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1. OZET

KONJENITAL ARITMi PATOGENEZINDE KARDIYOMIYOSIT VE
MAKROFAJ ETKILESIMININ IN VITRO VE IN VivO MODELLERDE
ARASTIRILMASI

Diinyada buyuk oranda morbidite ve mortalite sebebi olan konjenital aritmilerin
patogenezinde immin sistemin elektrofizyolojik rolleri heniiz anlasilamamustir.
Saglikli durumda kalbin atim profillerini diizenledigi kesfedilen kardiyak makrofajlar,
konjenital aritmi insan ve fare modellerinde incelenmemistir. Bu amagcla, bu tez
calismasiin konjenital aritmi modeli Casq2”" transgenik fare hatt1 ve vahsi tip fareler
ile ydratilen ex vivo deneylerinde, CX3CR1" kardiyak makrofajlarin fare
kalplerindeki lokasyonlar1 ve yogunluklari incelendi. Atriyoventrikuler nod
bolgesindeki kardiyak makrofajlarin Kantitatif yogunluk analizi sonucu, CX3CR1
sinyal yogunlugunun Casq2” farelerde, vahsi tip farelere oranla istatistiksel anlamli
olarak azaldigi tespit edildi. Bu sonu¢ bize CX3CR1 ifadeli makrofaj
popiilasyonundaki azalmanin konjenital aritmi patogenezinde rolii olabilecegini
gosterdi. Es zamanh olarak, voltaj kapili Na* iyon kanalim1 kodlayan SCN5A gen
mutasyonlar: kaynakli olusan Kkonjenital aritmiye sahip bireyler ve saglikli
kontrollerden monosit kdkenli makrofajlar ve uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH)
temelli kardiyomiyositlerin tekli kudltirleri elde edildi. Ardindan, aralarindaki
morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel etkilesimler kokiiltiir modellerinde in vitro
olarak incelendi. Genetik kokeninden bagimsiz olarak, makrofajlarin M2 fenotipine
yakin MO fenotipi sergiledigi tespit edildi. Hasta kdkenli monositlerin gen ifadesi
acistndan M1 benzeri molekiiler karakter gosterdigi belirlendi. Hicre ici Ca?*
goruntileme, video temelli fonksiyonel kasilma ve ritim analizi sonucu, kokiltirlerde
saglikli kardiyomiyositlerle etkilesim halindeki makrofajlarin, kardiyomiyositlerin
atim frekansini istatistiksel anlamli olarak hizlandirdig tespit edildi. Onemli olarak,
saglikli makrofajlarin tagikardi fenotipi gésteren kardiyomiyositlerin atim hizlarini
istatistiksel anlamli bir sekilde yavaslatarak, iyilestirici ve ritim dlzenleyici etkiye
sahip oldugu belirlendi. Tamamlanan bu kapsamli ve kontrollii ¢alisma dahilinde,
konjenital aritmi patogenezinde makrofajlarin kardiyomiyositler {izerine molekuler,
hicresel ve fizyolojik etkileri literatirde ilk defa incelenmis olup 6zgln verilere
ulagilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler dogrultusunda, saglikli makrofaj
populasyonu hicresel tedavi alaninda kullanilarak aritmi tedavisinde basari
saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyak makrofajlar, konjenital aritmi, UPKH-temelli
kardiyomiyosit, monosit izolasyonu, transgenik aritmi fare modeli.

Bu arastirma TUBITAK 1002 Hizli Destek Programi tarafindan 218S841 nolu Proje
kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE INTERACTION BETWEEN
CARDIOMYOCYTES AND MACROPHAGES IN THE PATHOGENESIS OF
CONGENITAL ARRHYTHMIA IN IN VITRO AND IN VIVO MODELS

The electrophysiological roles of the immune system in the pathogenesis of congenital
arrhythmias, causing morbidity and mortality in the world, are not yet understood.
Cardiac macrophages have been discovered that they regulate the contraction profiles
of healthy murine hearts however, have not been studied in human and mouse
arrhythmia models. In this thesis, the locations and intensities of CX3CR1" cardiac
macrophages in the heart tissues of healthy and Casqg2”- transgenic mice, a ventricular
tachycardia disease model, were investigated ex vivo. As a result of quantitative
intensity analysis of the macrophages in the atrioventricular node region, CX3CR1
signal intensity was found to be statistically significantly reduced in Casg2”
transgenic mice compared to the wild-type group. This result showed us that decrease
in CX3CR1* cardiac macrophages in the heart may have a role in the pathogenesis of
congenital arrhythmias. Simultaneously, monocultures of monocyte-derived
macrophages and induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived cardiomyocytes were
obtained from healthy controls and congenital arrhythmia patients carrying mutations
in SCN5A gene encoding the voltage-gated Na* channel protein. Subsequently, the
morphological, molecular, and functional interactions were investigated in in vitro
coculture models. Independent of the genetic background, macrophages exhibited
naive and M2-like phenotype, while patient-derived monocytes showed M1-like
molecular characteristics in terms of gene expression. As a result of intracellular Ca*
imaging, video-based functional contraction, and rhythm analysis, the macrophages
interacting with healthy cardiomyocytes in cocultures significantly accelerated the
beating frequency of the cardiomyocytes. Importantly, healthy macrophages slowed
down the beating rates of cardiomyocytes exhibiting tachycardia phenotype in a
statistically significant way, indicating a curative and rhythm-regulating effect of
healthy macrophages. Within the scope of this comprehensive and controlled study,
the molecular and physiological interactions between macrophages and
cardiomyocytes in the pathogenesis of congenital arrhythmia were examined for the
first time in the literature. In line with the data obtained from this study, successful
treatment of arrhythmia can be achieved by using the healthy macrophage population
in the field of cellular therapy.

Keywords: Cardiac macrophages, congenital arrhythmia, iPSC-derived
cardiomyocyte, monocyte isolation, transgenic mouse model of arrhythmia.

This study was supported by TUBITAK under 1002 Scientific and Technological
Research Projects Funding Program by project no: 2185841.



3. GIRIS VE AMAC

Konjenital aritmilerin genetik temelini, kardiyomiyositlerin kasilmasinda
gorevli iyon kanallar1 ve tasiyict proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar
olusturmaktadir. Bu mutasyonlar sonucu membran potansiyelinde ve iyon gecisinde
olusan bozukluklar neticesinde konjenital aritmiler meydana gelmekte ve dinyada
yuksek oranda morbidite ve mortaliteye neden olmaktadir (1, 2). Semptomlar1 erken
yasta ortaya ¢ikan konjenital aritmiler, elektrokardiyografik (EKG) dlcimler ile teshis
edilebilmektedir ve genetik testler sonucu kaynaklandigt  mutasyonlar
incelenebilmektedir. Popilasyonda insidanst 1:10,000 ve Uzerinde olan konjenital
aritmilerin en sik goriilen formlar1; ventrikiiler tasikardi, Uzun QT sendromu (UQTYS),
kisa QT sendromu, Brugada sendromu, katekolaminerjik polimorfik ventrikuler
tasikardi (CPVT) ve atriyal fibrilasyondur (3, 4). Son yillarda yapilan galismalar
immiinolojik parametrelerin aritmiler i¢in 6nemli bir risk faktorii olabilecegine isaret
etmektedir (5). Tedavi yaklasimi1 olarak, kardiyoversiyon, ablasyon tedavisi,
pacemaker (pil) tedavisi, cerrahi miidahale, beta blokorler ve kalsiyum iyonu (Ca?*)
kanal blokdrleri gibi ilag tedavilerine bagvurulmaktadir. Kimyasal ilaglarla yapilan
tedavilerin yan etkileri olmakla birlikte, tedavi yontemlerinin genelinde etkili ve kalici
bir diizelme saglanamamaktadir (6-8). Bu sebeple, biz bu tez ¢alismasinda literatir
bulgular1 dogrultusunda (9, 10), immunolojik kékenli alternatif tedavilerin gelismesi
acisindan konjenital aritmi immunopatogenezinde makrofajlarin iyilestirici ve ritim

diizenleyici rolleri olabilecegine odaklandik.

Yakin bir zamana kadar kalbin kardiyomiyosit, vaskuler endotel hicreler,
kardiyak fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinden olustugu bilinmekteydi (11). Ancak,
son yillarda kemirgen kalbi {izerinde yapilan histolojik ve fonksiyonel caligmalar
‘kardiyak makrofajlar’ olarak tanimlanan kalp dokusuna 6zgii makrofajlarin varligini
gostermistir  (12-15). Deney hayvanlarinda yapilan bir c¢alismada, kardiyak
makrofajlarin yogunlukla atriyoventrikiler (AV) nod bélgesinde lokalize oldugu ve
immiin sistem hiicresi olarak bilindik rollerinin yami sira kardiyomiyositlerin
elektrofizyolojik 6zelliklerini diizenledigi, in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (9).
Ilging bir sekilde bu diizenlenmenin, makrofajlar ve kardiyomiyositler arasindaki
koneksin 43 (CX43) oluklu baglant1 (gap junction) proteini araciligiyla oldugu
belirtilmistir (9, 10). S6z konusu bulgular sadece saglikli fare kalbinden elde edilmis



olup kardiyak aritmi patogenezinde makrofajlarin immiinoregulator rolunu inceleyen
bir ¢calisma literatlirde mevcut degildir. Ayrica, insan kokenli kardiyomiyositler ve
makrofajlar1 kullanarak olusturulmus bir kokiiltiir platformunda, hiicreler arasindaki
fizyolojik ve molekuler etkilesimi inceleyen bir ¢alismaya da heniiz rastlanmamustir.
Bunun Uzerine, hipotezimizi saglikli veya konjenital aritmi kokenli kardiyomiyositler
ve makrofajlarin etkilesimini insan ve fare modellerinde incelemeye yonelik olarak

gelistirdik.
Bu tez calismasina baslarken arastirma sorularimiz;

e Konjenital aritmi hastalilk modeli transgenik fare hattinda kardiyak
makrofajlarin anatomik / histolojik yerlesimi ve yogunlugu farkhh midir?’

e Konjenital aritmi hastahginda insan kokenli kardiyomiyositler ile etkilesim
halindeki makrofajlarin, kardiyomiyositlerin atim frekansim degistirici ve
ritmini dizenleyici fonksiyonel bir etkisi var mdir?

e Bu etkilesimde makrofajlarin alt tipleri etkin olabilir mi?

Tim bu sorularimiza cevap bulabilmek igin, Oncelikle katekolaminerjik
polimorfik ventrikiiler tasikardi (CPVT) hastalik modeli sergileyen Casg2 geni
cikartilmig ve dolayisiyla bu genin Grind olan kalsekuestrin proteini Uretilmeyen
(Casg2-null) Casg2” transgenik hayvanlar ve vahsi tip saghkli farelerden deney
gruplar1 olusturuldu. Fenotipleri dogrulamak amaciyla vahsi tip ve Casq2”’ farelerin
EKG analizleri yapildi ve veriler incelendiginde, aritmik ve tasikardik bir EKG profili
sergileyen Casq2™ farelerin CPVT modeli oldugu dogrulandi. Ardindan, vahsi tip ve
Casg2” farelerin kalp dokularindan kesitler alinarak, AV nodun lokasyonu anatomik
olarak mason trikrom boyama yontemi ile tespit edildi. Bu kesitlerde, F4/80" ve
CX3CR1" kardiyak makrofajlarin lokasyonlari immiinfloresan boyama yontemi ile ex
vivo olarak incelendi. CX3CR1" kardiyak makrofajlarin tim kalpteki yerlesimi
acisindan vahsi tip ve Casq2”" fareler arasinda bir fark gozlenmedi. Fakat, Casg2”
farelerin AV nod bolgelerinde CX3CR1" kardiyak makrofajlar, vahsi tip saghikli
farelere oranla daha az yogunluktaydi. Bu sebeple, iki grup arasinda CX3CR1 antikor
reaktivitesinin sinyal yogunlugu farki kantitatif olarak hesaplandi ve istatiksel olarak
karsilastirildi. CX3CR1* makrofajlarin kantitatif yogunluk analizi sonucu, CX3CR1*

yogunlugunun Casq2”" farelerde vahsi tip farelere oranla istatistiksel anlamli olarak



azaldign tespit edildi. Bu sonu¢ bize CX3CR1 kemokin sinyal yolagimin
aktivasyonunda olusan bir azalmanin konjenital aritmi patogenezinde roli

olabilecegini gosterdi.

Transgenik fare soyu ile yirutllen ¢alismalarla es zamanli olarak, insan kokenli
hicreler ile olusturdugumuz in vitro kiltir sistemlerinde kardiyomiyosit ve makrofaj
etkilesimi incelendi. Bunun icin oncelikle saglikli bireylerden ve konjenital aritmi

hastalarindan kardiyomiyosit ve makrofaj tekli kulttrleri elde edildi.

Kalp hastaligi bulunan bireyden kardiyomiyosit hicrelerinin biyopsi ile temini
ve hiicre kiiltliri boyutunda c¢ogaltilarak incelenmesi miimkiin olmadigi i¢in, bu
calismada bireye 6zgu kardiyomiyositlerin eldesinde uyarilmis pluripotent kok hiicre
(UPKH) teknolojisi kullanildi (16, 17). Konjenital aritmi hastaliginin uPKH’ler ile in
vitro olarak modellenebilmesi, hastaligin patogenezinin ve immiin hiicreler ile
etkilesiminin  arastirilmasina  olanak saglamaktadir. Kardiyomiyosit hcre
membranlarinda ifade edilen voltaj kapili Na* iyon kanalin1 kodlayan SCN5A gen
mutasyonu tastyan ventrikiiler tasikardi hastas1 ve saglikli bireyin vendz kanindan elde
edilen somatik hucrelerden kisiye 6zgii uPKH hatlar1 olusturuldu. Bununla birlikte,
WNT sinyal yolagi manipiilasyonu ile uPKH’lerinden kardiyomiyosit kultirleri
farklilastirildi. SCNSAFM8Y* jyon kanali mutasyonu tasiyan hasta ve saghkli birey
kokenli kardiyomiyositlerin - molekiler ve fonksiyonel karakterizasyonlarinin
incelenmesinin ardindan kokultlrler olusturuldu. Makrofaj hiicreleriyle ekilmek lizere
kokiiltiir gruplarinin olusturulmasinda, kardiyak kdlttrlerinin 30-45. giin arasindaki
olgunlasmis kardiyomiyosit hiicrelerinden faydalanildi. Bu hiicrelerin ¢esitli
enzimatik yollarla ayristirilmasi ve uygun matriksler iizerine ekilmesiyle yeniden ekim

optimizasyonlar olusturuldu (18, 19).

Bununla birlikte, saglikli ve SCN5A%®KPQ™* mutasyonu tasiyan Uzun QT
sendromu tip-3 (UQTS-3)/Brugada sendromu teshisi almis hastalarin vendz kan
hicrelerinden MACS yontemi ile izole ettigimiz CD14" monositlerden, makrofaj-
spesifik bliylime faktorleri varliginda naiv makrofaj kiltlrleri elde ettik. Monositler
ve farklilastiritlan makrofaj kulturleri M0/M1/M2 makrofaj fenotipleri agisindan
molekiler olarak karakterize edildiginde, genetik kokeninden bagimsiz olarak saglikli
ve hasta kokenli makrofajlarin M2 fenotipine yakin MO fenotipi sergiledigi tespit



edildi. Onemli bir bulgu olarak, SCN5A iyon kanali mutasyonu tasryan hasta kokenli
monositlerin gen ifadesi agisindan M1 benzeri molekiiler karakter gosterdigi

belirlendi.

Her iki hicre tipininin fonksiyonel ve molekiler karakterizasyonlari yapildiktan
sonra, saglikli ve hasta kokenli kardiyomiyosit ve makrofajlarin ¢esitli
kombinasyonlarini igeren kokiltir modelleri olusturuldu. Literaturde, bu iki hiicre
tipini iceren herhangi bir kokiiltiir protokolii mevcut olmadigi i¢in besiyeri bilesenleri,
hiicre sayis1 ve kiiltiir siiresi gibi Kiltir sartlarin1 optimize etmeyi hedefledik.
Kokdlturlerde hiicreler arast membran temelli fiziksel baglantilar1 ¢esitli mikroskobi
teknikleri ile morfolojik acidan g0zlemledik. Literatirde fare AV nod
kardiyomyositleri ve ventrikiler kardiyomiyositlerin makrofajlarla CX43 oluklu
baglant1 proteini vasitasiyla iletisim kurdugu gdsterilmistir (9, 10). Insan kokenli
hiicreler ile olusturdugumuz kokulturlerde yiiriittiiglimiiz immunositokimyasal
boyamalar sonucu, Kkardiyomiyositler arasinda CX43 proteini gdzlenirken
kardiyomiyositlerle membran baglantist  kurdugu WGA  membran-spesifik
boyamalarla belirlenen makrofajlar1 igeren bolgelerde CX43 baglanti proteini
g0zlenmedi. Ayrica, kokiiltiirlerde yiiriitilen gen ifade analizlerinde, saglikli hiicreleri
iceren kokiiltiirde M2 makrofaj fenotipi koken aldiklart monositlere oranla yiikselmis
olarak hesaplanirken, hasta kaynakli hiicreleri iceren kokiiltiirde M1 polarizasyonu,
hicrelerin koken aldiklar1 konjenital aritmi hastasindan izole edilmis monositlere
oranla arttig1 tespit edildi. Bu sonug, saglikli ve hasta kaynakli hiicrelerle
olusturdugumuz  kokiiltiir ~ gruplarinda,  bireylerin  gercek  fizyolojisini

modelleyebildigimizi gostermistir.

Makrofajlarin kardiyomiyositlerin atim profilleri tizerindeki etkisi arastirmak
icin, tekli ve kokiiltirlerde hiicre ici Ca*2 iyonuna bagl spontan aktivitenin 6l¢iildiigii
Ca*2 gorintilleme ve fonksiyonel kasilma analizleri gerceklestirildi. Makrofajlarla
membran temas1 kuran kardiyomiyositler ve makrofajlar arasindaki iyon gegisleri
hiicre ici Ca*? goriintiileme yontemiyle goriintiilendi ve kasilma sirasindaki iyon gegisi
grafikleri olusturularak kardiyomiyositlerin atim paternleri incelendi. Aydinlik alan
ozelligi ile kaydedilmis videolardan gergeklestirilen MUSCLEMOTION isimli
fonksiyonel kasilma ve ritim analizi sonucu, kokiiltiirlerde saglikli kardiyomiyositlerle

etkilesim  halindeki  makrofajlarin, genetik kokeninden bagimsi olarak,



kardiyomiyositlerin atim frekansint istatistiksel anlamli olarak hizlandirdigi
hesaplandi. Bunun yaninda, saglikli makrofajlarin, tasikardi ve aritmi fenotipi gosteren
kardiyomiyositlerin atim hizlarini istatistiksel anlamli bir sekilde yavaslatarak ve
ritmini duzenleyerek iyilestirici bir etkiye sahip oldugu tespit edildi. Bununla birlikte,
hasta kokenli kokiiltiir gruplarindaki makrofajlar ve kardiyomiyositlerin aralarindaki
Ca*? gegisinin korelasyon analizi sonucu, en yiiksek korelasyon bu grupta tespit edildi
ve bu durum hiicrelerin sahip oldugu fonksiyon kazanimi mutasyonu sebebiyle

aralarindaki iyon ge¢isindeki normalin {izerinde artisla agiklanabilir.

Bu tez ¢alismasmin ilk 6nemli noktasi, insan kokenli kardiyomiyositler ve
makrofajlarin etkilesimlerinin incelenmesi, uygulanabilir ve optimize edilmis in vitro
kokultur protokolinin literatiire kazandirilmis olmasi yonleriyle 6zgiin bir degere
sahiptir. Konjenital aritmilerdeki ritim bozuklugunun saglikli makrofajlar tarafindan
iyilestirilmesi ve diizenlenmesi, gelecekte daha ileri seviyelere gelistirilmis in vitro
kokultlr platformlarinda arastirilabilir ve hiicreler arasi detayli baglantilar {izerine
yapilacak analizler tek hiicre seviyesinde calisilabilir. Ozetle bu tezin anlam ve
o6nemini, bulgularimizin primitif fakat yenilik¢i bir bakis agisi sunan veriler igermesi
bakimindan gelecekte yapilacak hiicresel tedavilere onciiliik edebilecegi hipotezi

olusturmaktadir.



4. GENEL BILGILER
4.1 Kalp Gelisimi, Anatomisi ve Fizyolojisi

Embriyonik gelisimin erken safhasi gastrulasyon sirecinde, embriyonik kok
hlcrelerden ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalar1 farklilasir (20). Ektoderm
hicrelerinden, sinir sistemi ve epidermis olusurken, endoderm hiicrelerinden
bagirsaklar ve bir¢ok i¢c organ meydana gelir. Mezoderm tabakasindan ise, viicuttaki
kas hiicreleri ve bag dokusu olusur. insan embriyo gelisiminin yaklasik 18. giiniinde
embriyonun dorsal bolgesinde gelisen ilkel (primitif) cukurdan intraembriyonal
mezoderm hcreleri ventrale dogru go¢ eder. Bu hucrelerin bir kismi, noral plagin 6n
ve yan kisimlarina giderek at nali seklinde kardiyojenik bolgeyi meydana getirir (21).
Kardiyojenik bdlgenin tzerinde intraembriyonal sélom boslugu olusur. Bu bosluk
ileride kalbi cevreleyen fibréz bir kese olan perikardiyumu olusturacaktir.
Ondokuzuncu glinde kardiyojenik bolgede vaskulogenez ile endokard tupleri olusur.
Endokard tupleri, gelisimin 30, giiniine dogru embriyonun gogus boslugunun anterior
kismina gelerek ileride kalbin olusacagi bélgede yerini alir (Sekil 4.1 A) ve
embriyonun bas tarafindan kuyruga dogru hareket ederek birlesir. Boylece primitif
kalp tlpU olusur (Sekil 4.1 B). Primitif kalp tlpuniin uzayip bogumlanmasiyla kalp
tipunde, trunkus arteriyozus, bulbus kordis, ventrikil, atriyum ve sinls vendzus
yapilar1 olusur (Sekil 4.1 C). Trunkus arteriyozusun kranyal ucunda aort kesesi
sekillenir. Kalp tupunude kuyruga yakin kisminda bulunan siniis venbézusa dogru,
umblikal venler, vitellin venler ve ana kardinal venler meydana gelir (Sekil 4.1 D)
(22). Primitif kalp tupu, gelisimin 22. glininde mezoderm oncull (progenitor) hicre
tabakas1 ile sarilir. Bu tabakadan; kalp kasi miyokardiyum, kardiyak jel ve
perikardiyumun tist tabakasi epikardiyum meydana gelir. Miyokardiyumun i¢ ylizeyini
doseyen endotel hiicreleri endokardiyumu olusturur. Birinci ayda bulbus kordis ve
ventrikul hiicreleri daha hizli geliserek kalp tUipunin kendi Gzerinde egim yapmasina

sebep olarak bir halka yapis1 olusturur.



A B C D

Primitif kalp tiipii Bogumlanmis kalp tiipii

Birinci aort
Yay arterleri

Trunkus

Trunkus arteriyozus

arteriyozus Bulbuskordis

Bulbus

kordis Ventrikiil

Bulboventrikiiler
Ventrikiil Halka
Alnyum

Siniis venozus

Birlesmemis 1. Umblikal venler

endokard tiipleri venozus 2. Vitellin venler

3. Ana kardinal venler

Sekil 4.1 Insanda kalp gelisimi. (A) Birlesmemis endokard tiipleri. (B) Primitif kalp
tipd. (C) Bogumlanmis kalp tiipii. (D) Venlerin olustugu kalp tiipii. (Insan Anatomisi
Atlasi-Netter 2006’ dan uyarlanmistir).

Kalp tiipiiniin egimi tamamlaninca atriyum ve ventrikil gibi kalp bosluklar1 da
uzaysal dizlemde yerlerini alir (Sekil 4.2 A). Daha sonra, atriyumlar ve ventrikuller
arasinda endokardiyal bag dokusundan meydana gelen kalp kapakgiklari olusur.
Ventrikil duvarlarinda olusan kas demetlerinden de, papiller kaslar ve korda
tendinealar olusur (Sekil 4.2 B). Kapakgiklar, ventrikiiller kasildiginda kanin
atriyumlardan ventrikillere dénmesini engeller. Sol atriyum ve ventrikil arasindaki
kapaga mitral (biklspid), sag atriyum ve ventrikll arasindaki kapaga trikispid kapak
ad1 verilir (Sekil 4.2 B) (22). Atriyumlarin arasindaki yapr interatriyal septum (IAS),
ventrikillerin arasindaki yapi ise interventrikiiler septumdur (IVS) ve IAS kas dokusu
IVS kas dokusundan daha ince yapidadir. Kalbin gelisimi sonlandiginda kalbin
elektriksel ileti sistemi elemanlari, kalp bosluklari (odaciklari), bosluklarin aralarinda

bulunan septumlar ve kapakgiklarin olusumu tamamlanmis olur (Sekil 4.2) (21).



Mitral Sol Atriyum
Sinoatriyal kapakeik

(SA)nod Aort

Internodal Atriyoventrikiiler
yollar (AV) Nod

Trikiispid
kapakgik

Atriyum Atriyoventrikiiler

- 8 (AV)nod

Sag Atriyum
His demeti koki
Korda tendinea Sol Ventrikiil
His
demetleri
Sag Ventrikiil

Intraventrikiiler
septum (IVS)

Purkinje
Fiberleri

Sekil 4.2 Kalbin anatomik yapisi. (A) Uzaysal diizlemde kalbin odaciklarii ve
elektriksel ileti sistemini gosteren sekil. (B) Kalbin uzunlamasina alimig kesitinden
kalbin i¢ yapilari1 gosteren sekil. (Insan Anatomisi Atlasi-Netter 2006’dan
uyarlanmustir).

Insan embriyonik kok hiicrelerden (SOX2*, NANOG®), BRACHYURY ve
MESP1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ifade olmasiyla mezodermal hicreler
farklilagir (Sekil 4.3) (24). Kardiyak onculu (pre-kardiyak) mezodermal hiicrelerde
ifade olan kardiyak spesifik transkripsiyon faktorleri ile (NKX2.5, MEF2C, ISL1, C-
KIT), birincil kalp alan1 (FHF: first heart field, NKX2.5%, HCN4™) ve ikincil kalp
alaninda (SHF: second heart field, ISL1*, C-KIT™) yer alan hiicreler olusur (Sekil 4.3)
(25, 26). Bu faktorlerin ifadesiyle, birincil kalp alanindaki kardiyak kok hiicreler, sol
ventrikiil ve atriyumlarin bir kismini, ikincil kalp alanindaki kardiyak kok hicreler ise
sag ventrikiil, kardiyak ¢ikim yolu (outflow tract) ve atriyumlarin kalan kisimlarin
olusturur. Kardiyak kok hiicrelerden temelde ii¢ tip hiicre ¢esidi kdken alir, bunlar;
kardiyomiyositler, vaskuler duz kas hticreleri, endotel ve endokard hiicreleridir (Sekil
4.3). Bunlarin yaninda, kardiyak fibroblastlar ve perisitler de kardiyomiyositlere
destekleyici sekilde gorev alir. Kardiyomiyositlerde spesifik olarak ifade edilen genler
baslica; GATA4, MYH6, MYH7, CTNT, MLC2A, MLC2V’dir (Sekil 4.3) (24, 25, 27—
29).
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Kardiyomiyosit
FHF yomy

Kardiyak Nkx2.5 + 'IC'NI;TE +
@) KikHicre @e T+ x
GATA4 + ¢TnT +
/ M::fz's N GATAS + MLC2 +
HCN4 + / S
1 Cardiac actinin + MHC +
e — e — W Ish1 - A
\ 3 ) - Vaskiiler Diiz Kas Hiicresi
Embriyonik Kardiyak Kardiyak SHF R e smMHC + Desmin +
Kok Hiicre onciilii Kok Hiicre ,/ Kardiyak \ aSMA + Calponin +
Sox2 + Mezoderm Nkx2.5 + Kok Hiicre SM22 +
Nanog + MIXL1 + Mef2e + c-kit + Endotel-Endokard Hiicre
Tral-60+ Mespl/2+ Iell + Isl-1 + - VE-Cadherin +
SSEA4 + c-kit + HCON4 - PECAM-1 (CD31) +
K'DR'*_- von Willebrand factor +
Sea-1 + Tie-1 +
eNOS +

Sekil 4.3 Kardiyak gelisimin hiicreleri ve gelisimde gorevli transkripsiyon faktorlerini
gosteren sema. FHF: Birincil kalp alan1. SHF: Ikincil kalp alan1. CTNT: Kardiyak
troponin T, MLC2A/V: Miyozin hafif zincir 2A atriyal/ventrikuler form, GATA4:
GATA Binding Protein 4, MYH6: Miyozin agir zincir a. MYH7: Miyozin agir zincir
B. (Cagavi 2016’dan uyarlanmaistir).

Kalp igten disa olmak Uzere, endokardiyum, miyokardiyum ve perikardiyum
tabakalarindan olusur (Sekil 4.4 A). Perikardiyum tabakasi, kalbi saran zar olup
stirtlinmenin zararli etkisini onler, kalp kasilmasinin mekanik etkisinden akcigerleri
korur ve kalbin dilatasyonuna engel olur. Perikardiyum kan damarlar1 ve sinir
hiicrelerince zengin bag dokudan meydana gelir (23, 30). Endokardiyum, kalbin en i¢
kismin1 kaplayan endotel hiicre tabakasindan olusmustur. Endokardiyum ile
miyokardiyum arasinda subendokard tabakas1 vardir. Subendokard tabakasi, noronlar,
endotel hicreler ve kalbin uyar sistemi hiicrelerini i¢erir. Miyokardiyum ise kalpteki
en kalin kas tabakasidir, endokardiyum ve perikardiyum arasinda bulunur ve

kardiyomiyositler hiicrelerinden olusur (Sekil 4.4 B) (23, 31).

Kardiyomiyosit hicreleri tek veya ¢ok cekirdek icerebilir ve enerji ihtiyacini
karsilamas1 bakimindan hiicre iglerinde ¢ok sayida mitokondri organelleri bulunur.
Kardiyomiyositler c¢izgili kas yapisindadir ve birleserek miyofibril demetlerini
olusturur (Sekil 4.4 B). Kardiyomiyositlerin hiicre membrani olan sarkolemma
Uzerinde, gesitli iyon kanallari, tastyicilar1 ve pompalari bulunur. Kardiyomiyositlerin
icerisinde sarkoplazmik retikulum (SR) adiyla 6zellesmis organeller bulunur ve SR’ler
Ca?" iyonu deposudur. Kardiyomiyositler birbirlerine koneksin proteinlerini iceren

interkalat diskler ile baglidir (Sekil 4.4 B). Kardiyomiyositler kasildiginda olusan
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elektriksel akim ve depolarizasyon dalgasi, interkalat diskler vasitasiyla komsu
hicrelere iletilir (9, 23, 32).

Kardiyomiyosit
Mitokondri

interkalat
diskler

Miyokardi N
i Cekirdek

Kardiyomiyosit
hiicresi

Endokardiyum iz : ;
Perikardiyal ~ Miyofibril
bogluk demet

Sekil 4.4 Kalbin tabakalar1 ve kardiyomiyositlerin yapisi. (A) Kalbin tabakalar1 ve (B)
miyokardiyum dokusunu olusturan ve kardiyomiyosit hiicrelerinden olusan miyofibril
yapist. (Ko¢ 2021°den uyarlanmstir).

Miyokardium  tabakasinin  total hacminin {¢te ikisini  olusturan
kardiyomiyositler, hiicre sayis1 bakimindan ise toplam miyokardiyal hiicrelerinin lcte
biridir (33). Kardiyomiyosit hiicreleri kontraktil (kasilan) kardiyomiyositler ve uyari
(impuls) tretip ileten Ozellesmis kardiyomiyositler olarak ikiye ayrilir.
Kardiyomiyositlerin olgunlasarak saglikli bir sekilde fonksiyonlarini ve metabolik
aktivitelerini siirdiirmeleri baz1 faktorlere baglidir. Bu faktorler; biyokimyasal ve
yapisal destek saglayan ekstraseliller matriks elemanlari, bu elemanlar1 {ireten
fibroblastlar, endotel hiicreleri ve kasilmayr koordine ederek elektriksel iletim

saglayan His-Purkinje hucreleridir (34).

4.2 Kalpte Elektriksel Ileti Sistemi

Kalpte bir uyaran meydana geldigi zaman kalbin tamami kasilmis olur. Kalbin

bu 6zelligine fonksiyonel sinsityum denir. Kalp iki ayr1 sinsityum seklinde fonksiyon
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gorar, bunlardan biri atriyumlarin digeri ise ventrikiillerin sinsityumudur. Bu sekilde
uyaran siddetine bagl olarak kalp ya bir biitlin olarak kasilir ya da hi¢ kasilmaz. Bu
duruma kalbin “hep ya da hig ilkesi”” denir. Bu ilke atriyum ve ventrikiiller igin ayri
ayr1 gergeklesir. Atriyumlarda olusan bir aksiyon potansiyeli, atriyumlarin tiimiiniin
kasilmasina yol agarken, bu uyarmin Kalbin elektriksel ileti sistemi sayesinde
ventrikillere iletilmesiyle ventrikiller kasilir. Fakat, ventrikullerde meydana gelen
aksiyon potansiyelleri sadece ventrikiil iginde yayilabilir, geriye dogru atriyumlara
gecemez. TUm bu ozellikler dikkate alindiginda kalp kasmin dort fizyolojik 6zelligi
oldugu gozlenmektedir. Bunlar; kronotropi (kendini uyarma), dronotropi (iletme),
batmotropi (uyarilabilme) ve inotropi (kasilma) olup, kronotropi sinoatriyal (SA) nod
hlcrelerine, dronotropi atriyoventrikiler (AV) nod hiicrelerine, batmotropi ve inotropi

ise kardiyomiyositlere 6zgl 6zelliklerdir (23, 35).

Kalp kasi, viicut disinda ve uygun deneysel ortamda otonom olarak aksiyon
potansiyeli olusturabilir. Buna “uyari tiretici (pacemaker)” 6zelligi denir. Kalbin uyari
uretici 6zelligine sahip yapilari; SA nod, AV nod, sag ve sol His demetleridir (Sekil
4.2 A) (36). SA nod, superior vena kava ile sag atriyumun birlestigi yerde atriyal
duvarda bulunur. AV nod ise, iki atriyum arast IAS bolgesinde subendokardial
yerlesmistir ve asagi sag atriyum tarafinda lokalizedir. Bu yapilardaki hiicreler,
ozellesmis tipteki kardiyomiyositler olup miyokardiyumda bulunan diger tip kasilan
kardiyomiyosit hiicrelerinden yapisal farkliliklar gosterir. SA ve AV nodda bulunan
uyar1 dretici kardiyomiyositlerin glukoz igerikleri fazladir, bu nedenle c¢esitli
boyamalar sonrast mikroskop altinda kasilan kardiyomiyositlere gore agik renkli
gozlenir. Ayrica AV nod kardiyomiyositlerinin miyofibriller yapilar1 daha biiyiik olup
cekirdeklar1 fazla belirgin degildir. AV nodun devaminda kalbin ventrikiillerine
yayilan His demetleri, etrafindaki komsu miyokardiyum tabakasindan fibréz bir doku
ile ayrilan elektriksel iletinin devam ettirildigi 6zellesmis kisimlardir. His demetleri,

ventrikiiller ile atriyum arasindaki tek iletim dokusudur (23, 31, 36).

4.2.1 Kalpte aksiyon potansiyeli

Kalbin kasilmasi kardiyomiyositlerde aksiyon potansiyelinin olugmasi ile baslar.

Aksiyon potansiyeli egrisinin bes fazi vardir. Bunlar;
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e Faz 0: Hizl1 depolarizasyon

e Faz 1: Erken repolarizasyon

e Faz 2: Plato

e Faz 3: Final repolarizasyon

e Faz 4: Dinlenme halindeki membran potansiyeline karsilik gelir (Sekil 4.5
A).

A K CHmny  CaGemd) AKSIYON POTANSIYELI
K’ (dsan) FAZLARI

Faz 0: Hizli depolarizasyon
Faz 1: Erken repolarizasyon
Faz 2: Plato

Faz 3: Final repolarizasyon

Faz 4: Dinlenme

K (dgan)

K+
IKs K+
Ca?* ca?* im i ; e
ﬁ kir
C32+ + K
K >

Na* Na* s, Stoplazma Hiicre digi

Na* Catt e
G - I

K*

Sekil 4.5 Kardiyak aksiyon potansiyeli fazlar1 ve kasilmada gorevli iyon kanallar1. (A)
Aksiyon potansiyeli fazlarin1 gosteren sekil. (B) Aksiyon potansiyelinde gorevli iyon
kanallar1 ve akimlar. Cay1.2: L tipi voltaj bagimli kalsiyum kanali. Nay1.5: Voltaj
bagimli sodyum kanali. Casg2: Kalsekuestrin 2. Ryr2: Ryanodin reseptor 2. SR:
Sarkoplazmik retikulum. Ca?*: Kalsiyum iyonu. K*: Potasyum iyonu. Na*: Sodyum
iyonu. Iks: Yavas potasyum akimi. Ikr: Hizli potasyum akimi. (Ruan 2009’dan
uyarlanmistir).

Kalbin kasilmadig1 durumda atriyal ve ventrikiler kardiyomiyositlerin dinlenme
halindeki membran potansiyeli degeri yaklasik -90 milivolt (mV)’dir (Sekil 4.5 A).
Kardiyomiyositlerin ~ kasilmalar1  i¢in uyarilmasi Na® kanallar1 sayesinde
gergeklestirilir (Sekil 4.5 B). Aksiyon potansiyelinin ilk safhasi Faz 0, sodyum (Na*)
iyonu akisindaki ani artistan kaynaklanan hizli depolarizasyondur. Es zamanli olarak

potasyum (K*) iyonu hiicre digina ¢ikar. Bu iyon degisiminden dolay1 hiicre i¢i ve disi
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arasinda potansiyel fark olusur ve membran potansiyeli -60 mV’dan -40 mV’a ulagir.
Depolarizasyon dalgasi ile L tipi kalsiyum (Ca*?) kanallar1 a¢ildiginda Ca*? iyonlari
hlcre icine akar. Bu noktada hizli iyon gegisinde, kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki
koneksinler énemli bir rol alir. SERCA reseptorleri ile SR icine giren Ca*? iyonlar,
SR’deki ryanodin reseptor Ca*2 kanali (RyR2) ile sitozole salimir. Ca*? iyonlari, hiicre
iskelet proteini olan troponinlere baglanarak kasilmay1 baglatir. Bu safthada potasyum
akimlarindan (lkr, Iks) sorumlu kanallarin inaktivasyonu nedeniyle hiicre disina K*
cikist azalir (Sekil 4.5 B). Fazin sonunda Ca*? kanallar1 kapanir ve depolarizasyon
sonlanir (37, 38).

Hizli ve erken repolarizasyonu simgeleyen Faz 1, Na* akisinda azalma ve K* ve
Cl akisinda gegici bir artis ile karakterizedir, bu sebeple bu fazda membran potansiyeli
+52 mV gibi pozitif bir degerde sabitlenir. Faz 2, aynm1 anda Ca*? ve Na* girisinin ve
K" ¢ikisinin oldugu, membran potansiyelinin neredeyse sabit kaldigi veya yavasca
azaldig uzun sireli bir plato fazidir. Faz 3, ¢ogunlukla artan K* akis1 ve azalan Ca*?
ve Na* akis1 nedeniyle, kalbin diyastoliinde (gevseme) gorevli final repolarizasyonu
temsil eder. Faz 4 ise, kardiyomiyositlerde diyastoldeki dinlenme membran
potansiyelini ve uayr tireten hiicrelerde spontan depolarizasyonu temsil eder (Sekil
45 B) (39). Membran repolarizasyonunun sonlandirilmasindan ve dinlenme
durumundaki membran potansiyelinin yeniden olusturulmasindan Ik kanallarinin geg
aktivasyonu sorumludur (Sekil 4.5 B) (37, 38, 40, 41).

Kalbin elektriksel ileti sistem elemanlar1 olan SA nod, AV nod ve His
demetlerinde, aksiyon potansiyeli fazlar1 ve membran potansiyeli voltaj degerleri
farklilik gosteririr. SA nodun aksiyon potansiyelinde faz 1 ve 2 yoktur. SA nodda
olusan aksiyon potansiyellerinin ritmine siniis ritmi denir. Sinus ritmi normal
kosullarda dakikadaki kalp atim hizina (BPM: beats per minute) karsilik gelir. SA nod
dakikada 60-80 uyari ¢ikarirken, AV nod dakikada 40-60 uyari gikarabilir. SA nod ve
AV nod bolgelerinde yer alan uyari ileten hiicrelerde dinlenme membran potansiyeli -
50 mV degerindedir. SA nodda olusan aksiyon potansiyeli, sag atriyumdan 6n, arka
ve orta olarak (¢ internodal yolla AV noda ulasir ve burada bulunan fibr6z doku
sayesinde duraklatilir. Bu sebeple SA noddan AV noda gelen ileti, asag ileti sistemi
kismina yavaglayarak iletilir. AV nod ikinci en fazla uyar1 olusturan bolgedir fakat
normal kosullarda uyari olusturmaz (Becker 2006) (42, 43).

15



Asagi ileti sistemi elemanlar1, AV nod ve His demetleridir. His demeti, dakikada
30-40 uyari ¢ikarir ve ventrikiil miyokardinin her tarafina yayilan Purkinje sistemi ile
devam eder. Purkinje lifleri ise, dakikada 15-30 uyar1 ¢ikaran ve yuksek glikojen
iceren hicrelerdir. Kalbin en biyuk hicre tipi olan Purkinje liflerinde elektriksel ileti
hiz1 da en yiksektir (23, 37). AV noddan kalbin apeksine dogru subendokardiyal
olarak inen His demetleri, sag ve sol ventrikullere ayrilarak, depolarizasyon dalgasini
devam ettirir ve dalganin ventrikiil igerisinde dagilmasini saglar (Sekil 4.6 A) (23, 37).
Bu dalgalarin gosterimi elektrokardiyografi (EKG) verilerine bazi1 dalga ve intervaller
seklinde yansimaktadir (Sekil 4.6 B).

A
Uyarinin SA Uyarinin AV nodde  Ventrikiiler uyarimin ~ Ventrikiiler uyarimn
noddan ¢gikmasi gecikmesi baglamasi tamamlanmasi
(Lo D
/‘)/ \ MR < f
] |
~ 1 \ | f\ v :
/ l] |
() 7 \// /
SAnod Q__j )Y/ His 7] Ppurkinie

Demetleri - fiberleri

Sekil 4.6 Elektriksel impulsun kalpte yayilisi. (A) Kalpte dogan elektriksel uyariin
SA nod, AV nod ve asagiya uzanan diger ileti sistemi elemanlarinin yerlesiminin
kalbin dikey kesiti ile gosterilmesi. (B) Kalbin ileti sistemi ve EKG egrileri ile
eslesimini gosteren sekil.

4.2.2 Elektrokardiyografi

Galvanometre cihazinin icadi ile 1903 yilinda Wilhelm Einthoven tarafindan
bulunan elektrokardiyografi (EKG) sistemi, insanlarin kalp ritminin paternini ve
frekansim1 ~ 6lgmede  Uzerinde  kullanmilan  bir  yontemdir. EKG, kasilan
kardiyomiyositlerin depolarizasyon ve repolarizasyon dongulerinde viicut yuzeyinde
meydana gelen voltaj gradiyentini Olcen bir sistemdir. Kalbe invazif bir yontem
olmamasi ve diisiik maliyeti nedeniyle EKG, kardiyovaskiiler hastaliklarin teshisinde
ve klinik aragtirmalarda ¢alismalarin ilk adimini olusturan ve giiniimiize kadar 6nemini

koruyan tek yontem olmustur (41).
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EKG verilerinde siralama her zaman P-QRS-T dalgalar1 ve intervalleri
seklindedir (Sekil 4.7). EKG o6lgiimlerinde P dalgasi, atriyumdaki hiicrelerin
depolarizasyonunu yansitir. Kalpte elektriksel uyar1 SA noddan ¢ikarak 6nce sag sonra
sol atriyuma ulastig1 icin P dalgasinin ilk boliimii sag atriyumun, diger boliimii sol
atriyumun  depolarizasyonunu  goésterir. QRS  kompleksi ise, ventrikiler
depolarizasyonu yansitir. Depolarizasyon dalgasit apekse dogru yayilir ve (¢
basamakta gerceklesir (Sekil 4.6 B). Ilk olarak ventrikiiler septum depolarize olur.
Ikinci asamada, sag ve sol ventrikiiller es zamanda depolarize olur ve iigiincii asamada
ventrikiil duvarlar1 depolarize olur. Bu ii¢ asamaya ait depolarizasyonlar, farkli
derivasyonlarda farklit QRS kompleksleri olusturabilir. QT intervali, Q dalgasinin
baslangicindan T dalgasinin sonuna kadar gecen slredir ve ventrikullerin
depolarizasyonu ve repolarizasyonu ig¢in gecen toplam siireyi yansitir. EKG
analizlerinde QT interval suresinin 60/dakika kalp hizina gére normalize edilmis QTc
(QT corrected, diizeltilmis) sayist dikkate alinir. T dalgasi ise, kardiyomiyositlerin
repolarizasyonunu temsil etmektedir. Normal bir EKG verisinde, her QRS
kompleksinden 6nce P dalgasi gelir, R-R intervalleri dizenlidir ve ST segmenti
izoelektrik ¢izgisinde olmalidir (Sekil 4.6 B) (41).

+1 == - B oo S

P-R S-T
segmenti segmenti

|

Milivolt

T dalgas:
0 > i
PR intervali QT intervali QRS kompleksi

Sekil 4.7 Standart EKG grafigi ve kalbin ileti sistemin EKG verisi ile eslesimi. EKG
dalga ve intervallerini gdsteren grafik. Mm: milimetre.

17



EKG egrilerinin karsilik geldigi, kalbin ileti sistem elemanlar1 vasitasiyla
yayilan elektriksel dalgalarin iletilmesinde gorevli en Onemli hiicresel yapilar,
kardiyak hiicreler arasinda ¢esitli izoformlarda bulunan oluklu baglanti1 proteinleri

koneksinlerdir (44, 45).

4.2.3 Kardiyovaskduler sistemde oluklu baglantilar

Hicreler arasi1 baglantilarin, doku homeostazinda ve fizyolojik siireglerin
devamliliginda 6nemli rolleri vardir. Hiicreler arasi baglantilar; sik1 baglantilar (tight
junctions), dezmozomlar ve oluklu baglantilar (gap junctions, koneksinler) gibi isimler
alirlar (46). Omurgalilarda 22 homolog proteini tanimlanmis koneksinler (Cx),
hiicrelerin plazma membranlarinin aralarinda bulunan, sitoplazmik molekiil ve iyon
aligverisini miimkiin kilan birbirine yapisik baglanti proteinleridir. Bir doku
icerisindeki metabolik, elektriksel ve mekanik iletisimin hiicreler arasinda dogrudan
saglanmasindaki en 6dnemli kanal grubu olan koneksinler zayif gegirgen 6zelliktedir.
Biytiklugi 1,2 kilodaltona (kDa) kadar olan kiiglik molekiller, kiicik metabolitler,
iyonlar (Ca?*, K*), adenozin trifosfat (ATP), ikincil haberci sinyal molekiilleri (CAMP,
cGMP, ve IP3), hormonlar ve glukozun membrandan pasif difiizyon yoluyla gecisine
izin veren koneksinler, alt1 alt birimden olusur ve plazma membraninda por olusturur.
Koneksin proteinlerinin en 6nemli gérevi, Ca?* bagimli hiicresel olaylarda ve hiicre igi

protein kinaz kaskadlarinda rol almasidir (44, 47).

Kalpte elektriksel uyarinin iletimini saglayan baslica dort koneksin proteini

izoformu ifade edilir (48);

e (x40, ileri derece iletkenlik saglayan (200 pS),

e (Cx43, orta derece iletkenlik saglayan (60—100 pS),

e (Cx45, kiigiik derece iletkenlik saglayan (20—40 pS) ve

e (Cx30,2 (veya insandaki izotipi Cx31.9) c¢ok kiiciik iletkenlige sahip (9 pS)
koneksin proteinleridir (49).

Koneksin proteinleri, kardiyak hiicrelerin birbirleri ile baglantili oldugu
interkalat disklerinde lokalize olmakla birlikte, kardiyomiyositlerin komsu hiicrelerle

(6rn; kardiyak makrofajlar) olan baglanti bolgelerinde de yer almaktadir (9).
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Kardiyomiyositler arasinda en yogun bulunan koneksin g¢esidi Cx43 proteinleridir.
Cesitli derecelerde iletkenlik saglayan koneksinlerin kardiyak ileti sisteminin
elemanlarinda cesitli izoformalda bulunur. SA nodda oncelikli olarak bulunan ve
yavas iletimden sorumlu Cx30,2 ve Cx45 proteinleridir. AV nod ise en ¢cok Cx30,2,
daha az miktarda ise Cx45 ve Cx40 icerir (48, 50). SA nod, AV nod ve his demetlerinin
ortak igerdigi oluklu baglant1 proteini Cx40 proteinidir.

4.3 Konjenital Aritmiler

Kardiyovaskiiler kalp hastaliklarinda ani 6lim sebeplerinin baginda yer alan
kardiyak aritmiler, kalbin elektriksel ileti sisteminde olusan anormallikler sonucu
meydana gelen dlizensiz sinds ritmi ile karakterizedir. Kardiyak aritmilerde yorgunluk,
carpinti, nefes darhigi, gogus agrisi veya senkop gorilebilir. Kardiyak aritmiler, kalbin
elektriksel ileti sisteminin veya kardiyak iyon kanallarinin genetik bozukluklar1 ve
miyokardiyal iskemi gibi primer kardiyak olaylarin sonucu olabilecegi gibi, dolayli
olarak sepsis, travma, ndrohormonal dengenin regulasyonundaki bozukluklar,
metabolik hastaliklar ve toksikolojik problemler sonucu da gelisebilir (2, 51). Dlinya
Aritmi Birligi’nin 2015 yilinda yayimladig: raporlara gore diinya genelinde 20 milyon
kalp hastasinin 8 milyonu atriyal fibrilasyonu olan hastalardir ve bu saymin 0,54
milyonunda ani kardiyak oliim gorilmistir (52). Ani kardiyak o6limlerin
epidemiyolojisi 35 yas alt1 geng bireylerde diinya genelinde yilda 1,3-3,2/100,000
olarak tespit edilmistir (1). Bu nedenle kardiyak aritmilerin patogenezini anlamak,
tedavi yontemlerinin gelismesi agisindan kritik 6nem tagimaktadir. Aritmi teshisinde
ilk adim EKG analizleridir. Normal sinds ritmine ait EKG verilerinde kalp hiz1 60-
100/dakikadir. (Sekil 4.8 A). Normal siniis ritminden farkli olarak herhangi bir ritim
aritmiye isaret eder (Sekil 4.8 B). Aritmiler; tasikardi, bradikardi ve ekstrasistoller
olmak tiizere tige ayrilir. Tasikardiler; atriyal fibrilasyon, atriyal carpinti, siniis
tasikardisi, supraventrikiiler tasikardi, ventrikiiler fibrilasyon ve ventrikiiler tagikardi
olarak smiflandirilir. Ventrikiler tasikardilerde, ventrikiler ektopik bir odaktan 100
atim/dakika’dan daha hizli, ardisik olarak (i¢ veya daha fazla depolarizasyon meydana
gelir (Sekil 4.8 C). Bradikardi, sinls ritmindeki hizin 60/dakika atimdan az olmasidir

ve aksiyon potansiyelinin baslamasinda veya iletimindeki bir gecikmeden kaynakli
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olabilir (Sekil 4.8 D). Bradiairitmiler; sinls bradikardisi, AV kalp blogu, AV nod kagis
ritimleri ve ventrikiler kagis ritimleri olarak smiflandirilir. Ekstrasistoller, kalpte
gerceklesen fazladan atimi tanimlayan bir terimdir (52). Konjenital aritmi
hastaliklarinin baslicalari; atriyal fibrilasyon, ventrikiiler tasikardi, uzun QT sendromu
(UQTY), kisa QT sendromu, Brugada sendromu, aritmojenik sag ventrikiil displazisi
ve katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tagikardidir (CPVT) (52). Konjenital
aritmilere sebep olan mutasyonlar, farkli iyon kanallarinin morfoloji veya fizyolojisini
etkileyerek bu kanallarda fonksiyon kaybina veya artmasina sebep olmaktadir (53). Bu
mutasyonlar, depolarizasyon ve repolarizasyon dongulerinde gorevli elektriksel
akimlarin, iyon kanallarin1 veya iyon taginmasinda sorumlu proteinleri (Sekil 4.5 B)
kodlayan genlerde (6rnegin; SCN5A, RYR2, KCNQ1, KCNH2, CACNA1C, HCN4)

meydana gelmeleri sonucu konjenital aritmilere sebep olur (39, 54).

