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OZET

Doktora Tezi

In vitro kosullarda Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicrelerden Endotelyal Onciil ve Diiz Kas

Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi
Mohammadreza DASTOURI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. Ahmet Riighan AKAR

Endotelyal onciil hiicreler, kemik iliginden koken alarak kana gegen ve yiiksek derecede
farklilasma potansiyeline sahip olan kok hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicreler
anjiyogenezde, tiimdr biiyiimesinde rol oynamaktadir. Cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri
ve hormonlarin etkisi ile harekete gecerek, yerlestigi bolgelerde kan damari olusumunu
saglarlar. Bu hiicrelerin hasar gérmiis dokularin onariminda rol oynadiklar bilinmektedir.
Endotel progenitor hiicreler miyokard infarktiis gibi kalp ve damar hastaliklar1 sonrasinda
harekete gecerek, kalp krizinden zarar géren kan damarlarinin onarimini saglarlar. Bu
hiicreler anjiyogenezis ve vaskiilogenez de biiyiik bir rol oynamaktadirlar. Endotelyal
progenitdr hiicreleri farkli kaynaklardan elde edilmesi ve bu hiicreleri rejeneratif tip
alaninda kullanmasi bir¢ok bilim insaninin ilgisini ¢ekmistir. Embriyonik kok hiicrelerden
endotelyal progenitdr hiicre elde etmek son yillarin 6nemli projelerinde yer almistir. 2006
yilinda Yamanaka ve arkadaglari tarafindan bilim diinyasina sunulan uyarilmis pluripotent
kok hiicreler, rejeneratif tip ve kok hiicre biyolojisinde yeni bakis agis1 yaratmistir. Bu
hiicreler avantajlarindan dolayr birgok arastirmaci tarafindan farkli amaglarla

arastirilmastir.

Bu tezde, son donemde gelistirilen uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler kullanilarak
ilk asamada, FIk1* 6nciil hiicreler elde edildi. Calismamizda bu hiicrelerin izolasyonu igin
en uygun zamani (5.5. giin) belirlemek amaciyla 10 farkli genin ifade seviyeleri
degerlendirildi. lkinci asamada, izole edilen hiicreler iki farkli hiicre gurubuna yani
endotelyal onciil hiicrelere (CD31%, AC133") ve diiz kas hiicrelerine (aSMA™)
farklilastirildi. Buna ek olarak elde edilen EOH’lerin Arteryal ve vendz endotel hiicrelere

farklilasma potansiyeli ve bu hiicrelerin belirtegleri olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin



ifade seviyelerinin artisi ile degerlendirildi. Farklilagtirma siireginde elde edilen hiicrelerin
karakterizasyonu icin gen ifade analizleri 11 farkli gen ifadesi ile degerlendirildi. Elde
edilen sonuglarin validasyonu ic¢in protein ifade analaizleri farklilagtirmanin her
asamasindan western blot analizi yapildi. Bu projede damar olusumunda (anjiogenezis ve
revaskiilarizasyon) 6nemli rol oynayan iki hiicre grubu in vitro kosullarda iiretildi ve bu
hiicrelerin endotelyal ve diiz kas hiicrelerine doniistiikleri glinlimiiziin gelismis teknolojik

metotlartyla basariyla iiretilip karakterize edildi.
Y11 2016, 160sayfa

Anahtar kelimeler: Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPK), endotelyal onciil hiicreler
(EOH), Diiz Kas Hiicre(DKH)



ABSTRACT

PhD Thesis

In vitro Differentiation of Induced Pluripotent Stem Cells to Endothelial progenitor and
Smooth muscle Cells

Mohammadreza DASTOURI
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Ahmet Riichan AKAR

Endothelial progenitor cells (EPC) are bone marrow-derived stem cells that circulate in the
blood with high differentiation potential. These cells are important in tumor growth and
angiogenesis. Various cytokines, growth factors, and hormones cause hematopoietic cells,
and by association endothelial progenitor cells, to be mobilized into the peripheral
circulation, ultimately homing to regions of blood vessel formation. These cells are known
to play a role in the repair of damaged tissues. After cardiovascular diseases such as
myocardial infarction, endothelial progenitor cells mobilized and provide to repair of
damaged blood vessels. These cells play a key role in angiogenesis and vasculogenesis.
Obtained endothelial progenitor cells from different sources and use in filed regenerative
medicine studied by many scientists. To achieve endothelial progenitor cells from
embryonic stem cells has been involved in major projects in recent years. In 2006
Yamanaka and colleagues presented induced pluripotent stem cells (iPSc) to the scientific
world and has created a new perspective in regenerative medicine and stem cell biology.
Some advantages of these cells encouraged many scientists to use of these cells in their

researches.

In this study, in the first stage we differentiated iPS cells to FIk-1* progenitor cells. In the
next stage we were able to differentiate FIk-1" cells to two different cell types (CD31",
AC133" endothelial progenitor cells and aSMA™ smooth muscle cells) succesfully. We
concluded that optimal time for harvesting Flk-1* cells on by MACS was is day 5.5 of
initial differentiation. Following isolation of Flk-1" progenitor cells they were further
matured into CD31"/CD133" cells and smooth suscle cells (SMA™) within 4 days of

Vi
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induction. In addition, we evaluated differentiation potential of these EPCs to the arterial
and venous endothelial cells by the increase in ephrin B2 and VCAM gene expression
levels as marker of arteial and venous markers. We characterized two different cell types
that have important role in angiogenesis and revascularization with high technology
methods and validation with immunostaining, qRT-PCR and MACS methods. In
conclusion, we showed that early EPC cells could be successfully derived from mouse
fibroblast-driven iPS cells. We suggest that those iPS cell-derived EPC cells may be used
in the treatment of heart failure, ischemic heart disease, and critical limb ischemia by
remodeling the blood vessels and could be considered for an in vivo model for the

translational research.
Year 2016, 160 pages

Keywords: Induced pluripotent stem cells (iPSc), endothelial progenitor cells (EPCc),
smooth muscle cell(SMC)
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda, goriilen mortalite ve morbiditenin majoér nedeni
olma yolunda gittikge artan bir rol iistlenmektedir. Diinya Saghk Orgiitii verileri,
kardiyovaskiiler hastaliklarin diinyada bir numarali 6liim nedeni oldugunu ve 2012 yilinda
17.5 milyon insanin kardiyovaskiiler hastaliklar nedeni ile hayatim1 kaybettigini
bildirmektedir. Bu oran diinyadaki 6liimlerin %30’unu ifade etmektedir. Bu 6liimlerin 7.6
milyonu kalp krizi, 5.7 milyonu ise inme kaynaklidir. 2030 yilina kadar 23 milyondan fazla

insanin kardiyovaskiiler hastaliklardan kaybedilecegi tahmin edilmektedir(1).

Gelismis tlilkelerdeki 6liimlerin yarisina yakini ve gelismekte olan iilkelerdeki dliimlerin iicte
biri kalp damar hastaliklar1 nedeniyle olmaktadir. Diinyada oldugu gibi, iilkemizde de kalp
ve damar hastaliklari giderek artmaktadir ve meydana gelen dliimlerin %40 kadar1 kalp ve
damar hastaliklar1 nedeniyle olmaktadir. Diinya saglik problemlerinin basinda gelen
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisine yonelik arastirmalar bilim diinyasinin da 6ncelikleri

arasinda yer almaktadir(1, 2).

Miyokardiyal iskemi, derin miyokardial hipoksiye bagil olarak miyokard metaboliti
gereksinimi ve temini arasindaki dengesizlik nedeniyle olusan patolojik bir hastaliktir(3, 4).
Bu olay, tipik olarak koroner arter tikanmasinin neden oldugu miyokardiyuma kan akigini
sinirlamaktadir ve bu durumun siirekli devam etmesi halinde miyokardiyal hiicre 6liimii ve
devaminda kalp yetmezligi (iskemik kalp hastalig1) ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda iskemik
bolgeye kan akis1 saglanamadigindan, dokuda nekrotik alanlar olusmaktadir. Hasara
ugramis dokudan fazla miktarda sitokin ve uyarici maddeler salgilanip tamir mekanizmasi
devreye girer ve bu bolgede yeni damarlarin olusumuna neden olur. Ancak bu hasar eger
biiyiik ise, bu tamir mekanizmasi yetersiz kalir ve dokuya yeteri miktarda oksijen transferi
olmadigindan (yetersiz kapiler damar olusumu) dokuda skar dokusu (nekroz ve apoptozise
ugrayan doku) olusur ve bu doku islevini yitirir. Bu siirecin geri dondiiriilmesinde rol
oynayan tamir mekanizmasinda farkli maddeler ve ozellikle de sitokinlerin hasarli
dokulardan salgilanmas: ile birlikte endotelyal dnciil hiicre (EOH) ad1 verdigimiz hiicreler,

bu dokuya kemotaksik etki ile gog¢ ederler.

Endotelyal onciil hiicreler, kemik iliginden koken alarak kana gecen ve yliksek derecede

farklilasma potansiyeline sahip olan kok hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicrelerin hasar
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gormiis dokularin onariminda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu hiicreler anjiyogenezde,
timor biiylimesinde ve revaskularizasyonda rol oynamaktadirlar. Cesitli sitokinler, bliyiime
faktorleri ve hormonlarin etkisi ile harekete gecerek, yerlestigi bolgelerde kan damari
olusumunu saglarlar. Endotelyal progenitor hiicreler miyokard infarktiis gibi kalp ve damar
hastaliklar1 sonrasinda harekete gecerek, kalp krizinden zarar goren kan damarlarinin
onarimini saglarlar. Bu hiicreler anjiogenez ve vaskiilojenezde biiyiik rol oynamaktadirlar.
Damar olusumunda endotel hiicrelerle is birligi yapan diiz kas hiicreleri de 6nemli géreve

sahiptirler.

Endotelyal onciil hiicreler, farkli kaynaklardan elde edilmesi ve rejeneratif tip alaninda
kullanmas1 sebebiyle bir ¢ok bilim insani tarafindan arastirma konusu olmustur. Yamanaka
ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicrelerin kesfine
kadar, endotelyal Onciil ve diiz kas hiicrelerin elde edilmesine yonelik ¢aligmalar,
embriyonik kok hiicre kaynakli olarak devam etmistir. Uyarilmis pluripotent kok (uPK)
hiicrelerin bilim diinyasina sunulmasi, rejeneratif tip ve kok hiicre biyolojisinde farkli ve
yeni bir bakis ag¢is1 kazandirmistir. Bu hiicrelerin bazi avantajlarindan d bir ¢ok arastirmaci

tarafindan farkli amaclarla arastirilmaktadir.

Sunulan bu tezde, son donemde gelistirilen uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler
kullanilarak, bir ka¢ asamada ve in vitro kosullarda endotelyal 6nciil hiicre (EOH) ve diiz
kas hiicreleri (DKH) tiretilmistir. Bu tezde ilk asamada (uPK) hiicreler, belirli kosullarda
lateral mezoderm hiicrelere farklilastirimistir. Elde edilen bu hiicrelerin EOH yéniinde
farklilastirilmasi1 gerceklestirilmistir. Ayrica baska bir deneyde elde edilen mezoderm
hiicrelerinden diiz kas hiicreler elde edilmesi planlanmistir. Saydigimiz 6zeliklere sahip olan
hiicreler, 6zellikleri tanimlanip ve izole edildikten sonra, Es-zamanli PZR ve immiin boyama
yontemleri ile mRNA ve protein diizeyinde de valide edilmistir. Buna ek olarak elde edilen
hiicrelerin transplantasyonunda ortaya g¢ikabilecek risk fakorlerin (onkogenler) gen ifade
seviyeleri analiz edilmistir. Bu metotlarla elde edilen hiicreler farkli kalp ve damar

hastaliklarinda kullanilma potansiyeline sahiptirler.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

Kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp veya kan damarlariin (arterler ve venler) hastaliklarini
igeren gruba verilen genel bir isimlendirmedir. Kardiyovaskiiler hastalik dolasim sistemini
etkileyen herhangi bir hastalign tamimlar. Ozellikle kalp hastaliklari, beyin ve bdbrek
damarlarini etkileyen hastaliklar ve periferik damar hastaliklar1 bu gruba girer.
Kardiyovaskiiler hastaliklarinin nedenleri ¢esitlilik gostermesine ragmen en sik nedenler

ateroskleroz ve / veya hipertansiyon olarak goriilmektedir(105).

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda dliimlerin en biiyiik nedenidir. Son yirmi yil
icinde, kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim oranlari yiiksek gelirli {ilkelerde diismiis olsa da
hastalik ve 6liim oranlari diisiik ve orta gelirli lilkelerde sasirtict derecede ve hizli bir sekilde
artmigtir. Bu hastaliklar genellikle yasli yetiskinlerde goriilse de ozellikle ateroskleroz,
geemisi cocukluk c¢agina dayandigindan birincil korunma ¢abalari yasamin erken
donemlerinde baglamalidir. Bu nedenle ateroskleroz onlenmesinde saglikli beslenme,
egzersiz ve sigaradan kaginma gibi risk faktorlerini ortadan kaldirmaya yonelik artan vurgu
vardir(105).

2.1.1.1. ARTERYAL DAMAR HASTALIKLARI

Kalp ve beyin digindaki damarlar periferik damarlar olarak adlandirilmakla birlikte periferik
arter hastalig1 dendiginde siklikla bacaklardaki atardamar hastaligi anlasilir. Bu damarlarda
kanin gecisini engelleyecek daralma veya tikanma durumunda periferik arter hastaligindan
bahsedilir. Bacak atardamar hastaliklarina, beyin ve koroner arter hastaligi siklikla eslik

ettiginden bu hastalarda kalp krizi ve felg riski normal populasyona gore daha fazladir(105).

2.1.1.2. KRIiTiK BACAK iSKEMIiSi

Kritik bacak iskemisi (KBI), Periferik arteryal Oklusif Hastalik (PAOH) gibi terimler altinda
da incelenebilen klinik tablo; multidisipliner yaklasim gerektiren bir periferik arter
hastaligidir. Etkilenen bolge genellikle bacaklardir. PAOH ve Periferik arter hastaligi,
ekstremite arterlerinde stenoz (daralma) veya okliizyon (tikanma) nedeni ile meydana gelen,

genellikle ateroskleroz kokenli hastaligi ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir. Hastalarin
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yaklagik %95’in de etiyolojik faktor aterosklerozdur. Diger 6nemli nedenler; tromboemboli,
tromboanjitis obliterans (Buerger hastaligi), adventisyal kist hastaligi, arterit ve basi yapan
tiimorlerdir. PAOH ve 6zellikle KBI epidemiyolojisine ydnelik cok az veri vardir. 4060 yas
aras1 erkeklerde PAOH prevelanst %5 olarak bildirilmistir. Sikligin 55 yas {sti
erkeklerde %11, 70 yas ustli erkeklerde goriilme sikligi %20 gibi yiiksek oranlarda
bildirildigi epidemiyolojik arastirmalar vardir. Hastalarin %40-50’sinde bu tabloya eslik
eden hafif ya da siddetli koroner arter hastalig1 %15-20’sinde arteria karotis bulunmaktadir.
Bu patolojilerin tedavi edilmesinde gelencksel ilag ve cerrahi uygulamalara ilaveten kok
hiicre temelli yaklasimlar da uygulanmaya c¢alisilmistir. Ozellikle periferal damar
hastaliklarinin  tedavisinde farklt 6zellikte kok hiicrelerin - kullanilmasi  giindeme

gelmistir(105).
Bu hiicrelerden asagida bahsedilmistir.

2.1.1.3. MiYOKARDIYAL ENFARKTUS VE FONKSiYON KAYBI

Miyokardial iskemi, derin miyokard hipoksisine yol agan, oksijen basta olmak iizere
miyokarda metabolit temini ve talebi arasinda bir dengesizlik ile karakterize patolojik bir
hastaliktir(3). Bu olay, tipik olarak koroner arter ttkanmasinin neden oldugu miyokardiyuma
kan akisini sinirlamaktadir ve bu durumun siirekli devam etmesi halinde miyokardiyal hiicre

6liimii ve devaminda kalp yetmezligi (iskemik kalp hastalig1) ortaya ¢cikmaktadir.

Miyokardiyal enfarktiis (MI), damar i¢inde tromboza yol acan aterosklerotik plak riiptiirii ve
trombosit agregasyonu sonucu koroner arterlerin tikanmasiyla olusur(108). Tikali
arterlerden kaynakl siddetli iskemi, birka¢ dakika i¢inde kardiyomiyositlerde apoptozise
neden olur. Iskemik alana reoksijenizasyon sonucu reaktif oksijen tiirlerinin ve toksik
maddelerin birikimi yaralanma ve hiicre 6liimiinii artirmaktadir(109). Etkilenen alanda veya
etrafindaki hiicrelerden birtakim (tiimoér nekroz faktorii-o. (TNF-a), monosit kemo-gekici
protein-1 (MCP-1), interlokin (IL)-1pB, IL-6 ve IL-8 gibi) sitokinler ve kemokinler salgilanir
ki bu faktorler iskemik alana ¢ok sayida ve acil olarak sirkiilasyondaki lokositlerin
toplanmasini uyarir. Komsu endotel hiicreleri tarafindan E-selektin, hiicreler arasi adezyon
molekiili-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) gibi hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirarak pro-inflamatuar immiin hiicrelerinin

toplanmasini saglarlar. Immun hiicreler hasarli alanda birikerek hiicresel atiklari ve



pargalanmis matriks lriinlerini temizlerler. Hiicresel artiklar, yarali alandan kaldirildiktan
sonra, kalan bosluk graniilasyon dokusu ile doldurulur. Bu islem yaralanma sonrasi birkag
giin i¢inde miyofibroblastlarin gelmesi ile baslar. Graniilasyon dokusu, o6zellikle kan
damarlari, makrofajlar ve miyofibroblastlar, kollajen birikintisi ve hiicre dis1 matriks
proteinlerinden olugsmaktadir. Enfarktiisten bir hafta sonra,  graniilasyon dokusu,
miyofibroblastlar ile i¢ ice kollajen birikintileri ile yogun bir skar doku haline doniismeye

baslar(110).
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Sekil 2.1. Kardiyak iskemik hasardan sonraki hiicresel olaylarin sematik gosterimi (110)

Iskemik alan, saglikli hiicreleri gevreleyen zarar veren, enflamatuar sitokinler ve proteaz
aktivitesi bakimindan zengindir. Kalan ventrikiiler hiicreleri izerindeki ekstra mekanik yiik,
kardiyak dokunun biitlinligiinii bozar. Bdylece lokalize baslayan hasar yavas yavas
dalgalanma etkisiyle kalbin daha genis alanlarina yayilir. Fonksiyonel doku kayb1 ve bu
yeniden modellenme, ventrikiiler disfonksiyona, elektriksel instabiliteye neden olur ve bu

da kalp yetmezligine ve malign aritmilere yol agar(35).



2.2. ANJIiYOGENEZ VE VASKULOGENEZ:

Yakin tarihe kadar postnatal siirecte organizmanin fizyolojik gereksinimlerini karsilamak
veya iskemik dokulara veya tiimorlere oksijen saglamak amaciyla yeni kapiller damarlarin
olusmasinda sadece anjiyogenezin rol aldig diisiiniilmekteydi. Vaskiilogenezin ise sadece
embriyonik dénemde yeni damar olusumunu sagladigi sanilmaktaydi. Ancak, Asahara ve
Shi ve ark 1998 yilinda yaptiklari deneylerle kemik iligi kaynakli hematopoietik onciil
hiicrelerin endotel hiicreye embriyonik donemin disinda da doniisebildigini, iskemi sonrasi
endotel biitlinliigiin tekrar saglanmasinda ve yeni kapiller olusumunda bizzat rol aldiklarini

bularak vaskiilogenez ile ilgili yaygin kaniy1 degistirdiler(111, 112).

Endotel hiicrelerin bdliinme yetenekleri Olgiisiinde c¢ogalarak ve go¢ ederek var olan
damarlardan yeni kapillerler olusturmasina anjiyogenez denir(113). Damar sisteminin
gelistirilmesi bir¢ok hayvan tiirlinlin embriyonik gelisimi sirasinda dnemli bir olaydir. Bu
islem sirasinda, yerel mezodermal 6nciil hiicreler damar ve endotel hiicreleri (EH) farklilagir.
Bu islem de vaskiilojenez olarak adlandirilir(114). Dolasimda bulunan endotel onciil
hiicrelerin daha onceden var olan herhangi bir damardan koken almadan olgun endotel

hiicrelere doniiserek yeni bir damar olusturmasi olarak bilinir(113).

Endotelyal onciil hiicrelerin agiklanmasindan Once, vaskiilojenezisin dogumdan sonra
hayatta goriilmedigini ve sadece embriyonik gelisim siirecinde oldugu diisiiniilmekteydi.
Ancak on yil once iki grup, dolasimda olan periferal kandan (PK), gobek kordon
kanidan(GKK) ve kemik iliginden (KI) izole edilen CD34" hiicrelerin in vitro ve in vivo
fare modelinde, endotelyal hiicrelere farklilagsma potansiyeline sahip olduklarini rapor ettiler.
Boylelikle, yetiskin organizmada neoendotelyalizasyon ve neovaskiilarizasyon olaylarinin

postnatal siiregde gergeklesebilmesine katkida bulundular(111, 112).

Sonug olarak hem anjiogenezde ve hem vaskiilogenezde, damar olusumunda temel olarak

iki farkli hiicre rol oynamaktadir:
a) Endotel nciil hiicreleri(EOH)

b) Diiz kas hiicreler(DKH)
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Sekil 2.2. Damar olusumundan sorumlu olan hiicrelerin gelisim sureci

2.2.1. ENDOTELYAL ONCUL HUCRELER:

Giiniimiizde endotelyal onciil hiicreler (EOH), kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi
yontemlerine alternatif olarak diisiiniilmekle ve gelismesini 6nlemede énemli bir sans olarak
gorilmektedir. Bu hiicreler yasamin postnatal doneminde de var olan mononiikleer
hiicrelerdir. Ancak erigkin saglikli vaskiiler sisteminde bu hiicrelerin boliinme hizlart ¢ok
disiiktiir. Normal kosullarda kan dolasimda bulunan tiim hiicrelerin ~ %0,01°i kadarim
olusturmaktadir. Endotel hiicreler saglikli bir eriskinde belirli oranlarda viicudun
restorasyonuna katkida bulunabilmektedir. Kemik iliginin vaskiiler bolgesinde depolanip
ve sabit bir hizda dolagima katilirlar. Dolagima katilmalarini etkeleyen bir¢ok patolojik ve
fizyolojik olay mevcuttur. Bu olaylar i¢inde dolagima katilmalarini arttiran en 6nemli sebep
doku iskemisi ve hasaridir(23). Bu hiicreler iskemik dokularda in vitro ve in vivo kosullarda
yeni damarlar olusturmakla bu dokularin onarimini ve kan akigini saglarlar(111, 115-117).
Bu hiicreler, belirli kosullar altinda endotel hiicrelerine farklilasma potansiyeline sahipler.

Ancak, 1997 yilinda EOH’lerin tanimlanmasindan beri(111), EOH kavrami ve bu hiicrelerin



viicuttaki lokalizasyonu ile ilgili tartismalar halen devam etmektedir. Ilk olarak, EO hiicreleri
spesifik antijen ekspresyonu (CD133 *, Flkl * ve FItl™) ve bu hiicrelerin endotelyal
hiicrelerine farklilasma yetenegi ile tanimlanmistir(118). Bu hiicreler genellikle yetiskin
bireylerde periferal kan ve kemik iliginden elde edilmektedir. iskemik bolgeye yerleserek
bu dokularin postnatal neovaskiilarizasyonda rol oynadiklar1 kabul edilmistir. Fareler
tizerinde yapilan caligmalarda, kemik iliginden farklilasan bu hiicrelerin, damarlarin
olusumunda, timor bolgelerinde (112, 113) iyilesen yaralarda(11l, 119), arka bacak
iskeminde(86, 120), miyokardiyal enfarktiisda (127) kullanabilecegi 6ne Stirilmustiir.

2.2.1.1. VASKULER ENDOTELYAL ONCUL HUCRELER:

EOQ hiicrelerin periferik kan ve kemik iligi olmak iizere iki ana kaynag: vardir: Ancak birkacg
arastirma, dokuda ikamet eden endotel onciil hiicreler tizerinde odaklanmistir. Alessandri ve
ark. 2001 yilinda lokal endotelyal onciil hiicrelerinin insan kapiller damarlarin olusumuna
dahil oldugunu ilk kez kantladilar. Bu grup, embriyonik aort duvarinin dig katmanindaki
onciil hiicre tabakasini tespit ettiler. Daha sonra, bagka bir grup onciil hiicre tabakasini
yetigkin insan arterlerinde buldular. Ancak, bu hiicrelerin periferal kan ve kemik iligi veya
yerel yerlesik hiicrelerden kaynaklanip ve neovaskiilarizasyonda rol oynadiklari son yillarin

sorulan sorularindan olmustur(121).

Yakin tarihe kadar postnatal siirecte organizmanin fizyolojik gereksinimlerini karsilamak
veya iskemik dokulara veya tiimorlere oksijen saglamak amaciyla yeni kapiller damarlarin
olusmasinda sadece anjiyogenezin rol aldig diisiiniilmekteydi. Vaskiilogenezin ise sadece
embriyonik donemde yeni damar olusumunu sagladigi sanilmaktaydi. Ancak, Asahara ve
Shi ve ark 1998yilinda yaptiklart deneylerle kemik iligi kaynakli hematopoetik Onciil
hiicrelerin endotel hiicreye embriyonik déonemin disinda da doniisebildigini, iskemi sonrasi
endotel biitlinliigiin tekrar saglanmasinda ve yeni kapiller olusumunda bizzat rol aldiklarini

bularak, vaskiilogenez ile ilgili yaygin diisiinceyi degistirdiler(111, 112).

2.2.1.1.1. Endotelyal hiicre belirtegleri:
Endotelyal onciil hiicre karakterizasyonu igin, bir¢ok arastirmaci tarafindan CD34 ve
VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) kullanilmistir. Ayrica bu

belirtegleri kullanarak ve akim sitometrisi yontemi ile elde edilen bu hiicreler, in vitro

kosullarda endotelyal hiicrelere farklilasma potansiyeline sahip olduklari rapor
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edilmistir(111, 112, 122). insanda CD34, VEGF-2, CD133 belirtecleri kullanarak kardiyak
endotelyal onciil hiicre izole edilmistir. Bu 6zelikleri gosteren hiicreler, in vitro ve in vivo

kosullarda endotelyal hiicresine farklilasma potansiyelini gostermisler(123-125).
Endotelyal hiicrelerin 6nemli belirtegleri:
a) FLK1 (VEGFR-2)

Kinase insert domain receptor‘ii (KDR, tip III reseptor tirosin kinaz), ayni zamanda,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii 2 (VEGFR-2) olarak bilinen VEGF
reseptoriidiir. Bu proteini insanda kodlayan gen KDR adiyla tanimlanmistir. KDR veya
CD309 olarak tanimlanan bu protein ayni zamanda (Fetal liver kinaz 1) olarak da
bilinmektedir. Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF), hem vaskiilojenez ve hem
anjiyojenez’de 6nemli bir sinyal proteinidir. /n vitro kosullarda, VEGF nin, endotel
hiicrelerin mitojenezinde ve hiicre goglinde etkili oldugu gosterilmistir. VEGF ayrica
mikrovaskiiler gecirgenligi (permabilitesini) artirir ve bazen damar gecirgenlik faktorii

olarak da adlandirilmaktadir(126).

