacter pylori enfeksiyonun epitelyal 4
hiicre sinyali
14 Selanoamino asit metabolizmasi 5
15 Ekstraseliiler matriks-reseptor iliskisi 5

16 Mesane kanseri 5
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Cizelge 3. 8. MKH-Hibrit gen ontolojilerine gore smiflandirma

ES Yolak
(Zenginlestirme skoru)
1 4.84 Yaralanmaya cevap
2 4.24 Hiicre-matriks adezyonu
3 3.07 Tiip development
4 2.68 Kan sirkiilasyonu
5 242 Enflamatuar cevap
6 2.07 Damar geligimi
7 1.9 Doku homeostasisi
8 1.6 Kardiak/kas/doku gelisimi
9 1.58 Hiicre migrasyonunun diizenlenmesi
10 1.47 TGF-beta sinyal yolagi
11 1.09 Kas hiicresi farklilagsmasinin diizenlenmesi
12 0.86 Hiicre biiylimesinin diizenlenmesi
13 0.82 Mezenkimal hiicre gelisimi
14 0.46 Oksidatif strese hiicresel yanit
15 0.38 Hiicre 6liimii/apoptosis
16 0.29 Aktin filament-bazli islemlerin diizenlenmesi

Cizelge 3. 9. MKH-Hibrit KEGG yolaklari

KEGG yolaklar Genler

1  TGF-beta sinyal yolagi 7

2  Fokal adezyon 22

3 Sitokin-sitokin reseptor iligkisi 25

4 Toll-like reseptor sinyal yolagi 11

5  Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (ARVC), Dilate 9
kardiyomiyopati, Hipertrofik kardiyomiyopati

6  Kanser yolagi 19

7  Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi 14



8  NOD-like reseptdr sinyal yolagi

10 Hematopoietik hiicre soyu

AC16-hibrit 2 kat degisen genlerin kromozomal dagilimi
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Sekil 3. 29. AC16- Hibrit 2 kat degisen genlerin kromozomlara dagilimi

MKH-Hibrit 4 kat degisen genlerin kromozomal dagilimi

Sekil 3. 30. MKH- Hibrit 4 kat degisen genlerin kromozomlara dagilimi
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4. TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda, mortalite ve morbiditenin major nedeni
olma yolunda gittik¢e artan bir rol tistlenmektedir. Son yillarda diinyada oldugu gibi
tilkemizde de kalp ve damar hastaliklar1 giderek artmaktadir. Kalp transplantasyonu
terminal donem kalp yetmezliginin tedavisinde altin standart olmaya devam
etmektedir. Buna ragmen, transplantasyon adayi hastalarin yaklagik %20-40’1
bekleme sirasinda, %20’si transplantasyonun ilk yil1 i¢erisinde kaybedilmekte, bu ilk
yildan sonraki her yil i¢cin %5’lik mortalite s6z konusu olmaktadir (Durdu ve ark.,
2003; Hosenpud ve ark., 2000; McGiffin ve ark.,1997). Son yillarda hastalarin
transplantasyon bekleme siirelerini arttirmanin  yani swa alternatif tedavi

yontemlerine yonelme gereksinimini dogurmustur.

Potansiyel olarak, eriskin kok hiicre tabanli tedaviler miyokard rejenerasyonu
icin yeni bir tedavi secenegi sunmaktadir. Bununla birlikte, simdiye kadar bu
tedavilerin avantajlar1 goriilmesine ragmen kok hiicre bazli terapiler ile ilgili
mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Kok hiicrelerin kardiyomiyositlerle
fiizyonu (Nygren ve ark., 2004), kardiak ve vaskiiler hiicrelere transdiferansiasyonu
(Kawada ve ark., 2004) ve parakrin faktorleri salgilayarak rejenerasyon saglamasi bu
mekanizmalar arasindadir (Yoon ve ark., 2005; Mirotsou ve ark., 2010). Kok
hiicreler ile yerlesik kardiyak hiicreler arasindaki daimi veya kismi hiicre fiizyonu,
yaralanma veya yaslanmaya yanit olarak yeni kardiyomiyositler olusturarak
miyokardi onarabilmektedir. Fiizyon, oran1 diigiik olmasina ragmen kok hiicrelerin
kardiyak fonksiyon iizerindeki yararh etkileri saglayan mekanizmalardan birisidir

(Nygren ve ark., 2004).

Deneysel miyokard infarktiisiinden sonra kardiyak progenitor hiicrelerin
kardiyomyositlere fenotipik degisiminde flizyon ve transdiferansiyasyonun esit
olarak sorumlu oldugu yapilan c¢aliymalarla gosterilmistir. Benzer sekilde,

kardiyomiyositler, endoteliyal hiicreler veya diiz kas hiicreleriyle ortak-kiiltiirdeki



110

kemik iligi kok hiicrelerinin fenotipik degisiklikleri hem transdiferansiyasyondan

hem de flizyondan kaynaklanabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda MKH-AC16 fiizyonu sonucu olusan hibrit hiicrelerin kalp
kas1 hiicrelerine olan benzerlikleri fonksiyonel olarak ve genom boyu gen ifade

profilleri ¢ikarilarak degerlendirilmistir.

4.1. Hibrit Hiicrelerin Immiinositokimyasal ve Elektrofizyolojik Olarak

Degerlendirilmesi

Calismamizda MKH’lerin kardiyomiyositlerle takibini yapabilmek amaciyla
flizyon dncesi hiicreler farkli membran boyalariyla boyanarak (DID ve DIO gibi
floresan boyalar) fiizyona giren hiicreleri aywt etme ve goriintiileme imkani
saglanmigtir. Ayrica flizyon sonrasi olusan hibrit hiicrelerin immiinositokimyasal
yontemlerle ve elektrofizyolojik Ozellikleri ile kardiyomiyositlere benzerlikleri

takip edilmistir.

Flizyon sonrasi elde edilen hibrit hiicrelerde troponin, ASMA (alfa smooth
muscle aktin), desmin, laminin ve sarkomerik aktin gibi kardiyak belirtecleri ifade
ettigi gozlenmistir. Ayn1 zamanda hibrit hiicrelerin MKH 6zelliklerini tasiyip
tasimadiklar1 arastirilmistir. Hibrit hiicrelerin,b MKH yiizey belirteclerini yiiksek
oranda eksprese ettikleri de gozlenmistir. Bu amagla mezenkimal yiizey
belirte¢lerinden pozitif olan CD90, CD73, CD29; ve ayrica negatif olan CD31,
CD34 ve CD45’e bakilarak degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucu, hibrit

hiicrelerin her iki hiicre 6zelligini de korudugu gosterilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda rat kardiyomiyositleri MKH’ler ile fiizyona
indiiklenmiglerdir. Flizyon sonrasinda olusan hibrit hiicrelerin in vitro’da
kardiyomiyosit fenotipi gosterdiklerini, spontan ritim kontraksiyonu ve aksiyon

potansiyeli olusturduklarini gostermislerdir. Miyozin agir zinciri (MHC) ve Troponin
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T’nin fiizyona girmeyen hiicrelere gore hibrit hiicrelerde ifade diizeyinin arttigmi

gostermislerdir. (Metzele ve ark., 2011).

Kok hiicre flizyonunun sikligini artirmak ve bunu yaparken de kardiyak doku
tamiri potansiyelini artirmak tizere, MKH’lerin kardiyomiyositlerle fiizyona girdigini
ve flizyon sonucu olusan hiicrelerin kardiyomiyosit benzeri fenotip ve morfolojileri
oldugunu belirtmislerdir. (Kouris ve ark., 2012). Vitable ve ark (2011), hibrit
hiicrelerin uyarilma-kasilma, fonksiyonel ve molekiiler 6zelligi gosterdigi, bunu da
hiicre flizyonu vaya transdiferansiyasyonla yaptigini vurgulamiglardir. Miyojenik
farklilasma i¢in yapilan diger c¢alismada ise elde edilen hibrit hiicrelerde alfa-
sarkomerik aktin, Troponin | ve MEF-2C pozitif olarak gozlenirken hibrit hiicrelerin
senkronize kontraksiyon ve aksiyon potansiyeli gosterdigi bildirilmistir (He ve ark.,

2010).

Bizim ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak hibrit hiicreler troponin, ASMA
(alfa smooth muscle aktin), desmin, laminin ve sarkomerik aktin gibi kardiyak

belirtegleri ifade ederken elektrofizyolojik olarak yanit alinamamastir.

Kullandigimiz AC16 insan ventrikiiler hiicre serisi spontan atim sergilemedigi
icin flizyon sonrasinda da olusan hibrit hiicreler hem kafein hem de elektriksel alan
uyarilarmi  takiben [Ca®*]’i artist gdstermemistir. Tim veriler birlikte
degerlendirilirse AC16, iMKH ve Hibrit hiicrelerin alan uyaris1 ya da kafein
uygulamasina yanit vermemelerinin, bu yanitlarin olusumu i¢in gerekli kanal ve

reseptorleri yeterli miktarda eksprese etmemeleri ile agiklanabilecegi diisiiniilebilir.

4.2. Hibrit Hiicrelerin Kromozom Sayilarinin Degerlendirilmesi

Caliymamizda hiicresel flizyonun diger bir belirteci olan kromozom sayilari
arastirilmistir. Hibrit hiicrelerde literatiirle uyumlu olarak fazla miktarda kromozom

sayist ¢ikmstir. Flizyondan yaklasik 30 giin sonra hibrit hiicrelerden yapilan
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kromozom analizde, kromozom sayismin hiicreler arasinda sabit olmadigi

gozlenmistir.

Hiicre flizyonu baslangista iki ¢ekirdegin ayr1 kaldig1 heterokaryonla
sonuglanir. Cekirdek flizyonu daha sonra ortaya ¢ikar ve tek bir tetraploid ¢ekirdegi
olan hibrit hiicreler olusur (Piccolo ve ark., 2011). Yapilan hibrit ¢alismalarinda
kromozom sayisinin stabil olmadigr bildirilmistir. Fare ve insan hiicreleriyle
olusturulmus hibrit hiicrelerde yapilan analizlerde insan kromozomlarinda kayiplar
oldugu sadece birkag¢ tane insan kromozomu kaldig1 gosterilmistir (Zelesco ve ark.,
1988). Gou (2012) hibrit hiicrelerin  farkli karyotip gosterdiklerini kromozom
sayisinin ise 36-124 arasinda degistiginide belirtmislerdir (Gou ve ark., 2012). Diger
bir fiizyon caliymasinda ise embriyonik kok hiicreler ve splenositlerin flizyonu
sonucu farkli hibrit klonlar secilmis ve hibrit klonlarda kromozom sayisinin diploid

ve tetraploid civarinda oldugu bildirilmistir (Mittmann ve ark., 2002).

Bizim calismamizda da literatiirle uyumlu olarak her hiicre boliinmesinde
kromozom kayiplar1 yasanmis ve 90-250 arasinda kromozom sayisi tespit edilmistir.
Baslangicta 2 veya daha fazla ¢ekirdekli goriinen hiicreler yaklasik 2 hafta sonra tek
cekirdekli olmaya baslamiglardir. Yapilan ¢alismalarda da belirtildigi gibi fiizyondan

sonraki stiregte ¢ekirdek flizyonu da gergeklesmektedir.

Hibrit hiicrelerdeki kromozom setleri hiicrelere yeni oOzellikler veren
farklilagsma kapasitelerini ve fenotiplerini etkileyebilir. Farklilagmis somatik hiicreler
ile embriyonik kok hiicrelerin hibritleri pluripotent hiicre fenotipine sahiptirler ve
embriyonik germ tabakasindan koken alan farkli dokulara farklilasabilirler.
Farklilasma siirecinde biitliin hibrit hiicreler ayni hiicresel cesitlilik paternlerini
gostermezler. Bazi hibrit hiicrelerin  pluripotensisinin  smirlt  olmasi1 kendi

karyotiplerine baghdir (Miller ve Ruddle, 1976).
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4.3. Hibrit Hiicrelerin Gen ifade Profilleri

Hibrit hiicreler, kardiyomiyosit molekiiler imzasina daha yakin bir profil
gostermektedir.

MKH-Hibrit ve AC16-Hibrit gruplar1 arasindaki transkriptom profilleri dncelikle
farkli olarak ifade edilen gen setleri sonrasinda ise kiimeleme (cluster) analizleri ile
sorgulanmistir. Bu  gruplar arasinda KEGG yolak analizleri yapilarak

(http://david.abcc.ncifcrf.gov) ifade diizeyleri anlamli artis ya da azalis gosteren

genlerin iligkili oldugu yolaklar bulunmustur.

Transkriptom analizleri hibrit hiicrelerin gen ifade profillerinin AC16 ifade
profillerine daha yakin oldugunu isaret etmektedir. Bu durumu kantitatif olarak ifade
etmek gerekirse Ek 1°deki sonuglar incelendiginde 4 kat farkl: ifade edilen gen (FIG)
setlerinde  MKH-Hibrit karsilastirilmasinda 1494 genin farkli ifade edildigi
bulunurken, AC16-Hibrit karsilastiriimasinda yalnizca 139 genin farkl ifade edildigi
goriilmektedir (Sekil 2.3).

Kiimeleme analizi, benzer ifadelenme kalibina sahip genlerin tek bir grupta
toplanmasin1  saglamaktadir. Gruplar arasindaki gen ifadelenme Oriintiisiini
izleyebilmek amaciyla hiyerarsik kiimeleme analizi gergeklestirilmistir (Sekil 3.27).
Hiyerarsik kiimeleme yapildiginda ekpresyon paternlerine gore 8 sinifa ayrildigi
goriilmektedir. 4 kat ve iizeri artis gosteren FIG’ler iizerinden yapilmis kiimeleme
analizleri MKH’leri bagimsiz bir dala atarken, AC16 ve hibritleri ayni ana dal
lizerinden ayrrmustir. Bu yakinhigi FIG sayilari iizerinden de gérmek miimkiindiir.

(Sekil 2.3, Sekil 3.27).

Bu durum saptamasimin {izerinden ortaya ¢ikan soru, bu tezin hipotezinin de
temelini isaret etmektedir. Filizyon siirecinde hiicre-hiicre etkilesimi ve/veya
mikrocevre etkisi kok hiicreleri diferansiye hiicreye (kardiyomiyosit) dogru mu
yonlendirmektedir yoksa diferansiye hiicreler dediferansiye hiicre (kok hiicre)
durumuna dogru bir ilerleme mi gostermektedirler? Transkriptom analizlerinin

kantitatif tablosu bu sorunun cevabini vermek icin yeterli degildir. Ancak bu


http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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analizlerin biyolojik ontolojik yorumlari, siirecin nasil isledigine dair 6nemli bilgileri
barindirmaktadir. Bu amagla sonuglar tizerinden veri madenciligi analizleri tespit
edilen FiG’lerin birbirleri ile nasil bir etkilesim i¢inde olduklarini bulmak iizere
ontoloji ve yolak analizlerini kullanmaktadir. Calismamizda bu analizler DAVID

arayiizii kullanilmak suretiyle gerceklestirilmistir.

