VASKULER ENDOTHELIYAL BUYUME FAKTORU VE
MEZENSIMAL KOK HUCRE UYGULAMASININ SICAN
SIRT FLEBi MODELINDE KAPILLER YOGUNLUGA
ETKIiSININ CD 31 ILE INCELENMESI

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CAPILLARY
DENSITY WITH CD 31 VIA APPLICATION OF VASCULAR
ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR AND MESENCHYMAL

STEM CELL ON RAT DORSAL FLAP MODEL

Ekin ERGIN

DOG. DR. OZER AYLIN GURPINAR

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansistu Egitim-Ogretim ve Sinav Yoénetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali igin Ongordigu

YUKSEK LISANS TEZi olarak hazirlanmistir.

2014



ETIK
Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez galismasinda;
e tez icindeki blUtln bilgi ve belgeleri akademik kurallar g¢ergevesinde elde
ettigimi,
e (Orsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu,
e Dbaskalarinin eserlerinden yararlaniimasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,
e atifta bulundugum eserlerin tumunu kaynak olarak gosterdigimi,
e kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
e ve bu tezin herhangi bir bOlumunl bu Universite veya bagka bir Universitede
baska bir tez galismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

07/07/2014

Ekin ERGIN



Ekin ERGIN'in hazirladi§i “Vaskiiler Endotheliyal Bilylime Faktérii ve Mezengimal
Kok Hicre Uygulamasinin Sigan Sirt Flebi Modelinde Kapiller Yogunluga Etkisinin
CD 31 Ile incelenmesi” adli bu galisma asagidaki juri tarafindan BIiYOLOJI
ANABILIMDALI'nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR

Danigman

Prof. Dr. Mehmet Ali ONUR

Uye

Prof. Dr. Figen KAYMAZ

Uye

Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU G—{uuﬂ’

Oye . k/ ................................
Prof. Dr. Mustafa KOCAKULAK (/{/‘/‘“/(‘\/

. ——

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitust tarafindan YUKSEK LISANS
TEZi olarak onaylanmistir.
Prof. Dr. Fatma SEVIN DUZ

Fen Bilimleri Enstiti Mudard



OZET

VASKULER ENDOTHELIYAL BUYUME FAKTORU VE
MEZENSIMAL KOK HUCRE UYGULAMASININ SIGAN SIRT FLEBI
MODELINDE KAPILLER YOGUNLUGA ETKISININ CD 31 iLE
INCELENMESI

Ekin ERGIN

Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumiu
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR
Temmuz 2014, 72 sayfa

Bu tez calismasinda sicanda modifiye edilerek olusturulan sirt flebi modeli
damarlanmanin etkisinin yorumlanmasi yonunde ¢alisiimistir. Kontrol grubu, hicre
grubu, vaskduler endotheliyal bliytume faktorti (VEGF) grubu ve hiicre+VEGF grubu
calismada dort farklh deney grubu olarak tasarlanmistir. Kontrol grubuna
uygulama, besiyeri emdirilen jelatin matriks ile yapilmistir. Diger ¢ gruba VEGF
ve hlcre uygulamasi jelatin matriks emdirilerek yapilmigtir. Hicre kaynagi olarak
si¢can kasik bolgesinden izole edilen yag doku kokenli mezensimal kok hucreler
(MKH) pasaj 4 asamasinda kullaniimistir. Flep operasyonundan yedi gun sonra
flepten alinan kesitler histolojik boyama yontemleri ile incelenmis ve kil koka,
iskelet kasi derecelendiriimesi yapilmigtir. Calismanin immunohistokimyasal
basamaginda CD 31 pozitif hicre sayimi yapilmig ve sonug¢ olarak hucre
grubunda ortalama sayim degerinin diger gruplara goére fazla ¢iktigi bulunmustur.
Bu veriyi destekler gekilde hicre grubunda nekroz alan yluzdesinin az, kil koku
sayiminin ve iskelet kasinin iyi yonde olan durumu istatiksel olarak anlaml
farklihklar vermistir. Sonug, iskemi modellerinde MKH uygulamasinin tek basina
c¢alisiimasinin damarlanmay arttirici yonde etki edebilecegi yonunde olmusgtur.

Anahtar Kelimeler: MKH, VEGF, iskemi, CD 31.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CAPILLARY DENSITY WITH
CD 31 VIA APPLICATION OF VASCULAR ENDOTHELIAL
GROWTH FACTOR AND MESENCHYMAL STEM CELL ON RAT
DORSAL FLAP MODEL

Ekin ERGIN

Master of Science, Department of Biology
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR
July 2014, 72 pages

In this thesis study modified rat dorsal flap model had been studied to interpret the
way of angiogenesis. Study was designed and divided into four different groups
including control group, cell group, vascular endothelial growth factor (VEGF)
group and cell+VEGF group. Giving medium had been applied with gelatine matrix
in the control group. For other three groups giving VEGF and cell had been
applied with gelatine matrix. As a cell source, mesenchymal stem cells isolated
from rat inguinal region had been of the passage 4. Sections which were taken
from flap, had been observed with histological staining method and then hair root
and skeletal muscle score had been done at the seventh day after operation. To
determine capillary density and to compare between groups, CD 31, an
immunological marker, had been counted. Consequently, average of CD 31 count
had been larger in cell group than other groups. To support the data, percentage
of necrosis was found to be less, hair root count and muscle score was found in a
good way to had be statistically significant. As a result, giving of MSCs seperatelly
IS better application for ischemic diseases to enhance angiogenesis.

Keywords: MSCs, VEGF, Ischemia, CD 31.
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1. GIRIS

Damar hastaliklari cerrahi mudahaleler sonucunda tedavisi mumkun olabildigi gibi,
kKimi zaman da mUmkdn olmayan ve hastanin yasam kalitesini dnemli dlgude
etkileyen durumlardir. Gunumuzde klinikte cerrahi imkanlara bagl olarak stentler
ve damar greftleri hazirlanmasi kalp-damar hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilirken; diabetes mellitus gibi hastaliklarda sekonder tablo olarak gorulen
kronik bacak iskemisi tedavisi mimkin olmayan noktadan sonra amputasyon ile
sonuc¢lanmaktadir. Ayrica, plastik cerrahide Ozellikle deri hasarlarinda flep
modelleri istenilen damarlanma duzeyine ulasamadigi i¢in ilerleyen nekroza bagli
olarak yine istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Klinik uygulamadaki bu yetersizlikler, klinik dncesi galismalarin gerekliligini de
beraberinde getirmektedir. Son 10 yilda damarlanma ile ilgili olan galismalara
bakildiginda kok hiucre kavraminin giderek yayginlagtigi gorulmektedir.
Mezensimal kok hucreler ise damar c¢evresinde Kkendini gostermesiyle,
salgiladiklari zengin damarlanma faktorleri ve yangi bodlgesine go¢ etme
yetenekleri sayesinde galismalarda tercih edilen bir kaynaktir.

Buna bagh olarak bu tez calismasinda sican yag dokusundan izole edilen
mezensimal kok hucrelerin sirt flebi modelinde damarlanmaya olan etkisi
arastiriimis, yeni damar olusumu CD 31* endotel 6ncu hicrelerinin sayisi ile tespit
edilmistir. Sonuglar, mezensimal kok hlcrelerin yeni damar olusumunu

destekledigi yonunde olmustur.



2. GENEL BILGI

Organizmada hdcrelerin yasami igin gerekli maddelerin alinmasi ve hicre
metabolizmasi sonucunda olugsan atik maddelerin uzaklastiriimasi dolagim
sisteminin fonksiyonudur [1]. Dolagimin temel kurallarindan birisi her dokunun
kendi kan akimini gereksinimlerine gore kendisinin belirlemesidir. Dokulara oksijen
tasinmasi, glukoz, yag asiti gibi besin maddelerinin dokuya tasinmasi,
karbondioksitin dokulardan uzaklasgtiriimasi gibi metabolik faaliyetler ve iyon
konsantrasyonunun dengelenmesi, hormonlarin ve 6zgul maddelerin taginmasi
dolasim sisteminin gorevlerindendir [2]. Kalp ve kan damarlarindan olusan kan

damarlari sistemi kan ve ¢esitli bilesenlerini viicutta tasimada gorev alir [3].

2.1. Kan Damarlar Sistemi

Kan damarlarinin esas yapisini endotelyum kas dokusu ve elastik liflerce zengin

bag dokusu olusturur. Damarlar; ¢ap, histolojik yapi ve iglevlerine gore farklilik

gOstermektedir. Damarlar sistemi; arteriyel sistem, venoz sistem ve arterler ile
venler arasinda akigi saglayan kapiller sistem olmak Uzere 3 Kkisimda

incelenmektedir [1].

Damarlarin yapisina bakildiginda genel yapi itibariyle kan damarlar tunika intima,

tunika media ve tunika adventisya olmak UGzere ¢ katmandan olusur (Sekil 2.1.1).

Bu katmanlarin birbirlerinden farklihgini histolojik bilesenlerindeki farklilik saglar

[4].

1. Tunika intima: Damarin en i¢ tabakasidir. Bu tabakada tek katli endotel
hacreleri gevsek bag doku Uzerinde yerlesmistir.

2. Tunika media: Damarin orta tabakasidir. Diz kas hucreleri baskin olarak
bulunur. DUz kas hucreleri arasinda degisen oranlarda elastik lifler, retikller
lifler, proteoglikanlar ve glikoproteinler vardir.

3. Tunika adventisya: Damarin dis tabakasidir. Uzunlamasina dizilen kollajen ve
elastik liflerden olusur. icinden gectigi organin etrafini saran bag dokusu ile

kaynasma Ozelligi gosterir [4].



Ip ol lamina ~ Endotel

Adventisya
Sekil 2.1. 1. Damarlarin histolojik tabaklari [4]

Ayrica blyuk damarlarda, adventisyada ve medianin dis kisminda ¢ok sayida dal
yapan arteriyol, kapiler ve venuller seklinde vaskuler yapilar olan vaso vasorum
yapilari bulunmaktadir.
2.1.1. Arteriyel Sistem
Kani kalpten uzaga ileten sistem arterlerdir. Arterler yapilarinda bulunan elastik

doku sayesinde esnek 6zellige sahiptir [1].

Tunika
— \medya
Tunika
Bazal = / ) &
membran / adventisya
Tunika
ntima

Sekil 2.1.1. 1. Arterlerin genel yapisi [4]

1. Elastik arterler: lletici ya da biiyik arterlerdir. Kani direkt olarak kalpten alan
arterlerdir [3]. Buna bagh olarak diyastolik basincin olugumundan sorumludur ve
kan akisinin duzenli olmasina yardimci olur. Bu arter tipi aort ve onun dallarini
kapsamaktadir. Mediada elastin yogunken; tunika intima muskuler artere oranla
kalindir. Bu damarda bulunan karotid cisimler oksijen ve karbondioksit
degisimlerine duyarli kemoreseptorlerdir ve bu 6zellikleri ile pH degisimlerine de
duyarlidir. Bu reseptorlerin iki tipi mevcuttur: Tip | hicrelerde dopamin, serotonin
ve adrenalin iceren ¢ok sayida vezikul varken; tip Il hucreler destekleyici 6zellik
gosterirler (Sekil 2.1.1.2) [4].

2. Metarteriyoller: Arteriyel kanin sfinkterlerden gegigini kontrol eden yapilardir.
intima ve adventisya tabaklari ince olup media tabaklarinda da diiz kas hiicreleri
seyrek dagilir [4].



3. Muaskuler arterler: Dagitici ya da orta arterlerdir (Sekil 2.1.1.2). Kani cesitli

organlara dagitirlar [3].

mMaskoler Arter

Sekil 2.1.1. 2. MUskuler arter yapisi [3]

4. Arteriyoller: Caplari 0.5 mm’den kiiclik olan arterlerdir. intima tabakalari ince
olup media tabaklari bir ya da iki kath duz kas hucrelerinden olusur. Ayrica
arterlerde media ve adventisya tabakalarini ayiran lamina elastika ¢ok kuguk
arteriyollerde bulunmaz  [4]. Damar duvarlarinin vazokonstraksiyon ya da
vazodilatasyonu yoluyla kan basincini ve Kkapiller yataktaki kanin dagilimini
dizenler [3].

2.1.2. Venoz Sistem

Venler kani dokulardan uzaklastiran damarlardir. Venler, arterler ile
karsilastirildiginda kas ve bag doku oraninda onemli Olgude azalmalar oldugu
gorular (Sekil 2.1.2.1). Buna bagh olarak histolojik incelemelerde arterlere gore
blyUk c¢aph oluglari ve arter duvarina gore ince duvara sahip olmalari ile ayirt
edilirler [3].

Sekil 2.1.2. 1. Muskuler arter (sol) ve ven (sag) tabaklarinin kargilastiriimasi [4]

Venlerde kanin geriye akisini onleyen kapakgiklar bulunmaktadir. Venler; buyuk,
orta ve kuguk olmak Uzere 3 kategoride incelenir ve kuguk venler venuller olarak
adlandiriimaktadir [3].



1.

2.

3.

Blylk caph venler: intima tabakalar inceyken; media tabakalari birkag kat diiz
kas hucresi icerir (Sekil 2.1.2.2). En tipik 6zellikleri diz kas demetleri igceren

adventisya tabakasinin ¢ok kalin ve ¢ok gelismis olmasidir [4].

Sekil 2.1.2. 2.Buyuk ven yapisi

Orta venler: intima tabakalari endotel, bazal lamina, ince bir bag dokusu ve
kapakgiklar igerir. Media degisen oranlarda bag doku elemanlari ve duz kas
hlcrelerden olugsmaktadir. Adventisya tabakasi kalinlagsmistir.

Venuller: Kani kapillerden alan ince damarlardir. Kan damarlari arasinda
endotel hicrelerinin en gevsek baglantilar yaptigi damar tipi venullerdir. Buna
bagli olarak iltihabi yanitlarda doku sivinina sizan plazma ile 6dem olusumu
gorulmektedir. Kapiller damarlardan ayirt edilmeleri c¢aplarinin daha buyuk
olmasiyla mumkundur. Medialarinda kasilma 0Ozelliginde olan perisitler
bulunmaktadir [4]. Venuller Gzerine etki eden ve vazodilator Ozellikte olan
histamin ve serotoninin komsu endotel hicrelerle hicrelerarasi boslugu

arttirarak ventllerin daha gecirgen olmasini sagladidi bilinmektedir [3].

2.1.3. Kapiller

Kapiller ince duvarli damar agini olusturmaktadir ve metarteriyollerin devami

seklinde olusan yapilardir [4]. Kapiller 8-10 um ¢apindaki ve genellikle 1 mm’den

daha kisa olan dar vaskuler kanal olusturan ve endotel hlcrelerden olusan ag

yapisi seklindeki damarlardir ( Sekil 2.1.3.1) . Bu yapi arteriyel sistem ve vendz

sistem arasina yerlesmigstir. Bazal lamina ve perisitlerle olan iligkilerine ragmen

kapiller vazomotor aktivite gostermezler. Kan akiminin kontrolu prekapiller

sfinkterler ile olmaktadir [3].



Sekil 2.1.3 1. Damar ag yapisi.
Kapiller agin yogunlugu ve dokunun metabolik aktivite orani arasinda dogrudan
iliski vardir. Kapiller bazal laminanin ve endotel tabakasinin surekliligine goére
cesitlere ayrilir ( Sekil 2.1.3.2. a, b, ¢) [3]:

>

T

e

Plosirous hagrer

Sekil 2.1.3 2 Kapiller tipleri. A. Kesintisiz kapiller. B. Pencereli kapiller.
C.Sinuzodial Kapiller [4]

1. Kesintisiz (somatik) kapiller: Endotel hucreleri siki bagl ve bazal lamina surekli
Ozelliktedir. Bu tip kilcal kan damarlari bag dokusunda, kas dokusunda, ekzokrin
bezlerde ve sinir dokusunda bulunurlar [4].

2. Pencereli (visseral) kapiller: Baz tiplerinde endotel hucrelerinin duvarlarinda
hicre zarindan ince yapida bir kilif olan diyafram bulunmakta; ancak bazilarinda
bu yapi bulunmamaktadir [3]. Diyafram bulundurmayan tipleri bébrek glomeruli
icin tipiktir. Bazal lamina her iki tip kapilerde sureklilik gostermektedir. Pencereli
kapiller madde aligverisinin yogun oldugu bdbrek, bagirsak ve endokrin bezlerde
bulunur [4].

3. Sinuzodial (kesintili) kapiller: Endotel hicreleri aralikli ve bazal lamina
kesintilidir. Endotel hucrelerinin bu konumu madde aligverisi icin elverislidir.
Karaciger, kemik iligi, dalak ve lenf nodlarinda bulunur [4].

Kapiller ile venullerde endotel hicrelerin etrafini kismen saran uzun sitoplazmik

uzantilara sahip mezensimal kokenli perisit adi verilen hucreler bulunmaktadir.