VEGEF ailesinin tiim iiyeleri, hiicre yiizeyi iizerinde olan tirozin kinaz reseptorlerine baglanir
ve bu reseptoriirlerin transfosforilasyonu ve hiicre yanitinin uyarilmasina neden olur. VEGF-
A proteini VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2 (KDR/FIk-1) reseptorlerine baglanir. VEGFR-2
reseptori  hemen hemen tim VEGFlerin (VEGF-B disinda), reseptorii olarak
tanimlanmaktadir(127).



VEGF-A VEGF-C

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (FIk-1/KDR) (Flt-4)

Sekil 2.3. FlIk1/KDR reseptorii ve ligand proteinleri
b) CD31.:

Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1), CD31 ad: ile tanimlanmaktadir. Bu
protein 17 koromozom tizerinde bulun PECAM1 geni tarafindan kodlanmaktadir(128, 129).
PECAM-1 trombositler, monositler, nétrofiller ve T-hiicrelerinin bazi tiirlerinin yiizeyinde
bulunmaktadir. Bu protein immiinoglobiilin siiper ailesinden olup biiyiik olasilikla 16kosit
g0¢li, anjiyojenez, integrin aktivasyonunda rol oynamaktadir. CD-31, normal olarak endotel
hiicreleri, trombositler, makrofajlar ve Kupffer hiicreleri, graniilositler, T/NK hiicreleri,

lenfositler, megakaryositler, osteoklastlar, notrofiller tizerinde bulunur(128-130).

CD-31 ayn1 zamanda vaskiiler timorler, histiositik maligniteleri ve plazmasitom dahil olmak
tizere baz1 timorlerde, ifade edilir. Ama nadiren, Kaposi sarkomu gibi baz1 sarkomlarda ve
karsinomalarda goriinmektedir(123). Immiinohistokimyada, CD31 histolojik doku
kesitlerinde endotel hiicrelerinin varligmi gostermek i¢in kullanilir. Ayrica timor

anjiyogenez derecesini degerlendirmek i¢in yardimci olmaktadir(124).

¢) CD133:
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CD133 aslinda AC133 olarak da tanimlanmaktadir. CD133 insanlarda ve kemirgenlerde
bilinen bir glikoproteindir. Ayrica bu tiirlerde Prominin 1 (PROMI1) olarak da
adlandirilmaktadir(131). Su ana kadar CDI133’lin islevi bilinmemektedir. Ozellikle
transmembran glikoproteinler tiyesi (5-transmembran, 5-TM) olarak hiicresel ¢ikintilarla
lokalize olmaktadir. CD133 hematopoietik kdk hiicreler(132), endotelyal onciil
hiicreler(131), glioblastoma, noéronal ve glial kok hiicreler(133), c¢esitli ¢ocuk beyin
timorleri (134) ve yetiskin bobrek, meme dokusu, nefes borusu, tiikiiriik bezleri, plasenta,

sindirim sistemi, testis ve diger baz1 doku hiicre tiirlerinde ifade edilir(135, 136).
d) VE-Kadherin:

Kaderin 5, VE-kaderin veya CD144 olarak (vaskiiler endotelyal kadherin) da bilinmektedir.
Insanda CDHS geni tarafindan kodlanmaktadir(137). VE-kaderin, kaderin siiper ailesineden
olup ve 16. kromozomun uzun kolunda lokalize olmustur. Kodlanan protein, kalsyuma bagli
olan hiicre hiicre adezyon glikoproteinidir. Bu protein endotelyal hiicre biyolojisinde
ozelikle kohesion (uyum) ve ekstraselliller baglantilarin organizasyonunda &nemli rol
oynamaktadir(137). Ayrica yapilan aragtirmalara gére VE-kadherin yeni olusan damarlarin

korumasini saglamaktadir(138).
e) VCAM-1

Vaskiiler hiicre adezyon protein 1, ayni zamanda, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1
(VCAM-1) veya insanlarda CD106 olarak adlandirilmaktadir. Bu protein VCAMI1 gen
tarafindan kodlanip ve hiicre adezyon molekiilii olarak fonksiyon géstermektedir(139).
VCAM-1, alt1 veya yedi immiinoglobulin domaini igerir ve endotel hiicrelerinin sitokinler
tarafindan uyarisi ile biiyiik ve kiiciik kan damarlari iizerinden ifade edilir. VCAM-1
ekspresyonu, ayni zamanda, diger hiicre tiplerinde de (6rnegin, diiz kas hiicrelerinde)

g6zlenmistir(140).

Melanom hiicreleri endotelyuma tutunmak icin VCAM-1"1 kullanmaktadir. Ayrica VCAM-

1’in aterosklerotik bolgelere monosit yerlesmesinde rol aldigi gésterilmistir. Dolayisiyla,
VCAM-1, potansiyel ila¢ hedefi olabilmektedir(140).

f) Efrin-B2:
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Efrin-B2 insanlarda EFNB2 gen tarafindan kodlanan bir proteindir. Efrin ailesi tirozin kinaz
stiper ailesinden olup, sinir sisteminde ve eritropoezis gelisim siirecinde aracilik
etmektedir(141). Yapilarina gore, efrinler iki farkli gruba ayrilmaktadir. Efrin A (EFNA) bir
glikozil-fosfatidilinozitol baglant1 ile membrana tutunmustur. Ancak efrin-B (EFNB), bir
transmembran proteindir. Efrin B2, EFNB tarafindan kodlanip ve EPHB4 ve EPHA3
reseptorlerine baglanir(142). Efrin-B2, anjiyojenik ve lenf anjiyogenzin kontroliinde
anahtar rol oynamaktadir. Fare ve Zebrafish iizerinde yapilan genetik deneylerde efrin-
B2’nin, Eph reseptorii, tirozin kinazlar i¢in bir membran ligand: oldugunu ve bu yolakla
endotelyum anjiogenezinde onemli rol aldigi gosterilmistir. Efrin-B2 atrial duvar kaslarinin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir(143).

2.2.1.1.2. Endotelyal hasar:

Vaskiiler endotel disfonksiyonu veya endotel kaybi, ateroskleroz, damar grefti aterosklerozu,
anjiyoplasti kaynakli restenoz ve transplant ateroskleroz dahil olmak tizere vaskiiler

hastaliklarin olusumunda ¢ok 6nemli bir olaydir(144).

Genel olarak arterlerde hiicre dongiisii ¢ok diisiik(145). Lokal ateroskleroz bakimindan,
endotel hasarlari, okside lipidler, serbest radikaller, sitokinler, hemodinamik stres ve kan
kolesterol yiiksek konsantrasyonlari tarafindan indiiklenebilir. Biitiin bu olaylar anti-
trombotik 6zelliklerin kaybiyla, endotelyal hiicre tabakasinin apoptoz / nekrozuna neden
akut stres yaralanmalara yol agabilir(146). Hiicre kiimelerinin replikasyon seviyesinin
cogalmasiyla, bu hiicrelerin plazma proteinlerine permabilitesinin ¢ogalmasi yakindan
iliskilidir(145). Ateroskleroz dayanikli arter alanlarinda endotel hiicreleri yaklasik 12 aylik
bir omiirleri vardir oysaki lezyon egilimli yerlerin hiicreleri birkag hafta veya hayvanin

yasina bagl olarak daha az yasayabilirler(145).

Endotel disfonksiyonu ve yaralanmalar, hemen hemen her tiirlii vaskiiler hastaliklarda olusur,
bu hasarlarin takibinde endotelyal onarim gergeklesir. Ancak kritik durumlarda ve olusan

hasara bagli olarak bu onarim yetersiz kalip geri doniistimsiiz hasarlara yol agabilir(147).
2.2.4. Endotelyal onciil hiicre kaynaklari:

Son bilgiler arter duvarinin homeostazisi damar hasart ve onarimi arasindaki dengeye baglh

olarak kan dolasiminda olan EOH’lerin ile baglantili oldugunu gostermistir (147, 148).
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Yetiskinlerde periferik dolasimda, daha olgun EOH bulunmaktadir; Bu hiicreler CD133
ifadelerini kaybetmisler ama yine de CD34 ve VEGFR?2 ifadesini devam ettirmektedirler.
Dogum sonras1 kemik iligi hematopoetik dokusundan tiiretilen EOH’ler, EKH’lerin bazi
ozelliklerini gostermekle beraber yiiksek rejeneratif potansiyele sahiptirler(149). Daha sonra
yapilan farkli ¢alismalardan elde edilen verilere gére EOH’lerin basta kemik iligi olmak

tizere farkli kaynaklardan periferal kana salgilandig1 tanimlanmistir (sekil2.11)(150).

Kemik iligi Yag Dokusu Damar Duvari

g‘f ! ) :

<\

Erken EOH’ler Geg EOH’ler

Sekil 2.4. Periferik kanda bulunan EOH’lerinin kaynaklart

Son zamanlarda, birgok arastirmaci, cesitli dokulardan, 6rnegin arter duvarinda(151),
dalakda(152), karacigerde(153), ve yag dokularinda(154, 155), vaskiiler 6nciil hiicrelerin

varhigim gostermislerdir.
2.2.1.1.3. Hasarh Endotel Hiicrelerin Endotelyal Onciil Hiicrelerle Onarim:
Siganlarda olusturulmus iskemi modellerinde (arka bacak iskemisi, miyokardiyal iskemi)

EOH trasplantasyon sonrasinda, bu hiicreler olgun endotel hiicrelere doniiserek iskemik

bolgelerde neovaskiilarizasyonu anlamli derecede etkiledikleri gozlenmistir.

3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleri yani statinler,
insanlardaki kolesterol diizeyini diisiirmek icin kullanilan ilaglardir. Statinlerin ayni

zamanda vaskiiler hastalik riskini onledikleri de diisiiniilmektedir. Davani ve ark. 2007
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yilinda yaptiklari ¢alismada, uzun siireli statin kullanan bireylerde EOH’lerin belirlenmesini
ve karakterize edilip edilemeyecegini arastirmislardir. Statin kullanan ve kullanmayan
bireylerden clde edilen tiim mononiikleer hiicreler akim sitometrisi yardimiyla ayirip, bu
hiicreleri 6zel kosullarda kiiltiire etmislerdir. Sonuglar, statin kullanan grupta dolasimdaki
CD34+ ve CD34+/CD144+ Onciil hiicrelerin statin kullanmayan gruba gore ¢ok daha fazla
oldugunu gdostermistir. Tim bu sonuglar, uzun siireli statin tedavisinin dolasimdaki

CD34+/CD144+ fenotipteki hiicre sayisini arttirdigini géstermektedir(156).

Olgun endotelyal hiicreler farkilasmanin son iriinii olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla
cok az proliferatif potansiyele sahip olup hasarli endotel hiicrelerinin sinirli bir sekilde
onariminda rol oynadiklar1 ortaya koyulmustur. Bir¢ok arastirmadan elde edilen verilere
gore, hayvan modellerinde damar duvarlarinin yaralanmasindan hasar goren endotel

tabakasinin onariminda kanda dolasan EOH’ler sorumludur(157).

iki bagimsiz grup kemik iliginden kaynaklanan onciil hiicrelerin arter damar yaralanmasi

lizerine, yeniden endotelizasyonunun ve neointimal olusumuyla etkili oldugunu

gosterdiler(152, 158).
/ 2. Direk endotelyal omm\
hiicre se¢imi
1.Periferik kan izolasyonu
% 3. Katater |Ie intramiokardial’la
; injeksyon yapilir
(L . N\ In vivo neovaskolarizasyon
e ./
C
= |{
N /)

kalp enfarktiisii

>\

NOMIIERR
',v/\,}x \\

4a. Anjiogenez 4b. Vaskologenez

Sekil 2.5. Terapotik neovaskiilarizasyonda hiicresel tedavi. (1 ve 2) Endotelyal onciil
hiicreler, hiicre ayirma teknikleri ile periferal kandan izole edilir. (3) Endotelyal onciil

hiicreler katater kullanilarak miyokarda implante edilir (4a),(4b). Miyokardiyuma implante
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edilen, endotelyal onciil hiicreler, onceden var olan damarlarin vaskiilojenez veya

anjiogenezi uyarirlar(159).

Fiziksel egzersiz EOH’lerin iiretimini ¢ogaltir. Dolayisiyla egzersiz yapan bireylerde EOH
miktarinda artis goriiliir. Bu nedenle fiziksel egzersizler EOH artisina neden olmaktadir(160).
Rauscher ve Ark. yaslanmanm kan dolasiminda olan EOH sayisinda etkili oldugu ve bu
nedenle aterosklerotik lezyon olusumuna ve damar tamirinin azalmasmna neden
olabililecegini gosterdiler(161). Elde edilen verilere gore, kemik iligi hiicrelerini enjekte
ettikten sonra ateroprotektif etkisi nedeniyle hiperkolesterolemi ortadan kaldirilip,

EOH’lerin tamir kapasitesi biiyiik dl¢iide cogalmaktadir(147).

EOH’lerin kullanildigi hayvan modellerinde damarlarm tedavisi acikca neointimal
hiperplazi engellenmesi ile oldugu ortaya koyulmustur, ama heniiz tam olarak bu konuyla

ilgili hiicresel olaylar ortaya koyulamamistir(147).

Endotelyal Onciilleri

Kan hiicreleri <€—— Hemanjioblast

Anjioblast

Skelet kasi
Venoz anjioblast Arteriyel anjioblast
oncesi @ oncesi
VEGF Yaygin vaskiler
vensz onciller
s Oncal Arteriyel € %
,  hacreler Snctl htcreler G O3
l VEG'F-'. n rj - Kan
: 7 ; o/ daman —vaskiiler onciil hiicreler
\ A ‘/ 3
\ N Daz kas PDiF'BB PDGF-BB Diger kaynaklardan?
hucmw o L L P S—
PDGF-BB
~ | 1
4\
PDGF B reseptoril ifade (2%« <
eden éncilller A ()
LT%, ~ Noralkrest  gpikardialdan elde
Mezankimal hiicreleri ~ " — hiicre edilen hiicreler

Diiz kas onciilleri

Sekil 2.6. Kan damarlarmin i¢ duvarlarin1 endotel hiicreler olusturmaktadir. Diiz kas
hiicreleri veya endotel perisitler kanallar1 6rten (kaplayan) hiicrelerdir (merkez). Bu temel
hiicre tiplerinin farkli onciil hiicre tiplerinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir. Endotelyal
hiicreler embriyo déneminde anjioblast ve hemanjioblast onciillerinden (iist) veya erginlik
doneminde endotelyal 6nciil hiicrelerinden tiretilmektedir(114).
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Diiz kas hiicreleri farkli onciil hiicrelerden elde edilmektedir. Bu Onciil hiicre gurubu,
embriyo ve erginde, embriyonik noral krest hiicreler ve epikardium (kalbin dis tabakasi)
embriyonik Onciil hiicreleri i¢cermektedir. Diiz kas hiicreleri, endotel hiicrelerinden de
olusabilir. Ama Yamasita ve ark’nin elde ettigi verilere gére kan damar hiicrelerinin her iki
tipini tlreten diger bir kaynak onciil hiicrelerdir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), EOH’lerin gelistirilmesini tesvik eder. Platelet derived growth factor-BB (PDGF-

BB) diiz kas hiicrelerin ve perisitlerin gelisimi uyarmaktadir(114).

2.2.1.2. DUZ KAS HUCRELERI:
2.2.1.2.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicreler:

Vaskiiler diz kas hiicreler, diiz kas hiicrelerin belirli bir kismidir ve kan damarlarinin
duvarlarinda yer alan hiicreleri olusturmaktadir. Damarlarin duvarlarinda bulunan diiz kas
hiicreleri viicutta kan hacmini ve yerel kan basincini kontrol etmektedirler. Bu mekanizma

kan dolagimini ve kanin gerekli yerlere tasinmasini saglamaktadir.

Elastica interna

Endotelyel hiicreleri

Lumen

Fibroblas
Intima

Media

adventitia

Sekil 2.7. Kan damar duvarlarinda diiz kas hiicrelerin lokalizasyonu

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin asil gorevi viicutta olan kan damarlarin1 kalibre etmesidir.
Arterlerde, venlere gore daha fazla diiz kas hiicreleri bulundugundan dolay1 arterlerin
duvarlari daha kalindir(162).
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Diisiik yogunluklu Scale Bar=100pm Yiitksek yogunluklu  Scale Bar=100um
Sekil 2.8. 1999 yilinda kollagenaz ve elastaz enzimi ile izole edilen vaskiiler aortik diiz kas
hiicreler (ATCC, CRL-2797).

Damar duvarmin olugsumu, hiicre ve hiicre dis1 matriks bilesenleri, omurgalilarin kalp-damar
sisteminin gelisiminde ve olgunlagsmasinda kritik bir siiregtir. Embriyonun organ
sistemlerinin gelisiminde, besinlerin taginmasi ve atiklarin kaldirilmasi, dolasim sisteminin
asil gorevidir. Son on yilda damar gelisim siirecinin ac¢iklanmasinda ¢ok biiylik adimlar
atilmasina ragmen Vaskiiler agin olusumu ile ilgili bir¢ok temel sorular cevapsiz kalmaktadir.
Vaskiiler onciil hiicrelerin, nerede ve nasil damar modelinin olusumuna karar verdigi

tartigilan sorular i¢inde yer almaktadir(163, 164) .

Endotel olusumu ile ilgili bir¢ok bilgi elde edilmis olsada, vaskiiler diiz kas hiicre (VDKH)
onciillerinin farklilagma yolagi ve bu hiicrelerin kullaniminin diizenlenmesi tam olarak
aciklanmamistir. Gelisme ve olgunlagma sirasinda, VDKH biyosentetik, proliferatif ve
gelismekte olan damar duvarinin kasilma bileseni olarak gorev yapmaktadir. Biitiin bu
fonksiyonlar, fizyolojik a¢idan olgun bir damarin olusturulmasi igin kritiktir(165).
VDKH'er, vaskiiler endotel ile baglantili hale geldikce, ESM molekiillerini yardimiyla
damar duvarinin sekillenmesi ve onarimini organize ederler(166). Gelisim siirecinde ilkel
VDKH'ler, olgunlasmamis endotelle beraber kisa bir siire sonra ¢ogalmaya baslarlar. Damar

olgunlastik¢a, VDKH'lerin varligi, gelismekte olan organizmada kan akisini saglar(167).
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2.2.1.2.2. Diiz Kas Hiicrelerinm Belirtecleri:

Basgka hiicre tipleri gibi, DKH’leri de kendilerine 6zgii belirteglerle karakterize edilmektedir.
Ancak bu karakterizasyon hiicrenin gelisim siirecine gore farkli belirteclerle yapilmaktadir.
Bu hiicrelerin ergin ve gelismekte olan damar duvarlarinda bulunan en 6nemli belirtegleri

sunlardir:
SM a-actin:

Alfa-aktin-2, aortik diiz kas aktini ya da diiz kas alfa aktin olarak da bilinen (a-SMA, SM
actin, alfa-SM-aktin, ASMA) insanlarda 10g22-S24’da bulunan ACTA2 gen tarafindan
kodlanan bir proteindir. Alfa-diiz kas aktini (a-SMA) miyofibroblast olusumunun bir
belirteci olarak kullanilir(168, 169).

SM-MHC:

Myosin-11 insanlarda MYH11 gen tarafindan kodlanan bir proteindir. Ayni zamanda AAT4,
FAA4, SMHC ve SMMHC olarakta tanimlanmaktadir. Bu protein miyozin agir zincir
ailesine ait bir diiz kas miyozinidir. Myosin-11, bir hekzamer proteinin alt birimi olarak, iki
agir zincir alt-birimlerinden ve iki ¢ift ayn1 olmayan hafif zincir alt-birimlerinden
olugmaktadir. Bu protein 6nemli bir kasilma proteini olarak, ATP hidrolizi ile kimyasal

enerjiyi mekanik enerjiye doniistiirmektedir(170).
Kalponin:

Kalponin bir kalsiyum baglayici proteindir. Kalponin diiz kas miyosin ATPase aktivitesini
inhibe eder. Kalponin aktine bagli proteinlerin, fosfolipidlerin ve aktin miozin etkilesimini

diizenlenmesinin baglanmasindan sorumlu bir proteindir(170).
Desmin:

Bu protein insanda DES geni tarafindan kodlanmaktadir(171, 172).Bu gen DES; CSM1,
CSM2 olarakta gosterilmektedir. Desmin tip 111 intermediate filament olarak sarkomerlerin
Z ¢izgisinin yaninda bulunmaktadir.1976 da (173) agiklanip ve 1977 de(174) purifiye olup
ve 1989 da klonlanmistir. Desmin sadece omurgalilarda ifade edilir ancak homolog

proteninler birgok bireyde bulunmakatadir(127). Bu protein 52 DK lik intermediate
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filametlerin alt birimi olarak iskelet kaslarinda, diiz kas dokularinda ve kardiak kas
dokularinda bulunmaktadir. Demsin embryonik asamada kas dokularinda en erken ifade
edilen proteinlerdendir. Erken kas hiicrelerinin gelisiminde mevcut olsa da, sadece diisiik
seviyelerde sentezlendigi goriinmektedir. Hiicrelerin son farklilasmasinda ifade seviyesi

artmaya baslar(171).

2.2.1.2.3. Diiz Kas Hiicrelerinin Damar Olusumunda Rolii:

Ateroskleroz ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastaliklar, geri doniisiimsiiz ve
fonksiyonunu kaybeden damar hasarlariyla ortaya ¢ikar. Populasyonda sik goriilen bu
hastaliklar, yasam kalitesini ve siiresini etkilemektedir. VDKH’leri hipertansiyon ve
takibinde aterosklerotik plak olusumu mekanizmasinda ve damar kalinlasmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bazi molekiiller 6rnegin PDGF (platelet-derived growth factor), VDK
hiicrelerin tizrerine kemotaksik ve mitojenik etkisi vardir. PDGF-benzeri molekiiller
patalojik kosullarda otokrin sekilde VDK hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. Endotelyal ve
DK hiicreleri immiin aktivasyon yolagiyla ve imiinoglobulin ve selektin adezyon
molekiillerinin sentezi ile damar duvari hasarina yanit verirler. Ornegin hiicreler arast
yapigsma molekiili-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon molekiili-1 (VCAM-1) veya endotel
16kosit adezyon molekiili-1 (ELAM-1) antijenleri bahsedilen hiicrelerin {izerinde
bulunmaktadir(175).

Bu molekiiller 6rnegin 16kositler, lenfositler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi bagisiklik
sistemi hiicreleri i¢in reseptdr olarak tanimlanmaktadir. Damar duvarmin patolojisinde mast
hiicrelerinin rolii genellikle goz ardi edilmesine ragmen, patolojik olarak degisilmis bir
damar duvarinda mast hiicrelerin, VDK hiicrelerine olan orant 1:5 oldugu rapor
edilmistir(176). Enflamatuar hiicreler, damar duvarinin igine niifuz ettikten sonra, proteolitik
enzimler salgilayip, damar dis1 matriksi okside edip bozabilir, boylece VDKH’lerin bu
bolgeye gogiinli ve gelismesini etkilerler(177). Buna ek olarak, enflamatuar hiicreler,
interlokinler veya timor nekroz faktér (TNF) gibi sitokinler iretirler. PDGF'ye benzer
sekilde, bu maddeler VDK hiicrelerinin fenotiplerini degistirip kasilan hiicre fototipe

farklilasmalarini etkilerler(178).

Sonug olarak, VDK hiicreleri, kan damarlariin fizyolojisinde énemli bir rol oynarlarlar.

Ayrica patolojik kosullar altinda yeniden damarlanmay1 saglarlar. Bu hiicrelerin adezyonu,
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hareketi, cogalmasi ve farklilasma 6zellikleri bu hiicrelerin klinikte uygulamasinda énemli
faktorler arasinda yer almaktadir. Ayrica damar hasarlarinin  onariminda veya
angiogenezinde endotelyal hiicrelerin yami sira VDKH’lerin kullanimi bu hasarlarin
onarimini Veya anjiogenez hizini artirmaktadir. Buna ek olarak hiicre-madde iletisiminde
ozellikle bahsedilen proteinlerin bu mekanizmada biiyiik bir goérev sahibi olduklar

tanimlanmaktadir.

2.2.1.3. HUCRE ADEZYONUNDA ONEMLIi OLAN PROTEINLER:

Hiicre-madde adezyonunda hiicre dis1 matriks (HDM) proteinleri belirgin bir sekilde hiicre
tutunmasi, hareketi, cogalmasi, metabolik aktivite, canliligi, farklilasmasi ve fenotipik
olgunlagsmasinda aracilik etmektedir. Bu proteinler 6zellikle kollajen, elastin, fibronektin,
vitronektin ve laminin igerirler. Bu proteinlerin ¢ogu in vivo ortamda vaskiiler HDM'nin
Oonemli bilesenleridir ve bu nedenle, kan damarinin yeniden yapilmasinda ve

rejenerasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir(179).

Kollajen memelilerin dokularinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir.  Bu protein
memelilerde, tiim proteinlerin % 25-30’unu olusturmaktadir. Bu molekiil (alfa zinciri olarak
adlandirilir) ii¢ polipeptit zincirinden olusup, her biri sol heliks formundadir. Bu giine kadar,
29 cesit kollajen tanimlanmistir. En yaygin olani kollajen, tip I’dir. Bir canli organizma
icinde bulunan kolajenin % 90'm1 temsil eder ve esas olarak epidermis, bag, kemik ve dis
igerisinde bulnmaktadir ve ayn1 zamanda vaskiiler HDM'nin 6nemli bir bilesenidir. Kollajen
tip I kikirdaklart olusturur. Tip III embriyonik gelisme kollajenidir ve daha sonra kolajen
I‘e degistirilir(179). Ancak patojenik kosullarda damar duvarlarinda miktar1 yiikselmeye
basglar(180, 181).

Tip 1V kollagen laminin ile birlikte bazal Lamiada meydana ¢ikar. Laminin ile birlikte VDK
hiicrelerin kasilan fenotipini korur(182). VDK hiicreleri, f1-integrin yapisma molekiilii ile
ozellikle kollajen reseptorleri olarak adlandirilir. alB1, a2p1, a3B1 integrini ile kollajene
baglanirlar. Elastin ¢dziinmeyen skleroprotein olarak tanimlanir ve hayvansal dokularda
(baglar, bronslar, akcigerler ve damar duvar dokulari) elastik liflerin ana bilesenidir. Kalbe
yakin biiyiik damarlarda, torasik aort veya karotid arterler gibi damarlarda elastin yiiksek
miktarlarda bulunmaktadir(183).
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Fibronektin dimerik glikoproteinlerin ailesine (yaklasik ~440kD) aittir. Fibronektinler
HDM-‘de bulunan kollajen, heparin siilfat ve fibrin gibi proteoglikanlara baglanip, vaskiiler
hasar onarimina dahil yara iyilesmesine, katilan bir gecici matriks molekiilii olustururlar. Bu
protein kan serumunun o6nemli bileseni olarak tanimlanmaktadir. Ayrica hiicre kiiltiirii

besiyerlerinde ek protein olarak kullanilmaktadir(184).

Vitronektin 459 amino asitden olusan bir 75 kDa glikoproteindir. Bu protein kan
dolasiminda 200-400 mg/ml konsantrasyonunda bulunan bir glikoproteindir. Ayrica HDM
olarak besiyerine ilave edilen ve serumun iginde bulunan bir proteindir. Hiicre kiiltiirlerinde,

vitronektin VDKH'lerin gogiini ve cogalmasini etkilemektedir(185).