4.4. Ontoloji ve yolak analizleri iizerinden “MKH’den AC16’ya, AC16’dan

MKH’ye” gegis siirecinin degerlendirilmesi

ACI16 ile hibrit hiicrelerinin arasinda 2 kat ve iizeri degisim gosteren toplam 625 gen
tizerinden yapilan fonksiyonel anotasyon kiimeleme analizleri Cizelge 3.6’da
ayrmtilar1 verilen ontoloji gruplarinm siirecte etken oldugunu gdstermektedir. One

¢ikan bu ontoloji gruplar1 kok hiicre-kardiyomiyosit gegisi ile ilintili gruplardir.

MKH-Hibrit hiicre karsilastirilmasinda analiz edilen 4 kat ve lizeri ifade farki
gosteren toplam 1494 genin ontolojik fonksiyonel anotasyon kiimeleme analizleri ise
16 kiimeyi isaret etmekte, bu 16 kiimenin 10 tanesi 1.3’lin tizerinde zenginlestirme
skorunu tagimaktadir (Cizelge 3.8). Zenginlestirme skoru 1.3’iin altinda olup MKH-
kardiyomiyosit veya kardiyomiyosit-MKH gecisinde etken olmas1 muhtemel ontoloji

gruplar1 da Cizelge 3.6 ve 3.8’de belirtilmistir.

Fonksiyonel anotasyon kiimeleme analizleri bize siiregte etken olan ve beraber
davranarak hareket eden gen gruplarimi isaret etmektedir. Ancak bu analiz beraber
hareketin yOniinii isaret etmemektedir. Hareketin yOniinii anlayabilmek {izere bu
anotasyon gruplarinda yer alan genlerin bir arada bulundugu yolaklarin tespit

edilmesi yoluna gidilmistir.

Ayn1 yolak iizerinde bulunup, gen ifadesinin arttif1 ya da azaldigi genlerin
yolak iizerindeki yerlerinin belirlenmesi, ilgili yolagin hangi yonde (aktive/inhibe)

ilerlemekte oldugunu isaret edecektir. Bunun sonucunda c¢alismanin hipotezinin
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temelinde oturan MKH-kardiyomiyosit gegisinin biyolojisine dair dnemli veriler elde

edilecektir.

Cizelge 3.7 AC16-Hibrit ve Cizelge 3.9 MKH-Hibrit siirecinde etken olup en
az 8 genin bir arada bulundugu yolaklar listelenmistir. Bundan sonraki asamada bu
yolaklar (Kemokin sinyal yolagi, sitokin-sitokin reseptor etkilesim yolagi, ekstra
seliiler matriks-reseptor etkilesim yolagi, fokal adezyon, TGF-beta sinyal yolagi,
nod-like reseptor sinyal yolagi, Apoptozis yolagi, kanser yolagi) basliklar altinda
tartisilacaktir.



Cizelge 4. 1. KEGG yolaklarinda bulunan genlerin gruplar arasinda karsilastiriimasi
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3,CXCL6

Sitokin-sitokin reseptor 17 24 PDGFRA, PDGFRB, TNFRSF11B, | IL-1B,IL6,IL8, IL11,1L24,CXCL1, IL7, CD40, CXCL2, CXCL7, IL-1B, IL8, IL11, CXCL5, CXCL1,
iliskisi TNFRSF10B, TNFSF9 CXCL3, CXCLS6, INHBA, BMP2, CXCL16, CSF1, CSF3, DGF5, AMH, INHBA, LIF
VEGFA, VEGFC, HGF, LR, PDGFRA, PDGFRB,
TNFS10, TNFS11B, TNFS13B,
TNFS19
NOD-like reseptor 11 7 CASP1, CCL2, PYCARD NFKBIA, TNFAIP3, IL8, IL6, IL-1B, | CXCL2, CXCL5, CXCL7, IL-1B, IL8, CXCL1
sinyal yolagt BIRC3, CXCL1, CXCL2, CARD6
PDGFRA, PDGFRB, PPARG,
Kanser yolag 12 15 SKP2, CDKN1A, BMP4, DAPK1 BMP2, BIRC3, VEGFA, VEGFC, PPARA, LAMAS, LAMA4, L8, CUL2, LEF1
IL8, IL6, PTGS2, NFKBIA LAMAS, HGF, BMP4, FGF7,
DAPK1, DAPK2
COL1A2, COL3AL, COL4A4,
10 22 PDGFRA, PDGFRB, COL1A2, BIRC3, TN-C, VEGFA, VEGFC, COL5AL, COL10A1, FN1, HGF,
COL3AL, COL5A1,CAV2 PPP1R15A ITGALQ, ITGALL, ITGA7Y,
Fokal adezyon ITGAS, ITGA3, ITGA4, ITGAS5,
ITGB5, ITGB8, LAMB2, SPP1,
TN-C, THSP1, PDGFRA,
PDGFRB
SMADG6, BMP4, GFI15, THSB1 AMH, NOG, INHBA
TGF-beta reseptor 5 7 1D1, BMP4 INHBA, FST, BMP2
sinyal yolagi
COL1A2, COL3AL, COL4A4,
5 COL5AL, COL11A1, FN1,
ECM-reseptir iliskisi COL3A1,COL1A2,COL5ALITGA | TN-C HSP2, ITGAL0, ITGALL,
11 ITGA7, ITGAS, ITGB5, ITGBS,
LAMA3,LAMA4,LAMA5,LAM
B2, SPP1, TN-C, THSP1
Kompleman ve 6 7 CFH THBD,BDKRB1,BDKRB2,PLAU,C3 | CFH,CFB,CFD,CFI BDKRB1,BDKRB2,PLAU,THBD,
koagiilasyon kaskad: C3
Sitozolik DNA-sensing 5 PYCARD,CASP1 NFKBIA,IL-1B,IL6
yolagi
Kemokin sinyal yolagt 8 CCL2,CCL26 NFKBIA,IL8,CXCL1,CXCL2,CXCL
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Steroid biyosentezi

DHCR24, DHCRY7, LIPA

Apoptozis CASP1, IL-1B, BIRC3, TNFRSF10B, IRAK2
Selenoamino asit
metabolizmasi CTH, CBS, PAPSS2

Helicobacter pylori
enfeksiyonun epitelyal
hiicre sinyali

HBEGF, CXCL1, NFKBIA, IL8

Melanoma

FGF1, PDGFRA, PDGFRB

CDKN1A

Mesane kanseri

DAPK1

VEGFA, VEGFC, IL8, CDKN1A

Prostat kanseri

PDGFRA, PDGFRB

CREB5, CDKN1A, NFKBIA

Toll-like receptor 11 TLR3,TLR4,TIRAP,STAT1,SPP IL-1B,IL8

signaling pathway 1,IRF7,CCL5,CD14,CD40

Aritmojenik sag

ventrikiiler 9 DMD,ITGA7,ITGA8,ITGA10,IT LIF

kardiyomiyopati GAL11,ITGB5,ITGA8,SGCD

(ARVC)

Hipertrofik 8 DMD,ITGA7,ITGA8,ITGAL0,IT

kardiyomiyopati GA11,ITGB5,ITGA8,SGCD

Dilate kardiyomiyopati 8 DMD,ITGA7,ITGAS8,ITGA10,IT
GA11,ITGB5,ITGA8,SGCD

Aktin hiicre iskeletinin 11 PDGFRAPDGFRB,ITGA7,ITG

diizenlenmesi A8,ITGAL0,ITGALLITGBS,ITG | IGF2
A8,FN1,CD14

Kiigiik hiicreli akciger

kanseri 6 COL4A4,FN1,LAMA3LAMAAS,
LAMAS,LAMB2

Hematopoietik hiicre

soyu 6 IL7,CSF1,CD14 IL-1B,I1L11,CSF3
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4.5. TGF-p Sinyal Yolag

TGF-Beta sinyal yolagi, TGF-B ailesinin tiyeleri enfarkte miyokardda uyarilan ve
giiclii etkileri yoluyla infarkt iyilesme, kalp onarimi ve sol ventrikiil yeniden
modellenmede rol oynayan bir yolaktir. infarktiis sonrasi, enflamasyonda ve fibrotik
fazda iyilesme saglarken infarktiis sonrasi kardiak tamirde bir ¢ok hiicresel adimi
diizenlemektedir. TGF-B nodal, activin, BMP (bone morphogenic protein) ve
AMH’y1 (antimullerian hormon) de kapsayan, doku doku homeostazinin
stirdiiriilmesi ve embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolleri olan genis bir
sitokin ailesinin baglica iyesidir. TGF-B siiper ailesi (TGF-, BMP, aktivin, ve
miyostatin) ve inhibitdrleri (follistatin) yara iyilesmesi, farklilagma ve hiicre

proliferasyonu gibi bir ¢ok patolojik ve fizyolojik durumlarda rol almaktadirlar.

TGF-BETA SINYAL YOLAGI
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Sekil 4. 1. TGF-Beta sinyal yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler A . MKH-Hibrit grubundaifadesidegisengenler i ,Heriki gruptada ifadesi degigen
genler O J[fadesiartangenler D JIfadesiazalan genlerD
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AC16-Hibrit grubunda bu yolakta rol alan genlerden, INHBA, FST, BMP2 gen
ifade diizeylerinde artis, BMP4 ve ID1 gen ifadelerinde azalma saptanmistir. BMP2
ve BMP4 (bone morfogenetik proteinler) kardiyak gelisimde, kardiyak progenitor
hiicrelerin farklilasmasinda rol oynamaktadir (Meng ve ark., 2011; Shimano ve ark.,
2011; Krester ve ark., 2012; Monzen ve ark., 1999). Kalpte ifade seviyesi yiiksek
olan BMP2’nin ifadesinin yiliksek ¢ikmasi hibrit hiicreyi kardiyomiyosit olarak

kalmas1 yoniinde etki gosterebilir.

MKH-Hibrit grubunda ise AMH, INHBA ve NOG gen ifadelerinde arts,
THBS1, GDF5, BMP4 ve SMADG6 gen ifadesinde azalma saptanmistir. NOG ve
SMADG6 genleri, BMP sinyal yolagmin inhibitdrii olarak gorev yapar. Ayrica
NOG’un gecici ekspresyonunun embriyonik kok hiicrelerin kardiyomiyositlere

farklilasmasinda rol aldig1 bildirilmistir (Yuasa ve ark., 2005).

Bir transkripsiyon faktorii olan SMAD6, BMP antogonisti olarak rol
oynamaktadir. SMADG6’ nin ifadesinin diismesi BMP nin ifadesinin artmasina neden
olur ve bdylece hiicreyi kardiyomiyosit yoniinde farklilagmasimni aktive edebilir. Kalp
hastaliklarinda ifadesi yiiksek olan SMADG6’nin, hibrit hiicrelerde ifadesinin diisiik

olmasi1 koruyucu rol oynadigin1 gosterebilir.

NOG, hiicre biiyiimesi i¢in gerekli olan BMP sinyal yolaginin inhibitortidiir.
Fakat yapilan caligmalarda NOG ifadesinin artmasi EKH’lerin kardiyomiyosit
yoniinde farklilagmasini uyarmaktadir. NOG ifadesinin artmig olmasi farkli bir yolak

iizerinden kardiyomiyosit farklasmasinda rol aldiginida gosterebilir.

THBS1 hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesme i¢in aracilik yapan adhezyon
glikoproteindir. Anjiyogenezi inhibe eder ve bir¢ok dokuda hiicre farklilagmasi ile
ilgili proteinleri aktive eder. THSBI1 ifadesinin diisiik olmasi latent TGF-B nin

aktivasyonunu saglar ve hiicresel farklilagmaya yol agabilir.
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4.6. Ekstraseliiler Matriks-Reseptor iliskisi Yolag

Ekstraseliiler matriksin komponentleri, kalp ve damarlari hem yapilanmasinda hem
de gorev yapmalarinda 6nemli roller oynarlar. Kollajen ve elastin gibi ekstraseliiler
matriks proteinleri kalp dokusuna desteklik saglarken, fibronektin (FN1) ve laminin
(LAM) (non-kollajen glikoproteinleri) gibi adezyon molekiilleri hiicrelerin
ekstraseliiler matrikse yapigsmasimi saglar (Sullivan ve Black, 2013). Bu genler, insan
MKH’lerinde kdk hiicrenin hayatta kalimi ve farklilagsmasi i¢in 6nem tasimaktadir.
Ayn1 zamanda bu proteinler saglikli kalpte ifade olurken, MI sonrasi ifadelerinde

artis gézlenmistir (Dyjk ve ark., 2008).

EKSTRA SELULER MATRIKS RESEPTOR iLiSKisi
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Sekil 4. 2. Ekstraseliiler matriks-Reseptor interaksiyon yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler A , MKH-Hibrit grubundaifadesidegisengenler yly ,Heriki gruptadaifadesi degisen
genler (O ifadesiartangenler [] ,ifadesiazalan genler[ ]
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Bizim ¢alismamizda ise hibrit hiicrelerde MKH hiicrelerine gére LAM, FN1,
COL3A1, COL5A1 ve ITGA11 gen ifadeleri azalmistir. Bu durum hibrit hiicrelerin,
MKH karakteri gdstermedigi ile aciklanabilir. Ekstraseliiler matriks proteinlerinden
TP1 (Trombospondin 1)’in hibrit hiicrelerde MKH’lere gore ifade diizeyleri
azalmigtir. TP1, bir¢ok hiicre tipinde strese ve hasara cevapta salgilanmaktadir

(Pallero ve ark., 2008).

Ekstraseliiler matriksin fibroz proteinlerinden olan kollajenlerin tiretimindeki
artig kalp yetmezligi ile iliskilendirilmistir (Talior-Volodarsky ve ark., 2012). Bizim
calismamizda hibrit hiicrelerimizde, bu yolakta rol oynayan genlerin (6zellikle
COL3A1, COL5AL, ITGA1l) ifade diizeylerinde AC16 hiicrelerine gore azalma
gbzlenmistir. Bu yolakta rol oynayan genlerden COL3A1’in (non-miyosit genler)
yeniden programlanmis hiicrelerde azaldigi bilinmektedir (NAMY ve ark., 2013).
Bununla birlikte ekstraseliiler matriksin bir diger fibr6z proteini olan ITGA1l ise
miyofibroblast hiicrelerinin farklilagmasindan ve kollajen organizasyonundan

sorumludur (Talior-Volodarsky ve ark., 2012).

