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OZET

KAROTIS ARTERDE ANEVRIZMA OLUSTURULMUS
SIGANLARDA MEZENSIMAL KOK HUCRE UYGULAMASININ
I[YILESMEYE OLAN KATKISININ iNCELENMESI

Ozbeyen ATALAY
Yiiksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez danismani: Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR

Haziran 2015, 61 sayfa

Bu tez calismasinda, karotis arterde anevrizma olusturulmus sicanlarda
mezengimal kok hudcre uygulamasinin iyilesmeye olan katkisi arastiriimistir.
Anevrizma modeli sican karotis arterinde yapilmis ve sigan yag dokusundan izole
edilmis olan mezengimal kok hucreler, emilebilir bir matriks iginde bdlgeye
disaridan uygulanmistir.  Sonuglar makroskobik ve mikroskobik olarak

degerlendirilmistir.

Anevrizma, atardamarlarda olusan patolojik genislemelerdir ve elastik liflerin
incelmesiyle karakterize edilir. Bu nedenle, anevrizma modeli olusturmak igin,
elastik liflerin parcalanmasini saglayan bir enzim olan elastaz kullanilmigtir.
Elastaz, literatlirde yapilan calismalarin isiginda tarafimizdan gelistiriimis olan bir
yontem ile karotis arterin dallandigi bolum ile proksimal ucu arasinda kalan
bolime uygulanmistir. Anevrizma olusturulan siganlar operasyondan sonra bes
gun bekletilmiglerdir. Bu slrenin sonunda mezengimal kok hlcre uygulamasi
gerceklestiriimistir. Mezensimal kdk hucreler vicutta eriyebilir jelatin matriks igine
emdirilmis ve anevrizma bdlgesine uygulanmistir. Bir hafta stireyle hayvanlar takip
edilmis; bu surenin sonunda karotis arterler diseksiyon yoluyla alinarak
makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmigtir. Makroskobik olarak damarin
genel yapisi, buatinligund koruyup koruyamadigi ve c¢apinda bir degisiklik olup

olmadigi gozle incelenmistir. Histolojik boyama ile mikroskobik inceleme yapiimis;



damar duvarini olusturan tabakalarda meydana gelen degisiklikler tespit edilmis ve

elastik liflerin bulundugu atardamar kalinhgi 6lgulmasgtur.

Mezengimal hucre uygulamasi yapilmis karotisler ile hi¢ghir MKH uygulamasi
yapllmayan kontrol grubu siganlardan alinan karotisler kargilagtiriimis ve
degerlendirme yapilmistir. Sonugta, MKH grubunda anevrizma ile meydana gelen
damar duvar degisikliklerinin duzeldigi ve bag dokunun yeniden sekillenmesiyle
birlikte bu arterde tunika media’nin ana komponent olan elastik liflerin yeniden
yapilanmaya basladigr gosterilmigtir. Bu sonuglar, mezengimal kok hucrelerin
anevrizma iyilesmesine katki sagladigini dusindurmesi bakimindan Umit vericidir.
Ancak klinik uygulamalarin yapilabilmesi, daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismanin

yapiimasiyla mumkun olabilecektir.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THERAPEUTIC EFFECTS OF
MESENCHYMAL STEM CELL APPLICATION IN A CAROTID
ARTERY ANEURYSM MODEL IN RAT

Ozbeyen ATALAY
Master, Department of Biology
Supervisor: Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR

June 2015, 61 pages

In this study, mesenchymal stem cells application healing on carotid artery
aneurysm is investigated in rat model. Aneurysm model was formed in rat carotid
artery and adipose derived mesenchymal stem cells was applied zone with

absorable matrix. The results were evaluated as macroscopic and microscopic.

Aneurysm is pathologic dilatation on artery and is characterized with thinness of
tunica media where elastic fibers are. Therefore, elastase enyzme which can lyse
elastic fibers was used for aneurysm model. Elastase was applied between
bifurcation and proximal carotid artery with our own method which is improved in
the light of literature. Rats which are formed aneurysm was waited for five days
after the operation. In the end of this time, the application of mesenchymal stems
cells were done. Mesenchymal stem cells were absorbed into souble gelatin
matrix in the body and were applied to aneursym zone. Along a week, animals
were kept under observation then carotid arteries were examinated by cutting it
out as macroscopic and microscopic. As a macroscopic, general vascular
structure was investigated if it protects its own integrity and there is a change in its
diameter. Microscopic examination is done with histologic stain; the changes on
layers of artery were determined and measured thickness of middle layer where

elastic fibers are.



The carotid artery which was processed with mesenchymal stem cell and the non
processed control group of rats were compared and their assessments were
made. Eventually, the vessel disruption by the impact of aneurysm on the cell
group has been recovered and the reshaping of the connective tissue has been
caused the nascency of elastic layer has been observed. With those promising
results, mesenchymal stem cell is helpful for curing of aneurysm. However it's only
possible with more in vitro and in vivo studyings to be able to clinic
implementations.
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1. GIRIS

Gunumuzde cesitli sebeplere bagl olarak meydana gelen birgok damar hastaligi
vardir. Anevrizma ise, atardamarlarin duvarinda olusan patolojik genislemelerdir.
Anevrizmali damarlar, normal atardamarlara goére ¢ok daha zayif duvar yapisina
sahip olduklari igin, patlayarak hayati tehdit eden ciddi kanamalara neden
olabilirler. Anevrizma tedavisi, anevrizmanin yerine ve buyukligune gore farkhlik
gOstermekle birlikte, ¢cogunlukla cerrahi girisimlere ya da endovaskuler yolla
tedaviye gereksinim gostermektedir. Ancak tani ve tedavi amagl olarak invaziv
yontemlerin kullanilmasi bir kisir dongu olusturmakta, hasarli damarlarda yeni
hasarlarin olusmasina yol agmaktadir. Bu durumda hucresel tedavi yeni bir
yaklagim olarak gorulmekte, yag dokudan izole edilen mezensimal kok hucreler

bugun igin etkili bir yontem olarak gorulmektedir.

Mezengimal kok hucreler hentz farklilasmamis hdcreler olup, kendilerini
yenileyebilme ve bulunduklari mikro gevreye ve aldiklari uyarilara gore farklilagsma
yetenegine sahip hucrelerdir. Bu ozellikleri yetiskin bir bireyde hasar goren bir
doku veya organin tamir surecinde gorev almalarini saglar. Aldiklari sinyaller
dogrultusunda go¢ edebilmeleri, immun sistemi baskilayici 6zellikte ayni zamanda
nonimmunojenik olmalari sayesinde mezengimal kok hucreler, hucresel

tedavilerde dikkat cekmektedir.

Bu tez calismasinda sigan karotis arterinde olusturulan anevrizma modelinde
tarafimizdan gelistirilen invaziv olmayan bir yontemle mezensimal kok hucre
uygulamasi yapilmis ve iyilesme incelenmigtir. Sonuglar, mezensimal hucrelerin
anevrizmall damar duvarinda iyilesmeye yardimci oldugunu ve damar
batinligundn yeniden olusturulmasina katki sagladigini géstermistir. Bu nedenle,
bu c¢alismanin ileride deney hayvanlari ile yapilacak galismalar igin bir model
olabilecegi dusunulmektedir. Ancak hi¢ kuskusuz klinik uygulamalarin
yapilabilmesi ¢ok daha fazla in vitro ve in vivo galigmanin yapilmasiyla mimkin

olabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Vaskiiler Sistem

Kapiller damarlar ve venduller digindaki butin kan damarlari genel olarak Ug¢

tabakadan meydana gelmistir (Sekil 2.1) [1].

Vasa vasorum
Sinir
~ Tunica
adventitia
Dig —/ .
elastik zar - Tunica
Diiz kas ,I media
l¢ -
elastik zar
Lamina propria | Tunica
(diz kas ve intima

bag doku)
Bazal zar

— Endotel -

Sekil 2.1. Kan damarlarinin genel yapisi [2].

Tunica intima (i¢c tabaka), icte endotel hlcre dizisi, bunun altinda bazal lamina ve
gevsek bir fibroelastik bag dokusundan olusan subendoteliyal tabakadan meydana
gelmistir. Subendoteliyal tabakanin dis kisminda elastik liflerin yogunlagsmasi ile
membrana elastika interna meydana gelir[1]. Bu yapi orta tip arterlerde belirgin bir
sekilde gorullir, ancak venler ve blyuk tip arterlerde ayirt edilmez. Subendoteliyal
tabakada duz kas hucreleri de yer alir. Bu tabakada hem bag dokusu fibrilleri hem

de duz kas hucreleri genel olarak longitldinal olarak dizenlenmisgtir.

Tunica media (orta tabaka), esas olarak sirkiler dizenlenmis duz kas
hucrelerinden meydana gelir. Kas hicreleri arasinda dagilmis farkh miktarlarda
elastik ve kollajen fibriller ile proteoglikanlar bulunur. Ekstraselliler matriks diz kas
hicrelerince olusturulur. Bu tabaka arterlerde iyi gelismigtir. Elastik ve muskuler
arterler arasinda media tabakasinin igerigi farkhlik gosterir. Kapiller ve postkapiller

venlllerde bu tabakay perisitler olusturur[1].



Tunica adventisiya (dis tabaka), en dig tabakadir. Daha ¢ok uzunlamasina
diizenlenmis kollajen ve elastik liflerden olugur. Ozellikle venlerde bu tabakada
diz kas hucreleri de bulunur. Media tabakasinin yakininda elastik liflerin
yogunlagmasi ile membrana elastika eksterna olusur. Adventisya venlerin
duvarlarinda en belirgin tabakadir. Buylk damarlarda adventisya icinde "vaza
vazorum" olarak adlandirilan kiguk kan damarlari bulunur[l]. Vaza vazorumlar
limenden diffizyonla beslenemeyecek kadar kalin olan adventisya ve media
tabakalarini besler. Arterlerde bu damarlar daha az sayidadir ve sadece
adventisya tabakasinda bulunur. Venlerde ise daha c¢ok sayidadir ve media
tabakasina ulasir. intima ve medianin en i¢ tarafi damarsizdir ve kandan
diffizyonla beslenir. Lenfatik kapillerler; arterlerde sadece adventisyada

bulunurlar, venler de ise media tabakasina kadar girerler [1].

Kan damari duvarlarindaki duz kaslar miyelinsiz sempatik sinir agi (vazomotor
sinirler) ile uyarlir. Bu sinirlerden norepinefrin  salinimi  damarlarda
vazokonstriiksiyona neden olur. iskelet kasindaki arterler ayrica kolinerjik
vazodilatatér sinir destegi alir. Bu efferent sinirler arterlerin media tabakasina
girmediginden, norepinefrinin media duz kas hucrelerini etkileyebilmesi igin birkag
mikrometre diffize olmasi gerekir. Mediadaki duz kas hucreleri arasindaki gap
junctionlar, noérotransmitterlerin daha igteki kas hucrelerine taginmasini sadlar.
Venlerde sinir uglari hem adventisyada hem de mediada bulunur. Fakat total

yogunluk agisindan arterler daha zengindir.
2.1.1. Arterler

Kalbin pompaladigi kani kapiller yataga goturen damarlardir. Arterler kalpten
uzaklastikca caplari azalarak devam eden dallanmalar yaparlar. Kalpten ¢ikan iki
ana arter vardir. Bunlar sag ventrikilden c¢ikan truncus pulmonalis ve sol
ventrikilden g¢ikan aortadir. Truncus pulmonalis kalpten ¢iktiktan hemen sonra sag
ve sol pulmoner arterlerine ayrilarak akcigerlerde dagilir. Aorta ise kalbin Ust
tarafindan yukari dogru cikip daha sonra sola dogru bir kivrim yaparak asagi
doner. Toraks ve abdomen boslugundaki organlara dallar vererek pelviste
abdominal aorta sag ve sol arteria iliaca communislere ayrilir. Bas-boyun ve Ust
ekstremitelerin arterleri ise arcus aortadan ¢ikan truncus brachiocephalicus, sol
arteria carotis communis ve sol arteria subclaviadir. Bu arterlerin gittikge
dallanmalari ile blytk captan daha kiglk capli damarlar (arterioller) olusur ve bu
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dallanma damarin tek bir endotel hucreli tabaka (kapiller) olmasina kadar devam
eder. Kapillerler, kardiyovaskuler sistemin en kiuguk fonksiyonel elementidir. Bu

sekilde dallanma goésteren arterler ¢aplarina gére doért gruba ayrilir [1]:

Bayuk tip arterler (elastik arterler, iletici arterler): Aorta, arteria pulmonalis, arteria
karotis communis, arteria subclavia ve arteria iliaca communis bu gruba girer
(Sekil 2.2).