Lamininler biiyiik molekiillii heterotrimer proteinlerdir (850kDa). Bu proteinler bazal
laminada bulunan en 6nemli proteindir. Damar duvarlarinda, kolajen IV, elastin ve stilfath
ve heparin benzeri glikozaminoglikanlarla birlikte VDK hiicrelerinin kasilma fenotipine
farklilasmasini saglamaktalar. Laminin 16 izoformu, memelilerde tanimlanmistir. Laminin
hiicresel reseptorleri alB1, o2B1, a6f1, a7B1, a9p1 integrinlerden ibarettir(186, 187).

Bu proteinler kardiyovaskiiler onarimda da ¢ok onemli rol oynarlar. Bu sistemde hasar
olustugu zaman hiicre madde intraksiyonu ile go¢ eden hiicreler hasarlanmis bolgeye

yerlesip dokunun onarimini saglarlar.

2.3. KOK HUCRELER

Kok hiicreler, ¢ok hiicreli organizmalarda yer alan, her tip hiicreye farklilasabilme 6zelligine
sahip ve kendini yenileme potansiyeli olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin iki genel tipi

bulunmaktadir;

1. Embriyonik K&k Hiicre: Embriyonun blastosist i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen ve
pluripotent 6zelige sahip olmalar1 sebebiyle viicuttaki tiim hiicrelere farklilasabilen

hiicrelerdir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.9. Embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu

2. Erigkin Kok Hiicreler: Bir organizmanin farkli dokularinda yer alan kok hiicrelerdir.
Bu tip hiicreler beyin, iskelet kasi, periferal kan, bagirsak, kalp, deri, kemik iligi,

karaciger, kan damarlar1 ve dislerde bulunmaktadirlar (Sekil 2.92).
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Sekil 2.10. Eriskin kok hiicrelerin bulundugu dokular
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Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore 5 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.3.):

a. Totipotent Hiicreler: Bu hiicreler embriyonik ve ekstra embriyonik hiicre tiplerine
farklilagsabilme 6zelligine sahip hiicrelerdir. Sperm ve yumurtanin birlesmesi ile
dollenmis olan bu hiicreler, bir ka¢ boliinmeden sonra bile kendi 6zelliklerini
korurlar(5).

b. Pluripotent Hiicreler: Totipotent kok hiicrelerden koken alip hemen hemen tiim germ
hiicre tabakalarina ve tiim hiicre tiplerine farklilagabilirler(6). Bu hiicrelerden her ti¢
germ tabakasini olusturmak miimkiindiir. Ornek olarak embryonik kok hiicreler(7).

c. Multipotent Hiicreler: Bu hiicreler birgok hiicre tiplerine, 6zellikle birbirine yakin
olan hiicre tiplerine farklilasabilirler. Ornek olaral mezankimak kok hiicreler (6).

d. Oligopotent Hiicreler: Bu hiicreler sadece birkag hiicre tipine farklilasabilme
potansiyeline sahiptirler. Ornek olarak lenfoid veya miyeloid kok hiicreler
verilebilir(6).

e. Unipotent Hicreler: Bu hiicreler tek tip hiicreye farklilasabilirler. Kendini

yenileyebilme potansiyellerinden dolayr kok hiicre olmayan hiicrelerle farklilik
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gostermektedirler. Bu hiicrelere 6rnek olarak onciil hiicreler, kas kok hiicreleri

verilebilir(6, 8).

Totipotent Pluripotent Multipotent K6k hiicreden  Farklilagan

kaynak alan hiicreler
hiicreler Endoderm
—_— e — 1 —_— Mezoderm
* ool mass
Ektoderm
Zigot l

Embriyonik kok hiicreler

‘\/ (EKH)

Pankras hiicreler = oy, o
% l Hepatosit hiicreler

Hematopoetik hiicreler Q G _.,0"" Noronlar

Kardiyomiyosit hiicreler

Sekil 2.11. Kok hiicrelerin kokeni ve farklilagsma potansiyelleri

2.3.1. EMBRIYONiIiK KOK HUCRELERI

1981 yilinda Martin Evans-Matthew Kaufman ve ark. tarafindan, ilk olarak sigan embriyonik
kok hiicrelerin (EKH) izole edilmesi bilim diinyasinda ¢ok biiytlik ilgi gormiistiir(8, 9).
Thomson ve ark 1998 yilinda, insan blastosist embriyolarindan insan embriyonik kok
hiicreleri izole edilip ve kiiltiire edilmistir(10). Bu gelismelerin 1s18inda, arastiricilar kok
hiicreleri bircok hastalikta tedavi amaciyla kullanmayr tasarlamis ve kok hiicre
aragtirmalarma biiyiikk umutlar baglamislardir. Embriyonik kok hiicreler, sahip olduklar
plastisite ve limitsiz olarak kendilerini yenileyebilme 6zelliklerinden dolayi, yenileyici tip
uygulamalarinda ve doku replasman g¢alismalarinda biliyiik 6nem kazanmislardir. Tiim bu
olumlu 6zelliklerine ragmen insan embriyonik kok hiicrelerinin kullanimimi kisitlayan iKi

Oonemli problem bulunmaktadir;

a) Embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu sirasinda insan embriyolarinin yok edilmesi etik

problemler olusturmaktadir.

b) Hiicre transplantasyonundan sonra, alicinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasi ve
yabanci olarak algilanip savunma hiicrelerinin saldirisina ugramasi immiin rejeksiyona

neden olmaktadir.
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Ancak bu sikintlara ragmen, bu hiicreler tip alaninda kullanilmistir. Kok hiicrelerin klinikteki
uygulamalar1 arasinda; Romatizmal artrit, parkinson, alzheimer, osteoartrit(11), inme ve
travmatik beyin hasari, kalp krizi(12), 6grenme defektleri(13), omurilik yaralanmasi(14), sa¢
dokiilmesi(15), dis problemleri(16), sagirlik(17), korliik(18), amiyotrofik lateral skleroz(19),
yara iyilesmesi(20), crohn hastaligi(21) gibi hastaliklar basta gelmektedir (Sekil 2.4.).

Inme Sa¢ Dokiilmesi
Travmatik beyin hasar1
Ogrenme defektleri Korliik
Alzheimer .
sagirhik
Parkinson

Amyotrofik lateral skleroz
Disler

Yara iyilesmesi
Kalp Krizi
Kemik iligi nakli

Kas Distrofisi

Omurilik yaralanmasi Diyabet
Osteoartrit e A \'\= ‘ Farkli(bélgelerde
Romatizmal artrit Crohn hastaligi anset

Sekil 2.4. Kok hiicrelerin kullanildigi alanlar(22)

Insan embriyonik kok hiicrelerinin klinikte kullanilmasimi kisitlayan problemlerin bulunmast,
arastiricilar1 farkli hiicre tipleri ile ¢alismaya ve kok hiicre kullaniminda farkli yontemler
gelistirmeye yonlendirmistir. Giiniimiize kadar kok hiicre calismalarinda asagidaki

yontemler kullanilmastir;

* Hiicre flizyonu
* Yeniden programlama
* Somatik hiicre niikleer transferi

» Direk yeniden programlama
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Sekil 2.12. Kok hiicre iiretiminde kullanilan yontemler

2.3.2. UYARILMIS PLURIPOTENT KOK HUCRELER

2006 yilinda ilk defa Yamanaka ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, fare fibroblast
hiicrelerinden pluripotent hiicreler elde edilmistir. Bu arastirmada viral transfeksiyon
(retroviriis vb.) yontemiyle belirli genlerin fibroblast hiicrelere aktarilmasiyla, somatik olan
bu hiicrelere embriyonik kok hiicrelere benzer 6zelliklerin kazandirilmasi saglanmustir.
Yeniden programlanan somatik hiicreler pluripotent 6zelligi kazanmaktadir. Oct-4, Sox2,
KIf4 ve c-Myc genlerinin aktarilmasiyla pluripotent 6zelligi kazanan bu hiicreler uyarilmis
pluripotent kok hiicreler (uPKH) olarak tanimlanmiglardir. uPK hiicreler, belirli genlerin

ifade edilmesiyle, pluripotent olmayan somatik hiicrelerden geri farklilagtirilarak

tiretilmektedir(23).
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2007 yilinda insan somatik hiicrelerinden uPKH tiretimi igin, Oct-3/4, Sox2, c-Myc ve Klf4
genlerinin aktarimi ve ifadesiyle uPKH elde edilmistir. Zamanla bu hiicrelerin farkl
hastaliklarda kullanilabilme diisiincesi biiyiik bir 6nem kazanmistir(24). uPKH’ler, belirli
genlerin ekspresyonu, proteinler, kromatin metilasyon paterni, embriyoid, teratoma,
yasayabilir kimera gibi Ozellikleri gostermeleri sebebiyle embriyonik kok hiicrelere
benzerlik gostermektedirler. Ancak bu hiicrelerin pluripotent kok hiicrelerle iligkisi tam

olarak ac¢iklanamamuistir.

uPKH’lerin gelistirilmesi bilim diinyasinda biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Bunun en énemli
sebebi embriyonik kok hiicrelerin kullanimini smirlayan iki temel problemin ortadan

kalkmis olmasidir. UPKH’ler kok hiicre arastirmalarina biiylik avantajlar saglamistir;

+ Insan embriyosundan kdken almamasi ve boylelikle etik problemlerin ¢dziilmesi

sonucunda bu hiicrelerin pek ¢ok aragtirmada rahat¢a kullanilmasi saglanmis olmast,

* Hastanin kendi hiicresinden uPK hiicre iiretiminin miimkiin olmasi ve bu nedenle
immiinorejeksiyon probleminin ortadan kalkmasi ile her hastaya o6zgii uPKH

tiretilmesi miimkiin hale gelmis olmasidir.

2.3.2.1. Farkh Hiicre Kaynaklarindan uPK Hiicrelerinin Elde Edilmesi

uPK hiicrelerinin gelistirilmesinden sonra bu hiicrelerin degeri arttik¢a, diinyanin her bir
yerinden farkli gruplar bu hiicrelerle ilgili calismaya baslamislar ve bir¢ok grup bu hiicreleri
farkli hiicre kaynaklarindan elde etmislerdir. 2008 yilinda Hanna ve arkadaslari, fare B-
Lenfosit hiicrelerinden, Stadfeld ve arkadaglari ise fare pankratik f hiicrelerinden uPKH
tiretmislerdir(25, 26).

Sonraki ¢alismalarda sirasiyla, fare noral kok hiicrelerinden(27), ergin farenin karaciger ve
mide hiicrelerinden(28), insan keratinosit hiicrelerinden(29), hematopoietik hiicrelerden(30),
fare melanosit hiicrelerinden(31), insan periferal kan hiicrelerinden(32), insan amniyotik
hiicrelerden(33), Oct-4 ve Sox2 kullanarak insan kordon kanmin endotelyal
hiicrelerinden(34), adipoz kok hiicrelerinden(35), insan hepatosit hiicrelerden(36), lentiviriis
vektor kullanarak insan periferal kan hiicrelerinden(37), plasmid vektdr yardimiyla insan
postnatal tek c¢ekirdekli kan hiicrelerinden (entegere olmayan yontemle)(38), sendai viriis

kullanarak insan periferal kan hiicrelerinden(39), viral olmayan polisistronik plazmid
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kullanarak insan adipoz dokusundan elde edilen kok hiicrelerden (40) ve c-Myc aktarmadan
insan adipoz dokusundan elde edilen kok hiicrelerden (41) uPK hiicreleri elde edilmistir.
Giliniimiizde bir ¢ok caligma farkli hiicre kaynaklarindan uPKH’si iiretmek i¢in devam

etmektedir.

2.3.2.2. Yamanaka Faktorleri:

2006 yilinda Yamanaka ve arkadaslari tarafindan yapilan arastirmalardan elde edilen
sonuglara gore hiicrenin yeniden programlanmasi igin en az 4 transkripsiyon faktorii (Oct-4,
Sox2, KIf4 ve c-Myc) gerekmektedir (Sekil 2.7). Bu faktorler hiicreyi embriyonik safhaya
gotiiriip pluripotensi 6zelligi saglamaktadirlar. Bu faktorler bilim diinyasinda Yamanaka
faktorleri olarak tanimlanmaktadir. Daha sonra yapilan arastirmalarda bu faktérlerinin en

aza indirilmesine ¢alisilmaktadir.

Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicre (uPKH)

y )
St mzmp
/ c-Myc

Fibroblast WPKH

Sekil 2.13. Retroviriis gen aktarimiyla fibroblast hiicrelerinden uyarilmis pluripotent kok

hiicre elde edilmesi

Oct-4: Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4) proteini insanlarda POU5F1 geni ile
kodlanmaktadir(42). POU ailesinden olan bu protein homeodomain transkripsiyon faktorii
olarak tanimlanmistir. Bu protein embriyonik kok hiicrelerin kendini yenilemesinde Kritik
rol oynamaktadir(43). Bu nedenle bilim insanlar tarafindan farklilagmamis hiicrelerin bir
belirteci olarak kullanilmaktadir. Oct-4 geninin ifadesi hiicrelerin farklilagmasi ile yakindan
ilgilidir(44).
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Oct-4 transkripsiyon faktorii oositte maternal faktor olarak aktif rol iistlenmektedir ancak
implantasyon donemi boyunca embriyolarda aktif halde kalir. Bu genin ifadesi
farklilasmamis olan fenotip ve tiimorlerle iliskilidir(45). Oct-4 geninin ifadesinin
durdurulmasi hiicrenin farklilasmasina neden olur. 2005 yilinda Zachres ve arkadaslari, bu
genin insan EKH’lerinin kendilerini yenileme &zellikleri ile iligkili oldugunu
belirtmislerdir(46).

2000 yilinda Niwa ve arkadaslari, fare embriyonik kok hiicrelerinde bu genin ifadesi ve
susturmasiyla, bu hiicrelerin korunmasi ve gelisimindeki roliinii arastirmiglardir(44). Ayrica
bu genin ifade seviyesinin, EKH’lerin hangi hiicre tipine farklilasacaginin belirlemesinde
onemli rol oynadigim tespit etmislerdir. ifade seviyesi iki kattan az olursa ilkel endoderm ve
mezoderm farklilagmasina, bu genin susturulmasi hiicrenin pluripotensisinin kaybina ve
trofoktoderme farklilasmasina neden olur. Boylece Oct-4’tin Kritik bir seviyede ifadesi
hiicrenin kendini yenileme potansiyelini siirdiirmesi igin gereklidir ve bu genin ekspresyon
seviyesinin diigik veya yiiksek olmasina bagli olarak farkli gelisim programlarini
indiiklemektedir. Niwa ve arkadaslari Oct-4 geninin pluripotenside ana regiilatdr roliine

sahip oldugunu belirtmislerdir(44).

Oct-4, Sox2 ve Nanog traskripsyon faktorlerinin birbirinin ifadesini indiikleme potansiyeline
sahip olduklar tespit edilmistir. Bu faktorlerin, embriyonik kok hiicreler gibi blastosistin i¢
hiicre kitle seviyesinin stabilitesi, farklilasmamis hiicrelerin kendilerini yenileme ve

korumasi i¢in gerekli oldugu ortaya konulmustur(47).

Oct-4 ile birlikte Sox2, KIf4 ve c-Myc, uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin olusunda
kullanilan transkripsiyon faktorleridir(48-50). Daha sora yapilan ¢alismalarda bu dort
faktorden yalmizca ikisinin (Oct-4 ve KIf4) fare erigkin kok hiicrelerinin yeniden
programlamasi i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir(27). Son olarak, tek bir faktor yani Oct-
4 \in bu doniistim i¢in yeterli oldugu ispatlanmistir(51). Farklilasan hiicrelerde Oct-4 geninin

ifadesi daha diisiik seviyededir ve bu gen bir kok hiicre belirteci olarak kullanilmaktadir.

Sox2: SRY (sex determining region Y)-box 2 veya Sox2 farklilasmamis olan embriyonik
kok hiicrelerin pluripotensi seviyesini korumak ve bu hiicrelerin kendini yenilemesini
saglamak i¢in gerekli olan bir proteindir. Bu faktor Sox2 transkripsiyon faktor ailesine ait

olup memelilerin gelisiminde 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu protein,
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embriyonik ve noral kok hiicrelerin stabilitesinde, indiiklenen pluripotenside ve onarimsal

tip alaninda kritik bir role sahiptir(52).

LIF sinyali (Leukemia inhibitory factor) embriyonik kok hiicreleri pluripotent sathasinda
tutan protein olarak JAK-STAT sinyal yolagini etkilemekte ve Sox2 geninin ifade seviyesin
korurken KIf4 geninin ifade seviyesinin de artisina neden olmaktadir. Ayrica Oct-4, Sox2 ve
Nanog genlerinin yiiksek ifade seviyesi, LIF yolaginda olan tim pluripotensi genlerinin

transkripsiyon seviyelerini diizenlemektedir(53).

NPM1 (niikleofosmin) geni, tek basina bir transkripsiyon diizenleyicisi olarak ve Sox2, Oct-
4 ve Nanog ile birlikte kompleks olusturarak, kok hiicrelerin proliferasyonu ve pluripotensi

reglilasyonunda onemli etki gostermektedirler(54, 55)

Oct-4 ve Sox2 enhancerlerinin(hizlandiricilar) diizenlenmesi, Sox2 olmadigi durumlarda da
gerceklesebilmektedir. Bununla birlikte yapilan arastirmalarin  sonucunda, Sox2’nin
embriyonik kok hiicrelerde ana roliiniin Oct-4 ifadesinin kontrolii oldugu ortaya
cikmistir(56).

Yamanaka ve arkadaslari tarafindan yapilan arastirmada Sox2 proteini, Oct-4, c-Myc ve Klf4
genleri ile birlikte uPKH’lerin olusumunda yeterli olduklar1 gosterilmistir. Bu sayede sadece
4 transkripsiyon fakoriiniin pluripotenside gerekli oldugu gosterilmis ve bu durumda en az

manipulasyonla rejeneratif tipta kullanima sunulmustur(24).

Pluripotensinin kaybi, germ hiicrelerinde Sox2 ve Oct-4 hipermetilasyonu ve Sox2 geninin
post transkripsional baskilanmasi, miR134 ile gergeklesmektedir(57, 58). Sox2’nin degisen
seviyeleri embriyonik kok hiicrelerin farklilasma kaderini etkileyebilir ve mezoderm germ
tabakasinin olusumunu inhibe edip bu hiicrelerin noral ektoderm tabakasina farklilagsmasini
saglamaktadir(59). Sox2 NPMI ile bir kompleks olusturarak, ektoderm farklilasma
stirecinde ektoderm tabakasi olusana dek 6nemli islevsel rol oynamaktadir(54). Ancak Sox2

ifadesi onciil hiicre farklilasmasinin son safhasinda azalmaktadir(60).

KIf4: KIf4 (Kruppel-like factor 4), insanlarda K1f4 geni tarafindan kodlanan bir proteindir.
EKH’lerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu protein mezenkimal kok hiicrelerde
(MKH) de belirte¢ olarak tanimlanmistir. KIf4’in CREB-baglayic1 protein ile etkilesim
icinde oldugu gosterilmistir. KIf4 transkripsiyon faktort, B-katenin ile bir kompleks
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olusturarak enzimatik alt birim olarak telomeraz (Tert) promotorunda bulunmaktadir ve bu
genin ifadesini etkilemektedir. Ancak pB-katenin yoklugunda Tert geninin ifadesini

degistirememektedir(61).

c-Myc: c-Myc (Myc) regiilator bir gen olup ve transkripsiyon faktorii olarak gorev
almaktadir. c-Myc’in mutant versiyonu bir¢ok kanserde bulunmaktadir. c-MycC’in islev
bozuklugu, serviks, kolon, gogiis, akciger ve mide kanserinde belirlenmistir. c-Myc ¢ok
giiclii bir proto-onkogen olup, bir¢ok kanser tiirlinde ifade seviyesinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Nobel ddiillii James D. Watson ve arkadaslari, Myc’in anti-kanser ilaglar igin

umut verici bir hedef oldugunu belirtmislerdir(62-64).

Insan genomunda Myc, kromozom 8 iizerinde yer almaktadir. Bu gen enhancer kutu dizisine
(E-boxes) baglanarak, histon asetil transferazlar1 (HAT'lar1) etkileyerek tiim genlerin % 15
inin ifadesini regiile etmektedir(62). c-Myc proteini bir transkripsiyon faktorii olarak,
konsensus (korunmus) dizilerine (Enhancer Box sequences (E-boxes)) baglanir ve histon
asetiltransferazlart (HATs) aktive ederek bircok genin ifadesini diizenler. Transkripsiyonel
represOr olarak da gorev yapan Myc ayni zamanda, DNA replikasyonunun kontroliinde

dogrudan rol oynamaktadir(63).

Myc daha once belirtilen gorevlerinin yani sira, Wnt, Shh yolaklarinin ve endotelyal biiylime
faktoriiniin (EBF) (MAPK / ERK yolagiyla) cesitli mitojenik sinyallerinin aktif hale
gelmesinde rol almaktadir. c-Myc aktivasyonu, hedef genlerin ifadelerinin modifikasyonu
ile bir¢ok biyolojik etkilere neden olmaktadir. Hiicre proliferasyonunda etkili oldugu bilinen
c-Myc, hiicre biiylimesinde ve kok hiirelerinin kendini yenilemesi ve farklilagsmasi {izerinde

onemli rol oynamaktadir(64).

Nanog (Homeobox Protein NANOG): Embriyonik kok hiicrelerin kendini yenilemesi ile
ilgili 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir(65, 66) ve hiicrelerin pluripotensisini korumada
onemli gorevi vardir. EKH ‘lerin tanimlanmasinda Oct-4 ve Sox2 gibi faktorlerin yaninda
Nanog da kullanilmaktadir(67). Yapilan ¢alismalarda embriyolarin, Oct-4, Nanog ve Rex1
gibi pluripotent genleri ifade ettikleri gosterilmistir. Nanog proteini, Rex1 promotorunun

transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmaktadir.
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Fare EKH’lerinde Nanog’un asir1 ekspresyonu, bu hiicrelerin LIF eksikliginde kendini
yenileme yeteneklerini korurken(65, 66), insan EKH’lerinin pluripotent safhada kalmasini

saglamaktadir(68). Nanog geninin susturulmasi, hiicreleri farklilagsmaya tesvik eder(46).

Yamanaka ve arkadaslari, fare embriyonik veya eriskin fibroblastlardan, Oc3/4, Sox2, c-
Myc ve KlIf4 yardimiyla EKH’ye benzer hiicre elde etmelerinin ardindan yapilan
caligmalarda, Nanog’ un da bu faktorler arasinda yer aldigi ve vazgegilmez faktorlerden biri

oldugu gosterilmistir(23).

Elde edilen EKH hatlarinda pluripotenside rol oynadigi gosterilen diger spesifik belirtegler
asagida siralanmistir(69).

« TRA-1-60

+ TRA-1-81

« SSEA4

» Alkalen fosfataz
* TERT

* Rexl

2.3.2.3. uPKH’lerin Avantaj ve Dezavantajlari

UPK hiicrelerinin bulunusundan bu yana, bu hiicrelerin klinikte kullanmasi birgok

arastirmanin konusu olmus ve bir¢ok bilim insani tarafindan arastirilmistir.

Bu hiicreler bazi avantajlarindan dolay1 klinikte kullanilmak i¢in daha uygun olmaktadirlar:
(a) Hastaya 6zgii UPK hiicresi tiretmek miimkiindiir. (b) Erigkin insan veya hayvan i¢in
pluripotent hiicre elde etmek miimkiindiir. (¢) EKH’lerde oldugu gibi etik sikintilar bu

hiicrelerde ortadan kalkmistir.

Bu hiicreler birgok olumlu ozelliklerine ragmen, klinikte kullanimini engelleyen bazi
dezavantajlara da sahiplerdir. Bu dezavantajlardan biri viral trasnfeksiyondur. Bu hiicrelerin
tiretiminde viral transfeksiyon yoluyla gen aktarimi yapildigi igin, viriisleri elimine etmek
miimkiin degildir. Bir diger olumsuz etkisi de bu hiicrelerde gen entegrasyonu olmasi

nedeniyle klinikte kullanilmasinin giivenilir olmamasidir.
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2.3.2.4. Klinikte kullamlabilir uPK hiicre elde etme yontemleri

Son zamanlarda yapilan galismalar UPK hiicrelerin giivenilir sekilde kullanilmasi igin
dezavantajlarinin azaltilmasi yoniinde hizla ilerlemektedir. Bu yoOntemler asagida

siralanmustir.

1) uPK hiicrelerinin iiretiminde kullamlan transkripsiyon faktorlerini en aza

diisiirmek;

Bu c¢alismalarla uPK hiicrelerin iiretiminde rol oynayan 4 Yamanaka faktOriiniin sayisini
azaltmak ve fretilmis uPK hiiclerinde bu faktorlerin yan etkilerinin azaltilmasina
calistimaktadir. Ornegin c-Myc yiiksek derecede onkogen ozellige sahiptir. Birgok
caligmada bu faktorii kullanmadan uPK hiicresi elde edilmesi basarilabilmis (28) veya yalniz
iki faktor’le (Oct-4 ve KIf4 ) uPK hiicreleri tiretilebilmistir(27).

2) uPK hiicrelerinin iiretiminde giivenilebilir yontemler veya entegre olmayan

yontemlerin kullanilmasi (integration free ips);
UPK hiicrelerin iiretiminde farkli yontemler izlenmektedir:
a) Entegre olan yontemler

Retrovirus veya lentiviriislerle transfeksiyon: Entegre olan yontemde Yamanaka
faktorleri “retrovirus” araciligiyla (48-50) veya “lentivirislerle” aktarilir(70, 71). Bu
yontemlerde ekzojenik gen entegrasyonuyla ve viral transfeksiyonla elde edilen uPK

hiicrelerin, pratikte kullanmasi giivenilir degildir.

Uygun azaltma (Excisable) metodu: Bu yontemde polisistronik viral vektor

kullanilmaktadir. Tek polisistronik viral vektor kullanildigi i¢in viriis sayis1 azaltilmistir(72).

Transpozon: 1950 yilinda Barbara McClintock tarafindan tanimlanan transpozonlar hareket
edebilen genetik birimlerdir. Bunlar tek bir hiicrenin genomunda bir pozisyondan baska bir
pozisyona tasimabilirler. Bunlara “jumping genes” adi da verilmektedir. Son yapilan bir
arastirmada “piggy Bac trasposon” kullanarak yamanaka faktorlerinin aktarilmasiyla yiiksek

verimli uPKH hiicreleri elde edilmistir(73).
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b) Entegre olmayan yomtemler (Non-integration methods):

Plasmid: ilk defa plasmid transfeksiyon yontemi ile fare embriyonik fibroblastlarindan
(FEF’ler) uPK hiicreleri elde edilmisti(74).

Adenoviral: 2008 yilinda Stadfeld ve arkadaslar1 tarafindan, ilk defa eriskin fare
hepatositlerinden entegre olmayan adenovirlis vektorii kullanarak uPK hiicreleri
tiretilmistir(26). Bu yontemle insan fibroblast hiicrelerinden UPK hiicrelerin iiretilmesi 2009

yilinda Zhou ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir(75).

Bu yontemlerden entegre olan yontemler giivenilebilir yontemler olmamakla birlikte, gen
entegrasyonuyla ve viral transfeksiyon ile elde edilen uPK hiicrelerinin klinikte kullanimi
neredeyse miimkiin olmamaktadir. Ancak viriis sayisinin azaltildigi (excisable) yontem veya
entegre olmayan yontemlerden elde edilmis UPK hiicrelerinin klinikte kulanilma potansiyeli

daha ytiksektir.