4.7. Kemokin Sinyal Yolag:

Kemokinler, 8-12 kD molekiiler agirliga sahip, ¢ok sayida domainleri bulunan
protein yapida molekiillerdir. Kemokinler, heparin baglayan molekiiller olup amino
asit dizileri bakimmdan %20-75 oraninda homoloji géstermektedirler. Kemokinler,
yapilarinda bulunan sistein (cysteine=C) rezidiilerinin bulundugu molekiiliin N-
terminal ucundaki yerlesim pozisyonlaria gére CXC, CX3C, CC ve C olmak lizere
4 gruba ayrilmaktadirlar. Kemokinler, hedef hiicrede G-proteini-bagli hiicre-yiizey
reseptorlerine baglanarak hiicre migrasyonunu ve aktivasyonunu indiiklerler.
Kemokinler, endotel hiicreleri, fibroblastlar, damar diiz kas hiicreleri ve
kardiyomiyositler gibi farkl: hiicre tipleri ile ilgili ¢esitli biyolojik etkiler gosterirler
(Luster, 2003).
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Iskemik miyokardiyal hasarda aracilik yapan bu molekiiller kardiyomiyosit

proliferasyonundan, migrasyonundan ve farklilasmasindan sorumludur. AC16-hibrit

grubunda NFKBIA, IL-8, CXCL1, CXCL2, CXCL3 ve CXCL6 gen ifadelerinde artis;

CCL2 ve CCL26 gen ifadelerinde azalma g6zlenmistir.

KEMOKIN SINYAL YOLAGI
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Sekil 4. 3. Kemokin sinyal yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler
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4.8. TOLL-Like Reseptor Sinyal Yolag:

» MKH-Hibrit grubundaifadesidegisengenler yly ,Heriki gruptada ifadesi degisen

Toll-like reseptorler, birgok patojene karsi dogal immiin cevabin olugmasini saglayan

bir grup transmembran protein ailesidir. Insanlarda interlokin-1f reseptoriiniin (IL-

IR) homologu olup, aym1 zamanda adaptif immiin cevabin da aktive olmasini

saglayarak konak immiinitesinde ¢ok Onemli role sahiptir (Ve ve ark., 2012).

Iskemik miyokardiyal hasardan sonra kardiyomiyosit sag kalimmi diizenler. Iskemik
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durumlarda Toll-like reseptor sinyal yolagindan proapoptotik sinyaller salgilanir ve

reseptorlerin ifadesi artar.

TOLL-LIKE RESEPTOR SINYAL YOLAGI
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Sekil 4. 4. TOLL-Like reseptor sinyal yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler » MKH-Hibrit grubunda ifadesidegisengenler ¢ ,Heriki gruptada ifadesi degisen
genler () ifadesiartangenler D !fademazalan genlerD

MKH-hibrit grubunda, TOLL-Like reseptor sinyal yolaginda gorev alan TLR3,
TLR4, TIRAP, STAT1, SPP1, IRF7, CD14 ve CD40 gen ifadeleri azalirken ve IL-15,

IL-8 gen ifadeleri artmistir.

4.9. Apoptozis Yolagi

Patolojik hiicre oliimii olan ve ATP miktarmnin azalp, hiicre homeostazinin hizla
bozuldugu, inflamasyon yanitinin gelistigi nekrozdan tamamen farkl: olarak, apoptoz
inflamasyon olmaksizin hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,

organizmada homeostazi koruyan bir olaydir (Johnson, 2000).



124

Normalde kardiyovaskiiler sistemin normal embriyonik gelisimi sirasinda
apoptozis yogun olarak meydana gelirken erigkinlerde apoptozis mekanizmalari,
kalpte inaktif halde bulunur. Cesitli kardiyak ve vaskiiler hastaliklarda apoptozis

mekanizmalarinda bozukluklar gésterilmistir (James, 1999).
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Sekil 4. 5. Apoptozis yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler » MKH-Hibrit grubunda ifadesidegisengenler i
genler (O fadesiartangenler [_] ,ifadesiazalan genler[ ]

,Heriki grupta da ifadesi degisen

Bizim c¢alismamizda AC16-Hibrit grubunda apoptoz ile iligkili genlerden
CASP1’in ifade diizeyleri azalwrken, NFKBIA, ILIf’in ifade diizeyleri artis
IL-1B  kardiyak farklilagmay1
proliferasyonunu saglar. Ayni zamanda ICAM 1 ve VCAM 1 gibi adezyon

gostermistir. ve vaskiiler endotel hiicre
molekiillerinin ifade diizeylerini arttirdig1 da bilinmektedir (Sau Kwan Law ve ark.,
2013). Bu sonuglar bize hibrit hiicrelerin kardiyak farklilasma yoniinde oldugunu
gostermektedir. CASP1’in ifadesinin azalmasi ile hiicreleri apoptozdan koruyucu rol

oynadig1 da diisiiniilebilir.
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4.10. Fokal Adezyon Yolag:

Hibrit hiicrelerde, iiyeleri artmis ya da azalmis ekspresyon sergileyen yolaklar
arasinda fokal adezyon yolagi yer almaktadir. Hiicre-matriks adezyonlarinda rol
oynayan fokal adezyon yolagi, hiicre motilitesi, hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilagmasi, gen ekspresyonunun regiilasyonu ve hayatta kalma gibi ¢ok cesitli
fenomenlerle iliskilidir. Hiicre ile ekstraseliiler matriks temas noktalarinda, aktin
filament demetlerinin integrin ailesinin transmembran reseptorlerine baglandigi

bolgelerde olusan 6zellesmis yapilar fokal adezyonlar olarak adlandirilmaktadir.

Fokal adezyonlarin bazi bilesenleri, membran reseptorleri ile aktin hiicre
iskeleti arasindaki yapisal baglantiya katilirken, digerleri ise protein kinazlar,

fosfatazlar ve onlarin substratlar1 ve ¢esitli adaptor proteinleridir.
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Sekil 4. 6. Fokal adezyon yolagi

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler A , MKH-Hibrit grubundaifadesidegisengenler ¢ ,Heriki gruptada ifadesi degisen
genler (O Ifadesiartangenler [] Ifadesxazalan genler[]
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Calismamizda, fokal adezyon yolaginda hibrit hiicrelerde AC16’ya gére TN-C,
PPP1R15A, BIRC3, VEGFA ve VEGFC'nin artmis ifade; PDGFRA, PDGFB,
COL1A2, COL3AL, COL5AL, Caveolin-2 ve ITGAL11’in ise azalmig ifade sergiledigi

belirlenmistir.

Fokal adezyonlar arasmnda yer alan ve artmis gen ekspresyonu sergiledigini
belirledigimiz TN-C, embriyogenez, yara iyilesmesi, hiicre proliferasyonu,
farklilasma, motilite ve sinir rejenerasyonunun da aralarinda yer aldigi cesitli hiicre

fonksiyonlarmin bir diizenleyicisidir.

TN-C, yeniden modellenme siirecindeki roliine bagl olarak, inflamasyon ve
kanserin yaninda kardiyak ve vaskiiler hastaliklarin patolojisi ile de iliskilidir. TN-C,
kok hiicre davranigini kontrol etmek {iizere inflamatuvar ve fibrotik proseslere
aracilik etmektedir ve doku hasar1 swrasinda c¢ok farkli fonksiyonlar gostermekte,
gelisim sirasinda hiicre migrasyonunun baglamasi ile korelasyon sergilemektedir

(Imanaka ve ark., 2004; Tucker ve ark., 2009).

Patolojik durumlarda kardiyak dokuda tekrar ortaya c¢ikmakta ve dokunun
yeniden modellenmesi (Chiquet ve ark., 2004; Orend ve ark., 2006), dilate
kardiyomyopati (Aso ve ark., 2004), miyokard infarktiisii (Sato ve ark., 2006),
miyokardit (Imanaka ve ark., 2002; Morimoto ve ark., 2005) kardiyak hasar ve doku
tamiri (Midwood ve ark., 2011) sirasinda ortaya ¢ikmakta, boylece, miyokardiyal

hastalik aktivitesinin bir belirteci olarak gorev yapmaktadir (Imanaka ve ark., 2003).

Biiyiimenin durdurulmasi ve DNA-hasar1 ile indiiklenebilen protein GADD34
olarak da isimlendirilen PP1RS15 geni sinerjik olarak hiicre biiyiimesini baskilayan
asidik proteinleri kodlayan GADD ve MyD memeli genlerinin bir iiyesi olarak
kesfedilmistir (Zhan ve ark., 1994). Daha sonra, ER-stresle indiiklenen hiicre
oliimiinde ATF4’iin bir hedefi olarak gorev yaptig1 belirlenmistir (Sano ve ark.,
2013). Biiylimenin durmasini izleyen stres kosullarinda ve DNA’ya hasar veren
ajanlarla tedavi sonrasmda PPP1R15A’nin transkript diizeylerinin arttig1

belirlenmistir (Entrez Gene). Hibrit hiicrelerde bu genin ifadesinin artmasi iki farkl
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genomun birlesmesiyle birlikte hiicre genomu koruyucu etkisini artirdigi yoniinde
aciklanabilir. PPP1R15A geninin kalp fonksiyonlar1 iizerindeki roliine iligkin bir

calismaya rastlanmamuistir.

Fokal adezyonlar yolaginda bulunan ve azalmis ekspresyon sergiledigi
belirlenen PDGFRA geninin kodladig1 protein, fare ve insan embriyonik kok hiicre
sistemlerinde multipotent kardiyovaskiiler projenitorler tarafindan eksprese
edilmektedir (Chong ve ark., 2013). PDGFRB proteininin ise kardiyomiyositlerde
basingla indiiklenen strese karsi kardiyak yanitin olusmasinda hayatsal bir bilesen

oldugu bildirilmistir (Chintalgattu ve ark., 2010).

Fokal adezyon yolaginda yer alan vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii A ve C,
(VEGF-A ve VEGF-C) ise VEGF ailesinin iiyeleridir ve endotelyal hiicrelerin
gelisimi ve fonksiyonunda gorev yapmaktadirlar. VEGF-A anjiyogenezi uyarirken,
VEGF-C lenfoanjiyogenik faktor olarak gérev yapar. Bu biiyiime faktorlerindeki
anomaliler ateroskleroz ve koroner arter hastalig1 gibi patolojik durumlarda gozlenen
vaskiiler sistem bozukluklarmin anlagilmasinda olduk¢a onemlidir (Testa ve ark.,

2008).

Calismamizda, fokal adezyon yolagmm bir diger iiyesi olan CAV2 geninin
hibrit hiicrelerde azalmis ekspresyon sergiledigi belirlenmistir CAV2, ventrikiiler
miyokardiyumda diistik ifade olur ve hiicresel yaslanma ile ifade seviyesi artmaktadir

(Rybin ve ark., 2003).

Fokal adezyon yolagi arasinda bulunan TNFRSF9 geni ise hibrit hiicrelerde
azalmig gen ifadesi sergilerken TNFRSF10B geninin ifadesinin arttigi bulunmustur.
TNFRSF’nin  belirli iiyeleri miyokardiyal hiicreler tarafindan eksprese
edilmektedirler. TNF ligandlari, miyokardiyumda NF-kB’yi aktive ederek apoptozis,
hipertofi, inflamasyon ve ekstraseliiler matriksin tekrar modellenmesi gibi farklh

etkiler gosterebilmektedirler (Ueland ve ark., 2012).
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Fokal adezyon yolagindaki genler arasinda yer alan BIRC3 geninin
ekspresyonunda da artis belirlenmistir. cClAP2 olarak da bilinen BIRC3, kaspazlarin
aktivasyonunu etkileyerek apoptozu inhibe eden apoptozun inhibitorii (IAP) ailesinin
bir iiyesidir (Entrez Gene). Iskemi sirasida IAP2 dramatik olarak artis gdsterir I1AP-
2’nin  asir1 ekspresyonu  apoptozu  azaltmaktadir, transgenik  farede
iskemi/reperflizyon hasarma karsi koruma gosterdigi bildirilmistir (Chua ve ark.,

2007).

4.11. NOD- like Reseptor Sinyal Yolag:

Hibrit hiicrelerde, liyelerinde ekspresyon artisi ya da azalis1 belirlenen bir diger yolak
ise NOD- Like reseptor sinyal yolagidir. Bu yolak, dogustan gelen immiin yanitlari
olusturmak ve c¢esitli patojenleri saptamakla sorumlu olan pattern tanima
reseptorlerinin spesifik ailesinden olusmaktadir. NOD benzeri reseptor sinyal
yolaginda NFKB1A, TNFAIP3, IL8, CXCL1, IL6, CXCL1, IL6, CXCL2, IL-1B ve
BIRC3 artmis ekspresyon, CASP1, CCL2 ve PYCARD ise azalmis ekspresyon

sergilemistir.

NOD benzeri reseptor sinyal yolaginda bulunan ve artmis ekspresyonunu
saptadigimiz NFKBIA’nin kardiyomiyositlerde asir1 eksprese oldugu durumda NF-
kB translokasyonunu Onledigi ve travmaya karst kalp hiicrelerini korudugu
bildirilmistir (Carlson ve ark., 2003). NF-kB inhibisyonunun fare adenokarsinoma
modelinde tiimdrle indiiklenen kardiyak atrofiyi onledigi de gosterilmistir (Wysong

ve ark., 2012).

NOD benzeri reseptdr sinyal yolagi iiyelerinden TNFAIP3 (tiimor nekroz
faktorii alfa ile indiiklenmis protein 3) (A20) geninin de hibrit hiicrelerde artmis
ekspresyon sergiledigi bulunmustur. A20, NF-kB aktivitesini ve TNF-aracili
apoptozu inhibe eden sitoplazmik bir proteindir (Dixit ve ark., 1990; Lee ve ark.,

2000). A20, kalpte akut biyomekanik stres sirasinda dinamik olarak diizenlenmekte
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ve kardiyomiyositleri apoptotik Oliime hassas hale getirmeksizin NF-kB sinyal

inhibisyonu araciligiyla kardiyak hipertrofiyi azaltmaktadir.

NOD benzeri sinyal yolagi iiyelerinden IL-8’in ekspresyonu da hibritlerde artis
gostermistir. CXC kemokinleri arasinda yer alan IL-8 integrinlerin ekspresyonunu
indiiklemekte ve infarkta pro-inflamatuvar ve fagositik mononiikleer hiicrelerin
alinmasma aracilik etmektedir. IL-8’in de aralarinda bulundugu CXC kemokin
ailesinin tyeleri kardiyomiyositlerde pro-yasamsal sinyalleri aktive ederek infarkte

kalbi korumaktadirlar (Cavalera ve Frangogiannis, 2013).