A Normal siniis ritmi C Tasikardi
B Aritmi D Bradikardi

Sekil 4.8 Normal siniis ritmi ve aritmi g¢esitlerini gosteren EKG verileri. (A) Normal
sinds ritmi, (B) Aritmi, (C) Tasikardi ve (D) Bradikardi durumlarina ait 6rnek EKG
cizimleri.

4.3.1 SCN5A geni

SCN5A geni insanda 3p21 lokasyonlu, 28 ekzonlu bir gendir ve voltaj kapili
sodium (Na*) kanal1 ailesine mensup Nay1.5 kanal proteininin o alt birimini kodlar
(55). Kanalin diger alt birimi 30 kDa biiyiikliigiinde f alt birimidir, o alt birimi ise 220
kDa biiyiikligiinde bir proteindir. Nay1.5 kanali, dért homolog bélgeden olusmus
biylk bir transmembran proteindir (Sekil 4.9 A). Her bolgesi voltaj duyarli olup 6 adet
transmembran segmentten olusur (Sekil 4.9 A) (56). Membran depolarize oldugu

zaman Nayl.5 kanali, transmembran hareketi yaparak Na" iyonlarinin hiicre igine
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girmesini saglar ve bir sodyum akimi olusur. Kalbin kasilmasi sirasinda meydana
gelen Faz 0 hizli depolarizasyon ve Faz 2 plato basamaklarinda yer alan sodyum
akimmin (Ina) normal fonksiyonundan sorumlu olan Nayl.5 iyon kanali, kalpte
elektriksel uyariin baslamasinda Kiritik dneme sahiptir (55, 56). S5 ve S6 segmentleri
arasindaki bOlge merkezi bir por olusturur ve bu bdlge kanalin iyon selektivitesine
karar verir (Sekil 4.9 B). Kanalin N-terminal ve karboksil uglart intraseluler bolgede
olup dort bélgesi de intraseliiler peptid zincirleri ile birbirine baglidir (Sekil 4.9 A) (4,
19, 56).

A
a-alt birimi B-alt birimi
1. Bolge 2. Bolge 3. Bolge 4. Bolge
r 1 I 1T LI | 1
Hiicre dis1 )
Hiicre igi
é COOH
NH,

B Porbolgesi

Sekil 4.9 Nay1.5 kardiyak sodyum kanal proteinin yapisinin sematik gosterimi. (A)
Nay1.5 kardiyak sodyum kanal proteini agik ve (B) kapali yapisi. S: Segment. N-
terminal (NH2): Amino ucu. COOH: Karboksil ucu. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
SCN5A p.F1465L ve p.1505-1507delKPQ mutasyonlarinin lokasyonlar1 sekilde
kirmizi yuvarlak igerisinde gosterilmistir. (Sekil Detta 2015°den uyarlanmistir).

SCNS5A p.F1465L (c.4393T>C)

SCNB5A geni 4393. pozisyondaki T nikleotidinin yerine C niikleotidi gelmesiyle
1465. aminoasidin fenilalanin aminoasidi olmasi gerekirken 16sin aminoasidi
kodlanmasi ile ortaya g¢ikan p.F1465L (c.4393T>C) isimli tek niikleotid varyanti,
fonksiyon kazanimi mutasyonu olarak literatiirde yeni tanimlanmis heterozigot bir

mutasyondur (Sekil 4.9). Bu mutasyon, MedGen:C1859062 ve OMIM:603830 fenotip
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kimlik numaralarina sahiptir (https://instem.res.in/cardiodatabase/gene/
SCN5A/clinvar).

SCNSA p.1505-1507delKPQ

SCN5A geninde 26. ekzonda yer alan 4511-4519. niikleotid pozisyonlari
arasindaki AGAAGCCCC niikleotidlerinin delesyonu (A) ile 1505. pozisyonda Glisin,
1506. pozisyonda Lizin ve 1507. pozisyondaki Prolin aminoasitlerinin kaybinin sebep
oldugu SCN5A p.1505-1507delKPQ isimli fonksiyon kazanimi ve heterozigot
mutasyon olarak literatirde tanimlanmistir (Sekil 4.9) (57, 58). SCN5A p.1505-
1507delKPQ mutasyonu depolarizasyon sonrast ilk 20 milisaniyede kanalin tekrar
acilmasina sebep olur ve hiicre i¢inde artmis sodyum akimindan dolayir gecikmis
repolarizasyon ve uzamis aksiyon potansiyeli ile karakterizdir. Bu mutasyon genellikle

UQTS-3’¢ yol acarken overlap sendromuna da yol agabildigi raporlanmigtir (38).

Nav1.5 sodyum kanal proteininin temel olarak kardiyomiyositlerde ifade edildigi
onceki calismalarda gosterilmis olup bulundugu diger dokular ise beyin,

gastrointestinal sistem ve kanserli dokulardir (56).

4.3.2 SNC5A gen mutasyonlari iliskili ventrikiiler aritmiler

Hastalik iligkili genetik varyasyonlarin listelendigi cesitli acgik erigimli
platformlarda (ClinVar, SwissVar, Humsavar, gnomAD ve Ensembl), SCN5A geninde
yaklasik 1400 adet varyant oldugu raporlanmistir (370 patojenik, 602 iyi huylu ve 420
adet anlamlilig1 belli olmayan varyant). Bu varyantlarin %30’dan fazlasinin klinik
6nemi bilinmemektedir. SCN5A varyantlari fonksiyon kazanimi veya kaybi ¢esidinde
olabilir (59, 60). SCN5A geninde meydana gelen mutasyonlar, bir ¢ok atriyal ve
ventrikller aritmi hastaligiyla iliskilendirilmistir (38). Atriyal aritmilerden en sik
gozlenen hastalik atriyumun hizli ve diizensiz atimi olan atriyal fibrilasyondur (4).
SNC5A mutasyonlart iliskili ventrikiiler aritmiler sonucu geng¢ bireylerde ani 6liim
riski gelismektedir. SCN5A geninin en sik yol agtigi ventrikiiler aritmi hastalig1 uzun
QT sendromu-3 (UQTS-3)’tiir. Bu hastalik EKG verisinde uzamis QT/QTc

intervalinin eslik ettigi, literatiirde 18 ¢esidi oldugu bilinen uzun QT sendromlarindan
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birisidir. Otozomal dominant gecisli olan UQTS-3, tiim UQTS hastalarinin %5-10’unu
olusturur (1). Simdiye kadar UQTS-3 ile iligkilendirilmis 300’den fazla SCN5A

varyanti tespit edilmistir.

Diger bir SNC5A iliskili ventrikiiler aritmi hastalig1 Brugada sendromudur. Ilk
olarak 1992 yilinda Pedro Brugada ve Josep Brugada kardesler tarafindan
tanimlanmistir (61). Kalp icinde elektriksel uyarilarin iletilmesi ile iliskili, ani kalp
Olimlerine yol acan bir hastaliktir. Brugada sendromu fonksiyon kaybi
mutasyonlarindan kaynaklanir ve bu sendromla iliskili en az 20 gen daha
tanimlanmustir (1). Ilging olarak bazi SNC5A mutasyonu olan hastalarda, ayn1 anda
UQTS-3 ve Brugada sendromu ile iligkili ¢ok ¢esitli ve karisik fenotipler gézlenmistir

Ki bu kisilerin hastalik tanisina overlap sendromu adi verilmektedir (38).

4.3.3 CASQ2 geni

Kardiyak kalsekuestrin proteinini kodlayan Casq2 geni farede 12 ekzonlu bir
gendir ve 1p13.1 kromozomda lokalizedir. Casg2 proteini kardiyomiyosit
hiicrelerinde, Ca* deposu ve saliim merkezi olan SR’nin igerisinde bulunur (62, 63).
Bu protein SR membranindaki ryranodin reseptoril RyR2 ve diger baglanti proteinleri
ile baglanarak kompleks bir yap1 olusturur (Sekil 4.10) (64). SR igindeki liminal Ca?*
iyonlar1 Casg2 proteinlerine diisiik afinite fakat yiiksek kapasite ile baglanir. Bu
baglanmanin sebebi, diyastol esnasinda Ca?* presipitasyonunu 6nlemek ve iyonik Ca?*
konsantrasyonunu diisiirmektir. Casg2 proteini, her molekiilii basina 40-50 Ca?* iyonu
baglar. Casq2 proteininin en kritik gorevi SR’den Ca?* indiikli Ca?* iyon salinimda

regiilator protein olmasidir (65, 66).
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Sitoplazma

Sekil 4.10 Sarkoplazmik retikulum icerisinde yer alan kalsekuestrin proteini. Casq2:
Calsequestrin 2. RyR2: Kardiyak ryanodin reseptori. Ca?*: Kalsiyum. SR:
Sarkoplazmik  retikulum. SERCA: SR Ca®-ATPaz. PLN: Fosfolamban
(Phospholamban).

4.3.4 CASQ2 gen mutasyonlar iligkili ventrikiiler tasikardiler

CASQ2 mutasyonlar1 kaynakli hastaliklar; katekolaminerjik polimorfik
ventrikiiler tasikardi (CPVT), stres kaynakli polimorfik ventrikiiler tasikardi,
aritmojenik sag ventrikiiler displazi, stres kosullar1 altindaki aritmojenik sag
ventrikller kardiyomiyopatiler veya istirahat halindeyken polimorfik ventrikiler
tasikardilerdir (67). CASQ2 geni mutasyonu sonucu en sik CPVT hastaligi
gorulmektedir (68, 69). CPVT, adrenerjik olarak diizenlenen polimorfik ventrikuler
tasiaritmi ile karakterize kalitsal aritmojenik bir bozukluktur (7). Populasyona gore
insidanst  1:5.000-1:10.000 aras1 degismektedir (70). CPVT komplikasyonlari
sonucunda mortalite oran1 %30-50 olarak belirlenmistir ve hastalarin %80’1 40 yasina
kadar tedavi edilmezse senkop, ventrikiiler tasikardi veya ventrikiiler fibrilasyon gibi

semptomlar1 gelisecegi bilinmektedir (7, 64).

2019 yilinda, alt1 farkli CPVT hastalik geni daha tamimlanmistir. CPVT
patogenezine sebep olan diger genler; RYR2, TRDN, CALM1, CALM2, CALM3 olarak
belirlenmistir. CPVT hastalik patogenezinde yer alan tiim genler, kardiyomiyositlerin
uyariima-kasilma eslesmesi (excitation-contraction coupling) sirasinda SR’den Ca?*

saliniminin diizenlenmesinde dogrudan yer alan proteinleri kodlar (71).

CPVT hastaliginin iki formu vardir; otozomal dominant formu RYR2 gen
mutasyonlart sonucu CPVTL, resesif formu ise kardiyak izoform CASQ2 geni
homozigot mutasyonlar1 sonucu CPVT2 gorulir (64). CASQ2 iliskili CPVT hastaligi,
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RYR2 iliskili CPVT den daha az goriilmesine ragmen klinik tablosu daha agir seyreder
(72). RYR2 mutasyonlar1 (CPVT1) fonksiyon kazanimi mutasyonlar sinifina dahil
olurken Casg2 mutasyonlar1 (CPVT2) fonksiyon kayb1 mutasyonlar sinifinda yer alir
(70). Casg2 mutasyonlart SR’den diyastolik kalsiyum sizintisina sebep olur ve bu
durum, prematiire atim ve Olimcil polimorfik ventrikiiler tasikardiyi tetikleyen
sitozolik Ca?* artisina sebep olur (73). CPVT aritmilerinin yol actizn SR’den stabil
olmayan Ca?*salmimi, EKG verilerinde delayed afterdepolarization (DAD) durumu
ile kendini gosterir (74). Bu hastaliga sahip bireylerde dinlenme aninda tasikardi
goriilmezken stres veya egzersiz aninda bu gen eksikligi tagikardi seklinde fenotipe
yansitir ve senkop/ani 6liim gibi ciddi tablolara yol agar (53, 75). Casg2 geninin
cikartilmasiyla olusturulan Casg2” transgenik fare modellerinde, kalsekuestrin
proteininin sentezlenmemesi Ca?* iyonlarmm SR’den devamli halde sitoplazmaya
sizmasmna sebep Olmaktadir. Ca®* iyonlarmndaki bu kontrolsiizliik ~durumu
kardiyomiyositlerde normalin diginda ritim ve frekansta kasilmalara sebep olur ve

boylece tasikardik durumlar ortaya ¢ikar (8).

44 Uyarlmis  Pluripotent Kok  Hiucre  (UPKH)  Uretilmesi  ve

Kardiyomiyositlere Farkhlastirilmasi

Embriyonik kok hiicreye spesifik transkripsiyon faktorlerini (OCT4, KLF4,
SOX2 ve C-MYC) igeren bir vektor yardimiyla, literatiirde ilk defa 2006 yilinda fare
ve 2007 yilinda insan somatik hiicrelerinin yeniden programlanmasi ile uyarilmis
pluripotent kok hicre (uPKH, iPSC, induced pluripotent stem cell) teknolojisi
dogmustur (17, 76). Yamanaka ve arkadasglarimin (17, 76) vyirittigi uPKH
farklilasmas1 genoma entegre olan retroviriisle yapilmis olup bu yontem genomda
istenmeyen sonuglara yol acan degisikliklere sebep olmustur. Literatlirde, genoma
entegre olan ve olmayan yontemlerle olusturulan uPKH hatlarinin transkripsiyonel gen
analizleri karsilastirildiginda, entegre olmayan metodlarla olusturulan uPKH hattinin
embriyonik kok hiicrelere, entegre olan metodlara kiyasla genetik ve epigenetik agidan
daha yakin oldugu belirtilmistir (77). Ayrica, ilk ¢alismalarda fibroblast hiicreleri

somatik hiicre kaynagi olarak kullanilirken artik uPKH eldesinde vendz kandan izole

25



edilen periferal mononikleer hucreler (PBMC) yiiksek proliferasyon 6zelligi ve kolay
temin edilmesi yoninden tercih edilmektedir (78).

Kisisellestirilmis tip ve in vitro hastalik modelleri ile tedavi gelistirmeye yonelik
arastirmalarda kalitimsal oOzellikteki hasta kokenli uPKH’leri biiylik katki
saglamaktadir. Bu teknoloji sayesinde, daha dnce kiiltiirii yapilmasi mimkin olmayan
in vitro kardiyak hastalik modelleri olusturulabilmektedir (79). Bu hastalik
modellemelerinde kullanilan kardiyomiyosit kaltrleri icin c¢esitli uPKH-temelli
farklilagtirma protokolleri mevcuttur. Bu protokoller, kardiyak spesifik transkripsiyon
faktorlerinin (NKX, GATA, T-box ve IRX4 gibi) dogrudan genoma entegrasyonu veya
genoma entegre olmadan kardiyak farklilasmada gorevli sinyal yolaklarinin manipiile
edilmesi seklinde ikiye ayrilmaktadir (80, 81). TGF-B/BMP (Transforming growth
factor-beta/bone morphogenic protein), WNT ve Notch gibi kardiyak gelisim
asamasinda gorevli sinyal yolaklarmin regiilasyonundan faydalanan protokoller en

yuksek verimliligi saglamaktadir (16, 82—-84).

Literatiirde simdiye kadar uPKH-temelli kardiyomiyositler ile UQTS, CPVT,
aritmojenik sag ventrikiil displazisi, Barth sendromu, Timothy sendromu, LEOPARD
sendromu, ailesel dilate kardiyomiyopati, ailesel hipertrofik kardiyomiyopati, aldehit
dehidrojenaz genetik polimorfizmi ve kemoterapiye bagl kardiyotoksisite gibi kalp
hastaliklar1 in vitro modellenmistir. Bu sayede, uPKH-kokenli kardiyomiyositler
kullanilarak ileri dlizey elektrofizyolojik analizler, ilag kesifleri ve mutasyon bazli ilag
gelistirme, toksisite ¢alismalar1 ve kisiye Ozel hiicresel tedavi ¢alismalar1 etkin bir
sekilde yapilabilmektedir (Sekil 4.11) (75, 81, 85, 86).
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Sekil 4.11 Insan uPKH iiretimi ve teknolojisi kullanim alanlari. PBMC: Periferal kan
monontkleer hicreler. UPKH: Uyarilmig pluripotent kok hiicre. CRISPR/CAS9:
Kiimelesmis diizenli kisa palindromik tekrar dizileri. CAS9: CRISPR-iligkili protein
9.

45 Kardiyomiyositlerde Fonksiyonel Karakterizasyonlar

EKG gibi invazif yontemlerin uygulanmasinin miimkiin olmadigz in vitro kultar
ortamlarinda yapilan elektrofizyolojik él¢limler, EKG benzeri veriler sunarak atim
profillerini incelemeye olanak saglamaktadir. Bu sebeple, kalp atim sayist ve ritmini
gosterebilecek bazi fonksiyonel kasilma analiz teknikleri kardiyak kalturlerin
analizlerinde siklikla kullanilmaktadir (85, 87, 88). Kardiyomiyosit kiltdrleri icin en
sik kullanilan fonksiyonel 6l¢iim metotlarr; membran veya alan potansiyellerini analiz
eden yama kiskaci (Patch clamp), ¢oklu elektrod sistemi (MEA: multielectrod array),
hiicre ici Ca*? gorintileme ve piksel degisimine bagl Kkasilma analizi
(MUSCLEMOTION) yontemleridir (85, 89, 90).

4.5.1 Hucre ici Ca*? gorintileme

Voltaj duyarli Ca*? kanallarmin agilip kapanmasi, kardiyak hiicrelerin kasilmasi
icin gerekli depolarizasyon-repolarizasyon dongiisiiniin baslatilip siirdiiriilmesinde
gorevlidir. Sitozolik Ca*? iyonu kas kasilmasinda eksitasyon-kontraksiyon eslesmesi

isleminde ikincil mesajc1 olarak gorev alir (91). Kasilma esnasinda Ca*? iyonunun
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parlamalarinin 1993 yilindaki kesfi sayesinde, hiicre kasilirken sitozolik Ca*?
degisimlerini tespit etmeye yarayan hiicre i¢i Ca*2goriintiileme yontemi gelistirilmistir
(87, 88). Hiicre ici Ca™ goriintileme, kardiyak Kkiiltirlerin karakterizasyonunda,
kardiyomiyositlerin kasilma ve iyon kanallar1 aktivasyonu gibi fizyolojik
aktivitelerinin 6lgiilmesinde siklikla kullanilir (87, 92). Ca*? gériintiileme metodunda,
Ca*? iyonuna baglanan Rhod-2, Indo-1, Fura-2 veya Fluo-4-AM gibi kalsiyum
degisimine duyarli sentetik boyalar ve pluronik asit gibi boyanin yiiklenmesini
kolaylastiran kimyasallardan faydalanilir (87, 88). Bdylece, kardiyomiyositler
kasilirken hiicre ici Ca*? artmasi ve azalmasi durumunda ortaya ¢ikan kalsiyum

degisimleri floresan isaretli Ca*? boyalar1 sayesinde tespit edilmektedir.

45.2 Video temelli kasilma analizi MUSCLEMOTION

In vitro kardiyak kulturlerin aydimlik alan mikroskobu ile kaydedilen kasilma
videolarindan kardiyomiyosit kasilma paternlerini tespit edebilen MUSCLEMOTION
isimli yontem 2018 yilinda literatlire kazandirilmistir (89). Kardiyomiyositlere
spesifik fonksiyonel kasilma analizi olarak ¢esitli fonksiyonel ¢calismalarda yerini alan
bu yontem ile farmakolojik ajanlarin, hedef molekiillerin veya iletisim kurdugu komsu
hicrelerin  kardiyomiyositler  Gzerindeki etkileri kisa zamanda kolayca
incelenebilmektedir. Hiicrelerin 151k mikroskobu altinda kayit edilen ylksek FPS
(frame per second, saniye basina diisen kare sayis1) 6zellikli videolarindaki kasilmalar,
ImagelJ yazilimima kurulan MUSCLEMOTION isimli eklenti sayesinde piksel analizi
yontemi ile analiz edilmektedir. Grafige dokiilen kasilma modelleri, aritmi varligi,
senkronize atim ve dakika bagina atim (BPM: beats per minute) sayilarinin analizini

yapmaya olanak saglamaktadir.

4.6 Kardiyak aritmi immunopatogenezi

Son yillarda kalbin homeostazinda ve kalp hastaliklarinin gelisiminde yer alan
immin  sisteme ait hlcresel ve molekiler faktorlerin  arastirilmasiyla
kardiyoimmiinoloji alan1 dogmustur (5, 93). Kalbin hicrelerinin karakterizasyonu
amacli yapilmis detayli akim sitometrisi ve immunohistokimya kaynakli bir
calismada, kardiyomiyosit dis1 hicrelerin %60 endotel hicreler, %5-10'unun

28



hematopoetik kok hiicre kaynakli hiicreler ve %20'sinin kardiyak fibroblastlar
oldugunu gostermistir (15). Kalpte saglikli durumda yer aldigi tespit edilen
hematopoetik kok hiicre kaynakli hiicrelerden kardiyak immdin hicreleri olusur.
Bunlar; mast hticreleri, dendritik hiicreler ve makrofajlar olarak tanimlanmistir. Kalpte
bir hasar olustugunda ise bu hiicre grubuna nétrofiller, T hucreleri ve B hicreleri de
eklenir. Kalpte hasar durumunda tum immin kardiyak hiicre popiilasyonlarinin oran

ve fenotiplerinde degisiklik oldugu gézlenmistir (31, 94, 95).

Pro-inflamatuvar sitokinler ve kemokinler gibi immiin sistem salgilarinin
kardiyak aritmilere sebep oldugu cesitli ¢alismalar ile gosterilmistir (96). Ozellikle,
16kosit sayisi, CRP (akut faz proteini), TNF-a (timor nekroz faktor-alfa), IL-1P
(Interlokin-1beta), IL-6, 1L-2, IL-8 ve MCP-1 (monosit kemoatrakt protein-1) gibi
faktorlerin, kardiyomiyositler {izerinde direkt (iyon kanallari iizerine etki yoluyla) ve
indirekt (merkezi sinir sistemi Uzerinden) olarak aksiyon potansiyeli suresini
etkileyerek kardiyak aritmilere sebep oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda otoimmuin
kardiyak kanalopatiler ile iligskili parametreler de ritim bozukluklar1 ile
iliskilendirilmistir (96-98). Bunun yaninda, kardiyak aritmiler kalp dokusunun
bakteriyal invazyonu ile ortaya ¢ikan inflamatuvar kalp hastaliklar1 (miyokardit,
endokardit gibi) ile tetiklenebilmektedir (5). Romatoid artrit, sistemik lupus ve
hipertiroidizm gibi kardiyak kdkenli olmayan bazi hastaliklarda da, EKG 6lglimlerinde
QT intervali uzamasi gozlenmistir. Bu uzamanin sebebi arastirildigi kardiyak aksiyon
potansiyeli stresindeki degisimlerin s6zkonusu pro-inflamatuvar sitokinler ile iliskili

oldugu gozlenmistir (5, 98).

4.7 immiin Sistem ve Hiicreleri

Immin sistem, fonksiyonel olarak 1- spesifik olmayan dogal ve 2- edinsel
(adaptif) immun sistem seklinde iki ana boliimden olugsmaktadir. Dogal immiin sistem,
enfeksiyonlara karsi erken savunma sistemi olarak da tanimlanabilmekte, Olu
dokularin temizlenmesi (fagositoz) ve onarim siirecinin baslamasinda goérev
almaktadir (Sekil 4.12). Dogal immiin sistemin elemanlari; mast hiicreleri, dendritik
hicreler, NK (Natural Killer) hucreleri, notrofiller, monositler ve makrofajlardir.

Dogal immiin sistemden sonra devreye edinsel immiinite girer ve elemanlary,
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enfeksiyonlarla savagan T hiicreleri ve antikor salgilayan B hiicreleridir (Sekil 4.12).
Edinsel imminitenin olusabilmesi dogal immiin sistemin cevabindan daha uzun bir

stire alabileceginden, dokulara gelen ilk saldirilar1 6nlemede etkin degildir (99, 100).

Patojen

DOGAL iIMMUNITE EDINSEL iMMUNITE

t Bariyer
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@
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Kompleman sistem NK hiicresi I
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Sekil 4.12 Dogal ve edinsel immiin sistemi. Enfeksiyon sonrasi gegen siireye bagl
olarak dnce dogal immiinite sonrasinda edinsel immiinitenin elemanlar1 ve gorevlerini
betimleyen sekil. NK: Natural killer. (Abbas 2021’den uyarlanmustir).

Edinsel immiinite elemanlar1 lenfoid 6ncul hiicrelerden farklilasirken, dogal
immiinite elemanlar1 miyeloid 6ncil hiicrelerden farklilasirlar (Sekil 4.13). Bu iki
oncul hicre grubu, oksijen tasiyan eritrositler, hasarli dokularda kan pihtilasmasini
tetikleyen trombositler ve bagisiklik sisteminin lenfositleri de dahil olmak iizere
kandaki tiim hiicresel elementleri olusturan kemik iligindeki hematopoietik kok
hiicrelerden farklilasir (99-101). Tiim immiin sistem hiicreleri aktif bir sekilde kan
dolagiminda veya immiin organlarda yer alirken, monositler diizenli olarak dokulara

gecerek makrofajlari ve dendritik hiicreleri olusturur (Sekil 4.13) (99, 100).
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Sekil 4.13 Hematopoietik kok hicrelerden immin sistem hicrelerinin farklilagmasi.
NK: Natural Killer.

4.7.1 Makrofajlar

Makrofajlar, fizyolojik olarak ¢ogu dokuda yer aldigi tanimlanan, dogal ve
adaptif immiin yanitta gorevli, profesyonel antijen sunan fagositik hiicrelerdir. Dokuya
0zgli makrofajlarin dokunun homeostazinda ve hasar aninda ¢opgii hiicreler olarak 6lii
hiicre ve molekiillerin temizlenmesinde gorev aldiklar1 bilinmektedir. Makrofajlar,
uygun mikrogevre ve faktorler varliginda, dolasimda bulunan I6kositlerin yaklasik
%10’unu olusturan monositlerden farklilasirlar (Sekil 4.13). Monositler endotellerden

dokuya gecerek ve matrikse tutunarak farklilagan fizyolojik olarak viicudun tamamina
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yayilan bir immiin sistem hiicre grubudur (102). Insanlarda, dolasimdaki monositlerin
%901, bir tiir patojen tanima reseptori olan Fc gama reseptori (Fcylll) ve klasik bir
monosit ylzey belirteci olan CD14'0 ifade eder. Farelerde, monosit popiilasyonu ayni
zamanda yiksek seviyelerde Ly6C yiizey belirtecini de ifade eder (103). Insandaki
monositler ¢ ana populasyon olarak kanda dolasir; klasik tipte pro-inflamatuvar
CD147"CD16" monositler kanda %85-90 oraninda bulunur ve dolasimdaki 6miirleri
1,6 glindir. Geri kalan %10-15’lik popilasyonda ise intermediate/ara CD14"*CD16"
monositler ve klasik olmayan CD14*CD16* monositler vardir (10, 103). Bu iki tip
monosit grubunun dolasimdaki omiirleri yaklasik 4-7 glndur (104). Klasik monosit
grubu fagositoz ve inflamasyon durumlarinda etkinken, ara grup inflamatuvar
cevaplara katilir, klasik olmayan monositler ise antiviral cevaplarda rol alir. Dokuya
goc¢ ederek doku makrofajlarina dontisen monositlerde CD14 gen ifadesi de dereceli
olarak diismektedir (103).

Dokuya  yerlesik makrofajlarin  kan  dolasimindaki ~ monositlerden
farklilagmasinin yani1 sira lokal proliferasyon ile ¢ogaldigi da g0sterilmistir.
Makrofajlarin kendilerini yenilemesi, bulundugu dokuda kendisi veya fibroblastlar
gibi iliskide oldugu yardimci hiicre tipleri tarafindan Uretilen makrofaj-koloni uyarici
faktor (M-CSF) ve bu buytime faktori ile ayni reseptor iizerinde etki eden interlokin
34 (IL-34) adi verilen bir sitokine baglidir (95).

Makrofajlarin varlig1 birgok dokuda tanimlanmistir ve genellikle organlarin bag
dokularina yerlesirler. Makrofajlar, gastrointestinal sistemin ve akciger bronslarinin
submukozal tabakasinda, akciger interstisyumunda (alveollerin ¢evresindeki doku ve
hiicreler aras1 bosluklar), alveollerin icinde, karacigerdeki kan damarlar1 boyunca ve
dalagin tamaminda bulunurlar. Dokuda yerlesik bulunan ve dokunun homeostazina
katkida bulunan makrofajlara tarihsel olarak farkli isimler verilmistir (105). Karaciger
makrofajlarina Kuppffer hiicresi, akciger makrofajlarina alveolar makrofajlar, merkezi
sinir sistemi makrofajlarina mikroglia, epidermis tabakasinda bulunan makrofajlara
Langerhans hicresi, kalpte bulunan makrofajlara ise kardiyak makrofajlar
denmektedir (106-108).
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4.7.2 Makrofajlarin gelisimsel siireci

Makrofajlarin baslica fagositik 6zellikleri olmak {izere fonksiyonlari, ilk defa
1908 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel 6diilii almis bilim insan1 Elie
Metchnikoff tarafindan tanimlanmistir (101). Gelisimsel asamada olusan ve yetiskin

viicudunda yerlesik olarak bulunan {i¢ makrofaj grubu tespit edilmistir. Bunlar;

1. Yolk kesesi kokenli dokuya yerlesik makrofajlar,
2. Fetal karaciger kokenli dokuya yerlesik makrofajlar ve

3. Kemik iliginden tiiremis monosit kokenli makrofajlardir (101, 109-111).

Farelerde yapilan gelisimsel ¢alismalarda, embriyonik donemin 6.5 ile 11.
giinler aras1 (E6.5-11) erken embriyogenez asamasinda, 1. tip yolk kesesi kokenli
dokuya yerlesik makrofajlar, primitif (ilkel) hematopoez ile ekstra-embriyonik yolk
kesesinde olusur (Sekil 4.14). Bu tip makrofajlar, o dénemde embriyoda bulunan
hematopoetik kok hiicrelerden farklilasan mikroglia, Langerhans hucreleri ve kardiyak
makrofajlardir. Olgunlagsmamis hematopoetik kok hiicreler, E8.5-12 arasinda aorta-
gonad-mezonefros (AGM)’den meydana gelerek Kuppffer hicrelerini ve alveolar
makrofajlart meydana getirir (Sekil 4.14). Tim immdan hicreler E10-19/P1 (dogum)
zamaninda Uretilmeye baslanir ve boylece iskelet kasi, dermis ve bagirsak gibi
sistemlere 2. tip fetal karaciger kokenli doku makrofajlar1 yerlesir. Dogumdan hemen
sonra kemik iliginde hematopoez baslar, monosit hiicreleri olusur ve kan dolagimina
gecer (105). Bu monositler sonrasinda dokuya gecerek 3. tip kemik iliginden tiiremis
monosit kokenli makrofajlari olusturur. Dogumdan sonra E19-P1 zamaninda fetal
karaciger hematopoietik kok htcreler, kemik iligine go¢ ederek tiim kan hiicrelerine
farklilasacak olgun hematopoietik kok hiicrelere doniisiirler, bu surece nihai
hematopoez denir (Sekil 4.14) (101).

Gelisimsel siirecte doku makrofajlarinin ilk olarak yolk kesesinden koken aldigi,
CX3CR1 geninin yesil floresan protein (GFP) ile isaretlendigi (Cx3cr1i®FP*)
transgenik sistemlerde gosterilmistir (112, 113). Gelisimin tiim siire¢lerinde goriilen
hematopoez dalgalarinda makrofaj éncil hiicreler tGretilmeye devam eder. Bu hicreler,
organlara gonderilerek organizmanin hayat1 boyunca hemostatik gérevlerine yardimci

olacak bolgesel ve doku spesifik makrofaj popiilasyonunu olusturur (101, 114).
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Sekil 4.14 Dokuya yerlesik makrofajlarin farede gelisim siirecinde hematopoez
dalgalari. AGM: aorta-gonad-mezonefros, E: Embriyonik gin. (Theret 2019’dan
uyarlanmistir).

4.7.3 Makrofajlarin gorevleri

Makrofajlarin kokenleri farketmeksizin tim doku makrofajlari, sitokinler,
kemokinler ve biliylime faktorleri gibi immiinoregiilator biyoaktif faktorleri salgilar
(115). Doku makrofajlarinin immiin sistem olaylarini regiile etme roliiniin yani sira
doku homestazinda yer alan cesitli gorevleri de bulunmaktadir. Ornegin; dokuda
elektrolit dengesi ve demir geri doniisiimiinii etkileyerek termogenezi diizenlemesi
gibi immiin sistem dis1 rolleri vardir (116). Diger bir ilging gorevi, dokudaki hiicreler
arasinda gergeklesen organel transportunda goérev almasidir (117). Kalpte
miyokardiyum tabakasinda kardiyomiyosit hiicreleri arasinda, kapakgiklarda ve kalbin
bag dokusunda yer aldigi bilinen kardiyak makrofajlarin AV nodda yogunlukla
bulunarak kalbin elektrofizyolojik regiilasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir
(118, 119).

Makrofajlar dokudaki hastalik durumuna goére veya hayati fonksiyonlarin
stirdiirilmesi asamasinda ¢esitli fenotipik belirtegleri membranlarinda ifade
etmektedir. Insan ve fare makrofaji icin bircok yiizey belirteci tanimlanmistir. Bunlar;
CD68, CD45, F4/80, CD11b, CD64, MERTK, MAC-3, CDllc ve CD115
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proteinleridir (120). MO naiv makrofajlarin basta olmak iizere tiim farklilagsmis
makrofaj hucrelerinde ortak bulunan proteinlerden biri CD68’dir. CD68
endozomal/lizozomal kompartman ile iligkili ylksek oranda glikozillenmis tip 1
transmembran glikoproteindir. Diger bir adi LAMP-4 olup LAMP protein ailesinin beg
tiyesinden biridir. Digerleri, LAMP-1, LAMP-2, dendritik hticre (DC)-LAMP
(CD208), ve beyin/dendritik hiicre-iliskili (BAD)-LAMP’dir (LAMP-5) (121). CD68
proteini g¢ogunlukla endozomal/lizozomal bolgede yer alir fakat hizlica hiicre

membranina gog edebilir (121, 122).

Literatiirde sik¢a kullanilan bir diger makrofaj belirteci F4/80 proteini, ADGRE1
geni tarafindan kodlanan transmembran bir proteindir. F4/80 ekspresyonu heterojendir
ve inflamatuvar olaylar sirasinda artabilir. F4/80'in ekspresyonu, in vivo erken
miyeloid gelisim sirasinda baglar ve in vitro olarak M-CSF ile uyarilan kemik iligi
hlcrelerinde gorulur. F4/80 proteininin, Kupffer hicreleri, Langerhans hiicreleri,
mikroglialar, bagirsak lamina propriasi, periton boslugu, akciger, timus, kemik iligi
stromas1 ve dalagin kirmizi bélgesinde bulunan makrofajlar dahil olmak Uzere ¢ok

cesitli olgun doku makrofajlarinda eksprese edildigi siklikla raporlanmaktadir (123).

Makrofajlar, saglikli durumda/homeostazdaki ¢ogu dokuda bulunan major
fagosit populasyonudur. Makrofajlar, patojenlerin yiizey molekiilleri ile konagin
molekiilleri arasinda ayrim yapabilen hiicre ylizeyi reseptorleri araciligiyla patojenleri
tanir. Bu fagositik reseptorler, C tipi lektin benzeri mannoz reseptorleri (¢copcl
reseptorleri), kompleman reseptorleri ve Fc reseptorlerinin birkag Uyesini icerir.
Makrofajlar ortamdaki yabanci bir molekiilii, apoptotik hiicre parcaciklarini ya da
enfeksiydz mikroorganizmalarin oldugu alanlara go¢ ederek onlar1 endositoz yolu ile
hlcrelerinin icine alarak fagosite eder. Fagositozdan sonra makrofajlarin hiicre
iclerinde, sindirmeye baslayacaklari partikiilleri i¢eren ve hiicre membranindan kdken
alan bir fagozom yapisi olusur. Membraninin partikiilii icerecek sekilde kapanmasiyla
fagozom, mikrotibuller boyunca hareket ederek 6nce endozomla sonra lizozomla
birlesir ve boylece fagolizozom yapilari olusur. Makrofajlarin yabanci molekiile dogru
goc¢ etmesi ve fagositoz kapasitesi, gucli ve koordinasyon igeren bir aktin sitoiskelet
organizasyonuna dayanir (124). Literatiirde M1/M2 tiplerine yonlendirilmemis MO

makrofaj kiiltiirlerinin ve M2 fenotipi sergileyen makrofajlarin fagositoz
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yeteneklerinin, M1 fenotipine yonlendirilen hiicrelerden daha fazla oldugu

gosterilmistir (125).

Doku makrofajlarinin diger bir 6nemli gorevi ise kemotaksidir. Dokuda olusan
enfeksiyon veya travma sirasinda immiin sistem hiicrelerini bolgeye cagirmak tizere
kemokin salgis1 yaparlar. Boylece bolgeye ilk etapta notrofiller olmak uzere birgok
immiin sistem hiicresi toplanir. Dolasimdan dokulara girmek igin Sinyal alan
monositlerden de bolgede ¢evresel faktorlere bagl olarak makrofajlara farklilasirlar.
Dokuya yerlesik olarak tanimlanmis makrofajlar daha ¢ok inflamatuvar cevabin
baslamasinda ve bolgedeki sagilmis stres faktorlerini elimine etmede gorevlidir (11).
Kemokin (C-X3-C motif) reseptor-1 (CX3CRL1), bir bagka pan makrofaj belirteci olup
fetal donemde dokuya yerlesmis makrofajlarda yiliksek oranda ifade olmasi ile bir ¢ok
genetik reporter ve driver ¢alismalarinda kullanilmaktadir. CX3CR1, kemokin (C-X3-
C motif) ligand-1 (CX3CL1/fraktalkin/norotaktin)-spesifik kemokin reseptorudur.
CX3CL1, CX3C kemokin ailesinin tek Gyesidir, transmembran bir proteindir (113,
126). CX3CRL1 reseptori genellikle monosit, makrofaj, mikroglia, dendritik hicre, T
hiicresi, NK hiicresi ve vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan ifade edilir ve
ekspresyonu dokuya Ozgudir. CX3CL1-CX3CR1 iliskisi, ligandin gradiyent
konsantrasyonuna bagli olarak immdin htcrelerin kemotaksisini, yani bir bélgeye
goclinli diizenler ve normal fizyolojik sartlarda doku homeostazinda gorevlidir.
CX3CRI ekspresyonu ¢evre sartlarina bagli olarak pro- veya anti-inflamatuvar cevaba
yonelik olarak ifade edilebilir (113).

4.7.4 Makrofaj alt tipleri

Hematopoetik kok hiicrelerden koken alan CD14" monositlerden dokuya
kemotaksi hareketi ile go¢ ederek farklilasan makrofajlar, herhangi bir hasar soz
konusu degilken naiv veya MO (resting) makrofaj fenotipi sergiler. Dokuda hasar veya
inflamasyon oldugu durumda makrofajlar M1 fenotipine doniiserek pro-inflamatuvar
sitokin ve kemokinleri salgilayarak dokudaki immiin yaniti baslatir. Ayica, hasar
durumunda dokuya gd¢ eden monositler de pro-inflamatuvar M1 fenotipi sergiler ve
dokuda M1 makrofajlara farklilasirlar. Hasar sonrasi iyilesme ve rejenerasyon

stireclerinde ise makrofajlarin, anti-inflamatuvar M2 makrofaj alt tipine doniiserek
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doku iyilesmesinde ve homeostazinda rol aldigi ve ¢Opcu hucreler olarak 6li hicre
parcaciklart ve molekiillerin temizlenmesinde gorevli oldugu bilinmektedir (127-
129). Makrofaj polaritesi olarak adlandirilan bu durumda, alt tiplerin birbirlerine
dontistimii geri doniisiimlii bir siirectir. Ortamda stimiile edici bir faktor eksikliginde
veya inflamasyonun azalmaya basladig1 kronik hasar siirecinde ise doku makrofajlari

tekrar naiv MO fenotipine geri donmektedir (116, 130).

Monositlerin ortamdaki biiytime faktorlerinin ¢esidine ve yogunluguna goére
sinyal alarak doku makrofajlarina doniismesinde gorevli bir¢ok sinyal yolagi tespit
edilmistir. TLR (Toll-benzeri reseptor) ve IFN (interferon) sinyallerine bagli olarak
aktive olan IRF/STAT sinyal yolagi, aktive olan STAT faktorlerinin gesidine bagh
olarak makrofajlarin M1 veya M2 fenotipine doniisiimiinii tetikleyen baslica sinyal

yolagidir (131).

4.7.4.1 M1 makrofaj fenotipi

Ortamda interferon-gama (IFN-y) ve bakteriyel hiicre duvari komponenti olan
lipopolisakkarit (LPS) bulundugu zaman makrofajlar, pro-inflamatuvar M1 fenotipine
yonlenip immiin cevabi baglatir ve ortamdaki patojenleri veya yabanci molekiilleri
sindirerek par¢alamak iizere bazi reaktif oksijen triinleri iiretir. Akut inflamasyonda
dokuda bulunan makrofajlarin %95’ M1 fenotipine polarize olur (132). M1
polarizasyonunda gorevli en temel yolak, LPS/TLR4 yolagi olup ayni zamanda
STAT1-a/p proteinini aktive eder (133). M1 fenotipine doniisiimden sorumlu diger
faktorler ise G-protein coupled reseptor P2Y(2)R, NF-kB/PI-3 kinaz yolagini aktive
eden NOS2 (iNOS), SOCS3 ve IL-10 sitokininin iretimini baskilayan Aktivin A’dir
(103). M1 makrofajlarda, NF-kB ve MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonu sayesinde
TNF-a, IL-12, IL-6, CCL2, IL-1B, ROS ve nitrojen ara iirlinleri artis1 gozlenir (Sekil
4.15) (134). M1 makrofaj fenotipinin klasik bir belirteci olan indiklenebilir nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimi (iNOS), iic NOS ¢esidinden biridir. Inflamatuvar olarak
aktiflesen makrofaj, dendritik veya T hiicrelerinden salgilanan nitrik oksit, patojenlerin

elimine edilmesinde gorev alan ve konagi koruyan sitotoksik bir ajandir (135).
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Sekil 4.15 M1 ve M2 polarizasyonunda gorevli sinyal yolaklari. Arg-1: Arjinaz 1.
C/EBP: CCAAT-enhancer-binding protein. CREB: cAMP-responsive element-binding
protein. IFN-y: Interferon-gama. IL: Interlokin. iNOS: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz. IRF:
Interferon regllator faktor. LPS: Lipopolisakkarit. LXRa: Liver X reseptor-alfa. MCP-1:
Monosi kemoatraktan protein-1. MHC-1I: Majér histokompatibilite kompleksi-1l. MMP:
Matriks metalloproteinaz. NF-kB: Niikleer faktor-kappa B. PDGF: Platelet kokenli blyume
faktori. PPARy: Peroksizom prolifere aktive edici reseptor y. STAT: Sinyal Déniistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatori. TGF-B: Transforme blyume faktori-beta. TLR4: Toll-benzeri
reseptor 4. TNF-a: TUmor nekroz faktor-alfa. VEGF: Vaskiler endotelyal biiytime faktord.
(Lee 2019’dan uyarlanmistir).

4.7.4.2 M2 makrofaj fenotipi

M2 makrofajlar, inflamasyonu baskilama, durdurma, doku onarimi, iyilesme,
dokunun yeniden modellenmesi siire¢lerinde ve tiimor gelisiminde rol oynar (Murray
2014). M2 makrofajlar yuksek miktarlarda ¢copc¢l (scavenger), mannoz ve galaktoz
tipte reseptor ifade etmeleri ile karakterizedir. Alternatif olarak aktive olan makrofaj
smifi olan M2 makrofajlar, IL-4, IL-13, IL-10, glukokortikoid hormonlarin
stimulasyonu ile polarize olurlar (130). IL-4 sitokinine bagli olarak M2 makrofajlarda
STAT-6, STAT-1, SOCS2 ve IRF-4 gen ifadeleri artarken, 1L-10 sitokinine bagl olarak
ise STAT-3, SOCS3, NF-xB, NFIL3 ve SBNO?2 transkripsiyon faktorlerinin ifadesi artar
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(103, 130, 134). Onarim esnasinda M2 makrofajlar 1L-10, resistin-like molecule-o
(RELMa), kitinaz benzeri proteinler ve arjinaz 1 (ARGI1) gibi immiinregiilator

faktorler ile onarimi diizenleyici matriks metalloproteinazlar (MMP) salgilar (Sekil

4.15).

Makrofaj mannoz reseptori olan CD206 c¢ogunlukla doku makrofajlari,
olgunlasmamis dendritik hiicreler, endotel hiicreler ve baz1 spesifik lenfatik hiicrelerde
ifade olan C-tipi lektin ailesi mensubu transmembran bir glikoproteindir (136).
Neredeyse tiim patojenik mikroorganizmalarin hiicre yiizeyleri mannoz igerikli
yapilarla kapli oldugu icin makrofajlar biiyilk oranda CD206 reseptoriinii
membranlarinda bulundurmaktadir. Bu reseptoriin hiicre dis1 boliimii yiksek afinite
ile mannoz ve fruktoz gibi sekerleri baglayan N-terminal sistein-zengin bolgeler icerir.
Mannoz reseptorii dolagimdaki hipofiz hormonlar ve istenmeyen yiiksek mannoz N-
bagli glikoproteinleri baglayarak ve ogiiterek (scavenge) homeostatik bir etki gosterir
(136). Makrofaj hicrelerine in vitro uygulanan IL-4, TGF-B ve granulosit makrofaj
koloni stimile edici faktor (GM-CSF) sitmiilasyonunu takiben makrofajlarin M2
fenotipi sergileyerek CD206 mannoz reseptorii ifade etttigi, M-CSF, IL-10 ve
deksametazon stimilasyonunu takiben ise M2 makrofajlarin CD163 haptoglobin
reseptori ifade etttigi gdzlenmistir (137). CD206 mannoz reseptoriiniin diger bir adi
Mannoz reseptor C-tip 1 (MRC1) olup hem insan hem fare dokularinda bu protein
ismiyle ortak bir sekilde galisilabilmektedir (136).

M2 makrofaj fenotipi kendi icerisinde M2a, M2b, M2c, M2d alt tiplerini
icermektedir. IL-4 veya IL-13 tarafindan aktive edilen M2a makrofajlar, IL-10, TGF-
B, CCL17, CCL18 ve CCL22 faktorlerini yiiksek oranda ifade etmekte ve endositik
aktivitesini arttirarak hiicre biiyiimesini ve doku onarimini desteklemektedir. M2b
makrofajlar, immin kompleks NLRP3 (Nucleotide-binding, LRR and PYD domains-
containing protein 3), TLR ligandlar1 ve IL-1p tarafindan aktive edilir, ve TNF-a, IL-
1B, IL-6 ve 1L-10 gibi hem pro- hem de anti-inflamatuvar sitokinleri sentezler. inaktive
makrofajlar olarak da bilinen M2c makrofajlar, glukokortikoidler, IL-10 ve TGF-$3
tarafindan indiiklenir. Bu hicreler IL-10, TGF-B, CCL16 ve CCLI18 salgilar ve
apoptoz sirasinda gergeklesen fagositozda énemli roller oynarlar. TLR antagonistleri
tarafindan indiiklenen M2d makrofajlari, IL-10 ve vaskuler endotelyal biyime

faktorlerinin (VEGF) salinnmina yol agar ve anjiyogenezi ve tumor gelisimini
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destekler (138, 139). Buradan anlasildigi iizere, makrofajlar cevresel faktorlere
cevaben dinamik olarak degisen, hizli ve yiiksek fenotipik plastisite gosteren fakat ayni

zamanda tamamen farklilagsmis hiicrelerdir.

Cesitli hastaliklarda makrofaj polaritelerinin degistigi gézlenmistir. M1 ve M2
makrofaj polarizasyonunun hastalik ¢esidine gore degismesi makrofajlarin hastalik
mekanizmalarinda oynadigi rollerin degiskenlik gdstermesi ile agiklanabilir. M1 tipi
makrofajlar sadece bulasic1 ve inflamatuvar hastaliklarla degil, M1, ateroskleroz ve
insiilin direnci gibi metabolik hastaliklarla da iliskilidir. M2 makrofajlar ise alerjik
hastaliklar, hasar sonrasi fibrozis gelisimi ve kanserle ilgili mekanizmalarda siklikla

gOzlenmektedir (Sekil 4.16).

M1 M2
* Pro-inflamatuvar cevap (Th1) * Anti-inflamatuvar cevap (Th2)
* Antijen sunma * Doku onarimi
* Hiicre i¢i patojeni ortadan kaldirma * Anjiyogenez
* Doku hasan » Immiin regiilasyon

Kardiyovaskiiler Hastaliklar «+——— — Alerjik hastaliklar ve astim

Otoimmiin Hastaliklar <+——— z'ﬁwﬁ # 5 Fibrozis

i
Bakteriyel hastaliklar +———— A
< % 94— » Septik komplikasyonlar
Viral hastaliklar «——— an
R
Karaciger yaglanmas1 «——— / ' & % ——» Tiimorler ve Kanser Tiirleri
s g 3
"a i) R
'

T ——» Yara iyilesmesi

Obezite ve Diyabet «———~ )

Sekil 4.16 Cesitli hastaliklarda M1/M2 makrofaj polariteleri ve gorevleri. Th: T hiicre
cevabi.

Literatiirde son yillarda bazi hastalikli insan dokularinda M4 tip makrofajlar
tanimlanmistir. Pro-inflamatuvar 6zellik gdsteren M4 tip makrofajlarin olugsumu bir
kemokin ligandi1 olan CXCL4 ile indiiklenir (140) ve fagositik kapasite, ateroskleroz
patofizyolojisinde kopiik hiicre (foam cell) olusumuna artmis direng, CD163 ¢6pgii
reseptorii gen ifadesinin diismesi ve MMP-2 / MMP-7 gen ifadelerinin artmasi ile M1

ve M2 tip makrofajlardan farklilik gosterdigi raporlanmistir (103).
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4,75 In vitro makrofaj farklilagsmasi

Literatirde insanda dolasimdaki ¢ekirdekli hiicrelerden izole edilen CD14*
monosit hucrelerinden naiv makrofajlara farklilastirma protokollerinde, tiim kan hiicre
kiiltiirleri i¢in kullanilan RPMI-1640 bazal besiyerine 7 giin boyunca %10 oraninda
serum eklenmesi ortaktir. Kullanilan serum genellikle fetal sigir serumu (FBS) (141)
veya fetal buzagi serumu (FCS) (142) olmakla birlikte insan AB kan grubuna sahip
bireylerin serumlar1 da kullanilmaktadir (143). Bu kiiltiirlere ayrica M-CSF ve GM-
CSF buyime faktorleri de eklenir. Bu protokollerde M-CSF faktort 10-50 ng/mi
arasinda, GM-CSF faktori ise 1-25 ng/ml arasinda kullanilmaktadir (125, 137, 144,
145). M-CSF (CSF-1), monosit-makrofajlarin proliferasyon, sag kalim ve farklilagma
yolaklarinda yer alan temel regiilator protein olup hiicreyi makrofaj farklilasmasi
yonunde stimille eder CSF-1R reseptoriinin ligandidir. Diger koloni stimile edici
faktorler; GM-CSF (CSF-2) ve granilosit koloni stimule edici faktordur (G-CSF,
CSF32). M-CSF, monositlerde ifade olan bir tirozin kinaz reseptort olan CSF1R’e
(CD115) baglanir (146). M-CSF’nin CSF-1R’ye baglanmasi, fosfataz SHP-1, Src,
PLC-y, PI(3)K, Akt ve Erk gibi kinazlarin fosforilasyonuna sebep olarak reseptoriin
sitoplazmik kismindaki tirozin rezidiileri reseptér dimerleri olusturur ve hiicre ici
sinyal mekanizmasini baglatir (147). M-CSF-CSF-1R kompleksi daha sonra
lizozomda degrade olur. CSF-1R aracili sinyalizasyon, hiicrenin sag kalim1 ve hiicre
dongiisiiniin S fazina girmesi icin gereklidir. GM-CSF faktori eozinofil ve
notrofillerin  sagkalimi  ve aktiflesmesinde, makrofaj ve dendritik hiicre
olgunlagsmasinda gorev alan bir buyime faktori olsa da M-CSF’nin tek gorevi
makrofaj hiicrelerinin farklilasmasi ve olgunlasmasini stimiile etmek ve bolinmesini
uyarmaktir, bu nedenle makrofaj spesifik bir biyume faktéradur (146). Farklilasmanin
sonunda MO naiv makrofaj kilturlerine gesitli kimyasallar ve/veya biiytime faktorleri
eklenerek 1-2 glin boyunca istege bagli olarak makrofajlar, M1-M2 polarizasyonuna
indiklenmektedir (148). Bu faktorlerden en ¢ok kullanilanlar; M1 polarizasyonu igin
LPS ve IFN-y iken, M2 polarizasyonu icin IL-4 ve IL-13 sitokinleridir (149).