€) Yamanaka faktorlerinin protein veya mRNA’larim kullanarak uPKH’lerin elde
edilmesi (DNA-free method)

Ik defa 2009 yilinda, insan ve fare hiicrelerinden viral veya vektor plasmidi kullanmadan,
sadece yeniden programlama faktorlerinin rekombinant proteinleri kullanilarak uPK
hiicrelerinin olusturulmasi gergeklesmistir(76). Viral transfeksiyon ve gen entegrasyonunun
olmamasi sebebiyle klinikte kullanilma potansiyeli daha yiiksek ve gilivenilir bir yontemdir.

Bu yontemin tek dezavantaji, veriminin ¢ok diisiik olmasidir.

2010 yilinda yapilan bir calismada yamanaka faktorlerinin mRNA’larimin aktarilmasiyla
uPK hiicreleri elde edilmistir. Bu yontem ile elde edilen uPKH orani daha yiiksek olmakla
birlikte klinikte kullanma potansiyeli daha fazladir(77).

d) Direkt yeniden programlama:

Zhou ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada, farede bulunan eriskin ekzokrin hiicrelerini
beta-hiicrelerine yeniden programlamislardir. Eriskin hiicrenin bazi maddeler kullanarak,
pluripotent kok hiicre yapmadan direkt olarak bir baska eriskin hiicreye yeniden

programlanmistir(78).
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2.3.2.5. uPK Hiicrelerin Klinikte Kullanimi

uPkH’lerin saydigimiz avantajlarindan dolayi, 6zelikle hastaya 6zgii uPKH iiretilmesi, bu
hiicrelerin klinikte kullanilmasina zemin hazirlamistir. Bigok arastirmaci bu hiicreleri kendi

klinik arastirmalarinda kullanmastir.

2010 yilinda Hollanda’da yapilan bir ¢calismada once bir herediter hemorajik telenjektasia
(HHT) hastas1 ve 2 saglikli bireyden, uPK hiicre hatti iiretilmis, bu hiicrelerin embriyonik
kok hiicreler gibi belirli ekspresyon paterni gdsterdikleri tespit edilmistir. /n vitro kosullarda
bu uPK hiirelerden embriyonik siirecte rol alan 3 tabakali yap1 olusturulmustur. Ayrica bu
hiicrelerden yine in vitro kosullarda kardiyomiyositler ve vaskiiler hiicreler elde edilmistir.
Bu arasgtirmada kullanilan teknigin, bu hastaliklarla calisabilme potansiyelinin yiiksek

oldugu agiklanmistir(79).

2009 yilinda Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, 6nce Oct-4, Sox2, Nanog ve
Lin28 genlerinin aktarimiyla uPK hiicrelerini elde etmis ve bu hiicrelerin fonksiyonunu
EKH’ler ile karsilastirmislardir. Bir sonraki asamada her iki hiicreden kardiyomiyosit elde
edilmesinin ardindan, RT-PZR yardimiyla her iki hiicrede de ayni kardiyak ifade paterni
gozlemlemislerdir. Pluripotenside rol alan Oct-4 ve Nanog’un kardiyak farklilasma sirasinda
ekspresyonlar1 azalmaktadir. Ancak uPK hiicrelerinde transgenik rezidiilerin ekspresyonu
nedeniyle bu azalma engellenmektedir. 5-bromo deoksiuridinle isaretlenmis olan uPKH ve
EKH’lerden elde edilmis kardiyomiyositlerin proliferasyonunun ayni oldugu ve yapilan
elektrofizyolojik galismalar sonucunda, uPK hiicrelerin EKH’ler gibi arterial ve ventrikiiler
fenotiplere farklilagma kapasitesine sahip olduklarini gosterilmistir. Ayrica bu uPK
hiicrelerinin ortolog hiicre kaynagi olarak, kardiyak onarimda ve kardiyovaskiiler

arastirmalarda da kullanilabilecekleri 6nerilmistir(80).

2008 yilinda Narazaki ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada, sican uPK hiicreleri
in vitro kosullarda kardiovaskiiler hiicrelere farklilastirilmistir. Bu ¢alismada iki grupta
EKH’ler ve uPK hiicreler karsilastirilarak incelenmistir. Ilk asamada Flk1* olan hiicreler
elde edilmis ve bu hiicrelerden, endotelyal ve mural hiicreler elde edilmistir. Bir sonraki
asamada arterial, vendz ve lenfatik endotelyal hiicrelere farklilagsmasi gergeklestirilmistir.

Belirli kosullarda OP9 stroma hiicreleri Flk1+ hiicreler ile kiiltiire edildiginde

35



kardiyomiyositler elde edilmistir. Sonu¢ olarak uPKH ve EKH’lerin kardiyovaskiiler

hiicrelere diferansiyasyon agisindan farklilik géstermedigi tespit edilmistir(81).

Eggermann ve arkadaslar1 tarafindan 2002 yilinda yapilan bir arastirmada, mononiikleer
hiicreler insan umbilikal kord kanindan CD34 yiizey belirte¢lerine gére yogunluk gradient
santrifiijleme teknigi ile izole edilmistir. Izole edilen hiicreler, 9 giin siiresince kiiltiire
edilmistir. Daha sonra bu hiicrelerin yiizey belirtecleri immiinfloresan boyama ve FACS
yontemiyle analiz edilmistir. CD34 ylizey belirteglerine gore secilmeyen hiicrelerde
endotelyal progenitor kok hiicreye spesifik yiizey belirtecleri olan VEGF-R2 ve VE-kaderin
ekspresyonu 6.giine kadar artmistir. CD45 ve CD14 yiizey belirteclerinin ekspresyonlari
zamanla azalmistir ve CD133 eksprese olmamistir. CD34*-CDAC (Culture dish adherent
cell) hiicrelerde de VEGFR-2, CD133, CD34 ve vWF ekspresyonlarinda artis olurken, CD14
de azalma olmustur. CD45 ise degismemistir. Sonug olarak, umbilikal kord kanindan elde
edilebilecegi, CD34 yiizey belirteglerine gore segildiklerinde, hiicrelerin kiiltiir ortaminda

olgun endotelyal hiicre belirteglerini eksprese ederek farklilasabilecekleri gosterilmistir(82).

2008 yilinda Mauritz ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, standart embriyoid-temelli
farklilasma protokoliine gore, uPK hiicrelerin EKH’ler gibi 24 giinde farklilastigi
belirlenmistir. Farklilasma sonucunda, uPK hiicrelerden embriyoid olusturmustur.
Molekiiler ve yapisal analizler sonucunda uPK hiicrelerden iiretilen kardiyomiyositlerin
embriyonik kok hiicrelerden {iretilen kardiyomiyositlerle benzer 6zelliklere sahip oldugu
belirlenmistir. RT-PCR analizleri sonucunda, kardiyak genlerin ekspresyonlar: tespit
edilmistir. Immiinositolojik ¢alismalarla, sarkomerik alfa-aktin, titin, kardiyak troponin T,
MLC2v ve konneksin gibi kardiyomiyosit proteinler tespit edilmistir. Ayrica
elektrofizyolojik ¢alismalar da, bu hiicrelerde beta-adrenerjik ve muskarinik sinyal
yolaklarinin bulundugunu gostermistir. Sonug¢ olarak, EKH’lerin aksine uPK hiicrelerin
hiicresel kardiyomiyoplasti ve miyokardial doku miihendisligi i¢in otolog fonksiyonel

kardiyomiyosit olusumunda kullanilabilecegi ileri stiriilmiistiir(83, 84).

Ornegin, 2008 yilinda Hu ve arkadaslar1 endotelyal onciil hiicreleri (EOH’leri), statin grubu
kolesterol diisiiriicii ila¢ olan simvastatinle birlikte bacak iskemisi modelinde uygulamislar.
Bu denemede 4 farkli grupta ve farkli kombinasyonlarda EOH ve simvastatin, bacak

iskemisine ugrayan farelere uygulanmistir. Transplantasyondan sonra iskemik dokuda
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iskelet kas hiicrelerinin apoptozunda anlaml1 bir azalma belirlenmistir. Hiicrelerde apoptozu
indiikleyen Bax geninin ekspresyonunda azalma ve anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2’nin
ekspresyonunda artma gerceklesmistir. EOH’lerin simvastatinle kombine halde kullanilmast,

kritik bacak iskemisine ugrayan siganlarda gii¢lii anjiyogenezise neden olmustur(85).

Takahashi ve ark. 1999 yilinda yaptiklar1 arastirmada insan EOH’lerini kritik bacak
iskemisine ugrayan sicanlarda kullanmiglar ve transplantasyondan sonra iskemik dokuda
kan akiminin hizlandigini ve kapiller artis oldugunu gézlemlenmistir. Sonug olarak, bacak

kayb1, EOH uygulanan grupta dnemli dl¢iide azalmistir(86).

Shintani ve ark. tarafindan 2001 yilinda yapilan bir arastirmada tavsan bacak iskemi
modelinde kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicreler (MNC) kullanilarak
neovaskiilerizasyon incelenmistir. Florasan isaretli BM-MNC’ler iskemi bdlgesine enjekte
edilmistir. Injeksiyondan 4 hafta sonra transplante edilen grupta anjiyografik olarak
belirlenen kollateral damarlar tespit edilmistir. Sonu¢ olarak direk otolog BM-MNC

transplante edilen grupta, ergin iskemik dokuda neovaskiilarizasyon gézlenmistir(87).

2010 yilinda Lian ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, insan uPK hiicrelerinin MKH’lere
farklilasmasinin klinik olarak miimkiin oldugu gosterilmistir. U¢ monoklonal, stabil
karyotipli ve fonksiyonel MKH kiiltiirlerinden, CD24" ve CD105" hiicreler kombine sorting
ile basarili bir sekilde izole edilmistir. Bu hiicrelerin pluripotensi 6zelligi yoktur ve MKH
yiizey antijenleri gostermekle birlikte, adipoz, osteosit ve kondrosit hiicrelerine
farklilagabilirler. Arka bacak iskemisine ugrayan, uPK hiicrelerinden elde edilen MKH’ler,
transplante edildigi yerde, damar olusumu ve kas rejenerasyonu gosterdikleri tespit
edilmistir. uPK hiicrelerinden elde edilen MKH’lerin en 6nemli avantajlar1 sagkalim
oranlarinin yiikksek olmasi, transplantasyon yeteneklerinin yiiksek olmasi, vaskiiler
indiiksiyon, kas rejenerasyonu, de novo farklilasma ve parakrin mekanizmalarinin olmasidir.
Sonug olarak, fonksiyonel MKH’ler, tek hiicre diizeyinden baglayarak klonal olarak insan
uPK hiicrelerinden iretilebilirler. Hastaya &6zel uPK-MKH’leri iretildiginde, doku
iskemilerinin tedavilerde kullanma potansiyeline sahiptirler (88) .
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2.3.2.5.1. Upk Hiicrelerin Kardiyovaskiiler Rejenerasyon Potansiyeli Ve Hiicresel

Tedavide Kullanilmasi

UPK hiicreleri, kendini yenileme ve pluripotensi oOzelliklerine sahip olduklar1 igin
EKH’lerine iyi bir alrternatif olusturmaktadir. Ayrica hastaya 6zgii UPK hiicresi tiretmek bu
hiicrelerin transplantasyonunda immiin rejeksiyon riskini ortadan kaldirmaktadir. Buna ek
olarak EKH’lerinin kullanmasinda karsilastigimiz etik sorunlar bu hiicrelerin tiretilmesi ve
kullanmasiyla ortadan kalktigi diistiniilmektedir. Bu muazzam faydalar uUPK hiicrelerini,
rejeneratif tip icin yeni bir hiicre kaynagi olarak sunmaktadir. UPK hiicre teknolojisi
hastaligin patogenezi ve ilag kesfi alaninda yapilan arastirmalarda yiliksek potansiyele sahip

oldugu bilinmektedir(89).

Kalp ve damar hastaliklar1, anomalileri ve sendromlar: giiniimiizde olan 6liimlerin en 6nemli
nedenlerindendir. Bu problemi ¢6zmek igin, bilimsel arastirmalarda yeni modeller
olusturulmasi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi gerekmektedir(90). Bu kapsamda eriskin bir
hastadan yeniden programlama yontemiyle uPK hiicre elde etmek ve bu hiicreleri hastalik
tedavisinde kulanmak umut vericidir. Ayrica hastalik modeleri olusturmak ve in vitro

kosullarda ilag veya yontem uygulamak i¢in en iyi se¢eneklerden birini olusturmaktadir.

Bu nedenle uPK hiicre teknolojisi, hastaliklarin, farmakolojik ve toksikolojik testlerin ve
hiicre tabanli tedavi patogenezinde ¢alismak i¢in essiz bir imkan ortaya koymustur(91). 2007
yilinda ilk defa fare modelinde deri hiicresinden iiretilmis otolog UPK hiicrelerini orak hiicre

anemisinde kullanarak bu hastaligi farede tedavi ettiler (Sekil 2.6)(25).
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Sekil 2.14. Fare modelinde kendi deri hiicresinden elde edilen uPK hiicrelerle orak hiicre

anemisinin tedavisinde kullanilmasi (25).

Insan UPK hiicrelerinden elde edilmis endotelyal hiicrelerin fare modelinde periferik arter
hastaligini iyilestirici potansiyeli degerlendirilmistir. Hiicreler SCID farelerin arka bacak
iskemisinin oldugu bolgeye enjekte edilmis ve bu hayvanlar kontrol grupla
kiyaslandiklarinda, bu hiicrelerin (upKH’lerden elde edilmis endotelyal hiicreler)

anjiogenezis etkisi gosterilmistir(92).

Bir bagka arastirmada insan fibroblastindan elde edilmis UPK hiicrelerinden endotelyal hiicre
(EH) olusturulmus ve bu hiicrelerden de mezodermal hiicreler izole edilmistir. Bu hiicreler
MI gegiren athymic nude farelere nakledilmis ve bu farelerde kontrol grubuna gore iyilesme
izlemistir. Sonug olarak bu ¢aligmada UPK hiicrelerin akut MI tedavisinde olas1 potansiyeli

ortaya koyulmustur(93).

2011 yilinda galisilan bir arastirmada, tricell patch (Tri-P) olusturmasi igin, peritonum
hiicreleri, UPK hiicrelerinden elde edilmis kardiyomiyositler, endotelyal hiicreler ve fare
embriyonik fibroblastlar ile kiiltiir edilmistir. Elde edilen bu hiicreler Mi gegiren AC6
farelerin tedavisinde kullanilmistir. Sonug olarak bu farelerde kontrol grubuna gore 2-4 hafta
icinde sol ventrikiiler (LV) fonksiyonu iyilestirdigini ve LV’nin fibrozunun azalmasiyla

iligkili oldugu ortaya konulmustur(94).
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Sekil 2.15. Kok hiicre bazli tedavi(95).

Kardiyak onciil hiicrelerin rejeneratif ve anjiogenik etkisi bilinmektedir. 2011 yilinda
yapilan bir ¢alismada fare UPK hiicrelerini kardiyak onciil hiicrelere farklilagtirilmistir.
Farklilagtirilan Flk1* ve FIk1™ hiicreler FACS yontemi ile ayirarak bu hiicreler iskemik
miyokard (Koroner arter hastaligi (KAH)) olan hayvan modeline aktarilmistir.
Transplantasyondan sonra sol vetrikiilde iyilesme ve fonksiyon diizelmesi gbzlenmistir.
Aragtirma sonunda Flk1* onciil hiicrelerin Flk1- hiicrelere gore sol ventrikiiler fonksiyonu
tizerinde daha etkili oldugu ortaya konmustur. Sonucta UPK hiicrelerinden elde edilmis olan
FIk1*  progenitor hiicreler in vitro ve in vivo kosullarda kardiovaskiiler hiicrelere
farklilagsarak, akut MI’dan sonra kardiyak fonksiyonu iyilestirildigi gosterilmistir. Bu
arastirmanin sonucu ile MI hastalarinda otolog UPKH temeli tedavi yénteminin olasiligini

daha da giiglendirmistir(96).
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2011 yilinda Singla ve ark. H9c2 fare kardiyomiyositlerinden ilk defa uPK hiicreleri
tiretmisler ve bu hiicrelerin in vitro kosullarinda kardiyomiyositlere farklilasma potansiyelini
degerlendirmislerdir. Bu hiicrelerden elde edilen kardiyomiyositler MI gecirmis fare
modeline uygulanmis ve sonugta bu hiicrelerin kalp fonksununu gelistirdigi tespit edilmistir.

Boylelikle bu hiicrelerin rejeneratif 6zeligine sahip olduklari ortaya ¢ikmistir(97).

2.3.2.5.2. UPK hiicelerden kardiyovaskiiler hastahik modellerinin olusturulmasi
(farmakolojik ve toksikolojik)

Embriyonik veya yetiskin kok hiicrelerden elde edilen kardiyomyositlerden kalp hastalik
modellerinin gelistirilmesi ve ilag toksisite testlerinde yararlanilmasi olduk¢a Onemlidir.
Mevcut ila¢ uygulama modelleri 6zellikle kardiyak yan etkilerinin tespiti i¢in kullanilan
yontemler, bircok eksiklikle smirlanmustir. Insan embriyonik kék hiicreleri ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler kardiyomyositlerin elde edilmesinde kullanilabilmedir ve bu
kardiyomiyositler erken kardiyotoksisite algilama ve yeni ila¢ kesfinde kullanilma
potansiyeline sahiptir. Son yillarda insan kardiyomiyositleri potansiyel kaynak olarak insan
EKH’lerinden iretilmistir. Ancak bu hicrelerin  kullanilmas1 etik  sikintilarla
simirlanmaktadir ve giniimiizde insan embriyosunu kullanmadan uPK hiicrelerin elde
edilmesi miimkiindiir. Ayrica hastaya 6zgii UPKH iiretmek ve in vitro kosullarda bu
hiicrelerden kardiyomiyosit elde etmek bu teknolojinin avantajlarindandir(79). Dolaysiyla
UPK teknolojisini kullanarak hastalik modelleme yoluyla hastaya 6zel farmakolojik tarama

ve ilag gelistirme imkanini sunmaktadir(98).

UPKH teknolojisini kullanmakla hastaya 6zgii UPK hiicrelerinden kardiyomiyosit {iretip ve
in vitro kosullarda bir¢ok ilacin riskini degerlendirmek, tedavi siirecinde ve ilag
gelistirilmesinde biiyiik bir ilerlemeye neden olacaktir(99). Ayrica bu sistem kardiyak
toksisite tahmininde ve kardiyak aragtirmalar i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Son yillarda bu
alandaki caligmalar in vitro kosullarda birgok kardiyovaskiiler hastaliklarin, Grnegin
Timothy sendromu, gibi (Timothy sendromu (LQT®8) kalsiyum kanalin1 kodlayan gendeki
mutasyonlardan dolayr meydana gelmektedir.) hastaliklarin ve insan kardiyak aritmisinin

molekiiler ve hiicresel mekanizmasini agiklamistir(100).
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UPKH ve EKH’lerden elde edilmis kardiyomiositlerin kalsiyum tasima ozeliklerini
degerlendirmistir. Bu denemenin sonugunda EKH hiicreleri uPKH’lere goére daha iyi

kalsium tagima 6zeligine sahip olduklari ortaya koyulmustur(101).

Konjenital uzun QT sendromu (LQTS) tip 1, EKG de uzamis QT mesafesi, vetrikiiler
aritmiler, torsadede pointes (TDP) ve ventrikiiler fibrilasyona egilim sebebiyle olusan
senkop ve ani oliimle karakterize klinik ve genetik olarak heterojen bir sendromdur. Bu
hastaliga 6zel uPKH iretilmis ve bu hiicreler fonksionel kardiyomiyositlere
farkhlastirilmistir. Bu arastirmada bu fenotipten elde edilen kardiyomiyositlerde
katekolamin ile indiiklenen aritmi ve beta-block’un azaldig1 gosterildi(102). Hastaya 6zgii
UPK hiicresi iireterek anormal fenotip olan kardiyak bozuklugun (long Q) modellemesi
yapilmistir. Bu hastalik modellemesi yeni tedavi ajanlar1 ve yontemlerinin tanimlanmasi i¢in

son derece dnemli olmustur(103).

Kalbin elektriksel aktivitesinin, uygun kontraksiyon koordinasyonunun anormallikleri olan
elektrokardiyografik ileti defektlerini gosteren leopard sendromu kardiyomiyopatidir ve
mortalite ile iliskilidir. Leopard sendromu olan bir hastadan ve saglam olan (wild type )
kardesinden UPK hiicresi iiretilerek bu hiicreler karsilastirilmistir. Hasta uPK hiicrelerinde
yiikksek derecede sarkomerik organizasiyon ve NFTC4’un tercihen nukleusda lokalize
oldugu ogrenilmistir. Bu &zellikler potansiyel bir kardiyomyopatik hipertrofi ile iliskili
oldugunun gostergesidir(104).

Genel bir bakista uPK hiicrelerinin bulunusundan sonra bu hiicrelerin degeri giderek
artmaktadir. Bu hiicrelerin EKH’lere benzerlikleri ve daha kolay elde edilip ve kullanilmasi
ile aragtirmacilar tarafindan tercih edilmistir. Birgok arastirmanin konusu olan uPKH
teknolojisi hizla gelismektedir ve birgok farkl alanda iiretilip ve kullanilabilme potansiyeli
degerlendirilmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar diger hastaliklara gore daha yaygin
oldugu ve oliimle sonuglandigi i¢in, birgok arastirmact bu alanda ¢alismaktadir ve elde
edilen hiicrelerin bu alanda kullanimin1 daha cazip hale getirmistir. Bu hiicrelerin bazi

avantajlari asagida siralanmistir:

e Bu hiicrelerin kardiyovaskiiler hiicreler i¢in limitsiz kaynak olmasi,

e Bu teknoloji yardimiyla hastaya 6zgii UPK hiicre iiretme imkaninin saglanmasi,
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e Hastaya 06zgli tUretilen hiicrelerden elde edilen farkli hiicrelerin hastaya
transplantasyonunda immiin rejeksiyonunun ortadan kalkmasi,

e Hastaya 0zgii iretilen UPK hiicrelerinin bazi mutasyonlar ve bazi epigenetik
hastaliklara model olusturma imkaninin saglanmasi

e Hastalik modellerinde ilag kontrolii ve doz denemelerinin yapilabilmesi

e Bu modellerde in vitro kosullarda yeni ilag kontroliiniin yapilabilmesi

e Genetik mutasyonlarin tespiti

e Hastaya 0zel ilag tasarlama imkani saglamistir.

Ayrica kalp ve damar hastaliklarinda bu hiicrelerin kullanmasi rejeneratif tip i¢in biiyiik bir
avantaj olarak tanimlanmustir (105-107). Ancak bu teknolojinin avantajlarinin yaninda bazi

sikintilarinin agilmasi gerekmektedir. Ornegin:

e Elde edilen hiicrelerin etkinligini arttirmak,
e Dabha iyi yeniden programlama yontemleri gelistirmek,
e UPK hiicrelerinden elde edilen hiicrelerin (kardiyomiosit veya diger hiicreler) saf

olarak izolasyonunu gerceklestirmek.

Bunlarin yaninda bu hiicrelerin klinikte kullanmasi igin giivenilebilir hiicre elde etmek
gerekmektedir. uPK teknolojisi ile ilgili arastirmalar son zamanlarda daha giivenilir ve
klinikte kullanilabilir yontemler iizerine odaklanmigtir. UPK hiicrelerin kilikte kullanma
sikintilarina ek olarak bu hiicrelerin, farklilasmadan kullanilmasinda, teratoma olusturma
riski beklenmektedir. Ancak bu sikintiyi asmak i¢in UPK hiicrelerinden elde edilen
farklilasmis hiicreler izole edildikten sonra klinikte kullanmak icin tercih edilmektedir.
Entegre olmayan uPKH iiretmek ve bu yontemlerin gelismesi ile. Yakin zamanda elde edilen

hiicrelerin daha giivenilir halde klinik uygulamalarda kullanilmasi diigiiniilmektedir(105).
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3. GEREKCE VE AMAC

Endotelyal 6nciil hiicreler, kemik iliginden koken alarak kana gecen ve yliksek derecede
farklilasma potansiyeline sahip olan kok hiicrelerden olugmaktadir. Bu hiicrelerin hasar
gormiis dokularin onariminda rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu hiicreler anjiyogenezde,
tiimdr biiylimesinde ve revaskularizasyonda rol oynamaktadirlar. Cesitli sitokinler, biiyiime
faktorleri ve hormonlarin etkisi ile harekete gecerek, yerlestigi bolgelerde kan damari
olusumunu saglarlar. Endotelyal progenitor hiicreler miyokard infarktiis gibi kalp ve damar
hastaliklar1 sonrasinda harekete gecerek, kalp krizinden zarar goéren kan damarlarinin
onarimint saglarlar. Bu hiicreler anjiogenez ve vaskiilojenezde biiylik rol oynamaktadirlar.
Damar olusumunda endotel hiicrelerle is birligi yapan diiz kas hiicreleri de 6nemli goreve

sahiptirler.

Endotelyal o6nciil hiicreler, farkli kaynaklardan elde edilmesi ve rejeneratif tip alaninda
kullanmas1 sebebiyle bir¢ok bilim insani tarafindan arastirma konusu olmustur. incelenen
literatiirlere gore kadiyovaskiiler hastaliklarin birgogunun 6zellikle myokardial infraktiisiin
tedavisinde, iskemik bolgenin olusmasinin engellenmesidir. Bu durumlarda bireyde hasarli
bolgede anjogenezis ve revaskiilarizyon en cok énem tasimaktadir. Bu kritik durumda EOH
bu bolgeye yerlesmeleri ve orda yeniden damarlarin olusmasi bu dokuyu nekroz veya
skardan korunmasini saglamaktadir. Ama nerdeyse, hasarin biiylikliiglinden ve dolagimda
olan EOH’ler bu yenilenmeye yetersiz olup veya kemik iliginden bu dokuya gog etmesi
zaman alic1 bir olay oldugundan dolay: bu kisa zaman diliminde ek olarak hastaya 6zgii
EOH’lerin hasarli dokuya hiicre aktarmak diisiiniilmekte ve birgok arastirmaci tarafindan
diinya capinda arastirilmaktadir. Yamanaka ve arkadaslari tarafindan 2006 yilinda uyarilmis
pluripotent kok (uPK) hiicrelerin kesfine kadar, endotelyal onciil ve diiz kas hiicrelerin elde
edilmesine yonelik c¢aligmalar, embriyonik kok hiicre kaynakli olarak devam etmistir.
Uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicrelerin bilim diinyasina sunulmasi, rejeneratif tip ve kok
hiicre biyolojisinde farkli ve yeni bir bakis agist kazandirmistir. Bu hiicrelerin bazi

avantajlarindan birgok arastirmaci tarafindan farkli amaglarla arastirilmaktadir.
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Sunulan bu tezin amaci, son dénemde gelistirilen uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler
kullanilarak, bir ka¢ asamada ve in vitro kosullarda endotelyal 6nciil hiicre (EOH) ve diiz
kas hiicreleri (DKH) iiretilmesidir. Bu amagla, ilk asamada (uPK) hiicreler, belirli kosullarda
lateral mezoderm hiicrelere farklilastirilmis ve elde edilen bu hiicrelerin EOH y&niinde
farklilastirilmasi gerceklestirilmistir. Ayrica baska bir deneyde elde edilen mezoderm
hiicrelerinden diiz kas hiicreler elde edilmesi planlanmistir. Saydigimiz 6zeliklere sahip olan
hiicreler, 6zellikleri tanimlanip ve izole edildikten sonra, Es-zamanli PZR ve immiin boyama
yontemleri ile mRNA ve protein diizeyinde de valide edilmistir. Buna ek olarak elde edilen
hiicrelerin transplantasyonunda ortaya cikabilecek risk fakorlerin (onkogenler) gen ifade
seviyeleri analiz edilmistir. Bu metotlarla elde edilen hiicreler farkli kalp ve damar

hastaliklarinda kullanilma potansiyeline sahiptirler.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

4.1.1. HUCRE HATLARI

Calismamizda agagida belirtilen hiicre serileri kullanilmistir(Cizelge 4.1):

-Fare fibrobastlarindan iiretilen iPS-MEF-Ng- 20D-17 hiicre serisi

-Besleyici hiicre olarak FEF (Fare Embriyonik Fibroblast) hiicreleri kullanilmastir.