Azalmig gen ekspresyonu saptadigimiz NOD benzeri reseptdr sinyal yolagi
iiyelerinden CASP-1, proinflamatuvar kaspazlar arasinda yer almaktadir. Fare ve
insan kalp yetmezliginde kaspaz-1’in artmis ekspresyon sergiledigi, kaspaz-1
tagimayan farelerin iskemi/reperfiizyonla indiiklenen kardiyomiyosit apoptozundan

korunduklar1 belirlenmistir (Merkle ve ark., 2007).

NOD-LIKE RESEPTOR SINYAL YOLAGI
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4.12. Aritmojenik Sag Vetrikiiler Kardiyomiyopati, Dilate Kardiyomiyopati,

Hipertrofik Kardiyomiyopati Yolag:

Uyelerinin gen ekspresyonunda farkhiliklar buldugumuz bir diger yolak ise

aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (ARVC) yolagidir. ARVC, aritmi, kalp

yetmezligi ve ani Oliimle sonucglanan kalitsal bir kalp kasi hastaligidir. Hastaligin

temel patolojik bulgulari, ilerleyici miyosit kayb1 ve sag ventrikiili tercih eden

fibroyagh replasmandir. ARVC patogenezinde onemli rollere sahip olan kardiyak

desmozomun cesitli bilesenlerinde mutasyonlar belirlenmistir
(http://www.genome. jp/dbget-bin/www_bget?hsa05412).
ARITMOJENIK SAG VENTRIKULER KARDIYOMiYOPATI
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Sekil 4. 8. Aritmojenik sag vetrikiiler kardiyomiyopati

AC16-Hibrit grubundaifadesidegisen genler » MKH-Hibrit grubundaifadesidegisengenler <
genler (O fadesiartangenler [ ] ,ifadesiazalan genler[ ]

,Heriki gruptada ifadesi degisen

Aritmojenik sag vetrikiiler kardiyomiyopati, dilate kardiyomiyopati, hipertrofik
kardiyomiyopati yolaklarinda hibrit hiicrelere MKH’lere gore ITGA10, ITGA1l,


http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?hsa05412
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ITGA7, ITGAS, ITGAB-5 ve ITGA8, DMD (dystrophin), SGCD (sarcoglikan delta)

gen ifadelerinde azalma LEF1 gen ifadesinde ise artma belirlenmistir.

ARVC ailesinin iiyelerinden Distrofin, F-aktin araciligiyla ekstraseliiler
matriksi hiicre iskeletine baglar. Distrofin, ayn1 zamanda noromiiskiiler kavsakta ve
periferal ve merkezi sinir sistemlerindeki ¢esitli sinapslarda biriken distrofin iligkili
glikoprotein kompleksinin de bilesenidir ve sarkolemmanin stabilizasyonunda gorev
yapmasimin yanisira yapisal fonksiyonu vardir ve sinaptik iletimde de gorevlidir

(http://www.uniprot.org/uniprot/P11532).

Distrofin eksikligi, miiskiiler distrofi olarak ifade edilen miyopatilerin temel
etkenlerinden biri olarak gosterilmektedir. Duchenne kardiyomiyopati, Duchenne
miiskiiler distrofi, Becker miiskiiler distrofi ve X-iligkili dilate kardiyomiyopatide
gbzlenen kardiyak hastaliklara verilen addir. Bu hastaliklarda, distrofin orta derecede

ya da tamamen kaybolmustur (Lai ve Duan., 2012).

ARVC yolaginda ekspresyonu azalmis olarak bulunan bir diger gen Delta-
sarkoglikan ise ilk kez Ervasti ve ark. tarafindan kesfedilmis ve distrofin ile iligkili
oldugu bildirilmistir. Dilate kardiyomiyopatinin, hiicre iskeleti ve sarkolemmanin bir
hastaligi oldugu ve delta-sarkoglikanin tekrar diizenlendigi fare ve hamster gibi
hayvan modellerinde gozlenen fenotip, delta-sarkoglikani dilate kardiyomiyopati igin

bir aday gen olarak ortaya koymustur (Tsubata ve ark., 2000).

ARVC ailesinin bir diger iiyesi LEF1 ise pre-B ve -T hiicrelerinde eksprese
olmaktadir. LEF1, epitel-mezankimal interaksiyonlara bagli olan doku ve organlarin
gelisimi i¢in gereklidir. LEF-1’i olmayan kurbaga embriyolarinda kan akimi
olmadig1 ve LEF-1’e major kan damarlarmm ve kalbin gelisimi icin ihtiyag

duyuldugu bildirilmistir (Roel ve ark., 2009).


http://www.uniprot.org/uniprot/P11532

132

4.13. Kanser Yolagi

AC16-hibrit grubunda diger yolaklarda da behsedilen bir ¢ok gen NFKBIA, CDKN1A
(P21, CIP1), IL-6, IL-8, BMP2, VEGFA, VEGFC, BIRC3, PTGS2 gen ifadelerinde
artis PDGFRB, PDGFRA, DAPK1, FGF1, SKP2 ve CASP1 gen ifadelerinde azalma
gbzlenmistir. Yolak analizlerinden hareketle, hibrit hiicrelerde siire¢le alakali
goriinmeyen yolaklar (kanser, melanoma, prostat kanseri, mesane kanseri) ortaya
cikmistir. Esas itibariyle KEGG yolak analizi yolaklar: siirekli beslendigi bilimsel
literatiir lizerinden olusturmaktadir. Bu nedenle yolaklarin bir kismi hastalik/durum
ile ilgili tanimlanmistir. Kanser yolagmin altinda siirecin dogas1 geregi hiicresel
proliferasyon, hiicresel farklilasma, hiicre dongiisiiniin kontrolii gibi ana yolaklar
toplanmistir. Bu nedenledir ki bu “alt yolaklar” bizim arastirmamizla kesismekte ve

kanser yolagini yolak listemizde gérmekteyiz.
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Yapilan analizler ile MKH’lerin kardiyomiyositleri kok hiicre ydniinde
programlamadigi soylenebilir. Kok hiicre yoniinde programlamasi birgok genin
aktivasyonuna (onkogenler) veya birgok genin de (timdr supresor genlerin)
inhibisyonuna neden olabilmektedir. Yapilan fiizyon c¢alismalarinda, EKH’lerin
somatik hiicrelerle flizyonu sonucu olusan hibrit hiicrelerde pluripotensi genlerinin
aktif oldugu bildirilmistir. Fakat MKH’lerle olusturulan hibrit hiicrelerin somatik
hiicre genomunu korumak yoniinde oldugu ortaya cikmistir. Yine calisma
sonuglarma gore hibrit hiicrelerde MKH’lere gore 1296 genin susturulmus olmasi
hibrit hiicrelerin kardiyomiyosit 6zelligini korudugunu yani kardiyomiyositleri

destekleyerek kardiyomiyosit yoniinde farklilagmay1 sagladigini sdyleyebiliriz.

Hibrit hiicrelerde bir ¢ok sitokin ve kemokin sinyal yolaklarinin aktif olmasi bu
hiicrelerin strese girdigine isaret ediyor olabilir. 90-250 arasinda kromozoma sahip
olan bu hiicreler genomik kararsizlik yagamaktadirlar ve bunun sonucuda da bir
takim sitokin ve kemokinleri salgilayarak bazi genlerin ifadesini artirarak ve
azaltarak hiicreyi koruma altina almaya caligmaktadir. Fakat her boliinme sonucu

kaybedilen kromozomlar ile hiicre kararsiz durumda kalmaktadir.

Ambrosi ve ark., 2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, fare EKH ve fare
embriyonik fibroblastlarin fiizyonu ile hibrit hiicreler olusturmuslardir. Bu hibritlerin
hemen hemen tetraploid yapida olduklarini, kiltiirde immortalite, EKH benzeri
koloni morfolojisi ve pluripotensi gibi normal EKH Kkarakteristiklerini
sergilediklerini belirlemislerdir. Fare embriyonik fibroblast/EKH hibrit hiicrelerinin
transkriptom profiline bakildiginda, EKH benzeri ifade patternlerini ortaya
koymustur. Hiyerarsik kiimeleme analizleri hibrit hiicrelerin, EKH ve somatik
hiicrelerin kargilastirmasinda en az yedi ayr1 sinif farkli olarak regiile olmus geni
ortaya koymustur. En biiyiik smifta, hibritlerde ve EKH’de sessizlesen somatik
genler bulunurken, daha kiigiik bir sinif ise pluripotensinin devamliliginda gorevli
olan Oct4, Sox2, Rexl ve bir ¢ok genin ve kromatin fonksiyonunda ve epigenetik
mekanizmalarda gorev yapan ¢esitli genlerin EKH’lerde ve hibridlerde yaklasik
olarak esit diizeylerde ifade oldugunu belirtmislerdir. Yeniden programlanan genler

genom boyunca dagilim gostermektedir.
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Transkriptom analizleri sonucu yapilan biyoinformatik analiz ve veri
madenciligi ¢aligmalar1 sonucunda belirlenen yolaklar incelendiginde 6zetle MKH
kardiyomyosit flizyonu sonucunda olusan hibrit hiicrelerin, kok hiicre 6zelliginden
cok kardiyomyosit 6zelligini korumaya calistigini gérmekteyiz. MKH’lerin EKH
gibi yeniden programlamayi kok hiicre yoniinde degilde somatik hiicre ydniinde

yaptiginida gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son on bes y1l icerisinde kok hiicre ve hiicresel tedavilerin giderek yayginlasmasi ve
erken donem sonuglarinin goézlemleri, bu teknolojinin gelecekte kardiyovaskiiler
sistemde uygulanabilecegi gorilisiiniin benimsenmesine yol a¢mistir. Kok hiicre
teknolojisi uygulamalarinin, giinlimiizde ¢6ziim bekleyen kas hasarmin veya hastalik
stireclerinin dogal tabiatin1 degistirme potansiyeli bulunmaktadir. Bunu farkh
mekanizmalar ile (diferansiyasyon, parakrin etki) yapabilirken son zamanlarda kok

hiicre flizyonunun rolii 6nem kazanmaistir.

Kok hiicrelerin kardiyak farklilasmasi veya infarktiis sonras1 miyokardiyumun
tamirinin, hasarli ventrikiilin kardiyomiyositlerinin transplante kok hiicrelerle
flizyonu  sonucu uyarilabilece§i  giindeme  gelmistir. Kok  hiicrelerin
kardiyomiyositlerle flizyon oraninin az olmasma ragmen fiizyon sonucu olusan
hiicrelerin yeniden programlandigini ve miyokardiyumu yenileme potansiyelinin
oldugu gosterilmistir. Bu amagla simdi ve gelecekte yapilacak ¢alismalar arasinda,
kok hiicre flizyon oraninin nasil artirilabilecegi ve bu olusan yeni hiicrelerin kardiyak

yenilenmede fonksiyonel ve molekiiler olarak 6zellikleri olmalidir.

Kok hiicre ve yeniden programlanma sahasindaki ¢alismalar embriyonik kok
hiicrelerin  somatik hiicrelerle flizyonu sonucu somatik genomun yeniden
programlandigii gostermektedir. Ancak tedavide kullanilan ve flizyon araciligiyla
doku rejenerasyonuna katki saglayan mezenkimal kok hiicre benzeri hiicrelerin bu

ozelligini gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez caligmasiyla ilk kez in vitro iMKH ile iKM hiicrelerinin flizyonu
gerceklestirilmis ve olusan hibrit hiicrelerdeki degisimler arastirilmistir. Filizyon
oncesi, IMKH ve paralelinde iKM hiicrelerle birlikte flizyon sonrast olusan hibrit
hiicrenin genom boyunca ifade profili ortaya konmustur. Mezenkimal kok hiicrelerin
yeniden programlama ozelliginin arastirilmas: agisindan bir ilk olma o&zelligi

tasimaktadir.
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Bu ¢alisma, iIMKH ve ACI16 kardiyomiyositlerin flizyonu ile olusturulmus
hibrit hiicrelerde gerceklestirilen global diizeyde ilk transkriptom caligmasidir.
Simdiye kadar yapilan flizyon c¢aligmalarinda olusan hibrit hiicrelerin

immiinositokimyasal ve elektrofizyolojik 6zellikleri iizerine odaklanilmustir.

Bu caligmada hibrit hiicrelerdeki gen ifade farkliliginin molekiiler sonuglar1
irdelenmistir. Analizlerin sonucunda Kemokin sinyal yolagi, sitokin-sitokin reseptor
etkilesim yolagi, ekstra seliiler matriks-reseptor etkilesim yolagi, fokal adezyon,
TGF-beta sinyal yolagi, nod-like reseptor sinyal yolagi, Apoptozis yolagi, kanser

yolagi 6n plana ¢ikmistir.

Glinlimiizde tedavide kullanilma potansiyeli yiiksek olan MKH’lerin
rejenerasyonda kullandigi mekanizmalardan biri olan flizyonu ve sonuglarini
aciklayan herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu bakimdan ¢aligmamiz bir ilk

olma ozelligi tagimaktadir.

Literatiirde flizyon sonucu olusan hibrit hiicrelerin fonksiyonel 6zellikleri ve
elektrofizyolojik oOzellikleri ile ilgili bir arastirma yapilmamis olup, MKH ile
kardiyomiyositlerin fiizyonu sonucu olusan hibrit hiicrelerin elektrofizyolojik
Ozelliklerinin  arasgtirilmas1  biiyik 6nem  tasimaktadir. Boylece yeniden
programlanmanin fonksiyonel sonuglari, hibrit hiicrelerin kardiyomyosit gibi
davranip davranmadiklar1 somut bir sekilde gosterilmistir. Bu calismadan elde
edilecek bilgiler sayesinde, iMKH’lerin kardiyomiyosit flizyonunu artirmayi

hedefleyen ¢aligmalar giindeme gelebilecektir.