In vitro makrofaj farklilastrma metodlar1 kan dolasimindan saflastirilan
monositler ile siirli olmaksizin, UPKH’lerinin  hematopetik kdk hiicreye
farklilagtirnlmasiin ardindan makrofaj kdltirt elde edilebilmektedir (150-152).

Patogenezinde makrofajlarin gorev aldigi c¢esitli hastaliklarin modellenmesinde,
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bireye 6zgii UPKH-kokenli makrofajlardan faydalanilmaktadir. Ornegin; Dengue virus
ve Zika virlis enfeksiyonlarindaki bireye 6zgli makrofajlarin viriis eliminasyonunda
roliinii arastiran bir ¢alismada, spesifik olarak insan embriyonik kok hiicreden ve
uUPKH’lerinden farklilastirilan makrofajlar kullanilmistir (152). Ayrica, IFN-y reseptor
1 defekti kaynakli mikobakteriyal hastaliklara yatkinligi olan bir immiin yetersizlik
hastasindan elde edilmis UPKH’leri de makrofajlara farklilastirilarak, bu reseptor
eksikliginde JAK/STAT sinyal yolagmin mekanizmasi arastirillmistir (151). Fakat
literatiirde uPKH’lerinden makrofaj farklilastirma, imminolojik parametrelerin
degerlendirilmesinin gerektigi calismalar tarafindan tercih edilen bir yontem degildir.
Cunkud, monositler kemik iligi kokenli olmalarinin avantaji ile kanda bol miktarda ve
taze olarak bulunabilir. Ayrica periferik kanin eldesi UPKH’lerinin Gretilmesinden
daha daha ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu sebeple, dolasimdan saflastirilan CD14*
monosit hiicrelerinden makrofaj farklilagtirma metodu hastaliklar

immiinopatogenezinin arastirtlmasinda daha sik tercih edilmektedir.

4.8 Kardiyak Makrofajlar

Kalbe 0zgl makrofajlar, Pinto ve arkadaslar tarafindan ilk defa 2012 yilinda
Cx3cr1CFP* transgenik fareleri kullanildigi bir ¢alisma ile histolojik ve fenotipik
olarak tanimlanmistir (14). Kalp dokularinda Cx3crl ifadesinin, immin sistem
hiicrelerinin gelisimsel siirecinde bahsedilen fetal donemde yolk kesesinden kdken
alan hematopoetik kok hucrelerden olusan doku makrofajlarina 6zgii oldugu bu
calismalar ile bilinmekte ve kardiyak makrofajlar, Cx3cr1®™* transgenik fare hatlar:
kullanilarak arastirilmaktadir (113, 126, 153-155). Bu CX3CR1" kardiyak
makrofajlarin miyokardiyumda kardiyomiyositlerle, perivaskiiler alanda ise kapiler
endotel hiicreleri ile temas kurdugu gosterilmistir, bu oOzellik ile kardiyak
makrofajlarin kalp homeostazinda resiprokal parakrin sinyalizasyonunda gorevli
oldugunu kamtlamistir (14). Hem insan hem kemirgen kalbinde CD68" CD11B*
CD163" CX3CR1" F4/80" belirtegleri ile tanimlanan kardiyak makrofajlarin saglikli
durumda ve kardiyak hastaliklardaki rolleri, histolojik ve anatomik g¢alismalarda
incelenmeye devam etmektedir (14, 119, 156-159). Bu ¢alismalar igerisinde tUm

kalbin hicresel kompozisyonunun tanimlanmasiyla, %7-10 arasi olarak tespit edilen
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I6kosit grubu hicrelerinin ¢ogunlugunun kardiyak makrofajlar oldugu tespit edildi
(15). Kalbe 6zgii makrofajlarin saglikli fare miyokardiyum tabakasinda bulunan
kardiyomiyosit olmayan hiicre popilasyonunun %6-8 arasinda oldugu bildirilmistir
(116, 160). Yetiskin fare miyokardiyumunda varhigi yiiksek miktarda tespit edilen
CX3CR1" makrofajlarin gen ifade analizi sonucu, bu hiicrelerin M2-spesifik Cd206
ve Cd163 genlerini de ylksek oranla ifade ettiklerinden M2 tip fenotipe yakin oldugu

sonucuna varilmistir (14, 161).

Kardiyak makrofajlarin lokalizasyonu homojen olmamakla birlikte embriyonik
kokenli makrofajlar koroner damarlara yakinken, fetal monositlerden farklilasarak
tireyen makrofajlar endokardiyal trabekiile yakindir. Koroner arterler, kalp
kapakgiklart ve perikardiyal sivinin bulunugu perikardiyum ve epikardiyumun
arasindaki bolgede makrofajlarin varhigi az da olsa gézlenmistir (118). Genellikle
kalbin i¢ ve dis katmanlarinda (perikardiyum ve endokardiyum) ve endotel iliskili
yerlerde bulunan makrofajlarin monosit kokenli olarak dolasimdan gbé¢ eden
makrofajlar oldugu bilinmektedir. Monositlerin kan dolasimi ile kalbe taginmasinin
yani sira lenfatik yollarla da kalbe yerleserek makrofajlara farklilastigi gosterilmistir
(162).

Kardiyak makrofajlarin  kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolleri siklikla
calisilmaktadir. Fakat, bakteri enfeksiyonu kaynakli perikardit, endokardit ve Lyme
hastalig1 gibi enfeksiy6z hastaliklarda kardiyak makrofajlarin rolleri, immin sisteme
ait inflamatuvar iliskili gorevler ile sinirhidir (163). Miyokardiyal enfarktius (MI) ve
iskemik kardiyomiyopati gibi steril enfeksiyon s6z konusu iken kardiyak
makrofajlarin immiin sistem iligkili gérevleri M1-M2 makrofaj polaritesi sergileyerek
dokunun hasar faktorlerinden arindirilarak onarimini  baslatmaktir. Kardiyak
makrofajlarin immiin sistem gorevleri disinda tanimlanan kalp homeostazina yardimci
rolleri kardiyak hastaliklarin patogenezinin arastirilmasinda dnemlidir. Bu yardimci
roller arasinda, postnatal donemde kardiyak makrofajlarin sayisinin hipoksi sonucu
artmasiyla kardiyomiyosit proliferasyonunu tetiklemesi gosterilebilir (164). Kalbin
koroner gelisimi ve olgunlasmasi i¢in ilkel embriyonik makrofajlarin gerekli oldugu
bir ¢alismada gosterilmistir (111). Diger ilging bir rolii ise, defektli mitokondrilerin
ekzofer vezikiller ile kardiyomiyositlerden disar1 transportu Uzerine kardiyak

makrofajlarin bu hasarli organelleri iceren vezikdlleri fagosite etmesidir (165).
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Kardiyak makrofajlarin 2017 yilinda kesfedilen en sira dist  gorevi ise
kardiyomiyositlerin depolarizasyonunu dizenleyerek kasilma fonksiyonlarini regule
etmesidir (9). Insan ve fare kalplerindeki kardiyak makrofajlarin anatomik ve
fonksiyonel etkilerinin arastirildigi bu ¢alismanin literatiire kattig1 en sasirtict bulgu,
kardiyak makrofajlarin, AV nod kardiyomiyositleri ile baglanti kurarak ritmik
kasilmay1 diizenleme 6zelligidir. Makrofajlar ile kardiyomiyositler arasindaki CX43
oluklu baglant1 sayilarindaki artisin, kardiyak atim hizina korale olarak yansidigi

yapilan yama kiskaci analizleri ile gosterilmistir (Sekil 4.17).

Oluklu Baglant1
Cx43

Diyastol Kardiyomiyosit repolarizasyonu

E Kardiyomiyosit
| CX43 oluklu (¥ Katyonlar
baglant

Sitoplazma

Sitoplazma

Aksiyon potansiyeli
+50 mve—:. .

_mmvi_ - '___:_.?~____ > KM
/ KM+Me

Membran Daha hizli
potansiyeli daha repolarizasyon
pozitif

Sekil 4.17 Kardiyak makrofajlarin immiinoelektrofizyolojik regiilasyonunu 6zetleyen
sekil. (Swirski ve Nahrendorf 2018’den uyarlanmuistir).
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Ayni ¢alisgmada, Cx43 ve Cdllb genlerinde kosullu gen susturulmasi
yapildiginda, 1. ve 2. derece AV blok durumu goézlenmis, dolayisiyla kalbin
kasilmalarinin sekteye ugradigi gosterilmistir. Bu AV blok durumunda elektriksel
impuls atriyumlardan ventrikillere etkin bir sekilde gegemedigi igin farelerin EKG
verisinde P dalgas1 ve QRS kompleksinde uyumsuzluklar gézlenmistir. Kardiyak
makrofajlarin kalp atimindaki dogrudan etkisinin ispat1 i¢in yapilan optogenetik
metodu ile, rhodopsin kanallarinmn uyarildigi Cx3cr1"WCreERChR2"M transgenik fare
kalplerinde AV nodda bulunan ve kardiyomiyositlere koneksinlerle baglanan kardiyak
makrofajlarin aktive olmasiyla kalbin kasilmasinin anlamli oranda hizlanmasi
gozlenmistir (Sekil 4.17) (9). Bu sebeple, kardiyak makrofajlarin dolayisiyla
konneksin baglantilarinin azalmasinin, kalbin ritmik atiminin bozulmasinda bir risk
faktori oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma literatiirde ilk defa, yogunlukla AV nodda
lokalize kalbe 6zgii makrofajlarin kasilma ritmi ile iliskili oldugunu ortaya koymustur.
Sonu¢ olarak, kardiyak makrofajlar, kardiyomiyositlerin kasilmalari igin
depolarizasyonu baglatic1 pozitif iyonlarin hiicre i¢ine girisini saglayarak hiicrelerin
atimin diizenlemektedir. Bu 6nemli bulgular, makrofajlarin kardiyak aritmilerde kalp
attminin dizenlenmesinde koruyucu ve tedaviye destek olma potansiyelini ortaya

cikarmaktadir.

4.9 Literatiirde Kardiyomiyosit ve Makrofaj Etkilesimini inceleyen In Vitro

Kokdiltir Calismalar:

Kardiyomiyosit-makrofaj iliskisini inceleyen in vitro kokultir galismalart son
derece kisitlidir ve bu g¢alismalarin ¢ogu kemirgen kokenli makrofaj hucreleri ile
yuratilmektedir (166-169). Yang ve arkadaslarinin (169) yiiriittiigii calismada SARS-
CoV-19 hastaligi, insan UPKH’lerinden iiretilmis kardiyomiyositler ve makrofajlar
kullanilarak modellenmistir. Fakat bu ¢aligmalardada makrofajlarin immin sistem
rolleri arastirilmis, kardiyomiyositlerin elektrofizyolojik dzellikleri incelenmemistir
(170). Insan embriyonik kok hiicre kokenli kardiyomiyositler ile fare kokenli
makrofajlarin olusturdugu bir kokultlr ¢alismasinda ise atriyal fibrilasyon hastalik
modeli  olusturulmus ve bu hastaliktaki M2c fenotipli ~makrofajlarin
kardiyomiyositlerin aritmik fenotipini diizelttigi gosterilmistir (171, 172). Fakat
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literatirde simdiye kadar insan koOkenli kardiyomiyosit ve makrofaj etkilesimini

konjenital aritmi hastalik modelinde inceleyen in vitro bir ¢aligmaya rastlanmamaistir.

Literatrde gesitli organlarin patofizyolojisini arastiran hastalik modellerinde ve
tek bir organin sahip oldugu farkli hiicre tiplerinin birbirleri ile olan iliskisininin
arastirtlmasinda in vitro kokultur yonteminden faydalanilmaktadir (173-175). Kalbin
in vivo olarak ¢alisilmasinin zorlugu, kardiyak hiicre gesitlerinin in vitro kokulttrlerde
incelenebilme avantajin1 dogurmustur (160, 170, 176, 177). Kardiyak in vitro kokultlr
calismalarinda siklikla kardiyomiyositler, endotel hicreler, kardiyak fibroblastlar ve
mezenkimal kok hiicrelerden faydalanilmistir. Bununla birlikte kardiyak sistemlerde
makrofajlar ile ilgili kokultur ¢alismalar literattirde sinirli olsa da makrofajlarin farkls
hiicre tipleri ile iligkilerini inceleyen kokiiltiir temelli arastirmalar mevcuttur (167-
170).

Makrofajlarin  ¢ogunlukla fagositik o6zelliklerinden faydalanan kokultlr
caligmalarinda kullanilan hicre tipleri; epitel hicreler (178), kanser hiicreleri (179),
endotel hucreleri (180), noronlar (181), osteoblastlar (182) ve mezenkimal kok
hicrelerdir (173). Bu calismalarda kullanilan makrofajlar, RAW264.7 fare makrofaj
hatt1 ve fare kemik iligi kokenli monositlerden farklilasmis hucrelerdir (183, 184).
RAW?264.7 fare makrofaj hatt1 ile kardiyak hiicreleri inceleyen kokultlr ¢aligmalari,
miyokardiyal hasar (185), miyokardiyal enfarktus (MI) (186), MI sonrast aritmi (187)
ve atriyal fibrilasyon (167) hastaliklarinin immiin mekanizmalar1 (zerine dizayn
edilmistir. insan kokenli kardiyak kokiltir ¢alismalarinda ise siklikla THP-1 monosit
hatt1 kokenli makrofajlar kullanilmaktadir ve bu ¢aligmalarda ateroskleroz (171) ve Ml

stirecleri incelenmistir (188).

Son zamanlarda U¢ hicre tipi iceren kokiiltiir ¢alismalar1 da mevcut olup
makrofajlarin, fare kardiyak fibroblast ve miyoblast hicreleri ile etkilesimi
incelenmistir (171, 172)

Tim bu caligmalar kalbin immiin sistem hiicresi dahil bir¢ok hiicre ¢esidi
barindirmast  sebebiyle  kardiyak  hiicre = ve  hastaliklarin  molekiiler
immuinopatogenezinin anlagilmasinda kokiiltiirlerden faydalanilmasinin glvenilir

sonuglar doguracagini géstermistir.
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5. MATERYAL VE METOD

Bu tez calismasi, Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi
(MEDITAM) Deney Hayvanlar1 Unitesinde ve SABITA biinyesindeki Molekiler
Biyoloji ve Kok Hiicre laboratuvarinda Ocak 2018-Subat 2022 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir. Etik kurul onaylari, Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Bagkanliginca 10840098-604.01.01.E.53607
sayist ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanlhiginca 10840098-
604.01.01.E.54521 sayist ile tedarik edilmistir.

In Vitro deneyler Ex Vivo deneyler
PBMC

Saghkh - Aritmi Vah$1 Trfnf;v;l;ik
birey hastasi : C g2""
s . asq
/ \ EKG Anallzlerl

UPKH-kékenli CD14* monosit
kardiyomiyosit kokenli makrofaj

Saglikl birey &
= Aritmi hastasi

\ /

Karakterizasyonlar

Morfo]ajlk Analizler Molekiiler Analizler Fonksiyonel Analizler

--.A- uPKH KM KM s
l IHC Analizler
Kokiiltiir | Masson Trikrom Immiinfloresan boyama
0! gruplan

AVNOD

1.GRUP 2.GRUP 3.GRUP 4.GRUP /

Morfolojik Analiz Molekuler Analiz Fonksiyonel Analiz Kardiyak Makrofaj Yogunluk Analizi

;;;;;
2eta”
o

Sekil 5.1 Tez galismasinin deney basamaklarinin 6zeti.

CX3CR1+

Vahsitip Casq2™
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5.1 Kullanilan Teknik Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Uyarilmig pluripotent kok hicre (UPKH), uPKH kokenli kardiyomiyositler ve

monosit kaynakli makrofajlarin hiicre kiiltiirii ve analizleri i¢in kullanilan molekiiler

tekniklerde kullanilan cihazlar ve yazilimlar Tablo 5.1°de listelenmistir.

Tablo 5.1 Teknik Cihazlar, Yazilimlar ve Markalari

Cihaz/Yazilim

Marka

-20 °C dondurucu

Siemens

+4 °C buzdolab1

Thermo Scientific

Akim sitometri cihazt FACSymphony Al

BD Bioscience

Akim sitometrisi analiz yazilimi FlowJo v10.6.1

BD Bioscience

AXxio Zoom V.16 mikroskop Zeiss
Biopac Student Lab Versiyon 4.1 Bsl Analysis
Calkalayicili su banyosu N-Biotek
Distile Su Cihaz1 100 Lt Millipore

EKG Kayit Cihazi

Biopac Systems Ins-Mp36

Elektroforez Cihazi ve Gii¢ Kaynagi

Biorad

Elektron mikroskobu 6ncesi vakumlu kaplayict ACE200 Leica

Fiji yazilimi (v1.52) ImageJ

Forseps (11252-30) Dumont #5 Standard-
Gergek Zamanli Kantitatif PZR Cihazi (CFX CONNECT) Biorad

GraphPad Prism versiyon 8.0

GraphPad Software, LLC

Hamilton enjektori

Hamilton-80301-701LT

Hassas terazi

Ohaus

Jel goriintiileme cihazi ChemiDoc Bio-Rad
Karbondioksit Inkiibatérii STERI-CYCLE 160 Thermo Scientific
Konfokal Mikroskopu LSM800 Zeiss

Konfokal Mikroskopu LSM880 Zeiss

Kryostat kesit alma cihazi1 CM 1950 Leica

MicroCL 17R Mini Santrifj Thermo Scientific
Mikrodalga Firin Samsung
Mikropipet Takimi Gilson

Mikrosantrifij MicroCL 17R

Thermo Scientific

Nanodrop Niikleotid Kalite 6l¢iim cihazi

Thermo Scientific

Pipetdr Tabanca Gilson
Primovert Invert Isik Mikroskobu Zeiss-Discovery V8
PZR cihaz1 (Thermal Cycler) Bio-Rad

Santrifiij cihazi

Thermo Scientific

SpectraMax i3 Cok Modlu Mikroplaka Okuyucu Platform

Molecular Devices

Spinning Disc Konfokal Mikroskopu

Zeiss

48



Taramali elektron mikroskobu GeminiSEM 500 Zeiss

Thermal 1sitict Bio-Rad

Tip 2 Hiicre Kiltiri Kabini Safe 2020 Thermo Scientific
Tip dondarici cihaz DLAB Mx-T6-S
Vorteks cihazi Heidolph

UPKH, uPKH kokenli kardiyomiyositler ve monosit kaynakli makrofajlarin

kalturd ve kriyoprezervasyonu gibi temel sarf malzemeler Tablo 5.2°de listelenmistir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerikleri Tablo 5.3’de verilmistir.

Tablo 5.2 Hiicre kultiiriinde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler

Firma

Katalog Numarasi

0,22 um Filtre (13 mm capli)

Thermo Scientific

720-1320

0,22 pm Filtre (33 mm ¢apl) Merck Millipore SLGPO33RS
100 mm plastik tabanli petri Corning 430167

12 kuyucuklu hiicre kabi Cell Star 665 180

13 mm cam tabanl petri Thermo Scientific 150680

15 ml falkon tiip Falcon 352096

250 ml sivi filtreli besiyeri kabi Merck Millipore 05045

35 mm cam tabanl petri FluoroDish FD35-100
35 mm plastik tabanl petri Thermo Scientific 130180

50 ml falkon tip Falcon 352070

500 ml s1v1 filtreli besiyeri kab1 Merck Millipore 12969

6 kuyucuklu hiicre kab1 Corning 3516

B27 takviye (insdlinli) Thermo scientific 17504044
B27 takviye (insulinsiz) Thermo scientific A1895601
Bazik FGF Merck Millipore GFO03AF_MG
CD14" Monosit izolasyon MACS Kkiti Miltenyi 130-050-201
CHIR99021 kii¢ik molekul Sigma-Aldrich SML1046
CytoTune-iPS _Sgndal 2.0 yeniden Thermo scientific | A16517
programlama Kiti

DMEM Gibco 41966-029
DMEM/F12 Gibco 11330-038
DMSO (Dimetil stlfoksit) ATCC 4-X-5
Dnasel Kit (enzim + sollisyon) Roche 4716728001
DPBS (Ca?", Mg?") Gibco 14040-091
DPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered salin) Gibco 14190-094
(Ca2+_' Mgz+_)

EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) 0,5 M Invitrogen 15575-038
Essential 8 Basal Medium Gibco A15169-01
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Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Essential 8 Takviye Gibco A15171-01
FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco 10270-106
Fibronektin Sigma-Aldrich F1141-1MG
Ficoll-Paque Histopaque®-1077 BD Biosciences 10771
FLT-3 Ligand rekombinant insan sitokini Miltenyi 130-096-476
Fluo-4-AM (Acetoxymethyl) Life Technologies | F14201
G-CSF rekombinant insan sitokini Miltenyi 130-093-860
Geltrex Corning Al14133-02
Glukozsuz RPMI-1640 Multicell 350-060-CL
GlutaMAX Gibco 35050-61
GM-CSF blytme faktor R&D Systems 215-GM-010
HEPES Buffer (1M) Sigma-Aldrich H0887

IL-3 rekombinant insan sitokini R&D Systems 203-1L-010
iMatrix-511 Takara T304

IWP-2 kii¢iik molekdl Tocris 3533

IWP-4 kiigiik molekdl Tocris 5214

IWR-1 endo kiiglik molekil Tocris 3532

Jelatin toz Sigma-Aldrich (G9391-100g
Kolajenaz A Roche 10103586001
Kolajenaz B Roche 110888815001
Kolajenaz Il Gibco 17101015
Kolajenaz IV Gibco 17104-019
KOSR (Knockout serum) Gibco 10828-028
Kriyotip vial Nunc 363401
Laminin Sigma-Aldrich L2020
LysoTracker™ Green DND-26 lizozom Thermo scientific | L7526
isaretleyici

M-CSF bulyume faktori R&D Systems 216-MCC-010
Matrigel Corning 354277
Matrigel Matriks Corning 354277
Mitomiyocin C Sigma-Aldrich M4287-2MG
NBCS (Newborn Calf Serum) Gibco 16010167
NEAA (Non-Essential Amino Acid) Gibco 11140-050
P/S (Penisiln-Streptomisin) Gibco 15140-122
Pluronik asit F-127 Merck Millipore P2443

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) Sigma-Aldrich P8139
Poli-L-lizin Sigma-Aldrich P6282

RITC (Rhodamine izothiosiyanat)-dextran Sigma-Aldrich R8881
RPMI-1640 bazal besiyeri Gibco 21875034
SCF (Stemcell factor) rekombinant insan R&D Systems 255-SC-010
Sodyum L-Laktat Sigma-Aldrich 71718
R-Merkaptoetanol Sigma-Aldrich 444203
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Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Stem-Cell Banker hiicre dondurma solisyonu | ZENOAQ CB046
StemPro™-34 SFM Thermo scientific 10639011

T25 hiicre kiiltiirii flaski Corning 353109

T75 hiicre kiiltiirii flask1 Corning 430641U

TPO Gibco PHC9514

Triphan mavisi hiicre sayim1 boyasi Sigma-Aldrich T8154

TrypLE Express rekombinant enzim Thermo scientific 12604013

Y-27632 ROCK Inhibitér Millipore SCMO075

Tablo 5.3 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri igerikleri. uPKH: Uyarilmus pluripotent
kok hiicre. NEAA: Non-essential amino asit. MACS: Manyetik aktif hiicre ayristirma. DPBS:
Dulbecco's phosphate-buffered salin. EDTA: Etilendiamintetraasetik asit. FBS: fetal bovin
serum. NBCS: Newborn calf serum. P/S: Penisilin-Streptomisin. M-CSF: Makrofaj koloni
stimule edici faktér. G-CSF: Granulosit koloni stimule edici faktér. GM-CSF: Granulosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor. bFGF: Bazik fibroblast biiyiime faktorii. IL: Interldkin.
SCF (Stem cell factor): Kok hiicre faktord, c-kit ligandi. TPO: Thrombopoietin. FLT-3: Fms

iligkili tirzin kinaz reseptorii-3.

Besiyeri Miktar
UPKH Programlama PBMC besiyeri

RPMI 1640 50 ml
G-CSF 10 ng/ml
IL-3 2 ng/ml
SCF 100 ng/ml
TPO 20 ng/ml
FLT-3 100 ng/ml
Pen/Strep %1
Besleyici Tabakalh uPKH besiyeri

DMEM/F12 250 ml
KnockOut Serum %20
GlutaMAX %1
NEAA %1

P/S %1
B-Merkaptoetanol 0,015 mM
bFGF 10 ng/ml
Matrigel matriksi igin uPKH besiyeri

Essential 8 Basal Medium 50 ml
Essential 8 Supplement 50X

P/S %1
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Besiyeri

Miktar

Kardiyomiyosit Farklilasma Besiyeri

RPMI 1640 50 ml
B-27 Supplement (insulinsiz) 50X
GlutaMAX %1
NEAA %1

P/S %1
R-Merkaptoetanol 0,015 mM
CHIR99021 6 uM
WNT yolag1 bloklayici kiigiik molekiiler 5uM
Kardiyomiyosit Besiyeri

RPMI 1640 50 ml
B-27 Supplement (insulinli) 50X
GlutaMAX %1

P/S %1
B-Merkaptoetanol 0,015 mM
Kardiyomiyosit Zenginlestirme Besiyeri

RPMI-1640 (without/ D-Glucose) 50 mi
Sodium L-Lactate 10 mM
HEPES Buffer (1M) 40 X
THP-1 Monosit Besiyeri

RPMI-1640 50 mi
FBS %20
NEAA %1
GlutaMAX %1

P/S %1
NA-Pirivat %1
R-Merkaptoetanol 0,015 mM
THP-1 Makrofaj Farkhilastirma Besiyeri

RPMI-1640 100 ml
PMA 100 ng/ml
MACS Solusyonu (pH 7.2)

DPBS (+CaCl, +MgCly) 250 ml
FBS %0,5
EDTA 2 mM
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Besiyeri Miktar
CD14* Monositten Makrofaj Farklilastirma Besiyeri

RPMI-1640 50 ml
NBCS %10
GlutaMAX %1

P/S %1
R-Merkaptoetanol 0,015 mM
NEAA %1
M-CSF 50 ng/ml
GM-CSF 25 ng/ml
Makrofaj Besiyeri 50 ml
RPMI-1640

NBCS %5
GlutaMAX %1

P/S %1
NEAA %1
R-Merkaptoetanol 0,015 mM
Kokaultir Besiyeri 50 ml
Kardiyomiyosit besiyeri %50
Makrofaj Besiyeri %50

Tez caligmasinda uygulanan tim molekiiler tekniklerde Tablo 5.4’te yer alan

sarf malzemeler kullanilmistir. Yapilan tez caligmasinin immiinboyamalarinda

kullanilan tim sarf malzemeler Tablo 5.5°te, sollsyon icerikleri Tablo 5.6’da ve

antikorlar Tablo 5.7’de verilmistir.

Tablo 5.4 Molekiiler tekniklerde kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog
Numarasi
40 pm naylon filtre Thermo scientific 22363547
Agaroz toz Wisent 800-015-EG
DNasel enzim kiti, RNase-Free (50 6rnek) Qiagen 79254
Ependorf Tipleri Axygen MCT-150-R
FACS polistren tiip 5 ml Corning 352235
Hucre kaldiric1 (Lifter) Corning 3008
Hiicre kaziyic1 (Scraper) Corning 3010
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Insan TruStain FcX™ (Fc reseptdr bloklayici

antikor karisimi, anti-CD16/CD32) Biolegend 422301
iScript™ cDNA sentez kiti Bio-Rad 172-5037
iTaq Universal SYBR yesil siipermiks Bio-Rad 172-5124
Jel yiikleme boyasi BioLabs B7024S

LS boyutlu MACS kolonu Miltenyi 130-042-401
Midi boy MACS manyetik tabla Miltenyi 130-042-302
ProLong™ Diamond doku koruyucu soliisyon Thermo scientific P36961
PZR 8 sirali ependorf tiipii Bio-Rad TLS0801
RED Extract-N-Amp Tissue PZR Kkiti Sigma-Aldrich 254-457-8
RNA izolasyon Kiti Roche 11828665001
Rnase/Dnase Icermeyen Su Sigma W4502
SYBR Safe DNA baglayan boya Invitrogen S33102

Tablo 5.5 Immiin boyamalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Firma Katalog Numarasi
Absol{it etanol %96,9 Tekkim

BSA (Bovine serum albumin) Capricorn BSA1S

Doku dondurma kaliplar1 Electron microscopy 62352-15

(15X 15 X 5 mm) sciences (EMS)

Doku dondurma soliisyonu OCT | Leica Biosystems 14020108926
Entellan Millipore 107960

Keci serumu Gibco 16210064
Kimwipe Fiber Pecete Kimtech MT02625

Ksilen Chemsolute 1330-20-7

Lamel (24x60mm) Eprendia

Masson Trikrom boyama kiti Bio-Optica 04010802

MTT Canlilik kiti Vybrant® Gibco V-13154

PAP Pen hidrofobik kalem Sigma Aldrich Z672648-1EA
Paraformaldehit Sigma Aldrich 158127
?;g)'(t;';r{:ﬁ;ul gﬁrﬁzlﬁzﬁ’ﬂl{aml Laborant ANT-MS90PCOLW
Sodyum Azid Sigma S8032

Triton X-100 Sigma Aldrich 9002-93-1

Tween® 20 Sigma Aldrich 9005-64-5

Tablo 5.6 Immiin boyamalarda kullanilan soliisyon igerikleri

Soltsyon Miktar Solisyon Miktar
Bloklama sollisyonu 50 ml Dilisyon soltisyonu 50 ml
Kegi serumu %3 Kegi serumu %3
Triton-X-100 %0,1 Tween-20 %0,2
BSA %3 BSA %3
DPBS (+CaCl, +MgCl.) DPBS (+CaCl, +MgCl.)
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Tablo 5.7 Immiinokimyasal boyamalarda kullanilan birincil ve ikincil antikorlar

Antikor tipi | Antikor Sirket rlf;talog Diltsyon
Anti-Kardiyak Troponin | Abcam ab47003 | 1:500
Antikoru
Anti-Kardiyak Troponin T Thermo MS-295 1:500
Antikoru scientific )
Anti-Koneksin 43/GJA1 Antikoru | Abcam ab11370 1:1000

Primer Anti-CD68 Antikoru Biolegend 333801 1:250

antikorlar
Anti-iNOS Antikoru Thermo PA3-030A | 1:1250

scientific
Anti-LAMP1 Antikoru Cell Signaling | g5q9¢ 1:500
Technology

Anti-TRA-1-60 Antikoru Millipore 90232 1:200
APC anti-CD14 Antikoru Biolegend 301808 1:250
Anti-fare IgG (H+L) Ikincil Thermo .
Antikor. Alexa Fluor 546 scientific A11003 1:500
Anti-fare 1gG (H+L) Ikincil Thermo ]
Antikor. Alexa Fluor 633 scientific A21050 1:1000
Anti-fare IgG (H+) Ikincil Cell Signaling ]

Sekonder | Antikor. Alexa Fluor 488 Technology LS 1:500

(lidncil Anti-t I9G (H+L) ikincil Th

antikorlar nti-tavsan 19 + 1nci1 ermo .
Antikor. Alexa Fluor 546 scientific A11010 1:1000
Anti-tavsan IgG (H+L) Ikincil Thermo .
Antikor. Alexa Fluor 633 scientific A21070 1:1000
Anti-tavsan IgG (H+L) Ikincil Cell Signaling .
Antikor. Alexa Fluor 488 Technology 4412s 1:500
Anti-Oct-4A Antikoru Alexa Cell Signaling .
Fluor 488 Technology S1rt 1:50
FITC anti-CD11B Antikoru Biolegend 101206 1:200
FITC IgGb x izotip kontrol Biolegend 400633 | 1:200

) antikoru

Konjuge Anti-CD206 (MMR) Antik

antikorlar nt- ntikoru - -
Alexa Eluor 488 Biolegend 321113 1:250
4A§1§|—CD68 Antikoru Alexa Fluor Biolegend 333811 1:950
Wheat Germ Agglutinin Alexa Thermo .
Fluor 647 (WGA) scientific W32466 1:1000

Cekirdek DAPI (4’,6-d|am|d|no-2- Sigma D9542 1:1000

boyas1 phenylindole)

Canhhk . . . . .

boyast Propidyum iyodir (P1) Sigma-Aldrich P4170 2 pg/ml
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Tablo 5.8 Ex vivo deneylerde kullanilan sedatifler

Kimyasal ismi Marka Katalog numaarasi
Ketazol Richterpharma 3516
Roumpun Bayer 430720U

5.2 Ex Vivo Deneyler

Transgenik fare soylari, Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan ‘National
Institute of Health” kurumunun laboratuvarlarinda gorevli Prof. Karl Pfeifer tarafindan
laboratuvarimiza hibe edildi. Transgenik fare soylarmim bakimi ve Uretilmesi istanbul
Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) biinyesinde
gergeklestirildi. Tez calismasinin deney hayvanlarinda yapilan islemlerinde, 6-12
haftalik yetiskin, esit sayida disi ve erkek C57BL/6 vahsi tip fare ve CPVT (588D)

isimli transgenik soyunun homozigot mutant genotipli (Casq2™") fareleri kullanild.

5.2.1 Genotip analizi

Casg2” genotipinde transgenik fare soyundan kardes olmamak sartiyla bir
kafese alinan heterozigot veya homozigot genotipli 3 disi ve 1 erkek fare ile ¢iftlesme
kafesi olusturuldu. Disilerden birinin gebe olmasi durumunda kafesler ayrildi ve 3
hafta igerisinde dogum beklendi. Dogumdan 30 giin sonra farelerin kulak dokusu
ucundan, alkolle sterilize edilmis kulak delgeci ile 0,5-1 cm ¢apinda 6rnek alindi ve
steril ependorf tiiplere aktarildi. Dokular igin farenin bulundugu kafes ve soy bilgileri
kaydedildi. Transgenik fare kulak dokusundan genomik DNA izolasyonu icin her bir
ornege 75 ul ekstraksiyon soliisyonu eklendi ve pipetajla karistirildi. DNA lizisi igin
alternatif olarak (25 mM NaOH + 0,2 mM EDTA) karisimi da kullanilabilir.
Solisyonun igerisinde bulanan doku, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten
sonra Ornekler, PZR cihazinda 98 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Her bir 6rnekten 25 ul
ayrild1 ve tizerine ayn1 miktarda nétralizasyon soliisyonu (40 mM Tris HCI pH: 5.5)
eklenerek iyice pipetlendi, boylece genomik DNA izolasyonu tamamlandi. Kulak
dokularindan izole edilen genomik DNA ile, RED Extract-N-Amp Tissue PZR kiti
protokoli takip edilerek genotipleme yapild:i (Tablo 5.9, Tablo 5.10). Transgenik

farelerin mutasyon bolgesine spesifik olarak tasarlanmis PZR primer dizileri Tablo
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5.11°de verilmistir. Casq2” transgen bolgesine spesifik primerler ile PZR yapilarak
cogaltilan DNA fragmanlari, %1,5 agaroz jelde bant boylarina gore ayrildi. PZR
urinleri Biorad Chemi-doc cihaz1 ile gorlntilendi ve referans bantlar ile

karsilastirilarak transgenik farelerin genotip analizi tamamlandi.

Tablo 5.9 Fare genotiplemesinde PZR’da kullanilan malzemeler

Icerik Reaksiyon i¢in gerekli hacim (ul)
Red Extract 5ul

Primer (10 uM) 1,5 ul (3 primer her birinden 0,5 pl)
DNA 1l

H-.0 2,5 ul

Toplam hacim 10 ul

Tablo 5.10 Genotiplemede kullanilan PZR protokolii

Sicakhik Zaman

95°C 5 dakika

95°C 30 saniye (35 dongu)
62°C 30 saniye (35 dongi)
72°C 1 dakika (35 dongti)
72°C 10 dakika

4°C Gece boyu

Tablo 5.11 Genotiplemede kullanilan PZR primerleri

Primer Baz dizisi 5’-3’

15777R CCACCTTAAGAGTTTGCCCACAG
14550F CACCGGCTTCCCTGCCTCCCACAGC
14762R CGAGGACAGGCACACTCTCCACATGC

5.2.2 Elektrokardiyografi (EKG) kaydi alinmasi

Farelerde genotip ve fenotip iliskisini incelemek amaciyla, Biopac Student Lab
EKG analiz sistemi kullanildi (Sekil 5.2 A). Vahsi tip ve CPVT homozigot mutant
farelerin EKG analizlerinde, esit sayida disi ve erkek Casq2” fareler ve bu fare soyuna
ait olmayan, hi¢bir bilinen hastaliga veya tlimdre sahip olmayan 6-12 haftalik vahsi tip

fareler kullanildi. 100 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg roumpun sedatifleri bir siringada

57



karistirilarak vahsi tip ve transgenik farelere kasik boslugundan periton bolgelerine
3cc enjekte edildi ve fareler anesteziye alindi. Farenin anesteziye girip girmedigi,
ekstremitelerine uygulanan baskiya verdikleri refleksleriye kontrol edildi. Fare bu
uyaranlara herhangi bir refleks gostermiyor ise EKG kaydi almak iizere 6n ve arka
ekstremiteleri bant yardimiyla strafor tabaka iizerine supin pozisyonda sabitlendi
(Sekil 5.2 B). EKG verilerinde olusabilecek sapmalar1 6nlemek i¢in kayitlar, sessiz ve
izole bir alanda alindi. Farelerin sag {ist, sag alt ve sol alt ekstremitelerine elektrodlar
bagland1 (Sekil 5.2 B). EKG o6l¢limleri, Einthoven {icgeni referans alinarak kaydedildi
(Sekil 5.2 C). Einthoven ucgeni sol bilek, sag bilek ve sag ayagin olusturdugu
diisiiniilen ve ortasinda kalbin bulundugu teorik eskenar iicgendir. Bu iiggen kol
bilekleri ve ayaga baglanan elektrotlardan elde edilen potansiyel dlgiimleri ile kalp
vektoriiniin yon ve biiytikliigli arasindaki iliskinin anlasilmasi igin kullanilir. Lead
I1’de 1 dakika boyunca 2 kere alinan kayitlar, Biopac Student Lab programiyla analiz
edilerek EKG paremetleri belirlendi ve grafikler olusturuldu.

Einthoven iiggeni

Sol

Sekil 5.2 Transgenik farelerden EKG kaydi alinmasi. (A) EKG kayit cihazi (Biopac
Student Ins). (B) Lead II elektrotlarinin kayit almak iizere fareye baglanmasi. (C)
Einthoven lc¢geni. RA: Right arm. LA: Left arm. LL: Left leg.

5.2.3 Doku alim, saklanmasi ve kesit alinmasi

Vahsi tip saglikli ve Casg2” farelerin EKG kayitlar1 alindiktan en az 1 hafta
sonra, fareler karbondioksit ile 6tenazi veya servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi.
Sakrifiye edilen farelerden kalp ve dalak dokulari, herhangi bir yikama islemi
yapilmadan hizlica kuru buz tizerine alind1 ve her yiizii dondurularak ependorfa alindi

ve -80 °C’de saklandi. Dokular, kesit alinmadan 2 saat once, -20 °C olan kesit alma
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cihazinin igerisine alinarak 15 mm X 15 mm X 5 mm boyutlarindaki kaliplara OCT
yardimi ile gdmiildii. OCT nin donmasi beklendi ve dokular kaliptan ¢ikartilip cihazin
metal bloguna yapistirildi. Fare kalplerinden uzunsal (longitidunal) olarak 15-20
mikronluk doku kesitleri alinarak pozitif sarjli lamlara, her lama 8 kalp dokusu gelecek
sekilde yerlestirildi. Kesitler, 42 °C’de en az 30 dakika termal 1sitic1 Uzerinde inkibe
edildi. Kesitler daha sonra 6zel kesit kutusunda -20 °C’ye kaldirildi. Boyama
yapilacagl zaman kesilen dokulari iceren lamlar, 20 °C’den oda sicakligina ¢ikartilarak
dokularin 1s1sinin esitlenmesi saglandi. Fare kalplerinden kesitler, AV nodu igeren sag

atriyum bolgesinin tamamini kapsayacak sekilde alindi.

5.2.4 Kalp kesitlerinde mason trikrom boyama

Mason Trikrom boyama, doku kesitlerinde veya sitolojik preparatlarda kas ve
bag dokuyu ayirt etmek Uzere Ozel olarak uretilmistir. Kalpte AV nod bolgesi
koruyucu bir bag dokusu igerisinde yer alan bir lokasyon oldugu icin kas ve bag
dokunun ayrimini net bir sekilde saglayan Mason Trikrom boyama, AV nod bolgesi
tespiti icin uygun bir boyama yontemidir. Mason Trikrom kiti kaslarmn, kollajen
fibrillerinin, bag dokularin, ¢ekirdeklerin, norofibrillerin, ndroglialarin, kollajenin,
hiicreler aras1 keratin fibrillerinin goriintiilenmesi ve Golgi aygitinin negatif
goriintiilenmesi i¢in kullanilir. Dokularda kas ve kolajen fibrillerinin boyanmasi
yonteminde kullanilan Anilin mavisi boyasi kollajene baglanarak belirgin bir mavi

renk almasini saglar (189).

Dokular %4 PFA igeren sale igerisinde oda sicakliginda 15-20 dakika fikslendi.
Fiksasyon sonrasi slaytlar 2 kez PBS igeren sale igerisinde yikandi. Yikamanin
ardindan slaytlar, 1 kez 5 dakika boyunca PBS igeren sale icerisinde bekletildi.
Dokularin etrafi Kimwipe ile kurulanarak Pap pen kalemi ile ¢izildi. Masson Trikrom
boyama kit icerisindeki Reagent A ve Reagent B her kalp icin 1 damla olacak sekilde
15 ml falkonda vortekslenerek karistirildi. Bu karisim dokularin tizerine esit sekilde
yayilir ve ¢alkalayici tizerinde 10 dakika inkibe edildi. Boya aspire edildi ve dokular
yikanmadan iizerlerinde Reagent C (Pikrik asit) birer damla olacak sekilde eklendi ve
4 dakika inkube edildi. Dokular hizlica su ile salede yikandi ve iizerlerine Reagent D
eklendi, tekrar 4 dakika inklbe edildi. Dokular tekrar su ile salede yikandi ve
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uzerlerine Reagent E eklendi, 10 dakika inklbe edildi. Fazla boya alindi, dokular
yikanmadan {izerlerine Reagent F eklendi, 5 dakika inkiibe edildi. Dokular su ile
yikanmadan artan alkol serilerinden (%70-96-100) gecirilerek en son absoliit ethanol
icerisinde 1 dakika bekletildi. Dokular ¢eker ocak altinda ksilene batirilip ¢ikartildi ve
kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak Axio Zoom V.16 mikroskobunda incelendi.

5.2.5 Kalp kesitlerinde immunfloresans boyamalar

Ex vivo olarak incelenen dokulardan alinan kesitler, boyanmadan 15 dakika
oncesinde -20 °C’den oda sicakligina ¢ikartildi. Dokularin boyanacak kesitlerinin
etrafi, hidrofobik bariyer olusturan pappen ile ¢izilerek isaretlendi. Dokularin iizerine
%4 PFA eklendi ve doku kesitleri 15 um ise 15 dakika, 20 pum ise 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Hiicreler PBS ile 3 kez yikandiktan sonra Tablo 5.6’da igerigi
belirtilen bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda muamele edildi. Hedef
proteinleri isaretlemek amaciyla Tablo 5.7’da belirtilen primer antikorlar veya konjuge
antikorlar, Tablo 5.6’da belirtilen igerikte hazirlanmig diliisyon soliisyonu igerisinde
hiicrelerin tizerine eklendi. Inkiibasyon, +4 °C’de 12-16 saat boyunca gerceklestirildi.
Lamlar ertesi giin 1 kez PBS ile yikandiktan sonra floresan goriintii alabilmek igin
kullanilan primer antikorlara baglanabilen floresan 0Ozellikli sekonder antikorlar
kullanild1. Tablo 5.7°te belirtilen konsantrasyonlarda sekonder antikorlar diltisyon
sollisyonu icerisinde lam iizerine eklenerek karanlikta ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyon gergeklestirildi. inkiibasyon sonunda dokular iic kez %0,2 Tween-20
iceren PBS ile yikanarak baglanmamis antikorlar ortamdan wuzaklastirildi.
Gorilintiileme oncesi hiicrelere ¢ekirdek boyasi DAPI eklenerek 15 dakika oda
sicakliginda karanlikta bekletildi. Dokularin fazla sivisi kimwipe pecete ile alind1 ve
dokularin kurumasi beklendi, daha sonra ile slaytlar kapama soltisyonu ve uygun lamel
ile kapatildi. Lamlarin kenari ojelenerek sabitlendi ve oda sicakliginda 1 gece

bekletildi. Ertesi gtin 6rnekler konfokal floresan mikroskobu ile gorintdlendi.

5.3 In Vitro Deneyler

Medipol Universitesi Hastanesi Pediyatrik Kardiyoloji Anabilim dalina

bagvuran hastalarin ve aile bireylerinin klinik anamneziyle EKG incelemesi
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yapildiktan sonra mutasyon tespiti i¢in tiim gen dizi analizi ger¢eklestirildi. Bu analiz
sonucu kardiyak gen panelinde iyon kanali genlerinde (SCN5A, KCNQ1, KCNH2 ve
RYR2 genleri) mutasyon tespit edilen kisiler bu tez ¢alismasina dahil edildi. Aritmi ile
iliskilendirilmis genlerde mutasyon bulundurmadigi dogrulanan ve klinik incelemede
kardiyovaskiiler hastalik riski tasimayan saglikli bireyler kontrol grubuna dahil
edilmistir. Projede yer alan tiim goniilliiler onam formlarni imzalamis ve bilgileri

kaydedilmistir.

5.3.1 PBMC izolasyonu

Periferik kan mononikleer hicrelerinin  (PBMC) izolasyon protokold,
mononiikleer hiicrelerin yogunluk gradyani yontemi ile tam kandan dogrudan
ayrilmasidir. PBMC izolasyonu metodundan, immiin sistem hiicrelerinin
farklilagtirilmasi, tek hiicre (single-cell) teknolojileri ile immdin sistem hiicrelerinin
profilinin ¢ikarilmasi ve hem temel bilimler hem de klinik deneylerde terapotiklerin
degerlendirilmesi noktalarinda siklikla faydalanilmaktadir. Onemli olarak PBMC
izolasyonu ile elde edilen hicreler, stabil olarak uzun sireli dondurularak saklanabildi

ve ¢oziildiigiinde ise yiiksek canlilik gosterdi.

Bu tez kapsaminda, hasta ve saglikli kontrollerden 10 ml periferik kan oda
sicakliginda steril sartlarda antikoagiilanli (heparinli) tiiplere alindi ve aymi giin
igerisinde SABITA merkezinde bulunan laboratuvarimizda PBMC izolasyonu yapildi.
50 ml falkona aktarilan kanim hacmi, steril DPBS (Ca®*-, Mg?*-) ile 20 ml'e getirildi.
Tup 8-10 kez gevrilerek kanin homojenize olmasi saglandi. Sigesinden bir enjektor
yardimiyla alinan Ficoll-Paque ¢ozeltisi, steril bir falkona eklendi. Kan suspansiyonu
fikol iizerinde kalacak sekilde 3:4 oraninda dikkatlice ve yavasca pipet ucuyla falkon
duvarindan siizdiiriildii. Hiicreler 20 °C, 400xg’de 40 dakika santrifuj edildi (Santrifij
ayarlari: hizlanma: 4, yavaglama: 0). PBMC’leri iceren bulut tabakasi (buffy coat)
pipet yardimiyla gekilerek yeni bir 15 ml falkona aktarildi. Uzerine en az 3 kat1 olacak
sekilde DPBS (Ca?*-, Mg?*-) eklenerek 500xg’de 10 dakika 20 °C'de santrifiij edildi.
Stipernatani1 tamamen aspire edilip DPBS ile yikandi1 ve 500xg’de 10 dakika 20°C'de
tekrar santriftj edildi. Hucre pelleti 1-2 ml MACS solisyonu ile dilte edilip 10 ul

Triphan mavi boyasi ve 10 pl hiicre karisimi yapilarak hiicre sayimi yapildi.
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5.3.2 PMBC’lerin yeniden programlanmasiyla uPKH Uretilmesi

PBMC kultdrlerinin viral yolla uPKH’lerine yeniden programlanmasi amactyla
CytoTune-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Life Technologies) protokoli
kullanildi. PBMC hiicreleri yeniden programlama 6ncesi 6 giin ¢ogaltilmasi amaciyla,
taze sitokinleri (G-CSF, SCF, FLT-3, TPO, IL-3) iceren UPKH programlama PBMC
besiyeri (Tablo 5.3) ile 24 kuyucuklu hiicre kaplarina ekildi ve 4 giin boyunca
besiyerinin yarisi ¢ekilerek taze besiyeri koyuldu (190). 37°C %5 CO: kosullarinda
inkibatorde kaltlr edilen hiicreler %70-80 yogunluga ulasinca Sendai virlsu, Tablo
5.12°de kit protokolliine gore Ozetlenen enfeksiyon birimi (MOI: Multiplicity of
infection) degerlerine uygun sekilde hiicrelere eklendi. Sendai virtst ile enfekte edilen
hiicrelerin besiyeri 7 giin boyunca her gin PBMC besiyeri ile degistirildi.
Transdiiksiyon sonrast 7. giinde PBMC’ler pipetleme ile ayristirilarak hiicre sayimi
yapildi. Bir giin 6nce 100 mm hiicre kaplara ekilerek mitotik bdliinmesi 10ug/ml
Mitomiyocin C ile durdurulan fare embriyonik fibroblast (FEF) besleyici (feeder)
hiicreleri Uizerine 100-500x10° arasinda viriis ile enfekte edilmis insan PBMC hiicreleri
ekildi. Ekimden sonra, gunluk olarak hicrelerin besiyeri, 10 ng/ml bFGF iceren
besleyici tabakali (feeder) uPKH besiyeri ile degistirildi. 21 giin boyunca her giin
besiyeri degistiridi. Koloniler belirginlesip olgunlasana kadar bu isleme devam edildi.
Kok hiicre benzeri koloniler yeterli biiyiikliige erisince, Kolajenaz 1V enzimi ile
pasajlanarak énce 12 kuyucuklu kaplara ve ardindan 6 kuyucuklu hiicre kaplarma
ekildi. 6 kuyucuklu plaklara pasajlanan koloniler her pasajda Stem Cell Banker
solusyonu ile dondurulurken, bir kismi da Y-27632 (Rock sinyal yolagi inhibitorii)

kullanilarak yeni kuyucuklara pasajlandu.

