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Insan adipoz ~mezenkimal kok  hiicreleri adipoz dokudan izole edilip
immiinfenotiplemesi yapilmis ve c¢esitli biiylime faktorleri/kemokinler kullanilarak
damar diiz kas benzeri hiicrelere ve damar endotel benzeri hiicrelere farklilastirilmis ve
farklilasma immiinhistokimyasal olarak belirlenmistir. Bu islemin ardindan 3 boyutlu
doku miihendisligi damar greftinin (3B-DMDG’nin) liimen kismu Poli-¢-
kaprolakton’dan elektro-egirme teknigi kullanilarak tiretilmistir. 3B-DMDG’nin medya
ve adventisya tabakalarmi olusturmak amaci ile tip | kollajen ve elastinden gozenekli
siingerimsi iskeleler elde edilmistir. Uretilen 3B-DMDG’nin biyomekanik 6zellikleri ise
mekanik test cihazi ile belirlenmistir. Farklilastirilmis hiicre hatlar1 statik ve dinamik
kosullar altinda iskelelerin iizerine/icine ekilmis ve hiicre canliligt (MTT testi),
tutunma/cogalma (SEM analizi) ve protein ifadesi (immiinhistokimya) gibi temel
fizyolojik davraniglar incelenmis ve sonuc¢ olarak intima, medya ve adventisya

tabakalar1 olusturulmustur (Patent Basvurusu: TPE 2012/01600).
Mayis 2013, 128 sayfa
Anahtar Kelimeler: Damar doku miihendisligi, adipoz mezenkimal kok hiicreler,

biyomalzemeler, farklilagtirma, biiyiime faktorleri, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreler,

elektro-egirme, nano/mikro lif, siingerimsi iskele, biyoreaktor, rejeneratif tip.
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Human adipose-derived mesenchymal stem cells were isolated, performed
immunophenotypic analysis, and differentiated into smooth muscle like cells and
endothelial like cells by using various growth factors/chemokines and differentiation
were determinated by using immunohistochemistry. Following this step, lumen layer of
3-Dimensional tissue engineered vascular graft (3D-TEVG) was fabricated from poly-e-
caprolactone by using electrospinning technique. To produce media and adventitia
layers of 3D-TEVG, porous and spongy scaffolds were prepared from collagen type |
and elastin. Bio-mechanical properties of fabricated 3D-TEVG were performed by
using uniaxial tensile test. Differentiated cell lines were seeded outer/inner of the
scaffolds under static and dynamic conditions and, basic physiological properties such
as cell viability (MTT test), adhesion/growth (SEM analysis) and protein expression
were determinated and in conclusion intima, media and adventitia layers were created.
(Patent Application: TPE 2012/01600).

May 2013, 128 pages
KeyWords: Vascular tissue engineering, adipose-derived mesenchymal stem cells,

biomaterials, differentiation, growth factors, smooth muscle cells, endothelial cells,
electrospinning, nano/micro fibers, spongy scaffolds, bioreactor, regenerative medicine.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

PCL Poli-e-kaprolakton

IAMKH Insan adipoz kaynakli mezenkimal kk hiicre
DDKDbH Damar diiz kas benzeri hiicre

DEDbH Damar endotel benzeri hiicre

iGBADKH Insan gobek bag arteri diiz kas hiicresi
iIMADKH Insan i¢ meme arteri diiz kas hiicresi
iIMAEH Insan i¢c meme arteri endotel hiicresi
iGBA Insan gobek bag arteri

iGB Insan gobek bagi

TGFp1 Doniisiim biiylime faktorii beta 1

BMP4 Kemik morfogenetik proteini 4

Ang 1l Angiotensin |1

EGM-2 Endotel cogaltma besi yeri 2

rh-VEGF Rekombinant insan damar endotel biiyiime faktorii
aSMA Alfa diiz kas aktini

CALP Kalponin

CADL Kaldesmon, L

CADH Kaldesmon, H

MY-HC Agir zincirli miyozin

SEM Taramali elektron mikroskobu

MKH Mezenkimal kok hiicre

3B-DMDG 3 boyutlu doku miihendisligi damar grefti
ePTFE Genigsletilmis poli(tetrafloretilen)
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pm

uv

Politiretan

Nitrik oksit

Kok hiicre ¢cogaltma besi yeri

Diiz kas hiicresi ¢gogaltma besi yeri
Zenginlestirilmis diiz kas hiicresi ¢ogaltma besi yeri
Endotel hiicre ¢ogaltma ve farklilastirma besi yeri
Doku kiiltiir kab1

Negatif kontrol

Pozitif kontrol

Hematoksilin ve Eosin
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Fetal buzagi serumu

Kiiltle/hacim

Kilo volt

nanometre

mikrometre

Mor Otesi
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1. GIRIS

Kalp ve damar hastaliklari, 6zellikle arterioskleroz-kaynakli koroner kalp hastaliklari,
diinyada basta gelen 6liim nedenidir. Agik damar cerrahisi alaninda halen kullanilmakta
olan otolog greftler, sentetik protez greftler veya allogreftlerin, 6zellikle kiigiik-orta
captaki damarlarm  degisiminde, baz1 yetersizlikleri ve/veya smirlamalari
bulunmaktadir. Doku miihendisligi yaklasimiyla olusturulacak damar greftlerinin, yeni
bir rejeneratif tedavi segenegi olma potansiyeli vardir. Ancak, olusturulacak yapilarin
kendini yenileme, yeniden-modellenme ve yeterli mekanik &zelliklere sahip olma
sansinin artmasi i¢in, damarin in vivo sartlarda karsi karsiya kaldigi mekanik ve

biyolojik sinyalizasyon ortaminin in vitroda taklit edilmesi zorunludur.

Kok hiicrelere dayali rejeneratif tibbin, mevcut geleneksel tedavilerde karsilasilan
sorunlara 6nemli ¢oziimler getirmesi beklenmektedir. Son yillarda uygulamalar: giderek
artan kok hiicrelerin, damar grefti miihendisligi alaninda da degerlendirilmesi konusu
giindemdedir. Bu baglamda, adipoz dokudan kolayca ve bol miktarda temin edilebilen
mezenkimal kok hiicrelerle yapilacak damar doku miihendisligi ¢alismalarmim bu

stirecin gelisimine katk1 saglamas1 beklenmektedir.

Bu calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul izni ve hasta
bilgilendirilmis onam1 kapsaminda 1 Mart 2010 tarih ve 08-129 sayili kararmi takiben,
uygun dondrlerden uzman hekimlerin yardimi ile lipoektomi islemi yapilmistir.
Cikartilan yag dokusu uygun tasiyici tamponlar ile laboratuvara getirilmis ve adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicreler izole edilmistir. Pasaj 2-5 arasinda ¢ogaltilmis insan
adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (iIAMKH’lerin) floresan-aktiflesmis hiicre
ayirma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizleri yapilmistir. Bu islem icin
CD29-FITC, CD90-PE, CD73-PE, CD34-FITC, HLA_ABC-PE, HLA DR-FITC,
CD166-PE, CD105-PE, CD133-PE, CD3-FITC, CD31-FITC, CD146-PE, CD45-FITC
ve CD44-PE gibi antikorlar segilmistir.



Fenotipi belirlenmis kok hiicreler farkli bilesimlerde doniisiim biiylime faktori 1
(TGFp1), kemik morfogenetik proteini 4 (BMP4) ve Angiotensin II (Ang II) gibi
bliylime faktorleri ve kemokin kullanilarak damar diiz kas benzeri hiicrelere
(DDKbH’lere) farklilagtirilmistir. Bu isleme paralel olarak kok hiicreler EGM-2 Bullet
Kit ve farkli oranlarda rekombinant insan damar endotel biiyiime faktorii (rh-VEGF)

kullanilarak damar endotel benzeri hiicrelere (DEbH’lere) farklilagtirilmistir.

Farklilagma immiin/histokimya teknikleri ile karakterize edilmistir. Belirli zaman
noktalarida tesbit edilen DDKbH’ler alfa diiz kas aktini (aSMA), kalponin (CALP), H-
kaldesmon (CADH), L-kaldesmon (CADL) ve agir zincirli miyozin (MY-HC) gibi
immiinhistokimya antikorlar1 ile etkilestirilerek farklilasma karakterize edilmistir.
Benzer sekilde tesbit edilen DEbH’leri CD31 (PECAM-1), CD34, VE-Cadherin
(CD144), von Willebrand faktorii (vVWF), Tie-2 ve Flk-1 (VEGF-R2) gibi endotel

isaret¢ilerinin ifadelerindeki degisim incelenerek farklilasma karakterize edilmistir.

Hiicre kiltiirii ve farklilasma g¢alismalarini takiben malzeme iiretimine geg¢ilmis ve
birinci asama olarak poli-e-kaprolakton (PCL)’dan elektro-egirme teknigi yardimi ile
tek tabaka ve tiibiiler yapida nano/mikro lifsi orgiisel olmayan iskeleler elde edilmistir.
Elektro-egirme tekniginin parametreleri (optimal polimer-¢oziicii sistemi, gerilim,
pompa hizi vd.) optimize edilmistir. Ikinci asamada sodyum bikarbonat ile siispanse
edilmis elastin/kollajen hidrojelinden makro/mikro go6zenekli yapida siingerimsi
iskeleler dondurarak-kurutma teknigi (DKT) kullanilarak tiretilmistir. Benzer sekilde
hazirlanan slispansiyon nano/mikro lifsi tiibiiler formda PCL iskelenin ¢evresine
dokiilerek kaliplanmistir. Olusturan 3 boyutlu doku miihendisligi damar grefti (3B-
DMDG) c¢apraz baglanmis ve DKT yardim ile son seklini almistir. Uretilen
malzemelerin biyomekaniksel 6zellikleri tek yonlii ¢ekme test cihazi ile morfolojik

ozellikleri ise taramali elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir.

Uretilen malzemelere ve doku kiiltiir kabma ekilmis iAMKH’lerin, DDKbH’lerin ve
DEbH’lerin hiicre canliligi mitokondriyal dehidrogenaz aktivite testi (MTT testi) ile

belirlenmistir.



Iskelelerin igine/yiizeyine ekilen hiicrelerin durgun kosullarda protein ifadelerinde
meydana gelen degisimler immiinhistokimya ile belirlenmistir. Ilave olarak malzeme
icine/yiizeyine hiicrelerin tutunmasi ve yayilmasi yine SEM analizleri ile karakterize

edilmistir.

Statik calismalar1 takiben dinamik kosullarda 3B-DMDG i¢ine/yiizeyine kiiltiire edilen
DDKbH’ler ve DEbH’ler ekilmistir. DDKbH’ler iskelenin medya ve adventisya
tabakalarma ekilirken DEbH’ler ise intima kismina ekilmistir. Sistemde olusan akis ve
basing gercek zamanli olarak akis metreler ve basing transdiiserleri tarafindan dl¢iilerek
bir veri kayit sistemi lizerinden bilgisayara aktarilmistir. Belirlenen zaman noktasinda
tesbit edilen 3B-DMDG’nde hiicre tutunmasi ve yonlenmesi SEM analizleri ile dinamik
kosullar altinda protein ifadesindeki degisim ise immiin/histokimya teknikleri ile

karakterize edilmistir.

Elde edilen veriler 1s133inda iAMKH’ler laboratuvar kosullarinda etkin bir sekilde
DDKbH’lere ve DEbH’lere farklhilagtirilmistir. Biyouyumlu ve biyobozunur
sentetik/dogal polimerlerden iiretilen 3B-DMDG nin yeterli biyomekaniksel 6zelliklere
sahip oldugu belirlenmistir. Dinamik kosullarda 3B-DMDG’ne ekilen hiicre hatlarmin
21. gliniin sonunda yapinin intima, medya ve adventisya tabakalarini sararak kapattigi

goriilmiistiir.

Son olarak, damar doku miihendisligi yaklasimiyla gelistirilen 3B-DMDG nin greftinin
otolog kok hiicrelerin kullanilacagi kisiye 6zgii tedavi yaklasimi fikrini bir adim daha

ileriye gdtiirebilecegi diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileyebilen ve farklilagma kabiliyetleri olan essiz hiicre
popiilasyonlaridir. Erigkin memeli dokularinda bulunan kok hiicreler “Eriskin Kok
Hiicreler” olarak adlandirilir ve smirli sayida hiicre tiplerine farklilagabilmektedirler.
Buna karsilik, “blastosist” veya “blastokist” asamasindaki memeli embriyolarindan elde
edilen embriyonik kok hiicreler tiim viicut hiicrelerini olusturma kapasitelerine
sahiptirler. Ilave olarak insan embriyonik kok hiicreleri normal karyotipe sahip, yiiksek
telomeraz aktivitesini koruyan ve kiiltiir kosullarinda uzun vadeli proliferatif 6zellik

sergileyen hiicrelerdir (Odorico vd. 2001).
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Sekil 2.1 Kok hiicrelere genel bir bakis (Chaudhry 2004)



Son yillarda, doku ve organa 6zgiin kdk hiicre kavrami yayinlanan bir¢ok ¢aligmada ele
alimmugstir. Bilim insanlar1 yetigskin kok hiicrelerin bulundugu mikro c¢evreler (kok hiicre
nigi) tarafindan diizenlendigini ve sanilandan daha olaganiistii “plastisiteye” sahip
olabileceklerini dusiinmektedirler (Martin-Rendon ve Watt 2003). Kok hiicre
biyolojisinin ana dogmasi, belirli bir dokudan izole edilen hiicrelerin kendini yenilemesi
ve bulundugu dokuda mevcut hiicre hatlarma farklilasabilmesi olmustur. Birgok
calismada dokuya 6zgli kok hiicrelerin dnemli plastisitelerinin oldugu ve diger hiicre

hatlarmna farklilagabilecekleri gosterilmistir (Lakshmipathy ve Verfaillie 2005).
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Sekil 2.2 Kok hiicre plastitisesi (Blau vd. 2001)

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) ayni embriyonik kok hiicreler gibi c¢oklu
potansiyele sahiptirler ve yag hiicresi, kikirdak hiicresi, kemik hiicresi, tendon ve bag
dokusu, kas hiicresi, deri hiicresi ilave olarak da sinir hiicrelerine in vitro ve in vivo
kosullarda farklilasabilme potansiyeline sahiptirler (Tuan vd. 2003). Embriyonik koék
hiicrelerin klinikte ve doku miihendisligi uygulamalarindaki kullanimiyla ilgili etik ve
yasal itilaflardan otiirti, MKH’ler potansiyeli yiiksek bir alternatif olarak karsimiza

¢cikmaktadir (Zuk vd. 2002).



Trabekiiler kemik (Tuli vd. 2003), periosteum (De Bari vd. 2001), sinovyal membran
(De Bari vd. 2001), kas (Bosch vd. 2000), dermis (Young vd. 2001), perisitler (Brighton
vd. 1992), kan (Hattori vd. 2004), yag dokusu (Rodriguez vd. 2004) ve kemik iligi
(Kotobuki vd. 2004) eriskin mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir.

2.1.1 Kemik iligi kaynakhh mezenkimal kok hiicreler

Kemik iligi kaynakli MKH’lerin en 6nemli karakteristigi in vivo ve in vitro kosullarda
bir¢ok hiicre tipine farklilasabilme kapasitesine sahip olmalaridir. Bu hiicrelerin in vitro
kosullarda cogaltilmas1 ilk olarak, kemirgen kemik iligi eksplantlarmin tek hiicre
stispansiyonlarindan izole edilen fibroblastoit hiicrelerin doku kiiltiir plastiklerine
tutunabilme kabiliyetlerini gosteren Friedenstein ve calisma arkadaslari tarafindan

1970’lerde gergeklestirilmistir (Friedenstein vd. 1970).
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Sekil 2.3 Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin plastitisesi (Winslow vd.
2001)



Morfolojik olarak MKH’ler igsi formda kiibik fibroblastik hiicrelerdir ve kemik iligi
aspiratinda mevcut diger hiicrelerden aywt edilmesi kolay degildir. Arastiricilar
MKH’leri aywrt etmek igin iki strateji izlemektedirler. Bunlardan birincisi, MKH’lerin
kiiltiir plastigine yapisma karakteristigidir. Kemik aspiratinda mevcut diger hiicre tipleri
bu 6zelligi gdstermezler. ikinci karakteristik dzellikleri ise bazi 6zel yiizey antijenlerine
pozitif olurken hematopoetik yiizey isaretcilerine negatif olmalaridir (Wagner vd.
2005). MKH’ler CD105 (SH-2), CD166 (ALCAM), CD54 (ICAM-1), CD55, CD13
(APN), CD73 (SH-3, SH-4), CD90 (Thy-1) ve CD44 gibi yiizey isaretcilerine pozitif
iken, CD34, CD45, CDI14, CD31, CD133 ve CDS50 gibi hematopoetik yiizey
isaretcilerine negatiftir (Kassem 2004).

2.1.2 Adipoz kaynakh mezenkimal kok hiicreler

MKH’ler rejeneratif tipta ve hiicresel tedavi yaklasimlarinda iimit vaat etmektedir. Bu
zamana kadar MKH’ler invazif islemler araciligi ile konvansiyonel olarak kemik
iliginden izole edilmistir. Simdilerde ise giderek artan bir ilgi ile adipoz doku ve kordon

kan1 gibi kaynaklardan izole edilebilmektedirler (Vishnubalaji vd. 2012).
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Sekil 2.4 Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ¢oklu soy farklilagma potansiyeli (Bunnell
vd. 2008)



[lave olarak yaslanma, adipoz kaynakli MKH’lere kemik iligi kaynakli MKH’lere
oldugundan daha az etki gostermektedir (Chen vd. 2012). Adipoz doku ayni kemik
dokusu gibi embriyonun mezenkimal dokusundan kdoken alir ve kolay izole edilebilen
bir stroma icermektedir. Terminolojide islenmis lipoaspirat hiicreleri seklinde
adlandirilan bu hiicre popiilasyonu insan lipoaspiratlarindan izole edilebilmekte ve ayni
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri gibi osteojenik, adipojenik, miyojenik ve
kondrojenik soylara farklilasabilmektedirler. islenmis lipoaspirat hiicreleri kemik iligi
MKH’lerine benzer sekilde yiizey antijenlerini ifade etmektedirler. Akim sitometri
analizlerine gore adipoz kaynaklt MKH’ler ile kemik iligi kaynaklit MKH’ler arasinda
iki CD isaretgisinin farkli oldugu goriilmiistiir. Bu isaretgiler CD49d (04 integrin) ve
CD106 (VCAM) olarak tespit edilmistir. CD49d adipoz kaynaklt MKH’ler tarafindan
ifade edilirken aksine kemik iligi kaynakli MKH’ler tarafindan ifade edilmezler.
CD106’nm ise kemik iligi kaynakli MKH’ler tarafindan ifade edildigi buna karsin
adipoz kaynakli MKH ler tarafindan ifade edilmedigi yapilan analizler ile gosterilmistir
(Zuk vd. 2002).

2.2 Doku Miihendisligi

Doku Miihendisligi, hastalikli veya kaybedilmis dokularin onarilmast ya da
degistirilmesi amaciyla yeni biyolojik esdegerlerinin gelistirilmesini hedefleyen bir
rejeneratif tip alanidir (Elgin 2003). Bu hiicresel tedavi yaklagiminda, izole edilmis
hiicreler ex vivo sartlarda ti¢ boyutlu hiicre dis1 matriks molekiilleriyle benzerlik tasiyan
tasarlanmis yap1 iskeleleri iizerine ekildikten sonra Ozel sartlar altinda yeniden
farklilastirilarak cogaltilmakta ve olusan dokuya benzer yeni hibrit yapilar geri

nakledilmektedir.

Organ yetmezligi veya doku kayb1 yasayan milyonlarca Amerikaliy1 tedavi etmek i¢in
Birlesik Devletler’de yillik 8 milyondan fazla cerrahi islem yapilmaktadir (Lanza vd.
1997). Organ nakli ve rekonstriiksiyon cerrahisinin yasam kalitesini arttirmasina ve bazi
durumlarda hayat kurtarmasma ragmen bazi yetersizlikleri vardir. Cogu durumda tedavi
goren kisi ikincil bir cerrahi miidahaleye veya tekrar bir doku nakline ihtiyag

duyabilmektedir. Organ naklindeki en biiyiik problem ise uygun ve yeterli sayida



dondriin  bulunamamasidir. 1996 yilinda 50.000 hasta i¢in sadece 20.000 organ
kullanilabilir durumdaydi.

Gergekte, uygun kalp donorii bekleyen hastalarin kalp transplantasyonunun ilk iki
yilinda olan hastalara gore Olme ihtimalleri daha yiiksektir. ilave olarak organ
transplantasyonunu bekleyen hastalarda olugsan agri ve hastaliklar ise ikincil riskleri
olusturmaktadir. Bu problemlerin bir sonucu olarak doku miihendisligi bilimi
gelecekteki bir nakil i¢in kullanima hazir organ, doku ve sentetik malzemelerin viicut
disinda iiretimini gerceklestirmek i¢in ortaya ¢ikmistir. Gelecekte doku miihendisligi
irlinlerinin pazar paymnin yaklasik olarak 5 milyar Amerikan dolar1 olacagi tahmin

edilmektedir (Oh vd. 2006).
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Sekil 2.5 Doku miihendisligi yaklagimi (Dvir vd. 2011)



Islevsel doku gelisimini ydnlendiren biyomalzeme iskelelerinin kontrol edilebilir bir
slirecte biyobozunmasiyla geride sadece hiicreler ve onlarin {rettikleri stroma
kalmaktadir. Uygun mekanik ve biyolojik sinyalizasyon sartlar1 altinda
olusturulabilindiginde ise doku miithendisligi yapilarmin biiylime, kendini yenileme ve

yeniden-modelleme (remodeling) potansiyeli bulunmaktadir (inang vd. 2008).

2.3 Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Neredeyse her giin hastaliklar veya travmalar sonucu dokuda meydana gelen hasarlarin
tamiri veya es degerinin nakli i¢in binlerce cerrahi islem yapilmaktadir. Gelismekte olan
doku miihendisligi alani, viicuttan izole edilen hiicreler ile doku yenilenmesinde sablon
gorevi goren ve yeni doku olusumuna rehberlik edebilen yiiksek gozenekli
biyomalzeme iskelelerini kombine ederek hasarli dokularin rejenerasyonu

amaclamaktadir (O’Brien 2011).

Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in biyomalzeme gelistirilmesi ¢alismalar1 6zel
hiicresel sinyallerin olugsmasia sebep olan ve igerigindeki biyomolekiiller sayesinde
yeni doku olusumunu yoOnlendiren biyotaklit malzemelerin tasarimi iizerine
odaklanmistir. Biyotaklit malzemeler potansiyel olarak hiicre dis1 matriksin birgok

roliinii taklit edebilmektedir (Shin vd. 2003)

Doku miihendisliginde kullanilan iskele malzemelerinin ¢ogunlukla biyobozunur
Ozellikte olmasi istenir ve malzemenin ideal bir sablon gorevi sunabilmesi i¢in yikilma
hizinm yeni doku olusum hizina esdeger bir hizda olmas1 beklenir (Ma 2005). Ornegin
polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin kopolimeri olan polilaktik
asit-ko-glikolik asit (PLGA) gibi diiz zincirli alifatik polyesterler biyobozunur ve
biyouyumluluk 6zeliklerinden otiirii iskele tretiminde siklikla kullanilirlar (Ma ve
Langer 1995). Aksine, polietilen glikol (PEG) biyo-bozunur &zellikte olmamasina
ragmen biyo-uyumlu bir hidrojeldir ve kikirdak gibi yumusak dokularla benzer mekanik
ozelliklere sahiptir (Elisseeff vd. 2002).
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Kalp kasi, kalp kapak¢igi ve kan damarlar1 gibi bircok doku belirgin bir elastomerik
ozellige sahiptir. Bu dokularin insas1 i¢in doku miihendisligi gruplar1 siirekli bir ¢aba
harcamaktadir (Shinoka vd. 1997). Gerekli elastomerik 6zellikleri yakalamak ve bu
dokularm  insasinda kullanabilmek amaciyla bircok elastomerik malzeme

arastirilmaktadir.

Dogal hiicre dis1 matriks kaynakli elastik malzemelere ilave olarak (Isenberg vd. 2006),
PCL ve poliiiretanlar (PU) bazi tipik sentetik polimerlerdir. Yar1 kristal bir polimer olan
PCL, diisik camsi1 gegis sicakligina sahiptir (yaklasik -62 °C) ve bu yiizden oda
kosullarinda ve viicutta yiiksek elastikiyet gostermektedir (Ma 2008). Uzun bir yikim
sirecine (>24 ay toplam kiitle kaybi) sahip PCL, biyomedikal uygulamalarda
kullanilmak tizere 1970’lerden bu yana FDA (US Food and Drug Administration)
tarafindan onayli ve bir¢ok sutiir (ameliyat ipligi) bilesiminde bulunabilmektedir
(Sravanthi 2009).
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Sekil 2.6 e-kaprolaktonun halka agilma polimerizasyonu (Barbier-Baudry vd. 2002)

Dilimlenmis PU elastomerik 6zellikleri kazanabilmek i¢in yapisal varyasyonlara izin
verir (Lin vd. 1194). PU’nin biyomedikal uygulamalarda en Onemli dezavantaji
sentezinde kullanilan toksik baslaticilar1 (toliien ve diizosiyanat gibi) icermesidir. Biyo-
bozunur PU veya iiretan temelli polimerlerin tiretimindeki ilerleme ancak daha az toksik
diizosiyanatlarin kullanimiyla gergeklestirilecektir (Skarja ve Woodhouse 2001). Bu
polimerler damar ve diger doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in arastirilmaya devam

etmektedir (Guan vd. 2002).
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Farkli dokularin ingsasinda gerekli elastomerik ozellikleri olusturmak amaciyla mevcut
polimer teknolojilerine ilave olarak biyotaklit yaklasimlar da mevcuttur. Elastin,
esneyip biiziilebilen ve viicudumuzda birgok organ ve dokunun bilesiminde var olan

¢oziinmeyen polimerik bir hiicre dig1 matriks proteinidir (Bellingham vd. 2003).

