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1 OZET

PLURIPOTENT KOK HUCRE TEMELLI KARDiIYOMIiYOSITLERIN
RiTiM BOZUKLUGU TEDAVISINE YONELIK IN VivO iINCELENMESI

Uzun QT Sendromu (UQTS), kalp ritim bozukluklarmin klinikte en sik
rastlanan kalitimsal formudur. Kardiyak K* kanalin1 kodlayan KCNQ1 genindeki
mutasyonlar, EKG o6l¢tiimlerinde QT araliginda uzama ile karakterize UQTS Tip 1’¢
neden olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda; UQTS Tip 1 transgenik fare modelinde hiicre
transplantasyonunun aritmi tedavisinde kullanim potansiyeli literatirde ilk olarak
degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda, vahsi tip embriyonik kok hucre temelli
kardiyomiyositlerin  transgenik fare kalplerine intramiyokardiyal enjeksiyonu
yapilmistir. Hiicresel tedavinin elektrofizyolojik etkilerini incelemek amaciyla, hiicre
transplantasyonu dncesi ve sonrasindaki 4. ile 7. giinde alinan EKG 6lgiimleri, SHAM
kontroller ile karsilastirilmistir. Bulgularimiz, opere edilen transgenik farelerin,
%50’sinde diizenlenmis QT (QTc) degerinde diisiise bagl olarak, tranplantasyonun
hastalik fenotipini iyilestirici etkisini gostermistir. Post-operatif degerlendirmelerde,
transgenik farelerin %30 unda QTc degerinin degismedigi tespit edilirken %20’sinde
QTc degerinde artig gozlenmistir. Hiicre transplantasyonu sonrast 7. ve 14. gunde
yapilan immunohistokimyasal analizler, transplante edilen hiicrelerin canli olduklarini
ve kardiyomiyosit belirteci olan cTnT proteinini tirettigini gostermistir. Bu ¢alisma ile
UQTS Tip 1 fare modellerinde hiicresel tedavi yaklasimi degerlendirilmis ve hiicre
transplantasyonunun tedaviye yonelik iyilestirici etkileri tespit edilmistir. Klinikte
hastadan hastaya gozlenen elektrofizyolojik ve fenotip varyasyonlar ile tedaviye
verilen cevabin g¢esitliligi transgenik fare modellerinde de tespit edilmistir. Tez
calismasinin ortaya koydugu bulgular 1s5181nda gelecekte yapilacak klinige yonelik
translasyonel ¢aligmalar, aritmilerin tedavisine yonelik yeni terapatik yaklagimlarin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Aritmi fare modeli, elektrokardiyografi (EKG), embriyonik kok hiicre
temelli kardiyomiyosit, hiicre transplantasyonu, Uzun QT sendromu (UQTYS).

*Bu arastirma TUBITAK 1003 Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi
tarafindan 2135192 nolu Proje kapsaminda desteklenmistir.



2 ABSTRACT

IN VIVO ASSESMENT OF PLURIPOTENT STEM CELL DERIVED
CARDIOMYOCYTES IN RHYTM DISORDERS

Long QT syndrome (LQTS) is the most common hereditary form of irregular heart
rhythm disorder, also known as arrhythmias. LQTS is occurred due to the mutations
in cardiac ion channel coding genes. In LQTS Type-1 is the most widely observed
arrythmia in the population and is characterized by a prolongation at the QT interval
because of a mutation in K+ channel-coding KCNQL1 gene leading to a functional
defect. In the context of this thesis study, treatment potential of cell transplantation in
LQTS Type-1 was tested on transgenic mouse for the first time in the literature. For
this purpose, wild-type embryonic stem cell derived cardiomyocytes were injected into
myocardium of transgenic mouse hearts. To understand the electrophysiological
effects of the cell treatment, ECG measurements of operated mice taken before and 7
days after surgery were compared to the ECG measurements of SHAM controls.
Intestingly, 50% of operated transgenic mice has shown shortened QT interval,
suggesting an ameliorated disease phenotype. From all operated mice, 20% have
shown an increase and 30% showed no significant difference before and after
treatment. Heart tissues taken at day 7 and 14 after the operation were examined using
immunohistochemical staining techniques and it was observed that cells which have
integrated to myocardium were still alive and expressed cTnT protein. Through this
study, cell therapy approach is tested for the treatment of LQTS Type 1 for the first
time in the literature and thrapeutical effects of cell transplantation are confirmed.
Together with further clinical and translational studies on large animal models have

the potential to develop a novel therapeutic approach for arryhtmia treatment.

Key Words: Arrhythmia, cell transplantation, electrocardiography (ECG), embryonic stem
cell derived cardiomyocytes, Long QT syndrome (LQTS).

*This study was supported by TUBITAK under 1003 Scientific and Technological Research
Projects Funding Program by project no: 2135194,



3 GIRIS VE AMAC

Kalp hastaliklar1 Tirkiye’de ve dinyada en fazla mortalite gdzlenen
hastaliklarin basinda gelmektedir. Kalitsal aritmiler ve edinsel aritmiler arasinda en sik
rastlanan Uzun QT Sendromu (UQTS), EKG 6l¢iimlerinde QT araligindaki uzama ve
T dalgasindaki abnormalite ile karakterize edilen bir kardiyak kanalopatidir (1). UQTS
klinikte en sik gorulen tipi olan UQTS Tip 1, kardiyak olaylar1 egzersiz, duygusal
stress ve hatta uyku hali tetikleyebilmektedir. Klinikte tespit edilerek literatiire
aktarilan 17 alt tipi bulunan UQTS, dominant ya da resesif olarak kalitilabilir (2).
UQTS’in en sik goriilen tipleri Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’tiir (3).

UQTS Tip 1 ile iliskili KCNQ1 geninde meydana gelen mutasyonlar, voltaj
kapili potasyum kanalinin fonksiyonunu bozarak, repolarizasyonda uzamalara sebep
olabilmektedir. Hasta kaynakli kardiyak hicrelerin elde edilmesindeki zorluklar ve
etik problemler nedeniyle insan hiicrelerinde c¢alismalar kisitli kalmistir. Ancak
UQTS’i modelleyebilen transgenik fare soylart bulunmaktadir (4-7). Pfeifer ve
arkadaglari, 2001 ve 2004 wyilinda yaptiklar1 c¢alismalarda, KCNQ1 geninde
olusturduklart iki farkli mutasyon ile transgenik aritmi fare modelleri
olusturabilmislerdir. Nokta mutasyonu olusturarak Urettikleri KcnglA340E/A340E
transgenik fareler ile knock-out stratejsi uygulayarak olusturduklart Kengl” farelerde,
QT, QRS ve diizenlenmis QT (QTc) paremetlerinde, vahsi tipe gore anlamli artig
g6zlemlenmistir. Hastaligin homozigot kalitildig1 Kengl™” farelerde, kardiyak defektin
yaninda, insandakine benzer olarak sagirlik ve hiperaktivite gozlemlenmistir. Bu
agidan Kcngl™ transgenik fareleri, klinikteki JLNS sendromunun fare modelidir.
Pfeifer ve arkadaslar1 tarafindan olusturulan transgenik fare soylari, ritim

bozuklugunun in vivo modellenmesine olanak saglamistir.

Embriyonik kok hicreler (EKH), blastosistlerinin i¢ hticre kutlesinden elde
edilen ve gelisimsel siiregteki tiim dokulari olusturma potansiyeline sahip hiicrelerdir.
Yuksek telomeraz ve alkalen fosfataz aktivitesi, sinirsiz boliinme kapasitesine sahip
olmalar1 en karakteristik ozelliklerindendir. EKH’ler, uygun sartlarda kiiltiire
edildiklerinde mezoderm, endoderm ve ektodermi olusturan 3 germ yapragindaki
hiicrelere farklilasabilme 6zelligine sahiptirler. Bunun yaninda yeniden programlama

teknolojisi sayesinde, somatik hticrelerden, blastosiste ihtiyag¢ duyulmadan EKH



benzeri, uyarilmig pluripotent kok hiicre (UPKH) elde edilebilmesi, etik problemleri
ortadan kaldirmistir. Hastaya 6zgii iiretilen UPKH’ler, birgok hastaligin in vitro
modellenebilmesine olanak saglamistir (8). Bu 0zellikleri sayesinde, pluripotent kok
hlcreler in vitro ortamda uygun kosul ve molekiiller ile kardiak htcreler dahil olmak

Uzere birgok 6zellesmis hiicre tipine farklilastirilabilmektedir (9).

EKH temelli hiicre transplantasyonu ¢alismalari, nérodejeneratif hataliklar ve
miyokard enfarktlst gibi rejenerasyon kapasitesi olmayan hiicrelerin kaybina bagl
olarak  gelisen hastaliklarin  tedavisinde  yonelik  kullamm  potansiyeli
degerlendirilmektedir. Ozellikle, literatiirde miyokard enfarktiis sonrasi hasarli
dokuyu yenilemeye yonelik, pluripotent kok hiicre ve bu hicrelerden koken alan

kardiyak progenitor ve kardiyomiyositlerin kullanildigi pre-klinik ve klinik ¢alismalar

ile in vivo kuguk-biiylik hayvan modelleri bulunmaktadir (10).

Bu tez calismasi kapsaminda; aritmi modeli olarak kullanilan Kcngl gen
mutasyonu transgenik farelerde, hiicresel tedavi yaklasimimin aritmi tedavisinde
kullanim potansiyelini degerlendirmek amaciyla, vahsi tip EKH’lerden farklilastirilan
kardiyomiyositlerin, transgenik fare kalplerine intramiyokardiyal enjeksiyonu
yapilmustir. Hicre transplantasyonu dncesi ve sonrasi alinan EKG 6l¢timleri, hiicre
enjeksiyonu yapilmadan, trakeostami ve torakatomi islemleri gerceklestirilmis “agma
kapama SHAM?” kontrolii ve transplante edilecek hicrelerin icerisinde bulundugu
tastyici soliisyonunun transplante edildigi “matrigel SHAM” kontrollerinden alinan
EKG verilerinin karsilastirmali analizleri yapilmistir. Kcngl geninde nokta mutasyonu
olusturmus  KcnglA340E/AS4E  fare  soyunda, EKH temelli  kardiyomiyosit
transplantasyonu sonrasi 4. ve 7. giinlerde alinan EKG verileri incelendiginde opere
edilen farelerin (n=10), %50’sinde QTc degerinde diisiis (n=5) goriilerek, hastalik
fenotipini iyilestirici etkisi tespit edilmistir. Farelerin, %20°sinde QTc degerinde artis
(n=2) gozlenirken, %30’unda QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit edilmistir.
Kengl geninde null mutasyonun bulundugu Kcngl” transgenik aritmi modeli
farelerde, hiicre transplantasyonu sonrast alinan EKG verileri incelendiginde, opere
edilen farelerin (n=10) %30’unda QTc degerinde kisalma (n=3) ile hastalik fenotipinin
tyilestirici etkisi gozlenmistir. Farelerin %40’inda QTc degerinde artis (n=4)
goriiliirken, %30’ unda QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit edilmistir. Kcngl™



transgenik aritmi modeli farelerin sahip oldugu giiclii hastalik fenotipi sonucu
operasyon sirasinda ve sonrasinda daha yiiksek mortalite gozlenmistir. SHAM kontrol
grubundaki farelerin operasyon dncesi ve sonrasi verilerinde anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Bunun yaninda deneysel ve cerrahi basamaklarin optimizasyonu igin
aritmi modeli transgenik farelere FEF hiicresi trasnplante edildiginde operasyon
sonrast QTc degerinin operasyon dncesine gore anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir. Bu
bulgu miyokard enfarktlis sonrasi goriilen fibrotik doku olusumu ve kalp ritim
bozukluklar ile koreledir. SHAM kontrol grubu verileri ile FEF transplantasyonu
sonrasit elde edilen veriler g6z Onlinde bulunduruldugunda EKH temelli
kardiyomiyosit transplante edilen hicrelerin kalp elektrofizyolojisini dizenleyici
yonde etkisinin olabilecegi ve bu etkinin kardiyomiyositlere 06zgii oldugu

diistiniilmektedir.

Hiicresel tedavinin elektrofizyolojik etkileri transplantasyon oncesi ve sonrasi
alinan EKG verileri ile degendirilirken, transplante edilen hticrelerin dokudaki
entegrasyonu ve canliligi immiinohistokimyasal boyamalar ile degerlendirilmistir.
Transplante edilecek hiicrelerin konak miyokardiyumdaki takibinin yapilmasi
amaciyla, transplantasyon Oncesi hicreler floresan 6zellikte bir boya olan Vybrant
CFDA-SE ile isaretlenmistir. Enjeksiyon sonrasi 14. giinde kalpten alinan kesitler
incelendiginde boyali hiicrelerin sinyalinin azaldigi goézlenmistir. Bu nedenle,
transgenik farelerin, hiicre transplantasyonu sonrasi 7. giine kadar takip edilmesi
uygun goriilmiistiir. Hiicre enjeksiyonu sonras1t 7. ve 14. glinde kalplerden alinan
kesitler kardiyak spesifik belirte¢ olan cTnT antikoru ile immiin boyamasi
yapildiginda enjeksiyon bolgesinde konumlanmis hiicrelerin c¢TnT Ureten
kardiyomiyositler oldugu tespit edilmistir. Ayrica enjeksiyon bdlgesindeki hiicrelerin
normal ¢ekirdek boyamalari, konak miyokardiyuma entegre olan hiicrelerin canliligini

isaret etmektedir.

Bu tez calismasi sonucu elde edilen veriler, UQTS Tip 1 fare modellerinde
hiicresel tedavi yaklasimi literatiirde ilk olarak degerlendirilmis ve hiicre
transplantasyonunun tedaviye yonelik iyilestirici etkileri tespit edilmistir. Ileriki
caligmalarda, daha fazla sayida deney hayvani, MRI ve MRI ve benzer ileri
gorlntiileme teknikleri kullanilmasi ve transplantasyon sonrasit uzun siireli takip

yapilabilir. Klinige yonelik ileri translasyonel ve biiyiik hayvan modellerinde



caligmalar ile aritmilerde yeni bir tedavi yaklagimi gelistirmeye yonelik c¢ikti

potansiyeline sahiptir.



4 GENEL BILGILER

4.1 Embriyonik Kék Hicre (EKH)

Embriyonik kok hicreler, embriyonun i¢ hicre kitlesinden elde edilen,
embriyonik gelisim siirecinde vuciittaki tim dokulart olusturma potansiyeline sahip
pluripotent hiicrelerdir (Sekil 4.1.1). Fertilizasyondan sonraki 5. giin bu hucreler,
blastosist ad1 verilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarina doniistirler. Blastosistin i¢ hiicre
kiltesindeki hticreler; 3 germ yapragindaki hiicrelere farklilasabilme yetenegine
sahiptir. Embriyonik hucrelerin, sinirsiz  boliinebilme ve kendi  kendini
yenileyebilmeleri karaktaristik Ozellikleri arasinda yer almaktadir (11). Bollinme

kapasiteleri, telomeraz aktivitelerinin yiiksek olmasiyla iliskilidir. (12).

Pluripotent hicrelerden, cesitli yontemler ile elde edilen hiicre hatlari, uygun
kosullar saglandiginda in vitro ortamda da pluripotent ozellikte kalabilirler. 1981
yilinda Evans ve Kaufman, erken donemdeki fare embriyosunun i¢ hiicre kitlesinden
ilk kez embriyonik kok hiicre elde etmeyi basarmislardir (13). Thomson ve arkadaslar
1998 yilinda, in vitro fertilizasyon yontemiyle elde edilen insan embriyosundan,
embriyonik kok hiicre elde etmislerdir (14).

Fare EKH’leri, mitotik aktiviteleri durdurulmus fare embriyonik fibroblast
(FEF) hiicrelerinin bulundugu ortamda Kkiiltiire edilir. Bunun yaninda 16semi
engelleyici faktor (LIF) varliginda farklilasmadan ¢ogalabilmektedirler. LIF, STAT3
sinyal yolagin1 aktive ederek hucrelerin pluripotent ozellikte kalmalarini
saglamaktadir. EKH’ler; Oct-4, Nanog, LIN28, SSEA-3, SSEA-4, Thy-1, CD9, CD24
gibi farklilasmayan hiicrelerin belirteclerini eksprese ederler. EKH’ler slispanse halde
kilture edildiklerinde embriyonik cisim (embryoid body) olusturabilirler. EKH’ler
kiilltir ~ ortaminda, kucik molekiller ve buylme faktorleri  yardimiyla,
kardiyomiyositlerin de  dahil oldugu bir¢ok Ozellesmis hiicre tipine
farklilagtirilabilirler (15).
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Sekil 4.1.1. Embriyonik kok hticre izolasyonu ve kiltird

4.2 Fare EKH Temelli Kardiyomiyosit Farklilasma Metodlar

EKH’lerin ii¢ germ yapragindaki hiicrelere farklilasabilme potansiyelleri
sayesinde, in vitro ortamda uygun kosullar saglandiginda EKH hiicrelerinden, birgok
hiicre hatt1 elde edilebilmektedir (16). Bu sayede, hiicresel elektrofizyolojiden protein
biyokimyasina kadar temel arastirmalarda kullanilabilecek cesitli hiicre hattina
kolayca erisim saglanabilmektedir. Kalitsal kalp hastaligi olan hastalardan elde edilen
pluripotent kok htcrelerin kardiyak hiicrelere farklilastirilmasi, hastaligin in vitro
modelleyebilmesine olanak saglamistir. Ancak kardiyak hastaliklarin, hiicre temelli
modellerinin  gelistirebilmesi i¢cin guvenilir farklilasma metodlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Son 10 yilda, pluripotent kok hiicre temelli kardiyomiyosit farklilagsma
metodlarinda gelisme kaydedilmistir (17). Bu sayede bu hiicrelerin, ¢ok g¢esitli
analizlerde kullanmak iizere yeterli miktarlarda ve saflikta tretilmesi mimkin

olmaktadir.

In vitro kardiyak farklilasmada, ilk gelistirilen ve yaygin olarak kullanilan
yotem embriyoid cisim (EB) yontemidir. EKH’ler, suspanse halde kultlre
edildiklerinde EB olarak adlandirilan ti¢ boyutlu hiicre gruplarini olusturma egilimi
gostermektedirler. L-Askorbik asit varliginda, kardiyak progenitorlerin proliferasyonu
artirtlarak kardiyamiyosit farklilagmasi indiiklenebilmektedir. Bunun yaninda, EB
yapisindaki hiicrelerin besiyeri igerisinde bulanan serum miktarlar1 degistirilerek
kardiyak farklilasma desteklenebilir. EB yapisini olusturacak baslangi¢ hiicre miktart,
EB’lerin kiiltiire edildikleri zaman dilimleri, farklilasma besiyerinde kullanilan FBS
icerigi, kullanilan biiylime faktdrleri gibi kardiyomiyosit farklilagmasii etkileyen

birgok parametre vardir. Kardiyak farklilasmanin erken dénemlerinde EB yapilarini



olusturan kardiyomiyositlerin boyutlar1 genellikle kiiciik ve yuvarlak oldugu
bilinmektedir (18). EKH temelli kardiyomiyositler olgunlasmaya basladiginda
uzayarak, miyofibril ve sarkomer yapilarini olustururlar. Miyokardiyal gelisimin erken
asamalarinda GATA-4, Nkx2.5, transkripsiyon faktorlerininin ekpresyonunun arttigi
bilinmektedir. Bunu takiben, atriyal natritiretik faktér (ANF), miyozin hafif zincir
(MLC), miyozin agir zincir (MHC), EKH kokenli kardiyomiyositler tarafindan
eksprese edilmektedir. Kardiyak farklilagsmanin 8.gliniinden itibaren kiltirde spontan
kasilmalar gozlenmektedir ve faklilasmanin ilerleyen dénemlerinde atim gozlenen
bolgelerin arttig1 bilinmektedir. Tamamen farklilasmis kardiyomiyositlerin atim1 dursa

da, in vitro ortamda haftalarca kiltiire edilebilirler.

EKH temelli kardiyak farklilasma, deksametazom, 5-aza, retinoik asit gibi
kicuk molekdller kullanilarak da indiiklenebilmektedir. Bunun yaninda Mummery ve
arkadaglar1, fare viseral endoderm hicreleri (END-2) ile EKH’leri ko-kultlre
ettiklerinde kiiltiirde kasilan kardiyomiyosit hiicreleri gozlemlemislerdir. Stromal
hiicrelerle yapilan kiiltiirler, kullanilan hiicre hattinin buylme ve farklilagsmalarini
destekleyici etkileri bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu hiicreler tarafindan tretilen
tanimlanmamis faktorler, EKH’lerin istenmeyen hiicre tiplerine farklilasmasim

etkileyebilir. (19)

Ekstraseluler matriksin (ECM), proliferasyonda ve farklilasmada gerekli
fiziksel sinyalleri saglamak iizere 6nemli gorevleri vardir. Kollejen ve fibronektin
ECM’leri, EKH hiicrelerini endotel hiicrelerine farklilasmasini indiiklerken; laminin,

EKH hicrelerinin kasilabilen kardiyak hiicrelere farklilasmasini destekler (20).

4.3 Kalp Gelisimi

Kalp, embriyonik dénemin yaklagik 19. giniinde mezoderm dokusundan
koken alarak gelismeye baslamaktadir. Mezoderm, biitliin doku ve organlarin
gelismesini saglayan 3 germ yapragindan biridir (21). Kalp kardiyojenik bolge adi
verilen embiyonun basinda bulunan bdlgeden gelismeye baslar. Bu bélgeye primer
kalp alan1 (first heart field) ad1 verilir. Kalp gelisiminin erken déneminde, kardiyak
progenitor hucreleri ve bunlardan kéken alan kardiyomiyosit hiicreleri NKX2-5 ve
GATAA4 transkripsiyon faktorlerini eksprese eder. Bunun yaninda kalp gelisiminin ilk
asamalarinda MEF (Myocyte Enhancer Factor) ailesine ait olan MEF2C



transkripsiyon faktoriinin, prekardiyak crestte homojen olarak cksprese edildigi
bilinmektedir (22). Ayrica, kardiyojenik mezodermin gelisiminde BMP ve FGF sinyal
yolaklarmin etkili oldugu bilinmektedir. Endodermden salgilanan kimyasal faktorler
ile kardiyojenik bolge kardiyojenik kordon yapilarini olusturur. Kardiyojenik
kordonlar gelisirken, icerisindeki lumenler de hizlica gelismeye baslar. Bu noktada
limenler endokardiyal kalp tiipleri olarak adlandirilir. Endokardiyal kap tiipleri
birbirine yaklasarak ilkel kalp tiipiinii olusturur. ilkel kalp tiipii trunkus arteriyozus,
bulbus kordis, ilkel ventrikdl, ilkel atriyum ve sinis venosus olmak Uzere bes farkli
yapiy1 olusturur. Truncus ateriosus ylikselen aort ve pulmoner arter yapilarina ayrilir.
Bulbus cordis sag ventrikulleri olusturur. Vaskilogenez endodermden salgilanan
vaskiler endotel bilyiime faktori (VEGF) ile tetiklenir. Ilkel kalp uzadikca
perikardiyuma katlanmaya baglar. Bunun sonucunda ana damarlar1 ve odalari yetiskin
kalbe benzer sekilde hizaya getirekcek S seklindeki yapiyr olusturur (Sekil 4.3.1). Bu
stire¢ embriyonik donemin 23-28. giinleri arasinda meydana gelir. Kalp gelisiminin ilk
sathalarinda olusan yapilarda endotel hiicreleri yogun olarak bulunurken, gelisimin 22.
giiniinde kalp tiipti kalin bir mezoderm tabakasi ile sarilir. Bu mezoderm tabakasina
epimiyokard adi verilir. Epimiyokard tabakasi; miyokardiyum, kardiyomiyositler
tarafindan olusturulan kardiyak jel ve epikardiyumu olusturur. Miyokardiyum tabakasi
kardiyomiyositlerce zengin kas dokusudur. Epikardiyum kan damarlari ve sinir

hicrelerince zengin bag dokudan meydana gelir (21).

Birinci aort
yay! arterleri

Trunkus
arteriyozus

Trunkus
arteriyozus
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Bulboventrikdiler
halka

Atriyum

Sinlis venozus
1.Umblikal venler
2.Vitellin venler
3.Ana kardinal venler

Birlesmemis
kardiyak tiipler

venozus

Sekil 4.3.1. insanda kalp gelisimi

Kalpte spontan kasilmalar embriyonik gelisimin 28. glnlnden itibaren

gorilmektedir. Kardiyak kasilmalar aktin filamentleirn miyozin filamentlerin
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tizerinden kaymasi ile gergeklesir. Kasilma ile ilgili proteinleri kodlayan MHC ve
MLC gibi birgok gen ile troponin-tropomiyozin kompleksinin gelisimin bu
asamasinda karakteristik ekspresyon paterni vardir. Ornegin; MHC, MLC2a, kardiyak
aktin ve kardiyak troponin | ekpresyonunun caudal bolgede sefal bdlgede daha fazla
iken BMHC’nin resiprokal bolgeye dogru ekspresyonunun arttigi bilinmektedir.
MLC’nin diger isoformlari, aktin, troponin, tropomiyozin ve tropomodulin

ekspresyonlarinin  miyokardiyum boyunca heterojen bir dagilim gosterdigi
bilinmektedir (23).