Tunica
adventitia

Tunica media
(elastik doku ve
diz kas)

Tunica intima
(endotel ve bazal zar)

G ELASTIK ARTERIN YAPISI

Sekil 2.2, Buyuk tip elastik arterlerin yapisi [2].

Bu arterlerin duvarlari ¢aplarina gére daha incedir. Media tabakasindaki elastik
lifler fazla oldugu icin canh dokuda sari renkte goérulurler. Kalbin yakinindaki bayuk
iletici damarlarin sistol sirasinda duvarlarindaki elastik lifleri uzar, diastolde ise bu
fibriller geri gekilerek kan basincini korur. Boylece elastik arterler, kalp vurulari
aralikli olmasina ragmen akimin devamliligini saglayan yardimci bir pompa olarak
goérev yapar. Tunika intima, muskuler arterlerdekine gore daha kalindir. Aortada,
total duvar kalinhdinin yaklasik % 20’sini intima tabakasi olusturur. Limene bakan
yuzl tek sira yassi endotel hucre dizisi ile ortulidir. Komsu endotel hicreleri
birbirleriyle zonula okludens ve bazen de gap junctionlar ile baglanmistir.
Subendotelial tabaka kalindir. Burada uzunlamasina yerlesim gdsteren kollajen ve
elastik lifler ile dUz kas hucreleri gorulur. Kas hucreleri intimada bulunan gesitli tip
intersellular maddeleri Uretirler. intimanin periferik kisminda membrana elastika
interna, media tabakasindaki elastik liflerle karistigi igin ayirt edilemez. Tunika

medianin buyudk damarlardaki kalinligi 500 mikrona (0.5 mm) kadar ulasir. Yeni



doganlarda 40, yetiskinlerde 70 kadar pencereli duzenlenmig elastik membran
icerir. Elastik membranlar arasinda kollajen fibriller ve duz kas hucreleri de
bulunur. Bu membranlar arasindaki duz kas hucreleri elastin, kollajen ve
proteoglikanlari Uretir. Tunika adventisya ise elastik arterlerde ince olup farkh
yonlerde seyreden kollajen ve elastik lifler igerir. Kollajen lifler damarin sistolde
asir dilate olmasini engeller. Bu tabakada; fibroblastlar, diz kas hucreleri, diger

tip bag dokusu hticreleri, damarlar (vaza vazorum) ve sinirler bulunur [1].

Orta tip arterler (muskuller arterler, dagitici arterler): Arteria brakialis, arteria
femoralis, arteria radialis ve dallari bu grupta yer alir. Arteriyal sistemdeki
damarlarin ¢ogu orta tip arterdir (Sekil 2.3). Bu tip damarlardaki histolojik katlar;
Tunika intima: Lumene bakan yuzunu tek sira endotel hucre dizisi olusturur.
Endotel altinda ince bir subendotelial tabaka bulunur. Media tabakasina yakin dig
kisimda damar enine kesitlerinde kivrintili bir yapi olarak membrana elastika
interna belirgin sekilde goruliur. Tunika medianin kalinhgi duz kas hucrelerinin
dairesel sekilde olusturdugu 3-4 tabakadan 40 tabakaya kadar degismektedir. DUz
kas hucreleri arasinda bu htcreler tarafindan sentez ve salgilanan kollajen ve
elastik lifler gorular. Tunika adventisya, muskuler arterlerde adventisya tabakasi
tunika media kadar ya da daha kalin olabilir. Uzunlamasina dizenlenmis elastik
lifler ve daha az miktarda da kollajen fibriller icerir. MUskuler arterlerin duvarindaki
elastik liflerin cogu adventisyada bulunur. Media tabakasina yakin i¢c kisimda
sinirlari belirgin olmaksizin ¢evre bag dokusu ile devam eden membrana elastika
eksterna gozlenir. Adventisyada ayrica vazomotor sinirlerden olusan bir sinir agi

ve lenfatik damarlar da yer alir [1].

Klcguk arterler: Caplari daha kugik ve duvari daha ince olmakla birlikte orta tip

duvar yapisina benzer ozellikler gosterir.

Arteriol (prekapiller damar): Arteriyel sistemin ¢api 30 ile 400 mikron arasinda
degisen en kuguk terminal dallar arteriol olarak isimlendirilir. En kiguk
arteriollerde sadece endotel hucresi ve bazal membran bulunur. Daha buyuk
arteriollerde endotel hicre dizisi altinda ince bir bag dokusu ve =zorlukla
belirlenebilen bir membrana elastika interna gozlenir. Tunika media, damarin
blayukligune gore degisen 2-6 sira diz kas hucresinden olugur. Duz kas hucreleri
arteriol duvarini ¢epecevre sarmadiginda, bu damarlar artik metarteriol olarak
isimlendirilir. Metarteriollerin baglangigc boluminde duz kas hucre halkasindan
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olusan sfinkter yapisi (prekapiller sfinkter) kapillerlere girecek kan miktarini kontrol
eder. Tunika adventisya, ince gevsek bir bag dokusudur. Media tabakasi kadar
kalin olabilir. Kollajen ve elastik liflerden olusur. Klguk tip arterlerin en ug kisimlari
ve arterioller (prekapiller damarlar) rezistans damarlar olarak bilinir. Bu damarlar
kalpten atilan kanin periferde karsilastigi en buyuk diren¢ bolgesidir; periferik

direncin olusumunu ve kontrolinu saglarlar[1].

—Tunica
" adventitia

Dis .
elastik zar |_Tunica
media
Diiz kas tabakasi_|
le

elastik zar

Lamina propria |- Junica
prop Intima

Endotel ve
bazal zar

KASSAL ARTERIN YAPISI

Sekil 2.3. Kassal arterlerin yapisi [2].
2.1.1.1. Arterlerin Elastik Ozellikleri

Arterlerin media tabakasi damarin elastik 6zelliginden sorumludur. Elastik 6zelligin
uc temel komponentini; elastik lameller, fibriller, kollajen lifler ve duz kaslar
olusturur. Kuguk prearteriyolar damarlardaki diz kaslarin etkisi esas olarak elastik
ya da kollajen lifler Uzerine olur. Elastik ve kollajen, media tabakasinda stres
altinda damarin davranisini belirler. Duguk basingta stresin ¢cogu elastik lamellerde
olusur. Kasin kontraksiyonu ile stres kollajen liflere aktarilir ve damar duvari
sertlesir. Kasin gevsemesiyle stres elastik lamellere aktarilir ve damar duvarinin

dilate olmasi saglanir [1].
2.1.2. Kapillerler

Arteriol ve venullerin arasinda ¢ok sayida dallanmalar ve anastomozlar ile bir ag
yapisi olusturan damarlardir. Toplam uzunlugu 96.000 km kadar oldugu
hesaplanmigtir. Ortalama c¢aplari 5-9 mikron kadardir (Sekil 2.5). Metabolik

aktivitesi fazla olan dokular (akciger, karaciger, bobrek, mukéz membranlar,
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bezler, iskelet - kalp kasi, beyin korteksi) kapillerce zengindir. Duz kaslar, tendon,
siki bag dokusu ve ser6z membranlar gibi yapilar ise kapillerler bakimindan
fakirdir.

Kanin akis hizi aortada ortalama 320 mm/sn iken, kapillerlerde 0.3 mm/sn'dir.
Kapiller sistem irmaklarin aktigi ve bosaldigi bir gole benzetilebilir. Kapiller
sistemde kan akiminin yavas ve kapiller duvarin ince olusu, kan ile doku
arasindaki degisim icin ¢ok uygundur. Kapiller damarlarin duvari igten diga dogru;
endotel, perisit ve ince bir retikuler fibril agindan olusur. Endotel hlcreleri arasinda
fasiya okludens (devamlilik gostermeyen siki baglanti) tipi baglantilar gorulmesine
ragmen beyinde kapiller endotelleri arasinda ise zonula okludens (devamlilik
gOsteren siki baglanti) tipi baglantilar bulunur. Perisitler modifiye diiz kas huicreleri
olup endotel hucrelerini kismen kusatir. Endotel hicrelerinin yapisina ve bazal

laminanin varligina bagli olarak kapillerler dort gruba ayrilir.

Col BiE: S Bazal zar altinda ?:gsa'lkgar

- —/\_/7'enaotel hacreleri

=", Gekirdek

Pinositik

s vezikiller
Pinositik o4
vezikiller o S Porlar
_ il
“~ Endotel Endotel .

i hiicrelerinin hticrelerinin S
temas Bazal zar

temas
Bazal zar noktasi

Sekil 2.4. Kilcal damarlarin yapisi [2]

Kesintisiz veya somatik kapillerler: Duvarinda pencerelerin olmamasi ile
karekterize edilirler. Bu tip kapillerler; kaslarda, bag dokusunda, ekzokrin bezlerde
ve sinir dokusunda bulunur. Bazal lamina kesintisiz olarak endoteli kugatir. Komsu

hicreler arasinda zonula okludens tipi baglantilar vardir.

Pencereli veya visseral kapillerler: Endotel hucrelerinin sitoplazmalarinda 60-80
mikron c¢apinda ince bir zarla kapatiimis pencereler vardir. Endotel etrafinda
devaml bir bazal lamina bulunur. Bu tip kapillerler; bobrek, bagirsak ve endokrin



bezler gibi kan ile doku arasinda madde alig veriginin hizli oldugu organlarda

goruldr.

Pencereli zarsiz kapillerler: Bobrek glomeruler kapillerlerinde bulunan,
pencerelerinde diyafram olmayan ve bazal laminasi digerlerine gore oldukca kalin

olan kapillerlerdir.

Sinuzoidal kapillerler: Caplari diger kapillerlere gére daha buyuktir (30-40 mikron).
Seyri boyunca geniglemeler ve daralmalar gosterir. Endotel hiicre sitoplazmasinda
¢ok sayida zarsiz pencere vardir. Devamli bir bazal lamina yoktur. Endotel
hacreleri aralikh yerlesim gosterir. Duvarlarinda perisit bulunmaz. Sinuzoidlerin en
tipik 6rnegi karacigerde bulunur. Bunun diginda dalak, kemik iligi, adrenal korteks,

adenohipofiz gibi endokrin bezlerde de gdzlenir [1].
2.1.3. Venler

Kan, kapiller agdan bagslayan venduller araciligi ile 6nce kugik c¢apli venlere
dokulur. Bu venler ise daha buyuk capli venleri olusturduktan sonra vena cava
inferior ve vena cava superioru olusturarak kalbin sag atriumuna dokulurler.
Venler, duvarlari ince oldugu igin kolayca gerilir ve daha fazla kan tutarlar. Bu
yuzden kapasitans damarlar (kan yuklenim damarlari, ven yatagi, hacim deposu)
olarak bilinirler. Bu 6zellikleri intravaskller basinci artirmasini engeller. Kapasitans
damarlardan kalbe dénen kan miktari, 6n yukua belirleyen énemli bir faktordur. Ven
duvarlarinda kargilikh intimal kivrimlardan olusan ven kapakgiklari bulunur.
Kapakgiklar; iki yuzu endotel ile ortllt, orta bolimu ise elastik liflerce zengin
subendotelial tabakadan olusur. Kapaklar o6zellikle alt ekstremitedeki venlerde ¢ok
sayida bulunur. Merkezi sinir sistemi ve visseral organ venleri ile buyuk venlerde

kapak bulunmaz [1].
Venduller: Baglica ug tip venul vardir:

Postkapiller venuller: Kapillerler; 10-25 mikron c¢apindaki en kuguk vendullere
acilirlar. Bunlarin yapisi kapillerlere benzer, ancak daha ¢ok perisit igerirler. Bu
venullerde kapillerlerdeki gibi madde alis verisi olur. Toplayici venuller:
Postkapiller venduller; 20-50 mikron c¢apinda daha buyuk toplayici vendullere
acilirlar. Bu damarlarda perisitler devamli bir tabaka olugturur. Bunlarin diginda
kollajen fibriller yer alir. Muskuler vendller: Toplayici venullerin ¢aplari arttikga,

perisitler duz kas hucreleri ile yer degistirir. Bir iki sirali duz kas hucre tabakasi
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olusur ve en digta kollajen fibrillerin yogun oldugu bir adventisya gorulmeye baslar.

Bunlarin ¢aplari 50-100 mikron arasinda degigir.

Kuguk venler: Muskuler venullerin devamidir. Benzer duvar yapisina sahip
olmasina ragmen ¢aplari 1 mm ye kadar ulagir. Kas hucreleri daha belirgindir ve

diginda adventisya tabakasi gorulur.