Tablo 5.12 Yeniden programlamada kullanilan Sendai viriisii enfeksiyon kosullar

icerik Titre*(CIU/mL) | Hacim MOI
CytoTune™ 2.0 hKOS 1.4x108 21 ul 5
CytoTune™ 2.0 hc—Myc 1.0x108 30 pl 5
CytoTune™ 2.0 hKIf4 1.5x108 2 ul 3
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Bu tez ¢alismasinda UPKH’ler, FEF besleyici hiicre icermeyen (feeder-free)
ortamda Matrigel ekstraseluler matriks proteini Uzerinde buyutildd. Bunun igin
oncelikle, 6 kuyucuklu ticari hiicre kiiltiirii kaplari, %1 oraninda soguk DMEM/F12
bazal besiyerine eklenen ile kaplandi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Hiicre
ekilmeyen kaplar +4 °C’de 2 hafta boyunca saklandi. Matrigel, hiicreler ekilecegi
zaman kaplardan cekilip atild1 ve kuyucuklara 2 ml E8 besiyeri ile hicreler eklendi
(Tablo 5.3). Kiiltiirlerin pasaji, %80-90 yogunluga ulastiklarinda 0,5 mM EDTA ile
yapildi. Kiiltiirler nce DPBS (-Ca*?, -Mg*?) ile 2 kere, ardindan 1 kere 0,5 mM EDTA
ile yikandi. Hucreler 0,5 mM EDTA ile 3 dakika 37 °C’de inkilibe edildi. EDTA
cekilerek atildi ve hiicreler E8 besiyeri ile 15 ml falkonlara toplandi. Toplanan hticreler
1:3 ve 1:5 arasinda bdliinerek pasajlandi ve 37°C ve %5 CO; ortaminda inkiibe edildi.
Hucreler, kardiyomiyositlere farklilagtirlmadan once %70-80 yogunluga
ulastiklarda Istanbul Genetik Grubu Genetik Tanm1 Merkezi’nde karyotip analizleri

yapildi.

5.3.3 UPKH kaultirinden kardiyomiyosit farkhlastirilmasi

Bu tez caligmasinda, saghikli bireyden ve SCN5AFM®Y*mutasyonu tasiyan
konjenital aritmi hastanin somatik hiicrelerinden yeniden programlanarak tiretilmis
UPKH kadltarlerinden  WNT (Wingless-related integration site) sinyal yolagi
manipulasyonuyla kardiyomiyosit farklilagsmasi yapildi. Hiicre yogunluklar1 %85-90
seviyelerine erisince, UPKH’lerine, ilk 2 giin 6 uM CHIR99021 kiigiikk molekiilii
(WNT sinyal yolag: aktivatorii, GSK-3 inhibitor() iceren kardiyomiyosit farklilagsma
besiyeri eklendi (Tablo 5.3). ikinci glinde hiicrelerin besiyeri, faktor eklenmeyen
kardiyomiyosit farklilasma besiyeri ile degistirildi ve 3. giinde WNT sinyal yolaginin
inhibisyonu, WNT inhibitor kiicik molekillerden 5 uM IWR-1 (IWP-2 veya IWP-4)
eklenerek saglandi. Besiyeri 5. glin faktorsliz kardiyomiyosit farklilagsma besiyeri ile
degistirildi. Besiyeri insulin iceren kardiyomiyosit besiyeri ile 7. glinde degistirildi
(Tablo 5.3) ve tum hiicrelerin besiyeri, spontan kasilan kardiyomiyositler olusana
kadar 3 gunde bir yenilendi. Hicreler bu surecgte 37 °C ve %5 CO> ortaminda inkiibe

edildi (191). Kardiyak kiiltiirlerde kardiyomiyosit olmayan hiicre yogunlugunun fazla
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gozlendigi durumlarda sodyum-L-laktat igeren kardiyomiyosit zenginlestirme besiyeri
ile 12.-18. giinler arasi inkiibe edildi (Tablo 5.3).

5.3.4 Kardiyomiyositlerde yeniden ekim protokolleri

Kardiyomiyositlerin  tekli kulturlerini ve makrofajlar ile kokdltirlerini
olusturabilmek i¢in, 6ce kardiyomiyositleri enzimatik ve enzimatik olmayan ajanlar
kullanilarak ayrstirdik. Daha sonra ayristirdigimiz hiicrelerin, cesitli matrikslerle
kaplanmis cam tabanli petrilere veya bulunduklar1 kaptan daha kiclk kaplara, tek
hiicreli olacak sekilde yeniden ekimini gergeklestirdik. Yeniden ekim protokollerini,
kardiyomiyosit kultlrlerin olgunlagsmamis (15-35. giinleri arasinda) ve mattr (60-160.

giinleri arasinda) giinlerinde gerceklestirdik.

Bu deneyde kullanilan matriksler; kardiyomiyosit ve embriyonik kok hiicre
caligmalarinda kullanilan fibronektin, laminin, laminin tiirevi iMatrix-511, Matrigel

ve Geltrex’dir (83). Matrikslerin petrileri kaplama konsantrasyonlari su sekildedir;

i.  Poli-L-lizin, DPBS iginde 1:10 seyreltilerek hazirland1 ve kiiltiir kaplarinin
kaplanmasi icin 2 saat 37 °C'de inkibe edildi. Kuyucuklar distile su (dH20) ile
lic kez yikandiktan sonra, laminin 10 pg/cm? olacak sekilde distile dH2O ile
karistirilarak petriler kaplandi. 37 °C’de 2 saat streyle inkibe edildi.

ii.  iMatrix-51110 pg/ml olacak sekilde DPBS ile karistirilarak petriler kaplandi.
37°C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi.

iii.  Fibronektin 10 pg/ml olacak sekilde DPBS ile karistirilarak petriler kaplandi. 37
°C’de 3 saat sireyle inkibe edildi.

iv.  Matrigel matriksi 1:100 oraninda soguk DMEM/F12 ile buz {stiinde
karigtirilarak petriler kaplandi. Hiicreler ekilmeden once 1 saat oda sicakliginda
inklbe edildi.

V.  Geltrex matriksi 1:100 oraninda soguk DMEM/F12 ile buz iistiinde karistirilarak
petriler kaplandi. Hiicreler ekilmeden once 1 saat 37 °C’de inkibe edildi.

Matriksler kaplandiktan sonra yeniden ekim deneyinin ilk adimi hiicre
ayristirmasina gegildi. Yeniden ekim asamasinin ilk adimi olarak, kardiyomiyositlerin
besiyerleri gekildi ve hiicreler DPBS (-Ca*?, -Mg*?) ile 2 kez yikand, ardindan DPBS
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ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu adim tiim protokollerde

uygulandi.

Enzimatik olarak hiicreleri ayristirmak igin Kolajenaz A+B, Kolajenaz Il ve

TrypLE Express recombinant enzimi, enzimatik olmayan yontemde ise EDTA

kullanildi. Yeniden ekim islemleri i¢in hazirlanmig enzimlerin hazirlanisi ve kiiltiirlere

uygulanis su sekildedir;

Kolajenaz A+B enzim karisimi, kardiyomiyosit besiyerine %7 Kolajenaz A, %7
Kolajenaz B, 100X DNasel oranlarinda karistirilarak hazirlandi. Bu karisim,
erken gin kardiyomiyositlere 20 dakika, ge¢ gin kardiyomiyositlere 30 dakika
streyle 37°C’de uygulandi. Hiicre kiimelerini ayristirmak igin hicreler
bulunduklar1 kaplarin igerisinde, 5 dakikada bir 1s1tk mikroskobunda
g6zlemlenerek birkag kez pipetlendi.

Kolajenaz 11 enzimi karigimi, %70 oraninda 6nceden 37 °C’ye getirilmis HBSS
tampon c¢Ozeltide ¢ozilerek hazirlandi. Bu enzim karisimi, erken gin
kardiyomiyositlere 20 dakika, ge¢ giin kardiyomiyositlere 30 dakika sireyle
37°C’de uygulanarak kiimelesmis hiicrelerin her 5 dakikada birkag kez
pipetlenerek ayrigtirilmasi saglandi.

TrypLE enzimi 6nceden 37°C su banyosunda 1s1tild1 ve hiicreler iizerine eklendi.
Erken gun kardiyomiyositlere 3 dakika, ge¢ guin kardiyomiyositlere 7-10 dakika
stireyle 37°C’de uygulanan enzim, hiicreler adezyon 6zelliklerini kaybedince
kaplardan cekilmeden Uzerine FBS iceren besiyeri eklendi. Hicreler
bulunduklari kaplarda pipetlenerek kiimeler ayristirildi ve hiicre siispansiyonlari
falkona toplandi.

Enzimatik olmayan yontemde ise, EDTA ile ayristirma metodu uygulandi.
Hiicreler once 1 kez PBS ile yikandi daha sonra 1 kez EDTA ile yikandi.
Ardindan hiicrelere 1 ml EDTA eklendi ve erken glin kardiyomiyosit grubunda
3 dakika, ge¢ gun kardiyomiyositlerde 7 dakika oda sicakliginda beklendi.

Hiicreler besiyeri ile toplanarak kiimelesen yapilarin ¢6ziilmesi igin pipetlendi.

Tum enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile ayristirtlmis kardiyomiyosit

hicre sispansiyonlart 15 ml falkonlara toplanadi ve birka¢ kez de falkonlarin

icerisinde pipetlendi. Hiicreler, 400xg’de 3 dakika santrifiyj edildi. Pelletler, 10 uM Y-
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27632 iceren Onceden 37 °C su banyosunda isitilmig kardiyomiyosit besiyeri ile
narince pipetlenerek agildi ve gesitli matrikslerle kaplanmisg petrilere ekildi. Y-27632
molekili 24 saati gegmeyecek zaman araliginda kiiltiirlerden ¢ekildi ve taze basiyeri
eklendi. Kardiyomiyosit kiiltiirlerinde birkag giin icerisinde kasilmalarin basladigi ve
kiiltir sartlarinin normale dondiigii gozlendi. Yeniden ekim isleminin verimini
degerlendirmek amacrtyla kiiltiirlerde kardiyak hiicre sayimi ve canlilik deneyi MTT

analizi yapildi.

5.3.5 Hiicre canhlik analizi

Yeniden ekilen kardiyomiyosit kulttrlerinde uygulanmis ayristirma faktorleri
Ozellikle enzimatik yollarda kullandigimiz ajanlarin hiicre canlilifina verdigi zarari
degerlendirmek igin kiiltiirlerde Vybrant MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolyum bromdr) test kiti kullanilarak canlilik analizi yapildi. Bunun icin 48
kuyucuklu hiicre kaplarina her kosul igin ¢ift kuyucuk halinde ekilen
kardiyomiyositlerin tizerine, yeniden ekim sonrasi 3. ginde 20ul MTT sollsyonu (5
mg/ml) ilave edildi ve 3 saat 37°C'de inkiibe edildi. Isik mikroskobu altinda kristalize
yapilar gozlendikten sonra, siipernatant atildi. Daha sonra kiiltiire 100 pl DMSO
eklendi ve homojen mor renk elde edilinceye kadar pipetaj yapildi. MTT sollisyonu
eklenmemis ve Triton-X kullanilarak hiicre membranlar1 patlatilarak canlilig
sonlandirilan hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicrelerdeki renk degisimleri,
SpectraMax i3 ¢ok modlu mikroplaka okuyucu spektrofotometre cihazi ile 540 nm
dalga boyunda olglldu ve MTT skorlarinin sayisal degerleri kaydedilerek Excel
grafigi seklinde analiz edildi.

5.3.6 Kardiyomiyosit hiicre skoru belirleme

Cesitli enzim ve matriks kombinasyonlar1 kullanilarak yeniden ekilen
kardiyomiyosit kudlttrleri anti-CTNT antikoru ile immiinboyamast yapildi ve
cekirdekleri DAPI ile isaretlendi. Immiinboyama sonras1 her gruptan, 5-7 rastgele alan
secildi ve goriintiler, LSM800 konfokal floresan mikroskobunun ile Z-stack eklentisi
kullanilarak kaydedildi (Sekil 5.3). Z-stack eklentisi, hicre tabakasinin farkli odak
bolgelerinden istenilen say1 ve aralikta goruntuleri kaydederek analiz igin biylk bir
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alan derinligi saglar (Sekil 5.3). Bu sayede, oncelikle tim secilen alanlardaki toplam
hiicre sayisim1 hesaplamak igin DAPI* hicreler sayildi, ardindan kiiltiirlerdeki
kardiyomiyosit hiicrelerinin spesifik sayimini yapabilmek icin tiim cift pozitif hlicreler
(DAPI* ve CTNT™) sayilarak kaydedildi. Kardiyomiyosit skorunun yiizdesi (KM
skoru), CTNT ve DAPI birlikte boyanmig kardiyomiyositlerin sayisinin, DAPI etiketli
toplam hiicre sayisina boliinmesiyle belirlendi (192). Floresan etiketli hiicreler, ImageJ

yazilimi kullanilarak sayildi.

Sekil 5.3 Yeniden ekim sonrasi kardiyomiyosit hiicrelerinin drnek birlesim goriintiisii.
Konfokal floresan mikroskobunun 20X biyltmede Z-stack ayarlarinda ¢ekilmistir.

5.3.7 THP-1 monosit hiicre hatt1 kiiltiirii ve makrofaj farklilastirmasi

THP-1 hatti, bir ¢ocukluk ¢agi akut monositik 16semi (M5 alt tipi) vakasinin
periferik kanindan izole edilen oliimsiizlestirilmis bir monosit hiicre hattidir
(immortalized cell line). Genetik olarak tasarlanmis tiirevleri de dahil olmak tizere
THP-1 hicreleri, ¢esitli hastalik modellerinde arastirilan monosit ve monosit kdkenli
makrofajlarin yapisini ve islevini arastirmak i¢in siklikla kullanilan bir hiicre hattidir

(193). Makrofaj hiicreleri ile yapilacak deneylerin optimizasyonu i¢in THP-1 monosit
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hicre hatt1 kullanild1 ve bu hiicrelerin ¢dziilmesi, 6nceden oda sicakligina getirilmis
10 ml RPMI1640 besiyeri icerisinde 15 ml falkonda gergeklestirildi. Cozlinmeden
once T25 flaska 5-8 ml THP-1 monosit besiyeri eklendi ve 15 dk 37 °C’de inkibe
edildi. Hucreler 300xg’de 2 dakika santrifilj edildi ve 1 ml besiyeri ile sulandirilarak
sayildi. T25 flaska 0,2-4x10%ml seklinde ekildi. Flask inkiibatore dikey sekilde
yerlestirildi. Hiicrelerin morfolojileri her giin flaskin i¢erisinden 100 ul 6rnek alinarak
kontrol edildi ve sayildi. Hiicreler ml basma en fazla 0,8-1x10° olunca pasajland.
Pasajlama isleminde, hiicreler falkona toplandi ve taze besiyeri ile ekildi. Hiicreler
pasajlandiktan sonra kiimelesmemesi igin narince ve iyice pipetlendi. T25’den T75
flaska cogaltilan monositler makrofaj farklilagtirmasi i¢in %0,2 konsantrasyonda
hazirlanmus jelatin ile kaplanmis cam petrilere 0,5-1x10%/ml hiicre olacak sekilde
ekildi. Farklilastirma igin, protein kinaz C sinyal yolaginda bir tiimor aktive edici ajan
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) kimyasali kullanildi. 100 ng/ml PMA iceren
THP-1 makrofaj farklilagtirma besiyeri ile ekilen hiicreler 3 giin boyunca 37 °C’de
inkibe edildi. Hiicreler her giin 1s1k mikroskobunda kontrol edildi, 3. guin sonunda
besiyeri taze besiyeri ile degistirildi. 6-7 giin sonunda tamamen farklilasan

makrofajlardan ¢esitli karakterizasyon optimizasyonlari yapildi (194).

5.3.8  PBMC hucrelerinden CD14* monositlerin ayristirilmasi

Makrofajlar, dolasimda bulunan mononiikleer hiicrelerin (PBCM) yaklasik
%10’unu olusturan monositlerden farklilasirlar. insanlarda dolasimdaki monositler
yuzey belirteci CD14 proteinini ifade eder. Monosit spesifik CD14 ylizey proteinini
tamimak tizere tasarlanmig MACS veya FACS yontemleri ile insan kanindaki
monositler %95 dogrulukla ayrigtirilabilmektedir. Bu sayede, CD14" monositlerden
saf bir makrofaj farklilastirma kiiltiirii elde edilebilmektedir (148). Bu sebeple, 10x10°
PBMC hucresi 80 ul MACS cozeltisi icerisinde suspanse edildi ve tizerine 20 pl CD14
ekli mikroboncuk (microbead) antikor iceren soliisyondan eklendi. Karisim nazikge
pipetlendi ve 15 dakika boyunca +4°C’de inkibe edildi. Hicreler 2 ml MACS ¢ozeltisi
ile yikand1 ve 300xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatani ¢ekilen hiicreler 500 pl
MACS cozeltisi icerisinde ¢Ozuldi. MACS manyetik standina LS boyutlu kolon
yerlestirildi ve kolonun filtresi 3 ml MACS ¢ozeltisi ile 1slatildi (Tablo 5.3). Tim
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cozeltinin filtreden gegmesi beklendi, ardindan 500 pl volumundeki hicre
siispansiyonu kolondan gegirilerek ayrilan hiicrelerin kolon altina yerlestirilen falkona
dolmasi1 beklendi. Kolon ¢ kez 3 ml MACS ¢ozeltisi ile yikandi. Filtreden gegen
CD14 hiicreler falkonda toplandi ve igerisiden 5x10° hiicre ayrilarak RNA izolasyonu
islemine tabi tutuldu. Kolonun altina yeni bir falkon yerlestirildi ve 5 ml MACS
¢ozeltisi filtreye eklenerek siringa yardimiyla CD14" hiicreler filtreden asagi dogru
itilerek yeni falkonda toplandi (142). Secilimi yapilan CD14" monositler 10 ul Triphan
mavi boyasi ve 10 ul hiicre karisimu ile sayildi. 5x10° CD14* monosit ayrilarak RNA
izolasyonu islemine alindi. Geri kalan hucreler uygun sayilarda, makrofaj besiyeri ile

uygun kaplara ekilerek farklilastirildi (Tablo 5.3).

5.3.9 CD14" monositlerin makrofajlara farkhlastirnlmasi

Literatlirde in vitro makrofaj farklilagtirmalari, insan kanindan izole edilmig
CD14" monositlere makrofaj spesifik biiyiime faktorleri uygulanarak yapilmaktadir
(141, 143, 195, 196). Bu tez ¢alismasinda, makrofaj farklilastirilmasinda 6ncelikle
besiyeri optimizasyonu, sonrasinda hiicre ekiminde kullalacak monositlerin say1
optimizasyonu yapildi. Saglikli bireyden saflastirilmis monositlerin kullanildigr bu
deneylerde, besiyeri optimizasyonu i¢in insan serumu ve yenidogan buzagi serumu
(NBCS) kullanildi. Hiicre sayis1 optimizasyonu i¢in, kiiltiir kaplaria cm?’ye 10x103,
30x10°, 60x10° ve 100x10° sayilarinda monosit ekimi yapildi. Sekizinci giinin

sonunda kultlrler makrofaj morfolojisi agisindan incelendi.

Optimizasyonlar tamamlandiktan sonra saglikli bireylerin ve SCNSAUIKPQ*

mutasyonu tasiyan konjenital aritmi hastalarinin vendz kan oOrneklerinden MACS
yontemi ile izole edilen CD14" monositler, sayim sonrasinda 6 kuyucuklu hiicre
kaplarina cm?’ye optimize edilmis 30x10°® monosit hiicresi gelecek sekilde NBCS
iceren makrofaj besiyeri ile ekildi. CD14" monositlerin makrofaja farklilasmasini
indiiklemek i¢in, monosit ekimi asamasinda 50 ng/ml M-CSF ve 25 ng/ml GM-CSF
blyume faktori eklendi ve 37°C ve %5 CO; ortaminda inkiibe edildi (Tablo 5.3).
Hiicrelerin besiyeri, taze olarak eklenen faktor varliginda 2-3 giinde bir degistirildi.

Yedinci gin sonunda farklilasma kiiltiirlerindeki makrofajlar, 1s1tk mikroskobu ile
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morfolojik olarak secilmeye baslandi. Sekizinci giinden sonra makrofaj farklilagsmasi

tamamlaninca serum orani %5 e diisiiriildi.

5.3.10 Makrofaj ve kardiyomiyosit kokiiltiirlerinin olusturulmasi

Bu tez kapsaminda kokiiltiirlerin kontrol gruplarmi olusturan tekli
kardiyomiyosit kiltiirii olusturmak {izere, hiicreler, °5.2.4 Kardiyomiyositlerde
yeniden ekim protokolleri’ boliimiinde detaylandirildigi gibi TrypLE rekombinant
enzimi kullanilarak bulunduklar1 kaptan kaldirildi ve kardiyomiyosit besiyeri ile
fibronektin kaplanmis cam veya plastik petrilere ekildi. Tekli kardiyomiyosit kilttrleri
olustururken es zamanli olarak Kkokdiltirler de olusturuldu. Bu sebeple
kardiyomiyositler, hiicre sayimi sonrasi farklilagsmasi tamamlanmis 8-12. giinler arasi
makrofaj kilturlerinin Uzerine belirli oranlarda (x: kardiyomiyosit, y: makrofaj olacak
sekilde; x:y, 1:3) ekildi. Besiyeri kokiiltiir besiyeri olarak degistirildi (Tablo 5.3).
Kokiiltiirler, yeniden ekim sonrasi 1 hafta boyunca kiiltiir sartlarinin oturmasi i¢in 11k
mikroskobu ile gézlemlendi ve kiiltiirler en gok 14 giin siirdiiriildii. Olusturulan
kokiiltiirlerden ve tekli Kkiiltiirlerden es zamanli olarak kantitatif RT-PZR,

immiinositokimyasal boyama ve fonksiyonel kasilma analizleri gerceklestirildi.
Kokdltirlerde olusturulan deneysel gruplar;

I.  Kokdiltur grubu 1: Saglikli bireylere ait kardiyomiyositler ile saglikli bireylere
ait makrofaj kokdlturleri,

ii.  Kokultur grubu 2: Saglikli bireylere ait kardiyomiyositler ile SCN5A%IKPQ/*
mutasyonu tastyan UQTS3/Brugada sendromu hastalarina ait makrofaj
kokdltdrleri,

iii.  Kokiltir grubu 3: SCN5AT¥®Y* mytasyonu tasiyan ventrikiiler tasikardi
hastas1 kokenli kardiyomiyositler ile saglikli bireylere ait makrofaj kokiiltiirleri,

iv.  Kokultir grubu 4: SCN5AFM6U* mutasyonu tastyan ventrikiiler tasikardi
hastas1  kokenli kardiyomiyositler ile SCN5SA®KPO*  mytasyonu tasiyan

UQTS3/Brugada sendromu hastalarina ait makrofaj kokdiltiirlerini icermektedir.
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5.3.11 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope), odaklanmis bir
elektron demeti ile ornegin ylzeyini tarayarak gortntl elde eden bir elektron
mikroskobu ¢esididir. Elektronlar hiicredeki atomlarla etkileserek hiicre yizeyindeki
topografi ve kompozisyon bilgileri igeren farkli sinyaller iiretir ve ekrana 6rnegin
biiyiitilmiis  gorlintlisiinii  olusturur. SEM  yOntemi, makrofaj kulturlerinin
karakterizasyonlarinda olgunlasma, aktivasyon ve fagositoz sirasindaki yiizey
morfolojisini ve 6zelliklerini degerlendirmek igin siklikla uygulanmaktadir. Bu tez
calismasinda tekli makrofaj kultirlerinde ve Grup 1 kokultirdeki hiicre etkilesimlerini
incelemek amaciyla SEM protokoll uygulandi. Hicre ekiminden Once petriler,
elektron mikroskobi teknigi igin dizayn edilmis ACE200 vakumlu kaplama cihazinda
20 saniye boyunca altin-paladyum (Au-Pd) ile kaplandi. Petriler daha sonra hiicre
tipine uygun matriks ile kaplanarak hiicre ekimi gergeklestirildi. SEM analizi igin
kalturlerdeki kardiyomiyositler %2,5 Glutaraldehit ve %2 PFA ile 4 °C'de 30 dakika
boyunca fikslendi ve oda sicakliginda %30-50-70-80-96-100 seklinde artan etanol
serileri ile her asama 10 dakika olacak sekilde yikandi. Kdltirlerdeki
kardiyomiyositlerin bulundugu alanlarin tepsitini kolaylagtirmak amaciyla, hiicrelerin
anti-CTNT birincil ve AF-488 ikincil antikorlart kullanilarak 3 saat oda sicakliginda
immiinboyamasi yapildi. CTNT" bélgeler LSM800 konfokal floresan mikroskobunda
kontrol edilerek isaretlendi ve petrilerden tiim sivi1 ¢ekilerek, 2-3 giin oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Tamamen kuruyan hiicreler, SEM analizinden 6nce kaplama
cihazinda 20 saniye boyunca Au-Pd ile yeniden kaplandi. Kiiltiirlerdeki detayli hiicre
goruntilleri, GeminiSEM 500 mikroskobu ile kaydedildi. Oncesinde isaretlenen
CTNT" bolgelerdeki makrofaj etkilesimleri detaylica goriintiilendi. SEM géruntiileme,

kiltirlerde 2 kez tekrarland.

5.3.12 Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

Gecirimli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope) ¢ok ince bir
ornek icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine
dayanir. Gegirimli elektron mikroskobu, optik mikroskoba kiyasla ¢ok daha kiigiik

ayrintilar1 gérmeye olanak verir. Oncelikle makrofaj kiltiirii bir gece boyunca +4
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°C'de 0,1 M kakodilat tamponu (pH: 7.4) icinde %2 PFA ve %2,5 gluteraldehit iceren
1 ml Karnovsky fiksatifi ile sabitlendi. Hucreler daha sonra ¢ kez 1 ml 0,1 M
kakodilat tamponu ile yikandi ve 0,1 M kakodilat tamponu iginde 1 ml %1 ozmiyum
tetraoksit iginde +4 °C'de bir saat stireyle inktbe edildi. Hiicreler, %50-%100 arasinda
artan konsantrasyonlarda etanol gradyani ile dehidrasyon isleminden gegirildi. Regine
icine gomiilen tiim numuneler, polimerizasyonun tamamlanmasini saglamak igin
silikon kaliplara aktarildi. Tiim bloklar, bir ultramikrotom kullanilarak 60 nm

kalinlikta kesitler seklinde kesildi ve grid iizerine yerlestirildi.

5.3.13 Makrofajlarda fagositoz analizi

Makrofajlar ve notrofillerin dahil oldugu fagositik hiicrelerin primer fonksiyonu,
yabanci molekiillerin taninmasi, fagosite edilmesi ve yok edilmesidir. Literatiirde
makrofaj kiiltlirlerinin karakterize edilmesinde kullanilan en klasik yontem fagositoz
analizidir. Fagositoz deneylerinde, immunoglobulin G (IgG) kapli lateks
mikroboncuklar (microbead), floresan boya isaretli E. coli bakterisi veya floresan boya
isaretli bakteriyel molekiiller kullanilmaktadir (124, 197, 198). Bununla birlikte,
floresan boya isaretli dekstran molekiiller de farklilastirilan makrofajlarin fagositoz
kapasitesini degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (199). Dekstran, tekrarlayan
glukoz alt birimlerinden olusan biyolojik olarak parcalanabilen ndtr bir bakteriyel
ekzopolisakkarittir ve bakteriyel kontaminasyona sebebiyet vermemesi sebebiyle
hiicre kiiltiirti gibi steril ortamlarda giivenilir bir sekilde kullanilabilir. Bu tez
calismasinda, makrofaj kiiltiirlerinin farklilagmasin1 kalitatif olarak gdzlemlemek
amaciyla kilturlere farklilagsmanin 8. glininde fagositoz deneyi uygulandi. Makrofaj
kalturlerinin besiyeri, karanlikta hazirlanan 200 pg/ml konsantrasyonunda 10 kDa
boyutunda RITC (Rodamin-B izotiosiyanat) isaretli dekstran molekulu iceren taze
besiyeri ile degistirildi ve hicreler gece boyunca 37°C ve %5 CO: ortaminda inkiibe
edildi. Negatif kontrol olarak uPKH-kdkenli kardiyomiyosit kiltirleri kullanildi.
RITC-dekstran molekllunu fagosite eden hiicrelerin varhigi LSM800 Konfokal
floresan mikroskobunda 570/595 nm eksitasyon/emisyon dalga boyu i1simasi altinda

incelendi (199, 200). Makrofajlardaki RITC yogunlugunun kantitatif analizi ImageJ
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programi ile gerceklestirildi. Makrofaj kiiltiirlerine ayni giin icerisinde canli lizozom

boyamas1 uygulandi.

5.3.14 Canh lizozom boyamasi

Fagositoz deneyinden sonra makrofaj hicrelerinin RITC-dekstran iceren
fagolizozom yapilarinin lizozomik karakterizasyonlarini yapmak amaciyla, kiiltiirlere
canli lizozom boyamasi uygulandi. Bu baglamda, hicre kaplarina karanlikta
hazirlanan 75 nM konsantrasyonda LysoTracker™ Green DND-26 lizozom
isaretleyicisi eklendi. Hucreler 1,5 saat 37°C, %5 CO; ortaminda inkiibe edildi ve
besiyeri taze makrofaj besiyeri ile degistirildi. Hucrelerde lizozom organeli
goruntdleri, LSM800 Konfokal floresan mikroskobu 504/511 nm eksitasyon/emisyon
ayarlarinda kaydedildi (194). RITC* bolgelerle ¢akisan lizozomik lokasyonlar ImageJ

programi ile analiz edildi.

5.3.15 Akim sitometrisi

Akim sitometrisi (flow cytometry), sivi bir sistem igerisinde siispansiyon haldeki
hicrelerin veya partikillerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini kalitatif ve kantitatif
olarak analiz edebilen bir yontemdir. Akim sitometrisi cihazi ile ¢ok sayida tekli
hicrenin kisa siirede analizi yapilabilmektedir. Bu yontem, 6lii ve canli hiicre
ayriminin yapilabilmesine, az sayidaki hedef hiicrenin genis hilicre popilasyonu
icerisinde saptanabilmesine ve segiliminin yapilabilmesine olanak saglar (201). Bu tez
calismasinda, kardiyomiyosit ve makrofaj kiiltiirlerinin farklilagsma veriminde sirasiyla
CTNT" ve CD11B" hiicre yiizdesini belirlemek amaciyla akim sitometrisi metodundan
faydalanildi. Makrofaj kllturleri énce DPBS ile, ardindan 10 mM EDTA soliisyonu
ile yikand1 ve 10 mM EDTA soliisyonu igerisinde 20 dakika 37 °C’de inkibe edildi.
EDTA solusyonu igerisindeyken hiicreler narince pipetlenerek bulunduklari kaptan
kaldirtldt ve MACS soliisyonu yardimiyla FACS islemine 6zel polistren tlplerde
topland1 (Tablo 5.3). Hucreler 400xg’de 5 dakika santriflij edildi. Stipernatant cekildi
ve hucreler 1 ml MACS sollsyonu ile polistren tiplerine 40 um naylon filtreden
gecirilerek toplandi. Makrofajlarin Fc reseptorlerinin, spesifik olmayan baglantilara

yol agarak yalanci pozitif sonu¢ vermesini dnlemek amaciyla hiicre karigimina 1:250
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oraninda Fc reseptor bloklayici (anti-CD16/CD32) antikor eklendi. Hucreler 15 dakika
oda sicakliginda bloklandiktan sonra 1 kez MACS buffer ile yikand1 ve Isaretlenmemis
(Unstained), izotip (Isotype) ve Isaretli (Stained) olmak Uzere U¢ gruba ayrildi.
Isaretlenmenmis tlip tim stireclerde 4 °C’de beklerken, izotip tipiine 1:500 oranlarinda
IgG1 kappa-FITC izotip antikoru, antikor isaretli tipe ise 1gG1 kappa-CD11B-FITC
antikoru eklendi. izotip kontrol grubuna isaretli grup ile aym sayida hiicre, ayni
konsantrasyonda izotip antikor eklendi. Tiipler 15 dakika 23 rpm hizda galkalayici
Uzerinde 4 °C’de inkiibe edildi. Son olarak 350 ul MACS soliisyonunda c¢oziilen pellet
icerisine 2 pg/ml canlilik boyasi propidium iyodur (Pl) eklenerek ile hicreler
FACSymphony Al akim sitometrisi cihazinda analize alindi. Kantitatif degerler ve
grafikler FlowJo v10,6.1 yazilimu ile analiz edildi. Kardiyomiyosit kiltdrleri, yeniden
ekim boliimiinde anlatildigi gibi TrypLE enzimi ile ayristirilarak 1:250 diliisyonlu
anti-CTNT antikoru iceren MACS sollisyonu ile muamele edildi.

5.3.16 Total RNA Izolasyonu

Kiiltirde bulunan hiicreler DPBS (-Ca*?, -Mg*?) ile yikand1. Hiicre kabima 200
pl DPBS ve 400 pl kit iceriginde yer alan lizis tamponu eklendi ve hiicre kaziyicisi
kullanilarak hiicreler 1,5 ml ependorfa toplandi. 15 saniye vortekslenen hucre
stispansiyonu RNA izolasyon kolonuna aktarildi ve 15 saniye 8000xg’de santrif(j
edildi. Kolon tzerine 10 pul DNAsel enzimi ve 90 ul DNase ¢6zeltisi karigimi eklendi,
15 dakika oda sicaklignda inkiibe edildi. Filtrenin Uzerine 500 pl yikama ¢ozeltisi-I
eklendi ve kolon 15 saniye 8000xg’de santrifuj edildi. Filtrenin tUzerine 500 pl kit
iceriginde yer alan yikama ¢ozeltisi-11 eklendi ve kolon 15 saniye 8000xg’de santrifij
edildi. Ikinci kez 200 ul kit iceriginde yer alan yikama ¢ozeltisi-1l eklendi ve kolon 2
dakika 13000xg’de santrifj edildi. Filtreye 500 pl %70:30’luk taze hazirlanmig
etanol-su karigimi eklendi ve 1 dakika 8000xg’de santrifiij edildi. Ardindan kolon bir
kez de 13000xg’de Uzerine bir solisyon eklenmeden spin edildi. Bu asamadan sonra
RNA’nin toplanacagi RNase icermeyen 1,5 ml ependorf tip {izerine alinan kolonun
tam ortasina 50 pl kit igeriginde yer alan ellisyon tamponu eklendi ve oda sicakliginda
5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tiip 1 dakika 8000xg’de santrifiij edildi. izole edilen
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RNA hizlica buz Gzerine alindi, konsantrasyon ve kalite degerleri Nanodrop cihazi ile
Olgllen RNA ornekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

5.3.17 Komplementer DNA sentezi

izole edilen RNA’larin konsantrasyon Slgiimleri yapildiktan sonra, totalde 50-
200 ng RNA o6rneginden komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. Tablo 5.13’te
verilen oranlara gére hazirlanan karisim ttiplere dagitildi ve termal isiticida 5 dk 25°C,

30 dk 42°C ve 5 dk 85°C’ye ayarlanan programda cDNA sentezi gergeklestirildi.

Tablo 5.13 Komplementer DNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Icerik Reaksiyon icin gerekli hacim (ul)
5X Reaksiyon karigimi 4 ul

Tersine (reverse) transkriptaz enzimi 1pl

RNA 6rnegi 50-200 ng olacak kadar

Nikleaz icermeyen dH.O -

Toplam Hacim 20 pl

5.3.18 Kantitatif tersine transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (Kantitatif
RT-PZR)

Kantitatif RT-PZR reaksiyonu, 1:3-1:10 sulandirilan cDNA 6rnekleri ve uygun
Tablo 5.14°te belirtilen primerler varliginda ve Tablo 5.15’te detaylandirildig: sekilde
gergeklestirildi. Amplifikasyon programi; 95 °C 3 dakika, 45 dongti 95°C 10 sn, 58°C
30 sn ve 72°C 30 sn, 65°C 5 sn seklinde ayarlandi. Kantitatif RT-PZR reaksiyonunda
relatif gen ekspresyon seviyeleri GAPDH genine gore analiz edildi. MACS islemi
sonucu ayristirtlmis CD 14" monositler ve makrofaj hiicrelerinin gen ifadeleri, PBMC
tabakasindan geriye kalan CD14™ monositlerdeki ifadelerine gore oranlandi CD14"

monositlerdeki gen ifadeleri 1 kabul edildi.
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Tablo 5.14 RT-PZR’de kullanilan primer dizileri.

Gen ismi Primer dizisi
CTNT-F TTCACCAAAGATCTGCTCCTCGCT
CTNT-R TTATTACTGGTGTGGAGTGGGTGTGG
. SCNBA-F GAGCTCTGTCACGATTTGAGG
Insan — TSENBAR GAAGATGAGGCAGACGAGGA
K"’?rd'ylom.'yos't MLC2V-F CAGAACAGGGATGGCTTCAT
primeriert MLC2V-R GGTCCGCTCCCTTAAGTTTC
MYH6-F GGGATAACCAGGGGAAGCACCAAGA
MYH6R TGCCTCCCTCCCGGGACAAAAT
MYH7-F TTGAGTAGCCCAGGCACAGCCAT
MYH7-R TGCCACCCTCTCGAGACACGAT
CDI4F AAGACTTATCGACCATGGAGC
CDI4R GCATGGATCTCCACCTCTAC
CD68-F GGGGCATCTCTGTACTGAACC
CD68-R AATGTCCACTGTGCTGCGTG
CDI1B-F ACAGCCTTGACCTTATGTCATGG
CDI1BR CCTGTGCTGTAGTCGCACT
IL-1pF GACACATGGGATAACGAGGC
. 1R GACATGGAGAACACCACTTG
Insan Dlhl.‘r“faj CD86-F TGGAACCAACACAATGGAGA
primeriert CD86-R AAAAAGGTTGCCCAGGAACT
CD206-F CCTACTGGACACCAGGCAAT
CD206R CCCAGTCCGTTTTTGATGGC
IL-10-F TCAAGGCGCATGTGAACTCC
IL-10R ATGTCAAACTCACTCATGGCT
STAT-6-F TACTACCCCCACAGACCTGC
STAT-6R CATGTTGGGGTATGTATCTCAG
TBET-F CAAGCAGGGACGGCGGATGT
TBET-R TTGGACGCCCCCTTGTTGTTTG
Housekeeping | GAPDH-F CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTG
primeri GAPDH-R GCTCCTGAAGATGGTGATGGGATTT

Tablo 5.15 Kantitatif RT-PZR reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon icerigi

Syber Mix karigimi

5 UM Forward primer

5 UM Reverse primer

cDNA

dH:0

Toplam Hacim
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5.3.19 immiinositokimyasal boyama

Bu tez caligmasinda, makrofaj ve kardiyomiyosit hiicrelerindeki hedef
proteinleri varligi ve hiicre i¢i lokalizasyonunu belirlemek amaciyla kalitatif bir
molekdler analiz yontemi olarak imminositokimyasal boyamalardan faydalanilmistur.
In vitro kiltur edilen hiicrelerin besiyeri cekilip 3 kez PBS ile yikanarak besiyeri
bilesenlerinin tamamen ortamdan uzaklastirilmasi saglandi. Kultlrlere, hicrelerin
yluzeyini kaplayacak kadar 6nceden oda sicakligina getirilmis %4 PFA eklendi ve 10
dakika oda sicakliginda bekletilerek hiicreler fikse edildi. Hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra Tablo 5.6’da belirtilen igerikte hazirlanmis bloklama solusyonu ile
45 dakika oda sicakliginda calkalayici iizerinde muamele edildi. Hedef proteinleri
isaretlemek amaciyla Tablo 5.7°te belirtilen konsantrasyonlarda primer antikorlar
Tablo 5.6’da belirtilen igerikte hazirlanmig dilisyon sollisyonu icerisinde hcre
kaplarma eklendi. Inkiibasyon, +4°C’de 12-16 saat boyunca calkalayici iizerinde
gerceklestirildi. Hiicreler ertesi giin 1 kez PBS ile yikandiktan sonra floresan goriintii
alabilmek i¢in kullanilan primer antikorlara baglanabilen floresan 6zellikli sekonder
antikorlar kullanildi. Tablo 5.7’te belirtilen konsantrasyonlarda sekonder antikorlar
dilusyon soltsyonu icerisinde petriye eklenerek, 1s18a duyarli olduklari igin karanlikta
ve oda sicakliginda inkiibasyon gergeklestirildi. 1 saat sonunda floresan boyama
sonrast hiicreler ti¢ kez %0,2 Tween-20 iceren PBS ile yikanarak baglanmamis
antikorlar ortamdan uzaklastirildi. Goriintiileme Oncesi hiicrelere ¢ekirdek boyasi
DAPI eklenerek 15 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Ornegin kurumamasi
ve kontamine olmamas: igin kaplara %0,1’lik Sodyum azid iceren PBS eklendi ve
hlcreler Z-stack ayarlarinda LSM800 konfokal floresan mikroskobu ile gérintilendi.

5.3.20 Hucre ici Ca*? goériintuleme

Hicre ici Ca*? iyonlarina baglanarak iyonlar: floresan boyayla isaretleyen Fluo4-
AM kimyasali sayesinde, tekli kardiyomiyosit kilttrleri ve kokdlturlerde hucreler
aras1 iyon geg¢isini ve hiicre i¢i iyon kinetigini konfokal floresan mikroskobunda
gozlemledik. Fluo-4-AM boyamasi1 amaciyla hiicrelerin besiyeri ¢ekildi ve 990 pl
kardiyomiyosit besiyeri icerisine 5 pl (5 mM) Fluo-4-AM boyasi ve 5 pl (5 mM)

Pluronik asit ile hazirlanan karigim ile hiicreler oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler yikanarak kardiyomiyosit besiyeri iginde 15
dakika 37°C’de bekletildi. inkiibasyon sonrasinda drnekler, homeostazi siirdiirmek
icin %5 CO- ve 37 °C'ye ayarlanan Spinning Disk Konfokal Mikroskobunun inkiibator
eklentisine yerlestirildi. Her petriden en az 15-20 rastgele alandan, 40X biyutmede ve
488 nm dalga boyunda videolar kaydedildi. Videolarin ¢ekim ayarlar1 saniye basina
diisen kare sayis1 FPS=15 (FPS: Frame per second) olacak sekilde ayarland1 ve Ca*?
degisimleri 30 saniye boyunca kaydedildi. Videolardaki spontan aktivitelerin
olusturdugu renk/piksel degisimleri, Fiji-ImageJ programinin ROI manager eklentisi
ile sayisal verilere ¢evrilerek Excel programina aktarildi ve burada kantitatif analizi

yapilarak grafikleri olusturuldu (87).

5.3.21 Video tabanh fonksiyonel kasilma analizi MUSCLEMOTION

Tekli veya koklturlerdeki uPKH-temelli kardiyomiyositlerin kasilma paterni,
2018 yilinda literatiire giren MUSCLEMOTION isimli yontem ile analiz edildi. Bu
yontem, kiiltiirlerin 151k mikroskobu altinda istenilen magnifikasyonda kayit edilen ve
FPS degeri en az 100 olacak sekilde kaydedilmis videolarindan, piksel degisimi analizi
ile yapilmaktadir (89). Detayli ve glvenilir bir fonksiyonel kasilma analizi olan
MUSCLEMOTION ile, aritmi varli§1 veya senkronize atim ve dakika basina atim
sayis1 (beating per minute, BPM) gibi parametreler degerlendirilebilmektedir. Her
gruptan en az 5 alanin videosu, 151k mikroskobuna monte edilen akilli telefonun 120
FPS yavas ¢ekim ayarlarini kullanarak 30 saniye boyunca kaydedildi. Saglikli ve hasta
kokenli  kardiyomiyositlerin  tekli  kilttrlerinde ve kokultirlerdeki kardiyak
makrofajlarin varliginda atim hizlariin ve paterninin degisimi, ve degisimin ne yonde
(artig/azalis veya senkronizasyon durumu) oldugu Image] programina kurulan
MUSCLEMOTION makrosu ile analiz edildi. MUSCLEMOTION makrosunun
verdigi sayisal degerler Excel programina aktarildi ve burada kantitatif analizi
yapilarak atim grafikleri a.u. (arbitrary unit) biriminden olusturuldu. Gruplardaki
kardiyomiyositlerin BPM cinsinden hesaplanmis kasilma frekanslar1 istatistiksel

analize alindu.
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5.3.22 Ritim Analizi

Kardiyomiyosit hiicrelerinin spontan kasilmalarinin ritmi, hem monokdlturlerde
hem de kokiiltiirlerde video tabanli kasilma analizi ile degerlendirildi. Fonksiyonel
kasilma analizi yoluyla olusturulan BPM grafikleri kullanilarak, her ardisik kasilmanin
simgeledigi tepelerin karsilik geldigi aralik (PPI: peak-to-peak interval) degerleri, iki
bitisik tepe arasindaki siire dlgiilerek saniye cinsinden hesaplandi ve diiz veya egri
cizgiler olarak c¢izildi (266). Monokdlttrler ve kokulturlerdeki kardiyomiyositlerin
ritm analizlerinin yizdesel degerleri, PPI degerlerine dayali olarak hesaplandi ve

analiz edildi.

5.3.23 Hizlandirilms ¢ekim ile gorintileme (Time-lapse)

Kokiilturlerde kardiyomiyosit ve makrofajlarin fiziksel baglantilarini incelemek
amaciyla, 24 saatlik hizlandirilmis ¢ekim uygulanmig rastgele bes alandan alinan
aydinlik alan goruntuleri Cell Observer Spinning Disk mikroskobu ile kaydedildi.
Homeostazi siirdiirmek icin %5 CO> ve 37 °C'ye ayarlanan mikroskobun inkiibator
eklentisine yerlestirilen kiiltiirlerde géruntuler yaklasik 24 saat boyunca kaydedildi ve
birlestirilerek hizlandirilmis video olusturuldu. Bu videolarda kardiyomiyosit ve

makrofajlarin fiziksel temasi incelenerek hiicresel davraniglart analiz edildi.

5.4 istatistiksel Analizler

Konfokal floresan mikroskobu ve 1sik mikroskobu ile ¢ekilmis fotograflar
ImageJ v1.52 programi ile .jpeg ve ardindan .tiff uzantili goriintiilerek cevrilerek
kaydedildi. Kardiyomiyosit kiiltirlerinde hiicre ici Ca?* goruntiileme profilleri Imagel
programi icerisinde ROI (region of interest) manager uzantisi ile yapildi ve veriler a.u.
(arbitrary unit) cinsinden kaydedildi. Dakikada hesaplanan atim sayilar1 (beats per
minute: BPM) ImageJ programi icerisine yiklenen MUSCLEMOTION makrosu ile
belirlendi. Korelasyon analizi Image] programi ile yapildi. Tiim sayisal veriler
Windows Excel Workbook programlarinda veya Apple uyumlu GraphPad PRISM 8.0
yaziliminda analiz edildi ve grafikleri olusturuldu. Deneysel basamaklari igeren

sekiller biorender.com internet sitesi kullanilarak olusturuldu. Tiim sayilar verilerin
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gruplar arasindaki anlamli fark analizi icin yapilan istatistiksel analizler igin,
GraphPad PRISM 8.0 yazilimi1 kullanildi. Verilerin kendi aralarinda normal dagiml
olup olmadigi belirlendi. Normal dagilimli ikili grup karsilastirmalari i¢in Student t-
test, normal dagilim gostermeyen ikili grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi
kullanildi. Normal dagilimli ¢oklu karsilastirmalar igin One-Way ANOVA (tek yonli
varyans analizi) yapildi, ¢oklu karsilastirmalarda normal dagilim yok ise Kruskal
Wallis testi uyguland. Ileri anlamlilik (post-hoc) testleri icin ise Tukey veya Tamhane
analizleri kullanildi. Degerler, ortalama =+ standart sapma seklinde ifade edildi.
Sonuglarin anlamlilik degeri; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 seklinde belirlendi.
Bu degerler %95 giiven araliginda (Confidential Interval:CI) degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Saglikli ve konjenital aritmi hastalik modellerinde kardiyomiyositler ve
makrofajlarin etkilesimlerinin incelendigi bu tez c¢alismasinda, vahsi tip ve
katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tasikardi (CPVT) hastalik modeli transgenik
fare soyunda kardiyak makrofajlarin yerlesim ve yogunluklari ex vivo olarak incelendi.
Bununla birlikte, saglikli ve hasta bireylerden elde edilen kardiyomiyosit ve makrofaj
hucreleri karakterize edildikten sonra birlikte ekildikleri kokulttrlerde, hcreler

arasindaki morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel etkilesimler in vitro olarak incelendi.

6.1 Ex Vivo Cahismalarda Elde Edilen Bulgular

Tez caligmasi siiresince izlenen ex vivo deney basamaklar1 Sekil 6.1°de

Ozetlenmistir.

Genotipleme EKG Analizi Kalp Diseksiyonu

Immiinofloresan Boyamalar Makrofaj Yogunluk Analizi
AV NOD ATRIYUM VENTRIKUL
3Ix107,
P <0,0001

2x107

KAPAKCIK EPIKARDIYUM AKCIGER

1%107]

e
*E]

CX3CR1 YOGUNLUK

Vahsitip = Casq2”

Sekil 6.1 Tez galismasinin ex vivo deney dizayninin grafiksel 6zeti.
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[k asamada tez kapsaminda kullanilacak vahsi tip ve transgenik fare soyundan
tiretilen fareler genotiplendi, ardindan hastalik fenotipini dogrulamak icin EKG
analizleri gerceklestirildi. Kalp diseksiyonu ve doku kesiti alinmasindan sonra bu
dokularda ¢esitli immiinohistokimyasal boyamalar ile kardiyak makrofajlarin yerlesim

ve yogunluklarinin kalitatif ve kantitatif analizleri yapildi (Sekil 6.1).

6.1.1 Vabhsi tip ve transgenik farelerin ¢ogaltilmasi ve genotiplemesi

Bu tez ¢alismasinin ex vivo deneylerinde, literatiirde Casg2” genotipinde
hastalik modeli gosteren transgenik fare soyunun homozigot alleli tagiyan fareler ve
kontrol grubu olarak C57BL/6 vahsi tip fareler kullamldi. Casq2” farelerde,
kardiyomiyosit kasilmasi sirasinda Ca?* salmimimdan sorumlu mekanizmada gérev
alan kalsekuestrin proteinini kodlayan Casqg2 geninin baslangi¢ (promoter) bélgesi ve
ilk ekzonunun silinmesiyle 1 kilobaz biiyiikligiinde delesyon olusturdugu
raporlanmistir (62). BOylece Casg2 geninin proteine kodlanmasi engellenmis olup
CPVT hastalik modeli transgenik fare soyu elde edilmistir (62, 66). Oncelikle, Casg2
mutasyonu tasiyan fare soyunun genotiplenmesi, 21-30 giinlik yavrulardan alinan
kulak dokularindan izole edilen DNA 0Ornekleri kullanilarak PZR islemi ile yapildu.
Fare soyu icin 253 b¢ (baz cifti) vahsi tip alleli belirlerken, 280 b¢ mutant allelin
varligint gosterdi. Her iki alleli bulunan gruplar heterozigot olarak belirlendi (Sekil
6.2).

+/+ Vahsi tip
L i+ +- " +/- Heterozigot

) _ -~ Casg2™
500 bg - i 1 2 3

20005« S -

Sekil 6.2 Transgenik farelerin genotip analizi. 1: Vahsi tip, 2: Heterozigot, 3:
Homozigot mutant 6rnek (Casq2™). b¢: baz cifti. L: Ladder.

6.1.2 Vabhsi tip ve transgenik fare soylarinda EKG ol¢iimleri

Farelerin genotipleri dogrulandiktan sonra hastalik fenotiplerini dogrulamak

amaciyla, 6-10 haftalik vahsi tip ve Casq2” farelerden elektrokardiyografi (EKG)
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kayitlar1 alinarak Biopac Student Lab programiyla grafikler olusturuldu (Sekil 6.3).
EKG grafiklerinde belirlenen dalga ve intervaller, standart EKG dalga ve intervalleri
referans alnarak belirlendi (Sekil 4.7). Vahsi tip ve Casq2” farelerin EKG datalari
karsilastirilirken QRS komplekslerinin profillerinde morfolojik farkliliklar tespit
edildi (Sekil 6.3). Vahsi tip saglikli farelerde QRS komplekslerinin R dalgasi tek
tepeden olusuyorken (Sekil 6.3 A), Casgq2” farelerin R dalgas1 ikiye ayrilan tepeler
goruldi (Sekil 6.3 B). Bu morfolojiyi sergileyen QRS dalgalari, literatiirde M sekilli
QRS kompleksi (M-shaped QRS complex) olarak yer almakta ve kalpte sag ve sol his
demetlerine ayrilan elektriksel ileti sistemindeki bloklar1 temsil etmektedir (202).
Literatiirde ventrikiiler tagikardi hastalarinda ileri asamalarda his demeti bloklari
gorulebilmektedir ve bu profil EKG verilerine yansiyabilmektedir (203). Sonug olarak,
bu tez calismasinda kullandigimiz Casq2” farelerin ventrikiiler tasikardi hastalik

modeli olarak kullanilabilecegi EKG verileriyle dogrulanmistir.