4.4 SA Nodu, AV Nodu ve Kalpte Elektriksel Akimin Iletilmesi

Kalbin kasilmas1 kardiyomiyositlerde aksiyon potensiyelinin olusmasi ile
baglar. Sinoatriyal nod olarak adlandirilan bolgedeki 6zellesmis hiicreler, kasilma
ozelliklerini kaybedip spontan depolarize olabilme yetenegi kazanmislardir.
Sinoatriyal noddaki hiicreler tarafindan olusturulan aksiyon potansiyeli, sag
atriyumdan atriyoventrikiiler noda ulasir. Depolarizasyon dalgasi, oluklu baglantilar
araciyligiyla miyokardiyumdaki diger kardiyomiyositler arasinda yayilir. Dalganin
yayilimi, ventrikiillere ulasmadan 6nce atriyventrikiiler bolgede bulunan fibréz doku
sayesinde duraklatilir. Atriyoventrikiiler diigiimden baslayan ve 6zellesmis hiicreleri
barindiran His demetleri, depolarizasyon dalgasinin ventrikiil i¢erisinde dagilmasini

saglar (24).

Kardiyomiyositlerin kasilmalari i¢in uyarilmasi Na® kanallari sayesinde
gergeklestirilir. Aksiyon potansiyelinin ilk sathasinda es zamanli olarak digar1 K*
akimi ve Na* iyonunun i¢eri alimi meydana gelir. Bu iyon degisiminde Na iyonu daha
baskin oldugu i¢in hiicre i¢i ve dis1 arasinda potansiyel fark meydana gelir ve merman
potansiyeli -60mV’dan, -40 mV’a ulasir (Sekil 4.4.1). Depolarizasyon dalgasi
kardiyomiyosit hiicrelerinde sarkolemma boyunca iletilir ve L tipi Ca*? kanallarinin
agilmasini saglar. Bu kanallar Na" kanallarinda oldugu gibi depolarizasyonla agilip
kapanir. Ancak kanalin acilip kapanma kinetigi sodyum kanalina gore daha yavastir.
Kalsiyum kanallar1 acildiginda Ca*? iyonlarinin hiicrenin igine akis1 gerceklesir. Buna
bagli olarak sarkoplazmik retikulumdaki ryanodine reseptor Ca*? kanali (RyR)
actlarak sarkoplazmik retikulumdan Ca*? iyonlarinin sitozole salmimi gergekleserir.

Ca*? iyonlar1 troponine baglanarak kasilmayi baslatir. Bu safhada Ik kanallarmin
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inaktivasyonu nedeniyle potasyum ¢ikisi azalir. Ayrica bu safhada agik K* kanallari
araciligr ile potasyum iyonlarmin disar1 ¢ikisi gergeklesir. Ve bdylece membran
potansiyeli pozitif bir degerde sabitlenir. Sathanin sonunda kalsiyum kanallar1 kapanir
ve hiicreye depolarize edici akimin girisi 6nlenerek hiicrenin repolarizasyonuna
yardimct olunur. Aksiyon potansiyelinin 3. sathasindan yavas ve hizli disa rektifiye
edici potasyum kanallart (lks, Ikr ) sorumludur. ks ve lkr kanallar1 depolarizasyon ile
acilarak yaklasik -55mV zar potansiyeli ile kapanir. Membran repolarizasyonunun
sonlandirilmasindan ve dinlenme zar potansiyelinin yeniden olusturulmasindan Ik

kanalinin ge¢ aktivasyonu sorumludur (25).

(disan) (igeri), K (disan)
-lio12  (gegici disadogru ) - Iks ( yavas K dogrultucu)
- Ica1 (uzun Ca)

+52mV 1 :2

(disan)
- ks (yavas K dogrultucu)
“ kg (izh K dogrultucu)
=k (iceri dogrultucu)

(igeri)

=Ina (hizh) O 3

96 mV —J

I1 (ieri dogrultucu)

200 ms

Sekil 4.4.1. Aksiyon potansiyel grafigi
4.5 Elektrokardiyografi

Elektrokardiyografi bilimi, galvanometre cihazinin icat edilip Hollandali
fizyolog Wilhelm Einthoven tarafindan 1903 yilinda insanlar tizerinde kullanmasiyla
tibbi arastirma alananina sokulmasi sayesinde baslamistir. O donemden bu yana EKG
kayd: alirken kullanilan derivasyon sayist 3’ten 12’ye ylikselmistir ancak temel
prepsipleri degismemistir. EKG, miyokard hiicrelerinin es zamanli depolarize ve
repolarize oldugunda viicut yiizeyinde meydana gelen voltaj gradaynini 6lgen bir
sistemdir. Kardiyak patolojinin saptanmasi kalbin elektriksel aktivitesini etkileyecek
tedavilerin tespitinde invazif bir yontem olmamasi ve goreceli olarak diisiik maliyetli
olmasi nedeniyle siklikla kullanilan bir tekniktir (26).
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EKG kaydi almak i¢in kollara bacaklara ve gogiise elektrotlar yerlestirilir. TUm
elekrodlar kablolar ile EKG kayit cihazina baglidir. Cihazin hareketli ignesi sicaklik
degisimine duyarhidir. Alinan veriler 6zel bir kagida kaydedilir. EKG cihazlarinda,
kagidin donme hiz1 saniyede 25mm oldugundan, ince ¢izgiler arasi 0.04 saniyeye ve

kalin diisey ¢izgiler aras1 0.20 saniyeye karsilik gelmektedir (27).

EKG kayit sisteminde ekstremite ve g6giis elektrodu olmak tizere 2 ¢esit elektrot
bulunmaktadir. 12 derivasyonlu bir EKG kaydinda, derivasyonlarin 6 tanesi kol ve
bacak ekstremiteleri, 6 tanesi gogiis derivasyonuna aittir. Gogiis derivasyonundan
alinan kayitlar horizontal planda degerlendirilirken, ekstremite derivasyonundan
alinan kayitlar frontal planda degerlendirilir. GOgus derivasyonlarma “V
derivasyonlar’” da denmektedir (28). Ekstremite derivasyonlari da kendi igerisinde
bipolar (1, I, 111) ve unipolar (aVR, aVL, aVF) olmak lzere ikiye ayrilir. Bipolar
derivasyonlar iki ekstremite arasindaki elektrik potansiyel degisimini dlger. Unipolar
derivasyonlar ise, tek konumlu bir elektrodun voltajini dlger. Sag kolun voltajini aVR,
sol kolun aVL, sol bacagin voltajin1 aVF derivasyonu olcer. Frontal ve horizontal
elektorotlar kardiyak aktivitenin Ug¢ boyutlu yapisini yansitmaktadir (29). EKG
derivasyonlarinda depolarizasyon dalgas1 pozitif kutba dogru yayiliyorsa dalgalar
pozitif defleksiyon, negative kutba dogru yayiliyorsa negatif defleksiyon olarak
kaydedilir (Sekil 4.5.1).

PAAL L
o
al

Sekil 4.5.1. EKG’de gozlenen negatif ve pozitif derivasyonlarin figiirsel gosterimi
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EKG olgumlerinde P dalgasi, atriyumdaki htcrelerin depolarizasyonunu
yansitir. Uyari, sinus diigiimiinden ¢ikarak 6nce sag atriyum sonra Sol atriyuma ulasir.
Bu nedenle P dalgasiin ilk bolimii sag atriyumun, diger boliimiini sol atriyumun
depolarizasyonunu gosterir. P dalgasi I, II, V5 ve V6 derivasyonlarinda pozitif iken

aVR’de negatiftir.

QRS kompleksi, ventrikiiler deplarizasyonu yansitir. Depolarizasyon dalgasi
endokardiyumdan epikardiyum ve apekse dogru yayilir. Ventrikiiler depolarizasyon,
3 asamada gerceklesir. ilk asamada ventrikiiller septum depolarize olur. Ikinci
asamada, sag ve sol ventrikiil es zamanda depolarize olur. Sol ventrikiil sag ventrikiile
gore kalin olmasi nedeniyle, sol ventrikiil depolarizasyonu sag ventrikiiliinkini
baskilar. Ventrikuler depolarizasyonun (glincii asamasinda sag ve sol ventrikiil
duvarlari depolarize olur. Bu {i¢ agsamaya ait depolarizasyonlar, farkli derivasyonlarda
farkli QRS kompleksleri olusturur. Genellikle I, V5, V6 derivasyonlarinda QRS
kompleksi pozitifken aVR ve V1 de negatiftir. Kilo, kalbinin pozisyonu nedeniyle

gogiis ve ekstremite derivasyonlarinda farkli QRS kompleksleri olusabilir.

T dalgas1 kardiyomiyositlerin repolarizasyonuyla meydana gelmektedir.
Yetiskinlerde T dalgasimnin siiresi 0.10 ile 0.25 ms arasindadir. T dalgas: farkl
derivasyonlarda farkli sekilde goriilebilmektedir. Bifazik, sivri, yass1 morfolojide T
dalgasi gozlenebilir. T dalgast; I, V5, Ve derivasyonlarinda genellikle pozititken, aVR
ve V1 derivasyonlarinda negatiftir. T dalgasinmi izleyen U dalgasi, her zaman
gorilmemektedir. U dalgast ventrikiiliin i¢indeki iletim sisteminin yavas
repolarizasyonunu yansittig1 diisiiniilse de dalganin olugsma nedeni tam olarak

bilinmemektedir.

QT araligi, ventrikiler depolarizasyon ve repolarizasyon icin gecen toplam
stireyi gosterir. QT araligi, QRS kompleksinin baslangicindan T dalgasinin sonuna
kadar gegen surenin olctilmesiyle belirlenir. Normal kosullarda QT araligi; cinsiyet,
yas ve kalp atim hizi1 gibi etmenlere bagl olarak farklilik gostermektedir. Belirli bir
kalp hiz1 icin gereken normal QT aralifin1 Ongerebilmek i¢in c¢esitli formiiller
bulunmaktadir. Bu formiillerden en sik kullanilan1 Bazett formiiliidiir (25). Kalp hizina
gore dizeltilmis QT aralig1 bu formiile gére; QT araliginin RR araliginin karekokine

boliinmesiyle hesaplanir. (30).
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Sekil 4.5.2. EKG grafigi ve QT araliginin gosterimi

4.6 1In vitro Elektrofizyolojik Olctimler

4.6.1 Coklu elektrod dizileri (MEA)

Coklu Elektrod Dizileri (Multi Electrode Array, MEA), igerdigi elektrotlar
sayesinde kardiyomiyositlerin alan potansiyelleri ve ve aksiyon potansiyeli
degisimlerini incelemeye olanak saglar. Kardiyomiyositin aksiyon potansiyelindeki
anlik degisim, hucrelere temas eden elektrotlar yardimiyla hiicre dis1 alan
potansiyelindeki dalgalanmalar olarak kayit edilebilmektedir. Hiicreler tarafindan
iretilen aksiyon potansiyeli tek katli hiicreler boyunca ilgili elektroda gore yayilirken
alan potansiyelinde meydana gelen degisim MEA tarafindan olgilir (31, 32). MEA
sistemi ile 6lculen alan potansiyeli, kalbin elektrofizyolojik degisimini 6lgen EKG

sinyali ile benzemektedir (32).

4.6.2 RTCA xCELLigence CardioECR

RTCA xCELLigence CardioECR sisteminde bulunan alan potansiyeli ve
empedans elektrotlar1 sayesinde, kardiyomiyositlerin, elektriksel uyarimlar1 ve
kasilma aktiviteleri ol¢iilebilmektedir. MEA sitemlerinden farkli olarak empedans
elektrotlart ile kardiyak kiiltiirdeki canlilik orani goriilebilmektedir. CardioECR
sistemi, kasilabilen kardiyomiyositlerin, elektrofizyolojik ozelliklerinin hicresel
boyutta analizine olanak saglar. Farmokolojik ajanalarin ve hedef molekullerin

pluripotent kbkenli kardiyomiyositler tizerindeki etkileri incelenebilmektedir (31, 33).
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4.6.3 Ca*? goruntileme

Kalsiyum goruntuleme, hiicre igindeki kalsiyum degisimini goriintiilemek i¢in
kullanilan bir tekniktir. Kardiyomiyositlerin aktiviteleri hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon
degisimi ile gergeklesmektedir. Hiicre depolarizasyon durumundayken hiicre dig1 Na*
iyonu konsantrasyonu yiiksektir. Sinyal ile birlikte hiicre digindaki Na* iyonlarinin
hiicre igine girisi gergeklesir. Iyonlarin degisimi ile meydana gelen potansiyel fark
nedeniyle Ca*? kanallar1 agilarak hiicre icerisine Ca*? iyonlar1 girer. Hiicre ici
kalsiyum, sarkoplazmik retikulumdaki Ca*? rezervleri bosalarak kasilma gerceklesir.
(34). Kardiyomiyositlerin aktiviteleri Ca*? iyonuna, bagli olmasi nedeniyle Ca*?
goruntileme yontemleri, kardiyomiyositlerin incelenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fura-2, Rhod-2, Indo-1veya Fluo-4 gibi kalsiyum degisimine duyarli

sentetik boyalar ticari olarak bulanmaktadir. (35).

4.7 Kardiyak Aritmiler

Aritmi, kardiyak kasilma yolagindaki primer patolojiden veya diger
organlardaki abnormaliteler sonucunda meydana gelebilmektedir (36). Kardiyak
aritmiler; hiza, mekanizmaya, siireye veya aritminin kaynaklandigi bolgeye gore
siniflandirilabilir. Bazi aritmiler klinik olarak hi¢bir 6neme sahip olmadigr halde,
bazilar1 yapisal kalp bir hastaliginin gostergesi olabilir. Aritmiler, fel¢ gibi
komplikasyonlara yatkinligin artmasina, hemodinamik paremetrelerin bozulmasina ve

kardiyak arrest gibi ciddi sonuglara neden olabilir (37).

4.7.1 Atriyal aritmiler

Atriyal aritmiler; aritminin koken aldig1 bolgeye ve mekanizmasina, etiyolojik
ve elektrofizyolojik ozelliklerine gore sinflandirilirlar. Atriyal erken vurular; ileri
yasglarda ve yapisal kalp hastaligi bulunan kisilerde daha siklikla gorilmektedir.
Hastalarin EKG verilerinde sinus ritminden once olusmus bir P dalgasi
gozlenmektedir. Bu hastalarda PR araligi normale gore uzundur. Atriyel erken vuru
gorilen hastalarda, tedavinin ilk asamasi beta blokdér uygulamasidir. Ancak
atriyoventrikiiler blok olusmast durumunda semptomlar siddetlenebilir. Bu

durumlarda siif 1C anti aritmik ilaglarin kullanilmasi gerekmektedir (38).

16



Bir bagka atriyal aritmi ¢esidi olan sinus tasikardisi; egsersiz, ates, anksiyete
gibi fizyolojik stress durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil4.7.1). Hipotansiyon ve
anemiye sahip hastalarda sinus tasikardisi goriilebilmektedir. Supraventrikiler
tagikardiler arasindan sinus tasikardisinin ayirt edilmesi Onemlidir. Hastaligin
semptomlar1 bas donmesi, senkop, carpintidir ¢ogu zaman sinus tasikardisi viral

hastaliklara bagli olarak meydana gelmektedir. (39).

% B (AP SN BN NN BN BT IAR g

Sekil 4.7.1. Siniis tagikardisi EKG grafigi

Atriyal fibrilasyon, siklikla karsilasilan sitirekli aritmi tipidir. Yapisal
hastaliklar, diabet ve miyokardiyal enfarktis atrial fibrilasyona neden olabilmektedir.
Atriyal fibrilasyonda, atriyumun aktivasyonu hizli ve diizensizdir. Hizli atriyal
aktivasyona olusturulan ventrikiiler yanitlar diizensizdir (Sekil 4.7.2). Hasta, tedavi
edilmedigi durumda, hastahgmn seyri kotilesebilmektedir. Atriyal fibrilasyonun
tedavisi, hastaligin etiyolojisi ve semptomlarina baglidir. Hemodinamik olarak stabil
olmayan hastalarda, kardiyoversiyon hastaligin tedavisinde etkilidir. Bunlarin yaninda
atriyal firilasyon tedavisi i¢in radyofrekans, katater ablasyonu gibi cerrahi yontemler
de bulunmaktadir (40, 41).

l‘ J. i .r T | '
b b L

Sekil 4.7.2. Atriyal fibrilasyon EKG grafigi

4.7.2 Ventrikiler aritmiler

Ventrikuler aritmiler genel olarak, hicresel diizeyde normal olmayan
elektrofizyolojik degisimler sonucunda meydana gelmektedir (42). Hucre diizeyinde
transmembran 0Ozelliklerin degismesi, iletim bloklarina neden olabilir. Bunun

sonucunda ventrikiler aritmiler tetiklenebilir (43). Fibrozis, hiicresel baglantidaki
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kesintiler nedeniyle miyokardiyal fiberlerde meydana gelen yapisal anormallikler,
kalpte, yavas iletime veya bloklara neden olabilmektedir (44). Ventrikiiler tasikardi
EKG o6liigiimlerinde genis QRS komplekleri gorilmektedir (Sekil 4.7.3).

AN N N A A /\ /\ |
AnEEd R AR R e
i e

Sekil 4.7.3. Ventrikiiler tagikardi EKG grafigi

Ventrikiiler tasikardi, monomorfik ve polimorfik olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. Monomorfik ventikuler tasikardinin en yaygin sebebi, yapisal kalp hastaliklar
ve miyokart enfarktiisiine bagl defektlerdir. Enfarktiis sonrasi olusan yara dokusu,
elektriksel iletimi bloklayarak aritmiye yol agmaktadir (45). Monomorfik ventrikiler
tasikardiye sahip hastalarin kalp ritimleri, polimorfik ventrikiiler tasikardi hastalarina
gore daha organizedir. Bu nedenle monomorfik ventrikiiler tagikardi hastalari, normal
hemodinamik durumlarin1 koruyabilmektedirler (46). Monomorfik ventrikller
tasikardi, dinlenme halinde gozlenir ve siirekli degildir (47). Yapisal kalp hastaligina
bagli olmayan ventrikiiler tagikardilerin seyri genellikle daha ciddidir. UQTS disinda,
asemptomatik sirekli olmayan ventrikiiler tasikardiye uygun bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir (48).

Polimorfik ventrikiiler tasikardi; genellikle akut iskemi, miyokardit, QT
araligindaki degisikler sonucunda meydana gelebilmektedir. Hastalik, EKG’de QT
araliginin uzamasi ile karakterizedir. QT uzamasi, kalitsal veya sonradan kazanilmis
olabilir. Sonradan kazanilan QT uzamasi, genellikle ila¢ toksisitesi veya elektrolit
anormalliklerinden kayanaklanabilir veya miyokart iskemisinin bir sonucu olarak
meydana gelebilir (49). Katekolaminerjik ventrikiiler tasikardi (CPVT), adrenerjik
stres ile tetiklenen, kalitimsal polimorfik ventrikiiler tasikardi ¢esididir (50). CPVT,
kardiyak Rayonodin reseptor geninde (RYR2) veya kardiyak Calsequestrin geninde
(CASQ2) meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. RyR2 genindeki
mutasyonlar otozomal dominant patern ile kalitilirken, CASQ2 genindeki mutasyonlar
otozomal cekinik Ozellikte kalitilir. Her iki gen, eksitasyon-kontraksiyon eslesmesi
icin gerekli kalsiyum iyonlarinin sarkoplazmik retikulumdan salinmasinda gorevlidir

(51). Artan kalsiyum salinimi, diastol evresinde hiicre igindeki pozitif yiikiin artmasina
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neden olur. Bunun sonucunda depolarizasyon gecikerek ventrikiiler tasikardi meydana
gelir (Sekil 4.7.4).

Phpladplbd iyl

Sekil 4.7.4. Katekolaminerjik ventrikiiler tasikardi EKG grafigi

CPVT hastalarinda, stres durumunda veya egzersiz halindeyken senkop, hatta
ani olumler gozlenmektedir. Semptomlar genellikle pediyatrik dénemde ortaya
cikmaktadir. Hastalik adrenerjik uyaranlar tarafindan tetiklediginden, tedavi igin
oncelikle beta blokorlere bagvurulmaktadir. Ancak beta blokorlerin uygulama dozu
konusunda dikkat edilmelidir. Yiiksek doz beta blokér uygulamasi 6limcul aritmilere
yol acabilmektedir. Beta blokarler ile birlikte verapamil gibi kalsiyum kanal blokoérleri
kullaniminin etkili oldugu literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir (52, 53). Ayrica
tedavi slrecinde, flecainide gibi kardiyak ryanodine reseptor temelli kalsiyum
salinimin1 inhibe eden ajanlarin kullanildigi bilinmektedir. Molekiiler defektin
dogrudan hedeflendigi bu tedavi yaklagimi, hastaligin ilerleyisi acisindan etkili oldugu
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (54). Bunun yaninda aile hikayesinde ani 6lim
gozlenen yiiksek risk tasiyan CPVT hastalarinda, kardiyoverter defibrilator

implantasyonuna bagvurulmaktadir (55).

4.8 UQTS ve Alt Tipleri

EKG grafiginde QT araligi, depolarizasyon ve repolarizasyon evrelerini
gostermektedir. Bir¢ok iyon kanalinin etkilesimi, aksiyon potansiyel suresini
belirlemektedir. Repolarize edici, K" akimindaki diistisler veya depolarize edici Na*
ve Ca*? akimlarindaki artiglar, QT araliginin uzamasina neden olabilir. Kardiyak iyon
kanalinin alt tinitesini kodlayan genlerde veya kanal fonkisyonunu modifiye eden
adaptor proteinlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu kalitsal UQTS’e neden

olmaktadir (56).

UQTS’a sahip erkeklerde diizeltilmis QT aralig1 (QTc), 440ms’dan fazla iken
bu sendroma sahip kadinlarda 460-480ms araligindadir. UQTS’a sahip hastalarin

cogunda QT aralig1 nadiren normal sinirdadir. Erkek hastalarin %80’inden fazlasi ilk
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kardiyak olaylarini 20’li yaslarda yasarlar. Bu nedenle bu hastalarda ylizme ve benzeri
egzersizler smirlandirilmalidir. Ozellikle ailede, cocukluk ve ergenlik déneminde
aciklanamayan bayilmalar veya ani kardiyak oliimler gozlenmis ise UQTS’den
stphelenilmelidir. Bugline kadar UQTS ile iliskili 17 farkli gen mutasyonu oldugu
rapor edilmistir (57). Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 bunlardan en sik goriilenleridir.

UQTS Tip 1 ile iliskili KCNQ1 geni, 404 kb uzunlugunda olup kromozom
11°in p15.5 kolunda bulunmaktadir. Bu gen, voltaj kapili potasyum kanalinin alfa alt
unitesini kodlar (58). Her bir alt tinite 6 transmembran segment igerir (S1-S6). KCNQ1
geninin kodladigr 4 alt iinite, KCNE1 geninin kodladigi beta alt iiniteleri ve Yotiao
proteinleri ile bir araya gelerek gelerek yavas potasyum kanali olarak adlandirilan Ks

kanalin1 meydana getirirler (Sekil 4.8.1).

KCNQ1 KCNE1
VSD Por bélgesi

l |

s3

COOH
COOH

Sekil 4.8.1. KCNQI iyon kanalinin hiicre membranindaki yerlesimi

Potasyum kanalinin S1-S4 segmentlerinin voltaj sensér domain islevi
bulunmaktadir (59). KCNQ1’in S4 heliksi, pozitif yiiklii aminoasitleden olusur ve
membran voltajin1 algilayarak kanalin agilabilirligini kontrol eder (60). Kanal
dinlenme halindeyken pozitif ytklu yan zincirler, membranin intraseluler bolgesine
daha yakin konumlanmaktadir. Depolarizasyon siliresince membranin elektrik
alanindan ekstraseliiler bolgeye dogru efektif ylk hareketi, voltaj sensor domaindeki
bir dizi konformasyonel degisim ile kanalin agilmasi saglanir (61). Kanalin por kismi1

korunmus aminoasitleri i¢eren 2 adet transmembran segmentten (S5 ve S6) olusur (62,
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63). KCNQL1 proteini, kanalin acilip kapanmasi, bir araya gelmesi ve taginmast igin
onem tastyan biiyiikk COOH terminaline sahiptir. COOH terminali, dort amfipatik alfa
heliks, sarmal ve temel aminoasit kimelerinden meydana gelir. A ve B proksimal
helikslerinde kalmodulinin baglanabilecegi bolgeler bulunurken, heliks C ve heliks D
tetramerizasyondan sorumludur (64). Heliks C, KCNE1’1n distal COOH teminali ile
etkilesim halindedir. Helix C, KCNE1’in COOH ucu ile etkilesim halindedir. Ayn1
zamanda Heliks C’nin kanalin a¢ik konformasyonunun stabilitesini arttiran PIP2
(fosfatidil-nositol-4,5-bifosfat) modilasyonu igin de 6nemli bir rolii oldugu tahmin
edilmektedir. KCNQ1’in karboksil ucuna yakinda yer alan bir domain de alt birimlerin
baglanma Ozgilliginden sorumludur. Bu bolgedeki bir delesyon, kanal alt
birimlerinin diizgin bir araya gelmesini engeller. Karboksil terminal kuyrugundaki
6zgun bir 16sin fermuar motifi, PKA (protein kinaz A) ve PP1 (protein fosfataz 1)
proteinlerini, AKAP9 (A-kinaz baglayici protein 9) araciligiyla KCNQ1 kompleksine
baglamaktadir.

UQTS’in 17 tipi arasindan, Tip 1 en sik gorilenidir (65). UQTS’e sahip
hastalarin %40-50’sinde KCNQ1 proteininin sentezlenmesinden sorumlu KCNQ1
geninde mutasyon bulundugu bilinmektedir. WGA veri tabaninda, ¢ogunlugu
missence (kayip) olan 250°den fazla KCNQ1 gen mutasyonu oldugu bilinmektedir
(66). KCNQL1 geninde en fazla goriilen mutasyonlar tek niikleotit degisimleri veya S1-
S6 transmembran domaininde meydana gelen kiigiik boyuttaki insersiyon ve
delesyonlardir. Bu mutasyonlarin, multimerik potasyum kanali iizerinde farkl etkileri
olabilir. Mutant ve vahsi tip protein alt iiniteleri bir araya geldiginde, islevi olmayan
iyon kanalimin meydana gelmesine neden olur. Bu durum iyon akimi {izerinde
dominant negatif etki olusturabilir. Bunun yaninda, mutant alt Unitedeki bir araya
gelme ve iletimde meydana gelen defektler nedeniyle alt {initeler dogru bir sekilde
taginamayabilir veya tetramerik kanal olusturulamayabilir. Bu durumun meydana
getirdigi net etki, kanal fonksiyonunda %50’den az azalmadir. Bu etkiye
haploinsufficiency denir.