Perisitlerde aktin, miyozin ve tropomiyozin bulunur. Doku yaralanmalarindan
sonra, perisitler yeni kan damarlarini olusturmak Uzere damarlanma surecine
katilirlar [4].

2.2. Anjiyogenezis

Normal doku fonksiyonlarinin devami igin dokularin oksijen gereksinimlerini
karsilamalari gerekmektedir. Bu durum dokulara giden kan damarlari sayesinde
olmaktadir. Kan damarlari olusma mekanizmasinda endotel hucreler, integrin
ailesini kapsayan hucrelerarasi baglantilar ve damarlanma faktorlerinin roll
birbirleriyle siki  sikiya iligkilidir. Anjiyogenezis damarlanma sureci igin
kullanabilecegimiz genel bir terim olmakla beraber yetigskinlerde patolojik
durumlarda kendini gosterir ve kalp hastaliklari, yara iyilesmesi gibi durumlarda da
iyilestirici 6zelliktedir.

Doku gelisimi ve kan damarlari olusumu arasinda dogrudan bir iligki vardir ve
buna bagli olarak yeni kan damarlarinin olusumu fétal evrede oldugu gibi eriskin
evrede de d6nem tasimaktadir [5]. Anjiyogenezis erigkinlerde yara iyilesmesi,
endometriyum proliferasyonu, folikll olgunlasmasi, koleteral dolagim gibi fizyolojik
sureglerin yani sira tumor biyumesinde de gorulmektedir [5,6].

Anjiyogenezis terimi yaygin olarak var olan damar yatagindan yeni damar aginin
olusumunu ifade etmek icin kullaniimaktadir ve yetiskinlerde yeni damarlarin
olusumundan sorumlu sure¢ anjiyogenezistir [7]. Bu slUre¢ retinal
neovaskularizasyon gibi durumlarda ya da metastaz gibi durumlarda normalde
varolan fizyolojik dengesinin disinda da ortaya ¢ikar.

Anjiyogenezis kavramiyla beraber sik karsilastigimiz; ancak anjiyogenezisten
farkli olan vaskulogenezis ise endotel 6ncusu hucrelerin olgun endotel hicrelere
donuserek yeni kan damari agini olugturmasidir [8]. Olusan bu primitif damarlarin
baylimesi, genislemesi ve yeniden modellenmesi ile ilgili sUre¢ anjiyogenezis olup
[9] bu iki sUreg¢ arasindaki iliski bu sekilde ifade edilmektedir.

Anjiyogenezis, endotel hucrelerin aktivasyonunu saglayan ve bu hicrelerin
bdélinmesini saglayan anjiyogenik faktorler ile anti anjiyogenik faktorler arasindaki
denge ile gerceklesmektedir. Bu denge patolojik durumlarda bozulmaktadir.
Anjiyogenik faktorler agisindan en ¢ok calisilmis olan faktér vaskuler endotel
buayime faktérid (VEGF) olarak bilinmektedir. Endotel hicre proliferasyonu
incelendiginde buylime faktoru reseptorleri ve integrinlerin olusturdugu sinyallerin

varligi goérulmektedir [7].



Bu surecte varolan damarlarin vazodilatasyonu, gecirgenligi arttirmakta ve
cevredeki matriksin degradasyonunu saglamaktadir. Bu durum endotel hicrelerin
proliferasyonununa ve aktivasyonuna go¢ etmeleri ve yeni damar |Umeni
olusturmalar icin imkan saglamaktadir. Filizlenen yeni damarlara ait endotel
hicreleri lokal gereksinimlere gore farklilasma géstermektedir. Bu durumda
cevreden gelen sinyalci molekuller 6nem kazanmaktadir [9]. En son asama ise
damarlarin  yeniden modellenmesi olan remodeling olarak ifade edilir.
Anjiyogenezisin basamaklari su sekilde aciklanabilmektedir [10, 11]:
Vazodilatasyon, endotel gegirgenlik ve periendotel destek, endotel hucre
prolifersayonu ve migrasyonu, limen formasyonu, endotel farklilasma, remodeling.
Vazodilatasyon, endotel gegirgenlik ve periendotel destek: Anjiyogenezis
vazodilatasyon ile baslar. Bu sureg nitrik oksit molekulinu icermektedir [12]. VEGF
transkripsiyonu nitrik oksit tarafindan arttirilir [9]. Vaskuler gegirgenlik, VEGF
molekuline cevap olarak artmaktadir [12,13]. Endotel hicreler pasif durumda
birbirlerine olduk¢a bagli siki dizenlenmis hicrelerdir. Hlcreler arasindaki
baglantilar vaskuler endotel-kaderin (VE) ve klaudinlerle saglanmaktadir. Ayrica
endotel hucreler perisit hicrelerce etraflari sarilmig olarak bulunurlar. Bu hicreler
endotel hdcrelerin boélinmesini baskilamakta; ayni zamanda da VEGF ve
anjiopoietin-1 ( ANG-1) gibi hlcre-sag kalim sinyalleri Uretmektedir. Endotel
hicreler ve perisitler bulunduklari durum itibari ile hareketsiz bir membran
olusturmaktadir.

Pasif haldeki endotel hicreler hipoksi ve inflamasyon gibi durumlarda ve timor
hicrelerinin  salgilayabildigi faktorler olan VEGF, VEGF-C, ANG-2, fibroblast
buyume faktoru (FGF) gibi faktorler araciligi ile anjiyogenik bir sinyal aldiklari
zaman, endotel hucreler tarafindan matriks metallaproteinaz duzeyi arttirllir ve
perisitler matriks mettalloproteinazlarin yonettigi proteolitik degradasyon ile
bulunduklari membran yapisindan ayrilir. Buna bagh olarak olgun damarlar
stabilize durumlarini kaybederken endotel hucreler bulunduklari yerden gog¢
edebilme vyetegine kavusur [11, 13]. VEGF gegirgenligin duzenlenmesi
hicrelerarasi adezyon molekulleri olan platelet endotel hicre adezyon molekulu
(PECAM-1) ve VE-kaderinin yeniden dagiiimi saglanarak ve hiicre membrani
yapisinda bir seri kinaz molekulinin degisimini saglanarak yapmaktadir [9,14].
Endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu:. Prolifere olan endotel hucreler

izleyecekleri yol belli olur olmaz uzak taraflara dogru go¢ ederler. Bu adimda
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VEGF molekllinun cgesitli formlari, anjiyopoietin formlari ve fibroblastik biylime
faktord ve bunlarin reseptoérleri arasinda etkilesim olmaktadir [9, 12]. VEGF-B,
plasminojen aracili ekstrasellular matriks degredasyonuyla iligskilendiriimektedir ve
koroner arter fonksiyonunu dizenledigi dusundlmektedir. VEGF-C igin
yetigkinlerde anjiyogenezisi uyardi§i kesfedilmistir. VEGF-C reseptéri olan
VEGFR3 embriyonik gelisim asamasinda ylksek oranlarda ifade edilmektedir ve
anjiyogenezis icin gereklidir. ANG1 Tie2 reseptorinun fosforillenmesi aracilig ile
endotel hucreler icin kemotaksiyi saglar ve filizZlenmeyi uyarir. Boylece endotel ve
periendotel hicreler arasindaki etkilesimi harekete gegirir. ANG2, VEGF ile birlikte
uyum icinde anjiyogenik oOzellikteyken VEGF yoklugunda ANG2 damar
gerilemesine yol agmaktadir [9].

Limen formasyonu: Endotel hucreler siralanarak lumen seklini olustururlar.
Endotel hucrelerin kalin bir tabaka olusturmasi ve varolan damarlarin bolinmesi
damarlarin c¢aplarinin ve uzunluklarinin artisina neden olur. Limen seklinin
olusmasi igin birgok faktdér rol oynamaktadir. Bu faktérlerden VEGFis9 capta
kigulmeye sebep olurken; VEGF121, VEGFies reseptorleri ile iliski kurarak Iimen
seklinin olugsmasini ve uzunlugunun artmasini saglar. Ang 1 ve VEGF
kombinasyonu ise [imen ¢apini arttirir [12].

Endotel sag kalim: Endotel hicreler birlesir birlesmez, dis faktorlere kargi dnemli
Olcude direngli hale gelir ve hayatta kalma 6zellikleri ile beraber yillarca sessiz bir
sekil de konumlarini korurlar [9]. VEGF, Ang1l gibi endotel sag kalim faktorleri P13-
kinaz/Akt, Bcl-2 gibi sag kalim sinyal yollarini aktive ederken; p53, p21, Bax
ifadelerini baskiladi§i bilinmektedir [12]. Bu durum endotel hicrelerin apoptozise
girmesini  baskilamaktadir ve olusan damarlarin  stabil durumlarini
koruyabilmelerine zemin hazirlamaktadir.

Endotel hlcre apoptozisi, vaskuler gerileme olarak embriyoda gorulmektedir. Bu
durum dogal ve fizyolojik bir stirectir. Endotel hicrelerin uzun yillar boyunca sessiz
kalip durumlarini korumasi tam olarak agiklanamamaktayken; bu hulcrelerin
spazm, trombus gibi durumlarda olusan besin eksikligine bagh olarak salgilanan
pro-apoptotik sinyaller ve anti-apoptotik etkinin baskilanmasiyla programli hicre
olumune gittikleri galismalarda gosterilmistir. Bu durum damar gerilemesine sebep
olmaktadir [9].

Endotel farklilasma: Damar gelisimine bagl olarak endotel hicreler lokal fizyolojik

gereksinimleri kargilamak icin dokunun gerektirdigi spesifik karakterleri kazanir.
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Ornegin kan beyin bariyerinin gelisimi icin astrogliyal hicrelerin etkilesimine
ihtiyac duyar. Bu hucreler, gliyal fibriler asidik protein, perisit ve yeterli oranda
anjiyotensinojen ifade eder [9].

Remodeling: Vaskuler agin U¢ boyutlu yapisinin olusumu son agsamayi ifade
etmektedir. Bu asama Ozellikle terapdtik calismalarin hedefidir. Damarlarin
olgunlagsmasi yeniden modellenme surecini kapsamaktadir [12].

2.3. Vaskiler Endotel Bliyume Faktoru (VEGF)

VEGF, platelet kokenli buyume faktorud (PDGF) ailesine ait bir proteindir.
Kromozom bolgesi olarak altinci kromozomun 6p12 lokasyonunda bulunmaktadir
ve vaskuler gecirgenligi arttirma, anjiyogenezisi ve vaskllogenezisi uyarma,
endotel hlcre proliferasyonunu arttirma, apoptozisi engelleme gdrevleri
bulunmaktadir [15]. VEGF endotel hicrelere spesifik olarak bulanan homodimerik
yapidaki bir glikoproteindir. Anjiyogenezis ve vaskulogenezis igin kritik duzenleyici
roline ek olarak damar gecirgenliginin arttirmada da gorevlidir [16].

VEGF kesfi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar 1980’li yillara dayanmaktadir [17].
1983 yilinda Sanger ve ark. tarafindan deride kan damari gecirgenligini arttiran bir
faktor olarak vaskuler permeabilite faktorl bulunmustur ve sonrasinda 1989
yihinda Ferrara ve ark. bu faktéri endotel hlicre mitojeni olarak tanimlamistir.
Sonrasinda yapilan genom c¢alismalariyla iki faktériin ayni yapida oldugu ve ayni
gen bolgesinde oldugu bulunmustur ve adi VEGF olarak belirlenmistir [17].
Cahsildigr yillar suresinde VEGF molekulinin birgok Uyesi oldugu bulunmustur.
VEGF gen ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental buyume
faktord (PIGF) Uyelerinden olusmaktadir. Bu Gyelerin her biri reseptor tirozin kinaz
(RTK) olan VEGF reseptorlerine farkli afinite gostermektedirler [16, 19].

Bu Uyelerden en ¢ok galisilani VEGF-A olarak bilinmektedir [18]. VEGF-A vicutta
bircok fizyolojik ve patolojik stirecte kendini géstermektedir ve anjiyogenezis ile
ilgili VEGF gen ailesinin en guUcli Uyesi olup anti-VEGF tedaviler icin en ¢ok
calisilan Gyedir [16].

VEGF-A yaygin olarak 5 izoformdan olugsmaktadir. Bunlar VEGFi21, VEGFuses,
VEGF1s89 ve VEGF206 olarak ifade edilmektedir. VEGFi21, VEGFi1e5s ve VEGFis9
dokularda genis yayilm gostermektedir. VEGF1es ifadesi VEGF1s9 ifadesine gore
daha fazladir [16,18]. Bu numaralandirma izoformlarin igerdigi aminoasit sayisina
gore yapilmistir. VEGF’nin bu izoformalari ayni zamanda heparin ve heparin sulfat

baglama yeteneklerine gore ayirt edilir. VEGF1es anjiyogenezisi uyarma konusunda
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potansiyeli en c¢ok olan Uyedir. VEGFA, PIGF varliginda endotel hicrelerin
proliferasyonunu arttirabilirken; tek basina oldukga zayif bir mitojenik etki
gostermektedir [16].

VEGF-B, VEGFR1’e segici olarak baglanma oOzelligi gosterir ve ekstrasellllar
matriks degradasyonu, hlicre adezyonu ve migrasyonunda gorev yapar.

VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR2 ve VEGFR3 reseptorlerine badglanir ve
lenfogenezisten sorumludur. Ayrica VEGF-C yara iyilesmesi surecinde de gorev
almaktadir. PIGF secici olarak VEGFR1’e baglanir ve VEGF Uyeleri arasinda
endotel hicrelerde en fazla ifade edilen tyedir [16].

VEGF reseptorleri ilk olarak endotel hicre ylzeylerinde in vitro ve in vivo
ortamlarda VEGF baglama bolgeleri olarak tanimlanmigtir. Sonrasinda bu
reseptorlerin kemik iligi kokenli hucrelerde kendini goOsterdigi belirgin bir hal
almistir [20]. VEGF Ug¢ adet reseptor tirozin kinaza baglanmaktadir. Bunlar
VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFRS3 olarak siniflandirihr. Bu sinifa ek olarak son
yillarda bir diger reseptor tipi olan nérofinler de giindeme gelmisgtir.

VEGFR1 (flt-1) 80 kD agirhginda transmembran yapida bir proteindir. Bu reseptor
VEGF-A, PIGF ve VEGF-B icin baglanma 6zelligi gostermektedir [19]. VEGFA'nin
VEGFR1’e olan afinitesi VEGFR2'ye gore 10 kat daha fazla olup reseptor tirozin
kinaz aktivitesi 10 kat daha azdir. Ayrica VEGFR1, VEGF-A'nin VEGFR2ye
baglanmamasi igin aldatici reseptor Ozelligi gosterir [19] . Bu 6zelligi ile iligkili
olarak VEGFR1 icin VEGF-A aktivitesini inhibe edici 6zellik gosterdigi soylenebilir
[20]. VEGFR1 endotel hicrelerde ifade edilmesine ek olarak monositlerde,
osteoblastlarda, makrofajlarda, perisitlerde, hematopoietik koék hicrelerde,
vaskuler diz kas hucrelerinde de bulunmaktadir.

VEGFR2 (kdr/flk1) 230 kD agirliginda bir glikoprotein olup VEGF-A, VEGF-C ve
VEGF-D baglanabilir. VEGF-A icin VEGFR1’e gore daha diusuk afiniteye sahiptir
[19]. Bu reseptorun kilit rolu anjiyogenezis gelisimi ve hematopoiezdir. VEGFR2
VEGF’nin mitojenik, anjiyogenik ve gegirgenlik arttirici etkisinde esas aracidir.
VEGFR2, endotel hiacrelere ek olarak hematopoietik kok hicrelerde,
megakaryositlerde, retina oncusu hucrelerde ve vaskuler duz kas hucrelerinde
ifade edilmektedir.

VEGR3 (flt-4) 170 kD agirliginda glukozillenmis bir proteindir. VEGF-C’ye baglanir.

Bu reseptdr embriyonik endotel hudcrelerinde gelisim boyunca ifade edilir ve
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sonrasinda kan damarlarinda ifade orani dismeye baslar. Yetiskin dokularda
lenfatik endotelyumlarla ifadesi sinirli kalir [19].

Norofilin1 ve norofilin2 (NRP-1 ve NRP-2) VEGF molekulunun afinite gosterdigi ve
reseptor tirozin kinaz olmayan ve VEGF-A, VEGF-B ve PIGF-2'nin baglanma
Ozelligi gosterdigi bir baska reseptdr sinifi olarak kesfedilmistir [21]. NRP-1
VEGFR1 ve VEGR?2 ile iligkilidir. VEGR2, NRP-1 ile birlikte ko-reseptor seklinde
calisip VEGF1es izoformuna daha hizli baglanabilmektedir [19,21].