Orta tip venler: Bu damarlarda tunika intima, i¢ tarafta endotel hicre dizisi, altinda
ince bir bag dokusu ve dista da belirgin olmayan bir membrana elastika interna
seklinde bulunur. Tunika media, arter tunika mediasina gore daha incedir.
Aralarinda elastik ve retikuler lifler bulunan iki ya da ¢ tabaka duz kas hucresi
icerir. Tunika adventisya, bu venlerde damar duvarinin en kalin tabakasidir.

Uzunlamasina diizenlenmis kalin kollajen demetlerden olusur (Sekil 2.6).

~—— Tunica adventitia

“'&,j AN/
c : Tunica media

I¢ elastik zar

L Tunica
Endotel ve Ipkma
bazal zar

ORTA BOY BIRVENIN YAPISI

Sekil 2.5. Orta buyukltkte bir venin yapisi [2]

Blyuk venler: Bu damarlarda tunika intima, endotel hlcre dizisi ve altinda orta tip
venlere gore daha ¢ok elastik ve kollajen lifler icerir. Membrana elastika interna dis
tarafta bulunur. Tunika mediada ¢ok miktarda bag dokusu ve bir ka¢ sira diz kas
hicresi yer alir. Tunika adventisya, genis bir tabakadir. Kalin bir kollajen fibril
demeti, uzunlamasina duzenlenmis duz kas hucrelerinden ve elastik liflerden

olusur. Cok sayida vaza vazorum igerir[1].
2.1.4. Arterlerdeki Ozellesmis Duyu Organlari

Vlcuttaki ana arterler Ug tip 6zellesmis duyu organina sahiptir. Bunlar karotid
sinusler, karotid cisimcikler (glomus caroticum) ve aortik cisimciklerdir. Ayrica

klguk baroreseptorler aorta ve bazi buylk damarlarda da yerlesmislerdir. Bu
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yapilardaki sinir sonlanmalari; kalp atigi, solunum ve kan basinci kontrolu igin
impulslari beyne goéturir ve kan basinci ve igerigini gosteren bir monitor gibi

calisirlar.

Karotid sinusde kan basinci degisikliklerini algilayan baroreseptorler bulunur. Bu
yapilar; arteria carotis communisin bifurkasyon yerine yakin, arteria carotis
interna’nin duvarina yerlesmigtir. Burasi nervus glossopharingeustan gelen fazla
sayida sinir sonlanmasina sahiptir. Karotid sinUslerin yerlestigi arter duvarinda,
tunika adventisya daha kalin, tunika media ise daha incedir. Bu durum kan basinci
arttiginda tunika medianin gerilmesine yol agar. Bu geriime ¢ok sayidaki sinir
uclari tarafindan algilanir. Karotid sintslerden baslayan afferent impulslar beynin
vazomotor merkezi tarafindan alinir ve bu uyarilar vazokontriksiyonu tetikleyerek
kan basincini uygun konuma getirir. Kan basinci yukseldiginde kalbi yavaslatir ve
arteriyollerde vazodilatasyon yapar. Ayrica kuguk baroreseptorler aorta ve bazi
buyluk damarlarda da yerlesmiglerdir. Karotid cisimcikler (glomus caroticum),
arteria carotis communis’in bifurkasyon yerinde yerlesmiglerdir. Kandaki Oz, CO2
ve H+ gibi maddelerin konsantrasyonunu algilamadan sorumlu sinir sonlanmalari
iceren kemoresoptorlerdir. Aortik cisimcikler, arcus aorta’da yerlesmis yapi ve

fonksiyon bakimindan karotid cisimciklere benzerler [1].
2.2. Arter Hastaliklari

Arter hastaliklari, vicudun genelinde gorulen atardamar hastaliklaridir. Beyin ve
kalp disinda periferik arterlerde gorulen hastaliklar, periferik arter hastaliklar
(PAH) olarak tanimlanir. Sigara
kullanimi, yanhs beslenme, diyabet ve

SR aterskleroz bu hastaliklarin baglica

o sebepleridir. Sanildiginin aksine
PAH’In mortalitesi ve gorulme sikligi

¢ok daha yuksektir. Serebrovaskuler

PAH arter hastalklari (SAH) ve koroner
arter hastaliklari (KAH) g6z oOnunde bulunduruldugunda PAH''n yuzdesi
azimsanamayacak Ol¢udedir. PAH varligi bash basina bir koéti prognoz
goOstergesidir ve bu hastalarin sag kalimlari pek ¢ok kanser turinden daha

kotuddr.
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PAH icerisinde karsimiza farkh duzey ve onemde birgok hastalik ¢ikmaktadir.
Bunlar; akut ve kronik bacak iskemileri, abdominal aort, iliyak ve periferik arter

anevrizmalari ve stenozlardir [3].

2.2.1. Anevrizma

Arteriyal anevrizma, normal arterlerde bulunmayan, damar duvarindaki patolojik

genislemeleri ifade eden genel bir tibbi tanimlamadir [4].

Abdominal aortik anevrizma (AAA) olumcul etkileri olan ve giderek daha yaygin
hale gelen klinik bir durumdur. ileri dizeyde yaslanma ve ateroskleroz ile
baglantihdir. Anevrizmanin kaynagi ve olusumu tam olarak anlagiimamakla birlikte
insan AAA’si kronik aortik duvar inflamasyonu, elastin dejenerasyonu ve orta
duvar incelmesi ile karakterize edilir [5]. Bu hastalikta, artan proteolitik aktivitenin
kademeli aortik duvar zayiflamasina ve artan matriks eksilmesine yol actigi
bildirilmistir. Matriks metalloproteazlarin (MMP) baskin hicre disi matriks (ECM)
proteazlarindan oldugu ve anevrizma gelisimine katkida bulunduguna dair
destekleyici kanitlar bulunmaktadir [6,7]. Birgok MMP uyesi (MMP-1, 2, 3, 8, 9, 12,
13, 14) AAA olugumunda rol oynamakla beraber, MMP-2 ve MMP-Q’un 6zellikle

elastin dejenere edici aktivitesi oldugu belirtiimektedir [7].

Aortik media’nin (aort duvarinin orta kismi) dizenli yapisinin pargalanmasiyla
badlantih olan vaskiler inflamasyonun, AAA’nin gelisiminde temel rol oynadigi
saptanmistir. Nuklear faktdér kappa B (Nf-kB), inflamatuvar degisikliklerinden
sorumlu genlerin transkripsiyon faktorl olarak bilinir. Nf-kB, MMP ifadesini arttiran
etkiye sahip olmanin yaninda [8,9] elastin geni transkripsiyonunu baskilayarak
elastin sentezini de durdurur [10]. Bunun yaninda yapilan birgok c¢alismada
Nf-kB’nin baskilanmasinin deneysel AAA’nin olusumunu engelledigi gosterilmistir
[10,11]. Tum bunlar Nf-xB’nin anevrizma olugsumunda anahtar transkripsiyon

faktori olabilecegini gostermektedir.

AAA olugsumunda bir diger etken ise anevrizmali dokuda artan oksidatif strestir [12,
13]. Bolca uretilen reaktif oksijen tirleri (ROS), matriks pargalayici proteinlerin
aktivasyonuna ve duz kas hucrelerinin apoptozunun uyarilmasina neden olabilir.
ROS Uretiminde baskin enzim olan NADPH oksidaz (nikotinamid adenin
dinukleotit fosfat), AAA’ll dokularda yuksek ifade edildigi ve aktivitede oldugu
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kanitlanmigtir [13]. Yeni bir calismada ise, NADPH oksidazin baskilanmasinin

deneysel anevrizma olusumunu zayiflattigi gosterilmistir [14].

Beyin atardamarlari ve aort damari, anevrizmalarin en sik yerlestigi bolgelerdir.
Beyin anevrizmalarinin toplumda goértlme sikhdr %2-3’dur [15]. Polikistik bobrek
hastalarinda, ve daha 6onceden subaraknoid kanama gecirmis olan insanlarda
beyin anevrizmasinin olugmasi riski daha fazladir. Anevrizmalar, saglikh bir artere
gbre ¢ok daha zayif ve ince duvar yapisina sahip olduklari i¢in, patlama riski
tasirlar ve olimcul kanamalara neden olabilirler. Beyindeki anevrizmali damarin
yirtilmasi, beyin ile beyin zari arasindaki bosluk (subaraknoid bosluk) icinde
kanamaya neden olur [16]. Bu kanamalara subaraknoid kanama ismi verilir. Beyin
anevrizmali hastalarin gogunda, yirtiima olmadan 6nce bir belirti gézlenmez. Beyin
atardamarinda anevrizma gelismis olan hastalarin 6nemli bir kisminda anevrizma
teshisi, anevrizmaya bagli olmayan sikayetlerin arastiriilmasi amaciyla yapilan
manyetik rezonans goruntileme (MRG) ve bilgisayarli tomografi (BT) gibi
tetkiklerin sonucunda tesadufi olarak konulur. Ayrica, 6zellikle buyuk boyutlu
anevrizmalar, bas agrisi, g6z kapaginda dusukluk, cift gorme, bulanti-kusma, géz
arkasinda agri hissi gibi sikayet ve bulgular olusturabilir. Anevrizmaya bagli
subaraknoid kanama gecirmis hastalarda karsilasilan en sik olgu, bir anda bas
gOsteren cok siddetli bas agrisidir. Bu agri ile birlikte, biling bulanikh@i, bulanti-

kusma veya biling kaybina rastlanmaktadir.
2.2.1.1. Arter Anevrizmasi Tipleri
Arter anevrizmalari gesitli sekillerde gorulebilir (Sekil 2.6):

Sakuler (kese bicimli) anevrizmalar: En sik gorllen anevrizma tipi olup blyuk

damarlarin catallanma bodlgelerinde olugur. Bu ¢atallanma noktalarinda damar
duvari daha fazla basinca maruz kalmaktadir. Bu basing zamanla damar
duvarinda olusturdugu hasar sonucu balon olusumuna neden olabilir. Sakuler
anevrizmalar yillar igerisinde gelisir ve bundan dolayi anevrizmanin yirtilma riski
yasla birlikte artar. ileri yaslarda damar yapisinin bozulmasi sonucu damar
duvarinin esnekligini kaybetmesi de anevrizma olusumunda diger onemli bir

nedendir.

Fusiform (i§ bicimli) anevrizmalar: Bu anevrizma tipinde damarin uzunca bir

bolumunu igceren ig seklinde bir genigleme meydana gelir. Bu tip anevrizmalar da
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yirtilarak kanayabilir, ileri derecede genisleyip cevresindeki beyin dokusunda
baskiya yol agabilir veya icinde pihtilagsma gelistirip buradan ayrilan kalintilarin
normal beyin damarlarinda tikanmaya (emboli) neden olarak inme benzeri

yakinmalar olusturabilir.

Sakkiiler Anevrizma Fiiziform Anevrizma
’

-_{

I

g

Riptiire Anevrizma

Sekil 2.6. Anevrizma tipleri
Bunlarin disinda, mikotik ve travmatik anevrizmalardan da bahsedebiliriz.

Mikotik (iltihap sonucu_gelisen) anevrizmalar: Nadir goérilen anevrizma tipi olup

damarin mikrobik hastali§i sonucu gelisir. Genellikle kese bigimlidirler. iltihap,
damar duvarinda hasara yol agarak duvarin zayiflamasi sonucu anevrizma olusur.

Sikhkla subakut bakteriyel endokarditin bir komplikasyonudur.

Travmatik (kaza sonucu gelisen) anevrizmalar: Beyin kan damarlarinda kaza

sonucunda gelisen anevrizma tipidir. Travma bdlgesinde hasar goren damar

duvari zayiflayarak yirtilmalara neden olabilir.