Kardiyak hibrit hiicrelerde gergeklestirilecek ¢alismalarla molekiiler
mekanizma temelli eksik bilgiler giderebilir ve kalp ve damar hastaliklarinda (kalp
yetmezligi, akut miyokard infarktiisii, kritik bacak iskemisi vs.) yenileyici tip
felsefesi yoniinde yeni bir bakis agisi1 ortaya konabilir. Kardiyak hibrit hiicrelerin
fonsiyonel yetersizligi yoniinde olumsuz bulgular elde edilmesi halinde klinik

calismalarda flizyonun 6nlenmesi giindeme gelebilecektir.
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Calismadan elde edilecek bilgiler sayesinde iMKH’ler ile kardiyomiyosit
flizyonunun regiilasyonu ve manipiilasyonu imkani dogacaktir. Bu da uzun vadede
giiniimiiz medikal ve cerrahi yontemlerle tedavi imkani bulamayan hastalar i¢in yeni
tedavi segenekleri dogmasi, bu insanlarin daha uzun ve kaliteli yagam siirebilmeleri

acisindan umut 1181 olacaktir.

iIMKH’lerin kardiyomiyositlerle flizyonu sonucu olusan hibrit hiicredeki gen
ekspresyon paterni degisimlerinin tanimlanmasi ile kardiyovaskiiler alanda kullanilan
hiicresel tedavilerin etkinliginin artirilabilmesine yonelik yeni hedef genlerin

tanimlanmasi giindeme gelebilecektir.
Yapilmasi Planlanan Cahismalar

Bu calisma, TUBITAK 1001 projeleri tarafindan desteklenen proje kapsaminda

halen stirmektedir.

Kardiyomiyositlerde in vitro iskemi modeli yapilarak iskemi sonrasi ifadesi azalan

genlerin fiizyondan sonraki gen ifadeleri arastirilacaktir.

Fiizyon sonrasinda hibrit hiicrelerin yeniden programlanma siirecinde, etkili oldugu

diisiiniilen DNA metilasyonunu genom ebadinda arastirilacaktir.

Belirlenen bu genler g-RT PCR ile teyit edilecektir.
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OZET

Kardiyomiyosit ve Mezenkimal Kok Hiicre Ko-Kiiltiirii Aracih Hiicre Fiizyonu

ve Hiicresel Degisimin Fonksiyonel Degerlendirilmesi

Kardiyovaskiiler rejenerasyon odakli hiicresel tedavi arastirmalari, kok hiicre aracili
anjiogenezis veya kardiyomiyogenezis, sistolik ve diastolik kardiyak fonksiyonlarin
tyilestirilmesi ve/veya yeni, fonksiyonel miyokard dokusunun olusturulmasini
hedeflemektedir. Mezenkimal kok hiicrelerle kardiyomiyosit fiizyonu, kardiyak
rejenerasyon mekanizmalaridan biri olarak Ongoriilmektedir. Ancak flizyon ile
onarim mekanizmalar1 ve fonksiyonel sonuglar1 tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
tezde, kok hiicrelerin onarim mekanizmalarindan biri olan flizyonun insan kardiyak
onarimmdaki roliiniin aciklanmasi ve mezenkimal kok hiicrelerin yeniden

programlama 6zellikleri mikrodizin yontemiyle arastirilmistir.

Ik asamada insan MKH/KM fiizyonu PEG (polietilenglikol) kullanilarak
indiiklendi. iMKH ile iKM arasindaki maksimal fiizyon, ko-kiiltiir sonras1 15. giinde
elde edildi. Hibrid hiicrelerin immiinohistokimyasal, elektrofizyolojik ozellikleri
arastirildi. Daha sonra iMKH, iKM ve hibrit hiicrelerdeki gen ifade diizeyindeki
degisikler mikrodizin yontemi kullanilarak analiz edildi. Fiizyondan sonra elde
edilen hibrit hiicrelerde kardiyak belirtecler (alfa sarkomerik aktin, kardiyak
troponin, laminin) ve MKH pozitif yiizey belirtegleri (CD90, CD73, CD29)
arastirildi. Hibrit hiicrelerde MKH ve KM belirteglerinin pozitiflik gosterdigi
saptandi. Boylelikle hibrit hiicrelerde ko-kiiltiire giren her iki hiicre kaynagmin da
ozelligini korudugu gosterildi. Elektrofizyolojik ¢calismalarda patch-klamp teknigi ile
kalsiyum kanallar1 arastirildi ve hibrit hiicreler ile insan AC16 kardiyomiyositleri
arasinda ATP ve kafeine yanit agisindan bir fark bulunamadi. Mikrodizin sonuglarina
gore, hibrit hiicreler MKH ve ACI16 ile karsilastirildiginda, MKH-Hibrit
karsilastirilmasinda en az 4 kat farkli genlere bakildigi zaman 1494 gen farklh
ifadelenmistir. AC16-Hibrit karsilastrilmasinda ise en az 4 kat farkli genlere
bakildig1 zaman 139 gen farkli gen ifadelenmistir. Kemokin sinyal yolagi, sitokin-

sitokin reseptor etkilesim yolagi, ekstra seliiler matriks-reseptor etkilesim yolagi,
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fokal adezyon, TGF-beta sinyal yolagi, nod-like reseptor sinyal yolagi gibi KM
farklilasmasinda 6ne ¢ikan yolaklar tesbit edildi. Hibrit hiicrelerin kardiyomiyosit
ozelligini  korudugunu yani MKH’lerin, kardiyomiyositleri destekleyerek

kardiyomiyosit yoniinde farklilasmay1 sagladigini sdyleyebiliriz.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda hiicresel tedavi yolunda ilerleme, dogru kardiyak
transdiferansiyasyon ve flizyon kapasitesine sahip hiicreler lizerinde ileri arastirmalar
yapilabilmesiyle miimkiin olacaktir. Bu ¢alismada iIMKH/iKM kokiiltiir sonrasi elde
edilen hibrid hiicrelerin her iki hiicre kaynagma da immiinohistokimyasal ve
elektrofizyolojik olarak benzerlikler gosterdigi ortaya konmustur. Fiizyon,
kardiyovaskiiler rejenerasyonda 6nemli bir terapotik mekanizma olarak g¢evirimsel

tipta kullanilabilir.

Anahtar Soézciikler: Hiicre flizyonu, Kardiyomiyosit, Mezenkimal kok hiicre,
Mikrodizin
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SUMMARY

Cell Fusion Following Cardiomyocyte and Mesenchymal Stem Cell Co-
Culture and Functional Evaluation of Cellular Changes

Cellular thearpy research focusing on cardiovascular regeneration aims to achieve
stem cell mediated angiogenesis/cardiomyogenesis leading to sistolic and diastolic
cardiac functional improvement and/or development of new, functional cardiac
tissue. Fusion of mesenchymal stem cells (MSCs) and host cardiomyocytes has been
proposed as one of the mechanisms for cardiac regeneration. However, the
mechanisms and the functional consequences of cell fusion remain undefined. The
aim of this thesis study is to elucidate the role of fusion in cardiac repair and explore
reprogramming characteristics of mesenchymal stem cells with microarray

methodology..

We established an in vitro model that stimulates the fusion of human
mesenchymal stem cells (h-MSCs) and human cardiomyocytes (hCM), which
allowed functional evaluation of hybrid cells. Firstly, fusion between hMSCs/hCMs
was induced with PEG (polyetilenglicol). Maximal fusion between hMSCs/hCMs
was achieved on 15th day of culture. Hybrid cells were selected and re-cultured for
another 15 days. After this period, hybrid cells were examined for their
immunohistochemical and electrophysiological characteristics. Gene expression
changes between hMSC, hCM and hybride cells were analysed with microarray
methodology. Cardiac markers 8alpha-sarcomeric actin, cardiac troponin, laminin)
and MSC positive surface markers (CD90, CD73, CD29) were examined. It was
shown that hybrid cells were positive for both MKH and KM markers. Thus, hybride
cells maintained the characteristics of both cell types. As a part of
electrophysiological studies, calcium channels were also examined by patch-clamp.
No significant difference was found between hybrides and human cardiomyocytes
regarding response to ATP and caffeine. According to microarray results, 1494 and
139 genes were found to be expressed differently (4 fold or more) between

MKH/hybride cells and AC16/hybride cells respectively. Chemokine signal pathway,



141

cytokine-cytokine interaction pathway, focal adhesion pathway, TGF-beta signal

pathway, NOD-like receptor signal pathway were determined in hybride cells.

It can be concluded that hybride cells maintain the cardiomyocyte
characteristics and MSCs support cardiomyocytes in a way to promote their
differentiation to cardiomyocytes .

Progress in cellular therapy for cardiovascular diseases can be achieved by
further analysis of cells with cardiac differentiation and fusion capacity. This study
shows immunohistochemical and electrophysiologic similarities between hybrid cells
following co-culture of AIMSC/hCM and original hCMs. Fusion can be an important
therapeutic mechanism in cardiovascular regeneration and also can be applied to

translational science.

Key Words: Cardiomyocyte, Cell fusion, Mesenchymal Stem Cells, Microarray
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EK 1: AC16-Hibrit Hiicreler Arasindaki 4 Kat Farkh Cikan Gen Listesi

Affy ID Kromozomal Kat Degisimi  Gen Ad1 Gen Sembolii
Lokasyon (>2)
1552703 _s_at 11923 -2.81 caspase recruitment domain family, member 16 /// CARD16 ///
caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase CASP1
1553972 _a at 21g22.3 -2.91 cystathionine-beta-synthase CBS
1554997 a at 1025.2-925.3 8.54 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 PTGS2
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
1566342_at 2.88
200862_at 1p32.3 -2.36 24-dehydrocholesterol reductase DHCR24
201008_s_at 1921.1 3.01 thioredoxin interacting protein TXNIP
201041_s at 5q34 2.63 dual specificity phosphatase 1 DUSP1
201042_at 20912 2.64 transglutaminase 2 (C polypeptide, protein- TGM2
glutamine-gamma-glutamyltransferase)
201147_s_at 22q12.3 -2.64 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 TIMP3
201148 s at 22q12.3 -2.41 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 TIMP3
201185_at 10026.3 25 HtrA serine peptidase 1 HTRAL
201416 _at 6p22.3 5.01 SRY (sex determining region Y)-box 4 SOX4
201417_at 6p22.3 3.38 SRY (sex determining region Y)-box 4 SOX4
201468_s_at 16g22.1 -5.5 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 NQO1
201489_at 10922-923 3.02 peptidylprolyl isomerase F PPIF
201490 _s at 10922-923 3.64 peptidylprolyl isomerase F PPIF
201502 s at 14913 2.79 nuclear factor of kappa light polypeptide gene NFKBIA
enhancer in B-cells inhibitor, alpha
201645 at 9g33 3.72 tenascin C TNC
201790_s_at 119134 -4.15 7-dehydrocholesterol reductase DHCRY7
201791 s at 11913.4 -4.39 7-dehydrocholesterol reductase DHCRY7
201847 _at 10923.2-g23.3 -3.32 lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase /// LIPA /Il
uncharacterized LOC100507575 LOC10050757
5
201852 x_at 2q31 -2.95 collagen, type 111, alpha 1 COL3A1
202014 _at 19913.2 4.49 protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A PPP1R15A
202022_at 17cen-ql12 -3.94 aldolase C, fructose-bisphosphate ALDOC
202039 _at 17911.2 -2.89 myosin XVIIIA /// TGFB1-induced anti-apoptotic MYO18A /Il
factor 1 TIAF1
202241 _at 8024.13 3 tribbles homolog 1 (Drosophila) TRIB1
202273 _at 5033.1 -2.56 platelet-derived growth factor receptor, beta PDGFRB
polypeptide
202284 _s_at 6p21.2 2.77 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) CDKN1A
202403_s_at 7022.1 -3.46 collagen, type I, alpha 2 COL1A2
202404_s_at 70922.1 -4.12 collagen, type I, alpha 2 COL1A2
202637_s_at 19p13.3-p13.2 3.22 intercellular adhesion molecule 1 ICAM1
202638_s_at 19p13.3-p13.2 4.58 intercellular adhesion molecule 1 ICAM1
202643 s_at 6023 4.3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 TNFAIP3
202644 s _at 6023 4.44 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 TNFAIP3
202859 x_at 4q13-921 18.24 interleukin 8 L8
202935_s_at 1723 3.02 SRY (sex determining region Y)-box 9 SOX9
202936_s_at 17923 2.64 SRY (sex determining region Y)-box 9 SOX9
203060_s_at 1024 -2.38 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 PAPSS2
203074 _at 10q11.22 -3 annexin A8 /// annexin A8-like 1 /// annexin A8-like2  ANXAS8 /ll

ANXAS8LL1 /l/



203131_at

203139 _at
203180_at
203186_s_at
203323_at
203324 _s_at
203395_s at
203821 _at
203887_s at
203925_at
204011_at
204073_s_at
204159 _at

204237 _at

204285 s at
204337_at
204338_s_at
204339 _s at
204470_at

204610_s at
204614 _at

204748 _at

204926_at
204932_at

204948 s at
204967_at
205117 at
205207_at
205266_at
205290 _s_at
205479 s at
205517_at
205580_s_at
205609_at
205659 _at
205681_at
205767_at
205870_at
205931 s_at

206336_at

206569_at
206907_at

206924 _at

4q12

9g21.33
15026.3
1g21
7g31.1
7g31.1
3028-929
5023
20p11.2
1p22.1
13g31.1
11q12-q13.1
1p32

2932.3-33

18021.32
1023.3
1923.3
1023.3
40921

11q12.1
18921.3

1925.2-925.3

7p15-p13
8q24

5q11.2
Xp22.3
5q31

7p21
22q12.2
20p12
10q24
8p23.1-p22
3p25
8023.1
7p21.1
15q24.3
49133
14932.1-032.2
7p15.1

4013.3

1932
19p13.3

19913.3-q13.4

-4.66

-4.02
2.77
-4.51
-2.76
-2.49
2.84
3.24
15.58
-3.34
2.86
-2.32
-3.06

-2.58

3.18
-5.55
-7.6
-8.25
40.52

-2.65
9.84

10.94

8.14
-2.65

2.69
-4.12
-3.14
47.77
-2.7
11.34
4.84
-5.74
2.62
-2.9
2.9
14.46
34.96
3.71
2.81

34.64

43.86
-2.32

10.6

platelet-derived growth factor receptor, alpha

polypeptide
death-associated protein kinase 1

aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
$100 calcium binding protein A4

caveolin 2

caveolin 2

hairy and enhancer of split 1, (Drosophila)
heparin-binding EGF-like growth factor
thrombomodulin

glutamate-cysteine ligase, modifier subunit
sprouty homolog 2 (Drosophila)

chromosome 11 open reading frame 9

cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits
CDKA4)