KCNQL1 genindeki mutasyonlar sonucu, kardiyak aksiyon potansiyelinin plato
fazinda, disar1 dogru potasyum iyon akimini azalir. Bunun sonucunda, kanal daha uzun
stire acik kalir ve ventrikiiler depolarizasyon gecikerek QT araligi uzar (56). Bu

gendeki mutasyonlarin tipi, mutasyonun bulundugu spesifik bolge ve mutasyonun
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meydana getirdigi fonksiyonel bozuklugun derecesi, UQTS Tip 1’in klinik fenotipinin
seyrinde Onemli rolii vardir (65). KCNQI1’in transmembran baglayict ve por
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar, COOH terminalinde meydana gelen
mutasyonlara gore daha ciddi kardiyak olaylara neden oldugu bilinmektedir (67, 68).
Transmembran mutasyonuna sahip UQTS’li hastalarin, C terminalinde mutasyon
bulunan hastalara kiyasla daha uzun diizenlenmis OT araligina sahip oldugu ve daha
yiiksek T dalgas1 alterasyonu goriildiigli belirtilmistir. Ayrica bu hastalarda senkop,
kardiyak arrest veya ani kalp 6lumleri daha sik goriilmektedir (68). Bunun yaninda
transmembran mutasyona sahip UQTS’li hastalarin ilk kardiyak olaylart 15 yasindan
once gergeklesirken, C terminal mutasyona sahip hastalarin sadece yarisinda bu
durumun 15 yasindan once goriildiigii bilinmektedir. Litertlirde kayip mutasyonlar,
sitoplazmik-loop mutasyonlari, por mutasyonlar1 ve baz1 A341V gibi spesifik nokta
mutasyonlarina sahip hastalarin daha uzun QT araligi ile iligkilendirildigi ve bu
hastalarda kardiyak olay goriilme riskinin arttig1 belirtilmistir. Bunlara ek olarak sessiz
mutasyonlar UQTS Tip 1 sendromunun fenotipini etkileyen 6nemli genetik faktorden
biridir (69). Genetik temeli olan UQTS’li hastalarinin yaklasik %30’u, dinlenme
halindeyken normal QT uzunluguna sahiptir. Sessiz mutasyon tasiyan bu hastalarda
yasami tehtit eden Kkardiyak olay gorulme riski diisiik olmasina ragmen normal
diizenlenmis QT degerine sahip bu kisilerin, kardiyak hastaliklardan etkilenmeyecegi
diistiniilmemelidir (70). Goriiniiste saglikli olan ve sessiz mutasyon tasiyan hastalarda,
Ozellikle duygusal stress ve egzersiz sirasinda Gliimciil aritmilerin goriilebilecegi

bircok Kklinik ¢aligsma ile gosterilmistir (71-73).

UQTS Tip 2, KCNH2 geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu
olusabilmektedir. KCNH2 geni, voltaj kapili potasyum kanalinin alfa alt tinitesi
Kv11.1°1 kodlar. Tek bir Kv alt Gnitesi sitozolik amino ve karboksil terminalleri ve 6
adet alfa helikal transmembran segmetlerinden olusur. 4 adet Kv11.1 alfa alt unitesi
ile KCNE2 geninin kodladigi MiRP1 alt iinitesi bir araya gelerek hizli aktive olan
gecikmis dogrultucu potasyum akiminin (lk) iletimini saglayan tetramerik iyon
kanalin1 meydana getirir. Kanalin voltaj sensér domaini S1-S4 segmentlerinden

meydana gelirken, por domaini S5 ve S6 domainlerinden meydana gelmektedir.

KCNH2 geninde gorilen mutasyonlar, Ik akiminda diisiise neden olur. Akimda

meydana gelen diisiis, mutasyonun tiirtine gore degisiklik gosterir. Haploinsufficient
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mutasyonlar, etkilenen allelde fonksiyon kaybina neden olur. Dominant negatif
mutasyonlar ise, etkilenen allelde fonksiyon kaybina yol acarak Kv11.1 proteinini
kodladig1 normal veya vahsi tip allelin fonsiyonuna negatif olarak etki eder. Por
bolgesinde bulunan UQTS Tip 2 dominant negatif mutasyonlari, lxr akiminda %70 gibi
ciddi azalmaya sebep olur. Bu tip mutasyona sahip UQTS tip 2 hastalari, aritmik
olaylar agisindan daha fazla risk tagimaktadir (74). UQTS tip 2’ye bagh Kv11.1’de
meydana gelen mutasyonlar, dort sinifta toplanabilir. Sinif 1 mutasyonlar, Kv11.1 alfa
alt Gnitelerinin sentezi ve iletimini olumsuz yonde etkiler. Sinif 2 mutasyonlar, Kv11.1
proteinlerinin hlicre membranina iletilmesinde etkilidir. Ayrica bu mutasyonlar,
Kv1l.1 proteinlerinin katlanma etkinligini diisliriir ve hiicresel kalite kontrol
mekanizlarinda, proteinin endoplazmik retiklumda kalmasina neden olup, membrana
iletilmesi engeller. Smif 3 mutasyonlar, Kv11.1 kanal kapilamasmi, smif 4
mutasyonlar da K* iyonlar1 gegisini negatif olarak etkiler (75, 76). KCNH2
mutasyonlariin yaklasik %40’1 anlamsiz mutasyon, ¢erceve kaymasi, insersiyon,
delesyon veya duplikasyonlardir. UQTS Tip 2 mutasyonlarinin %60°’1 amino asit

kodonlarin1 degismesine neden olan tek niikleotit mutasyonlaridir.

UQTS vakalarinin %7-10 Tip 3’e aittir ve 3. kromozomda bulunan SCN5A
geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusur. SCN5A geni, Nav1.5 sodyum
kanalinin alfa alt {initesini kodlar. Sodyum kanallari, elektriksel potansiyeli olan
hlcrelerin birgogunda aksiyon potansiyelin baslangi¢ fazindan sorumlu voltaj kapili
membran proteinleridir (77). Kanal, depolarizasyon boyunca kisa siire agik kalir ve
aksiyon potansiyelinin baglamasi ve iletilmesi i¢in hizlica inaktive olur. UQTS Tip 3
ile iliskili mutasyonlar, Na* kanalinin dogru zamanda kapanmasini engelleyen,
fonksiyon artigina neden olan mutasyonlardir.Bu mutasyonlar, aksiyon potansiyelinin
ikinci fazinda sodyum iyonlarinin siirekli hiicre i¢ine girmesine ve bunun sonucunda
da repolarizasyonun uzamasina neden olur. Repolarizasyonun uzamasi QT araliginin,
EKG grafiginde uzamasi ile sonuglanir. UQTS Tip 3 hastalarinda, QT araliginin
uzamasini yaninda ST segmentinde elevasyon da g6zlenmektedir. UQTS Tip 1 ve Tip
2’ye gore UQTS Tip 3’e sahip hastalarda daha uzun diizenlenmis QT araligi
g6zlenmektedir (78). Hastalarin %60’inda dinlenme ve uyku halinde ani kardiyak
6lum gb6zlenmektedir. Hastaligin tanisi, elektrokardiyografik bulgular ve aile

hikayesine gore konulabilmektedir. UQTS tedavisinde genel olarak kullanilan beta

23



blokdrlerin, kalp ritmini yavaslatma etkisi nedeniyle, dinlenme sirasinda brakardi

g0Ozlenen hastalarda kullanimina dikkat edilmesi gerekmektedir (79).
4.9 UQTS’e Yonelik Tedavi Yaklasimlari

4.9.1 Ablasyon yéntemi

Katater ablasyonu supraventrikiiler tasikardi, ventrikiiler tasikardi ve atriyal
fibrilasyon gibi birgok aritmi ¢esidi icin etkili bir tedavi yontemidir. Ablasyon; isitma
ya da dondurma gibi bir termal yaralama ile yapilmaktadir. Kardiyak MRI, bilgisayarl
tomografi ve ulturason ile gorintileme tekniklerinin elektrofizyolojik haritalama
sistemlerine dahil edilmesiyle bu yontem, uygulanabilirlik kazanmustir.
Elektroanatomik haritalama sistemleri ile, elektrofizyolojik verilerin haritalanmasi
sayesinde, aritmi kaynagmmn lokalizasyonu tespit edilebilmektedir. Ozellikle iskemi
sonrasi gelisen aritmilerin ve bazi idiopatik aritmilerin ablasyonunu yonlendirebilmek
icin ¢ok kucuk amplitiid sinyallerinin tespit edilmesini saglayacak kalitede kayit
sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha iyi haritalama kataterleri ve sinyal isleme
ekipmanlarmin gelistirilmesi, aritmilerin tanimlanmasi kolaylastirarak ablasyonun
daha dogru bir sekilde hedeflenmesini saglayacaktir. Gorlntuleme teknikleri
gelistikce, ablasyon yonteminin kardiyak aritmi tedavisindeki etkinligi artacaktir.
Bilgisayarli tomografi fibréz dokuyu miyositlerden ayirma konusunda ulturason ile
goruntiilemeye gore daha iyi uzamsal ¢oziiniirliik saglamaktadir. Yuksek ¢ozunurlikli
kayit yontemleri ile ablasyon lezyonlari daha iyi tanimlanir hale getirilmelidir.
Radyofrekans akimi, ablasyon igin basit guvenli ve kolay uygulanabilen bir enerji
kaynagidir. Ancak ciddi aritmi subtratlarinin ablasyonu i¢in, baska enerji kaynaklarina

ihtiyag duyulmaktadir (80, 81).
4.9.2 Tlag tedavisi

Iyon kanallarini hedefleyen antiaritmik ilaglarin, aritmi tedavisinde kisith
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Farmakolojik ajanlar, hiicrelerin eslesmesini saglar.
Aritmi tedavisinde kullanilan bu ajanlarin, istenmeyen yan etkileri de bulunmaktadir.
[lacin hedef bdlgeye manyetik nanopartikiil vb. tasiyicilar ile iletilmesi, olas1 yan
etkileri ortadan kaldirabilir. Kardiyak iletim sisteminde yapilan modulasyonlar,
aritmiyi baskilayabilecegi gibi pro-aritmi olusturma riski de tagimaktadir. Bunlarin

yaninda farmokolojik tedaviler, yaslanma ile beraber gdzlenen apoptoz ve fibrozis gibi
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aritmojeneze neden olan siiregleri yavaslatmasi nedeniyle aritmi tedavisinde

etkinligini korumaktadir (82).

Beta blokerler, 6zellikle UQTS’li hastalarda temel tedavi se¢enegidir. Kronik
tedavide iyi tolere edilip kan-beyin bariyerini kolayca gecebilmektedirler. Ancak beta
blokerlerin en buylik dezavantaji, giinlik ¢oklu uygulamaya ihtiya¢c duyulmasidir.
Beta blokerler, UQTS Tip 1 hastalar1 i¢in yiiksek derecede etkili olsa da, UQTS Tip 2
ve Tip 3 hastalar i¢in aym derecede etkili degildir ve UQTS’e sahip erkeklerde
kadinlardan daha etkilidir. UQTS Tip 3 hastalarinin tedavisinde meksiletin, flekainid
veya ranolazin gibi sodyum kanal blokerleri kullanilmaktadir (83).

4.9.3 Tmplante edilebilen kardiyoverter defibrilator (ICD)

Implante edilebilen kardiyoverter defibrillator (ICD), beta bloker tedavsi
gordiigii halde tekrarlayan senkop ataklar1 ve kardiyak arrest gézlenen hastalarda
uygulanan bir tedavi yontemidir. Defibrilator cihazlart anormal kalp ritmini algilar ve
ithtiyaca gore diisiik ya da yliksek enerjili elektrik soku vererek kalp ritmini diizenler.
AKkii ile ¢alisan bir akim {iretici, anjiyografi yontemiyle, gégiis veya karin derisi altinda
bir cep olusturularak yerlestirilir. Cihazin kablolar1 veya elektrodlari akim iireten
jeneratorden kalbin yiizeyine kadar uzanir. Bu sayede defibrilatore, kalpten aldigi
elektirik sinyallerini iletir. GUnumizde bircok kardiyoverter defibrilator, agik kalp
ameliyatina gerek kalmadan transvendz teknoloji ile implante edilebilmektedir. Kabin
elektriksel ihtiyacina gore defibrilator pilinin kullanim siiresi degisebilir. ICD
uygulamasi yapilan hastalarin, X-Ray ve MRI gibi cihazlardan uzak durmasi
onerilmektedir (84). 2017 yilinda yapilan klinik ¢alismalarda, ICD transplante edilen
hastalarda placebo grubuna goére Olim riskinin %23 azaldigr ve 5 yil igerinde

mortelitenin %7.2 azaldig1 goriilmiistiir (85).

4.9.4 Sol servikal torasik sempatektomi (LCSD)

Beta bloker tedavisi uygunlanmis ancak sonu¢ alimamamis hastalarda veya
ICD implantasyonunun riskli oldugu durumlarda, sol servikal torasik sempatektomi
alternatif bir tedavi se¢enegidir (86). Bu tedavi yonteminde, subklavikuler bolgede
klcUk bir insizyon yapilarak anterior scalene kasi ve phrenik sinir ve uydu gangliyonu
izole edilir ve ayirlir. Operasyon siresi kisa oldugu i¢in agik torakotominin getirdigi

riskleri tasimaktadir (87). Bu yonteme alternatif olarak video aracili torakoskopi ile
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toraksik sempatektomi yontemi 1990’larin sonunda uygulanmaya baglanilmistir. Bu
yontemde hasta genel anesteziye alinirak sol gogiis kafesinin midaksilar hatt1 boyunca
iki veya Uc¢ bolgeden insizyon ile sempatektomi gergeklestirilir. Torakoskopi,
komplikasyon riskinin diisiik olmasi, operasyondan sonra daha kisa siire hastanede
kalma gerekliligi nedeniyle acik torakotomiye gore ¢ok daha diisiik bir risk profili
bulunmaktadir. Sol servikal torasik sempatektomi, UQTS’li hastalarin 40 yili askin
stiredir kullanilan bir tedavi yontemidir. LSCD sonrasi hastalarda goriilen kardiyak
olaylarm %99’dan %45’e kadar diistiigii literatiirde belirtilmektedir (88).

4.10 Aritminin Transgenik Fare Modelleri

Yeniden  programlama ile  birgok  hastallk in  vitro  ortamda
modellenebilmektedir. Transgenik teknolojiler ile Uretilen fare modelleri, genlerin
patofizyolojik rollinl incelemek igin siklikla kullanilmaktadir. Transgenik hayvan
modelleri, hastaliklarin genetik kokeni hakkinda literatiire biiyiik katkisi
bulunmaktadir. Bunun yaninda transgenik fare modelleri, hastaliklarin tespitinde yeni
araclar ve terapétik stratejilerin gelistirilmesine yardimci olduklari igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (89).

4.10.1 UQTS tipl aritmi transgenik fare modelleri

Kalitimsal UQTS’u genellikle potasyum kanalinin alfa alt iinitesini kodlayan
KCNQZ1 genindeki mutasyonlar ile iliskilendirilmektedir (90). Lee ve arkadaslarinin
2001 yilinda, KCNQ1 geninin tahrip edildigi Kcngl™ transgenik farelerde klinikte

oldugu gibi anormal T dalgas1 ve QTc degerinin vahsi tipe gore uzadigr goriilmiistiir.

Isitmenin saglanabilmesi icin epitel hiicrelerince salgilanan endolimfik sivinin
K* iyonu konsantrasyonu yiiksek olmasi gerekmektedir. KCNQ1 ve KCNE1 geni, i¢
kulaktaki striya vaskiilaris hiicrelerinde eksprese edilir ve vestibiler hiicreleri apikal
membranda lks akimmi meydana getirir. Pfeifer ve arkadaslarinin olusturduklar
Kengl” transgenik farelerde, i¢ kulak sivist miktarinda ve sividaki K* iyonundaki
azalmaya baglh olarak, kliniktekine benzer sagirlik fenotipi gozlenmektedir. Bunun
yaninda Kcngl”™ homozigot transgenik farelerde, i¢ kulaktaki defekte bagl olarak

hiperaktif davraniglar gézlemlemislerdir (4).
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Pfeifer ve arkadaslari, 2004 yilinda Kcngl geninde meydana gelen mutasyonun
olusturdugu kardiyak defekti, i¢ kulakta meydana gelen isitsel defektten bagimsiz
olarak degerlendirebilmek icin farkli bir transgenik fare soyu olusturmuslardir. Kecngl
geninde olusturduklar1 A340E nokta mutasyonuyla, klinikteki goriilen ve UQTS’in bir
alt tipi olan otozomal dominant gecisli Romano Ward Sendromunu (RWS)
modellemiglerdir. QTc degerinin 65ms’den diigiik olan fareler saglikli fenotip
gosterirken QTc degeri 73ms ve iizerinde olan fareler hastalik fenotipini gosterdigini
belirtmislerdir. Aritmi modeli transgenik farelerden alman EKG datalar
incelendiginde klinikte goriilene benzer olarak QT araliginda ve QTc degerlerinde,
istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. Bunun yaninda Kcngl geninde meydana
getirdikleri T3111 mutasyonu, otozomal resesif kalitim gosteren JLNS sendromunun
in vivo modelini temsil etmektedir. Bu mutasyonu tasiyan farelerde, Kengl™” farelerde
oldugu gibi hiperaktivite ve sagirhik fenotipi gozlemlemislerdir. Pfeifer ve
arkadaglarinin olusturduklari, bu ti¢ farkli fare soyundan A340E mutasyonunu tasiyan
transgenik farelerde, i¢ kulaktaki defektten bagimsiz olarak kardiyak aritminin in vivo

modeli olusturulmustur (5).

4.10.2 UQTS tip 2 aritmi transgenik fare modelleri

UQTS ile iliskili HERG (KCNH2) geninin faredeki homologu olan Mergl
geninin, fare kalbinde ekpsrese oldugu bilinmektedir. Babij ve arkadaglarinin yaptigi
calismalarda, HERG genindeki dominant negatif konstraktlarin faredeki yiksek
seviyede ekspresyonu kardiyomiyositlerde APD uzamasina yol acarken, iskelet kasi

hucrelerinin bu durumdan etkilenmedigini gézlemlemislerdir (6).

London ve arkadaglarinin, Mergl geninde olusturdugu hedeflenmis
mutasyonlarin homozigot kalitildigi durumlarda, embriyonik donemde mortalite
gbzlenmistir. Mergl™~ genotipine sahip transgenik farelere, a-adrenerjik agonist
uygulamasi sonrasinda QT uzamasi ve aritmiler gozlenmistir (91). Merg1’in kardiyak
izoformu olan N-ucu, hiicre i¢i domaini degismis Merglb, Mergla ile deaktivasyonu
hizlandirmak tlizere bir araya gelmektedir. Milller ve arkadaslari 2003 yilinda,
Merglb’de hedeflenmis mutasyonlar meydana getirerek olusturduklari transgenik fare

soyunda, yetigkin kardiyomiyositlerde Ikr’de azalma tespit etmilerdir. Ayrica
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Merglb™  genotipine sahip farelerin bradiaritmilere yatkin  oldugunu

gozlemlemislerdir (7).

4.10.3 UQTS tip 3 aritmi transgenik fare modelleri

SCN5A genindeki mutasyonlar ile iliskili UQTS, popilasyonda daha az
gOzlenmektedir ancak UQTS Tip 1 ve Tip 2’ye goére daha olimcil oldugu
bilinmektedir. Diger UQTS gesitlerinde oldugu gibi, UQTS Tip 3’te de ventrikiiler
repolarizasyon evresindeki uzamaya bagli olarak senkop ve ani Oliimlere Yol
acabilecek ventrikiiler fibrilasyon ve torsades de pointes olarak adlandirilan

ventrikiiler tagikardiler meydana gelmektedir (92).

Nuyens ve arkadaslari, KPQ rezidularinda knock-in teknolojisi ile UQTS Tip
3 fare modeli olusturmuslardir (93). Scn5a** mutasyonunun heterezigot olarak
kalitildig1 farelerde spontan olarak meydana gelen ventrikiiler aritmi gibi UQTS’de
goriilen tipik kardiyak olaylart gozlemlemislerdir. Scn5a®* mutant farelerin
ventrikiiler preperatlarindan alinan transmembran aksiyon potansiyelinde, vahsi tipe
kiyasla, anlamli olarak uzama gozlenmistir. Bunlarin yaninda aksiyon potansiyeli
genliginde ve yukar1 vurus hizinda, herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Mutant
farelerden izole ettikleri kardiyomiyositlerde, tiim hiicre yama kiskaci analizi
yaptiklarinda, aksiyon potansiyelin uzamasini agiklayacak sekilde gec iceri dogru
sodyum akiminda artis gbzlemislerdir. Ancak bu bulgular, ayni model iizerinde galisan
Fredj ve arkadaslari tarafindan dogrulananmamustir (94). Scn5a** mutasyonuna sahip
farelerde, tekrarlanan intrakardiyak uyarilar ile kalp hizinmin1 ani hizlanmasi,
polimorfik ventrikiiler aritmiyi tetiklerken, ayni uyaranlara vahsi tip fareler maruz
birakildiginda herhangi bir aritmik olay gézlenmemistir. Scn5a®™* fareleri, aym
zamanda, erken ard depolarizasyon sirasinda goriilen pacing hizinin ani hizlanmasi
nedeniyle meydana gelen, paradoksal gegici aksiyon potansiyeli uzamasi ile de
karakterize edilmistir. Kardiyak elektriksel aktivitenin otonomik modilasyonu ve
aritmi Scn5a*’* transgenik farele modellerinde hem in vivo hem ex vivo olarak ayrintili

olarak aragtirtlmistir (95).

4.10.4 Diger aritmi transgenik fare modelleri

UQTS Tip 7 olarak da adlandirilan Andersen Sendromu, muskuloskelatal

anormallikler, QT araliginda uzama torsades de pointes aritmilerinden farkli aritmiler
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ile iligkili kongenital bir hastaliktir. Anderson Sendromu geciktirici K™ kanalini
kodlayan KCNJ2 genindeki fonksiyon kaybmna neden olan mutasyonlar sonucu

meydana gelmektedir (96).

Zaritsky ve arkadaslarinin Kir2.1’de olusturduklar1 delesyon sonucu elde
tirettikleri transgenik fare soyundaki homozigot genotipli farelerin, dogumdan kisa bir
stire sonra mortalite g6zlemlemislerdir. Ayrica mutasyona sahip transgenik neonatal
farelerde, APD uzamasi ve siniis brakardisi tespit etmislerdir. Bunun yaninda

Kir2.2 nin delesyonu, Ik1 akiminda %50’lik bir diisiise sebep olmustur (97).

UQTS Tip 4, Ankyrin-B geninde meydana gelen mutasyon sonucu
gorilmektedir. Ankyrin-B’nin birgok kardiyak iyon kanali ve reseptorii ile etkilisimi
oldugu bilinmektedir. I¢eri dogru Na* ve Ca*2 akimindaki degisiklikler, QT araligmin
uzamasina ve aritmiye neden oldugu bilinmektedir. Chauhan ve arkadaslarinin
knockout teknoloji ile olusturduklar1 Ankyrin-B mutant farelerde, Ina genligindeki
azalma ve kanallarin geg¢ agilmasi ile iligkili aksiyon potansiyeli ve QT araliginda
uzama gorilmiistir. UQTS Tip 4’e sahip kisilerde, Ankyrin-B’nin hangi kanal ile
etkilesime girerek hastalik fenotipini olusturdugu, transgenik fare modelleri

yardimiyla detayl bir sekilde incelenebilir (98).

Wickenden ve arkadaslari, dominant negatif strateji ile Kv4.2 nin kesilmis bir
formunu farelerde yiiksek seviyede ekspresyonunu gergeklestirmislerdir. Bu sekilde
olusturduklar transgenik fare soyunda progresif kardiyomiyopati gézlemlemislerdir
(99).

4.11 Kalpte Hiicresel Tedavi Yaklasimlari
4.12 Hiicre Kaynaklari

4.12.1 Miyoblastlar

Miyoblastlar miyositlere doniisebilmeleri, kasilmalari ve kendi kendine
yenilenebilir olmalar1 nedeniyle kardiyak onarim alanindaki temel ve klinik
arastirmalarda siklikla tercih edilen hiicrelerdir. Kiigiik bir kas biyopsisinden yiiksek
sayida otolog miyoblast elde edilebilmesi ve miyoblastlarin tumor formasyonu
olusturma riskinin diisiik olmasi, transplantasyon ¢alismalarinda miyoblastlar siklikla

kullanilmaktadir (100). Yapilan hayvan c¢alismalarinda, miyoblast enjeksiyonundan
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sonra hiicrelerin canliligini korudugunu ve iki hafta igerisinde infarkt bdlgesindeki
fibréz dokunun %75’inin miyokardiyal doku ile yer degistirdigi gézlenmistir.
Miyoblastlar, Troponin | ve MHC gibi kardiyak spesifik proteinleri eksprese etitigi
icin kardiyak benzeri fenotip gosterdigi bilinmektedir (101).