2.4. Damar Hastaliklari

Turkiye istatistik kurumunun 2013 yili 6lum istatistikleri oranina bakildiginda ulke
genelinde olumlere sebep olan 6 hastallk arasinda dolasim sistemi
hastaliklarindan kaynaklanan olim oraninin %39.8 ile ilk sirayr aldigi ortaya
konmustur [22]. Buna ek olarak dolasim sistemi hastaliklari nedeniyle gerceklesen
olumlerin %38,8’i iskemik kalp hastaligi, %25,2’si serebro-vaskuler hastalik,
%17,7’si diger kalp hastaliklari ve %12,8i ise hipertansif hastaliklardan
kaynaklandigi agiklanmistir [22].

Damar hastaliklarinda olugan durumlara bagh olarak invaziv tani yontemleri
mevcuttur. Bu tani yontemlerine yardimci olabilecek gozlemlerden en tipik olani
devaml ya da aralikl olarak goérulebilen agridir. Bu durum genellikle tikayici arter
hastaliklarinda erken donemde ve egzersiz sirasinda kendini gosterir. Buna ek
olarak muayene esnasinda goézlenen renk degisiklikleri, Glser, kangren, 6dem, kan
akimina bagl olusan isi1 degisiklikleri de g6zlenen durumlardir [23, 24].

Damar sistemine bakildiginda damarlar i¢in tikayici olan sureglerin dolagim
sistemi acgisindan risk teskil ettigini gortriz. Koroner veya periferik damalarda
tikanma veya daralma gibi durumlar s6z konusu ise yuksek vaskuler risk kavrami
kendini  goOsterir.  Risk  faktorleri, c¢evresel ve genetik faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Bu faktorlerin yol acti§i koroner, serebrovaskiler ve periferik
damar sistemindeki hastaliklarda temel sebep aterosklerozdur. Ateroskleroz
durumunda aterosklerotik plak Uzerinde trombls olusmasi aterotromboz olarak
tanimlanir. Bu durumda buyuk ve orta arterlerdeki patolojiye bagli olarak vaskuler
bir hastalik durumu olugmaktadir. Miyokard infarktiisii (Mi), periferik arter hastaligi
(PAH) ve inmenin birgok formunun altinda aterotromboz yatmaktadir [25].

Koroner arter hastaliginin patofizyolojisinde Ug¢ temel degisikligin alti ¢izilmektedir:

1. Koroner sirkllasyonda olugan ve damar buzilmesine sebep olan cevaplar

2. Platelet- damar duvarinin etkilesiminin artmasi
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3. Damar duvarindaki proliferatif cevaplar epikardiyal koroner arterlerin
daralmasina sebep olur. Ug faktoriin birlesmesi durumunda miyokardiyal infarktiis
ve sonunda 6lum meydana gelir.

Yaslanma, dejenere olan endotelyum, lipoproteinler ve hiperkolestrol,
hipertansiyon, diyabet ve ateroskleroz vaskller hastaliklarda en 6nemli
tanimlayicilardir. Ateroskleroz bu faktorler tarafindan wuyarilan en yaygin
kardiyovaskuler hastaliktir. Ateroskleroz; morfolojik olarak platelet-damar duvari
etkilesiminin artmasi, endotel hicre polimorfizmi, vaskuler duz kaslarda ve
fibroblastlarda proliferatif degisiklikler, endotel aginim, damarlarda kapak yapisinin
bozulmasi ve trombozis ile karakterizedir. Kan akimindaki stres durumu
aterosklerotik lezyonlarin olusmasinin bir sonucudur. YUksek kolestrol, sigara icme
ve hipertansiyon sinerjik olarak plak olusumunu arttirmaktadir [26].

Perifer arter hastaligi (PAH), alt ekstremiteyi besleyen ana damarlarda arteriyel
darlhik ve tikanmaya neden olan ateroskleroz sonucunda gelisir. PAH ilerleyen
ateroskleroz sonucunda abdominal aort ve aortun bifurkasyon seviyesinin
distalindeki arterlerde daralma veya tikaniklik ile kendini gosteren bir hastalktir
[27, 28]. PAH icin en klasik sepmton alt ekstremitelerdeki kaslarda egzersiz
sirasinda artig gosteren agri ve huzursuzluk olup dinlenme esnasinda bu durum
kaybolmaktadir. Bu sempton intermitten kladikasyondur [27]. Ulkemizde Bati
Avrupa Ulkelerine kiyasla, total kolestrol duzeyleri dusuk bulunmakla beraber,
yaygin sigara igimi, obezite ve metabolik sendrom durumlari ile hipertansiyon ve
diyabet gibi hastaliklardaki artis 6nemli risk faktorlerini olusturmaktadir [28].

PAH icin model olusturabilecek g¢alismalar deney hayvanlarinda arka bacak kronik
iskemi modellerinde yogunlagsmaktadir. Klinik dncesi ¢alismalar igin sican ya da
fare modelleri tercih edilmektedir. Olugturulan modellerde kronik iskemiyi
iyilestirmeye yonelik olarak damarlanma surecinin iskemi bolgesinde olusturulmasi
hedeflenmektedir. Ateroskleroz sonucunda olusan PAH icin kolleteral
dallanmalarin olusmasi kacinilmaz bir sonu¢ olmakla beraber kollateral dallanma
¢ogu zaman iskemi bolgesi icin yetersiz kalmaktadir. Bu yetersizlik olusan
damarlarin bolgeyi beslemek igin yeterli olmamasi, dokunun zaten sagliksiz olan
yapisindan kaynaklanan beslenme eksikliginin bu sekilde telafi edilememesi gibi
sebeplerden kaynaklanmaktadir.

Bu yetersizliklerin giderilebilmesi igin bdlgede sadece damarlanmayi arttirici

calismalarin yapilmasi yeterli degildir. Damarlanmay: arttirici galismalarin yani sira
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damar stabilizasyonunu sagdlayici kosullarin saglanmasi, olusan damarlarin
bdlgedeki durumunun takip edilmesi de gereklidir.

Mevcut tedavi yontemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda da hicre bazl tedavilerin
dusunulmesi bir segenek olarak gorulmektedir. Hucre tedavisinde, endotel oncu
hicrelerin uygulanmasi, mezensimal karakterdeki kok hiicrelerin uygulanmasi gibi
calismalarin yani sira buylime faktori salgilama agisindan genetik olarak yeniden
yapilandirilan hucrelerin iskemi bdlgesine uygulanmasi yapilan calismalar
arasinda gorulmektedir. Bu calismalar gerek hucrelerin salgiladiklari faktorlerin
anjiyogenizisi destekleyici 6zelliginin kullanilmasi gerekse hucrelerin isaretlenerek
calisma sirasinda farklilagsmasi ve gé¢ etme 6zelliklerinin takip edilmesi agisindan
onem tasimaktadir [ 29, 30, 31, 32, 33, 34. 35, 36, 37, 38].

2.5. Kok Hiicreler

Kok hlcre, henlz iglevsel olarak farklilasmamis, ancak uygun buylime ortamina
yerlesebilen, ¢ogalma yetenedi olan ve c¢ogalirken hem farklilasabilen hem de
kendi kaynagdinin devamini saglayabilen hicreler olarak tanimlanmaktadir [39, 40].
Kok hicreler bdlinmeleri esnasinda hem farklilasabilmeleri hem de
populasyonlarini koruyacak sekilde yedeklerini meydana getirmeleri ile asimetrik
bélinme 6zelligine sahiptir [39].

Kok hucreler genig bir tanim 0Ozelligine sahip olmakla birlikte zigottan yetiskin
bireye kadar olan gelisim evresinde farkli tiplerde bulunur [41, 42]. Bu hucreler
bulunduklar sinifa gore cesitli farklilagsma asamalarini gosterirler ve bes grupta
incelenirler [41].

Totipotent Kbk Hicreler: Bu hucreler hi¢ farkhlasmamis ve gelisimin erken
asamalarinda gorulen hdcrelerdir [41]. Bu hicreler bir canhinin tim hdcre tiplerini
olusturma Ozelligi tagimalarinin yani sira plasenta hucrelerini olusturabilen yani
embriyonik ve ekstraembriyonik dokulara farklilasan koék hicrelerdir [40, 41]. Zigot
ve morula totipotent hiicre kaynaklardir.

Pluripotent K6k Hiicre: Bu hucreler ektoderm, endoderm ve mezoderm olmak
Uzere U¢ germ tabakasina farklisabilecek hudcrelerden olusan ve blastositin i¢
hicre tabakasindan koken alan hucrelerdir [41].

Multipotent Kbk Hiicre: Bu hucreler birgok dokuda bulunur ve 0zgun doku
hicrelerini  olustururlar. Eriskin kdk hicre tipi olan mezensimal kdk hicre
multipotent karaktere Ornektir [41]. Bu hucreler yag, kemik ve kikirdak gibi

mezoderm kokenli yapilara farklilagirlar.
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Oligopotent Kbk Hiicre: Bu hucreler kendi kendilerini yenileyebilir ve iki veya daha
fazla hicre soyuna farkhlasabilir. Hematopoietik kok hicreler oligopotent tipteki
kok hucrelerin en belirgin 6rnegidir. Bu hucreler hem miyeloid hem de lenfoid
soylara farklilagabilmektedir [41].

Unipotent Kbk Hiicreler: Kendi kendilerini yenileyebilirler ve sadece tek tipteki
hicre soyuna farklisabilirler.

Kok hicreler normal sartlar altinda bolunmezken; aldiklari sinyale bagh olarak
bolunme Ozelligi veya go¢ etme 0zelligi gosterirler. Kok hucrelerin bu durumunu
ise nis kavrami ile agiklamak mumkuandudr. Nisi olusturan hucrelerarasi matriks
elemanlari, komsu hucreler ve salgi faktorleri kok hicrelerin durumunda belirleyici
rol oynar [39].

Bu siniflandirma haricinde laboratuvar ortaminda genetik olarak yeniden
proglamlama yapilarak yetigkin somatik hucrelerinden elde edilen ve embriyonik
kok hlcre benzeri olarak tanimlanabilecek indiiklenmis pluripotent kbk hiicre
kavrami bilinmektedir (41). 2007 yilinda Nobel édulli bilim adami Yamanaka ve
ark. bu hucrelerin embriyonik kok hlcrelerle olan benzer 6zelliklerini ortaya
koymustur ve bu hdcrelerin U¢ germ tabakasina farklilasma yeteneginde
olduklarini ifade etmistir (41). Yenilenen teknolojiye paralel olarak somatik
hdcrelerin geriye dondurulmesi ve buna bagh olarak yeniden programlanmalari ile
ilgili calismalar mevcuttur.

Yetigkin kok hucreler farklilasma yeteneklerine bagl olarak birgok hiicrenin éncusu
seklinde yetigkin dokularda durumlarini korurlar. Yetigkin kdk hucrelerin en tipik
ornekleri hematopoietik kok hucreler ve mezensimal kok hucrelerdir [ 39].
Hematopoietik kok hicreler kemik iliginde ve dolasimda bulunan koék htcrelerdir.
Bu hdcreler kendilerine ulagsan 6zgul sinyaller aracilidi ile bulunduklari nisten
cikarak dolagima katilir. Bu hicrelerin ayirt edici 6zelligi CD34* olmalardir. Bu kdk
hdcre tipi batin kan hucresi tiplerine donugebilme potansiyeli tagimaktadir [39].
Mezensimal kdk hicreler diger bir erigskin kok hicre tipidir. Bu hlcreler 6zellikle
stromal kdkenli olmalari nedeniyle destek hlcre 6zelligi tasimaktadir ve buna bagli
olarak klinik Oncesi c¢alismalarin yogun olarak konusunu olusturmaktadir [39].
Mezensimal kOk hucrelerin varligi neredeyse tum yetigkin dokularda gosterilmistir.
Bunlar arasinda yag kokenli mezensimal kok hucreler, kemik iligi kokenli
mezensimal kok hucreler, peridontal-ligament kdkenli mezensimal kdk hucreler,

sinoviyal membran kokenli mezengimal kok hucreler, periostiyum kokenli
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mezensimal kok hucreler, deri kok hucreleri, Wharton’s jeli kok hucreleri
bulunmaktadir [42].
2.5.1 Mezensimal Kok Hiicreler
Patolojist Cohnheim 1867 yilinda ilk kez hematopoietik 6zellikte olmayan hticreleri
kemik iliginde tanimlamistir [41]. ik yapilan bu gézlemde Cohnheim hiicreler icin
fibroblast benzeri morfoloji gdsterdiklerini, doku yaralanmasinin oldugu bdlgeye
goc ettiklerini ve buna bagli olarak rejenerasyon yeteneklerinin oldugunu hipotez
olarak ileri surmustur. 1960l yillarda Friendenstein ve arkadaglari bu hicrelerin
izolasyonu, kultiru ve osteojenik farklilasmasi ile ilgili 6ncl ¢alismalar yapmislardir
[41]. 20 yil sonrasinda ise Caplan ve arkadagslari bu hicreleri stromal ya da
mezengimal kok hucreler olarak bilim dinyasina tanitmislardir [43]. Bu tarihten
itibaren MKH’ler en ¢ok dikkat geken hlcre gruplari olmustur [41].
MKH’ ler ile ilgili izolasyona ve uygulanan protokollere bagh farkliliklar mevcut olsa
da MKH’lerin salgiladigi faktérler, buna bagli olarak c¢evrede yarattiklari
degisiklikler ve immuin duzenleyici etkileri hakkinda goérus birligi saglanmistir [41,
44],
Temelde olusabilecek gorus farkhliklarini tek bir ¢ati altinda toplamak igin
Uluslararasi Hucre Tedavisi Toplulugu/International Society for Cellular Therapy
(ISCT) Ug kriter tespit etmistir [45]:
1. Mezensimal kok hucreler standart koltar kosullarinda bulunduklar kabin
yuzeyine tutunabilmelidir
2. CD105. CD73, CD90 yuzey belirtegleri bakimindan pozitif; ancak CD45, CD34,
CD14, CD11b ve CD79a yuzey belirtecleri igin negatif olmahdir
3. In-vitro ortamda yag, osteoblast ve kondroblastlara déniisebilmelidir [45].
MKH’ler gunumuzde gerek ektopik Ozellik gostermeleri gerekse salgiladiklari
faktorlerin cesitliligi agisindan 6nem teskil etmektedir. Ayrica MKH’lerin immun
sistem baskilayici 6zellikte olmalari klinik agisindan bu hucrelerin ilgi ¢gekmesini
saglamigtir [40].
MKH’lerin allojenik lenfositler ile birlikte kudlturleri yapildiginda lenfositlerin
proliferasyonunun uyariimamasi MKH’lerin koken olarak immunojen olmayan bir
yapida olduklarini ispatlamistir. Buna ek olarak MKH’ler lenfositlerin, antijen-
sunucu hucrelerin ve dogal katil hticrelerin proliferasyonunu engellemektedir [46].
Bu durum MKH’lerin immun baskilayici 6zelligini agiklamaktadir. Bu 0Ozellikler

dogrultusunda MKH’ler hem immudn sistemi baskilamalari hem de immudn
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sistemden kagabilmeleri acisindan allojenik nakile uygun olarak klinikte kullanim
icin en dikkat ¢ekici adaylardir. MKH’ler insan I6kosit antijen | grubunu (MHC Class
[) cok dusik oranda ifade ederken insan lokosit antijen Il grubunu (MHC Class II)
hi¢ ifade etmezler ve buna bagli olarak T lenfisot aktivasyonunu tetikleyici rolleri
yoktur. Ayni zamanda MKH’ler allojenik olarak uyariimig T hucre aktivasyonunu
salgiladiklari hepatosit buylime faktora (HGF), prostaglandin E2 (PGEZ2) ve IL-10
gibi sitokinlerle engellerler [44].

MKH’lerin ilk izole edildigi kaynak kemik iligi olsa da sonraki calismalarda
izolasyon kaynaklari énemli élgiide cesitlenmistir. izole edildikleri kaynaklara bagli
olarak MKH’lerin potansiyellerinde de farkhliklar oldugu gosterilmistir [42].

MKH’ler ve salgiladiklari faktorlerle ilgili yapilan calismalarda yag kokenli olan
MKH’lerin 6zellikle VEGF gibi damarlanma faktorleri miktarinda daha yuksek
sekresyon yaptiklari gosterilmigtir. Bu c¢alismalarda temel olarak hucrelerin
bulunduklari besiyeri ortaminda ELISA ile dl¢im yapilmis ve buylime faktorlerinin
duzeyleri Ol¢glilimus ve yag kdkenli mezensimal kdk hlcrelerin 6zellikleri buna gore
yorumlanmigtir [47, 48, 49]. Buna ek olarak yag kokenli hucrelerin kemik iligi
kokenli mezengimal kok hucrelerle karsilastirildiginda daha proliferatif 6zellikte
olduklari; mitoz, inflamasyon ve stres durumlarina cevap olarak daha yuksek
dizeyde ifade edildikleri; yiksek dizeyde blyume faktori ve sitokin salgiladiklari
ortaya konmustur [47]. Ayrica MKH trasplantasyonu ile ilgili ¢alismalar sonucunda
bu hucrelerin anjiyogenik ozellik tasiyan ve kalbi koruyucu etkisi olan birgok
parakrin salgi faktorl salgiladigi da gosterilmistir [40]. MKH’lerin ektopik gog¢u de
inflamasyon bolgesinden salgilanan stromal koékenli faktérinli (SDF-1) gibi
faktorlerden etkilenip harekete ge¢gmeleriyle agiklanabilir [50].