GULP, engulfment adaptor PTB domain containing
1

phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1

regulator of G-protein signaling 4
regulator of G-protein signaling 4
regulator of G-protein signaling 4

chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
growth stimulating activity, alpha)
coiled-coil domain containing 85B

serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),
member 2

prostaglandin-endoperoxide synthase 2
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase)
inhibin, beta A

tumor necrosis factor receptor superfamily, member
11b
follistatin

shroom family member 2
fibroblast growth factor 1 (acidic)
interleukin 6 (interferon, beta 2)
leukemia inhibitory factor

bone morphogenetic protein 2
plasminogen activator, urokinase
GATA binding protein 4
histamine receptor H1
angiopoietin 1

histone deacetylase 9
BCL2-related protein Al
epiregulin

bradykinin receptor B2

CAMP responsive element binding protein 5 ///
uncharacterized LOC401317

chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte
chemotactic protein 2)

interleukin 24

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member
9
interleukin 11
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ANXAS8L?2
PDGFRA

DAPK1
ALDH1A3
S100A4
CAV2
CAV2
HES1
HBEGF
THBD
GCLM
SPRY?2
Cllorf9
CDKN2C

GULP1

PMAIP1
RGS4
RGS4
RGS4
CXCL1

CCDCB85B
SERPINB2

PTGS2

INHBA
TNFRSF11B

FST
SHROOM?2
FGF1
IL6

LIF
BMP2
PLAU
GATA4
HRH1
ANGPT1
HDACY9
BCL2A1
EREG
BDKRB2

CREBS ///
LOC401317
CXCL6

1L24
TNFSF9

IL11



206926_s at
207016_s_at
207510_at
207850_at
208394 x_at
208433_s_at

208792_s_at
208851 s at
208893 s at
208937_s at

209030_s_at
209031_at
209032_s_at
209277_at
209278 s at
209295_at

209383_at

209774 _x_at
209946_at

210426_x_at
210479 s at
210511 s at
210512 s at
210513 s at
210519 s at
210538 s at
210567_s_at

211161 s at
211368 s at
211506_s at
211518 s at
211527 x_at
211668_s_at
211792 s at

211959 at
212148 _at
212151_at
212171 _x_at
212488_at
212489 at
212501_at
212636_at
212662_at
212805_at
213668_s_at
213800_at

19013.3-g13.4
15q21.3
14932.1-32.2
4q21

5011.2

1p34

8p21-p12
11g23.3
12g22-923
20q11

11923.2
11g23.2
11923.2
70922
70922
8p22-p21

12913.1-q13.2
40921
40934.3
15022.2
15022.2
7p15-p13
6p12
6pl2
160922.1
11922
5p13

2q31
11923
4913-g21
14922-923
6p12
10q24
1p32

2033-q36
1g23

1g23

6p12
9g34.2-934.3
9034.2-q34.3
20q13.1
6026
19q13.2
9g21.2
6p22.3

1932

7.75
-4.79
4.24
40.39
15.85
-2.55

-2.88
-2.92
3.24

-5.55

6.31
9.62
5.42
4.53
5.58
2.56

2.66
41.43
2.49
5.82
5.57
10.03
3.2
351
-3.14
3.66
-2.5

-3.37
-2.72
62.25
-10.66
3.84
5.03
-2.49

4.02
-8.67
-7.13
3.99
-2.42
-2.73
2.27
-2.42
2.53
-3.75
3.74
-2.77

interleukin 11

aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2
bradykinin receptor B1

chemokine (C-X-C motif) ligand 3

endothelial cell-specific molecule 1

low density lipoprotein receptor-related protein 8,
apolipoprotein e receptor
clusterin

Thy-1 cell surface antigen
dual specificity phosphatase 6

inhibitor of DNA binding 1, dominant negative
helix-loop-helix protein
cell adhesion molecule 1

cell adhesion molecule 1
cell adhesion molecule 1
tissue factor pathway inhibitor 2

tissue factor pathway inhibitor 2

tumor necrosis factor receptor superfamily, member

10b
DNA-damage-inducible transcript 3

chemokine (C-X-C motif) ligand 2
vascular endothelial growth factor C
RAR-related orphan receptor A
RAR-related orphan receptor A
inhibin, beta A

vascular endothelial growth factor A
vascular endothelial growth factor A
NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
baculoviral IAP repeat containing 3

S-phase kinase-associated protein 2, E3 ubiquitin
protein ligase
collagen, type 111, alpha 1

caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
interleukin 8

bone morphogenetic protein 4

vascular endothelial growth factor A
plasminogen activator, urokinase

cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits
CDKa4)
insulin-like growth factor binding protein 5

pre-B-cell leukemia homeobox 1

pre-B-cell leukemia homeobox 1

vascular endothelial growth factor A

collagen, type V, alpha 1

collagen, type V, alpha 1

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
QKI, KH domain containing, RNA binding
poliovirus receptor

prune homolog 2 (Drosophila)

SRY (sex determining region Y)-box 4

complement factor H
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IL11
ALDH1A2
BDKRB1
CXCL3
ESM1
LRP8

CLU
THY1
DUSP6
ID1

CADM1
CADM1
CADM1
TFPI2
TFPI2
TNFRSF10B

DDIT3
CXCL2
VEGFC
RORA
RORA
INHBA
VEGFA
VEGFA
NQO1
BIRC3
SKP2

COL3Al
CASP1
IL8
BMP4
VEGFA
PLAU
CDKN2C

IGFBP5
PBX1
PBX1
VEGFA
COL5A1
COL5A1
CEBPB
QKI
PVR
PRUNE2
SOX4
CFH



213865_at
213869 _x_at
214321 _at

215073_s_at
215076_s_at
215223 s at

215388_s_at

216005_at
216598 s at
217127 _at
217767_at
217865_at
217997_at

217998 _at
217999 s at

218901_at
219140 _s at
219221 at
219682_s_at
219778_at
221009 s at
221142 s at
221666_s_at
222043_at
222899 _at
223217 s at

223218 s at
223279 s at

223710_at
224832_at
225544 _at
225842 _at

226281_at
226625_at
226682_at
227140 _at
227242 s at
227243 s at
227759 _at
228955 _at

229228 _at

229576_s_at
230090_at
230147 _at

3g12.1]3
119233
8924.1
15026
2931
6G25.3

1032

9933
17q11.2-q12
1p31.1
19p13.3-p13.2
5035.3

12q15

12q15
12915

3024
10023-g24
3023
12q24.1
823
19p13.3
2035
16p11.2
8p21-p12
15023
3pl2-g12

3pl2-gq12
15022-924

7911.23
12p13
12q24.1
12q15

2036.3
1p33-p32
15q22.2
7p15-p13
10926.3
10926.3
1p32.3
1p34

7p15.1

12q24.1
5p13.1-p12
5q13

2.66
-2.91
-2.74
-2.27
-2.92
2.76

571
-2.99
-3.22
39.97
2.81
2.73

3.4

3.47

-3.13
4.25
2.65
3.2
-3.09
9.01
-3.49
-3.86
-2.77
-3.85
5.76

3.77

-2.53

-3.94
2.54
2.73
2.73

3.76
-2.3
5.46
5.88
-5.3
-5.76
-16.04
-2.67

2.83

3.29
28.55
-3.48

discoidin, CUB and LCCL domain containing 2
Thy-1 cell surface antigen

nephroblastoma overexpressed

nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2
collagen, type 111, alpha 1

uncharacterized LOC100129518 /// superoxide
dismutase 2, mitochondrial

complement factor H /// complement factor H-
related 1

Tenascin C

chemokine (C-C motif) ligand 2
cystathionase (cystathionine gamma-lyase)
complement component 3

ring finger protein 130

pleckstrin homology-like domain, family A, member

1

pleckstrin homology-like domain, family A, member

1

pleckstrin homology-like domain, family A, member

1
phospholipid scramblase 4

retinol binding protein 4, plasma

zinc finger and BTB domain containing 38
T-box 3

zinc finger protein, multitype 2
angiopoietin-like 4

peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase
PYD and CARD domain containing
clusterin

integrin, alpha 11

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, zeta

nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells inhibitor, zeta

uveal autoantigen with coiled-coil domains and
ankyrin repeats

chemokine (C-C motif) ligand 26

dual specificity phosphatase 16
T-box 3

pleckstrin homology-like domain, family A, member

1
delta/notch-like EGF repeat containing

transforming growth factor, beta receptor 111
RAR-related orphan receptor A

inhibin, beta A

early B-cell factor 3

early B-cell factor 3

proprotein convertase subtilisin/kexin type 9

low density lipoprotein receptor-related protein 8,
apolipoprotein e receptor

CAMP responsive element binding protein 5 ///
uncharacterized LOC401317

T-box 3

glial cell derived neurotrophic factor

coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 2

154

DCBLD2
THY1
NOV
NR2F2
COL3A1

LOC10012951
8 /Il SOD2
CEH /I
CFHR1

TNC

CCL2
CTH

C3
RNF130
PHLDA1

PHLDA1
PHLDA1

PLSCR4
RBP4
ZBTB38
TBX3
ZFPM2
ANGPTL4
PECR
PYCARD
CLU
ITGA11l
NFKBIZ

NFKBIZ
UACA

CCL26
DUSP16
TBX3
PHLDA1

DNER
TGFBR3
RORA
INHBA
EBF3
EBF3
PCSK9
LRP8
CREBS ///

LOC401317
TBX3

GDNF
F2RL2



231779_at
232458 _at
234986_at
236140_at
236557_at
238868_at

31637_s_at

35846_at
37028_at
38037_at
39402_at

3p25.3
2031
1p22.1
1p22.1
3g23
15G22-024
17q11.2
17q11.2
19q13.2
5023
2q14

5.84
-3.24
-3.49
=59
3.09
-291

2.35

-3.07
SYES
3.26
20.3

interleukin-1 receptor-associated kinase 2
Collagen, type 11, alpha 1
glutamate-cysteine ligase, modifier subunit
glutamate-cysteine ligase, modifier subunit
zinc finger and BTB domain containing 38

uveal autoantigen with coiled-coil domains and
ankyrin repeats

nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 ///
thyroid hormone receptor, alpha

thyroid hormone receptor, alpha

protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A
heparin-binding EGF-like growth factor
interleukin 1, beta
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IRAK?2
COL3Al
GCLM
GCLM
ZBTB38
UACA
NR1D1 /I

THRA
THRA

PPP1R15A
HBEGF
IL1B
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EK2: MKH-Hibrit Hiicreler Arasindaki 4 Kat Farkh Cikan Gen Listesi

Affy ID Kromozomal Kat Degisimi Gen Ad1 Gen Sembolii
Lokasyon (>4)
Azalan genler

1405_I_AT 17g11.2-q12 -83.81 chemokine (C-C motif) ligand 5 CCL5

1552360_A_AT 11qg24.2 -5.63 toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain TIRAP
containing adaptor protein

1552701_A_AT -5.8 caspase recruitment domain family, CARD16
member 16

1552798 A_AT 9g33.1 -7.86 toll-like receptor 4 TLR4

1554741 S AT 15q21.2 /// 9p11.2  -48.95 fibroblast growth factor 7 FGF7

1 9p12

1555229 A_AT 12p13 -19.11 complement component 1, s subcomponent C1s

1555759 A AT 17911.2-q12 -56.52 chemokine (C-C motif) ligand 5 CCL5

1555997 S AT 2033-g36 -59.96 insulin-like growth factor binding protein 5 IGFBP5

1556138 A AT -9.19

1557079 _AT 13933 -10.95 Integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat ITGBL1
domains)

1557080_S AT 13933 -18.87 integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat ITGBL1
domains)

1561123_AT -13.51

1568592 AT 15g21.1 -6.03 tripartite motif containing 69 TRIM69

1568764 X_AT 5p15.33 -10.79 programmed cell death 6 pseudogene LOC728613

200696_S_AT 9933 -4.93 gelsolin GSN

200742_S_AT 11p15 -4.82 tripeptidyl peptidase | TPP1

200766_AT 11p15.5 -6.03 cathepsin D CTSD

200974_AT 10923.3 -5.92 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta ACTA2

201108_S_AT 15915 -5.37 thrombospondin 1 THBS1

201124 AT 3021.2 -9.11 integrin, beta 5 ITGB5

201261_X_AT Xq28 -13.89 biglycan BGN

201262_S_AT Xq28 -12.26 biglycan BGN

201278 AT 5p13 -6.49 disabled homolog 2, mitogen-responsive DAB2
phosphoprotein (Drosophila)

201279 S AT 5p13 -5.26 disabled homolog 2, mitogen-responsive DAB2
phosphoprotein (Drosophila)

201280_S_AT 5p13 -6.2 disabled homolog 2, mitogen-responsive DAB2
phosphoprotein (Drosophila)

201348 AT 5023 -6.11 glutathione peroxidase 3 (plasma) GPX3

201508_AT 17q12-g21.1 -11.46 insulin-like growth factor binding protein 4 IGFBP4

201540_AT X026 -4.68 four and a half LIM domains 1 FHL1

201655_S_AT 1p36.1-p34 -7.86 heparan sulfate proteoglycan 2 HSPG2

201743_AT 5g31.1 -42.91 CD14 molecule CD14

201792_AT 7p13 -55.79 AE binding protein 1 AEBP1

201852_X_AT 2931 -5.79 collagen, type 111, alpha 1 COL3Al

202022_AT 17cen-q12 -6.9 aldolase C, fructose-bisphosphate ALDOC

202086_AT 21g22.3 -62.99 myxovirus (influenza virus) resistance 1, MX1
interferon-inducible protein p78 (mouse)

202145_AT 8024.3 -14.83 lymphocyte antigen 6 complex, locus E LY6E

202273_AT 5g33.1 -6.92 platelet-derived growth factor receptor, beta PDGFRB
polypeptide

202291_S AT 12p12.3 -37.58 matrix Gla protein MGP

202357_S_AT 6p21.3 -10.38 complement factor B CFB



202403 S_AT
202404_S AT
202450_S_AT
202687_S_AT

202688_AT

202709_AT
202796_AT
202825_AT

203052_AT
203088_AT
203131_AT

203139 AT
203186_S_AT
203325_S_AT
203381_S_AT
203382_S_AT
203424_S_AT
203425_S AT
203426_S_AT
203477_AT

203726_S_AT
203817_AT

203854_AT

203881_S_AT
204114_AT

204154_AT

204224 S_AT
204249 S_AT
204298 S_AT
204320_AT

204412_S_AT
204415 AT

204457_S_AT
204610_S_AT
204621_S_AT

204622 X_AT

204655_AT
204682_AT

204879_AT
204880_AT
204932_AT

204933_S AT

7922.1
7922.1
1g21
3026
3026
1932
5033.1
4935

6p21.3
14q32.1
4q12

9021.33
1921
9934.2-934.3
19q13.2
19q13.2
2033-g36
2033-036
2033-g36
9g21-g22
18q11.2
40931.3-g33
4925
Xp21.2
14922.1
5q23.2
14g922.1-922.2
11p13
5q23.2
1p21
22q12.2
1p35
9g21.3-q22
11q12.1
2022-923