Miyokard enfarktiis sonrast miyoblast transplantasyonun etkinligi fare, sican,
tavsan, koyun ve kopek gibi bircok hayvan modelinde gosterilmistir (101-103).
Miyoblast transplantasyonunun ejeksiyon-fraksiyon gibi fonksiyonel parametreleri
lyilestirdigi ve enfarktiis bolgesindeki duvar kalinlasmasi ve miyokardiyal doku

velositesi gibi bircok bolgesel parametreleri diizenledigi gosterilmistir (104).

4.12.2 Embriyonik kék htcreler

Embriyonik kok hucreler; blastosist asamasindaki embriyonun i¢ hiicre
kitlesinden kaynaklanan, kendi kendine yenilebile koloniler halinde ¢ogalabilen ve
bircok farkli hiicre tipine farklilasabilme kapasitesi olan hiicrelerdir. Ancak bazi
ozellikleri nedeniyle klinik translasyonel calismalarda kullanilmasi kisitlanmaktadir.
Farklilasmamus, primitif asamadaki bu hucrelerin transplante edildiginde teratoma
yapilari olusturma riski bulunmaktadir. Bunun yaninda allojenik 6zellikte olmalarina

ragmen immiin rejeksiyon riski tasimaktadirlar.

4.12.3 Kemik iligi kaynakh htcreler

Kemik 1iligi kaynakli kok hiicreler kemik iligi biyopsisi veya aspirasyonu
sirasinda kolayca elde edilebilecek otolog hiicrelerdir. Kemik iligi kaynakli hiicreleri
icinde siklikla kullanilan kemik iligi mononiikleer hiicreleri, genellikle kemik
iliginden gradiyent santrifijleme ile izole edilmektedir. Kemik iligi, hemoteopetik kok
hiicre endotel ve mezankimal kok hiicre gibi birgok farkli hiicre popiilasyonunu
icerdiginden oldukga heterojen bir dokudur. Insan hematopoetik kok hicreleri, tim
kan hiicrelerini olusturabilme kapasitesine sahip olup, kardiyomiyosit, endotel ve diiz
kas hiicrelerine in vivo farklilasma yetenegine de sahiptir. Iskemik kalp dokusunda
kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin enjeksiyonu sonrasi bu hicrelerin
kardiyomiyositlere, duz kas hicrelerine, endotel hicrelerine trans-diferansiye
kapasitesi oldugu gozlenmistir, ancak bu sonuglar tartismalidir (105). Bazi ¢aligsmalar,
kemik iligi kokenli hiicrelerin dokuda parakrin etkiler sonucu iyilesme sagladigi ve bu

hlcrelerin kardiyomiyositlere farklilasma kapasitesinin olmadigi yoniinde veriler
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sunmustur (106). Bagka bir hipotez ise hematopetik kok hiicrelerin kalpteki
kardiyomiyositler ile flizyon yoluyla birlestigi yoniindedir (107).

Cesitli hayvan modeli calismalarinda gozlenen kardiyak fonksiyonlardaki
gelismeler, akut miyokard enfarktiisinden sonra kemik iligi  hiicresi
transplantasyonunun etkinligini arastirmak i¢in bir dizi klinik ¢aligmanin yapilmasina
yol a¢mustir. Miyokard enfarktiis gecirmis hastalara kemik iligi hiicresi
transplantasyonu yapildiktan 4 ay sonra sol ventrikil ejeksiyon-fraksiyon (LVEF) ve
duvar hareketi skor indeksinde, ventrikiiler fonksiyonunun iyilestigi gozlenmistir.
Bunlarin yaninda enfarktiis bolgesinin etrafinda kan akisinin kismi olarak saglandigi
goriilmistiir (108). Tiim bunlar gbz oniine alindiginda, kalp fonksiyonundaki kisa
donemli iyilesme, enfarktiis bolgesinin revaskiilarizasyonu sayesinde hipertrofik
kardiyomiyositlerin ve miyofibroblastlarin apoptozunun azaltilmasina bagli olarak

gerceklestigi diisliniilmektedir.

Kemik iligi kaynakli hiicrelerin kullanildig1 1 ile 5 yil arasinda siiren 725
hastanin bulundugu 8 klinik g¢aligmanin sonuglarina gore, kemik iligi hiicre
transplantasyonu yapilan hastalarda, LVEF fonksiyonlarinin iyilestigi gozlenmis ve
hicre transplantasyonu yapilmayan gruba gore O6liim riskinin daha az oldugu

gOriilmistiir (109).
4.12.4 Kardiyak kok hucreler

Embriyogenez sirasinda epikardiyal progenitor hiicreleri miyokardiyuma gog
ederek diuz kas hiicrelerine, kardiyak fibroblastlara ve vaskiilarizasyonu saglabilmek
i¢in endotel hiicrelere farklilasirlar. Ayrica bu hicreler, kardiyomiyositlere farklilasma
kapasiteleriyle kalp rejenerasyonu icin hiicre kaynagi potansiyeli tasimaktadirlar.
Epikardiyal progenitor hiicrelerinin Wtl ve T-box transkripsiyon faktorlerini eksprese
eden iki farkli popiilasyonlart bulunur. Ayrica Thymosin-beta 4 (TB4)’{in epikardiyal
hicrelerin kardiyak farklilagmasina yardimci oldugu ve kardiyomiyosit canliligini
olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir (110). Yetiskin farearelerde miyokardiyal
enfarktiis sonrasi intrakardiyak veya sistemik TB4 enjeksiyonu ardindan kardiyak
fonksiyonun gelistigi gozlenmistir. Eksojen TB4’Un embriyonik miyogenez

yolaklarin1 yeniden aktive ettigi ve miyokardiyumdaki anjiyogenezi arttirdig
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diistiniilmektedir. Ayrica farelerde LAD igasyonu yapildiktan sonra ve dnce TB4
uygulamasinin, miyokardiyal rejenerasyonu destekledigi goriilmistiir (111).

Nkx2.5 geni, kardiyak gelisimin erken doneminde, kardiyak crescentte
bulunan progenitor hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Nkx2.5 knockout farelerde,
yapisal abnormalitelerin goriildiigii bilinmektedir (112). Matsuura ve arkadaslari,
miyokardial enfarktiis sonrasi farelere, Nkx2.5" hiicrelerinin transplantasyonu sonrasi,
SDF-1 (stromal cell derived factor) salgilanmasini takiben diger kardiyak progenitor
hicrelerin enfarktus bolgesine gogiinii saglayip, kalp fonksiyonunu iyilestirdigini
gozlemlemislerdir. (113) Bunun yaninda yapilan bir diger ¢alismada, sican enfarktis
modeline Nkx2.5% kardiyomiyosit transplantasyonundan 10 hafta sonra, hicrelerin
enfarktlis bolgesine entegre olarak, kardiyomiyosit ve duz kas hicrelerine
farklilastigini gozlemislerdir. Ayrica kardiyak fonksiyonunun kontrol grubuna oranla

anlaml1 derecede iyilestigini tespit etmislerdir (114).

Isll kardiyak projenitor hucreleri, kalpte bulunan tim kardiyak soylari
olusturabilecek potansiyele sahiptir ve bu 6zellikleri nedeniyle hiicresel tedavi
uygulamalarinda kullanilmaya aday hiicrelerdir. IsI1™ hiicrelerinin, enfarktiis modeli
olusturduklar1 farelere transplantasyonu sonrasi, U¢ Kardiyak soya farklilagabildigi
gosterilmistir (115). Transplantasyon sonrasi farelerin enfarkt bolgelerindeki fibroz
dokunun azalma ve kardiyak fonksiyonda iyilesme gozlenmistir. Isl1™ kardiyak
progenitor transplantasyonunun, miyokarduyumun rejenerasyonun yaninda vaskiiler

yapinin iyilesmesine de katki sagladig: diisiiniilmektedir.
4.13 Transplantasyon Teknikleri

4.13.1 Dogrudan enjeksiyon

Intramiyokardiyal hiicre transplantasyonun, en 6nemli avantaji hasar goren
bolgeye hiicrelerin dogrudan ulasmasinin saglanmasidir. Bu yontem ile hiicreler, hedef
bolgeye transplante edildigi i¢in, hiicrelerin homing sinyallerine ihtiyaglar1 kalmadan
miyokardiyumda canliligini korudugu diistintilmektedir. Ayrica diger transplantasyon
yontemlerinde gdzlenen; basta akciger olmak iizere, diger organlardaki infiltrasyon
problemi, dogrudan enjeksiyon yoneminde herhangi bir sorun teskil etmemektedir

(116).
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Reinecke ve arkadaslari fetal neonatal ve yetiskin kardiyomiyositlerini saglikli
ve soguk hasar1 verilmis Kkalbe intramiyokardiyal enjeksiyon ile transplante
etmislerdir. 8 hafta icerisinde neonatal sigan kardiyomiyositlerinin, hipertrofiye
ugrayarak yetiskin kardiyomiyositlere benzer boyutlara geldigini gozlemlemislerdir
(117). Watanaba ve arkadaslart miyokard enfarktiis modeli domuzlara, neonatal
domuz kardiyomiyositlerinin transplantasyonu sonrasi yaptiklar1 gézlemlerde, hicre
canliligmin  diisiik oldugunu goérmiislerdir. Transplantasyon sonrasi diisiik
etkiliginligin sebebinin, konak ve hiicre kaynaginin tiirlerinin farkli olmasia bagh
olarak olugan immiin yanittan kaynaklandigi diistiniilmektedir (118). Kollosov ve
arkadaslar1 kardiyak hiicre transplantasyon c¢alismalarinda yiliksek saflikta
kardiyomiyosit yerine saflastirdiklar1 kardiyomiyositleri kardiyak fibroblastlar ile
birlikte transplante ettiklerinde dondr kardiyomiyositlerin konak kalbe tutunma
etkinligini arttirdigini gézlemlemislerdir (119). Laake ve arkadaglari immiin deficent
fare kalplerine insan kok hiicre kaynakli kardiyomiyosit transplantasyonu sonrasi
kardiyomiyosit kokeknli olmayan hicre verilen kalplere oranlara, graftin daha uzun
sreli konak kalp dokusuna entegre oldugu bulunmustur (120). Laflamme ve
arkadaslar1 10x10° hiicre iceren insan EKH kaynakli kardiyomiyositlerinin enfarktiis
olusturduklart sican kalbine transplantasyonu sonrasi, hucrelerin  konak
miyokardiyuma tutundugunu ve canliliklarini  korudugunu histolojik olarak

gostermiglerdir (121).
4.13.2 intravenéz transplantasyon

Intravendz transplantasyon yaklagiminin en biiyiik avantaji, uygulamasinin
kolay olmasi sayesinde coklu terapatik uygulamalara elverisli olmasidir. Bunun
yaninda, diger transplantasyon yontemlerine kiyasla non-invaziv bir yontem olmasi
nedeniyle klinikte hiicre transplatasyonunda tercih edilen bir yontemdir.
Uygulanabilirligi ve gilivenligi ve fare ve domuzda yapilan ¢alismlarin ardindan faz I
klinik ¢alismlart ile dogrulanmigtir. Akut miyokard enfarktiis sonrasi ex vivo kultlre
edilmis mezankimal kok hiicrelerin, intravendz transplantasyonu sonrasi hiicrelerin
infiizyon etkinligini degerlendirmeyi amaglayan faz II ¢alismasi da bulunmaktadir
(122). Ancak bunlarin yaninda intravendz transplantasyonda, hicreler vicuda
sistematik dolasim yoluyla verildigi i¢in, hiicrelerin &zellikle akciger gibi farkli

organlarda hapsedilme olasiliginin arttig1 goz oniinde bulundurulmalidir. Literatlrde
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de kliniktekine benzer olarak, birgok hayvan modelinde miyokard enfarktiisii sonrasi
intravendz hiicre transplantasyonu ¢aligmasi bulunmaktadir. Lee ve arkadaslar1 2011
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, mezankimal kok hicreleri, enfarktis modeli farelere
intravendz olarak transplante etmislerdir. Transplantasyondan 14 giin sonra, kalp
kesitlerini incelediklerinde doku yenilenmesinin kontrol kalplere gore anlamli sekilde

arttigin1 gozlemlemislerdir (123).

Kania ve arkadaslari, farkli kok hiicre gruplarinin, miyokarditte goriilen
kardiyak fonksiyon bozukluguna etkilerini incelemek iizere yaptiklari ¢aligsmada,
kemik 1iligi kaynakli prominin-L eksprese eden progenitor hucreleri otoimmun
miyokardit fare modellerine intraventz transplantasyonunu gerceklestirmislerdir.
Transplantasyon sonrasindaki 30 giin boyunca hastaligin neovaskilarizasyonun
indiiklendigini tespit etmiserdir (124). Wang ve arkadaslari, virlis kullanarak
olusturduklar1 miyokardit modelinde, kuyruk veninden EKH transplantasyonu sonrasi
viral miyokardite sahip hayvanlarda yasam siirelerinde anlamli bir sekilde artig
gozlemlemislerdir. Ayrica, transplantasyon yaptiklar1 farelerde nekrozun ve

enflamtuar hiicrelerin infiltrasyonunun azaldigini tespit etmislerdir (125).

4.13.3 Hiicre tabakasi yontemi

Okano ve arkadaslari, olusturduklar1 3 katmanl kardiyak hiicre tabakalarini
sigan kalbine transplante etmislerdir. Ancak transplante ettikleri hiicre tabakalarinin
kardiyak fonksiyonu diizenleyeci bir etkisini gézlemleyememislerdir. Buna alternatif
olarak fonksiyonel miyokardiyal hiicre tabakasi iiretebilmek i¢in insan fibrin ve

trombin scaffoldlar1 kullanmiglardir (126).

4.13.4 3D doku muhendisligi

Kardiyak doku miihendisligi ¢alismalari, 2000 yilinda Leor ve arkadaslarinin
alginat por6z iskele Uretmesiyle baslamistir (127). Silindirik alginat scaffoldlarin
tizerine ekilmistir kardiyomiyosit ekilerek mihendislik yontemleriyle tretilmis kalp
dokusu, miyokard enfarktiis modeli farelere, enfarktisten 7 giin sonra transplante
edilmistir. Histolojik incelemeler sonucunda diizenli yerlesen miyofiberlerin konak
miyokardiyum hiicreleri ile gap baglantis1 olusturdugunu ve fibroblast, lenfosit ve
makrofajlarin da graft dokusunda bulundugunu gézlemlemislerdir. Bunun yaninda

transplantasyon sonrasi sol ventrikiil fonksiyonunun diizeldigi, fraksiyonel shortening
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%47°den %>53’e yiikselmistir (128). Zimmerman ve arkadaglar1 kardiyomiyosit igeren,
4mm kalinliginda ve 15mm c¢apinda olusturduklari iskeleye kollejen, matrigel, ve
kaltur besiyeri igerisinde kardiyak hiicreleri ile olusturduklart doku tabakasini, immun
sistemi baskilanmis sican kalbine transplante ettikten 28 giin sonra, mihendislik
yontemleriyle ftretilmis kalp dokususunun konak miyokardiyum ile eslestigini
gozlemlemislerdir. Bunun yaninda kardiyak doku transplantasyonu yapilan kalplerde,
kontrol kalplere oranla, miyokardiyal segmentlerin sistolik duvar kalinlasmasini

indiikledigini ve fraksiyonel alan shorteningi azalttigin1 gormislerdir (129).
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5 MATERYAL VE METOT

5.1 Deney Dizaym

Tez ¢alismasi siiresince izlenen basamaklarin 6zeti Sekil 5.1.1°de belirtilmistir.
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Sekil 5.1.1. Tez ¢aligmasinin grafiksel dzeti

5.2 Fare Soylari

Tez calismasinda deney hayvanlarinda yapilan islemler, Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 38828770-604.01.01-E10185
numarali izni ile gergeklestirildi. Calisma kapsaminda, C57BL/6 vahsi tip fareler ile
10-12 haftalik yetiskin KcnglA340F/A340E (3343) Kengl” (J800) transgenik fareler
kullanildi. Hucre transplantasyonunda kullanilan transgenik fareler, ¢alismalarini
National Institute of Health’de yiruten Prof. Dr. Karl Pfeifer tarafindan
laboratuvarimiza hibe olarak verilmistir (4, 5). Transgenik fare soylarinin bakimi,
cogaltilmast ve Kkardiyak hiicre transplantasyonu islemleri, Istanbul Medipol
Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) biinyesinde gergeklestirildi.
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5.3 Kaullanilan Sarf Malzemeler ve Besiyerleri

Tablo 5.3.1. Molekiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Agarose jel Multicell 800-015-EG
Rnase/Dnase icermeyen su | Sigma Aldrich W4502
REDEXxtract-N-Amp Tissue

) Sigma Aldrich XNAT-100RXN
PCR Kit
Eppendorf tipleri Axygen MCT-150-R

Tablo 5.3.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan sarf malzemeler ve malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
%0.05 Tripsin/EDTA Gibco 25300054
%0.25 Tripsin/EDTA Gibco 25200056
Fare rekombinant LIF Sigma Aldrich L5158
Mitomiyosin-C Sigma Aldrich M4287
Gelatin from bovine serum | Sigma Aldrich G9391-100g
DPBS (-CaClz,-MgCl>) Gibco 14190-094
DPBS (+CaCly,+ MgCly) | Gibco 14040-091
100 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430167
150 mm bakteri petri Sigma Aldrich, Corning | CLS430599
100 mm TC petri Sigma Aldrich, Corning | 430167

6 well plate Sigma Aldrich, Corning | 3516

T75 flask Sigma Aldrich, Corning | 430725U
60mm TC plate Sigma Aldrich, Corning | 430196

15 ml Falkon Falcon 352096

50 ml Falkon Falcon 352070
Cryotube vial Nunc 363401

0.22 pum filtre Millipore SLGPO33RS
Multipipet GILSON, pipetman FA10009
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Tablo 5.3.3. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerikleri

Sarf Malzeme Miktar Marka Katalog
Numarasi
Yeniden Programlama Besi Yeri
DMEM %81 Gibco 41966-029
KOSR %15 Gibco 10828-028
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
Na-pyruvate %1 Gibco 11360-070
P/S %1 Sigma Aldrich M3148
mLIF 5000X Sigma Aldrich L5158
B-mercaptoethanol 130000X Gibco 15140-122
FEF Besi Yeri
DMEM %87 Gibco 41966-029
FBS %10 Gibco 10270-106
Glutamax %1 Gibco 35050-61
MEM NEAA %1 Gibco 11140-050
P/S %1 Gibco 35050-61
Adaptasyon Besi Yeri
IMDM %83 Gibco 12440-053
KOSR %15 Gibco 10828-028
Glutamax %1 Gibco 35050-61
P/S %1 Gibco 15140-122
1-Thioglycerol 130000X Sigma Aldrich M6145
mLIF 5000X Sigma Aldrich L5158
Kardiyak Farkhlastirma Besi Yeri
IMDM %84 Gibco 12440-053
FBS %15 Gibco 10270-106
Glutamax %1 Gibco 35050-61
L-ascorbic asit 50 pg/mi Sigma Aldrich A4544-100 mg
1-Thioglycerol 130000X Sigma Aldrich M6145
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Tablo 5.3.4. Immiin boyamalarda ve akim sitometrisinde kullanilan malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Tissue Freezing Medium Leica Biosystems 14020108926
Fluoromount Aqueous ) )
_ ) Sigma Aldrich F4680

Mounting Medium
PAP Pen Sigma Aldrich Z672648-1EA
Citrate Buffer Bio-Optica 15M103
Hydrogen Peroxide ) _

] Sigma Aldrich H1009
Solution
Pozitif yukli mikroskop | Laborant 201504
slaytlar1 (26x76mm)
Lamel (24x60mm) Deckglaser
Sodyum Azide Sigma S8032
Paraformaldehit Sigma 158127
BSA Capricorn BSA1S

Tablo 5.3.5. Antikorlar ve floresan isaretleyiciler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi | Konsantrasyonu
CTNT Thermo Scientific | MS-295-P 1:500

Alexa Flour 488 Cell Signaling 4408S 1:1000

Alexa Flour 633 Moleculer Probes | A21050 1:500

DAPI Sigma D9542 1:1000

Vybrant CFDA-SE | Invitrogen V12883 1:1000
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5.4 Cihazlar

Tablo 5.4.1. Analiz ve goriintiillemede kullanilan cihazlar ve yazilim programlari

Cihaz/Yazilim Programi Marka Model

Konfokal Mikroskopu Zeiss LSM780

Santrifuj Thermo Scientific ST16R

Elektroforez cihazi BIO-RAD PowerPac Basic Power
Jel goriintiileme cihazi BIO-RAD ChemiDoc

PCR cihazi BIO-RAD Thermal Cycler

Mikrosantrifuj Thermo Scientific MicroCL 17R
Cryostat Leica CM1950
Biopac Student Lab BSL Analysis Versiyon 4.1
Akim sitometrisi analizi FlowJo Versiyon 10.5
SPSS IBM Statistics Versiyon 19

Tablo 5.4.2. In vivo operasyonlarda kullanilan cihazlar ve malzemeler

Cihaz/Malzeme Firma Ad1 Katalog
Numarasi
Ketasol Richterpharma 3516
Roumpun Bayer 430720U
Heparin Mustafa Nevzat Ilag Nevparin
Metilprednisolon Sigma PHR1717
Hamilton enjektori Hamilton 80301-701LT
Minivent Harvard Apparatus D-79232
Ventilasyon Ttipi Harvard Apparatus 73-0027
Trakeal Kandl Harvard Apparatus 73-2830

cutting edge

Egitim Mikroskopu Zeiss Discovery V8
Isitic1 Plaka WPI Hot cold plate
EKG Kayit Cihazi Biopac Systems Ins MP36
Perflizyon Pompasi Ismatec NP40

Forseps Dumont #5 standard 11252-30
Makas Vannas Spring scissors/3 mm 1500--00
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5.5 Genotip Analizi

Transgenik fare dokusundan genomik DNA izolasyonu ve farelerin
genotiplerinin belirlenmesi RED Extract-N-Amp Tissue PCR Kkiti protokoli takip
ederek yapildi (Tablo 5.5.1). Kisaca, 3-4 haftalik yavru farelerden, alkolle sterilize
edilmis kulak delge¢i yardimiyla 0,5-1lcm capinda kulak dokusu ornegi alindi.
Dokular, farenin bulundugu kafes ve soy bilgileri yazan steril eppendorf tiiplere
aktarildi. Her bir 6rnege 25 pl ekstraksiyon soliisyonu ve 6.25 pl doku preperasyon
solisyonu eklendi ve 10 saniye boyunca vortekslenerek karistirildi. Soliisyonlarin
icerisinde bulanan doku, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra drnekler,
95°C’de 3 dakika inkibe edildi. Her bir 6rnege 25 pl nétralizasyon soliisyonu
eklenerek genomik DNA izolasyonu tamamlandi. Kulak dokularindan izole edilen
genomik DNA ile PCR yapildi.

Tablo 5.5.1. PCR’da kullanilan malzemeler

Red Extract 5ul

Primer (10 pM) 1wl (2 primer), 1.5 pl (3 primer)
DNA 1l

H20 3ul

Toplam hacim 10 ul

Tablo 5.5.2. Genotiplemede kullanilan PCR primerleri

Primer Baz dizisi 5°-3’

Kcngl Point F GCCTCACTATCCTGG TAG GC
Kcngl Point R GCCGCTTCTGTGAAGTACC
J800 F CCA GGA GTG GGT GGT TCT AC
JBOO R GCC AGC ACT AAAGATCTT GC
J800 Neo F CGCTTCCTCGTGCTTTACG
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Tablo 5.5.3. Genotiplemede kullanilan PCR protokoli

Sicakhik Zaman

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye (35 dong)
55-65°C 30 saniye (35 dongu)
72°C 1 dakika (35 dongu)
72°C 10 dakika

4°C o/n

Tablo 5.5.4. Transgenik fare soylarinda mutasyon blgelerinin baz boylart

J80o J343
240 bp-vahsi tip 388 bp-vahsi tip
370 bp-mutant 508 bp-mutant

Keng1A340E/ASA0E e Kengl™- transgenik farelerin mutasyon bolgesine spesifik
olarak tasarlanmis Tablo 5.5.2°de primerler ile Tablo 5.5.3” de belitilen protokol ile
yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR urinleri; %1.5 agaroz jelde, bantlarin
yeterince ayrilmasi i¢in 45 dakika boyunca elektroforez cihazinda yiiriitiildii. Biorad
Chemi-doc cihazi ile goriintiilen PCR triinleri, Tablo 5.5.4” deki refarans bantlari ile

karsilagtirilarak transgenik farelerin genotip analizi tamamlandi.
5.6 Fare Embriyonik Fibroblast (FEF) Kaltart

5.6.1 FEF izolasyonu

Fertilizasyon sonrasi embriyonik donemin 13.5 giiniinde olan transgenik
fareler servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Rahim boynuzlari ¢gikartilarak hizlica,
once %70 etanol ardindan Ca*? ve Mg*? igeren PBS ile yikandi. Rahim boynuzlari,
PBS iceren petri kabina yerlestirildi ve her bir embriyo, plesanta ve embriyonik
boynuzdan ayrilarak temiz petri kabina aktarildi. Embriyolarin bas bolgesi ve kirmizi
organlari ¢ikarildi. Doku, steril bistiiri yardimiyla, pipetleme yapilabilecek duruma
gelene kadar pargalara ayrildi. Her bir embriyo icin 1ml, 100 Kunitz Gnite DNaz |
iceren %0.05°1ik Tripsin/EDTA ile 37°C’de 15 dakika inkube edildi. Her 5 dakikada
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bir pipetleme yapilarak dokunun agilmasi saglandi. Enzim aktivitesi her bir embriyo
icin FBS igeren besiyeri ile inhibe edildi. Hucre stispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika
santiriftj edildi. Pellet, FEF besiyeri ile siispanse edilerek %0.1 gelatin kapli T75
flasklara yaklasik her bir flaska 3-4 embriyo gelecek sekilde ekildi. Hiicreler %80-90
yogunluga ulastiginda, bir kismi1 stok olusturmak tizere donduruldu. Diger flasklar, 1:4
oraninda pasajlanarak, pasaj 5’e kadar ¢ogaltildi.