Elastin ve elastin kaynakli molekiilleri igeren biyomalzemeler doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in giderek artan bir oranda arastirilmaktadir. Bu yapisal proteinin
elastikiyet, kendiliginden diizenlenme, uzun siireli kararlilik ve biyolojik aktivite gibi
dikkat ¢ekici 6zellikleri bu proteine olan ilgiyi koriiklemektedir. Elastin, ¢dziinmeyen
polimer lifleri, hidrolize ¢0ziiniir elastin, rekombinant tropoelastin (fragmanlari),
sentetik peptit dizilerinin tekrar1 ve diger biyo(polimerler) ile birlestirilmesiyle elde

edilen elastin blok kopolimeri seklinde biyomalzemelere katilabilmektedir (Daamen vd.
2007).

Capraz\Baglama B Mikro Lifcikler

4
o

Lizil Oksidaz

Tropoelastin
Paketleri

Hiicre Yiizey
Topaklanmasi Biiyiiyen

Elastik Lifler

Sekil 2.7 Elastin lif olusumunun sematik gosterimi (Moore ve Thibeault 2012)

12



Bircok hiicre dis1 matriks proteini lifsi yapiya sahiptir ve bu liflerin ¢ap1 nanometre veya
mikron alt1 dlgektedir. Ornegin, kollajen (insan viicudunda en ¢ok bulunan hiicre disi

matriks proteini) 50-500 nm ¢aplarinda lif demetleri icermektedir (Hay 1991).

Kollajen hiicre dis1 matriksin ve bag dokusunun ¢oziinmeyen en temel lifsi proteindir.
Kollajenin en az 16 tipi vardir, ancak viicutta bulunan kollajenin %80 ila %90°1 tip I, 11
ve III diir. Bu kollajen molekiilleri birlikte uzun ince lifcikler seklinde paketlenirler.
Eskiden kollajenin sadece fibroblastlar tarafindan salindigi diisiiniiliirken, simdilerde
sayisiz epitel hiicresinin de kollajen tiplerini trettigi bilinmektedir. Kollajen tipleri

gerilimlere kars1 dokulara yardimc1 olmaktadirlar (Lodish vd. 2000).

Graniilli ER Golgi
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— — | —
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— — /
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EKzositozis 5 .
Plazma Membram \D Peptit Olmayan

l Lifcik Olusumu
Hiicre Dis1 Matriks

Kollajen Lif [ e =l
BazalLamina

Sekil 2.8 Kollajen liflerin biyo-sentezi (Lodish vd. 2000)

Nano/mikro lifsi hiicre dis1 matriks yapilarim taklit eden malzemeleri iiretmek igin,

cesitli basar1 derecelerinde birkag teknoloji gelistirilmistir.
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2.4 Elektro-egirme Teknigi

Elektro-egirme teknigi literatiirde 100 yili askin bir siiredir bulunmaktadir (Morton
1902). Teknik endiistriyel ve ev Olgeginde dokunmamis kumas iiretiminde 1930’larin
baglarma kadar kullanilmistir (Formhals 1934). Elektro-egirme teknigi nano veya
mikron dl¢eginde liflerin iiretimine olanak sagladigindan 6tiirii son yillarda yeniden ilgi
gormeye baslanmistir. Ayrica diger bir tekstil teknolojisi olan eriyikten g¢ekme
yontemiyle benzerlikler gostermektedir. En basit sekliyle elektro-egirme diizenegi bir
polimer ¢ozeltisi (eriyigi) haznesi, bir elektrik alan (yiiksek gerilimda) ve topraklanmis

bir toplayicidan olugmaktadir.

Elektrik alan altinda g¢ekim giicli, polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilimini yener ve
toplayici plakaya dogru yiiklenmis bir figkirma olusturur. Elektrik alan etkisiyle figkiran
polimer egilir ve spiral seklini alarak belirli mesafeye yerlestirilmis toplayici plakaya
dogru hareket eder. Coziicii yolda buharlasir ve toplayict plaka yiizeyinde oOrgiisel
olmayan lifsi yapida polimer toplanir (Deitzel vd. 2001). Elektriksel olarak
topraklanmis donen teller veya silindir toplayicilar istege gore hazirlanabilir (Matthews

vd. 2002, Theron vd. 2001).

Enjektor ignesi
" ‘

Siringa Pompasi

Yiiksek Voltaj Dénen
DC Kaynagi Topraklanmis Hedef

Sekil 2.9 Elektro-egirme sistemi (Kenawy vd. 2003)
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Birgok dogal makro molekiiller (kollajen, ipek fibroini ve fibrinojen) ve sentetik
polimerler (PGA, PLLA, PLGA ve PCL) doku miihendisligi arastirmalarinda orgiisel
olmayan kumas formunda islenebilmektedir (Boland vd. 2004). Cesitli hiicre tiplerinin
iiretilen bu elektro-egirilmis nano lifsi malzemeler {izerine tutundugu, yayildigi ve
farkhilastig1 rapor edilmistir (Liv vd. 2001, Yang vd. 2005). ilave olarak, FDA onayl
biyobozunur polimerlerin elektro-egirilmesi ile iiretilen malzemelerde lif caplari

genellikle mikrometre mertebesindedir.

2.5 Damarin Yapisi

Insan viicudundaki arterler (Atardamarlar) dort farkli grupta incelenir. Bunlar sirasiyla
elastik arterler, orta genislikte muskiiler arterler, kii¢iik arterler ve arteriollerdir. Radyal
(dairesel) arter orta genislikteki muskiiler arter grubundadir. Bir muskiiler arter
duvarinin yapisi ti¢ farkli tabakadan meydana gelmektedir. En i¢ tabaka tunika intima,
orta tabaka tunika medya ve en dis tabaka ise tunika adventisya dir.

Tunika intima

Endotel Hiicreler
Bag Dokusu
Elastik Doku

Tunika media —p ¢

Tunika adventitia — |5~ &

Sekil 2.10 Orta 6l¢ekli muskiiler (dagitici) arterin yapisi (Kangasniemi ve Opas 1997)
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Tunika intima ii¢ tabakadan olusmaktadir. En i¢ tabakasinda endotel hiicreler, ortada
ince bir areoler dokuya yerlesmis alt endotel tabakayi iceren bag dokusu ve en dis
katmanda ise ince bir bag dokusu yer almaktadir. Tunika medya en ince tabakadir ve
bag dokusu, diiz kas hiicreleri ve elastik dokudan meydana gelmektedir. Tunika
medyanin yapisi arter tiirine gore degismektedir. Genis arterler bag dokusu, elastik
doku ve elastik lifleri igermektedir. Bacak arterleri gibi kiigiik arterlerde elastik liflerin
yerine diiz kas hiicreleri vardir. Tunika medya tabakasi etkin olarak arter duvarinin
mekaniksel 6zelliklerini belirlemektedir. Tunika adventisya ise kollajen liflerden ve
elastik dokudan meydana gelmektedir (Carola vd. 1990). Kollajen, elastin ve gapraz
bagli proteinler bir arterin mekanik Ozelliklerini belirlerler. Genel bir kural olarak,
elastin oran1 kollajen oranindan daha fazla olursa elastik modiil azalir ve gerilebilirlik

artar (Doublin vd.1969).

Her bir tabakanin farkli bilesimi ve farkli fizyolojik rolii bulunmaktadir. Intima
tabakasi, ince bir bazal lamina ilizerine yerlesmis tek katmanli endotel hiicreler ve bu
tabakaya komsu kollajen tip IV ve elastinden olusan damar i¢ duvaridir. Kan akisiyla
temas halindeki bu tabaka, trombosit aktivasyonunun oniindeki baslica engeldir. Kalin
medya tabakasi, kollajen tip I ile tip III, elastin ve proteoglikanlar1 igeren bir matriks
icine gomilii birka¢ damar diiz kas hiicresi katmanindan olusmaktadir. En distaki
adventisya tabakasi ise, fibroblastlar1 ve daginik kollajen tip I’i igerir. Dogal arterin ana
protein bilesenleri olan kollajen ve elastin, gerilme destegi saglayarak damarin
yirtilmasini engeller ve atimli deformasyona direnebilen bir elastiklik kazandirir. Kan
akisma karst damarin diisik mekanik gerilme gevseme yaniti vermesinde ve atim

enerjisinin sicaklik olarak dagilmasinin engellenmesinde elastik yapili elastin molekiilii

basroldedir (Huang vd. 2000).

2.5.1 Damar diiz kas hiicreleri

Damar diiz kas hiicreleri (DDKH’leri) kapiller damarlar hari¢ biitiin damarlarin
duvarinda bulunan ve damarin kasilip gevseme fonksiyonunu saglayan hiicrelerdir. Orta
ve biylik capli damarlar 3 tabakadan olusur: intima, medya ve adventisya. DDKH’leri

damarlarin medya tabakasinda ve hiicre dig1 matriks i¢inde yerlesmis olarak bulunurlar.
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Gelisim sirasinda DDKH’leri farkli birgok fenotip sergilerler. DDKH’lerini diger damar
hiicrelerinden ayirmak amactyla kasilmayla ilgili baz1 proteinlerin ifadelerine bakilmasi
esas alinmistir. Damara 6zglinliikleri azalan siraya gore verildiginde bunlar; diiz kas agir
zincirli miyozin, kalponin, kalsiyum, aktin baglayan protein SM22a ve alfa diiz kas
aktinidir. DDKH’nin birden fazla fenotipte bulundugu ve damar diiz kasinin
olgunlagmasi sirasinda veya zedelenmesini takiben DDKH’lerinde fenotip modulasyonu

oldugu gozlenmektedir.

Bu konuda yapilan molekiiler incelemeler damar duvarindan izole edilen diiz kas
hiicrelerinin en az 2 alt gruba ayrilabilecegini gostermektedir. Birinci grupta diiz kasin
tipik yapismi gosteren, uzun ve silindirik goriiniimde olan, kasilma yetenegine sahip ve
konraktil eleman proteinlerini igeren tip I hiicreler vardwr. Tip I hiicrelerde
proliferasyon, géc veya hiicre-dis1 matriks sentezleme yetenegi bulunmamaktadir. ikinci
grupta ise izolasyon sonrasinda kiiresel bi¢imde oldugu gozlenen, kasilma yetenegi
olmayan ve sadece Kkiiltiire edildikten sonra diiz kas aktinini ifade edebilen diiz kas
hiicreleri vardir. Bu hiicreler hiicre-dis1 matriksini olusturan elastin, fibronektin,
kollajen gibi proteinleri sentezleyen, proliferasyon ve migrasyon yetenegine sahip tip 2
hiicrelerdir. Belirtilen hiicreler arasindaki baska bir fark da tip 2 hiicrelerin plastik
yiizeylere kolayca tutunmalar1 ve kolayca kiiltiire edilebilmeleridir. Yeni damar
olusumu veya damar duvarmin tamiri sirasinda baglangigta tip 2 hiicrelerin ortama
hakim oldugu ve olgunlasma sonrasinda tip 1 hiicrelere doniistiikleri diisiiniilmektedir

(Koksoy 2002).

2.5.2 Damar endotel hiicreleri

Endotel; normal damar fizyolojisinin devaminda fonksiyonlar1 olan parakrin, otokrin ve
intrakrin bir organdir. Intima tabakasinda tek kath hiicrelerden olusan &nemli bir
yapidir. Endotel hiicrelerinden pek ¢ok faktér ve hormonun salinimu ile arteriyel toniis
ve kalp ve damar hemostazi ayarlanmaktadir. Endotel damar toniisii, kan basinci, kan
akimi ve pihtilagsma sistemi iizerinde etkili olan ve yaklasik 1800 gr agirliginda olan
viicuttaki en biiyiikk endokrin organidir. Endotelden salman nitrik oksit vaskiiler

devamlilig1 saglamaktadir. Endotel fonksiyon bozuklugunda saliman vazodilatatér ile
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vazokonstriktor faktorler arasindaki denge degismistir. Esansiyel hipertansiyonda
endotele bagli vazodilatasyon cevabmin bozulmasi ve vazokonstriktérlere olan

hassasiyetin artmasi periferik damar direncini arttirabilmektedir.

Endotel fonksiyon bozuklugu olan hastalarda anjiyotensin doniistiiriici enzim
inhibitorleri, carvedilol, anjiyotensin-II ve endotelin reseptor antagonistler hakkinda
bazi olumlu sonuclar bildirilmesine ragmen bu grup ilaglarin etkinlikleri halen
tartistlmaktadir. Ayrica arteriyel tansiyonun diisiiriilmesi endotel fonksiyon
bozuklugunun diizelmesi ile her zaman paralellik gostermemektedir. Gelecekte genetik
calismalar 1518inda, nitrik oksit salimimini arttiran gen tedavisi endotel fonksiyon
bozuklugunu geriletmede daha etkin bir role sahip olacaktir. Endotel hiicrelerinin

baslica 6nemli fonksiyonlari ise;

I.  Diiz kas toniisii: Endotel hiicreleri fizyolojik ve patolojik uyarilara kars1 damar
diiz kas hiicrelerinin toniisiinii ayarlar.

II.  Pihtilasmanin 6nlenmesi: Pihtilasma sisteminin ¢esitli basamaklardaki denetimi
endotelden salgilanan kolaylastiric1 (thrombomodulin, von Willebrand faktori,
tromboxan A2) ya da engelleyen (doku plazminojen aktivatorii, plazminojen
aktivator inhibitorii gibi) faktorlerle saglanmaktadir.

1. Vazoaktif maddelerin salinimi ve enzimatik aktivite: EDRF (endothelium-
derived relaxation factor), endotelin ve anjiyotensin-I gibi vazoaktif maddelerin
ve muhtemelen anjiyotensin-II’nin a¢iga ¢ikmasini saglar.

IV. Immiin sistem iizerinde etkisi: interleukin-1 salmmminda rol oynar ve immiino-

kompetan hiicrelere antijen saglar.

Endotelden salman en giiclii ve énemli mediyatérlerden biri nitrik oksit (NO) dir. Ik
olarak 1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki (1980), izole tavsan aortasinda asetilkoline
bagli gevsemenin ancak saglam endotel hiicrelerinin varliginda gerceklesebilecegini
gosterdiler. Endotele bagl bu gevseme endotelden salinan gevsetici faktor (EDRF)
araciligiyla gerceklesmektedir. Endotel devamliligi bozuldugunda ise asetilkoline bagli

vazodilatasyon yetersiz kalmaktadir. Daha sonraki yillarda Palmer ve arkadaglart EDRF
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ve nitrik oksidin benzer farmokolojik yapida olduklarimni ileri siirerken EDRF’yi NO

olarak tanimladilar.

Endotelden salinan NO bir amino asit olan L-arjinin’den sentezlenir. Nitrik oksit daha
sonra damar diiz kaslarina gecerek hiicre i¢i “guanilat siklaz” enzimine baglanir (NO-
haem GC) ve bu enzimi aktive ederek “guanozin monofosfat” (¢cGMP) yapimini arttirir.
Sarkoplazmik retikulumda cGMP kalsiyum derisimini azaltarak diiz kasta gevsemeye
neden olur. Normal sartlarda endotelden nitrik oksit ve prostasiklin gibi
vazodilatatorler, endotelin ve EDHF gibi vazokonstriktor maddeler salinmaktadir.
Damar toniisii bu faktorlerin ve sempatik sinir sisteminin dengesine baglhidir (Zoghi ve

Nalbantgil 2002).

Endotel hiicrelerin bolinme yetenekleri dlgiisiinde ¢ogalarak ve gé¢ ederek var olan
damarlardan yeni kapillerler olusturmasina anjiyogenez denmektedir. Vaskiilogenez ise
dolasimda bulunan endotel hiicre Onciillerinin (endotel progenitor hiicreler) daha
onceden var olan herhangi bir damardan koken almadan olgun endotel hiicrelere
dontiserek yeni bir damar olusturmasi olarak bilinir. Yakin tarihe kadar postnatal siirecte
organizmanin fizyolojik gereksinimlerini karsilamak wveya iskemik dokulara veya
timorlere oksijen saglamak amaciyla yeni kapiller damarlarin olusmasinda sadece

anjiyogenezin rol aldigi diistiniilmekteydi.

Vaskiilogenezin ise sadece embriyonik donemde yeni damar olusumunu sagladigi
sanilmaktaydi. Ancak, Asahara (1997) ve Shi (1998) yaptiklar1 deneylerle kemik iligi
kaynakli hematopoetik progenitdr hiicrelerin endotel hiicreye embriyonik ddnemin
disinda da doniisebildigini, iskemi sonrasi endotel biitiinliigiin tekrar saglanmasinda ve
yeni kapiller olusumunda bizzat rol aldiklarini bularak vaskiilogenez ile ilgili yaygin
kaniy1 degistirdiler (Tekeli ve Emerk 2007).
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2.6 Kalp ve Damar Hastahklan

Kalp ve damar hastaliklari, 6zel olarak arterioskleroz-kaynakli koroner kalp hastaliklari,
diinyada basta gelen 6liim nedeni olarak gsterilmektedir (Diinya Saglik Orgiitii, 2006).
Sinirl istatistiklere ragmen, tilkemizde de benzer durumun s6z konusu oldugu kabul
edilmektedir. Kalp ve damar cerrahisinin ilerlemesine, tan1 yontemlerindeki (EKG ve
CT-anjiyogram gibi), ilaglardaki (beta-blokerler ve statinler gibi) ve girisim

araclaridaki (kateter teknolojileri gibi) gelismeler 6nemli katkilar saglamistir.

Diger yandan, a¢ik damar cerrahisi alaninda biiyiik ilerlemeler ger¢eklestirilememistir.
Bacaktan yapilan ilk vaskiiler by-pass (1948) veya ilk basarili koroner arter by-pass
(1967) uygulamalartyla, modern periferal ve koroner by-pass teknikleri arasindaki

farkliliklar sinirli diizeylerde kalmistir (Friedman, 2005).

2009 yilinda, 80 milyondan fazla Amerikali kalp ve damar hastaliklarina yakalanmistir.
Ulke genelinde ise toplam dliimlerin %36’sinm kalp ve damar hastaliklar1 sonucu
olustugu saptanmistir. Bu oran 6liim listesinde kalp ve damar hastaliklar1 diginda
liderlige oynayan bes 6liim sebebinin toplamindan daha yiiksektir (Thanh vd. 2010).
Her y1l 250 bin hasta koroner arter by-pass ameliyatlar1 olmaktadir. Maalesef hastalarin
%20-%30 by-pass ameliyatlarinda kullanilan uygun otolog damarlara sahip degildirler
(Beamish vd. 2010).
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2009 yilinda, Birlesik Devletler’de her alt1 6limden bir tanesi koroner kalp hastaligi
sonucunda olusmustur (Amerikan Kalp Dernegi, Kalp hastaliklar1 ve Krizi Istatistikleri,

2013).
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Sekil 2.11 Kalp ve damar hastaliklar1 istatistikleri (Kalp ve Damar Hastaliklar1 Uzerine
Global Atlas, 2010)

A. Kalp ve damar hastaliklarini da iceren baslica 6liim nedenlerinin dagilimi, B. Kalp krizi, fel¢ ve diger
kalp ve damar hastaliklar1 sonucunda meydana gelen 6liimlerin dagilim (erkekler), C. Kalp krizi, felg ve
diger kalp ve damar hastaliklar1 sonucunda meydana gelen liimlerin dagilimi (kadinlar)
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Sekil 2.12 Erkeklerde kalp ve damar hastaliklar1 sonucu olusan 6liim oranlarinin kiiresel
dagilimmi gésteren diinya haritas1 (Kalp ve Damar Hastaliklar1 Uzerine
Global Atlas, 2010)
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Sekil 2.13 Kadmlarda kalp ve damar hastaliklar1 sonucu olusan 6liim oranlarinn kiiresel
dagilimmi gosteren diinya haritas1 (Kalp ve Damar Hastaliklar1 Uzerine
Global Atlas, 2010)

2008 yilinda 17,3 milyon insan kalp ve damar hastaliklar1 sonucu hayatini kaybetmistir.
Kalp ve damar hastaliklar1 sonucu olusan 6liimlerin %80’den fazlas1 diisiik ve orta
Olgekte geliri olan lilkelerde meydana gelmistir. 2023 yilinda ise ortalama yillik 23

milyon insanin kalp ve damar hastaliklar1 sonucu 6lecegi diistiniilmektedir.
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2.7 By-Pass Ameliyatlarinda Kullanilan Damar Yedekleri

Avrupa’daki tiim olimlerin neredeyse yarisi arterioskleroz kaynaklidir (Stehouwer vd.
2009). Ileri farmakolojik ve minimal invaziv tekniklerin gelismesine ragmen (Met vd.
2008), kiiciik ekstremitelerde ve kalpte yapay kan damarlarinin cerrahi by-pass islemleri
bir¢ok hasta i¢in tercih edilmektedir (Guyton 2006, Norgren vd. 2007). Bu yaklasim
hem daha ucuzdur hem de hastanin yasam kalitesini bacaktan yapilan ampiitasyon

islemine gore daha fazla artirmaktadir (Cheshire vd. 1992).

Eger hastanin kendisinde bir arter veya toplardamar1 kullanilabilir durumda degil ise
sentetik bir tiip veya bir damar protezi hastaya implante edilebilir. Greft gelistirme
calismalarindan yaklasik yarim yiizyil sonra elde edilen veriler 1s181nda, su anda klinikte
kullanilan mevcut malzemelerin iyilesme ve doku rejenerasyonu agisindan optimal

olmadig1 gozlenmistir (Chlupac¢ vd. 2009).

Biiylik ¢aph arterlerde (>8 mm) prostetik greftlerin uzun dénem agiklik oranlar1 yeteri
diizeydedir. Kan akisi bu o0lgekteki damarlarda yliksek miktarda oldugundan
trombojenisite (kanin pihtilagsmasi) ger¢eklesmez ve bu aort-iliak esdegerleri bes yil

stire ile %90 ag¢iklik oranlarina sahip olabilmektedirler (Brewster 1997).

Karotid veya siradan femoral arterler gibi orta ¢apli damarlarm (6-8 mm) degisimde
kullanilan prostetik ve otolog (hastanin kendinden alinan) greftlerin sonuglar1 arasinda

cok az farklilik vardir (Ricotta 2005).

Buna ragmen, koroner arterler, infrainguinal arterleri (kasik ligamentinin altinda) ve
ozellikle diisiik kan akis1 olan infragenikulat arterleri (diz ekleminin altinda) gibi kiiciik
capli damarlar (<6 mm) i¢in kullanilan damar protezlerinin sonuglar1 hayal kiriklig1

yaratmuistir.
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Cizelge 2.1 Viicut bolgesine gore klinikte kullanilan damar greftleri (Chlupac vd. 2009)

Damar Tiirleri

Biiyiik caph Orta ¢caph Kiiciik ¢caph Venoz Hemodializ

arterler arterler arterler rekonstraksiyonu arteriyovenoz
Damar (> 8 mm) (6- 8 mm) (£6 mm) kullanim
esd'ege'n Aort, sah damari, Karotid, subklavian,  Koroner, diz alt1, Ust ve i¢ vena cava, Yukart > alt
secimi iliak ve yaygin yaygin femoral, tibiyal ve peroneal iliko-femoral venler, ekstremite

femoral arterler viseral ve diz tistii arterler portal ven, viskeral

arterleri venler

1. secim Protezler (Dacron,  Protezler ve Arterler veya venoz Safen spiral ven greft, Dogal

ePTFE) otogreftler (esit) otogreftler derin ven otogreft malzemeler
2. secim Allogreft, derin Protezler veya Kompozit greft, ven  Allogreftler, ePTFE, ePTFE, PU,

vendz otogreft

otogreft

interpozisyonu,
protezler (ePTFE,
Dacron), allogreft,
biyosentetik

Dacron, biogreftler

zenogrfetler,
biogreftler, doku
mithendisligi
urtinleri (klinik

denemeler)

Diz altinda femoropopliteal by-pass grefti olarak kullanilan ePTFE protezinin birinci
bes yillik agiklik oraninin %39 gibi diisiik bir seviyede kaldig1 ve oto-vendz by-passda
bu oranin %74’lerde oldugu tespit edilmistir (Klinkert vd. 2004). Arter hastaliklarindaki
endo-vaskiiler yaklasim giderek 6nem kazanmakta ise de, tikanan arterlerin greftler
yardimiyla by-pass edilmesi periferal ve kalp ve damar hastaliklarinin tedavisindeki

onemi sitirdiirmektedir (Kannan vd. 2005).

Bu islem i¢in, otolog (kendisine ait) greftler, sentetik protez greftler veya biyolojik
greftler (biyoprotezler) kullanilmaktadir. Son dénemlerde ise, dordiincii bir potansiyel
secenck olarak doku miihendisligi yaklasimiyla greft gelistirilmesini hedefleyen
arastirmalar siirdiirtilmektedir. Bilindigi gibi, by-pass islemlerinde otolog greftler altin

standart durumundadirlar.
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Cizelge 2.2 Klinikte kullanilan biyolojik damar greftleri (Chlupa¢ vd. 2009)

Biyolojik Damar Greftleri

Allogreftler Zenogreftler
Otogreftler
(homogreftler) (heterogreftler)
Arteriyel Venoz Arteriyel Venoz
Avantajlarl En iyi yaklasim, en az ~ Dayanikli ve ¢ok Kullanima hazir, enfeksiyona kars1 en iyi direng,
¢ap uyumsuzlugu, i¢ yonli, iyi sonuglar, tranplant-duyarli hastalar
meme arteri anatomik  enfeksiyona kars:
olarak yakin, en iyi direng, bagil uygunluk
fonsiyon
Dezavantajla”l Bulunabilirligi, Bulunabilirligi, hasarli  Antijenitise, greft bozulmasi, erken tikanikliklar, kronik
vasospazm (Radyal damar, ven greft ret, ilag alimi, enfeksiyon riski
arter), dondr hastalig1
tarafindan hastalik
lyilesme Intimal kalinlagma, Endotel Endotel soyulmasi, immiin tepki, fibrozitasyon
miyointimal deskuamasyon, ven
hiperplazi (Radyal dilatasyonu, duvar
arter) kalinlagmasi,
arteriyalizasyon, tekrar
endotelizasyon
1lk kullanim Jlagté%ulay ve Briau Goyannes 1906 Grossvd. 1948 Linton 1955
Derleme Nezic vd. 2006 Cooper vd. 1996 Fahner vd. 2006  Dardik vd. Schmidt ve Baier
2002 2000

Otolog greftler cogunlukla biiyiik safen venden veya daha ender olarak i¢ meme veya
radyal arterden elde edilmektedir. Tkinci bir cerrahi islemle almabilen otolog greftler,
istenilen kalite ozelliklerini her zaman saglayamamaktadirlar. Otolog greft temini
miimkiin olamadiginda ise, viicutta absorbe olmayan protez greftler veya biyoprotezler
(dondurularak saklanmis damar allogreftleri) alternatif olmaktadir. Ancak, bu greftlerle
yapilan kiigiik-orta boyutlu (<6 mm c¢apta) arter by-pass islemlerinde ulasilan basari
tatmin edici diizeyde degildir (Friedman 2005).