Anevrizmalar, duvar yapilarina goére gergek anevrizmalar ve yalanci (ps6do)
anevrizmalar olarak siniflandinlirlar. Bu iki anevrizma arasindaki farklar oldukca
belirgindir. Gergek anevrizmalar normal atardamar duvarini olusturan tim
tabakalari (intima, media ve adventisya) bulundurur. Fakat bu tabakalarin
kalinhklari farklidir. Yalanci anevrizmalar incelendiginde, damar duvarinda olusan
yirtimayla olustugu ve anevrizmali arterin duvarinda damarsal tabakalarin

tumundn bulunmadigi goralmustar.
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2.2.1.2. Anevrizmalarin Tedavi Yontemleri

Anevrizma tedavisindeki temel dugunce, anevrizma igine kan girigini engelleyip
basinci azaltmak (yeniden) patlama riskini ortadan kaldirmaktir. Anevrizma
patlamasina bagli beyin kanamasi olan hastalarda, eger tedavi edilmezse,
hastalarin yaklasik %35’inde ilk kanamayi takip eden 1 ay igerisinde anevrizma
bdlgesinde tekrar patlama meydana gelerek ikinci bir beyin kanamasi olusur. Bu
nedenle anevrizma sonucu beyin kanamasi geciren kisiler, en kisa zamanda
gbzetim altina alinip, tedavi edilmelidir. Henuz yirtlmamis bir anevrizma teshis
edilen hastalarda ise tedavi, yas durumu, anevrizmanin yaratmis oldugu
sikayetler, anevrizmanin morfolojik yapisi (yapisi/gérinimu), bulundugu yer,
boyutlari ve hastaya 6zel diger tibbi sartlar géz 6nline alinarak verilir. [17] Beyinde

olusan anevrizmalarinin tedavisine iki ana yaklasim bulunmaktadir:

- Acik cerrahi ve

- Endovaskuler tedavi (kapali cerrahi).

Acik cerrahi tedavisi, beyin cerrahi uzmanlari tarafindan gergeklestirilir [16]. Bu
yontemde anevrizmanin olustugu arter kafatasi acilarak bulunup, anevrizma
boynu ile damar arasina metal bir klip konularak anevrizma igerisine kan girigi

engellenir.

Endovaskiler tedavi ile, kafatasi acilmadan noéroradyoloji uzmanlari tarafindan
damar icinden uygulanan bir yontemdir. [18,19,20]. Endovaskuler tedavide,
anjiyografi cihazi kullanilir. Islemin tim asamalari X-isini altinda izlenip,
yonlendiriimeler ile gercgeklestirilir. Gunumuzde, cerrahi bir igleme gereksinim
gOstermemesi nedeniyle endovaskuller yontemler, anevrizma tedavisinde tercih
edilmektedirler. Bu tedavi yonteminde, olduk¢a ince bir kateter yardimi ile
anevrizmaya ulasilip, platinden yapilmig bir koil adi verilen madde ile anevrizma
kesesi doldurulur. Bu isleme anevrizmanin koillenmesi adi verilir. [17]. Kaoiller
oldukga yumusak metal tellerdir. Anevrizma kesesi, koillerle tamamen doldurulup,

anevrizma igerisine kan girisi onlenerek tedavi gergeklestirilir.

Acik cerrahi ve endovaskuler tedavi sorunu ortadan kaldirici birer miudahale
olmakla birlikte, mildahale sonrasinda hastalarda c¢esitli komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Endovaskuller tedavide graftlarin yerlestiriimesi sonucunda

damar zedelenmesi, graftlarda kirilma ve ayrilmalar, yanhs yerlestirme sonucu
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graftlarin damar duvarina yapigsmasi gibi istenmeyen sonuglar meydana
gelebilmektedir [21,22]. Ayrica graftlarin bukulmeleri, yerinden ayrilmalari,
sizintilarin olusmasi ve spontan trombozun olugsmasi meydana gelebilecek diger
komplikasyonlardir [23,24]. Aclk cerrahi sonucunda ise %?2-6 oraninda
miyokardiyal enfarktis ve aritmi gibi kardiyak komplikasyonlar ve bobrek
yetmezligi geligtigi belirtimektedir [25]. Ek olarak iskemik kolit ve enfeksiyon

olusmasi olasiliklari mevcuttur [26].

Gunumuzde bu komplikasyonlardan olabildigince uzaklasabilmek icin farkli tedavi
yontemleri gelistiriimeye galigsiimaktadir. Bu noktada kok hlcre uygulamalari iyi bir
secenek olarak gorulmektedir. Hayvanlar Uzerinde kemik iligi kokenli mezensimal
kok hacreler kullanilarak yapilan calismalarda abdominal aortik anevrizma
iyilesmesinde basarili sonuglar elde edilmistir [27,28]. Bu calismalar anevrizma
tedavisi icin mezengimal kOok hicre uygulamasinin umut verici olacagini
gOstermektedir. Ancak Kklinik uygulamalardan 6nce c¢ok daha fazla in vivo

calismanin yapilmasi gerekliligi agiktir.
2.5. Mezensimal Kok Hiicreler

Kok hucreler henltz farklilasmamis hicreler olup, kendilerini yenileyebilme
potansiyeline sahiptir. Kok hucreler, farklilagma 6zelliklerine ve kaynaklarina gore
siniflandinlabilirler. Bir organizmayi butinliyle meydana getirebilen zigot, totipotent
kok hucredir. Embriyonun blastosist agsamasindaki hucreler, ektoderm, endoderm
ve mezoderm olmak Uzere U¢ germ tabakasini ve bunlardan gelisen tim doku ve
organlari olugturabilme yetenegine sahiptir. Bu hucreler, pluripotent koék
hicrelerdir. Sinirli sayida hucre tipine donusebilme yetenegine sahip olan ve
yetiskin bir bireyde bulunan kok hucrelere ise multipotent kok hucre adi verilir.
Multipotent kok hucreler, tipik olarak yer aldiklari dokunun hicrelerine
donusebilirken, ayni zamanda bu dokunun hasari sonrasinda yenilenmesinde de
rol oynar. Bir de indUklenmis pluripotent kok hicrelerden bahsedebiliriz. Bu
hicreler organizmada dogal olarak bulunmazken, vucut disinda belirli htcrelere
pluripotent 0zellik kazandirilmasiyla olusur. Pluripotensi 6zelligi bu hucrelere belirli
genlerin transfer edilmesi ile kazandirilir ki bu durum, hucrelerin canli vicuduna

uygulanmasi sirasinda belirli riskleri de beraberinde getirir.
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Mezensimal kok hucreler, hematopoietik grup diginda kemik, kikirdak, kas, yag,
tendon ve sinir hucreleri gibi gok farkli hicre tipine dontgsebilme yetenegine sahip
multipotent Ozellikteki kOk hucrelerdir. Bu hicreler ayni zamanda yetigkin kok

hicreler olarak da tanimlanir.

2.5.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Mezensimal kok hicreler, go¢c edebilme 6zellikleri, hedef dokuda mikro cevreye
badli olarak farklilagabilme yetenekleri, immun sistemi baskilayici 6zellikte ve
nonimmunojenik olmalari nedeniyle hasarli doku ve organlarin tedavi edilmesinde
iyi bir kaynak olarak gorulmektedir. Bu nedenle, mezengimal kok hucreler
ginimuzde c¢ok fazla ilgi cekmekte, hatta geri donisimi olmayan ve tedavi
edilemeyen bazi hastaliklarin tedavisinde klinik olarak kullanilabilmektedir [30].
Ancak mezengimal kok hucrelerin bu sekilde kullanilabilmeleri 6zelliklerinin ¢ok iyi
anlasilabilmesi ve haklarinda c¢ok daha fazla bilgiye sahip olmakla mimkin

olabilecektir.

Bir dokudan izole edilen hicreye mezensimal kdk hiicre diyebilmek icin G¢ temel

Ozellik vardir:

1. izole edildikleri dokudan ayrildiktan sonra, kiltir kabinin yiizeyine tutunabilmeli,
2. Ektoderm, endoderm ve mezoderm kaynakh hicrelere farklilasabilmeli,

3. Hucre yuzeyinde 6zgul bazi antijenleri ifade edebilmelidir.

Mezengsimal kok hucreler, ilk olarak Friedenstein tarafindan, kemik iligindeki
stromal ince uzun sekilli ve koloni olusturmaya meyilli ve proliferatif yetenegi olan
hicreler olarak tanimlamigtir. Bu hucrelerin, in vitro kosullarda plastik kalttr
yuzeylerine tutunabildigi, osteoblast, kondroblast ve adiposit gibi hicre tiplerine
farklilagabildigi ifade edilmistir. Daha sonra kemik iliginde elde edilen bu hicreler
mezensimal kok hicreler ya da mezensimal stromal hicreler olarak
tanimlanmistir. Ginimuzde bu hacrelerin kemik iligi disinda da farkh dokularda da

oldugu gosterilmigtir.

Mezensimal kok hucrelerin ylzey antijenleri buyuk bir ¢esitlilik gostermektedir [31]
ve gunumuzde hala hangi ylzey antijenlerinin tam olarak mezensimal kok hucre

Ozelligini yansittigi ile ilgili tam bir fikir birligine varilabilmis degildir. Ancak,
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Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for
Cellular Therapy (ISCT) tarafindan kabul gormis bazi ylzey antijenleri vardir.
Buna goére, mezensimal kdk hicre, CD105, CD73 ve CD90 (+) iken; CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79q, CD19 ve HLA-DR (-) olmaldir. Bu sayede mezensimal kok
hiucreler hematopoietik gruptan ve karigik bir hlcre populasyonundan ayirt
edilebilirler. YUzey antijenlerinin mezensimal kok hucreler Gzerinde ¢ok onemli
gorevleri vardir. Bunlar, bazi sitokin ve buyume faktorlerinin reseptorleri olabildigi
gibi ayni zamanda hucre adezyon molekulu olarak gorev yapar; mezezensgimal kok
hicrelerinin gdéclinde ve hedef dokuya entegrasyonunda rol oynar. Bu nedenle bu
antijenler, mezensimal kok hucrelerin bulunduklari dokuya ve dolayisiyla mikro

cevreye bagl olarak ifadelerinde degisiklik gosterebilirler.

MKH’ler hasarli doku bdlgesine gitme ve oraya yerlesme egilimi gosterirler. Deney
hayvanlarinda ve insanlarda yapilan uygulamalar, cogunlugunda intrvendz verilme
sekli kullanilmasina ragmen, hucrelerin hasarli doku bolgesinde |0kalize oldugunu
g6stermistir. inflamasyon ile iligkili mezensimal kok hiicre yerlesiminde, kimokinler,

adezyon molekulleri ve MMP gibi faktorler rol oynar.

Bu kimokinler arasinda kimokin ligand-12 (CCL-12) — kimokin (C-X-C) reseptér-4
(CXC4) ve kimokin ligand-12 (CCL-2) — kimokin reseptér-2 (CC2) en yaygin
olanlaridir. CXC’Un mezensimal kok hucrelere transfer edilmesiyle miyokardiyal
enfarktis modelinde hucrelerin hasarli doku bdlgesine yerlesiminin daha etkili
oldugu gosterilmistir. Adezyon molekulleri olarak P-selektin ve vaskuler hucre
adezyon molekili-1 (VCAM-1) ve VLA-4Un de MKH goéglinde rol aldiklari
bilinmektedir. VCAM-1 moleklllu ile kaplanmis MKH'in inflamasyonun oldugu
mezenterik lenf nodulleri ve bagirsakta bdlgeye c¢ok daha etkili bir sekilde
yerlestikleri fare modelinde gosterilmistir. MKH’lerin yerlestikleri bdlgede canli
kalabilmeleri de dogal olarak etkilerini ve iyilestirici potansiyellerini arttirmaktadir.
MKH’lein bu 6zelliginde MMP’ler ve 6zellikle MMP1 etkili rol oynamaktadir. MKH’in
hasarli bdlgeye gob¢unli ve burada yerlesmesini dizenleyen molekillerin

aktiviteleri TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler tarafindan duzenlenir [29].

Mezensimal kok hucreler, salgiladiklar faktorler ile hicre proliferasyonu ve
farkhlasmasi, buna bagl olarak da hasarli doku bdlgesinde iyilesme saglarlar. Bu
faktorler;
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- Vaskuler endoteliyal buyume faktortu (VEGF)
- insllin benzeri biyiime faktorii-1 (IGF-1)

- Bazik fibroblast buyume faktért (bFGF)

- Hepatosit buyume faktoru

- Interldkin-6 (IL-6)

- CCL-2

- Bazi noral trofik faktorler

Anjiyogenezisi uyarmak ve apoptozisi onlemek mezengimal kok hucrelerin
iyilesmedeki etkinligini arttirir. Ancak kanser metastazlarinda anjiyogenezis hig

istenmeyen bir durumdur.

Mezengimal kok hucre kaynaklari gesitli olamkla birlikte, guvenirliligi ve etkinligi
yag dokusu mezensimal kbk hicrelerinin klinik olarak uygulanabilir olmasini
mumkun kilmaktadir. clinicaltrials.gov tarafindan 2010 yili Mayis ayi verilerinden
yag dokusu kdkenli mezensimal kok hlcrelerin, farkli Glkelerde gesitli amaclar ile
kullanildigi belirtiimektedir [30]. MKH’ler hemen her dokuda rejenerasyondan ve

doku homeostazisinden sorumludur.