2022-923
17911.2-q12
14924
1p36.21
10026

8024

8024

-8.85
-9.21
-20.21
-28.08

-1.24

-19.47
-5.6
-6.84

-13.36
-6.38
-50.63

-5.64
-44.18
-7.11
-7.64
-10.57
-16.88
-6.96
-21.36
-36.56
-7.84
-9.2
-8.52
-4.81
-34.58
-5.69
-4.77
-15.14
-7.33
-14.27
-6.22
-27.45
-9.31

-8.12

-7.09

-145.07
-10.14

-12.84
-5.66
-10.79

-9.77

collagen, type I, alpha 2
collagen, type I, alpha 2
cathepsin K

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10

fibromodulin

synaptopodin

solute carrier family 25 (mitochondrial
carrier; adenine nucleotide translocator),
member 4

complement component 2

fibulin 5

platelet-derived growth factor receptor,
alpha polypeptide
death-associated protein kinase 1

S100 calcium binding protein A4

collagen, type V, alpha 1

apolipoprotein E

apolipoprotein E

insulin-like growth factor binding protein 5
insulin-like growth factor binding protein 5
insulin-like growth factor binding protein 5
collagen, type XV, alpha 1

laminin, alpha 3

guanylate cyclase 1, soluble, beta 3
complement factor |

dystrophin

nidogen 2 (osteonidogen)

cysteine dioxygenase, type |

GTP cyclohydrolase 1

LIM domain only 2 (rhombotin-like 1)
lysyl oxidase

collagen, type XI, alpha 1

neurofilament, heavy polypeptide
interferon, alpha-inducible protein 6
growth arrest-specific 1

coiled-coil domain containing 85B

nuclear receptor subfamily 4, group A,
member 2

nuclear receptor subfamily 4, group A,
member 2

chemokine (C-C motif) ligand 5

latent transforming growth factor beta
binding protein 2
podoplanin

0-6-methylguanine-DNA methyltransferase

tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 11b
tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 11b
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COL1A2
COL1A2
CTSK
TNFSF10

TNFSF10

FMOD
SYNPO
SLC25A4

C2
FBLN5
PDGFRA

DAPK1
S100A4
COL5AL
APOE
APOE
IGFBP5
IGFBP5
IGFBP5
COL15A1
LAMA3
GUCY1B3
CFlI

DMD
NID2
CDO1
GCH1
LMO2
LOX
COL11A1
NEFH
IF16
GAS1
CCDC85B
NR4A2

NR4A2

CCL5
LTBP2

PDPN
MGMT
TNFRSF11B

TNFRSF11B



205125_AT
205141 AT
205302_AT
205382_S_AT
205399_AT
205407_AT

205422 _S_AT

205481_AT
205547_S_AT
205559_S_AT
205609_AT
205668_AT
205782_AT
205817_AT
205970_AT
205991_S_AT
206025_S_AT

206026_S_AT

206085_S_AT
206101_AT

206170_AT
206271_AT
206614_AT
206693 AT
206766_AT
206832_S_AT

207069_S_AT
208075_S_AT
208131_S AT
208436_S_AT
208502_S_AT
208510_S_AT

208747_S_AT
208791_AT
208792_S AT
208850_S_AT
208851_S AT
209101_AT
209199 S AT
209200 AT
209230_S AT
209242_AT

3p22-p21.3 -5.98
14q11.1-q11.2 -15.29
7pl13-p12 -13.96
19p13.3 -9.46
13q13 -13.9
9p13.3 -7.35
13033 -27.87
1g32.1 -20.11
11g23.2 -5.68
9g21.3 -17.18
8023.1 -6.16
2024 -23.71
15021.2 -93.84
14023.1 -7.64
16913 -18.72
1q24 -7.63
2g23.3 -5.24
2023.3 -5.04
1p31.1 -9.32
9g22.3 -34.2
5031-932 -16.61
4935 -8.25
20q11.2 -27.85
8qg12-q13 -23.02
1g21 -22.99
3p21.3 -13.17
15q21-922 -24.16
17q11.2-q12 -54.52
20013.13 -251.49
11p15.5 -7.27
5g31.1 -34.49
3p25 -36.43
12p13 -15.36
8p21-p12 -11.57
8p21-p12 -14.14
11923.3 -5.47
119233 -5
6023.1 -6.74
5q14 -22.01
5q14 -20.46
16p11.2 -11.06

19q13.4 -10.64

phospholipase C, delta 1

angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5
insulin-like growth factor binding protein 1
complement factor D (adipsin)
doublecortin-like kinase 1

reversion-inducing-cysteine-rich protein
with kazal motifs

integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)

adenosine Al receptor

transgelin

proprotein convertase subtilisin/kexin type 5
angiopoietin 1

lymphocyte antigen 75

fibroblast growth factor 7

SIX homeobox 1

metallothionein 3

paired related homeobox 1

tumor necrosis factor, alpha-induced
protein 6

tumor necrosis factor, alpha-induced
protein 6

cystathionase (cystathionine gamma-lyase)

extracellular matrix protein 2, female organ
and adipocyte specific
adrenoceptor beta 2, surface

toll-like receptor 3

growth differentiation factor 5
interleukin 7

integrin, alpha 10

sema domain, immunoglobulin domain (lg),
short basic domain, secreted, (semaphorin)
3F

SMAD family member 6

chemokine (C-C motif) ligand 7
prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase
interferon regulatory factor 7
paired-like homeodomain 1

peroxisome proliferator-activated receptor
gamma
complement component 1, s subcomponent

clusterin

clusterin

Thy-1 cell surface antigen

Thy-1 cell surface antigen

connective tissue growth factor

myocyte enhancer factor 2C

myocyte enhancer factor 2C

nuclear protein, transcriptional regulator, 1

paternally expressed 3
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PLCD1
ANG
IGFBP1
CFD
DCLK1
RECK

ITGBL1

ADORAL1
TAGLN
PCSK5
ANGPT1
LY75
FGF7
SIX1
MT3
PRRX1
TNFAIP6

TNFAIP6

CTH
ECM2

ADRB?2
TLR3
GDF5
IL7
ITGA10
SEMA3F

SMADG6
CCL7
PTGIS
IRF7
PITX1
PPARG

C1S
CLU
CLU
THY1
THY1
CTGF
MEF2C
MEF2C
NUPR1
PEG3



209355 S_AT
209447 AT

209459 S_AT
209460 AT
209546_S_AT
209587 _AT
209619 AT

209663_S_AT
209716_AT
209730_AT

209875_S_AT
209894 AT
209959 AT

209960 AT
209969_S_AT

210095_S_AT
210145 AT

210150_S_AT
210298_X_AT
210299_S_AT
210355_AT

210757_X_AT

210990_S_AT
211105_S_AT

211161_S_AT
211518_S_AT
211597_S_AT
211756_AT
211958 _AT
211959 AT
212067_S_AT
212094 AT
212143 S AT
212148 _AT
212151_AT
212190 AT

212226_S AT
212230 AT
212344 AT
212354 AT
212488_AT

1p32.2
6G25
16p13.2
16p13.2
22q13.1
5g31.1
5032
12913
1p21-p13
3p21.3

4022.1
1p31
9922
7921.1
2032.2
7p13-p12
1925

20913.2-q13.3
Xq26
X026
12p12.1-p11.2
5p13

6021
18023

2931
14922-923
4q12
12p12.1-p11.2
2033-g36
2033-0936
12p13
7g21
7p13-pl2
1g23
1g23
2033-g35

1p32.2
1p32.2
8q13.1
8q13.1
9034.2-934.3

-18.53
-5.02

-16.11
-17.33
-15.04
-20.62
-248.37

-6.45
-5.85
-35.62

-5.79
-13.01
-16.44

-28.23

-41.84
-6.89

-4.92
-4.8
o
-6.4
SO1o8

-5.22
-6.64

-6.34
-11.22
-5.82
-5.88
-44.62
-26.96
=9:95
-4.7
-66.15
-9.79
-9.93
-8.35

-18.03
-16.39
-99.07
-154.4
-6.01

phosphatidic acid phosphatase type 2B

spectrin repeat containing, nuclear envelope
1
4-aminobutyrate aminotransferase

4-aminobutyrate aminotransferase
apolipoprotein L, 1
paired-like homeodomain 1

CD74 molecule, major histocompatibility
complex, class 11 invariant chain
integrin, alpha 7

colony stimulating factor 1 (macrophage)

sema domain, immunoglobulin domain (1g),
short basic domain, secreted, (semaphorin)
3F

secreted phosphoprotein 1

leptin receptor

nuclear receptor subfamily 4, group A,
member 3

hepatocyte growth factor (hepapoietin A;
scatter factor)

signal transducer and activator of
transcription 1, 91kDa

insulin-like growth factor binding protein 3

phospholipase A2, group VA (cytosolic,
calcium-dependent)
laminin, alpha 5

four and a half LIM domains 1
four and a half LIM domains 1
parathyroid hormone-like hormone

disabled homolog 2, mitogen-responsive
phosphoprotein (Drosophila)
laminin, alpha 4

nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent 1
collagen, type 111, alpha 1

bone morphogenetic protein 4

HOP homeobox

parathyroid hormone-like hormone
insulin-like growth factor binding protein 5
insulin-like growth factor binding protein 5
complement component 1, r subcomponent
paternally expressed 10

insulin-like growth factor binding protein 3
pre-B-cell leukemia homeobox 1

pre-B-cell leukemia homeobox 1

serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1),
member 2

phosphatidic acid phosphatase type 2B

phosphatidic acid phosphatase type 2B
sulfatase 1
sulfatase 1

collagen, type V, alpha 1
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PPAP2B
SYNE1

ABAT
ABAT
APOL1
PITX1
CD74

ITGA7
CSF1
SEMA3F

SPP1
LEPR
NR4A3

HGF
STAT1

IGFBP3
PLA2G4A

LAMAS
FHL1
FHL1
PTHLH
DAB2

LAMA4
NFATC1

COL3Al
BMP4
HOPX
PTHLH
IGFBP5
IGFBP5
CiR
PEG10
IGFBP3
PBX1
PBX1
SERPINE2

PPAP2B
PPAP2B
SULF1
SULF1
COL5A1



212489 AT
212670 AT
212805_AT
212884 X_AT
213274 S AT
213488 AT
213493 AT
213543 AT

213587 _S_AT
213640_S_AT
213792_S_AT
213800 AT
213844 AT
213869 X_AT
213905 X_AT
214265 AT
214329 X_AT

214454 AT

214602_AT
214701_S_AT
214702_AT
214927_AT

215076_S_AT
215184 AT
215305 AT

215346 AT

215388 S_AT
215446 _S_AT
216248 S_AT

216264_S_AT
216268_S_AT
216331_AT
216598_S_AT
216841 S AT
217127 _AT
218573_AT
218983 _AT

219077_S_AT
219140 S AT
219209 AT
219789 AT

219922 S AT

9934.2-934.3
7911.23
9921.2
19q13.2
8p22

2037.3
2037.3
5033-g34

7936.1
5q23.2
19p13.3-p13.2
1032
7p15.2
11g23.3
Xq28
10p13
3026
5qter
2035-937
2034
2q34
13033

2q31
15022.31
4912

20q12-g13.2

1932
5023.2
2022-923

3p21
20p12.1-p11.23
12q13
17q11.2-q12
6025.3

1p31.1
Xp11.21
12p13.31
16023.3-024.1
10q23-q24
2q24

5p14-p13

11q13.1

-6.14
-29.22
-11.41
-11.69
-4.78
-58.5
-38.48
-19.58

-5.06
-8.83
-11.36
-18.41
.5
-4.56
-13.64
-74.35
-10.67

-8.82

-19.08
-5.12
-5.46
-17.05

-5.56
-8.98
-31.98

-8.63

-20.74
-5.23
-8.36

-48
-4.84
-7.74
-28.19
5.7
-6.75
5.1
-7.12

-10.58
-12.01
-27.91
-13.43

-4.64

collagen, type V, alpha 1

elastin

prune homolog 2 (Drosophila)
apolipoprotein E

cathepsin B

sushi, nidogen and EGF-like domains 1
sushi, nidogen and EGF-like domains 1

sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-
associated glycoprotein)
AT Pase, H+ transporting VO subunit e2

lysyl oxidase

insulin receptor
complement factor H
homeobox A5

Thy-1 cell surface antigen
biglycan

integrin, alpha 8

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 10

ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 2

collagen, type 1V, alpha 4

fibronectin 1
fibronectin 1

integrin, beta-like 1 (with EGF-like repeat
domains)
collagen, type 111, alpha 1

death-associated protein kinase 2

platelet-derived growth factor receptor,
alpha polypeptide

CD40 molecule, TNF receptor superfamily
member 5

complement factor H

lysyl oxidase

nuclear receptor subfamily 4, group A,
member 2
laminin, beta 2 (laminin S)

jagged 1

integrin, alpha 7

chemokine (C-C motif) ligand 2
uncharacterized LOC100129518
cystathionase (cystathionine gamma-lyase)
melanoma antigen family H, 1

complement component 1, r subcomponent-
{ll\l/(\jv domain containing oxidoreductase
retinol binding protein 4, plasma

interferon induced with helicase C domain 1

natriuretic peptide receptor C/guanylate
cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor
Q)

latent transforming growth factor beta
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COL5A1
ELN
PRUNE2
APOE
CTSB
SNED1
SNED1
SGCD

ATP6VOE2
LOX

INSR

CFH
HOXA5
THY1
BGN
ITGA8
TNFSF10

ADAMTS?2

COL4A4
FN1
FN1
ITGBL1

COL3A1
DAPK?2
PDGFRA

CD40

CFH
LOX
NR4A2

LAMB2

JAG1

ITGA7

CCL2
LOC100129518
CTH

MAGEH1
C1RL

WWOX
RBP4
IFIH1
NPR3

LTBP3



220480_AT

221087_S_AT
221477_S AT
221656_S_AT

221667_S_AT
221898 AT
222043 AT
222899 AT
222942 S AT
223253 AT
223437 _AT

223454 AT
223501 AT

223502_S_AT
223690 AT

224341 X_AT
224414 S_AT

224916_AT
224929 AT
224994 AT

225019 AT
225051 AT

225990_AT
226071_AT
226189_AT
226216_AT
226311_AT

226450_AT
226695_AT
226899 AT
226929 AT

226978_AT

227088_AT
227240_AT

227401_AT
227462_AT
227487_S_AT

227812_AT

227961_AT

4933

22q13.1
6025.3
1p36.13

12924.23
1p36.21
8p21-p12
15023
6025.2
7pl4.1
22q13.31

17p13
13¢32-g34
13932-g34
14q24

9g33.1
5p13.1

5g31.2
5q31.2
4026
4026
1p33-p32
3g13.2
1921.3
7p21.1

19p13.3-p13.2
5qter

19p13.3-p13.2
1924

10922.1
1p36.3
22013.31
4927

2037

13911

5915
2033-g35

13q12.11-q12.3

8p22

-8.86

-28.17
-7.35
-4.96

-5.91
-29.29
-12.43
-21.48
-7.85
-19.08
-4.92

-8.01
-13.24

-20.92

-17.29

-13.83
-6.37

-6.61
-6.96
-10.09

-10.54

-4.62

SO
-11.06
-9.28
-6.24
-6.79

-13.61
-15.41
-36.94
-7.09

-4.95

-34.96
-6.85

-9.9
-5.24
-12.51

-5.17

-6.71

binding protein 3

heart and neural crest derivatives expressed
2
apolipoprotein L, 3

uncharacterized LOC100129518

Rho guanine nucleotide exchange factor
(GEF) 10-like
heat shock 22kDa protein 8

podoplanin

clusterin

integrin, alpha 11

uncharacterized LOC100505519
ependymin related protein 1 (zebrafish)

peroxisome proliferator-activated receptor
alpha
chemokine (C-X-C motif) ligand 16