Ayrica, protez greftlerin gelisme potansiyeli bulunmadigindan ¢ocuk hastalarda
zamanla degistirilmeleri gerekmektedir. Kimyasal olarak modifiye edilmis/tesbit
edilmis greftlerin ve hiicrelerinden armndirilmis zenogreftlerin kronik enflamatuvar

yanit1 uyararak doku yikimina yol acabildigi bildirilmektedir.
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2.8 Damar Doku Miihendisligindeki Uygulamalar

Diiz kas insan dokularindaki ana bilesendir ve bagirsak, idrar yollar1 ve damar sistemi
gibi organlarin normal fonksiyonlarmi gosterebilmeleri icin 6nemlidir. Kok hiicrelerin
hiicreye dayali doku miihendisligi ve rejenerasyon stratejilerinde kullanimi diiz kas
hasarlarinin tamiri i¢in alternatif bir yol olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir stratejilerin
basartya ulasmasi icin, diiz kas onciil hiicreleri i¢in uygun bir kaynagm tanimlanmasi
gerekmektedir. Adipoz doku, ¢oklu potansiyele (multipotent) sahip hiicreleri yapisinda
bol miktarda barmndirir. Bu ¢alismada, adipoz kaynakli kok hiicrelerin fenotipik ve
fonksiyonel diiz kas hiicrelerine farklilasma kapasiteleri belirlenmistir. Farklilasmay1
indiiklemek amaciyla, adipoz kaynakli kok hiicreler diiz kas farklilagsma besi yeri ile
kiiltiire edilmistir. Kok hiicrelerden diiz kas hiicrelerine farklilasan hiicrelerde diiz kas
hiicresine 6zel aktin (ASMA), kalponin, kaldesmon, SM22, agir zincirli miyozin (MY -
HC), ve smoothelin gibi proteinlerin ifadeleri artmistir. Adipoz kaynakli ¢oklu
potansiyele sahip hiicrelerin klonal ¢alismalar1 ii¢ germ tabakasina farklilasma
kapasitelerine ilave olarak diiz kas hiicrelerine de farklilasabildikleri gosterilmistir. Asil
onemlisi, diiz kasa farklilagsmis hiicreler, farmakolojik maddelere karsi dogrudan bir
kasilma ve gevseme gibi fonksiyonel oOzellikler gostermistir. Sonug¢ olarak, adipoz
kaynakli kok hiicreler fonksiyonel diiz kas hiicrelerine farklilagsma potansiyeline sahiptir
ve bu nedenle, adipoz doku diiz kasin 6nemli bir rol oynadig1 hasarli dokularin tedavisi

icin 6nemli bir hiicre kaynagi olarak kullanilabilir (Rodriguez vd. 2006).

Diiz kas tabakasmin kan damarlarinda homeostaziyi énlemek gibi 6nemli bir gorevi
vardir. Bu nedenle, fonksiyonel bir diiz kas tabakasinin olusturulmasi doku
miihendisligi yaklasimi ile iiretilen kan damarinin insas1 i¢cin 6n sarttir. Bu ¢aligmada,
atimli bir biyoreaktor sistemi altinda insan adipoz dokusu kaynakli kok hiicrelerden
farklilastirilmig diiz kas hiicrelerinin kullanilmasiyla edilen kiiciik capta (< 6 mm)
elastik damar duvarlarmin insa fizibilitesi incelenmistir. Kok hiicreler doniistim biiyiime
faktorii beta 1 (TGF-B1) ve kemik morfogenetik proteini-4 (BMP4) ile 7 giin siireyle
indiiklendiginde, diiz kas hiicresi fenotipini alarak ASMA, kalponin, MY-HC gibi 6zel
diiz kas hiicresi isaretcilerini ifade ettigi bulunmustur. Kok hiicrelerden farklilasan diiz

kas hiicreleri orgiisel olmayan PGA mesine ekilmis ve elde edilen hiicre-iskele
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kompleksi atimli bir biyoreaktdr sistemi igine alinarak 8 hafta boyunca takip edilmistir.
8 hafta boyunca dinamik kosullara maruz birakilan damar duvarlarinin dogal damara
benzer bi¢imde yogun ve iyi organize oldugu gozlenmistir. 3 boyutlu PGA iskelesine
ekili diiz kas hiicrelerinin dinamik kosullar altinda fenotipini korudugu ve dogal
esdegerlerine kiyasla yliksek oranda iskele icinde kollajen iirettigi belirlenmistir. Statik
kosullarda kiiltiire edilen orneklerde ise kasilmada gorevli proteinlerin seviyelerinin
diisiik oldugu histolojik calismalarla gosterilmistir. Asil 6nemlisi, dinamik kosullara
maruz birakilan iskele-hiicre yapisinin mekanik 6zelliklerinin statik kosullara maruz
birakilan orneklerden dikkat cekici oranda iyi oldugu bulunmustur. Sonug olarak,
adipoz kaynakli kok hiicreler damar doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan diiz
kas hiicreleri i¢cin yeni bir kaynak olabilir ve elastik kii¢iik ¢caplt damar duvarlar1 kok
hiicrelerden farklilasan diiz kas hiicrelerinin ekildigi PGA iskelesinden iiretilmesi

miimkiin olabilir (Wang vd. 2010).

Biyobozunur iskele, biyo-taklit bir perflizyon sistemi ve farkli canlilarin damarlarindan
izole edilmis endotel ve diiz kas hiicrelerinin kullanilmasiyla laboratuvar kosullarinda
basarili bir bigimde kii¢iik ¢apli damar greftler insa edilmistir. Buna ragmen, bu teknik
insanlara uygulandiginda tiirler aras1 farkliliklardan ve yastan 6tiirii ciddi problemler
olugmaktadir. Yash kisilerden elde edilen diiz kas hiicreleri limitli cogalma kapasitesine
sahiptirler ve kan damarlarmin mekanik 6zellikleri i¢in 6nemli olan kollajeni diisiik
oranda sentezlemektedirler. Alternatif bir hiicre kaynagi olarak, eriskin insan kemik
iligi kaynakli MKH’lerin hem kiiltiir kabinda hem de biyoreaktor sisteminde diiz kas
hiicrelerine farklilasmasi kabiliyetleri ¢alisilmistir. Indiiksiyonun 14. giiniinden sonra
MKH’lerin erken ve orta donem diiz kas isaretcileri olan ASMA ve kalponin ifade
etmeye basladigi immiinofloresans teknikler ile gdsterilmistir. Optimize sartlar altinda
iiretilmis damar duvarlar1 histolojik ve molekiiler teknikler ile incelenmis ve dogal
dokuya benzer ozellikler gosterdigi bulunmustur. Sonug olarak, kemik iligi kaynakl
MKH’ler, damar miihendisligi alanina yeni bir kaynak olabilmektedir (Gong ve

Niklason 2008).

Doku miihendisligi arterlerinin in vitro kosullarda tretimi ile ilgili geleneksel

yaklagimlar hiicre kiiltiirii ve malzeme hiicre etkilesimine dayanmaktadir. Ongériilen
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cogu uygulamada, kiiclik otolog kan damari eksplante edilir ve kan damarlarinda
mevcut hiicre hatlart i¢in bir kaynak olarak kullanilir. Bu g¢aligmada, tasarlanmis
arterlerin tiretimi igin kiiciik otolog greftlerin kullanilmasi amag¢lanmistir ve bununda
cazip bir baslangi¢ noktasi oldugu diigiiniilmiistiir. Yavru domuzlardan (yaklasik 30 kg)
elde edilen karotid arterler perfiizyon sitemine ex vivo kosullar altinda uzunlamasimna
yerlestirilmis ve 9 giin boyunca perfiizyona maruz birakilmistir. Bu fizyolojik gerilme
sayesinde arterin boyunda baslangica gore %40°lik bir uzama meydana geldigi tespit

edilmistir (Clerin vd. 2003).

Adipoz doku bilesiminde endotel hiicreler, yag hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve
Uluslararas1 Hiicresel Tedaviler Derneginin dl¢iitlerini belirledigi mezankimal dnciil ve
stromal hiicreleri iceren heterojen bir hiicre popiilasyonu icerir. Bu ¢alismada, insan
adipoz dokusundan stromal vaskiiler fraksiyonlar kullanilmig ve kantitatif RT-PCR,
antijen ifadesi, protein parmak izi, ¢ogalma kinetikleri, in vitro 3 soy farklilasmasi, diiz
kas hiicreleri ile ilgili gelisimsel yolaklar1 modiile eden kiiclik molekiillere olan
fonksiyonel tepkiler karakterize edilerek fonskiyonel olarak dogrulanmis mezenkimal
kok hiicre kiiltiirleri ile kiyaslanmistir. Stromal vaskiiler fraksiyon kaynakl ilk kiiltiirler
(PO) iceriginde higcbir bliylime faktorii veya rekombinant sitokin icermeyen ve
mezenkimal kok hiicreler i¢cin optimize edilmemis tanimli bir besi yeri ile kiiltiire
edilmistir. Bu kosullar altinda tutunan hiicrelerin islevsel olarak dogrulanmis
mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerine gore belirgin fenotipik ve biyolojik ozellikleri

oldugu tespit edilmistir (Basu vd. 2011).

Klinik olarak kullanima uygun kiig¢iikk capli doku miihendisligi damar greftlerinin
gelistirilmesi Oniindeki en 6nemli engel iskele bilesimidir. Dogal damarlar ile benzer
yapisal ve mekaniksel Ozellikler gosterebilen ve daha iyi bir hiicre entegrasyonu,
tutunmasi ve ¢ogalmasi saglayan iskele gereksinimi vardir. Bu ¢alismada, kiigiik capli,
¢ift tabakali, sentetik elastomerik biyobozunur bir iskele gelistirilmistir. Iskele, hiicre
tutunmasina ve ¢cogalmasina olanak saglayan yiiksek oranda gozenekli bir i¢ tabaka ve
elektro-egirme teknigi ile olusturulmus lifsi dis tabakadan olusmaktadir. Iskele
morfolojisi ve mekanik 6zellikleri degerlendirilmis ve dogal damarlar ile kiyaslanmistir.

Iskele iizerine eriskin kok hiicreleri ekilmis ve dinamik kosullar altinda 7 giin boyunca
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kiiltiir stirdiiriilmiistiir. Bu yaklasimla iiretilen hiicreli doku miihendisligi iiriinlerinin
gelecekte klinik uygulamalar i¢in katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Soletti vd.
2010).

Kiigiik ¢aptaki (<5 mm) kan damarmin doku miithendisligi yaklagimi ile iiretimi otolog
damar greftlerine bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fonksiyonel, tutunmus,
kayma gerilimi olan endotel hiicre tabakasinin gelistirilmesi basarili doku miithendisligi
greft uygulamalar1 6niindeki 6nemli engellerden bir tanesidir. Bu ¢alisma ile 3 boyutlu
kardiyo-vaskiiler yapida tam dolulukta endotel hiicre tabakasinin olusturulmasi ve
olusan bu tabakanin hiicre dig1 matriks bilesimi ve yapmin mekanik o6zellikleri iizerine
etkisinin tanimlanmas1 amaclanmistir. Kardiyo-vaskiiler yapilar fibrin jelin kullanildig:
PGA ve poli-4-hidroksi biitirat {izerine miyofibroblastlar ekilerek elde edilmistir. 3-4
hafta sonra, endotel hiicreler yapiya ekilmis ve EGM-2 besi yeri kullanilarak 1-2 hafta
stire ile ko-kiiltiir yapilmistir. Tam dolulukta endotel tabakasi olusturulabilmis ve 2
hafta siire boyunca kiiltiir siirdiiriilmiistiir. EGM-2 besi yeri miyofibroblastlarn kollajen
iiretimini azaltmig ve bunun sonucu olarak daha zayif bir iskele elde edilmistir. Endotel
hiicreler ile ko-kiiltiir islemi kollajen igerigini diisiirmiistiir ancak yapinin mekanik
ozellikleri ¢cok etkilenmemistir. 3 boyutlu insan kardiyo-vaskiiler yapisinda tam dolu bir
endotel tabakasi insa edilmistir. Endotel tabakas1 1-2 hafta siire ile ko-kiiltiire alinmistir.
Miyofibroblast hiicrelerinin iirettigi kollajen miktarinda azalma olmasma ragmen 1
hafta siire endotel hiicreler ile ko-kiiltiire edilen yapmin yeterli mekanik ozelliklere

sahip oldugu gorilmistiir (Pullens vd. 2009).

Bu c¢alismada, endotel hiicreler ve diiz kas hiicrelerinin in vitro kosullarda ko-kiiltiirii
icin kan damarlarinin saglikli ve hastalikli durumunu taklit edebilen bir platform
gelistirilmistir. TGFB1 ve heparin ile etkilestirilmis diiz kas hiicrelerinde ASMA ve
kalponin gibi diiz kas isaretcilerinin ifadesi artmustir (homotipik model). Ilging bir
bi¢imde, neredeyse tam doluluk oraninda endotel hiicrelerin diiz kas hiicreleri {izerine
ekilmesi (heterotipik model) ASMA ve kalponin ifadesini homotipik modele gore daha
fazla arttirdigr gozlenmistir. Sonug olarak, gelistirilen bu yapmin saglikli bir damar

dokusu igin dnemli oldugu belirlenmistir (Chaterji vd. 2010).
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Dogal kan damarlarma kiyasla, klinikte kullanilan diger tiim kan damari yedekleri
standardin altindadir. Doku miihendisligi yaklagimi ile kan damar: iiretiminde farkl
iskele malzemeleri, hiicre tipleri ve kiiltlir kosullar1 takip edilmektedir. Arteriyel sistem
uygulamalarindan once sistemde mevcut birgok problemin ¢6ziilmesi gerekmektedir.
Bu calismada, koyun sistemik dolagimma implantasyon i¢in uygun canli kan
damarlarinin doku miihendisligi yaklasimi ile iiretilmesi amaglanmaktadir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, damar diiz kas hiicreleri eksplant teknik yardimi ile
cogaltilmaktadir. Buna ragmen bu ¢alismada farklilasmis damar diiz kas hiicrelerinin
homojen popiilasyonu enzimatik tekniklerle elde edilmis ve diiz kas hiicrelerine 6zel
proteinler ile karakterize edilmistir. Eksplant teknigin aksine daha az sayida farklilagsmis
miyofibroblast hiicreleri olusmustur. Enzimatik teknik ile elde edilen damar diiz kas
hiicreleri P-4-HB iskeleleri {izerine ekilmis ve hem dinamik hem de statik kosullarda
kiiltiire edilmistir. Dinamik kosullarda kiiltiire edilen doku miihendisligi damar yedegi
tam dolu doku tabakalar1 olusturmus ve tamamen su ge¢irmez Ozellik gostermistir.
Hiicre dis1 matriks sentezi, DNA ve damar diiz kas hiicrelerinin ifade ettigi isaretgilerin
miktar1 artmistir. Biyoreaktorde kiiltliire edilen doku miihendisligi kan damarlarmin
mekanik 6zellikleri dogal aorta yaklasmistir. Sonug olarak koyun kan damar1 yedekleri
enzimatik teknik kullanilarak elde edilen diiz kas hiicreleri, biyoemici iskeleler ve

uygulanan kayma gerilimi ile basaril1 bir bi¢imde iiretilmistir (Opitz vd. 2004).

Kalp ve damar cerrahisi alanindaki doku miihendisligi uygulamalar1 kalp ve damar
hastalarinin tedavisi i¢in biiyiik umut vaat etmektedir. Su anda kullanilan sentetik damar
greftlerinin trombojenite, artan enfeksiyon riski ve diisiik yenilenme potansiyeli gibi
bir¢ok smnirlamalar1t mevcuttur. Bu ¢aligmayla otolog kemik iligi kaynakli mono niikleer
hiicrelerin biyobozunur tiibiiler iskelelerin iizerine ekilmesiyle olusturulan doku
mithendisligi damar grefti kullanimin fizibilitesinin degerlendirilmesi ile ilgili ilk klinik
deneme tamamlanmigtir. Mitkemmel bir giivenlik profiline karsin klinik denemelerden
gelen verilere gore doku mithendisligi damar greftinin ilki ile ilgili komplikasyonun
daralma oldugu ve greftlerin yaklasik %16’sin1 implantasyon sonrasi ilk yedi y1l i¢inde
etkilendigi belirlenmistir. Yeni damar dokusunun olusumu altinda yatan hiicresel ve

molekiiler mekanizmalar hakkinda devam eden arastirma temel anlayisimiz1 gelistirecek
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ve ikinci nesil doku miithendisligi damar greftinin {iretilmesi ilgili tasarimlarin altinda

yatan gergekleri anlamamiza olanak saglayacaktir (Naito vd. 2011).

Son yirmi yilda, doku miihendisligi damar yedeklerinin gelistirilmesi kalp ve damar
doku miihendisligi alanindaki bir¢ok arastirmaya konu olmustur. Biyolojik fonksiyon
gosterebilen kan damar1 es degerlerinin insasi i¢in birgok yontem ortaya konulmustur.
Bu yontemler hiicre ekilmis kollajen jeller, hiicre ekilmis biyobozunur sentetik polimer
iskeleler, kendiliginden diizenlenen hiicre ve hiicrelerinden arindirma gibi teknikleri

icermektedir (Nerem ve Seliktar 2001).

Damar diiz kas hiicrelerinin dogal arterde 6nemli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
biiyiik pay1 vardir ve bu nedenle diiz kas hiicrelerinin doku miihendisligi kan damarlar1
iretiminde mutlaka iskele i¢inde yer almasi gerekmektedir. Dogal biyomalzemelerin
kendilerine 0zgli mimarisi ve diisik gozenekli yapilarindan Otiirii, damar doku
miihendisligi uygulamalarinda diiz kas hiicrelerinin malzeme ile biitiinlesmesi dniinde
problemler olusmaktadir. Bu amagla, hiicrelerinden arindirilmis domuz karotid arteri
iizerine damar diiz kas hiicrelerinin ekimi, yayilmasi ve olgunlasmasi i¢in etkili bir
yontemin gelistirilmesi amaglanmistir. Adventisya tabakasini igeren hiicrelerinden
armdirilmis damarlar {izerine statik kosullarda sican aortik diiz kas hiicreleri pipetleme
yapilarak ekilmistir. Hiicre ekimini takiben, hiicre tutunmasi, yayilmasi ve olgunlasmasi
icin yeniden hiicrelendirilen damar yapilar1 6zel olarak tasarlanmis bir biyoreaktor
sistemi i¢cine 1-2 hafta siire ile yerlestirilmistir. Damar diiz kas hiicreleri ilk olarak
hiicrelerinden armndirilmis domuz arterinin adventisya tabakasma tutunmustur. ilave
olarak, biyoreaktor kosullar1 (akis ve basmng) birinci hafta boyunca damar diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu arttirmis ve adventisya tabakasi yoklugunda muskiilerize
bir orta tabakanm olusumunu hizlandirmistir. Bu c¢alismanin en 6nemli bulgusunun
biyoreaktor kosullarmin 6zellikle adventisya tabakasi soyulmus olan hiicrelerinden
arindirilmig iskelelerde belirgin bir muskiiler tabakanmn olusumunun hizlanmasi oldugu

bildirilmistir (Yazdani vd. 2009).

Elastin sentezi ve fizyolojik uyum kan damari1 doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in

onemli bir zorluktur. Bu c¢alismada, biyouyumlu elastomerik bir iskelenin yapida
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fizyolojik uyumu arttiran kollajen ve elastin gibi proteinlerin ortak ifadesindeki artisi
destekleyebilecegi bildirilmistir. Biyobozunur bir elastomer olan poli(gliserol
sebakat)’dan yiiksek gozenekli tiibiiler iskeleler tiretilmistir. Primer babun arteriyel diiz
kas hiicreleri iskelenin limen kismma ekilmis ve kiiltiir 1 hafta boyunca iliman
perflizyon sistemi altinda devam ettirilmistir. Babun periferal kanindan izole edilen
endotel progenitor hiicreler 8. giinde dogrudan diiz kas hiicre tabakasina ekilmistir.
Yapi, atimlt bir akig sistemi altinda 2 hafta daha kiiltiire edilmistir. Diger bir deney
protokoliinde, diiz kas hiicreleri 7 hafta boyunca kiiltiire edilmis ve endotel progenitor
hiicreler ile 1 hafta boyunca ko-kiiltiir yapilmistir. Yapida olusan kollajen bantlar
Masson trikrom ile karakterize edilirken elastin ise Verhoff boyamasi ile karakterize
edilmistir. Diiz kas ve endotel progenitor hiicrelerin ko-kiiltiiri ve mekanik
sartlanmanin kombinasyonu sonucu olusan yapi dogal hiicre dig1 matrikse yakmn bir
gorlintii  sergilemistir. Elastomerik iskelenin kan damar doku miihendisligi
uygulamalarinda 6nemli bir zorluk olan fizyolojik uyum icin rehberlik edebilecegi

diistiniilmektedir (Gao vd. 2008).

Gilintimiizde, kalp ve damar cerrahisinde kullanilan biyobozunur olmayan sentetik
polimer damar greftlerinin dokuya tam biitiinlesme potansiyeli yoktur. Doku
miihendisligi damar greftleri bu problemleri ¢ozebilir. Bu ¢aligmada, hiicrelerinden
armdirilmis doku matriksleri ve otolog kemik iligi kaynakli hiicrelerin kullanilmasiyla
bir doku miihendisligi damar grefti gelistirilmis ve in vivo kosullarda dogal doku ile
uyusma ve damar tekrar modellenme gibi 6zellikler test edilmistir. Damar diiz kas
benzeri hiicreler ve endotel benzeri hiicreler kemik iligi mono niikleer hiicrelerin in vitro
farklilastirilmasi ile elde edilmistir. Doku miihendisligi damar greftleri hiicrelerinden
armdirilmis domuz abdominal aortu iizerine bu hiicrelerin ekilmesi ile iiretilmis ve 4
yasinda kemik 1iligi dondrii olarak kullanilan domuzlarmm abdominal aortlarina
transplante edilmistir. Transplantasyondan 18 hafta sonra, ii¢ boyutlu doku miithendisligi
damar grefti dogal abdominal aortlara gore kiyaslanmistir. Damar yeniden
modellenmesi  sonucu  molekiillerin  ifadelerindeki  degisim RT-PCR  ve
immiinhistokimya analizleri ile belirlenmistir. Transplantasyondan 18 hafta sonra, tiim
doku miihendisligi damar greftlerinin hi¢ birinde belirgin bir tromboz, dilatasyon ve

stenoz olugmamustir. Kollajen ve elastin varliginda endotel ve diiz kas tabakalarmin
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rejenere  oldugu histolojik ve immiinhistokimyasal analizlerle gosterilmistir.
Hiicrelerinden arindirilmig doku matrikslerinin ve otolog kemik iligi mono niikleer
hiicrelerin kullanildig1 doku mithendisligi damar greftleri in vivo kosullarda dogal doku

ile uyusma ve yeniden modellenme gostermistir (Cho vd. 2009).

Damar endotel hiicrelerinin kanmn pihtilagsmas: gibi bircok dogal fonksiyonun
diizenlenmesinde &nemli gdrevleri vardir. ilave olarak endotel hiicreler immiinolojik
hastaliklarin aterojenezi ve tiimor anjiyogenezi gibi gorevler de listlenmektedir. Bu
hiicreler seker hastaligi sonucu olusan arteriosklerotik hasarlarin ge¢ donem
komplikasyonlarmin patofizyoloji ve enflamatuvar hastaliklarda 16kosit adezyonu gibi
calismalarda siklikla kullanilir. Primer arteriyel ve vendz endotel hiicre kiiltiirleri
iizerine otoptik malzeme uygunlugu ve hiicre kiiltiirlerinin tekrarlabilirligi gibi bir¢ok
problemli ¢calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismada, insan aortik endotel hiicrelerin in vitro
kosullarda uzun donem Kkiiltiirleri i¢cin yeni bir izolasyon ve karakterizasyon yontemi
tasarlanmustir. izole edilen hiicreler t-PA ve PAI-1 gibi anti-trombotik ve trombotik
faktorleri, enflamasyonda 6nemli olan TNFa, nitrik oksit ve endothelin liretmektedir.
Bu yeni sistem damar patojenlerindeki degisimlerin ve yaslanmanin molekiiler

mekanizmalarini anlamamizda ¢ok yararl olabilir (Donnini vd. 2000).