2.5.2. Mezensimal Kok Hiicre Kaynaklari

MKH’ler yag dokudan, tendon, ligament, sinoviyal membran, trabekuler kemik,
kemik iligi, embriyonik dokular, sinir sistemi, deri, periosteum ve kas yapilarindan
izole edilebilir [42]. izolasyon kaynaklari farkli olsa da temel olarak MKH’ler icin
hicre kultart kosullarinda ¢ogaltilmalari yapilmaktadir [43, 42].

Elde edildikleri kaynaklara bagli olarak MKH’lerin farkli potansiyeller tasidiklari
gosterilmistir. Ornegin yag doku koékenli MKH'ler yiksek adipojenik &zellik
gosterirken; kemik iligi kdkenli MKH’ler yuksek osteojenik potansiyel gosterir [43].
MKH’lerin elde edildikleri kaynaklar arasinda yag doku en az invaziv sekilde hicre

izolasyonunun yapildigi dokudur ve bu dokudan elde edilen hucre sayisi diger
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kaynaklara gore daha cok daha fazladir [42, 43]. 1g. Yag dokudan alan basina
5.000 h/ml kék hucre elde edilirken; ayni kosullarda kemik iligindeki sayr 1.000 ya
da 100 hucre/ml olarak bulunmustur [43].

Molekuler bulgular yag kokenli MKH’ler ve kemik iligi kokenli MKH’ler arasindaki
proliferasyon, farklilasma potansiyeli ve parakrin etkilerin farkli oranlarda
oldugunun altini gizmektedir [51]. Bu farkli oranlarin ortaya kondugu ¢aligsmalarin
yapilmasi planlanan g¢alismalarda kok hucre izole edebilecedimiz kaynagi ayirt
etmemiz agisindan faydali oldugunu soyleyebiliriz.

Yag doku, cevresindeki olgun adipositlerle beraber yuksek vaskuler oOzellik
gOsteren bir dokudur. Vaskuler 6zellige bagli kapiller yatakla baglantili olan yag
doku birgcok farkli tipte hucreyi barindirmaktadir. Yapilan son arastirmalar yag
dokunun sadece trigliserit deposu olmadigini, birgok biyoaktif molekulu
sentezleyen bir doku oldugunu ortaya koymaktadir. Bu biyoaktif molekuller lipit
metabolizmasi, Ureme, anjiyogenezis, inflamasyon silrecglerinde rol alan
molekdullerdir [52]. Buna bagli olarak yag dokudan izole edilen MKH’ler pre-klinik
ve klinik birgok arastirmaya konu olmaktadir.

Deri alti yag dokudan izole edilen MKH’ler daha az invaziv yontemlerle elde
edildikleri icin kemik iligi MKH kaynagina alternatif olarak gosteriimektedir. Yag
doku kokenli MKH’lerin kullanildigi ¢alisma modelleri olan arka bacak kronik
iskemi modeli ve miyokard enfarktls modelinde bu hicrelerin anjiyogenezisi
uyardigi ortaya koyulmustur [51]. MKH’ler bu goérevi Ozellikle VEGF gibi
damarlanmayi uyarici etkisi olan faktorler salgilayarak yapmaktadir.

Bu ozelliklerinin yani sira yag doku kdkenli MKH’ler ve kemik iligi kokenli MKH’ler
arasinda karsilastirma yapildiginda yag doku kokenli MKH populasyonunun
proliferasyon 6zelliginin kemik iligi kokenli MKH populasyonuna oranla daha fazla
oldugu gosterilmigtir. Kultar ortaminda 40. gunde yag doku kokenli MKH’ler, kemik
iligi kdkenli MKH populasyonuna oranla 10 kat daha fazla ¢codalma gostermistir
[51]. Ayrica yag doku kdkenli MKH’ler, VEGF ve hepatosit blyume faktorlerini
(HGF) daha yuksek oranda salgilarken; kemik iligi kokenli MKH’ler hucre
migrasyonu ile ilgili olan SDF-1a daha yuksek oranda salgilamaktadir [50, 51, 52].
Buna ek olarak mitoz, inflamasyon ve stres cevaplari ile ilgili genlerin yag doku
kokenli MKH populasyonunda daha ylksek oranda ifade edildigi ortaya konmus;
organ gelisimi, morfogenezis ile ilgili genlerin de kemik iligi kokenli MKH’lere gore

daha yuksek oranda ifade edildigi gosterilmistir [51].
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Yapilan caligsmalar, spesifik bir organ ya da doku onarimi i¢in o bdlgeden elde
edilen MKH’lerin avantaj saglayacagini da gostermektedir [39].

2.5.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Uygulama Alanlari

MKH’ler klinik kullanim agisindan degerlendirildiginde destek hucresi ozelliginde
olduklar igin ilgili doku htcrelerinin gelisimine ve fonksiyonuna katki saglar.
Farkhlasma yetenekleri, salgiladiklari zengin faktor profili ve buna bagh olarak
matriks etkilesimleri, go¢ etme yetenekleri ve buna bagh olarak hasarli dokuya
ulagmalari, immunsupresif olma Ozelliklerinin yani sira non-immunojenik olmalari
tercih edilmelerini saglamaktadir [39]. Ozetle, MKH’lerin immiin sistem Uzerindeki
dizenleyici rolu, antiapoptotik, antifibrotik 6zellik gdstermesi, amjiyogenezisi
desteklemesi ve salgiladiklari ¢ok sayidaki faktorin duzenleyici etkileri bu
hucrelerin rejeneratif tip acgisindan iyi bir kaynak oldugunu gostermektedir.
MKH’lerin go¢ etme yetenekleri, rejenerasyona katkida bulunmalari, kendi
kendilerini yenileme 6zellikleri ve multipotent farklilasma 6zelligini in vitro ortamda
sergilemelerine bagll olarak in vivo ortamda bu o&zelliklerini sergileyebilmeye
devam etmeleri oranlari uygulamalar i¢in 6nemli bir dlguttar.

MKH’lerin sekresyon potansiyelleri yarali dokunun mikrogevresinde rejeneratif
Ozellik gostermelerini saglamaktadir [43]. Kemik iligi kékenli MKH’lerin kullanildigi
tranplante edilen ¢aligmalarda yeniden damarlanmanin uyarildigi ve bu hucrelerin
fonksiyonel hucrelere farklilastigi gosterilmistir. Buna ek olarak MKH’ler
salgiladiklart  anjiyogenik ve hicre canlihdini  koruyan faktorlerle doku
rejenerasyonuna katki saglamaktadir [51].

MKH’lerin salgiladigi faktorlerin gesitliligine bagh olarak proteomiks galismalari da
gundeme gelmektedir.

MKH’lerin salgiladigi1 faktorlere ek olarak farklilasmaya bagh ya da transplante
edildikleri alandaki hucreler ile iligkilerine bagli olarak ortaya konan caligsmalar
vardir. Bunlar arasinda MKH’lerin anjiyogenik potansiyelini yansitan ¢alismalarin
on planda oldugu sdylenebilir.

MKH’lerin anjiyogenik 6zellikleri ile ilgili ¢alismalara bakildiginda yag vaskuler
duvarinda sayica baskin olarak bulunan hucrelerin yag doku kokenli MKH’ler
oldugu gosterilmistir [43]. Bu calismayi yapan grubun diger bir calismasi ile bu
hicrelerin endotel ag yapisini in vitro kosullarda stabilize etme yeteneginde
olduklar gosterilmisgtir. Buna ek olarak, MKH’ler endotel hucreler ile gugli bir

sinerji olusturarak in vivo ortamda yeni kan damarlarinin yapisina katilmaktadir.
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Bu yeni kan damarlari mevcut damarlar ile baglanti kurabilen, kan akimini yoneten
ve haftalarca damar agi stabilizasyonunu saglayabilen damarlardir. Ancak
MKH’lerin bu alandaki kullanimi hedef dokudaki yerlesiminin yetersizliginden
dolayr ve kalici olarak uzun sureli planlana vaskullarizasyonun yetersiz
kalmasindan kaynaklanan sorunlar ylzinden hala tartismalidir [43].

Yag dokusu kokenli MKH’ler anjiyogenik 6zelliginin yaninda hematopoiezisi
destekleyici hicre 6zelligi gostermektedir. Bu 6zelliklerini salgiladigi VEGF, M-
CSF, G-MCF, HGF, TGF-f3 gibi faktorler ile gerceklestirmektedir [43, 51].

MKH’ler immunmodulator ve immun sistemi baskilayici 6zelliklerinden dolayi graft
versus host disease (GVHD) yani kemik iligi transplantasyonlarindan sonra gelisen
immin cevabi 6nlemede o6nemli rol oynamaktadir. Bu durumda allojenik
transplantasyonlarda dahi GVHD o6nlenebilmektedir. MKH’lerin salgiladigi GM-
CSF, G-CSF, SCF ve IL-6 sitokinlerinin varliginda bu duruma sebep oldugu
disunulmektedir. CUnkU bu faktorler hematopoietik kok hicrelerin  dokuya
yerlesme, proliferasyon ve farklilagma aktivitesini desteklemektedir [39].

MKH’lerin immunmodulator aktivitelerine ek olarak immuansupresif 6zellik
gOstermeleri ve immun oOzellik agisindan insan doku uyum antijenlerini
bulundurmamalari in vivo uygulamalarda tercih edilmelerini saglamaktadir [39, 50].
2012 yilinda Uluslararasi Saglik Enstitisi/National Institute Of Health (NIH)
verilerine gore 218 tane sonuglanmigs ve MKH uygulanan hastalik mevcuttur.
Bunlar iginde vyer alanlar; multiple skleroz, tip-1 diyabet, GVHD, kardiyak
hastaliklari, iskemik hastaliklar, serebral dolagim hastaliklari, gesitli otoimmun bag
doku hastaliklari, spinal kord yaralanmalari ve iskemik ekstremite hastaliklardir
[43].

MKH’ler i¢in in vitro ortamda uyari ile hepatosit, pankreatik ada hucreleri, noral
hicreler, endotel hlicreler ve epitel hiicrelere farklilastiklarini gésteren calismalar
mevcuttur [43, 53]. Yag doku kokenli MKH’ler icin kikirdak, kemik, kas onarimi
yapmasl veya rejenerasyonu saglamasinin yani sira perifer sinir rejenerasyonu,
hepatik rejenerasyon, fonksiyonel miyokard enfarktis rejenerasyonu yapabildigini
gosteren in vivo modeller mevcuttur [43].

Yapilan calismalarda anlagiimasi ve gelistiriimesi gereken en onemli nokta
MKH’lerin nasil go¢ ettigi, farklilastigi ve blyadugunin anlagilmasinin yani sira
mevcut hdcreler ile nasil etkilesim kurduklarinin, biyume faktorlerini ve sitokinleri

onarim igin nasil kullandiklarinin agiklanmasidir [43].
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2.6. Flep Modeli ve lyilegsme Siireci

Deri flebi kendi kan akimini saglayabilir ve genis deri hasralarinin onarimi igin
plastik cerrahide sik kullanilan bir metottur [54]. Deri flebi operasyonlarinda distal
iskemik nekroz komplikasyon olarak gorulmektedir. Bu durumun en temel
sebeplerinden biri bélgede olusan koagulasyon sisteminin aktive olmasina bagh
olarak vaskuler trombozis olusumunun goérilmesi ve flep nekrozunun olusmasidir
[55]. Flep operasyonlari ile ilgili bir diger komplikasyon flebin damarlanamamasi ve
bu duruma bagh olarak canliigini bu duruma bagh olarak koruyamamasidir. Flep
bolgesinde iskemi nekroz olugmasi ile karakterizedir. Flep nekrozu; yeterli kan
akimin azalmasi, operasyon kaynakli problemlerin olmasi, seker hastaligi, sigara
kullanimi, periferal arter hastaliklarinin varhidi ile olusmaktadir [41].

iskemik flep dokusunu kurtarmaya yénelik calismalar disaridan verilen ajanlar ve
hicre uygulamalari ile flebin canlihdini korumasina yonelik galigmalardir. Bu
sebepten dolayr flep modelleri ile ilgili ¢calismalarin anjiyogenezis ve yara
iyilesmesi ile yakindan ilgili oldugu soylenebilir.

Anjiyogenezis; doku iyilesmesi, flep ve greftlerin iyilesmesi icin ana tanimlayici
suregtir. Doku iyilesmesi veya anjiyogenezis igin tek bir buylime faktort kullanimi
yetersiz kalacagi icin 6zellikle MKH gibi sitokin salgilama cesitliligi fazla ve bu
surecler ile ilgili olan hiucre kaynaklarinin terapotik olarak kullaniimasi, lokal
cevredeki etki agisindan uzun sureli tedavilerde iyi sonuglarin elde edilebilmesi
acisindan 6nemlidir [56].

Yara iyilesmesi sirasinda plateletler VEGF olmak Uzere birgok sitokini salgilarlar.
VEGF dolasimda olan nétrofilleri ve monositleri yara boélgesine dogru ¢eker ve bu
olay iyilesmenin normal bir surecidir. VEGF buna ek olark monositler,
keratonositler, endotel hucreler tarafindan iyilesme bolgesinde salgilanir ve
kapilleri etkiler. Buna bagh olarak vaskuler gecirgenligin artmasiyla endotel hlcre
baglantilari etkilenir ve grantlasyon dokusu olusumu hizlandirihr. VEGF tarafindan
gerceklestirilien reseptdr aktivasyonu ile endotel hicreler prolifere olurlar ve gog
etmeye baglar. Son olarak VEGF etkisi ile perisitler tekrar endotel hucrelerin
etrafini kaplar ve vaskuller stabilizasyon saglanmis olur. Bu durum vyara
iyilesmesinde anjiyogenezis ve VEGF iliskisini ortaya koymaktadir [19].

Yara iyilesmesi vicutta yangl olusumuna paralel olarak ilerlemektedir. Yangi
sureci hlcreden salgilanan sitokinlere bagl olarak duzenlenmektedir. Yangi

olusumunda ilk olarak bodlgeye gelen hucreler notrofiller, kompleman sistem
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elemanlari ve adezyon molekulleridir. Yangi derinin i¢i veya altinda olusan
kizariklik, sislik, duyarlilik ve agri ile karakterizedir [5].

Deri, vucudu dis etkilere kargi koruyucu bir bariyer roli oynamaktadir. Deri
yaralanmalari ciddi problemler olup deride onarim yaralanma sonrasi U¢ asamada
gOrultr. Bunlar inflamasyon, proliferasyon ve maturasyondur. Bu asamalar cesitli
doku ve htcre etkilesimleri ile ilerlemektedir [57].