5.6.2 FEF pasaji

Hiicre yogunlugu %80’e ulastifinda, besiyeri ortamdan uzaklastirildi.
Hicreler, %0.25°lik Tripsin/EDTA ile 3 dakika 37°C’de inkiibasyonun ardindan enzim
aktivitesi FBS iceren besiyeri ile inhibe edildi. Hucre suspansiyonu, 1000 rmp’de 5
dakika santriftij edildi ve pellet, FEF besiyeri ile siispanse edilerek %0.1 jelatin kaph
T75 flasklara esit sekilde dagitildi. Hucrelerin besiyeri 2-3 giinde bir degistirildi.

5.6.3 FEF hucrelerinde mitomiyosin-C uygulamasi

Fare EKH’lerin kiiltiir ortamin1 desteklemek Uzere FEF hicreleri %90-95
yogunluga ulastiginda, hiicrelerin mitotik aktiviteleri Mitomyosin-C ajani ile
durduruldu. Pen/Strep icermeyen besiyerinin igerisine 20 ug/ml konsantrasyonunda
Mitomiyosin-C eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibasyonun sonunda hiicre kaplari, Ca*?,
Mg*2 iceren PBS ile yikandi. Mitotik aktivitesi durdurulmus FEF hiicreleri, fare EKH
kultiriinde destekleyici hicre olarak kullanincaya kadar, 2-3 giinde bir FEF besiyeri
ile degistirildi.

5.7 Fare Embriyonik Kok Hiicre (EKH) Hatti Olusturulmasi ve Kultira

Aritmi modeli transgenik farelerde, hiicresel tedavi yaklasimini incelemek
amaciyla, saglikli hiicre kaynagi olarak C57BL/6 vahsi tip farelerden EKH hatti
olusturuldu. C57BL/6 vahsi tip farelerin siiperoviilasyonu i¢in, 10 iu folligon
enjeksiyonundan 48 saat sonra 10 iu chorulon enjeksiyonu yapilarak iiretim kafesi
koyuldu. Uretim kafesindeki disi fareler, embriyonik giin 3.5 (E3.5)’ta sakrifiye edildi.
Rezekte edilen uterus, yag doku ve bag dokudan ayrildi. Uterin boynuzlar1 ve
ovaryumun ug kisimlarina kKuguk bir kesik atildi. Uterin boynuzlar1 M2 besiyeri igeren
siringa yardimiyla yikanarak blastosistler toplandi. Blastosistlerin zona pellusidasini

eritmek amaciyla, 100mm’lik petri kaplarinin kapagina, tyroid solisyonu damlalar
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halinde konuldu. Blastositler 1. Tyroid sollisyonunda 30-45 saniye boyunca inkibe
edildi. Ardindan 2. Tyroid sollisyonunda en az 3 dakika inkutbe edildi. Mikroskop
altinda zona pelucidanin erimeye basladigr gozlendiginde, blastosistler hizlica M2
besiyeri ile yikandi. Her blastosist 1 kuyucuga gelecek sekilde mitotik olarak
boliinmesi durdurulmug FEF igeren 12 kuyucuklu hiicre kaplarina LIF i¢eren fare EKH
besiyeri ile ekildi. Blastosistlerin FEF hiicreleriyle kapli kuyucuklara yapigabilmesi
icin 48 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. 48 saat sonrasinda, yapisan blastosistlerin
besiyeri EKH besiyeri ile degistirildi. Hiicre gogl ve koloni biytmesi gorllen
blastosistler hiicre stogu olusturmak tizere c¢ogaltildi. EKH kolonileri, %70-80
yogunluga ulastiginda, %0.25 Trypsin/EDTA ile 37°C’de 3 dakika muamele edilerek
1:20 oraninda pasajlandi. Geriye kalan hiicreler FEF dondurma besiyeri ile

dondurularak hiicre stogu olusturuldu.

5.8 Fare EKH’lerin Kardiyomiyosit Farklilagsmasi

Fare EKH’leri %70-80 yogunluga ulastiginda, hiicrelerin bulundugu besiyeri
ortamdan uzaklastiralarak %0.25’lik Tripsin EDTA ile 3 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan enzim akivitesi FBS iceren besiyeri ile inhibe edildi. Hiicre
stispansiyonu 1000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildikten sonra 1:10 diliisyon oraninda
adaptasyon besiyeri ile jelatin kapli 100°liik petrilere ekilerek 2 giin boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler, %0.25°lik Tripsin/EDTA ile kaldirildu.
1000rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra pellet 1 ml kardiyak farklilasma
besiyeri ile dilte edilerek hiicre sayimi yapildi. Her bir 150mm’lik petri i¢in 80 bin
hiicre olacak sekilde hiicre siispanisyonundan alinan hiicreler, 50 pg/ml L-Askorbik
asit iceren kardiyak farklilagma besiyerine eklendi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonundan 4 ml besiyeri rezervuarina alindi. Cok kanall1 pipet ile 150mm’lik
petri kapt kapaklarinda, 20’ser pl’lik asili damlaciklar (hanging drop) olusturuldu.
Petriler 2 glin boyunca EB yapilarinin bozulmamasi igin hareket ettirilmeden 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan petri kapaklarindaki, asili damlacik yontemiyle
olusan EB’ler, L-Ascorbik asit i¢eren kardiyak farklilasma besiyeri ile toplanarak
100mm’lik bakteri bakteri petrilerine alindi. 2 giin boyunca 37°C’de inkiibe edildikten
sonra EB’ler, kardiyak farklilasma besiyeri ile %0.2 gelatin kapli 6 kuyucuklu hicre
kaplarina alindi. EB’lerin petriye yapisarak hiicre goci ile kardiyak farklilagmasi

gerceklestirildi. Farklilasmanin 8 ile 12. glnidnde atimin goriilmesi ile beraber
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besiyerinde bulunanan FBS miktari, kiiltirdeki fibroblast kontaminasyonunu
engellemek amaciyla %15’ten %2.5’a diisiiriildii. Farklilagsma kiiltiirinin besiyeri, in
Vivo transplantasyon g¢alismalarinda kullanilincaya kadar 50 pg/ml L-askorbik asit

iceren kardiyak farklilasma besiyeri ile giin asir1 degistirildi.
5.9 Fare EKH Temelli Kardiyomiyositlerin Karakterizasyonu

5.9.1 TImmiinositokimyasal boyamalar

EKH temelli kardiyomiyositlerde kardiyak spesifik marker Gretimini tespit
etmek amaciyla hiicreler PBS ile yikandiktan sonra, hiicreler %4 PFA ile oda
sicakliginda 15 dakika bekletilerek fikse edildi. Ardindan hiicreler, bloklama
soliisyonu %3 BSA, %0.01 Sodyum azide, %5 Serum, %0.1 Triton X iceren PBS
solisyonu ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Kardiyak hiicre
kultarlerinde eksprese edilen ve kardiyak spesifik bir belirteg olan cTnT proteinin
isaretlemek amaciyla, 1:500 konsantrasyonunda birincil antikorlar fikse kiltlrlere
eklenerek 12-16 saat boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Ardindan hiicreler PBS ile
yikanarak floresan ozellikteki sekonder antikorlar 1:1000 konsantrasyonunda fikse
kilturlere eklenerek oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Floresan boyama
sonrasi hiicreler, %0.02 Tween-20 iceren PBS ile yikanarak c¢ekirdek boyasi olan
1pg/ml konsantrasyonunda DAPI ile 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicre
kaplarina PBS eklenerek hiicreler, LSM780 konfokal mikroskopunda goriintiilendi.

5.9.2 Akim sitometrisi analizleri

Fare EKH temelli kardiyomiyosit kultirlerinde kardiyomiyosit hiicrelerinin
yiizdesini tespit etmek amaciyla, hiicrelerin bulundugu 6 kuyucuklu hiicre kabina
TrypLE enzimi eklenerek 3 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Enzim aktivasyonu FBS
iceren besiyeri ile durdurularak hicreler, konik tiiplerde toplandi. Hicre debrisi
gozlendiginde soliisyona, 1:100 DNaz | eklerek tek hiicreli hale getirildi. 1200 rpm’de
5 dk santrifiij sonras1 PBS ile yikandi. Hiicre siispansiyonu 40 pum’lik filtrelerden
gegirilerek akim sitometrisi tiiplerine aktarildi. Ardindan hiicreler, 1:1 oraninda %4
PFA ile karistirilarak oda sicakliginda 15 dakika inkibe edildi. PBS ile 1800 rpm’de
yikamalar sonrasinda hucreler, %0.1 Tween-20 iceren PBS solusyonu ile oda
sicakhiginda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 1800 rpm’de 5 dakika
yikama sonrasi pellet; %0.5 BSA ve %2 FBS iceren PBS solusyonunda buzda,
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karistirict yardimiyla, 30 dakika inkiibe edildi. Bloklama isleminin ardindan hiicreler
akim sitometrisi tliplerine boyanmis grup, izotip kontrol ve boyanmamis grup olarak
bolundd. Hicreler, 1:500 konsantrasyonunda cTnT primer antikor soliisyonu ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ardindan tiipler Tween-20 PBS ile 3 kez 1800
rpm’de 5 dakika yikanarak 1:1000 konsantrasyonunda 488 kegi anti fare sekonder
antikor soliisyonu ile 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Boyanmayan
antikorlarin ortamdan uzaklasmasini saglamak amaciyla 6rnekler, Tween-20 PBS ve
PBS ile yikandi ve 70 um’lik filtreden gegirilip akim sitometrisi tiiplerine aktarilarak
BD Influx Cell Sorter cihazi ile analiz edildi. Akim sitometrisi sonuglari, FlowJo

programiyla yorumlandi.

5.10 Transplante Edilecek Hucrelerin Vybrant CFDA-SE Cell Tracker Kit ile

Boyanmasi

In  vivo transplantasyon calismalarinda kullanilacak EKH temelli
kardiyomiyositlerin, kalp dokusunda takibini  yapabilmek icin hicreler
intramiyokardiyal enjeksiyon oncesi, floresan bir boya olan Vybrant CFDA-SE ile
isaretlendi. Hiicreler, %1 FCS iceren RMPI besiyerine 0.5, 5, 10 ve 20 uM
konsantrasyonlarinda CFDA-SE ile hazirlanan besiyeri ile 15 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda yikama yapilmadan hiicrelerin boyanip boyanmadig
konfokal mikroskopu altinda kontrol edildi. Hucreler boyamanm yapildigi bazal
besiyeri ile yikandiktan sonra kardiyak farklilasma besiyeri eklenerek in vivo

transplantasyon yapilana kadar 37°C’de inkiibe edildi.

5.11 in Vivo Opere Edilecek Transgenik Farelerin Hiicre Transplantasyonuna

Hazirlanmasi

Opere edilecek fareler tartilarak agirliklar: belirlenerek 100mg/kg ketamin ve
10mg/kg roumpun intraperitoneal olarak enjekte edildi. Uygulanan anestezi dozu
farenin canlilig1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Yapilan ek dozlarin mortaliteyi artirdig
gbzlenmistir. Farenin etkili bir sekilde anesteziye girmesini saglamak amaciyla dis
ortamla etkilesimini azaltmak icin, fare karanlik ve sicak bir ortama alindi. Farenin
anesteziye girip girmedigini tespit etmek i¢in alt ekstermitelerine bir miktar baski
uygulanarak agriya verdigi tepkiler incelendi. Anestezi saglandiktan sonra,

trakeostami ve torakotomi icin farenin boyun ve sol torakal bélgesindeki tiyleri bisturi
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yardimiyla batikon ile tiras edildi. Fare, entiibasyon i¢in iist dislerinden sabitlenecegi
plastik plakaya alinarak Resim 5.11.1’de goriilen operasyon diizeneginin bulundugu

bolgeye alindi.

Resim 5.11.1. Cerrahi operasyon diizenegi. (A) Operasyonun yapildigi mikroskop, (B)
Intramiyokardiyal enjeksiyonda kullanilan cerrahi aletler, (C) Entiibasyonda kullanilan
ventilasyon cihazi.

5.12 Trakeostami

Gogiis kafesinde fizyolojik kosullarda negatif basing bulunmaktadir ve bu
basing sayesinde akcigerlerin hava aligverisi saglanir. Cerrahi miidehalenin torakotomi
basamagi esnasinda negatif basin¢ bozulacagindan, deney hayvaninin akcigerleri
sOner. Bunun sonucunda solunum deprese olarak hipoksiye bagl mortalite gézlenir.
Bunu komplikasyonu onleyebilmek amaciyla, deney hayvanima cerrahi miidahele
yapilmadan entiibe edilmesi gerekmektedir. Bu calisma kapsaminda kullanilan
C57BL/6 transgenik farelerin trakelerinin ¢ap1 ve segment araliklarinin kii¢iik olmasi
nedeniyle oral yol ile entiibe edilirken yiliksek mortalite gézlenmistir. Bu nedenle
operasyonlarda kullanilan fareler, trakeostomi yontemi ile entlibe edildi. Bogazin orta
hattindan yaklagik 1 cm'lik dikey bir kesi yapildi. Altta yatan bag doku disekte edilerek
submandibular tikrik bezleri yan tarafa toplandi. Bu esnada karotid arter ve vagus

sinirinin tahrip edilmemesine dikkat edildi. Trake gorlnlr hale geldikten sonra
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trakenin bir segmenti arasindaki bag dokuda, makas ile kiigiik bir kesi olusturuldu.

Farenin agirligma gore cihazin aspirasyon ve ventilasyon degerleri ayarlandi ve.

endotreal tlip, trakede olusturulan bosluga yerlestirildi (Resim 5.12.1).

Resim 5.12.1. Transgenik farelerin trakeostomi yontemi ile entlibasyonu. (A) Trakeye
ulagmak i¢in bag doku diseksiyonu (B) Ventilasyon igin trakeye kesi olusturma (C)
Trakeostomi tiipiiniin yerlestirilmesi (D) Operasyonun ardindan kesinin dikilmesi

5.13 Torakotomi

Farenin gogiis kafesinin hareketinin, ventilasyon cihazi ile senkronize oldugu
gozlendiginde, torakotomi i¢in insizyon alani belirlendi. Sol axillar bolge ile xiphoid
cikint1 arasinda hayali bir ¢izgi ¢izildiginde bu ¢izginin orta noktasi insizyon alanini
olusturur. Ust deri, m. pectoralis major ve m. pectoralis minor kaslar1 disekte edilerek
4. ve 5. kosta arasindan toraksa ulasildi. Kalp, ekartor yardimiyla goriiniir hale getirildi

(Resim 5.13.1).

N Sk il

Resim 5.13.1. Intramiyokardiyal hiicre enjeksiyonu. Deri altindaki kaslarin kesilip, toraks
arasinin agilmasi (A) Kalbin apeks bolgesine ulasma (B) Hucrelerin kalbin apeks bdlgesine
enjekte edilmesi (C)

5.14 Intramiyokardiyal Enjeksiyon

Intramiyokardiyal enjeksiyonda kullanmak Gzere kardiyomiyositlerin
bulundugu besiyeri ortamdan uzaklastirilarak 5 dakika boyunca PBS ile oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan TrypLE enzimi, kuyucuklara eklenerek 3 dakika
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boyunca 37°C’de inkiibe edildi. 3 dakika sonunda mikroskop altinda enzimsel aktivite
kontrol edildi. Hiicre sitoplazmasi toplanmaya basladigi goézlemlendiginde FEF
besiyeri ile enzim aktivitesi inhibe edildi. Hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 4 dakika
santriflij edildikten sonra, kardiyak farklilasma besiyeri ile hiicre sayimi yapildi. Hiicre
stispansiyonu tekrar 1200 rpmde 5 dakika santriftj edilip 3,5 pl icerisinde 1x10° hiicre
olacak sekilde kardiyak farklilagsma besiyeri ile diliie edildi. Hiicrelerin kalp dokusuna
entegrasyonunu arttirmak amaciyla, hlcre sispansiyonuna 1,5 ul 1:4 oraninda
DMEM-F12 ile diliie edilmis matrigel ve 5ug/ml rock inhibitort eklendi. Besiyeri ve
matrigel iceren 4-5 ul karisimin igerisinde 1x10° fare EKH temelli kardiyomiyosit, sol
ventrikulin apeks bolgesine 30 gauge hamilton enjektorii yardimiyla enjekte edildi
(Resim 5.13.1). Enjeksiyonun ardindan hizli bir sekilde 6nce kostalar, ardindan disekte
edilen kaslar ve st deri dikildi. Toraks kapatildiktan sonra ventilasyon borusu
trakeden yavasca cekildi. Farenin desteksiz soluk aldigi gozlenince trake, 6-0 ipek
iplik yardimiyla ile dikildi. Trakenin tizerindeki kaslar ve tiikiiriik bezleri tek bir dikis
ile bir araya getirildi. Ust deri dikildikten sonra, dikis bélgeleri enfeksiyon riskine

karsin batikon ile temizlendi.

Anestezinin yan etkilerini azaltmak amaciyla farenin sirt bolgesine, 100-200
ul subkutan serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Operasyon sonrasinda, hipotermiyi
onlemek amaciyla fare, 1siticili tabla iizerinde muhafaza edildi. Hicre
transplantasyonu kaynakli immiin rejeksiyonu engellemek amaciyla SHAM kontroller
de dahil olmak (izere butiin deney gruplarinda, operasyondan hemen sonra ve
operasyon sonrast 4.giinde, immiin yanitin azaltilmast ve hiicrelerin konak
miyokardiyuma entegrasyonunu artirmak amaciyla literatiirde ve klinikte siklikla
kullanilan bir immiin baskilayict olan 2 pg/ml konsantrasyonunda metilprednisolon

kullanilmustir.

5.15 EKG Kaydi1 Alinmasi

Transgenik fareler, 100 mg/kg ketamin, 10 mg/kg roumpun ile anesteziye
alindi. Farenin anesteziye girip girmedigi, ekstremitelerine uygulanan baskiya
verdikleri refleksleriye kontrol edildi. Fare bu uyaranlara herhangi bir refleks
gostermiyor ise, EKG kaydi almak iizere 6n ve arka ekstremiteleri bant yardimiyla

plastik tabaka Uzerine sabitlendi. EKG olclimleri Biopac System Ins cihaziyla
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Einthoven iiggeni referans alinarak kaydedildi. Sag arka ekstremiteye pozitif elektrot,
sol arka ekstremiteye topraklama igin notr elektrot ve sol 6n ekstremiteye negatif
elektrot, insulin enjektori yardimiyla Resim 5.15.1°de goriildiigii gibi subkutan olarak
yerlestirildi. Elektrodlarin baglh oldugu soket, “Kanal 17 girisine takildi. Cihazin bagl
oldugu bilgisayardan Biopac Student Lab yazilimindan “L05 Lead II” sekmesi segildi.
Cihazin kalibrasyonu sonrasi 60 saniye boyunca kayit alindi. EKG dl¢timleri, kayit
cihazinin analiz i¢in gelistirilen “Biopac Student Lab” yazilim programu ile incelendi.
QRS genligi goriildiigii gibi QRS kompleksinin maksimum ve minimum voltaj
¢ikiglart arasindaki farkinin 6l¢iilmesi ile belirlendi QT araligi QRS kompleksinin
baslangicindan T dalgasinin bitimine kadar olan siirenin dl¢iimiiyle belirlendi. JT
araligl, ST segmentinin baslangic1 olan J noktasi ile T dalgasinin bittigi noktalar

arasindaki zamanin Ol¢iilmesi ile belirlendi. RR aralig1 ard arda gelen iki R dalgas:

arasindaki zamanin 6l¢iilmesi ile belirlendi.

Einthoven Ucgeni

aVF

Resim 5.15.1. Transgenik farelerden EKG kaydi alinmasi. EKG kayit cihazi (Biopac Student
Ins.) (A), Lead II elektrotlarinin kayit almak {izere fareye baglanmasi (B)

Ortamdaki herhangi bir ses veya hareket, EKG kaydi sirasinda giiriiltii (noise)
olusturabilecegi i¢in EKG kaydi sirasinda ortamin sessiz olmasina 6zen gosterildi.
Biopac cihazi, Ogrenci fizyoloji laboratuvarinda kullanimina uygun olarak
tasarlandigindan, fareden EKG kaydi almak i¢in birtakim iyilestirmeler yapildi.
Oncelikle, Resim 5.15.2 A’da goriilen, EKG kayit sisteminin igerisinde bulunan
elektrotlar, Resim 5.15.2 B’de goriilen elektrotlar ile degistirildi. Iletkenligi arttirmak
amaciyla insulin enjektorlerinin ucuna Resim 5.15.2 C’de goriilen bakir tel sarilarak
EKG kayd1 alind1.

Bunlarin yaninda fare EKG cihazina yakin bir konumdayken kayit alinmasina
dikkat edildi. Elektrot kablolarinin hareketinden kaynakli giiriiltiiyli engellemek

amaciyla kablolar bant ile kayit diizenegine sabitlendi. Ortamdaki ses ve hareketin
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EKG kaydinda meydan getirecegi giiriiltiiyii ve sapmalari1 6nlemek i¢in kayitlar, sessiz
ve izole bir alanda alindi. Ayrica insulin elektrodlariyla fareye baglanan elektrodlarin
birbirine parallel takilmasina 6zen gosterildi. Tiim bunlarin yaninda farenin tam olarak
anesteziye girdiginden emin olduktan sonra kayit alindi. Farenin daha kolay anesteziye
girebilmesi i¢cin karanlik ve sicak bir ortamda tutulmas: saglandi. Izoelektrik ¢izgisinin

belirgin hale gelmesiyle EKG paremetrelerinin tayini kolaylastirildi.

Resim 5.15.2. Analiz edilebilir EKG 06l¢imi yapilabilmesi i¢in elektrodlarin optimizasyonu.
(A) Biopac EKG kayit sistemi icerisinde bulunana elektrodlar, (B) Problara iletken kablonun
baglanmasiyla olusturulan elketrodlar, (C) Insulin elektrodlarina sarilan bakir teller.

5.16 Kalp Perfuzyonu ve Doku Tespiti

Transgenik fare kalbine transplante edilen hiicrelerin, miyokard dokusuna
entegrasyonunu ve hiicrelerin canliligini tespit etmek amaciyla, transplantasyondan
sonraki 7. giinde opere edilen fareler, servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Ismatec
peristaltik pompa kullanilarak, heparinizasyon soliisyonu ile kalp perfiize edildi (Sekil
5.16.1). Perfiizyonu takiben kalp hizli bir sekilde disekte edildi. Immiinohistokimyasal
boyamalarda kullanilmak tizere OCT’ye gomiilerek -80°C’ye kaldirild1.

Resim 5.16.1. Kalplerin immin boyamalar ncesi perfiizyonu. (A) Perfiizyon pompasi, (B)
Perfiize edilmemis kalp, (C) Perfiize edilmis kalp.
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5.17 Immaunohistokimyasal Boyamalar

Aritmi modeli transgenik farelere hiicre transplantasyonu sonrasi, hiicrelerin
kalp dokusundaki lokalizasyonunu ve entegrasyonunu degerlendirebilmek igin doku
tespiti sonras1 immiinohistokimyasal boyamalar1 yapildi. Kesitler %4 PFA ile 20
dakika oda sicakliginda fikse edildi. Fiksasyon sonrasi PFA’nin uzaklastirilmasi igin
PBS ile yikama yapildi. Yikamanin ardindan dokudaki endojen peroksidaz akivitesini
inaktive etmek icin, kesitler %0.3 hidrojen peroksit ile yikandi. Epitop a¢iga ¢ikarmak
icin, slaytlar sitrat igerisinde 700w mikrodalgada 5 dakika ara sira sivinin seviyesi
kontrol edilerek bekletilmesini takiben mikrodalganin giicii 300w’a diisiiriilerek 12
dakika inkiibe edildi. Mikrodalgadan ¢ikartilan doku kesitleri oda sicakligina
geldiginde pap kalemi ile dokularin etrafina bariyer hidrofobik bir bariyer olusturulur.
Dokular, bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonunda bloklama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi. Doku kesitleri, cTnT antikorunu
1:200 diltisyon oraninda igeren sollisyon ile gece boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Ertesi
giin kesitler PBS ile 5 dakika boyunca yikandi ve 1:500 diliisyon oraninda hazirlanan
633 keci anti-fare sekonder antikoru ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile
yikamanin ardindan kesitler, 1pg/ml konsantrasyonunda DAPI solusyonu ile 5 dakika
inkiibe edildi. PBS ile yikamanin ardindan slaytlar Flouromount Aqueous kaplama
medium ile dikkatlice kapatildi ve LSM780 konfokal mikroskopu ile goriintiilleme
yapilana kadar 4°C’ye kaldirild.