Sican aortundan izole edilen endotel hiicrelerinin ve diiz kas hiicrelerinin primer
kiiltlirleri, saflastirilmast  ve biyolojik karakteristikleri arasindaki farkliliklar
arastirilmistir. Endotel hiicreler damar halka tutunmasi, kollajenaz ile sindirme ve ileri
damar halka tutunmasi gibi yontemler ile elde edilirken diiz kas hiicreleri sican aortunun
doku kesitlerinden izole edilmistir. Endotel hiicre klonlar1 simirlandirilmis diliisyon testi
ile se¢ilmistir. Tim hiicre tipleri 6zel hiicre immiino-floresans isaretcileri ve faz
konstrast mikroskopisi ile hem tek hiicre hem de koloni seviyesinde tanimlanmistir.
Hiicre cogalmasi, kit-8 ile tanimlanmistir. Diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreleri
arasindaki farkliliklar tripsine karsi duyarlilik zamani, tutunma zamani ve dondurulma-
¢oziilme sonrasi canlilik ¢caligmalari ile gosterilmistir. Sonug olarak primer sigan endotel
hiicre ve damar diiz kas hiicre kiiltiirleri farkli morfolojik karakteristikler, cogalma hizi,

tutunma zamani, tripsine olan duyarhlik ve dondurulma-¢oziilme sonrasi canlilik
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gostermistir. Bu arastirma kan damarlarinin rejenerasyonu caligmalarini konu olan

uygulamalar i¢in temel bir kaynak olabilir (Hu vd. 2009).

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ¢oklu potansiyelde oldugu ve kemik,
yag, kikirdak ve noral hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipine farklilasabildigi bildirilmistir.
Son yillarda, bir¢ok yazar in vitro kosullarda adipoz kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin damar endotel benzeri hiicrelere farklilagabilecegini rapor etmektedir. Buna
ragmen, bu raporlar fetal buzagi serumu iceren besi yeri kullanilmasiyla endotel
farklilagsmanin yapilabilecegini soylemektedir. Bu ¢aligmada, fare adipoz mezenkimal
kok hiicrelerinin serumsuz besi yeri ortaminda damar endotel hiicrelerine farklilagsmasi
icin yeni bir yontem gelistirilmistir. Farklilasmanin ardindan, hiicrelerin %80°ninden
fazlasinin damar endotele-6zgii isaret¢i proteinleri ifade ettigi ve in vitro kosullarda
diisiik yogunluklu lipo-protein endositozunda artisin oldugu belirlenmistir. Bu protokol
adipoz mezenkimal kok hiicrelerin damar endotel hiicre soylarina farklilagmasimin

mekanizmalarini anlamamiza yardimci olabilir (Konno vd. 2012).

Endotel progenitér hiicreler nispeten nadir hiicre popiilasyonlar1 olusturur ve yeteri
hiicre sayilarma ulagilmasi halen bir sorun olmaya devam etmektedir. Bunun aksine,
insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler kolay bir bigimde izole edilebilir ve
endotel hiicrelere farklilagabilme yetenegine sahiptir. Bu calismada, ¢oklu potansiyele
sahip endotel benzeri hiicrelerin izolasyonu ve uzun donem damar progenitor
ozelliklerini koruma kapasiteleri karakterize edilmistir. Insan adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicreler lipo-aspiratlardan izole edilmis ve farkl kiiltlir agamalar1 takip
edilerek icerigindeki ¢oklu potansiyele sahip endotel progenitér hiicrelerin ¢ogalmasi
saglanmistir. Bunun icin DMEM-FBS (1. asama), serumsuz DMEM (2. asama), SFO3
besi yeri (3. asama) ve son olarak kollajen tip IV kapli doku kiiltiir kaplarinda EGM-2
besi yeri (4. asama) kullanilmistir. Coklu potansiyele sahip endotel progenitor
hiicrelerinin endotel ve hematopoetik soy isaret¢ilerinde (CD45, KDR ve CXR4) artis
meydana geldigi tespit edilmistir. ilave olarak, endotel progenitér isaretgilerinin (CD34
ve CD133) ifadesinde artig olurken CD31 ifadesinin zayif oldugu tespit edilmistir.
Onemli olarak, bu hiicre hatlarmin kalp kasi benzeri hiicrelerine farklilagma

kapasitelerinin oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak bu yontemle, lipoasiprat kaynakli
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adipoz kok hiicrelerden etkili ve yliksek miktarlarda ¢oklu potansiyele sahip endotel
benzeri hiicrelerin elde edilebilecegi ve hiicrelere dayali tedavilerin kullanildig: kalp ve
damar rejeneratif tibbmin agik bir potansiyel kaynagi oldugu disiiniilmektedir.
(Marchal vd. 2012).

Bu ¢aligmada, adipoz dokudan CD31, CD34 ve CD106 (VCAM-1) negatif ve fetal
karaciger kinazi (Flk-1) pozitif hiicreler izole edilmistir. Bu hiicreler in vitro kosullarda
osteojenik ve kondrojenik soylara farklilastirilabilir ve literatiirde adipoz kaynakli
eriskin kok hiicreler olarak yer almaktadir. Bu hiicrelerin endotel progenitoér hiicre
karakterine sahip oldugu gosterilmistir. VEGF ile kiiltiire edilen adipoz kok hiicrelerin
in vitro kosullarda endotel isaretgileri ifade ettigi tespit edilmistir. Adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicreler in vivo kosullarda bacak iskemi modelinde neo-anjiogenezden
sorumlu endotel hiicreleri tetiklemek i¢in kullanilabilir. PI3 kinaz inhibitér LY294002
adipoz kok hiicrelerin endotel hiicrelere in vitro kosullarda farklilasmasini bloke
etmektedir. Sonu¢ olarak, hiicresel pro-anjiogenik tedavilerde adipoz kaynakli kok

hiicreler endotel hiicreleri i¢in potansiyel bir kaynak olabilir (Cao vd. 2005).

Amniyonik sivi oOzellikle otolog hiicrelerin izole edilip kullanildigi neo-netal
uygulamalarda umut verici bir kok hiicre kaynagidir. Bu calismada, cesitli maddeler
kullanilarak amniyonik sivi kaynakli kok hiicreler endotel hiicrelere farklilagtirilmis ve
fonksiyonlar1 belirlenmistir. Farklilasmamis amniyonik kaynakli kok hiicrelerin normal
karyotipte oldugu ve embriyonik kok hiicre isaret¢isi olan SSEA-4, hematopoetik kok
hiicre isaretcisi c-kit ve mezenkimal kok hiicre isaretcileri CD29, CD44, CD73, CD90
ve CD105 pozitif oldugu belirlenmistir. Ilave olarak bu hiicreler, endotel isaretgisi
CD31 ve hematopoetik farklilasma isaret¢isi CD45 negatiftir. Kok hiicreler VEGF’in
farkli derigimlerini igeren endotel cogaltma besi yeri ile kiiltiire edilmistir. 2 hafta sonra,
farklilasan kok hiicreler von Willebrand faktor, endotel nitrik oksit sentaz, CD31, VE-
Cadherin ve VEGF reseptorii 2’yi ifade etmislerdir. CD31 ifadesindeki artiy VEGF
derisimi ile dogru orantili olarak degismistir. Elde edilen deney sonuglarmna gore,
amniyonik sivi  kaynakli kok hiicreler fonksiyonel endotel benzeri hiicrelere
farklilagabilmekte ve rejeneratif tip stratejilerinde kullanilan damar yedeklerinin insas1

icin potansiyel olusturmaktadir (Benavides vd. 2012).
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Ozelliklerinden dolay: lifsi yapida polimerik malzemeler doku miihendisligi iskeleleri,
filtre cihazlari, sensorler ve yiliksek dayanima sahip hafif malzemelerin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Elektro-egirme polimerik nano lifsi malzemelerin {iretiminde
kullanilan yaygin ve etkili bir yontemdir. Elektro-egirilmis nano lifler 2 paralel levha
arasinda toplanir. Bu iki levha arasindaki mesafe onemlidir ve toplanan liflerin
uzunlugunu belirler. Elektro-egirme teknigi parametrelerinin maksimum lif uzunlugu,
ortalama lif ¢ap1, homojenlik ve lif kalitesi lizerine etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada,
PCL’dan 350 nm ile 1 um arasmda degisen caplarda lif elde edilmistir. iki levha
arasindaki mesafe ise 35-50 cm arasinda ¢alisilmistir. Deneysel sonuglar gore paralel
plakalar arasindaki mesafenin artmasiyla 50 cm’nin {izerinde tek par¢a nano liflerin elde
edildigi belirlenmistir. Polimer derigiminin, toplayici plaka boyutunun ve uygulanan
gerilimm maksimum 1if uzunlugu, lif cap1 ve homojenite iizerinde etkili oldugu

belirlenmistir (Beachley ve Wen 2009).

Bu calismada, nano/mikro yapili biyobozunur PLCL o6rgiisii elektro-egirme teknigi ile
hazirlanmistir. Farkli kompozisyonda PLCL (70/30, 505/50 ve 30/70), PLL ve PCL
metilen kloriirde (diklorometan) ¢oziilmiis ve elektro-egrilmis mikro lifsi orgiiler elde
edilmistir. PLL mikro liflerden mamul tabakanin ylizeyinde ve alt yiizeyinde yaklasik
200-800 nm gozenek capinda bosluklarin oldugu ve bu 6zelligin ise kaprolakton iceren
diger polimerlerde olmadigir gézlenmistir. PLCL 50/50°den mamul mikro lifsi orgi
elastomerik 6zellikler tasimaktadir. Nano dlgekte liflere sahip PLCL 50/50 (yaklasik 0,3
veya 1,2 mm c¢apmda) tabakasi 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol’in ¢6ziicii olarak
kullanilmasiyla elektro-egrilmistir. Lif ¢apindaki azalmanin gdzenek boyutunu azalttigi
ancak bunun aksine iskelenin lif yogunlugunu ve mekanik 6zelliklerini arttigi civali
porozimetre ile belirlenmistir. Insan gdbek bag1 veni endotel hiicrelerinin diisiik capl
lifsi tabaka (0,3 ve 1,2 mm capinda) iizerinde iyi bir bi¢imde tutunarak ¢ogaldigi, daha
yogun lifsi tabakalarda ise hiicre tutunmasi ve yayilmasimnin ciddi oranda diistiigii ve
biiyiik capli lifsi tabakalarda ise (7,0 mm c¢apinda) hi¢bir hiicre tutunmasmin
gerceklesmedigi  gozlenmistir.  Elektro-egrilmis PLCL  50/50’nin  biyomedikal
uygulamalarindaki potansiyeli tartigilmigtir (Kwon vd. 2005).
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Dogal dokunun hiicre dis1 matriksine benzer Ozelliklerde biyobozunur PCL ve
kollajenden 300-700 nm ¢apinda nano liflere sahip tabakalar elektro-egirme teknigiyle
tiretilmistir. Insan koroner arter diiz kas hiicreleri bu nano lifsi matriksler {izerine
ekilmis ve nano liflerin rehberliginde normal fenotipik sekillerini koruyarak
cogalmislardir. Diiz kas hiicreleri ve nano lifsi matriks arasindaki etkilesim SEM, MTS
testi, tripan mavisi diglama testi ve lazer taramali konfokal mikroskopisi ile karakterize
edilmistir. Sonug olacak, kollajen kapli PCL nano lifsi matriks ve doku kiiltiir kabina
tutunan hiicrelerin yayilma ve ¢ogalma hizlar1 arasina bir farklilik goriilmemistir. Diiz
kas hiicrelerinin kollajen kapli PCL nano lifsi matriks i¢ine dogru goc ettigi ve diiz kas
doku yapisini aldig1 belirlenmistir. Bu yaklasimin bir¢ok doku miihendisligi uygulamasi
icin farkli boyut ve sekillerde matriks iiretimi i¢in yararl olabilecegi diisiiniilmektedir

(Venugopal vd. 2005).

P(LLA-CL) (75:25) polimerinden elektro-egirme teknigi yardimi ile nano lifsi tabakalar
elde edilmistir. Elektro-egirme parametreleri ve lif ¢cap1 arasindaki iligki arastirilmastir.
Polimer derisimindeki azalma ve gerilimdaki artmanm olusan liflerin ¢aplarinda
kiiciilmeye neden oldugu belirlenmistir. X 1smlar1 difraktometresi ve diferansiyel
taramal1 kalorimetre sonuglarina gore elektro-egrilmis nano lifler islem swrasinda CL
birimlerinin yiiksek oranda yonlenmesi ile olusmustur. Nano lifsi iskelenin
biyouyumlulugu hiicre kiiltiirii ¢alismalari ile belirlenmistir. Hem diiz kas hiicreleri hem

de endotel hiicreleri nano lifsi P(LLA-CL) iskelesi iizerine yiiksek oranda tutunmus ve

yayilmistir (Mo vd. 2004).

Essiz biyouyumlu P(LLA-CL) (75:25) kopolimerinden yonlendirilmis nano lifsi iskele
elektro-egirme teknigi ile ftretilmistir. Olusturulan liflerin ¢ap1 yaklastk 500 nm
civarindadir ve yonlenmis topografi dogal arterin medya tabakasinda mevcut lif¢ikleri
taklit etmektedir. Iskele ile insan koroner arteri arasindaki etkilesim MTS testi, faz
kontrast 15tk mikroskobu, taramali elektron mikroskobu, immiinohistoloji ve lazer
taramali konfokal mikroskobu ile ayr1 yar1 belirlenmistir. Doku kiiltiir polistreni ve
P(LLA-CL) filmleri kontrol grubu olarak kullanilmistir. Sonuglara gore, diiz kas
hiicreleri yonlenmis nano lifsi yapiya tutunarak bir yon boyunca yayilmis ve igsi

gerilmis fenotipini almistir. Diiz kas hiicrelerinin hiicre iskelet proteinleri lif hatlar
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boyunca yonlenmistir. Hiicrelerin yonlenmis lifsi yapiya tutunma ve yayilma hizlari
film formuna gore belirgin bir bicimde farkli oldugu saptanmistir. Yukarida bahsi gegen
sonuglara gore, sentetik yonlenmis lifsi matriks hiicre dis1 matriksi taklit edebilmekte ve
in vivo benzeri damar yapilari olusumuna olanak saglamaktadir. Bu iskelenin 6zellikle
damar doku miihendisligi uygulamalarinda uygun bir doku miihendisligi yapisi

olabilecegi diisiiniilmektedir (Xu vd. 2004).

Doku miihendisligi ve klinik uygulamalarda siklikla kullanilan biyobozunur FDA onayli
polimerler poli(a-hidroksi) esterlerdir. Elektro-egirme teknolojisi ile lifsi iskele
iretiminde siklikla alt1 farkli poli(a-hidroksi) ester kullanilir. Bu elektro-egrilmis
polimerlerin fiziksel ve biyolojik 6zellikleri de karakterize edilmistir. Bu polimerlerin
elektro-egrilmesi ile elde edilen yapilar dogal hiicre dis1 matrikse benzer ozellikler
gosterdiginden iiretim parametrelerinin optimizasyonu gereklidir. Kullanilan polimerin
tipine gére 300 nm-1.5 um arasinda degisen lif ¢aplarin sahip yiiksek gbézenekli {i¢
boyutlu iskelelerin iiretilebilecegi elektron mikroskobu verileri ile gosterilmistir. PGA
ve PLGA (50:50) lifsi yapilar1 PLA ve PCL polimerlerine gore daha serttir. Ilave olarak,
PLLA iskeleleri diger polimerik iskelelere gore cok daha yiiksek hizlarda hiicre
(kikirdak ve mezenkimal kok hiicreleri) ¢ogalmasini desteklemektedir. PLLA ve PCL
temelli lifsi iskeleler kiiltiir kosullarinda hiicreler i¢in daha optimal destekler
olusturmaktadir. Bu verilerin 1s1ginda, elektro-egrilmis polimerik lifsi yapilarin doku
miihendisligi biyomalzemeleri i¢in umut vaat eden birer aday olacaklari

diisiiniilmektedir (Li vd. 2006).

Prostetik damar greft komplikasyonlarin1 6nlemek ve damar rekonstriiksiyonunda
kullanilmak tizere alternatif damar greftlerinin insasi arastirilmistir. Bu amagla damar
doku miihendisligi iskelelerinin {iretimi kilit rol oynamaktadir. Ciinkii gilinlimiizde
mevcut segenekler yeteri kadar hiicre tutunmasimna olanak saglamamakta ve yetersiz
mekaniksel 6zellikler sergilemektedir. Bu ¢aligmada, PCL/kollajen iskeleleri bir tavsan
aort-iliak by-pass modelinde kullanilmig ve iskelelerin fizyolojik sartlara olan uyumu ve
yapisinda hiicre ¢ogalmasini desteklemesi gibi ozellikleri incelenmistir. Elektro-
egrilmis iskeleler fizyolojik kosullar altinda damar hiicrelerinin tutunmasini ve

cogalmasini desteklemis ve endotelize greft kan akisi altinda tromboz olusumunu
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engellemistir. Sonug¢ olarak, damar hiicreleri ile kombine edilmis elektro-egrilmis
iskelelerin damar rekonstriiksiyonunda prostetik greftlere bir alternatif olabilecegi

diistiniilmektedir (Tillman vd. 2009).

Kiigiik ¢apa sahip sentetik damar greft malzemeleri, damar by-pass cerrahisinde insan
damarlarma tam uyum saglayamamaktadir. Yabanci yiizeyde endotelizasyon
gerceklesmez ve tromboz meydana gelirken, mekanik 6zelliklerinin yetersizliginden
otiric de intimal hiperplazi olusmaktadir. Rekombinant insan tropoelastinin
kullanilmasiyla kiigiik capa sahip sentetik bir damar kondiiiti gelistirilmistir.
Tropoelastinin - endotel hiicrelerinin  tutunmasint  ve proliferasyonunu sagladig:
gosterilmistir. Tek tabaka olusturabilen ve sentetik elastin ile capraz baglanan
tropoelastin diisiik trombojeniteye sahiptir. Plazma pihtilasma siiresi ile Olgiilen
koagiilasyonun intrinsik yolaginin aktivasyonu tropoelastin kullanimi ile diisiiriilmiistiir.
Trombosit tutunmasi kollajene kiyasla daha diisiiktiir. Trombosit etkilesimlerindeki
azalmalar ¢apraz bagh elastin iskelelere yansimistir. Daha sonra mekanik 6zellikleri,
uyumu, elastik modiilii ve patlama basinci insan i¢ meme arteri i¢in optimize edilen
elastin/PCL kondiiiti tropoelastin ile etkilestirilmistir. Ayrica, bu ¢ok katmanli kondiiit
kan akisina izin veren sentetik elastin bir lamina olusturmus ve kii¢iik 6l¢ekli bir tavsan
karotid inter-pozisyonu modelinde dikis tutabilme ve mekanik dayaniklilik gostermistir
(Wise vd. 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda, hiicrelerin ekilip ¢ogaltildigr steril doku kiiltiir kaplar
(Corning, NY, ABD), besi yeri olarak kok hiicreler igin DMEM:F12 (Dulbecco'’s
Modified Eagle Medium/Ham's F-12) (Lonza, Basel, Isvicre), endotel hiicreleri icin
EGM-2 Bullet Kit (Endotelial Cell Growth Medya Kit) (Lonza) ve diiz kas hiicreleri
icin Medium-231 (Smooth muscle cell medium)/SMGS (Smooth Muscle Growth
Supplement) (Gibco, NY, ABD) kullanilmistir. Besi yeri ekleri olarak L-glutamin,
penisilin-streptomisin (antibiyotik-antimikotik) ve fetal sigir serumu (FCS) (Lonza),
hiicrelerin pasajlanma isleminde ise tripsi/EDTA ¢ozeltisi (Sigma, MO, ABD)
kullanildi. Calismalarin tamami laminer akish steril kabinde (IVF Workstation L226, K
Systems, Birkerad, Danimarka) yapilmig ve hiicre kiiltiirleri ise 37°C, %5 CO; ve %95
bagil bagil nem ortami saglayan bir karbondioksitli inkiibatorde (HERAcell 150i,
Waltham, MA, ABD) ger¢eklestirildi.

Elektro-egirme isleminde polimer ¢o6zeltisinden uygun boyutlarda lif elde etmek
amaciyla 60kV DC gii¢ kaynagi (FC60P02, Glassman, ABD), polimer ¢6zeltisini
gerilim bolgesine itmek i¢in bir enjektor pompast (Harvard Apparatus, MA, ABD)
kullanildi. Ayrica farkli boyutta i¢ ¢aplara sahip enjektdér uglari (Ayset, Istanbul,
Tiirkiye) ve cam siringalar (Injekta, Istanbul, Tiirkiye), PCL (Sigma) ve polimeri
¢ozmek i¢in diklorometan ve metanol gibi organik c¢oziiciiler (Sigma) kullanildi.
Toplayict plaka olarak aliiminyum folyo, toplayici tel olarak ise 316L paslanmaz ¢elik
cubuklar seg¢ilmistir. Elektro-egrilmis tabakalar hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in iskele
tastyic1 kaliplara (CellCrown™, Scaffdex, Tampere, Finlandiya) alindi. Hazirlanan
nano/mikro lifsi iskelelerden ¢6ziicii sistemini tamamen uzaklastirmak i¢cin vakumlu

etiiv (Shel Lab, Washington, ABD) kullanilmastir.

Iskelenin medya ve adventisya tabakalalarinmn ingas1 icin ¢oziiniir elastin (Sigma) ve
kollajen (sigan kuyrugundan izole edildi) kullanildi. Elastin/kollajeni ¢6zmek i¢in

fosforik asit (Sigma) ve gozenek olusturucu madde olarak ise sodyum bikarbonat
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(Sigma) kullamldi. Iskelenin mekaniksel &zelliklerini artirmak amaci ile ¢apraz
baglayicilar N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit hidrokloriir (EDC) (Sigma) kullanildi. Silindirik yapida elastin/kollajen
stingerimsi iskeleler bir liyofilizator (Christ, ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz,
Almanya) ile kurutularak elde edildi. Hazirlanan tiim iskeleler 1-2 saat siire ile harici
UV lambast (254 nm) igeren laminer akis kabininde (IVF Workstation L226) steril
edildi.

Iskeleler iizerine tohumlanmis hiicrelerin belirli zaman noktalarindaki mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitelerinin belirlenmesinde MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) kiti (Sigma) kullanildi ve oOlgtimler UV ¢oklu plaka okuyucu

(Biotrak II, Amersham Biosciences, ABD) cihazi ile alind1.

Hiicre hatlar1 4-8 kuyucuklu slaytlara (Lab-Tek™, Thermo, ABD) ve hazirlanan
iskeleler tizerine/igine ekildi. Kuyucuklara ekilen hiicrelerin morfolojileri inversiyon
mikroskobu (Nikon TS100, Tokyo, Japonya) yardimu ile goriintiilendi. Ornekler belirli
zaman noktalarinda immiin/histokimya c¢alismalar1 ig¢in tesbit edildi. Hiicre ekili
iskeleler tesbit edildikten sonra dondurma c¢ozeltisinde (Tissue Freezing Medium,
Tissue-Tek, Sakura, Hollanda) donduruldu ve 5-8 pum kalindiginda kesitler kriyo-
mikrotom cihazi (Leica Microsystems CM1900, Nussloch, Almanya) ile alindi. Daha
sonra 6rnekler hematoksilin ve eosin (H&E) (Sigma), aSMA (sc-56499), CALP (sc-
52992), CADH (sc-58703), CADL (sc-25339) ve MY-HC (sc-65735) (Santa Cruz,

Texas, ABD) gibi diiz kas hiicrelerine 6zel birincil antikorlar ile boyandi.

Benzer sekilde CD31 (sc-13537), VWF (sc-59810), FIk-1 (sc-6251), CD34 (sc-65261)
(Santa Cruz), CD144 (555661) ve Tie-2 (557039) (BD biosciences, CA, ABD) gibi

endotel hiicrelerine 6zel birincil antikorlar ile boyandi. Boyanan Ornekler 1sik

mikroskobu (Leica 4000B, Wetzler, Almanya) ile goriintiilenip fotograflandu.

Hazirlanan iskelelerin kuru ve 1slak formda mekanik 6zellikleri bir mekanik test cihazi

(Shimadzu AGS-X, Kyoto Japonya) ile belirlendi. Hazirlanan iskelelerin hiicreli ve
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hiicresiz {i¢ boyutlu morfolojileri taramali elektron mikroskobu (JEOL, JSM-6060 LV,
Tokyo, Japonya) ile goriintiilendi.

Perflizyon islemi i¢in bir adet peristaltik pompa (MasterFlex®L/S®, Cole Parmer, IL,
ABD), akis olgerler (Model No: 32908-45, Cole Parmer), basing trandiiserleri (Model
No: 68072-04, Cole Parmer), veri kayit cihazlar1 (UDL 100, Ordel Tiirkiye), perflizyon
hiicresi (316L paslanmaz ¢elik, viton O-ring ve Fleksi cam), besi yeri kab1 (Cam) ve
silikon hortum sistemi (FDA § 177.2600, ISO 10993-1, Euro Pharm.) kullanild. Ilave
olarak veri toplama ve kayit ara yiizii i¢in bir yazilim (Ordel) temin edildi.

3.2 Yontem

3.2.1 insan adipoz mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul izni ve hasta bilgilendirilmis onami
kapsaminda 1 Mart 2010 tarih ve 08-129 sayili kararin1 takiben, uygun dondrlerden
uzman hekimlerin yardim ile lipoektomi islemi yapildi. Uygun doku tasiyici tamponu
(PBS) (penisilin-streptomisin ile zenginlestirilmis %0,9 NaCl iceren 0,1 M fosfat
tamponu; pH 7,4) ile laboratuvara getirilen yag dokusu (Sekil 3.1) ¢esitli enzimatik

islemlerden gegirilerek iceriginden MKH’ler izole edilmistir.