Cizelge 4.1. Kullanilan hiicreler ve 6zelikleri

Hiicre ismi

Hiicre kaynag

Bilimsel ad1

Ozellikleri

uPKH (Yamanaka ve ark.,

Fare fibrobastlarindan

iPS-MEF-Ng-20D-17

Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog-

2006) GFP-IRES-Puro™r  genleri  MEF
hiicrelerine aktarilmistir
Fare Embriyonik 13.5 ginlik fare FEF Bu hiicreler inaktif edilip besleyici
Fibroblast (FEF) embriyosudan hiicre  olarak  uPK  hiicrelerin
kiiltliriinde kullanilir
4.1.2. HUCRELERIN PASAJLANMASI VE DONDURULMASI ICIN

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar:

© 0 N o g bk~ w DR

N
= O

12.
13.

KULLANILAN MALZEMELER

ES-FBS(Gibco 10439-024)

Penisilin /Streptomisin(Lonzal7-602E)
L-Glutamine-200 mM (100X), liquid( Gibco25030-081)
MEM Sodium Pyruvate Solution 100 mM (100X), liquid
Non-essential amino acid(Gibco 11140-50)
2-Mercaptoethanol (Gibco 21985-023)

Leukemia inhibitory factor 107 U/ml(Sigma L5158)
DMEM Media — KnockOut(Gibco 1118-50)

PBS 10X(Gibco 70011-044)

Ham) (Sigma, D8437)
Santrifiij (Hettich)
Jelatin (Sigma, G1890)

. Tripsin EDTA (Hyclone, SVV30037.01)
. DMEM Ham’s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12
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14. Collagen Type IV(BD)
15. Saf su (Lonza, BE51200)
16. 12 mm ¢apli yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences, 72195-12)

17. 6 ve 24 kuyucuklu plate (Corning)
18. 4 Well chamber slide(Sigma)
19. pastor pipet (Sigma)

4.1.3. FIKSASYONDA KULLANILAR SOLUSYONLAR
1. D-PBS (Sigma, D8662)

2. PFA (Sigma, 158127)

3. PBS (Sigma, P4417)

4. %2 NaNs (Azid) (Sigma, S2002)

4.1.4. iIMMUNOFLORESAN ISARETLENMESINDE KULLANILAN
MALZEMELER

1. Yikama ¢ozeltisi:
e PBS (Sigma, P4417)
2. Gegirgenlik ¢ozeltisi
e 90,5 PBST (Triton X-100 (Sigma, X-100), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100) (¢ekirdek
boyamasinda PBS yerine kullanilir)

3. Bloklama ¢ozeltisi (BSA-PBST)(baz1 drneklerde kullanilmaktadir)

e 1:1PBS (Sigma, P4417)

e %1 BSA (Sigma, A2153)

e 9%0,25 Triton X-100 (Sigma, X100)
o %2 Goat Serum (Sigma, G9023)

4. Primer antikorlar:

e Poliklonal anti-Oct-4 rabbit IgG (abcam, ab137427), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100

seyreltme
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e Poliklonal anti-CD31 rabbit 1gG (abcam, ab97959), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100
seyreltme

e Poliklonal anti-Ve Cadherin rabbit 1gG (abcam, ab80892), PBS (Sigma, P4417)
1:100 seyreltme

¢ Poliklonal anti-VEGFR2 rabbit IgG (abcam, ab13840), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100
seyreltme

e Poliklonal anti-AC133 rabbit 1gG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100
seyreltme

e Poliklonal anti-aSMA rabbit IgG (abcam, ab34139), PBS (Sigma, P4417) 0,5:100

seyreltme

5. Sekonder antikor: Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 1gG (Invitrogen, A11034), PBS
(Sigma, P4417) 0,5:100 seyreltme

4.15. GORUNTULEME
1. PBS (Sigma, P4417)
2. Mounting medium with hoechst

3. Lam (Citoglass)
4. Lamel (Citoglass)

5. Konfakal mikroskop (Carl Zeiss)

4.1.6. GEN IFADE ANALIZI

4.1.6.1. RNA Izolasyonu icin Kullanilan Malzemeler

1. TRIzol (Invitrogen, 15596-026)

2. Kloroform (Sigma, C2432)

3. Isopropanol (Sigma, 19516)

4. Steril su (Lonza, BE51200) ile %70 olarak seyreltilmis saf etanol (Sigma, 32221)
5. % 0.1 DEPC (Sigma, D5758)

6. 1.5 ml RNase/DNase free falkon tiipleri (Axygen, MCT-150-C)

7. Sogutmali santrifiij (Thermo IEC, Microlite RF)
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4.1.6.2. RNA’larm Kalite Kontrolii i¢cin Kullanilan Malzemeler

1. Nanodrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)

N

. Agaroz (Sigma, A9539)

w

. Stok (5x) TBE (Trizma Base EDTA) tamponu

e 54 grtrizma base (Sigma, T1503)

e 27.5gr borik asit (Sigma, B6768)

e 0.5MEDTA 20 ml (Sigma, E5134)

e 1 Litre cift distile su (Millipore, ZMQS5V001)

o

. Etidyum bromiir

9]

. Jel yiikleme boyasi (Biolab, B7021)

6. DNA ladder 100 bp (Biolab, N3231)

3

. Elektroforez gii¢ kaynagi (ATTO, myPower 300, AE8130)

o0

. Elektroforez tanki (Thermo, Minicell Primo Horizontal Gel System, EC320)

9. Jel Goriintiileme sistemi (Gene Genius Bioimaging System, SYDR2-1352)

4.1.6.3. cDNA Sentezi

1. Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, 4897030001)
2. Steril su (Lonza, BE51200)

3. Thermal Gradient Cycler (Bio-Rad, ALS1296)

4. 0.2 ml PCR tiipleri (Sarstedt, 72.737.002)

4.1.6.4. Es-Zamanh PZR (Kantitatif Real Time-PCR)

1. Primer

2. LightCycler® 480 SYBR Green | Master 2x (Roche, 4707516001)
3. LightCycler® 480 Multiwell plate 384 (Roche, 4729749)

4. Sogutmali santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R, 392934)
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5. Real Time-PCR cihaz1 (LightCycler® 480/384, Roche, Isvicre)

4.1.7. IMMUNBLOTLAMA (WESTERN BLOT)

4.1.7.1. Protein izolasyonu I¢in Kullanilan Malzemeler

1. Doku 6giitiicti (1 ml Tissue Grinders, Tenbroeck, Wheaton, 357421)
2. Compelete Lysis-M (Roche, 04719956001)

3. Ultrasonik cihazi (Sonics & Materials, Vibra Cell, V 130)

4. Sogutmal1 Santrifiij (Thermo, MicroCL 17R)

4.1.7.2. Protein Miktar Tayini (Bradford Assay)

1. Bradford boyasi (BioRad, 500-0205)

2. BSA (Sigma, A2153)

3. Orbital calkalayict (FinePCR, SH30)

4. Spektrofotometre cihazi (BioRad, SmartSpec 3000)

4.1.7.3. SDS Poliakriamid Jel Elektroforezi

1. Stok (10x) TBS (Tris-Buffered Saline) tamponu (PH 7.6)

e 24.23 gr Trizma base (Sigma, T1503)
e 80.06 gr NaCl (Amresco, 0241)
e 1 Litre cift distile su (Millipore, ZMQS5V001)

2. TBS-T (1x)

e 100 ml TBS (10x)
o 2ml (% 0.2) Tween-20 (Sigma, P9416)
e 900 ml ¢ift distile su (Millipore, ZMQS5V001)

3. Hiicre ve doku drneklerinden izole edilen total protein
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4. Yikleme tamponu

e Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x) (Invitrogen, LC2676)
e DTT (Dithiothreitol) 1M

5. Protein ladder 10-230 KDa (BioLabs, P7711)
6. Kuru blok 1sitic1 (Major Science, MD-02N)
7. Sogutmal1 Santrifiij (Thermo, MicroCL 17R)

8. Yiirlitme tamponu

e 50 ml Novex® Tris-Glycine SDS Running Buffer (10x) (Invitrogen, LC2675)
e 450 ml ¢ift distile su (Millipore, ZMQS5V001)

9. SDS poliakriamid elektroforez jeli (Novex® 4-20% Tris-Glycine Mini Protein Gels, 1.0
mm, 10 well, Invitrogen, EC6025BOX)

10. Elektroforez tanki (XCell SureLock™™ Mini-Cell Electrophoresis System)
11. Elektroforez gii¢ kaynagi (ATTO, myPower 300, AE8130)
4.1.7.4. Protein Transferi

1. iBlot® Transfer Stack, PVDF, regular size (Invitrogen, 1B401001)

iBlot® Anode Stack
iBlot® Filter Paper
iBlot® Cathode Stack

iBlot® Disposable Sponge
3. iBlot Dry Blotting System (Invitrogen)
4.1.7.5. Membrandaki Proteinlerin immiinolojik Olarak Tespiti

1. Bloklama ¢ozeltisi (BSA-TBS-T)

e 5gr(%5) BAS (Sigma, A2153)
e 100 ml TBS-T
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2. Orbital galkalayici (FinePCR, SH30)

3. Primer antikorlar

e Poliklonal anti-Oct-4 rabbit 1gG (abcam, ab137427), BSA-TBS-T, 1:500 seyreltme
e Poliklonal anti-Sox2 rabbit IgG (abcam, ab97959), BSA-TBS-T, 3 ng/ml

e Poliklonal anti-Nanog rabbit IgG (abcam, ab80892), BSA-TBS-T, 1:250 seyreltme
e Poliklonal anti-DDX4/VASA rabbit 1gG (abcam, ab13840), BSA-TBS-T, 2 pg/ml
e Poliklonal anti-DAZL rabbit IgG (abcam, ab34139), BSA-TBS-T, 2 pug/ml

4. TBS-T

5. Sekonder antikor: Goat anti-Rabbit IgG-HRP konjuge (BioRad, 1706515), BSA-TBS-T,
1:10000 seyreltme

6. ECL veya Enhanced Chemiluminescence (LumiGLO® Reagent and Peroxide 20X,
CellSignaling, 7003)

7. Referans kontrol: Anti-beta aktin-HRP konjuge (abcam, ab49900), BSA-TBS-T, 1:50000
seyreltme

7. Goriintiileme cihaz1 (Kodak Image Station, 4000MM)

4.2. YONTEM
4.2.1. HUCRE KULTURU
4.2.1.1. FEF Hicreleri

A. FEF Hiicreleri I¢in Besiyeri Hazirlamasi

Fare Embriyonik Fibroblast (FEF) hiicrelerinin hizli boliinme 6zelliginden dolayt DMEM
high glucose besiyeri kullanildi. Besiyerine 2 mM L-glutamin, 1 mM sodium pyruvate, 1
mM nonessential amino acids, %10 FBS (fetal sigir serumu), 100 U/ml penisilin/

streptomisin ve 100 uM, amfoterisin eklendi. Hiicreler bu ortam igerisinde, %5 CO2’in
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bulundugu, %95 oraninda neme sahip olan 37°C’deki etiivde kiiltiir edildi. Hiicreler yeterli

yogunluga ulasincaya kadar 2 giinde bir besiyeri taze besiyeri ile degistirildi.

B. FEF Hiicrelerinin izolasyonu Ve Kiiltiirii Ve Inaktivasyonu:

FEF hiicrelerin izolasyonu i¢in 13,5 giinlik hamile farenin embriyolar1 kullanildi. Bu
farenin uterusundan elde edilen embriyolar steril kosullarda laboratuvara tasindiktan sonra
kafa bacak ve kuyruk bolgeleri viicudundan disekte edildi. Ayrica embriyolarin karacigeri
cikarildiktan sonra geriye kalan bolgeleri iki bisturi yardimiyla pargalandi. Elde edilen
parcalar 50’lik falkona aktarildi ve her embriyo basina 1 ml tripsin EDTA eklendi. Su
banyosunda 37°C’de 20 dakika bekletildi. Tripsini inhibe etmek i¢in embriyo basma 2 ml
besiyeri eklendi. 180 g’de 5 dakika santrifiij edilip supernatant altilarak kalan pelet lizerine
besiyeri eklendi. Bu hiicreler 75 ‘lik flasklarda kiiltiire edildi. Elde edilen FEF hiicreleri,
yiiksek proliferasiyona sahip olduklari i¢in her iki giinde bir pasajlandi ve 4. Pasajda bu
hiicrelerin inaktif edilmesi icin mitomisin C kullanild1 (2.5 saat 38°C). Bu hiicrelerden
mitomisin C uzaklastirdiktan sonra elde edilen hiicreler dondurularak azot tankina

kaldirildi.

C. FEF Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1) Hiicreler %90 yogunlukta (Konfluent) oldugu zaman pasajlar1 yapilarak ¢ogaltildi.
2) Flasklarin tizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi.

3) Hiicreler, serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikandi.

4) PBS aspire edilerek uzaklastirildi. Flaska Tripsin-EDTA eklendi. Hiicreler inkiibatorde
(37°C) tripsinle 3-5 dakika inkiibe edildi. T75’lik flask i¢in 3 ml tripsin, T25’lik flask i¢in
1,5 ml tripsin uygulandi.

***Farkli hiicre tiplerinin tripsine duyarliligi farklidir. Bu yiizden tripsin uygulanan
hiicrelerden bazilar1 5 dakikadan daha az siirede flask/petri yiizeyinden ayrilabilir.
Mikroskopta araliklarla kontrol edilmelidir.

5) Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle eklenerek bu enzim inhibe edildi.
T75°1ik flask i¢in 10 ml besiyeri, T25’lik flask i¢in 5 ml besiyeri eklendi.
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6) Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildi ve bir falkon tiipe aktarildi.
7) 1 ml hiicre Vi-cell cihazinda hiicre sayim1 i¢in kullanildu.
8) Hiicre stispansyonu 130 g, 7 dak santrifiijlendi ve siipernatan uzaklastirildi.
9) Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirildi.
10) Flask veya petrilere ekim yapildi.
11) Hiicreler inkiibatér icerisinde, %5 CO2, %95 nemde ve 37°C’da kiiltiir edildi.
4.2.1.2. uPK Hiicreleri

A. Jelatin Kaph Flasklarin Hazirlanmasi

Jelatin hazirlamasi (%1’lik jelatin sigma)

1) 250 mg jelatin, 50 ml 1x PBS ile ¢oziildii.

2) 2-3 dakika mikrodalgada yiiksek sicaklikta 1sitildi.

3) Sterilize edildikten sonra -20°C’de muhafaza edildi.

4) 25 ml’lik flask i¢in 3 ml ve 75 flaska 5 ml jelatin kullanildi.

5) Jelatin eklenen flasklar inkubatérde 37°C’da en az 20 dakika inkiibe edildi.

6) Laminar kabinde jelatin g¢ekildikten sonra 20-25 dakika (flasklarin kurumasina
kadar) bekletildi (Gizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Petri biiyiikliigiine gore jelatin miktari

Petri Biyiikliigii Jelatin Miktan
1 35 mm 1 ml den az
2 60mm iml
3 100mm 2ml
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B. MEF-Ng- 20D-17-UPKH’ler I¢in Besiyeri Hazirlamasi:

MEF-Ng- 20D-17-UPKH’lerin kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerigi asagidaki tabloda
belirtilmistir.

Cizelge 4.3. MEF-Ng- 20D-17-UPKH’lerin kiiltiirtinde kullanilan besiyeri icerigi

Malzeme Miktar

DMEM(high glucose, without Sodium pyruvate)

FBS 15%
NEAA(Non Essential Amino Acid) 0.1ImM
2-Mercaptoethanol 0.1mM
mouse LIF 1000U/ml

C. Fare uPK Hiicrelerin Dondurulmasi I¢in Kullanilan 2x Besiyeri

1) 60 ml DMEM
2) 20 ml ES - FBS
3) 20 ml DMSO

4) Besiyerini filtere etmek igin ( 0.22 um pore size, low protein-binding) filtre
kulanilda.

Fare uPK hiicre dndurmasi igin kullnilan 2x besiyeri taze bir sekilde hazirland ve buzda

saklandu.
D. uPKH Hiicrelerin Kiiltiirii Ve Pasajlanmasi:

UPKH hiicrelerinin pasajlanabilir duruma gelebilmesi i¢in kolonilerin biiyliyerek birbirine
yaklasmalar1 gerekmektedir (normalde 4 giinde bu seviyeye ulasirlar). Bu asamadan sonra
hiicrelerin pasajlanmasi1 gerekmektedir. Bu hiicrelerin kiiltiirii i¢in, dondurulup stok
yapilan inaktif FEF hiicreleri ¢oziildii ve uPK hiicrelerin pasajlanmasindan 1 giin 6nce
flasklara ekildi. Bir gece inkiibasyondan sonra besiyeri aspire edilip, PBS’le bir kere
yikandi. uPK hiicreleri, bir gece dnceden hazirlamis oldugumuz FEF hiicrelerin {izerine

ekildi. uPKH’lerin pasajlanmasinin asamalar1 sirayla su sekildedir:
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1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

9)

Pasajlanmasi gereken uPK hiicrelerin flasklarindan besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikandi.

PBS aspire edilerek uzaklastirildi.

Hiicreler inkiibatorde tripsinle 3-5 dakika inkiibe edildi.

Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle inhibe edildi (uPKH besiyeri ile).

Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirildi (en az 10 kere pipetaj

yapilir) ve bir falkon tiipe aktarildi.
Iml hiicre Vi-cell cihazinda hiicre sayimi i¢in kullanildi.
Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (200 xg de 5 dak.), siipernatan uzaklastirildi.

Hiicreler istenilen konsantrasyonda besiyerinde sulandirildi.

10) Onceden hazirlanan FEF hiicrelerinin ekilmis oldugu flasklara ekim yapildi.

11) Hiicreler inkiibator igerisinde, %5 CO2, %95 oraninda neme ve 37°C’de kiiltiir edildi.

E. uPK Hiicrelerinin Dondurulmasi:

1) Flask/Petri lizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilda.

2) Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in PBS ile yikandi, ve aspire edilerek uzaklastirildi.

3) Hiicreler inkiibatorde tripsinle 5 dakika inkiibe edildi.

4) Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle inhibe edildi (uPKH besiyeri ile).

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

6) 1ml hiicre Vi-cell hiicre sayimi i¢in ayrildi

7) Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (200g de 5 dakika), siipernatan uzaklastirildi.

8) Pelet 1,5 ml besiyerinde sulandirildi.
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9) Dondurma tiipleri igerisine 1.5 ml hiicre ve 150 p DMSO (%10luk DMSO) yavas yavas
eklendi.

10) Viallerin kapagini sikica kapatip, oda 1sisinda isopropanol freezing container’e alindi.

11) isopropanol freezing container -80 derin dondurucuya konuldu (-80°C’de icerisinde bu

Ozel tastyicida muhafaza edilerek sicakligin dakikada 1°C diismesi saglanir).
12) 24 saat sonra dondurma tiipleri siv1 nitrojen tankina transfer edildi.
F. uPKH Hiicrelerin Coziilmesi
1) -196°C’den alinan kriyovial 37°C’ye ayarlanan su banyosunda hizl bir sekilde eritildi.

2) Tamamen erimeden once (iginde hala kristal buz varken) kriyovialin igindeki hiicre
siispansiyonu 10 ml besiyeri igeren falkon tlipe yavasca aktarildi. (Hiicreler DMSO

icerisinde olduklari i¢cin manipiilasyonlar nazik olmalidir.)
3) Tiip 200 g’de 5dk. santrifiij edildikten sonra iist s1v1 atild1 ve pelete 1 ml besiyeri eklendi.
4) Hiicreler 1 ml iginde iyice ¢oziildiikten sonra besiyerine eklendi.

5) Ertesi giinden itibaren hergiin besiyeri degistirildi. Kiiltiir kab1 her giin inverted

mikroskop ile kontrol edildi ve hiicreler pasajlanabilecek duruma gelince kaldirild.
4.2.2. HUCRE FARKLILASTIRMA CALISMALARI

4.2.2.1. uPKH Hiicrelerin Farkhlasmasi:
4.2.2.1.1. uPKH Hiicrelerinin FIk1+ Hiicrelere Farkhilastirmas: (1. Asama)

Bu agsamada farklilastirma besiyeri ve Kollajen tip 1V kapli petriler kullarak 7.5 giiniinde
gerceklestirildi. Bu siiregte immiin boyama, akim sitometrisi, Es-zamanli PZR analizi ve

western blot analizleri parallel olarak yapildi.

Immiin boyama analizleri iki asamada gerceklestirildi. Mezodermal hiicrelerin elde
edilmesinden sonra ve ikinci asamada Flk1* hiicrelerden EOH ve DKH elde edildikten sonra

immiin boyama analizleri yapildi.
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‘ uPK Huicrelerinin Flk1 + Huicrelere Farkhlasma Stireci

0 2.5 3.5 4.5 5.5 6.5 75
Giin
’ MACS ile hiicre ayrimi Fik1+3 933 % s — ...
et Tae

Flk1 + ve Flk1 — hiicreler farklhh medyumlarla 4 giin
boyunca EOH ve DKH’lere farkhlagtirilamasi

Gin

EGH  DKH

‘ immiin boyama ile karakterizasyon

Sekil 4.1 Seki Farklilastirmanin 1. Asamasi (lateral mesodermal hiicre elde edilmesi)

4.2.2.1.2. FIk1* Ve FIk1 Hiicrelerini EOH Ve DKH’lere Farkhlastirmas1 (2.
Asama)

Bu agamada FLk1" ve FIk1 hiicreler sirayla VEGF ve PDGF igeren besiyerleri ile kiiltiir
edildi. Bu farklilagtirmanin 4. giiniinde immiin boyama analizleri yapildi ve EOH ve DKH

karakterizasyonu gerceklestirildi. (sekil4.2)

Ayrica Es-zamanli PZR analizleri i¢in ikinci asamada 6nceki asamadan elde edilen hiicreler
5.5. giinde izole edilmeden iki farkli besiyeri ile kiiltiir edildi. PDGF ve VEGF igeren
besiyerleri ile 4 giin kiiltiir edilen hiicreler trizol ile kaldirild1 ve Es-zamanli PZR analizleri

farklilastirmanin ikinci asamasinda gergeklesti. (sekil4.3)
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‘ uPK Hucrelerinin FIk1 + Hiicrelere Farklilagma Siireci

0 2.5 3.5 4.5 55 6.5 75
Giln

l

i

5.5. giinde elde edilen hiicreler VEGF ve PDGF igeren
besiyerleri kullanilarak 4 giin boyunca EGH ve

DKH'lere farkhlastinimas:
VEG F/\

4 Giin

4. giiniin sonunda qRT-PCR &rneklerinin alinmasi ve
karakterizasyonu

Sekil 4.2. Farklilagtirmanin ikinci asamasi (Es-zamanli PZR analizleri)

A. Farklilasma Ortamimin Hazirlanmasi:

uPKH hiicrelerini FIk1* hiicrelere farklilastirmak igin farklilastirma besiyerleri denilen
0zel besiyeri kullanilmaktadir. uPKH bu besiyeriyle kiiltiire edildiginde yavas yavas
farklilagsmaya baslamaktadir. Farklilastirma besiyeri igerigi asagidaki gibi hazirladi:

1) a-minimum essential medium
2) % 10 fetal calf serum
3) 5x10° mol/L 2-mercaptoethanol

4) Penisilin/streptomisin
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B. Kollajen Kaph 24 Kuyucuklu Platelerin Hazirlamas:

Farklilasmayr gergeklestirmek igin kollajen kapli petriler ve yuvarlak lameller
gerekmektedir. Bu nedenle kollajen kapli petriler temin edildikten sonra yuvarlak

lamellerin hazirlamasi igin:
1. Kollajen tip IV soliisyonu hazirlandi
2. 24 kuyucuklu platlerin igine atinda yuvarlak lameller koyuldu.

3. Bu kuyucuklara 200 uL kollajen tip 1V solusuyunu eklenip laminer kabin iginde ve
UV 15181 altinda oda 1s1sinda inkiibe edildi.

4. 2 saat sonra lamellerin iizerinde kalan kollajen, pipet ile ¢ekilerek tekrar bir gece boyu

ayni kosullar altinda kurumaya birakildi.

5. Bu yuvarlak lameller 24 kuyucuklu plateler ve 6zel poset i¢inde +4°C de kullanim

gerceklesene kadar muhafiza edildi.

C. Saf uPKH’lerin Kollajen Kaph Petrilerde Kiiltiirii:

Promisin ve mikrobeadler yardimiyla elde ettigimiz saf uPKH hiicrelerini, kollajen tip
IV platelerde farklilagma besiyeri ile kiiltiire edildi. Ayrica konfakal mikroskobu ile
hiicreleri takip etmek i¢in yuvarlak lamellerin {izerine de hiicre aktarild1 ve farklilasma
besiyeri ile kiiltiire edildi. uPK hiicreler farklasma besiyeride 1. giinden itibaren
farklilasmaya baslamaktadir ve FIk1 geni 2. giinden ifadesi artmaya baslayip ve 5.5 giin
sonra ise maksimuma ulasir. Bu nedenle oOrneklerin 2.5 giinden, 7.5 giine kadar
morfolojik ve gen ekspresyon degisiklikleri takip edildi. 2.5, 3.5, ....,7.5 giinlerde RT-
PZR igin 6rnekler trizole alinip hizli bir sekilde -80°C aktarildi. Bununla paralel olarak
yuvarlak lameller lizeride farklilastirilan hiicreler PFA (Paraformaldehid) ile fikse edilip

+4°C’¢ kaldirildi. Bu 6rneklerde immiin boyama deneyleri yapildi.
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4.2.3. SAF UPKH VE FARKLILASTIRILMIS HUCRE iZOLASYONU
4.2.3.1. Promisin Yardimyla Saf uPK Hiicrelerin Elde Edilmesi

4.2.4. uPKH hiicrelerinin FEF hiicrelerinden saflastirilmasi:

Oncelikli olarak uPKH hiicrelerinin farklilastirilmasi igin bu hiicreleri besleyici
hiicrelerden ayrilmasi hedeflendi. uPKH ve besleyici hiicre toplulugu birlikte petrinin
tabanindan tripsin ile kaldirildi. MEF-Ng-20D-17-uPK hiicrelerinde Puromisin direng geni
oldugu i¢in ortamda Puromisin antibiyotigi oldugunda FEF hiicrelerinin eliminasyonu
kolaylikla bagarildi. FEF hiicrelerini elimine etmek i¢in konsantrasyon optimizasyonu i¢in
kiltir ortamima promisin C ilave edildi ve etkisi mikroskop altinda incelenerek
goriintlilendi. Konsantrasyon oranlar1 1, 1.5, 2 pg/ml olarak uygulandi. En iyi sonug 2
ug/ml ve 3. giinde elde edildi. Promisin uygulamasi sonunda uPKH hiicreleri saf olarak
elde edildi.