A Vahsi tip fare EKG Dalgalan
=
=
—_
>
> .
uw
S
o 0,25 0,5 0,75 1
Zaman (sn)
B Casq2” fare EKG Dalgalar:
=
6 A
N ' A ' N [
E [ II| II [ I| |I [
> [ |II ¥ | g .;' | .5| I.I.. .
"
=
) 0,25 0,5 0,75 1

Zaman (sn)

Sekil 6.3 Vahsi tip ve transgenik farelerin EKG verilerinin karsilastirilmasi. (A) Vahsi
tip ve (B) Casg2” farelerden alman EKG verilerinde dalgalar ve intervallerin
tanimlandig: grafikler. EKG: Elektrokardiyografi, mV: milivolt. Sn: saniye. V: Volta;.
N=10.
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Biopac Student Lab programiyla belirlenen EKG parametrelerinin analizinde,
TP intervali izoelektrik cizgisini gostermektedir ve EKG analizlerine izoelektrik
cizgisi net bir sekilde gdzlenen atimlar dahil edilmistir. RR aralig1 ardarda gelen iki R
dalgas1 arasindaki zamanin Olgiilmesi ile belirlendi. Aym1 zamanda RR araligi ile
kalbin dakikadaki atim sayisi (BPM= beats per minute) hesaplanmaktadir. QRS
genisligi, QRS kompleksinin maksimum ve minimum voltaj ¢ikiglar1 arasindaki
farkinin Olgtilmesiyle belirlendi. QT araligi, QRS kompleksinin baslangicindan T
dalgasinin bitimine kadar olan sire olarak kaydedildi. Dogrulanmis QT araligi (QTc),
anestezi altindaki fare ve si¢anlarda invaze olmayan EKG 6l¢limii i¢in optimize edilen
QTc = QT+0,00175 x (BPM-60) seklindeki Hodges formiilii ile hesaplandi (204).
Vahsi tip ve Casq2” farelerin EKG semalarinda belirlenen dalga ve intervallerini
kantitatif ac¢idan degerlendirmek amaciyla, EKG parametrelerin milisaniye (ms)

cinsinden hesaplandi1 ve GraphPad programu ile istatistiksel analizi yapildi (Tablo 6.1).

Tablo 6.1 Vahsi tip ve Casq2” farelerine ait EKG parametreleri. ms: milisaniye. dk:
dakika. N= Deney sayis1. Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde goésterilmistir.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

EKG Parametreleri Vahsi tlp Casq2” P
(N =10) (N = 10)
BPM (Atim/dk) 192,24 + 19,55 | 287,66 + 73,79 | ***<0,0001
PR intervali (ms) 0,036 + 0,005 0,035 + 0,003 0,824
QRS kompleksi (ms) 0,049 + 0,011 0,046 + 0,011 *0,0465
ST intervali (ms) 0,140 = 0,071 0,055+ 0,033 | ***<0,0001
TP intervali (ms) 0,017 = 0,008 0,012 £ 0,005 | ***<0,0001
RR intervali (ms) 0,312 £ 0,031 0,221 £0,050 | ***<0,0001
QT intervali (ms) 0,194 + 0,082 0,101 £ 0,030 | ***<0,0001
QTc intervali 0,428 + 0,054 0,499 + 0,116 | ***0,0005

EKG Olgimlerinde oncelikle fare gruplari arasindaki BPM  sayilar
karsilastirildi. RR interval siiresinin kisalmasi ile ters orantili olarak arttig1 gozlenen
BPM sayilari, vahsi tip farelerde 192,24 + 19,55 BPM olarak hesaplanirken Casg2”
farelerde 287,66 + 73,79 BPM olarak tespit edildi (P<0,0001, Tablo 6.1). CPVT

hastalik modeli sergileyen farelerin BPM sayilarinin vahsi tip saglikli farelere oranla
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istatistiksel agidan anlamli olarak artisi, Casgq2” farelerin tasikardik kalp atim
fenotipini dogruladi. Atriyoventrikiiler noddan elektriksel ileti gegisini simgeleyen PR
interval siiresi agisindan iki grup arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(P=0,824). EKG odl¢umlerinde belirlenen QRS kompleksi, ST, TP ve QT interval
siireleri incelendiginde, Casq2™ farelerde bu parametrelerin vahsi tip farelere oranla
anlamli olarak azaldig1 hesaplandi (P<0,0001, Tablo 6.1). Casq2” farelerde belirlenen
QRS kompleksi, ST, TP ve QT intervalleri stirelerindeki azalma, bu farelerde birim
zamanda ger¢eklesen hizli  kasilma-gevseme periyotlarina  bagli  olarak
gerceklesmistir. Onemli olarak, Casq2” farelerde vahsi tip farelere kiyasla istatistiksel
anlamli olarak uzayan QTc intervali, Uzun QT sendromunun temel belirteci olmakla
birlikte literatirde CPVT hastalarinda da tespit edilmistir (189, 205).

Tim EKG parametrelerinin degerlendirilmesi ile Casq2” farelerin tasikardi
hastalik modeli sergiledigi teyit edildikten sonra, bu farelerde atriyoventrikiler (AV)
nod bdlgesinin anatomik olarak tespiti gergeklestirildi.

6.1.3 Fare kalp dokularinda Mason Trikrom boyamalar

Fare kalplerinde AV nodun lokasyonunun belirlenebilmesi icin oncelikle
Hematoksilen & Eozin histokimyasal boyamasi yapildi. Fakat bu teknigin iki boya
icermesi ve sadece sitoplazma ve c¢ekirdegi boyamasinin yeterli segicilige sahip
olmamasi nedeniyle, AV nod bolgesi civar dokulardan ayirici olarak ayirt edilemedi.
Bu nedenle daha detayli ve doku igi hiicre ¢esitlerini analiz etmeye yarayan

immunohistokimyasal boyama ¢esidi Mason Trikrom tekniginden faydalanildi.
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Sekil 6.4 Fare kalp kesitlerinde mason trikrom boyamalar. Mason trikrom boyama
teknigi sonras1 (A) Vahsi tip ve (B) Casq2” fare kalp kesitlerinin 11.2X bilyiitmede
Axio mikroskobi gériintisii. Olgek cubugu: 1 mm. N=2. (C) Mason trikrom boyanmis
fare kalp dokusunda AV nodun yerini gosteren temsili sekil (Thoracic key fare
atlasindan uyarlanmistir). (D) AV nodun anatomik lokasyonunun tespit edildigi alanin
Axio mikroskobi gorintusu. AV: Atriyoventrikiler.

Saglikli (Sekil 6.4 A) ve Casq2” farelerin kalplerinde (Sekil 6.4 B) Mason
Trikrom boyamamiz sonucu tiim kalp dokusuna baktigimizda kas dokusundan olusan
kisimlarin protokole uygun sekilde bordo renkli, bag dokularin ise mavi renkli
boyandig1 gézlendi. Daha ileri magnifikasyonlara ge¢ip AV nodun lokasyonunu tayini
etme ¢alismalarimizda, literatiirde yer alan fare doku atlasindan faydalanildi (Sekil 6.4
C) (206). Bu temsili goriintiiniin de yardimiyla AV nod bélgesinin, sag ve sol atriyum
aras1 ince doku interatriyal septumun, sag atriyuma bakan kisminda ve trikiispid

kapagin baslangi¢ bolgesinde lokalize oldugu tespit edildi (Sekil 6.4 D). Bu boyama
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teknigi ile ayn1 zamanda AV nodun etrafinin mavi renkle boyanan kolajen lifleri iceren

bag doku ile ¢evrili oldugu literatiir ile uyumlu olarak gézlemlendi (Sekil 6.4 D) (189).

6.1.4 Atriyoventrikiler nodun lokasyonunun aydinhk alan mikroskobu ile

incelenmesi

Bu tez ¢alismasinda, vahsi tip ve Casq2” farelerin kalp dokularinda AV nodu
tespit edip buradaki kardiyak makrofajlar1 kalitatif ve kantitatif olarak incelemeyi
amagladik. Mason trikrom boyama metoduyla AV nod lokasyonu tespit edilmis olsa
da, alinan tiim kesitlerden AV nod spesifik immunohistokimyasal boyamalarin
yapilmasinin zaman ve biitge agisindan zorluk olusturacagi ongoriildii. Bu nedenle,
vahsi tip (Sekil 6.5 B) ve Casq2™ (Sekil 6.5 C) fare kalp dokularindan alian kesitlerde
oncelikle AV nodu iceren kalp kesitleri, aydinlik alan (bright field) 1s1k mikroskobu
ile tespit edildi. Bu kesitler kayit altina alinarak immunboyamalarda kullanildi.

BOSLUGU .
PERIKARDIYUM

BOSLUGU

SAGATRIYUM -
BOSLUGU 3
PERIKARDIYUM <

SAG ATRIYUM -
BOSLUGU

Sekil 6.5 Fare kalp kesitlerinde AV nodun 1sik mikroskobu ile belirlenmesi. (A) Vahsi
tip ve (B) Casg2” fare kalp kesitlerinde AV nodu iceren bolgelerin 151k mikroskobi
gorintusi. N=4. Olgek cubugu: 50 um.
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6.1.5 Fare dalak dokusu immunfloresan boyamalar:

Fare kalp doku kesitlerinde AV nod ve kardiyak makrofajlarin immiinfloresan
boyamalarindan Once, antikorlarin diliisyon ve muamele slrelerinin optimizasyon
deneyleri, immun sistem hiicrelerince zengin olan dalak dokularinda gergeklestirildi.
Vahsi tip farelerin dalak dokularmin immiinfloresan boyamalarinda, makrofajlarin
isaretlenmesi i¢in anti-CX3CR1-647 ve anti-F4/80-488 konjuge antikorlar kullanildi.
Her iki antikorun makrofaj hicrelerini isaretledigi gbzlense de, dalak kesitlerinde
literatiir ile uyumlu olarak yogunlukla F4/80" makrofajlar tespit edildi (207). Dalak
dokusunda CX3CR1" makrofajlar, F4/80" makrofajlardan daha az yogunlukta tespit
edildi (Sekil 6.6). Literaturde fetal gelisim kokenli dokuya yerlesik makrofajlarin
yuksek CX3CR1 ifadeli fenotipe sahip oldugu, monosit kokenli makrofajlarin dokuya
gecip olgunlastiklar1 zaman F4/80" fenotip sergiledigi ve diisiik / orta seviyede
CX3CR1 ifade ettigi bilinmektedir (154). Bu sebeple fare dalak Kkesitleri
immiinboyamalar1 sonucu CX3CR1" doku makrofajlarini, monosit kokenli F4/80"
makrofajlardan daha yogun olarak gézlemlememiz literatiir ile uyumlu bir bulgudur.
Onemli olarak, bu iki makrofaj popiilasyonu arasinda ortiisme gozlenmemesi bize

dalakta farkl alt tiplerde makrofaj popiilasyonlari olabilecegini gosterdi (Sekil 6.6).

Birlesik

Sekil 6.6 Vahsi tip fare dalak kesitlerinde makrofajlarin immiinboyamasi. CX3CR1"
ve F4/80" makrofaj populasyonunun floresan mikroskop goruntiisi. DAPI: Cekirdek
boyast. Olgek cubugu: 50 pm. Sekillerdeki kesikli ¢izgi ile odaklanilmis bdlgeler 10X
biiyiitiilmiistiir.
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Bu tez ¢aligmasindaki fare kalp dokularinda AV nod kardiyak makrofajlarmin
inceleme amacimizin yan sira Kardiyak makrofajlarin 6zellikle hastalik durumunda
pro-inflamatuvar M1 fenotipi agisindan arastirmayr da hedefledik. Bu nedenle
oncelikle, vahsi tip (Sekil 6.7 A) ve Casq2” farelerin (Sekil 6.7 B) dalak kesitlerinde
M1 fenotipi belirteci INOS (induklenebilir nitrik oksit sentaz) enzimini isaretleyen
anti-iINOS antikoru ile immiinboyamalar gergeklestirdik. Boyama sonucu, Casg2”
farelerin dalak dokularinda iNOS™ hiicreler saglikli farelere gore daha yogun bir
sekilde tespit edilirken, CX3CR1" makrofajlar ile iNOS™ hiicreler arasinda Ortiisme
g6zlenmedi (Sekil 6.6). Bu sonug bize dalakta bulunan CX3CR1" dokuya yerlesik
makrofajlar disinda INOS enzimini Ureten diger hiicre tiplerinin varligini gostermistir.
Bununla birlikte, gelecekte deney sayisinin gogaltilmasiyla ve antikor segiciligi g6z

onunde bulundurulursa CX3CR1" makrofajlarda iNOS protein ifadeleri arastirilabilir.

Birlesik

Sekil 6.7 Fare dalak kesitlerinde M1 makrofaj fenotipi immiinboyamasi. (A) Vahsi tip
ve (B) Casq2™" fare kalp kesitlerinin M1 tip iNOS* makrofaj popiilasyonunun floresan
mikroskop goriintileri. N=1. DAPI: Cekirdek boyasi. iNOS: indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz. Olgek cubugu: 50 pm.

6.1.6 Fare kalp dokusunda imminfloresans boyamalar

Fare kalp kesitlerinde makrofaj odakli immiinboyamalarin ilk asamalarinda,

F4/80-488 konjuge antikoru kullanildi, fakat miyokardiyum kas yogunluklu
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dokusunun otofloresan 6zellik géstermesi sebebiyle tim miyokardiyum dokusunda,
488 nm dalga boyunda yanlis pozitiflige yol agan bir reaktivite tespit edildi. Bu
nedenle F4/80-488 konjuge antikorunun baglandigi spesifik boyanma, otofloresan
dokudan ayirt edilemedi. Ayrica, dalak dokusunda da dokuya yerlesik makrofajlarin
CX3CR1 proteininden daha yogun bir sekilde F4/80 ifade etmesinin teyit edilmesiyle
de bu asamadan sonra kalp dokusu immiinboyama g¢alismalarina CX3CR-647 konjuge

antikoru ile devam edildi.

F4/80-488 ve CX3CR1-647 konjuge antikorlarimi birlikte kullandigimiz
immunboyama incelemelerimizde, kalbin AV nodunu igerecek sekilde tiim sag
atriyumun kesitlerinin alindig1 6rneklerin taranmasi sonucunda, kalbin tiim odaciklar
ve kulak¢iklarinda CX3CR1"™ makrofajlar yer yer tespit edildi. CX3CR1*
makrofajlarin AV nod igerisinde ve diger kalp boélgelerinde pozitif gézlenmesiyle
birlikte, F4/80" makrofajlar kalp kapakg¢iklari ve endokardiyum tabakalari diginda
tespit edilemedi. Ayrica, F4/80" ve CX3CR1" makrofajlar birlikte yer aldiklar
kapakgiklarda (Sekil 6.8 A) ve endokardiyumda (Sekil 6.8 B), dalak dokusuna benzer
bir sonucg gostererek ayr1 hiicre popiilasyonlar1 seklinde isaretlendi. Ilging olarak,
F4/80" ve CX3CR1" makrofajlar genellikle birbirlerine yakin sekilde lokalize
olduklar1 gozlemlendi (Sekil 6.8).

Sekil 6.8 Fare kalplerinde birlikte lokalize olan CX3CR1" ve F4/80" makrofajlarin
immunboyama analizi. (A) Sol ventrikiilden koken alan mitral kapakg¢ikta ve (B) sag
atriyam endokardiyum tabakasinda bulunan CX3CR1* ve F4/80" makrofajlarin
immiinboyama gorintiileri. N=1. DAPI: Cekirdek boyas1. Olgek cubugu: 50 pm.
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F4/80" makrofajlarin CX3CRI1* makrofajlara yakin olarak lokalize olmalari,
CX3CR1" makrofajlarin diizenledigi kemokin sinyal mekanizmasi dogrultusunda
gergeklemis olabilir. Bununla birlikte, gelecekte F4/80" makrofajlar ile CX3CR1*
makrofajlarin kalpteki yerlesimleri, deney sayisinin arttirilmasiyla daha ayrintili

incelenebilir.

6.1.7 Fare kalp dokusunda AV nodun immiinfloresans boyamalari

Fare kalp kesitlerinde 1s1k mikroskobi ayarlarinda tespit edilen AV nod bolgesini
iceren kesitlerin immin boyamalarinda, AV nod kardiyomiyositleri igin anti-HCN4
antikoru (208), genel kardiyomiyosit belirteci kardiyak troponin proteini icin anti-
CTNT antikoru ve makrofaj hicreleri icin anti-CX3CR1-647 antikorlar1 kullanildi.
Vabhsi tip farelerde CX3CR1" makrofajlarin, HCN4* kardiyomiyositlerin olusturdugu
AV nod bolgesi igerisinde yer aldigir gozlendi (Sekil 6.9 A). Makrofajlarin tespit
edildigi AV nod bolgelerinde ileri magnifikasyonlarda detayli incelenme yapildiginda,
CX3CR1" makrofajlarin homojen bir dagilimla HCN4" ve CTNT" kardiyomiyosit
hiicreleri aralarinda yer aldig1 net bir sekilde gosterildi (Sekil 6.9 B).

Saglikli farelerdeki AV nod immiinboyamasini takiben Casq2” farelerin AV
nod bdlgelerinin immiinboyamalart ile kardiyak makrofajlarin lokasyon ve
yogunluklar1 incelendi. Saglikli farelerin AV nod bdlgelerinin igerisinde yiiksek
oranda CX3CR1* makrofajlar1 gozlenirken (Sekil 6.9), Casq2” farelerin AV nod
bolgelerinde CX3CR1* makrofajlar vahsi tipe oranla daha az yogunlukta tespit edildi
(Sekil 6.10). Bu yogunluk farkini gosteren kantitatif analiz, CX3CR1" makrofajlart
iceren AV nod cevresi dokuyu kapsayacak sekilde gergeklestirildi.
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Birlesik

- .

Sekil 6.9 Vahsi tip fare AV nod bolgesinde bulunan CX3CR1* kardiyak makrofajlarin
imminboyamasi. AV nod spesifik HCN4" kardiyomiyositler, CTNT"
kardiyomiyositler ve CX3CR1* kardiyak makrofajlarin (A) 20X ve (B) 40X
magnifikasyonda kaydedilmis floresan mikroskop goruntuleri. N=4. DAPI: Cekirdek
boyasi. CTNT: Kardiyak troponin-T. HCN4: Hiperpolarizasyon aktive siklik
niikleotid kapili potasyum kanali 4. Olgek ¢ubugu: 50 pm.
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Birlesik

Sekil 6.10 Casq2” fare kalp kesitlerinde AV nod bolgesi CX3CR1* makrofajlarin
immiin boyamasi. (A) HCN4" AV nod spesifik kardiyomiyositler, CTNT*
kardiyomiyositler ve CX3CR1" kardiyak makrofajlarin floresan mikroskop gortntis.
(B) Sekil 3,5X biyiitilmiistir. N=4. DAPI: Cekirdek boyasi. CTNT: Kardiyak
troponin-T. HCN4: Olgek cubugu: 50 pm.

Bununla birlikte HCN4* kardiyomiyositlerin tamami1 CTNT* gézlenirken, tiim
CTNT" miyokardiyum kardiyomiyositlerinin HCN4" olmamasi bu antikorun spesifik
boyama sergiledigini ve AV nodda farkli kardiyomiyosit popiilasyonlarinin oldugunu

gostermistir.
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6.1.8 CX3CR1*" makrofajlarin morfolojik olarak incelenmesi

Kalbin tamaminda CX3CR1" hiicreler detayli incelendiginde saglikli fare
kalbinde AV nod icerisindeki makrofajlarin  morfolojileri hiicre smirlari ayirt
edilemeyecek sekilde, kiimesel ve uzantisal hat seklinde (spindle) oldugu g6zlendi
(Sekil 6.11). Bu morfoloji saglikli fare kalbinde ilk defa AV nod bdolgesinde
kesfedilmis kardiyak makrofajlarin literatiirdeki morfolojik analizi ile uyum

gostermektedir (9).

Birlesik

Sekil 6.11 Saglikli fare kalbinde AV nod ici CX3CR1" makrofaj morfolojisinin
immunboyamalarla incelenmesi. (A) Tum AV nodu gosteren floresan mikroskop
goruntiisii. Olgek ¢ubugu: 50 um. (B) Kiimesel yerlesimli AV nod i¢i CX3CR1*
makrofajlarin floresan mikroskop gorintiisi. N=4. Olgek ¢ubugu: 10 um. DAPI:
Cekirdek boyasi.

Casg2” farelerin AV nod icinde CX3CR1" makrofajlar gozlenmemesinin
ardindan (Sekil 6.10), saglikli (Sekil 6.12 A) ve Casq2” farelerin (Sekil 6.12 B) AV

nod harici diger bolgeleri CX3CR1" hiicrelern yerlesimi agisindan incelendi. AV nod
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harici kalbin diger bdlgelerinde CX3CR1* makrofajlarin tekli hiicreler halinde
yerlestigi ve yuvarlak formda morfoloji sergiledigi gozlendi (Sekil 6.12). Bununla
birlikte bu incelemelerde tekli halde bulunan CX3CR1" makrofajlarmn CTNT"
kardiyomiyosit hiicreleri aralarinda membran temasina benzer konumlandiklar tespit

edildi (Sekil 6.12).

Birlesik

Birlesik

Sekil 6.12 AV nod dist miyokardiyum doku igerisinde CX3CR1* makrofaj
morfolojisinin immiinboyamalarla incelenmesi. (A) Vahsi tip ve (B) Casqg2” fare kalp
kesitlerinde yuvarlak sekilli makrofajlarin floresan mikroskop goruntuleri. N=4.
CTNT: Kardiyak troponin-T. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek cubugu: 50 pm.

6.1.9 AV nod dis1 bolgelerde kardiyak makrofajlarin incelenmesi

Kalbin genelinde CX3CR1" makrofajlarin lokasyon ve morfolojilerini
g0zlemlemek amacli genel bir doku taramasi yapildi ve kalbin tiim lokasyonlarinda
fakat farkli yogunluklarda CX3CR1" makrofajlara rastlandi. Vahsi tip fare kesitlerinde
interatriyal septum ve pulmoner arter damar duvari gibi AV nod civari bolgelerde ve
endokardiyum, perikardiyum gibi kalbin en i¢ ve dis tabakalarinda CX3CR1"
makrofajlara rastlandi (Sekil 6.13). AV nod dis1 bolgeler olarak, AV nodun her iki
yaninda yer alan triklispid ve mitral kapakgiklar, sag / sol atriyum ve ventrikil

miyokardiyum dokularinda da CX3CR1" makrofaj popiilasyonlar1 yer yer gozlendi
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(Sekil 6.14). Vahsi tip saglikli fare kalp dokularinda, en fazla makrofaj igeren
lokasyon, literatur ile uyumlu olarak AV nod bdlgesi olarak tespit edildi (9).

INTERATRIYAL SEPTUM PULMONER ARTER DUVARI

PERIKARDIYUM

ENDOKARDiYUM

Sekil 6.13 Vahsi tip fare kalbinin ileti sistemi ve kalp tabakalarinda CX3CR1"
kardiyak makrofajlarin immiinboyamasi. N=4. BF: Bright field. DAPI: Cekirdek
boyast. Olgek ¢ubugu: 50 um.

ILETI SISTEMi
HiS DEMETI

96



SOL ATRiYUM SAG ATRIYUM

MITRAL KAPAK TRIKUSPID KAPAK

SOL VENTRIKIUL SAG VENTRIKUL

Sekil 6.14 Vahsi tip fare kalbinin odacik ve kapakgiklarinda CX3CR1* kardiyak
makrofajlarin immiinboyamasi. N=4. BF: Bright field. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek
cubugu: 50 pm.

Casq2” farelerin kalp dokularinda CX3CR1* makrofajlar, AV nod igerisinde ve
devamindaki his demeti yolunda vahsi tip farelerdeki kadar yogun gozlenmedi. Fakat
AV nodu iceren interatriyal septum bolgesi ve sag atriyumda CX3CR1* makrofajlar
tespit edildi. Ozetle, Casq2” farelerin kalp dokularinda CX3CR1* makrofajlarin
oldugu bolgeler, vahsi tip ile ayn1 bolgelerdi (Sekil 6.15, Sekil 6.16).
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INTERATRIYAL SEPTUM PULMONER ARTER DUVARI

ENDOKARDIYUM w PERIKARDIYUM

HIS DEMETI
Sekil 6.15 Casq2” fare kalbinin ileti sistemi ve kalp tabakalarinda CX3CR1* kardiyak

makrofajlarin immiinboyamasi. N=4. BF: Bright field. DAPI: Cekirdek boyasi. Ol¢ek

cubugu: 50 pm.

[LETI SISTEMi

CX3CR1" makrofajlarin yogunlugu agisindan gézlemimiz, sag ve sol atriyumda
ventrikill i¢i dokulardan daha fazla kardiyak makrofajlarin olduguydu. Genel olarak
ise, perikardiyum ve endokardiyumda miyokardiyum tabakasindan daha fazla
CX3CR1" makrofajlarin lokalize oldugu gozlendi. Kalbin geneline yayilmis olan
kardiyak makrofajlarin lokasyonlar: literatlir bulgular1 ile uyumlu olarak gozlendi

(112).

98



Vahsi tip ve Casq2” fareler arasindaki kardiyak makrofajlarm M1/M2
fenotipleri agisindan farkini incelemek igin anti-iINOS antikoru ile immun boyamalar

yapildi, fakat CX3CR1*" makrofajlar ile ortiisen iNOS™ hiicre tespit edilemedi.

SOL ATRIYUM SAG ATRiYUM

MITRAL KAPAK

TRIKUSPIiD KAPAK

SOL VENTRIKUL SAG VENTRIKUL

Sekil 6.16 Casq2” fare kalbinin odacik ve kapakgiklarinda CX3CR1* kardiyak
makrofajlarin immiinboyamasi. N=4. BF: Bright field. DAPI: Cekirdek boyas1. Olgek
cubugu: 50 pm.

6.1.10 Fare kalp dokularinda CX3CR1" kardiyak makrofajlarin yogunluk

analizi

Fare kalp dokularindaki CX3CR1* makrofajlarin kalbin ¢esitli bolgelerinde yer
aldig1 daha 6nceki immiinboyama analizlerinde gosterilmisti. Casgq2”" farelerin kalp
dokularinda CX3CR1" makrofajlarm AV nod harici interatriyal septumun diger

boélgelerinde gozlenmesi tizerine, makrofaj yogunluk analizleri AV nodu igerisine alan
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tiim sag atriyum dokusunu kapsayacak sekilde gerceklestirildi. Buradan yola ¢ikarak,
CX3CR1* kardiyak makrofajlarin yogunluklarimin hastalik patogenezinde bir iligkisi
olup olmadigini anlamak amaciyla, saglikli grup ve CPVT hastalik modeli sergileyen
Casq2” farelerdeki CX3CR1* makrofajlarin kantitatif sinyal ol¢iimleri hesapland.
Konfokal mikroskobun Z-stack eklentisi ile kaydedilmis goriintilerde CX3CR1*
makrofajlarin gézlenmeye basladigi ve sonlandigi, AV nodu igeren tum interatriyal
septum bolgeleri analize alind1 (Sekil 6.17).

Sekil 6.17 CX3CR1" makrofajlarin gozlenmeye basladigi ve sonlandigi AV nodu
iceren interatriyal septum bolgelerini iceren kesitler. N=4. BF: Bright field. DAPI:
Cekirdek boyasi. Olgek cubugu: 50 pm.

Bu bolgelere yiiksek magnifikasyonlarda odaklanarak dncelikle taban degeri (B:
Background) olusturmasi igin makrofaj (Sekil 6.18 A) veya c¢ekirdek (Sekil 6.18 B)
igermeyen bir alan se¢ildi. Makrofaj ve ¢ekirdek isaretlenmesinin 647 nm ve 405 nm
dalga boylarmin ortak 1s1ma verdigi alanlardaki makrofajlarin hiicre kenarlar1 ImageJ
programinda secilerek bir deger elde edildi (Sekil 6.18 C). Bu degerler yalanci
pozitiflige sebep olmamasi agisindan taban degerinden cikartilarak tiim alanlardaki
CX3CR1" makrofaj yogunluklarinin kantitatif degerleri hesaplandi. Bu degerlerin
grafigi dort saghkli ve dort Casq2” farelerde ayr1 ayr1 (Sekil 6.18 D) ve total sekilde
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gosterildi (Sekil 6.18 E). Istatistiksel analiz sonucu, Casq2” farelerde CX3CR1*
makrofaj yogunlugunun vahsi tip saglikli farelere oranla anlamli sekilde azaldig tespit

edildi (P<0,0001).
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Sekil 6.18 Vahsi tip ve Casq2” farelerin CX3CR1* kardiyak makrofajlarmnin kantitatif
analizi. Fare kalp kesitlerinde immiinfloresans boyamalarin sayisal analizi i¢in se¢ilen
(A) CX3CR1" kardiyak makrofajlari, (B) makrofajlarin nukeuslarini ve (C) ortiisen
ornek goruntiideki hiicre secim stratejisi. (D) Vahsi tip ve Casq2”’ farelerin kalp
dokularinda CX3CR1" kardiyak makrofajlarin yogunlugunu gosteren detayli grafik.
N=4. (E) Vahsi tip ve Casq2” farelerin kalp dokularinda CX3CR1* kardiyak
makrofajlarin total yogunlugunu gosteren grafik. ***P<0,0001. a.u.: arbitrary unit
(rasgele birim).

Konjenital tasikardi hastalik modeli olan Casq2”" farelerde CX3CR1* makrofaj
yogunlugunun azalmasi, bize CX3CR1 ifadeli makrofaj popiilasyonundaki azalmanin

konjenital aritmi patogenezinde rolii olabilecegini gdsterdi.

6.2 In vitro Cahsmalarda Elde Edilen Bulgular

Saglikli ve konjenital aritmi durumunda, kardiyomiyositler ve makrofajlarin

etkilesimlerini incelemek amaciyla, saglikli birey ve SCN5AF4Y* mytasyonu tasiyan
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ventrikiiler tagikardi hastasindan uPKH-kokenli kardiyomiyositler iiretildi. Saglikli
bireyler ve SCN5A®PO™* mytasyonu tasiyan konjenital aritmi hastalarindan MACS
yontemi ile izole edilen CD14" monositlerden biiyiime faktorleri varliginda
makrofajlar elde edildi. Makrofajlar ve kardiyomiyositlerin fonksiyonel ve molekiiler
karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra, bu htcreleri igeren in vitro kokultlrler
olusturularak hucreler arasindaki morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel etkilesimler
incelendi. Tez ¢alismas: siiresince izlenen in vitro deney basamaklarin 6zeti Sekil

6.19°da belirtilmistir.

Saglikli Bireyler & Aritmi hastalar
PBMC

| ]
Sendai MACS
v viral transdiiksiyon v
UPKH Kiiltiirii CD14* Monosit Segilimi
WNT yolag: M-CSF
manipiilasyonu GM-CSF
Kardiyomiyosit Kiiltiirii Makrofaj Kiiltiirii
) (S (o e
SCN54**  SCN5AFI65L* SCN5A4*" SCN5Adelkro/s
~ /
Kokiiltiirler
1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP 4. GRUP
— o -' x .;._.'"_."
Morfolojik Analizler Molekiiler Analizler Fonksiyonel Analizler
SEM Time lapse Immiinboyama Kantitatif RT-PZR Ca?* Gériintiileme Kasilma Analizi

Kasilma {a.u.}

L] s 10 15

Zaman (sn)

Sekil 6.19 Tez galismasmin in vitro deney dizayninin grafiksel 6zeti. Ca*?: Kalsiyum
iyonu. Time lapse: Hizlandirilmig ¢ekim. MACS: Manyetik aktive edici hiicre
ayristirma. M-CSF: Makrofaj koloni stimile edici faktor. GM-CSF: Granilosit
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makrofaj koloni stimuile edici faktor. RT-PZR: Reverse (Tersine) transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu. PBMC: Periferal kan mononiikleer hicreler. SEM:
Taramali (Scanning) elektron mikroskobu.

6.2.1 Saghkh ve hasta bireylerden kan érneklerinin toplanmasi

Kontrol grubu olarak oncelikle 28 yasinda saglikli bir kadindan (Kontrol 1)
uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH) hatti elde edildi ve kontrol amagh
kardiyomiyosit kultiri elde etmek icin bu hat kullanildi. Kontrol 1 kanindan
saflagtiritlan monosit hiicreleri paralel deneylerde makrofaj farklilagtirmasi i¢in de
kullanilds. ikinci kontrol hiicre grubu olusturmasi amaciyla, 24 yasinda kadin saglikli
bireyden (Kontrol 2) alinan monosit hiicreleri makrofajlara farklilastirildi. Ventrikuler
tasikardi hastas1 SCN5AF45Y* mutasyonu tasiyan 42 yasinda kadin hastadan (Hasta
1) elde edilen uPKH-kokenli kardiyomiyositler bu tez ¢aligmasinda in vitro tasikardi
modeli olarak kullanildi. Bununla birlikte, SCN5A%KPO* heterozigot mutasyon
tasiyan 24 yasinda (Hasta-2) ve 47 yasindaki (Hasta-3) Uzun QT Sendromu-3 (UQTS-
3)/Brugada Sendromu tanili kadin hastalarin kanindan saflastirilan monosit hiicreleri
hasta grubu makrofaj farklilastirmasi i¢in kullanildi. Kolektif olarak, bu ¢alismada
kullanilan kardiyomiyosit ve makrofaj hiicrelerinin koken aldig1 bireylerin,
hastaliklari, mutasyon isimleri, yas ve cinsiyet gibi demografik bilgileri Tablo 6.2’de

verilmistir.

Tablo 6.2 Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicrelerin demografik tablosu. UQTS-
3: Uzun QT Sendromu-3. uPKH: uyarilmis pluripotent kok hiicre.

Ornek Hucre tipi Hasta Teshisi | Mutasyon Yas - Cinsiyet
UPKH-kokenli Ventrikiler | SCN5A p.F1465L
Hastal |\ ardiyomiyosit | Tasikardi | (c.4393T>C) 42 yasinda kadmn
. SCNb5A p.1505-
Hasta 2 Makrofaj UQTS-3 1507delKPQ 24 yasinda kadin
UQTS-3/
. SCNb5A p.1505-
Hasta 3 Makrofaj Brugada 1507delKPQ 47 yaginda kadin
sendromu
E;’};iH(-)l:T(l)iki)Tilt 28 yasinda kadin
Kontrol 1 yomiy Saglikli Mutasyon yok
Makrofaj 33 yasinda kadin
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Kontrol 2 Makrofaj Saglikli Mutasyon yok 24 yasinda kadin

Tum hasta bireylere ait EKG verileri ve pedigri analizleri Tablo 6.3’te ve Sekil
6.20’de verilmistir. Hasta 1 EKG verisinde, bireyin ventrikiiler tasikardi hastasi
oldugunu gosteren junctional ektopik tasikardi (JET) modeli gozlenmektedir (Sekil
6.20) ve EKG parametrelerinin analizinde RR intervali ortalamasi normal degerin alt
siirma (600-1200 ms) yakin tespit edilmistir (Tablo 6.3) (209). Hasta 2 ve 3 EKG
verilerinde Olclilen QT/QTc degerlerinin normalin (kadinda 360/460 ms) iizerinde
tespit edilmesi bu hastalarin uzun QT sendromuna sahip olduklarin1 gostermistir

(Tablo 6.3) (210).

A HASTA 1 B HASTA 2
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Sekil 6.20 Hasta grubu EKG bulgulari. (A) Hasta 1, (B) Hasta 2 ve (C) Hasta 3’Un
EKG verileri. (D) Hasta 1’e ait pedigri analizi. (E) Hasta 2 ve 3’e ait pedigri analizi.
Probantlar okla gosterilmistir.

Tablo 6.3 Hasta grubu EKG verileri. ms: milisaniye. BPM: Beat per minute.

Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3
Kalp atim iz 86 BPM 63 BPM 72 BPM
PR intervali 148 ms 166 ms 182 ms
QRS suresi 85 ms 100 ms 102 ms
QT/QTc 344/387 ms 464/471 ms 429/453 ms
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Ortalama RR intervali | 695 ms 948 ms 830 ms

QTcB 412 ms 476 ms 470 ms

QTcF 388 ms 472 ms 456 ms

6.2.2 Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) kultiri karakterizasyonu

SCN5AF6SU* mutasyonu kaynakli ventrikiiler tasikardi hastas1 ve herhangi bir
immun sistem hastaligi veya kalp rahatsizligi bulunmayan saglikli bireyin PBMC
hicreleri yeniden programlanarak uPKH hatt1 elde edildi ve kardiyomiyosit
farklilagsmasi gergeklestirildi. Saglikli ve hasta kokenli uPKH Kkolonilerinin 1sik
mikroskobi gozlemlerinde, kolonilerin pasaj sonrasi 3. gunde tipik embriyonik kok
hiicreye benzer profil sergiledigi gézlendi (Sekil 6.21 A, B). Yeniden programlama
sirasinda  hiicre  genomunda makro dizeyde kromozomal bozukluklar
gelisebilmektedir. Bu tez c¢alismasinda kullanilan uPKH’lerinin karyotip analizi
sonucunda herhangi bir yapisal ya da sayisal kromozomal bir anomali gézlenmemistir
(Sekil 6.21 C, D).
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Sekil 6.21 Uyarilmis pluripotent kok hiicre kiiltiirlerinin 151k mikroskobi goriintiileri
ve karyotip analizi. (A) Saglikli ve (B) SCN5AF%Y* mutasyonu tasiyan ventrikiiler
tasikardi hastasi bireye ait UPKH kiiltiirlerinin 151k mikroskobi goriintiileri. (C) Saglikli
ve (D) hasta bireyin uPKH’lerinin karyotip analizi. N=3. uPKH: Uyarilmis pluripotent
kok hiicre. Olgek cubugu: 50 pum.

Uyarilmig pluripotent kék hucrelerin pluripotent 6zellikleri, mMRNA ve protein
seviyesinde incelenerek molekdiler karakterizasyonlar1 yapildi. Embriyonik kok hiicre
belirte¢ genleri OCT4, SOX2 ve NANOG mRNA ifade seviyeleri saglikli ve hasta

kokenli olmasi farketmeksizin UPKH’lerinde, koken aldiklar1 somatik hiicrelere
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(PBMC) gore istatistiksel anlamli olarak yiksek bulundu (P<0,0001, Sekil 6.22 A, B,
C). Bununla birlikte, saglikli (Sekil 6.22 D) ve hasta kdkenli uPKH kolonilerinde
(Sekil 6.22 E), embriyonik kok hucrelerde nikleer olarak ifade edilen SOX2
transkripsiyon faktori ile ylzey belirteci TRA-1-81 proteinleri, immunositokimyasal
boyamalar ile tespit edildi. Ek olarak gekirdek igerisinde bulunan SOX2 transkripsiyon
faktorunin, cekirdek boyasi olan DAPI ile kolokalize olduklari gozlemlendi (Sekil
6.22 D, E).
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Sekil 6.22 Uyarilmis pluripotent kok hiicre kiiltiirlerinin molekiiler karakterizasyonu.
Saglikli ve SCNSAF4Y* mytasyonu tasiyan hasta kokenli uPKH’lerinde (A) OCT4,
(B) SOX2, (C) NANOG genlerinin mRNA diizeyinde incelenmesi. (D) Saglikli ve (E)
hasta bireyin uPKH kolonilerinde SOX2 ve TRAZ1-81 proteinlerinin floresan
mikroskop goruntuleri. N=3. DAPI: Cekirdek boyasi. uPKH: Uyarilmis pluripotent
kok hiicre. Olgek cubugu: 50 pm. Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde
gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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6.2.3 Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) kultirlerinden kardiyomiyosit

farkhilastirmasi ve karakterizasyonu

Literatiirde uPKH Kkiiltiirlerinden kardiyomiyosit farklilastirmasi igin, bir¢ok
yontemden faydalanilmaktadir. Embriyonik gelisimin kardiyak farklilagma siirecinde
gorevli sinyal yolaklarimin maniptlasyonunu replike eden bu yontemlerde, %45-98
arasinda kardiyomiyosit hiicre farklilastirma ve saflagtirma verimi saglanmaktadir (82,
84). En yuksek oranda ve tutarli olarak kardiyak farklilasma saglayan metot, Lian ve
arkadaslarinin 2013 yilinda tanimladigt WNT sinyal yolagi regiilasyonundan
faydalandig1 iki farkli besiyeri ve kiigiik molekiilden faydalanan, %98 oraninda
kardiyomiyosit verimi saglayan yontemdir (82, 211). Bu tez calismasinda, saglikli ve
SCN5AFY6SY*  mutasyonu tasiyan hasta kokenli uPKH’lerini bu yontemle
kardiyomiyositlere farklilastirdik (Sekil 6.23 A). Bu siiregte karsilastigimiz
farklilasmama ve apoptoz gibi problemler yiiziinden, protokolde kullanilan kiigiik
molekdllerin konsantrasyonlar1 ve kiiltiire eklenme siireleri ile ilgili optimizasyonlar
gerceklestirdik. Kardiyomiyosit farklilasmasinin ilk 0-1.glin arasi 24 saatlik siireyle
WNT yolagin1 aktive etmek ve hiicreleri mezodermal yone farklilastirmak igin
CHIR99021 kiicuk molekult 10 uM konsantrasyonunda uygulandiktan sonra (211),
kiltdrlerde ciddi oranda 6lum gozlendi. Bu nedenle literatiirde de sonradan gelistirilen
bir ¢6ziim olarak CHIR99021 molekilunun konsantrasyonunu 6 uM olacak sekilde
azaltarak 1 gunlik kdlthr siiresini 2 giine ¢ikardik ve boylece farklilasma
kalturlerimizdeki hucrelerin  canliliklarimi  stirdiirdiiklerini gordik (82). Ayrica
farklilasmanin 3-5. gilinleri arasi uygulanan WNT yolagin1 inhibe edici IWP-4
molekiiliinii uyguladiktan sonra kilturlerde yine hiicre 6limu gozlendi. Bu nedenle
IWP-4 molekuliinln eslenigi olan IWP-2 veya IWR-1-endo molekiilleri ile farklilagsma
stirecine devam edildi. Bu faktorlerin kullanimiyla WNT yolagi inhibisyonu ile
goriilen hiicre 6liim orani azaldi. Diger karsilastifimiz sorun ise farklilagmanin 7.
gunundn sonunda, normal sartlarda kiimeleserek kasilmasi beklenen hicrelerin
kardiyak hiicre profili sergilemedigi, hiicrelerin tek katmanli sekilde ve fibroblast
benzeri morfolojide olmasiydi. Literatiir arastirmamiza gore, kardiyomiyosit
farklilasmasinin baglangi¢ giiniinde UPKH kultlrlerinin yogunluklarinin %75-80’in

tizerinde olmamasina karar verildi (84). Tum bu optimizasyonlar sonucunda Sekil 6.23

107



A’da tasvir edilen protokol kullanilarak uPKH-temelli kardiyomiyosit farklilagmasi

sonrasinda ¢esitli karakterizasyon agamalarina gecildi.

Farklilagmanin en erken 8, en ge¢ 12. glinlinde spontan kasilmalar1 gozlenen
saglikli (Sekil 6.23 B) ve ventrikiiler tasikardi hasta (Sekil 6.23 C) kokenli
kardiyomiyositlerin morfolojileri 1sik mikroskobu ile giin giin takip edildi. Kilturlerde
cesitli sebeplerle kasilmalar1 duraksayan kardiyomiyositlerin besiyerlerine, 100 nM
konsantrasyonda beta-adrenerjik agonist izopreterenol kimyasali eklenerek kasilmalar

gerekli durumlarda stimdile edildi.

A B C

uPKH-kékenli kardiyomiyosit farkhlagtirma protokolii

EX RPMY EPMV EPMI EPMV
besiyer B27-insilin B2T+insiiln  -glukez  B27tinsilin

I A |I(I[IR| IllWMlAl A I +Laktat | A

Giin: -7 0 23 5 7 12 18 354 i

Sekil 6.23 UPKH Kkiiltiirlerinden kardiyomiyosit farklilastirmasi. (A) Krdiyomiyosit
farklilastirmas1 zaman ¢izelgesi. (B) Saglikli ve (C) SCNSAFM6L* ventrikiiler
tasikardi kokenli uPKH- kardiyomiyosit kulttrlerinin 1sik mikroskobu goriintiileri.

Kardiyomiyositlerin molekiiler karakterizasyonu amacli, kardiyak hicrelere
spesifik MYH6, MYH7, MLC2V, CTNT ve SCN5A genlerinin mRNA seviyeleri saglikli
ve hasta kokenli kardiyomiyositlerde kantitatif RT-PZR ydntemiyle incelendi (Sekil
6.23 D-H). Analizler, kontrol amagli kullanilan ve bu genleri ifade etmesi
beklenmeyen uPKH’lerindeki sonucglara gére normalize edildi. Oncelikle,
kardiyomiyositlerin olgunlasma seviyeleri, saglikli kardiyomiyosit farklilasma
kalturlerinin belirli gunlerinde (7-100. gun) ydritilen MYH6 ve MYH7 mRNA
analizleri ile degerlendirildi (Sekil 6.24 A, B). Insan kalp gelisiminin erken
donemlerinde MYH6 gen ifadesinin yiikseldigi, kardiyak olgunlasma saglandiginda
MYHG6 gen ifadesinin azalarak MYH7 gen ifadesinin arttigi bilinmektedir (212). Bu iki
gen ifadeleri arasindaki ge¢is, uPKH-kokenli kardiyomiyosit kalturlerimizde
gerceklestirdigimiz kantitatif RT-PZR yontemiyle dogrulanmistir (Sekil 6.24 A, B).
Farklilasmanin yirmibesinci guninden itibaren kardiyomiyositlerde gen ifadesi
acisindan olgunlasma gormemiz nedeniyle deneylerimizde otuz-kirkbesinci Kultir

gunleri arasindaki kardiyomiyositleri kullandik.

108



Kardiyak kultirlerin otuzuncu giniinde kardiyak spesifik genlerin mRNA
seviyeleri incelendiginde, MLC2V mRNA ifadeleri saglikli (P=0,0272) ve hasta
(P=0,0361) birey kokenli kardiyomiyosit kultirlerinde 0, gun uPKH’lerine gore
istatiksel anlamli olarak yiiksek bulundu (Sekil 6.24 C). Bununla birlikte diger
kardiyak spesifik gen olan CTNT mRNA ifadeleri, saglikli (P=0,0443) ve hasta
(P=0,0487) kokenli kardiyomiyosit kiltirlerinde uPKH’lerine gore istatiksel anlamli
bir sekilde yuksek olarak analiz edildi (Sekil 6.24 D). MLC2V ve CTNT mRNA
seviyeleri saglikli ve hasta kokenli kardiyomiyosit kulturleri arasinda analiz
edildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (P=0,3292, Sekil 6.24 C,
P=0,4112, Sekil 6.24 D). Kultlrlerinde kardiyak yapisal genler MLC2V ve CTNT
mRNA ifadelerinin uPKH’lerine gore istatistiksel anlamli olarak artis gostermesi,

kardiyomiyosit farklilasmasini dogrulamistir.
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Sekil 6.24 Kardiyomiyosit kiltrlerinde kantitatif RT-PZR ile mRNA ifade analizleri.
(A) MYHS6, (B) MYH7 mRNA ifadelerinin saglikli kardiyomiyositlerde, (C) MLC2V,
(D) CTNT ve (E) SCN5A mRNA ifadelerinin saglikli ve hasta kokenli
kardiyomiyositlerde koken aldiklart uPKH’lerine gére normalize edilen kantitatif RT-
PCR analizleri. N=3. MYHG6: Miyozin agir zincir 6/ MYH7: Miyozin agir zincir 7/3.
MLC2V: MLC2A/V: Miyozin hafif zincir 2A atriyal/ventrikiler form. CTNT:
Kardiyak troponin-T. SCN5A: Sodyum voltaj kapili kanali alfa subuniti 5. Veriler
ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Kardiyak sodyum iyon kanalt mRNA ifadeleri degerlendirildiginde ise, saglikli
(P=0,0743) ve hasta (P=0,0525) kokenli kardiyomiyosit kiltirlerinde SCN5A gen
ifadeleri, uPKH’lerine gore yuksek bulundu fakat bu artis istatiksel olarak anlaml
degildi (Sekil 6.24 E). Ayrica, saglikli ve hasta kardiyomiyosit kiiltiirleri arasinda da
SCN5A mRNA ifadesi agisindan bir fark gozlenmedi (P=0,6780, Sekil 6.24 E).
Istatistiksel olarak anlamli olmayan bu sonuglar, genis standart sapmadan

kaynaklanabilir bu nedenle ileriki ¢alismalarda deney sayisi arttirilmalidir.

Birlesik .

Birlesik

Sekil 6.25 Kardiyomiyosit kilturlerinde immiinboyama ve akim sitometrisi. (A)
Saglikli ve (B) SCN5A™465Y* mutasyonu tasiyan hasta kokenli kardiyomiyositlerde
CTNT Kkardiyak belirte¢ proteinin immunositokimyasal boyanmasinin floresan
mikroskop gorintileri. N=3. (C) Saglikli kardiyomiyosit kultirlerindeki CTNT”*
hiicrelerin akim sitometrisi yontemi ile kantitatif analizi. N=1. CTNT: Kardiyak
troponin-T. DAPI: Cekirdek boyasi. FSC: ileri sacilim. FITC: Floresan izotiosiyanat.
Olgek ¢ubugu: 50 um.

Kardiyak troponin-T (CTNT) gen ifade analizinin yan1 sira bu kardiyak genin
kodladigi CTNT proteinin kalitatif ve kantitatif analizleri, immunositokimyasal hiicre
boyamalar1 ve akim sitometrisi ile degerlendirildi (Sekil 6.25). Saglikli ve hasta
kokenli kulturlerde, kardiyomiyositler imminositokimyasal boyamalarda CTNT”*
olarak gozlemlendi (Sekil 6.25 A, B). Ayrica, konfokal floresan mikroskobunun
yiiksek magnifikasyonlarinda, kilttirlerde morfolojik olarak gozlemlenen senkronize

kasilmalarla tutarli olarak kardiyomiyositlerin fonksiyonel sarkomerik yapilar

110



olusturdugu goriildii (Sekil 6.25 A, B). Saglikli kardiyomiyosit kiiltiirlerinin
farklilasma verimi kantitatif ag¢idan akim sitometrisi ile degerlendirildiginde,
hiicrelerde %1,7 oraninda spesifik olmayan izotip antikor baglanmasi ve %73,3
oraninda CTNT" kardiyomiyosit popilasyonu tespit edildi (Sekil 6.25 C). Akim
sitometrisi sonucu kardiyomiyosit kiltirlerinde CTNT" hiicre oram1 %71,6 olarak
tespit edilmistir. Sonug olarak, tiim molekiiler analizler, bu tez ¢calismasinda kullanilan
kardiyomiyosit farklilagtirma yonteminin kalitatif ve kantitatif agidan yiiksek verimini

ortaya koymaktadir.

6.2.4 Uyarilmis pluripotent kok hiicre (uPKH) kokenli kardiyomiyositlerin

yeniden ekimi ve morfolojik gézlemleri

Kardiyomiyositlerin ~ farklilasma  siirecinde  uygulanan WNT  yolagi
inhibisyonunun etkisiyle hicreler kiiltiirde kiimeleserek farklilasmaktadir (Sekil 6.23
B, C). Bu tez caligmasinda, kardiyomiyositler ile yapilmasi gereken c¢esitli
karakterizasyon analizlerini yirtitmek ve makrofaj kokiiltiirlerini olusturmak igin, bu
hiicreleri tekli hiicrelere ayristirip yeniden ekerek kiiltiire etme zorunlulugu dogdu.
Kardiyak kultarleri yiiksek canlilikta ayristirabilmek amaciyla kardiyomiyositlere
cesitli ayristirma ve yeniden ekim protokolleri uygulandi. Bu protokollerde, 15-35.
giinler arast olgunlasmamis kardiyomiyositleri, 60-160. giinler arasi matur
kalturlerdeki kardiyomiyosit hicrelerini, Kolajenaz A+B, Kolajenaz 1l, TrypLE
enzimleri ile enzimatik, kalsiyum ve magnezyum gibi divalent katyonlar1 baglayici
EDTA ile enzimatik olmayan yollarla ayristirdik. Sonrasinda hiicreleri kardiyak
kiiltiirler i¢in siklikla tercih edilen Fibronektin, Laminin, iMatrix-511, Matrigel ve
Geltex matriksleri Uzerine ektik. Kardiyomiyosit hicreleri kasilmalarin baslamasi

acisindan giin giin 151k mikroskobu ile incelendi (Sekil 6.26).