Ozetle; adipoz doku fibroz doku parcalarindan ve diger iceriklerden (kan vs.)
ayiklanmasi igin, steril ameliyat gerecleri kullanildi ve PBS ile defalarca yikandi. Bu
islemi takiben enzimatik pargalama (sindirme) verimini artirmak i¢in adipoz doku,
cerrahi makaslar yardimi ile ¢ok ince pargalara kiyildi. Daha sonra doku homojenati
PBS icindeki %0,1 tip I kollajenaz (Sigma) ¢6zeltisi iceren 50 ml’lik santrifiij tiipline
aktarild1 ve karbondioksit inkiibatoriine alinarak 45 dakika siireyle 37°C sicaklikta
yavasca calkalanarak enzimatik olarak sindirildi. Daha sonra bu siispansiyon, %10 fetal
buzagi serumu (FBS), 100 U/mL penisilin, 100 mg/mL streptomisin (Pen-Strep) iceren
DMEM:F12 besi yeri (Kok Hiicre Cogaltma Besi yeri; KHCV) tekrar siispansiyona
alind1 ve 7 dakika boyunca 25°C sicaklikta 1500 devir/dakikada santrifiij (Beckman
Coulter SX4750, CA, ABD) edilip hiicreler pellet olarak toplandi Cozelti kismi
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atildiktan sonra pellet KHCV ile siispanse edilerek 100 um gbzenek c¢apinda steril bir
filtreden gecirildi. Bu sekilde sindirilmeyen doku pargalarindan hiicreler ayrildi
Siispanse edilen hiicreler 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda 75 cm”’lik doku kiiltiir
kaplarina ekildi (0. Pasaj). Daha sonra bu kaplar %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem

iceren 37°C sicakliga ayarl inkiibatore yerlestirildi.

Sekil 3.1 Insan adipoz dokusundan hiicre izolasyonu (%0.1’lik tip 1 kollajenaz
cozeltisinde enzimatik sindirim)

3.2.1.1 iAMKH’lerin kiiltiirii

[zolasyon isleminden yaklagik 24 saat sonra, kiiltiir kaplarindan yiizeye yapismayan
hiicrelerin ayrilmasi igin kaplar steril PBS ile birkag¢ kez yikandi. Daha sonra tekrar
kiiltiir kaplarma KHCV eklendi ve besi yeri degisimi her 3-4 giinde bir yapildi. Hiicre

morfolojisi inversiyon mikroskobu ile takip edildi.

Yaklasik olarak %90 bolluga ulagmis hiicreler tripsinleme islemine tabi tutuldu. Bu
islem i¢in hiicreler ilk Once steril PBS ile birka¢ tur yikandiktan sonra (serumu
uzaklastirmak igin) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) igeren
5 ml ¢ozeltiyle yaklagik olarak 8-10 dakika muamele edilerek yapisan hiicrelerin kiiltiir
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kabindan ayrilmasi saglandi. Bu islemin ardindan doku kiiltiir kabina serumlu KHCV

ilave edilerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santriftij tiipiine alind1.

Hiicre siispansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sicaklikta 7 dakika boyunca santrifiij
edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar KHCV ile muamele edilerek dagitildi.
Hiicreler 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda 1:3 seyreltme oraninda yeni 75 cm? doku
kiiltiir kaplarina alindi ve kaplar %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem iceren 37°C
sicakliga ayarli inkiibatore yerlestirildi. Her pasajda hiicrelerin bir kismi -80°C’da
dondurularak saklandi. IAMKH’leri 6zel yiizey antijen isaret¢i (CD isaretgi) profillerine

gore karakterize edildi.

3.2.1.2 iAMKH’lerin akim sitometri c¢ahsmalar1 / kok hiicre fenotipinin
belirlenmesi

Yaklasik olarak %90 bolluga ulasan iAMKH’lerin fenotipinin belirlenmesi amaci ile
floresan-aktiflesmis hiicre ayirma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizleri
yapildi. Bu islem i¢in se¢ilen CD antijen paneli, mezenkimal kok hiicreler icin bilinen
panel olup, CD29-FITC, CD90-PE, CD73-PE, CD34-FITC, HLA_ABC-PE, HLA DR-
FITC, CD166-PE, CD105-PE, CD133-PE, CD3-FITC, CD31-FITC, CD146-PE, CD45-
FITC, CD44-PE’den olusmaktadir. MKH igin gelistirilmis olan bu CD antijen paneli
izole edilip kiiltiirde ¢cogaltilan hiicreler i¢in kullanildi. Bu islem Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar1 A.D. Hematoloji B.D. Kemik iligi Nakli

Unitesi Akim Sitometrisi Laboratuvari’ndan hizmet alimi yapilarak gergeklestirildi.

Ozetle; hiicreler yukarida bahsedildigi gibi tripsinleme islemine tabi tutularak doku
kiiltiir kabinin ylizeyinden ayrilmalar1 saglandi. Santriflij islemini takiben siipernatan
atild1 ve hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Hiicreler %2 insan serumu i¢eren PBS
ile seyreltilmistir. Hiicreler protokolde dnceden belirlenmis oranlarda seyreltilip tiiplere
alind1 ve 20 dakika boyunca floresan izotiyosiyanat ile konjiige edilmis CD isaretcileri
ile inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak boyanmamis hiicre siispansiyonu kullanildi.
Inkiibasyon isleminin ardindan hiicreler FACS cihazmin yikama ¢ozeltisi ile birkag kez

yikanip, 1500 devir/dakikada oda sicakliginda 5 dakika siire ile santrifiij edildi ve
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sipernatan atildi. Floresanli antikorlarla isaretlenen hiicreler her bir tiipe 200 pl olacak
sekilde %1 formaldehit, % 0,1 sodyum azid ve % 0,5 BSA igeren akim tamponunda
(flow buffer) siispanse edilerek sabitlendi. Siispanse edilen hiicreler akim sitometri
cihazinda her sayimda 10.000 islem (event) olacak sekilde Cell Quest (BD Biosciences,
San Jose, CA, ABD) analiz programi kullanilarak tarandu.

3.2.2 insan gobek bag1 ve ic meme arteri diiz kas hiicrelerinin izolasyonu

Tastyic1 tampon i¢inde laboratuvara getirilen insan gobek bagi (iGB), laminer akis
saglayan Hepa filtreli bir kabin i¢cine alindi. Tasiyic1 tampon uzaklastirildiktan sonra
gbbek bagi iginde yer alan iki adet plasental arter steril cerrahi aletlerin yardimi ile
cikartildi ve daha kii¢iik pargalara ayrildi. Bu islemleri takiben fungusit ihtiva eden
steril PBS ile birkag kez yikama islemi gergeklestirildi. Steril cerrahi bir makasla kii¢iik
parcalara kiyilan plasental arter 6 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarma alindi. Uzerine
serumsuz diiz kas hiicresi ¢cogaltma besi yeri (DKHCV) ilave edildi ve eksplant kiiltiir
teknigi kullanilarak 24 saat siire %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem igeren 37°C

sicaklhiga ayarl inkiibatorde kiiltiire alind1 (0. Pasaj).

Serumsuz besi yeri kullanilarak endotel hiicrelerin kiiltiir i¢inde ¢ogalarak kiiltiirii
kontamine etme riski ortadan kaldirildi. 24 saatin ardindan besi yeri diiz kas hiicresi
cogaltma kokteyli ile zenginlestirilmis DKHCV (zDKHCYV) ile degistirildi ve kiiltiir bu
sekilde siirdiiriildii. Ayni sekilde tastyici tampon igerisinde laboratuvara getirilen insan
ic meme arteri yukarida ayrintilar1 tarif edilen yontem ile kiiltiire alind1. Insan gobek
bagi arteri diiz kas hiicrelerinin (iGBADKH’lerinin) ve insan i¢ meme arteri diiz kas
hiicrelerinin (iIMADKH’lerinin) morfolojileri inversiyon mikroskobu yardimi ile

goriintiilenip fotograflandi.

3.2.2.1 iGBADKH’nin ve iiMADKH’lerinin Kiiltiirii

Yeteri bolluga ulasan (%90) DDKH leri tripsinleme islemine tabi tutuldu. Bu islem i¢in

hiicreler ilk once steril PBS ile birkac tur yikandiktan sonra (serumu uzaklastirmak i¢in)
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%0,05 tripsin/0,53 mM EDTA igeren 5 ml ¢ozeltiyle yaklagik olarak 3-5 dakika
muamele edilerek yapisan hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilmasi saglandi. Bu islemin
ardindan doku kiiltiir kabina zZDKHCV ilave edilerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik
santrifiij tliptine alindi. Hiicre siispansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sicaklikta 7
dakika boyunca santrifiij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar z-DKHCYV ile
muamele edilerek dagitildi. Hiicreler 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda 75 cm? doku
kiiltiir kaplarina alind1 ve kaplar %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem igceren 37°C
sicakliga ayarli inkiibatore yerlestirildi. Her pasajda hiicrelerin bir kismi -80°C’da

dondurularak saklandi. Hiicre ¢gogaltma islemi pasaj 5’e kadar stirdiirtildii.

3.2.3iAMKH’lerin damar diiz kas benzeri hiicrelere farkhilagsmasi

Kok hiicre fenotipi akim sitometri ¢aligmalar1 ile belirlenmis ve Pasaj 2-5 arasinda
dondurulmus 1AMKH’leri damar diiz kas benzeri hiicrelere (DDKDbH’lere)
farklilastirma ¢alismalarinda kullanildi. Ozetle; pasaj 3’de kiiltiirde olan iAMKH leri
steril PBS ile birka¢ tur yikandiktan sonra (serumu uzaklastirmak igin) %0,05
tripsin/0,53 mM EDTA igeren 5 ml ¢ozeltiyle yaklasik olarak 8-10 dakika muamele

edilerek yapisan hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilmasi saglandi.

Bu islemin ardindan kiiltiir kabina serumlu KHCYV ilave edilerek hiicre siispansiyonu 15
ml’lik santrifiij tiiptine alindi1. Hiicre siispansiyonu 1500 devir/dakikada 25°C sicaklikta
7 dakika boyunca santriflij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar KHCV ile
muamele edilerek dagitildi ve 8 kuyucuklu slaytlara her bir kuyucuga 1x10° hiicre
diisecek sekilde ekildi. Hiicrelerin zemine yapismasi igin kiiltiir 48 saat siire ile %5 COg,
%95 hava ve %90 bagil nem iceren 37°C sicakliga ayarli inkiibatérde siirdiiriildii. 48
saatin ardindan farklilasma ¢aligmalarmma gecildi. Farklilasma i¢in kok hiicreler
doniisiim biliylime faktorii beta 1 (TGFB1), kemik morfogenetik proteini 4 (BMP4) ve
Anjiotensin II (Ang II) ile hem ayr1 hem de asagida belirtilen ve literatiirde yer almayan
kombinasyonlar ile etkilestirildi. zDKHCV igerisine TGFB1 (5 ng/ml), BMP4 (2,5
ng/ml) ve Ang IT (1uM) ilave edildi. Farklilastirma serisi olarak ise TGFf31, BMP4, Ang
II, TGFB1/BMP4, TGFB1/Ang II ve BMP4/Ang II secildi ve indiiksiyon 7 ve 14 giin

boyunca takip edildi. Bu serilerin farklilasma iizerine etkileri IHK ile belirlendi. Bu
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calismada iAMKH’leri negatif kontrol (NK) olarak, iGBADKH leri ve iiIMADKH’leri
birlikte pozitif kontrol (PK) olarak kullanildi.

3.2.3.1 DDKbH’lerin immiinofenotipik karakterizasyonu

Ornekler soguk metanolde (-20°C’da) tesbit edilip havada kurutulduktan sonra bidestile
su ile yikandi, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidestile
su ile tekrar yikanip 5 dakika ultra V blok ile inkiibe edildi, %1’lik FBS igeren PBS ile
1:50 oraninda seyreltilerek hazirlanmis birincil antikorla (fare anti-insan aSMA,
kalponin, CALP, CADH, CADL ve MY-HC) oda sicakliginda 60-120 dakika siireyle
etkilestirildi. Bidestile su ile yikama sonrasi, 10 dakika ikincil antikor (kegi anti-fare) ile
inkiibe edilen ornekler tekrar suyla yikanip streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karigimi ile 5-20 dakika
kadar inkiibe edilen hiicreler yikandi ve 1s1tk mikroskobu altinda goriintiilenip

fotograflandi.

3.2.4 insan ic meme arteri endotel hiicrelerin izolasyonu

Tastyic1 tampon i¢inde laboratuvara getirilen insan i¢ meme arteri, laminer akis
saglayan Hepa filtreli bir kabin i¢ine alindi. Tasiyic1 tampon uzaklastirildiktan sonra
fungusit iceren steril PBS ile birkag kez yikama islemi gergeklestirildi. Steril cerrahi bir
makasla kiiciik pargalara kiyilan i¢ meme arteri %2 sigir deri jelatini kapl 6 kuyucuklu
doku kiiltiir kaplarma alindi. Daha sonra iizerine endotel hiicre c¢ogaltma ve
farklilastrma besi yeri (EGM-2 Bullet Kit: bFGF, VEGF, IGF-I, heparin, EGF,
hidrokortizon ve askorbik asit) (EHCFV) ilave edildi ve eksplant kiiltir teknigi
kullanilarak 24 saat siire %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem ig¢eren 37°C sicakliga
ayarli inkiibatorde kiiltiire alind1 (0. Pasaj). Yaklagik 10. giiniin sonunda insan i¢ meme
arteri endotel hiicreleri (ilMAEH’leri) eksplanttan doku kiiltiir kabina dogru goce
baslad1 ve 2. haftanin sonuna dogru %90 bolluga ulast1.
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3.2.4.1 iiMAEH’lerin Kiiltiirii

Yeteri bolluga ulasan (%90) iIMAEH leri tripsinleme islemine tabi tutuldu. Bu islem
icin hiicreler ilk once steril PBS ile birkag tur yikandiktan sonra (serumu uzaklastirmak
igin) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA igeren 5 ml ¢6zeltiyle yaklasik olarak 3-5 dakika
muamele edilerek yapisan hiicrelerin doku kiiltiir kabindan ayrilmasi saglandi. Bu
islemin ardindan kiiltiir kabina EHCFV ilave edilerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik
santriflij tlipline alindi. Hiicre siispansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C sicaklikta 7
dakika boyunca santrifiij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar EHCV ile
muamele edilerek dagitildi. Hiicreler 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda 75 cm?® doku
kiiltiir kaplarina alindi ve kaplar %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem igceren 37°C
sicakliga ayarli inkiibatore yerlestirildi. Her pasajda hiicrelerin bir kismi -86°C’da

dondurularak saklandi. Hiicre ¢ogaltma islemi Pasaj 5°e kadar siirdiiriildii.

3.2.5iAMKH’lerin damar endotel benzeri hiicrelere farkhilasmasi

Pasaj 2-5 arasinda dondurulmus iAMKH’leri damar endotel benzeri hiicrelere
(DEbH’lere) farklilastirma ¢alismalarinda kullanildi. Ozetle; pasaj 3’de kiiltiirde olan
1IAMKH’leri steril PBS ile birkac¢ tur yikandiktan sonra (serumu uzaklastirmak igin)
%0,05 tripsin/0,53 mM EDTA igeren 5 ml ¢Ozeltiyle yaklasik olarak 8-10 dakika
muamele edilerek yapisan hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilmasi saglandi. Bu islemin
ardindan kiiltiir kabina serumlu KHCV ilave edilerek hiicre siispansiyonu 15 ml’lik
santrifiij tiipine alindi. Hiicre siispansiyonu 1500 devir/dakikada 25°C sicaklikta 7
dakika boyunca santrifiij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar KHCV ile
muamele edilerek dagitildi ve %2 sigir deri jelatini kapl 8 kuyucuklu slaytlara her bir
kuyucuga 1x10° hiicre diisecek sekilde ekildi. Hiicrelerin zemine yapismast i¢in kiiltiir
48 saat siire ile %5 COy, %95 hava ve %90 bagil nem igeren 37°C sicakliga ayarli
inkiibatorde siirdiiriildii. 48 saatin ardindan farklilasma calismalarina gecildi.
Farklilagma i¢in kok hiicreler ticari olarak mevcut EGM-2 Bullet Kit ile 7 ve 14 giin
boyunca kiiltiire edildi.
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3.2.5.1 DEbH’lerin immiinofenotipik karakterizasyonu

Ornekler soguk metanolde (-20°C’da) tesbit edilip havada kurutulduktan sonra bidestile
su ile yikandi, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidestile
su ile tekrar yikanip 5 dakika ultra V blok ile inkiibe edilip, %1°lik FBS iceren PBS ile
1:50 oraninda seyreltilerek hazirlanmig birincil antikorla (fare anti-insan CD31, CD34,
CD144, Tie-2, VWF, Flk-1) oda sicakhiginda 60-120 dakika siire ile etkilestirildi.
Bidestile su ile yikama sonrasi, 10 dakika ikincil antikor (kegi anti-fare) ile inkiibe
edilen Ornekler tekrar suyla yikanip streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karigimi ile 5-20 dakika
kadar inkiibe edilen hiicreler yikandi ve 151tk mikroskobu altinda goriintiilenip

fotograflandi.

3.2.6 Elektro-egirme islemi

Elektro-egirme ¢aligmalarinda ilk olarak yiiksek gerilim gii¢ kaynaginin optimizasyonu
gergeklestirildi. Deneylere baslarken tiim kullanilan malzemeler topraklandi. Yiiksek
gerilim dogru akim (DC) gii¢ kaynagi cihazi araciligi ile elektro-egirme islemi yapildi.
Yiksek gerilim gili¢ kaynagmin pozitif ucu “+”, enjektdr ucuna bir krokodil (timsah)
uclu kablo (timsah agzi) yardimu ile tutturuldu. Toplayici plaka ile cihazin geri doniisii
“2” aymi toprak hatti tizerinden verildi. Enjektor ucu ile toplayic1 plaka uygun bir
mesafeye ayarlandi. Polimer ¢6zeltisi 10 ml hacimli bir cam enjektor igerisinden bir

enjektor pompasi yardimiyla kontrollii bir hizda gii¢ kaynagnin pozitif kutbu {izerinden

elektrik alan olusturulan bolgeye gonderildi.

Uygun capta lif elde etmek i¢in farkli gerilim degerleri (0-33 kV) ve ejektdr pompasi
hizi1 calismalar1 yapildi. Polimer ¢o6zeltisi, pompa hizt 5-500 pl/dakika arasinda
degistirilerek pozitif ana yiikleme merkezine gonderildi. Farkli enjektdr i¢ ¢aplarmin
(20-30G) nano/mikro lif olusumu tizerine etkisi arastirildi. Nano/mikro lif tabanli hiicre
iskelesi hazirlamak i¢cin FDA tarafindan onayli bir biyopolimer olan PCL elektro-

egirme sistemine uygulandi.
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PCL, %0,6 NaCl iceren diklorometan/metanol (7:3) ¢oziicii sistemi igerinde sirastyla
%1, %2, %5, %10 (m/v)’lik derisimler de ¢oziilerek elektro-egirme igin en uygun
derisim arastirildi. Elektro-egirme isleminin tiim parametreleri g¢alisilarak sistem
optimize edildi. Tibiiler formda lifsi iskele hazirlamak i¢in ise polimer figkirigi, 2 mm
capinda donen paslanmaz ¢elik tellere sarilarak toplandi. Tellerin doniis hiz1 yaklagik

olarak 100 rpm’ye ayarlandi1 (TPE 2012/01600).

Polimer Cozeltisi

Cam Boru

Enjektor Pompasi

Pozitif Ug

Enjektor Ucu
Toplayic1 Tel

|
S —
Sistemi S
— 0000 =

— 2 Yiiksek Voltaj DC Gii¢ Kaynagi

A

Toplayici Plaka

Sekil 3.2 Nano/mikro lifsi tabaka ve tiibiiler iskele tiretiminde kullanilan elektro-egirme
diizeneginin sematik gosterimi

3.2.7 Cok kath hibrit damar doku miihendisligi iskelesinin hazirlanmasi

Iskelenin medya ve adventisya tabakalarmin insas1 icin tip I kollajen ve elastin
kullanildi. Ozetle; Elektro-egrilmis PCL tiibiiler iskele bir kalip igine yerlestirildi ve
gbzenek olusturucu madde (sodyum bikarbonat kiitlece-%40) iceren elastin/kollajen
(1/1,5 kiitlece-%) hidrojeli bu tiibiiler yap1 etrafina dokiildii. Kalip daha sonra hizli bir
sekilde -80 °C’a ayarli bir dondurucu i¢ine yerlestirildi. Yaklasik olarak bir giin siire ile
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kalip bu dondurucu i¢inde bekletildi. Bu siirenin ardindan dondurucudan ¢ikartilan kalip
24 saat siire ile liyofilize edildi. Elastin/Kollajen/PCL ¢ok kath tiibiiler iskele N-
hidroksi siiksinimit (NHS) ve N-Etil-N'-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir
(EDC) kullanimiyla ¢apraz baglandi. Birkag yikama igleminin ardindan ¢ok katli bu
tiibiiler iskele tekrar liyofilize edildi ve kullanilacagi zamana kadar + 4°C’da saklandi
(TPE 2012/01600).

3.2.8 Hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin belirlenmesi

1AMKH’lerin, DDKbH’lerin ve DEbH’lerin proliferasyon kapasitelerinin doku kiiltiir
kab1 ve liretilen biyomalzemeler {izerindeki canlilik ve ¢cogalma diizeyleri incelenerek
arastirildi. Bu islem icin canli hiicrelerde etkin olan mitokondriyal dehidrogenaz
enziminin tetrazolyum tuzu MTT’yi par¢alamasina dayanan kolorimetrik proliferasyon
ve canlilik belirleme yontemi olan MTT testi kullamildi 5,0 x 10* hiicre/ml
yogunlugunda 24 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina ve malzemeye ekilen hiicreler 270
uL besi yeri igerisine 30 pul taze MTT ¢dzeltisi (5 mg/ml) iceren reaktif ile 37°C ve %5
CO; ortami saglayan inkiibatorde 4 saat siireyle inkiibe edildi. Hiicreler tarafindan
alinarak mitokondriyal islemle ¢oOziinmeyen mavi-mor bir boya olan formazana
doniistiiriilen MTT {iriinti invert mikroskopta goriintiilendi. Spektrofotometrik Slgtimler

570 nm dalga boyunda gergeklestirildi. Deneyler 1, 3, 7, 14. giinler boyunca takip
edildi.

Mitokondriyal @_{ _“
indi
ndirgeme =N>_
y 5
NAD+ 72\

3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Formazan

Sekil 3.3 MTT reaktifinin mitokondri tarafindan formazana indirgenme reaksiyonu
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3.2.9 DEbH’lerin nano/mikro lifsi PCL tabaka iizerine ekimi

Elektro-egirme teknigi kullanilarak elde edilen ve 3 Boyutlu-Doku Miihendisligi Damar
Grefti (3B-DMDG)’nin intima bdlgesini olusturan nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL
tabakalar uygun iskele tasiyici kaliplara alinarak 1-2 saat siire ile laminer akis saglayan
bir kabin igerinde steril edildi. Ardindan 24 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarma alinan
yapilar iizerine EGM-2 Bullet Kit ilave edildi ve 5-10 dakika %5 CO,, %95 hava ve
%90 bagil nem igeren 37°C sicakliga ayarli bir inkiibatore yerlestirilerek tabakalarin

1slanmasi saglanda.

Daha sonra yeteri bolluga ulasmis (%90) DEbH’leri tripsinleme islemine tabi tutuldu.
Bu islem icin hiicreler ilk once steril PBS ile birkac tur yikandiktan sonra (serumu
uzaklastirmak igin) %0,05 tripsin/0,53 mM EDTA igeren 5 ml ¢6zeltiyle yaklasik olarak
3-5 dakika muamele edilerek yapisan hiicrelerin doku kiiltiir kabindan ayrilmasi
saglandi. Bu islemin ardindan kiiltiir kabina besi yeri ilave edilerek hiicre siispansiyonu
15 mllik santrifiij tiipiine alindi. Hiicre siispansiyonu 1100 devir/dakikada 25°C
sicaklikta 7 dakika boyunca santrifiij edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler tekrar
besi yeri ile muamele edilerek dagitildi. Hiicreler 5,0 x 10* hiicre/ml yogunlugunda
nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL tabakalar {izerine ekildi. Farkli zaman noktalarinda

tesbit edilen 6rnekler taramali elektron mikroskobu ile goriintiilendi.

3.2.10 DDKbH’lerin gozenekli kollajen/elastin siingerimsi iskeleye ekilmesi

Dondurarak-kurutma teknigi kullanilarak islenmis ve 3B-DMDG nin medya-adventisya
tabakalarim1 olusturan kollajen/elastin siingerimsi yap1 1-2 saat siire ile laminer akis
saglayan bir kabin icerisinde steril edildi. Ardindan 24 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina
alman siingerimsi iskeleler lizerine yeteri bolluga ulasan (%90) DDKbH’ler kisim
3.2.9’da tarifi verilen bigimde tripsinlenip ekilerek %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil
nem igeren 37°C sicakliga ayarli bir inkiibatre alindi. Hiicreler 5.0 x 10" hiicre/ml
yogunlugunda kollajen/elastin siingerimsi iskeleler {iizerine ekildi. Farkli zaman
noktalarmmda tesbit edilen Ornekler taramali elektron mikroskobu yardimi ile

goriintiilendi.
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3.2.11 Giiclendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL cok-kath tiibiiler iskele iiretimi

Elastin/Kollajen/PCL ¢ok-katli tiibiiler formdaki iskelenin mekanik O6zelliklerini
arttirmak igin iiretim protokolii revize edildi. Ozetle; Elektro-egrilmis PCL tiibiiler
iskele bir kalip i¢ine yerlestirilmis ve g¢evresi Poli(glikolik-ko-L-laktit)[Glacomer91]
(PGLA) (4/0) orgilii sentetik emilebilir sutiir ile simetrik olacak sekilde orgili icine
alindi. Ardindan bu yap1 %2 elastin iceren bir ¢Ozeltiye birkag tur daldirilarak
kurutuldu. Bu islemlerin ardindan kisim 3.2.7°de tarif edildigi bigimde iskele tiretim

protokolii takip edildi.