Epidermal bariyerin bozulmasi keratonisitlerden interlokin-1 (IL-1) ve tumor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) salgilanmasina neden olur. IL-1 ve TNF-a ¢evredeki
hucreleri uyarir. Doku yaralanmasi sonucunda buna ek olarak kan birlesenleri kan
damarlari disina sizar. Ayni zamanda plateletler epidermal baytume faktoértu (EGF),
PDGF, TGF-B ve ¢ok sayida kemokin salgilar. Bu maddeler iyilesme slrecine
katki sadlar. Makrofajlar inflamasyon cevabin gelismesinde ve dokudan yabanci
cisimlerin uzaklastirlmasinda Onemli rol oynar. Makrofajlar granulasyon
dokusunun gelisiminden koken alir ve gesitli pro-inflamatuvar faktoérleri ( IL-1, 1L-6)
ve buylume faktorlerini (FGF, EGF, TGF- ve PDGF) salgilar. Yaralanmanin
oldugu sirada EGF, TGF-B ve FGF salgilanmasi epitel hicre migrasyonunu ve
proliferasyonunu yeniden epitel olusumu igin uyarir. Bu sure¢ hudcre-hlcre ve
hicre-bazal membran iliskisinin ¢dzllmesi ile baslar ve keratonositlerin
ekstraselluler matriks Uzerinden gogunu takip eder. Yara kapanmasinin basarisi
yani %100 epitel olusumu, keratonisitlerin tabakalagsmasi ve bariyeri tekrar
olugturmak Uzere farklilagsmasidir. Granulasyon ise yaralanmadan yaklasik 4 gin
sonra olugsmaya bagslar. Ayni zamanda makrofajlar, fibroblastlar ve endotel
hicreler yaralanma bolgesine dogru hareket eder. Makrofajlar sadece inflamasyon
cevabi gelistirmez, ayni zamanda VEGF ve FGF gibi anjiyogenezisi ilerleten
faktorler salgilar. Bu faktorler yeniden damarlanmayi saglamaktadir ve yeniden
damarlanma yeni ESM organizasyonu, depolanmasi ve sentezi icin temel bir
olaydir. FGF, TGF-p ve PDGF makrofajlardan salgilanir ve fibroblast
infiltrasyonuna sebep olurlar. TGF-B ve PDGF kontroli altinda fibroblastlar
fenotipik olarak miyofibroblastlara donusur. Miyofibroblastlar ESM boyunca yara
kapatmayi saglayan destekgiler olarak siralanirlar. Kollajen ve elastin fiberler
granulasyon dokusuna katilir. Daha sonrasinda elastin fiber ve kollajen iskeleti
proteoglikanlar ve glikoproteinler ile doyurulur. Bu durum TGF-B aracili yeni
kollajen sentezini igeren dokunun yeniden olusma surecidir. Bu slrecin en son

asamas! skar doku olugsumudur. Kollajenin yeniden yapilanmasi granulasyon
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dokudan skar dokuya donusum olan ve kollajenin katabolizmasi ve sentezine bagli
suregtir. Yara alaninda kollajenin indirgenmesi fibroblastlar, endotel hucreler,
epidermal hdcreler ve makrofajlar tarafindan salgilanan birgok matriks
metalloproteinaz (MMP) tarafindan kontrol edilir. Yara iyilesmesi sirasinda
proliferatif asamada yeni granudlasyon formunun olusmasinda anjiyogenezis
onemli bir olaydir. Hayashi ve arkadaslart VEGF’nin insan deri yaralarinda
makrofajlarda ve miyofibroblastlarda ifade edildigini kesfetmislerdir [57].

Bu bilgiler 1siginda MKH’ler salgiladiklari faktorler sayesinde yara iyilesmesini
hizlandirir, yara kapanmasini ve granulasyon doku olugsumunu arttirir,
anjiyogenezisi uyarir. ilging olarak bu pozitif sonuclar MKH'lerin epitel hiicrelere
farkhlasmasi sonucunda olmamakta, belirgin sekilde MKH’lerin salgiladiklari ve
deri yaralanmalarinda hucresel cevabi duzenleyen faktorler ile olmaktadir. Bu
calismalarin ilerlemesi igin MKH ve yara dokusundaki diger hucreler arasindaki
iliskinin acgiklanmasi gerekmektedir. Bu durumda MKH’lerin yaralanmalarda
salgiladigi faktorler de agiklanabilecektir [58].

Travma, yanma veya ameliyat sonrasinda deri transplantasyonu yapilan
calismalar gindeme geldigi zaman MKH’ler de gindeme gelmektedir. Transplante
edilecek derinin yani flebin yapisi MKH’ler ile birlikte uygulandiginda canlihigini
daha uzun sire koruyabildigini de yapilan ¢alismalar géstermistir [58].

Batin bu calismalar goz 6nlne alindiginda, bu tez calismasi kapsaminda,
MKH’lerin ve buylume faktorlerinin gerek yara iyilesmesi surecinde gerekse damar
hastaliklarina bagl olarak ortaya ¢ikan iskemi surecinde etkilerinin incelenebilmesi

icin sirt flebi modeli secilmistir.
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3. MATERYALLER ve YONTEM

Bu tez calismasi bes basamakta yapiimistir:

1. MKH’lerin izolasyonu ve kultaru

2. Siganlarda iskemik sirt flebi modelinin olusturulmasi

3. Deney ve Kontrol ve gruplarinin uygulanmasi

4. Nekrotik alan ytizdesinin hesabi

5. Histolojik boyama ¢aligsmalari

6. CD31 yuzey antijeninin immunohistokimyasal boyama yontemiyle tespit
edilmesi

7. istatiksel Analiz

3.1. MKH izolasyonu ve Kiiltiirii

Bu calismada yag dokusu mezensimal kok hacreleri, siganlarin (Wistar albino,
erkek, 6-8 haftalik, 350 g) kasik bolgesindeki deri alti yag dokusundan izole
edilmigtir. Hucre izolasyonu igin kullanilan sigcanlar ile ilgili gerekli etik kurul izni
Hacettepe Universitesi Etik Kurullarindan alinmistir ( H.U. Etik Kurullari, Protokol
No: 2013-13-05) (EK-1). izolasyona hazirlanmak Uzere siganlar anesteziye
alinmigtir. Xylazine (10 mg/kg) (Richter Pharma AG, Austria) ve ketamin (50
mg/kg) (Richter Pharma AG) anestezi i¢in kullanilmigtir. Anestezi intramuskular
olarak yapilmistir. Yag dokusu mezengimal kok hucrelerinin izolasyonu igin primer
eksplant kultar yontemi kullaniimistir. Yag dokusuna ulagmak igin ilk olarak siganin
kasik bolgesinde yaklasik iki cm uzunlugunda bir insizyon yapilmis ve bu
bolgeden igeri girilerek yag doku alinmistir. Siganin kasik bdlgesi operasyondan
sonra U¢ numara atravmatik ipek ile kesikli dikis teknigi ile dikilmis ve siganin
anestezi sonrasi takibi yapiimistir. Yag doku alinir alinmaz %10 fetal bovine serum
(FBS) (Sigma,USA), %0.2 penisilin-streptomisin (v/v) (Sigma, USA) igeren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Ham’s F12 (DMEM / F12) (Sigma, USA)
tasima besiyerine alinmig ve bundan sonraki iglemler steril hava kabini iginde
gerceklestiriimigtir. Tasima besiyeri icinde doku 2-3 mm’lik parcgalara ayrilimis ve
kontaminasyonu engellemek icin 2-3 kez yikanmigtir. Ardindan doku parcalari 6
kuyucuklu kultar kabina alinmistir (Sekil 3.1.1). Dokularin Gzerlerine birer damla
%20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v) iceren besiyeri damlatiimis ve dokular
37 °C'de %5 CO:2 - %95 hava igeren standart kiltir ortaminda 20 dakika inklibe

edilmistir.
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Sekil 3.1. 1 Alti kuyucuklu kiltir kabinda hazirlanan primer eksplant kaltir

Bu sayede dokularin kuiltir kabi yuzeyine tutunmasi saglanmis ve dokudan
ayrilacak hucreler igin uygun bir ortam olugturulmustur. 20 dakika sonunda
dokulari yuzeyden kaldirmayacak ve yuzeylerini kaplayacak sekilde %20 FBS,
%0.1 penisilin-streptomisin (v/v) igeren besiyeri damlatiimis ve dokular gece boyu
beklemek (izere inkiibasyona birakiimistir. izolasyonun ertesi giiniinden itibaren
kultaran takibi mikroskobik (IX70 Olympus, Japan) olarak yapilmistir ve MKH
kaynakli olan sitokinlerin farklilagsmaya yol agmamasi igin besiyeri degisimi
izolasyonun ilk bes gunu hergun yapilmistir.

izolasyonun besinci giniinde kuyucuklarda bulunan yag§ doku parcalari
uzaklastiriimis ve kuyucuklara %20 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin (v/v) iceren
besiyeri eklenerek bir glin sure ile inkibasyona devam edilmistir. Bu asamadan
sonra hucreler tripsinizasyon yontemi kullanilarak pasajlanmistir. Bu islemde ilk
olarak kuyucuklardaki besiyeri alinmig ve 0.5 ml tripsin ile (Sigma, USA % 0.25
Trypsin/EDTA ) kuyucuklar yikandiktan sonra kuyucuklara 0.5 ml tripsin eklenmis
ve hucreler yuzeyden kalkip suspanse hale gelinceye kadar bekletilmigstir.
Sonrasinda kuyucuklarin her birine tripsinin inaktivasyonunu saglamak ve
hicreleri toplamak Uzere 2 ml %20 FBS iceren DMEM/F12 besiyeri eklenmis ve
hlcreler yluzeyden toplanip santriflij tipune alinarak 800 rpm’de 5 dakika slreyle
santrifij edilmistir. Santriflij sonrasi supernatan atilmis ve alt kisimda kalan hicre
peleti %20 FBS iceren DMEM/F12 ile homojenize edilmis ve 25 cm? ylizey
alanina sahip kultir kaplarina alinmisgtir (Sekil 3.1.2 ). Bu iglem ile pasaj 1
asamasindaki hicreler elde edilmistir. Pasaj 2 asamasindan itibaren inklibasyona
75 cm? flasklarda (Sekil 3.1.2) ve % 10 FBS ile devam edilmistir. Hiicreler pasaj 1
asamasindan sonra pasaj 2 ve pasaj 3 asamasina kadar pasajlanmis ve pasaj 4
olacak sekil de gogaltiimis ve calismanin in vivo asamasinda kullaniimak Uzere

dondurulmustur.
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Sekil 3.1. 2 25 cm? (Ust) ve 75 cm? (alt) flasklar

Hucreler kademeli dondurma yontemi kullanilarak dondurulmustur. Bunun igin,
tripsinizasyon isleminde oldugu gibi hicreler toplanmig, suspanse edilen hucreler
% 10 FBS iceren DMEM-F12 ile 5 dakika 800 rpm’de santriflj edilmistir. Bu
asamadan sonra slUpernatan atilmig ve hicre peleti bu kez %50 FBS, %40
DMEM/F12 ve %10 dimetilsulfoksit (DMSO0) (Sigma, USA) iceren dondurma
besiyeri ile homojenize edilerek kriyottplere alinmigtir. Bu hucreler ilk olarak 72
saat sure ile -80°C’de bekletilmis sonrasinda -196 °C’de sivi azot igeren tanka
alinmistir. BOylece hucreler in vivo uygulama asamasinda kadar saklanmigtir.
Calismanin in vivo asamasinda flebe uygulanmasi gereken hicre miktari 3 milyon
hidcre/ ml olarak belirlenmis ve bunun igin istedigimiz hlcre sayini olusturan 75
cm?lik bir flask bir kriyotip olacak sekilde in vivo uygulamalar igin hazirlanmistir.

Mezengimal kokenli hucrelerin izole edilecegi kaynaklarin heterojen potansiyel
tasidiklari bilinmektedir [42]. Buna bagli olarak pasaj 3 ya da pasaj 4 agamasinin
hem hdcrelerin sitogenetik yapilarini korumalari agisindan hem de daha saf
mezensimal kok hucre populasyonu elde etmek amaciyla uygulama igin uygun
kaynaklar oldugu dustnulmektedir [39]. Calismamizda buna bagl olarak pasaj 4

asamasi uygulama yapilmak Uzere secilmigtir.
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3.2. Siganda Sirt Flebi Modelinin Olusturulmasi

Flep modeli deney hayvanlari agisindan bakildiginda yara iyilesmesi, damarlanma
konularinda olduk¢a yogun c¢alisiimaktadir. Calismamizda buna bagli olarak
modifiye edilmis olarak Mc Farlene sirt flebi modeli 3 x 10 cm? boyutlarinda olacak
sekilde [60] 6 ayhk ortalama agirliklan 331 g olan Sprague-Dawley erkek
siganlarda uygulanmistir (Sekil 3.2.1 a, b).

Flep modeli icin deney hayvanlari gerekli etik kurul izni Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistirme Biriminden 24 adet olarak alinmigtir
(H.OU. Etik Kurullari, Protokol No: 2013-22-02) (EK-2). Anestezi Xylazine ve
ketamin kullanilarak intraperitonal olarak yapilmis ve anestezi sonrasi hayvanin

takibi yapiimigtir.

Sekil 3.2 1 Deney hayvaninin operasyon igin hazirlanisi (a) ve flep modelinin
olusturulmasi (b)

Sirt flebi olusturulduktan sonra (Sekil 3.2.1 b) gruplarin ayrimina uygun Sekil de
vlcutta eriyebilen jelatin matrik kullanilarak (GELITA-SPON, Absorbable Gelatin
Sponge) uygulama yapilmis (Sekil 3.2.2) ve flep surekli dikis teknigi ile ¢ numara

atravmatik ipek cerrahi ip kullanilarak dikilmigtir.

"GELITASPON® -

Sekil 3.2 2 1X 1.5 cm? boyutunda hazirlanan jelatin matriksler.
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3.3. Deney ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda doért ayri deney grubu olusturulmustur:

1. Grup : Kontrol

2. Grup: MKH grubu

3. Grup: VEGF grubu

4. Grup: MKH+ VEGF grubu

Her grupta 6 adet sigan kullaniimistir. Gruplardaki fleplerden operasyonun 7.
gununde histolojik galigsmalar igin kesit alinmisg ve fotograflamalar yapilarak %
nekroz alani tayin edilmistir.

1. Kontrol Grubu: Flep olusturulduktan sonra flebin alti ayri bdlgesine gelecek
sekilde jelatin matrikslere 50 ul besiyeri emdiriimis ve uygulama yapilmistir (Sekil
3.3.1.a) Uygulama sonrasinda sirt flebi surekli dikis teknigi ile kapatiimistir (Sekil
3.3.1b).

2. MKH grubu: Bu grup i¢in ilk olarak in vivo uygulamalar i¢in dondurulan hucreler
uygulamaya uygun olacak Sekil de hazirlanmistir. -196 °C’de bulunan pasaj 4
asamasindaki hiicreler alinmis ve 37 °C’de su banyosunda ¢6zdirildiikten sonra
800 rpm’de 5 dakika sure ile santrifuj yapiimistir. Hucreler 1 ml’lik tiplere alinarak
Uzerlerine serumsuz besiyeri eklenmig ve bir kez daha 800 rpm’de 5 dakika sure -
santrifij yapilmistir. Sonrasinda supernatan atiimis ve hicre peleti jelatin spona
emdirilerek olusturulmus sirt flebinin 6 farkli bolgesine kontrol grubunda oldugu
gibi uygulanmigtir (Sekil 3.3.1 a ve b).

3. VEGF grubu: Calismamizda VEGF ekzojen olarak verilmis olup liyofilize
rekombinant sican VEGF’i kullaniimigtir (Biosource, Invitrogen Carlsbad CA,
USA). VEGF ( 10 ug liyofilize) kullanim igin uygun konsantrasyonda olacak sekilde
100 yl DMEM F-12 kullanilarak sulandiriimis ve sonrasinda 5 ml DMEM ile bes
ayri tipe boliinerek kullanilana kadar -20 °C’de saklanmistir. VEGF uygulamasi
her bir jelatin matrikse 50 pl VEGF emdirilerek flebin alti farkli bélgesine yapilmis (

Sekil 3.3.1 a ve b) ve uygulama sonrasi flep kapatiimistir.
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Sekil 3.3. 1 Sirt flebine jelatin matriks (~=) uygulama yapilmasi (a), sirt flebinin
dikilmesi (b)

4. MKH+VEGF grubu: Daha o6nce dondurulmus olan hucreler, -196 °C’den
alinarak 37°C sicak su banyosunda hizla ¢ézdurtimustir. Bu hicreler 800 rpm’de
5 dakika sureyle santriflj edilmistir. Santrifijin ardindan hucreler bir ependof
tipUne alinarak serumsuz besiyeri icinde ve 800 rpm’de 5 dakika sureyle tekrar
santrifuj edilmigtir. Boylece dondurma besiyeri tamamen uzaklagtiriimistir.
SlUpernatan atildiktan sonra hicrelerin Uzerine 50 pl VEGF eklenmistir. Bu
suspanse karisim jelatin matrikslere emdirilerek ayni sekilde flebe uygulanmistir (
Sekil 3.3.1aveb).

3.4. Nekrotik Alan Yiizdesinin Hesaplanmasi

Uygulamadan 7 gun sonra, nekrotik alan %’sinin hesaplanmasi igin ylksek doz
anestezi verilerek otanazi yapilmigtir. Ardindan siganlar sirtustu olacak sekilde bir
kurutma kagidinin Gzerine alinmis ve dort grup icin ayri dlgimler yapiimistir (Sekil
3.4.1).

Sekil 3.4. 1 Nekroz alan hesabi yapmak icin hazirlanan sigcan
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3.5. Histolojik Boyama Galigmalari

Calismamizda histolojik boyama teknikleri olan Hematoksilen&Eozin ve Masson’s
trichome kullaniimistir. Bu boyama ydntemleri ayni zamanda immunohistokimya
icin kesit alinacak derinligin tayin edilebilmesi saglanmistir.