Yeniden ekimi yapilan tiim gruplardaki kardiyomiyositlerin yaklasik iki, ¢ glin
icerisinde fonksiyonel kasilmalar1 gézlendi. Yeniden ekim sonrasi ilk giin senkronize
atim gosteren kiiltiirler TrypLE - Fibronektin ve TrypLE - Matrigel gruplari olarak
belirlendi (Sekil 6.26). Kolajenaz II ile ayristirilan kiiltiirlerde tritiirasyon siiresine
gore sonug veren tekli hiicre ve kiigiik kiimeler halinde tutunmus kardiyomiyosit
morfolojileri tespit edildi. Hiicreler aras1 baglar etkili bir sekilde kopartacak kadar

guclu bir solisyon olmayan, fakat etkisi geri doniisiimlii oldugu icin tercih edilen
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EDTA ile muamele edilen kulturlerde kardiyomiyositler kiimeler halinde kaldi. EDTA
ile aynstirilan hiicreler enzimatik yollar kadar fazla zarar goérmedikleri igin
kasilmalarin tekrar baslamasi yeniden ekim sonrasi ilk giinde gézlemlendi. TrypLE
enzimi ile muamele edilen hiicrelerde ise hiicreler arasi baglarin giiclii bir sekilde
ayristigr tespit edildi ve bu kiiltlirlerde kardiyomiyositler cogunlukla tek katmanl
tabakalar halinde yapisti. Kolajenaz A+B kullanilan kiiltiirlerde genel olarak hiicre
kiimeleri seklinde ayrisma ve tutunma gozlendi (Sekil 6.26).

iMatrix-511 Matrigel Geltrex

Kolajenaz IT

TrypLE

EDTA

Kolajenaz A+B

Sekil 6.26 Yeniden ekimi yapilan kardiyomiyosit hiicre gruplarinda morfolojik
analizleri. Gorintiler 1s1k  mikroskobunun 10X magnifikasyonu ayarlarinda
cekilmisgtir.

Gruplar aras1 tutunma ozellikleri degerlendirildiginde, matriksler arasinda
herhangi bir morfolojik fark olmamakla birlikte, Geltrex matriksine tutunmusg
hiicrelerde daha fazla kiimelesmis ve matrikse gémiilmiis hiicre gruplari goriintiilendi
(Sekil 6.26).
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6.2.5 Yeniden ekimi yapilan kardiyomiyositlerin canhilik analizi

Kardiyomiyositleri guc¢li enzimatik veya mekanik ayrigtirmalara tabi
tuttugumuz icin, bu enzimlerin kiiltir canliliklarini etkileyebilecegini varsayarak
yeniden ekim sonrasi 3. giinde MTT hiicre canlilik analizi ger¢eklestirdik. Erken giin
kardiyomiyosit gruplarinda, spektrofotometre isima sonuglarinda en yiiksek canliliga
sahip kultirler TrypLE+Geltrex ve TrypLE+Matrigel kullanilan gruplar olarak tespit
edildi (Sekil 6.27 A). Ilging bir sekilde, Geltrex’e ekilen Kolajenaz Il ile ayristirilmis
hlcreler, tiim gruplar arasinda en diisiik canliligi gosterdi (Sekil 6.27 A).

Yeniden ekimi yapilan 60-150. kiiltiir giinleri arasindaki matiir kardiyomiyosit
hicrelerinde, spektrofotometre 1s1ma sonuglarinda en yiiksek canliliga sahip kiiltiir
Kolajenaz Il - iMatrix-511 grubu olarak belirlendi. Ilging olarak en yiiksek canliliga
sahip gruplar, Kolajenaz II enzimi kullanilan hiicrelerdi. Bu sonu¢ bize matir
kardiyomiyositleri en az hasara yol agarak ayristirmak icin Kolajenaz Il enzimin
kullanilabilecegini gostermistir. Olgunlasmamis kardiyomiyositlerin MTT analizi
sonuglarinin tersi olarak ise TrypLE enzimi ile muamele edilen matir kilturlerde
canlilik en diisiik degere sahipti (Sekil 6.27 B). Bu veriler, yeniden ekimi yapilan
kardiyomiyositlerin ayristirilmasinda, hiicre olgunluguna bagl olarak yapilacak enzim

seciminin 6nemini gostermektedir.

A B
1.2 - . .
2 OEDTA  DOKollasjenazll  BTRYPLE 12 DEDTA  OKollajenaz Il BTRYPLE
= 1,0 4 ‘ = 1,0
2 ! =
5 08 | S 0.8
) o
= 0,6 - . = 06
g - g
g 04 - L
02 - . 0,2 -
0,0 - ] 0.0
Matrigel  Geltrex iMatrix-511Fibronektin Laminin Matrigel  Geltrex iMatrix-511Fibronektin Laminin

Sekil 6.27 Yeniden ekimi yapilan kardiyomiyosit hiicre gruplarinin MTT canlilik
analizi. (A) Erken ve (B) Geg giin kardiyomiyosit kiiltiirlerinde yeniden ekim sonrasi
3.giin MTT canlilik analizi sonuglar1 spektrofotometre i1sima degerlerini goésteren
grafikler. Nm: nanometre.
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6.2.6 Yeniden ekimi yapilan kardiyomiyositlerde immunboyamalar ve htcre

skoru belirleme

Yeniden ekim protokolleri igerisinde hangi enzim - matriks kombinasyonu ile
daha fazla oranda kardiyomiyosit tutunmasi saglandigini belirlemek amaciyla,
kardiyak hiicre sayimi sayildi. Hiicre ayristirmasi yapilan erken (Sekil 6.28 A) ve geg
gun (Sekil 6.29 A) kardiyomiyositlerin yeniden ekim sonras1 14. kultir ginlerinde
yapilan kardiyak hiicre sayimi kiltlrlerde immiinboyama protokolli sonrasinda
gerceklestirildi. Tim gruplarda CTNT ve DAPI ¢ift pozitif imminreaktivite gosteren
hicre saymmi ile kardiyomiyosit skorlamasi yapildi. Erken giin kardiyomiyosit
gruplarinda ortalama 2525 + 932 hticre (minimum 1005, maksimum 4984), ge¢ gun
kardiyomiyosit gruplarinda ortalama 1789 + 607 hiicre (minimum 611, maksimum
2544) sayildi (Tablo 6.3, Tablo 6.4). Erken giin kardiyomiyosit gruplarinin hiicre
skorlar1, %84-91 arasinda hesaplandi ve gruplar arasinda en ylksek kardiyomiyosit
skorunun, TrypLE - Laminin (%91,09 + 4,09) ve TrypLE - Fibronektin (%90,42 +
3,94) gruplarinda oldugu tespit edildi (Sekil 6.28 B, Tablo 6.4). Bu iki grubun diger
gruplar ile istatistiksel karsilastirmasi sonucu gosterdikleri artis anlamli olarak

belirlendi (P<0,05).

Tablo 6.4 Yeniden ekimi yapilan erken giin kardiyomiyosit gruplarinda sayilan hiicre
sayilar1 ve KM skorlari.

Yeniden ekim gruplari Hiicre sayilar: KM Skoru
Fibronektin 2423 82,01+£12,20
Kolajenaz ~ Laminin 2397 70,18 + 8,69
A+B iMatrix-511 2544 79,07 £13,75
Matrigel 2442 73,79 £ 6,15
Geltrex 1163 72,96 £ 32,99
Fibronektin 2945 84,63 £ 13,44
. Laminin 2352 86,25 £ 8,66
Kolajenaz Il i 511 3692 86,92 £ 5,21
Matrigel 2959 87,51 +6,08
Geltrex 2918 86,59 + 10,38
Fibronektin 3415 90,42 + 3,94
Laminin 2840 91,09 £ 4,09
TryPLE  Viatrix-511 3057 87,69 « 5,04
Matrigel 4984 86,80 + 7,08
Geltrex 2807 88,31+ 3,79
Fibronektin 1607 88,97 + 4,57
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Laminin 1055 84,40 £ 5,89
EDTA iMatrix-511 1716 85,11 +4,34
Matrigel 1760 84,15+7,16
Geltrex 1440 85,09 + 4,92

Geg giin kardiyomiyosit gruplarinin hiicre skorlari incelendiginde kiiltiirlerdeki
kardiyomiyosit yuzdelerinin %37-81 arasinda oldugu tespit edildi. Gruplar arasinda
go6zlenen bu yiiksek fark, gec giin kardiyomiyositlerin enzimatik ve enzimatik olmayan
ajanlar ile ayristirilmasi sonucu yiiksek varyasyondan kaynaklanmaktadir. Geg gun
kardiyomiyosit gruplar1 arasinda en yiksek kardiyomiyosit skoru, 83,68 + 17,74
degerine sahip EDTA - Geltrex grubu olarak belirlendi. Onemli olarak, erken giin
hiicre skoru sonuglarina benzer olarak ikinci en yiiksek skor TrypLE - Fibronektin
(76,90 + 15,74) uygulanan kultlr olarak tespit edildi (Sekil 6.29 B, Tablo 6.5). En
diisiik hiicre skoru Kolajenaz II ile ayristirilan gruplara ait oldugu analiz edildi (Tablo
6.5). En yiiksek kardiyomiyosit skoruna sahip gruplarin diger gruplar ile istatistiksel

karsilastirmasi sonucu gosterdikleri artis anlamli olarak belirlendi (P<0,05).

Tablo 6.5 Yeniden ekimi yapilan ge¢ giin kardiyomiyosit gruplarinda sayilan hiicre
sayilar1 ve KM skorlari.

Yeniden ekim gruplar: Hiicre sayilar: KM Skoru
Fibronektin 2423 37,82 + 16,92
Laminin 2397 65,92 + 17,53
Kolajenaz Il “jMatrix-511 2544 57,26 + 14,45
Matrigel 2442 67,38+ 17,41
Geltrex 1163 49,03 + 20,86
Fibronektin 1838 49,90 + 16,30
Laminin 2289 76,90 + 15,74
TrypLE  iMatrix-511 2156 64,22 + 7,30
Matrigel 2064 67,48 £ 13,92
Geltrex 1791 63,39+ 17,97
Fibronektin 1309 72,22 +7,13
Laminin 1006 62,12 + 7,83
EDTA iMatrix-511 1320 63,41 + 12,13
Matrigel 1494 64,97 £ 17,15
Geltrex 611 83,68 +17,74
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Sekil 6.28 Yeniden ekimi yapilan erken giin kardiyomiyosit hiicre gruplarinin analizi.
Tum gruplara ait (A) CTNT" (yesil) ve DAPI" (mavi) hicrelerin imminboyama
goriintiileri ve (B) Kardiyomiyosit skorlarimi gosteren grafik. Veriler ortalama +
standart sapma seklinde gosterilmistir.
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Sekil 6.29 Yeniden ekimi yapilan gec giin kardiyomiyosit hiicre gruplarmin analizi.
Tum gruplara ait (A) CTNT" (yesil) ve DAPI* (mavi) hicrelerin imminboyama
goriintiileri ve (B) Kardiyomiyosit skorlarini gosteren grafik. Veriler ortalama +
standart sapma seklinde gosterilmistir.

TUm yeniden ekim sonrasi analizler degerlendirildiginde tekli kardiyomiyosit
kiiltiirleri olusturmak iizere, en gii¢lii ayristirma 6zelligi ve canlilik analizi sonucu
gosteren TrypLE enzimiyle ayristirilmig gruplar, aynt zamanda en yuksek hiicre
skoruna sahipti. Bu nedenle bu asamadan sonraki kardiyomiyosit yeniden ekim
islemlerimize TrypLE enzimi ile devam ettik. Matriks olarak ise kokdltrlerde
kardiyomiyositler makrofaj ile birlesecegi i¢in her iki hiicre tipini de destekleyen bir
matriks olan fibronectin matriksi kullandik (213). Bu nedenle kokdltir grubu
setlerimizi olustururken uyguladigimiz enzim - matriks kombinasyonu TrypLE -

Fibronektin olarak belirlendi.
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Kardiyomiyositlerin yeniden ekim protokolleri ile es zamanli olarak, THP-1
monosit hiicre hatt1 kullanilarak makrofaj kiiltiirii eldesi optimizasyonlari

gergeklestirildi.

6.2.7 THP-1 monosit hiicre hatti kokenli makrofaj kulturlerinde

optimizasyonlar

THP-1 monosit hiicre hatt1 literatiirde insan makrofaj kokenli hiicre
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (194, 214, 215). THP-1 hicre hatt,
immortalize kanser hiicre hatt1 olmasi sebebiyle bize yiiksek sayida makrofaj eldesi
sagladi, bu nedenle g¢esitli immunboyamalar ve kantitatif RT-PZR deneylerinin
optimizasyonunda bu hattan elde edilen makrofajlar kullanildi ve bazi 6n incelemeler
yapildi. THP-1 monosit kokenli makrofaj kdltirleri PMA  molekila ile
farklilagtirildiktan sonra, literatiirde raporlanmig morfolojilerle benzerlik gdsteren

makrofaj hlcreleri guin gun 11k mikroskobunda incelendi (Sekil 6.30 A-C).

THP-1 kokenli makrofaj kulturlerinde makrofaj spesifik genler olan CD16
(P=0,0003), CD68 (P=0,0096) ve CD206 (P=0,003) mRNA ifadelerinin, THP-1
monosit hicrelerine oranla istatistiksel anlamli sekilde yiiksek oldugu kantitatif RT-
PZR analizi sonucu tespit edildi (Sekil 6.30 D-F). THP-1 makrofajlarin
immiinboyamalar1 i¢in genel makrofaj belirteci olarak kabul edilen CD68 proteinini
ve lizozomik LAMP1 proteinini tantyan antikorlar kullanildi. CD68 antikorunun doz
ve siire optimizasyonunun yapildigr bu deneyde, makrofaj spesifik CD68 proteinin
ifadesinin ve lizozom organelinin hicre i¢i yogunluklarinin yiksek oranda
gozlenmesi, farklilastirdigimiz hiicrelerin makrofaj karakterine uygun oldugunu
gostermistir (Sekil 6.30 G). THP-1 kanser monosit hiicre hattindan elde ettigimiz
makrofajlar, genetik kokeni sebebiyle tezin arastirma sorusu ve hipotezine uygun
olmamasi nedeniyle optimizasyon galismalar1 disinda bu hiicre hatt1 tez kapsaminda

kullanilmamastir.
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Sekil 6.30 THP-1 hiicre hattindan farklilagtirilan makrofajlarin karakterizasyonu. 8.
gin THP-1 makrofajlariin (A) 10X, (B) 20X, (C) 40X magnifikasyonda kaydedilmis
151k mikroskobu goriintiileri. THP-1 makrofajlarinin monositlere oranla (D) CD16 (E)
CD68 (F) CD206 mRNA ifade analizlerini gosteren grafikler. (G) anti-CD68 ve anti-
LAMPI antikorlari ile isaretlenmis THP-1 makrofajlarmin immiinboyamasi. Olgek
¢ubugu: 25 um. Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05,
**p<(0,01, ***P<0,001.

6.2.8 Manyetik ayristirma yontemiyle insan monositlerinin saflastirilmasi ve

karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinda goniillii olan bireylerden, heparinli tiipe alinan 10 ml ventz
kan orneginden Ficoll-Paque yontemi ile PBMC hicrelerini iceren bulutsu tabaka
ayristirildi (Sekil 6.31 A). Bu tabakadan yaklasik 10x106 PBMC hiicresi elde edildi ve
bu hicrelerden manyetik aktive edici hiicre ayristirma (MACS) yontemi kullanilarak,
literatiir raporlar1 ile uyumlu sekilde yaklasik %10 verimle 0,8-1,2x10° CD14"* monosit
hicresi saflastirild1 (129). CD14" monosit hiicreleri makrofajlara farklilagtirilmadan

once bazi karakterizasyon deneyleri amaciyla uygun hiicre kaplarina ekildi ve kilturu
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yapildi (Sekil 6.31 B, C). MACS metodunun etkinliginin test edilmesi i¢in, ayrigtirilan
CD14 ve CD14" hicrelerin ve ayrigtirma oncesi total PBMC hiicrelerinin mRNA
orneklerinden kantitatif RT-PZR analizi gergeklestirildi. Monosit belirte¢ geni CD14
ifadesini incelemek amaciyla yapilan kantitatif RT-PZR sonucu, total PBMC
hicrelerinin (P=0,0425) ve izole edilen CD14" hiicrelerin (P=0,0418) CD14 gen
ifadeleri, CD14" hiicrelere gore normalize edildiginde istatistiksel anlamli olarak
yuksekti (Sekil 6.31 D). PBMC ve CD14 hucreler arasinda CD14 mRNA ifadesinde
istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark gozlenmedi (P=0,0834, Sekil 6.31 D). MACS
yontemi ile saflastirilan monositlerin Sitoplazmalarimin igerisinde yogun ve homojen
bir sekilde CD14 proteini ifade ettigi immiinboyamalar ile dogrulandi (Sekil 6.31 E).
Bu sonuclar CD14" ifadeli monositleri, MACS izolasyonu sonucunda PBMC

stispansiyonundan uygun verimlilikle saflastirabildigimizi gostermistir.
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Sekil 6.31 MACS yontemiyle izole edilen monositlerin karakterizasyonu. (A) Ficoll-
Paque yontemi ile tam kandan ayristirilan bulutsu PBMC tabakasi. (B) PBMC’lerin
kultirde 20X magnifikasyonda ve (C) aynstirilan CD14" monositlerin 40X
magnifikasyonda ¢ekilmis 1s1k mikroskobu goriintiileri. (D) CD14" monositlerin ve
PBMC’lerin CD14 hucrelere oranla CD14 gen ifadesini gosteren kantitatif mMRNA
ifade analizi grafigi. (E) Monosit kilturinin imminositokimyasal boyamasisinin
aydinlik alan ve konfokal floresan mikroskobu gorintileri. APC: Allofitosiyanin.
DAPI: ¢ekirdek boyasi. PBMC: Peripheral blood mononuclear cells. Olgek ¢ubugu:
25 um. Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01,
***p<(,001.
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6.2.9 Makrofaj kalturd farkhlastirmasinda besiyeri ve hiicre sayisi

optimizasyonlari

Saglikli bireylerin PBMC hiicrelerinden saflastirilan CD14* monositler literatir
den uyarlanan protokollerden yararlanarak farklilastirildi (Sekil 6.32 A). Monositlerin
makrofajlara farklilastirilmasinda ilk olarak, besiyerinin igerdigi serum cesidi ve
ekilecek hiicre sayisinda g¢esitli optimizasyonlar yapildi. Serum ¢esidi olarak
literatiirde sikga tercih edilmis iki serum olan AB kan grubuna sahip insan serumu
(HS) (Sekil 6.32 B-C) ve yenidogan buzagi serumu (NBCS) (Sekil 6.32 D-E) %10
oraninda makrofaj farklilastirma besiyerlerine eklendi. Kiiltiir kaplarma cm?’ye
30x10° sayida gelecek sekilde ekilen monosit hiicreleri, 8 giin boyunca makrofaj
farklilastirmasina bu serumlarla indlklendi. NBCS eklenen besiyerleri ile
farklilagtirilan makrofaj kiiltiirlerinde 10-15. giinleri arasinda, insan serumuna kiyasla
canliligr daha yiiksek bir makrofaj kilturt gézlemledik (Sekil 6.32 B-E). Bu sebeple
devam eden deneylerde NBCS serumu kullandik. Insan serumunun kisiye 6zgii
immunolojik 6zellik gostermesi ve zamansal olarak degisken olabilmesi, makrofaj
kilturlerinde standardizasyonu zorlastiracagini da 6ngérerek NBCS serumunun daha

tutarli sonuglar verecegini diisiindiik.

A

Monosit Kikenli Makrofaj Farklhilagtima Protokoli

0.giin A - Faktorler:
25 ng/ml GM-CSF
2.giin A 50 ng/ml M-CSF

s .
S.gin A % 10 NBCS / HS + Faktdrler

B.giin A -

% 5NBCS /HS

login) A

Sekil 6.32 Makrofaj farklilagtirmasi ve besiyeri optimizasyonu. (A) CDI14*
monositlerin makrofaja farklilastirma protokoliinii 6zetleyen akis semasi. Insan
serumu kullanilarak farklilagtirllmis makrofaj kiiltiiriinde (B) 4X ve (C) 20X
magnifikasyonlarda kaydedilmis 11k mikroskobi goriintiileri. NBCS kullanilarak
farklilagtirilmis makrofaj kiiltiirii (D) 4X ve (E) 20X magnifikasyonlarda kaydedilmis
15.giin 151k mikroskobi goriintiileri. Olgek ¢ubugu: 25 um.
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Besiyeri optimizasyonundan sonra makrofaj hicrelerinin ekim igin optimal
say1s1 belirlendi. Kiiltiir kaplaria cm?’ye 10x10° (Sekil 6.33 A), 30x10°® (Sekil 6.33
B), 60x10° (Sekil 6.33 C) ve 100x103 (Sekil 6.33 D) sayilarinda monosit ekimi yapildi.
Sekizinci gunun sonunda kiltirler makrofaj morfolojisi ag¢isindan incelendiginde
cm?’ye 30x10° ekilen CD14* monosit grubunun en saglikli makrofajlara ve optimal
yogunluga sahip kiiltiirlere farklilastig1 gozlemlendi (Sekil 6.33 E, F).

A 10x10° B 30x10° C 60x10° D 100x103
Drer e, e, =, "i‘%

[ o] [ Tea% w4 .
2" 50 o Oo 4 & &~

Sekil 6.33 Makrofaj farklilastirmasinda hiicre sayis1 optimizasyonu. Kiiltiir kaplarina
cm?’ye (A) 10x103, (B) 30x103, (C) 60x10° ve (D) 10x10* sayilarinda ekilen monosit
kalturlerinin 10 X magnifikasyonlarda kaydedilmis 2. giin 11k mikroskobi goriintiileri.
Kiiltir kaplarma cm?’ye 30x10° sayida ekilen monosit kiiltiirlerinin makrofaj
farklilasmasindaki 8. guinde (E) 20X ve (F) 40X magnifikasyonlarda kaydedilmis 151k
mikroskobi goruntiileri. Olgek cubugu: 50 pm.

6.2.10 Makrofaj kulturlerinde morfolojik incelemeler

Saglikli ve SCNSA%KP* mutasyonu tasiyan UQTS-3/Brugada sendromu
hastalarindan elde edilmis CD14* monosit hicreleri, M-CSF ve GM-CSF biyime
faktorleri varliginda makrofajlara farklilastirildi (Sekil 6.32 A). Saglikl (Sekil 6.34 A)
ve hasta (Sekil 6.34 B) kokenli makrofaj kultlrlerinin ikinci, besinci ve sekizinci giin
goriintiileri 151k mikroskobu ile kaydedildi. Makrofaj kdlttrlerinde ilk morfolojik
gozlemimiz, M-CSF ve GM-CSF biylime faktorleri varliginda yiiriitiilen

farklilagtirmanin ilk giinlerinde hticre proliferasyonunun olduguydu.
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Sekil 6.34 Saglikli ve hasta kokenli makrofaj farklilastirma kiltiirlerinin 151k
mikroskobu goriintiileri. (A) Saglikli ve (B) hasta kokenli makrofaj kultlrlerinin
ikinci, besinci ve sekizinci giinlerde 151k mikroskobu gériintiileri. Olgek ¢ubugu: 25
pum.

Farklilasmanin g¢esitli gunlerinde hiicre morfolojileri degismekle birlikte,
farklilagmasini tamamlamig sekizinci gin saglikli ve hasta kokenli kultlrlerde,
sitoplazmik igerigi ve hiicre biiylikligii artmis yuvarlak sekilli (fried-egg shape) hiicre
morfolojileri gozlenmistir. Ayrica hiicre membranlarindan koken alan uzantilar da
makrofajlara 6zgu karakteristik bir bulgudur (Sekil 6.34). Literatiirde M1 fenotipine
yonlendirilmis makrofajlarin kiimesel ve uzantisal hat seklinde (spindle-shaped)
hiicreler olduklari, M2 fenotipine ydnlendirilmis ve yonlendirilmemis naiv MO
fenotipli makrofaj kilturlerinde, heterojen olarak yuvarlak hiicrelerin yogunlukta
oldugu ve uzantisal sekilli hiicrelerin de bir arada goriildiigii belirtilmistir (216, 217).
Biz kdltlrlerimizde uzantisal sekilli hicreleri daha ¢ok ikinci ve besinci gin hasta
kaynakli kiiltiirlerde g0zlemledik (Sekil 6.34 B). Bu durum bize hasta kaynakl
monositlerin M1 fenotipine yakin profil sergileyebilecegini, fakat kiiltiirde
makrofajlara farklilagirken M1 6zelliklerini kaybederek naiv MO veya M2 benzeri
hiicre karakterine sahip olabilecegini diisiindurdi. Saglikli hasta kokenli makrofaj
kltrlerinde gozlemlenen morfolojiler benzer fenotip sergilemekle birlikte literatur
ile uyumluluk gosterdi. Kultlrlerde, membran uzantilari agik¢a gozlenen ve kilturde

bir yone dogru egilim gosteren, dolayisiyla fagositoz eylemine c¢ok benzeyen
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hiicrelerle de siklikla karsilagildi (Sekil 6.34 B, Sekil 6.35 A kirmizi ok). Bunun
yaninda makrofaj kultlrlerinin gesitli gunlerinde, farklilagmis makrofajlardan daha
kicuk ve parlak, monosit formuna yakin oldugu tahmin edilen hiicreler dikkati
cekmistir (Sekil 6.35 A, B beyaz ok).

Makrofaj kiiltiirleri ile ilgili bir diger gézlemimiz, makrofaj hucrelerinin kulttr
kosullarina bagl olarak dinamik degisim gostermesidir. Monositlerin makrofajlara
farklilagtirilmasi i¢in 8 glin boyunca uygulanan biiyiime faktorleri sonrasi, faktorlerin
ortamdan cekilmesiyle makrofaj kiiltiirleri en fazla 15 gin kiiltiirde varliklarini
stirdiirebilmislerdir. Diger bir deyisle, makrofaj kultlrlerinde uzun sure (~25 gun)
herhangi bir makrofaj stimule edici faktor olmazsa, hiicrelerin tutunma 6zelliklerini
kaybettigi ve monositlere dediferansiyasyon (dedifferentiation) gosterdigi
gozlenmistir (Sekil 6.35 C). Tim bu gozlemler dogrultusunda, makrofaj kilturleri ile
deneyler, hiicrelerin tamamen farklilastigi sekizinci guniinden itibaren onikinci giine
kadar olan strede gergeklestirildi ve makrofaj kiiltiirlerinin bakimi, kokdiltiirler ile es

zamanli olmasi agisindan en fazla 2 hafta devam ettirildi.

Sekil 6.35 Makrofaj kultirlerinde degisik morfolojideki hiicrelerin incelenmesi. (A)
Monosit-makrofaj ara formu ve fagositoz ¢zellik (kirmizi ok) gosteren makrofajlar
iceren kiiltiirden 151k mikroskobu goriintiisii. (B) Yogun monosit ekilen makrofaj
farklilagtirma kiiltiiriniin 151k mikroskobu goriintiisii. Beyaz oklar, monosit-makrofaj
ara formunu gostermektedir. (C) 10X ve (D) 20X magnifikasyonda kaydedilen,
monosite doniisiim profili gozlenen ileri giin makrofaj kultlrlerinde 151k mikroskobu
goruntiisti. Olgek cubugu: 25 pm.

Saglikli birey kokenli makrofaj kilturlerindeki hiicre morfolojileri ayn1 zamanda
taramal1 elektron mikroskobi (SEM) teknigi ile incelendi ve kiiltiirlerde 1s1k
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mikroskobu gozlemleri ile uyumlu olarak yuvarlak sekilli (Sekil 6.36 A) ve ince uzun
sekilli (Sekil 6.36 B) hiicre morfolojileri tespit edildi.

Sekil 6.36 Taramali elektron mikroskobi (SEM) ile makrofaj morfolojilerinin
incelenmesi. (A) Yuvarlak (Olgek gubugu: 5 um, bilyiitme 6,5X oranindadir) ve (B)
uzantisal (Olgek cubugu: 10 um, Sekil sirastyla %150 ve 3X oraninda biiyiitiilmiistiir)
sekilli makrofajlarin taramali elektron mikroskobi goriintiileri.

Makrofajlarin  hiicre i¢i organel yapilari, yogunlugu ve hiicreler arasi
baglantilarini incelemek amaciyla, makrofaj kilturiinde aktarimli elektron mikroskobi
(TEM: Transmission electron microscopy) analizi gergeklestirildi. Diiz endoplazmik
retikulum (ER), mitokondri ve glikojen yapilart makrofaj hiicre igerisinde yogunlukla
gozlendi (Sekil 6.37 A). Makrofaj hiicrelerinde en fazla bulunan lizozom organelinin

bizim kesitimizde az sayida gézlenmesi, TEM protokoliniin uygulandig: hiicre kesiti
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dizleminde az sayida olmasiyla veya hiicre fikslendigi zaman fagositik bir
aktivitesinin olmamasina bagli olarak agiklanabilir (Sekil 6.37 B). Bununla birlikte,
makrofaj hlcresinde, igerisinde sindirilecek organel parcaciklari oldugu tahmin edilen
endositik vezikuller de gbzlemlendi (Sekil 6.37 C).

Sekil 6.37 Gegirimli elektron mikroskobi (TEM) analizi ile saglikli makrofaj hiicre ici
organellerin incelenmesi. dER: Diz endoplazmik retikulum. GIl. Glikojen. M:
Mitokondri. L: Lizozom.

6.2.11 Makrofaj kulturlerinde fagositoz analizi

Literatirde makrofaj kdltlrlerinin en tipik karakterizasyon yontemi fagositoz
aktivite analizidir. Makrofaj kilturlerinde farklilasma siireci tamamen sonlandiginda
ve kultirde olgun morfolojiler tespit edildikten sonra, hicrelerin fagositoz 6zelligini
tespit etmeye yonelik kiltir besiyerine 18 saat streyle RITC-dekstran eklendi.

126



Kiltirler sonraki giin konfokal floresan mikroskobu teknigi ile incelendiginde
makrofajlarin  dekstran molekiillerini fagosite ettigi gozlendi (Sekil 6.38 A).

Makrofajlarin lizozom igeriklerinin yiiksek olmasi sebebiyle fagosite ettigi dekstran

molekdllerinin lizozomik yapilarda olmasi beklenir.

@]
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RITC-Dekstran
Yogunlugu (x10%)

RITC Birlesik
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Sekil 6.38 Makrofaj kiltlrlerinde fagositoz analizi. (A) Canli makrofaj kiiltiirii 8.
ginde RITC-dekstran, Lysotracker-DND Green boyamasi ve ortlisme goriintiileri. (B)
Canli fagositoz deneyi yapilmis ve tespit edilmis kultirde LAMP-1 antikoru
immiinboyamasi konfokal floresan goriintiileri. (C) Canli kiiltirlerdeki RITC-dekstran
uygulanmis ve uygulanmamis hiicrelerin 546 nm dalga boyunda yogunluklarinin
karsilastirmali grafigi. N=3. Ol¢ek ¢ubugu: 50 um. Veriler ortalama * standart sapma
seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Bunun kontroli igin Lysotracker boyama sonrasi kiltirler konfokal floresan
mikroskobunda incelendiginde, RITC ve Lysotracker igin ayarlanan lazer kanallarinda
cakisma gozlendi ve boylece fagosite edilen molekiillerin lizozomda oldugu
dogruland: (Sekil 6.38 A). RITC-dekstran molekuli hiicre i¢i lizozomlarda fikslenme
sonrasi da tespit edildi (Sekil Sekil 6.38 B). RITC-dekstran molekullerinin
immunreaktiviteleri saglikli ve hasta grubu makrofajlarda kantitatif olarak
karsilastirildiginda, iki grup arasinda anlaml fark gozlenmedi (P=0,8340, Sekil 6.38
C). Fagositoz sonucu RITC" makrofajlardaki imminreaktivite, RITC-dekstran
icermeyen kontrol grubu makrofajlardan anlamli olarak yiiksekti (P=0,0001, Sekil
6.38 C).
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6.2.12 Makrofaj kulturlerinde Fc reseptor bloklama

Integrin-iliskili reseptor ailesine ait Fc gama reseptor proteinleri immiin sistem
hiicrelerinin membranlarinda yiiksek miktarda bulunur (99, 100). Fc reseptorleri,
enfekte hiicrelere veya patojenlere bagli antikorlara baglanir. Bu sayede, fagositik veya
sitotoksik hucreleri, antikor aracili fagositoz veya antikora bagimli hiicre aracili
sitotoksisite yoluyla enfekte olmus hiicreleri yok etmek icin uyarir. Bu tez
calismasinda  kullanilacak  primer ve sekonder antikorlarin,  makrofaj
membranlarindaki Fc reseptorlerine non-spesifik sekilde baglanacagi ongoriilerek, Fc
reseptor bloklayici soliisyon temin edildi. Bu bloklama isleminden Once tiim
makrofajlarda CD68 imminboyamas: sonucu CDG68 proteini makrofaj hicresi
icerisinde tim lokasyonlarda pozitif ve soluk sekilde gozlendi (Sekil 6.39 A). Fc
reseptor bloklama isleminden sonra immiinboyamasi yapilan makrofajlarda non-
spesifik baglanmalar dolayistyla yalanci pozitif sonug blyuk 6lglide 6nlenmis oldu ve
bunun sonucunda dogru CD68 antikor baglanmalart ile spesifik bir isaretleme
saglandi. CD68 boyamasi Fc reseptor bloklama ile hiicre icerisinde spesifik

lokasyonlarda ve yogunlukta gézlendi (Sekil 6.39 B).

Birlesik

Birlesik

Sekil 6.39 Makrofaj kultirlerinde Fc reseptdr Dbloklama optimizasyonlu
immunboyama gorintileri. Fc reseptor bloklama (A) oncesi ve (B) sonrasi anti-CD68
antikoru ile immiinboyamalar1 yapilan saglikli monosit kdkenli makrofaj
kiiltiirlerinden almmus reprezentatif konfokal floresan mikroskobi goruntileri. Olgek
cubugu: 50 pm.
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6.2.13 Makrofaj kiiltiirlerinde akim sitometrisi analizi

Makrofaj farklilagsma verimini kantitatif olarak belirlemek amaciyla, saglikli ve
SCN5A®IKPO*  mytasyonu tasiyan konjenital aritmi  hastalarina ait makrofaj
kilturlerinde akim sitometrisi analizi gergeklestirildi. Hucreler bulunduklar1 kaptan
kaldirilarak canli halde buz {izerinde anti-CD11B-FITC antikoru ile isaretlendi. TUm
hiicrelere analizden hemen dnce canlilik boyasi propidyum iyodin (P1) eklendi. Analiz
icin Sekil 6.40 A’da gosterilen debri disinda segilen tiim hiicre populasyonuna, canlilik
(Sekil 6.40 B) ve tek hiicrelerin secilimini (Sekil 6.40 C) iceren kapilama (gating)
stratejisi uygulandi. Akim sitometrisi analizi esnasinda, isaretlenmemis hucrelerin
(unstained) ve spesifik olmayan baglanmay1 gosteren izotip antikor grubunun FITC
kanali 1s1masi, %1’in altinda olacak sekilde ayarlandi. Akim sitometrisi analizi
sonucunda, saglikli makrofaj kiiltiirlerinin yaklasik %92,2 + 3,4 CD11B" hiicre (Sekil
6.40 D) ve hasta kaynakli makrofaj kiiltiirlerinin yaklasik %97,2 + 4,2 CD11B" hiicre
(Sekil 6.40 E) igerdigi tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklilik saptanmadi1 (P=0,11185). Bu analiz, makrofaj kultlrlerinin yiksek oranda
miyeloid kdkenli CD11B" makrofaj icerdigini gostererek farklilasma kiiltiirlimiiziin

verimliligini dogrulamistir.
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Sekil 6.40 Saglikli ve konjenital aritmi hasta kdkenli makrofaj kilturlerinde akim
sitometrisi analizi. Makrofaj akim sitometrisi analizinde (A) tiim makrofajlari, (B) Pl
canlilik boyasi ile isaretlenen canli hiicre populasyonunu ve (C) Canli hiicre
populasyonu igerisinde tespit edilen tekli hiicreleri gosteren kapilama stratejisi. (D)
Saglikli kiiltiirlerden ve (E) Hasta kokenli kiiltiirlerden isaretlenmemis (Unstained),
izotiple isaretlenmis (Isotype) ve CDI11B-FITC antikoru ile isaretlenmis
populasyonlarin  (Stained) kapilandiktan sonra belirlenen CD11B* hiicrelerin
yiizdelerini gdsteren akim sitometri analizi. N=3. SSC: Yan sacilim. FSC: Ileri sagilim.
PE-A: Fikoeritrin-Alan (Area). FSC-A: ileri sagilim-Alan. FSC-H: Ileri sacilim-
Yukseklik (Height). FITC: Floresan izotiyosiyanat. PI: Propidyum iyodin.
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6.2.14 Makrofaj  kudltirlerinde  M1/M2  fenotipi  polarizasyonu  ve
karakterizasyonu

Saglikli ve hasta kokenli makrofaj kiltirlerinin molekdiler karakterizasyonundan
once, makrofajlar M1 ve M2 polarizasyonlarina yonlendirilerek imminboyama ve
kantitatif RT-PZR deneylerinde kullanilacak bazi gen primeri ve antikor denemeleri
ve optimizasyonlar1 yapildi. Bunun igin, monosit kokenli saglikli bireye ait naiv MO
makrofaj kiltdrleri, LPS ve IFN-y rekombinant proteinlerin varliginda M1 polariteli
makrofajlara, IL-4 varliginda ise M2 polariteli makrofajlara doniistiiriildii. M1
fenotipinin literatiirde en sik kullanilan belirtecleri IL-1B ve CD86 genleri, M2
fenotipinin en sik kullanilan belirtegleri CD206 ve STATG6 genleri ifadeleri kantitatif
RT-PZR ile incelendi (Sekil 6.41 A-D). M1 polariteli makrofajlarda, IL-1B (P=0,0038,
P=0,0157) ve CD86 (P=0,0262, P=0,0299) gen ifadeleri, sirasiyla MO ve M2
makrofajlara oranla anlamli sekilde yiiksek bulundu (Sekil 6.41 A, B). Ilging olarak
IL-1B gen ifadesinin M2 polariteli makrofajlarda, naiv MO makrofajlara oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede yilksek oldugu tespit edildi (P=0,0110, Sekil 6.41
A). CDB86 gen ifadesi agisindan MO ve M2 makrofajlar: arasinda anlamli bir farklilik
gOzlenmedi (P=0,4092, Sekil 6.41 B). M2 polariteli makrofajlarda ise CD206 gen
ifadesi, MO (P=0,0021) ve M1 (P=0,0001) makrofajlara oranla anlamli sekilde
yuksekti (Sekil 6.41 C). CD206 ile benzer patern gosteren STAT6 gen ifadelerinin de
ayni sekilde M0 (P=0,0372) ve M1 (P=0,0157) makrofajlara oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi (Sekil 6.41 D). MO makrofajlarda CD206
ve STATG6 gen ifadeleri ise, M1 makrofajlara oranla istatistiksel agidan anlamli sekilde
yuksek olarak belirlendi (P=0,0037, P=0,0357, Sekil 6.41 C, D).

Polarize edilen makrofajlarda M1 ve M2 makrofaj fenotipi spesifik belirteclere
0zgu immunboyamalar gerceklestirildi. Bu deneylerde, literatiirde siklikla kullanilan
M1 fenotipi spesifik INOS, M2 fenotipi spesifik CD206 (MRC1: mannoz reseptorii)
ve genel makrofaj belirteci CD68 proteinlerini isaretleyen antikorlardan faydalanildi
(Sekil 6.41 E-G). Tum kiiltiir gruplarinda makrofajlarin CD68 proteinini yuksek
oranda ifade ettigi belirlendi (Sekil 6.41 E-G). MO ve M2 polariteli makrofajlar M2
spesifik CD206 proteini bakimindan pozitif izlenirken bu iki grupta higbir hiicrede
INOS proteini tespit edilmedi (Sekil 6.41 E, G). M1 makrofaj kiltlrlerinde ise

hlcrelerin intraseluler bolgelerinde iINOS proteini yuksek oranla pozitif belirlendi
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(Sekil 6.41 F). M2 ve MO makrofaj kuiltirlerinde mRNA ifade analizleri ve
immunboyama sonuglarindaki ortak benzerlikte olan literatur ile uyumlu bu sonuclar
bize MO naiv makrofajlarin M1 fenotipinden uzak, M2 makrofajlara yakin gen ifade
paterni sergiledigini gosterdi (144, 218, 219).
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Sekil 6.41 Polarize edilen makrofajlarda kantitatif RT-PZR ve immunboyamalar. MO
naiv, M1 ve M2 polariteli makrofajlarin (A) IL-1B (B) CD86 (C) CD206 (D) STAT6
gen ifadelerini gosteren grafikler. 8. gun saglikli (E) MO naiv, (F) M1 ve (G) M2
polariteli makrofajlarin immunositokimyasal boyama gorintileri. INOS: indiiklenmis
nitrik oksit sentaz, CD206: mannoz reseptorii. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek cubugu:
50 um. Veriler ortalama + standart sapma seklinde gésterilmistir. *P<0,05, **P<0,01,
***p<(,001.

6.2.15 Saghkh ve hasta kokenli makrofaj Kiiltiirlerinde molekdiler

karakterizasyonlar

Monosit kokenli makrofaj kiltirlerinde 12. giinde makrofaj belirte¢ genlerinin
ekspresyon seviyeleri kantitatif RT-PZR yontemiyle (Sekil 6.42) ve protein ifadeleri
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imminositokimyasal boyamalarla incelendi (Sekil 6.43). CD14" monositlerde ve bu
monositlerden farklilastirilmis saglikli ve SCN5A%KP™* mutasyonlu hasta grubu
makrofajlarda incelenen makrofaj spesifik genlerin ifadeleri, negatif kontrol amaglh
kullanilan ve bu genleri ifade etmesi beklenmeyen CD14 hiicrelere gére normalize
edildi. Literaturde makrofaj kulttrleri i¢in en sik kullanilan gen primerleri temin
edilerek hepsi en az ikiser kez THP-1 hiicre hatti veya CD14" monosit kokenli
makrofaj kiiltiirlerinden izole edilen RNA Ornekleri kullanilarak c¢aligildi. Tablo
5.14’teki primerler ile sonug elde edilirken, M1 fenotipi icin 1L12B, CXCL10, HLA-
DRB1, iNOS primerleri, M2 fenotipi i¢cin ARG1, CD163, CCL17 primerleri ve
dendritik hucre igin analize alinan CD209 ve CD1D gen primerleri ile gergeklestirilen
kantitatif RT-PZR sonuglarinda saglikli ve hasta grubu makrofaj kdltlrlerinde

herhangi bir amplifikasyon gorilmedi.

Kantitatif RT-PCR sonuglarimiza gore, genel makrofaj belirteci kabul edilen
CD68 geninin ifadesi, saglikli (P=0,0201) ve SCN5A%KP* mytasyonlu hasta kokenli
(P=0,0174) makrofajlarda, CD14" hiicrelere gore oranla istatistiksel agidan anlamli
sekilde yiiksek olarak tespit edildi (Sekil 6.42 A). Saglikl1 ve hasta kbkenli monosit ve
makrofajlar arasinda ise CD68 mRNA ifadesi agisindan anlamli bir fark tespit
edilmedi (sirasiyla P=0,0549, P=0,1269, Sekil 6.42 A). Bir diger genel makrofaj
belirteci olarak kabul edilen CD11B gen ifadesinin, saglikli (P=0,0117) ve
SCN5A%IKPO* mytasyonlu hasta kokenli (P=0,0256) makrofajlarda CD14* hiicrelere
gore oranla istatistiksel agidan anlaml sekilde yiiksek oldugu analiz edildi (Sekil 6.42
B). Saglikli ve hasta kdkenli monosit ve makrofajlar arasinda ise CD68 mRNA ifadesi
acisindan anlamli bir fark tespit edilmedi (sirasiyla P=0,1787, P=0,2645, Sekil 6.42
B). CD68 ve CD11B mRNA ifadeleri monosit ve makrofajlarda MO naiv makrofaj
fenotipinin incelenmesi icin analiz edilmistir ve bu genlerin ifadeleri beklenildigi
Uzere anlamli sekilde artmistir. Bu sonug bize basarili bir sekilde makrofa;j kiiltiirleri
elde ettigimizi molekiiler agidan gostermistir. Bununla birlikte makrofajlarda CD11B
gen ifadesinin istatistiksel anlamli olarak artmis seviyeleri, akim sitometrisi analizi ile
daha once teyit ettigimiz CD11B protein pozitifligi ile paralellik saglamaktadir (Sekil
6.40).

M1 makrofaj fenotipinin en sik kullanilan belirteglerinden IL-1B geni artmis

ifadeleri degerlendirildiginde, hasta kékenli monosit hiicrelerinde saglikli monositlere
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ve hasta makrofajlara oranla istatistiksel agidan anlamli sekilde tespit edildi (sirasiyla
P=0,0144, P=0,0127, Sekil 6.42 C). Saglikli monosit ve makrofajlar arasinda
(P=0,0819) ve saglikli ve hasta makrofajlar arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(P=0,1862, Sekil 6.42 C). Diger bir M1 makrofaj belirteci CD86 gen ifade seviyeleri,
hasta kokenli monosit hiicrelerinde saglikli monositlere ve hasta makrofajlarina oranla
istatistiksel agidan anlamli sekilde artt1 (sirasiyla P=0,0208, P=0,0167, Sekil 6.42 D).
Saglikli monosit ve makrofajlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken
(P=0,0753), kontrol makrofajlarda hasta kokenli makrofajlara oranla CD86 gen ifadesi
yuksek bulundu P=0,0177, Sekil 6.42 D).

M2 makrofaj fenotipinin genel bir belirteci olan IL-10 geninin ifadesi ise,
saglikli ve hasta kokenli makrofajlarda, saglikli (P=0,0034) ve hasta kokenli
monositlere oranla (P=0,0017) istatistiksel agidan anlamli sekilde arttigi belirlendi
(Sekil 6.42 E). Saglikli ve hasta kokenli monositler ve makrofajlar kendi aralarinda
karsilastirildignda ise, IL-10 geninin ifadesi saglikli monositlerde hasta monositlere
oranla azaldigi1 (P=0,0015), saglikli makrofajlarda hasta makrofajlara oranla arttig
tespit edildi (P=0,0038, Sekil 6.42 E). M2 makrofaj fenotipi spesifik diger bir belirteg
olan mannoz reseptor proteinini kodlayan CD206 geninin ifadesi, saglikli makrofaj
kiiltiirlerinde kdken aldig1 monositlere oranla istatistiksel agidan anlamli artis gosterdi
(P=0,0116, Sekil 6.42 F). Tersi olarak, hasta kokenli makrofaj kultirlerinde hasta
monositlerine oranla anlamli sekilde azaldig: tespit edildi (P=0,0236, Sekil 6.42 F).
Saglikli ve hasta kokenli monositler ve makrofajlar kendi aralarinda karsilastirildignda
ise, CD206 geninin ifadesi saglikli monositlerde hasta monositlere oranla azaldig:
(P=0,0214), saglikli makrofajlarda hasta makrofajlara oranla arttig1 tespit edildi
(P=0,025572, Sekil 6.42 F).
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Sekil 6.42 Saglhikli ve konjenital aritmi hasta kokenli makrofajlarda mRNA
ifadelerinin analizi. 12. giin saglikli ve SCN5A%®KPR™* makrofajlarda monositlere
oranla (A) CD68, (B) CD11B, (C) IL-1B, (D) CD86, (E) IL-10, (F) CD206 gen
ifadelerini gosteren grafikler. M®: Makrofaj. Veriler ortalama + standart sapma
seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Saglikli birey (Sekil 6.43 A), SCN5A®IKPQ* (Sekil 6.43 B) mutasyonu tasiyan
konjenital aritmi hastalar1 kokenli makrofaj kdltlrlerinin immiinboyamalarinda,
makrofaj polarizasyon deneyinde sonug aldigimiz antikorlar kullanildi. CD68 proteini
antikor boyamalar1 tim gruplarda hiicre i¢erisinde homojen bir sekilde gézlendi (Sekil
6.43 A, B). Saglikl1 ve hasta kaynakli hi¢hir makrofaj kultirinde M1 belirteci iINOS
boyanmus pozitif hiicre tespit edilmedi, fakat tum kulttrlerde M2 belirteci olan CD206
proteini isaretlenmis hiicreler yogunlukla tespit edildi (Sekil 6.43 A, B). Saglikli ve
hasta gruplar1 arasinda hiicre morfolojisi ve antikor boyanmasi agisindan bir fark

g6zlenmedi.

Saglikli ve hasta grubu arasinda CD206 proteini yogunlugu agisindan
karsilastirildiginda, makrofa;  hiicreleri  igerisindeki CD206  antikorunun
immunreaktivite gosterdigi hucreler pozitif, diger hiicreler negatif kabul edildi (Sekil
6.43 C) ve hicreler DAPI™ cekirdek sayisina gore oranlandi (Sekil 6.43 D). Sonug
olarak yogunluk analizi yapildiginda saglikli makrofajlarda CD206 pozitif hiicre orani
%91,38 + 13,71 iken, SCN5A%KPO* mytasyonu tasiyan hasta kokenli makrofajlarda
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bu oran %73,76 + 23,38 olarak tespit edildi ve saglikli gruba oranla CD206 pozitif
hiicre oran1 anlamli olarak azaldig1 hesaplandi (P<0,001, Sekil 6.43 D).

Birlesik

Birlesik

=)

CD206/DAPI +
Hiicre Oram
2

Saghkh SCNS5A kP +

Sekil 6.43 Saglikli ve konjenital aritmi hasta kokenli makrofajlarda immiinboyamalar.
(A) Saglikl bireyden ve (B) SCN5A®KP* mutasyonlu UQTS-3 hastasi bireyden elde
edilmis makrofaj kiiltiirlerinde anti-CD68, anti-iNOS, anti-CD206 ile gergeklestirilen
immiinboyamlarin konfokal floresan mikroskop goruntileri. (C) CD206/DAPI*
hiicre segim stratejisi. (D) Saglikli ve SCN5A®KP* makrofajlarda CD206" hiicre
orann gdsteren grafik. N=2. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek cubugu: 50 um.*P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001.

Kolektif olarak bu sonuglar degerlendirildiginde, saglikli veya hasta kaynakli
monosit ve makrofaj kilturlerinde yapilan gen ifade analizlerinde biyik 6lgiide benzer
bir artma ve azalma egilimi tespit edilmistir. Diger bir deyisle, bu sonuglar bize
farklilastirdi§imiz makrofajlarin genetik kdkeninden bagimsiz olarak ve spesifik bir
uyaran olmadan, M1 fenotipinden uzak fakat M2 fenotipine yakin bir profil
sergilediklerini gostermistir. Bu sonuglar literatlr bulgulari ile uyumludur (144, 218,
219).
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Saglikli ve hasta kokenli makrofaj kuilturlerinin M1 / M2 fenotip egilimini
belirlemek amaciyla immuinboyamalarda kullanmak Gzere, M1 fenotipi igin anti-
CXCL10 ve anti-iNOS antikorlari, M2 fenotipi i¢in ise anti-CD163 antikoru temin
edildi. Literatiirde siklikla tercih edilen bu antikorlar ile saglikli ve hasta kokenli
makrofaj kultirlerinin hicbirinde pozitif bir boyanma paterni gdzlemlemedik. Buna ek
olarak, soz konusu belirteclerin kantitatif RT-PZR yontem ile mRNA ifadelerini
inceledigimizde karsilastigimiz  negatif sonug, bize kdltlrlerimizde M1
polarizasyonunda makrofajlarin bulunmadigin1 diisiindiirdii. Makrofaj kualturlerinin
dendritik hiicre icermedigi gostermek amaciyla temin ettigimiz dendritik hucre
belirteci olan DC-SIGN1 (dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin 1)
proteinini isaretleyen anti-CD209 antikor boyamasi da kiiltiirlerde negatif sekilde

go6zlendi.