3.2.12 iskelelerin biyomekaniksel dzelliklerinin incelenmesi

Iskele hazirlama asamasinin cesitli evrelerinde alinan 6rneklerin 1slak ve kuru formunun
mekaniksel o6zellikleri tek yonlii yiikleme hiicresine sahip bir mekanik test cihazi
kullanilarak incelendi. Kuru formda nano/mikro lifsi PCL tip, kuru formda
Elastin/Kollajen/PCL tiip, 1slak formada Elastin/Kollajen/PCL tiip, kuru formda
Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiip, 1slak formda Giiglendirilmis-
Elastin/Kollajen/PCL tiip ve kontrol grubu olarak insan gébek bagi arteri (iGBA) tek
yonlii gekme testine tabi tutuldu. Sonuglar USB ara yiizii lizerinden bilgisayara aktarilip

bir yazilim (Trapezium X, Shimadzu) yardimu ile islendi.

3.2.13 DDKbH’lerin ve DEbH’lerin Elastin/Kollajen/PCL c¢ok kath tiibiiler iskelesi
iizerine ekimi (statik ¢calismalar)

Tarif edilen bicimde hazirlanan ve onceden steril edilen Elastin/Kollajen/PCL’dan
mamul 3B-DMDG iizerine/igine DDKbH’ler (1x10° hiicre/ml) ve DEbH’ler (1x10°
hiicre/ml) ayr1 ayr1 olacak sekilde ekilerek %5 CO,, %95 hava ve %90 bagil nem igeren
37°C sicakliga ayarl bir inkiibatorde kiiltiire alindi. Farkli zaman noktalarinda tesbit
edilen DEbH’lerin etkilestirildigi 3B-DMDG’ne ve DDKbH’lerin etkilestirildigi 3B-

DMDG’ne ait 6rnekler taramali elektron mikroskobu yardimi ile goriintiilendi.
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3.2.14 Gercek zamanh akis-basing olciimlii perfiizyon biyoreaktor sistemin
kurulmasi1 ve damar hiicre hatlarmmn 3B-DMDG’ne ekimi (dinamik
c¢alismalar)

Peristaltik tarafindan olusturulan i¢-dis akis ve basing, sisteme seri olarak baglanan akis
Olcerler ve basing transdiiserleri tarafindan takip edildi. Olusan sinyaller USB ara yiize
sahip 8 kanalli veri kayit cihazlari ile bilgisayara gonderilip bir yazilim iizerinden
gercek zamanli olarak akis (ml/dakika) ve basmg (mmHg) kayit altina alindi.
Biyoreaktor sisteminde perflizyon hiicresi, besi yeri kab1 ve dl¢iim cihazlar birbirlerine

2 mm i¢ ¢apli silikon hortum sistemi ile baglanmistir.

Biyoreaktor sisteminin steril kosullarda kurulumunu takiben hazirlanan 3B-DMDG’ne
hiicre ekimi ¢alismalarina gegildi. Steril edilen 3B-DMDG perfiizyon iinitesine teflon
iplikler araciligi ile sikica baglandi. Bu islemin ardindan iskele bagl perfiizyon iinitesi
UV g1k altinda tekrar steril edildi (25-30 dakika). 3B-DMDG’nin medya-adventisya
tabakasma statik olarak DDKbH’leri ekilerek (SXIO3 hiicre/mms) perflizyon {iinitesi
kapatildi. Peristaltik pompa ve cihazlar disinda kalan tiim pargalar %5 CO», %95 hava
ve %90 bagil nem igeren 37°C sicakliga ayarli inkiibatére alind1 ve hiicrelerin yapiya
tutunmalar1 i¢in 2-4 saat araliginda beklendi. Siire sonunda dis akis hiz1 400 pL/dakika
olacak sekilde peristaltik pompa calistirildi. Perfiizyon {initesinin dig kismindan
DDKDbH’lerin besi yeri gegirilirken liimen kismindan ise DEbH’lerin besi yeri gegirildi.
Yaklasik 10 giin siire ile sistem bu sekilde ¢alistirildi. Hiz 7-10. giinler arasinda 1,0
ml/dakika olacak sekilde tekrar degistirildi. 10. giiniin sonunda DEbH’ler (6x10° hiicre)
dinamik olarak akista 3B-DMDG’ne ekildi. Bunun i¢in i¢ akis hizi 400 pL/dakika
olacak sekilde peristaltik pompa programlandi. Yaklasik 5 giin daha sistem bu sekilde
calistirildiktan sonra hiz gradientli olarak artirildi ve akis-basing degerleri gercek
zamanlt (6 gilin boyunca) olarak kayit altina alindi. 21. giiniiniin sonunda 3B-DMDG
perflizyon sisteminden ¢ikartilarak %2,5’lik gluteraldehit (PBS i¢inde hazirlanan) i¢inde
tesbit edildi. Daha sonra alkol serilerinden gegirilen Ornekler taramali elektron

mikroskobu ile fotograflandi.

54



3.2.15 immiin/histokimya calismalan (statik ve dinamik calismalar)

%2,5’luk gluteraldehit ¢6zeltisi ile en az 2 giin siire ile tesbit edilen Statik-3 Boyut ve
Dinamik-3 Boyut 6rnekleri kriyo tamponu (potasyum hidrojen fosfat, sakkaroz ve su)
ile 2 kez 10 dakika yikandi. Yikama isleminin ardindan 6rnekler 0,2 M potasyum fosfat
stok ¢ozeltisi igeren kaplara alinarak 15-20 dakika siire ile bekletildi. Siire sonunda
alinan drnekler doku dondurma ¢ozeltisi ile kaplanip yaklasik 15 dakika siire bu ¢ozelti
icerisinde tutuldu. Doku dondurma ¢6zeltisinin donmasi ile birlikte 5-8 pm kalindiginda

kesitler kriyo-mikrotom cihazi ile alind1.

Alman kesitler oncelikle bidestile su ile yikandi, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile
muamele edildikten sonra bidestile su ile tekrar yikanip 5 dakika ultra V blok ile inkiibe
edilip, DDKbH’ler ekilmis ornekler %]1’lik FBS iceren PBS ile 1:50 oraninda
seyreltilerek hazirlanmis birincil antikorla (fare anti-insan aSMA, CALP, CADH,
CADL ve MY-HC), DEbH’ler ekilmis oOrnekler %1’lik FBS iceren PBS ile 1:50
oraninda seyreltilerek hazirlanmis diger birincil antikorla (fare anti-insan CD31, CD34,
CD144, Tie-2, VWF, Flk-1) ve iAMKH’ler ekilmis 6rnekler ise bu iki hiicre hatti i¢in
secilmis birincil antikorlar ile oda sicakliginda 60-120 dakika siireyle etkilestirildi.

Bidestile su ile yikama sonrasi, 10 dakika ikincil antikor (keg¢i anti-fare) ile inkiibe
edilen oOrnekler tekrar suyla yikanip streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karigimi ile 5-20 dakika
kadar inkiibe edilmis olan hiicreler yikandi. Histokimya caligmalar1 i¢in 6rnekler
bidestile su ile yikandiktan sonra Mayer hematoksilin ¢6zeltisi ile 8 dakika boyandi.
Stire sonunda kesitler 6nce bidestile su ile daha sonra %95’lik etanol ile 10 dakika
yikandi. Daha sonra Eozin-Pholxine B ¢ozeltisi ile 30-60 saniye karsit boyama yapildi.
Boyamanin ardindan kesitler %95°lik etanol ile yikanip havada kurutulmus ve 11k

mikroskobu altinda goriintiilenip fotografland.
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4. BULGULAR

4.1 iAMKH’lerin Kiiltiirii

Hiicrelerin -86°C’dan alinip ¢oziildiikten yaklasik 24 saat sonra tutunup yayilmaya
basladiklar1 gozlendi. 10. giiniin sonunda yaklasik %80 bolluga ulasan hiicreler
pasajlanarak alt kiiltiirlere gecildi. Hiicre morfolojisi inversiyon mikroskobu altinda

diizenli olarak takip edildi (Sekil 4.1).

4.1.1 Akim sitometri sonuglari

Adipoz dokudan izole edilerek ¢ogaltilan ve yapisan hiicrelerin yiizey antijen paneli
cizelge 4.1°de verilmistir. Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi’nin Mezenkimal ve
Doku K6k Hiicre Komitesi’nin “mezenkimal kok hiicreler” i¢in belirlemis oldugu CD
kriterlerine gére CD73, CD90, CD105 pozitif olurken, hematopoietik hiicre hatti
belirteglerinden c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79 ve (HLA)-DR

antijenleri negatif olmalidir.

Cizelge 4.1 incelendiginde hiicrelerin CD73 (%91,9), CD90 (%98,4), CD105 (%96)“in
yani sira, CD29 (%95,4), HLA-ABC (%89,9), CD166 (%91,2) ve CD44 (%98,3)"u
yiiksek diizeyde ifade ettigi goriilmektedir. Diger yandan, CD34 (%5,9), CD45 (%S5,6),
HLA-DR (%4,9), CD133 (%2,6), CD3 (%3,0), CD31 (4,0) ve CD146 (%6,0) ise bu

hiicreler tarafindan ihmal edilebilecek diizeyde ifade edilmektedir.
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Cizelge 4.1 IAMKH’lerin yiizey antijen paneli ve elde edilen bulgular

Antijen Sonu¢ Oran (-/+)

CD29-FITC %95.4 Pozitif
CD90-PE %98.4 Pozitif
CD73-PE %91.9 Pozitif
CD34-FITC %5.9 Negatif
HLA_ ABC-PE %89.9 Pozitif
HLA DR-FITC %4.9 Negatif
CD166-PE %91.2 Pozitif
CD105-PE %96 Pozitif
CD133-PE %2.6 Negatif
CD3-FITC %3 Negatif
CD31-FITC %4 Negatif
CD146-PE %6 Negatif
CD45-PE %5.6 Negatif
CD44-PE %98.3 Pozitif

4.2 iGBADKH’nin ve iiMADKH’nin izolasyonu ve Kiiltiirii

Kiiltiire alinan iGBADKH’lerinin eksplanttan doku kiiltiir kabina dogru 7. giiniin
sonunda goge basladigi ve 14. giinlin sonuna dogru ise %90 bolluga ulastig1 gdzlendi.
iGBADKH’lerinin fibroblastik igsi morfolojileri inversiyon mikroskobu yardimi ile
goriintiilenip fotografland1 (Sekil 4.1). Benzer sekilde iIMADKH’lerinin eksplanttan
doku Kkiiltiir kabmna dogru goc¢ etmesi ve doluluk noktasina gelmesi inversiyon

mikroskobu yardimi ile goriintiilenip fotograflandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Izolasyonlar sonrasi kiiltiirlerin inversiyon mikroskobu goriintiileri (Boyut
cubuklar1 100 um)

A. Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler, B. G6bek bagindan izole edilen ve eksplanttan ¢ogalan
damar diiz kas hiicreleri, C. I¢ meme arteri eksplant par¢asindan ¢ogalan diiz kas hiicreleri

4.3 iIAMKH’lerin DDKbH’lere Farklilasmasi

Calismalarda iki farkli pozitif kontrol (PK) kullanildi. Bu iki farkl diiz kas hiicresi ve
iAMKH’lerden DDKbH’lere farklilasan hiicrelerin fibroblastik morfolojileri inversiyon
mikroskobu yardimu ile goriintiilenip fotografland1 (Sekil 4.2). Sekil 4.2°de goriildigi
iizere DDKbH’ler igsi morfolojik 6zellikleriyle PK olarak kullanilan arter diiz kas

hiicrelerine benzerlik gostermektedir.

Sekil 4.4-4.5 ve sekil 4.7-4.8 incelediginde en iyi indiikleme kombinasyonunun
TGFB1/BMP4 oldugu goriilmektedir. 7 giin boyunca yapilan indiiksiyonda aSMA,
CALP ve CADH gibi diiz kas hiicresine 6zel proteinlerin ifadesinde NK’e gore bariz bir
artisin oldugu, 14. gilinlin sonunda ise ifadelerin artarak devam ettigi goriilmiistiir.

Bunun aksine yine diiz kas hiicresine 6zgii bir belirteg olan MY-HC ifadesinde ise ¢ok
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net bir degisim goriilmemistir. Bunun sebebinin ise MY -HC’nin ge¢ donem bir diiz kas
hiicresi isaret¢isi olmasi ve statik kosullarda ifade edilememesi olarak diisiiniilmektedir.
Bu sonuglara ilave olarak CADH’un diiz kas hiicresi olmayan hiicrelerde (NK’de) diiz
kas hiicresi olan hiicrelere gore ifadesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
DDKbH’lerin ifade ettigi isaretgilerin PK olarak kullanilan iiIMADKH’lerine benzer
ozellikler gosterdigi Sekil 4.3 ve Sekil 4.6’de goriilmektedir.

Sekil 4.2 Damar diiz kas hiicresi kiiltiirlerinin inversiyon mikroskobu goriintiileri (Boyut
cubuklar1 100 pm)

A. iGBADKH, B. iIMADKH, C. iAMKH’sinden farklilasan DDKbH’ler
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7. Giin Sonuglari (A)
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Sekil 4.3 7 giin boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin insana kars1 farede iiretilen aSMA,
MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorlar1 ile boyanmasinin 1s1tk
mikroskobu goriintiisii (Boyut ¢ubuklari 25 pm)
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7. Giin Sonuclar (B)
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Sekil 4.4 7 giin boyunca biiylime faktorleri ile muamele edilen hiicrelerin insana karsi
farede tretilen aSMA, MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorlar1
ile boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii (Boyut gubuklar1 25 um)
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7. Giin Sonuclari (C)

TGFp1/Ang IT BMP4/Ang IT AngII
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Sekil 4.5 7 gilin boyunca biiylime faktorleri ve/veya kemokinle muamale edilen
hiicrelerin insana karsi1 farede iiretilen aSMA, MY-HC, CALP, CADL ve
CADH birincil antikorlar1 ile boyanmasmin 1gik mikroskobu goriintiisii
(Boyut ¢ubuklari 25 pm)
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14. Giin Sonuclari (A)

NK (IAMKH) PK (iIMADKH) PK (iGBADKH)
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Sekil 4.6 14 giin boyunca kiiltiire edilen hiicrelerin insana kars1 farede tiretilen aSMA,
MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorlar1 ile boyanmasinin 1sik
mikroskobu goriintiisii (Boyut ¢ubuklari 25 pm)
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14. Giin Sonuclar: (B)

BMP4 TGFp1/BMP4
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Sekil 4.7 14 giin boyunca biliylime faktorleri ile muamale edilen hiicrelerin insana kars1
farede tretilen aSMA, MY-HC, CALP, CADL ve CADH birincil antikorlar1
ile boyanmasinin 1s1k mikroskobu goriintiisii (Boyut gubuklari 25 um)
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14. Giin Sonuclar (C)

TGFp1/Ang II BMP4/Ang II Ang II
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Sekil 4.8 14 giin boyunca biiyiime faktorleri ve/veya kemokinle muamele edilen
hiicrelerin insana karsi1 farede iiretilen aSMA, MY-HC, CALP, CADL ve
CADH birincil antikorlar1 ile boyanmasinin 1stk mikroskobu goriintiisii
(Boyut ¢ubuklari 25 pm)
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4.4 iAMKH’lerin DEbH’lere Farkhlasmasi

iAMKH’lerinin igsi yapis1 ve endotel hiicrelerin (ilMAEH’leri ve DEbH’ler)
morfolojileri inversiyon mikroskobu yardimi ile goriintiilenip fotografland1 (Sekil 4.9).
Sekil 4.9°de goriildiigii gibi i¢ meme arterinden izole edilen endotel hiicreler “parke-
tas1” morfolojisine sahipken 50 ng/ml VEGF iceren EGM-2 Bullet Kit etkisiyle endotel
hiicre benzeri hiicrelere farklilasan iAMKH’leri birka¢ pasajin ardindan literatiirde
siklikla rastlanilan uzun ince ikincil yapilarina doniismektedir. Sekil 4.10 incelendiginde
iAMKH’lerin EGM-2 Bullet Kit ile kiiltiire edilmesiyle CD31, CD34, CD144, vWF,
Tie-2 ve FIk-1 gibi endotel isaretgilerin ifadelerinde artisin olustugu goriilmektedir.

Sekil 4.9 Izolasyon ve indiiksiyon sonrasi kiiltiirlerin inversiyon mikroskobu goriintiileri
(Boyut gubuklar1 100 pm)

A. Adipoz kaynakli mezenkimal kék hiicreler (NK), B. I¢ meme arterinden izole edilen ve eksplanttan
¢ogalan damar endotel hiicreleri, C. iAMKH’lerden EGM-2 Bullet Kit kullanilarak farklilagtirilan damar
endotel benzeri hiicreler
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7. Giin Sonuglari

NK (AMKH) DEbH (2 ng/ml VEGF) DEbH (50 ng/ml VEGF)

Tie-2 VE-Cadherin Flk-1 CD34 CD31

VWF

Sekil 4.10 7 giin boyunca farkli oranlarda VEGF igeren EGM-2 Bullet Kit ile kiiltiire
edilen hiicrelerin insana karsi farede iiretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2,
VWF ve FIk-1 birincil antikorlari ile boyanmasinin 1sik mikroskobu
goriintiisii (Boyut ¢ubuklari 25 pm)
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14. Giin Sonuclan

DEbH (2 ng/ml VEGF) DEDbH (50 ng/ml VEGF)

Tie-2 VE-Cadherin Flk-1 CD34 CD31

vWF

Sekil 4.11 14 giin boyunca farkli oranlarda VEGF igceren EGM-2 Bullet Kit ile kiiltiire
edilen hiicrelerin insana karsi farede iiretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2,
VWF ve FIk-1 birincil antikorlari ile boyanmasmim g1k mikroskobu
goriintlisii (Boyut ¢ubuklar1 25 pm)
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Ozellikle 50 ng/ml VEGF kullanilmasiyla 6zellikle 7. giinde CD31 ve CD34 gibi
onemli endotel icarit¢lerinde artisin daha yiiksek oldugu belirlendi. 7. ve 14. giinler
kiyaslandiginda 14. giinde ifadenin 7. giine gore biraz daha ileri sathalarda oldugu tespit
edildi (Sekil 4.10-4.11).

4.5 Farkhlasmanin Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Sekil 4.13-4.14 incelendiginde, iIAMKH’lerin TGFB1/BMP4 etkisiyle DDKbH’lere
farklilagsmasi sirasinda mevcut fibroblastik morfolojileri degiserek DDKbH’ler i¢in PK
olarak secilen iiIMADKH’lerine benzer sekilde tepe-vadi morfolojisi aldiklar1 gézlenmis
olup benzer sekilde 50ng/ml rh-VEGF iceren EGM-2 Bullet Kit ile etkilestirilen
iAMKH’lerin ise DEbH’ler igin PK olarak secilen iIMAEH lerin ilk pasajlarda parke-
tas1 morfolojisine (Sekil 4.12) sahip iken daha sonra kullanilan besi yerinin etkisiyle

morfolojisini degistiren ikincil igsi yapiya (Sekil 4.12) ¢evirdigi tespit edilmistir.

iIMAEH IIMAEH
(Pasaj 1) (Pasaj 3)

Sekil 4.12 Insan i¢ meme arterinden izole edilen endotel hiicrelerin inversiyon
mikroskobu goriintiileri (40 kat biiylitmede)

A. Pasaj 1, parke-tast morfolojisi, B. Pasaj 3 igsi ikincil yapilari.
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IAMKH

DDKbH iIMADKH
(TGF1/BMP4) (Pozitif Kontrol)

m:pu \ iIMAEH
}53‘,:;,.',’.}':'.5{:((','3] (Pozitif Kontrol)
&) J J

Sekil 4.13 Farkli hiicre tiplerinin inversiyon mikroskobu goriintiileri (10X)

A. iAMKH’leri, B. TGFB1/BMP4 etkisiyle farklilasnus DDKbH’ler, C. Insan i¢ meme arterinden izole
edilen damar diiz kas hiicreleri, D. 50 ng/ml rh-VEGF iceren EGM-2 Bullet Kit etksiyle farklilasmis
DEbH’ler, E. Insan i¢ meme arterinden izole edilen damar endotel hiicreleri
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100 pm

DDKbH iiIMADKH
(TGFB1/BMP4) (Pozitif Kontrol)

100 um 100 um

DEbH
(EGM-Bullet Kit)
(50 ng/ml rhVEGF)

iiIMAEH
(Pozitif Kontrol)

100 pm

Sekil 4.14 Farkli hiicre tiplerinin inversiyon mikroskobu goriintiileri (20X)

A. iAMKH’leri, B. TGFB1/BMP4 etkisiyle farklilasnus DDKbH’ler, C. Insan i¢ meme arterinden izole
edilen damar diiz kas hiicreleri, D. 50 ng/ml rh-VEGF iceren EGM-2 Bullet Kit etksiyle farklilasmis
DEbH’ler, E. Insan i¢c meme arterinden izole edilen damar endotel hiicreleri
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4.6 Elektro-egirme islemi

Elektro-egirme sisteminin tiim parametreleri ¢alisildi ve sistem PCL igin optimize
edildi. Prosesde uygulanan gerilimin etkisinin lif olusumunda temel etkenlerden biri
oldugu saptandi. Polimer derisimi sabit tutuldugunda belirli gerilim degerlerine kadar lif
olusumu goézlenmezken uygun gerilim esigi asildiginda ise rastgele yonlenmis
nano/mikro mertebede liflerin 6rgiisel olmayan bir ag yapisi meydana getirerek
toplayici plaka {izerinde biriktigi goriildii. Gerilim ile lif olusumu arasindaki iligski Sekil
4.15°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii iizere 5 kV’a kadar lif olusumu gézlenmezken
bu esik deger asildiginda artan oranlarda lif olusumu goézlendi ve optimal degerinde 28

kV oldugu belirlendi.
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Sekil 4.15 Uygulanan gerilimin PCL nano/mikro lif olusumuna etkisi [(%10’luk (m/v)
PCL ile)]

Diisiik gerilim degerlerinde lif olusumu gézlenmezken gerilim yiikseldik¢e enjektor
ucunda damla seklinde birikmis polimer eriginin kiire yapismin bozularak elips seklini
almaya bagladig1 ve daha yiiksek gerilimlere ¢ikildik¢a bu yapinin sivrilerek dogrusal
tek bir ¢izgi haline geldigi gozlendi. Bu gozlemlere ilave olarak lifsi yapmin olusup
olusmadig1 pozitif kutup cevresinde biriken Orgiisel aglardan da anlasilabilir oldugu

goriildi.
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Uygun boyutlarda lif elde etmek i¢in diger 6nemli parametre olan enjektér pompasinin
hizinin optimizasyonu c¢aligmalar1 da gergeklestirildi. Sekil 4.16’da farkli pompa

hizlarinin lif olusumu {izerine etkisi verilmistir.

02 AN

0,1 o~

0 : : : \

0 100 200 300 400 500
Enjektér Pompasi Hizi (puL/dak.)

Sekil 4.16 Enjeksiyon hizinin nano/mikro lif olusumuna etkisi [(28 kV ve %10’luk m/v)
PCL sartlarinda)]

PCL i¢in en uygun enjeksiyon hizinin yaklasik olarak 10 pl/dakika oldugu yapilan
caligmalar sonucunda tespit edildi. Diisiik hizlarda polimer ¢ozeltisinden lif elde
edilmis, ylksek hizlara ¢ikildiginda ise lif olusum yiizdesinin diistiigii ve boncuk
seklinde yapilarin olustugu goriildii. 26G ugla optimal sonuglar elde edildi. Ayrica daha
iyi lif elde edebilmek i¢in enjektdr igne ucu torpiilenerek diiz hale getirilmistir. Enjektor

ignesi i¢ capinin nano/mikro lif olusum iizerine etkisi Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17 Enjektor ignesi i¢ ¢apmin PCL nano/mikro lif olusum yiizdesine olan etKisi
[(28 kV ve %10’lik (m/v) PCL sartlarinda)]

PCL Derigimi (kiitlece-%)

Sekil 4.18 PCL derisiminin elektroegirme isleminde nanolif olusumuna etkisi (28
kV’da)
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PCL, diklorometan/metanol (7:3) (v/v) iginde %10 (m/v) olacak sekilde kolaylikla
¢ozlildi. Elektro-egirme verimini artrmak igin sisteme %0,6 NaCl ilavesi
gerceklestirildi. Tuz ilavesi ¢ozeltinin iletkenligini artirarak uygulanan gerilimin
etkinligini arttrrmustir. Sekil 4.18 incelendiginde diisiik derigimler de lif olusumu
gorgeklesmezken, “boncuk” seklinde yapilarin oldugu belirlendi. Polimer derigimi
yiikseldikge ise daha diizgiin yapida tabakalar elde edildi. Elektro-egrilmis PCL
liflerinin 400-600 nm araliginda degistigi elektron mikroskobu goriintiileri ile belirlendi
(Sekil 4.19).
S
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Sekil 4.19 Elektroegirme teknigiyle elde edilen ve degisken lif ¢aplarma sahip
tabakalarm taramali elektron mikroskobu goriintiileri

A. PCL nano/mikro lif tabaka, B. Tiibiiler yapida iskele

Optimize edilen sartlar altinda olusturulan PCL nano/mikro lif iskelelerde lifler birbirini
rastgele dogrultularda kesmekte ve {ist liste birikerek birbirleriyle irtibat halinde

gozenekli li¢ boyutlu iskeleler meydana getirmekte oldugu goriilmektedir (Sekil 4.19).
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4.7 Cok Kath Hibrit Damar Doku Miihendisligi iskelesinin Hazirlanmasi

Tarif edildigi sekilde FDA onayli PCL polimeri optimize ¢dziicii sisteminde ¢oziilmiis
ve elektro-egirme tekniginden yararlanilarak nano/mikro dlgekte liflere sahip 2 mm ig
capinda tiibiiler formda endotel hiicrelerin tutunmasma ve ¢cogalmasma olanak saglayan
ve intima tabakasni taklit eden yap1 elde edildi (Sekil 4.19). Hazirlanan bu 6nciil iskele
daha sonra kaliba alinarak dis kismina gézenek olusturucu madde olarak sodyum
bikarbonat igeren elastin/kollajen hidrojeli dokiilmiis ve dondurucu igine alindi. Bu
islemleri takiben liyofilizasyon ve yikama basamaklari takip edildi ve diiz kas hiicreleri
icin medya ve adventisya tabakalari insa edilmis oldu. Hazirlanan elastin/kollajen
stingerimsi iskelenin 50-150 pm arasinda biribiri ile baglantili kanallar1 icerdigi elektron

mikroskobu ile belirlendi (Sekil 4.20).