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 13b

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 13b

latent transforming growth factor beta
binding protein 2

toll-like receptor 4

caspase recruitment domain family,
member 6
transmembrane protein 173

transmembrane protein 173

calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il delta
calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il delta

erythrocyte membrane protein band 4.1
(elliptocytosis 1, RH-linked)

Boc homolog (mouse)

ADAMTS-like 4
integrin, beta 8
insulin receptor

ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 2
insulin receptor

paired related homeobox 1
unc-5 homolog B (C. elegans)

methylenetetrahydrofolate reductase
(NAD(P)H)

peroxisome proliferator-activated receptor
alpha

phosphodiesterase 5A, cGMP-specific

neuronal guanine nucleotide exchange
factor
interleukin 17D

endoplasmic reticulum aminopeptidase 2

Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin,
plasminogen activator inhibitor type 1),
member 2

tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 19

cathepsin B
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HAND2

APOL3
LOC100129518
ARHGEF10L

HSPB8

PDPN

CLU

ITGA11l
LOC100505519
EPDR1
PPARA

CXCL16
TNFSF13B

TNFSF13B
LTBP2

TLR4
CARD6

TMEM173
TMEM173
CAMK2D

CAMK2D
EPB41

BOC
ADAMTSLA4
ITGB8
INSR
ADAMTS2

INSR
PRRX1
UNC5B
MTHFR

PPARA

PDE5A
NGEF

IL17D
ERAP2
SERPINE2

TNFRSF19

CTSB



228347 AT
228507_AT
228555 AT

228617 AT
229011 AT
229218 AT
229271 X_AT
229584 AT
229779 _AT
229809 AT
231031_AT
231042_S AT
231786_AT
231793 S_AT

232027_AT

232375_AT
232458 AT
232792_AT
232898_AT

234563 AT
235201_AT
235666_AT
236270_AT

236300_AT
236599 AT
237169_AT
238327_AT
238512_AT
238852_AT
239035_AT

239307_AT
239336_AT
239468_AT
240297_AT
240593_X_AT
241412 AT
241902_AT
242234 AT
243278_AT
33767_AT
35666_AT

37892_AT

14923.1
12p12
4926

17p13.1
7022.1
1p21
12912
2035-q37
12qg13.13
9p12
7pl5.2
4026
6025
2q31
15g21.1
5p13
7931
10p13
14911.2

12p12
9933
22013.33
1924
1p36.3

15q15
10p12.1

40913-921
10p12.1
17p13.1
7931
22q12.2
3p21.3

1p21

-5.78
-18.67
-10.24

-11.59
24519
-11.06
-18.86
-21.99
-20.91
-5.65
-78.56
-16.07
-14.27
-8.73

-17.23

-5.87
-5.87
-11.68
-6.47

-19.24
-11.38
-50.62
-7.34

-17.99
-11.79
-8.46
-27.08
-27.55
-7.21
-12.8

-9.18
-5.34
-34.11
-9.77
-8.57
-13.93
-16.58
-6.79
-16.76
-5.8
-8.75

-15.88

SIX homeobox 1
phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited

calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il delta
XIAP associated factor 1

collagen, type I, alpha 2
collagen, type XI, alpha 1
leucine-rich repeat kinase 2
collagen, type 1V, alpha 4
POU class 6 homeobox 1

keratinocyte growth factor-like protein 2

homeobox A13

calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il delta

spectrin repeat containing, nuclear envelope
1

Collagen, type 111, alpha 1
tripartite motif containing 69

disabled homolog 2, mitogen-responsive
phosphoprotein (Drosophila)

forkhead box P2
integrin, alpha 8

nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent 4
phosphodiesterase 3A, cGMP-inhibited

tenascin C

outer dense fiber of sperm tails 3B

paired related homeobox 1

methylenetetrahydrofolate reductase
(NAD(P)H)

thrombospondin 1

mohawk homeobox

betacellulin

mohawk homeobox

XIAP associated factor 1
forkhead box P2

neurofilament, heavy polypeptide

sema domain, immunoglobulin domain (lg),
short basic domain, secreted, (semaphorin)
3F

collagen, type XI, alpha 1
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SIX1
PDE3A
CAMK2D

XAF1

COL1A2
COL11A1
LRRK2
COL4A4
POUGF1
KGFLP2

HOXA13
CAMK2D

SYNE1

COL3A1
TRIMG69
DAB2

FOXP2
ITGA8
NFATC4

PDE3A

TNC
ODF3B

PRRX1
MTHFR

THBS1
MKX

BTC
MKX
XAF1
FOXP2
NEFH
SEMASF

COL11A1



41660_AT

47069_AT

200874 _S_AT

200875_S_AT

200987_X_AT
200988 S_AT

201123 S_AT
201490_S_AT
201596 X_AT
201710_AT

202203_S_AT
202409_AT

202859 X_AT
203078_AT
203612_AT
203821_AT
203967_AT
203968_S_AT
203976_S_AT

204073_S_AT
204126_S_AT
204317_AT

204470_AT

204603_AT
204614 AT

204695_AT
205067_AT
205266_AT
205286_AT

205733_AT
205935_AT
206067_S_AT
206237_S AT
206343_S AT
206516_AT

22013.3

22q13

20p13

20p13

17921
17921
17p13-pl2
10922-923
12q13
20g13.1
16921
11p15.5
4q13-g921
10p11.21
6p21.1
5023
17921.3

17q21.3
19p13.3

11g12-g13.1
22q11.21
22913

40921

1g42-g43
18921.3

3p21
2q14

22q12.2
20q13.2

15q26.1
1624
11p13
8p12
8p12
19p13.3

-15.13

-136.44
Artan genler
5.2

5.08

6.27
5.35

6.24
6.6

7.33
11.6

511
10.07

10.29
5.19
4.87
7.11
5.95
6.15
4.92

7.31
8.65
6.33

5.95

4.93
93.24

6.02
53.28
6.09
189.7

4.86
47.3
10.68
5.37
8.27
13.6

cadherin, EGF LAG seven-pass G-type
receptor 1 (flamingo homolog, Drosophila)
proline rich 5 (renal)

microRNA 1292 /// NOP56
ribonucleoprotein homolog (yeast) /// small
nucleolar RNA, C/D box 110 /// small
nucleolar RNA, C/D box 57 /// small
nucleolar RNA, C/D box 86

microRNA 1292 /// NOP56
ribonucleoprotein homolog (yeast) /// small
nucleolar RNA, C/D box 110 /// small
nucleolar RNA, C/D box 57 /// small
nucleolar RNA, C/D box 86

proteasome (prosome, macropain) activator
subunit 3 (PA28 gamma; Ki)

proteasome (prosome, macropain) activator
subunit 3 (PA28 gamma; Ki)

eukaryotic translation initiation factor 5A

peptidylprolyl isomerase F
keratin 18

v-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (avian)-like 2

autocrine motility factor receptor, E3
ubiquitin protein ligase

insulin-like growth factor 2 (somatomedin
A) /Il INS-IGF2 readthrough

interleukin 8

cullin2

bystin-like

heparin-binding EGF-like growth factor
cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)
cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)

chromatin assembly factor 1, subunit A
(p150)
chromosome 11 open reading frame 9

cell division cycle 45 homolog (S. cerevisiae)

tRNA 5-methylaminomethyl-2-thiouridylate
methyltransferase

chemokine (C-X-C motif) ligand 1
(melanoma growth stimulating activity,
alpha)

exonuclease 1

serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovalbumin), member 2
cell division cycle 25 homolog A (S. pombe)

interleukin 1, beta
leukemia inhibitory factor

transcription factor AP-2 gamma
(activating enhancer binding protein 2
gamma)

Bloom syndrome, RecQ helicase-like

forkhead box F1
Wilms tumor 1
neuregulin 1
neuregulin 1

anti-Mullerian hormone
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CELSR1

PRR5

MIR1292 /I/
NOP56 ///
SNORD110 ///
SNORDS57 //f
SNORD86
MIR1292 /I/
NOP56 ///
SNORD110 ///
SNORDS57 ///
SNORD86
PSME3

PSME3

EIF5A
PPIF
KRT18
MYBL2

AMFR
IGF2 /Il INS-1GF2

L8
CuL2
BYSL
HBEGF
CDC6
CDC6
CHAF1A

Cllorf9
CDC45
TRMU

CXCL1

EXO1
SERPINB2

CDC25A
IL1B
LIF
TFAP2C

BLM
FOXF1
WT1
NRG1
NRG1
AMH



206924 AT
206926_S_AT
207442_AT
207852_AT
208051_S_AT

209064 X_AT
209567 _AT

209604_S AT
209725_AT

209853 S_AT

210069 AT

210070_S_AT

210511 S AT
210609_S_AT
210983_S_AT

211506_S_AT
212141 AT

212563_AT
212949 AT
213130_AT
214427 _AT
214604_AT
214974 X_AT
216026_S_AT

216397_S_AT
218156_S_AT

218219 S AT
219262 AT
219634 _AT

219682 _S_AT
221514 AT

221558_S AT
221601_S AT
222108_AT
223689 AT

225042_S AT
225544 AT
226281_AT
226461_AT

19913.3-q13.4
19913.3-q13.4
17g11.2-q12
4913.3

5p12

5p12

8013.1

10p15
1223

17921

22413.33

22413.33

7p15-p13
2p23.3
7021.3-g22.1
4q13-g921
8ql1.2
8024.3
2g11.2
19913.33
12p13
2qg31.1
4013.3
12924.3

8024.3
17p13.3

7931.1-931.33
10p13

12q

12q24.1
Xq26.1
4023-925
1g32.1

12q13.11
17q21.32

12913.11-q13.12
12q24.1

2936.3

17q21.3

47.6
18.05
83.25
224
6.09

5.38

7.99

6.16
5.76

6.8

8.09

6.72

4.45
5.52
4.65

49.64
4.5

9.73
6.6
4.96
6.49
9.69
20.16
4.82

6.78
5.27

6.87

6.61

9.58
4.53

7.71
571
6.22
6.65

8.44
6.91
58.01
12.76

interleukin 11

interleukin 11

colony stimulating factor 3 (granulocyte)
chemokine (C-X-C motif) ligand 5

i)oly(A) binding protein interacting protein

poly(A) binding protein interacting protein
1

RRS1 ribosome biogenesis regulator
homolog (S. cerevisiae)
GATA binding protein 3

UTP20, small subunit (SSU) processome
component, homolog (yeast)

proteasome (prosome, macropain) activator
subunit 3 (PA28 gamma; Ki)
CHKB-CPT1B readthrough (non-protein
coding) /// carnitine palmitoyltransferase 1B
(muscle)

CHKB-CPT1B readthrough (non-protein
coding) /// carnitine palmitoyltransferase 1B
(muscle)

inhibin, beta A

tumor protein p53 inducible protein 3

minichromosome maintenance complex
component 7
interleukin 8

minichromosome maintenance complex
component 4
block of proliferation 1

non-SMC condensin | complex, subunit H
zinc finger protein 473

NOP2 nucleolar protein homolog (yeast)
homeobox D11

chemokine (C-X-C motif) ligand 5

polymerase (DNA directed), epsilon,
catalytic subunit
block of proliferation 1

TSR1, 20S rRNA accumulation, homolog (S.
cerevisiae)

LanC lantibiotic synthetase component C-
like 2 (bacterial)

suppressor of variegation 3-9 homolog 2
(Drosophila)

carbohydrate (chondroitin 4)
sulfotransferase 11

T-box 3

UTP14, U3 small nucleolar
ribonucleoprotein, homolog A (yeast)
lymphoid enhancer-binding factor 1

Fas apoptotic inhibitory molecule 3
adhesion molecule with Ig-like domain 2

insulin-like growth factor 2 mRNA binding
protein 1
cysteine-serine-rich nuclear protein 2

T-box 3
delta/notch-like EGF repeat containing

homeobox B9
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IL11
IL11
CSF3
CXCL5
PAIP1

PAIP1
RRS1

GATA3
UTP20

PSME3

CHKB-CPT1B ///
CPT1B

CHKB-CPT1B /ll
CPT1B

INHBA
TP53I13
MCM7

L8
MCM4

BOP1
NCAPH
ZNFA4T3
NOP2
HOXD11
CXCL5
POLE

BOP1
TSR1

LANCL2
SUV39H2
CHST11

TBX3
UTP14A

LEF1
FAIM3
AMIGO2
IGF2BP1

CSRNP2
TBX3
DNER
HOXB9



227458_AT
229400_AT
229576_S AT
230090_AT
230754_AT
231798_AT
231827 AT
232198 AT
235783 AT
239219 AT
240891 AT
242218 _AT
242450 AT
244289 AT
38037_AT
39402_AT

9p24
2931.1
12q24.1
5p13.1-p12
3023
17922

1p36.13
17p13.1
3g13.33
5q15
5033.1
5023
2q14

9.36
20.51
9.47
5.83
7.86
16.44
17.16
5.58
7.61
6.81
14.49
11.67
5.28
51
8.98
50.76

CD274 molecule

homeobox D10

T-box 3

glial cell derived neurotrophic factor

zinc finger and BTB domain containing 38
noggin

mRNA turnover 4 homolog (S. cerevisiae)
aurora kinase B

follistatin-like 1

uncharacterized LOC100507672

RGM domain family, member B

zinc finger protein 300 pseudogene 1
heparin-binding EGF-like growth factor

interleukin 1, beta
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CD274
HOXD10
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