Mezensimal kok hicreler bu 6zellikleri sayesinde farkli uygulama alanlarina olanak
tanirlar. Mezensimal kdk hicrelerin rejeneratif amaclh olarak yararlari konusunda
elimizde veriler tatmin edicidir. Ancak, hucrelerin uygulamadan sonraki akibetleri,
canli vicudunda izledikleri yol ve uygulama igin en etkin hucre miktari konusunda
hala bazi sorular vardir. Bu nedenle tek bir uygulama sekli ya da hucre
miktarindan bahsetmek zordur. Hazirlanan modele gére veya klinik uygulamaya

goOre bu parametreler degisiklik gostermektedir.
2.5.2. Yag Dokusu Mezensimal Kok Hiicreleri

Yetigkin kok hucreler, embriyonik kdk hicreler ve induklenmis pluripotent kok
hicreler ile kiyaslandiklarinda daha dusuk farklilasma kapasitesine sahip olmakla
birlikte, elde edilme ve dolayisiyla da etik agidan dusunuldiugunde embriyonik kok
hidcreler ve induklenmis pluripotent kok hucrelerden c¢ok daha avantajlidir.
Gunumuzden 40 yil dnce kemik iliginde de ¢ok fazla hicre tipine farklilasabilme
yetenedine sahip kok hicrelerin oldugunun anlasilmasindan beri, kemik iligi

mezengimal hucreleri, elde edilme kolaylidi da géz 6nune alindidinda rejeneratif
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tipta buyuk ilgi gekmektedir [29]. Bununla birlikte kemik iligi aspirasyon yontemi ile
kemik iliginin toplanmasi aci verici bir islem ve sonugta elde edilen hicre miktari

ise gogunlukla yetersizdir.

Yag dokusu elde edilme kolayligi ve bir seferde toplanan dokunun fazla miktarda
olmasindan dolay! oldukga ilgi gekici goérinmektedir. Insan ya§ dokusu kok
hicreleri, in vitro kosullarda adipojenik, osteojenik, kondrojenik, nérojenik ve
miyojenik farklilasma yetenegi ve bol miktarlarda kolay elde edilebilme 6zelligi
nedeniyle pre-klinik calismalarda tedavi edici amaglarda kullanim igin Umit
vericidir. Ayrica yag dokusu kok hlcrelerin immun cevap olusturma olasihgr daha
diguk ve uzun donemde kultur kosullarinda kemik iligi kok hucreleri ile

kiyaslandiginda genetik olarak ¢ok daha stabildir [29].

Yag§ dokusu kok hucreleri ylzey 6zellikleri bakimindan Kemik iligi kok htcreleri ile
kargilastirildiginda ¢ok fazla benzerlik gosterir. Her iki hucre tipi de ISCT’nin
belirledigi ortak ytzey antijenlerini ifade ederler. Ancak bazi 6zellikleri bakimindan
cok ufak farkhlik gosterirler. Kemik iligi kok hucreleri, CD49d’yi ¢cok az ifade
ederken, yag dokusu kok hucreleri cok daha fazla ifade eder. CD106 yad dokusu
kokenli hucreler tarafindan cok az ifade edilirken, kemik iligi kok hucreleri
tarafindan daha yuksek miktarlarda ifade edilir. Bu ters ifade orani ilgingtir. ClUnku
CD106, CD49d’nin reseptorudur ve her iki molekll de hematopoietik kdk hicreler
tarafindan ifade edilir ve kemik iligi progenitér hucrelerinin yerlesimi ve
mobilizasyonundan sorumludur. Bununla birlikte yag dokusu mezengimal kok
hacreleri igcin kabul géormus sonug; bu hucrelerin, CD13, CD29, CD44, CD73,
CD90, CD73, CD105, CD166 ve MHC Class | pozitif; CD34 ve MHC Class Il igin

ise negatif 6zellik gdéstermeleridir [29, 30, 31].

Saglikh ve yetigkin bir birey igin, toplam vicut agirhdinin %10-15’i yag dokusu
olup; bu dokunun yaklasik yarisi cilt altinda, geri kalani da omentum, mezenter ve
i organlar arasinda yer alir. Yag dokusu, yetigkin bir birey icin temel enerji
kaynagi, yagda c¢ozunen vitaminlerin, toksinlerin depo edildigi bir destek
dokusudur. Yetigkin bir birey icin cilt alti yag dokusu ayni zamanda yag dokusu

mezengimal kok hucrelerini elde etmek igin iyi bir kaynaktir.
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3. LABOROATUVAR GALISMASI VE YONTEM
3.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Bu calismada mezensimal kok hicreler, daha énceki ¢alismamizda izole ettigimiz
ve laboratuvarimizin hucre bankasindan sagladigimiz hicrelerdir. Mezengimal kok
hdcreler, sican cilt alti yag dokusundan primer eksplant kaltir yontemi ile izole
edilmigtir [33]. Deney hayvanindan hucre izolasyonu igin gerekli izinler, Hacettepe
Universitesi Etik Kurullarindan alinmistir (Karar No: 2013-04-04). Xylazine (Rihter
Pharma AG, Austria) (10 mg/kg) ve ketamin (Rihter Pharma AG, Austria) (50
mg/kg) ile anesteziye alinan siganlarin (Wistar albino, erkek, 250-300 g) karin
bdlgesi tiraglanmig, batikon ile temizlenen bdlgede cilt agilmisg, periton kesilerek
kasik bolgesinden yag dokusu (flank yag dokusu) cikartilmistir. Alinan yag dokusu
pargalari, % 0.5 penisilin-streptomisin (Biochrom AG, Germany) ve % 10 fetal
bovine serum (FBS) (Biochrom AG, Germany) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Ham’s F12 (DMEM/F12) (Biochrom AG, Germany) (tasima besiyeri) igine
alinmis ve islemlere bundan sonra steril hava kabini icinde devam edilmistir. 1-2
mm’lik parcalara ayrilan yag dokusu tasima besiyeri ile yikanarak 6 kuyucuklu

hdcre kultar kabina alinmigtir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Yag dokusu pargalari

Dokularin Uzerine birer damla % 0.2 penisilin-streptomisin, %20 FBS iceren
DMEM/F12 (primer besiyeri) damlatiimis ve standart kaltir kosullari yani 37°C ve
%5C02-%95 hava kosulunda 30 dakika sureyle inkibe edilmistir. Bu sekilde
dokularin daha iyi yapigmalari ve mezensimal kok hicrelerin dokudan ayrilarak

kaltar kabi ylzeyine tutunabilmeleri saglanmig, bu surenin sonunda dokularin
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Uzerine yine primer besiyeri eklenerek inkibasyona devam edilmistir. Hucreler
bundan sonra mikroskobik olarak takip edilmis (IX70 Olympus, Japan) ve
mezensimal kok hicrelerden kaynaklanabilecek sitokinlerin olasi etkilerini dnlemek

igin besiyeri her gun degistirilmigtir.

Inkiibasyonun 5. guniinde yag doku pargalari uzaklastiriimis ve hicrelerin kiltir
kabinin yuzeyini tamamiyle kaplayip konfluent hale gelmesi beklenmeden klasik
tripsinizasyon yontemi ile ilk pasaji yapiimis, hiicreler 25cm?lik kiltir kaplarina
alinmigtir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Mezensimal kok hicrelerin 25cm2’lik kaltur kaplarinda gogaltiimasi

Pasajlama sirasinda, hucrelerin Uzerindeki besiyeri alinmis ve serumun tripsin
uzerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirmak igin hicre yuzeyine her bir
kuyucuk icin 0.5 ml olacak sekilde tripsin/EDTA (%0.05/%0.02; w/v) (Biochrom
AG, Germany) eklenerek ylkama vyapilmisg, tripsin/EDTA ¢ozeltisi toplanarak
atilmistir. Ardindan yine her bir kuyucuk i¢in 0.5 ml tripsin eklemesi yapilarak
37°C’de hiicrelerin tutunduklari kabin yizeyinden ayriimalari saglanmistir. Yiizeye
tutunan hucrelerin tamamen yuzeyden ayrildiklari ve suspanse hale geldikleri
go6zlendikten sonra, hicreler 5 ml %20 FBS iceren DMEM/F12 ile toplanmis ve
santriflj tupune alinarak 800 rpm’de 5 dakika sureyle santriflj edilmigtir.
Supernatan uzaklagtirildiktan sonra hucreler (pelet), bu kez %10 FBS igeren
DMEM/F12 ile sispanse edilmis, 25 cm? yiizey alanina sahip kdltiir kaplarina
aktarilmig ve inkubasyona devam edilmistir. Bu islemle primer kultirdeki
hicrelerden birinci pasaj (P1) elde edilmistir. Ardindan hicreler dérdincu pasaja

kadar (P4) cogaltilmigtir. P4’deki hucreler, konfluent hale geldikten sonra her bir
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sican karotisi igin bir 25 cm?lik kiltir kabindaki hicreler (650.000 hiicre)

kullaniimak Uzere hazirlanmistir.
3.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Mezensimal kok hucrelerin karakterizasyonu igin immunofloresan boyama ve flow

sitometrik analiz yontemleri kullaniimistir.

3.2.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin immunofloresan Boyama Yéntemi ile

Karakterizasyonu

immunofloresan  boyama  yoéntemi igin  mezensimal kék hiicrelerin
karakterizasyonunda kullanilan iki ylizey antijeni olan CD13 ve CD29 molekulleri
secilmistir. Bunun icin 3. pasajdaki hucreler, 6 kuyucuklu kaltir kaplarina alinarak
inkiibe edilmis, hlcreler kiltir kabinin hemen hemen yarisini kapladiginda (yari
konfluent) uygun primer ve sekonder antibadi molekdulleri kullanilarak boyanmis ve
floresan mikroskobunda incelenmigtir. Bu islemde kullanilan primer ve sekonder
antikorlar ile blocking serum Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA'dan temin
edilmistir.  immunofloresan boyama ydnteminde sirasiyla su asamalar

gercgeklestiriimistir:

1. Hucrelerin Uzerindeki besiyeri alinir ve fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (Sigma
Chemical Co., USA ) ile bir kez yikanir.

2. Hucreler -10 °C’de metanol ile fikse edilir.
3. Metanol uzaklastirilir ve havada kurutulur.

4. Hucrelerin Uzerine blocking serum eklenerek (CD13 icin Kat.No: Sc2043; CD29
icin Kat.No: Sc2044) 20 dakika inkube edilir.

5. Blocking serum uzaklastirilir ve hicreler PBS ile yikanir.

6. Primer antikor (CD13 igin Kat.No: Sc6595; CD29 igin Kat.No: Sc6583)
konularak 60 dakika inkube edilir.

7. Primer antikor uzaklastiriidiktan sonra PBS ile u¢ defa 5 dakika sureyle yikanir.

8. Sekonder antikor (CD13 igin Kat.No: Sc2783; CD29 igin Kat.No: Sc2783)
konularak 60 dakika inkube edilir.

9. Sekonder antikor uzaklastirildiktan sonra PBS ile G¢ defa 5 dakika sureyle

yikanir.
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10. Hucrelerin yluzeyi mounting medium ile kapatilarak floresan mikroskopta (BH2-
RFL-T3 model flourescence attachment, Olympus) incelenir.

Primer ve sekonder antikor ile blocking medium soltsyonlari 1:100 (v/v) olacak
sekilde PBS iginde hazirlanir ve tim islemler oda isisinda gergeklestirilir.
Boyamanin yapiimasindan hemen sonra mikroskop incelemesinin yapilmasi
floresan 1simanin kaybolmadan iyi bir goruntu elde edilebilmesi igin dnemlidir.
Eder bir bekleme suresi gerekiyorsa (30-45 dakikayr gegmemek kaydiyla) kultar

kabinin ylzeyi aliminyum folyo ile sarilarak +4°C’de buzdolabinda saklanmalidir.