18kU

Sekil 4.20 Hazirlanan iskelelerin elektron mikroskobu goriintiileri

A. Elastin/Kollajen makro/mikro gdzenekli siingerimsi iskele, B. Elastin/Kollajen/PCL ¢ok katli tiibiiler
iskele
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Sekil 4.20 incelediginde makro/mikro gozeneklilige sahip medya ve adventisya
tabakalar1 ve nano/mikro liflerden mamul limen kismi agik bir sekilde goriilmektedir.
Makro/mikro gozenekli siingerimsi dis kabuk ayni zamanda birbiri ile baglantili i¢
kanalara sahiptir.

4.8 Hiicrelerin Proliferasyon Kapasitesinin Belirlenmesi

MTT testi ile hiicrelerin doku kiiltiir kabinda ve tiretilen iskeleler tizerindeki canlilik ve
cogalma diizeyleri belirlendi. Sekil 4.21 incelendiginde DDKbH’lerin diger hiicre
tiplerine gore doku kiiltiir kab1 ylizeyinde daha yiiksek oranda canlilik ve ¢ogalma
gosterdigi goriilmektedir. Ayrica DDKbH’ler doku kiiltiir kabinda siingerimsi iskeleye
gore daha yiiksek canlilik gostermektedir. DEbH’ler ise DDKbH’ler gibi doku kiiltiir
kabma daha ¢ok tutunup ¢ogaldig1 goriilmektedir. Inversiyon mikroskobu goriintiileri

sekil 4.22-4.23 ve sekil 4.24°de verilmistir.

100 - I MTT Testi
_ T
g 80
B  IAMKH
% 60 i—
£ ® DEbH
Q
g 40 L | DDKbH
= .
T B DEbH (Nanolif Uzerinde)
20 1~ I i I i 1 — = DDKbH (Siinger Icerisinde)
0 == S = U = e
1. glin 3. glin 7. gln 14. glin
Giin

Sekil 4.21 Hiicre canliliginin grafiksel gosterimi. iAMKH’lerinin doku kiiltiir kabinda
(DKK), DEbH’lerin DDK, DDKbH’lerin DKK, DEbH’lerin PCL Nanolif
iizerinde ve DDKbH’lerin siingerimsi iskele icerinde 1, 3, 7 ve 14 giin
boyunca ¢ogalmasi
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IAMKH (DKK yiizeyinde)

Sekil 4.22 DKK c¢ogalan iAMKH’lerin MTT boyamalarmmm inversiyon mikroskobu
goriintiileri (1, 3, 7 ve 14. giinler)

78



DEbH (DKK ve Nanolif Uzerinde)

1g

Sekil 4.23 DKK ve nano lif iizerinde ¢ogalan DEbH’lerin MTT boyamalarinin
inversiyon mikroskobu goriintiileri (1, 3, 7 ve 14. giinler)
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DDKbH (DKK ve Siinger Icerisinde)

Sekil 4.24 DKK ve siingerimsi iskele icerisinde ¢ogalan DDKbH’lerin MTT
boyamalarmin inversiyon mikroskobu goriintiileri (1, 3, 7 ve 14. giinler)

4.9 DEbH’lerin Nano/Mikro Lifsi PCL Tabaka Uzerine Ekimi

3B-DMDG’nin intima bdlgesini olusturan nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL tabakalar
tizerine DEbH’ler ekildi ve 6rnekler 3. giinde ve 14. giinde (Sekil 4.25) tesbit edilerek
taramal1 elektron mikroskobu ile hiicre adezyonu ve yayilmasi goriintiilendi. Sekil 4’de
de goriildiigii iizere birinci zaman noktasinda tutunan DEbH’ler 14. giiniin sonuna dogru

lifsi yapiya tamamiyla entegre olarak yiizeyi kapatmigstir.
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#1588  18xm GUFEF
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XS5 BOO 5 mm GUFEF

A., C., E. 3. giinler, B, D., F. 14. giinler
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4.10 DDKbH’lerin Gozenekli Kollajen/Elastin Siingerimsi Iskele Uzerine Ekimi

3B-DMDG’nin medya ve adventisya tabakalarini olusturan ¢apraz bagli kollajen/elastin
stingerimsi yapiya ekilen DDKbH’lerinin 3. giin ve 14. giinde (Sekil 4.26) iskele
lizerine/igine olan gocii, tutunmasi ve yayilmasi taramali elektron mikroskobu ile
goriintiilendi. 3. gilinde iskele yilizeyinin neredeyse tamamini Ortmeyi basaran
DDKbH’lerin 14. giine gelindiginde iskelenin her yOniine hareket ederek yiizeyi
tamamen kapattig1 sekil 4.26’da goriilmektedir.

Sekil 4.26 DDKbH’ler ekilmis ¢apraz elastin/kollajen siingerimsi iskelelerin elektron
mikroskobu goriintiileri

A., C. 3. giinler, B., D. 14. giinler
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4.11 Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL Cok Kath Tiibiiler Iskele Uretimi

Elastin/Kollajen/PCL ¢ok katli hibrit tiibiiler yapidaki iskelenin mekanik 6zelliklerini
arttrmak icin PGLA sutlir (mavi) ile iskelenin cevresi belirli bir simetride oriildii.
Tiibiiler iskele ¢evresindeki Orgiiniin makroskobik goriintiisti sekil 4.27°de verilmistir.
Sekil 4.27°de mavi renkte goriilen sutiir yapiya entegredir ve iskele iiretim asamasida

olumsuz bir etki gostermemistir.

Sekil 4.27 Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL ¢ok katl tiibiiler iskelesi

Siyah oklar PGLA stiiriinii isaret etmektedir
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4.12 Iskelelerin Biyomekaniksel Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanan iskelelerin biyomekaniksel 6zellikleri tek yonlii ¢ekme testi uygulayan bir
mekanik test cihazi ile belirlendi. Nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL tiibiin (n=3)
ortalama 18226,9 + 2642,3 kPa’lik bir gerilime dayandigi tespit edildi. Sekil 4.28

incelendiginde ise maksimum gerilimin yaklasik 22000 kPa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.28 Nano/mikro lifsi PCL tiibe ait Gerilim (kPa) / Yiizde Uzama egrileri (n=3)

[lave olarak ¢izelge 4.2’de goriildiigii iizere bu iskelenin ortalama 167,1 £ 29,8’lik bir

uzama ylizdesine sahip oldugu bulundu.

Cizelge 4.2 Nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL tiibe ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
PCL Tiip (1) 21235,8 22,8 152,2
PCL Tiip (2) 17160,8 30,2 201,4
PCL Tiip (3) 16284,2 22,1 147,6
Ortalama 18226,9 25,1 167,1
Standart Sapma +2642.3 +4.4 +29.8
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Iskele iiretim asamasinin diger bir evresinde elde edilen Elastin/Kollajen/PCL tiibiin
hem kuru formunun hem de 1slak formunun biyomekaniksel 6zellikleri belirlendi. Kuru
formdaki Elastin/Kollajen/PCL tiibiin (n=3) ortalama 274,8 + 84,2 kPa’lik bir gerilime
dayandigi tespit edildi. Sekil 4.29 incelendiginde ise maksimum gerilimin yaklagik 370
kPa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.29 Kuru formda Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait Gerilim (kPa) / Yiizde Uzama
egrileri (n=3)

[lave olarak cizelge 4.3’de gériildiigii iizere bu iskelenin ortalama 78,2 + 3,1’lik bir

uzama yiizdesine sahip oldugu bulundu.

Cizelge 4.3 Kuru formda Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (1) 260,2 11,3 75,4
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (2) 365,4 10,6 81,6
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (3) 198,8 11,6 71,7
Ortalama 274,8 11,1 78,2
Standart Sapma +84,2 +0,5 +3,1
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Benzer sekilde hazirlanan Elastin/Kollajen/PCL tiip tam besi yeri i¢inde %5 CO, %95
hava ve %90 bagil nem iceren 37°C sicakliga ayarli inkiibatorde 48 saat bekletildi.
Inkiibasyon siiresinin ardindan alan iskeleler 1slak formda mekanik test cihazinmn yiik
hiicrelerine tutturularak ¢ekme testi yapildi. Islak formdaki Elastin/Kollajen/PCL tiibiin
(n=3) ortalama 90,9 + 2,1 kPa’lik bir gerilime dayandigi tespit edildi. Sekil 4.30

incelendiginde ise maksimum gerilimin yaklasik 93 kPa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.30 Islak formda Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait Gerilim (kPa) / Yiizde Uzama
egrileri (n=3)
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[lave olarak cizelge 4.4’de goriildiigii iizere bu iskelenin ortalama 135,1 + 65,9’luk bir

uzama yiizdesine sahip oldugu bulundu.

Cizelge 4.4 Islak formda Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (1) 92,5 12,1 80,7
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (2) 88,6 31,2 208,4
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (3) 91,6 17,4 109,5
Ortalama 90,9 20,2 135,1
Standart Sapma +2,1 +9,8 +65,9
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Gii¢lendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibiin benzer sekilde kuru ve islak formunun
mekanik 6zellikleri belirlendi. Kuru formda Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibiin
(n=3) ortalama 1086,4 + 89,7 kPa’lik bir gerilime dayandig: tespit edildi. Sekil 4.31

incelendiginde ise maksimum gerilimin yaklasik 1185 kPa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.31 Kuru formda Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait Gerilim (kPa) /
Yiizde Uzama egrileri (n=3)
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[lave olarak ¢izelge 4.5°de goriildiigii iizere bu iskelenin ortalama 82,9 = 15,8’lik bir

uzama yilizdesine sahip oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.5 Kuru formda Giig¢lendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama

(kPa) (mm) (%)
Giiclendirilmis-

1008,4 8,1 67,3
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (1)
Giiclendirilmis-

1066,3 11,8 98,9
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (2)
Giiclendirilmis-

1184,5 9,9 82,5
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (3)

Ortalama 1086,4 9,9 82,9
Standart Sapma +89,7 +1,8 +15,8
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Islak formda Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibiin (n=3) ortalama 672,3 + 154,5

kPa’lik bir gerilime dayandigi tespit edildi. Sekil 4.32 incelendiginde ise maksimum

gerilimin yaklagik 789 kPa oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.32 Islak formda Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait Gerilim (kPa) /
Yiizde Uzama egrileri (n=3)

[lave olarak ¢izelge 4.6’da goriildiigii iizere bu iskelenin ortalama 147,9 + 27,1°lik bir

uzama yiizdesine sahip oldugu bulundu.

Cizelge 4.6 Islak formda Giiglendirilmis-Elastin/Kollajen/PCL tiibe ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
Giiclendirilmis-
730,8 17,1 1719
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (1)
Giiclendirilmis-
789,1 9,4 118,5
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (2)
Giiclendirilmis-
497,1 15,3 153,5
Elastin/Kollajen/PCL Tiip (3)
Ortalama 672,3 14,0 147,9
Standart Sapma +154,5 +4,0 +27.1
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IGBA (Sekil 4.34) biyomekaniksel test ¢alismalarinda kontrol grubu olarak segildi.
Islak formda iGBA (n=3) ortalama 132,0 + 39,4 kPa’lik bir gerilime dayandig: tespit
edilmistir. Sekil 4.33 incelendiginde ise maksimum gerilimin yaklasik 178 kPa oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.33 iGBA’ne ait Gerilim (kPa) / Yiizde Uzama egrileri (n=3)

Ilave olarak cizelge 4.7°de goriildiigii iizere bu iskelenin ortalama 84,7 + 29.4’lik bir

uzama yiizdesine sahip oldugu bulundu.

Cizelge 4.7 iGBA’ne ait veriler (n=3)

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
iGBA (1) 177,5 10,0 52,6
iGBA (2) 107,3 17,2 90,7
iGBA (3) 111,1 18,8 110,6
Ortalama 132,0 15,3 84,7
Standart Sapma +39.4 +4,6 +29.4
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Sekil 4.34 iGBA’nin makroskobik goriintiisii

Ilave olarak biyomekanik test sonuglarinin toplu gosterimi cizelge 4.8’de goriilmektedir.

Cizelge 4.8 Biyomekanik test sonuglarinin toplu gosterimi

Gerilme Uzama Yiizde Uzama
(kPa) (mm) (%)
iGBA (kontrol) 132,0+39.4 15,3 +4.,6 84,7 +29.4
PCL Tiip 18226,9 +2642,3 25,1 £4,4 167,1 £29,8
Elastin/Kollajen/PCL
2748 £ 84,2 11,1 +£0,5 78,2 +3,1

Tiip (kuru form)
Elastin/Kollajen/PCL

90,9 +2,1 20,2 +9,8 135,1 £ 65,9
Tiip (1slak form)
Giiclendirilmis-
Elastin/Kollajen/PCL 1086,4 + 89,7 9,9+ 1,8 82,9+ 15,8
Tiip (kuru form)
Giiclendirilmis-
Elastin/Kollajen/PCL 672,3 +154,5 14,0+ 4,0 1479 +£27,1

Tiip (1slak form)
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4.13 DDKbH’lerin ve DEbH’lerin Elastin/Kollajen/PCL Cok Kath Tiibiiler
Iskelesi Uzerine Ekimi (Statik Calismalar)

Hazirlanan ve dnceden steril edilen Elastin/Kollajen/PCL’den iiretilen 3B-DMDG’nin
iizerine/igine ekilen DEbH’lerin 3. giinde (Sekil 4.35) iskele ylizeyini kapladigi ve 21.
giiniin (Sekil 4.35) sonuna dogru ise tamamen yayilarak tiim iskele yiizeyini Ortigi
goriildii. Benzer sekilde DDKbH’lerin 3. giinde (Sekil 4.36) iskele i¢ine/ylizeyine
tutunmug ve 21. giinde (Sekil 4.36) ise iskele etrafinda tamamen yayildig1 taramali

elektron mikroskobu mikrograftlarinda goriilmektedir.

GHR

GUFEF

X118 188xm SkU N |x1B88 16880m GUFEF

) Lo

Sekil 4.35 DEbH’ler ekilmis 3B-DMDGnin elektron mikroskobu goriintiileri

A., C. 3. glinler B., D. 21. giinler
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GUFEF

X188 1861.um X188 1806mum

Sekil 4.36 DDKbH’ler ekilmis 3B-DMDG nin elektron mikroskobu goriintiileri

A., C. 3. giinler B., D. 21. giinler

4.14 Ger¢cek Zamanh Akis-Basin¢ Olgiimlii Perfiizyon Biyoreaktor Sistemin
Kurulmasi ve Damar Hiicre Hatlarimin 3B-DMDG’ne Ekimi (Dinamik
Cahismalar)

Kurulan biyoreaktor sisteminde akig-basing bir peristaltik pompa yardimi ile saglandi.
Peristaltik pompanin ilk ¢ikisina seri olarak i¢-dis akisi dlgebilen akis metreler ayr1 ayri
baglandi. Akis metrelere ise dogrudan i¢-dis basinci Olgebilen basing trandiiserleri seri
olarak ayr1 ayr1 baglandi. Peristaltik pompayi, akis metreleri ve basing transdiiserlerini

iceren Perfiizyon/Sensor Unitesi sekil 4.37°da goriilmektedir.
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Basing
Akis Olcerler Transdiiserleri

Sekil 4.37 Perfiizyon/Sensér Unitesine genel bir bakis

Akis metreler ve basing transdiiserlerinden alinan sinyaller akim ve gerilim duyarli veri
kayit cihazlari ile bir bilgisayara gonderildi. Veri kayit cihazlarin1 ve bilgisayar1 igeren

Veri Kayit ve Islem Unitesi Sekil 4.38°de goriilmektedir.

VERI KAYIT ve iSLEM UNITESI

Veri islem
Bilgisayari

o -
| TR0

Sekil 4.38 Veri Kayit ve Islem Unitesi

93



Peristaltik pompa, rezervuarlarindan ¢ektigi besi yerini akis Olgerler ve basing
transdiiserleri iizerinden dogrudan perfiizyon iinitesine dogru iletmistir. Perfiizyon
iinitesinin i¢ ve dis girisinden igeri dolan besi yeri teflon iplerler yardimu ile tutturulmus
3B-DMDG’nin i¢inden ve disindan akarak tekrar ilgili rezervuarlara dogru akmustir.
Rezervuarlar1 ve perfiizyon hiicresini iceren Biyoreaktdr Unitesi Sekil 4.39°de

verilmistir.

|

|

Sekil 4.39 Biyoreaktdr Unitesi

Dinamik kiiltiiriin ilk giinlerinde akis, hiicrelerin tutunmasi ve yayilmasi igin diisiik
hizlarda tutuldu. Bu siire DDKbH’ler i¢in yaklasik 10 giin iken, DEbH’ler i¢in ise 5
giindiir. 15. giinden itibaren ise akis gradientli olarak artirildi ve buna bagh sistemde
olusan basing gercek zamanli olarak kayit altina alindi. Giinlere gore degisen akis-

basing ile ilgili veriler ¢izelge 4.9-4.10 ve ¢izelge 4.11°de sunulmustur.
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Cizelge 4.9 0-2. giinler arasinda sistemde Olgiilen akis (ml/dakika) ve basing (mmHg)

degerleri
istatistic Alas Dis (ml/min)  Alas i (ml/min) Basing Dis Basing i¢ (nmHg)
(ml/dak) (ml/dak) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Ortalama 1.0 23 0.0 0.0
Minimum 0.7 16 0.0 0.0
Maksimum 13 2.8 0.0 0.0
Medyan 1.0 24 0.0 0.0
S. Sapma 0.2 03 0.0 0.0

Cizelge 4.10 2-4. giinler arasinda sistemde Olgiilen akis (ml/dakika) ve basing (mmHg)

degerleri
istatist Akis Dis (ml/min)  Akas i¢ (ml/min) Basing Dis Basing i¢ (mnmHg)
(ml/dak) (ml/dak) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Ortalama 20 45 0.0 18.8
Minimum 02 0.1 0.0 0.0
Maksimum 7.0 86 86 462
Medyan 20 45 0.0 232
S. Sapma 06 12 0.1 89

Cizelge 4.11 4-6. giinler arasinda sistemde Olgiilen akis (ml/dakika) ve basing (mmHg)

degerleri
istatistic Aaig Dis (ml/min)  Aas ig (ml/min) Basing Dis Basing i (mmHg)
, (ml/dak) (ml/dak) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Ortalama 25 59 0.0 341
Minimum 15 0.1 0.0 0.2
Maksimum 34 37.7 0.0 119.0
Medyan 25 55 0.0 275
S. Sapma 03 33 0.0 143
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Intima (1)

Intima (2)

GUFEF > " GUFEF

Adventisya

o g
o W

Sekil 4.40 21 giin boyunca dinamik kosullarda tutulan DDKbH’ler ve DEbH’ler ekili
3B-DMDG nin elektron mikroskobu goriintiileri

A., C., E., G. DEbH’lerin tutunup yayildig: intima tabakasi, B. Greftin dikey goriiniimii, D. Greftin yatay
goriintimii, F., H. DDKbH’ler ekili medya ve adventisya tabakalar1
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6 giin boyunca toplamda 518.400 kayit alindi. Cizelgeler 4.9 - 4.11 incelendiginde
ortalama i¢ akis hizinm 1,0 ml/dakikalarda oldugu siirede i¢ basmncm okunamadigi
ancak ortalama hizin 2,0 ml/dakika ve iizerine ¢iktiginda ise i¢ basincin 34,1 mmHg
seviyelerinde okundugu goriilmektedir. Aksine ortalama dis akis hiz1 5,9 ml/dakikalara

kadar ¢ikmistir ancak buna karsilik bir basing degeri okunamadi.

21 giin boyunca dinamik kosullarda 3B-DMDG iginde/yiizeyinde kiiltiire edilen
DDKbH’ler ve DEbH’lerin iskelenin her yanini sardig1 goriildi. DEbH’lerin, iskelenin
limen kismina tutundugu ve dinamik olarak ekilmelerini takiben 11 giinliik siire
zarfinda tamamen lifsi intima tabakasini orterek piiriizsiiz bir endotelyumu olusturdugu
taramal1 elektron mikroskobu mikrograftlarinda goriilmektedir. Ilave olarak 3B-DMDG
iizerine statik olarak ekilen DDKbH’lerin 21 giin boyunca iskelenin medya ve
adventisya tabakalarmi sardigi ve kapattigi da yine elektron mikroskobu
mikrograftlarinda goriilmektedir (Sekil 4.40).

4.15 iImmiin/histokimya Cahsmalan 1 (Statik Cahismalar)

DEbH’ler statik kosullarda 3B-DMDG f{izerine/i¢ine ekildi ve ornekler farkli zaman
noktalarinda tesbit edildi. Tesbit edilen ornekler kriyo kesit ¢aligmalari igin gesitli
cozeltiler ve tamponlar ile etkilestirildi ve daha sonra kriyo mikrotom cihazi ile
orneklerden kesitler alindi. Alinan kesitler endotel hiicrelere 6zel antikorlar ve H&E ile

boyandi ve 151k mikroskobu yardmmi ile goriintiilendi (Sekil 4.41).

Statik olarak 3B-DMDG f{izerine/igine ekilen ve bu sekilde kiiltiire edilen DEbH’lerin
protein ifadelerindeki degisim incelendiginde CD34 ifadesinde iki hafta boyunca bir
degisim olmazken 21 giinde ifadede kismen bir artigsin oldugu, CD31 ifadesinde goriiniir
bir degisimin olmadigi, Flk-1 ifadesinin ilk giinlerde olugsmadig1 ancak takip eden kiiltiir
stiresinde artt1g1, Tie-2 ifadesinde deney siiresi boyunca bir degisimin olmadigi, CD144
ifadesinde ise yine belirgin bir farkin olmadig:1 ve son olarak ise VWF ifadesinde ilk
haftada bir degisim goriinmez iken takiben eden 2 hafta boyunca ifadenin yogun sekilde
arttig1 goriildi (Sekil 4.41).

97



DMDG i¢inde/iizerinde statik olarak ekilip

lerin insana karsi farede {iretilen CD31, CD34,

Flk

boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii

14 ve 21 giin boyunca 3B

7,

3

Sekil 4.41 3

kiltire edilen DEbH’

CD144, Tie-2

1 birincil antikorlar1 ve ilave olarak H&E ile

VWE,
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DDKDbH’ler statik kosullarda benzer bigimde 3B-DMDG iizerine/igine ekildi, 6rnekler
farkli zaman noktalarinda tesbit edildi ve kesitleri alindi. Alinan kesitler damar diiz kas
hiicrelerine 6zel antikorlar ve H&E ile boyandi ve 1sik mikroskobu yardmi ile

goriintiilendi (Sekil 4.42).

Statik olarak 3B-DMDG iizerine/igine ekilen ve bu sekilde kiiltiire edilen DDKbH’lerin
protein ifadelerindeki degisim incelendiginde aSMA ifadesinin ilk giinlerden son giine
kadar yogun bir sekilde oldugu, MY-HC ifadesinin ilk ii¢ giinde olusmadigr ama 3.
giinden itibaren kismen de olsa olusmaya basladigi, kalponin ifadesinin de aSMA
ifadesine benzer bigimde ilk giinlerden son giine kadar yogun bir sekilde oldugu, CADL
ifadesinin ilk 3 hafta olustugu ama sonraki haftada azaldigi ve son olarak ise CADH
ifadesinin ilk giinlerden son giine kadar belirgin bir bicimde olustugu sekil 4.42°de

goriilmektedir.
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a-SMA

MY-HC

Calponin

Caldesmon, H Caldesmon, L

H&E

Sekil 4.42 3, 7, 14 ve 21 giin boyunca 3B-DMDG i¢inde/lizerinde statik olarak ekilip
kiiltiire edilen DDKbH’lerin insana karsi1 farede iiretilen aSMA, MY-HC,
CALP, CADL ve CADH birincil antikorlar1 ve ilave olarak H&E ile
boyanmasinin 1s1k mikroskobu goriintiisii
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iAMKH’leri de statik olarak 3B-DMDG igine/iizerine ekilerek endotel hiicrelere (Sekil
4.43) ve diiz kas hiicrelerine (Sekil 4.44) 6zel yukarida siralan birincil antikorlari hepsi
ve H&E ile boyanarak 1sik mikroskobu altinda goriintiilendi. Bu ¢alisma ile kullanilan
kok hiicrelerin ifadesi ile kok hiicrelerden farklilagmis hiicre hatlarmin ifadeleri

arasindaki benzerlikler ve/veya farkliliklar ortaya konuldu.

Statik olarak 3B-DMDG iizerine/igine ekilen ve bu sekilde kiiltiire edilen iAMKH’lerin
protein ifadelerindeki degisim incelendiginde CD34 ve CD31 ifadesinde 3. giinden 21.
giine kadar bir degisim olmadigi, Flk-1 ifadesinin diisiik seviyelerde oldugu, Tie-2 ve
CD144 ifadelerinde deney siiresi boyunca bir degisimin olmadig1 ve son olarak ise vVWF

ifadesinin ise yine diisiik seviyelerde oldugu sekil 4.43°de goriilmektedir.