4.2.4.1. MACS Sistemi Ile Hiicre izolasyonu
4.2.4.1.1. MACS Sistemi Ve Mikrobead’ler Yardimiyla Saf uPK Hiicrelerin Elde

Edilmesi

MEF-Ng-20D-17-uPK hiicrelerini FEF hiicrelerinden saflagtirilmasi, MACS sisteminde
ve Feeder Removal MicroBead’ler kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla hiicreleri

tripsin ETDA ile kaldirdiktan sonra kitin protokoliinu kullanarak basarili sekilde saf
MEF-Ng-20D-17-uPK hiicreleri elde edildi. (Sekil4.4).

61



a uPK hiicreleri besleyici MEF 4 giin sonra uPKH kolonileri tamamen
hiicreleri Gzerinde kaltur edilir olusup ve pasajlama agamasina gelir

Sl —> —) ——

uPK hiicreleri Farkli kaynaklardan
* Fare kardiomyoblast(H9c2) Tiim MEE ve uPK
* Farefibroblast(Ng-20D-17) hicreleri kaldinlir ve
MACS sistemi ve Gzel
mikrobeadler yardimiyla
MEF hiicreleri elemine

IE. edilir

: 0% e '
Izole edilmis saf 2 qeg® 8 «— ~
uPK hiicreler ..:o :.: M X

Sekil 4.3. uPKH’lerinin besleyici FEF hiicrelerinden MACS sistemi ve Mikrobead’ler
yardimiyla izolasyonu.

4.2.5. Flkl1* HUCRELERIN AKIM SITOMETRIK ANALIiZi

Lateral mesodermal hiicrelerinin yiizey belirteglerinden olan Flk1 karakterizasyonu ve

farklilagsma yiizdesi i¢in akim sitometri analizi yapilmistir .

1. 1 ml’de hiicre suspansiyonu Vi Cell ile sayildiktan sonra ependorf tiipe alindi.
2. 200 g’de 1 dakika santrifiij edilip, Uistte kalan besiyerleri atild1.
3. Pelet iizerine 90 ul boyama soliisyonu ve 10 ul antikor koyulduktan sonra 30 dakika

buzda ve karanlikta bekletildi.

4. Boyama soliisyonundan kurtulmak amaciyla boyama soliisyonundaki hiicrelere 500

ul PBS eklendikten sonra 2500 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Ust kismu atildiktan sonra pelet iizerine 100 ul steril PBS konularak Accuri C6 cihaz ile

akim sitometri analizi yapildu.
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Cizelge 4.4. FIK1" hiicrelerinin akim sitometrik analizi i¢in hazirlik asamalari

Antikor Primer antikor-konjuge Sekonder Bekleme Siiresi Yikama Sulandirma
antikor
CD31-APC 5ul Antikor - 30dak. 200 g’de 1dak 50/100pl
santrifiij

4.25.1.1. MACS Sistemi ve Mikrobead’ler Yardimmyla FIk-1* Hiicrelerinin

Izolasyonu

Ikinci asamada elde ettigimiz saf uPK hiicrelerini kolajen tip IV kapli petrilerde kiiltiir
edildi. Bu kiiltirde FEF hiicresi kullanilmiyor. Ayrica bu hiicrelerin kiiltlirii i¢in
farklilagma besiyeri (186) kullanildi. 5.5 giin sonra bu hiicreler kaldirildi ve MACS
sistemi yardimiyla ozel mikrobead kullanarak FIk1* hiicreleri izole edildi. Bu deneyin
sonucunda uPKH’lerden Flk1* ve Flk-1" hiicreler elde edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. uPKH’lerinin, FIK1" hiicrelere farklilastirmasi ve bu hiicrelerin MACS sistemi ile

izolasyonu

4.2.6. iIMMUN BOYAMA iLE HUCRELERIN KARAKTERIZASYONU

Farklilagtirmanin her asamasindan elde edilen hiicrelerin karakterizasyonu i¢in immiin
boyama yapildi. Asil deneye paralel olarak hiicreler yuvarlak lameller tizerinde kiiltiire
edildi. Belirli zamanlarda bu lamellerin {izerinde olan hiicrelerin morfolojik ve immiin
karakterizasyonu i¢in dnce hiicreler fikse edildi. Sonraki asamada fikse edilmis hiicreleri

lameller tizerinde antikorlarla boyand: ve konfakal mikroskop altinda goriintiilendi.

4.2.6.1. Hiicre Fiksasyonu
1) 4 kuyucuklu kiiltiir kabina alinan lameller 250ul %3.5lik PFA iginde 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

2) PFA alindiktan sonra 2 kez 1ml PBS ile hiicreler yikandi.
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3) Daha sonra lameller Azitli PBS i¢inde +4°C’e kaldirild1.

uPKH hiicrelerin fiksasyonundan sonra 6rnekler goriintiillemek i¢in hazirlandi.

4.2.6.2. Immiin Boyama ile Hiicrelerinin Karakterizasyonu:

Calisma oncesinde uPKH hiicrelerinin kimliklerini dogrulamak amaciyla SSEA1 ve OCT-

4 antikorlar ile boyayarak konfakal mikroskop altinda goriintiilendi.

Daha sonra uPK hiicrelerini Flk-1+ hiicre yoniinde farklilastirdiktan sonra elde edilen
hiicrelerin immiin karakterizasyonu i¢in Anti-VEGF-receptor 2 antikoru kullanildi. 2.
agamada izole edilen FIk-1" ve FIk-1" hiicreler ozel besiyeri kullanilarak, CD31* , CD133
ve aSMA " hiicrelere farklilagtirildi. Farklilasmanin belirteci olarak Anti-CD 31, CD133 ve

Anti-alpha smooth muscle Actin antikorlari ile boyama yapildi.
4.2.6.3. Immiin Boyama Ve Goriintiileme

Immiin boyamada kullanilan antikorlar asagidaki tabloda verilmistir:

Cizelge 4.5. Kullanilan antikorlar ve 6zelikleri

Hiicre tipi Antikor ismi Aciklama ILGILI GEN
uPK’ler Oct-4 Oct-4 Rabbit POU class 5 homebox 1
Monoclonal Antibody,
clone C30A3
uPK’ler SSEA-1 stage-specific CD15isa
embryonic antigen 1 carbohydrate adhesion
(SSEA-1 embryonic molecule (not a protein)
stem (ES) cells marker)
FIk-1+ VEGF-2 Anti-VEGF-receptor 2 Kinase insert domain
hiicreler antibody protein receptor
Diiz kas Alpha smooth Anti-alpha smooth alpha 2, smooth muscle,
hiicreleri muscle Actin muscle Actin antibody aorta (ACTA2)
Endotelyal CD31 veya Pecam- Anti- CD 31 platelet/endothelial cell
onciil hiicreler 1 adhesion molecule 1

Hiicrelerin goriintiilemesi i¢in:

1. uPK hiicreleri 4 giin kiiltiir edildi, PFA fiksasyonundan sonra immiin boyama yapildi:

a) Sulandirilmig SSEA1 (primer) ile 1 saat 37°C inkiibasyona birakild

b) PBS ile yikandu.
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¢) FITC (sekonder) ile bir saat 37°C inkiibasyona birakild.

d) PBS ile yikandu.

e) 7-AAD (gekirdek boyasi) 0,5 saat 37°C’de inkiibe edildi.

) PBS ile yikandi.

g) Hoechst igeren kapatma medyumu ile lam {izerinde kapatildi.

2. uPK hiicreleri 4 giin kiiltiir edildi, PFA fiksasyonu yapildiktan sonra bu sekilde immiin
boyama yapildi:

a) Oct3/4 (primer) ile 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakild:.

b) PBS ile yikandu.

c) FITC (sekonder) ile bir saat 37°C’de inkiibasyona birakild.
d) PBS ile yikandu.

e) 7-AAD (gekirdek boyasi) 0,5 saat 37°C’de inkiibe edildi

f) PBS ile yikandi.

g) Hoechst igeren kapatma medyumu ile lam tizerinde kapatildi.

Flk-1 (VEGFR2) antikoru 2.5, 3.5,....., 7.5 giinlerde alinan 6rnekler (yuvarlak lameller
tizerinde ¢ogaltilan ve fikse edilen hiicreler) immiin boyamada kullanildi. Sekonder antikor

kullandiktan sonra konfakal mikroskopta goriintiilendi. Flk1+ hiicreleri goriintiilemek i¢in:
a) FIk1 (primer) ile 1 saat 37°C inkiibasyona birakildi.
b) PBS ile yikandu.
¢) FITC (sekonder) ile bir saat 37°C inkiibasyona birakildi.
d) PBS ile yikandu.
e) 7-AAD (cekirdekboyasi) 0,5 saat 37°C inkiibe edildi.

f) PBS ile yikandi.
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g) Hoechst iceren kapatma medyumu ile lam tizerinde kapatildi.

Ikinci asamada FIk -1* ve FIk-1"hiicrelerinden elde edilen CD31* , SMA* aym sekilde
fikse edilip, immiin boyama yapilarak goriintiilendi. CD31 ve SMA™ hiicrelerini

goriintiilemek igin:

1. FIk-1* hiicreler VEGF igeren besiyeri ile 2 giin boyunca tekrar kiiltir edildi, PFA

fiksasiyonu yapildiktan sonra bu sekilde immiin boyama yapildi:
a) CD31 (primer) ile 1 saat 37°C inkiibasyona birakildi.
b) PBS ile yikandu.
¢) FITC (sekonder) ile bir saat 37°C inkiibasyona birakildi.
d) PBS ile yikandu.
e) 7AAD(gekirdekboyast) 0,5 saat 37°C inkiibe edildi.
f) PBS ile yikandu.
g) Hoechst iceren kapatma medyumu ile lam iizerinde kapatildi.

2. FIk-1" ve FIk-1* hiicreler PDGF igeren besi yerinde 2 giin boyunca tekrar kiiltiir edildi,
her iki gurubun Orneklerine PFA fiksasiyonu yapildiktan sonra bu sekilde immiin

boyama yapildi:
a) aSMA (primer) ile 1 saat 37°C inkiibasyona birakildi.
b) PBS ile yikandu.
¢) FITC (sekonder) ile bir saat 37°C inkiibasyona birakild.
d) PBS ile yikandu.
e) 7-AAD (gekirdekboyasi) 0,5 saat 37°C inkiibe edildi.
f) PBS ile yikandi.

g) Hoechst iceren kapatma medyumu ile lam tlizerinde kapatildi
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4.2.7. ES-ZAMANLI PZR ILE HUCRELERIN KARAKTERIZASYONU
UPK, Flk-1%, CD31" ve aSMA™ hiicrelerin immiin boyama ile tespitinden sonra elde edilen
verilerin dogrulamasi i¢in Eg-zamanli PZR yontemi ile bahsedilen genlerin ifade seviyeleri

analiz edildi.

4.2.7.1. RNA Izolasyonu

Gen ifade analizi i¢in, hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. Izolasyon su sekilde

gerceklestrildi:

1. Platelerin i¢ine 1 ml trizol eklendi.
2. Bir kag defa pipetaj yaparak hiicreler kaldirilip ependorfa toplandi.
3. Elde edilen 6rnekler hizl bir sekilde -80°C’ye kaldirildi.
RNA izolasyonu i¢in asagidaki agsamalar izlendi:
1. Trizol igeren 6rnegi -80°C’den ¢ikardiktan sonra oda 1sisinda ¢oziilmesi beklendi.
2. Eriyen 6rneklere 200 pl kloroform eklendi ve tiipler hafif¢e calkalandi.
3. Tiipler oda 1s1sinda 10 dk bekletildi.
4. 10dk sonra tiipler +4°C’de 12000 g’de 13-15dk santrifiij edildi.
5. Santrifiij sonrasi tiiplerde 3 katman olustugu gozlendi.
6. En iistteki RNA kismi 1000 pl’lik pipetle gekilerek yeni ependorf tiiplere aktarildi.

7. Tiiplere 500 pl izopropanol eklendi ve tiipler 1dk kadar hafifce asagi yukar
calkaland.

8. Tiipler oda 1s1sinda 10 dk bekletildi.

9. 10dk sonra tiipler +4°C’de 12000 g’de 8 dk santrifiij edildi. Dipte beyaz RNA

pelleti olustu.
10. Pellete dikkat edilerek izopropanol uzaklastirildi.

11. Tiiplere 1ml %75°1lik EtOH eklenerek pelet kaldirildi. (alkol yitkama amagli)
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12. Tiipler 4°C’de 7500 g’de 5dk santrifiij edildi. Dipte beyaz pelet olustu.
13. Pelete dikkat edilerek etil alkol uzaklastirildi. (pipetle veya dokiilerek)
14. Tiipler kapagi agik bir sekilde temiz bir yiizey iizerinde kurumaya birakildi.

15. Alkol ucgunca tiiplere igindeki peletin biiyiikliigiine goére 35-50 ul RNA’se

icermeyen su eklendi ve pelet ¢oziildii.

16. 2 pul RNA 6l¢iim icin, 2 ul RNA jelde yiirtitmek i¢in PCR tiiplerine alinarak geriye
kalan RNA stogu -80°C’ye kaldirildi.

4.2.7.2. cDNA Sentezi:

izole edilen RNA’larm &l¢iimii yapildi. Nanodrop yardimiyla ve spektrofotomerik yéntem
ile 6rneklerin miktarlari 6l¢iildii. Deneyelere devam etmek i¢in 6rneklerin konsantrasyonu
500ng olarak esitlendi. cDNA sentezi i¢in 20 pl reaksiyon kuruldu. Tiim 6rneklerin 11
ul’sinde 500 ng/ul RNA olmasi igin 6rnekler esitlendi. cDNA sentezi igin Roche First
Trancriptor cDNA syntesis kit kullanild:

v" RNA denatiirasyonu
1. Kit soliisyonlar1 ¢oziildi
2. Denaturasiyon miksi su sekilde hazirlandi:
(degisken) RNA kalib1 + (2 pl) random hexamer + (degisken) Su
3. Bumix 65°C’de 10 dk denatiire edildi
v Master mix hazirlandi:
e buffer 4 ul
e RNase inhibitor 0.5 pl
e 10 mM dNTP mix 2 pl
e RT Enzim 0.5 pl

Toplam hacim 7 ul ayarlandi
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Bu miks denatiire edilen RNA’ya (11 pl) eklenir ve toplam hacim 20 pl tamamlandi.

cDNA sentez reaksiyonu bu sekilde kuruldu:

e 25°C 10°
e 55°C 30°
e 85°C 5

Bu reaksiyon tamamlandiktan sonra her tiip tizerine 80 ul nuclease free su eklenir 100

ul‘ye dilue edilir

Tiim 6rnekler -20 °C’ye kaldirildi.

4.2.7.3. Es-zamanh PZR

Oncelikle optimizasyon deneyleri yapildi ve asagidaki tabloda reaksiyon sonuglarma

gore cDNA miktar1 2 pl olmasina karar verildi.

Cizelge 4.6. Es-zamanli1 PZR deneylerinde kullanilan optimizasyon kosullari

Miks gorwar Reverse cDNA Su Toplam
Non Template Sul 0.5 pl 0.5 pul 0ul 4 ul 10 pl
Ornek 1-1 Sul 0.5 pl 0.5 pul 0.5 pul 3.5l 10 pl
Ornekl1-2 5l 0.5 ul 0.5 ul 1 ul 3l 10 pl
Ornekl1-3 Sul 0.5 pl 0.5 pul 2 ul 2 ul 10 pl

Ayrica primerlerin hangi sicaklikta ve hangi primer konsantrasyonunda daha iyi
caligildigni anlamak igin optimizasyon deneyleri kuruldu ve sonugta primerlerin ¢aligma
kosullar ¢izelge 5.7°de 6zetlendi. Deneyler roche Light Cycler 480 cihazinda 3 biyolojik
tekrar ve 3 ornekle yapildi. Ayrica cDNA sentezinde, Transcriptor High Fidelity cDNA

synthesis Kiti ve Es-zamanli PZR deneylerinde Sso Fast EvaGreen supermix kullanildi.
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Cizelge 4.7. Es-zamanli PZR deneylerinde kullanilan primerlerin 6zelikleri ve g¢alisma
sicakliklar1

No Primer adi Opt Kullanilan Kullanilan Ait oldugu gen
sicaklik miktar cDNA miktari

1 Klf4 60 0.5 ul 2ul Kruppel-like factor 4

2 c-myc 60 0.5 ul 2ul myelocytomatosis oncogene

3 HPRT 60 0.5 ul 2ul Hypoxanthine guanine phosphoribosyl

transferase

4 H2 afz 60 0.5 ul 2ul H2A histone family, member Z

5 aSMA 60 0.5 ul 2 ul alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2)

6 SMMHC 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus myosin, heavy polypeptide

11

7 Desmin 60 0.5 pul 2 ul Mus musculus desmin (Des)

8 calponin 60 0.5 pl 2 ul Mus musculus calponin 1 (Cnnl)

9 Ve cadherin 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus cadherin 5 (Cdh5

10 AC 133 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus prominin 1 (Prom1)

11 CD31 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus platelet/endothelial cell
adhesion molecule 1 (Pecam1)

12 Ephrin B2 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus ephrin B2 (Efnb2)

13 Vcam 62 0.5 ul 2 ul Mus musculus vascular cell adhesion

molecule 1
14 Flk1 60 0.5 ul 2 ul Mus musculus kinase insert domain protein
receptor (Kdr)

4.2.8. istatistiksel Yontem

Es-zamanli PZR yontem ile farklastirma giinlerinde ¢esitli gen ifadeleri (ACT) tek yonlii
varyans analizi yontemi ile degerlendirilmistir. Varyans analizi yontemi verilerin normal

dagilim gosterdigi varsayimina dayanmaktadir. Bu 6n sartin saglanip saglanmadigini test
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etmek i¢in Shapiro — Wilk ve Kolmogrov — Semirnov testlerinden yararlanilmistir.
Normal dagilim sartinin yerine gelmedigi durumlarda basvurulan ¢éziim yollarindan
birisi, verilerin transformasyonlara tabi tutularak bu 6n sartin saglanmasina ¢alisilmasidir.
Ancak hangi transformasyonun kullanilmasi gerektigine karar vermek oldukga zordur.
Transformasyon yontemlerinden biri olan Box—Cox transformasyon teknigi bu zorlugu
ve kararsizlig1 gidermek tlizere gelistrilmistir. Calismada normal dagilim géstermeyen gen
ifade degerlerinin asagidaki verilen Box — Cox transformasyon esitligi kullanilarak

normal dagilimi saglanmistir:

z(M= (y"A-1)/(AG_y"(2-1))

Bu esitlikte;

z(A): Gen ifadesinin transforme edilmis degerini,
y: Gen ifade degeri,

G _y: Gen ifade degerine ait geometrik ortalamayi,
A: transformasyonda kullanilan katsay1yi,

ifade etmektedir.

Yukaridaki esitlikte, istatistiksel paket programinin Onerdigi optimal A degeri
kullanilmigtir. Ayrica, varyans analizi tekniginin (119) kullanilmas i¢in gerekli olan grup
varyanslarin homojenliginin 6n sartinin saglanip saglanmadigi Levene yontemi

kullanilarak test edilmistir.

Gen ifadesi bakimindan grup ortalamalar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli
olup olmadigini test etmek icin tesadiif parselleri deneme tertibi (CRD)’nde tek yonlii
varyans analizi teknigi kullanilmistir. Uygulamada yaygin olarak kullanilan c¢oklu

karsilastirma testlerinden DUNCAN 6nem testinden (p<0.05) yararlanilmistir.

Buna ilaveten bagimli degisken olarak gen ifade degerlerinin bagimsiz degisken olan
farklilagma giinlerinin lineer, kuadratik ve kiibik regresyonlarinin istatistiksel

onemliliginin tespiti i¢in ortogonal polinomial kontrast yontemi kullanilmistir. Bu

72



yontem farklasma giinlerine bagh olarak gen ifadesinin ortaya koydugu Yanit Egrisi
(Respanse Curve)’nin gesitli derecelerdeki (lineer, kuadratik vs) iliskisinin istatistiksel

olarak degerlendirilmesine imkan saglamaktadir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. PLURIPOTENSI DEGERLENDIRME ANALIiZ SONUCLARI:

5.1.1. UPKH’LERININ MORFOLOJIK KARAKTERIiZASYON VE iMMUN
BOYAMA SONUCLARI:

uPK hiicreleri yeterli miktarda cogaltildiktan sonra farkli giinlerde inverted mikroskop
altinda incelendi. Ayrica bu hiicrelerin koloni olusturdugu gézlemlendi (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. uPKH hiicrelerin 14. pasaj gortntiileri (x20) (FEF hiicrelerinin iizerinde koloni
olusturan uPK hiicreleri)

uPK hiicrelerini FEF hiicrelerinden ayirmak i¢in ortama puromisin antibiyotigi eklendi.
Farkli konsantrasyonlarda uygulanan puromisinle en etkili olan konsantrasyon belirlendi.
Puromisin uygulanan kiiltiirlerde FEF hiicreleri tamamen elimine olmustur. Puromisin
direngli olan hiicreler ayn1 zamanda GFP geni ifade ettikleri i¢in floresan mikroskop altinda
bu hiicreleri goriintiillemek miimkiin olmustur. Yuvarlak lameller iizerinde ¢ogaltilan
hiicreler fikse edildikten sonra elektron mikroskopla goriintiiler alinmistir (Sekil 5.2, sekil

5.3).
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Sekil 5.3. (A) uPK kolonileri besleyici hiicrelerin lizerinde (FEF hiicreleri) (B) Puromisin
kullanilarak FEF hiicrelerin eleminsyonu (C) GFP* olan uPK hiicreleri (Ng-20D-17) D, E
ve F) uPK hiicreleri kolonilerinin taramali elektron mikroskop (SEM) gériintiileri. Olgek A-
C=200 pm, D-F=5pm.
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uPK hiicrelerinin pluripotesisi immiin boyama sistemi ile karakterize edildi. Bu nedenle
Oct3/4 ve SSEALI primer antikoru ile boyama yapildi ve sekonder antikor kullanarak bu

hiicreleri konfakal mikroskop altinda goriiniir hale getirildi. Bu yontemle hiicrelerin uPK

hiicre 6zeligi gosterdikleri dogrulandi (Sekil 5.4)

Sekil 5.4. uPKH °‘lerin konfakal mikroskobu altinda goriintiileri ve karakterizasyonu. A ve
B) Oct-4* olan uPKH’ler. C) Oct-4* ve GFP* olan uPKH’ler. D) SSEA1* olan uPKH’ler. E)
GFP*olan uPKH’ler. F) SSEAL1" uPKH’ler.

Ayrica uPK hiicrelerin ve bu hiicrelerin olusturdugu kolonilerin yapisini incelemek

amaciyla Falloidin, cy5 ve 7-AAD kullanip, konfakal mikroskop altinda incelendi (Sekil
5.5)
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Sekil 5.5. uPKH ‘lerin immiin boyama yontemiyle konfakal mikroskobu altinda goriintiileri
ve karakterizasiyonu A-B) Falloidin-cy5 boyanmis uPKH’ler C)7-AAD ¢ekirdek boyast ile
boyanmis uPKH’ler D) Falloidin-cy5 ve 7-AAD c¢ekirdek boyasi ile goriintiilenen uPKH’ler
(20x)

5.2. UPK HUCRELERININ LATERAL MEZODERMAL (FLK1*) HUCRELERE
FARKLILAMASI VE BU HUCRELERIN KARAKTERIZASYON
SONUCLARI

52.1. FLK1 * HUCRELERININ IMMUN BOYAMA VE GORUNTULEME
SONUCLARI

Cogaltilarak elde edilen saf uPK hiicreler kolajen tip IV kapl petrilerde kiiltiire edildi.

Ayrica bu hiicrelerin kiiltiirii i¢in farklilastirma besiyeri (186) kullanildi. Bu siiregte
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hiicrelerin morfolojik farklilagmasi takip edildi. Bu asamada hiicreler kiiltiir kaplarina
tutunduktan sonra morfolojik degisiklik (yildiz seklide) ortaya ¢ikti (sekil 5.6) Bu hiicreler

belirli bir konsantrasyonda (1.7x10° hiicre/cm?) kiiltiir edildi ve bu siirecin sonunda

hiicreler tamamen kiiltiir kabin1 kapladi.

o :
: ‘g
5 >

Sekil 5.6. uPKH’Irin kollajen tip IV kapli petrilerde farklilastirma besiyerinde goriintiisii
40X (farklilagtirmanin 2. giinii)

uPK hiicrelerini FIk1" hiicrelere farklilastirma siirecini incelemek amaciyla jelatin tip IV
yuvarlak lameller tizerinde ve farklilastirma besiyeri ile saf uPK hiicreleri kiiltiir edildi ve
2.5. ile 7.5. glinler arasinda fikse edilen hiicreler, Flk1 antikoru ile immiin boyama yapildi.
flerleyen giinlerde Flk1 ifadesinin (sekil 8 yesil sinyal) artmaya basladig1 ve 5.5. giinde pike
ulastigi tespit edildi. Ayrica bu deneyler sonucunda FIk1* hiicre izolasyonu igin,

farklilagtirmanin 5.5. giinii, en uygun giin oldugu tespit edildi (Sekil 5.7, sekil 5.8).
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Sekil 5.7. Farkhlat1rman1n ilerleyen gnlerinde (2.5. glinden- 7.5. giine kadar) Flk1 protein
ifadesi ve lokalizasyonu. (FIk-1* = yesil sinyal) (DNA =kirmiz1 sinyal). Olgek =50pum

Sekil 5.8. uPKHhiicrelerinin Flk-1 Hiicrelerine farklilagmasinin 5.5. glinli. Biiyiitme:63x ve
100x. Anti-VEGF Receptor 2 primer antikor ve FITC seconder antikor (yesil floresan)
7-Aminoactinomycin D (7-AAD), kirmizi-floresan DNA boyasi
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5.2.2. HUCRE AYRIMI DENEYLERi, AKIM SITOMETRi VE MACS
SONUCLARI:

5.2.2.1. Poromisin C ile Hiicre izolasyon Sonuclari:

FEF hiicrelerini elimine etmek i¢in hiicrelere puromisin C uygulandi. Konsantrasyon
optimizasyonunda farkli konsantrasyonlarda puromisin C kiiltiir ortamina ilave edildi ve
etkisi mikroskop altinda incelenerek goriintiilendi (tablo 4 ve sekil 12). Konsantrasyon
oranlar 1, 1.5, 2 pg/ml olarak uygulandi. En iyi sonug¢ 2 pg/ml ve 3. giinde elde edildi.

Puromisin C uygulamasindan sonra FEF hiicreleri, uPKH hiicrelerden uzaklastirildi.

Boylelikle saf uPKH hiicresi elde edildi.

Cizelge 5.1. Puromisin-C uygulamasi igin (hiicre izolasyonu) uygun konsantrasyon ve
uygulama siirecinin beklirlenmesi

Konsantrasyon Kontrol 1 pg/ml 1.5 pg/ml 2 ng/ml 2.5 pg/ml
Zaman
1.giin Normal ¢ogalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili ve uPKH kayb1
2.giin Normal ¢ogalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili ve uPKH kayb1
3.giin Normal ¢ogalma Yetersiz Etki Yetersiz Etki Etkili Etkili ve uPKH kaybi
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Sekil 5.9. Farkli konsantrasyonlar ve zamanlarda Puromisin C uygulamasindan sonra uPKH
hiicre ortamlarindan goériintiiler. A) Puromisin 1.5 pg/ml ve 3. giin. D) Puromisin 2 ug/ml 3.
giin C, D, EveF) Puromisin 2.5 pg/ml 3. giin
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5.2.2.2. uPK Hiicrelerinin Akim Sitometri ile Karakterizasyonu:

uPK hiicrelerinde giinler (2.5.- 5.5.) arasindaki degisen Flk1™ hiicre yiizdesinin belirlenmesi
icin akim sitometri analizi yapilmistir. Sonuglar sekil 6.6°da belirtildigi gibidir. F1k'* hiicre
yiizdesi 2.5. giinden 5.5. giine kadar sirayla, 1.3%, 2.8%, 7.2% ve 24.4% olarak bulunmustur.