Doku boyama tekniginde fiksasyon ve doku takibi asamalari boyanin dokuya
tamamen nufus etmesi i¢cin 6nemli basamaklardir. Calismamizda sirt flebinden
kesit almak igin operasyondan sonraki 7. ginde deney hayvanlarina yuksek dozda
anestezik madde uygulanarak otenazi yapilmistir. Otenazi sonrasinda flep
bolgesinden nekrozun yogun oldugu kisim olan kaudal kisimin yaklasik 1 cm
uzagindan 1 cm? kalinhginda doku ornekleri alinmistir. Hematoksilen&Eozin
boyama ve Masson’s Trichome boyama basamaklari icin Hacettepe Universitesi
Tip Fakultesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal’nin uyguladigi deney proseduru
izlenmistir. Alinan doku orneklerinin %10 buffer formalin icinde 3 gun sure ile tespit
edilmesi yapilmistir. 3 gun sonunda dokular takip igin doku takip cihazina
verilmistir.

Takip cihazindan alinan dokular 60 °C’de bulunan parafin ile doku takip
kasetlerine gdmulmustur ve parafin bloklar hazirlanmigtir. Sonrasinda 1 gun sure
ile parafin bloklar buzdolabinda kesit alinmak Utzere tutulmustur.

Kesit almak i¢in ilk olarak jelatinli su hazirlanmistir. Bu suyu hazirlamadaki amag
dokunun lam Uzerinde boyama asamalari esnasinda kalkmayacak sekilde
tutunmasini saglamaktir. Hazirlanan suyun sicakhgi 45 °C olarak belirlenmisgtir.
Kesit alma iglemi icin mikrotom kullaniimig olup kesitler 3 mikron kalinliginda
alinmistir. Alinan kesitler, jelatin ve distile su ile hazirlanan havuza alinmigtir ve
burada kesitlerin agilmasi bir sure beklendikten sonra lam Uzerine alinmigtir.

Lam dGzerine alinan Kkesitler gece boyunca deparafinizasyon icin etlvde
bekletilmistir. EtlUvden alinan kesitler Hematoksilen&Eozin boyama (EK 3) ve
Masson’s Trichome boyama (EK 4) icin asagidaki yontemlere uygun olarak

hazirlanmistir.
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A. Hematoksilen&Eozin boyama:

1. Ksilen 15 dakika X3 kez bekletme

2. Ksilene konan asansorun disarida bekletilerek ksilenin ugurulmasi

3. %96 alkol 10 dakikaxX2 kez, % 80 alkol 10 dakika X1 kez bekletilme

4. Cesme suyu ile yikama yapilmasi

5. Onceden siziilmiis hematoksilen boyada 15 dakika bekletiimesi

6. Cesme suyunda yikama yapilmasi

7. Asit alkolX2 kez batirip gikartiimasi

8. Cesme suyu ile 2-3 kez yikama yapilmasi

9. Amonyakh suX 2 kez batirip ¢ikartiimasi

10.Cesme suyu ile 2-3 kez yikama yapilimasi

11. Eozin boyasinda 1 dakika bekletimesi

12.%80 alkol 1 kez, %96 alkol 2 kez batirip ¢ikartiimasi

13.Digariya c¢ikartilan asansorin kurumasinin beklenmesi ve asansorun ksilende
en az 45 dakika bekletilmesi

14. Entellan kullanilarak preparatlarin kapatiima iglemi yapiimasi

Bu basamaklar sonucunda hazirlanan preparatlarda boyanin gerektirdigi sekilde

cekirdeklerin mavi-mor renkte boyandigi ve sitoplazmanin kirmiziya renkte

boyandigl mikroskop altinda goralmustur.

Bu asamadan sonra Masson’s Trichome boyama yapilmigtir. Bu boyama yontemi

icin de daha 6nceki boyamada kullanilan parafin bloklar kullaniimigtir. Bloklardan

alinan kesitlere asagidaki boyama proseduru uygulanmistir:
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B. Masson’s Trichome Boyama:
1. Preparatlar 40- 45 dakika ksilen igerinde tutulmasi ve sonrasinda ksilenin
ucurulmasi

2. %100 absol veya %96 alkol igerisinde 15 dakika bekletiime

w

%80 alkol igerisinde 15 dakika tutulan preparatlar distile su ile yikama
yapilmasi

Bouin sollisyonuna konan preparatlar 1 saat boyunca 56°C’de etlivde tutulmasi
Cesme suyu ile yikama yapilmasi

Suzulmus hematoksilen igerinde 20 dakika bekletiime

Cesme suyu ile yikama yapilmasi

Asit alkole batirip ¢ikariimasi

© © N o g &

Cesme suyunda yikama yapilmasi

10. Amonyakl suya batirip ¢ikariimasi

11.Cesme suyunda yikama yapilmasi

12. Trichome icerisinde 15 dakika bekletiime

13.Yikama yapilmaksizin 2 dakika asetik aside preparatlar dizilimi

14. Sonrasinda % 80 alkol ve % 96 alkol batirip ¢ikariimasi

15. Preparatlardan alkoli ugurmak amaciyla kurutma isleminin yapilmasi ve
preparatlarin ksilende 15 dakika tutulmasi

16. Entellan aracihigi ile preparatlar kapatiimasi

Boyama sonunda preparatlar mikroskop altinda incelendiginde bag doku

elemanlarinin mavi yesil, kas yapinin kirmizi renkte boyandigi géralmustar.

3.6. CD 31 Hiicre Yiizey Antijeninin immunohistokimyasal Yéntemlerle

Tespiti

Immunohistokimya antijeni dokudaki yeri ile tanimlayan bir tekniktir. Bu yiizden

Ozel olarak hazirlanan antikorlarin, caligilacak dokudaki antijenlere ozel olarak

calismasi prensibi olarak da tanimlanmaktadir [61].

Calismamizda anti-rat primer antikor ( Santa cruz, sc-1506, USA) ve bu antikora

uyumlu olarak sectigimiz sekonder antikor boyama kiti ( Santa cruz, sc- 2024,

USA) kullaniimistir.

immunohistokimyasal calismalar H.U. Tip Fakiiltesi Histoloji& Embriyoloji Anabilim

Dali’nda yapilmistir. immunohistokimya igin yapilan denemeler sonucunda primer

antikorun konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan asagidaki prosedur

uygulanmisgtir:
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1. Parafine géomullu dokulardan Gg¢ mikron kalinliginda kesitler adheziv 6zellikte
lamlara alinarak dort saat boyunca etlivde deparafinizasyon yapilmigtir.

2. Etavden alinan dokular on bes dakika X2 kez ksilolde ve her birinde on dakika
olmak Uzere sirasiyla % 96, % 80, % 70 alkol derecelerinden gegirilmistir.

3. Bes dakika distile su igerisinde dokular tutulmustur.

4. pH=6 olmak Uuzere 1:10 oraninda sulandirilan sitrat tampon sollsyonu
hazirlanarak sale icersinde antijen geri ¢gagirma islemi 95 Watt mikrodalga firinda
on bes dakika sure ile Ug kez yapilmigtir.

5. Yirmi dakika kadar preparatlarin sale igerisinde sogumasi beklenmistir.

6. iki dakika siire ile 1:10 oraninda kullanilan stok PBS ile yikama yapilmistir.

7. %1 oraninda hazirlanan hidrojen peroksidaz sollisyonu ile hidrojen peroksit
blokaji yapilmigtir. Hidrojen peroksit 1:10 oraninda sulandirilan stok PBS ile
sulandinimisgtir. Hazirlanan solisyon her preparattaki kesitlerin tzerine 50 pl
gelecek sekilde damlatiimistir.

8. PBS ile bes dakika sureyle iki kez yikama yapilmistir.

9. Sekonder kit igerisinden gikan goat anti serum ile serum blokaj bir saat sure ile
yapilmistir. Bunun igin stok serum % 1,5 oraninda olacak sekilde PBS ile
sulandiriimistir ve her preparattaki kesitlerin Gzerine 50 ul gelecek sekilde
damlatiimistir.

10. Serum blokaj ardindan yikama yapilmaksizin anti-rat primer antikor 1:100
oraninda %1,5’lik serum blokaj solUsyonu ile sulandiriimis ve primer antikor
damlatildiktan sonra +4 °C gece boyunca inkiibasyon yapilmistir.

11. PBS ile bes dakika sureyle U¢ kez yikama yapilmistir.

12. Goat anti-rat sekonder antikoru damlatiimis ve bir saat slre ile oda
sicakhginda inkubasyon yapilmistir.

13. PBS ile bes dakika slreyle U¢ kez yilkama yapilmistir.

14. Avidin+biyotin kompleksi hazirlanmis ve kesitlerin Gzerine 50 ul gelecek
sekilde yarim saat sure ile oda sicakliginda beklenmigtir.

15. Kromojen olarak DAB sollsyonu hazirlanmigtir. Bu solisyon susbrat buffer (5
damla) ve peroksizdaz subsrat (1 damla) ve DAB (1 damla) ile 1.6 ml distile su
icerisinde hazirlanmis ve kesitlerin Uzerine damlatilarak bes dakika sure ile
beklenmistir.

16. Preparatlar distile su icerisinde 5 dakika sureyle iki kez yikama yapilmigtir.

17. Preparatlar on saniye boyunca hematoksilen igerisinde bekletilmigtir.
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18. Distile su ile yikama yapilmistir.

19. Sirasiyla her birinde bir dakika olmak Uzere preparatlar %70, %80, %96 alkol
derecelerinden gegirilmigtir.

20. 30 dakika boyunca iki kez olmak kosuluyla ksilende bekletilen preparatlar
entellan yardimiyla kapatiimistir.

3.7. istatiksel Analiz

Calismanin istatiksel analiz basamagdi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyoistatistik Anabilim Dal’nda yapilimistir. ilk olarak istatiksel olarak hangi testin
kullanilacagina karar vermek amaciyla tanimlayci istatiksel yontemler
uygulanmigtir. Boylece ortalama, ortanca, minimum, maksimum ve standart
sapma degerleri bulunmustur. istatiksel olarak Kruskal- Walls testi ve Fisher-
Fremann- Halton testleri kullaniimistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde 6rneklem
sayisinin arttiriilmasina bagli istatiksel olarak anlamli farkhliklarin olusabileceqgi

ongorulmustar.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. MKH izolasyonu ve Kiiltiirii

Cahsmamizda MKH’ler sicanin kasik bolgesinde deri altindan primer eksplant
kaltur yontemi kullanilarak izole edilmigtir. Herhangi bir enzimatik yontem
kullanilmamig ve doku parcalari izole edildikten sonra dogrudan alti kuyucuklu
kultr kaplarina alkinmis ve primer dokudan MKH’lerin ayrilarak kultar kabinin
ylizeyine tutunmasi saglanmistir. inkiibasyonun 18. ve 24. aaatinde fibroblastik
morfolojiye sahip MKH’lerin dokudan ayrilarak kultir kabinin yizeyine tutunmaya
basladiklari gérulmastir ( Sekil 4.1.1 a, b)

Sekil 4.1. 1 inkiibasyonun 24. Saatinde primer dokudan ayrilan MKH’ler (%) ve
ortamdaki eritrositler ( / )(@) (100X) ve inkUbasyonun ilerleyen gunlerinde
fibroblastik hticre gérinimu (b) (200X)

inkiibasyonun baslangicinda eritrositlerin de ortamda oldugu bilinmektedir; ancak
besiyerinin degistiriimesiyle ortamdan tamamen uzaklastiriimislardir.
inkiibasyonun devam eden glnlerinde hiicreler ¢codalmis, eritrositler ortamdan
tamamen uzaklasmis ve fibroblastik morfoloji belirginlesmistir ( Sekil 4.1.1. b). Bu
asamada hdcrelerin pasajlart  yapilmistir. Bundan sonra ylzeyi tamamen
kaplayarak konfluent hale gelen hticreler pasaj 4’e kadar ¢ogaltilmistir (Sekil 4.1.2.
a, b, c, d).
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Sekil 4.1. 2 Farkh pasajlarda MKH’lerin gértntisi (100X). Pasaj 1 (a), pasaj 2 (b)
pasaj 3 (c), pasaj 4 (d)

Pasaj 4’e kadar hucrelerin morfolojilerinde bir degisiklik olmadidi ve fibroblastik

morfolojinin korundugu gosterilmistir.

4.2. Sicanda Sirt Flebinin Olusturulmasi

Tam gruplar i¢in uygulamalarin yapilmasindan 7 gin sonra incelemeye gecilmigtir.
Bunun icin siganlara yuksek doz anestezi uygulanarak oOtanazi yapilmistir.
Ardindan hayvan sirt Ustl olacak sekilde diz bir zemin Uzerine yatiniimis (Sekil
3.4.1) ve nekrotik alan yuzdesi hesaplanmis, histolojik ve immunohistokimyasal
calismalar yapimistir.

Histolojik incelemeden 6nce flep tamamen kesilerek ¢ikartiimis ve cilt altindaki

kanlanma da makroskopik olarak gézlenmistir (Sekil 4.2.1 a, b, c, d).
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Sekil 4.2. 1 Flep drneklerinin kesit i¢in hazirlanmasi. Kontrol grubu (a), hicre
grubu (b), VEGF grubu (c), hicre+VEGF(d). Hucre grubunda gortlen kanlanma
().

Yukaridaki sonuglarimiz ile uyumlu olarak en fazla kanlanmanin hicre grubunda
oldugu gosterilmistir. Bu da MKH’lerin anjiyogenezise katki sagladigi konusunda

onemli bir sonugtur.
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4.3. Deney ve Kontrol Gruplarinin incelenmesi
Operasyonun 7. Guninde deney sonlandirilmis ve yukarida da ifade edildigi gibi
deney hayvani hazirlanarak incelemeye alinmigtir. Tum gruplar igin makroskopik

olarak bakildiginda farkliliklar géralmastar (Sekil 4.3.1).

Sekil 4.3. 1 Flep modelinde 7. ginde nekrotik alanlarin makroskobik goérinima.
kontrol grubu (a), hicre grubu (b), VEGF grubu (c), hiicre+VEGF grubu (d).

4.4. Nekrotik Alan Yiizdesinin Hesaplanmasi

Calismada 3X10 cm? boyutlarinda modifiye edilmis McFarlene flep modeli
kullaniimistir. iskemik flep yapisi saydam kagitlara kopyalanarak gizildikten sonra
elektronik ortama aktariimis piksel sayimi yapilmis ve % nekroz alani
hesaplanmistir (Sekil 4.4.1)

1. Kontrol Grubu: % 18.5

2. Hucre Grubu: %11

3. VEGF grubu: %10

4. Hucre+VEGF Grubu: %31

Gruplar arasindaki degerlere bakildiginda en az nekrotik alan hlcre grubunda
bulunmustur. Nekrotik alan ortalamasi en ylksek olan grup ise hucre+VEGF grubu

olarak tespit edilmigtir (p=0.08).
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Nekrotik alan hesaplamalari sonucunda en ylksek nekroz ortalamasina sahip olan
grubun hicre+VEGF grubu oldugu goérulmustir. Bu sonug damarlanmanin yogun
olarak gorulmesinin beklendigi hucre+VEGF grubu icin beklenilen durum
gorulmediginden VEGF’nin MKH (zerinde baskilayici etkisi olabilecegi yoninde
yorumlanarak VEGF’nin MKH Uzerindeki etkisi incelenmek istenmistir.

Buna bagh olarak in vivo uygulamalarda kullandigimiz dozda VEGF (10ug/
5000ml) 20.000 huacre/ml olacak sekilde MKH’ler Uzerine in vitro olarak
uygulanmig ve MKH’lerin VEGF’nin uygulama konsantrasyonunda canliigir MTT
testi testi ile tayin edilmistir.

Tablo 4.4. 1 VEGEF igin verilen OD (570 nm) degerleriVEGF igin verilen OD (570
nm) degerleri

Gruplar OD degerleri Gruplar OD degerleri
(Besiyeri+MKH) (Besiyeri+MKH+VEGF)

N1 0.169 N1 0.154

N2 0.389 n2 0.115

n3 0.209 n3 0.100

Na 0.406 Na 0.121

Ns 0.277 Ns 0.113

Ne 0.963 Ne 0.336

Yapilan test sonucunda ilk 24 saat igcerisinde alinan MTT spnuglari yorumlanmigtir.
Bunun sebebi VEGF’'nin MKH’ler Uzerinde akut etkisinin ¢alismamizda 6n plana
citkmasidir. Bu verilere gore VEGF'nin MKH Uzerinde baskilayici etkisinin

olabilecegdi seklinde yorumlanmistir
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4.5. Histolojik Boyama Calismalari
Histolojik boyamalar igin flepten 1X1 cm? boyutunda kesitler alinmis ( Sekil 4.5.1.a,
b) ve incelemeler yapiimigtir.