5.18 istatistiksel Analizler

Aritmi modeli olusturulan transgenik farelere hiicre transplantasyonu 6ncesi ve
sonrast 4 ve 7. glinde alinan EKG 6l¢timlerinin istatistiksel degerlendirmesi Windows
isletim sisteminde kullanilan SPSS programiyla yapildi. Oncelikle, EKG verilerinin
dagilimlart “Shapiro-Wilk” testi ile belirlendi. Normal dagilim gosteren, EKG
degerleri i¢in “Two tailed paired T-Test” ile operasyon 6ncesi alinan EKG oOl¢umleri
transplantasyon sonrasi alinan EKG o6l¢iimleri ile karsilagtirildi. Bunlarin yaninda
anestezik ajanlarin EKG paremetrelerine etkisini tespit etmek igin izofloran ve ketamin
ile alinan EKG verilerinin istatistiksel degerlendirmesi, “Student T-Testi” ile yapildi.
Benzer sekilde aritmi modeli olusturulan transgenik farelerde, genotipin EKG

parametrelerine etkisini tespit etmek i¢in heterozigot ve homozigot farelerden alinan
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EKG verilerinin istatistiksel degerlendirmesi, “Student T-Testi” ile yapildi. Degerler
ortalamazstandart sapma seklinde ifade edildi. Sonuglarin anlamlilik degeri %95

giiven araliginda (p<0.05) degerlendirildi.
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6 BULGULAR

6.1 Transgenik Farelerin Cogaltilmasi ve Genotiplemesi

Calismalarmi, Amerika’da National Institute of Health laboratuvarlarinda
devam eden Prof. Dr. Karl Pfeifer tarafindan hibe edilen Kcngl/A340E/A340E (3343) ve
Kengl” (J800) transgenik farelerin 21-30 giinliik yavrularindan, genotipleme yapmak
amaciyla delge¢ yardimiyla kulak dokusu 6rnegi alind1 (4, 5). Doku 6rneklerinden
genomik DNA izolasyonu yapildi. Her bir fare soyu igin transgen bolgesine spesifik
primerler ile PCR yapilarak elde edilen DNA fragmanlar1 %1 agarose jelde bant
boylarina gore ayrildi. J343 fare soyu i¢in 388 bp vahsi tip alleli belirlerken, 508 bp
mutant allelin varligin1 gésterdi (Sekil 6.1.1 A). J800 fare soyu i¢in 240 bp vahsi tip
alleli belirlerken, 370 bp mutant allelin varligini gésterdi (Sekil 6.1.1 B).

A B
L +/A340E  +/+ A340E/A340E L -/- +/- +/+

500 bp
-mut 500 bp
+wt

-mut

+wt

300 bp 300 bp

1, 2 3 1 2 3

Sekil 6.1.1. Transgenik farelerin genotip analizi. (A) J343 (Kcnql1A340F/A3408) | . Ladder, 1:
heterozigot, 2: vahsi tip, 3: homozigot, (B) J800 (Kcngl”), L: Ladder, 1: homozigot, 2:
heterozigot, 3: vahsi tip.

Laboratuvarimizda bulunan J800 transgenik fare soyunda, KCNQ1 genindeki
tahrip nedeniyle, sagirlik fenotipi ve i¢ kulaktaki defekte bagli olarak literatlirde
shaker-waltzer fenotipi olarak bilinen, kendi eksenleri etrafinda déonme davranisi
gozlenmistir. Bu gozlemin ve isitmenin gergeklesebilmesi i¢in i¢ kulakta, endolimpik
stvist K* iyonunca zengin olmasi ve i¢ kulaktaki vestibular hiicrelerce KCNQ1 geninin

ekpresyonuna bagli olarak isitmede abnormalite goriildiigii diistiniilmektedir.

6.2 FEF Kalturu

Transplantasyon i¢in hiicre kaynagi olarak kullanilacak fare EKH hattinin
kiltire edilebilmesi icin FEF hiicreleri izole edilip ¢ogaltildi. Embriyonik dénemin
13.5’uncu giiniinde (E13.5) olan vahsi tip BalbC farelerden siiperoviilasyon sonrasi
elde edilen embriyolarin i¢ organ, bas ve uzuvlar ayrildi. Geriye kalan fibroblastca

zengin doku kiclk parcalara kesilerek %0.05 Tripsin/EDTA enzimiyle muamele
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edildi. Elde edilen hiicreler jelatin kapli T75 flasklara ekildi. Hucreler %80-90
yogunluga ulastiginda, %0.25 Tripsin/EDTA ile pasajlandi ve hiicre stogu olusturuldu.
Pasaj 5’e kadar, iiretilen vahsi tip FEF hiicrelerinin mitotik aktiviteleri, Mitomyocin-
C ajanmi ile durdurularak, fare EKH kultlrlerinde besleyici hiicre kaynagi olarak
kullanildi (Sekil 6.2.1).

h;, .
als

Sekil 6.2.1. FEF izolasyonu ve kdltirt. (A) Stperovile edilen fareden FEF izolasyonu
yapmak Uzere disekte edilen E13.5 embriyolarin bulundugu ovaryum, (B) FEF hucrelerinin
pasaj 1°deki goriintiisii. Olgek cubugu: 50pum

6.3 Fare EKH Kultiru

Hiicre hatt1 olusturmak amaciyla izole edilen E3.5’taki blastosistler, mitotik
aktiviteleri durdurulmus FEF hiicresi igeren kuyucuklara ayri ayri konularak kiiltiire
edildi (Sekil 6.3.1 A). FEF hiicresi tizerinde tutunan blastosistlerden EKH kaynagi olan
i¢ huicre kitlesinden 48 saat igerisinde hiicre gocu gozlendi (Sekil 6.3.1 B). Kolonilerin
yogunlugu %70-80’e ulastiginda hiicreler %0.25 Tripsin/EDTA enzimi ile pasajland:
ve hiicre stogu olusturuldu (Sekil 6.3.1 C).

Sekil 6.3.1 Fare EKH izolasyonu ve hiicre hatti olusturulmasi. (A) Blastosist izolasyonu
sonrasi 2. Gun, (B) FEF hcreleri Uzerinde pasaj 0’daki EKH kolonisi, (C) Pasaj 2’de fare
EKH kolonilerinin 11k mikroskopu goriintiileri. Olgek cubugu: 50pm
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6.4 Fare EKH’lerin Kardiyomiyosit Farklilagsmasi

Vahsi tip EKH’leri, literatiirde yaygin olarak kullanilan embriyonal cisimcik
yontemiyle L-askorbik asit varliginda kardiyak hiicrelere farklilagsmasi saglandi. Bu
yontem ile fare EKH hiicreleri farklilasmanin ilk iki giinii, fibroblast hucrelerinden
arinmasi i¢in, jelatin kapli kuyucuklarda adaptasyon besi yeri ile ekilerek kilttre edildi
(Sekil 6.4.1 A).

Sekil 6.4.1. Asili damlacik yontemiyle fare temelli EKH hiicrelerinden kardiyomiyosit
farklilagsmas1 (A) FEF eliminasyonu icin adaptasyon besiyerine alinan fare EKH kolonileri,
(B, C) Petri kapagindaki hiicre damlalari, (D) Asili damlacik metoduyla olusturulan
embriyonik cisimler, (E) Farklilasmanin 7. guniindeki EKH temelli kardiyomiyosit kilturd,
(F) Spontan kasilma gézlenen fare EKH temelli kardiyomiyosit hiicrelerinin 151k mikroskopu
gorintisi. Olgek cubugu: 50um

Ardindan farklilasmanin 2. glinindeki EKH kolonileri, Sekil 6.4.1 B ve Sekil
6.4.1 C’de goriildiigii gibi petri kapaginda asili damlaciklar halinde 2 gin 37°C’de
inklibe edildi. Inkiibasyonun sonunda yercekiminin etkisiyle damlaciklarin ucunda bir
araya gelen hiicrelerin EB yapilari olusturdugu g6zlendi (Sekil 6.4.1 D). EB’ler, 2 giin
boyunca bakteri plakalarinda siispanse halde inkiibasyonlarinin ardindan jelatin kapl
plakalara ekildi. Plakalara yapisan EB’lerden farkli hiicre tiplerinin gog ettigi gorildi
(Sekil 6.4.1 E). Farklilasmanin baslangicini takip eden 9. giinden itibaren atim

gozlendi. Kiiciik hiicre kiimelerinde goriilen kasilmalarin, farklilasmanin ileri
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gunlerinde Sekil 6.4.1 F’de goriildiigii gibi hiicre kabinin diger bolgelerine yayildigi
go6zlendi.

6.5 Fare EKH Temelli Kardiyomiyositlerin ICC ve Akim Sitometrisi ile

Incelenmesi

Vahsi tip fare EKH temelli kardiyomiyosit kiltirlerinde gbzlenen spontan
atimlar ile tutarli olarak, bu hiicrelerde kardiyomiyositlere 6zgl kardiyak troponin-T
(cTnT) proteininin varhi§i immiinositokimyasal boyamalar ile tespit edildi.
Farklilagmanin 16. glintindeki fare EKH temelli kardiyomiyosit kiltiirlerinde cTnT
proteinin ifadesi immiin boyama sonrasi konfokol mikroskopu ile goruntilendi (Sekil
6.5.1).

Birlesik 4%

Sekil 6.5.1. Fare EKH temelli kardiyomiyositlerin immiinsitokimyasal karakterizasyonu. (A)
cTnT, (B) DAPI, (C) Merged. Olgek cubugu: 50 pm

Fare EKH hiicrelerinden farklilagtirilan kardiyomiyositlerin, kultirdeki
yuzdesel dagilimini ve farklilasma verimi akim sitometrisi yontemi ile
degerlendirilmistir. Kardiyak farklilasmanin 15-20.giinleri arasinda fare EKH temelli
kardiyomiyosit kiiltiirleri kardiyak spesifik belirte¢ olan ¢TnT antikoru ile yapilan
akim sitometrisi analizi sonucu, literatlre benzer olarak %55-%63 oraninda cTnT*

kardiyomiyosit tespit edilmistir (Sekil 6.5.2).
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Sekil 6.5.2. Fare EKH temelli kardiyomiyositlerin akim sitometrisi analizi. (A) boyanmamus
(unstained) hcrelerin yizdesi, (B) Canli ve boyanmamus hiicre popilasyonuna gore
kapilandiktan sonra belirlenen cTnT * hiicrelerin ytzdesi.

6.6 CFDA-SE Vybrant Floresan Hicre Boyamasi ve Optimizasyonu

Hicre transplantasyonu ¢alismalarinda kullanmak {izere temin edilen floresan
Ozellikte bir boya olan CFDA-SE’nin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla neonatal
kardiyomiyosit hdcreleri 0.5, 5, 10 ve 20 puM konsantrasyonlarda in vitro ortamda
isaretlendi (Sekil 6.6.1). Boyama sonrasi alinan konfokal goriintiileri incelendiginde,
0.5 pM CFDA-SE ile boyali kiiltiirdefloresan sinyalin zayif oldugu goézlenirken, 20
uM CFDA-SE ile boyanan neonatal kardiyomiyositlerde boyama sonrasi toksiste

go6zlendi. Bu nedenle 0.5 uM ve 20 uM konsantrasyonlari ¢alismanin disinda birakildi.

Sekil 6.6.1. Farkli konsantrasyonlarda CFDA-SE boyali neonatal kardiyomiyositler (A) 0.5
uM, (B) 5 uM (C) 10 pM, (D) 20 uM. Olgek ¢ubugu: 50 um

Ardindan CFDA-SE sinyalinin, in vitro ortamdaki kaliciligini test edebilmek
I¢in uygun aralik olarak belirlenen 2.5, 5 ve 10 uM CFDA-SE ile boyanan neonatal
kardiyomiyosit kilturleri, 14 giin boyunca takip edildi. Kiltirden, boyama sonrasinda
7 ve 14. glnlerde alinan konfokal goriintiileri incelendiginde 6zellikle boyama
sonrasindaki 14. giinde CFDA-SE sinyalinin azaldig1 tespit edildi (Sekil 6.6.2). Bu
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0.gln

7.gun

14.gun

bulgular dogrultusunda, transplantasyon oOncesi hucrelerin 10uM CFDA-SE ile
boyanmasina ve in vivo transplantasyon sonrasi hiicrelerin 7 giin boyunca takip

edilmesine karar verildi.

2.5 M S5uM 10 pM

. =
[R— E3 JR—

Sekil 6.6.2. Farkli konsantrasyonlarda CFDA-SE ile boyali neonatal kardiyomiyositlerin in
vitro ortamda uzun sureli takibi. (A) Boyamadan hemen sonra, (B) Boyamadan 7 gilin sonra,
(C) Boyamadan 14 gin sonra neonatal kardiyomiyositlerin konfokal goriintisi. Olgek
¢ubugu: 50pum

59



6.7 Transgenik Fare Soylarinda EKG Ol¢iimlerinin Optimizasyonu

Transgenik farelerde EKG o6lglimleri, materyal metodda detaylica bahsedildigi
gibi, Einthoven {iggeni referans alinarak kaydedildi. Lead II’de 1 dakika boyunca
alinan kayitlar, Biopac Student Lab programiyla analiz edilerek EKG paremetleri
belirlendi (Sekil 6.7.1 A). Dogrulanmis QT araligi (QTc), Bazett formilunun fare vb.
kalp atim hiz1 yiiksek canlilar i¢in uyarlanmus formu olan; QT/v/(RR/100) formili ile

hesaplandi. EKG 0l¢timlerinin istatistiksel analizleri SPSS programu ile yapildi.
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Sekil 6.7.1. Transgenik fare EKG olgimleri. (A) Transgenik fareden alinan EKG verilerinde
P, QRS, J ve T dalgalarinin tanimlanmast, (B) Biopac cihazi ile transgenik fareden alinan EKG
verisi, (C) Optimizasyon ve elektrodlarda yapilan iyilestirmeler sonrasi alinan EKG verisi.

EKG kayit cihazinda yapilan optimizasyon ve elektrodlarda yapilan
degisiklikler sayesinde, Sekil 6.7.1 B’de goriilen giiriiltii igeren EKG verileri, Sekil
6.7.1 C’de goriildiigii gibi iyilestirildi. Optimizasyon ¢alismalar1 ile belirgin
izoelektrik ¢izgisi elde edilmesi, EKG parametrelerini belirlenmede kolaylik sagladi.
Transgenik aritmi fare soylarindan alinan EKG 6l¢iimlerinde, literatiire benzer olarak
farkli morfolojide ve genlikte J ve T dalgalar tespit edildi. Fare EKG verilerinde
negatif T dalgas1 daha siklikla rastlansa da pozitif T dalgas1 igeren EKG verileri de
tespit edildi (Sekil 6.7.2).
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Sekil 6.7.2. Trangenik farelerde gozlenen farkli elektrokardiyografik dalga morfolojileri. (A,
B) Negatif T dalgasi, (C) Pozitif T dalgasi.

6.8 In vivo uygulamalarda Izofloran ve Ketamin Anesteziklerinin

Karsilastirilmasi

In vivo ¢alismalarda siklikla kullanilan ketaminin QT araligini uzamasina
sebebiyet verdigi bilinmektedir (130). Anestezik ajanin QTc degerine etkisini 6lgmek
amaciyla, izofloran ve ketamin anestezik ajani ile anesteziye alinan transgenik fare

soylarinin EKG verileri karsilastirildi (Sekil 6.8.1).

A. izofloran

EKG (mV)
>

-0.3

2 saniye
Zaman (sn)
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EKG (mV)
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|
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Sekil 6.8.1. isofloran ve ketamin ile anesteziye alinan farelerden alinan EKG verileri. (A)
Izofloran, (B) Ketamin.

Transgenik fare soylarinda, literatiire benzer olarak ketamin ile anestezi altina
alinan farelerin, izofloran ile anestezi altina alinan farelere kiyasla QTc degerlerinin
anlamli derecede uzadig tespit edildi (Tablo 6.8.1). Ancak izofloran sisteminin opere
edilen farelerde kardiyak operasyon i¢in yeterli ve derin anesteziyi saglayamamasi ve

teknik olarak MEDITAM kosullarinda stabil olamamasi nedeniyle in vivo
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operasyonlarda anestezik ajan olarak ketamin kullanilmasi tercih edildi. Operasyon
oncesi ve sonrasinda aliman EKG 0Ol¢umleri, ketamin anestezigi kullanilarak alindigi
icin veriler, kullanilan anestezik ajanin kardiyak elektrofizyolojiye olan etkisinden

bagimsiz olarak degerlendirilebilmistir.

Tablo 6.8.1. Kullanilan anestezik ajanin EKG parametrelerine etkisinin olgtlmesi

EKG J343 J343 P degeri J800 J800 P degeri
Parametreleri Ketamine isoflurane J343 Ketamine vs. Ketemine isoflurane J800 Ketamine
(ms) (n=30) (n=15) Isoflurane (n=10) (n=26) vs. Isoflurane
QT 134£18 6745 <0.01 127£19 7248 <0.01
RR 329479 134+15 <0.01 287467 133£17 <0.01
QTe 754 5843 <0.01 7613 6215 <0.01

6.9 Eriskin Transgenik Farelerde Yas ve Genotipin Elektrokardiyografik

Bulgulara Etkilerinin incelenmesi

Elektrokardiyografik parametrelerin klinikte, yasa ve cinsiyete gore farklilik
gosterdigi bilinmektedir (131). Laboratuvarimizda bulunan transgenik fare soylarinda
yasin EKG parametreleri Gzerindeki etkisini incelemek amaciyla 3-8 aylik ve 8-12
aylik transgenik farelerden alinan EKG olgimleri karsilastirildiginda, her iki grup
arasinda QTc degerinde istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 6.9.1). Bu
nedenle, aritmi transgenik fare modellerinde hiicresel tedavi yaklasimi i¢in yapilan in

vivo operasyonlarda, 3-12 aylik fareler birlikte degerlendirildi.

Tablo 6.9.1. Transgenik fare soylarinda yasin EKG parametreleri ile iliskisi

EKG J343 J343 P degeri J800 J800 P degeri
Parametreleri | 3-8 ayhk 8+ ayhk | J343 3-8 ayhk 3-8 ayhk 8+ ayhk J800 3-8 ayhk
(ms) (n=18) (n=12) vs. 8+ ayhk (n=5) (n=5) vs. 8+ ayhk
QT 130+18 142+16 0.06 128+21 12619 0.93
RR 309459 360£66 0.08 305452 269429 0.42
QTc 7443 7614 0.25 7343 7612 0.13
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EKG verilerini etkileyebilecek diger bir parametre ise genotiptir.
Laboratuvarimizda bulunan biri nokta mutasyonu digeri null mutasyona sahip iKi
transgenik fare soyundan, 6zellikle null mutasyonun bulundugu J800 fare soyundaki
homozigot mutant farelerde daha gii¢lii hastalik fenotipi gézlenmistir. Bu nedenle
transgenik farelerin EKG parametrelerine sahip olduklar1 heterezigot ya da homozigot
genotip 6zelliklerin herhangi bir etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in her iki fare
soyunda heterozigot farelerin EKG verileri homozigot farelerin verileri ile
karsilastirildi. Verilerin istatistiksel analizi sonucu J343 ve J800 transgenik fare
soylarinda heterozigot ve homozigot farelerin EKG parametreleri arasinda istatistiksel
anlamli bir fark tespit edilmedi. (Tablo 6.9.2). Bu bulgular dogrultusunda, heterozigot
ve homozigot fareler in vivo hiicre transplantasyon ¢alismalarinda birlikte

degerlendirildi.

Tablo 6.9.2. Transgenik fare soylarinin genotip 6zelliklerinin EKG paremetreleri iizerine
etkilerinin incelenmesi

EKG P degeri P degeri
J343 Het J800 Het J343 Homo J800 Homo
Parametreleri J343 Het vs. J343 Homo vs.
(n=15) (n=9) (n=10) (n=8)

(ms) J800 Het J800 Homo
QT 135%15 132422 <0.77 135+12 124+11 <0.15
RR 335161 317194 <0.71 351162 274+43 <0.44
QTc 7343 74+3 <0.82 7443 7712 <0.16

6.10 Transplantasyon Sonrasi EKG ve IHC Analiz Giiniiniin Optimizasyonu

Fare EKH temelli kardiyomiyositlerin transplantasyon sonrasi, konak dokuda
takibinin yapilmasi amaciyla floresan 6zellikte bir boya olan CFDA-SE ile hicreler,
transplantasyon oncesi boyandi. Hiicre transplantasyonundan 14 giin sonra disekte
edilen kalpten alinan kesitler konfokal mikroskopu ile incelendiginde enjeksiyon
bolgesindeki hiicrelerde az miktarda CFDA-SE sinyali gozlendi. Boyali hiicrelerin
goriildiigii kesitlerde, fiksasyon sonras1t CFDA-SE sinyalinin tamamen kayboldugu
g6zlendi. Bunun yaninda transplantasyon sonrasi 7.ginde disekte edilen kalpten
alinan kesitlerde enjeksiyon bolgesinde 14.giin kesitlerine kiyasla daha yiksek CFDA-

SE sinyali gozlendi (Sekil 6.10.1). Hucre transplantasyonunda kullanilan floresan
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boyanin in vivo'da uzun siireli stabil olarak kalmamasi nedeniyle, hiicre transplante

edilen transgenik farelerin transplantasyon sonrast 7 giin gézlemine karar verildi.

CFDA-SE

Sekil 6.10.1. Kalp Kkesitlerinin fiksasyon o6ncesi ve sonrasi goruntileri. (A)
Transplantasyondan 7 giin sonra disekte edilen kalpten alinan kesitin goriintiisii, (B)
Transplantasyondan 14 giin sonra alian kesitlerin goriintiisii. Olgek cubugu: 50pm.

6.11 Aritmi  Modeli  Transgenik  Farelerde  SHAM  kontrollerinin

Elektrokardiyografik Verilerinin Degerlendirilmesi

Ritim bozukluguna yonelik hiicresel tedavi yaklagimini degerlendirmek tizere

belirlenen deney ve kontrol gruplart Sekil 6.11.1°de belirtilmistir.

in vivo DENEY ve KONTROL GRUPLARI

| |

SHAM Kontrol Hiicre Transplantasyonu
Agma Kapama igne Hasar Matrigel Kcnq1A3406/A340¢ Kenq1”- Vahsi Tip Kcng1A340E/A340E
SHAM SHAM

99 40 _ 4949 49 49 49 49

mESC-CM mESC-CM mESC-CM FEF
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=7) (n=5)

Sekil 6.11.1. In vivo deney ve kontrol gruplarmin sematik gosterimi
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Ritim bozukluguna yonelik hiicre transplantasyonu deneylerinde, kontrol
grubu olarak belirlenen ilk grup, herhangi bir enjeksiyonun yapilmadan, yalnizca
trakeostomi ve torakotomi islemlerinin gergeklestirildigi “agma-kapama SHAM”
grubu fareleri opere edildi. Operasyon sonrasi alinan EKG verileri operasyon oncesi
EKG verileri ile karsilastirildiginda, QTc degerlerinde anlamli bir fark tespit edilmedi
(Tablo 6.11.1). Cerrahi operasyonlar sirasinda ve sonrasinda gozlenen mortalitede
disiis saglandiginda, c¢alismamizin O6nemli bir kontrol grubu olan, hicre
transplantasyonu sirasinda hiicrelerin bulundugu matrigel, rock inhibitori ve kardiyak
farklilasma besiyeri igeren tasiyict sollisyonun enjekte edildigi “Matrigel SHAM”
grubu fareleri opere edildi. A¢ma kapama kontrol grubuna benzer olarak, matrigel
transplantasyonu Oncesi ve sonrasi transgenik farelerden alinan EKG verileri arasinda

istatistiksel anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 6.11.2).