A B
= GATE (Flinall) o GATE (P1inall)
= F
SOMAL ViR 1-L V1-R
08, 7l 1,3% 47.2% 2,8%
1.7 o
E 8
-—m1 TTT m o o o e N 101 1k it s 2 b 2ot 2
C D
2 GATE  (P1in all) ' - GATE " (P1in all)
B T WAL ViR
F5,6% 24,4%
Z 089
5 8

2] e 73
Wl w o w B B W wh ufaf

Sekil 5.10. Farklilagtirilan FIK1™ hiicrelerinin akim sitometri analiz sonuglari. A. 2.5 giinde
1.3%. B) 3.5 giinde 2.8%. C) 4.5 giinde 7.4%. D) 5.5 giinde %24.4

5.2.2.3. MACS Sonuclan

FIk1* hiicre izolasyonu igin kullanilan en yaygin yontem, monoklonal antikorlarin
kullanildigr ve manyetik boncuklarla isaretlemenin yapildigi: immunomanyetik ayirma
teknigidir. Bu metot ile, ¢ok sayida ve yiiksek derecede saflastirilmig Flk1™ hiicreler elde
edilmektedir. Calismamizda MACS sistemi kullanilarak Flk1* hiicreler 5.5 giinde izole
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edilmistir. Belirlenen giinler (2.5-7.5) arasinda Flk1+ hiicre izolasyonu i¢in en uygun giinii
bulmak i¢in yapilan Es-zamanli PZR, immiin boyama ve akim sitometri sonuglari ile karar
verildi. Bu sonuglara gore izolasyon i¢in en uygun giin 5.5. giin oldugu tespit edilmistir.
Ancak akim sitometrisi ve MACS sonuglar1 ¢ok yakin oldugu i¢in MACS sistemi ile
izolasyon gergeklestirildi. (Cizelge 5.2. ve Sekil 5.11)

Cizelge 5.2. MACS yontemi ile elde edilen FIk1+ hiicre yiizdesi

Farklilagan hiicre sayisi 12.500.000 H

izole edilen Flk1 + hiicre sayis1 | 3.150.000 H

Oran 0025.2

‘ uPK Huicrelerinin Flk1 + Hiicrelere Farkhlagsma Streci

w

0 2.5 3.5 4.5 5.5 6.5 7.5
Giin
/| l
‘ MACS ile hiicre ayrimi Fik1+3 933% s — i
I... l. .ua.

FlIk1 + ve Flk1 — hiicreler farkli medyumlarla 4 giin
boyunca EOH ve DKH’lere farklhilagtirilamasi

Gin
. immiin boyama ile karakterizasyon . .

EOH DKH

Sekil 5.11. MACS ile FIk1* ve FIk1 hiicrelerin izolasyonun ve immiin boyama deneylerin
sematik gdsterimi
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5.2.3. ES-ZAMANLI PZR SONUCLARI

Belirlenen giinlerde (2.5-7.5) farklilasan hiicrelerden RNA izole edildi ve genetik analizler
icin tasarlanan primerler kullanilarak bu hiicrelerin karakterizasyonu gerceklestirildi.
EOH’lerin spesifik belirtecleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin) ifade
seviyelerine bakilmistir. Ayrica arteriyel ve ven6z endotel hiicre belirteci olan bazi genlerin
(EphrinB2, VCAM) analizi yapildi. Buna ek olarak hiicrelerin farklilagtirma siirecinde diiz
kas belirtegi olan bazi genler (SMA, SMMHC, Calponin ve Desmin) incelendi. Bu genlerin
ifade seviyelerinin degisimi farklilagsmanin ilerleyen gilinlerinde (2.5 giinden 7.5 giine kadar)
kontrol edildi. Bu analizlerden elde edilen verilere goére hiicre izolasyonu i¢in en uygun

zamana karar verilmistir.

Yapilan Es-zamanli PZR sonuclarinin istatistik analizlerine gore, 2.5-4.5 giin arasinda ifade
seviyesi diisiik olmasina ragmen 5.5 giinde ifade seviyesinin yiiksek seviyeye ulastigi
gozlenmistir. 6.5-7.5 giinlerde ise ifade seviyesinde ¢cok az miktarda artig belirlenmistir.
Cizelge 5. de gruplar arasindaki istatistiksel fark ve p degerleri gosterilmistir. Ayrica
poligonal polinomyal korelasyon analizlere gore lineer, kuadratik, kubik ve quarter
anlamlilig1 cizelgede 6zetlenmistir.

Cizelge 5.3. EOH’lerin spesifik belirtecleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-
Cadherin) ifade sevilerinin istatistiksel verileri (ns: non-significant)

Mean + SE
Grup(gen) Flk1 CD31 AC133 Ve Cadherin C-Myc Klf4
2.5 Giin 1.929+0.14 9.339+£0.13 1.66°+0.18635 17.02°+ 0.10 543+0.51 6.029+0.92
3.5 Giin 5.989+0.24 5.45¢+0.11 3.03°+£0.04 22919+ 0.34 5.48+ 0.64 5769+ 1.07
4.5 Giin 39.10% 3.52 3.46+0.08 3.08°£0.07 23.289+0.36 4.57+ 0.46 6.96%+ 0.50
5.5 Giin 196.42° + 22.96 21.47°+£0.11 3.59% +0.02 42.12°+0.64 590+ 0.19 9.05°+ 0.39
6.5 Giin 209.39° + 99.35 41.28°+0.368 3.34°+£0.21 63.21°+0.13 543 +£1.10 13.83°+ 0.85
7.5 Giin 336.132 £ 41.31 80.902+0.17 4.10°+0.35 82.10°+0.49 6.71 £0.62 24.14% + 1.16
P - Degeri <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.378 ns <0.0001
Kontrast Polinomiyal
Liner <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.186 ns <0.0001
3 Kuadratik <0.0001 <0.0001 0.407 ns <0.0001 0.207 ns <0.0001
ag( Kiibik 0.149 ns <0.0001 0.038 ns <0.0001 0.875 ns 0.456 ns
= Quarter 0.006 ns <0.0001 0.660 ns <0.0001 0.924 ns 0.145 ns

EOH’lerin spesifik belirtecleri olan genlerin Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin ifade

seviyelerine bakildig1 zaman, farklilagtirmanin ilerleyen giinlerinde (2.5.-7.5. giinlerde) bu
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genlerin ifade seviyelerinde artis gosterilmistir. 2.5.-4.5. giinler arasinda bu genlerin ifadesi
az miktarda artis gosterirken 5.5. giinde gen ifadeleri yiiksek miktarda artig gostermis ve bu
artis sonraki giinlerde de devam etmistir. Flk1, CD31, ve-Cadherin ve AC133 genlerinin
ifade artis1 giinler arasinda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001). (Sekil 5.12)

Flk1 CD31
400 90
350 80
T 30 .E 70
>80 0 60
2 250 a
[=]
° o 50
T 200 b1
2 £ w
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60 ’EP 30
& 100 @ 4
50 10
o e 1 0 .
2.5giin 3.5giin 4.5giin 5.5giin 6.5giin 7.5giin 2.5giin 3.5giin 4.5giin 5.5giin 6.5giin 7.5giin
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2,5.Gin  35.Gin__ 45.GUn  55.G0n _ 65.G0n __ 756Gn so.uun . wun - o o

D133

Sekil 5.12. Farklilastirma siirecinde EOH’lerin spesifik belirtecleri olan genlerin ifade
seviyeleri (FIk1, CD31, AC133, Ve-cadherin)

Farklilastirma siirecinde yamanaka faktorlerinin i¢inde yer alip ayni zamanda onkogen
potansiyeline sahip olan c-Myc ve Kif4 genlerinin ifade degisikleri de incelenmistir.
Farklilastirma sonucu elde edilen hiicreler klinikte kullanilma potansiyeline sahip
hiicrelerdir. Bu ag¢idan yaklasildiginda bunun gibi risk faktorlerinin (c-Myc ve Kif4
genlerinin ifade degisikleri) arastirilmast 6nem arz etmektedir. Farklilastirma siirecinde c-
Myc geninin ifade seviyesi giinler arasinda fark gostermemekle (p>0.05) birlikte Kif4
geninin ifadesi ilerleyen giinlerde anlamli olarak artmustir (p<0.0001). (Sekil 5.13)
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(mc-Myc| 543 | 548 | 457 | 59 | 543 | 671 | [skita] 602 | 576 | 696 | 9,05 | 13,83 | 2414

Sekil 5.13. Farklilastirma siirecinde risk tasiyan genlerin ifade seviyesi (c-Myc, KIf4)

Cizelge 5.3’de goriildigii gibi, ¢alisma sonuglarini giiglendiren arteriyel ve venoz endotel
hiicresi yoniinde farklilagma berlirteci olan EphrinB2, VCAM-1 ve diiz kas hiicre belirteci
olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin genlerinin ifade analizleri de yapilmistir. Ancak
yapilan Onceki deneyler sonucu elde edilen verilere gore 2.5. ve 3.5. giinlerde gen ifade
seviyeleri ¢ok diisiik ve istatistiksel olarak anlamsiz oldugu i¢in bu genlerde (EphrinB2,
VCAM, SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) 4.5.-7.5. giinden itibaren gen ifade analizi
yapilmustir.

Yapilan Es-zamanli PZR sonuglarinin istatistik analizlerine genel baktigimizda yaklasik
biitiin genlerde 4.5 giinde ifade seviyesi diisiik olmasina ragmen 5.5 giinde ifade seviyesinin
yiiksek seviyeye ulagtigi goriilmektedir. 6.5. ve 7.5. giinlerde ise ifade seviyesinde ¢ok az
miktarda artis belirlenmistir. Cizelge 5.4°de gruplar arasindaki istatistiksel fark ve p
degerleri gosterilmistir. Ayrica poligonal polinomyal korelasyon analizlere gore lineer,

kuadratik, kubik ve quarter anlamlilig1 ¢izelgede 6zetlenmistir.

86



Cizelge 5.4. Arteriyel ve vendz endotel hiicresi yoniinde farklilasma berlirtegi olan EphrinB2,
VCAM-1 ve diiz kas hiicre belirteci olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin genlerinin

ifade seviyelerinin istatistiksel analizleri (ns: non-significant)

Mean + SE
Grup(gen) SMA Calponin SMMHC Desmin EphrinB2 VCAM
4.5 Giin 1.91c £0.044 9.01d+0.12 3.04c +0.14 1.27¢ £0.01 3.34d +0.08 12.43d £0.94
5.5 Giin 6.42b +0.32 27.17a+0.80 6.04ab = 0.38 11.58b £0.22 20.41c +0.61 27.92c+0.84
6.5 Giin 9.13a+ 0.60 23.74b £ 0.98 7.39a +0.52 11.95b £0.12 22.79b +0.12 62.20b £+ 0.96
7.5 Gilin 10.94 a+ 1.37 | 20.47c+0.41 5.80b+0.58 17.59a+ 0.07 27.06a+0.18 72.50a+ 3.46
P - Degeri <0.0001 <0.0001 <0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Kontrast Polinomiyal
Liner <0.0001 <0.0001 0.001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
o Kuadratik 0.117 ns <0.0001 0.001 <0.0001 <0.0001 0.2010
q§ Kiibik 0.801 ns <0.0001 0.534 ns <0.0001 <0.0001 0.001
B Quarter - -

Sekil 5.15’de arteriyel ve ven6z endotel hiicresi yoniinde farklilagma belirteci olan EphrinB2,

VCAM ifade seviyelerine bakildigi zaman 4.5-7.5 giinlerde ifade sevileri artig gostermetedir.

4.5 giiniinde gen ifadesi diisiik gozlenirken 5.5 glinde gen ifadelerinde yiiksek miktarda artig

goriilmiis ve bu artig sonraki giinlerde de devam etmistir. Bu genlerinin ifade artis1 gilinler

arasinda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001) (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.ve

Sekil 5.13.)
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Sekil 5.14. Farklilasma siirecinde arteriyel ve ven6z endotel hiicresi yoniinde farklilasma

belirteci olan EphrinB2, VCAM gen ifade seviyeleri

Diiz kas hiicre yoniinde farklilasma belirte¢i olan SMA ve Desmin ifade seviyelerine
bakildig1 zaman 4.5.-7.5. giinlerde ifade seviyeleri artis gostermetedir. 4.5. giiniinde gen
ifadesi diisiik gozlenirken 5.5. glinde gen ifadelerinde yiliksek miktarda artis gdstermis ve bu
artis sonraki gilinlerde de devam etmistir. Bu genlerinin ifade artis1 giinler arasinda
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001) (Sekil 5). Calponin, SMMHC ifade seviyelerine
bakildig1 zaman 4.5.- 6.5. giinlerde ifade seviyelerinde artis gdzlenmistir. Ancak bu genlerin

ifadesinde 7.5. giinde azalma goriilmiistiir. Bu genlerinin ifade farkliligi, giinler arasinda

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001) (Sekil 5.17).
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Sekil 5.15. Farklilasma siirecinde DKH’lerin belirte¢i olan SMA, Calponin, Desmin ve
SMMHC genlerinin ifade seviyeleri

5.2.4. FARKLILASTIRMA SURECINDE FLK1 VE CD31 WESTERN BLOT
ANALIZ SONUCLARI

Faklilagsma siirecinde Flk1 ve CD31 protein ifade seviyeleri western blot analizi ile teyit
edilmistir. Sonuglara bakildigi zaman 2.5.- 4.5. giinlerde FIk1 protein ifadesi diisiikken 5.5.
giinde en yiiksek seviyeye ulasip 6.5. giinde diismeye baslamistir. Gen ifade sevileriyle
protein ifadelerini karsilastirdigimiz zaman gen ifade seviyesinin 5.5 giinde yiikseldigini ve
ilerleyen giinlerde bu yiikselme devam ettigi goriilmektedir. Ancak protein ifade seviyesi
5.5. giinde en yiiksek seviyeye ulasip 6.5. giinde azalmaya baslamistir. Protein ifadesindeki
bu azalma gen ifadesinden bagimsiz mekanizmalarin etkin oldugunu diisiiniilmektedir.

(Sekil 5.12 ve 5.17)
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Sekil 5.16. Farklilastirma ilerleyen giinlerinde Flk1 protein ifade seviyelri

Farklilastirmanin birinci asasinda 3.5 - 7.5 giinlerin arasindaki EOH belirtegi olan CD31

geninin protein ifade seviyesi Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Sonuglara bakildigi

zaman 2.5- 4.5 giinlerde protein diisiikken 5.5 giinde en yliksek seviyeye ulasip 6.5 giinde

diismeye baslamistir. Gen ifade sevileriyle protein ifadelerini karsilastirdigimiz zaman gen

ifade seviyesinin 5.5 giinde yiikseldigini ve ilerleyen giinlerde bu artisin devam edildigi

goriilmektedir. Ancak protein ifade seviyesi 5.5 giinde en yiiksek seviyeye ulasip 6.5 giinde

azalmaya baglamistir.

mekanizmalarin etkin oldugunu diisiindiirebilir. (Sekil 5.18).
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Sekil 5.17. Farklilastirma giinlerinde CD31 protein ifade seviyeleri

5.3. ELDE EDIiLEN MEZODERMAL HUCRELERIN ENDOTELYAL ONCUL

VE DUZ KAS HUCRELERE FARKLILASTIRMA SONUCLARI

5.3.1. iIMMUN BOYAMA VE GORUNTULEME SONUCLARI

Farklilasmanim 5.5. giiniinde izole edilen FIk1®™ hiicreler kollajen tip IV kaph kiiltiir

kaplarmna aktarildi. F1k1* hiicreler VEGF igeren farklilasma besiyerinde 4 giin boyunca

kiltiir edildi. 4. gliniin sonunda farklilasan hiicrelerden 6rnekler alinarak endotelyal hiicre

belirtegleri olan CD31" ve CD133" goriintiilemek i¢in immiin boyama yapildi. Sekil 5.19
ve sekil 5.20°de Flk1* hiicrelerden elde edilen CD31" ve CD133" olan hiicreler yesil



sinyalle gdsterilmistir.

Sekil 5.18. A ve B: FIk1" hiicrelerinden farklilasan CD31" hiicrelere. (CD31"= yesil sinyal
) (DNA= kirmizi1 sinyal) 63X

Sekil 5.19. A ve B: FIk1* hiicrelerinden farklilasan CD133* hiicreler. (CD133*= yesil
sinyal ) (DNA= kirmiz1 sinyal) 63X

Ayrica farklilagmanin 5.5 giinde izole edilen Flk1™ hiicreler kollajen tip IV kapl kiiltiir
kaplarina aktarildi. Bu hiicreler PDGF igeren farklilasma besiyerinde 4 giin boyunca kiiltiir
edildi. 4. giiniin sonunda diiz kas hiicre markeri olan aSMA goriintiilemek i¢in immiin
boyama yapildi. Sekil 5.22°de Flk1™ hiicrelerden elde edilen Diiz kas belirteci tasiyan

hiicreler yesil sinyalle goriintiilendi.

Immiin boyama sonuglarma gére Flk1-, PDGF iceren farklilastirma besiyeri kullanarak
SMA" hiicrelere farklilagtigi tespit edildi.
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Sekil 5.20. A ve B: FIk1 hiicrelerinden farklilasan aSMA™ hiicreler. (aSMA™ = yesil sinyal)
(DNA= kirmizi1 sinyal) 63X

5.3.2. ES-ZAMANLI PZR SONUCLARI:

5.3.2.1. Farkhlastirmanin 5.5. Giiniinden Elde Edilen Hiicrelerin VEGF Ve PDGF
Iceren Besiyerinde Kiiltiir Ederek 4 Giin Sonra Gen ifade Seviyelerin Analiz

Sonuglar

Farklilasmanin 5.5 giinde elde edilen tiim hiicreler (izole edilmeden) kollajen tip IV kaplt
kiiltiir kaplarma aktarildi. Bu hiicreler iki gurupta VEGF ve PDGF igeren farklilasma
besiyerinde 4 giin boyunca kiiltiir edildi. 4. giiniin sonunda farklilagan hiicrelerden 6rnekler

alinarak trizol metoduyla RNA izolasyonu yapildu.
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Sekil 5.21 ikinci asamadan elde edilen hiicrelerin Es-zamanli PZR analizlerinin sematik

gosterimi.

EOH’lerin spesifik belirtegleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin),

arteriyel venoz yoniinde farklilagma belirteci olan genlerin (EphrinB2, VCAM), DKH’lerin

spesifik belirtegleri olan genlerin(SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) ifade sevilerine

bakilmistir. Ayrica farklilastirma slirecinde yamanaka faktorlerinin iginde yer alip ayni

zamanda onkogen olan c-Myc ve KIf4 genlerinin ifade degisikleri incelenmistir.

Yapilan Es-zamanli PZR sonuglarinin istatistik analizlerine tiim oOrneklerde ifade

seviyesinin iki gurup arasinda(VEGF ve PDGF uygulanan guruplar) farkli oldugu tespit

edilmistir. Cizelge 5.5, 5.6 ve 5.7°de gruplar arasindaki istatistiksel fark ve p degerleri

gosterilmistir.

94



Cizelge 5.5. EOH’lerin spesifik belirtegleri olan genlerin (Flk1, CD31, AC133, Ve-Cadherin,
EphrinB2, VCAM) arteriyel ve vendz endotel hiicresi yoniinde farklilagma belirteci olan
(EphrinB2, VCAM) gen ifade sevilerinin iki gurup arasinda istatistiksel analizleri (ns: non-

significant)
Mean + SE
Grup Fik1 CD31 AC133 Ve Cadherin | EphrinB2 Veam
VEGF | 9.99+0.39 | 45.18%1.17 | 12.6228+0.48 | 7.41+1.23 | 16.982%0.39 | 29.92°+1.05
PDGF | 592°+0.41 | 10.52°40.9 | 8.67°+0.81 | 7.04+0.80 | 11.02°+0.39 | 11.69° +0.75
P - Degeri 0.002 <0.0001 0.014 0.815 ns <0.0001 0.001

EOH’lerin spesifik belirtegleri olan genlerin Flk1, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin ifade

sevilerine iki gurup arasinda farklilik gostermektedir. Flkl1, CD31, AC133 genlerinin iki

gurup arasindaki olan farklilik istatistiksel olarak anlamlidir. (Sirayla P<0.0005, P<0.0001

ve P<0.05) Sadece Ve-Cadherin geninin ifade seviyesi iki gurup arasinda farklilik

gOstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamsizdir. (Sekil 5.23)
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Sekil 5.22. VEGF ve PDGF igeren besiyerleri ile beslenen guruplarn, EOH’leri igin spesifik
belirteg olan Flk1, CD31, Ve-Cadherin ve AC133 genlerinin ifade seviyelerinin iki gurp

arasinda olan farkliliklar

Ayrica arteriyel ve vendz endotel hiicresi yoniinde farklilasma belirteci olan EphrinB2,
VCAM ifade sevilerine iki gurup arasinda farklilik gdstermektedir. Iki gurup arasinda olan
bu farklilik her iki gen i¢inde istatistiksel olarak anlamlidir. (Sirayla P<0.0001 ve P=0.001)

(Sekil 5.24)
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Sekil 5.23. VEGF ve PDGF igeren besiyerleri ile beslenen guruplarda, arteriyel ve venoz
damar hiicresi belirtegi olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin ifade seviyelerinin iki grup
arasinda olan farkliliklar

DKH’lerin spesifik belirtegleri olan SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin gen ifade sevileri

iki gurup arasinda farklilik gostermektedir. Bu genlerin iki gurup arasindaki olan ifade
seviye farkliliklar itatistiksel olarak anlamlidir. (Sirayla p<0.0001, p<0.0001, P<0.005 ve
p<0.0001) (Sekil 5.25)

Cizelge 5.6. DKH’lerin spesifik belirtecleri olan (SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) gen
ifade sevilerinin iki gurup arasinda istatistiksel analizi

Mean + SE
Grup SMA Calponin SMMHC Desmin
VEGF 11.422£0.56 | 58.432 £1.61 6.712 £0.37 13.602 +0.43
PDGF 3.42° +0.38 6.97° +£0.26 3.17°+0.38 6.43° +0.54
P - Degeri <0.0001 <0.0001 0.003 <0.0001
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Sekil 5.24. DKH’lerin spesifik belirtecleri olan (SMA, Calponin, SMMHC ve Desmin) gen
ifade sevilerinin iki gurup arasinda farkliliklar

Farklilastirma siirecinde yamanaka faktorlerinin i¢inde yer alip ayn1 zamanda onkogen olan
c-myc ve Klf4 genlerinin ifade degisikleri incelenmistir. Farklilastirma sonucu elde edilen
hiicreler klinikte kullanilma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Bu agidan yaklasildiginda risk
faktorlerinin arastirilmasi onem arz eder. Farklilastirma siirecinin sonunda c-myc ve Klf4
genlerinin ifade seviyesi farklilagtirmanin 5.5 giiniine gére anlamli derecede azaldigi
gosterilmistir (p<0.0001 ve p<0.0001) (Sekil5.26).
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Cizelge 5.7. Yamanaka faktorleri olan ve ayn1 zamanda onkogen 6zeligi olan (C-Myc, KlIf4)
genlerinin farklilagtirmanin 5.5 giiniine gore ifade sevilerinin istatistiksel analizleri

Grup Mean + SE
C-Myc KlIf4
Farkhlasmanin 5.5.Giinii 11.222+0.26 4.192 +0.05
VEGF 6.73° +0.12 1.65P +0.01
PDGF 3.36° +0.19 1.77¢ £0.00
P - Degeri <0.0001 <0.0001
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Sekil 5.25. Yamanaka faktorleri olan ve ayn1 zamanda onkogen 6zeligi tasiyan genlerin (C-
Myec, KIf4) farklilagtirmanin 5.5 giiniine gore ifade sevilerinin farkliliklar

5.3.3. WESTERN BLOT SONUCLARI

Faklilastirmanin 2. asamasindan elde edilen hiicrelerde EOH markeri olan CD31 geninin
protein ifade seviyeleri western blot analizi ile teyit edilmistir. Farklilagmanin 5.5 giinde
elde edilen hiicreler kollajen tip IV kapli kiiltiir kaplarina aktarildi. Bu hiicrelere sirayla
VEGF ve PDGF igeren farklilasma besiyerinde 4 giin boyunca kiiltiir edildi. 4. giiniin

sonunda farklilagan hiicrelerden 6rnekler alinarak total protein izole edildi
EOH’lerin spesifik belirtecleri olan CD31, protein ifade sevilerine her iki gurup arasinda
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bakilmistir. Bu genin protein ifade seviyesi [ aktin housekeeping gen ifade seviyesi ile
normalize edildikten sonra sekil 5.27 gosterilmistir. Bu sekilde gorildiigii gibi CD31
proteinin ifade seviyesi VEGF igeren besiyeri ile beslenen hiicrelerde baska gruba gore
(PDGF igeren) daha yiiksektir.
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Sekil 5.26. VEGF ve PDGF gruplari arasinda olan CD31 protein ifade seviyeleri
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Kalp ve damar hastaliklari, anomalileri ve sendromlar1 giiniimiizde 6liimlerin en 6nemli
nedenleri arasindadir. Bu hastaliklarin oniine gecilebilmesi i¢in, yeni bilimsel arastirmalar
yaptlmalt ve yeni modeller olusturularak farkli tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir(90). Bu kapsamda erigkin bir hastadan yeniden programlama yontemiyle
uPK hiicre elde etmek ve bu hiicreleri hastalik tedavisinde kullanmak umut vericidir. Ayrica
hastalik modelleri olusturmak ve in vitro kosullarda ilag veya yeni tedavi yontemleri

gelistirmek icin en iyi segenekler olarak 6n plana ¢ikmaktadirlar.

uPK hiicreleri, kendini yenileme ve pluripotensi 6zelliklerine sahip olmalar1 sebebiyle, EKH’
lerine iyi bir alternatif olusturmaktadir. Ayrica hastaya 6zgii uPK hiicresi iiretilmesi bu
hiicrelerin transplantasyonunda immiin rejeksiyon riskini ortadan kaldirmaktadir. Buna ek
olarak bu hiicrelerin iiretilmesi ve kullanmasiyla ile birlikte, EKH’ lerinin kullanmasinda
karsilasilan etik sorunlarin da ortadan kalkacagi diigiiniilmektedir. Bu 6nemli faydalar uPK
hiicrelerini rejeneratif tip i¢in yeni bir hiicre kaynagi olarak 6n plana ¢ikarmaktadir. uPK
hiicre teknolojisinin, hastaligin patogenezi ve ila¢ kesfi alaninda yapilan arastirmalarda

yiiksek potansiyele sahip oldugu bilinmektedir(89).