Sekil 4.5. 1. Sirt flebinden alinan 1 cm2 boyutundaki doku érnekleri (a, b

Calismamizda Hematoksilen&Eozin boyama yapilmis ve mononukleer hicre

infiltrasyonu, kas dejenerasyonu, kan damarlari gézlenmistir (Sekil .4.5.2 a, b)

vm% e '- A.:' § J ‘N.‘M - i b
Sekil 4.5. 2.a. Kontrol grubunda dejenere olmus kas dokusu (100X)
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Sekil 4.5.2.b. Kontrol grubunda kan damarlari ve dejenere olmus kas dokusu
gosterimi (200X)

Ayrica ¢alismamizda Masson’s trichome boyama yapilmistir. Masson’s trichome
boyanin sagladigi zemindeki tezatlik sayesinde bag doku elemanlari kastan
rahatlikla ayirt edilebilmis ve bu boyama ile kastaki dejenerasyon durumu
derecelendirilmistir.
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Sekil 4.5.2.b Hlcre grubunda +1 degerini alan kas goruntisu ve kapiller goérinim
(=) (100X)

Sekillerde goruldugu Uzere kas dejenerasyonunun +3 olarak derecelendirildigi
grupta (Sekil 4.5.3.a) kas lifleri arasindaki bag doku yogunlugunun arttigi ve liflerin
tamamen ayrildigi ve bdlgede yogun mononukleer hicre infilitrasyonunun oldugu
gorulmektedir. Bu durum kas proteinlerindeki bozulma sonucunda ayrilan lifler
arasina giren bag doku kaynakl bir gérinimdur. +1 deg@erini alan hlcre grubuna

baktigimizda ise (Sekil 4.5.3.b) kas liflerinin saglikli yapida oldugu gorulmektedir.
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+2 degerini alan gruba bakildiginda mononukleer hicre infiltrasyonunun nispeten
az oldugu goérulmektedir (Sekil 4.5.3. c). Hucre+VEGF grubunda da kaslar
cogunlukla +3 degerini almistir (Sekil 4.5.3.d).

Figr

P o) e

Sekil 4.5.3.c VEGF grubunda +2 degerini alan kas gérinimu (100X)

=g - = T =

Sekil 4.5.3.d. Hucre+VEGF grubunda +3 degerini alan kas gorunimu ve
kapiller goriinim (<—) (100X)
Buna bagli olarak dejenerasyon derecesi en yuksek olan kas +3 degerini, orta
derece dejenerasyon +2 dederini ve en az dejenerasyon yani en iyi durumdaki kas
+ 1 degerini almistir ( Tablo 4.5.1) ve istatistiksel hesaplamalar buna bagh
kalinarak yapilmistir ( Fisher-Freeman- Halton test). Sonug¢ olarak gruplar arasi
farklihk oldugu bulunmustur (p=0.02).
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Tablo 4.5. 1. Kas derecelendirmesinin istatistik igcin hazirlanmasi

Kas derecesi +1 +2 +3

Kas durum tayini | En iyi durumda Orta durumda En kétl durumda

Derecelendirme vyapildiktan sonra preparatin rastgele bdlgeleri segilerek
goruntulemeler yapilmis ve dejenerasyonu destekleyecek bulgular taranmistir.
Sonug olarak dejenerasyon igin belirleyici faktorler kas liflerinin birbirinden
ayrilmasi, yag hicre infiltrasyonu, dejenere olan kas lifleri arasina giren bag doku

elemanlarinin durumu olarak belirlenmistir (Sekil 4.5.4. a, b, c, d).

Sekil 4.5.4.a. Kontrol grubunda dejenere +3 degerinde iskelet kasi
goruntusu. Hucre infiltrasyonu ve kil kokl yapisinda azalma tespit edilmistir (50X)
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Sekil 4.5.4.c VEGF grubunda iskelet kasinin +2 degerde goéruntisu (100X)

Yukaridaki sekiller kargilastiniifiginda hicre grubundaki iskelet kasi oldukga iyi
durumdayken; VEGF grubunda dejenerasyon gorulmektedir.
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Sekil 4.5.4.d. Hicre+ VEGF grubunda iskelet kasi +3 goruntisi. Yag hucresi
infiltrasyonu sekilde gosterilmistir (50X).

iskelet kasindaki derecelendirmeye bagh olarak kontrol grubu tamamen + 3
degerini alan tek gruptur. Bu durum, kontrol grubunda iskelet kasi agisindan flebin
en kotl durumda oldugunu ortaya koymaktadir. Yag dokunun infiltrasyon
Ozelligine bagh olarak hicre+VEGF grubunun diger gruplara gére daha fazla
infiltrasyon gdsterdigi tespit edilmistir.

Ayrica mikroskobik incelemeler esnasinda kil kokl sayimi yapilmasi uygun
gorulmustar. Kil kdka sayimi da 100X buyutme ile yapiimistir. Kil kokl sayiminda
saglkl durumda olanlar (Sekil 4.5.5.b) ve saglikli olmayanlar veya durumu tespit
edilemeyenler (Sekil 4.5.5.a) olmak Uzere sayim yapiimig ve istatiksel hesap

saglikh olan kil koku sayisi Uzerinden yapilmigtir.
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Kil kokd agisindan bakildiginda ortalamasi en yuksek olan grup hulcre
grubudur. Bu durum kil kdku ve iyilesme acgisindan degerlendirildiginde hucre
grubunun iyilesme acisindan diger gruplara gore fark yarattigini géstermektedir.
Hucre grubundaki farklilik istatistiksel olarak da goésterilmistir ( p=0.017, Kruskall

Walls testi).
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Sekil 4.5.5.c. VEGF grubunda sayim yapilamayan ve iskelet kasi agisindan
+3 degerini alan 6rnek (100X)

Kil kdku sayisi hlicre grubunda kontrol grubuna gore (p=0.04) ve hicre grubunda

hiacre+VEGF grubuna gore (p= 0.035) anlamh olarak farkli bulunmustur.

49



4.6. CD 31 Hiicre Yiizey Antijeninin immunohistokimyasal Yéntemle Tespit
Edilmesi

immunohistokimyasal yontem basamagi icin yapilan én galismalar sonucunda
sonug olarak 1:50 oraninda primer antikor ile +4 °C’de gece boyunca bekleme
yapilarak boyamanin devam etmesine karar verilmistir. Buna bagl olarak CD 31
immunohistokimyasal boyama ydntemi tamamlanmis ve 400X blyutmede rastgele
secilen 5 alanda sayim yapilmistir ( Sekil .4.6.1 a, b, ¢, d ). Sayim esnasinda
kapiller yapilar sayilarak CD 31* olan hucrelerin sayiminin spesifik olmasina dikkat
edilmistir. Sayim yapilan tim alanlarda fotograf cekilmistir.

Sayim sonucunda istatiksel olarak CD31 miktari bakimindan gruplarda benzer
ortalamalar oldugu tespit edilmigtir (p=0,674). Ancak ortalama degerler
karsilastirildiginda hdcre grubunda CD31 ortalamasinin  yiksek oldugu
gorulmustar (Tablo 4.6.1 a, b).

Tablo 4.6. 1. a. Gruplar arasinda CD 31* hlicre sayimi ortalama degerleri

Grup ismi CD 31 sayimi ortalamasi
Kontrol 34.3
Hucre 40.5
VEGF 34.3
Hucre+VEGF 36.3

Tablo 4.6. 2. CD 31* hiicre sayimi ortalamasinin gruplar arasindaki degisimi

SN
N

CD 31* Hucre Sayiminin Gruplardaki Ortalamasi

kontrol hicre VEGF hicre+VEGF

w w b
o o O

w
N

CD 31* ortalama sayisi
] g

1 2 3 4
gruplar
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CD 31* hucre sayiminin yapilisinin gruplara gére gosterimi asagidaki sekillderde
verilmistir ( Sekil 4.6.1.a, ,b, ¢, d):

A X <, A= " AN,

Sekil 4.6. 1.a. Kontrol grubunda oklar (1) ile kapiller gosterimi.

W 1

Sekil 4.6.1.b. Hicre grubunda oklar (ﬂ‘) ile kapiller gosterimi.
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$ek|I 4.6.1.d. Hiicre+VEGF grubunda oklar (ﬂ) ile kaplller gosterimi.
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Gruplardan toplanan kil kdkl sayisl, iskelet kasi derecelendirmesi, % nekroz alani
degerleri ve CD 31* hicre sayimi asagidaki tabloda oldugu sekilde ifade edilmistir
(Tablo 4.6.2). Cikan sonuglar hicre grubu ve diger gruplar karsilastirildiginda
hicre grubunda azalan nekrotik alan, artan kapiller yogunluk ve kil koku sayisinda
artig1 gostermektedir.

Tablo 4.6. 3. istatistik icin kullanilan veriler

Grup Ismi Kil Kéku Sayisi iskelet Kasi | % Nekroz degeri | CD 31* hiicre
Derecelendirme sayimi

Kontrol 1 0 +3 %16 51
Kontrol 2 0 +3 %11 13
Kontrol 3 0 +3 %22 38
Kontrol 4 0 +3 %30 50
Kontrol 5 9 +3 %19 23
Kontrol 6 0 +3 %13 31
Hucre 1 30 +1 %0 26
Hulcre 2 35 +2 %30 38
Hicre 3 24 +3 %20 45
Hucre 4 0 +2 %1 45
Hulcre 5 48 +1 %16 43
Hulcre 6 15 +2 %0 46
VEGF 1 2 +3 %4 51
VEGF 2 33 +3 %6 32
VEGF 3 1 +3 %18 42
VEGF 4 0 +3 %12 1
VEGF 5 0 +3 %21 43
VEGF 6 2 +2 %4 37
H+VEGF1 |0 +3 %18 38
H+VEGF2 |0 +3 %25 45
H+VEGF3 |0 +2 %52 28
H+VEGF4 |0 +3 %51 34
H+VEGF5 |0 +3 %29 35
H+VEGF6 |8 +3 %12 35
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Besin, gaz, sinyal molekilli, kan akimi ve immuin hicreler normal fizyolojik
kosullarda esas olarak kan damarlari tarafindan iletilen ve tasinan yapilardir. Kan
damaralar ile ilgili mekanizmalarin agiklida kavusturulmasi kanser, diyabetik
retinopati ve birgok iskemik durumlarinin tedavisinin onund ag¢mak i¢in onem
tasimaktadir. iskemik durumlara baktigimiz zaman damarlanmanin yeterli
dizeyde saglanamamasi [62] problem teskil etmektedir. Buradan hareketle deri
flebi modelinde iskemi sonrasi MKH’nin damarlanmaya olan katkisi arastiriimistir
MKH’ler salgiladiklari faktorlerle iskemi ¢alismalarinda damarlanmayi saglamak
acisindan kullanilan hucrelerdir. Buna bagh olarak g¢alismamizda huicre gruplari
MKH’lerin iskemi Uzerindeki etkisinin anlasilabilmesi icin olusturulurken;
hicre+VEGF grubu MKH’nin bir Grind olan VEGF’nin etkisinin hlcre ile beraber
ekzojen olarak verildiginde nasil bir etki yaratabileceginin arastirilmasi igin
olusturulmustur.

Yapilan calismalar VEGFies geni aktarilmig hlcrelerin sirt flebinde canhhgi
arttirici yonde etki yaptiklarini géstermektedir [63]. Yani VEGF ifadesi flep canlihgi
icin istenilen bir durumdur. Ancak ¢alismamizda hicre+VEGF grubunda CD 31*
hiucre sayimi az, nekrotik alanin fazla olmasi, iskelet kasinin koétu durumda
derecelendiriimesi VEGF’nin ekzojen olarak verilen formunun MKH’lerle birlikte
oldugunda akut etki olarak damarlanma surecinin aleyhinde olabilecegini
gOstermistir. VEGF grubu ile benzer sonuglar gosteren hucre+VEGF grubu hicre
grubundan tamamen farkli sonuglar vermis ve bu durum ekzojen olarak verilen
faktorin flepte iskemi slirecinde beklenilen yonde etki etmedigini gostermistir.
Buna bagl olarak VEGF’'nin MKH’ler Uzerinde etkili olup fonksiyonlarini
baskilayabildigi ya da canlihgini azaltabildigi dusintlmds ve bunun icin MTT
analizleri yapilmigtir.

MTT sonuglari, sadece besiyeri icinde inkiibe edilmis MKH’nin canliiginin, VEGF
ile birlikte inkibe edilmis MKH’nin canlihgindan daha yuiksek oldugunu
gOstermistir. Bu durum VEGF’nin ekzojen olarak uygulandiginda MKH
proliferasyonunu baskilayabilecegi seklinde yorumlanmigtir.

VEGF, anjiyogenezis igin temel bir molekul olsa da damar stabilizasyonu
olmaksizin olusan kapiller hizla apoptozise ve gerilemeye gittikleri bilinmektedir.
Buna bagdli olarak yapilan ¢alismalarda VEGEF ile birlikte damar stabilizasyonunda
rold olan Anjiopoietin1 (Ang1) ve Anjiopoietin2 (Ang2) molekulleri de incelenmistir

[64, 65].
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Anjiyopoietin molekulleri, VEGFA’dan daha sonra tanimlanan bir molekuldir. Tiel
ve Tie2 reseptorlerine etki ederek endotellere spesifik olarak bulunurlar [66]. Angl,
VEGFA kadar endoteller Uzerinde mitojen etki gostermemektedir [67]. Ancak Angl
ve VEGFA koordineli g¢alisan molekillerdir. Yapilan ¢alhismalarda Ang1
molekuluntin vaskuler gelisimin stabilizasyon basamagi i¢in onemli oldugu
gosterilmistir [65]. Ang1 mutant farelerde VEGF surecine bagll basamaklarin
dogru sekilde ilerledigi; ancak damar stabilizasyonunun ve remodeling agsamasinin
aksadigl ortaya konmustur [65]. Ang1 molekulinin dogal antogonisti olarak
bulunan Ang2 molekdll ile birlesen VEGF molekill, damarlardaki stabilizasyonu
bozarak Angl etkisini inhibe etmektedir [65].

Endotel hicrelerin etrafini saran perisitler Ang1 salgilamaktadir ve bu sayede
damar stabilizasyonu saglanmaktadir ve perisitler bu sekilde etki goOstererek
endotel hucreler ile siki bir baglanma saglamaktadir. Damar stabilizasyonunu
saglayan Ang1 MKH’ler tarafindan da salgilanan bir faktordur; ancak biyolojik
aktivite agisindan VEGF salinimi MKH’lerde daha yluksek seviyededir [30].
Calismamizda hucre grubu ve hucre+VEGF grubu kargilastinidiginda hucre
grubunda daha saglhkh bir tablonun ortaya c¢iktigini gormekteyiz. Bu durum
VEGF’Un ekzojen olarak verildiginde hizla indirgenmesi ve MTT testi sonuglarinda
goruldigu gibi MKH canlihgr bastirmasiyla iliskilendirilebilir. Hucre+VEGF
grubunda MKH’ler baskilandigi igin  salgilamalari  gereken faktorleri
salgilayamamis ve ortamda ekzojen olarak verilen VEGF’nin degrede olmasi
sonucunda damarlanma hicre+VEGF grubunda yodun olarak gorilememistir.
VEGF’nin anjiyogeneziste endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu sagladigi
yonunde gorus birligi mevcut olsa da endotel hiicre sagkalimi ve buna bagli olarak
damar stabilizasyonu uzerindeki etkisi ile ilgili aydinlatiimasi gereken
mekanizmalar bulunmaktadir [ 19,21, 66, 67]. Bu durum VEGF’nin sahip oldugu
konsantrasyona, pH degerine ve etkiledigi reseptor tipine baghdir [7, 66]. ClUnkU
hicre yluzeyinde aktive olan reseptor tipine bagh olarak aktive olan sinyal yolu
farkli olacagindan anjiyogeneziste bu iligki endotel hlcrelerin ytzeyindeki reseptor
tipi ve aktive olan yol ile iligkili olarak 6nem tagimaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda,
calismamizda huicre ve hicre+VEGF gruplari karsilastirildiginda, ekzojen olarak
verilen VEGF yerine, gelen uyarilara gore ifade bulacak ve ortamda daha uzun

sureli etki edecek MKH uygulamasinin avantajli olabilecegi yorumlanmistir.
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Bu dogrultuda hlcre grubu ve VEGF grubu karsilastirildiginda MKH’lerin mevcut
olarak bulunduklari dokudan gelen sinyallere bagl olarak VEGF salgilayabildikleri
dusunuldigunden dokunun ihtiyacina gore olusan bu cevabin ekzojen olarak
verilen VEGF’ye gore daha saglikh oldugu séylenebilir. MKH uygulamasinin diger
bir avantajinin MKH’lerin iyilesme igin salgiladiklari sitokinler oldugu ayrica
MKH’lerin yarali dokuya yerleserek dokunun ihitiyacina gore cevap olusturduklari
yonunde olabilir. Bu durum c¢alismamizin sonucunda ekzojen bir faktor etkisi
altinda kalmaksizin yapilacak MKH uygulamasinin avantajli olabilecegi yoninde
yorumlanmigtir.