Aritmi modeli olusturulan transgenik farelerde; hlcre transplantasyonundan
sonra QTc degerlerinde gozlenen degisimlerin, enjeksiyon sirasinda aritmojenik
bolgenin  ablasyonuna bagli olup olmadigini belirleyebilmek igin, hiicre
transplantasyonu yapilmadan, yalnizca Hamilton enjektdriiniin apekse batirildigi “igne
hasar1 SHAM” grubu fareleri opere edildi. Operasyon sonrasi transgenik farelerden
alinan EKG verilerinin operasyon oncesi EKG verileri ile karsilastirmali analizleri
yapildiginda, iki grup arasinda istatistiksel anlamli bir fark gdzlenmedi (Tablo 6.11.3).
SHAM kontrol gruplarindan elde edilen veriler degerlendirildiginde, QTc’de
gozlemledigimiz diisiisiin, transplante edilen tasiyici karisim veya enjeksiyon sirasinda
aritmojenik bolgenin ablasyonundan bagimsiz olarak, transplante edilen hicrelerin

terapatik etkisinden kaynakli oldugunu gostermektedir.
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Tablo 6.11.1. A¢ma kapama sham grubu farelerden alinan EKG verilerinin analizi

P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTc Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc¢
Day4 Day7
1 12144 | 28845 712 14745 4666 68+2 14147 4607 66+4
2 1435 | 3937 722 1866 6579 732 130£6 3505 703
3 15148 | 4016 7614 11747 25613 735 10947 208+3 7614
4 14247 3638 7414 12645 288+4 74+3 14945 44245 713
S 13145 | 35344 69+3 13245 43947 633 13848 40845 6814
<0.31 <0.1
6 14645 | 43945 702 1486 43616 713 14747 46747 673
7 12946 | 31746 724 13848 3856 704 11248 | 256¢11 706
8 14246 | 3508 7613 1406 | 350+10 753 13149 33218 7215
9 135¢7 | 3696 7144 1906 6737 743 14948 | 394+11 754
10 11649 | 23645 755 14345 3557 763 14745 3786 7613
Tablo 6.11.2. Matrigel sham grubu farelerden alinan EKG verilerinin analizi
P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTc Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc¢
Day4 Day7
1 12744 | 2659 78+2 15147 36619 79+4 11746 22545 78+4
2 1248 | 266+10 765 15246 361£10 8013 168+10 | 467+12 7745
3 14245 40715 70+3 11016 241+4 71+4 12846 32617 7143
4 15548 43445 7414 14315 39949 7243 13544 31945 7612
5| 12143 | 28248 | 7222 | 10987 | 23627 | 7124 10745 | 228410 | 704 <021
<0.89
6 120+5 24218 7743 1374 31746 77+3 13745 30619 7843
T 128+7 3417 694 11047 24043 714 12945 31746 7243
8 13916 | 3484 74+3 1364 33616 752 12545 29414 73+4
9 107+6 19543 775 145¢9 | 408+10 7245 17948 549+4 7743
10 14347 | 3964 7243 14614 40947 7242 13246 3316 7343
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Tablo 6.11.3. igne hasar1 sham grubu farelerden alman EKG verilerin analizi

P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTc Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc
Day4 Day7
1 8442 17343 6411 13249 33943 7145 158+7 50746 703
2 150+4 | 4672 70+2 14843 460+2 701 1687 4654 78+3
3 1373 38617 69+1 15345 439+4 73+2 14243 38345 73+1
4 108+3 21615 74+1 16716 51343 7443 1676 52848 73+2
5 15542 | 443%7 7412 15742 4554 74+1 1387 430+2 6813
<0.1 <0.1
6 17613 65243 69+1 12244 34049 6611 17244 65016 6812
7 1216 | 2784 7345 14945 405+10 7443 14445 38648 74+2
8 1355 31743 7613 23448 644+15 9243 2256 607+10 9142
9 117£2 263+5 7242 12446 27743 74£3 15416 | 43310 74+4
10 12917 | 326%5 7244 13545 360+4 71£2 1254 280+7 75£2

6.12 Aritmi Modeli Transgenik Farelerde Fibroblast Tranplantasyonunun EKG

ve IHC Degerlendirmesi

Hiicre transplatasyonu calismalarinda cerrahi ve deneysel basamaklarinin
optimizasyonu amaciyla, laboratuvarimizda kolaylikla temin edebildigimiz fare
embriyosundan dretilen FEF hiicreleri tercih edildi. Bu deneysel yaklagim ayni
zamanda, MI sonrasi fibrotik doku olusumunu deneysel olarak taklit etmesi yoniyle
onemli bir kontrol grubu olusturdu. Transplante FEF hicrelerinin dokuda takibi
amaciyla transplantasyon oncesi hiicreler floresan ve lipid yapida bir boya olan Di8
AnnepQ ile boyandi. Transplante edilen hicrelerin kalp elektrofizyolojisine etkisini
incelemek amaciyla operasyondan sonraki 4. ve 7.giinlerde opere edilen farelerden
EKG kayitlar1 alindi. Alinan bu veriler, operasyon dncesinde alinan EKG verileri ile
karsilastirildi. Tablo 6.12.1°’de goriildigii gibi transplantasyon sonrast FEF hiicresi
transplante edilen farelerde, operasyon dncesine gére QTc degerlerinde istatistiksel

olarak anlamli bir artig gzlendi.
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Tablo 6.12.1. FEF hiicresi transplante edilen J343 (KcnglA30E/A340E) fare soyunda EKG
verilerinin analizi

P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTec . Post-op ' Post-op
Q1 RR QTc QT RR QTe
Day4 Day4
1 84+4 160£1 6613 164£6 372111 8513 18746 344+7 10113
2 1174 262+5 722 13245 3157 74£2 13715 277+4 8213
3 1205 27745 7113 134+5 325£10 75+4 <0.107 1407 245+7 905 <0.008
4 1436 | 4176 703 15245 451+8 7212 1374 25249 8713
5 83+5 155+2 66t4 113£10 34048 725 21010 587+8 8614

Transplante edilen hicrelerin, konak miyokardima entegrasyonunu tespit
etmek amaciyla transplantasyondan 7. giin sonra alinan kalplerin, perfiizasyonu
takiben immiinohistokimyasal boyamalar1 yapildi. Fiksasyon Oncesi konfokal
mikroskopu ile gozlenen boyali hiicrelerin bulundugu kesitlerde, fiksasyon sonrasi
sinyal kayb1 gozlendi. Doku kesitlerinin kardiyak spesifik bir belirte¢ olan kardiyak
troponin T (cTnT) ile immin boyamalar1 incelendiginde, transplantasyonun
gerceklestirildigi apeks bolgesine entegre olmus fibroblast hicrelerinin canli oldugu
gozlenmektedir (Sekil 6.12.1).

= Birlesik

Sekil 6.12.1.FEF transplantasyonu sonrasi kalp kesitlerinin immiinohistokimyasal boyamasi.
(A) cTnT, (B) DAPI, (C) Merged. Olgek gubugu: 50um

6.13 Fare EKH Temelli Kardiyomiyosit Transplantasyonunun Aritmi Modeli

Transgenik Fareler Uzerindeki Elektrofizyolojik Etkilerinin incelenmesi

Aritmi modeli transgenik fare soylarinda, EKH’lerinden farklilagtirilan
kardiyomiyositlerle tasarlanan hiicresel tedavi yaklasimi, transplantasyon sonrasi

alman EKG verileri ve immunohistokimyasal boyamalar ile degerlendirildi.
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Transplante edilen hucrelerin dokudaki canliliklari ve kalp elektrofizyolojisine etkileri
incelendi. intramiyokardiyal hiicre transplantasyonu sonrasi entegrasyonunu arttirmak
amaciyla hiicreler, ticari bir ekstraseliiler matriks olan matrigel ve rock inhibitori
igeren karisim igerisinde miyokardiyuma enjekte edildi. Transplante edilen hiicrelerin
kardiyak elektrofizyolojisine etkisini incelemek icin opere edilen farelerden,
operasyondan hemen Once, operasyon sonrasi 4. ve 7. giinlerde EKG kayd1 alinarak
istatistiksel analizleri yapildi (Tablo 6.13.1 ve Tablo 6.13.2).

Tablo 6.13.1. Fare EKH temelli kardiyomiyosit transplante edilen J343 transgenik farelerin
EKG analizi

P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTc Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc
Day4 Day7
1 1347 3567 713 12549 3316 695 109+10 | 307+12 6216
2 120+8 2934 705 161+12 548+6 69+5 1348 347+6 7215
3 13145 35047 70£2 100%3 268+5 612 112+13 | 31914 637
4 148+8 | 350+11 794 145+12 | 32812 776 116+11 | 27148 707
5 11445 268+5 703 14011 43444 67+6 1377 39043 694
<0.045 <0.63
6 11246 19343 814 13419 27246 8215 132#5 2502 83+3
7 1457 3999 733 136£6 3076 784 12248 20616 8516
8 1437 290+4 844 13745 347+9 743 125+7 280+5 754
9 147+14 | 28645 878 141+14 315+4 807 129+11 | 33049 717
10 149+5 | 378+£12 77£2 103+4 2384 705 111+4 22142 753
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Tablo 6.13.2.

Fare EKH temelli kardiyomiyosit transplante edilen J800 transgenik farelerin

EKG analizi
P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTc Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc
Day4 Day7
1 15311 [ 300£12 | 796 13047 375£12 67+4 1096 2416 70+4
2 159+12 | 4316 7616 11847 2574 734 16511 | 4867 756
3 136x6 | 3012 78+4 12944 250%5 82+4 1586 35614 8413
4 1304 | 303x3 742 12043 248+3 7613 1244 286x4 733
3 138+3 | 3576 73+2 1224 273%3 7412 12945 270+3 783
<0.5 <0.52
6 110£11 | 248%5 70£7 14214 | 33512 788 14045 35614 7413
7 100+7 | 1876 735 905 18112 675 150+12 | 38116 777
8 1359 | 304£10 | 786 143x14 | 37915 737 1718 | 588£15 704
9 12218 | 260%7 7615 142£11 40548 71£6 9817 2304 655
10 10916 | 2386 714 12747 29318 7415 11347 27216 694

Aritmi modeli olusturulan transgenik fare soylarinda QTc degerlerindeki

degisim, verilerin standart sapmalart goz 6niinde bulundurularak degerlendirildi. J343

fare soyunda, vahsi tip EKH temelli kardiyomiyosit hiicre transplatasyonu sonras,

opere edilen farelerin (n=10) %50’sinde QTc¢ degerinde diisiis (n=5) goriilerek,

hastalik fenotipini iyilestirici etkisi gortildi. Opere edilen farelerin %20’sinde QTc

degerinde artig (n=2) gozlenirken, %30’unda QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit

edildi. Null mutasyonun bulundugu J800 transgenik aritmi farelerde, hiicre

transplantasyonu sonrast alinan EKG verileri incelendiginde, opere edilen farelerin

(n=10), %30’unda QTc degerinde kisalma (n=3) ile hastalik fenotipinin iyilestirici

etkisi gozlendi. Farelerin %40’inda QTc degerinde artis (n=4) goriiliirken, %30 unda
QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit edildi (Tablo 6.13.3).
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Tablo 6.13.3. Hiicre transplantasyonu sonras1 Kcnq14308/A340E ye Kcngl” transgenik fare
QTec verilerinde goriilen degisimlerin yiizdesel gdsterimi

Fare soyu QTc V QTc - QTc
Kcng1A340E/A340E %50 %30 %20
(n=10) (n=5) (n=3) (n=2)
Kengl” %30 %40 %30
(n=10) (n=3) (n=4) (n=3)

Fare EKH temelli kardiyomiyosit transplantasyonundan 6nce ve sonra alinan
EKG verileri ile box plot grafikleri gizilerek verilerin yorumlanmasi kolaylastirildi.
Pfeifer ve arkadaslarinin J343 transgenik fareler ile yaptigi calismalari iceren
makalede, QTc degeri 65 ms altinda oldugu durumda saglikli fenotipin gézlendigi, 73
ms ve lizeri oldugu durumda hastalik fenotipinin gozlendigi belirtilmistir (4). Bu bilgi
1s1¢inda J343 EKG verilerinin box plot grafigi degerlendirildi. Hucre transplantasyonu
sonrast 4. ve 7. giinde QTc degeri medyanlarinin, transplantasyon oncesine gore
azaldig1 goriilmektedir (Sekil 6.13.1). Onemli olarak, operasyon sonrasi 4. giinde
alman EKG verileri ile operasyon oncesi EKG verileri arasinda gozlenen farkin
istatistiksel anlamli oldugu tespit edilmistir. Hiicre transplantasyonu sonrasi 4. glinde
bir farenin saglikli QTc degeri araliginda bulundugu, 4 farede de QTc degerinin
hastalik fenotipini belirleyici deger olan 73 ms’den diisiikk oldugu gozlendi.
Transplantasyon sonrasi 7. giinde alinan veriler incelendiginde, 2 farenin saglikli QTc
degerine sahip oldugu ve 4 farede QTc degerinin 73 ms’den diisiik oldugu
gorilmektedir. Transplantasyon sonrast 7. giinde QTc degerlerinde varyasyonun
artmastyla beraber, QTc degerlerinin kendi arasinda birbirlerine yaklastig1
gorilmektedir. Bunun yaninda, hicre transplantasyonu oncesi QTc verilerinin
medyanlari, hastalik fenotipinin goriildiigii alanda iken, transplantasyon sonrasi 4. ve
7. ginde QTc degerlerinin medyanlarinin hastalik fenotipini belirleyen 73 ms
degerinin altinda oldugu goriilmektedir. Elde ettigimiz bu bulgular, hicre
transplantasyonunun ritim bozuklugu tedavisindeki terapatik etkilerini destekler
niteliktedir.
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Sekil 6.13.1. J343 fare soyunda hiicre transplantasyonu oncesi ve sonrasi alinan EKG
verilerinin box plot grafigi

J800 fare soyunda hiicre transplantasyonu oncesi ve sonrasi aliman EKG
verileri ile olusturulan box plot grafigi degerlendirildiginde, hiicre transplantasyonu
sonrast 4. ve 7.glin QTc degerlerinin medyanlarinin azaldigi, ancak QTc degeri
medyanlarmin  hastalik  fenotipi  igerisinde oldugu goriilmektedir. Hucre
transplantasyonu sonrasit 7. giinde hastalik fenotipini belirleyici olan QTc degerinin
altinda olan 4 fare oldugu goriilmektedir. Bunlarin yaninda, J800 fare soyunda
Ozellikle htcre transplantasyonu sonrast 7. ginde, QTc degerlerinde operasyon
oncesine gore varyasyonun arttig1 gériilmektedir. J800 fare soyunda operasyon sonrasi
elde ettigimiz elektrofizyolojik veriler ile operasyon sirasinda g0zlenen ylksek
mortalite beraber degerlendirildiginde, JLNS modeli J800 transgenik fare soyunda

hiicresel tedavi yaklasiminin olumlu etkileri tartismalidir.
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Sekil 6.13.2. J800 fare soyunda hiicre transplantasyonu oncesi ve sonrasi alinan EKG
verilerinin box plot grafigi

Hiicre transplantasyonu Oncesi ve sonrasi transgenik farelerden aliman EKG
verileri ile ¢gizilen box plot grafikleri, QTc degerlerinde meydana gelen degisimlerin
genel olarak yorumlanmasinda kolaylik saglamistir. Ancak her bir fareden alinan
verilerin kendi i¢inde degerlendirilebilmesi igin, hiicre transplantasyonu 6ncesinde ve
sonrasinda alinan EKG verileri ile spagetti plot grafikleri ¢izilmistir (Sekil 6.13.3 ve
Sekil 6.13.4). Her iki fare soyu icin, QTc degerleri artan, azalan ve degisim
gorilmeyen farelere ait verilerin bir arada bulundugu grafiklerin ¢izilmesi tercih
edilmistir. J343 fare soyunda QTc degerinde azalma goriilen farelerin spagetti plot
grafigi incelendiginde, QTc degerlerinin transplantasyon sonrast 4. ve 7. gilinde
kademeli olarak azaldigi goriilmektedir. J800 fare soyunda, J343 fare soyuna benzer
sekilde QTc degerinde kademeli olarak azalma gozlenmektedir. Ancak J343 fare
soyundan farkli olarak J800 fare soyunda, operasyon sonras1 7.giinde QTc degerinde

artis goriilen 2 farede, operasyon sonrasi 4. giinde QTc degerinde azalma gozlenmistir.
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Sekil 6.13.3. J343 fare soyunda hiicre transplantasyonu Oncesi ve sonrast alinan EKG
verilerinin spagetti plot grafigi. (A) Transplantasyon sonrast QTc¢ degerinde diistis goriilen
veriler, (B) Transplantasyon sonrast QTc degeri degismeyen veriler, (C) Transplantasyon
sonras1 QTc degerinde artig goriilen veriler.
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Sekil 6.13.4. J800 fare soyunda hiicre transplantasyonu Oncesi ve sonrasi alinan EKG
verilerinin spagetti plot grafigi. (A) Transplantasyon sonrast QTc¢ degerinde diisiis goriilen
veriler, (B) Transplantasyon sonrast QTc degeri degismeyen veriler, (C) Transplantasyon
sonras1 QTc degerinde artig goriilen veriler.
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Bir diger kontrol grubu olarak vahsi tip farelere (n=7), EKH temelli
kardiyomiyosit transplantasyonu gerceklestirildi. Hiicre transplantasyonu sonrasi
alman EKG verileri degerlendirildiginde, transplantasyon sonrasindaki 4. ve 7. giin
QTc degerlerinin transplantasyon dncesine gore istatistiksel anlamli olarak arttig
g6zlendi (Tablo 6.13.4).

Tablo 6.13.4. Vahsi tip farelere hiicre transplantasyonu sonrasi alinan EKG verilerinin analizi

P degeri P degeri
Post-op | Post-op | Post-op Post-op | Post-op | Post-op
Fare | Pre-op | Pre-op | Pre-op Pre-op vs Pre-op vs
Day4 Day4 Day4 Day7 Day7 Day7
No QT RR QTe¢ Post-op Post-op
QT RR QTc QT RR QTc
Day4 Day7
1 12543 | 37248 651 141£6 | 42819 68+3 18747 629+9 754
2 1063 | 2774 6412 14211 | 42447 69%5 12749 37342 6615
3 1185 | 315411 | 672 18613 | 583%17 774 187+7 | 559+14 792
4 11942 | 3197 671 140+6 39045 7143 <0.08 137%7 316%5 77+4 <0.07
S 15327 | 619%8 6213 12243 31245 691 15618 36414 824
6 12743 | 339%5 6911 13742 37243 711 128+4 3062 73£2
7 711 1611 5611 71x1 15941 572 16245 42615 78+2

Onemli olarak, UQTS modeli transgenik farelere hiicre transplantasyonundan
farkli olarak vahsi tip farelerde, bir farede EKH temelli kardiyomiyosit
transplantasyonu sonrasi 7. glnde Sekil 6.13.3’de goriildigii gibi aritmi fenotipi
goOzlendi. Vahsi tip farelerde gozlenen bu durumdan farkli olarak, UQTS modeli

transgenik farelerde kardiyomiyosit transplantasyonu sonrasi aritmi fenotipi

gbzlenmemistir.
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Sekil 6.13.5. Vahsi tip farelerde hiicre transplantasyonu sonrasi alinan EKG verileri. (A)
Hucre transplantasyonu 6ncesi EKG verisi, (B) Hicre transplantasyonundan 7 gin sonra
alman aritmi fenotipi goriilen EKG verisi
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6.14 Transplantasyon Sonrasi Hiicrelerin Takibi ve Immiinohistokimyasal

Boyamalar

Aritmi transgenik farelerde hiicresel tedavi yaklasimini degerlendirmek tizere
vahsi tip EKH temelli kardiyomiyositlerin dokuda takibini yapabilmek amaciyla
hlcreler, transplantasyon oncesi floresan 6zellikte bir boya olan CFDA-SE Vybrant
ile in vitro ortamda isaretlendi. Transplante edilen hticrelerin konak miyokardiyuma
entegrasyonunu arttirmak amaciyla hiicreler, ticari bir ekstraseliler matriks olan
matrigel ve rock inhibitorii ile karigtirilarak miyokardiyuma enjekte edildi.
Transplante edilen htcrelerin  dokudaki lokalizasyonunu ve entegrasyonunu
degerlendirmek i¢in transplantasyon sonrast 7. ve 14. ginde kalp,
immunohistokimyasal boyamalar i¢in disekte edildi. CFDA-SE boyal1 hiicreleri igeren
doku kesitleri konfokal mikroskonu ile tespit edildi. Ancak CFDA-SE ile boyanan
hlcrelerde, fiksasyon ve immiinohistokimyasal boyamalardaki yikamalar esnasinda
CFDA-SE sinyalinin azaldigi gozlendi. Fiksasyon ve immiin boyamalar sirasinda
CFDA-SE sinyalinin kaybolmasi nedeniyle, boyali hiicrelerin bulundugu doku
kesitlerinin fiksasyon Oncesi 10X magnifikasyondaki goriintiileri, aynt dokunun

immiin boyamalar sonrasi alinan fotograflari ile eslestirildi (Sekil 6.14.1)

CFDA-SE DAP —  Birlesik

Sekil 6.14.1. Hiicre transplantasyonu sonrast doku kesitlerinin IHC boyamasi. (A) CFDA-SE,
(B) DAPI, (C) cTnT, (D) Merged. Olgek gubugu: Spm.

Hiicre transplantasyonu sonras1 7 ve 14. giinde disekte edilen kalplerden alinan
kesitlerde boyali hiicrelerin bulundugu 6rnekler, kardiyak spesifik belirte¢ olan cTnT
immiin boyamalar1 degerlendirildiginde, enjeksiyonun yapildigi apeks bolgesinde
konumlanmig hdcrelerin cTnT proteinini rettigi tespit edildi (Sekil 6.14.2 ve Sekil
6.14.3). Ayrica transplantasyon bolgesinde konumlanan hiicrelerin normal ¢ekirdek
yapist, transplante edilen hiicrelerin canliliklarini  korudugu konusunda bilgi

vermektedir.

77



—_— Birlesik

=T O Birlesik

Sekil 6.14.2. Fare EKH temelli transplantasyon sonrasi 7.giinde IHC boyamasi (A) 20X, (B)
40X. Olgek cubugu: 50pum

—— Birlesik

 — Birlesik

Sekil 6.14.3. Fare EKH temelli kardiyomiyosit transplantasyon sonrasi 14. ginde IHC
boyamas1 (A) 20X, (B) 40X. Olgek ¢ubugu: 50pm
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Hiicre transplantasyonu ¢alismalarinda 6nemli bir kontrol grubu olan, yalnizca
tastyici sollisyonun, aritmi modeli transgenik farelere transplante edildigi matrigel
SHAM kontrol grubu farelerden, operasyon sonrasi 7.giinde disekte edilen kalpten
immiinohistokimyasal boyamalar i¢in kesit alindi. Immiin boyamanin yapilacagi doku
ornekleri, enjektorin miyokardiyuma girdigi bolgeye gore konfokal mikrosobu ile
tespit edildi. Doku kesitleri cTnT proteini ile immiin boyamalar yapildiginda matrigel
enjeksiyonunun yapildig1 bélgede cTnT proteinini Greten hicreler tespit edildi (Sekil
6.14.4). Hicre transplantasyonu calismalarinda, transplante edilen hiicrelerin konak
miyokardiyuma entegrasyonunu arttirmak amaciyla kullanilan ve ticari bir
ekstraseliiler matriks olan matrigelin; i¢erdigi biiylime faktorleri ve sitokinler aracilig
ile, hamilton enjektoériniin meydana getirdigi skar dokusuna benzeyen bolgedeki

tyilesme siirecine olumlu yonde etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

—  Birlesik

Sekil 6.14.4. Matrigel SHAM grubu farelerden alinan doku kesitlerinin IHC boyamasi. (A)
BF, (B) cTnT, (C) DAPI, (D) Merged. Olgek cubugu: 50pum.

Bunlarin yaninda fare EKH temelli kardiyomiyosit transplantasyonu sonrast

elde edilen doku kesitlerinin, oluklu baglanti proteini olan konneksin 43 ile immin

79



boyamalar1 yapildiginda, enjeksiyon bolgesinde bulunan kardiyomiyositlerin konak
miyokardiyum ile baglanti kurdugu tespit edildi (Sekil 6.14.4).

A

Sekil 6.14.5. Hiicre transplantasyonu sonrast doku kesitlerinin Cx43 ile IHC boyamasi. (A)
20X, (B) 40X. Olgek ¢ubugu: 50pum
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7 TARTISMA VE SONUC

Kalp hastaliklar1 Glkemizde ve diinya genelinde en cok mortalite gorilen
hastaliklarin basinda gelmektedir. Kalp hastaliklarinda goriilen en sik 6liim sekli olan
edinsel ya da kalitimsal aritmiler, kalp ritminin diizensizlesmesi ve anormal kalp atis1
olarak tanimlanir. Kalitimsal aritmilerin en sik rastlanan tipi olan Uzun QT sendromu,
EKG ol¢giimlerinde QT araliginda uzama ile karakterize edilen bir kardiyak iyon kanali
bozuklugudur. Klinikte, UQTS’in farkli genlerde farkli mutasyonlarin bulundugu 17
farklr alt tipi vardir (2). Hastaligin belirtileri, ritim bozukluguna bagl fibrilasyon, ani
kalp durmasi, ani senkop ve norolojik temeli olmayan sara benzeri ndbetlerdir.
Hastaligin tedavisi igin genellikle kalp ritmini dlzenleyici etkisi olan beta blokorler
kullanilmaktadir. Ayrica, kardiyak defibrillator implantasyonu, aritmojenik bolgenin
ablasyonu, hastaligin tedavisinde kullanilan alternetif yontemlerdir. Populasyonda
1:2000 oraninda goriilen UQTS’nin, ¢cocuklarda ve ergenlik doneminde gorilen yilda
yaklagik 3000-4000 ani oliime sebebbiyet verdigi bilinmektedir (132). Kok hicre
temelli kardiyomiyositler; hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasina
ve hastaya 6zgi tedavi seceneklerini degerlendirebilmeye ve gelistirebilmeye olanak
saglamaktadir. Literatirde, kardiyak hastaliklarin tedavisine yonelik kok hiicre
kaynakli hiicre transplantasyonu c¢aligmalari1 bulunmaktadir. Bu alandaki ¢aligsmalar
oOzellikle rejenerasyon kapasitesi olmayan kardiyak hiicrelerin kaybi ile sonuglanan
miyokard enfarktiisii izerinde yogunlasmistir. Literatiirde, miyokard enfarktiis sonrasi
hasarli dokuyu yenilemeye yonelik bir¢ok hiicre transplantasyonu hayvan modeli
bulunmaktadir. Ancak EKH ve EKH’ten farklilagtirilan hiicrelerin kullanildigi
kardiyak transplantasyon ¢aligmalarinda, hiicrelerin elde edilmesi i¢in erken donem
embriyonun tahrip edilmesi etiksel birtakim sorular1 da beraberinde getirmektedir.
Bunun yaninda EKH kékenli hiicrelerin transplantasyon sonrasi immiin rejeksiyonu,
pluripotent 0zellikteki hiicrelerin teratoma olusturma potansiyeli ve ayrica transplante
edilen hicrelerin konak miyokardiyumdaki hiicreler arasinda zayif hiicresel
etkilesimleri sonucu aritmik olaylart tetikleme potansiyelleri hiicrelerin

kullanimindaki baslica riskler arasinda yer almaktadir.