Miyokardial iskemi, derin miyokard hipoksisine yol agan, 6zellikle oksijen igin, miyokard
metaboliti temini ve talebi arasinda bir dengesizlik ile karakterize patolojik bir hastaliktir(3,
4) . Bu olay, tipik olarak koroner arter ttkanmasina neden olarak miyokardiyuma kan akigini
sinirlamaktadir ve bu durumun stirekli devam etmesi halinde miyokardiyal hiicre 6liimii ve
devaminda kalp yetmezligi (iskemik kalp hastalig1) ortaya ¢ikmaktadir. Dogal olarak bu
durumda hasar gormiis dokudan fazla miktarda sitokin ve uyarict maddeler salgilanmasi ve
tamir mekanizmasinin da devreye girmesi bu bolgede yeni damarlarin olusumuna neden
olmaktadir. Bu tamir mekanizmasinda 6zellikle sitokinlerin hasarli dokulardan salgilanmasi
ile birlikte endotelyal onciil hiicre (EOH) adi verdigimiz hiicreler ve bu hiicrelerden

farklilasan diiz kas hiicreleri bu dokuya kemotaksik etki ile go¢ etmektedirler.
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EOH’ler kemik iliginde iiretilir ve bazi sitokinler ve benzeri proteinler vasitasiyla kan
dolagimina gecerler. Bu hiicreler kok hiicrelerden koken aldiklart i¢in yliksek derecede
farklilasma o6zelligine sahiptirler. Hasar goren dokularin onarimi, revaskiilarizasyon ve
anjogenez’de rol alirlar, ancak anjiogenez’deki rollerinden dolay1 tiimorlerin biiylimesini de

indiklerler.

Bu hiicreler, kardiyovaskiiler hasarlarda 6zelikle miyokard infarktiisii gibi hastaliklarda kan
dolasimi vasitasiyla hasarli bolgeye yerlesip ve yeni damar olusturmak veya damarlarin
onariminda etkili rol oynarlar. Buna ek olarak bazi dokularin revaskiilarizasyonnundan
sorumludurlar. Damar olusumunda endotel hiicrelerle is birligi yapan diiz kas hiicreleri de

onemli bir goreve sahiptirler.

Son yillarda yapilan arastirmalar EOH’lerin onarmmsal tipta onemli oldugunu ortaya
koymustur. Bir¢ok arastirmada, bu hiicreler kandan izole edip kardiyovaskiiler hastaliklarda
kullanilirken, bazi arastirmalar bu hiicreleri kok hiicrelerden farklilastirmaya yonelik olarak
devam etmektedir. Bu g¢aligmalara ek olarak farkli ¢alisma gruplar tarafindan in vitro
kosullarda EOH hiicrelerin iiretilmelerine yonelik arastirmalar yapilmaktadir. 2006 yilinda
Yamanaka ve arkadaslari, uPKH {iiretimini bilim diinyasina sunmalariyla birlikte, birgok

arastirmact bu hiicreleri, pluripotent kok hiicre olarak kendi arastirmasina dahil etmislerdir.

Sunulan bu tez ¢alismasinda, uyarilmis pluripotent kok (uPK) hiicreler kullanilarak, bir¢ok
farkli asamada ve in vitro kosullarda endotelyal onciil hiicre (EOH) ve diiz kas hiicreleri
(DKH) iiretilmistir. ik asamada uPK hiicreler, belirli kosullarda lateral mezoderm hiicrelere
farklilagtinlmigtir. Ikinci asamada ise elde edilen mezoderm hiicrelerden EOH’ler ve
DKH’lerin farklilastirilmasi gerceklestirilmistir. Elde edilen hiicrelerin karakterizasyonu
immiinositokimyasal yontemlerle yapilmis, elde edilen sonuglar gen ekspresyon ve protein
diizeyinde valide edilmistir. Buna ek olarak elde edilen hiicrelerin transplantasyonunda
sorun olusturabilecek risk faktorlerinin (onkogenler) gen ifadeleri degerlendirilmistir.
Yapilan analizler sonucu elde edilen hiicreler farkli kalp ve damar hastaliklarinda kullanilma

potansiyeline sahip olabilecekleri gosterilmistir.
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6.1.1. uPKH’LERDEN, LATERAL MEZODERMAL (FLK1*) HUCRELERIN
FARKLILASTIRILMASI

Oncelikle uPKH hiicrelerinin ¢ogaltilmas1 amaci ile bu hiicrelerin besleyici hiicreler (FEF)
ile kiiltiirli yapilmistir. Daha sonra puromisin antibiyotigi ve MACS sistemi ile saf uPKH’ler
izole edilmistir. Izole edilen saf uPKH’ler extraseliiler matrix (Kollajen tip IV) kapl
platelerde farklilagsma besi yeri kullanilarak 7.5 giin boyunca lateral mezodermal hiicrelere
(FIk1") farklilastirilmustir. Hiicreler 2.5., 3.5., 4.5., 5.5., 6.5. ve 7.5. giinlerde akim sitometri
ve immiinositokimya yontemleri ile takip edilmis ve bu siirecte Flk1™ hiicre yogunlugunun

5.5. glinde en yliksek miktara ulastig1 saptanmistir.

Immiin boyama sonuglarindan elde edilen verilere paralel olarak, Flk1* hiicrelerine
farklilasma siirecinde, protein ifade seviyesi 2.5. giinden 7.5. giine kadar incelenmistir. Flk1
protein diizeyinin giderek arttigi ve 5.5. giin en list seviyeye ulastig1 tespit edilmistir.
Gliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda, farklilagmay1 takip eden siirecte 2.5.-7.5. gilinler
arasinda her giin immiin boyama ile goriintii alinmamustir. Ifade seviyesinin en yiiksek
oldugu diisiiniilen giinde immiin boyama ile Flk1 protein ifadesi tespit edilmistir. 2008
yilinda Yamamizu Narazaki ve ark (188), (81) ve 2009’da Niwa ve ark (189) ve 2010
yilinda Suzuki ve ark(190) tarafindan yapilan ¢alismalarda immiin boyamalarin 4.5. ve 5.
giinde yapildig1 goriilmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise Flk1 protein ifade seviyesi
farklilasmanin her giiniinde goriintillenmis ve ifade seviyesinin artigi farklilagtirmanin
ilerleyen giinlerinde de tespit edilmistir. Ayrica bu gozlemlerde 5.5. giinde protein ifadesinin

maksimum seviyeye ulastig1 saptanmistir.

Calismamizda akim sitometri yontemiyle yapilan analizler sonucu, uPK hiicrelerinden elde
ettigimiz Flk1" hiicrelerin 2.5. ile 7.5. giin arasinda farklilagsma siirecindeki yiizdeleri
strastyla, 2.5. giinde %1.3, 3.5. giinde %2.8, 4.5 giinde %7.2 ve 5.5 giinde %?24.4 olarak
bulunmustur. Goriildiigii gibi FIK1* hiicrelerin yiizdesi giderek artmakta olup 5.5. giinde en
yiiksek seviyeye ulagsmaktadir. Suzuki ve ark. 2010 yilinda, ayni hiicreleri kullanarak
yaptiklar1 ¢aligmada, bizim ¢aligmamiza benzer sekilde farklilagsma 7.5 giin boyunca takip
edilmis ve sadece akim sitometri kullanilarak FIK1" hiicre sayisini en fazla oldugu zamani
4.5. giin olarak belirlemislerdir. Yaptiklar1 bu arastirmalarin akim sitometri ylizdelerine

baktigimizda FIk1™ hiicrelerin farklilasma siirecinde ylizdeleri sirasiyla; %11.3 (3.5.
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giin), %27 (4.5. gilin), %14.9 (5.5. giin), %13.2 (6.5. giin) ve %6.5 (7.5. gilin) olarak
belirlemislerdir(190).

Narazaki ve ark 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, uPK hiicrelerinden Flk1* hiicrelerin
farklilastirllmasini saglamislar ve yapilan akim sitometri analizleri sonucunda, farklilagtirma
siirecinde elde edilen Flk1™ hiicrelerin yilizdelerini 3.5., 4.5. ve 5.5. ginlerde
sirasiyla; %13.7, %27 ve %16.2 olarak tespit etmislerdir(81). Niwa ve arkadaslari tarafindan
2009 yilinda yapilan bir arastirmada ise ayni hiicreler kullanilarak, 5 giin boyunca
farklilasma siireci takip edilmis ve akimsitometri sonuglarina gore Flk1™ hiicre sayisinin en

yiiksek oldugu zamani 5. giin olarak belirlemislerdir(189).

Elde ettigimiz sonuglar yukarida belirtilen 3 farkli calismaya benzerlik gdstermektedir ancak
bu ¢alismalarda Flk1™ hiicre ylizdesinin en yiiksek oldugu zamanlar 4.5. ve 5. giin olarak
goriiliirken, bizim yaptigimiz ¢alismada Flk1* hiicre seviyesinin en yliksek yiizdesine 5.5.

giinde ulagilmistir.

Farklilasma siirecinde, hiicrelerin hangi yonde farklilastigi ayrica elde edilen verilere
dayanarak hangi giin izolasyon i¢in uygun oldugunu 6grenmek icin belirte¢ genlerin ifade
diizeyleri incelenmistir. Es-zamanli PZR yontemi kullanilarak, EOH’lerin spesifik belirtec
genlerinin, (FIkl, CD31, AC133 ve Ve-Cadherin) farklilasma siirecinin 2.5. giiniinden
itibaren 7.5. giine kadar olan ifade diizeyleri arastirilmistir. Ayrica Arter ve venoz endotel
hiicre farklilagsma siirecindeki belirteg genler olan EphrinB2 ve VCAM genlerinin ifade

diizeyleri de arastirilmistir.

uPK hiicrelerinin Flk1* hiicrelerine farklilasma siirecinde endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin
belirteci olan genler ile ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir ve bu calismalarda tek gen
veya en fazla 3 gen ifade seviyesi analiz edilmistir. Ancak yaptigimiz g¢aligmada
farklilagtirmanin birinci asamasinda EOH’lerinin belirteci olan 6 gen ve diiz kas belirteci
olan 4 genin ifadesi farklilastirmanin ilerleyen giinlerinde analiz edilmis ve ¢alismamizda

0zgiin veriler elde edilmistir.

2013 yilinda Kohler ve arkadaslari tarafindan yapilan bir caligmada, farklilastirma stirecinim

0. Glinii ile 5. Giinii arasinda olan Flk1, CD31 ve Ve-Cadherin gen ifadelerinin farkliliklar
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incelenmis ve her ii¢ genin de 5. giindeki ifade seviyeleri, 0. glindeki ifade seviyelerine gore

biiyiik artis gostermedigi saptanmistir. Bu sonuglar elde ettigimiz veriler ile biiyiik dlciide
benzerlik géstermektedir(191).

2010 yilinda Suzuki ve ark yaptiklar1 arastirmada FIK1 geninin ifade diizeyini Es-zamanli
PZR analizi ile 5. giine kadar takip etmisler ve bu genin ifadesinin 5. giine kadar artig
gosterdigi ancak 6. giinden ifadesinin azaldigini belirtmislerdir. Bu veriler ile elde ettigimiz
sonuglar 5. giine kadar benzerlik gostermistir. Ancak yaptigimiz calismada elde ettigimiz

sonuglara gore bu genin ifade seviyesinin artig1 6. ve 7. giinde de devam etmistir.

Sekil 6.1. de farklilasmanin 1. agamasinda gen ifade analiz sonuglar1 kiimeleme analizi
olarak verilmistir. Sekilde goriildiigli iizere hemen hemen tiim genlerde 2.5. giinden 4.5.
giine kadar ifade profillerinde artis oldugu goriilmiis ve bu artisin en belirgin oldugu zamanin
5.5. giinde oldugu belirlenmistir. Sonuglarimiza gore, Flk1, AC133, CD31, Ve-Cadherin
genlerinin ifade seviyelerinin, farklilagmanin ilerleyen giinlerinde de arttig1 belirlenmistir.
Ayrica bu genler ile birlikte onkogen 6zelligi olan ve hiicre proliferasyonunda rol oynayan

c-Myc ve Klf4 genlerinin ifade seviyelerinin de bu farklilagsma siirecinde artig1 gosterilmistir.
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Sekil 6.1. Birinci farklilastirma siiregcinde EOH’lerinin ve c-Myc ve KIf 4 genlerinin ifade
ve kiimeleme analizi

Sekil 6.2. ye bakildiginda arter ve vendz endotel belirteci olan genlerin (EphrinB2, VCAM)
farklilagsma siirecindeki ifade seviyesinin 5.5. ve 6.5. giinlerde yliksek derecede artig
gosterdigi belirlenmistir. DKH yoniinde farklilasmada, DKH belirteci olan genlerin de (o
SMA, Calponin, Desmin ve smHC) 4.5.-7.5. giin arasindaki ifade seviyelerinin, 5.5. giinde
yiiksek bir diizeye ulastigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.2. Birinci farklilastirma siire¢inde Arter, venéz ve DKH’lerinin gen ifade ve
kiimeleme analizi

-

2006 yilinda Lanner ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada, EKH’lerin endotelyal onciil
hiicrelere farklilagmasi siirecinde, EphrinB2 geninin ifade seviyesini izlemisler ve bu genin
ifade seviyesinin giderek artis gosterdigini ve 8. giinde en yiiksek seviyeye ulastigini

gozlemlemislerdir(192).

2011 yilinda Uosaki ve arkadaslar1 uPK hiicrelerin VCAM-1+ hiicreye farklilagsmalarini
saglayip gen ifadesinin 5. glinden itibaren artmaya basladigi ve 9.-11. giinde en yiiksek
seviyeye geldigini belirtmislerdir. Bu arastirmadan elde edilen veriler, yaptigimiz
arastirmayla benzerlik gostermekle birlikte, bizim sonug¢larimizda ifade artisinin 4.5. giinden

baslayarak, giderek artis gostermistir(193).

2009 yilinda Xie ve arkadaglar yaptiklari bir aragtirmada, uPK hiicrelerden SmMHC”
hiicreler elde etmislerdir. Bu belirte¢ genin ifadesi, farklilagtirma siirecinde, ilerleyen

giinlerde artig gostermistir ancak 6. ve 9. giin arasinda en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Bizim
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elde ettigimiz bulgularda, bu genin ifade seviyesi farklilagtirma siirecinde 4.5. giinden
baslayip, 6.5. giinde en yiiksek seviyeye ulastig1 goriilmiis ve 7.5. giinde azalmaya bagladigi
tespit edilmistir(194).

2014 yilinda DKH belirteci olan aSMA geninin ifade seviyelerinin incelendigi bir ¢alismada,
Stefanska ve ark tarafindan farklilagsma siirecinde gen ifadesinin 4. giinde baslayip ve 7.
giinde yiiksek seviyelere ulastig1 saptanmistir. Elde edilen bu sonug yaptigimiz arastirmanin

sonucu ile benzerlik gostermektedir(195).

Bunlara ek olarak ¢alismamizda farklilastirma siirecinde, Desmin ve Calponin genlerinin
ifade seviyeleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore Desmin geninin ifade seviyesi
farklilagsmanin 5.5. giliniinden baslayip ve 7.5. giiniine kadar artmaya devam etmistir.
Calponin geninin ifadesi ise 4.5. glinde baslayip 5.5. giinde en yiiksek seviyeye ulastiktan

sonra giderek diismeye basladig1 saptanmustir.

uPKH’lerden lateral mezodermal hiicre farklilastirma siirecinde Es-zamanli PZR
analizlerinin validasyonu i¢in Flk1 geninin protein ifade analizi Western Blot yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu deneylerin sonuglarina gore, Flk1 geninin protein bagil ifade seviyesi
2.5. giinden 6.5. giine kadar sirayla; 0.1, 0.02, 0.11, 0.26 ve 0.16 olarak goriilmektedir. Bu
verilere dayanak bu genin protein ifade seviyesi, farklilasmanin ilerleyen giinlerinde artis
gostermektedir ve 5.5. glinde en yiiksek seviyeye ulasirken, 6.5. giinde azalmaya baslamistir.
Elde edilen bu veriler immiin boyamadan elde edilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir.
Ancak Esg-zamanli PZR analizlerine gore gen ifade seviyesi 5.5. giine kadar artig gostererek,
western blot ve immiin boyama sonuclarindan farkli olarak 6.5. ve 7.5. giinlerde de devam
etmektedir. Gen ifade seviyesi ve protein seviyesinde goriinen bu degisiklik transkripsiyon

sonras1 mekanizmalara bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Narazaki ve ark 2008 yilinda yaptiklar1 aragtirmada Flk1 protein analizini 0. giinden 4. giine
kadar takip emisler ve elde ettikleri verilere gore, bizim bulgularimiz ile benzerlik gostererek,

bu genin ifadesinin giderek arttigini gostermislerdir.

Giliniimiize kadar yapilan g¢alismalarda lateral mezoderm hiicre izolasyon zamanlarini
belirlemek amaciyla sadece Flk1 geninin ifade seviyesi gz Oniine alinmistir. Yaptigimiz

calismada ise immiin boyama, Western Blot ve akim sitometri teknikleri bir arada
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kullanilmis, bu analizlere ek olarak Eg-zamanli PZR yontemiyle 10 genin ifade seviyeleri
incelenerek izolasyon zamanina karar verilmistir. Yapilan diger calismalardan elde edilen
sonuglardan farkli olarak, bizim ¢alismamizda gen ve protein diizeyleri ile hiicre
yogunlugunun 5.5. giinde en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir. Bu nedenle, Flk1*
hiicrelerin baska hiicre tiplerine farklilasmalarina izin verilmeden, bu hiicrelerin izolasyonu

5.5. giinde gergeklestirilmistir.

6.1.2. LATERAL MEZODERMAL HUCRELERDEN EOH VE DKH’LERININ
FARKLILASTIRILMASI

Tez calismamizin ikinci asamasinda Flk1 hiicrelerinden EOH elde etmek igin birinci
asamanin 5.5. giiniinden izole edilen Flk1+ hiicreleri VEGF igeren farklilasma besiyerinde
4 giin boyunca kiiltiir edilmistir. 4. gliniin sonunda farklilasan hiicrelerden 6rnekler alinarak
endotelyal hiicre belirtegleri olan CD31 ve CD133’1 gériintiilemek amaciyla immiin boyama
yapilmigtir. Immiin boyama sonuglarina gére CD31+ ve CD133+ hiicrelerin elde edildigi
goriilmiis ve CD31 geni ile elde edilen sonuglar Narazaki ark (2008), Yamamizu ve ark,
Kohler ark (2013), ve Lanner ve ark (2006) tarafindan yapilan arastirma sonuglari ile
benzerlik gostermektedir. (2,4,5,6) CD133 genini boyama yapilarak goriintiilendigi benzer
bir arastirma bulunmamaktadir. Bu calismanin sonucu olarak, iki asamada uPKH’lerden
endotelyal hiicre elde edilmis ve bu sonuglarin validasyonu i¢in gen ve protein ifade analizi

tekrarlanmistir.

Birinci agamanin 5.5. giiniinden izole edilen Flk1™ hiicreler kollajen tip IV kapl kiiltiir
kaplarina aktarilarak, hiicreler PDGF igeren farklilagma besiyerinde 4 giin boyunca kiiltiir
edilmistir. 4. giiniin sonunda diiz kas hiicre belirteci olan aSMA+ hiicreleri goriintiilemek
amaciyla immiin boyama yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucu olarak, iki asamada uPKH’

lerden diiz kas hiicreleri elde edilmistir.

Ikinci asamada elde ettigimiz Es-zamanli PZR sonuglarini inceledigimizde, EOH belirteci
olan FIkl, AC133, CD31 ve Ve-Cadherin genlerinin her iki gurupta (VEGF ve PDGF
kullanilan guruplar) artis gostermesine ragmen VEGF kullanilan grupta PDGF kullanilan
guruba gore, genlerin ifade diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu asamada elde
edilen gen ifade seviye analizlerini karsilastirmak igin yapilmis benzer bir gen ifade

calismas1 bulunmamaktadir.
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EOH’lerin karakterizasyonu igin, bu hiicrelerin en onemli belirteci olan CD31 geninin
protein ifade analizleri yapilmistir. Elde edilen bu sonuglara gére CD31 proteininin her iki
grupta da ifade edildigi goriilmiis, ancak VEGF kullanilan grupta bu proteinin ifade
seviyesinin, PDGF kullanilan gruba gore daha fazla oldugu saptanmistir (sekil 5.24.).

Sekil 6.3.’de gosterildigi gibi VEGF kullanilan grupta Arteryal ve vendz belirtegleri olan
genlerin (EphrinB2, VCAM) ifade seviyesinin, PDGF kullanilan guruba gore yiiksek oldugu
gosterilmistir. Elde edilen gen ifade sonuglari2006 yilinda, Lanner ve ark tarafindan yapilan

arastirma sonuglari ile paralellik gostermektedir(192).

DKH’ lerinin karakterizasyonu i¢in immiin boyama ve gen ifade analizleri yontemleri
kullanilmistir. Immiin boyama deneylerinden elde edilen verilere gore, bu asamada elde
edilen DKH’ ler, aSMA™ hiicreler olarak goriintiilenmis ve bu sonuglar, Stefanska ve ark

(2014) tarafindan yapilan ¢alismaya benzerlik gostermektedir(195).

Es-zamanli PZR sonuglarini inceledigimizde, aSMA, Calponin, Desmin ve SmMHC
belirteclerinin ifade analizleri sonucunda, VEGF kullanilan gruptaki ifade seviyelerinin,
PDGF kullanilan gruba gore daha fazla oldugu gosterilmistir (Sekil 6.3.). aSMA geninin
ifade sonuglari ile Stefanska ve ark (2014) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarinin benzer
oldugu goriilmektedir(195). Calponin gen ifadesi analizlerinden elde edilen sonuglarin 2008
yilinda Narazaki ve ark tarafindan yapilan arastirma sonuglariyla paralellik gosterirken, (81)

Desmin ve SmMMHC gen ifadelerinin analizini karsilastiracak bir calisma bulunmamaktadir.
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Sekil 6.3. Tkinc farklilastirma siireginde EOH, arter, vendz endotel ve DKH’lerinin gen ifade

ve kiimeleme analizi

Arastirmanin  ikinci asamasindan elde edilen hiicrelerde (EOH ve DKH), hiicre
proliferasyonunda rol alan ve onkogen 6zeligi olan c-Myc ve KIf4 genlerinin ifade seviyeleri
incelenmis ve her iki gruptaki ifade diizeylerinin birinci asamanin 5.5. giiniine gére daha

diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 6.4.). PDGF kullanilan grupta bu genlerin ifade
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seviyelerinin VEGF kullanilan guruba gore daha az oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 6.4. Ikici farklilastirma siirecinde c-Myc ve KIf 4 genlerinin ifade ve kiimeleme analizi

6.2. SONUC

Bu ¢alismada 6ncelikle uPK hiicrelerden in vitro kosullarda ilk asamada lateral mezodermal
Flk1+ hiicreler elde edilmistir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda farklilasma siirecinde
sadece FIk1l geni ve bununla birlikte Ve-Cadherin genlerinin bu siiregte degisimi
aragtirtlmistir(81, 190). Yapilan bir ¢ok ¢calismada gen ifade degisiklikleri Es-zamanli PZR
teknigi ve elektroforez ve gel goriintiisii yontemleri ile gosterilmistir. Yaptigimiz bu
calismada ise lateral mezodermal farklilasma siirecinde EOH belirtegleri olan Flk1, CD31,
CD133, Ve-Cadherin genlerinin yani sira, Arteryal vendz belirtecleri olan VCAM ve
EphrinB2 genlerinin ifade seviyeleri incelenmistir. Bununla birlikte DKH belirtegleri olan

aSMA, Calponin, Desmin ve SmMMHC genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir.
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Bu sonuglarla paralel olarak immiin boyama ve western blot deneylerin sonucuna bakarak
sadece gen ifade seviyesi ile sinirli kalinmamis, protein ifade seviyesinde de analizler

yapilmis ve lateral mezodermal hiicreler karakterize edilmistir.

Bugiine kadar lateral mezodermal hiicrelerin izolasyonu sadece Flk1 geninin farklilagsma
stirecindeki ifade seviyesi ile gerceklestirilmistir. Calismamizda bu hiicrelerin izolasyonu
icin en uygun zamani belirlemek amaciyla 10 farkli genin ifade seviyeleri degerlendirilmistir.
Gen ifade analizlerine paralel olarak protein ifade seviyesi ve immiin boyama yontemleri ile
bu hiicrelerin karakterizasyonlar1 ve izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu nedenle yapilan

calisma ve elde edilen veriler 6zgiin degere sahiptir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda pluripotent hiicreleri, in vitro kosullarda mezodermal
yoniinde farklilastirip ve farklilasmanin 4.5. ve 5. giiniinde elde edilen hiicreler endotelyal
onciil hiicre olarak kullanilmistir(81, 190). Ancak bu hiicreler birgok hiicreye farklilasabilme
potansiyeline sahip olmalar1 sebebiyle, Onciil hiicre olmadiklar1 diisiiniilmektedir. Bu
hiicrelerin EOH bashig1 altinda karakterize olmalari icin, daha farkli bir siiregten gegip ve
degisik oOzellikler kazanmalar1 gerekmektedir. Bu arastirmada elde edilen ilk lateral
mezodermal hiicreler, EOH’ lere farklilastirilmis ve Kkarakterize edilmistir. Bu siiregte
bugiine kadar tanimlanan ve bu hiicrelerin karakterizasyonunda kullanilan gen ifade profili
de takip edilmistir. Buna ek olarak elde edilen EOH’lerin Arteryal ve vendz endotel
hiicrelere farklilasma potansiyeli ve bu hiicrelerin belirtecleri olan EphrinB2 ve VCAM

genlerinin ifade seviyelerinin artisi ile degerlendirilmistir.

Yapilan bu c¢alismalara ek olarak DKH farklilastirmast ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. 4 farkli belirtecin ilk kez kullanilmast ve bu sayede hiicrelerin
karakterize edilmesi ¢aligmanin bir baska 6zgiin degerini ifade etmektedir. Ayrica yapilan
calismada immiin boyama yontemi ile de karakterize edilen DKH’ lerin 6nemli belirteci olan

aSMA’nin ifadesi ve hiicredeki lokalizasyonu gosterilmistir.

Calismalarin sonucunda son iiriin olarak elde edilen EOH ve DKH’ lerinin klinikte
kullanilmas: diistiniilmektedir. Ancak bu hiicrelerin klinikte kullanilmasi igin risk
olasiliginin en aza diisiiriilmesi gerekmektedir. Kok hiicrelerde 6zelikle uPKH’ lerde aktif
olan ve yiiksek derecede ifade olan c-Myc ve Klf4 genleri hiicre poliriferasyonundan

sorumlu olmakla birlikte onkogen Ozelligine sahipler. Transplantasyonda kullanilma
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potansiyeline sahip olan bu hiicrelerde, c-Myc ve Klf4 genlerinin yiiksek ifadesi, aktarilan
bireye risk teskil edebilmektedir. Dolayisiyla son iiriin olarak adlandirdigimiz hiicrelerin
transplantasyon Oncesinde, bu genlerin ifade seviyelerinin saptanmasi Ve risk
potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan bu ¢alismanin her iki asamasinda bu
onkogenlerin ifade seviyeleri degerlendirilmistir. Bu genlerin ifade seviyesi ilk agamada elde
edilen hiicrelerde ¢ok farklilik gostermese bile, ikinci asamada elde edilen ve son iiriin olarak
kabul ettigimiz EOH ve DKH’lerinde biiyiik derecede diisiis gdstermistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, bu hiicrelerin klinikte kullanilma riskinin, uPKH’lere goére daha

diisiik oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasindan elde edilen veriler, in vitro ve in vivo kosullarda vaskiilerizasyon
(anjiogenez) denemelerinin yapilabilmesine olanak saglayacaktir ve calisma sonucunda
ulagilan bulgularin, klinikte kardiyovaskiiler hastaliklara yonelik hiicresel tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesi amaciyla yapilacak yeni ¢alismalara Onciiliik edecegi

distiniilmektedir.
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