Yine benzer sekilde statik olarak 3B-DMDG iizerine/igine ekilen ve bu sekilde kiiltiire
edilen iAMKH’lerin protein ifadelerindeki degisim incelendiginde aSMA ifadesinin ilk
giinlerden son giine kadar belirli diizeylerde oldugu, MY-HC ifadesinde bir degisimin
olmadigi, CALP ifadesinin oldugu, CADL ifadesinin ilk giinlerden son giinlere kadar
belirgin bigimde olustugu ve son olarakta CADH ifadesinin ilk gilinlerden son giine

kadar olusmadigi sekil 4.44°de goriilmektedir.
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VWF CD144 Tie-2 Flk-1 CD31 CD34

H&E

Sekil 4.43 3, 7, 14 ve 21 giin boyunca 3B-DMDG i¢inde/lizerinde statik olarak ekilip
kiiltiire edilen iAMKH’lerin insana karsi farede iiretilen CD31, CD34,
CD144, Tie-2, VWF, FIk-1 birincil antikorlar1 ve ilave olarak H&E ile
boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii
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DMDG i¢inde/iizerinde statik olarak ekilip
lerin insana karsi farede tretilen aSMA, MY-HC,
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14 ve 21 giin boyunca 3B

b

7

Sekil 4.44 3,

b
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CALP,
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4.16 Immiin/histokimya Cahsmalar 2 (Dinamik Cahsmalar)

Statik ¢aligmalar1 takiben dinamik c¢aligmalara gecildi ve dinamik kosullar altinda 3B-
DMDG igine ekilip kiiltiire edilen DEbH’lerin ifadelerindeki degisim incelendi (Sekil
4.45). Bunun i¢in 21. giiniin sonunda biyoreaktoérden ¢ikartilip tesbit edilen 3B-DMDG
kriyo kesit ¢aligmalar1 igin gesitli ¢ozeltiler ve tamponlar ile etkilestirildi ve daha sonra
kriyo mikrotom cihaz1 ile bu iskeleden kesitler alindi. Dinamik olarak 3B-DMDG’ nin
limen kismina ekilen DEbH’ler yaklasik olarak 11 giin boyunca perfiizyona maruz
brrakildi. Bu hiicre hattmin protein ifadelerindeki degisim incelendiginde statik kiiltiire
gore CD31, CD34, Flk-1 ifadelerinde bariz bir artisin oldugu bununla birlikte CD144
ifadesinin olusmaya bagladig1 goriildi. Ancak Tie-2 ifadesinde statik kiiltiire gore bir
degisim saptanmadi (Sekil 4.45). H&E dahil diger boyamalardan da goriildiigi tizere
DEbH’ler 3B-DMDG’nin liimen kismmi ince bir hat seklinde sararak kapattigi
belirlendi. Taramali elektron mikroskobu ile alinan goriintiiler de bu tezi savunmaktadir

(Sekil 4.40).
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CD144

vWF

H&E

Sekil 4.45 11 giin boyunca biyoreaktdr sisteminde 3B-DMDG’nin liimen kismina
dinamik kosullar altinda ekilip kiiltiire edilen DEbH’lerin insana karsi
farede tiretilen CD31, CD34, CD144, Tie-2, VWF, FIk-1 birincil antikorlar1
ve ilave olarak H&E ile boyanmasinin 151k mikroskobu goriintiisii (Boyut
cubuklar1 100 pm ve 50 pm)
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Benzer sekilde dinamik kosullar altinda 3B-DMDG iizerinde (medya ve adventisya
tabakalarinda) kiiltire DDKbH’lerin ifadelerindeki degisim incelendi (Sekil 4.46).
Statik olarak 3B-DMDG’nin medya ve adventisya tabakalarina ekilen DDKbH’ler 21
giin boyunca perfiizyona maruz birakildi. Bu hiicre hattinin protein ifadelerindeki
degisim incelendiginde statik kiiltiire oranla aSMA, CALP, CADH ve CADL ifadesinde
bir artigin oldugu aksine MY-HC ifadesinde bariz bir degisimin olmadig1 goriildi (Sekil
4.46). H&E dahil diger boyamalardan da goriildigii tizere DDKbH’ler 3B-DMDG’nin
medya ve adventisya tabakalar1 iginde tamamen yayilarak bu tabakalari Ortmiistiir.
Taramali elektron mikroskobu ile alinan goriintiiler de bu tezi savunmaktadir (Sekil
4.40).
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a-SMA

MY-HC

Calponin
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Caldesmon, H Caldesmon, L

H&E

Sekil 4.46 21 giin boyunca biyoreaktor sisteminde 3B-DMDG nin medya ve adventisya
tabakalarma statik olarak ekilip dinamik kosullarda kiiltiire edilen
DDKDbH’lerin insana karsi farede iretilen aSMA, MY-HC, CALP, CADL
CADH birincil antikorlar1 ve ilave olarak H&E ile boyanmasmm 11k
mikroskobu goriintiisii (Boyut ¢ubuklar1 100 pm ve 50 pm)

109



5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, iAMKH’lerinin izolasyonu, izole edilen hiicrelerin kok hiicre fenotipinin
belirlenmesi, fenotipi belirlenen kok hiicrelerin TGFB1, BMP4 ve Ang II gibi biiyiime
faktorleri ve kemokinin kullanilmasiyla DDKbH’lere ve farkli derisimlerde rh-VEGF
iceren EGM-2 Bullet kit kullanilmasiyla DEbH’lere farklilastirilmasi, dogal damarin iig
katmanmi ayni anda taklit edebilen tiibiiler formda iskelelerin iiretilmesi, iiretilen
iskelelerin biyomekaniksek 6zelliklerinin belirlenmesi, iIAMKH ’lerinin, DDKbH’lerinin
ve DEbH’lerinin doku kiiltlir kabmin yiizeyinde ve {iretilen iskeleler {izerinde/i¢inde
canlilik ve cogalma kapasitelerinin belirlenmesi, tek tabakada (iki boyut), statik (ii¢
boyut) ve dinamik (ii¢ boyut) kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerin immiinfenotipinin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Insan adipoz dokusu tip I kollajenaz varliginda enzimatik olarak sindirilmis ve lipo-
aspirat hiicreleri kiiltiire almmistir. Kemik iligi kaynakli MKH’lerin izolasyonu ve
kiiltiirtine benzer sekilde (Gong ve Niklason 2008) hi¢bir ¢k ilave katilmadan kiiltiir
devam ettirilmistir. izolasyondan yaklasik bir hafta sonra dibe yapisan ve fibroblastik
morfolojiye sahip hiicreler gézlenmeye baslanmistir (Sekil 4.1). “International Society
for Cellular Therapy’nin” mezenkimal kok hiicreleri igin belirledigi CD paneline gore,
izole edilen hiicrelerin CD73, CD90 ve CD105 gibi isaret¢ilere yiiksek oranda pozitif,
aksine hematopoetik CD isaret¢ilerine ise yiiksek oranda negatif oldugu yapilan akim

sitometri ¢caligmalar1 ile goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Son zamanlarda yapilan bircok damar doku doku miihendisligi c¢alismasinda
bulunabilirlik ve farklilasma potansiyellinin giiciinden &tiirli  adipoz kaynakli
MKH’lerin kemik iligi kaynakli MKH’lere bir alternatif olarak ortaya ¢ikmata oldugu
bildirilmistir (Rodriguez vd. 2006). ilave olarak mezenkimal kok hiicre fenotipine sahip
lipoasiprat hiicreleri in vitro kosullarda damar diiz kas benzeri ve endotel benzeri

hiicrelere farklilagabilme kabiliyetlerinin oldugu belirlenmistir (Cao vd. 2005).

Fonsiyonel bir diiz kas tabakasinin insas1 damar doku miihendisligi ¢aligmalar1 i¢in ¢ok

onemlidir (Yazdani vd. 2009). Fenotipi belirlenmis iAMKH’leri in vitro kosullarda
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DDKbH’lere farklilastirilmistir. Kok hiicrelerin  damar diiz kas hiicrelerine
farklilagmasimi konu alan bir¢ok calismada TGFB1, BMP4 ve Ang II gibi biiylime
faktorleri ve kemokinin ¢esitli kombinasyonlar1 kullanilmistir (Villiers vd. 2009, Kim
vd. 2008). Bu c¢alismada, iAMKH’leri TGFB1, BMP4, Ang II, TGFB1/BMP4,
TGFB1/Ang 11, BMP4/Ang 11 ile ayr1 ayr1 etkilestirilmis ve bu biliyeme
faktorii/kemokinlerin iIAMKH’leri damar diiz kas hiicrelerine farklilagtirma giigleri
belirlenmistir. Farklilasma 7 ve 14 giin boyunca takip edilmistir. Oncellikle, indiiksiyon
parametrelerinin tiimiinde aSMA ifadesinde negatif kontrole gore gozle goriiniir bir
artis meydana geldigi, CALP ve CADH artisinda TGFB1/BMP4’{in etkin oldugu, Ang II
ve kombinasyonlarmin aSMA ifadesinin artisina neden oldugu ve tiim indiiksiyon
parametreleri icinde TGFB1/BMP4 kombinasyonunun en etkin indiikleme araci oldugu
belirlenmistir. Ilave olarak zamanla CADH ifadesindeki artisa paralel olarak CADL
ifadesindeki azalig goriilmektedir. MY-HC ifadesinde ise bir degisim gozlenmemistir.
Tek tabaka (2 boyut) kiiltlirde hiicrelerde bir gevseme-kasilma hareketi olmadigindan bu
gec diiz kas ifadesinin olusamadig1 diisiiniilmektedir (Heydarkhan-Hagvall vd. 2008).
Doku kiiltiir kabmin yiizeyinde kiiltiire edilen ve pozitif kontrol olarak kullanilan
iIMADKH’leri benzer yogunlukta aSMA, CALP ve CADH gibi proteinlerin ifade
etmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.6). Benzer sekilde TGFB1/BMP4 kombinasyonunun
1IAMKH’lerinin damar diiz kas hiicrelerine farklilasmasi i¢in etkili bir indiikleme araci

oldugu bir¢ok grup tarafindan da bildirilmektedir (Wang vd. 2010).

Damar doku miihendisligi ¢alismalarindaki bir diger 6nemli parametre ise saglam ve
fonksiyonel bir endotel tabakasinin insasidir (Opitz vd. 2004). Bu amacla, iAMKH’leri
DEbH’lere farklhilastirilmistir. Farklilasma igin ticari olarak mevcut olan EGM-2 Bullet
kit kullanilmigtir. Kullanilan kit endotel hiicreler i¢in bir¢ok Snemli biyomolekiilii
icermektedir. Endotel hiicresine farklilasmada bFGF ve rh-VEGF gibi biiyiime
faktorleri cok onemlidir (Konno vd. 2010). Ozellikle kullanilan th-VEGF miktar1 iyi
ayarlanmalidir. Bu ¢aligmada, 2ng/ml ve 50ng/ml olacak sekilde iki derisimin endotel
hiicresine farklilasma iizerine etkisi belirlenmistir. Iceriginde 50ng/ml rh-VEGF
bulunan EGM-2 Bullet kit ile kiiltiire edilen iAMKH’lerinin CD31, CD34, Flk-1, Tie-2,
CD144 ve vWF gibi endotel hiicre isaretcilerini negatif kontrole gore daha yogun bir
bigimde ifade ettigi immiinohistokimya ¢alismalari ile goriilmiistiir (Sekil 4.10-4.11).
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Bu alanda yapilan ¢alismalar incelendiginde kullanilan rh-VEGF miktarinin farklilasma
icin yeterli oldugu bulunmustur (Cao vd. 2005). Ayrica EGM-2 Bullet kit ile kiiltiire
edilen hiicrelerin zamanla parke-tasi morfolojisini birakarak igsi ikincil yapilar: aldigi
(Sekil 4.12) gozlenmistir (Donnini vd. 2000).

iAMKH’lerin, DDKbH’lerin ve DEbH’lerin morfolojileri, dondurma-¢6zme sonrasi
canliliklar1 ve tripsine karst duyarliliklarinin farkhiliklar gosterdigi belirlenmistir.
iAMKH’leri fibroblastik igsi (Banas vd. 2007), DDKbH’ler tepe-vadi (Jeong vd. 2005)
ve DEbH’lerin parke-tasi (Fischer vd. 2009) morfolojisine sahip oldugu inversiyon
mikrokobu ile gozlenmistir (Sekil 4.13-4.14). Dondurma-¢dozme sonrasi canliliklari
incelendiginde ilk swrada DDKbH’ler yer almakta ve bunu swrasi ile DEbH’ler ve
1AMKH’ler izlemektedir. Benzer sekilde tripsine karsi duyarlilikta ilk sirada DEbH’ler
(20-30 saniye) yer almakta ve bunu sirasi ile DDKbH’ler (1-2 dakika) ve iAMKH’leri
(3-5 dakika) takip etmekte oldugu ve bu sonuglarin literatiir ile benzerlikler gosterdigi

bulunmustur (Hu vd. 2009).

Hiicre kiiltiirii gahsmalarini takiben malzeme iiretimi asamasma gecilmistir. Oncellikle,
insa edilecek 3B-DMDG’nin intima tabakasmi olusturacak nano/mikro lifsi tiibiiler
iskele elektro-egirme teknigi yardimi ile PCL’dan tiretilmistir. PCL biyomekaniksel
ozelliklerinden otiiri damar doku miihendisligi ¢alismalarinda siklikla kullanilan
biyouyumlu ve biyobozunur bir polimerdir (Liv vd. 2006). Nano/mikro lifsi yapida
iskele tiretiminde kullanilan en yaygin teknik elektro-egirme teknigidir (Bhardwaj ve
Kundu 2010). Iskele iiretim asamasindan oncelikle sistem parametrelerinin
optimizasyonu yapilmistir. Bunun icin 6ncellikle ¢oziicli sistemi ve polimer derisimi
calisiimistir. PCL, %0.6 NaCl igeren diklorometan/metanol (7:3) ¢oziicii sistemi
icerinde sirastyla %1, %2, %5, %10 (m/v)’lik derisimler de ¢o6ziilerek elektro-egirme
icin  en uygun derisim arastirilmistir.  CoOziicli  sistemi  olarak  secilen
diklorometan/metanol PCL’dan elektro-egirme islemi ile nano/mikro lifsi iskele
iretiminde siklikla kullanilmaktadir. Ortama ilave edilen tuz ise polimer ¢dzeltisinin
elektriksel iletkenliginin artmasma ve daha diiz liflerin elde edilmesine olanak
saglamaktadir (Beachley ve Wen 2009). Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda en uygun
derisimin %10 (m/v) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.18). Bu derisimin {izerine
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cikildiginda enjektdr ucunda tikanmalar meydana gelmistir. Diger 6nemli bir parametre
ise uygulanan gerilim ve olusan elektrik alanin siddetidir. 0-33 kV araliginda denemeler
yapilms ve en uygun gerilimin 28 kV oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15). Enjektor
pompa hizi ve enjektor i¢ capi gibi parametreler de calisilip optimal degerler
belirlenmistir (Sekil 4.16-4.17). Sistem optimize edildikten sonra PCL’dan tek tabaka
ve tiibiiler yapida nano/mikro lifsi 6rgiisel olmayan iskeleler elde edilmistir (Sekil 4.19).
Elde edile bu iskele hiicrelerin tutunmasma ve lifler boyunca ydnlenmesine olanak

saglamaktadir (Xu vd. 2004).

3B-DMDG’nin intima tabakasmin insasmi takiben elastin/kollajenden mamiil
makro/mikro gozenekli siingerimsi iskelelerin iiretimine gegilmistir. Elastin ve kollajen
seyreltik asit varhiginda ¢oziilmiis ve daha sonra bir kaliba alinarak 3B-DMDG’nin
medya ve adventisya tabakalar1 olusturulmustur. Elde edilen makro/mikro gozenege
sahip iskele (Sekil 4.20) hiicrelerin tutunmasina ve ¢ogalmasina olanak saglamaktadir
(Bilodeau ve Mantovani 2006). Ayrica yapisindaki mevcut gozenekler sayesinde besi

yeri iskelenin her noktasina ulagsmaktadir.

Iskele iiretim asamasinin ardindan elde edilen iskeleler iizerine/icine iAMKH leri,
DDKbH’ler ve DEbH’ler ekilmis ve hiicrelerin iiretilen iskeleler iizerinde canliliklari,
cogalmalar1 ve yayilmalar1 incelenmistir. Sekil 4.21 incelendiginde DDKbH’lerin diger
hiicre tiplerine goére doku Kkiiltiir kab1 yiizeyinde daha yiiksek canlilik ve ¢ogalma
gosterdigi bu DEbH’lerinin ve iAMKH’lerinin takip ettigi goriilmektedir. Daha ytliksek
yiizey alanina sahip siinger i¢inde DDKbH’lerin nano/mikro lifsi tabaka yiizeyine ekili
DEbH’lere gore daha yiiksek oranda canlilik gosterdigi belirlenmistir. DEbH’lerin 3.
giinde nano/mikro lifsi iskele yiizeyine tutundugu ve 14. Giiniin sonuna dogru iskeleyi
tamamen kapatarak sardigi taramali elektron mikroskobu mikrograftlarinda
goriilmektedir  (Sekil 4.25). Benzer bicimde makro/mikro gozenege sahip
elastin/kollajen siingerimsi iskele lizerine ekilen DDKbH’ler de 3. Giinden 14. Giine
kadar iskele tizerine/igine tutunup ¢ogaldigi ve mevcut gozeneklerin tamamini kapattigi
elektron mikroskobu mikrograftlarindan goriilmektedir (Sekil 4.26). Nano/mikro lifsi
PCL tek tabaka iskelesi ve makro/mikro gozenekli slingerimsi elastin/kollajen DEbH’ler

ve DDKDbH’lerin tutunup yayilabilmesine olanak saglamaktadir.
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Uretilen iskelelerin biyomekaniksel 6zelliklerinin belirlenmesi igin tiim iskeleler kuru
ve 1slak formda tek yonlii ¢ekme testine tabi tutulmustur. Dogal damara benzer
mekaniksek 6zelliklere sahip iskelelerin iiretilmesi i¢in yogun bir ¢alisma yapilmaktadir
(Naito vd. 2011). Nano/mikro lifsi yapiya sahip PCL tiibiin ortalama 18226,9 + 2642,36
kPa’lik bir gerilime dayandigi tespit edimistir (Sekil 4.28). Giiglendirilmis-
Elastin/Kollajen/PCL iskelesi 1slak formda yaklasik olarak ortalama 672,352 + 154,548
kPa’lik bir gerilime dayandigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Hazirlanan iskelede ana
yiikii nano/lifsi PCL tiibiiler iskelesi ¢ekmektedir (Cizelge 4.2). Medya ve adventisya
tabakasint olusturan makro/mikro gozenekli elastin/kollajen siingerimsi yapmin
iskelenin biyomekaniksel ozeliklerine bir katki saglamadigi belirlenmistir. Koroner
arterin biyomekaniksel testi ile ilgili ¢aligmalar1 igeren yaymlar incelediginde koroner
arterin 250-300 kPa gerilime dayanabildigi goriilmiistiir (Kathryn A. McKenna vd.
2012, Mehmet H.Kural vd. 2012, E. Claes vd. 2010). Kontrol grubu olarak segilen
1GBA ise yaklasik 132 kPa’lik bir gerilime dayanabilmektedir (Cizelge 4.7).

3B-DMDG iizerine/igine 1AMKH’leri, DDKbH’leri ve DEbH’leri ayr1 ayr1 ekilerek
statik kosullarda (3 boyut) kiiltlir siirdiirtilmiistiir. Belirli zaman noktalarinda tesbit
edilen ornekler immiin/histokimyasal olarak karakterize edilmistir. DDKbH’ler ekili
3B-DMDG kesitleri diiz kas hiicrelerine 6zel birincil antikorlar ile boyanmustir. Iskele
tizerine ekilmis DDKbH’lerinin ilk giinlerden son giine kadar yogun bir sekilde aSMA
ifade ettigi, MY-HC ifadesinin ilk giinlerde olusmadigi ama daha sonraki zaman
noktalarinda kismen de olsa olusmaya bagladigi, CALP ifadesinin de aSMA ifadesine
benzer bigimde ilk giinlerden son gline kadar yogun bir sekilde oldugu, CADL
ifadesinin ilk 3 haftada olustugu ama sonraki haftada azaldigi ve son olarak ise CADH
ifadesinin ilk giinlerden son giine kadar belirgin bir bi¢imde olustugu Sekil 4.41°de
goriilmektedir. Iskele iizerine/igine ekilmis DDKbH’ler statik kosullarda MY-HC

ifadesini degistirmemistir.

Benzer sekilde kiiltiire edilen DEbH ’lerin protein ifadelerindeki degisim incelendiginde
CD34 ifadesinde ilk iki hafta boyunca bir degisim olmazken 21 giinde ifadede kismen
bir artigin oldugu, CD31 ifadesinde goriiniir bir degisimin olmadigi, Flk-1 ifadesinin ilk

giinlerde olusmadig1 ancak takip eden kiiltiir siiresinde arttig1, Tie-2 ifadesinde deney
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sliresi boyunca bir degisimin olmadigi, CD144 ifadesinde ise yine belirgin bir farkin
olmadig1 ve son olarak ise vVWF ifadesinde ilk haftada bir degisim goriinmez iken

takiben eden 2 hafta boyunca ifadenin yogun sekilde arttig1 gortilmistiir (Sekil 4.40).

1AMKH’leri hazirlanan 3B-DMDG fiizerine/igine statik kosullarda ekilmis ve kontrol
grubu olarak sonucglar degerlendirilmistir. Endotel hiicrelere 6zgii protein ifadeleri
incelendiginde CD34 ve CD31 ifadesinde ilk giinlerden 3. haftaya kadar bir degisim
olmadigi, Flk-1 ifadesinin diisik seviyelerde oldugu, Tie-2 ve CD144 ifadelerinde
deney siiresi boyunca bir degisimin olmadig1 ve son olarak ise vWF ifadesinin ise yine
disiik seviyelerde oldugu Sekil 4.42°de goriilmektedir. Yine benzer sekilde kiiltiire
edilen iIAMKH’lerinin damar diiz kas hiicrelerine 6zgii protein ifadelerindeki degisim
incelendiginde aSMA ifadesinin ilk giinlerden son giine kadar belirli diizeylerde oldugu,
MY-HC ifadesinde bir degisimin olmadigi, CALP ifadesinin oldugu, CADL ifadesinin
ilk giinlerden son giinlere kadar belirgin bigimde olustugu ve son olarak da CADH

ifadesinin ilk giinlerden son giine kadar olugsmadigi sekil 4.43’de goriilmektedir.

Taramali elektron mikroskobu mikrograftlar1 incelendiginde kullanilan hiicre hatlarmin
statik kosullarda 3B-DMDG’nin intima, medya ve adventisya tabakalarina ilk giinlerde
tutunmaya basladig1 ve takip eden ii¢ hafta boyunca iskelenin tiim katmanlarini sardigi

goriilmiistiir (Sekil 4.34-4.35).

Statik kiiltiir calismalarini takiben dinamik kiiltiir ¢calismalarma geg¢ilmistir. Damar doku
miihendisliginde hiicre/iskele etkilesimini arttirmak ve hiicrelerin akis ve basing altinda
(mekanotransdiiksiyon etki) hiicre iskelet ve hiicre dig1 matriks proteinlerini yogun bir
bicimde sentezlemesini indiiklemek amaci ile hiicre/iskele yapisi periizyon sistemi i¢ine
alinarak dinamik kosullarda kiiltiire edilir (Lowery vd. 2010). Mekanotransdiiksiyon
etki altinda hiicreler dogal damar dokusuna benzer bigimde sekillenebilmektedir
(Yazdani vd. 2009). Hiicreler akis ve basing altinda iskele iiretiminde kullanilan dogal
ve sentetik polimerleri yeniden modelleyebilmektedir. Dinamik kiiltiir caligmalarinda,
ilk olarak hazirlanan iskelenin medya ve adventisya tabakalari tizerine statik kosullarda
DDKbH’ler ekilmistir. Bu sekilde kiiltiir 10 giin boyunca diigiikk hizlarda siirdiiriilmiis

ve hiicrelerin tutunup yayilmasi saglanmistir (Goa vd. 2008). Bu asamadan sonra
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DEbH’ler hazirlanan iskelenin limen kismma dinamik kosullarda ekilmistir. 15-21.
giinler arasinda ise akis hizi gradiyentli olarak arttirilmis ve buna bagh sistem i¢imde

olusan basing degerleri kayit edilmistir (Cizelgeler 4.9-4.11).

Taramali elektron mikroskobu mikrograftlarina gore dinamik kosullarda kiiltiire edilen
DDKbH’ler iskelenin medya ve adventisya tabakarma tutunmus ve 3 hafta i¢inde
iskelenin dig kabugunu tamamen sarararak bazal membran gérevi géren nano/mikro lifsi
PCL tabakasina ulasmistir (Sekil 4.39). Benzer sekilde dinamik kosullarda ekilen ve
kiiltiire edilen DEbH’ler iskelenin liimen kismina tutunup c¢ogaldigi ve piiriizsiiz bir
endotel tabakasini olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.39). Dinamik kosullarda kiiltiire
edilen DDKbH’lerin protein ifadelerindeki degisim incelendiginde statik kiiltlire oranla
aSMA, CALP, CADH ve CADL ifadesinde bir artisin oldugu aksine MY-HC
ifadesinde bariz bir degisimin olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.45). Benzer sekilde
endotel hiicrelerin protein ifadelerindeki degisim incelendiginde statik kiiltiire gore
CD31, CD34, Flk-1 ifadelerinde bariz bir artisin oldugu bununla birlikte CD144
ifadesinin olusmaya basladigi goriilmiistiir. Ancak Tie-2 ifadesinde statik kiiltiire gore
bir degisim saptanmamistir (Sekil 4.44). Elde edilen sonuglar literatiir ile benzerlikler

gosterdigi gortilmiistiir (Cho vd. 2006).

Sonug olarak bu ¢alismanin, damar doku miihendisliginde kullanilabilecek otolog hiicre
kaynagi, ii¢c boyutlu yapi iskelesi ve kiiltiir sistemlerinin kombinasyonuyla kisiye 6zgi
tedavi yaklasimi fikrini ve klinige rehberlik edebilecek ¢evrilebilir bilgi birikimine katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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