Anjiyogenezis ¢Ozunebilen faktdrler ve ECM iginde ¢dzunmeyen faktorler ile
iliskilidir. Bu ¢ok basamakh slre¢ var olan damarlarin etrafindaki membranin
degrede olmasiyla baslar ve endoteliyal hiicre migrasyonunu, proliferasyonunu ve
fonksiyonel damar agi yapisinin olusumunu igerir [68]. Kapiller agin gelisim sureci
olan bu adimlar agisindan anjiyogenezis sireci ve ECM elemanlari yakindan
iliskilidir [65].

Anjiyogenezis calismalarinda kapiller morfoloji ve degisen ECM kosullari 6nem
kazanmaktadir [69]. Bu yuzden gerek hiucre uygulama galismalarinda gerekse
doku muhendisligi calismalarinda bu iligki on plandadir. Bu caligmalarin ortak
amaci iskemiye bagli olusan ve zayif damarlanmanin sonucu olarak kendini
gOsteren patolojik durumun tersine c¢evrilmesi yani yeni damar olusumunun
arttirlmasi ve hizlandiriimasi yonuandedir. Bu dogrultuda g¢alismamizda uygulama
alani olarak hemen hemen tim flep bdlgesi (alti farkli bdlge) olacak sekilde
uygulama yapilmistir. Flep calismalarina bakildiginda [55, 70, 71, 72] o6zellikle
kaudal bolgede nekrozun arttigi belirlenmigstir. Buna bagli olarak kaudal kisimdaki
damarlanmanin tespiti damarlanma acgisindan belirleyici olmaktadir.

Bu nedenle calismamizda flepte nekrotik alanin basladigi bdélgenin bitisinden
itibaren yaklasik 1 cm aralik verilerek kaudal bolgeden kesitler alinmasi uygun
gorulmustar. Kapillerin etrafindaki bazal membran ve ECM degredayonu
anjiyogenezis icin ilk adimlardir. Buna bagli olarak anjiyogenik suregleri baglatacak
uyaranlar onem kazanmaktadir. Bu faktorlerin en ¢ok calisilani ve endotel
hicrelere spesifik olarak bulunan molekil VEGF'dir [73]. Calismamizda VEGF

tercih edilmesinin nedeni bu olmustur.
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Flep modelinde flebin olusturulma slrecine bagl olarak olusan travma sonucunda
bdlgede onarim surecine baglh olarak birgok sitokin salgilandigi dustnutlmektedir.
Flep calismalarinin yani sira yara dokusu ile ilgili olarak yapilan ve buylime
faktorlerini iceren proteomiks galismalarinda gerek damarlanma ile ilgili faktorlerin
gerekse yara iyilesmesi ile ilgili faktérlerin ortamdaki varligi gdsterilmistir [74].
Ancak hangi ortamda bulunmalarinin diginda hangi yolla uygulanirsa uygulansin
buylime faktorlerinin iyilesme bdlgesinde uzun sureli etki edemedigi ve bu bodlgeye
tutunamadiklari bilinmektedir [63]. Cunku yara dokusu mikrogevresi bluyume
faktorlerinin  hizli degradasyonunu tesvik etmektedir [41, 63, 75]. Tez
calismasindaki amacimiz kan akimi kesilen flebin tekrar dikilmesi sonucunda
damarlanmanin saglanmasi, kan akiminin saglikli olmasina bagh olarak akimin
hizlanmasi ve flebin canli dokusunu koruyabilmesi olarak belirlenmistir. VEGF
uygulanan grubun ve hucre grubunun ayri ayri olusturulmasi flep canlihdinin
VEGF uygulandiginda ve MKH uygulamasi yapildiginda karsilastiriimasi igin
imkan sunmustur.

Ekzojen olarak verilen VEGF damarlanmayi arttirsa da, VEGF grubu ve hicre
grubu karsilastinldiginda VEGF etkisinin sinirli kaldigi goérulmastir. Buna neden
olarak VEGF’nin hizli degrade olmasini gdsterebiliriz. Buna ek olarak diger dnemli
bir yorum ekzojen olarak uygulanan faktérin etkisinin mevcut olarak bulunan
endotel hucrelerin sayisi yuzanden sinirli oldugu seklindedir. Bu ylzden
damarlanma sureci gibi dinamik bir strecin hucre uygulamalar ile desteklenmesi
gerektigi dusunulmektedir. Bu uygulamalar i¢cin MKH iyi bir kaynak olarak
dusunulebilir. Cunki MKH’ler salgiladiklari faktorlerle gevrede bulunan hcreleri
uyarabilirler ve bu uyarim, faktér uygulamasinda faktérin indirgenme suresinin
¢abuklugu dusunuldigunde cevredeki hlcreler Uzerinde daha uzun sureli etki
gOstermektedir.

MKH’lerin 6zellikle HGF ve VEGF biyolojik aktivite duzeyi gosterecek sekilde
salgiladiklarinin  ve MKH’lerin yara bdlgesine yerlesme ve bu bolgede
farkhlisabilme o6zelliklerinin biliniyor olmasi [30] bu hucrelerin in vivo olarak
caligiimasini 6n plana almaktadir. MKH’lerin hem yodnelimsel hem de besleyici
Ozellik goOstermeleri iyilesme, onarim gibi damarlanma surecinin de iginde
bulundugu olaylari desteklemesini saglar [76]. Calismamizda hicre grubunun
CD31* hiucre sayimi agisindan diger gruplara gore daha yuksek sonug vermesi bu

bilgiler 1s1ginda yorumlanmasi uygulanan hucrelerin farklilasma gostererek veya
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salgiladiklari faktorler yardimiyla damarlanma strecine katki sagladiklari yéninde
olmustur.

Yapilan arastirmalarda [71, 75] MKH uygulanan gruplarda kapiller yogunlukta
daha fazla artig oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamiz da bu veriyi destekleyici
yonde sonu¢ vermistir. Ancak kapiller yogunluktaki artisin  MKH’lerin
farkhlasmasina bagh olup olmadigi tespit edilememistir. Kapiller yogunluktaki
artisin tespiti vaskuler endotel hicreler i¢cin immunolojik belirte¢ olan ve endotel
oncusu belirteg olan CD31 [77] ile yapilmis ve hlcre grubunda diger gruplara
kiyasla daha fazla sayida CD31 varligi tespit edilmistir.

CD31 boyanmasina bakildiginda insan yag dokusundaki damarlarin boyandigi bir
calismada [78] kuguk arter ve venlerde CD371’in kesikli boyama gdsterdigi ve
Ozellikle hucre-hucre baglanti bolgelerinde yogunlastigl tespit edilmigtir. Kapiller
damarlarda ise surekli boyanma gosterdigi ifade edilmigtir [78].

Hicre grubundaki CD 31* hdcre sayimin fazla olmasi MKH’lerin parakrin etki
gOstererek endotel hicreleri Uzerinde etki ettikleri seklinde yorumlanmistir. Yag
doku kokenli MKH’lerin fonksiyonel olarak damar stabilizasyonunu saglayan
perisitlerle benzerlik gosterdigi hatta bunlara farklilasabildigini gdsteren bir ¢calisma
[79] bu yorumu gugclendirmektedir. MKH’lerin mikrodamarlarla iliski kurarak
perisitler gibi endotelleri stabil durumuda tuttuklari bilinmektedir [79].

Dokunun yeniden organize olma sureci koagulasyon, inflamasyon, doku
formasyonu ve yeniden modellenme adimlarini igerir. Bu adimlardan doku
formasyonu slrecinde anjiyogenezis goérulmektedir [74]. Buna bagh olarak flep
canlihginin karsilastirildigr gruplarda CD 31* hucre sayiminin yapilmasi kapiller
yogunluk agisindan anjiyogenezisi dokunun yeniden organize olma sureciyle
yorumlamamizi saglamigtir.

Mikrovaskuler yodunlugun CD 31 yuzey belirteci ile ¢alismalarda yorumlanmasi
[72] CD 31* hlicre sayimi yapmamiz gerektigine karar vermemizi saglamistir. CD
31" hlcre sayimininin fazla oldugu grup olan hicre grubu icin kapiller yogunluk
yuksek orandadir diyebiliriz. Bunun yani sira damarlanma sureci ile uyumlu
olmasini bekledigimiz iskelet kasi derecesinin hucre grubunda iyi derecede sonug
vermesi doku organizasyonunu destekler yondedir.

Dokular, hucreleri, hiicrelerarasi baglantilar ve hicrelerin birbirleri ile tutunduklari
ekstrasellliler matriks ortamini iceren yapilardir. Buna bagli olarak dokularda

hicreleri ¢ekirdek, sitoplazma olarak ayirt edebilmek icin ve destek doku, bag
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doku gibi htcrelerin varhgini strdtrdigu ortamlari ayirt edebilmek igin histolojik
boyama teknikleri kullaniimaktadir. Buna bagli olarak c¢alismamizda kullanilan
histolojik boyamalar kas derecelendiriimesi gibi flep yapisinin yorumlanmasini
kolaylastirmigtir.

iskelet kasindaki dejenerasyona bakildiginda bu durumun atrofi ile iligkilendirildigi
gorulmektedir [80, 81]. Yapilan ¢alismalarda [80] kas derecelendiriimesi agisindan
kullanilan Olgutler galismamiza uyarlanmigtir [80, 81]. Calismalarda kullanilan
Olgutler fibrozis olusumu, yag doku infiltrasyonu g6z 6nune alinarak yapilmigtir.
Kas hastaliklari ya da kasin mekanik hasari sonucu olusan kronik kas
dejenerasyonu, atrofi, fibrozis ve daha sonraki donemlerde olusan yag hucresi
infiltrasyonuna bagli olarak kas dokusu yapisindaki bozukluklar ile karakterize
edilir [81]. Iskelet kasi hasarindaki birikimler onarim kapasitesini sinirlamaktadir
[82]. Bu durum kan akimindaki bozukluklara bagli olarak kasiima proteinlerinin ve
miyofibrillerin yikim hizinin artmasina bagl olusan atrofi ile karakterizedir. Atrofi,
kastaki rejenerasyon ve dejenerasyon dengesinin bozulmasiyla beraber kendini
gosteren bir suregtir. Atrofi sonucunda kasilma proteinlerindeki azalmaya bagli
olarak kasta fonksiyonel kayiplar meydana gelir [81].

Calismamizda yapilan derecelendirmede de +3 degerini alan ylksek oranda
dejenere kaslarin goérlintlsune bakildiginda, fibrozisin ve hucre infiltrasyonunun
oldugu ve bolgede yag doku birikimin arttigi gorulmektedir. Her ne kadar fibroz
doku iyilesme surecinde kas dokunun yerini doldursa da fonksiyonel olarak kas
doku o6zelligi gostermedigi icin dejenerasyonda onemli bir belirtectir. Ayrica kapiller
yogunluk derecesi verebilen yani kan damari yogunlugunu yorumlayabilecegimiz
CD 31* hicre sayisinin hicre grubunda fazla oranda bulunmasi iskelet kasinin
hicre grubunda daha iyi durumda bulunmasi ile iligkilendirilebilmistir. Birgok
histolojik boyama kas lifi durumlarini, nekroz ve inflamasyon varhdini ortaya
koymaktadir. Ayrica yag birikimi kaslarda patolojik durumu isaret etmektedir.
Calismamizda da damarin kasi besleme 06zelligi 6n plana alinarak iskelet
kasindaki rejenerasyon durumu damarlanma ile iligskilendirilmis ve hicre grubunun
kontrol ve hicre+VEGF grubuna gore iskelet kasi agisindan anlamli olarak iyi
durumda kasa sahip oldugu bulunmustur. Bu veriler CD 31* hlicre sayimi ile
yorumlandiginda yine hidcre grubunun diger gruplara goére daha ylksek sonug

verdigi gérulmastar.
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CD 31 belirtecinin sayi olarak hicre grubunda fazla ¢gikmasi iskelet kasinin hicre
grubunda nispeten iyi olmasi ve nekroz alaninin hdcre grubunda nispeten az
olmasiyla iligkilendirilebilir ve bu sonug¢ bekledigimiz durumu karsilamaktadir.

Kas dejenerasyonu agisindan bakildiginda kontrol grubunu ve VEGF+hicre
grubunun ( bir denek +2 degerini almistir) tamamen +3 degerini almis oldugu
gorulmektedir ve bu iki grup CD 31 agisindan da hlcre grubuna gére daha disuk
oranda sayima sahiptir. Ayrica yag doku infiltrasyonu agisindan bakildiginda
hicre+VEGF grubunun kontrol grubuna goére daha fazla yag doku infiltrasyonu
gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum zaten nekrozun yogun olarak goéruldugu ve
CD 31* hucre sayimininin nispeten az oldugu VEGF+hucre grubunda beklenen bir
durum olarak yorumlanmisgtir.

Kil kdkl sayimi agisindan bakildiginda hucre grubundaki saghkh kil koku sayisi
kontrol grubuna ve hucre+VEGF grubuna gore iskelet kasinda oldugu gibi anlamli
derecede farkh cikmistir. Bu durum da hiicre grubundaki diger verilerle uyum
gOstermektedir.

iskelet kasi ve kil kékii bakimindan diger gruplardan anlamli derecede farklilik
gOsteren hicre grubunun verileri, CD 31* hucre sayimi agisindan diger gruplara
oranla yuksek ortalama gostermesiyle desteklenmisgtir.

insan viicudunda hasar gérmiis damarlarin tedavisinde klasik yéntemlerin yetersiz
kaldigr durumlarda MKH’ler bir kaynak olarak gorulmektedir. MKH’ler salgiladiklari
faktorler sayesinde anjiyogenezis surecinde rol oynar. Burada en 6nemli nokta,
MKH'’lerin doku hasarina ve ihtiyaca gore cevap olusturmasidir. Bu durum iyilesme
sureci i¢in tam da istenen bir husustur. Bu nedenle ekzojen olarak eklenen,
faktorlere ihtiyag kalmaksizin tek basina MKH’ler dokunun iyilesmesi sorasinda
surece katki saglayabileceklerdir. Guvenilirligi, kolay elde edilebilirligi ve etkinligi
yag dokusu MKH’lerin Kklinik olarak kullanilabilirligini de mumkudn kilmaktadir. Bu
nedenle, MKH’ler hicresel tedaviler igin ¢ok iyi bir kaynak olarak gorulmektedir.
Cesitli klinik uygulamalari olmasina ragmen, bu konuda dizenlenen toplantilarda
arastirmacilarin sonug¢ olarak vardigi nokta, daha fazla calismalarin yapilmasi
gerektigidir. MKH’lerin molekuler dizeyde Ozelliklerinin daha iyi bilinmesi ortam
kosullarina gore verdikleri cevaplarin tespit edilmesi ve guvenilir isaretleyici
molekdller ile isaretlenip canli vicudunda goéruntulenebilmesi gelecekte bu

hucrelerin gok daha guvenle kullanilabilmesine imkan saglayacaktir.
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Hematoksilen&Eozin Boyama Hazirligi:

Hematoksilen icin Maddeler:

1- Hematoksilen kristali: 7.5 g.

2- %100’luk alkol 75 cc.

3- Amonyum veya potasyum olum 150 g.

4- Distile su 1500cc

5- Merkuri oksit 7.5 g.

Hematoksilen Hazirlanigi:

1- Hematoksilen alkolde kaynatilarak eritilir.

2- Amonyum veya potasyum olumda suda kaynatilarak eritilir.
3- Bu iki ¢ozelti sicakken birbirine karistirilir. Hemen tekrar kaynatilir. Sicakken
ates Uzerinden alinir.

4- Yavas yavas merkuri oksit eklenir.

5- Cdzelti koyu menekse rengini alir almaz sogutulur.

Eozin igin Maddeler:

1- Eozin (suda eriyen)

2- Distile Su

3- %95’lik alkol 125 cc

4- Distile su 375 cc

5- CH3COOH 2 damla

Eozin Hazirlanisi:

1- 3 g. eozin 100cc distile suda eritilir.

2- Bu karisima 120 cc. %95’lik alkol eklenir.

3- 375 cc distile suda eklendikten sonra 2 damla CH3COOH damlatilir.
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Masson’s Trichome Boya Hazirligi:

Bouin Solusyonu: Pikrik asit 75 cc
%30-40 formaldehit 25 cc
Glasiyal CH3COOH 5 cc

Trichome Boyasi: Chromotrope 2R 0.6 g.
Light Green 0.3 g.
Glasiyal CH3COOH 1 cc
Fosfotunguistik asit 0.8 g.
Distile su 100 cc

Asetik Asit Solusyonu: 100 cc H20’ya 5 cc CH3COOH

Asit Alkol Hazirlamak igin: 1000 cc %70 alkol

10 cc HCI

Amonyakli Su: Bir miktar distile su ile birka¢g damla NHz karistirilir.
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