6.2.16 Kokaulttrlerde hiicre oram ve siire optimizasyonu

Tekli kultarlerinin karakterizasyonundan sonra ydarditilen kokultir kosullarinin
optimizasyon c¢alismalarinda, saglikli hiicreler kullanildi ve kokdiltir besiyeri olarak,
kardiyomiyosit ve makrofaj besiyerleri 1:1 oraninda taze karistirilarak kullanildi
(220). Kardiyomiyosit-makrofaj hiicre oranlarinin kokiiltiirlerde birlestirme oranlari
hakkinda daha once literatiirde tanimlanmig bir metot olmadigi i¢in oncelikle hiicre
ekim orani optimizasyon deneylerini gergeklestirdik. Dereceli olarak azaltarak 1:3
(Sekil 6.44 A), 1:5 (Sekil 6.44 B) ve 1:7 (Sekil 6.44 C) seklinde birlestirdigimiz
Kardiyomiyosit : Makrofaj hiicreleri ile saglikli kokiiltiir olusturduk. Bu
konsantrasyonlari denememizin sebebi, projemizin hipotezini olusturmamizda
faydalandigimiz Hulsmans ve ekibinin ¢alismasinin fare yetiskin kardiyomiyosit ve
makrofaj hlcrelerini 1:7 oraninda birlestirmis olmasiydi (9). Olusturdugumuz degisik
oranlt kokiiltiirleri, giin giin 151k mikroskobunda gézlemleyerek hucrelerin fiziksel
etkilesimlerini takip ettik (Sekil 6.44). En verimli kokultlr hicre orani sayisi, 2 hafta
sonunda makrofaj hucrelerinin en az oranla ekildigi 1:3 grubu olarak belirlendi ve
deneylere bu oranla devam edildi. Diger gruplardaki makrofaj hiicrelerinin
yogunlugunun, kultirlerdeki kardiyomiyositlerin kiiltiir kaplarina yapisma verimini ve

kasilmalarini negatif yonde etkiledigi gozlendi. Analizlere dahil edilen kokulturlerdeki
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kardiyomiyositler rutin ve senkronize atim profilleri sergilemekteydi. Makrofaj
hicrelerinin ise kardiyak hiicre kimeleri ve tekli kardiyomiyositler ile fiziksel baglanti

kuran bolgeleri analizler icin secildi.

Sekil 6.44 Kokiiltiirlerde makrofaj ve kardiyomiyosit hiicre oranlar1 optimizasyonu.
Kardiyomiyosit:Makrofaj olacak sekilde birlestirdigimiz (A) 1:3, (B) 1:5, (C) 1:7
oranina sahip saglikli kokiiltiir 151k mikroskobi gorlntileri. N=2. M®: Makrofaj. KM:
Kardiyomiyosit. Olgek cubugu: 50 um.

Diger optimizasyon ¢alisgmamiz ise kokiiltlirlerin kag¢ giin siireyle verimli bir
sekilde deneylerimizde kullanabilecegimiz {izerineydi. Yine literatiir bilgisi ve kendi
deneyimlerimiz dogrultusunda, makrofaj hiicrelerinin 20 giinii askin siire sonrasi
monositlere dediferansiyasyon gostermesi sebebiyle, kokdlturleri literatdr ile uyumlu
olarak en fazla 14 giin sire ile devam ettirdik (169, 221). Hiicreler aras1 baglantilarin
olusup kardiyomiyosit kasilmalarinin stabil ve spontan hale erismesini saglamak
amaciyla, kokiiltiirlerin olusturulmasindan minimum 7. guninden sonra kultlrlerde

analizlere baglandi.

6.2.17 Saghkh ve hasta kokenli kokiiltiir gruplarinin olusturulmasi ve hicreler

arasi baglantilarin morfolojik olarak incelenmesi

Saglikli ve hasta kokenli kardiyomiyosit ve makrofajlarin tekli kiiltiirlerinin
karakterizasyonlar1 sonucu beklenen morfoloji ve molekiiler yapiy1 sergiledikleri teyit
edildikten sonra, bu iki hiicre tipini direkt olarak ayni kaba ekip bir araya getirerek in

vitro kokiiltiirler olusturuldu. Makrofaj hiicrelerinin bulunduklar1 kaba siki bir sekilde
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yapisik olma durumundan dolayr kardiyomiyositler uygun enzim varliginda uygun

yeniden ekim prosediriyle kaldirip makrofaj kiiltiirlerinin tizerine ekildi.
Kokiiltirlerde olusturulan deneysel gruplar;

e Kokaultir grubu 1: Saglikl bireylere ait kardiyomiyositler ile saglikli bireylere
ait makrofaj kokdlturleri,

e Kokiltiir grubu 2: Saglikli bireylere ait kardiyomiyositler ile SCN5A%IKPQ/*
mutasyonu tasiyan UQTS-3/Brugada sendromu hastalarina ait makrofaj
kokdltdrleri,

e Kokiltiir grubu 3: SCN5AFY“®Y* mutasyonu tasiyan ventrikiiler tasikardi
hastas1 kokenli kardiyomiyositler ile saglikli bireylere ait makrofaj kokiiltiirleri,

e Kokiltiir grubu 4: SCN5AFY“®Y* mutasyonu tasiyan ventrikiiler tasikardi
hastas1 kokenli kardiyomiyositler ile SCN5SA®KPQ™ mytasyonu  tasiyan
UQTS3/Brugada sendromu hastalarina ait makrofaj kokiiltiirlerini igcermektedir.

Yukarida bahsedilen optimizasyonlardan sonra, deneysel kokiltiir gruplarini
olusturduk. Kokdltirlerin dizayninda saglikli birey ve konjenital aritmi hastalardan
elde ettigimiz uPKH kokenli kardiyomiyositler ve makrofajlar ¢esitli
kombinasyonlarda ekildi (Sekil 6.45 A-D). Makrofajlar, dogal immiin sistem elemant
olmalar1 ve immun rejeksiyona yol agmamalar1 nedeniyle, farkli bireylerden elde
ettigimiz makrofaj ve kardiyomiyositleri kokiltir gruplarimizda kullandik. Bu
nedenle fonksiyonel olarak ayni etkiye sahip farkli SCN5A mutasyonu tasiyan hiicreler
ile 4. grup hasta kokdilturleri olusturuldu (Sekil 6.45 D). Kokultir olusturulmasindan
itibaren ilk ¢ giin igerisinde etkilesimler fiziksel olarak go6zlendi fakat
kardiyomiyositlerin fizyolojik olarak kasilmasinin stabil hale gelmesi ve kokulturin
olgunlagsmasi i¢in tiim deneyler kokdltlrlerin 7-14. giinleri arasinda yiiriitiildi.
Kokdiltirlerde ilk 7 giin boyunca 151k mikroskobu ile incelenen kiiltiirlerin yogun ve

tekli hiicreler iceren gesitli bolgelerinden goriintiiler kaydedildi (Sekil 6.45).
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A GRUP 1 B GRUP 2 C GRUP 3 D GRUP 4

2 ® ® &

Saghkh M® SCN5A%KPY+ M Saghkh M® SCN5A%KPY + M
Saghkh KM Saghkh KM SCNSATH6L+T KM SCNSAFH6LY KM

Sekil 6.45 Kokiltirlerin olusturulmasi ve 151tk mikroskobu goriintiileri. (A) Grup 1,
(B) Grup 2, (C) Grup 3 ve (D) Grup 4 kokdltirlerinin hiicre kombinasyonlarini
gosteren sekiller ve membran temaslarina odaklanan 11k mikroskobi goriintiileri. N=3.
M®: Makrofaj. KM: Kardiyomiyosit. Olgek ¢ubugu: 50 um.

Grup 1 (Sekil 6.46 A) ve Grup 4 (Sekil 6.46 B) kokdltirlerde 24 saatlik
hizlandirilmis  (time-lapse) c¢ekimler Spinning Disc konfokal mikroskobunda
kaydedildi. Gruplardan farkli zaman dilimlerinde ¢ekilmis goriintiiler, kokultlrlerde
hareketli veya durgun sekildeki degisik morfolojili makrofajlarin (Sekil 6.46 kirmizi

0k) kardiyomiyosit membranlari ile fiziksel etkilesim kurdugunu gostermektedir.

Group 4
ENE EWCTR ¢

Group4 | Group4
04:20:13.24D 13:10:12.655

Sekil 6.46 Kokiiltiirlerde hizlandirilmis (time-lapse) ¢ekimler. (A) Grup 1 ve (B) Grup
4 kokdltlrlerin hizlandirilmis g¢ekimlerinden ¢esitli zamanlardaki Spinning Disc
konfokal ~mikroskobu goruntileri. M®: Makrofaj. KM: UPKH-kokenli
kardiyomiyosit.
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Sekil 6.47 Saglikli kokultlrlerde taramali elektron mikroskobi gorintileri. (A)
Taramali elektron mikroskobi gorlnttilenmesinden once kardiyomiyositlerin anti-
CTNT antikoru ile immiinboyamas1 ardindan aydinlik alan ve 488 nm dalga boyunda
konfokal floresan mikroskobi goriintiileri. (B) Saghkli kokultlrlerin cesitli
bolgelerinde kardiyomiyositler iizerine tutunarak fiziksel etkilesim kurmusg
makrofajlari igeren taramali elektron mikroskobi gériintiileri. Olgek ¢ubugu: 10 um.

Tekli makrofaj kilturlerinin taramali elektron mikroskobi goriintiilenmesi ile
makrofaj morfolojilerinin detayli bir sekilde profili anlagilmisti. Kardiyomiyosit-
makrofaj baglantilarinin detayli morfolojik incelemek amaciyla saglikli kokiiltiirlerde
taramal1 elektron mikroskobi ydntemi uygulandi. Islemden &nce kokiiltiirlerdeki
hiicreleri ayirt edebilmek igin kardiyomiyositleri canli kiiltiirlerde anti-CTNT antikoru
ile immin olarak isaretledik ve konfokal floresan mikroskobi ile goruntuleyerek
kokdulturlerdeki kardiyomiyosit ve makrofaj baglantilarinin lokasyonlarini isaretledik
(Sekil 6.47 A). Bu bolgelerdeki fiziksel baglantilar taramali elektron mikroskobi
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cekimleri ile kaydedildi ve makrofajlarin membran uzantilar ile kardiyomiyositlere
tutundugu gozlendi (Sekil 6.47 B).

Ozetle, kardiyomiyosit ve makrofaj baglantilarmi morfolojik olarak
gozlemlemek amaciyla ¢esitli 151k mikroskobu teknikleri ile fiziksel etkilesimler ilk 7
gun boyunca incelendi, daha sonra molekiler incelemelere ve fonksiyonel kasilma

analizlerine gegildi.

6.2.18 Tekli ve kokultirlerde immunositokimyasal incelemeler

Kokdltirlerde kardiyomiyositler ve makrofajlarin temas kurdugu bolgeler 151k
mikroskobu ile gozlemlendikten sonra, baglanti bolgeleri WGA-temelli canli
membran boyamasi ile teyit edildi. Tekli kardiyomiyosit (Sekil 6.48 A), makrofaj
(Sekil 6.48 B) kilturi ve kokiltirlerde (Sekil 6.48 C) hiicrelerin membranlar1 énce
canli kultlirde konjuge WGA-647 antikoru ile isaretlendi, ardindan kiiltiirler
fikslenerek immiinboyamalar1 gergeklestirildi (Sekil 6.48). WGA canli boyamasinda
tim hicrelerin membranlar1 boyanirken ve makrofaj hucrelerinin membraninin yani
sira sitozolik bolgeleri de yogunlukla WGA™ gozlendi. Clinki insan CD68 proteini ve
fare ortologu makrosialin proteini, lizozomal membranda yerlesik olup yiiksek
derecede glikozillesmis yapidadir ve makrofajlarin lizozomik igerikleri ¢cok ytiksek

oldugu ic¢in kulttrler fikslenince membranlardaki WGA-647 sinyali azalirken

makrofaj hlcrelerin icindeki isimalar devam etmektedir.

Sekil 6.48 Tekli ve kokiiltiirlerde membran temelli canli boyamalar. (A) UPKH-
kokenli kardiyomiyositler ve (B) Makrofaj tekli kulturlerde ve (C) Kokulturlerde
WGA-647 isaretlemesi yapilmis canli membran boyamalar1. Olgek cubugu: 50 pm.
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Sekil 6.49 Kokdltirlerde membran temelli imminositokimyasal incelemeler. (A)
Grup 1, (B) Grup 2, (C) Grup 3 ve (D) Grup 4 kokulturlerde WGA-temelli canli
membran boyanmasindan sonra anti-CTNI ve anti-CD68 ile gergeklestirilen
immiinboyamanin konfokal floresan mikroskop gorintuleri. CTNI: Kardiyak troponin
I. DAPI: Cekirdek boyas1. Olgek ¢ubugu: 50 um.

Tum tekli ve kokilturlerdeki kardiyomiyositlerde morfolojik olarak
gozlemlenen senkronize kasilmalarla tutarl olarak, bu hiicrelerde kardiyomiyositlere
Ozgii proteinlerin varligr ve fonksiyonel olarak sarkomerik yapilarin olustugu anti-
CTNI (Sekil 6.49) ve anti-CTNT (Sekil 6.54) antikorlar ile immiinboyamalar sonucu
teyit edildi. Kokulttrlerdeki makrofajlar ise anti-CD68 antikoru ile isaretlendi (Sekil
6.49, Sekil 6.54). Kardiyomiyositler ve makrofajlarin etkilesim kurdugu bolgelerde,
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membrana 6zgii glikozillenmis lektin benzeri yapilar isaretleyen spesifik membran
isaretleyicisi WGA-647 antikor boyanmasi pozitif olarak gozlendi (Sekil 6.49 A-D).

Kokilturlerde WGA temelli immiinboyamalarda makrofaj ve kardiyomiyosit
hiicreleri arast membran etkilesimleri detayli bir sekilde incelendiginde, bir makrofajin
yuksek CTNT ifadesi gosteren kardiyomiyositler ile membran etkilesimine girdigi
gozlendi (Sekil 6.50 A). Kokiiltiirlerde bagka bir alanda CD68" makrofaj, WGA™
membran uzantilari ile kiimelesmis kardiyomiyosit hiicrelerine baglandig:r goruldi
(Sekil 6.50 B). WGA" membran uzantilarina sahip baska bir makrofaj hiicresinin,
diisiik CTNT ifadesi gosteren bir kardiyomiyosite dogru uzandig: tespit edildi (Sekil
6.50 C). llging olarak, yiiksek CTNT ifadesi gosteren kardiyomiyosit hiicresinin
yakininda bulunan bir makrofaj hiicresinin diisiik CTNT ifadeli bir hiicreye dogru
uzattigi membran ¢ikintilar1 net bir sekilde tespit edildi (Sekil 6.50 D).

Birlesik - - Birlesik

Sekil 6.50 Kokiiltirlerde membran etkilesimlerinin detayli imminositokimyasal
incelemeleri. Kokilturlerde WGA-temelli canli membran boyanmasindan sonra anti-
CTNT ve anti-CD68 ile gergeklestirilen immiinboyamalarin ileri magnifikasyonlarda
konfokal floresan mikroskop gorintileri. Sekiller (A) 2,5X, (B) 5X, (C) 10X, (D) 6X
olarak yakinlastirilmistir. CTNT: Kardiyak troponin T. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek
cubugu: 50 pm.

144



Kokiiltiirlerdeki kardiyomiyosit ve makrofaj hiicre etkilesimlerinin CX43 oluklu
baglant1 proteini analizinden once, tekli kardiyomiyosit kiltirlerinde anti-CTNT ve
anti-CX43 antikorlar ile immuinboyamalar gergeklestirildi. Saglikli (Sekil 6.51 A) ve
SCN5AFY6SY*  mutasyonu tasiyan tasikardik kardiyomiyosit (Sekil 6.51 B)
kalturlerinde, Cx43 proteinin kardiyomiyositlerin hiicre icleri ve hicreler arasi

etkilesimlerin oldugu membran baglantilarinda lokalize oldugu gozlendi.

Saglikh KM

SCN3A Fl465L+ KM w

Sekil 6.51 Saglikl1 ve konjenital aritmi hasta kokenli kardiyomiyosit tekli kultlrlerinde
CX43 immiinboyamalar1. (A) Saglikli bireyden ve (B) SCN5AT485Y* mytasyonlu hasta
bireyden elde edilmis kardiyomiyosit kiiltiirlerinde anti-CTNT ve anti-CX43 ile
gerceklestirilen immiinboyamalarin konfokal floresan mikroskop goriintiileri. N=2.
DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek cubugu: 50 pm.

Kardiyak kiiltiirlerde kardiyomiyosit hiicrelerinin yanisira kardiyak fibroblastlar
ve endoteller gibi kardiyomiyosit olmayan hiicreler de bulunmaktadir. CX43
proteinleri kardiyomiyositler ve kardiyomiyosit olmayan hiicrelerin membrane temas

kurdugu membran bélgelerinde pozitif sekilde gozlendi (Sekil 6.52).
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Sekil 6.52 Kardiyak kultlrlerde kardiyomiyosit ve kardiyomiyosit olmayan hiicre
arasinda gozlenen CX43 immiinboyamasi. Saglikli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde anti-
CTNT ve anti-CX43 ile gergeklestirilen immiinboyamanin konfokal floresan
mikroskop gorintiisii. N=3. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek ¢ubugu: 50 um.

Tekli makrofaj kiltirlerinde anti-CX43 ile gergeklestirilen immunboyamalarda,
makrofaj hlcrelerinde CX43 ifadesi gozlenmedi (Sekil 6.53).

CD68 CX43 Birlesik

Sekil 6.53 Makrofaj tekli kilttirlerinde CX43 immiinboyamasi. Makrofaj kultiriinde
WGA-647, anti-CD68 ve anti-CX43 ile gergeklestirilen immiinboyamanin konfokal
floresan mikroskop gorintiisii. N=2. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek ¢ubugu: 50 pm.

Tekli kardiyak kultirlerde kardiyomiyosit arasinda CX43 proteinleri tespit
edilmesine ragmen (Sekil 6.51), kokiiltiir gruplarinda kardiyomiyosit ve makrofajlar
arasinda CX43 proteini agisindan herhangi bir pozitif immunreaktivite gozlenmedi
(Sekil 6.54). Bununla birlikte, kokiiltiir gruplarinda CX43 proteini ifadesi, tekli
kardiyak kalttrlerdeki gibi kardiyomiyosit hiicrelerinde yer yer pozitif olarak gozlendi
(Sekil 6.54).
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Sekil 6.54 Kokultlrlerde CX43 immunositokimyasal incelemeler. (A) Grup 1, (B)
Grup 2, (C) Grup 3 ve (D) Grup 4 kokdiltirlerde WGA membran boyanmasindan sonra
anti-CTNT ve anti-CX43 ile gergeklestirilen immiinboyamalarin konfokal floresan
mikroskop goriintiileri. DAPI: Cekirdek boyasi. Olgek ¢ubugu: 50 um.

Kokiiltiir gruplarinda yer alan makrofajlarin M1-M2 polarizasyonu agisindan
molekiiler analizlerinin immiinboyamalarinda anti-iNOS antikoru bir kez denendi ve
hic bir kokultir grubunda makrofaj veya kardiyomiyosit hlicrelerinde immunreaktivite

g6zlenmedi.

6.2.19 Kokaulturlerde kantitatif RT-PZR ile gen ifade analizleri

Kokiiltiir gruplarinda yer alan makrofajlarin molekdler analizlerinde, kantitatif
RT-PZR y6ntemi kullanildi. Bu yontem ile immiinboyamaya kiyasla daha fazla sayida

M1/M2 makrofaj fenotipi belirtecini degerlendirme avantaji bulunmaktadir. M1
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polarizasyonu agisindan IL-1B, CD86, TBET, IFN-y, M2 polarizasyonu agisindan |L-
10, CD206 ve STAT6 gen ifadeleri arastirildiginda, M2 fenotipi belirteci CD206
MRNA ifadesinin saglikli birey kokenli makrofajlarin olusturdugu Grup 1
kokdulturlerde, makrofajlarin koken aldigi monosit hiicrelerine oranla yiiksek oldugu
tespit edildi (P=0,1694, Sekil 6.55 A). SCN5AF465L* mutasyonu tasiyan tasikardik
kardiyomiyositler ile SCN5A%®P™* mytasyonu tasiyan hasta kékenli makrofajlarin
olusturdugu Grup 4 kokdlturlerinde ise, M1 fenotipi belirteci TBET mRNA ifadesinde
hasta kdkenli monosit hicrelerine oranla artis tespit edildi (P=0,0538, Sekil 6.55 B).
Kokdlturlerdeki gen ifadelerinde gozlenen bu artislar istatistiksel olarak anlamli
degildi. Diger bahsedilen genlerin kokultirlerdeki mRNA seviyelerinde, tekli
makrofajlara ve monositlere oranlandiginda herhangi bir amplifikasyon gézlenmedi,

bu nedenle bu gen ifadeleri kokultir kantitatif RT-PZR analizlerine ddahil edilmedi.

>
w

o
]

Relatif CD206 mRNA ifadesi

=
Relatif TBET mRNA ifadesi

Monosit GRUP 1 Monosit GRUP 4

Sekil 6.55 Kokilturlerde kantitatif RT-PZR ile M1/M2 makrofaj fenotipleri gen ifade
analizleri. (A) Grup 1 kokultirde CD206 mRNA ifadesi ve (B) Grup 4 kokdlttrde
TBET mRNA ifadesini gosteren grafikler. Veriler ortalama + standart sapma seklinde
gosterilmistir. N=2.

6.2.20 Tekli ve kokdltuirlerde hiicre ici Ca*?2analizleri

Tekli kardiyomiyosit kilturleri ve kokdltirlerde, kardiyak kasilma ve gevseme
dongiileri sirasinda gerceklesen Ca*2 iyon degisiminin incelendigi hiicre i¢i Ca*?
gorinttlemeleri es zamanli olarak yapildi. Analizler igin, saglikli ve tasikardik
kardiyomiyosit kiiltiirlerinde kayit edilen Ca*?iyon degisimi videolarindan 50 rastgele
alan secildi. ImageJ] programi kullanilarak bu alanlardan, yesil floresan 1s1ma veren
Fluo-4-AM ile yiiklii saglikli (Sekil 6.56 A) ve SCN5AF65Y* mutasyonu tasiyan
tagikardik kardiyomiyositlerin (Sekil 6.57 A) hiicre sinirlar1 secildi ve 15 saniyelik

floresan degisimini gosteren Ca*? iyon degisimi grafikleri olusturuldu (Sekil 6.56 B,
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Sekil 6.57 B). Bu grafiklerdeki veriler incelendiginde, SCN5A™465Y* mutasyonu
tastyan hasta kokenli kardiyomiyositlerin birim zamandaki Ca*? degisimine bagh

kasilma hizlarmin saglikli gruba kiyasla daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 6.56 B,
Sekil 6.57 B, Sekil 6.58).
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Sekil 6.56 Saglikli tekli kardiyomiyosit kiiltirlerinde hiicre ici Ca*? degisim grafikleri.
(A) Fluo-4-AM boyasi yiiklenmis saghkli uPKH-kokenli kardiyomiyosit
kalturlerinden Spinning Disk Konfokal mikroskobu goruntust. (B) Saglikli
kardiyomiyosit kiltdrlerinin degisik bolgelerinden hesaplanmis 15 saniyelik hiicre ici
Ca*2iyonu akis grafikleri. Ca*?: Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit.
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Sekil 6.57 Hasta kokenli tekli kardiyomiyosit kiiltirlerinde hiicre ici Ca*? degisim
grafikleri. (A) Fluo-4-AM boyasi yiiklenmis tasikardik uPKH-kokenli kardiyomiyosit
kiiltiirlerinden Spinning Disk Konfokal mikroskobu ile kaydedilmis gorintisi. (B)
Hasta kokenli kardiyomiyosit kiiltiirlerinin degisik bolgelerinden hesaplanmig 15

saniyelik hiicre ici Ca' iyonu akis grafikleri. Ca™: Kalsiyum. Sn: saniye. KM:
Kardiyomiyosit.
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Bununla birlikte, iki grubun 10 saniyelik ortalama hiicre ici Ca*? degisimi
grafiklerini karsilastirdigimizda ise, saglikli kardiyomiyositlerde kasilma egrilerinin
paterni ritmik g0zlenirken, ventrikiiler tasikardi hastasindan olusturulmus
kardiyomiyositlerde hastaligin EKG bulgusu olan aritmik ve tasikardik bir patern
gbzlemlendi (Sekil 6.56 B, Sekil 6.57 B, Sekil 6.58).
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Sekil 6.58 Tekli kardiyomiyosit kiiltiirlerinin karsilastirmali ortalama hiicre igi Ca*2
degisimi grafigi. Ca*?: Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit.
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Sekil 6.59 Tekli makrofaj kiilturlerinin hiicre ici Ca*? gorintiileme analizleri. Fluo-4-
AM boyasi yiiklenmis (A) saglikli ve (B) SCN5A%KPO* mytasyonu tasiyan hasta
grubu makrofajlarin Spinning Disk Konfokal mikroskobu ile kaydedilmis 40X
gortntiileri. (C) Saglikli ve (D) hasta grubuna ait makrofajlarda 15 saniyelik hiicre i¢i
Ca*?iyonu akis grafigi. Ca*™?: Kalsiyum. B: Background (arkaplan). Sn: saniye. M®:
Makrofaj.
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Hiicre ici Ca*™ goruntileme protokolii, kontrol grubu olarak makrofaj
kiiltiirlerinde de uygulandi. Saghkli makrofajlar (Sekil 6.59 A) ve SCN5AIKPQ*
mutasyonu tasiyan UQTS-3/Brugada sendromu hastas1 bireyden elde edilmis
makrofajlarin (Sekil 6.59 B) hiicre smirlar1 Imagel programinda se¢ildi ve bu alan
icerisindeki 15 saniyelik zamana bagli floresan degisimini gosteren iyon degisim
grafikleri olusturuldu (Sekil 6.59 C, D). Makrofaj kiiltiirleri uyarilabilen (excitable)
hiicreler olmadigi igin Fluo-4-AM boyamasi sonucu hiicrelerde herhangi bir Ca* iyon

degisimi gbzlenmedi (Sekil 6.59 C, D).

Fluo-4-AM ile boyanan kiiltirlerde gériintiileme sirasinda ve Ca*? degisimi
analizi sonucunda, tek basina ekilen makrofaj kultirlerinde floresan degisim
gbzlemlenmezken (Sekil 6.59), tiim kokiiltiir gruplarinda kardiyomiyositler ile temas
halindeki makrofajlarda cesitli seviyelerde Ca*? iyon hareketi tespit edildi (Sekil 6.60,
Sekil 6.61, Sekil 6.62, Sekil 6.63). Oncelikle, grup 1 kokiiltiirlerde saglikl
kardiyomiyositler ile saglikli makrofajlar birlikte ekildiginde kardiyomiyositlerin Ca*2
iyon degisimi hizinin dolayisiyla kasilmanin yiiksek oranda arttig1 tespit edildi (Sekil

6.60).
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Sekil 6.60 Grup 1 kokiltiirlerde hiicre ici Ca*? goriintiileme analizi grafikleri. Ca*?:
Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj.

Grup 2 kokiiltiirlerde saglikli kardiyomiyositler ile SCN5A®P™* muytasyonlu
hasta makrofajlar birlikte ekildiginde kardiyomiyositlerde Ca*? iyon degisimi hizinin

arttig1 ve kasilmanin ritminin bozuldugu belirlendi (Sekil 6.61).
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Sekil 6.61 Grup 2 kokiltiirlerde hiicre ici Ca*? goriintiileme analizi grafikleri. Ca*:
Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj.

Grup 3 kokiiltiirlerde SCN5AT48Y* mutasyonlu tasikardik kardiyomiyositler ile
saglikli makrofajlar birlikte ekildiginde, kardiyomiyositlerin Ca*? iyon degisimi
hizinin azaldig1 ve kasilmanm doéngulerinin bazi grafiklerde ritmiklestigi belirlendi
(Sekil 6.62).
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Sekil 6.62 Grup 3 kokiltiirlerde hiicre ici Ca*? goriintiileme analizi grafikleri. Ca*?:
Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj.

Grup 4 kokiiltiirlerde SCN5AT8Y* mutasyonlu tasikardik kardiyomiyositler ile
SCN5A®IKPO*  mytasyonlu  hasta kokenli makrofajlar  birlikte ekildiginde,
kardiyomiyositlerde Ca*? iyon degisimi hizinda bir degisiklik olmadi ve tekli
tasikardik kardiyomiyosit kiltirlerindeki gibi aritmik patern gézlendi (Sekil 6.63).

152



Bl SCNsAFHesL+KM 1 i

Ca® degigimi (x10%)
= o>

Ca?* degigimi (x10%)
Ca? degigimi (x10%)
e

0 5 10 15 0 5 10 15
Zaman (sn) Zaman (sn)

Ca?* degigimi (x10%)
Ca®* degisimi (x10%)
= L L - - h
Ca?* degisimi (x10%)

0 5 10 15 0 5 10 15 0 § 10 15
Zaman (sn) Zaman (sn) Zaman (sn)

Sekil 6.63 Grup 4 kokiltiirlerde hiicre ici Ca*? goriintiileme analizi grafikleri. Ca*?:
Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj.

Tum kokiltiir grup setlerindeki hiicre ici Ca*? goriintileme analizleri
incelendiginde, Grup 1 ve Grup 2 kokiltirlerdeki makrofajlarin genetik kokeni
farketmeksizin, kardiyomiyositlerin iyon akis hizini arttirdigi, Grup 3 kokiiltiirlerde
saglikli makrofajlarin tasikardik kardiyomiyositlerin iyon akis hizin1 azalttig1 dikkati
cekmektedir. Grup 4 kokiltiirlerdeki kardiyomiyositlerin Ca*? iyon degisimi hizinda
bir degisiklik olmadig1 ve aritmik atim profilinin siirdiigii gézlenmistir (Sekil 6.64).

Kokiiltiirlerdeki makrofajlar ile kardiyomiyositler arasindaki Ca*? iyonuna baglh
floresan degisimlerin korelasyon analizi yapildiginda, korelasyon yizdeleri Grup 1
icin %36,93 £ 28,90, Grup 2 i¢in %30,69 * 29,27, Grup 3 icin %29,52 + 22,18, Grup
4 icin %77,75 = 23,09 olarak hesapland1 (Sekil 6.65). Grup 4 kokiiltiirlere ait
hlcrelerin iyon degisimlerinde tespit edilen ortalama korelasyon degeri, diger gruplara
oranla istatistiksel anlamli olarak yiksek bulundu (P<0,0001, Sekil 6.65). SCN5A
p.F1465L ve p.1505-1507delKPQ mutasyonlarini tasiyan hiicrelerin olusturdugu Grup
4 kokadlturlerdeki yiksek korelasyon degeri, her iki mutasyonun fonksiyon kazanimi
¢esidinde olmasindan dolay1 hiicreler ici veya arasi iyonik aktivitenin artisindan

kaynaklanabilir.
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Sekil 6.64 Kokiilturlerde hiicre ici Ca*? gorunttlemeleri. Fluo-4-AM boyast yiiklenmis
(A) 1. grup, (B) 2. grup, (C) 3. grup ve (D) 4. grup kokdiltirlerde kardiyomiyosit ve
makrofaj hiicrelerinin membran temasini igeren reprezentatif bolgelerin aydinlik alan
ve 488 nm dalga boyu altinda Spinning Disk Konfokal mikroskobu ile kaydedilmis
40X goruntuleri. (E) 1. grup, (F) 2. grup, (G) 3. grup ve (H) 4. gruba ait tekli
kardiyomiyosit kiltiirlerine ait reprezentatif hiicrelerin 15 saniyelik hiicre ici Ca*
iyonu akis grafikleri. (I) 1. grup, (J) 2. grup, (K) 3. grup ve (L) 4. gruba ait
kokiiltiirlerdeki kardiyomiyosit ve makrofajlarin 15 saniyelik hiicre ici Ca*?iyonu akis
grafikleri. Ca*?: Kalsiyum. Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj.
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Sekil 6.65 Kokiiltiirlerde makrofajlar ile kardiyomiyositler arasinda Ca*?
degisimlerinin korelasyon analiz grafigi. Ca*?: Kalsiyum. KM: Kardiyomiyosit. M®:
Makrofaj. Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001.

6.2.21 Tekli kdaltarlerde ve kokultirlerde MUSCLEMOTION fonksiyonel

kasilma analizleri

Her gruba ait tekli kardiyomiyosit kilturleri ve kokulturlerde fonksiyonel
kasilma analizleri es zamanl olarak gergeklestirildi. MUSCLEMOTION isimli eklenti
ile yapilan kasilma analizleri ile kardiyomiyositlerin atim profilleri ve dakikadaki atim
sayitlar1 BPM (Beats per minute) cinsinden belirlendi. Kokulttrlerdeki
kardiyomiyositlerde yapilacak kasilma analizlerinden once, saglikli ve tagikardi
hastas1 bireye ait tekli kardiyomiyosit kdiltirlerinde BPM sayilar1 incelendi.
MUSCLEMOTION  fonksiyonel  kasilma  analizleri ~ sonucu,  saglikli
kardiyomiyositlerin atim profilleri ritmik ve diizenli egriler seklinde gozlenirken
(Sekil 6.66 A), SCNSAFSY* mutasyonu tasiyan ventrikiiler tasikardi hasta kaynakli
kardiyomiyositlerde aritmik ve normalden daha hizli atim frekansi tespit edildi (Sekil
6.66 B). Saglikli bireye ait kardiyomiyositlerin atim hiz1 25,31 + 5,62 BPM seklinde
hesapland1 (Sekil 6.66 C). SCNSAFM®LU* mytasyonu tastyan uPKH kokenli
kardiyomiyositlerin atim hiz1 ise 110,2 £ 30,84 BPM olarak tespit edildi ve hasta
kokenli kardiyomiyositlerin ortalama BPM degeri saglikli gruba oranla beklenildigi
tizere artmig sekilde belirlendi (P<0,0001, Sekil 6.66 C).
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Sekil 6.66 Tekli kardiyomiyosit kilturlerinde MUSCLEMOTION fonksiyonel
kasilma analizleri. a.u.: arbitrary unit (rasgele birim). Sn: saniye. KM: Kardiyomiyosit.
Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01,
***P<(,001.

Saglikli ve hasta grubu hiicreleri ile olusturulan kokiiltiirlerdeki fonksiyonel
kasilma analizleri, her kokiiltiir grubu setine ait tekli kardiyomiyosit kiiltiiriinden
alinan kasilma verileriyle karsilastirildi ve istatistiksel degerlendirilmesi yapildi (Sekil
6.67). Grup 1 kokultlrlere ait saglikli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde kasilma hizi
ortalama 24,05 + 6,17 BPM seklinde hesaplandi (Tablo 6.6, Sekil 6.67). Saglikli birey
kokenli makrofajlar ile birlikte ekilen saglikli kardiyomiyositleri iceren kokulturlerde
ise ortalama kasilma hiz1 73,93 £+ 33,09 BPM olarak tespit edildi (Tablo 6.6, Sekil
6.67). Saglikli kokiiltiirlerin atim frekanslarindaki bu artisin tekli kardiyomiyosit
kllturlerine oranla istatistiksel olarak anlaml1 sekilde yiikseldigi belirlendi (P<0,0001,
Tablo 6.6, Sekil 6.67).

Grup 2 kokiiltiirlere ait saglikli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde kasilma hizi
ortalama 26,62 + 4,71 BPM seklinde hesapland (Tablo 6.6, Sekil 6.67). SCN5AdeIKPQ/+
mutasyonu tasiyan hasta kokenli makrofajlar ile birlikte ekilen kardiyomiyositleri
igeren kokiiltiirlerde ise ortalama kasilma hizinin 54,65 = 14,06 BPM seklinde
istatistiksel anlamli olarak arttig1 belirlendi (P<0,0001, Tablo 6.6, Sekil 6.67).

Grup 3 kokiiltiirlerde, SCN5AT65Y* mutasyonu tasiyan tekli kardiyomiyosit
kaltaranun kasilma hizi ortalama 115,97 + 30,47 BPM olarak hesapland: (Tablo 6.6,
Sekil 6.67). Saglikli birey kokenli makrofajlar ile birlikte ekilen tasikardik
kardiyomiyositleri iceren kokulturlerde ise ortalama kasilma hiz1 54,34 + 23,66 BPM
seklinde hesaplandi. Saglikli makrofajlarla ekilen tasikardik kardiyomiyosit
kiiltiirlerindeki atim frekansinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi belirlendi

(P<0,0001, Tablo 6.6, Sekil 6.67). Saglikli makrofajlarin kardiyomiyoistlere
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balanmasiyiyla ger¢eklesen bu azalma, makrofajlarin in vitro olarak hastaligin

tagikardik fenotipini diizeltebildigini ve iyilestirebildigini gostermistir.

Grup 4 kokiltiirlerde ise, SCN5ATY“®L* mutasyonu tasiyan tasikardik
kardiyomiyositlerin tekli kilturlerdeki kasilma hizlar1 104,51 + 30,42 BPM seklinde
hesaplandi.  Kokiiltiirlerde =~ SCN5AFM8Y*  mutasyonu  tasiyan  tasikardik
kardiyomiyositler, SCN5A%KPQ™* mutasyonu tasiyan hasta kokenli makrofajlar ile
ekildiginde kasilma hizlar1 103,12 + 18,57 BPM olarak azaldig1 belirlendi, fakat
sadece kardiyomiyosit kiiltiirli ile karsilastirildiginda bu azalma istatistiksel olarak

anlamli degildi (P=0,0762, Tablo 6.6, Sekil 6.67).

Tablo 6.6 Kokiiltiir gruplarinin BPM degerleri. N: Analiz edilen hiicre sayist. BPM
(Beats per minute): Dakika basina diisen atim sayisi. KM: uPKH-kokenli
kardiyomiyosit. 3Degiskenler Student's t-test ve Mann-Whitney U test ile analiz
edilmistir. Veriler ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001.

(=]

Gruplar N BPM PS
KM 54 24,05 £ 6,17
#1 3.7x 1018
Kokilttr 64 73,93 + 33,09
KM 52 26,62 £ 4,71
#2 2.4x 102
Kokiltir 60 54,65 *+ 14,06
KM 53 115,97 + 30,47
#3 3.2 x 1016
Kokltur 66 54,34 + 23,66
KM 53 104,51 + 30,42
#4 0,0762
Kokiltur 65 103,12 + 18,57
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g 150+ . .
B - -
& ; 1 z
W ¢ L] 3_- .
2 100 - '.i" e ;P
7] - | L.
E 50 ‘ == e
< dHe S ==

T T T T T T

KM  Ko-kiiltir KM  Ko-kiiltiir KM Ko-kiiltir KM Ko-kiiltir
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Sekil 6.67 Kokultlr gruplart aras1t BPM degerlerinin karsilastirilmasi. BPM: Dakika
basina atim sayis1 (Beats pers minute). KM: Kardiyomiyosit. Veriler ortalama *
standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Literatirde yer alan Hulsmans ve arkadaslarimin c¢alismasinda (9),
kardiyomiyositlere baglanan makrofajlarin sayisinin arttirilmasiyla AV nod
kardiyomiyositlere dogru daha fazla katyon akist oldugu ve bu sebeple
repolarizasyonun hizlanarak kalp atim frekasinin arttig1 fare modelinde in vitro olarak
tespit edilmistir. Buradan yola cikarak biz bu tez calismasinda, kokiiltiirlerdeki
aralarinda membran temas1 kuran makrofaj ve kardiyomiyositleri igeren bolgelerin

baglant1 sayilarina gore kokiiltiir alt gruplarini olusturduk. Bu alt gruplar;

e Bir kardiyomiyosit (KM) + bir makrofaj (M®),
e Bir kardiyomiyosit + 2-4 makrofaj ve

e Kiimesel olarak, >4 kardiyomiyosit + >4 makrofaj bulunacak sekilde ayrildi.

Ilk olarak, Grup 1, 2 ve 3 kokiiltiirlerinde kardiyomiyositlere baglanan
makrofajlarin sayisinin degismesiyle kasilma frekanslarinin degistigini gérdiik (Tablo
6.7, Sekil 6.68). Grup 1 ve 2 kokiltirlerde saglikli kardiyomiyositlere baglanan
makrofajlarin genetik kokeni farketmeksizin sayilar1 arttikca, kardiyomiyositlerin
ortalama BPM degerlerinde kademeli ve istatistiksel anlamli olarak artis tespit edildi
(P<0,0001, Tablo 6.7, Sekil 6.68). Onemli olarak, Grup 3 kokiiltirde tasikardik
kardiyomiyositlere baglanan saglikli makrofajlarin sayisi arttikca, BPM degerlerinde
kademeli ve istatistiksel anlamli olarak azalma tespit edildi (P<0,0001, Tablo 6.7,
Sekil 6.68). Ilging bir sekilde, Grup 4'iin tiim Kokiiltiir alt gruplarinda tasikardik
kardiyomiyositlerin ~ ortalama BPM  degerleri, tekli  kardiyomiyositlerle
karsilastirildiginda isatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermedi (P=0,4450,
Tablo 6.7, Sekil 6.68). Sonug olarak, saglikli veya konjenital aritmi hastalik kokenli
makrofajlar saglikli kardiyomiyositlerin atim frekanslarini in vitro olarak hizlandirici
etki gostermesine ragmen, saglikli makrofajlar ventrikiiler tasikardi hasta birey
kokenli kardiyomiyositlerin atim frekansinmi diistiriip aritmik profilin ritmini

duzenleyerek in vitro kosullarda iyilestirici bir etkisi oldugunu gosterdi.
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Tablo 6.7 Kokiiltiir alt gruplarinin BPM degerleri. N: Hiicre sayisi. BPM (Beats per
minute): Dakika basina atim sayisi. KM: Kardiyomiyosit. M®: Makrofaj. Veriler
ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

Gruplar 1KM+1M® 1KM+2-4M® >4KM +>4 Mo
N 10 11 30
#1 BPM 36,61 + 24,31 62,15 + 19,27 90,74 + 31,98
P 0,7612 <0,0001 <0,0001
N 12 11 22
#2 BPM 41,92 +7,28 34,97 + 10,77 65,00 + 12,61
P 0,0006 <0,0001 <0,0001
N 15 11 30
#3 BPM 63,6 £ 24,83 57,43 + 21,43 43,62 + 20,38
P 0,0002 0,0004 <0,0001
N 10 13 27
#4 BPM 108,6 + 23,25 108,7 + 13,85 1049+ 21.,3
P >0,9999 >0,9999 0,3628
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Sekil 6.68 Kokiiltiir alt gruplari arasinda BPM degerlerinin karsilagtirilmasi. (A) Grup
1, (B) Grup 2, (C) Grup 3, (D) Grup 4 kokiiltiirlerde alt gruplarin BPM sayilarini
gosteren grafikler. BPM: Dakika bagina atim sayisi. KM: Kardiyomiyosit. Veriler
ortalama + standart sapma seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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6.2.22 Tekli kdltirlerde ve kokultirlerde ritim analizleri

Kokdltirlerde makrofajlarin kardiyomiyositlerin ritim &zelliklerini etkiledigi
hiicre ici Ca*™ goriintilemeleri ve MUSCLEMOTION analizleri esnasinda
gozlemlendikten sonra, tekli kilturler ve kokdlturlerdeki kardiyomiyositlerin
fonksiyonel kasilma analizleri kullanilarak ritim analizleri gergeklestirildi (Sekil 6.69).
Kasilma grafiklerinde tespit edilen iki ardisik tepe arasindaki siire (PPI: peak-to-peak
interval) degerleri hesaplandi (266). Saglikli tekli kardiyomiyosit kiltirlerinde
kasilmalar ritmik sekilde tespit edilirken ve bu durum diz cizgiler seklinde
gozlenirken (Sekil 6.69 A), SCNSAFMSY* mutasyonu tasiyan tasiaritmik
kardiyomiyositlerdeki kasilmalar aritmik olaylari temsil eden egri gizgiler olarak
kendini gosterdi (Sekil 6.69 B). Analizde, kayitlarin alindigr zaman dilimi boyunca
%100 tam ritmik kiiltiir ve %0 tamamen aritmik davranig gosterdi. Ritmik aktivite
saglikli kardiyomiyosit kiiltiirlerinde %95,11 + 15,06, tasiaritmik kardiyomiyositlerde
%61,23 £ 19,38 olarak Olculdii ve beklenildigi iizere hasta kokenli kardiyomiyositlerin
klinik fenotiple tutarli olarak ritim bozuklugu durumu istatistiksel olarak dogrulandi

(P<0,001, Sekil 6.69 G).

Saglikli ve SCN5A mutasyonu tasiyan makrofajlarin, kardiyomiyositlerin ritmik
ve aritmik davranisi {izerindeki etkisini aragtirmak igin, tiim kokiiltiir gruplarinda ritim
yuzdesel degerleri hesaplandi ve tekli kardiyomiyosit kultirleriyle karsilastirildi (Sekil
6.69). Ritim ylzdesi ortalama %96,34 + 7,62 olarak hesaplanan Grup 1 kokdlturlerde
cogunlukla ritmik bir kasilma profili gozlendi ve saglikli tekli kardiyomiyositlere
oranla anlamli bir farklilik gozlenmedi (P=0,9852, Sekil 6.69 A, C, G). SCN5AdeIKPQ/+
mutasyonu tasiyan hasta kokenli makrofajlar ile ekilen saglikli kardiyomiyositlerin
ritmi, Grup 2 kokultirlerde ortalama %74,35 + 33,25 seklinde istatistiksel anlamli
olarak diisiis gosterdi (P=0,0002, Sekil 6.69 B, D, G). Bu bulgular, saglikli
makrofajlarin saglikli kardiyomiyositlerin kasilma ritmini etkilemedigini, SCN5A
mutasyonuna sahip hasta kokenli makrofajlarin saglikli kardiyomiyositlerin aritmik

kasilma profilini siddetlendirdigini gosterdi.

Ilging bir sekilde, tasiaritmik kardiyomiyositlerin %61,23 + 19,38 olarak
belirlenen ortalama ritmik aktiviteleri, saglikli makrofajlarin bulundugu Grup 3
kokiiltiirleri olusturan SCN5A mutasyonuna sahip hasta kokenli kardiyomiyositlerin
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ortalama ritim yuzdesini %85,98 + 14,33 olacak sekilde arttirdig: tespit edildi ve bu
artig istatistiksel olarak anlamliliga sahipti (P<0,0001, Sekil 6.69 E, G). Grup 4
kokdlturlerde tasiaritmik kardiyomiyositlerin ritim profillerinin SCN5A mutasyonu
tasiyan makrofajlar ile birlikte oldugu durumda kardiyomiyositlerin kasilma ritmi
%23,58 + 24,33 olarak belirlendi ve kardiyomiyositlerin kasilma profillerinde ciddi
bir ritim bozuklugu oldu ve bu azalma tekli kardiyomiyositlere kiyasla istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0.0001, P<0,0001, Sekil 6.69 F, G). Ritim analizi sonuglarina
gore, saglikli makrofajlarin tasiaritmi fenotipi gOsteren hasta kokenli
kardiyomiyositlerin aritmik aktivitesini iyilestirdigini, SCN5A mutasyonuna sahip
hasta kokenli makrofajlarin hem saglikli hem de hasta kokenli kardiyomiyositlerin

kasilma ritmini 6nemli 6l¢iide bozdugunu agik¢a gostermistir.
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Sekil 6.69 Monokultir ve kokultirlerdeki kardiyomiyositlerin ritim analizleri. (A)
Saglikli ve (B) SCN5A mutasyonu tagiyan kardiyomiyositlerin ve (C) Grup 1, (D) Grup
2, (E) Grup 3, (F) Grup 4 kokiltirlerdeki kardiyomiyositlerin ritim analizleri. KM:
Kardiyomiyosit. PPI: Peak-to-peak interval. Veriler ortalama * standart sapma
seklinde gosterilmistir. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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7. TARTISMA

Kardiyovaskiiler ve immiin sistem arasindaki hiicresel ve molekiler kokenli
iliskiler son yillarda siklikla arastirilmaktadir (52, 96, 222). Konjestif kalp yetmezligi
olan hastalarin serum 0rneklerinde tespit edilen I1L-6, IL1-B, IL-10 ve TNF-a gibi pro-
ve anti-inflamatuvar sitokin seviyelerindeki artis, kardiyak hastaliklarin olusumu ve
devaminda immiin sistemin rolii olduguna isaret etmektedir (223). Literatiirde
transgenik fare modelleri kullanilarak yapilan ve saglikli kalpte bulunan dogal immiin
sistem elemani1 makrofajlarin ayn1 zamanda hasar sonrasi immunregulator rollerini
inceleyen ¢aligmalar bulunmaktadir (224-227). 2017 yilinda Hulsmans ve
arkadaglarinin yiiriittiigii bir calismada fare ventrikiler kardiyomiyositlerin diizensiz
elektrofizyolojik profillerinin kardiyak makrofajlarla kurdugu fiziksel etkilesimler
sonucu diizelebilecegi kesfedilmistir (9). Boylece kardiyak makrofajlarin kaniksanan
inflamatuvar yanit disinda bir rolii olarak, kalbin elektrofizyolojik 6zelliklerini regile
etme gorevi tanimlanmis ve bu sekilde ‘immiinoelektrofizyoloji’ terimi dogmustur
(112). Bu calisma sonuglarina dayanarak, konjenital aritmilerin patogenezinde

kardiyak makrofajlarin duizenleyici rolii olabilecegi hipotezimiz geligmistir.

Hipotezimiz dogrultusunda yiiriitillen tez caligmasinda, konjenital aritmide
makrofajlarin molekiiler ve fonksiyonel rollerini, ex vivo olarak transgenik aritmi fare
modeli ve in vitro olarak insan kokenli uPKH’lerden olusturdugumuz kokiltiir sistemi
kullanarak arastirdik. Insan kokenli kardiyomiyosit ve makrofajlar arasindaki hem
molekiler hem de fonksiyonel etkilesimleri inceleyen bir ¢alismaya literatlirde

simdiye kadar rastlanmamustir.

7.1 CASQ2" Farelerin AV Nod Bolgelerinde CX3CR1* Kardiyak Makrofaj

Yogunlugunun Azalmasi

Transgenik fare modelleri sayesinde gen mutasyonlar1 kaynakli kardiyak iyon
kanali bozukluklarinin altinda yatan mekanizmalar etkili bir sekilde aydinlatilmaktadir
(4). Bu tez calismasinin ex vivo deneylerinde, Pfeiffer ve arkadaslarinin (62) C57BL/6
farelerde sarkoplazmik retikulum igerisinde kalsiyum iyonlarina baglanan ve bir
kontrolor gorevi goren kalsekuestrin proteinini kodlayan Casg2 gen dizisinin

genomdan ¢ikartilmasiyla olusturduklari, ventrikiiler tasikardi modeli homozigot
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Casq2” transgenik fareler kullanildi. Tk asamada, vahsi tip saglikli ve Casg2™”
farelerin genotip-fenotip iliskisini arastirmak i¢in EKG analizleri yiiriitildi. Klinikte
EKG parametrelerinin yasa ve cinsiyete gore farklilik gosterdigi bilinmektedir (228).
Kardiyak makrofajlarin fare kalplerinde fareler yaslandik¢a azaldigi bilinmektedir
(105). Bu nedenlerle deneylerimizde, cinsiyet agisindan esit sayida ve literatlirde en
sik tercih edilen yas araligi olarak 6-12 haftalik yetiskin fare kullandik. Elimizde
invazif bir 6lglim sistemi bulunmadigi i¢in EKG kayitlar1 alinirken farelere sedatif
ajanlar uygulandi. Vahsi tip ve Casq2” farelerin EKG kayitlar1 analiz edildiginde,
normal kosullarda farelerin dinlenme anindaki kalp atim hizlarinin 300-600 BPM
arasinda olmasi gerekirken, sedasyonda olan farelerin kalp atim hizlarim1 300 BPM
hizindan diisiik olarak tespit ettik. Diger bir deyisle, analize alinan tiim farelerin kalp
ritimlerinde normale gore bir yavaslama durumu tespit edildi ve analizler bu
dogrultuda gergeklestirildi. Farelerin EKG verileri analiz edildiginde, literatir
bulgulariyla benzer olarak, ventrikiiler tagikardi modeli farelerin ortalama kalp atim
hizinin (288 BPM) vahsi tip farelere (192 BPM) oranla istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdigi hesaplandi. Bu sonug¢ farelerimizin ventrikiiler tasikardi fenotipi

gosterdigini dogrulad.