Kalpte transplantasyon uygulamalarinin en yaygin drnegi miyokard enfarktus

sonrasi fare ve diger hayvan modellerinin yaninda, pre-klinik ve klinik ¢alismalardir.
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bulunmaktadir. Bu ¢alismalar arasinda, Isl-17 SSEA1" hiicrelerin, miyokard enfarktis
gecirmig bir hastaya transplantasyonu sonrasi ilk 3 ayda LVEF’in, %26’dan %36 ya
ciktig1 gozlenmistir. Bununla beraber hastada, transplantasyondan sonrasinda ritim
bozuklugu ve timoér olusumu gibi bir komplikasyon gelismemistir (133). Bir diger
calismada, yas ortalamasi 66 olan 6 hastaya, insan EKH temelli kardiyak progenitor
hlcresi, epikardiyal transferi gergeklestirilmistir (134). Deney grubundaki tim
hastalarda semptomatik olarak iyilesme gozlenmis ve hiicre trasplante edilen
bolgelerde sistolik hareketlerin arttigi ve takip boyunca hastalarda timor yapisinin
gelismedigi gézlenmistir. Bunun yaninda, hiicre transplantasyonu sonrasi hastalarda,
ritim bozuklugu gézlenmemistir. Bu ¢aligmada, timorojenik EKH’lerden arindirilmis
ve farklilastirilmis kardiyak hiicrelerinin, klinik ¢alismalarda kardiyak fonksiyonu

tyilestirici yonde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Hiicresel tedavi ¢alismalarinda, transplante edilen hiicrelerin, kalp dokusunda
bulunan kok hicre, progenitor hicreleri ve kardiyomiyositlerin proliferasyonu ile
endojen rejenerasyonu aktive ettigi disiiniilmektedir. Transplantasyon sonrasi
hicrelerin, hangi yolla kardiyak fonksiyona iyilestirici etki gosterdigi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak hiicre transplantasyonu sonrasi, kalp rejenerasyonunun
baskin mekanizmasinin, transplante edilen hiicrelerden salgilanan ¢esitli ¢oziinebilir
faktorlerden kaynakli parakrin sinyali kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Sitokinler,
transforme edici blytme faktori (TGF- ) stromal hiicre kokenli faktor-1, (SDF-1) ve
vaskiler endotelyal biyime faktorii (VEGF) gibi biiyume faktorleri transplante edilen
hiicreler tarafindan intestinal bosluga veya kan dolasimina salinarak, dokuya 6zgu
progenitér  hilcrelerin  aktivasyonu, kalp dokusundaki kardiyomiyositlerin
apoptozunun bloklanmasi, ve neovaskularizasyon gibi bircok rejenaratif streglerin

tetiklenmesini saglamaktadir (135).

Transplante edilen htcrelerin konak miyokardiyumdaki parakrin etkilerinin
yaninda, kasilabilen kardiyomiyositlerin miyokardiyuma entegre olarak da kardiyak
fonksiyonu diizenledigi diistiniilmektedir. EKH temelli kardiyak yamalarin, enfarktls
olusturulan fare modellerine transplantasyonu sonrasi, deney grubundaki bazi
farelerde transplante edilen kardiyomiyositlerin, kalp dokusuyla elektriksel eslesme

gosterdigi literatiirde belirtilmektedir (136). Bu alandaki g¢alismalar, rejenerasyon
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kapasitesi olmayan kardiyak hiicrelerin kaybi ile sonuglanan miyokard enfarktiisii

sonrast doku rejenerasyonu lizerinde yogunlasmaistir.

Bu tez calismasi kapsaminda ise; literatlirde ilk olarak ritim bozukluguna
yonelik hiicresel tedavi yaklagimini incelemek amaciyla, Pfeiffer ve arkadaslarinin
C57BL/6 farelerde, KCNQ1 geninde null J800 (Kcngl”) ve nokta mutasyonu J343
(Kcnq1A340E/A3408Y 1y sturduklan iki trasngenik aritmi fare soyu kullanilmistir (4, 5).
Transgenik fare soylarmin iiretimi, bakimi ve in vivo cerrahi miidaheleleri MEDITAM
deney hayvanlari merkezinde gerceklestirilmistir. Transgenik farelerden alinan EKG
kayitlar1 analiz edildiginde, literatiire benzer olarak QT, JT ve QTc degerlerinde, vahsi
tipe oranla istatistiksel anlamli uzama gorilmistir (Tablo 6.8.1). Hastaligin
homozigot olarak kalitildig: fareler ile heterozigot olarak kalitildig: farelerde EKG
parametrelerinde istatistiksel bir fark gdézlenmemistir. Bu nedenle heterozigot ve
homozigot fareler, transplantasyon c¢aligmalarinda birlikte degerlendirilmistir.
Elektrokardiyografik parametrelerin klinikte, yasa ve cinsiyete gore farklilik
gosterdigi bilinmektedir (131). Laboratuvarimizda geng ve yaslh farelerden alinan
EKG verileri degerlendirildiginde iki grup arasinda istatistiksel anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Bu nedenle, her iki grup in vivo hiicre transplantasyon ¢alismalarinda

birlikte degerlendirilmistir.

Laboratuvarimizda bulunan transgenik fare soylarindan 6zellikle null
mutasyonun bulundugu J800 homozigot farelerde, canli dogum oranmin diisiik ve
dogumdan sonra mortalinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Transgenik farelerde,
dogurganlikta azalma literatiirde gozlenen bir olgudur (137). Bu durumu iyilestirmek
amaciyla, vahsi tip ile transgenik farelerin Uretimi, hamile disinin besin degeri yiksek
yemler ile beslenmesi iiretim verimini arttirdigi gézlenmistir. Bunun yaninda, bazi
mutant farelerin yavrularinda geg tiilylenme ve gelisim geriligi gézlenmistir. Klinikte,
KCNQL1 geninde homozigot mutasyona sahip bireylerde gorilen, JLNS sendromuna
benzer olarak J800 homozigot farelerde kulaktaki tiiy hiicre sayisinin ve endolimfik
stvidaki K* konsantrasyonunun azalmasma bagli olarak “shaker-waltzer” olarak
adlandirilan kontrolsiiz bas hareketleri kendi etraflarinda donme ile karakterize edilen
hiperaktif davraniglar ve sagirlik, ¢alismalarimizda gozlenmistir (4). Ayrica J800 fare
soyundaki transgenik farelerde Klinikte gortlenden farkli olarak, farelerin EKG

verilendeki T dalgasinda varyasyon gozlenmistir.
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Yetiskin aritmi modeli transgenik farelerin, vahsi tip C57BL/6 farelere gore
boyutlarinin kii¢iik ve agirliklarinin az olmasi nedeniyle, in vivo operasyon sirasinda,
oral yol ile entiibe edilme girisimleri yiksek mortalite ile sonu¢lanmistir. Buna
alternatif olarak fareler, oral entiibasyona goére daha invaziv bir yontem olan ancak
diisiik mortalite gozlemledigimiz trakacostomi yontemi ile entlibe edilmislerdir.
Ayrica trakeostomi sirasinda gozlenen mortaliteyi 6nlemek amaciyla, trake ¢ap ve
segment boslugu daha genis olan ve agirlig1 25 gramin iizerindeki fareler calismaya

dahil edilmistir.

Ketamin ve izofloran in vivo ¢alismalarda siklikla kullanilan anestezik ajanlar
arasindadir. Ancak ketaminin belirli dozlarinin Na* ve K* kanallarini1 bloklayarak QT
araliginin uzamasina sebebiyet verdigi bilinmektedir (130). Literatirde yer alan
bilgiler gbz 6niinde bulunduruldugunda, laboratuvarimizda bulunan transgenik aritmi
fare modellerinden, ketamin anestezigi kullanilarak alinan EKG verileri, izofloran
anestezigi kullanilarak alinan EKG verileri ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
J343 ve J800 transgenik fare soyunda, ketamin anastezigi ile alinan kayitlarinda,
izofloran ile alinanlara gére QT ve QTc degerlerinin arttig1 tespit edilmistir. Ancak
izofloran sisteminin opere edilen farelerde kardiyak operasyon icin yeterli ve derin
anesteziyi saglayamamasi ve teknik olarak MEDITAM kosullarinda stabil olamamasi
nedeniyle in vivo operasyonlarda anestezik ajan olarak ketamin kullanilmasi tercih
edilmistir. Ayrica hiicre transplantasyonu g¢alismalarinda, literatirde QT uzamasini
tetikleyen dozdan daha diisiik dozlar kullanilarak anestezi saglanmistir. Ayrica
operasyon oncesi ve sonrasinda alinan EKG verileri ketamin anestezigi kullanilarak
alindig1 igin, verilerin kullanilan anestezik ajanin kardiyak elektrofizyolojiye olan

etkisinden bagimsiz bir sekilde degerlendirilmesi saglanmistir.

Insanda kalp atim1 dakikada 60 ile 80 arasinda degisirken, farede bu deger 300-
600 arasindadir. Her bir kalp atiminin arasinda gegen siirenin kisa olmasi nediyle fare
PQ, QRS ve QT paremetreleri, insanlara kiyasla diisiiktiir. Ayrica, depolarizasyon ve
repolarizasyon dalgalarinin {ist iiste binmesi nedeniyle fare EKG verilerinde net bir
plato faz1 goriilmemektedir. Bunun yaninda insanlarda hiperkalsemi ve hipotermi
durumlarinda EKG’de gozlenen J dalgasi, normal fizyolojik kosullardaki fare EKG
datasinda belirgin olarak goriilebilmektedir (138). J343 ve J800 fare soyundan alinan
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EKG kayitlart incelendiginde literatlre benzer olarak, QRS kompleksini takiben J
dalgas1 gozlenmistir (Sekil 6.7.2).

Ritim bozukluguna yonelik hiicresel tedavi yaklagimini incelemek amaciyla,
vahsi tip C57BL/6 farenin E3.5 embriyolarindan izole edilen kok hucreler ile, kardiyak
farklilasma calismlarinda kullanmak tizere sinirsiz hiicre kaynagi olusturulmustur.
Transgenik aritmi farelere transplantasyonda kullanilacak vahsi tip EKH’lerin,
kardiyak farklilasmasi i¢in, literatiirde siklikla tercih edilen yontem olan, embriyonel
cisimcik yontemi kullanilmigtir (139, 140). Laboratuvarimizda bulunan farkli lot
numarasina sahip FBS’ler optimizasyon amaciyla denenmis, kardiyak farklilasmay1
destekleyecek olan FBS’ler belirlenmistir.  Kardiyomiyosit  kiltdrlerinde,
farklilasmanin 8 ile 10. gliniinden itibaren spontan atim gozlenmistir. Spontan atima
tutarli olarak, kardiyak spesifik belirte¢ olan ¢TnT proteinin Vvarhigi
immunositokimyasal boyamalar ile tespit edilmistir. Literatiirde farkli protokollerde
kardiyak farklilasma verimliligi %40-80 arasinda degiskenlik gostermektedir (141,
142) Fare EKH temelli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde yapilan akim sitometri analizi
sonucu, literatlire benzer olarak %55-63 oraninda ¢TnT* kardiyomiyosit tespit

edilmistir.

Transplante edilen hicrelerin dokuda takibini yapabilmek icin hiicreler,
floresan Ozellikte bir boya olan Vybrant CFDA-SE ile isaretlenmistir. Hicre
transplantasyonundan 14 giin sonra disekte edilen kalplerden alinan kesitlerde,
enjeksiyon bolgesindeki boyali hiicre sinyalinin azaldigi gozlenmistir. Immiin
boyamalarimizin sonucunda, boyanin in vivo ve in vitro ortamda uzun streli takibinin
yapilamamasi Ve literatiirdeki bilgiler 1s181nda hiicre transplantasyonu sonrasi farelerin

7 glinliik gézlemine karar verilmistir.

Transplantasyon  ¢aligmalarindaki  deneysel ve cerrahi  operasyon
basamaklarinin optimizasyonu i¢in, 6ncelikle hiicre kaynagi olarak kolaylikla temin
edebildigimiz fare embriyosundan iirettigimiz fibroblastlar (FEF) kullanmilmstir.
Transgenik aritmi modeli farelere transplante edilen FEF hiicrelerinin (n=5), kardiyak
elektrofizyolojiye etkisini incelemek amaciyla operasyon oncesinde, operasyondan
sonra EKG kayitlart alinmistir. FEF transplantasyonundan 6nce ve sonra alinan EKG

verileri karsilastirmali incelendiginde; operasyon sonrasinda 4. ve 7.giinlerde,
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operasyon oOncesine gore, QT ve QTc degerlerinde istatistiksel anlamli artis
gozlenmistir. FEF transplante edilen fare Kkalplerinden alinan kesitlerin
immiinohistokimyasal boyamalari, enjeksiyon bdlgesinde yogun olarak konumlanmis
fibroblast hiicrelerinin, miyokardiyumun elektriksel aktivitesini olumsuz yénde
etkileyecek bir bariyer olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, EKG verilerinde
tespit edilen FEF transplantasyonu sonrasi, QT ve QTc paremetrelerindeki artisi
destekler niteliktedir. Literatiirde 6zellikle MI sonras1 gelisen fibrozis ve skar
olusumu, bulgularimiza benzer nitelikte kalp fonksiyonunda bozukluklara neden

oldugu bilinmektedir. Sonuglarimiz bu yoniiyle literatiir ile tutarlidir.

Transgenik farelerden Kcngl geninde nokta mutasyonu bulunan J343 fare
soyunda, vahsi tip EKH temelli kardiyomiyosit hiicre transplatasyonu sonrasi, opere
edilen farelerin (n=10) %50°sinde QTc degerinde diisiis (N=5) goriilerek, hastalik
degerinde artig (n=2) gozlenirken, %30’unda QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit
edilmistir. SHAM kontrol grubu verileri ile FEF transplantasyonu sonrasi elde edilen
veriler goz oniinde bulunduruldugunda EKH temelli kardiyomiyosit transplante edilen
hiicrelerin kalp elektrofizyolojisini diizenleyici yonde etkisinin olabilecegi ve bu

etkinin kardiyomiyositlere 6zgii oldugu diigiiniilmektedir.

Null mutasyonun bulundugu J800 transgenik aritmi farelerde, hicre
transplantasyonu sonrast alinan EKG verileri incelendiginde, opere edilen farelerin
(n=10) %30’unda QTc degerinde kisalma (n=3) ile hastalik fenotipinin iyilestirici
etkisi gozlenmistir. Farelerin %40’inda QTc degerinde artis (n=4) gorullrken,
%30’unda QTc degerinin degismedigi (n= 3) tespit edilmistir. J800 transgenik aritmi
farelerin sahip oldugu agir kardiyak ve diger sistemlerdeki fonksiyonel abnormaliteler

nedeniyle, operasyon sirasinda ve sonrasinda daha yiiksek mortalite gozlenmistir.

Ritim bozuklugu tedavisine yonelik hiicre transplantasyonu ¢aligmalarimizda,
kontrol grubu olarak belirlenen ilk grup, herhangi bir enjeksiyonun yapilmadan,
trakeostomi ve torakotomi islemlerinin gergeklestirildigi “agma-kapama SHAM”
grubu fareleri opere edilmistir. Operasyon sonrast QTc degerlerinde operasyon
oncesine gore anlamli bir fark tespit edilmemistir. In vivo cerrahi operasyonlar

sirasinda ve sonrasinda gozlenen mortalitede diisiis saglandiginda, c¢alismamizin
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onemli bir kontrol grubu olan, hiicre transplantasyonu sirasinda hticrelerin bulundugu
tasiyict sollisyonun enjekte edildigi “Matrigel SHAM” grubu fareleri opere edilmistir.
Acma kapama kontrol grubuna benzer olarak, matrigel transplantasyonu 6ncesi ve
sonrasi transgenik farelerden alinan EKG verileri arasinda istatistiksel anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Aritmi modeli olusturulan transgenik farelerde; hiicre transplantasyonundan
sonra QTc degerlerinde gozlenen degisimlerin, enjeksiyon sirasinda aritmojenik
bolgenin ablasyonuna bagli olup olmadigin1 Dbelirleyebilmek igin, hicre
transplantasyonu yapilmadan, yalnizca hamilton enjektoriiniin apekse batirildigi “igne
hasart SHAM” grubu fareleri opere edilmis ve operasyon sonrasi, QTc degerinde
istatistiksel anlamli bir fark gézlenmemistir. SHAM kontrol gruplarindan elde edilen
veriler degerlendirildiginde, QTc’de gozlemledigimiz diistisiin, transplante edilen
tasiyict karisim veya enjeksiyon sirasinda aritmojenik bdolgenin ablasyonundan
bagimsiz olarak, transplante edilen hiicrelerin terapatik etkisinden kaynakli oldugunu

gostermektedir.

Bir baska kontrol grubu olarak vahsi tip farelere (n=7), fare EKH temelli
kardiyomiyosit transplantasyonu gergeklestirilmistir. Onemli olarak, hiicre
transplantasyonu sonrasi 4. ve 7.giinde alinan EKG verileri incelendiginde sonrasi
QTc degerinde istatistiksel anlamli artis gdzlenmistir (Tablo 6.13.4). Bunun yaninda,
bir farede transplantasyon sonrasi 7. glinde alinan EKG 6l¢timiinde, aritmi fenotipi
g6zlenmistir. Vahsi tip farelerde gézlenen bu durumdan farkli olarak, UQTS modeli
transgenik farelerde EKH temelli kardiyomiyosit transplantasyonu sonrasi aritmi

fenotipi gozlenmemistir.

Vahsi tip EKH temelli kardiyomiyosit transplantasyonu Oncesi ve sonrasi
alman EKG kayitlar1 ile hiicresel tedavinin kardiyak elektrofizyolojiye -etkisi
degerlendirilirken, enjekte edilen hucrelerin kalp dokusuna lokalizasyonu ve
entegrasyonu, doku tespitini takiben yapilan immiinohistokimyasal boyamalar ile
degerlendirilmistir. Transplante edilecek hicrelerin konak miyokardiyumda takibinin
yapilabilmesi i¢in hucreler, transplantasyon oncesi floresan Ozellikte bir boya olan
CFDA-SE ile isaretlenmistir. Transplantasyon sonrasi1 7. giinde perflizyonu takiben
kalp disekte edilerek, kardiyak spesifik bir belirtec olan cTnT ile
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immunohistokimyasal boyamalar1 sonucunda, enjeksiyon bolgesinde yogun olarak
konumlanmisg hiicrelerin canliliklarin1 korudugunu ve ayni zamanda kardiyomiyosit
belirteci olan c¢TnT proteinini iirettigi tespit edilmistir. Ayrica fare EKH temelli
kardiyomiyosit transplantasyonu yapilan kalplerden alinan kesitlerin oluklu baglanti
proteini olan conneksin 43 proteini ile immiin boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasi
alinan goriintiiler incelendiginde enjeksiyon bdlgesine entegre olan hiicreler ile konak
miyokardiyum arasinda oluklu baglanti proteinleri araciligi ile baglantinin kuruldugu

tespit edilmistir.

Immiin boyamalarda kullanmak iizere, transplantasyondan sonra 7. ve 14.
giinlerde disekte edilen kalplerden alinan kesitler incelendiginde, konak
miyokardiyumun morfolojisinden farkli olarak, ignenin dokuya girdigi enjeksiyon
bolgesi 151k mikroskopu ile tespit edilebilmis ve skar dokuya benzer bir yapi
gozlenmistir. Bu gézlemin EKG bulgularinda QTc degerinin azalmasina, direkt ya da
dolayli etkisi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu gdézlemimizden sonra sadece igne
hasarmin olusturuldugu yeni bir kontrol SHAM grubu belirenmistir. Ayrica boyali
hiicrelerin bulundugu kalp kesitlerinde, CFDA-SE sinyalinin fiksasyon ve immun
boyamalar sirasinda azaldigr goriilmiistiir. Fiksasyon siiresi, sicakligi ve kullanilan
fiksatifin degistirilmesi ile yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda, sinyal kaybi
sorunu ¢oziimlenememistir. Bu nedenle kalp kesitlerinden immiin boyama sonrasi
alinan konfokal goriintiileri, fiksasyon oncesi alinan goruntiler ile Gist Uste getirilerek

degerlendirilmistir.

Gelecekte yapilacak ¢alismalarda, immunohistokimyasal boyamalara uygun
farkli bir isaretleyici ile transplantasyon oncesi hiicrelerin boyanmasi veya genetik
Ozelliklerden faydalanarak hiicre takibinin yapilmasi ile immiin boyamalar sonrasinda
gozlenen sinyal kayb1 engellenebilir. Disi farelere, erkek embriyonun blastosistinden
koken alan EKH kolonisinin farklilastirilmas: ile elde edilen EKH temelli
kardiyomiyositlerin transplantasyonu sonrasi, disekte edilen kalpte Y-FISH ile dokuya
entegre olan hiicreler tespit edilebilir. Buna alternetif olarak GFP hiicre hatlari
kullanilarak transplante edilen hiicrelerin dokuda takibi saglanabilir. MRI ve benzeri
ileri goriintiileme teknikleri kullanilarak transplantasyon sonrasi hiicrelerin dokudaki
konumlanmalar1 daha detayli bir sekilde incelenebilir. Buna benzer sekilde;

transplante edilen hicreler, voltaja duyarli boyalar ile isaretlenip, 6zel goriintiileme
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sistemleri ile takip edilerek transplantasyon sonrasi kalbin elektrofizyolojik haritasi

cikartilarak hiicresel tedavinin terapatik mekanizmasi aydinlatilabilir.

Ritim bozuklugu tedavisine yonelik hiicresel tedavi yaklasimi, deney
gruplarindaki fare sayilar1 artirtlarak tekrarlanmasi, istatistiksel analizlerde daha dogru
sonug¢ alinmasini saglayacaktir. Bunun yaninda transplante edilen hiicrelerin konak
miyokardiyuma entegrasyonunu artirmak i¢in enjeksiyon yapilan bolgeye fibrin glue

ve benzeri materyaller uygulanabilir.

Kardiyak hastaliklarin  tedavisine yonelik  hiicre transplantasyonu
caligmalarinda transplante edilecek hicrelerin miktari, verilis sekli ve hangi hiicre
¢esidinin kullanilmasi gerektigi konusu tartismalidir. Kasilabilen kardiyomiyositlerin,
kardiyak fibroblast ve endotel hiicreleri ile belirli oranda karistirilarak verilmesi,
enjeksiyon sonrasi hiicrelerin entegrasyonu ve vaskiilarizasyonu artirici etkisi oldugu
diistiniilmektedir (143). Bunun yaninda kardiyomiyosit ve kardiyak fibroblast
hicrelerinin birlikte transplante edilmesinin, hicrelerin dokuya entegre olmasini
kolaylastirdigini raporlayan ¢aligmalar mevcuttur (144). Bu nedenle, transplantasyon
caligmalarimizda kullandigimiz hiicreleri saflastirmadan, kardiyak hiicre kiiltiirleri
kardiyomiyosit hiicrelerinin yaninda, iginde barindirdigi fibroblast ve diz kas
hicreleri gibi diger kardiyak destek htcrelerinin transplante edielen hiicrelerin konak

dokuya entegrasyonuna yardimci olabilecegi diistiniilmiistiir.

Tez kapsamindaki tiim deney ve kontrol gruplarinda bulunan farelerin EKG
Olctimleri, REMER binyesinde bulunan ve fizyoloji laboratuvarinda kullanilmakta
olan Biopac System Ins. cihazi ile yapilmistir. insandan EKG almak iizere tasarlanmis
bu sistem Uzerinde birtakim optimizasyonlar yapilarak fareden EKG kaydi yapilabilir
duruma getirilmistir. Oncelikle, cihaza ait olan elektrotlar daha stabil problar ile
degistirilmistir. Farenin anesteziye tam olarak girebilmesi i¢in ketamin enjeksiyonu
sonras1 karanlik ve sicak bir ortamda anesteziye girmesi beklenmistir. Fare, kayit
cithazina yakin sekilde konumlandirilmis ve elektrotlarin kablolar1 farenin bulundugu
platik palakaya sabitlenmistir. Bunun yaninda elektrotlarin ilekenligini artirmak
amaciyla insulin enjektdrleri ince bakir teller ile sarilar elektrotlara baglanmistir. En
onemlisi, EKG kaydi alinan ortamin sessiz olmasima dikkat edilmistir. Yapilan bu

optimizayon ¢alismalari ile trasngenik farelerden alinan EKG verilerindeki guraltinin
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azaltilmas1 saglanmistir. Ancak kiiglik kemirgenlere uygun olarak tasarlanmis EKG
kayit sistemlerin kullanilmasiyla kayit sirasindaki hassasiyetin artirilmasi, alinan
verilerin daha dogru yorumlanmasina olanak saglayacaktir. Fare kalbinin boyutunun
kiiciik olmasi nedeniyle EKG o6l¢limlerinde dalga genlikleri diistiktiir. EKG kayit
sistemine adapte edilen ve ticari olarak temin edilebilen, sinyal artiricilar kullanilabilir.
Kablosuz EKG kayit cihazlarinin kullanilmasi, kayit esnasinda kablolarin
hareketinden kaynaklanan gurdltiyl engelleyemeye yonelik iyi bir alternatiftir.
Ozellikle uzun siireli takip ¢alismalarinda telemetri yontemi ile EKG kayd1 alinmasi
yarali olacaktir. Fare ve sicanlar i¢in tasarlanmig giyilebilir EKG kayit sistemleri
sayesinde, anestezik ajanlarin elektrofizyolojik etkilerinden bagimsiz olarak kayit
almak mumkiin olabilmektedir (145). CPVT transgenik farelerde oldugu gibi, egzersiz
ile tetiklenen aritmi modeli farelerin EKG olcimleri bahsedilen sistemler ile

alindiginda daha dogru sonuclar verebilir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda, bir transgenik aritmi tipi olan UQTS Tip 1 fare
modellerinde hiicresel tedavi yaklagimi literatiirde ilk kez degerlendirilmistir.
Calismamizda klinikte hastadan hastaya gozlenen elektrofizyolojik fenotip varyasyon
ile tedaviye verilen cevabin ¢esitliligi transgenik fare modellerinde de tespit edilmistir.
Kardiyomiyosit transplantasyonunun, SHAM kontrollerine kiyasla aritmi tedavisine
yonelik iyilestirici etkileri tespit edilmistir. Daha fazla sayida deney hayvani ve biiyiik
hayvan modellerinin kullanilmasi, MRI ve benzeri goriintiileme teknikleri ile
fonksiyonel degerlendirme, transplantasyon sonrasi uzun siireli takibin yapilmasi,
ritim bozukluguna yonelik hiicre transplantasyonu yaklagiminin giivenilirligini
arttiracaktir. Bu tez calismasi temel alinarak translasyonel caligmalar gelistirilebilir.

Ayrica bulgularimiz, saglik, klinik ve ekonomik katki saglama potansiyeline sahiptir.
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