3.2.2. Mezensimal Kok Hucrelerin Flow Sitometri Yontemi ile

Karakterizasyonu

Flow sitometrik olarak hucrelerin karakterizasyonu igin 2. pasajdaki hucreler
hazirlanmistir. Bu hiicrelerde hizmet alimi karsiiginda, Kocaeli Universitesi Kok
Hucre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi'de (KOGEM, Kocaeli,
Tarkiye) CD29, CD45, CD54, CD90, CD106, MHC Class | ve MHC Class Il yuzey
molekilleri igin flow sitometrik analizleri yapiimistir. Bu sekilde mezensimal kdk

hicrelerin s6zu gegen yiuzey molekdillerini ne oranlarda ifade ettigi gosterilmistir.
3.3. Karotis Arterde Anevrizma Modelinin Olusturulmasi

Karotis arterde anevrizma modelinin olusturulmasi sirasinda kullanilacak olan
siganlar icin gerekli etik kurul izni, Hacettepe Universitesi Etik Kurullarindan
alinmisg ve calismanin in vivo asamasinda 12 adet Wistar albino, 250-300 ¢
agirhginda disi sican kullanilmigtir (Karar No: 2015-08-07). Xylazine (Rihter
Pharma AG, Austria) (10 mg/kg) ve ketamin (Rihter Pharma AG, Austria) (50
mg/kg) ile anesteziye alinan siganlarin boyun bdlgesi tiraslanmis ve batikon ile
temizlendikten sonra cilt acilmistir. Boyun kaslarinin ve trakenin arkasinda yer
alan bir cift karotis artere ulasmak icin, boyun kaslari makas kullanmadan diz uglu
pens ile dikkatli bir sekilde acilmistir. Karotis arter ile rahat bir ¢asilma alani
olusturabilmek igin, kaslar cerrahi iplik ile tutturulup kenara ¢ekilmis ve karotis arter

ortaya ¢ikariimigtir (Sekil 3.3.a ve b).
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Sekil 3.3. Karotis arterin ortaya cikartilmasi; Boyun bdlgesi traslanip, antiseptik
madde ile temizlenerek acilan sigan (a), boyundaki bezler ve kaslar ayrilarak

ortaya ¢ikarilan karotis arter(b).

Karotis arterde anevrizma meydana getirmek icin, elastaz enzimi kullanilarak,
arterin elastik lif tabakasina zarar verilmistir. Bu sekilde damarin genisleyerek
esnekligini kaybetmesi saglanmistir. Literaturdeki calismalar incelenerek [33]
sigan karotisi igin uygun yeni bir model tarafimizdan gelistirilmigtir. Karotis arterin
dallandigi bélim ile proksimal ucu arasindaki kalan yaklagik 0.5 cm’lik kisim (Sekil
3.4) elastaz (Type | elasase from porcine pancreas, 9.1 U/mg, Sigma Aldrich) ile

muamele edilmigtir.
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Sekil 3.4. Karotis arterin yerlesimi ve elastaz uygulama bélgesi

Elastazin ¢evre dokulara zarar vermesini engellemek icin damarin altina bir
aliuminyum folyo serilmis ve daha 6nceden hazirlayip UV ile steril ettigimiz 0.5 cm
buyuklugunde plastik bir kuvetin igcine alinarak uygulama burada gergeklestirilmistir
(Sekil 3.5. a ve b).

Sekil 3.5. Karotis arterin yerlesimi ve elastaz uygulama bdlgesi; karotisin ortaya

cikariimasi (a), karotise disaridan elastaz uygulamasi (b).

25



Elastazin uygulama dozu olarak literatirdeki ornekler incelenerek sigan karotisi
icin en uygun doz ve uygulama suresi belirlenmistir [34]. Buna goére elastaz
uygulamadan hemen 6nce 0.18 mg (1.638 Unite) olacak sekilde fosfat tamponu
(PBS) icinde hazirlanmig ve bir seferde 50 ul olacak sekilde 15 dakika arayla
olmak Uzere iki kez ve toplam 30 dakika sureyle uygulanmistir. Bu slrenin
sonunda kuvet damarin Uzerinden uzaklastirlmig, damar ve c¢evre dokular
ortamdan elastazi uzaklastirmak icin PBS ile yikandiktan sonra cevre kaslar
orijinal pozisyonlarina yerlestiriimigtir. Cilt dikilmeden o6nce, uygulama yapilan
karotis hizasina gelecek sekilde kas dokusu vicutta erimeyen 4.0 sitar ile bir dikis
atilarak isaretlenmis ve cilt kapatilarak deney hayvani érnekler alinincaya kadar bir
hafta sureyle kafesine alinmistir. Deney hayvanlari, standart kosullarda pelet yem
ile beslenmis, ilk G¢ gun icme sularina agri kesici ve ates dusuricu parasetamol

eklenmistir.
3.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulamalarin Yapilmasi

Bu calismada U¢ grup olusturulmus (1. Kontrol grubu; 2. Hucre grubu; 3.
Anevrizma grubu) ve toplam 12 adet 6-8 haftalik, 300 g agirliginda Wistar albino

disi sican kullanilimistir.

1. Kontrol grubu: Bu grup, herhangi bir uygulamanin yapilmadigi saglkh
sicanlardan olusmustur. Bu siganlara ait sol karotis herhangi bir islem
yapilmaksizin alinarak histolojik incelemeye tabi tutulmus ve saglikli damarin

tabakalar1 gosterilmigtir.

2. Anevrizma grubu: Bu grupta yukarida ifade edildigi gibi karotis arterde
anevrizma olusturulmus (Sekil 3.5 a ve b), anevrizma olusumunun ardindan bes
gln sonra higbir uygulama yapilmadan karotis arter alinmig ve histolojik inceleme

yapilmigtir.

3. Hucre grubu: Bu grupta anevrizma olusturulduktan sonra anevrizma bolgesine
mezensimal kok hlcre uygulamasi yapilmistir. Mezensimal kok hicreler, bolgeye
implante edilen hdcre kaybini dnlemek icin vicutta eriyebilir dzellikteki jelatin
matriks (0.2x0.5x1 cm) (GELITA-SPON, Absorbable Gelatin Sponge) (Sekil 3.6)
icine emdirilerek anevrizma bolgesine uygulanmistir (Sekil 3.7.a, b ve c).
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Sekil 3.6. In vivo uygulamalar i¢in hazirlanan jelatin matriks

Bunun igin, 25 cm?lik kdltir kaplarinda Uretilmis olan dordincli pasajdaki
mezensimal kdk hicreler uygulama esnasinda tripsinize edilmis, santriflij sonunda
elde edilen hicre peleti bir kez de serum icermeyen besiyeri i¢cinde suspanse
edildikten sonra, ependorf tiplerine alinarak santrifuj edilmis ve kullaniimistir. Her

bir uygulama bolgesi igin 100 ul PBS iginde toplam 650.000 hicre kullaniimigtir.
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Sekil 3.7. Anevrizma bodlgesine kok hlcre uygulamasi; Anevrizmali karotis (a),

mezengimal kok hicre peleti (b), jelatin matriks ile hiicrelerin karotise uygulanmasi
(c)
3.5. Karotis Arterde lyilesmenin incelenmesi

Mezensimal kok hucre uygulamasinin iyilesmeye olan etkilerinin incelenmesi igin
postoperatif 7. ginin sonunda siganlara yliksek doz anestezi ile 6tenazi yapiimis,

karotis arter gikartilarak makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmigtir.
3.5.1. Makroskobik inceleme

Makroskobik incelemede siganlar oncelikle, hareketlilik, yirime probleminin olup
olmadigdi, uyarilara cevap verip vermedidi, tuylerinin rengi ve parlakligi gibi genel
saglik parametreleri bakimindan degerlendirilmistir. Otenazi sonrasinda karotis
arter vucut digina cikartiimig, kontrol, anevrizma ve hucre gruplarinda damarin
genel morfolojisi, kalinhigi ve fibrotik doku olusup olusmadigi yoninde

degerlendirilmigtir.
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3.5.1. Mikroskobik inceleme

Mikroskobik inceleme igin kontrol, anevrizma ve hicre gruplarinda doku
kesitlerinde histolojik boyama yapilmistir. Bunun igin, hematoksilen&eozin ve
hematoksilen&eozin&verhoeff boyama yontemleri kullaniimistir.
Hematoksilen&eozin boyama ile damar yapisi ve tabakalarn gosterilirken,
hematoksilen&eozin&verhoeff boyamada ise ek olarak karotis arter duvarindaki
elastik fiberler de boyanmistir. Elastik fiber tabakasinin kalinhigi mikroskobik olarak
Olculmus, sonuglar istatistiksel olarak degerlendiriimis ve mezengimal kok hucre
uygulamasinin iyilesme Uzerindeki etkisi arastiriimistir. Histolojik boyama yontemi

asagidaki sekilde gerceklestirilmigstir:
1. Otenazi sonrasi karotis arterler gikartiimis ve 5 ml’lik cam siselere alinmistir.
2. Bouin's solusyonu ile 8 saat muamale edilip dokular fikse edilmisgtir.

3. Uygun sekilde doku takibi yapilip parafine gomulen dokular, mikrotom yardimi
ile 7 mikron kalinliginda kesilmig, 1 gece boyunca 70°C etuvde beklenerek lam

Uzerindeki fazla parafinin erimesi saglanmis ve boyama prosedurine gegilmistir.

Hematoksilen&eozin boyama: Sirasiyla asagidaki basamaklar uygulanmistir.

1. Ksilolde 30 dakika bekletilir (Deparafinizasyon)
2. Ksilolde 30 dakika bekletilir

3. %100 etil alkolde 10 dakika bekletilir

4. %90 etil alkolde 10 dakika bekletilir

5. %70 etil alkolde 10 dakika bekletilir

6. Distile suda yikama yapilir 5 dakika

7. Hematoksilende 7 dakika bekletilir

8. Distile suda 5 dakika bekletilir

9. Eozinde 2 dakika bekletilir

10. Distile suda 5 dakika bekletilir

11. Scott solisyonunda 7 dakika bekletilir

12. Preparatlar distile suya batirihp gikarilir
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13. %70 alkolde 2 dakika bekletilir
14. %90 alkolde 2 dakika bekletilir
15. %100 alkolde 2 dakika bekletilir
16. Ksilolde 15 dakika bekletilir

17. Ksilolde 15 dakika bekletilir

18. Preparatlar entellan ile kapatilir

Verhoeff boyama: Boya soliisyonlari taze hazirlanmistir. Ug farkli sollisyonun

kullanildigi verhoeff boyasi asagdida anlatildigi sekilde uygulanmistir.
A Sollsyonu:

%10 Alkolik Hematoksilen Solusyonu. 100 ml absolute alkol (%100 etil alkol)

icersinde 10 gr Hematoksilen tozu ¢ozulur.
B Solusyonu:

%10 Ferrik Klorid. 100 ml distile su i¢erisinde 10 gr ferrik klorid tozu ¢ozulir.
C Solusyonu:

Verhoeff’s iyodin Soliisyonu. 2 gr iodine, 4 gr potasyum iyodid, 100 ml Distile su
Verhoeff elastik boya galisma solusyonu:

25 ml A sollsyonu

25 ml %100 etil alkol

25 ml B solisyonu, Bu U¢ sollusyon iyice karistinp daha sonra 25 ml C

solisyonundan eklenir.

%2 ferrik klorid diferensiasyon solusyonu
20 ml B solisyonu (%10 ferrik klorid), 80 ml distile su
%5 sodyum tiyostuilfat sollsyonu:

100 ml distile su, 5 gr sodyum tiyostilfat
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Boyama Protokolu:

1. Preparatlar 2-3 saat etlivde(60°C) bekletip, sonrasinda 1 gece ksilolde parafin

uzaklastirilir

2. Dereceli alkollerden gegirilerek deparafinize edilir (sirasiyla 2 dakika %2100, %96
ve %75’lik alkoller)

3. Cesme suyunda hidrate edilir (2 dakika)

4. Verhoeff elastik boya g¢alisma solusyonu( 15-20 dakika)
3. Akar suda 20 dakika bekletilir

4. Distile suya alinir

5. %2 ferrik klorid solusyonu ile diferansiye edilir

6. %5 sodyum tiyostilfat (1 dakika)

7. Akarsuda 5 dakika yikanir

8. Eozin ile zit-boyama (1 dakika) yapilir

9. Akarsuda 1 dakika yikanir

10. % 95 ve %100’ Uk alkollerden sirasiyla hizlica gegirilir
11. Ksilolde (minimum 20 dakika) bekletilir

12. Entellan ile kapatilir

Bu tez calismasinda vyapilan laboratuvar calismalari asagidaki sekilde

Ozetlenmigtir (Sekil 3.8).
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12 adet wistar albino ratlarin laboratuvara getirilip 12 saat giindiiz 12 saat gece su ve
yemek stresi olmadan deney Oncesi dinlendirilmistir

\ 4

Deney gruplarinin tayini; Kontrol, Anevrizma, Hiicre

¥ ¥

) Kontrol grubu i¢in fazla hayvan kullamilmayip diger
Anevrizma grubu iki gruptaki hayvanlarin saglikli karotisleri Hiucre grubu
kullanilmagtir

& | 4

Her iki gruptaki toplam 12 hayvanda cerrahi miidahaleyle sol karotislerine disaridan toplam 100 pl
pankreatik elastaz uygulanip anevrizma modeli olusturulmus ve 5 giin beklenmistir

¥ \ 4

Verheoff ve Hematoksilen eozin ile dokular

Anevrizma grubu 5. giinlin sonunda incelenmistir Boyun tekrar agilip hasarli damara
sag ve sol karotisler izole edilip gelita sponge yardimyla MKH
histolojik incelemeye alinmistir uygulanmustir. 1 haftalik iyilesme

stireci sonunda karotis histolojik
incelemeye alimmustir

Sekil 3.8. Laboratuvar ¢calismasi ve yontem -6zet-
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3.6. istatistiksel Analiz

Kontrol, anevrizma ve hucre gruplarinda karotis arterde elastik tabakanin kalinhgi
arasinda gorulen farkin anlamh olup olmadidi parametrik olmayan bir test olan
Mann Whitney U testi ile incelenmis, bulunan p degerleri ile sonuglar

yorumlanmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Laboratuvarimizdaki hucre bankasindan temin edilerek kullanilan mezensimal kok
hucreler, primer eksplant kultur teknigi ile izole edilmig, hucre izolasyonu sirasinda
herhangi bir enzimatik yontem kullaniimamistir. Bu yontemde, primer yag
dokusundan mezengimal kOok hucrelerin ayrilarak kudltur kabinin  yuzeyine
tutunmalari ile hiicre izolasyonu saglanmistir. inkiibasyonun 18. saatinde
mezengimal kOk hucrelerin dokudan ayrilarak kaltur kabinin ytzeyine tutunmaya

basladiklari ve fibroblastik morfolojiye sahip bu hicrelerin eritrositlerin arasinda

belirgin bir sekilde yer aldiklari géralmastur (Sekil 4.1. a ve b).