Casq2 geni ¢ikartilmis farelerin kardiyomiyositlerinde Ca2* iyonlarini baglayan
kalsekuestrin protein eksikliginden dolayi, Ca®* iyonlar1 hiicre i¢inde daima serbest
sekilde bulunmaktadir. Bu nedenle hicreler hizli depolarizasyon sonrasi
repolarizasyon fazina giremeden tekrar depolarize olarak kasilir. Tasikardiye sebep
olan bu durum, insanda EKG verilerinde ventrikiiler depolarizasyonu yansitan QRS
kompleksinin morfolojik bozukluklarina yol agabilir (189, 205). Bu tez ¢alismasinda
literatiirde ilk defa Casq2” farelerin EKG verisinde, QRS komplekslerinde Q tepe
noktasini, iki tepecik seklinde (M-sekilli patern) gézlemledik. Literatiirde bu modele,
ventrikiillere giden ileti sistemi blogunun sebep olmasi sonucu ventrikiiler tasikardi
hastalarinin EKG bulgularinda rastlanabildigi gosterilmistir (189, 205). Fakat
literatirde, Casq2”~ farelerin EKG verilerinde QRS kompleksinin morfolojik

bozukluklarinin ortaya ¢ikabilecegi ile bir bilgiye rastlanmamustur.

Yapilan EKG analizleri ile konjenital aritmi hastalik modeli oldugu dogrulanan
Casq2™ fareler ve vahsi tip saghkli farelerin kalp dokularindaki makrofaj hiicreleri,

anatomik, histolojik ve molekiiler agidan arastirildi. Incelemeyi hedefledigimiz
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kardiyak makrofaj popiilasyonu i¢in kullandigimiz CX3CR1 ve F4/80 belirtecleri,
fetal donemde dokuya yerlesen kardiyak makrofajlar igin literatiirde sik kullanilan iki
belirtec olarak secildi (123, 154, 207, 229, 230). Ozellikle CX3CR1C®""* raportor
(reporter) transgenik fare soyu, saglikli durumda veya kalbe verilen hasar sonrasindaki
kardiyak makrofajlarin gelisimini ve popiilasyonlarini inceleyen ¢aligmalarda siklikla
kullanilmaktadir (231-234). Bu ¢aligmalarda, dogumdan Once organa yerlesen
kardiyak doku makrofajlarin CCR2 CD11B*F4/80"CX3CR1" fenotip sergiledigi
raporlanmistir (105, 116, 235). Monosit kdkenli ve kalbe gelisimsel siiregten sonra
yerlesen kardiyak makrofajlarin ise, CCR2'CD11B*F4/80"CX3CR1™ fenotip
sergiledigi belirtilmistir (128, 234, 236, 237). Ayrica, CX3CRI1" Kkardiyak
makrofajlarin saglikli kalpte atriyoventrikiler (AV) nod bélgesinde yogun olarak
bulundugu belirtilmis, kalbe verilen hasar sonrasi CX3CR1* makrofaj
populasyonunda azalma tespit edildigi ve diisiik / orta seviyelerde CX3CR1 ifade eden
makrofajlarin kemik iliginden kdken aldigi yaymlanmistir (238). Bu azalma ile
dolasimdaki monositlerin kalpte sayisinin arttifin1 tespit ederek hasarli bolgede
monosit kokenli makrofajlarin, doku makrofajlarinin yerini aldigi gésterilmistir (161).
Tim bu verilerin 1s18inda, monosit kdkenli makrofajlarin CX3CR1 proteini igin
negatif olmalar1 veya diisiik ifade gostermeleri, bize tespit etmeyi hedefledigimiz
CX3CRI kemokin reseptdriiniin kardiyak doku makrofajlar1 i¢cin daha giivenilir sonug
verecegini isaret etmistir. Bu dogrultuda bu tez ¢alismasinda, vahsi tip ve Casg2”
farelerin kalp dokularinda AV nodu igeren tiim sag atriyal bolgelerinden alinan doku
kesitleriyle immiinboyamalar gergeklestirildi. Bu asamadan 6nce, CX3CR1 ve F4/80
belirtecleri icin kullandigimiz antikorlart dalak dokularinda optimize ederken
yaptigimiz gézlemler sonucu, CX3CR1" ve F4/80" makrofajlar1 dalak ve kalpte iki ayri
popiilasyon seklinde gozlemledik. Ek olarak, dalakta CX3CR1* makrofajlarin F4/80*
makrofajlara oranla daha az sayida oldugunu belirledik. Dalak, kan hucrelerinin
olusumu bakimindan yiiksek kapasiteye sahip bir organ oldugu icin burada yolk
kesesinden gelen fetal déneme ait makrofajlardan ziyade, monosit kékenli makrofajlar
daha yogun olarak bulunmaktadir (239). Dalak dokularinda tespit ettigimiz bu
sonucgtan farkli olarak, kalp dokularinda CX3CR1" makrofajlarin F4/80"
makrofajlardan daha yogun bulundugunu tespit ettik. Bu bulgularimiz dogrultusunda,

literatiirle uyumlu olarak CX3CR1" kardiyak makrofajlarin fetal gelisimde dokuya
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yerlesen makrofaj popiilasyonu, F4/80" makrofajlarin ise monosit kokenli hiicreler
olabilecegi sonucuna vardik. Yine de gelecek c¢aligsmalarda, kalbin tiim alanlarinda
F4/80" makrofaj alt popiilasyonlarinin detayli olarak taranmasi gerekmektedir.
Bununla birlikte, F4/80 genini baskilayan bir ¢calismada, F4/80" makrofajlar azaldikca,
CX3CR1" makrofaj sayisinin artmasi dikkati ¢ekmistir (240). Bu sebeple bu iki
belirteci ifade eden makrofaj alt tiplerinin ayr1 popllasyonlar olabilecegi anlagilmistir.
Bununla birlikte bu tez c¢alismasinda, F4/80-488 konjuge antikorunun isaretledigi
bolgeleri  kalbin otofloresan miyokardiyum dokusunda ayirtedilme giigliigii
yasadigimizdan dolayi, deneylerimizde CX3CR1-647 konjuge antikorunu kullandik.
Immiinboyamalarimiz sonucu, saglikli farelerde CX3CR1* makrofajlarin en yogun
bulundugu bolgeyi, Hulsmans ve arkadaslarinin (9) belirttigi gibi AV nod olarak tespit
ettik. Analize alinan tiim farelerin kalp dokularinda CX3CR1" makrofajlarin genel
dagilimi incelendiginde ise, kardiyak makrofajlar AV nod haricinde kapakgiklarin
endotel hiicreleri arasinda, miyokardiyumda kardiyomiyositler arasinda ve
perikardiyumda literatiirle uyumlu olarak gdzlendi (112, 116). ilging olarak, Casq2™
farelerin AV nod bdlgelerindeki CX3CR1" makrofajlarin yogunlugu kalitatif olarak
saglikli farelere oranla ciddi oranda az olarak tespit edildi, fakat bu farelerde CX3CR1*
makrofajlarin AV nod etrafindaki interatriyal septumdaki yerlesimleri normaldi. Bu
gozlemin iizerine yapilan vahsi tip ve konjenital aritmi hastasi fareler arasindaki
CX3CR1* makrofajlarin kantitatif yogunluk analizi sonucu, Casq2” farelerdeki
kardiyak makrofaj yogunlugunun vahsi tip fareclere oranla istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldigi belirlendi (P<0,0001). Bu sonug konjenital aritmi modeli transgenik

fare soyu icin bu tez ¢alismasinda ulastigimiz énemli bir bulgudur.

Bununla birlikte, literatirde CX3CR1%™* farelerin kalp dokularindan izole
edilen miyofibriller arasinda yerlesik gozlenen kardiyak makrofajlarin uzantisal sekilli
hiicreler oldugu gosterilmistir (9, 116). Bu tez ¢alismasinda, vahsi tip ve Casq2”
farelerde tespit ettigimiz kardiyak makrofajlart morfolojik olarak inceledigimizde,
tekli hiicreler seklinde bulunan yuvarlak morfolojili CX3CR1" makrofajlari
epikardiyum ve endokardiyum gibi kalbin periferik ve endotel hiicrelerince zengin
bolgelerinde yogun olarak gozlemledik. Dokuda yerlesik bulunan, fetal donem kokenli
olduklari bilinen ve AV nod i¢inde tespit edilen CX3CR1" makrofajlar ise, kiimesel

halde ve birlikte lokalize olduklar1 igin immiinboyamalarda bu makrofajlar1 daha
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uzantisal ve genis morfolojide gozlemledik. Literatir bulgusu ile uyumlu olarak
(9,116) AV nod i¢indeki kardiyak makrofajlart uzantisal sekilli gézlemlememizin
yaninda, diger bolgelerde yuvarlak ve tekli hiicreler seklinde tespit ettigimiz

makrofajlar literatur icin yeni bir bulgudur.

Kardiyak makrofajlarda makrofaj fenotipi ve CX3CR1 kemokin reseptori ifade
degisimi arasinda bir iliski olup olmadigini anlamak i¢in yapilan literatir arastirmalart
sonucu, saglikli dokuya ait yerlesik ve M2 polariteli makrofajlarin CX3CR1 genini
yiiksek oranda ifade ettigi gbzlenmistir (161, 230, 240). Organ hasari sirasinda
CX3CR1" makrofajlarin yogunluk degisimlerini inceleyen Lee ve arkadaslar (113),
hicrede CX3CR1 kemokin reseptdrii eksikliginin pro-inflamatuvar sitokin ifadelerini
ve pro-inflamatuvar monositlerin infiltrasyonunu artirarak hasarli dokuda inflamasyon
ve fibrozisi siddetlendirdigini gostermistir. Ayni ¢alismada, hasarli bolgelerde bulunan
CX3CR1" makrofajlarin saglikli dokuya benzer olarak onarici tipte olan M2 fenotipli
makrofajlara farklilastigi belirtilmistir (113). Kardiyak hasar durumunda ise, kalbe
dogru monosit hicrelerinin gécii CX3CR1* kardiyak makrofajlar tarafindan
duzenlenmektedir ve boylece M2 polarizasyon iligkili rejenerasyon slreci
tetiklenmektedir (241, 242). Aterosklerotik lezyonlarda, CX3CR1/CX3CL1
etkilesiminin kalbe pro-inflamatuvar monositlerin gocini ve kopuk hicre
makrofajlarinin polarizasyonunu diizenledigi tespit edilmistir (243). CX3CR1
kemokin reseptor yolagindaki akvitasyon durumu ayni1 zamanda plateletlerin vaskiiler
hiicrelere tutunma egilimini arttirmaktadir (244). Ilging olarak, insan serum
orneklerinde artmis olarak tespit edilen c¢oziilebilir CX3CL1 ligand protein
seviyelerinin, kalp yetmezligi olan hastalarda mortalite sebebi olarak sayilan vaskiiler
disfonksiyonda bir belirte¢ oldugu raporlanmistir (245, 246). CX3CR1 kemokin
reseptoriinlin ~ farmakolojik  olarak baskilanmasiyla farelerde aterosklerozis
insidansinin azalmasi sonucu, M1 makrofaj fenotipinin yogunlukta bulundugu bilinen
ateroskleroz hastaliginin pro-inflamasyon durumunun bu sekilde baskilanip hastalikta
iyilesme saglanmistir (247). Fakat, CX3CR1 kemokin reseptorinin aritmideki roli
incelendiginde, literatiirde herhangi bir konjenital kalp hastaliginda bu kemokin
reseptorii ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Biz bu tez ¢alismasinda, kardiyak
makrofajlarin  lokasyon ve yogunluk analizini takiben, fare kalp dokularinda

makrofajlarin polaritesini incelemek amaciyla, literatiirde atriyal fibrilasyon fare
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modelinde M1 fenotipi i¢in kullanilan (167) ve galistigini test ettigimiz iNOS antikoru
ile kalp ve dalak dokularinda immiinboyama protokolii gerceklestirdik. Vahsi tip ve
Casq2” farelerin dalak dokularinda iNOS* hiicrelere rastlasak da, kalp dokularinda
iNOS proteini agisindan immunreaktivite tespit edemedik. Ancak farkli antikorlar
kullanilarak farkli M1 makrofaj fenotipi belirteclerinin test edilmesiyle konjenital
aritmi  kalplerinde M1 makrofaj gdzlenmemesi sonucu gelecek ¢alismalarda
dogrulanmalidir. Ozetle, literatiirde M2 makrofaj fenotipi ile iliskili oldugu ispatlanan
CX3CR1 ifadelerinin bizim bulgularimizda saglikli farelerde hasta farelere oranla
daha fazla yogunluga sahip olmasi, bu tez ¢aligmasinda kullanilan vahsi tip farelerin
Casq2™ farelere kiyasla anti-inflamatuvar M2 benzeri profil sergiledigini gdstermistir.
Bununla birlikte, ileriki calismalarda konjenital aritmi hastaligi patogenezinde

kardiyak makrofajlarin spesifik olarak polaritelerinin arastirilmasi gerekmektedir.

7.2 Olgunlasmamms ve Matiir Kardiyomiyositlerin  Yeniden Ekim

Protokollerinin Tanimlanmasinda Enzim ve Matriks Secimi

Bu tez ¢alismasinin hipotezi dogrultusunda ventrikiiler tasikardi transgenik fare
soyu ile yiriittiigimiiz ¢alismalarla es zamanli olarak, saglikli ve konjenital aritmi
hastalarindan elde edilen uyarilmis pluripotent kdk hiicre (uPKH)-kokenli
kardiyomiyositler ve monosit kokenli makrofajlardan kokdltuler elde ettik. Bu
kokdulturlerde makrofajlar ile kardiyomiyositleri arasinda etkilesimleri in vitro olarak
cesitli morfolojik, molekuler ve fonksiyonel analizlerle inceledik. Bu deneylerde
kullanmak tzere oncelikle uPKH’lerinden kardiyak kultrler farklilastirilda.
Kardiyomiyositler, matiirasyon iliskili gen ifadelerinin artmasi, sarkomerik yapilarin
olusmasi, hiicrelerin kasilmalar1 arasinda sinsityum saglanmasi ve hiicreler arasinda
koneksin baglantilarinin olusmasi ile olgunlagsmaktadir (28, 248). Kardiyomiyosit
kiiltiirlerinde 25. giinden sonra artmis MYH7 gen ifadeleri ve 30. glinde hucreler
arasinda pozitif gozlenen baglanti proteini CX43 i¢in immuinboyamalar
dogrultusunda, deneylerimizde 30-45. giinler arasindaki olgun kardiyak kiiltiirlerden
faydalandik. Bununla birlikte, kardiyak kaltirlerin olgunlasmamis ve matir
giinlerindeki hiicreler i¢in literatiirde ilk defa detayl1 bir sekilde tanimlanmis yeniden

ekim protokolleri olusturduk ve bulgularimizi yaymladik (18, 249). Bu protokollerin
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sonucunda uygun kombinasyonda olan enzim ve matriks gesitlerini, kokdltrleri
olustururken hem kardiyomiyositler hem makrofaj hiicreleri igin kullandik ve bu

sekilde canlilig: yiiksek, uzun siireli idame edebildigimiz kiltirler elde ettik.

Bu tez galismasinda, farklilastirdigimiz kardiyomiyositlerin, saglikli veya hasta
bireyin kalp fonksiyonlarina benzer molekdler, fonksiyonel ve elektrofizyolojik
fenotip sergiledigini tespit ettik (18, 19). Hasta ve saglikli bireylerden elde ettigimiz
kardiyomiyosit kiiltiirleri arasinda kardiyak spesifik gen ve protein ifadeleri agisindan
farklilik tespit edilmedi. Ryanodin reseptdr 2 geninde tespit edilmis bir fonksiyon
kazanimi1 mutasyonu tastyan ventrikiiler tagikardi fare modelinde atriyum dokularinda
azalmig SCNSA ifadeleri tespit edilmesine (250) ragmen, literatirde SCN5A geni
fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 sonucu kontrol ve aritmi hastasi karsilastirmasini
iceren bir ¢alisma mevcut degildir. Bu tez ¢alismasinda, saglikli ve SCN5A™465L+
mutasyonlu hasta kokenli kardiyomiyositler arasinda SCNSA mRNA seviyelerini
karsilagtirdigimizda, hasta grubunda gen ifadelerinin saglikli gruba oranla arttig1 tespit

edilse de bu artisin istatistiksel a¢idan anlamli bulunmamasinin sebebi, 6rneklem

sayisinin az olmasi veya kiiltiirler aras1 yiiksek varyasyon kaynakli olabilir.

Hasta grubu kardiyomiyositleri SCN5AF6Y* mutasyonu tasiyan hastanmn
laboratuvarimizda Uretilen uPKH’lerinden farklilagtirildi. Bu hastaya pandemi
kosullarinda ulagsma zorlugundan dolay1 kokultlrlerde kullanacagimiz hasta kokenli
makrofaj kalturlerini, SCN5A genindeki p.F1465L mutasyonu ile ayni bdlgede
lokalize olan p.1505-1507delKPQ mutasyonuna sahip UQTS-3/Brugada sendromu
fenotipi gosteren hastadan elde ettik. Her iki mutasyon da fonksiyon kazanimi (gain-
of-function) cesidinde oldugu icin SCN5AFM6L* ye SCNSA®KPQ™* mutasyonlu

hiicreler bu ¢alismaya benzer fenotip gostermeleri beklenerek dahil edildi (57, 58).

7.3  Molekiiler Acidan Saghkh Birey Kokenli Makrofajlarin M2 Fenotipi,
Hasta Birey Kékenli Monositlerin M1 Fenotipi Sergilemesi

Kardiyak kiiltiirlerin farklilagsmasini takiben, saglikli bireyler ve UQTS-3
hastasindan, monosit kokenli naiv MO makrofaj kiltiirleri elde ettik. Ilk etapta,
makrofaj kilturlerini morfolojik olarak inceledigimizde saglikli ve hasta bireyden

koken almasi farketmeksizin kiltirlerde benzer morfolojiler gézlemledik. Fakat
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kultarlerin 15. gunden sonraki ileri gunlerinde ortamda bir uyarici faktér olmadigi
takdirde makrofajlar, monosit hiicrelerine dediferansiyasyon (dedifferentiation)
sergiledi. Literatlirde M1 veya M2 fenotipine polarize olmus makrofajlarin besiyerine
stimiile edici bir faktor eklenmediginde MO naiv fenotipe doniistiigii raporlanmasina
karsin (130), bizim kiiltiirlerimizdeki naiv makrofajlarin monosit hiicrelerine

dediferansiyasyonu bu tez ¢alismasina 6zgii bir bulgudur.

Makrofaj  kaltdrlerinin -~ fagositoz ve akim sitometrisi analizleriyle
karakterizasyonlarini inceledigimizde ise, hasta ve saglikli gruplar arasinda bir analize
alinan belirtecler agisindan farklilik tespit etmedik. Bu incelemelerin ardindan, MO /
M1 / M2 makrofaj fenotiplerine 6zgl gen ve protein ifadeleri arastirildigi kantitatif
RT-PZR ve imminboyama analizlerine gecildi. Literatirde M1 / M2 fenotiplerine
sahip  kardiyak  makrofajlarin  regiilatér  rolleri  genellikle hastaliklarla
iligskilendirilmistir. Makrofajlarin kardiyak patofizyolojisi ile iligkisinin arastirildigi bu
hastaliklar, MI, atriyal fibrilasyon, ateroskleroz ve enfeksiydz/inflamatuvar kalp
hastaliklaridir (10, 167, 224, 251-253). Deneysel MI modeli olusturulan fare kokenli
bir caligmada, hasarli dokuda dolasimdan hasarli bolgeye goc eden M1 fenotipli pro-
inflamatuvar makrofajlar tespit edilmistir (116). MI modelinde fare kalplerindeki
makrofaj polaritelerinin ¢aligildigi baska bir ¢alismada ise, M1 / M2 makrofaj
yogunlugunun hasar sonrasi 3. giinde %76 / 24, 7. ginde %8 / 55 oraninda oldugu
raporlanmistir (161). Kemirgen modelinde atriyal fibrilasyon hastalik patogenezi ile
kardiyak makrofajlarin iligkisinin calisildigi bir kokiltiir tabanli arastirmada, M1
makrofajlarin  yogunlukla pro-inflamatuvar IL-1p sitokini salgilayarak, kalp
kasilmasinda gorevli CACNALC (kalsiyum voltaj-kapili kanal alfa 1C alt birimi) gen
ve protein ifadelerini baskiladigini belirtmistir (167). Bu kardiyak iyon kanali
ifadesinin azalmasiyla kalbin aksiyon potansiyelini baglatmada gorevli kalsiyum
iyonlarinin kanaldan gegerken akimlarinda diisiis olmakta ve bu durum atriyal
fibrilasyon gelismesine neden olabilmektedir. Bu ¢aligma atriyal fibrilasyon
patogenezinde kardiyak makrofajlarin dogrudan roliinii kanitlamakla birlikte,
olusturulan kokiiltiir sistemlerinde fiziksel etkilesimler arastirilmamistir (167).
Bununla birlikte, saglikli kalpte yer alan kardiyak makrofajlarin gen ifade fenotipinin
M2 yoniinde oldugu da raporlanmistir (14). Tiim bu ¢alismalar gostermistir ki kardiyak

makrofajlarin polarizasyonu, ritim bozukluguna yol agabilecek kardiyak hasar

169



durumlarinda M2 anti-inflamatuvar tipten M1 fenotipine donligmektedir. Fakat,
literatiirde daha once ne insan hiicreleri ne de fare modellerinde konjenital aritmi
hastaliginda kardiyak makrofajlarin polarizasyonlari incelenmemistir. Bu dogrultuda
yuratilen makrofaj kalttirlerinin mMRNA ifade analizleri sonucunda M1 ve M2 fenotipi
acisindan gruplar arasinda bazi molekiiler farkliliklara rastladik. Saglikli bireylerden
farklilagtirilan makrofajlar CD206 ve IL-10 gibi temel M2 fenotipi belirte¢ genlerini
hasta kokenli makrofajlara oranla yiiksek miktarda ifade ettigi igin, saglikli grup
makrofajlarin1 M2 fenotipine hasta kokenli makrofajlardan daha yakin bir populasyon
olarak gozlemledik. Bununla birlikte, IL-1B ve CD86 genlerini yuksek diizeyde ifade
eden konjenital aritmi hastalarindan izole edilen monositlerin pro-inflamatuvar M1
tipinde polarizasyon sergiledigini tespit ettik. Analiz edilen tim makrofaj
kalturlerinden RNA 6rnekleri, kultirlerin ayni giinlerinde izole edilmesine ragmen,
ornekler arasinda gen ifade seviyeleri agisindan yiksek varyasyon gozlemledik.
Bunun sebebi, makrofajlarin kolaylikla polarize olan ve stabil olmayan hucreler olmasi
dogrultusunda, kiiltiir kosullarinda ortaya c¢ikan degisimlerden etkilenerek gen
ifadelerinde hizli bir sekilde degisiklikler meydana gelmesi olabilir. Bu dogrultuda,
ileriki ¢aligmalarda 6rneklem sayisi arttirilarak deneyler arasi varyasyon oranlari

dustirtilebilir.

Gen ifade analizleri ile es zamanh yiiriitiilen protein boyamalarinda, saglikli
veya hasta makrofaj kdlttrlerinde CXCL10 ve iNOS pozitif hiicre gozlemlemedik.
Saglikli makrofa; kiiltiirtinde tim hiicreler M2 makrofaj spesifik protein CD206
mannoz reseptori acisindan imminreaktif olarak gozlenirken, hasta grubu
makrofajlarda reaktivite daha az tespit edildi. Immiinboyama ve gen ifade
analizlerimiz sonucuna gore, CD206 agisindan saglikli makrofajlarin hasta
makrofajlardan M2 fenotipine daha yakin oldugunu, literatiir ile uyumlu olarak tespit
ettik (125, 219). Biz bu tez ¢alismasinda, saglikli makrofaj kiiltiirlerinde genel anlamda
MO ve M2 fenotipinin molekiiler temelini olusturan genlerin mRNA diizeylerinde artig
g6zlemlesek de konjenital aritmi kdkenli makrofajlarda tam anlamiyla M1 veya M2
fenotip spesifik bir egilim tespit edemedik. Kantitatif PZR yontemi ile konjenital
aritmi patogenezine 6zel bir belirte¢ yakalamak, M2 makrofajlar aralarinda M2a, M2b,
M2c ve M2d gibi gesitli fenotiplere sahip olduklari ig¢in zordu. Bununla birlikte,

literatiirde son zamanlarda ateroskleroz patogenezinde tanimlanan ve kopiik hiicre
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makrofajlarina 6zgii oldugu belirtilen pro-inflamatuvar 6zellik gosteren M4 fenotipli
makrofajlarin, MO makrofajlara benzer olarak CD45, CD14 ve CD68 genlerini yiiksek
oranda ifade ettigi gosterilmistir (103, 140). Sonug olarak, konjenital aritmi modeli
fare ve insan kokenli makrofajlarda kullandigimiz M1 belirtecleri a¢isindan pozitiflik
g0zlenmemesi sonucu, bu hastaliga ait makrofaj hiicrelerinde farkli iNOS isaretleyici
antikorlar kullanilarak veya farklt M1 fenotipi alt popiilasyonlarinin degerlendirilmesi
olasihigm dogurmustur. Ileriki calismalarda konjenital aritmi hastalarindan elde
edilecek makrofajlarin, transkriptom veya proteom analizlerinden faydalanilarak

kapsamli molekdler fenotipik arastirmalar yapilmasi tanimlayici olabilir.

Saglikli ve SCN5SA gen mutasyonu tasiyan konjenital aritmi kokenli
kardiyomiyosit ve makrofaj kilturlerinin fonksiyonel ve molekiler karakterizasyon
analizleri tamamlandiktan sonra, bu iki hiicre tipini i¢eren in vitro kokultir sistemlerini
olusturduk. Kardiyak immitinoloji konulu kokiltir ¢aligsmalart literatiirde sinirli sayida
olmakla birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogunlugu hiicre besiyerlerini kullanarak kokulttr
caligmalar1 yapan ve kemirgen soylari tizerine olan arastirmalardir (167-169, 220).
Insan kokenli kardiyak hiicreler ile makrofajlar1 birlestiren in vitro kokdltir modeli
literatiirde sadece SARS-CoV-2 hastaliginda yiiriitiilmiis olup bu g¢alismada, bizim
calismamizin temel noktasini olusturan immiinoelektrofizyolojik degisimler
aragtirtlmamistir (169). Literatiirde ayni zamanda bizim kullandigimiz gibi insan
kokenli kardiyomiyosit ve makrofaj hiicreleri ile yiiriitiilmiis, hiicreler arasi1 baglanti
profillerini iceren bir kokiiltiir ¢alismasi olmamasindan dolay1r ¢alismamizda
optimizasyon deneyleri ile tekrar edilebilir ve uygulanabilir bir kokiltir protokoli
olusturduk. Bu asamadan sonra, saglikli ve hasta kokenli kardiyomiyosit ve
makrofajlarin gesitli kombinasyonlarini igeren kokiiltiir gruplar1 olusturduk. Kokltiir
gruplar1 arasinda hiicresel anlamda morfolojik bir farklilik tespit edilmezken,
kokulturdeki makrofajlarin tekli makrofaj kalturlerindeki gibi monosite geri
farklilagsmasi (dediferansiyasyon) gozlendi. Bu sebeple, kultur siiresi iki haftanin

tizerine ¢ikmadan tim gruplarda analizler, 7-14. giinler arasinda gergeklestirildi.

Olusturdugumuz kokiiltiir sisteminde temel olarak, makrofajlarin uPKH-temelli
kardiyomiyositler (zerindeki ritmi Uzerine etkisinin incelenmesi amaglandi. Bu
dogrultuda, hiicrelerin dogrudan birbirleriyle temas kurdugu bolgeler analize alind1 ve

hiicreler arasindaki etkilesimler molekiiler ve fonksiyonel olarak arastirildi. Oncelikle,
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kokulttirde WGA canli immunboyamalari yapildi, kardiyomiyositler ve makrofajlarin
membranlar vasitasiyla fiziksel baglanti kurduklar1 tespit edildi. Onemli olarak,
membran temast kurmamis bolgelerde, makrofajlarin membran uzantilariyla
(protrusion) kardiyomiyositlere dogru yonlendigini gézlemledik. Bu iki insan kokenli
hiicre tipi arasindaki membran etkilesimleri literatlrde in vitro kultlr sistemlerinde

daha once gosterilmemistir.

Hicreler arasi iyon, ikincil mesajcilar ve kiigiik sinyal molekiillerin gegisinde
gorevli olan koneksinler, kardiyak aritmi patogenezinde 6nemli bir parameter olarak
literatiirde yerini almigtir (47). Kardiyak hastaliklarda ortaya ¢ikan azalmig CX43
ifadesi  genellikle kalpte elektriksel iletimin bozulmast ve aritmilerle
iliskilendirilmistir (254). CX43 proteinin protein kinaz C tarafindan diizenlenmesi
siirecinde olusan hatalar kardiyak iskemilerde sik¢a gézlenmektedir (255). CX43
proteinin SA nod ve AV nod gibi elektriksel ileti merkezlerinde ifade edilmedigi,
literatiirde kabul edilmis bir bilgi olmasina ragmen 2017 yilinda yapilmais bir ¢alisma,
fare AV nod kardiyomiyositleri ile kardiyak makrofajlarin birbirlerine Cx43
proteinleri ile baglanarak bu sekilde Kkalbin aksiyon potansiyelinin diizenlendigi
gosterilmistir (9). Kardiyak ileti sistemi anormalliklerini ve dolayisiyla kardiyak ritim
bozukluklarinin gelisimini, iyon kanallar1 kadar koneksin protein genlerindeki
mutasyonlarin da etkiledigi raporlanmistir (256, 257). Koneksin 43 proteininin yani
sira, kardiyomiyosit spesifik CX40 proteininin azalmis ifadeleri, SCN5A gen varyanti
sonucu olusan atriyal aritmi hastaligi ile iliskilendirilmistir (56). Koneksinlerin
Otesinde dezmozom baglantilarinin bozulmasi da aritmi tiirlerine sebep olabilmektedir
(258). Kardiyak sodyum iyon kanal1 Nay1.5 ile fiziksel temasta bulunarak islev goren
Dezmoglein-2 baglantilarinin azalmasinin, hiicrede CX43 kanallarinin anormal
dagilimim tetikledigi boylece iyon gecisindeki problem kaynakli aritmojenik sag
ventrikiil kardiyomiyopatisi olustugu gosterilmistir (56). M1 sonrasi fare modellerinde,
ilk ¢ glnde hasar bolgesinde sayisi artmis pro-inflamatuvar tipte makrofajlarin
kardiyomiyositlerle koneksinler vasitasiyla baglanti olusturdugu gézlenmistir (259).
Bununla birlikte, makrofajlarin koneksinler yoluyla baglandigi kardiyomiyositlerin
aksiyon potansiyel siirelerini kisalttigi ve bdylelikle kardiyak atimin hizlandigi
gosterilmistir (9, 259). Tiim bu ¢alismalarin 1s181nda, kokultlrlerdeki kardiyomiyosit

ve makrofaj hiicreleri arasinda kurulan membran baglantilari, canli WGA membran
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boyamasi ile dogrulanirken baglantilar CX43 proteini varlig1 agisindan da incelendi.
Immiinboyamalarimiz ~ sonucunda,  kardiyomiyositler ~ arasinda ve hatta
kardiyomiyositler ile kardiyak kiiltiire ait diger hiicreler arasinda CX43 proteini pozitif
gozlenirken, tekli makrofaj kulturlerinde ve kokulturlerdeki kardiyomiyosit ve
makrofaj membran baglantilarinda CX43 protein ifadelerine rastlamadik. Ilging
olarak, CX43 proteini kokultirlerde tekli kultirlerdeki gibi sadece kardiyomiyosit
hiicreleri arasinda pozitif boyanmaya devam etti. Bu sonug bize fare ve insan kalbinde
in vivo olarak varlig1 gosterilen bu baglanti proteininin, olgunlasmis hicrelerin
yapisinda bulunabilecegini diisiindiirdl. Cunku kardiyomiyositler ve makrofajlar
arasinda CX43 proteini pozitif gozlenen ¢aligmalarda kemirgenlerin kalp dokularindan
elde edilmis ex vivo kardiyomiyositler kullanilmistir (9, 259). Fakat, bu tez
calismasinda kullanilan hiicreler insandan elde edilen pluripotent kokenli in vitro
hicre kultiri kokenliydi, bu sebeple kardiyomiyosit ve makrofajlar arasi diger tipte
koneksin proteinleri veya farkli baglanti proteinlerinin varligi ileriki ¢aligmalarla
arastirllmalidir. Ornegin, kardiyomiyosit ve makrofaj tek hiicre baglantilarinin
molekdler karakterizasyonu tek hicreli gen sekanslama calismalar1 ile gelecekte
yapilabilir. Dahasi, iki hiicre tipi arasinda koneksin gibi baglanti proteinlerinin
olusmasi i¢in insan kdkenli kokultdrlerin siiresi uzatilarak ileri seviyede optimizasyon

caligmalari ile hucrelerin olgunlagsmasi saglanabilir.

Saglikli insan kalp dokularindan elde edilen kardiyak adipoz doku kokenli
mezenkimal hiicreler ile monosit kokenli insan makrofajlarinin kokdltirlerinde,
makrofaj polarizasyonlarinin morfolojik ve gen ifadesi agisindan M2 fenotipine yakin
oldugu ortaya konmustur (221). Atrial fibrilasyon hastalik modeli fare
kokdulturlerindeki makrofajlarin ise, M1 pro-inflamatuvar polarizasyonuna sahip
olmas1 ve iyon kanali ifadelerini bozarak gecen akimi azaltip kalp ritim bozukluguna
sebep oldugu gosterilmistir (167). Bu bulgularin disinda, insan kardiyak biyopsilerden
elde edilen hucreler ve makrofajlarin, besiyeri uygulanmasi seklinde olusturulmus in
vitro kokultirinde, makrofajlarin M1 veya M2 olmayan farkli bir yone dogru polarize
oldugu raporlanmistir (224, 260). Bu sebeple kokultlrlerimizi, immiinboyamalarin
yani sira kantitatif RT-PZR yontemi ile M1 ve M2 fenotip spesifik genler agisindan
degerlendirdik. Kokiiltiirlerde makrofajlarin zamanla sayilarinin degigmesini

gozlemlememiz dogrultusunda, gruplar arasinda hiicre oranlar1 agisindan farklilik
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olustugundan dolay kiiltiirlerin gen ifadelerini kantitatif olarak karsilastirmada giigliik
cektik. Buna ragmen, bu tez ¢alismasinin grup 1 saglikli kokdiltiirlerinde IL-10 geninin
monositlere oranla artmis gen ifadeleri sonucu saglikli hiicre kokenli kokiiltiirlerin M2
benzeri fenotip sergiledigi tespit edildi. Bununla birlikte, grup 4 hasta kokenli
kokdulturlerde hasta kokenli monositlere kiyasla M1 makrofaj fenotipi belirteci pro-
inflamatuvar TBET geninin artmis ifadeleri belirlendi. Bu sonug bize grup 1 saglikli
ve grup 4 hasta kokenli kokiiltiirlerin, koken aldiklar bireylerin fizyolojik 6zelliklerini
sirasiyla anti-inflamatuvar ve pro-inflamatuvar profil sergileyerek yansitabildigini, bu
sekilde saglikli ve hastalik durumlarini kokiiltir modellerinde in vitro olarak
modelleyebilecegimizi gosterdi. Ayrica gelecek c¢alismalarda, kokiiltiirlerdeki
kardiyak makrofajlarin, tekli hiicre ayristirma yontemleri ile izole edilmeleri ardindan
transkriptom analizleri ile spesifik makrofaj polariteleri acgisindan genetik

karakterizasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.

7.4 Saghkh Makrofajlarin Aritmi Fenotipi Gosteren Hasta Kokenli

Kardiyomiyositlerin Atim Frekansini Diisiirmesi ve Ritmini Diizenlemesi

Hulsmans ve arkadaglarinin ¢alismasinda (9), fare kokenli kardiyak
makrofajlarin  saglikli durumda kardiyomiyositlerin aksiyon potansiyel siresini
kisaltip, kasilmalarint hizlandirdigr gosterilmistir (9, 158). Tersi olarak ise,
kardiyomiyositlerle baglantili olan makrofajlarin azalmasiyla ritmik atimin bozulmasi
s0z konusudur. Bununla birlikte ayn1 ¢alismada, insan ve fare kalp kesitlerinde yapilan
histolojik ve anatomik immiinboyamalar gostermistir ki kardiyak makrofajlarin
yogunlukla lokalize oldugu yer, kalp kasilmasinin elektriksel sinyallerinin iletildigi ve
dagitildigi AV nod bélgesidir (9). Bu nedenle kasilma sinyallerinin iletildigi bolgede
yer alan Kkardiyak makrofajlar kendilerine gelen sinyal aritmik olsa da
immunoelektrofizyolojik duzenleme roli ile ventrikullerin ritmik kasilmasina katkida
bulunurlar (9, 158). Bu tez ¢alismasinda kokiiltiirlerdeki makrofaj baglantis1 kuran
kardiyomiyositlerin fonksiyonel kasilma analizleri, MUSCLEMOTION isimli
kasilma analizi (89) ve hiicre i¢i Ca®* goriintiileme ile yapilmistir (220). Kalsiyum
iyonu, Ca?* kanallarmin yani sira koneksinler vasitastyla da kardiyak hiicreler arasinda

tasinarak kardiyomiyositlerin domino etkisi ile senkronize kasilmasinda rol
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oynamaktadir (261). Ayn1 zamanda makrofaj membraninda da bulunan Ca®* kanallar:
ile hiicre icine giren Ca?* iyonu, fagozomal oksidatif reaksiyonlarda ve inflamatuvar
sitokin Gretimi sireclerinde gérevlidir (262). Biz bu tez ¢alismasinin hiicre igi Ca®*
gorintiileme analizinde, tekli kardiyomiyosit kiiltirlerinde hiicre ici Ca®* aktivitesini
hastalik fenotipi ile paralel olarak degisimlerini gozlemlerken, tekli makrofaj
killtirlerinde spontan bir Ca?* aktivitesi tespit etmedik. Fakat kokdiltiirlerde
kardiyomiyositlere yapisik halde bulunan makrofajlarda, hiicre i¢i Ca?* aktivitesinde
floresan degisimler saptadik. Bu degisimler kardiyomiyositlerin genotip karakterleri
ile uyumlu olarak ritmik veya aritmik sekilde g6zlendi. Bu iki hiicre arasinda yiiriitiilen
Ca?* aktivitesi bazli korelasyon analizi sonucu, kokiiltiir gruplarinda kardiyomiyosit
ve makrofajlar arasinda minimum %30, maksimum %78 oranlarinda korele Ca2* iyonu
gecisi tespit ettik. Bu durum bize iki hiicre tipi arasinda Ca®" iyonu gecisini saglayan
membran temelli baglantilarin  kokdltlrlerde kuruldugunu goéstermektedir. Bu
baglantilarin CX43 igermedigini tespit etsek de, ileride yapilacak tek htcreli gen

sekanslama calismalariyla farkli baglanti proteinlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Kardiyomiyosit ve makrofaj hiicreler aras1 Ca®* goriintiileme analizinde spontan
iyonik aktivitenin gozlenmesinden sonra, tekli kilturler ve kokultirlerde
MUSCLEMOTION kasilma analizlerini gergeklestirdik. Ventrikiiler tasikardi hasta
kokenli kardiyomiyositler, saglikli kardiyomiyositlere oranla bireylerin EKG
verilerine uygun ve anlamli sekilde hizlanmis BPM sayisina sahipti (P<0,0001). Hasta
kokenli kardiyomiyositlerde gézlemlenen hizli atim profili, ayni hiicrelerden alinan
Ca*? sinyalleri ile benzer bir patern gosterdi. Fonksiyonel kasilma analizlerimiz,
literatrde UQTS-1 ve UQTS-2 hastalik kokenli uPKH-temelli kardiyomiyositlerle
yapilan yama kiskaci ve kalsiyum goriintiileme analizleri ile tutarlilik sergilemektedir
(263, 264). Bu sonuclar, uPKH-kokenli kardiyomiyositlerin koéken aldigi hastanin

klinik fenotipini in vitro olarak modelleyebildigimizi dogrulamistir.

Tekli kardiyomiyosit kiiltiirlerinin fonksiyonel kasilma analizlerinden sonra,
kokiiltiirlerdeki makrofaj baglantili kardiyomiyositlerin kasilma analizleri yiirtitiildi.
Saglikli kardiyomiyositler ile saglikli veya hasta kaynakli olmasi farketmeksizin
ekilen makrofajlarin oldugu kokdilturlerde, kardiyak hicrelerin atim frekansinda
anlamli sekilde artis tespit edildi. Diger bir deyisle, grup 1 saglikli kokulturlerdeki

makrofajlarin  kardiyomiyositlerin kasilma kinetiklerini, literatiirdeki ¢alismayla
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benzer olarak hizlandirdigini belirledik (9). Bununla birlikte, aritmik ve tasikardik
Ozellikte kardiyomiyositler ile ekilen saglikli makrofajlarin olusturdugu grup 3
kokdulturlerde, hasta kdkenli kardiyomiyositlerin atim frekansinin istatistiksel anlamli
olarak azaldigini1 tespit ettik. Bu sonug, calismamizin en Onemli ve 6zgun
bulgularindan biri olmakla birlikte, saglikli bireyden elde edilen makrofajlarin aritmi
kokenli kardiyomiyositlerin kasilma egrilerini ritmik ve diizenli atim profillerine
dontstiirdiigiinii géstermistir. Her iki hiicre tipinin de hasta kokenli olarak ekildigi
grup 4 kokiiltiirlerde herhangi bir ritim diizenleyici veya kasilma frekansi degistirici
etki saptamadik. Bu kokiiltiir grubu, kdken aldig1 hasta bireylerin sergiledigi konjenital
aritmi hastaligini kiiltiir ortaminda in vitro olarak modelleyebildigimizi bir kez daha

gostermistir.

Literatiirde fare kardiyak makrofajlarin kardiyomiyositlerin atim profillerini
diizenledigini gosteren Hulsmans ve arkadaslarinin ¢alismasinda, bu diizenlenmenin
mekanizmasinda yer alan hiicreler arasi baglantilarin sayilarinin artmasiyla da kasilma
frekansinin ~ hizlandigi  gosterilmistir  (9). Makrofaj  baglantis1  olmayan
kardiyomiyositlerde membran potansiyeli Olciildiiglinde, kardiyomiyositin kasilip
gevseme siiresi makrofajla baglantist olan gruba gore daha uzun olarak gézlenmis ve
dolayisiyla daha diisiik kasilma frekansina sahip olduklari tespit edilmistir (9). Bu
sebeple biz bu tez caligmasinda, tim kokiltiir gruplarini, alt gruplara ayirarak
fonksiyonel kasilma analizlerimizi tekrarladik. Kokiiltiir alt gruplarinda bir veya
birden fazla kardiyomiyosit ve makrofaj hiicre baglantilarinin oldugu bolgeler segilip
detayli bir kasilma analizi yiiriitiildi ve sonug olarak literatlr bulgusu ve total kasilma
analizleri ile benzer sekilde, grup 1 ve 2 kokulturlerde saglikli kardiyomiyositler ile
baglant1 kuran makrofajlarin sayisi arttikga atim frekanslarinin arttigi gézlendi (9).
Ilging olarak, grup 3 kokiiltirlerde aritmik kardiyomiyositlere baglanan saglikli
makrofajlarin sayist arttikca, atim frekanslarinin istatistiksel anlamli olarak total
kasilma analizleri ile benzer sekilde azaldigi tespit edildi. Bununla birlikte,
makrofajlarin temas kurdugu kardiyomiyositlerin kasilma ritimlerindeki sebep oldugu
degisiklikleri incelemek ig¢in yiriitilen ritim analizleri sonucunda, saglikli
makrofajlarin tagiaritmi fenotipi gosteren hasta kdkenli kardiyomiyositlerin aritmik
aktivitesini iyilestirdigini, SCN5A mutasyonuna sahip hasta kokenli makrofajlarin hem

saglikli hem de hasta kokenli kardiyomiyositlerin kasilma ritmini énemli 6l¢ude
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bozdugunu gostermistir. Bu bulgularimiz bu tez ¢aligmasinda ulastigimiz 6nemli ve

0zguln verilerdir.

Inflamasyon bdlgesinde fibrozise sebep olan M1 tipte kardiyak makrofajlarin
inhibe edilmesiyle MI sonras1 iyilesme saglayan bir c¢alismada, bolgedeki
makrofajlarin M2 fenotipine dogru polarize olarak ndral biiylime faktoriini
indiikledigi, sempatik hiperinervasyonu arttirdig1 ve hasarli bolgenin sinir aglar ile
sarilmastyla ventrikiiler tasiaritminin insidansini azalttig1 raporlanmistir (265). Kemik
iligi mononiikleer hiicrelerin M-CSF ve IL-4 ile muamelesi sonras1 farklilasan M2
benzeri makrofajlarin ise MI sonrasi aritmik fare kalplerine hiicresel tedavi ile buytk
oranda iyilesme tespit edilmistir (224). Kardiyak hastaliklarda yapilan hiicresel tedavi
caligmalar1 genellikle kok hiicre temelli kardiyak hiicre tiplerini kapsamaktadir fakat
konjenital ritim bozukluklarinda suana kadar yiiriitiilmiis makrofaj kdkenli hiicresel
tedavi caligmas1 bulunmamaktadir. Tiim verilerimizin 1s18inda, ileride yapilacak
kontrollii ¢calismalarda saglikli makrofajlarin kullanilmasiyla kardiyak fonksiyonlarin
duzeltilmesi ve organda iyilesme saglanmasi mumkin olabilir. Bulgularimiz bu
yonleriyle aritmi patogenezinin arastirilmasi ve tedaviye klinik katki saglama
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bu tez ¢alismasiin, insan temelli makrofaj ve
kardiyomiyositlerden olusturulan kokiiltiirlerdeki optimizasyon g¢aligmalar1 ve bu
kokiiltiirlerde hiicrelerin molekiiler ve fonksiyonel -etkilesiminin incelenmesi

yonleriyle 6zgiin ¢iktilar1 bulunmaktadir.

Ozetle, ¢alismamizda saglikli ve SCNSA gen mutasyonu tasiyan konjenital
aritmi tanili hasta bireylere ait kardiyomiyosit ve makrofaj kdlttrleri morfolojik,
molekiiler ve fonksiyonel agidan literatiirde ilk defa analiz edildi. Transgenik fare
modeli ve insan kokenli hiicreler ile yiiriittiiglimiiz tez ¢alismasinda, saglikli insan
makrofaj kultirlerinde CD206 ve IL-10 gen ifadelerinin, saglikli fare kardiyak doku
makrofajlarinda ise CX3CR1 protein ifadelerinin anlamli olarak artis gostermesi,
saglikli durumda makrofajlarin M2 benzeri fenotip sergiledigini gosterdi. Konjenital
aritmi fenotipi gosteren hasta kokenli monositlerin artmig IL-1B ve CD86 gen ifadeleri
ile M1 benzeri fenotip sergiledigi tespit edildi. Literatlirde fare modellerinde CX43 ile
baglantt kurdugu gosterilen kardiyomiyosit ve makrofajlari, insan kokenli
kokiiltiirlerinde bu baglant1 proteini tespit edilemedi. Kardiyomiyosit ve makrofaj

hlcreleri arasinda hiicresel baglantilarin kuruldugu, canli WGA membran boyamasi
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ve hiicre ici spontan Ca?* iyonik aktivite ile dogrulandi. Onemli olarak, saglikli veya
hasta kaynakli olmasi farketmeksizin makrofajlar, baglanti kurdugu saglikli
kardiyomiyositlerin kasilma frekansini arttirdigi, saglikli makrofajlarin ise aritmik
kardiyomiyositlerin kasilma frekansini azaltip ritmini diizenledigi gosterildi. Saglikli
makrofajlarin in vitro kiltirlerde M2 fenotipi sergilemesi ve aritmik atimi iyilestirici
rolu literatlrle uyumlu gozlendi. Gelecekte kliniksel yaklagim olarak, M2 fenotipine
yonlendirilmis saglikli profil sergileyen makrofajlar ile yapilacak hiicresel tedavilerin,
aritmik kardiyomiyositlerin atim profillerinde senkronizasyonu saglayarak alternatif

bir tedavi segenegi olmas1 miimkiindiir.
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8. SONUC

Saglikli C57BL/6 fareler ve konjenital aritmi hastalik fenotipi gdsteren
transgenik fare soyunda ex vivo olarak arastirdigimiz CX3CR1" kardiyak
makrofajlarin, ¢ogunlukla AV nod igerisinde ve cevresinde tespit edilmesi ve bu
makrofajlarin  yogunlugunun saglikli kalplerde istatistiksel anlamli olarak artmis
olarak tespit edilmesi bu tez ¢alismasinda ulastigimiz yeni bir bulgudur. Tez
calismamizda ayrica in vitro olarak, saglikli ve konjenital ritim bozukluguna sahip
bireylerden Uretilen kardiyomiyosit ve makrofajlar: tekli kiiltiirlerde karakterize ettik.
Hasta kokenli makrofajlar1 farklilagtirdigimiz primer monositlerin M1 makrofaj
fenotipi  sergiledigini  gordiikk. Kardiyomiyosit ve makrofajlardan  olusan
kokulturlerdeki hiicreler arasi etkilesimleri morfolojik, molekiiler ve fonksiyonel
olarak inceledik ve bu iki hiicre tipinin membran temasiyla baglanti kurdugunu tespit
ettik. Onemli olarak, bireye 6zgii makrofaj ve kardiyomiyosit hiicreleri arasindaki
etkilesimi arastirdigimiz in vitro kokiiltiir platformunda M2 fenotipi sergileyen saglikli
birey kokenli makrofajlarin konjenital aritmi hastas1 kokenli kardiyomiyositlerin
bozuk ritim profillerini diizenleyerek tasikardi profilini iyilestirdigi gozlenmistir.
Calismamiz, 6zgiin verilerinin yani sira insan kokenli kardiyomiyosit ve makrofajlari
iceren kokultur kosullarin1 ilk defa tanmimlamamiz yoniiyle de metodolojik bir
Ozgiinliik tagimaktadir. Bulgularimizin gelistirilmesi ile gelecekte konjenital aritmi
hastalig1 tedavisinde immiin sistem elemanlarindan ve makrofajlari igeren manipiilatif
sistemlerden faydalanilmasi olasidir. Hedef bolgeye uygulanan veya sistemik olarak
kana verilen saglikli makrofaj alt tiplerini stimule edici kuclik molekiller veya hedef
proteinlerin aktivitesini arttiracak ilaglar ile aritmi tedavisinde basari1 saglanabilir.
Yiriitilen bu calisma, makrofajlarin kardiyomiyositlerin ritim bozuklugunu
dizenleyici etkisinin incelenmesi igin degerli bir model olarak yenilikgi bilgiler

sunmustur.

Bu tez ¢alismasi, TUBITAK 1003 - 2135192 nolu proje ve TUBITAK 1002
Hizli Destek Programi tarafindan 218S841 nolu projeler kapsaminda desteklenmistir.
Bu c¢alismanin sonucunda Kkardiyomiyositlerin yeniden ekim protokollerinin
tanimlandig1 bir orijinal ¢alisma (18), bu protokolleri ayrintili bir sekilde betimleyen
bir kitap bolimi (249) ve kardiyak immunoloji konulu bir derleme (163)
yayimlanmistir. Transgenik fare deneylerinde elde ettigimiz bulgulart igeren
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makalemiz i¢in hazirlik agamasindayiz. Bununla birlikte, konjenital aritmi hastasi
bireylerden Uretilen kardiyomiyositleri karakterize eden (19) ve bu tez ¢aligmasinin in

vitro kokiiltiir galismalarini kapsayan yayimlarimiz degerlendirme asamasindadir.
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