Sekil 4.1. inkiibasyonun 18. saatinde yad dokudan ayrilan mezensimal kok
hicreler (a) 100 ve (b) 200 buyutme (beyaz ok mezensimal kdk hicreleri, siyah ok

eritrositleri gostermektedir)

Inkllbasyonun baglangicindan 7 gin sonra fibroblastik morfoloji gdsteren
hdcrelerin sayisi artmig ve kultur kabinin belirli bdlgelerinde konfluent olusum

gOzlenmistir (Sekil 4.2. a ve b).

Bu sure iginde eritrositler besi ortaminin degistiriimesiyle ortamdan uzaklagtiriimig
ve birinci pasajdan sonra kultirde hemen hemen hig eritrosit kalmamistir (Sekil
4.3. aveb).

inklbasyonun 7. giniinde hiicrelerin tamamen konfluent hale gelmesi

beklenmeden birinci pasaj yapiimigtir.
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Sekil 4.2. inkiibasyonun 7. giiniinde yad dokudan ayrilan mezensimal kok
hacreler (a) ve kultir ylzeyinin belirli alanlarinda olusan konfluent gérinum (b)
(100 buyutme)

Sekil 4.3. Birinci pasajdaki mezensimal kdk hucreler (a) 100 buyutme ve (b) 200

blylUtme (eritrositler tamamen ortamdan uzaklagmistir)

Bu asamadan sonra hucrelerin tamamen konfluent hale gelmesi saglandiktan
sonra hdcreler haftada iki kere pasajlanmis ve dordincl pasajda kullaniimak
uzere hazirlanmigtir. Morfolojik takip, mezengimal kok hdcrelerin pasajlanmasi
yani alt kulturleri devam ederken, ince uzun i§ seklindeki fibroblastik morfolojilerini
devam ettirdikleri gosterilmistir.

4.2. Yag Dokusu Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Yag dokusu kokenli mezengimal kok hucreleri de kemik iligi kok hucreleri gibi
spesifik bazi ylzey antijenlerini ifade ederler. Bu da mezensimal kdk hicrelerin
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karigik bir hicre populasyonu iginden hizli bir sekilde karakterize edilmelerine

olanak tanir.

4.2.1. Mezensimal Kok Hiicrelerin immunofloresan Boyama Yontemi ile

Karakterizasyonu

Mezensimal kok hucreler, CD13 ve CD29 vyuzey antijenleri bakimindan
immunofloresan boyama yéntemi ile karakterize edilmistir [32]. Immunofloresan
boyama sonuglari, yag dokusundan izole edilen htcrelerin CD13 ve CD29
antijenleri igin pozitif boyama verdiklerini (Sekil 4.4.a ve b). ve dolayisiyla bu

hucrelerin mezengimal kok hucre karakteristiginde olduklarini géstermistir.

Sekil 4.4. immunofloresan boyamadan sonra mezensimal kdk hicreler (a) CD13
(b) CD29 pozitif hucreler (200 blyutme)

4.2.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Flow Sitometri Yontemi ile

Karakterizasyonu

Flow sitometri analizi sonuglari yag dokusu kokenli MKH’lerinin CD29, CD90,
CD54 ve MHC Class | icin pozitif, CD45, CD106 ve MHC Class Il i¢in negatif
sonu¢ verdigini gostermistir (Sekil 4.5). Bu sonuglar hicrelerin 98.68’ini temsil
etmektedir ve s6zU gegen antijenler igin pozitif ve negatif sonucun gok yulksek

dogrulukla ve homojenitede oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Mezensimal kok hucrelerin flow sitometri analizlerinin sonuglari. CD29,
CD90, CD54 ve MHC Class | pozitif; CD45, CD 106 ve MHC Class | negatif
mezengimal kok hucreler

CD29, CD90, CD54 ve MHC Class | igin pozitif sonu¢ verdigini gostermistir. CD29
(integrin 1) mezengimal kok hicre tutunmasi ve goégunde rol oynarken, CD90
(Thy-1) bir glikofosfatidilinositol (GPI) bagh yuzey proteinidir ve immunoglobulin
superailesinin bir Gyesidir ve mezengimal kdk hucrelerin tutunma, damar disina
cilkma ve gocunde rol oynayan bir molekildir. CD54 ise bir intrasellller hicre
adezyon molekuludir, mezengimal kok hucrelerin hucre etkilesimlerinde ve
gogunde rol oynar. CD45 ve CD106 ise hematopoietik hlcreler igin 6zgll olan
yuzey antijenleridir ve mezensimal kdk hicrelerde negatif sonug verir. MHC Class
Il ise mezengimal kdk hlcreler igin negatiftir. Bu molekil, antijen sunucu hicreler
tarafindan ifade edilir ve mezengimal kok hucreler tarafindan disik duzeylerde
ifade edilmesi mezengimal kok hucrelerin hipoimmunojenik 6zellik gostermesini

saglar. MHC Class | ise NK hucreleri Uzerinde baskilayici etkiye sahiptir [29].
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4.3. Karotis Arterde Anevrizma Modelinin Olusturulmasi

Karotis arterde anevrizma olusturulmasi sirasinda toplam 30 dakika sureyle
elastaz muamelesi yapilmistir. Bu sdrenin sonunda damarin elastin tabakasinda
elastik liflerin parcalanmasi ile birlikte damar elastikiyetini kaybetmis ve damarda

g6zle gorilur bir sekilde bir genisleme meydana gelmistir (Sekil 4.6.a, b ve c).

Arterde anevrizma olusumu ayni zamanda histolojik boyama ile gosterilmistir.
Hematoksilen&eozin boyamada elastik arterlerde elastin tabakasinin yer aldigi
tunika media kontrol grubunda ¢ok belirgin olarak goérilmektedir (Sekil 4.7. a).
Anevrizma grubunda ise tunika medianin belirgin bir sekilde inceldigi ve yer yer

tamamen kayboldugu gorulmektedir.

Sekil 4.6. Elastaz uygulamasi (anevrizma) dncesi (a) ve sonrasi (b) karotis arterin

goranimu (c)
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- Endotel

Sekil 4.7. Hematoksilen&eozin boyama kontrol (400 blyutme) (a) ve anevrizma
(400 bayutme) (b) grubu

Ancak hematoksilen&eozin boyamada elastin tabakasi boyanmadigindan fibriller
sadece bir siliet seklinde yer almaktadir. Verhoeff ile boyama yapildiginda ise
elastik fiberler siyah renkte boyanmakta, kontrol grubunda anevrizma grubu ile

karsilagtinldiginda belirgin bir sekilde gorulmektedir (Sekil 4.8.a ve b).

Sekil 4.8. Verhoeff boyamada kontrol ve anevrizma; Kontrol grubu(a), anevrizma
grubu(b) (100 buyatme)
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4.4. Karotis Arterde iyilesmenin incelenmesi

Tum gruplardaki hayvanlar yuksek doz anestezik madde ile Otenazi yapildiktan
sonra makroskobik ve mikroskobik incelemeye alinmigtir. Anevrizma grubundaki
hayvanlar, elastaz uygulamasindan bes gun sonra, hicre grubundakiler ise hlcre
uygulamasindan bir hafta sonra incelenmigtir. Kontrol grubu igin, deney

gruplarindaki hayvanlarin uygulama yapiimamis sol karotis arterleri kullaniimistir.

4.4.1. Makroskobik incelemeler

Bu asamada, “anevrizma-kontrol” ve “hlcre-kontrol” gruplar karsilagtiriimigtir.
Karsilastirlmaya alinan deney hayvanlari genel saglik durumlari agisindan
bakildiginda herhangi bir sorun ile karsilasiimamistir. Hareket ve yurumelerinde

herhangi bir bozukluk gérilmemis ve uyarilara cevap vermislerdir.

inceleme igin karotis arter, proksimalinden ve distalinden baglanarak kesilmis ve
vucut digina gikartilmistir. Kontrol, anevrizma ve hicre gruplari karsilastirildiginda

tim bireylerde belirgin bir farklilik oldugu tespit edilmigtir.

Kontrol grubu karotis arterler, gruptaki tUm bireylerde yaklagik olarak 1 mm
¢apinda, duzgun silindirik iskelet yapisinda, dis yuzeyde herhangi bir fibroz tabaka

gelismemis ve dilate olmamig sekildedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Kontrol grubunda karotis arterin gérinuma
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Ancak anevrizma grubunda, si¢anlarin boynu acildiginda dikkati ¢eken ilk olgu
karotisin egimli ve siskin, homojen olmayan bir yapiya sahip oldugudur. Elastazin

etkisiyle ¢cok hassaslastigi icin kolayca yirtilabilir bir hal almistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Anevrizma sonrasi dogal yapisini kaybetmis karotis arterin géoruniamu

Makroskobik olarak gdzlemlenen diger bir olgu ise tabakalarindaki incelmeden
dolay! silindir seklinde olmasi beklenen damar yapisi yerine, daha kolay
katlanabilir ve sekli bozuk bir iskelet yapisinin gérulmus olmasidir.

Damar kalinhdi gruplar arasinda belirgin farkliliklar gostermektedir. Anevrizma
grubundaki tim bireylerdeki karotis arterler, kontrol grubuna goére genislemis ve
yaklasik olarak 2 mm c¢apa ulagsmistir. Bu genigleme, fibréz doku olusumundan
kaynaklanan bir genisleme olmayip, tabakalarin bozulmasi ve kan basinci
nedeniyle damarin sigsmesidir .

Hucre grubundaki bireylerin timunde karotis arterde bir kalinlasma gézlenmis,
ancak bu kalinlasma ile damar duvari incelmemis, aksine bag doku olusumuna
bagl bir kalinlasma olmustur. Bu durum, damar butunliGgunin korunmasini

saglamigtir. Bu da hiicre grubunda anevrizma bdlgesinde bir iyilesmenin oldugunu
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desteklemektedir. Mikroskobik incelemelerde yaniltici olmamasi agisindan karotis

arter izole edilirken etrafindaki yeni doku ¢gok temizlenmeden bitindyle alinmistir.

Makroskobik incelemelere ait gorintiler, gruplardaki tim bireylerde Sekil 4.11. a

ve b’de gosterilmistir.

Sekil 4.11. Anevrizma ve kontrol gruplarinda karotis arterlerin makroskobik

gorinumu (a)

43



Sekil 4.11. Anevrizma ve kontrol gruplarinda karotis arterlerin makroskobik

gorunumu (b)
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4.4.2. Histolojik incelemeler

Histolojik kesitlerde (hematoksilen&eozin boyama) kontrol gurubundaki saglikli
karotis arterler normal boyutlarinda ve tabakalari net bir sekilde goérulmektedir.

Verhoeff boyasinda elastik liflerin varli§i siyah renkte, dalgali bir yapi halinde,

tunika mediadaki diiz kas hicrelerinin arasinda gorulmektedir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Kontrol gruplarinda karotis arterin  histolojik  kesitleri

hematoksilen&eozin boyama (a), verhoeff boyama (b) (400 bayutme)

Anevrizma grubuna ait preparatlar incelendiginde karotis arterlerin yapisinda
belirgin bir bozulma goértlmektedir. Damarin destek dokusunu kaybetmis
olmasindan dolayl, gruptaki bazi orneklerde damar butinlugud tamamen
kaybolmus durumdadir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Anevrizma grubunda karotis arterin histolojik kesiti (verhoeff boyama)
(40 buyutme)
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Anevrizma grubundaki tim o6rneklerde damar ¢apinin genisledigi net bir sekilde
gorulmektedir. Bununla birlikte bazi érneklerde damar igi katlanmalar ve cepler de
olusmustur (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Anevrizma grubunda karotis arterin histolojik kesiti (verhoeff boyama)

(40 buyutme) ; Karotis Uzerinde anevrizma sonucu olusan cepler.

Anevrizma grubunda karotis arterde meydana gelen bu dedgisiklikler, bu grubun
tum 6rneklerinde degisik derecelerde gorulmektedir (Sekil 4.15). Burada bir grupta
damarin butinligunin butintyle bozulmasi nedeniyle kesit alinamamistir. Bu

nedenle bu sekilde tekrar sayisi beg olarak verilmistir
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Sekil 4.15. Anevrizma grubunda tum o6rneklerde karotis arterin histolojik kesitleri

ve kontrol grubu ile karsilastiriimasi (verhoeff boyama) (40 buyutme)
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Hucre grubundaki incelemede ise damarin eski yapisini tekrar kazanmaya,
tabakalarin normal kalinliklarina geri donmeye basladigi gozlemlenmigtir. Damarin

etrafi genis bir bag dokusu ile kaplanmigtir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Hicre grubunda karotis arterin histolojik kesiti (verhoeff boyama) (40

bayutme)

Hucre grubunda, anevrizma sirasinda ortadan kaybolmus olan elastik liflerin tekrar
olusmaya basladigi verhoeff boyasi ile net bir sekilde gézikmektedir. Hlcre
grubunun, kontroldeki kesitlere benzerligi olumlu bir gelismedir. Kalinlagan tunika
adventisiya tabakasinda yer alan bag doku fibroblastlari ECM'nin yeniden
sekillenmesine katki saglamistir. Calismamizda mezengimal kok hucreleri damar
disindan uyguladigimiz dusunulurse, hucrelerin bu noktada iyilesmeye katki

sagladigini soylememiz mumkundur.

Anevrizma grubunda karotis arterde meydana gelen bu degisiklikler, bu grubun

tum drneklerinde degisik derecelerde gorulmektedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Anevrizma grubunda tum 6rneklerde karotis arterin histolojik kesitleri

ve kontrol grubu ile karsilastiriimasi (verhoeff boyama) (40 buyutme)
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4.4.3. Karotis Arterde lyilesmenin % Olarak Hesaplanmasi

Buyluk elastik arterlerde elastin tabakasi fonksiyonel olarak ¢ok onemli ve ayni
zamanda kalindir. Bu nedenle bu galismada iyilesmenin incelenebilmesi igin bu
tabakanin kalinh@r olgulmus ve gruplar arasinda kargilagtirilmistir. Elastin
tabakanin kalinliginin hesaplanabilmesi icin verhoeff ile boyanmis o6rnekler
kullaniimistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. Karotis arterde elastin tabakasinin kalinliginin oélgtilmesi (verhoeff

boyama) (40 buyutme)

Her bir damar kesitinden 6 farkli noktadan olacak sekilde gruptaki her bir 6rneklem
(n: 6) icgin, iki kesitten dlgimler yapilip ortalamalari alinmis ve bu ortalama deger o
drneklemin elastin tabaka kalinligi olarak kabul edimistir. Olcim noktalari
secilirken rastgele ve en buyuk ve en kiguk dlguleri de kapsayacak sekilde dlgim
yapilmigtir. Anevrizma grubunda elastin tabakasi tahrip oldugu igin olgim
yapllamamis ve elastin tabakasinin kalinhgr 0 olarak kabul edilmistir. Kontrol ve
hicre gruplarinda elastin tabasinin  kalinhd1 yukarida ifade edildigi gibi

hesaplanmig ve Tablo 4.1’de verilen sonuglar elde edilmigtir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve hucre gruplarinda elastin tabakasinin kalinliklar

Kontrol Grubu (um) Hucre grubu (um)
N1 51,70 35,00
n2 52,70 42,15
N3 57,60 61,94
N4 57,70 38,09
Ns 56,67 50,06
Ne 58,96 60,30
Nort 55,87 47,92

istatistiksel analizler, parametrik olmayan Man Whitney U Testi ile yapilmistir.
Buna gore kontrol grubu ve hiicre grubu karsilastirildiginda p degeri 0,337 olarak
bulunmustur (p>0,05) verilmistir (Sekil 4.19).
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Bu sonug, kontrol grubu ve hicre grubu arasindaki farkin anlamli olmadigini, yani
hidcre grubunda anevrizma olugsmus karotis arter Uzerine hucre uygulamasi
yapildiginda, iyilesmenin ¢ok basarili oldugunu ve kontrole yakin degerler verdigini

gOstermektedir.

Calismamizda, sigan yag dokusundan izole edilen mezengimal kok hucrelerin
karotis arterde anevrizmanin iyilesmesine olan katkisi arastirilmistir. Ginumuzde
mezengimal kok hucreler doku hasarlarinin tedavisinde iyi bir kaynak olusturmakta
ve bu amacla kullaniimaktadir [34]. Mezensimal kdk hicre kaynaklari farklihk
gOstermekle birlikte yag dokusu onemi gittikgce artan iyi bir kaynak olarak
goOrulmektedir. Yag dokunun invaziv bir sekilde elde edilebilmesi, bir seferde
toplanan yag doku miktarinin, bdylece izole edilecek hilicre sayisinin da fazla
olmasi, bireyin kendisinden elde edilerek immun cevap riskinin ortadan

kaldiriimasi yag dokunun tercih edilmesine neden olmaktadir.

Gunumuzde anevrizma tedavisinde kdk hucre yaklagsimlar ilgi cekmeye baslamis
ve bu konuda kemik iligi kok hucrelerinden vyararlanilarak yapilan in vivo
calismalara rastlanmaktadir. Turnbull ve arkadaslari domuzda yaptiklari aortik
anevrizma modelinde kemik iligi mezengimal kok hdcrelerini kullanmiglar [35] ve
hidcre uygulanan grupta iyilesmenin meydana geldigini gostermislerdir. Bir baska
calismada yine domuzda aortik anevrizma modelinde kemik iligi mezensimal kok
hicreleri, geleneksel anevrizma tedavisinde kullanilan dacron materyallere
alternatif olarak kullanmiimistir [36]. Bu ¢alismada hlcre uygulanan grupta dacron
malzemeye gore daha az fibrotik doku olustugu, immun cevabin daha az oldugu
ve iyilesmenin daha hizli gergeklestigi gosterilmigtir. Bu iki calismada da
mezensimal kok hlcreler anevrizma bdlgesinde dogrudan aorta igine
uygulanmigtir. Bir baska calismada ise farede aortik anevrizma modelinde
intravendz uygulama ile verilen mezensimal kok hucrelerin iyilesmeyi arttirdigi
histolojik olarak goésterilmistir [37]. Bu ¢alismada ayni zamanda mezengimal kdk

hdcrelerin immun sistemi rolleri de vurgulanmigtir.

Anevrizma, genellikle abdominal aorta anevrizma modellerinde c¢alisiimakta [38,
39, 40, 41, 42] ve bu calismalarda siklikla kemik iligi mezensimal kok hucreleri
kullaniimaktadir [43, 44, 45]. Bizim ¢alismamizda ise literatirden farkh olarak
avantajlari yukarida da anlatlan yad dokusu mezensimal kok hucreleri
kullaniimistir. Mezensimal kok hucreler siganda karotis arterde olusturulan
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anevrizma modelinde kullaniimistir. Karotis arter aorta gibi elastik tipte buyuk bir
arterdir [46]. Bununla birlikte karotisin eslatin tabakasi aortaya gore daha daha
ince olmasindan dolayi, vlcuttaki diger daha kuguk arterlere model

olusturulabilecegi dusunulmektedir.

Ilk anevrizma modeli sican abdominal aortasinda elastaz perfiizyon ydntemiyle
geligtiriimigtir [33]. Bu modelde aortanin 1,5 kat buyuadugul, etrafinda fibroz
dokunun olustugu ve tunika mediadaki elastik liflerin harap edildigi bildirilmistir [47,
48]. Modelin aortik anevrizmay! olusturabildigi, anevrizmanin patogenezini
anlayabilmemizi sagladigi ve farmakolojik tedavilerde kullanilabildigi kanitlanmistir
[49, 50]. Bu tez galismasinda bizim gelistirmis oldugumuz anevrizma modeli
damar digindan bir uygulama ile yapilmaktadir. Bu modelin damar ici yapilan
anevrizma modellerine gore daha hizli ve daha etkili sonu¢ verdigini, daha kolay
uygulandidini  sdylemek mumkindir. Anevrizma sirasinda elastik  yapi
bozulmaktadir. Elastik liflerin olusmasindan sorumlu olan huicreler tunika
adventisiya yer alan fibroblast hiicreleri ve daha da 6nemli rol olarak media
tabakasindaki duz kas hucreleridir. Buradaki duz kas hucreleri belirli oranda damar
icin gerekli ekstraselliler matriksi olusturmaktadir. Gelistirdigimiz yontemde
disaridan uygulanan elastaz ile dogrudan bu iki tabaka zarar géormekte ve elastin
tabakas! kaybolmakta, damar butunlugu bozulmaktadir. Anevrizmanin vucutta
gelisimi sirasinda baslangi¢ faktér tam olarak anlasilamamakla birlikte elastin
dejenerasyonu ve buna bagl olarak orta duvar incelmesi [5,51] ¢ok tipik oldugu
icin, gelistirmis oldugumuz bu ydntem, galismada model olusturmadaki, temel
ihtiyaci  karsilamaktadir. Bu uygulama ile ayni zamanda elastik liflerin
kaynaklarindan olan fibroblast hicreleri de zarar goérdiuginden (bad dokusu)
olusan bu hasar geri donugsumsuz olmaktadir. Boylece mezensimal kok
hdcrelerinin digaridan uygulama yontemiyle bag doku hicrelerinin yerine gegerek
iyilesmeye dogrudan bir katki saglayip saglamadigini anlamamiz muamkin
olabilmistir. Ayrica kas hicrelerine farkllasabilen mezensimal kdk hicreler, diz
kas proliferasyonuna da katki sagladi§i dustnilmektedir. Mezensimal kok hlicre
uygulamasinin yapildigi grupta, adventisiya ve media tabakalarinin yeniden
olusmaya basladigi ve elastik liflerin sekillendiginin gorilmesi bu distuncemizi

destekler niteliktedir.
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Bu galismada olusturulan model ile yapilan hicre uygulamasinin rejeneratif odakh
olmasi hedeflenmigtir. Bdylelikle bu in vivo c¢alismanin uygulanabilr diger
yontemlere kiyasla ¢ok daha kolay, kisa ve uzun donemde etkili olabilecegi
dusunulmektedir. Destek dokusu ve hucreleri zarar gormusg bir damarin yabanci
bir malzemeyle iyilestirmeye c¢alismak yerine, o0 destek dokuyu tekrar
olusturabilecek hucreler ile tedavi edilmesinin daha etkili bir yontem olacagini

soylemek mumkundur.
Ozetle bu ¢alismada;

o Karotis arterde yeni bir anevrizma modeli olusturulmus,
o Geligtirilen yeni bir yontemle anevrizma bdlgesine disaridan hucre
uygulamasi yapiimis,

o KOk hucrelerin hasarli bolgede iyilesmeye katki sagladigi gosterilmistir.

Mezensimal kdk hlcreler bulunduklari mikro gevreyle uyumlu bir sekilde hareket
ederek iyilesmede rol almaktadirlar. Fakat bu uyumu hangi dizeyde sagladiklari
daha fazla arastirmaya ihtiyag goOstermektedir. Bu bdlgede salgilanan
matrixmetalloproteinazlarin dederlerini degistirip degistirmedigi, elastik lifleri
salgilayan fibroblastlara ne duzeyde farklilastigi, anevrizmanin ilerlememesinde
onemli rol oynayan diz kas ve endotel hucrelerini nasil etkiledikleri yeni
caligmalarla arastirimalidir. Bu sekilde tasarlanacak ve yapilacak deneylerle

iyilesme mekanizmasinin tam olarak nasil oldugu anlagilabilecektir.
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